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研究成果の概要（和文）：遺伝情報の本体である染色体 DNA は、細胞増殖時に過不足なく正確に

受け継がれなくてはならない。その異常は細胞死、あるいはがん化などを引き起こす。本研究

では、細胞が二つに分裂する際に DNA を正確に一度だけ複製するための精緻なしくみ（分子機

構）を明らかにした。特に、Cdt1 分子が極めて厳密な制御を受けている事、そしてその制御が

正確な DNA 複製にとって必須であることを明らかにした。これらの知見に基づき、Cdt1 を分子

標的とした抗がん剤開発の可能性を見いだし、その検討も始めた。併せて、これら DNA 複製制

御蛋白質が他の染色体恒常性維持にも関与している事が明らかとなって来た。 

 

研究成果の概要（英文）：Chromosomal DNA, an essential genetic element, should be precisely 

replicated during cell growth, failure of which leads to cell death or cancer development.  

In this research project, we have clarified molecular mechanisms by which DNA replicates 

once and only once during cells dividing into two daughter cells.  Especially, we found 

that Cdt1 protein is strictly regulated by multiple mechanisms, which are essential for 

precise DNA replication.  Base on these findings, we think that Cdt1 would be a novel 

target of anti-cancer drugs and we are now trying to find out such compounds.  In addition, 

it turned out that such mechanisms for DNA replication also contribute to maintenance 

of other chromosomal functions. 
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１．研究開始当初の背景 

 遺伝情報の本体である染色体 DNA は、細胞

増殖時に過不足なく正確に娘細胞に受け継

がれなくてはならない。その変異や異常の多

くは好ましくない結果、すなわち細胞の機能

低下や細胞死あるいはがん化、などを引き起

こす。よって正確な DNA 複製を保証する分子

機構の解明は、細胞増殖機構の理解という生

命科学的視点のみならず、がんや DNA ウイル

ス感染の理解を深めその治療法を開発する

上からも、重要である。 

 一方、細胞周期・DNA 複製の研究は、酵母

やカエル卵抽出液を用いた試験管内複製系

等のモデル系を中心に発展してきた。しかし、

上記の点を考えれば、ほ乳動物細胞での研究

の重要性は明白である。しかしながら、解析

法の難しさ等のために、モデル系と比べやや

遅れていると言わざるを得ない。 

 その中で研究代表者のグループは、哺乳類

細胞において複製開始調節因子の一つであ

る MCM7 の単離同定およびその機能解析を世

界に先駆けて行い、引き続いて MCM、CDC6、

Cdt1、ORC 等の制御蛋白による複製細胞周期

制御の分子機構、特に一細胞周期に一度だけ

複製を行うライセンシング制御機構、につい

て積極的に研究を進めてきた。これらの研究

から、DNA 複製の細胞周期制御機構の基本は

酵母からヒト細胞に至るまで保存されてい

る部分が多い一方で、ヒト等のほ乳動物細胞

での制御機構はより複雑で巧妙であること

も明らかとなってきた。よってそれらをさら

に深く解明して行く事が重要であると考え

た。繰り返しになるが、そのような研究は、

細胞増殖機構の理解という生命科学的視点

のみならず、がんや DNA ウイルス感染の理解

を深めその治療法を開発する上からも、重要

であろう。 

 

２．研究の目的 

 本研究の第一の目的は、ORC、CDC6、Cdt1、

MCM 等の複製開始複合体形成因子の詳細な解

析を推進し、ほ乳動物細胞における DNA 複製

制御の分子機構の理解を目指すことであっ

た。 

（１）複製の細胞周期制御において Cdt1 が

極めて重要であることを示唆する結果をす

でに得ていたので、Cdt1 の機能・制御の分子

機構の詳細な解析を行うことを目標とした。

（２）今まで研究代表者らは ORC、CDC6、Cdt1、

MCM 各蛋白の時間空間的制御を明らかにして

きた。そこでこれらを踏まえ、本研究ではこ

れらの因子を発現・精製し、その試験管内で

の生化学的解析を行い、最終的には試験管内

での複製開始複合体形成系の確立を目指し

た。 

 次にこれらの研究をもとに、DNA 複製制御

機構と他の細胞制御機構、特にクロマチン制

御機構との interplay（連携）の研究へと発

展させることを第二の目的とした。 

（３）我々は、Cdt1 が癌細胞において過剰発

現していること、そして実際に過剰発現させ

ると染色体障害が引き起こされることを発

見しつつあった。Cdt1 制御異常の染色体不安

定性・発がんへの関与を検討した。 

（４）複製開始因子 ORC がテロメア維持に関

与している TRF2 と結合していることを見出

しつつあった。ORC のテロメア維持機構への

関与を明らかにすることを目的とした。 

（５）CDC6 が複製開始複合体形成以外に S期

の checkpoint 機構に関与している可能性を

考え、それも検討した。 

 

３．研究の方法 

分子生物学的手法、細胞生物学的手法及び生

化学的手法等を駆使して研究を行った。以下

にその概略を述べる。 

（１） Cdt1 制御の解析：主に二つのアプロ

ーチを取った。一つは Cdt1 結合蛋白質の網

羅的同定である。Cdt1 を大腸菌で作成し、ビ

ーズに固相化後、細胞核抽出液を Cdt1 カラ

ムに通し、Cdt1 結合蛋白を得た。そして mass 

spectrometry で網羅的に結合蛋白の同定を

行った。二つ目は、種々の変異体を用いる事

によって、Cdt1 の制御に係るドメインを同定

することである。 

（２）ORC、CDC6、Cdt1、MCM の各蛋白質を大

腸菌あるいはバキュロウイルスを用いて大

量発現し、精製することを試みた。そして各

蛋白質の生化学的性質を解析し、試験管内で

の複製開始複合体形成系の確立を目指した。 

（３）各種正常細胞、がん細胞株に Cdt1 を

過剰発現させ、再複製や染色体傷害の誘導を



調べた。また、Cdt1 による染色体不安定性誘

導も調べた。 

（４）ORC や MCM がテロメアに結合するのか

どうかを、クロマチン免疫沈降法で調べた。

またその TRF2 依存性を RNAi による抑制を用

いて調べた。 

（５）CDC6 の checkpoint 制御への関与に関

しては、ヒト細胞を用いた実験系に加え、カ

エル卵抽出液を用いた試験管内複製系も用

いた。 

 

４．研究成果 

（１）Cdt1 制御（藤田、西谷）： Cdt1 は

ORC/CDC6 と共に、複製ヘリカーゼ MCM 複合体

の染色体への loading を行っている（pre-RC

形成）。S 期以降は再複製防止のために、

geminin 結合に加え Cdk リン酸化依存性

SCF-Skp2 ユビキチンリガーゼ及び PCNA 依存

性 Cul4-DDB1 ユビキチンリガーゼによる分解

制御を Cdt1 は受けていることを、藤田と西

谷は明らかにした（12, 14）。さらに藤田は、

Cdt1がG1/G0期にAPC/CCdh1ユビキチンリガー

ゼによる制御を受けていることも明らかに

した（5）。以上をモデル図で示すと次のよう

になる。 

 

図１.３種類のユビキチンリガーゼによるCdt1分解制御 

 

以上の成果は、極めて激烈な国際競争の中で

出されたものであり（Cdt1 の Cdk による制御

と Skp2 による分解の報告は、ほぼ同時に

Scripps 研究所のグループによってもなされ、

PCNA結合を介したcullin4による分解制御の

発見は、我々を加え同時期に Nature Cell 

Biology を含む四誌に報告された）、重要な知

見であると言える。一方、これら厳密な制御

から予想される通り、Cdt1 の脱制御は再複製

を強く促進し、正常ヒト細胞においてさえも

Cdt1と ORC1あるいはCDC6の同時脱制御によ

り再複製が誘導される（3, 5）。ORC1 と CDC6

の同時脱制御では再複製は惹起されない。ま

た、がん細胞において Cdt1 は過剰発現して

おり、これは発がんにつながる新たな染色体

不安定性誘導の分子機構と考えられる（11）。

そのような Cdt1 の強いライセンシング促進

能 に Cdt1 新 規 結 合 蛋 白 (5) で あ る

topoisomerase、SNF2、及び GRWD1（新規ヒス

トン結合性 WD-repeat 蛋白質）が関与してい

ることが明らかとなりつつある。一方 Cdt1

機能亢進による染色体傷害は正常細胞より

がん細胞で強く起こる(3)。そこで、Cdt1 と

geminin の結合を阻害することによりがん細

胞特異的に障害を与えられる可能性がある

との考えに至り、低分子化合物のスクリーニ

ング・同定を開始している(6, 7)。これによ

り有効な抗がん剤を開発出来れば嬉しい。 

（２）pre-RC 因子の他の染色体制御への関与

（藤田）：ORC が主にテロメア結合蛋白 TRF2

との結合を介してテロメアに集積し、テロメ

アに pre-RC が細胞周期依存的に形成される

こと、そして ORC がテロメア恒常性維持に重

要であることを明らかにした(8)。 

 

図 2.テロメアでの pre-RC 形成とその意義のモデル図 

 

 また、ヒト細胞及びカエル卵抽出液におい

て、CDC6 は ATR と相互作用することにより複

製チェックポイント活性化を制御している

ことも明らかにした(1)。これらの結果は、

新たな染色体機能制御の研究を切り開く可

能性がある。 

（３）PCNA-Cul4-DDB1 系による Cdk インヒビ

ターp21 の分解制御（西谷）：CDK インヒビタ

ーp21 も Cdt1 と同様に PCNA 依存的に

Cul4-DDB1 により分解されることを明らかに

した(9)。PCNA 依存性 Cul4-DDB1 によるこれ

らのタンパク質の分解は、重要な G1-S 期移

行制御機構の一つであると考えられる。また、

PCNA依存的Cul4-DDB1によるCdt1分解には、

PCNA 結合部位に加えて周辺配列も必要であ

ることが明らかとなった。 

（４）哺乳類細胞の複製前複合体の試験管内



再構成系確立の試み（水野）：マウス ORC1-5

複合体（ORC1、ORC2 に N 末欠損を持つ）, Cdc6, 

Cdt1, Mcm4/6/7 複合体を精製した。脱凝縮さ

せたツメカエル精子核を鋳型として各因子

を添加した結果、ORC に依存した DNA の取り

込みは検出できなかった。大腸菌から精製し

たORC 複合体を過剰にカエル卵抽出液に加え

ると複製を阻害したことから、完全長の ORC

複合体が必要であると推測される。 

（５）Cdt1 の構造解析（水野）：マウス Cdt1

の C 末端の 107 アミノ酸領域が winged turn 

helix という構造をとることを NMR による解

析から明らかにした。変異体を用いた in 

vitro の実験結果及び出芽酵母の in vivo の

実験結果から、Mcm4/6/7 との結合に重要なア

ミノ酸残基と結合様式を明らかにした。これ

らの解析から、Cdt1 は中央の geminin 結合領

域と C 末の Mcm 結合領域とが重複した構造を

持っており、結合ドメインが重複して進化し

てきたことが推測された。また、 Cdt1 の C

末領域が古細菌の Cdc6 の C 末領域と立体構

造上の相同性を有していたことから、MCM と

の結合に関して共通の結合様式を一般化し

得ることが推測された(2)。 
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