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研究成果の概要（和文）：Plk1 は、分裂期に活性化する蛋白質リン酸化酵素（キナーゼ）の

一種であるが、その詳細な制御機構は不明な点が多い。本研究では、Plk1 とチェックポイ

ントキナーゼ１(Chk1)の新規クロストーク機構を明らかにするともに、Chk1 および Plk1

の新規結合蛋白質として、14-3-3 ガンマを同定した。解析の結果、Chk1 と 14-3-3 ガンマ

の結合はチェックポイントにおける細胞周期停止に重要であった。現在、Plk1 と 14-3-3

ガンマの結合の生理的意義を現在解析中である。	
 

 
研究成果の概要（英文）：Plk1	
 is	
 known	
 as	
 one	
 of	
 mitotic	
 kinases	
 but	
 its	
 regulation	
 remains	
 
largely	
 unknown.	
 In	
 this	
 study,	
 we	
 have	
 demonstrated	
 novel	
 inverse	
 relationship	
 between	
 
Plk1	
 and	
 checkpoint	
 kinase	
 1	
 (Chk1).	
 We	
 have	
 also	
 identified	
 14-3-3	
 gamma	
 as	
 a	
 binding	
 
protein	
 for	
 Chk1	
 and	
 Plk1.	
 The	
 binding	
 between	
 Chk1	
 and	
 Plk1	
 is	
 critical	
 for	
 cell	
 cycle	
 
arrest	
 in	
 DNA	
 damage	
 response.	
 Now,	
 we	
 are	
 elucidating	
 the	
 significance	
 of	
 the	
 binding	
 
between	
 Plk1	
 and	
 14-3-3	
 gamma.	
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１．研究開始当初の背景 
	
 がん細胞では異倍体核・多倍体核が出現す
るなど、染色体の恒常性が維持できなくなっ
たものが数多く存在する。現在では、このよ
うな染色体の不安定性が細胞のがん化やが
んの悪性化機構に重要な役割を果たしてい
るのではないかと考えられている。がん細胞
において染色体の不安定性を引き起こすメ

カニズムとしては、DNA の複製／障害チェッ
クポイント機構の障害や分裂期の染色体分
配機構の異常などが想定されている。	
 
	
 研究成果の集積から、これらの調節機構の
多くに状況に応じて特異的に活性化される
蛋白質リン酸化酵素（プロテインキナーゼ）
群が染色体の恒常性維持に重要な役割を果
たしていることが判明してきた。例えば、DNA
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複製／障害チェックポイント機構において
は、ATR から Chk1 および ATM から Chk2 に至
るキナーゼカスケイドがその中心的な役割
を果たしている。また、分裂期においては、
分裂期の開始に必須なサイクリン依存性キ
ナーゼ１(Cdk1,	
 Cdc2)に加えて、Aurora-A、
Aurora-B、Plk1	
 (Polo-like	
 kinase	
 1)など
の分裂期キナーゼと一括されるキナーゼ群
が重要な役割を担っている。	
 
	
 その中で、Plk1 は、分裂期への進入、セン
トロメア以外の姉妹染色体の接着の解除、中
心体の成熟・分配、両極紡錘体(bipolar	
 
spindle)の形成、動原体（キネトコア）にお
ける張力の感知、細胞質分裂など、分裂期に
おける様々な細胞現象（特に、染色体の均等
分配）を制御している分裂期キナーゼである。
また、DNA の複製／障害チェックポイントの
際には、Plk1 はその蛋白質量および活性が抑
制されていることが知られている。逆に、こ
れらチェックポイント機構からの離脱の際
には、Plk1 の再活性化が必須であると報告さ
れている。このように、Plk1 は、分裂期の細
胞現象だけなく、チェックポイントからの離
脱（つまり、チェックポイントの寛容）機構
を制御することを通じて、細胞の染色体の恒
常性を維持していると考えられる。	
 
	
 Plk1 の制御異常とがんの関連性について
は、種々の報告がある。Plk1 は、種々のがん
組織において、過剰発現していることが報告
されている。また、Plk1 の過剰発現は、生命
予後とも深く関連していることが知られて
い る 。 ま た 、 Plk1 の 恒 常 的 活 性 型
（constitutively	
 active	
 form）を NIH3T3
細胞に発現させることで細胞を形質転換
(transform)できることやこの形質転換細胞
はヌードマウスにおいて造腫瘍能を持って
いることなどから、実験的にも、Plk1 の制御
異常が細胞のがん化に深く関与しているこ
とが指摘されている。しかし、Plk1 のどのシ
グナル伝達経路が細胞のがん化やがんの悪
性化に関与しているのかについては、不明な
点が多いのが現状といえる。	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 Plk1 を介した細胞がん化のメカニズムを
明らかにするためには、上記のような Plk1
の多機能性がどのように制御されているか
を明らかにする必要性に迫られる。つまり、
Plk1 がどのような基質を時間的かつ空間的
に選択しながら、細胞機能を調節しているか
ということを明らかにしていく必要がある。	
 
	
 研究成果の集積により、Plk1 は、その
Polo-box	
 domain	
 (PBD)を介して、種々のリ
ン酸化タンパク質と結合しうることが明ら
かになった。この PBD の結合に必要なリン酸
化反応の多くは、	
 Cdk1 や Plk1 自身によって
遂行されることが知られている。また、この

結合により、Plk1 はそのキナーゼ活性が増大
するだけでなく、多くの場合、その結合タン
パク質もリン酸化することが知られている。
つまり、Plk1 は、結合タンパク質を様々に変
化させることによって、上記のような多機能
性を制御している可能性が高いと考えられ
る。	
 
	
 本研究は、Plk1 の新規結合タンパク質を同
定するとともに、新規 Plk1 のシグナル伝達
機構の一端を明らかにしていくことをその
目的とする。	
 
 
３．研究の方法 
（１）候補となる Plk1 結合タンパク質（基
質）および Plk1（キナーゼ）を用いた in	
 vitro
アッセイ系を確立し、基質のリン酸化反応に
よる機能変化を類推するとともに、そのリン
酸化部位を同定する。	
 
（２）抗リン酸化抗体を用いて、細胞内にお
けるリン酸化反応の時間的・空間的変動を観
察し、細胞内における生理機能を類推する。
また、Plk1 をノックダウンした際のリン酸化
反応の挙動も同時に観察することで、in	
 vivo
においてこのリン酸化反応が Plk1 依存的で
あるかどうかについても検討する。	
 
（３）各基質のリン酸化部位を（リン酸化反
応が引き起こされない）アラニンや（リン酸
化反応を模倣する）アスパラギン酸・グルタ
ミン酸に置換した変異体を細胞内に発現さ
せた場合の表現型を観察する。これら(１)—
(３）の解析を通じて、これら結合タンパク
質のリン酸化反応が Plk1 のどのような機能
（例えば、染色体の均等分配機構やチェック
ポイントからの離脱機構）に重要であるかに
ついて解明していく。	
 
（４）上記に加えて、Plk1 の活性を間接的に
負に制御していると考えられている Chk1 と
の連関についても、上記の手技を応用しなが
ら、解析する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）	
 Plk1 とチェックポイント機構の新規
連関のメカニズム	
 
Plk1 は、分裂期開始に必須な Cdk1 の活性化
などに重要な役割を担っていることが知ら
れている。近年、DNA 障害チェックポイント
の際には Plk1 の機能が抑えられているが、
逆にチェックポイントからの離脱の際には
Plk1 の再活性化が重要な役割を担っている
ことが知られている。しかし、Plk1、Cdk1 を
含めた分裂期キナーゼ群と Chk1 を含めたチ
ェックポイントキナーゼ群の詳細な連関は
まだ不明な点が多い。我々は、これまでに
Cdk1 が分裂期において、Chk1 のセリン 286・
セリン 301 をリン酸化することを明らかにし
てきた。本研究では、このリン酸化反応が
Plk1 を含めた分裂期キナーゼの活性化およ



 

 

び分裂期の進行にどのような役割を果たし
ているかについて検討を加えた。その結果、
１）Cdk1 が Chk1 のセリン 286・セリン 301
をリン酸化することで Chk1 を核から細胞質
に移行させていること、２）この Chk1 の核
外排出により Cdk1、Plk1 などの分裂期キナ
ーゼの活性化が促進されること、および、３）
これら分裂期キナーゼ群の活性化により、分
裂期への進行が円滑に遂行されることが明
らかになった。つまり、これらの結果は、分
裂期キナーゼ群と Chk1 の間にはポジティブ
フィードバック機構が存在し、この機構の活
性化が分裂期への円滑な移行に重要な役割
を担っていることを示唆するものといえる。
このシグナル伝達機構は、がんにおけるチェ
ックポイント寛容の際にも働いているもの
と考えられるが、その詳細の解明は今後の研
究課題ともいえる（文献４、８）。	
 
（２）新規 Plk1 結合蛋白質の同定およびそ
の蛋白質の機能解析	
 
我々は、GST	
 pull-down 法を用いた質量分析
にて、Plk1 の結合蛋白質として、新たに
14-3-3 ガンマを同定した（未発表）。14-3-3
蛋白質は DNA 障害チェックポイントの際にも
重要なメディエイターとして機能すること
が報告されているため、14-3-3 ガンマの DNA
障害チェックポイントにおける機能を検索
した。その結果、14-3-3 ガンマが、DNA 障害
チェックポイントの際に、Chk1 のセリン 296
の自己リン酸化反応依存的に Chk1 と結合す
ることが判明した。この結合により、Chk1 と
（14-3-3 ガンマのもう一つの結合パートナ
ーである）Cdc25A が、14-3-3 ガンマを介し
て結合することが判明した。この３者複合体
の形成により Chk1 は Cdc25A の分解に必要な
セリン 76をリン酸化できるようになること、
および、このリン酸化反応によって Cdc25A
が分解に導かれ細胞周期停止を引き起こし
ていることを見出した。以上の結果は、
14-3-3 ガンマが、DNA 障害チェックポイント
における Chk1 から Cdc25A に至るシグナルを
制御していることを示している（文献６）。	
 
（３）新規結合蛋白質 14-3-3 ガンマによる
Plk1 の活性制御機構	
 
次に、Plk1 と 14-3-3 ガンマの結合の生理的
意義の解析を行った。14-3-3 ガンマをノック
ダウンすると、Plk1 ノックダウンで認められ
るような分裂前中期から中期で停止する細
胞が多く認められた。スピンドルチェックポ
イントに必要な BubR1 や Mad2 と同時にノッ
クダウンすると、この停止が解除されること
から、14-3-3 ガンマのノックダウンによって、
（Plk1 ノックダウンで認められるような）ス
ピンドルチェックポイントが活性化してい
ることが判明した。14-3-3 ガンマのノックダ
ウンによって、BubR1 や Wee1 などの Plk1 基
質のリン酸化レベルが低下すること、免疫沈

降産物を in	
 vitroでアッセイしても Plk1 活
性が低下していることから、14-3-3 ガンマは
Plk1 と分裂期特異的に結合することで Plk1
の活性を制御していることが判明した（未発
表）。	
 
（４）今後の課題	
 
Plk1と Chk1が同じ14-3-3のサブタイプと結
合し、その機能を制御されていることは、チ
ェックポイントの解除と分裂期への進行の
分子機構を考えるうえでとても興味深いこ
とといえる。14-3-3 蛋白質は、多くの場合、
リン酸化されたセリン・スレオニンを含む配
列を認識して結合することが知られている。
我々は、すでに、Plk1 と 14-3-3 ガンマの結
合が Plk1 のリン酸化修飾依存的であること
を明らかにしている。今後、このリン酸化部
位を同定し、そのリン酸化修飾を遂行するキ
ナーゼを同定することで、このシグナル伝達
経路の全貌を明らかにするとともに、癌との
関連を明らかにしていくことが今後の課題
といえる。	
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