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研究成果の概要（和文）：ダウン症の発症に関与するタンパク質リン酸化酵素 DYRK1A と細胞

内で結合するタンパク質を探索し、WDR68 を同定した。WDR68 は植物からヒトまで広く存在する機能

未知のタンパク質である。ヒトの 5 種類の DYRK ファミリーのうち DYRK1A および DYRK1B のみが

WDR68 と結合し、DYRK2, DYRK3, DYRK4 は結合しなかった。WDR68の細胞内量を減らすと培養

細胞は増殖も生存もできなかった。WDR68 は細胞質及び核に存在するが、DYRK1A が存在すると

DYRK1Aと結合して核に集積するようになった。DYRK1AはWDR68と結合してその存在様式を変化

させることでWDR68の細胞内機能に影響を及ぼすと考えられる。 

 

研究成果の概要（英文）：DYRK1A is encoded in the Down’s syndrome critical region on human 

chromosome 21, and plays an important role in the functional regulation of cells.  We have identified 

WDR68, an evolutionarily conserved WD40 protein, as a cellular binding partner of DYRK1A.  We 

showed that WDR68 is indispensable for the optimal proliferation and survival of mammalian cultured 

cells.  DYRK1A and DYRK1B, but not DYRK2, DYRK3, or DYRK4, bound to WDR68.  WDR68 

was distributed throughout the cell, whereas nuclear accumulation of WDR68 was observed upon 

co-expression of DYRK1A.  Taken together, these results suggest that DYRK1A binds specifically to 

WDR68 in cells, thereby inducing nuclear translocation of WDR68. 
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１．研究開始当初の背景 

DYRK ファミリーキナーゼは DYRK1A, 

DYRK1B, DYRK2, DYRK3, DYRK4 の 5 つ
のメンバーからなり、いずれも中央に互いに
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配列の類似したキナーゼドメインを持ち、そ
の領域の配列は MAP キナーゼと相同性が高
い。一方でキナーゼドメイン以外の領域には
各 DYRK が独自の配列を持っており、組織
や細胞内での発現様式・分布も異なっている。
これらのことから、DYRK はそれぞれのメン
バーが固有の機能をもち、細胞内で何らかの
シグナル伝達に関与していると考えられる。 

DYRK ファミリーのうち最も普遍的に存
在するDYRK1Aはヒトクロモソーム21番の
ダウン症候群クリティカル領域にコードさ
れ、トリソミー形成による DYRK1A の量的
変化がダウン症候群の多彩な症状の一部を
担うと考えられている。しかし、DYRK1A

の細胞内の活性制御機構及び生理作用の詳
細やダウン症候群の症状との具体的な関連
については詳しく解明されていない。 

  WDR68 はペチュニアの花の色素形成に異
常を持つ変異体の責任遺伝子として初めて
同定され、アントシアニンの合成に関わる遺
伝子群の転写を制御する。しかし、アントシ
アニンを合成しない哺乳類にも非常に高い
相同性を示すオルソログが存在することか
ら、WDR68 はより一般的で重要な生理機能
を持つことが予想される。WDR68 がタンパ
ク質間相互作用に関わる WD40 リピート配
列を含むことを考えあわせると、WDR68 は
植物からヒトにいたる幅広い生物種で普遍
的で非常に重要な機能を持つと推定される
が、その生化学的・生理的機能の詳細は不明
である。 

 

２．研究の目的 

以上のような背景のもとで、DYRK1A が
細胞内でどのような因子と相互作用してい
るのか、またその相互作用によって DYRK1A

の活性や機能がどのような影響を受けるの
か、更に相互作用する相手因子の機能を
DYRK1A がどのように制御するのかを明ら
かにすることを研究の目的とした。DYRK1A

と相互作用する因子の同定を手がかりとし
てダウン症候群のさまざまな症状がどのよ
うな分子メカニズムで生じるのかを解明し、
更に広く DYRK ファミリーキナーゼが細胞
内でどのような機能をもちどのように制御
されているかを解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

哺乳類培養細胞株 COS7 に過剰発現した
DYRK1A をタグアフィニティー精製により
単離し、特異的に結合するタンパク質を
SDS-PAGE によって分離し、そのうちの分子
量約 42kDa の細胞内タンパク質をマススペ
クトル-PMF 解析を用いて WDR68 と同定し
た。また WDR68 と DYRK1A の相互作用の
詳細について、COS7 細胞への両タンパク質
の共発現・共免疫沈降実験によって解析した。

更に、同定された WDR68 の機能を明らかに
するため、RNAi 法によってその量を減らし
たときに細胞の受ける影響を解析した。また、
WDR68 及び DYRK1A の細胞内局在を細胞
免疫染色及び GFP 融合タンパク質の蛍光顕
微鏡観察によって調べた。 

 

４．研究成果 

  DYRK1A と特異的に結合するタンパク質
を哺乳類培養細胞から精製し、マススペクト
ルによって同定したところ、WDR68 であっ
た。WDR68 を認識する抗ペプチド特異抗体
を作成した。WDR68 に対する特異的 siRNA

を細胞に導入したところ、内在性の WDR68

が顕著に減尐した。その結果、細胞の増殖は
ストップし細胞の形態・接着性の変化と細胞
死が観察された。このことから、WDR68 が
細胞の分裂・増殖・生存維持に必須であるこ
とが判った。 

  細胞に共発現した DYRK1A と WDR68 は
共免疫沈降され、両者が物理的に複合体を形
成することが確認された。DYRK ファミリー
キナーゼの 5 種類のメンバーについて同様の
実験によって WDR68 との結合を調べると、
DYRK1A, DYRK1B は結合したが、DYRK2, 

DYRK3, DYRK4 は結合しなかった。内在性
の WDR68 も DYRK ファミリーのうちの
DYRK1A と DYRK1B とのみ結合した。 

  DYRK1A のアミノ酸配列は大きく N 末端
領域・中央のキナーゼドメイン・C 末端領域
に分けられる。さまざまな欠失変異体と
WDR68 との共免疫沈降実験から、DYRK1A

のN末端がWDR68との結合に必要充分であ
ることがわかった。一方で WDR68 は 5 つの
WD40 リピートを持ち、それ以外に N 末端及
び C 末端領域を持つが、5 つの WD40 リピー
トだけでは DYRK1A との結合には不充分で
N 末端及び C 末端領域のいずれもが
DYRK1A との結合に必要であった。 

  細胞内のWDR68の局在を免疫蛍光染色に
より調べたところ、細胞全体に存在すること
がわかった。DYRK1A を発現させると
WDR68 は DYRK1A と共に強く核内に局在
するようになった。DYRK1A による WDR68

の核内局在化には DYRK1A のキナーゼ活性
は不要であった。これらの結果から、
DYRK1A は物理的に WDR68 と結合するこ
とで WDR68 を核内に局在させ、核内で両者
が複合体として存在することが示された。 

  以上の研究成果により、DYRK1A 及び
DYRK1B の生理的作用の一部が WDR68 と
の結合を介している可能性が示唆される。特
に DYRK1A の過剰発現によって WDR68 の
核内への集積が引き起こされたことから、
WDR68 の 細 胞 質 で の 正 常 な 機 能 が
DYRK1A によって阻害される一方、核内で
の WDR68の異常な働きが誘導されることが



 

 

予想される。この事が DYRK1A の過剰発現
を原因とするダウン症候群の多彩な症状を
説明する分子メカニズムの一端を形成して
いる可能性が考えられる(図参照)。 

  加えて、新たにこれまで機能不明であった
WDR68 が細胞の分裂・増殖・生存維持に必
須であることが明らかになり、今後 WDR68

の生化学的・細胞生物学的な機能とその制御
機構の解明に結びつくと期待できる。 
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