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研究成果の概要（和文）：CaMKIVとAMPKは２型糖尿病における鍵分子であり、両者のリン酸化を促進して活性化するこ
とは糖尿病の治療において有効な戦略であるとされる。本研究で申請者らは、これら２つのキナーゼに特異的に作用す
るホスファターゼであるCaMKPとCaMKP-Nの活性調節機構の解明を目的とし、両者に結合するタンパク質としてPcdh-gc5
を見出した。Pcdh-gc5はホスファターゼと基質タンパク質間の橋渡しをする足場タンパク質として機能し、CaMKPとCaM
KP-NによるCaMキナーゼの脱リン酸化を促進した。

研究成果の概要（英文）：Ca2+/CaM-dependent protein kinase phosphatase (CaMKP/PPM1F) is a Ser/Thr protein 
phosphatase that belongs to the PPM family. In this study, we identified CaMKP binding proteins, 
including protocadherin gamma subfamily C5 (Pcdh-γC5), that interacted with the N-terminal region of 
CaMKP using E. coli two-hybrid system. To identify the responsible region of interaction, we prepared 
deletion mutants of CaMKP and Pcdh-γC5. GST-pull down assay with Pcdh-γC5(715-944), a cytoplasmic tail 
of Pcdh-γC5, revealed that CaMKP(1-98) is responsible for the interaction. Although Pcdh-γC5(715-944) 
itself did not affect on the phosphatase activity of CaMKP, dephosphorylation of Phospho-CaMKI by CaMKP 
was found to be significantly promoted in the presence of Pcdh-γC5 (715-944) both in vitro and in cells. 
Taken together, these results strongly suggest that Pcdh-γC5(715-944) can act as a scaffold for CaMKP 
and CaMKI to regulate CaMKP activity.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： Pcdh-gc5　CaMKP　CaMKP-N　phosphorylation　dephosphorylation
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１．研究開始当初の背景 
２型糖尿病は糖尿病患者の９０％以上
を占める重要疾患で、高血糖状態でインス
リン分泌が抑制されるという糖毒性によ
って深刻化するが、そのメカニズムは分か
っていない。申請者らは、平成 21-22 年度
若手研究 B「糖尿病の糖毒性に関与するリ
ン酸化制御分子の解析」において、多機能
性 CaM キナーゼ（以下 CaMK）の核局在型
である CaMKIV が、糖毒性時にカルパイン
によって分解され、インスリン分泌が低下
するが、恒常的活性型 CaMKIV をトランス
フェクトすることでインスリン分泌が回
復することを見出した。（Sugiyama et al. 
Metabolism, 2011）。 
 
一方 Voss らは、CaMK 特異的ホスファタ
ーゼとして発見されたCaMKPと CaMKP-Nが、
ポリユビキチン化された AMP-activated 
protein kinase (AMPK)に結合し、Thr-172
を脱リン酸化することを見出した(Voss et 
al. Cell Signaling, 2011)。AMPK はエネ
ルギー代謝センサーとして機能しており、
２型糖尿病に対して効果があるメトフォル
ミンやフェンフォルミンなどの薬剤は、
AMPK を活性化することで糖代謝を改善す
ることが知られている。しかしこのような
薬剤は、乳酸アシドーシスのような重篤な
副作用を引き起こすことが分かっており、
多くの国で販売停止になっている。 
 
以上のように、CaMKIV と AMPK は２型糖尿
病における鍵分子であり、両者を活性化（＝
リン酸化を促進）させることが糖尿病に対
するひとつの戦略として考えられる。つま
り、CaMKIV と AMPK に作用するホスファタ
ーゼの活性を阻害し、相対的に CaMKIV と
AMPK のリン酸化レベルを上昇させること
で糖尿病の改善が期待される。従って、
CaMKIV と AMPK を特異的に脱リン酸化して
不活性化する CaMKP と CaMKP-N の活性調節
機構の解明は大変重要である。 
 
２．研究の目的 
CaMKIV と AMPK は２型糖尿病における鍵分
子であり、両者のリン酸化を促進して活性
化することは糖尿病の治療において有効な
戦略であるとされる。申請者らはこれら２
つのキナーゼに特異的なホスファターゼ
CaMKP と CaMKP-N を見出した。CaMKP-N は核
移行シグナルを有するため、核に局在する
CaMKIV のみを脱リン酸化すると考えられ
てきた。しかし最近の研究で、CaMKP-N は
プロテアソームで限定分解を受けて活性化
し、細胞質へと移行後、CaMKI と CaMKII に
よってリン酸化されることを明らかにした。
そこで本研究では、CaMKP と CaMKP-N の活
性調節機構を明らかにすることを目的とし

た。最終的には CaMKP と CaMKP-N の活性制
御を通じ、2 型糖尿病の治療に繋がるよう
な基礎的知見の蓄積を目指す。 
 
３．研究の方法 
CaMKsによるCaMKPのリン酸化については、
推定リン酸化部位のアミノ酸をアラニンに
置換した変異体を用いて同定した。CaMKP
と CaMKP-N の制御タンパクについては、
CaMKP の N 末端領域をベイトとした大腸菌
ツーハイブリッドシステムにより、ラット
脳cDNAライブラリーからCaMKPに結合する
タンパク質をスクリーニングした。得られ
たクローンについては、GST-pulldown によ
ってタンパク質同士でも結合するかを確認
した上で、CaMKP と CaMKP-N の活性、基質
特異性、局在等に及ぼす影響を in vitro, 
in vivo の両面で検討した。 
 
４．研究成果 
（１）CaMKP/PPM1F とその核局在型である
CaMKP−N/PPM1E は、多機能性 CaM キナーゼ
を特異的に脱リン酸化するプロテインホス
ファターゼとして見出されたが、近年では
PAKやAMPK等にも作用することが報告され、
癌細胞の浸潤や２型糖尿病などとも関連し
て注目を集めている。CaMKP-N は核に局在
することから、同じく核に存在する CaMKIV
を主に脱リン酸化していると考えられてき
たが、近年の我々の研究で、CaMKP-N はユ
ビキチン-プロテアソーム系により限定分
解を受けて脱リン酸化活性が上昇し、さら
に核から細胞質へと局在を変化させ、CaMKI
や CaMKII を脱リン酸化するようになるこ
とが明らかにされた。細胞質に局在する
CaMKP の場合、CaMKII にリン酸化されるこ
とで脱リン酸化活性が上昇することが報告
されている。そこで、限定分解を受け細胞
質に移行する CaMKP-N にも同様の活性化機
構が存在するのかを調べた。大腸菌で発現
させたCaMKP-Nを基質としてin vitroでリ
ン酸化実験を行ったところ、CaMKI と
CaMKII によってリン酸化された。このうち、
CaMKIによるリン酸化サイトはSer480であ
ることが点変異体を用いた実験により判明
した。次に、このリン酸化の意義を調べる
ためSer480をAspもしくはGluに置換した
リン酸化ミミック変異体(S480D, S480E)の
ホスファターゼ活性を調べた。基質として
リン酸化 CaMKI を用いたところ、WT と比べ
て S480D と S480E の方が高い脱リン酸化活
性を示した。Neuro2a 細胞に CaMKP-N 各種
変異体と CaMKII を共発現させてイオノマ
イシン刺激すると、CaMKII の自己リン酸化
はCaMKP-NのWTもしくはS480Aと共発現さ
せた場合に比べ、S480D または S480E と共
発現させた場合に顕著に減少した。以上の
結果より、CaMKP-N は限定分解を受けて C
末の核移行シグナルと自己阻害領域が除去
されると細胞質へと移行して活性化される



が、CaMKI からのリン酸化によってさらに
活性化されるという、これまで知られてい
なかった新しい制御メカニズムの存在が強
く示唆された。 
 
（２）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
(poly E 配列 )が存在する。CaMKP は
poly(Lys)によって活性化され、可逆的な
酸化修飾によって活性が負に制御される
が、poly E配列を含む CaMKPの N末端
領域が poly(Lys)による活性化において重
要な役割を果たすことが明らかにされた。
しかし、poly(Lys)は生体内に存在してお
らず、CaMKPの内在性の活性化因子や活
性化機構については未だ不明な点が多い。
そこで今回の研究では、大腸菌ツーハイ
ブリッドシステムを用いて CaMKP の N
末端と相互作用する因子の特定を試みた
結果、protocadherin gamma subfamily C5 
(Pcdhγ-C5)を含む様々な因子が同定され
た。Pcdhgc5 は N 末端側が細胞外に存在
し、C 末端側が細胞質に存在する膜貫通
型タンパク質である。 Pcdhγ-C5 が
poly(Lys)と同様に CaMKP による脱リン
酸化に影響するのかを調べるために、
様々な基質を用いて脱リン酸化アッセイ
を行った。その結果、poly(Lys)と同様に、
Pcdhgc5 存在下ではタンパク質基質であ
るリン酸化 CaMKI がより効率よく
CaMKPによって脱リン酸化された。また、
細胞内でも同様に CaMKP による脱リン
酸化に影響が見られるかどうかを調べる
目的で、Neuro2a細胞にCaMKP、CaMKI、
Pcdhγ-C5(715-944)を共発現させたところ、
CaMKP の単独発現に比べて、Pcdhγ-C5 
(715-944)と CaMKP を共発現させた場合
では、リン酸化 CaMKIが顕著に脱リン酸
化された。以上の結果より、Pcdhγ-C5は
CaMKP の内在性のポジティブレギュレ
ーターとして機能する可能性が強く示唆
された。 
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