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研究成果の概要（和文）： 
  複製チェックポイントシグナル伝達系はゲノム情報の恒常性維持のために必須の機構で

ある。本研究では複製チェックポイントのメディエーターとしての役割を持つ Tof1、Mrc1、Csm3

による３者複合体が DNA２本鎖の巻き戻し酵素であるヘリカーゼと DNA 合成酵素であるポリメ

ラーゼを連結し、複製装置全体の構造を維持しつつ、複製過程を監視していることを明らかに

した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 DNA replication checkpoint plays a crucial role for the maintenance of genome 
integrity. With the help of research grant, we have found that replication checkpoint 
mediator complex (that consists of Tof1, Mrc1, and Csm3) is a key linker between DNA 
polymerase and helicase. This function as a linker is important for proper mediator 
function to sense different types of replication stress for the activation of the DNA 
replication checkpoint and protection of the replisome. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞周期における S期は単に正確に染色体
DNA を複製するだけではなく、正確な染色体
分配の為に必要な構造-染色分体間接着(コ
ヒージョン)-を複製された染色体の上に構

築していく時期でもある。私は複製チェック
ポイント因子である、Tof1、Mrc1、Csm3 が複
製過程にあらかじめ複製装置の一部として
組み込まれており、複製異常の際にはまず、
複製フォークを停止させること、この停止そ

研究種目：特定領域研究 

研究期間：2005～2009 

課題番号：17080001 

研究課題名（和文） 複製停止複合体による S期と M期の連携機構の解明 

                     

研究課題名（英文） Links Between S-phase and M-phase Mediated by Fork Protection Complex

 

研究代表者 

 白髭 克彦（SHIRHIGE KATSUHIKO） 

東京工業大学・大学院生命理工学研究科・連携教授 

 研究者番号：90273854 



 

 

のものが複製チェックポイントの活性化に
必要であることを見いだしてきた。興味深い
ことにこの３つの因子はいずれも姉妹染色
分体間接着に必要であった。当時、これらの
因子に加え、Ctf4、Ctf18 等、姉妹染色分体
間接着確立に必要である因子が逆に複製因
子と共精製されてくることが明らかとなっ
ており、複製と姉妹染色分体間接着の分子的
連携機構の解明が染色体複製分野での大き
なトピックの一つとなりつつあった。 
２．研究の目的 
 複製チェックポイント制御機構はゲ
ノム情報の忠実な複製を保証するため
に必須の機構である。複製チェックポイ
ント制御機構の活性化は複製ストレス
が生じた際、まず、複製伸長因子の一部
である Mrc1、Tof1 および、Csm3 蛋白に
より複製伸長反応が抑制されることに
より誘導されるが、その分子的作用機序
は明らかでない。本研究の目的は、複製
停止および、複製チェックポイントの活
性化に必要なこれらタンパクそれぞれ
の機能構造及び、相互作用因子を明らか
にし、何が複製異常時の直接的なシグナ
ルとなり、これらの因子によって複製フ
ォークは停止するのか、その結果いかな
る構造がフォークに形成されチェック
ポイントの活性化につながるのか、さら
には、チェックポイント活性化の結果、
複製伸長因子の安定化はどのような分
子的機構によって誘導されるのか、この
一連の反応を明らかにすることにある。
さらに、これらの因子の欠損が示す姉妹
染色分体形成不全、逆に姉妹染色分体間
接着確立因子の欠損が示す複製チェッ
クポイント欠損についてもその原因を
究明する。 
 
３．研究の方法 
 手法としては、標準的な遺伝学的、生化学
的手法に加え、染色体上でのタンパクの動き
をありのままに詳細に解析可能な ChIP-chip
技術を用いた。この方法論により約 100 塩基
対の解像度で、タンパク局在を検出するとと
もに、BrdU の取り込みにより、複製領域も検
出し、DNA 複製過程と複製チェックポイント
機構の分子的な連携、DNA 複製と姉妹染色分
体間接着確立の分子的連携について解析し
た。 
 
４．研究成果 

 複製チェックポイントシグナル伝達系に

おいて、メディエーターとしての役割を持

つ Tof1、Mrc1、Csm3 を中心に、その機能

解析を行った。まず、Mrc1、Tof1、Csm3
の大量発現系をバキュロウィルスを用い構

築した。これら３者の精製タンパクを用い、

Tof1、Mrc1、Csm3 が in vitro で複合体を

形成していることを明らかにした。vitro
での Tof1-Csm3 の相互作用は非常に強か

った。そこで、in vivo での３者おのおのの

複 製 フ ォ ー ク へ の 結 合 の 依 存 性 を

ChIP-chip 法により検証したところ、Tof1、

Csm3 のフォークへの結合は各々相互に依存

していること、さらに Tof1-Csm3 複合体が足

場となり、Mrc1 のフォークへの結合を安定化

することが明らかとなった。 

 さらに、この３者からなる複合体がいか

なる複製因子と相互作用し、複製進行のど

の側面を監視し、複製チェックポイントの

活性化を誘導するのかを明らかにすべく、

それぞれのタンパクに GST を融合し、こ

れを発現する酵母細胞を得た。グルタチオ

ンカラムにより共精製されてくるタンパク

を検索した。さらに、複製に必須の MCM
ヘリカーゼ、DNAポリメラーゼにもFLAG
タグを付加し、これらを、GST を融合した

Tof1、Csm3、Mrc1 それぞれと酵母細胞中

で共発現させることで、相互作用するタン

パクを検索した。その結果、Tof1 と Csm3
については候補タンパクを得ることができ

なかったが、Mrc1 については Polε、Mcm6
と特異的に相互作用することが判明した。

Polεは Mrc1 の N 末および C 末と、Mcm6
は中央部とそれぞれ相互作用しており、こ

の相互作用が失われると、前者の場合はヒ

ドロキシウレアによる複製ストレスに対し

て、後者の場合はメチルメタンスルホン酸

による DNA 損傷ストレスに対して感受性

が高くなった。すなわち、この相互作用は、

複製進行のモニタリング、そして、複製チ

ェックポイントの活性化に必要であり、少

なくとも複製フォークが２つの複製因子を

通して異なる種類の複製ストレスをモニタ

ーしていることが示唆された。 

 このメディエータータンパク群の解析と

平行して、姉妹染色分体間接着確立に必要

である Ctf4 の機能解析も行った。

ChIP-chip 解析の結果、Ctf4 は少なくとも

複製フォークに局在していることが明らか

となった。さらに、ctf4 欠損株を用い、DNA
ポリメラーゼα、MCM ヘリカーゼの進行

を解析したところ、ctf4 が存在しないと、

フォークの進行が非常に非同調的になるこ

とが判明した。面白いことに ctf4 非存在下

では Polα複合体と MCM ヘリカーゼの結

合が失われていた。以上の結果から、Ctf4



 

 

がラギング鎖合成 DNA ポリメラーゼ複合

体とヘリカーゼを連結させるタンパクであ

り、Ctf4 欠損下では、ラギング鎖合成とヘ

リカーゼの進行が部分的に共役していない

ことが明らかとなった。この連結機能は Ctf4

に特異的なものであり、複製装置の全体の安

定化に重要であると考えられている Mrc１、

Tof１、Csm３の欠損株ではポリメラーゼ、ヘ

リケース間の相互作用は全く影響を受けな

い。今後の大きな課題は、チェックポイント

欠損により引き起こされると考えられてい

る複製フォークの不安定化という現象が一

体具体的には何をさすのか（複合体の安定性

か、DNA—タンパク相互作用の不安定化か）を

明らかにすることであろう。特に、チェック

ポイントメディエーターを介した複製装置

の安定化という現象を分子レベルで明らか

にできれば、癌化のメカニズム腫瘍悪性化の

メカニズムを解明する上で大きな一歩とな

るに違いないだろう。。 
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