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研究成果の概要（和文）： 
複製クランプ PCNA のローダー複合体の１つヒト Ctf18-RFC と複製 DNA ポリメラーゼ、pol
ε間にある２種類の相互作用を詳細に解析し、polεがローダーとしての機能構造を基にして
Ctf18-RFC と基盤となる相互作用を持ち、さらに染色体接着因子 Dcc1-Ctf8 を介して安定な
結合が形成されることを明らかにした。さらにこの２種類の相互作用は polεの触媒サブユ
ニットの DNA ポリメラーゼドメインを標的としており、その DNA 合成活性を制御する機能があ
ることを明らかにした。	 
	 
研究成果の概要（英文）： 
We	 have	 studied	 interactions	 between	 one	 of	 the	 PCNA	 loader	 complexes,	 human	 Ctf18-RFC	 
and	 replicative	 DNA	 polymerase,	 polε,	 and	 demonstrated	 that	 their	 binding	 is	 
mediated	 by	 two	 distinct	 interactions,	 one	 weak	 and	 one	 stable.	 The	 common	 loader	 
structures,	 including	 the	 RFC	 small	 subunits	 (RFC2-5),	 are	 responsible	 for	 the	 
weak	 interaction. Three	 subunits	 that	 are	 specifically	 required	 for	 cohesion,	 
Ctf18,	 Dcc1,	 and	 Ctf8,	 formed	 a	 trimeric	 complex	 (18-1-8)	 and	 together	 enabled	 
stable	 binding	 with	 Pol	 ε.	 The	 two	 interaction	 modes	 occurred	 through	 the	 
N-terminal	 half	 of	 pol	 ε,	 which	 includes	 the	 catalytic	 domain,	 and	 promoted	 
polymorphic	 modulation	 of	 its	 DNA	 synthesis.	 
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１．研究開始当初の背景 
	 DNA 上を滑るように移動し、多様な因子の

DNA 上の足場として働く真核生物のクラン

プ PCNA は、複製因子 RFC によって DNA にロ

ードされた場合は複製に必須の機能を

持つ。しかし真核生物には複数のロー

ダーがあり、PCNA は染色体接着因子

Ctf18 を含む新規ローダー複合体
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(Ctf18-RFC)によってもロードされるため、

ローダーが換わることで別の反応系で働く

ことが考えられた。これまでの研究で、我々

はヒト細胞由来の Ctf18-RFC 自身が修復系

のDNAポリメラーゼであるpolηに直接結合

し PCNA とともに協同して「DNA ポリメラー

ゼの選択」に積極的に働くしくみがあるこ

とを明らかにした。これと平行した研究で、

複製に必須なpolεとCtf18-RFCの間に特異

的な直接の結合があることを見出した。こ

れら新規の因子間相互作用は、染色体の複

製/修復/染色体接着反応間のクロストーク

の存在を強く示唆した。これまでこれらの

因子と各反応のつながりとして、Ctf18-RFC

が染色体接着とともにチェックポイント応

答にも要求されること（Naiki	 T	 et	 al.	 2001	 

Mol.	 Cell.	 Biol.	 21,	 5838-45）、複製 DNA

ポリメラーゼでもある polεが染色体接着

因子と機能的なつながりがあること

（Edwards	 S,	 et	 al	 2003	 Mol	 Cell	 Biol.	 23,	 

2733-48）、PCNA が染色体接着因子 Ctf7 と結

合すること（Skibbens	 RV	 et	 al.	 2007	 J.	 

Cell	 Sci.	 120,	 2471-7）などが報告されて

いる。しかしながら、これらの因子間の結

合を統合するような解析はされておらず、

Ctf18-RFC がどのようなしくみで染色体接

着に関与し、DNA ポリメラーゼとの相互作用

がどのように機能して複製と染色体接着反

応を連動させるかという分子的背景は明ら

かになっていなかった。	 

 
２．研究の目的 
	 真核生物の染色体の複製、伝達に関わるダ

イナミックな反応は相互に連係して進行す

る。その過程には PCNA クランプとそれを DNA

に結合する複数のローダー複合体が深く関

わり、DNA ポリメラ‒ゼをはじめとするさまざ

まな DNA 代謝酵素活性を制御する。	 

	 PCNA と複製ローダーRFC は、polδの活性

を促進し複製に必須の機能を持つのに対し

て、PCNA の第２のローダー複合体で染色体接

着に必要とされる Ctf18-RFC は、複製系 DNA

ポリメラーゼ polεおよび修復系の polηと

相互作用するという新しい知見を得た。これ

に基づき、Ctf18-RFC は複製中の染色体 DNA

の置かれた状況に応じて特定の DNA	 ポリメ

ラーゼと相互作用して、積極的にそれら

のDNA合成系と機能連動を行っていると

いう仮説をたてた。本研究では、ヒト

Ctf18-RFC とこの２種の DNA ポリメラー

ゼ間相互作用の分子機構の詳細（相互作

用部位、活性への影響）を解明し、ロー

ダーを支点として染色体の複製/修復/

染色体接着の一連の反応が複数のDNAポ

リメラーゼを使い分けながら協調的に

進行する分子機構を明らかにすること

を目的としている。	 

	 具体的には以下の点を明らかにする

ことをめざした。	 

(1) Ctf18-RFC と DNA	 ポリメラーゼ間の
結合に関わるサブユニット、ドメイン

の同定	 

(2) Ctf18-RFC と DNA	 ポリメラーゼ間の
結合による各因子の生化学的特性の

変化	 

(3) Ctf18-RFC の細胞内挙動、特に S期、
DNA 傷害時の共局在、他の複製因子の

挙動との関係	 

(4) Ctf18-RFC と DNA	 ポリメラーゼ間の
結合の欠損、または Ctf18-RFC の

knockdownによる複製、DNA傷害応答、

染色体接着への影響 
	 

３．研究の方法	 

	 これまでに、

我々は polη

が Ctf18-RFC

によって活性

促進を受ける

DNA ポリメラ

ーゼであるこ

とを明らかに

している。ま

たプロテオミックス解析で FLAG-tag 付加

した Ctf18 を発現するヒト細胞から polε

を、また FLAG-tag 付加した polε発現細胞

からはCtf18-RFCを相互作用因子として見

いだした。これによりローダーが DNA ポリ

メラーゼに直接結合し、DNA 合成系の機能

制御を行うという新しい概念を提示した

（図１）。しかし、これらの相互作用の詳

細の理解までは至っていない。これを具体



的な反応機構に結びつけるため、Ctf18-RFC と

polηおよび polεの結合の詳細な解析を行い、

その結果をもとにして、それぞれの結合と各因

子の細胞内機能について以下の方法で研究を進

める。	 

(1)	 polεと Ctf18-RFC の結合サブユニット、ド

メインの解析	 

	 

	 これら因子はどちらも７ないし４個のサブユ

ニットからなる複合体である（図２）。したがっ

て両者の結合に関与するサブユニットの同定が

まず必要となる。保有する各サブユニットの昆

虫細胞発現系由来の組換えタンパク質を用いて

結合に関与するサブユニット、ドメインの同定

を行う。相互に必要最小限のサブユニットの組

み合わせまで決め、それをもとにして核サブユ

ニットの欠失変異体、またはアミノ酸置換変異

体の発現系を作成し、pull	 down	 assay で相互

の結合ドメインの特定を行う。	 

(2)	 polεと Ctf18-RFC の結合と活性の解析	 

	 polεと Ctf18-RFC の結合が両複合体の活性

にどのような影響を持つかまだ不明である。そ

こで、両者の結合した高次複合体を形成させ、

その際の polεの DNA 合成活性と Ctf18-RFC の

DNA 結合、PCNA ローディング活性等を測定し、

両者の結合がこれら生化学的活性におよぼす影

響を調べる。	 

(3)	 polηとローダー複合体間の相互作用の解

析	 

	 すでに polηと Ctf18-RFC は直接に結合する

ことが示されている。これをさらに進めて４種

のローダーと polηの結合について解析する。

これを基にして polηとの結合に関与するロー

ダー複合体のサブユニットを同定する。これを

もとにして Ctf18-RFC と polε、polη間の相互

作用の特定の違いを明らかにする。	 

(4)	 Ctf18-RFC と polεの細胞内挙動の解

析	 

	 それぞれについて特異的抗体、GFP 融合タ

ンパク質のヒト細胞での発現系を作成す

る。さらにそれらの細胞内局在の検出法を

確立する。これをもとにしてこれらの因子

と染色体複製、DNA 損傷発生時の細胞内挙

動の関係について解析する。	 

	 上記とは別に、ヒト細胞抽出液を分子量

に基づいて分画し、各複合体構成成分の抗

体を使った immunoblotting によりそれら

の分布を解析する。これにより細胞内での

Ctf18-RFC と polεの存在状態を明らかに

する。	 

	 (5)	 Ctf18-RFCおよび DNAポリメラーゼの

結合変異体の細胞内挙動の解析	 

	 上記研究過程で作成したCtf18-RFCと pol

εの結合変異体について、ヒト細胞での発現

系を作成する。そしてこれらの細胞内挙動を

解析して変異型と野生型の局在性の違いを

細胞周期、DNA 傷害導入時について解析する。	 

(6)	 Ctf18-RFC の knockdown、DNA ポリメラ

ーゼの結合領域の過剰発現の細胞の形質の

解析	 

	 siRNAによるCtf18-RFCのknockdown	 系を

確立する。またCtf18-RFCの polε結合領域、

また結合活性を欠損した領域の過剰発現系

を作成する。Knockdown	 細胞の細胞周期、染

色体接着、DNA 傷害応答への影響をみて、

Ctf18 の細胞での機能を明らかにする。また

２つに分けた機能領域の過剰株については、

それらの発現よるドミナントネガティブ効

果による細胞への影響をみる。さらに

knockdown と２つの領域の過剰発現系を組

み合わせて Ctf18-RFC と polε間の結合と

Ctf18 の細胞内機能の関係を明らかにする。	 

	 

４．研究成果	 

	 以上の研究を行って次の成果を得た。	 

(1)	 ヒト由来の４種のローダー複合体を昆

虫細胞の発現系を使って再構築した（図

３）。その再構築系と同じく昆虫細胞を使

った polε、polη発現系を使い、相互の相

互作用を解析して、いずれもがローダー複

合体に共通の RFC2-5 サブユニットを介し	 



て基盤となる弱い結合を持つことを明らかにし

た。さらに Ctf18-RFC と Polε間には特異的な

安定な結合があることを見出した（図４）。	 

	 

(2)	 Ctf18-RFC と Polε間の安定な結合は Ctf18

の C 末側 23 アミノ酸に結合した染色体接着因

子 Dcc1,	 Ctf8 によってもたらされる。また

Ctf18と結合したRFC2-5サブユニットは独立し

て Polεと弱い結合を行う。これら Polεと複

合体を形成する２つの機能領域は明確に Ctf18

上で区別でき、この２種類の結合が機能的に独

立していることを明らかにした（図５）。	 

(3)	 Ctf18-RFC のサブ複合体で Polεと安定な結

合をする Ctf18-Dcc1-Ctf8 と弱い結合をする

Ctf18-RFC(5)を再構築して Polεとの結合領域

を解析し、いずれも Polεp261 の触媒活性

を持つN末半分と結合することを明らかに

した（図５）。	 

(4)	 このPolεp261	 N末半分の領域に対する

２種類の結合性と連係して、Ctf18-RFC の

サブ複合体が Polεと弱い結合をする際に

は、その DNA 合成活性が促進され、安定な

結合をする際には阻害されることを明ら

かにした。したがって Polεに Ctf18-RFC

が異なったモードで結合することで、複製

の進行が制御されることが示された（図

６）。	 

(5)ヒト細胞抽出液を glycerol 密度勾配遠

心で分画し、抽出液中の Ctf8、Dcc1 を含

む Ctf18-RFC 複合体のほとんどが Polεと

安定な結合していることを明らかにした

(図７)。	 

	 

(6)	 HeLa 細胞での Ctf18siRNA で Ctf18 の

Knockdown は細胞にとって致死的ではない

が S期、G2/M 期の割合が増加することを見

出した。したがって Ctf18 はヒト細胞で S



期の進行に関与することが考えられる。さらに

Ctf18 抗体による細胞染色で、Ctf18 が G1 期か

ら核内に検出され S期初期に DNA 合成部位に共

局在し、S 期後期までに各から消失するパター

ンが観察された（図８）。このことは Ctf18 が

複製前から染色体上に配置され、複製フォーク

の進行時にその進行制御に関与し、複製が完了

し染色体接着が完成した染色体から解離する

制御系があることを示唆している。	 

	 

	 以上より、染色体接着ローダーCtf18-RFC は

S 期細胞核でその特異的サブユニットを介して

polεと安定な結合をして複製フォークの進行

制御を行うことが明らかになった。	 
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