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研究成果の概要（和文）：本研究では、以下の２つの課題：（１）ユニークな二次元インゲルホスファターゼアッセイ
法の確立とその応用、ならびに（２）CaMキナーゼホスファターゼ（CaMKP）を始めとしてPPMファミリーホスファター
ゼの活性制御メカニズムの解明、を中心にして研究を進めた。まず、蛍光発生基質を用いた新しい二次元インゲルホス
ファターゼアッセイ法を確立し、実用化までこぎつけることができた。また、これまではCaMKPと核局在型のCaMKP-Nに
関して、細胞内での活性制御機構や局在変化について不明の点が多かったが、本研究課題を通してこれらのホスファタ
ーゼの活性制御機構に関する多くの知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Two major objectives of this research project are as follows.　(1) Development of 
a new two-dimensional in-gel phosphatase assay. (2) Elucidation of the regulatory mechanisms of PPM 
family phosphatases including CaM-kinase phosphatase (CaMKP) and nuclear CaMKP (CaMKP-N). In this 
project, we have successfully developed a unique two-dimensional in-gel phosphatase assay using 
fluorogenic substrate, 4-methylumbelliferyl phosphate (MUP). Futhermore, we clarified the regulatory 
mechanisms of cellular localization of CaMKP-N through proteolytic processing and found a new anchoring 
protein, protocadherin gamma subfamily C5, that regulate CaMKP activity in vivo.

研究分野：生物化学

キーワード： 細胞内情報伝達　タンパク質リン酸化　プロテインホスファターゼ　カルモジュリンキナーゼ　翻訳後
修飾　プロテインキナーゼカスケード

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 タンパク質のリン酸化反応は細胞内情報
伝達において中心的な役割を担っており、
様々な生命現象の制御に関与している。この
リン酸化反応はプロテインキナーゼによる
リン酸化とプロテインホスファターゼによ
る脱リン酸化の巧妙なバランスの上に成り
立っており、状況に応じて組織や細胞におけ
るこれらの酵素の発現量や活性が刻々と変
化することが知られている。従って、様々な
生命現象の分子機序を知るためには、キナー
ゼだけでなくホスファターゼの研究を同時
に進める必要がある。しかし、従来キナーゼ
の研究に取り組む研究者が圧倒的に多く、着
実に発展してきたのに対し、ホスファターゼ
研究は遅れをとってきた。そのような状況下
においてホスファターゼの研究に取り組む
研究者が増え、キナーゼと並行して研究を進
めるべきとの国内外の機運が高まりつつあ
る状況の中で、本研究プロジェクトはスター
トした。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまで、タンパク質リン酸化反応
に関わる酵素のうち主にプロテインキナー
ゼを検出し、解析するための独自の技術開発
に取り組み、着実に成果を上げてきた。プロ
テインホスファターゼに関しては、1997 年
に 32Pで標識した基質を用いるインゲルホス
ファターゼアッセイ法を開発し、その手法を
用いて CaM キナーゼホスファターゼ
（CaMKP）を発見した（Kameshita et al. 
Anal. Biochem. 245, 149 (1997)）。その後、
2010 年に 32P-ATP の代わりに蛍光発生基質
で あ る 4-methylumbelliferyl phosphate 
(MUP) を利用した新しいインゲルホスファ
ターゼアッセイ法を開発した（Kameshita et 
al. Anal. Biochem. 400, 118 (2010)）。 
 本研究では、（１）MUPを用いたインゲル
ホスファターゼアッセイを二次元泳動法で
行い、様々なホスファターゼの活性の動態解
析に利用すること、ならびに（２）CaMKP
と関連する PPM ホスファターゼファミリー
のホスファターゼの活性制御メカニズムを
解明すること、を目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 二次元インゲルアッセイ法に関しては、既
にMUPを用いた方法を確立していたので、
二次元泳動後になるべく多くのホスファタ
ーゼ活性を検出するための条件検討を行っ
た。また、このインゲルアッセイ法を CaMKP
の酸化還元状態の解析に用いることにした。 
 CaMKP結合タンパク質のスクリーニング
には、CaMKPの N末端領域配列をベイトに
して、大腸菌ツーハイブリッドスクリーニン
グを行ない、CaMKP結合タンパク質を同定
した。 
 また、核局在型の CaMKP として
CaMKP-N が知られている。本研究では、

CaMKPだけでなく、CaMKP-Nについても
その活性制御メカニズムの解析を行った。
CaMKP-NがC末端領域の限定分解を受ける
ことにより細胞内局在が変化するかどうか
免疫染色法を用いて調べた。また、CaMKP-N
が CaMキナーゼ I（CaMKI）によりリン酸
化されることを見出したが、そのリン酸化部
位の同定とリン酸化の影響を調べるととも
に、このリン酸化による活性制御が実際の細
胞内でも起こっているのかどうかを調べた。 
 
４．研究成果 
(1)多様なホスファターゼをまとめて検出す
る二次元インゲルホスファターゼの確立 
 なるべく多くのホスファターゼを検出す
る最適条件の検討と、その手法の応用を試み
た。蛍光発生基質として、MUP 以外には
DiFMUPなどの基質も検討してみたが、バッ
クグラウンドが少ないこと、またシグナルが
強いことなどからMUPが、調べた基質の中
では最も優れていることが判明した。また、
中性バッファーを用いて反応するホスファ
ターゼを検出した後に、同じゲルを pH３の
クエン酸バッファーに移すことにより、酸性
ホスファターゼの活性も同時に検出できる
ことを見出した。この二次元インゲルホスフ
ァターゼアッセイ法を用いて、ゼブラフィッ
シュの胚発生過程におけるホスファターゼ
の発現パターンの変化を観察してみた。24 
hpf、48 hpf、96 hpfと胚発生が進むにした
がって、検出されるホスファターゼの種類と
活性が顕著に増大する傾向がみられた。この
ように実際の組織サンプルを用いて、様々な
ホスファターゼの活性変動を同時に追跡す
る手法として利用できることが確認された。 
 
(2)細胞内プロセシングを介した CaMKP-N
の活性制御機構 
 ラット脳に存在する CaMKP-N の大部分
は、核移行シグナル（NLS）を含む C末端部
分が欠損しており、主に細胞質に存在してい
る。しかしながら、限定分解される分子メカ
ニズムや生産された分解産物の機能に関し
ては明らかでなかった。そこでゼブラフィッ
シュ CaMKP-N（zCaMKP-N）を Neuro2a
細胞に発現させ、その詳細な分子メカニズム
の 解 析 を 行 っ た 。 Neuro2a 細 胞 に
zCaMKP-N を発現させると C 末端領域は限
定分解されるが、プロテアソーム阻害剤の添
加によりこの分解は顕著に阻害された。さら
に、CaMKP-Nが限定分解される意義を調べ
るために、分解産物の細胞内局在や脱リン酸
化活性を調べた。Neuro2a細胞に発現させた
zCaMKP(FL)は核に局在するが、分解産物は
細胞質に局在した。また、CaMKP-Nの C末
端が自己阻害領域であり、C末端の限定分解
により活性が最大で約６倍になることを明
らかになった。また、これまでは CaMKP-N
は核のみに存在し、同じく核に存在する
CaMKIV のみを基質とすると考えられてい



た。しかし、細胞質に移行することにより、
CaMKIVだけでなくCaMKIも脱リン酸化す
るようになった。このように、CaMKP-Nは
その C 末端領域の限定分解を介してユニー
クな制御を受けることが、本研究から明らか
になった。 
 
(3)CaMKI に よ る リ ン 酸 化 を 介 し た
CaMKP-Nの活性制御機構 
 以前の研究から、CaMKPが CaMKIIによ
りリン酸化されるということが知られてい
る。また、本研究から CaMKP-N は C 末端
領域の限定分解により細胞質に移行するこ
とが明らかにされた。これらの結果から、
CaMKP-N も細胞質に存在する CaMK によ
りリン酸化される可能性が考えられた。そこ
で zCaMKP-N のリン酸化について調べてみ
たところ、CaMKI により顕著にリン酸化を
受けることがわかった。また、アミノ酸変異
体を用いた実験からそのリン酸化部位が
Ser-480 であることが判明した。リン酸化ミ
ミック変異体である zCaMKP-N(S480D)と
zCaMKP-N(S480E)は様々な基質を用いた
脱リン酸化アッセイにおいて zCaMKP-N や
zCaMKP-N(S480A)に比べてより高い脱リ
ン酸化活性を示した。さらにイオノマイシン
処理後に誘導される CaMKII の自己リン酸
化は、Neuro2a 細胞に zCaMKP-N(S480D)
や zCaMKP-N(S480E)を共発現させた場合
には顕著に減少した。これらの結果は、
CaMKIによる zCaMKP-Nの Ser-480 のリ
ン酸化が CaMKP-N活性を増大させ、細胞質
の多機能性CaMKまたはAMPKを負に制御
する新しいメカニズムの存在が示唆された。 
 
(4)Pcdh-C5を介した CaMKPの制御機構 
 CaMKPの N末端領域には、グルタミン酸
の連なった特徴的なクラスター配列が存在
しており、この部位がポリカチオンによる活
性化に関与すると考えられている。しかし、
細胞内にCaMKPの内在性活性化因子が存在
するのかどうかについては、未だ明らかにさ
れていない。そこで細胞内における CaMKP
の結合タンパク質を探索する目的で、大腸菌
ツーハイブリッドスクリーニングを行った。
その結果、数種類の結合タンパク質が取得さ
れたが、その一つとして protocadherin 
gamma subfamily C5 (Pcdh-C5)が同定さ
れた。細胞質領域だけのコンストラクトであ
る Pcdh-C5(715-944)は GST プルダウンに
よって CaMKP と相互作用した。しかし、
CaMKP は protocadherin のひとつである
Pcdh-9 と結合しなかったことから、
Pcdh-C5 とは特異的な相互作用であると考
えられた。また、CaMKP への Pcdh-C5 の
結合がCaMKPの脱リン酸化に影響するのか、
様々な基質を用いて調べた。その結果、
Pcdh-C5 が結合することで CaMKP はタン
パク質基質をより効率的に脱リン酸化した。
また、細胞内でも同様の現象が起きるか調べ

るために、Neuro2a細胞にCaMKP、CaMKI、
Pcdh-C5(715-944)を共発現させた。CaMKP
と CaMKI の共発現によるリン酸化 CaMKI
の脱リン酸化に比べて、Pcdh-C5(715-944)
と共発現させた場合では、CaMKPはリン酸
化 CaMKIをさらに強く脱リン酸化した。こ
のメカニズムは、Pcdh-C5(715-944)が足場
タンパク質として機能し、CaMKPと基質の
三者複合体を形成することで、CaMKPによ
る脱リン酸化を増強することが GST プルダ
ウン実験から示された。これらのことから、
Pcdh-C5 は CaMKP の内在性の “positive 
regulator” として機能する可能性が強く示
唆された。  
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