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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 

真核生物染色体 DNA 複製フォークで起こる複製装置の形成、解離、崩壊、及び再構成の分子機構の解

明を目的に、これまで我々が行ってきた出芽酵母 DNA ポリメラーゼ εを中心とした複製装置の in vitro 
再構成研究をさらに発展、完成させるとともに、アフリカツメガエル卵粗抽出液で起こる in vitro DNA 
複製反応、DNA damage 及び、複製チェックポイント制御反応を詳細に解析検討し、精製した複製蛋白、

複製因子を用い複製フォークで起こる複製装置の形成、解離、崩壊、及び再構成反応を in vitro （試験

管内）で再構成する。この過程で各々の複製蛋白、複製因子が複製フォーク上で繰り広げている新しい

分子ダイナミズムが明らかになると期待できる。又、DNA combing と DNA microarray を使った全く

新しい染色体複製開始部位決定方法を開発し、マウス、ヒト細胞染色体複製開始部位の単離と同定を行

う。更にヒト、マウスのセントロメア領域全体を TAR (Transformation-Associated Recombination) ク
ローニング法を用いてクローニングし、新しい人工染色体構築法を開発する。こうして単離、同定した

複製開始部位を含むクロマチン DNA や人工染色体を鋳型とし、出芽酵母の系（二段階再構成法）（Two 
Step Reconstitution）を参考にしてマウスやヒト細胞粗抽出液 in vitro DNA 複製系を確立し、複製フ

ォークで起こる複製装置の形成、解離、崩壊、及び再構成反応を解析し、それらの分子機構の解明に迫

る。 
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）

 
(1)  G1 後期に同調した出芽酵母細胞粗抽出液を用い、複製開始部位で形成される複製開始前複合体 (preRC)、その後 
Cdc28-Clb5 または Cdc28-Clb6 と Cdc7/Dbf4 protein kinases によって preRC が活性化され、その結果起こると考え

られる複製開始部位DNA 鎖の開裂（unwinding）反応を試験管内で再現した。この過程で、preRC の主要な構成成分蛋

白である Mcm2-7 複合体をG1 期又は G2/M 期で同調した出芽酵母細胞粗抽出液から、迅速かつ簡便に精製する方法を

確立し（図 1）、それを使って精製した Mcm2-7 複合体は複製ライセンシング因子の一つである Cdt1p と 1:1 の複合体

として存在すること、この複合体がpreRC 形成反応においてCdc6 依存的に染色体複製開始部位（ARS）に結合し、その

後、Cdc6p と Cdt1pは自然に preRC から遊離することを示した（図 2）。一方、精製したMcm2-7-Cdt1 複合体は、そ

れ自身では DNA helicase や ATPase 活性は認められないが、ATP 又はATP-γ-Sの存在下で Bubble- やY構造をした 
DNAに結合することができることを示し、この複合体がOrc とCdc6 蛋白によって起こると考えられるDNA 鎖開裂部を

認識し結合するとするモデルを提唱している（Kim, H.-D. et al.  submitted to Mol. Cell）。 (2)  S 期に同調した出芽

酵母細胞粗抽出液を用い、preRC 形成後起きると考えられる複製装置の複製開始部位への Loading 反応を再構成する目

的で、 Leading 鎖合成ポリメラーゼであるDNA polymeraseε複合体と相互作用し複製開始反応に関わる Dpb11-Sld2, 
GINS, Cdc45-Sld3 等の蛋白、蛋白複合体（図 3 参照）を多量発現し、精製する方法を確立した。現在、これら精製した

複製開始蛋白をはじめ、3 種類の複製 DNA polymerases（α、δ、及びε）複合体をS 期の粗抽出液に補い、本来の複製開

始部位からDNA 複製が起こる反応条件を詳細に検討中である。  (3) 一方、精製したDpb11-Sld2, GINS, Cdc45, 及び 
Sld3 蛋白と DNA polymeraseε複合体との物理的相互作用を in vitro で解析し、実際 DNA polymeraseε複合体が直接、

GINS 複合体と相互作用することを明らかにした（図 4）。この複合体は細胞内でも存在するが、非常に不安定であり、ま

た、高塩濃度では、検出が非常に困難であった （Seki, T. et al. in preparation）。 (4) 出芽酵母DNA polymeraseε遺伝子

（POL2）のDNA polymerase domainsを欠く変異（pol2-16）が生育可能であるが、本研究では、pol2-16 変異株の細胞

増殖異常、DNA 複製異常、細胞周期異常、染色体 DNA の不安定性、テロメア領域の染色体 DNA の長さの変化等を詳

細に解析した。その結果、pol2-16 変異株の増殖速度は野生株に比べ著しく遅く、染色体 DNA複製開始のタイミングは野

生株とほぼ同じであるが、DNA 鎖伸長反応が著しく遅くなっていること、更に、この変異株は高温（37°C）では成育で

きないことが明らかになった（Hiraga, S. et al. 2005）。更に、出芽酵母染色体、特に rDNA の遺伝子が多数存在するXII 
番染色体の不安定性が著しく増加していることが判明した（Sugino, A. et al. in preparation）（図 5）。これらの結果は、

正常な、効率の良い染色体 DNA 複製にはDNA polymeraseεが必要であることを示しており、我々の以前の結論を支持し

た（Ohya, T. et al. 2002）。 (5) アフリカツメガエル卵粗抽出液中で起こる in vitro DNA 複製にも、 DNA polymeraseδ
と同様にDNA polymeraseεも重要な働きをしていることを証明した（Fukui, T. et al. 2004）。そこで、アフリカツメガエ

ルのDNA polymeraseε複合体（p260, p60, p16, p12 の四種類の蛋白からなる）の複製反応における機能解析を行う目的で、

ポリメラーゼ複合体を構成している蛋白をコードする cDNA （XPOLE1, XPOLE2, XPOLE3, XPOLE4）を単離し、そ

の遺伝子を組み込んだ Baculovirusを昆虫細胞 sf9 に共感染させ、ポリメラーゼ複合体を再構成し、精製した。こうして

再構成した DNA polymeraseε複合体は DNA polymeraseεを除いたツメガエル卵粗抽出液の DNA 複製能を完全に回復

させた（Shikata, K. et al. in preparation）。また、アフリカツメガエルの染色体複製に必須である出芽酵母 Dpb11, GINS, 
Cdc45 ホモログのXCut5, XGINS, XCdc45 蛋白を昆虫細胞で発現させ、精製した後、XDNA polymeraseε複合体との物理

的相互作用を免疫沈降法等で解析した。その結果、XDNA polymeraseεは XCdc45 と直接相互作用すること、又、XCut5、
XGINS、及びXCdc45 はヘテロ三量複合体を形成した後 DNA polymeraseε複合体と結合し更に巨大な複製装置を形成す

ることを明らかにした（Sasa-Masuda, T. et al. in preparation）（図 6）。(6) 一方、出芽酵母Cdc7/Dbf4 protein kinase 複
合体は、preRC 複合体中の Mcm2-7 蛋白複合体に結合し、Mcm2p、Mcm6p、及びMcm4p をリン酸化することを明らか

にした。しかし、この kinase による Mcm2p のリン酸化は染色体 DNA 複製開始には必須ではなく、この Kinase 複
合体 がMcm2-7 複合体に結合することによって起こると考えられる Mcm2-7 複合体の構造変化が必須であることを明

らかにした（Nakai, W. et al. submitted to Genes & Dev.）。同様に、アフルカツメガエルCdc7/Dbf4 protein kinase 複合

体をコードする cDNA を単離し、昆虫細胞内で発現させ、精製した。精製したXCdc7/XDbf4 protein kinase はXMcm2p 
をリン酸化するが、アフリカツメガエル卵粗抽出液中では、大部分のXCdc7 とXDbf4p は別々の状態で存在し、複製開始

時のみ複合体として働くことを明らかにした（Furugori, et al. 2004）。更に、XCdc7 蛋白を免疫除去した卵粗抽出液では、

もはや in vitro DNA複製は認められないが、XDbf4 が無い単独なXCdc7 を補うと DNA 複製能の回復が見られた。一方、

複合体として精製したXCdc7/Dbf4 を免疫除去していない卵粗抽出液に添加するとin vitro DNA 複製の顕著な阻害が観測

された。従って、 XCdc7/XDbf4 複合体は染色体複製開始反応に正に働く因子ではなく負に働く因子である事が判明した

（Iwahori, S. et al. in preparation）。(7)  マウス、ヒトの DNA ポリメラーゼεをコードしている遺伝子（muPOLE 及
び huPOLE）をクローニングし、そのゲノム構造を明らかにした。更に、出芽酵母 pol2-16（DNA polymerase domain の
欠失変異）、 pol2-4 、pol2C1089Y 変異と同様な変異遺伝子を構築し、muPOLE と置換え、DNA polymeraseεのミュー

テーターマウスES細胞を作製した。 一方、DNA polymeraseε触媒サブユニットをコードする領域を含む約 8MbのE5 
Band (G Band) とF Band (R Band)の境界で少なくとも数カ所の複製開始部位を同定した。またこの複製開始部位はS期
の中期に活性化されることを明らかにした（Okuno, Y. and Sugino, A. in preparation）。現在、これらの領域を含む約 1kb 
の DNA 断片（繰返し配列を全て除いた）を貼り付けた DNA arrayを作成し、より詳細な複製開始部位の同定を行って

いる。 
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図１ G2/M 期で同調した出芽酵母細胞粗抽出液から TAP 法（左）   図 2 In vitro preRC 形成系を用いて、preRC 中の各々の 
及び Glycerol density gradient 遠心法（右）で精製した Mcm2-7 複   蛋白（Orc1-6, Cdc6, Cdt1(Tah11), Mcm2-7）の複製開始部位 
合体を SDS-PAEG で解析し、蛋白を銀染色した。6 個のサブユニット  （ARS1）への結合の様子を継時的に解析した。この結果、 
蛋白が同量存在することが明らかであるとともに、同じ量の Cdt1 蛋白   まず、Orc 蛋白複合体が複製開始部位に結合し、続いて、 
も共精製される事が明らかになった。同様に、G1 期で同調した出芽酵   Cdc6 蛋白、Cdt1-Mcm2-7 蛋白複合体が逐次的に複製開始部 
母細胞粗抽出液からも Mcm2-7-Cdt1 複合体が精製された。        位に呼び込まれ、後に Cdc6 蛋白と Cdt1 蛋白が自然に解離 
                                    することが分かった。 

 
図３ ４つのサブユニットから成る出芽酵母染色体複製に必須  図４ 精製された染色体複製に必須な出芽酵母 DNA ポリメラーゼ ε な

DNA ポリメラーゼ εと物理的に結合して色々な重要な機能を果  複合体と新に発見された複製開始に必須な GINS 複合体を SDS-PAEG  
たしている蛋白を示している。                 で解析した（左）。この両者は更に大きな複合体を形成することが出来 
                               ることを明らかにした（右）。 

 
図 5 出芽酵母 DNA polymeraseεの触媒サブユニットをコードす   図 6 昆虫細胞で発現させ、精製したアフリカツメガエルの 
る POL2 遺伝子の DNA polymerase 活性ドメイン部分のアミノ酸    XDNA polymerase ε 複合体、XCdc45p、XCut5p、及び XGINS 
配列を欠失させた突然変異 pol2-16/pol2-16 は生存可能であるが、    複合体を使って、その各々が更に大きな複合体を形成すること 
様々な成育異常が観察される。又、この変異株は高温では成育でき   を明らかにした。これより以前に、滝沢等が XCdc45 と DNA 
無いことが判明した。そこで、変異株の各々独立したコロニーを単   polymerase α 複合体、及び Mcm2-7 複合体と相互作用すること 
離し、25°C で培養した後、染色体 DNA を抽出して、各々の染色   を明らかにしている。従って酵母で明らかになったように 
体をアガロースゲル電気泳動で分離した。11 個の独立したコロニ   （図３参照）、アフリカツメガエル卵粗抽出液の in vitro 複製 
ーを同一株から得たにも係わらず、矢印で示したように、多くのコ   反応でも DNA polymerase ε を中心とした複製装置の形成が複 
ロニーで染色体異常が観察された。ほぼ全てのコロニーで、特に一   製開始反応に重要な働きをしていることが明らかになった。 
番大きい染色体において、DNA の欠失が多く見られた。又、本来    
は Diploid （二量体）であるはずが、ある染色体では三量体になっ 
ているものも観察される。この現象はガン細胞で多く見られるもの 
で非常に興味深い。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク

ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 
我々の研究成果により、出芽酵母細胞内では、DNA ポリメラーゼε複合体が他の DNA ポリメラーゼ（例

えば、DNAポリメラーゼδ）で置換えが不可能な DNA合成反応（おそらく Leading 鎖合成）に関与し

ていることが証明された（Morrison et al. 1990; Araki et al. 1991; Araki et al. 1993; Araki et al. 1995; 
Ohya et al. 2002; Hiraga et al. 2005）。また、この反応は細胞周期に厳密に制御されていることを明ら

かにした。すなわち、DNA ポリメラーゼ∑複合体が染色体複製フォークに結合し DNA鎖伸長反応を行

うためには、染色体複製開始反応に必須な Cdc45/Sld3、Dpb11/Sld2 及び GINS 複合体 [これらの蛋

白複合体は、出芽酵母DNA ポリメラーゼε複合体と相互作用している蛋白、蛋白因子として我々が始め

て単離、同定したものである（Araki et al. 1995; Kamimura et al. 1998; Masumoto et al. 2000; 
Takayama et al. 2003）]に依存して複製開始部位に結合しなければならない (Aparicio et al. 1999; Zou 
and Stillman 2000; Kelly and Brown 2000; Bell and Dutta 2002; Mendez and Stillman 2003)。更に、

他の研究グループによって、ヒト、マウス、アフリカツメガエルの Cdc45/Sld3、 Dpb11/Sld2 蛋白複

合体、GINS複合体ホモログも同定、単離されてきている (Kubota et al. 2003; Hashimoto et al. 2004)。
しかし依然として高等生物、特にヒトやマウス細胞では DNA ポリメラーゼεは主に DNA 修復反応に

関与し、DNA 複製反応には minor な働きしかしていないのではないかと考えている研究者が多い 
(Kesti et al. 1999; Fuss and Linn 2002)。そこで本研究では、これまで使用してきた出芽酵母細胞に加え、

アフリカツメガエル卵粗抽出液 [この系を使って既にアフリカツメガエルの DNA ポリメラーゼεは効

率の良い染色体 DNA 複製に必須であることを最近証明してきた (Fukui et al. 2004) ]、マウス、ヒト細

胞を使用し、高等動物細胞でも酵母細胞と同様 DNA ポリメラーゼεは染色体の全ての領域（すなわち、

複製の最初から終わりまで）の染色体複製に直接関与していることを検証するとともに、如何にして 
DNA ポリメラーゼε複合体を中心とした複製装置が複製フォークに正確にロードされ（如何にして、

Leading 鎖複製装置はLeading 鎖に、Lagging 鎖複製装置は Lagging 鎖にロードされるのか？）正常

な DNA 鎖合成が開始し、終了するかを分子レベルで明らかにすることを目的に研究してきた。この過

程で、細胞内で複合体を形成している蛋白、蛋白複合体（通常は弱いイオン強度で複合体を形成している

場合が多い）を、簡便かつ迅速に精製する方法が確立[この方法では、従来使用されてきた NaCl やKCl 
の塩に代え、Ammonium Glutamate を用い細胞粗抽出液を調整し、TAP (Tandem Affinity 
Purification) 法で蛋白、蛋白複合体を精製する] され（Kim, H.-D. et al. submitted to Mol. Cell）、ま

だその複製開始反応における機能が明らかになっていない Cdc45/Sld3、Dpb11/Sld2 蛋白複合体、GINS 
複合体、Cdt1-Mcm2-7 複合体、及び Mcm2-7 複合体 [複製フォークで働くヘリカーゼと考えられてい

る（Bell and Dutta, 2002; Laskey and Madine 2003; Mendez and Stillman 2003）] の精製が可能にな

った（驚くことに、これらの複合体を NaCl や KCl を使用して細胞粗抽出液を調整し同様にTAP 法で

精製しようとしたが全く精製できなかった。このことは NaCl や KCl が弱いイオン結合で形成されて

いる蛋白複合体を崩壊させていることになる）。この結果、これらの蛋白、蛋白複合体の複製開始反応、

DNA 鎖伸長反応に於ける機能解析が可能になってきている。更に、この新しい精製法の確立は、未だ誰

もが成し得ていない DNA ヘリカーゼ活性を持った（複製フォークで働いていると考えられる）Mcm2-7 
複合体、Leading 鎖合成ポリメラーゼ（DNA polymerase ε複合体と考えられる）と Mcm2-7 との複合

体、Cdc45-DNA polymerase ε複合体等の単離、精製を可能にし、出芽酵母染色体 DNA 複製反応の試

験管内再構成、及びアフリカツメガエル卵 in vitro DNA 複製系の再構成実験の実現が一層近くなった点

は特記すべきである。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等に

おける発表状況について記入してください。なお、代表的な論文3件に○を、また研究代表者に下線を付し
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