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研究成果の概要（和文）：複製クランプPCNAは、DNA複製や修復に関与する様々な因子の足場として機能するこ
とで、それらの反応を統御するDNA複製に必須の因子である。本研究では、PCNAのDNAからの脱装着（アンローデ
ィング）反応に着目し、クランプローダー複合体やミスマッチ修復機構によるPCNAアンローディングの制御メカ
ニズムの解明を目指した。ツメガエル卵抽出液を用いた解析から、Elg1-RFCが主たるPCNAアンローダーであるこ
とが明らかとなった。さらに、精製Elg1-RFCのみではPCNAアンローディング活性を示すのに不十分であり、未同
定の因子が制御に関わる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The replication clamp PCNA is an essential factor that functions as a 
platform for numerous factors involved in DNA replication and repair. The aim of this study is to 
elucidate regulatory mechanisms of the PCNA unloading reaction by clamp loader complexes and DNA 
repair systems, especially the eukaryotic mismatch repair system. Analyses using Xenopus egg 
extracts revealed that the Elg1-RFC complex is the major PCNA unloading complex. Furthermore, 
purified Elg1-RFC was not sufficient to exhibit PCNA unloading activity in a reconstitution system, 
suggesting that additional factor(s) may be involved in the regulation.

研究分野： 分子生物学（DNA修復）

キーワード： PCNAアンローディング　ミスマッチ修復　クランプローダー複合体　DNA複製　ツメガエル卵抽出液　試
験管内再構成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PCNAのDNA上でのダイナミクスは、DNA複製反応や修復反応を適切に行うために厳密に制御される必要がある。実
際、PCNAアンローダーと考えられているElg1の欠失は、ゲノムの変異や染色体再編の頻度を上昇させ、多くの臓
器に腫瘍形成が起こることも知られている。本研究におけるPCNAをDNAからアンロードさせる反応の生化学解析
により、その制御メカニズムの一端が明らかとなった。また、Elg1-RFCの活性制御因子が存在する可能性も示唆
された。本研究成果は、DNA複製完了時の反応に関する知見を与えただけでなく、Elg1-RFCの活性制御因子の同
定は腫瘍形成の抑制につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（1）遺伝情報を担う DNA の正確な複製と修復は、種や個体の維持に必須の反応である。複製
クランプ PCNAは、DNA複製因子や修復因子の足場として機能し、さまざまな反応を DNA複
製反応と協調的に機能させる必須因子である。PCNAは DNA複製の開始前に DNAに装着（ロ
ード）され、DNA複製の完了後に DNAから脱装着（アンロード）される。 
 
（2）PCNAの DNAへのローディングやアンローディングといった PCNAダイナミクスは、ク
ランプローダー複合体によって制御される。真核生物には PCNAダイナミクスに関わるクラン
プローダー複合体が、少なくとも 3種類あると考えられている（Arbel et al., Genes, 2021, Shiomi et 
al., Genes, 2017など）。すべての複合体が、Rfc2、Rfc3、Rfc4、Rfc5を共通のサブユニットとして
保有し、大サブユニットの違いがそれぞれの機能特異性を生み出す。それぞれ、大サブユニット

の名称から RFC、Ctf18-RFC、Elg1-RFCと呼ばれる。RFCと Ctf18-RFCは PCNAのローダ
ーとして、Elg1-RFCはPCNAのアンローダーとして機能すると考えられている。RFCやCtf18-
RFCに関する解析とは遅れて、Elg1-RFCによる PCNAアンローディング活性については近年
その活性が発見され、解析が活発化してきた（Kubota et al., Mol Cell, 2013, Lee et al., JCB, 2013, Shiomi 
and Nishitani, Genes to Cells, 2013）。様々な解析から Elg1-RFCが PCNAのアンローダーとして機
能すると捉えられているものの、Elg1を欠失させた細胞においても、最終的には PCNAが DNA
から解離することも知られている。さらに、ローダーとして考えられている RFC、Ctf18-RFC
も、PCNAのアンローディング活性を有することが再構成実験より示されている（Yao et al., Genes 
to Cells, 1996, Bylund and Burgers, MCB, 2005）。そのため、Elg1-RFCが生体内において唯一の PCNA
アンローディング経路なのか、また、RFCや Ctf18-RFCのもつ PCNAアンローディング活性
が生体内においてどの程度寄与するのか、という点についてはよくわかっていない。 
 
（3）PCNAアンローディング反応は、2013年以降に研究が活発化した分野であり、DNA複製
機構との関連性に着目した解析が主流であった（Kubota et al., Mol Cell, 2013, Lee et al., JCB, 2013, 
Shiomi and Nishitani, Genes to Cells, 2013など）。我々は、DNAの誤対合（ミスマッチ）を修復する際
の分子メカニズムを解析する過程において、ミスマッチ修復（mismatch repair：MMR）機構も、
PCNAのアンローディングを阻害することを見出していた（Kawasoe et al., eLife, 2016）。ミスマッ
チセンサーであるMutSαは、PCNAとの相互作用を介してPCNAアンローディングを阻害し、
MMR 可能な時間を確保していた。しかしながら、MMR 機構が PCNA アンローディングのど
のステップを阻害しているのかはわかっていない。 
 
２．研究の目的 
（1）本研究の目的は、PCNAアンローディング反応に機能する制御メカニズムを明らかにする
ことである。そのために、大きく 2 つの問題を設定した。１つ目は、PCNA ローダーとして捉
えられている RFCと Ctf18-RFCのクロマチン上での PCNAアンローディングに対する寄与で
ある。２つ目は、MMR 機構が PCNA アンローディング反応のどのステップを阻害しているの
かという点である。これらの問題点を明らかにすることで、PCNA アンローディングに対する
DNA複製機構ならびにMMR機構による制御メカニズムの解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）本研究には、生理的な経路での DNA合成反応に伴った PCNAローディング／アンローデ
ィング反応や MMR 反応を試験管内で再現するツメガエル卵核質抽出液（Nucleoplasmic 
extract：NPE）を解析系に用いた。NPEの作製については、Walter 博士らの方法に従った（Sparks 
et al., CSH Protocols, 2018）。NPEから着目する因子の免疫除去実験や加え戻し実験などによって、

PCNAアンローディング反応に対する影響を解析した。	
	
（2）クランプローダーを生体内から欠失させた場合、PCNAローディング反応にも影響を与え

るために、アンローディング反応にのみ着目して解析を行うことは難しい。そのため、我々が構

築した精製ヒト PCNA、RFC を用いた PCNA ローディング反応の試験管内再構成系を用いた

（Kawasoe et al., eLife, 2016）。この系のメリットはロードする PCNAがヒト由来のタンパク質であ



るため、特異的な抗体を用いることで、NPE 中のツメガエル PCNAと区別可能であることにあ

る。そのため、予めロードされた PCNAのアンローディング反応のみを解析できる。本研究で
は、PCNAの DNA上の結合数を定量的に解析し、ロードした PCNAがアンロードされる過程
をNPE、もしくは試験管内再構成系を用いて経時的に解析した。 
 
（3）クランプローダー複合体の大サブユニットそれぞれに対する 3種類の抗体を作成し、クラ

ンプローダー複合体を NPE から免疫除去することで、それぞれの複合体の PCNA アンローデ
ィングに対する寄与の大きさについて解析した。 
 
（4）MMR因子によって PCNAアンローディング反応のどのステップが阻害されているのか明
らかにするため、Elg1-RFC による PCNA アンローディング反応の試験管内再構成系の構築に

取り組んだ。ヒト細胞発現系を用いた Elg1-RFC の発現・精製を行い、精製 Elg1-RFC の活性
を卵抽出液を用いて評価した。 
 
４．研究成果 

（1）ツメガエル Rfc1、Ctf18、Elg1に対する抗体を作成した。作製した抗体を用いて、NPEか
らそれぞれの因子の免疫除去を行った。それぞれの因子を除去した NPE 中での PCNA アンロ
ーディング反応を、研究の方法（2）に示した基質を用いて解析した。Rfc3の免疫除去によって

PCNA アンローディング反応は大きく遅延したことから、NPE 中での PCNA アンローディン
グ反応は、クランプローダー複合体に依存していることが明らかとなった。Rfc1や Ctf18を免

疫除去した NPE 中では、コントロール NPE 中と同程度に、DNA上の PCNAは速やかにアン

ロードされた。一方で、Elg1 除去 NPE では、PCNA のアンローディング反応は大きく遅延し

た。以上の結果から、Elg1-RFC がツメガエル卵抽出液中での主たる

PCNAアンローダーであることが示唆された。 
 
（2）Elg1-RFC による PCNA アンローディング反応の試験管内再構成

系を作製するために、ヒト Elg1-RFC の発現・精製系の構築に取り組ん

だ。ヒト 293T細胞を用いて Elg1-RFCの発現系を構築し、Elg1の C 末

端に付加した FLAG タグを用いて一段階の粗精製を行った（図１）。ま

た、Elg1に存在する ATP 加水分解（ATPase）ドメインの変異体も同様

の方法で発現・精製を行った。 
 
（3）Elg1-RFCの活性を評価するため、卵抽出液を用いて加え戻し実験を行った。Elg1に対す
る抗体を用いて卵抽出液から免疫除去を行った後、精製 Elg1-RFCを加え戻し、予め DNAに結

合させた PCNAのアンローディング反応を解析した。DNA上の PCNAは、Elg1を免疫除去す

ることでアンローディングが大きく阻害されたが、精製 Elg1-RFC を加え戻すことで、アンロ

ーディング反応の遅延は回復した（図２、緑）。さらに、その反応は Elg1 のもつ ATPase 活性
に依存していた。また Elg1の除去は、卵抽出液を用いた DNA複製反応においても、クロマチ
ン上への PCNAの蓄積を引きおこした。この異常なクロマチン上の PCNAの蓄積も、精製 Elg1-
RFCを加え戻すことで解消した。以上の結果から、今回の方法で精製したヒト Elg1-RFCは、
DNA 複製と協調した PCNA アンローディング反応など、抽出液中の反応を内在性 Elg1-RFC
と比較しても遜色なく行うことができることがわかった。さらにその活性が ATPase 活性に依

存していたことから、Elg1-RFCが他のクランプローダーと同様に、PCNAのリング構造を開い

て PCNA を DNA からアンロードすることが示唆され

た。 
 
（4）MMR因子による PCNAアンローディング反応の
阻害メカニズムを明らかにするため、まず、Elg1-RFCに
よる PCNA アンローディング反応の試験管内再構成を

試みた。（3）に示したように、卵抽出液中では精製 Elg1-
RFCは PCNAアンローディング活性を示したものの、
Elg1-RFC のみでは、様々な条件下においても DNA 上
の PCNAをアンロードできなかった（図２）。以上の結

果から、Elg1-RFC が PCNA をアンロードするために
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図１：精製Elg1-RFCの
CBB染色図を示す。
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図２：図に示す反応液中で15分間反応させた後のプラスミド上の
PCNAの結合数をグラフ化した。精製ヒトElg1-RFCは、Elg1除去
卵抽出液中では、アンローディング活性を示すが、熱処理によって
不活化した卵抽出液（できる限り卵抽出液と環境を揃えたbufferと
して採用）では、Elg1-RFCを加える量を変化させてもPCNAの結
合数は変化しなかった。



は、さらなる因子を必要とする可能性が示唆された。近年、Elg1のN 末端領域を大きく欠失さ

せた精製Elg1-RFC（全長 1,844アミノ酸のうち N 末端から 692アミノ酸を欠失させた変異体）

が、試験管内で DNA上の PCNAをアンロードすることが示されている（Kang et al., Nat Commn., 
2019）。我々もこの変異体を精製し、同様に PCNAアンローディング活性を示すことを確認する

必要があるが、このことを踏まえると、Elg1 の N 末端領域には PCNA アンローディングを制
御する領域が存在する可能性があり、その領域に結合する因子が、Elg1-RFCの活性を生み出す
因子であると予測される。そのため、今後はこの因子を同定することが、Elg1-RFCによる PCNA
アンローディングの制御メカニズムの解明につながると考えている。 
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