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[要約]

癌抑制遺伝子産物 Chk2は核内蛋白質キナーゼで

あり， DNA損傷時の細胞応答反応に重要な役割を果

たしている。細胞が DNA損傷を受けると， Chk2 

キナーゼは ataxia -telangiectasia -m u ta ted (A TM) 

キナーゼによって 68番目のスレオニンがリン酸化さ

れ，活性化するo活性化Chk2キナーゼは，下流分子

(p53， Cdc25C等)をリン酸化し，細胞周期の停止や

アポトーシスを誘導する。 Chk2キナーゼの共役分子

を同定する目的で酵母 2ハイブリッド法によるスク

リーニングを行い，癌遺伝子産物 Wip1(PPM1D) 

ホスファターゼを単離した。 Chk2キナーゼとWip1

ホスファターゼは inuitro及び inuiuoにおいて

結合し， この結合には Chk2キナーゼの SQ/TQド

メインが必要であることを明らかにした。また，

Chk2キナーゼ発現細胞に Wip1ホスファターゼを

共発現させるとChk2キナーゼのスレオニン 68リン

酸化が抑制され， Wip1ホスファターゼによって

Chk2キナーゼが負に制御されることが示唆された。

[緒言]

細胞は染色体DNAに傷害を受けるとただちに細胞

周期を停止しその聞に傷害DNAを修復することで

損傷 DNAの次世代への蓄積を防ぐ。この細胞周期

チェックポイント機構により，細胞はDNAの修復が

完了するまで細胞周期の進行を停止し，修復できない

ような損傷の場合は，自身を除去するためにアポトー

シスを誘導する。この機構の破綻は癌をはじめとする

様々な生活習慣病の発症に関与すると考えられ，この

機構の解明には大きな期待が寄せられている O

Chk2ファミリー CChk2/Rad53/cds1ファミリー)

は，種を越えて構造の良く保存された核内蛋白質キナー

ゼであり， DNA損傷時の細胞周期チェックポイント

機構において必須の役割を担うことが明らかとなって

いる(図1)1) -3) 0 Chk2キナーゼは， DNA 損傷に伴

いリン酸化されて活性化し，下流の p53，BRCA1， 

Cdc25C， PML， E2F-1といった分子をリン酸化する

ことによって細胞周期やアポトーシスを制御してい

る4)-9)。さらに，家族性腫壌の Li-Furaumeni症候

群の患者の中に Chk2遺伝子座の変異が発見されlヘ

Chk2キナーゼが癌抑制遺伝子産物として機能するこ

とが示唆されている。

Chk2キナーゼは， ATMキナーゼによって SQ/TQ

ドメイン内の68番目のスレオニンが直接リン酸化され

るωω。スレオニン68のリン酸化に伴い，キナーゼド

メインの活性化ループ部位に存在するスレオニン383，

387に対して自己リン酸化反応が起こり， Chk2キナー

ゼは最大限に活性化するヘこの自己リン酸化に関し

ては，スレオニン68のリン酸化に伴い， SQ/TQドメ

インとFHA(fork head-associated) ドメインが会合

し， 2量体を形成することによって自己リン酸化が促

進されるというモデルが提唱されているωー17)。

Wip1 (wildtype p53-induced phosphatase 1， PPM1D) 

は， PP2Cファミリーに属する核内ホスファターゼで

キーワード :DNA損傷応答，細胞周期チェックポイント機構， Chk2キナーゼ， Wip1ホスファターゼ
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図1 DNA障害時の細胞周期チェックポイン卜制御

機構の模式図。

あり， DNA損傷時lこp53依存的に発現が誘導される分

子として同定されたヘ近年，細胞の紫外線照射に伴

うp38-p53シグナル伝達の活性化によってWip1の発現

が誘導され，その結果Wip1がp38を脱リン酸化し不活

化させるという負のフィードパック制御機構が明らか

となった1ヘさらに最近，乳癌等ヒ卜の癌において

Wip1遺伝子の増幅が報告され， Wiplホスファター

ゼが癌遺伝子産物として機能することが示唆されてい

る却)22)。

本研究では， Chk2キナーゼの新規共役分子を同定

するために酵母2ハイブリッド法を用いたスクリーニ

ングを行い， Wiplホスファターゼを同定した。構造

機能連関解析により， Chk2がWiplとSQjTQドメイ

ンを介して結合し，さらに Wip1がChk2のスレオニ

ン68リン酸化を抑制することによって Wip1がChk2

の活性を負に制御する可能性が示唆された。

[方法]

プラスミドの構築

ヒトChk2遺伝子は， ヒト胎盤由来cDNAライブラ

リーよりPCR法を用いてクローニングし， pEBGベク

タ一四)に挿入した。さらに各種Chk2変異体をPCR法

により作製し， pEBGベクター， pGEXベクター， pG 

BKT7ベクターに挿入した口 Wip1遺伝子(東京大学

武川睦寛博士より供与)はPCR法を用いて pcDNAベ

クターおよびpGADT7ベクターにt申入した。

酵母2ハイブリッド法

MATCHMAKER system3 (Clontech)を利用し，

添付のマニュアルに基づき実験を行った。ヒト胎盤由

来 cDNAライブラリーを使用し，おとり遺伝子とし

てpGBKT7-Chk2(ムKinase)を用いてスクリーニン

グを行った O 結合部位の決定には， pGBKT7-Chk2 

(WT;ムSQjTQ;ムFHA;ムKinase;SQjTQ;FHA)及び

pGADT7-Wip1 (WT)を用いた。

細胞，抗体及びDNA導入

HEK293T細胞は， ダルベッコ改変イーグル培地

(DMEM， Sigma)及び10%(vjv)ウシ胎児血清 (FBS)

を用いて培養した。酵母AH109株は，添付のマニュ

アルに基づ、き培養した。

抗日A抗体として， マウスモノクローナル抗体

12CA5 (Roche) 及びラットモノクローナル抗体

3F10 (Roche)を用いた。抗Flag抗体として，マウス

モノクローナル抗体 M2(Sigma)を用いた。さらに

抗リン酸化Chk2抗体 (anti-phospho-Chk2(Thr68)， 

Cell signaling)，抗GST抗体 (PharmaciaBiotech)， 

Alexa Fluor標識抗体 (AlexaFluor 546標識抗マウ

ス19G抗体及び、AlexaFluor 488標識抗ラット19G抗

体， Molecular Probes)を用いた。細胞への遺伝子

導入は， リン酸カルシウム法またはリポフェクション

法 (GibcoBRL)を用いた。

Glutathione S-tranferase (GST)融合蛋白質の精製，

共沈実験及びウエスタンブロッ卜

GST融合蛋白質は大腸菌DH5α株内で発現させ，

溶解液 (phosphatebuffered saline， PBS)， 1% (v jv) 

Triton X-100， lmM phenylmethylsulfonyl fluoride 

(PMSF)， 10μgjmlロイベプチン， 10μgjmlアプロ

チニン)を用いて抽出し， グルタチオンビーズ

(Pharmacia Biotech)により精製した。 pcDNA-Wip

lを導入したHEK293T細胞の抽出液をグルタチオンビー

ズに結合させたGST融合蛋白質と反応させた (40C，1 

時間)。溶解液で5回洗浄後， Laemmliサンプルバッ

ファーで溶出した。

In uiuoの結合実験に関しては，遺伝子を導入した

HEK293T細胞を溶解液 (50mMTris-HCI (pH7.4) 

0.5%(vjv) NP-40， 150mM NaCI， 5mM EDTA， 

50mM NaF， 1mM Na3 V04， 1mM PMSF， 10μgj 

mlロイペプチン， 10μgjmlアプロチニン)を用い

て抽出し，グルタチオンビーズと反応後 (4
0

C，1時

間)，溶解液で5回洗浄し Laemmliサンフ。ルバッファー

で溶出した。各試料はSDS-PAGE(10% PAG)で泳

動し， PVDFメンブレン (Immobilon，Millipore)に

( 32 ) 



転写後，各種抗体でイムノプロットした。

免疫蛍光染色

HEK293T細胞をラット尾由来コラーゲンを塗布し

たカバーガラス上で培養した。遺伝子導入後24時間培

養し， 4%パラホルムアルデヒドjPBSを用いて固定し

た(室温， 15分)。浸透液 (10%FBSjO.1% Triton 

X-100jPBS)処理後(室温， 15分)， 10% FBSjPBS 

を用いてブロッキングを行った(室温， 30分)。一次

抗体，抗Flagマウス単クローン抗体 (M2，1:500)及

び抗 HAラット単クローン抗体 (3F10，1:200)を

10% FBSjPBSで希釈し細胞と反応させた(室温， 30 

分)0PBSで 2回洗浄後，二次抗体 AlexaFluor 5 

46標識抗マウス 19G抗体 (1:500)，Alexa Fluor 488 

標識抗ラット 19G抗体 (1:200)及び DAPI(1mgjml， 

1:1000)を 10%FBSjPBSで希釈し細胞と反応させ

た(室温， 30分)0PBSで2回洗浄後， Pristine Mount 

(Research Genetics)で封入し，共焦点レーザー顕微

鏡 (Zeiss，LSM510)で観察した。

[結果]

酵母を用いたChk2キナーゼ会合分子のスクリーニ

ングおよびChk2キナーゼとWip1ホスファターゼの

会合動態の解析

Chk2キナーゼ新規共役分子を同定するために酵母2

3 

ハイブリッド法を用いてスクリーニングを行った。キ

ナーゼドメインを欠く Chk2遺伝子をおとり遺伝子と

して使用し，約25万コロニーのスクリーニングの結果，

Wip1ホスファターゼを同定した。

次に，会合分子として同定した Wip1とChk2の結

合部位の決定を行うため， Chk2の各種欠失型変異体

を作製し，酵母内におけるWip1とChk2の会合につ

いて解析を行った(図2)。その結果， Wip1はChk2

(SQjTQ)及び Chk2(ムKinase)と結合し， SQjTQ 

ドメイン欠失型変異体 (Chk2 (FHA)及び Chk2

(sSQjTQ))とは結合しないことから， WiplがChk2

キナーゼのSQjTQドメインを介して結合することが

示唆された。しかし， Chk2キナーゼドメインが存在

するとChk2-Wiplの結合がみられないことから酵母

内ではChk2のキナーゼドメインがWiplとの結合に

関して抑制的に働くと考えられた。

Chk2キナーゼとWip1ホスファターゼの invitro結

合解析

大腸菌に発現させ精製した野生型及び各種変異型

Chk2と野生型Wip1を強制発現させたHEK293T細

胞の抽出液を反応させ，仇 vitro共沈実験を行った。

Chk2 (WT)， Chk2 (ムFHA)及びChk2(ムKinase)

はWip1と結合するものの， Chk2 (ムSQjTQ)は結

合が認められなかった(図的。これらの結果より in

vitroにおけるChk2キナーゼとWip1ホスファターゼ

543 

SD禍LTI
X圃α-gal

SD-し:TAHI
x-α 醐gal

Chk2(WT) ト :機:剛警| 癌腫醸覇醸

Chk2(SQJTQ) 藩富田園盟

Chk2(FHA) 

Chk2(ASQJTQ) 

196 

Chk2(Akinase) 

Chk2(aFHA) 

図2 酵母内でのChk2キナーゼとWiplホスファターゼの会合解析。

pGBKT7-Chk2 (WT; SQjTQ; FHA;ムSQjTQ;ムFHA;ムKinase)及び、pGADT7-Wip1(WT)を酢酸リ

チウム法で酵母AH109株に導入し， SD-LT培地 (SDj-Leuj-Trp)で培養後，選択培地であるSD-LTAH培

地 (SDj -Leuj -Trpj -Adej -HisjX-α-ga1)にて培養した。選択培地においてChk2(SQjTQ)または Chk2

(ムKinase)をWip1と共に導入した酵母のみ増殖し青い発色が認められた。
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図 3in uitro共沈実験。 GST-Chk2 (WT;ムSQ/TQ:

ムFHA;ムKinase)及びGST蛋白質を大腸菌に発

現させ，グルタチオンビーズにより精製し， Wip 

1-Flagを発現させた細胞の抽出液と反応した。

ビーズの共沈試料と細胞抽出液 CWCL)を10%

SDS-PAGEを用いて泳動し，イムノブロットを

行った。 Wip1，GST融合蛋白質はそれぞれ抗

Flag抗体，抗GST抗体を用いて検出した。

の結合にはChk2キナーゼのSQ/TQドメインが必要で

あることが示唆された。

Chk2キナーゼとWip1ホスファターゼの m uwo結

合解析

Flag標識した野生型Wip1とGST-HA標識した野

生型及び変異型Chk2をHEK293T細胞に遺伝子導入し，

細胞を可溶化後，細胞抽出液をグルタチオンビーズと

反応させ沈降実験を行った。 inuitroの結合解析同様，

Wip1 はChk2(WT)及び Chk2(ムFHA)との共沈

が認められた(図 4)。しかしながら inuitro結合

解析と異なり， HEK293T細胞を用いた発現系では

Wip1はChk2(ムKinase)と共沈しなかった。以上の

結果より m uwoにおけるChk2キナーゼとWip1ホス

ファターゼの結合には， Chk2キナーゼ SQ/TQドメ

イン及びキナーゼドメインが必要であることが示唆さ

れた。

培養細胞にChk2(WT)または Chk2(ムFHA)を

強制発現させるとChk2のスレオニン68がリン酸化す

る。野生型のWip1はこれら 2種類のChk2分子と会

合するのみならず， Wip1の共発現により両分子のス

レオニン68リン酸化を抑制することを見出した(図 4)0• 

以上の結果よりWip1ホスファターゼがChk2のリン

酸化スレオニン68を脱リン酸化する可能性が示唆され

た。また， Chk2 (ムKinase)にはSQ/TQドメインが

(34 ) 
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..... Wip1(Wη 

..... Wip1(WT) 

..... Chk2(WT) 

..... Ch棺 (A開 A)

..... Chk2(ASQ庁Q)
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..... Chk2(Wγ} 

..... Ch陪(AFHA)

図 4Chk2キナーゼとWip1ホスファターゼの m VIVO 

結合解析。 HEK293T細胞にGST-HA-Chk2(WT; 

ムSQ/TQ;ムFHA;ムKinase)及び、pcDNA-Flag-

Wip1 (WT)遺伝子をリン酸カルシウム法で導入

した。細胞抽出液よりGST融合蛋白質をグルタ

チオンビーズにより精製し ビーズの共沈試料

(CO-ppt)と細胞抽出液 (WCL)を10%SDS-PAGE

を用いて泳動し，イムノブロットを行った O

Wip1，各GST-Chk2蛋白質それぞ、れ抗Flag抗体，

抗GST抗体を用いて検出した。また，各GST-Ch

k2蛋白質のスレオニン68のリン酸化を抗リン酸

化Chk2(Thr68)抗体を用いて検出した。

存在するにも関わらず強制発現によるスレオニン68の

リン酸化は認められなかった。

Chk2キナーゼとWip1ホスファターゼの細胞内局在

野生型Flag-Wip1及び野生型または変異型GST-H

A-Chk2をHEK293T細胞に遺伝子導入し免疫蛍光染

色を行った。その結果， Chk2 (WT:ムFHA:ムSQ/T

Q)及び‘Wip1(WT)は主に核内に，また Chk2(ム

Kinase)は主に細胞質に局在した。キナーゼ活性欠失

変異体Chk2(K249R)は核局在を示すことから(デー

タ示さず)， Chk2の核局在にはChk2のキナーゼ活性

でなくキナーゼドメインが必要であることが明らかと

なり， Chk2キナーゼドメイン内に核移行シグナルが

存在する可能性が示唆された。 Chk2(K249R)はス

レオニン68のリン酸化が認められることから(データ

示さず)，図 4の結果と合わせてChk2スレオニン68

のリン酸化にはChk2の核局在が必要であると考えら

れる。

Wip1ホスファターゼの存在は今回解析したどの

Chk2に対してもその細胞内局在に影響を与えなかっ

た(図 5)。
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図 5Chk2変異体とWiplの細胞内局在解析。 HEK293T細胞にGST-HA-Chk2(WT;ムSQ/TQ;ムFHA:ムKinase)

とpcDNA-Flag-Wipl(WT)をリポフェクション法で導入し，免疫抗体染色を行った。 Chk2，Wiplをそれぞ

れ一次抗体抗Flagマウス単クローン抗体，抗HAラット単クローン抗体，二次抗体AlexaFluor 546標識抗マ

ウス 19G抗体， Alexa Fluor488標識抗ラット 19G抗体を用いて検出した。核はDAPIを用いて染色した。
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[考察]

本研究では，酵母を用いたスクリーニング実験によ

りChk2キナーゼの共役分子としてWip1ホスファター

ゼを同定した。 仇 vitro及び m vwoにおける構造と

機能の連関解析より， Chk2キナーゼのSQ/TQドメイ

ンがWiplホスファターゼとの会合に必要であること

が明らかとなった。培養細胞にChk2，Wip1を共発現

させると， Chk2キナーゼの活性化に必須なスレオニ

ン68のリン酸化が抑制されることからWip1ホスファ

タ…ゼによるChk2キナーゼの活性制御機構が示唆さ

れた。

Chk2キナ…ゼは. 543アミノ酸残基からなる

約60KDaの核内議白質であり，構造上の特徴として

セリン・スレオニンキナーゼドメインに力日え. FHA 

ドメインならびにN末端側のSQ/TQドメインを有し

ている o FHAドメインは当初転写因子などの核内に

る蛮白質において見出された100--150アミノ酸

残基からなるドメインであり，蛋白質一蛋白質問の相

互作用，特lこリン酸化蛋白質とのリン酸化依存的な相

互作用に関与することが知られている肌却。 Wip1ホ

スファタ…ゼはFHAドメインを欠いたChk2キナ…ゼ

と会合できることから. Chk2-Wip1の結合にFHAド

メインは関与しないと考えられた。一方. SQ/TQド

メインは，癌抑制遺伝子産物p53やBRCA1にも存在

しており， ATMによりリン酸化を受ける部位である

ことが知られているお)0 Chk2キナーゼ、においては， S 

Q/TQドメイン内に存在するスレオニン68のリン酸化

に引き続き，キナーゼドメイン内の活性化ループ内の

スレオニンが自己リン酸化され， Chk2キナーゼが最

大限lこ活性化することが知られており， Chk2のSQ/

TQドメインは. Chk2キナ…ゼの活性制御部位として

機能している O 本研究よりChk2-Wip1の結合にSQ/

TQドメインが必要であることを明らかにしているが，

さらにWip1との結合及びスレオニン68リン酸化の抑

制はChk2のSQ/TQドメインのみで十分であるという

実験結果を得ている(データ示さず)。以上の結果か

ら. Chk2 SQ/TQドメインがChk2キナーゼの活性化

のみならずWip1を介した不活化にも麓要な役割安果

たしている可能性がポ唆されたο

in vitroの共沈実験において， Chk2 (ムKinase)

とWip1の結合が認められたが.in vivoのアッセイ

では結合が認められなかった。 m vwoにおいてChk

2 (ムKinase)は細胞質に局証しており(図 5)，核に

るWip1とは局在部位が異なる結果 invivo 

においては結合が認められなかったものと推測されるO

キナーゼ活性欠失変異体Chk2(K249R)は核局在を

(36 ) 

示すものの m vwoにおいては結合が認められない

(データ示さず)。このことはChk2-Wip1の結合に

Chk2のキナーゼ活性が必要であることを示唆してい

る口例えばChk2がWip1をリン酸化することにより

Wip1がChk2と結合可能になるといったようなChk2

のキナーゼ活性依存的なChk2“Wip1の結合制御が存

在する可能性がある O 酵母内においては， Chk2のキ

ナ…ゼドメインがWip1との結合に抑制的に機能して

いる凸これは invivoの結果とは逆であるもののChk

2キナ…ゼドメインがChk2嶋Wip1の結合に関与するこ

とを示唆している。

Wip1はp53依存的に発現が誘導される分子として

同定されたop53はChk2によりリン酸化を受け安定化-

j活性化することが知られており，細胞のDNA損傷応

においてもp53によりWip1が誘導され，その結果

Chk2がWipl1こより抑制を受けるというモデルが考

えられる O この負のフィードパック制御機構が， DN 

A修復後の細胞周期停止の解除等，過剰なDNA損傷

応答の抑制に関与する可能性がある。 Chk2.Wip1が

それぞれ癌抑制遺伝子産物，癌遺伝子産物として機能

していることは，このモデルと非常に良く一致してい

る。 Wip1ホスファタ…ゼによるChk2キナーゼ、の制

御機構のさらなる解析によって得られる知見はDNA

損傷応答の理解のみならず，結の発生，瀧展の分子レ

ベルでの理解に大きく貢献できるものと思われる。
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Summary 

9 

The Chk2 tumour suppressor protein is an evo1utionari1y conserved nuclear protein kinase that 
p1ays a crucia1 ro1e in the response to DNA damage.Following DNA damage，Chk2 kinase is activated 
by phosphory1ation of threonine 68 by the protein kinase ATM (ataxia-te1angiectasia-mutated). 
Activated Chk2 then phosphory1ates its downstream effectors， including the tumour suppressors p53， 
BRCAl and PML， as well as the Cdc25 phosphatases.In this study. I showed that Chk2 associates 
with the oncogenic protein Wipl (PPMID)， and dephosphory1ates threonine 68 on phosphory1ated 
Chk2. To investigate mechanisms of Chk2 inactivation by Wipl， I generated a series of truncated 
protein of Chk2. Chk2 SQ/TQ domain， including threonine 68， is necessary for Wipl binding with 
Chk2 in vitro and in vivo. Thus， it is indicated that Wipl phosphatase inhibits Chk2 activity by 
binding SQ/TQ domain of Chk2. 

(39 ) 


