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研究成果の概要（和文）：Chk1 は、DNA 保全チェックポイントの中核をなすタンパク質リン

酸化酵素（キナーゼ）である。Chk1 は、その調節領域のリン酸化修飾によって、その機能

が制御されていることが知られているが、ATR からのリン酸化修飾による機能変化以外は

あまり解析されてこなかった。本研究にて、我々は、Chk1 の新規リン酸化修飾の生理機能

を解明するとともに、細胞が増殖休止状態（G0 期）から増殖周期（G1 期）に移行する際の Chk1

の細胞機能の一端を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Chk1 is a protein kinase implicated in DNA maintenance checkpoint. 
Chk1 function is regulated through the phosphorylation of its regulatory domain. However, 
only ATR was long believed to functionally regulate Chk1. In this study, we have 
demonstrated that a variety of protein kinases phosphorylate and thereby regulate Chk1. 
In addition, we have also shown novel Chk1 function at the G0/G1 transition.  
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１．研究開始当初の背景 
 細胞は、紫外線や電離放射線等により DNA
に障害が生じたり、S 期（DNA 合成期）に DNA
の複製が障害されたりすると、そのチェック
ポイント機構を活性化させる。この機構によ
って、細胞は DNA の障害を修復するとともに、
その障害が除去されるまで次の細胞周期に
進行しないようにしている。このようなチェ
ックポイント機構に障害が生ずると、細胞に

染色体（または、ゲノム）の不安定性が引き
起こされ、がん化すると考えられている。こ
れらチェックポイント機構の中心には、ATR
から Chk1 に連なるシグナル伝達経路が存在
する。Chk1 は、紫外線による DNA 障害や DNA
の複製障害の際に、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、活
性化する。しかし、Chk1 は ATR 以外のキナー
ゼによってリン酸化されることが報告され
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始めてきていたが、その生理的意義は不明な
点が多かった。 
 また、Chk1 は、細胞周期制御を行う際、核
で主に機能するのか、それとも、中心体でも
何らかの役割をもっているのかについて、激
しい論争があった。 
 さらに、Chk1 は、主に S 期から G2/M 移行
期に働くチェックポイント分子と位置づけ
られていたが、細胞が増殖休止状態（G0 期と
呼ぶ研究者もいる）から増殖周期（G1 期）に
移行する際の挙動などについては多くは判
明していなかった。 
 Chk1 に限らず、細胞が増殖休止状態（G0
期）から増殖周期（G1 期）に移行するがどの
ような分子メカニズムで引き起こされるの
かについては、多くがわかっていないのが現
状であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、未だ、解明されていない（ATR
以外のキナーゼによる）Chk1 のリン酸化修飾
の生理的意義を解明することを第一の目的
とする。また、Chk1 が、どの細胞内小器官（核、
中心体など）で機能しているか、細胞が増殖
休止状態（G0 期）から増殖周期（G1 期）に
移行する際にどのような挙動を取るのかに
ついても解析する。 
 さらに、これまであまり解明されてこなか
った細胞が増殖休止状態（G0 期）から増殖周
期（G1 期）に移行する際の分子機構に焦点を
あてて、新規の分子機構を明らかにすること
を第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
以下に、主な解析方法を簡略に述べる。 
（１） Chk1 の新規リン酸化部位に対する
抗リン酸化抗体を用いたリン酸化修飾の時
空間的解析 
リン酸化ペプチドを用いて、部位およびリン
酸化状態を特異的に認識する抗リン酸化抗
体を作製した（文献 18 を参照）。その抗リ
ン酸化抗体を用いて、目的部位のリン酸化反
応を時空間的に解析した。 
（２） リン酸化部位に変異を加えた Chk1
をドキシサイクリン依存性に発現する細胞
株（Tet-On 細胞株）の樹立 
Chk1 の野生型（コントロール）および Chk1
のリン酸化部位を（リン酸化修飾を受けな
い）アラニンや（リン酸化修飾を模倣する）
アスパラギン酸／グルタミン酸に置換した
変異体を発現する Tet-On 細胞株を作製した。
また、必要に応じて、核内移行シグナルや中
心体局在化シグナルを付加した変異体発現
細胞株も作製した。樹立細胞株は、ドキシサ
イクリン誘導性に目的タンパク質が発現さ
れる。 
（３） 上記細胞を用いた機能解析 

上記細胞株を用いて、以下の解析を行った。
必要に応じて、外来性の Chk1 を誘導発現し
たのちに、内在性の Chk1 をノックダウンし、
外来性 Chk1 への入れ替えを行った。 

a) Chk1のキナーゼ活性の変化 

このリン酸化修飾が Chk1 のキナーゼ活性を
亢進、または、抑制している可能性について
探求した。具体的には、上記細胞株を用い、
各変異体を免疫沈降し、Chk1 のキナーゼ活性
を野生型のものと比較検討した。 

b）Chk1の細胞内局在の変化 

上記細胞株を用い、各変異体の細胞内局在を
比較検討した。必要に応じて、紫外線照射や
（DNA 複製阻害剤や DNA 損傷性薬剤などの）
薬剤処理を行ってから、解析した。 
c) チェックポイント応答における重要性の
解析 
上記細胞株を用い、紫外線照射や（DNA 複製
阻害剤や DNA 損傷性薬剤などの）薬剤処理に
対するチェックポイント応答を主に細胞周
期の停止の有無にて評価した。 
 
４．研究成果 

（１）分裂期におけるChk1のSer286・301のリ

ン酸化修飾の生理的意義 

我々は、以前、Cdk1が分裂期においてChk1の

Ser286・301をリン酸化していることを報告し

ていたが、その生理的意義は不明であった。

本研究にて、Chk1が分裂前期（prophase）に

おいて核内から細胞質に放出されること、こ

の核外移行がCrm-1依存性に引き起こされる

ことを見出した。この核外移行がCdk1による

Chk1-Ser286・301のリン酸化反応依存性であ

り、この核外排出過程が障害されると、分裂

期への移行が遅延することが判明した。これ

らの結果は、Cdk1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（文

献11）。 

（２）Chk1の細胞内局在の重要性 

Chk1は、核で機能する分子と考えられ、チェ

ックポイント応答時には核内に強く集積する

ことが知られている。しかし、他の研究グル

ープより、Chk1は中心体にも局在し、細胞周

期進行を負に制御しているという報告がなさ

れていた。この報告の根拠となった観察は、

最も汎用されている抗Chk1抗体（クロンー名

DCS310）を用いて細胞染色すると、中心体に

反応性が認められることであった。そこで、

我々は、この中心体シグナルがChk1を本当に

反映しているかを検討した。その結果、DCS310

の中心体染色は、Chk1ではなく、CCDC1151と

いう機能未同定の中心体蛋白質を反映してい

ることが判明した。さらに、Chk1に核移行シ



グナルを付加して強制的に核に集積させると

、細胞周期進行が負に抑制させるにも関わら

ず、Chk1に中心体局在シグナルを付加しても

細胞周期の進行に大きな影響をもたらさない

ことが判明した。以上の結果は、Chk1は核内

で細胞周期進行を負に制御しており、その抑

制シグナルはChk1以外の分子を介在して中心

体に伝播されることが判明した（文献６）。 

（３）Chk1のSer296の自己リン酸化反応のチ

ェックポイント応答における重要性 

我々は、DNA 障害チェックポイントの際に引
き起こされる Chk1 の Ser296 のリン酸化反応
について検討を加えた。阻害剤等を用いた解
析から、この Ser296 のリン酸化反応は、ATR
による Chk1 の Ser317/345 のリン酸化反応依
存性に引き起こされるものの、ATR ではなく
Chk1 そのものがそのリン酸化反応を遂行し
ていることが明らかになった。また、14-3-3γ
がこの Ser296 の自己リン酸化反応依存性に
結合することが明らかになった。Ser296 をア
ラニンに変換した Chk1 変異体を内在性の
Chk1 と置換したり、14-3-3γをノックダウン
したりした細胞では、紫外線照射後において
も、Cdc25A のユビキチン化および分解が抑制
され、かつ、細胞周期の停止機構に障害が認
められた。さらに、（Cdc25A と 14-3-3 の結合
に必要な）Cdc25A の Thr507 は Chk1 のリン酸
化Ser296および14-3-3γ非依存性にリン酸化
されるのに対して、(Cdc25A のユビキチン化
反応を制御している)Cdc25A-Ser76 のリン酸
化反応はこれら２つの因子に依存性に引き
起こされることが判明した。以上の結果から、
Chk1 の自己リン酸化反応は、Chk1/14-3-3γ 
/Cdc25A との３者複合体の形成を通じて、
Chk1 による Cdc25A の Ser76 のリン酸化反応
を制御し、Cdc25A のユビキチン化および分解
反応を調節していることが明らかになった
（文献 10）。 
（４）増殖因子刺激の際に引き起こされる
Chk1 の Ser280 のリン酸化修飾の生理的意義 
我々は、血清（増殖因子）刺激によって、Chk1
の Ser280 が特異的にリン酸化されることを
見出した。このリン酸化量の増加は、MAP キ
ナーゼカスケイド（Ras ‒ Raf ‒ MEK ‒ ERK - 
p90RSK）の活性化に伴って引き起こされ、
U0126（MEK 阻害剤）または BI-D1870（p90RSK 
阻害剤）処理や RSK1/2 に特異的な siRNA 処
理にて減弱することが明らかとなった。In 
vitro における解析で、p90RSK は Chk1 を効
率 よ く リ ン 酸 化 す る こ と 、 お よ び 、
Chk1-Ser280はp90RSKのほぼ唯一のリン酸化
部位であることが判明した。また、Chk1 は、
この Ser280 のリン酸化修飾に伴い、細胞質
から核に移行することが明らかになった。さ
らに、この Chk1 の核内集積により、細胞周
期（特に、G1 期）進行の際のチェックポイン

ト応答を円滑していることが判明した。以上
の結果は、増殖刺激応答に呼応して Chk1 が
核内集積することで、その後の細胞周期進行
に伴い、発生しうる DNA 障害に対応している
ことを示唆している(文献２)。 
（５）ケラチン結合蛋白質トリコプレインの
一次絨毛の抑制を介した細胞周期（G1 期）進
行の制御 

我々は、新たに、ケラチン結合蛋白質トリコ

プレインが、ninein、Odf2との結合によって

、微小管の母中心小体のappendagesへのアン

カリングに関与していることを見出した（文

献４）。また、トリコプレインが分裂期キナー

ゼの一つであるAurora-Aと結合し、Aurora-A

を分裂期（M期）ではなくG1期特異的に活性化

していることを解明した。トリコプレインが

G1期特異的にAurora-Aを中心小体（基底小体

）で活性化することによって、一次絨毛の形

成を抑制していることが判明した。このトリ

コプレインおよびAurora-A依存的な一次絨毛

の抑制がG1期の進行に不可欠な役割を果たし

ていることを明らかにした（文献１）。 

 

 計画当初は、Chk1が機能しているG2/M期チ

ェックポイントやS期チェックポイントを想

定し、研究を進め、（１）－（３）の研究成果

を挙げることができた。これら計画当初予定

していた研究を遂行する中で、計画当初に予

定していなかったG1期進行における新規制御

機構を明らかにするという（（４）および（５

）の）研究成果を得ることができた。 

 細胞周期研究における大きな残された問題

として、中心体と核のサイクルの一致がどの

ようになされているかが残されている。その

点で、核内で発せられたChk1によるチェック

ポイントシグナルが何を介して中心体に伝播

されるのかというのは大きな問題として残さ

れている。また、（高等生物にしか存在しない

）一次絨毛と細胞周期の関係については、ま

だ、よくわかっていないことが多く、今後の

検討課題といえる。我々が見出したG1期進行

に絡む分子群の結合蛋白質などを探ることで

、上記の問題を今後少しでも解決していきた

いと考えている。 
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