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研究成果の概要（和文）：DNA 損傷時に癌抑制遺伝子産物 ATM, Chk1, Chk2 キナーゼがリン酸化・

活性化されチェックポイント機構が作動し、その後 p53 依存的に発現誘導される癌遺伝子産物

Wip1 ホスファターゼがこれらのキナーゼを脱リン酸化・不活化することにより作動したチェッ

クポイント機構が解除されることが明らかになった。また、骨肉腫細胞等では、Wnt5a/Ror2 シ

グナルが恒常的に活性化しており、マトリックスメタロプロテアーゼ!3 が発現誘導される結果、

浸潤能が亢進することが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：It has been shown that following DNA damage anti-oncogenic protein 
kinases, including ATM, Chk1 and Chk2 kinases, are phosphorylated and activated, thereby 
executing checkpoint machinery, leading to cell-cycle arrest. Subsequently, oncogenic 
Wip1 phosphatase are induced by p53, and dephosphorylates and inactivates phosphorylated 
–protein kinases, thereby re-starts arrested cell-cycle. In addition, we have shown that 
in osteosarcoma cell lines constitutively active Wnt5a/Ror2 signaling induces matrix 
metalloproteinase-13, thereby confers invasive properties on osteosarcoma cells. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2005 年度        14,300,000 0 14,300,000 

2006 年度 13,900,000 0 13,900,000 

2007 年度 13,900,000 0 13,900,000 

2008 年度 13,900,000 0 13,900,000 

     2009 年度 13,900,000 0 13,900,000 

総 計 69,900,000 0 69,900,000 

 

 

研究分野：生物学 

科研費の分科・細目：分子生物学 

キーワード：DNA 損傷応答、シグナル伝達、がん化、Chk2 キナーゼ、Wip1 ホスファターゼ、

Wnt5a/Ror2 シグナル、がんの浸潤 

 
１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究開始当初においては、DNA 損傷に
伴い、ATM (ataxia telangiectasia-mutated)
キナーゼが自己リン酸化・活性化され、活性

化された ATM キナーゼが、チェックポイント
キナーゼである Chk1, Chk2 をリン酸化によ
り活性化することで、細胞周期チェックポイ
ント機構が作動し、細胞周期停止またはアポ



トーシスが誘導されることが明らかになっ
ていた。また、DNA 損傷によるこれらのキナ
ーゼのリン酸化部位は、S(セリン)Q(グルタ
ミン)配列または T(スレオニン)Q(グルタミ
ン)配列の S(セリン)または T(スレオニン)残
基であることが見出されていた。既に、これ
らのキナーゼは癌抑制遺伝子産物として知
られており、これらの発現・機能の欠失はが
ん化をもたらすことが知られていたが、DNA
損傷により作動したチェックポイント機構
が、例えば DNA 損傷修復後、どのような仕組
みで抑制され、細胞周期が再開するようにな
るかについては全く不明であった。 
(2) 分泌タンパク質である Wntファミリー分
子の一員である Wnt5a は、b カテニン非依存
的な Wnt シグナル伝達を司り、細胞極性・細
胞移動を制御することが知られていたが、
Wnt5a によるシグナル伝達とがんとの関連に
ついては不明であった。本研究開始前に、
我々は受容体チロシンキナーゼファミリー
の一員である Ror2 が Wnt5a の受容体として
機能し、細胞移動を制御することを見出して
いたが、Ror2 とがんとの関連についても不明
であった。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究においては、DNA 損傷時の細胞周
期チェックポイント制御機構作動の分子機
構を明らかにするとともに、(DNA 損傷修復
後)の作動したチェックポイント機構の解除
の分子機構を解明することを目的とした。チ
ェックポイント機能の作動・解除の分子機構
の破綻はがん化等と密接に関連することが
予想されるので、本研究では DNA 損傷応答の
シグナル伝達異常と諸種のがんとの関連の
解明も目指す。 
(2) 本研究においては、細胞極性・細胞移動
を制御する Wnt5a/Ror2 シグナル伝達の分子
機構の解明とこのシグナル伝達の異常とが
んとの関連の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) DNA 損傷時の細胞周期チェックポイント
の制御機構とその異常とがんとの関連解析 
① DNA 損傷により作動したチェックポイン
ト機構を解除する分子の探索・同定：Chk2 を
bait とした yeast two-hybrid 解析を行い、
Chk2 と物理的に共役する分子の探索を行う。
また、同定に成功した分子については、実際
に培養細胞における分子間結合を検証する
とともに、それらの分子についての機能解析
を行う。 
② DNA 損傷によるチェックポイント機能の
作動・解除に関わる分子の機能と構造機能連
関解析：Chk2 および Chk2 と会合する分子の
DNA 損傷応答における機能解析を分子細胞生
物学的・生化学的手法を駆使して行う。さら

に、Chk2 および Chk2 会合分子について、分
子内機能ドメインを明らかにするとともに、
ドメイン欠失変異体等を構築し培養細胞に
発現させ、両分子の構造機能連関解析を行う。 
③ DNA 損傷応答に関わる分子を標的とした
がん治療薬の作用機構の解析：オール・トラ
ンス・レチノイン酸(ATRA)に耐性となった急
性前骨髄球性白血病(APL)の治療に用いられ
ている亜砒酸(三酸化砒素：トリセノックス)
の標的となる分子を DNA損傷応答シグナル系
において探索する。 
 
(2) Wnt5a/Ror2シグナル伝達の分子機構解析
とその異常とがんの浸潤との関連解析 
① Wnt5a/Ror2 シグナルによる細胞極性細胞
移動の分子機構の解析：NIH3T3 細胞などの培
養線維芽細胞を用いた in vitro 創傷治癒モ
デル実験を行い、Wnt5a/Ror2 シグナルによる
極性を持った細胞移動制御機構を細胞生物
学的手法により解析する。 
② Wnt5a/Ror2 シグナルの異常と骨肉腫細胞
の浸潤との関連解析：骨肉腫細胞株(SaOS-2, 
U2OS細胞)におけるWnt5a/Ror2シグナルの異
常の有無を解析するとともに、細胞生物学的
手法(マトリゲル浸潤アッセイ等)を用いて、
Wnt5a/Ror2 シグナルの異常と骨肉腫細胞の
浸潤能の関連を解析する。また、4. 研究成
果の項に記載したように、骨肉腫細胞では
Wnt5a/Ror2 シグナルが恒常的に活性化して
いるが、このシグナルの標的遺伝子を明らか
にする目的で、培養細胞において Wnt5a また
は Ror2 の発現を siRNA を用いたノックダウ
ンにより抑制し、DNA マイクロアレイ解析を
行う。 
 
４．研究成果 
(1) DNA 損傷時の細胞周期チェックポイント
の制御機構とその異常とがんとの関連解析 
① DNA 損傷により作動したチェックポイン
ト機構を解除する Wip1 ホスファターゼの同
定：Chk2 キナーゼを bait とした yeast 
two-hybrid 解析により、Chk2 会合分子とし
て、核内に局在する癌遺伝子産物である Wip1
ホスファターゼを同定した(Wip1 は DNA 損傷
時に p53 依存的に発現誘導されることが、他
のグループにより報告されている)。実際、
Chk2 と Wip1 は核内に共局在し、会合してい
ることが見出された、DNA 損傷により、ATM, 
Chk1, Chk2 キナーゼは SQ, TQ 配列の S また
は Tが ATM によりリン酸化されることが知ら
れていたが、Wip1 はこれらの(SQ, TQ 配列に
おいて)リン酸化された S または T を脱リン
酸化することにより、これらのキナーゼを不
活化することが明らかとなった。 
② DNA 損傷によるチェックポイント機能の
作動・解除に関わる Chk2, Wip1 の構造機能
連関解析：Chk2, Wip1 分子内の各ドメインの



欠失変異体を構築し、培養細胞に発現させる
ことにより、両分子間の会合を解析したとこ
ろ、Chk2 の SQ/TQ ドメインを含む N末端側領
域と Wip1 の N 末端側ドメインが両者の会合
に必要十分であることが明らかになった。前
記のように、Wip1 はリン酸化・活性化された
ATM, Chk1, Chk2 を脱リン酸化することによ
り不活化するが、一方活性化された Chk2 は
Wip1 の 46 番目の S(セリン)残基をリン酸化
することにより、Wip1 の機能を制御すること
が見出された。46 番目の Sがリン酸化された
Wip1 は Wip1 は、14-3-3g, 14-3-3ξ と会合
することが示され、Wip1 と 14-3-3 との会合
が Wip1 の機能制御に重要であることが示唆
される。 
③ ATRA 耐性の APL 治療薬である亜砒酸の作
用機構解析：亜砒酸は、酸化的ストレスを惹
起して ATM(及び ATR), Chk1, Chk2 を活性化
しチェックポイント機構を作動させるとと
もに、Wip1 に直接に作用し、そのホスファタ
ーゼ活性を抑制することにより最終的にア
ポトーシスを誘導することが明らかになっ
た。また、構造解析による亜砒酸の Wip1 結
合部位の予測により、亜砒酸は Wip1 ホスフ
ァターゼの活性中心に結合することが示唆
された。亜砒酸は正常細胞においても酸化的
ストレスを惹起するが、今後亜砒酸をリード
化合物とし、Wip1 の阻害するが、酸化的スト
レスを惹起することのない化合物を探索す
ることにより、より適切な治療薬の開発に繋
がることが期待される。 
 
(2) Wnt5a/Ror2シグナル伝達の分子機構解析
とその異常とがんの浸潤との関連解析 
① Wnt5a/Ror2 シグナルによる細胞極性・細
胞移動の分子機構の解析：NIH3T3 細胞などの
線維芽細胞を用いた in vitro 創傷治癒モデ
ル実験により、創傷部位に位置する(創傷末
端)細胞において、Wnt5a 刺激により Ror2 を
介して極性を持った細胞移動が亢進するこ
とが明らかになった。細胞極性については、
創傷末端での細胞に見られる極性をもった
(アクチン重合による)葉状突起の形成、安定
化微小管の局在、および微小管形成中心
(MTOC)の再配向を指標として解析した。この
Wnt5a/Ror2 シグナルによる極性を持った細
胞移動では、Ror2 の細胞内領域に結合したア
クチン結合タンパク質フィラミン A(FLNa)が
シグナル伝達の足場として重要な役割を担
うこと、ならびに FLNa 依存的に JNK (c-Jun 
N-terminal kinase)が活性化されることが必
須であることが見出された。さらに、
Wnt5a/Ror2 シグナルは、創傷により活性化さ
れる Pas/aPKC(PKCz)シグナルと協調的に作
用することが明らかとなった。 
② Wnt5a/Ror2 シグナルの異常と骨肉腫細胞
の浸潤との関連解析：骨肉腫細胞株(SaOS-2, 

U2OS 細胞)においては、構成的に Wnt5a およ
び Ror2 が発現しており、その結果恒常的に
Wnt5a/Ror2 シグナルが活性化していること
によりがん細胞の浸潤能が亢進しているこ
とが見出された。実際、これらの細胞におい
て Wnt5a または Ror2 の発現をノックダウン
により抑制すると、浸潤能は顕著に減弱した。
また、DNA マイクロアレイ解析の結果、骨肉
腫細胞株 SaOS-2 における Wnt5a/Ror2 シグナ
ル の 標 的 遺 伝 子 の １ つ と し て matrix 
metalloproteinase-13(MMP-13)遺伝子を同
定することに成功した。Wnt5a あるいは Ror2
の発現を抑制すると、MMP-13 の発現量
(mRNA・タンパク質レベル)が減少する。さら
に、Wnt5a/Ror2 シグナルによる MMP-13 の発
現誘導には、Src チロシンキナーゼが関与し
ており、Wnt5a/Ror2/Src/MMP-13 シグナル経
路が浸潤能の亢進に必須の役割を担うこと
が明らかになった。今後このシグナル経路の
分子を標的とする治療薬の開発が期待され
る。 
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