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多機能性Ca2ソカルモデュリン依存性プロテインキナーゼの活性を

　　　　　　　制御するプロテインホスファターゼ

　　　　　　　　　　　　末吉紀行ご石田敦彦゛、茂里　康4'、亀下　勇

Protein phosphatases that regulate multifunctional むalmodulin'dependent protein kinases

Noriyuki SUEYosHI，Atsuhiko lsHIDA，Yasushi SHIGERI，lsamu KAMEsHrrA

は　じ　め　に

　細胞内の全タンパク質のおよそ３分の１がリン酸化を

受けていると言われているが，これらのリン酸化・脱リ

ン酸化を触媒する酵素がプロテインキナーゼ及ぴプロテ

インホスファターゼと呼ばれる酵素群である．プロテイ

ンキナーゼ・プロテインホスファターゼは細胞内情報伝

達における鍵酵素として細胞増殖制御や細胞死など様々

な細胞応答に重要な役割を担っており，･これらの酵素の

異常は癌をはじめとする各種疾病に深く関わっていると

考えられることから，最近では創薬の新たなターゲット

としても注目を集めている．プロテインキナーゼは基質

タンパク質をリン酸化するだけでなく，しぱしばそれ白

身が他のプロテインキナーゼの基質となったり，白分白

身を基質にしたりしてリン酸化を受けるが，このような

プロテインキナーゼ白身のリン酸化反応はそのプロテイ

ンキナーゼの恬性制御に重要なステップとなっている場

合が多い(1).従ってこれらリン酸化型プロテインキナー

ゼの脱リン酸化を触媒するプロテインホスファターゼも

プロテインキナーゼの活性制御に重要な役割を担ってい

る．逆にプロテインホスファターゼもプロテインキナー

ゼによるリン酸化によって活性が制御されている例が多

数見受けられる．このように細胞内の情報伝達はプロテ

インキナーゼとプロテインホスファターゼの織りなすリ

ン酸化・脱リン酸化の微妙なバランスの上に成り立って

いる訳であるが，そのような例の一つとして本稿では多

機能性Ca2゛/カルモデュリン依存性プロテインキナーゼ

　(CaMK)を取り上げ，これらのプロテインキナーゼが

どのようなプロテインホスファターゼによってどのよう

に制御されているのかについて詳述したい．

　一般にホルモンなどの剌激によって細胞内の遊離Ca2゛

濃度が上昇すると細胞内のCa2^¨受容体であるカルモデュ

リン(CaM)にCa24'が結合してCa24‘/CaM複合体を形成す
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る．このCa2゛/CaMが種々のCa2゛/CaM依存性酵素を活性

化して多種多様なCa2゛依存性応答を引き起こすと考えら

れるが，中でも重要であると考えられるのがCa24‘/CaM

によって活性化される一群のセリン・スレオニンプロテ

インキナーゼ，CaMKである(2'5)レCaMKは基質特異性が

厳密なCaMKと基質特異性の広い多機能性CaMKとに大

別される．前者にはミオシン軽鎖キナーゼ，ホスホリ

ラーゼキナーゼ，CaMKⅢなどが含まれるが，これらは

いずれも基質特異性が高く，特定の基質(ミオシン軽鎖

キナーゼ；ミオシン軽鎖，ホスホリラーゼキナーゼ；グ

リコーゲンホスホリラーゼ，CaMKTTT ；EF- 2 ) のリン

酸化を通じてCa2゛依存性の生理作用の発現に関わってい

る．これに対し，多機能性CaMKは基質特異性が広く，

様々なタンパク質のリン酸化を通じてより多彩な生理作

用の発現に関与しているものと考えられているレ本稿で

は後者の多機能性CaMKとそれらのプロテインホスファ

ターゼによる制御に論点を絞って解説することとしたい

１．多機能性CaMKについて

　表１に多機能性CaMKの生化学的諸性質と生理的童義

を簡単にまとめた．中でもCaMKIIは極めて幅広い基質

特異性を持ち，実に多くのタンパク質が基質になること

が報告されている(6'9).本酵素は脳に豊富に存在し，神

経伝達物質の合成や分泌，神経伝達物質受容体の制御な

どを介して，記憧をはじめとする高次神経機能の制御に

重要な役割を担っており，最近ではCaMKIIのノックア

ウトマウスやトランスジエニックマウスを用いて･

CaMKIIの脳における機能が個体レベルで次々に明らか

になってきている(1o).脳の海馬の興奮性入力繊維束に

高頻度電気剌激を与えると，その経路のシナプス伝達効

率がその後長期に渡って著しく充進する現象を長期増強

　(LTP)と呼ぴ，記憧の素過程としてその分子メカニズ

Iムが盛んに研究されているが，CaMKIIは，LTPの発現

機構において必須の役割を担っていることが広く受け入
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表１　多機能性CaMKsの諸性質

構造

分布

基質

生理的役割

組　織

細胞内

特異的阻害剤

活性化機構

作用するプロテイ
ンホスファターゼ

　　　　　　　CaMKII

　　　オリゴマー（～550 kDa）
　　（サブユニット＝50～60 kDa）

　　　　普遍的（脳に豊富）

　　　シナプス後肥厚，細胞質

チロシンヒドロキシラーゼ，トリプト

ファンヒドロキシラーゼ，シナプシン

I，GluRI，グリコーゲンシンターゼ，
MAP2，ホスホランバン,等

炭水化物代謝，転写，細胞骨格形成，

心機能，高次神経機能などの制御

CaMKII(281-309)，CSKII

302)，KN-62，KN-93，AIP，

KIIN，PEP-19

(273-

CaM-

白己阻害ドメインの･nlf286が白己リン
酸化されて活性化

　　PPI，PP2A，PP2C，CaMKP

　　　　CaMKIV

モノマー（～60 kDa）

　　　　　　脳と胸腺
　　　　　　　　核

シナプシンI，MAP2，ミエリン塩基性

タンパク質，Rap-1♭，CREB，SRF，

MFE2D等

転写，高次神経機能などの制御，精子

形成，ミトコンドリア形成，心肥大な
どへの関与

KN-62

活性化ループのThr196がCaMKキナー
ゼでリン酸化されて恬性化

PPI，PP2A，PP2B，PP2C，CaMKP

　　　　CaMKI

モノマー（～40 kDa）

　　　　　普遍的

　　　　　細胞質

シナプシンI，CFTR，CRE等

転写制御？

KN-62，CaMKI（294,321）

活性化ループのThr196がCaMKキナー
ゼでリン酸化されて活性化

　　　　　PP2A，CaMKP

れられている．またCaMKIIは脳以外にも多くの組織に

分布しており，炭水化物の代謝制御，各種イオンチャネ

ルの調節，転写制御，細肱骨格の制御，細胞内Ca2゛動態

の調節など，実に多彩な生理作用に関わっていることが

示されｔいる．

　一方CaMKIVはCaMKnと同様，多くのタンパク質を

基質にするが，脳と胸腺に多く存在し，CREBやATF-1

などの種々の転写因子のリン酸化を介してCa2゛依存性の

遺伝子発現の調節に関わっているとされる(2).特に

CREBを介した転写調節は記憶の形成や神経可塑性の制

御に重要な役割を果たしているものと考えられている

他(11.12)，精巣でも発現が認められ，精子形成に関与して

いることが示されている(19).また，活性型CaMKIVを

発現させたトランスジェニックマウスを用いた実験から

心肥大(14)や筋肉におけるミトコンドリア生合成への関

与(ls)も示唆されている.‾

　CaMKIは脳をはじめとする各種組織に幅広く分布し

ており，CaMKIVと似た基質特異性を示すが，その生理

的役割については現在のところあまりよく分かっていな

い(2.16).

　これら多機能性CaMKの活性発現には活性化因子であ

るCa2゛/CaMのみならず，それぞれめ酵素のリン酸化が

極めて重要な役割を担っている．このリン酸化による活

性化の機構は多機能性CaMKのスイッチオンのメカニズ

ムとして詳細な研究が積み重ねられて来たので，次にそ

の要点について簡単に解説する.

　CaMKIIの活性は自己リン酸化によって複雑に制御さ

れている．多くの白己リン酸化部位が同定されているが，

中でも重要とされているのは白己阻害ドメインに存在す

るThr286である．本酵素の活性発現には他のCaMKと同

様，Ca2゛/CIMが必須であるが，一旦活性化されると，

このスレオニン残基が速やかに白己リン酸化を受けCa“

/CaMに依存しない活性の出現やCaりCaMに対する親和

性の劇的な上昇など様々な酵素学的性状の変化が引き起

こされる．これらの性質はCaMKnがシナプスにおいて

LTPを引き起こすのに極めて重要であると言われている．

その他にも自己リン酸化による複雑な制御機構が存在す

るが詳細は他稿に譲る(3.7'9).

これに対し，CaMKIとCaMKIVはキナーゼドメインの

活性化ループと呼ぱれる領域に存在するスレオニン残基

　(CiMKIではThr177，‘CaMKIVではThr196)が上流の活

性化酵素であるCaMKキナーゼによってリン酸化される

ことで強く活性化される‘2.3.s).興昧深いことにCaMKキ

ナーゼもまたCa2゛/CaM依存性めプリテインキナーゼで

　　　　　　　　　Ｉ　　　■　　　　　ｊあるが，このキナーゼの基質特異性はかなり厳密で(17)

CaMKIとCaMKIVがよい基質になると報告されているが，

ＡＭＰキナーゼ(18)やPKB(19,20)も基質になるという報告も

ある．このCaMKキナーゼ→CaMKI/IVという活性化の

様式はCaMKカスケードと呼ぱれている．なお，CaMKI

については三次元構造がＸ線結晶解析により決定されて

おり，その活性制御機構の詳細が立体構造のレベルで明

らかにされている‘21).

２．プロテインホスファターゼによるCaMKのネガティ

　ブレギュレーション

　このように，CaMKのスイッチオンの機構にあたるリ
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ン酸化・自己リン酸化による活性化の機構については詳

細な研究がなされてきたが，一方でスイッチオフの機構

にあたる脱リン酸化による負の制御機構については従来

あまり研究されて来なかった．しかし最近になってCa

MKを脱リン酸化するプロテインホスファターゼの重要

性が認識されるようになり，いくつかの報告がなされる

ようになった．以下に各々のCaMKの負の制御に関わる

プロテインホスファターゼとその制御の生理的意義につ

いてまとめた．

{1}プロテインホスファターゼによるCaMKIIのネJガ

　テ１ブレギュレーション

　,･前項で述べたようにCaMKIIは白己阻害ドメインの

Thr286を含むいくつかの部位の白己リン酸化によってそ

の活性が複雑に制御されている．現在までにi,z　咄．で

CaMKIIを脱リン酸化して活性を制御することが示され

ているプロテインホスファターゼはPPI，PP2A，PP2む，

CaMKPの４種である．表２に各プロテインホスファター

ゼの主な性質を簡単にまとめた．(詳細は総説参照(22'25))

　PPIは多機能性のセリン・スレオニン残基特異的プロ

テインホスファターゼのひとつで触媒サブμニット

PPlcと調節サブユニットから構成されている.PPlcに

は数種のアイソフォームが知られているが,づ調節サプユ

ニットには多くの分子が報告されており，PPIの活性調

節や局在化，基質特異性の決定など極めて多彩な機能に

関与している.

　PP2Aは幅広い組織分布を示し，触媒サブユニット(C)

と調節サプユニヅト(ＡまたはB/B'ZB"/PR72)との２量

体または３量体の形で存在している．特に第３のサプユ

ニットと呼ばれる贋節サプユニット(B'/BII/PR72)には

31

著しい多様性が見られる．各サプユニットの翻訳後修飾

や特異的な活性化物質・阻害物質による制御とあいまっ

て複雑な活性・基質特異性・細胞内局在の制御が行われ

ているものと考えられている．　　　　　　．

　一方PP2CはPPI，PP2A，PP2Bなどが属するPPPファ

ミリーなどとは全く別の遺伝子ファミリー'(PPMファミ

リー)に属するセリン・スレオニン残基特異的プロテイ

ンホスファターゼで，オカダ酸に非感受性で活性にMg2゛

またはMn2゛を要求すること，調節サプユニットを持た

ない単量体として存在することなど，多くの点でPPI，

PP2Aとは異なった生化学的性質を示す(表２参照).

　CaMキナーゼホスファターゼ(CaMKP)の生化学的

性質並びにその作用については３節にて詳述する.

　PPIとPP2Aは早く力ヽらj,z　咄r｡でCaMKIIを脱リン酸化

して活性を負に制御することが知られていたが(26‘28)，

ラット前脳における白己リン酸化CaMKIIの説リン酸化

については，CaMKIIの存在様式によって作用するホス

ファターゼが異なるらしい．すなわち，可溶性の

CaMKIIに関してはPP2Aが，シナプス後肥厚(PSD)に

会合したCaMKnについてはPPIが脱リン酸化に際してそ

れぞれ主要な役割を占めているとの報告がある(2°).最

近，シナプスレベルでの記憶のモデルとして注目を集め

ているLTPにおいて，PPIがCaM虹Iの脱リン酸化による

制御を介してその発現に必須の役割を担っているとする

説が提唱されている‘so).CaMKIIは白己リン酸化される

とPSDへ移行することが知られているが‘31.32)，PSDに存

在するCaMKIIの濃度は100-200μヽMとかなりの高濃度に

達すると考えられている．このCaMKnは脱リン酸化さ

れるとPSDから解離するが，PSDにおける白己リン酸化

CaMKIIの脱リン酸化は主としてscaffolding proteinに

サブユニット構造

　触媒サプユニット

　制御/標的タンパク質

ポリカチオンによる恬性化

金属要求性

各種阻害剤への感受性･

　Hepalin

　lllhibitor2

　0kadaic acid

　CalycuUn A

　NaF

　Ortilovaladate

その他阻害剤

基質特異性

　CaMKII

Phosphory】ase a

表２　多機能性CaMKsを脱リン酸化するプロテインホスファターゼの諸性質

　　　　　　PPI

　　　　オIJゴマー

　　　C(～37 kDa)

DARPP-32 family (23-32

kDa)，Spio吻韮i111mily(90･

120 kDa)，Yotiao(200 kDa)

等

-

＋
＋
＋
＋
＋
＋

Microcystion，Tautomycin，

Nodularin，Cantharidin，

Fostriecin，lnhibitor 1

＋
＋

　　　PP2A

　　オリゴマー

　　C（36 kDa）

　　A（65 kDa）

　B/PRj5（55 kDa）

　ByB”（52-74 kDa）

PR72（59-130 kDa）等

十
　
一

一

一

＋
＋
＋
＋

Microcystin，Tautomycin，

Nodularin，Cantharidin，

Fostriecin

＋
＋

　PP2B/calcineurin

　　オリゴマー

　A（58～64 kDa）

　　B（19 kDa）

　AKAP79（79 kDa）

　FKBP12（12 kDa）

CAIN（240 kDa）等

Ca2゛

　　　　　　　－

　　　　　　　＋

　　　　　　　－

Cyclosporin，FK506，

Cypemlthfiln，Deltamethiin

一

PP2C（α）
-
モノマー

（42 kDa）

Mg2’

　一

　一

　一

　一

　一

　十

十
一

ＣａＭＫＰ
-
モノマー

(54 kDa)

　＋

Mn2゛

十
一

一

十
一

十
一
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よってPSDにつなぎ止められているPPIが担っているら

しい(29.33).LismanとZhabotinskyによれば，このような環

境下で自己リン酸化/脱リン酸化を行うCaMKH/PPIはシ

ナプス伝達を担うAMPA型グルタミン酸受容体のリン酸

化を介してシナプスの伝達効率を調節するための分子ス

イッチとして理想的な振る舞いをすると言う(3o).

　一方，ラット海馬抽出液中のプロテインホスファター

ゼ活性を白己リン酸化CaMKHを基質にして調べたとこ

ろ，脱リン酸化活性全体の90％をPP2AとPP2Cが占め，

PPIは全体の10％にすぎないことが示されている(34).ま

たラット脳スライスの系において各種プロテインホス

ファ

脱リ

いる

ターゼ阻害剤を用いた実験でも細胞質のCaMK【Iの

ン酸化は主にPP2Aが担っていると結論付けられて
(35)

　興味深いことにラット海馬CAIにおいてLTPを誘発す

ると，それに従ってPP2Aの活性が低下することが報告

されている゛．このPP2Aの活性低下はPP2Aの調節サプ

ユニットB'がCaMKIIによって直接リン酸化されること

によるものであるらしい.LTPに伴うこのPP2Aの活性

低下はLTP誘発時におけるCaMKIIを含む多くの分子の

リン酸化状態に影響を及ぼしている可能性がある.

　,ラット脳類粒細胞における検肘からCaMKIIの脱リン

酸化にはオカダ酸感受性のプロテインホスファターゼに

加え，オカダ酸非感受性のプロテインホスファターゼも

関与していることが示唆されていたが(36)，福永らは実

際に&z辿rQでPP2Cが白己リン酸化CaMKIIを脱リン酸化

してCaMKII活性を制御し得ることを示した(37).既述の

ようにラツト海馬抽出液を用いた実験ではPP2Aと並ん

でPP2Cが可溶型白己リン酸化CaMKIIの脱リン酸化に重

要であることが示唆されているが，PPI，PP2A，PP2B

と異なり，PP2Cには有効な特異的阻害剤が見出されて

いないこともあり，細胞･レベルでの検討は不十分である.

　CaMKIIは脳以外の組織でも重要な生理的役割を果た

している．例えぱ豚臓β細胞ではグルコース剌激に応答

したインシュリンの分泌にCaMKIIが重要であることが

報告されているが(9s)，プロテインホスファターゼ阻害

剤を用いた解析から白己リン酸化CaMKⅡの説リン酸化

にはβ細胞ではPPI及ぴMg2゛依存性プロテインホスファ

ターゼが(s，Acinar　cdではPPIが主要な役割を担って

いることが示されている“o).このように組織・細胞に

よって，また可溶性画分か類粒画分かによって，

CaMKIIの脱リン酸化に関わるプロテインホスファター

ゼは異なっているが，これは各種プロテインホスファ

ターゼの組織分布や細胞内局在性の違いが大きく影響し

ているものと思われる．

　なお，PPI，PP2A，PP2Cと並んで代表的な多機能性

プロテインホスファターゼとして知られるPP2B（カル

シニューリン，表２）はCaりCaM依存性プロテインホ

スファターゼであるが，CaMKⅡを直接脱リン酸化する

ことはないと考えられている．しかしながらPPIの特異

的阻害タンパク質であるI-1はＡキナーゼでリン酸化され

るとPP!を阻害するようになり，PP2Bによる脱リン酸化

でこの阻害が解除されることから，I-1/PPIを介したＡキ

ナーゼ/PP2Bによる間接的なCaMKIIの活性制御機構の存

在が想定されている．上述のLTPにおいて，シナプスの

剌激頻度（周波数）に応じて刺激頻度が高いとLTPを引

き起こし，剌激頻度が低いと逆にシナプス伝達効率が低

下する長期抑圧（LTD）が引き起こされることがよく知

られているが，このような刺激頻度に応答したLTP/Ln）

の切り替えのメカニズムに,/このＡキナーゼとPP2Bによ

る間接的なCaMKIIの活性制御が関与している可能性が

指摘されている‘25.11J.　　　　　　　　　　　　　‥

　またADPを過剰に加えると白己リン酸化CaMKIIがプ

ロテインホスファターゼの作用によらず，キナーゼ白身

の逆反応によってThr286の白己脱リン酸化が進行して説

活性化することも報告されている‘4’）.

(2)プロテインホスファターゼによるCaMKI/CaMKIVの

　ネガティブレギュレーション

　CaMKI/CaMKIVは既に述べたようにCaMキナーゼカ

スケードの上流酵素CaMKキナーゼによ･って活性化ルー

プに存在するスレオニン残基がリン酸化されることで強

く活性化される.CaMKIVは当初，CaMK-Grと呼ばれて

いたが，当時はCaMKキナーゼの存在が知られていな

かったため，精製標品に微量に含まれるCaMKキナーゼ

によるリン酸化を白己リン酸化によるものと見誤り．

　“白己リン酸化"により活性化されるものと考えられて

いた.Frangakisらはラット小脳抽出,液から分面したMg2゛

依存性の未同定のプロテインホスファターゼがこの“自

己リン酸化"されたCaMKIV(CaMK-Gr)を脱リン酸化

して脱活性化することを見出した‘g).その後，CaMKキ

ナーゼの存在が明らかになり，j,z咄r･及ぴj,H心.で

CaMKキナーゼにより活性化されたCaMKIVを用いて検

討がなされ，PP2A処理によって顕著な脱活性化が引き

起こされることが示された(‘1.45).このときPPlc処理で

は脱活性化が起こらないとされているが‘45)，笠原らは

in vitroでリン酸化/活性化されたCaMKIVがPPIによって

顕著に脱リン酸化/脱活性化されるど報告している“6).

彼らはPPIのみならずPP2A，PP2B，PP2Cによっても同

様にCaMKIVの脱リン酸化/脱活性化が起こることを示

した．興味深いことに海馬ニューロンをグルタミン酸刺

激した時の(jaMKIVのリン酸化の充進がPP2B特異的阻
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害剤であるシクロスポリンＡの添加によって更に促進さ

れるという(“'.PP2BもCaMKIVの脱リン酸化による負

の制御に関与しているのかもしれない．

　一方，CaMKIVは細胞内でPP2Aと複合体を形成して

おり，このような相互作用にはCaMKIVの触媒ドメイン

が必須であることが示された.PP2A阻害タンパク質で

あるSV40 sma11 T antigenの共発現によりCaMKIVによる

CREB依存的な転写が活性化されたことから，このよう

なPP2A-CaMKIV複合体は細胞内で剌激後のCaMKIVの

迅速な脱活性化に重要な役割を果たしていることが示唆

された(4馬このようなプロテインキナーゼーPP2Aの組み

合わせによる"Signaling　complex･･はS6 ･kinase，Casein

kinase，PAK1，Raf-I，JAK2などの他のプロテインキ

ナーゼにおいても観察されると言う(2'.48'.更に最近，心

筋において発現しているCaMKIIの∂アイソフォームが

やはりPP2Aと複合体を形成しでいることが報告された(49)．

　CaMKIの脱リン酸化による負の制御についての報告

は少ないが，初期の研究においてラット脳より精製され

たCaMKIがPP2A処理によってj,H,i。で脱活性化される

ことが示されている(5o).

３．多機能性CaMKに作用して負に制傷する新規のプロ

　テインホスファタ.－ゼ

　以上で述べて来たようにCaMKを脱リン酸化して制御

するプロテインホスファターゼはいずれもこれまでよく

知られてい芯基質特異性の広い多機能性プロテインホス

ファターゼである．しかしCaMKを･制御しているプロテ

インホスファターゼは本当にこれらだけなのであろう

か？そこで他にもCaMkの活性制御に関わるプロテイン

ホスファターゼが存在するかどうかを調べるため，まず

従来法で検出できなかったプロテインホスファターゼを

検出するための新たな手法を開発することにした．これ

らめ手法は他のプロテインホスファターゼの同定・解析

にも広く応用可能であるのでまずその手法について紹介

することとしたい．

（1）新規プロテインホスファターゼを検出するための方

　法

　我々はこれまでの研究の過程でSDS-ポリアクリルア

ミド電気泳動（SDS-PAGE）のゲル内でプロテインキ

ナーゼ活性をオートラジオグラフィーのバンドとして検

出することのできるイングルプロテインキナーゼアッセ

イ法を開発してきた（51）.この方法は適当な基質ペプチ

ド・タンパク質さえあればクルードな試料に精製操作を

加えることなしに，その中に含まれるプロテインキナー

ゼの活性と分子量が同時に解析できる利点があり，多く
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のプロテインキナーゼ研究に応用されて来た．我々は新

規プロテインホスファターゼを探索する目的でこのイン

グルアッセイ法をプロテインホスフ7･ターゼのアッセイ

に応用したイングルプロテインホスファターゼアッセイ

法を開発しようと考えた.CaMKIIの白己リン酸化部位

Thr286を脱リン酸化するプロテインホスファターゼの解

析を目的に，この部位周辺を模した合成ペプチドをポリ

リシンにコンジュゲートさせ，更にCaMKIIの活性フラ

グメントでリン酸化することによりプロテインホスファ

ターゼ基質を調製した．これを固め込んだゲルを用いて

SDS-PAGEを行い，SDSを除去した後，再生処理を施す

と変性していたプロテインホスファターゼが再生され，

ゲル内で説リン酸化反応が進行してその酵素タンパク質

が存在する位置に白く抜けたバンドが検出できる(図

１)．上記の様にCaMKIIのThr286周辺の合成ペプチドを

用いると，Mn2･存在下に図１Ｂのような３つのプロテイ

ンホスファターゼのバンドが検出出来た．ラットの発生

過程に伴ってそのプロテインホスファターゼ活性が変動

していることが分かる．本法は再生が困難な酵素は検出

ができないこと，単一のサブユニットで活性を示す酵素

にしか適用できないこと，或いは精製画分の活性検定の

よう.･に短時間で大量のサンプルを処理するには不向きで

あることなど種々の欠点もあるが，クルードな試料のま

までその中に含まれる目的のプロテインホスファターゼ

の活性と分子量を調べるのに極めて有効な手段を提供す

る．なお，グルタミン酸－チロシンのランダムコポリ

マーを用いたチローシンホスファターゼに関するイングル

プロテインホスファターゼアッセイも報告されでいる(52)．

　次にイングルプロテインホスファターゼアッセイ法で

検出されたプロテインホスファターゼを精製するため，

各面分の活性検定に適した，より簡便で迅速なプロテイ

ンホスファターゼアッセイ法を開発した．従来，プロテ

インホスファターゼの活性測定にはホスホリラーゼやヒ

ストンあるいはカゼインなど大量に入手できるタンパク

質を適当なプロテインキナーゼと[7 -s2P]ATPを用い

てリン酸化したものを基質に用いるIのが一般的であった

が(s3'，基質調製が煩雑であることに加えて，これらの

リン酸化タンパク質を基質にしないプロテインホスファ

ターゼは検出できないという欠点がある．･また

p-nitrophenylphosphate(pNPP)を用いた活性測定(531も

よく行われるが，この方法は簡便ではあるもののpNPP

を脱リン酸化する一部の酵素にしか適用できない．そこ

でこれら従来法では検出できないようなプロテインホス

ファターゼにも応用可能なプロテインホスファターゼ

アッセイ法として基質タンパク質の代わりに合成ペプチ

ドを磁気粒子に結合させたペプチドコンジュゲートを利

OLIVE 香川大学学術情報リポジトリ



34

Ａ

Ａ，

Ｂ，

Ｃ，

Domain structurelof CaMKII

香川大学農学部学術報告　第56巻（2004）

　　　　　　　　　　　　　　reuratorydomain

HaN　　　kinase domain COOH

CMHRQETVDCLKKFNARRKLKGAILTTMLATRNFS

--280 290
300

310

丁こごﾆ;(こ｡。肖。

MiRI QETVDC-Poly(Lys)
　必

Polymerize in SDS 91

　↓

皿　　■■　■．S7ylple loading

Electrophoresis
　↓

Denaturation
　↓

Renaturation

　↓　　レ

Autoradiography

Ｂ

u
!
e
J
ql
e
」
l
e
4
e
j

Ｓ
９
９
Ｍ

Ｏ
［

　
s
A
e
p
t
4

　
　
s
A
e
p

E

el

<ｋＤａ

97

66

４５

74 kDa

58 kDa

54kDa

Ｃ

MHRQETVDC-magnet particle

CaMKIlactivefragment＆3zP-ATP

MHRQ7R/Dc-magnet particle

wash out CaMKIl active fragment＆32P-ATP

ア→

Sup(32Pi)

Countin9

　∧　　　　　図１　プロテインホスファターゼを検出するために開発された新しい方法

CaMKIIのThr286付近を模した合成ペプチドを用いたイングルプロテインホスファターゼアッセイ法．

イングルプロテインホスファターゼアッセイ法で検出した，発生段階で発現量が変化するプロテインホスファターゼ．
基質ペプチドを固定した磁気粒子を用いたプロテインホスファターゼアッセイ法．

用した新しいプロテインホスファターゼ活性測定法

　(lmmobilized phosphopeptide protein phosphatase assay

法)を開発しだ(図IC)(54).前述のイングルアッセイに

用いたのと同じCaMKIIのThr286周辺の合成ペプチドと

磁気粒子のペプチドコンジュゲートを作製し，これを

CaMKII活性フラグメントでリン酸化してリン酸化基質

を調製した．これを用いてラット脳幹抽出液をDEAE-

5PWで分面した各面分のプロテインホスファターゼ活性

を調べてみたところ，Mn2‘とポリリシン存在下で，

pNPP脱リン酸化活性とは異なる位置に本法でのみ検出

できる活性ピークが検出できた．本法は１）基質が磁気

粒子となっているため，過剰のATi）やプロテインキナー

ゼとの分離が容易であること，２）アッセイの操作性が

よいこと，３）様々な合成ペプチドとプロテインキナー

ゼの組み合わせで適当な基質を容易に調製できること，

などの利点を持つ有用な方法である．コンジュゲートに

使う合成ペプチド/プロテインキナーゼの組み合わせの

みならずプロテインホスファターゼの反応系に加える活

性化剤/阻害剤など反応の条件を変えることで更に多様

なプロテインホスファターゼ活性を検出できる可能性も

あり,Iそのプロテインホスファターゼ研究における応用

範囲は広いものと思われる．

(2)CaMKホスファターゼ(CaMKP)

‥上に述べた独自の解析手法を用いてCaMKIIのThr286

周辺のリン酸化ペプチドを脱リン酸化する新規プロテイ

ンホスファターゼをラット脳幹より精製することに成功

した(s5).すなわち，既述の固定化ホスホペプチドアッ

セイ法を用いて検出されたCaMKⅡ/Thr286周辺のリン酸

化ペプチドに対する脱リン酸化活性を指標に，活性ピー

クのひとつを種々のカラムクロマトグラフィーを組み合

わせて単一バンドにまで精製したところ，精製酵素はイ

ングルアッセイで認められる３本のバンドのうち分子量

54,000のバンドに相当するプロテインホスファターゼで

あることが判明した．本酵素はMn2゛依存性，オカダ酸/

カリクリンＡに非感受性のセリン.･スレオニン残基特異

的プロテインホスファターゼで，PPIやPP2Aなどと異な

り
単量体として存在する．，また，PP2Aと同じくポリ

リシンやプロタミンなどのポリカチオンによって強く活

性化される．本酵素は図２に示すように，白己リン酸化

CaMKHが完全に脱リン酸化を受ける条件でカゼイン．

ヒストンなどの一般的なリン酸化タンパク質はほとんど

基質にならなかった．さらに，CaMKキナーゼでリン酸

化されたCaMKIV/CaMKI，並びに自己リン酸化CaMKII

などの多機能性CaMKに特異性が高く，プロテインキ

ナーゼC，MAPキナーゼ，ＡキナーゼやCaMKキナーゼ
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　　　　　　　図2　CaMKPの基質特異性

　［y-32P］ATPでリン酸化した各種タンパク質とCaMKIIに
CaMKPを作用させ，SDS-PAGEで分離後，オートラジオグラ
フィーでリン酸化タンパク質めバンドを検出した．　　ダ

Ａ

Ｂ
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　　　　図3　CaMKPとCaMKP-Nのドメイン構造

Ａ，ラットPP2CαとラットCaMKPの一次構造の比較．ホス

ファターゼドメイン（斜線部）での相同性は28％.ラット

CaMKPにはホスファターゼドメインよりもN末側にグルタミン

酸クラスターが存在する．　Ｂ，ヒトCaMKPとヒトCaMKP-N

の一次構造の比軟．触媒領域（網掛け部）での相同性は64％で，

どちらもN末側に酸性アミノ酸のクラスターを有する．

　などのプロテインキナーゼはこれらに比べて極めて脱リ

　ン酸化されにくいことがわかっている．従って本酵素を

　CaMKホスファターゼ(CaMKP)と命名した‘56'.

　CaMKPの生化学的諸性質はこれまでに報告されてい

　るプロテインホスファターゼとはかなり異なるものであ

　るので(表２参照)，本酵素は新規酵素であることが強

・く示唆されたが，cpNAクローニングの結果判明した一

次構造からもそのことが裏付けられた(57'.CaMKPは

PPMファミリーに属するプロテインホスファターゼで，

PP2Cとは弱い相同性が見られるものの，PP2Cαとの相

同性は図３Ａに斜線で示したホスツァターゼドメインで

も28％とかなり低く，Ｎ末側にはPP2Cでは見られない大

きなドメインが存在する．このＮ末ドメインには特徴的

なグルタミン酸のクラスター配列が存在するが，変異体
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を用いた解析により，このグルタミン酸クラスターがポ

リカチオンとの結合やポリカチオンによる酵素の活

性化に重要な役割を果たしていることが判明している〔s8〕

またC末付近の一次構造もPP2Cとはほとんど相同性が見

られず，酵素の触媒活性白体には必須ではない.

　CaMKPは多機能性CaMKに基質特異性が高いが，本

酵素の基質特異性を化学合成した多数のホスホペプチド

基質を用いて更に詳細に調べたところ，ペプチド基質に

対しては意外に基質特異性が広く，説リン酸化に関する

コンセンサス配列は認められなかったが，脱リン酸化さ

れる残基についてはホスホスレオニンにかなり特異性が

高いことが判明した．また基質になり得る最小単位は説

リン酸化されるホスホスレオニン残基の前後１残基の３

残基程度であることも明らかとなった．従ってCaMKP

のタンパク基質に対する基質特異性の決定には説リン酸

化部位周辺の一次構造上の特徴よりもむしろ基質タンパ

ク質の高次構造が重要であることが示唆された‘59).

　CaMKPはまた，基質であるCaMKIIによってポリカチ

オン存在下にリン酸化され活性化を受ける．この活性化

反応の生理的童義は不明であるが，基質であるCaMKII

によって活性化され，CaMKIIの脱リン酸化が充進する

ことからフィードバック制御の一環である可能性も考え

られる(6o'.

　本酵素に対する特異的抗体を取得し，組織分布や細胞

内局在を調べたところ，CaMKPは調べた全ての臓器で

発現が認められ，副腎，肺，胸腺，脳，牌臓，子宮，豚

臓などで比較的高い発現が認められた．またPC12細胞

やラット脳組織における細胞内局在を調べたところ，核

にはほとんど存在せず，細胞質に局在することが判明し

た(57).またづット脳を用いた免疫組織化学的検討から

CaMKPは中枢神経組織の様々な細胞で発現が認められ，

その分布は様々な領域でCaMKの分布と重なっているこ

とが示された‘61).なお，PSD画分におけるCaMKPの含

量は通常極めて少ないが，細腹によっては明らかにPSD

が抗CaMKP抗体で染色されている場合もあり‘61'，また

PSDにはCaMKP結合タンパク質も存在すること(亀下

ら，未発表データ)から，何らかの条件下においては

CaMKPがPSDに会合してPSDにおけるCaMKIIの脱リン

酸化に関わる可能性も考えられる．

（3）CaMKP-N

　ラットCaMKPの一次構造に基づいたヒトｃＤＮＡデータ

ベースのBLASTサーチにより，ラット酵素とアミノ酸

レベルで78％の相同性を示すタンパク質のｃＤＮＡが見出

された．このｃＤＮＡを取得し，大腸菌で発現させてその

性質を調べたところ，ラット酵素と同様の酵素学的性質
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(43　CaMKPの生理的役割

　CaMKPやCaMKP-Nが実際にjzz vjgでＣａＭＫの活性制

御に関わっているのかどうかは今後の重要な検肘諜題で

ある.CaMKP，CaMKP-Nの生理的役割については現在

のところよく分かっていないが.最近，CaMKPの細胞

レペルでの機能解析についての報告が見られるように

なった.Tanらは線虫の性決定に関わる遺伝子産物

FEM-2のヒトホモローグとしてCaMKPを同定した．そ

こでFEM-2，ヒトCaMKP，ラットCaMKPなどをHeLa細

胞に一過性に発現させるとアポトーシスを引き起こした

が，同じPPMファミリーのプロテインホスファターゼで

あるPP2Cではアポトーシスは認められなかったと言う．

これらのデータからCaMKPが細胞のアポトーシスに関

与する可能性が示唆された．アポトーシスの促進と

CaMKの活性動態がどのように関わっているのか明らか

ではないが，CaMKIIやCaMKIVがアポトーシスに関わ

るという報告は多いので，CaMKPが例えばCaMKキ

ナーゼの作用をantagonizeすることでアポトーシスを誘

導する可能性があ･ると考えられるｓ．

　またKohらはRho-GTPaseの下流で働くp21-activated

proteinkinase (PAK)の制御にCaMKPが関与しているこ

とを報告している(65).彼らはＰＡＫと相互作用している

guanine nucleotide exchange factorPIXに相互作用するタ

ンパク質としてPOPXIとPOPX2を同定したが，これら

はそれぞれヒトCaMKP-N，ヒトCaMKPと同じもので

Ca2+/CaM

CaMKKa→↑　↓
　　　　　　　　　c以;゛ヽ函四

　　　　　　　　　　Nucleus

図4　CaMKPとCaMKP.NによるＣａＭＫカスケードの制御
　　　　　　　図中の＊はリン酸化型酵素を示す．

を示した．またRT-PCRでヒトの各組織におけるｍＲＮＡ

の発現を調べたところ，これもラットにおける結果とほ

ぼ一致した．以上の結果からこのホモローグはヒト

CaMKPであると考えられた(62).また，これとは別のホ

モログもデータベース中に存在することが判明したので，

これも詳しく解析してみることにした．このホモログは

Ｎ末とC末にCaMKPにはない長大な領域を持っているが，

図３に網目模様で示したホスファターゼドメインを中心

にヒトCaMKPと64％のホモロジーを持つ領域が存在す

る(6s'.このｃＤＮＡに対応するｍＲＮＡはCaMKPとは異な

り，脳に特異的に発現していた．またCOS細胞に発現さ

せて細胞内局在を調べると，CaMKPとは対照的に核に

局在していることが明らかとなった．ｃＤＮＡをSf9細胞に

発現させ，部分精製標品を得てその酵素学的性質を調べ

たところ，この酵素はリン酸化型CaMKIVを基質にする

など，CaMKPと同様の酵素学的性質を示すことが明ら

かとなったので，本酵素を核に局在するCaMKPという

意昧でCaMKP-Nと命名した．酵素を核に局在させるた

めの核移行シグナルはCaMKPやPP2Cには存在しない574

番以降のC末領域に存在することも判明している．組織

分布や細胞内局在の違いなどから考えて，CaMKPと

CaMKP-Nは何らかの相補的役割を果たしている可能性

が推察される(図４)．
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あった．これらはいずれも泌治,.でリン酸化型ＰＡＫを脱

リン酸化して脱活性化することができ，HeLa細胞に発

現させるとｐＡＫの活性化因子であるcdc42によって引き

起こされるアクチンストレスファイバーの崩壊や細胞の

個々の形態変化を阻害した．これらのデータから彼らは

CaMKP（POPX2）やCaMKP-N（POPXI）がＰＡＫのダウ

ンレギュレーションに関与していると述べている．

４．プロテインホスファターゼ阻害剤

　CaMKIIをノックアウトしたマウスでは空間記憧の能

力が有意に低下していることはよく知られている‘6馬

CaMKIIの白己リン酸化部位Thr286をリン酸化されない

アラニンに変えたトランスジェニックマウスではLTPや

空間記憶が低下していたことから，CaMKIIのThr286が

記憶の形成に重要な役割を果たしていることが強く示唆

される(66).従ってもし，このThr286の白己リン酸化レ

ペルを上げることができれば，それは記憧力の向上に繋

がる可能性がある.Thr286め白己リン酸化レベルを上げ

るひとつの方法は，この部位の脱リン酸化に関わゐプロ

テインホスファターゼを阻害することである．現在のと

ころ，記憶とその分子的基礎であるLTPの発現にはPSD

に存在するCaMKIIが必須の役割を担っていると考えら

れておりｓ，そのPSDにおいては主にPPIがCaMKIIの

脱リン酸化に関わっているときれる(29.33).従ってPPIの

特異的阻害剤は記憧力の改善に有効である可能性が考え

られるが，実際，PPIの特異的阻害タンパク質であるI-1

の活性化型(I-1＊)を脳特異的に，かつ誘導的に発現

できるトランスジェニックマウスではI-1＊依存的に記

憶力の有意な改善を示し，特に年老いた々ウスではその

傾向が顕著であったs.I-1(I-1＊)やi-2はPPIの内因

性特異的阻害タンパク質であるが細胞膜透過性はないの

で，薬理学的用途には白ずと限界がある.PPIやPP2Aに

はオカダ酸やカリクリンＡなど天然物由来の強力な特異

的阻害剤が見出されており，分子薬理学的なツールとし

て頻用されているが，これらは同時に強力な毒性や発ガ

ンプロモーター活性を有しており，医薬としての利用は

困難であろう.PPIやPP2Aは各種組織に広く分布してお

り，CaMKIIのみならず様々なタンパク質のリン酸化レ

ベルの調節にたずさわっているので，これらを一律に阻

害する上記のような阻害剤は生体内のリン酸化を介する

情報伝達系全体に大きく影響することは容易に想像でき'

る．脳神経系，特にPSDに限局的に作用するような指向

性を持たせたPPI阻害剤の開発が必要であろう．

　最近，CaMKIIのみならずCaMKIVも記憧の形成に関

与していることがトランスジェニックマウスやノックア

ウトマウスを用いた個体レベルの実験で示されたが，

37

CaMKIVの活性化はリン酸化・脱リン酸化によって厳密

に制御されているので，そのリン酸化レペルを上昇させ

るような薬剤は記憶の改善に有効である可能性もある．

既述のように海馬ニューロンのグルタミン酸刺激に伴う

CaMKIV活性化ループのThr196のリン酸化はPP2B阻書

剤であるシクロスポリンＡによって促進されることが示

されているので(‘6)，このような薬剤が記憶の改善にも効

果があるかもしれない．しかしながら薬理学的行動実験

の結果は現在のところ，この考えには否定的である(69.7o'．

　CaMKPはPPIとは異なり，多機能性CaMKに基質特異

性が高いので，その特異的阻害剤があれば，PPIやPP2A

の阻害剤に比べて他の系に及ぼす影響が比較的小さいこ

とが期待できる．残念ながら現在のところ，CaMKPや

PP2Cと言ったPPMファミリーのプロテインホスファ

ターゼに対しては有効な特異的阻害剤は見出されておら

ず，それがこれらPPMファミリーのプロテインホスファ

ターゼの生理機能の解明を遅らせている一因となってい

る.CaMKPに対する特異的阻害剤の探索研究を行うた

めのCaMKP活性を指標とした大規模スクリーニングを

行うにはマイクロプレート上でもできるc一iKPの簡便

なアッセイ系が必要である．最近，ホズホセリン・ホス

ホスレオニンを含むペプチドの簡便な固相合成法が確立

され，これまで比較的合成が困錐であったホスホセリン

・ホスホスレオニンを含む合成ペプチドを簡便かつ大量

に得ることが可能となった(71.72'.我々はCaMKPの基質

特異性を贋べる目的で，この方法を用いて多数の化学合

成リン酸化ペプチドを得ており，これらを基質に用いた

非RIの簡便なCaMKP活性測定法を確立した皿．この方

法はマラカイトグリーンを発色試薬とする高感度リン酸

定量法を利用したもので3－(1)に述べた方法に比べると

感度は低いものの，大腸菌などで比較的大量に精製酵素

が得られる場合には十分に利用可能であり，マイクロプ

レートを用いた阻害剤/活性化剤の大規模スクリーニン

グヘの応用が期待される．

　一方，一過性の脳虚血後に遅れて神経細胞の壊死が起

こる現象は遅発性神経細胞壊死と呼ぱれ，脳梗塞後の後

遺症などしぱしば臨床上の重要な問題となる．この運発

性神経細胞壊死の過程にはcaMKnが関与していると考

えられている.CaMKIIの特異的ペプチド阻害剤として

広く使用されているAIP(73-75)をミリスチル化して細胞膜

透過性を付与したミリスチルAIPはNMDA投与(?6)やNa“

チャンネル活性化剤の投与‘77'で誘導される神経細胞死

に対して保護効果があったことが報告されている．これ

らの薬剤によって誘導されるCa2゛の流入によりCaMKII

の白己リン酸化/活性化が異常に完進することが遅発性

神経細胞壊死を引き起こす一因になっていると考えられ
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るが，もしそうなら，CaMKII阻害剤の投与のみならず，

CaMKIIの負の制御に関わるプロテインホスファターゼ

を活性化することでも，同様の効果が期待できるかもし

れない，現在のところ，特定のセリン・スレオニンプロ

テインホスファターゼを活性化できるような特異的活性

化剤は知られていないが，今後はそのような化合物の創

製・探索も必要かもしれない．

５．まとめと今後の展望

　Ca2゛シグナリングの中心に位置する多機能性CaMKも

多くの他のプロテインキナーゼと同様，リン酸化によっ

て活性が調節されているので，スイッチオフの機構に相

当するプロテインホスファターゼによる脱リン酸化/脱

活性化の機構はリン酸化による活性化の機構と並んで極

めて重要である．本稿ではCaMKの活性制御に関わるプ

ロテインホスファターゼについて，我々白身の研究成果

も交えながら研究の現状をまとめた．現時点においてml

吻・でCaMKを直接に制御し得ることが判明しているプ

ロテインホスファターゼはPPI，PP2A，PP2B，PP2C，

CaMKPの５種である．各CaMKはこれらのうちの複数

のプロテインホスファターゼによっで制御され得るので

あるが，プロテインホスファターゼ白身の活性調節につ

いては，PP2AなどPPPファミリーのプロテインホス

ファターゼに関しては比較的解明が進んでいるとは言え，

全貌の解明には程遠い．各プロテインホスファターゼは

それぞれの活性化因子・阻害因子の影響下でどのように

活性が調節され，役割分担を行っているのであろうか？

その実態を解明することが今後の重要な課題である．

また，実際の生体内にあってはこれらのプロテインホ

スファターゼと基質であるCaMKが空間的・時間的にど

のように租互作用しているのか，ということも説リン酸

化反応を制御する上での重要な決定要因になっているも

のと思われる.PSDにおけるCaMKIIとPPI，CaMKIVと

signaling complexを･形成しているPP2Aなどがその好例で

ある．殊に前者に関してはLismanとZhabotinskyによって

詳しく論議されているように，そのような局在性が生み

出す特異的な相互作用が重要な生理的意義を有する可能

性が強い(so).今後はそのような細胞内局在を考盧に入

れた解析がより重要となろう．新規プロテインホスファ

ターゼであるCaMKPに関してはその活性制御の機構や

jzl yjgでのCaMKの制御に関する役割を探るとともに，

特異的な阻害剤の開発/探索も重要な課題となる．ス

イッチオフを司るプロテインホスファターゼに着目する

ことでプロテインキ・ナーゼの活性制御を考えるというご]

ンセプトは，記憶をはじめとした多彩な生理作用に関わ

るCaMKをターゲットとした創薬にも新たな可能性を切

り開くかもしれない．
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