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がん幹細胞の分子基盤解明と診断・治療に向けた応用展開 
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《研究の概要》 

 

癌幹細胞は、自身が持つ分化能・造腫瘍能、薬剤耐性能により、しばしば癌の再発

の原因となることから、癌の根治には、この癌幹細胞を根絶することが重要であるこ

とがわかってきている。一方、癌幹細胞における主要制御因子やその作用機序につい

ては不明な点が多く残されている。 

 我々が p53 依存的細胞死誘導キナーゼとして同定したリン酸化酵素 DYRK2 は、こ

れまでの解析からDNA傷害により生じる p53のリン酸化とアポトーシス誘導に機能し、

細胞周期の主要転写因子 c-Jun や c-Myc のプライミングリン酸化を担っていることが

わかっている。In vivo xenograft モデル実験から、DYRK2 ノックダウンした乳癌細胞

を免疫不全マウスに移植し造腫瘍効果を調べたところ、コントロール細胞に比べ、明

らかな造腫瘍能の増強が認められた。また、DYRK2 の新たな基質として Snail という

転写因子を同定した。Snail は E-cadherin の発現を負に制御することで上皮間葉転換

（EMT）を誘導する。DYRK2 は Snail をリン酸化し分解を誘導するため、DYRK2 の

機能不全は EMT を惹起し、EMT への遷移は癌幹細胞性獲得と密接に関わっている。実

際に乳癌細胞において、DYRK2 をノックダウンすると表面抗原 CD44 high/CD24 low

で定義付けられている幹細胞の割合が著しく増加するという知見を見出した。興味深

いことに、これまでに様々な癌細胞、癌組織検体における DYRK2 の発現を検証したと

ころ、低分化型であったり悪性度が高い癌ほどその発現が顕著に低下しており、さら

に癌幹細胞の割合との逆相関を複数の癌種で見出している。 

 我々はこれまでに、DYRK2 が細胞死誘導や細胞周期制御を担うメカニズムを詳細に

明らかにしてきた。その包括的解釈として、新規癌抑制遺伝子である可能性を提唱し

ている。本研究では、DYRK2 が癌幹細胞の発生・維持制御分子である知見を得ること

に成功した。今後さらにこの制御機構を解明することが出来れば、DYRK2 の機能不全

が癌幹細胞化を通して発癌や癌の進展に寄与することが証明され、独自のコンセプト

で新たな治療戦略に迫ることができると考えている。 
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研究報告 

 

I 研究目的 

 我が国では現在およそ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。

癌の原因を解明し、新しい診断・治療を開

発して癌の制圧を目指すことは、喫緊の国

民的課題である。 

 申請者はこれまでに、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。この機構では、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、中でもセリン 46 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 損傷に応答してセリン 46 をリン

酸化するのか明らかにされていなかった。そこで我々はセリン 46キナーゼの同定を目指し、

世界に先駆けてセリン 46 キナーゼとして DYRK2 を同定することに成功した（図１）。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、
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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（図

１）。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。さらに我々は

DYRK2 の新たな基質として Snail という転写因子を同定した(図１)。Snail は E-cadherin の

発現を負に制御することで上皮間葉転換（EMT）を誘導する。DYRK2 は Snail をリン酸化

し分解を誘導するため、DYRK2 の機能不全は EMT を惹起する。EMT の獲得は癌幹細胞へ

の遷移と密接に関わっている。 

 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。 

 そこで本研究は、DNA 傷害に応答して細胞死を誘導するリン酸化酵素として申請者ら

が初めて見出した 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機

構を明らかにする。その端緒として、これまでに我々は DYRK2 が癌幹細胞の発生や維持

に関与しているという知見を得ている。癌幹細胞は転移や再発の原因になることから根治

治療の標的であり、どのように幹細胞として発生・維持され、またどのように分化・誘導

されるかといったメカニズムの解明を通じて、癌制圧に向けた臨床応用に展開することを

目的とする。計画している具体的な研究項目及び内容は次のものである。 

（１）DYRK2 による癌細胞の浸潤・転移と上皮間葉転換機構の解明を通じて、癌幹細胞が

どのように発生し維持制御されているかを明らかにする。 

  乳癌細胞において、DYRK2 をノックダウンすると表面抗原 CD44 high/CD24 low で

定義付けられている幹細胞の割合が著しく増加するという知見を見出している（図２）。

その分子メカニズムの

一つとして、ヒストン

のメチル化制御に着目

している。幹細胞はヒ

ストン H3 のメチル化

によって維持されるこ

とが知られており、こ

のメチル化を触媒する
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SMYD3 が DYRK2 によって制御されている可能性を示唆する結果を得ている。そこで本

研究では、 

（２）DYRK2 が SMYD3 を介したヒストンメチル化調節にどのように関わるかを検証

し、癌幹細胞の発生・維持機構を明らかにする。 

 これまでに様々な癌細胞、癌組織検体における DYRK2 の発現を検証したところ、低分

化型であったり悪性度が高い癌ほどその発現が顕著に低下していることを見出しており、

癌幹細胞の割合との逆相関が予想される。この発現低下はプロモーター領域のメチル化と

ユビキチン化—プロテアソーム分解系による制御であるという知見を得ているが、その詳

細な分子機構は不明である。そこで、 

（３）DYRK2 の発現制御メカニズムを解明し、癌幹細胞発生・維持機構との相関を検証

する。 

 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

とが予測される。また EMT の獲得により癌の浸潤・転移が誘導され、癌幹細胞への遷移

が促進されることなどから、DYRK2 が新規癌抑制遺伝子である可能性を示唆している。

そこで in vivo での検証を目的として、DYRK2 ノックアウトマウスを作成中である。本研

究では、 

（４）DYRK2 ノックアウトマウスを解析し、新規癌抑制遺伝子である可能性を検証する。 

 以上の結果から DYRK2 が癌幹細胞の発生・維持に寄与する新規癌抑制遺伝子である

ことが明らかとなれば、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る。そ

こで、DYRK2 の発現を回復させる低分子化合物のスクリーニングを計画しており、革新

的な癌治療開発に繋がることが期待される。また DYRK2 はリン酸化酵素であるため、

そのシグナル伝達カスケードを解明することで、新たな標的分子の同定を追求していく。 

 

II 研究計画および材料と方法 

（１）DYRK2 におけるリン酸化とユビキチン化を介した細胞増殖制御の分子機構 

 我々は近年、DYRK2 が転写因子 Snail をリン酸化し、引き続く GSK-3 によるリン酸化

並びに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。この現象について、まず乳癌細胞に焦点を絞って機能解析を進める。

具体的には、Snail の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

関性を検証する。E-cadherin の発現は EMT を制御していることから、DYRK2 による Snail

リン酸化を介した 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、

乳癌細胞株を用いて in vitro による invasion assay や、in vivo によるマウス心腔内移植に
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よる骨や肺への遠隔転移モデルなどにより明らかにする。さらにこの EMT が実際に癌幹

細胞様形質の獲得に関与しているかについて、DYRK2 ノックダウンにより EMT をおこし

た細胞の遺伝子発現プロファイルを解析するとともに、浮遊培養塊形成能実験や xenograft

での腫瘍形成能実験により検証する。 

 

（２）DYRK2 による遺伝子発現の網羅的探索とシグナリングカスケードの同定 

 これまでに DYRK2 が転写因子のリン酸化修飾を介していくつかの遺伝子発現制御に関

与していることが分かってきた。その全体像を把握し、癌幹細胞の発生・維持機構におけ

る役割を明らかにするために、恒常的にノックダウンしている乳癌細胞株と親株の比較に

より網羅的遺伝子発現プロファイルを調べる。このデータを基に、転写因子結合サイト・

転写制御データベースを用いて変動した遺伝子の転写結合サイトを検索し、DYRK2 の上

流・下流に位置するシグナリングカスケードを特定する。この中で、癌幹細胞の発生・維

持に関わると予測されるシグナルを抽出し、そのシグナルを制御するマスター転写因子群

を同定する。次に DYRK2 によるマスター転写因子群の制御機構を明らかにする。具体的に

は、リン酸化による修飾やユビキチン化による分解などに着目し、試験管内実験や癌細胞

株によってその機能的制御を確認し、in vivo マウス実験などによって実証する。 

 

（３）DYRK2 の癌における発現制御機構の解明 

 我々はこれまでに様々な癌細胞、癌組織検体における DYRK2 の発現を解析してきた。

その結果、低分化型であったり悪性度が高い癌ほどその発現が顕著に低下していることを

見出しており、発現量と癌幹細胞の割合とが逆相関するのではないかと予想している。発

現低下メカニズムとして①プロモーター領域のメチル化と②ユビキチン化—プロテアソ

ーム分解系による制御であるという知見を得ているが、その詳細な分子機構は不明である。

そこで 

①DYRK2 遺伝子のプロモーター配列内のメチル化状態を同定するために、次世代シーク

エンサーを用いたメチル化 DNA 解析を行う。まず DYRK2 の転写量が低い癌細胞株から

ゲノム DNA を精製し、バイサルファイトシーケンスを行いメチル化を検出する。次に同

定したメチル化配列に対するプライマーを用いてメチル化特異的 PCR により臨床検体に

おけるメチル化の有無を検討する。 

②DYRK2 の分解に関与しているユビキチン E3 リガーゼを網羅的に探索する。具体的に

は、コムギ無細胞蛋白質系による E3 リガーゼタンパク質アレイにより行う。同定された

E3 リガーゼの in vitro ユビキチン化反応を行い、この E3 リガーゼが細胞内で DYRK2 の

ユビキチン化に関与しているかを検討することで、生理的な E3 リガーゼであるか否かを
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検証する。次に臨床検体を用いてリガーゼと DYRK2 との発現の相関を検証する。            

 

（４）DYRK2 ノックアウトマウス解析による新規癌抑制遺伝子の検証 

 DYRK2 ノックアウトマウス作製に着手しており、その解析を行う。本研究ではこのノ

ックアウトマウスが癌を発症するか観察し、DYRK2 が新規癌抑制遺伝子であるというこ

れまでの仮説を検証する。また病変の病理組織学的解析を施行する。DYRK2 ノックアウ

トが胎生致死となる場合も想定しており、コンディショナルノックアウトの作製には既

に着手している。さらに様々な発癌モデルマウスを DYRK2 ノックアウトマウスと掛け

合わせ、発症した癌を解析することで腫瘍悪性化や抗癌剤応答性などを調べる。またノ

ックアウトマウス由来線維芽細胞株を樹立し、これまでに得られた知見を基に、DYRK2

の細胞内機能を確証する。 

 

III 研究成果 

（１）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 EMT を制御していることから、DYRK2 に

よる Snail プライミングリン酸化を端緒とする 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、乳癌細胞株を用いて 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。また８９症例の乳癌検

体を解析し、DYRK2 の発現と遠隔転移再発症例との間に有意な逆相関があることを見出し

た。以上より、DYRK2 の発現が低下することで Snail の発現が増加し、EMT が誘導される

ことで乳癌の浸潤・転移が促進されていることが示された。なお、同様の結果が卵巣癌細

胞でも得られており、この機構は癌種を超えた普遍的な現象である可能性がある。今後は

DYRK2 の発現・機能制御機構を明らかにすることで、新たな治療戦略としての可能性を解

明する必要があると考える。 

 

（２）DYRK2 が上皮間葉転換および乳癌幹細胞の存在に影響を及ぼすという実験結果を元

に、DYRK2 による乳癌幹細胞の制御に焦点をあて、癌幹細胞の発生の分子機構の解明に取

り組んでいる。DYRK2 低発現の乳癌細胞における遺伝子発現プロファイル解析から、転写

因子 KLF4 の発現が上昇し CD44 high/ CD24 low で標識される癌幹細胞の割合が増加する

ことをみいだした。また DYRK2 の発現量に依存してスフェア形成能・ヌードマウスにおけ

る腫瘍形成能がともに変化した。また臨床検体を用いた解析から、DYRK2 低発現の肺転移

では顕著に CD44+/CD24-細胞と ALDH1 陽性細胞が増加しており、乳癌幹細胞の増加が示

唆された。さらに、DYRK2 と KLF4 をつなぐ因子として転写因子である Androgen Receptor
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を同定した。 

 

（３）DYRK2 は乳癌・卵巣癌において発現が減少しており、低発現の癌では抗癌剤耐性を

獲得し予後不良である。そのような乳癌に対して特異的に作用する治療の探索を行ってお

り、DYRK2 を恒常的にノックダウンした細胞株において mTOR pathway が活性化してい

ることが、網羅的発現解析により明らかとなった。mTOR 阻害剤であるエベロリムスを添

加するとDYRK2低発現の乳癌細胞ではコントロールと比較し感受性が増加した。Xenograft 

model における検討では、DYRK2 ノックダウン細胞は細胞障害性抗癌剤よりもエベロリム

スでの腫瘍増殖抑制効果が高かった。これらの結果より、DYRK2 の発現が低い乳癌ではエ

ベロリムスが特異的に作用することが示唆された。さらに DYRK2 と mTOR の直接的な制

御メカニズムについて明らかにした。DYRK2 が mTOR の６３１番目をリン酸化すること

で引き続いて FBW7 を介したユビキチン・プロテアソーム系による分解が生じた。また、

臨床検体を用いた研究では DYRK2 低発現の再発乳癌において、エベロリムスが有意に予後

を改善することを示した。 

 

（４）DYRK2 の発現解析については、①プロモーター領域のメチル化と②ユビキチン化—

プロテアソーム分解系による制御の両面から解析を進めており、癌種によって片方だけの

制御を受けていたり、両方の制御が見られることが判明しつつある。詳細な分子機構の解

明にはさらなる検証が必要である。 

 

（５）CRISPR/Cas9 ゲノム編集システムを用いて DYRK2 遺伝子改変マウスの作製を行

った。まず初めに、DYRK2 遺伝子中の標的配列を含むガイド RNA と DNA 切断酵素 Cas9

の合成 RNA を作製し、マウス受精卵に注入した。その後、生存した受精卵のみを仮親マ

ウスへ移植し、１３匹の仔マウスを得た。次に得られた F0 世代マウスから欠失パター

ンの異なるマウス３匹を選び、野生型マウスとの交配により３種の F1 世代ヘテロ個体

を得た。またF0マウスの脳抽出液を用いてDYRK2タンパク質の発現量を調べたところ、

野生型と比べ F0 マウスでは、DYRK2 発現減少が認められ、DYRK2 遺伝子のゲノム編

集を確認できた。現在、F1 ヘテロ個体同士を交配させ、ホモ個体を作出し、表現型の異

常を経時的に解析中である。 

 

IV 考察 

 癌幹細胞は高い腫瘍形成能を持ち、転移や再発の原因になる。一方で多くの抗癌剤に

耐性を示すことから、癌幹細胞を標的とした治療法の開発が切望されている。そのため
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には癌幹細胞の性質を分子レベルで理解する必要がある。我々はこれまでに、DYRK2

が細胞死誘導や細胞周期制御を担うメカニズムを詳細に明らかにしてきた。その包括的

解釈として、新規癌抑制遺伝子である可能性を提唱している。さらに我々は、DYRK2

が癌幹細胞の発生・維持制御分子である端緒を掴んでいる。本研究によりその詳細な分

子機構の一端を明らかにすることに成功した。さらなる研究によりこの制御機構の全貌

を解明することが出来れば、DYRK2 の機能不全が発癌や癌の進展に寄与することが証明

され、独自のコンセプトで腫瘍悪性化分子機構に迫ることができると考えられる。 

 

最後に、本研究事業の遂行にあたり、多大なるご支援を賜りました公益財団法人車両競

技公益資金記念財団には、この場をお借りして深謝申し上げます。 
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