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研究成果の概要（和文）：ゲノムの恒常性には、その制御諸因子の中心で機能するPCNAのクロマチン結合が必須
である。一方で私は、クロマチンからのPCNA除去も、結合と同等にゲノム恒常性に重要な役割を持つことを示し
てきた。このPCNA除去はElg1-RFCが行っているが、さらに新規な除去因子の存在が示唆されたため解析を進め
た。その結果、PCNAがユビキチン修飾によって除去される機構が存在することが明らかとなった。現在は、この
除去経路でPCNAの修飾に機能するユビキチン連結酵素の同定に取り組んでいる。この成果を基盤として、多様な
PCNA除去によるゲノム維持制御についての研究を展開したいと考えている。

研究成果の概要（英文）：PCNA, a central platform for the various functional factors, loading onto 
chromatin is required for genome integrity. My study showed that, however, not only PCNA loading 
onto chromatin, but also remove from chromatin also plays crucial role for maintaining genome 
stabilities. PCNA was removed from chromatin by Elg1-RFC, play as a PCNA unloader. My studies also 
indicated that novel PCNA removal factor exist in the nucleus. My studies revealed that novel PCNA 
removal mechanism is depending on ubiquitination. Thus, now I tried to identify the E3 ubiquitin 
ligase for PCNA removal from chromatin.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： ゲノム維持制御　PCNA　RFC複合体　PCNAローディング　PCNAアンローディング　PCNA除去　PCNAクリア
ランス　ユビキチン修飾

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究では、クロマチンからの適切なPCNA除去機構が複数存在することを明らかにしつつある。これまでの解
析で示唆された新規な除去機構としては、PCNAのユビキチン修飾によるものが第一の候補である。現在は、PCNA
除去のために機能するユビキチン連結酵素の同定を目指している。この研究は将来的に、PCNA修飾の機能を喪失
させるケミカルツールで、クロマチン結合したPCNA量の制御異常を惹起しがん細胞の増殖を抑えるなど、PCNAの
ユビキチン修飾の観点から細胞機能を制御できる創薬の開発といった、医学的な応用にもつながると期待でき
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 ヒト PCNA(増殖細胞核抗原)はリ
ング構造のタンパク質で、その中央に
二本鎖を通して DNA に結合(ロード)
する。複製(S)期に DNA 結合する
PCNA は、DNA ポリメラーゼをはじ
めとした様々な因子の DNA集合と反
応促進に機能し、ゲノム維持制御にお
ける中心的役割を担っている。S 期の
間、DNA 結合する PCNA 量は結合と
除去(アンロード)のバランスによって一定に保たれているが、複製完了後の G2/M期では、PCNA
は全て DNA から除去されてゲノムは娘細胞に分配され次の周期をむかえる(Fig.1A)。また、複
製前(G1)期の PCNA は DNA 結合していないが、紫外線などによる DNA 損傷が起こった場合に
は、その修復過程で DNA 結合して機能する(Fig.1B)。しかし、PCNA それ自体に DNA 結合や
除去する機能はなく、ATP 加水分解依存的に PCNA リングの一時的な開環を仲介して結合や除
去を仲介するのが RFC(複製因子 C)複合体で、ヒトでは PCNA と共に機能する RFC 複合体が 3
種存在する(Fig.2)。PCNA ローダーである RFC1-RFC は DNA ポリメラーゼの補助因子として
PCNA と共に複製や修復で機能し、同じくローダーの Ctf18-RFC は複製された染色体対を M 期
まで保持するコヒージョンでの機能に加え、損傷乗り越え DNA ポリメラーゼηや(Shiomi et 
al,2007,JBC)、ユビキチンリガーゼ CRL4-Cdt2 複合体の機能を制御している(Shiomi et 
al,2013,MBC)。そして Elg1-RFC は私を含めた複数のグループの解析から、PCNA を DNA か
ら除去する“PCNA アンローダー”として特異的に機能し、DNA 結合した PCNA 量を抑制的に制
御することが明らかとなった(Shiomi and 
Nishitani,2013,Genes Cells 、 Lee et 
al,2013,JCB 、 Kubota et al,2013,Mol 
Cell)。Elg1 を RNAi で抑制したノックダウ
ン(KD)細胞では、DNA に過剰な PCNA が
結合するだけでなく、S 期進行の遅延、間
期および分裂期のクロマチン構造に異常が
生じることから、PCNA の積極的な除去も
ゲノムの維持制御に重要な役割を果たして
いることが明らかとなった。 
 一方、この解析過程では、Elg1-KD 細胞でも G2/M 期への進行
過程で PCNA は DNA から除去されることを見出した(Fig.3)。ま
た、CRISPR/Cas9 法で Elg1 ノックアウト(KO)細胞を作製して
も、周期進行が遅延するのを除けば増殖した(未発表)。これらの結
果は、Elg1-RFC が唯一の PCNA 除去機構ではないことを示唆して
いる。 
 以上より、DNAからの PCNA除去(クリアランス)の機能は Elg1-
RFC に特化されたものではなく、多様な機構(他の RFC 複合体に
よるもの、または、未知の因子やメカニズム)が細胞周期の過程で
連係し協調しながら行っていると考えられる。したがって、これま
では PCNA がロードし機能することだけが注目されてきたが、多
様な機構による積極的な PCNA 除去を合わせて明らかにすること
が、DNA 結合 PCNA の量的制御とゲノムの維持制御との連係を理
解する上で重要である。 
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２．研究の目的 

 そこで本研究では、私のこれまでの解析から示唆された「DNA からの PCNA クリアランス機
構の多様性」を明らかにするため、①3 つの RFC 複合体が示す PCNA アンローダーとしての特
性、②アンロードのターゲットとなる PCNA の修飾状態や、相互作用因子との結合状態といっ
た特性を生化学的に明らかにする。③G2/M 期における新規な PCNA 除去因子の存在を検討し、
④新規に除去因子が見出された場合には、各 RFC 複合体との機能分担を細胞周期での発現と分
解、修飾状態から検討する。①～④の解析結果から、多様に存在する PCNA クリアランス機構
を明らかにし、これらメカニズムの連係の研究へと発展させていく。以上を基盤として将来的に
は、PCNA クリアランスの視点から捉えたゲノムの維持制御について展開できる研究とする。 
 
 
３．研究の方法 

 目的①については「精製 RFC 複合体による PCNA アンロード特性の解析」として、精製した
RFC 複合体が示す PCNA ローダー・アンローダーとしての生化学特性を in vitro で解析する。
同時に、目的①に関連した目的②については「アンロードされる PCNA 特性の解析」として、ど
のような PCNA(修飾や相互作用因子との結合状態)を特異的なターゲットとしてアンロードす
るのかを解析する。また、3 つの RFC 複合体それぞれに特異的な相互作用因子の探索を行う。
目的③については「G2/M 期で機能する新規 PCNA 除去因子の解析」として、G2/M 期で機能す
る Elg1-RFC 以外の PCNA 除去因子、または、クリアランスメカニズムの存在を検討する。上
記①②③の結果をもとに、目的④では「PCNA クリアランス機構の多様性の解析」として、RFC
複合体や新規除去因子それぞれの細胞周期進行に伴った発現や分解、化学修飾、クロマチンや
PCNA との結合といった特性を検討する。 
 
 
４．研究成果 

 研究の目的①について、これまでに行ってきた解析との関連から、まずは細胞内における
Elg1-RFC 以外の RFC 複合体の PCNA 除去への関与を検討した。この解析過程において、RNAi
と細胞周期同調を併用する解析は 1 週間程度の時間が必要で、細胞コンディションの維持が困
難であると感じたため、オーキシン添加依存的に Elg1 や RFC1 を分解できる AID-変異株を作
製した(未発表、Natsume et al, 2016, Cell Rep など)。これにより、速やかに特定の RFC 複
合体を除去する事が可能になり、細胞コンディションに影響の出ない短期間での解析が可能に
なった。この細胞も用いて、Elg1-RFC 以外の RFC 複合体による PCNA 除去の可能性を、特に
G2/M 期に着目して検討したが関与は低いと考えられた(未発表)。一方で PCNA と、PCNA との
相互作用部位である PIP-box (PCNA interacting protein box)を持つタンパク質との結合を阻
害する薬剤を添加すると、S 期、G2/M 期共にクロマチン結合した PCNA が増加した。これは、
PCNA 上の PIP-box 結合部位が、Elg1-RFC によるアンロードと、新規 PCNA 除去経路の両方
に必要であることを示しており(未発表)、研究の目的③に関連した重要な知見となった。しかし、
PIP-box を持つ新規な PCNA 除去因子を同定するには至っていなかった。 
 そうした中、本研究に類似して、複製で機能する DNA ヘリカーゼ MCM2–7 は S 期開始前、
Cdt1 や Cdc6 の働きでクロマチンにロードされるが、DNA 合成完了後にはどのようにクロマチ
ンから除去されるのかという不明な点があった。しかし、ユビキチンリガーゼ(E3)である CRL2-
LRR1 複合体によってユビキチン修飾を受けた後、p97 複合体によりクロマチンから除去される
ことが報告された(Dewar et al, 2017, Genes Dev など)。そこで、目的③に関連して、CRL2-
LRR1 や p97 複合体の PCNA 除去への関与を検討した。それぞれの複合体中で主の機能を担う
LRR1、p97 の RNAi を行っても、S 期細胞のクロマチン結合 PCNA 量に変化はなかった。しか
し M 期細胞では、LRR1 の RNAi では PCNA が除去されるが、p97 の RNAi では PCNA がクロ
マチンに残った。これは、PCNA が MCM2–7 とは別の E3 でユビキチン修飾を受けるが、クロ
マチンからは p97 複合体によって除去されることを示す(未発表)。したがって、このユビキチ



ン修飾経路が新規な PCNA 除去機構の第一候補となった。そこで現在は、PCNA を S 期後期か
ら G2 期にかけてユビキチン修飾する E3 酵素の同定を試みている。 
 目的②に関連しては、3 つの RFC 複合体に特異的に相互作用する因子の探索を、細胞抽出液
からのプルダウンと質量分析により行った。その結果明らかとなった、Elg1-RFC にのみ特異的
に結合する因子を RNAi で細胞から除去し、クロマチン結合した PCNA を解析した結果、対照
細胞と比較してその量が低下していた。これより、この結合因子は Elg1-RFC の機能を抑制的に
制御しているのではないかと考え、Elg1-RFC との機能連係について解析を進めている。 
 そして、目的①および②の in vitro における解析については、Elg1-RFC の精製を行い、その
ATP 加水分解依存的な PCNA アンロード能は確認した(Shiomi and Nishitani, 2017, Genes)。
しかし、アンロードされる PCNA の修飾状態等については現時点で明らかにできていない。 
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