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研究成果の概要（和文）： 

 

  MCM ヘリカーゼは DNA 複製において中心的な役割を果たし、複製フォークで種々のタンパク

質と相互作用しつつ、巨大な複製フォーク複合体を形成し、複製フォークの進行と安定な維持

を担っている。DNA プライマーゼは複製フォークにおいて DNA ポリメラーゼのプライマーとし

て使用される短いプライマーの合成を触媒し、DNA の連続的な伸長に必要である。多くの原核

生物とウイルス系での研究からヘリカーゼとプライマーゼは直接相互作用し、協同的に複製フ

ォーク複合体の機能を制御することが報告された。しかし、真核生物にはそれに関する情報は

ほとんどない。我々は精製したマウス MCM とポリメラーゼ-プライマーゼ蛋白質を用いて、グ

リセロール密度勾配遠心で MCM4-6-7 複合体がポリメラーゼ-プライマーゼ複合体と共沈降する

ことを見いだした。また、 MCM2〜7複合体と DNA プライマーゼ（p48と p58 サブユニット）が

物理的に相互作用することを pull-down アッセイで示した。 また MCM2〜7 とプライマーゼは

DNA 非存在下で複合体を形成することを Native ゲルで確認した。Gel-shift assay では、

MCM4-6-7 とプライマーゼは一本鎖 DNA上に三者複合体を形成する。また、MCM4-6-7 複合体およ

び MCM2〜7 複合体によりプライマーゼ活性が促進された。これらの結果から、真核細胞の MCM

ヘリカーゼは複製フォークにおいて DNA プライマーゼと相互作用し、その活性を促進する可能

性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 

Mini-chromosome maintenance (Mcm) is a central component for DNA unwinding reaction 

during eukaryotic DNA replication. DNA primase activity is required at the DNA replication fork to 

synthesize short RNA primers for DNA chain elongation on the lagging strand. Although direct physical 

and functional interactions between helicase and primase have been known in many prokaryotic and viral 

systems, potential interactions between helicase and primase have not been explored in eukaryotes. Using 

purified Mcm and polymerase -primase complexes, we find that the Mcm4/6/7 complex co-sediments 

with the polymerase -primase complex in the glycerol gradient centrifugation. A direct physical 

interaction between the Mcm2~7 complex and human DNA polymerase -primase subunits p48-p58 

hetero-dimer is detected in pull-down assay. Single-stranded DNA binding activities of both primase and 

Mcm2~7 increase when they coexist. Both the Mcm4/6/7 and Mcm2~7 complexes stimulate primer RNA 

synthesis activity of primase in vitro. However, the helicase and ATP hydrolysis activities of Mcm4/6/7 

are not affected by primase. These results indicate a possibility that a direct physical interaction between 

primase and Mcm may activate priming reaction by the former protein.  
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１．研究開始当初の背景 

 

ゲノム全体を細胞周期あたり１回だけ複製

するための複製開始制御は、遺伝情報を次世

代の細胞に継承する上で不可欠である。染色

体複製開始は、複製前複合体(pre-RC)の形成

と引き続く pre-RC の活性化の二段階で進行

する。このそれぞれのステップで、MCM 蛋

白質は重要な役割をはたす。複製開始部位か

らの複製開始が許容される前に、ORC 複合体

を中心とした Cdc6, Cdt1, Mcm2-7 複合体等を

含む複製前複合体が複製開始部位に形成さ

れる(Annu Rev Biochem. 2010 の総説)。そして、

この pre-RCは、主にMCMのリン酸化により、

複製開始のスイッチオンを受ける。Pre-RC 活

性化の後、MCM は複製フォークにおいて二

本鎖 DNA を巻き戻すヘリカーゼの中心因子

として機能する。複製フォークにおいては、

ヘリカーゼの他に、DNA ポリメラーゼ・プラ

イマーゼを中心とした複製装置、チェックポ

イント制御因子、組換え、修復因子、クロマ

チン形成制御因子、染色体接着制御因子など

種々のタンパク質が、巨大な複製フォーク複

合体(replisome progression complexes : RPCs)

を形成し、複製フォークの安定な維持と進行

を担っていることが明らかとなってきた。

MCM ヘリカーゼは複製開始だけではなく、

複製フォークの進行にも重要である。しかし、

複製開始および複製フォークの構成因子の

多くは同定されているが、その分子装置の形

成機構と実体はまだ明らかではない。従って、

MCM と種々の複製因子の相互作用とそれに

よる複製フォークの機能制御の解析が、染色

体複製の分子機構の解明において最も重要

な課題となっている。 

 

２．研究の目的 

 

DNA プライマーゼは複製フォークにおいて

DNA ポリメラーゼのプライマーとして使用さ

れる短いプライマーの合成を触媒し、DNA の

連続的な伸長に必要である。多くの原核生物

とウイルス系での研究からヘリカーゼとプ

ライマーゼは直接相互作用し、協同的に複製

フォーク複合体の機能を制御することが報

告された。しかし、真核生物にはそれに関す

る情報はほとんどない。本申請研究では、

MCM を中心とした複製開始と複製フォーク

複合体の分子構築の生化学的な解析を通じ

て、複製開始と伸長、そして複製複合体との

相互作用による制御を重点的に解析する。 

具体的には、❶ Mcm 複合体（Mcm4,6,7、

Mcm2 から 7、と MCM-GINS-Cdc45）と他

の複製開始/複製伸長因子(Cdt1-Geminin、

Polymerase/primase)との相互作用、および
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MCM ヘリカーゼ活性や DNA ポリメラー

ゼ・プライマーゼ活性への影響。❷ 複製開

始因子のカエル卵抽出液無細胞実験系によ

る染色体 DNA 複製開始の動態解析。具体的

に動物細胞では ORC、Cdc6 と MCM などの

複製開始タンパク質因子が DNA 上でどのよ

うに機能して pre-RC を形成させるのを解析

する。 

 

３．研究の方法 

 

これまで行って来た MCM 複合体についての

生化学的な研究の経験と成果に基づき、生化

学的解析とともに、アフリカツメガエル卵抽

出液を用いた in vitro DNA 複製解析系で解析

する。これらの解析を行うことにより、複製

開始と複製フォークの分子構築の解明に大

きな貢献ができる。 

精製タンパク質を用いた酵素学的解析 

複製フォーク複合体の MCM4-6-7、MCM2~7

複合体と DNA ポリメラーゼ・プライマーゼ

の相互作用を pull down で確認する。また、 

MCM 複合体によるプライマーゼ活性への促

進や DNA 合成におよぼす影響、プライマー

ゼ（p48/p58)による DNA ヘリカーゼ活性への

影響を調べる。 

  また、精製した種々の Mcm 複合体と MCM

のローテング因子 Cdt1、Cdt1-Geminin) の

物理的相互作用、核酸との相互作用、機能

的相互作用(MCM ヘリカーゼ活性への影響

など)を酵素学的に解析する。 

 

MCM 複合体の活性化(ホロヘリカーゼの同

定)と再構成 

MCM2-3-4-5-6-7複合体はDNAヘリカーゼ活

性を示さない。昆虫細胞で増産精製した

MCM2~7、Cdc45と GINS複合体の組み合わせ

により、CMG 複合体の精製と DNA ヘリカー

ゼ活性の検出を検討する。 

  

カエル卵抽出液無細胞実験系による染色体

DNA 複製の動態解析  

アフリカツメガエル卵無細胞系は、高度に細

胞周期で同調された細胞抽出液と精子核

DNA を用いた複製システムで、複製開始蛋白

質の活性制御という観点から、真核細胞の

ORC 複合体の役割分担や各サプユニットの

特異性を検討する。 

 
４．研究成果 
 

MCM ヘリカーゼは複製フォークにおいて巨

大な複合体を形成し、DNA 複製制御に中心的

な役割を担っていることを示唆する。DNA プ

ライマーゼは、DNA 複製フォークで DNA ポ

リメラーゼのプライマーとして使用される

短い RNA 分子を合成する酵素である。ヘリ

カーゼとプライマーゼの直接的な物理的相

互作用は、真核生物にはほとんど情報がない

一方、原核生物やウイルスシステムで多く研

究されている。精製されたマウスの MCM や

ポリメラーゼプライマーゼタンパク質を用

いて、MCM 複合体がグリセロール勾配遠心

でポリメラーゼプライマーゼ複合体と沈降

することを発見した。また、MCM2〜7 複合

体と human DNA プライマーゼ（p48 と p58 

サブユニット）が物理的に相互作用すること

をプルダウンアッセイで検出された。未変性

ゲルでは、MCM2-7 とプライマーゼは複合体

が形成された。実際 Gel-shift assay では、MCM

とプライマーゼは一本鎖 DNA 上に三者複合

体を形成する。さらに、GINS 複合体ではな

く、MCM4/6/7 と MCM2-7 複合体は in vitro

でプライマーゼによる DNA の短いプライマ

ーの合成を促進する。プライマーゼ活性は

MCM タンパク質の増加によって促進する。

対照的に、プライマーゼによる MCM4/6/7 ヘ

リカーゼ活性と ATP の加水分解能の促進は
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認められなかった。プライマーゼ活性が

MCM 複合体による促進されるメカニズムを

解明するために、ビオチン DNA を用いて、

プライマーゼと MCM ヘリカーゼの DNA 上

への結合を検討した。プライマーゼの存在下

では、MCM ヘリカーゼの DNA 親和性が上昇

することを見出した。この結果から MCM ヘ

リカーゼは複製フォークにおいて、プライマ

ーゼ-DNA と相互作用し、DNA への親和性や

複合体の高次構造を変化させることにより、

プライマーゼ活性を促進すると考えている。 

 これらの結果はプライマーゼと MCM ヘリ

カーゼ間の直接的なタンパク質間相互作用

が存在し、複製フォークのプライマー合成の

機能活性化に必要であることが示唆された。 
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