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Ca2yｶﾙﾓﾃﾞﾕﾘﾝ依存性ﾌﾟﾛﾃｲﾝｷﾅｰｾﾞⅡの構造と機能

Ca2yカルモデユリン依存性プロテインキナーゼ11の

構造とアミン代謝

石田敦彦・藤澤仁

cag+/カルモデュｕン依存性プロテインキナーゼｎは代表的な多機能性セリン・スレオ

ニンプロテインキナーゼの１つであり，細胞内のＣａg＋シグナル摘報伝逮系において中心

的な役割を担っているものと考えられている。脳にはとくに多く存在し，神鐸侵遼駒質の

生合成や放出，さらには海馬における長期増強などに深くかかわっていると考えられ，そ

の中枢神経系において果たしている役割が注目を第めている｡本醇緊は自己リン酸化によ

り，自らの活性を四節するというきわめてユーークな性質を畑えているが，最近の研究に

より，その制御機禰の-蝋が明らかにされつつある。本稿では，これらの問題について最

近の知見を笠理してみた｡
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はじめにｃａ２ｙカルモデニリソ依存性プ戸テイソキ

ナーゼｍＣａＭキナーゼⅡ）はＣａ2.／カルモデニリソ

＜以下，カルモデニリソをＣａＭと略肥）によって活性

化される七リン・スレオニソプロテイソキナーゼであ

り，Ａキナーゼ、Ｃキナーゼなどとともに代表的な多機

能性プロテイソキナーゼのひとつとして，細胞内１W報伝

達系においてＣａ群をセカンドメッセンジャーとする基

本的な径路の１つを櫛成しているものと考えられてい

るl…。Ｃａ2./CaMによって活性化されるプロテインキ

ナーゼにはこれ堂で少なくとも７柧碩のものが報告され

ているが，それらの中でも特にＣａＭキナーゼⅡは基質

特異性が広く，あらゆる組織に分布しているので，Ｃａ2．

シグナリソグの分子楓榊の解明という観点から多くの研

究者の興味をひいてきた。ことに脳に豊富に存在するこ

とから，中枢神経系において果たしている役割が注目を

染めている。ごく喰近，ＣａＭキナーゼⅡと同じく広い

基質特輿性を有するCa2VCaM依存性プロテインキナ

ーゼとして，ＣａＭキナーゼⅣが報告された1,7,8)。

ＣａＭキナーゼⅡは１９８０年にラット脳においてセロ

トーン生合成の律速酵素トリプトファソヒドロキシラー

ゼを活性化する新しいタイプのCa8yCaM依存性プＰ

テイソキナーゼとしてその存在が見いだされたo)が．そ

れ以降に別Ａの研究室でそれぞれ独立に発見された酵素

と同一のものであることがあと渥なって判明した8.1,゜

これまでの研究から，本酵素は次のような際立った特徹

を伽えていることが明らかとなっている。（１）脳に豊

富に存在する。（２）可溶型と頚麹吉合型がある。（３）

基質特異性が広い。（４）臓器特異性アイソブォームが

存在する。（５）自己リン酸化によって活性を制御する６

以下，とくに櫛造と概龍の問題に無点をあてて最近の知

見を主とめて糸た。なお，与えられた劉題はロ榊造とア

ミン代囲吋ということであるが，紙数の関係上，モノア

ミソ生合成の調節に関しては詳しい解脱は割愛せざるを

えなくなった。詳しくは最近の総脱Ｍ】，】21をご覧いただ

くということで読者諸賢のご寛恕を研いたい。

AtBmolk①I8hida，IIItoBhiFmjlgawa，旭ﾉ１１医科大学鏑一生化学教室（〒078旭jII市酉神楽４繍５号3-1】）［DEpartmentof
BiochemistzybA型hikawmMedicalCo1Iege，AsahikqwaO78，Japan。
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ある。これら４秘のポリペプチドの一次柳造の比較か

ら．図１ａに示すようなＣａＭキナーゼⅡのドメイン櫛

造が明らかとなった。これらの４種のポリペプチド間の

相同性に88％ときわめて高く，とくにＮ末塙側には８９

～93％ときわめてよく保存された領域（Ｎ-領域）が存

在する26)。このＮ－傾城はこの酵素の活性に必須の領域

であり，ＡＴＰ結合部位，触媒部位，カルモデニリン結合

部位などが存在する。また．Ｃ末箔（C-領域）も７５～

80％と比較的相同性が商<，Ｎ-領域とＣ－領域の間に

挾まれて相同性の低いＤ－領域が存在している20)。、－

領域とＣ－領域の役割については不明であるが，サプユ

ニットの会合や願粒への結合などに働いているのではな

いかと考えられている。

ＬＣａＭキナーゼ、の樹造

ラット大脳皮質可溶性画分から精製されたＣａＭキナ

ーゼⅡは分子量540～650Ｋのオリゴマー酵素であり，

従来，これらはαおよびβ/β'の２種のサプニニットか

らなるとされていたＩｏｊｏしかし，後述するように，最近

のｃＤＮＡクローニングの結果から，７サプニニット，

８サプニニプトの存在も示竣されている28.20)。精製法と

しては極んの方法が報告されている'Ｃｌが，鉦者らの研究

室では，DeLorenzoらの方法を改変した方法を用いて

良好な結果を得ている、｡糖製酵素はSDS-PAGE上，

αサプニニブトは分子趾５０Ｋ，βサプニニブトは分子

、６０Ｋ（β'は５８Ｋ）を示す。αとβの比率は脳の部

位によって異なり，大脳由来の酵素ではα：β＝３B

1nMs’@小脳由来ではα：β＝１：４１s↑'6）という値が報告

されている。董尤，同じ大脳由来の酵素でも生後の発達

過程によってαとβの鱒成比が異なるという報告があ

る'７１。このようにαとβの構成比が異なることの生理的

意残については不明であるが，大脳由来の酵素と小脳由

来の酵素では酵素の自己リン酸化による不活性化(後述）

の程度に述いが柔られろというＤＢ)。また従来．本酵素は

αとβ/β,のへテロオリゴマーであると考えられていた

が．ごく股近，電顕を用いた解析により木酵素がαと

β/β’のそれぞれのホモオリゴマー（８または10且体）の

混合物であることが示されたIDI。意た，このデータに基

づいてＣａＭキナーゼⅡのサプニニプト榊造についての

詳細な立体モデルが提示されている(詳鱈;二ついては本号

ｐｐ､1590～1597を参照のこと)。

ｃＤＮＡクローニソグによる解析も進んでいる。これ

までにラット脳のｃＤＮＡライブラリーから，α20,39)，

β２１)，β'２２),７２５),６２`）の５麺類のｃＤＮＡが得られてお

り，各サプニニットの一次構造力誰定されている。それ

らによると．αサプニニットは478個のアミノ酸(分子

、54,111)20)，βサプユニットは５４２個のアミノ酸(分

子ft60.333)2Ｃｌ，β,サプニニットは５２７個（分子且

58.705)22）のアミノ酸からなる蛋白質であることが示さ

れた。また，７．６はα、βとは異なるｃＤＮＡとして見

いだされたもので，それぞれ５２７個(分子丘59,080)20)．

５３３個（分子丑60,080)20）のアミノ酸からなるポリペ

プチドをコードしていると考えられる。これらの５つの

ｃＤＮＡのうち，βとβは同じ遺伝子からＲＮＡのス

プライシングの迫いによワ生じたものである劃が，α，

β，7.6はそれそｵL異なる遮伝子からつくられたもので

ｎ．ｃａＭキナーゼ１１の分布

ＣａＭキナーゼⅡははじめ，ラット大脳において見い

だされたことからもわかるように，脳にはとくに豊富に

存在する。モノク百一ナル抗体やポリクローナル抗体を

用いた免疫組織化学的手法により，本酵素の脳内分布が

詳しく閲ぺられている…－２m｡それらによると．記憾と

密接な関係にあると考えられている海馬にはとくに多く

存在しその存在比は実に全蛋白質の２％にも達すると

いわれている2)。このほか，大脳皮質や薗幹にも多く存

在するが，小脳では比較的少ない。ＣａＭキナーゼⅡは

はじめ，主としてラット大脳可溶性画分から精製され．

その性質が調べられてきたが，研究が進むにつれ，ＰＳＤ

(postsynapticdensity）とよばれる蚤白質複合体に含雀

れろmajorPSDproteinとよばれてきたものが．実は

CaMキナーゼⅡと同じ蛋白質であることが明らかにな

ってきた5)。ＰＳＤとはシナプス後膜直下の細胞質に存在

する短顕的に不透明な部分を指し，１％TritonX-100

でも可溶化されない不溶性の強固な蚤白質複合体で．

ＣａＭキナーゼⅡのほかに，アクチン，ブォドリソ，アク

チソ結合蛋白質,ＣａＭ結合蛋白質，チュープリソ，

ＧＡＢＡ受容体やグルタミン酸受容体，各租イオソチャ

ネル，駈点の鰹蛋白質を含んでいることが知られてい

る。ＣａＭキナーゼⅡは脳の部位によってはこのＰＳＤ

の実に３０～50％にも及ぶほど多量に存在しており，ポ

ストシナプス側における神経機能の制御，たとえばシス

プスの可塑性などに工要な役割を果たしているものと考

えられる205,割。ＰＳＤのＣａＭキナーゼⅡは可溶化が困

鮭であることもあって不明な点が多いが，きわめて不溶

憧であるという点を除いては，可溶性のＣａＭキナーゼ
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★自己阻害ドメインとATP結合部位との柵互作用に亜要な残遮

｡ｐ己1,害ドメインと活性部位との相互Ⅱﾘﾛに皿要な残泌

○Ca27CaM非依存性活住の出現に璽要な自己ﾘﾝ酸化部位

卒騨爵誌騒窪魁謝難概:必…己ﾘﾝ酸化蕊位

口論鱗境：鮮鱈擁襯蝋てい…`･Ｃａ…【
図１．ＣａＭキナーゼⅡのドメイン榊造（ａ）と自己阻害坪インの榊造（ｂ）

（ａ）釦分アミノ酸配列の下に示した数字は堂サプニニプトにおけるアミノ殿配列番号に対応する。・は自己
リン酸化郎位を論｢。（△)内の％はＣａＭキナーゼⅡの４つのポリペプチド間の相同性を示す｡その他の脱明
は｡ご上１筋を参照のこと。

（ｂ）自己阻害ドメインと考えられている餌域のアミノ酸配列（αサプユニプト）と，これ史でに得られてい
る知見を堂とめた。詳細ば本文Ⅳ－４を参照のこと。

Ⅱと生化学的・免疫学的に大きな違いはなく，現在まで

のところ，これらは同一の蛋白質であると考えられてい

る5)。

脳酵素に対するポリクローナル抗体を用いた免疫組織

化学により，脳以外の種戈の臓器にもＣａＭキナーゼⅡ

のアイソザイムと考えられる酵素が存在することが示さ

れており動，堂たラット以外の樋んの動物にも極を越え

て広く分布している（表１)。これらはいずれも５０～６０

Ｋのサプニニヅトからなる分子趣300～700Ｋのオリゴ

マー酵素であり，基質特異性が広く，自己リン酸化によ

る活性制御を行なうなど共通した特徴を伽えているが，

細かい点では５，Ａの違いがj9Lられろs)。このほか。アメ

フラシ罰,動，ウニ81)。ヤリイカョュI。シロウジュウパニ3m，

酵母副)，カビ33)などにもｃａＭキナーゼⅡの同族体と恩

われる酵素が存在することが示されており，シコウジ画

ウパー961や酵母87,釦)の酵素についてはｃＤＮＡクローニ

ングも行なわれている。

先に述べたラット脳のα,β,7,Ｊの４種のｃＤＮＡを

プロープにしてラット脳の各部位におけるそれぞれの

ｍＲＮＡの発現が画ぺられた28,”。それによるとβ,7,6

は大脳皮質，小脳，脳幹のいずれにおいても発現してい

るが，αは小脳ではほとんど発現しておらず，大脳皮質

と脳幹において発現していることが示された｡αのプロ

ープを用いてラット脳のｍｓｉｌｌＵハイプリダイゼーシ画

ソも行なわれており，免疫f且繊化学の結果とよく一致し

たデータが得られている範)。主尤．αのｍＲＮＡの発

現は生後の発達過程で大きく変化することも示されて

いる”)。各種臓器についてもｍＲＮＡの発現が刺ぺられ

1579 



６ 蛋白質核酸酵素

表１．ＣａＭキナーゼⅡのアイソザイム゜》

VoL37NbLJ0U992） 

であろうことは容易に想像できる｡これまでの研究か

ら，ＣａＭキナーゼⅡが中枢神経系のプレシナプス側で

神径伝達物質の合成や放出に深くかかわっているらしい

ことが知られている。よく知られているのは，（１）トリ

プトファンヒＦロキシラーゼ．チロシソヒドロキシラー

ゼのリン酸化による活性調節，（２）シナプシン，のリ

ン酸化による神騒伝逮物質の放出の２点である,｡)。さた

段近，ＣａＭキナーゼⅡが記億のモデルと考えられてい

る海馬における長期墹強に深くかかわっている可能性が

示され4３，０４１，ポストシナプス側におけるｃａＭキナーゼ

Ⅱの役割が注目されている45.06)。ここでは紙数の関係

上,チロシンヒドロキシラーゼの活性闘節について最近

の知見を簡単に紹介するにとどめる゜

分子量（xlOOO）
組織

nakiveサプニニブト（比）

ラット前脳

ラット小脳

ウサギ肝臓

ウサギイサ格筋

イヌ心園

ラット廉魔

ラプト肺

ブタ綱喚

ラット乳腺

ウシ甲状腺

ヒト副甲状瞭

ニワトリ小田9刷子録

シチメソチ■ウ赤血球

シピレニイ発冠誤Ｚｒ

ラブト胖躍７０）

》》》》卸卸躯翅皿迦剰卿麺瓢却
１
 

９
 

50,60(３：1） 

50060(１８４） 

51,53(1：D 

5a54(４８１） 

５５ 

５１ 

51,60 

50,60(３：1） 

５４ 

５６ 

４９ 

５０ 

５８ 

６２b５４ 

５０/51,20/21,18 

(ＬＯ：１．１：0.4） 
２．ＣＢＭキナーゼｎによるチロシンヒドロキシラー

ゼの活性飼節

チロシンヒドロキシラーゼはカテョールアミソ生合成

系の律速酵素であり．ドーパミソなどの神経伝達物質の

生合成の調節に政要な役割を担っているものと考えられ

ている''''2)゜木酵紫は通元型プテリソを矼子供与体とす

る１原子酸素添加酵素であり，分子皿５９Ｋのサプユニ

ット４個から櫛成されている､2〕・

チロシンヒド戸キシラーゼはＡキナーゼ，ＣａＭキナ

ーピエｃキナーゼのいずれによってもリン酸化される

が，活性に及ぼす影響はそれぞれ異なっている11)。図２

に各キナーゼでチロシソヒド戸キシラーゼをリン酸化し

た際の活性変化の樺子を示した。本酵素をＡキナーゼで

リン酸化すると図のように中性ではほとんど検出されな

かった酵素活性が著明に上昇し，生理的ｐＨである中達

領域に至適ｐＨを示す酵素に変化した。この劇的な変化

は不活性型酵素から活性型酵素への転換反応であると考

えられ，生体内においてＡキナーゼが本酵素の活性調

節，ひいてはカテーールアミン生合成の岡節に重要な役

割を果たしていることを示唆している810121。シナプス前

膜のアデノシソＡｇレセプターを介した圃節系によっ

て，このような鯛節が行なわれている可施性が考えられ

ているⅡ島、。

チロシソヒド戸キシラーゼはＣａＭキナーゼⅡによっ

ても活性化されるが，この反応はＡキナーゼの場合とは

異なり，リン酸化されただけでは活栓化されず，リン酸

化された酵素に“活性化蛋白質”が作用してはじめて活

性化されるという２段階の活性化概式をとる､M2)。この

活性化盃白質は従来，14-3-3蛋白質とよばれてきた,塵

神経系に高濃度に存在する蚤白質と同じものであるL)。

文献２のnb1enをq立変・適加

ｑ）洞什曾番号を付したもの以外の文獣は文献２のTable

nを参照のこと。

た20)。その結果，αとβはかなり脳に特典的に発現して

いるが，γと６は粗Ａの臓器で広く発現していることが

明らかとなった。７βについてはまだ蚕白面レベルでの

詳しい解析は行なわれていないが，これらについては今

後の課題といえよう。

ｎＬＣａＭキナーゼ11の基質と

生理的役割

１．Camキナーゼ、の基質

ＣａＭキナーゼⅡは基質特異性が広く，実に多くの蚕

白質がＣａＭキナーゼⅡの基質になりえることが報告さ

れている6,00'・

表２にこれ主でに報告されているおもな基質とリン酸

化による作用を示す。ＣａＭキナーゼⅡはCa2yCaM依

存的にこれらの残基のセリソ・スレオニン残韮をリン酸

化する。飢点の合成ペプチドを用いた実験から,ｃａＭキ

ナーゼⅡによるリン酸化部位の共通配列はArg-X-Y-

Ser/Thrであると推定されているＧＭｇ１ｏ表２に示すよう

に多くの華質が報告されてはいるが，生理的にも重要で

あると考えられている基質は現在のところそれほど多く

はない。ＣａＭキナーゼⅡの細胞内における真の生理的

基質は何であるかを探ることも今後の亜要な瞬題であろ

う。ＣａＭキナーゼⅡはとくに脳に壁画に存在するので，

中枢神経系の情報伝達に何か璽要な役割を果たしている

1580 



７ ｃａＭキナーゼⅡの榊適とアミンftZii

表２．ＣａＭキナーゼⅡのおもな基圃｡》

サブ張i61r風 リン酸化の効果椴龍蛋白質

活性化

取り込梁促進
一

セロトニソ合成

ＳＲにおけるＣａ2．取り込薙

服肪薗合成

胆肪敗合成

アメフラツ後放矼

血d板因子合成

主要ミニリン盃白質

盃白質合成

GABA-レセプターの圏御

遼伝子発現

筋肉．太いフィラメント

５９ 

１１ 

２６０ 

１１０ 

２１ 

トリプトブァンヒドロキツラーゼ

ホスホラソパソ

アセチルＣＯＡ力ルポキシヲーゼ

ＡＴＰクニソ酸リアーゼ

ＢＣⅡ 

リゾーPAF-アセチルトラソスプニラーゼ

ミニリン｣』垂ｌ５ｌ牟濡白置

リポソーム盃白ｊｌＳ６

ＧＡＢＡ－モジュリソ

ニストロゲソレセプクー

Ｃ蛋白画

中問屋フィラメント；

ニューロフィヲメント蚕白質

ピメソチソ

クリア繊維性112住盃白質

プレクチソ

平滑筋ミオシソ軽鎖

環状ズクレオチドホスホジニステヲーゼ
(CaＭ依存性）

段小管付随蛋白質；

ＭＡＰ２ 

クウ

ＳＴＯＰ 

シナプシソエ

ピルピン酸キナーゼ

プニニルァラニンヒドロキツラーゼ

グリ＝－ゲソシソクーゼ

チロシソヒドロキシラーゼ

カルシニューリソ75】

ミオシソ軽鎖キナーゼ記｡ｍ

ｌＰ８レセプター卸

ＤＨＰレセプクーTDD

リアノジソレセプターピoOO1D

CREB（CREBB)鱒Ｄ

ＮＯシソクーゼ切り

平iii筋カルデスモソOoD
IEVIG-CoAレダククーゼＯＳＤ

ホスホブルクトキナーゼ“）

＝ネキシソ３２０７，

活性化

促逆

ニストロゲン結合の墹加

1４１８ 

２９ 

１６．５ 

届

１５５ 

細胞骨格

細胞骨格

細胞骨格

中間径プィラメソト付随蛋白質

筋肉収胡

現状ヌクレオチド代鮒

68,145,200 

５１ 

５１ 

３００ 

２０ 

５９ 

園

ATPage活性化

葛雛繍!;11少鱒，

阻害

阻害

阻害

促巡

因害

活性化

阻害

活性化

Ｘ、瑚加

CaM親和性減少

歓小ｲCrn合

歓小管ｎ台

低四安定生

神経伝連物ｆＩ【の放出

炭水化物の代目Ｉ

チロシソ合成

炭水化物の代鮒

神厘伝連物質の合成

蚤白質脱リン酸化

ミオシン軽鎖のリン厳化

IPOによるＥＲからuDCa8＋放出

、位依存性Ｃａ8．チャネル

ＳＲからのＣａ、放出

嘱写創節

ＮＯ合成

ミォシンATPaseの阻害

イソプレノイド生合成

解Iui系

ギャップ結合蛋白質

280 

弱～70

50～70 

80,86 

６１ 

５１ 

８５～9０ 

５６ 

６１ 

７７～150 

２６０ 

１６５ 

563～565 

437(38） 

１６０ 

120～150 

町

８０～9５ 

Ｃａ2．チャネル活性化

医写促Ｘｇ

囚害

阻害の解臨

阻害

i:f鰯，ATPに…
3２ 

文献６のTub1e4を改変・追加。
ａ）洞付き番号を付したもの以外の文献は文献６のTabI64を参照のこと。

図２のように，活性化盃白質の存在下でチロシンヒドロを介して関与しているのかもしれない:'3'''2)。
キシラーゼをＣａＭキナーゼ工でリン酸化すると，ｐＨ一方，Ｃキナーゼはチロシソヒドロキシラーゼをリン
5.5では２倍程度の活性化が柔られた゜Ａキナーゼの栂酸化するが，この場合は活性化蚕白質の有無にかかわら

合と異なり．チロシソヒド戸キシラーゼの活性型への賎ず，有意な活性上昇は認められなかった21,12》・
摸に対するＣａＭキナーゼⅡによるリン酸化の寄与はあ段近，証者らの研究室では本酵素のＡキナーゼ，Ｃキ
さり大きくはないとも考えられるが，スライスなどを用ナーゼ，ＣａＭキナーゼⅡの３つのプ戸テイソキナーゼ
いたｍｓｉｌ弘の実験系ではＣａＭキナーゼⅡによるチロによるリン酸化の影響をリン酸化部位の同定も含めて簾
シソヒドロキシラーゼの活性化が報告されているので，畑に検討したいB》。その結果，チロシソヒドロキシラー

後述のようにＡキナーゼに比ぺると，より複雑な調節系ゼはＡキナーゼおよびＣキナーゼによってSerooがリン
１５８１ 



８ 蛋白質核酸酵素 Vｏｌ３７ＮＱ１０（199の

複数のプロテインキナーゼが協同的に作用してリソ酸化

が進行する例がいくつか報告され，このような反応に対

して“ｍｅ｢archa1proteinphosphorylation鱒という概念

が提唱されている00)。もし，上記の仮説が正しければ，

チロシンヒド戸キシラーゼのリン酸化も－６，のphiem‐

rcha1PToteinphosphorylation”であるといえるかもし

れない。神経伝連物質の生合成の闘節という重要な役割

を担う酵素であるので，さまざまな因子による微妙かつ

復雑な制御が必要とされるのであろう。

3DO 
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1Ｖ・自己リン酸化による自己活性制御機構

１．自己リン酸化によるCa2yCaM非依存性活性の

出現

ＣａＭキナーゼエの際立った特徴のひとつに自己リン

酸化による棋雑な自己活性制御機榊の存在を指摘するこ

とができる､-6)。ＣａＭキナーゼⅡを自己リン酸化条件で

イソキュペー卜したときの酵素活性の変化を図３に示

す｡自己リン酸化条件下,３０°Ｃでイソキュペートすると

図の破線で示すように自己リン酸化が進行し，ホロ酵素

1molあたり，最大約６０ｍｏｌのリン酸が取り込まれ

るj)゜このような自己リン酸化の進行に伴ってまず初め

にＣａ2+/CaM非依存性の活性が突如として出現し，そ

ののち鰻やかにCa2yCaM非依存桂活栓，全活性

(Ca計/CaＭ存在下で測定した活性）ともに減少してい

く。ＣａＭキナーゼⅡの自己リン酸化反応は反応開始時

にはＣａ2./CaMが必須であるが，いったん反応を開始

してし堂うと，もはやＣａ2./CaMを必要とせず，むしろ

ｐＨ 

図２．各杣プロテイソキナーゼでリン酸化したラブト

チロシソヒド■キツヲーゼの活性のＰＨ依存性81,

●8＄との超酵素，｡：Ａキナーセでリン酸化した酵素,

▲：活性化蛋白質を加えてＣｎＭキナーセⅡでリン賎化した

酵素，△：Ｃキナーゼでリン瞳化した酵素。

酸化され，ＣａＭキナーゼⅡによってSerooとSerZDが

リン酸化されるということが判明した。また，各部位に

おけるリン酸化丘と活性化の関係を国ぺた結果，チロシ

ンヒドロキシラーゼは木戸酵素の４個のサプニニプトの

うち，２個古でがSerooをリン酸化されても活性化され

たい（Ｃキナーゼによるリン酸化）が，３～４個のサプ

ニニブトのＳＥ鄙oがリン酸化を受けると図著に活性化さ

れる（Ａキナーゼによるリン酸化）ということ，食た，

ser89のリン酸化が活性化蚤白質による活性化に関与し

ているらしいことなどが示唆された。＊戸酵素の４個の

サプニニットのうち，1個がリン酸化されると他のサプ

ニニットがリン酸化されやすくなり，３～４個のサプユ

ニットがリン酸化されてはじめて活性化されるというサ

プニニプトlHNの協同作用を考えに入｣fしたモデルが，Ａキ

ナーゼによるリン酸化量と酵素の活性化の程度との関係

を矛盾なく脱函できることも示された。このようなサプ

ユニット間の協同作用があるとすれば、ｃキナーゼや

CaMキナーゼⅡによるSer4oのリン酸化は函接酵素を

活佳化するものでなくてもＡキナーゼによる活性化を促

進することで，間接的に酵素の活性化に関与している可

龍性も考えられるⅡ)。

最近，極致のリン酸化部位をもつ蚕白質基質に対して
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図３．ｃｍＭキナーゼⅡの自己リン酸化と活性の

経時変化

横軸に赤｢時I1U，自己リン瞳化条件でＣａＭキナーゼ

Ⅱをインキニペー卜したのち,璽存酵素活性を;iZ霞Ｃａ2．

存在下（－－）と非存在下（－．－）で測定した。

点線(－－－－)は同一条件下での酵素蚕白質へのリン酸の

取り込熟を丙司回６



ＣａＭキナーゼ
ノ

ＥＧＴＡの添加によってＣａ２．をキレー卜したときのI蚤う

が自己リン酸化は促進される2,2'０，，．このような最初に

出現するＣａを./CaM非依存性の活性は牛琿的にも正要

な意義をもつものと考えられている。すなわち，この概

椛はホルモン刺激などによる一過性の細胞内Ｃａ2．濃度

の上昇によって酵素が活性化され，その後,細胞内Caa、

濃度が速やかに低下した後にも酵素活性が持焼するため

の仕組承であるというのである')。これまでの研究によ

り，このＣａ2./CaM非依存性活性の出現には，αサプ

ニニヅトではThr280，βサプユニットではThr287（以

下；Thr288'287と略記。その他の部位iこついても以下同

楳に略記）の自己リン鹸化が重要な役割を果たしている

ことが明らかとなった'-31．このことは酵素を［7-82P］

ＡＴＰで自己リン酸化したのちプロテアーゼで分解し，

放射能で標識されたペプチド断片をＨＰＬＣで糖製して

そのアミノ酸配列を決定するという方法や，部位特異的

突然変異によってαサプニニプトのThr280を菰Ａの幾

基で踵摸した酵素のｃＤＮＡを発現させてその活性を卿

くるという方法などで、多くの研究室で確認されている

結論であるが，狂者らの研究室ではＡＴＰの代わりに

ATPrSを用いて自己リン酸化した酵素の性質を調べる

ことにより，上記の結詮を確認するとともに，このよう

な酵素の反応速度強的な性質をも羽らかにしたSOD。そ

の結果，ＡＴＰの代わりにATP7Sを用いて自己リン酸

化反応を低温で行なうと，Thr238/237の熟が選択的に自

己チオリソ酸化され．このような酵素はＣａ群/CaＭ存

在下では基質に対する親和性が高いが．ｊ&i､罐Ｃａ２．がな

くなると基質に式ける親和性が低下すること，重た’

Cag+/CaMの有無にかかわらず，Ｖ画｡Ｚには変

化がないことなどが示された。

キナーゼⅡの榊造とアミン代馴 ９ 

tide2を些賀として酵素反応を行なわせると反応の経時

変化の初期にラグが出現しその後,,直線的な定常状懇

に移行すること（いわゆるhystcresis）を見いだし，こ

のhystcresisが自己リン酸化によって消失することを

報告した52)。当教室のKatoh（現：北海逆大学）はＡＴＰ

渡度を２似川に下げ，syntide2を高濃度に存在させ．

5℃で酵素反応を行なわせることにより，この現象をさ

らに詳細に解析したs')゜本条件下で自己リン酸化酵素と

自己リン酸化しない酵素でsyntide2の漫度炊存住を閲

ぺて梁ろと，図４に示すように，自己リン酸化しない酵

素では見かけ上，強い基質阻害が象られろが，前もって

酵素を自己リン酸化しておくと，このような基質阻害は

柔られなくなった。このデータば次の』:うiこ解釈でき

る''511｡すなわち，高濃度のsymide2はＣａＭキナー

ゼⅡの自己リン酸化を強く抑制することがわかってい

る51)が，本条件下では自己リン酸化していない酵素に対

してはsyntide2が酵素の自己リン酸化を抑制するため

に.高浸度の基質が見かけ上の基質阻害を引き起こす。

これに対してすでに前もって自己リン酸化しておいた酵

素は，このような作用を受けることばないので，見かけ

上の基質阻害もかからなくなるのである。また，従来行

なわれている通常のアプセイ条件（高漫度ATP，３０℃）

では非自己リン酸化酵素を用いた場合，きわめて速やか

にThT28o/237の自己リン酸化が進行するために，自己リ

ン酸化の進行に伴う全活性の“立ち上がり”を観測する

ことは困難であるが，このような限定された条件下では

アッセイ中に起こる自己リン酸化がかなり抑えられ，自

己リン酸化．Ｃａ2./CaM非依存性活性の出現，全活性の

２．自己リン酸化による自己活性化機構

以上のように，Thr2BGノヱ８７の自己リン酸化が

Ca2yCaM非依存性活性の出現に必須であると

いうことはもはや殖立した知見であると思われ

るが，最近筆者らの研究室で得られたデータに

よれば，このThr郵漉８７の自己リン酸化がCa2+ノ

ＣａＭ非依存性活住の出現の承たらず，全酵素

活性（Ca27CaM存在下で測定した活性）の

"fUUactivation”にも正要な役割を果たしてい

ること力扉唆されている皿)。この図autoactiva‐

tionhypothesis”の賎初の手がかりはKwiat・

kowskiらによってiOられた。彼女らは圧混匪

のATP存在下，合成ペプチド基質であるsyn‐

-0.4－０．２００．２０．４０．６ｑ８1.0１．２ 

１/[syntide2](jlM-l） 

図４．過剰益貿によるＣａＭキナーゼロの活性の抑制91》
あらかじめ自己リン酸化(30ＰＧ１分間）した酵素（･)と，してい

ない酵素（●）を用いて，ざ堂ざ宮な湿度のSyntide2を基質にして
s0pcで活性を測定し゜その２ｍ逆数プロプトをとった。アプセイは

ＡＴＰｉｉＸ度を２“に下げた限定条件下で行なっている。
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３.その他の自己リン酸化部位と自己活性制御

本酵索はThrB88"87以外にも多くの自己リン酸化部位

をもつが，これらについてはその概能的な意義をも含め

て詳細はまだ不明なものが多い｡二れ堂でにThleWz87

以外にＳｅ涙ｗ280,β-Ser3I3（βサプニニットのSer8o8

の意。以下，同槻に略記)，β-Ser871，β-Thr8825m，

Ser8W815，Thr805ﾉ80657,38)，などが自己リン酸化部位とし

て同定されている。これらのうちβ-Thr8B2はThrgW287．

と同概，自己リン酸化の非常に早い段階でリン酸化され

る部位であるが，Ｃａ2./CaM非依存性活性の出現には

関与していないらしい50)゜Ser3W28o，β-sers‘３，β-Ser871P

は自己リン酸化反応の比較的遅い段階でリン酸化される

部位である詞が，これらの機能についてはまったく不明

である。

Ser8W31s・Thr釣8/808は最初にＣａ2+/CaＭ存在下で

ThIP286/287を自己リン酸化させてＣａ2+/CaM非依存性活

性を出現させておいてから，速やかにＥＧＴＡでＣａ２．

をキレートさせたときに自己リン酸化される部位として

同定されたものでありs…Ｉ，恐らく細胞内において一過

性に細胞内Ｃａ2．浪度が上昇したのち，速やかに低下す

る際にリン鹸化される部位であろうと考えられる。これ

らの部位はいずれもＣａＭ結合部位の中にあり，Ｃａ群濃

度が低下すると，ＣａＭがＣａＭキナーゼⅡからはずれ

その結果ＣａＭによってブロックされていた部位が露出

して自己リン酸化されるものと考えられる。これらの部

位がリン酸化されると，もはやＣａＭは酵素に結合する

ことができなくたり，ＣａＭキナーゼⅡは完全にＣａ2+非

依存性の酵素に転換される。この際,Thr8Wgooの自己リ

ン酸化のほうが，より政要な働きをしており，Ser5W8I沙

の自己リン酸化の寄与は比較的小さいという57,58)。ＣａＭ

キナーゼⅡの自己リン酸化部位は多く！このほかにも未

同定の部位もあるものと考えられるが，これらの部位で

の自己リン酸化がどのような顧序で起こるのか，またそ

れに対応して活性がどのように変化するのか，また，そ

の後の脱リン酸化の順序はどうなのかということは本酵

素の活性関節機榊を明らかにするうえできわめて興味深

い問題であり，今後の大きな課題である。とりわけ。自

己リン酸化の進行に伴う全酵素活性の抑制に関しては，

単にリン酸が多く取り込まれることによって酵素の熱安

定性が減少したことによるものなのか90)，それとも生理

的意義のある自己1,,節機概であるのか5,07,60)，い堂だに

はっきりした結鹸はえられていない。もし，後者である

ならば，これに関与する自己リン酸化部位の同定も亜要

な課題となろう。
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図５．過jﾖﾘﾖ吾貿,低ＡＴＰ浪度条件下(200灯凹syntide2D
2…ATP）で象られろ自己リン酸化の巡行に伴

う全酵素活性の活l生化51）

２０ﾒＪＭＡＴＰ存在下ＪＯＤＣで自己リン酸化を行ない，活性

の経時変化を200JLlMByntide2I2輿ＭＡＴＰの限定条件下
30ｐＣでアプセイした。（ａ）は自己リン酸化、（ｂ）はそれ

に伴う全i房１４:(Ca8./CaＭ存在下の活幽およびCu■./Cam

非依存活性(EGTA存在下の活性）の遷時変化を示す。

出現の３者の経時変化がよく一致することが示されてい

る（図５)51)｡これらの結果はThr286/287の自己リン酸

化が全活性の出現それ自体にも深く関与している可鰻

性を考えさせる１，３１，割。部位特異的突然変異を用いて，

Thr灘をＡｌａなどリン酸化を受けない残韮に変換した

変異酵索の比活性は，野生型酵素のそれと大差ないの

で，このような自己活伴化磯榊の存在を否定する考えも

ある2,5ﾄ55)が，これらの組換え型酵素の比活性はnative

のものに比べてかなり低く，フォールディソグやサプニ

ニットの会合などがnativeのものに比べてかなり異な

っている可能性もあり，したがってnativeの酵素のも

つ微妙な活性制御機榊を充分に再現できていない恐れも

ある。また，Thr296を他のアミノ酸残基に皿き換えたこ

とにより．自己阻害ドメイン（後述）の２次櫛造などに

変化を与え，このドメインと酵素の活性部位との相互作

用に影轡を及ぼして，結果として自己リン酸化と同等の

効果を表わしているという可能性も否定できない56,55)。

いずれにしても，この問題に決若をつけるためには，比

活性の商い組換え型酵素を用いた，より詳細な反応速度

誼的解析が必要となろう。
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４.自己阻害ドメインの鋼造と機能

一般にＡキナーゼなどニフニクターに依存性のプロテ

インキナーゼでは自己阻害ドメインとよばれるドメイン

が活性調節に泣要な役割を果たしていることが知られて

いるGII。すなわち，ニプニクター存在下ではＦＩＲ阿害ド

メインが酵素の賎媒ドメインと相互作用することによ

り，酵素活性を抑制しているが，ニフニククーの結合に

より，この相互作用が妨害されるようなコソブォメー

シ画ソ変化（またはサプニニプトの解離）が起こり，ニ

フニクターに依存した活性が出現するのである。ＣａＭ

キナーゼⅡにもＣａ2+/CaMの結合によって酵素活性を

調節するような自己阻害Ｆメインが存在するはずであ

る゜ＣａＭキナーゼⅡの自己阻審ドメインに関して鹿

Soderling-派によって，多くのペプチドアナログを用

いた詳細な研究が行なわれている幻。ｃＤＮＡクローニソ

グの結果，他のCa2yCaM依存性酵素との一次柵造の

比較により．AIa295-Gly3I5(番号はＣａＭキナーゼⅡαサ

プニニプトのアミノ酸番号に対応する｡以下同概)の領域

がＣａＭ結合領域と推定された。彼らはこの部分を含む

麺点のペプチドアナログを合成し，ペプチド290～309,

ペプチド296～309．ペプチド294～319が強いＣａＭ結

合能をもつこと，童た゜ペプチド290～309,ペプチド

290～302,ペプチド296～309などが合成ペプチド基質

syntide2に対して部分的に醜争阻害を示すことなど

を明らかにした⑫（図1ｂを参照)。彼らはさらに，

Thr286/287の自己リン酸化と自包阻害ドメインの機崖の

関係を明らかにするためにペプチド281～309を合成し，

このものと自民阻害ドメインをプ戸テアーゼ処理で取り

除くことによって完全にＣａ2+/CaM非依存性になった

ＣａＭキナーゼⅡとの相互作用を詞ぺた"'001゜それによ

ると，このペプチドはＣａＭキナーゼⅡの強い阻害剤

(Ｋ１＝0.2“）であり，ＡＴＰに対して競争阻害，合成

ペプチド基Zrsyntide2に対して非競争阻害を示した80)゜

董允，この阻害がCa2yCaMによって解除されるこ

と“，プニニルグリオキサールがＣａＭキナーゼⅡの

ＡＴＰ結合部位を化学修飾することによる失活をこのペ

プチドが保艇することＭ)，このペプチドをリン酸化する

と阻害効果が低下することO`)などが示された｡以上のこ

とから，ペプチド281～309に相当する自己阻害ドメイ

ンはＣａ2./CaM非存在下ではＣａＭキナーゼⅡのＡＴＰ

結合部位をブロックしているが，Ca3yCaMがこの領域

のＣ末端側にあるＣａＭ結合部位に結合したり，Thr238ノ

237が自己リン酸化されたりするとＡＴＰ結合部位との

相互作用が弱められ，活性が発現するものと考えられ

た8,63-63｝。彼らはさらにこのペプチドのどの領域，どの

残基が阻害作用に近要な効果を果たしているかを極Ａの

残基を凪換したペプチドアナログを合成して詳細に調べ

た65)。その結果，Arg2B3，Lys292oArg297，Lys238が皿要

な働きをしていること，His282が自戸碩害ドメインと

ＡＴＰ結合部位との相互作用にⅢ要であることなどが示

唆された｡彼らはまた，自己１１n審ドメインのαヘリック

ス櫛造が磯能発現に愈要な役割を果たしているとの仮説

を提唱している5s'051。

部位特異的突然変異など遺伝子エ学を用いた変異酵素

の解析も榊造と機能の研究には有用であろう郡･変異酵

素の多くはαサプユニヅトのThr238に関するものであ

り，Thrs88をＡｌａ,Leu,Ｐｒｏなどに匠摸した変異酵素

では自己リン酸化条件にしてもＣａ2./CaM非依存性活

性の出現が抑制されることa8-3s)，Ａｓｐ（酸性アミノ酸で

あるので負in荷を持ち込んでリン酸化と同等の効果を表

わすものと考えられる）に匠換した変異酵素では自己リ

ン酸化しなくても比較的高いレベルのＣａ2./CaM非依

存性活性をもつことg8,咽などが示され，Ⅳ－１でも述べ

たようにT11r28o/28アのＣａ2十CaM非依存性沃俳出現に

おける重要性が明らかとなったoArgg88はThreBO/887の

自己リン酸化における自己リン酸化部位の麗誠に関与す

ると考えられ，Arg288をＧＩｕやＧＩ、に団換した変異酵

素ではThrg36の自己リン酸化速度が顕著に低下する

ことが報告されている67,08)。また，His282をＡｓｐに，

Arg2”をＧｌｙに，Ｇ１n劃をＧｌｕに，それぞれ変異させ

た三重変異酵素では，自己リン酸化しなくても高いレベ

ルのＣａ2./CaM非依存陛沃催をもつという報告６８)もあ

るが，これなどは自己阻害ドメイソと触媒ドメインとの

相互作用に並要なArg283周辺に正冠荷に代わって負電

荷が持ち込まれたために相互作用が弱められた結果であ

ろう。このほかOThrz53→Ala，Thr261→GIy，Ｔ艫70→

Ala，Ser27⑨/Thr280→Ala/Leuなどの部位特異的変異酵

素の性質が鋼ぺられている64)が，もしSoderlingらの提

唱するｑαヘリブクス仮説”が正しいのならば．以上の

結果は単に筋冠的効果の承ならず立体的効果をも含めて

Ifjiじなければならないのかもしれない。また，ＣａＭギ

ナーゼエの秘Ａの領域を週伝子工学的に欠失させた，い

わゆるde1eIionmutantを用いた解析も行なわれてい

る②，両)(詳細1k本号ｐｐ､1590～1599を参照のこと)。

最近，ＣａＭキナーゼⅡのプロテアーゼによる限定分

解に関し，興味深い報告がなされた?')。すなわち，あら

かじめ自己リン酸化したＣａＭキナーゼⅡをギモトリプ

シンで限定分解するとnativeのＣａＭキナーゼⅡと比

１５８５ 
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べてVmo翼で１０倍以上も活性化された分子且30Ｋの

Ｃａ2+/CaMに完全に非依存性の活性化フラグメソトを生

じるが．あらかじめ自己リン酸化していなければ分子趣

３２Ｋのまったく活性をもたないプラグメソトが得られ

るという。アミノ酸配列分析の結果から，３０Ｋフラグ

メントはαサプニニットの１～271,32Ｋプラグメソト

ィエユ～293または１～299の配列に対応するということ

も明らかとなった。これらの結果は自己リン酸化によっ

てキモトリプシソによる切断部位に影鰹を及ぼすような

＝ソブォメーシロソ変化が誘起されること，272～293,

または272～299の配列がＣａＭキナーゼⅡの活性制御

に深くかかわっていることを示唆している。

以上述べたような研究により，ＣａＭキナーゼⅡの自

己阻害ドメインの概造と樫能に関する知見が蓄積されつ

つあるが，ＣａＭキナーゼⅡの自己阻害ドメインはＡＴＰ

結合部位と蚕白質・ペプチド些質結合部位の双方と相互

作用するという点でＡキナーゼ，Ｃキナーゼ．Ｇキナー

ゼ，ミオシソ軽釧キナーゼなどに承られるような，いわ

ゆるpseudosubstrute型のものに比ぺてより極雑な櫛造

と機能を有しているように思われる】)。図］ｂに白戸阻

害ドメインの櫛造と襖館に関するこれ童での知見をまと

めて翠允が，今後は一次櫛造の糸たらず，高次榊造との

かかわりも視野に入れたより詳細な研究が必要となる

VｂＬ３７Ｎｄ１０（1992） 

う。新たな方法誼の朋発がまたれる所以である。

５．活性醐節モデル

これまでに報告されたデータを総合すると，本酵素の

自己活性制御機櫛については次のようなモデルを考える

ことができる（図６)。

①Ca2yCaM非存在下ではＡＴＰ結合部位が酵素分

子内の自己阻害ドメイン（図１参照）にブロックされ

ているため，酵素は不活性型となっている2)。このとき

His呂韓がＡＴＰ結合部位と自己阻害ドメインとの相互

作用に肛要な役割を果たしているらしいＧ５)｡

②Ｃａ群/CaMが酵索に結合するとＡＴＰ結合部位が

露出し酵緊の自己リン酸化が可能となる2)が，この段

階では倉だ充分に活性化されておらず低い活性（薙鴎活

燭をもった状態である511。しかし，この状旭は酵素反

応のごく初期に過渡的に出現するにすぎず，通常の反応

条件ではThr2B…7が速やかに自己リン酸化されて＠の

状憩に移行する。

③Thr288/287が自己リン酸化されることにより，酵

素はフルに活性化された状態になる(autoactivation)51,゜

同時にこの自己リン酸化によって自己阻害ドメインと

ATｐ結合ドメインとの相互作用が妨害され，Ca2yCaM

非依存性の活性が出現するようになる2】･自己リン酸化

Ca2γＣａＭ 

ｃ=③ ̄
 

ＡＴＰＡＤＰ 

-L-4 
験

Eミー

①不活性②低い韮礎活住をもつ状態③活性化状態(商親和性）

。ｗ/h画”
ＡＤＰＡＴＰ 

－旦邑
Q副DＬ

、＝⑨：ＣａｚｙＣａＭ

－：ATP結合部位

□￣：ベプチド結合部位

ロ＝：蛋白質枯合郎位⑤活性化状態①活住化状態(低親和性）
完全にCa27CaM非依存住部分的にCa27CaM非依存性

図６．ＣａＭキナーピⅡの活性関節モデル

Ｐはリン酸韮を司司~０ＡはThz8…８７に，ＢはSeT8WuD9宮たば

ろ。堂た，Ｓは悲質盃白買である。暁明ば｡ご上Ⅳ=５を参照のこと。

Thr8w蝉に対応す

1586 
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によってThr298/887に導入された負矼荷がこの相互作用

を弱めるのに働いているらしい98,cm。

④flu〃i"ｏにおいてＥGTAで遊離Ｃａg＋をキレー

トしたり，ｉ〃〃i"０で細胞内Ｃａ2．漫度が一過性に上昇

したのち，速やかに低下したりすると，ＣａＭが酵素か

ら解鮭する。＠の自己リン酸化により酵素活性は部分的

にＣａ2./CaM非依存性になっているが．この状態では

＠の状態に比べて基質に対する親和性の低下が染られ

る８０１．

⑤Ｃａ2./CaMの結合によってブロックされていた

Thr8os/go6およびSer8W8x5が露出し，自己リン鹸化を

受ける37,鞘)。この状態ではもはや自己阻害ドメインは

Cag7CaMが存在しなくてもＡＴＰ結合部位と相互作用

することはなくなり，完全なＣａ2．非依存型の酵素に嘱

換される。
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10） 
おわりに以上述べてきたように，ＣａＭキナーゼⅡ

は自己リン酸化による自己活伴制御を初めとして，いく

つかのユニークな特徴を価え，酵素学的にも興味深いも

のであるばかりでなく，生理的にもたいへん亜要な酵素

である。これ童での研究では自己活性調節機櫛など．主

として酵素そのものの性質を把握することに力点がおか

れてきたが，実際の細胞内ではＣａＭキナーゼⅡは自己

活性調節に加えてプロテインホスファターゼやプ戸テア

ーゼをはじめ，さ倉ざ重な活性調節因子の作用を受けて

さらに複雑な活性制御を行なっていることであろう。重

ね他の憤報伝迩系，たとえばアラキドン酸カスケード

などとのクロストークも存在するかもしれない72,78)。

caMキナーゼⅡの生理的役割を知るためには，今後こ

のような点を明らかにすることも函要になってくること

であろう。

２１世紀は脳の時代といわれるが，記憧をはじめとす

る脳の高次概能を解明するためには，それらの分子メカ

ニズムを明らかにすることがきわめて正要な意義をもつ

らのと考えられる。そのような研究のためには脳神経系

を栂成する亜要な分子１つ１つの性質を明らかにしてい

くという地遊な研究の積承重ね以外に辺はない。そのよ

うな意味においてＣａＭキナーゼⅡの生化学は棋雑な脳

の高次機能を解き明かす第１歩となるかもしれず，それ

だけに童た興味も尽きない。今後の研究の進展に期待し

たい｡
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抗リン脂質抗体の新展開
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