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研究成果の概要： 
ヒト培養細胞で TLK1の発現を RNAi法で抑制すると、①増殖速度の低下、②倍数性の異常、
③中心体の両極への移動抑制、④姉妹染色体の不均等分裂の誘導、⑤中心体分離と両極移動を

担う MRLC のリン酸化が抑制されていることを見出した。リン酸基擬態型の MRLC を TLK1 
枯渇細胞に導入すると上記の異常が劇的に減少した。以上より TLK1はMRLCを制御すること
によって、姉妹染色体分配の正確さを保障する機構に関与していると考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 染色体 DNA に二本鎖切断が発生した
時、その細胞が細胞周期のどの位置にいる
かで、その後の反応は大きく異なる。間期
に DNA損傷を受けた場合、細胞は直ちに
G1、S、G2 期のいずれかに停止する。し
かしM期に DNA損傷を受けた場合、M期
の進行が停止するのか否かについては、詳
しい知見がない。M期で働く紡錘体形成チ
ェックポイントは、動原体と紡錘体との結
合、紡錘糸の異常の有無を監視するための
ものであり、DNA 損傷には反応しない。

(2) 私 は 、 私 た ち が 発 見 し た
TLK1/PKU-β(Gene 202, 193-201)の発現を
RNAi 法で抑制すると、染色体凝縮、中心
体の両極への移動が抑制されることを見
出した。また他の研究室は、細胞への X
線照射後、中心的なチェックポイントキナ
ーゼである ATM 及び Chk1 依存的に
TLK1/PKU-β 活 性 が 抑 制 さ れ る こ と
(EMBO J. 22, 1676-1687, Oncogene 
22,5927-5937 )を報告している。 
(3) 以上より私は、TLK1/PKU-βは、M 期
の DNA損傷チェックポイントに関与する
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のではないかという着想を得た。この着想
を支持する実験結果として、TLK1/PKU-β
欠損細胞は、①放射線感受性が高くなる、
②染色体凝縮に関与する Histone H3 のリ
ン酸化が低くなる、③中心体の両極への移
動に関与する Aurora Bの活性、Myosin II
の活性が低くなる、④ M 期への移行の引
き金となる CyclinB/Cdc2 の活性が低くな
る。 
 
 
２．研究の目的 
(1)本研究は、DNA二本鎖切断に対するM期
のDNA損傷チェックポイントの存在を明ら
かにし、その分子機構を解明することを目
的とする。特に、TLK1/PKU-βによるM期損
傷チェックポイントの全容解明に向けて、
以下のことを明らかにする。 
①M期にDNA二本鎖切断を負った細胞の細
胞周期チェックポイントと TLK1/PKU-βの
働き。 
②上述のG2期同調 TLK1/PKU-β発現抑制細
胞と対照細胞において、経時的に X 線照射
を行う。そして両細胞について、次の事を
明らかにする。 
1. 表現形(染色体凝縮の抑制、中心体の
両極への移動抑制) 
2. M期チェックポイントの起動している
時間、その後通常周期に戻る能力と
TLK1/PKU-βの関係 
3.  TLK1/PKU-β 、ATM、Chk1、Aurora B、

Histone H3、Myosin II、Cyclin B、Cdc2の発
現と活性 
(2)TLK1/PKU-βと Aurora Bの関係 
 線虫の TLK1/PKU-βホモログ、TLK-1 は
Aurora B によってリン酸化され、その活性
を増強する。またその逆に活性化した TLK-1
は Aurora Bをリン酸化し、活性を上げるこ
とが報告されている (Current Biol. 15, 
894-904)。そこでヒト培養細胞及びヒトのタ
ンパク質を用いて、両タンパク質が双方向
に制御しあうか検討する。 
(3) Cyclin B/Cdc2 と TLK1/PKU-βの関係 

TLK1/PKU-βの発現を抑制した細胞では、
Cyclin B/Cdc2の活性が抑制されている。こ
のことから、Cyclin B/Cdc2の活性促進に、
TLK1/PKU-βが未知の役割を果たしている
と推察される。そこで、その役割を検討す
る。 
 
３．研究の方法 
(1)siRNA で TLK1/PKU-βの発現を抑制した
細胞について 

siRNA で TLK1/PKU-βタンパク質の発現
を抑制した細胞を樹立した。この siRNA配
列を pSilnecerに組み込み細胞内に導入する

ことによって、TLK1/PKU-βの発現を抑制し
た細胞を樹立し、これを様々な解析に用い

た。 
(2) Myosin regulatory light chain II(MRLC)の野
生型は GST融合タンパク質として精製した。
MRLCのリン酸化部位は 18位のスレオニン
(T)と 19位のセリン(S)である。そこで下に示
すように、野生型および変異型MRLCタンパ
ク産生プラスミドを構築した。 
野生型      MRLC (WT-MRLC) 
非リン酸型   MRLC (AA-MRLC) 
リン酸基擬態型 MRLC (DD-MRLC) 
(3) 免疫染色 
TLK1/PKU-βの発現を抑制細胞や適宜様々な
発現プラスミドを導入した細胞について、適
切な一次抗体、二次抗体を用いて染色し蛍光
顕微鏡にて観察した。 
 
４．研究成果 
(1) TLK1/PKU-βの発現を抑制した細胞の特
徴 
①電離放射線 X線、紫外線に対して、高感受
性であること、② 細胞周期の G2 期から M
期への進行が遅延すること、③ 細胞周期 M
期前期において、中心体の両極移動が抑制さ
れること（下図）。 
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このような現象が観察できる頻度は下図の
通りであった。 
 

 
 
④ その結果として姉妹染色体分配が正確に
完了されないで、姉妹染色分体の不均等な分
裂が頻度高く起こる(下図)。 
 

 
 

 
 
 
 
⑤ 倍数性異常の細胞が高頻度に出現するこ
と(下図)。 
 

 
 
 

⑥ 染色体モードが異常になること、が認め
られている(下図)。 

 
 
 
(2) リン酸基擬態型 MRLC (DD-MRLC) を
導入した細胞のみ TLK1/PKU-βの発現を抑制
した細胞の特徴を緩和した。特に、中心体の
両極移動が抑制とそれによる紡錘体形成の
異常、倍数性異常の細胞の高頻度出現、姉妹
染色分体の不均等な分裂、染色体モードの異
常等の現象が抑制された。 
 
①DD-MRLC導入/ TLK1/PKU-β発現抑制細胞
のみ、倍数性異常の細胞が減少。 
(下図、赤枠と青枠のデータ比較) 

 
 
②DD-MRLC導入/ TLK1/PKU-β発現抑制細胞
のみ、中心体の両極移動が抑制とそれによる
紡錘体形成の異常の緩和（表参照、赤枠と青
枠のデータ比較） 

 
 
 
 



 

 

③DD-MRLC導入/ TLK1/PKU-β発現抑制細胞
のみ、姉妹染色分体の不均等な分裂が減少。 
（表参照、赤枠と青枠のデータ比較） 
 

 
 
 
(3) TLK1/PKU-βの発現抑制細胞では MRLC
の発現量に変化はないが、リン酸化が抑制さ
れている。また免疫沈降実験や in vitro kinase 
assayの結果から、TLK1/PKU-βとMRLCの直
接的な結合、相互作用は認められなかった。 
（下図左、in vitro phosphorylation kinase assay、
TLK1/PKU-βは、WT-MRLC と DD-MRLC を
同等にリン酸化している。 
下図右、 TLK1/PKU-βは、WT-MRLC の
Thr18/Ser19 を直接にはリン酸化していな
い。）TLK1/PKU-βは、何らかのタンパク質を
介して間接的に MRLCの Thr18/Ser19をリン
酸化していることが予想される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) TLK1/PKU-βの発現抑制細胞ではAurora B
の発現量に変化はないが、リン酸化が抑制さ
れている。 
 
(5) 上述の結果から、TLK1/PKU-βは MRLC
のリン酸化を Aurora B を介して間接的に行
うことによって、細胞分裂時の姉妹染色分体
の正確さを保障するシステムに重要な役割
を果たしていると考えられる。また本研究で
観察された結果をまとめると、次のように記
述できる。 

PKU-β/TLK1, depletion

④中心体の両極移動の抑制
⑤姉妹染色体の不均等な分裂

①細胞増殖の遅延
②倍数性の異常
③染色体不安定性の獲得

中心体の両極移動、抑制

MRLCのリン酸化抑制
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