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研究成果の概要（和文）：CaMキナーゼIIとプロテインキナーゼDは活性化機構は異なるが、どちらもCaMキナー
ゼファミリーに属し、同様の生理機能を有する可能性が示唆されていた。今回、マウスの視床下部の培養神経細
胞株であるGT1-7細胞を用いて、ゴナドトロピン放出ホルモン受容体刺激後の細胞内情報伝達機構について検討
した。その結果、両キナーゼがproline-rich tyrosine kinase 2(Pyk2)と上皮成長因子受容体(EGFR)の活性化に
関与することを見出した。今回の研究は、神経細胞ばかりではなく、Gタンパク質共役型受容体刺激後の細胞内
情報伝達機構を解明する上でも有用な知見を提供するものである。 

研究成果の概要（英文）：The receptor of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) belongs to the 
G-protein-coupled receptors (GPCR), and the stimulation of the receptor activates proline-rich 
tyrosine kinase 2 (Pyk2) and EGFR family. In the present study, we examined the signal transduction 
pathways after GnRH receptor stimulation using cultured hypothalamic neurons (GT1-7 cells). We first
 found that GnRH activated CaM kinase II and protein kinase D (PKD), both of which belong to CaM 
kinase family. And then, we examined the possibility that these two protein kinases were involved in
 the activation of Pyk2 and EGFR family. Overexpression, knockdown, and inhibitor studies revealed 
that CaM kinase II and PKD activated Pyk2 through enhancement of interaction of Pyk2 and Fyn. And 
then, activated Pyk2 induced activation of EGFR. The present study will contribute to the 
understanding of the physiological roles of CaM kinase family in neurons.

研究分野：神経化学・神経薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経細胞間の情報伝達機構を理解することは、脳機能の分子基盤を理解する上で重要である。様々な神経伝達物
質が神経細胞の膜状に存在する受容体を刺激して、細胞内の情報伝達機構を変化させることで神経細胞機能を制
御している。今回、マウス視床下部の培養神経細胞を用いて、ゴナドトロピン放出ホルモン受容体刺激後の細胞
内情報伝達機構について詳細に検討した。その結果、これまで異なる系と考えられていたCaMキナーゼファミリ
ー系とチロシンキナーゼ系が密接に関連することを見出した。今回の研究は、神経細胞機能の制御機構を理解す
る上で極めて有用な知見を提供するものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)神経細胞には、Fyn や proline-rich tyrosine kinase 2 (Pyk2)などのチロシン残基をリン
酸化するタンパク質リン酸化酵素(チロシンキナーゼ)が多量に発現している。これらのチロシ
ンキナーゼ系は神経細胞の分化やシナプス機能に重要であることが知られている。Pyk2 は、発
見された 1995 年に、細胞内カルシウムイオンの増加や Cキナーゼの活性化によって活性化され
ることが報告されていた。その後、Pyk2 の活性化は数カ所のチロシン残基のリン酸化によって
起こることが報告された。しかし、C キナーゼとカルシウムイオンによる活性化機構について
は 20 年ほど不明であった。 
 
(2)我々は、マウスの視床下部神経細胞の培養細胞株である GT1-7 細胞を用いて、ゴナドトロピ
ン放出ホルモン(GnRH)受容体刺激後のシグナル伝達機構について検討してきた。この受容体は
G タンパク質共役型受容体(GPCR)の一つであり、様々な受容体刺激のモデル系と考えている。
2015 年に本受容体刺激により活性化された C キナーゼが D キナーゼ(PKD)を活性化して、PKD
が Pyk2 を活性化することを世界で初めて見出した(J. Biol. Chem., 2015)。PKD は、触媒ドメ
インの構造と基質特異性の類似性から CaM キナーゼファミリーに属し、CaM キナーゼと類似し
た生理機能を持つことが示唆されていた。また、我々は、GnRH 受容体刺激後に細胞内カルシウ
ムイオンが増加してCaMキナーゼの中のCaMキナーゼIIが活性化されることを見出した(Arch. 
Biochem. Biophys., 2007)。  
  
２．研究の目的 
(1)CaM キナーゼ IIが PKD と同様に Pyk2 の活性化に関与するとの仮説を立てて検証する。 
(2)Pyk2 の数カ所のチロシン残基のリン酸化機構を明らかにし、活性化の分子機構を解明する。 
(3)PKD と CaM キナーゼ II はセリン残基とトレオニン残基をリン酸化するが、チロシン残基は
リン酸化しない。両キナーゼにより、Pyk2 のチロシン残基のリン酸化が引き起こされる分子機
構を明らかにする。 
(4)活性化された Pyk2 が上皮成長因子受容体(EGFR)を活性化する可能性を検討する。  
 
３．研究の方法 
(1)GT1-7 細胞の CaM キナーゼ II をノックダウンするために、発現しているアイソフォームを
同定する。CaM キナーゼ IIのノックダウンにより、Pyk2 の活性化が阻害されるかを検討する。
CaM キナーゼ II の阻害剤の影響も検討する。 
(2)Pyk2 のチロシン残基のリン酸化の分子機構を明らかにする。すなわち、これらのリン酸化
が分子間自己リン酸化反応によるか Fyn によるかを検討する。この目的で、Pyk2 と Fyn の阻害
剤および、siRNA を用いたノックダウン実験を行う。また、両キナーゼの変異体の過剰発現系
を用いて検討する。 
(3)それぞれのチロシン残基のリン酸化が、Fyn と Pyk2 の相互作用を制御する可能性を免疫沈
降実験により検討する。 
(4)Pyk2 の阻害タンパク質として FIP200 が知られている。このタンパク質が、PKD と CaM キナ
ーゼIIの共通の基質タンパク質である可能性をsiRNAを用いたノックダウン実験と過剰発現実
験により検討する。 
(5)活性化された Pyk2 が EGFR の活性化に関与する可能性を、GT1-7 細胞での EGF 様因子(ヘパ
リン結合型 EGF)の産生の変化から検討する。 
 
４．研究成果 
(1)GT1-7 細胞では CaM キナーゼ IIのアイソフォームの中のデルタ 2のみが発現していた。CaM
キナーゼ II デルタ 2の siRNA 及び阻害剤により、GnRH 受容体刺激による Pyk2 の活性化が阻害
された。したがって、CaM キナーゼ II が Pyk2 を活性化することが明らかになった(J. Cell. 
Physiol., 2019)。すなわち、Cキナーゼの活性化は PKD を介して、また、細胞内カルシウムイ
オンの増加は CaM キナーゼ II を介して、それぞれ Pyk2 を活性化することが明らかになった。 
(2)Pyk2 の 402 番目のチロシン残基(Y402)は主に自己リン酸化により、Y579、Y580、Y881 は Fyn
によりリン酸化されることが明らかになった。 
(3)Y402 のリン酸化は Fyn との結合を引き起こし、Y579 と Y580 のリン酸化は Pyk2 の触媒活性
を増加させることが明らかになった。さらに Y881 のリン酸化は活性化された Pyk2 を Fyn から
解離させることが示唆された。なお、PKD と CaM キナーゼ IIは、Pyk2 同士の結合を増強させる
ことで、Y402 の分子間自己リン酸化反応を促進させることが明らかになった。 
(4)PKDとCaMキナーゼIIは、FIP200とPyk2との結合を阻害することが示唆された。現在、FIP200
のセリン残基かトレオニン残基が両キナーゼでリン酸化される可能性を検討している。 
(5)Pyk2 の阻害剤を用いた実験から Pyk2 が HB-EGF の産生に関与することが示唆された。 
 これらの研究から、神経細胞において、CaM キナーゼ II と PKD による Pyk2 と Fyn の活性化
機構の全貌、及び活性化された Pyk2 の生理機能が明らかになってきた。 
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