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要旨
 カルシニューリン（CN）は、カルシウムイオン／カルモジュリン依存性の
タンパク質脱リン酸化酵素であり、免疫細胞をはじめとする多くの細胞におい
て、カルシウムシグナルを転写制御に結びつける中心的な役割を果たす。特に
免疫系では、リン酸化型 nuclear factor of activated T‒cells（NFAT）を脱リ
ン酸化し、サイトカイン遺伝子の発現誘導を介して細胞性免疫応答を制御する。
また本酵素は、免疫抑制剤であるシクロスポリン A やタクロリムスの標的酵素
でもあるため、臨床的にも注目されている。我々はこれまでに、陰イオン界面
活性剤の一種である直鎖ドデシルベンゼンスルホン酸標準品（C12‒LAS）が、
ウシ脳由来 CN（bCN）、ラット脳由来 CN（rCN）、および大腸菌由来リコン
ビナントヒト CN（rhCN）のホスファターゼ活性を阻害することを報告して
きた。本研究では、日常的に使用されている市販の 5 種類のスルホン酸型陰イ
オン界面活性剤について、rhCN および bCN に及ぼす影響を比較検討した。
その結果、いずれの界面活性剤も両 CN の活性を阻害することが明らかとなり、
50 ％阻害濃度（IC50）値には化合物ごとに大きな差異が認められた。また、
由来の異なる rhCN と bCN の各化合物の IC50 値の間には正の相関が確認され
た。以上より、本研究で使用した市販スルホン酸型陰イオン界面活性剤は CN
活性を阻害することが示された。

キーワード：カルシニューリン、陰イオン界面活性剤、タンパク質脱リン酸化
酵素
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序論
　カルシニューリン（CN）は、別名プロ
テインホスファターゼ 2B（PP2B）とも言
われ、カルシウムイオン（Ca²+）およびカ
ルモジュリン（CaM）に依存して活性化さ
れるセリン／トレオニンホスファターゼ
の一種である（1）。CN は真核生物に広く
保存されており、下等生物から高等動物に
至るまで、さまざまな細胞機能の制御にお
いて重要な役割を果たしている。特に免疫

系においては、T 細胞内に存在する転写調
節因子リン酸化型 nuclear factor of 
activated T‒cells（NFAT）の脱リン酸化
を触媒し、その核内移行を促進することで、
インターロイキン‒2（IL‒2）やインターフ
ェロン‒γ（IFN‒γ）といったサイトカイ
ンの mRNA 発現を誘導する（2）。この過
程を通じて、細胞性免疫応答が活性化され
ることが知られている。さらに、臓器移植
に伴う拒絶反応を抑制する目的で臨床使用
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されている免疫抑制剤、シクロスポリン A や
タクロリムス（FK506）は、それぞれシク
ロフィリンや FK506 結合タンパク質とい
ったイムノフィリンと呼ばれる結合タンパ
ク質を介して CN の活性を間接的に阻害す
る。これによりリン酸化型 NFAT の脱リ
ン酸化が阻害され、T 細胞の活性化が抑制
されることから、CN は免疫抑制剤の標的
酵素となっている（3）。
　一方、直鎖アルキルベンゼンスルホン酸

（LAS）は陰イオン界面活性剤の一種であ
り、一般的に炭素数 10 から 14 のアルキ
ル基に p‒スルホフェニル基が結合した構造
をしている（図 1）。LAS は、主に家庭用
合成洗剤として日常的に利用されており、
また、分散、可溶化、乳化重合剤などとし
て、食品から医療・工業など様々な分野で
使用されている（4）。先行研究において、
我々は富士フイルム和光純薬株式会社（大
阪）から購入した LAS 標準品（直鎖ドデ
シルベンゼンスルホン酸：C12‒LAS）
が bCN、rCN、rhCN のホスファターゼ活
性をそれぞれ阻害することを明らかとして
きた（4‒6）。本研究では、陰イオン界面活
性剤の中でも、重合乳化剤、工業用洗浄剤、
汎用湿潤浸透剤として市販され、日常的に
使用されている 5 種類のスルホン酸型界面
活性剤（ドデシルベンゼンスルホン酸ナト
リウム、アルキルナフタレンスルホン酸ナ
トリウム、アルキルジフェニルエーテルジ
スルホン酸ナトリウム、アルカンスルホン
酸ナトリウム、ジアルキルスルホコハク酸

ナトリウム）（図 2）を用い、rhCN およ
び bCN に及ぼす影響について検討したの
で報告する。

材料と方法
（1）試料
　ウシ脳由来の CaM、bCN は Sigma 社 
(St. Louis, USA) より購入した。塩化カル
シウム（CaCl2）、塩化ニッケル（NiCl2）、
塩化マグネシウム（MgCl2）、炭酸ナトリ
ウム（Na2CO3）、パラニトロフェニルリン
酸 (pNPP)、パラニトロフェノール（pNP）
は富士フイルム和光純薬株式会社（大阪）
から購入した。HEPES（pH 7.5）は Jena 
Bioscience GmbH（Jena, Germany）、
Tris‒HCl（pH 7.5）は株式会社ニッポンジ
ーン（富山）よりそれぞれ購入した。rhCN
測 定 に は 、 E n z o   L i f e   S c i e n c e s 
International, Inc.（Plymouth Meeting, 
PA, USA）のホスファターゼアッセイキッ
トを使用した。
　市販品であるスルホン酸型陰イオン界面
活性剤（ドデシルベンゼンスルホン酸ナト
リウム、アルキルナフタレンスルホン酸ナ
トリウム、アルキルジフェニルエーテルジ
スルホン酸ナトリウム、アルカンスルホン
酸ナトリウム、ジアルキルスルホコハク酸

図 1 直鎖アルキルベンゼンスルホン酸 (LAS)
　X ＋ Y は 7 以上 11 以下で、且つ X は 0 以上で、
Y は 11 以下である。 図 2 本研究で使用したスルホン酸型陰イオン

界面活性剤

A:ドデシルベンゼンスルホン酸ナトリウム
B:アルキルナフタレンスルホン酸ナトリウム
C:アルキルジフェニルエーテルジスルホン酸ナト
リウム
D:アルカンスルホン酸ナトリウム
E:ジアルキルスルホコハク酸ナトリウム
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ナトリウム）（図 2）は、ある企業（A 社）
より供与された製品を使用した。主に、ア
ルキルナフタレンスルホン酸ナトリウム、
ジアルキルスルホコハク酸ナトリウムは、
乳化重合用乳化剤、湿潤浸透剤、アルキル
ジフェニルエーテルジスルホン酸ナトリウ
ムは乳化重合用乳化剤、アルカンスルホン
酸ナトリウムはポリ塩化ビニル（PVC）、
ポリ塩化ビニリデン（PVDC）の重合乳化
剤、ドデシルベンゼンスルホン酸ナトリウ
ムは工業用洗浄剤、汎用湿潤浸透剤、乳化
重合用乳化剤、洗剤配合基剤などとして様
々な用途で使用されている。本実験では、
市販品の有効成分（%）から滅菌水を用い
て濃度（ppm）を調製し、CN への阻害作
用の検討に使用した。

（2）rhCN のホスファターゼ活性の測定
　rhCN の活性測定は、既報（7‒9）およ
びホスファターゼアッセイキットのプロト
コルに基づいて実施した。まず、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 を含む酵素反応用バッフ
ァーを調製し、これに 8 U/μL の rhCN
および 0.25 μM の CaM を加えて標準反
応系とした。各スルホン酸型界面活性剤を
任意濃度で添加し、基質として 150 μM
の RII リン酸化ペプチド（Asp‒Leu‒Asp‒
Val‒Pro‒Ile‒Pro‒Gly‒Arg‒Phe‒Asp‒Arg‒
Arg‒Val‒pSer‒Val‒Ala‒Ala‒Glu）を加えた。
反応は 30℃で 60 分間行い、その後、反応
液に対して等量のマラカイトグリーン試薬
を加えた。反応によって生成したリン酸を
波長 620 nm（A620）で測定し、酵素活性
を評価した。活性の算出には、A620 とリン
酸濃度との検量線を用いた。

（3）bCN のホスファターゼ活性の測定
　bCN のホスファターゼ活性は、Taka‒
hashi らの報告（10）に準拠して測定した。
反応液には、最終濃度で 100 mM 
HEPES‒NaOH（pH 7.5）、0.2 mM NiCl2、
1 mM CaCl2、5 mM MgCl2 を調製し、こ
れに 1 U の bCN および 2.5 U の CaM を
添加して標準反応系とした。この反応系に、
任意濃度の各スルホン酸型界面活性剤およ
び 3 mM の pNPP（基質）を加え、37℃

で 60 分間インキュベーションを行った。
反応後、最終濃度 0.8 M の Na2CO3 を加
えることで反応を停止させた。反応によっ
て生成した pNP の吸光度を波長 410 
nm（A410）で測定し、酵素活性を評価し
た。pNP の濃度は、A410 と濃度の間に得
られた検量線を用いて算出した。

（4）統計処理
　得られた結果は、スルホン酸型界面活性
剤非添加のコントロール値を対象
に Dunnett 検定（エクセル統計 Ver.4.08、
社会情報サービス：BellCurve for Excel）
を用いて解析した。有意水準は p < 0.05 
または p < 0.01 とした。相関係数の 2 乗

（R2）は、Microsoft Excel for Microsoft 
365（Microsoft Corporation, Redmond, 
WA, USA）を用いて求めた。酵素の 50 ％
阻害濃度（IC50）は、GraphPad Prism 
10（GraphPad Software, LLC, San 
Diego, CA）を用いて算出した。

結果
（1）rhCN のホスファターゼ活性
　各スルホン酸型界面活性剤の濃度を 2、
10、20、30 ppm にそれぞれ調製し、rhCN
の測定を行ったところ、アルキルジフェニ
ルエーテルジスルホン酸ナトリウムは 10 
ppm、ドデシルベンゼンスルホン酸ナトリ
ウム、アルカンスルホン酸ナトリウム
は 20 ppm で有意な阻害を認めた（図 3）。
従って、本研究で用いた市販のスルホン酸
型界面活性剤は rhCN 活性に対して阻害作
用があることが示された。IC50 を求めたと
ころ、ドデシルベンゼンスルホン酸ナトリ
ウム 9.9 ppm、アルカンスルホン酸ナトリ
ウム 12.1 ppm、アルキルナフタレンスル
ホン酸ナトリウム 26.4 ppm、ジアルキル
スルホコハク酸ナトリウム 143.4 ppm、
アルキルジフェニルエーテルジスルホン酸
ナトリウム 6.9 ppm であり、同じスルホ
ン酸型陰イオン界面活性剤であっても IC50

に違いが見られた。
（2）bCN のホスファターゼ活性
　各スルホン酸型界面活性剤の濃度を 1、
10、100、1000 ppm にそれぞれ調製し、
bCN の測定を行ったところ、アルキルジ
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フェニルエーテルジスルホン酸ナトリウム
は 10 ppm、ドデシルベンゼンスルホン酸
ナトリウム、アルカンスルホン酸ナトリウ
ム、アルキルナフタレンスルホン酸ナトリ
ウム、ジアルキルスルホコハク酸ナト
リウム、アルキルナフタレンスルホン酸ナ
トリウムは 100 ppm で有意な阻害を認め
た（図 4）。従って、本研究で使用した市
販のスルホン酸型界面活性剤は、rhCN だ
けではなく bCN 活性に対してもこれを阻
害することが示された。IC50 を求めたとこ
ろ、ドデシルベンゼンスルホン酸ナトリウ
ム 35.2 ppm、アルカンスルホン酸ナトリ
ウム 87.5 ppm、アルキルナフタレンスル
ホン酸ナトリウム 297.0 ppm、ジアルキ
ルスルホコハク酸ナトリウム 828.0 ppm、
アルキルジフェニルエーテルジスルホ

ン酸ナトリウム 13.6 ppm であり、rhCN
の場合と同様に同じスルホン酸型陰イオン界
面活性剤であっても IC50 に違いが見られた。

考察
　CN は、神経系や心筋細胞においてカル
シウム応答に基づく多様な生理応答を制御
しており、CN の機能異常は神経変性、心
肥大、アルツハイマー病など多くの病態と
関連があることが報告されている（11‒
13）。また CN は、T 細胞において IL‒2
や IFN‒γmRNA の発現を制御する転写調
節因子の一つであるリン酸化型 NFAT を
脱リン酸化することで各 mRNA の発現を
上昇させることから CN‒NFAT 系は細胞性
免疫を制御している（2）。従って、CN の
阻害剤は臓器移植の際に免疫抑制剤として

図 3　リコンビナントヒトカルシニューリン
（rhCN）活性に対する各スルホン酸型陰イオン
界面活性剤の影響

（スルホン酸型界面活性剤 0 ppm に対して、
**p < 0.01）

図 4　ウシカルシニューリン（bCN）活性に
対する各スルホン酸型陰イオン界面活性剤の
影響

（スルホン酸型界面活性剤 0 ppm に対して、
*p ＜ 0.05、**p ＜ 0.01）
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使用される（3）。CN は、触媒サブユニッ
ト A（CNA)と調節サブユニット（CNB）
とが会合するホロ酵素であり、また 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（Fe2+）と亜鉛イオン

（Zn2+）2 個の金属イオンを活性中心に内
在している（14, 15）。また CNB は、4 つ
の EF ハンドモチーフにそれぞれ 1 つずつ
の Ca2+を結合している特徴を持つ。先行
研究において、我々は、本酵素を阻害する
化合物をスクリーニングする過程において、
直鎖アルキルベンゼンスルホン酸の類似体
を見出し（4）、富士フイルム和光純薬株式
会社（大阪）から購入した LAS 標準
品 C12‒LAS が bCN、rCN、rhCN のホス
ファターゼ活性をそれぞれ阻害することを
見出した（4‒6）。本研究では、市販され、
日常的に使用されている陰イオン界面活性
剤の中でもスルホン酸型界面活性剤に焦点
を絞り、rhCN および bCN に対する影響
を検討した。
　最初に、rhCN のホスファターゼ活性に
対する影響を検討した。その結果、本実験
で使用したスルホン酸型界面活性剤 5 種

（図 2）は、いずれも rhCN の活性を阻害

することが確認された。中でもドデシルベ
ンゼンスルホン酸ナトリウムについては、
標準品 C12‒LAS と同様に製品形態におい
ても阻害が確認されたことは興味深い。ま
た、それぞれの IC50 には明確な差異が見
られた。続いて bCN についても同様に評
価したところ、rhCN と同様にスルホン酸
型界面活性剤 5 種（図 2）には、阻害が認
められ、こちらも各 IC50 は異なる値を示
した。CN の活性は細胞内では Ca²+や
CaM、その他の因子により調節されてい
るが、in vitro においては Ni2+や Mn2+な
どの二価金属によって活性化されることが
知られている（16）。また、我々の先行研
究では、バナジウム化合物が Ni2+で活性
化された bCN を段階的に阻害する一方、
rhCN にはほとんど影響を及ぼさなかった
ことを報告している（17–19）。このこと
から、CN はその由来により阻害剤への応
答性が異なる可能性が示唆される。しかし
ながら本研究では、いずれのスルホン酸型
界面活性剤も rhCN および bCN の両方に
対して阻害作用を示した。ただし、各 IC50

を比較した結果、rhCN の方が bCN より
も低い濃度で阻害される傾向が見られた。
そこで、各スルホン酸型界面活性剤に対す

図 5　rhCN と bCN に対する各スルホン酸陰イオン界面活性剤の IC50 の相関

▲：アルキルジフェニルエーテルジスルホン酸ナトリウム
□：ドデシルベンゼンスルホン酸ナトリウム
●：アルカンスルホン酸ナトリウム
〇：アルキルナフタレンスルホン酸ナトリウム
■：ジアルキルスルホコハク酸ナトリウム
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る rhCN および bCN の IC50 の相関を調べ
たところ、両者の間には良好な正の相関が
確認された（図 5）。このことから、由来
の異なる CN に対しても、各スルホン酸型
界面活性剤が示す阻害の相対的な強さは共
通であることが明らかとなった。ただし、
各界面活性剤に対する rhCN と bCN
の IC50 値が異なる理由としては、アッセ
イ条件の差異も影響している可能性が考え
られる。本研究で用いた rhCN と bCN の
測定系では、基質の構造、基質濃度、金属
イオンによる活性化条件等が異なるため、
阻害剤の感受性に差が生じた可能性が考え
られる。
　本研究では、市販のスルホン酸型陰イオ
ン界面活性剤の製品を用い、製品表示の有
効成分に基づき濃度（ppm）を調製し、そ
れぞれの製品形態として CN の酵素活性に
対する阻害作用を評価した。その結果、市
販品において rhCN および bCN のいずれ
に対しても阻害が確認された。しかしなが
ら、本研究にはいくつかの限界が存在する。
第一に、実験に使用した界面活性剤はいず
れも実際に市販され日常的に使用されてい
る製品であり、試薬としての純品ではなか
った。そのため、入手できた情報は純度に
限られ、アルキル鎖の炭素数の分布や有効
成分以外の物質に関する情報は明らかでは
なかった。このため、ppm で得られた濃
度を正確にモル濃度へ換算することが困難
であり、モル濃度に基づく詳細な議論を本
論文では行うことができなかった。第二に、
先行研究（4–6）においてアルキル基の炭
素数と CN 阻害活性との関連が示されてい
るにも関わらず、本研究で使用した市販品で
は鎖長情報が不明であるため、阻害活性との
関連は不明であった。今後は純度や構造情報
が明確な試薬を用いることで、モル濃度に基
づいた評価やアルキル鎖長との関連解析を行
うことが必要であると考えられる。
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Effects of commercially available sulfonate­type anionic 
surfactants on calcineurin activity

Susumu Tanaka 1), Shuri Akiyama 2)
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Summary
Calcineurin (CN) is a calcium ion/calmodulin­dependent protein phosphatase 

that plays an important role in many cellular functions. In the immune system, CN 
dephosphorylates the transcription factor nuclear factor of activated T cells (NFAT), 
which regulates cellular immune responses by inducing the expression of cytokine 
genes such as IL­2 and IFN­γ. CN is also the target enzyme of the 
immunosuppressant drugs cyclosporine A and tacrolimus.We previously reported that 
linear dodecylbenzene sulfonic acid standard (C12­LAS), an anionic surfactant, 
inhibits the phosphatase activity of bovine brain CN (bCN), rat brain CN (rCN), and 
recombinant human CN (rhCN) expressed in Escherichia coli. 

In this study, we examined the effects of five commercially available sulfonate­
type anionic surfactants, commonly used in daily life, on rhCN and bCN. The results 
revealed that all surfactants inhibited the activity of both CNs, and the IC50 (half 
maximal inhibitory concentration) values varied considerably among the compounds. 
Furthermore, a positive correlation was observed between the IC50 values toward 
rhCN and bCN. These findings indicate that sulfonate­type anionic surfactants used 
in this study can inhibit CN activity.

Keywords: calcineurin, anionic surfactant, protein phosphatase


