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研究成果の概要（和文）：DYRK1Aはダウン症候群や自閉症スペクトラム症候群の発症に関与するタンパク質キナ
ーゼである。DYRK1Aおよび関連キナーゼと細胞内で相互作用するタンパク質の同定を行なった。WDR68/DCAF7に
加えて新たにHsp90/Cdc37分子シャペロンがDYRK1B・DYRK4に特異的に結合することを明らかにした。また
DYRK1A・DYRK1Bに特異的に結合する機能未知タンパク質FAM53Cを同定した。FAM53CはDYRK1Aと複合体を形成して
そのキナーゼ活性を抑制し、核局在を阻害することを解明した。FAM53CはDYRK1Aの細胞内活性・局在を支配する
重要な因子であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The protein kinase DYRK1A is the major contributor to the multiple symptoms 
observed in neurodevelopmental disorders such as Down syndrome and autism spectrum disorder.  We 
have identified specific binding proteins for DYRK1A and its related family kinases.  In addition to
 WDR68/DCAF7, we newly identified molecular chaperones Hsp90 and Cdc37 as binding partners for 
DYRK1B and DYRK4.  Furthermore, we revealed a function-unknown protein FAM53C as a specific binding 
partner for DYRK1A and DYRK1B.  FAM53C associates with DYRK1A, suppresses its protein kinase 
activity, and inhibits nuclear translocation of DYRK1A.  FAM53C-dependent regulation of the kinase 
activity and intracellular localization of DYRK1A may play a significant role in gene expression 
regulation caused by normal and aberrant levels of DYRK1A.

研究分野：生化学・分子細胞生物学

キーワード： DYRK1A　WDR68/DCAF7　FAM53C　Hsp90　Cdc37　分子シャペロン　ダウン症候群　タンパク質キナーゼ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DYRK1Aは活性が増大しても(ダウン症候群)減少しても(DYRK1Aシンドローム)ヒトの精神神経系の発生・機能に重
大な問題を引き起こし、その細胞内活性の厳密な制御が必須である。今回同定したHsp90/Cdc37分子シャペロン
システムおよび新規タンパク質FAM53CはDYRKファミリーキナーゼに結合してそのタンパク質量・活性・細胞内局
在を制御する、重要な因子であると結論された。DYRK1Aの機能異常によってさまざまなヒトの精神神経系の発
生・機能異常が生じる事から、結合タンパク質によるDYRK1Aの制御機構の解明はこれらの疾患の分子基盤の理解
と将来的な治療の為に大きな学術的・社会的意義を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

(1) 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, 1995)。Minibrainのヒトオルソロ

グDYRK1Aは、クロモソーム21番のダウン症クリティカル領域にマップされ、DYRK1Aの過剰

発現はダウン症候群の神経症状や発達異常の主要原因である。近年DYRK1AとASD(自閉症スペ

クトラム障害)・ADHD(注意欠如-多動性障害)・精神遅滞との関連が明らかになった。また、

DYRK1Aの変異を原因とする精神神経系疾患(DYRK1Aシンドローム)が発見された。従って、

Minibrain/DYRK1Aは種を超えて生物の脳神経系の発生・機能に必須であり、その機能・制御機

構の解明は生物学的・医学的に重要な課題である。 

 

(2) 本研究代表者はDYRK1Aの細胞内特異的結合タンパク質としてWDR68/DCAF7を同定した。 

    これまでの研究により、本研究代表者は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WDR68/DCAF7を同定した (Miyata, Y. and Nishida, E. Biochim. Biophys. 

Acta-Mol. Cell Res. 1813:1728, 2011)。WDR68/DCAF7はペチュニアの花の色素(アントシアニン)

形成異常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、哺乳類はアントシアニン合成系を持たず、

WDR68/DCAF7は植物・動物に共通なもっと根源的な未解明の生理機能を持つと予想された。 

 

(3) DYRK1A、WDR68/DCAF7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リン酸化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, 1999)。しか

し、DYRK1A が細胞内で果たす生理的機能や制御機構の詳細は不明であった。一方、

WDR68/DCAF7 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で

ない。本研究代表者は WDR68/DCAF7 と結合する細胞内タンパク質の網羅的探索を行ない、

TRiC/CCTを同定した (Miyata, Y., Shibata, T., Aoshima, M., Tsubata, T., and Nishida, E. J. Biol. Chem. 

289:33320, 2014)。またこのプロテオーム解析によって他にもWDR68/DCAF7と結合するタンパ

ク質が複数同定され、その中に DYRK1A-WDR68/DCAF7複合体に結合するものがあると想定さ

れたため、その解析が DYRK1A の機能制御機構解明のための重要な課題として残されていた。 

 

２．研究の目的 

 

    本研究計画は、ダウン症責任キナーゼ DYRK1Aが細胞内でどのようなタンパク質と相互作

用し、どのような制御を受けて機能しているかを明らかにすることを目的とする。特にリン酸化

シグナル伝達に於けるタンパク質相互作用の重要性に着目する点に学術的独自性がある。

DYRK1Aと構造的類似性をもつ DYRKファミリーキナーゼ全体を視野に入れ、従来主流の遺伝

学的なダウン症研究とは異なり、DYRK1A-WDR68/DCAF7 複合体の生化学的な解析からダウン

症の分子的基盤を解明する点が本研究の学術的独創性である。特に、WDR68/DCAF7結合タンパ



ク質の網羅的プロテオーム解析によって新たに同定した、これまで全く報告の無い FAM53C の

細胞内機能を初めて解明すること、それを通じて DYRK1Aの制御機構を明らかにすることを目

的とする。また、DYRKファミリーキナーゼが細胞内でどのような品質管理を受けているかを分

子シャペロンとの相互作用の観点から明らかにする。更に、WDR68/DCAF7 及び FAM53C とい

う特異的結合タンパク質によって DYRK1Aが細胞内でどのように機能・局在が制御されるかを

解明する。得られた研究成果により、脳神経系の発生・機能をつかさどるリン酸化シグナル伝達

系における FAM53C-DYRK1A-WDR68/DCAF7複合体の位置づけを明らかにする。得られた結果

をもとに、同シグナル伝達系への介入によるダウン症をはじめとする DYRK1A異常に起因する

ヒト精神神経系の疾患の治療・症状緩和等の医療応用への道筋を拓くことに貢献する。 

 

３．研究の方法 

 

WDR68/DCAF7, DYRK1A, DYRK1B, DYRK2, DYRK3, DYRK4, FAM53Cの cDNAはいずれ

もヒト cDNAライブラリーから単離し、GFP-tagおよび FLAG-tagを付加した融合タンパク質の

哺乳類細胞(主に COS7細胞を用いた)発現プラスミドを構築した。タンパク質の細胞内局在は蛍

光顕微鏡で観察した。また目的タンパク質を抗 FLAG 抗体によりアフィニティー精製し、結合

タンパク質を質量分析によるプロテオーム解析及び共免疫沈降実験によって同定した。分子シ

ャペロンの結合は Hsp90, Cdc37, Hsp70に対する抗体をそれぞれ用いて検出した。DYRK1A活性

は精製リコンビナント MAPT/Tau タンパク質を基質としてリン酸化反応を行なったのち、抗リ

ン酸化MAPK/Tau抗体によるWestern blottingによって測定した。 

 

４． 研究成果 

 

(1) Hsp90-Cdc37 分子シャペロンによる DYRK ファミリーキナーゼのタンパク質クオリティーコントロ

ール機構の解明 

ヒト DYRK ファミリーキナーゼは互いに類似した活性ドメインをもつ 5 つのメンバー

(DYRK1A, DYRK1B, DYRK2, DYRK3, DYRK4)から成り立っている。これらの 5つの DYRKsと

細胞内で相互作用するタンパク質の同定を行なった。分子量 90, 70, 50kDa のタンパク質が

DYRK1Bおよび DYRK4と特異的に結合することが判明し、それぞれ Hsp90, Hsp70, Cdc37分子

シャペロンであると同定された。GFP-DYRKsの細胞内発現の蛍光顕微鏡解析により、DYRK1A, 

DYRK1Bが細胞核に局在するのに対し、DYRK2, DYRK3, DYRK4は主に細胞質に局在する事が

示された。細胞を Hsp90 の特異的阻害剤であるゲルダナマイシンまたは 17-AAG で処理すると

Hsp90・Cdc37 の DYRK1B と DYRK4 との結合が阻害されたが Hsp70 の結合は影響を受けなか

った。Hsp90 の活性阻害によって DYRK1B および DYRK4 の細胞内ダイナミクスに影響が見ら

れた。ゲルダナマイシン処理によって DYRK1Bおよび DYRK4 は細胞質でのドット状のアグリ

ゲート(凝集体)を形成したことから、Hsp90の分子シャペロン機能がこれらのキナーゼのタンパ

ク質凝集抑制に必要であることが示された。ゲルダナマイシン、17-AAG、ganetespib処理による

Hsp90 機能の長期阻害によって細胞内の DYRK1B および DYRK4 の安定性が顕著に低下した。

DYRK1B および DYRK4 は細胞内でタンパク質分解に導くユビキチン化を受けており、このユ

ビキチン化は Hsp90 阻害剤処理によって増大した。以上の結果から、Hsp90 と Cdc37 は互いに

良く類似した DYRKファミリーキナーゼの中の特異的なメンバーを厳密に識別し、DYRKキナ

ーゼの細胞内クオリティーコントロールに重要な役割を果たすことが明らかになった。 



 

(2) DYRK1Aの新規同定結合タンパク質 FAM53Cは DYRK1Aの細胞質アンカリング・活性阻害因

子である 

本研究ではこれまで機能未知のタンパク質 FAM53C を DYRK1A の新たな結合タンパク質

として同定した。FAM53Cは DYRK1Aのキナーゼ触媒領域に結合し、一方でWDR68/DCAF7は

DYRK1A の N 末端ドメインに結合した。FAM53C の結合は DYRK1A の自己リン酸化能および

外部基質である MAPT/Tau に対するリン酸化活性を抑制した。FAM53Cは WDR68/DCAF7とは

直接結合せず、DYRK1Aは FAM53CおよびWDR68/DCAF7と同時に結合することにより 3者複

合体を形成した。すなわち、DYRK1Aが FAM53CとWDR68/DCAF7をテザリングする機能を持

つことが示された。DYRK1A は核移行シグナルをコードしており、細胞に過剰発現すると核内

に集積する。一方で FAM53C を強く発現すると DYRK1A が細胞質に局在変化したことから、

FAM53C は DYRK1A に対する細胞質アンカリング機能を持つことが明らかになった。更に

FAM53Cの DYRK1Aへの結合は DYRK1Aに依存したWDR68/DCAF7の細胞核への集積も抑制

した。 

以上の結果を総合して、FAM53C は DYRK1A に結合し、そのキナーゼ活性を阻害し、

DYRK1Aを細胞質に留める働きをすると結論された。また、FAM53Cは DYRK1Aと類似のファ

ミリーキナーゼである DYRK1B にも結合した。上述のように DYRK1B は Hsp90/Cdc37 とも結

合するが、FAM53Cおよび Hsp90/Cdc37の結合はそれぞれ独立であった。ヒト脳神経細胞の内在

性 DYRK1A は細胞質に局在することが知られており、培養細胞系での DYRK1A の核局在との

不一致の原因がこれまで不明であったが、以上の結果は FAM53Cが DYRK1Aの細胞質局在を支

配する因子であることを初めて示唆する。DYRK1A の正常・異常時の活性および細胞内局在と

DYRK1A下流の遺伝子発現調節等の細胞機能に、FAM53Cによる DYRK1Aの活性・局在制御が

極めて重要な役割と果たすと考えられる。 
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