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Cdk5は神経細胞で多様な役割をするユニークかつ重要なキナーゼである．Cdk5は活性化サブユニットp35やp39との結合により，恒常的に活性化されるホメオスタティックなキナーゼである．Cdk5-p35は細胞質に存在し，細胞膜や膜小器官に結合している．Cdk5はエンドソーム輸送を介して，神経突起伸長を制御している．また，Cdk5は前シナプスでの神経伝達物質の分泌・取り込みを抑制している．一方，後シナプスでは，Cdk5はアクチンフィラメントを介して，スパイン形成を制御している．Cdk5は神経の過活動を抑えるキナーゼと考えられる．Cdk5の活性制御の逸脱は異常活性化となり，神経細胞死・神経変性を引き起こす．最近では，他の分化細胞での報告が増えており，特に糖尿病やがん細胞などとの関連が示唆され，Cdk5研究の広がりがみられている．


1. はじめに
Cdk5はサイクリン依存性キナーゼ（cyclin-dependent kinase：Cdk）ファミリーの一員である．Cdkの多くは，増殖細胞で細胞周期進行のエンジンとして働いている．その中で，分化し，分裂しなくなった神経細胞で活性化し，機能しているのがCdk5である．Cdk5は1992年にキナーゼ活性を指標として精製され，cDNAクローニングされた．Ishiguroらはウシ脳からタウをリン酸化するキナーゼTPKIIとして1），また，WangのグループはヒストンH1をリン酸化するcdc2様キナーゼ（nclk）として精製した2）．遺伝子は三つの研究グループによってCdk1ホモログとして分離され，BeachのグループはサイクリンD1と結合することを示し，Cdk5と命名した3）．その後，サイクリンDとは結合しても，活性化されないことがわかったが，Cdk5という名前は定着している．Cdk5の発見からほどなく作製されたCdk5のノックアウト（KO）マウスは大脳皮質の層構造の逆転という異常を示した4）．このことから，cdk5は哺乳動物の脳形成に必須の遺伝子として注目を浴びてきた．現在では，脳の発達のみならず，シナプス活動や神経変性疾患など神経細胞の一生にわたって多種多様な機能を持つキナーゼであると考えられている．近年では他の分化細胞やがん細胞での報告が増えている．神経発生については本邦でも研究者が多く，最も関心の高いところかもしれないが，優れた総説もあるのでそちらを参照されたい5, 6）．神経変性疾患との関連については，Cdk5で検索すると最も多くヒットする領域であるが，以前の我々の和文総説をご覧いただきたい7）．本稿では，初めにCdk5のプロテインキナーゼとしての性質を述べ，次に神経系におけるいくつかの機能を取り上げ，最後に非神経系でのCdk5機能について紹介する．

2. Cdk5の活性制御機構
近年のタンパク質の機能解析は，ノックアウト，ノックダウン，ドミナントネガティブの発現などの手法により行われることが主流である．しかし，どのような状況でタンパク質が活性化され，またどのようになると不活性化されるかはタンパク質の機能を知る上できわめて重要な情報である．特に細胞周期Cdkの場合には，活性制御と機能が密接に関わっており，活性制御の研究から解明されてきた細胞周期制御機構も多い．増殖しない神経細胞でCdk5がどのような活性制御を受けているかを，細胞周期Cdkとの相違に注目しながら，述べることとする．
1）Cdk5の活性化サブユニットp35とp39，サイクリンI
Cdk5はCdk1やCdk2など主要なCdkとのアミノ酸レベルの相同性が約60％である．他のCdkと同様にCdk5も単独ではキナーゼ活性を示さず，活性化には活性化サブユニットを必要とする．細胞周期Cdkが特定のサイクリンで活性化されるように，Cdk5も独自の活性化サブユニットを持つ．それらはp35, p39，サイクリンI（CCNI）である．Cdk5はサイクリンD1, D2とは結合するが活性化されない8）．Cdk5を精製した初期の論文の一つで，Munc18が活性化サブユニットである可能性が述べられたが9），その後Munc18はp35に結合するCdk5の基質の一つであることが明らかにされている．
p35は307アミノ酸，p39は369アミノ酸からなり，両者はC末端側のCdk5結合領域（globular domain：GD）のホモロジーが72％とよく似ている（図1）．p35の結合はCdk5のactivation loop（T-loop，プロテインキナーゼに共通する領域）の構造を変化させて活性化する．p39にも同様のCdk5活性化機構が想定されるが，Cdk5との結合力にはp35とp39の間で大きな差がある．p35はCdk5と強く結合するのに対して，p39の結合は弱い．p39とCdk5の結合は界面活性剤や高イオン強度で解離する．この結合力の違いはGD内でのCdk5との間で形成する水素結合の数がp39では少なくなっているためと考えられる（図1）10）．この弱い結合のため，Cdk5-p39複合体を単離し，その活性を検出することが難しい．後述するようにp35やp39はN末端ミリストイル化を介して膜に結合している．それらを可溶化するためにはTriton X-100やNonidet P-40のような非イオン性界面活性剤を必要とする．しかし，界面活性剤を加えると，Cdk5-p39は解離してしまい，複合体として単離できない．すなわち，Cdk5-p39活性が検出できないことになる．これまでのCdk5研究のほとんどは，Cdk5活性をCdk5-p35に起因するとして得られた結果であるが，その中にはCdk5-p39によるものもあると考えられる．
[image: ]図1 Cdk5活性化サブユニット，p35, p39, サイクリンIの分子構造

Cdk5 KOマウスの解析からp35とp39の機能分担の可能性が示唆されている．Cdk5のKOマウスは周産期致死で，脳形成に異常がみられる．p35のKOマウスは大脳皮質の構造に異常がみられるものの，致死ではない．p39のKOマウスには明らかな異常は観察されない．ところが，p35とp39のダブルKOマウスはCdk5 KOマウスと同様に周産期致死となる．このことから，脳におけるCdk5の主要な活性化サブユニットはp35とp39であり，互いに補償できる共通の機能とそれぞれに異なる役割があると考えられている．p35とp39の違いの一部は細胞レベルで示されている．p39 KOマウスから分離した神経細胞では，軸索長の低下，スパインの減少が観察される11）．N2a細胞に発現させたCdk5-p35とCdk5-p39の局在は異なっている12）．Cdk5-p35が核近傍のエンドソームに局在するのに対して，Cdk5-p39は細胞周囲の葉状仮足に局在する．すなわち，Cdk5-p35は細胞内部で小胞輸送を制御し，Cdk5-p39は細胞膜直下でアクチンフィラメント制御を介して細胞の形態や運動などに関与する機能分担が考えられる．
サイクリンIがCdk5を活性化すると報告されたのは比較的最近である13）．サイクリンIはサイクリンに特徴的な配列，サイクリンボックスを有するが，最近まで結合するCdkが不明であった．サイクリンIは腎臓で高い発現を示す．そのKOマウスでは腎臓糸球体の硬化が生後に進行する14）．サイクリンIはCdk5の活性化を介し糸球体蛸足細胞の生存に促進的に働いているとのことである．我々もサイクリンIによるCdk5の活性を検証したことがあるが，p35ほど強く活性化する結果は得られなかった15）．最近，ヒトでサイクリンIのホモログであるサイクリンI-like（CCNI2）が，CCNIよりも強く，p35と同程度にCdk5を活性化することが報告された16）．CCNIが核局在であるのに対して，CCNI2は細胞質の細胞膜近傍に存在することから，両者の機能は異なると考えられる．サイクリンI（またはサイクリンI-like）は普遍的に発現しているので，脳以外の組織での主要なCdk5活性化サブユニットの可能性があるが，その活性化機構や基質などは今後の課題である．

2）Cdk5活性にCdk5の翻訳後修飾は関与しない
細胞周期Cdkでは，サイクリンの結合に加えて，Cdk自体のリン酸化で活性が調節されている．Cdk1はCAK（Cdk-activating kinase）によるT-loop内のThr161のリン酸化を活性化に必要とする．Cdk5にもリン酸化部位（Ser159）は保存されており，CKIIがSer159をリン酸化し活性化するという報告はあるが17），Ser159のリン酸化がなくてもCdk5-p35は十分な活性を示す18）．p35の結合がT-loopの位置を変え，ATPが結合できるようにすると結晶構造解析から示されている19）．Cdk1はWee1, Myt1によるThr14/Tyr15のリン酸化により活性化が抑制される．Cdk5のTyr15も保存されている．2000年にTyr15がc-Ablによってリン酸化され，Cdk5が活性化されると報告されて以来20），Fyn, Srcなどの非受容体型チロシンキナーゼや，TrkB21），EphA422）などの受容体型チロシンキナーゼでリン酸化され，活性化されるとの報告が続いた．その後，多くの論文がTyr15のリン酸化をそのリン酸化抗体によるウェスタンブロッティングで検出し，活性化された証拠として用いている．しかし，これは間違いであると我々は考えている．Tyr15のリン酸化は，活性化サブユニットと結合していないフリーのCdk5でのみ起こり，p35が結合したCdk5ではみられない．活性化サブユニットの結合により，Tyr15のリン酸化は抑制される．さらに，用いられているリン酸化抗体は，Cdk5を過剰発現させた培養細胞系では確かにTyr15をリン酸化依存的に検出できるが，脳抽出液では非特異的な反応により，Tyr15のリン酸化を見極めることはほぼ不可能である．2014年にこのことを報告して以来15），Tyr15のリン酸化をCdk5の活性化の指標とする報告は激減している（そのため，引用されないが）．

3）p35の発現調節，合成と分解
上述したようにCdk5活性は活性化サブユニットの発現量に依存している．増殖細胞におけるサイクリンの場合は，細胞周期に依存して合成・蓄積と分解が繰り返されている．細胞周期のない神経細胞でのp35（やp39）の発現も，Cdk5-p35の神経機能に密接に関与しているはずである．p35の合成は，神経栄養因子（NGF, BDNF, NT3），サイトカイン（TNF-α, TGF-β, IL-6），細胞外基質（ラミニン）などによって増加することが報告されている．NGFやBDNFの下流では，MAPキナーゼ経路を介して，最初期遺伝子（immediate early genes：IEGs）のEgr1によってp35の転写が促進されている．また，発生制御に関連するPOUや，GCボックスに依存した転写制御も観察されている．HDAC阻害剤であるバルプロ酸やトリコスタチンAによってp35の転写が抑制される23）．これは，ヒストンアセチル化を介したエピジェネティックな転写調節の存在を示唆している．
Cdk5が安定なタンパク質であるのに対して，p35の半減期は数十分と短い．細胞周期Cdk-サイクリンは機能を終えるとサイクリンの分解によって不活性化する．同様なことが神経細胞で起こっているとすれば，分解を引き起こす刺激は，Cdk5活性と神経活動を結びつける重要な要因となる．しかし，そのような研究は意外と少ない．我々は，グルタミン酸（興奮性神経伝達物質）が，p35の分解を誘導し，Cdk5の一時的な不活性化を引き起こすことを観察している24）．ただし，すべての神経伝達物質で分解が誘導されるわけではなく，GABAはp35の量に影響を与えなかった．逆にグルタミン酸処理でCdk5は活性化するという報告もある．グルタミン酸は細胞毒性もあり（後述するp25の生成），グルタミン酸の濃度や処理時間などにより異なる結果が得られていると考えられる．
p35の分解はユビキチン−プロテアソーム経路によると報告された25）．p35のリン酸化（Ser8, Ser91, Thr138）が分解へと導くユビキチン化シグナルと考えられる25）．神経細胞でみられるSer8, Thr138のリン酸化はCdk5による自己リン酸化で，マウス脳では胎仔期にリン酸化程度が高く，脳の発達に従って低下し，p35は安定化する26）．一方，膵臓ベータ細胞での分解シグナルは，AMPキナーゼファミリーの一つであるSIK2によるSer91のリン酸化である．Ser91がリン酸化されたp35は，E3リガーゼPJA2によってユビキチン化され，プロテアソーム分解を受ける27）．神経細胞でも，神経活動によって生じたNOによって，p35がS-ニトロシル化されると，PJA2によりユビキチン化され，プロテアソームによって分解される可能性が示されている28）．
一方，p35にはユビキチン化されなくてもプロテアソームによって分解される経路もある29）．p35のアミノ酸配列中の23個のリシンをすべてアルギニンに置換して，ユビキチン化されない変異p35（23R）を作製したが（N末端はミリストイル化でブロックされている），このp35–23Rもプロテアソームによって分解された29）．ユビキチン化依存・非依存的なプロテアソームによる分解の使い分けは今後の課題である．p39もプロテアソームによって分解されるが，p35よりも安定である30）．

4）Cdk5-p35とCdk5-p39は膜結合型キナーゼである
細胞周期Cdkと異なるCdk5の大きな特徴の一つは，その細胞内局在にある．分裂細胞では，DNA複製など細胞周期進行に関わる反応は主に核内で起こる．すなわち，細胞周期を制御するCdkも核内に存在してその役割を果たす．分裂を行わない神経細胞では，DNA複製など細胞周期進行は，逆にその細胞の死を意味する．そのためか，活性のあるCdk5は細胞質にアンカーされ，核には入らないようになっている．Cdk5の細胞質局在は活性化サブユニットp35, p39のN末端ミリストイル化に依存する．p35, p39のN末端配列，MGTVLS，はミリストイル化のコンセンサス配列［MGXXX（S/T）］と一致し，N末端2番目のグリシン（G2）がミリストイル化される31）．ミリストイル化は翻訳時に起きる脂質修飾であり，脱ミリストイル化酵素が知られていないことから，不可逆的と考えられている．ミリストイル化されていないp35, p39が存在するかどうかは不明である．もしあったとしても，C末端側に存在する核外排出シグナル（NES）によって核には局在しにくくなっていると考えられる31）．ただし，ミリストイル基は炭素数が14と短いため，単独では膜アンカーとしては不十分で，他の要因を必要とする．p35, p39の場合はN末端側に存在する塩基性のLysクラスターがそれを担っていると考えられる．p35は主に細胞質内のエンドソームに局在し，p39は細胞質膜近傍に局在している．この違いはLysクラスターにおける塩基性の強さに依存すると思われる．このように，ミリストイル化による膜アンカーは細胞質への局在を保障するのみでなく，局在する細胞内区画にも関与している．


3. Cdk5による細胞機能制御と神経機能制御
Cdk5は基質タンパク質の性質をリン酸化により変化させるキナーゼである．すなわち，基質タンパク質の同定がCdk5機能解明の一つのキーである．リン酸化部位のコンセンサス配列はすぐC末端側にプロリンがあるセリンまたはトレオニンで，プロリン指向性のセリン／トレオニンキナーゼの一つである．Cdk5の場合はプロリンのC末端側二つ目のアミノ酸が塩基性（リシン／アルギニン）である配列を強く認識する．Cdk1やCdk2とこの性質は共通している．このため，Cdk5（またはCdk1やCdk2）によってリン酸化されやすい部位を探したり，同定したりするのは比較的容易である．ただし，（S/T）Pのみがリン酸化部位の場合は若干紛らわしい．そのような部位は他のプロリン指向性キナーゼであるMAPキナーゼ，GSK3やDyrkなどでもリン酸化されるからである．そのため，Cdk5の基質と報告されたものが，実際には他のキナーゼによるものであったり，また，複数のキナーゼによってリン酸化されていたりすることもある．
神経活動の本質は細胞膜を介した脱分極による活動電位の伝導と，シナプスにおける神経細胞間の刺激伝達である．Cdk5は細胞質，しかも，細胞膜や膜小器官に結合しているキナーゼと考えると，膜に関連した神経活動におけるCdk5の役割は理解しやすい．そのような観点から（我々が特に関心を持っている）いくつかの細胞機能および神経機能を選んで紹介する．
1）Cdk5による小胞輸送制御——神経突起伸長と神経伝達物質の放出
神経細胞は軸索，樹状突起という極性の異なる長い突起を持つ．突起伸長時には，突起表面拡大のための細胞膜成分の供給を必要とするし，成熟した神経細胞では，膜成分を神経活動に応じて補充，回収している．これらの膜成分の輸送には主にエンドソームが関わるが，Cdk5-p35はこのエンドソーム輸送を制御する．Cdk5-p35は輸送駆動力となるモータータンパク質側と輸送される膜側の両方に作用する．順行性のモータータンパク質であるKIF13Bは，Cdk5によるリン酸化でチャネル分子TRPV1を含む小胞と結合するようになる32）．KIF2Aは微小管の脱重合活性を持つが，Cdk5はKIF2Aをリン酸化して，その活性を抑える33）．また，逆行性の軸索輸送のモータータンパク質であるダイニンに結合するNDEL1は，Cdk5によってリン酸化され，輸送を促進する34）．
以下では主に膜側について説明する．小胞輸送はRab GTPaseによって制御されている．神経突起伸長はさまざまなRabによって制御されることが示されているが，比較的詳細に調べられているのがRab11である．培養細胞ではRab11はリサイクリングエンドソームに局在し，エンドソームが細胞膜へと戻るリサイクリング経路に関わっている．神経細胞では細胞体から突起へ，そして突起内の小胞輸送を制御している．Cdk5-p35はRab11によるエンドソーム輸送を抑制する（図2）．その仕組みは，Rab11の上流，下流で働く少なくとも二つの基質を介してである．p35結合タンパク質として見つかったLemur kinase 1（LMTK1，旧名AATYK）は，脳で高発現するSer/Thrキナーゼである35）．LMTK1をノックダウン，ノックアウトするとエンドソーム輸送の亢進により神経軸索の伸長が著しく増大する36）．Cdk5はLMTK1をリン酸化して，おそらく活性化し，Rab11の過活性化を抑え，突起が適度な速度で伸長するように調節していると考えられる37）．
[image: ]図2 Cdk5による小胞輸送制御

Rab11のエフェクターで，Rab8のGEFであるGRABもCdk5によるリン酸化で活性が制御される38）．Cdk5によってリン酸化されたGRABはエンドソーム上の活性型Rab11に結合して，軸索内を末端に向かって輸送される．このときのリン酸化されたGRABはRab8 GEF活性を持たない．軸索末端で脱リン酸化されると，Rab8を活性化して，Rab11が結合していたエンドソームへとリクルートする．これによってエンドソームは軸索内輸送型から細胞膜と融合できる型へと変換できるようになると思われる．
Cdk5のエンドサイトーシス，エキソサイトーシスにおける役割は，前シナプスでの神経伝達物質の放出・取り込みとの関連で研究されている．神経伝達物質の分泌は，電位依存性カルシウムチャネル（voltage-dependent calcium channel：VDCC）からの細胞外カルシウムの流入によって誘導される．Cdk5はP/Q型39），N型40），L型41）をリン酸化できる．前シナプスではP/Q型39）のVDCCをリン酸化してチャネル活性を抑制している．Cdk5によるSynapsin 142），Tomosyn43）のリン酸化は放出可能なシナプス小胞のプールと貯蔵プールとの割合を変化させて，エキソサイトーシスに対して抑制的に働いている．Cdk5はMunc1844），Septin 545）をリン酸化し，Syntaxinとの結合を阻害し，SNARE複合体の形成を抑制し，シナプス小胞のエキソサイトーシスを抑える．エキソサイトーシスによって，前シナプス膜に融合した膜成分は，クラスリン依存性のエンドサイトーシスによって回収される．エンドサイトーシスに関わるAmphiphysin 1, Dynamin 1, Synaptojaninは構成的にCdk5によってリン酸化されており，エンドサイトーシスを抑制している．刺激により脱リン酸化され，阻害が解除されると，エンドサイトーシスにより膜を回収できるようになる46）．このようにCdk5は全体として前シナプスでの神経伝達物質の分泌・取り込みをいくつものステップで抑制するように働いている．
軸索ガイダンスでも，伸長方向を決めるエキソサイトーシスとエンドサイトーシスにCdk5が関わっていることが報告されている47）．軸索先端が誘因分子に遭遇すると，成長円錐内で局所的に細胞内カルシウム濃度が上がり，Ca2＋/CaMKIIが活性化される．Ca2＋/CaMKIIの下流でCdk5は活性化され，PIPKIγ90をリン酸化してそのエンドサイトーシス促進活性を阻害する．その結果，誘因物質方向でエキソサイトーシスが優位になり，局所的に膜が供給されるためその方向へ伸長する．

2）Cdk5の後シナプスにおける役割と可塑性
神経伝達物質は後シナプス膜の受容体に結合して興奮を伝達する．グルタミン酸を神経伝達物質とする興奮性の後シナプスはスパインと呼ばれる突起を形成している．スパイン内にはアクチンフィラメントが集積して，スパインの形態を調節している．Cdk5はアクチンフィラメントを介して，スパイン形成を制御している（図3）．二つの関与の仕方が示されている．一つはアクチンフィラメントに直接結合するタンパク質をリン酸化する場合，もう一つはRhoファミリーGTPase（RhoA, Rac, Cdc42）を介する場合である．WAVE1はスパインや葉状仮足に存在し，Arp2/3に結合してアクチンフィラメントの重合を促進する因子である．Cdk5によるWAVE1のリン酸化は，WAVE1のアクチンフィラメント重合活性を抑え，結果としてスパインの成熟促進を抑制する48）．もう一方のRhoファミリーの制御系では，Racとの関連が強そうである．最初にRacのエフェクターであるPak1にCdk5-p35がRac依存的に結合し，Pak1をリン酸化してそのキナーゼ活性を阻害することが報告された49）．その後，Rac1のGEFであるKalirin-7は，Cdk5によるリン酸化でGEF活性が抑制されること，Kalirin-7の過剰発現はスパイン密度を増加させるが，Cdk5でリン酸化できない変異体ではスパインの形態が小さくなることが示された50）．一方，RhoAのGEFであるEphexinの場合，Cdk5によるリン酸化でGEF活性が活性化される．RhoAが活性化された結果，スパインは退縮する22）．
[image: ]図3 後シナプスにおけるCdk5の役割

後シナプスに存在するグルタミン酸受容体にはNMDA型とAMPA型があるが，Cdk5はNMDA型に対して作用するという報告が多い．特にそのサブユニットであるNR2Bの分解を促進したり51），その細胞表面への発現を抑制したりする52）．NMDA受容体のエンドサイトーシスには，シナプス後肥厚の構成タンパク質であるPSD-95のクラスタリングが関与しているが，Cdk5はPSD-95をリン酸化し，クラスタリングを制御し，エンドサイトーシスを誘導している53）．このようなCdk5による抑制は，NMDA受容体が強く刺激されるとp35の分解を介したCdk5の不活性化により解除される24）．すなわち，長期増強（LTP）誘導のような強い刺激では，Cdk5不活性化による抑制解除がポジティブフィードバックとして起こる．
p35KOマウスは脳の層構造に異常はあるが致死ではない．成長するとADHD様の行動を示し54），空間学習にも低下がみられ，長期抑制（LTD）が起きにくくなっていた55）．逆にLTPは低頻度の刺激でも起きやすくなっていた24）．Cdk5がマウスの行動・記憶に関わっていることが考えられたが，前述したように，Cdk5のコンベンショナルなKOマウスは周産期致死であり，成体脳における役割を知ることはできなかった．コンディショナルなCdk5KOマウスの実現により，記憶・学習実験などが可能となった51）．前脳特異的なCdk5KOマウスは，海馬のLTPが促進し，空間学習能力が向上していた51）．以上のように，多くの報告はCdk5が神経伝達に抑制的に働くことを示している．これはCdk5が，神経興奮の閾値を決めているという我々の仮説と一致している．

3）タンパク質の発現制御因子としてのCdk5
Cdk5はタンパク質発現を転写，翻訳，タンパク質分解のいずれのレベルにおいても制御している．前述したように，活性型Cdk5は主に細胞質にアンカーされているはずであるが，転写因子や核タンパク質をリン酸化しているという報告も数多くある．具体的にはpRb, p53, MEF2, STAT3, HIF1α, PPARγ, TonEBP/OREBP, CLOCK, Sox6, FOXO1, β-catenin等々である．後述するp35からp25への分解により，膜構造から遊離したCdk5-p25の一部は核内へと移行する．Cdk5が核内で細胞周期調節因子などをリン酸化し，活性化させると，異常な細胞周期進行で神経細胞死が誘導されると考えられる．pRb, p53, MEF2などの細胞周期や細胞の生存などに関わる因子は，核内に移行したCdk5-p25によりリン酸化されるものと考えられる．たとえば線条体ドーパミン細胞を神経毒MPTPで処理すると，Cdk5-p25が生じ，核に移行する．Cdk5-p25は核内でMEF2をリン酸化し，不活性化してMEF2依存的な生存因子の発現を抑えることにより細胞死を誘導する56）．一方，CLOCK, Sox6など細胞分化や神経活動に関わる転写因子の場合は，細胞質でリン酸化されるか，または，ミリストイル化されていないp35で活性化されたCdk5によるものであるとすれば説明がつく．たとえば，Cdk5によるCLOCK57），TonEBP/OREBP58）の細胞質でのリン酸化は，それらの核移行を促進する．Sox6は神経分化に関係する転写因子であるが，Cdk5によるリン酸化で分解が誘導され，Cdk5によって発現量が調節されているようである59）．神経分化に伴い，活性化サブユニットp35の発現の増加によりCdk5活性は上昇するが，実は神経分化におけるCdk5の役割はあまりよくわかっていない．Cdk5のKOマウス胎仔脳から調製した神経幹細胞では，増殖に異常はみられないが，神経分化が抑制される60）．活性化したCdk5-p35が転写因子を介して分化を促進しているとしたら面白いが，まだよくわかっていない．Sox6以外にもCdk5によるリン酸化が，基質タンパク質のユビキチン化のシグナル（デグロン）になることが多く報告されている．p35自身もそうである．Cdk5はホメオスタティックなキナーゼで，その機能の一つはタンパク質の寿命を決めることではないかと考えている．

4）p25によるCdk5の異常活性化とそれにまつわる問題
Cdk5が多くの関心を集めるようになったきっかけの一つは，1999年のアルツハイマー病脳でp35がp25に限定分解され，Cdk5が異常活性化されるという報告である61）．この限定分解はカルパインによるものである．カルシウム依存性のプロテアーゼであるカルパインはp35のN末端98アミノ酸を切断し，Cdk5活性化領域からなるp25にする（図1）．N末端領域の欠失により，Cdk5-p25は膜構造から遊離し，しかも，安定化（長寿命化）する．このCdk5の異所的かつ持続的な活性がCdk5の異常活性化といわれている．アルツハイマー病脳でのp25レベルの上昇については異論もあり，未決着のままになっている．p25のトランスジェニックマウスも複数のグループで作製されているが，細胞死に関する結論は各グループで異なっている．マウス脳に過剰に発現させると，いったん学習能力などが上昇するが，最終的には神経変性が誘導されるという報告と62），神経変性はみられず，学習行動が改善する63）という報告がある．両者のp25の発現レベルは異なり，発現量によって表現型が異なっている可能性がある．これに関連して，家族性アルツハイマー病でみられる変異APP（アミロイド前駆体タンパク質）を過剰発現するアルツハイマー病のモデルマウスではp25の産生がみられるが64），変異APPをノックインしたマウスではp25の産生がみられないと最近報告され65），Aβ（アミロイドβ）からCdk5の異常活性化という経路については疑問が投げかけられた．
最近，p25に生理的役割があるとする報告があった66）．カルパインによる切断部位のアミノ酸を置換すると，p35は限定分解されにくくなる．この変異p35をノックインしたマウスでは，海馬のLTDの誘導や恐怖記憶の消去に不全がみられた．生理的な神経興奮に伴うCa2＋濃度の増加が，局所的にカルパインを活性化し，p25を生成し，Cdk5を活性化することはありうると思われる．
神経細胞死・神経変性におけるp25の産生が，原因か結果かはいまだ議論の余地がある．ただし，p25がさまざまなストレスによって生ずるのも確かである．近年では，外傷性脳損傷（TBI）でも，p25の産生によるCdk5の異常活性化が報告されている67）．Cdk5-p25が神経細胞死の原因の一つと仮定した場合，Cdk5-p25のみを阻害することは，これら変性や傷害の治療法の一つになる可能性はある．p35/p25のGD（図1）をさらに126アミノ酸まで短くすると，Cdk5に結合するが，活性化できないCIP（Cdk5 inhibitory peptide）と呼ばれる断片となる．さらに，24アミノ酸まで短くしたペプチド（p5）もCdk5を阻害した．p5にTATペプチドを付加したTFP5は，腹腔内に注射しただけで脳内の神経細胞内にも入っていく．前述した前脳特異的にp25を過剰発現するマウスにTFP5を投与したり68），CIPトランスジェニックマウスと交配したりすることで神経変性が抑制された69）．p5はin vitroではCdk5-p35もCdk5-p25も阻害するのに対して，in vivoではCdk5-p25を選択的に阻害する．その理由として，in vivoではp35のN末端p10領域に結合したMunc18（前述，当初Cdk5の活性化サブユニットかと誤解されたタンパク質）がTFP5と結合し，p5を吸収してしまい，その阻害活性を抑えるためと説明されている．今後の報告を待ちたいと思う．


4. 非神経系におけるCdk5の働き——最近の話題
Cdk5は神経系でのみ機能すると長らく考えられてきた．しかし，神経細胞ほどではないが，ほとんどの組織・細胞でCdk5は発現している．これまでは，活性化サブユニットが検出されなかったため，機能は疑問視されていたが，最近はCdk5キナーゼ活性も検出され，さまざまな非神経細胞でCdk5が機能していると報告されている．これらの非神経細胞には骨格筋，腎臓，膵臓ベータ細胞，血管内皮細胞，精巣，脂肪細胞，白血球などがある．これらは神経細胞と同様に分化した細胞という特徴を持ち，Cdk5活性と細胞の運動性，形態や生存との関連が示唆されている．前述した腎臓糸球体蛸足細胞のサイクリンIはその一つである．まだ，断片的な報告が多いが，以下では，糖尿病に関わる膵臓ベータ細胞と脂肪細胞，そして，がん細胞におけるCdk5の機能を取り上げる．
1）糖代謝調節——膵臓ベータ細胞と脂肪細胞の場合
Cdk5-p35が膵臓ベータ細胞で発現している．膵臓全体でp35の発現を検出するとわずかであるが，膵島だけにすると十分な発現が検出される．インスリンを分泌する膵島のベータ細胞では，グルコース刺激によってVDCCから細胞内へカルシウムが流入し，インスリン顆粒のエキソサイトーシスが誘導される．Cdk5-p35はL型VDCCをリン酸化してカルシウム流入を抑制し，インスリン分泌を抑えている70）．さらに，グルコース刺激はSIK2の分解を抑えてその発現量を高める．SIK2はp35のSer91をリン酸化し，PJA2によるp35のユビキチン化と分解を誘導しCdk5を不活性化する．その結果，VDCCの抑制は解除されインスリン分泌が促進される27）．これは神経伝達物質の放出の制御と似たような仕組みである．
脂肪や糖代謝調節において重要な役割をしている脂肪細胞でもCdk5-p35が発現している．インスリンは脂肪細胞でのグルコースの取り込みと糖代謝を促進させるが，インスリン刺激でCdk5が活性化される．その結果，シナプトタグミン様タンパク質E-Syt1がリン酸化され，グルコーストランスポーターであるGLUT4の細胞表面への移行が促進され，脂肪細胞内へグルコースが取り込まれるようになる71）．一方，脂肪細胞の成熟を促す核内受容体PPARγは抗糖尿病薬のThiazolidinedioneなどの標的でもある．インスリン感受性を増強するホルモンであるアディポネクチンなどの遺伝子発現はPPARγのSer273のリン酸化によって制御されている．高脂肪食によりp25が生成され，活性化したCdk5-p25が直接Ser273をリン酸化すると一度は報告された72）．しかし，Cdk5をノックアウトしたマウスでは逆にSer273のリン酸化が亢進し，インスリン抵抗性を悪化させていた73）．これは，Cdk5のノックアウトでERKが活性化され，Ser273をリン酸化している結果だと説明されている．すなわち，Cdk5による脂肪細胞の糖代謝調節はERK-PPARγ経路を介してのようである．

2）がん細胞
p25の過剰発現マウスで脳下垂体の過形成が報告された74）．その後，p25の過剰発現マウス（神経変性がみられたマウス）で甲状腺がんが見つかり，p25の過剰発現とがん化との関係が詳細に調べられ75），Cdk5-p25は核内に入り，pRbをリン酸化して甲状腺がんを誘導していることが示された．この報告後，さまざまながん細胞でCdk5の発現・活性の上昇が見つかり，がん化におけるCdk5の役割が注目されるようになっている．pRbのリン酸化は細胞周期のG1/Sチェックポイントの通過に必要であるが，がんの転移・浸潤にもCdk5が関与していると報告されている76）．さらに，血管内皮細胞でCdk5がHIF-1αをリン酸化して安定化することが示されているが77），HIF-1αはがん細胞の増殖時の血管新生を誘導する転写因子であり，がん治療のターゲットである．最近，脳腫瘍でCdk5-p35に依存してPD-L1の発現が誘導されているとする報告があった78）．PD-L1はT細胞に発現するPD-1に対するリガンドであり，PD-1に結合すると，T細胞の免疫応答が抑制される．がん細胞はPD-L1を発現させて免疫による監視を回避しようとしている．Cdk5はこのPD-1/PD-L1をターゲットとしたがん免疫療法とも関連してくる可能性がある．


5. Cdk5研究の問題点と今後
本稿で紹介したように，Cdk5は実にさまざまな細胞機能に関与している．これでも話題を絞ったほうであり，紹介できなかった役割も多くある．読者の中には本当にすべてに関与しているのか疑問に思われる方もいるかもしれない．確かにその中には生理的にはCdk5の関与が疑われるものもある．Cdk5特異的阻害剤として用いられているRoscovitineなどは細胞周期Cdkも阻害する．神経細胞でのCdkはCdk5だけであることを前提にして，影響があるのはCdk5が関与していると結論している論文も多い．Cdk5は活性化サブユニットを活性には必要とするにも関わらず，活性化サブユニットにまったく言及していない論文も多い．活性化サブユニットを必要としない多くのキナーゼと同様にCdk5だけをみておけばよいという風潮もありそうな気がする．Cdk5のリン酸化コンセンサス配列は他のプロリン指向性キナーゼと重複する．したがって，Cdk5によってリン酸化が亢進したからといって，直ちにCdk5がキナーゼであると結論づけるのは性急にすぎる．
一方，脳のタンパク質のリン酸化プロテオミクスにより，恒常的にリン酸化されている（S/T）P配列の多いことが示されている79）．この多くにCdk5が関与している可能性は高いと考えている．というのは，Cdk5は恒常的に活性化され，刺激依存的に不活性化される（活性化ではなく）ホメオスタティックなキナーゼであるからである．Cdk5が神経細胞の恒常性を維持するキナーゼであれば，ここで紹介したように多くの機能に関与しているのはありうるし，今後，さらに増えることも予想される．いずれにしても，Cdk5の正確な機能を記述するためには，細胞周期Cdkがサイクリンとの組合わせで機能が調節されているように，Cdk5も活性化サブユニットを含めた研究が進められる必要があると感じている．
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[image: ]図2 Cdk5による小胞輸送制御

Cdk5-p35は軸索内におけるエンドソーム輸送を制御する．LMTK1のリン酸化を介して，Rab11の活性化を阻害する．さらに，GRAB（Rab11のエフェクターでRab8のGEF）をリン酸化して，そのGEF活性を抑制する．このようにして，Rab11依存的なエンドソーム輸送が過剰にならないようにしている．（左側）．前シナプスでは神経伝達物質の放出，取り込みを制御している．Cdk5-p35は電位依存性カルシウムチャネル（VDCC）をリン酸化して，活性化を抑制する．Cdk5-p35はSynapsin 1やTomosynのリン酸化によりシナプス小胞貯蔵プールの割合を変化させ，Septin 5, Munc18をリン酸化しシナプス小胞のエキソサイトーシスを，Amphiphysin 1, Dynamin 1, Synaptojaninをリン酸化して放出後のエンドサイトーシスを抑制している．
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[image: ]図3 後シナプスにおけるCdk5の役割

後シナプスでは，NMDA型グルタミン酸受容体のサブユニットNR2B, その足場タンパク質であるPSD-95をリン酸化して，受容体の安定性，細胞表面での発現とクラスタリングを調節している．また，Rho AのGEFであるEphexin, アクチン結合タンパク質であるWAVE1をリン酸化してアクチンの重合を抑制して，スパイン動態を制御している．NMDA受容体からのカルシウム流入は，p35のプロテアソームによる分解を引き起こし，Cdk5を不活性化し，LTPの誘導を容易にしている．
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[image: ]図1 Cdk5活性化サブユニット，p35, p39, サイクリンIの分子構造

（A）p35, p39はそれぞれ307, 369アミノ酸からなり，C末端側にCdk5との結合・活性化に必要な約140アミノ酸からなるglobular domain（GD）が存在する．p35のGDにはCdk5と水素結合をする四つのアミノ酸，p39にはそれらの相当するアミノ酸が示してある．N末端2番目のGlyのミリストイル化と，リシンクラスター（赤，p35で1か所，p39で2か所）によって細胞内局在が決定される．p35はAla99の前でカルパインにより切断されて，p25が生成する．p39もカルパインによりArg101の前で切断される．サイクリンIは377アミノ酸からなり，N末端側にサイクリンボックス，C末側に分解シグナルとなるPEST配列が存在する．（B）Cdk5とp35（左）またはp39（右）の結合に関わる水素結合．p35はCdk5と四つの水素結合を形成するが，p39では三つのアミノ酸が異なり，水素結合は一つしかない．
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