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CaMKホスファターゼの多様な生理機能とその阻害剤研究

秋月 一駿 1, 2，末吉 紀行 3，亀下 勇 3，石田 敦彦 2

1. はじめに

CaMKホスファターゼ（CaMKP）は，1998年に我々の
研究グループにより，CaMKII（Ca2＋/calmodulin-dependent 
protein kinase II）の自己リン酸化部位を脱リン酸化するホス
ファターゼとして同定・精製されたPPM（metal-dependent 
protein phosphatase）ファミリーホスファターゼである 1）．
その後，線虫の性決定に関与する遺伝子産物FEM-2の
オルソログであることが報告され，さらに2002年にヒ
トCaMKPがPOPX2という名称で報告された 2）．昨今で
は一次構造の相同性に基づく系統的命名法から，CaMKP
はPPM1Fという名称で呼ばれることが多くなったが，本
稿では混乱を避けるために同一の酵素を表すヒトFEM-2, 
POPX2, PPM1FはすべてCaMKPというオリジナルの名称
に統一して記載する．本稿では，近年明らかになってきた
CaMKPの生理機能とその阻害剤研究について概説し，創
薬標的としてのCaMKP研究の展望について議論する．

2. CaMKPの生理機能

CaMKPはラット脳より単離されたホスファターゼで
あり，当初はCaMKに特異的に作用すると考えられてい
たが，現在では多くの基質タンパク質が同定されてお
り（図1A），多様な細胞機能に重要な役割を果たすこと

が明らかになってきている．本稿では特に，アポトーシ
ス，細胞の接着・遊走，また我々が見いだしたいくつかの
CaMKP結合タンパク質とその意義について概説する．

1） アポトーシス
我々はゼブラフィッシュを用いた実験から，CaMKPの
遺伝子ノックダウンは胚発生過程で異常なアポトーシスを
引き起こし，発生が正常に進まないことを見いだした 3）．
このことは正常な胚発生の進行のために必要なアポトーシ
スの制御においてCaMKPが重要な役割を果たすことを示
唆する．長らくの間，アポトーシス経路に対してCaMKP
がどのように作用しているのかは不明であったが，近年，
CaMKPがp53やBAXと複合体を形成し，これらを脱リン
酸化することでアポトーシスを抑制することが示唆され
た 4）．またDNAダメージ依存的なアポトーシス経路にお
いては，CaMKPはATMキナーゼによってリン酸化され
た活性型TAK1/TAB1/2/3複合体を脱リン酸化することで
TAK1‒IKK‒NF-κB経路を阻害し，抗アポトーシス関連遺
伝子群の発現を抑制することにより，細胞死を誘導する
ことも報告されている 5）．このようにCaMKPは異なるア
ポトーシス経路の標的を脱リン酸化することで，アポトー
シスを正にも負にもコントロールしていると考えられる
（図1B）．

2） 細胞接着，遊走
Phangらは，酵母ツーハイブリッドシステムを用いて

CaMKP結合タンパク質を探索し，細胞内輸送に重要なキ
ネシン（KIF3）の結合タンパク質，KAP3を新たなCaMKP
結合タンパク質として同定した．CaMKPはKAP3との結
合を介してKIF3AのCaMKIIによるリン酸化部位のリン酸
化を制御し，キネシンによるN-カドヘリンの膜輸送に影
響を与えることで結果的に細胞接着を制御するという，複
雑な細胞接着制御機構の存在が示唆されている 6）．また，
細胞‒細胞外基質間結合におけるCaMKPの作用はこれま
で不明であったが，つい最近CaMKPが細胞外基質接着
の主役であるインテグリンβサブユニット（β-インテグリ
ン）を脱リン酸化する責任ホスファターゼであることが明
らかにされた 7）．インテグリンと細胞外基質の相互作用は
Thr788/789のリン酸化スイッチによって制御されており，
CaMKPがこれらのサイトを脱リン酸化することでインテ

676

みにれびゅう



677

生化学 第 95巻第 5号（2023）

グリンの細胞外ドメインの立体構造を不活性型へと変化さ
せ，細胞‒細胞外基質間の相互作用が減弱すると考えられ
る（図1C，上）．
また，CaMKPはストレスファイバーと接着斑の喪失に関

与するp21-activated protein kinase（PAK）を脱リン酸化／
不活性化することによって，cdc42媒介性のアクチン細胞
骨格のリモデリング機構に関与している 2）．さらに興味深
いことに，cdc42とは別のRho GTPase（RhoA）のエフェ

図1 CaMKPが脱リン酸化する基質とその機能
（A）これまでに報告されているCaMKPの基質一覧．（B）アポトーシス．CaMKPはp53やBAXと複合体を形成し，
これらを脱リン酸化することでアポトーシスを抑制する．またCaMKPはTAK1‒IKK‒NF-κB経路を阻害し，抗アポ
トーシス関連遺伝子群の発現を抑制する．（C）細胞接着・遊走．上）CaMKPはインテグリンβサブユニットの細胞
質領域を脱リン酸化することで，細胞‒細胞外基質（ECM）間の相互作用を調節する．下）CaMKPはPAKの脱リ
ン酸化やMLC2のリン酸化制御を介して，ストレスファイバー形成に関与している．（D）切断されたPcdh-γC5の細
胞質領域はCaMKPと結合すると細胞質にとどまり，足場タンパク質として，CaMKPとCaMKIの反応の場を提供
する（BioRender.comで作成）．
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クタータンパク質，フォルミンmDia1とも結合すること
で，血清応答因子（SRF）依存的な遺伝子発現およびス
トレスファイバー形成を制御するとの報告もある 5）．また
分子メカニズムは不明であるが，悪性乳がん細胞におけ
るCaMKP発現とミオシン軽鎖（MLC2）のリン酸化は相
関することが報告されている（図1C，下）8）．Rho関連キ
ナーゼおよびミオシン軽鎖キナーゼによるMLC2のリン酸
化はストレスファイバーの形成，さらには運動のための収
縮力の発揮に重要と考えられており，今後，CaMKPを介
したMLC2のリン酸化亢進の分子メカニズムの解明が期待
される．つい最近では，CaMKPが細胞の一次繊毛形成に
も関与し，遊走の方向性の制御にも役割を果たすことも示
唆されている 9）．

3） プロトカドヘリン-CaMKP経路
CaMKPがポリリシンなどのポリカチオンによって活性
化されることは以前より知られていたが 10），生理的な活
性化因子については不明であった．そこで我々は大腸菌
ツーハイブリッドスクリーニングによって新たなCaMKP
結合タンパク質を探索し，プロトカドヘリンγC5（Pcdh-
γC5）の細胞内ドメインがCaMKPと結合して本酵素を活
性化することを見いだした（図1D）．Pcdh-γC5はクラス
ター型カドヘリンの一種であり，カドヘリンモチーフを
含む細胞外領域と膜貫通領域，細胞質領域からなる膜タ
ンパク質である．何らかの刺激によって細胞質領域が切
断されると，やがてこれは核に集積するが，細胞質に存
在するCaMKPと結合すると細胞質にとどまることが明ら
かとなった．Pcdh-γC5-CaMKPは同じく細胞質に局在する
CaMKI（Ca2＋/calmodulin-dependent protein kinase I）と三者
複合体を形成し，Pcdh-γC5は足場タンパク質として基質
であるCaMKIとの反応の場を提供することで，CaMKP活
性を亢進していると推察される 11）．近年，Pcdh-γC5が神
経の樹状突起の分枝や自己忌避（樹状突起どうしが重なり
合わないように伸展する現象）に関わることが示されてお
り，これらの現象におけるCaMKPやCaMKIの活性制御と
の関連に興味が持たれる 10）．

4） その他CaMKP経路
我々はさらに，ラット脳抽出液を用いたファーウエ

スタンブロッティングにより，GAPDH，アルドラーゼ，
ニューロフィラメントL（NFL）をCaMKP結合タンパ
ク質として同定した 10）．ニューロフィラメントの重合過
程のモデルとされる in vitroにおけるNFLの自己会合が
CaMKP存在下では顕著に抑制されるため，CaMKPは神経
細胞が分化・成熟するためのニューロフィラメントのネッ
トワーク形成において，負の制御因子として機能する可能
性が示唆される 12）．

CaMKPを含むPPMファミリーホスファターゼは従来，
単量体として機能すると考えられていたが，CaMKPは単
量体としてだけではなく，上記のように細胞内でさまざ
まなタンパク質と複合体形成や相互作用をしながら，アポ
トーシス，細胞接着，遊走をはじめとする多くの細胞機能
に重要な働きをしていると考えられる 10）．

3. CaMKPの阻害剤研究

このようにCaMKPは多様な生理機能を有しており，
CaMKPによるタンパク質のリン酸化制御の破綻が各種疾
患と関係することは容易に想像できる．実際，CaMKPは
各種がんをはじめ，精神疾患，神経変性疾患等に関与す
ることが相次いで報告されている（図2A）10）．これらの疾
患にCaMKPのホスファターゼ活性が重要な役割を演じて
いるのであれば，その特異的阻害剤が新しい治療薬，あ
るいはその開発のためのリード化合物となる可能性があ
る．ここでは我々が見いだしたCaMKP阻害剤であるアミ
ノナフトール誘導体1-アミノ-8-ナフトール-4-スルホン酸
（ANS）/1-アミノ-8-ナフトール-2,4-ジスルホン酸（ANDS），
没食子酸およびそのアルキルエステル，最近開発された新
しいCaMKP阻害剤Lockdownについて紹介する．

1） ANS/ANDS
我々は以前，800種類の化合物ライブラリーからCaMKP
に特異的な阻害剤を探索し，エバンスブルーなどのアゾ
染料がCaMKPホスファターゼ活性を顕著に阻害すること
を発見した．また，阻害活性を持つ最小構造単位がANS
であることを見いだした．さらにANSに加え，2位にもう
一つスルホン酸基を有するANDSも，PPPファミリーホス
ファターゼであるカルシニューリンやCaMKPと同じPPM
ファミリーのPPM1Aは阻害しないものの，CaMKPと，
CaMKPに最も近縁なCaMKP-Nを特異的に阻害することを
明らかにした（図2B）．酵素反応速度論的解析から，これ
らはリン酸化基質と競合的に酵素活性を阻害すると考えら
れる 13）．

CaMKPは上皮系の乳がん細胞よりも，高い遊走・浸潤
能を有する間葉系の乳がん細胞株（MDA-MB-231など）
において高発現し，細胞の極性形成や遊走・浸潤に寄与す
ることが知られている 8）．そこで我々は，MDA-MB-231細
胞をANSもしくはANDSで処理し，細胞遊走への影響を
評価したところ，どちらの阻害剤も30 µMの処理濃度では
細胞毒性をほとんど示さずに，細胞遊走を顕著に阻害する
ことを明らかにした．またノックダウンの報告と一致し
て，細胞の極性が減少しており，MDA-MB-231細胞の極
性形成と遊走にはCaMKPのホスファターゼ活性が重要な
働きをしていることが示された 14）．
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2） 没食子酸エステル
我々はさらに強力なCaMKP阻害剤を探索すべく，約10万

種類の化合物ライブリーを用いて，近縁のPPMホスファ
ターゼ（PPM1A）は阻害せず，CaMKP活性を阻害する化
合物の大規模スクリーニングを行った．その結果，没食子
酸やその短鎖アルキルエステルがCaMKP活性を特異的に
阻害することを見いだした（図2C）．非常に興味深いこと
に，没食子酸エステル（没食子酸メチル，-エチル，-プロピ
ル）はCaMKPを金属イオン依存的にカルボニル化すること
でCaMKPを不可逆的に阻害することが明らかとなった．没
食子酸によってカルボニル化されたCaMKPは，アスコルビ

ン酸-鉄による非特異的なカルボニル化に比べて強く活性が
阻害されることから，没食子酸はCaMKPの活性中心付近を
特異的にカルボニル化していると考えられる．これは酵素阻
害剤が標的酵素をカルボニル化を通して不活性化するとい
う，新しい阻害機構である．また，没食子酸エチルで処理し
たMDA-MB-231細胞では，発現させたCaMKIのリン酸化レ
ベルの亢進が認められたことから，没食子酸エチルは細胞膜
を透過し，内在性CaMKPに作用してこれを阻害しうること
が強く示唆された．没食子酸エチルは酸化防止剤として食品
にも添加されており，その安全性は十分に確立されているた
め，より安全性の高いCaMKP阻害剤になる可能性がある15）．

図2 CaMKPの関連疾患とCaMKP阻害剤
（A） CaMKPの関連疾患とその報告一覧．（B～D）CaMKP阻害剤とその構造．アミノナフトール誘導体（ANS/
ANDS）（B），没食子酸およびそのアルキルエステル（C），Lockdown/Lockdownpro（D）．Lockdownproは細胞内へ移行
後，加水分解されてLockdownとなる．
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3） Lockdown
Grimmらはβ-インテグリンのリン酸化ペプチドを基質

としたアッセイにより，56,000種の化合物ライブラリー
から，CaMKPを選択的に阻害する化合物を同定し，これ
をLockdownと命名した．ヒトグリア芽腫由来A172細胞
を用いたMTTアッセイから，細胞の代謝活性（細胞生存
率を反映）に対する本阻害剤のEC50値は＞100 µMであり，
細胞毒性が低いと報告されている（LockdownのCaMKP
に対する IC50値は～16.4 µM）．また，Lockdownは競合阻
害剤ではなく，CaMKPに対しアロステリックに作用して
CaMKPを可逆的に阻害することが反応速度論的解析から
強く示唆されている 16）．Grimmらはさらに，膜透過性を
向上させたLockdownproを開発した．本阻害剤は細胞内に
移行した際にエステラーゼによる働きでLockdownとなる
（図2D）．実際，Lockdownpro 25 µMでA172細胞を処理する
と，β-インテグリンのリン酸化の亢進が認められ，β-イン
テグリンをノックアウトした細胞と同様に強固な細胞接着
を示した．Lockdownは in vitro解析用のCaMKP阻害剤と
して，Lockdownproはプロドラッグ様阻害剤として，それ
ぞれ利用・応用が期待される 16）．

4. 今後の展望

CaMKPがCaMKIIを脱リン酸化する酵素として発見さ
れてから約25年が経過した．発見当初は，CaMKIIを特異
的に脱リン酸化し，神経機能に重要な役割を果たすと思わ
れていた本酵素であるが，現在では多くのタンパク質と結
合し，さまざまな基質を脱リン酸化することで多彩な生理
機能を有することが明らかになってきた．またCaMKPが
アポトーシスや細胞接着，運動性と密接に関わることは，
ゼブラフィッシュやマウスの胚発生過程においてCaMKP
が必須という事実とよく一致しており 3, 7），このことは脊
椎動物で保存された本酵素の機能的重要性を示している．
近年報告が相次ぐ，がん，神経変性疾患，精神疾患への関
与もまた，CaMKPによるリン酸化シグナルの精巧な制御
が，いかに各種細胞の恒常性を保つ上で重要であるのかを
示唆する．しかし，これら疾患の病理とCaMKPを直接結
びつける分子機序はいまだ不明な点が多く，今後はそのメ
カニズムの解明を目指す基礎研究，さらにはCaMKPを創
薬標的とした新しい薬剤開発やそれを利用した基礎・臨
床両面の研究が重要になってくるだろう．幸い今，阻害機
構の異なる3種類のCaMKP特異的阻害剤が開発・発見さ
れているが，これらはまだその特異性，膜透過性，細胞毒
性，安全性などが十分に検証，理解されているわけでは
ない．今後は薬理学的な観点からの解析が強く求められ
る．これらの阻害剤をツールにCaMKPの機能解析が飛躍
的に進み，いずれここにあげたCaMKP阻害剤に端を発す，

CaMKPに対する新しい分子標的薬が開発される日が来る
ことを期待している．
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