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研究成果の概要（和文）：真核生物のリーディング鎖、ラギング鎖の合成で、複数のDNAポリメラーゼが使い分
けられる生化学的な背景を解析した。まず、高い活性を持つ複製DNAヘリカーゼであるヒトCMG複合体を再構築し
精製した。また、PCNA装着因子Ctf18-RFCが、DNAポリメラーゼεと複合体を形成した時に、両者が協調的にプラ
イマー DNA 3’末端に結合し、高い効率でPCNA装着することを明らかにした。このことから、Ctf18-RFCが、リ
ーディング鎖DNAポリメラーゼの構成要素として機能すること、さらに機能の異なる２種類のPCNAローダーがDNA
ポリメラーゼの使い分けに重要な役割を持つことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This research aimed to study the mechanism to proceed a replication fork 
with three functionally distinct DNA polymerases in eukaryotes. I especially focused on a 
biochemical background to distinguish DNA polymerases for syntheses of leading and lagging strands. 
Firstly, I reconstituted the replicative DNA helicase, human CMG complex and obtained the highly 
purified active CMG helicase. Secondly, I analyzed a functional significance of the interaction 
between the second PCNA loader Ctf18-RFC and DNA polymerase ε. I elucidated that Ctf18-RFC actively
 loads PCNA only when it complexes with DNA polymerase ε. This result indicated that Ctf18-RFC 
functions as a component of the leading-strand DNA polymerase complex and actively loads PCNA on the
 leading strands. Considering the role of RFC for loading of PCNA on the lagging strands, these two 
PCNA loaders will coordinate PCNA loading on both strands and play a role to distinguish DNA 
polymerases for syntheses of the two DNA strands.

研究分野：分子生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
真核生物の複製フォークに関与する DNA ポ
リメラーゼ(Pol)については、Polα単独による
複製から、SV40ウイルス DNAの試験管内複
製反応による Polα，Polδの 2-Pol 系（２ポ
リメラーゼモデル、Tsurimoto et al. 1990, 
Nature）、さらに酵母遺伝学から判明した Pol
εを加えた３-Pol系（３ポリメラーゼモデル、 
Araki et al. 1992, EMBO J）と展開した。以降、
20年間で、実際に細胞内で３-Polを使い分け
たリーディング鎖、ラギング鎖合成によって
複製が進むことが示されてきた。１番目の例
として、Pol の忠実度変異と複製鎖の変異出
現頻度の偏りとして示された (Pursell et 
al.2007, Science)．また２番目の例として、１
つの Pol を特異的に除去したアフリカツメガ
エル卵抽出液の複製能の低下として示され
た(Waga et al. 2001, PNAS)。しかし、真核生
物の３-Polを使い分けた複製フォークの構成
が具体的に捉えられた分けではなかった。こ
の状況に対して、複製開始過程の解明は、酵
母を中心にしてめざましく進展し、多くの新
しい知見が蓄積した(Bell & Dutta 2001 Annu 
Rev Biochem)。また複製フォークについても、
ヘリカーゼと Pol のカップリングにチェック
ポイント因子が関与し、複製フォークを安定
化する機構が明らかにされてきた(Shimmoto 
et al. 2009, Genes Cells)。さらに最近、出芽酵
母の試験管内複製開始反応が可能になった
(Heller et al. 2011, Cell)。ここでは各 Polが段
階的に複製反応に加わることが示された。し
かしこの系を使っても、まだ複製フォークで
の Pol の使い分けの実体は不明のままであっ
た。 
本研究では、これまでクランプとそのローダ
ーの機能解析の過程で蓄積してきたヒト由
来の精製 Polα、δ、εを活用することで、
リーディング鎖、ラギング鎖間で Pol を使い
分ける生化学的背景を明らかにすることを
めざした。 
 
２．研究の目的 
真核生物の複製フォークは染色体ダイナミ
クスの分子基盤であり、細胞の機能プログラ
ムの決定要因となっている。この複製フォー
クでは Polα、δ、εの３種によるリーディ
ング鎖、ラギング鎖の協同的合成モデルが提
唱されている。しかし複製フォークでの Pol
の使い分けの実体は不明のままである。そこ
で精製されたヒトの複製フォークの主要な
構成因子を組み合わせて、３種の精製 Pol で
構成される真核生物型複製フォークの反応
過程の再現をめざした。これによってリーデ
ィング鎖、ラギング鎖間で、機能の異なる Pol
が使い分けられるしくみの生化学的な背景
を明らかにすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1) ヒト複製フォーク複合体の再構築に必須
な複製型ヘリカーゼ CMG 複合体を構成する
11個のサブユニットを発現ベクターに組み込
んで、ヒト 293T細胞内で共発現を行なう。こ
の細胞抽出液から複数のペプチドタグを使っ
た精製を行ない、11個のサブユニットで構成
される複合体を選択的に精製する。 
(2) CMG 複合体のヘリカーゼ活性を確認し、
精製した Polδ、ε、PCNA、クランプローダ
ー複合体を組み合わせて、機能的ヒト複製フ
ォークの DNA合成系の再構築を試みる。 
(3) ヒト Ctf18-RFCと Polεの複合体形成時の
PCNA装着活性について、オリゴ DNAを結合
した beads使った pulldown assayで、多様な条
件下で解析し、複合体形成と PCNA装着の関
係を解析する。 
(4) 光架橋反応を使い、PCNA 装着反応時の
Ctf18-RFC、Polεの DNA上の挙動を解析する。
さらに Polεの DNA 合成状態を再現できる
DNA 基質を調製し、これを使って Polεの
DNA合成と結合している Ctf18-RFCの PCNA
装着の促進の関係を解析する。 
(5) Polεの Ctf18-RFCとの複合体形成、PCNA
装着と連携させて Polεの DNA合成活性を解
析し、リーディング鎖に必要な特性と
Ctf18-RFC による PCNA 装着とのつながりを
解析する。 
以上よりリーディング鎖、ラギング鎖間で、
機能の異なる Pol が使い分けられるしくみの
生化学的な背景を、それぞれに使われる
PCNAローダーの特性と関連づけて明らかに
する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト 293T
細胞に 11種類
のプラスミド
を 導 入 し
CMG 複合体
のサッブユニ
ットを共発現
した。この抽
出液から、GSHカラム、PreScissionによる切
断、抗 FLAG抗体カラムを経て、高度に精製
された複合体を得た。さらにこれに高いヘリ
カーゼ活性があることを確認した (図１)。 
(2) Ctf18-RFC と
Polεは、複合体を
形成して DNA 3’末
端に協同的に安定
な結合をし、その
結果、Ctf18-RFCに
よる PCNA ローデ
ィングが促進され
ることを示した
（図 2）。このこと
か ら 、 Polε ・
Ctf18-RFC 複合体
は、リーディング



鎖 Polの構成要素として機能することを提唱
した。 
(3) 光架橋反応の解析の結果、Ctf18-RFC・Pol
ε複合体は DNA 3’末端に通常、Polεが結合
し、PCNA 装着反応時に一時的に Ctf18-RFC
と入れ替ることを示した。さらに、Polεの
DNA合成状態を再現できるDNA基質を使う
ことで、Polεが DNA合成状態になった時に

は、Polε
と結合し
て い る
Ctf18-RF

C の
PCNA 装
着が抑制
されるこ
とを明ら
かにした
（図３）。
以上によ
り 、
Ctf18-RF

C の PCNA 装着と Polεの DNA 合成は相互
排他的であることが明らかになった。 
(4) Polεの Ctf18-RFCとの複合体形成、PCNA
装着と連携させてPolεのDNA合成活性を解
析した結果、Polε・Ctf18-RFC・PCNA３者
複合体形成時に最も効率の良い DNA 合成を
行なうことを見だした。さらに、Polδは RFC
によってより
効率よくDNA
合成を行なう
のに対して、
Pol ε は
Ctf18-RFC に
よって効率よ
く DNA 合成
を 行 な う
PCNA ローダ
ーの使い分け
があることが
明らかとなった（図４）。 
以上より Polε・Ctf18-RFC複合体は、リーデ
ィング鎖 Pol の構成要素として機能すること、
さらに Polε状態に連動して、リーディング
鎖側 DNA 合成の維持のために、Ctf18-RFC
によってPCNA装着がリーディング鎖側へ能
動的に行なわれることを示した（図５）。 

これにより RFC によるラギング鎖側だけの
装着でなく、２種類の PCNA ローダーによっ
て両鎖への協調的なPCNA装着が行なわれる
ことになる。これは機能の異なる２種類の
PCNA ローダーが複製フォークにおける Pol

の使い分けにも重要な役割を持つことを示
している。 
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