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研究成果の概要（和文）：Chk1 は、DNA 障害チェックポイントの際に ATR キナーゼによって

セリン 317 及びセリン 345 がリン酸化される。このリン酸化によって、Chk1 は立体構造が変

化し、Chk1 のキナーゼドメインと基質間の相互作用が亢進すると考えられているが、Chk1
の詳細な活性制御メカニズムは未だ不明な点が多い。今回、我々は機能未知である Chk1 のリ

ン酸化反応から Chk1 の機能制御にアプローチし、以下のことを明らかにした。 
1. DNA 障害チェックポイントにおいて、ATR によってリン酸化された Chk1 は活性化し、そ

の後、自身のセリン 296 をリン酸化（自己リン酸化）することを明らかにした。また、セリ

ン 296 がリン酸化された Chk1 がドッキング蛋白質 14-3-3 のγサブタイプと直接結合する

こと、そして２量体形成した 14-3-3 がさらに Cdc25A と結合することで、Chk1／14-3-3γ
／Cdc25A の 3 者複合体が形成されることを見出した。この複合体形成により、Chk1 は

Cdc25A のセリン 76 をリン酸化し、Cdc25A の蛋白質分解を誘導することが判明した。 
2. 分裂期において Chk1 はセリン 286 及びセリン 301 をサイクリン依存性キナーゼ 1（CDK1）

にリン酸化されることを同定した。さらに、このリン酸化は、分裂前期（prophase）におい

て Chk1 を核から細胞質へ排出を促すことを明らかにした。この機構により、細胞の分裂期

進行が促進される。また、Chk1 のセリン 286 及びセリン 301 は DNA 障害チェックポイン

トにおいては、CDK2 によってリン酸化されることも見出した。 
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１．研究開始当初の背景 

細胞は、染色体（ゲノム）の複製・分配を巧

妙に制御しながら増殖・分裂している。この

細胞周期の制御機構に異常は、発がん過程や

がんの染色体不安定性の進展に重要な役割

を担っていると考えられている。 

 近年の研究成果の蓄積により、細胞周期の

進行には、サイクリンとそれに依存する蛋白

質リン酸化酵素（キナーゼ）群が中核的なは

たらきをしていることが分かっている。例え

ば、G2 期から M 期（分裂期）への進行には

サイクリン B とサイクリン依存性キナーゼ 1

（CDK1）の複合体の活性化が必須である。

サイクリン B／CDK1複合体の活性化因子と

して Cdc25A ホスファターゼが知られる。 

 増殖する細胞の DNA に損傷や複製障害が

生じると、Cdc25A-CDK 経路は不活性化し、

細胞周期が停止する。このような機構は、

DNA 障害チェックポイントと呼ばれ、その

中心的な役割を担うキナーゼとして Chk1 が

機能している。Chk1 は、上流キナーゼであ

る ATR によってセリン 317 及びセリン 345

がリン酸化されることで立体構造が変化し

活性化する。活性化した Chk1 は Cdc25A の

複数のセリン／トレオニンをリン酸化する

ことで、Cdc25A のユビキチン・プロテアソ

ーム依存的なリン酸化を引き起こすことで、

細胞周期の停止を誘導する。しかしながら、

Chk1 の詳細な活性制御メカニズムについて

は不明な点が多いのが現状である。 

 
２．研究の目的 

 機能未知である Chk1 のリン酸化部位（セ

リン 286、セリン 296、セリン 301）の制御

メカニズムと DNA 障害チェックポイントに

おける生理的意義を明らかにする。この研究

を通して、DNA 障害チェックポイントを標

的としたがんの分子標的治療薬開発の基盤

となる知見を得ることを目指す。 

 
３．研究の方法 

(1) 各 Chk1 リン酸化反応を特異的に認識す

る抗体の作製：目的とするリン酸化セリ

ン及びその前後 5残基のアミノ酸配列を

含むリン酸化ペプチドを用いて、ラット

モノクローナル抗体を作製した。 

(2) Myc-Chk1 変異体誘導発現細胞株の樹

立：Myc-Chk1 野生型及び各リン酸化部位

のアラニン置換変異体を抗生物質テト

ラサイクリン依存的に誘導発現する

HeLa 細胞株を樹立した。Chk1 の 3’UTR

配列に対する RNA 干渉法（siRNA）を用

いることで、内在性 Chk1 を Myc-Chk1 変

異体と置き換えて、その効果を解析した。 

(3) In vitro（試験管内）実験系による Chk1

リン酸化アッセイ：Chk1 及び Chk1 の基

質・上流キナーゼの精製蛋白質を昆虫細

胞（バキュロウィルス系）と大腸菌で精

製し、In vitro でリン酸化反応を行い、

Chk1 をリン酸化するキナーゼの同定や

Chk1 のキナーゼ活性の解析を行った。 

 

４．研究成果 

我々は今回、Chk1 の機能未知であるリン酸化

部位について研究を進め、以下のリン酸化の

機能及び生理的意義を明らかにした。 

(1)Chk1 のセリン 296 自己リン酸化反応 

DNA 障害チェックポイントの際に、ATR によ

ってセリン 317 及びセリン 345 をリン酸化さ

れ活性化した Chk1 は自身のセリン 296 をリ



ン酸化（自己リン酸化）することを見出した。

セリン 296リン酸化の機能について解析を進

めたところ、14-3-3 のγサブタイプとの結合

を引き起こすリン酸化反応であることが分

かった。さらに、14-3-3γとの結合は、Chk1

の酵素活性や細胞内局在に影響を与えるの

ではなく、14-3-3γがさらに Chk1 の基質で

ある Cdc25Aと結合することで、Chk1／14-3-3

γ／Cdc25Aの3者複合体形成を促進すること

を明らかにした。さらに、セリン 296 をアラ

ニン置換した Chk1 変異体（S296A）を内在性

Chk1 と置き換えた細胞や、14-3-3γを RNA 干

渉法によりノックダウンした細胞では、紫外

線照射後の Cdc25A 蛋白質分解や細胞周期停

止が著しく阻害されることが判明した。すな

わち、14-3-3γは Chk1 が Cdc25A をリン酸化

するためのプラットフォームとして機能し

ていると言える。 

 

(2)CDKによるChk1セリン286及びセリン301

のリン酸化反応 

我々は以前、Chk1 のセリン 286 及びセリン

301 が M 期特異的にサイクリン B／CDK1 複合

体によってリン酸化されることを同定した。

今回、M期における Chk1 リン酸化の生理的意

義を明らかにするため、G2 期から M 期に移行

する際の Chk1 の細胞内局在を詳細に検討し

た。その結果、Chk1 は分裂前期（prophase）

において Crm-1依存的に核から細胞質へ排出

されることが判明した。さらに、セリン 286

及びセリン 301 をアラニン置換した Chk1 変

異体（S286A・S301A）を誘導発現する細胞株

を 樹 立 し て 解 析 を 進 め た と こ ろ 、

Chk1-S286A・S301A 変異体では分裂前期に核

から細胞質への排出が著しく抑制されるこ

とが分かった。また、S286A・S301A 細胞では

G2期からM期への移行にも遅延がみられるこ

とが明らかとなった。すなわち、これまで

Chk1 は Cdc25 を介して CDK1 を抑制的に制御

することが知られていたが、細胞が G2 期か

ら M 期へ進行する際には、CDK1 が Chk1 のセ

リン 286 及びセリン 301 を直接リン酸化して

核外へ排出することで、その抑制作用を解除

するメカニズムがあることを明らかにした。 

 我々はさらに、DNA 障害チェックポイント

においても、Chk1 のセリン 286 及びセリン

301 のリン酸化反応が起こること、このリン

酸化は CDK2 によって遂行されることも見出

した。DNA 障害チェックポイントにおけるセ

リン 286 及びセリン 301 リン酸化の生理的意

義については未だ分かっておらず、今後の検

討課題と言える。 
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