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研究成果の概要（和文）：本研究により、網羅的にタンパク質質量分析解析を行い、TERTのリン酸化部位を同定
した。
さらに、これらのリン酸化ペプチドを抗原として、リン酸化部位特異的抗体の作製を試み、独自にリン酸化
hTERT抗体を作製した。この抗体を用いて、RdRP活性に関わるリン酸化部位を決定した。さらに、既知のキナー
ゼ阻害剤ライブラリーやsiRNAを導入し、幾つかの候補となるキナーゼを同定した。

研究成果の概要（英文）：TERT has two distinct polymerase activities. One is reverse transcriptase 
activity and another is RNA dependent RNA polymerase activity. We identified several phosphorylation
 sites of hTERT by mass spectrometry analysis. We generated polyclonal antibodies against 
phospho-specific hTERT. Using the antibodies, we identified a phosphprylation site specifically 
dictates for RdRP activity. Moreover, we found several candidates of upstream kinase by using kinase
 inhibitors and siRNAs against kinases.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 

 

ヒ ト テ ロ メ ラ ー ゼ 逆 転 写 酵 素 (human 

telomerase reverse transcriptase: 以 下

TERT)の意義は、S期特異的に合成される逆転

写酵素複合体によるテロメア長維持にある

と考えられてきたが、我々のグループは、

TERT がテロメア構造維持以外の生理機能を

持つこと(Cell 2003, Masutomi et al., PNAS 

2005, Masutomi et al. )、および、逆転写

酵活性以外に RNA dependent RNA Polymerase 

(RdRP)活性を有することを報告し (Nature 

2009, Maida et al.)、さらには、M期特異的

に合成されるTERT-RdRP活性によるヘテロク

ロマチン状態の制御に関わることを報告し

てきた(PNAS 2011, Okamoto et al., MCB 2014, 

Maida et al.)。また、M 期にセントロメア、

紡錘糸および midbody（MCB 2014, Maida et 

al.）に存在することも見出してきた。 

TERT が、S期特異的に合成される逆転写酵素

複合体とは異なる複合体により、細胞周期の

異なる時期（M期）に、異なる酵素活性(RdRP

活性)でテロメアとは異なる染色体ヘテロク

ロマチン領域（セントロメア領域など）を制

御していることに注目し、「M期特異的に形成

される TERT-RdRP 活性を保証する TERT リン

酸化の分子基盤解明」を目指し研究を開始し

た。 

 

２．研究の目的 

 

ヒ ト テ ロ メ ラ ー ゼ 逆 転 写 酵 素 (human 

telomerase reverse transcriptase:TERT)が

M 期 特 異 的 に RNA dependent RNA 

polymerase(RdRP)活性を保証すること、TERT

がM期にセントロメア、紡錘糸およびmidbody

に局在することに注目し、「M 期特異的 TERT

リン酸化機構と RdRP 活性制御の分子基盤」

の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

 

1.M 期特異的 hTERT リン酸化部位の同定  

リン酸化部位の同定のために、M 期に同調し

た細胞(HeLa 細胞、293T 細胞など)を用いて

網羅的にタンパク質質量分析解析(MASS 解

析)にによりTERT由来リン酸化ペプチドの同

定を試みた。全細胞抽出液を用いた解析では、

T 独自開発した抗 TERT 抗体を用いて(MCB 

2014, Maida et al.)免疫沈降法にて hTERT

タンパク質を濃縮し MASS 解析に供した。リ

ン酸化ペプチドが同定されたので、これらの

リン酸化ペプチドを抗原として、リン酸化部

位特異的抗体の作製をした。 

 

２．リン酸化に関わるキナーゼの同定 

既知のキナーゼ阻害剤ライブラリーやキナ

ーゼに対する siRNA を用いて、M 期特異的

hTERT リン酸化に関わるキナーゼの候補の検

討を行った。 

 
４．研究成果 
 

本研究により、網羅的にタンパク質質量分析

解析を行い、TERTのリン酸化部位を同定した。 

さらに、これらのリン酸化ペプチドを抗原と

して、リン酸化部位特異的抗体の作製を試み、

独自にリン酸化hTERT抗体を作製した。この抗

体を用いて、RdRP活性に関わるリン酸化部位

を決定した。さらに、既知のキナーゼ阻害剤

ライブラリーやsiRNAを導入し、幾つかの候補

となるキナーゼを同定した。 
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