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研究成果の概要（和文）：Cdc7は複製開始に重要な保存されたキナーゼである。Cdc7は通常の条件では増殖に必須であ
るが、分裂酵母(Hsk1)では複製フォークチェックポイント因子Mrc1の欠損によりその要求性がバイパスされる。Mrc1及
び動物細胞Claspin上にはCdc7結合配列が存在し、Cdc7非結合変異体では、複製開始に重要なMcmのリン酸化が減少し、
開始が障害される。Cdc7はClaspinを介してクロマチンに結合し、複製開始に重要なリン酸化を行う事を示す。一方、C
dc7ノックアウトマウスの解析から、Cdc7は血球細胞や神経細胞の増殖には必須ではないが、生後、脳の発生に重篤な
欠損を生じる事が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Cdc7 is a key conserved kinase involved in initiation of DNA replication. We have 
identified a Cdc7-binding segment on Mrc1 or on Claspin. Cdc7 no-binder mutants display reduced 
phosphorylation of Mcm and impaired DNA replication. We conclude that Mrc1/Claspin is a chromatin 
recruitor of Cdc7. Cdc7 is required also for recombination, repair, and cell division. We have knocked 
out Cdc7 in immune or neural linages. Surprisingly, mice were born in both cases, and T/B cells 
developed. This is reminiscent of the fact that fission yeast Cdc7/Hsk1 deletion can grow when mrc1 or 
rif1 is deleted or simply by raising growth temperature. Although new born mice look fine in 
Nestin-induced Cdc7 KO, its brain development is seriously impaired, resulting in seizure and inability 
of normal movement at 10 days or after. Our results show that Cdc7 plays an important but not essential 
role in initiation of DNA replication and that it may have other targets in regulation of various 
biological processes.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
真核細胞の複製開始は染色体上の多くの部
位から開始する。またゲノムの特定の領域は
S 期内の特定の時期に複製される。これらの
制御は、エピゲノム制御、染色体の核内配置
など多くの因子の支配下にあると共に、転写、
組換えなどその他のゲノム動態の制御にも
関連すると考えられる。高等生物の複製開始
は厳密に制御されると共に、環境や発生過程
などで柔軟に変化する可塑性を有する(図
1,2)。Cdc7 は酵母からヒトまで保存された、
セリンスレオニンキナーゼで、複製開始の部
位とタイミングの重要な決定因子であると
推測されている。更に、最近の研究から、Cdc7
は複製開始のみでなく、組換え、修復、クロ
マチン制御、分配など多様な染色体制御に関
与することが明らかになった。しかし、Cdc7
の活性化とそれによる基質の認識機構、及び
その機能的意義については不明な点も多い。 
Cdc7 は出芽酵母の変異体として 1970 年に同
定された(Hartwell, 1970)が、1995 年に私達
が初めて他の生物にも保存されていること
を報告した(Masai et al EMBOJ 1995)。その
後、私達はヒトやカエルにおける Cdc7-Dbf4
の存在について世界に先駆けて報告した
(Sato et al EMBOJ 1997;Kumagai et al MCB 
1999)。一方、出芽酵母やカエルの複製開始
において前複製複合体(preRC)の活性化に機
能することが示された(Donaldson et al GD 
1998;Jares&Blow GD 2000)。私達は MCM 複合
体の MCM2,4,6 の N 端テイル領域のリン酸化
を介して Cdc45 を preRC に呼び込むことを見
出した(Masai et al JBC 2006)。以前に出芽
酵母で、MCM5 の変異により Cdc7 の要求性が
バイパスされることが報告された(Hardy et 
al PNAS 1997)。最近、MCM4 の N 端の欠失に
よってもバイパスされること、Cdc7 は MCM4
のリン酸化を介してその阻害効果をアンタ
ゴナイズしているという報告がされた(Sheu 
& Stillman Nature 2010)。私達は、その複
製様式がより高等生物に近い分裂酵母にお
いて Hsk1(Cdc7)の欠損をバイパスする条件
を新たに発見した。それらは少なくとも 4つ
のカテゴリーに分けられる。(1) cds1∆など
のチェックポイント変異 ;(2) mrc1∆;(3) 
rif1∆;(4)生育条件の変化(高温)(図 3)。これ
らの条件下でどのような機構で Cdc7 機能を
バイパスして複製が開始しうるのかはまだ
大部分明らかではないが、Cdc7 の複製起点に
おける作用の分子機構を解明する上で重要
な手がかりを与える。また Cdc7-Dbf4 複合体
の構造およびその基質認識機構については、
私達の研究が主要なものである。私達は、こ
れまでに Cdc7 と Dbf4 はそれぞれ二個のドメ
イ ン ( そ れ ぞ れ DBM[Dbf4-binding 
motif]-1/DBM-2 及び Dbf4-motif-M/-C)で相
互作用すること、Cdc7 が酸性アミノ酸領域の
近傍のリン酸化部位を好んで認識すること
などを明らかにした。 
 

２．研究の目的 
高等生物の染色体複製開始はゲノム上の多
くの部位から開始する。またゲノムの各領域
の複製開始のタイミングも制御を受ける
(Masai et al. Ann.Rev.Biochem. 2010) 。
これらは、ゲノムの一次構造のみならずエピ
ゲノム情報や、染色体の核内配置などにも影
響を受ける。この制御は厳密であるとともに、
柔軟性、可塑性を有するが、その分子メカニ
ズムは大部分不明である。これまでの研究か
ら、酵母からヒトまで保存された Cdc7 キナ
ーゼが、上記の制御に決定的に重要な役割を
担っていると考えられる。本研究では、まず
(1) Cdc7が真核生物の複製開始部位を選択し、
制御するメカニズムの解明を通じて複製制
御の可塑性の分子基盤に迫る。一方、Cdc7 は
複製開始のみでなく、組換え、修復など多く
の染色体のダイナミクスの制御に関与する
ことが最近明らかになっており、新たな基質
タンパク質も同定されつつある。そこで、(2) 
Cdc7 キナーゼのリン酸化が、シグナルを下流
に伝達する共通のメカニズムを解明する。こ
れらの解析を通じて、Cdc7 による複製開始制
御のメカニズムの解明と Cdc7 によるシグナ
ル伝達の基本法則の解明を目指す。(3) Cdc7
の個体発生、各種組織・臓器における未知の
機能を解明する。 
 
３．研究の方法 
目的達成の為に下記に記載する方法を用い



る。(1)Cdc7 のバイパス変異として同定した
Mrc1/Claspin,Rif1 がいかに複製起点の選択
に関与するかを、種々の変異体を作製し、解
析する(分裂酵母と動物細胞)。また、これら
の因子が Cdc7 の複製起点への結合媒介因子
として機能する可能性を検討する。生化学的、
遺伝学的方法を用いて Cdc7 の複製起点への
結合を制御する分子をさらに探索する。得ら
れた候補分子の機能解析により複製起点選
択の可塑的制御の分子機構の解明を目指す。
Cdc7のリン酸化がpreRCを活性化する機構を、
主に in vitro 系を用いて解析する。(2) 
Cdc7-Dbf4の構造解析からCdc7の活性化およ
び基質認識機構を明らかにする。Cdc7 の既知
の基質を用いてリン酸化依存的に結合する
タンパクを同定し、リン酸化部位の認識の共
通の機構の解明を目指す。また、この研究を
更に発展させ、Cdc7 による種々の染色体ダイ
ナミクス制御機構を解明する。(3)Cdc7 の
conditional KO マウスおよび細胞を樹立し、
DNA 複製のみならず、各種臓器・組織（血球
細胞系、神経系など）の発生や機能における
役割を解析する。 
 
４．研究成果 
(1)Cdc7 による複製起点の認識機構、開始制
御機構の解明  
① 分裂酵母 Hsk1/Cdc7 機能のバイパスメカ
ニズム 
分裂酵母 Hsk1/Cdc7 機バイパスする mrc1∆と
rif1∆について解析した。mrc1∆による hsk1∆
の抑制は、チェックポイント依存的および非
依存的の二つの経路で進行し、これらは独立
に相加的に機能する。後者は C端近傍に存在
する HBS(Hsk1 Bypass Sequence)配列に依存
す る 。 HBS は 、 N 端 領 域 と 結 合 し
autoinhibitory ドメインをつくる。Hsk1 に
よるリン酸化によりこの抑制が解除し活性
化型となる。HBS∆では構成的に活性化型とな
っており、hsk1∆を抑制できる。 
② Mrc1 および Rif1 の染色体上結合部位 
Mrc1 および Rif1 の染色体上結合部位を
ChIP-chip によりゲノムワイドに決定した。
その結果、Mrc1 は初期複製開始部位に結合し、
初期複製起点の活性化を制御することが明
らかとなった。その制御は HBS に依存する。
Hsk1 は HBS 依存的に Mrc1 に結合しこれをリ
ン酸化し、正常細胞での複製および複製スト
レス制御に関与する。一方、Rif1 は後期複製
起点の近傍に結合し複製タイミングを抑制
していることを示した。 
③ Claspin による Cdc7 のクロマチン結合促
進のメカニズム（図 4） 
動物細胞 Cdc7 は Claspin 分子上に存在する
酸性アミノ酸ドメイン(AP,acidic patch)を
介して結合し、これをリン酸化する。APの酸
性アミノ酸をアラニンに置換した DE/A 変異
体は、Cdc7 に結合できずリン酸化されない。
この DE/A 変異体は、Mcm のリン酸化、Cdc45
のクロマチンローディングに欠損をきたし、

複製開始の障害を示す。このことは、Claspin
は Cdc7 を recruit し効率のよい基質タンパ
ク質のリン酸化を促進することを示す。 
④ 複製開始の生化学的解析 
Cdc7 によるリン酸化が複製開始を触媒する
メカニズムの解明については、動物細胞精製
複製因子を用いたoriP-EBNA上での複製複合
体構築の解析を行なった。oriP-EBNA1 に依存
して Cdc6 の援助のもと Orc複合体が結合し、
構造変化を誘導することを見出した。Pre-RC
の形成および Cdc7 による活性化機構の研究
は現在進行中である。 

(2) Cdc7による種々の染色体ダイナミクスの
制御機構の解析 
① 分裂酵母減数分裂期の組換え開始におけ
る Cdc7 キナーゼの役割 
分裂酵母Hsk1/Cdc7は減数分裂期の組換えに
重要な役割を果たすことを以前に報告した
(Ogino et al., 2006)。その標的はRec7-Rec24
複合体であることを見出し、Rec7 上の
Cdc7/Hsk1 によるリン酸化部位の変異体を作
製した。変異体は組換え効率の減少、DSB 導
入の低下を示した。このことは、Hsk1 による
Rec7のリン酸化がDSB導入に重要な役割を果
たすことをしめす。 
② Cdc7 キナーゼによる体細胞分裂制御機構
の解析 
分裂酵母で hsk1(ts)と分裂期キナーゼの
polo kinase(ts)は合成致死を示す。また、
動物細胞において Cdc7 キナーゼは分裂期に
も発現されている。Cdc7 は in vitro で
AuroraB をリン酸化し、その活性を増加させ
る。AuroraB の T232 の自己リン酸化に依存し
て Cdc7 は T236 をリン酸化する。Aurora-B は
キネトコアー微小管結合に重要であり、正し
い結合を促進する。Cdc7KD によりセントロメ
ア構造タンパク質の CENP-A と Tubulin の結
合の異常が増加した。Cdc7 の活性化サブユニ
ットである ASK/ASKL1 は Aurora-B と結合す
る。また、M 期において、ASK や ASKL1 はク
ロマチン上に多く局在する。 Cdc7 は
ASK/ASKL1 と AuroraB との相互作用により M
期染色体にリクルートされ、 AuroraB の活
性化を触媒する可能性がある。 
③ 複製フォーク停止によるCdc7-ASKの安定
化と損傷乗り越え誘導の機構 
複製フォークの停止により活性化された
Chk1は APC/C(Cdh1)を不活性化しその基質で



ある Cdc7-ASK は安定化される。ASK はその
motif-C を介して Rad18 と相互作用し、乗り
越え DNAポリメラーゼηの loading を促進す
る。 
④  Caf1 に よ る position-effect 
variegation の制御と Cdc7 によるリン酸化 
エ ピ ゲ ノ ム 状 態 の ス イ ッ チ に よ る
Position-effect variegation (PEV)にヒス
トンシャペロンの Caf1 が関与することが明
らかとなった。さらに、Caf1 は Cdc7 と
Cdc28(CDK)によりリン酸化され、そのクロマ
チン結合が促進されることを見出した。 
(3) Cdc7 キナーゼ複合体の活性化と基質認識
の構造的基盤の解析 
微胞子中の Cdc7-Dbf4 複合体を大腸菌で大量
発現し均一標品にまで大量精製した。Dbf4 上
のCdc7結合に必要なmotif-M上のドメインを
決定した。結晶化を試みたが、ほかのグルー
プからヒト Cdc7-Dbf4 の構造解析の結果が報
告されたため、この課題は中止した。 
(4) Cdc7ノックアウトマウスおよび細胞の作
製とその表現型 
我々は以前に、Cdc7 の条件的ノックアウト
ES 細胞を作製し、Cdc7 機能が ES 細胞の増殖
に必要であることを報告した。さらにこれら
を用いて Cdc7 活性減弱型マウスを作出し、
Cdc7 が生殖細胞の発生・分化に必須であるこ
とを報告した。今回新たに、Cre-LoxP を用い
て、誘導的 Cdc7KO 細胞、臓器特定的 Cdc7KO
マウスを樹立した。 
① 血球細胞の分化における機能 
造血幹細胞において Cdc7 KO を誘導し、その
後の血球細胞分化と末梢における細胞増殖
能について解析を行った。Cdc7 KOマウスは、
幼少期で脾臓の肥大（脾腫）が観察された。
しかし、T、B細胞分化、これらの末梢での細
胞数に著しい変化は見られなかった。また、
末梢からT細胞を採取し細胞増殖能を解析し
たところ、Cdc7 KO T 細胞は、細胞周期 S 期
の遅延が観察されるものの増殖能は維持さ
れており、Cdc7 欠損にも関わらず BrdU の取
り込みも観察された。一方、成熟期の Cdc7 欠
損マウスでは、胸腺での T 細胞分化の遅延、
骨髄での B細胞分化の遅延が観察された。更
に幼少期同様、脾臓において脾腫が観察され
た上、異常な赤芽球の蓄積が生じていた。こ
の事は、脾腫の原因の一つと考えられる。 
② 神経系・脳発生における機能 
Cdc7 の遺伝子発現は、細胞増殖がほとんど行
われていない脳において、比較的高い値を示
す。故に神経幹細胞の分化時に Cdc7 KO を誘
導し、神経発生における Cdc7 の役割につい
て検討を行った。生後、10日目前後の Cdc7 KO 
マウスは目立った表現型を示さず、体重、行
動あるいは脳の大きさに変化は見られなか
った。しがしながら、生後 14 - 15 日辺りか
ら著しい体重減少が観察され、歩行困難、振
戦、下肢伸展反射異常の症状が発症した。そ
の後、20 日前後で Cdc7 KO マウスの死亡が確
認されることから生後の脳形成に重要な役

割を担っている可能性が示唆された。脳切片
の病理組織学的解析では、生後 10 日前後と
比較して、20 日前後の Cdc7 KO の脳は著しい
萎縮が進行しており、大脳皮質、小脳の脳層
構造の崩壊が観察された。また免疫染色の解
析から神経細胞自体は存在している一方、樹
状突起の萎縮が見られるためシナプス応答
の異常も考えられる。このように、複数の異
常な症状が出現することから、今後有用な疾
患モデルマウスとしての応用性について検
討している。 
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