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研究成果の概要（和文）：ゲノム全域を１細胞周期当たり１度だけ完全に複製するために、DNA複製の開始反応は巧妙
に制御されている。分裂酵母を用いて複製開始反応段階が細胞周期とクロマチン構造によって制御されるしくみを分子
レベルで解析した。その結果、細胞周期制御キナーゼCDKが複製因子の集合過程に果たす役割を解明し、オーキシンデ
グロン法による特異的蛋白質分解系を用いて複製開始の最終段階でのMcm10の働きを明らかにした。いっぽう、染色体
上に多数存在する複製開始点の活性化時期を決定するしくみに、テロメア類似配列とテロメア結合蛋白質が重要な役割
を果たすことを発見し、これらの結果を評価の高い国際誌に発表した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the molecular mechanisms how initiation of DNA replication is regu
lated by cell cycle and chromatin structures using model organism fission yeast. We found that phosphoryla
tions of multiple replication factors, Sld3 and Drc1, by cell cycle master kinase CDK are crucial to trigg
er assembly of replication factors at replication origins. We further discovered the role of Mcm10 after a
ssembly of replication factors to initiate actual DNA synthesis. In approach to elucidate the replication 
timing program, we discovered that telomere-repeat sequence is located near the late-replicating origins a
nd the telomere-binding proteins are involved in replication timing program. These findings are published 
on high-quality international journals.
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１．研究開始当初の背景 
 生命が遺伝情報を安定に継承するために
は DNA を正確に複製することが必須である。
真核生物では染色体上に多数ある複製開始
点で複製開始因子の分子集合が多様かつ包
括的に制御されていることが特徴である。こ
のために細胞周期とクロマチンにより複製
開始時期が制御されているが、具体的制御メ
カニズムは明らかでない。G1 期で複製ライ
センス化（pre-replicative complex; pre-RC）
された複製開始点がS期で活性化される反応
は未解明の部分が多い。とりわけ Dbf4 依存
キナーゼ（DDK）依存的に複製開始点に Sld3
が結合する（Yabuuchi et al, EMBO J, 2006）
が、そのしくみは不明である。いっぽうクロ
マチンによる複製制御については、一般的に
複製因子の DNA へのアクセス能がクロマチ
ン構造によって制御されると考えられてい
るが、具体的事実が欠如しており本質的理解
は十分ではない。 
 
２．研究の目的 
 生命が遺伝情報を安定に継承するために
は DNA を正確に複製することが必須である。
真核生物では染色体上に多数ある複製開始
点で複製開始因子の分子集合が多様かつ包
括的に制御されていることが特徴である。こ
のために細胞周期とクロマチンにより複製
開始時期が制御されているが、具体的制御メ
カニズムは明らかでない。本研究では、高等
動物に類似したクロマチン構造を持ち、全複
製開始点が同定されているために網羅的解
析が可能な分裂酵母を用いて、局所的・包括
的制御を可能にする複製ファクトリーを同
定し、クロマチン・細胞周期により制御され
る複製開始ステップを解明することにより、
染色体複製の時間的・空間的制御メカニズム
の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）CMG ヘリカーゼ活性化機構の解析：
Mcm10 が CMG ヘリカーゼ活性化に必須の機能
を果たすという結果に基づき、保存されてい
る zinc-finger モチーフや OB-fold へのアミ
ノ酸置換 Mcm10 をデグロン株で発現させ、こ

れらのモチーフがCMGヘリカーゼ活性化に必
要であるか解析する。変異 Mcm10 を大腸菌で
発現精製し、複合体形成や DNA 結合活性を解

析し、CMG ヘリカーゼ活性化反応機構を解明
する。 
（２）DNA ポリメラーゼεの非触媒必須機能
の解明：複製フォークでリーディング鎖合成
を担うDNAポリメラーゼεの触媒サブユニッ
ト Cdc20 は生存に必須である。しかし N末端
ポリメラーゼドメインは生存に必須ではな
いため、CTD が非触媒的必須機能を果たすと
考えられる。温度感受性変異やオーキシンデ
グロン法を用いて、CTD の必須機能を解明す
る。 
（３）複製タイミング制御におけるテロメア
結合因子の役割の解明：テロメア結合タンパ
ク質 Taz1 は、染色体腕部の後期複製開始点
近傍に結合し複製タイミングを制御する。
Taz1 以外にも Rif1, Rap1, Ccq1, Poz1 など
のテロメア因子が複製タイミングに影響を
及ぼすが、その役割は不明である。これらの
因子の強制発現やオーキシンデグロンによ
る一過的消失株、染色体末端テロメア喪失株、
を用いて、テロメア結合因子とテロメア DNA
の相互の関係を解析する。 
（４）サブテロメア複製開始制御の機構と意
義の解明：100 kb 以上に広がるサブテロメア
領域の複製は非常に遅い時期まで抑制され
ている。この制御のしくみを明らかにするた
めに、Taz1 ならびに他のテロメア結合因子の
局在、サブテロメア領域の核内局在部位、テ
ロメア末端DNAの必要性を解析する。またDDK
を強制的にサブテロメア領域に tether する
ことや、Taz1 の特異的変異によりサブテロメ
ア複製タイミングを早めたときにテロメア
長制御が維持されるかを解析し、複製タイミ
ング制御の意義を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）細胞周期による複製開始制御を理解す
るため、Sld3 と Drc1/Sld2 が細胞周期の S期
でリン酸化されることから、これらの CDK リ
ン酸化部位を質量分析法により同定した。リ
ン酸化受容アミノ酸の置換変異の解析から、
これらのリン酸化が複製開始に必須である
ことを示した。酵母 Two-hybrid 法を用いた
解析から、 Sld3, Drc1 の リン酸化が
Sld3-Cut5-Drc1 複合体形成に必要であり、分
裂酵母内では、これらの因子の複製開始点結
合に必要であることを示した (Fukuura et 
al, 2011)。 
（２）複製開始における Mcm10 の必須機能に
ついては諸説まちまちであり不明であった。
新規開発のオーキシンデグロン法を用いて
Mcm10 の機能を解析した結果、Mcm10 は CMG
複合体に依存して複製開始点に結合し、複製
開始点のunwindingに機能することを示した 
(Kanke et al, 2012)。 
（３）興味深いことに、複製フォークでリー
ディング鎖合成を担う DNA ポリメラーゼε
（イプシロン）の触媒サブユニット Cdc20 の
N 末端ポリメラーゼドメインは生存に必須で
はないが、C 末端領域 CTD は必須である。そ

 

  



こで CTD の必須機能を解析した結果、CTD は
複製開始段階でのCMG複合体ヘリカーゼの形
成に必須であり、さらに複製開始後には CMG
複合体の進行に必要であることを示した 
(Handa et al, 2012)。 
（４）分裂酵母染色体には 460 個所の効率よ
い複製開始点が存在する(Hayashi et al, 
2007)が、すべてが同時に活性化するわけで
はなく、約 150 個所は S期後期まで活性化さ
れない。複製開始タイミングを決定するしく

みを明らかにするため、染色体内部の後期複
製開始点断片を初期開始点近傍に挿入して
複製開始タイミングへの寄与を解析した結
果、後期複製開始点近傍にあるテロメア配列
２コピーが複製タイミングを決定する配列
エレメントであることを発見した。さらにこ
の 配 列 に テ ロ メ ア 結 合 タ ン パ ク 質
Taz1/TRF1/TRF2 が結合することがタイミン
グ制御に必要であることを示した。このよう
なしくみは、染色体上の約半数の後期複製開
始点を制御していることを発見した 
(Tazumi et al, 2012)。さらに、Taz1 相互作
用因子である Rif1 が、染色体全域における
タイミング制御に関与することを示した。こ
れらの結果は、複製プログラムを決定するし
くみに、生物種を通して保存されたテロメア
配列をテロメア結合因子が機能することを
示唆する。 
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