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１．研究計画の概要 
細胞内で起こる生命現象の多くは、複数の因
子が特定の時期に特定の場所に集合し、機能
を発揮する反応である。遺伝情報を担う染色
体 DNA の複製においても、まず DNA を合
成する酵素を含む多数のタンパク質が複製
を開始する DNA 領域に集合し、次にこれら
タンパク質群が何らかの変換（リモデリン
グ）をし、DNA合成を始める。本研究では、
出芽酵母の染色体 DNA 複製開始過程をリモ
デリングのモデルとし、タンパク質の複製開
始領域への集合とその後に起こるタンパク
質複合体の変換（リモデリング）の分子機構、
そして細胞周期によるこれらの調節機構の
解明を目指す。そのため、複製開始領域へ集
合するタンパク質群の挙動を細胞内で調べ
るとともに、これらタンパク質を精製し、タ
ンパク質間の相互作用・複合体形成や、開始
領域への集合を試験管内で詳細に調べる。こ
れまでに、pre-LC複合体、Sld3-Sld7複合体
を新たに同定し、これら複合体が複製開始領
域への集合反応とその後のリモデリング反
応に働くことを示すことができた。 
 
 
２．研究の進捗状況 
(1) pre-LC複合体の発見とその機能 
サイクリン依存性キナーゼによりリン酸化
された Sld2、Sld3タンパク質は Dpb11タン
パク質に結合する。Sld2 と Dpb11 の結合が
Dpb11, Sld2, DNA ポリメラーゼε (Pol
ε ),GINS を含む pre-Loading Complex 
(pre-LC)形成を促進することを見いだした。
pre-LCは、複製開始領域の Sld3と複合体中
の Dpb11の結合を介して、GINSを複製開始
領域へリクルートすると考えている。 

 
(2) 複製開始における Polεの役割 
複製酵素Polεの触媒サブユニットPol2のN
末側に位置する DNA 合成活性領域を除いて
も細胞は増殖するが、C末を欠くと細胞は増
殖できない。我々は、Pol2の C末が Sld2と、
Polεの Dpb2 サブユニットが GINS と結合
することにより、GINS と Dpb11-Sld2 複合
体が結合し、pre-LC 形成が促進されること
を示した。これは、Polεの複製開始での機
能を明らかにするとともに、DNA 合成酵素
が新たな機能を持ちうるという驚くべき可
能性を提示するものである。 
 
(3) Sld7のリモデリングに於ける機能 
新規タンパク質 Sld7は、Sld3と複合体を作
る。Sld3 は Cdc45 タンパク質とも複合体を
作り、複製開始領域へ結合する。複製開始と
ともに、Cdc45 は Sld3 と解離し、ヘリカー
ゼ複合体の一部として複製開始領域から離
脱する。Sld7を欠く細胞は S期進行が遅れ、
ヘリカーゼ複合体の開始領域からの解離が
遅れる。これは、Sld3が Sld3-Sld7複合体よ
り Cdc45 と解離しにくいためであることが
分かった。この結果は、複製開始領域への複
製因子の結合・解離の調整に Sld7 が関与す
ることを示唆し、結合したタンパク質の性状
を換えること（リモデリング）が DNA 複製開
始において重要であることを意味する。 
 
(4) 試験管内 DNA複製系の確立へ 
タンパク質複合体のリモデリングの詳細を
理解するために、試験管内で精製タンパク質
や細胞粗抽出液を用いて細胞内の反応、即ち
活性型複製ヘリカーゼの形成や複製反応の
再構築を試みている。 
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３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
（理由） 
２つの複合体 pre-LC, Sld3-Sld7を同定し、
それらの形成と解離（リモデリング）に関す
る結果を得た。また、複製開始に必要なタン
パク質もほぼ全て精製標品を得ているので、
進捗状況の項目(4) も今後は順調に進展する
ものと考えている。これらは当初の予定通り
である。さらに、Polεの複製開始での機能
の解明（論文準備中）は予想外の大きな前進
であったし、試験管内 DNA 複製系の確立が
出来そうである（予備的実験段階）。ただ現
時点では、試験管内系の不確定要素もあるの
で、順調に進展と判断した。 
 
 
４．今後の研究の推進方策	 
複製開始領域へのタンパク質の集合とリモ
デリングのキイとなる以下の項目について
研究を進める。	 
(1)	 活 性 な 複 製 ヘ リ カ ー ゼ で あ る
Cdc45-Mcm-GINS	 複合体形成への pre-LC の寄
与について、精製タンパク質と可能であれば
試験管内 DNA 複製系を用いて解析を進める。	 
(2)	 pre-LC 形成とリモデリングにおける Pol
εの役割を、精製したタンパク質を用いてよ
り詳細に解析する。	 
(3)	 Sld3-Sld7 複合体の複製開始でのリモデ
リングにおける役割について、この複合体の
構造と機能の面から解析を進める。	 
(4)	 試験管内複製系を確立し、この系を用い
た開始反応、リモデリングの解析を行う。	 
	 以上の解析結果から、DNA 複製開始反応で
のリモデリングの機構を明らかにするとと
もに、生物反応一般でのリモデリングの役割
についても考察する。	 
	 
	 
５.	 代表的な研究成果	 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）	 
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