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研究成果の概要（和文）：DNA複製の開始制御において、多数のタンパク質複合体が集合して超分子複合体を形成し、
高度な制御を行っている。
本研究では、これら複合体を試験管内でDNA上に集合させ、AFMによる構造解析と生化学的解析を行った。その結果、複
製開始点に特異的に結合するタンパク質複合体 ORC は、複製開始点付近のヌクレオソーム配位の再編成を誘導し、塩
基配列特異的な結合を確立することを見出した。また、DNA-MCM複合体の観察から、MCM上にDNAのループ状構造が形成
されている様子を検出した。このような高次構造形成は、本研究のような試験管内実験系をAFM可視化を組み合わせる
ことにより初めて検出可能となった。

研究成果の概要（英文）：To complete correctly the replication of the genomic DNA, the initiation of DNA 
replication is highly regulated by the sequential association of protein complexes on replication origin.
In this study, we assembled these protein complexes on the DNA in vitro and formed relatively huge 
supramolecular complexes. Both molecular imaging using atomic force microscopy (AFM) and biochemical 
assays show that nucleosome formation on the DNA containing specific sequence of origin induces stable 
association of ORC on origin. We also found that nucleosome positioning around origin is rearranged by 
the addition of ORC.
we also performed observation of MCM-DNA complex by AFM and detected that MCM complex bound to more than 
two DNA strands was detected, which formed DNA-loop. This result suggests existence of the mechanism of 
that MCM interacts with higher-order structure of DNA such as DNA-loop rather than that MCM is simply 
loaded on DNA besides ORC.

研究分野： 分子生物学

キーワード： DNA replication　nucleosome　atomic force microscopy

  １版



１．研究開始当初の背景 
真核生物の DNA 複製は、複数のタンパク質

からなる複合体が互いに相互作用をし、更に
巨大な超複合体となって、その働きを制御す
る。大まかには、複製のライセンシングのた
めに、ORC 複合体と Cdc6、Cdt1、MCM 複合体
が 集 合 し て pre-RC (pre replicative 
complex) を形成し、更に細胞周期 S 期には
CDK 活性に依存してローディングされた
Cdc45 と GINS 複合体が結合し、活性を持つヘ
リカーゼ複合体である CMG 複合体(Cdc45, 
Mcm, GINS) を形成する。実際に複製開始点
から複製が進行し始めた複製フォーク上の
複合体は、レプリソームと呼ばれ、CMG ヘリ
カーゼ複合体のほかに、DNA ポリメラーゼや、
クランプ複合体である PCNA、更にはヒストン
シャペロンである FACT が含まれることが報
告されてきた。このような超複合体の構成因
子の同定や、各因子の担う機能の解明は、遺
伝学および生化学的な手法により、国内外の
数多くのグループによって緻密に推進され
てきた。 

また、近年では、DNA アレイや次世代シー
クエンス技術を応用し、ゲノム DNA 上でのこ
れら因子の局在が詳細にマッピングされて
きた。とりわけ、細胞周期を制御して
ChIP-seq を行なうことにより、フォークの進
行や停止といったゲノム上での因子の動き
も追跡されている。更には、結晶解析や電子
顕微鏡解析から、各複合体の微細構造解析も
進められており、ORC、MCM、GINS といった複
合体のÅ～nm スケールでの形状が明らかに
されてきた。 
 
２．研究の目的 

上記のように、DNA 複製に関する因子の同
定、機能解析、ゲノム上での局在マッピング、
各因子の微細構造解析等々の研究が国内外
で活発に行なわれる一方で、各複合体が集合
し、超複合体となった時の空間配置や形態の
解析は進んでいない。DNA 複製を正確に完了
するためには、これら複合体を正確に“組み
立て”、あるいは必要に応じて“切り離し”、
更には DNA 上を“スライド”して進んでいか
なければならない。この、多数の因子が有機
的に機能し合い、動的に活動する様子を理解
して、初めて DNA 複製反応の分子メカニズム
や全体像を理解することが出来る。 

そこで、本研究では、DNA 複製に機能する
超タンパク質/DNA 複合体の形状解析を行な
おうとするものである。申請者は、過去に、
多数の構成因子からなるクロマチン高次構
造を試験管内再構築し、さまざまな超タンパ
ク質/DNA 複合体構造を原子間力顕微鏡（AFM）
により可視化解析してきた（100 kb に及ぶ長
鎖ヌクレオソームファイバー、リンカーヒス
トンにより導入される 30-nm fiber、転写調
節因子や II 型トポイソメラーゼにより導入
される凝集クロマチン構造など）。この技術
を応用し、AFM が生物試料に対して最も安定

に解像度を発揮する数ナノメートルから数
十ナノメートルのスケールにおける、DNA 複
製超複合体の動態解析を推進する。 

 
３．研究の方法 
出芽酵母から精製した複製反応に必須な

各因子を材料とし、DNA 上に ORC や pre-RC、
あるいは CMGといった超複合体を試験管内再
構築した。その構造を、AFM 観察に供し、複
合体同士がアセンブリする際の空間配置や、
アセンブリ前後の構造変化を明らかにする
ことを目指した。 
更に、クロマチン上にも各超複合体を形成

させ、クロマチン構造が及ぼす影響を調査し
た。ここから、ヌクレオソーム構造が超複合
体形成に及ぼす促進的あるいは阻害的な影
響を探索した。また、CMG を進行させたクロ
マチンファイバーを可視化解析することに
より、ヘリカーゼ進行に際するクロマチンの
構造変化を解析した。 
 

４．研究成果 
 
（１）ORC とヌクレオソームとから形成され
る複合体の解析 
 複製の開始する領域である複製開始点に
は、ORC (origin recognition complex) が
特異的に結合し、そこに更に複製のヘリカー
ゼのコアコンプレックスである MCM複合体や
DNA ポリメラーゼが集合して複製フォークを
形成する。しかし、ORC が何を認識して複製
開始点に特異的に結合するのかは、明らかで
はなかった。出芽酵母以外の真核生物には複
製開始点特異的な塩基配列は見出されてお
らず、出芽酵母において見出されている複製
開始点特異的配列に対しても ORCの結合特異
性は多量の競合剤を加えることでしか検出
できない弱いものであった。 
 本研究では、①複製開始点を含む DNA に対
する ORC の結合の安定性および特異性は、そ
の DNAにヌクレオソームを形成させることで
より高くなることを見出した。また、②複製
開始点付近のヌクレオソームは ORCの添加に
より DNA 上での配位を変化させることや、③
AFM 観察ではヌクレオソームと ORC とが結合
した高次複合体が検出されることなどを発
見した。以上の結果から、複製開始点の決定、
すなわち複製開始点への ORCの特異的結合に
はヌクレオソーム形成が重要であり、ORC と
ヌクレオソームの結合はヌクレオソームの
再配置を経て確立されるといった、分子メカ
ニズムを解明するに至った。以上の結果は、
後述の発表論文（１）として発表した。 
 
（２）MCM-DNA 複合体の解析 
 ORC が結合している領域には、細胞周期 M
期から G1 期にかけて、Cdc6、Cdt1、および
MCM 複合体が集合し、これら因子からなる
pre-RC (pre-replicative complex) が形成
される。pre-RC の形成が形成された領域は、



S 期に複製が開始し得る“複製のライセンシ
ング”が行われたことになる。 
 本研究において、精製した出芽酵母 ORC、
Cdc6、MCM-Cdt1 複合体を用いて、試験管内で
DNA 上に pre-RC を形成させ、その構造を AFM
により可視化解析した。とりわけ、強固に DNA
上に結合した MCM の可視化をめざし、高塩濃
度で他のタンパク質を洗浄・除去した試料の
観察を行った。その結果、DNA 上に結合した
楕円状の構造が検出され、サイズ計測により、
２つの MCM が結合したものと考えられた。楕
円状の MCM に対して、DNA がループを形成し
ている様子が多く観察された。出芽酵母から
精製したミニクロモソーム上に形成された
pre-RC の観察からも、楕円状構造から DNA が
ループアウトしている様子が検出された。以
上の結果から、pre-RC 形成に際して、pre-RC
を起点に DNAがループアウトする構造が存在
することが示唆された。 

 
（３）CMG ヘリカーゼの可視化解析 
 複製のライセンシングが行われた領域に
は、G1期後期からS期にかけて、Cdc45や GINS
複合体が結合し、MCM が活性化型ヘリカーゼ
である CMG（Cdc45、MCM、GINS）複合体とな
る。 
 出芽酵母から CMG 複合体を精製し、一端に
single strand DNAを有するフォーク型の DNA
に結合させ、その様子を AFM により可視化解
析した。裸の DNA に対しては、十分なヘリカ
ーゼ活性を発揮し、反応後には single 
strand DNA が検出されるのに対し、ヌクレオ
ソームを形成させたフォーク DNA 基質に CMG
ヘリカーゼを作用させても、ヌクレオソーム
により CMGの進行が阻害されている様子が検

出された。現在、基質 DNA に用いる塩基配列
を変更する、あるいはクロマチンリモデリン
グ因子を加えるなどの条件検討を行い、ヌク
レオソームを乗り越えて進行するヘリカー
ゼ反応を試験管内再構築するべく研究を継
続中である。 
これまで、DNA 上で作用する CMG ヘリカー

ゼの分子可視化の報告は無い。本研究におい
て既に確立した“CMG による DNA の開裂反応
の分子可視化”は、前述のクロマチンを乗り
越えるメカニズムの解明だけでなく、Cdc45
や GINS による MCM の活性化機構など、種々
のヘリカーゼ反応のメカニズムが解明され
うる基盤技術となると期待される。 
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図１．AFM により観察された DNA 上の MCM
複合体。出芽酵母から精製した MCM-Cdt1
複合体を、1.4 kb (A および B)もしくは 7.6 
kb（C および D）の環状 DNA と、ORC、Cdc6
ととともに混合して pre-RC を形成させた
後、高塩濃度洗浄により MCM 以外のタンパ
ク質を DNA から除去した。 

図２．CMG ヘリカーゼ反応の AFM による可
視化解析。（A）ATP 非存在下で、一端に
single strand DNA をもつ基質 DNA と、CMG
とを混合した試料の AFM 像。CMG が DNA の
一端に結合している。（B）（A）の試料に ATP
を添加して３０℃で１時間反応させた試
料。開裂して single strand DNA となった
基質に RPA が結合している。（C）（A）の試
料に ATP を添加して、４℃で１時間反応さ
せた試料。反応中間体である、一部が
single strand DNA となった DNA に CMG が
結合した複合体が検出された。（D、E）ヌク
レオソームを形成させた基質 DNA に、CMG
ヘリカーゼを ATP 存在下で混合した試料。
反応が完了した single strand DNA は観察
されず、ヌクレオソームにより進行が阻害
されていると考えられる CMG が DNA 上に検
出された。 
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