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研究成果の概要（和文）： 

Cdc7 キナーゼは、複製開始に必須なキナーゼであるが、減数分裂期の組換え(遺伝的多様性を

与える)、DNA 損傷乗り越え合成(DNA の傷を修復することなくバイパスする)、DNA 複製チェッ

クポイント(複製停止したした際、最終的に複製を再開始できるための細胞応答機構)などに関

与する。これらのステップにおける Cdc7によるリン酸化の標的を同定した。又分裂酵母を用い

て Cdc7の複製開始における機能をバイパスする変異体を同定し、これらの解析から可塑性をも

つ複製プログラムの制御機構に関して新規の知見を得た。 

研究成果の概要（英文）： 

Cdc7 kinase plays critical roles in initiation of DNA replication. Additional important functions of Cdc7 

in other chromosome transactions have been suggested. This includes meiotic recombination, DNA 

damage bypass (Trans-legion synthesis), and DNA replication checkpoint and so forth. We identified 

critical substrates of Cdc7 kinase in these processes. We also identified novel fission yeast mutations that 

can bypass the requirement of Hsk1 kinase for the growth. Characterization of these mutants lead to 

identification of some of the novel mechanisms that contribute to the plastic regulation of timing and site 

selection of origin firing. 
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１．研究開始当初の背景 

Cdc7 キナーゼは複製複合体をリン酸化する
ことにより、複製開始を制御することが知ら
れているが、本研究課題申請時に、広範な染
色体機能を制御している可能性が示唆され
ていた。(1)減数分裂期の組換え開始に必須
な二重鎖 DNA切断(DSB)。(2)染色体分配ある
いは細胞分裂の過程。(3)姉妹染色分体の接
着。(4)HP1との相互作用を通じてセントロメ
ア近傍のヘテロクロマチン形成。(5)Swi1, 
Swi3, Mrc1など複製フォーク安定化因子との
相互作用を介した、停止複製フォークの安定
化ならびに、チェックポイント反応の誘導。
(6)乗り越え DNA 合成（紫外線誘導変異に関
与するから）。しかし Cdc7 のこれらの過程に
おける役割の詳細は不明であった。 
 

２．研究の目的 

上記に記載したように Cdc7 は染色体 DNA の

複製、組換え、分配、変異など多様な染色体

機能制御に関与する可能性が高い。そこで本

申請研究では、分裂酵母および動物細胞を用

いて、Cdc7のこれらの多様な制御の分子機構

を明らかにすることを目的とした。具体的に

は、（1）減数分裂期の Cdc7 キナーゼの標的

を含め、Cdc7の多様な基質を遺伝学的、生化

学的に網羅的に同定する。(2)Cdc7 の複製開

始の機能をバイパスするが染色体分離や細

胞分裂の異常は相補されないような分裂酵

母変異体、あるいは複製開始は正常であるが、

姉妹染色分体の接着あるいは細胞分裂に異

常を来しているような Cdc7変異体を探索し、

これを用いて、複製以外の機能に関与する因

子を遺伝学的に同定する。(3)Swi1, Swi3, 

Mrc1と Cdc7, MCMなどとの物理的相互作用を

in vitro で検討する。さらに Cdc7による MCM

のリン酸化や MCMのヘリカーゼ活性にこれら

の因子が及ぼす影響を検討する。(4) (1)で

同定した Cdc7 キナーゼの基質のリン酸化部

位を同定し、そのリン酸化の意義を遺伝学的、

生化学的手法で明らかにする。 

 

３．研究の方法 

分裂酵母と動物細胞を用いて相互の系の利

点を生かしつつ有機的に連携しつつ研究を

すすめる。具体的には分裂酵母での遺伝学的

アプローチにより、Cdc7 経路に関与する因子

を同定し、その機能解析を行なう。さらに、

動物細胞においてこれらの因子が保存され

た機能を有するかどうかを細胞生物学的手

法、siRNA を用いた手法、さらに重要な因子

については変異マウス、変異細胞を樹立し解

析する。リン酸化部位の同定については MASS

による解析と主に酵母における変異解析を

併用して同定する。 

 

４．研究成果 

Cdc7 の機能に関して下記の事実を明らかに

した。 

(1)減数分裂期における機能 

Cdc7活性減弱変異マウスは不妊で、生殖細胞
の発生に異常を呈する。分裂酵母においても
hsk1変異株は減数分裂に進行できず、１核で
停止する。予想に反して、hsk1変異株でも減
数分裂前DNA複製は完了していたが、組換え開
始に必須なDSB(二本鎖DNA切断)の導入が著し
く減少していた。また、ade6-M26組換えホッ
トスポットにおいて組換えに先立って誘導さ
れるクロマチン再編成が起こっていなかった。
また、これらの異常は既知のチェックポイン
ト経路には依存していない。これらの事実か
ら、Cdc7キナーゼは減数分裂期の組換え開始
を直接制御する可能性が示唆された。出芽酵
母でもCdc7は複製組換えに必要であるが、
我々はその標的のひとつがDSB導入複合体の
形成に必要なMer2タンパクであることを証明
し、そのリン酸化部位も同定した。さらに分
裂酵母における基質はRec7であることを見出
した。 
(2)複製チェックポイントにおける機能 

分裂酵母および動物細胞において複製フォ

ーク停止により誘導される Cds1 および Chk1

キナーゼの活性化が hsk1および Cdc7変異株

でそれぞれ欠損していることが明らかとな

った。動物細胞においては Cdc7 欠損下で、

複製フォーク停止に応答した ATRの活性化は

起こるが、Claspin(Mrc1 ホモログ)のリン酸

化およびクロマチン結合に異常があること

が明らかになった。分裂酵母の解析から、

Hsk1は Cdc45の chromatin loadingを介して

Checkpoint の活性化を制御する可能性が示

唆された。一方 Cdc7 はチェックポイントの

標的である可能性も明らかになった。後述の

ように Mrc1 は複製開始に先立って複製起点

に結合し、Cdc7による複製起点活性化を誘導

すると考えられるが、Cdc7 と Mrc1 の結合は

チェックポイント経路により阻害されるこ

とを示した。また Hsk1 の活性も Cds1 により

阻害されることから、Cdc7/Hsk1 は二種類の

経路でチェックポイントにより制御される

可能性を提示した。 

(3)DNA 損傷乗り越え修復における機能 
ヒト細胞において Cdc7 は Rad18 の C 端領域
をリン酸化することにより、バイパス DNAポ
リメラーゼ polの停止複製フォークへの集
合を促進する。 
(4)Rad9 を標的とした DNA損傷応答制御 



分裂酵母において Hsk1は Rad9をリン酸化し、
これにより損傷部位から Rad9 を release さ
せ、DNA修復を促進する。 
 
標的タン

パク質 

生物種 リン酸化 

in vivo  in vitro 
リン酸化の機能 リン酸

化部位 

MCM2 出芽酵母 Yes         Yes Cdc45タンパク 

質のクロマチン

への loading 

 

MCM2 分裂酵母 Yes         Yes 同上  

MCM2 カ エ ル 卵

抽出液 

NA          Yes 同上  

MCM2 ヒト Yes         Yes 同上 S26, 

S27,S40

, 

S41,S53

,S108, 

S139 

MCM4 出芽酵母 Yes         Yes 同上  

MCM4 分裂酵母 Yes         Yes 同上  

MCM4 カ エ ル 卵

抽出液 

NA          Yes 同上  

MCM4 ヒト Yes         Yes 同上 S6 

MCM6 出芽酵母  ?          Yes 同上  

MCM6 分裂酵母 Yes         Yes 同上  

MCM6 ヒト Yes         Yes 同上  

Mrc1 分裂酵母 Yes         Yes 複製チェックポ

イント活性化 

 

Claspin ヒト Yes         Yes 同上  

Mer2 出芽酵母 Yes         Yes 減数分裂期 組

換え開始、DSB形

成 

S29 お

よび他

の N 端

の S 残

基 

Rec7 分裂酵母 Yes         Yes 減数分裂期 組

換え開始、DSB形

成 

C 端領

域 

Caf-1 

p150 

ヒト Yes         Yes 複製と共役した

クロマチン形成

（PCNAとの結合） 

 

Swi6 分裂酵母 No          Yes セントロメアの

ヘテロクロマチ

ン形成、姉妹染色

分体接着 

 

Scc2 カエル No          No Cohesin 複 合体

(Scc2-Scc4 複合

体)のクロマチン

への結合 

 

Rad18 ヒト Yes         Yes DNA polhの Rad18

への結合 

S434 

Rad9 分裂酵母 Yes         Yes Rad9 の損傷部位

からの解離 

S319/S

320/T3

21 

表 Cdc7 キナーゼの基質とそのリン酸化につ
いてのまとめ。太字は本研究で明らかになっ
たもの。 
 
(5) Cdc7キナーゼの生化学的解析：活性化因
子•活性化の分子機構 
ヒトおよび分裂酵母のCdc7キナーゼは、in 
vitroにおいてspermineなどのpolyamineによ
り著しく活性化をうけることを発見した。ま
る。Cdc7上にDbf4/ASKへの結合に関与する２
個のモチーフ、DAM-1およびDAM-2を同定し、
これらはそれぞれASK上の保存モチーフ
Dbf4-motif-Mおよびmotif-Cと相互作用する
ことにより、活性をもつ複合体を形成するこ
とを見出した。また複合体形成によりATP結合
および基質認識が促進されることを発見した。 

(6)Cdc7阻害によるがん細胞死の誘導 

子宮頸癌細胞 HeLaにおいて Cdc7を減少させ

ると、CyclinB が細胞質に蓄積し、最終的に

異常な M期に進行することにより細胞死が誘

導されることを示した。また p53+細胞では

Cdc7阻害と S期障害因子を組み合わせること

により効率よく細胞死を誘導できることを

見出した。 

(7)Hsk1機能のバイパス変異 

図 1 これまでに同定された Cdc7 キナーゼの
基質とそのリン酸化が関与する染色体動態。
Cdc7は種々の基質のリン酸化を介して多様な
染色体動態を制御する。  

図 2 hsk1∆をバイパスする変異体、条件と、
それらの変異体における preRC の形成と DNA
複製開始部位のゲノムワイド解析  

preRC(潜在的複製起点)は10kbに１個くら
いの頻度で存在するが実際はその一部が初期
複製開始に使用される。しかし、mrc1Δ株や
rif1Δ株では通常使用されない部位から開始
する。一方、hsk1変異株では開始頻度が減少
する。なお、上記はHU存在下での複製開始の
シグナルである。Mrc1は初期複製開始部位に
選択的に結合する。 

 
hsk1あるいはhim1の欠損がmrc1の欠損によ

り相補されることを発見した。Mrc1-3あるい
はcds1∆もhsk1∆をMrc1は何らかの機構で複製
開始あるいは複製フォーク形成を阻害してお
り、Cdc7はその阻害を解除するために機能し
ている可能性が示唆された。実際複製中間体
の解析からMrc1は複製起点でのbubble形成を
阻害していること、またChIP解析からMrc1は
Cdc7/Hsk1に依存せずに起点に結合し、
Cdc7/Hsk1に依存して複製フォークとともに
移動することが明らかとなった。これらの結
果からMrc1は複製起点に結合し、二本鎖の開
裂に阻害的に機能しCdc7がこの阻害を解除す
る可能性が示唆された。 

遺伝学的スクリーニングにより、hsk1機能を

バイパスする変異体を網羅的にスクリーニ



ングした。その結果、テロメア結合因子 rif1

が同定された。rif1∆は hsk1∆を効率よく相補

した。rif1∆株では複製起点の大規模な脱制

御が起こっていることが示された。Rif1 はテ

ロメアのみでなく染色体アーム領域にもゲ

ノムワイドに結合する。テロメア結合は Taz1

に依存するがアーム結合が Taz1 非依存的で

ある。一方、動物細胞においても Rif1 の抑

制により複製開始部位およびタイミングの

ゲノムワイドの変化が誘導されることが示

された。さらに遺伝子発現プロファイルも影

響を受けることから、Rif1 はクロマチン構造

あるいは核内染色体ドメインを制御する可

能性が示唆された。 

(8)その他の Cdc7バイパス 

hsk1∆は 30C では生存できないが 37C では生

存できることを発見した。また、mrc1∆バイ

パス株も高温の方が生育がよかった。高温で

は複製起点の firing が促進されている。こ

のように hsk1∆のバイパスを指標に複製プロ

グラムの制御因子、条件の同定が可能である

可能性を示唆した。 
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