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研究成果の概要（和文）： 
 真核生物の染色体 DNA複製は、染色体上に散らばって多数存在する特定の領域（=複製
起点）から開始する。染色体 DNA は一度の細胞分裂周期の間に、一度だけ過不足なく正
確に倍加されなくてはならないため、細胞は複製起点の活性化を一度の細胞周期につき一
回だけに限定するような制御機構を備える。本研究では、細胞周期の S期（=DNA 合成期）
になるまで複製開始しないようにフライングを防止している制御機構や複数の複製起点の
活性化のタイミングの違いを生み出しているメカニズムを解明した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Chromosomal DNA replication in eukaryotes initiates from multiple origins of 
replication. Because chromosomal DNA must be precisely duplicated per every cell 
cycle, cells have regulatory mechanisms that limit the origin activation to once per 
cell cycle. In this study, we found how cells inhibit the premature untimely initiation 
of DNA replication and how to coordinate the activation of multiple replication 
origins. 
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１．研究開始当初の背景 
 真核細胞において染色体 DNA複製は、染
色体上の特定の領域（DNA複製起点）から
開始する。細胞周期の G1 期には、複製起点
上に複製前複合体（pre-replicative complex: 
pre-RC）と呼ばれるタンパク-DNA 複合体が
形成される。この時、DNA複製時に DNA２
本鎖を巻き戻すヘリカーゼ本体と考えられ
ているMcm2-7 複合体が染色体に結合する
ため、pre-RC 形成は DNA複製の第一段階で
ある。S期に入ると、２つのキナーゼ、CDK
（サイクリン依存性キナーゼ）と Cdc7 が
pre-RC を活性化し、DNA 複製が開始する。
CDK は細胞周期の進行を制御するタンパク
質キナーゼであり、Cdc7 もキナーゼである
ことから、これらはこの過程において特異的
な基質をリン酸化し、その結果、pre-RC と
いう静的な複合体が複製フォークという動
的な複合体に変化すると考えられる。したが
って、CDK ならびに Cdc7 の生理的な基質を
同定し解析することは、複製開始過程を理解
する上で必須である。 
 本研究開始以前に、Mcm2-7 複合体が
Cdc7 の生理的なターゲットであると考えら
れる証拠は複数得られていた。一方、CDK の
生理的ターゲットは、長い間謎であったが、
申請者らの研究より、Sld2 と Sld3 という２
つのタンパク質が CDK によってリン酸化さ
れ、リン酸化依存的に第三のタンパク質、
Dpb11 の C 末端部、N末端部とそれぞれ結
合することや、これら２つのタンパクが S期
CDK の最少の必須基質セットを形成するこ
とがわかった。その結果、Sld2 と Sld3 のリ

ン酸化が、複製起点上での新たなタンパク質
群の集合とリモデリングを誘導し、DNA複
製が開始すると考えられる大枠でのモデル
を得るに至った（図 1）。 
 
 このような背景のもと、以下に述べるよう
に染色体 DNA複製の開始反応についてのさ
らなる理解を目指して研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
 真核細胞の染色体 DNA複製は、一回の細
胞分裂周期につき一度だけ過不足なく起き
るように厳密な制御を受けている。細胞は、
① S期に染色体DNA複製を開始させる活性、
② 染色体 DNAの再複製を阻止する活性 
をその細胞周期内で巧妙に組み合わせるこ
とで、「一回の細胞分裂周期につき一度だけ」
という制御を成立させている。これらのうち、
本研究では「染色体 DNA複製の開始反応」
を分子レベルでより詳細に理解することを
目指した。 
 
３．研究の方法 
 真核生物細胞の良いモデルである出芽酵
母を材料として用い、適宜遺伝学的・細胞生
物学的・生化学的手法を用いて、あるいは組
み合わせて解析を行った。 
 
４．研究成果 
主要な研究成果３点について以下に記す。 
(1) DNA 複製開始制御とゲノム安定性維持 
 真核細胞の染色体 DNA複製は細胞周期の
中で時間的に分けられた２段階の反応で起
こる：i) 細胞周期の G1 期に複製前複合体
（pre-RC）が形成されて準備を整え、ii) S 期
に入ると pre-RC が活性化され（複製開始）、
複製フォークが形成される。これらの反応が
同時に起きると、染色体 DNAの再複製が起
きるため、これらの反応は細胞周期中で完全
に分離しておかなくてはならない。すなわち、
pre-RC は S 期で活性化されるが、G１期に時
期尚早に活性化されることはない。図１に示
したように申請者らの以前の研究から複製
開始機構が大枠で理解できたため、このよう
な G１期に時期尚早に pre-RC の活性化が起
きることを防いでいる機構を解析した。複製
開始因子の変異を組み合わせて人為的にG１
期で複製を誘導すると、ごく初期から細胞は
致死となる。生き残る細胞もごく少数存在す
るが、そのゲノムが著しく不安定化すること
がわかった（図２）。この系では CDK のター
ゲットを含む複数の因子が重複して制御さ
れており、そのうちどれかでも破綻すると染
色体の不安定化が起きることから、複数の制
御系を持つことで非特異的複製開始を抑え、
ゲノムを安定に維持していることがわかっ
た。 
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図1 真核細胞DNA複製開始のモデル.
G1期に形成されるpre-RCが２つのキナーゼ、CDK
とCdc7により活性化され、複製フォークが形成され
る。この時、CDKによるSld2とSld3のリン酸化がきっ
かけとなり、新たなタンパク群の集合とリモデリング
が起きると考えられる。複製フォークには多数のタン
パクが含まれるが、多くのものはここでは割愛した。



 

 

 これまでに、いったん複製開始した複製起
点からの再複製を防止する仕組みについて
は、申請者らのものも含め世界中の多くの研
究室から多数の報告がなされてきた。しかし
ながら、G1 期に細胞が時期早尚に複製を開
始しないようにしている仕組み・ならびにそ
の制御が破綻したときにどのような結果が
生じるのかについての解析は本研究以前に
にはなく、本研究は最初の報告である。 
（論文として発表：PLoS Genet. (2011) 6, 
e1002136.） 

 
(2) DNA 複製開始の時間的制御機構 
真核細胞において、染色体 DNA複製は多数
の複製起点から起きる。ゲノムに散らばって
多数存在する複製起点はS期の間に活性化さ
れるが、各々の S期内での活性化のタイミン
グは一定、すなわち、個々の複製起点は固有
の活性化タイミングを持つことが知られて
いる（=製起点活性化のタイミング制御プロ
グラム）。この制御システムはどのように生
後され、また背後にどのような分子基盤があ
り、またそういった現象が生物にとってどの
ような意味を持つのかといった点について

は不明なままであった。そこで本研究におい
て出芽酵母をモデル系として用いて、DNA
複製起点活性化の時間的制御プログラムの
分子レベルでの実態の解明を目指した。本研
究では、DNA複製開始過程に関わるいくつ
かの因子の細胞内でのタンパク質分子数が、
複製起点となる DNA領域の数よりもかなり
少ないことを見出し、これらの因子の特異的
な分配・結合がタイミング制御の実体と深い
関連があることを示した。これらの因子の分
子数を増大させることで、個別に解析した複
数の複製起点においてタイミング制御プロ
グラムに異常が見られた。また、このような
変化は特定の複製起点でのみ起きるわけで
はなく、ゲノムワイドに起きていることも次
世代シークエンサーを用いた解析から示し
た。さらに、これらの因子の特異的な分配に、
染色体 DNA複製開始を司るタンパクキナー
ゼである DDK (Dbf4-dependent kinase) が
関与していることを見いだした。これらの結
果は、S期では DDK のターゲットとなる特
異性の高い複製起点から順番に活性化して
いくことがタイミング制御プログラムの実
体であることを示唆している（図３）。現在、
高等動物細胞でも、特定の複製開始因子のコ
ピー数が少ないこと等が報告され始めてお
り、本研究成果は、多細胞真核生物の発生・
分化の過程で見られるような複雑な DNA複
製起点の制御プログラムを理解していくた
めの第一歩となるものである。 
（論文として発表：Curr. Biol. (2011) 21, 
2055‒2063.） 

 本研究成果は当該学問分野や関連学問分
野において大きな注目を集めている。論文が
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図２. G1期の時期早尚な複製は染色体を不安定化する.
G1期にDNA複製を次期少々に人工的に誘導すると、染色
体再複製が起きるため多くの細胞は致死となる。少数の生
き残った細胞では、ほとんどの細胞は異常な染色体構成に
なっていた。 A: 染色体のパルスフィールドゲル電気泳動像。
白く見えているバンド一本が一本の染色体に相当。コピー数
が変わって色が濃くなったものや、長さが変わったものを矢
印で示す。 B: Aの各バンドを定量化した。
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図３. 出芽酵母の複製起点活性化タイミング制御プログラム .
複製開始に必要な因子であるSld3-Sld7-Cdc45 の細胞当たり
のコピー数は複製起点の数よりも少なく、これらの複製起点へ
の結合が、複製起点活性化のタイミングを決定する。この結合
は複製開始に必須なキナーゼ、DDKにより制御されている。最
初にSld3-Sld7-Cdc45 が結合していた複製起点が活性化され
ると、これらの因子は新たなまだ活性化していない複製起点に
結合し、順次複製起点を活性化してゆく。



 

 

掲載された Current Biology 誌において注目
研究を取り上げる Dispatch のコーナーで取
り上げられた他、研究者による論文評価シス
テムであるF1000 Biologyにおいても取り上
げられ、‘must read’という高い評価を受けて
いることから本研究成果への注目度の高さ
が窺える。今後は本研究成果を念頭に置いた
ような多細胞真核生物での研究が展開され
ることが予想される。 
 
(3) Dpb11 と GINS の相互作用は複製開始に
重要である 
複製開始反応系に関わる因子は以下の４種
類に大別できる。 
① pre-RC に含まれ、複製フォークには含ま
れないもの 
② pre-RC、複製フォークの両方に含まれる
もの（Mcm2-7） 
③ pre-RC、複製フォーク共に含まれないが
複製フォーク形成には必要（Sld2, Sld3, 
Dpb11） 
④ pre-RC に含まれないが、複製フォークに
は含まれる（Cdc45, GINS, Polε他）（図 1
参照） 
 グループ③因子（Sld2, Sld3, Dpb11）の
会合により促進される開始複合体の形成過
程そのものが、複製開始・抑制のスイッチと
なっており、それらの会合は CDK によるリ
ン酸化で制御されている（図 1参照）。開始
複合体にはこれらの他、グループ④の因子も
含まれているが、それらの開始複合体形成に
おける役割は不明であった。そこで、これら
の因子の複製開始反応のにおける役割を理
解するため、解析を行った。 
 その結果、GINS と Dpb11 は直接相互作用
できることを見出した。Dpb11 の GINS 相互
作用には、Dpb11 中央部の 40～50 アミノ酸
の短い領域が必要であり、Dpb11 のこの領域
が複製開始に重要な役割を果たしているこ
とが分かった。また、本研究で新規に取得し
た、この領域と結合できなくなるような
GINS の変異体は、一定の条件下で致死とな
ることがわかった。これらのことは、本研究
で見出したDpb11-GINS の相互作用がDNA
複製開始に重要な役割を果たしていること
を示唆している。さらに、Dpb11 の GINS 相
互作用領域が脊椎動物まで保存されている
こと、脊椎動物においても GINS と相互作用
し、複製開始に重要な役割を果たしているこ
とを見出した（論文投稿準備中）。 
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