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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て倍加したのち、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）再複製の誘導過程

の解析、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反応機構につい

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 末領域に存在する PIP 

ボックス、DNA 結合領域が Cdt1 の分解を制御することを明らかにしてきた。昨年度からライブイメ

ージング法にて解析を始め、PCNA-GFP あるいは Cdt1-GFP を発現する細胞に局所的に紫外線を照

射すると、照射部位にPCNAが蓄積すること、Cdt1-GFPも蓄積するが分解されることを観察できた。

そこで、Cdt2(野生型)-mCherry あるいは Cdt2(PIP ボックス変異体)-mCherry 発現細胞を作成して観

察を進めた。Cdt2(野生型)は、紫外線照射部位に PCNA とほぼ同じタイミングで蓄積した。一方、

Cdt2(PIP ボックス変異体)は、蓄積の低下が観測された。Cdt2(野生型)は、基質 Cdt1 が存在する G1

期および存在しない S 期においても損傷部位に同程度で集積したことから、基質の有無にかかわらず

PIP ボックスにより PCNA に結合することで損傷部位に集積すると考えられた。 

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ている。Cdt1 は、MLN4924 投与３時間後ごろから蓄積す

るのが観察された。DNA 量は、2C から 4C までは通常時と同じ速度で増加した。コントロール細胞

では、９時間−１２時間に M 期を経て G１期に移行するのに対して、投与群では一度、4C 量で留まっ
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た後、細胞周期再開後 9 時間で４N 以上の細胞が現れた。この過程での、クロマチン上に結合した

PCNA や MCM4 の量を調べた。コントロールでは S 期の進行・終了に伴い、クロマチン上の MCM4

は減少したのに対して、MLN4924 処理細胞では、時間とともに MCM4 量の増加が見られた。

MLN4924 は MCM2-7 の unloading を阻害することを考えると、MCM2-7 が S 期において新規にク

ロマチンにロードされたと考えられた。一方、クロマチン上の PCNA は、通常は G２期までに減少す

るのに対して、MLN4924 投与した細胞では、クロマチンからの減少は見られなかったので、再ライ

センス化された複製起点から再複製が起こっていると予想された。 

 

3) PCNA の機能を制御する反応機構の解析 

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

であり、ゲノム維持機構で反応する因子の DNA への集合と、その反応制御に機能する。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

を担っている。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。 

  一方、Elg1-KD 細胞でも複製が終了した G2 から M 期にかけて PCNA が DNA から除去される

ことが示され、M 期への進行過程で機能する新規 PCNA 除去機構の存在が示唆された。これについて

解析を進めると、ユビキチンリガーゼの TRAIP が PCNA 除去に寄与することがわかってきた。TRAIP

発現抑制細胞の DNA 画分では、対照細胞と比較して複製期中の PCNA 量に差はないが、M 期では

PCNA が DNA から除去されなかったことから、TRAIP は M 期進行時に Elg1-RFC とは独立したタ

イミングで機能する因子であることがわかった。そこで現在は、TRAIP による PCNA 除去の反応機

構と、それに連係したゲノム維持について解析を進めている。 
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