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論文内容の要旨

真核生物の染色体 DNA複製の開始は複数の蛋白質によって厳密に制御されており、細胞周期を通じて S 期にのみ

1 回だけ行われ完全に終了することが必要である。これまでに真核生物のDNA複製開始に関与する因子として ORC、

Cdc6、 MCM、 Cdc45 等が同定されてきた。この中で MCM複合体は複製ライセンシング因子として機能していると

考えられている。出芽酵母 CDC7は protein kinase をコードし、 GlIS 期に発現される Dbf4p と複合体を形成するこ

とにより、 protein kinase 活性が現れる。この Cdc7IDbf4 複合体は染色体 DNA複製開始を制御していることが知ら

れており、 Cdc7IDbf4 複合体による複製開始前複合体 (pre-replicative complex、 pre-RC) 中の MCM 複合体のリン

酸化が S 期の開始を引き起こすと考えられている。

これまでに我々は、バキュロウイルス系を用いて Sf2 1 細胞内で発現させた Cdc7/Dbf4 複合体を精製し、酵母から

精製した GST-Mcm2p を in vitro で効率良くリン酸化することを明らかにしてきた。しかし、 ln VIVO においても

Cdc7IDbf4 複合体が Mcm2p を基質としているのか、またそのリン酸化が複製の開始をどのように制御しているのか

などまだ不明な点が多い。そこで本研究では、 Cdc7IDbf4 複合体による Mcm2p のリン酸化の役割を明らかにしたい

と考え、 Mcm2p のリン酸化部位の同定およびその解析を行った。

酵母から精製した GST-Mcm2p は Cdc7IDbf4 複合体により効率良くリン酸化されるが、 Alkaline Phosphatase に

より脱リン酸化処理した GST-Mcm2p はほとんどリン酸化されなかった。これは、未同定の protein kinase により

ln VIVO であらかじめリン酸化された蛋自のみが基質になることを示している。

そこで、複製開始における Mcm2p のリン酸化の役割を解明するために、 MALDI-TOF を用いてリン酸化部位の同

定を行った。その結果、酵母菌体内において GST-Mcm2p はすでに 8 箇所リン酸化されていることが分かつた。リン

酸化部位だと推測されるセリンは全てアラニンもしくはグルタミン酸に置換し、変異 GST-Mcm2p および変異 mcm2

株を作成した。この変異 GST-Mcm2p は in vitro において Cdc7IDbf4 複合体により全くリン酸化されず、また、脱

リン酸化処理した変異株抽出液中の Mcm2p は SDS-PAGE において移動度の違いは見られなかった。従って、本研

究でアラニンに置換した部位は同時に Cdc7IDbf4protein kinase のリン酸化部位であると考えられる。しかし、変異



mcm2株は成育可能で、あり、 FACS 解析においても S 期の進入と進行は正常で、あった。

これまで、 two-hybrid 解析によって Mcm2p と Dbf4p とは相互作用するが、変異 Mcm2-1p では Dbf4p との相互

作用が弱くなり、 mcm2・1 変異と db.必-1 変異の二重変異株は致死となることが報告されている。今回、この変異

Mcm2p と Dbf4p との相互作用を調べたところ、その相互作用は弱く、さらに、温度感受性変異 Dbf4p との間には相

互作用が見られなかった。この実験結果と一致して、この二重変異株も致死になった。これらの結果から、細胞内に

おいて、 Cdc7IDbf4 複合体による Mcm2p のリン酸化は成育に必須では無いが、リン酸化された Mcm2p を含む

Mcm2-7 複合体に少なくとも Dbf4p が結合し、その複合体の構造変化をもたらすことが染色体 DNA 複製開始に必

須であると結論される。

論文審査の結果の要旨

本研究では、染色体複製開始に必須な Cdc7IDbf4 複合体による Mcm2p のリン酸化の複製開始反応における役割を

解明する為に、 MALDI-TOF を用いて Mcm2p のリン酸化部位の同定を行った。その結果、酵母菌体内において

GST-Mcm2p はすでに 8 箇所リン酸化されていることが分かつた。リン酸化部位の Ser、 Thr を全て Ala に置換し、

変異 GST-Mcm2p および変異 mcm2 株を作成した。この変異 GST-Mcm2p は in vitro において Cdc7IDbf4 複合体に

より全くリン酸化されず、また、脱リン酸化処理した変異株抽出液中の Mcm2p は SDS-PAGE において移動度の違

いは見られなかった。しかし、変異 mcm2 株は成育可能であり、 S 期の進入と進行は正常であった。一方、 two-hybrid

解析、及び in vitro 結合実験によって、 Cdc7pIDbf4p は野生型 Mcm2p のみならず、変異 Mcm2・ lp とも相互作用し

ていることを明らかにした。しかし、この相互作用は温度感受性 Dbf4p と変異 mcm2p ではなくなっていることから、

細胞内において、 Cdc7IDbf4 複合体による Mcm2p のリン酸化は成育に必須では無く、 Cdc7pDbf4p が Mcm2・7 複合

体に結合し、その複合体の構造変化をもたらすことが染色体 DNA 複製開始に必須であると結論された。これらの研

究結果は真核生物染色体複製開始機構の理解に多大の貢献をするもので、博士(理学)の学位論文として十分価値が

あると認める。




