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[題名)Functional analysis of the replication factor， Mcm l 0， in the 

initiation of chromosomal DNA replication 

in Saccharomyces cerevisiae 

(出芽酵母の染色体 DNA複製開始反応における McmlOの機能解析)

学位申請者 渡瀬成1台

細胞が増殖するためには、自己の遺伝情報をコードする DNAを正確に複製し、その複製された

DNAを均等に娘細胞に受け継ぐことが必要である。真核生物の場合、 DNA複製は細胞周期の s
期に一度だけ起きるように制御されている。

真核生物の複製開始は、 M期の終わりから G1期にかけて染色体上に多数存在する複製開始

点に複製へリカーゼである Mcm2ー7複合体がロードされ、複製前複合体 (pre-RC)が形成されるこ

とから始まる。その後、 Dbf4-dependentkinase (DDK)及び Cyclin-d叩 endentkinase (CDK)の活

性化により、細胞が s期に入ると Cdc45及び GINS複合体と呼ばれる複製因子が pre-RCの

Mcm2ー7と結合し、 CMG(Cdc45-Mcm2-7-GINS)複合体が形成される。現在、この CMG複合体が

活性型複製へリカーゼの実体として考えられており、 Mcm2-7はへリカーゼとして活性化する。へリ

カーゼ活性化後は、複製開始点の二本鎖 DNAが開裂し、 DNAポリメラーゼが呼び込まれることに

よって巨大な複製装置(レプリソーム)が完成する。その後、レプリソームが複製フォークと共に

DNA上を進行することによって複製開始に至る。これまでに多くの複製開始因子が pre-RC及び

CMG複合体形成に必要であることが報告されてきた。その一方で、 CMG複合体形成後どのよう

にして複製フォークの形成が起きるのかその分子メカニズムはまだよく理解されていない。

Mcm10は酵母からヒトまで保存された生存に必須な告ンパク質で、複製開始反応に必要である

ことが知られている。しかし、 Mcm10の複製開始における具体的な機能については未だに議論の

余地が残されていた。その原因のーっとして、これまで最も精力的に Mcm10の機能解析が行わ

れてきた出芽酵母において Mcm10の機能を速やかに細胞内から除くことが可能な変異株が存在

していなかったことが挙げられる。

そこで、私は当研究室で開発されたオーキシン誘導デグロン法と mcml0-l温度感受性変異を組み

合わせた新たなコンディショナル変異株 mcm10-I-aid株を作製した。この株は植物ホルモンであるオ

ーキシンを添加することで細胞内の Mcm10が速やかに分解され、複製開始に著しい欠損を示す。そこ

で、 Mcm10の分解除去を行った際の複製開始における影響を調べたところ、 CMG複合体は形成

されるものの複製開始点からは動いて行かないこと、また、複製開始点、の開裂に欠損が生じてい

ることが分かった。これらの結果は CMG複合体の形成のみではへリカーゼ活性化には不十分で

あり、その後 Mcm10が関与するへリカーゼ活性化のための新たなステップが存在していることを

示唆している。さらに、 Mcm10は CMG複合体構成因子の中で Mcm2及び Mcm6特異的に強〈相

互作用していることが分かつた。 Mcm10がDNA結合能を持ち合わせていることを併せて考えると、

CMG複合体の活性化プロセスにおいて、 Mcm10は DNAとMcm2-7の聞の構造変換に寄与して

いる可能性が示唆された。
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論文審査の結果の要旨

真核生物の DNA複製は染色体上に多数存在する複製開始点より開始し、多くの進化的に保存

された複製因子が複製開始反応に関与している。複製開始の鍵となるプロセスは、 Gl期に複

製開始点へ装着された不活性な Mcm2-7ヘリカーゼを 5期に活性型ヘリカーゼである

Cdc45-Mcm2ー7-GINS(CMG) 複合体へと変換することにある。 CMG複合体形成後、複製フォーク

は形成されるが、その過程の分子メカニズムはまだよく理解されていない。 McmlOは真核生物

で保存されている複製開始に必須な DNA結合能を有するタンパク質であり、その機能を理解

することは複製開始に至る分子メカニズムを知る上で重要であると考えられる。渡瀬君は、

McmlOの機能を明らかにするために、出芽酵母を用いてオーキシン誘導デグロン法と mcml0-l

温度感受性変異を組み合わせた mcml0-l-aid変異株を作成した。この変異株は、従来の McmlO-l

等の変異株と異なり、オーキシン添加によって McmlOが分解除去されると複製開始に著しい

欠損を示す。そこで、 McmlOの分解除去を行った際の複製開始における複合体形成への影響を

クロマチン免疫沈降法を用いて調べたところ、 CMG複合体は複製開始点上に形成されるものの

複製開始点からは動いていかないこと、またその原因は複製開始点の開裂に欠損が生じてい

るためであることを強く示唆する結果を得た。さらに McmlOはCMG複合体構成因子の中で Mcm2

及び Mcm6と強く相互作用することが分かつた。以上の結果は、 CMG複合体の形成後に McmlO

を必要とするへリカーゼ活性化のための新たなステップが存在することを示しており、 McmlO

は DNAとMcm2-7の問の構造変換に寄与している可能性が示唆された。これらの成果は、複製

開始における McmlOの機能を解明し、真核生物の複製開始の分子機構解明に大きく寄与する

ものである。よって、本論文は博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める。


