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研究成果の概要（和文）：STK38は、AGCグループに属するプロテインキナーゼである。研究代表者は、これまで様々な
癌細胞株において高いSTK38活性が保持されていること、STK38が酸化ストレス特異的に活性化されること、STK38のノ
ックダウンは顕著な放射線増感を誘導すること等を報告してきた。本研究では、STK38の放射線感受性制御における意
義を明らかにするためにリン酸化プロテオーム解析を駆使してSTK38の基質探索を行った。これまでにin vitroにおけ
る基質としてDNA修復、細胞周期、細胞死誘導などの放射線応答を制御する因子を複数同定した。現在、これらの基質
についてSTK38によるリン酸化の意義を解析している。

研究成果の概要（英文）：STK38 (Serine/threonine kinase 38), also known as NDR1 (nuclear Dbf2-related 1), i
s a serine/threonine protein kinase belonging to a subclass of the protein kinase A (PKA)/PKG/PKC-like (AG
C) family. I have recently reported that STK38 is activated by oxidative stresses such as X-irradiation or
 H2O2, and that knockdown of STK38 enhanced cellular sensitivity to DNA damage. To further clarify a role 
of STK38 in DNA damage response, I tried to identify a substrate of STK38 using phosoproteome analysis. I 
have identified not less than 30 in vitro substrates, some of which are known to be implicated in DNA dama
ge response such as DNA repair, cell cycle checkpoint arrest, and apoptosis. I have investigated the signi
ficance of the STK38-mediated phosphorylation of their substrates
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１．研究開始当初の背景 
Serine-Threonine Kinase 38 (STK38)は、
Protein kinase A/C/G ファミリーに属するセ
リン・スレオニンキナーゼである。酵母ホモ
ログ Dbf-2 は、分裂制御因子として機能して
いることが知られている。一方、研究代表者
は、哺乳類細胞において STK38 がアポトーシ
ス誘導に重要な役割を果たすストレス応答
JNK シグナルの活性化を抑制することを明ら
かにした (Enomoto et al., Oncogene, 2008)。 
 STK38 は、X 線や H2O2などの酸化ストレス
によって顕著に活性化され、その活性化は、
PI-3K阻害剤Wortmanninによって抑制される
ことを見出した（榎本ら,放射線生物研究, 
2008）。また PI-3K 経路に着目した生化学的
な解析にから、AKT の基質である GSK-3 が、
STK38 の Serine 6 (S6), Threonine 7(T7)を
リン酸化し、それらのリン酸化によって
STK38 活性が抑制されていることを明らかに
した。また多くのヒト癌細胞株ででは正常細
胞より高いSTK38活性を有していることが判
明した。このことから、STK38 を標的とする
ことにより、増感が可能となるのではないか
と考え、siRNA 導入により放射線増感を検証
した。その結果、STK38 を標的とすることに
より、ヒト子宮頚癌由来 HeLa,ヒト乳癌由来
T47D, ヒト胎児腎由来HEK293T細胞などにお
いて、JNK シグナルの亢進と細胞死の増強が
顕著に見られ、増感効果が認められた。これ
らの結果から、酸化ストレス誘発活性化の意
義は、過度のストレスシグナルを抑制し、細
胞を防御することにあると推測した。しかし
ながら、STK38 の細胞内基質や増感に至るプ
ロセスの詳細な分子メカニズムついては、未
解明であった。 
２．研究の目的 
 タンパク質のリン酸化は、タンパク質の安
定化、酵素・転写因子等の活性化制御、タン
パク質間の相互作用・複合体形成など様々な
生命現象における重要な調節機構である。特
に、放射線応答の初期過程においては、リン
酸化を始めとした翻訳後修飾が、DNA 修復、
細胞周期、細胞死の誘導等の制御に深く関わ
っており、その後の細胞の運命を決定する上
で、重要な役割を果たしている。STK38 を標
的として放射線増感が誘発されることから、
STK38 がリン酸化を介した細胞運命決定機構
において重要な役割を担っていると示唆さ
れる。STK38 シグナル伝達の解明は、放射線
感受性や癌化のメカニズム機構のみならず
新しい治療法の開発に有用な情報を与える
ことが大いに期待される。そこで、本研究は、
これまでに構築したSTK38を標的とした放射
線増感法を用いて、リン酸化プロテオーム情
報を基盤とした放射線増感メカニズムの解
明と感受性予測への応用を目指す。 
３．研究の方法 
これまでに研究代表者は、多くのヒト癌細胞
株でSTK38活性が亢進していることおよび複
数の癌細胞株でSTK38を標的として放射線増

感が起こることを見出している。そこで増感
の有無（未処理、X線単独照射、stk38 siRNA
を導入しかつ X線照射）におけるリン酸化タ
ンパク質の挙動を解析するため、各細胞群の
トータルタンパク質からリン酸化タンパク
質特異的カラムを用いてリン酸化タンパク
質画分を精製したのち、二次元目電気泳動を
行った。またリコンビナント活性型 STK38 と
細胞抽出液を用いて in vitro kinase assay
を行い、キナーゼ反応物を二次元展開した。
次にリン酸化タンパク質染色法により、増感
細胞に特異的に変化するリン酸化タンパク
質あるいは活性型STK38によってリン酸化さ
れるスポットをスクリーニングする。スクリ
ーニングの結果、候補となるタンパク質をゲ
ルスポットカッター により切り出し、トリ
プシン消化を行った後、精製した。次に精製
したタンパク質を質量分析法によって解析
を行い、分子量情報を得たのち、トリプシン
消化物の分子量データベースをもとにした
質量分析用検索エンジン(MASCOT Research)
を行い、同一の消化パターンを持つタンパク
質を探索した。 質量分析法により同定され
た放射線感受性制御因子の候補について、そ
のタンパク質をコードする遺伝子の過剰発
現もしくは siRNA 発現ベクターを構築した。
また候補因子がSTK38のダイレクトな基質で
あるかを in vitro kinase assay により検討
する。また STK38 の発現量とその候補因子の
タンパク質安定性、リン酸化/活性化との相
関について、その候補因子に対する特異的抗
体または抗リン酸化抗体を用いた Western 
blot により解析した。 
４．研究成果 
 タンパク質相互作用解析や二次元電気泳
動そしてリン酸化タンパク質染色法などの
プロテオーム解析を駆使してSTK38の基質探
索を行った結果、これまでに、in vitroにお
ける基質として 30 種以上のタンパク質を同
定した。それらの中には、DNA 修復、チェッ
クポイント制御、アポトーシス誘導などの放
射線細胞応答を制御する因子が複数含まれ
ていることが判明した。リン酸化部位変異体
の解析から、ある細胞周期制御に関わること
が知られているタンパク質に関しては、
STK38 によるリン酸化が、細胞内のそのタン
パク質の安定性を制御する上で重要な意義
を担っていることが判明した。さらに stk38
ノックダウン細胞においては、X 線照射後の
G2 期停止の細胞の割合が低下していた。
STK38 によるその基質の安定性と DNA 損傷誘
発 G2 期停止の関連においてさらに研究を進
める必要がある。現在、その他の基質につい
て、欠失変異体やリン酸化抗体を用いて、リ
ン酸化部位の同定を進め、リン酸化部位変異
体を作製してSTK38によるリン酸化の意義を
解析している。 
 一方、STK38 相互作用因子として HSP90 を
同定した。面白いことに HSP90 阻害剤 17-AAG
は、STK38 の遺伝子発現を低下させることが



判明した。STK38 遺伝子のプロモーター解析
から 17-AAG は Sp-1 のプロモーター領域への
結合を阻害すること、そしてこの阻害は
17-AAGによるSp1分解に起因していることが
判った。17-AAG は、放射線増感剤としての有
用性が期待されている。STK38 のノックダウ
ンが放射線増感を起こすことことから、
17-AAGの増感メカニズムの１つとしてSTK38
の遺伝子発現抑制が考えられた。 
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