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研究成果の概要（和文）：Polo-like kinase 1 (Plk1)は、分裂期の様々な現象を制御するタンパク質リン酸化酵素（
キナーゼ）である。本研究で、新たに、Plk1のセリン99が分裂特異的にリン酸化されること、このリン酸化修飾依存性
に14-3-3ガンマが結合すること、この結合によりPlk1活性が上昇すること、この活性化経路は分裂中期から後期への円
滑な移行を制御していることを明らかにした。この分裂期特異的なPlk1のセリン99のリン酸化修飾は、PI3キナーゼーA
kt経路によって制御していることも示した。この新規のシグナル伝達経路の解明は、癌の病態の一端を解明するうえで
示唆に富む知見といえる。

研究成果の概要（英文）：Polo-like kinase 1 (Plk1) controls multiple aspects of mitosis. Here, we 
identified Ser99 on Plk1 as a novel mitosis-specific phosphorylation site. Plk1-Ser99 phosphorylation 
creates a docking site for 14-3-3gamma and this interaction stimulates the catalytic activity of Plk1. 
14-3-3gamma knockdown or replacement of wild-type Plk1 by a Ser99-phospho-blocking mutant leads to a 
prometaphase/metaphase-like arrest due to the activation of the spindle assembly checkpoint. Inhibition 
of PI3K and Akt significantly reduces the level of Plk1-Ser99 phosphorylation and delays metaphase to 
anaphase transition. Mitotic Plk1 activity is regulated by Plk1 binding to 14-3-3gamma following 
Plk1-Ser99 phosphorylation downstream of the PI3K-Akt signalling pathway. This novel Plk1 activation 
pathway controls proper progression from metaphase to anaphase. Our study paves the way for future 
studies elucidating the relationship between PI3K-Akt pathway and Plk1 in carcinogenesis.

研究分野： 分子病態学、生化学、細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
Aurora-A、Plk1（Polo-like kinase 1）は、分裂
期に中心体で活性化される分裂期キナーゼ
として、位置づけられており、これまでに
G2 期から分裂期への（G2/M）移行、中心体
の成熟、分裂期紡錘体の形成、染色体の分配
などの分裂期における種々の細胞現象を制
御している。これら２つの中心体に局在する
分裂期キナーゼは、G2/M 移行期において
Aurora-A が Plk1 の活性化因子であること、
互いの基質のリン酸化反応が時空間的に同
期して引き起こされることが上記の分裂期
現象の制御に重要であることなどから、機能
的に互いに協調しながら働いていると考え
られている。 
 これまでの研究で、これら２つのキナーゼ
は、癌を中心とする種々の疾患にも深く関与
していることが知られている。しかし、その
制御異常と病態との関係については、まだ、
未解明な点が多いのが現状といえる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Aurora-A および Plk1 の新規結
合蛋白質を同定し、その結合の機能解析を通
じて、新規のシグナル伝達経路を明らかにす
ることを目的とする。また、上記の研究を通
じて、癌における病態の一端を解明していく。 
 
３．研究の方法 
（１）Aurora-A および Plk1 に結合する蛋白
質の同定 
GST pull-down 法を用いた質量分析にて、
Aurora-A および Plk1 と結合しうる候補蛋白
質を複数同定した。そのなかで、Plk1 結合蛋
白質と同定した 14-3-3 ガンマに注目し、以下
の解析を行った。 
（２）14-3-3 ガンマノックダウンによる表現
型の検討 
14-3-3ガンマに特異的な small interfering RNA 
(siRNA)を用いて、14-3-3 ガンマノックダウン
の表現型を検討した。この際、Plk1 ノックダ
ウンの表現型の差異についても検討すると
ともに、14-3-3 ガンマノックダウンが Plk1 活
性に与える影響について検討した。 
（３）14-3-3 ガンマの Plk1 結合部位の同定 
14-3-3 蛋白質は、リン酸化修飾依存性に標的
蛋白質と結合するため、その結合に必要な
Plk1 のリン酸化部位を検討した。 
 
４．研究成果 
GST pull-down 法で同定した Plk1 結合蛋白質
の 14-3-3 ガンマについて解析を行った。
14-3-3 ガンマをノックダウンすると、Plk1 ノ
ックダウンで認められるような分裂前中期
から中期で停止する細胞が多く認められた。
スピンドルチェックポイントに必要な
BubR1 や Mad2 と同時にノックダウンすると、
この停止が解除されることから、14-3-3 ガン
マのノックダウンによって、（Plk1 ノックダ
ウンで認められるような）スピンドルチェッ

クポイントが活性化していることが判明し
た。14-3-3 ガンマのノックダウンによって、
BubR1 や Wee1 などの Plk1 基質のリン酸化レ
ベルが低下すること、免疫沈降産物を in vitro
でアッセイしても Plk1 活性が低下している
ことから、14-3-3 ガンマは Plk1 と分裂期特異
的に結合することで Plk1 の活性を制御して
いることが判明した。 
 次に、Plk1-セリン 99 のリン酸化修飾が
14-3-3ガンマとPlk1の結合に必須であること
を見出した。このリン酸化修飾は、分裂期特
異的に引き起こされていたが、これまで Plk1
の上流制御キナーゼとして知られている
Aurora-A によってはリン酸化されない部位
であった。そのため、このリン酸化修飾がど
のシグナル伝達経路のキナーゼによって制
御されるかについて検討したところ、PI3 キ
ナーゼーAkt (プロテインキナーゼ B [PKB]と
も呼ぶ)の経路によって制御されていること
が判明した。 
 また、Plk1 のセリン 99 をリン酸化されな
いアラニンに置換した場合や PI3 キナーゼー
Akt 経路を抑制した場合においても 14-3-3 ガ
ンマをノックダウンした場合と同様の表現
型が認められることが判明した。このことか
ら、PI3 キナーゼの下流で Akt が分裂期特異
的に Plk1 のセリン 99 をリン酸化することで
14-3-3 ガンマが結合し、その結合によって、
Plk1 活性が上昇することが判明した。この活
性上昇は、分裂期のスピンドルチェックポイ
ントを解除し、細胞が分裂中期から後期にう
まく進行するために必須のものであるとい
える。 
 Plk1 は、染色体分配を制御する分裂期キナ
ーゼとして、PI3 キナーゼーAkt 経路は、細胞
の増殖、生存、運動などを司る経路として位
置づけられている。癌では、PI3 キナーゼお
よび Akt は変異などを引き起こすことでその
活性が異常に上昇しており、その活性上昇が
癌化に重要な役割を担っていると考えられ
ている。また、Plk1 は、癌における変異など
の報告は少ないものの、癌においてその活性
が異常に亢進していることが知られている。
我々が導きだした結果は、分裂期の Plk1 の
14-3-3 ガンマを介した活性化過程に PI3 キナ
ーゼーAkt 経路が深く関与していることを示
すものであり、癌における PI3 キナーゼーAkt
経路の異常活性化と染色体不安定性の関係
を考えるうえでも示唆に富む知見といえる。
また、PI3 キナーゼ、Akt、Plk1 はそれぞれ抗
癌治療の分子標的として考えられ、それぞれ
特異的な阻害剤が分子標的薬として開発さ
れてきている。我々が導きだした知見は、こ
ういった分子標的薬の相互作用を類推する
うえでも重要な知見になりうることが想定
される。 
 この研究を進める過程で、精製タンパク質
を用いた in vitro の解析では Akt は Plk1 の
セリン 99 を直接リン酸化しえないことを明
らかにした。しかし、精製 Plk1 タンパク質



でなく、分裂期細胞から免疫沈降した Plk1
を用いた場合には、Akt が効率よく Plk1 の
セリン 99 をリン酸化することも判明した。
このような現象は、間期細胞から免疫沈降し
た Plk1 を用いた場合には全く認められなか
ったので、Plk1 に分裂期特異的に結合する蛋
白質が Akt 依存的な Plk1-セリン 99 のリン
酸化修飾を促進している可能性が高いと考
えられる。今後の研究課題として、分裂期特
異的な Plk1 結合蛋白質を同定し、このシグ
ナル伝達経路をより詳細に解明していく必
要があると思われる。 
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