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題目 ﾋﾄ細胞における染色体複製因子機能ﾈｯﾄﾜ-ｸの解析
-pCNA結合因子の網羅的な同定-

-ORC複合体形成制御とその機能-

する多 くの因子は､

関与し､細胞周期の制御下において複製､修復､遺伝子発現からのｼｸﾞﾅﾙに対して細胞
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を正常に保つために重要な役割を担っていると考えられるoさらに､これらの因子間で形
成されるより大きな機能的ﾈｯﾄﾜ-ｸによりそれぞれの機能が協調的に機能しｹﾞﾉﾑ情
報の安定な推持伝達を行っていると考えられるo本研究ではﾋﾄ染色体複製の開殆反応お
よび合成反応において染色体上での他の複製因子の足場としての役割を持つ因子である
oRC (0rigin Recogmition Complex)とpcNA (Proliferating Cen NuclearAntigen)に着目し､

ORCについては複合体形成とその制御に関する解析を､また､ pcNAについては結合因子
の網羅的な同定により新たな機能ﾈｯﾄﾜ-ｸの探索を行った｡

<PCNAを中心としたﾀﾝﾊﾟｸ質のﾈｯﾄﾜ-ｸの解明>

DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ∂ (pol∂)の補助因子pcNAは､ 3量体からなるﾘﾝｸﾞ構造を有し､
中心部の穴にDNAが貫通してDNA上をｽﾗｲﾃﾞｲﾝｸﾞする機能を持ち､様々な因子を
DNA上につなぎ留めるｸﾗﾝﾌﾟとして機能しているoｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-であるRFCとの⊥丘ｺﾞ^ Ir_TﾅJ ■ヽ_､ｰ､ ､ -ｰ /ｰU一′くy.Lu ヽｰｰヽ′./

複合体形成によりそのﾘﾝｸﾞ構造に-時的に切れ目が入り､ DNA上にﾛ-ﾄﾞされるo po1
6はDNA上のPCNAと結合すると､鋳型から外れることなく長いDNAを合成できるよ
うになる｡近年､ pol∂､ ⅣCの他にさまざまな方法を用いて細胞周期制御､ DNA修復､
染色体情報の推持に関わるﾀﾝﾊﾟｸ質がpcNA結合因子として同定され､いくつかの因子

についてPCNAにより活性が促進されることが示されたoこのことからpcNAはpo16の
補助因子として働くほかに､複製された染色体の機能推持の中心的役割を持つと考えられ
るo従って､ PCNAの従来知られている機能にとらわれず､ pcNA結合因子を網羅的に明
らかにすることは非常に意義深いと考えられるoそこで､ﾋﾄ293細胞の細胞質抽出液
(slOO)と核抽出液(NE)からpcNAをﾘｶﾞﾝﾄﾞとしたｱﾌｲﾆﾃｲ-ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌ
ｲ- (PCNAｶﾗﾑ)によりpCNAに特異的に結合する20種以上の因子を精製した.こ
れらの因子をｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ､ｱﾐﾉ酸配列分析法および質量分析装置を用い
て同定を試みたところ､ Slbo､ NEからそれぞれ19個と31個の因子が同定され､このう
ちこれまでに報告のあるPCNA結合因子がそれぞれ12個と16個含まれていた.よって､
pmA結合因子の網羅的な精製法としてPCNAｶﾗﾑが有効であることが示されたoまた､
同定法として質量分析装置を導入することで微量な核内因子の解析も通常の培養､精製ｽ
ｹ-ﾙで効率よく同定できることが示されたo NEからの残りの因子のなかには､修復､
転写に関わる因子であるDNA-dependent protein kinase､ Ku80､ Ku70､NDHII､ RPAl､ RuvB_like
protein2､ Myb bindingproteinが同定されたことから､様々なｲべﾝﾄにおいてPCNAが機
能していることが予想されたoさらに､ slOOとNEの双方から､曲NA配列(AAHO6278)rh☆′Tヽrrr一士ﾋ地JTl.^ ___ __. r_ｰ,ｰ........ _ ,_ _.

由来の出芽酵母のCHL12と相同性のあるﾀﾝﾊﾟｸ質が同定された
ｰ~ ~ ~¶ r ,r~▼′~■r r｢■.J ヽ

｡ CHL12は出芽酵母の
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らﾁｪﾂｸﾎﾟｲﾝﾄ､ に関与し､ RFClと-次構造が似ていること
が知られている.実際に､昆虫細胞でのﾋﾄCHL12およびRFC2-5が新規のｸﾗﾝﾌﾟﾛ-
ﾀﾞ-型の複合体となり､精製したpCNAと特異的な結合をすることが確かめられた｡よっ
て､ CHL12NC2-5はpcNAをﾀ-ｹﾞｯﾄとする新規のｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-として機能する
ことが示唆された｡

<ﾋﾄORC複合体形成の解析>
出芽酵母のORCは細胞周期を通して6つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄから成る安定な複合体として
複製開始点に結合し､複製開始前に他の複製因子が複製閲殆点と相互作用するための染色
体上の足場として機能していると考えられている｡ﾋﾄにおいても6つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄに
対応するﾀﾝﾊﾟｸ質(oRCl-6)の存在が示されているが､細胞内での機能はもちろん､他
の複製因子､さらにORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ間の相互作用も明らかにされてない｡そこで､ﾋ
ﾄORCの複製開始における機能を明らかにするために､ ORCの複合体形成について解析
を行った｡ HeLa細胞抽出液からﾋﾄORCに特異的な抗体を用いて免疫精製を行ったとこ
ろ､ ORCl､ 2､ 3､ 4､ 5から成るORCl-5複合体が細胞内に存在することが示された｡ま
た､全てのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄはｸﾛﾏﾁﾝ結合画分に見いだされることを考え合わせると､ﾋ
ﾄORCは出芽酵母の場合と同様に複合体として複製開姶点に結合することが予想された｡
しかしながら､同調細胞を用いた実験からORC2-5は細胞周期を通して一定量存在するの
に対し､ ORClはGl期に-過的に増加し､その後､ s期の進行に伴って減少することが明
らかとなった｡ S期におけるORClの分解は26Sﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑの阻害剤MG132で阻害
されることから､ ORClの分解はﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑの分解経路に依存すると考えられる｡さ
らに､抗oRCl抗体と抗oRC2抗体を用いた免疫沈降実験から､このORClの増加に伴っ
てGl/S期にoRCl-5複合体が形成されることが明らかとなった. ORCの全てのｻﾌﾞﾕﾆ
ﾂﾞﾄが細胞周期を通して一定量存在し､安定な複合体を形成している出芽酵母とは異な
り､ﾋﾄではORClの量に依存してORC複合体の形成が制御されていることが明らかと
なった｡ところで､ ORClは常にDNase I不溶画分に存在し､単にｸﾛﾏﾁﾝと結合して
いるのではなく､何らかの核構造と相互作用していると考えられる. -方､核構造と相互
作用するORC2の割合がGl/S期に増加すること､細胞内のORClの量をsiRNAを用
滅少させたとき､核構造と相互作用するORC2の割合が減少したことから､ ORC2､
らくは他のORCのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾞﾄはoRClと核構造との相互作用を利用して､ Gl/S

い

お

期

ORCl-5複合体として核構造上に存在すると考えられる｡また､ ORClに対するsiRNA
理によりORCl-5の複合体形成を阻害すると､ｸﾛﾏﾁﾝ結合画分に存荏するMCM は
少した｡また､ CDC6に対するsiRNAにより細胞を処理しても同様の結果が得られた｡

て

そ

に

処

減

従

って､ ORClを含むORC複合体はCDC6とともに働く.ことによってｸﾛﾏﾁﾝ上にMCM
をﾛ-ﾄﾞすることにより複製開始複合体(pre-RC)の形成に深く関与することが明らかと
なった｡本研究により明らかとなった､複製開始複合体の形成活性をもつORC複合体が
ORClの量に依存して細胞周期特異的に形成されるｼｽﾃﾑは､酵母と比較して非常に長
いS期をもつ動物細胞に再複製の防止機構として新たに加わったものと考えられる｡また､
複製開始点の核内配置はそれぞれの複製開姶点の開始時期のみならず遺伝子の機能発現と
も密接に関係があることが古くから知られており､今回見いだしたORC複合体と核構造
との相互作用は､複製開始制御のみならず動物細胞における高次機能発現制御のﾒｶﾆｽﾞ
ﾑを内包していると考えられる｡
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第1章

序論

遺伝情報を担う染色体DNAが細胞増殖の過程で親細胞から娘細胞へと正しく受け

継がれていく過程にはさまざまな機構が関与しているが､その中で､染色体DNAが

複製されることが必須のｲぺﾝﾄである｡したがって､ DNA複製機構の解明は､生

物のあらゆる生命現象の理解のための基盤となる｡

複製の基本的なしくみ､遺伝学的､生化学的な方法を駆使して原核生物の染色体､

ﾌｱ-ｼﾞ､ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを材料にして解析されてきた(Kornberg et al., 1992).これら

の解析から､複製はｹﾞﾉﾑ上で無作為に始まるのではなく､複製開始点(replication

origin)とよばれる特定領域から閲始することが示された｡複製開始領域に存在する

開始制御配列(ﾚﾌﾟﾘｹ-ﾀ-)とその配列を識別する開始制御因子(ｲﾆｼｴ-

ﾀ-)により制御される複製単位をﾚﾌﾟﾘｺﾝと呼ぶが､大腸菌や枯革菌などの真

正細菌の染色体とそのﾌｱ-ｼﾞｹﾞﾉﾑやﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNA､およびSV40などのｳｲ

ﾙｽｹﾞﾉﾑはいずれも1個の開始点と終結点から構成されるﾓﾉﾚﾌﾟﾘｺﾝである｡

ﾓﾉﾚﾌﾟﾘｺﾝの代表である大腸菌染色体では245塩基対のoTiC配列が複製開姶に

必要な領域として同定された. -方､ on'c配列内に特異的に結合し､複製開始に必

須なDnaAﾀﾝﾊﾟｸ質がそのｲﾆｼｴ-ﾀ-として同定された. DnaAがon'c配列

内のくり返し配列(DnaA box)に特異的に結合するとATP依存的に集合体を形成し

隣接する二本鎖DNAを部分的にほどき､ DNAﾍﾘｶ-ｾﾞであるDnaBﾀﾝﾊﾟｸ質

が導入され､ﾌﾟﾗ-ﾏ-ｾﾞとともにﾌﾟﾗｲﾓｿ-ﾑを形成する.これにより開いた

DNA上に合成されるﾌﾟﾗｲﾏ- RNAを標的としてDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞIIIﾎﾛ酵素

が導入されて複製ﾌｵ-ｸとなってDNA合成を閲始する｡ -方､真核生物の複製因

子の解析ではこつの流れがあり､その-つはｳｲﾙｽの複製開始点を利用した試験

管内DNA複製系の再構築の研究である｡これにより少なくとも十数種の細胞由来の

複製ﾀﾝﾊﾟｸ質が同定されてきた.もう-つの流れは出芽酵母の複製開始点である

ARSの解析で､それにより､ oRC (originrecogi血ion complex)がARS内の必須の11

塩基対に特異的に結合する因子として同定された(Be皿and Stillman., 1992)o遺伝学

的な解析から､ ORCが複製に必須であることが示され､ oRCが真核生物のｲﾆｼｴ

-ﾀ-であると考えられている｡これらをまとめて真核生物の複製機構をみると､

ORCが複製開姶点に結合し､ CDC6､ MCM (minichromosome maintenance)とともに

複製前開殆複合体(pre-replication00mplex､ pre-RC)が形成され､ pre-RCの括性化に

3



ともない二本鎖DNAが部分的にほどかれ､ DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞα/ﾌﾟﾗｲﾏ-ｾﾞ複合

体が導入されてﾌﾟﾗｲﾓｿ-ﾑを形成する｡つづいてDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ∂ (pol∂)

が呼び込まれ､複製ﾌｵ-ｸとなってDNA合成が開始する(Waga and Stinman.,

1998)｡以上のように､真核生物と大腸菌のDNA複製反応の骨格はほぼ同じであり､

原核､真核生物の区別なく高度に保存されてきたことがわかる｡しかし､真核生物

特有の問題に視点をおくと､その染色体の複製では数千から数万の複製開始点を持

つが､細胞周期に連動して協調的に複製を開始するﾏﾙﾁﾚﾌﾟﾘｺﾝである点が上

げられる｡また､真核生物では複製反応が染色体DNAの複製のみならず､さまざま

な細胞機能と連携していることが知られている｡例えば､複製開始因子がｾﾝﾄﾛ

ﾒｱやﾃﾛﾒｱなどの他の染色体機能領域の染色体構築にも関わっている(Paket al.,

1997)｡また､染色体の正確な分配に必要な姉妹染色体と複製反応が連動しているこ

とも知られている(Skibbens et al., 1999)｡さらに､遺伝子の機能発現に関与するｴ

ﾋﾟｼﾞｪﾈﾃｲﾂﾞｸな情報の伝達､再編にも複製反応は重要な役割をしている｡この

ように染色体複製と細胞周期あるいは細胞機能との連携(機能ﾈﾂﾄﾜ-ｸ)臥

真核生物特有の問題であり､その解明は細胞機能の理解にとって不可欠である｡こ

れまで､このﾈﾂﾄﾜ-ｸの理解するためのｱﾌﾟﾛ-ﾁとして酵母の遺伝学がもっ

とも強力な武器であった｡しかし､酵母よりもさらに多様で高度の機能を有する多

細胞生物の細胞では遺伝学的なｱﾌﾟﾛ-ﾁをとるのが困難であるだけでなく､より

複雑な因子問のつながりを解明する必要がある｡ここでは､染色体複製因子の機能

ﾈﾂﾄﾜ-ｸがすべての細胞の機能ﾈｯﾄﾜ-ｸの基盤となっているという考えを

基にして､ﾌﾟﾛﾃｵﾐﾂｸｽ解析を導入してﾋﾄ細胞におけるDNA伸長反応の中心

困子PCNAおよび複製開始反応の中心因子ORCを核としたﾀﾝﾊﾟｸ質相互作用ﾈｯ

ﾄﾜ-ｸの網羅的解析を行った｡



第2章

pcNA結合因子の網羅的な同定

2-1序

PCNAは最初､ systemic lupus erythematosisという自己免疫疾患の抗原ﾀﾝﾊﾟｸ質

として見いだされた(Miyac血i et al., 1978)｡ S期細胞の核内に特異的に出現し､取り

込まれたﾌﾞﾛﾓﾃﾞｵｷｼｳﾘｼﾞﾝと局在を共にすることからDNA複製に関与するこ

とが示唆された(Bravo and Celis, 1980)｡つづいて､ SV40ｳｲﾙｽのDNA複製の再

構築によりﾋﾄ細胞の必須複製因子として同定され､その後の研究からpol ∂の補

助因子として機能することが示された(prelichet al, 1987)o pcNAは29kDのｻﾌﾞﾕ

ﾆﾂﾄの三量体で構成され､特徴的な環状構造をとることが結晶解析で明らかにさ

れている(Krishna et al., 1994, Gulbis et al., 1996). pcNAと同じ特性をもつﾀﾝﾊﾟｸ

質として､大腸菌DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞⅠⅠⅠのβｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ､ T4ﾌｱ-ｼﾞのgene 45

ﾀﾝﾊﾟｸ質が知られている｡これらは､同じ環状構造をもち､その構造を使ってDNA

を包み込む形で結合し､ DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞをはじめとする様々な因子をDNA上に

つなぎとめておくｸﾗﾝﾌﾟとしての機能を持つ(Kmiyan etal., 1993).環状分子の

PCNAは単独ではDNAに結合できないが､ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-として機能するRFC

(Tsurimoto and Stinman, 1989, Tsurimoto and Stinman, 1990)との複合体形成により環

状構造に-時的に切れ目が入り､ DNA上にﾛ-ﾄﾞされると考えられている｡ PCNA

の主な機能はpol ∂の補助因子で､鋳型DNA上のpol∂と結合して､その鋳型DNA

に対する結合性を高めDNA合成のﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾟﾃｲを高める｡しかし､近年､ pol

∂､ RFCの他にさまざまな方法を用いて細胞周期制御､ DNA修復､染色体機能に関

わるﾀﾝﾊﾟｸ質がpcNA結合因子として同定され(Tsu血oto, 1999)､いくつかの因

子についてPCNAにより括性が促進されることが示された｡その多くは､そのN未

端あるいはC未端の近傍に(Gln-X-Ⅹ-Ile / Lys-X-Ⅹ-Phe-Phe)といPIP (PCNA interacting

peptide)ﾓﾁ-ﾌとよばれるｱﾐﾉ酸配列をもつ特徴がある(Warbricket al., 1998)｡

まず､ DNA連結因子FENl (flapendnucleasel)､ DNAﾘｶﾞ-ｾﾞⅠ ､ﾐｽﾏｯﾁ修復

因子MSH3 (M山S血omolog 3)､ MSH6 (MutS血omolog 6)､塩基除去因子･uNG2

(uracil-DNA glycosylase)､染色体DNAのﾒﾁﾙ化ﾊﾟﾀ-ﾝを推持する酵素である

DNA (cytosine-5-) -methyltransferase l ) (Dnmt l) (Iida et al., 2002)などがある｡ま

た､ pcNAはpo16との結合以外に､複製に必要とされるDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞe (pol

e)､ DNA損傷の乗り越え合成をするDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ77､ DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞK､

5



DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞLと相互作用して清性を促進し､多様なDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞの括

性制御に関与している(Haracska et al., 2001a, Haracska et al., 2001b, Haracska et al.,

2002).これらに加えて､ｸﾛﾏﾁﾝ形成に関与するCAF-1 (chromatin assembly factor

l)がpcNAと相互作用して複製後の染色体構造推持に関与しているという報告もあ

る(Shibahara and Sti11man, 1999､ Zhang et al., 2000).このようなPCNAに対する多様

な因子の相互作用の存在は､ DNAが直接機能するDNA複製反応を申心にしてDNA

修復､細胞周期制御そして染色体構造推持機構が密接に連携していることを示して

おり､ pcNAがその中心的役割を持つと考えられる｡

このPCNAを申心にした機能ﾈｯﾄﾜ-ｸの全体像の解明は､真核生物の細胞機

能の中のDNA複製反応の位置付けをする上で必要不可欠である｡しかしながら､多

くのPCNA結合因子の同定および機能解析は個別に行われ､相互にどのような関係

にあるかは明確でない｡そのための-つのｱﾌﾟﾛ-ﾁとして､細胞抽出液からの

PCNA結合因子の網羅的解析がある｡これにより､どのPCNA結合因子が､どのよ

うな状態で､どれ(oらい存在するか相対的な情報を得ることができる.また当然､

新規の因子の同定も可能である｡ここでは､その方法としてPCNAをﾘｶﾞﾝﾄﾞとし

たｱﾌｲﾆﾃｲ-ｶﾗﾑ(PCNAｶﾗﾑ)と質量分析を組み合わせることでそれを

可能とした.すでにpCNAｶﾗﾑはpo16やRFCなどの精製に用いられており､細

胞抽出液からのPCNA結合因子のｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ､ﾌﾟﾛﾃｲﾝｼ-ｹﾝ

ｻ-による同定も行われた(Loor et al., 1997､ Hughes et al., 1999).しかし､これら

は方法的にも感度的にも網羅的というには不十分であった｡本研究では質量分析の

導入により､ 20以上のPCNAに直接あるいは間接的に結合する因子を-度に同定し､

それらの存在状態､ pcNAとの機能連携についていくつかの新しい知見を得ること

ができた｡



2-2材料と方法

2-2-1緩衝液

ﾊｲﾎﾟ緩衝液: 20 mM N-2-hydroxyethylpiperazine-NL21ethanesulfonic acid (HEPES) pH

7･5､ 5 mM KCl､ 1･5 mM MgC12､ 0･1 mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)､ 0.5 mM

dithiothreitol (DTT)､ 2〟 g/ml leupeptin

核抽出緩衝液: 25 mM Tris-HCI pH 7.5､ 0.2 M NaCl､ 1 mM ethylenediamineteraacetic acid

(EDTA)､ 10mM sodium sulfite､ 0.1 mM PMSF､ 1 mM DTT､ 2〟g/m1 1eupeptin

A緩衝液:25 mM Tris-HCI pH 7･5､ 1 mM EDTA､ 10 % glycerol､ 0･01 % nomidet P40 (NP40)､

1 mM DTT､ 0.1 mMPMSF､ 2〟g/hl leupeptin

TBS緩衝液: 30 mMTris-HCI pH7.4､ 200 mMNaCl

SDSｻﾝﾌﾟﾙ緩衝液: 50 mM Tris-HCI pH 6.8､ 100 mM DTT､ 2 % SDS､ 0.05 %

bromophenol blue､ 10 %glycerol (LaeⅡ皿h, 1970)

SDS泳動緩衝液: 25mMTris､ 200mMglycine､ 0.1 % SDS

ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ用転写緩衝液A : 100mMTris､ 190mMglycine､ pH8.3 (必

要に応じて0.1%SDSを添加)

MES ##i@ : 50 mM 2-morpholinoethanesulfonic acid, monohydrate pH 6.0

Tris ##*@ : 50 mM Tris-HCI pH 7.5

ｴﾀﾉ-ﾙｱﾐﾝ緩衝液A : 1 M 2-aminoetbanolpH 8.2

CfhPS緩衝液: 10 mM N-cyclohexyl-3-aminopropanesuifonic acid pH ll､ 10 % methanol

ﾘﾝ酸緩衝塩溶液: 137mMNaCl､ 2･68 mM KCl､ 8.10 mMNa2HPO.､ 1.47 mM KH2PO.



2-2-2抗体

抗pol ∂抗体は本研究室において四方が作製したpol∂p125ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄに対す

るﾏｳｽﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体(8A5E3)を用いた(shikata et al., 2001).抗MSH2抗

体(sc-494)､抗cdk2抗体(sc163)､抗cyclin A抗体(sc751)はsanta cruz Biotechnology

から購入した.抗RFC (p40)抗体は本研究室の所有のｳｻｷﾞﾎﾟﾘｸﾛ-ﾅﾙ抗体を

用いた.抗pole抄240)ﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体は､ｱﾒﾘｶﾝ･ﾀｲﾌﾟ･ｶﾙﾁﾔ-･

ｺﾚｸｼﾖﾝ(ATCC)から購入した抗poIE (p240)抗体産生ﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏ(2284)

の培養上清を用いた｡抗cAF-1 (p150)抗体は柴原博士(国立遺伝学研究所)より

譲与されたﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体を用いた(Smitb and Stillman, 1991)｡抗Dnmt l抗体

は田嶋博士(大阪大学)より譲与されたｳｻｷﾞﾎﾟﾘｸﾛ-ﾅﾙ抗体を用いた(Takagiet

al., 1995)｡抗DNAﾘｶﾞ-ｾﾞ抗体はserotecのﾏｳｽﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体(7A12)を

用いた.ﾔｷﾞ抗ｳｻｷﾞ(IgG)抗体とﾔｷﾞ抗ﾏｳｽ(IgG)抗体はBIO-RADから購入し

たものを用いた｡

2-2-3培養細胞

293細胞株(ｱﾃﾞﾉｳｲﾙｽ5型の癌遺伝子Elで形質転換したﾋﾄ胎児腎臓細胞

の培養細胞株､ stillman and Gluzman, 1985)は5 % Calf Serum (Bio WHITmKER)､

1 % Pemicillin-Streptmycin (GIBCO BRL)を含むSIMEM with L-Gln､ NaHCO3 (日研

生物医学研究所)を使用して37oC､ 5 % CO2条件下で浮遊培養したo

2-2-4ﾀﾝﾊﾟｸ質

ﾋﾄpCNA : T7ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流にﾋﾄpCNAのcDNAを組み込んだﾌﾟﾗｽﾐ

ﾄﾞ(pT7PCNA)を保持する大腸菌BL21 (DE3)の抽出液より､ DEAEｾﾌｱﾛ-ｽ､

Qｾﾌｱﾛ-ｽおよびS300の3ｽﾃﾂﾌﾟの分画により得られた純度95 %以上のも

のを使用した(Fukudaet al., 1995)｡

ｳｼ血清ｱﾙﾌﾞﾐﾝ(BSA) :宝酒造株式会社の酵素反応ｸﾞﾚ-ﾄﾞのものを用いた｡

2-2-5 SDSﾎﾟﾘｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞ電気泳動(sDS-PAGE)

ﾀﾝﾊﾟｸ質試料を2×SDSｻﾝﾌﾟﾙ緩衝液に加え95oCで5分間ｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾄし､

12.5 %または4-20 %濃度勾配(Tefco)のﾎﾟﾘｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙを用いて泳動溶液

中で電気泳動した｡

2-2-6ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ

ﾀﾝﾊﾟｸ質試料をsDS-PAGEにより分離した後､ pvDF膜(Hybond-P､ Ame血am
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Biosdenc朗）にセミドライ式ブロツティング装置を用いて転写緩衝液中で30～60分

間、3mA／cm2の条件でブロツティングした。0．5～1％ドライミルク（雪印）を含む

TBS中で1時間ブロッキングした後、0．5～1％ドライミルクを含むTBS中で一次抗

体反応1時間行った。つぎにPVDF膜をTBSで10分間、3回洗浄した後、0．5～1％

ドライミルクを含むTBS中でペルオキシダーゼ標識された二次抗体反応を1時間行

った。最後にPVDF膜をTBSで10分間、3回洗浄し、抗体と反応したタンパク質は

ECLシステム（AnershamBiosciences）を用いて可視化した。

2－2－7　細胞抽出液（SlOO）、核抽出液の調製

ヒト293細胞抽出液はLiandKelly（1984）、StinmanandGluzman（1985）らの方

法に従って調製した。293細胞培養液（～5×10ミ血1、81）を1000×g、7分間低速

遠心し約10mlの細胞を回収した。これをPBS（リン酸緩衝塩溶液、PH7．4）で一度

洗浄し、さらに80mlのハイポ緩衝液で洗浄した。以下の操作は0～40Cで行った。

ハイポ緩衝液により約20mlに膨張した細胞を20mlのハイポ緩衝液で再び懸濁し、

10分間放置し、これを、Dounce型ホモジナイザ一により被砕し（30ストローク）、

30分間放置した。この後、破砕液を16000×g、12分間遠心し、上清を細胞質画分、

沈殿を核画分として回収した。細胞質画分に塩濃度が0．1MになるようにNaClを加

え、100000×g、1時間超遠心し、この上清を細胞質抽出液、以下Sl00とした。核

画分にはかmlの0．2MのNaClを含む核抽出液を徐々に加え、30分間撹拝し、これ

を16000×g、12分間遠心して得られる上清を核抽出液とした。

2－2－8　PCNAカラムとBSAカラムの作製

以下の操作は0～40Cで行った。M玉S緩衝液で洗浄したベット体積5mlのA臨一gel15

ビーズ（Bio－Rad）とM玉S緩衝液に溶解した20mgのPCNAあるいは40mgのBSA

を混合し、6時間撹拝した。つぎに、遠心して上清を除いた後ビーズにT血緩衝液、

エタノールアミン緩衝液Aを加え、一晩撹拝した。撹拝後、遠心して上清を除いた

後ビーズをTtis緩衝液で懸濁し、それぞれPCNAビーズ、BSAビーズとした。

2－2－9　PCNAカラムを用いたクロマトグラフィーの操作

全ての操作は4OCで、試料溶液と各緩衝液の添加は自然落下で行った。PCNAカラ

ム（ベット体積2ml）、BSAカラム（ベット体積1ml）をそれぞれ5ベット体積の

1MNaClを含むA緩衝液で洗浄し、つづいて5ベット体積の0．1M NaClを含むA

緩衝液で平衡化した。SlOOあるいは核抽出液に塩を含まないA緩衝液を加えて0．1M

のNaCl溶液に対応する電気伝導度にし、これを連続してBSAカラムとPCNAカラ

ムに漆如して非吸着画分を5mlずつ分画した。非吸着タンパク質をさらに40mlの
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0．1MNaClを含むA緩衝液で洗い出し、洗浄画分を1miずつ分画した。つづいてBSA

カラムとPCmカラムを分離し、0．3MNaCl、0．5MNaCl、1MNaClおよび0．1％SDS

を含むA緩衝液の20mlずつを順次PCNAカラムに漆加して吸着タンパク質を溶出

し、溶出画分を1mlずつ分画した。また、BSAカラムに10miの1M NaClを含むA

緩衝液と10miの0．1％SDSを含むA緩衝液を順次添加し、0．5miずつ分画して溶出

画分とした。

2－2－10　アミノ酸配列分析（プロテインシーケンサーによる解析）

目的のタンパク質を含むPCNAカラムの溶出画分、あるいは、さらに逆相クロマ

トグラフィーにより精製を行った画分をSDS－PAGE（12．5％）し、PVDF膜（Hybond－P、

AmershamBiosciences）にセミドライ式ブロツティング装置を用いてCAPS緩衝液中

で50分間、20Vの条件でブロツティングした。膜に転写されたタンパク質をボンソ

ーS（SIGMA）で染色し、検出されたバンドを切り出し、プロテインシーケンサー

（ABI476A）による解析を行った。得られたアミノ酸配列からBLASTによる検索

を行った。

2－2－11質量分析によるタンパク質の同定

タンパク質のゲル内消化はShevchenkoらの方法（Shevchenko etal．，1996）をもと

に改変を加えて行った。PCNAカラムの溶出分画を12．5％SDSポリアクリルアミド

で分離後、30kDから300kDの領域にわたって1Ⅱ1m間隔でゲル短冊状に切り出し

た。ゲル片をアセトニトリルで脱水したあと、10mMDTTを含む重炭酸アンモニウ

ムで560C、45分間インキュぺ－卜し、還元化した。室温にして、55mMヨード酢酸

を含む100mM重炭酸アンモニウムを加え、暗条件下で30分間反応させて、アルキ

ル化を行った。アセトニトリルを漆加して脱水し、100mM重炭酸アンモニウムで膨

潤させたあと、12・5〟ghnlトリプシン（RochemolecularBiochemicalsGermany）を含

む50mM重炭酸アンモニウム溶液中で、370Cで一晩インキュぺ－卜した。ペプチド

を室温で、2仁血M重炭酸アンモニウムで1回、5％ギ酸を含むアセトニトリルで2回

抽出し、スピードバックコンセントレ一夕ーで乾燥させ5％ギ酸に溶解した。この試

料を四重極イオントラップ型質量分析装置（LqMS／MS）、LCQDecaquadrapoleiontrqp

massspectrometer（Fimigan）に導入し、得られた測定結果から、検索ソフトMascot

（MatrixScience）を用いてデータベース検索を行った。
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2－3　結果

2－3－1　PCNAアフィニチイクロマトグラフィー

PCNA結合因子を網羅的に検索するために、まず、PCNAをリガンドとしたカラ

ムを作製し、ヒト293細胞抽出液を用いてP脱力ラムに結合する因子の精製を行

った。

321培養スケールの293細胞（2×1010）から由来したSl00画分（9．3m釘血1、100ml）

を0．1MのNaClの条件で、BSAカラムとPCNAbラムを連結したカラムに沫加し

た。非吸着タンパク質を0．1MNaClを含むA緩衝液で洗い出した後、それぞれのカ

ラムを分離し、PCNAカラムについては、吸着タンパク質を0．3M、0．5M、1Mの

NaClさらに0．1％SDSを含むA緩衝液により溶出した。BSAカラムについては、吸

着タンパク質を1MのNaClおよび0．1％SDSを含むA緩衝液により順次溶出した。

各試料はSDS－PAGEで分離し、銀染色により検出した（図2－1）。0．3MNaClによる

溶出画分には数十個のバンドが確認された（図2－1A）。BSAカラムから検出されず、

PCNA＊ラムの0．1MNaClによる洗浄画分（図2rlAのW）でもほとんど検出されず、

溶出画分にだけ特異的に検出された、分子量140kD、72kD、50kD、42kD、10kD

のものをそれぞれPl～P5とした。（図2－1B）。Pl～P5以外に、バンド強度は弱いが

PCNAカラムに特異的なバンドが約加本認められた（図2－1B※印）。0．3M溶出に

つづく0．5M、1MNaClの溶出ではPl～P5が検出されたが、新たに検出されるもの

はなかった（図2・1C）。0．1％SDSの変性条件では、マトリクスに結合したPCNA三

量体から遊離したPCNA36kDおよび56kD（後述）のバンド2本が検出された．（結

果不掲載）。

以上の2つの試料をさらに逆相クロマトグラフィーにかけ、P4、P5およびp56を

精製し、プロテインシーケンンサーによりアミノ酸配列を決定した。決定したアミ

ノ酸配列をもとに相同配列のデーターベース検索を行った結果、P4は既知のPCNA

結合因子FENl、P5はグリオブラストーマ細胞の分泌タンパク質として報告のある

EO6811、p56はβ－チューブリンであることがわかった（結果不掲載）。このうち、EO6811

については組み換えタンパク質を作製し、PCNAとの相互作用の解析を行ったが、

PCNAとの結合は認められなかった（結果不掲載）。また、β－チューブリンについて

は、BSAカラムの0．1％SDS溶出画分にも同様に検出され、カラムに非特異的に結

合していると考えられた。

また、Sl00と同様に、321培養スケールの293細胞（2×1010）由来の核抽出液（4．3

mghnl，126ml）をPCNAカラムにロードし、0．3MNaClの条件で溶出したタンパク

質のパターンは図2－2のようになった。Sl00同様、Pl～P5に相当するバンドが検出

された。核抽出液の溶出パターンを示したゲルはSlOOの溶出パターンを示したゲル
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(図3-1 A)の3倍量の各画分を泳動したことを考慮すると､ pl-P5はslOOと核抽

出液からほぼ等量が回収されたと考えられる｡

2-3-2 PCNAｶﾗﾑ溶出画分のｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾞﾃｲﾝｸﾞによる解析

報告されているPCNA結合因子に対する抗体のうち入手できるものについてｳｴ

ｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞによりpCNAｶﾗﾑ結合分画での有無を解析した｡ｶﾗﾑ添

加画分､非結合画分､洗浄画分およびPCNAｶﾗﾑとBSAｶﾗﾑの0.3 M NaCl溶

出画分でのそれぞれの因子の存在量を比較した(図2-3､図2-4)｡その結果､ SIOO

と核抽出液の両方から､ po16 (p125)､ pole (p乏40)､ RFC (p40)､ MSH2､ Dnmtl､

DNAﾘｶﾞ-ｾﾞ､ cAF-1がpCNAｶﾗﾑの溶出画分に特異的に検出された. SIOOと

核抽出液で異なることは､ cdk2､ｻｲｸﾘﾝAは核抽出液では特異的な結合はみら

れず(結果不掲載)､ slOOのみにみられたこと､またRFC (p40)とCAF-1は抽出液

中(図2-3と図2-4､ LO)ではほとんど検出されないがpcNAｶﾗﾑ溶出画分(図2-3

と図2-4､ PCNAcolumn)に強く検出されたことから､非常に効率よくpcNAｶﾗﾑ

に結合したと考えられる.また､pCNAと機能的なつながりをもつDNA修復因子Ku70

とDNA-dependent protein kinase (DNAPK)について核抽出液の分画を用いて解析し

たところ､ PCNAｶﾗﾑ特異的な結合がみられた｡ pcNAｶﾗﾑ溶出画分の銀染色

によるﾌﾟﾛﾌｱｲﾙ(図2-1A､図2-2)とｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾞﾃｲﾝｸﾞの結果の比較

から､ plに関しては､その分子量140kDがpol∂ (p125)とほぼ-致し､また各分

画のｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ(図2-3､図2-4)とplの銀染色との溶出画分におけ

るﾊﾞﾝﾄﾞの強度の遷移が-致することから､このﾊﾞﾝﾄﾞはpol∂ (p125)であること

が予想された｡ RFCは異なる5つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄRFCl-5 (p140､ p37､ p36､ p40､

p38)で構成されるが､ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞでp40が検出され､さらに銀染色

の弱いﾊﾞﾝﾄﾞのなかに分子量から判断してp40､ p38､ p37､ p36に相当するものがあ

ることから､ RFC複合体もpcNAｶﾗﾑに結合していたと考えられる(図2-1 A､

図2-2)｡またMSH2は洗浄画分にも検出され､その溶出ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙと分子量から､

図2-1 Bの※で示した上から6番目の弱いﾊﾞﾝﾄﾞに対応すると考えられる｡ pole

(p240)､ cdk2iｻｲｸﾘﾝA､ Dnmt l､ DNAﾘｶﾞ-ｾﾞは銀染色のﾊﾞﾝﾄﾞとして特

定できず､弱いﾊﾞﾝﾄﾞのなかに含まれると考えられる｡

2-3-4質量分析によるPCNA結合因子の網羅同定

ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾞﾄ､ﾌﾟﾛﾃｲﾝｼ-ｹﾝｽでは存在するﾀﾝﾊﾟｸ質の同定が限

定されるため､上で得た試料の-部をﾌﾟ-ﾙし【SIOO;18mgﾀﾝﾊﾟｸ質､ (4×108細

胞に相当)由来､核抽出液; 5.4 mgﾀﾝﾊﾟｸ質､ (2×108細胞に相当)由来】､ 12.5%

SDS-PAGEｹﾞﾙで分離しCBB染色によって検出した(図2-5)｡図2-1､図2-2同様､
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Pl～P4に相当するバンドが確認された。これらをバイアスを加えずに同定するため、

300kDから30kDの分子量のタンパク質についてゲルごと切り出し、トリプシン消

化後ゲルから回収し、そのペプチドを質量分析により解析した。得られた解析デー

タをNCBIのタンパク質の配列データベースに対して検索し、有意にマッチするタ

ンパク質を抽出した。生のデータから同定されたタンパク質から、明らかにPCNA

と無関係でコンタミネーションと考えられるものを除いたものをPCNAカラム結合

因子として示した（表2－1、表2－2）。Sl00からは重複を含めて41個のタンパク質が

同定され、19種類のタンパク質が存在した（表2－1）。このうちpol∂（p125、p66、

p50）、RFC（p40，P38、P37、P36）、DNAリガーゼ、FNl、MSH6、MSH3、MSH2、

UNG2、Dnmtlの12個のタンパク質は既知のPCNA結合因子であった。のこり7つ

の中にcDNA配列（AAHO6278）由来の出芽酵母のCHL12と相同性のあるタンパク

質が同定された。一方、核抽出液からは重複を含めて52個のタンパク質が同定され、

31種類のタンパク質が存在した（表2－2）。このうち、16個の既知のPCNA結合因子

で、SlOOから同定されたものに加えて、POle（p240）t RFC（p140）、MSH3が検出

された。のこり15種類の中にPCNAとの関連が報告されているDNA修復、転写に

関わる因子として、DNAPK、馳80、Ⅹね70、nuClearDNAhelicaseII（NDHII）、RPAl、

BUVBL乙Mybbindingproteinlaが含まれていた。さらに、ここでも出芽酵母のCHL12

と相同性のあるタンパク質が同定された。質量分析によって同定された既知のPCNA

結合因子には、ウエスタンブロヅティングとプロテインシーケンサーの解析から同

定された、PO16（p125）、POle、DNAリガーゼ、FNl、MSH乙Dnmtl、RFC（p40）

が含まれるが、さらにこれらに加えて、RFC（p4の以外の他の4つのサブユニット

とDNA修復に関わる因子、MSH6、MSH3、UNG2が同定されたが、これらは抗体

の関係でウエスタンブロツティングを試みなかった因子である。また、Pl～P4を含

むゲル片から、それぞれpo16（p125）、PO16（p66）、PO16（p50）、FENlが検出さ

れたことから、Pl～円はpol∂の各サブユニット、P4は脚1であると考えられる。

SlOOと核抽出液から見いだされた、それぞれのこりの6つと7つの因子については、

Hlhistonfami1y（ヒストンHl関連因子）、Segregationofmitoticchromosomesb（染色

体凝縮、姉妹染色体結合関連因子）、あるいは、細胞内における機能が明らかでない

因子（AKO19460、NM－006386、Non－Poudomain－COntaimingoctamerbindingprotein、

MGC5528、ABO14772、TCDFlgene、KIAAO690、AKO12242、NM－025364）が含まれ

ていた。これらについてp□NAとの結合の可能性を検討するため、アミノ酸配列を

検索したが明確なPCNA結合配列を見いだせなかった。ウエスタンブロツティング、

プロテインシーケンサー、質量分析による解析から検出された因子を表2－3にまと

めた。
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図2-5. PCNA結合因子のPCNAｶﾗﾑからの溶出ﾊﾟﾀ-ﾝ

slOO (SIOO)または核抽出液(NE)をpCNAｶﾗﾑにより分画した溶出画分を集め､ sDS-PAGE
( 12.5%ｹﾞﾙ)を行い､ﾀﾝﾊﾟｸ質をCBB染色で検出した｡

質量分析装置を用いた解析の試料は､図申に示した間隔でｹﾞﾙを切り出し､ｹﾞﾙ中のﾀﾝﾊﾟｸ質
をﾄﾘﾌﾟｼﾝ処理して得たぺﾌﾟﾁﾄﾞを用いた｡図中の数字は切り出したｹﾞﾙの番号を示し､表2-1
と表2-2のGel slicesnumberに対応する｡ Pl-P4に相当するﾊﾞﾝﾄﾞを図中に示した.



表2-1 SIOOからのPCNAｶﾗﾑ結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の質量分析による解析

Gel slice number:図2-5のSIOOから切り出したｹﾞﾙの番号に対応する｡ gi :同定したﾀﾝﾊﾟ
ｸ質のｱｸｾｯｼﾖﾝ番号､ Mass :同定したﾀﾝﾊﾟｸ質の分子量､ Total score :同定したﾀﾝ

ﾊﾟｸ質のMascotを用いた検索のときのｽｺｱ､ peptides matched :同走されたﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ断片
数､ annotation :同定したﾀﾝﾊﾟｸ質についての情報､を示す.

Ge) smce gi

number

8 17091 23

1 1 4505933

455771 9

1 2 4505933

455771 9

1 3 4505933

455771 9

1 4 4505933

455771 9

1 3623351

1 5 1 3623351

4505933

1 6 4505933

1 7 4505933

1 8 4557761

1 9 1 285967

2 1 4505933

23 4505933

24 31 23056

25 31 23056

26 31 23056

5453840

3 1 7657383

33 5453924
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35 4758356

5453924

36 4758356
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1 3278939
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161

131
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Polyrnerase (DNA-directed). Deb l , catalytjc subunit (1 25 kDa)

PoJymerase (DNA-direded). De托a l , cata[ytic subur此(1 25 kDa)

Polymerase PNA,directed). De托a l , catdytic subunit (1 25 kDa)

MutS hornobg 2; mutS匝con) homobg 2
(AKO1 9460) putative

Po吋merase (DNA,directed), de他1 , cata(ytic subul佃(1 25 kEh)

Po吋merase PNA'dTLreded), de他1 , ca8dytjc subunit (1 25 kDa)

KLAAOO39; de他3 (66 kDa)

KIAAOO39; de托a 3 (66 kDa)

KLAAOO39; de托a 3 (66 kDa)

叩M-006386) DEADPl box po脚de 1 7
Non-Pou dornairhCOntajnhg octamer binding protein

Po吋merase (DNAJerected), de托a 2, regulatory subunit (50 kDa)

Po吋merase PNAJerecteq. de他2, regulatory subun托(50 kDa)

Fhp structure増PeCnC endonudease l ; FEN I

Po吋merase PNA-derected), de托a 2, reguLatory subunit (50 kDa)

Fぬp structureづPeC汀始endonuc[ease l ; FEN I

Hypdhetkd protein MGC5528

Fぬp structLJre増PeC粥c endonucJease l ; FEN I

PCOO4223) UnkrM brotein for lMAGE:3533309)
Fぬp structure.spec附c endonucJease l ; FEN I

Replicationfactor C (activator l) 2 (40 kDa)

Replication factor C (activabr l) 3 638 kDa)

U raciﾄD NA 9吋cosyfase

仏BO1 4772) MOP-3

RepHcationfactor C (activabr l) 5 (36.5 kDa)

RepucaBonfactor C (hc伽ator l) 4 (37 kDa)

Repl盲cation factor C (activabr l) 4 (37 kDa)

Fhp strudure-spec汀始endonucJease l ; FEN I

Fhp structu帽-SPeC粥¢ endonuc始ase l ; FEN l

Peptid es

matched

Mass

1 52858

1 23635

101736

1 23635

101乃6
1 23635

101736

1 23635

101736

1 08738

1 08738

1 23635

1 23635

1 23635

1 04743

68462

1 23635

1 23635

54079

54079

54079

72371

54252

51 289

51 289

42593

51 289

42593

44844

42593

41190

42593

35244

40556

33924

1541 57

38497

39682

39682

42593

42593

FF

8

5

21

13

57

9

16

16

13

17

4

22

21

10

7

6

9

7

33

10

4

6

4

24

9

4

22

9

7

4

1

9

13

6

4

7

6

11

12

9



表2-2核抽出液からのPCNAｶﾗﾑ結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の質量分析による解析
Gel slice number :図2-5の核抽出液から切り出したｹﾞﾙの番号に対応する. gi､ Mass､ TotaI

score､ peptides matched､ annotationは表2-1と同様.

An n otatbn

_■-■■■■■

Protein kjnase-acthlated, cata[ytic po吋peptide

TCDFl gene

DNA-directed DNA po吋merase epsibn catdytic chain A

Peptid es

match ed

TotaJ

SCOre

873

97

162

92

1216

123

1 353

224

545

245

118

110

795

453

151

177

971

840

1 804

126

1153

918

541

320

606

1 444

550

114

794

iF.i

420

328

625

146

198

137

568

696

342

235

251

416

183

127

516

164

571

484

277

84

120

85

36

8

15

7

38

15

47

8

17

22

5

8

24

16

5

10

28

29

63

5

45

26

16

10

16

43

19

9

25

6

16

11

22

4

4

4

26

22

9

5

6

17

6

4

16

6

20

11

8

3

2

6

Ge[ snce gj Mass

number

l 13654237 469089

2 1 587477 1 381 97

3 7428081 261 392

4 4503351 1 831 65

5 4503351 1 83185

1 7091 23 1 52858

6 1 7091 23 152858

4503351 1 831 85

7 7657351 1 48851

1 7091 23 1 52858

4505933 1 23635

751 3069 1 34598

8 3334456 1 28283

4505933 1 23635

2500541 1 41 944

13928946 143205

9 2500541 1 41 944

4505933 1 23635

1 0 4505933 1 23635

455771 9 1 01736

1 1 4505249 1 26734

1 3623351 1 08738

4505933 1 2363 5

455771 9 1 01736

1 2 13623351 10∽8

1 4 4557761 1 04743

1 8 1 0863945 82705

20 31 23056 54079

21 31 23056 54079

4506583 881 38

23 45 03841 69843

29 5453924 51 289

30 5453924 51 289

6755382 51 1 1 3

3 1 47583 56 42593

5453924 51 289

32 47583 56 42593

33 4758356 42593

34 1 3 1 29096 44844

35 4758356 42593

36 1 4741 989 35244

37 4506487 391 57

4506489 40556

6224979 33 924

38 4506489 40556

6224979 33924

39 6677723 38497

40 450649 1 39682

4 1 450649 1 39 682

42 1 2848861 30961

43 1 3384730 23 553

45 4885379 21 865

D NA (cyto sin e-5-) -methyrtransferas e

D NA (cytosi n e-5-) -methy[transferas e

DNA Mismatch repalr PrOtein MSH6

DNA Mismatch repaJr PrOtein MSH6

DNA (cytosin e-5-) ･ methyltransferas e

Myb-binding protein (P160) 1a

DNA Misma[tch repair protein MSH6

Polymerase (DNA-directed), delta l ,

Hypothetica[ protein KIAAO690

1

1

(MUTS-ALPHA 1 60-kDa SUBUN [T)

(MUTS-ALPHA 1 60-kDa SUBUNJ1)
1

(MUTS-ALPHA 1 60-kDa SUBUNJT)

cataJytic subur此(1 25 kDa)

Reprication factor C (ac伽ator l) 1 (140 kDa)

Polymerase (DNA-directed), delta l , catalytic subunh (1 25 kDa)

Nuclear DNA HeTicase H (NDHH)

Segregation of rnitotic chromosomes b, SMCIIike l

Nuclear DNA HeTicase ll (NDHH)

Po[ymerase (DNA-directed), deJta l , cata岬c subu佃(125 kDa)
Po)ymerase (DNA-directed), delta l , catalytic subun托(1 25 kDa)

DNA [igase l

mutS (E. coll) horno]og 3

Protein for [MAGE:3959495; CHL 1 2

Polymerase (DNA-directed). defta l , cata岬c subunit (1 25 kDa)
DNA Iigase I

Protein for lMAGE:3959495; CHL 1 2

mutS (E. eoJl) homolog 2

ATP-dependent DNA helicase [J (Ku80)

KIAAOO39; de[ta 3 (66 kDa)

KTAAOO39; de[ta 3 (66 kDa)

Replication protein Al (70 kDa)

Thyroid automantigen 70 kDa (Ku antigen)

Polymerase (DNA directed). Delta 2, regulatory subun托(50 kDa)

Polymerase (DNA directed). De[ta 2, regu(atory subun托(50 kDa)

RuvB-1ike protein 2 (Mut musculus)

FJap structure-spec批endonuclease l ; FEN I

Polymerase (DNA directed). Delta 2, regulatory subun'(E (50 kDa)

FJap structure･specWjc endonuc[ease l ; FEN I

FJap structure-spec汀jc endonuc[ease l ; FEN I

HypotheticaJ protein MGC5528

FIap structure-spec粥c endonuclease l ; FEN I

Replica[tion faCtor C (activator l ) 2 (40 kDa)

Rep[ica[tionfactor C (activator l) 2 (40 kDa)

Replicationfactor C (activator l) 3 (38 kDa)

UraciI-DNA glycosy[ase

Rep]ication factor C (activator l) 3 (38 kDa)

U raci)-D NA g [ycosyfase

Replication factor C (activator l) 5 (36.5 kDa)

Replicationfactor C (activator l) 4 (37kDa)

Replication factor C (activator l) 4 (37kDa)

(AKO1 2242)

(NM-025364) R[KEN cDNA l l l OOO5A23 gene
Hl histone fami[v



表2-3ｳｴｽﾀﾝﾌⅢﾂﾃｲﾝｸﾞ､ﾌﾟﾛﾃｲﾝｼｰｹﾝｻｰ､質量分析による解析によりSIOOと核抽出液

から見いだされたPCNAｶﾗﾑ結合因子のPCNAとの相互作用の性質の分類

SIOO (SIOO)と核抽出液(Nucfear extract)から見いだきれたPCNAｶﾗﾑ結合困子のなかで､ PCNAとの

結合能が報告されているもの(Group l)とPCNAと機能的な関係があるもの(Group 2)､ PCNAとの結合の可

能性が見いだせないもの(Group3)に分類した. Group lに含まれる因子をDNAﾎﾟﾘﾒﾗｰｾﾞ(Rep[ication DNA

po[ymerase)､ｸﾗﾝﾌﾟﾛｰﾀﾞｰ(Cfamp ]oader subunjts)､ DNA連結因子(Okazaki fragmentjoining functions)､

DNA修復(DNArepairfunctions)､ DNAのﾒﾁﾙ化(DNA methyJation functions)､ｸﾛﾏﾁﾝ構築(Chromosome

structurefunctions)､細胞周期制御(CeJI cycJe regulation)の項目に分類した｡ｳｴｽﾀﾝﾌﾞEjﾂﾃｲﾝｸﾞ(WES)､
質量分析(MASS)､ﾌﾟﾛﾃｲﾝｼｰｹﾝｻ- (PRO)による解析から見いだされたものを(+)､見いだされな

かったものを(-)で示した｡

Factors from PCNA-bound fractions S1 00 NucJear extract

WES.MASS PRO WES MASS

Group I

Reptication DNA po[ymerases

po( de[ta 125

pol delta 66

pol de托a 50

pol epsilon

Clamp loader subunits

RFC1 40

R FC40

RFC38

RFC37

RFC36

0kazaki fragment J'oining functions

DNA Iigase

FENI

DNA repair functions

MSH6

MSH3

MSH2

UNG2

DNA methylation functjons

Dnmt l

Chromosome structure functons

CAF- 1

Ce[J cyc暮e regufatjon

Cdk2

Cyc[in A

Group 2

CHL 12

D NAPK

Ku 80 (he]i H)

K山70

NDH II

RPA I

R UVBL2

Myb binding protein la

Group 3

EO681 1

AKO1 9460

N M-006386

NON-Pou domain-containing

octamer binding protejn

M GC5528

BCOO4223

ABO1 4772

TCDF l gene

K[ AAO 690

Segregation of mitotic
chromosomes b

AKO1 2242

N M-025364

Hl histone famjI

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
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2－4　考察

2一本1アフィニテイクロマトグラフイーの評価

ここで用いたアフィニテイクロマトグラフイー以外に、タンパク質問相互作用を

検出する方法にはいくつかある。実際に、PCNAK合因子の多くはtwo－hybrid法や

免疫沈降法で単離されてきた。免疫沈降の場合、細胞抽出液中で形成されている

PCNAとPCNA結合因子複合体を検出することになる。しかしこの方法を用いるた

めには効率よく免疫沈降でき、かつPCNAとPCNA結合因子との相互作用で結合が

妨げられない抗体が必要である。また、PCNAと安定に複合体を形成しているタン

パク質に限られる。またtwo－hybrid法は未知のPCNA結合因子を検索するには有効

であるが活性型PCNAにのみ結合できる因子の検出は困難である。これらの方法と

比べると、アフィニテイクロマトグラフイーでは、結合活性のあるものを大過剰の

PCNAとの親和性を利用して選別するため、特異的な因子を効率よく濃縮、単離で

きる。また、直接PCNAと結合しない因子でも、PCNA結合因子と複合体を形成す

るものも同時に得ることができる。また、活性型のPCNAに特異的な因子も効率よ

く得ることができる。今回、PCNAカラムの利点を十分に反映し、一度のカラム操

作で20近い既知タンパク質を含むPCNA結合因子が得られている。問題点としては、

細胞内あるいは抽出液中ですでにPCNAと安定な複合体を形成している因子は検出

できないことと、リガンドにするタンパク質がPCNAのように得やすいものでない

と行えないこと、特異的な結合と非特異的な結合をもつタンパク質の区別を客観的

に行うには十分な比較実験が必要な点があげられる。

2一本2　質量分析の有効性

すでに、PCNAカラムとウエスタンブロツティング、プロテインシーケンサーの

組み合わせによってPm結合因子の同定が行われた前例があり（boretal．，1997、

Hu由鴎etal．，1999）、今回、同じ方法で同定を試みた。しかしながら、ウエスタンブ

ロツティングは、抗体の特異性が高ければ高感度で検出可能であるが、解析する因

子は使用できる抗体に限られ、未知の因子の同定には適さない。また、プロテイン

シーケンサーによる解析では、高度に精製されたタンパク質が10pmol以上必要で

あり、網羅的解析を行うことは困難である。実際にPl～P5およびp56についてプロ

テインシーケンサーによる同定を試みたが、試料作成中の収率の問題でPl、P2、P3

についてはアミノ酸配列の決定には至らなかった。質量分析による同定では、100fmol

ほどのタンパク質で同定可能であり、また、何種類かのタンパク質が混在している

試料、たとえば一次元のSDS－PAGE断片から直接解析が行える。本研究の解析はこ

の分析機器の特性を利用し、電気泳動ゲル内に含まれるタンパク質を網羅的に解析
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することの有効性を示した好例と考える。一方で、SlOOの分画のpoIE、Dnmtl、CAF－1

および核抽出液の分画のCAF－1などのように、ウエスタンブロヅティングでは検出

されるが、質量分析では検出できなかった例がある（表2－3）。これらは、ウエスタ

ンブロツティングの感度が質量分析の感度を上まわった例と思われる。

2－¢3　PCNAカラムに結合した既知の因子

今回、PCNAカラムの分画から多数の既知のPCNA結合因子が同定された（表2－3

Groupl）。これまでに報告されているpCNAカラムによる分画では、仔牛胸腺の細

胞質抽出液とマウスFM3A細胞の抽出液をイオン交換カラムで分画した画分を材料

としている（Leoretal．，1997、Hughesetal．，1999）。本研究では、なるだけバイアス

をなくし、網羅的な解析を行うためSlOOと核抽出液の両方を用いた。用いた抽出法

では、操作中に複製因子がある程度、核内から細胞質に溶出しSlOOに含まれるため

（StinmanandGluzman，1985）、厳密に細胞質と核の局在を反映しない。しかし、2つ

の抽出液を用いた解析の比較から、PCNA結合因子の細胞内の存在様式についての

情報が得られる。たとえば、質量分析により、RFC（p140）は核抽出液のみに、そ

の他の4つのサブユニットはSlOOと核抽出液の両方から検出された（表2－3）。一方、

ウエスタンブロツティングの解析から、SlOOに存在するRFC（p40）のうちPCNA

カラムに結合した割合は非常に少ない。これに対しこ核抽出液では抽出液のRFCよ

りPCNA溶出画分内のRFC量の方が明らかに多く、核抽出液のRFCはPCNAカラ

ムにより効率よく濃縮されている。これまでバキュロウイルス発現系由来の組み換

え型RFCの精製において、活性型5量体RFCのみがPCNAカラムに結合すること

が観察されている。このことから核内では存在するRFCのかなりの割合が活性型5

量体を形成していることを示しており、核抽出液中に存在する清性5量体がカラム

に結合したと考えられる。このことはヒト細胞からのRFCの精製において核抽出液

を使用した方がより効率よく　RFC活性が精製できることともよく一致する

（TsurimotoandStinman，1989）。SlOOからもRFCp140以外のサブユニットが検出さ

れたことから、Sl00中ではのこり4つのサブユニットが複合体を形成し、PCNAと

結合する可能性がある。実際に、p36、p37、p亜の3つのサブユニットが複合体を形

成し、PCNAと相互作用することが報告されている（Caietal．，1997）。しかしながら、

今回、CHL12がSlOOから検出されたことから、RFCp37、P36、P40，P38はCHL12

と複合体を形成している可能性も考えられる。

MSH2とMSH6またはMSH3は、それぞれMutSαまたはMutSβと呼ばれる複合

体を形成しミスマッチ修復においてエラー鎖の識別に関与する（Acharyaetal．，1996）。

MSH2はPCNAと直接結合することは報告されておらず、おそらく、MutSα、MutS

β複合体としてPCNAカラムに結合したと考えられる。MutSαとMutSβは結合す
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るDNAの特異性に違いがあり(Gens血el et al., 1998)､ MSH3が核抽出液からのみ見

いだされたことは(表2-3)､この結合するDNAの特異性の違いが反映されたものか

もしれない｡

質量分析により､ SIOOと核抽出液の両方から検出された既宋口のPCNA結合因子に

ついてみてみると､ pol∂ (p125)は､ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞによりSIOO､核抽

出液では検出されなかったが､ pCNAｶﾗﾑ溶出画分につよく検出されたことから､

pcNAｶﾗﾑで非常に効率よく濃縮したことになる｡質量分析による解析から､ pl

がpol∂ (p125)､ P2がpol∂ (p66)､ P3がpol∂ (p50)と同定された｡これらは､ pol

∂複合体としてｶﾗﾑに結合したものと考えられるが､実際に､ｲｵﾝ交換ｸﾛﾏ

ﾄｸﾞﾗﾌｲ-によるさらなる精製をおこなったところ､これら3つの因子が同じ画

分に回収され､そこにpCNA依存ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ括性が存在した(結果不掲載)｡ pol

∂ (p66)は､本研究の進行中に第3のpol∂ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄとしてﾏｳｽの培養細胞

および仔牛胸腺から見いだされたが､本研究室の四方により､ p66はpCNA､さらに

p50と相互作用し､ pol∂の複合体形成時にはp125-p50の安定化およびPCNA -の結

合を促進する括性を示すことが明らかにされている(Shikataet al., 2001).

ここではpole (p250)がｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞと質量分析から､ slOO､核抽

出液の双方でPCNAｶﾗﾑに特異的に結合していることが示された｡ｳｴｽﾀﾝﾌﾞ

ﾛﾂﾃｲﾝｸﾞによる解析から､抽出液に含まれるpoleの-部しか結合しておらず､

po16と比べると結合性が低いことがわかるo pole (p250)はp55､ p17､ p12ｻﾌﾞﾕ

ﾆﾂﾄと複合体を形成しているが､ p55を質量分析でも検出できなかった｡したがっ

て､複合体状態および活性の有無は不明である｡

ｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾃｲﾝｸﾞによる解析から､ｻｲｸﾘﾝAとcdk2はslOOのもの

はpcNAｶﾗﾑ特異的に結合した｡しかし､含有量と比べるとpCNAｶﾗﾑから回

収された量は低く､結合性はあるがpCNA結合の特異性という点からは､特異､非

特異の境界に有る因子である｡特に､核抽出液由来のものはBSAｶﾗﾑにも結合し

た(結果不掲載)｡ｻｲｸﾘﾝAとcdk2は核内では複合体として存在する(P喝anOet

al.,1992)｡したがって､ SIOOではﾌﾘ-として､核抽出液では複合体として存在し､

核内の複合体は非特異的な結合がより高くなるように思われる｡

2-4-4 CHL12

本研究により､見いだされたpcNA結合因子の候補cHL12は出芽酵母の解析から

ﾁｪﾂﾞｸﾎﾟｲﾝﾄ､染色体接着に関与し､ Rad17とともにRFCのRFClと-次構造

が似ていることが知られている(Mauer et al., 2001､ Naikiet al., 2001).また､ Rad17

についてはRFClを除く残りの4つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ(RFC2-5)との相互作用が示さ

れており､ RFClと入れ代わって新規のｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-となることが予想されてい
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る(Skibbens et al., 1999)｡これらのことから､ cHL12もｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-として機

能することが予想されていた｡実際に､本研究室の塩見により昆虫細胞でﾋﾄCI‡L12

およびRFC2-5から成る新規のｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-型の複合体が再構築された｡塩見は､

このPCNAｶﾗﾑの結果を基にし七､ cHL12がRFC2-5と複合体になった時のみ､

pcNAと特異的な結合をすることを示した(0血ta et al., 2002)｡このこつの研究を総

合して､染色体接着因子CHK12がRFC2-5と複合体を形成し､ PCNAをﾀ-ｹﾞｯﾄ

とした新たなｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-であることを初めて示すことができた.

2-4-5 PCNAと機能的な相互作用をもつ因子

pcNAｶﾗﾑに結合した因子のなかで､ PCNAとの直接の結合は見いだされてい

ないが､ pcNAと機能的なむすびつきのある因子をGroup2とした｡そこに含まれる

もののうち､ Myb-bindingprotein laは出芽酵母DNApolymerase¢ (Scpol¢)とｱﾐ

ﾉ酸配列上の相同性がある. Sc pol郎ま最近見つけられた必須のDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ

でrRNA合成に関与する(Shimizu et al., 2002). sc pol郎ま配列上にPIPﾓﾁ-ﾌを

持ち､実際にpCNAにより括性が促進されることが示された｡ﾋﾄ細胞からpCNA

結合因子として､ﾋﾄのScpol¢のｶｳﾝﾀ-ﾊﾟ-ﾄが見いだされたことは､ﾋﾄた

おいてもSc pol郎こ相当する因子がpcNAと相互作用して機能することが予想され

る.しかしながら､ Myb-binding protein laはsc pol郎こ見られるDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ

ﾄﾞﾒｲﾝを保存しておらずDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞの括性を持たないと考えられる｡ﾋﾄ

におけるPCNAとのMyb-binding prot血1aの結合の意義についての解析はpcNAの

遺伝子発現制御との関係を考える上で興味深い問題である｡

DNA修復あるいは転写に関わる因子NDH II､ RPAl､ RUVBL2､ DNAPK､ Ku70､

Ku80はpCNAｶﾗﾑから検出されたが､これらについてそのそのｱﾐﾉ酸配列から

pcNA結合配列の検索を行ったが､明確なものは得られていない｡また､ PCNAと

の直接の結合は報告されていないoまた､当研究室の解析でもDNAPX.､ Ku70､ Ku80

とpcNAの直接の結合は見いだせなかった(結果不掲載)｡したがって､他の因子を

介して複合体としてPCNAと結合したと考えられる. RPAlとNDH IIについてはこ

の研究とは別に他のｸﾞﾙ-ﾌﾟで行われた同様の研究からも見いだされている(Looret

al., 1997)｡NDHIIはDNAへﾘｶ-ｾﾞとRNAﾍﾘｶ-ｾﾞの両方の括性を持つが､DNA

複製あるいは転写においての役割は明らかにされていない. RUVBL2は大腸菌の

DNA組み換え因子RuvBのﾎﾓﾛｸﾞであり､別のﾎﾓﾛｸﾞRUVBLlと複合体を形成

し転写への閑与が示唆されている(Makino et al., 1999).一方､ RUVBLlはRPAの

ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄRPA3と相互作用することが知られており､おそらく､RPAl､RUVBL2 ､

RUVBLlおよびその他の因子からなる転写複合体としてPCNAｶﾗﾑに結合したも

のと思われる. Ku70はKu80とともにDNAPKと複合体を形成し､ DNA二重鎖切断

17



の修復に関与することが知られており､ -方で､ﾗｯﾄ培養細胞を用いた解析から

pcNAとともにRNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞⅠと共精製されることが報告されている(Hannanet

al., 1999).実際に､核内でPCNAと局在を共にすることが知られており(yanevaetal.,

1991)､ PCNAと機能的なつながりを持つKu70､ Ku80とDNAPKがなんらかの因子

を介してPCNAｶﾗﾑに結合したものと考えられる.

pcNAはDNA合成反応時､ RFCにﾛ-ﾄﾞされ､ pol∂のDNA合成反応で最初に機

能した後もDNA上に留まり､ DNA鎖の連結因子であるDNAﾘｶﾞｰｾﾞやFENlの足

場となる.こうした複製ﾌｵ-ｸ内の反応の連携役を果たす一方で､ DNA修復､細

胞周期制御そして染色体構造推持機構と複製反応とをさまざまな因子との相互作用

を通し厳密に連動させている｡ DNAが直接機能するDNA複製反応の中心である

pcNAを介した機能ﾈﾂﾄﾜ-ｸは､これまでに明らかになった以上の広がりを持

つことが予想される｡今回､網羅的なpcNA結合因子の解析により新たなpcNA結

合因子の候補cHL12が同定されたことで､ PCNAを介した､姉妹染色分体接着と複

製反応との間に存在する新しい機能ﾈｯﾄﾜ-ｸの存在を示すことができた｡
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第3章

oRC複合体形成制御とその機能

3-1序

DNA複製開始機構は､種々のﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞやﾌｱ-ｼﾞにおいて著しい多様性を示す

が､ｲﾆｼｴ-ﾀ-が複製開始点の特定の塩基配列を認識して結合することによっ

て､それに隣接するDNA領域を開裂し､そこにへﾘｶ-ｾﾞが導入されて､ﾌﾟﾗｲﾏ

-合成､DNA合成に至るという共通のﾒｶﾆｽﾞﾑが存在する.真核生物の染色体DNA

複製の開始においても､大腸菌のD皿aAに相当するｲﾆｼｴ-ﾀ-が存在すること

が予想され､それらの機能と制御を知ることで真核生物の複製開始機構の解明につ

ながると考えられた｡その流れを受けて､複製閲始点の配列を解析し､そこに結合

するﾀﾝﾊﾟｸ質を同定するという試みが酵母を中心に行われた｡出芽酵母の解析で

は､染色体DNA断片を環状にして細胞に戻し､それが染色体と独立して複製し推持

されるという括性(自律複製配列､ autonomously replicating sequence､ ARS)を目安

に多くのARSが単離された｡さらに､多くのARS配列が実際に染色体上で複製開

始点として機能していることが確認された｡そして､すぺてのARS-に保存される11

塩基対の必須配列(ARS consensus sequence､ ACS)に結合する因子としてORCが同

定された(BellandSti皿man, 1992)｡このﾀﾝﾊﾟｸ質は6つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄからなり､

分子量の大きい腰にORCl-ORC6と呼ばれる｡ ACS配列の塩基置換がoRC結合能

と複製能を消失させることから､ ORCとACS配列の特異的相互作用が複製開始に必

須であることが示された｡さらに､各ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄをｺ-ﾄﾞする遺伝子がｸﾛ-ﾆ

ﾝｸﾞ化され､遺伝子破壊法によりおのおのの遺伝子を欠損させることによって､そ

れらが増殖に必須であることが示された(Bell et al., 1995)｡また､温度感受性変異

株を用いた解析などから､ ORCの機能がDNA複製に必須であるこが明らかにされ

た(Micklemet al., 1993, Loo et al., 1995)｡これらのことから､ ORCがｲﾆｼｴ-ﾀ

-としてﾚﾌﾟﾘｹ-ﾀ-であるACSを認識し､特異的に結合して複製開始反応に関

与すると考えられた.しかしながら､ in､vivoﾌﾂﾄﾌﾟﾘﾝﾄ法やｸﾛﾏﾁﾝ免疫沈

降法により､ oRC複合体が細胞周期を通して複製開始点に結合していることが示さ

れ(Difney et al., 1994, Fujita et al., 1998, Tadokoro et al., 2002)､複製開始の直前にﾚﾌﾟ

ﾘｹ-ﾀ-に結合し､開始反応を行うｲﾆｼｴ-ﾀ-の概念には単純にはあてはま

らないことから､ ORCのほかに複製開始には細胞周期に制御された別の因子の関与

が予想された｡実際に､M期後期からGl期にかけてCDC6とcDTlに依存してMCM
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がORCの結合した複製開始領域に集合し､ pre-RCを形成することが示された(uang

et al., 1997, Aparicio et al., 1997, Tanaka et al., 1997).MCMは6個のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄMCM2

-MCM7からなり､弱いDNAﾍﾘｶ-ｾﾞ括性をもつことが示されていることから

(Ishimi, 1997, You et al., 1999,Lee and Hurwitz, 2000)､ DNA複製においてDNAへﾘ

ｶ-ｾﾞとして機能すると考えられている｡ pre-RCを形成した複製開始領域からDNA

合成が開始するためには､ DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞを含む多くのﾀﾝﾊﾟｸ質群が複製開始

領域に結合することが必要であるが､開始反応から伸長反応へ至る過程はまだ十分

に解明されているとは言い難い｡

出芽酵母で発見されたORCをはじめ､多くの因子が真核生物を通じて保存されて

いることから､複製開始反応は普遍的な機構により起こると予想された｡しかしな

がら､ﾚﾌﾟﾘｹ-ﾀ-の構造は生物種により大きく違っており､また､出芽酵母以

外では必須ｺﾝｾﾝｻｽ配列はみつからないことから､出芽酵母での認識機構がそ

のままほかの生物種にあてはまるとは限らない｡分裂酵母内で自律複製する断片は

約1kbで､出芽酵母の100塩基対と比べて広い領域が要求され､この領域にoRCが

局在することが示されている(Ogawaetal., 1999). -方､ｼﾖｳｼﾞｮｳﾊﾞｴの約7.7kb

からなる血orion遺伝子領域は卵形成に伴って増幅することが知られており､遺伝子

増幅に必要な領域､ ACE3領域､ AER-a領域､ AER-b領域､ AER-c領域､ AER-d領

域が同定されている(Delidakis and uatos, 1989).約320塩基対のACE3領域は遺

伝子増幅に必須であるが､複製は約1kb離れたAER-d領域(ori-β)から開始する｡

このように､ｼﾖｳｼﾞｮｳﾊﾞｴ血orion遺伝子ﾚﾌﾟﾘｺﾝでは､必須配列と複製開始

点とが離れて存在していると考えられている｡また､このACE3領域およびAER-d

領域にORCが局在することが示されているが(Austin et al., 1999)､その結合に必須

な配列は同定されていない｡晴乳類細胞ではﾁﾔｲﾆ-ｽﾞﾊﾑｽﾀ- cHO細胞のｼﾞ

ﾋﾄﾞﾛ葉酸ﾚﾀﾞｸﾀ-ｾﾞ遺伝子(DHFR)領域が100-200ｺﾋﾟ-に増幅している株

が分離され､この遺伝子の下流に50kbにわたる広い領域のどこからでも複製が開始

する複製閲始ｿﾞ-ﾝが同定された(vaughn et al., 1990).さらに､このｿﾞ-ﾝの内部

に特定の複製開始点(oriβ)も同定された(Brewer and Fangman, 1987). DHFR遺伝

子のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-領域を欠失させるとori-βからの複製が減少することが示されてお

り､複製閲始領域から遠く離れた部位が複製に関与することがこの系においても示

唆されている｡また､ﾋﾄ細胞においてはβｸﾞﾛﾋﾞﾝ遺伝子ｸﾗｽﾀ-の､ βｸﾞﾛ

ﾋﾞﾝ遺伝子上流に複製開始点(β-globin ori)が同定された(Aladjem et al., 1995).

この領域の欠失株では複製開始が消失することから､実際に､開始する領域と開始

に必要な領域はほぽ-致すると考えられるが､ -方で50kb上流のLocus ControI Region

と呼ばれる領域が複製に必要であることも報告されている｡晴乳類細胞では安定に

保持される高い複製効率のARS断片が得られておらず､複製開始に必要なﾚﾌﾟﾘｹ
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-ﾀ-としての構造は明らかにされていないが､これらの知見から､その構造が複

雑であることは容易に想像できる｡ -方､ｲﾆｼｴ-ﾀ-として機能すると考えら

れるORCについては､ｼﾖｳｼﾞﾖｳﾊﾞｴのORC2､ ORC3､ ORC5遺伝子変異の解析

から､ DNA複製に必要であることが示されている(Miche11eand Michael, 2001, Pinto et

al., 1999, Landis et alり1997, Cbesnokov et al., 2001)｡また､ｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｴﾙの卵抽

出液を用いた試験管内複製系を用いた解析でORCを除去するとDNA複製の開始が

阻害されることが示されており(Carpenter et al., 1996, Rowles et al., 1996, Romanowski

et al., 1996, Carpenter and Dunphy, 1998)､これらの高等其核生物においてもORCが複

製開始に機能することが示されている｡さらに､ｼﾖｳｼﾞﾖｳﾊﾞｴの初期腔および

ｱﾌﾙｶﾂﾒｶﾞｴﾙの卵抽出液からは複数のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾞﾄから構成されるORC複合

体が単離され(Gossen et al., 1995, Rowles et al., 1996, Romanowski et al., 1996)､出芽

酵母と同様にoRCが複合体として機能することが示唆されている｡また､ｱﾌﾘｶ

ﾂﾒｶﾞｴﾙの解析から､ ORCに依存してCDC6が染色体に結合し､さらにORCと

cDC6に依存してMCMが染色体と結合することが示され(Coleman et al., 1996)､出

芽酵母でみられたORCを足場とした段階的なpre-RC形成による複製開始の制御が

種を越えて保存されていると考えられる｡ﾋﾄにおいても6つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄに対

応するﾀﾝﾊﾟｸ質(oRCl-6)の存在が示されているが(Tugal et al., 1998, Gavin et al.,

1995, Ohtani et al., 1996, Quintana et al., 1997, Quintana et al., 1998, Ishiai et al., 1998, Dhar

et al., 2000)､ﾋﾄを含めた晴乳類細胞のORCについては､細胞内での機能はもちろ

ん､ pre-RCの構成因子であるCDC6やMCMとの相互作用､さらには細胞内でのORC

ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ間の相互作用についても明らかにされていない｡

複製開始においてｲﾆｼｴ-ﾀ-として機能すると予想されるORCの機能の解明

は､複製開始反応の理解にとどまらず､開始反応から合成反応へ至る制御機構､さ

らにDNA複製と細胞周期とをつな(h制御機構の解明に必須である.本研究では､ﾋ

ﾄ細胞内でのORtの機能を明らかにするため､ ORCの複合体形成の制御とその機

能について解析を行った｡

21



3－2　材料と方法

3－2－1緩衝液

0．1％TX－CSK緩衝液：10mMPIPES、PH7．0、300mMsucrose、1mMMgC12、1mMEGTA、

0．1mMPMSF、2〟ghnlleupeptin

ホウ酸緩衝液：0．2Mホウ酸pH9．0

ウエスタンブロツティング用転写緩衝液B：25mMTris－HCl、192mMGlycine，10％

methanol

エタノールアミン緩衝液B：0．2M2－aminoethan01pH8．0

3－2－2　抗体

抗ORCl抗体は6×H誌タグを融合したORCl（1－698アミノ酸）を抗原にウサギ

ポリクローナル抗体をSIGMAGENOSYSに委託し作製した抗血清を抗原カラムで精

製したものを用いた。抗ORC2抗体（3B7）はMBLのマウスモノクローナル抗体を

用いた。抗ORC3抗体および抗ORC4抗体はAnindyaDutta博士（ハーバード大学）

より譲与されたウサギポリクローナル抗体を用いた（Quintanaetal．，1997，Pintoetal．，

1999）。抗ORC5抗体はGSTタグを融合したORC5（全長）を抗原にウサギポリクロ

ーナル抗体をSIGMAGENOSYSに委託し作製した抗血清を抗原カラムで精製したも

のを用いた。抗MCM3抗体は木村博士（東京医科歯科大学）より譲与されたウサギ

ポリクローナル抗体を用いた（Kimetal．，1994）。抗MCM7抗体（sc9966）はSanta

αuzBiotechnologyのマウスモノクローナル抗体を用いた。ヤギ抗ウサギ（IgG）抗

体とヤギ抗マウス（IgG）抗体はBIO－Mから購入したものを用いた。

3－2－3　抗ORCl抗体ビーズの作製

1miのprqteinAセファロース（AmershamBiosciences）と200〟gIgGの抗ORCl

抗体をTBS緩衝液中、室温で2時間反応させ結合させた。ビーズをホウ酸緩衝液で

洗浄し、20mMdimethylpimelimidatedihydrochloride（SIGMA）を含むホウ酸緩衝液

申、室温で30分反応させ、固定化した。エタノールアミン緩衝液Bで1回洗浄後、

エタノールアミン緩衝液B中、室温で2時間インキエペー卜した。ビーズをTBS緩

衝液で洗浄したものを抗ORCl抗体ビーズ（2〟gIgWlO〟1ビーズ）とし、免疫沈

降実験に用いた。前血清についても同様の操作によりIgGをproteinAセファロース

に固定化し、コントロールビーズ（2〟gIgα10〟1ビーズ）として免疫沈降実験に

用いた。
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3－2－4　培養細胞

培養細胞はHeLaS3細胞（ヒト子宮頸癌由来）、HepG2細胞（原発生肝芽細胞腫ヘ

パトブラストーマ由来）、293細胞、TERT－RPEl細胞（ヒト網膜色素上皮細胞株をテ

ロメアーゼで不死化した細胞、Clontech）、FuG－ORCl発現細胞を用いた。各々の細

胞は10％FBS（FetalBovineSerum、ⅢBCOBRI．）と1％Penidllin－Strq）tmyCin（PS、

GIBCOBRI）を含むDMEM（Dulbecco，smodiBedEagle’smedium、SIGMA）を使用し

て370C、5％CO2条件下で培養した。

3×mGタグを融合したORClの発現細胞株（1C2）は以下のように作製した。

ORCl　の　d）NA　の　C　未　側　に　3　×　FLAG　配　列　（5，－

GACrACAAAGACCATGACGGTGAmGATGACATCGAmCAAGGAT
GACGATGACAAGATC－3，）をN未側にKozak配列（5，－GCCGCCGCC－3，）を付加し

たものをpcDPW．1（aomcH）に挿入した。得られたプラスミドをFugene6（Roche

Molec山訂Bio血emkal）を用いて293細胞にトランスフェクションした。

3－2－5　細胞同調

Gl／S期に同調した細胞を得るため、以下に示す方法を用いた。2×106個の細胞を

15皿プレートに植え継ぎ、10％FBS、1％PSを含むDMEM15ml中で12時間培

養した。その後、培地を2．5mMチミジン（SIGMA）、10％FBS、1％PSを含むDMEM

15ml中に置換して培養し、12時間培養し、再び培地を2．5mMチミジン、10％FCS、

1％PSを含むDMEM15ml中に置換して封時間培養した。

M期に同調した細胞を得るため、微小管の重合阻害剤である　3－（ト

Anilinoethylidene）－5－benzy1pyrrolidine－24Jione（TN16）（和光純薬）を使用し、以下の

方法で行った。チミジンを用いた方法と同様の処理のあと、培地を150ng血1TN16、

10％FCS、1％PSを含むDMEM15ml中で12時間培養した。

同調した細胞のリリースは、細胞をPBSで2回洗浄した後、10％FBS、1％PSを

含むDMEMを加えて行った。

3－2－6　TritonXlOOによる細胞分画

プレートで培養した細胞を水冷PBSで2回洗浄した後、細胞濃度が1～10×10矩1

になるように水冷した100mMNaClを含む0．1％TX－CSK（0．1％TX－100mCSK）緩

衝液を加え、細胞をCellWer（Costar社）でかきとり、コニカルチューブに回収し

氷上で10分間インキュぺ－卜した後、180×g、40C、3分間遠心し可溶画分（s叩1）

と不溶画分に分画した。不溶画分に一回目の抽出時と同量の水冷0．1％TX－100mCSE．

緩衝液を加えて氷上で5分間インキュベー卜した後、180×g、40C、3分間遠心し可
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溶画分と不溶画分(pptl)に分画した｡

3-2-7 DNaseIによる細胞分画

HeLa細胞から調整した1×106細胞相当のppt lを100〟1の氷冷した0.1 % TX-

100mCSK緩衝液に懸濁し､ ATPとDNase I (Roche Molecular Biochemicals)をそれぞ

れ1mM､ 1000units/mlになるように漆加した後､ 25oCで40分間ｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾄし､

180g､ 4oC､ 3分間遠心し可溶画分と不溶画分に分画した｡

3-2-8ﾀﾝﾊﾟｸ質の塩による抽出

HeLa細胞から調整したppt l (1×107細胞相当)を200〟1の300 mM NaClを含

む0.1%TX-CSK緩衝液に可溶化し､氷上で30分間ｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾄした後､ 180×g､

4oC､ 3分間遠心し､可溶画分と不溶画分に分画した.この不溶画分に-回目と同様

に300mMNaClを含む0.1 % TX-CSK緩衝液を加え､不溶画分を可溶化し､氷上で

5分間ｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾄした後､ 180×g､ 4oC､ 3分間遠心し可溶画分と不溶画分に分

画した｡可溶画分を集めて塩抽出液とし免疫沈降実験に用いた｡必要に応じてNaCl

濃度を変えて抽出を行った｡

3-2-9免疫沈降

抗oRCl抗体ﾋﾞ-ｽﾞを用いた免疫沈降:HeLa細胞(1×107細胞相当)から調整

した300 mM NaClを含む氷冷o.1 % TX-CSK (0.1 % TX-300mCSK)緩衝液で抽出

した塩抽出液(200/上l)を17800×g､ 10分間､ 4oCで遠心した｡上清と10〟lの抗oRCl

抗体ﾋﾞ-ｽﾞまたはｺﾝﾄﾛ-ﾙﾋﾞ-ｽﾞを混合し3時間､ 4oCでｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾄした｡

ﾋﾞ-ｽﾞをo.1%TX-300mCSK緩衝液で3回洗浄した後､ 20/∠1の0.1Mｸﾞﾘｼﾝ､ pH

2.0でﾋﾞ-ｽﾞ結合ﾀﾝﾊﾟｸ質を溶出した｡

抗oRC2抗体による免疫沈降: HeLa細胞(5×106細胞相当)から調整したo.1 %

TX-300mCSK緩衝液で抽出した塩抽出液(200〟1)を17800×g､ 10分間､ 4oCで遠

心し､上清と抗oRC2抗体またはﾏｳｽIgG (0.5〟g､ SIGMA)を混合し2時問､

4oCでｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾄした｡次に､ 10〟1のprotein Aﾋﾞ-ｽﾞを加え､ 1時間､ 4oCで

撹拝した.ﾋﾞ-ｽﾞをo.1%TX1300mCSK緩衝液で3回洗浄した後､ 20〟lの0.1Mｸﾞ

ﾘｼﾝ､ pH2.0でﾋﾞ-ｽﾞ結合ﾀﾝﾊﾟｸ質を溶出した｡

抗FLAG抗体ﾋﾞ-ｽﾞを用いた免疫沈降: 293細胞またはGST-ORClを発現させた

293細胞(2×107細胞相当)から調整したo.1 % TX-300mCSK緩衝液で抽出した塩

抽出液(270〟1)を17800×g､ 10分間､ 4oCで遠心し､上清と10〟1の抗FLAG抗体

ﾋﾞ-ｽﾞ(anti-FLAG M2-agarose affinity gel､ SIGMA)を混合し2時間､ 4oCでｲﾝｷ

ﾕﾍﾞ-ﾄした｡ﾋﾞ-ｽﾞを0.1%TX-300mCSK緩衝液で3回洗浄した後､100〟lの3 ×
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FLAGぺﾌﾟﾁﾄﾞ(SIGMA)を含む0.1 % TX-300mCSK緩衝液で結合ﾀﾝﾊﾟｸ質を溶

出した｡

3-2-10 SDSﾎﾟﾘｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞ電気泳動(sDS-PAGE)

本論文1章参照｡

3-2-11ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ

ﾀﾝﾊﾟｸ質試料をSDS-PAq･Eにより分離した後､ pvDF膜(Hybond-P､Amersham

Biosciences)にｳｪｯﾄ式ﾌﾟﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ装置を用いて転写緩衝液B中で4時問､ 20

vの条件でﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞした｡以下の操作は､本論文1章参照｡

3-2-12ｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾃｲﾝｸﾞのｼｸﾞﾅﾙの定量

ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞのｼｸﾞﾅﾙの定量はKODAK ID image analysis system

Ver. 3.5 (Eastman Xodak Company)を用いて定量した｡

3-2-13質量分析装置を用いたﾀﾝﾊﾟｸ質の同定

本論文1章参照｡

3-2-14ﾌﾛ-ｻｲﾄﾒﾄﾘ-による細胞周期解析

細胞(-1×106)をﾄﾘﾌﾟｼﾝ処理した後､ 1.5 mlのｴﾂﾞぺﾝﾄﾞﾙﾌﾁｭ-ﾌﾞに回

収して遠心し上清を除き､ 200〟1のﾌﾛ-試薬(50 mM sodium citrate､ 10 % Triton

X-100､ 1.6 mg /mipropidium iodide)を加え懸濁し室温､暗条件下で10分間静置し

た. RNase Aを1〟g/hlになるように加え室温､暗条件下で30分間反応させた.

propidium iodideの蛍光強度をﾌｱﾂｸｽｷﾔﾝ(Becton Dickinson )を用いて解析

した｡

3-2-15ﾌﾞﾛﾓﾃﾞｵｷｼｳﾘｼﾞﾝ(BrdU)の細胞への取り込みと抗BrdU抗体を用い

た免疫染色による細胞周期解析

ｶﾊﾞ-ｸﾞﾗｽを入れた10 cmﾌﾟﾚ-ﾄを用いて細胞をGl/S期またはM期に同調

した｡同調した細胞をりﾘ-ｽし､細胞回収の30分前に培地申にBrdU (終濃度10

〟M)を加えた｡ 30分後､ｶﾊﾞ-ｶﾞﾗｽを取り出し､ PBSで2回洗浄した｡細胞の

I)NAに取り込まれたBrdUの検出は5-Bromo-2'-deoxy-uridine Labeling and DetectionKit

I (Ro血e)を用いた｡

3-2-16 siRNAを用いた解析
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ORClのsiRNAオリゴ（ORCl＋73a：5しCUGCACUACCAAACCuW－3一、ORClb：

5T－UAUAG00GGUAGUGCAGTT－3，）、CDC6のsiRNAオリゴ（CDC6＋82A：5し

CUCCAGCGAUGCCAAACUATT－3一　　　、　　　　CDC6＋82b　　　　：　　　　5し

UAGUUUGGCATCACUGGAGTT－3f）、Lamin AのsiRNAオリゴ（LaminAa：5し

CUGGACUUCCAGAAGAACATr－3T　　　、　　　Lamin AB　　　：　　　5T－

UGUUCUUCUGGAAGUCCAGTT－3T）、LucifbraseのsiRNAオリゴは日本バイオサー

ビスに委託し作製した。3×105個のHeLa細胞を6cmプレートにまき、2mlの10％FBS

を含むDEMEで370C、5％CO2条件下で24時間培養した。4〟1の01igo氏dAMINE

（Im血ogen）と32〝1のOp由一M王M培地（GmCOBRL）を混合し、室温で10分間静

置した。この溶液と20〟Mのアニーリングしたオリゴを340〟1のOpti－MEMで希釈

したものを混合し室温で加分間静置した後、細胞に加え軽く混合した。370C、5％CO2

条件下で48時間培養後、細胞を回収した。
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3-3結果

3-3-1 0RCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの染色体および核構造との相互作用の解析

ﾋﾄoRCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの細胞内局在を調ぺるため､非同調HeLa細胞について非

ｲｵﾝ性界面括性剤(Triton XIOO)とDNase Iによる分画を行った(図3-1)｡ Tdton

分画による不溶画分は染色体に結合しているﾀﾝﾊﾟｸ質を含むと考えられている｡

-方､ DNase I分画による可溶画分は､ MCMやﾋｽﾄﾝなど染色体DNAに結合し

ているﾀﾝﾊﾟｸ質を含み､不溶画分は核構造あるいは特殊な染色体DNAに結合して

いるﾀﾝﾊﾟｸ質を含むと考えられている(F坤taet al., 1999)｡全細胞抽出液､および

Triton分画の可溶画分と不溶画分についてORCl､ ORC 2､ ORC 3､ ORC 4､ ORC 5

に対する抗体を用いたｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞを行った｡その結果､これらのす

ぺてのORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの大部分がTriton不溶画分に存在した(図3-1 Triton).こ

のことから､各oRCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄは染色体と結合していると考えられる. DNase I

分画では､大部分のORClが不溶画分に存在し､ ORC2､ ORC3､ ORC4､ ORC5は半

分量が可溶画分に存在した(図3-1 DNaseI)｡これらから､染色体に結合しているORCl

は大部分が核構造とも相互作用しており､ -方､ oRC2､ ORC3､ ORC4､ ORC5は単

に染色体に結合しているものと核構造とも相互作用するものと､少なくとも2つの

存在様式があることが予想された.さらに､ Triton不溶性のORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの塩

に対する抽出性を調べるため､ Tdton不溶画分について100mMから500mMのNaCl

による分画を行った(図3-1NaCl)｡その結果､ ORClは200mMのNaClでは可溶化

せず､ 300mMのNaClで可溶化した｡ -方､ oRC2､ ORC3､ ORC4､ ORC5は200mM

で約半分量が可溶化し､ 300 mMでほぼ全量が可溶化した｡ DNase IとNaCl分画に

みられるORClと他のORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの挙動の違いは､核内での局在が異なるこ

とを反映したものと考えられた｡

3-3-2 0RClと他のORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄとの相互作用の解析

oRClからORC5のすべてｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄが染色体と相互作用することが示された

ことから(図3-1､ Triton)､出芽酵母と同様に複合体を形成し染色体上で機能するこ

とが予想される｡そこで､ﾋﾄ細胞においてORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄが相互作用して複合

体を形成しているか否か検討するために､非同調HeLa細胞の300 mM NaCl抽出液

から抗oRCl抗体を用いて免疫沈降を行った｡最初に､免疫沈降画分に含まれるﾀ

ﾝﾊﾟｸ質について質量分析よる同定を試みた｡免疫沈降画分に含まれるﾀﾝﾊﾟｸ質

をsDS-PAGEにより分離し､ CBB染色で検出した(図3-2 A)｡前血清IgG (cont.)

を用いた免疫沈降の沈降画分と比較して､抗oRCl抗体を用いた免疫沈降に特異的

に強いﾊﾞﾝﾄﾞが数個みられ'f= (図312 A､ 1-4)｡これらのﾊﾞﾝﾄﾞを含むｹﾞﾙ片を切
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図㌻1．ORCサブユニットのTriton、DNaseI、およびNaClによる抽出
非同調Hel．a細胞を100mMNaClを含む0．1％TX－CSK横衝液により可溶画分と不溶画分に
分画した（Triton）。Triton不溶画分について、DNaseIあるいは100．200、300、400．500mM
NaOを含む0．1％TX－CSK緩衝液により可溶画分と不溶画分に分画した（DN彿氾Ⅰ、Nan）。
全細胞抽出液（W）、それぞれの分画の可溶画分（S）、不溶画分（P）についてORCl、
ORC乙　ORC3，ORCれ　ORC5に対する抗体を用いたウエスタンプロツティングをを行っ
た。各レーンについて1×105細胞相当分を用いた。
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図3-2.非同調細胞からの抗oRCl抗体を用いた免疲沈降(質畳分析装置を用いた解析)
A :非同調HeLh細胞の300mMNaCl抽出液から抗oRCl抗体ﾋﾟ-ｽﾞ( αoRCl )またはｺﾝ
ﾄﾛ-ﾙﾋﾞ-ｽﾞ(cont.)を用いて免疫沈降を行い､沈殿画分をsDS･PAGE (12.5%
ｹﾞﾙ)しﾀﾝﾊﾟｸ質をCBB染色で検出した.囲中に示したｹﾞﾙ片(1-4)を切り出し､
質皇分析装置を用いた解析の試料を作製した｡
B : Aに示したｹﾞﾙ片から調整した試料を質量分析装置によりﾀﾝﾊﾟｸ質の同定を行った｡

Gel slice number : Aのｹﾞﾙ片の番号に対応する｡ Mole血1arweight : ORCｻﾌﾟﾕﾆﾂﾄの
分子量を示す｡ peptidesmatched :同定されたぺﾌﾟﾁﾄﾞ断片数を示す｡
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図㌻3．非同調細胞からの抗ORCl抗体と抗FLAG抗体を用いた免疫沈降（ウエスタンプロツ
ティングによる解析）

A：非同調HeLh細胞の300mMNaCl抽出液から抗ORCl抗休ビーズ（αORCl）またはコン
トロールビーズ（00nL）を用いて免疫沈降を行った。

B：FLAG・ORCl発現細胞（＋）または293細胞（－）の300mMNaCl抽出液から抗FLAG抗体
ビーズを用いて免疫沈降を行った。
それぞれの抽出液（IN）と免疫沈降の上清画分（S）、免疫沈降の沈殿画分（P）につ
いてORCl、ORC2t ORC3、ORC人　ORC5に対する抗体を用いたウエスタンプロツティ
ングを行った。沈殿画分は抽出液および上清画分に対して10倍量を用いた。



り出し、トリプシンよるタンパク質の断片化を行い、ゲルから抽出したペプチドに

ついて質量分析装置による解析を行った（図3－2B）。その結果、ゲル片1とゲル片2

からORClが、ゲル片3からORC2とORC3が、ゲル片4からORC4とORC5が同

定された。また、SDS－PAGEの移動度から推定される各ゲル片に含まれるタンパク

質の分子量と、そのゲル片から同定された各ORCサブユニットの分子量とははぼ一

致した。これらのことから、ORClを免疫沈降することによりORC2、ORC3、ORC4、

ORC5が共沈降することが示された。今回の解析では、ゲル片1～4以外に200kDか

ら30kDの領域にかけてバンドの強弱に関わらず、同様の質量分析による同定を行

ったが、ORC6は検出されなかった。次に、各ORCサブユニットに対する抗体を用

いたウエスタンブロツティングによる解析を行った（図3－3A）。その結果、質量分

析の解析結果と同様に、ORClとともに、ORC2t ORC3、ORC4、ORC5の共沈降が

みられた。この共沈降は、前血清IgG（00nt．）を用いた免疫沈降ではみられないこと

から、抗ORCl抗体に特異的であった。抽出液中のすぺてのORClを免疫沈降した

とき、他のORCサブユニットのほぼ半分量が共沈降した。さらに、恒常的にFLAG

タグを付加したORCl（FIAG－ORCl）を発現している293細胞株の塩抽出液から、

抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を行ったところ（図3←3B）、抗FLAG抗体によるウ

エスタンブロツティングが示すM－ORClの免疫沈降とともに、ORC乙　ORC3、

ORC4、ORC5が共沈降し、HeLa細胞を用いた解析結果と同様にORClとその他の

ORCサブユニット間の相互作用が認められた。このとき、M－ORClを発現して

いない細胞を用いた抗FLAG抗体による免疫沈降では、FLAG－ORClおよび他のサ

ブユニットの沈降はみられなかった。これらの解析により、ORClとORC乙ORC3、

ORC4およびORC5との相互作用が示され、ヒト細胞内でORCが複合体を形成する

ことが示唆された。

3－3－3　細胞周期を通したORCl量の変化の解析

出芽酵母では、各ORCサブユニットは細胞周期を通じて存在し、安定な複合体を

形成していることが知られている。そこで、ヒト細胞内の各ORCサブユニットの存

在量について細胞周期を通して解析を行った。まず、HeLa細胞を微小管の重合阻害

剤m16により′M期に同調した（図3－4）。同調からリリースした後、図に示した時

間に細胞を回収し、これらの細胞の全細胞抽出液について、各ORCサブユニットに

対する抗体を用いたり土スタンブロヅティングを行った。その結果、ORC乙ORC3、

ORC久　ORC5は細胞周期を通じてほぼ一定量が存在した。一方、ORClはリリース

後6hから増加しはじめ、9hをピークにその後減少した。FACSとBrdU取り込み細

胞の割合から、染色体DNAの合成は馳から9bの間に開始していると考えられる。

したがって、細胞内のORCl量はGl期に増加しはじめ、Gl／S期に最大に達すると
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考えられる.また､ BrdU取り込み細胞の割合が最も多くFACS解析でS期のﾌﾟﾛﾌ

ｧｲﾙを示すi2hから15hにかけてORCl量の減少がみられた.また､細胞周期に

おけるORClの量の変動とGl期ｻｲｸﾘﾝ(E)およびS期ｻｲｸﾘﾝ(A)の量

の変動の時期とを比較したところ､ ORClはｻｲｸﾘﾝEより早い時期に増加し､

ｻｲｸﾘﾝAの増加する時期に減少した｡

次に､ HeLa細胞で観察されたORClの量の変動がﾋﾄ細胞において-般的に見ら

れる現象かを検討するために､ HepG2細胞をM期に同調してりﾘ-ｽし同様の解析

を行った(図3-5). FACS､ BrdU取り込み細胞の割合､ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ

の解析の結果､ HeLa細胞と同様に､細胞周期を通じてORC2､ ORC3､ ORC4､ ORC5

の量に変動はなく､ ORClの量はGl期(3b)に入ると増加しはじめ､ Gl後期から

Gl/S期(6h-9h)にﾋﾟ-ｸに達し､ S期に入ると減少した.また､ ORClの量の増加

する時期はｻｲｸﾘﾝEの増加に先行し､減少する時期はｻｲｸﾘﾝAの増加する

時期と-致した.次に､ ORClの量の変動がTN16によるM期への同調法に依存す

る可能性を考慮して､ HeLa細胞をﾁﾐｼﾞﾝによりs期に同調しりﾘ-ｽした同調細

胞集団を用いて解析を行った(図3-6)｡ FACS､ BrdU取り込み細胞の割合､ｳｴｽ

ﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞの解析の結果､ M期からりﾘ-ｽした同調細胞集団と同様に､

細胞周期を通じてORC2､ ORC3､ ORC4､ ORC5の量に変動はなく､ ORClの量はり

ﾘ-ｽ後12血に増加しはじめ､ BrdU取り込み細胞の割合が最も高くなる18血に先行

して15血をﾋﾟ-ｸに減少した｡ ORClの量の増加する時期は､ｻｲｸﾘﾝEの増加

に先行し､その減少する時期はｻｲｸﾘﾝAの増加する時期と同じであった｡つぎ

に､ HepG2細胞について同様の解析を行った(図3-7). FACS､ BrdU取り込み細胞

の割合､ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞの解析の結果､ ORC2､ ORC3､ ORC4､ ORC5の

量は､ HeLa細胞と同様に細胞周期を通じて変動せず､ -方､ oRClはりﾘ-ｽ後6血

から増加しはじめ､ 12b.にﾋﾟ-ｸに至り減少した｡また､ ORCl量のﾋﾟ-ｸはBrdU

取り込み細胞の割合およびｻｲｸﾘﾝEの量がﾋﾟ-ｸに達する15血に先行していた｡

これらﾁﾐｼﾞﾝにより同調したHeLa細胞とHepG2細胞の解析は､ ORClがGl期で

増加しS期で減少するというM期に同調した細胞の解析の結果と-致した｡ﾁﾐｼﾞ

ﾝを用いたS期同調ではHeLa細胞の場合もHepG2細胞の場合も0血でORCl量は低

いﾚべﾙにあった｡これは､細胞がﾁﾐｼﾞﾝによる同調により長時間にわたりS期

にとどまるため､ ORClが減少したものと考えられる｡

これまで増殖を繰り返す細胞について解析を行ってきたが､休止細胞およびそこ

から増殖へ向かう時のORCl量を観察するため､ﾃﾛﾒｱ-ｾﾞで不死化したﾋﾄ網

膜色素上皮細胞のTERT-RPEl細胞を血清飢餓によりGO期に同調し､血清の漆加に

よりりﾘ-ｽした細胞集団について解析を行った(図3-8).血清飢餓の状態の細胞

ではoRClの発現は見られなかった｡りﾘ-ｽ後､ oRCl量は徐々に増加し､ BrdU
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囲3_4. M期同調細胞を用いたORCｻﾌﾟﾕﾆﾂﾄの量の変動の解析(HeI.a細胞)

A :微小管の重合阻害剤によりHeI.a細胞をM期に同調し､ 1)ﾘｰｽした細胞集団について
のFACSﾊﾟﾀ-ﾝ(上)とDAPIによる染色(中)およびBrdUの免疲染色(下). BrdU
を取り込んだ細胞の割合をBにｸﾞﾗﾌで示した｡

B :同調細胞各回収時間の細胞から調整した全細胞抽出液についてORCl､ ORC2､ ORC3､

oRC4, ORC5､ cyclinA､ cyclinEに対する抗体を用いたｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾞﾃｲﾝｸﾞを行
い(左ﾊﾞﾈﾙ) , ORCl､ cyclinA､ cyclinEのｼｸﾞﾅﾙ強度を定皇し､ﾋﾟ-ｸを100とし
て右下のｸﾞﾗﾌに示した｡ AのBrdU取り込み細胞の割合を右上のｸﾞﾗﾌに示した｡
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郎_5. M期同調細胞を用いたORCｻﾌﾟﾕﾆﾂﾄの皇の変動の解析(HepG2細胞)
A :微小管の垂合阻書剤によりHepG2細胞をM斯に同綱し､りﾘｰｽした細胞集団につい
てのFACSﾊﾟﾀｰﾝ｡

B :同調細胞各回収時闇の細胞から調製した全細胞抽出液についてORCl､ ORC2､ ORC3､
oRC4､ ORC5､ cycliJIA､ cyclinEに対する抗体を用いたｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾃｲﾝｸﾞを
行い(左ﾊﾟﾈﾙ) ､ BrdU取り込み細胞の割合(右上ｸﾞﾗﾌ)およびORC1､ cyclinA､

cycliJIEのｼｸﾞﾅﾙ強度の定皇結果(右下ｸﾞﾗﾌ)を図3-4と同様に示した｡
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図3-6. S期同調細胞を用いたoRCｻﾌﾟﾕﾆﾂﾄの量の変動の解析(Heh細胞)
A :ﾁﾐｼﾞﾝによりHeI.a細胞をS期に同調し､りﾘｰｽした細胞集団についてのFACSﾊﾟﾀ-
ﾝ(上)とDAPI8こよる染色(中)および細胞のDNAに取り込まれたBrdUの免疫染色
(下) ｡ BrdUを取り込んだ細胞の割合をBにｸﾞﾗﾌで示した.
B :同調細胞各回収時間の細胞から調製した全細胞抽出液についてORCl､ ORC2､ ORC3､

ORC4､ ORC5､ cyclinA､ cyclinEに対する抗体を用いたｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾃｲﾝｸﾞを
行い(左ﾊﾟﾈﾙ) ､ BrdU取り込み細胞の割合(右上ｸﾞﾗﾌ)およびORCl､ cyclinA､
cyclimEのｼｸﾞﾅﾙ強度の定量結果(右下ｸﾞﾗﾌ)を図3･4と同様に示した｡
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図3-7. S期同謝細胞を用いたoRCｻﾌﾟﾕﾆﾂﾞﾄの丑の変動の解析(HepG2細胞)
A:ﾁﾐｼﾞﾝによりHepG2細胞をS期に同調し､りﾘ-ｽした細胞集団についてのFA6
ﾊﾟﾀｰﾝ｡

B :同調細胞各回収時間の細胞から調整した全細胞抽出液についてORCl､ ORC2､ ORC3､

ORC4､ ORC5､ cycliJIA､ cyclin Eに対する抗体を用いたｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾃｲﾝｸﾞを行
い(左ﾊﾞﾈﾙ) ､ BrdU取り込み細胞の割合(右上ｸﾞﾗﾌ)およびORCl､ cyclinA､
cyclinBのｼｸﾞﾅﾙ強度の定丑結果(右下ｸﾞﾗﾌ)を図3-4と岡様に示した｡
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図M．GO期からのORCサブユニットの皇の変動の解析（Tm－RPEl細胞）
A：血清飢餓によりTm・ml細胞をGO期に同調し、リリースした細胞集団についての
FACSパターン。

B：同調細胞各回収時間の細胞から調整した全細胞抽出液についてORCl、甲dhA、甲dh
Eに対する抗体を用いたウエスタンブロツティングを行い（左パネル）、BrdU取り
込み細胞の割合（右上グラフ）およびORCl、巧dhA、巧d血Eのシグナル強度の定
量結果（右下グラフ）を図3イと同様に示した。



取り込み細胞が見られる1つ前の回収時間(12h)から増加が顕著となり､ 18hをﾋﾟ

-ｸにとして､その後減少したo ORClの量の増加する時期はｻｲｸﾘﾝEの増加

する時期とほぼ同じで､その滅少する時期はｻｲｸﾘﾝAの増加する時期と同じで

あった｡したがって､ GO期から増殖へ向かう細胞においてもORCl量は細胞周期の

制御を受けており､ S期前には十分量増加し､ S期の進行にともなって減少すること

が明らかとなった｡

3_3_4 0RClのﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑによる分解制御の解析

s期にORClが減少する過程にﾀﾝﾊﾟｸ質分解系が関与している可能性が十分考

えられるoその経路のひとつの候補として､ 26Sﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑによる分解につい

て検討を行った(図3-9)｡ﾁﾐｼﾞﾝにより同調したHeLa細胞をﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑの

阻害剤であるMG132で6時間処理し､全細胞抽出液についてORClとORC2に対す

る抗体を用いたｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞを行った｡その結果､細胞のORCl量は

DMSOによる影響はみられないが､ MG132処理により有為に増加した.一方､ oRC2

の量はMG132処理による変化はみられなかった｡このことから､ﾋﾄORClのS期

の減少はﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑによる分解によるものと考えられるo

3_3_5細胞周期依存的なORC複合体形成の解析

染色体結合画分に存在するORClの量が細胞周期依存的に変動することから､

oRClを含むORC複合体の量も変動することが予想される｡そこで､図3-10に示した

M期に同調しりﾘ-ｽしたHeLa細胞から得た300 mM NaCl抽出液から抗oRCl抗体と

抗oRC2抗体を用いて免疫沈降を行い､ ORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ間の相互作用を解析した(図

3_11).回収した細胞のFACS解析から､ Ohから3hがM期､ 3hから12hがGl期､ 12hか

ら15hがs期という細胞集団が得られた(図3-10). oRCl抗体を用いた免疫沈降の沈

降画分について､各oRCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄに対する抗体を用いたｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲ

ﾝｸﾞを行った結果､ ORClは抽出液中の存在量に対応してGl/S期からS期にかけて(弛､

12血)多く免疫沈降され､ oRC2､ ORC3およびORC4はORClの沈降量に対応してGl

期からGl/S期にかけて(9血､ 12b)多く共沈降した｡ -方､抗oRC2抗体を用いた免

疫沈降の結果､ ORC2は細胞周期を通じてほぼ-定量が免疫沈降され､ ORC3も細胞

周期を通してほぼ-定量が共沈降した｡このときoRClは抽出液中の存在量に対応し

て､ Gl期からGl/S期にかけて(9血､ 12b)共沈降する量が増加した｡ ORC4とORC5

は､細胞周期を通じて細胞内に-定量存在するのに対し(図3-10)､ ORClの共沈降

の量と対応するようにGl期からGl/S期にかけて(9h､ 12血)多く共沈降した｡これら

のことから､細胞周期を通してORC2-3複合体は安定に存在し､ ORC4やORC5と相互

作用していると考えられる｡また､ Gl期からS期にかけてORClの量が増加すると
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図3－9．加Sプロテアソーム依存的なORClの分解
チミジンによりS期に同調したHeI且細胞を加Sプロテアソームの阻害剤MG132で6時間処理
した。未処理（．）の細胞とDMSO（DMSO）、MG132（MG）で処理した細胞の全細胞抽
出液についてORCl、ORC2に対する抗体を用いたウエスタンプロツティングを行い（上
パネル、ORCl、ORC2）、シグナル強度を定土し、未処理のORClあるいはORC2土を1と
して下のグラフに示した。
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図3_10. ORCｻﾌﾟﾕﾆﾂﾄとMCM3の細胞周期依存的な旦の変化
A:微小管の重合阻書剤によりHcIJa細胞をM期に同調し､りﾘｰｽした細胞集即こついて
のFACSﾊﾟﾀ-ﾝ

B :同調細胞各回収時間の細胞についてTdtonによる分画を行った｡全細胞抽出液(wcE)
についてはORCl､ ORC2､ ORC3, ORC4､ ORC5､ MCM3に対する抗体を用いて､不
溶画分(P)についてMCM3に対する抗体を用いてｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾞﾃｲﾝｸﾞを行っ
た｡
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図3_11.同調細胞の塩抽出液からの抗ORCl抗体および抗ORC2抗休による免疫沈降

図3_10に示したM期に同調しりﾘ-ｽしたHeI.a細胞の各回収時間の300mM NaCl抽出液から
抗ORCl抗体ﾋﾞ-ｽﾞ(A)と抗oRC2抗体(B)を用いて免疫沈降を行った｡各時聞の免疫沈
降の沈殿画分についてORCl､ ORC2､ ORC3 ､ ORC4に対する抗体を用いたｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾞ
ﾃｲﾝｸﾞを行った｡ BについてはORC5の検出も併せて行った｡下に示した細胞周期は図3-10
に示したFACS解析から決定した｡



oRClを含むORC複合体が形成されると考えられる｡そして､ ORC4およびORC5と

oRC2-3複合体との相互作用は､ ORClが複合体に入ることにより安定性が増すと考

えられる｡

3_3_6細胞周期依存的なORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの核構造との相互作用

図3_1で示したように､ ORC2-ORC5は核構造と相互作用するものとしないもの

とが存在することから､これらのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄと核構造との相互作用が細胞周期で

制御されている可能性が考えられる.そこで､図3-10に示したM期からりﾘ-ｽし

た同調細胞集団について､ T血on不溶画分をDNase Iにより分画し､ ORCl､ ORC2

について細胞周期依存的な局在の検討を行った(図3-12)｡その結果､ ORClは検出

できるどの観察時間においてもその大部分がDNaseI不溶画分に存在することから､

細胞周期に閑係なく核構造と相互作用すると考えられる. -方､ ORC2はM期から

Gl期(ohから6h)では大部分がDNaseI可溶画分に存在するが､その後12hをﾋﾟ-

ｸにDNase I不溶画分に存在するものが出現した｡このORC2と核構造が相互作用

する時期は､ ORClが増加しORClを含むORC複合体が形成される時期と-致した｡

これらのことから､核構造と相互作用するORClとの複合体形成によって､ ORC2

をはじめとする他のORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾞﾄが核構造上に移行することが予想されたo

3_3_7 0RClに依存したORC2と核構造との相互作用の解析

siRNAを用いて細胞内のORClの量を人工的に減少させたときの他のORCｻﾌﾞﾕ

ﾆﾂﾄの局在について検討した｡ ORCl､ CDC6､ﾗﾐﾝA､ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞに対す

るsiRNAをHeLa細胞にﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼﾖﾝ後48時間目に細胞を回収し､ Tdton

による分画､さらにはDNaseIによる分画を行った(図3-13)｡それぞれのsiRNAで

細胞を処理すると､それぞれ標的となるﾀﾝﾊﾟｸ質がｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞで

検出されなくなることから､今回用いたsiRNAは標的遺伝子に特異的に機能すると

考えられる.図3-1に示したように､ ORC2はTriton不溶画分に存在するが､この局

在はORClの量をsiRNAにより人工的に減少させても変わらなかった｡したがって､

oRC2と染色体との相互作用はoRClに依存しないことが示された(図3-13 A)｡ -

方､ DNaseI不溶画分に存在するORC2は細胞内のORClを減少させることにより可

溶化した(図3-13 B)｡したがって､ ORC2と核構造との相互作用はORClとの相互

作用を介したものと考えられる｡

ﾋﾄ細胞において､ CDC6はORClと同様のﾇｸﾚｱ-ｾﾞに耐性な核構造と相互

作用していることが報告されている(Fujita et al., 1999).実際に､ CDC6の局在を解

析したところ､細胞内のほとんどがTriton不溶画分に存在し､さらにTriton不溶画

分のすべてのCDC6はDNaseI耐性となったことから､ ORClと同様に核構造と相互
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図3-12.細胞周期依存的なORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄと核構造との相互作用

図3_10に示したM期に同調しりﾘ-ｽしたHeLa細胞の各回収時聞のTriton不溶画分につい
てDNaseIによる分画を行った｡可溶画分(S)と不溶画分(P)についてORCl､ ORC2に
対する抗体を用いたｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾃｲﾝｸﾞを行った｡下に示した細胞周期は図3-10に
示したFACS解析から決定した｡





作用していることが示された（図3－13）0そこで、00C6およびORCの局在性に対

して相互に影響を及ぼすか否か検討を行った（図3－13）。その結果、00C6に対する

siRNAで細胞を処理しても、ORClおよびORC2の染色体あるいは核構造への局在

性には影響しなかった。逆に、ORClに対するsiRNAによって細胞を処理しても、CDC6

の染色体あるいは核構造との相互作用には影響しなかった0

3＿3＿8　0RClとCDC6に依存したMCMのクロマチンヘの結合の解析

出芽酵母においてMCMと染色体との結合はORCおよびCDC6に依存することが

示されている。ヒトにおいても同じような制御を受けている可能性が考えられるo

MCM3の細胞周期依存的な染色体との相互作用を解析したところ（図3－10）、細胞内

には細胞周期を通じてほぼ一定量存在するが、染色体と相互作用するMCM3は12h

をピーク減少し、この量の増減はORClの量の変動とほぼ一致した0このことから、

MCMと染色体との結合は、ORClに依存することが予想された。実際に、細胞内の

oRCl量をsiRNAにより減退させると、Triton不溶画分のMCM3がほとんどみられ

なくなった（図3－13A）。さらに、CDC6に対するsiRNAで処理した細胞においても、

同様の結果が得られた。これらのことから、ヒト細胞ではMCMと染色体との結合

はORClとCDC6の活性に依存すると考えられる。
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3-4考察

近年､ oRCをはじめとする複製開始因子のﾋﾄﾎﾓﾛｸﾞがｸﾛ-ﾆﾝｸﾞされ､複

製開始機構が真核生物全般に保存されていることが示唆されている｡しかしながら､

配列ﾚﾍﾞﾙの相同性は必ずしも機能的な相同性を示すものではなく､その意味では

ﾋﾄ細胞におけるORCの機能について未知の点が多い｡また､ﾋﾄORCｻﾌﾞﾕﾆ

ﾂﾞﾄはそれぞれ独立して発見され､解析されてきた経緯から､ ORCの各ｻﾌﾞﾕﾆﾂ

ﾄの細胞内での局在､発現量､複合体形成について系統的に解析されていないのが

現状である｡したがって､ﾋﾄ細胞内でのORC複合体の機能を理解する第-段階と

して､全てのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾞﾄについて同じ細胞を用いて､同-の条件でこれらの解析

を行う必要があると考えられる｡本研究において同じ細胞の同じ分画を用いてORCl

～oRC5の細胞内局在を解析したところ､細胞内に存在するORCl-5のすべてのｻ

ﾌﾞﾕﾆﾂﾄが核に存在し染色体と相互作用することが予想された｡このことは出芽

酵母と同様にORCが核内で機能することを示唆している｡また､ NaClによるORC

ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの抽出性を検討したところ､ ORClは他のORCに比べてNaCl耐性を

示したことから､ ORClは他のORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄとは異なる核内配置をされている

ことが予想された｡また､ DNase Iによる分画を行ったところ､ ORC2-ORC5につ

いては染色体DNAとともにその-部が可溶化するが､ ORClの可溶化は全く見られ

なかった｡この処理により､ﾋｽﾄﾝや部分的にMCMはほとんど可溶化されるこ

とから(Fujita et al., 1997)､この不溶画分に存在する因子は単に染色体DNAと相互

作用しているのではなく､他の核内のﾀﾝﾊﾟｸ質あるいはRNAからなる構造体(核

構造)と相互作用していることが予想される｡したがって､全てのORClおよび他

のORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの-部は核内の何らかの構造と相互作用していることが示唆さ

れた｡

ﾋﾄのORCの全てのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄは染色体上に存在することから､他の生物種と

同様に複合体として染色体と相互作用していることが十分考えられる｡本研究にお

いて､ HeLa細胞抽出液から抗oRCl抗体を用いた免疫沈降を行ったところ､ ORC2､

oRC3､ ORC4､ ORC5の共沈降が確認され､少なくともORCl､ ORC2､ ORC3､ ORC4､

oRC5が複合体として細胞内に存在し得ることが明らかとなった｡しかしながら､

oRClの免疫沈降産物からは､ oRC6は検出されなかった｡これに閑連して､ FLAG

ﾀｸﾞを付加したORC6を発現させたﾋﾄ293細胞の抽出液から､抗FuG抗体､抗

oRCl抗体､抗oRC2抗体を用いた免疫沈降を行ったが､ oRC6とORCl､ ORC2と

の相互作用はみられなかった(結果不掲載)｡出芽酵母のORC6はORC複合体の機

能に必要であるが(u and Herskowitz, 1993)､ ORC6を欠いたORC複合体は安定に

存在することが知られている(LeeandBell, 1997)oまた､ｼﾖｳｼﾞﾖｳﾊﾞｴのORC

33



は､ ORC6を欠いても複合体として存在し得るが､複製開始点に特異的に結合する

ことができないことが知られている(αesnokovetal.,2001)｡これらのことから､ORC6

は他のORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾞﾄとの相互作用は弱いが､ ORC複合体が機能する上で必要

不可欠な因子であることが予想されるoこれらの知見を考慮すると､ﾋﾄにおいて

も他のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾞﾄとの相互作用が弱い可能性が考えられる｡実際に､抗oRC2抗

体を用いた免疫沈降でORC6は共沈降しないこと(Dbar and Dutta, 2000､ Vas血ee et al･,

2001)､ﾊﾞｷｭﾛｳｲﾙｽﾀﾝﾊﾟｸ質発現系の解析から､ ORC6とORCl-5複合体と

の相互作用は非常に弱いこと(Vashee et al., 2001)が報告されている｡最近､ ORC6

は動原体の機能に関与することが示された(Prasanthet al･, 2002)oﾋﾄのORC6はｼ

ｮｩｼﾞﾖｳﾊﾞｴとの相同性によりｸﾛ-ﾝ化されており(DbarandDutta,2000)出芽

酵母のORC6との相同性はほとんど見いだされていない｡したがって､ ORC6はｾ

ﾝﾄﾛﾒｱﾀﾝﾊﾟｸ質であり､ ORC複合体を形成する真のORC6をｺ-ﾄﾞする他の

遺伝子産物が存在する可能性も考えられる｡

出芽酵母では､複製開始点の数とほぼ同じ分子数のORCが細胞内に存在すること

が知られている(Rowley et al., 1995). HeLa細胞抽出液から抗oRCl抗体を用いた

免疫沈降産物のCBB染色(図3-2)の定量結果と､ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞの結

果(図3-3 A)より求めた免疫沈降の効率から計算した細胞内のORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ

の分子数は､ ORClが1.5×104､ oRC2が1.1×104､ oRC3が9･5×103､ oRC4が7･7

×103､ oRC5は5×103であった｡他のｸﾞﾙ-ﾌﾟからもHeLa細胞のORC2およびCHO

細胞のORClとORC2についてほぼ同じ結果が報告されている(Kreitz et al･, 2001､

Natale et al., 2000)｡晴乳類細胞では細胞あたり約104個の複製開始点が存在するとい

われており(Walton et al., 1992)､出芽酵母と同様に､動物細胞では複製開始点とほ

ぼ同数のORC複合体が存在すると予想される｡抗oRCl抗体による免疫沈降では､

抽出液中のORClの全量が免疫沈降されるとき､ ORC2-ORC5は半分量の共沈降が

みられた｡このことは､細胞周期の限られた時期にORClが存在し､ ORC2-ORC5複

合体と相互作用することと矛盾しない｡

本研究により､ ORClの細胞内の量がGl期に増加し､ Gl/S期をﾋﾟ-ｸとしてS

期の進行とともに減少することが明らかとなった｡ MG132によりORClの分解が阻

害されることから､ ORClのS期における分解は26Sﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑの分解経路に

ょって行われていると考えられる.最近､ Sti止manのｸﾞﾙ-ﾌﾟから､ ORClはﾕﾋﾞｷ

ﾁﾝ化されており､そのﾕﾋﾟｷﾁﾝ化にSkp2が関与していることが示されている

(Mendezet al., 2002).したがって､ ORClの量的な制御はS軸2依存的に行われてい

ることが予想される｡また､恒常的にORClを発現させた細胞においても､ ORCl

の変動がみられること(巽との共同､結果不掲載)から､少なくともHeLa細胞のよ

うな細胞分裂をくり返す細胞では､ ORClの分解がoRClの量の主な制御機構にな
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っていると考えられる。一方で、血清飢餓からリリースした細胞と同調HeLa細胞を

用いた解析から、ORClのmRNAの発現誘導はE2Fに依存することが示されている

（Ohtanietal．，1996、Sahaetal・，1998）0本研究により、血清飢餓によりGO期に同調

した細胞にはORClはタンパクレベルでも存在していないことが明らかとなった0

この時期にORClの発現が転写レベルで抑えられていることは、細胞がGO期の状態

を維持するために重要なことなのかもしれない0ショウジョウバエの解析から、休

止細胞でORClを発現させるだけで増殖サイクルに進行することが知られている。

したがって、E2FによるORClの発現誘導の重要性は、休止細胞が活動を再開する

ときに必要なORClをすみやかに発現することにあるものと考えられる。

細胞周期を通して安定な複合体をとる出芽酵母とは対照的に、ヒトORC複合体形

成はORClの量に依存して制御され、Gl／S期をピークに一過的に形成することが示

された（図3＋14）。細胞内にはORClを含む複合体とORC2－5からなる複合体が存在

すると考えられる。ORC2、ORC3、ORC4、ORC5については細胞周期を通してほぼ

一定量が存在することから、このORC2－5複合体は細胞周期を通して存在するもの

と考えられる。しかしながら、ORC2－5複合体は安定なものではなく、ORC2とORC3

は細胞周期を通して安定に相互作用しているが、ORC4とORC5の相互作用はORCl

の量の増加とともに強くなることが示唆された（図3－11）。このことは、バキュロウ

イルスタンパク質発現系の解析から、ORC2とORC3・は安定な複合体をとり、さら

にORClが複合体となるためにはORC2～ORC5の全てが必要なことが示されている

こと（Vasbeeetal．，2001）と矛盾しない結果である。これまで、ヒトORCと複製開

始点との相互作用は示されていなかったが、最近の、クロマチン免疫沈降実験から、

oRC2とORC3がEpstein－BarrウイルスのoriPあるいはヒトMCM4遺伝子領域内

の複製開始点に細胞周期を通して結合することが見いだされた（Lade血burgeretal，

2002）。一方、このときORClはGl期にのみ結合することが合わせて示されている。

これらORCの挙動が本研究で得られたORCと類似することから、細胞内において

oRC2～ORC5は複合体として核内で複製開始点に結合していると考えられる0おそ

らくORC2＿5複合体のみで、出芽酵母のORCが持つ複製開始点の認識と結合能を持

っと考えられる。実際に、ORClをsiRNAで細胞内からORClを除いても、ORC2

は染色体結合画分に存在した。一方で、ORClが細胞内に存在しないとMCMは染色

体に結合できないことが示されたことから、ORClを含むORC複合体がMCMを染

色体上にローディングする機能を持ち、ORC2－5複合体にはその活性はないものと考

えられる。ORClを含むORC複合体はS期に入ると急速に少なくなることから、MCM

のリローディングによる再複製の防止機構として有効であると考えられる。また、

出芽酵母の複製開始点の解析から、各細胞周期ごとに機能する複製開始点もあれば、

ごくまれにしか活性化されない開始点もあることが知られている（LhandKowalski，
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1997)｡このﾒｶﾆｽﾞﾑについては十分理解ぎれていないが､ﾋﾄにおいてはORCl

とORC2-5複合体との相互作用が､どの複製開始点を活性化するか決定する制御機

構のひとつとして働いているのかもしれないo

複製開始点の核内配置は､それぞれの複製開始点の開始時期と密接に関係するこ

が知られている(Dijkwel and Hamiin, 1995).また､ｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｴﾙの抽出液の

試験管内複製系を用いた解析から､核ﾗﾐﾅの構成因子であるﾗﾐﾝB3を卵抽出液

から除くと､ DNA合成も起こらないことから､核構造がDNA複製に必要であるこ

とが示されている(Laskey et al., 1996)｡これらのことは､複製の開始とその制御に

おいて核内での配置や核構造との相互作用が重要な役割をしていることを示してい

る｡本研究により､ ORClが核構造と相互作用すること､ ORClと複合体を形成する

ことによりORC2-ORC5が核構造と相互作用することが明らかとなったoもしORC2

～oRC5が複製開始点と相互作用しているならば､複製開始点もORCl依存的にGl/S

期に核構造と相互作用するものと考えられる｡実際に､最近､ﾁﾔｲﾆ-ｽﾞﾊﾑｽ

ﾀ- CHO細胞のD肝R遺伝子領域の複製開始点ori-β (Pelizon et al･, 1996)とHeLa

細胞の.βｸﾞﾛﾋﾞﾝ遺伝子上流の複製開始点(Aladjem et al･, 1995)がGl後期からS

期初期に核構造と相互作用することが報告されている(Djeliovaet al･, 2001)｡さらに

核構造上には､多数の転写因子からなる転写ﾌｱｸﾄﾘ-が存在し､間期には核全

体に散らばっているがGl後期に集合してS期に入ると複製ﾌｱｸﾄﾘ-と共局在す

ることが知られている(Hassan et al., 1994)｡さらに､染色体ﾚﾍﾞﾙで遺伝子発現が

抑えられているﾍﾃﾛｸﾛﾏﾁﾝ領域はS期中期､後期に複製することが知られて

いる｡これらのことから､複製開始点の核内配置と転写には密接な共役閑係が存在

すると予想される｡ ORClと他のORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄとの複合体の形成による､複製

開始領域の核構造への移行は､複製開始制御のみならず高次機能発現制御のﾒｶﾆ

ｽﾞﾑを内包していると考えられる｡

本研究により､ﾋﾄ細胞においてCDC6は出芽酵母やｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｴﾙと同様

に､ ORCとともにMCMの染色体へのﾛ-ﾃﾞｲﾝｸﾞに必要であることを示すことが

できた｡ -方で､ CDC6はORClおよびORC2の染色体への結合､核構造への結合

には必要でないことから､ ORCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾞﾄの局在やORC複合体形成には関与し

ていないと考えられる｡また､ CDC6の局在はORClに依存しないことから､ｱﾌ

ﾘｶﾂﾒｶﾞｴﾙの報告とは異なり､ ORC複合体に相互作用して複製開始点あるいは

核構造と相互作用しているのではないと考えられる｡これらのことを考え合わせる

と､ ORC複合体とCDC6はそれぞれ独立して複製閲始点あるいはその近傍に相互作

用して､協同してMCMのﾛ-ﾃﾞｲﾝｸﾞに関与しているものと考えられるo出芽酵

母や分裂酵母のCDC6はGl期に-過的に細胞内に存在することから､複製開始のﾘ

ﾐﾂﾃｲﾝｸﾞﾌｱｸﾀ-であろうと考えられている(Drury et al., 1997, EIsasser et al･,
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1999, Janepalh et al･, 1998).実降に､分裂酵母ではCDC6を細胞内で過剰に発現させ

ると同-細胞周期に過剰な複製が引き起こされることから､ CDC6の量的な調節は

細胞周期においてただ-度の複製を保障する重要なﾒｶﾆｽﾞﾑであると信じられて

いる(Nishitani and Nurse, 1995).しかしながら､動物細胞ではCDC6のS期で分解

されることなく-定量存在することが知られている(Sa血aetal･, 1998, Jianget al･, 1999,

Fujita et al., 1999).本研究で明らかとなった､ﾋﾄ細胞におけるORClの細胞周期依

存的な量的な制御は酵母のCDC6の量的な制御に替わるものであるo

本研究により､ﾋﾄ細胞ではORClの量的な制御によるORC複合体の形成が複製

開始誘導ｽﾃﾂﾌﾟの1つとして働くことを示すことができたo同様に､ｼﾖｳｼﾞﾖ

ｳﾊﾞｴのORCl量は､細胞周期で変動することが報告されている(Asano andWharton,

1999)｡酵母ではこのような制御は存在しないことから､ ORClの量的な制御は単な

る複製開始の制御に留まらず､動物細胞に特有な増殖制御と遺伝子の発現制御を繰

り返して複雑な形態形成を厳密に行うために､大事な役割を果たしていると考えら

れる｡

37



謝辞

本研究を行うにあたり､数々のご助言を賜りました加藤順也教授に深

く感謝いたします｡

また､様々なご指導をいただきました白髭克彦助手､加藤規子助手に

感謝いたします｡

さらに､抗体を譲与していただいた東京医科歯科大学の木村宏博士､

国立遺伝学研究所の柴原慶-博士､ﾊ-ﾊﾞ-ﾄﾞ大学のAnindya Dutta博

士､そして有益なる助言をいただいた京都大学の五島剛太博士に心から

感謝いたします｡

そして､本研究のため直接ご指導いただき､多大なご助力をいただき

ました吉川寛名誉教授､釣本敏樹助教授､小布施力史助手に心から感謝

の意を表わします｡

最後にいろいろお世話になった動物分子遺伝学講座の皆様に厚くお礼

申し上げます｡

38



参考文献

Acharya) S･, Wilson, T･, Gradia, S･･ Kane･ M･ F･, Guerrette, S･･ Marsischky, G･ T･, Kolodner,

R., and Fishel, R･ (1996) hMSH2 forms speci丘cmispair-binding complexes with hMSH3 and

血MSH6. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 13629-13634

Aladjem, M. I･, Groudine, M･, Brody, L･ L･, Dieken, E･ S･, Foumier･ R･ E･, Wahl, G･ M･, and

Epner EM･ (1995) Participation of the human beta-globin locus control region in initiation of

DNA replication･ Science 270, 815-819

Aparicio, 0. M., Weinstein, D･ M･,and Bell, S･ P･ (1997) Components and dynamics of DNA

replication complexes in S･ cerevisiae: redistribution of MCM proteins and Cdc45p during S

phase. Cel1 91, 59-69

Asano, M.,andWharton, R. P. (1999) E2F mediates developmentaland cell cycle regulation

of ORCl in Drosophila･ EMBO J･ 18, 2435-2448

Austin, R. J., Orr-Weaver, T. L., Ben, S･ P･ (1999) Drosophila ORC speciBcally binds to

ACE3, an or唱m Of DNA replication control element･ Genes Dev･ 13, 2639-2649
● ●

Bell, S. P., and Stinman, B. (1992) ATP-dependent recognition of eukaryotic origins of DNA

replication by a multiprotein complex･ Nature 357, 128-134

Beu, S. P., Mitchen, J.,Leber, J., Kobayashi, R･, and Stinman, B･ (1995) ne multidomain

structure of Orclp reveals simi1arity to regulators of DNA replication and transcriptional

silenclng･ Cel1 83, 563-568
●

Brewer, B. J., and Fangman, W. L. (1987) The localization of replication origins on ARS

plasmids in S･ cerevisiae･ Cell･ 51, 463-471

Bravo, R., and Celis, J. E. (1980) A search fbr differential polypeptide synthesis throughout

the cell cycle of HeLa ce11s･ J Cell Biol･ 84, 795-802

cai, J., Gibbs, E., Uhimann, F., Phillips, B., Yao, N･, 0'Donnell, M･, and Hurwitz, J･ (1997) A

39



complexconsistingofhumanreplicationfactorCp40，P37，andp36subunitsisaDNん

dependentATPaseandintermediateintheassemblyoftheholoenzyme・J・Biol・Chem・272，

Carpenter，P．B．，Mueuer，P．R．，andDunphy，W・G・（1996）RoleforaXenopusORC2－related

proteinincontro11ingDNAreplication・Nature379，357－360

Carpenter，P．B．，andDunphy，W・G・（1998）Identi丘cationofanove181－kDacomponentof

theXenopusorlglnreCOgmitioncomplex・J・Biol・Chem・273，24891－24897

αesnokov，Ⅰ．，Remus，D．，andBotchan，M．（2001）Functionalanalysisofmutantandwild－

typeDrosophilaorlglnreCOgnitioncomplex・Proc・Natl・Acad・Sci・U・S・A・98，11997－12002

Coleman，T．R，Carpenter，P．B，andDunphy，W・G・（1996）TheXenopusCdc6proteinis

essentialfortheinitiationofasingleroundofDNAreplicationince11－＆eeextracts・Cell・87，

53－63

Delidakis，C．，andKafatos，F．C．（1989）Amplificationenhancersandreplicationoriginsinthe

autosomalchoriongeneclusterofDrosophila・EMBOJ・8，891r901

Drury，L．S．，Perkins，G．，andDifney，J・F・（1997）TheCklc4r34β3pathwaytargetsCdc6pfor

proteolysisinbuddingyeast・EMBOJ・16，5966－5976

Dhar，S．K．，andDutta，A．（2000）IdentificationandCharacterizationoftheHumanORC6

Homolog・J・Biol・Chem・275，34983－34988

Difney，J．F．，Cocker，J．H・，Dowell，S・J・，andRowley，A・（1994）TwostepsIntheassembly

ofcomplexesatyeastreplicationorlgmSinvivo・Cel178，303－316

D再kwel，P．A．，andHamlin，J・L・（1995）Originsofreplicationandthenuclearmatrix：the

DHFRdomainasaparadigm・IntRevCytol・162A，455－484

EIsasser，S．，Chi，Y．，Yang，P．，andCampben，J．L．（1999）PhosphorylationcontroIstimingof

Cdc6pdestruCtion：Abiochemicalanalysis■MoIBioICell・10，3263－3277

40



Fujita, M., Hori, Y., Shirahige, K･, Tsurimoto, T., Yoshikawa, H･, and Obuse, C･ (1998) Cell

cycle dependent topological changes of chromosomal replication･ Genes Cells･ 3, 737-749

Fujita, M.,Kiyono, T., Hayashi, Y･, and lshibashi, M･ (1997) In vivo interaction of human

MCM heterohexameric complexes with chromatin･ Possible involvement of ATP･ J･ Biol･

Chem. 272, 10928-10935

Fujita, M., Yamada, C., Goto, H･, Yokoyama, N･, Kuzushima, K･, Inagaki, M･･and Tsurumi,

T･(1999) Ce11 cycle regulation of human CDC6 protein･ Intracellular localization, interaction

with the human mcm complex, and CDC2 kinase-mediated hyperphosphorylation･ BioI

Chem. 274, 25927-25932

Gavin, K. A., Hidaka, M.,and Stillman, B. (1995) Conserved lnitiator Proteins in Eukaryotes･

Science 270, 1667-1671

Genschel, J.,Littman, S. J., Drummond, J. T., and Modrich, P･ (1998) Isolation of MutSb

丘om human cells and comparison of the Mismatch repalr SPeCi丑cities of MutSb and MutSa･ J･

Biol. Chem. 273, 19895-19901

Gossen, M., Pak, D. T., Hansen, S. K., Acharya, J･ K･,and Botchan, M･ R･ (1995) A

Drosophila homolog of the yeast origin recoginition complex･ Science 270, 1674-1677

Gulbis, J. M., Kelman, Z., Hurwitz, J., 0'Donnell, M･, and Kuriyan, J･ (1996) Structure of the

c-terminal reg10n Of p21WAFl/QPI complexed with human PCNA･ Cel1 87, 297-306

Hannan, R. D., Cavanaug血, A., Hempel, W･ M･, Moss, T･, and Rotbbhm, L･ (1999)

IdentiBcation of a mammalian RNA polymerase l holoenzyme containing components of the

DNA repair / replication system･ Nucl･Aci･ Res･ 27, 372013727

Haracska, L., Unk, I･, Johnson, R･ E･, Phi11ips, B･ B･, Hurwitz, J･, Prakash, L･, and Prakash, S･

(2002) Stimulation of DNA synthesis activity of human DNA polymerase kappa by PCNA･

MoI Ceu Biol. 22, 784-791

Haracska, L., Johnson, R･ E･, Unk, I･, Phi11ips, B･ B･, Hurwitz, J･, Prakash, ･L･ and Prakash･ S･

(2001a) Targeting of human DNA polymerase iota to the replication machinery via

41



interactionwithPCNA．ProcNatlAcadSciUSA．98，14256－14261

Haracska，L．，Johnson，R・E・〉Unk，Ⅰ・，Phillips，B・，Hurwitz，J・，Prakash，L・，andPrakash，S・

（2001b）PhysicalandfunctionalinteractionsofhumanDNApolymeraseetawithPCNA・MoI

CemBiol．21，7199－7206

Hassan，A．B．，Errington，R．J．，White，N・S・，Jackson，D・A・，andCook，P・R・（1994）

ReplicationandtranscriptionsitesarecolocalizedinhumanCells・JCenSci・107，425－434

Hughes，P．，Tratner，Ⅰ．，Ducoux，M・，Piard，K・，andBaldacci，G・（1999）Isolationand

identiBcation ofthethird sdbunit ofmammalian DNApolymerase dby PC仏a任hity

chromatographyofmouseFM3Ace11extracts・NucleicAcidsRes・27，2108－2114

Iida，T．，Suetake，Ⅰ．，T頑血a，S．，Morioka，H■，Ohta，S・，Obuse，C・，Tsurimoto，T・（2002）

PCNAclampfacilitatesactionofDNAcytosinemethyltransferaselonhemimethylatedDNA・

GenesCe皿s．7，997－1007

Ishimi，Y．（1997）ADNAhelicaseactivityisassociatedwithanMCM4，－6，and－7protein

00mplex・BioICbem・272I24508一別513

Ishiai，M．，Dean，F・B・，Okumura）K，Abe，M・IMoon，KY・，A血nクA・A・，Kagotani，K・，

Taguchi，H．，Murakami，Y・，Hanaoka，F・，ODonnell，M・，Hurwitz，J・，andEki，T・（1997）

IsolationofhumanandfissionyeasthomologuesofthebuddingyeastonglnreCOgmition

complexsubunitORC5：humanhomologue（ORC5りmapsto7q22・Genomics46，294－298

Jallepalli，P．Ⅴ．，Tien，D．，andKe11y，T・J・（1998）sudl（＋）targetsqclin－dependentkinase－

phosphorylatedCdc18and如mlproteinsfordegradationandstopsunwanteddiploidization

infissionyeast・ProcNatlAcadSciUSA・95，8159－8164

Jiang，W．，Wells，N．J・，andH血er，T・（1999）MultistepregulationofDNAreplicationby

CdkphosphorylationofHsCdc6・ProcNatlAcadSciUSA・96，6193－6198

Kimura，H．，Nozaki，N．，andSugimoto，K．（1994）DNApolymerasealphaassociatedprotein

Pl，amurinehomologofyeastMCM3，ChangesitsintranucleardistributiondpringtheDNA

Syntheticperiod・EMBOJ・13，4311－4320

42



Kornberg，A．，andBaker，T．A．（1992）DNAReplication，2ndEd・W・H・Freeman，NewYork

馳riyan，J．，andO，Donne11，M．（1993）SlidingclampsofDNApolymerase・J・Mol・Biol・234，

915－925

Keitz，S．，Ritzi，M．，Baack，M．，andEnipperS，R・（2001）Thehumanoriginrecogmition

complexprqfeinldissociatesffomchromatinduringSphaseinHeLacells・J・Biol・Chem・

276，6337－6342

Kishna，T．S．，Kong，X．－P．，Gary，S・，Burgers，P・M・，andKuriyan，J・（1994）CrystalstruCture

oftheeukaryoticDNApolymeraseprocessivityfactorPCNA・Cen79，1233－1243

Ladenburger，E．M．，Keuer，C．，and馳ippers，R・（2002）Identificationofabindingregionfor

humanorlglnreCOgmitioncomplexproteinsland2thatcoincideswithanor唱mOfDNA
●　　　　●

replication・Mol・Cell・Biol・22，1036－1048

Landis，G．，Kelley，R．，Spradling，A．C・，andTower，J・（1997）Thek43gene，requiredfbr

血oriongeneampli丘cationanddiploidcellchromosomereplication，enCOdestheDrosophila

homologofyeastoriginrecogmitioncomplexsubmit2・Proc・Natl・Acad・Sci・U・S・A・94，

3888－3892

Laskey，R．A，Gorlich，D・，Madine，M・A・，Makkerh，J・P・，andRomanowski，P・（1996）

Regulatoryrolesofthenuclearenvelope・ExpCellRes・229，204－211

Lee，J．K，andHurwitz，J．（2000）Isolationandcharacterizationofvariouscomplexesofthe

minichromosomemaintenanceproteinsofSchizosaccharomycespombe・JBioICbem・275，

18871－18878

Lee，D．G．，andBen，S．P．（1997）Architectureoftheyeastoriginrecogmitioncomplexbound

toor喝mSOfDNAreplication・MoICenBiol・17，7159－7168

Li，J．J．，andHerskowitz，Ⅰ．（1993）IsolationofORC6，aCOmPOnentOftheyeastorigin

recognitioncomplexbyaone－hybridsystem・Science・262，1870－1874

43

要義撃
絵：



Lin，S．，andKowalski，D．（1997）Functionalequivalencyanddiversityofcis－aCtingelements

amongyeastreplicationorlglnS・MoICellBiol・17，5473－5484

Liang，C．，andStinman，B．（1997）PersistentimitiationofDNAreplicationandChromatin－

boundMCMproteinsduringthecellcycleincdc6mutants・GenesDev・11，3375－3386

Le0，S．，Fox，C．A．，Rine，J．，Kobayashi，R．，Stillman，B・，andBell，S・P・（1995）Theorigin

recognitioncomplexinsilencmg，Cellcycleprogression，andDNAreplication・Mol・Cell・

Biol．16，741－756

Leor，G．，Zhang，SJ．，Zhang，P．，Toomey，N・L・，andLee，M・Y・W・T・（1997）Identi鮎ation

ofDNAreplicationandcellcydeproteinsthatinteractwithPCNA・NucleicAcidsRes・25，

5041－5046

Makino，Y．，Kanemaki，M．，Ⅹ血rokawa，Y．，Kqji，T．，andTamura，T・（1999）ARatRwB－1ike

Protein，TW49a，IsaGermCell－emidledNovelDNAHelicase・J・Biol・Chem・274，15329－

15335

Mayer，M．L．，Gygi，S．P．，Aebersold，R・，andHieter，P・（2001）Identi丘cationofRFC（Qf18p，

Ctf8p，DccIp）：AnalternativeRFCcomplexrequiredforsisterdhromatidcohesioninS・

cerevisiae．Mol．Cell．7，959－970

Mendez，J．，Zou－Yang，Ⅹ．H．，Kim，S．Y．，Hidaka，M・，Tansey，W・P・，andStillmanB・（2002）

＝uman ongln reCOgnition complexlarge subumitis degraded by ubiquitin－mediated

proteolysisafterinitiationofDNAreplication・Mol・Cen9，481－491

Miche11e，F．P．，andMichael，R．B．（2001）OrcmutantSarreStinmetaphasewithabnormally

condensedchromosomes．Development128，1697－1707

Micklem，G．，Rowley，A．，Harwood，J．，Nasmyth，K．，andDifney，J・F・（1993）Yeastorigin

recogmitioncomplexisiⅣOIvedinDNAreplicationandtranscriptionalsilencmg・Nature366，

87－89

Natale，D．A，Li，C．J．，Sun，W．H．，andDePamPhilis，M．L・（2000）Selectiveinstabilityof

OrcIproteinaccountsfortheabsenceoffunctionalorlglnreCOgnitioncomplexesduringthe

44



M-G(1) transition in mammals･ EMBO J･ 19, 2728-2738

Naiki, T., Kondo, T., Nakada, D., Matsumoto, K･, and Sugimoto, K･ (2001) Chl12 (Ctf18)

forms a novel replication factor C-related complex andfunctions redundantly with Rad24 in

the DNA replication checkpoint pathway･ Mol･ Cen･ Biol･ 21, 5838-5845

Nishitani, H., and Nurse, P.. (1995) p65cdc18 plays a major role controuing the initiation of

DNA replication in fission yeast. Cell･83? 397-405

ogawa, y., Tahhashi, T., and Masukata, H･ (1999)Association of fission yeast Orpl and

Mcm6 proteins with chromosomal replication orlgmS･ MoI Cell Biol･ 19, 7228-7236

ohta, S., Shiomi, Y., Sugimoto, K., Obuse, C･, and Tsurimoto, T･ (2002) A proteomics

approach to identifyprohferating ce11 nuclear antigen (PCNA)-binding proteins in human ce11

1ysates･ IdentiBcation of the human CHL12PCs2-5 complex as anovel PCNA-binding

prot血･ BioI Cbem･ 277, 40362-40367

ohtmi, K., DeGregori, J.,Leone, G., Herendeen, D･R･, Kelly, T･J･, and Nevins J･R･ (1996)

Expression of the HsOrcl gene? a human ORCl homolog, 1S regulated by cell proHferation
●

via the E2F transcription factor･ Mol･ Cen･ Biol･ 16? 6977-6984

pak, D. T., Pflumm, M･, Chesnokov, I･, Huang, D･ W･, Ke11um,R･> Marr, J･? Romanowski･ P･,

and Botchan, M. R. (1997)Association of the origin recognition complex with

heterochromatin and fIPl in higher eukaryotes. Ceu 91, 311-323

pagano, M., Pepperkok, F. V.,Ansorge, W･ and Draetta, G･ (1992)･ Cyclin A is required at

two points in the human cell cycle･ EMBO, 11, 961-971

pelizon, C., Diviacco, S., Falaschi, A., and Giacca, M. (1996) High-resolution mapping of the

orlgln Of DNA replication in the hamster dihydrofolate reductase gene domain by competitive

PCR. MoI Ce11 Biol. 16, 5358-5364

prasanth, S. G., Prasanth, K. V., and Stinman, B･ (2002) Orc6 hvolved in DNA replication,

chromosome segregation, and cytokinesis･ Science 297, 1026-103 1

45



pinto, S., Quintana, D･ G･, Smith, P･, Mihalek) R M" Hou, Z･ H･, Boynton, S･, Jones, C･ J･,

Hendricks, M., Velinzon, K, Wohlschlegel, J･ A･,Anstin, R･ J･, Lane, W･ S･, Tuny, T･･ and

Dutta, A. (1999) latheo encodes a submit of the origin recogmition complex and disrupts

neuronal proliferation and adult olfactory memory when mutant･ Neuron 23, 45-54

prelich, G., Tan, C･-K･, Kostura, M･, Mathews, M･B･, So･ A･G･, Downey, K･M･, and

stinman, B. (1987) Functional identity of proliferating cell nuclear antigen and a DNA

polymerase-delta auxiliary protein･ Nature 326, 517-5 19

Quintana, D. G., Hou, Z., Thome, K. C., Hendricks, M･, Saha, P･, and Dutta, A･ (1997)

Identi丘cation of HsORC4, a Member of the Human Origin of Replication Recogmition

Complex J･ Biol･ Cbem･ 272, 28247-28251

Quintana, D. G., Thome, K C., Hou, Z. H., Ligon, A H･, Morton, C･ C･, and Dutta, A･ (1998)

oRC5L, a New Member of the Human Origin Recogmition Complex, Is Deleted in Uterine

Leiomyomasand Malignant Myeloid Diseases･ J･ Biol･ Chem･ 273, 27137-27145

Rowles, A., Chong, J. P., Brown, L., Howell, M･, Evan, G･ I･, and Blow, J･ J･ (1996)

Interaction between the orlgln reCOgnition complex and the replication licensmg system in
● ● ●

Xenopus･ Cel1 87, 287-296

Romanowski, P., Madine, M. A., Rowles, A., Blow, J･ J･, and Laskey, R･ A･ (1996) The

xenopus orlgln reCOgmition complex is essentialfor DNA replication and MCM binding to
● ●

chromatin Curr. Biol. 6, 1416-1425

Rowley, A., Cocker, J. H., Harwood, J･, and Difney, J･ F･ (1995) Ⅰmitiation complex assembly

at budding yeast replication orlgmS begins witb血e recog血ion of a bipar出e sequence by
● ●

1imitingamounts of the initiator, ORC･ EMBO J･ 14? 2631-2641

saha, P., Chen, J･, Thome, K･ C., Lawlis〉 S･ J･, Hou, Z･ H･, Hendricks, M･, Parvin, J･ D･, and

Dutta, A. (1998) Human CDC6/Cdc18 associates with Orcl and cyclin-cdk and is selectively

eliminated from the nucleus at the onset of S phase･ Mol･ Cell･ Biol･ 18, 2758-2767

shevchenko, A., Wilm, M., Vorm, 0., and Mann, M･ (1996) Mass spectrometric sequencing

of proteins from silver-stained polyacrylamide gels.Anal･ Chem･ 68, 850-858

46

喜撃糊



shibahara K, and Stiuman B. (1999) Replication-dependent marking of DNA by PCNA

facilitates CAF-1-coupled inheritance ofchromatin･･ Cen･ 19; 575-585

shikata, K, Ohta, S., Yamada, K., Obuse, C., Yoshikawa, H･, and Tsurimoto, T･ (2001) The

human homologue of fission Yeast cdc27, p66? is a component of active human DNA

polymerase delta･ J Bio血em･ 129I 699-708

shimizu, K., Kawasaki, Y･, Hiraga, S･1 Tawaramoto) M･, Nakashimal N･, and Sugino, A･

(2002) The fifth essential DNA polymerase phi in Saccharomyces cerevisiae is localized to

the nucleolus and plays an important role in synthesis of rRNA･ Proc Natl Acad Sci U S A･99,

9133-9138

skibbens, R. V., Corson, L. B., Koshland, D., and Hieter, P･ (1999) Ctf7p is essential for

sister chromatid cohesion and linksmitotic chromosome structure to the DNA replication

machinery･ Genes Dev･ 13, 307-319

smith, S., and Stillman, B. (1991)lmmunologicalcharacterization of chromatin assembly

factor I, a human cell factor requiredfor chromatin assembly during DNA replication in vitro･

J. Biol. Chem. 266,12041-12047

stillman, B.and Gluzman, Y. (1985). Replication and superconing of simian virus 40 DNA in

cell extracts fromlmman ce11s. Mol. Cen. Biol. 5, 2051-2060

Tadokoro, R., Fujita, M., Miura, H., Shirahige, K, Yoshikawa, H･, Tsurimoto, T･, and Obuse,

c. (2002) Scheduled Conversion of Replication Complex血chitecture at Replication Origins

of Saccharomyces cerevisiae during the Cen Cycle･ J･ Biol･ Chem･ 277, 15881-15889

Takagi, H., Tajima, S., andAsano, A･ (1995) Overexpression of DNA methyltransferase in

myoblast cells accelerates myotube formation･ Eur J Biochem･ 231, 282-291

Tanaka, T., Knapp, D., and Nasmyth, K. (1997)Leading of an Mcm protein onto DNA

replication orlglnS is regulated by Cdc6p and CDXs･ Cel1 90, 649-660
● ■

Tsurimoto, T., and Stillman, B. (1989)･ Purification of a ce11ular replication factor, RF-C, that

47



isrequiredforcoordinatedsynthesisofleadhgandlagglngStrandduringsimianviruS40

DNAreplicationinvitro，Mol・Cell・Biol・，9，609－619

Tsurimoto，T．andStinmanB．（1990）FunctionalofreplicationfactorCandproliferating－Cell

nudearantigen：functionalsimilarityofDNApolymeraseaccessoryproteinsfromhuman

ce11sandbacteriophage・ProcNatlAcadSciUSA87〉1023－1027

Tsurimoto，T．（1999）PCNAbindingproteins・FrontBiosci・4，849－858

Tugal〉T・，Zou，Y・Ⅹ・，Gavin？K・，P叩Pin，D・，Canas，B・，Kobayashi，R・，Hunt，T・，andStiⅡman，

B．（1998）TheOrc4pandOrc5ps止bunitsoftheXenopusandhunanOriginrecogmition

complexarerelatedtoOrcIpandCdc6p・J・Biol・Chem・273，32421－32429

Vashee，S．，Simancek，P．，andCballberg，M．D．andKe11y，T・J・＠001）Assemblyofthe

humanor唱1nreCOgnitioncomplex・J・Biol・Chem・276，26666－26673

You，Z．，Eomamura，Y．，andIshimi，Y．（1999）BiochemicalanalysisoftheintrinsicMcm4－

Mcm6－mCm7DNAhelicaseactivity・MoICellBiol・199919，8003－8015・

Vaughn，J．P．，D毎kwel，P．A．，andHamlin，J・L・（1990）Replicationinitiatesinabroadzone

theamPliBedCHOdihydrofo1atereductasedomain・Cen・61，1075－1087・

Waga．S．，andStinman，B．（1998）TheDNAreplicationfbrkineukaryoticcells・Am・Rev・
Biodlem67，721－751

Walton，L．F．，andBonita，J．B．（1992）Aquestionoftimereplicationoriginsofeukaryotic

血omosomes．Ce皿71，363－366

Watbrick，E．，Heatherington，W．，Lane．，D．P．GloverDM・（1998）PCNAbindingproteinsin

Drosophilamelanogaster：theanalysisofaconservedPCNAbindingdomain・NucleicAcids

Res．26，3925－3932．

Yaneva，M．andJhiang，S．（1991）EepressionoftheKuproteinduringcellprol脆ration・

BiochemBiophysActa・1090，181－187

48



Zhang，Z．，Shibahara，K．，and Stillman，B・（2000）PCNAconnects DNAreplicationto

eplgeneticinheritanceinyeast・Nature・；408〉221－225・
●

49

、ぎ匹惣



資料

satoshi Ohta, Yasushi Shiomi, KatsunoriSugimoto, Chikashi Obuse, and Toshiki

Tsurimoto (2002) A proteomics approach to identifyproliftrating cell nuclear antigen

伊CNA)-binding proteins in human cell lysatesJ･ BioI Chem･ 277, 40362-40367

Koh Shikata, Satoshi Ohta, Kouichi Yamada, Chikashi Obuse〉 nroshi Yoshikawa〉 and

Toshiki Tsurimoto (2001) The human homologue of fission yeast cdc27, p66, is a

component of active human DNA polymerase 6 ･ J･ Biochem･ 129, 699-708

Tetsuo lida, Isao Suetake, Shoji Tajima, Hiroshi Morioka, Satoshi Ohta, Chikashi,

Obuse, and Toshiki Tsurimoto (2002) PCNA clamp facilitates action of DNA cytosine

methyltransferase l on hemimethlated DNA･ Genes to Cells･ 7, 997-1007


