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要旨 

 細胞が何らかの異常を検知すると、チェックポイント機構が働き、細胞周期を特定

の位置で停止させる。S 期チェックポイントは、染色体 DNA 上の障害等により複製フ

ォークの進行が阻害された際に、細胞周期を停止させ、効率的に DNA 複製・修復・組

換えを制御する機構である。最近、S 期チェックポイントメディエーターが、チェッ

クポイントの活性化における機能とは独立に、複製フォーク複合体とともに複製フォ

ーク上を移動し、複製フォークを保護し安定化する機能を持つことがわかった。本稿

では、S 期チェックポイントメディエーターによる複製フォーク進行制御を中心に、

最新の知見を紹介する。 

 

はじめに 

 

真核細胞がゲノムを安定に維持するためには、細胞分裂の度に正確な DNA 複製や染

色体分配を行なう必要がある。しかし細胞は、放射線や化学物質など細胞内外に存在

する DNA 損傷因子により常に危険な状態に曝されている。DNA 複製装置であるレプリ

ソームは、S期において染色体 DNA を複製しながら移動するが、損傷を受けた DNA 領

域に到達するとその運動を停止し、しかるべき修復を待つ。このとき、S 期チェック

ポイントと呼ばれるシグナル伝達が活性化し、別の複製起点での新たなレプリソーム

の形成や細胞周期の進行を抑制する。同時に、S 期チェックポイントは、複製フォー

クの停止とその安定化に寄与する。このチェックポイントが正常に働かない場合、染

色体 DNA に変異が蓄積し、がん化が誘発される。しかし、S 期チェックポイントがど

のような分子機構で活性化され、複製フォークの安定化を実現しているのか解明すべ

き謎は多い。 

本稿では、最初に S期チェックポイント経路におけるメディエーターの機能につい

て概説する。そして、近年急速に解明されつつあるメディエーターを介した複製フォ

ーク進行制御について最新の知見を紹介する。 

なお、基本的にヒトでの遺伝子・タンパク質名を使用し、分裂酵母や出芽酵母等の

遺伝子・タンパク質の場合には、その右肩にヒトホモログ名を付した（表）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

１．S期チェックポイントシグナル伝達経路 1) 

 

 S 期チェックポイントシグナル伝達経路は、大きく分けて次の４つの素過程、１）

DNA 複製障害や DNA 損傷などの異常を検知するセンサー(sensor)、２）検出された異

常をターゲットに伝えるトランスデューサー(transducer)、３）チェックポイントへ

の作用を直接行うエフェクター(effector)、４）チェックポイントシグナルが最終的

に作用するターゲット(target)、から構成されている（表）。これらの因子の多くは、

放射線や DNA 損傷を引き起こす薬剤に高感受性を示す変異体の解析から発見された。

以下に各過程についてごく簡単に述べる。 

１）センサー 

ヌクレオチドプールの枯渇や DNA 損傷による DNA 複製障害が起こると、PI3 キナー

ゼファミリーに属する ATM や ATR が活性化する。ATR は ATRIP とヘテロ二量体を形成

する。ATRIP は ssDNA(一本鎖 DNA)-RPA(replication protein A)複合体に結合し、ATR

を DNA 複製フォークの停止部位に導き、ATR-ATRIP キナーゼの活性化を引き起こす。

しかし、ATR-ATRIP キナーゼの活性化だけでは、下流のキナーゼにシグナルを伝達で

きず、Rad17 チェックポイントクランプローダー複合体(Rad17-Rfc2-5)が、PCNA 様

構造をとる9-1-1(Rad9-Hus1-Rad1)チェックポイントクランプ複合体をDNA上にロー

ドする必要がある。この ATR-ATRIP の活性化と 9-1-1 複合体の DNA へのローディン

グは独立的に起こる。両者が S 期チェックポイントのセンサーとしてどのように協

調し合って機能しているのかはまだ不明な点が多いが、ごく最近、DNA 上にロードさ

れた Rad17 が ATR によりリン酸化を受け、後述するメディエーター分子 Claspin と

相互作用すること、そしてその結果 ATR が Claspin をリン酸化し、Chk1 の活性化が

起こるということが報告された２)。 

２）トランスデューサー 

トランスデューサーとしてChk1,Chk2の 2つのセリン/スレオニンキナーゼが挙げ

られる。Chk1,Chk2 は活性化された ATM や ATR により直接リン酸化・活性化され、そ

の下流の細胞周期制御因子であるエフェクターの働きを調節する。S期チェックポイ

ント経路において、哺乳類では Chk1、分裂酵母では Cds1Chk2、出芽酵母では Rad53Chk2

が中心的な役割を果たしている。 

３）エフェクター 

 細胞核内全体に存在する Cdc25A や Wee1 などがエフェクター分子として働く。活

性化されたトランスデューサーによってリン酸化制御を受けたエフェクターは、DNA

複製障害や DNA 損傷などの異常のシグナルをターゲットに伝達する。 

４）ターゲット 

 最終的に、S 期チェックポイントシグナルは CDK の活性を抑制することで細胞周

期の進行を遅延させる。それ以外に、後期複製開始点のファイアリングの抑制、DNA

修復酵素の転写応答の活性化、そして複製フォークの安定化と停止した複製フォー

クの進行の再開に関わる因子群を制御する。 

 

２．S期チェックポイントメディエーターの同定とその機能 

 

１）S期チェックポイントメディエーターの同定 



ATM,ATR がいかにして発生したシグナルの種類を識別し、Chk1,Chk2 キナーゼを区

別してシグナルを伝達しているかについては謎であった。分裂酵母では Rad3ATRが G2

期における DNA 損傷に応答して Chk1 を、一方 S 期での DNA 損傷や複製フォーク障害

に対しては Cds1Chk2 をそれぞれリン酸化・活性化することで細胞周期の停止を行う。

筆者らは、Cds1Chk2 の活性化に特異的に必要な因子 Mrc1Claspin(mediator of the 

replication checkpoint 1)を遺伝学的手法により発見した３)。Mrc1Claspinは S 期特異

的に発現し、DNA 複製障害に応答した Cds1Chk2 のリン酸化・活性化に必要な因子であ

る。出芽酵母でもほぼ同時期に、S期チェックポイントにおいて Rad53Chk2の活性化に

必要な因子として Mrc1Claspinが見いだされた４）。両酵母の Mrc1Claspinはタンパク質レベ

ルでの相同性は比較的低いものの、機能的ホモログであるといえる。一方、アフリカ

ツメガエルの系で、リン酸化型 Chk1と結合する分子として Claspin が同定された５)。

Claspin は広く脊椎動物間で保存されており、DNA 複製フォークの停止による ATR 依

存的な Chk1 の活性化に必要であり、酵母 Mrc1Claspinと同様に S期チェックポイントの

メディエーターとして機能する。 

 

２）S期チェックポイントにおけるメディエーターの機能６) 

それでは、S 期チェックポイントシグナル伝達経路において、どのような分子機構

でメディエーターが機能しているのであろうか。筆者らは分裂酵母のシステムでこの

問題に取り組み、次のようなモデルを提唱した（図１）7,8,9)。S 期での DNA 損傷や複

製フォーク進行障害に応答して、Mrc1Claspinの Thr645が Rad3ATRによってリン酸化され、

Mrc1Claspinと Cds1Chk2の FHA ドメインとの間に相互作用が生じる。その結果、Rad3ATRが

Cds1Chk2を特異的な基質として認識できるようになり、Cds1Chk2の Thr11 をリン酸化（初

期リン酸化）する。この初期リン酸化により、もう１分子の Cds1Chk2の FHA ドメイン

がリン酸化 Thr11 領域と結合してホモ二量体を形成し、Cds1Chk2 のキナーゼドメイン

内に自己リン酸化を誘発して、Cds1Chk2 キナーゼは高活性化状態となる。出芽酵母で

も同様の機構が働いていると考えられている。しかし、脊椎動物の S期チェックポイ

ントでは、ATR による Claspin のリン酸化が直接的でないこと、さらに FHA ドメイン

を持たない Chk1 がエフェクターキナーゼとして働くことから、その分子機構は異な



っていると考えられる。 

 

３．メディエーターの分解によるチェックポイント停止からの回復 

 

S 期チェックポイント関連因子のうちで、分裂酵母 Mrc1Claspinをはじめとするメディ

エーターは S期特異的な発現パターンを示す唯一の因子であり、メディエーターは複

製フォークの進行とS期チェックポイントを連動させる極めて重要な因子であるとい

える。 

Claspin の S 期特異的な発現は、転写時および翻訳後の両方の制御によるものだと

考えられていた。Claspin 遺伝子は、S 期移行制御を司る転写因子 E2F により転写レ

ベルで制御を受ける。一方、ごく最近、翻訳後レベルの制御に関して報告が相次いだ
10,11,12)。それらをまとめると次のようになる（図２）。 

 
哺乳類 Claspin は、SCF 複合体をユビキチン E3 リガーゼとするユビキチン化により

M期開始時にタンパク質分解制御を受ける。この過程は、Fbw1/ β-TrCP を F-box 認識
サブユニットとする SCFβ-TrCP複合体と Plk1(Polo-like kinase-1)キナーゼに依存する。

まず、Plk1 は Claspin と結合し、Claspin の N 末端側に存在する DSGΦXS（Φ：疎水

性アミノ酸、X：任意のアミノ酸）配列からなる β-TrCP phosphodegron と呼ばれる認
識モチーフの 2 つのセリンをリン酸化する。Plk1 によりリン酸化を受けた Claspin

は、SCFβ-TrCP複合体に認識されユビキチン依存的に分解される。phosphodegron に変異

を導入すると、Claspin は SCFβ-TrCP 複合体に認識されず、タンパク質分解による制御

を受けず安定化する。その結果、Chk1 の活性化状態が長く維持され、S期チェックポ

イント応答からの回復が遅延し、M期への進行が遅れる。よって、SCFβ-TrCP複合体依存

的な Claspin の分解が、S 期チェックポイント応答からの回復のタイミングを制御し

ているということになる。 

一方、アフリカツメガエルの系では、Plk1 によりリン酸化を受けた Claspin はクロ

マチンから解離することでS期チェックポイント適応(adaptation)反応を成立させて

いると報告された 14）。アフリカツメガエル Claspin にも β-TrCP phosphodegron は保



存されており、クロマチンから解離した Claspin が同様の分解制御を受けるのかどう

か、今後の進展が待たれる。これらの制御において、キーとなる Plk1 自体の制御お

よび Plk1 が Claspin を標的とする機構などは今後明らかにされるべき問題である。 

また、Chk1 は S 期における Claspin の安定化に関与しており、Chk1 による Claspin

の分解抑制の機構の存在も示唆されている。さらに、DNA 損傷応答制御において、ユ

ビキチン化されたClaspinが脱ユビキチン化酵素USP28により脱ユビキチン化される

という報告 13)もあり、Claspinはユビキチン化と脱ユビキチン化の両方の制御を受け、

厳密にそのタンパク質量が制御されていると考えられる。 

通常の複製フォークの進行時でも、複製障害は多少なりとも生じているので、これ

らの機構が通常のS期の進行中にも働いていると考えるのが自然であろう。筆者らも、

分裂酵母において Mrc1Claspinが SCF 依存的なタンパク質分解制御を受けることを見い

だしており（未発表データー）、この制御は S 期チェックポイントメディエーターに

共通する制御機構であると思われる。 

 

４．メディエーターによる複製フォーク制御 

 

複製フォークには、その進行をモニターし、緊急時に複製フォークを保護する因子

が付随していることが最近明らかになってきた。それらは、出芽酵母 Mrc1Claspin が複

製フォーク複合体とともに複製フォーク上を移動することが示されたことに端を発

する 15)。脊椎動物の Claspin についても同様の報告があり 16)、生物種に関わらずメデ

ィエーターに普遍的な機構と推察される。さらに、出芽酵母で Mrc1Claspin の機能が欠

損すると複製フォークの進行速度が低下することから、Mrc1Claspinが通常の複製フォー

クの進行にも関与していることが示唆され 15,17,18）、アフリカツメガエル Claspin にお

いても同様の傾向が報告されている 16)。驚いたことに、これらには２－２）で示した

ようなチェックポイント活性化における Mrc1Claspin のメディエーター機能を必要とし

ない 15,17,18）。複製フォークの進行速度の低下は、Mrc1Claspin の機能欠損により生じた

DNA 損傷が、損傷チェックポイントを活性化することによる間接的なものである可能

性も排除できない。実際、筆者らは分裂酵母 Mrc1Claspinの機能欠損により、HU で処理

していない通常の細胞において、DNA 二本鎖切断部位に集まる Rad22（出芽酵母 Rad52

ホモログ）により認識される DNA 障害が生じていることを見いだしている（図３:未

発表データー）。このことは、Mrc1Claspin 欠損により複製フォークの不安定化が生じて

いることを示唆する。現時点では、Mrc1Claspinが複製フォークの進行にどのように貢献

しているのか、その分子機構は謎である。 

さらに、白髭らは ChIP-on-chip 法による HU 添加時の複製領域と複製伸長因子の相

対的な位置についての詳細な解析により、出芽酵母 Mrc1Claspinが Tof1Tim1とともに複製

伸長複合体の統合性の保持に必要であることを明らかにした（図 4）19）。S 期チェッ

クポイントのシグナルの発生には、複製フォーク停止の際に DNA ヘリカーゼと DNA ポ

リメラーゼが脱共役することにより生じるある程度の長さのssDNA-RPA複合体領域が

必要であることが報告されている 20)。しかし、Mrc1Claspinや Tof1Tim1の機能を欠損させ

ると、新鎖 DNA 合成を伴わず DNA ポリメラーゼと DNA ヘリカーゼが先行し、複製領域

より 2~3 kb 離れた位置で停止する。つまり、Mrc1Claspinや Tof1Tim1は、複製フォーク

停止時にDNAヘリカーゼとDNAポリメラーゼの脱共役を安定に成立させる働きを持つ

と考えられる。Tof1Tim1は Csm3Tipinとのヘテロ二量体を構成し、FPC（フォーク保護複

合体）として機能する（表）。以上のことより、Mrc1Claspinと FPC は複製開始時に複製



フォークにロードされ、MCM や Cdc45 と相互作用しつつ複製フォークの進行をモニタ

リングし、複製フォークの進行に問題が生じたときには、複製フォークを保護し安定

化するという役割を持つと考えられた（図 4）。この安定化作用が、S期チェックポイ

ントの活性化に必要とされる。また、複製後の姉妹染色分体が分配されるための接着

（cohesion）の確立にも、これらの複製フォーク保護因子が関与することが示唆され

ている 21)。 

 
上述のように、FPC は Mrc1Claspinとともに、複製フォークを保護し安定化する役割を

果たしている。その一方で、出芽酵母および分裂酵母 FPC は、複製阻害点(RFB)にお

ける複製フォーク進行阻害活性にも必要とされる 22,23)。興味深いことに、RFB におけ

る複製フォーク進行阻害には Mrc1Claspinは必要とされない 24)。これらは、複製フォー

クの進行阻害の様式の違いで説明されている 24,25)。通常、複製フォーク進行中、

Mrc1ClaspinとFPCの機能により、DNAヘリカーゼとDNAポリメラーゼの共役が維持され、

複製フォークは保護され安定に維持される。ヌクレオチドプールの枯渇や S期の損傷

などによって、複製フォークが停止した場合、DNA ヘリカーゼと DNA ポリメラーゼの

脱共役が起こり、S 期チェックポイントの活性化を引き起こす。一方、Fob1(fork 

blocking function)タンパク質に依存した RFB における複製フォーク進行阻害の場合、

複製フォークは崩壊し、それに伴い DNA ヘリカーゼや DNA ポリメラーゼは DNA から解

離してしまう。RFB での複製フォーク阻害を成立させるために、FPC は Rrm3 ヘリカー

ゼの働きを抑制し、Fob1 をその場に維持する働きを持つと考えられている 24)。出芽

酵母での解析では、HU 処理による複製フォークの停止の際には、約 300 塩基の ssDNA

領域が生じるが、Fob1 に依存した RFB による複製フォーク停止の場合には、たった数

塩基の ssDNA しか発生しない 25)。このことは、RFB による複製フォーク停止は S期チ

ェックポイントの活性化を引き起こさないという結果とよく一致する。 



 
おわりに 

 

S 期チェックポイントは、複製フォークの停止と、停止した複製フォークの安定化

に寄与する。このチェックポイントが正常に働かない場合、染色体 DNA に変異が蓄積

し、がん化を誘発する。今後、これらの因子による複製フォークの構築、進行におけ

る生化学的機能の解明が、重要な課題である。 
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