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研究成果の概要：機能プロテオミクス法により CaM-キナーゼの新規標的リン酸化酵素を探索し

た。その結果、神経特異的リン酸化酵素である SAD-キナーゼが CaMKK の標的酵素であることを

見いだした。試験管内において SAD-キナーゼは CaMKK によってその Thr189 がリン酸化される

ことにより、約６０倍の活性化を示した。この SAD-キナーゼの活性化は培養細胞系においても

確認され、CaMKK/SAD-キナーゼという新しい細胞内カルシウムシグナル伝達経路が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 

細胞内カルシウムは細胞内情報伝達因子と

して筋収縮、分泌反応、神経伝達物質の放出

さらには遺伝子発現調節にいたる様々な生

理作用を調節することが知られている。特に、

カルシウム受容タンパク質であるカルモデ

ュリン(CaM)を活性化因子とするCa2+/CaM-依

存性タンパク質リン酸化酵素群(CaM-キナー

ゼ)によるリン酸化反応を介した情報伝達機

構は、これら多様なカルシウムシグナル伝達

の中心的なメカニズムの一つと考えられて

いる。研究代表者らによるCaM-キナーゼ活性

化リン酸化酵素(CaM-KK)の同定とその遺伝

子クローニングにより、２種類の多機能性

CaM-キナーゼ(CaM-KIおよびCaM-KIV)が上流



に位置するCaM-KKによるリン酸化反応を介

して機能調節を受けることが明らかとなり、

CaM-キナーゼカスケードと呼ばれる新しい

細胞内カルシウム情報伝達機構の概念が提

唱された。以来、この新しいカルシウム情報

伝達系(CaM-キナーゼカスケード)の酵素学

的解析を含めた分子メカニズムについて研

究を行なってきた。さらに最近では、CaM-キ

ナーゼカスケード分子(CaM-KK/CaM-KI)をそ

れぞれ線虫 C.elegansより遺伝子クローニ

ングし、CaM-キナーゼカスケードが哺乳動物

のみならず真核生物において広く保存され

た情報伝達システムであることを機能的再

構成によリ見出し、遺伝子発現制御への関与

を明らかにしてきた。海外におけるCaM-キナ

ーゼカスケード研究の展開は、ノックアウト

マウスを用いた個体解析から、小脳の発達や

不妊との関連さらには、MITの利根川博士ら

により、本カスケードの海馬における後期の

長期増強(LTP)への重要性が明らかになった。 
 
２．研究の目的 
 
CaM-キナーゼカスケードを介した新しい細

胞内カルシウム伝達機構の詳細な分子メカ

ニズムを探るために CaM-キナーゼの標的リ

ン酸化基質分子の同定とリン酸化反応によ

る機能調節の解明を目的として本研究を遂

行した。 
 
３．研究の方法 
 
研究代表者らは、科学研究費基盤 C (一般)

（平成 17-18 年度）『機能プロテオミクス解

析法を用いたカルモデュリン・キナーゼカス

ケードの生理機能解明』により、タンパク質

リン酸化酵素・基質間相互作用を質量分析法

を用いて捕らえる手法を独自に開発し、多機

能性 CaM-キナーゼである CaM-KI の基質分子

として、神経細胞運命決定因子の一つと考え

られる Numb/Numbl を同定するとともに

Numb/Numbl の部位特異的リン酸化の生理的

意義の解明に迫ることに成功した。この研究

成果を踏まえ、リン酸化基質分子を結合する

タンパク質リン酸化酵素の触媒領域変異体

をリガンドに用いた基質タンパク質の単離

と質量分析による網羅的な同定法（機能プロ

テオミクス）を用いることにより、本研究の

主眼である CaM-キナーゼカスケードの標的

リン酸化基質分子の網羅的探索を行なうと

ともに、新たに見いだされた CaM-キナーゼカ

スケードの生化学的および細胞生物学的解

析を行った。 
 
４．研究成果 

 
CaMKK 変異体を用いた機能プロテオミクス法

により CaMKKの新規標的リン酸化酵素の探索

を行なった。その結果、神経特異的な AMPK

ファミリーのタンパク質リン酸化酵素であ

るSAD-キナーゼがCaMKKの標的リン酸化酵素

として見いだされた。試験管内において SAD-

キナーゼは CaMKK により、その触媒領域内に

存在する Thr189 がリン酸化されることによ

り、約６０倍の活性化を示した。さらに本研

究において SAD-キナーゼのリン酸化 Thr189

を特異的に認識するリン酸化モノクローナ

ル抗体の作製に成功した。この抗体を用いる

ことによりSAD-キナーゼのCaMKKによる活性

化および Thr189 のリン酸化は遺伝子導入し

た培養細胞においても検出され、CaMKK/SAD-

キナーゼという新しい細胞内カルシウムシ

グナル伝達経路としての CaM-キナーゼカス

ケードの存在が示唆された。 
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