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  細胞周期において、染色体 DNA が正確に一度だけ複製されたのち均等に分配されることにより遺

伝情報が維持される。また、細胞増殖の過程においてエピジェネティックな情報を維持するため DNA

複製に伴うクロマチン形成も正確に遂行されなければならない。我々は、このような遺伝情報の維持

継承の基本となる制御機構を明らかにするため、染色体の複製を“一回のみ”に制御する機構（ライセン

ス化制御）について解析を進めてきた。ライセンス化制御の中心的な因子である Cdt1 の分解に関わる

CRL4-Cdt2 ユビキチンリガーゼの作用機構、Cdt1 の M 期安定化機構、さらに、新規に見いだしたク

ロマチンの複製時に機能する諸因子の足場となる PCNA を制御する新規因子 Elg1 について研究を展

開している。 

 

1) ライセンス化因子 Cdt1 の分解に関わる CRL4-Cdt2 ユビキチンリガーゼの解析 

  染色体の再複製を抑制するため、DNA 複製のライセンス化因子 Cdt1 は S 期開始後、２種のユビ

キチンリガーゼ CRL1-Skp2 と CRL4-Cdt2 によりポリユビキチン化を受け速やかに分解される。

CRL4-Cdt2 の機能はクロマチンに結合した PCNA に依存しており、PCNA に結合した Cdt1 を始めと

する基質を認識する。また、紫外線などによる DNA 損傷によっても誘導される。我々は、前年度、精

製タンパク質を用いて、CRL4-Cdt2 は基質が無くても PCNA に結合することを報告した。Cdt２の

PCNA 結合部位を探索し、Cdt2 の C 末端に PCNA 結合モチーフ（PIP ボックス）が存在することを

見出した。PIP ボックスに変異を導入した Cdt2 は、PCNA に結合できないことを細胞内での発現及

び精製タンパク質を用いて明らかにした。また、Cdt2 の C 末に存在する１８箇所の CDK リン酸化予

想部位に変異を導入すると、S 期以降から M 期に見られるリン酸化を抑制することができた。これら

の知見は、Cdt2 の C 末側は CRL4-Cdt2 の制御に深く関わっていると示唆しており、その機能解析を

続けている。一方、紫外線照射後の Cdt1 分解の過程において、これまでヌクレオチド除去修復が関わ

ることを報告した。さらに、ミスマッチ修復系も寄与することを見出した。この修復系は、通常、S

期における DNA 複製の際に生じるミスマッチの修復に関わるが、Cdt1 の分解は G１期に起こる事象

なので、ミスマッチ修復タンパク質の別の作用機構を示唆している。 

 

2) Cdt1 の M 期安定化機構 

  Cdt1 は本来、DNA 複製のためのライセンス化（DNA ヘリカーゼである MCM2-7 のクロマチン

経のローディングに対応）に必須な因子として同定されたが、新たに M 期において染色体整列と分配
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においても機能することが報告されている。CRL4-Cdt2 による Cdt1 の分解系は、S 期終了後に PCNA

がクロマチンから外れるので作動しなくなるが、サイクリン A-CDK によるリン酸化に依存した

CRL1-Skp2 は M 期でも作動している。M 期開始以降、Cdt1 は安定に存在し、M 期の Cdt1 は、S 期

と異なりサイクリン A との結合が低下していることを見いだしていた。この結合の低下が M 期 Cdt1

に特異的に起こることを、さらに M 期及び S 期から免疫沈降して精製した Cdt1 と精製サイクリン

A-CDK を混ぜて結合実験を行うことにより確認した。 

 

3) PCNA 制御因子 RFC 複合体ファミリーの解析 

  CRL4-Cdt2 による Cdt1 分解にはクロマチン結合した PCNA が要求される。PCNA のクロマチン

結合を制御するのが RFC 複合体ファミリーで、真核生物では３種存在する。これまでの解析で、複製

時と UV 照射時の Cdt1 分解にはそれぞれ、Ctf18-RFC と RFC1-RFC が PCNA のクロマチン結合だ

けでなく、CRL4-Cdt2 の機能を正に制御していることを示してきた。この解析過程においては、もう

一つの RFC 複合体、Elg1-RFC が PCNA のクロマチンからの除去を特異的に行っていることが示さ

れた。RNAi によりヒト細胞内 Elg1 をノックダウンすると、クロマチン結合 PCNA が過剰になり、

細胞周期 S 期の遅延、間期核内クロマチン構造や分裂期染色体構造の異常が見られた。このことから、

Elg1-RFC は PCNA のクロマチンからの除去を積極的に行うことで、ゲノムの恒常性維持に大きく寄

与することが示唆された。以上より、Elg1-RFC は CRL4-Cdt2 の機能を負に制御することにも関与す

ると考えられる。今後は、細胞周期進行に伴って CRL4-Cdt2 の機能を正負に制御する RFC 複合体フ

ァミリーの使い分けや、機能の連係について明らかにしていきたいと考えている。 
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