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Summary
Aluminum (Al) is the third-most abundant metal and is widely distributed in our environment. It is stable as a 

trivalent ion and is not an essential trace element for humans. Aluminum compounds are industrially used as phar-
maceuticals, food additives, cosmetics, and other household products. For pharmaceutical applications, aluminum salts 
are used as adjuvants to prepare vaccines and sucralfate, a complex of aluminum hydroxide and sulfated sucrose 
with an antiulcer property. However, Al is reported to be associated with the development of neurodegenerative 
diseases, such as Alzheimer’s disease and Parkinson’s disease.

Calcineurin (CN)，a target enzyme for immunosuppressive drugs such as tacrolimus (FK506) and cyclosporine A, 
is a calcium ion (Ca�2+)/calmodulin (CaM)-dependent protein serine/threonine phosphatase. We previously confirmed 
that trivalent lanthanum (La [III])，trivalent scandium (Sc [III])，trivalent yttrium (Y [III])，and trivalent chromium 
(Cr [III]) can inhibit the phosphatase activity of recombinant human CN (rhCN) from Escherichia coli. Kinetic anal-
ysis revealed that the inhibition was a mixed-type inhibition for La (III) and a non-competitive inhibition for Cr (III). 
In the present study, we examined the effect of rhCN on phosphatase activity using trivalent aluminum (Al [III]). 
We observed that the Al (III) inhibition of rhCN activity was a mixed-type inhibition using a double-reciprocal 
Lineweaver–Burk plot.

アルミニウム（Al）は，酸素，ケイ素に次いで 3 番目
に地殻中の元素の存在度が高く，広く自然界に存在してい
る�1）。Al は三価のイオンで安定しており，ヒトに対して必
須性は認められないが，工業的，医薬品としての利用価値
が高く，食品添加物，化粧品，その他の家庭用品としても
使用されており，その用途は広い�2）。医薬品としての Al
はアルミニウム塩がワクチンのアジュバンドとして，ショ
糖硫酸エステルアルミニウム塩（スクラルファート）は胃
炎・消化性潰瘍治療剤として使用されている�3, �4）。一方で
Al はアルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性
疾患や乳癌の発症に関連があると報告されており�5-�7），Al
の毒性作用や生物学的な影響について多くの研究が行われ

ている�8）。
一方，免疫抑制剤の標的酵素であるカルシニューリン

（CN）は，カルシウムイオン（Ca�2+） / カルモジュリン
（CaM）依存性のタンパク質脱リン酸化酵素であり，細胞
性免疫に関わる酵素として知られている�9）。また CN は別
名 PP2B とも言われ，セリン / トレオニンホスファターゼ
活性をもっている。大腸菌由来のリコンビナントヒト CN

（rhCN）を使用した我々の先行研究では，希土類元素であ
る三価のランタンイオン（La�3+），スカンジウムイオン

（Sc�3+），イットリウムイオン（Y�3+）および遷移元素であ
る三価のクロムイオン（Cr�3+）が rhCN 活性を阻害するこ
とを報告してきた�10, �11）。従って，三価の元素は CN 活性を
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阻害し，細胞性免疫系に影響を与える可能性があると考え
られる。本研究は同じ三価のアルミニウムイオン（Al�3+）
に着目し，Al�3+ の細胞性免疫に与える影響を酵素レベル
で明らかにするために，ヒト酵素である rhCN のホスファ
ターゼ活性に対する影響について検討を行った。また
Al�3+ は，食品添加物として使用されている 3 - ヒドロキシ
- 2 - メチル - 4 - ピロン（マルトール：mal）とアルミニ
ウム - マルトール錯体（Al(mal)3）を形成する。Al(mal)3
はその細胞膜透過性から，神経細胞のモデル細胞株である
PC12 細胞や NT2 細胞に対する Al の影響解析の検討に用
いられている�12, �13）。従って，Al(mal)3 についても同様に
rhCN 活性に対する影響を検討した。

実験方法

1．試薬
塩化アルミニウム・6 水和物（AlCl3・6H2O），mal，塩

化ランタン（LaCl3），塩化スカンジウム（ScCl3），塩化
イットリウム（YCl3），塩化クロム（CrCl3），水酸化ナト
リウム（NaOH），アセトンは富士フイルム和光純薬株式
会社（大阪）から購入した。rhCN 測定のためのホスファ
ターゼアッセイキットは Enzo Life Sciences International, 
Inc. （Plymouth Meeting, PA）から購入した。

2．Al(mal)3 の調製
Al(mal)3 の調製は，Finnegan 等の方法に従って行っ

た�14）。15.5 g の AlCl3・6H2O と 9.9 g の mal を穏やかに加
熱しながら 160 mL の蒸留水に溶解し，NaOH 溶液で pH 
8.3 に調製した。室温で冷却後，生成した結晶をアセトン
で 3 回洗い，デシケーター中で一晩乾燥させ，Al(mal)3 を
得た。

3．rhCN活性の測定
CN 活性はホスファターゼアッセイキットのプロトコー

ルに従って，前報の通り測定を行った�10, �11）。酵素反応溶液
（50 mM Tris-HCl （pH 7.5），100 mM NaCl，0.5 mM CaCl2，
6 mM MgCl2 ，0.5 mM DTT，0.025％ NP-40）に，それぞ
れ 8 U/µL の rhCN�15）と 0.25 µM CaM を添加したものを標
準酵素反応液とした。これに任意の濃度の，AlCl3，
Al(mal)3，mal，LaCl3，ScCl3，YCl3，CrCl3 をそれぞれ加
え，基質として 150 µM の R Ⅱリン酸化ペプチド（Asp-
Leu-Asp-Val-Pro-IIe-Pro-Gly-Arg-Phe-Asp-Arg-Arg-Val-
pSer-Val-Ala-Ala-Glu）を添加し，30℃，60 分間，酵素反
応を行った。60 分後，この溶液の 2 倍量のマラカイトグ
リーンを添加し，酵素反応の結果，生成したリン酸を波長
620 nm の吸光度（A620）を測定することにより，CN の酵
素活性を求めた。なお，酵素活性は A620 とリン酸濃度と
の検量線を使用することにより求めた。

4．キネティクス解析
rhCN のホスファターゼ活性に対す AlCl3 の阻害形式を

明らかとするために行った逆数プロット解析は，標準酵素
反応液に終濃度で AlCl3 なし（0 µM）あるいは 50 µM を
それぞれ添加して一定濃度で固定し，さらに，基質である
RⅡリン酸化ペプチドを任意の濃度でそれぞれ添加して
30℃，60 分間反応させた。それぞれの反応速度と基質濃
度の逆数をプロットし阻害形式を求めた。

5．統計解析
得られた結果は平均値±標準偏差で表し，Dunnett’s 

test で各試料と対照の有意差を判定し，有意水準は
p < 0.05 または p < 0.01 とした。50％阻害濃度（IC50），95％
信 頼 区 間（95% CI） は，GraphPad Prism8 （GraphPad 
Software, San Diego）を用いて非線形回帰による分析で
求めた。

結 果

Fig. 1(A)，(B) に示すように，それぞれ 10 µM，30 µM
の AlCl3・6H2O を用いて Al�3+ の rhCN 活性に対する影響
を検討したところ，10 µM の Al�3+ では CN 活性の阻害を
認めず，30 µM の Al�3+ で Sc�3+，Y�3+，La�3+，Cr�3+ と同様に
コントロールと比較して有意に rhCN のホスファターゼ活
性の阻害を認めた。Al�3+ の rhCN に対する 50％阻害濃度

Fig. 1  �Effects of aluminum chloride (AlCl3), scandium chloride 
(ScCl3), yttrium chloride (YCl3), lanthanum chloride 
(LaCl3), and chromium chloride (CrCl3) at 10 µM (A) and 
30 µM (B) on the activity of recombinant human calci-
neurin (rhCN) from Escherichia coli. Data 1 is cited from 
reference 10 and data 2 is cited from reference 11.
Values are presented as mean ± standard deviation. 
**p < 0.01 vs. control.
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（IC50）は 49.8 µM（95% 信頼区間（95% CI）44.3-54.9 µM）
であり，先行研究で得られた La�3+ の 3.3 µM（95% CI 2.8-
3.9 µM），Sc�3+ の 9.4 µM（95% CI 9.0-9.8 µM），Y�3+ の
9.5 µM（95% CI 8.9-10.1 µM）Cr�3+ の 34.6 µM（95% CI  
30.8-39.4 µM）と比較して高い値を示した（Fig. 2）�10, �11）。
次に mal および Al(mal)3 の rhCN 活性に対する影響を検
討した結果，1000 µM の mal は rhCN 活性には影響を与
えず（Fig. 3A），Al(mal)3 は 100 µM で有意に rhCN のホ
スファターゼ活性を阻害し，IC50 は，734 µM であった

（Fig. 3B）。以上より，アルミニウム単独のほうが，rhCN
活性への阻害効果が大きかった。Al�3+ の CN に対する阻害
様式を明らかとするために AlCl3・6H2O を使用してキネ

ティクス解析を行った。AlCl3 なし（0 µM），あるいは
50 µM でそれぞれ一定の濃度に固定し，基質として使用
した R Ⅱリン酸化ペプチドの濃度を変えて rhCN 活性を
測定した。Fig. 4 に示すように基質濃度と反応速度につい
て二重逆数プロットを作成し，Al�3+ の rhCN に対する阻害
形式を求めたところ，AlCl3 なし（0 µM）と 50 µM 存在
下のそれぞれの直線はグラフの第 3 象限で交差し，この結
果，Al�3+ は混合阻害により rhCN 活性を阻害することが示
された。また，AlCl3 なし（0 µM）のときの最大反応速度

（Vmax）は 7.14 nmol/60 min，ミカエリス定数（KM）は
55.6 µM で あ り，50 µM の AlCl3 存 在 下 で は Vmax は
4.17 nmol/60 min，KM は 41.7 µM であった。

考 察

CN はセリン / トレオニンホスファターゼ活性を持つタ
ンパク質脱リン化酵素の一つで，下等から高等に至る真核
生物の様々な細胞機能において重要な役割を果たしている。
特にヒトでは心肥大の制御，興奮性神経細胞死などに CN
が関与している報告がある�16, �17）。また免疫系において CN
は，T 細胞のインターロイキン -2（IL-2） mRNA の発現
を制御する転写調節因子の一つである Nuclear factor of 
activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 1

（NFATc1）を脱リン酸化することで IL-2 mRNA の発現
を上昇させ，細胞性免疫を高める�18）。さらに，臓器移植の
際に免疫抑制剤として臨床で使用されているシクロスポリ
ンやタクロリムス（FK506）はそれぞれシクロフィリンや
FK506 結合タンパク質（FKBP）といったイムノフィリン
という結合タンパク質を介して間接的に CN を阻害するこ
とから，CN は免疫抑制剤の標的酵素であることが知られ
ている�19）。CN の構造は，触媒サブユニット A（CNA）と
制御サブユニット B（CNB）からなり，CNA には，CaM
結合ドメイン，CNB 結合ドメイン，C 末端自己活性阻害
ドメインなどが存在し，鉄イオン（Fe�3+）と亜鉛イオン

Fig. 4  �Double-reciprocal Lineweaver–Burk plot. 1/V (phosphate, 
nmol/60 min) increased linearly with increased 1/S (RII 
phosphopeptide) and was the highest at 50 µM AlCl3 and 
the lowest at 0 µM AlCl3.
Values are presented as mean ± standard deviation.

Fig. 3  �Effects of maltol (3-hydroxy-2-methyl-4-pyrone) and alu-
minum maltol complex (Al(mal)3) on the phosphatase ac-
tivity of recombinant human calcineurin (rhCN). CN ac-
tivity was significantly reduced at 100 µM of Al(mal)3 
compared with the control.
Values are presented as mean ± standard deviation. 
**p < 0.01 vs. control.

Fig. 2  �Inhibition of the phosphatase activity of recombinant  
human calcineurin (rhCN) by AlCl3. IC50 values were  
calculated using GraphPad Prism8.
Values are presented as mean ± standard deviation.
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（Zn�2+）の 2 個の金属イオンを活性中心に内在しており，
CNB は，4 つの EF ハンドモチーフにそれぞれ 1 つずつの
Ca�2+ を結合している特徴を持つ�20, �21）。従って，細胞内の
CN は，Ca�2+ や CaM およびその他の因子によって活性が
調節されていると思われるが，in vitro では，ニッケルイ
オン（Ni�2+）やマンガンイオン（Mn�2+）のような二価重金
属で活性化（刺激）されることが明らかとなっている �22）。

近年，我々は in vitro において希土類元素である三価の
La�3+，Sc�3+，Y�3+ および遷移元素である三価の Cr�3+ が大腸
菌由来の rhCN のホスファターゼ活性を阻害することを明
らかとし，またキネティクス解析によりこれらの元素の阻
害様式は，La�3+ は混合阻害，Cr�3+ は非競合阻害であるこ
とを報告してきた�10, �11）。Al は 3 番目に地殻中の元素の存
在度が高く，La�3+，Sc�3+，Y�3+，Cr�3+ と同じ三価のイオン
として安定していることから，本研究では Al�3+ に着目し，
AlCl3・6H2O と mal との錯体である Al(mal)3 を使用して
rhCN のホスファターゼ活性に対する影響について検討を
行った。その結果，AlCl3・6H2O においても，Sc�3+，Y�3+，
La�3+，Cr�3+ と同様にコントロールと比較して有意に rhCN
のホスファターゼ活性の阻害を認めた（Fig. 1）。しかし，
Al�3+ の rhCN に対する 50％阻害濃度（IC50）は 49.8 µM で
あり，先行研究で得られた La�3+ の 3.3 µM，Sc�3+ の 9.4 µM，
Y�3+ の 9.5 µM，Cr�3+ の 34.6 µM と比較して高い値を示し
た（Fig. 2）。これらの結果から，三価のカチオンは rhCN
活性に影響を与える可能性があると思われるが，同じ三価
のカチオンであっても CN への結合性や結合部位は異なる
と考えられた。また 1000 µM の mal は rhCN 活性には影
響を与えず，Al(mal)3 は 100 µM で有意に rhCN のホス
ファターゼ活性の阻害を認めた。Al(mal)3 の IC50 は 734  
µM であり（Fig, 3），その阻害効果は Al(mal)3 よりも Al�3+

単独の方が大きいことが明らかとなった。AlCl3・6H2O を
使用したキネティクス解析からは，Al�3+ は La�3+ と同じ混
合阻害で rhCN を阻害し，Cr�3+ の非競合阻害とは異なる
ことが示された。今後，CNA や CNB についてそれぞれ
のタンパク質の一部のリコンビナント体を作成して Al�3+，
La�3+，Cr�3+ との結合実験を行い，結合部位の同定や結合性
の検討などの詳細な実験を行う必要があると思われる。ま
た今後は，Al�3+ と Al(mal)3 が細胞性免疫に与える影響に
ついて，ヒト T 細胞用株 Jurkat 細胞が産生する IL-2 を指
標に細胞レベルで検討を行っていきたいと考える。
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