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細胞内カルシウム（Ca2＋）動態の調節は真核生物において普遍的な生体制御システムであり，その普遍性は高度に保存されたCa2＋センサーであるカルモデュリン（calmodulin：CaM）の存在からも明らかである．とくにCa2＋/CaM依存性リン酸化反応はCaMキナーゼを触媒酵素として，平滑筋収縮から高次中枢神経機能に至る，幅広い生理作用を調節している．近年，細胞内Ca2＋シグナル伝達におけるリン酸化カスケード反応の調節酵素として見いだされたCaMキナーゼキナーゼ（CaMKK）がAMPKの活性化キナーゼとして，代謝調節からがん細胞増殖まで関与していることがわかってきた．本稿では，CaMKKの分子制御機構からリン酸化カスケードの生理機能，さらにはCaMKK阻害剤STO-609を用いたシグナル伝達解析まで解説する．


1. はじめに
ほぼすべての細胞において，遊離の細胞内カルシウムイオン（Ca2＋）はセカンドメセンジャーとして細胞内情報伝達を調節し，筋収縮，代謝制御，免疫応答から神経機能に至る多様な細胞応答を制御する．通常100 nM以下に保たれている細胞質のCa2＋濃度は，細胞外からの刺激により1 µM以上に上昇する．このCa2＋ダイナミクスは細胞外や小胞体（ER），筋小胞体（SR），ミトコンドリアなどの細胞内Ca2＋貯蔵小器官からの流入や排出により厳密に制御されている1）．Ca2＋の生体における多機能性はカルモデュリン（calmodulin：CaM）に代表されるCa2＋結合タンパク質とその下流に位置する細胞内酵素，受容体，細胞骨格など標的タンパク質とのCa2＋依存的な相互作用と，それらの時空間的制御機構により獲得される2）．CaMはEF-ハンドCa2＋結合構造を四つ持つダンベル型のCa2＋情報伝達分子であり，その研究の歴史は70年代の垣内史郎教授（大阪大学）とWai Y. Cheung教授（セント・ジュード小児研究病院）による発見にまで遡る3, 4）．現在までに100種類を超えるCaM相互作用分子が同定されており，プロテオーム解析などの網羅的同定法によりCaMを介したCa2＋情報伝達機構の多様性はさらに広がりを見せている5）．中でもタンパク質リン酸化反応はCa2＋情報伝達経路においても細胞内シグナルの増幅，時空間的制御などの点から中心的な役割を担う生化学的反応であり，Ca2＋/CaM依存性タンパク質リン酸化酵素（CaMキナーゼ）により触媒される6）．本酵素はその基質特異性から，生理機能の限定した酵素群と幅広い基質特異性を持つ多機能性CaMキナーゼに区分される．前者として，δサブユニットにCaMを持つホスホリラーゼキナーゼは最も古く見いだされたCaMキナーゼの一つであり，グリコーゲン分解を促進する7）．ミオシン軽鎖キナーゼ（myosin light chain kinase：MLCK）は平滑筋収縮のCa2＋調節を担う酵素であり，骨格筋にも存在するがその機能についてはいまだ不明である8, 9）．一方，多機能性CaMキナーゼとして10～12量体構造を持ち神経細胞のシナプス後肥厚の2％のタンパク質量を占めるCaMキナーゼII（CaMKII）は，記憶・学習などの高次中枢神経機能に深く関与する10, 11）．また単量体の多機能性CaMキナーゼとして，CaMキナーゼI（CaMKI）12–15）や核局在を示すCaMキナーゼIV（CaMKIV）16）が知られている．一般的にCa2＋/CaM依存性酵素はCa2＋/CaM複合体の高親和性結合と，それに伴うアロステリックな調節作用により酵素活性が発現する．一方，多機能性CaMキナーゼであるCaMKIおよびCaMKIVはCa2＋/CaM結合とともに，その触媒領域内に位置する活性化ループのThr残基（Thr177：CaMKIα, Thr196：CaMKIV）が上流キナーゼ（CaMKK）によりリン酸化され，酵素触媒能力は10～30倍上昇する17, 18）．すなわちCaMKI/IVを介したCa2＋シグナル伝達経路にはCaMKKによるリン酸化制御が不可欠であり，“CaMキナーゼカスケード”反応と呼ばれる（図1）．近年，代謝調節に重要な5′-AMP活性化キナーゼ（5′-AMP-activated protein kinase：AMPK）がCaMKKのアイソフォームの一つCaMKKβによりリン酸化依存的に活性化されることが見いだされた19–21）．このCaMKKβ/AMPK経路は代謝調節のみならず，がん細胞増殖など病態との関連も報告されており，これらのシグナル伝達を分子標的とする創薬も期待される．そこで，本稿ではCaMKKの機能調節の分子機構から，その阻害薬，さらにはCaMKKを介したシグナル伝達経路の制御メカニズムについて解説する．
[image: ]図1 CaMKKを介した細胞内情報伝達機構と生理機能


2. Ca2＋/calmodulin-dependent protein kinase kinase（CaMKK）
Ca2＋／カルモデュリン依存性プロテインキナーゼキナーゼ（Ca2＋/calmodulin-dependent protein kinase kinase：CaMKK）は1993年に藤澤仁教授（旭川医科大学）のグループにより，ラット脳抽出液中のリン酸化酵素と推定されるCaMKIV活性化因子として，その存在が初めて報告された22）．翌年，著者らはラット脳より68 kDaのCaMKIV活性化リン酸化酵素を単離精製し，1995年に精製酵素から決定した部分アミノ酸配列をもとにcDNAクローニングに成功し，推定一次配列からこのリン酸化酵素が505アミノ酸残基からなるタンパク質リン酸化酵素であることを明らかにした17, 18）．CaMKIV活性化キナーゼの組換え体酵素は，CaMKIVのみならずCaMKIのリン酸化酵素活性も飛躍的に上昇させることから，Ca2＋/calmodulin-dependent protein kinase kinase（CaMKK）と名づけられた17, 18）．なおCaMKKはそれ自体もCaMキナーゼである23）．この遺伝子産物は後にCaMKKアイソフォームの一つであるCaMKKα（CaMKK1）であることが明らかとなる．その後，CaMKKβ（CaMKK2）アイソフォームのcDNAがクローニングされた．CaMKKβは触媒領域から調節領域に至るまでCaMKKαと約70％の相同性を有し，CaMKIおよびCaMKIVの活性化という機能的類似性も示された24, 25）（図2A）．CaMKKα, βともに全身に発現し，特に中枢神経系には豊富に存在する．またαアイソフォームは脾臓，膵臓にもmRNA発現がみられる18, 25, 26）．中枢神経系において，CaMKKαは大脳皮質，海馬に豊富に存在し，CaMKKβは小脳顆粒層における発現が特徴的であり，大脳皮質，海馬にもみられる（図2B）26, 27）ことからも中枢神経機能への役割が示唆された．確かにCaMKKα遺伝子欠損マウスはオスのみ文脈的恐怖記憶が損なわれており28），CaMKKβ欠損マウスではcAMP応答配列結合タンパク質（cAMP-response element binding protein：CREB）リン酸化の減少とともに空間記憶が損なわれ，海馬CA1シナプスにおける後期の長期増強（LTP）も消失する29）．一方，脊椎動物以外の真核生物においてもCaMKKの保存性は高く，下流CaMキナーゼの活性化を指標にすると線虫CKK-130）や糸状菌CMKC31）にまでみられる．分裂酵母Ssp1も触媒領域の高い相同性とAMPK触媒サブユニット（Ssp2）に対する活性化リン酸化能を有することが報告されているが32, 33），酵素活性発現におけるCa2＋/CaM要求性については不明である．
[image: ]図2 CaMKKαおよびβの分子構造（A），mRNAのマウス脳内発現分布（B）とリン酸化酵素活性（C）


3. CaMKKαの分子構造と活性化メカニズム
CaMKKαおよびβはともに，N末端領域の触媒領域（CaMKKα：126～434, CaMKKβ：162～470）とそれに続くCa2＋/CaM結合領域を含む調節領域（CaMKKα：438～463, CaMKKβ：474～499）をリン酸化酵素のコアとして有する（図2A）34）．CaMKK触媒領域内には，Arg/Pro残基に富んだ特徴的な23アミノ酸残基の挿入領域（RP領域）が存在する．RP領域の欠失は自己リン酸化やペプチド基質に対するリン酸化能力には影響を与えないが，CaMKIやCaMKIVの活性化能を失うことから，この領域が標的CaMキナーゼに対する特異的な基質認識に重要と考えられる35）．他のCaMキナーゼと同様にCaMKK自身も細胞内Ca2＋濃度が低い場合には，その自己阻害領域（AID）を含んだ調節領域（CaMKKα：438～463, CaMKKβ：474～499）によりリン酸化酵素活性を不活性に保つ．特にIle441（CaMKKα）はこの自己阻害に重要である（図2A）36）．一方，活性化因子であるCa2＋/CaMはこの自己阻害領域に重複した結合領域（CBD）に結合することにより，阻害領域による活性阻害機能を解除させることでCaMKK活性を発現する（図3A）．伊倉光彦教授（トロント大学）らのグループによるNMRを用いた構造解析から，CaMKKαの調節領域ペプチド（CaMKKα：438～463）とCa2＋/CaMとの複合体構造が明らかとなった37）（図3B）．これによると，複合体構造には調節領域N末端部分のα-ヘリックス構造とそれに続くループ構造がみられ，Trp444とPhe459がCa2＋/CaMのN末端，C末端の疎水性ポケットに入り込むことにより，複合体構造を安定化させる（図2A，図3B）37）．興味深いことにCa2＋/CaMのCaMKKαペプチド（438～463）への結合方向性はMLCKやCaMKIIのそれと逆向きである．しかし，MLCK, CaMKIIのCaM結合配列をCaMKKαのそれと交換したCaMKKα変異体の酵素活性の発現は完全にCa2＋/CaMに依存していることから，CaMキナーゼにおけるCa2＋/CaM結合による活性化機構にはCa2＋/CaMの結合方向性は大きな意味を持たないのかもしれない36）．またこの調節領域を欠いた恒常的活性型CaMKKα（1～433）の遺伝子導入マウスは，短期記憶に変化がないものの海馬における長期記憶が選択的に損なわれることから，CaMKKαのCa2＋/CaMによる厳密な活性制御機構が長期記憶にとっても重要と考えられる38）．
[image: ]図3 CaMKKαの活性化機構（A）と調節領域（Val438～Phe463）のCa2＋／カルモデュリン結合（B）


4. CaMKKβの分子構造と活性発現メカニズム
厳密なCa2＋/CaM要求性を持つCaMKKαとは対照的に，CaMKKβ組換え体酵素は高いCa2＋/CaM非依存性活性［自発活性（autonomous activity）］を発現することが知られており（図2C）24, 25, 34），Ca2＋/CaM存在下における総リン酸化活性の70～80％に達する．CaMKKαと相同かつ機能的な調節領域（474～499）を有するにも関わらず（図2A），CaMKKβの自己阻害機構（Ca2＋/CaM非存在下における酵素活性抑制）は見かけ上機能していない．これは触媒領域（162～470）のN末端付近に位置する短い領域（N末端調節領域：129～151）によることが，この領域を欠失させた変異体CaMKKβΔ129-151が完全にCa2＋/CaM依存性酵素になることから明らかとなった（図2A）34）．また，CaMKKβはこの自発活性に由来する高い自己リン酸化反応が観察され，特に調節領域（474～499）内のThr482の自己リン酸化は自発活性の発現にも一定程度貢献している（図2A，図4）39）．さらにCaMKKβはCaMKKαと異なり，細胞内においてAMPKを標的リン酸化基質としてαサブユニットのThr172のリン酸化依存的な活性化を触媒する19–21）．AMPKに対するKm値はCaMKKβとCaMKKαではそれぞれ1.5 µMと13.1 µMと約9倍程度見かけ上の基質親和性に差があり，この差が，CaMKKβ/AMPK経路を成立させている一因と考えられる40）．
[image: ]図4 CaMKKβの活性化機構とAMPKによるフィードバックリン酸化制御


5. CaMKKのリン酸化制御機構
現在までにCaMKKを活性化する上流リン酸化酵素に関する報告はない．一方，自己リン酸化とは別に細胞内において，このCa2＋シグナル伝達機構はcAMP/PKA経路によるリン酸化反応により制御される．CaMKKαは触媒領域外側のThr108とCa2＋/CaM結合領域内のSer458のcAMP依存性リン酸化酵素（cAMP-dependent protein kinase：PKA）によるリン酸化（図2A）がCaMKK活性を負に調節していることが，PC12細胞，海馬神経細胞やJurkat T-細胞において見いだされている41, 42）．さらにこれらPKAによるCaMKKαのリン酸化は14-3-3タンパク質を呼び込むことにより，Thr108の脱リン酸化を抑制することで，不活性化状態を保持する43, 44）．また最近著者らは，CaMKKβ/AMPK活性化経路において，下流AMPKがCaMKKβをフィードバックリン酸化することを見いだした45）．CaMKKβによりThr172をリン酸化依存的に活性化したAMPKはCaMKKβのN末端調節領域（129～151）に存在するThr144をリン酸化し，このリン酸化がN末端調節領域の役割である自己抑制機構の解除機能34）を抑制することで，CaMKKβをCa2＋/CaM依存性酵素へと変換する（図4）．このリン酸化制御は培養細胞においても観察され，CaMKKβ/AMPK経路の活性化に細胞内Ca2＋濃度の上昇を必要とするためには，CaMKKβのThr144のリン酸化を介したCa2＋/CaM依存性酵素への機能変換が必要なのかもしれない．一方，このN末端調節領域内のリン酸化反応については，サイクリン依存性キナーゼ5（cyclin-dependent kinase 5：CDK5）とグリコーゲン合成酵素キナーゼ3（glycogen synthase kinase 3：GSK3）によるSer128, Ser132, Ser136のリン酸化によりCaMKKβの自発活性が抑制されることが報告されており46）（図2A），N末端調節領域のリン酸化による制御機構の点において類似している．

6. CaMKK阻害剤STO-609と分子薬理学的解析
著者らはCaMKKシグナル伝達機構の生理機能解明のため，CaMKK阻害剤STO-609（7H-benzimidazo［2,1-a］benz［de］isoquinoline-7-one-3-carboxylic acid）を2002年に住友製薬（当時）との共同研究により開発した47）．STO-609は現在，広く入手可能となっている（図5A, B）．STO-609は細胞膜透過性を有する基質ATPの競合阻害剤として，CaMKKαに対してはKi＝80 ng/mL，CaMKKβに対してはKi＝15 ng/mLの阻害効率を有する．CaMキナーゼ間においては選択性を持つものの，ATP拮抗薬であること，細胞外シグナル制御キナーゼ8（extracellular signal-regulated kinase 8：ERK8），カゼインキナーゼ2（casein kinase 2：CK2）やMAPキナーゼ相互作用キナーゼ1（MAPK-interacting protein kinase 1：MNK1）などに対する阻害効果48）や芳香族炭化水素受容体に対するアゴニスト作用49）も報告されており，STO-609の薬理学的作用に関しては，十分な検討と評価を必要とする．興味深いことに，CaMKKアイソフォーム間に対するSTO-609の阻害効率は5～10倍程度の差がみられる（図5B）．この差は触媒領域に存在する1アミノ酸残基（Leu233：CaMKKα, Val269：CaMKKβ）側鎖によるSTO-609に対する立体障害の違いであることが推定された50）．これはCaMKKβ/STO-609複合体の結晶構造解析51）より明らかとなったVal269（ヒトCaMKKβ：Val270）の主鎖とSTO-609間の水素結合からも強く示唆された．さらに，このアミノ酸残基を立体障害の大きい側鎖を持つアミノ酸残基に置換したSTO-609低感受性変異体は，STO-609の細胞における薬理学的評価に役立つものとなった．STO-609添加による神経細胞の軸索伸長阻害は，STO-609低感受性変異体CaMKKα（Leu233Phe）および恒常的活性型CaMKIαの共発現による回復実験から，CaMKKを介したCaMKIシグナル伝達の抑制によることが示された52）．さらに，著者らはSTO-609を用いることでCaMKKアイソフォーム特異的なシグナル伝達経路を区別するために，さらなるSTO-609低感受性CaMKKα（Leu233Phe/Ala292Thr）およびCaMKKβ（Val269Phe/Ala328Thr）を作製した（図5B）．これらを安定発現させたA549ヒト肺胞基底上皮腺がん細胞を用いて，細胞内Ca2＋濃度上昇に応答したAMPKの活性化リン酸化（Thr172）はCaMKKαではなくCaMKKβにより引き起こされることを確認した（図5C）53）．一方，これら変異体安定発現細胞を用いることで，CaMKKα, βともに細胞内においてCaMKIV活性化酵素となることも明らかにした．すなわち，STO-609低感受性CaMKK変異体による回復実験によりSTO-609の薬理効果とCaMKKアイソフォーム特異性についての評価が可能となった（図5D）．
[image: ]図5 STO-609抵抗性変異体を用いたCaMKKαおよびβ特異的シグナル伝達解析


7. CaMKK/CaMKIVリン酸化カスケード反応の生理機能
核局在を示すCaMKIVは，CREBや血清応答因子（serum response factor：SRF）などの転写因子のリン酸化を介した遺伝子発現調節への役割が示された16, 54–57）．Importin αにより核内移行するCaMKIV58）はCaMKKによるThr196のリン酸化により，リン酸化基質に対する見かけ上の親和性を約10倍程度上昇させることで，酵素活性を上昇させる．また非リン酸化CaMKIVにはみられないCa2＋/CaM非依存性活性（自発活性）がThr196のリン酸化により発現する17）．この自発活性の発現は，CaMKIIにみられる酵素特性であり，一過性のCa2＋シグナルを自発活性の発現を通して長期にわたるリン酸化反応シグナルとして伝達するものである59）．しかし，自己阻害領域内のThr286（CaMKIIα）の自己リン酸化による自己抑制機構の解除60）とは異なり，CaMKIVはその触媒領域内のThr196がリン酸化されることにより，自己抑制領域の酵素触媒領域への分子内相互作用が抑制されることで，自発活性が発現する61）．また最近ではERストレス下においてCaMKIV触媒領域のCys198のポリスルフィド化による可逆的な新たな活性制御も見いだされた62）．神経細胞におけるCaMKK/CaMKIVの役割として，CREBのSer133のリン酸化を介した遺伝子発現制御は長期記憶の形成に重要であり56, 63），CaMKIV遺伝子欠損マウスにおいてはPurkinje細胞における後期の長期抑圧（LTD）の消失や脱分極によるCREBリン酸化レベルの上昇が観察できない64）．また詳細な行動解析よりCaMKIV遺伝子欠損マウスは受動回避試験や空間認識においては正常であるものの，長期の恐怖記憶や不安様行動が軽度に減少する65）．CaMKIVはT細胞にも発現しており，T細胞受容体の刺激に応答して活性化し66），AP-1（activator protein 1, Fos/Jun）のDNA結合および転写活性を上昇させることでインターロイキン2の発現誘導に関与することからも，免疫応答における重要性も示されている67）．このCaMKK/CaMKIV/CREB経路はNFATc1（nuclear factor of activated T cells c1）の発現誘導を介した破骨細胞分化を制御し68），膵臓β細胞や下垂体腫瘍細胞株などの内分泌系細胞においても，インスリンやプロラクチンなどの遺伝子発現を調節する69–71）．以上のことからも，CaMKK/CaMKIV経路は生体内において幅広く細胞内Ca2＋動員に伴う遺伝子発現制御を担う（図1）．

8. CaMKK/CaMKIリン酸化カスケード反応の生理機能
α, β, γ, δのアイソフォームを持つCaMKIも12–15），活性化ループに存在するThr残基のCaMKKによるリン酸化を介して酵素活性が上昇するが，リン酸化CaMKIVと異なり，Ca2＋/CaM非依存性活性は認められない．CaMKK/CaMKIカスケードは線虫にまでみられ，CKK-1によるCMK-1のThr179のリン酸化を介したCa2＋/CaM依存的な活性化機構は哺乳動物のCaMKK/CaMKIカスケード反応と同様である30, 72）．一方，CMK-1はN末端の核移行シグナルによる核局在により，線虫CREB（CRH-1）のSer29のリン酸化を介した転写制御への関与が個体レベルで明らかとなった．線虫には哺乳動物CaMKIVの相同遺伝子がないことからも，このCKK-1/CMK-1/CRH-1経路がCaMKK/CaMKIV/CREB依存性転写調節機構として，感覚神経や介在神経において機能しているようである30）．またCKK-1/CMK-1経路は熱回避行動の制御に関与していることが報告されている73）．哺乳動物のCaMKK/CaMKI経路は神経細胞における軸索伸長や樹状突起形成などの形態制御を担う74, 75）．CaMKKはNMDA（N-methyl-D-aspartate）受容体，AMPA（α-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole propionate）受容体，GABA（γ-aminobutyric acid）受容体，さらにはBDNF（brain-derived neurotrophic factor）やニュートロフィン3を介した細胞内Ca2＋濃度上昇により活性化され，CaMKIαを介してスパインの形成，シナプスの可塑性や軸索伸長などを制御する（図1）76–79）．

9. CaMKKβ/AMPKリン酸化カスケード反応の生理機能
AMPKは生体内のエネルギー状態（AMP：ATP比）に応答して活性化するキナーゼであり，異化反応経路を活性化するとともに，同化反応を不活性化することによりエネルギー代謝経路を制御する．濃度上昇したAMPがAMPKのγサブユニットへ結合するとともに，触媒サブユニットの活性化ループに位置するThr172が上流活性化リン酸化酵素であるTGFβ活性化キナーゼ1（transforming growth factor β-activated kinase 1：TAK1）およびLKB1（liver kinase B1）によるリン酸化を受け，酵素活性が上昇する．これがAMPKシグナル伝達の活性化機構である80, 81）．近年，STO-609を用いた薬理学的解析や遺伝子ノックダウン法によりCaMKKβがAMPK活性化リン酸化酵素として機能しており，細胞内Ca2＋シグナルにより制御されることが明らかとなった19–21）．興味深いことに，CaMKKαは細胞内において，AMPK活性化酵素として機能することはできない．これは前述のようにCaMKKβのAMPKに対する親和性がCaMKKαよりも9倍近く高いこともその要因であり，CaMKK触媒領域内のサブドメインVIIIに位置する1アミノ酸残基（CaMKKαIle322/CaMKKβLeu358）がCaMKKβとCaMKKαのAMPKに対する基質親和性の差を生み出している40）．CaMKKβ/AMPK経路の生理機能については，視床下部におけるAMPK活性の調節を介したニューロペプチドYの発現とそれに伴う摂食行動の制御，アミノ酸飢餓に誘導される細胞内Ca2＋濃度の上昇によるCaMKKβ/AMPK/ULK1（UNC51様キナーゼ）を介したオートファジーの調節，甲状腺ホルモンT3によるミトコンドリア脂肪酸酸化系の活性化など，多くの代謝調節経路の制御が報告されている82–84）（図1）．

10. CaMKKシグナル伝達と疾患
CaMKKβ/AMPKリン酸化カスケード反応はエネルギー代謝応答やさまざまな代謝過程の制御に関与していることから，がん細胞増殖への寄与が報告されている．またCaMKKβの肝細胞がんにおける高発現とCaMKKβ/CaMKIV経路の活性化はmTOR（mammalian target of rapamycin）／リボソームタンパク質S6キナーゼ経路を制御し，肝がん細胞の増殖に関与している85）．前立腺がん細胞においてもCaMKKβの発現は向上しており，特にLNCaP細胞においてはアンドロゲン刺激に依存したCaMKKβの発現上昇がAMPK活性化を介した異化代謝反応を刺激することで，がん細胞増殖を誘導することが示されている．STO-609投与によるCaMKK活性の薬理学的阻害は前立腺がん細胞（C4-2B細胞）や肝がん細胞（PHM1細胞）移植ゼノグラフトマウスにおける腫瘍増殖を抑制する85, 86）．またAMPK活性化酵素であるLKB1欠損肺がん細胞においては，グルタミン酸脱水素酵素（GDH1）により産生したα-ケトグルタル酸が，CaMKKβの基質であるAMPKとの結合を誘導し，過剰に活性化させることで細胞接着喪失によるアポトーシス（アノイキス）に対する抵抗性を与える87）．高脂肪食やこれに加えてstreptozotocin投与により作製した脂肪肝マウスモデルにSTO-609を投与すると，CaMKKβ活性を阻害することで，脂質代謝などの異化反応を抑制するとともに，解糖系代謝産物が増加することがメタボローム解析より明らかとなり，非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）を改善することが報告された88）．

11. おわりに
CaMKKの発見から四半世紀が経った現在においても，この調節リン酸化酵素を介した細胞内Ca2＋シグナル伝達経路の新たな生理機能が見いだされ続けており，中枢神経機能からエネルギー代謝調節に至るまでその多彩な役割が明らかとなってきた．さらには，前立腺がんや肝細胞がんをはじめとするがん細胞増殖への関与の解明は，CaMKK阻害剤STO-609を用いた薬理学的解析による成果の一つである．今後，ATP拮抗薬であるSTO-609とは異なる，新しい阻害機構を持った酵素阻害剤開発の試みは，CaMKKシグナル伝達経路を狙った分子標的治療薬として大きな可能性を秘めているかもしれない．
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OEBPS/text/figure2.xhtml
[image: ]図2 CaMKKαおよびβの分子構造（A），mRNAのマウス脳内発現分布（B）とリン酸化酵素活性（C）

モデル図（A）および酵素活性（C）はラットCaMKKαおよびβを用いた．Catalytic：触媒領域，AID：自己阻害領域，CBD：カルモデュリン結合領域，RP：Arg/Pro領域，[image: ]：リン酸化，PKA：cAMP依存性キナーゼ，AMPK：5′-AMP活性化キナーゼ，CDK5：サイクリン依存性キナーゼ5，GSK3：グリコーゲン合成酵素キナーゼ3．（B）はKamata et al.27） より改変した．Cb：小脳，Cx：大脳，Hi：海馬，MO：延髄，OB：嗅球，Th：視床．（C）はTokumitsu et al.34）より改変した．
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[image: ]図3 CaMKKαの活性化機構（A）と調節領域（Val438～Phe463）のCa2＋／カルモデュリン結合（B）

本モデル図（A）はラットCaMKKαを用いている36）．Catalytic：触媒領域，AID：自己阻害領域，CBD：カルモデュリン結合領域，RP：Arg/Pro領域，[image: ]：リン酸化，CaMKI·IV：CaMキナーゼI/IV．（B）はOsawa et al.37）より改変した．Ca2＋/CaMの疎水ポケットにアンカーするTrp444とPhe459を示す．PDB ID：1ckk.
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[image: ]図1 CaMKKを介した細胞内情報伝達機構と生理機能

CaMKKが調節するリン酸化カスケード反応と生理機能を示した．AC：アデニル酸シクラーゼ，cAMP：環状アデノシン一リン酸，PKA：cAMP依存性キナーゼ，CaM：カルモデュリン，AMPK：5′-AMP活性化キナーゼ，CaMK：CaMキナーゼ，CREB：cAMP応答配列結合タンパク質，ACC：アセチルCoAカルボキシラーゼ，βPIX：Pak相互作用ヌクレオチド交換因子β，GEF-H1：グアニンヌクレオチド交換因子H1，ULK1：UNC51様キナーゼ，ER：小胞体，[image: ]：リン酸化．
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[image: ]図4 CaMKKβの活性化機構とAMPKによるフィードバックリン酸化制御

モデル図はラットCaMKKβを用いており，Nakanishi et al.45）より改変した．Catalytic：触媒領域，AID：自己阻害領域，CBD：カルモデュリン結合領域，N：N末端調節領域，RP：Arg/Pro領域，[image: ]：リン酸化，CaMKI·IV：CaMキナーゼI/IV，AMPKα, β,γ：5′-AMP活性化キナーゼα, β, γサブユニット．



OEBPS/text/figure5.xhtml
[image: ]図5 STO-609抵抗性変異体を用いたCaMKKαおよびβ特異的シグナル伝達解析

CaMKK阻害剤STO-609（A），STO-609の野生型および阻害剤抵抗性CaMKK変異体に対する酵素阻害効果（B），STO-609抵抗性CaMKK変異体発現細胞（A549細胞）を用いたAMPKリン酸化解析（C）とCaMKKシグナル伝達解析法（D）．（B）, （C）および（D）はFujiwara et al.53）より改変した．
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