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は じ め に

細胞の遺伝情報（DNA）は，外来性（放射線，紫外線，

DNA障害性薬物など）および内因性（フリーラジカル，

細胞内代謝産物など）の要因によって，常に障害を受けて

いる．障害を受けた細胞は，DNA障害チェックポイント

を活性化させることで，細胞周期を G１／S移行期，S期，

G２／M移行期で停止させる．この細胞周期停止によって，

細胞は障害 DNAを修復することが可能になり，間違った

遺伝情報が子孫に伝えられるのを防いでいる．仮に，修復

が困難である状態（広範な DNA損傷や欠損等が認められ

る場合）では，細胞は，細胞周期の進行を半永久的に停止

したり（細胞老化），細胞死を導いたり（アポトーシス）し

て，障害細胞を増殖細胞集団から排除する．しかし，

DNA障害チェックポイントに異常が生じると，結果とし

て，遺伝子の変異が蓄積され，最終的には，細胞ががん化

したり，がんが悪性化したりする要因となる．DNA損傷

は，最終的には，CDK（cyclin-dependent kinase；サイクリ

ン依存性キナーゼ）を阻害する二つの DNA障害チェック

ポイント経路を活性化することが知られている１～４）．

一つは，ATM（ataxia-telangiectasia mutated；毛細血管拡

張性運動失調症変異遺伝子産物）-Chk２（checkpoint kinase

２；チェックポイントキナーゼ２）-p５３と至る経路で，主

に，（電離放射線等で引き起こされる）DNAの二重鎖切断

の際に活性化される．ATMおよび Chk２は，p５３をリン酸

化することで p５３を安定化させる．転写因子である p５３

は，p２１（CDK阻害タンパク質の一つ）などの転写を制御

することで，細胞周期停止を引き起こす．このシグナル伝

達経路は，主に，G１／Sチェックポイントで機能してお

り，多くのがん細胞で（遺伝子変異などによって）不活化

されている１～９）（図１）．

他方，もう一つの重要な経路であるATR（ATM- and

Rad３-related; ATMおよび Rad３近縁遺伝子産物）-Chk１
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（checkpoint kinase１；チェックポイントキナーゼ１）-Cdc２５A

経路は，主に，S期の DNA複製チェックポイント，G２／M

チェックポイントで機能しているが，がん細胞でこのシグ

ナル伝達経路はむしろ亢進している．言い換えると，がん

細胞では，正常細胞に比べ，ATR-Chk１-Cdc２５A経路の重

要性が増している．そのため，抗がん剤や放射線治療等で

DNA障害を引き起こした後，Chk１阻害剤を併用すること

で，すべての DNA障害チェックポイントを不活性化し，

最終的に（致死的な染色体不安定性を引き起こすことに

よって）“mitotic catastrophe”と呼ばれる分裂期細胞死を

がん特異的に引き起こすことが期待されている．現在，多

くの Chk１阻害剤が開発され，一部は第 I相または第 II相

の臨床治験に入っている１～５，１０～１９）（図１）．

我々を含めた最新の研究によって，Chk１は，ATR以外

のキナーゼからもリン酸化修飾を受けて機能変化し，これ

らのリン酸化修飾を通じて（外来性の DNA障害がない状

態でも）細胞周期の進行を巧みに制御していることが明ら

かになってきた１３）．本稿では，新規の Chk１リン酸化修飾

とその機能変化に焦点を当てながら，Chk１阻害剤の抗が

ん剤としての可能性について言及する．なお，一般的な

DNA障害チェックポイントに関しては，優れた総説１～５）が

すでに発表されているので，それらをあわせてご参照いた

だければ，幸いである．

１． DNA障害チェックポイントにおける Chk１の機能

―セリン２９６の自己リン酸化修飾の重要性―

DNA損傷や複製障害で一本鎖 DNAが生じると，ATR

は以下のように活性化すると考えられている（図２参照）．

ATRは，ATR結合タンパク質 ATRIP（ATR-interacting pro-

tein）の働きにより，RPA（replication protein A）でコート

された一本鎖 DNAに集積し，弱く活性化する２０）．それと

同時に，クランプローダー（環状タンパク質複合体を一度

開いて DNAを取り囲むように装着したのち，再び，環状

タンパク質複合体を閉じることで DNAに装着するもの）

である RAD１７の働きにより，RAD９-HUS１-RAD１からな

る三量体（９-１-１）複合体が RPAでコートされた一本鎖 DNA

に挿入される２１，２２）．その際に，RAD９は（弱く活性化され

た）ATRによってリン酸化される．RAD９は，このリン

酸化修飾依存性に TOPBP１（DNA topoisomerase II binding

protein１）と結合し，ATRの近傍に TOPBP１をリクルート

する２３～２５）．効率的な ATRの活性化は，ATRと TOPBP１の

相互作用によってはじめて引き起こされる２５）．TOPBP１の

相互作用によって高い活性を有した ATRは，DNA傷害部

位近傍で Chk１を含めた種々の基質をリン酸化する．ATR

による Chk１のリン酸化修飾・活性化には，Chk１と

Claspinの結合が重要な役割を担っている２６～２８）．Claspin自

身は，TIM（Timeless），TIPIN（TIM-interacting protein）と

三者複合体を形成しており，この複合体も TIPINと RPA

図１ 正常細胞とがん細胞の DNA障害チェックポイントの違い
本文参照．
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の結合を介して一本鎖 DNA上にリクルートされてい

る２９，３０）．つまり，ATRによる Chk１のセリン３１７およびセ

リン３４５のリン酸化修飾は，DNA損傷部位近傍で引き起

こされている３１）．

しかし，Chk１が ATRによってリン酸化／活性化された

後，Chk１が Cdc２５Aを不活化するまでの経路には，Chk１

の機能制御の観点から，大きく二つの問題が未解決のまま

残されていた．一つ目の未解決な点は，DNA障害部位で

引き起こされたシグナルが Chk１を介してどのように核全

体に存在している Cdc２５Aに伝えられていくのかである．

二つ目は，Chk１から Cdc２５へのシグナル伝達機構に１４-３-

３タンパク質（哺乳類細胞では，アルファ，ベータ，ガン

マなど計七種類のアイソマーが存在している）が重要な役

割を担っていることが遺伝学的に証明されているが，哺乳

類細胞での１４-３-３の関与について明解な解答が得られて

いないことである．

図２ DNA障害部位での ATR-Chk１経路の活性化モデル
本文参照．Pはリン酸化修飾．

図３ DNA障害チェックポイントにおける Chk１-Cdc２５A経路の概略
本文参照．
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我々は，Chk１の自己リン酸化修飾の解析を通じて，こ

の二つの未解決の問題についての解明を試み，以下のモデ

ルを示すことができた３１）（図３）．ATRによって，Chk１の

セリン３１７およびセリン３４５のリン酸化修飾が引き起こさ

れると，Chk１が活性化し，自身のセリン２９６をリン酸化

する．この自己リン酸化修飾が引き起こされると，Chk１

のセリン３１７およびセリン３４５は速やかに脱リン酸化され

る．ATRによる Chk１のリン酸化修飾は DNA障害部位と

一致して検出されるのに対して，Chk１の自己リン酸化反

応は核全体で検出される．つまり，このリン酸化部位の移

行が活性化 Chk１を DNA損傷部位から核全体に分布させ

るうえで重要であったのである．

次に，Chk１がセリン２９６の自己リン酸化反応依存性に

１４-３-３ガンマと結合することを見いだし，この点に注目し

解析を進めた（図３）３１）．１４-３-３タンパク質は Cdc２５Aとも

リン酸化修飾依存性に結合すること，１４-３-３タンパク質は

二量体を形成することにより，Chk１と Cdc２５Aは１４-３-３

ガンマを介して複合体を形成する．この三者複合体の形成

により，Chk１は，Cdc２５Aのセリン７６をはじめてリン酸

化できるようになる．Cdc２５Aのセリン７６のリン酸修飾

は，この部位の近傍（C末端側）に存在する β-TrCP phos-

phodegron配列（セリン残基が二つリン酸化されると F-box

タンパク質の β-TrCPが結合できる配列）の二つのセリン

残基のリン酸化修飾を誘導する［このリン酸化反応は，

Chk１によって活性化された NEK１１３２）（アスペルギルス

NIMAの近縁キナーゼの１種）などによって遂行される］．

リン酸化 Cdc２５Aは，SCFβ-TrCP複合体（Skp-Cullin-F-boxタ

ンパク質からなるユビキチン化酵素複合体で F-boxタンパ

ク質が β-TrCPであるもの）に認識されユビキチン依存的

に分解される．この分解により，CDKが活性化できずに，

細胞周期は停止する．つまり，我々の研究成果は，Chk１-

Cdc２５A経路に Chk１-セリン２９６の自己リン酸化修飾およ

び１４-３-３ガンマが必須の役割を担っていることを明らか

した．上記のように，Chk１-セリン２９６の自己リン酸化修

飾は，DNA障害チェックポイントにおいて機能的に重要

であるが，このリン酸化修飾の有無によって細胞や個体レ

ベルで Chk１の活性化／不活性化状態を検知できることか

ら，Chk１阻害剤の新規開発や既存薬の阻害効果の検証に

もとても有用である．

２． 細胞周期依存的な Chk１のリン酸化修飾

Chk１は，（外来性の DNA障害のない）通常の細胞周期

進行においても重要な役割を担っていると考えられてい

る．その根拠の一つとなっているのは，CHEK１ノックア

ウトマウスが胎生早期に致死であることである３３，３４）．Chk１

は，特に，S期において後期の複製開始点における DNA

複製を抑制するのに必須であり，この機構に破綻をきたす

と（おそらく，DNA複製に必要な因子が枯渇することに

よって），DNA損傷が引き起こされる３４～３６）．また，CHEK１

のハプロ不全マウス（一般に二つの遺伝子のうち片方が機

能しなくなった状態のことを指すが，この場合は，一つの

遺伝子座がノックアウトされた状態の CHEK１＋／－マウスの

こと）では，不適切な S期への移行（G１／Sチェックポイ

ントの破綻），S期での DNA障害の蓄積（DNA複製チェッ

クポイントの破綻），未熟な状態での分裂期移行（G２／M

チェックポイントの破綻）が観察されており３７），Chk１は，

S期に限らず，通常の細胞周期の進行に重要な役割を担っ

ている．Chk１は，増殖サイクル（つまり，G１→S→G２期）

を通じて外来性の DNA障害のない状態でも一定レベルの

活性を保持している３８～４２）．つまり，外来性の DNA障害の

ない状態でも，Chk１は，Cdc２５の活性化を負に制御する

ことなどで，（分裂期開始に必須な）CDK１などの CDKが

適切な時期まで活性化しないようにしている．この Chk１

による CDK１の制御（抑制）機構が G２／M移行期に適切

に解除されないと，細胞は分裂期に進めない．そのため，

その解除機構は存在するはずであるが，長い間未解決な問

題として残されていた．

我々は，G２／M移行期から分裂期にかけて，CDK１が

Chk１のセリン２８６およびセリン３０１を直接リン酸化する

ことを報告した４３）（図４）．このリン酸化修飾により，Chk１

は Crm-１（chromosome region maintenance protein１；タン

パク質を核外に輸送する機能をもつ）依存性に核から細胞

質に移行する４１）．この Chk１の核外排出により，CDK１は

核内で強く活性化することがはじめて可能になるのであ

る４１，４２）．一方，このリン酸化修飾が起こらない（つまり，

セリンをアラニンに置換した）S２８６A／S３０１A変異体を発

現させると，変異 Chk１は核内に留まるため，CDK１の活

性化のタイミングが著しく遅れ，分裂期への進行が遅延す

る４１，４２）．このことは，G２／M移行期に Cdk１と Chk１の間の

直接的なポジティブフィードバック機構が存在すること，

細胞がいったん分裂期への進行を決定したら（つまり，

CDK１がある程度活性化したら），Chk１を核外に排出する

ことを通じて円滑に分裂期に進行していくことを示唆して

いる．また，G２期に Chk１阻害剤などで Chk１活性を抑制

してしまうと，細胞の準備が不完全なまま分裂期に進行し

てしまい，染色体（ゲノム）の不安定性を引き起こす要因

の一つとなりうる．

Chk１は，常に，核と細胞質をシャトルしている分子で，

チェックポイント応答時には，核に集積し機能する４４）．し

かし，Chk１は，増殖サイクル時（G１→S→G２期）におい

ても，チェックポイント応答時よりは程度は弱いが，主に

核に局在している４１，４５）．しかし，Chk１が増殖サイクル時に

どのような制御を受けて核に多く存在するのかについて

は，明確な知見がなかった．我々は，血清飢餓の際（G０
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期）には，Chk１は核というよりむしろ細胞質にびまん性

に局在しているのに対し，血清（増殖因子）刺激時（G１

期）には，核に集積することを見いだした４５）．この Chk１

の核内移行と同期して Chk１のセリン２８０がリン酸化され

ること，このリン酸化修飾はMAPK（mitogen-activated pro-

tein kinase）カスケイドの下流に位置する p９０RSK（９０kDa

ribosomal S６kinase）によって遂行されていることも明ら

かにした（図５）．このリン酸化部位をリン酸化されない

アラニンに置換すると Chk１の核内集積が阻害されるこ

と，逆に，リン酸化修飾を模倣するグルタミン酸に置換す

ると核内集積が促進されることから，セリン２８０のリン酸

化修飾は Chk１の核内集積に重要な役割を担っているとい

える．増殖因子依存的な核内移行が阻害されると，紫外線

照射後の ATRからのリン酸化修飾や Chk１の自己リン酸

化修飾が遅延する４５）．したがって，このリン酸化修飾に

よって，増殖細胞は DNA障害に対して素早く対応できる

状態になる．つまり，この知見は，p９０RSKから Chk１に

至るシグナル伝達経路が増殖サイクル時の DNA変異を起

こさないための障壁として働いている可能性があることを

示唆している．したがって，Chk１阻害剤を抗がん剤とし

て使用するうえで慎重な対応をすべき Chk１機能の一つで

あろう．

３． Chk１阻害剤の抗がん剤としての可能性と問題点

外科的切除以外のがん治療の多く（放射線治療，化学療

法など）は，DNA障害を引き起こすことで，がん細胞に

細胞老化やアポトーシスを誘導し，がん細胞の無秩序な増

殖を抑えてきた．しかし，これらの治療は，同時に，分裂

能の高い消化管上皮，毛根や骨髄細胞などにも大きな影響

にも与え，この副作用が治療効果を左右する一因にもなっ

ている．したがって，正常細胞とがん細胞の DNA障害

チェックポイント経路の違いを知っておくことは極めて重

要といえる１３）．

「はじめに」で述べたように，正常細胞には，ATM-

Chk２-p５３経路と ATR-Chk１-Cdc２５A経路の大きく二つの

DNA障害チェックポイント経路が存在する（図１）． 一方，

多くのがん細胞では，ATM-Chk２-p５３経路がこのシグナル

伝達経路分子の点変異や欠損などで機能不全をきたしてい

る．実際，遺伝的に高発がん性を呈する疾患の原因遺伝子

として ATM，CHEK２，TP５３が同定されており，また，

図４ CDK１と Chk１の直接的ポジティブフィードバック機構
分裂間期には，Chk１は Cdc２５を抑制することを介して，間接的に CDK１を抑制している．G２／M移行期にな
ると，なんらかのきっかけで CDK１は弱く活性化する．この活性化された CDK１によって，Chk１はリン酸化
される．リン酸化 Chk１は（タンパク質を核外に輸送する機能をもつ）Crm-１に結合して，核から細胞質に移
行する．この核外移行により，核内の Chk１含量が低下するため，結果として，Chk１の核内活性が低下する．
この核内活性の低下により，CDK１に対する抑制が解除され，さらに，CDK１の活性化を導く．このようなポ
ジティブフィードバック機構によって，CDK１はいったん活性化すると Chk１による抑制が効かなくなる．
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多くの散発性のがんでも上記遺伝子の変異や欠損などは報

告されている．ATM-Chk２-p５３経路が損傷されることに

よって，主に，G１／Sチェックポイントが機能しなくな

り，染色体（ゲノム）の不安定性が増強されるという分子

モデルが想定されている．これに対して，がん細胞では，

ATR-Chk１-Cdc２５A経路のシグナル伝達分子の点変異や欠

損などは稀である．がん細胞といえどもハウスキーピング

遺伝子などの生存に必須な遺伝子群を欠落するわけにはい

かない．それゆえ，染色体（ゲノム）の不安定性も一定の

範囲内でコントロールされる必要があり，その維持機構の

中核に ATR-Chk１-Cdc２５A経路が存在する．そのため，放

射線や抗がん剤で DNA障害を引き起こした後，ATM-

Chk２-p５３経路に機能不全をきたしているがん細胞／組織

に Chk１阻害剤を作用させることで，がん細胞に生存不可

能な染色体不安定性を引き起こし，細胞死を誘導できるの

ではと考えられ，多くの Chk１阻害剤が抗がん剤の併用薬

として開発されている１３，１８）（図１）．

この治療法が最も効果的になる前提は，Chk１阻害剤で

ATR-Chk１-Cdc２５A経路を阻害した場合に，正常細胞では

ATM-Chk２-p５３経路が ATR-Chk１-Cdc２５A経路の機能欠損

を完全に相補することで細胞死が誘導されないというもの

であるが，本稿で詳しく述べたように，Chk１は DNA障

害チェックポイントの機能制御以外にも，いくつかの細胞

増殖に必須の役割を果たしている．そのため，Chk１阻害

剤は少なからず正常細胞に影響を与えてしまう．

このことは，必ずしも Chk１阻害剤がもつ放射線治療や

抗がん治療の併用薬としての可能性を全否定するものでは

ない．上記で述べたように，Chk１阻害剤は，放射線治療

や抗がん剤の併用によってがん細胞に強く影響を与える可

能性が高いことなど，特異性とその用量に留意すれば，有

望な分子標的薬の一つであることに疑いの余地はない．そ

のためには，Chk１を介したシグナル伝達経路の全貌を解

明していく努力が必要とされる．

お わ り に

最近の研究で，明らかな外的な DNA損傷がない状態で

も，Chk１は細胞周期制御の一翼を担っていることが明ら

かになりつつある．また，Chk１の機能制御は，ATR以外

のキナーゼのリン酸化修飾によっても担われていることが

判明した．Chk２を介したシグナル伝達経路に比べて，

Chk１経路の解明が遅れてきたことは事実である．特に，

外的な DNA損傷刺激がある場合に比較して，正常な細胞

周期進行における Chk１を介したシグナル伝達経路につい

ての一層の理解を深める必要がある．Chk１阻害剤を分子

標的薬としてがん治療に役立てていくためには，Chk１の

細胞機能の解明への持続的な努力とともに，阻害剤の特異

性の向上や使用用量を減らすための腫瘍への選択的ドラッ

グデリバリーシステムの構築など，多方面での進展が望ま

れる．

図５ 増殖因子依存的な Chk１-セリン２８０のリン酸化修飾と Chk１の核内移行
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