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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、悪性黒色腫が示す化学療法抵抗性における、静止期細胞の役割について、分子マ
ーカーとして蛋白質リン酸化酵素 DYRK1B に着目し、その関与を検討した。DYRK1B は悪性
黒色腫由来の細胞で発現の上昇が認められ、また、実際の病理組織内でも発現が認められた。
独自の DYRK1B 阻害剤は、抗癌剤に低感受性の悪性腫瘍細胞株において、抗癌剤への感受性
を高める事が確認された。DYRK1B の発現様式を模した静止期悪性腫瘍細胞レポーターの作
成を試みたが、完成に至っていない。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The role of the protein kinase DYRK1B on chemoresistant G0 quiescent malignant 
melanoma cellswas investigated. DYRK1B is enriched in G0 phase cells and shows 
enhanced expression in several chemoresistant carcinoma cell lines including malignant 
melanoma-derived cell lines. Histopathology confirmed that a population of cells have 
elevated expression of DYRK1B in malignant melanoma specimens. DYRK1B specific 
kinase inhibitor sensitized chemoresistant carcinoma cell lines to conventional anti-cancer 
drugs. Attempt to establish an in vivo quiescent cell imaging system has been so far 
unsuccessful. 
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１．研究開始当初の背景 
悪性黒色腫などの進行癌において、外科的切

除に加えて化学療法が行われるが、多くの場

合、効果は限定的であり、未だに致死率が高

いのが現状である。また、免疫療法も未だ確

立した効果を上げるには到っていない。 
悪性腫瘍が化学療法抵抗性を来す機序とし

て、MDR(薬剤抵抗性遺伝子)、cancer stem 
cell、癌細胞集団中における静止期細胞

(quiescent cell, QC)の存在、などのメカニズ

ムが提唱されている。特に後者の QC につい

ては cancer stem cell 及び MDR 発現との関

連など含めて未知な部分が多い。 
QC は細胞周期 G0 に静止しており、現在使

用されているほとんどの抗癌剤の作用機序

に対して抵抗性を示す。この現象が進行した

悪性黒色腫において、術後化学療法を行った

にもかかわらず、しばしば腫瘍の再発が認め
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られることの大きな原因であると考えられ

る。 
現在、QC の臨床的重要性は推測されている

が、研究手段の不足もあり、十分な研究がな

されていない状態である。QC の G0 期静止

を強制的に離脱させる手法の開発と、体内で

の QC の動態を生体イメージングにより追跡

する技術を開発する事は、腫瘍 QC の病理的

意義を直接的に証明しうる、決定的な研究手

段となりうる。 
これらの技術は悪性黒色腫のみならず、すべ

ての悪性腫瘍に対して広く応用可能である。 
 
２．研究の目的 
本研究では悪性黒色腫の QC 研究において、

これまで行われていなかった二つの新規技

術開発を行う。すなわち、 
（１）悪性黒色腫 QC 細胞の細胞内シグナリ

ングを制御する事で、QC を細胞周期 G0 か

ら強制的に離脱させる事のできる低分子化

合物の開発、 
（２）悪性黒色腫 QC の実際の生体内での動

態、腫瘍転移時における変化、抗癌剤治療時

の生存などの情報を、in vivo で可視化し、時

系列的に定量評価しうるシステムの樹立、 
の２つの技術の開発を目指す。 
これらの新規技術をもとに、悪性黒色腫 QC
を標的とした新たな化学療法戦略の提唱を

行う事を目的とする。 
現在、外科的切除の不可能な悪性腫瘍で最も

広く選択される治療方法は化学療法である。

現在多用されている抗がん剤の主な作用標

的として、核酸代謝、DNA アルキル化、ト

ポイソメラーゼ阻害、微小管重合が有るが、

これらは特に分裂期細胞に対して殺傷性を

もたらすものの、静止期にある細胞に対して

は効果が限定的である。 
本研究においては悪性黒色腫 QC を直接の研

究課題とするが、本研究の進展により QC の

化学療法抵抗性における重要性が解明され

れば、すべての悪性腫瘍の病態の治療戦略の

基盤を担う、普遍的かつ根源的なパラダイム

を確立できる。 
 
３．研究の方法 
悪性腫瘍の G0 期静止に関わる因子として、

現在までに Grp78、ATF6、Rheb、mTOR、

そして DYRK1B(dual-specificity 
tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated 

kinase 1B)などが報告されている。この中で

も特に DYRK1B についてはまだ研究は始ま

ったばかりである。 
DYRK1B は各種の悪性腫瘍で発現が亢進す

る事が知られており、正常組織では筋肉に特

に多く発現しているが、そのノックアウトマ

ウスは生存可能であり、病的な表現型も現在

まで報告されていない。腫瘍細胞の G0 期離

脱を調整する事で、細胞ストレスに対する抵

抗性を高めることから survival kinase とし

て働くことから、悪性腫瘍の新たな治療標的

として期待されている。 
申請者はこのリン酸化酵素に対する強力な

特異的阻害剤 INDY を開発しており、また、

予備的な実験において INDYが抗腫瘍細胞活

性をもつ事から、 悪性黒色腫の QC にたい

する効果を検討する。 
また、QC を in vivo で可視化する技術を確立

するため、DYRK1B の細胞周期による動態

を模倣する、レポーターアッセイ系を作製す

る事を目的とする。具体的には DYRK1B プ

ロモーター制御化に長波長ルシフェラーゼ

と DYRK1B のタンパク分解制御部の融合タ

ンパク質を安定発現する悪性黒色腫細胞株

を樹立する。このレポーターの担癌マウスモ

デルでの挙動を確認し、INDY 投与化の効果

を検討することを目的とする。 
申請者らは先に DYRK1B をはじめとした

DYRK 関連を強力に阻害しうる高選択性の

低分子化合物 INDY を開発し, 
アフリカツメガエル胚を用いた in vivo 実験

系でその有用性を明らかにした。 
 
４．研究成果 
 （１）DYRK1B が悪性黒色腫において実際

に発現している事を確かめた。 
悪性黒色腫早期病変４例、進行例４例の病理

標本を用いて、抗 DYRK１B 抗体による免疫

染色をおこなった。その結果、すべての標本

で核内に DYRK１B が濃染する腫瘍細胞群

が存在する事が確認された（図１に例を示

す）。興味深い事に、症例ごとに DYRK１B
の陽性細胞の比率に差が認められたが、有為

な差は認めなかった。また、予後との明らか

な相関もしくは一定の傾向を認めなかった。

今回の検討は萌芽的な検討であった為、例数

を増やした際に差が出現する可能性は否定

できず、特に化学療法感受性について、より

大規模な解析が望まれる。 



また、悪性黒色腫より樹立された培養細胞で

も DYRK1B の発現は認められた。今回の研

究では悪性黒色腫を直接の対象としている

が、そのコンセプトは他の難治性の悪性腫瘍

に広く応用できる。この点について、その可

能性を検討するため、皮膚科領域から扁平上

皮癌、他領域の難治性の悪性腫瘍として、膵

癌、横紋筋肉腫、神経芽細胞腫などについて、

各種細胞株を検討した。膵癌培養細胞株の一

部を除いて、ほぼ全ての悪性腫瘍株で発現の

上昇が認められた。 
 

 
（図１） 

 
（２）申請者らは先に DYRK1B をはじめと

した DYRK 関連を強力に阻害しうる高選択

性 の 低 分 子 化 合 物 INDY を 開 発 し

（IC50=0.23μM）、アフリカツメガエル胚を

用いた in vivo 実験系でその有用性を明らか

にしている。INDY と、DYRK1B 阻害効果

をもつ INDY誘導体 protoINDYと proINDY
を用いて、各種悪性腫瘍細胞株における、抗

癌活性を検討した。INDY は DYRK１B 発現

悪性腫瘍細胞株に対して、単体でも一定の細

胞毒性を発揮する一方、HUVEC などの非腫

瘍性の培養細胞においては、細胞毒性は軽微

であった。 
抗癌剤に感受性の低い、複数の悪性腫瘍細胞

株を用いて、既存の抗癌剤に加えて INDY と

その関連分子を投与したところ、腫瘍細胞の

抗癌剤感受性は増加した（図２）。作用機序

の異なる抗癌剤を用いても、同じような結果

が得られた為、抗癌剤の作用機序に非依存的

に INDYは抗腫瘍アジュバント効果を示す事

が確認された。 
 

 

（図２） 
 

（３）DYRK1B では悪性細胞内において、

G0期にタンパク質レベルで 10倍に亢進する

という、特異な細胞周期依存的な発現パター

ンが知られている。この特性を利用して G0
期特異的なレポーターシステムの樹立を試

みた。 
発光蛋白質 Luciferase、もしくは蛍光タンパ

ク質 EGFP に、DYRK1B 由来のタンパク分

解配列である、PEST ドメインを融合した蛋

白質を発現するプラスミドベクターを作成

し、DYRK1B のプロモーター配列を上流に



配置した。また、この為に、ライフテクノロ

ジー社の Jump-In 技術を用いて安定発現株

を容易に作成する系を作成した。配列の異な

る複数のベクターを検討したものの、in vivo 
イメージングを行うに足る、十分なシグナル

の集積を G0 期に特異的に得られなかった。 
（４）結論として、本研究の結果は DYRK1B

阻害剤が QC を標的として、悪性黒色腫をは

じめとする、化学療法抵抗性の腫瘍のアジュ

バントとして有用である事を示唆している。

DYRK1B の阻害剤は、予備的な研究から、生体

に大きな有害事象をもたらさないと考えら

れ、今後、INDY とその関連物質は、様々な悪

性腫瘍の治療アジュバント薬としての開発

リードとして期待される。 
本研究を行っている過程で、米国の Friedman

のグループから、同じく DYRK1B阻害による、

抗癌剤のアジュバント効果を報告した複数

の論文が上梓されている（Mol Cancer Ther. 

2011、Int J Cancer. 2013）。これらはそれぞ

れ、膵癌由来と卵巣癌由来の腫瘍細胞株を対

象にした in vitro の研究であり、我々の研究と

同様に、DYRK1B の阻害が QC を標的に抗癌

剤の作用を強化する事を示している。 

我々の研究は、主に悪性黒色腫を対象として

おり、また、独自に開発したリード化合物で

ある INDY について、今後の創薬可能性を示

している点で、違いが有る。 

QC の治療抵抗性における病理学的意義につ

いては、未だ癌研究の重要なテーマであり、

そのブレークスルーをもたらす技術が求め

られている。今回、我々は in vivo イメージン

グによる新規技術開発を試みた。現時点では

成功を見ていないが、この技術の必要性は、

むしろ益々増しているように見受けられる。

今回得られた結果を基に、方法論の見直しを

はかり、完成を期したい。 
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