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DNAは遺伝子の担い手である。従って DNAの保存と複製，DNAに含まれる情報の発現はあ
らゆる生命現象の基本である。なかでも DNAの保存と複製は種の存続を保証するための必須の
過程であり，DNA複製がどのようなメカニズムで正確に，しかも細胞増殖とカップルして行わ
れているのか，また DNA上の損傷はどのような機構で修復されるのかといった問題を解決する
ことは生物学の基本課題である。さらにそれと関連して，細胞増殖がどのような仕組みで調節さ
れているのか，ということを知ることは，細胞のがん化・分化・老化・再生などの高次の生命現
象を理解する上で重要である。
当研究室では遺伝子とタンパク質の両面から DNAの複製および修復の機構，さらには細胞周

期の調節機構を研究している。これらの研究によって遺伝子の保存と複製のメカニズムを明らか
にし，さらに細胞増殖の制御機構を解明することを目標としている。
これらの研究の一部は，基礎科学研究等「原子力関係研究」の「重イオン科学総合研究」と，

「原子力基盤技術総合研究」の生物・医学分野および「バイオアーキテクト研究」，「マルチバイ
オプローブ研究」の一環として一層の推進をはかった。

1. 染色体の複製機構に関する研究
（1）DNA複製関連酵素・タンパク質（花岡，宮澤＊1，水
野，柳 ＊2，山岸 ＊3，柳原＊3；泉（ラジオアイソトープ技
術室））

α 型DNAポリメラーゼファミリー（DNAポリメラーゼ
α，δ，ε，ζ）の染色体複製における役割を明らかにするた
めに，DNAポリメラーゼ α の機能ドメインの解明を試み
た。p180触媒サブユニットが 3つのドメインに分割される
こと，中央のコアドメインがポリメラーゼ活性に必要十分
な最小領域であること，C末端の亜鉛フィンガードメイン
が一本鎖 DNA結合活性を有することを明らかにした。ま
た，大量調製したコアドメインを利用し，高等真核生物の
DNAポリメラーゼ αに特異的な阻害薬，dehydroaltenusin
を同定した。この薬剤は α 型ポリメラーゼに対する特異的
阻害剤として用いられてきた aphidicolinよりも 10倍以上
も低い IC50を持つ，哺乳類細胞の DNAポリメラーゼ αに
特異的な阻害剤であった。一方，核内の DNA複製反応を検
出するためにマウスの Cdc45，Cdc6，Orc2，DNAポリメ
ラーゼ δ の cDNAをクローニングし，Cdc45および DNA

ポリメラーゼ δ の特異抗体を作製した。これらの cDNAお
よび抗体を利用し，培養細胞のクロマチン結合タンパク質
分画法を確立した。さらに，複製因子間の分子ネットワー
クを明らかにするために，酵母 two-hybrid法によるタンパ
ク質間相互作用の解析を行った。プライマーゼサブユニッ
ト間，および MCM2-7複合体サブユニット間の相互作用を
鋭敏に検出できた。そこで様々な複製関連因子との相互作
用を検討した結果，出芽酵母の MCM10のヒトホモログと
マウスMCM2,6，ヒト Orc2との強い相互作用を検出した。
ヒト MCM10が哺乳類細胞中で Orcと MCM 複合体の間
を取り持つ bridge moleculeとして機能することが示唆さ
れた。
（2）マウスMCMタンパク質の機能解析（花岡，尤 ＊4）

DNA複製許可因子である MCMタンパク質ファミリー
を構成する 6種の MCMのうち，MCM4,6,7複合体がへリ
カーゼ活性を有することを見いだしてきた。MCM4,6,7に
含まれる特徴的なドメインに変異を導入し，酵素活性への
影響を検討した。MCM7が ATP加水分解活性に，MCM4

が一本鎖DNA結合活性に重要な役割を担うことが明らかと
なった。ヘリカーゼ活性におけるMCM4,6,7各サブユニッ
トの役割分担が解き明かされ，ヘリカーゼの酵素活性発現
のメカニズムを解明すると同時に二本鎖 DNAの解離機構
のモデルを提示するに至った。
（3）真核細胞ヘリカーゼ様遺伝子群の機能解析（花岡，浴，
村上＊5，飯塚 ＊3）
出芽酵母と線虫を材料に，真核生物におけるヘリカーゼ

ファミリーの網羅的な遺伝子機能解析を進めた。出芽酵母
については，真核細胞の基本的なヘリカーゼ機能の解明を
目的にして，新規なヘリカーゼ様遺伝子 10個について網羅
的な酵母 two hybrid法によるタンパク質間相互作用の解析
を行い，少なくとも 3個の遺伝子（YDR332W，YKL017C，
YNL218W）については相互作用する酵母タンパク質を同
定した。そのうち YNL218Wについては，細胞分裂制御に
関わる Mad2p 等との相互作用が確認されたことから，さ
らに詳細な相互作用解析を行っている。また YNL218W遺
伝子の過剰発現によって顕著な増殖阻害が認められたこと
から，Ynl218wpは細胞周期進行に抑制的に働く可能性が
示唆された。
線虫については，ゲノム情報の解析から 120個余りのヘ
リカーゼ様遺伝子を同定し，酵母や他種のヘリカーゼ様遺
伝子配列との比較解析を行った結果，（ i）高度に保存され
ている遺伝子，（ ii）多細胞生物特異的遺伝子，（ iii）種特異
的遺伝子，の 3グループに分類できることが判明した。現
在，線虫の全ヘリカーゼ様遺伝子の機能解析を目的にして，
RNAi法による網羅的な遺伝子機能破壊を実施しており，発
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生や成長に関与する複数のヘリカーゼ様遺伝子を見いだし
ている。
（4）マウス DNAポリメラーゼ ε の機能解析（花岡，宮
澤＊1，王＊1，和田 ＊2）
哺乳類細胞の DNAポリメラーゼ ε の活性サブユニット

以外の 3つのサブユニットは，いずれも酵母と比較すると
分子量が小さい。これらのアクセサリーサブユニットの機
能を解明するため，遺伝子発現の解析と酵母 two-hybrid法
を用いた解析を試みた。細胞を静止期から増殖誘導した時
の転写産物の挙動や紫外線照射後の転写産物の挙動を解析
した結果，小さな 2つのサブユニットは，大きい方の 2つ
のサブユニットと発現様式がやや異なっていた。今後，転
写調節領域を解析する予定である。また，酵母 two-hybrid

法を用いて 2 番目のサブユニット（p59）と結合する因子
を検索した。これまでに複数の候補因子のうち，転写状態
の調節に関与する因子との相互作用が検出され，解析中で
ある。

2. 細胞周期の調節機構に関する研究
（1）ツメガエル卵抽出液を用いた染色体凝縮の分子機構
の解明（花岡，木村）
分裂間期核内にクロマチンとして存在している DNAは，

細胞分裂期において高度に凝縮し分裂期染色体を形成する。
染色体凝縮は親細胞から娘細胞への遺伝情報の正確な伝達
に必要不可欠な過程であるのにもかかわらず，その分子機
構はあまり知られていなかった。近年，アフリカツメガエ
ルの卵抽出液を用いた染色体の in vitro 再構成系の開発に
より，染色体構造の解析が進みつつある。この系を用いて
コンデンシン複合体が同定されたが，この酵素は ATPの水
解エネルギーを用いて DNAに大きならせんを導入するこ
とにより直接染色体の凝縮に働いていた。この活性にはコ
ンデンシンのすべてのサブユニットが必要であり，分裂期
特異的なリン酸化により制御されている。更に最近，我々
は，ビーズに固定化した DNAをツメガエル卵抽出液でイ
ンキュベートすることにより，コンデンシン以外にも数種
類のタンパク質が分裂期特異的に DNAに結合することを
見いだした。この結果から，これらのタンパク質が DNA上
で実際に染色体の凝縮に関わっている可能性が予想される。
（2）細胞周期におけるトポ II活性の調節機構（花岡，中
西＊4）
ヒトのトポイソメラーゼ阻害タンパク質（hGyrI）の機
能を解析するために，COS-1細胞で hGyrIを過剰発現させ
たところ，hGyrIは細胞質に局在した。このタンパク質の
N末にある核外移行シグナル（NES）を取り除いた hGyrI

の変異体は核に局在したこと，レプトマイシン B処理によ
り hGyrIは核に留まったことから，hGyrIの細胞質局在に
は NESが関与していることが明らかとなった。抗体により
内在性 hGyrIの挙動を調べたところ，細胞周期を通じて発
現し，S期以降に増加が見られた。トポ IIα と hGyrIの挙
動はほぼ一致しており，また抗 hGyrIカラムにより，両タ
ンパク質の相互作用が観察された。
（3）DNA損傷後の細胞周期制御の解析（花岡，菅澤，田
仲＊1，山内＊1，奥村 ＊1）
紫外線照射によって与えた遺伝子の損傷（シクロブタン

型ピリミジン二量体（CPD）および 6-4型光産物）を，二

階堂・森らの損傷特異的抗体を用いて定量する実験系を確
立した。損傷認識タンパク質 XPCを欠損したノックアウ
トマウス由来細胞株に同遺伝子を人為発現した細胞株を作
成し，上記の方法を用いて紫外線損傷修復活性の回復を確
認した。次に，これらの細胞株および XPC欠損細胞株に
10 J/m2の紫外線を照射した後，24時間後まで培養し，損
傷の残存量を経時的に定量した。CPDは修復が遅く，XPC
を発現した細胞株でも 24 時間後に半分以上が残存してい
たが，6-4型光産物は修復が速く，XPC欠損細胞株でのみ
残存が見られた。同時に，XPC欠損細胞株でのみ細胞周期
停止が観察されたことから，CPDよりも 6-4型光産物の有
無がマウス培養細胞の細胞周期制御に重要であることが分
かった。

3. DNAの損傷と修復，突然変異に関する研究
（1）色素性乾皮症遺伝子とその産物の機能解析（花岡，菅
澤，清水 ＊2，奥田 ＊6，西＊3）
C群色素性乾皮症で欠損しているヌクレオチド除去修復

（NER）因子である XPC-HR23B複合体による DNA損傷
認識機構の詳細な解析を行った。哺乳類のゲノム全体で働
く NER経路においては，（ i）XPC-HR23Bによる DNA鎖
構造の歪みの認識，および（ ii）それに続く損傷塩基の確
認，という少なくとも 2段階から成る損傷認識機構が働い
ていることが，無細胞系を使った実験から証明された。ま
た，紫外線によって最も高頻度に生じる DNA損傷である
シクロブタン型ピリミジン 2量体（CPD）など，NERの基
質となるある種の損傷の認識には XPC-HR23Bだけでは不
十分で，他の因子の関与が必要であることも明らかになっ
た。一方，細胞に紫外線を照射した際に XPCタンパク質
が特異的な翻訳後修飾を受けることを見いだした。この修
飾は，NERの基質となるような DNA損傷を誘起する種々
の薬剤処理でも同様に観察された。エピトープ・タグを付
加した XPCタンパク質を安定に発現する細胞株を樹立し，
この修飾の少なくとも一部はマルチユビキチン化によるも
のであることを示した。現在，この修飾部位の決定を試み
ると共に，その DNA修復における意義を検討中である。
（2）ヌクレオチド除去修復過程におけるクロマチン構造
変化制御機構の解明（花岡，菅澤，安田 ＊4）
ヌクレオチド除去修復におけるクロマチン構造の影響と

その構造変化を引き起こす機構を試験管内で明らかにする
ために，その実験系の確立を行った。ヒストンは，A/Tに
富む配列と G/Cに富む配列が交互に並んだ人工的なヌク
レオソームポジショニング配列に強く結合する。ヒストン
の巻き付く強さの異なる人工的なヌクレオソームポジショ
ニング配列を含み，さらに人工的に化学合成した損傷塩基
がヒストンと DNAとの接触面に対して様々な立体的位置
関係に 1ヶ所導入されるようにした基質 DNAのシリーズ
を作製した。コアヒストンを構成する 4種類のタンパク質
をそれぞれ大腸菌で過剰発現して精製し，それらを用いて
基質 DNAとのモノヌクレオソームを形成させた。フット
プリント法により，このモノヌクレオソームの DNAがヒ
ストンとどの位置で接触しているのかを解析した。
（3）紫外線誘発アポトーシスの光回復による回避にかか
わるピリミジン二量体認識因子の同定（花岡，西垣＊1）
紫外線誘発アポトーシスが進行している細胞において，
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シクロブタン型ピリミジン二量体（CPD）が修復されると
細胞はアポトーシスを回避することから，CPDの認識機構
が紫外線誘発アポトーシスの進行と回避の制御要因である
ことが，光回復能が高いメダカ培養細胞を用いた研究から
示された。そこで，紫外線誘発アポトーシスにおける CPD

の認識からアポトーシス実行までのシグナルを伝達する候
補因子として translesional synthesis（TLS）因子の解析を
行っている。ゼブラフィッシュESTのデータベースで TLS

因子を検索し，その情報を元にプライマーを設計し，RACE
法によりメダカにおける TLS因子のクローニングを行い，
メダカ DNAポリメラーゼ η，RAD30B，REV1の全長と
REV3の部分配列を決定し，解析中である。
（4）突然変異誘発に関する研究（花岡，谷田貝，菅澤，水
野；泉（ラジオアイソトープ技術室））
染色体 17番上のチミジンキナーゼ（TK）遺伝子をあら

かじめヘテロ（一方に変異をもつ）にしたヒトリンパ芽球
様細胞を用いて，低線量放射線照射による遺伝的影響を高
感度に検出する系を確立した。10cGyの X線照射後に生じ
た TK変異細胞についてヘテロ喪失性（LOH）とその喪失
の大きさの染色体上マッピングを調べたところ，DNA二本
鎖切断の非相同的組換え修復によって生じたと考えられる
LOHパターンを検出することに成功した。

＊1 共同研究員，＊2ジュニア・リサーチ・アソシエイト，＊3

研修生，＊4 基礎科学特別研究員，＊5 客員研究員，＊6 研修
生（立大大学院）
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