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論文内容の要旨

酵母やヒトの研究から、真核生物の染色体 DNA複製開始に必須なプロテインキナーゼである Cdc7 の活性は、 Dbf4

によって制御されていることが報告されている。本研究ではこれまで未同定であったアフリカツメガエル Dbf4 ホモ

ログ (XDbf4) を単離同定し、 in vitroDNA 複製系を利用してその性状解析を行った。

その結果、バキュロウイルス発現系を利用して発現させた XDbf4 は、ヒトや酵母と同様に Cdc7 と結合してそのキ

ナーゼ活性を上昇させ活性を持っていた。また、アフリカツメガエル卵抽出液中にはアフリカツメガエル Cdc7

(XCdc7) と XDbf4 が存在し、両者は免疫沈降法により共沈することが確かめられ、またその XCdc7・XDbf4 複合体

はキナーゼ活性を有していた。

アフリカツメガエル卵抽出液から、抗体を用いて XDbf4 を除き、それを用いて in vitroDNA 複製反応を行わせた

ところ、 DNA 合成は顕著に阻害されたことから、 XDbf4 は DNA 複製に関与している可能性が示唆された。ところ

が、両者の卵抽出液中の濃度を測定したところ、 XDbf4 は XCdc7 の約 6 分の 1 しか存在していなかった。また、卵

抽出液のゲル、漏過クロマトグラフィーによる解析の結果、卵抽出液中に存在する XCdc7 は約 400kD の大きなコンプ

レックスとして存在していたが、それらの大部分は XDbf4 とは結合してはいなかった。これらの XCdc7 は XDbf4 と

結合していないにもかかわらず、 Mcm2 をリン酸化する活性を有していた。また、抗体を用いて XDbf4 を除いた卵

抽出液中でも XCdc7 はキナーゼ活性を持つことを確かめられた。

一方、酵母やヒトなどの研究から Dbf4 のタンパク量が細胞周期を通じて変動し、それに従い Cdc7 が複製開始時

に高い活性を示すこと、さらに、酵母 Dbf4 は anaphase promoting complex (APC) により分解されることが報告

されている。そこで次に細胞周期に伴う XDbf4 の挙動の変化について詳しく調べた。その結果、 XDbf4 は、間期ア

フリカツメガエル卵抽出液に non-degradablecyclin B mutant protein を加えて調製したM期様卵抽出液中でも安定

に存在した。また第二減数分裂中期に停止した未受精卵から調製した M期卵抽出液を用いて APC 活性化状態にして

も、 XDbf4 の分解は認められなかった。その一方で、これら M期卵抽出液中における XDbf4 のリン酸化状態が間期

抽出液中とは大きく異なること、また Cdc7 も間期に比べよりリン酸化されていることが示された。さらに、 M期の

XDbf4-Cdc7 複合体はキナーゼ活性を有し、またクロマチンに結合した XDbf4、 Cdc7 を M 期卵抽出液で処理しても

クロマチンから遊離しなかった。一方 M 期から間期に移行する際、 XDbf4 のクロマチン結合とリン酸化状態変化は
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ほぼ同時期に起こった。また XDbf4 の間期におけるクロマチン結合は、 Pre-RC には依存せず Cdc7 とは独立に結合
することが示された。

本研究から、 XDbf4 はこれまで知られている酵母やヒトの Dbf4 ホモログと同じく DNA 複製に重要な役割を持っ

と考えられるものの、その挙動が大きく異なることが明らかになった。卵割期における Cdc7・Dbf4 の制御機構が体細
胞型 DNA複製における制御様式と異なる可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

真核生物の染色体 DNA複製は細胞周期を通じて S 期に正確に一度行われる事が必要で、あり、その開始反応は多く

の複製関連因子により厳密に制御されている。その複製開始反応に必須なキナーゼで、ある Dbf4・Cdc7 キナーゼは、は
じめ出芽酵母で見いだされ、触媒サブユニット Cdc7 とその活性化に働く制御サブユニットである Dbf4 からなるこ

とが報告された。 Dbf4・Cdc7 キナーゼは、分裂酵母、マウス、ヒトなど様々な種でそのホモログが見いだされ、高等

動物まで広く保存されている事が明らかとなり、真核生物の DNA 複製開始反応を制御する上で非常に重要な働きを
担っていると考えられている。

本論文では、真核生物の in げか'oDNA複製系のなかでは最も効率良く DNA複製を行わせる事がで、き、生化学的解

析に適していると考えられるアフリカツメガエル in vitroDNA複製系を用いて Dbf4・Cdc7 キナーゼの解析を行った。
まず、未同定であったアフリカツメガエル Dbf4 (XDbf4) のクローニングを行い、その'性状解析を行った。その結果、
XDbf4 が in vitro で XCdc7 に結合し、そのキナーゼ活性を活性化する事が明らかとなった。また、卵抽出液でも両

者がキナーゼ、活性を持つ複合体を形成している事が明らかとなった。 XDbf4 を除いた卵抽出液を用いた in げtroDNA
複製系においては、 DNA 合成が著しく阻害を受けた事から、 XDbf4 も DNA 複製に必須である事を示唆する結果が
得られた。その一方で、卵抽出液中の XCdc7 のキナーゼ活性には影響は見られなかったことから、 XDbf4 の DNA
複製における役割が XCdc7 の活性化のみならず、それに加えて何らかの機能を持つ可能性が示唆された。 In vitro 
DNA複製系において XDbf4 は MCM や XCdc7 よりも早い時期にクロマチンに結合し、また、 pre-RC の形成に必須
である ORC'こ依存せず、XDbf4 は大部分の XCdc7 とは異なる様式でクロマチンに結合している事が明らかとなった。

また、卵抽出液中の XDbf4、 XCdc7 の細胞周期における変動を調べたところ、酵母とは異なりアフリカツメガエル卵

抽出液中では Dbf4 はタンパク量は変動しなかったが、 Cdc7、 Dbf4 共に M 期特異的なリン酸化を受けている事が明
らかとなった。

本論文により、 XDbf4 は、 Cdc7 への結合やその活性化、 DNA複製への必要性等、基本的な働きは他の生物種にお

ける Dbf4 と同様の機能をもつが、クロマチン結合の様式や細胞周期によるタンパク量の変動等の点で、これまで報

告された酵母やヒトの Dbf4 とは異なる'性質を持つ事を明らかとし、初期脹においては体細胞型細胞周期とは異なる
機構により Dbf4-Cdc7 キナーゼが DNA複製に関与する可能性を示唆する重要な結果を示した。また、高等動物にお

ける Cdc7 の制御機構がこれまで考えられてきたより複雑かつ多様なものである可能性が示唆され、染色体 DNA 複

製開始制御に関する新たな知見が得られた。以上の事から本論文は博士学位申請に相応しい内容であると考えられる。
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