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研究成果の概要：MCM 複合体は複製フォークにおける DNA ヘリカーゼとして機能する。昨年度

に、MCM のヘリカーゼ活性は Cdt1 と結合して複合体を形成しより強いヘリカーゼ活性を示すこ

と、さらに Cdt1 は ATP に結合する可能性を見出した。本年度は、Cdt1 配列上に ATP 結合タン

パクとの相同配列を見出し、その保存配列の変異体を作製した。この変異体は in vitro で ATP

結合能をほぼ完全に消失していた。さらにこれと同じ変異が drosophila の発生異常の原因とし

て同定されていることが明らかとなった。以上の事実は Cdt1 の ATP 結合は、その機能制御に重

要な役割を果たすことを示す。 
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１．研究開始当初の背景 

染色体複製開始は、細胞周期の進行におい

て少なくとも 2 段階の制御を受けている。1

つは pre-replication complex(pre-RC)の形

成であり、もう１つは pre-RC の活性化であ

る。このそれぞれのステップに重要な役割を

果たすのが、MCM 蛋白質である。申請者はマ

ウス MCM4,6,7 からなる 6 量体が DNA ヘリカ

ーゼ活性を内在的に持つことを世界に先駆

けて明らかにした。この発見は、MCM がニ本

鎖DNA巻き戻しというゲノム複製の中心的反

応に関与する可能性を指摘した。我々は、そ

の後、MCM の各サブユニットの MCM ヘリカー

ゼへの関与と、リン酸化によるヘリカーゼ活

性の制御を明らかにした。また、MCM のヘリ

カーゼを活性化する鋳型 DNA の解析から、ヒ
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トの複製起点配列などのチミンを多く含む

一本鎖DNAが特異的にヘリカーゼ活性を促進

することを明らかにした。一方、MCM4,6,7 ヘ

リカーゼの活性は、複製ヘリカーゼとしては

不十分であることも明らかになり、他の活性

促進分子が必要であることも示唆された

(You, NAR 2005)。これに関連して、申請者

は最近 Cdt1 が MCM に結合しそのヘリカーゼ

活性を著しく促進することを発見した

(You,JBC 2008)。また、複製フォークにおい

ては、ヘリカーゼの他に、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 は、その複合体において中心的

な役割を果たす。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では、Mcm4,6,7 ヘリカーゼの活性制

御機構をおもに生化学的に調べることによ

り、ゲノム複製開始, 伸長とその制御の機構

を明らかにする。特に, 複製複合体/フォー

ク制御因子との相互作用による制御を重点

的に解析する。具体的な達成目標は、❶ Mcm

複合体（Mcm4,6,7 と Mcm2 から 7）と他の複

製 開 始 / 複 製 フ ォ ー ク 補 助 因 子

(Cdt1-Geminin, Cdc45, GINS, primase 

-polymerase a)との相互作用,および MCM ヘ

リカーゼ活性への影響、❷ Cdt1 や他の因子

が、ヘリカーゼ活性をもたない Mcm2-7 ヘテ

ロヘキサマーの活性に及ぼす影響の解析。 

 

 

３．研究の方法 

 複製開始機構およびMcm複合体の複製フ

ォークにおける役割を解析するためには、

種々のアプローチが可能であるが、Mcm 複

合体の有する種々の活性に対するリン酸

化やタンパク質相互作用の影響を、精製し

たタンパク質を用いて生化学的に調べる。  

精製タンパク質を用いた酵素学的解析：

Mcm ヘリカーゼと種々の因子との相互作用、

およびその相互作用のヘリカーゼ活性な

どへの影響を、精製したタンパク質を用い

て詳細に解析する。 

（１）精製したタンパク質での解析 

種々の Mcm 複合体、ヘリカーゼ補助因子

(MCM の ロ ー テ ン グ 因 子 Cdt1 ，

GINS,Polymerase-primase)、複製フォーク

保護因子(Claspin、Tim1-Tipin 複合体)な

どを昆虫細胞で増産精製し、これらの因子

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。 

 

（２）MCM 複合体の活性化(ホロヘリカーゼ

の同定)と再構成 

①MCM2-3-4-5-6-7複合体はDNAヘリカーゼ

活性を示さない。Cdt1, Cdc45-GINS, 複製

フォーク保護因子などの組み合わせによ

り、この DNA ヘリカーゼ活性を活性化でき

るかどうか検討する。 

②MCM4/6/7 と MCM2-7 複合体と相互作用す

る因子を pull down、共免疫沈降などで同

定し、ヘリカーゼ活性におよぼす影響を調

べる。 

③同定した新規MCM結合タンパク質を作製

し、MCM ヘリカーゼにおよぼす影響を検討

する。 

 

 

４．研究成果 

本研究では、Mcm4,6,7ヘリカーゼの活性化

制御機構を生化学的に調べることにより、ゲ

ノム複製開始とその制御の機構を明らかに

する。精製したCdt1およびMCMタンパク質複

合体を用いた実験から以下のことが明らか

になった。❶Cdt1はMcm2、Mcm4/6と相互作用

して、MCM複合体と共複合体を形成する。❷

Cdt1は、Mcm4/6/7とMcm2/3/4/5/6/7複合体の

DNA結合活性を促進するとともに、Mcm4/6/7

のヘリカーゼ活性を著しく促進する。❸Cdt1

と強く結合するGemininの添加で、Cdt1の

Mcm4/6/7のヘリカーゼ活性の促進が解除さ

れ、Mcm-Cdt1複合体が解離される。一方、Cdt1

と結合できない変異gemininの添加はヘリカ

ーゼ活性とMcm-Cdt1-DNA複合体に影響を与

えない。これらの結果はCdt1が特異的にMCM

のDNA結合とヘリカーゼ活性を促進すること

を示す。❹UVクロスリンク法の実験からCdt1

タンパク質はATPに結合することが示された。

❺ATP存在下では、Cdt1はMcm4/6/7と、分子

量670kDaぐらいの共複合体(２個の三量体

Mcm4/6/7[六量体]と３個のCdt1分子から構

成される)を形成する。❻Cdt1に保存される

残基の点変異により、ATP結合、Mcmとの共複

合体形成、DNA結合及びヘリカーゼの促進能

のいずれも減弱した。以上の結果から、Cdt1

タンパク質はpreRC形成において、ATPに結合

し、MCMと複合体を形成して、MCMのDNA上へ

のloadingを促進する可能性が示唆された。



 

 

また、複合体の高次構造を変化させることに

より、DNAへの親和性およびヘリカーゼ活性

を増加させていると考えてられる。大腸菌複

製開始においては、DnaA、DnaBおよびDnaCが

開始に必須なATP結合タンパク質であること

が知られ、DnaCはATP結合に依存して、DnaB

と複合体を形成しそのヘリカーゼ活性を促

進する。上記の結果は、Cdt1はDnaCと機能的

に極めて類似していることを強く示す。  

 H20年度は、Cdt1配列上に、典型的なATP結

合ドメインとは異なる配列を有するATP結合

タンパクとの相同配列を見出し、その保存配

列の変異体を作製した。この変異体はin 

vitroでATP結合能をほぼ完全に消失してい

た。さらに、これと同じ変異がショウジョウ

バエの発生異常の原因として独立に同定さ

れていることが明らかとなった。以上の事実

は、Cdt1のATP結合は、その機能制御に重要

な役割を果たすことを示す。 

 DNA プライマーゼはDNA複製において、RNA 

断片（プライマー）を合成する酵素である。

バクテリアでは、DNA プライマーゼは複製フ

ォークにおいて DNA ヘリカーゼに結合し、複

合体として互いに活性を促進する。しかし、

真核細胞では、プライマーゼとヘリカーゼの

関連する研究はまだ進んでいなかった。我々

は，精製した human DNA プライマーゼと MCM

複合体を用いて、相互作用と活性制御につい

て生化学的に調べた。免疫沈降により human 

DNA プライマーゼ（p48と p58 サブユニット）

は MCM2〜7 複合体と共沈降した結果から、

MCM2〜7 複合体と human DNA プライマーゼが

物理的に相互作用しることを見出した。また、

プライマーゼがMCMヘリカーゼ活性を阻害す

る。これはプライマーゼの一本鎖 DNA 結合能

による基質DNAとの競合反応がもたらした可

能性がある。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

が形成する。さらに、プライマーゼの活性が

Mcm4-6-7 複合体および Mcm2-3-4-5-6-7 複合

体により促進された。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 プライマーゼと複合体を形成し、そ

の活性を促進することが示唆された。現在、

MCM ヘリカーゼによる DNA ポリメラーゼ・プ

ライマーゼのDNA合成への影響を解析してい

る。 
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