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研究成果の概要： 
S100 タンパク質 (S100)、Neuronal calcium sensor (NCS)、CaMKK の分子標的薬を開発し、新

しい Ca シグナル機構の生理学的意義を明らかにした。新しい S100 活性測定法を案出し、S100

拮抗薬を見いだした。NCS 分子標的薬のスクリーニング法として PpCaMK が有用であることを見

いだし、スクリーニング法を確立し、NCS 拮抗薬を発見した。更に、CaMKK 阻害薬(STO609)を利

用し、新しい CaMKK カスケードの標的分子を発見した。 
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１．研究開始当初の背景 

 

Ca2+は細胞機能調節において中心的な役割

を担っている。その中でも、細胞内Ca2+シグ

ナ ル 変 換 を 担 う Ca2+ 受 容 タ ン パ ク 質

（EF-hand protein）およびプロテインキナ

ーゼは細胞機能調節や疾患との関連が示唆

されることから、創薬の標的分子として注

目されている。CaMを標的分子とする創薬研

究において、私達はW7（Mol Pharmacol 17, 

66-72, 1980）、W66（Arch Biochem Biophys 

288, 202-207, 1991）、W77（Arch Biochem 

Biophys 292, 563-569, 1992）を開発し、

有用な成果を生み出してきた。また、プロ

 



 

テインキナーゼ阻害薬の開発においても、

CaMKII阻害薬であるKN62 開発（ J Biol Chem. 

265, 4315-4319, 1990）などの成果をあげ、

これら薬物は世界的規模で用いられている。

最近においては世界に先駆けてCaMKK阻害

薬の開発に成功した（ J Biol Chem 277, 

15813-15818, 2002, J  Biol Chem. 278, 

10908-10913, 2003）。この過程で開発され

た創薬方法論や分子薬理学的アプローチは、

他のCa2+シグナル伝達系の解明においても

適用でき、極めて有力な新しいアプローチ

法になるものと考えられる。一方、

Calmodulin以外のCa2+受容タンパク質を標

的分子とする創薬研究は、大きな成果が期

待されるにも関わらず未開拓の分野である。

S100 protein family による細胞機能調節

についてはCalmodulinとは異なった新たな

シグナル系の存在が断片的な形で示唆され

ている。約 20種類のS100 タンパク質が同定

され、S100 タンパク質の標的分子として 30

種を越えるタンパク質が推定されているが、

根拠に乏しい。従って、これらを選択的標

的分子とする創薬研究により、S100 タンパ

ク質を介する新しいシグナル系の生理的役

割について包括的理解が得られ格段の進歩

が期待できる。 

 

２．研究の目的 

 

低分子Ca2+受容タンパク質を標的分子とする

創薬研究は、大きな成果が期待されるにも関

わらず未開拓の分野であることから、本研究

においてはS100 protein family を創薬ター

ゲットとして、これらの選択的拮抗薬または

阻害薬を開発することが第１の目的である。

さらに、これらの選択的拮抗薬または選択的

阻害薬を分子プローブとして利用し、分子生

物学的研究、構造生物学的研究、生理学的・

細胞学的研究を展開し、S100 protein family

を介する新しいCa2+シグナル機構の生理学的

意義および病態学的意義を明らかにするこ

とが第２の目的である。さらに、S100 と同様

の開発手法により、神経特異的なCa受容タン

パク質であるNCSに対する分子標的薬の開発

を進め、新規に開発した CaMKK 阻害薬

（STO609）の分子薬理学を推進し、Caシグナ

ル分子に対する分子標的薬科学の基盤を確

立することを最終的な目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

分子生物学、生化学的技法により S100 タン

パク質は Ca 依存的に TPR タンパク質を標的

とすることを見いだした。21 種におよぶ標的

分 子 候 補 お よ び そ れ ら の truncation 

mutants,13 種の S100 タンパク質などを大腸

菌発現タンパク質として取得し、pull down

法、SPR 法などにより相互作用を網羅的に検

討した。さらに、この標的分子の中から、S100

との相互作用によって触媒活性が上昇する

PP5 を薬物スクリーニング系に採用した。PP5

の活性測定においては最適なリン酸化ペプ

チド基質を選択することにより、高感度で簡

便な S100活性スクリーニング法を確立した。

Calmodulin 拮抗薬等の開発において蓄積し

た化合物ライブラリーの中から S100 選択的

拮抗薬を見いだした。NCS については、分子

内に NCSドメインを保有する protein kinase 

(PpCaMK)を用いることにより、高感度に NCS

拮抗薬をスクリーニングする方法を確立し

た。STO609 に関わる分子薬理学的研究におい

ては、すでに確立した CaMKK 活性測定法、真

核細胞への遺伝子導入等の生化学的方法、分

子生物学的方法などを併用した。 

 

４．研究成果 

 

(1) S100 タンパク質の標的タンパク質の同

定−S100タンパク質の標的分子の同定は S100

タンパク質の細胞機能調節メカニズムを解

明する上で決定的に重要である。S100 タンパ

ク質の標的分子を網羅的に解析した結果、

tetratricopeptide ドメイン（TPR）を含む

タンパク質を同定した。分子シャペロン系の

FKBP52,  Cyclophilin40, Hsp-organaizing 

protein (Hop), 神経軸索内輸送に関わるキ

ネシン軽鎖、タンパク質脱リン酸化酵素

protein phosphatese 5 (PP5)などの一群の

タンパク質が S100A1, S100A2, S100A6 の標

的分子であることを明らかにした。この中で、

Hop, キネシン軽鎖、Tom70 については、S100

タンパク質による調節機構を分子レベルで

 



 

解明した（Shimamoto S. et al: Journal of 

Biological Chemistry 283,28246-28258, 

2008）。S100 タンパク質が PP5 分子内の TPR

ドメイン（分子内阻害領域）に結合し、PP5

を open conformation に変換することにより、

PP5 を数十倍活性化することを新たに発見し

た。この新事実を基に、PP5 活性化を指標と

する S100タンパク質活性測定法を案出した。

さらに in vitro の PP5 活性測定法を改良す

ることにより、高速、安定的な S100 拮抗薬

のスクリーニング法を開発した。新開発の

S100 拮抗薬スクリーニング法を利用して多

数の低分子化合物をスクリーニングし、その

結果、新規に S100 拮抗薬シード化合物とし

てメチルベンゼンスルホナマイド化合物を

見いだした。これ以外に、DSCG, Amlexanox, 

Tranilastなど既存薬物がS100拮抗作用を持

つことを明らかにした。新規に見いだしたリ

ード化合物の誘導体の中から最適な S100 拮

抗薬の創製が期待できる。 

 

(2) 分子標的薬創製と共に、新しい創薬スク

リーニングツールの開発も重要であり、本研

究の目標の一つである。 Field Effect 

Transistor 原理を利用する Si-Nanowire 創

薬ツールの開発を行なった。分子標的薬開発

の 対 象 と な る 生 体 分 子 （ 無 標 識 ） を

Si-nanowire に固着させ、高速に候補化合物

を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 新 設 計 の

Si-nanowire を作成し、動作原理を確認し実

用に供するレベルにした。今後、更なる高感

度検出、他検体同時処理システムの構築を目

指している。 

 

(3) NCS は Ca に応答して標的タンパク質と

相互作用を持ち、生理作用を発揮するが、い

ずれの系もタンパク質相互作用であり、高感

度で簡便な薬物スクリーニング法として確

立することは難しい。CaMKII に類似した

Protein Kinase で C末端側に NCS ドメインを

有する酵素 PpCaMK (植物)を用いることによ

り、上記の問題を克服し、高感度に NCS 活性

を測定することが可能となった。新たに確立

し た 測 定 系 を 用 い る こ と に よ り 、

repaglinide が NCS な選択的な拮抗薬である

ことを見いだした。 

(4) 新規開発の CaMKK 阻害薬 STO609 を利用

し、更にプロテオミクス法を用いることによ

り CaMKK の新規標的酵素を探索した。その結

果、神経組織に局在する SAD-kinase が新た

な標的として見いだされた。CaMKK によるリ

ン酸化により SAD-kinase 活性は約 60倍活性

化を受ける。遺伝子導入実験においてもこの

経路は確認され、CaMKI, CaMKIV のみならず

CaMKK/SAD-kinase 系による神経機能制御が

示唆された。 
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