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研究課題別評価                           

 

１ 研究課題名：胎児形成における DNA 複製酵素系の制御機構 

 

２ 研究者氏名：桑原一彦 

 

３ 研究の狙い： 

 臓器形成においては未分化な前駆細胞がまず増殖によってその細胞数を増加させて、臓器を形成

する上で十分な規模に達した後、分裂をとめて機能的細胞へと分化させるものと考えうる。このモデ

ルは神経細胞の分化による大脳層構造の形成や各種感覚器官の形成、血液幹細胞からの血液細

胞の形成の進行を説明しうるものである。本研究でテーマとする GANP はリンパ細胞の抗原刺激で

増殖をして分化するプロセスで発現上昇する分子であるが、RNA プライマーゼ活性を有しており、ま

た DNA複製に必須なMinichromosome Maintenance protein の MCM3 と結合することから、分裂期

の DNA 複製と様々な遺伝子ストレスに対して遺伝子を保護・修復する機能を有する分子であると仮

説している。これまでの研究成果は GANP が特に、臓器形成のごく初期に必要であることを示してい

る。遺伝子欠損マウスを作製したところ、ホモ欠損マウスは胎生致死で、その大脳新皮質では未分

化神経細胞の増殖と分化の統御が乱れていた。RNAプライマーゼGANPはMCM3 と結合することよ

り、DNA 複製の制御を通して細胞の増殖、分化を調節しているものと考え、胎児形成、特に大脳皮質

形成における GANPの機能解析を通して、細胞増殖のオン・オフから分化へのスイッチの機構を明ら

かにすることを目指している。 

 

４ 研究成果： 

I) GANP プライマーゼドメインの構造解析 
 GANP 分子を蛋白質として純化し、結晶解析による機能モジュールを決定することを目指し、数々

の機能蛋白質の結晶化に成功している熊本大学大学院医学薬学研究部の山懸ゆり子教授と様々な

アプローチを試みた。核内蛋白質に共通の性質として DNA と強力に結合する性質を有している、全

体は 210-kDa で精製が容易でない、金属に結合する性質を有する、など多くの問題があり容易では

なかったが、RNA プライマーゼ領域のみのリコンビナントの作製をして、金属フリーカラムを用いて高

度精製することができた。しかし、まだ精製リコンビナントの結晶化の至適条件を広範に解析していく

必要がある。これと並行して進めているアプローチとして GANP 蛋白質の純化において結合している

分子を解析した。TAPベクターによって 293T細胞に強制発現したGANP分子と結合する蛋白質を明

らかにする方法から、これまで少なくとも３カ所の GANP の領域が機能ドメインとして結合する蛋白質

(MCM3、G5PR、その他新規分子２種類)を示している。これらの解析はGANPの有する分子機能を明

らかにする上で有力な情報を与えている。 

II) 神経特異的GANP欠損マウスの作製及び解析 
 GANP ホモ欠損胎仔の大脳新皮質で神経細胞の増殖と分化の統御が乱れていることから、少なく

とも初期の脳形成に必須であることが明らかになっている。次に、果たしてGANPは脳神経細胞の初

期分化において特異的に機能するのかそれとも成熟の後にも機能して大脳層構造の形成に影響す

るのかが疑問として残る。GANP ホモ欠損胎仔は胎生 12 日までで全例死亡するため、コンディショナ

ル GANP 欠損マウスを作製し、Synapsin I-Cre マウスと交配して神経特異的 GANP 欠損マウスを得

た。このマウスは正常に生まれ、胎生 16 日の大脳層構造には特に異常を認めなかった。大脳層構

造形成で異常を認めない理由として、Synapsin I の発現時期で GANP を欠損させても大脳の未分化
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神経上皮ではそれほど効果がないことが考えられた。すなわち、脳神経細胞の前駆細胞が増殖して

その増殖期から細胞分化を行う過程では必須な機能であるが、単なる細胞増殖の時期や、分化した

後の臓器形成においては主とした役割を行っていないものと考えられた。一方、小脳ではプルキンエ

細胞の高度脱落が認められた。行動解析でも異常を認めたことから、GANPは胎生16日頃の小脳の

機能に関わる分化ステージで必要なことが明らかになった。これらの解析から、GANP 分子の作用点

は特に細胞の分裂増殖から分化の盛んな時期の細胞であることが示唆され、本研究の狙いである 

細胞の増殖から分化へのまさにその時点で機能していることを裏付けたものと考えている。現在、こ

のことをさらに実証する為に、分化発達のより早期でのGANP欠損をおこすnestin-Creマウスとの交

配したマウスの解析を行っている。 

III) GANPに結合する機能分子群の同定 
 GANPの機能を明らかにする目的で結合分子の同定を酵母ツーハイブリッド法とプロテオミクスによ

って行った。プロテインホスファターゼ制御因子 G5PR と機能未知の分子 THP-1 を同定することがで

き、それぞれのコンディショナル遺伝子欠損マウスの作製も行った。Synapsin I-Cre マウスとの交配

により神経特異的遺伝子欠損マウスを作製した。これまでのところコントロールマウスと比べて臓器

形成上は特に異常は認めていないが、G5PR 欠損を免疫系の B リンパ細胞で欠損すると、抗原刺激

に対して細胞死の感受性が上昇することから、GANP/G5PRの分子複合の機能は臓器形成における

刺激伝達の標的となっていることが示唆された。このことは細胞の増殖のオン・オフから分化という観

点から極めて重要なことであると思われるので、新しい研究展開を進める必要がある。 

IV) GANPの機能ドメインの解析 
 GANP の中央部分 600 アミノ酸は酵母相同分子 Sac3 と 23%の相同性がある。本研究でこの Sac3

相同領域の機能解析を進めた。Sac3 相同領域のみを有する新規分子 SHD1 を同定してその発現及

び機能を調べた。SHD1は特に中心体や紡錘体に局在が限局していて、SHD1をsiRNAで発現低下さ

せると、中心体複製が起こらず単一の状態で染色体分配に入るため、微小核を多数形成する異常を

起こす。また過剰発現すると中心体の分配が多極になることから染色体の aneuploidy を生じた。この

loss-of-function と gain-of-functionの結果からSHD1が中心体複製や染色体分配に重要であること

を明らかにした。Sac3 相同領域が細胞周期、特に M 期制御に関与することより、GANP が臓器形成

で必要なのはこの細胞周期を調節する機能を有することによるものと考えられた。 

V) GANPの遺伝子組換えにおける役割 
 2003 年に Aguilera らにより Sac3欠損酵母が hyperrecombination を呈することが示された。哺乳動

物のGANPは酵母の Sac3 の領域以外に RNA プライマーゼ領域と MCM3 結合領域を共に有するよ

り複雑な機能に関わる分子であると考えられる。GANPの DNA hyperrecombination に及ぼす影響を

見ることは哺乳動物の臓器形成時の生じる DNA 損傷をどのように保護・修復しているかを明らかに

するためには避けられない。そこで、GANP の遺伝子組換えに及ぼす影響を明らかにするため

Intra-chromosomal 及び Extra-chromosomal assay を用いた。興味あることに両アッセイによって

GANPが遺伝子組換えに対して積極的に制御する機能を有している。GANPのSac3の領域、RNAプ

ライマーゼ領域とMCM3結合領域のすべてが存在することによって遺伝子の相同組み替えを抑制す

ることが示された。さらにこの組換え制御の作用点はDNAの二重鎖切断後であることが明らかとなっ

た。 

 

５ 自己評価： 

 本研究では、GANP が RNA プライマーゼ活性を持つこと、DNA 複製に必須の分子MCM3 と結合す

ることの二点から、GANPが胎児形成における DNA複製に関与するということを前提条件として研究
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計画を組み立てた。さらにこのDNA複製異常がGANPホモ欠損胎仔の大脳新皮質形成障害に影響

を与えると予測して研究を開始した。（１）GANP のβプライマーゼ領域は哺乳動物に特有の機能分子
であることからその構造決定によって、これまで知られているαプライマーゼとの相違を知ることがで
きる有力な手段と考えて研究を進めたが、この分子の結晶化は容易ではなかった。しかし、この過程

で蛋白質純化が進み、それと結合する機能分子を明らかにすることができた。プロテオミクス解析を

連動させ、現在４種類の結合分子の機能との関連を解析している。GANP分子は細胞内でDNA複製

の制御分子であることをほぼ明らかにしたが、その際に細胞外からの信号が DNA 複製、修復に至る

信号伝達経路に関しての機能分子 G5PR の同定に至っている。この成果は臓器形成に関わる細胞

外信号の解析へと展開していくものとしての起点となりうるものと考えている。 

 蛋白質結晶化の試み以外では大きな進展があったと言える。（２）２種類の GANP 欠損マウスの解

析から GANP の機能は神経細胞の増殖から分化の時期に関わっていることが明らかになった。これ

らの成果と nestin-Cre マウスの成果を集積して発表する。（３）結合分子、関連分子の解析は GANP

分子が細胞の分裂において必要であることを示した。一部既に論文発表を行ったが、さらに遺伝子

欠損マウスの解析結果を報告する。（４）GANPがDNA組換えを抑制する効果を持つということを見い

だした。酵母のαプライマーゼでは、DNA複製だけではなくDNA修復にも関与すると報告されており、
GANP が DNA 修復系に関わる遺伝子組換えの制御を抑制するという結果は、RNA プライマーゼとし

ての本来の機能とかけ離れたものではないと考えている。GANP が細胞生物学的に極めて重要な役

割を果たすことを明確に示すことができた。この成果に関して発表を計画している。今後 GANP の臓

器形成における機能をさらに解析していきたい。 

 

６ 研究総括の見解： 

 胎児形成期におけるDNA複製に関与すると想定したGANPの機能を、ことに大脳皮質の形成に注

目して解析した。Conditional Knock Outマウスを作成してその解析を進め、分裂増殖から分化にかけ

ての盛んなDNA複製にGANPが深く関わっていることを明らかにした。さらに、この分子がDNA組換

えの制御をも担っていることを明らかにした。「分化のスイッチ機構」にまで研究が及ばなかったとは

いえ、本研究の成果は胎児形成における増殖と分化の制御機構を解明する上で、基本的に重要で

あると評価でき、今後の飛躍的展開が十分期待できる。 
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