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研究成果の概要（和文）：ヒトフォーク因子複合体はS期のクロマチン画分でリン酸化型Mcm4を特異的に含むことを見
出した。次に、マウスES細胞で発現解析したところ、フォーク因子や複製タイミング制御因子Rif1が高発現していた。
発現抑制の実験などにより、Rif1の発現はES細胞の自然分化を抑制しiPS細胞の形成効率に必要である一方、多能性を
亢進する二細胞期の遺伝子群を抑制するという双方向の作用を持つことがわかった。また、Rif1が分化誘導において重
要な遺伝子のプロモーター領域に結合することも見出した。

研究成果の概要（英文）：In attempts to identify fork complex components and its binding proteins, we purif
ied Timeless complexes and found that it specifically contains phosphorylated Mcm4 proteins in the chromat
in fraction. We also found that the replication fork proteins AND-1 and Tipin, and a replication timing re
gulator Rif1, are highly expressed in the undifferentiated mouse embryonic stem (ES) cells. Among them, Ri
f1 is highly correlated with the undifferentiated states of ES cells. Interestingly, Rif1 may play dual ro
les in ES cells; In addition to its counteraction with spontaneous differentiation, Rif1 also inhibits the
 expression of 2 cell-specific genes, which are involved in promoting reprogamming for pluripotency. We fo
und that Rif1 binds to the promoter of differentiation-regulating genes. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）本研究の背景 
 DNA 複製（S）期は、二重鎖のゲノム DNA が
ほどかれ一時的に不安定な構造を取るだけ
でなく、内外のストレスによる DNA の損傷や
DNA 結合タンパク質による立体障害などによ
り一時的に複製が停止することがある。この
とき、複製フォーク構造を安定化して細胞周
期を一時的に停止するしくみを「複製チェッ
クポイント」という。癌の初期段階では複製
ストレス応答が強く見られることから、複製
チェックポイントの破綻がゲノム不安定化
を誘導しがんの発症に至る、というモデルも
提唱されている（Gorgoulis ら, 2005）。 
 チェックポイントの活性化は、細胞周期を
安全に停止するだけでなく、複製ストレスの
次に起こる、DNA 修復や、DNA 複製のバイパ
ス経路の活性化、修復不可の場合は細胞死や
細胞老化などのイベントを誘導するシグナ
ル伝達を活性化する役割がある。しかし、複
製中のフォークの進行をモニターする仕組
みは明らかになっていなかった。 
 
（２）本研究に先行する報告や研究代表者の
準備状況 
 前回の基盤研究（C）（課題番号 20570173）
において、研究代表者は、複製フォーク結合
因子が複製装置とチェックポイントの橋渡
しをしていると仮説を立て、ヒト複製フォー
ク因子タンパク質 Tim, Tipin, AND-1 がチェ
ックポイント経路におけるシグナル伝達の
かなめとして重要な機能を持つことを相次
いで報告した（吉沢と正井, 2007 と 2009）。
これらの因子は共通してチェックポイント
活性化するのに必要であった。しかし一方で、
DNA 修復、特に相同性組換え修復においては
因子間で異なる機能を持つこと、また、複製
フォーク複合体にサブ複合体が存在するこ
とから、フォーク複合体のバリエーションが
複製停止後の経路選択機構に寄与する可能
性を見いだし、本研究の計画を申請するに至
った。 
 本研究の途上でフォーク因子が未分化細
胞で予想外に高発現していることを見いだ
した。DNA 修復因子が多能性獲得に重要な役
割をもつことが最近報告されたことからも
（González ら、2013）、フォーク因子が未分
化細胞でのゲノム安定性において新たな機
能を担う可能性が考えられた。さらにフォー
ク因子だけでなく、非相同性組換えに関与す
るタンパク質 Rif1 が未分化細胞の複製スト
レス応答に寄与し特徴的な局在変化をする
ことを見いだした。本研究では研究材料をヒ
トがん細胞とマウス胎生幹（ES）細胞とし、
各因子の機能の解析を行うことにした。 
 
２．研究の目的 
（１）構成の異なるフォーク複合体の同定：
Tim, AND-1 などを bait として、複製ストレ
スの有無など様々な条件下で複合体を精製

し、結合因子とその翻訳後修飾などを解析す
る。 
（２）相同組換え修復と損傷バイパス経路の
選択におけるフォーク因子の機能を解析す
る。 
（３）細胞死の抑制や促進をもたらすフォー
ク複合体を同定する。 
 
 上記に加え、新たに以下を追加した。 
（４）マウス ES 細胞における複製フォーク
因子などの機能解析：発現と分化との相関や、
発現抑制するにより未分化状態や多能性の
維持への影響について調べる。 
（５）フォーク因子などが結合するゲノム領
域を同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）フォーク複合体の精製：フォーク因子
Tim, AND-1 や Rif1 などを標的として、ヒト
HeLa 細胞やマウス ES 細胞抽出液からを単離
精製し、複合体構成因子や結合タンパクをイ
ムノブロットや質量分析で同定した。細胞周
期や複製ストレスの有無で比較した。 
（２）遺伝子発現の抑制：①RNAi によるノッ
クダウン：標的となる遺伝子の siRNA を作製
し、Oligofectamine トランスフェクション試
薬を用いて細胞に導入した。② mRif1 
flox/flox MEF 細胞でのノックアウト：
Buonomo 博 士 よ り 譲 渡 さ れ た mRif1 
flox/flox マウスの胎児繊維芽細胞を取得、
Cre リコンビナーゼを発現するアデノウィル
スを感染させて mRif1 をノックアウトした。 
（３）イムノブロットおよび免疫沈降：細胞
抽出液をアクリルアミドゲルで電気泳動し、
これを転写した PVDF 膜上でタンパク質を検
出した。抗 AND-1 抗体、抗 Tipin 抗体は前回
の基盤研究（C）（課題番号 20570173）で作製
したものを用いた。抗 Rif1 抗体は種間で保
存された N 末端 （mRif1 1-206 aa）および
構造不定領域（1673-1851 aa）を抗原として
ウサギポリクローナル抗体を作製、これをア
フィニティー精製して用いた。免疫沈降は、
細胞抽出液に抗体を加えて結合させ、
ProteinA/G セファロースで沈降させて複合
体をイムノブロットにて解析した。TAP タグ
を付加したタンパク質の精製はIgGセファロ
ースで行った。 
（４）ES 細胞及び初期胚における AND-1, 
Tipin, Rif1 の局在解析：未分化の ES 細胞及
び分化誘導した胚様体を固定し、それぞれの
抗体で免疫染色により局在を調べた。また、
体外受精により得たマウス初期胚を培養し、
経過を追って局在の変化をみた。 
（５）クロマチン結合領域の解析：増殖中の
ES 細胞をホルムアルデヒドで固定し、自作の
抗 AND-1C 端抗体または抗 Rif1N 端抗体を用
いて全ゲノムクロマチン免疫沈降解析
（ChIP-seq）を行った。得られた DNA をさら
に切断・増幅して次世代シーケンサーGAIIx
で解析した。得られた配列からプログラム



BowTie でゲノムへのアライメントを行い、
MACS１.4（AND-1; p 値<1x10-5）または MACS2
（Rif1; q 値<0.05）にてピークを検出した。 
 
４．研究成果 
（１）フォーク因子および Rif1 複合体の解
析：① Tim 複合体：FLAG と TAP タグを付加
した Tim の安定発現株を HeLaS3 細胞で樹立
し、S 期の Tim 複合体の精製と結合タンパク
質の解析を行った。その結果、Claspin, Mcm7, 
Mcm4（特にリン酸化型 Mcm4）の結合はクロマ
チン画分（図１、NP）で特異的に Tim に結合
していた。 ② AND-1 複合体：HeLaS3 細胞
で免疫沈降を行ったところ、AND-1 がほぼ単
独で精製され、特異的に結合するタンパク質
が同定できなかった。 ③ Rif1 複合体：マ
ウス ES細胞 E14から Rif1 複合体を免疫沈降
にて精製し、この画分に含まれる結合タンパ
ク質を質量分析で同定した。その結果、ヒス
トン H3K4 や H3K9 のメチル化酵素および脱メ
チル化酵素などが検出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．核可溶性画分（NS）と DNase で消化し
たクロマチン画分（NP）から精製した Tim 複
合体の解析（*は FLAG-Tim-TAP のシグナルを
示す） 
 
（２）複製制御因子の未分化細胞における発
現解析：増殖の盛んなマウス ES 細胞での複
製制御因子の発現を、胎児繊維芽細胞（MEF）
と比較した。その結果、予想に反して、DNA
鎖伸長に必要な複製クランプ PCNA や、Mcm2, 
GINS など一部の前複製複合体（Pre-RC）因子
の発現は大きな差は無かった。一方で、
Pre-RC の Orc2, Cdc6、フォーク因子の AND-1
や Tipin は MEF 細胞に比べ数十倍高く発現し
ていた（図２）。この発現は、ES 細胞を胚様
体形成誘導により分化させると著しく減少
した。このことから、これらの因子質群は細
胞の未分化状態と相関があることが示され
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 前複製複合体、複製フォーク因子など
の発現比較：マウス MEF と ES 細胞 
 
（３）マウス ES 細胞および初期胚での細胞
内局在解析：ES 細胞で Rif1 および AND-1 の
細胞内局在を解析した。AND-1, Tipin はヒト
がん細胞のように核で一様に局在した。Rif1
は核膜で強く、核内全体でも弱く検出された。
自然分化したES細胞ではAND-1, Tipin, Rif1
の発現が低下していることが多かった。 
 次にマウス初期胚での Rif1 の局在を調べ
た（図３）。Rif1 の発現レベルは未受精卵か 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
図３ マウス初期胚における Rif1 の局在 
 
ら胚盤胞まで終始高く維持されており、受精
を経て細胞質から徐々に核へ移行し、胚盤胞



期にはほぼ核のみにみられた。核内での局在
は、４細胞期以降では核膜とヘテロクロマチ
ン領域で顕著である。興味深いことに２細胞
期でのみ、Rif1 は一旦核から除外される。こ
のことは Rif1 が２細胞期特異的遺伝子発現
を負に制御していること関連があるかもし
れない（（４）で後述）。 
 
（４）ES 細胞での Rif1 の発現抑制：マウス
ES 細胞で Rif1 の発現を抑制したところ、ES
細胞で分化が弱く誘導が見られた。具体的に
は、立体的な ES 細胞様の形態から平らな分
化細胞様のコロニーが増加し、アルカリフォ
スファターゼ（AP）活性の低下が見られた（図
４）。Rif1 の発現を抑制すると Oct3/4 は 72
時間で 4 割程度まで減少したが、Nanog の発
現は不変で 48 時間までは一時的に 4 割程度
まで増加した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４． Rif1 をノックダウンした ES 細胞での
アルカリフォスファターゼ染色像（右）。左
はコントロール siRNA を導入したもの。 
 
 次に、Rif1 をノックダウンした ES 細胞で
の遺伝子発現プロファイルを解析したとこ
ろ、2 細胞期特異的に発現する遺伝子群
Zscan4, Tcstv1, Usp17la などの発現が顕著
に増加した。Zscan4 は多能性細胞へのリプロ
グラミングを正に制御する因子として知ら
れている。このことから、ES 細胞での Rif1
の発現抑制は、①細胞の形態変化や Oct3/4
の発現低下で見られる部分的な分化誘導 
② Zscan の発現誘導による分化誘導の抑止
という２つの相反する作用をもたらす可能
性がある。 
 
（４）Rif1 の発現抑制による iPS 細胞作製効
率への影響： mRif1 flox/flox マウスより
MEF 細胞を取得し、Rif1 をノックアウトして
から山中因子を導入してiPS細胞を作製した。
その結果、アルカリフォスファターゼ陽性の
出現効率が 2 割程度まで低下した（図５）。
さらに、顕微鏡下で観察するとアルカリフォ
スファターゼ陽性細胞であっても、形態的に
は平らな分化細胞様の細胞が多かったこと
から、実質的にはリプログラミング効率が著
しく低下していると考えられた。 
 
（５）クロマチン結合領域の解析：① 
AND-1： ES 細胞で免疫沈降を行い得られた
DNA を解析した。検出したピークは転写開始 
細胞の未分化状態と相関があることが示さ
れた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 野生型マウス MEF 細胞（WT）とマウス
Rif1 を発現抑制した細胞（F/F）でのアルカ
リフォスファターゼ陽性細胞の割合 
 
部位の位置と統計的に相関が高く、転写が活
発な遺伝子のプロモーター領域で顕著に蓄
積していた（図６）。一方、ES 細胞で発現の
低い遺伝子領域のプロモーターではAND-1の
蓄積が見られないことから、AND-1 は DNA 複
製を安定に行うために転写の活発な領域で
常時局在している可能性が示唆された。 ② 
Rif1：局在が広範囲で、特定部位への蓄積が
少ないため、検出されたピークは数百以下と
少なかった。（３）より、分化を制御する遺
伝子との関連が予測されたことから、全ゲノ
ム解析でなく、特定の遺伝子のプロモーター
領域にしぼって ChIP アッセイを行った。そ
の結果、内胚葉系へのマーカーである Gata6
および Sox17遺伝子のプロモーターで顕著に
蓄積が見られた（図７）。Sox17 遺伝子の上流
は転写活性化型と抑制型のヒストンマーク
が共存する二相性の領域といわれ、分化制御
のかなめであることから、Rif1 がこうした領
域に結合して未分化から分化細胞へ変換す
るタイミングや活性化を制御している可能
性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
図６ Pou5f1(Oct3/4)遺伝子領域における
AND-1 の結合ピーク（縦軸：80 倍） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７：AND-1 結合領域の同定： Nanog および
内胚葉分化マーカー遺伝子の上流（Gata6, 
Sox17）での Rif1 の結合解析 
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