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〈要 約〉
　遺伝子をコードしているDNAは化学物質や紫外線といった環境要因によりさまざまな損傷をうける．DNA損傷のひとつであるDNA二本鎖間架橋は，複製や転写といった細胞の増殖に必須な機能を阻害してしまうため，増殖している細胞に対する毒性は非常に高い．そのため，DNA二本鎖間架橋を形成するシスプラチンなどの薬剤は抗がん剤として利用されている．これまでの研究により，DNA二本鎖間架橋の修復はおもに細胞周期のS期においてDNA複製と共役して起こっており，ファンコニ貧血症原因遺伝子産物，TLSポリメラーゼ，相同組換えタンパク質など多くのタンパク質の関与した複雑な機構であることが明らかになりつつある．この研究では，DNA複製に必須の複製ヘリカーゼであるMcm2-7複合体の構成タンパク質のファミリータンパク質であるMcm8とMcm9が，脊椎動物においてMcm2-7複合体と類似した複合体を形成し，そのMcm8-9複合体がDNA二本鎖間架橋の修復のときに必要とされる相同組換え修復反応の促進に作用していることを示した．

はじめに

　Mcm2-7複合体は同一の祖先タンパク質から進化したMcm2からMcm7までの6つの構成タンパク質からなるリング状の六量体であり，複製ヘリカーゼとして機能するため真核生物のDNA複製において必須である．近年のめざましいゲノム解析により新たに，多くの真核生物のゲノムにおいて同じ祖先タンパク質から進化した2つのMCM遺伝子の存在していることが明らかになり，MCM8遺伝子，MCM9遺伝子と命名された（図1）．興味深いことに，すべての真核生物はMCM2遺伝子からMCM7遺伝子までを保持しているのに対し，MCM8遺伝子とMCM9遺伝子は酵母や線虫など一部の真核生物には存在しない．さらに，ほとんどの生物種においてMCM8遺伝子とMCM9遺伝子は共進化しているようにみられる1)．

　アフリカツメガエル卵母細胞の無細胞複製系や培養細胞を用いた過去の研究において，Mcm8とMcm9は別個にDNA複製反応に関与すると報告されていた2-4)．一方で，ショウジョウバエMcm8は減数分裂組換えに機能することや，ヒト女性の閉経時期にMCM8遺伝子の変異が影響していることも報告されている5-7)．筆者らは，Mcm8とMcm9の機能的な関係性に焦点をあて，遺伝学的な改変が可能なニワトリDT40細胞を用いてその機能解析を行った．

1．Mcm8とMcm9はMcm2-7複合体とは独立した複合体を形成する

　細胞におけるMcm8およびMcm9の機能を解析するため，MCM8遺伝子のノックアウト細胞およびMCM9遺伝子のノックアウト細胞を作製した．この2つのノックアウト細胞におけるタンパク質の発現を解析したところ，MCM8遺伝子ノックアウト細胞においてはMcm9の減少が，また，MCM9遺伝子ノックアウト細胞においてもMcm8の弱い減少が確認された．この結果から，Mcm8とMcm9とが相互の安定性を保つために物理的な相互作用をもつことが示唆されたので，免疫沈降実験を行った．その結果，Mcm8あるいはMcm9を免疫沈降すると，互いの大部分は共沈降した．しかしながら，同じタンパク質ファミリーであるにもかかわらず，Mcm2-7複合体の構成タンパク質には共沈降はまったく認められなかった．この結果は，Mcm8とMcm9はMcm2-7複合体とは独立した複合体を形成していることを示していた．さらに，Mcm8-9複合体の大きさを調べるため細胞抽出液をゲルろ過により分画したところ，その大きさはMcm2-7複合体とほぼ同じであり，おそらく，類似の六量体を構成しているものと推察された．Mcm2-7複合体の個々の構成タンパク質はDNA複製に必須であるためノックアウト細胞を作製することはできないが，Mcm8とMcm9はそれぞれノックアウト細胞を作製することが可能であった．この結果は，Mcm8とMcm9はDNA複製に必須ではないことを示していた．さらに，Mcm8とMcm9は複合体として機能し，Mcm2-7複合体とは異なるはたらきをもつことが示唆された．

2．MCM8遺伝子ノックアウト細胞およびMCM9遺伝子ノックアウト細胞はDNA鎖架橋剤に高い感受性を示す

　脊椎動物の培養細胞においてMcm8-9複合体がどのような機能をもつかを確かめるため，MCM8遺伝子ノックアウト細胞およびMCM9遺伝子ノックアウト細胞がどのような表現型を示すかを解析した．それぞれのノックアウト細胞において細胞周期におけるステージを比較したところ，MCM8遺伝子ノックアウト細胞およびMCM9遺伝子ノックアウト細胞では野生型の細胞と比べG2期/M期にある細胞の割合が増加していた．さらにくわしく調べたところ，DNA含量が2C未満の死細胞の割合も増加していることがわかった．以上の結果は，なんらかのDNA損傷が蓄積していることが原因として考えられたため，さまざまなDNA損傷に対する感受性を調べた．MCM8遺伝子ノックアウト細胞およびMCM9遺伝子ノックアウト細胞は放射線，紫外線，メチルメタンスルホン酸に対して弱い感受性しか示さなかったが，シスプラチンやマイトマイシンCといったDNA鎖架橋剤に対し高い感受性を示した．さらに，レポータータンパク質であるGFPを結合させたMcm8あるいはMcm9を発現させ細胞における局在を観察したところ，マイトマイシンCで処理するとMcm8およびMcm9は核においてフォーカスを形成し，Rad51と部分的に共局在することがわかった．Rad51はDNAの損傷部位に集積し相同組換え修復を行うことが知られている．そのため，Mcm8-9複合体もDNA二本鎖間架橋の修復にかかわるのではないかと考えられた．

3．Mcm8-9複合体はATPaseおよびヘリカーゼとして機能する

　Mcm8とMcm9を含むすべてのMcmファミリータンパク質はAAA+ ATPaseファミリーに属しており，ファミリーのあいだで保存されたMcmヘリカーゼドメインをその中心部に保持している．Mcmヘリカーゼドメインの内部にはATPの結合および加水分解に必要なWalker AモチーフとWalker Bモチーフ，そして，となりあったサブユニットのATPase活性化に必要なArgフィンガーモチーフが含まれている．これらのモチーフがDNA鎖架橋剤に対する抵抗性に必要であるかどうかを解析した．MCM8遺伝子ノックアウト細胞およびMCM9遺伝子ノックアウト細胞にそれぞれの野生型の遺伝子をコードするcDNAを導入するとシスプラチンに対する感受性は回復したが，Walker AモチーフあるいはArgフィンガーモチーフに変異をもつそれぞれの遺伝子をコードするcDNAを導入したときにはシスプラチンに対する感受性を回復させることはできなかった．以上の結果は，DNA鎖架橋剤に対する抵抗性を発揮するときにはMcm8とMcm9のもつATPase活性が必要であり，Mcm8-9複合体はヘリカーゼとして機能していることを示唆していた．

4．Mcm8-9複合体はFANCD2とRad51の下流において相同組換え修復反応の促進に関与する

　脊椎動物においてDNA二本鎖間架橋の修復には，ファンコニ貧血症原因遺伝子産物，TLSポリメラーゼ，Rad51など，多岐にわたるタンパク質が機能していることが明らかになっている8)．この修復経路においては，ファンコニ貧血症原因遺伝子産物のひとつFANCD2のモノユビキチン化とRad51の損傷部位への結合の必要であることがすでにわかっている．そこで，Mcm8-9複合体がDNA二本鎖間架橋の修復にどのようにかかわっているのかを調べるため，MCM8遺伝子ノックアウト細胞およびMCM9遺伝子ノックアウト細胞においてFANCD2のモノユビキチン化やRad51のフォーカス形成およびクロマチンへの結合量を確認したが，野生型の細胞との違いは観察されなかった．しかしながら，FANCD2を欠失させた細胞やRad51の損傷部位への結合が阻害される変異をもつ細胞においては，野生型の細胞と比較してDNA二本鎖間架橋に依存的なMcm9のフォーカス形成が減少していた．この結果は，FANCD2のモノユビキチン化とRad51の損傷部位への集積ののちにMcm8-9複合体は呼び込まれることを示しており，Mcm8-9複合体はそのあとの相同組換え修復のときにはたらくことが予想された．実際に，MCM8遺伝子ノックアウト細胞およびMCM9遺伝子ノックアウト細胞において相同組換えの効率が大幅に減少していただけでなく，DNA二本鎖間架橋によりひき起こされる相同組換えによる娘染色体のあいだの交差の頻度が大きく低下していたことから，Mcm8-9複合体は相同組換えに機能することが明らかになった．以上の結果から，Mcm8-9複合体はDNA二本鎖間架橋のひき起こす相同組換え修復反応を促進する機能をもつと結論された（図2）．

おわりに

　この研究では，ニワトリのDT40細胞を用いてMcm8およびMcm9の解析を行い，この2つのタンパク質が複合体を形成し，DNA二本鎖間架橋を修復するときの相同組換え修復においてはたらくことを示した．ショウジョウバエMcm8が減数分裂期における交差型の組換えに必要であるという報告，MCM9遺伝子のノックアウトマウスにおいては，がんが生じやすいだけでなく生殖細胞の形成に影響がみられるという報告，ヒトMCM8遺伝子と閉経時期との関連などは，非常に興味深い5-7,9)．筆者らが明らかにしたMcm8-9複合体が相同組換え修復に関与するという事実は，Mcm8-9複合体が減数分裂組換えにも関与する可能性を示唆している．実際に，同じ時期に発表された論文は，マウスのMcm8およびMcm9が減数分裂組換えに機能していることを示している10)．今後は，Mcm8-9複合体のより詳細な分子機能ならびに立体構造の明らかにされることが期待される．真核生物の祖先と考えられている古細菌にはMcm8およびMcm9の祖先と考えられるタンパク質を保持しているものもあり，Mcm8-9複合体による組換えの制御は真核生物への進化の初期過程から保存されているものと考えられる．酵母や線虫などいくつかの生物種はMCM8遺伝子およびMCM9遺伝子をもたないことから，組換え修復反応の進化なども明らかになるであろう．
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〈図説明〉

図1　真核生物の保持するMcmファミリータンパク質

脊椎動物を含む多くの真核生物はMCM2遺伝子からMCM9遺伝子の8つのMCMファミリー遺伝子を保持している．それぞれの遺伝子からつくられるタンパク質には，多量体の形成に寄与すると考えられるジンクフィンガードメイン（緑色），ATPase活性に関与するWalker AモチーフとWalker Bモチーフ（紫色），および，Argフィンガーモチーフ（青色），Mcmへリカーゼドメイン（ピンク色）が高度に保存されている．Mcm2からMcm7はヘテロ六量体を形成し複製へリカーゼとして機能するためDNA複製に必須である．一方，Mcm8およびMcm9については，その機能はよく理解されていなかった．

図2　DNA二本鎖間架橋の修復におけるMcm8-9複合体の作用機構のモデル

DNA二本鎖間架橋はS期におけるDNA複製のとき，複製フォークにおいてヘリカーゼとして機能するMcm2-7複合体の進行を阻害する．そののち，ユビキチンリガーゼ複合体であるFANCコア複合体がFANCD2-FANCI複合体をモノユビキチン化することにより，ヌクレアーゼであるXPF-ERCC1，Mus81-Eme1，FAN1が呼び込まれるものと考えられる．その結果，DNAの切断が起こり，同時に，TLSポリメラーゼにより架橋の部分がバイパスされる．一方，BRCA2に依存的にRad51が損傷部位へと呼び込まれ，相同組換え修復が開始する．Mcm8-9複合体はこの相同組換え修復の過程でヘリカーゼとして機能していると考えられる．
Ub：ユビキチン．
