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研究成果の概要（和文）：Ca2+/カルモジュリン依存性プロテインキナーゼ（CaMKK）は、CaMKI、CaMKIV、
PKB/Akt、AMPKなどの下流のプロテインキナーゼをリン酸化・活性化し、様々なCa2+依存性の生理学的・病態生
理学的経路を制御している。本研究を通して、CaMKKの基質認識機構、精子細胞におけるCaMKKアイソフォームの
役割、CaMKKの複合体形成機構、酵素阻害剤TIM-063とCaMKKのCa2+/カルモジュリン依存性の相互作用の解明を行
った。さらにこのCaMKK阻害剤, TIM-063を用いたタンパク質リン酸化酵素阻害剤の創薬サイクル法を開発し、新
たにAAK1阻害剤の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase kinase (CaMKK) phosphorylates and 
activates downstream protein kinases, including CaMKI, CaMKIV, PKB/Akt, and AMPK; thus, regulates 
various Ca2+-dependent physiological and pathophysiological pathways. In this study, we have 
investigated that the mechanism of substrate recognition of CaMKK, the role of CaMKK isoforms in 
spermatides, the mechanism of complex formation of CaMKK and the Ca2+/calmodulin-dependent 
interaction of the enzyme inhibitor TIM-063 with CaMKK. Furthermore, a drug discovery cycle method 
for protein kinase inhibitors using a CaMKK inhibitor, TIM-063, was conducted and a new AAK1 
inhibitor was successfully developed.

研究分野：生化学

キーワード： CaMKK　細胞内カルシウムシグナル伝達　タンパク質リン酸化反応　キナーゼ　calmodulin　CaMキナー
ゼカスケード　細胞内情報伝達　阻害剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりCa2+/カルモジュリン依存性プロテインキナーゼ（CaMKK）を介した細胞内カルシウムシグナル伝達
機構の分子メカニズムと阻害剤との相互作用機構の詳細が明らかとなった。これらの研究により、CaMKKが関与
すると考えられる前立腺がんや非アルコール性脂肪性肝疾患、さらには統合失調症や双極性障害などの精神疾患
についての分子病態の理解が進み、これら疾患の治療薬開発が前進することが大きく期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

細胞内 Ca2+を二次伝達因子とする細胞内シグナル伝達機構において、神経発生、遺伝子発現

制御から代謝応答まで多岐に渡る生体機能調節を担う制御酵素として見出された

Ca2+/Calmodulin-依存性キナーゼ・キナーゼ (CaMKK)の分子制御機構の解明とその分子基盤に立

脚した CaMKK 阻害薬の創製を研究目的とする。具体的には、CaMKK を介したリン酸化情報伝達

（CaMKK/CaMKI・CaMKIV 経路と CaMKK/5’AMP-活性化キナーゼ経路）の未解明な活性化（基質認

識・分子構造）、不活性化機構（脱リン酸化）、翻訳後修飾（リン酸化・レドックス制御）など詳

細な調節機構の解明と CaMKK 標的キナーゼの探索から新たな Ca2+シグナル経路を見出す。また、

CaMKK 活性の誤作動とがん細胞増殖、代謝異常や精神疾患との関連が示唆されており、本研究に

より世界初の CaMKK 分子標的薬が期待される。 

 

２．研究の目的 

CaMK カスケードの調節機構の個々の作動原理（活性化、不活性化、基質認識、多量体構造）に

ついてその分子基盤を解明することにより、様々な本情報伝達に関連する正常な細胞機能の制

御（新たなシグナル経路の探索）、さらには CaMKK の機能に伴う疾患の作動原理を理解し、これ

ら分子メカニズムに立脚した特異的 CaMKK 阻害薬の創製を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)[CaMKK 多量体分子構造の証明] CaMKK２量体または多量体形成が示唆された。これを証明す

るために、相互的精製法を用いて精製した GST-CaMKK・His-CaMKK 複合体をゲル濾過法および化

学架橋法を用いて複合体内の CaMKK 分子の化学量論を求める。また隣り合う CaMKK 分子間の相

互作用領域を、触媒領域、調節領域などの機能部位変異体と上記相互作用解析法を用いて同定す

る。さらに、精製した CaMKK 多量体酵素の Ca2+/CaM 結合による酵素活性化能、下流標的キナー

ゼ（CaMKI・CaMKIV・AMPK）に対する基質認識特異性を測定する。 

(2)[CaMKK 阻害薬と CaMKK の相互作用解析] 

CaMKKβ に阻害特異性を持つ STO-609 をリード化合物に、CaMKKα にも同等の阻害活性を持つ

TIM-063(2-hydroxy-3-nitro-7H-benzo[de]benzo[4,5]imidazo[2,1-a]isoquinolin-7-one) を

Sepharose ビーズ(Kinobeads)に固相化し、CaMKK との相互作用を明らかにする。 

(3)[Kinobeads を用いた新たなタンパク質リン酸化酵素阻害剤の開発]TIM-063 を固相化した

Kinobeads に相互作用するリン酸化酵素を質量分析により同定する。同定したリン酸化酵素に対

する選択的阻害剤を TIM-063 誘導体から選択し、特異的阻害剤としての性質を明らかにすると

ともに、ドッキングシミュレーションにより阻害剤と酵素との相互作用を解析する。 

(4)[CaMKK 基質認識機構の解明] CaMKK の基質認識に重要と考えられる RP-領域の役割を明らか

にするために、CaMKKαおよびβの RP-領域配列（23 残基）を CaMKK と同じ位置に挿入した LKB1

変異体（LKB１＋RPα、LKB１＋RPβ）の新たな基質認識機能獲得について、CaMKI/CaMKIV/AMPK

リン酸化能を指標に試験管内および遺伝子導入した HeLa 細胞（LKB1 欠損細胞）を用いて確認す



る。 

 

４．研究成果 

Ca2+/Calmodulin 依存性プロテインキナーゼ（CaMKK）は、CaMKI、CaMKIV、PKB/Akt、AMPK などの

下流のプロテインキナーゼをリン酸化・活性化し、様々な Ca2+依存性の生理学的・病態生理学的

経路を制御している。本研究を通して、CaMKK の基質認識機構、精子細胞における CaMKK アイソ

フォームの役割、CaMKK の複合体形成機構、酵素阻害剤 TIM-063 と CaMKK の Ca2+/カルモジュリ

ン依存性の相互作用の解明に至った。さらにこの CaMKK 阻害剤, TIM-063 を用いたタンパク質リ

ン酸化酵素阻害剤の創薬サイクル法を開発し、新たに AAK1 阻害剤（TIM-098a）の開発に成功し

た。本研究により CaMKK を介した細胞内カルシウムシグナル伝達機構の分子メカニズムと阻害

剤との相互作用機構の詳細が明らかとなるとともに、新たな創薬開発法に繋がった。これらの研

究により、CaMKK が関与すると考えられる前立腺がんや非アルコール性脂肪性肝疾患、さらには

統合失調症や双極性障害などの精神疾患についての分子病態の理解が進み、これら疾患の治療

薬開発が前進することが大きく期待される。 
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