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研究成果の概要（和文）：研究代表者の複合体形成と機能プロテオーム情報を基盤とした放射線感受性制御のメ
カニズムの研究においては、放射線によって活性化するタンパク質リン酸化酵素STK38がCDC25Aの76番目のセリ
ン残基をリン酸化すること、STK38 shRNA発現ベクターを導入して、STK38を発現抑制させたノックダウン細胞で
はX線照射後のCDC25Aのリン酸化やG2/M期の細胞の割合が減少していることが明らかとなった。さらにSTK38ノッ
クダウン細胞ではX線感受性が亢進していた。これらのことからSTK38はCDC25Aのリン酸化を介したG2チェックポ
イントや放射線感受性の制御に関わっていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：STK38 (serine/threonine kinase 38), also known as NDR1 (nuclear Dbf2-related
 1, is a serine/threonine protein kinase belonging to a subclass of the protein kinase A (PKA)
/PKG/PKC-like (AGC) family, which includes cAMP-dependent kinase, protein kinase B, and protein 
kinase C. Knockdown of STK38 enhacnes cellular radio-sensitivity. However, its substrates and 
downstream signaling pathways remain to be determined. The fuction proteomics approarch revealved 
that STK38 endogenouly interact with CDC25A and that STK38 directly regulates CDC25A’s stability by
 phosphorylating Ser-76.Moreover, the STK38/CDC25A signaling module is demonstrated to be required 
to regulate the DNA-damage-induced G2/M checkpoint. Together, the results suggest thatthe STK38 
knockdown-mediated radiosensitization may be due, at least in part, to impaired DNA damage-induced 
G2 arrest resulting from defective CDC25A degradation.  

研究分野： 放射線生物学
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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 (Enomoto et al, Free Radic. Biol. Med. 
2012)。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 
(Enomoto et al, Eur. J. Cancer.2013)。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・相互作用因
子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、未解明である。 
２．研究の目的 
これまで研究代表者は、１）多くのヒト癌細
胞株において Serine-Threonine Kinase 38 
(STK38)活性の亢進が認められること、２）
STK38 標的とした siRNA による発現抑制は、
放射線増感を誘導することなどを見出して
きた。そこで本研究では、STK38 を bait とし
て、in vivo における生理的活性化複合体の
プロテオーム解析を行い、DNA 損傷シグナル
伝達制御における新たな分子基盤の構築と
STK38 を標的とした増感メカニズムの解明を
目指す。また独自の抗活性型 STK38 抗体およ
びSTK38の基質リン酸化を指標とした感受性
予測法を確立する。STK38 を起点としたシグ
ナル伝達機構の解明は、発癌や放射線感受性
メカニズムだけではなく分子標的薬の開発
に有益な情報をもたらすことが大いに期待
される。 
３．研究の方法 
１）機能的複合体のプロテオーム解析 
 これまでに申請者は、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を標的とした放射線増感

が起こることを見出している。そこで STK38
活性化の意義を明らかにするため、生理的条
件下で活性型STK38と複合体形成する因子の
網羅的解析を行う。まず GFP タグを付加した
野生型・不活性型 STK38 発現プラスミドを培
養細胞に導入し、X 線照射を行う。そしてタ
グ抗体を用い、線量・経時的変化ごとに STK38
複合体を解離させないような弱性非イオン
性界面活性剤を含む生理的・非変性条件下で
精製する。なお、X 線照射は、研究代表者が
所属する研究室に設置されているX線照射装
置（Pantak HF-350、島津製作所）を用いて
行う。次に複合体形成を阻害せず非特異的に
タンパク質に結合する泳動色素 Coomassie 
G-250 を用いて、非変性・中性条件下で複合
体を維持させたまま電気泳動を行う。
Coomassie G-250 は、中性付近で最もタンパ
ク質結合能が高く、かつタンパク質を変性さ
せることなく負の電荷を与えることを特徴
としており、その色からこの色素を用いた電
気泳動法を Blue-Native PAGE と呼んでいる
(Wittig and Schagger, Proteomics, 
2008,8:3974-3990）。次に分子量に応じて展
開した種々の GFP-STK38 複合体を含む
Blue-Native PAGE gel を UV トランスイルミ
ネーター（ATTO）上で観察し、GFP 発光する
複合体バンドのパターンを各条件（未照射、
照射、線量・経時的変化、STK38 活性の有無）
において比較解析する。そして野生型 STK38
を導入した細胞に X線照射した時にのみ、結
合・解離し、複合体バンドパターンが変化す
るスポットを選別する。これにより、非特異
的なタンパク質やSTK38活性とは相関のない
因子との結合によるノイズを削減できる。
GFP 蛍光を指標にして、X 線照射によって活
性化したSTK38複合体のバンドのみを切り出
し、SDS-PAGE による二次元展開を行い、分子
量毎に個々の構成因子の篩い分けを行う。こ
のように一次元目で Blue Native-PAGE によ
る STK38複合体を分子量に従って分離し、GFP
蛍光を指標にした選別を行う。さらに
SDS-PAGE で二次元展開することにより複合
体形成因子の個別化を図り、効率的なスクリ
ーニングを可能にする。そして各タンパク質
の ス ポ ッ ト を ゲ ル ス ポ ッ ト カ ッ タ ー 
(BioRad)により切り出し、トリプシン消化後、
質 量 分 析 法 （ 島 津 製 作 所 、 AXIMA-CFR 
MALDI-TOF/MS）による解析を行い、目的タン
パク質の分子情報を得る。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)を用い
て、同一の消化パターンを持つタンパク質を
探索する。 
２）放射線感受性制御因子の同定とその機能
解析 
 質量分析法により同定したSTK38複合体構
成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
現ベクターを構築する。ヒト癌細胞株を用い
て、その候補因子の遺伝子操作（過剰発現/



発現抑制）を行い、放射線に対する感受性を
コロニー形成法により解析する。そして候補
因子の STK38基質としての可能性を in vitro 
kinase assay により検討し、リン酸化される
場合は、その部位を同定してアラニン置換に
よる放射線感受性への影響を解析する。これ
らの結果を踏まえて、STK38 シグナルにおけ
る放射線感受性制御因子を決定する。次に
STK38 ノックダウンおよび同定した感受性制
御因子の遺伝子操作による放射線応答への
影響について解析する。具体的には、DNA 二
重鎖切断のマーカーである γ-H2AX を指標
とした DNA 修復能、フローサイトメーターを
用いた細胞周期分布や細胞死の解析を通じ
て、STK38 ノックダウンによる放射線増感の
トリガーがどの応答プロセスの破綻による
ものかを明らかにする。 
 さらに放射線照射による活性化STK38複合
体のダイナミクスと線量、時間軸や応答誘導
との時空間的な相関を解析し、STK38 による
DNA 損傷応答の制御機構を明らかにする。さ
らに、バイオインフォマティクスを駆使した
既知DNA損傷シグナルネットワークにおける
STK38 シグナルの位置づけおよび相互作用な
どについてシミュレーションを行い、細胞の
持つ損傷応答における選択性・優先順位につ
いてのモデルを探索する。 

３）応答特異的抗体を用いた感受性予測 

所属研究室には、ヒト正常・癌由来培養細

胞株、様々な放射線高感受性株 (Ataxia 

Telangiectasia 患者由来細胞、DNA-PK 欠損

Scid 細胞、DNA-Ligase IV 欠損株など)など

が多数保存されており、それらの多くについ

てX線に対する生存曲線のデータが蓄積され

ている。そこで、各細胞において、同定した

感受性制御因子の発現レベルやリン酸化・活

性化レベルを免疫染色や WB により解析し、

既存のX線感受性試験の結果との相関につい

て評価を行う。それらの中から、タンパク質

の量的・質的変化と感受性に相関が認められ

た因子を見出し、感受性指標の１候補とする。 

研究代表者は、STK38 の活性制御ドメイン

で あ る リ ン 酸 化 さ れ る 部 位  (serine 

6/threonine 7 (S6/T7)) を同定し (Enomoto 

et al, Free Radic. Mol. Med, 2012)、その

リン酸化部位特異的な抗リン酸化STK38抗体

を作製した(p-S6/T7 STK38 antibody)。この

独自に開発した抗リン酸化 STK38 抗体は、キ

ナーゼ活性を測定することなく、放射線によ

る STK38 活性の変化（応答性）を簡便にモニ

ターできる利点を有している。 
３）１）および２）で作製・使用した STK38
複合体構成因子に対する抗体と抗活性型
STK38 抗体と組み合わせた二重免疫染色法に

より、DNA 損傷応答特異的な複合体形成のダ
イナミクスと感受性予測を同時に評価し、予
測法の信頼度を高める。これらが感受性指標
として有用である判断した場合には、多検体
スクリーニングを可能にするELISAキットを
作製して、実用化に向けた準備を開始したい。
一方で、同定した因子に対する特異的抗体あ
るいは修飾抗体が市販されていない場合に
は、抗体作製を行う。 
４．研究成果 
研究代表者の複合体形成と機能プロテオ

ーム情報を基盤とした放射線感受性制御の
メカニズムについて研究においては、放射線
によって活性化するタンパク質リン酸化酵
素 STK 38 が CDC25A の 76 番目のセリン残基
をリン酸化すること、STK38 をノックダウン
した細胞においては、エックス線照射後の
CDC25A のリン酸化が抑制されることや G2/M
期の細胞の割合が減少していることなどが
判明した。これらのことから STK38 は CDC25A
のリン酸化を介した G2 チェックポイント制
御に関わっていると考えられた（Fukawasa et 
al, Cell Signal, 2015）。さらに DNA 損傷
応答の転写因子として知られるp53などに結
合し、それをリン酸化することも見出した。
しかしながらSTK38をノックダウンした細胞
ではエックス線照射後のp53のリン酸化につ
いては親株とのリン酸化パターンの比較に
おいて有意な差は認められなかった。また
STK38 が DNA 二重鎖切断修復に関わる因子と
内在的に結合し、そのタンパク質をリン酸化
することも見出した。現在、これらのリン酸
化部位を同定し、リン酸化部位変異体の放射
線感受性および損傷応答反応について解析
を進めている。 
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