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研究成果の概要（和文）：CaMKKを介した細胞内情報伝達機構について以下の知見を得た。(1) CaMKKβはHeLa細
胞をイソプロテレノールにより刺激することにより、速やかにCaMKKβのThr144のリン酸化が上昇することを見
出し、アドレナリン受容体を介したcAMP経路によるリン酸化調節が示唆された。(2) CaMKKβは細胞内におい
て、Thr144が速やかに脱リン酸化されることから、Thr144残基のリン酸化/脱リン酸化制御は動的に調節されて
いる。(3) 新たなCaMKK阻害剤TIM-063とその不活性類縁体TIM-062の開発に成功し、本情報伝達機構の生理機能
解明に有用であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We have obtained the results regarding CaMKK-mediated intracellular signal 
transduction as follows; (1) CaMKKβ is phosphorylated at Thr144 in HeLa cells upon stimulation with
 isoproterenol, indicating the regulatory phosphorylation of CaMKKβ by cAMP-mediated signaling. (2)
 CaMKKβ is also rapidly  dephosphorylated in the cells suggesting the dynamic regulation of CaMKKβ
 through phosphorylation/dephosphorylation. (3) We have succeeded to develop a novel CaMKK inhibitor
 (TIM-063) and an inactive analogue (TIM-062) which could be useful for evaluating the physiological
 roles of CaMKK-mediated signaling pathways. 

研究分野：生化学

キーワード： CaMKK　タンパク質リン酸化反応　タンパク質脱リン酸化反応　阻害剤　TIM-063　TIM-062　Ca2+シグナ
ル伝達　タンパク質リン酸化酵素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Ca2+/Calmodulin（CaM）依存性プロテインキナーゼ活性化キナーゼ（CaMKK）は、CaMキナーゼⅠやCaMキナーゼ
Ⅳ、5’-AMP活性化キナーゼ（AMPK）をリン酸化依存的に活性化し、遺伝子発現や神経発生、代謝調節に至る多
様な細胞内Ca2+に応答した生理機能を調節するとともに、前立腺がん増殖などの疾患との関連も示唆されてい
る。本研究により、CaMKKの詳細な細胞内調節機構を解明し、正常および病態におけるCaMKKの役割の一端を解明
するとともに、治療薬の開発を目指した新たなCaMKK阻害剤の創製に成功した。

※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。
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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の中でもリン酸化・脱リン酸化反応は重要な位置を占

めている。細胞内 Ca2+を二次伝達因子とするシグナル伝達においても、Ca2+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-キナーゼ（CaMK）を介したリン酸化

反応がその中心的な役割を担う。一方、これら CaMK は細胞内 Ca2+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 の機能制御の一端に過ぎず、複数のリン酸化酵素によるリン酸化カスケード反応による

Ca2+シグナルの増幅伝搬機構が存在する。特に CaMKI 及び CaMKIV は CaMKII と異なり、同じ CaMK

ファミリーである CaMKK による触媒領域のリン酸化により、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、CaMK カスケード反応と呼ばれる。近年、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、Ca2+シグナル伝

達による新しい代謝調節の仕組みが示されている。特に、前立腺がん細胞を含めた数種類のがん

細胞や非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）においては CaMKKβの高発現が、AMPK 経路の過度

な活性化を介した細胞への生体エネルギーの過剰供給を惹起することが明らかとなっている。 

 

２．研究の目的 

細胞内における CaMK カスケード反応の詳細な分子メカニズムの解明について、CaMKKβ/AMPK シ

グナル伝達経路の特異性またそのリン酸化シグナルは活性化の一方向ではなく、逆にリン酸化

された AMPK による CaMKKβ のフィードバックリン酸化が CaMKKβ の Ca2+/CaM-依存性を保つこ

とが見出されたが、この双方向リン酸化調節が生体内における意義を明らかにする。また新たに

見出したアルマジロリピート構造を持つ CaMKK 相互作用分子（足場タンパク質）による CaMKK シ

グナル伝達の空間的制御を含めた、より複雑かつ未解明な CaMKK シグナル伝達機構を解明する。

さらには、これら CaMKK の詳細な分子機構に立脚した新たな CaMKKβ 阻害剤の開発研究に結び

つけることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

① CaMKK フィードバックリン酸化の機能制御 

CaMKKβの活性化 AMPKによる Thr144のフィードバックリン酸化が CaMKKβに Ca2+/CaM依存

性を与えることから、その動作原理の生化学的解明と AMPKα1欠損マウスおよびノックダウ

ン細胞を用いた Thr144 リン酸化の個体および生細胞における制御機構について検証する。

一方、未刺激の細胞においても Thr144 はリン酸化されていることから、AMPK とは異なる

Thr144 リン酸化酵素の同定を行う。Thr144 周辺の一次構造は”MPRRPpTVESHH”であり、AGC

キナーゼファミリーを候補として探索する。すでに cAMP キナーゼによる Thr144 のリン酸化

は確認されており、cAMP シグナルとのクロストークを細胞内で検証するとともに、オカダ



酸等の阻害剤を用いた Thr144 脱リン酸化酵素の同定も行う。これら in vivo における

CaMKKβThr144 のリン酸化反応は、すでに樹立した抗リン酸化 Thr144 モノクローナル抗体

を用いて検出する。 

 

② 足場分子（アルマジロリピート分子）を介したCaMKKカスケードの空間的制御 

GST-CaMKKαを用いた機能プロテオミクス法により、CaMKK 相互作用分子としてアルマジロ

リピート分子（Armc6と Armcx5）を同定し、GST共沈法によりCOS-7細胞においてCaMKKα/β

が Armcx5 と相互作用することを確認した。そこで、Armc 分子を介した CaMKK の細胞内局在

変化を免疫蛍光染色法により観察、下流標的キナーゼ(CaMKI, CaMKIV, AMPK)との３者複合

体形成の検証を行う。また Armc 分子内の CaMKK 相互作用領域の同定、CaMKK 活性への Armc

分子の阻害・活性化効果を試験管内、細胞レベルにて測定することにより、足場タンパク質

による CaMKK/標的リン酸化酵素の新たな空間的制御を解明する。 

 

③ 新規CaMKKβ特異的阻害薬の開発 

新たに見出した ATP 非拮抗型 CaMKKβ阻害剤 TIM-001 の酵素阻害剤としての特性（細胞膜

透過性, 酵素阻害機構, CaMKK アイソフォームおよび他のリン酸化酵素に対する阻害特異

性）を明確にする。その後、TIM-001 誘導体ライブラリーの構築と CaMKK 活性阻害スクリー

ニングに基づく構造活性相関より阻害化合物の最適化を行う。さらに、細胞内における薬

剤活性（細胞膜透過性）を再確認する。TIM-001 誘導体ライブラリーの一部は化学合成済み

であり、引き続き合成予定である。 

 

４．研究成果 

Ca2+/Calmodulin（CaM）依存性プロテインキナーゼ活性化キナーゼ（CaMKK）は、CaM キナーゼⅠ

や CaM キナーゼⅣ、5’-AMP 活性化キナーゼ（AMPK）をリン酸化依存的に活性化し、遺伝子発現

や神経発生、代謝調節に至る多様な細胞内 Ca2+に応答した生理機能を調節するとともに、前立腺

がん増殖などの疾患との関連も示 唆されている。本研究においてまず、HeLa 細胞において

cAMP/PKA 経路が CaMKKβ(Thr144)のリン酸化に関与しており、細胞内 Ca2+と cAMP 経路という二

つのセカンドメッセンジャーを介した情報伝達機構が CaMKKβ 分子上においてクロストークし

ていることが明らかとなった(Biochim. Biophys. Acta.-General Subjects 1863, 672-680, 

2019)。また、未刺激の細胞において CaMKKβ(Thr144)は、PP2A/PP1 により脱リン酸化状態を保

つことが明らかとなり、CaMKKβは細胞内において、PKA を含めたリン酸化酵素および脱リン酸

化酵素により Thr144 残基のリン酸化/脱リン酸化制御が動的に調節されていることが明らかと

なった（Biochemical and Biophysical Research Communications 525, 251-257, 2020)。従来

の研究により CaMKK 阻害剤として STO-609 を開発してきたが、本阻害剤は CaMKKβ に対する阻

害活性が CaMKKα に対するものに比べて１０倍ほど高い CaMKKβ 阻害剤である。そこで本研究

では、種々の STO-609 誘導体を合成し、CaMKKαおよび CaMKKβに対する阻害活性の等しい化合



物を創製することを目的として阻害化合物の探索を行った。その中で、新規に合成した STO-609

誘導体である TIM-063 は CaMKKαおよび CaMKKβに対する Ki値がそれぞれ 0.35および 0.2 μM

と類似した ATP 競合阻害剤であることが明らかとなった。TIM-063 より置換機-OH(TIM-064)およ

び-NO2(TIM-062)を除いた構造類似体は全く CaMKK に対する阻害活性を持たない。さらに、TIM-

063 は培養細胞において内因性 CaMKK のリン酸化酵素活性を阻害できるが、不活性類縁体である

TIM-062 は細胞内における CaMKK 活性に対する阻害効果をもたないことは、試験管内における作

用と一致している。これらの研究結果より、新たな CaMKK 阻害剤 TIM-063 とその不活性類縁体

TIM-062 は、CaMKK 特異的な細胞内 Ca2+シグナル伝達機構解明の新たな分子ツールとして、本情

報伝達機構の生理機能解明に有用であることが明らかとなった（Biochemistry 59, 1701-1710, 

2020)。 
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