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研究成果の概要（和文）：本研究では大腸菌において、停止した複製フォークに結合し安定化するPriAを用いて、真核
細胞の停止複製フォークの安定化を促進する新規技術を開発する。まずPriAタンパク質に対する特異抗体を作製し、Ch
IP-on-chipにより停止フォークを特異的に検出する方法を確立した。次に、分裂酵母においてPriAタンパクを発現し、
複製フォークをHUで停止し、PriAによりChIPを行った結果、複製起点近傍への集積が観察された。現在種々の変異体で
、PriAを発現し複製フォーク停止時に複製フォークの安定化が観察されるかどうかをRPAの結合による一本鎖 DNA領域
の検出により検討している。

研究成果の概要（英文）：We previously showed that E. coli PriA protein, in collaboration with RecG, specif
ically binds and can stabilize an arrested replication fork. In this proposal we attempted to stabilize st
alled replication forks in eukaryotic cells by utilizing these two proteins. We first developed an antibod
y against PriA and showed that stalled replication forks can be detected by ChIP-chip analyses. In respons
e to fork arrest treatment, PriA bound to oriC in the wild-type cells, whereas it bound to the terC region
 under the condition where oriC is not functional. We then expressed PriA in fission yeast cells, examined
 its binding to chromatin. PriA was enriched near the replication origins. We are now expressing PriA in v
arious mutant cells, and will examine if PriA can stabilize the fork by measuring the length of SSB coated
 single-strand.
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１．研究開始当初の背景 
ゲノム複製の過程では、DNA の損傷、塩基
の修飾、鋳型 DNA 上の二次構造、他のタン
パク質の結合、ヌクレオチド前駆体の枯渇な
ど種々の原因により複製フォークが停止あ
るいは進行阻害される。細胞は停止した複製
フォークを迅速に認識し適切に安定化し、崩
壊や DNA の切断を防ぐ。真核細胞では、
ATR-Claspin-Chk1の経路が主に停止複製フ
ォークのプロセシングに関与する。この経路
に関連する因子の変異は、染色体不安定性症
候群の原因になることがすでに明らかにな
っていることから、ゲノム安定性の維持にと
って停止複製フォークの安定化と適切なプ
ロセシングがきわめて重要であることがわ
かる。 
この過程に異常が生じると、複製フォークは
DNA 合成を伴わない異常な巻き戻しを誘導
し一本鎖部分を蓄積する。蓄積した一本鎖領
域は不安定であり種々のヌクレアーゼの攻
撃を受けやすく、やがて複製フォークの崩壊
につながる。したがって停止した複製フォー
クは認識された後、安定化され異常な巻き戻
しを防ぐ。 
 大腸菌でも、停止複製フォークは迅
速に認識される必要があるが、申請者はこの
過程に PriA と RecG という二種類のヘリカ
ーゼが関与することを見出してきた。細菌で
は複製起点は一カ所であるので、停止複製フ
ォークは再開始される必要がある。PriA は停
止複製フォークに高親和性で結合し、異常な
巻き戻しを阻害し安定化すると同時に、複製
フォークの再形成を促進する。RecG は PriA
が直接認識できない構造の停止フォークに
結合しこのプロセスを援助する。申請者はモ
デル停止複製フォークの構造を用いて、PriA
と RecG の二種類のヘリカーゼのみでどのよ
うな複製フォークも安定化できることを証
明した。真核細胞では複製フォークが同時に
進行するので停止したフォークは崩壊しな
い限りやがて近傍から進行する複製フォー
クにより救済されると考えられる。したがっ
て、真核細胞の停止複製フォークのプロセシ
ングでは、安定化して崩壊を防ぐことが最も
重要である。 
 以上の事実を考えて、申請者は
PriA と RecG ヘリカーゼを用いて、真核細胞
において停止した複製フォークを安定化で
きる可能性を考案した。基本的に複製フォー
クがどのような形態で停止しても二個のヘ
リカーゼの組み合わせで安定化が可能であ
る。真核細胞では複製フォークが安定化され
れば、複製を完了できると考えられる(複製フ
ォークを再開する)ので、PriA-RecG を発現
し、停止複製フォークへの結合を介して、安
定化することが可能ではないかと考え、本研
究を計画した。 
 
２．研究の目的 
複製フォークの進行は種々の内的、外的な原

因により頻繁に停止したり進行が阻害され
る。通常、停止複製フォークは細胞内の応答
システムにより認識され、安定化され、最終
的にはゲノム全体の複製が完了する。しかし
このシステムに異常が生じると複製フォー
クは不安定化し、DNA の切断にいたること
もある。多くの染色体不安定性症候群ではこ
のシステムが不全となり、細胞増殖が低下し
たりゲノム異常が頻発する。染色体の不安定
性の第一の原因は複製フォークの異常な巻
き戻しによる崩壊である。申請者は大腸菌に
おいて、停止した複製フォークに結合し安定
化する二個の因子 PriA と RecG の解析を行
なってきた。本研究は、これらの因子を用い
て、真核細胞の停止複製フォークの安定化を
促進する新規技術を開発し、これを最終的に
染色体不安定性症候群にみられるフォーク
の不安定化を防ぐ新規戦略として応用しよ
うとするものである。 
 
３．研究の方法 
本研究は、第一過程は、PriA によるクロマチ
ン免疫沈降法の確立、第二過程は分裂酵母に
おける実験、第三過程が動物細胞における実
験となる。まず、PriA タンパク質に対する特
異抗体を作製し、大腸菌において、実際に停
止複製フォークへの結合を検出できるかど
うかを検討する。続いて、複製チェックポイ
ントの変異体が豊富に存在し、複製フォーク
の安定化の測定が容易な分裂酵母を材料に
用いて、PriA および RecG を発現する。停止
複製フォークの安定化に関与することが知
られている mrc1∆, swi1∆, swi3∆, cds1∆株な
どでPriAあるいは／およびRecGを発現しHU
存在下で一本鎖 DNA が生じているかを
ChIP-chip と RPA(一本鎖 DNA 結合タンパク)
染色で検討する。さらに、動物細胞（がん細
胞と正常細胞）で、Claspin や Tim1,Tipin を
発現抑制した状態で PriA および RecG を発現
し、一本鎖 DNA の量を免疫染色で比較する。
さらに fork の安定化が観察されたら、PriA
あるいは RecG 上の機能に必要な領域を最小
化する。また、染色体不安定性症候群の患者
由来の細胞でこれらのツールにより複製フ
ォークの不安定性を解消できるかどうかを
調べる。 
 
４．研究成果 
細胞内で停止したDNA複製フォークの安定化
を促進する新規技術を開発するために、まず、
停止フォークを特異的に検出する方法を確
立する必要がある。大腸菌 PriA タンパク質
は、DEXH 型のヘリカーゼであり、生化学的に
停止フォーク構造を特異的に認識して結合
する能力を有することに加え、遺伝学的に複
製再開始反応で重要な役割を果たすことが
明らかにされている。このタンパク質は、細
胞内でも停止したフォークに特異的に結合
している可能性が示唆される数少ない因子
の１つであり、この結合を検出することで、



生体内でのフォーク停止の認識およびその
安定化の分子基盤確立に大きく寄与するこ
とが期待できる。特異的検出方法確立のため
に 、 染 色 体 免 疫 沈 降 法 （
immunoprecipitation, ChIP
レイ（
による解析を試みたところ、特に、チミン枯
渇処理によりフォークを止める処理をした
細胞では、複製起点付近に大きなピークのク
ラスターを見出した
PriA
際に結合し、チミン枯渇は複製起点付近に停

止フォークを蓄積させる可能性を示唆して
いる。
免疫染色によって
結果、チミン枯渇処理をした細胞においては、
核様体内に弱いながら特異的スポットを示
唆する信号が検出され、枯渇から解放すると、
これが拡散することを確認した。
 
rnhA
終結領域に

RecA
３）。この事は
い二次的複製起点があることを示唆する。実
際 rnhA
育能力が著しく低下した。以上の結果は、大
腸菌
ークに結合しており、
的に追跡することにより、ゲノム上でフォー
クが停止しやすい領域（染色体脆弱部位）を
検出したり、
化できるかどうかを視覚化するための有用
なツールとして利用できる可能性を強く示
唆する。
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