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研究成果の概要：停止フォークセンサー、大腸菌 PriA タンパク質の DNA 結合ドメインの結晶

構造を解析し、極めてユニークなフォーク特異的認識機構を有していることを明らかにした。

また、真核細胞のフォーク安定化因子、Mrc1、Swi1/3 タンパク質が、直接物理的に結合してお

り、停止フォーク上で協調した相互作用をすることを見出した。これらの結果は、真核細胞の

チェックポイント機構解明に重要な情報を提供するものである。 
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研究分野：生物学 

科研費の分科・細目：生物科学・分子生物学 

キーワード：DNA 複製・複製再開始・複製フォーク・分子認識・分子間相互作用 
 
１．研究開始当初の背景 
DNA 複製中のフォーク停止は生命維持に対す
る重大な危機であり、細胞はこれを回避する
ためにチェックポイント機構を活性化させ
る。この機構は、細胞周期の一時的停止、鋳
型 DNA 上の障害除去ならびに、フォーク進行
の再開始を制御する一連の反応である。反応
開始の初期の段階で重要なステップとなる
のは、停止フォークの感知であるが、これを
担う因子の実体とその分子機構は不明であ
った。これを解明することは、複製停止から
の回復の分子機構の全貌を明らかにするた
めに必須の課題である。 
 

２．研究の目的 
本申請研究は、停止した複製フォークと特異
的に相互作用するタンパク質の、構造機能な
らびに分子間相互作用の解析により、複製停
止の感知とその回復に関わる分子機構の全
体像を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）原核細胞 PriA の停止複製フォーク感

知の構造機能的基盤の確立とそのプロ

セッシング機構における役割の解明 

① 3’末端認識の構造基盤の確立：PriA の

3’末端特異性に関わる構造基盤を確立
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するため、九州大学生体防御医学研究所

の神田大輔博士の研究グループと共同

で、3’末端結合ポケット−ヌクレオチド

複合体の立体構造をN末端領域の断片を

使用して決定する。さらに全長 PriA の

結晶構造解析にも取り組む。 

② 3’末端結合ポケットの機能解析：3’末

端結合ポケットの機能の生理学的意義

を確定するため、ポケットを構成するア

ミノ酸を置換した変異株の遺伝学的解

析を行う。また、PriA は伸長鎖 3’末端

への結合により、損傷乗り越え型ポリメ

ラーゼと直接相互作用する可能性も示

唆されることから、PriA の DNA 損傷に対

する特異性並びに、損傷乗り越え型ポリ

メラーゼを含む種々のポリメラーゼと

の相互作用を生化学的に解析する。 

③ 停止フォーク特異的結合タンパク質を

利用した「染色体脆弱部位」の網羅的解

析：PriA あるいは RecG に対する特異抗

体を用いて染色体免疫沈降法により、複

製停止/Pausing を引き起こしやすい特

定ゲノム領域の有無を検証する。ここで

沈降してくるゲノムDNA断片の領域は不

明のため、マイクロアレイを利用してそ

の特定を試みる。また、同時に沈降して

くるタンパク質群を同定、解析し、停止

フォーク上に形成される複合体の機能

を確定、複製回復モデルの直接的な証拠

を得る。 

（２）真核細胞における停止フォークを感知

する因子の同定とその機能解析 

① 真核細胞の「3’末端認識タンパク質」

の同定：3’末端結合ポケットの構造の知

見に基づき、同様な構造を有する可能性

のある真核細胞遺伝子を同定し、それら

の複製チェックポイントにおける機能を

検討する。真核細胞ソースからの3’末端

特異的結合タンパク質の単離と、その生

化学的解析を行う。真核細胞から3’末端

特異性を指標にプロテオミクス的手法

（3’末端DNAカラム、二次元電気泳動に

よる分画、特異的スポットの質量分析に

よる遺伝子同定）を用いて同定する。同

定された因子を精製、DNA結合能、ヘリカ

ーゼ活性等生化学的機能を解析する。 

② 機能解析：同定された 3’末端認識タン

パク質の詳細な機能解析を行う。酵母の

変異体作製および動物細胞に対する

siRNA による発現抑制により、真核細胞

において、これらの因子が複製進行、複

製停止あるいは DNA 損傷に対する応答に

果たす役割を明らかにすることで、停止

複製フォークの認識への関与を検証する。 
 
４．研究成果 
PriA N 末端 DNA結合ドメイン断片とヌクレオ
チドとの複合体の結晶構造を解析した結果、
3'末端結合ポケットと名付けた構造の内側
に存在する特定のアミノ酸残基が、フォーク
分岐点に存在する新生リーディング鎖の末
端塩基と特異的に相互作用すると同時に、４
種のどの塩基とも結合できるという特性を
担っていることが明らかとなった。このこと
は、塩基への特異性と非選択性を同時に成し
遂げる極めてユニークな認識機構を有して
いることを示しており、フォークがどこで停
止しても認識できる、というセンサーとして
必須の機能を実現していると考えられる。こ
の構造は新規であり、これを足がかりに真核
細胞で同様の機能を持つタンパク質因子を
検索することが可能となる。また、PriA の停
止フォークに対する結合様式を詳細に解析
し、結合には２つのモードがあり、それぞれ
が異なる構造のフォークの安定化に寄与す
るという新規の知見を得て報告した。分岐点
に 3'末端が存在するフォークでは、直接の結
合により保護・安定化に働くが、3'末端が存
在しないフォークにおいては、別のフォーク
特異的認識タンパク質、RecG と協同で作用し、
フォーク安定化を成し遂げるという、新規の
モデルを構築し報告した。フォーク安定化因
子が複製停止からの回復に必須であること
は、真核細胞で明らかにされており、本研究
結果は、これらの生物種におけるフォーク認
識およびその後の複製再開反応の分子機構
を確立するために極めて有用な情報を提供
するものと考えている。 
 さらに、真核細胞のフォーク安定化因子と
して既に知られている Mrc1、Swi1/3 タンパ
ク質について、生化学的に性状解析を行った。
DNA への結合を測定した結果、両者は個別に
DNA 結合能を有するが、共存下で互いの結合
能を促進し合うという協調した作用を持つ
ことを初めて見出した。免疫沈降法によれば、
両者はDNAの介在なしに直接の物理的相互作
用によって結合しており、DNA 上で３者複合
体を形成していることが分かる。また、既に
同定されている Mrc1 の DNA 結合不能変異体
タンパク質では Swi1/3 との相互作用が観察
されないことから、Mrc1のDNA結合は、Swi1/3
複合体との相互作用に必須であることが明
らかとなった。これらの結果は、両者の停止
フォーク上での相互作用が、フォーク安定化
に何らかの機能をする可能性を示しており、
停止フォーク回復機構の解明に有用な寄与
をするものである。今後はその他のフォーク
に関わる因子との相互作用、特にフォーク進
行に必須の、Mcm ヘリカーゼタンパク質との
相互作用ならびに、巻き戻し機能に対する影



 

 

響を観察し、複製再開反応におけるフォーク
安定化因子の機能と、複製再開始の分子機構
解明を目指す予定である。 
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