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研究成果の概要（和文）：DNA複製が開始する領域では、多くのタンパク質が集合し、複合体を形成する。そして、そ
れら複合体が性状を変えること（リモデリング）により複製が開始する。本研究では出芽酵母の染色体DNA複製に必須
な新規タンパク質複合体pre-LCとSld3-Sld7を同定した。そして、これら複合体が細胞周期に依存してリン酸化される
ことにより複製因子Cdc45, GINSを複製開始領域にリクルートし、２本鎖DNAを１本鎖にほどく複製に必須なMcm2-7ヘリ
カーゼを活性型にリモデリングすることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Many proteins assemble and form complexes at DNA replication origins. The complexe
s are subsequently remodeled to initiate DNA replication. This study newly identified the pre-LC and the S
ld3-Sld7 protein complexes of budding yeast. These complexes recruit two replication factors, Cdc45 and GI
NS to origins and remodel replicative helicase, Mcm2-7 to an active form, which unwinds double-stranded DN
A to single-stranded DNA to perform DNA replication.
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様	 式	 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）	 

1. 研究開始当初の背景 
細胞内で起こる生命現象の多くは、複数の因
子が特定の時期と場所に集合し、機能を発揮
する反応である。遺伝情報を担う染色体DNA
の複製に於いても同様である。図１に示すよ
うに、真核生物の複製を開始する領域のDNA
には Orc (Origin recognition complex)が結
合し、次に２本鎖 DNA を１本鎖にほどく
DNA ヘリカーゼ活性を担う Mcm2-7 がロー
ドされる。Mcm2-7だけではヘリカーゼとし
て働かないが、Cdc45と GINS複合体がこれ
に加わり Cdc45-[Mcm2-7]-GINS（CMG）複
合体を形成すると活性型ヘリカーゼとして
働くことができる。その後、１本鎖に解離さ
れた DNA を鋳型にして DNA ポリメラーゼ
が DNA の合成を開始する。真核生物では、
３種の DNA ポリメラーゼα、δ、ε（Pol
α、Polδ、Polε）が複製時の DNA 合成を
担う。この一連の反応においては多数のタン
パク質が複製開始領域に集合し、次にこれら
タンパク質群が何らかの変換（リモデリン
グ）をし、DNA 合成を始める。研究開始当
初には、多数の因子が CDK(Cyclin-dependent	 
kinase)に依存して複製開始領域に結合する
ことを明らかにしていたが、それら因子がど
のようにリモデリングに関わっているのか、
またリモデリングの分子機構や制御は分か
っていなかった。 
 
２．研究の目的 
真核生物染色体 DNA の複製に関わるタンパ
ク質の複製開始領域への集合とその後に起
こるリモデリングの分子機構、そして細胞周
期によるこれらの調節機構の解明を目指す。
特に、複製を開始する DNA 領域に集合した
タンパク質群がリモデリングされ移動する
過程（DNA合成の開始；図１の CDKに依存
した過程）が、実際にどのような変化による
のか、また何によって制御されているのかを、
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
出芽酵母を用いて、遺伝学的解析と共に DNA
複製開始領域へ集合する種々のタンパク質
の挙動を主として以下のように調べる。	 
(1) 遺伝学的手法を用いた解析	 
出芽酵母の遺伝学的解析手法と遺伝子工学
的手法を組み合わせ、解析を行う。即ち、遺
伝学的変異の組み合わせによる表現型の解
析、２ハイブリッド法によるタンパク質間相
互作用の解析、タンパク質融合による複製タ
ンパク質機能の置換等による解析、である。
これらは生化学的解析と組み合わせること
により、細胞内での機能を理解する上で重要
となる。	 
(2) 生化学的手法を用いた解析	 
複製開始領域へ集合するタンパク質群を精
製し、タンパク質間の相互作用・複合体形成
や、開始領域への集合を試験管内で調べる。
また、精製タンパク質・細胞抽出液よりなる

試験管内 DNA 複製系を構築し、この系を詳細
な解析に供する。	 
	 	 これらの解析により、タンパク質集合の
分子機構とその制御を明らかにする。	 

	 
４．研究成果	 
(1)	 pre-LC 複合体の発見とその機能	 	 
真核生物の染色体 DNA の複製は細胞周期によ
り厳密な制御を受けている。染色体 DNA 複製
開始には２種類のタンパク質リン酸化酵素
が必要である。１つは DDK	 (Dbf4-dependent	 
kinase 或は Cdc7	 kinase)で Mcm2-7 複合体を
リン酸化し、Cdc45 と Sld3 の複合体が複製開
始領域へ結合することを促進する（(3)を参
照）。もう１つは細胞周期の中心的な役割を
担う CDK で、Sld2 タンパク質（多細胞生物の
RecQL4 と似た部分を持つが機能的ホモログ
かは疑問）と Sld3 タンパク質（多細胞生物
の Treslin/Ticrr 相当）をリン酸化し、これ
らタンパク質と Dpb11 タンパク質（多細胞生
物の TopBP1 に相当）の結合を促進する。Dpb11
タ ンパク質は２対の Brca1	 C -terminal	 
Repeat	 (BRCT)タンデムペアを持ち、N 末、C
末のBRCTペアがリン酸化されたSld3と Sld2
にそれぞれ結合する。この結合は染色体 DNA
の複製に必須であるが、なぜこの結合が DNA
複製を促進するのかは分からなかった。	 
	 	 我々は CDK によりリン酸化された Sld2
と Dpb11 の結合が Dpb11,	 Sld2,	 Polε,GINS	 
を含む複合体の形成を促進することを、クロ
スリンク後に免疫沈降することにより見い
だした。この複合体は複製開始領域にそれぞ
れの因子が結合しなくても形成するので、
pre-Loading	 Complex	 (pre-LC)と名付けた
（図４中央の pre-LC 形成を参照）。また、個

図１	 	 真核生物の染色体 DNA 複製開始機構
（出芽酵母の解析結果を基盤とした研究開

始当初のモデル）	 
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別に精製した Dpb11,	 Polε,GINS	 を CDK によ
りリン酸化した Sld2 と試験管内で混ぜ合わ
せると、複合体を形成することも示した。さ
らに pre-LC 構成因子に変異を導入し pre-LC
形成を欠損させると DNA 複製は開始せず、導
入した変異を他の方法により抑える（サプレ
スする）と複合体は形成し DNA 複製は開始す
る。従って、pre-LC を形成することが複製開
始には必須で、Sld2 のリン酸化がそのために
働いていると結論した。	 
	 	 pre-LC中のDpb11の C末 BRCTペアはCDK
によりリン酸化された Sld2 と結合している
が、N末側の BRCT ペアは CDK によりリン酸化
された Sld3 と結合する。Sld3 は pre-LC とは
独立に複製開始領域に結合しているので、
Sld3 と pre-LC 中の Dpb11 の結合を介して、
pre-LC 中の GINS が複製開始領域にリクルー
トされると考えている（図４）。このように
pre-LCはCMG複合体形成に重要な働きをする
が、この反応は単なるリクルートではなく、
CMG 構成タンパク質が性状を変え、高塩濃度
に抵抗性の強固な複合体となる。このことは、
pre-LC構成因子がCMGリモデリングに関与す
ることも示唆している。一方、Dpb11 の N 末
から２対の BRCT ペアの間の領域が GINS と弱
く結合し、複製に重要な働きをすることも明
らかにしており、この結合に pre-LC 形成時
の役割があるものと考えられる。	 
	 	 以上の結果は CDK による染色体 DNA 複製
開始の機構の一端を明らかにした最初の報
告である。	 
	 
(2)	 複製開始における Polεの役割	 
上述のpre-LCの形成にはPolεが必須である。
Polεは主としてリーディング鎖の合成を担
い、Pol2,	 Dpb2,	 Dpb3,	 Dpb4の４つのサブユ
ニットからなる。一番大きな Pol2 が DNA 合
成活性を持つ触媒サブユニットである。この
サブユニットの N末半分にある DNA 合成活性
に関与する領域（DNA ポリメラーゼドメイン）
を除いても細胞は増殖できるが、C 末半分を
欠くと DNA 複製に異常が生じ細胞は増殖でき
ない。N 末半分を欠いた場合は、ラギング鎖
合成を担う Polδによってリーディング鎖の
合成も行われているものと考えられている。
Pol2 の C 末半分は Polεの他のサブユニット
と結合すること以外、機能は未知で、DNA 複
製研究分野のミステリーの１つであった。	 
	 	 我々は、Pol2	 C 末半分が pre-LC の形成
に関与しているために DNA 複製に必須なので
はないかと考えた。まず Pol2	 N 末半分を欠
くタンパク質を精製したところ、残りのサブ
ユニット Dpb2,	 Dpb3,	 Dpb4 と複合体を作っ
ていることが分かった（PolεΔN と呼ぶ）。
Polεを除いた試験管内複製系（(4)を参照）
に、精製した PolεΔN を加えると、効率は
落ちるが DNA 複製は起こるので、精製標品が
生物活性を持っていることが分かる。この
PolεΔN と Dpb11,	 CDK によりリン酸化され
た Sld2,	 GINS	 より、pre-LC の再構成を行う

ことができた。従って、Pol2	 の C 末があれ
ば pre-LC の形成が可能で C 末の必須機能が
pre-LC の形成であるという我々の主張とよ
く一致する。	 
	 	 次に、タンパク質間相互作用を精製タン
パク質間の結合と２ハイブリッド法により
調べたところ、Pol2 サブユニットの C末半分
が Sld2 と、Dpb2 サブユニットが GINS と、結
合することが分かった（図２）。pre-LC が GINS
を複製開始領域にリクルートしていること
を考慮すると、Polεはそのサブユニットと
の相互作用により Sld2 と GINS の仲介をし、
最終的に GINS を Dpb11 の近傍に連れてくる
と考えることができる。実際に、Sld2 と Dpb2
の融合タンパク質を発現させると、Pol2	 を

完全に欠いても細胞は増殖可能となる。また、
研究期間中に Dpb2 サブユニットの N 末側が
必須で、この部分が GINS と結合するとの報
告があり、この点についても調べたところ、
Dpb2を N末とC末に分け別々に発現させても
細胞は増殖することが分かった。さらに、試
験管内複製系を用いて解析したところ、Dpb2	 
N末だけでGINSの複製開始領域への結合が起
こることが分かり、この領域が単に GINS に
結合するだけでなく、GINS の構造変換（リモ
デリング）に関与している可能性が示唆され
た。	 
	 	 以上の結果は、長年の疑問であった Pol2
サブユニット C末の機能を明らかにするとと
もに、DNA 合成酵素が新たな機能を持ちうる
という驚くべき結果を示すものである。さら
に、Polεが複製開始領域に他の DNA ポリメ
ラーゼに先んじて結合することは、Polεが
リーディング鎖合成を行う大きな理由であ
ると考えることができる。	 
	 	 	 
(3)	 Sld7 の発見と機能	 	 
我々が新たに同定した Sld7 タンパク質は
Sld3 タンパク質と細胞周期を通じて常に複
合体を形成している。Sld3 及びこの複合体は
さ ら に Cdc45 と 複 合 体 を 形 成 し 、
pre-Replicative	 Complex	 (pre-RC)依存的に
複製開始領域に結合する。pre-RC は細胞周期
の M 期後期から G1 期に複製開始領域に形成
される（図１参照）。この際、Cdc45 は Sld3
と最初は結合しているが、複製の開始に伴っ
て Sld3 と解離し、Mcm2-7,	 GINS と CMG ヘリ

図 2	 pre-LC 構成因子間の相互作用 
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カーゼ複合体を形成し、Sld3 は DNA 合成開始
に伴って複製開始領域から解離する。精製し
た Sld3-Sld7 複合体は Sld3 単独と比較する
と Cdc45 タンパク質との結合能が弱く、Cdc45
からの解離が起こりやすいことを見いだし
た。Sld7 は細胞増殖に必須ではないが、Sld7
を欠く細胞は S 期の進行がおそく、CMG 複合
体の複製開始領域からの解離が遅れる。これ
は、複製開始領域への複製因子の結合と解離
の調節に Sld7 タンパク質が関与することを
示している。即ち、結合したタンパク質（或
は複合体）の性状を変えること（リモデリン
グ）が DNA 複製開始において重要であること
を意味し、複製開始において初めて結合・解
離、またリモデリングの重要性を実験的に示
したものである。	 
	 	 	 	 一方、物理化学的解析から Sld3-Sld7 複
合体は２分子の Sld3 が２分子の Sld7 を介し
て結合していることが分かった。Sld7 は Sld3
がなくてもホモダイマーを作ることができ
る。また、Cdc45 はこの複合体内の Sld3 中央
部と１：１の結合をしている。Sld7 の一部を
欠失して、Sld3 との結合や、Sld7 同士の結
合能をなくすと、2 分子の Sld3 を含む
Sld3-Sld7 複合体は消失し、その欠損を持つ
細胞は DNA 複製能の低下が観察される。これ
らのことは、Sld7 による Sld3 の２量体化が
DNA 複製開始に重要であることを示唆してい
る。現在のところ、この２量体化がリモデリ
ングと直接関わるかは分からないが、この２
量体化が複製開始領域からの両方向への複
製の開始に重要な働きをしているのではな
いかと考えている。即ち、複製開始領域には
反対方向を向いた Mcm2-7 複合体が２つロー
ドされるが、両者がほぼ同時に活性化される
必要がある。多数の複製開始点を持つ真核生
物では、隣り合う複製開始領域からの複製開
始が起こらないと未複製部分が残りゲノム
を不安定にするためである。Sld3-Sld7 の２
量体が２つの Cdc45 をリクルートし、先の
pre-LC は CDK によるリン酸化された Sld3 と
結合すると考えられるので、ここでも２つの
GINS のリクルートが保証される（図４）。	 
	 	 真核生物染色体 DNA の複製開始は、多く
の複製開始領域から起こるが、複製開始領域
により S期のどの時期に開始が起こるかは異
なっている。特に出芽酵母では、個々の複製
開始領域の複製開始が起こる時期が決まっ
ている。これは複製開始領域によって、制限
要因となる複製開始タンパク質に対する親
和度が異なるためではないかと考えられて
いた。我々はこの制限要因となる複製タンパ
ク質が、Sld3-Sld7 と Cdc45 であることを示
した。即ち、これらタンパク質を大量に発現
すると今まであった複製開始領域特有の複
製開始のタイミングは消え、どの複製開始領
域からも一様に複製開始が起こる。この一連
の研究の過程で Sld3-Sld7 の複製開始領域へ
の結合が DDK に依存していることもみいだし
た（図４）。Sld3 の DDK 依存的複製開始領域

への結合は分裂酵母では既に報告のあるこ
とではあったが、出芽酵母では S期初期に複
製開始の起こる複製開始領域には G1 期から
Sld3-Sld7が結合するためG1/S境界域で活性
の増加する DDK には依存しないと考えられて
いた。実際には非常に低い DDK 活性で、
Sld3-Sld7 の複製開始領域への結合が起こっ
ていたということである。	 
	 	 以上の研究は Sld3 が Sld7 を介して２量
体として働くことが、複製開始、恐らく複製
開始複合体のリモデリングに関与すること
を示唆しており、複製開始でのリモデリング
を考える上で重要な知見となっている。なお、
我々の Sld7 発見の報告により、Sld3 の多細
胞ホモログである Treslin/Ticrr と結合する
タンパク質が探索され、MTBP1(MDM2	 binding	 
protein	 1)が他のグループにより見いだされ
ており、ヒトを含む多細胞生物にも同様な機
構があることが推測される。	 

	 
(4)試験管内 DNA 複製系を用いた解析	 
タンパク質複合体のリモデリングの詳細を
理解するためには、試験管内で精製タンパク
質や細胞粗抽出液を用いて細胞内の反応を
再構築し、個々の反応を詳細に調べる必要が
ある。そのため我々は、試験管内複製系の構
築を目指したが、2011 年に米国マサチューセ
ッツ工科大学の Stephen	 P.	 Bell 博士のグル
ープから試験管内複製系の報告があり、現在
はこの系を改良して用いている。この系は図
３に示すように３つのステップからなる。S
期の粗抽出液は、細胞内では量の少ない
Sld3,Cdc45,	 Dpb11,	 Sld2	 を多量に発現させ、
G1/S 期境界で cdc7 変異（DDK 触媒サブユニ
ットの変異）を用いて停止させた細胞から調
製している。さらに、現在はステップ Iを精
製した Mcm2-7,	 Cdt1,	 Orc,	 Cdc6 を用いて行
うとともに、鋳型も環状 DNA をビーズに固定
せず使うことにより、複製効率を上げている。	 
	 	 これまでに精製した Sld3,	 Sld3-Sld7,	 
Mcm10,	 Polεを S 期粗抽出液中の内在タンパ
ク質と置き換えることができることから、精
製タンパク質が生物活性を持った標品であ
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図 3	 試験管内複製系	 



ることが確認されている。Sld3,	 Sld3-Sld7
の詳細な解析は緒についたところである。
Polεに関しては、（２）に述べたように変異
Polεを用いた解析からの結果を得ている。
Mcm10 は CMG が働くために必要であることは
報告されているが、機能の詳細は不明である。
我々の精製した生物活性を持つ Mcm10 がモノ
マーであること（ヘキサマーとの報告もあ
る）、そして少量で複製をサポートすること
が分かった。今後この系を用いた解析を進展
させる予定である。	 
	 
(5)複製開始時のリモデリングの全体像と今
後の課題	 
本研究期間での進展は図１と図４を比較し
て頂ければ分かるが、pre-RC 形成から CMG 形
成の過程の分子機構の詳細を明らかにする
ことができた。即ち、個々の因子が DDK と CDK
によるリン酸化を経て、種々の複合体を形成
し、それが複製装置のリモデリングを起こし
ていることが分かった。一方で、Mcm2-7 は
pre-RC 形成時には２本鎖 DNA を、ヘリカーゼ
として働く時には１本鎖 DNA をドーナッツ状
の穴の部分に通している。この２本鎖 DNA を
通している状態から１本鎖 DNA を通す状態へ

の変化がどのように起こっているかは現時
点では分からない。また、我々が精製してい
る複製タンパク質を単純に混ぜ合わせても
活性な CMG はできないので、まだ未知の因子
があるのか、反応条件が最適化されていない
のかは、今後の課題である。	 
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