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研究成果の概要（和文）： 
中心体とＭ期の連動を制御するキナーゼ複合体である Lats1/2 複合体および KBG 複合体の機

能解析を進め、中心体キナーゼ Aurora A の発した信号を Lats1/2 が仲介し、M 期キナーゼ Aurora 
B に伝達すること、あるいは中心体にある Chk1 キナーゼの発した信号を Lats2 が仲介し、M 期
脱リン酸化酵素である CDC25B へ伝達することで中心体と M 期が連携していることを発見し
た。一方、中心体に局在する GAK は M 期に標的を持つ脱リン酸化酵素 PP2A B’γ を制御する
ことでＭ期と連動する可能性を指摘した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 The roles of the Lats1/2 and KBG complexes that connect centrosome cycle and M phase are 
analyzed. We found that Lats1/2 kinase links the signal emitted from centrosomal Aurora A to Aurora B 
kinases and that the he signal emitted from centrosomal Chk1 kinase to CDC25, an M phase 
phosphatese, thereby connecting the centrosomal signal to the M phase regulatory machinery. Moreover, 
we showed and pointed out that the centrosomal GAK regulates PP2A B’γ that may control the 
phosphorylation states of certain M phase targets. 
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１．研究開始当初の背景 

中心体の成熟とＭ期進行の連動は癌の悪性

化の原因である染色体不安定性を制御して

いることから重要であるという認識は世界

中で共有されている。しかし、その詳細な

分子制御機構はほとんどわかっていない。

我々は中心体に局在してＭ期で機能する新

規なキナーゼ GAK と Lats2 を見出し、そ

れらが Mdm2 を介して癌抑制遺伝子の p53

の制御と密接に関わっていることを突き止

めた。しかし GAK と Lats2 の中心体とＭ期

進行の連動における分子制御機構は未知ま

ま残されていた。 
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２．研究の目的 

本研究の目的は中心体とＭ期の連動を制御

するキナーゼである我々が世界に先駆けて

単離し命名した GAK (およびその結合因子

である Cyclin G1, Cyclin G2) と Lata2（およ

び類似の Lats1）の機能を解明することにあ

る。GAK 複合体と Lats 複合体はともに

Mdm2 を介して癌抑制遺伝子の p53 の制御

と密接に関わっており、癌の悪性化の原因

である染色体不安定性を直接に制御してい

ることから、この成果を悪性度の高い癌の

診断・治療に役立てることも目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) GAK, Cyclin G1, Cyclin G、LATS1, 

LATS2 ノックアウトマウス系統と由来す

る MEF を樹立する。 

(2) GAKやLats1/2が仲介するシグナル伝達

経路を解明し、リン酸化部位特異的な抗体

を多数作成する。 

(3)DNA マイクロアレイや miRNA マイク

ロアレイを用いてトランスクリプトーム解

析を進める。 

 

４．研究成果 

(1)新規な ALB 経路の発見 

中心体キナーゼ Aurora-A によりリン

酸化される Lats2 の部位（Lats2-S83, 
-S172, -S380 の３箇

所）を同定した。これ

らの部位に対するリン

酸化特異的抗体を作製

して細胞周期における

リン酸化時期を調べた

ところ、いずれも M 期

特異的に高度にリン酸

化されており、M 期進

行において互いに異な

る分裂装置上への局在を示した。 
中でもLats2-S380 は M 期にリン酸化

され、M 期中期の染色体上とその周辺

および M 期後期のセントラル・スピン

ドル上に局在した。一方、pS380-Lats2

の一部は染色体分配と細胞質分裂に必

須な Aurora B キナーゼと結合・共局在

しており、Lats2 が Lats1, Aurora A, 

Aurora B と結合して Aurora B をリン酸

化することを見出した。Lats2-A(非リ

ン酸化変異体）を HeLa 細胞に発現さ

せると多核化、異常核の形成、染色体

架橋、小核が観察された。これらの結果

から、中心体にある Aurora-A-Lats2 経路

がM期のAurora-Bの制御を介して正確な

染色体分配と細胞質分裂を行う新たなシグ

ナルカスケードが存在することを提唱し、

こ れ を 「 ALB (Aurora-A － Lats1/2 －

Aurora-B)経路」と命名した。 
 

(2) CLP 経路の発見： 

DNA は様々な環境刺

激により損傷を受けて

いる。これらの DNA
損傷は染色体不安定性、

異常な細胞増殖、癌の

悪性化などの原因にな

り得る。そのため、

DNA 損傷応答機構が

ゲノムの維持および癌

の悪性化の阻止に重要

な機能を果たしている。

我々は癌抑制遺伝子

Lats2 の DNA 損傷応答における機能を解

析し、染色体を安定に保つことで染色体不

安定化および癌の悪性化を防いでいる制御

機構の解明を進めてきた。 
 我々はまず DNA 損傷後に Lats2-S408
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が Chk1 によりリン酸化され、リン酸化さ

れた Lats2 は活性化して 14-3-3 の S59 を

標的としてリン酸化することを見出した。

14-3-3-S59 リン酸化部位特異的なリン酸

化抗体を作成して免疫染色解析を行ったと

ころ、miRNA を介した mRNA 分解や翻訳

抑制を行っている P (processing)-body に

局在した。さらに、この局在は DNA 損傷

に依存して強度を増した。さらに、14-3-3
や Lats2 のノックダウンにより GW182
（P-body 足場タンパク質）の P-body 局在

が 消 失 し た 。 こ れ ら の 結 果 は

Chk1-Lats2-14-3-3 軸が新規な DNA 損傷

シグナル伝達経路として P-body 形成を制

御していることを示している。これを

「CLP (Chk1－Lats2－P-Body)経路」と命

名した。 
 
(3) Lats1 ノックアウト(KO)マウスの解析： 

Lats1 KO マウスを作製した。その胚から

樹立した Lats1-/- MEF は Lats1 の N 末端

領域を欠損していることを見出した。この

領域はキナーゼドメインとは異なるが

Lats1 の局在などの制御領域と予測され、

Lats1 の生理的機能に重要な役割を果たし

ていると考えられる。そこで、中心体制御

と Hippo pathway から、癌悪性化におけ

る Lats1 の機能を解析した。具体的にはま

ず、Lats1 KO マウスを用いてその腫瘍形

成能を確認した。そこで Lats1-/- MEF に

癌細胞特有の性質があるか調べ、同時に

Hippo pathway の異常について、および

Lats1-/- 細胞における中心体制御について

調べ、野生型やこれまでに報告された

Lats2 KO MEF の表現型との差異を比較

検討した（投稿準備中）。 
また細胞増殖と器官サイズのコントロー

ルにおけるLats2の機能を解析するために、

Lats2 の TG マウスを作製し心臓の過形成

における Lats2 の役割を調べた結果、

Lats2 が心臓の過形成を抑制していること

を見出した(Matsui et al. Circ Res, 2008)。
また Lats1-/-Lats2-/-のダブルノックアウト

(DKO)マウスを作製したところ、予測どお

り胎生致死であった(Nishioka et al. Dev 
Cell 2009)。その原因を詳細に調べた結果、

Lats2 と Lats1 が協調して細胞増殖や胚発

生に必須な Hippo-Lats 経路を介して着床

前の胚発生過程に不可欠な役割を果たして

いることを見出した。 
 

(4)Lats2 と CDC25B との連携 

G2 期から M 期への進行を制御する脱リン

酸化酵素であるCDC25Bは 14-3-3γS59D
（疑似リン酸化変異体）とは強く結合する

が、S59A 変異体（非リン酸化）とは結合

しなかった。さらに、14-3-3gγが CDC25B
の S230 において結合していることも見出

した。Lats-S408 は M 期に中心体に局在す

ることも発見した。この結果は Lats2-S408
が 14-3-3γをリン酸化して CDC25B の活

性を制御することで中心体と M 期を連携

していることを強く示唆する。 
 
(5)KGB 複合体の機能解析 

我々は GAK を含む GAK/PP2A B’γ/Cyclin G

複合体の細胞内での機能に注目して解析を

行い以下に列挙する成果を得た。 

①GAK が PP2A B'γをリン酸化すること、さ

らにこの反応が in vitro において PP2A の脱

リン酸化反応を亢進することを見出した。 

②細胞がγ線照射を受けると DNA 損傷部位

近傍の H2AX がリン酸化され（γH2AX）、こ

の修復フォーカスを標的として種々の DNA

損傷修復因子が集結し DNA が修復される。

一方 PP2A は γH2AX を脱リン酸化すること
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が知られており、先の反応を終結し修復完了

の伝達を担うと考えられる。本研究において、

γ線照射後にリン酸化 PP2A B’γ1が修復フォ

ーカスに局在すること、また経時的観察によ

り、修復フォーカスにおけるγH2AX および

修 復 関 連 因 子 CHK2 の リ ン 酸 化 型

(CHK2_pT68)の集積ピークに遅れてリン酸

化型 B’γ1の集積が起こることを見出した。さ

らに、ノックダウン法にて B’γの発現を抑制

すると、γ線照射後のγH2AX および CHK2

の脱リン酸化が遅延することを明らかにし

た。これより、PP2A B’γ1が DNA 損傷後の

修復完了の伝達に関与していることが示唆

された。そこで野生型 PP2A B’γおよびリン酸

化部位ThrをAlaに置換した非リン酸化変異

体、Asp に置換した疑似リン酸化型変異体を

U2OS 細胞に導入した安定発現株を用いて、

γH2AX と CHK2_pT68 の脱リン酸化への寄

与を比較した。その結果、野生型と比較して

変異体においてもその差は見られなかった

ことから、B’γのリン酸化には何か別の役割が

あることが考えられた。 

③PP2A B’γあるいは Cyclin G が寄与する

PP2Aの脱リン酸化基質は他にMdm2および

p53 が知られている。γ線照射後のこれらの

脱リン酸化反応に対して、PP2A B’γのリン酸

化が寄与するかどうかについても調べた。そ

の結果、Mdm2_pS166 の脱リン酸化に関与

する可能性を見出した。 

④M 期を制御するコンデンシン II は PP2A 

B'γにより脱リン酸化制御される。上記の結果

はコンデンシン II を標的として中心体にあ

るGAKがM期と連携する可能性を示唆する。 

 

(6) GAK のキナーゼ活性阻害と間質性肺炎 

癌の分子標的薬であるゲフィチニブ（イレッ

サ™）の阻害標的キナーゼとして EGFR 以外

にGAKとRICK (RIP2)が報告された。そこで、

我々は GAK がゲフィチニブの重要な標的分

子であり、間質性肺炎という副作用の原因が

GAK の阻害に起因するのではないかと考え、

GAK のキナーゼドメインをコードする遺伝

子領域を欠失させたノックアウトマウス

(GAK-kinase dead: GAK-kd)を作成し、その機

能解析を行った。その結果、GAK-kd ホモ欠

失マウスは出生までは生き延びるものの、出

生後間もなく、間質性肺炎に酷似した肺機能

不全により死に至るということを見出した。

実際、へテロ欠失体同士の交配すると、

E16.5～E18.5 では、メンデル則に従って

いた。 しかし、生まれてから 4 週間経っ

た時点では、メンデル則から大きく外れ、

ホモ欠失体は一匹も生存していないことが

分かった。そこでどの時点でホモ欠失体が

死ぬかを知るために、帝王切開によって生

まれた新生児の挙動を調べた。具体的には、

18.5 日目にプロゲステロンを注射し、19.5
日目に帝王切開を行って胎児を取り出した

ところ、野生型マウスと比較してホモ欠失

体は呼吸を開始しても体全体が黄白色のま

まで、生後 30 分以内に衰弱し、死亡した。  
この原因を調べるために、新生児から肺

および肝臓を摘出し固定後 HE 染色を行い、

各組織の形態を観察した。野生型では肺に

おいて正常な肺胞構造が見られ、肝臓の細

胞も密に存在しているのに対して、ホモ欠

失体では肺胞構造の乱れと繊維化、肝細胞

の脱落や空洞化が見られた。このことから、

GAK のリン酸化活性は新生児期の肺・肝

組織形成に必要であると言える。  
次に、肺におけるウェスタンブロットと

免疫染色により解析したところタンパク発

現量には変化が見られないものの、サーフ

ァクタント A や E-cadherin およびリン酸

化 EGFR の肺細胞における分布がホモ欠

失体で異常であることが分かった。 すなわ
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ちＷＴでは細気管支上皮で強いシグナルが

検出されるのに対して、末梢側ではシグナ

ルが減弱し、特に肺胞上皮（肺胞内面を裏

打ちする細胞）ではほとんどシグナルが認

めらない。一方、ホモではシグナルの分布

が中枢側（そく）から末梢側までの範囲で

かなり一様に見える。肺胞内面を裏打ちす

る細胞にもかなり強いシグナルが検出され、

その細胞は形態的に立方状のものが多くな

っている。 よって正常な肺の発生（出生時）

においては、細気管支上皮から肺胞上皮へ

の分化の過程で、カドヘリンの発現が減弱

し、細胞形態が扁平化するとともに、サー

ファクタントの分泌能が獲得されてガス交

換が可能となるが、GAKkd-KO マウスで

は、以上のような細気管支上皮から肺胞上

皮への分化が障害されているため、出生直

後に死亡したと結論した。  
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