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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、このような遺伝に関わ

る情報の維持継承の基本となる制御機構の解析として、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。現在、１）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、２）再複製の過程と細胞応答、そして、

３）ゲノムの維持と制御に必須な PCNA の機能を正に負に制御する、RFC 複合体ファミリーについ

て研究を展開している。 

1) CRL4-Cdt2 ユビキチンリガーゼの制御機構の解析

DNA 複製のライセンス化因子 Cdt1 は、DNA ヘリカーゼである MCM2-7 のクロマチンローディ

ングを担う因子である。一方、S 期が開始すると、染色体の再複製を抑制するために Cdt1 は速やかに

分解される。この時に働くのが CRL4-Cdt2 ユビキンリガーゼで、クロマチンにロードされた PCNA

に Cdt1 が PIP ボックスを介して結合するとポリユビキチン化する。また、紫外線などによる DNA

損傷によっても同様の機構で Cdt1 の分解が誘導される。我々は、Cdt2 の C 末領域がクロマチンにロ

ードされた PCNAによる Cdt1分解を制御することを明らかにしてきた。今回、クロマチン上の PCNA

に Cdt1 および Cdt2 (CRL4 との複合体として)がリクルートされる様子をライブイメージングにて解

析を始めた。PCNA-GFP を発現する安定細胞に局所的に紫外線を照射して、照射部位に PCNA が蓄

積することを確認した。Cdt1-GFP も蓄積するが徐々に核内の Cdt1-GFP シグナルが低下し、30 分程

度で全ての Cdt1 が分解されることを捉えることができた。今後、Cdt2(野生型)-mCherry あるいは

Cdt2(C 末側変異体)-mCherry 発現細胞を作成して観察を進める。 

2) 再複製の過程の解析

細胞をCullinファミリーユビキチンリガーゼのNedd8化阻害剤であるMLN4924で処理すると、

通常分解されるはずのライセンス化因子 Cdt1 が蓄積し、DNA の過剰な複製が起こる。このときの

DNA 合成がどのように行われるのか調べるために、EGFP を融合させた PCNA を安定的に発現する

細胞で PCNA を観察した。再複製によるパターンを観察すると通常時より PCNA foci が小さく、数

が多く、また、核内全体にわたり偏りなく存在していた。この foci のパターンが再複製誘導後のいつ

頃現れるのか調べると、再複製誘導後 24 時間後からこのパターンが観察された。同様の様子を、Cdt2

をノックダウンして再複製を誘導した細胞でも観察した。以上の結果より、再複製誘導時の DNA 複
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製は、通常時の S 期複製プログラムから外れ、DNA 合成が行われていると考えられた。 

3) PCNA を制御する RFC 複合体ファミリー、および、新規機能因子の解析 

  ゲノム維持の過程では、複製をはじめとして修復や組換えの反応に DNA 結合した PCNA が要求

される。PCNA の DNA 結合と除去を行うのが RFC 複合体ファミリーで、RFC1-RFC と Ctf18-RFC

が PCNA の DNA 結合を担っており、DNA 上で反応する因子の PCNA への集合と、その機能を制御

する事が明らかになっている。一方、もう一つの RFC 複合体である Elg1-RFC については、PCNA の

DNA からの除去を特異的に行っていることが私たちの解析から示された。ヒト細胞内の Elg1 をノッ

クダウン(KD)すると、複製期の DNA に過剰に結合した PCNA や細胞周期進行の遅延、核内クロマチ

ン構造や染色体構造の異常が見られた。以上のことから、PCNA の DNA 結合だけでなく、積極的な

PCNA 除去もゲノム維持に重要な役割を果たしていることが明らかになった。 

  さらに詳細な Elg1-RFC による PCNA 除去を明らかにするため、Elg1-RFC に特異的な結合因子

の探索を質量分析で行い解析を進めている。また、これまでに、Elg1-KD 細胞でも複製が終了した G2

から M 期にかけては PCNA が DNA から除去されることが分かった。これは、Elg1-RFC が唯一の

PCNA 除去因子ではないことを示唆している。そこで、未知の PCNA 除去機構を探索し、新規 PCNA

除去因子のゲノム維持や細胞恒常性への寄与を明らかにしていきたいと考えている。 
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