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研究成果の概要（和文）：	 DNA複製にともなって染色体構造の基盤が構築される。その中心
的役割を持つ複製フォーク複合体の構築原理、機能動態の解明をヒト細胞および古細菌（アー

キア）を材料にして行った。その結果、ヒト細胞の複製クランプ PCNA、そのローダー因子
RFC、およびそれらのパラログ複合体の相互作用因子を同定し、複製と染色体恒常性維持機構
との共役機構について新しい知見を得た。またアーキアの特性を活用し、アーキア由来の複製

関連因子の生化学的、構造生物学的研究を行い、複製フォークの進行時と異常時の修復の分子

集合を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The core structure of chromosomes is organized during DNA 
replication. We have studied assembly and dynamics of the replication fork complex of 
human and archaeal cells. We identified novel proteins from human cells, interacting with 
replication clamp PCNA, loader complex RFC and their paralogs. These results will 
provide new insights on coupling between DNA replication and maintenance of genome 
integrity. We also studied structures and functions of archaeal replication proteins, and 
demonstrated molecular assemblies of the replication fork during progression and upon 
DNA damage response.  
 
交付決定額 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	 計 
２００５ 年度 25,600,000	 0	 25,600,000	 

２００６年度 28,800,000	 0	 28,800,000	 

２００７年度 27,200,000	 0	 27,200,000	 

２００８年度 27,200,000	 0	 27,200,000	 

	 ２００９年度 27,200,000	 0	 27,200,000	 

総	 計 136,000,000	 0	 136,000,000	 

 
専門分野：分子生物学、生化学 
領域名称：517	 染色体サイクルの制御ネットワーク 
研究項目：A02  染色体の恒常性維持と変動 
キーワード：複製フォーク、複製装置、DNA損傷、染色体、クランプ、ATPase 
 
１．研究開始当初の背景	 
	 複製フォーク複合体の構成因子について、
その中心となる PCNA をはじめとして、多く

のものが複製のチェックポイント応答、DNA
修復、組換え、染色体接着等に直接関与する
ことが明らかになってきた。この観点から、
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染色体の複製のみならず、染色体の恒常性維
持からその分配に至るまでの多くの反応が、
形成された複製フォーク複合体を起点とし
て進行することが予想された。そこで染色体
の動態についての新たな機能的共役を見出
すこと、また、より細胞内の機能状態に近い
複製フォーク複合体像の理解に結びつく研
究の重要性が高まっていた。	 
	 
２．研究の目的	 
	 複製フォーク複合体は形成後も高い柔軟
性をもって、たえず直面する DNA 傷害、染色
体構造に対応して多様な動態を取る。この複
合体の柔軟な変換は、複製開始制御、チェッ
クポイント応答、DNA 修復、組換え、染色体
分配系の確立と直結し、複製と染色体サイク
ル反応過程での染色体構造の恒常性を維持
する過程との共役点としてとらえられる。本
研究では複製フォークの多様な動態の分子
機構を明らかにすることを目的にして、共通
した複製装置の基本特性を持ちながらも研
究手法の異なるヒト細胞と古細菌を材料と
する研究を平行して進める。これをもとにし
て多面的に複製因子 PCNA とそのローダー複
合体、DNA	 ポリメラーゼを中心として形成さ
れる機能的複製フォーク複合体の再構築を
行い、その構築原理を解明する。	 
	 
３．研究の方法	 
A) 複製と染色体接着の連係因子の機能解析	 
	 ヒト PCNA ローダーの特異性を決める因子
および Ctf18/PCNA 系の特異的 DNA ポリメラ
ーゼの活性の精製を行い、精製の進んだ標品
に含まれるタンパク質を質量分析で同定す
る。同定された Ctf18/PCNA 系の特異性因子、
特異的 DNA ポリメラーゼの組換えタンパク
質を発現、精製し、その相互作用因子の検索、
細胞内挙動の解析を行い、複製因子と染色体
接着因子の機能連係を明らかにする。	 

B) ヒトローダー複合体、DNA ポリメラーゼ複
合体、ヘリカーゼ複合体結合因子の網羅的
検索と結合因子の機能解析	 
	 タグ付加したローダー、DNA ポリメラーゼ、
MCM ヘリカーゼ各複合体をヒト細胞で発現
させ、機能型複合体を単離する。これら複合
体の生化学的活性の解析を行うとともに、質
量分析、immunoblotting により相互作用因
子を網羅的に同定する。これにより複製フォ
ーク複合体の核となる構成単位の機能実体、
複製フォークの機能制御のネットワークの
全容を明らかにする。	 

C)	 PCNA のユビキチン化およびチェックポイン
トクランプ 9-1-1 のリン酸化による機能変
換の解析	 
	 試験管内 PCNA クランプのユビキチン化，
Rad9-Hus1-Rad1 クランプのリン酸化系を作
成し、それら修飾特異的な機能特性、結合因

子との結合性の違いを解析し、DNA 損傷応答
時のクランプ分子の役割を解明する。	 

D) 古細菌のPCNAおよび組換え修復関連タンパ
ク質の機能連係ネットワークの解析	 
	 古細菌の複製と修復の共役系を明らかに
するため、PCNA および Hjc、Hjm、Hef など
の組換え修復関連タンパク質と相互作用す
るタンパク質の網羅的検索を行う。また
PCNA、Hjc,	 Hjm,	 Hef	 および同定された相
互作用因子を用いて複製フォークの超分子
複合体を再構築し、複製と組換え修復タン
パク質の機能的連係およびの複製フォーク
複合体の構造生物学的解析を行う。	 
	 
４．研究成果	 
	 ヒト（釣本）および古細菌（アーキア：石
野）を材料にして、機能的複製フォーク複合
体の構築原理、機能動態の解明を進めた。	 
（代表者：釣本）	 
	 ヒト細胞の染色体サイクルにおける複製
フォーク複合体の集合と柔軟な機能変換の
しくみの理解を目的にして、複製クランプ
PCNA、そのローダー因子 RFC、およびそれら
のパラログの機能解析を行い、複製とチェッ
クポイント応答、DNA 修復、染色体分配など
の染色体恒常性維持機構との共役機構の解
明を進めた。	 
	 まずヒト細胞から染色体接着ローダー
Ctf18-RFC に特異的に促進される DNA ポリメ
ラーゼの検索を行ない、損傷乗り越え合成に
関与する polηを見出した。さらに polηが、
RFC および Ctf18-RFC と直接相互作用し活性
制御を受けることを明らかにした。このこと
により、複製フォークにおいてローダー複合
体は単なるクランプ装着因子ではなく関係
する DNA ポリメラーゼの切換え機能を持つと
いう新しい概念を導いた（JBC,	 282,	 20906）。	 
	 さらに RFC,	 Ctf18,	 Rad17 結合タンパク質
を網羅的に解析し、ヒト Ctf18－RFC と DNA ポ
リメラーゼεの特異的相互作用を見出し、そ
の結合領域を明らかにした。またこれらロー
ダーと MCM、RPA の複製フォーク構成因子の
結合について、組換えタンパク質を使った結
合実験で確認し、ローダーとこれら因子間の
直接の相互作用を明らかにした。以上より、
真核生物の複数のローダーは複数の因子と
相互作用し、複製フォークと関連反応の機能
共役の上で、主要な制御因子としての役割を
持つことが示された。	 
	 また複製フォークと共役する反応として、
チェックポイント応答系に着目し、チェック
ポイントクランプ 9-1-1 について解析した。
まずその結合因子の解析から、構成因子 Rad9
のC末領域のリン酸化をカゼインキナーゼII
（CK２）が行うことを見出した。さらに CK
２によるリン酸化が 9-1-1 と TopBP1 の結合
に必須で、そのリン酸化部位が DNA 損傷応答



に重要であることを明らかにした。以上より、
9-1-1 クランプの特定のリン酸化が、複製と
チェックポイント応答の共役に重要である
ことが示された(Genes	 Cells,	 in	 press)。	 
（分担者：石野）	 
	 アーキアの特性を活用し、アーキア由来の
複製関連因子の生化学的、構造生物学的研究
を行い、複製フォークの進行時と異常時の修
復の分子機構理解を進めた。	 
	 まず複製フォークの構築と再編において
中心的な位置にあるアーキア PCNA と DNA リ
ガーゼ、ウラシル DNA グリコシラーゼ,AP エ
ンドヌクレアーゼの結合の解析から、従来の
PCNA 結 合タンパク質に見られる PIP	 
box(PCNA	 interaction	 protein	 box)の共通
性から外れた新たな相互作用様式を発見し
た	 (JBC,	 281,	 28023,	 JBC,	 283,	 24185,	 NAR,	 
37,	 6439)。また、これらの PCNA 結合タンパ
ク質について、PCNA,および DNA を含んだ三
者複合体の構造解析を行って、複製時のラギ
ング鎖合成過程、塩基除去修復過程の詳細な
分子機構のモデルを提唱した(PNAS,	 106,	 
4647,	 NAR,	 37,	 6439)。さらに、アーキアか
ら GINS 複合体を同定し、その機能解析を行
った。この GINS は in	 vitroにおいて MCM ヘ
リカーゼの活性を促進することを示した
(JBC,	 283,	 1601)。	 
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