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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

　複製チェックポイントは、複製フォークの停止と、停止した複製フォークの安定化に寄与する。このチェックポイントが正常に働かない場合、染色体DNAに変異が蓄積し、がん化が誘発される。しかし、複製チェックポイントがどのような分子機構で複製フォークの安定化とチェックポイントの活性化を実現しているのか解き明かされるべき謎は多い。本研究では分裂酵母をモデルとして、複製チェックポイントが染色体の恒常性を保証する機構を解明する事を目的とした。
　分裂酵母の複製チェックポイントでは、DNA複製停止に応答して、Cds1のSQ/TQクラスター領域内にあるThr-11がRad3キナーゼによってリン酸化されることによってCds1キナーゼが活性化される。その際に、Mrc1はRad3キナーゼによるCds1のリン酸化を仲介するメディエーター分子として働いている。近年、出芽酵母において、Mrc1が複製フォーク上にローディングされ、複製フォークの安定化に直接的に関与する可能性が報告されている。

　
【結果及び考察】
本研究課題では、複製フォークの安定化機構と複製チェックポイントの活性化に重要な役割を果たすMrc1タンパク質に着目し、Mrc1がDNA複製に関わる因子との相互作用により、複製フォーク上に導かれる可能性を追求した。その結果以下のような成果を得た。

1. Mrc1に結合する因子のスクリーニングを行い、Mrc1結合タンパク質としてMcm2-7で6量体の複合体を形成し、複製に必須の因子であるMcm7のC末端領域の単離に成功した。

2. Mrc1との結合が損なわれるMcm7のC末アミノ酸置換株(mcm7-F722E)を作成に成功した。このmcm7-F722E変異株は複製チェックポイントに欠損を示した。よって、Mrc1とMcm7の結合は複製チェックポイントに重要である事が分かった。

3. mcm7-F722E変異株は複製フォーク保護複合体構成因子であるSwi1及びSwi3の破壊株と合成致死の表現型を示した。また、Rad22-YFPを用いた解析により、mcm7-F722E変異株ではS期の複製フォークの安定化が不十分であることを明らかにした。
4. ChIP assayにより、分裂酵母のMrc1が複製の進行に伴い、複製フォークの上を移動している事を示唆する結果を得た。

  以上の結果より、複製チェックポイントメディエーターMrc1とMcm7の結合が、DNA複製フォークの安定化と複製チェックポイントの発動に重要であることが強く示唆された。
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	欧文概要　ＥＺ

The checkpoint kinase Cds1 is activated in response to stalled replication forks in fission yeast. Cds1 stabilizes stalled forks and enforces the S-M checkpoint that couples the onset of M phase to the completion of S phase. Phosphorylation of Cds1 by Rad3 kinase is essential for Cds1 activation. Recently, two strong candidates of mediators specific for stalled replication forks were subsequently identified. Mrc1 (Claspin in vertebrates) is a mediator required for the S-phase specific activation of Cds1, and Swi1-Swi3 (Tof1-Csm3 in budding yeast, Tim1-Tipin in vertebrates) complex is required for survival of fork arrest and for activation of Cds1. The possibility that Mrc1 and Tof1 are required to couple DNA unwinding by the replicative helicase (Mcm2-7) to DNA synthesis by one or more of the essential DNA polymerases is proposed in budding yeast.

   To understand how Mrc1 mediates S phase responses, we performed the yeast two-hybrid screening for Mrc1 binding proteins. Interestingly, we got the C-terminal region of Mcm7. To understand this interaction, we created a MCM7 mutant (Mcm7F722E) that lost the interaction with Mrc1. mcm7F722E mutant showed weak HU sensitivities and had a partial defect in Cds1 activation in response to HU. These results suggest that Mrc1-Mcm7 interaction is important for response to stalled replication forks.

   Furthermore, we examined the interaction of Mrc1 with proteins involved in DNA replication fork progression by the yeast two-hybrid assay. We found that Mrc1 specifically interacts with Swi1 and N-terminal region (1-255 a.a.) of Swi1 and DNA binding domain (160-318 a.a.) of Mrc1 are required for this interaction.
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