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研究成果の概要（和文）：分裂酵母染色体上の複製開始点を網羅的に同定し、ヘテロクロマチン

構造をとるセントロメアと性決定領域はＳ期初期に複製開始し、サブテロメアは後期に複製す

ることを明らかにした。これらの分子メカニズムを追求し、前者では複製に抑制的と考えられ

ていたヘテロクロマチン蛋白質 HP1 が複製開始に必要な DDK キナーゼと相互作用して複製開始

を促進し、後者ではテロメア結合因子が複製制御に関与することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We determined whole-genome localization of replication origins 
on fission yeast chromosomes and found that heterochromatin in centromere and mating type 
locus replicates in early S phase, whereas that in subtelomere replicates late.  We 
discovered that the heterochromatin protein HP1, which was considered as a negative factor 
to DNA replication, stimulate replication in early S phase at centromere and mating type 
locus through the interaction with DDK that is an essential kinase for DNA replication.  
On the other hand, in subtelomeric regions telomere binding proteins play roles in 
regulation of DNA replication. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 真核生物の染色体 DNA は細胞周期の S期
にただ一度だけ全体が複製されるよう厳密
に制御されている。このためのしくみとして、

複製開始反応は細胞周期の G1 期と S 期でそ
れぞれ特有のタンパク質複合体を複製開始
点上に形成することが明らかになっている。
特にＳ期移行時にはサイクリン依存キナー
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ゼ(S-CDK)と Dbf4 依存 Cdc7 キナーゼ（DDK）
によるリン酸化に依存して多数の複製因子
が複製開始点に集合し活性化される。しかし
ながら、具体的にどのような分子メカニズム
によって複製開始点が活性化され、複製フォ
ークへと移行するかは明らかにされていな
かった。 
 
(2) 真核生物の染色体はヌクレオソーム構
造とヒストン修飾によって領域特異的な高
次構造を形成し、ヒストン修飾に依存して異
なる相互作用因子が結合し、クロマチンを形
成する。このように異なる染色体領域では複
製タイミングが異なることが古くから観察
されてきた。しかしながら、哺乳動物などで
は個別の複製開始点の同定が困難であるこ
とから、クロマチン構造や結合因子による複
製開始反応の制御メカニズムについては明
らかにすることができていなかった。 
 
(3) 複製反応は染色体上のほぼ全ての領域
で複製フォークによるダイナミックな構造
変化をもたらしつつ、染色体上を余すところ
なく進行する。このような複製反応は、チェ
ックポイント機構、染色体接着、染色体凝縮、
ヒストン修飾維持と変動などのさまざまの
染色体維持機構と連携していることを示唆
する事例が多く得られている。しかしながら
分子レベルでの具体的反応機構は不明な点
が多かった。 
 
２．研究の目的 
(1)G1/S 期での複製開始複合体形成とその
機能制御機構を明らかにすることために、分
裂酵母を用いて複製開始点を網羅的に同定
し、染色体領域毎の複製開始点の開始タイミ
ングが複製因子結合のどの段階で制御され
ているかを明らかにする。 
(2)これまでに、分裂酵母では S 期移行時に
複製開始点に結合する Sld3 が細胞周期特異
的にリン酸化されることを見いだしており、
細胞周期による複製開始点での分子集合と
タンパク質相互作用の制御機構を明らかに
する。 
(3)異なる染色体領域でＳ期の異なる時期に
ただ１度だけ複製を開始する制御には、クロ
マチン構造と結合タンパク質が関与すると
考えられるが、分子メカニズムは不明である
ため、特有のクロマチン構造をとる領域を選
定し、複製開始へのクロマチン因子の作用メ
カニズムを明らかにする。 
(4)研究分担者である滝澤と石見の分担を得
て、ツメガエル試験管内複製系ではタンパク
質の除去と組換えタンパク質の添加による
複製因子の機能を明らかにし、また精製した
ヒト複製タンパク質のタンパク質間相互作
用の解析から特に ＭＣＭヘリカーゼタン

パク質の活性制御機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)分裂酵母染色体の複製開始点を網羅的に
同定するために、G1 期で複製開始点に形成さ
れる複合体の成分となる Orc1, Mcm6 を免疫
沈降法で回収し、結合している DNA 領域を精
密タイリングアレイにより、同定した（東京
工業大学、白髭克彦博士との共同研究）。ま
た実際に複製開始した領域を同定するため
に、ヒドロキシ尿素存在下で新生 DNA をブロ
モデオキシウリジンで標識し、塩化セシウム
密度勾配遠心法によって分離した DNAを上記
同様にマイクロアレイで決定した。 
(2)複製開始因子の分子集合過程を明らかに
するため、分裂酵母複製開始因子の温度感受
性株を単離し、制限温度で複製開始が停止す
る条件での、種々の複製開始タンパク質の染
色体局在を、クロマチン免疫沈降法とリアル
タイム PCR 法により同定した。 
(3)細胞周期を同調した分裂酵母細胞でブロ
モデオキシウリジン標識を継時的に行い、染
色体領域毎の複製開始タイミングを測定す
る系を構築した。この系を用い、セントロメ
アヘテロクロマチンの初期複製に関与する
因子を、さまざまのクロマチン構造因子やチ
ェックポイント因子の欠失株で解析し、関与
する因子を同定した（理研発生研究所、中山
潤一博士との共同研究）。 
(4)Ｓ期初期に複製開始点に結合し、細胞周
期依存的にリン酸化される Sld3 と Drc1 のリ
ン酸化部位を質量分析法で同定し（北海道大
学、小布施力史博士との共同研究）、Sld3 な
らびに Drc1 への CDK リン酸化部位変異株の
作成し、クロマチン免疫沈降法により、複製
開始点でのタンパク質集合メカニズムを解
析した。また酵母 Two-hybrid法により、Sld3, 
Drc1 と Cut5 の CDK 依存的相互作用を解析し
た。 
(5)分裂酵母細胞内で、植物ホルモンオーキ
シン添加に依存して、標的タンパク質を迅速
に分解除去する、オーキシンデグロン系を開
発し（阪大、滝澤温彦、鐘巻将人博士との共
同研究）、Mcm10, Pola, Pole などの複製因子
をほぼ完全に除去した条件を作ることに成
功し、これらの因子の機能解析を行った。 
(6)アフリカツメガエル系において、RecQL4
が酵母 Sld2とアミノ酸配列で類似しており、
抗体を作成してツメガエル卵抽出液から免
疫除去を行い、複製開始における RecQL4 の
役割を解析した（滝澤）。 
(7) 複 製 進 行 複 合 体 (Replication 
Progression Complex, RPC)の構成成分を同
定するために、RPC の中心的タンパク質であ
る Cdc45, Mcm2-7, GINS の抗体を用いてアフ
リカツメガエル卵抽出液から RPCを免疫沈降
により回収し、質量分析により成分を同定し



た（滝澤）。 
(8)複製ヘリカーゼの主成分である Mcm2-7複
合体と他のタンパク質との相互作用と活性
制御を明らかにするために、昆虫細胞発現系
を用いて、ヒト Mcm2-7 をはじめ多数のタン
パク質群を発現し、相互作用を共沈降法など
により解析した（石見）。 
 
４．研究成果 
 真核生物における染色体複製開始におけ
る複製因子の分子集合とその機能制御機構
の解明を目指して、分裂酵母（升方）、アフ
リカツメガエル卵抽出液（滝澤）、ヒト培養
細胞（石見）のモデル生物を用いた多面的解
析を行った。 
(1)分裂酵母での複製開始点への複製因子集
合が細胞周期によって制御されるしくみを
研究し、pre-RC (pre-replicative complex)
への Sld3 の結合には DDK (Dbf4-depednent 
kinase)が必要であるのに対し、それに続く
GINS 複合体、Cut5、Cdc45 の結合には CDK 
(cyclin-dependent kinase)が必要であるこ
とを明らかにした。これらは細胞周期の２つ
の必須キナーゼによる複製開始制御段階の
違いを示すことができた。 
(2) 複製開始制御における分裂酵母複製開
始因子 Sld3 の CDK 依存的リン酸化の意義を
明らかにするために、免疫沈降法で回収した
Sld3 の質量分析解析により、CDK リン酸化部
位を同定した）北海道大学、小布施力史博士
との共同研究）。アミノ酸置換変異の解析か
ら、Sld3 の CDK によるリン酸化は Cut5 との
相互作用に必要であることを明らかにした。
さらに出芽酵母 Sld2 と類似性を示す Drc1 の
CDKリン酸化部位のひとつがCut5との相互作
用に必須であることを示し、CDK によるリン
酸化依存的に Sld3-Cut5-Drc1 の複合体が形
成されることが複製開始に必須であること
を明らかにした。 
(3)分裂酵母全染色体レベルの ChIP-chip、
BrdU-chip 解析により、分裂酵母染色体の
pre-RC 部位と初期複製開始部位を網羅的に
同定した（東工大、白髭克彦博士との共同研
究）。腕部ユークロマチン領域での初期なら
びに後期複製開始点、セントロメアでの初期
複製開始点、サブテロメアでの後期開始点を
同定した。 
(4)クロマチン構造因子が複製開始を制御す
るしくみを明らかにするために、セントロメ
ア、性決定領域(mat)、ならびにサブテロメ
アでの複製開始タイミングを種々のクロマ
チン蛋白質欠損株で解析し、ヘテロクロマチ
ン蛋白質 HP1 が、セントロメアと mat の初期
複製開始に必要であることを見いだした。さ
らに HP1 は DDK と直接相互作用してセントロ
メアへリクルートし複製開始を促進するこ
とを発見した（理研、中山潤一博士との共同

研究）。 
(5)分裂酵母細胞内で条件特異的にタンパク
質を分解除去するオーキシンデグロン系を
構築し、Mcm4 除去条件では、Mcm2,3,5,6,7
は安定に存在するが複製開始不能や、複製フ
ォーク停止を引き起こすことを示した。さら
に約 20 種類の染色体機能タンパク質を除去
可能し、細胞周期停止などの表現型を示す条
件を得た。 
(6)Xenopus 卵抽出液を用いて、酵母での複製
開始必須因子である Sld2 と部分的相同性を
持つ新規複製開始因子 RecQL4 を同定した。
RecQL4 は高等動物特有の複製開始因子であ
り DNA ポリメラーゼαの染色体結合に必要で
ある。RecQL4 はレプリソーム形成の最終段階
で CDK 依存的な DNA 二本鎖の開裂ステップに
関わる事を明らかにした（滝澤）。 
(7)複製フォークを構成すると考えられるレ
プリソーム進行複合体 RPCの構成成分の同定
とその機能解析を行い、RPCのコアとなる CMG
複合体（Cdc45, Mcm2-7, GINS）の特異的抗
体を用いた免疫沈降産物を質量分析法によ
り分析し RPC の成分を同定した。その結果
Tim1-Tipin, Claspin, AND-1, FACT, Mcm10
が CMG複合体と会合している事を見いだした。 
(8)さらにこれら因子の機能解析を行い、
Tim1-Tipin, Claspin は複製チェックポイン
トに、AND-1 は姉妹染色体接着に、FACT は複
製フォークの進行と RPCの安定化に関わって
いる事を明らかにした（滝澤）。 
(9)DNA 複製ヘリカーゼである Mcm2-7 タンパ
ク複合体の活性発現制御機能を明らかにす
る目的で、DNA 複製フォークの進行を制御す
ると考えられるヒト因子群と Mcm2-7 タンパ
ク質の直接的な結合を昆虫細胞内の共発現
実験で解析した。ClaspinやRbタンパク質は、
限られたメンバーとの結合性を示すのに対
し、Tim1 と Tipin は、Mcm3-7 のすべてに結
合する特徴を示した。全体的に、Mcm3 と Mcm6
は多くの因子と結合することから結合のプ
ラットホームである可能性があり、Mcm7 との
結合性を示す因子はフォーク進行を抑制す
るものが多かった。いっぽう Mcm2 との結合
性を示すのは MCM-BP のみであった。また MCM
ヘリカーゼ活性制御に関連して、Mcm4/6/7 ヘ
リカーゼの阻害剤である抗生物質ヘリキノ
マイシンを同定した。複製フォークに存在す
る RPA タンパク質は複製タンパク質うち、１
０種類と結合することを明らかにした。また
DNA複製に関与する因子であるRecQL4タンパ
ク質が試験管内で DNAヘリカーゼ活性を発揮
することを明らかにした（石見）。 
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