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研究成果の概要（和文）：本研究は出芽酵母の染色体複製起点DNAを特異的に認識するORC複合体に着目し、変異
型ORCの高速精製法を確立することで、従来実現困難だったアミノ酸残基レベルでの体系的機能構造解析を容易
に実現可能とした。実際に、複製起点の走査・探索・認識に関わる機能構造をORC内に複数特定し、複数の機能
構造からなる高度な反応素過程の一端が明らかとなった。また、この手法をORCの複数のサブユニットやパラロ
グに発展的に展開した。更に、このうちの特定のアミノ酸残基を介した相互作用ネットワークの一端を明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：The origin recognition complex, an initiator of eukaryotic DNA replication, 
was extensively analyzed in vitro and in vivo. Certain structure-function relationships were 
identified and a novel multifaceted DNA recognition mechanism was proposed.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
 染色体DNAの特定領域に種々の蛋白質
が次々と結合し、高次複合体を形成する
ことは、細胞内の普遍的なプロセスであ
る。このうち、染色体上の複製起点 DNA
に作られる高次複合体は、細胞周期の制
御の要である。代表者は、真核生物にお
いて複製起点DNAと蛋白質との結合メカ
ニズムという根本的問題すら未解明なこ
とに着目し、これまでに出芽酵母染色体
DNA上の複製起点 DNAを認識する ORC
とアクセサリー蛋白質Cdc6を含む超高次
複合体の独自の構造モデルを提唱してい
る(Structure 2012; Nat. Struct. Mol. Biol. 2013)。
構造情報が明らかになってきた一方、複
製起点の認識機構についての実験的証拠
がこれまで皆無であった。また、ORC機
能がどのように制御されるかについての
構造的基盤やその動態についての知見も
無かった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まず、ORCのアミノ酸残基レ
ベルでの機能構造解析を実現し、実際に複製

起点の認識機構についての実験的証拠を得

ることを第１の目的とする。また、ORC機能
がどのように制御されるかについての構造

的基盤やその動態について明らかにするこ

とを第２の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ORC簡便精製法の評価 
 バキュロウィルスや出芽酵母株を用いな

い発現システムを用い、更に伝統的なカラム

分画を最小限にした ORC 高速精製システム
（未発表）の有用性を評価するため、ORCを
実際に精製し、複製起点 DNA に依存して
ATPase 活性が抑制されることを指標に判断
する。 
 
(2) ORC６量体の機能構造解析 
 代表者独自の構造情報(Structure 2012; Nat. 
Struct. Mol. Biol. 2013)や情報解析を元に変異
導入部位を決定し、部位特異的変異導入法を

活用した出芽酵母の遺伝学実験や FACS 解
析・クロマチン免疫沈降法(ChAP法)を組み合
わせ、細胞内の表現型を追究する。部位特異

的変異導入法を用いて ORC 発現プラスミド
に簡便に変異を導入し、変異 ORC を多量生
産する。上述の ORC 簡便精製法を用いて高

速精製する。ATP 結合能、ATPase 結合能、
DNA結合能を用いて、表現型を評価する。重
要なモチーフが見出された場合は、必要に応

じてそのモチーフを含む部分ペプチドを精

製し、試験管内における DNA 結合能を直接
的に調べる。当初は最大サブユニット Orc1
の解析からはじめ、その後、他のサブユニッ

トや Cdc6に発展させる。 
 
 (3) 細胞内制御経路の探索・解析 
 細胞が致死になるような強い表現型が生

じる場合は、この表現型を利用してマルチコ

ピーサプレッサーを分離し、ORC機能を中心
とした細胞周期制御への関連を調べる。 
 
４．研究成果 
 まず、上述のような機能構造解析を実現
するため、以前から開発していた体系的機
能構造解析に適した ORC 簡便精製法を論
文発表した。従来の ORC 精製法は、多量
生産用のバキュロウィルスの構築・増幅・
感染あるいは出芽酵母株の構築といった律
速過程や、多段階の伝統的なカラム分画を
含み、変異 ORC を多数精製して解析する
ことが事実上困難であった。また、出芽酵
母を用いた変異 ORC の発現システムにお
いては、内在性の野生型 ORC の共精製が
避けられないため、野生型 ORC を特異的
に除去する工程も律速となった。一方、本
手法は、Hisタグ融合型 ORC発現プラスミ
ドに部位特異的変異を導入し、哺乳動物細
胞へトランスフェクトするため、上述の律
速過程を多数カットすることができた。ト
ランスフェクションは高効率であり、野生
型 ORCの混入も無い。野生型 ORCと３種
類の変異型 ORC に本手法を適用し、精製
標品が想定通りの活性を示すことを見出し
た (Front. Microbiol. 2016)。 
 また、この簡便精製法と従来独自に見出
していた構造モデルを実際に組み合わせ、
ORCの機能構造解析を論文発表した。まず、
独自に見出していた、細胞増殖に必須な
orc1変異を子細に追究した。変異アミノ酸
残基は最大サブユニット Orc1 上の塩基性
パッチ領域に位置し、このパッチは従来
DNA 結合ドメインと予想されていたモチ
ーフと異なる。まずこのパッチが細胞内に
おける Orc1 と代表的な複製起点との結合
に必須なことを見出した。上述の高速精製
法を用いて変異 ORC６量体を精製・解析し、



実際に ORC６量体が複製起点と結合でき
ないことを見出した。このパッチを含む部
分ペプチドは試験管内において低親和性な
がらも単独で複製起点を認識し、 パッチ内
の機能性残基はこのペプチドの低親和性結
合の特異性を高めた。即ち、ORCが複製起
点と結合する際は、Orc1塩基性パッチを介
した複製起点の走査探索過程の後、他のド
メイン・サブユニットと協調した高親和性
結合に転ずると示唆される。情報解析から
真核生物に特有の共通原理が示唆されたた
め、この塩基性パッチを eukaryotic origin 
sensor (EOS)と命名した(Sci. Rep. 2015)。な
お、本研究を含めた成果により、生化学会
九州支部学術奨励賞を受賞した。 
 EOS 欠損型の ORC は複製起点と結合で
きないのに対し、前述の EOSを含む部分ペ
プチドは EOS 変異を導入しても非特異的
に DNA と結合する。すなわち、EOS の実
体はあくまで複製起点の認識に関わるモチ
ーフであり、DNAの走査探索過程は別のモ
チーフを介していることが示唆される。そ
こで上述の部分ペプチドの更なる体系的欠
失解析と部位特異的変異導入を行い、非特
異的にすら DNA と相互作用できなくなる
ような新たな変異を同定した。また、この
部位が細胞内での Orc1 機能に必須な機能
を有することを見出した。これらの部位が
EOS と共同して機能することで複製起点
の特異的な走査・探索・認識がなされると
思われる（国際学会等で発表済み）。 
 また、EOS ならびに EOS 近傍領域とは
異なる DNA 結合モチーフを見出すため、
Orc1 の計 13 アミノ酸をカバーする機能構
造解析を行った。その結果、細胞内の Orc1
機能に必須な新たな機能構造を見出した。
変異蛋白質は細胞内で安定に存在したため、
変異 Orc1 蛋白質の分解ではなく特異的機
能欠損による表現型と示唆された。上述の
高速精製法を用いて変異 ORC６量体を精
製・解析し、ORC機能が異常となることを
見出した（学会発表済み）。 
 この他、ORCサブユニットならびにパラ
ログ Cdc6 の機能構造解析を更に高速化す
るシステムを確立し、このシステムを利用
して解析対象を Orc1以外にも拡げた。その
結果、実際に細胞増殖に必須な領域を Orc1
以外にも特定した。また細胞内において
EOS を必要としない ORC 結合領域の同定
に成功し、細胞内における ORC 機能構造

の高度な使い分けが予想された（学会発表
済み）。更に、ORC 制御因子の探索を遺伝
学・生化学的に進め、想定外のパスウェイ
に関わる因子を同定した（学会発表済み）。 
 以上をまとめると、本研究によって出芽酵

母 ORC の機能構造解析を迅速に行う手法が
確立し、真核生物における複製起点の認識機
構についての直接的な実験的証拠を得るこ
とができた。これにより、ORCの複数の機
能構造が協働したメカニズムであることが
示唆された。また、既存の ORC 機能とは
無関係と推定される重要な機能構造や、
ORC制御因子の探索・同定にも至った。こ
れらの成果は、ORCの複製起点 DNAと蛋
白質との結合メカニズムという根本的問題
の理解において重要な内容を含むことに加
え、機能制御における構造的基盤やその動
態の理解をもたらすと思われる。以上を踏
まえ、当初の目的を十分達成することが出来

たと判断した。 
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