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研究成果の概要（和文）：Hsk1はDNA複製開始に重要な蛋白質りん酸化酵素で細胞の生存に必須である。我々はMrc1やR
if1遺伝子が欠失すれば、Hsk1の機能無しで細胞が生存することを見出し、Mrc1とRif1の働きを解析した。Mrc1の98ア
ミノ酸のHBS領域を欠失した変異では、チェックポイント機能は正常だが、hsk1変異が生存できた。Mrc1はHBSよりC末
領域とよりN末側領域が分子内結合しDNA複製開始に阻害型となり、N末側のりん酸化あるいはHBS欠失変異では分子内結
合が壊れ、許容型になると示唆された。また、Rif1のゲノム結合部位に特異的なDNA配列がありこの配列に依存してRif
1が結合し働く事が分かった。

研究成果の概要（英文）：mrc1Δ and rif1Δ can bypass the requirement of Hsk1 kinase. mrc1-3A, 
specifically defective in checkpoint, and mrc1ΔHBS (Δ782-879), proficient in checkpoint, can 
independently rescue hsk1ts, albeit less efficiently, and combination of mrc1-3A and mrc1ΔHBS rescues 
hsk1ts almost as efficiently as mrc1Δ, confirming that mrc1Δ can bypass Hsk1 in both 
checkpoint-dependent and -independent manners. Initiation of DNA replication is enhanced at early origins 
in ΔHBS. C-terminus (781-1019) of Mrc1 containing HBS can interact with the N-terminus and inhibits the 
mrc1ΔHBS-mediated bypass of hsk1ts. Intramolecular interaction between C-terminus and N-terminus renders 
Mrc1 in an inhibitory conformation, and phosphorylation through HBS causes dissociation of the N-terminal 
segment from the C-terminus, transforming Mrc1 into a permissive conformation that can rescue hsk1ts. We 
found a consensus sequence among Rif1-binding regions which is essential for Rif1 to regulate initiation.

研究分野： 分子生物学・細胞生物学、生物科学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
真核細胞の DNA 複製は染色体上多くの部位
(ori)から開始する。又、S期内で複製開始さ
れる時期はゲノムの領域によって異なり、ゲ
ノムは S 期初期、中期、後期などに複製され
るドメインに区分される。一方で、複製開始
に必要な pre-replicative complex(pre-RC)
は M 期から G1 初期までにゲノム全域に形成
されている。分裂酵母では約千個の pre-RC
が形成されるが、その中の 3 割から 6 割が S
期初期の複製開始点として観察される。多く
の pre-RC の中から、初期に活性化される複
製開始部位、中期に活性化される部位などが
選択されるその制御は、エピゲノムや染色体
の核内配置など多くの因子の支配下にあり、
環境変動や発生過程などで柔軟に変化する
がその制御機序の詳細は不明であった。 
Cdc7 キナーゼは酵母からヒトまでよく保存
されており、 pre-RC の構成因子である
Mini-chromosome maintenance (MCM)複合体
が Cdc7 によりリン酸化されることが複製開
始に必要なステップであること、HP1 欠損株
で S 期後期に複製する染色体部位に Cdc7 を
局在させるとその部位が S期初期に複製され
るようになることなどから複製開始の部位
とタイミングを決める重要な因子の一つで
あると予想されたがその作用機序は大部分
が不明であった。 
Cdc7 は増殖に必須であるが、出芽酵母では
MCM5 或は MCM4 の特殊な変異によりその機能
がバイパスされることが報告さていた。他の
生物種ではそのようなバイパスはそれまで
知られていなかったが、我々は分裂酵母
hsk1(Cdc7 orthologue)変異をバイパスする
変異や増殖条件を発見した（Matsumoto, S. 
et al, J. Cell Biol. 195:387-401(2011); 
Hayano, M., Kanoh, Y., Matsumoto, S. et al, 
Genes Dev. 26:137-150(2012)）。これらはい
ずれも MCMの変異ではなく、出酵母の場合と
は異なる機構によるバイパスであることが
示唆された。代表者はそれまで、hsk1 の変異
体を用い hsk1 機能を解析を行い、hsk1 機能
欠損を相補する（バイパスする）変異及び条
件を同定した。それらバイパス変異の中で、
特に Mrc1（高等動物 Claspin の機能的
orthologue）と Rif1（出芽酵母のテロメア結
合因子 Rif1 の orthologue）の変異は複製開
始部位を選択する制御機構に関連した興味
深い表現型を示した。まず、Mrc1 は Hsk1 非
依存的に初期複製起点に特異的に結合する
るが、mrc1 欠損株では Mrc1 が本来結合して
いる初期複製起点の複製開始効率が高まっ
た。 
一方、Rif1はテロメアの他にも染色体腕部に
も散在して結合しており、rif1 欠損株では、
野生株では非効率な複製起点からの複製効
率の上昇が観察された。hsk1 機能欠損の相補
能は rif1と mrc1を共に欠損した場合、それ
ぞれ単独の欠損よりも高い相補能を示すこ

とからも Rif1と Mrc1はそれぞれ異なる機構
で複製開始部位の選択を制御することが示
唆された。また、バイパス変異は Cdc7/hsk1
の増殖に必須な機能をバイパスするので、
Cdc7/hsk1 の DNA 複製およびそれ以外の染色
体ダイナミクス制御における役割を解析す
るのに理想的な材料となると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
(1) Cdc7 キナーゼは複製起点における
pre-RCの構成因子 MCMをリン酸化することに
より効率の良い複製開始と複製開始部位選
択に必要である。又、複製以外の多くの染色
体ダイナミクスの制御にも関与する。代表者
は分裂酵母の Cdc7 キナーゼ(Hsk1)の機能欠
損をバイパスするいくつかの変異と条件を
同定し、その中で Mrc1と Rif1の変異株では
染色体複製開始部位の選択パターンが大き
く変わることを見出した。そこで第一に Mrc1
と Rif1 が働く分子機序を明らかにすること
により、複製開始部位選択の制御メカニズム
の解明を目的とした。 
(2) 更に、Hsk1機能の完全欠損下で DNA複製
以外の種々の染色体ダイナミクス（減数分裂
期組換え、乗り越え DNA 合成、修復、クロマ
チン制御等）を再検討し、Cdc7のこれらの過
程における役割の解明を第二の目的とした。 
 

 
３．研究の方法 
 
(1)Hsk1 機能をバイパスする mrc1 あるいは
rif1点突然変異を単離・同定し、複製起点の
複製活性への影響と変異部位へ結合するタ
ンパク質を探索する。特に Mrc1 の 782 番目
から 879 番目までの 98 アミノ酸残基の領域
（HBS と命名）を欠失した mrc1ΔHBS 変異は
正常なチェックポイント機能を有するが
hsk1 変異を部分的にバイパスできることに
注目して、この HBS 領域に点突然変異を導入
して、hsk1変異をバイパスできる点突然変異
を単離する。 
 
(2)Rif1 の強制発現が強い増殖阻害を起こす
ことを利用し、この増殖阻害を回避する染色
体変異と多コピー抑圧遺伝子を単離する。 
 



(3)これらの探索により同定されたタンパク
質や遺伝子の変異が複製起点の複製開始活
性に及ぼす影響や、Mrc1 および Rif1 との物
理的相互作用や核内／染色体上での存在様
式を調べ、それらが複製起点選択や複製開始
の制御において働いているメカニズムの解
明を進める。 
 
４．研究成果 
 
(1) Mrc1（高等動物 Claspin の機能的ホモロ
グ）は複製チェックポイントの mediator と
して働くことが知られている。 Mrc1 の
782-879aa配列（HBS）を欠失した Mrc1ΔHBS
株は、正常なチェックポイント機能を示し、
かつ hsk1ts 変異を部分的に相補した。 
 

 
3A変異は Mrc1の checkpoint機能に特異的に
欠陥のある変異で、ΔHBS変異とこの 3A変異
とを同時に持つ Mrc1変異の hsk1変異相補能
はそれぞれの単独変異より強く、HBS が
checkpoint 非依存的機能を持つことが確認
された。 

 
(2) HBS 配列内に種々の点突然変異を導入し
たところ、KAF という比較的保存された配列
を AAA に変えた KAF 変異が hsk1ts を若干バ
イパスした。この KAF 変異とΔHBS 変異では
弱い初期複製起点 ars1 の複製効率が上がっ
ていることが二次元電気泳動で確かめられ
た。一方、3A 変異では野生型同様 ars1 から
の複製は殆ど観察されず、Mrc1は HBS配列を
介して初期複製起点の複製開始を負に調節
していることが示唆された。 
 
(3) mrc1ΔHBSでは hsk1tsが弱くバイパスさ
れるが、この細胞に HBS を含む Mrc1 の C 末
配列を発現させると、hsk1ts のバイパス能が
阻害される。また、HBSを含む C末配列は Mrc1

の HBSより前の部分と結合できることが分か
った。 

 
すなわち、Mrc1 が HBS を含む C 末領域と HBS
より前方の N末側領域とで分子内結合を形成
し複製開始に対して阻害活性を持つ構造と
なっているが、Hsk1 による N 末側のりん酸化
あるいはΔHBS 変異によりこの分子内結合が
壊されると複製開始にたいして許容型にな
ることが示唆された。また、質量分析法によ
り、HBS配列に依存して Mrc1 と結合する因子
も同定した。 

 
 
(4) Rif1 機能に関しては、ChIP-seq 法によ
り分裂酵母ゲノム上の結合配列を同定し、
Rif1 が G4 構造を取りうる配列に結合するこ
と、その結合が複製タイミングの制御に必要
なことを明らかにした。また、Rif1欠失によ
る Hsk1機能のバイパスには Rif1に結合する
蛋白質脱リン酸化酵素 PP1が大きく関わるこ
とが他のグループより報告されたが、一方で、
Rif1増産による増殖阻害には PP1との結合は
必要ないことが分かり、Rif1 の機能には PP1
を介した働きと、PP1 を介さないものとがあ
ることが示唆された。 
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