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研究成果の概要（和文）：チェックポイントキナーゼ１（Chk1）は、DNA損傷応答（DDR）時にATRの下流で活性
化するトランスデューサー分子である。他方、Chk1は、（外的DNA損傷刺激のない）正常な細胞周期進行にも深
く関わっているが、その詳細な分子機構は不明であった。
本研究では、内在性Chk1を特異的かつ即効性に分解できる実験系を新たに確立した。この実験系を用いて、Chk1
の特異的かつ急速な分解後に引き起こされる反応の解析を行なったところ、基本的には、DNA障害チェックポイ
ントの際と同様な下流シグナル経路を介して、通常の細胞周期進行（細胞の生存）の際にもChk1が機能している
ことが判明した。

研究成果の概要（英文）：Chk1 is an evolutionally conserved protein kinase that transduces checkpoint
 signals from ATR to Cdc25A during DNA damage response (DDR). In mammals, Chk1 also controls 
cellular proliferation even in the absence of exogenous DNA damage. Here, we have established 
near-diploid HCT116 cell lines containing endogenous Chk1 protein tagged with a minimum 
auxin-inducible degron (mAID) using a CRISPR/Cas9-based gene editing. Establishment of these cells 
enabled us to induce specific and rapid depletion of the endogenous Chk1 protein, which resulted in 
aberrant accumulation of DNA damage factors that induced cell-cycle arrest at S or G2 phase. Cdc25A 
stabilized upon Chk1 depletion before the accumulation of DNA damage factors. Simultaneous depletion
 of Chk1 and Cdc25A partially suppressed the defects caused by Chk1 single depletion. These results 
indicate that, similar to its function in DDR, Chk1 controls normal cell-cycle progression mainly by
 inducing Cdc25A degradation.

研究分野：細胞生物学

キーワード： チェックポイントキナーゼ１（Chk1）　細胞生存　細胞周期　チェックポイント
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Chk1抑制による殺細胞効果は、正常細胞よりがん細胞において顕著であるため、多くの薬剤会社がChk1阻害剤を
抗がん治療の分子標的薬として開発を続けている。そのため、Chk1を介した細胞生存シグナルの解明は、なぜ、
Chk1阻害剤ががん細胞により効果的なのかを明らかにするうえでも重要であるが、その詳細はほとんど解明され
ていなかった。当研究により、DNA損傷を受けた細胞と受けていない細胞でChk1の下流のシグナル伝達経路が大
きく変化しないことが明らかになった。このことは、Chk1阻害剤を臨床現場で応用していく際に正常細胞への損
傷も常に考慮すべきであることを強く示唆しているものといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Chk1 は、DNA 損傷・複製チェックポイントの仲介キナーゼとして、長く位置づけられてきた。
Chk1 は、DNA 損傷や複製障害に応答して活性化した ATR によって、その Ser317 および Ser345 が
リン酸化され、活性化する。活性化した Chk1 は、Cdc25 ファミリーのプロテインホスファター
ゼ（ヒトでは、A、B、Cの３タイプ）をリン酸化することでその機能を抑制する。これらの中で、
Cdc25A が一番重要な基質と考えられている。Cdc25A は、Chk1 によるリン酸化修飾が引き金とな
って、プロテアソーム依存的に分解される。Cdc25 はサイクリン依存性キナーゼ（CDK）の活性
化に必須のため、Chk1 は CDK の活性化を間接的に抑制することで、次の細胞周期への進行を阻
止している。 
Chk1 は、１）CHEK1 ノックアウトマウスは胎生早期に致死であること、２）RNA 干渉法や阻害
剤などで Chk1 の機能を抑制すると細胞死（アポトーシス）に至ることなどから、細胞の生存そ
のものに不可欠であると考えられている。このような Chk1 抑制による殺細胞効果は、正常細胞
よりがん細胞において顕著であるため、多くの薬剤会社が Chk1 阻害剤を抗がん治療の分子標的
薬として開発を続けている。そのため、Chk1 を介した細胞生存シグナルの解明は、なぜ、Chk1
阻害剤ががん細胞により効果的なのかを明らかにするうえでも重要であるが、DNA 損傷・複製チ
ェックポイントのものに比べて、解析が遅れているのが現状であった。 
Chk1 の機能解析は、これまで、主に、遺伝子ノックアウト法や RNA 干渉法などが用いられて
きた。しかし、Chk1 の機能を抑制すると、比較的短時間で DNA 損傷が引き起こされてしまうこ
とが報告されていた。そのため、Chk1 機能を抑制してから解析までに比較的時間を要する遺伝
子ノックアウト法や RNA 干渉法では、Chk1 の機能阻害による直接的な変化を観察しているか、
それとも、誘導された DNA 損傷などに反応した二次的な応答を捉えているのかを判別するのは
基本的に困難であった。また、Chk1 阻害剤を用いた解析では、その阻害剤の特異性に問題があ
る場合が多かった。つまり、Chk1 の細胞生存における役割を解析するためには、Chk1 を特異的
かつ短時間で抑制できる実験系が必要とされていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、外的 DNA 損傷刺激のない（通常の）細胞周期進行における Chk1 基質を同定し解
析することで、Chk1 の細胞生存における役割を明らかにすることをその研究目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）Chk1 を誘導性にか
つ迅速／特異的に分解
できる細胞株の確立 
上記の背景に述べた技
術的困難点を克服する
ため、（植物ホルモンの
一種である）auxin 誘導
性に内在性の Chk1 を特
異的かつ迅速に分解で
きる細胞株を樹立し、解
析を行う。具体的には、
CRISPR/Cas9 によるジー
ンターゲット法を用い
て、（父方および母方の）
両方の CHEK1 遺伝子座の（最終エクソンの）終始コドンの直前に minimum auxin-inducible 
degron （mAID）および標識タグ（5Myc または mClover）を付加した CHEK1-mAID-5Myc (CHEK1-
mAM)または CHEK1-mAID-mClover (CHEK1-mACl) 細胞株をそれぞれ確立する（図１）。 
 
（２）外的 DNA 損傷刺激のない（通常の）細胞周期進行における Chk1 基質の探索 
上記の確立した細胞株を用いて、Chk1 機能を迅速に抑制した際の変化を観察する。まず、これ
まで DNA 損傷チェックポイントで同定されている基質や細胞周期マーカーなどがどのような時
間的経過で変化するかを観察し、細胞周期進行において重要な Chk1 基質がこれら既存のマーカ
ーや基質のなかに存在するかについて解析する。これらの解析で外的 DNA 損傷刺激のない（通常
の）細胞周期進行において（DNA 損傷チェックポイントにはない）特異的な基質が存在する可能
性が想定できる場合は Tandem Mass Tag（TMT）法を用いて、auxin 添加後の各タンパク質のリ
ン酸化量の変化を網羅的に解析し、候補となる基質を同定する。 
 
（３）外的 DNA 損傷刺激のない（通常の）細胞周期進行におけるシグナル伝達経路の解明 
Chk1 のリン酸化修飾によって機能低下が考えられる基質については、内在性の Chk1 と目的基質
が auxin 依存性にかつ同時に分解誘導できる細胞株を新たに樹立し、目的基質の同時分解誘導
によって、Chk1 分解の表現型が緩和されるかを観察する。また、Chk1 のリン酸化修飾によって
機能亢進が考えられる基質については、同定基質の過剰発現によって、Chk1 の分解による表現
型が緩和されるかについて検討する。この場合、Tet-On 細胞を作製し、検討する予定である。



必要であれば、（リン酸化反応を模倣すると考えられる）アスパラギン酸・グルタミン酸に置換
した変異体を導入する予定である。 
 
これらの解析を通じて、外的 DNA 損傷刺激がな
い状態で Chk1 がどのような基質をリン酸化す
ることで細胞の生存に結びついているのかを
明らかにする。また、同定シグナル伝達経路が、
正常細胞とがん細胞の間でどのように異なる
かを明らかにすることで、Chk1 阻害剤のがん
における殺細胞効果の分子基盤を解明してい
く。 
 
４．研究成果 
（１）Chk1 を誘導性にかつ迅速に分解できる
細胞株の確立 
図２に示すように、auxin 誘導性に内在性の
Chk1 を特異的かつ迅速に分解できる細胞株の
樹立に成功した。これらの細胞株では、auxin
依存性に Chk1 タンパク質が比較的短時間（１
時間以内）で分解できることが判明した。 
 
（２）外的 DNA 損傷刺激のない（通常の）細胞
周期進行における Chk1 分解後のマーカーの変
化 
Chk1 の誘導分解後の各種細胞周期マーカ
ーの時間的変化を観察したところ、①Chk1
の分解誘導２−４時間後ぐらいから、
Cdc25A の分解が抑制され、そのタンパク質
レベルが上昇してくること、②12時間後ぐ
らいから、H2AX や Chk2 のリン酸化 Thr68
などの DNA 損傷マーカーや DNA 損傷チェッ
クポイント関連タンパク質 p53 が上昇して
くることが判明した（図２および図３）。こ
れらの結果は、①通常の細胞周期の進行に
おいても、Chk1 が Cdc25A をリン酸化し、
分解していること、②Cdc25A の安定化後に
DNA 損傷が引き起こされていることを示し
ている。 
 
（３）外的 DNA 損傷刺激のない（通常の）
細胞周期進行における Chk1-Cdc25A 経路の
重要性 
上記細胞株を用いて解析したところ、Chk1
の分解誘導後２日目ぐらいから細胞増殖
能が低下してくることが判明した。これら
はこれまでの報告を追試する結果ともい
える。細胞の生存には、Chk1 による Cdc25A
のリン酸化修飾による分解誘導が必要で
ある（つまり、CDK の異常活性化が細胞死
を誘導している）可能性を考え、内在性の
Chk1 と Cdc25A が auxin 依存性にかつ同時
に分解誘導できる細胞株を新たに樹立し
た。その結果、Chk1 分解誘導による増殖抑
制の表現型は、Cdc25A の同時分解誘導によ
って部分的に緩和された。また、Chk1 分解誘導による DNA 損傷マーカーの上昇も Cdc25A の同時
分解誘導によって部分的に緩和された。 
 
考察 
上記の結果から、通常の細胞周期進行においても、DNA 損傷チェックポイントの際と同様に、
Chk1 は Cdc25A を分解することで細胞周期の進行や細胞の生存に重要な役割を果たしているこ
とが判明した。Chk1 分解誘導による表現型が Cdc25A の同時分解誘導によって部分的にしか緩和



されなかったのは、Chk1 が他の基質を介しても細胞周期進行を制御している可能性や Chk1 活性
が DNA 複製の際などの際に時空間的に巧妙に制御している可能性が想定される。これらの可能
性は今後の検討課題といえる。 
DNA 損傷を受けた細胞と受けていない細胞で Chk1 の下流のシグナル伝達経路が大きく変化し
ないことは、Chk1 阻害剤を臨床現場で応用していく際に正常細胞への損傷も常に考慮すべきで
あることを強く示唆しているものと考えられる。 
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