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研究の概要 
出芽酵母の染色体 DNA 複製開始過程をリモデリングのモデルとし、タンパク質の複製開始領域 

への集合とその後に起こるタンパク質複合体の変換（リモデリング）の分子機構、そして細胞 

周期によるこれらの調節機構の解明を目指す。これまでに、pre-LC 複合体、Sld3-Sld7 複合体 

を新たに同定し、これら複合体が集合反応とリモデリング反応に働くことを示した。 
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１．研究開始当初の背景 ４．これまでの成果 
細胞内で起こる生命現象の多くは、複数の因
子が特定の時期と場所に集合し、機能を発揮
する反応である。遺伝情報を担う染色体 DNA
の複製に於いても、まず DNA を合成する酵素
を含む多数のタンパク質が複製を開始する
DNA 領域に集合し、次にこれらタンパク質群
が何らかの変換（リモデリング）をし、DNA
合成を始める。しかし、この過程の分子機構
や制御には分からない部分が多かった。 

i) pre-LC 複合体の発見とその機能  
細胞周期の中心的な役割を担うタンパク質
リン酸化酵素 CDK により、Sld2 タンパク質と
Sld3 タンパク質がリン酸化されると、これら
タンパク質は Dpb11 タンパク質に結合する。
この結合は染色体 DNAの複製に必須であるが、
なぜこの結合が DNA複製を促進するのかは分
からなかった。我々はリン酸化された Sld2
と Dpb11 の結合が Dpb11, Sld2, DNA ポリメ
ラーゼε(Polε),GINS を含む複合体の形成
を促進することを見いだした。この複合体は
複製開始領域に集合しなくても形成するの
で、pre-Loading Complex (pre-LC)と名付け
た。さらに pre-LC が、複製開始領域に結合
したタンパク質が DNA合成反応へと進むため
のリモデリングに重要な働きをすることが
示唆された。これは CDK による複製開始の機
構の一端を明らかにした最初の報告である。 

 
２．研究の目的 
染色体 DNAの複製に関わるタンパク質の複製
開始領域への集合とその後に起こるリモデ
リングの分子機構、そして細胞周期によるこ
れらの調節機構の解明を目指す。また、複製
を開始する DNA領域に集合したタンパク質群
がリモデリングされ移動する過程（DNA 合成
の開始）が、実際にどのような変化によるの
か、また何によって制御されているのかを、
明らかにする。 

 
ii) 複製開始における Polεの役割 
上述のpre-LCの形成にはPolεが必須である。
Polεは、Pol2, Dpb2, Dpb3, Dpb4 の４つの
サブユニットからなる。一番大きな Pol2 が
DNA 合成活性を持つ触媒サブユニットである。
このサブユニットの N末半分にある DNA 合成
活性に関与する領域（DNA ポリメラーゼドメ
イン）を除いても細胞は増殖できるが、C 末
半分を欠くと DNA複製に異常が生じ細胞は増
殖できない。N 末半分を欠いた場合は、複製
DNA ポリメラーゼの１つである Polδによっ 

 
３．研究の方法 
出芽酵母を用いて、遺伝学的解析と共に DNA
複製開始領域へ集合する種々のタンパク質
の挙動を調べる。また複製開始領域へ集合す
るタンパク質群を精製し、タンパク質間の相
互作用・複合体形成や、開始領域への集合を
試験管内で調べる。これらの解析により、タ
ンパク質集合の分子機構とその制御を明ら
かにする。 



てDNA合成能が代替えされているものと考え
られている。しかし、C 末半分は Polεの他
のサブユニットと結合すること以外、機能は
未知で、２０年近く複製分野のミステリーの
１つであった。我々は、タンパク質間相互作
用とタンパク質融合を用いた研究から、Pol2
サブユニットの C末半分が Sld2 と、Polεの
Dpb2 サブユニットが GINS と、結合すること
により、Polεが GINS の Dpb11-Sld2 複合体
への結合を促進することを見いだした。これ
は、長年の疑問であった Pol2 サブユニット C
末の機能を明らかにするとともに、DNA 合成
酵素が新たな機能を持ちうるという驚くべ
き結果を提示するものである。 
 
iii) Sld7 のリモデリングに於ける機能  
我々が新たに同定した Sld7 タンパク質は
Sld3 タンパク質と細胞周期を通じて常に複
合体を作っている。複製開始領域には細胞周
期の M 期後期から G1 期に pre-Replicative 
Complex（pre-RC: Orc, Mcm よりなる）が形
成される。Sld3 はこの pre-RC 依存的に Cdc45
タンパク質とともに複製開始領域へ結合す
る。この際、Cdc45 は Sld3 と最初は結合して
いるが、複製の開始に伴って Sld3と解離し、
Mcm, GINS とともに２本鎖 DNA を１本鎖にほ
どくヘリカーゼである CMG 複合体を形成し、
DNA 合成開始に伴って複製開始領域から解離
する。精製した Sld3-Sld7 複合体は Sld3 単
独と比較すると Cdc45タンパク質との結合能
が弱く、Cdc45 からの解離が起こりやすいこ
とを見いだした。Sld7 は細胞増殖に必須では
ないが、Sld7を欠く細胞はS期の進行が遅れ、
CMG 複合体の複製開始領域からの解離が遅れ
る。これは、複製開始領域への複製因子の結
合と解離の調整に Sld7 タンパク質が関与す
ることを示している。即ち、結合したタンパ
ク質（或は複合体）の性状を換えること（リ
モデリング）が DNA 複製開始において重要で
あることを意味し、複製開始において初めて
結合・解離、またリモデリングの重要性を実
験的に示したものである。 
 
iv)試験管内 DNA 複製系の確立へ 
タンパク質複合体のリモデリングの詳細を
理解するためには、試験管内で精製タンパク
質や細胞粗抽出液を用いて細胞内の反応を
再構築し、個々の反応を詳細に調べる必要が
ある。そのため我々は、複製開始に必要と考
えられているタンパク質の全種類を精製し
た。精製タンパク質による pre-RC の形成と
細胞粗抽出液を組み合わせると、予備的実験
ではあるが、複製反応が起こっているようで
ある。今後、この系と我々の精製したタンパ
ク質の組み合わせにより、複製開始時のリモ
デリングを介した複製開始反応の詳細が明
らかになることが期待される。 

５．今後の計画 
複製開始領域へのタンパク質の集合とリモ
デリングのキイとなる以下の項目について
研究を進める。 
・ 活性なヘリカーゼである CMG 複合体形成

について、精製タンパク質と試験管内 DNA
複製系を用いて解析を進める。 

・ pre-LC 形成とリモデリングにおける Pol
εの役割を、精製したタンパク質を用い
てより詳細に解析する。 

・ Sld3-Sld7 複合体の複製開始でのリモデ
リングにおける役割について、この複合
体の構造と機能の面から解析を進める。 

・ 試験管内複製系を確立し、この系を用い
た複製開始反応、リモデリングの詳細な
解析を行う。 

以上の解析結果から、DNA 複製開始反応での
リモデリングの機構を明らかにするととも
に、生物反応一般でのリモデリングの役割に
ついて考察する。 
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