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高等真核生物の新規DNA複製因子の探索とin situ核内再構築
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〈研究の目的と進め方〉
高等真核生物の遺伝子は核内のreplication factoryと呼

ばれる構造体に於いて複製される。しかし，巨大で複雑
なゲノム構造を反映させながら核内の複製を検出する実
験系は確立されておらず，複製研究の大きな障害となっ
ている。本研究は新規複製関連因子，特に核骨格とのリ
ンクに関わる因子をDNAポリメラーゼ結合因子として探
索し，replication factoryに関わる蛋白質の同定と性質解
析，及びin situでの再構築を目指す。培養細胞内の核を
鋳型とした実験系の構築を通して、複雑な因子の集積で
ある複製反応の再構築を試みる。

〈研究開始時の研究計画〉
染色体複製の中心に位置するDNAポリメラーゼを分子

プローブとして、１）酵母two-hybrid法により新規複製
関連因子を系統的に探索する、２）クロマチン結合タン
パク質分画法により、activeな複製前複合体や複製装置複
合体に含まれる因子を絞り込む、３）複製関連因子群の
核内局在部位を共焦点レーザー顕微鏡により検出し、複
製のタイミングや核内の領域との関係を明らかにする

（図１）。

〈研究期間の成果〉
DNAポリメラーゼα、ε、ORC, MCM, Cdc45を含め

た２０種類以上の複製因子間の相互作用を酵母two-
hybrid法を用いて検討した。また、相互作用のネットワ
ークを拡大する為に出芽酵母やアフリカツメカエル等で
単離されてきた複製因子の哺乳類細胞ホモログのcDNA
クローニングとその機能解析も試みた。出芽酵母の
Mcm10やORC, 分裂酵母のCdt1, ツメカエルのgeminin等
のマウスとヒトホモログを単離した。これらの因子は複
製機構に於いて重要な役割を担うと考えられ、各因子の
性状解析を詳細に検討し、以下の知見を得た。
１） Mcm10のヒトホモログをcDNAクローニングした。
ヒトMcm10は874個のアミノ酸にコードされ、その
mRNA量はG1/S期に最大となった。酵母two-hybirid法に
より、ヒトMcm10がOrc2, Mcm2, Mcm6と相互作用する
ことを見出した。さらに一過性過剰発現させたMcm10と
Orc2が細胞核中でfociを形成する事を見出した。複製機
構において重要な役割を担う新しい因子であることが示

唆された（文献９）。さらにマウスMcm10がORC,
MCM4, MCM6, DNAポリメラーゼαと相互作用する事を
見出し、Mcm10を中心とした複製因子間の分子ネットワ
ークが明らかとなった（図２）。

２） 構築した様々なbaitを用いてマウス初期胚由来の
cDNAライブラリーの検索を行った。機能未知因子に加
え、核内アクチン結合タンパク質、クロマチンリモデリ
ングタンパク質、転写装置複合体構成因子、等の多数の
因子がポリメラーゼ、もしくは複製開始因子に結合する
タンパク質として単離された。これらの複製因子候補群
を系統的に絞り込み、機能解析を逐次展開した。個々の
因子の機能解析の一例として、ヒストンデアセチラーゼ
複合体の構成因子SAP18をDNAポリメラーゼεに結合す
る因子として同定した。DNAポリメラーゼεの第二サブ
ユニットDPE2の中央領域がSAP18との相互作用に重要で
あることがin vitroの結合実験により判明した。さらに
DPE2, SAP18に依存してヒストンデアセチラーゼ活性が
DNA上に呼び込まれることを見出した。SIN3-SAP18複合
体がS期において複製装置複合体と巨大な複合体を形成
する事も見出した。DNAポリメラーゼを含む複製装置複
合体とヒストンデアセチラーゼ複合体との相互作用を示
唆する興味深い知見となり、replication factoryの全容理
解に重要な手掛かりが得られた（文献７）。
３） ORCは複製前複合体の形成の足場として機能する重
要な因子である。マウスORCサブユニットの機能解析を
通じて、マウスORCには複数の選択的スプライシングに
よるバリアントが存在することを見出した。Orc1には35

アミノ酸、Orc2には28アミノ酸、Orc3には１アミノ酸が
欠失したタンパク質が生じることが判明した。この中で
Orc1のバリアントOrc1Bに着目し、機能解析を進めた結
果、Orc1Bは胸腺に特異的に発現すること、Orc1Bが欠
失する領域には核移行シグナル、タンパク質分解に重要
な領域、Cdk2によるリン酸化部位、等が集中し、ORCの
機能を考える上で重要な領域であることが示された(図
３、文献３)。
４） Cdt1はORC依存的にクロマチンへ結合し、その結合
がMcm2-7のクロマチンへの結合に必要であることが示さ
れてきた。また、gemininはCdt1と強固に結合し、Mcm
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のクロマチンへの結合を阻害する。我々は、哺乳類細胞
におけるCdt1-gemininシステムの分子機構を明らかにす
るため、マウスCdt1の機能解析を試みた。酵母two-
hybrid法と共沈降実験による解析の結果、Cdt1は中央領
域(177-380アミノ酸)を介してgemininと、C末端領域(407-
477アミノ酸)を介してMcm6と相互作用することが示さ
れた。また、Orc2との相互作用も弱いながら検出された。
一方、DNAセルロース及びゲルシフト法を用いた解析か
ら、Cdt1のN末端領域(1-293アミノ酸)が配列、構造非特
異的なDNA結合能を有することを見出した。さらに、
geminin存在下ではCdt1とMcm6との相互作用及びCdt1の
DNA結合活性が阻害された。以上の結果から、Cdt1が複
製前複合体の中核を担うことが示唆されると共に、
gemininによる再複製阻害の分子機構が示された。（文献
６）。
５） Gemininは複製開始を負に制御する因子であると同
時に、発生過程においても分化制御因子として機能する
ことが示唆されている。一方、gemininは現在までに多
細胞生物においてのみ同定されているが、線虫において
は見出されていない。そこで、多細胞生物における
gemininの機能をより理解するために、線虫gemininの
cDNAクローニングと機能解析を試みた。線虫ゲノムデ
ータベース中でショウジョウバエgemininと類似した遺
伝子を検索し、180アミノ酸残基からなるタンパク質をコ
ードする遺伝子を見出した。このタンパク質はC末端領
域にgemininに特徴的なcoiled-coilモチーフを有していた。
そこで、酵母two-hybrid法及び免疫共沈降実験によりタ
ンパク質間相互作用を解析した結果、このタンパク質は
線虫Cdt1だけでなくマウスCdt1とも結合し、Cdt1-Mcm6

間の相互作用を阻害することが明らかとなった。これら
の結果から、線虫においてもgemininが存在しており、
gemininによるCdt1の阻害メカニズムは多細胞生物間で
保存されていることが示唆された。次に、線虫geminin
の生理機能を理解するためにRNAiによる解析を行った。
GemininをノックダウンしたF1個体は生育可能であり、
顕著に再複製した核は見出されなかった。しかし、約
20％の個体が生殖細胞異常による不捻性を示した。さら
に、不捻個体の腸細胞において顕著なchromosome
bridgeが観察された（図４）。以上の結果から、線虫
gemininは発生、分化のある特定の時期に働く細胞周期
調節因子として機能することが示された（文献２）。

６） 真核生物の複製に働くヘリカーゼとして、Mcm2-7
複合体が有力視されてきた。しかし、試験管内で検出さ
れるヘリカーゼ活性はMcm4/6/7複合体のみであり、
Mcm2-7複合体としてのヘリカーゼ活性は検出されていな
かった。また、Mcm4/6/7の活性もSV40のT抗原や大腸
菌のDnaB等他の複製へリカーゼに比べると極微弱なもの
であり、Mcm複合体が複製へリカーゼとして働くかどう
か、解明されずにいた。マウスのMcm4/6/7の組換えタ
ンパク質を用いてその生化学的性質を詳細に検討したと
ころ、基質となるDNA側に重要な特異性が存在する事を
見出した。即ち、チミンに富んだ配列が特異的に
Mcm4/6/7のヘリカーゼ活性を促進したのである。これ
までに高等真核生物の複製開始点としての特異的な塩基
配列や構造等は不明であった。チミンに富んだ配列が
Mcmへリカーゼの活性促進効果を持つ事は、複製開始点
の特異性を決定する一翼を担う可能性が示唆され、大変
興味深い知見となった（文献５）。
７） 複製関連因子の機能解析を進める過程で、複製開始
から伸長反応の中枢を担うDNAポリメラーゼαの機能解
析にも取り組んだ。DNAポリメラーゼαに特異的な阻害
剤としてDehydroaltenusinを同定した。Dehydroaltenusin
は魚類のPol.α，ラットPol.β，ウシPol.δ，ヒトPol.ε
等に対しては阻害効果を示さず、哺乳類細胞由来のPol.
αに特異的な阻害剤であった。IC50はアフィディコリン
よりも10倍以上低かった。Pol.αのコアドメインに結合
し，template-primerとの結合を拮抗的に阻害した。α型
ポリメラーゼの核内における機能分担を解明する上で強
力なtoolとなることが期待された（文献８）。一方、DNA
ポリメラーゼαの阻害効果が検出されたC18-飽和脂肪酸
化合物(C18-SQMG)の細胞周期への影響を検討し、S期の
進行を停めるメカニズムについて解析した（文献４）。さ
らに、マウスDNAポリメラーゼαの温度感受性変異株
tsFT20細胞では、半許容温度下でテロメア領域のクロマ
チン構造に変化が生じ、テロメア長の増加、及び
Robertsonian chromosome fusionが観察されることを見
出した（文献１）。以上のDNAポリメラーゼαに関した
知見は複製装置の形成機構解析の礎となり、今後の研究
の進展に役立つと考えられた。
８） 以上の複製因子の解析を通じて、哺乳類細胞の複製
関連因子の基本的性質が明らかとなった。さらに、複製
関連因子間の分子ネットワークの全容が明らかとなりつ
つある。そして、複製装置複合体の形成、及び複製工場
の構築にはMcm10が重要な鍵を握る分子であるとの結論
に至った（図５）。そこで、マウスMcm10をEGFPと融合
させ培養細胞内
の局在部位を生
細胞観察により
解 析 し た 。
PCNA-mRFPとの
同時発現により、
PCNAの形成する
複製fociに先だっ
てMcm10がfoci
を形成する事を
見出した（図６）。
複製fociに先立ってfociを形成する分子はこれまでに報告
されておらず、Mcm10が最初の例である。従って、
Mcm10の局在部位の制御機構が複製工場の形成制御に直
接繋がる事が強く示唆された。Mcm10はさまざまな複製
因子と直接相互作用し、複製の開始から伸長反応に深く
関わる事が示唆されてきた。Mcm10の細胞内局在の制御
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を理解することで複製
工場の解析が初めて可
能になると考えられ
た。

〈国内外での成果の位置づけ〉
replication factoryに関わる解析はOxford Univ.のDr.

Cook, SUNYのDr. Gilbert等が精力的に行ってきたが、
Replication factoryに含まれる因子の系統的な分子レベル
の解析は進んでいない。UC. BerkeleyのDr. Linnが複製後
期にヘテロクロマチンにポリメラーゼεが局在すること
を2001年に報告したが、ポリメラーゼの局在部位に関し
ては未だに多くの点が不明である。Mcm2, Mcm3 ,
Mcm4, Cdc45, プライマーゼ等が核内に共局在する測定系
を樹立しているのは本研究が唯一であり、世界に先駆け
た実験系の構築が可能となった。海外での学会に於いて
もplatform presentation として採択され、先駆的解析とし
て評価されている(Cold Spring Harbor Laboratory
Meeting,2003,2005, Salk Institute meeting, 2004)

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
当初、核内の局在部位を解析する為にセミインタクト

細胞を用いた複製系の開発を予定していた。しかし、複
製反応をモニターする為の因子を絞り込む事に労力を消
費せざるを得なかった。最終的には複製工場の実体を握
る因子としてMcm10が同定され、GFP融合タンパク質に
よるfociの形成を生細胞において検出する事に成功する
に至っている。一方、核骨格とのリンクを分子レベルで
明らかにする為にMcm10との相互作用を優先的に調べて
きたが、未だ核骨格関連因子との直接的な相互作用を見
出すに至っていない。Mcm10の局在部位を規定する因子
を同定する事が複製工場の試験管内再構成の次なる鍵に
なると予測される。

〈今後の課題〉
複製fociに先行したMcm10のfoci形成機構の解明が最優

先事項である。Mcm10のドメイン構造、細胞周期に呼応
した翻訳後修飾、分子間相互作用等を徹底的に解析する
ことで、複製工場の分子基盤が明らかになる。その上で、
単離核、セミインタクト細胞核上でMcm10のfociを構築
し、複製工場への変換を再構成する。replication factory
の形成機構、制御機構、複製機構との相関の分子レベル
での解明が期待される。
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