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出芽酵母を用いて細胞周期の進行､中でも複製開始と連携したGl/S及びS期進行制御に係わる困子の発

見と機能解析を行った｡

1 ｡開始点結合たんばく複合体の機能｡出芽酵母染色体の複製開始点ARSに結合する6種類のたんばくで

構成するOrc複合体の存在が報告されていたが､その機能は全く不明であった｡吉川研究圭では世界に先馬区

け､ Orcl通伝子をｸﾛｰﾆﾝｸﾞしていたので､その機能を調べた｡ Orcl遺伝子は必須遺伝子であること

が判明したので､ Gall-10ﾌﾟﾛﾓｰﾀｰによる発現誘導型遺伝子を作成､機能たんばくの欠乏に伴う細胞

周期､複製開始の変化を詳細に調べた｡その結果40分の半減期でたんばくは消失､複製開始は徐々に減

少､複製は150分で停止した｡面自いことに複製停止にも係わらず､細胞は急激に死滅した｡以上のことか

ら. 0｢clが複製開始に必須の困子であることを初めて証明したばかりでなく､ S期進行のﾁｪｯｸ機能に

も係わっていることを示唆することができた(論文発表済み､第-著者) ｡

2｡複製開始の時間的調節とS期進行制御との連携の証明｡ 1 )の研究から､ S期進行のﾁｪｯｸ制御機構

に興味を持ち､細胞周期進行のﾁｪｯｸに係わることが知られている遺伝子群とOrcについて､遺伝子変異

が複製の開始と進行に与える効果を詳細に調べた｡特にS期における複製開始順序が明らかになっている第

6染色体右腕上の4つの複製開始点を対象に解析した｡その結果､ DNA傷害剤であるMMSの添加によって

細胞がﾁｪｯｸ機能を発揮し細胞周期の進行をS期で停止するとき､初期複製開始点は正常に働いている

が､複製の進行が遅延し､後期複製開始点の働きが完全に抑制されることが判明した｡この伸長の遅延と開

始の抑制はrad53-1とorc2-1変異によって解消された｡更に､これらの変異によって､ DNA傷害のない

正常な細胞周期において､複製開始の順序が大幅に乱れることが判明した｡このことはRad53やOrc2など

のﾀﾝﾊﾟｸが染色体上の開始点の開始活性を選択的に抑制することによって複製開始のﾀｲﾐﾝｸﾞを決定し

ており､後期複製開始点の強い抑制によって､ DNA傷害などによる異常事態に対応してS期進行を遅延させ

ることが明らかになった(論文発表済み､第二著者) ｡

3｡ 0｢c2-1変異を抑圧する新規細胞周期通伝子Hodlはと卜DSSlのﾎﾓﾛｸﾞである｡

Orc211のﾁｪｯｸ機能を解析するため抑圧変異を分離する過程で､元の変異株に第二の変異が存在する

ことを発見､変異を分離同定し､ｸﾛｰﾆﾝｸﾞしたところと卜遺伝病原困変異DSSl(Deletedinsplit

hand/split foot)と相同性の高いﾎﾓﾛｸﾞであることが判明した｡ HomologofDSSl(Hodl)と名付けた遺

伝子の破壊株は35,5度以上で高温感受性を示すが､ 30135,5度の間ではOrc2-1の高温度感受性を抑圧す

ることが判明した｡元のo｢c2-1株に内在していた変異hodﾄ1はORF内の12個連続するAのﾗﾝにAが

-個付加した変異であり､実際には少量の正常なたんばくが合成されていた｡その結果35.5度温度感受性

は示すものの､ orc2-1変異を抑圧することはできなかった｡

Hodlは89ｱﾐﾉ醸をもつ極めて親水性､醸性の小型のﾀﾝﾊﾟｸで､醸性ｱﾐﾉ酸に富む3つのﾄﾞﾒｲ

ﾝを核に酵母からと卜まで広く高度に保存されている｡各種欠損部位の作成の結果､ﾄﾞﾒｲﾝを2つ以上持

ち､一定の長さがあれば機能を持つことが分かった｡遺伝子破壌株△ hodlは制限温度下で､ 2N染色体､

亜鈴型の細胞で細胞周期を停止し､ﾁｪｯｸ機能は働いていた｡したがってHodlはG2/M期の進行を制御

する困子であると結論した｡ △hodl株と種々の細胞周期関連遺伝子変異との相互作用を調べたところ､

orc2-1変異は30135.5度の間で抑圧され､ Anaphase promoting complexと関連するsic-1の欠損変異､

cdc27-1の高温感受性変異とそれぞれ合成致死を示すことが判明した｡これらの結果から､ Hodlはorc2

(或いはOrc複合体)を核とする複製開始複合体の分解に係わる困子である可能性を想定し､核内物質の核

外輸送について専門家に解析を依頼したところ､出芽酵母のmRNAの核外輸送がhodlの破壌株では著しく

阻害されていることが明らかになった｡現在､この点の解析を待って論文発表を準備している(第一著

者)｡
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堀裕治の論文は3部より構成されている｡第一部はそれまでARSに結合する以外は機能が不明であった

Orcが予想どおり､複製開始に必須であることを遺伝子破壌株に誘導遺伝子を組み込んで証明し､さらに

OrcがS期進行のﾁｪｯｸ機能を持っていることを示唆したもので､この分野の先馬区的な研究として評価で

きる｡この研究は修士の期間に独自で行ったもので､第-著者としてMol. Biol. CelIに発表済みである｡第

二部は最近注目されてきた細胞周期のS期ﾁｪｯｸが複製開始の制御とどのように連携しているかを明らか

にするために行ったもので､これは本研究圭で､出芽酵母第6染色体上の9個の複製開始点の複製開始頻度

と複製開始ﾀｲﾐﾝｸﾞについての解析が展開した結果である｡堀はDNA傷害に伴う細胞周期の進行の遅延

が主としてS期の遅延と停止によることを確認したのち､第6染色体の右腕の逐次的な複製にたいするﾁ

ｪｯｸ制御の働きとそれに対する種々の遺伝子の変異の影響を解析した｡その結果､ S期の遅延と停止は後

期複製の著しい遅延と後期複製開始点の選択的な阻害によることを明らかにした｡さらに､ rad53とorc2

の変異によって､ DNA傷害に伴う遅延も停止も起こらず細胞が死滅すること､傷害がないときには複製順

序が乱されることが明らかになった｡この研究は真核細胞染色体上に存在する複数の開始点の複製順序を決

定する機構とS期進行の制御が､後期複製開始点の選択的な抑制によって連携していることを初めて明らか

にしたもので高く評価された｡ Nature誌への発表は第二著者であるが､自髭助手の指導を受けたものの､

実験の殆どは堀によって行われたものである｡以上のように第-､第二部は既に発表され､評価も確定して

いるから､審査は主として､未発表の第三部について行われた｡

第三部はS期ﾁｪｯｸ機構に複製開始ﾀﾝﾊﾟｸであるOrc2自身が係わっているという意外な発見を発展

させることを目的に､ orc2-1変異を抑圧する遺伝子変異の探索を始めた｡その過程で､ orc2-1株に付加変

異が存在し､その遺伝子の破壊がorc2-1変異を抑圧すること､更に､その遺伝子が酵母からと卜まで広

く､高度に保存され､ﾋﾄでは指と足の形成異常に係わる原困遺伝子であることが判明した｡そこで､遺伝

子(Hodl)の機能解析を行ったところ､核に局在し､ G2/M期の進行を制御する新規の細胞周期制御通伝子

であることを明らかにした｡更に､細胞分裂の進行に深く関与するAPCの関連遺伝子であるsiclとcdc27

の変異と合成致死を起こすことを発見した｡これらのことからhodlがGZ/M期の進行に伴う複製開始複合

体の崩壌に係わる可能性を考え､核内分子の核外輸送の解析を共同研究で行ったところ､ mRNAの輸送が

破壌株で著しく阻害されることを見いだしている｡この研究は出発材料であるorc2-1変異株に付加変異が

内在していたこと､ｸﾛｰﾆﾝｸﾞした遺伝子が8 9ｱﾐﾉ酸という小型のたんばくで(勿論酵母ｹﾞﾉﾑﾃﾞｰ

ﾀﾍﾞｰｽにも登録されておらず)しかも3つの保存ﾄﾞﾒｲﾝの中のどの2個でも機能するという特殊なﾀﾝ

ﾊﾟｸであるという困難を克服して､新規遺伝子を発見したという経過が先ず評価された｡更にこの研究はｵ

ﾘｼﾞﾅﾘﾃｲｰが高く､細胞周期制御に関わる遺伝子群の発現制御にRNA輸送やﾀﾝﾊﾟｸ質輸送が重要な

役割を果たしている可能性を示唆する結果を得ていること､ﾋﾄを含む哨乳動物では発生の過程での器官形

成にも重要な役割を果たしている遺伝子の機能解析に道を開いたことなど､高く評価された｡

以上3課題の研究を総合して､博士論文として価値あるものと評価された｡


