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研究成果の概要（和文）：本研究では個体老化および加齢性疾患におけるNLKの分子機能を明らかにするととも
に、NLK阻害剤の疾患・老化に対する治療効果を検討した。まずNLK機能改変動物を作製し、これらを用いてNLK
の分子機能の解析をおこなった。また、加齢性疾患の一種であるポリグルタミン病におけるNLKの分子機能の解
析をおこなった。さらに、NLK阻害剤の開発および、加齢性疾患モデルマウスを開発した。また、本研究で開発
したin vitro kinase assay系を活用して、ヒト希少疾患に関わるキナーゼ遺伝子変異を3つ同定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the molecular function of NLK in individual 
aging and aging-related diseases, as well as the therapeutic effects of NLK inhibitors on disease 
and aging. First, we generated NLK-functionally modified animals and analyzed the molecular function
 of NLK using these animals. We also analyzed the molecular function of NLK in polyglutamine 
disease, a type of aging-related disease. In addition, we developed NLK inhibitors and mouse models 
of aging-related diseases. We also identified three kinase mutations associated with rare human 
diseases using the in vitro kinase assay system developed in this study.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： NLK (Nemo-like kinase)　加齢性疾患　個体老化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、NLKと遺伝的相互作用がある分子やNLKの基質の同定、発生におけるNLKの役割解明が進んできたが、一方
で、成体組織や加齢性疾患、個体老化におけるNLKの機能はあまり研究が進んでいない。本研究では、独自開発
したモデル動物や新規阻害剤を用いて、哺乳類を含む動物成体におけるNLKの機能、老化制御機能を見出した。
本研究は個体老化機構の理解を大きく進めるだけでなく、健康寿命延伸のための新たな医療技術のシーズ創出に
も繋がるだろう。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
NLK(Nemo-like kinase)は MAP キナーゼ(MAPK)ファミリーに属する種を超えて保存された

タンパク質リン酸化酵素である。ERK1/2、JNK、p38 などの classical MAPK とは構造が少し
異なっており、atypical MAPK(非典型的 MAPK)とみなされている。また、classical MAPK が
その kinase domain 上の活性化ループに位置する TXY モチーフの T (Thr)と Y(Tyr)を MAPK
キナーゼ(MAPKK) によりリン酸化をされるのに対して、NLKでは TXYモチーフがTQE(Thr-
Gln-Glu)となっており、その活性化に MAPKK によるリン酸化を 必要としない(図 1 下段)。事
実、NLK は上流刺激に応じてホモダイマーを形成し、トランス自己リン酸化により TQE モチ
ーフの Thr をリン酸化し、これにより自身を活性化する(Ishitani S et al., MBoC 2011)。  
NLK の機能は、申請者の所属グループが世界に先駆けて明らかにしてきており、さらに近年、
海外の研究グループがNLK研究に参入し、その結果多数のNLK基質が同定されている(Ishitani 
T and Ishitani S, Encyclopedia of Signaling Molecules, 2nd Edition, 2018)。しかしながら、多
くの報告は生化学的な解析により示されたものであり、大部分の NLK 基質についてそのリン酸
化の in vivo での役割は不明である。そのような中、私はゼブラフィッシュを用いた個体解析に
より、NLK による Notch リン酸化、Lef1 リン酸化などが神経前駆細胞の運命制御に必須であ
ることを示した(Ishitani T, Ishitani S et al., Nat Cell Biol 2010; Ota S, Ishitani S et al., EMBO 
J 2012)。  
これまでに、多様な細胞運命制御因子(Lef1 や Notch1、Yap など)及び代謝制御因子(Foxo1 や 

Raptor など)が NLK 基質として同定されたことを受け、NLK の機能改変動物の開発が海外で
進められている。これまでに、NLK のノックアウト(KO)マウスが作製され、ホモ KO マウスは
発生途上の肺で Lef1 の活性制御破綻が起き、結果、肺胞形成が異常になり生後間も無く窒息死
することが示された(Ke et al., Sci Rep 2016)。しかし、ホモ KO が致死であり、また NLK をコ
ンディショナルに機能阻害できる動物が開発されていないため、成体における NLK の機能解析
はほとんど進んでいない。一方、ポリグルタミン病モデルマウス(脊髄小脳変性症 1 型及び球脊
髄性筋萎縮症)の病状が NLK ヘテロ KO により有意に改善すること(Ju H et al., J Neurosci 
2013; Todd TW et al., eLIFE 2015)や、PTEN 欠損がん細胞の増殖・生存が NLK RNAi により
低下すること(Mendes-Pereira AM et al., PLoS One 2012)、 NLK 阻害剤によりポリグルタミ
ン病モデル神経細胞におけるポリグルタミン化タンパク質(病因タンパク質)が分解へと導かれ
ることや種々のがん細胞の増殖・生存活性が低下すること(未公表データ)などが分かってきてお
り、NLK は加齢性疾患の発症を正に制御する酵素であることが示唆されている。また、過去の
文献において、NLK ヘテロ KO マウスの寿命が野生型マウスよりも長いことを示すデータ(Todd 
TW et al., eLIFE 2015、論文中では言及されていない)があり、このことから、NLK の活性阻害
が個体老化を抑制する可能性が期待される。NLK と個体老化、加齢性疾患の関係に注目した我々
は、マウス(寿命 3 年以上)では寿命評価やメカニズム解析に時間がかかりすぎると考え、新たな
モデル動物として超短命魚類ターコイズキリフィッシュ(通称キリフィッシュ)に注目した。キリ
フィッシュは、乾季・雨季のあるアフリカの乾燥地帯に生息する小型魚類であり、雨季の間に卵
から一気に成魚に成長し、卵を産みつつ、徐々に老化し、死に至る。乾季の間は卵の状態で休眠
し、雨季になるとスコールの刺激で発生を再開する。乾季における休眠能力を獲得するために
trade off で短寿命化した動物と考えられているが、その老化の表現型はヒト老化に類似してお
り、運動能低下、筋萎縮、臓器の繊維化、がん発生、脳の萎縮、背骨の湾曲、組織再生力低下な
どが観察される(Hu CK and Brunet A, Aging Cell, 2018)。その寿命の短さは、研究室で飼育可
能な脊椎動物の中で最短(3−6 ヶ月)であり、このため、長寿動物ハダカデバネズミに並ぶ、老化
研究における次世代モデル動物としてにわかに注目され始めている。そこで我々は、キリフィッ
シュ研究の世界的さきがけのドイツ Max Planck Institute for Biology of Ageing を訪問して飼
育法を習得し、野生型の卵を持ち帰り、日本で飼育系を立ち上げた。そして、ゲノム編集系を独
自に立ち上げ、NLK KO キリフィッシュの作出に成功した。NLK KO による寿命延長は現在評
価中で結果が出ていないが、少なくとも、NLK ヘテロ KO キリフィッシュは、野生型で筋萎縮
と運動能低下が起きる老齢期になっても、筋萎縮と運動能低下が起きないことを見出している
(申請者らの未公表データ)。このことは、NLK が個体老化を正に制御する因子であるという我々
の仮説に合致する。NLK の個体機能解析推進のボトルネックの一つとして、NLK 阻害剤がない
ことが挙げられる。酵素の研究には、その特異的阻害剤が有効なツールとなる。しかし、全ての
classical MAPK 及び多くのタンパク質リン酸化酵素に対して特異的阻害剤の開発が進められて
いるのに対し、NLK の特異的阻害剤は全く報告がない。私は、NLK 研究の推進には阻害剤が必
要であると考え、2012 年より阻害剤の開発を進めてきた。東大創薬機構から入手した約 17000
種の低分子化合物を対象とした大規模スクリーニングを実行し、「in vitro、in vivo 双方におい
て NLK の酵素活性を特異的に抑制し、かつ特異性が高く細胞毒性が低い化合物」を探索し、そ
してさらにヒット化合物の構造改変も進め、その結果、ヒト細胞内で NLK の活性を IC50≒ 20 
nM で抑制できる強力な NLK 阻害剤を得た。この NLK 阻害剤は非常に特異性が高く、ヒトの
全キナーゼのうち NLK に最も強く作用するだけでなく、NLK と構造が類似したキナーゼ群の



活性をほとんど抑制しない(未公表データ)。 
このように、NLK が加齢性疾患や個体老化に関わる可能性が期待できるが、動物成体において

NLK がどのような基質をリン酸化し、どのような生理的役割を果たしているかは不明である。
また、独自開発した NLK 阻害剤が加齢性疾患治療薬あるいは抗老化薬となる可能性も期待でき
るが、検証が必要である。  
 
２．研究の目的 
NLK は、MAP キナーゼファミリーに属するタンパク質リン酸化酵素である。私はこれまで、

神経発生における NLK の機能と制御を解明してきた。その過程で、NLK が不良タンパク質蓄
積や神経変性、がん発生を正に制御し、加齢性疾患や個体老化に関わる知見が得られつつある。
個体老化における NLK の機能の詳細は未だ不明ではあるが、これらの新たな知見は、NLK の
特異的阻害剤が加齢性疾患治療薬あるいは抗老化薬となる可能性を示している。そこで本研究
では、NLK 阻害剤や NLK 機能改変動物など独自の解析ツールを開発し、個体老化および加齢
性疾患における NLK の分子機能を明らかにするとともに、NLK 阻害剤の疾患・老化に対する
治療効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
本研究では個体老化および加齢性疾患における NLK の分子機能を明らかにするとともに、

NLK 阻害剤の疾患・老化に対する治療効果を検討する。 
 まず、研究室で飼育可能な脊椎動物の中で最も寿命が短い小型魚類ターコイズキリフィッシュ
を用いて、NLK の個体老化における役割を解析する。具体的には、ゲノム編集により NLK KO
キリフィッシュを作出し、NLK KO により寿命延伸が起こるか確認する。続いて、野生型個体
で NLK の発現の高い組織に注目し、野生型 – NLK KO 個体間の老化速度の違い、およびそれ
を引き起こすメカニズムを詳細に解析する。 
 また、NLK 酵素活性欠損マウスや NLK コンディショナル KO マウスを作製し、哺乳類におけ
る NLK の役割を検証する。特に、個体老化への効果に注目する。 
 さらに、強力かつ選択的な NLK 阻害剤を作出し、これを用いて NLK 阻害の加齢性疾患・老化
に対する治療効果の検討も行う。疾患モデル細胞やキリフィッシュ個体、加齢性疾患モデル動物
に NLK 阻害剤を投与し、加齢性疾患・老化に対する治療効果を検討する。また、臨床的応用を目
標として、NLK 阻害剤の構造最適化を進める。 
 
４．研究成果 
まず、NLK の老化における役割を解析するために、ゲノム編集技術により、NLK 機能改変キ

リフィッシュ、および NLK 機能改変マウス、NLK コンディショナル KO マウスを作製し、こ
れらを用いて、個体老化および加齢性疾患における NLK の分子機能の解析をおこなった。NLK
機能改変マウスにおいては、運動能力の向上が認められた。今後さらに解析を進めることで、老
化における NLK の分子機能の解明をめざす。 
加齢性疾患の一種であるポリグルタミン病における NLK の分子機能の解析をおこなった。ポ

リグルタミン病は、グルタミン鎖が異常伸長したポリグルタミンタンパク質が神経細胞の変性
を誘導し、神経系に重篤な障害を及ぼす、遺伝性の神経変性疾患である。NLK が異常ポリグル
タミンタンパク質をリン酸化することは以前から分かっていたが、私は、生化学的解析によって
NLK による異常ポリグルタミンタンパク質のリン酸化部位を複数箇所同定した。さらにこれら
のリン酸化部位の変異体を用いた解析によって、NLK による異常ポリグルタミンタンパク質の
直接的なリン酸化が異常ポリグルタミンタンパク質の蓄積を促すことを明らかにした。 
さらに、NLK 阻害の加齢性疾患・老化に対する治療効果の検討を目的として、NLK 阻害剤の

開発を行った。これまでに強力かつ選択的なリード化合物を作出しており、これをベースとして
臨床的応用を目標とした構造最適化を進めることで、物性や薬物動態面を飛躍的に向上させる
ことに成功した。加えて、発症における NLK の関与が判明している加齢性疾患については、
NLK 阻害剤の治療効果の検討を目的とした疾患モデルマウスの作製および生化学的解析系・行
動解析系の構築をおこなった。現在、治療効果を期待できるマウス体内濃度の維持をめざし、継
続的投与方法の検討をおこなっており、今後、独自開発した加齢性疾患モデルマウスへの投与効
果の検討を行う。 
また、本研究で開発した in vitro kinase assay 系を活用して、臨床研究者と共同研究を行い、

ヒト希少疾患に関わるキナーゼ遺伝子変異を 3 つ同定した（Uehara et al., Sci Rep 2020; Zarate 
et al., Genet Med 2021; Nishina et al., J Hum Genet 2021）。加えて、本研究で進めていたシ
グナル解析系・阻害剤解析系を利用し、CDK8 遺伝子変異に起因する希少疾患の発症メカニズム
の一端を解明するとともに（Uehara et al., Sci Rep 2020）、Wnt シグナル-NFκB シグナルの
新たなクロストークの発見に貢献した（Zou et al., Nat Commun 2023）。 
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