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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

本研究の目的は、大腸菌複製開始蛋白質DnaAに関する我々自身の研究成果を活かしながら、真核生物の複製開始蛋白質ORCに関して、細胞周期に呼応した活性化・不活性化の分子機構を明らかにすることである。具体的には、（１）ORCのATP/ADP結合、及びATPase活性を調節する因子の検索、（２）ATPase活性を持たない変異ORCを発現する酵母変異株の作成とその解析、（３）ORCと膜リン脂質との相互作用が細胞内DNA複製において果たす役割の解明、（４）細胞内でORCに結合しているアデニンヌクレオチドを同定する方法の確立、以上の４つの研究を行う予定である。（１）ORCのATP/ADP結合、及びATPase活性を調節する因子の検索に関しては、酵母２ハイブリッド法を用いて多くのORCと相互作用する因子を発見し、その後の生化学的解析により、ORCのATP/ADP結合を促進因子を同定した。（２）ATPase活性を持たない変異ORCを発現する酵母変異株の作成とその解析に関しては、ATPase活性を持たない変異ORCを精製し、それがATPase活性のみが特異的に減弱していること、及びこの変異ORCを発現する酵母変異株を作成し、それがpre-RC形成を行えないことを見出した。（３）ORCと膜リン脂質との相互作用が細胞内DNA複製において果たす役割の解明に関しては、酵母核膜中に存在するリン脂質によりATP/ADP結合活性は阻害されるが、ATPase活性は影響を受けないことを見出し、一方部位特異的変異導入法により、膜リン脂質との相互作用に必要なORCのアミノ酸残基の同定に成功した。（４）細胞内でORCに結合しているアデニンヌクレオチドを同定する方法の確立に関しては、アッセイ条件の検討を行った。
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	欧文概要　ＥＺ

Origin recognition complex (ORC) of Saccharomyces cerevisiae, a six-protein complex (Orc1p-Orc6p), is a possible initiator of chromosomal DNA replication because it specifically binds to origins of chromosomal DNA replication. However, since most of temperature-sensitive orc mutants show the accumulation of cells with nearly 2C DNA content at non-permissive temperatures, the exact role of ORC in cells has not been fully understood.  In this study, for understanding the role of ORC in cells, we constructed the heat inducible degron mutant for each of all ORC subunits in which each ORC subunit was rapidly degraded at restricted conditions (incubation at 37°C in the presence of galactose).  Not only each targeted subunit, but also other subunits were rapidly degraded at the restricted conditions, showing that ORC becomes unstable when any one of its subunits is missing.  Each of these orc degron mutants showed temperature-sensitive growth phenotype, confirming that ORC is essential for budding yeast cell growth.  In the orc5 degron mutant, incubation at 37°C caused accumulation of cells with nearly 2C DNA content and phosphorylation of Rad53p.  Block and release experiments revealed that Orc5p (ORC) is not necessary for S/G2 and M/G1 transitions.  On the other hand, G1/S transition, S phase progression and formation of a pre-replication complex (pre-RC) were inhibited when Orc5p (ORC) is depleted by the degradation.  Furthermore, we suggested that presence of Orc5p (ORC) at G1 phase rather than G2/M phase is important for the cell cycle progression and the pre-RC formation.  Based on results in this study, we propose that ORC is necessary for G1/S transition and pre-RC formation and the accumulation of cells with nearly 2C DNA content seen in various orc mutants is due to delayed S phase progression and/or resulting induction of checkpoint systems.
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