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研究成果の概要（和文）：遺伝情報を担う染色体 DNA は、一度の細胞分裂に一度だけ複製
されるよう、細胞の分裂周期により厳密に制御されている。これはタンパク質をリン酸化

する酵素、サイクリン依存性キナーゼ（CDK）が染色体 DNAの複製の開始を制御してい
るためである。我々は出芽酵母を用いて、CDK が Sld2 と Sld3 タンパク質をリン酸化し
Dpb11 タンパク質に結合させることにより、DNA の複製を開始させることを明らかにし
た。またこの結合により複製が開始する機構の一端を解明した。 
 
研究成果の概要（英文）：Chromosome DNA replication is strictly regulated by the cell 
division cycle, so that chromosome DNA replicates once per cell cycle. This is mainly 
because the cyclin-dependent protein kinase (CDK), a protein phosphorylating enzyme, 
regulates the initiation step of chromosome DNA replication. Using budding yeast, we 
revealed that CDK phosphorylates Sld2 and Sld3 proteins, both phosphorylated 
proteins bind to the Dpb11 protein and these bindings promote DNA replication. We 
also found a clue how these bindings function for the initiation of DNA replication. 
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１．研究開始当初の背景 
真核生物染色体の DNA 複製機構には未だに
明らかでない部分が多い。最も単純な真核生

物である酵母では、2003 年の我々による
GINS 複合体の報告により、全ての複製因子
が見つかり、それらの分子機作の解明がその
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後の課題とされてきた。特に複製の開始は細
胞周期により厳密に制御されており、真核生
物特有の制御機構があるものと考えられた。
真核生物の染色体 DNA 複製の開始領域には、
複数の因子が集合し、DNA合成を開始する。
我々が同定・分離した複製因子 , GINS, 
Dpb11, Sld2, Sld3はこの複製開始領域に結
合し複製開始に関与していることが推察さ
れた。また、複製開始に必須であるサイクリ
ン依存性キナーゼ（CDK）の複製開始での基
質の１つが Sld2であり、CDKによりリン酸
化された Sld2が Dpb11と結合することが複
製開始に必須であることを示していた。しか
し、Sld2のリン酸化型変異を細胞に導入して
も、CDK活性がなければ複製は開始しない。
従って、複製開始に関与する CDK 基質が
Sld2 以外にあるものと思われた。さらに、
Dpb11 は複製のみではなく細胞周期チェッ
クポイントに関与していること、また新たに
我々が分離した複製因子 Sld7の欠失株では、
細胞分裂阻害剤に感受性になり、複製以外で
の機能を示唆するものであった。 
 
２．研究の目的 
１）CDK キナーゼによる複製開始制御機構
の解明。 
染色体複製開始がＳ期に一度だけおこるに
は、CDK による巧妙な制御が必要である。
Sld2の CDKによるリン酸化が、複製開始に
必須であることを示したが、これ以外にも未
同定の CDK 基質が複製開始を促進している
と考えられた。そこで、遺伝的手法を駆使し
て新たな CDK基質を見出し、CDKによる複
製開始の全容を解明することを目指した。さ
らに、CDK によるリン酸化がどのような反
応を制御しているのかを明らかにすること
とした。 
 
２）複製因子の複製以外の機能。 
Dpb11 は複製の開始とチェックポイントに
関与している。また最近我々が Dpb11 と遺
伝的相互作用がある因子として新たに分離
した Sld7 は、核と中心体に局在するため、
細胞分裂に関与することが示唆された。そこ
でこれら因子の機能を複製に限らず広く調
べ、複製因子と他の細胞周期との関連を明ら
かにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
１）CDK キナーゼによる複製開始制御機構の
解明。	 
Sld2 のリン酸化型変異（CDK によるリン酸化
可能部位の S/T を D に変えたもの）は野生型
と置き換えることは出来るが、CDK 活性なし
に複製を開始させることは出来なかった。こ
のことは、Sld2 以外にも CDK の正の制御が働
いていることを示している。CDK の活性に依

存せず複製を開始することができれば、細胞
周期と DNA 複製が同調せず、染色体 DNA 量が
変動し、致死になることが予想された。そこ
で、sld2のリン酸化型変異と組み合わせると
細胞が致死になる変異をスクリーニングす
ることにより、新たな CDK 基質を見出すこと
にした。	 
	 	 また上述の手法とは独立に、遺伝的に同
定した CDK 基質候補タンパク質のリン酸化可
能部位の変異を作成し、細胞増殖能がなくな
るものを探した。	 
	 	 さらに、リン酸化 Sld2 が Dpb11 と結合
することにより何が起きているのか、in	 vivo
および in	 vitro で結合を調べた。	 
	 
２）複製因子の複製以外の機能。 
細胞周期チェックポイントにも関与する
Dpb11 と結合するタンパク質を in	 vivo から
部分精製し、同定を試みた。	 
	 	 新たに分離した Sld7 については、相互
作用する因子を捜すとともに、欠失株の性質
を調べることにより、機能を推察した。	 
	 
４．研究成果	 
１）CDK キナーゼの複製開始に於ける基質の
同定。	 
既に CDK の基質として同定していた Sld2 の
リン酸化型変異（Sld2-11D）と同時に発現す
ると致死になる変異とし JET1（Jumping	 CDK	 
essentiality	 with	 Sld2[two]-11D）変異を
分離した。JET1は複製に関与する CDC45遺伝
子の優性変異であった。Sld2-11D と Jet1 を
同時に持った細胞は予想通り CDK 活性がなく
ても複製を行う。さらに、一度の細胞周期に
複数回の DNA 複製が起こっていることも分か
った。これは CDK が複製開始を誘導するとと
もに重複した複製開始を抑えることを意味
している。	 
	 	 Cdc45 タンパク質には CDK リン酸化部位
が複数あるが、それらの部位を非リン酸化型
（アラニン置換）にしても染色体 DNA 複製は
起こり、細胞は増殖する。従って、JET1変異
が Cdc45 に起こったにも関わらず、Cdc45 は
CDK の複製に必須な基質ではない。	 
	 	 我々はこの遺伝学的解析と平行して、複
製因子の CDK リン酸化部位に変異を導入した。
１２個の CDK リン酸化モチーフを持つ Sld3
のリン酸化部位のセリン・スレオニンをアラ
ニンに変えたところ細胞は致死となった。さ
らに必須なリン酸化部位を限定すると、
Thr600 と Ser622 を同時にアラニンに置換し
たときにのみ細胞が致死になることが分か
った。そして、このリン酸化により Sld3 は
Dpb11 と結合することが明らかになった。
Dpb11 は４つのタンデムに並んだ BRCT（BRca1	 
C-Terminal	 repeat）ドメインを持ち、前述
の Sld2 はリン酸化されると C 末の一対の



BRCT ドメインに結合する。リン酸化された
Sld3 は Dpb11 の N 末の一対の BRCT ドメイン
に結合した。Sld3 は Cdc45 と結合することを
我々は以前に報告しており、Jet1 との関係を
調べた。その結果、Thr600 と Ser622 をアラ
ニンに置換した sld3変異でも Jet1 を同時に
持つ細胞は増殖することができた。これは
Jet1 により、Sld3 のリン酸化によらず Dpb11
と Sld3 の結合が起こるようになったためで
ある。この詳細な機構はまだ分からない。	 
	 	 以上のことから我々は、出芽酵母では
CDK が Sld2 と Sld3 をリン酸化し、これらが
Dpb11 タンパク質に結合することが複製開始
に必須で且つ十分であると結論した。これは
CDK による複製開始の機構を初めて明らかに
したものである。	 
	 	 一方、Sld2 と Sld3 のアミノ酸配列から
は、高等真核生物に対応する因子を見つける
ことは出来ない。しかし、BRCT ドメインを８
個持つ高等動物の TopBP1	 /	 Mus101	 /	 Cut5
が、Sld2、Sld3 の結合する Dpb11 と同じよう
に複製開始に働くことが分かってきている。
また、TopBP1 と結合し Sld2 と部分的に相同
領域を持つ RecQL4 も Sld2 の高等動物版であ
ろうと考えられている。さらに最近の研究か
ら、Sld3 の機能に対応する TopBP1 結合タン
パク質として Treslin/Ticrr,	 GEMC1,	 DueB
が報告されており、これら全部あるいは一部
が Sld3 と同じ機能を高等動物で担っている
と考えられる。このように、酵母だけでなく
高等真核生物に於いても、我々が明らかにし
てきた機構と同様な機構が働いていること
が示唆されている。今後の更なる研究により
この機構が真核生物一般に受け入れられる
ことを期待している。	 
	 
２）Sld2 の CDK によるリン酸化機構。	 
前述のように Dpb11 の C 末のタンデム BRCT
ドメインには Sld2 が結合する。この結合に
は Sld2 の Thr84 がリン酸化されることが必
須であることが分かった。Sld2 は CDK による
リン酸化モチーフを１１個持つ。そして、
Thr84 をアラニンに置換した変異を持つ細胞
は致死になる。しかし、Thr84 はそのまま、
他のリン酸化部位を複数個アラニンに置換
すると細胞が致死になるものがある。この際、
Thr84 をリン酸化型のアスパラギン酸（D）に
置換すると、たとえ残り１０個のリン酸化部
位をアラニンに置換しても細胞は増殖する。
このことは、Thr84 のリン酸化が他の部位の
リン酸化の影響を受けていることを示唆す
る。また、精製した Sld2 タンパク質を CDK
キナーゼにより in	 vitro でリン酸化し、個々
のリン酸化部位のリン酸化を認識する抗体
を用いて調べると、Thr84 のリン酸化が最後
に起こることが分かった。さらに Thr84 周辺
のアミノ酸配列を CDK ではなく DNA 依存性キ

ナーゼによりリン酸化される配列に換え、
Thr84 のリン酸化を調べると、CDK キナーゼ
により他の CDK 部位をリン酸化させたものだ
けが、DNA 依存性キナーゼによりリン酸化さ
れた。細胞内に於いても、Thr84 以外の CDK
リン酸化部位を複数アラニンに置換したも
のでは Thr84 のリン酸化は検出できない。こ
れらのことは、Thr84 以外の CDK によるリン
酸化がまず起こり、これらのリン酸化により
初めて Thr84 が CDK によりリン酸化されるよ
うになることを意味している。	 
	 	 この機構は、CDK 活性が一定量を超えな
いと複製を開始させないスイッチの働きを
していると考えることができる（図１）。複
製開始領域には、CDK 活性の低い M 期後期か
ら G1 期に pre-RC（pre-Replicative	 Complex）
が形成される。CDK が G1 期後期に活性化され
ると、この pre-RC の形成された複製開始領
域へ複製因子が集合して複製が開始する。そ
して複製の開始された複製開始領域から
pre-RC は消失する。一方、pre-RC の構成因
子は CDK によりリン酸化されて、再度 pre-RC
の形成が出来ないように制御されている。従
って、低い CDK 活性では複製を開始せず、ま
ず十分に pre-RC 構成因子をリン酸化し重複
して複製が起こらないようにしてから複製
を開始するようになっていると考えられる。
この機構が複製開始に同調性を与え、S 期の
時間を調整するのではないかというシステ
ム生物学による他のグループの研究も報告
されており、今後の研究の発展が期待される。	 

	 
図１	 Sld2	 Thr84 のリン酸化と CDK 活性	 
	 
３）Dpb11 とリン酸化 Sld2 の結合により起こ
る複製開始反応に必要な複合体の形成。	 
Dpb11,	 Sld2,	 Sld3 の CDK によるリン酸化に
依存した結合が複製を開始させる機構の全
貌は未だに分からない。しかし、Sld2 と Dpb11
の結合が pre-Loading	 Complex	 (pre-LC)の形
成を介して複製開始に寄与していることを
明らかにした。即ち、in	 vivo 及び in	 vitro
のタンパク質複合体の解析から、Dpb11 とリ
ン酸化 Sld2 の結合に依存して Dpb11,	 Sld2,	 
Polε,	 GINS を含む複合体 pre-LC が形成され
ることを示した。この pre-LC は、複製開始



領域に結合することなく形成される。Sld3 は
S期初期に活性化する複製開始領域にはG1期
から結合するので、染色体上の Sld3 が CDK
によりリン酸化され、Dpb11 を介して CDK 依
存的に形成した pre-LC と結合するというモ
デルを提案した（図２）。複製フォークにお
いては、Cdc45,	 Mcm,	 GINS が CMG 複合体を形
成し、DNA ヘリカーゼとして働く。Mcm、Cdc45
はともに G1 期に複製開始領域に結合するの
で、CDK 依存的に形成した pre-LC は GINS を
複製開始領域に呼び込む働きをし、CMG 形成
を促進していると考えている。	 

図２	 CDK リン酸化による pre-LC の形成	 
	 
	 	 今後この pre-LC がどのように複製開始
領域に結合するのかを明らかにする必要が
ある。特に、現在のモデルである複製開始領
域上 Sld3 を介した結合が実際起こるのか、
Sld2,	 Sld3 と Dpb11 の結合の機序等は重要な
課題となる。	 
	 
４）複製因子の複製以外での機能	 
Dpb11 と結合する因子の検索は困難を極め、
新たな因子の発見には繋がらなかった。他の
研究グループからチェックポイントキナー
ゼである Mec1 の活性化部位が Dpb11C 末にあ
ることが示されたが、この部位の変異を持つ
細胞の表現型は曖昧で、今後も解析を続ける
必要がある。	 
	 	 一方、Sld3 は細胞内では新規因子 Sld7
との複合体として存在することを見いだし
た。Sld7 は細胞の増殖に必須ではないが、
Sld7 を欠失すると S 期の開始が遅れ、複製阻
害剤であるヒドロキシ尿素に感受性になる。
そして、Sld7 欠失株では Sld3 の量が減少し
ていた。また、CDK 活性化に伴って複製開始
領域に結合する GINS の結合も変化する。こ
れらのことから、Sld3 の構造が Sld7 の結合
により変わっているのではないかと考えて
いる。さらに、Sld7 欠失株では微小管重合阻

害剤であるノコダゾールにも感受性を示す。
この感受性は Sld3 量を増加して複製が野生
株と同じレベルで起こる状態にしても、完全
には消失しない。従って、Sld7 が Sld3 を介
さず細胞分裂に関与している可能性もある
が、現段階では明らかではない。今後の解析
が必要である。	 
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