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研究成果の概要（和文）： 
  多機能性 CaM キナーゼ(CaMK)の負の制御に関わるプロテインホスファターゼとして同定

された CaMK ホスファターゼ（CaMKP/PPM1F）及び CaMKP-N (PPM1E)の細胞内動態や

生理的意義を解明するため、ゼブラフィッシュをモデル動物として、これらの機能を詳しく調

べた、その結果、CaMKP は胚の初期発生に必須の役割を果たしていること、CaMKP—N は C
末部分のプロセシングによって、細胞内局在性や活性が制御されることなどが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   To clarify intracellular dynamics and physiological significance of CaM-kinase 
phosphatse (CaMKP/PPM1F) and its nuclear homolog, CaMKP-N (PPM1E), which had 
been identified as protein phosphatases involved in negative regulation of multifunctional 
CaM-kinases, we carried out functional analyses of these enzymes using zebrafish as a 
model system. These in vitro and in vivo studies revealed that CaMKP plays a pivotal role 
in embryogenesis of zebrafish, and that processing of CaMKP-N regulates its catalytic 
activity and subcellular localization.  
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１．研究開始当初の背景 
 CaM キナーゼは Ca2+を介する細胞内情報伝
達系において中心的役割を担っている多機
能性のセリン・スレオニンプロテインキナー
ゼである。CaMキナーゼにはCaMキナーゼI、
CaM キナーゼ II、CaM キナーゼ IV があるが、
最近、脳の高次機能制御や神経細胞死、心不

全や骨粗鬆症など、様々な生理機能の制御や
疾病の発症メカニズムにCaMキナーゼが深く
関与することが明らかになってきた（文献１,
４）。CaM キナーゼの活性はリン酸化によって
厳密に制御されているので、この制御系の破
綻が様々な疾患に関与していることが予想
されるが、そのようなリン酸化状態の制御機
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構の詳細は不明である。CaM キナーゼのスイ
ッチオンの機構にあたるリン酸化（ 自己リ
ン酸化）による酵素の活性化機構については、
これまで多くの研究者によって詳細な研究
が積み重ねられてされてきたが、同様に重要
な過程であると考えられるスイッチオフの
機構、すなわち脱リン酸化による負の制御機
構については、従来あまり研究が進んでいな
かった。しかしながら、CaM キナーゼ制御系
の詳細やその破綻の分子機構を理解するた
めには、スイッチオンの機構のみならず、ス
イッチオフの機構についても詳細な研究が
必要である。そのような観点から申請者らは、
CaM キナーゼのスイッチオフに関わるプロテ
インホスファターゼの研究に取り組み、CaM
キナーゼを脱リン酸化して制御する新規プ
ロテインホスファターゼの単離・ 精製及び
クローニングに成功して、これを CaMKP と命
名した。更に CaMKP の核局在型ホモローグと
して CaMKP-N を見出した。CaMKP と CaMKP-N
はいずれもPPMファミリーに属するホスファ
ターゼであるが、これまでに見出された何れ
のホスファターゼとも相同性が低く、独自の
サブファミリー（ CaMKP ファミリー）を形成
している。申請者らの最初の論文[Ishida et 
al. JBC 273, 1904 (1998)] 発表以降、
CaMKP・ CaMKP-N のホモローグと考えられる
酵素に関する報告が相次ぐようになった。こ
れ ら の 論 文 で は hFEM2,POPX2,  PPM1F, 
POPX1, PPM1E などの名称が使用されている
が、hFEM2,POPX2,PPM1F はヒト CaMKP, POPX1, 
PPM1E はヒト CaMKP-N であることがそれぞれ
判明している。これらの報告のうち、線維芽
細胞にCaMKPのヒトホモローグを発現させる
と、CaM キナーゼ II 依存性のビメンチンのリ
ン酸化が顕著に抑制されたという報告
[Harvey et al. JBC 279, 24889 (2004)]は
CaMKPがCaMキナーゼIIのスイッチオフに関
わるという我々の作業仮説を支持している
が 、 CaMKP ・  CaMKP-N が p21-activated 
protein kinase (PAK)のリン酸化の調節を介
して細胞骨格の制御に関与しているとの報
告もある[Koh et al. Curr.Biol.12, 317 
(2002)/ Xie et al. J. Cell Sci. 121, 514 
(2008)]。このように、CaMKP・CaMKP-N の生
理的、或いは病態生理的意義が未だ明らかに
なっていない状況下で本研究は開始された。 
 
２．研究の目的 

 CaMKP(PPM1F)及びそのホモローグ CaMKP-

Ｎ(PPM1E)の生理機能と疾患との関連を解明

し、またそのような研究に必要とされる特異

的阻害剤を開発するため、以下のような研究

の実施を計画した。研究項目は大別して（1） 

CaMKP を含む signaling complex の解析、（2）

細胞・個体レベルにおける CaMKPの機能解析、

（3）細胞レベルにおける CaMKP-N の機能解

析、（4) 特異的阻害剤の探索と構造決定の４

つに分かれ、それぞれに関して下記のような

手法で研究をおこなった。 

 
３．研究の方法 
 
(1) CaMKP を含む signaling complex の解析 
 研究計画当初は、既に報告があった PIX を
ターゲットにして signaling complex を解析
しようとしていたが、より広範に binding 
partner を探索することに方針を転換した。
すなわち、ジゴキシゲニンでラベルした
CaMKP をプローブに用いて、ラット脳の不溶
性画分をサンプルとして二次元ファーウェ
スタンブロッティングを行い、ポジティブス
ポットをペプチドマスフィンガープリンテ
ィング法で同定した。次に、フルオレセイン
でラベルした CaMKPを用いた蛍光偏光法にて、
それらの候補に対する CaMKPの結合様式を詳
しく調べた。 
 
（2)細胞レベルにおける機能解析 
 Neuro2a 細胞にゼブラフィッシュ CaMKP 
(zCaMKP)またはゼブラフィッシュ CaMKP-N, 
及び各種 CaMK を一過性に発現させた系をモ
デルとして、それぞれの細胞内局在性やイオ
ノマイシン刺激による CaMK のリン酸化状態
などをウェスタンブロッティングや間接蛍
光抗体法にて詳しく調べた。 
 
（3)個体レベルにおける機能解析 
 モデル動物としてゼブラフィッシュを選
び、zCaMKP のアンチセンスモルホリノオリゴ
ヌクレオチドをゼブラ胚にマイクロインジ
ェクションすることにより、zCaMKP の発現を
抑えて（アンチセンスノックダウン）胚の初
期発生に及ぼす影響を詳しく調べた。 
 
（4) 特異的阻害剤の探索と構造決定 
 研究計画当初は、海藻の一種であるタマハ
ハキモク由来の CaMKP 阻害物質の単離・精
製・同定を目標としていたが、当初の目論見
に反して単離精製は困難を極めたので、方針
を転換し、入手可能な既知の化合物ライブラ
リーから改めて CaMKPの特異的阻害剤をスク
リーニングすることとした。 
 
４．研究成果 
（1） CaMKP(PPM1F)を含むsignaling complex
の解析 
 上記、研究方法（１）に記した二次元ファ
ーウェスタンブロッティング-ペプチドマス
フィンガープリンティング法により、ラット
脳不溶性画分から CaMKP結合活性を持つ候補
タンパク質をいくつか同定した。そのうちの



あるものは溶液中での CaMKPとの結合も確認
され、また特異抗体を用いた脳スライス標品
での免疫染色でも CaMKPとの共局在が示唆さ
れたので、現在、その相互作用について、更
に詳しい解析を行っているところである。 
 
（2）細胞・個体レベルにおける CaMKP(PPM1F)
の機能解析 
 まず、ラットCaMKPに相同性の高いゼブラフ
ィッシュのcDNAを取得して、大腸菌で発現さ
せ、酵素学的性質を詳しく調べたところ、こ
の酵素はラットCaMKPに類似した性質を示し
た。本酵素はリン酸化されたCaMキナーゼIV
に高い基質特異性を示し、また細胞内でCaM
キナーゼIを効率的に脱リン酸化したことか
ら、CaMKPのゼブラフィッシュホモローグであ
ると判断した。 
 次にCaMKPの胚発生における役割を探るた
め、アンチセンス法により、ゼブラフィッシ
ュ胚におけるCaMKPのノックダウン実験をお
こなった。CaMKPをノックダウンした胚から発
生したゼブラフィッシュには全身に著明な発
生異常が認められ（Fig.1 アンチセンス）、こ
の時、全身の細胞に異常なアポトーシスが観
察された（Fig.2）。 

 

この発生異常はCaMKPタンパク質を アンチセ
ンスオリゴとともに共注入することで顕著に
抑制され、そのレスキュー効果は注入した酵
素の酵素活性に依存的であった。 

 このような発生異常はCaMKPのノックダウン
により、多機能性CaMキナーゼのリン酸化＝活
性化/脱リン酸化＝不活性化状態のバランス
が崩れることが原因ではないかと考え、まず
、これまでに報告のないゼブラフィッシュの
CaMキナーゼIVの性質を調べた。ゼブラフィッ
シュには哺乳類のＣ末ドメインが欠落した形
のCaMキナーゼIVが発現していたが、その酵素
学的な性質はラット酵素と同様であった。し
かし基質特異性やホスファターゼに対する感
受性が違うことから、Ｃ末ドメインは基質タ
ンパクや調節因子との相互作用に必要である
と考えられた。 
 
（3）細胞レベルにおける CaMKP-N(PPM1E)の
機能解析 
 多機能性カルモデュリン依存性プロテイ
ンキナーゼの制御に関わる新しいプロテイ
ンホスファターゼとして申請者らが発見し
た CaMKP-N （PPM1E）は、細胞内で著明なプ
ロセシングを受ける。このプロセシングの生
理的意義を明らかにするため、ヒト CaMKP-N
に比べて発現が容易で扱いやすいゼブラフ
ィッシュCaMKP-N (zCaMKP-N)を用い、Neuro2a
細胞に発現させて、そのプロセシングのパタ
ーンを調べた。Neuro2a において zCaMKP-N は
ユビキチン化を受け、プロセシングが、プロ
テアソーム阻害剤によって顕著に抑制され
たことから、プロセシングにはプロテアソー
ムが関与していることが示唆された。プロテ
アソーム阻害剤を用いてプロセシングを抑
制した時の細胞内局在を調べることにより、
zCaMKPN の細胞内局在がプロセシングによっ
て制御されていることが示された。また、そ
のような局在の変化によって、zCaMKP-N の細
胞内の基質へのターゲッティングが大きく
変化することも判明した。更に、C 末部分が
プロセシングによって切り取られることに
より、zCaMKP-N のホスファターゼ活性が著明
な活性化を受けることも明らかとなった。以
上の結果から、zCaMKP-N はプロセシング反応
により、細胞内局在、基質へのターゲッティ
ング、酵素活性が制御されていることが示唆
された。(Fig.3) 
 
 以上のように、比較的扱いやすい zCaMKP-N
をモデルとした研究から C末のプロセシング
による CaMKP-Nの活性化機構の存在が示唆さ
れたが、ヒト CaMKP-N は zCaMKP-N とのホモ
ロジーが 48%とかなり低く、また全長のサイ
ズも異なるため、この機構がヒト CaMKP-N な
どの哺乳類 CaMKP-Nについても当てはまるか
どうかは不明である。ラット脳を用いた検討 

Fig.1 コントロール  アンチセンス 

Fig.2 CaMKP ノックダウンによって発生に異

常を来したゼブラフィッシュ個体における異常

なアポトーシス。蛍光の点がアポトーシスを起

こした細胞を示す。 



から、脳内には完全長の CaMKP-N や、C 末を
プロセシングされた 90 KDa の分子種のみな
らず、更にプロセシングされた 80 kDa や 60 
kDa などといった様々なサイズのプロセシン
グ産物が存在すること、またそのプロセシン
グのパターンは脳の部位やラットの年齢に
応じて変化することなどが明らかとなった。
また、ラット海馬のスライス培養を行うと、
培養初期に 90 kDa CaMKP-N 分子種が急速に
プロセシングされて 80 kDa 分子種に変化す
ることも観察されている。このように、哺乳
類の脳内には完全長の CaMKP-N のみならず、
プロセシングを受けた様々な CaMKP-N分子種
が存在しているが、完全長 CaMKP-N がプロセ
シングによって、どのように酵素学的性質が
変化するのかについてはよくわかっていな
い。これらを解明するためには、完全長
CaMKP-N を含む各分子種を純粋な形で得る必
要があるが、大腸菌や昆虫細胞などの発現系
ではヒト CaMKP-Nは内在性のプロテアーゼで
すぐに切断されて各種断片を生じてしまう
ために、純粋な完全長標品を得るのは難しく、
これまでにそのような標品を得て生化学的
解析を行った報告はない。そこで、プロテア
ーゼの影響を受けにくいコムギ胚芽由来の
in vitro 合成系を用いて、N末にヒスタグを
付けたヒト CaMKP-N を合成したところ、従来
法に比べて断片化をかなり抑制することが
でき、精製条件を工夫することによって、高
純度の完全長 CaMKP-N標品を再現性よく取得
することができた。この方法で得られた標品
は、CaMKII の自己リン酸化部位を含む合成リ
ン酸化ペプチド基質に対して、オカダ酸に非
感受性で Mn²⁺依存性のホスファターゼ活性
を示した。次に点突然変異の導入によって、
脳内に多く存在することが示されている約
90ｋ Da の C 末切断型 CaMKP-N 断片、
CaMKP-N(1-559)を調製し、同様に単離精製し
て完全長標品の性質と比較したところ、
CaMKP-N(1-559)は完全長 CaMKP-Nに比べて顕
著に活性化を受けていた。また、何れの標品
も可溶性画分及び PSD画分の自己リン酸化型
CaMKII を効率よく脱リン酸化することも判
明した。以上の結果から、CaMKP—N の C 末部

分のプロセシングは酵素を活性化するため
の機能的プロセシングであることが強く示
唆され、C 末プロセシングによる活性化機構
がヒト CaMKP—Nについてもあてはまる普遍的
な分子機構であることが示された。 
 一方、以上の研究を進めるにあたってはイ
ンゲルホスファターゼアッセイ法がしばし
ば重要な役割を果たしてきたが、一般にはあ
まり馴染みのない手法であり、詳しい解説も
存在しない。そこで、その開発の経緯や応用
分野、長所と短所、関連技術などを総説論文
にまとめて発表した。 
 
（4） CaMKP 特異的阻害剤の探索と構造決定 
 研究開始当初は、海産生物タマハハキモク
由来の CaMKP 阻害物質の単離・精製・同定を
目指した。タマハハキモク粗抽出液のカラム
クロマトグラフィーによる分画を行い、部分
精製標品の生化学的分析を行ったところ、分
子量数万にも及ぶ高分子の多糖類が阻害活
性の本体であることを示唆するデータが得
られた。しかしながら、これ以上の解析には
困難が予想されたので方針を転換し、入手可
能な構造既知の化合物ライブラリーを用い
て CaMKP の阻害活性を指標に、阻害物質候補
をスクリーニングした。既に一次スクリーニ
ングを終了し、特異性の確認なども含めた二
次スクリーニングに取りかかろうとしてい
るところである。今後、これらのうち、CaMKP
のみに特異的な阻害活性を示す化合物を同
定し、その構造を既知の CaMKP 阻害物質と対
照させることにより、特徴的な構造を抽出し、
必要に応じてその誘導体を合成して阻害活
性を調べる予定である。このような手法によ
り、より特異性が高く、阻害活性の強い CaMKP
阻害剤の開発に繋げていこうと考えている。 
 
 以上のような研究から、CaMKP は細胞のア
ポトーシスを制御することによって、胚の初
期発生に必須の役割を果たしていること、
CaMKP—N については細胞内で C 末部分のプロ
セシングによって活性化を受け、細胞内での
局在性を変化させるとともに、作用する基質
も変化することなどが明らかとなった。今後
は、CaMKP については、どのような分子機構
でアポトーシスの制御に関わるのか、CaMKP—
N については、ゼブラフィッシュで得られた
知見を元に、哺乳類 CaMKP-N のプロセシング
による制御機構がどうなっているのかにつ
いて明らかにしていく必要がある。 
 また、本研究期間内に完了することは出来
なかったが、CaMKP と相互作用するタンパク
質との複合体の解析、或いは CaMKP 特異的阻
害剤の開発についても、本研究で得られた手
掛かりに基づいて、更に研究を進める予定で
あり、近い将来何らかの結論が得られる見込
みである。 

Fig.3 CaMKP-N の細胞内動態 
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