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はしがき

平成6年 度か ら文部省科学研 究費補助金(一 般研 究C)の 助成の もとに行われた

「多機能性 カルモデュリン依存性プロテインキナーゼIVの リン酸化に よる活性調節機

構」は2年 間の研究期間 を終了 し、 ここに研究成果をまとめることになった。

カルモデュリン依存性プロテインキナ.___ゼIV(CaMキ ナーゼIV)は 、1992

年我々が ラッ ト小脳 か ら精製 し、その性質が明らかにされた酵素である。この酵素は

脳に豊富に存在することや様々な基質をリン酸化することなどから、神経細胞におけ

る多様な機能を担っているもの と考えられ、近年多くの研究者に注 目されるように

なった。本研究は、CaMキ ナーゼIVの 活性制御機構、特に リン酸化 による活性調節

機構を解明することを目標にスター トした。研究期間中に本酵素を活性化するCaM

キナーゼIVキ ナーゼ(CaMKIVキ ナーゼ)の 存在が明 らかにされ 、 さらにCaMキ

ナーゼIV分 子内の複数の リン酸化部位 な どが次々に同定された。本酵素の リン酸化に

よる活性調節のメカニズムが次第に明らかになるにつれ、本酵素は当初考えられてい

た以上に複雑な活性制御下にあることがことが分かってきた。

また、研究を遂行する過程で、リン酸化反応によるプロテインキナーゼ間のクロ

ス トークを解明するための手法 として、新 しい活性ゲル法を開発す ることができた。

この方法を用いると部位特異的なプロテインキナーゼだけでなくプロテインフォス

ファターゼを検出す ることが可能であり、CaMキ ナーゼIVやCaMKIVキ ナーゼ を

中心 としたシグナル伝達 のメカニズムを解明するための手段 として大いに活用できる

ものと期待 され る。CaMキ ナ0ゼIVを 中心 とした情報伝達の流れ に関 しては、まだ

まだこれから取 り組むべき重要な課題は数多く残 されてお り、国内外の多くの研究室

との競争は今後ますます厳 しくなりそ うである。 この2年 間の成果をふ まえ、 さらに

独 自のアプローチを取 り入れることにより、今後 さらに研究を発展させてゆきたいと

考えている。

〔研究組織〕

研究代表者:亀 下 勇(旭 川医科大学医学部助教授)

研究分担者:藤 澤 仁(旭 川医科大学医学部教授)
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〔研究成果〕

(1)CaM一 ゼIVの1ンuこ ヨ!H←

従 来 の方 法 で 精製 したCaMキ ナー ゼIVを 、HPLCカ ラ ムに か け た とこ ろ、著 しい

酵 素 活 性 の低 下 がみ られ た。HPLCカ ラム で分 離 され た画 分 を再 び酵 素 に添加 す る と

CaMキ ナー ゼIVの 再活 性 化 がみ られ る こ とか ら、 これ ま で のCaMキ ナ ーゼIV精 製

標 品 中 に は、本 酵 素 の ア クチ ベ ー ター が 共 存 して いた こ とが判 明 した。 この ア クチ

ベ ー ター の性 質 を調 べ た とこ ろ、CaMキ ナー ゼIVを リン酸 化 して活 性 化 す るプ ロ÷

イ ン キナ ーゼ で あ る こ と、 ま た この酵 素 に よ る リン酸 化 に もカル モ デ ュ リン(Ca

M)が 必須 で あ る こ とか ら、 この 酵 素 もCaM依 存性 プ ロテイ ン キナー ゼ(CaMK

IVキ ナ ー ゼ)で あ る こ とが わ か った。CaMキ ナ ーゼIV上 の リン酸化 部 位 と して は 、

N末 端 に近 い複 数 のSer残 基 と、Thrl96と 、C末 端 に近 いSer437と が 同定

され た が 、 これ らの うち、本 酵 素 の活性 化 に関与 す る部 位 は最 近 の結 果 で は 、Thr
196と 考 え られ て い る

。 しか し、 これ 以外 の リン酸化 部 位 の意 義 につ い て は現 在 も明

らか に され てお らず 、 さ らに解 析 を進 めて い る ところで あ る。

(

(2)
'〉か' 」ー

こCaMBP64の 刀

ラ ッ ト大脳 か らCaMキ ナ0ゼIVを 精 製 す る過程 で新 た なCaM結 合 タ ンパ ク質

(CaMBP64)が 単離 され た。 この タ ンパ ク質 は 、SDS電 気 泳 動 上64kDa

を示 す の に対 し、ネ イ テ ィブ タ ンパ クの分 子 量 が133kDaで あ る こ とか ら、 二 量

体 タ ンパ ク質 と考 え られ た。 ま た、本 タ ンパ ク質 はCaMキ ナ ー ゼIIな らび にcAMP

依 存性 プ ロテ イ ンキナ0ゼ(Aキ ナ ーゼ)に よ り リン酸 化 され るが 、Cキ ナ ー ゼ やC

aMキ ナ ー ゼIVに よる リン酸 化 は受 け ない こ とが分 か った。CaMキ ナ ー ゼIVとAキ

ナー ゼ に よ る主要 リン酸 化部 位 は共 通 してお り、そ の配 列 は 、SQPSFQWRQP

SLDVDVGDで あ る こ とが わ か った(Sが リン酸化 部位)。

次 に 、CaMBP64の 部 分 ア ミノ酸配 列 を決 定 した の ち、 そ の配 列 を も とにD

NAプ ロー ブ を合成 し、遺 伝 子 ク ローニ ン グを行 な った。 得 られ た3つ の ポ ジテ ィブ

ク ロー ン は、 いず れ も約3kbの イ ンサ ー トを含み 、 同様 の制 限 酵 素 地図 を示 した。

535の 全 ア ミノ酸 配 列 を決 定 し、 ホモ ロジー検 索 を行 な った と ころ 、CaMBP6

4は63kDaCaM依 存性 ホ ス ポ ジエ ステ ラーゼ(CaM-PDE)の ラ ッ トアイ

ソフォ ー ム で あ る こ とが 明 らか に な った。 この ラ ッ トの 酵 素 は 、 これ まで 主 に研 究 さ

れ て き た ウシの63kDaCaM-PDEと97%の 高 い ホモ ロ ジー がみ られ た 。 こ

れ ま で ウシの酵 素 はAキ ナ ー ゼ に よ る リン酸化 を受 けな い と言 われ て い た が 、今 回

ラ ッ トの酵 素 で 、Aキ ナ ー ゼ に よ る リン酸化 を受 け る こ と、 また そ の 主 な リン酸 化部

位 がSer465で あ る こ とが 明 らか に され た。
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(3)合 成オ リゴペプチ ドを用いたゲル内 リン酸化法の開発

1989年 に我々は、SDS電 気泳動後のゲル内でプ ロテイ ンキナーゼ活性を検

出するゲル内リン酸化法を報告 した。その後、この方法は細胞抽出液中の様々なプロ

テインキナーゼの検出法として広く利用 されるようになった。 しか し、この方法は基

質タンパクをゲル内に添加 し固めるため、カゼインや ミエ リン塩基性タンパク質など

多量に得られるタンパク質の リン酸化にその応用が限定されていた。これに対 し、合

成ペプチ ドは多量の調製が容易であるが、高分子のタンパ ク質 と異なりゲル内に固定

化することが困難であった。そこで、我々は様々な基質ペプチ ドをポ リリジンなどの

ポ リマーに結合 した後、ゲル内に固定する方法を開発 した。Aキ ナーゼ、CaMキ

ナーゼII,IVの 特異的基質ペ プチ ドの コンジュゲー トを用いた時、それぞれをリン酸

化するプロテインキナーゼをゲル内でも効率よく検出できることがわかった。特にA

キナ0ゼ では、特異的基質(Kamptide)を 用いる と、非常に高 い特異性 で しかも2.5pg

の酵素までゲル内 リン酸化活性 を検出することができた。 この方法は、溶液中でのプ

ロテインキナーゼの基質特異性がゲル内でも反映 されるため、今後適当なペプチ ド基

質をデザインすることにより未知のプロテインキナーゼのスクリーニング等、我々の

目指 しているプロテインキナーゼカスケー ドの解明にも大いに活用できるものと考え

ている。
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