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真核生物の染色体複製に関与する多くの因子は､染色体の構築､推持､機能発現に

深く関与し､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｡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走な推持伝達を行っていると考えられる｡本研究ではﾋﾄ染

色体複製の開始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 (Origin Recognition Complex)とpcNA (Proliferating Cell

Nuclear Antigen)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が貰通して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｡ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-で

あるRFCとの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｡ pol∂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∂､ 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

して同走され､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｡このことからpcNAはpol∂の補助因子として働くほかに､複製された染色体の

機能維持の中心的役割を持つと考えられる｡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｡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走を試みたところ､SIOO､

NEからそれぞれ19個と31個の因子が同走され､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､ PCNA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｡また､同走法として質量分

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

く同走できることが示された｡ 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-1ike protein

2､ Mybbindingproteinが同走されたことから､様々なｲﾍﾞﾝﾄにおいてPCNAが機能

していることが予想された｡さらに､ SIOOとNEの双方から､ cDNA配列(AAHO6278)

由来の出芽酵母のCHL12と相同性のあるﾀﾝﾊﾟｸ質が同走された｡ cHL12は出芽酵

母の解析からﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄ､姉妹染色体接着に関与し､ 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､ CHL12/RFC2-5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走な複合体と

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開始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ORCﾄ5複合体が細

胞内に存在することが示された｡また､仝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

して複製開始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-走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

oRCﾄ5複合体が形成されることが明らかとなった｡ oRCの仝てのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄが細

胞周期を通して-走量存在し､安走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

を用いて減少させたとき､核構造と相互作用するORC2の剖合が減少したことから､

oRC2､おそらくは他のORCのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄはoRClと核構造との相互作用を利用し

て､ Gl/S期に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処理によりoRCl-5の複合体形成を阻害すると､ｸﾛﾏﾁﾝ結合画分

に存在するMCMは減少した｡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｡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

始複合体の形成括性をもつ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､複製開姶点の核内配置はそれぞ

れの複製開始点の開始時期のみならず遣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｡



論文審査結果の要旨

申請者氏名太田聡

ﾋﾄ染色体複製の開始反応及び合成反応においてPCNAとORCは染色体上での他

の複製因子の足場としての役割を持つ因子である事が知られている｡申請者は､ 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-ｸを探索し､ oRC

については複合体形成とその制御に関する解析を行い､以下の実験結果を得た｡

1) pcNAは､ RFCによりDNA上にﾛ-ﾄﾞされ､ DNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞ8の補助因子と

して働くが､近年､細胞周期制御､ DNA修復,染色体情報の維持に関わる様々な因

子がpcNA結合因子として同定され解析されている｡これを踏まえ,従来知られてい

るPCNAの機能にとらわれず､ pcNA結合因子を網羅的に明らかにすることは意義深

いと考え､ pCNAをﾘｶﾞﾝﾄﾞとしたｱﾌﾆﾃｲ-ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲ-により特異的結

合蛋白質を精製した｡さらに､ｳｪｽﾀﾝﾌﾞﾛｯﾃｲﾝｸﾞ､ｱﾐﾉ酸配列分析法､質

量分析法により解析を進め､ 50種の由子を同定した｡この中には､ 28種類の既知の

pcNA結合因子が含まれることから､本解析法の有効性が示された｡新規の因子の中

で､ RFClと-次構造が似ているCh112に着目し､ ChllがRFC215の小ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ

と複合体を形成し､ pCNAをﾀ-ｹﾞｯﾄとする新規のｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-であることが

示された｡

2)ﾋﾄoRC蛋白質の複製開始における機能を明らかにするために､ﾋﾄHeLa紺

胞を用いてORCの複合体形成について解析を行った｡非同調細胞抽出液からORC特

異的抗体を用いた免疫精製によりORCl-5複合体がｸﾛﾏﾁﾝ結合画分に存在するこ

とを確認した｡同調細胞を用いた実験系では､ ORC2-5は細胞周期を通じて-定量存

在するのに対し､ oRClの発現は細胞周期依存的にGl期に増加しS期の進行に伴っ

て減少した｡ S期におけるORClの分解はﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ依存的であった｡ siRNAを

用いてORClの発現量を減少させると核構造上のORCl-5複合体の形成が阻害され､

CDC6のsiRNA処理時と同様にｸﾛﾏﾁﾝ結合画分のMCM量が減少した｡

本研究は､ﾋﾄ染色体複製で重要な役割を呆たすpcNAとORCに着目し､ pcNA

結合蛋白質を網羅的に解析することによりPCNA/Chl12-RFCが新規のｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗ

ﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系であることを初めて明らかにするとともに､ﾋﾄORClの発現とORC

複合体の形成が出芽酵母と異なって細胞周期で制御されており､ CDC6とともに働く

ことにより複製開始複合体の形成に深く関与することを初めて明らかにした｡

以上のように､本論文は､晴乳類におけるPCNAの新たな機能ﾈｯﾄﾜ-ｸとORC

の複合体形成制御に関する新しいﾓﾃﾞﾙを提唱するもので､学術上､応用上責献する
ところが少なくない｡よって審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の

学位論文として価値あるものと認めた｡


