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研究成果の概要（和文）：細胞周期に染色体の複製を一度のみ行なうため、複製開始因子 Cdt1

は複製開始後、分解されなければならない。我々は、複製因子 PCNA に依存して Cdt1 の分

解に関わる CRL4-Cdt2 の働きに注目し研究を行った。Cdt1 は、その N 末端に存在する特殊

なアミノ酸部位が認識され分解されること、PCNA のクロマチン結合に必要な因子が、S 期

と DNA 修復時で使い分けられることを明らかにした。このように厳密な Cdt1 の分解制御が

染色体維持に関わっている。 
 
研究成果の概要（英文）：To	
 ensure	
 that	
 DNA	
 replication	
 is	
 limited	
 to	
 only	
 once	
 during	
 

a	
 cell	
 cycle,	
 initiator	
 protein	
 Cdt1	
 is	
 degraded	
 once	
 DNA	
 replication	
 is	
 initiated.	
 

We	
 examined	
 how	
 PCNA	
 dependent	
 CRL4-Cdt2	
 operates	
 for	
 the	
 degradation	
 of	
 Cdt1.	
 We	
 

report	
 that	
 CRL4-Cdt2	
 recognizes	
 specific	
 residues	
 located	
 at	
 the	
 N-terminus	
 of	
 Cdt1	
 

and	
 that	
 PCNA	
 loaders	
 are	
 differentially	
 required	
 during	
 S	
 phase	
 and	
 repair.	
 Cdt1	
 

degradation	
 is	
 strictly	
 regulated	
 to	
 maintain	
 genome	
 integrity.	
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 生命の維持は、細胞周期における正確な遺

伝情報の維持伝達により成り立つ。細胞周期

において、DNA 複製が終了しないままＭ期へ

進行したり、あるいは過剰複製が起きると、

娘細胞に正確に遺伝子が分配されず、正常な
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細胞機能が維持できなくなる。その結果、

細胞死やガン化を引き起こす要因となりう

る。複製を一回に保証する仕組みは、“複製

のライセンス化制御”と呼ばれている。染色

体の再複製を抑制する機構の解明のため長

年にわたり研究が行われてきた。なかでも、

高等真核生物における複製のライセンス化

因子 Cdt1 の分解機構の解析から、DNA 合成の

開始に依存して機能する新たなタンパク質

分解システムが見つかってきた。Cdt1 に PCNA

結合部位が存在し、複製に伴い PCNA が染色

体 に 結 合 す る と 、 E3 で あ る

CRL4(Cul4-DDB1)Cdt2 によりユビキチン化され

る。さらに最近、PCNA と結合する CDK インヒ

ビターp21 が、Cdt1 と同様に S 期に入ると

CRL4Cdt2 により分解されることを明らかにし

た。PCNA は元来 DNA ポリメラーゼの補助因子

として同定されたが、現在、DNA 複製・修復

やクロマチン形成などの多様な機能に関わ

る数十の因子が働く際、足場として機能する

ことが知られている。さらに、PCNA がタンパ

ク質分解にも関与することが分かり、我々は

PCNA の新規な機能として、複製の開始に伴い

PCNA がクロマチンに結合すると、細胞は S期

の開始を認識し、G1 期に機能していた Cdt1

や p21 を抑制するフィードバック制御機構を

構成すると考えるに至った。	
 

 
	
 

２．研究の目的	
 

	
 本研究では、我々が Cdt1 の分解の研究か

ら新たに発見した、DNA 複製の開始に依存し

た分解系、つまり複製開始に伴いクロマチン

に結合した PCNA に依存して、CRL4Cdt2により

基質タンパク質（Cdt1 や p21 タンパク質）を

ユビキチンープロテアソーム系で分解する

系は、これまでになかった PCNA の新規な機

能の発見である。我々は、このシステムは S

期の開始と G1 期の終了をリンクさせるフィ

ードバック制御機構であると考え、次のよう

な点を明らかにすることを目的として研究

を行った。	
 

(1)	
 PCNA は、染色体の複製、クロマチン形

成などに関わる多くの因子に結合する。それ

らの因子のなかで、どのようにして Cdt1 や

CDK インヒビターp21 が選別されてユビキチ

ン化のターゲットとなるのか、その基質認識

機構を明らかにする。	
 

(2)	
 CRL4Cdt2 複合体が、複製の開始と同時に

PCNA が結合したクロマチンにリクルートさ

れてユビキチン化を行なうしくみを解析す

る。	
 

(3)	
 UV 照射後においても PCNA に依存して

CRL4Cdt2系により、Cdt1、p21 がユビキチン化

され速やかに分解される。この機構の解明を

細胞周期の S期と比較して明らかにする。	
 

(4)	
 このシステムの主複合体である CRL4Cdt2

と共にユビキチン化に関わる因子およびこ

の系でユビキチン化される分子を同定する。	
 

	
 

	
 

３．研究の方法	
 

	
 上記の研究目的に対応して、次のように研

究を行った。	
 

(1)	
 PCNA に結合する因子は、PIP ボックス

（PCNA	
 interacting	
 protein	
 ボックス：ア

ミ ノ 酸 配 列

Q-x-x-[L,V,I,M]-x-x-[F,Y]-[F,Y]）をもつ。

分解されるCdt1およびp21と他の因子でPIP

ボックス領域及びその周辺のアミノ酸配列

を比較した。Cdt1 および p21 に存在する共通

配列に変異を導入し分解がどうなるか調べ

た。特に、PIP ボックス下流の塩基性アミノ

酸に注目した。また、分解されない DNA リガ

ーゼとキメラ分子を作成し、分解を促進ある

いは阻害するアミノ酸の同定を行なった。	
 

(2)	
 	
 PCNA のクロマチン結合には、PCNA ロ

ーダーが関わる。これまで、RFC1-RFC、

Ctf18-RFC、Elg1-RFC が知られている。これ

らの因子を RNAi 法でノックダウンし、分解

に及ぼす効果を比較検討した。	
 

(3)	
 	
 UV 照射後の Cdt1 分解にはヌクレオチ

ド除去修復の課程で起こると考えられる。そ

こでこの課程に欠損のある細胞（XPA 変異細

胞）を用いて Cdt1 分解を調べた。また、３－

５ミクロンの穴の開いたメンブレンにより

細胞の核に局所的に UV を照射し、DNA 損傷部

位への諸因子の集積を調べた（マイクロポア

ー	
 アッセイ）。PCNA、そのローダー、Cdt2

などを siRNA でノックダウンし、集積がどう

影響されるか検討した。	
 

(4)	
 Cdt2 を用いて、酵母２ハイブリッドス

クリーニングにより、Cdt2 結合因子を同定し

た。また、Cdt2-FLAG 安定発現細胞株を作成

し、FLAG レジンにより精製後、Cdt2 結合タ

ンパク質を質量分析により解析した。	
 

	
 

	
 

４．研究成果	
 

	
 

(1)	
 基質分解に必要なアミノ酸配列の同定	
 

	
 我々は、PCNA との結合に必要な PIP ボック

スの変異および p21 タンパク質の PIP ボック

スから３－５アミノ酸下流の塩基性アミノ酸

残基 KRR に変異を導入すると分解が抑制され

ることを報告した（Nishitani	
 et.al.EMBO	
 J,	
 



 

 

2006;	
 Nishitani	
 et.	
 al.,	
 JBC,2008）。p21

同様に Cdt1 も PIP ボックス下流２－４アミノ

酸部位に RRR の塩基性アミノ酸を持つ。そこ

で、Cdt1 の３番目の R、４番目の R に変異を

導入し安定性をしらべたところ、両方のアミ

ノ酸が分解に必要であることが分かった。一

方、DNA リガーゼ I も３－４部位に KK アミノ

酸を持つが、分解はされない。そこで、Cdt1

とDNAリガーゼでPIP-ボックスとその下流の

キメラ変異体を作成し、分解に必要な配列あ

るいは分解を抑制するアミノ酸の特定を行

なった。その結果、PIP-ボックス内の TD ア

ミノ酸（Q-x-x-[L,V,I,M]-T-D-[F,Y]-[F,Y]）

が必要であること、また、３、４番目の塩基

性アミノ酸の隣に酸性アミノ酸があると

（DNA リガーゼの場合グルタミン酸）分解を

抑制することが分かった。	
 

	
 以上のことをもとに、結晶構造解析が行な

われている p21 ペプチドと PCNA 複合体の解

析をもとに、表面電荷より、TD 周辺による負

電荷領域と PIP ボックス下流の３、４番目の

塩基性アミノ酸領域が形成する正電荷領域

が CRL4-Cdt2 により認識され分解されると考

えた（図１参照）。	
 

	
 

(2)	
 Cdt1分解におけるPCNAローダーの関与	
 

	
 Cdt1 や p21 の分解は PCNA がクロマチンに

結合したときのみ起こる。そこで PCNA のク

ロマチンのローディングに関わる３種の複

合体（RFC1-RFC,Ctf18-RFC および Elg1-RFC）

がどのように関わるのか調べた。Cdt1 は、別

のユビキチンリガーゼ CRL1-Skp2 によっても

分解されるので、この系が機能しないように

変異を導入し、また N末１５０アミノ酸をも

つ Cy-Cdt1(1-150)を発現する細胞を用いた。

RFC1,	
 Ctf18 および Elg1 の発現を RNA 干渉法

を用いてノックダウンし、Cy-Cdt1(1-150)の

安定化を調べたところ、Ctf18 をノックダウ

ンしたときのみ、Cy-Cdt1(1-150)の安定化が

見られた。Ctf18 は染色体接着に関わること

が知られているが、新たに、CRL4-Cdt2 によ

る分解系にも関わっていることが明らかと

なった。Cy-Cdt1 を発現する細胞において

Ctf18をノックダウンすると4C以上のDNA量

を持つ細胞が出現したので、Ctf18-RFC は再

複製の抑制においても重要な働きをすると

結論した。	
 

	
 

(3)	
 UV照射後のCdt1分解メカニズムの解析	
 

	
 ①	
 UV照射によるDNA損傷はヌクレオチド

除去修復系により修復される。この過程で

PCNA がクロマチンにロードされ、Cdt1 の分

解が誘導されると考えられた。そこで、ヌク

レオチド除去修復の過程に欠損のある細胞

を用いて Cdt1 の分解を調べた。損傷部位を

切り出す過程で働く XPA に変異を持つ細胞で

は、Cdt1 の分解が抑制されることを見いだし

た。また、PCNA のローダーとして、S期とは

異なり RFC1-RFC が機能することを明らかに

した。	
 

	
 ②	
 マイクロポアーアッセイにより、Cdt1

および CRL4-Cdt2 は数分で DNA 損傷部位に集

積していること、Cdt1 は、核内クロマチンに

強く結合しているのではなく、損傷部位にリ

クルートされながら分解されることが分か

った。また、siRNA を用いたノックダウンに

より、PCNA 依存的に Cdt1 や CRL4-Cdt2 が DNA

損傷部位に集積すること、Cdt1 のリクルート

は PIP ボックスに依存することを明らかにし

た。	
 

	
 

(4)	
 Cdt2 結合因子の探索	
 

①	
 酵母２ハイブリッドスクリーニングに

よる探索：	
 Cdt2 を N 末と C 末に分けて、こ

れらをベイトとして結合因子のスクリーニ

ングを行なった。	
 

②	
 Cdt2-FLAG 発現細胞からの結合因子の同

定：	
 FLAG 抗体レジンを用いて Cdt2-FLAG を

精製し、質量分析により結合因子の探索を行

なった。	
 

	
 これらの方法により、Cdt2 の C 末に PCNA

が結合する結果を得た。PCNA には基質となる

Cdt1 や p21 が、PIP ボックスを介して結合す

る。Cdt2 の C 末にも PIP ボックス様の配列が

あるので、この部位に変異を導入して解析を

進行している。	
 

	
 

(4)	
 考察	
 

	
 	
 CRL4-Cdt2 の基質となる Cdt1 や p21 は

PCNA 結合部位である PIP ボックスに加えて、

PIPボックス内のTDアミノ酸配列とPIPボッ

クス下流３－４の塩基性アミノ酸部位が構成

する領域が認識され、ユビキチン化されて分

解を受けることを明らかにした。DNA リガー

ゼも同様に PIP ボックス下流に塩基性アミノ

図１	
 



 

 

酸を持つが、隣に酸性アミノ酸を持つことに

より分解されなくなっている。PCNA 結合タン

パク質は、５０種類近く存在すると言われて

いるが、それらのほとんどは、PCNA と結合し

てクロマチン複製・修復・形成など、それぞ

れの機能を発揮するため、分解されてはいけ

ない。一方、Cdt1 や p21 は G1 期に機能して

DNA 複製の準備（ライセンス化）や細胞周期

進行の制御に重要な働きをするが、S 期が開

始した後に存在すると、再複製や細胞周期の

進行に悪影響を引き起こすので、分解される

ことが大切である。PCNA 結合タンパク質は、

それぞれ正確に選別されて、機能するか、分

解されるか決定されなければならない。この

ように、複製の開始とリンクした分解による

フィードバック制御が厳密に行なわれるこ

とにより染色体の安定性が維持されること

が分かる。この識別の特異性がいかに行なわ

れるのか、今後 Cdt2 の結晶構造解析により

明らかになると考えられる。	
 

	
 	
 さらに我々は、PCNA ローダーが、状況に

よって使い分けられることを発見した。S 期

の DNA 複製時においては Ctf18-RFC が関わり

（図２）、一方 UV 照射後のヌクレオチド除去

修復の過程では RFC1-RFC が関わる（図３）。

S 期 DNA 複製時には RFC1-RFC が PCNA をロー

ドし DNA ポリメラーゼの働きを補助すること、

また、Ctf18-RFC は複製された染色体の接着

に関わることが報告されている。従って、S

期の Cdt1 の分解にも RFC1-RFC が関わると予

想されたが、Ctf18 が関わるという我々の結

果は、全く予想していなかった新しい発見で

ある。おそらく、RFC1-RFC によってロードさ

れた PCNA は主に、DNA 複製に直接関わる因子

の機能発揮のために使われ、一方、Ctf18-RFC

は、染色体接着や Cdt1 の分解など別の機能

のために働く PCNA と上手く共役させている

のではないかと考えられる。このようにして、

CRL4-Cdt2 による Cdt1 の分解は、PIP ボック

スとその周辺が構成する特異な領域、さらに

PCNA ローダーを使い分けることにより、厳密

に選別され遂行されていることが明らかと

なった。	
 

	
 S 期での Cdt1 の分解は、再複製の抑制に必

須である（図２）。実際、Ctf18 をノックダウ

ンすると再複製を起こしやすくなる結果を

得ている。一方、DNA 損傷時の分解（図３）

は、どのような生物学的意義があるのか未解

決の状態である。Cdt1 は、UV 照射後、１０

分少々で分解される。DNA 損傷の修復は、数

時間かかると言われているので、Cdt1 の分解

は修復系に先立ちおこる素早い反応である。

修復を促進する効果があるのか、あるいは、

分解されることにより複製のライセンス化

を抑制し、複製の開始を抑制するのか、今後

の解析が必要である。	
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