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細胞周期チェックポイントにおけるChk1の生体内機能の解析

丹伊田　浩　行＊

　我々の体を構成している個々の細胞は自然界

において紫外線や放射線などDNAに傷を与え

る刺激に常に曝されている。DNAに損傷を抱

えたまま細胞が分裂，増殖してしまうとDNA

にコードされている重要な遺伝情報に誤りをき

たすこととなり，やがては癌などの細胞増殖を

制御できない異常な細胞を出現させる原因とな

りうる。このため生体の恒常性を維持するため

に我々の細胞はDNAの傷が修復されるまで細

胞増殖を止める機構を発達させた。この機構を

チェックポイントと呼ぶが，チェックポイント

において主要な仲介を行う酵素にChklという

キナーゼがある。我々は哺乳動物の細胞におい

てChk1の果たす役割を解明し，抗癌剤開発の

標的となりうる細胞周期制御機構を理解するた

めにマウスの弾性幹細胞（ES細胞）内のChk1遺

伝子を破壊してその影響を調べようと考えた。

　実際，相同組み換え法を用いてマウスES細

胞内においてChk1遺伝子をリコンビナーゼCre

依存的に破壊することができる細胞を樹立し

た。この細胞にアデノウイルスベクターを用い

てCreを発現させChk1を破壊したところ細胞は

アポトーシスにより死滅していった。この時，

細胞周期のS期に存在する細胞とM期に存在す

る細胞の割り合いがコントロールにくらべ増え

ていることが観察された。このことよりChkl

はチェックポイント機構が動いていない通常の

細胞周期においてもDNA複製と染色体の分離

のタイミングを調節していることが示唆され

た。この表現形の一因であるがChk1が欠損し

た細胞ではDNA複製開始に必須のAsk／Cdc7キ

ナーゼの細胞内での活性の増大と細胞周期エン

ジンであるCyclinB／Cdc2の活性を抑制するた

めのTyr15のリン酸化が減弱していることがわ

かり，遺伝的にChklの下流に位置することが

あきらかにされた。このためS期細胞の増加と

G2期からM期に進行する細胞の増加が引き起

こされたものと考えられる。

　次に細胞内においてChk1の機能解析をする

ために，樹立した細胞内にCAGプロモーター

により発現が誘導されるChk1の変異体を導入

し相補試験を行った。Cre依存的に内在性の

Chk1を破壊すると野生型のChk1が細胞増殖に

おいて機能相補したのに対し，Ser317および

Ser345をAlaに置換した変異体は相補できな

かった。これらの部位はチェックポイントが活

性化された際にATRによってリン酸化される

ことが報告されているアミノ酸残基である。こ

れらのリン酸化の意義については今後さらに検

討の余地が残される。

　今回研究対象としたChklのように欠損する

と細胞レベルで致死となる分子の働きを解析す

るためには本研究で用いたコンディショナル

ターゲットという，必要に応じて遺伝子を破壊

することを可能にする技術が必要となるが，実

際に細胞に適応させるには多くの労力を要し

た。しかし重要な分子の多くは細胞レベルで必

須であったり，欠損した場合発生の段階で致死

となるため，真にその機能を解析するためには

今回用いた高度な技術を応用していくことが必

要であると感じている。
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