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研究成果の概要（和文）：中間径フィラメント蛋白質ケラチンと結合するトリコプレインおよび
アルバトロスの機能について研究した。そして、ケラチンおよびアルバトロスが上皮細胞の極
性化に重要であることを見出した。また、トリコプレインは、中心体にも局在し、一次繊毛の
形成制御に関与していることを発見した。他方、損傷 DNAを修復する機構に関与するチェック
ポイントキナーゼ 1(Chk1)のリン酸化による新しい制御機構を見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：We studied the functions of Trichoplein and Albatross that bind 
to keratin intermediate filaments. We found that keratin and Albatross play an important 
role in the polarization of epithelial cells, and that Trichoplein is localized at 
centrosomes and is involved in the regulation of primary cilia formation. On the other 
hand, we found novel regulatory mechanisms of Chk1, which has important functions in the 
DNA damage checkpoint, via its phosphorylation. 
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１．研究開始当初の背景 

上皮細胞は、タイトジャンクション（Tight 
Junction）、アドヘレンスジャンクション
（ Adherence Junction）、 デ ス モ ソ ーム
（Desmosome）などからなる細胞間接着装置
を介して互いに結合している。しかし、隣接
している細胞が死ぬなど、細胞間接着装置が
消失すると、細胞は極性を失い、増殖サイク
ルへと向かう。しかしながら、この過程にお
ける詳細な分子メカニズムはほとんど解明

されていないのが現状である。また、それぞ
れの細胞間接着装置には、細胞骨格分子が裏
打ちしていることが知られている。これまで、
アクチン細胞骨格およびそれがアンカーす
るアドヘレンスジャンクションに関する研
究はこれまで精力的に行われてきた。しかし、
中間径フィラメント（IF）およびそれがアン
カーするデスモソームの研究は、上記に比べ、
立ち後れているのが現状である。 
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２．研究の目的 

上皮細胞では、細胞間接着装置が互いを結合
させているが、増殖サイクルへと向かう際に
は、細胞間接着装置は消失する。我々は、こ
れまで、中間径フィラメント構成蛋白質のな
かでも上皮細胞にのみ発現するケラチンに
着目し、それに結合する蛋白質群を同定して
きた。本研究では、ケラチン結合蛋白質であ
るトリコプレインおよびアルバトロスの解
析を通じて、細胞間接着の解除から細胞増殖
へと向う分子機構を明らかにすることを主
目的とする。また、細胞周期チェックポイン
ト機構の解除等、細胞が増殖していく環境へ
の移行のメカニズムについても併せて検討
する。これらの解析を通じて、細胞間接着と
細胞増殖という組織構築にとっての二律背
反の分子機構を細胞レベルで明らかにして
いく。 

 

３．研究の方法 

細胞間接着、細胞増殖（中心体）におけるト
リコプレインおよびアルバトロスの役割を
主に、RNA 干渉法や免疫細胞染色などによっ
て解析する。その後、主に、トリコプレイン
およびアルバトロスの細胞間接着装置およ
び中心体における結合蛋白質、または、それ
ぞれに特異的な翻訳後修飾を解析すること
で、トリコプレインおよびアルバトロスの局
在および機能変化をもたらす分子メカニズ
ムを明らかにしていく。また、Cdkによる Chk1
の Ser286・Ser301のリン酸化反応が Chk1の
核外移行および DNA複製チェックポイントか
らの離脱に重要な役割を担っている可能性
を中心に検索することによって、チェックポ
イント機構を解除し細胞が増殖していく環
境へ移行するメカニズムについても併せて
解析する。 

 
４．研究成果 
(1) ケラチン結合蛋白質アルバトロスの機
能解析 
我々は、以前にケラチン結合蛋白質として同
定したトリコプレインがもつTPHDドメイン
と相同性を有する蛋白質をデータベースで
解析し、それらの分子群のひとつとしてアル
バトロスを同定した。そして、生化学的結合
実験などを用いて、アルバトロスがケラチン
と結合することを見出した。アルバトロスは
、非極性化細胞ではケラチンと共局在するが
、極性化した上皮細胞では、主にAJC (apical 
junctional complex) 近傍に存在した。アル
バトロスの上皮細胞における機能を解析す
るため、その機能欠失（ノックダウン）実験
をRNA干渉法を用いて行った。アルバトロス
・ノックダウン細胞では、AJCの主要構成因
子が細胞間接着部位から消失し、さらにケラ
チンの局在にも変化が認められた。またアル

バトロス・ノックダウン細胞では、側部ドメ
イン分子であるE-カドヘリンやデスモグレ
イン２の頂部への流入が認められた。Par3は
頂部ドメインおよび細胞間接着装置形成を
制御する重要な極性制御分子であるが、我々
は、アルバトロスとPar3が複合体を形成して
いることを見出した。アルバトロスのノック
ダウン時にはPar3の頂部ドメインの局在に
は変化がないが、細胞間接着部位における局
在が障害された。また、ケラチン欠失上皮細
胞にケラチンを導入する実験の結果、ケラチ
ンはこのアルバトロスを安定化し、そしてさ
らにAJC形成を促進することがわかった。こ
れらの結果はケラチンおよびその結合蛋白
質アルバトロスが上皮細胞の極性化に重要
であることを示している。 

 

 

 

(2) 中心体におけるトリコプレインの機能
解析 
上皮細胞特異的に発現している中間径フィ
ラメントであるケラチンフィラメントに結
合 す る 蛋 白 質 と し て 我 々 が 同 定 し た
trichoplein(トリコプレイン)について解析
を行った。トリコプレインは、分化させた培
養細胞および組織細胞（小腸絨毛部）ではケ
ラチンフィラメント上および細胞間接着部
位に局在していた。一方、増殖のさかんな培
養上皮細胞および組織細胞（小腸陰窩）では、
トリコプレインは中心小体に局在すること
を見出した。そしてトリコプレインを siRNAi
によりノックダウンすると、母中心小体の
appendages における ninein の局在が低下す
ることを見出した。そして、寒冷刺激による
微小管の regrowth 実験を行い、トリコプレ
インが微小管の母中心小体の appendages へ
のアンカリングの安定化を担っていること
を見出した。さらにこの制御が母中心小体に



 

 

局在する ninein,Odf2との相互連関によって
起こることを明らかにした。また驚くべきこ
とにトリコプレインが中心小体において
Aurora-A と結合すること、そしてトリコプレ
イン-Aurora-A 複合体が形成され、Aurora-A
が活性化することで一次線毛 (primary 
cilia)形成を抑制する機能を有しているこ
とを新たに発見した。これらの結果はトリコ
プレインが、細胞が分化した状態と増殖して
いる状態とでは明らかに異なった細胞機能
を果たしていることを示唆している。 
 

 

 

(3) 分裂期進行におけるサイクリン依存性
キナーゼ 1（Cdk1）による Chk1の制御機構 
Cdk1 が Chk1 のセリン 286 およびセリン 301
をリン酸化することで Chk1 を核から細胞質
に移行させ、この Chk1 の核外排出により、
細胞がより円滑に分裂期へ進行しやすくな
っていることを見出した。これは、Cdk1の活
性化の際に、Chk1との間にポジティブフィー
ドバック機構が存在することを示唆してい
る。これらの結果は、細胞周期進行のエンジ
ンである Cdk1とブレーキとなる Chk1が緊密
且つ相互的に制御されていることを示した
初めての知見であり、細胞周期研究に大きな
進展をもたらすことが期待される。 
 

 

 

(4) DNA ダメージチェックポイントにおける
Chk1自己リン酸化の生理的意義の解明 
Chk1が DNAダメージチェックポイントを誘導
させるには、上流キナーゼである ATR によっ
て Chk1 がセリン 317 とセリン 345 をリン酸
化されて活性化するだけでなく、活性化した
Chk1がセリン 296を自己リン酸化することが
重要であることを発見した。Chk1 はセリン
296リン酸化依存的に多機能性蛋白質 14-3-3
γと結合し、さらに 14-3-3γが Chk1 の重要
な基質である Cdc25A と結合することで、
Cdc25A のリン酸化と蛋白質分解を引き起こ
し、DNA ダメージチェックポイントを誘導す
ることを見出した。 

 

 

(5) 核内におけるChk1の役割 
これまで我々は、Chk1は分裂期の進行に伴い、
核内から細胞質へ移行することを明らかに
してきた。一方、他の研究グループにおいて、
Chk1は間期には中心体に局在し、その局在は
分裂期に消失するという報告がある。そこで
今回我々は、Chk1が中心体に局在するという
根拠の元になっているモノクローナル Chk1
抗体(DCS-310)について網羅的な検討を行い、
DCS-310 抗体による中心体の染色像は、Chk1
ではなく、Ccdc151 タンパクに反応したもの
であることを見出した。さらに、さまざまな
分子細胞生物学的手法を用いて、中心体では
なく核に局在する Chk1 が、細胞周期の制御
に重要であることを明らかにした。 
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