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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に必須の
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「物質の創成研究」，「バイオアーキテクト研究」および「ケ
ミカルバイオロジー研究」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，水野，柳＊1，
三宅 ＊2）
真核生物の DNA複製は複製開始点上に構築される複製
前複合体とそこにロードされる複製装置複合体の段階的形
成過程により制御されている。我々は哺乳類細胞の複製前
複合体および複製装置複合体の形成と制御機構の解明を目
指し，マウスの複製関連因子の機能解析と複製装置の試験
管内再構築に取り組んでいる。本年度は複製前複合体形成
の礎となると考えられている ORC複合体と Cdt1-geminin
系に着目し，研究を進めた。
ORC複合体は複製開始点に特異的に結合し，Cdt1, Cdc6,
Mcm2～7等がクロマチンへ結合するための足場として機能
すると考えられている。しかし，高等真核生物の複製開始点
としての特異的配列や構造は未だ同定されておらず，ORC
複合体の役割も不明である。さらに高等真核生物における各
Orcサブユニットの量比は組織ごとに異なることや，非増殖
組織でも発現が観察される等の報告があり，不明な点が多
く残されている。そこで，哺乳類細胞の複製前複合体の形
成および制御機構を解明するために，マウスの Orcサブユ
ニットの cDNAをクローニングし，機能解析を試みた。そ
の結果，マウスOrc1（mOrc1A），Orc2（mOrc2A），Orc3
（mOrc3A）に alternative splicingによって生じる variant
（mOrc1B，mOrc2B，mOrc3B）が存在することを見いだし
た。RT-PCR法および variantに対する特異的抗体を用い
たWestern blot法により各 variantの発現分布を測定した。
mOrc1Bは胸腺で顕著に発現が見られ，Swiss Websterマウ
ス胸腺由来の細胞抽出液中にmOrc1Bの推定分子量 93 kDa
に一致したシグナルを検出した。mOrc1Bに欠失している
アミノ酸残基には核移行シグナルが存在すること，この配
列内には CDKによるリン酸化コンセンサス配列が存在し，
脊椎動物に高度に保存されていることも明らかとなった。
以上の結果からマウス Orc1，Orc2，Orc3には alternative

splicingによって生じる少なくとも 2種類の variantが存在
し，mOrc1Aは複製開始因子として働く一方で，mOrc1B
は胸腺特異的に発現され，分化，細胞増殖もしくは細胞死
の制御因子となりうることが考察された。
Gemininは複製開始を負に制御する因子として同定され，
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は多細胞生物においてのみ同
定されており，線虫および酵母においては見いだされてい
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から geminin
ホモログを探索し，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いだした。酵母 two-hybrid法およ
び免疫共沈降実験により，このタンパク質は線虫 Cdt1の
みならずマウス 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。即ち，線虫において
も geminin が存在し，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。
一方，RNAiによる解析では Gemininをノックダウンした
F1 個体は生育可能であるが，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。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唆された。
（2）マウス DNAポリメラーゼの機能解析（花岡，宮澤
＊3，水野，柳原 ＊2，梶山 ＊2，Eichinger＊3；泉（ラジオア
イソトープ技術室））
これまでに哺乳類細胞のDNA依存性DNAポリメラーゼ
として 15種類以上の cDNAが単離されている。このうち，
B型ポリメラーゼファミリーに属する DNAポリメラーゼ
α，δ，εが主に染色体複製を担うと考えられている。DNA
ポリメラーゼの核内における動態，機能と構造の相関，他
のポリメラーゼとの相互作用を明らかにするために，マウ
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ス DNAポリメラーゼ αと εの機能解析に取り組んだ。マ
ウス DNAポリメラーゼ αの機能ドメインの解析から，N
末端 330アミノ酸からなる領域が他の様々な複製因子と相
互作用する分子間相互作用の窓口となることを見いだした。
酵母 two-hybrid法を用いた解析により，この領域を介して
マウスおよびヒトの Mcm10が相互作用することを見いだ
した。クロマチン免疫沈降法並びに蛍光抗体染色法により，
Mcm10が複製前複合体と複製装置複合体の橋渡しを担う重
要な分子であることが示唆された。一方，DNAポリメラー
ゼ αの温度感受性変異体 p180tsFT20 を用いた解析により，
DNAポリメラーゼ αが非許容温度下で細胞質に局在する
こと，培養温度を許容温度にシフトダウンすると速やかに
核内に移行することを見いだした。ポリメラーゼ αの品質
管理機構を示唆する可能性が考えられ，現在その分子メカ
ニズムを解析中である。
（3）DNA 複製に関わるタンパク質の構造生物学的研究
（花岡，鎌田，伊藤（晋）＊4）
真核細胞および古細菌のプライマーゼへテロ 2量体（PriS
およびPriL）は非常に強固な複合体を形成している。このう
ち PriL（396アミノ酸残基）のN末ドメイン（PriL-NTD；
1～222アミノ酸残基）が PriS結合に主に関与している。本
年度はPriL-NTDの PriS結合領域を詳細に明らかにするこ
とを目標にした。その結果，PriSは PriL-NTDの中央領域
（101～165アミノ酸残基）から成るサブドメイン 2（SD2）
特異的に結合した。さらに PriS 結合に関与すると予想さ
れた結晶構造中でディスオーダーしたヘリックス H8を人
為的に除去しても結合した。そこでへリックス H8により
塞がれていた疎水表面にアラニン置換を導入したところ，
PriS結合能が低下することを見いだした。これらの結果か
ら，PriS/PriL複合体における相互作用の一端を原子レベ
ルで解明できた。

2. 細胞周期の調節機構に関する研究
（1）コンデンシンの細胞周期における解析（花岡，木村，
竹本 ＊5，和泉 ＊2）
コンデンシンは，2 つの SMC（structural maintenance
of chromosomes）サブユニットと 3つの non-SMCサブユ
ニットから構成されるタンパク質複合体で，全てのサブユ
ニットは酵母からヒトに至る真核生物で広く保存されてい
る。コンデンシンは分裂期（M期）染色体の主要構成成分
であり，M期染色体凝縮に中心的な役割を果たしている。
精製したコンデンシンは，ATP 存在下でトポ I 依存的に
弛緩型閉環状 DNAに正のスーパーコイルを導入する活性
（スーパーコイリング活性）を持つ。この活性は non-SMC
サブユニットのM期特異的なリン酸化により活性化される
ことが明らかになっており，M期染色体凝縮に直接的に関
与することが強く示唆される。
我々は，最近 HeLa細胞においてコンデンシンがM期に
特異的な部位がリン酸化されるだけではなく，他の部位が
分裂間期においてリン酸化されていることを見いだした。
そこで，これらのリン酸化の役割を比較検討するために，M
期および間期のコンデンシンを脱リン酸化し，スーパーコ
イリング活性への影響を調べた。M期細胞から精製したコ
ンデンシンについては脱リン酸化により活性が減弱するの
に対し，対数増殖期細胞（95%以上は間期）から精製した

コンデンシンは，脱リン酸化処理で活性が約 4倍上昇した。
脱リン酸化したコンデンシンを，細胞周期非依存的な CK2
でリン酸化すると活性が低下した。また，脱リン酸化した
コンデンシンを間期のツメガエル卵抽出液で処理すると，
コンデンシンはリン酸化されたが，卵抽出液から CK2 を
除去するとコンデンシンはほとんどリン酸化されなくなっ
た。これらの結果から，コンデンシンは間期において機能
しないように，CK2によるリン酸化により活性が抑制され
ていることが示唆された。現在，間期においてコンデンシ
ンをリン酸化し，活性を抑えているのが CK2だけなのか，
他にも存在するのか調べている。
（2）バクテリアの細胞死に関与する因子の研究（花岡，
鎌田）
ある種のプラスミドはその宿主の中で維持されるための
システムを持っている。これはバクテリアの programmed
cell deathシステムとも呼ばれ，toxinと antitoxinの 2種
類のタンパク質で制御される。近年のバクテリアゲノムの
網羅的研究から，その宿主染色体にも toxinと antitoxinの
2種類の遺伝子のセットが 5種類存在することが明らかに
なった。
我々は，これらの遺伝子産物の 1つである YoeB（toxin）
と YefM（antitoxin）の構造学的知見を得るために，X 線
結晶構造解析によって研究を進めた。共発現，共精製を経
て得られたYefM-YoeBタンパク質複合体を 2.5 Å分解能で
構造した。YoeB-YefM複合体は 1：2のヘテロ三量体を形
成していた。YefM の構造は以前に記述されたことのない
構造であるが，YoeBはリボヌクレアーゼ Saなどに共通し
た骨格構造を持っていた BYefM二量体の一方の長い C末
端ペプチドは排他的に YoeBを包み込むように結合してい
た。YoeBの活性部位に YefMの C末端が直接結合するこ
とで，リボヌクレアーゼ活性をブロックしていると考えら
れた。さらに，YoeBタンパク質単独の構造解析の結果，そ
のリボヌクレアーゼ活性部位のコンフォーメーション変化
が見られ，よりリボヌクレアーゼ Sa に見られる構造へと
変化していた。これらの結果から，YefMはYoeBの活性部
位を能動的に変化させる新規のインヒビターであることが
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，西 ＊2，安田（源）＊2，辻村 ＊2）
哺乳類のゲノム全体で働くヌクレオチド除去修復（NER）
機構において，損傷認識因子として働く C群色素性乾皮症
（XPC）タンパク質複合体（XPC-HR23-centrin 2ヘテロ三
量体），およびXP-E群の欠損因子であるUV-DDB（DDB1-
DDB2ヘテロ二量体）の機能的な関連について詳細な解析
を行った。細胞に紫外線を照射すると XPCタンパク質が
可逆的なユビキチン化を受けること，およびこのユビキチ
ン化が UV-DDBに依存することを見いだした。XPC複合
体と UV-DDB の間に直接物理的な相互作用が存在するこ
とが示された。また，UV-DDBに cullin 4A，および Roc1
が結合したユビキチン・リガーゼ複合体（UV-DDB-E3）を
精製し，無細胞系で XPCのユビキチン化を再構成するこ
とに成功した。この反応においてはXPCだけでなく，UV-
DDB-E3自身の構成成分である DDB2と cullin 4Aも高度
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にユビキチン化されることが分かった。このユビキチン化
により，UV-DDBは紫外線損傷 DNAに対する非常に強い
結合活性を失うのに対して，ユビキチン化された XPCは
DNA結合能を保持していた。さらに（6-4）光産物を基質
とする無細胞 NER反応において，UV-DDB存在下にポリ
ユビキチン鎖の伸長を阻害すると，NER反応も阻害される
ことが示された。従来の知見と考え合わせると，紫外線に
よるDNA損傷はまずUV-DDBによって認識され，その後
タンパク質間相互作用を介して XPCがリクルートされる
と予想される。今回の結果は，損傷が UV-DDBから XPC
に受け渡される際に，ユビキチン化が重要な役割を果たし
ている可能性を強く示唆する。このモデルを検証する目的
で，XPCと UV-DDBそれぞれにおける相互作用部位の同
定を進めている。
一方，XPCの centrin 2結合領域にアミノ酸置換を導入す
ることにより，centrin 2との相互作用を欠損した変異XPC
（centrin 2-binding mutant: CBM）を作成し，その in vivo

におけるNER活性が野生型に比べて有意に低下しているこ
とを昨年度までに示した。バキュロウイルスを用いてXPC
（CBM）の組換えタンパク質を発現・精製し，無細胞 NER
反応に加えることにより，centrin 2が XPCとの相互作用
を介して NERを直接促進することが明らかになった。さ
らに，この促進効果は XPC による損傷 DNA 結合活性の
増強によることが，ゲルシフト法などによって確かめられ
た。このように centrin 2が中心体複製と NERという，一
見まったく異なる機能に関わることが明らかになると同時
に，両者の機能的な関連，共通性について改めて興味が持
たれた。
（2）ヌクレオソーム構造を介したヌクレオチド除去修復
の解析（花岡，菅澤，安田（武）＊1）
真核生物の DNA修復では，ヌクレオソーム構造をとっ
た DNAに生じた損傷を認識して修復しなければならない。
そこで我々は，試験管内でヌクレオソーム構造をとった損
傷 DNA を再構成し，これを用いてヒトの NER に対する
ヌクレオソーム構造の影響を解析した。NERの損傷認識因
子である XPC複合体の紫外線損傷結合活性は，ヌクレオ
ソーム構造によって強く阻害された。一方，別の損傷認識
因子である UV-DDBは，XPC複合体よりも効率良くヌク
レオソーム構造をとった損傷に結合した。これらの結果は，
UV-DDBがヌクレオソーム構造をとった損傷の認識に関わ
ることを示唆している。UV-DDBはヒストンアセチル化酵
素である p300や CBPと相互作用することが報告されてい
ることから，UV-DDBが損傷部位にこれらのヒストンアセ
チル化酵素をリクルートし，ヒストンのアセチル化を誘導
することが示唆される。そこで，p300および CBPタンパ
ク質を精製し，この仮説について研究を進めている。
（3）突然変異誘発に関する研究（花岡，菅澤，谷田貝）
低線量放射線の遺伝的影響を適応応答効果として染色体
レベルで検出できるか否かを検討するため，本年度はその手
始めとして，ヒトリンパ芽球細胞のチミジンキナーゼ（TK）
遺伝子座における突然変異誘発の抑制を指標にして調べた。
2Gyの X線照射による TK変異誘発を抑制する適応応答
の条件としては，調べた範囲では，6時間前に 5 cGyの予
備照射を行うのが最適であることが明らかになった。

＊1訪問研究員，＊2研修生，＊3共同研究員，＊4協力研究員，
＊5 ジュニア・リサーチ・アソシエイト

Using cell-free systems and biochemical and genetic ap-
proaches, we study the molecular mechanisms that repli-
cate and maintain genetic information in mammalian cells
and the regulation of cell cycle. Followings are brief de-
scriptions about individual subjects.

1. Mechanisms of chromosome replication
Stepwise assembly of the pre-replicative complex and

the replication apparatus mediates the duplication of
DNA. Assembly of the pre-replicative complex requires
loading of the origin recognition complex (ORC) onto
the chromatin. To define the physiological functions of
the mammalian ORC, we cloned ORC subunit cDNAs
from mouse NIH3T3 cells, and found novel variant forms
of Orc1, Orc2, and Orc3, each derived from alternative
RNA Splicing. RT-PCR and western analyses showed that
Orc1B was only expressed in the thymus at an early em-
bryonic stage. Overexpression of these Orc subunits in
cultured cells revealed that Orc1A, Orc2A, Orc3A, Orc2B,
and Orc3B are localized in the nucleus. Orc1B alone re-
mained in the cytoplasm. Moreover, when a 35 amino
acids spliced fragment from mOrc1A was fused with β-
galactosidase, Orc1B translocated into the nucleus. Degra-
dation of transiently expressed Orc1B was proteasome-
independent, whereas Orc1A rapidly degraded via the
ubiquitin-proteasome pathway. Taken together, mouse
Orc1, 2, and 3 each have two alternative-splicing vari-
ants and naturally occurring Orc1B lacks a functional do-
main required for nuclear translocation and proteasome-
dependent degradation.
Cdt1, which is also essential for pre-replicative complex

assembly, is inhibited by geminin, a protein that also par-
ticipates in neural development and embryonic differentia-
tion in many eukaryotes. Although Cdt1 homologues have
been identified in organisms ranging from yeast to human,
geminin homologues had not been identified in C. elegans
and fungi. We identified the C. elegans geminin, GMN-
1. Biochemical analysis revealed that GMN-1 associates
with C. elegans CDT-1, the Hox protein NOB-1 and the
Six protein CEH-32. GMN-1 inhibits interaction between
mouse Cdt1 and Mcm6 and licensing activity in Xenopus
egg extracts. RNAi-mediated reduction of GMN-1 pro-
duces enlarged germ nuclei with aberrant nucleolar mor-
phology, severely impaired gametogenesis and chromosome
bridging in intestinal cells. Therefore, the Cdt1-geminin
system is conserved throughout metazoans and geminin in
these taxa regulating proliferation and differentiation by
directly interacting with Cdt1 and homeobox proteins.
To clarify the structural basis of the subunit interac-

tion of archaeal DNA primase heterodimer, we performed
with pull-down analyses using various PriL mutants. We
identified the PriS-binding hydrophobic surface, which was
masked by a disordered helix H8 in PriL-NTD structure.

2. Cell cycle regulation
Condensin, a conserved pentameric protein complex

composed of a SMC heterodimer and three non-SMC sub-
units, plays an essential role in mitotic chromosome con-
densation in vivo. Condensin reconfigures DNA structure
using ATP hydrolysis energy in vitro that is stimulated by
mitosis-specific phosphorylation. We found that condensin
phosphorylation sites were different during interphase from
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those during mitosis. Interphase-specific phosphorylation
inhibited condensin activity.
Some plasmids possess addiction modules, a genetic

system that governs programmed cell death. This control
mechanism consists of pairs of genes that encode two pro-
tein components: a stable toxin and an unstable antitoxin.
A similar system also operates at the level of bacterial
chromosomes. The Escherichia coli chromosome encodes
at least five toxin-antitoxin systems.
To understand the structural bases of toxin and anti-

toxin, we determined the structure of YoeB-YefM complex
at 2.5 Å resolution. The YoeB and YefM form a 1 : 2 het-
erotrimer. The YoeB structure belongs to a typical ribonu-
clease family like bacterial ribonuclease Sa, and the YefM
has a novel fold. The C-terminal region of one of the YefM
dimers exclusively wraps around the globular structure of
YoeB, suggesting that the cytotoxic ribonuclease activity
of YoeB is controlled by binding of the YefM C-terminal
peptide. Structural determination of YefM free-form of
YoeB also revealed the conformation of YoeB around YefM
binding site to closer orientation seen in the ribonuclease
Sa. This showed that YefM functions as novel ribonuclease
inhibitor, which introduces a conformational change to the
active site of YoeB ribonuclease.

3. Studies on DNA lesions, repair and mutage-
nesis
To understand molecular mechanisms underlying DNA

damage recognition for mammalian nucleotide excision re-
pair (NER), the physical and functional interactions be-
tween XPC protein complex and UV-DDB were investi-
gated, particularly in terms of ubiquitylation. In addition,
a direct stimulatory role of centrin 2 in NER was demon-
strated.
Since eukaryotic DNA must be repaired in the context

of chromatin, we examined effects of the nucleosome struc-
ture on damaged DNA binding activity of XPC complex
and UV-DDB. UV-DDB bound to lesions within nucleo-
some core more efficiently than the XPC complex. Our
results suggest that UV-DDB may be involved in detect-
ing lesions within nucleosome core, which then guides the
XPC complex to the lesions.
To detect the genetic influence of low-dose ionizing ra-

diation at the chromosome level as a result of radioadap-
tive response, we examined the depression of TK mutation
induction in human lymphoblastoid TK6 cell.
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