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AMPキナーゼの新規基質 CLIP-１７０の同
定と微小管伸長スピード制御機構の解明

１． は じ め に

AMPK（AMP-activated protein kinase）は現在最も関連す

る論文数が多いリン酸化酵素といっても過言ではない．

ATPの加水分解産物である AMPを感知して活性化される

という AMPKの特異的な活性制御機構は，エネルギー代

謝に重要であることは容易に推測される．それ故，糖尿病

などの治療につながる創薬標的としても非常に注目を集め

ている．ところが AMPKには生化学的にいまだ多くの謎

が残されている．確かに AMPKは生体外での反応系では

AMPによって顕著に活性誘導されるが，実際に生体内で

も AMPによって活性化されているのか，あるいは AMPK

自体のリン酸化酵素である LKB１はどのように生体内で

AMPKの活性化に関与しているかなど，重要な課題が未

解決のままである．加えて近年おびただしい数の新規基質

が同定されその数は増え続けている．それだけ多彩な基質

を AMPKはどのように判別し，機能しているかなども不

明のままである．ノックアウトマウスを使用した解析も散

見されるがこのような多様な機能を持ったリン酸化酵素の

解析には不向きであると思われる上にそもそも胎生致死と

なり解析そのものに難渋している．本稿では，もう一度

AMPKの生化学に立ち戻って基質とのカイネティクスに

基づいてこの酵素の働きについて概説する．その中でも最

近 de novo スクリーニングにより同定した新規の基質であ

る CLIP-１７０の非常にユニークな細胞生物学的側面につい

て併せ紹介する．

２． AMPKの活性制御機構

AMPK自身の構造及び機能に関しては，すでに多くの

総説が出版されているので詳しくはそれらを参照していた

だき１），本稿ではごく簡単にその特徴を述べる．AMPKの

リン酸化酵素としての最も重要な働きは名前の通り AMP

により活性化されるという性質である．生体外でリン酸化

酵素と基質を反応させる単純な系において，AMPは殆ど

のリン酸化酵素の活性を抑制する．その中で，AMPによ

り顕著に活性化される AMPKの特異性は実験開始当初は

驚きであった．その独特の活性制御機構は当然結晶学者た

ちの注目も集め，酵母および哺乳類の AMPKの結晶構造

が部分的ではあるが解かれた２）．これにより予想通り，

AMPKにはリン酸基ドナーである ATPが結合する部位以

外に AMPや ADPが ATPに比し比較的高い結合能で結合

するであろう部位が複数存在した．

このことは AMPKに結合した AMPがアロステリック

に AMPKの活性を上げることを示唆する．現在は AMP

が結合することにより AMPK自身がリン酸化されやすく

なることが活性化につながると考えられている３）．AMPK

をリン酸化する上流のリン酸化酵素としては特に LKB１が

重要と考えられている４）．ただしそれでもまだ本当に細胞

内でこういった活性制御が起こっているかは厳密には証明

されていない．それは細胞内の AMPの濃度がいまだリア

ルタイムで正確に測定できないため，AMPKの活性と直

接リンクしているかが証明できないからである．しかし

AMPKが細胞に対するエネルギー枯渇を主とするストレ

スに対して活性化されるリン酸化酵素であることは間違い

ない．

３． AMPKのエネルギー代謝における役割

AMPKは１９８７年に Hardieらにより acetyl-CoA carboxy-

lase（ACC）をリン酸化してその活性を低下させる酵素と

して発見された５）．AMPKはエネルギーが枯渇した状態す

なわち ATPが消費され AMPが増加する状況で活性化さ

れる．そうであれば増加した AMPにより活性化された

AMPKが基質である ACCを抑制することにより TCA回

路へ回る acetyl-CoAが増加し，より ATPが産生されると

いうこの分子機構は極めて合目的に思える．他にもエネル

ギー代謝にかかわる酵素が次々に AMPKの基質として同

定され６），それぞれが AMPKによって活性化されることに

より異化反応をすすめ同化反応を抑制する方向に向かう
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（図１）．ところがエネルギー代謝にかかわる解糖系をはじ

めとする酵素群にはほとんど厳密なフィードバック経路が

すでに存在する．たとえば ACCは基質である acetyl-CoA

のひとつ前のカスケードにあるクエン酸によって強力に活

性増強され，またカスケードの最終産物である Fatty Acyl-

CoAで活性抑制されるという実に巧妙でシンプルな

フィードバック機構を持っている．それにも関らずどうし

てさらに AMPKによって活性を制御される必要があるの

かは疑問である．これらのフィードバックシステムとのす

み分け等の解析はあまりされておらず，他の基質について

も同様の状況である．このような状況から古典的な生化学

に立ち戻って AMPKの基質スクリーニングを新たに試み

た．

４． AMPKの新規基質のスクリーニング

あるキナーゼの基質を同定する方法は，直接結合をみる

方法や，リン酸化部位特異的なコンセンサスシークエンス

の存在でスクリーニングする方法，最近では質量分析法な

どを用いた手法で大量のリン酸化部位を見つけてからアプ

ローチする方法など様々な手法が用いられている．しか

し，最終的にその酵素が生体内で特定の基質を認識しリン

酸化し，そのことが生理学的意義を持つかどうかを証明す

るのはかなりの検証が必要である．本稿で紹介する基質同

定法は古典的ではあるが，ある程度酵素活性のキネティク

スを評価しながら基質を de novo でスクリーニングできる

利点がある７）．

基質の精製材料として使用したのは ATPをもっとも大

量に産生し，低酸素などのストレスにさらされやすい心臓

である．AMPKも比較的多く発現している．方法はまず

マウスの心臓をホモジネートした後，いきなり非常に分解

能の高い陰イオンカラムにかけ細かく分画する．次に，自

己リン酸化を防ぎ，さらに脱リン酸化を抑制しつつ各分画

において in vitro のリン酸化反応を行う．高い分解能のカ

ラムを使うことは組織に存在する大量の脱リン酸化酵素を

フラクションアウトするために重要である．そしてこの

in vitro のリン酸化反応により基質に取り込まれる放射線

ラベルリン酸基の量は AMPKと基質との間の Km，Vmax

そして基質そのものの量に依存する．次に放射線ラベルさ

れた基質をもつフラクションをラベルしたまま逆相カラム

などの分解能の高いカラムにかけることにより，最終産物

の量と放射線ラベルの量を比較する（図１B）．in vitro リ

ン酸化反応の時間を変化させることにより AMPKと Km，

Vmaxに差がある基質を区別することが可能となる．我々

は，生体内で実際にリン酸化されて機能している基質の同

定のためにはある程度 Kmが低く Vmaxの大きい基質をス

クリーニングする必要があると考えた．これは in vitro の

リン酸化反応に伴う非特異的なリン酸取り込みによるアー

チファクトを除くという意味もある．そのため，タンパク

図１
A，AMPKの活性化機構と基質群
AMPKは虚血，低血糖，酸化ストレスなどによりおそらく AMPの上昇を介して活性化されてさまざまな基質をリン酸化し機能を
発揮する．
B，AMPKの新規基質の同定法 放射線ラベルされたリン酸基ドナーを利用した de novo スクリーニングを行った．
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質量は少ないものの AMPKによって大量のリン酸基を短

時間に取り込む基質を標的にスクリーニングを進めた．そ

の結果得られた新規の AMPK基質が CLIP-１７０である．実

際に ACCと比べた Kmは二桁も CLIP-１７０の方が低く

AMPKに対するアフィニティは非常に高い．この手法は

簡便であり酵素のキネティクスにあった解析ができるとい

う意味でも生体内の真のリン酸化酵素基質を de novo でス

クリーニングするには優れた手法と考える．是非試してい

ただきたい．

５． AMPKの新規基質 CLIP-１７０

CLIP-１７０は１９９０年に微小管結合タンパク質として同定

された８）．しかし微小管の伸長していくプラス端の先端に

のみ結合するという重要な発見はそれから９年遅れて

１９９９年に Perezらによってなされた９）．プラス端に結合し

てすぐに離れるというそのダイナミックな微小管との結合

動態は微小管の動的制御や他の細胞骨格との相互作用を強

く示唆し多くの報告がなされたが構造としての機能以外は

明確にされていなかった１０，１１）．

CLIP-１７０が AMPKでリン酸化される意義を明確にする

ために，まず以下の三つの実験により in vivo で AMPKが

CLIP-１７０の S３１１をリン酸化することを証明した．�in vi-

tro で AMPKが直接 CLIP-１７０をリン酸化した．�CLIP-

１７０の S３１１の一か所がリン酸化された（図２A）．�S３１１

のリン酸化特異的抗体を作成し，細胞において AMPKの

阻害剤や siRNAによって CLIP-１７０の S３１１のリン酸化が

図２ AMPKの新規基質 CLIP-１７０
A，AMPKは CLIP-１７０の S３１１をリン酸化する．
CLIP-cFlagおよび AMPK-cFlagをそれぞれリコンビナントタンパク質として合成し in vitro において放射線ラベルした ATPとリン
酸化反応を行った．野生型の AMPKは CLIP-１７０を特異的にリン酸化した．類似タンパク質である CLIP-１１５はリン酸化されない．
WT：野生型 AMPK，KD：キナーゼ活性を失った AMPK
B，非リン酸化された CLIP-１７０は微小管からの解離スピードが減少する．
Vero細胞に安定発現させた GFP-CLIP-１７０をライブイメージングしキネティクスを観察した．GFP-CLIP-１７０は微小管伸長に一致
して高速で細胞内を移動している．その途中に１ピクセル分のラインを引き（左図），そこを通過する GFP-CLIP-１７０の量を計測し
た（右図）．Compound C（AMPK阻害剤）を加えることにより，非リン酸化された CLIP-１７０（Compound C投与前）はリン酸化 CLIP-
１７０（Compound C投与後）に比し微小管に対する結合速度は同等であるが解離速度が遅いことが示された．
C，AMP-CLIP-１７０シグナルの阻害により細胞遊走が阻害される．
Vero細胞を使用したスクラッチアッセイ．Compound Cの投与，あるいは S３１１A CLIP-１７０ un-phosphorylated mutantを導入すると
細胞遊走が阻害される．また AMPKの阻害により鈍化した細胞遊走が S３１１D CLIP-１７０ phospho-mimic mutantの導入により rescue
される．
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抑制されることを証明した．

次にリン酸化 CLIP-１７０の局在を調べたところ，CLIP-

１７０は微小管の先端に位置するが，リン酸化された CLIP-

１７０はさらにその先端に結合することが示された．微小管

の先端はまだ加水分解されていない GTP-tubulinが結合し

ており CLIP-１７０は選択的にこの GTP-tubulinと結合すると

考えられている．リン酸化された CLIP-１７０は GTP-tubulin

との結合が弱く，より GTP-tubulinの多い最も先端に結合

することが示された．実際に GFP-CLIP-１７０を使用してラ

イブイメージで撮影して微小管の一点での CLIP-１７０の結

合動態を解析すると図２Bに示すように脱リン酸化された

CLIP-１７０は微小管からの解離速度が顕著に低下すること

が示された．

非常に衝撃的だったのは AMPKの阻害剤や AMPKの

siRNAを加えて CLIP-１７０のリン酸化を抑制すると極端に

CLIP-１７０の動き，すなわち微小管の伸長スピードが遅く

なったことである．これまで他の研究者により CLIP-１７０

の発現抑制実験などは数多く行われていたが微小管のス

ピード変化が報告されたことはなかった．つまり CLIP-

１７０は微小管先端に存在して初めて AMPKによるリン酸

化により微小管のスピード制御を行えることが明らかに

なった．微小管の動きを動的に制御するリン酸化酵素とし

てはこの AMPKが初めてであり，意外な発見であった．

この分子メカニズムは現在解析中であるが，おそらく

CLIP-１７０は tubulinと結合して微小管の先端に連れてくる

ポリメラーゼのような作用を有しており，伸長が効率よく

行われるには運んできた tubulinが重合されると素早く離

れる必要があると思われる．AMPKはこの CLIP-１７０の解

離スピードを調整することにより微小管スピードを制御す

ることができると考えている（図３）．実際にはここに EB１

などの他の微小管先端に結合するタンパク質の存在が欠か

せないと考えられるが，AMPKによる調節はおおむねこ

の仮説が正しいのではないかと思われる．最近は分子イ

メージング系が発達して，in vitro の再構成系を使って微

小管の伸長を観察できるようになっている１２）．現在これら

の系を利用して CLIP-１７０の微小管スピード調節機構をさ

らに詳しく解析している．

６． AMPKによる CLIP-１７０のリン酸化と細胞極性

それでは AMPKは CLIP-１７０のリン酸化により微小管の

伸長スピードを上げることにより細胞内でなにをしている

のであろうか．微小管は細胞膜周辺で非常に速い，伸長と

退縮を繰り返している．遊走している培養細胞では特にこ

の活発な微小管の動きが観察される．これは微小管が適切

図３ AMPK，CLIP-１７０シグナルによる微小管伸長スピード調整作用
AMPKによりリン酸化された CLIP-１７０は結合した tubulinを微小管先端に連れてき
てすぐに離れていくため重合される tubulinの効率が高くなり伸長速度が増加する．
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に分泌小胞等を移送させるためのレールとして伸長・退縮

して刻々と界面が変わる細胞膜を捕まえるため必要なメカ

ニズムであると考えられる．細胞がストレスにさらされた

ときには特に微小管の動きを活発化させて，細胞内での小

器官，分泌小胞の動きを促進させ細胞全体の機能を上げ

る．そういった作用に AMPKは働いているのではないか

と考えている．事実，AMPKの活性を抑制すると運動の

激しい細胞では微小管の伸長スピードが低下し，過度の微

小管の安定化がみられる．それと同時に細胞は前後の極性

を失い，スクラッチアッセイおよび自由運動における細胞

遊走は著しく阻害される（図２C）．これは CLIP-１７０の

AMPKリン酸化部位である S３１１をアラニンに置換させた

S３１１A mutant導入細胞においても顕著に観察された．以

上のことは AMPK-CLIP-１７０シグナルが細胞極性にも微小

管の伸長制御を介して深く関与していることを示唆する．

実は哺乳類より下等な動物にも AMPKおよびその上流

の LKB１のオルソローグが存在する．しかしこれらの酵素

がエネルギー代謝に関与しているという報告はなく，極性

に関与しているとされている２，１３，１４）．哺乳類においても

AMPKは細胞極性に関与しているとの報告がある１５）．これ

らの作用はおそらく CLIP-１７０がその基質として関与して

いると考えられる．今後極性形成と AMPK-CLIP１７０シグ

ナルに関する解析が進展すると期待される．

７． お わ り に

最後に，それでは図１に示したたくさんの基質を

AMPKはいかに使い分けているのであろうか．この問い

に答えるすべは現在ないが，精製同定の経緯からも，

CLIP-１７０はこの中でも最も低い活性の AMPKによってリ

ン酸化される基質であると考える．そして細胞内でのごく

基本的な恒常性維持に微小管の構造構築の維持という形で

関与している．他の基質はおそらくエネルギー枯渇が進ん

で AMPKがかなり活性化した時点でリン酸化されその独

自の作用を発揮すると予想している．ただ AMPKの阻害

剤や AMPKのノックアウトマウスの解析を行う時には微

小管の機能障害という決定的な細胞障害がおこることを予

測して表現型の解析を行う必要があるだろう．

AMPKに限らず，リン酸化酵素の生体内での解析は単

純な阻害実験では解決しにくい課題も多い．しかしその機

能の阻害や活性化はさまざまな疾患の治療にも応用されつ

つあり正確にその内因性の基質を同定し機能解析すること

はますます重要になっていくと考える．そういった研究に

この総説が少しでも役に立てばと願ってやまない．

最後にこの実験を主に行った中野敦博士，支援ご指導い

ただいた北風政史博士に深く感謝いたします．
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