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研究成果の概要（和文）：DNA複製系を出芽酵母の精製タンパク質から再構成し、最適化した後、解析に用い
た。そして、複製開始に働くpre-Replicative Complexの複製開始部位へのローディングの新たな機構、複製ヘ
リカーゼ構成因子であるGINSとDNAポリメラーゼεの相互作用の染色体DNA合成への寄与、複製開始因子
Sld3-Sld7ヘテロ４量体構造の機能的意味、を明らかにした。さらに、複製フォーク停止のin vitro系を構築
し、フォーク停止にDNAポリメラーゼεが関わっていることを示した。

研究成果の概要（英文）：The in vitro DNA replication system was reconstituted from budding yeast 
purified proteins and optimized for analyses of chromosome dynamics. Using this reconstituted 
system, we have revealed a novel molecular mechanism of replication-origin loading of the 
pre-replicative complex at the initiation step of DNA replication, contribution of the interaction 
between DNA polymerase epsilon and GINS, a component of replicative helicase, to chromosomal DNA 
synthesis, and functional implication of the heterotetramer structure of the Sld3-Sld7 complex 
working for the initiation of DNA replication. We also established the in vitro system for pausing 
the replication forks and showed that DNA polymerase epsilon functions for pausing the replication 
fork.

研究分野：分子生物学

キーワード： DNA複製　染色体　細胞周期

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
真核生物の複数の複製タンパク質の機能を明らかにし、染色体動態との繋がりとして、複製フォークが停止する
機構を解明した。これらの学術的意義も大きいが、解析に用いたin vitro複製系を稼働させたことも大きな意義
がある。この系は、世界でも限られた研究室でしか動いておらず、国内では我々のところだけであった。この系
を用いては、姉妹染色体間を結びつけるコヒーシンの導入を共同研究により行うなど、他の研究グループの指導
も行ったので、国内においてもより多くの研究者がin vitro複製系を使用し、それぞれの研究に役立てることを
期待している。。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

真核生物染色体 DNA の複製機構の概要は、主に酵母を用いた研究から明らかになって来た。
我々は出芽酵母を用いて、DNA 複製開始機構の研究を行い、細胞周期を司るサイクリン依存性
キナーゼ(CDK)が複製開始を促進する機構を解明した。特にこの機構に必要な大半の因子を遺伝
的手法により見出し、個々の因子の働きの概要を示すことに成功した(1)。しかし、個々の因子
の精細な機能解析には in vitro での複製反応の解析が必須である。2011 年に細胞粗抽出液を用
いた DNA 複製系が発表され(2)、我々もこの系を立ち上げたが、詳細な解析には個々のタンパク
質を組み合わせた反応系が必要であった。本研究を開始した 2015 年には、精製したタンパク質
からなる DNA 複製の再構成系が報告され(3)、我々もこの系を立ち上げることに全力をあげた。 

一方、複製タンパク質の細胞内での挙動の概要は分かって来つつあったが、その他の染色体
動態因子の複製時の挙動の詳細は分からない部分が多かった。これら因子の挙動と複製因子の
挙動・連携を明らかにすることができれば、染色体が調和して機能する仕組みに迫ることができ
るため、DNA 複製再構成系での解析を企画した。 
 
２．研究の目的 
遺伝情報を担う染色体上では様々な反応が調和して起こることにより、染色体が安定に維持さ
れ、倍加し、娘細胞へと分配されていく。この染色体が調和して機能する仕組みを理解するため、
染色体がその構造を維持しながらどのように倍加して行くのか、そして他の染色体動態とどの
ように連携しているのかを解明することを目的とした。 

我々は出芽酵母を真核生物のモデル系として、DNA 複製フォークが形成される複製開始反
応の研究を行い、世界に先駆けて真核生物の複製開始に働く多数の因子を同定し、それらの機能
と細胞分裂周期による複製の制御を明らかにしてきた。本研究では、我々の発見した複製因子の
働きのみならず、染色体上で起こる反応として複製フォークの停止を取り上げ、その反応の解析
を行った。 
 
３．研究の方法 

本研究では、in vitro DNA 複製系を基盤として進めた。本研究開始時に既に立ち上げていた
出芽酵母の細胞粗抽出液を用いた系を当初は用いながら、精製タンパク質から再構成した in 
vitro 複製系を構築した。そのために必要なタンパク質の精製系を立ち上げ、最終的に in vitro
複製の最適化を行った。複製反応は多くの反応からなっているが、精製タンパク質を用いてこれ
ら個々の反応の解析も行った。本報告書では、特に説明がないかぎり、in vitro 複製系は“精
製タンパク質から再構成した DNA 複製系”を指す。 

この in vitro 複製系あるいは個々の複製反応に、DNA 複製以外の染色体動態に関わる因子を
加え、その挙動を調べた。姉妹染色体を結びつけるコヒーシン、染色体分配時に紡錘体の結合す
るセントロメア、クロマチン構造による変化、DNA に結合するタンパク質による複製フォークの
停止反応も調べ、複製フォーク停止おいては明確な分子機構を提唱できた。 

このように主として生化学的解析を主に行ったが、そこで得られた結果は in vivo の系によ
り、細胞内でも働いていることを確認することとした。 
 
４．研究成果 
（１）精製タンパク質による in vitro DNA 複製系の確立と最適化 

図１．出芽酵母のタンパク質
から再構成した in vitro DNA
複製系 
鋳型 DNA に左に記したタン
パク質群を１→２→３の順番
に加へ、新生鎖に取り込まれ
たビオチン化ウラシルをアル
カリゲル電気泳動後、IRDye 
streptavidin のビオチンへの
結合により調べた（右下）。
Cdc6 は pre-RC 形成（左）に
必要で、DNA 合成開始に必須
である。右上は精製したタン
パク質を SDS ポリアクリル
アミド電気泳動で分離した
後、染色したもの。Cdt1 は
Mcm2-7 との複合体として精
製した。 



複製に必要な出芽酵母の１８種類のタンパク質、タンパク質複合体を精製する方法を確立し、
それらを混ぜ合わせることによって複製反応を起こさせる系を確立した（図１）。また、放射性
同位元素により標識したヌクレオチドの代わりに Biotin-dUTP を用いることにより、一般の実
験室で誰でも容易に DNA 複製能の測定や複製機構の解析ができるようにした。さらに、各タンパ
ク質の濃度を最適化した。その結果、例えば GINSでは当初必要量の 1/10となった。この濃度の
最適化により、変異タンパク質を用いた反応の細かな解析が可能となった。 
 
（２）複製タンパク質機能の解析 
① pre-Replicative Complex (pre-RC) 形成 (4) 

２本鎖 DNA を１本鎖にほどく DNA ヘリカーゼのコアである
Mcm2-7 は、細胞周期の M 期後期から G1 期に複製開始部位にロ
ードされる。この反応には、複製開始部位に結合した Origin 
recognition complex (Orc)、Mcm2-7に結合した Cdt1、そして
Cdc6 が必要であり、複製開始部位での Orc と Mcm2-7 の複合体
を pre-RCと呼んでいる。Mcm2-7は６つのよく似たサブユニット
が同じ方向に会合したドーナツ状で、DNA 上にロードされると図
2A のように、２本鎖 DNA をその穴の部分に通し、N 末でもう一
つの Mcm2-7の N末と結合した構造をとると思われていた。 

精製した Orc, Mcm2-7, Cdt1, Cdc6から in vitro で形成し
たpre-RCの構造を原子間力顕微鏡(AFM)により観察したところ、
図 2の B や Cのようなものが観察された。Bでは、２つの Mcm2-7の間に隙間があり、下の Mcm2-
7の穴を DNA は真っ直ぐに通っているが、上の Mcm2-7では DNA が Mcm2-7複合体の途中から外に
でている。Cでは２つの Mcm2-7の間で、DNA がループ構造を作っている。pre-RC 中の Mcm2-7の
ドーナツ構造内には隙間があることが知られており、A のような構造を作る中間体として、B や
Cのような構造ができると考えられる。このことは、２分子の Mcm2-7が別々にロードされた後、
様々な中間体を経て、Aのような構造ができることを示唆している。 

 
②GINS 変異の解析 (5) 
GINSは Sld5, Psf1, Psf2, Psf3の４つのサブユニットからなり、サブユニット名の数字の

日本語読み、Go, Ichi, Nii, San から我々が命名したものである。GINS は Cdc45 とともに、
Mcm2-7に結合し、活性なヘリカーゼ Cdc45-Mcm2-7-GINS (CMG)複合体を作る。そして CMG複合体

内に位置する GINS の Psf1 サブユニット
は、リーディング鎖を主として合成する
DNA ポリメラーゼ一ε(Pole)と結合する。
そのため、複製ヘリカーゼとポリメラー
ゼの共役が起こると考えられている。
Psf1の Poleとの結合部位は C末半分にあ
り、この部分の変異で Poleとの結合能が
低下していると考えられるpsf1-100がポ
ーランドのグループにより分離された。
我々はこの psf1-100 変異を持つ GINS を
精製し、野生型の GINSと比較し、実際に
Pole との結合が低下していることを示
した。さらに、in vitro の DNA 複製では
図３に示すように、高濃度では野生型と
同じように働くことが分かった。即ち、

GINS- Pole相互作用の低下を、GINS 濃度を上げることによって補っており、GINS- Poleの結合が
DNA 複製に重要であることを意味している。ポーランドのグループとの共同研究からは、psf1-100
変異を持つ細胞においては Poleが複製フォークから離れやすく、離脱した Poleの代わりに DNA
損傷を乗り越える DNAポリメラーゼζが働いていることが示唆された。 
 
③Sld3-Sld7分子の構造と機能 
Sld3は複製開始に必須なタンパク質である。Sld3は Sld7とそれぞれの N末側で結合する。

さらに Sld7の C 末側は、もうひとつの Sld7の C 末側と結合するため、Sld3と Sld7は２分子ず
つからなるヘテロ４量体を形成する（図４）。Sld3の中央に位置する Cdc45-Binding-Domain(CBD)
には Cdc45が結合し、C 末の 600 番目のスレオニン(T600)と 622 番目のセリン(S622)が CDKによ
りリン酸化されると、Dpb11 が結合する。Dpb11 にもう一つの CDK 基質である Sld2 がリン酸化
に依存して結合すると、GINSも Dpb11に結合する。さらに、CDK同様に G1期後期に活性化され
る Dbf4依存性キナーゼ(DDK)により Mcm2-7がリン酸化されると、Sld3は Cdc45とともに Mcm2-
7に結合する。従って、Mcm2-7とともに活性なヘリカーゼ CMGを作る２つの因子、Cdc45と GINS
が、Sld3との結合を介して複製開始部位上の Mcm2-7にリクルートされることになる。 

一方で、Sld3は複製開始に必須であるが、Sld7を欠失した細胞は増殖が抑えられるが致死に
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図２．AFM により観察され
る Mcm2-7 の模式図 
高塩濃度で処理するため、
Orc は DNA から解離する。 
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図３．psf1-1 変異を持つ GINS (Psf1-100)と野生
型(Psf1)との活性の比較 



はならない。Sld7 を欠失した細胞では
Sld3 の量が減少しており、Sld7 の Sld3
への結合によりSld3タンパク質が安定化
されるためであると考えている。実際に、
Sld7 の N 末側半分のみで Sld3 は安定化
され、細胞の増殖も正常に戻った。この条
件下で種々の薬剤に対する細胞の感受性
を調べたところ、DNA に損傷を起こす
Zeocin に弱い感受性を示すことが分かっ
た。この理由は現在のところ分からない。 
Sld3-Sld7のヘテロ４量体構造の機能

的意味はわからないので、in vitro の複
製系を用いて解析した。まず、Sld3 と
Sld3-Sld7 の複製活性を比較すると違い
はなかった。Sld3 C 末の T600と S622を
ともにリン酸化不可能なアラニンに変え
た変異では、細胞は増殖しないが、in vitro の系では野生型同様に DNA 複製が起こった。さら
に、両リン酸化部位を欠いた Sld3(1-430)は単独では複製を起こさないが、Sld7との複合体では
複製を起こすことができる。特に、T600と S622のリン酸化が起こらなくても、複製を開始させ
る Cdc45JET1を精製し、Cdc45の代わりに用いると顕著である。さらに、これが Sld7を介したヘ
テロ４量体形成によることを確かめるため、 Sld7の N末半分と DmrBを融合した Sld7N-DmrBを
作成し、人工的にヘテロ４量体形成を制御する系を作った。DmrBは iDimerizer 存在化で２量体
化する。その結果、Sld7N-DmrB では iDimerizer を添加した時のみ、in vitro の複製を促進す
ることが分かった。これらの結果は、ヘテロ４量体形成によって、Sld3 機能の増強が起こって
いることを意味する。細胞内では、Sld3(1-430)は CDC45JET1変異存在化でも致死となるため、CBD
内の温度感受性変異である sld3-5 変異を持ち、Sld7を Sld7N-DmrBに置き換えた細胞を作成し
た。この細胞は、sld3-5の許容温度で iDimerizer を添加すると増殖するが、添加しないと増殖
しない。このことは、細胞内でもヘテロ４量体形成により、活性の増強が起こることを示唆する。
活性の増強が、弱い活性を持つ２分子の Sld3 を同時に１分子の Mcm2-7 上にリクルートするこ
とによるのか、２分子の Sld3 を複製開始部位の２分子の Mcm2-7 に効率よくリクルートするこ
とによるのか、は現段階では分からない。 
In vitro DNA 複製では、Sld3の T600と S622のリン酸化が必要なくなることは、これらの

リン酸化の位置が Dpb11との結合に重要ではないことを示唆している。Sld3には 11箇所の CDK
によりリン酸化されうる部位があり、in vitro 複製系では、T600 や S622以外の部位がリン酸化
され、Dpb11に結合することによって、GINSを複製開始部位にリクルートするものと推測してい
る。細胞内では、CDK やフォスファターゼの働きやすさや、他のタンパク質によるリン酸化・脱
リン酸化阻害によって、T600及び S622がリン酸化状態になりやすい、あるいはリン酸化が維持
されやすくなっていることが考えられる。実際、フォスファターゼや他のタンパク質を含む細胞
粗抽出液による in vitro 複製系では、これら２箇所のリン酸化は複製に必須である。 

 
（３）in vitro DNA 複製を用いた複製フォーク停止機構 (8) 

DNA 複製フォークは、染色体上の障害物、例えば強固に結合したタンパク質により停止され
る。それが単純な物理的衝突によるものか、あるいはフォークが障害物を検知し停止しているの
かは分からなかった。そこで、in vitro 系を用いてこの現象を再現できるかまず調べた。 

 in vitro 複製系で、まず大腸菌のリプレッサーである LacI や LexA を加えて複製フォーク
の進行を調べた。その際、図５に示すように、複製開始部位を LacI または LexA の結合部位であ

る LacO または SOS boxで挟み込むよ
うなプラスミドを作成し、鋳型とし
た。その結果、LacI を加えた時には
LacOを持つプラスミドで、LexA を加
えた時には SOS box を持つプラスミ
ドで複製の阻害が観察された。逆に、
結合部位を持たないプラスミドには
影響はなく、タンパク質の結合によ
って複製フォークの停止が起こって
いることが分かった。 
LacI や LexA は大腸菌のリプレッ

サーで、人工的な系である。出芽酵母
rDNA のフォーク停止部位（RFB）では、
RFBの方向依存的にDNA複製が停止す
る。この系には、RFBに結合する Fob1
に加えて、Fork Protection Complex 
(FPC)として知られている Tof1-Csm3
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図４．Sld3-Sld7ヘテロ４量体の模式図 
これまで部分的に決定した構造(6, 7)を含めて描い
ている。Sld3 C 末は非構造領域と考えられ、この
部分に必須なリン酸化部位 T600 と S622 がある。 

図５．in vitro 複製系における複製フォークの停止 
左に示すプラスミドを鋳型として、LacI または LexA
を加えて反応を行い、アルカリアガロースゲル電気泳
動（右）により解析した。合成鎖が LacIや LexA の添
加により短くなっていることが分かる。 



複合体が必要である。そこで、RFBを持つ鋳型プラスミドを
作成し、DNA 複製を調べたところ、精製した Fob1と Tof1-
Csm3 を in vitro 複製系に添加した場合にのみ複製フォー
クの停止が観察された。しかもフォーク停止は、RFBの方向
に依存しており、細胞内の状況を再構成系がよく模倣して
いた。このことは、再構成した in vitro 複製系に用いた 18
種類のタンパク質、タンパク質複合体と Fob1 及び Tof1-
Csm3 複合体があれば、RFB の方向に依存して複製フォーク
が停止することを示す。 

DNA ヘリカーゼのコアであるドーナツ状の Mcm2-7 は、
複製開始部位では２本鎖 DNA を穴に通しているが（図２）、
ヘリカーゼ活性を持つ CMG となると、リーディング鎖の鋳
型となる一本鎖 DNA をその穴に通し、複製フォークの先頭
で２本鎖を１本鎖にほどきながら、3’→5’方向に移動す
る（図６）。そのため、CMG ヘリカーゼの進行が鋳型に結合
したタンパク質により阻害されると考え、CMG のヘリカー
ゼ活性を測定した。CMGをフォーク DNA に加えると１本鎖の DNA が観察でき、２本鎖 DNA がほど
かれていることが分かる（図７）。しかし、LacOを持つフォーク DNA に LacIを加えても、同じ
ように１本鎖 DNA が観察され、CMG ヘリカーゼは結合タンパク質に関係なく２本鎖 DNA をほど
く。In vitro の複製系では複製フォークは停止するので、複製系に入っているタンパク質を調
べたところ、Poleを加えるとヘリカーゼ活性が抑えられることが分かった。Poleは、触媒サブユ
ニットの Pol2 と Dpb2, Dpb3, Dpb4 の４つのサブユニットからなる。Pol2 の触媒ドメインを含む

N末半分を欠くΔNPol2 を Pol2 の
代わりに持つ Poleでもヘリカー
ゼの活性は抑えられ、DNAポリメ
ラーゼ活性はヘリカーゼ活性の抑
制に必要ない。次に、Poleのどのサ
ブユニットがヘリカーゼ活性の抑
制に関与しているか調べるため、
個々のサブユニットを精製し、反
応に加えた。その結果、Pol2 の N
末半分を欠くものだけでヘリカー
ゼ活性を抑制することが分かった
（図７）。Pol2 の C末半分は、他
の Poleサブユニットと結合するだ
けではなく、Mcm2-7 と相互作用
することが構造解析から報告され
ている。この相互作用が、ヘリカ
ーゼの活性を抑制するものと考え
ている。 

LacI の結合した場合には、Poleの関与が明らかになったが、RFB で同様な解析を行なっても
ヘリカーゼ活性を抑制する機構は分からなかった。FPC として知られる Tof1-Csm3 の存在時に
は、他の複数の因子の関与があるのではないかと推測している。 
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図６．停止した複製フォーク 
CMG ヘリカーゼが先頭に位置
し、その後で Poleがリーディン
グ鎖を合成し、ラギング鎖を
Pold (d)が合成する。この図では、
CMG の右に結合したタンパク
質によりフォークは停止する。 
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図７．Poleによる CMGヘリカーゼ活性の抑制 
CMG のヘリカーゼ活性を、LacO を持つフォーク DNA
（左）の解離により測定した。DNA鎖の１方のみ蛍光標
識し、アガーロースゲル電気泳動後の蛍光を検知した。
Dpb3 と Dpb4 はヘテロ２量体を作っているので、ヘテロ
２量体（Dpb3-4）としてこの系に添加した。 
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