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研究成果の概要（和文）：癌細胞が悪性化するとは「癌細胞が細胞分裂ごとに娘細胞への染色体不均等分配を高頻度に
起こす」即ち「染色体不安定性」という特徴を獲得することにある。その細胞・分子レベルでの主要な原因として「中
心体の過剰増幅とM期チェックポイントの制御異常」が知られている。本研究ではM期で中心体から染色体へ移行する「
中心体キナーゼ」であるLats1/2がALB経路とCLP経路を、GAKがGBC経路を形成することで染色体不安定性を統御すると
いう我々の独自な発見を展開した。そのために、Lats1/2、GAK、Cyclin G1/G2欠損マウスやTALEN/Crispr系を用いたLa
ts2欠損癌細胞株を作製して活用した。

研究成果の概要（英文）：Tumor malignancy promotes cell invasion and metastasis, which is one of the factor
s that hamper effective cancer therapy. Tumor malignancy means that cancer cells frequently cause missegre
gation of chromosomes on every cell division to generate two daughter cells with distinct chromosome quant
ity; this cancer specific feature is called "chromosomal instability". In this study, we show that the cen
trosomal kinases, Lats1/2 and GAK, form three novel signaling pathways and regulate the stability of chrom
osomes: they are Aurora-A-Lats1/2-Aurora-B (ALB) and Chk1-Lats2-14-3-3-P-body (CLP) pathways for Lats1/2 a
nd GAK-PP2A-B'gamma-Chk2/Condensin II (GBC) pathway for GAK. To realize efficient analysis, we generated k
nockout mice lacking Lats1, Lats2, GAK, Cyclin G1 and/or Cyclin G2 genes, and Lats2-defective cancer cells
 using TALEN/Crispr_Cas systems. 
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１．研究開始当初の背景 
 
「染色体不安定性」とは、癌細胞が細胞分裂
ごとに娘細胞への染色体不均等分配を高頻
度に起こす生物学的特徴のことで、癌細胞が
浸潤転移能を獲得して治療が困難となる “悪
性化”の主要な原因の一つである。悪性化の分
子レベルでの主たる要因として「中心体の過
剰増幅とM期（分裂期）チェックポイントの
制御異常」がある。とくにM期で中心体から
染色体へ移行する中心体キナーゼが注目さ
れている。中心体の制御にはPlkやAurora-A、
Cdk1などの中心体に局在する主要な M期キ
ナーゼが重要な役割を担っているが、最近で
は DNA 損傷チェックポイント因子である
ATM, ATR, Chk1, Chk2も中心体に局在する
ことが報告され、中心体の制御機構とその役
割の多様性が重要と考えられている。我々が
研究を進めているHippo pathwayの中核キナ
ーゼである Lats1/2と Cyclin G結合キナーゼ
である GAKも M期キナーゼと類似な細胞周
期に連動した局在変化を示すため、これらと
協調して癌細胞での染色体不安定性誘発に
かかわっていると推測できる。 
①Lats1/2 (large tumor suppressor)：LATS2
は我々が独自に開発した「多段差引き法」を
駆使して単離したハエの癌抑制遺伝子 lats 
/warts の哺乳動物ホモログであり、種間で高
度に保存された中心体キナーゼである。類似
遺伝子として Lats1が報告されている。 
② GAK (cyclin G-associated kinase)：GAK
はクラスリン被覆小胞を介したエンドサイ
トーシスを制御する。生体内における GAK
のリン酸化酵素としての機能解析は未知の
部分が多く残されてきた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は染色体の正確な分配を制御して
いる重要因子としてLats1/2とGAKという中
心体キナーゼに着目し、その異常が引き起こ
す染色体不安定性の分子統御機構について
新規な３つのシグナル伝達経路（ALB 経路、
CLP 経路、KBC 経路）の提唱を基盤として
解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
本研究は以下のような実験方法で遂行し
た。 
（１）Aurora-A－Lats1/2－Aurora-B（ALB）
経路の同定と解析： 
①我々はLats2がAurora-Aにより複数個所の
セリン残基をリン酸化されることを報告し
てきた。これらのうち 380 番目のセリン
（S380）のリン酸化の生理的意義は不明であ
った。この部位に対する特異的抗リン酸化抗
体（pS380）を作製し、ウエスタンブロット
法や間接蛍光抗体法によりヒト子宮頸癌細
胞株 HeLa S3における pS380-Lats2の細胞

周期依存的な挙動およびリン酸化シグナル
の特異性などを調べた。 
②免疫沈降法により Lats2と Lats1、Aurora-A、
Aurora-B間の蛋白質間相互作用を調べた。ま
た、 リン酸化アッセイ（in vitroキナーゼア
ッセイ）により Lats2を介在するリン酸化シ
グナルカスケードの同定を試みた。 
③S380 のセリンをアラニンあるいはアスパ
ラギン酸に置換したアミノ酸置換変異体
（S380A, S380D）を作製し、これらを HeLa 
S3 細胞に導入した後、M 期の進行と形態変
化、スピンドルの形成、染色体分配、細胞質
分裂における非リン酸化型 S380A およびリ
ン酸化ミミック型 S380D 変異体の影響を顕
微鏡下で観察した。 
④ALB経路における Lats1/2キナーゼの新た
なリン酸化標的を探すために M 期関連因子
群の中から Lats キナーゼのリン酸化コンセ
ンサス配列を有する INCENP（Aurora-Bの制
御因子）に着目し、これの GST 融合蛋白質
を精製し基質としてキナーゼアッセイを行
い、Lats1/2が INCENPの特定部位をリン酸
化すること見出した。 
⑤ 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ TALEN ま た は
Crispr_Cas系を用いて Lats2を欠損させた癌
細胞株（HeLa S3, U2OS）を作製した。 
⑥上記の Lats2欠損癌細胞株を用いて細胞内
における Lats1/2 によるリン酸化を確認し、
そのリン酸化部位のアラニン置換（非リン酸
化）変異体をテトラサイクリン誘導下で発現
させ、細胞形態を蛍光顕微鏡下で観察したと
ころ細胞質分裂の異常が認められた。 
⑦Lats1の N末領域の一部をコードするエキ
ソン２を破壊して Lats1-ΔN ノックアウトマ
ウス（Lats1ΔN/ΔN）を作製し、これに由来する
培養細胞（Lats1ΔN/ΔN MEF）を樹立して以下
の解析を行った。 
⑦-1) 細胞増殖速度を測定し、軟寒天培地お
よび 3 次元培養ディッシュ（Nano Culture 
Plate）を用いて足場非依存性増殖能を観察し
た。さらに、ヌードマウスの皮下にて造腫瘍
能の有無を調べた。 
⑦-2) 中心体の増幅異常、染色体の分配異常、
細胞質分裂の異常などの M 期の異常を顕微
鏡下で観察した。 
⑦-3) ウエスタンブロット法やキナーゼアッ
セイなどにより Hippo pathwayや Lats2の異
常を調べた。 
⑦-4) Lats1ΔN/ΔN MEFおよび比較対象の野生
型MEFにおいてDNAマイクロアレイ解析を
行い、遺伝子発現プロファイルを作成して候
補遺伝子発現の変動を調べた。また、それら
の発現変動を RT-PCR およびリアルタイム
PCRで調べた。 
（２）Chk1－Lats2－14-3-3－P-body (CLP) 
経路の解析： 
①これまでに DNA 損傷チェックポイントキ
ナーゼ Chk1が Lats2の S408をリン酸化す
ることを報告してきた。P-bodyの集積に影響
を受けるmiRNAを発見するため、miRNAマ



イクロアレイを用い、UV 照射の時間変化を
追って、WT, Lats2-S408A/S408D置換変異体
において顕著に発現量が変化する miRNA の
同定を試み、変動した５種類の miRNA を得
た。 
②キナーゼアッセイにより新たに Lats2 の
S835 をリン酸化することを見出した。この
リン酸化に対する抗リン酸化抗体（pS835）
を作製した。pS835 抗体の特異性を確認後、
UV照射後のヒト骨肉腫細胞株 U2OS細胞に
おけるリン酸化時期などをウエスタンブロ
ット法などで調べた。 
③さらに、Lats2の S835が Lats2自身にリン
酸化される自己リン酸化部位であることを
キナーゼアッセイで確認した。 
④U2OS細胞において siRNAを用いて Lats2
をノックダウンした後、ウエスタンブロット
法で p21/CDKN1の蛋白量の変化を調べた。 
⑤S835 のセリンをアラニンあるいはアスパ
ラギン酸に置換したアミノ酸置換変異体
（S835A, S835D）を作製し、これらを U2OS
細胞に導入した後、細胞死の割合を TUNEL
法および Annexin V法により測定し、リン酸
化ミミック型 S835D 変異体が顕著にアポト
ーシスを誘導することを見出した。また、
S835D 変異体では p21 の蛋白質分解が促進
していることをウエスタンブロット法によ
り観察した。 
（３）GAK－PP2A-B'γ－Chk2/CondensinII 
(GBC) 経路の解析： 
①キナーゼアッセイにより、GAKが脱リン酸
化酵素 PP2A の制御サブユニット B'γ の
Thr104をリン酸化すことを見出し、この非リ
ン酸化型 T104A 変異体は触媒サブユニット
である C subunitと結合および共局在できな
くなるかどうかを免疫沈降法や間接蛍光抗
体法により調べた。 
②定法に従い、ネオマイシン・カセット法に
より GAK のキナーゼ領域を部分欠損した
GAK-KD（kinase dead）型 GAKを発現する
ノックアウトマウス(GAK-kd-/-)を作成し、
MEF株も樹立した。 
③GAK-KD マウスの新生仔マウスを解剖し、
肺組織の病理解析を行った。具体的には間質
性肺炎のマーカーである SP-A抗体で肺組織
を染色し、その異常分布を調べた。 
④Cyclin G1、Cyclin G2およびダブル KOマ
ウスが DNAアルキル化剤である発癌剤 DEN
に対して抵抗性を有しているかどうか調べ
るために、各マウスに DEN を投与し、腫瘍
の形成を経時的に観察した。 
⑤Cyclin G2 KOマウスからMEFを調製し、
これにガンマセルイグザクターを用いて放
射線を照射し、DNA 修復関連因子である
γH2AX の脱リン酸化の変化を間接蛍光抗体
法およびウエスタン法で調べた。 
⑥Cyclin G1と PP2A- B'γの結合領域を免疫
沈降法およびプルダウン法により決定し、そ
の相互作用を阻害するペプチド(ELAS1 と命
名)を癌細胞に発現させて細胞死を誘導でき

るかどうか調べた。 
 
４． 研究成果 
 本研究はほぼ計画どおり順調に進行し下
記の研究成果を得た。 
（１）Aurora-A－Lats1/2－Aurora-B（ALB）
経路の同定と解析：M期において中心体キナ
ーゼAurora-AによるLats2の特定のリン酸化
が Lats2の細胞内局在を変化させてAurora-A
‐Lats1/2‐Lats1‐Aurora-B（ALB）経路を
形成し、正確な染色体分配と細胞質分裂の制
御に機能していることを見出し、その成果を
学術論文として発表した（「発表論文」の論
文⑱を参照）。ALB経路における Lats1/2キナ
ーゼの新たなリン酸化標的蛋白質として
Aurora-B の制御因子の一つである INCENP
を同定した。Lats1/2 によるリン酸化部位の
アラニン置換（非リン酸化）変異体を HeLa
細胞に発現させたところ細胞質分裂の異常
が認められた（投稿準備中）。一方で、我々
は、N末端領域が欠損した Lats1蛋白質を発
現する Lats1-ΔNノックアウト（KO）マウス
を作製し、これに由来する細胞（MEF）にお
いて DNA マイクロアレイ解析を行ったとこ
ろ、Lats2 の発現が顕著に減少し、そのリン
酸化標的である Yap が異常に安定化して核
移行することを見出した。この MEF は、中
心体の過剰増幅と染色体分配異常、細胞質分
裂の異常を引き起こし、この細胞をヌードマ
ウスに皮下注射すると腫瘍を形成した（「発
表論文」の論文⑨を参照）。また、Lats1 null KO
マウスを作製し、これに由来する MEF を解
析したところ、中心体の過剰増幅と染色体分
配異常、細胞質分裂の異常を引き起こした
（投稿準備中）。 
本研究の目標の一つであった ALB 経路の
発見とそのメカニズムの解析について研究
計画内に論文発表に至ることができた。この
研究成果は Cell Cycle誌の News & viewsに
も採り上げられた。また、これに繋がる成果
として Lats1-ΔN KO マウスの作製と解析か
ら Lats1/2 が染色体不安定性の抑制と腫瘍形
成の抑制に重要であることを見出し、学術論
文に発表することができた。この研究成果は
J. Cell Sci.誌の In This Issueにも採択され注
目された。 
（２）Chk1－Lats2－14-3-3－P-body (CLP) 
経路の解析：DNA損傷（UV照射）に応答し
て Chk1キナーゼが Lats2の別の部位をリン
酸化することで CLP 経路から分岐して別の
経路でアポトーシスを引き起こすことを発
見した（図１）。具体的には、UV照射による
DNA損傷に応答して活性化したChk1キナー
ゼが Lats2の新たな部位をリン酸化すること
で Lats2の自己リン酸化と活性化を引き起こ
し、活性化した Lats2 が Cdk 阻害因子 p21
をリン酸化して、不安定化することでカスパ
ーゼ依存的なアポトーシスを引き起こす新
たな経路を同定した（「発表論文」の論文⑤
を参照）。この研究成果も J. Cell Sci.誌の In 



This Issueに採択された。 

（３）GAK－PP2A-B'γ－Chk2/CondensinII 
(GBC) 経路の解析：GAK が脱リン酸化酵素
PP2A の制御サブユニット B'γ の Thr104 を
リン酸化すことを見出し、この非リン酸化型
T104A 変異体は触媒サブユニットである C 
subunit と結合できなくなることを見出した
（「発表論文」の論文⑬を参照）。また、我々
が作製した GAK のキナーゼコード領域を欠
失させたノックアウトマウス(GAK-kd-/-)は、
出生後間もなく血中酸素飽和濃度が上がら
ずに肺機能不全を発症して死に至る。詳細な
解析を行ったところ、間質性肺炎のマーカー
である SP-Aの肺組織での異常分布が見られ、
GAK のキナーゼ活性の阻害が肺胞の形態形
成や酸素交換機能に重大な欠損を与え、すな
わちこれが間質性肺炎の原因となることを
示唆する結果を得た（図２）。これらの結果
は、肺癌の抗がん剤ゲフィチニブ（イレッサ）
の標的でもある GAK が、イレッサの副作用
で起こるとされる間質性肺炎の原因の一つ
となる可能性を示唆している（「発表論文」
の論文⑮を参照）。 

 一方で、Cyclin G1、Cyclin G2およびダブ
ル KO マウスが DNA アルキル化剤である発
癌剤に対して抵抗性を有していることを見
出した。また、放射線照射後の Cyclin G2 KO
マウス由来のMEFにおいて、DNA修復関連
因子である γH2AX の脱リン酸化が顕著に遅
延することを見出した。すなわち、Cyclin 
G2/PP2A B'γ 複合体が放射線照射後の DNA
修復の完了に重要な役割を果たしているこ
とを示唆している（「発表論文」の論文⑥を
参照）。この研究成果は Cell Cycle 誌の表紙
に採択された。また、Cyclin G1と PP2A-B'γ
の結合領域を決定し、その相互作用を阻害す
るペプチドを癌細胞に発現させると放射線
存在下で効率的に細胞死を誘導した（投稿準
備中）。 
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