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研究成果の概要（和文）：動物組織の構築や維持は、WntシグナルやShhシグナルなどの限られた種類のシグナル群によ
って制御される。しかしながら、わずかな数のシグナル群のON/OFFの制御のみで複雑な組織構築を支えられるとは考え
にくい。これに加え、シグナル群の活動の局所的で厳密な微調整（シグナルファインチューニング）が必須であると考
えられる。本研究ではまず、Wntシグナルのファインチューナー分子であるNLKについて解析を行い、NLKの機能破綻が
悪性脳腫瘍を引き起こす分子基盤を解明した。また、大規模スクリーニングによりNLK特異的阻害剤を同定した。また
、WntシグナルやShhシグナルの新たなファインチューナーを発見した。

研究成果の概要（英文）：Animal tissues contain a variety of specialized cells and exert complex and 
accurate functions. Construction and maintenance of animal tissues are regulated by cell signaling 
pathways, such as Wnt and Shh signaling pathways. Interestingly, the number of cell signaling pathways is 
very few. Simple ON/OFF regulation of these few signaling pathways must be NOT sufficient to achieve the 
highly complex processes during tissue construction and maintenance. We believe that the spatial-temporal 
regulation of signaling pathways (Signal Fine-tuning) varies the roles of signaling pathways and 
contributes to tissue construction and maintenance. In this study, we focused on nemo-like kinase (NLK), 
which is a fine-tuner of Wnt signaling. We first revealed the molecular basis by which dysregulation of 
NLK causes malignant brain tumor. We also developed the small molecules that specifically inhibit NLK 
activity. We also discovered new molecules that fine-tune the activity of Wnt and Shh signaling.

研究分野：シグナル伝達
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１．研究開始当初の背景 
	
 私たちの生命活動に必須の装置である“組
織・臓器”は、多種多様な細胞から構成され、
かつ、複雑精緻な構造と機能を持つ。非常に
興味深いことに、複雑な構造と機能を持つ組
織・臓器の構築と維持は、わずかな種類の細
胞運命制御シグナル群の活動によって支え
られている。しかしながら、わずかな数のシ
グナル群の ON/OFFの制御のみで、複雑な組
織の構築と維持を支えられるとは考えにく
い。私は、シグナルの活動の強さの時空間的
な微調整、すなわち “シグナルファインチュ
ーニング” がお式・臓器の構築と維持の達成
に重要であると考えている。 
	
 私たちはこれまでの 14 年間の継続的な研
究により、タンパク質リン酸化酵素 NLK に
よるシグナルファインチューニングが組
織・臓器構築に貢献することを発見している。
例えば、NLKが神経板の神経前駆細胞集団に
おいて、転写制御因子 Notch1をリン酸化して
Notch1転写複合体の形成を阻害し、Notchシ
グナルの活動領域を制限することにより、適
切な数の神経細胞の形成を導くこと（Ishitani 
et al., Nature Cell Biol 2010）や NLKによる転
写因子 Lef1のリン酸化が、中脳の神経前駆細
胞において Lef1 とヒストン脱アセチル化酵
素 HDAC1 の結合を解除することにより Wnt
シグナルを増強して中脳視蓋の成長を促す
こと（Ota et al., EMBO J 2012）を見いだして
いる。非常に興味深いことに、NLK による
Notch/Wnt シグナルの制御は、普遍的な現象
ではなく、時期組織特異的であり、Notch/Wnt
シグナルの活動領域の一部とその隣接領域
でしか起きない。つまり、NLKは Notch/Wnt
シグナルの活動の強さや範囲を局所的に微
調整することで中枢神経系の構築に貢献し
ていると考えられる。しかしながら、中枢神
経系における NLK の機能の全容は未だ明ら
かになっていない。 
	
 また、腫瘍形成に関わる Notch/Wntシグナ
ルの制御に NLK が関与することから、NLK
の腫瘍形成への関与が期待できる。最近、海
外のグループが、肝細胞がんでは NLK の発
現亢進が起きており、肝細胞がん細胞株で
NLKをRNAiすると細胞増殖が低下すること
（Jung et al., J Cell Biochem 2010）や、前立腺
がんではがんの進行に伴い NLK の発現が低
下すること（Emami et al., Prostate 2009）を報
告した。これらの発見は、NLKが肝細胞がん
や大腸がん、前立腺がんの発症や悪性化に関
与する可能性を示唆している。しかしながら、
NLK によるシグナルファインチューニング
の腫瘍形成における重要性や、NLKの機能破
綻が引き起こすがんの発症機序は、大部分が
未解明である。また、NLKの活性の人為的制
御を可能にする化合物が開発されれば、がん
の治療に貢献しうる可能性があるが、そのよ
うな化合物は未だに同定されていない。 
 
２．研究の目的 

	
 本研究では、タンパク質リン酸化酵素 NLK
を中心とするシグナルファインチューニン
グに関わる分子群の作用機序とその組織構
築・維持・破綻における機能を明らかにする。
これにより、動物組織の構築・維持を支える
分子基盤の新たな一面を明らかにする。また、
NLKの活性制御化合物も同定し、将来的な疾
患治療・組織再生医療への貢献を目指す。 
 
３．研究の方法 
	
 本研究では、ゼブラフィッシュなどのモデ
ル脊椎動物を用いて、in vivoにおけるシグナ
ルファインチューニングのメカニズムと役
割を解析する。また、モデル動物を用いた遺
伝学的・細胞生物学的解析と、ヒトサンプル
を用いたゲノム解析、及び in vitro系と動物細
胞株を用いた生化学的解析を効果的に組み
合わせた、独自の系統的アプローチを行い、
これにより「シグナルファインチューニング
の分子基盤とその臓器構築・維持における意
義、及びがんにおけるその破綻」をより詳細
かつ正確に解明する。また、NLK の活性制
御化合物の同定にあたっては、化合物ライブ
ラリーをライブラリ―保有機関より入手し、
スクリーニングを行う。 
	
 
４．研究成果	
 
(1) NLKによる Lef1リン酸化を介したWnt
シグナル抑制はグリオブラストーマの増殖、
生存を負に制御する（Sa et al. Oncotarget, 
2016） 
	
 韓国	
 成均館大学校、サムスンバイオメデ
ィカル研究所、米国クリーブランドクリニッ
クとの共同研究により、悪性脳腫瘍であるグ
リオブラストーマの悪性化に NLK の発現低
下が関与することを見いだした。具体的には、
グリオブラストーマの悪性度の高さと、NLK
の発現レベルの低さ、Wntシグナル活性の高
さが相関することを発見した。また、グリオ
ブラストーマの細胞において NLK が転写因
子 Lef1のリン酸化を介してWntシグナルを
負に制御し、グリオブラストーマ細胞の増殖、
生存を負に制御することを発見した。このよ
うに、グリオブラストーマの悪性化機構の一
端を明らかにした。 
 
(2) Hipk2は PP1cと協働して Dvlタンパク
質の量を維持し、Wntシグナルの活性化を支
える（Shimizu et al. Cell Reports, 2014） 
	
 以前に、タンパク質リン酸化酵素 Hipk2
を、NLKを in vitroでリン酸化する分子とし
て同定していた（Kanei-Ishii et al., Genes 
Dev, 2004）。そこで、脊椎動物組織構築にお
ける Hipk2と NLKの関係を調べた。ところ
が、その解析の過程で、Hipk2が NLK非依
存的に Wnt シグナルの制御に関わることを
見いだした。まず私たちは、ヒト培養細胞株
及びゼブラフィッシュ胚における Hipk2 機
能阻害実験により、Hipk2 が Wnt シグナル
の主要構成因子Dvlのタンパク質安定性に必



 

 

須であることと、Hipk2が Dvlの安定化を介
して、初期胚発生に必要な Wnt シグナルの
強い活性化を支えていることを見いだした。
続いて、生化学的な解析を行い、Hipk2がそ
の酵素活性非依存的にタンパク質脱リン酸
化酵素 PP1cによる Dvlの脱リン酸化を誘導
し、これにより E3ユビキチンリガーゼ Itch
による Dvl のユビキチン化を阻害して Dvl
を安定化することを発見した（図１）。私た
ちはまた、高密度培養条件下のヒト培養細胞
株を Wnt 刺激すると、Hipk2-PP1c と Dvl
の結合が低下し、その結果として Dvlが Itch
にユビキチン化されて分解され、Wntシグナ
ル活性が即時低下することを発見した。一方、
細胞を低密度で培養した場合は、Wnt刺激に
よる Dvlの分解は起きず、Wntシグナルの活
性が持続した。この現象は、細胞の過剰増殖
を防ぐ、一種の「細胞間協調システム」では
ないかと考えている。この考えに合致するよ
うに、Wntシグナル活性に異常を持つ様々な
腫瘍組織においてDvlタンパク質の増加が観
察されており、また、Dvlの Itchドッキング
部位に変異が検出される。おそらく、本研究

で発見した Hipk2-PP1cシステムは、Dvlタ
ンパク質の量を適正に制御（ファインチュー
ン）し、腫瘍の発生を防ぐ重要なシステムの
一つと考えられる。 
 
(3) NLKの活性制御化合物の探索 
	
 上述のように、NLKの活性制御化合物は、
がんなどの疾患の治療薬となりうると期待
される。そこで、NLK のキナーゼ活性をハ
イスループットかつ高精度で評価する系を
構築し、東京大学創薬機構より入手した約
17000種の化合物を対象とした大規模スクリ

ーニングを実行した。次に、ヒット化合物に
ついて、NLK と基質を同じくする他のキナ
ーゼに対する効果と、NLK と類似した構造
を持つキナーゼに対する効果を調べ、これに
より、NLK に特異的に作用する化合物を絞
り込んだ。さらにここから、ヒト細胞内にお
いて NLK のキナーゼ活性を低濃度で阻害す
る化合物を選別し、その結果、6 つの NLK
阻害化合物を得た。これら 6つのうち 5つは
類似した構造を持っており、これを NLK 
inhibitor-I群とし、構造が大きく異なる残り
の 1つを NLK inhibitor-IIとした。現在、こ
れらの化合物のがん細胞の増殖・生存に対す
る効果を検討中である。 
 
(4) ユビキチンシグナルを介した NFκB 活
性のファインチューニングが初期胚背腹軸
の形成を支える（Anai et al. submitted） 
	
 NFκBファミリーの転写因子は、炎症誘導
や免疫制御などにおいて重要な役割を担う。
一方で、NFκBはショウジョウバエ初期胚の
背腹軸の決定においても必須の役割を果た
す。しかしながら、脊椎動物初期胚における
NFκBの活性動態や役割は全く不明であった。
まずNFκB の活動をGFPの蛍光に変換して
可視化する新規レポーター遺伝子をモデル
脊椎動物ゼブラフィッシュに組み込み、脊椎
動物初期胚における活性動態を解析した。そ
の結果、NFκBレポーターが初期胚から活性
化し、その活性が徐々に予定背側領域に限局
していくことを見出した。このレポーターの
活性化は、NFκBファミリーの転写因子であ
る Relの機能を阻害することで消失した。ま
た、Rel の機能阻害は、背側形成を促進し、
腹側形成を抑制した。これらの結果は、Rel
が予定背側領域において活性化して背側形
成を抑制することを示唆する。ところが興味
深いことに Rel mRNA は初期胚全域で一様
に発現しており、このことから、Rel の活動
を予定背側領域に限局するメカニズムがあ
ることが示唆された。詳細な解析の結果、初
期胚全域で発現した Relタンパク質が予定腹
側領域で特異的に分解されることにより予
定背側領域特異的な Relの活性化が導かれる
ことがわかった。さらに、腹側での Relの分
解は、ユビキチン-プロテアソーム系を介して
起こっており、この Relユビキチン化を阻害
すると Relの活性化領域が広がり、結果とし
て背側領域が拡大し、腹側が縮小した。この
ように、ユビキチンシグナルを介した NFκ
B/Rel 活性のファインチューニングが初期胚
背腹軸の形成を支えることが明らかになっ
た。 
 
(4) その他の成果 
	
 九州大学生体防御医学研究所の中山教授
らとの共同研究により、ANKMY2-FKBP38 
経路がソニックヘッジホッグ（Shh）シグナ
ルの活性を微調整し、ゼブラフィッシュ筋肉
の形成に関与することを示した（Saita et al., 
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2014）。また、順天堂大学の奥野博士らとの
共同研究によりロイコトリエン受容体のシ
グナルがゼブラフィッシュの原腸陥入運動
に関わることを示した。このように、ゼブラ
フィッシュの組織構築に関わるシグナル制
御機構の一端を解明した。 
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