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研究成果の概要（和文）：細胞内カルシウムイオンをセカンドメッセンジャーとする細胞内情報伝達機構におい
ては、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多機能性CaM-依存性タンパク
質リン酸化酵素群(CaMK)がその中心的な役割を担っている。本研究においては、Ca2+/calmodulin-dependent 
protein kinase kinase betaの構造機能解析より、基質認識機構の詳細な分子機構が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Intracellular Ca2+ plays an important role in the cellular signal 
transduction system as a second messenger. Calmodulin (caM) is one of Ca2+-binding proteins, which 
activates multifunctional CaM-kinases. In this research, we examined the molecular mechanism of 
substrate recognition for Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase kinase beta based on the 
structure-function analysis.
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１．研究開始当初の背景 

細胞内シグナル伝達における翻訳後修飾反

応の中でもリン酸化・脱リン酸化反応は中心

的な役割を担っている。細胞内カルシウムイ

オンをセカンドメッセンジャーとする情報

伝達においては、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

する多機能性 CaM-依存性タンパク質リン酸

化酵素群(CaMK)がその中心的な役割を担う。

一方、これら CaMK は細胞内カルシウムイオ

ン濃度上昇に伴い形成されるCa2+/CaM複合体

の物理的相互作用によりアロステリックな

酵素活性化が引き起こされるが、これは CaMK

の機能制御の一部に過ぎない。重要な CaMK

シグナル伝達の調節機構のひとつに CaMK 自

身のリン酸化制御がある。 

  代表的なCaMKであるCaMKIIの自己リン酸化

は一過性の細胞内Ca2+上昇を持続的なシグナ

ル伝達へ変換する機構として、CaMKIIがシナ

プス可塑性や学習・記憶の形成に重要な役割

を果たしていることの生化学的論拠となって

いる。一方、CaMKIおよびCaMKIVはCaMKIIと異

なり自己リン酸化による活性化ではなく、同

じCaMKファミリーであるCaMKKによる触媒領

域（Thr177およびThr196）のリン酸化により、

10〜30倍のリン酸化酵素活性の増大を引き起

こすことが申請者らによるCaMKKの酵素単離

とそのcDNAクローニングにより確立された。

これら上流、下流ともに共通の活性化因子

(Ca2+/CaM)により制御されるリン酸化酵素の

分子間リン酸化反応はCaMKカスケード反応と

呼ばれる。その後の機能解析からCaMKK/CaMKI

経路はシナプス形成などの神経分化への関与、

CaMKK/CaMKIV経路はCREBなどの転写因子のリ

ン酸化を介した遺伝子発現調節に関与するこ

とが明らかになった。最近では、CaMKKβがエ

ネルギーセンサーとして代謝調節に重要な5’

AMP活性化キナーゼ(AMPK)の活性化リン酸化

酵素として同定され、カルシウム情報伝達に

よる新しい代謝調節の仕組みが示された。 

２．研究の目的 

細胞内カルシウム情報伝達機構において多

機能性カルモデュリン依存性リン酸化酵素

(CaMK)は単一のセカンドメッセンジャーに

多様な生理機能のもたらすために、複雑にリ

ン酸化カスケード反応や自己リン酸化など

の可逆的修飾を受け、その機能多様性と厳密

な細胞内制御機構を獲得していると考えら

れる。本研究においては、独自に見出した多

機能性 CaMK シグナル伝達の新しいリン酸化

調節の動作原理とそれらの生理的役割を明

らかにすることが目的である。計画した具体

的な研究項目は、(1) CaMKIβ 特異的自己リ

ン酸化と活性制御 (2) CaMKKβによりリン酸

化依存的に活性化された AMPK の CaMKKβ へ

のフィードバックリン酸化の生理的意義

(3)CaMKKβ 特異的な AMPK 認識機構の解明

(4)CaMKK による標的 CaMK(CaMKI,CaMKIV)の

異なる基質認識機構の解明である。 

 

３．研究の方法 

多機能な細胞内カルシウム情報伝達経路で

ある CaMK カスケード反応の動作原理と新た

なリン酸化調節機構の分子メカニズムを解

明する目的のために、まず本シグナル伝達経

路に関わるタンパク質リン酸化酵素分子

(CaMKK,CaMKI,CaMKIV,AMPK)の大腸菌発現系

を用いて作成した組換え体を用いて試験管

内におけるリン酸化反応を指標に、酵素学的

解析を行なう。リン酸化解析は抗リン酸化抗

体や質量分析法を用いて行なう。次いで、こ

れらの解析より得られた本シグナル伝達の

分子機構および機能解析については遺伝子

導入系を含めた培養細胞を用いて、より生理

的な条件下において確認、検証する。リン酸

化酵素分子の基質認識に関する構造機能解

析の結果は、既に得られている CaM-キナーゼ

群の立体構造に適合させることにより、本リ

ン酸化カスケード反応の分子機構の詳細を

明らかにした。 



 

４．研究成果 

 (1) Ca2+/Calmodulin-dependent protein 

kinase kinase beta (CaMKKβ)の標的リン酸

化酵素であるAMPK活性化リン酸化酵素AMPKに

ついて、その活性化状態を細胞レベルで可視

化する技術が開発され（米国Johns Hopkins

大学との共同研究）、AMPKは細胞内の様々な

オルガネラにおいて異なる活性化状態をとる

ことが明らかとなった。特に本研究では、細

胞内でAMPK活性を阻害するペプチド阻害剤

AIPについて阻害効果の詳細を検討した。その

結果、AIPのAMPK活性阻害は基質分子との拮抗

阻害であることが明らかとなった。これは 

AIP自身が活性型AMPKによりリン酸化される

ことからも確認され、リン酸化部位Thr残基の

Ala置換ペプチドのAMPK活性に対する阻害効

果が低下することとよく一致している。本阻

害ペプチドは細胞内に発現させることにより

、特異的に細胞内AMPK活性を抑制できること

も明らかとなった。 

(2) これまで細胞内におけるCaMKKシグナル

伝達経路を解明するためにCaMKK選択的阻害

剤STO-609を開発し、用いてきた。CaMKKには

CaMKKαとCaMKKβの２つのアイソフォームが

存在するものの、アイソフォームによるシグ

ナル伝達経路は明らかになっていない。CaMKK

選択的阻害剤であるSTO-609を用いた問題点

として、STO-609がCaMKKαとCaMKKβ双方の活

性を阻害するため、細胞内でのCaMKKαと

CaMKKβ個々のシグナル伝達経路を個別に解

明することが困難であった。そこで本研究に

おいてはCaMKKαとCaMKKβが異なるシグナル

伝達経路を調節するのか、リダンダントな活

性化因子であるのかを解明するために、

STO-609非感受性CaMKKα/β変異体を作製し、

STO-609非感受性CaMKKα/β安定的発現細胞

株を樹立することにより、CaMKKアイソフォー

ム特異的なシグナル伝達経路や生理現象の調

節機構の解明を目指すことを目的とした。ラ

ンダム変異導入法によりrat CaMKKαA293Tの

変異がSTO-609抵抗性を示すアミノ酸変異で

あることを同定した。また今回作製した

STO-609抵抗性CaMKK変異体は野生型と比べ

STO-609による阻害効率が100-1000倍ほど低

いことが明らかとなった。またこの変異体の

CaM要求性は野生型と比較して変化は見られ

なかった。このことから、CaM要求性と最大酵

素活性に変化がないことが示唆された。遺伝

子導入したSTO-609抵抗性CaMKK変異体発現細

胞株の細胞抽出液も試験管内の反応において

STO-609抵抗性を示した。さらに、CaMKIVの

Thr196のリン酸化を確認したところ、野生型

CaMKKα/β変異体発現細胞株ではCaMKIVの

Thr196のリン酸化がSTO-609依存的に低下し

たのに対し、STO-609抵抗性CaMKKα/β変異体

発現細胞株ではThr196のリン酸化が維持され

ていた。 このことから、この樹立細胞は

STO-609抵抗性を獲得したことを示唆した。ま

たAMPKのThr172のリン酸化はSTO-609抵抗性

CaMKKβ変異体発現細胞株のみSTO-609存在下

でもリン酸化が維持されていた。このことは

現在までの知見と同様に、CaMKK/AMPK経路は

CaMKKαではなくCaMKKβが行っていることが

示唆された。 

(3) 試験管内におけるCaMKKαとCaMKKβによ

るAMPK の活性化ループに存在するThr172の

時間依存的なリン酸化上昇について検討した

ところ、CaMKKβがCaMKKαより約14倍高いリ

ン酸化酵素活性を示した。これは過去の多く

の報告と一致している。そこでCaMKKアイソフ

ォームのキネティクス解析よりAMPKに対する

Km値がCaMKKα 13.1µMで、CaMKKβ 1.5µMであ

ることが明らかとなり、CaMKKアイソフォーム



間におけるリン酸化活性の差はAMPKに対する

親和性の違いによることを明らかになった。

このリン酸化効率の差を生み出している一次

構造上の特徴を明らかにするために、

GST-CaMKKβ/α キ メ ラ 変 異 体 ま た は

GST-CaMKKβ/α/βキメラ変異体を用いた結

果、CaMKKβSer357とLeu358(CaMKK 

αAla321とIle322)がAMPKの基質認識に関わ

る こ と が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で 、

CaMKKαAla321SerもしくはIle322Leu変異体

を用いて、AMPKに対するリン酸化活性を測定

した結果、CaMKKαIle322LeuがCaMKKβと同様

のリン酸化活性を示す (右図)とともにAMPK

に対するKm値は4.9µMが算出され、AMPKに対す

る親和性を上昇させることができた。細胞内

においても同様の結果得たことから、CaMKK

アイソフォーム間で異なる一アミノ酸の違い

がAMPKに対する親和性の差を生み出し、基質

特異性の差異に基づく酵素活性に影響を及ぼ

すことを明らかにした。 
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