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１ はじめに 

染色体の安定な維持、機能発現はゲノミックおよびエピゲノミックなレベルで制御される。これら

の過程はきわめて厳密に制御され、その破綻は、癌などの疾患や老化の原因となる。一方、染色体

は、細胞内外の環境変化、その部分的損傷、発生や分化のシグナルなどに応答し、可塑的かつ柔軟

に応答しその機能を維持する能力を有していることも明らかになりつつある。例えば、染色体の分

配に必須な centomere が破壊されると染色体は正しく分配されず細胞は生存できない。しかし、こ

のような細胞の一部は、neocentromere という新たな centromere を全く別の箇所に構築し生存する

ようになる。これは染色体のきわめて高い適応能力を示すものである。分化細胞のリプログラミン

グも、染色体機能の高い可塑性を示すものであるといえる。同時に、この過程は stochastic(偶然

性の高い)な側面も有する。iPS の産生過程で一部未分化性の高い発癌性を有する細胞が生し、これ

が iPS を実際に治療に使用する際に問題となることはよく知られている。この過程を正確に制御で

きるようになれば、iPS の医療応用にとって大きく貢献する。染色体のこのような高い可塑性、適

応性は、染色体に内在する重要な性質であると考えられるが、その分子基盤についてはまだ不明で

ある。 

染色体 DNA 複製は染色体の安定な維持、継承において中心的な過程である。ゲノム上の

複製開始部位の選択、その活性化の S 期内でのタイミング、複製部位の核内での局在、動態などを

複製プログラムと名付ける。複製プログラムは遺伝的に規定されるとともに、発生過程や、細胞型

あるいは細胞を取り巻く環境に応答して変化する可塑性を有する。本研究では、染色体複製プログ

ラムを規定する分子機構の解明を通じて、染色体ダイナミクス、機能発現の可塑性を可能にするメ

カニズムの解明を試みる。染色体が内蔵する重要な特性である可塑性の本質の理解は、染色体の機

能発現の変動が原因となる疾患や高次機能発現制御にも重要な洞察を与える。下記に、平成 22 年度

研究助成金によりサポートされた研究成果について未発表 data を中心に報告する。 

 

２ 材料と方法 

分裂酵母を用いた遺伝学的解析：すでに報告している方法に基づいて行った(Matsumoto et al. 

JBC [2005] 280, 42536)。 

マイクロアレイを用いた複製タイミングドメイ解析：BrdU で短時間新生 DNA を標識した細胞を

FACSorter により S 期前期および後期の画分に分画した。それぞれから BrdU 抗体により標識された

新生 DNA を免疫沈降により回収し、増幅した後に tiling array とハイブリさせ複製タイミングドメ

インを解析した。 

蛍光免疫染色によるヒト Rif1 の細胞内局在の観察：Abcam 社から購入したヒト Rif1 抗体を用い、

PFA で細胞を固定して免疫染色した。なおある場合にはカバーグラス上の細胞を Triton で prewash

してから、あるいはさらに DNaseI で DNA を切断してから PFA 固定した。 

動物細胞株：HeLa(ヒト子宮頸部癌細胞),U2OS(ヒト骨肉腫細胞), 293T(ヒト胎児腎上皮細胞),ヒト

正常皮膚繊維芽細胞(NHDF)、マウス胚性幹細胞株 CCE28 と D3。 

動物細胞における複製因子の機能解析：oligofectamine試薬(Invitrogen)を用いて、siRNAを

transfectionした。HeLa細胞，U2OS細胞へのplasmid DNA transfectionはLipofectamine Plusを用

い た 。 293T 細 胞 へ の transfection に は

TransIT-293(Mirus)を用いた。 

 

３ 結果 

3-1  分 裂 酵 母 複 製 開 始 制 御 キ ナ ー ゼ

hsk1(Cdc7ホモログ)の欠損をバイパスする条

件とその複製プログラムに及ぼす影響（表 1） 

Cdc7 は酵母から動物細胞まで保存されるキナ

ーゼで、それぞれの複製起点における開始に必

要とされ、pre-RC の因子である MCM のリン酸

化を介して Cdc45 のクロマチンローディング



を促進する。平成 21 年度までの研究で、分裂酵母

の Cdc7 ホモログの Hsk1 は通常の増殖に必須であ

るが、チェックポイント変異体(mrc1-3A, cds1∆

など)や高温(30°C)の条件で増殖能を回復するこ

とを見出した。これらの条件下では、通常 fire し

ない（あるいは後期にしか fire しない）複製起点

が S 期初期に活性化する。そこで、hsk1 欠損をバ

イパスする変異体のスクリーニングにより、複製

プログラムを制御する因子を同定できるのではと

考えスクリーニングを行なった。その結果テロメ

ア結合因子 Rif1 の欠損が hsk1∆ 株の 30°C での

効率よい増殖を回復することを見出した。 

3-2 分裂酵母 Rif1の機能解析 rif1∆ は効率よ

く hsk1ts 株の制限温度での増殖を回復した。さら

に、rif1∆ 株における複製開始部位を ChIP-Chip

で解析した結果、テロメア側のアーム領域を中心

に、通常は HU 存在下で活性化されない複製起点が

fire していることが明らかとなった。一方効率よ

い初期複製起点の活性化が、多くの部位で遅延•

抑制されていた。すなわち、Rif1 は、複製起点活

性化のゲノムワイドのタイミング制御に必須であ

ることが明らかとなった。 

3-3 ヒト Rif1 タンパク質 ヒトの Rif1 タンパ

ク質は、同様にクロマチン結合タンパクであるが、

テロメア維持における機能はほとんどないと言わ

れている。ヒト細胞において、Rif1 を発現抑制し

複製におよぼす影響を調べた結果、1)  S 期初期

に Cdc7 キナーゼの標的のリン酸化および

Cdc45,PCNA などのクロマチン結合の亢進、2) S 期

中期の複製 foci の消失(図１)、3)ゲノムワイドな

複製タイミングドメインの変動(図２)、が観察さ

れた。このことは、ヒト細胞においても、Rif1 は

複製プログラムの決定に重要な役割を果たすこと

を示す。 

3-4 Rif1の細胞内局在とその制御 HeLa細胞に

おいて Rif1 は大部分が核に局在する。Rif1 のシ

グナルは、染色固定前に DNase I を用いて大部分

の DNA を消化しても観察される。したがって、Rif1

は核内の不溶性の構造に結合していると推察され

る。Rif1は間期を通じて染色体に結合しているが、

分裂期 Pro phase には染色体から解離する。そし

て telo phase に再び結合する。Rif1 の局在は M

期中期の複製 foci と一致しており、Rif1 は、S 期

中期の複製タイミングドメインを形成することに

より、複製タイミングを制御することが示唆され

た（図３）。 

 

４ 考察 

DNA 複製は、pre-RC(G1 期に染色体上に形成される複製開始前複合体)の形成と再複製の阻害など、

大変厳密な制御機構とともに、環境への高い適応性、可塑性を特徴とする緩やかな制御の二段階の

制御を受ける。後者は、細胞の生存に直接影響を与えるものではないが、遺伝子発現への影響など

を介してゲノム機能発現に大きな影響をおよぼす。本研究では、種々の遺伝的背景あるいは生理的

条件により複製開始部位の選択やそのタイミングが大きく変動することを発見した。この事実は複

製プログラムの可塑性を直接示すとともに、その分子基盤に洞察を与える。 

一方、複製のタイミング制御に関与する因子として Rif1 を同定した。酵母及び動物細胞

において、Rif1 の非存在下では、複製タイミングプログラムが大きく変動する。動物細胞では Rif1



抑制により S 期中期の複製ドメインが消失する。

さらに興味深いことに、Rif1 は S 期中期の複製

foci と共局在する。Rif1 は核内の不溶性のクロ

マチン構造に結合しており、Rif1 抑制によりクロ

マチンループのサイズが増大する。一方、以前の

研 究 か ら 複 製 タ イ ミ ン グ は G1 期 初 期 の

TDP(Timing Decision Point)に決定されると提唱

されている。Rif1 は、M 期後期から G1 初期にク

ロマチンに結合し S期中期複製ドメインを形成す

ると考えられ（図４）、これがまさに TDP の本体

である可能性が示唆される。今後、Rif1 がどのよ

うなメカニズムで複製タイミングドメインを形

成するのか、さらにその生理学的な意義について

さらなる研究を行なう予定である。 
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