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研究成果の概要（和文）：Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase I (CaMKI)は、Ca2+刺激に応じて上流の
CaMK kinaseによって活性化される酵素であるとされてきた。当研究室の過去の研究によって、ゼブラフィッシ
ュ初期発生時の軟骨形成にはCaMKI-deltaが関与していることが強く示唆されていた。本研究では、CaMKI-delta
のCaMK kinaseに依存しない新規活性化メカニズムを発見するとともに、内在性基質の候補としてDlx1を同定し
た。

研究成果の概要（英文）：Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase I (CaMKI) is known to be activated 
by the upstream kinase, CaMK kinase. Recently, we have found that CaMKI-delta, one of the isoform of
 CaMKI, plays an important role in the generation of cartilage and fins during zebrafish 
embryogenesis. In this study, we found a CaMK kinase-independent activation mechanism of 
CaMKI-delta. In addition, we identified Dlx1 as a candidate for endogenous substrate of CaMKI-delta.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： CaM kinase　phosphorylation　zebrafish　Dlx1　phosphatase　CaMKK　CaMKI
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞内情報伝達の Key Molecule であるプロテ

インキナーゼ(PK)の機能に関しては、まだ明らか
にされていない点が多い。脊椎動物の胚発生過程
では、限られた時間・空間において各組織が決ま
ったルールに従って器官形成されるが、この過程
もタンパク質リン酸化によって厳密に制御されて
いるはずである。しかし、胚発生過程のいつ、ど
こで、どの PK が器官形成に関与しているかにつ
いての研究はあまり進んでいない。 

そこで我々は以前に、PK 間で高度に保存され
た領域に着目し、PK を網羅的に検出することが出
来る抗体（マルチ PK 抗体）を開発していた (Anal. 
Biochem. 347: 112-120, 2005)。この抗体を利用した
発現スクリーニングでは９０％以上の確率で PK
を選択的に検出できるので、胚発生過程で発現量
が変動する PK を簡便かつ網羅的に検出・同定す
るのに有用なツールとして使えるのではないかと
考えた。 

マルチPK抗体を用いたウエスタンブロッティ
ングおよび発現スクリーニングを行い、ゼブラフ
ィッシュ初期発生に関与していると考えられる
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase I 
(CaMKI)の 2 種類のスプライスバリアント、すな
わち 392 アミノ酸からなる CaMKI-L と、29 bp の
挿入によってフレームシフトが起こりC末端が 24
残基短くなった CaMKI-S（368 アミノ酸）を取得
した。また、これとは別に C 末が 100 残基長い
CaMKI-LL も見出した。 

ゼブラフィッシュの３種の CaMKIアイソフ
ォームについて研究を進めた結果、以下の点が明
らかとなっていた。 
・ CaMKI は上流の CaMK kinase (CaMKK)によっ

てアクチベーションループ内の Thr 残基がリ
ン酸化されて活性化される。従って、Ca2+イオ
ノフォアである Ionomycin等で細胞に刺激を与
えないとリン酸化されない。実際マウスの
CaMKIは Ionomycin を添加しないと活性化さ
れないが、CaMKIは刺激の有無にかかわらず
有意にリン酸化されているという大変興味深
い現象を見出した。 

・ アンチセンスモルフォリノオリゴ(AS-MO)を
用いた gene knockdown の結果、L と S では受
精後 24 時間において頭部の形成異常と体節の
萎縮が見られた。LL では上記に加え胸鰭が萎
縮するという表現型が見られた。 

・ これらの表現型は、それぞれのアイソフォーム
の精製タンパク質をAS-MO と同時にインジェ
クションすることでレスキューされた。しかし、
キナーゼ活性のない変異体タンパク質ではレ
スキューされなかった。 
 
以上の結果より、CaMKIの 3 種のアイソフォ

ームは他の CaMKI アイソフォームとは異なる独
特の活性調節機構を持っていることと、胚発生段
階や組織によって分布が異なっていること、また、
ゼブラフィッシュの初期発生に重要な役割を担っ
ていることなどが強く示唆された。 
 
２．研究の目的 

CaMKI は、細胞内 Ca2+濃度の上昇とともに活性
化された上流の CaMKK によってアクチベーションル
ープ内の Thr 残基がリン酸化されることで活性化され
る。その後速やかにホスファターゼによって脱リン酸
化され、元の活性の低い状態に戻るとされている。し
かし、前述の通り、CaMKIはCa2+がなくても十分な活
性を持続的に保持しているので、従来考えられてき
たような Ca2+濃度の上昇で活性化されるだけでな
く、Ca2+やカルモジュリン、CaMKK に依存しない
制御機構が存在する可能性が高い。そこで、本研
究では「①なぜ CaMKIは Ca2+刺激がなくても活
性があるのか？」と「②CaMKIアイソフォーム間

の機能的役割分担は？」の２点について明らか
にすることを目標とした。 
 
３．研究の方法 

本研究では「①CaMKIの活性調節機構の解
明」と「②CaMKIの内在性基質の探索」を試
みた。 
①については CaMKIが Ca2+刺激がなくて

も有意にリン酸化され活性を持っていることに
着目した。可能性としては「CaMKIにはホス
ファターゼが作用しにくい」、「には作用する
が、には作用しないホスファターゼがある」、
「CaMKK によって一旦活性化されると、自己
リン酸化によって持続的に活性を維持する」、
「未知のリン酸化サイトを自己リン酸化するこ
とで活性化する機構が存在する」などが考えら
れるが、「CaMK はカルシウム刺激によって活性
化される」というこれまでの常識を覆す重要項
目であるので、推定リン酸化部位の点変異体や
質量分析を駆使して重点的に検討した。 
②については、CaMKI-L, -S, -LL をノック

ダウンした際の表現型の違いや CaMKIアイソ
フォーム間での機能的役割分担を理解する上で
極めて重要であるので、溶液中で等電点分離が
可能なMicroRotoforを用いた新手法（Senga et al. 
Anal. Biochem. 408: 345-347, 2011）、あるいは
two-hybrid screening により CaMKIの内在性基
質の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
CaMKIと CaMKIのホスファターゼ抵抗性に
注目した活性調節機構の比較解析 

CaMKI は Ca2+/CaM 存在下で上流の CaMKK
によってリン酸化されて活性型となり、下流の
基質をリン酸化する。これまでの報告では、
CaMKI は Ca2+刺激によってリン酸化および活
性化されることになっているが、内在性 CaMKI
のリン酸化状態を比較したところ、Ca2+刺激が
ない状態で CaMKIは全くリン酸化されていな
かったのに対し、CaMKIは有意にリン酸化さ
れていた。我々は、この現象が CaMKIとの N
末領域のアミノ酸配列の相違により、CaMKI
がホスファターゼ抵抗性となることで起こるこ
とを見出した。まず、ホスファターゼ抵抗性を
比較するために、CaMK の制御に関与する
CaMK ホスファターゼ(CaMKP)を用いてリン酸
化 CaMKI の脱リン酸化アッセイを行った。そ
の結果、CaMKIは速やかに脱リン酸化される
のに対し、CaMKIはほとんど脱リン酸化され
なかった。このホスファターゼ抵抗性は、
PPM1A、PPM1B、PPM1D など他のホスファタ
ーゼを用いた場合にも同様に見られた。次に、
ホスファターゼ抵抗性がキナーゼ活性に依存し
ているのかを調べるために、キナーゼ活性のな
い 変 異 体 で あ る CaMKI(K54R) と
CaMKI(K49R) を用いて脱リン酸化アッセイ
を行った。その結果、それぞれの変異体はそれ
ぞれの WT と同様の結果を示したことから、ホ
スファターゼ抵抗性にキナーゼ活性は関係ない
ことが明らかになった。ホスファターゼ抵抗性
に重要な領域を決定するために、CaMKIの N
末領域を CaMKIと入れ替えたキメラ変異体を
作製したところ、CaMKIのサブドメインⅢ周
辺を CaMKIのアミノ酸に置換した変異体は、
ホスファターゼによる脱リン酸化を受けやすく
なった。以上の結果より、CaMKIとの N 末領
域の一次構造の違いによって CaMKIはホスフ
ァターゼ抵抗性になっており、低 Ca2+状態でも
脱リン酸化されることなく、リン酸化状態を維
持していることが示唆された。 

 
タンパク質のリン酸化試薬として有用な



CaMKI(1-299)の開発 
タンパク質を幅広くリン酸化できるリン酸化

試薬としてのプロテインキナーゼは、リン酸化タ
ンパク質の機能解析を行う上で非常に有用なツー
ルとなる。当研究室では以前、大腸菌での大量発
現を可能にした Ca2+/calmodulin 依存性プロテイン
キナーゼ II の活性断片 (CX-30K-CaMKII) を開発
したが、不溶性画分にのみ発現することから、精
製の際に変性や再生化などの煩雑なステップを要
し、簡便には取得できないという問題点があった。
我々は、CaMKIδ特有の活性調節機構を明らかに
す る 過 程 で 、 大 腸 菌 発 現 系 で 取 得 し た
Ca2+/calmodulin 依存性プロテインキナーゼ Iδ 
(CaMKIδ) の C 末端欠損変異体 CaMKIδ(1-299) 
は CX-30K-CaMKII よりも遥かに高い恒常的活性
を示し、かつ可溶性画分に大量に発現することを
見出した。CaMKIδ(1-299)は、アフィニティーカ
ラムを用いた 1 ステップの精製により、大腸菌培
養液 1 L から 220 mg と大量にかつ簡便に取得でき
た 。 次 に 、 CaMKI δ (1-299) の 安 定 性 を
CX-30K-CaMKII や PKAc と比較したところ、凍結
融解に対してはどの酵素も安定であったが、40°C
の熱処理に対してはCX-30K-CaMKIIとPKAcは失
活するが、CaMKIδ(1-299) は安定して活性を保持
した。最後に、比活性及び基質特異性を PKAc と
比較したところ、比活性は CaMKIδ(1-299)の方が
5 倍ほど高く、PKAc があまりリン酸化しない塩基
性タンパク質を CaMKIδ(1-299)は好んでリン酸
化することが明らかとなった。以上の結果より、
CaMKIδ(1-299)は単独または PKAc との組み合わ
せで用いることのできる “リン酸化試薬”として
有用であることが示された。（特願 2016-095770） 

 
恒常活性型 CaMKIの活性化領域外自己リン酸化
を介した新規活性化メカニズム 

細胞周期や細胞の分化など様々な生命現象に
関与する Ca2+/カルモジュリン (CaM) 依存性プロ
テインキナーゼ I (CaMKI) は、Ca2+シグナリング
の下流で働く Ser/Thr キナーゼであり、Ca2+/CaM
の結合及びCaMKキナーゼ (CaMKK) による活性
化ループ内の Thr のリン酸化を介して完全に活性
化する。そのため、内在性 CaMKK を持たない大
腸菌から取得した CaMKI(1–294)は、CaMKK で
活性化させた CaMKIとは比較できないほど弱い
活性しか示さない。しかし我々は、CaMKIと最
も相同性の高いアイソフォームである CaMKIの
C 末欠損変異体である CaMKI (1–299) を大腸菌
で発現させた場合、CaMKK によるリン酸化を受
けなくても完全に活性化することを見出した。
CaMKI(1–299)の CaMKK 非依存的な活性化の謎
を解明するために CaMKIとの比較解析を行った
結果、CaMKI(1–299)が自己リン酸化によって高
度に活性化していること、また興味深いことにそ
の自己リン酸化部位は活性化ループ内の Thr 
(CaMKK によるリン酸化部位) とは異なることを
明らかにした。そこで CaMKI(1–299)を質量分析
に供し、推定されたリン酸化部位である Ser-296
を Ala 置換した CaMKI(1–299,S296A)を解析した
ところ、この変異体は自己リン酸化／活性化しな
いことが判明した。さらに、Ser-296 のリン酸化を
模した CaMKI(1–299,S296E)変異体では脱リン酸
化状態でも高い活性を示すことが明らかになった。
以上の結果より、CaMKIは Ser-296 の自己リン酸
化を介して活性化するというユニークな活性化機
構を有するアイソフォームである可能性が示唆さ
れた。 

 
非リン酸化型プロテインキナーゼの簡易調製法の
開発とそれを活用した高活性型 CK1 の取得 

大腸菌を用いたタンパク質発現系は、非修飾型
のタンパク質を大量取得する上で非常に有効な手
段である。しかし、プロテインキナーゼ (PK) を

発現させた場合、しばしば大腸菌内で自己リン
酸化し、リン酸化タンパク質として精製される。
この自己リン酸化は、原核細胞内でPK を過剰
発現させた際のアーティファクトである場合が
あり、またその不均一性から、精製酵素に複数
のリン酸化アイソフォームが混在してしまうと
いう問題点も存在する。前述の通り、CaMKI
のCaMKK非依存的な活性化には、大腸菌内での
自己リン酸化が重要であることが示されている
が、その研究の過程で、非リン酸化フォームの
CaMKIの取得が困難かつ煩雑であった。さらに、
Wnt シグナルや概日リズムなどの重要な生命現
象に関わるカゼインキナーゼ1 (CK1) は、自己
リン酸化によって不活性化するという独特な活
性制御機構を持つキナーゼであり、従来の大腸
菌発現系を用いて調製した本酵素は、高度に自
己リン酸化／不活化した酵素として精製される
問題があった。 

本研究では以上の問題点を解決するため、
プロテインホスファターゼを恒常的に発現する
大腸菌株BL21(DE3)pPP を開発し、これを用い
て発現／精製したPK が非リン酸化型酵素とし
て取得できるかを検証した。 

まず、様々なPKs (CaMKI, CoPK02, 
DYRK1A, PKL01)についてオーソドックスな
BL21(DE3)と今回樹立したBL21(DE3)pPP を用
いて発現／精製を行い、リン酸化の有無につい
てSDS-PAGE におけるシフトアップバンドで
評価した。その結果、従来の発現系で調製した
PKs では大腸菌内で自己リン酸化が亢進してお
り、SDS-PAGE におけるシフトアップバンド、
及びリン酸化部位特異的抗体を用いたウエスタ
ンブロッティングでリン酸化バンドが検出され
た。それに対し、BL21(DE3)pPP で発現／精製
したPKs ではそれらのリン酸化バンドは消失し
ており、単一の非リン酸化型酵素として精製で
きていることが明らかになった。 

次に、生理学的にも重要なCK1 の3 つのア
イソフォーム () の発現についても、
BL21(DE3) とBL21(DE3)pPP を用いて比較検
討を行った。まず、各菌株からリコンビナント
CK1s を調製し、 Phos-tag SDS-PAGE に供する
ことで自己リン酸化の有無を検証した。
BL21(DE3) より取得したCK1s ではPhos-tag 
SDS-PAGE において顕著なシフトアップバン
ドが観察されたが、BL21(DE3)pPP で調製した
ものではこれが消失しており、CK1s について
も本調製法によって簡便に非リン酸化型酵素が
取得できることが示された。次に、カゼインを
基質としたin vitro キナーゼアッセイによりリ
ン酸化活性を比較したところ、いずれのアイソ
フォームにおいてもBL21(DE3)pPP で取得し
たCK1s の方が活性が高く、特にCK1では約27 
倍も比活性の高い精製酵素を取得できることが
判明した。 

以上の結果から、BL21(DE3)pPP を利用し
た本調製法を用いることで簡便に非リン酸化型
PKs を取得することができ、さらにCK1s にお
いては、面倒なin vitro 脱リン酸化処理などのス
テップを介さずにより比活性の高い精製酵素を
調製できることが示された。 
 
CaMKIによる Distal-less homeobox 1 (Dlx1) の
リン酸化を介した osteocalcin の転写制御 

我々は以前、ゼブラフィッシュの初期発生
に重要なプロテインキナーゼを探索し、３種類
の CaMKIアイソフォーム (CaMKI-S, L, 
LL) を同定した。これらの中で最も哺乳動物の
CaMKIと相同性の高い CaMKI-LL のノック
ダウン実験から、CaMKI-LL は骨形成に重要
なプロテインキナーゼであることが考えられた。
そこで、CaMKI-LL が関与する骨形成の分子



メカニズムの解明を目的とした。まず two-hybrid
法を用いて CaMKI-LL の結合因子を探索したと
ころ、骨形成に関与する転写因子 Distal-less 
homeobox 1 (Dlx1) が同定された。Dlx1 は
GST-pull down においても CaMKI-LL と直接結
合した。また、293T 細胞において CaMKI-LL
と Dlx1 を共発現させた場合、両者は核にて共局
在した。さらに、ゼブラフィッシュ胚発生過程に
おける RT-PCR の結果から、CaMKI-LL と Dlx1
はどちらも初期胚において発現していることが明
らかになった。次に、Dlx1 が CaMKI-LL の基質
であるかを調べるために in vitro キナーゼアッセ
イを行った。その結果、CaMKI-LL は Dlx1 の
Ser-206 を主にリン酸化することが明らかになっ
た。CaMKI-LL による Dlx1 のリン酸化の意義を
調べるため、骨形成に関与する osteocalcin のプロ
モーター配列を用いた Luc assay を行ったところ、
Dlx1の転写活性はCaMKI-LLとの共発現により
増加した。以上の結果より、CaMKI-LL はリン
酸化を介して Dlx1 による osteocalcin の転写を促
進し、骨形成を誘導することが示唆された。 
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