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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複合体に主に着目し
た。まず、複製起点認識に必須なモチーフとして代表者が独自に見いだしたORCモチーフEOSが、一本鎖DNAと連
係して高次複合体形成と活性制御にかかわる新機能を持つことを見いだした。また、ORCとある種の非典型DNAと
の結合能の意義を解明し、更にORC関連蛋白質における類似機能の重要性も明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The origin recognition complex, an initiator of eukaryotic DNA replication, 
was analyzed in vitro, in vivo, and in silico. The eukaryotic origin sensor motif in ORC, which was 
originally identified by our group, was shown to have a novel function. Another ORC-related protein 
was also analyzed. Based on these findings, possible models regarding DNA recognition processes were
 proposed.

研究分野：生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
種々の蛋白質が染色体DNAの特定領域を走査探索・認識して高次複合体を形成することは、細胞内の普遍的プロ
セスである。染色体上の複製起点DNAに作られる高次複合体は、細胞周期制御の要であり、この形成過程が破綻
すると、がん化や染色体異常の原因となる。本研究により、蛋白質とDNAとの結合メカニズムという根本的問題
の一端が理解できたことに加え、高次複合体構築原理と機能分担、ならびにその普遍性が明らかとなった。関連
分野における斬新なコンセプトを提示できたことに加え、がんの理解やORCを標的とした創薬の可能性が期待で
きる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 種々の蛋白質が染色体 DNA の特定領域を走査探索・認識して高次複合体を形成することは、

細胞内の普遍的プロセスである。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、

細胞周期制御の要である。この形成過程が破綻すると、がん化や染色体異常の原因となる。真核

生物の ORC (origin recognition complex)ヘテロ 6 量体は複製起点と特異的に複合体形成する複製

開始蛋白である。ORC による染色体複製の最初期過程を理解するには、ORC がどのように(i)染

色体 DNA を走査探索し、(ii)複製起点を特異的に認識し、(iii)複製起点と高次複合体を形成する

か、といった素過程のメカニズムを実験的に示すことが重要である。 

 代表者は米国コールドスプリングハーバー研究所 Bruce Stillman 所長研究室への留学中に、出

芽酵母 ORC と複製起点との「(iii)結合」に関する独自の構造モデルを提唱している(Structure 2012; 

Nat. Struct. Mol. Biol. 2013)。この構造情報を元にした変異 ORC の解析は、ORC６量体の精製が

煩雑で困難なため不可能であった。そこで帰国後、最新の多量生産法を用いるなどして変異 ORC

の高速精製法を確立し、前述の構造的基盤と組み合わせることで、ORC の機能構造解析を可能

にした(Kawakami et al., 2016, Front. Microbiol.)。その最初の成果として、複製起点の「(ii)特異的

認識」に必須な ORC 機能構造を最大サブユニット Orc1 中に見出し EOS (eukaryotic origin sensor)

と命名した。ORC と複製起点との安定な複合体形成に先立ち EOS 単独で複製起点を認識する過

程が存在することを初めて示し、15 年以上信じられた ORC・複製起点複合体形成機構の予想で

は想定されなかった新概念が提唱できた (Kawakami et al., 2015, Sci. Rep.)。 

一方、染色体 DNA は二重鎖 DNA 以外にも一本鎖 DNA などの多様な構造を含んでおり、ORC

は一本鎖 DNA とも試験管内で結合できる。多種多様な DNA 上で ORC がどのように高次複合体

を構築仕分けているか不明であり、機能分担するかも明らかで無かった。また、このようなメカ

ニズムが ORC 以外の蛋白質でも普遍的に見られるかも不明であった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、まず EOS の一本鎖 DNA 上における役割を解明し、ORC と結合する DNA の違

いによる ORC-DNA 高次複合体構築機構の保存性と多様性ならびに機能分担を明らかにするこ

とを第１の目的とした。次に、ORC における EOS とは異なる DNA 結合モチーフを同定し、特

に非典型 DNA 結合能の細胞内における役割や重要性を明らかにすることを第２の目的とした。

更に、上述の知見が ORC パラログ Cdc6 でも保存されるかを明らかにすることを第３の目的と

した。 

 

３．研究の方法 

(1)ORC６量体の機能構造解析 

代表者の確立した変異 ORC の高速精製法(Kawakami et al., 2016, Front. Microbiol.)を用いて出芽

酵母 ORC６量体を 293T 細胞中から高速精製した。DNA 結合能、ATP 結合能、ATPase 結合能を

指標として変異 ORC の表現型を評価した。新たな変異を持つ ORC を精製する場合は、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、ORC 発現プラスミドに部位特異的変異導入を行った。同様に高速精製と生化学的解析を行

い、有望な変異 ORC の酵母細胞内における解析も行った。 



 

(2)ゲノミクス解析 

出芽酵母ならびにヒトのリファレンスゲノムならびに、ORC と一本鎖結合蛋白質の ChIP-seq

データを用いて共局在解析を行い、ORC がゲノムの特異的領域で一本鎖結合能を持ちうるか検

証した。 

 

(3)Cdc6 の機能構造解析 

既報で用いた精製法(Structure 2012)に従い、GSTタグ融合型変異Cdc6を大腸菌中で発現させ、

精製した後にタグを切断した。得られた変異 Cdc6 蛋白質の非典型 DNA や二重鎖 DNA との結

合能を評価した。非典型 DNA 特異的に表現型を有するような有望な変異 Cdc6 を同定後、この

蛋白質の温度感受性 cdc6変異株における表現型を遺伝学的に評価した。 

 

(4)研究体制 

代表者は以下の所属先で研究を遂行した。 

・平成 29〜30 年度 

九州大学大学院薬学研究院 助教 

・平成 31 年度 

山陽小野田市立山口東京理科大学薬学部 

准教授 

 

４．研究成果 

 まず、代表者は ORC の機能構造解析法の確立や、独自に見いだした EOS に関する総説を発表

した（川上、片山、2018; Kawakami, 2019）。 

次に、EOS の知見を発展させた。ORC は一本鎖 DNA にも EOS に依存しない方法で結合する

が、EOS が一本鎖 DNA 上の ORC を制御するかどうか不明であった。独自の ORC 高速精製法

(Kawakami et al., 2016, Front. Microbiol.)を利用して ORC の生化学的な解析を行い、ORC が一本

鎖 DNA 上でアデニンヌクレオチドと無関係に重合することを見いだした。次に、ORC が EOS

に依存して重合体を形成し、ORC ATPase 活性を促進すると明らかにした。また、出芽酵母やヒ

トのゲノミクスデータの解析により、ORC の一本鎖 DNA 結合は複製起点以外の特異的なゲノ

ム部位で起こるという考えが支持された。以上の結果から、EOS は ORC に結合した一本鎖 DNA

によって機能分化し、ORC の自己重合や ATPase 促進をもたらすと示唆された。これにより、こ

れまで長年不明であった ORC の一本鎖 DNA 結合能に関する役割を解明する突破口が開けた

(Kawakami et al., 2019, Genes Cells)。 

EOS は最大サブユニット Orc1 内に存在する一方、その DNA との親和性は ORC６量体の 1/100

未満である(Kawakami et al., 2015, Sci. Rep.)。従って、ORC の DNA 結合能には更なる DNA 結合

モチーフが関わると示唆される。そこで我々は ORC の複数サブユニットを対象とした体系的機

能構造解析を行い、ORC の DNA 結合能や高次構造形成に関わる新たなモチーフを複数見出し

た。変異 ORC 複合体の簡便精製法を用いてこのうち１種を詳細に解析したところ、とある非典

型DNAに対しての親和性が亢進していた。また複製起点DNAへの結合特異性が欠損していた。



一方、ATP 結合能や ATPase 能は野生型と同程度保持されていた。この変異 ORC を細胞内で発

現させると、特定の条件で温度感受性 orc 変異株の増殖を阻害することが判明した。すなわち、

ORC が非典型 DNA への結合能を適切なレベルに保つことが適切な細胞増殖に重要と示唆され

る（国際学会等で発表済み；論文執筆中）。 

 次に我々は、ORC の非典型 DNA との結合能の試験管内解析を行い、既存の非典型 DNA 結合

蛋白質と同程度の親和性を持つことを見いだした。また、ORC のこの結合に配列選択性がある

ことを見いだした。以上の結果は、ORC の非典型 DNA 結合が既知の代表的な蛋白質に比類し、

ゲノム上の特異的領域で起こるという可能性を支持している（国際学会等で発表済み；論文執筆

中）。 

更に、本解析を ORC パラログ Cdc6 に拡張した。まず、Cdc6 の非典型 DNA 結合能を鋭敏に

検出する生化学システムを確立し、次に非典型 DNA 結合能を低下させる Cdc6 欠失変異の同定

に成功した。次に、非典型 DNA 結合能に関わるドメインの領域限定を行い、二重鎖 DNA への

結合能を野生型と同程度保持しつつ、非典型 DNA への結合能が不安定化する変異 Cdc6 の同定

に成功した。また、この変異 Cdc6 が細胞増殖を阻害する条件を見いだした。これにより Cdc6 の

非典型 DNA 結合を指標とした機能構造解析が可能となり、この結合の細胞内における重要性が

示唆された（学会発表済み）。 

 以上をまとめると、代表者独自の ORC 機能構造解析基盤を発展させることで、EOS と DNA

の種類に応じた ORC の特異的高次構造と機能の制御という新概念が提唱できた。これにより、

ORC と染色体 DNA との動的な結合動態とその連係制御が協同したメカニズムであると示唆さ

れた。また、ORC と非典型 DNA との結合が細胞内の特異的領域で起こりうることや細胞内にお

ける重要性も初めて示唆された。加えて、非典型 DNA との結合能の重要性は ORC パラログ Cdc6

においても示唆された。これらの成果は、蛋白質と DNA との結合メカニズムや制御という根本

的問題の理解において重要な内容を含むことに加え、当該メカニズムの普遍性と多様性の理解

をもたらすものと思われる。以上を踏まえ、当初の目的を十分達成することができたと判断した。 
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