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研究成果の概要（和文）：分裂酵母複製開始必須因子Sld3のN末端119アミノ酸領域は互いに相互作用し、Sld3タ
ンパク質を安定化すると共に、2分子のSld3を複製開始点に供給する役割を担うことを示した。また、分裂酵母
生細胞での複製開始点をlacO/LacI-GFPにより可視化した解析により、染色体腕部のTaz1依存的後期開始点は核
膜に局在し、さらにG1/S期特異的にテロメアに隣接することを発見した。後期複製開始点は近傍にあるテロメア
配列にTaz1が結合し、テロメアにあるshelterin複合体との相互作用を介してテロメアに近接し、テロメアにあ
るRif1-PP1（脱リン酸化酵素）により制御されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We found that the N-terminal 119 amino acid region of fission yeast Sld3 
interacts each other and stabilizes Sld3 protein in the cells. Thus, it contributes to formation of 
bidirectional replication forks in replication initiation. On the other hand, the Taz1-dependent 
late replication origins that are visualized by lacO/LacI-GFP are localized at the nuclear periphery
 throughout the interphase, and associate with the telomeres specifically in the G1/S phase. The 
shelterin components play roles in tethering of the internal replication origins to the telomeres. 
The telomeric association of the replication origins causes suppression of early initiation by Rif1 
and PP1 that are enriched at the telomeres. 

研究分野：分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物では、クロマチン構造に被われた
長大なDNAをS期中に完全に複製するため、
数百から数万箇所の複製開始点が必要であ
る。それぞれの複製開始点は、S 期の特定の
時期にただ１回だけ複製を開始するしくみ
を持つ。複製開始に必須なすべての因子は同
定され、出芽酵母では精製タンパク質を用い
ての試験管内反応系が確立され複製開始メ
カニズムの解明が進められようとしている。
しかしながら、生物種毎に多様化した反応に
関する包括的な理解は得られていない。また
クロマチン上で起こる個々の複製開始点の
制御と核内での時空間的制御についての理
解は進んでいない。そこで、染色体上のすべ
ての複製開始点が同定され、クロマチン構造
の制御機構の研究が進んでいる分裂酵母細
胞を用いて、複製開始点の活性化反応機構を
解明し、試験管内では解明できない染色体上
の時空間的制御を明らかにしようと考えた。 
 
２．研究の目的 
 遺伝物質である DNA を正確に複製し継承
するしくみを理解することは重要である。真
核生物では、長大な染色体 DNAを S期中に
ただ一度だけ完全に複製するため、染色体上
の多数の部位から、時間的空間的に制御され
た様式で複製反応を開始する。複製開始は、
50 種類を超える因子が一過的に複製開始点
に集合し、複製ヘリカーゼによる DNA 鎖開
裂を経て複製装置を形成するダイナミック
な反応である。複製開始に必要な必須因子は
すべて同定されたが、複製開始点毎の活性化
制御メカニズムの解明と、生物種毎の相違を
包括する普遍的パラダイムの構築が求めら
れている。本研究では、染色体機能解析に適
する分裂酵母を用い、複製ヘリカーゼ活性化
反応に関わる因子の具体的機能を明らかに
するとともに、核内の時空間的複製プログラ
ム決定機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）複製開始必須因子 Sld3/Tresrin は、S
期開始段階で最初に複製開始点に結合する
重要な因子であるが生物種毎のアミノ酸保
存度が低く機能不明な点が多い。出芽酵母で
は N 末端領域で Sld7 と相互作用し、安定な
ヘテロ四量体を形成することが示されてい
る。分裂酵母では機能不明である N末端領域
の欠失変異を作成し、細胞増殖と複製開始反
応を解析する。また、酵母 Two-hybrid 法を
用いて、相互作用する因子を解析し、複製開
始反応における役割を明らかにする。 
（２）複製ヘリカーゼの活性中心となる
Mcm2-7 は複製開始過程でダイナミックな構
造変化を経て Cdc45-GINS と結合してヘリカ
ーゼ活性を持つ CMG 複合体を形成する。細胞
内に存在する Mcm2-7 六量体は G1期に複製開
始点上でダブル六量体となり、活性化段階で
再びシングル六量体となり、2 つの複製フォ

ークを形成する。このしくみを詳細に明らか
にするために Mcm4 に PA-tag を付加し、さら
に c-myc タグを付加した 2 つ目の Mcm4-myc
を native promoter から発現する株を作成し、
Mcm2-7 ダブル六量体を検出できる細胞を構
築する。様々の複製開始因子をオーキシンデ
グロン法で消失させた条件で Mcm2-7 ダブル
六量体を定量して、シングル六量体に変化す
るのに必要な因子を同定する。 
（３）複製タイミング制御における複製開始
点の核内空間配置の寄与を明らかにするた
め、分裂酵母の初期複製開始点、テロメア因
子 Taz1 依存後期開始点、Taz1 非依存複製開
始点のそれぞれ近傍に lacO リピート配列を
挿入し、LacI-GFP の結合を、核膜構成因子
Ish1-mCherry とテロメア結合タンパク質 
Taz1-mCherry を指標に用いて生細胞で明ら
かにする。核内配置と複製制御におけるテロ
メア結合因子である Taz1、Rif1、Rap1、Poz1
などの役割を明らかにする。 
（４）テロメア結合因子 Rif1 は、分裂酵母
ですべての後期開始点のタイミング制御に
必要であり、他の生物種でも複製制御や DNA
傷害修復に関与する重要な因子である。しか
しながら、1400 アミノ酸の巨大タンパク質で
あり、大部分が HEAT リピートモチーフで構
成されるため、N末領域の脱リン酸化酵素PP1
結合部位以外には機能が明らかなっていな
い。そこで酵母 Two-hybrid 法と分裂酵母で
の変異株作成を用いて、Taz1 結合部位を同定
し、さらに C末端の高度保存領域の機能を明
らかにする 
 
４．研究成果 
（１）分裂酵母種間で保存されている Sld3
の N 末端の 119 アミノ酸を欠失させると
(sld3-ΔN119)、細胞増殖が減弱し複製開始
頻度が約 1/3 に減少した。酵母 Two-hybrid
法での解析により Sld3 の N 末端 119 アミノ
酸領域同士が強く相互作用し（田中誠司博士、
現高知工大教授との共同研究）、全長 Sld3 同
士の相互作用にもN末端が必要であることが
わかった。また、細胞内では Sld3-ΔN119 タ
ンパク質は全長 Sld3 に比べタンパク質量が
減少した。いっぽう、出芽酵母 Sld7 に相当
する分裂酵母遺伝子候補を探索し破壊株を
作成したが有意な表現型を示さなかった。こ
れらの結果から、Sld3 の N末端領域は互いに
相互作用し Sld3 タンパク質を安定化すると
共に、2分子の Sld3 を複製開始点に供給する
役割を担うことが考えられた（林みず紀；日
本分子生物学会第 39 回年会発表 2016 年）。 
（２）Mcm4-PA と Mcm4-Myc を等量発現する細
胞を cdc10-129 変異で G1 期に停止させ、
Cdc18とCdt1の発現依存的にMcm-myc免疫沈
降産物中に Mcm4-PA の共沈降を確認し、
Mcm2-7 ダブル六量体検出系を構築した（申麗
紅；日本分子生物学会第 39 回年会発表 2016
年）。 
（３）分裂酵母生細胞での lacO/LacI-GFP シ



グナルを Ish1-mCherry（核膜）あるいは
Taz1-mCherry（テロメア）との局在解析によ
り、Taz1 依存的後期開始点が細胞周期間期に
核膜に局在し、さらに G1/S 期特異的にテロ
メアに隣接することを発見した。核膜タンパ
ク質 Bqt3/4 は Taz1 依存複製開始点の核膜局

在に必要であるが、Taz1 依存複製開始点のテ
ロメア近接には必要ではなく、また後期タイ
ミング制御にも不要であった。よって、核膜
局在は、複製タイミング制御機構に関与しな
いことが結論された。いっぽう、テロメアタ
ンパク質 shelterin 複合体は、テロメアの複
製タイミング制御には関与しないが、染色体
内部の Taz1 依存後期開始点のテロメア隣接
とタイミング制御に必要であり、遠く離れた
染色体内部に結合した Taz1 との相互作用を
介し、テロメアに近接させる役割を担うと考
えられた（城戸；日本分子生物学会第 40 回
年会発表2017年、Ogawa et al, EMBO Journal, 
revision 中）。 
（４）酵母 Two-hybrid 法を用いて、Taz1 と
の相互作用に必要なRif1領域を探索し、Rif1
中央部の HEAT リピート 588-1005 アミノ酸領
域が Taz1 との相互作用に十分であることを
示した。さらに、588-620 アミノ酸領域と
985-1005 アミノ酸領域が重要であり、Leu977、
Pro979 のアミノ酸が重要であることを見い
だした。また、Rif1-C 末領域 46 アミノ酸が
Rif1 同士の相互作用に必要十分であること
を見いだした。さらに Ile1395 がこの相互作
用に必要であり、C末相互作用は Rif1 のテロ
メアへの局在と染色体内部の Taz1 依存複製
開始点の制御に必要であることを見いだし
た。 
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