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は し が き

平 成3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 「後 シ ナ プ ス肥 厚 部 に存 在 す る蛋 白質 リン酸 化 酵 素 の 動 態 解 析 」 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。

本 研 究 は,神 経 細 胞 間の 情 報 伝 達 に お いて 重 要 な位 置 を 占め る シナ プ ス接 合

部 で 蛋 白質 リン酸 化 酵 素 が どの よ うな役 割 を果 た して い るの か を 明か に す る 目

的 で ス ター トした。 特 に後 シ ナ プ ス側 の後 シ ナ プ ス 肥厚 部(PSD)は 神 経情

報 伝 達 にお け る鍵 を に ぎ る構 造体 と考 え られ て きた が,そ の解 析 の むず か しさ

か らこれ まで 生化 学 レベル で の研 究 は ほ と ん ど進 ん で い な い。 そ こ で本 研 究 で

は,ま ず このPSD中 に存 在 す る蛋 白質 リン 酸 化 酵 素 を解 析 す る新 しい アブ ロ

ー チ と して ゲ ル 内 リン酸化 法 を 開発 し,予 想 して い た以 上 に多 くの新 しい知 見

を得 る こ とが で きた。 特 に これ まで に 報告 さ れ て いな い数 種 類 の 蛋 白質 リン酸

化 酵 素 の 検 出,な らび に解 析 を行 う こ とが で きた こ とか ら概 ね初 期 の 目的 は達

成 で き た と考 えて い る。

さ らに本 研 究 を遂 行 す る過 程 で、 ゲ ル 内 リン 酸 化 法 に よ り小 脳 に特 に豊 富 に

存 在 す るカ ル モデ ユ リン依 存 性 プ ロテ イン キナ ー ゼIV(CaMキ ナ ーゼIV)が

検 出 さ れ た。 この 脳 に特 異 的 なCaMキ ナ ー ゼIVを ラ ッ ト小脳 か ら精 製 し,そ

の 性 質 を詳 し く調 べ た。 従 来CaM依 存 性 プ ロテ イ ン ・キナ ー ゼ の 中 で はCaM

キ ナ ーゼ 巫が 唯 一 の 多 機能 性 プ ロテ イ ンキ ナ ー ゼ と考 え られ て きた が,今 回の

研 究 に よ りCaMキ ナ.....ゼIVもCaMキ ナ ー ゼnと 同様 に 多 機 能 性 プ ロ テ イン

キナ ー ゼ で あ る こ とが 明 らか に され た。 さ ら に本 研 究 で は,CaMキ ナ ーゼIV

の 分 子 的性 質 を 明 らか に した だ け でな く,酵 素 活 性 調 節 機 構 に関 して も 多 くの

興 味 あ る知 見 を得 る こ とがで き た。 今 後 はCaMキ ナー ゼIVと,こ れ まで多 く

の研 究 が な さ れ て い るCaMキ ナ ーゼnを 対 比 さ せ なが ら,両 酵 素 の 生理 的機

能 や そ れぞ れ の役 割 分 担等 に関 す る研 究 を さ らに発 展 させ て ゆ きた い と考 え て

い る。
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〈研究 成 果 〉

(1)後 シ ナ プ ス 肥 厚 部(PSD)の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の 解 析

中 枢 神 経 シ ナ プ ス 接 合 部 に お け る 情 報 伝 達 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 し て い る

と 考 え ら れ て い るPSDに 注 目 し,こ の 部 位 に 存 在 す る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の

解 析 を 行 っ た。PSDに は カ ル モ デ ュ リン 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼn(Ca

Mキ ナ ー ゼII)が 豊 富 に存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る が,そ の 存 在 意 義 や 可 溶

性 画 分 に存 在 す るCaMキ ナ ー ゼnと の 関 係 は 明 ら か に さ れ て い な い。 そ こ で

ま ず 強 力 な 変 性 剤 で あ る グ ア ニ ジ ン 塩 酸 でPSDか らCaMキ ナ ー ゼ 皿 を 可 溶

化 し,再 生 処 理 を し た 後,従 来 の 方 法 を も ち い て 酵 素 を 精 製 し た。 得 ら れ た 標

品 の 性 質 を 調 べ た と こ ろ,自 己 リ ン 酸 化 反 応 等 の 性 質 はPSDに 組 み 込 ま れ た

状 態 のCaMキ ナ ー ゼ 皿 と は 異 な り,可 溶 型CaMキ ナ ー ゼnの 性 質 を 示 す こ

と が わ か っ た。 こ の 結 果 は,PSD中 のCaMキ ナ ー ゼIIと 可 溶 型 酵 素 が 同 一

の 酵 素 で あ り,な ん ら か の 原 因 で 酵 素 の 存 在 状 態 が 変 化 す る こ と を 示 し て る が,

ど の よ うな 機 構 で 酵 素 がPSDに 組 み 込 ま れ る か に つ い て は 今 後 に 残 さ れ 炬 課

題 で あ る。 さ ら にPSD中 に 含 ま れ る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ を ゲ ル 内 リ ン 酸 化 法

で 解 析 した こ と ろ 約10種 類 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ を検 出 す る こ と が で き た。

こ れ ら の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の 分 子 量 は116kDa、95kDa、78kD

a.?OkDa.64kDa.60kDa.50kDa.41kDa.37k

Da、32kDaで あ り、 等 電 点 は 二 次 元 電 気 泳 動 法 に よ りそ れ ぞ れ6.7か

ら7.4の 範 囲 に 分 布 して い る こ と が わ か っ た。 こ の う ち50kDaと60k

Daは 、 そ の 性 質 か らCaMキ ナ ー ゼIIの α、 β各 サ ブ ユ ニ ッ トに 相 当 す る 蛋

白 で あ る こ と が 示 さ れ た。41kDaと37kDaの 酵 素 は 様 々 な 基 質 蛋 白 質

を リ ン 酸 化 す る 基 質 特 異 性 の 広 い 酵 素 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た。 ま た,9

5kDa、78kDa、70kDa、64kDaの プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ は 特 に

PSD中 に 豊 富 に 見 られ る 酵 素 で あ り、 こ れ ま で に 報 告 さ れ て い な い新 し い 酵

素 と考 え られ た。 こ れ らの 酵 素 は 自 己 リ ン 酸 化 活 性 は 見 ら れ る も の の,こ れ ま

で に 調 べ た 種 々 の 蛋 白 質 を 基 質 と して リ ン 酸 化 しな い こ と か ら,そ の 生 理 的 な

基 質 は 未 だ 同 定 さ れ て お ら ず、 現 在 さ らに 詳 し い 解 析 を 行 っ て い る と こ ろ で あ

る。
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(2)脳 特 異 的 カル モ デ ュ リン依 存 性 プ ロテ イン キ ナ ーゼIVの 解 析

PSDの プ ロテ イン キナー ゼ 解 析 の ため に開 発 したゲ ル 内 リン酸 化法 を用 い

る こと によ り,小 脳 細 胞質 画 分 に豊 富 に存 在 す るCaMキ ナ ーゼIVが 見 いだ さ

れ た。 まず,ラ ッ ト小 脳 か ら本 酵 素 を精 製 し,そ の性 質 を詳 細 に調 べ だ。 精 製

酵 素 はSDS電 気 泳 動 上63kDaと66kDaの2本 のバ ン ドと して 観 察 さ

れ たが,庶 糖 密 度 勾 配 遠心 法 とゲ ル 濾 過 法 に よ りモ ノマ ー酵 素 で あ る こ とが 明

か に さ れ た。 本 酵 素 の基 質特 異 性 は広 く,シ ナ ブ シ ン1,ミ エ リン塩 基 性 蛋 白

質,微 小 管結 合蛋 白質2,チ ロ シ ン水 酸 化 酵 素,ミ オ シ ン軽 鎖 な ど様 々な 蛋 白

質 を リン酸化 す るこ とが わ か った。 つ づ い て本 酵 素 の リン 酸化 に よ る活 性 制御

に つ いて解 析 を行 っ た。 本 酵 素 は カル シ ウム/CaM依 存 的 な 自 己 リン酸 化 に

よ り酵 素1モ ル あ た り約1モ ル の リン酸 化 が 取 り込 まれ,そ れ に伴 い10倍 以

上 の活 性増 大 が み られ た。 この 時、CaM非 依 存 性 活 性 も顕 著 に増 大 して いた。

32P-ATPで リン酸 化 した酵 素 の分 析 を行 った と こ ろ,本 酵素 の 活 性 化 に関 与

す る リン酸 化 部 位 が,C末 端 近 くのSer43Zで あ る こ とが 明 らか に な っ た。 ま

だ,別 の プ ロ テ イン キナ ーゼ に よ るCaMキ ナ ー ゼIVの リン酸 化 を調 べ た と こ

ろ,cAMP依 存 性 プ ロテ イ ン キ ナー ゼ(A一 キ ナ ー ゼ)に よ りリン酸 化 を受 け

る ことが わ か った。A一 キナ.....ゼに よ る リン酸 化 で は 自 己 リン酸化 とは逆 に顕 著

な活 性 抑制 が 観 察 され た。A一 キナ ーゼ に よ りリン 酸 化 され る部 位 はCaMキ ナ

ーゼNのCaM結 合 部 位 の ご く近 傍 で あ る こ とが,リ ン酸 化 酵 素 の ア ミノ酸 配

列 分 析 よ り明 か に され た。A一 キナ ーゼ に よ りリン 酸 化 され た酵 素 はCaMに 対

す る親 和 性 が低 下 して いた が,こ の原 因 はCaM結 合 部位 近 傍 へ の リン 酸 基 の

導 入 に よる ため と考 え られ た。 以 上 の 結 果 か ら、CaM・ キナ ー ゼIVが2種 類 の

異 な るセ カ ン ドメ ッセ ンジ ャー に よ り逆 方 向 の活 性 調節 を受 け る とい う興 味深

い活 性 制御 機 構 を備 え た酵 素 で あ る こ とが 明 らか に な っ た。
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