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１．研究実施の概要

＜当初の計画＞

個体形成の過程で全能性の胚幹細胞は、体細胞系列の各種幹細胞と生殖細胞を生じ、その

数は染色体複製により制御される。複製は通常ゲノム上の定点から開始し、秩序正しい細

胞周期の進行と連動しているが、受精卵の初期発生に見られる特異性の低い DNA 複製のよ

うに、発生や分化段階に応じてその複製起点の使用頻度や、塩基配列特異性を柔軟に変化

しうる。これまで各種刺激に応答して誘導される染色体複製の様式とその制御機構につい

ての知見は皆無である。そこで我々はこの知見を得るためにサイトカイン受容体を介する

増殖シグナルの伝達機構について解析してきた。大腸菌において、DNA 損傷によって誘導さ

れる第２の複製形態を見出したが、複製起点 oriC と dnaA タンパク質に依存し、忠実度の

高い通常の複製とは異なり、この型の複製は、組み換え酵素および PriA タンパク質に依存

し、組み換え依存性二重鎖 DNA 切断修復にも関与する。これらの知見から、真核細胞にお

いても、性質の異なる複数の複製型が存在し、細胞増殖の制御やゲノム情報の保持におい

て、それぞれ独自の役割を果している可能性が考えられる。本研究では、真核細胞の染色

体複製とその制御機構を、ｼｸﾞﾅﾙ伝達の最終標的として、また、各種細胞型における遺伝子

発現の特異性とｸﾛﾏﾁﾝ構造と複製様式の関連などの視点から理解することを目的とした。具

体的には、以下のような目標を設定した。1) 血球細胞を用いて、サイトカイン刺激から染

色体複製の誘導にいたる、シグナル伝達経路をさらに詳細に解析する。2) なかでも、染色

体複製開始のマスタースイッチであるCDC7 キナーゼの活性制御とそれによる複製起点活性

化の制御機構を詳細に解析する。3) さらに、組み換え酵素依存性の染色体複製の機構と真

核細胞における類似した経路の存在について検討する。4) また、種々の細胞型における染

色体複製起点の分布を比較し、複製様式の多様性とその忠実度及びそれらを担う複製装置

について転写活性化とクロマチン構造の変換との相関に注目しつつ解析する。

＜研究成果＞

本研究の実施の結果、以下の成果が得られた。

（１）CDC7-DBF4 キナーゼ複合体の機能解析

• Cdc7-Dbf4 キナーゼ複合体は酵母からヒトまで真核細胞に広く保存される。

• Cdc7 キナーゼ活性は、細胞周期の制御下にあるが、これは Dbf4/ASK 活性制御分子の発現

が、転写レベル及びタンパク質レベルで細胞周期制御を受けることによる。その転写は、

E2F と Sp1 転写因子により制御される。

• Cdc7 の重要な基質は、複製複合体に含まれる MCM タンパク質であり、CDK と Cdc7 が協調

的に、MCM2分子上の特定の残基をリン酸化することより、複製開始が活性化される。

• マウス胚性幹細胞で Cdc7 遺伝子を失活すると、DNA 複製が直ちに停止すると同時に、p53

依存的に細胞死が誘導される。

• Cdc7 欠損マウスは,胎生 3.6-6.5 日の間に死亡するが、p27 変異を共存させ、Cdk 活性を



増加させると、胎生8.5 日まで生存できた。この事実は、初期発生の過程では、Cdk 活性が

部分的に Cdc7 活性の喪失を相補できる可能性を示唆する。

• Cdc7 遺伝子の改変により、生殖細胞の発生の停止および、個体成長の阻害が観察される。

• Cdc7-Dbf4 キナーゼは、チェックポイントシグナル伝達および、S期の染色体構造の維持

に関与する。

• Dbf4/ASK は種を越えて保存されるプロリンモチーフと Zn フィンガーモチーフを介して

Cdc7 に結合し、活性化する。

（２）増殖受容体下流の増殖シグナル伝達経路の解析：サイトカインによる血球細胞にお

ける増殖シグナルの同定

• GM-CSF 受容体から伝達される細胞増殖、抗アプトーシス、種々の遺伝子発現などすべて

の活性に Jak2 チロシンキナーゼの活性が必須である。

• ポリオーマウィルスレプリコンの複製開始をモデルとして、増殖因子に応答した複製開

始促進の機構を解析した結果、MAP キナーゼ、STAT5 の活性化が複製の開始には不要である

こと、GM-CSF 受容体β鎖の細胞膜貫通部分の直下(box1/2)と JAK2 を介するシグナル経路が

あれが複製の開始には充分であることが明かになった。

• box1/2 を介するシグナル伝達経路あるいは MAP キナーゼを介する経路のいずれかが活性

化を受けていれば、γ線照射あるいは、サイトカイン除去で誘導される細胞死が回避され、

血液細胞が生存する。

• シグナル伝達分子の人為的二量体化システムを構築した。モデル系として JAK2 について

細胞膜直下あるいは細胞質で人為的に活性化させる系を構築したところ、細胞膜直下での

JAK2 の二量体化が、細胞増殖、生存を維持することが明かとなった。さらに二量体化シス

テムを使ったライブラリーを構築し、増殖あるいは生存に関与する新規遺伝子のクローニ

ングを行った。その結果、HAT1(ヒストンアセチル転移酵素)のマウスホモログなどが単離

された。

• JAK2の過剰発現の結果からJAK2以外の因子が細胞の増殖の制御にかかわっていることが

示唆された。そこで GM-CSF 受容体β鎖の box1/2 領域の組み換え蛋白質を作成して会合分

子を探索したところG2/M 制御因子である MAD2が結合することを見いだした。

• GM-CSF受容体野生型、および各種変異体のトランスジェニックマウスを作製した。GM-CSF

の刺激により、血球細胞のすべての系列の増殖が促進された。

• α鎖の細胞内領域は細胞増殖シグナルの伝達には必須ではない。一方、β鎖細胞内ドメ

インの８個のチロシン残基は、おのおの異なるあるいは重複するシグナル伝達分子を活性

化することが示された。これらのチロシン残基は細胞レベルでは染色体複製の誘導には、

必須ではないが、個体内では、赤芽球の形成と、胸腺分化における増殖抑制に関与する。

• STAT5分子はサイトカイン刺激をうけなくても単量体で細胞質・核の間を輸送される。



（３）組み換えと共役した DNA 複製機構の解析：大腸菌を用いた反応機序の酵素学的解析、

酵母、動物細胞からの新規遺伝子の単離

• 組み換え依存性DNA 複製を開始する PriAタンパク質は、N_端の DNA 結合ドメインと C端

のヘリカーゼドメインから構成され、組み換え中間体への特異的な結合には両者の存在が

必要とされる。

• PriA の ATP 結合／ヘリカーゼモチーフは組み換え依存性 DNA 複製に必須である。

• PriA の真核細胞における増産は強い増殖阻害を誘導することから、PriA の標的サイトが

真核細胞内ゲノムにも存在することが示唆された。

（４）複製と転写の共役機構の解析：マウス染色体 11q 領域およびヒト染色体 5q 領域をモ

デルとした、クロマチン構造改変と遺伝子発現調節および複製起点活性化パターンの解析

• Th2 サイトカインがクラスターをなして存在する染色体領域(マウス 11q)において、Th2

細胞特異的な染色体構造改変を見いだした。この領域は、IL4/IL-13 遺伝子間領域に存在し

IL-4、IL-13、IL-5などの協調的な発現誘導に要求される。

• 抗原による活性化刺激とIL-4およびIL-13受容体の重要なシグナル伝達分子であるSTAT6

の活性化により、染色体構造改変の指標のひとつである Th2 特異的な DNaseI 高感受性領域

（HSS）が誘導され、同時に Th2 細胞に分化する。

• STAT6活性化により誘導される転写因子GATA3の強制発現により Th2特異的 HSSが誘導さ

れる。

• GATA3の結合配列を、IL4/IL13 遺伝子間領域に同定した。

• GATA3のふたつの Zn フィンガーのうち、N末側に位置するものを欠失した変異 GATA3 は、

ゲルシフト法によりDNA 結合活性を検出できなかったが、Th2 特異的 HSS の誘導活性は野生

型と同程度検出された。そしてこの変異 GATA3により Th2 サイトカインである IL-4 は活性

化にともない誘導されたが、IL-5 は誘導されない。

• ヒトサイトカインクラスター5q 領域内に存在する、IL-3/GM-CSF 遺伝子近傍に複製起点

を同定した。この複製起点に、ORC,Cdc6,MCM などが結合する。

• マウスサイトカインクラスター領域 11q に存在する、IL-4/IL-13 遺伝子近傍に複製起点

を同定した。

＜結果のまとめと展望＞

これらの結果に基づき、サイトカイン受容体シグナル伝達の遺伝子発現誘導、染色体複製

誘導、細胞生存の維持における、複数の経路の存在とそれらの機能分担と重複性が明かと

なった。また、シグナル分子の二量体化の重要性があきらかとなり、その人為的制御によ

りシグナル伝達系を操作できる可能性を示した。受容体分子の改変により、細胞レベルの

みでなく、個体レベルで各種細胞の増殖分化を操作できることが明かとなった。染色体複

製開始は、Cdk2-CyclinE および Cdc7-Dbf4/ASＫという２種類のキナーゼにより制御される



が、その重要な標的の少なくとも一つは MCM であることが示された。増殖因子のシグナル

は、Rb-E2F を介してこれらのキナーゼを活性化することにより、染色体複製を制御すると

考えられる。Cdc7 の欠損は、S期停止を誘導し、その結果チェックポイント制御が作動し、

細胞死が誘導される。また、Cdc7 には多くの alternative spliced 型が存在するが、それ

らの発現を操作することにより、臓器特異的な欠損あるいは個体の成長に対する重篤な影

響が観察された。これらの事実は、細胞周期制御因子は細胞の一般的な増殖能のみでなく、

臓器特異的な機能あるいは個体発生に深く関与することを示し、逆に細胞周期因子の操作

により、臓器、組織の発生を制御できる可能性が示唆された。

大腸菌において複製停止に応答して誘導される DNA 複製には、DEHX 型の DNA ヘリ

カーゼ PriAタンパク質が必要であるが、このタンパク質は、その N端に存在する新規なモ

チーフを介して組み換え中間体に結合し、DNA複製を誘導する。また、その ATP 結合ドメイ

ンは組み換え依存性の DNA 複製に必須である。PriA タンパク質の機能的ホモログは真核細

胞にも存在すると考えられるが、現在までまだ同定されていない。現在さらにこれを同定

するための努力を継続している。

各種細胞型における複製開始様式を比較し、転写活性化のパターンとクロマチン構造

の変換との関係を明かにするために、サイトカインクラスター領域をモデルとして解

析をすすめた。とくに、ヒトIL-3/GM-CSF領域および、マウスIL-4/_IL-13領域近傍の

複製起点を探索した。マウスIL-4/_IL-13領域については、細胞型特異的なクロマチン

構造の変化を詳細に解析し、転写因子によるクロマチン構造の再構成について検討し

た。非T細胞においてヒトIL-3/GM-CSFのGM-CSF遺伝子下流に複製起点を同定した。予

備的な結果であるが、T細胞においては、別の領域に起点が同定された。この結果は、

転写状態あるいはクロマチン構造の変化が複製起点活性化のパターンに影響を与える

可能性を示唆している。マウスIL-4/IL-13領域においては、サイトカインは発現して

いないES細胞において、IL-13の下流に複製起点が同定された。今後、さらに解析をす

すめ、転写因子がクロマチン構造の改変を通じて、複製起点の活性化あるいはその様

式を変化させる分子機構について解析をすすめていく予定である。
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maintenance of chromatin structures during S phase. (Oral presentation)

Jung Min Kim, Kazuki Nakano, Kenji Nakamura, Motoya Katsuki, Noriko Sato, Ken-ichi Arai and Hisao Masai
Genetic analyses of murine Cdc7 kinase using conditional knockout ES cells and mice.

竹田忠行、荻野桂子、館林和夫、池田日出男、新井賢一、正井久雄
分裂酵母 hsk1 温度感受性変異株の機能解析

荻野桂子、竹田忠行、松井悦子、新井賢一、正井久雄
分裂酵母 Hsk1 キナーゼ制御サブユニット、Him1 タンパク質の細胞周期制御

山田正之、佐藤憲子、Jung-Min Kim、大谷清*、新井賢一、正井久雄
（*東京医歯大疾患遺伝子）
ヒト Cdc7 類似キナーゼ活性制御サブユニット ASK 遺伝子の転写調節機構

Min-Kwon Cho, Noriko Sato, Satoshi Asano, Etsuko Matsui, Chika Taniyama,Yukio Ishimi*, Ken-ichi Arai, and
Hisao Masai (*Mitsubishi Kasei Institute of Life Sciences)
human Cdc7 キナーぜ複合体の精製と MCM のリン酸化

田中卓、新井賢一、正井久雄
大腸菌 PriA タンパク質による D-ループ及び R-ループ構造の認識と DNA 複製の開始

Keystone Symposia "T Lymphocyte Activation, Differentiation and Death", Keystone, Colorado, USA, 平成
12 年 1 月 28 日-2 月 3 日
Pan, S., Arai, N., Arai, K., Miayate, S., Cloning and characterization of NFATz: a novel rel similarity domain
containing protein.

Takemoto, N., Kamogawa, Y., Kurata, H., Lee, H-.J., Arai, K., O'Garra, A., Arai, N. and Miyatake, S., The role for
STAT6 in Th2-specific remodeling of IL-13/IL-4 locus.

第７回東京免疫フォーラム、平成12 年 3 月 21 日
宮武昌一郎、Th2 サブセット分化と染色体構造改変によるサイトカイン遺伝子発現制御機構（口頭発表）

Keystone Symposia on “ Apoptosis and Programmed Cell Death” Breckenridge, Colorado, USA, 平成 11 年 4
月 6 日-11 日
Valkova, J., Kamogawa, Y., Kurata, H., Miyatake, S. and Arai, K
Astrocyte Apoptosis Induced by Adenoviral Vector Encording c-kit Proto-oncogene

Cell cycle meeting, San Diego, California,USA 平成 11 年 6 月 18 日-22 日
Hisao Masai, Tadayuki Takeda, Hiroyuki Kumagai, Jung Min Kim, Keiko Ogino, Etsuko Matsui, Masayuki Yamada,
Ming Kwan Cho, Hiromi Iiyama, Yukio Ishimi, Noriko Sato, and Ken-ichi Arai,
Functions of Cdc7-related kinase complexes from fission yeast and mammals in initiation and progression of S phase
(Oral presentation)

Fission yeast meeting, Edignbara, Scotland 平成 11 年 9 月 25 日-29 日
Hisao Masai, Tadayuki Takeda, Keiko Ogino, Etsuko Matsui, and Ken-ichi Arai,
Roles of Hsk1-Him1/Dfp1 Kinase Complex in initiation of DNA replication, replication checkpoint control, and
maintenance of mitotic chromatin structures during S phase. (Oral presentation)

Cold Spring Harbor Meeting, Eukaryotic DNA replication, Cold Spring Harbor, New York, 平成 11 年 9 月 15
日-19 日
Tadayuki Takeda, Jung-Min Kim, Keiko Ogino, Etsuko Matsui, Masayuki Yamada, Chika Taniyama, Yukio Ishimi,
Noriko Sato, and Ken-ichi Arai, and Hisao Masai
The mammalian and fission yeast Cdc7-related kinase complexes-Roles in origin firing, replication checkpoint
control and regulation of chromosome structures during S phase. (Oral presentation)

Cold Spring Harbor Meeting, Eukaryotic DNA replication, Cold Spring Harbor, New York, 平成 11 年 9 月 15
日-19 日
Jung Min Kim, Kazutaka Nakao, Kenji Nakamura, Noriko Sato, Motoya Katsuki, Ken-ichi Arai, and Hisao Masai
Mouse Cdc7-ASK kinase Complex: targeted deletion of the murine Cdc7 gene causes early embryonic lethality due
to loss of cell proliferation.

Cold Spring Harbor Meeting,Tyrosine phosphorylation & Cell Signaling Cold Spring Harbor, NewYork, 平成



11 年 5 月 12 日-16 日
Liu Chang-Bai, Tohru Itoh, Ken-ichi Arai, and Sumiko Watanabe
Constitutive activation of jak2 confers murine interleukin-3-independent survival and proliferation of BA/F3 cells
(Poster session)

Cold Spring Harbor Meeting,Tyrosine phosphorylation & Cell Signaling Cold Spring Harbor, NewYork,平成
11 年 5 月 12 日-16 日
Martin E. Dahl, Ken-ichi Arai, and Sumiko Watanabe
Association of lyn tyrosine kinase to the GM-CSF and IL-3 receptor commonβc subunit is mediated by multiple
interactions.  Role of src tyrosine kinases in βc mediated DNA synthesis and anti-apoptosis   (Poster session)

平成 12 年度
第 1 回文部省特定領域研究「がん」若手研究者ワークショップ 平成 12 年 9 月 1 日
佐藤憲子、Molecular dissection of ASK, the regulatory subunit of human Cdc7 kinase, essential for chromosomal
DNA replication

Cold Spring Harbor Meeting, In Dynamic organization of nuclear function, Cold Spring Harbor, NewYork,
USA  平成 12 年 9 月
Noriko Sato, Megumi Sato, Ken-ichi Arai, and Hisao Masai Molecular dissection of ASK, the regulatory subunit of
human Cdc7 kinase, essential for chromosomal DNA replication

Eukaryotic DNA replication meeting, San Diego, USA, 平成 12 年 9 月 6 日-1 0 日
Hisao Masai, Jung Min Kim, Noriko Sato, Keiko Ogino, Etsuko Matsui, Chika Taniyama, Tadayuki Takeda, Yukio
Ishimi, Kazuki Nakao, Kenji Nakamura, Motoya Katsuki, and Ken-ichi Arai
Functions of Cdc7-related Kinase Complexes from Mammals and Fission Yeast in Initiation and Progression of S
Phase.

Weimar Conference of Genetics: Regulation of Genome replication and Genome Repair, Weimar, Germany,平
成 12 年 9 月 27 日-30 日
Hisao Masai, Jung Min Kim, Noriko Sato, Keiko Ogino, Etsuko Matsui, Chika Taniyama, Tadayuki Takeda,
Masayuki Yamada, Yukio Ishimi, Kazuki Nakao*, Kenji Nakamura, Motoya Katsuki, and Ken-ichi Arai: Functions
of Cdc7-related Kinase Complexes from Mammals and Fission Yeast in Initiation and Progression of S Phase.
Cell Cycle Workshop: Regulation of Cell Proliferation,平成 12 年 9 月 23 日-26 日
Hisao Masai
Cdc7 kinase complex as a molecular switch for DNA replication. The 4th UK-Japan Cell Cycle Workshop: Regulation
of Cell Proliferation,

第３０回日本免疫学会総会、仙台、平成12 年 11 月 14 日-16 日
宮武昌一郎、Chromatin remodeling of Th2 cytokine gene cluster.

竹本直史、鴨川由美子、李賢濬、倉田寛一、新井賢一、O’Garra Anne、新井直子、宮武昌一郎
Th2 型サイトカインの協調的な発現を制御する HSS1、HSS2 誘導の分子機構

鴨川由美子、新井賢一、宮武昌一郎
気管支上皮細胞における IL-4、IL-13 signal の解析

第５０回日本アレルギー学会総会、横浜、平成12 年 11 月 30 日-12 月 2 日
宮武昌一郎、竹本直史、鴨川由美子、新井賢一
Th2 を誘導する染色体制御システム

第 23 回日本分子生物学会年会、平成12 年 12 月 13—16 日
Hisao Masai, Jung Min Kim, Noriko Sato, Keiko Ogino, Etsuko Matsui, Chika Taniyama, Masayuki Yamada, Min-
kwon Cho, Tadayuki Takeda, Kazuki Nakao, Kenji Nakamura, Yukio Ishimi, Motoya Katsuki, and Ken-ichi Arai
Functions of Cdc7-related Kinase Complexes from Mammals and Fission Yeast in Initiation and Progression of S
Phase.

Taku Tanaka, Chika Taniyama, Ken-ichi Arai, and Hisao Masai
Roles of PriA protein in responses to replication fork arrest through coupling of replication-recombination.

Noriko Sato, Megumi Satoh, Ken-ichi Arai and Hisao Masai
Molecular dissection of ASK, the regulatory subunit of human Cdc7 kinase, essential or chromosomal DNA
replication.
Keiko Ogino, Tadayuki Takeda, Etsuko Matsui, Hiromi Iiyama, Chika Taniyama, Ken-ichi Arai and Hisao Masai
Dissection of the regulatory subunits for Cdc7-related kinases essential for S phase: Kinase activation through
bipartite binding to the catalytic subunit.



Etsuko Matsui, Zhiying You, Yukio Ishimi, Katsuyuki Tamai, Ken-ichi Arai and Hisao Masai
Human Cdc7-related kinase complex: In vitro phosphorylation of MCM by concerted actions of Cdks and Cdc7 and
that of a critical threonine residue of Cdc7 by Cdks.
  
Min-kwon Cho, Etsuko Matsui, Noriko Sato, Keiko Ogino, Chika Taniyama, Taku Tanaka, Yukio Ishimi, Ken-ichi
Arai, and Hisao Masai
Phosphorylation of MCM2 by Cdc7 kinase.

Masayuki Yamada, Noriko Sato, Jung-Min Kim, Kiyoshi Ohtani, Ken-ichi Arai and Hisao Masai
Transcriptional regulation of ASK, a regulatory subunit for human Cdc7-related kinase.

Jung Min Kim, Kazuki Nakao, Kenji Nakamura, Noriko Sato, Motoya Katsuki, Ken-ichi Arai and Hisao Masai
Genetic studies on murine Cdc7-related kinase by the use of conditional knock-out ES cells and mice.

宮武昌一郎、竹本直史、鴨川由美子、新井直子、新井賢一
ヘルパーT 細胞サブセット特異的サイトカイン遺伝子群の発現制御機構

(3)特許出願 （国内１件、海外１件）
①国内
発明者：新井賢一、正井久雄
発明の名称：ヒトH37タンパク質とこのタンパク質をコードするcDNA
出願番号：特願平10-311406
出願日：平成10年10月30日
②海外
発明者：Japan Science & Technology Corpration, Ken-ichi Arai, Hisao Masai
発明の名称： Human H37 protein and cDNA encoding the protein
出願番号：PCT/JP99/06076
出願日：平成11年11月1日

 (4)その他特記事項
本研究でクローニングしたヒト ASK 分子とそれを用いた細胞増殖制御技術については特許を申請してい
る。また、Cdc7-ASK を対象とした、新規制癌剤の開発については、平成１２年度、当事業団から、戦略的
試験研究の支援を受けた。その結果、Cdc7-ASK の活性阻害化合物をハイスループットにスクリーニングす
るシステムを確立することができ、現在までに、数種類の Cdc7 の阻害化合物を同定するとともに、さらに
スクリーニングを継続しており、新規阻害化合物あるいはポリペプチドの同定と、それらの制癌剤への応
用を目指している
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