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研究成果の概要（和文）：癌抑制遺伝子p53の細胞死誘導を惹起するDYRK2キナーゼについて、新規癌抑制遺伝子として
発癌や癌の進展に寄与する分子メカニズムの解明に主眼を置いた。まずDYRK2はG1/S期の遷移を制御することで細胞周
期調節に寄与しており、発癌抑制に貢献している可能性が明らかとなった。次にsnailを介して癌細胞の上皮間葉転換
や転移を制御していることも判明した。さらにDNA損傷によってDYRK2がp53のSer46をリン酸化しアポトーシスを誘導す
る分子機構として、アンフィレグリンの発現を見出した。アンフィレグリンはDDX5と結合してmiRNAのプロセシングを
調節し、Bcl-2の発現を抑制していた。

研究成果の概要（英文）：Dysregulation of the G1/S transition in the cell cycle contributes to tumor develo
pment. Degradation of c-Jun/c-Myc is a critical process for the G1/S transition. We found DYRK2 functionin
g as a priming kinase, whose phosphorylation of c-Jun/c-Myc precedes and is required for subsequent GSK3be
ta phosphorylation. DYRK2 silencing shortened the G1 phase to accelerate cell proliferation due to their e
scape from ubiquitination-mediated degradation. 
EMT plays a fundamental role in the early stages of breast cancer invasion. Snail is an important regulato
r of EMT. We identified that DYRK2 regulates Snail stability. Knockdown of DYRK2 promoted EMT and cancer i
nvasion in vitro and in vivo. 
p53 phosphorylation at Ser46 exerts apoptotic cell death. We found that amphiregulin (AREG) is identified 
for a direct target of Ser46 phosphorylation. AREG interacted with DDX5. AREG regulated precursor microRNA
 processing with DDX5 to reduce the expression of anti-apoptotic protein Bcl-2. 

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 我が国では、癌による死亡者数は他の死亡

原因とは異なり戦後一貫して増加傾向にあ

り、１９８１年より死亡原因の第１位となり、

現在に至るまでその死亡率は上昇し続けて

いる。現在およそ２人に１人が癌に罹患し、

３人に１人が癌により死亡している。近い将

来、日本人の約半数が癌により死亡するとの

予測もある。癌の原因を解明し、診断・治療

を開発して癌を制圧することは喫緊の国民

的課題である。 

 研究代表者はこれまでに、癌の診断・治療

への応用を視野に入れた研究を推進してき

た。具体的には、ゲノム DNA に生じる損傷

が癌の主な原因であることから、DNA損傷に

おける細胞応答、特にアポトーシスと呼ばれ

る細胞死誘導の分子機構の解明に取り組ん

できた。DNA損傷によって惹起されるアポト

ーシスでは、癌抑制遺伝子である p53がその

中心的な働きを担っている。p53 は多彩な修

飾を受けてその機能を使い分けており、中で

も Ser46 のリン酸化はアポトーシス誘導に必

須である。ところが、どのようなリン酸化酵

素（キナーゼ）が DNA損傷に応答して Ser46

をリン酸化するのか明らかにされていなか

った。そこで我々は Ser46 キナーゼの同定を

目指し、世界に先駆けて Ser46 キナーゼとし

て DYRK2 を同定することに成功した。我々

は DYRK2 の機能についてさらに解析を進め

たところ、DYRK2 の発現を抑制すると細胞

周期において顕著な G1 期の短縮が観察され、

結果として細胞増殖能の亢進が見られると

いう、興味深い知見を得た。その機構として、

DYRK2は c-Jun/c-Mycという転写因子を直接

リン酸化し分解を誘導することで、G1 期か

ら S期への移行を制御していることが判明し

た。c-Jun/c-Mycの分解抑制による高発現が多

くの癌細胞において見出されていることか

ら、DYRK2 の機能不全が発癌や癌の進展に

関与する可能性が示唆される。一方、p53 の

Ser46 によるリン酸化が、どのようなメカニ

ズムでアポトーシス誘導を惹起しているの

か、ほとんど明らかにされていない。このリ

ン酸化によって p53の転写標的遺伝子の指向

がアポトーシス関連分子にスイッチする可

能性が示唆されているが、その標的分子はこ

れまでほとんど明らかにされていない。そこ

で我々はマイクロアレイによって Ser46 リン

酸化特異的に発現が誘導される分子を探索

し た と こ ろ 、 そ の 一 つ と し て

amphiregulin(AREG)を同定した。さらに、

AREGが p53依存性アポトーシス誘導に重要

な働きを担っていることが判明した。そのメ

カニズムを解明する過程で、AREG が

microRNA(miRNA)の成熟機構に関与してい

るという全く予想外の結果を得た。以上のよ

うな p53を中心とした細胞運命制御機構を解

明することにより、発癌や癌の進展といった

腫瘍悪性化の詳細な分子メカニズムが明ら

かになると考えられる。またこれまでの我々

の研究から、DYRK2 の発現が低下した癌組

織においては、DNA損傷によって引き起こさ

れるアポトーシス誘導の回避や c-Jun/c-Myc

の発現制御異常を伴う過剰な細胞増殖が起

きていることが予測され、DYRK2 が新規癌

抑制遺伝子である可能性を示唆している。と

同時に、DYRK2 が新規腫瘍マーカーや癌治

療の標的分子になりうると期待されている。 

 

２．研究の目的 

 本研究は研究代表者らが明らかにした、癌

抑制遺伝子 p53 の細胞死誘導を惹起する

DYRK2キナーゼについて、未だ解明されて

いない基礎的な問題を解決し、DYRK2が新

規癌抑制遺伝子として発癌や癌の進展に寄

与する分子メカニズムを確立する。さらに

我々が見出した p53 による新規 microRNA

（miRNA）制御もふまえて腫瘍悪性化の分

子基盤に迫ると共に、癌の診断に有用な新規

腫瘍マーカーの探索や癌の治療に繋がる新

規標的分子の探索を通じて、癌制圧に向けた

臨床応用に展開することを目的とする。具体

的な研究項目は次のものである。 

（１） DYRK2 の細胞死誘導機構と細胞

周期調節機構の解明 

（２） miRNAの成熟機構とその破綻がも

たらす発癌や癌の進展との関連 

（３） これらの分子機構の解明を端緒と

した腫瘍悪性化分子基盤の確立 

（４） 発癌や癌の進展に関わる新規腫瘍



マーカーの網羅的探索 

（５） 新しい癌治療を目指した新規分

子標的の網羅的探索 

 

３．研究の方法 

（１）DYRK2の細胞内局在制御機構の解明 

 これまでに我々は、DYRK2 の多くは細胞

質に局在しており、DNA 傷害などのストレ

スを受けると核に移行しp53などをリン酸化

することを見出している。その後の解析から、

DYRK2 は核に移動するのではなく、ストレ

ス刺激により核内 DYRK2の恒常的分解が抑

制されるという知見を得た。しかしこの分解

機構の詳細は不明である。そこでこの分解機

構が最も可能性のあるポリユビキチン化に

よるものかどうかについて検証する。また質

量分析計を用いた DYRK2会合分子の網羅的

探索を遂行し、ユビキチン化に関与する分子

群を単離し、機能解析を行う。 

（２）DYRK2 における細胞周期制御の分子

機構 

 これまでの予備的実験から、DYRK2 の細

胞周期制御には、基質である c-Jun/c-Myc の

プライミングリン酸化が関与している可能

性を示唆する結果を得ている。まずこの現象

について細胞株で詳細な検証を行う。具体的

には、DYRK2 をノックダウンし、これら基

質群のリン酸化の変化を細胞周期と共にモ

ニターする。DYRK2 によるプライミングリ

ン酸化が GSK3のリン酸化を誘導し、基質

の分解に影響を及ぼしているかについても

調べる。またリコンビナントタンパク質を用

いたインビトロにおけるリン酸化能もあわ

せて確認する。 

 次に、c-Jun/c-Myc によって転写制御され

る下流遺伝子の発現をモニターする。具体的

には、DYRK2 をノックダウンした後、細胞

周期を同調させて G1期から S期にかけての

細胞周期関連遺伝子群の発現変化を経時的

に調べる。さらに細胞周期の変化を細胞内イ

メージングにより、可視化する。方法として

は、FUCCIシステムを利用する。 

 最後に、DYRK2 をノックダウンした腫瘍

細胞をヌードマウスに移植し、モック細胞の

移植と比較してその腫瘍増殖能や腫瘍転移

能を調べる。 

（３）腫瘍病理検体を用いた DYRK2の発

現解析 

 腫瘍病理検体をパラフィン包埋ブロッ

クを用いて解析する。特に癌の悪性度や進

展度に着目し、DYRK2 の発現レベルとの

相関について精査する。さらに、癌のステ

ージを指標としたDYRK2の発現レベルと

c-Jun/c-Myc のプライミングリン酸化との

相関についても検証し、DYRK2 が診断や

予後予測マーカーとして有用であるかに

ついてその可能性を探る。 

（４）分子標的としての DYRK2 

 これまでの研究から、DYRK2の発現低下

や機能不全が癌の発生や進展と密接に関わ

ることが示されれば、DYRK2が分子標的に

なる可能性がある。そこで、特に DYRK2の

分解亢進による機能不全に着目し、癌で何ら

かの異常がみられるか調べる。もし癌で分解

が亢進している場合、この分解に関わる分子

群を同定し、DYRK2との発現の相関を検証

する。また DYRK2の発現が低下した癌組織

では細胞死と細胞周期に異常を来している

ことが予測され、癌の進展、特に転移能の亢

進への関与が考えられることから、細胞やモ

デル動物を用いてDYRK2が癌転移に関与し

ているか検証する。 

（５）AREGによる miRNA成熟機構と細胞

死誘導機構 

 我々のこれまでの予備的実験から、p53の

アポトーシス誘導に必須なSer46リン酸化に

応じて特異的に発現誘導される AREG が、

Droshaと呼ばれるRNAプロセシング酵素を

介してmiRNAの成熟機構に関与していると

いうデータを得ている。しかしそのメカニズ

ムは全く明らかになっていない。そこで

AREG の会合分子を質量分析により探索し、

Droshaの機能をどのように制御しmiRNAの

成熟機構に寄与しているかを解明する。 

 またこれまでの研究からmiRNAの発現異

常が発癌あるいは癌の進展に密接な関わり

を持つことが多数報告されている。そこで癌

臨床検体からAREGとmiRNAの発現との相

関を調べることで、AREG の発現異常が

miRNA の成熟機構を破綻させることで、結



果として発癌や癌の進展に寄与している可

能性について解析を行う。 

 さらに、AREG によって制御されている

miRNA を miRNA マイクロアレイにより網

羅的に解析し、細胞内での発現変化を確認す

る。次にこれら miRNAの標的遺伝子を単離

するために、同定された miRNAを細胞に導

入し、miRNA と結合している RNA-induced 

silencing complexの主要コンポーネントであ

るAgoタンパク質を免疫沈降しRNA画分を

精製し標的 mRNA の配列を決定する。これ

により同定された標的遺伝子が実際に制御

を受けているかについて、個々の分子ごとに

機能解析を行い、細胞の運命決定にどのよう

に関与しているか検証する。最後にこれまで

の研究成果をふまえ、miRNA 制御と腫瘍悪

性化について総括する。 

 

４．研究成果 

（１）DYRK2の細胞内局在制御機構の解明 

 これまでに我々は、DYRK2 の多くは細胞

質に局在しており、DNA傷害などのストレス

を受けると核に移行し p53などをリン酸化す

ることを見出している。その後の解析から、

DYRK2 は核に移動するのではなく、ストレ

ス刺激により核内 DYRK2 の恒常的分解が抑

制されるという知見を得た。その具体的なメ

カニズム解明を目的として DYRK2 の機能解

析を進めたところ、DYRK2は ATMによって

制御されていることが判明した。具体的には、

DNA 損傷に伴って ATM は DYRK2 の Thr33

と Ser369をリン酸化し、DYRK2を活性化す

るだけでなく、DYRK2 の核内での安定化に

も寄与していることが明らかになった。さら

に DYRK2は核内にも存在するが、MDM2に

よって恒常的にユビキチン化され分解され

ていること、DNA損傷後 ATMによる Thr33

のリン酸化によってMDM2がDYRK2から解

離し分解が抑制されることを見いだした。そ

してこの制御が DNA 損傷における p53 依存

性アポトーシス誘導に本質的なステップで

あることが示された。以上の結果から、

DYRK2 は細胞質だけでなく核にも存在して

いるが、核内 DYRK2はMDM2によって恒常

的に分解されており、DNA 損傷によって

ATM によるリン酸化を受け核内で安定化し

活性化され、p53 をリン酸化しアポトーシス

を誘導するというモデルを提唱した。さらに

DYRK2 の分解に関わる新たなユビキチンリ

ガーゼを同定することを目的として、質量分

析計を駆使した DYRK2 の会合分子の網羅的

探索に着手しているが、今までのところ候補

分子は見出せていない。しかし、DYRK2 の

新たな機能に関わると考えられるいくつか

の会合分子が同定されたため、会合様式を調

べながら機能解析を進めている。 

（２）DYRK2における細胞周期制御の分子機

構 

 転写因子であるc-Junやc-Myc は細胞周期

制御に必須であることが知られている。c-Jun

やc-Myc はプライミングリン酸化を受けると、 

引き続いてGSK3betaによるリン酸化が誘導さ

れ、さらにユビキチンリガーゼFBW7がリクル

ートされてc-Junやc-Mycがユビキチン化され 

ることで、プロテアソームによる分解が誘導

される。このリン酸化を起点とした分解はG1

期からS期への遷移に重要であり、分解異常 

が発癌や癌の進展と密接に関与していること

は報告されていたが、そのプライミングキナ

ーゼははっきりしていなかった。本研究で我 

々は、DYRK2と呼ばれるリン酸化酵素が、

c-Junやc-Mycのプライミングリン酸化を担っ

ていることを見出した。興味深いことに、

DYRK2をノックダウンするとc-Junやc-Mycの

プライミングリン酸化が顕著に減弱し、それ

に伴いc-Junやc-Mycの分解異常による蓄積が

観察され、G1期の顕著な短縮に伴う細胞増殖

が亢進した。さらにDYRK2を恒常的にノック

ダウンした乳癌細胞をマウスに移植し造腫瘍

効果を調べたところ、コントロール細胞と比

較して、明らかな造腫瘍能の増強が観察され

た。次に、ヒト乳癌組織におけるDYRK2の発

現を検証したところ、乳管内乳癌と比べて浸

潤性乳癌ではDYRK2の顕著な発現低下が認

められ、一方でc-Junやc-Mycは発現上昇して

いるという逆相関現象が観察された。以上よ

り、DYRK2はDNA損傷に応答して細胞死を誘

導する一方で、G1/S期の遷移を制御すること

で細胞周期調節にも寄与しており、発癌抑制

に貢献している可能性が示唆された。 



（３）上皮間葉転換と転移におけるDYRK2の

役割 

 転写因子 snailはE-cadherinの発現を負に制

御しており、snail自身はリン酸化と引き続く

分解によって発現がコントロールされてい

る。我々は DYRK2が snailをプライミングリ

ン酸化し、ユビキチン化による分解を通して、

その標的分子 E-cadherinの発現を制御してい

ることを見出した。snailのプライミングリン

酸化状態をモニターし、ユビキチン化や

E-cadherin 発現との相関性を検証した。また

E-cadherin の発現は上皮間葉転換（EMT）を

制御していることから、DYRK2 による

E-cadherin発現制御がEMTにどのように影響

を与えているかについて、in vitro による

invasion assayや、in vivoによる xenograftを用

いた遠隔転移モデルなどにより明らかにし

た。 

（４）AREG による miRNA 成熟機構と細胞

死誘導機構 

 我々はこれまでに、DNA 損傷によって

DYRK2がp53のSer46をリン酸化しアポトー

シスを誘導することを明らかにしてきた。し

かし、p53 がリン酸化を受けた後どのような

メカニズムで細胞死が惹起されるかについ

ては不明であった。その詳細な分子機構を解

明するために、Ser46 のリン酸化で誘導され

る分子を網羅的発現解析によって同定した

ところ、その一つとしてアンフィレグリン

（AREG）と呼ばれるサイトカイン分子を見

出した。AREGは Ser46リン酸化依存的に誘

導され、細胞核に蓄積してくることが判明し

た。次に AREGがどのように細胞死誘導に寄

与しているかを調べるために、AREGと会合

する分子を質量分析計によって探索したと

ころ、DDX5 と呼ばれる分子を同定した。

DDX5 は RNA ヘリカーゼの一つであり、

Droshaと呼ばれる酵素と協調して miRNAの

プロセシングに関与している。そこに AREG

が会合することでプロセシングが促進され

ることを見出した。この結果、抗アポトーシ

ス分子であるBcl-2の発現を抑制するmiRNA

が活性化することでアポトーシスを誘導し

ていることが明らかとなった。 
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