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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開始点を特異的に認識するORCに着目し、ORC構成サブユニッ
ト間で特定の条件下に起こる特異な相互作用の機能構造と、その細胞内における重要性と制御系の解明を目指した。そ
の結果、特異な相互作用に関わる領域をアミノ酸レベルで特定し、残基が細胞内機能に重要なことを見いだした。また
、この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）：An intra-complex crosstalk within ORC, an initiator of eukaryotic DNA replication,
 was analyzed extensively in vitro and in vivo.  Inter-complex crosstalk pathways were also identified.
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１．研究開始当初の背景 

 染色体 DNA 複製は細胞が正常に増殖する

ためのまさに基盤である。研究代表者は、染

色体 DNA が正確に２倍化する分子機構を知

るため、特に複製開始反応の全貌解明を研究

の全体構想としている。これまでに研究代表

者らは、出芽酵母染色体 DNA 上の複製起点

配列を認識する ORC 蛋白複合体が、複製開

始の進行に伴い特異的に構造変化するモデ

ルを構造生物学的に提唱し、また、ORC構成

サブユニット間で特定の条件下におこる特

異な相互作用を見いだしている (Structure 

2012)。この相互作用に関わる機能構造は不明

であり、また、この機能構造が細胞内でどの

ように機能し、調節されるかも不明であった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、まず、ORC構成サブユニッ

ト間で特定の条件下に起こる特異な相互作

用の様式を残基レベルで解明し、その細胞

内における重要性を解明することを第１の

目的とする。また、ORCあるいは染色体複

製開始が制御される細胞内分子機構を克明

に明らかにすることを第２の目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)相互作用残基の解明 

 ORC構成サブユニット内の100アミノ酸内

に特異な相互作用領域があると既に判明し

ている(Structure 2012)。そこで、この 100 ア

ミノ酸に着目し、ORC 構成サブユニットの

種々の欠失体・アミノ酸置換体を構築する。

プルダウン法を用いた１対１結合能を評価

することで相互作用残基を特定する。 

(2)特定した残基の細胞内における重要性 

 特定した変異を持つ orc 遺伝子を細胞内に

導入し、その表現型を調べる。 

(3) ORC簡易精製系の確立 

 複合体中における当該サブユニットの当

該残基の機能を調べるため、ORC複合体を簡

便に精製するシステムを確立する。 

(4) 細胞内制御経路の探索 

 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する。 

 

４．研究成果 

 出芽酵母 ORCを含む複製蛋白・DNA超高

次複合体の電顕単粒子解析を行い、高次複合

体形成の過程における構造変化を明らかに

した(Nat. Struct. Mol. Biol. 2013)。その後、更

に、ORCサブユニット間相互作用に関わるア

ミノ酸を同定するためのスクリーニングシ

ステムを構築し、情報学的アプローチを併用

することで実際に複数のアミノ酸残基を同

定した。同定した残基の１アミノ酸置換変異

によって試験管内での相互作用能が欠損す

ること、ならびに細胞内における機能が不活

性なことが判明した（学会発表済み）。 

 同定した残基の ORC 複合体内における機

能を知るにあたり、従来のバキュロウィルス

を用いた ORC 多量生産システムはウィルス



の構築とメンテナンスが律速・煩雑であると

いう問題があった。これに対処するため、動

物細胞のトランスフェクションを用いたシ

ステムに転換した。これにより、体系的な変

異体解析を簡便に行うための基盤が整備さ

れた。 

 併行して、同定したアミノ酸に変異を持つ

orc変異株の多コピーサプレッサーを探索し、

これまでに有望な遺伝子を複数同定し、ORC

の調節ネットワークの一端が明らかとなっ

た（学会発表予定）。 

 以上の成果を踏まえ、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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