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研究成果の概要：動物細胞のゲノム一次元上、 時間的、 空間的でのプログラムを解明するため

に、分裂酵母および動物細胞を用いて複製起点の局在や活性化タイミングの解析を行なった。そ

の結果動物細胞において複製タイミングの境界領域を同定し、転写因子、核骨格結合因子である

SATB1 がこれに関与することを明らかにした。また複製開始を制御する Cdc7 キナーゼは MCM の

リン酸化を介して Cdc45 の MCM への結合を促進することを明らかにした。さらに、

Cdc6,ASK,CycliA,CycinBの高発現が ES細胞特有の細胞周期進行を可能にしている可能性を発見

し、その発現の制御を担う Emi1 を同定した。また分裂酵母を用いその Cdc7 ホモログ Hsk1 遺伝

子のバイパス変異体の解析から、複製開始を負に制御する因子 Mrc1,Bsk2を同定するとともに、

複製開始に影響をあたえるその他の要素あるいはクロマチン構造の影響を発見した。これらの発

見は複製プログラムの遺伝的制御と可塑性の分子基盤に新しい洞察を与えた。 
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１．研究開始当初の背景 
動物細胞のゲノム複製は、ゲノム上に散在す
る複製起点から開始する。ゲノム上のどこか
ら、(S 期内の)いつ、どのようにして複製が
開始するかについては、特定の細胞において
は geneticalに、あるいは epigeneticalに規
定される。我々は、これを複製プログラムと
名付け、これを解明することを本研究の目的
とする。長大な動物細胞染色体の複製は、複
数のレベルで厳密に制御される。それらは、
(1)複製開始領域の選択における制御、(2)S
期内での複製開始時期の決定の制御、(3)細胞

周期レベルでの包括的な制御、(4)他の細胞周
期事象との連係の制御、(5)核内での空間的な
位置制御、などである。動物細胞では、複製
因子の発現制御様式、S 期の長さ、複製阻害
に対する細胞応答など、細胞型によって異な
っており、複製制御の機構に多様性があるこ
とが示されつつある。複製プログラムは、遺
伝的に規定されるとともに、発生分化の過程
あるいは外界の環境にも応答して変化する可
塑性を有する。しかし、動物細胞の複製プロ
グラムを規定する分子基盤およびその可塑性
を可能にする実体は大部分未知である。 
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２．研究の目的 
申請者は、複製プログラムは、遺伝子発現プ
ログラムと同様に、増殖および細胞周期進行
の特性、発生分化過程の制御の密接に関連し
ていると想定し、本申請研究では複製プログ
ラムを、未分化胚性幹細胞、分化正常細胞、
癌細胞などで決定、比較し、その分子基盤を
明らかにする。具体的には、これまで行って
きた Cdc7と MCMの解析を継続し、交付期間内
に、複製開始複合体の形成とそのリン酸化に
よる活性化の分子機構の実態の解明、複製フ
ォークの分子構築と複製障害時の変動の分子
機構の解明、複製開始領域の選択の分子機構
の解析、複製起点の分布および活性化の S 期
内タイミングのゲノムレベルでの決定などを
目標とする。さらに、複製プログラムの可塑
性の分子基盤について酵母と動物細胞を組み
合わせて解析する。 
 
３．研究の方法 
研究計画・方法（平成１８年度） 
複製プログラムの解明に向けて以下のような
実験を計画する。申請者らは、以下の実験を
主に、培養癌細胞、未分化胚性幹細胞、分化
正常細胞を用いて行い比較するとともに、分
裂酵母を用いた遺伝学的アプローチも行う。 
(1) 複製開始領域の選択 (高井、正井、白髭) 
①申請者は、MCMヘリカーゼはチミン-rich配
列により特異的に活性化されることを発見し
た。これに基づいて MCM が複製起点の選択に
関与する可能性を提唱した。そこで、ヒト染
色体複製起点の近傍に存在する AT-rich 配列
が、部位特異的な複製開始に関与する可能性
を変異解析で検討する。さらに、MCM 分子上
のチミン-rich DNA と相互作用する部位に変
異を導入し、複製機能に必須であるかどうか
検討する。 
②DNA 複製開始領域が濃縮された新生鎖 DNA
を単離し、それを用いてゲノム DNA tiling 
array 上にハイブリダイゼーションを行うこ
とにより、ゲノムワイドに複製開始領域の分
布を決定する。 
③ORC,MCM などの複製因子の結合領域を Chip 
on Chip 法により解析するために、特異性の
高い抗体あるいは tag 付き遺伝子を発現した
細胞株を樹立する。ゲノムワイドでのこれら
の複製因子の結合部位を決定を試みる。 
 
(2) S 期内での複製開始時期の決定の制御 

(正井、白影、宮武) 
①サイトカインクラスター領域は S 期初期に
複製されるが、その外側で複製タイミングが
後期に移行することを見い出した。また、こ
のタイミングの境界領域の位置が細胞型によ
り異なることを見い出した。複製タイミング
の境界を決定する因子について解析する。 

②S 期初期の複製断片と後期の複製断片を
FACS sortingで分画し、それぞれを用いてゲ
ノム DNA tiling arrayとハイブリダイゼーシ
ョンを行ない、ゲノムワイドでの複製タイミ
ングの決定を行なう。 
③DNA 複製タイミングの境界は、複製フォー
クの進行の遅延と連動していることが予測さ
れる。そのような領域には停止複製フォーク
認識タンパク質が結合することが期待される。
PriA および RecG は大腸菌においてそのよう
な機能を有するタンパク質である。大腸菌を
モデルとして PriA と RecG が結合しているゲ
ノム領域を ChIP on Chip技術で網羅的に同定
することにより、複製フォークが停止しやす
い領域をゲノムワイドに決定する。 
 
(3) 細胞周期レベルでの包括的な制御 (吉沢、

高井、森山、石井、松本) 
複製開始と進行には、多くの因子が関与する。
これらの因子の、細胞の増殖と生存、細胞周
期進行における機能、タンパク質発現レベル、
クロマチン結合、タンパク質間相互作用につ
いて、siRNA および特異的抗体を用いて、そ
の細胞周期制御を明らかにする。またこれら
の因子の物理的相互作用、酵素活性などにつ
いて精製タンパク質を用いて検討する。具体
的には以下の解析を行う。 
①MCM2-7の六量体はヘリカーゼ能を有しない
が、これを活性化する条件（他のタンパク質
因子やリン酸化など）を生化学的に検討する。
特に、Claspin, Tim1, Tipinなどのフォーク
因子、Cdc45, GINSなどの開始/伸長因子との
相互作用と、それらによる活性制御を生化学
的に検討する。 
②MCMヘリカーゼは、GC-rich領域を効率よく
unwindできない。細胞抽出液から MCMのヘリ
カーゼ活性の効率を上昇させるタンパク質を
活性を指標に精製する。 
③Cdc7は MCMを標的としてリン酸化する。複
製開始に関与するリン酸化領域を同定し、そ
の開始における役割を解析する。これまでの
研究から MCM2,4,6の N端がリン酸化されるこ
とが必要であることが示唆されている。リン
酸化による MCM の構造変化、他のタンパク質
との相互作用の調節などについてタンパク質
レベルで解析する。 
④宿主複製開始因子に依存して複製する EBV
由来の oriP プラスミドをクロマチンとして
細胞から単離し、この鋳型上での preRC 形成
（MCMタンパク質の loading）を、粗抽出液お
よび精製 MCM-Cdt1 タンパク質などを組み合
わせて検討する。 
 
(4) 他の細胞周期事象との連係の制御 (松本、

新本、吉沢、正井、高井) 
DNA 複製は他の細胞分裂とも密接に関連しつ
つ制御される。特に、DNA 損傷などにより複



 

 

製フォークが停止した場合には、チェックポ
イント機構が作動し、細胞周期進行が一時停
止し、損傷の修復と複製の回復がはかられる。
これらの過程でも、複製因子重要な役割をは
たしていることが知られつつある。また、複
製因子が染色体接着や細胞分裂においても機
能している例が示されている。この過程も複
製フォークとその中心因子である MCM が鍵を
にぎる役割を果たす。 
①複製フォークが停止した際に、MCM を中心

とした複製フォーク複合体の構成因子がどの

ような変化を受けるかを pull down の方法に

より解析する。この際、MCM に対する特異抗

体あるいは、Claspin などの因子に tag をつ

けて発現した細胞株をもちいる。 

②Cdc7キナーゼは開始のみでなく、複製フォ

ーク進行においても重要な役割をはたしてい

ることを申請者は示した。実際に Cdc7がフォ

ークと連動してクロマチン上に存在するかを

クロマチン免疫染色により検討する。 

③複製フォーク停止によるチェックポイント

反応の誘導に MCMのサブユニットおよび Cdc7

が必要とされる。申請者は Cdc7が Claspinの

リン酸化を介して Chk1 キナーゼの活性化を

誘導することを示したが、その分子機構の詳

細を Claspin上の Cdc7によるリン酸化部位の

同定などを通じておこなう。 

④胚性幹細胞における特異的な細胞周期進行

と未分化能の維持を解明するために、Emi1(プ

ロテアソームの阻害因子)の発現抑制、あるい

は恒常的発現が、それぞれ未分化状態の維持

あるいは分化誘導に影響を与えるかどうか検

討する。Emi1 遺伝子プロモーター上に Oct4

転写因子結合部位が存在することを見いだし

ているが、Emi1 の転写が Oct4 により制御さ

れるかどうかも明らかにする。これらの解析

から、癌細胞あるいは未分化胚性幹細胞に特

有な複製プログラムを明らかにし、その知見

をもとに、癌細胞増殖抑制の新規標的あるい

は、胚性幹細胞の自己増幅を促進するための

標的を同定し、新規創薬あるいは、制癌や細

胞治療のための新規技術開発をめざす。 

研究計画・方法 （平成１９年度以降） 

(1)複製開始領域の選択 (高井、正井、白髭) 

①ヒト染色体複製起点における部位特異的複

製開始に必要な塩基配列についてより詳細に

解析する。 

②ゲノムワイドでの複製起点、複製因子結合

部位のマッピングを継続する。複製起点の分

布と ORCや MCMの分布を比較する。 

③上記のマッピングを細胞分化の型の異なる

Th1 細胞と Th2 細胞、あるいは T 細胞と非 T

細胞で行い、その分布を比較する。 

 

(2)S期内での複製開始時期の決定の制御 (正

井、白影、宮武) 

①複製タイミングの境界領域に存在する MAR

様配列の機能についてそれぞれの細胞で検討

し、複製タイミング境界の活性との相関を調

べる。 

②ゲノムワイドでのタイミングのマッピング

を継続する。さらに、タイミングを細胞分化

の型の異なる Th1 細胞と Th2 細胞、あるいは

T細胞と非 T細胞で比較する。 

③複製フォークが pausing あるいは停止し易

いゲノム領域をマップするために、停止した

複製フォークに結合する能力を有するタンパ

ク質を同定し、これを用いて ChIP on Chipに

より解析する。 

 
４．研究成果 
真核細胞の染色体複製は、時間的、空間的に

厳密に制御されている。この複製プログラム

は、発生分化あるいは細胞型によっても制御

される。サイトカインクラスター領域の近傍

に複製タイミングの転換領域を同定した。こ

の境界領域は T 細胞と非 T 細胞で 250kb ほど

ずれている。この境界領域には、MAR 配列が

多く存在し、T細胞で選択的に発現される MAR

結合タンパク質 SATB1 の標的配列が見出され

た。非 T 細胞で SATB1 を発現すると、境界領

域が、T細胞型に変換されることから、SATB1

を介した MAR 配列の機能が、複製タイミング

境界の設定に関与する可能性が示唆された。

Cdc7は、酵母からヒトまで保存されたキナー

ゼで、DNA 複製の開始を制御すると考えられ

ている。Cdc7の複製開始における重要な標的

は MCMであり、MCM2,4,6タンパク質の N末端

を Cdk と共同してリン酸化することにより複

製複合体の成熟を促進することを明らかにし

た。MCM4-6-7からなる DNAヘリカーゼの活性

は、そのクロマチンへの loading に必要とさ

れる Cdt1 タンパク質の結合により促進され

ることを示した。Cdc7は複製停止シグナルに

よるチェックポイントキナーゼの活性化に必

要とされ、Claspinのリン酸化よりそのクロ 

マチン結合を促進する。Cdc7の欠損は、複製

フォークの不安定化を誘導し、DNA 損傷の蓄

積にいたる。分裂酵母の Cdc7ホモログである

hsk1の欠損の生存は、mrc1/Claspin遺伝子の

欠損により回復された。分裂酵母の Cdc7ホモ

ロ グ で あ る hsk1 の 欠 損 の 生 存 は 、

mrc1/Claspin遺伝子の欠損により回復された。

hsk1温度感受性変異株では複製起点の活性化

が広範に阻害されていた。一方、mrc1決損株

ではゲノムワイドで通常活性化されない起点

あるいは弱い複製起点が活性化している。



 

 

Mrc1は複製起点に preRC形成時に結合し、何

らかの機構で複製開始活性化を抑制する可能

性が示された。また、hsk1欠損株のバイパ 

ス変異の解析から新たにいくつかの候補遺伝

子を同定した。その中でも、bsk2欠損株 

では、ゲノムワイドで広範な領域で複製起点

の過剰活性化が観察された。複製起点の 

活性化は、種々の正および負の因子により制

御をうけている可能性が示唆された。胚性幹

細胞においては、CycA,CycB,Cdc6,ASKなどの

複製/細胞周期制御因子が著しく増産されて

いるが、これらの因子はたしかに細胞周期進

行にともないそのレベルが増減しており、プ

ロテアソームによる標的タンパクの細胞周期

依存的分解は ES 細胞でもおこっていること

を示した。これらの因子の高発現に貢献する

因子として Emi1(APC の阻害因子)を同定した。 
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