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論 文 内 容 要 旨

真核生物 において,染 色体DNAは 細胞周期のS期 で正確 に倍化 し,そ の後M期 で娘細胞 に分配 され る。

S期 にお けるDNA複 製 は他の細胞周期 の事象 と厳密 に連動す るこ とで,一 回の細胞周期につ き一度だ け

起 こる ことが知 られ てお り,こ の制御機構 の破綻 は,遺 伝情報 の変化,細 胞 の死,あ るいは細胞 の癌化

を引き起 こす 。真核生物 に普遍 的に存在 してい るDNA複 製制御機構 の一つ としてDNA複 製 ライセ ンス

化機構 が存在 し,DNA複 製 の開始,再 複製 の阻止 に関与 しているこ とが知 られてい る。細胞周期の初期 に,

クロマ チ ン上の複製起点 において複製前複合体(pre-replicationcomplex;pre-RC)が 形成 され る ことによ

りDNA複 製開始の ライセ ンス化 が起 こる。pre-RCの 形成 には少 な くとも,複 製起点認識複合体(ORC),

Cdc6,Cdtl,MCM複 合体 の4種 類 の因子が必須 であ り,こ れ らの タ ンパ ク質が複製起点 上 に順 次結合

す るこ とでpre-RCの 形成 が起 こるこ とが知 られ ている。まず複 製起点へのORCの 結合 が起 こ り,次 に

ORC依 存 的 にCdc6とCdtlが ク ロマチ ン上へ 結合す る。 この ときCdc6とCdt1の 結合 はORCに のみ依

存 して起 こ り,相 互 依存性 は見出 されてい ない。最後 にMCM複 合体 がCdc6とCdt1依 存 的に クロマチ

ン上へ結合 しライセ ンス化 が完 了す る。 これ までに,Cdtlが 他 のライセ ンス化 関連 タ ンパク質 と同様 に

ク ロマチ ン上へ結 合す るこ と,DNAと の結合 活性 を有 してい るこ とが報告 されて いた。 しか し,Cdt1

の クロマチ ン結合 と機 能の関連性お よび生理的意義や,Cdc6と の機能的連携について は殆 ど解析が行わ

れていなか った。そこで本研 究では,Cdtlの 詳細な機能解 析 を通 じてpre-RC形 成機構 の解 明を 目的 とし,

細胞周期の進行 と連動 したCdt1の ク ロマチ ン上 にお ける機能 を生化学的 に解析す るた め,ア フ リカツメ

ガエル卵抽 出液無細胞 実験系を用いて解析 を行 った。

DNA複 製 ライ セ ンス化反応 にお けるCdt1の クロマ チ ン結 合の意義 につ いて解析す るた め,ま ずCdtl

が ク ロマチ ンへ結合 した状態 で ライセ ンス化 反応 にお いて機 能す るか につ いて検討 した。初 めにCdc6

を免 疫除去 した卵抽 出液 中に精子核DNAを 添加 しイ ンキュベー トしたのち,ク ロマチ ン画分 を単離 した。

この ときク ロマチ ン上 にはORCとCdt1が 結合 してい るが,Cdc6は 結合 していなか った。その後,単 離

.した ク ロマチ ンにCdtlを 免疫除去 した卵抽 出液 中を加 え さらにイ ンキュベー トした。 この2回 目のイ ン

キ ュベー シ ョンによ りCdc6がORC依 存 的に クロマチ ン上へ結合す る。 また,こ の ときに反 応系に存在

す るCdtlは 一 回 目のイ ンキュベー シ ョン時に ク ロマチ ン上 へ結合 したCdt1の み であ り遊離状態 のCdtl

は存在 していない。 この2回 目のイ ンキュベ ーシ ョンにお いて反応液 中には全ての ライセ ンス化 関連 因

子が存在 してお り,実 際に ク ロマ チ ン上 へはCdc6とCdt1が 結 合 していた にも関わ らず,ラ イセ ンス化

お よびMCMの クロマチ ン結合 は観察 され なかった。 この とき,反 応系に導入 され たCdtlの 量 について

調べた ところ,ク ロマチ ンの ライセ ンス化 を行 うのには充分な量のCdtIが 一回 目のイ ンキュベー シ ョン

で クロマチ ンに結合 していた ことが確i認された。そ こで,ク ロマチ ン結合状態 のCdtiが 不活性化 を受 け

てい る可能性 につ いて調べ るため,ク ロマチ ンに結合 していたCdt1を 塩処理 によ り溶 出 し,得 られた溶

出画分の ライセ ンス化活性 についてCdt1を 免疫 除去 した卵抽 出液 中へ添加す るこ とによ り検討 した。そ

の結果,Cdt1免 疫 除去卵抽 出液 のライセ ンス化活性 の十分な回復が観 察 され た。以上の結 果 よ り,Cdc6
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非存在 下で結合 してい るCdt1は 量 的,質 的に ライセ ンス化 を行 うことができるもので あることが示 され

た。

つ ぎ に,Cdc6とCdtlが 一定 の順序 で ク ロマ チ ン上 に結合 しなければ ライセ ンス化 を起 こす事 が出来

ない とい う可能性 を考 え,こ れ らの タンパ ク質 のク ロマチ ン上への結合順序 につ いて検討 した。 この 目

的の ため,精 製 したタ ンパ ク質を用 いて卵抽 出液 を使 わずに ライセ 財ス化反応 を再構築 した。 この とき,

ク ロマ チ ン とCdc6,Cdtl,あ るい はMCM複 合 体 を含 む タ ンパ ク質 画分 を順 次反応 させ,そ れ ぞれ の

反 応 のあ とに ク ロマ チ ンを単離す る ことで遊離状態 のタ ンパ ク質の持 ち込み を排除 した。 これ によ り,

Cdc6,Cdt1,MCM複 合体 のそれ ぞれ の結合段階 を区別 し,こ の ときに クロマチ ン上 にMCM複 合体 が

導入 され得 るかについて検 討 した。その結果,Cdt1を 免疫 除去 した卵抽 出液 中でイ ンキュベー トしCdc6

を結合 させ た ク ロマチ ンをCdtl,MCM複 合体 と順 にイ ンキュベ ー トした場合 には充分な ライセ ンス化

を検 出す る ことが出来た。 しか しなが ら,Cdc6を 免疫 除去 した卵抽 出液 中でイ ンキュベー トしてCdtl

を結合 させ たク ロマチ ンに対 しCdc6,MCM複 合体 を順 に添加 した場合には,Cdc6,Cdtlの 両者 ともク

ロマ チ ン上に結合 してい るにも関わ らずMCM複 合体 の クロマチ ン結 合は確 認 されなか った。以上 の結

果 よ り,MCM複 合体 を クロマ チ ン上 に導入 す るた めにはCdc6とCdtlが 一定 の順序で ク ロマチ ンに結

合 しなけれ ばな らない こ とが明 らか とな った。 さ らに,Cdt1が 遊離状態で存在す るこ とがライセ ンス化

反 応 に必須 であ る可能性 を考慮 し,MCM複 合体 とのイ ンキュベ ーシ ョンにおいてCdt1が ク ロマ チン結

合状態 を維持 したまま機能 してい るのかについて検 討 したが,ほ ぼすべ てのCdtlが ク 甲マチ ン上 に結合

した ままの状態 であ った にもかかわ らずMCM複 合体 の クロマチ ン結合 は進 行 していた。 この結果 はラ

イセ ンス化反応 においてCdtlが ク ロマ チンに結合 した状態 でMCM複 合体 のク ロマチ ンへ の導入 に機能

す るこ とを強 く示唆 している。

さ らに,Cdc6とCdt1の 結合 の順序 を入れ替 えた ときにCdc6とCdtlの どち らの機能 が障害 を受 けて

い るのか にっ いて検 討 した。 まず,Cdc6を 免疫 除去 した卵 抽 出液 中でイ ンキ ュベー トす るこ とに よ り

ORCとCdtlを クロマチ ン上 に結合 させ た。イ ンキ ュベ ー ト後 単離 した クロマチ ンに対 しCdc6を 結合 さ

せ,そ の後 再び単離す るこ とに よ りCdc6とCdtlの 結合順序が逆転 した クロマチ ンを調製 した。 この ク

ロマチ ン画分 にMCM複 合体 とCdtlを 同時に添加 し反応 させた ところ,ク ロマチ ンの顕著 なライセ ンス

化,お よびMCM複 合体 の クロマ チ ン結 合が観 察 され た。 この結果 は,結 合順序 を入れ替 えた場 合にお

いて も ク ロマ チ ンに結合 してい るCdc6に は ライセ ンス化反応 において機能す る活性が存在す る こ とを

示 してい る。す なわ ち,Cdc6非 存 在下 でク ロマチ ン上 に結合 したCdtlに は ライセ ンス化活性 がi無い こ

とを示唆 してい る。

以上 の結果 を受 けて,Cdc6存 在下,非 存在 下でCdtlの ク ロマチ ン結合 の状態が変化す る可能 性 を考

え,そ れぞれ の条 件下で のCdt1の クロマ チンへ の親和性 について検討 した。MCM複 合体 を免疫 除去 し

た卵抽 出液 中で調製 され た クロマチ ン上にはCdc6存 在下でCdtlが 結合 してお り,Cdc6免 疫 除去卵抽 出

液 中で調製 され た ク ロマチ ンにはCdc6非 存在下 でCdt1が 結合 してい る。 これ らの クロマチ ンを高塩で

処理 す ることによ り,そ れ ぞれ の条件 下でのCdtlの クロマチ ンへの結合強度について検討 したが,両 者
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に顕著な差 は見出 され なかった。この結果 よ り,Cdc6非 存在下にお けるCdt1の クロマチ ンへの結合は,

少な く とも親和性 にお いては,Cdc6存 在下での もの と大 きな違いは無い と考 えられた。また,こ の結果

はCdc6非 存在下 のCdtIの クロマチ ン結合が非特異的な ものではない ことを示唆 している。

現在 まで に,Cdc6ま たはCdt1の それぞれ 単独 の機能 に関 しては世界 中で精力的 に研 究だ進 め られ て

お り,多 くの知 見が もた らされ てい るが,ラ イセ ンス化反応 にお ける両タ ンパ ク質の連携 につ いては殆

ど明 らか となってい なかった。 これ までの知 見 か らは,Cdc6とCdtlの クロマチ ン結合 には相互依存 性

が見 出 され てお らず,そ のた めCdc6とCdtlは 独 立 して ク ロマチ ン上へ結合 し,そ れぞれ が独 立に何 ら

かの機能 を発 揮す る ことによ りMCM複 合体 がク ロマチ ン上 に導入 され る と考え られてい た。本研究 で

は,独 自の実験系 を用 いてCdc6とCdtlの クロマチ ン結合 をその機能 と関連付 けて解析す るこ とによ り,

Cdc6とCdt1の 結合順序 の存在 を見出 した。 この結果 は,pre-RC構 造形成時 にお ける新 たな中間段 階の

存在 を示 してお り,ク ロマチ ン上 にお いてCdc6とCddが 積極 的に協調す ることで機能的連携 を果 た し

てい るこ とを示唆 している。
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審 査 結 果 の 要 旨

遺伝子 に書 き込 まれ た情報 が正確 に子孫 に伝達 され るた めには,染 色体DNAが 細胞周期 のS期 で正

確 に倍化 し,そ の後M期 で娘細胞 に正確 に分配 され る必要 があ る。S期 にお けるDNA複 製は,一 一回の

細胞 周期 にっ き一度だ け起 こ ることが知 られ てお り,こ の制御機構 の破綻 は,遺 伝 情報の変化,細 胞の

死,あ るいは細胞 の癌 化 を引 き起 こす 。 この,一 回の細胞 周期 につ き一度 だけDNA複 製 を開始 させ る

のがDNA複 製 ライセ ンス化機構で,DNA複 製 の開始,再 複製の阻止に関与 している ことが知 られ てい る。

細胞 周期 の御期 に,ク ロマ チ ン上 の複製 起点 にお いて複製前複 合体(pre-repllcationcomplex;pre-RC)が

形成 され る ことによ りDNA複 製開始 の ライセ ンス化 が起 こ る。pre-RCの 形成 には少 な くとも,複 製起

点 認識複合体(ORC),Cdc6,Cdt1,MCM複 合体 の4種 類 の因子が必須 であ り,こ れ らのタ ンパ ク質が

複製 起点上 に順 次結 合す る ことでpre-RCの 形成が起 こるこ とが知 られてい る。本 研究は,ア フ リカツ

メガエル卵抽 出液 無細胞 実験系 を用いてpre-RCの 形成機構 を詳細に解析 した ものである。

まず は じめに,Cdtlが ク ロマチ ンへ結合 した状態 でライセ ンス化反応 において機 能す るか検討 した。

ORCとCdtlの 結 合 した クロマ チンを調製 し,こ の クロマチ ンをCdtlを 免疫 除去 した卵抽 出液中に加 え

イ ンキ ュベー・トした ところ,Cdc6の ク ロマチ ンへ の結 合は観 察 され たが,ラ イセ ンス化 お よびMCM複

合体 の クロマチ ンへの結合 は観察 され なかった。そ こで,ク ロマチ ン結合状態のCdt1が 不活性化 を受け

ている可能性や,結 合量 が足 りないた めに ライ セ ンス化お よびMCM複 合体 のク ロマチ ンへの結 合が起

こ らない とい う可能性 を検討 した。その結果,ク ロマチ ンに結合 したCdt1の 量 はライセ ンス化 を行 うの

に十 分な量 であ るこ と,ま た;ク ロマチ ンに結合 したCdtlを ク ロマチンか ら抽 出 し,ラ イセ ンス化を行

わせ る とそ の活性 があ るこ とを示 し,ORCとCdt1の 結 合 したク ロマチ ンで ライセ ンス化 が起 こ らない

のは,Cdtlの 量 が足 りないた めや,失 活 してい るためではない ことを明 らかに した。

次に,Cdc6とCdt1が 一定の順序 で ク ロマ チ ン上に結合 しな けれ ば ライセ ンス化 を起 こす こ とがで き

ない とい う可能性 を考 え,精 製 した タンパ ク質 を用いて ライセ ン界化反応 を詳細 に解析 した。その結果,

ライ セ ンス化 を起 こ させ るためには,ORCに 依存 してまずCdc6が クロマチ ンに結合 し,次 にCdt1が 結

合す るこ とに よ りMCM複 合体 がク ロマチ ンに結合 し,ラ イセ ンス化が起 こるこ とを明 らかに した。

以 上 のよ うに,本 研 究は,真 核 生物 にお け るDNA複 製 開始制御 の分子 機構の詳細 を解 明 した もので

あ り,DNA複 製 開始制御 に関す る理解 を大き く進展 させ る ものである。

よって,本 論文 は博 士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認める。
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