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研究成果の概要：Chk1 は、DNA 複製／障害チェックポイントの際に ATR によってそのセリ

ン 317 およびセリン 345 がリン酸化されて活性化される。今回、我々は、チェックポイン

ト反応の際、Chk1 のセリン 286 およびセリン 301 がサイクリン依存性キナーゼ２(Cdk2)に

よってリン酸化させることを明らかにした。また、Cdk2 依存性のリン酸化反応と ATR 依存

性のリン酸化反応は、Chk1 の同一分子上で引き起こされるが、これらの２つの反応の間に

強い依存性は認められなかった。以上の結果は、Chk1 の機能制御は、多くの部位のリン酸

化反応を介して制御されていることを示唆している。 
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１．研究開始当初の背景 
細胞は、染色体（ゲノム）の複製・分配の

周期を巧妙に制御しながら、分裂している。

この細胞周期の制御機構に異常が生ずるこ

とが、発がん過程やがんの染色体不安定性

の進展に重要な役割を担っていることが知

られている。近年の研究成果の蓄積により、

細胞周期の進行には、サイクリンとそれに

依存する蛋白質リン酸化酵素（キナーゼ）

群が重要な役割を担っている。例えば、G2
期からM期（分裂期）への進行には、サイ
クリン B とサイクリン依存性キナーゼ
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（Cdk）１の複合体の活性化が必須である。
ゲノムの複製状態および障害の有無を監視

し、細胞周期を停止するチェックポイント

機 構 に お い て は 、 ATR/ATM か ら

Chk1/Chk2 に至るキナーゼカスケイドが
それぞれ中心的な役割を演じている。紫外

線による障害 DNA や複製を停止した

DNA に反応して、ATR は、Chk1 のセリ
ン 317 およびセリン 345 をリン酸化し、
Chk1 を活性化させる。このようにして活
性化された Chk1は（Cdkの活性化に必須
の）Cdc25ファミリーのホスファターゼを
リン酸化し抑制することで、細胞周期を停

止させる。しかしながら、その他のリン酸

化反応による Chk1の制御はほとんどわか
っていないのが現状といえる。 

 
２．研究の目的 
以前、我々の研究グループは、分裂期にお

いて Chk1のセリン 286およびセリン 301
がサイクリン依存性キナーゼ１（Cdk1）に
よってリン酸化されることを報告した。本

研究では、DNA 障害／複製チェックポイ
ント反応時のセリン 286およびセリン 301
のリン酸化反応の制御機構を解明すること

を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）Chk1 の各部位のリン酸化反応を特異
的に認識する抗体の作製 
目的とする部位のリン酸化アミノ酸および

その前後５残基のアミノ酸配列を含むリン

酸化ペプチドを作製し、これをラットに免疫

して、リン酸化ペプチドに反応し、非リン酸

化ペプチドに反応しないモノクローナル抗

体を作製した。 

（２）紫外線照射またはヒドロキシウレア

による細胞の処理法 

DNA 複製チェックポイントを活性化するた

め、HeLa細胞を 3 mMのヒドロキシウレア
存在下で２時間反応させた。また、DNA 障

害チェックポイントを活性化させるため、

細胞から培養上清を取り除いた後、フナコ

シの FUNA-UV-linker で 254nm の紫外線を

10J/m2照射した。照射後、培養上清を戻し、

さらに、２時間培養した。 

（３）細胞内に置けるリン酸化 Chk1の検出 
各処理細胞を RIPAバッファーで破砕処理後、
遠心し、上清を得た。このような細胞抽出液

から、抗 Chk1 抗体をコンジュゲートした
Protein-G ビーズを用いて、Chk1 を免疫沈
降した。免疫沈降した Chk1は、各リン酸化
抗体でブロットした。 
（４）GST-Chk1-Myc の精製および Cyclin 
A2/Cdk2によるリン酸化反応 
pGEX-Chk1-Myc 遺伝子によって形質変換
された Arctic Express（Staragene社）から
プロトコールに従い、GST-Chk1-Mycを精製
した。その GST-Chk1-MycをMg2+・ATP存
在下で反応させた。その後、オートラジオグ

ラフィー、ウェスタンブロット、２次元ホス

ホペプチドマップにてリン酸化反応を評価

した。 
（５）HeLa Tet-ON細胞の確立 
Myc-Chk1 野生型（WT） , S286A/S301A, 
S317A/S345A をテトラサイクリン依存性に
誘導発現する HeLa Tet-ON細胞をレトロウ
ィルスによる遺伝子導入法にて確立した。 

 
４．研究成果 

今回、我々は、Chk1のセリン 286および
セリン 301のリン酸化反応が、分裂期だけ
でなく、紫外線照射における DNA 障害時お

よびヒドロキシウレアによる DNA 複製障害

時にも引き起こされることを見出した。し

かし、分裂期の場合とは異なり、上記のチ

ェックポイント反応の際には、ATR による



 

 

セリン 317 およびセリン 345 のリン酸化反

応も同時に認められた。次に、チェックポ

イント反応時の Chk1 のセリン 286／301 の

リン酸化反応を遂行しているプロテインキ

ナーゼを検討したところ、Cdk2 がこの反応

を遂行している可能性が高いことが判明し

た。さらに、チェックポイント反応時の

Cdk2依存性のリン酸化反応とATR依存性の

リン酸化反応の関係について検討を加えた

ところ、これらのリン酸化反応は同一 Chk1

分子上で引き起こされているにもかかわら

ず、互いのリン酸化反応は比較的非依存的

に引き起こされていることが判明した。以

上の結果は、リン酸化反応による Chk1 の

機能制御は当初考えられていたものより複

雑で、少なくとも活性化に必要な ATRから

のみならず、Cdk によっても制御されてい

ることが判明した。（セリン 286／301のみ

のリン酸化反応が引き起こされている）分

裂期における検討から、Cdk による Chk1

のリン酸化反応は、ATRとは異なり、Chk1

を核外に移行させることによって Chk1 の

機能を負に制御している可能性が高いと考

えられる。しかし、チェックポイント時の

ように、ATRからのリン酸化反応も同時に

引き起こされると、この Cdkによる局在変

化はほとんど認められなくなる。そのため、

チェックポイント時におけるセリン 286／

301 のリン酸化反応が Chk1 にどのような

機能変化を与えているかについては、まだ

不明な点が多い。がんにおけるリン酸化反

応の異常の解析も含め、今後の検討課題と

いえる。 
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