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研究成果の概要（和文）：フォーク安定化因子による停止フォーク認識機構の解析は、複製再開始反応の全容解明に必
須の課題である。本研究において大腸菌フォーク安定化因子PriAを指標に、複製停止とその再開始を観察したところ、
新たに活性化される複製起点の存在を示唆する結果を得た。通常の制御機構に依存しないこの複製開始様式は、RNA-DN
Aハイブリッドの形成に依存する可能性が示唆され、より原始的な複製機構を反映しているものと考えられる。これは
、真核細胞における多数の複製起点が活性化するシステムへの進化の過程を明らかにしうる、重要な知見である。

研究成果の概要（英文）：Analyses for arrested replication fork recognition by fork stabilizing factor are 
important for elucidation of molecular mechanism of replication restart reaction. Escherichia coli PriA pr
otein, bacterial fork stabilizing factor which can bind to arrested replication forks, can be used as an i
ndicator for detection of arrested forks in living cells. PriA binds to novel replication origin and repli
cation restart, which is activated by origin-independent system, depends on formation of RNA-DNA hybrid. R
NA-dependent initiation system for replication may reflect primitive replication mechanism and these findi
ngs shed light on evolution of eukaryotic replication system.
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１．研究開始当初の背景 
 DNA複製進行は、DNAヘリカーゼによる二
本鎖開裂と、DNAポリメラーゼによる相補鎖
合成の協調によって駆動される。進行中の複
製フォークが障害と衝突すると、この協調が
失われ、DNA合成を伴わない巻き戻しが進行
し、不安定な一本鎖領域が伸展する。この領
域は安定化因子により安定化されないと、フ
ォーク崩壊からゲノムの不安定性を引き起
こし、細胞死や癌化等の要因となるため、停
止フォークの感知と安定化はもっとも重要
なステップである。しかしながら、この認識
に関わる分子機構は不明であり、その後のプ
ロセッシングを担う因子群の詳細な機能も
明らかにされていない。フォーク安定化機構
の全体像の確立には、これらの因子の同定お
よび、その基盤となる生化学的活性の決定、
さらには形成される複合体機能の確定によ
るモデル構築が必須の課題となる。 
 申請者らは、以前大腸菌の停止フォーク特
異的結合タンパク質、PriA（DEXH型DNAヘ
リカーゼ）が、停止フォーク感知因子である
と想定して解析し、そのDNA結合ドメイン
（Tanaka et al., 2002）と、3'末端結合ポケット
（TT-pocket）の存在を明らかにし（Mizukoshi 
et al., 2003、Masai et al., 2010）、その結合様
式を詳細に解析して（Tanaka et al., 2007、図
１）、フォーク安定化の新規モデルを提出し

た（Tanaka and Masai, 2006）。さらに、結晶
構造解析により、3'末端認識のユニークな構
造基盤を確立した（Sasaki et al., 2007）。これ
らの結果は、停止フォークの特異的認識に関
わる分子モデルを初めて提示するものであ
り、真核細胞フォーク安定化因子が同様の認
識様式を有している可能性を強く示唆して
いる。 
 分裂酵母で見出されたフォーク安定化因
子、Mrc1 および Swi1-Swi3 複合体は、高度に
保存されており、遺伝学的研究からゲノムの
安定性維持に必須であることが明らかにさ
れている。これらは複合体として停止フォー

クを認識し、
結合により安
定化している
と予想される。
そこで、これ
らの因子の生
化学的性状と、
複合体として
の機能を明ら
かにするため、
精製タンパク
質の詳細な分
析 を 行 っ た
（図２）。その
結果、これら
は、単独でも
DNA基質と結
合するが、両
タンパク質の
共存下では、
フォーク構造
を有する DNA 基質と高親和性に 3 分子複合
体を形成することを見出した（Tanaka et al., 

2010、図３）。このことは、この複合体形成
が、停止フォークの感知・安定化に重要な役
割を果たしている可能性を示唆する。これら
のタンパク質はフォーク複合体の構成因子
であり、特に Swi3 ホモログは MCM ヘリカ
ーゼと相互作用することから、フォーク安定
化因子が、MCM の活性を直接あるいは間接
的に制御している可能性が示唆される。従っ
て、フォーク複合体との相互作用と活性制御
を解析することで、フォーク安定化機構の分
子動態を確立することが可能となる。また、
この特異的感知と相互作用を利用して、フォ
ーク相互作用因子を網羅的に同定し、機能解
析により役割を特定することで、複製再開始
反応に新しい洞察を与えることが期待でき
る。 
 
２．研究の目的 
 本申請研究は、停止複製フォーク安定化因
子およびこれらと特異的に相互作用するタ
ンパク質の生化学的活性および分子間相互
作用を解析することによって、停止フォーク



安定化の分子機構を解明することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、停止フォーク安定化の分子機
構を、ヘリカーゼ活性の制御に注目して解明
することを計画している。そのため、まず真
核細胞フォーク安定化因子の候補である
Mrc1および Swi1-Swi3の存在下でMCMによ
る DNA 巻き戻し活性を測定し、ヘリカーゼ
活性への影響を検証する。また、この機構に
関わる新規の因子と経路を同定するため、分
裂酵母細胞抽出液から、停止フォーク構造や、
フォーク安定化因子と相互作用する因子群
を分離同定する。これら候補因子を精製し、
単独時および複合体形成時の DNA 結合能、
分子間相互作用、および MCM との関わりを
詳細に解析することで、ヘリカーゼの活性制
御に基づく停止複製フォーク安定化の分子
機構を確立する。 
(1) 分裂酵母 Mrc1 および Swi1-Swi3 の MCM
ヘリカーゼとの相互作用の解析 
 フォーク安定化因子が MCM ヘリカーゼの
活性に及ぼす影響を検証するため、フォーク
安定化因子と、二本鎖開裂を司る MCM ヘリ
カーゼとの相互作用を解析する。分裂酵母
MCM ヘリカーゼと、Mrc1 および Swi1-Swi3
の野生型あるいは変異体タンパク質が、MCM
の二本鎖巻き戻し活性に及ぼす影響を様々
な条件下で検証する。さらに、MCM の活性
化因子、Cdc45、GINS 等との相互作用を細胞
抽出液からの免疫沈降法等で調べ、フォーク
安定化因子が MCM の活性調節に及ぼす影響
を解析する。この解析により、ヘリカーゼの
活性制御によるフォーク安定化機構の確立
を試みる。 
(2) 分裂酵母フォーク安定化因子と相互作用
する因子の同定、および構築される複合体の
機能と役割の確定 
 停止フォークの安定化を制御する機構は
複数あることを想定し、当研究室で開発され
た Mrc1 あるいは Swi1 または Swi3 の特異的
抗体を利用して、細胞の抽出液から、特異的
相互作用タンパク質を分離、質量分析法によ
り同定する。ここで新規に同定された因子を
精製し、個々の因子およびそれらが構築する
複合体の生化学的機能と、複合体形成能の解
析から、フォーク安定化機構における役割を
特定することで、本分子機構のモデルを構築
する。通常の免疫沈降法の他、特に抗 Swi1
抗体は特異性が非常に高いので、抗体を固定
したカラムによって、相互作用因子を分離す
る手法も利用する。 
(3) 真核細胞における停止フォークを感知す
る因子の網羅的探索とその機能解析 
 DNA 基質側からのアプローチとして、
DNA3'および 5'末端、あるいはフォーク構造

を有する DNA を結合したカラムにより、酵
母抽出液から、これらの基質に特異的に結合
するタンパク質を分離し、質量分析法により
同定する。同定されたタンパク質のフォーク
特異的結合能、ヘリカーゼ活性測定等の生化
学的機能解析を行うとともに、遺伝的解析か
ら、それらのフォーク安定化機構における役
割を特定することで、本機構に寄与する新規
因子を同定するとともに、申請者が大腸菌で
提出したモデルの普遍性を検証する。 
 
４．研究成果 
 細胞内で停止した DNA 複製フォークは、
フォーク安定化因子により保護・安定化され
る。これまでに、真核細胞で、Mrc1 と
Swi1-Swi3 複合体が、フォーク安定化因子と
して合成停止フォーク構造を特異的に認識
することを報告した。この認識は、複製再開
始反応の最初期に必須の極めて重要な機能
であるが、これらの因子が細胞内で実際に停
止フォークに結合していることを示す証拠
は報告されていない。複製再開始の分子機構
解明のためには、安定化因子によるフォーク
の認識様式を明らかにすることが必須とな
る。当初、真核細胞のフォーク安定化因子と
複製装置構築タンパク質群を用いた一連の
生化学的解析を計画したが、タンパク質精製
の難易度が高いため、純度の高い標品が得ら
れておらず、遂行が遅れた。一方で、停止フ
ォークを検出する技術を確立することが重
要課題であることから、当研究室でよく研究
され、実績の多い大腸菌を用いた系で、検出
方法の開発を試みた。大腸菌のフォーク安定
化因子である PriA タンパク質を、細胞内に
おけるフォークの停止を示すインジケータ
ーとして利用して、染色体免疫沈降法（ChIP）
と組み合わせたマイクロアレイ（chip）解析
（ChIP-on-chip）を行った。チミン要求性株
に枯渇処理をすると、進行中の複製フォーク
が停止するが、この細胞において、複製起点
oriC 近傍にピークのクラスターを検出した。
また、RNA-DNA ハイブリッドの RNA を分
解する RNaseHI は、複製装置を妨害する可
能性のある転写副産物を解消する役割を担
っており、この遺伝子の欠損株では、複製起
点 oriC と開始タンパク質 DnaA 非依存的に
開始される特殊な複製機構が活性化されて
いる。この oriC-DnaA 非依存性の複製機構
においては、複製終結点付近において新たに
複製が開始されていることを示唆する結果
を得た。組換えタンパク質 RecA がこの領域
に結合していることを新たに見出し、RecA
依存性の RNA-DNA ハイブリッド形成が
oriC-DnaA 非依存性複製の開始に重要な役
割を果たしている可能性を示唆する結果を
得ている。実際にこの結合領域で DNA 合成
が開始される様子を、チミンの類似体である
BrdU でパルスラベルしたゲノムを用いた、
抗 BrdU 抗体による ChIP-on-chip で確認し



た。本研究で、フォーク安定化因子 PriA と
組換えタンパク質 RecA が生細胞内の停止
フォークに結合していることを見出し、その
解析から、複製再開始に必須の新たなゲノム
領域を、複製基点以外に見出した。これらの
結果は、複製停止から停止フォーク安定化を
経て複製再開始に至る過程で起こる現象の
直接的証拠を初めて示すものであり、複製再
開始反応の分子機構の確立に寄与する重要
な 知 見であ る と考え て いる。 ま た 、
oriC-DnaA 非依存性複製は、より原始的な現
象を反映していると考えられることから、本
研究は、複製機構の進化の研究に、新たな視
点を提供するものである。これらの研究成果
は、平成 26 年度中に英文専門誌へ発表する
予定である。 
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