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研究成果の概要（和文）： 
 遺伝子の本体である DNA を複製するという生体反応は細胞増殖に必要な過程の中でも特に
重要なものの１つである。本研究では、動物細胞における DNA 複製の開始で働く ORC とい
うタンパク質複合体の機能解析を進めた。特に新規機能である RNA 結合活性に着目した解析
を進めた結果、RNA 結合活性が GU-rich RNA に特異的であること、その結合活性が ORC 複
合体を構成する ORC1 サブユニットに存在することを明らかにした。さらに、ORC1 の中の
RNA 結合ドメインの存在を初めて明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 DNA replication is one of the fundamental processes that are required for cell 
proliferation.  We studied the details of activities of ORC, which is one of the proteins that 
function during the initiation of DNA replication in eukaryotes.  We especially focused on 
the RNA binding activity of human ORC and found that the activity is specific for GU-rich 
RNA and that at least the ORC1 subunit has the RNA binding activity.  Moreover we 
succeeded in identifying a specific domain for RNA binding activity in the ORC1 protein.   
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１．研究開始当初の背景 
 DNA の複製は、染色体 DNA 上に散在する
複製開始点から始まる。大腸菌や酵母では、
複製開始点が特定の塩基配列によって規定
されるのに対し、多細胞生物の複製開始点を
決めるような共通配列は存在せず、ゲノム上
で複製開始点が特定の領域に規定される仕

組みは明らかではない。一方、複製開始点で
働くタンパク質については研究が進んでい
て、特に複製開始で重要なタンパクとして
ORC が知られていた。しかし、ORC は複製
開始点で機能するものの、DNA 結合に関し
て塩基配列特異性はなく、どういう仕組で複
製開始点に ORC がリクルートされるのか、
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その仕組みは明らかではない。 
 私はこの点を解明することを目標に、我々
が見出した ORC の RNA 結合という新規活
性に着目した研究に着手することとした。こ
の活性の詳細を明らかにし、さらにその生物
学的な意義を明らかにすることによって、ヒ
ト ORC の複製開始点へのルクルート機構、
そしてゲノムでの複製開始点の形成機構の
解明に結びつくきっかけが得られることが
期待された。 
 
２．研究の目的 
以下の点を期間内に明らかにすることを目
的に研究を進めた。 
(1) ORC の RNA 結合が ORC の機能に及ぼ

す影響を詳細に明らかにする。 
(2) 細胞内のORCが結合しているRNAを単

離し、その cDNA をクローニングして、
その詳細を明らかにする。 

(3) ORC 結合性 RNA と複製開始点との間に
何らかの関係がないかを探る。 

(4) アフリカツメガエル初期胚の発生段階に
おける複製開始点の形成密度の現象と特
定化に、ORC 結合 RNA が関与していな
いかを探る。 

 
３．研究の方法 
 細胞内の ORC 結合性 RNA を探索する上
で、ORC の RNA 結合の性質の詳細に明らか
にすることは重要である。そこで私は組換え
体ヒト ORC 調製し、主に in vitro での以下
のような解析を進めた。 
 
(1) 蛍光標識 RNA をプローブとしたゲルシ
フト法によるヒト ORC と RNA との結合の
解析。EBNA1 の RNA 結合の特異性を参考
にして、40 mer の GU-rich RNA をプローブ
としたゲルシフト法による解析を進めた。さ
らに、様々な配列をもつ RNA や DNA をコ
ンペティターとした競合実験を行い、RNA
結合の特異性を調べた。 
(2) 環状プラスミドを固定化したマグネティ
ックビーズを用いて、DNA への ORC 結合に
対する RNA の有無の影響を調べた。 
(3) ORC を構成する 6 種のサブユニットのう
ち、ORC1 に着目し、その RNA 結合活性の
有無を調べた。 
(4) ORC1 サブユニットの様々な変異タンパ
クを調製し、その RNA 結合活性を調べるこ
とによって、ORC1 の中の RNA 結合ドメイ
ンの同定を目指した。 
 
４．研究成果 
 上記の方法によって ORC の RNA 結合に
関する解析を進めた結果、以下のことを明ら
かにすることができた。 
 

(1) ヒト ORC が GU-rich な配列の RNA に
優先的に結合することが分かった。ORC と
RNAとの複合体に含まれるORCサブユニッ
トを解析した結果、少なくとも ORC1~ORC5
が含まれることが示唆された。この結果は、
初めてヒト ORC が RNA 結合活性を有する
ことを証明するものである。 
(2) ORC の RNA 結合に関する競合実験によ
って、40-mer の長さの RNA や DNA の間で
結合親和性を比較した結果、これまでに高い
結合親和性を示すことが知られていた
AT-rich の DNA よりも、GU-rich RNA の方
により高い親和性を示すことが分かった。 
(3) プラスミド固定化ビーズへの ORC の結
合の解析において、あらかじめプラスミドビ
ーズと合成RNAポリマーである poly Gとを
プレインキュベートすると、プレインキュベ
ートしない場合と比較して、顕著にビーズへ
の ORC 結合量が増加した。この結果は、DNA
と RNA との直接の相互作用によって、例え
ば DNA-RNA 三重鎖構造のような特殊な構
造が形成され、それが ORC の格好の結合の
標的構造になっている可能性を示す。 
(4) ORC1サブユニットにGU-rich RNAに優
先的に結合する活性があることが明らかと
なった。 
(5) ORC1 サブユニットの中に、RNA 結合に
直接関わる特定の領域があることが分かっ
た。その領域は、既知のドメインであるAAA+
ドメインや BAH ドメインとは異なる領域で
あった。 
 
 前述のとおり、ORC の複製開始点へのリ
クルート機構は未だ明らかではない。本研究
で明らかになった ORC の RNA 結合という
新規活性は、この機構に関与している可能性
がある。この点で、本研究の成果は今後当該
分野での研究のブレークスルーを引き起こ
す可能性をもつと考えている。 
 この ORC の RNA 結合が複製開始点への
リクルート機構と密接な関わりをもつと考
える根拠として以下の３つがある。1 つ目は、
ヒト細胞内で DNA の複製が行われる EB ウ
イルスの複製開始点に関する研究から明ら
かになったことである。このウイルス性複製
開始点へ ORC がリクルートする際には、そ
の複製開始点に特異的に結合するウイルス
性複製因子である EBNA1 が必要であるが、
その EBNA1 が RNA 結合活性を持ち、さら
にその活性が ORC リクルートに重要である
と考えられている。 
 ２つ目は、テトラヒメナの ORC の一部は
短鎖 RNA を結合させており、その RNA は
相補的な配列をもつ DNA 領域に ORC をリ
クルートする仕組みに関わると考えられて
いることである。そして３つ目は、近年、
DNA-RNA ハイブリッドが特定のタンパク



質の結合の標的になっている例が報告され
ていることである。この最後の点は、本研究
で明らかになった ORC の DNA 結合への
RNA プレインキュベーションの効果と密接
な関係があると考えている。 
 
 これまでのところ、ORC の RNA 結合に着
目した研究は、世界でもほとんど行われてい
ない。この点で、本研究は独創的である。2011
年の秋に本研究の成果を、米国のコールドス
プリングハーバー研究所の DNA 複製に関す
るミーティングで発表した際も、本研究以外
に複製開始点への ORC のリクルート機構に
関する新しいモデルを提示した発表は無か
った。この点からも、本研究は当該分野でリ
ードする研究であると考えている。 
 しかし一方で、これまでの本研究では行っ
た解析のほとんどが in vitro での解析である。
本研究を開始してすぐに細胞内での ORC 結
合性 RNA の同定を目指した解析を進めたが、
有効な結果を得ることはできなかった。しか
し、現在は ORC の RNA 結合に関するさら
に詳細な知見が得られたため、その知見を利
用して、再度、細胞内に存在する ORC 結合
性 RNA の同定を目指した研究を進める必要
があると考えている。 
 この ORC 結合性 RNA に関しては、英国
ケンブリッジ大の Krude 博士が、Y-RNA と
いう非コード RNA が複製開始に関わるとい
う可能性を示している。この Y-RNA の生理
的な機能についてはまだ不明な点が多いが、
ORCがY-RNAに結合するかどうかは大変興
味の持たれる点である。今後、Krude 博士と
の共同研究を通じて、この点を明らかにして
いきたい。 
 今後は、ORC の RNA 結合の生理的な役割
を明らかにすることを目標に、ORC の RNA
結合ドメインの構造生物学的な解析、細胞を
使った細胞生物学的なアプローチなどを利
用した多角的な解析を進め、目標の達成を目
指していく。 
 今後の研究の進展によっては、この研究成
果は当該分野のみならず、発生や細胞分化・
脱分化の理解そして細胞増殖の調節と関わ
る創薬にも貢献することが期待される。 
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