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研究成果の概要（和文）：真核生物の細胞周期制御を司る CDK/サイクリンによって制御されて

いる真核生物の DNA 複製の制御機構の解析を主に行った。その結果、出芽酵母において、特定

のタンパク質の分解に関わるユビキチンリガーゼの一種である SCFDia2 が複製フォークに局在

し、複製フォークの進行制御に関わっていること、及び、同じくユビキチンリガーゼの一種で

ある Cul8 が様々なタンパク質と複合体を形成し、ゲノムの安定性の維持に関与していることを

見いだし報告した。 
 
研究成果の概要（英文）：CDK/cyclin regulates the progression of the eukaryotic cell cycle. 
To understand the function of CDK/cyclin, I investigated the regulation of DNA replication, 
which is regulated by CDK/cyclin activity. I found that an ubiquitin ligase, SCFDia2 
localized at replication fork and regulates its progression, and that Cul8, which is also 
an ubiquitin ligase, forms varieties of protein complex and participates in the regulation 
of genome stability. 
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１．研究開始当初の背景 
真核生物の細胞周期は複数の CDK/サイクリ
ンによって制御されている。細胞周期に応じ
て、特定の CDK/サイクリンが活性化されその
下流の現象を引き起こしていると考えられ
ている。CDK/サイクリンの細胞周期おける制

御機構については分子機構の解明が進んで
いるが、実際に活性化された異なる CDK/サイ
クリンがどのように特異性を発揮している
のか、また、CDK/サイクリンが実際にどのよ
うなタンパク質をリン酸化しているのかも
あまり分かっておらず、不明な点が多い。申
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請者は出芽酵母の M期サイクリン、Clb2 が特
定の基質をリン酸化し、そのリン酸化依存的
に結合することを見いだしていた。そこでサ
イクリンと特異的に結合する因子を同定す
れば CDK/サイクリンの新規基質を同定でき
るのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
(1)真核生物の細胞周期を司るタンパク質リ
ン酸化酵素 CDK/サイクリンの基質をタンパ
ク質タンパク質間相互作用を指標として探
索し、CDK/サイクリンによって制御されてい
る細胞周期イベントの分子機構の理解に貢
献する。 
(2)細胞周期の進行の過程ではゲノム DNA の
正確な複製が行われる。（この現象も
CDK/cyclin により制御されている。）近年の
研究により出芽酵母で２種類のユビキチン
リガーゼ、F-box 蛋白質 Dia2 と、Cullin で
ある Cul8/Rtt101 が傷害を持った染色体 DNA
の複製に関与していることが示された。これ
らのユビキチンリガーゼの機能解析、特に基
質蛋白質の同定を行い安定なゲノム維持機
構の理解に貢献する。 
 
３．研究の方法 
(1)出芽酵母の M期サイクリンである Clb2 と
特異的に結合するタンパク質を酵母ツーハ
イブリッド法を用いてスクリーニングする。 
ヒト培養細胞で、M期サイクリンであるサイ
クリン Bをレトロウィルス発現系を用いて発
現させ、生化学的に単離し強精製されるタン
パク質を質量分析により同定する。 
(2)Dia2 と Cul8/Rtt101 がどのような複合体
を形成してユビキチンリガーゼとして働い
ているか、また、どのような蛋白質を基質と
して認識しているのかを蛋白質間相互作用
を指標として探索する。 
 
４．研究成果 
(1)出芽酵母の Clb2 を bait としてツーハイ
ブリッドスクリーニングを試みた。その結果
Cdk 活性化能のある Clb2 を bait に用いた場
合細胞の増殖が著しく阻害されることがわ
かった。そこで Clb2 の Cdk との結合領域に
点変異を導入した Clb2 変異体を用いてスク
リーニングを行ったところいくつかの結合
因子を得た。それらの中には CDK リン酸化コ
ンセンサス配列を複数持つものが存在した。
これらの因子と、Clb2 の結合を免疫沈降法な
どの生化学的手法により確認することを試
みたが有意な結合は認められなかった。バッ
ファー条件など更なる条件検討が必要だっ
たかもしれない。ほ乳動物培養細胞における
レトロウイルス発現系を用いた解析におい
ても CyclinB結合蛋白質を探索したところ既
知の因子との結合しか認められなかった。

cyclinB の発現量が少なかったことが理由と
して考えられる。 
(2)Dia2 と基質との結合を安定化するように
改変したツーハイブリッド法を用いて SCFDia2

の基質候補を探索したところ、複製チェック
ポイントの活性化に関わる Mrc1, 姉妹染色
体の対合に関わる Ctf4, 複製ヘリカーゼの
本体と考えられている CMG複合体の構成因子
の一つ Mcm2 の３つの複製関連蛋白質を同定
した。さらに、Mrc1 と Ctf4 については in 
vitro, in vivo の両方で SCFDia2の基質となり
うることを確認した。Dia2 が複製フォークに
局在する蛋白質と相互作用があることから
Dia2 自身も複製フォークに局在するのでは
ないかと考えて Dia2 蛋白質の挙動を
Chip-CHIP 法を用いて解析したところ、HU で
S 期初期に同調した細胞中で、Dia2 は early 
origin 近傍に局在することがわかった。さら
に、dia2 欠失株では、HU 存在下でも複製フ
ォークが若干進行することがわかった。これ
らの結果は Dia2 が複製フォークに局在し複
製フォークの進行に重要な働きを持ってい
ることを示唆している。 
Dia2 は N 末端側に TPR (tetratricopeptide 
repeat)、中央部に F-box、C 末端側に LRR 
(leucine rich repeat)のモチーフを持つ。
TPR は、Mrc1, Ctf4, Mcm2 との結合と、Dia2
蛋白質自身の不安定化に必要であった。しか
し、LRR を欠いた Dia2DLRR は dia2 欠失株の
薬剤感受性を回復できなかったのに対し、
TPRを欠いたDia2DTPRは回復することができ
た。この結果は、Dia2 がその重要な基質を
LRR で認識しており、TPR は局在や安定性の
制御を通じて Dia2 の活性制御に関わること
を示唆している。(Mimura et al., 2009)。 
Dia2 の基質タンパク質を同定するため、Dia2
の LRR の機能に必須な領域を決定し、そこに
結合する因子をツーハイブリッドスクリー
ニング法によって探索し、基質候補タンパク
質として解析を行った。これらのうち細胞内
で Dia2 欠失株でタンパク質の安定性が上昇
するものは認められず、現在のところこれら
がDia2の基質
であることを
示す積極的な
証拠は得られ
ていない。細
胞内の総タン
パク質量では
なく、例えば
複製フォーク
上など局所的
なタンパク質
の量の変化を
調べる必要が
あると感じて
いる。 



出芽酵母 Cul8 は Cullin の一種であり、DNA
複製中の傷害の修復に関与することが示唆
されていた。Cul8 と複合体を形成している蛋
白質を同定する目的で Cul8 結合蛋白質を生
化学的に単離し質量分析で解析した結果、
Mms1 および Mms22 を同定した。さらに MMS1, 
MMS22 をベイトとしてツーハイブリッドスク
リーニングを行ったところ、Mms1 結合蛋白質
として Esc2 および Orc5、Mms22 結合蛋白質
として Ctf4 および Esc4 を見いだした。免疫
沈降実験およびツーハイブリッド法により、
これらの蛋白質がどのように複合体を形成
しているかを明らかにした。その結果、
Cul8-Mms1-Orc5, Cul8-Mms1-Esc2, 
Cul8-Mms1-Mms22-Esc4, 
Cul8-Mms1-Mms22-Ctf4 の少なくとも４つの
複合体が形成されていることを明らかにし
た。 
Cul8 結合蛋白質の中には、転写のサイレンシ
ングに関わる蛋白質が多く含まれたことか
ら Cul8 の転写のサイレンシングへの影響を
調べたところ、cul8 欠失株はテロメアでの転
写のサイレンシングに欠損があることがわ
かった。以上
の結果は Cul8
が様々な蛋白
質と複合体を
形成すること
により、染色
体 で お こ る
様々な現象に
関わっている
ことを示唆し
て い る
(Mimura et al. 
2010)。 
以上の結果は、いずれも学会発表及び論文発
表を行った。Dia2 に関しては我々の論文と同
時期に２つのグループから重複する結果を
示す論文が報告されており複製制御の分野
で一躍注目を集める分子として認識された
感がある。今後は Dia2 の真の基質探しが重
要であると思われる。Cul8 に関しても我々が
報告した Cul8 結合因子の解析および転写の
サイレンシングの関与という情報を元にし
て今後機能解析がさらに進んでいくことが
期待される。 
上記の結果に加えて、細胞老化に関わる Lag2
と呼ばれる蛋白質が SCF複合体の活性制御に
関わっていること(Liu et al., 2009)、 機
能未知であった F-box 蛋白質 Ymr258c が細胞
内小胞輸送に関与すること(Liu et al. 2011)
を明らかにした。 
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