
（様式５）(Style5) 

学位論文全文に代わる要約 
Extended Summary in Lieu of Dissertation 

 
 
氏名： 
Name 秋月 一駿 

学位論文題目： 
Title of Dissertation 

大腸菌発現系を用いた高活性型CK1/CaMKIの調製法の開発と 
CaMKIδアイソフォームに関する生化学的研究 

 
学位論文要約： 
Dissertation Summary 
 
 

序論 

生命現象の主役である多くのタンパク質・酵素は，リン酸化修飾を受けることでそれらの活性や局在，

寿命（安定性）などが調節されており，リン酸化状態のタンパク質の機能解析が生命現象の理解には必要

不可欠である．よって，試験管内でタンパク質をリン酸化できる活性型のプロテインキナーゼの調製は，

そのキナーゼ自体をはじめ，基質タンパク質のリン酸化の意義を解析するうえで肝要であるが，プロテイ

ンキナーゼの中には活性型酵素の調製法が確立されていないものも多い．例えば，多機能性キナーゼ（様々

なタンパク質をリン酸化するキナーゼ）であるカゼインキナーゼ 1 (CK1) や Ca2+/カルモジュリン (CaM) 

依存性プロテインキナーゼ (CaMK) は，大腸菌発現系を用いた高活性型酵素の取得がそれらキナーゼの性

質上困難であった．一方でこれら多機能性キナーゼは，その基質特異性の広さから幅広いリン酸化タンパ

ク質の調製に利用できる汎用性の高い“リン酸化試薬”としての利用も期待できる(1)．そこで第 1 章では，

概日リズムやアポトーシス等に重要なカゼインキナーゼ1 (CK1) について，第2章ではCa2+/カルモジュリ

ン依存性プロテインキナーゼ Iδ (CaMKIδ) について，大腸菌発現系を用いた高活性型酵素の調製法の開発

を試みた． 

  CaMKIδ は，以前の当研究室における研究で，ゼブラフィッシュの胚発生に重要なキナーゼとして単

離・同定された Ser/Thr キナーゼである(2, 3)．CaMKI の完全な活性化には，Ca2+/CaM の結合とCaMK キ

ナーゼ (CaMKK) による活性化ループ内のThrのリン酸化が必須であると考えられているが(4–6)，第2章

の研究から，CaM 結合領域を欠いたC 末欠損変異体CaMKIδ(1–299)は，Ca2+/CaM のみならずCaMKK に

よるリン酸化を受けなくてもほぼ完全な活性を示すことが判明した．このことは，CaMKIδ には CaMKK

に依存しない新規活性化メカニズムが存在することを示唆しており，第3章では，さらに詳細な酵素学的

解析を行うことでCaMKIδの未知の活性化メカニズムの解明に取り組んだ． 

  当研究室では以前，ゼブラフィッシュCaMKIδ (zCaMKIδ) には zCaMKIδ-S, L, LL（SとLは同じ遺伝

子に，LLは別の遺伝子にコードされる）の3つのアイソフォームをクローニングし，それぞれの比較解析

を行ってきた(2, 3)．一方，哺乳動物のマウスでは，CaMKIδ遺伝子 (Camk1d) は1種類しか存在しないも
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のの，この 1 遺伝子からmCaMKIδ-a, b, c, d の 4 種類のスプライシングアイソフォームが作られることを 

in silicoの解析から見出した．このうちmCaMKIδ-c (別名: mCKLiKβ) に関しては培養細胞における解析例

があるものの(7)，in vitroにおける酵素学的な解析はこれまで行われておらず，またmCaMKIδ-b, dに至っ

てはタンパク質レベルでの解析例は皆無である．そこで第 4 章では，mCaMKIδ に存在する各アイソフォ

ームについて試験管内での実験や培養細胞系を用いた詳細な比較解析を行い，さらに本章で明らかにされ

た各アイソフォームの性質からそれらの存在意義について考察した． 

 

第1章 

大腸菌発現系を用いた高活性型カゼインキナーゼ1の簡便な調製法の開発 (8) 

カゼインキナーゼ 1 (CK1) は，真核生物において高度に保存された Ser/Thr キナーゼであり，概日リ

ズムやアポトーシスなど，様々な細胞プロセスに関与する重要なキナーゼである(9–11)．従って，高活性型

CK1 を調製し，その酵素学的諸性質を in vitro において詳細に解析することは，CK1 の機能を理解する上

で重要な意味を持つ．しかし，大腸菌発現系で取得したリコンビナントCK1は，大腸菌内での自己リン酸

化を介して不活性化してしまうため，リン酸化型／不活性型CK1 しか取得できないという問題があった．

本章ではこれを解決するため，λ プロテインホスファターゼ (λPPase) を恒常的に発現する大腸菌株 

BL21(DE3)pλPP株を開発し，これを用いたタンパク質発現システムを確立した．本発現系を用いることで，

リコンビナント CK1 の各アイソフォーム (α, δ, ε) を非リン酸化型酵素として簡便に調製することができ

た．また，BL21(DE3)pλPP株を用いて調製したCK1s (α, δ, ε) は，既存のBL21(DE3)から取得した酵素と比

べて著しく高いキナーゼ活性を示すことが明らかになった．最後に，リコンビンナント CK1 を λPPase を

用いて in vitro で脱リン酸化するというやや煩雑なステップが必要な従来の活性型CK1 の調製法と比較し

たところ，BL21(DE3)pλPP から簡単に調製した CK1 の方が高いキナーゼ活性を示すことが判明した．以

上から，BL21(DE3)pλPP株を用いた簡便な手法は，高活性型CK1の調製に有用であることが示された．本

発現系は CK1 に限らず，大腸菌内でのリン酸化が原因で調製の難しい他のキナーゼへの応用も期待でき

る． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図1．BL21(DE3)pλPP株を用いた高活性型CK1の調製法 
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第 2 章 

タンパク質の“リン酸化試薬”として有用な “High-performance CaMKIδ” の開発 (12) 

本章では，ゼブラフィッシュCa2+/カルモジュリン依存性プロテインキナーゼ Iδ (zCaMKIδ) の自己阻

害ドメインを欠損させた恒常的活性断片 zCaMKIδ(1–299)を作製し，その発現精製と特徴付けを行った．本

酵素は大腸菌粗抽出液の可溶性画分を用いた簡便なワンステップの精製により，高い収量（大腸菌 1 L 培

養あたり220 mg）での精製が可能であった．また，対応するCaMKIαの断片であるCaMKIα(1–294)とは異

なり，zCaMKIδ(1–299)は活性化処理をせずとも，CaMKKで活性化した zCaMKIδ(WT)に匹敵する高いキナ

ーゼ活性を示すことが明らかになった．さらに，zCaMKIδ(1–299)は zCaMKIδ(WT)と同様の幅広い基質特

異性を示し，これはプロテインキナーゼAの触媒サブユニット (PKAc) のそれと相補的であった．加えて

zCaMKIδ(1–299)のキナーゼ活性は，PKAcやCX-30K-CaMKII (13)（CaMKIIにXenopus CaMKIのN末領域

を融合させたもの）と比較しても高いことが明らかになった．さらに本キナーゼ活性は，熱による不活性

化処理や凍結融解の繰り返しに対して非常に安定であることも示された．以上から，本章で作製した

zCaMKIδ(1–299)は取り扱いが容易で高性能な“リン酸化試薬”として，様々なタンパク質のリン酸化／脱

リン酸化実験への利用が期待される． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 3 章 

C 末欠損型CaMKIδ で見出された 

CaMKK 非依存的な自己リン酸化を介した自己活性化メカニズム (14) 

Ca2+/カルモジュリン依存性プロテインキナーゼ Iアイソフォーム (CaMKIα, β, γ, δ) は，真核生物にお

ける Ca2+シグナリングで重要な役割を果たすキナーゼであり，CaMKK によってアクチベーションループ

のThr残基がリン酸化されることで活性化する(4–6)．しかし我々は，ラットCaMKIα (rCaMKIα) とは異な

り，大腸菌から調製したゼブラフィッシュ及びマウス CaMKIδ の C 末欠損変異体 [zCaMKIδ(1–299)と

mCaMKIδ(1–297)] はCaMKK非存在下でもほぼ完全な活性を示すことを見出した（第2章）(12)．CaMKIδ

のCaMKK非依存的な活性化メカニズムを明らかにするため，本研究ではリコンビナント zCaMKIδ(1–299)

と rCaMKIα(1–294)を用いて，in vitroにおける比較解析を行った．不活性型 zCaMKIδ(1–299)とλPPase共発

表1．CaMKId(1–299)とCX-30-CaMKII及びPKAcとの比較
精製の	
簡便さ 

大腸菌1 liter
あたりの取得量

比活性	
(基質: MBP) 温度 

CaMKIδ
(1-299) ◎	 220 mg 3.59

(nmol/min/mg) ◎	

CX-30K
-CaMKII △	 21 mg CaMKIδ(1-299)の

1/10以下 ×	

PKAc ◎ 10 mg
（文献値） 

0.784
(nmol/min/mg) 

30°C: ◎	

40°C: ×	
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現系を用いた実験から，zCaMKIδ(1–299)のみが大腸菌の培養過程で高度に自己リン酸化／活性化すること

が判明した．また質量分析と部位特異的変異体を用いた解析から，キナーゼを活性化させる主要な自己リ

ン酸化サイトはSer296であることが明らかになった．さらに，全長の zCaMKIδ におけるSer296のリン酸化

ミミック変異体は，CaMKKで完全に活性化したCaMKIよりもさらに高いキナーゼ活性を示すことが判明

した．これらの結果は，CaMKIδ が Ser296のリン酸化によって CaMKK 非依存的様式で活性化するという

初めての証拠を提供し，これはCaMKIδアイソフォームの生理的な役割を理解するうえで重要な手がかり

になる可能性がある． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
第 4 章 

マウスCaMKIδ に存在する各種スプライシングアイソフォームの比較解析 

Ca2+/カルモジュリン依存性プロテインキナーゼ Iδ (CaMKIδ) は，Ca2+シグナリングで機能するSer/Thr

キナーゼであり，Ca2+/CaMの結合とCaMKKによるリン酸化を受けて活性化する(4–6)．本章では，マウス

Camk1d遺伝子に由来する4つのスプライシングアイソフォーム (mCaMKIδ-a, b, c, d) をin silicoで見出し，

これらについて酵素学的な比較解析を行った．まず，マウス各臓器を用いて RT-PCR を行ったところ，

mCaMKIδ-a, c, b, d はそれぞれ異なる発現パターンを示すことが判明した（mCaMKIδ-d は肝臓にて顕著な

発現を示した）．次に，大腸菌を用いてリコンビナントmCaMKIδ-a, b c, dを取得し，in vitroにおけるキナ

ーゼ活性を評価した．その結果，どのアイソフォームもCaMKKによってリン酸化されるものの，mCaMKIδ-

a, cのみが基質 (MBP: ミエリン塩基性タンパク質) に対するリン酸化活性や自己リン酸化活性を示すこと

が明らかになった．加えて，Neuro 2a細胞から調製したmCaMKIδ-a, cはCREB（cAMP応答配列結合タン

Autophosphorylation
at Ser296

C P

Weakly active Phosphorylated/
Highly active

N-lobe

Weakly active Weakly active

No autophosphorylation

A-loopCaMKIa
(1–294)
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(1–299)

N-lobe

C-lobe C-lobe

N-lobe N-lobe
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C
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A-loop
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図2．CaMKIδ(1–299)の活性化モデル（模式図） 
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パク質）に対してCa2+/CaM依存的なリン酸化活性を持つことが示された．また興味深いことに，in vitroで

はmCaMKIδ-a, cは両酵素ともに自己リン酸化活性を示したが，293T細胞内においては，mCaMKIδ-cでの

み顕著な自己リン酸化活性が認められた．また点変異体を用いた解析から，mCaMKIδ-cの自己リン酸化部

位は mCaMKIδ-b, c のみが有する C 末端側の Ser349 (isoform c) であることが明らかになった．さらに興味

深いことに，この自己リン酸化サイトはPKAcによってより効率的にリン酸化されることが in vitroおよび

培養細胞系における実験から示された．以上から，mCaMKIδ に存在する各種スプライシングアイソフォ

ームは，組織局在や，キナーゼ活性，自己リン酸化活性やPKAc によるリン酸化の有無といった様々な相

違点が認められ，生体内ではこれらの差異に基づく異なった役割を担うことが示唆された． 

 

総括 

本研究によって大腸菌を用いた高活性型酵素の調製法が確立された CK1/CaMKI については，今後そ

れらのキナーゼ活性をはじめとする各種パラメータの詳細な解析や，未知の基質探索といった様々な機能

解析が容易となり，これらキナーゼの生理機能の解明がこれまで以上に加速されると思われる．また，こ

れら高活性型CK1/CaMKIδと既存の“リン酸化試薬”であるPKAcを組み合わせることでより幅広いリン

酸化タンパク質が簡便に調製でき，これにより様々なリン酸化タンパク質の機能解析や，リン酸化の逆反

応を司る各種ホスファターゼの同定およびそのキネティクスのための良好な基質調製が可能になると考え

られる． 

また，第 2・3 章で示唆された CaMKIδ の Ser296 のリン酸化を介した新規活性化メカニズムや，各種

mCaMKIδ アイソフォームで見出されたそれぞれに特徴的な性質は，これまであまり明らかにされていな

かった CaMKI アイソフォーム間における CaMKIδ 特異的な機能を理解する上で重要な知見になると考え

られる．将来的には，CaMKIδの関与が示唆されるアルツハイマー病や，乳がん，免疫疾患などにおいて，

本研究により見出されたCaMKIδの基本性質が創薬の開発過程や分子病理の理解における価値のある情報

源となると期待している． 
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