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研究成果の概要（和文）：ラット脳組織よりカルモデュリンーGST 融合タンパク質を用いたカル

モデュリン標的分子の網羅的単離法および LC-MS/MS を使用することにより、Wolframin と PRG

−１の二つの新規カルモデュリン標的分子の同定に成功した。さらに、この新規カルモデュリン

標的分子の生化学的解析により Wolfram 症候群をきたす遺伝子変異が Wolframin のカルモデュ

リン結合性を失うことを明らかにした。 
研究成果の概要（英文）：We have identified Wolframin and PRG-1 from rat brain as novel 
calmodulin binding proteins by functional proteomics using calmodulin-GST fused protein 
and LC-MS/MS technique. According to the biochemical study, we have demonstrated that 
some mutations causing Wolfram syndrome disrupt calmodulin-binding ability of wolframin.  
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１．研究開始当初の背景 
細胞内カルシウムイオンは細胞内情報伝達
因子として筋収縮、分泌反応、神経伝達物質
の放出さらには遺伝子発現調節にいたる
様々な生理作用を調節することが知られて
いる。特に、カルシウム受容タンパク質であ
るカルモデュリン(CaM)は多くのCa2+/CaM-依
存性酵素の活性化因子として、タンパク質リ
ン酸化酵素群(CaM-キナーゼ)、脱リン酸化酵
素(calcineurin)による翻訳後修飾を介した
細胞内情報伝達機構やNO合成酵素(NOS)など
の代謝調節酵素の活性化といった多様なカ
ルシウムシグナル伝達を支える中心的な情

報変換分子の一つである。近年、研究代表者
らによるCaM-キナーゼ活性化リン酸化酵素
(CaM-KK)の同定とその遺伝子クローニング
により明らかとなった、２種類の多機能性
CaM- キナーゼ (CaM-KI および CaM-KIV) が
CaM-KKによってリン酸化され活性化調節を
受けるCaM-キナーゼカスケードと呼ばれる
シ グ ナ ル 伝 達 経 路 (Tokumitsu et 
al.JBC,275,20090,2000; Tokumitsu et 
al.JBC,279,40296,2004)も、新しいCaMを介
した細胞内カルシウム情報伝達の一つであ
る。一方、Ca2+/CaMにより機能調節を受ける
標的分子群は酵素、受容体、細胞骨格分子を



含めても 100以上同定されていることからも
CaMの多機能性が示されており、さらに増え
る事が予想される。歴史的にもCaM、トロポ
ニンCに代表されるEF-hand型カルシウム受
容タンパク質は日本において垣内史郎博士、
江橋節郎博士によって発見されたものであ
り、その後の研究が欧米中心に進む中、日本
での新しい細胞内カルシウム情報伝達研究
の発展が望まれる。研究代表者らは、科学研
究費基盤C (一般)（平成 17-18 年度）『機能
プロテオミクス解析法を用いたカルモデュ
リン・キナーゼカスケードの生理機能解明』
により、タンパク質分子間相互作用と質量分
析法を用いて、エフェクター分子に対する網
羅的な標的分子を捕らえ同定する手法を独
自 に 開 発 し た (Tokumitsu et 
al.JBC,280,35108,2005)。 
 
２．研究の目的 
GST-融合型CaMをリガンドに用いたCaM-標的
タンパク質の単離と質量分析による網羅的
な同定法（機能プロテオミクス）を用いる事
により、CaM の標的分子の網羅的探索による
細胞内カルシウム情報伝達の新たな生理機
能とその詳細な分子メカニズムの解明を目
的とし、以下の項目について研究を行った。 
（１）CaMの新しい標的分子群を網羅的に同

定する（２）同定した新規CaM標的分子のCaM-

結合領域を決定するとともに、新しいCaM-結

合配列を探索および検証する。（３）予備実

験として、すでに得られている新規CaM-結合

分子であるPRG-1、Wolframinについては、そ

れぞれ脂質脱リン酸化酵素活性に対するCaM

の影響やWolfram症候群に関連した遺伝子変

異とCaM-結合の関係を明らかにする。（４）

新規のCaM-結合分子のCa2+-結合型CaMによる

分子機能調節（酵素活性の調節、細胞内局在

の変化、新たな分子間相互作用の発現や消失

等）を試験管内および培養細胞内において明

らかにする。（５）これらの研究結果をもと

に、CaMを介した新しい細胞内カルシウムシ

グナル伝達経路を見いだすとともに、その詳

細な分子メカニズムを明らかにする。（６）

本研究における機能プロテオミクスを用い

たCaM-標的分子の探索法を基盤に他の

EF-hand型カルシウム受容タンパク質の標的

分子探索への応用法を開発する。 
 
３．研究の方法 
カルモデュリン(CaM)の標的相互作用分子を
単離するため、アフィニティー担体のリガン
ドとしてラットCaMをグルタチオン-S-トラ
ンスフェラーゼ(GST)のN-末端にGly６残基
をスペーサーとして融合させた GST-融合
CaM分子をすでに構築し、大量精製している。
本研究のCaM-結合タンパク質の網羅的単離

法（右図）は、まず組織抽出液をEGTA存在下
（2 mM）に調製し、ここに含まれる内因性CaM
の５〜１０倍量のGST-融合CaMを加えた後、
過剰量（5 mM）のCaCl2を加え組織抽出液中の
CaM-結合タンパク質とGST-融合CaMの複合体
を形成させる（市販のCaMを架橋したセファ
ロース担体はリガンド結合量が0.9 mg/ml セ
ファロース担体と低いため本研究のCaM-結
合タンパク質の網羅的単離には適していな
い）。次いでこの複合体をグルタチオンセフ
ァロース担体でトラップした後、低濃度の
CaCl2（0.2 mM）を含む緩衝液で洗浄 
後、CaM-結合タンパク質のみを過剰量の EGTA
（2 mM）を含む緩衝液により溶出させる。 
 

 
本手法によりラット脳より得られたCaM-結
合タンパク質をSDS-PAGE後CaM-オーバーレ
イ法により解析すると（上図、右パネル）得
られたタンパク質（CBB染色）とほぼ等しい
パターンのCa2+-依存性のCaM-結合が検出さ
れ（中央）、本手法により網羅的にラット組
織よりCaM-結合タンパク質群の単離が可能
であることが明らかとなった。得られたCaM-
結合タンパク質群はSDS-PAGE後に、ゲルを分
子量順に１６当分に切り出しゲル内トリプ
シン消化を行い、CapLC capillary 逆相液体
クロマトグラフィー連結のMicromass Q-Tof2 
quadruple/time-of-fright hybrid mass 
spectrometerに供する。得られたペプチド断
片の質量データはMascot MS/MS Ion Search 
(Matrix Science)を用いて、データベースに
照会することによりCaM-結合タンパク質群
を同定する。質量分析を用いた分子同定法は
確 立 し て い る (Tokumitsu et 
al.JBC,280,35108,2005)。 
 
４．研究成果 
 
質量分析法を用いた機能プロテオミクスに
よりCa2+/CaM複合体の結合標的分子の網羅的
同定をラット脳より行った。その結果、既知
の３６種類のCaM-結合タンパク質と新規の
CaM-結合タンパク質としてWolframinを同定
した。Wolframinは若年性糖尿病や進行性両
側性視神経萎縮を主徴とする常染色体劣性
遺伝病であるWolfram症候群の原因遺伝子
（WFS1）の遺伝子産物である。すなわちこの
WFS1 の様々な遺伝子変異により正常な



Wolframin分子が生体内において発現されな
いことが、本遺伝子疾患に繋がるものである
が、現在までにWolframinの生理機能につい
ては細胞内のER膜に存在する事以外、ほとん
ど明らかとなっていない。本研究により
Wolframinが試験管内、培養細胞においても
Ca2+/CaM複合体と相互作用する事が明らかと
なり、Wolframin分子が細胞内カルシウムシ
グナル伝達経路の一端を担う可能性が示さ
れた。さらにCa2+/CaM複合体が相互作用する
Wolframin分子内の領域（Glu90-Trp186）は
細胞質内に存在する結果を得た。さらには
Wolfram症候群に関連した遺伝子変異のうち、
３つの異なる変異（Ala127Thr, Ala134Thr, 
Arg178Pro）はそれぞれWolframinのCaM-結合
を完全に消失させる事から、Ca2+/CaM複合体
との相互作用を壊すような遺伝子変異がこ
の遺伝子疾患（Wolfram症候群）へと繋がる
事が明らかとなり、さらにはWolframinの正
常な機能発現にはCa2+/CaM複合体との相互
作用が必要である事が推定された。さら
に得られた新規CaM-結合タンパク質の候補
分子群を解析した結果、PRG-1 (plasticity 
related gene 1)を新たなCaM-結合タンパク
質として同定するに至った。本研究より
PRG-1 が試験管内においてCa2+/CaM複合体と
高親和性（Kd=8 nM）に相互作用するのみな
らず、培養細胞においてもその相互作用が確
認された。またCa2+/CaM複合体と相互作用す
る分子内のSer554-Gln588 の領域を特定し、
その中でもTrp559とIle578がCa2+/CaM複合体
との結合に重要であることを変異体を用い
たSPR解析や合成ペプチドを用いた蛍光測定
により明らかにした。さらにはPRG-1 の免疫
染色より,PRG-1 は中枢神経系特に海馬に豊
富に存在し、海馬神経細胞の樹状突起のシナ
プス後膜に局在することが明らかとなり、ポ
ストシナプスにおけるPRG-1 の機能は
Ca2+/CaM複合体との相互作用により制御され
る事が推定された。 

これらカルシウム受容分子によるタンパク
質リン酸化、脱リン酸化反応の新たな機能制
御についての個別解析を行い、カルシウムシ
グナル伝達の包括的なシステムバイオロジ
ーの枠組みを明らかにすることを目的とし
た。本年度は、CaM の標的酵素の一つである
CaM-依存性リン酸化酵素、CaMKK の機能制御
について検討した。その結果、CaMKK 分子は
細胞内において自己リン酸化していること
が明らかとなった。また遺伝子改変酵素の解
析から、CaMKK 分子の自己リン酸化反応は分
子間反応ではなく、分子内反応であることが
判明した。そこでこの自己リン酸化アミノ酸
残基をノーベル賞技術である質量分析法に
より同定したところ、Thr482 であった。この
Thr482 の自己リン酸化の生理的意義を解明
する為に Thr482 を Ala に変異させたところ、

自己抑制機能が強まるという結果を得、
CaMKK の分子内自己リン酸化は本酵素の活性
化メカニズムに大きく関与している事が明
らかとなった。さらには、新しい CaMKK の基
質分子探索を目的として、ATP 類似化合物を
リン酸基供与体として使用できる CaMKK変異
体を作成した。この変異体を用いることで新
規のCaMKK基質Syndapin Iを同定した。CaMKK
は試験管内、培養細胞において Syndapin I
の Thr355をリン酸化する事が明らかとなり、
CaMKK を介した新しい細胞内カルシウムシグ
ナル伝達経路の存在が示唆された。 
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