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研究成果の概要（和文）：①	
 バキュロウイルスを用いた昆虫細胞発現系からユビキチンリガー
ゼ CRL4	
 Cdt2を精製し、in	
 vitroユビキチン化反応系を構築した。この反応系を用いて、CRL4	
 Cdt2

による Cdt1、p21 のユビキチン化を直接的に示した。②	
 CRL4	
 Cdt2によるユビキチン化の標的と
なるには PIP	
 box内にある TD 配列と、PIP	
 boxから+3、+4 アミノ酸下流にある 2つ並んだ塩基
性アミノ酸が必要であることを明らかにした。この結果から、基質が PCNA と複合体となった時、
TD 配列と 2 つの塩基性アミノ酸が外側に向かって立体配置をとり、基質となるシグナル（デグ
ロン）を CRL4	
 Cdt2に提示する立体構造モデルを示した。③	
 細胞内 CRL4	
 Cdt2と相互作用する因子
を質量分析により解析した結果、新規のユビキチン化標的因子の候補を見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）：① We have constracted baculovirus expression system of CRL4Cdt2 ubiqutin 
ligase, and in vitro ubiquitylation system for Cdt1, p21. ②  We have demonstrated that two 
conserved amino acid residues within and downstream of the PIP-box are required for degradation 
in mammalian cells. TD amino acid residues in the PIP-box, and the presence of basic amino acids 
at +3 and +4 downstream of the PIP box create a degron for CRL4Cdt2. ③ We have analyzed the 
proteins which interacts with CRL4Cdt2 in vivo by mass spectrometry, and found candidates for 
ubiquitylation by CRL4Cdt2. 
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質のユビキチン化は、その標的タ
ンパク質を分解系に進めるためのマーカー
となるだけでなく、タンパク質の量的制御や
タンパク質そのものの性質や機能を変換す
るために機能しており、様々な生体機能を積
極的にコントロールする制御系であること
が明らかにされている。本研究で解析対象と
した、細胞周期の安定な S期進行に機能する
ヒトの新規ユビキチンリガーゼ複合体、
Cul4-DDB1-Cdt2	
 (CRL4	
 Cdt2)の活性は複製因子
PCNA に依存しているのが特徴で、PCNA 結合
因子をユビキチン化の基質とする。しかし、
ヒトにおいて 50 を超える PCNA 結合因子の中
で基質となるものは、複製のライセンス化因
子 Cdt1 と、私たちの解析から明らかにした
CDK インヒビターp21 のみである。また、も
う一つの特徴として、CRL4	
 Cdt2 は紫外線に応
答して活性化され、ユビキチン化活性を示す。
この S 期進行と紫外線に応答した CRL4	
 Cdt2の
活性化と基質のユビキチン化・分解は細胞内
の現象としては示されているものの、どのよ
うな分子機構で制御が行われているのかに
ついては明らかでなかった。	
 
	
 
 
２．研究の目的 
 CRL4	
 Cdt2 によるユビキチン化の制御には酵
素と基質の他に第三の因子 PCNA が介在して
いる。そこで、これらの因子から成るユビキ
チン化反応の分子機構を明らかにするため、
以下の項目を目的とした。	
 
	
 
	
 1）CRL4	
 Cdt2による PCNA を介したユビキチ
ン化 in	
 vitro	
 反応系の構築	
 
	
 	
 
	
 2）PCNA 結合タンパク質の中で CRL4	
 Cdt2に
よりユビキチン化されるものと、そうでない
ものの認識機構	
 
	
 
	
 3）新規ユビキチン化基質の検索	
 
	
 
 
３．研究の方法 
 1）組換えタンパク質の発現と精製、お
よびユビキチン化反応系の構築	
 

	
 ヒト CRL4	
 Cdt2によるユビキチン化反応系に

必要なタンパク質を、バキュロウイルスによ

る昆虫細胞発現系を用いて構築した。発現さ

せたタンパク質は高純度に精製を行った。	
 

	
 精製タンパク質を用いて、in	
 vitroユビキ

チン化反応系を構築した。in	
 vivo での解析

結果から示されている、PCNA の要求性につい

て検討を行った。	
 

	
 

	
 2）CRL4	
 Cdt2 による標的タンパク質認識

機構の解明	
 
	
 PCNA 結合タンパク質の中でも CRL4	
 Cdt2に認
識されユビキチン化による分解を受けるも
のと、そうでないものの違いを明らかにする
ため、ユビキチン化されるタンパク質の PCNA
結合モチーフ(PIP	
 box)をユビキチン化され
ないタンパク質の PIP	
 boxと入れ替えたキメ
ラタンパク質や、Cdt1、p21 の PIP	
 box 周辺
に変異を導入したタンパク質を用いて、ユビ
キチン化に必要な構造を解析した。以上より、
CRL4	
 Cdt2による PCNA に結合した標的タンパク
質認識機構のモデル化を行った。	
 
	
 
 3）CRL4	
 Cdt2 による新規ユビキチン化因
子の検索	
 

	
 	
 ヒト PCNA 結合因子として複製、修復、

クロマチン形成などに関わる 50 種以上のタ

ンパク質が知られているが、それらの中でユ

ビキチン化され分解系に進むのはCdt1とp21

を除き知見がない。そこで、CRL4	
 Cdt2、PCNA

の両方と相互作用するタンパク質という視

点から、新規ユビキチン化基質の候補となり

得るものを検索した。タグを付加した CRL4	
 

Cdt2 の基質認識サブユニット、Cdt2 をヒト細

胞に導入した安定発現株を用いて、その細胞

抽出液中から CRL4	
 Cdt2と共沈降する因子を質

量分析で網羅的に検索した。この時、紫外線

照射の有無や細胞周期の同調など、CRL4	
 Cdt2

が機能する条件下とそうでない条件下での

結合タンパク質の比較を行った。	
 
 
 
４．研究成果	
 

	
 	
 1）CRL4	
 Cdt2のユビキチン化反応系の再構

築に必要なタンパク質の、バキュロウイルス

を用いた昆虫細胞発現系を構築した。この発

現系において、CRL4	
 Cdt2は安定な複合体を形成

することがわかり、この細胞抽出液からの

CRL4	
 Cdt2の精製法を確立した。精製したタンパ

ク質を用いてユビキチン化反応系構築のため

の条件検討を行い、CRL4	
 Cdt2によるCdt1、p21

のユビキチン化を直接的に証明した（下図お

よび発表論文３）。	
 

	
 この時、PCNAの反応系への明確な要求性は

見いだせなかった。このことから、CRL4	
 Cdt2

によるユビキチン化反応のPCNA依存性は、細

胞内の他の因子や紫外線応答時に特異的にみ

られるPCNAの化学修飾が関与している可能性

が示唆された。	
 

	
 



	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 2）ユビキチン化される Cdt1 の PCNA 結合
モチーフ(PIP	
 box)をユビキチン化されない
タンパク質の PIP	
 boxと入れ替えたキメラタ
ンパク質や、Cdt1、p21 の PIP	
 box 周辺に変
異を導入したタンパク質を用いて、ユビキチ
ン化に必要な要素を解析した。その結果、
CRL4	
 Cdt2 によるユビキチン化の標的となるに
は PIP	
 box 内にある T と D が並んだ配列と、
PIP	
 box から３アミノ酸下流にある 2 つ並ん
だ塩基性アミノ酸が必要であることが明ら
かとなった。この結果に基づき、基質が PCNA
と複合体となった時、TD 配列と 2 つの塩基性
アミノ酸が外側に向かって立体配置をとり、
基質となるシグナル（デグロン）を CRL4	
 Cdt2

側に提示するとの立体構造モデルを示した
（論文投稿中）。	
 

	
 

	
 3）CRL4	
 Cdt2による新たなユビキチン化標的

因子の検索を目的に、細胞内からCRL4	
 Cdt2を精

製し、これと相互作用する因子を質量分析に

より解析した。その結果、新規のユビキチン

化標的因子の候補を見いだした。現在は、こ

の因子のユビキチン化の解析をin	
 vitro反応

系を用いて、反応へのPCNAの要求性を含めた

直接的な証明を進めている。	
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