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研究成果の概要：多機能性CaMキナーゼを脱リン酸化して負に制御するCaMKPとCaMKP-N
をなくしたゼブラフィッシュ胚では、両酵素の発現部位と一致してアポトーシス（細胞の自殺）

が観察された。このことは、脊椎動物の胚発生において、CaM キナーゼによるシグナル伝達経

路が重要な役割を持つことを示す。CaMKP は基質である CaM キナーゼによってリン酸化さ

れ、活性化された。一方で CaMKP-N はプロテアーゼによって C 末を分解されることによっ

て活性化された。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）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

もリン酸化を介したシグナル伝達機構に

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

分子種のPKが器官形成に関与しているか

はあまり分かっていない。その理由は、約

５００種類あると言われているPKの発現

量を簡便かつ網羅的に検出する手段が存

在しないからである。 

 そこで申請者らは、PK 間で高度に保存

された触媒領域に着目し、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、キナーゼに特化したプロテ

オーム解析を可能にした。マルチ PK 抗体

を用いたウエスタンブロッティングによ

り、受精後９６時間までに発現量の変動す

る複数の PK のバンドを検出し、CaMKI と

CaMKIV の新規アイソフォームを含む４種

類の PK を同定した。 



（２）これまで CaMKs の研究はリン酸化によ
る活性化（スイッチオン）のメカニズムに力
点がおかれ、脱リン酸化による不活性化（ス
イッチオフ）の機構にはあまり目が向けられ
て来なかった。しかし、CaMKs の制御系やそ
の破綻の分子機構を理解するためには、スイ
ッチオフのメカニズム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、CaMKs に特異的に作用するプロテイン
ホスファターゼとして CaMキナーゼホスファ
ターゼ(CaMKP)と、その核局在型である
CaMKP-N を同定した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、「胚発生時の CaM キナーゼの役
割を明らかにする」ことと、「CaMKP, 
CaMKP-N の活性制御機構を解明する」こと
を目標とした。 
 
３．研究の方法 
ゼブラフィッシュをモデル動物として、
CaMKP, CaMKP-N および、それらの基質と
なる CaM キナーゼをノックダウンする事で
胚発生に及ぼす影響を評価した。また、CaM
キナーゼによる CaMKP のリン酸化や、プロ
テアーゼによる CaMKP-N の C 末端の分解
に着目し、CaMKP と CaMKP-N の活性調節
機構の解明を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）核局在型CaMキナーゼホスファターゼ
（CaMKP-N）は多機能性CaMキナーゼを特異的
に脱リン酸化し、不活性化するプロテインホ
スファターゼである。CaMKP-Nは、主に中枢
神経細胞に存在しており、細胞内では核に局
在する。ゼブラフィッシュにおいてCaMKP-N
をノックダウンすると、発現部位に一致して
アポトーシスが観察された。これまでラット
ならびにゼブラフィッシュのCaMKP-NのC末
端領域に核局在シグナル（NLS）が存在する
ことが報告されている。また、ラット脳内に
おいてはC末端領域で分解を受けた分解断片
が存在し、この分解断片はNLSを失っている
ため細胞質にも局在することが知られてい
る。今回、我々はCaMKP-NのC末端領域が分解
を受けた場合、脱リン酸化活性にどのような
影響を及ぼすかについて調べた。リン酸化
CaMKIIペプチド（pp10）を基質にしてホスフ
ァターゼ活性を調べたところ、C末端領域の
186 個のアミノ酸を欠損させたゼブラフィッ
シュCaMKP-N変異体[zCaMKP-N(1-447)]はWT
に比べ 6倍程度の高い脱リン酸化活性を示し
た。また、リン酸化CaMKIVを基質にした場合
でもC末端欠損変異体はWTに比べて高い脱リ
ン酸化活性を示した。ゼブラフィッシュ脳か
ら調製した組織抽出液を用いてウエスタン
ブロットを行ったところ、約70 kDaのCaMKP-N

の分解断片と思われる分子種が検出された
が、認識部位が異なるCaMKP-N特異的抗体で
解析した結果、この分解断片はC末端領域が
分解されていることが判明した。そこで、こ
の分解断片を免疫沈降により取得し脱リン
酸化アッセイを行ったところ、Mn2+とCaMKP-N
の活性化因子であるpoly-L-Lys存在下にお
いてCaMKIVを顕著に脱リン酸化する活性を
示した。以上の結果から、脳内における
CaMKP-Nの分解は、その細胞内局在に影響を
及ぼすだけでなく、脱リン酸化活性の制御に
も関与する重要な細胞内プロセシングであ
る可能性が示唆された。 
（２）CaMキナーゼホスファターゼ(CaMKP)は

広く脊椎動物に存在するSer/Thrプロテイン

ホスファターゼで、CaMKI、CaMKII、CaMKIV

等の多機能性CaMキナーゼに特異的に作用し

て、脱リン酸化することでCaMKカスケードを

負に調節していると考えられている。しかし

、その活性調節機構は明らかにされていない

。そこでまず、基質であるCaMKsによってCaMKP

がリン酸化され、活性制御されている可能性

を検討した。CaMKIIによってCaMKPをリン酸化

するとCaMKPの活性が上昇したが、C末欠損変

異体であるCaMKP(1-412)はリン酸化を受けな

かった。このことよりCaMKPのC末端413-450

の間にリン酸化部位が存在する事が推測され

たので、この領域のSer/Thr残基をAlaに置換

した変異体を用いてSer432が主要なリン酸化

部位である事を突き止めた。さらにCaMKPは

CaMKIによっても同様にリン酸化を受けたが、

そのリン酸化部位はSer440、Ser447、Thr437

、Thr446であった。 

一方、CaMKP ノックダウン時のゼブラフィッ
シュ胚では、発現部位と一致してアポトーシ
スが起こるが、CaMKI, II, IV のどの分子種
のスイッチオフが解除されることでアポト
ーシスが起きているのかは明らかではない。
そこでどの分子種の CaMK のリン酸化が亢進
しているのかを確かめるために、まずゼブラ
フィッシュの各種 CaMKsのクローニングを行
い、CaMKI delta と CaMKIV を取得した。 
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