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研究成果の概要：真核細胞の DNA 複製ヘリカーゼである MCM 複合体に関して、次の点を明

らかにした。(1)細胞周期やチェックポイント依存的な MCM4 のリン酸化、(2)MCM4/6/7 ヘリ

カーゼを抑制する MCM2 タンパク質の一本鎖 DNA 結合能の同定、(3)MCM と相互作用する

因子と MCM2-7 間の結合様式、および(4)MCM4/6/7 を特異的に阻害する抗生物質であるヘリ

キノマイシンの同定、である。 
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１．研究開始当初の背景 
 MCM タンパク質は、様々な実験結果や観察
から、DNA 複製フォークを進行させる、複製
ヘリカーゼとして機能すると考えられてい
る。このことを支持する結果として、私は
MCM4/6/7 複合体が試験管内で２本鎖を巻き
戻す DNAヘリカーゼ活性を発揮することを見
出している。一方で、MCM2-7 なる複合体がヘ
リカーゼとして機能することを示唆する細
胞レベルの結果が報告されている。つまり、
複製ヘリカーゼの本体がどの MCM複合体であ
るのかは不明である。また、MCM ヘリカーゼ
の機能は様々な局面や要因によって制御さ
れると考えられる。そのことを支持する結果

として、MCM2-7 タンパク質が様々な他のタン
パク質と相互作用する可能性が示唆されて
いる。しかし、その相互作用の詳細は不明で
ある。 
 
２．研究の目的 
 MCM4/6/7 ヘリカーゼ活性の調節機構を理
解するために、細胞周期と DNA 複製障害依存
的に起こる MCM4 のリン酸化を明らかにする
とともに、MCM4/6/7 ヘリカーゼの活性を制御
すると考えられる MCM2 タンパク質の分子解
剖を行い、さらに MCM 相互作用因子であるク
ラスピン,Rb および TIM-TIPIN タンパク質と
MCM2-7 の直接的な結合を明らかにする。加え



て、MCM ヘリカーゼの特異的な阻害物質を同
定するために、DNA ヘリカーゼを阻害するこ
とが知られているヘリキノマイシンの
MCM4/6/7 ヘリカーゼに対する感受性を、他の
様々な酵素の感受性と比較することで、ヘリ
キノマシンの MCMヘリカーゼ阻害剤としての
可能性を追求する。 
 
３．研究の方法 
 MCM4 のリン酸化については、アミノ末端領
域における部位特異的なリン酸化抗体を用
いて、DNA 複製チェックポイント作動時や細
胞周期特異的に起こるリン酸化を調べた。ヒ
ト MCM2 タンパク質の構造ドメインを決定す
るために、小麦胚芽液を用いた無細胞タンパ
ク質合成系で全長のヒト MCM2 タンパク質を
発現させた。精製した MCM2 タンパク質を、
タンパク質分解酵素であるトリプシンによ
り限定的に分解させ、生じた分解断片の由来
を、アミノ末端からのアミノ酸配列の分析に
よって確定した。このようにして決定した
MCM2 の構造ドメインの情報を基に、MCM2 の
各部分断片を、小麦胚芽系により合成した。
それらの断片の生化学的な性質（MCM4/6/7 ヘ
リカーゼ阻害活性、一本鎖 DNA 結合活性、お
よび MCM4/6/7 複合体形成の阻害活性など）
を調べた。MCM4/6/7 のヘリカーゼ活性は、環
状の一本鎖 DNA に相補的に結合した 17 マー
オリゴヌクレオチドを、ATP 依存的に剥がす
能力によって測った。 
 ヘリキノマイシンに対する MCM4/6/7 ヘリ
カーゼの感受性を調べる実験で、本薬剤の他
の酵素活性に対する効果を調べた。その酵素
には、ヒトDNA合成酵素α,プリマーゼ、Werner
ヘリカーゼ、RECQL4 ヘリカーゼ、および一本
鎖 DNA結合タンパク質(RPA)などが含まれる。
DNA 合成酵素αの活性は、DNaseI 処理した活
性化 DNA を鋳型プライマーとして用い、プリ
マーゼの活性は、polydT を鋳型として用いて
測定した。ヘリキノマイシンのヒト細胞 DNA
複製に対する影響は、BrdU の細胞 DNA への取
り込みへの効果を調べることにより決定し
た。DNA 中の BrdU は、特異抗体を使った免疫
染色法によって検出し、その蛍光の程度を定
量化することにより阻害効果を表した。 
 複製タンパク質間の相互作用を調べるた
めに、２つのタンパク質を夜盗蛾由来細胞で
共発現させ、片方のタンパク質を、特異抗体
を用いて免疫沈降させる実験で、もう一方の
タンパク質が共沈降するかどうかで結合を
判定した。 
 
４．研究成果 
(1)細胞周期やチェックポイント依存的な
MCM4 のリン酸化 
 
 ヒトやマウスの MCM4 のアミノ末端領域

にはサイクリン依存性キナーゼによってリ
ン酸化される部位が、少なくとも６カ所存在
する。我々は、これまでに、それらの部位特
異的なリン酸化を認識する抗体を用意して
いる。一方で、MCM4 が、DNA 合成を阻害
した時に作動する DNA 複製チェックポイン
ト系でのリン酸化の基質になることを見出
している。この状況で、DNA 複製チェック
ポイント作動時や通常の細胞周期進行時で、
６カ所の内、どの部位のリン酸化が優先的に
起こるのかを検討した。その結果、表１に示
すように、７、１９、３２，５４、および１
１０位のリン酸化は細胞周期の M 期に優先
的に起こるが、その内５４位のリン酸化は、
CDK 以外のキナーゼが関与すると考えられ
た。７、１９、および１１０位のリン酸化は
チェックポイント作動時に特に亢進した。そ
れらの部位でのリン酸化は、正常細胞に比べ
がん細胞において減少が見られ、方や、細胞
老化に伴って増加したことから、細胞増殖と
負に相関すると言える。よって、これら部位
（７、１９、および１１０位）での MCM4
のリン酸化は、細胞増殖や DNA 複製に対し
負に機能すると考えられる。一方で、クロマ
チン結合性の MCM4 でこれら部位でのリン
酸化が亢進していることから、CDK は、ク
ロマチン上の MCM4 を、これら部位でリン
酸化することで、MCM 機能を抑制すること
が考えられる。このように、MCM4 の部位特
異的なリン酸化が数種の異なる機能を果た
すことを示唆したのは、本研究が初めてであ
る。今後さらに詳細な研究が求められる。 

表１．MCM4 の部位特異的リン酸化の動態 
 各指標において、各部位でのリン酸化の度
合いを、-, +/-, +, ++で表した。 
 
(2)MCM4/6/7 ヘリカーゼを抑制する MCM2
タンパク質の一本鎖 DNA 結合能の同定 
 
 ヒト MCM2 の構造ドメインを明らかにす
る目的で、ヒト MCM2 をトリプシンで限定
的に分解した。分解断片を、それらのアミノ
末端側からの配列決定により、同定した。そ
の結果、図１にあるように、主に３つのドメ
インから構成されることが明らかになった。



それは、1-147(#6-1), 148-677 (#1),そして
678-895(#4)である。この構造情報を基に、
様々な MCM2 断片を合成し、精製したものに
ついて、MCM4/6/7 ヘリカ−ゼ阻害活性、一本
鎖 DNA 結合活性および T抗原ヘリカーゼ阻害
活性などを調べた。その結果をまとめたもの
を図１に示す。カルボキシ末端領域に
MCM4/6/7 ヘリカーゼ阻害活性が認められた。
この断片は、T 抗原ヘリカーゼも阻害するこ
とから、MCM に直接的に作用しない機構によ
ってヘリカーゼを阻害することが考えられ
る。このことと矛盾しない結果として、この
断片自身に、一本鎖 DNA に結合する活性が認
められた。おそらく、この断片は、DNA ヘリ
カーゼ基質の一本鎖 DNA領域に結合すること
で、結果的に MCM4/6/7 ヘリカーゼの DNA 上
での移動を阻害することが考えられる。この
MCM2の一本鎖DNA結合活性の生理的な意味に
ついて以下のとおりである。DNA 複製フォー
クにおいて、MCM2 が鋳型 DNA 上のヒストンの
複製後 DNA への再結合に機能する。その反応
時に MCM2 は、フォーク部分の一本鎖 DNA と
相互作用する必要がある。その時に、カルボ
キシ末端領域の一本鎖 DNA結合活性が機能す
る可能性が考えられる。今後は、上記の可能
性を含めて、MCM2 の一本鎖 DNA 結合活性の生
理的な役割を検証する必要がある。 

 
図１．ヒト MCM2 タンパク質の構造ドメイ
ンと MCM2 断片の生化学的機能 
 全長のMCM2内のZnフィンガーやAAA+
ファミリーの保存されたモチーフが上部に
記されている。MCM2 各断片のヘリカーゼ阻
害活性、一本鎖 DNA 結合活性および MCM4
結合能の度合いが、-, +/-, +, ++によって示さ
れている。 
 
(3)MCM と相互作用する因子と MCM2-7 間
の結合様式 
 
 MCM ヘリカーゼの機能制御機構を明らか
にする目的で、MCM との相互作用が示唆さ

れている各種タンパク質と MCM2-7 タンパ
ク質間の直接的な結合の有無と、結合の特異
性を、組換えバキュロウイルスを使った昆虫
細胞内での共発現実験と引続く免疫沈降実
験から調べた。各タンパク質は基本的に、
HeLa 細胞の mRNA から RT-PCR 法によっ
てクローニングしたものを基に、発現系を構
築した。 
 DNA 複製チェックポイント作動時に、複
製フォークの構造を維持する機能を持ち、
MCM の機能を制御すると考えられる TIM
と TIPIN の両タンパク質は MCM2 を除く
MCM3-7 のすべてに結合性を示した（表２）。
一方で定性的な実験ながら、同じチェックポ
イント機能をもつ Claspin は MCM6 との結
合性のみが認められた。細胞周期制御機能を
もつ Rb と p27 は MCM7 との相互作用が示
唆されている。Rb は MCM3 と強く結合する
とともに、MCM6 と MCM7 との結合も検出
された。一方で、p27 は、どの MCM とも結
合性を示さなかった。ここで同様な条件下で、
MCM2とヒストンH3との結合性が確認され
ている。この実験結果から、様々な MCM 相
互作用因子は、独特な結合の特異性を有する
ことが言える。このような結合を通じて、
MCM 機能が制御されることが考えられる。
今後は、本研究で見出した、結合の特異性に
ついてさらに検討するとともに、それが、ど
のようにMCM機能の制御に繋がるのかを明
らかにする必要がある。そのことで、MCM
ヘリカーゼ制御の分子機構が最終的に理解
される。 

表２．MCM 相互作用因子と MCM2-7 タンパ
ク質との結合 
 組換えバキュロウイルスを用いて、MCM
相互作用因子と各MCMタンパク質を昆虫細
胞で共発現させ、免疫沈降実験で両タンパク
質の結合性を調べた。結合の強さの度合いを、 
-, +/-, +, ++によって示した。ND: 未決定。 
 
(4)MCM4/6/7 を特異的に阻害する抗生物質
であるヘリキノマイシンの同定 
 
 ヘリキノマイシン(HQ)はヒト細胞中の一
種の DNA ヘリカーゼを阻害し、ヒト細胞



〔雑誌論文〕（計７件） DNA 複製を阻害することが分かっている抗
生物質である。DNA複製に対するHQの50%
阻害濃度(IC50)は、1-3 μg/ml である。このこ
とは HeLa 細胞 DNA への BrdU の取り込み
に対する HQ の効果を、蛍光顕微鏡で測定す
る実験からも確かめられた。HQ の DNA 複
製阻害における標的タンパク質を明らかに
する目的で、MCM4/6/7 ヘリカーゼを含む
様々な酵素に対する HQ の効果を調べた（図
２）。その中には、ヒトの DNA 合成酵素α/
プリマーゼ複合体、RPA、Werner ヘリカー
ゼ、RECQL4 ヘリカーゼおよび SV40T 抗原
ヘリカーゼである。MCM4/6/7 ヘリカーゼが
最も HQ に感受性が高く、IC50は 2.4 μg/ml
であった。他の酵素では、DNA 合成酵素αの
感受性が高く、その IC50は 6.5 μg/ml であっ
たが、その他の酵素については、HQ にほと
んど抵抗性であった。以上のことから、DNA
複製阻害に対する HQ の標的として、MCM
ヘリカーゼや DNA 合成酵素が考えられる。
MCM4/6/7のATP分解活性を一本鎖DNA存
在下に測定した時のみHQの阻害効果が認め
られたことから、HQ は MCM4/6/7 複合体と
一本鎖 DNA との相互作用に影響を与えるこ
とが考えられる。今回の結果は、DNA 複製
研究におけるHQの有用性を提示するととも
に、HQ が抗がん物質として利用される場合
の分子的な基盤情報を与える。今後は、細胞
内でのHQとMCM複合体の関係性をより明
確にするとともに、HQ の DNA 複製への効
果をより詳細に調べる必要がある。 
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