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研究成果の概要（和文）：種間でよく保存されたWD40リピートタンパク質であるWDR68と結合する細胞内タンパク質を
単離した。質量分析による網羅的解析から、主要な分子シャペロンであるTRiC/CCTがWDR68と結合することを明らかに
した。同時に、リン酸化プロテオーム解析によりWDR68およびTRiC/CCT上のリン酸化部位を新たに決定した。更にコン
ピューターモデリングによってWDR68が7つのβプロペラから成るリング構造を取ることを明らかにした。また、分子シ
ャペロンTRiC/CCTがWDR68のフォルディングと機能及び局在を支配する重要な因子であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：WDR68 (Trp-Asp repeat protein 68) is an evolutionarily conserved WD40-repeat 
protein with multiple physiological functions. However, the biochemical basis and regulatory mechanism of 
WDR68 activity remain unknown. We have isolated and identified cellular WDR68-binding partners using a 
phospho-proteomic approach. Eight TCP1 subunits comprising the molecular chaperone TRiC/CCT were 
identified as major WDR68-binding proteins, and phosphorylation sites in WDR68 and TRiC/CCT were 
identified. Computer-aided structural analysis suggested that WDR68 forms a 7-bladed beta-propeller ring. 
Knockdown of cellular TRiC/CCT by siRNA caused an abnormal WDR68 structure and led to reduction of its 
DYRK1A-binding activity. Concomitantly, nuclear accumulation and cellular solubility of WDR68 was 
suppressed in TRiC/CCT-deficient cells. Altogether, our results demonstrate that the molecular chaperone 
TRiC/CCT is essential for correct protein folding, DYRK1A-binding, and nuclear accumulation of WDR68.

研究分野：生化学・分子細胞生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 

(a) DYRK1Aは脳神経系の発生・機能に重要な

キナーゼで、ダウン症候群の原因の一つであ

る。 

  Minibrainは、脳のサイズが小さく学習能力の

低下したDrosophila変異体の原因遺伝子として

同定されたタンパク質キナーゼである (Tejedor, 

F. et al. Neuron 14:287-301, 1995)。DYRK1Aは

Minibrainのヒトオルソログであり、トリソミーによっ

てダウン症候群を引き起こすクロモソーム21番の

クリティカル領域21q32にマップされた。また、

DYRK1Aの過剰発現が同症候群の先天性神経

症状や発達異常の原因の一つであることが示さ

れた。従って、Minibrain/DYRK1Aは種を超えて

生物個体の脳神経系の発生・機能に重要であり、

その機能解明は重要な課題である。 

(b) WDR68はDYRK1Aの細胞内特異的結合タ

ンパク質である。 

  研究代表者はDYRK1Aの細胞内特異的結合

タンパク質としてWD40リピートタンパク質である

WDR68を同定した(Miyata, Y. and Nishida, E. 

Biochim. Biophys. Acta-Mol. Cell Res. 

1813:1728-1739, 2011)。WDR68はペチュニアの

花の色素(アントシアニン)形成の異常を示す変

異体の原因遺伝子として同定されたAN11の哺

乳類オルソログで、そのアミノ酸配列は植物から

ヒトまで非常に良く保存されている。しかし、哺乳

類ではアントシアニンが合成されないことから、

WDR68は植物からヒトにいたる生物に共通なも

っと根源的な機能を持つと予想される。 

(c) DYRK1A及びWDR68のいずれもその生理

的機能・制御機構は未解明である。 

  DYRK1AはMAPキナーゼと配列が近縁であ

り何らかのシグナル伝達にかかわることが示唆さ

れる (Miyata, Y. and Nishida, E. Biochem. 

Biophys. Res. Commun. 266:291-295, 1999)。し

かし、DYRK1A が細胞内で果たす生理的機能

の詳細や活性制御機構は不明である。一方、

WDR68は他の多くのWD40タンパク質と同様に

複数の重要なタンパク質と相互作用するアダプ

ターとして機能すると考えられるが、その生化学

的及び細胞内機能の詳細は明らかにされてい

ない。 

(d) DYRK1A-WDR68 複合体の機能を明らか

にすることがダウン症候群の分子的理解につな

がる。 

  上記の学術的背景から、WDR68はDYRK1A

を含む複数のタンパク質と同時に結合すること

で、DYRK1A と他のタンパク質との会合を引き

起こす「場」として働いていると考えられる。従っ

て、WDR68を介してDYRK1Aがどのような因子

と相互作用するかを解明することが、DYRK1A

によるシグナル伝達系を明らかにする上で必須

である。得られる研究成果は、DYRK1A が関与

するダウン症候群の分子基盤の理解と治療の可

能性をもたらす、重要なものとなると期待される。

更に、植物からヒトまで共通するWDR68の生理

的機能の本質が解明できると予想される。 

 

２．研究の目的 

 

  本研究は DYRK1A-WDR68 複合体が、細

胞内でどのように機能を果たし、かつコントロ

ールされているのかを明らかにすることを目的

とする。特にWDR68の 5つのWD40 リピート

を介して DYRK1A が上流の制御因子や基質

と会合する可能性に注目し、以下の２つのテ

ーマを重点に研究を進める。 

A) WDR68の細胞内結合タンパク質の同定と解

析 

  WDR68を足場としてDYRK1Aと相互作用す

るタンパク質を明らかにするため、WDR68と物

理的に結合する細胞内タンパク質を網羅的に

同定する。得られた結合タンパク質のリストから、

複合体形成によってDYRK1Aのキナーゼ活性

に影響を及ぼすものがないか探索・解析する。

更に結合タンパク質の中にDYRK1Aによってリ

ン酸化されて機能制御される基質が存在する

かどうかを解明する。得られた結果から、

DYRK1AおよびWDR68がどのようなシグナル

伝達経路上にあり、どのような生理的機能を持

つかを明らかにする。 

B) リン酸化によるDYRK1A-WDR68複合体の

制御機構の解析 

  DYRK1A-WDR68 複合体の生成・解離や機

能がリン酸化によって制御される可能性を考え、

まずDYRK1AおよびWDR68が細胞内でリン酸

化されるか解析する。またそのリン酸化が分子

内のどの残基で起こりどのキナーゼが担うのか

を同定する。さらに、リン酸化によってWDR68 と



DYRK1A 他の結合タンパク質との複合体形成

がどのような調節を受けるかを解明する。特に、

(A)で得られたWDR68結合タンパク質のリストに

含まれるキナーゼやフォスファターゼが

DYRK1A 及び WDR68 のリン酸化状態や機能

を制御するかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 

  WDR68 を培養細胞に発現し、特異的に結合

するタンパク質をタグアフィニティー精製した後

にマススペクトル解析により網羅的に同定する。

同定したWDR68結合タンパク質がDYRK1Aの

活性を制御するかを解析する。また WDR68 結

合タンパク質の中から、DYRK1A 依存的なリン

酸化によって機能制御される基質を同定する。

更に、WDR68 と結合タンパク質との複合体形成

がリン酸化により制御されるか解析する。

DYRK1A-WDR68 複合体の細胞内リン酸化サ

イトを変異体作成・マススペクトル解析・リン酸化

特異的抗体を用いて決定する。次いで、同リン

酸化を担う責任キナーゼを同定し、複合体の生

成・解離がリン酸化により制御されるか解明する。

以上のWDR68を介する複合体形成の解析によ

り、DYRK1A がどのような細胞内シグナル伝達

経路に位置するかを解明し、DYRK1A-WDR68

複合体の細胞内機能と制御機構を明らかにす

る。 

 

４．研究成果 

 

  DYRK1Aはヒトクロモソーム 21番のダウ

ン症クリティカル領域にコードされたセリ

ン・スレオニンキナーゼで、その 3倍化はダ

ウン症の多彩な症状の一部の原因となる。こ

れまでに我々は DYRK1A の主要な細胞内結

合タンパク質としてWD40リピートタンパク

質の一つで種間でアミノ酸配列が高度に保

存された機能不詳の WDR68 を同定した。

WDR68の生理的機能を知るため、WDR68の

細胞内結合タンパク質を網羅的リン酸化プ

ロテオームによって解析した。その結果、分

子シャペロン TRiC/CCT を構成する 8 つの

TCP1 サブユニットが主要な WDR68 結合タ

ンパク質と同定された。また共免疫沈降実験

によって TRiC/CCTと WDR68との結合が確

認された。同時に TRiC/CCTの各サブユニッ

トのリン酸化サイトを決定した。コンピュー

ターによる構造解析によって、WDR68 は 5

つの WD40 リピートに加えて N 末端及び C

末端領域を含めた 7 枚のブレード(羽根)から

成るベータプロペラ構造を取ることが示唆

された。各種欠失変異体を用いた実験から、

このうちその位置に関わらずWDR68の 3枚

のブレードが TRiC/CCTとの結合に必要であ

ることが判った。siRNA によって TRiC/CCT

をノックダウンした細胞では、WDR68 のフ

ォルディングが異常になり、WDR68 の

DYRK1A結合能が著しく減弱した。またそれ

に伴って DYRK1A との複合体形成に起因す

る WDR68 の核への集積が起こらなくなった。

更に、過剰発現したWDR68は TRiC/CCTが

無いと細胞質に大きなタンパク質凝集体を

形成した。これらの結果は、分子シャペロン

TRiC/CCT が WD40 リピートタンパク質

WDR68 のプロペラ構造形成・DYRK1A 結

合・正しい細胞内局在に必須の因子であるこ

とを示している。 

 

 

 

DYRK1A の各種欠失変異体と WDR68 との結

合の解析から、DYRK1A の N 末端領域が

WDR68 との結合に必須であることが判明した。

この領域は DYRK1A と類似のキナーゼである

DYRK1B と相同性が高く、実際 DYRK1B も

WDR68 と結合する事が明らかになった。特に

DYRK1Aのアミノ酸 81-121がWDR68との結合

に必要充分であり、WDR68 が短いアミノ酸モチ

ーフを特異的に認識する可能性が考えられる。



WDR68 と結合する他のキナーゼとしてMEKK1

および HIP2K を同定したが、単純なアミノ酸配

列の比較によってはこれらのキナーゼに共通す

るWDR68結合モチーフは明らかでない。今後、

WDR68 のターゲット認識モチーフを決定し、ヒト

ゲノムにコードされるタンパク質の中から

WDR68 と結合するタンパク質を抽出する作業を

進めたい。 
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