
原理が，哺乳類で最も洗練されている生体システムである

免疫系と神経系に共通に使われていることは大変興味深

い．
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転写因子が DNA複製開始点の位置を決め
る

１． は じ め に

DNA複製の研究分野は歴史が古く，ワトソンとクリッ

クの DNAの二重らせん構造の発見に始まる．約半世紀に

わたり，DNAがどのように複製するのか，そのメカニズ

ムは突き詰められてきた．当初は原核生物である大腸菌の

小さな染色体をモデルとして解析が進められてきた．この

大腸菌の研究により，次のような DNA複製に必要な基本

因子が同定された．

１． DNA複製の開始反応を規定する染色体上のシスエレ

メント：レプリケーター（多くの場合レプリケーターは

複製が始まる複製開始点と一致する．）

２． DNA複製の開始を制御するトランス活性化因子：イ

ニシエーター

３． DNA複製を実際に行う DNA複製装置

次に研究者が目指したものはヒトなどの哺乳類をはじめ

とする高等真核生物の染色体 DNA複製である．大腸菌で

得られた複製の基本概念は高等真核細胞に適用できるもの

であった．しかし当然のことながら真核細胞は大腸菌に比

べ，より複雑な複製システムをもち，その解明には多くの

時間を要し，未だに不明な点も多い．本小文では真核細胞

における染色体複製開始制御の理解の現状を簡単に紹介し

たい．

２． DNA腫瘍ウイルスゲノムの複製１）

SV４０，ポリオーマウイルスなどは，５kb前後の小さな

二本鎖環状 DNAを染色体として有している．この DNA

腫瘍ウイルスを DNA複製の研究対象にする利点は，ゲノ

ムがコードする大型 T抗原（LT）以外は宿主細胞由来の

DNA複製装置を利用することであった．また複製開始点

についても，DNA腫瘍ウイルスゲノムの場合，非常にコ

ンパクトであり扱いやすい．

試験管内複製系の開発により，ウイルスの複製に必要な

宿主側のコンポーネントが次々に同定され，複製フォーク

の詳細なモデルが提唱された．また，複製開始の機構に関

しても詳細な解析がなされた．しかし，ウイルスの複製開

始点，イニシエーターともにウイルス独自のもので細胞の
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複製開始にそのまま当てはめることはできなかった．

３． 哺乳類染色体 DNA複製を行うイニシエーターの発見

高等真核細胞の複製開始点の同定は，ゲノムサイズが大

きいことや，単細胞生物に比べその配列特性が低いことか

ら難航してきた．一方，イニシエータータンパク質の解析

はここ１０年のうちに大きな進歩を見せた．出芽酵母はコ

ンパクトな複製開始点（ARS：autonomously replicating se-

quence）を有している．コールド・スプリングハーバー研

究所の Bruce Stillman博士らのグループは全ての ARSに共

通で複製に必須のエレメント（Aエレメント）に結合する

因子として ORC（origin recognition complex）を同定した２）．

実際，ORCを破壊した出芽酵母は染色体複製ができず生

育できない．ORCと相同な複合体は分裂酵母，マウス，

ヒト，ショウジョウバエ，アフリカツメガエルなどから

次々に単離されており，種を越えて保存されている．さら

に多くの生物で ORCが複製開始に機能することが示され

つつある３）．

しかし ORCは DNA腫瘍ウイルスの LTのように，ORC

自体では DNA複製を開始する反応を行わない．複製開始

点に座り，複製に必要なタンパク質を複製開始点に呼び込

む橋頭堡の役割を果たしていると考えられている１，３，４）．

出芽酵母の ORCは結合配列に対する特異性が極めて高

いが，他の ORCはその特異性は低いようである．分裂酵

母の ORCは多数の AT-リッチ配列に結合する３）．アフリカ

ツメガエルやショウジョウバエの発生初期の分裂時には染

色体複製の複製開始点の配列特異性はない．ショウジョウ

バエのコリオン遺伝子増幅に必要な ACE３や ori-βには出
芽酵母の Aエレメントのようなものはない．実際，ジョ

ンズホプキンス大学（現スローン・ケタリングがんセン

ター）の Thomas Kelly博士らはヒトから単離し，昆虫細

胞内で発現させた ORCがアフリカツメガエル卵母無細胞

抽出液のなかで ATP依存的に DNAに結合するが，AT-

リッチな結合配列を好む以外の特異性はなくベクタープラ

スミドにさえも結合することを示した５）．このような高等

真核細胞の ORCの低い配列特異性が，この項目の最初に

述べた，高等真核細胞の複製開始点の低い配列特異性を規

定しているのであろう．しかし，実際に高等真核細胞の初

期発生においてはランダムに複製開始が起こるが，分裂が

進み細胞分化が始まると，特定の場所から複製が始まるこ

とが示されている．では何が複製開始点の特異性を決めて

いるのだろうか？（図１A）

４． 複製開始点を決める因子は存在するのか？

真核細胞において転写因子は細胞内外のシグナル伝達の

核内の標的であり，そのシグナルに応じて遺伝子発現を正

負に制御し，増殖や分化を決定している．転写因子はクロ

マチン結合タンパク質の一つであり，転写のみならず

DNA複製や部位特異的組換えの制御，ヘテロクロマチン

やキネトコアの形成維持にも関与している．このことは，

転写因子がクロマチン上で各種の機能的複合体生成を制御

していることを示していて，細胞特に染色体上のさまざま

な制御機構の統合を行っていると思われる３）．

また，転写因子は多くの場合，原がん遺伝子産物であ

る．ある種のがんウイルスの染色体 DNAは，これら原が

ん遺伝子によってその複製が調節されうることが示されて

いる１，３）．この現象は発がんのメカニズムを考えるうえで

も，非常に魅力的である．

我々を含む内外の研究グループが「転写因子による DNA

複製調節機構」について，さまざまなウイルスを用いてこ

れまで解析してきた．そこで，その分子機構の解明を中心

に，モデル系としてその染色体複製に転写因子を必要とす

るポリオーマウイルスと，複製開始点の構造がよく分かっ

ている出芽酵母の ARS１を用いた我々の解析結果について

以下に紹介する．また最近のショウジョウバエや培養細胞

系から明らかになりつつある転写因子が複製開始点を決め

る因子ではないかと我々が考えるいくつかの証拠について

も論ずる．

１）ポリオーマウイルスを用いた研究

我々のグループはポリオーマウイルスをモデル系とし

て，AP１（c-Jun，c-Fos），c-Rel，p５３，Runx１／CBFaB／AML１／

図１A 発生初期にはどこからでも DNA複製は開始されるよう
に思われるが発生分化とともに特定の場所に収束する．
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PEBP２αB等の転写因子がポリオーマウイルス DNAの複

製を強く促進することを報告してきた．さらに転写因子に

よる複製活性化の機構について明らかにしてきた１）．特に

AP１（c-Jun，c-Fos）については試験管内複製系の解析に

より c-Junがポリオーマウイルス LTによる LT／ori複製開

始複合体の形成を促進し，最終的に DNA複製を促進する

という一連の分子機構の存在を示した６）．つまり，転写因

子は転写の際，転写開始複合体生成を促進するのと同様に

複製開始複合体の形成を促進することが明らかとなった．

一方，Runx１（CBFaB／AML１／PEBP２αB）はもともとマ

ウスに感染しがんを引き起こすポリオーマウイルスの en-

hancerに結合する因子として同定された転写因子である７）．

真核生物において染色体複製は「複製ファクトリー」と呼

ばれる，核構造上（核マトリックス）に形成される核内構

造体で起こると考えられる．興味ぶかいことに，Runx１は

核マトリックス上に存在している．そして，我々は Runx１

の核マトリックスへの局在が DNA複製活性化に必要であ

ることを示した８）．さらに，最近の解析の結果，LTも新た

に合成されたウイルスゲノム DNAも核マトリックスに局

在することからウイルスの複製が核マトリックス上の複製

ファクトリーで起こること，さらに Runx１はウイルス由

来のイニシエーター／ヘリカーゼである大型 T抗原の ori-

ginへの結合を in vivo で促進することを示した．これらの

ことから，Runx１は核マトリックス上で形成される複製

ファクトリーに複製開始点をリクルートすることによっ

て，DNA複製活性化を行うと考えられた９）．もともと複製

ファクトリーは宿主の複製の場であり，ポリオーマウイル

スはそれを「乗っ取って」いるわけである．そう考えると，

ここでみられた Runx１による複製起点の複製ファクト

リーへのリクルートは細胞の染色体複製においても機能し

ているのではないだろうか．また核マトリックス結合活性

をもつ転写因子は他にもみつかりつつあり，Runx１以外の

転写因子も染色体複製調節に関わる可能性があるだろう．

従ってウイルスの場合だけではなく染色体上でも，Runx１

は核マトリックス上で形成される複製ファクトリーに複製

開始点をリクルートするのではないだろうか（図１B）．

また，Runx１はヒトの急性骨髄性白血病のM２期に多く

見られる染色体転座のブレイクポイントにコードされてい

た AML１のマウスホモログである．この転座により生じ

る AML１-ETO（MTG８）はミエロイド前駆体細胞である３２

Dcl３細胞の顆粒球への分化を阻害した．このことはこの

キメラ因子の白血病原性の一側面を反映していると思われ

た１０）．このキメラ因子の白血病原性と Runx１のもつポリ

オーマウイルス DNA複製促進活性の関連は不明である

が，c-Jun，c-Fosなどの原がん遺伝子産物も PyDNA複製

を促進することを考えると，DNA複製制御の乱れと細胞

がん化の間には密接な関係があるのかもしれない．

２）出芽酵母 Sacchromyces cerevisiae を用いた研究

出芽酵母の ARS１は A，B１，B２，B３の各エレメントか

らなり，Aエレメントは ORCの結合部位，B２は DUE

（DNA unwinding element），B３は転写因子 ABF１の結合部

位である．これまで我々はこの B３エレメントに着目して

解析を進めている．我々も含めたいくつかの解析の結果，

B３に結合する転写因子が出芽酵母の DNA複製開始を正

にも負にも調節しうることがわかっている４，１１，１２）．現在，

我々はさらに解析を進め，この転写因子による複製の調節

は ORCを含む複製開始複合体の形成を促進することによ

ると考えている．その詳細な分子機構はまだ不明である

が，ウイルスだけでなく細胞の複製開始点においても転写

因子が複製開始複合体形成に関わると考えられる．

３）ショウジョウバエを用いた研究

近年，ショウジョウバエの DNA複製のメカニズムが明

らかになりつつある３）．主に卵壁（eggshell）の形成に必須

なコリオン遺伝子の増幅系が解析されている．この系では

他の生物同様ショウジョウバエの ORC（DmORC）が必須

であるだけでなく，転写因子 E２F（dE２F）１３）やそのヘテロ

二量体形成のパートナー DP（dDP）１３），がん抑制遺伝子 Rb

ホモログ（Rbf）１３），原がん遺伝子で転写因子の mybを含む

複合体（myb複合体）１４）が必須であることが示されている．

これら因子はコリオン遺伝子増幅系の複製開始点において

DmORCと共局在することが示されていることから，E２F

をはじめとする転写因子などのクロマチン結合性タンパク

質が DmORCを複製開始点にリクルートするのではない

図１B 転写因子が複製開始点を核マトリックス上に形成され
る複製ファクトリーにリクルートする．
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かと考えられ始めている．転写因子の DNAへの結合はそ

の周辺に様々な構造変化を引き起こすと考えられてい

る１５）．実際 DmORCには DNAに対する特異性はほとんど

ないが，DNAのトポロジーが DmORCの複製開始点への

親和性を上昇させることが示された１６）．転写因子のある種

のものは DNAの bendingなど構造変化を引き起こす．そ

のような DNA構造変化が ORCのリクルートに寄与する

こともあるかもしれない１７）．

４）哺乳類細胞を用いた研究

哺乳類細胞において複製開始点を同定する試みが数多く

なされてきたが，ゲノムの複雑さなどが壁となりなかなか

確定できなかった．しかし，最近の PCRをはじめとする

技術の進歩により，かなり精度良く複製開始点が同定され

つつある．いまのところ出芽酵母のような保存された配列

はみつかっていないが，約２０近くの複製開始点が同定さ

れており１８），特に周辺領域の転写活性との関連が指摘され

ている．今までに述べたウイルスや出芽酵母の結果から類

推すると，哺乳類細胞においても数多くある潜在的複製開

始点のうち，どこから実際に複製を開始するかを決めてい

るのは転写因子かもしれない．実際，ORC１，ORC２，

CDC６を強制的にプラスミド DNA上に結合させると，そ

こから DNA複製が開始することが示されている１９）．この

点は示唆に富んでいて，我々が主張している「ORCのリ

クルートが複製開始点を決める．」という仮説を実証して

くれたように思える３）（図１C）．

一方，哺乳類においても複製のタイミングに Rbが関与

していることが明らかになってきている２０）．DNA合成期

（S期）に DNA損傷が生じると，DNA合成を遅延させて

損傷部位の修復を待ついわゆる intra S phaseチェックポイ

ント制御が起こる．この複製遅延は本来 S期後期に複製

を開始する複製起点からの複製が抑制されることで生じる

ことが酵母で示されている．哺乳類細胞でも同様の制御機

構がはたらき，その過程に Rbタンパク質が関与すること

が示された．Rbは哺乳類細胞でも転写因子 E２Fと結合し

染色体上に局在するので，ここでも転写因子を介した複製

開始制御が行われている可能性があるだろう．

５． お わ り に

以上のように，転写因子のようなクロマチン結合性タン

パク質が複製開始に必須な因子の複製開始点への結合を調

節しているのではないかという証拠が種を超えて蓄積しつ

つある．転写因子の結合によってその周辺のクロマチン構

造がより「開いた」構造になるという知見１５）と考えあわせ

ると，ゲノムの維持に転写因子のこのような複製開始制御

が深く関わる可能性も強く，今後，この分野の研究の進展

から興味深い事実が浮かび上がることが期待されよう（図

１D）．
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進化分子工学による機能性ペプチドの創出
と低分子化へのアプローチ

は じ め に

生細胞の DNA上にある生体機能分子（タンパク質やペ

プチド）の設計図は，どのようにして書かれたのだろう

か？ その設計図はダーウィン進化の過程で DNA上に間

接的に書き込まれたと考えられている．すなわち，生細胞

は，長い年月をかけて突然変異を蓄積して分子多様性を発

生させ，選別を繰り返し，酵素のような高度な機能を持つ

タンパク質を獲得する．最近，このような自然界における

進化の過程「多様性の発生と選別」を人為的にコントロー

ルして，機能性タンパク質の創出を目指す進化分子工学

（自然進化と区別するためにコンビナトリアルバイオエン

ジニアリングとも呼ばれる）が注目されている．多様な化

合物を一挙に合成する「コンビナトリアルケミストリー」

が知られているが，進化分子工学では，化学合成だけでな

く，生物学的手法を組み合わせ，人工的な生体触媒や生理

活性分子を創出することを狙っている．すなわち，ファー

ジ表層提示法により，多様な分子ライブラリー（ペプチド

やタンパク質ライブラリー）を効率的にスクリーニングし，

目的とした機能を持つ生体分子を獲得する手法である．こ

こでは，立体構造を保持したペプチド（α-ヘリックス構造

など）の分子ライブラリーを利用する分子標的化合物の設

計法について紹介する．

１． 分子標的化合物の新手法

この数年来，分子標的化合物のリード化合物探索のため

に，標的タンパク質の立体構造をもとにした医薬品設計

（SBDD）やコンビナトリアルケミストリー（コンビケム）

に膨大な研究資金が投入されている．わたしたちは，これ

まで抗体工学で培ったファージ表層ディスプレイ技術１，２）と

ペプチド構造構築理論を組み合わせることにより，時間の

かかる標的タンパク質の立体構造解析（SBDD）や高価な

低分子ライブラリー（コンビケム）を必要としない新しい

リード化合物検索法を提案している（図１）．すなわち，

図２に示すように，強固な立体構造（α-ヘリックスなど）

を持つペプチドの分子ライブラリーを構築し，これを

ファージ表層に提示することにより，標的タンパク質に作

用するペプチドを効率よくスクリーニングする（	）．こ

のライブラリーから得られるペプチドは，強固な立体構造

を持っているのでファーマコフォアとその空間配置を容易

に決定することができる（�）．この立体構造情報をもと

に低分子リード化合物を設計する（�）．

２． 立体構造規制ペプチドライブラリーの分子設計

近年，ペプチドライブラリーを用いるリード化合物探索

法が，医薬品開発に利用されるようになってきた．しか

し，従来のペプチドライブラリーでは，個々のペプチドが

フレキシブルな構造を持つため，エントロピーの損失が大

きく，高い結合活性や生物活性を期待するのが難しい．ま

た，フレキシブルなペプチドからはファーマコフォアの三

次元情報が得られず，低分子化合物の分子設計に繋がらな

い．そこで，このような問題点を解決するために，立体構

造を持つペプチドライブラリーを作製するための方法論を

開発した．これにより，高い生理活性ペプチドを見いだす

と同時に，低分子化するための三次元構造情報を得ること
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