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研究成果の概要（和文）：	
 細胞周期を同定するマーカーである FUCCI を参考に、細胞周期特異

的に蛋白質発現制御を目指した。ニワトリ Cdt1 と Geminin 配列からデグロン配列候補の同定を

行い、GFP 融合型として発現させたが、発現量が低く、残念ながら細胞周期を確実に同定する

に至らなかった。しかし、酵母 Sld3 のホモログとされる Treslin/ticrr 遺伝子を、オーキシン

誘導性デグロン（AID）の系を用いたコンディショナル細胞として作成することには成功した。	
 

 
 
研究成果の概要（英文）：	
 FUCCI is a recently developed cell cycle specific fluorescent 
maker. This is based on the cell cycle dependent degradation of Cdt1 or Geminin proteins 
induced by polyubiquitination. We reasoned this can be exploited if we fuse a part of Cdt1 
or Geminin used in FUCCI with a protein for controling expression in a cell cycle specific 
manner. This would be most useful when used in combination with powerful genetics in 
chicken DT40 cell system. Thus we cloned chicken Cdt1 or Geminin that corresponds to 
part of human Cdt1 or Geminin used for FUCCI. However, we could not achieve high 
expression levels in wild type DT40 cells. We have created a cell line rendered conditionally 
deficient in the Treslin gene, which is a yeast Sld3 homolog essential for intiation of DNA 
replication. This cell line would be useful to study Treslin function. 
 
 
 
交付決定額 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	
 計 
交付決定額 3,000,000	
 900,000	
 3,900,000	
 

 
研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学・	
 放射線・化学物質影響科学 
キーワード：DNA 修復、DNA 損傷チェックポイント、Treslin、Geminin、Cdt1、細胞周期
特異的デグロン 
 
 
 
 

機関番号：14301	
 
研究種目：挑戦的萌芽研究	
 

研究期間：2011～2012	
 

課題番号：23651046	
 

研究課題名（和文）	
 細胞周期特異的デグロンによる蛋白質発現制御と機能解析への応用	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

研究課題名（英文）	
 Regulation	
 of	
 protein	
 expression	
 using	
 a	
 cell	
 cyclce-specific	
 degron	
 

and	
 its	
 application	
 to	
 functional	
 analysis	
 

	
 

研究代表者	
 	
 

高田	
 穣	
 	
 	
 （	
 TAKATA	
 MINORU	
 ）	
 

京都大学・放射線生物研究センター・教授	
 

	
 研究者番号：30281728	
 

 
 



 
１．研究開始当初の背景 
	
  
	
 DNA損傷修復、複製、チェックポイントな
どの分子機構は、細胞周期の制御と密接に関

連しており、細胞周期ごとに特定の分子機構

を発動させる。これらの分子の機能の全容解

明には、細胞周期ごとの機能を別々に解析す

ることが必要である。 
 
	
 この目的では、従来二つの方法が主に使用

されてきた。第一の方法は、細胞周期の同調

培養である。G1/S期の境界で細胞周期を止め
る Double thymidine block法や、M期での微小
管重合阻害を行う nocodazol処理、細胞のサイ
ズで分離する counter flow elutriation法などが
あげられるが、いずれも手間がかかり、また

薬剤処理に伴う二次的な影響の可能性もある。

二つ目の方法は、細胞周期特異的に発現する

分子をマーカーに、細胞集団中から特定の細

胞周期の細胞を同定し、解析するものである。

たとえば、S期のマーカーとしてサイクリンA
の発現が用いられている。しかし、こういっ

た方法の応用は、主に免疫組織化学を用いた

発現や局在の解析に限られ、薬剤感受性など

の細胞集団として機能を直接測定するアッセ

イには応用が難しい。 
 
	
 最近、蛍光蛋白質を利用した細胞周期イン

ジケーターFUCCI (fluorescent 
ubiquitination–based cell cycle indicator)が開発
され、細胞の増殖と細胞周期進行を追跡する

マーカーとして大きな成果をあげている

(Cell 132:487, 2008)。FUCCIは複製ライセン
シングに関与するCdt1とGeminin蛋白質の分
解シグナル配列（デグロン配列）をそれぞれ

異なる蛍光蛋白質と融合させたもので、Cdt1
はユビキチン E3リガーゼ SCFskp2によって、

Gemininは APC/CCdh1により細胞周期依存的

にポリユビキチン化後、迅速に分解される性

質を利用している。2種類の FUCCIを発現し
た細胞は、前者は G1期から S期早期に、後
者では S期から G2期にかけて、それぞれ発
現（緑色と赤色の発光）が特異的に観察され

る。したがって、特定の細胞周期にある細胞

を集団内で同定する目的で FUCCIも使用可
能である。 
 
	
 本研究では、FUCCIの原理を応用して、細
胞周期特異的に蛋白質発現を制御し、細胞周

期により変化する蛋白質機能を解明するこ

とを試みた。 
 

	
 近年の複製メカニズム理解の進展にもか

かわらず、複製開始の必須因子、酵母 Sld3
の高等真核生物ホモログは未同定であった。

しかし、最近の研究により、Sld3ホモログの
候補として Treslinが同定された。また、魚類
モデル生物のゼブラフィッシュにおける変

異体スクリーニングにより、チェックポイン

トに関わると考えられる ticrr分子が同定され
たが、これは実は、Treslinと同一分子であっ
た。これらの発見をうけて、Treslin/ticrr分子
が、DNA複製とチェックポイント応答にどの
ように関与するのか、解明することは重要な

問題と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
	
 ニワトリCdt1とGemininのデグロン配列を
GFP蛋白質との融合型として発現させ、細胞
周期ごとの発現制御法を確立する。その後、

Treslin/Ticrr 遺伝子をデグロン融合型として
発現させ、その細胞周期特異的機能解析にお

ける有用性を検討することとした。 
 
３．研究の方法 
 
	
 以前ヒト配列にもとづいた FUCCIと同じ
Cdt1と Gemininのデグロン配列を用いて、
GFPとの融合蛋白質をDT40に発現させたが、
細胞周期特異的な発現分解を認めることがで

きなかった（島根大学医学部、浦野研究室と

の共同研究、未発表）。これは、Cdt1も Geminin
も、ヒトとニワトリの配列の保存性が、特に

デグロンを含む部分においてそれほど高くな

いためと考えられる。そこで、ニワトリ Cdt1
と、Gemininをクローニングし、デグロン配
列の候補を同定した。ニワト Cdt1アミノ酸配
列 51-166は、CDK/cyclinとの会合に必要な
Cyモチーフに該当する部分（大文字、KRL）
と CDKによるリン酸化サイト候補（TPTR）
を含んでいる。一方、ニワトリ Gemininアミ
ノ酸配列 10-116は、APC/Cによる分解配列
D-box（PRTLKMIQP）を含む。これらの Cdt1
と Gemininの配列を DT40由来の cDNAから
PCRで増幅し、GFPの C末に融合させる発現
コンストラクトを作成した。これらを DT40
細胞に導入し、発現細胞を単離した。 
 
	
 ゲノム配列からデザインしたプライマー

を用いて Treslin遺伝子の一部を増幅し、ター
ゲティングベクターを作成した。このベクタ

ーを、DT40 細胞に導入し、片方アレルが破
壊されたへテロノックアウト細胞を得た。親



株にはイネ由来の OsTIR1 遺伝子をあらかじ
め発現しているものを用いている。オーキシ

ンデグロンのシステムでは、植物ホルモンで

あるオーキシン（3-Indoleacetic acid, IAA）を
培地に添加すると、すみやかにユビキチン E3
リ ガ ー ゼ で あ る OsTIR1 と

AID(auxin-inducible degron)が結合し、タンパ
ク質破壊シグナルであるポリユビキチン化

により、発現している AIDと融合させたダウ
ンレギュレーションさせたい目的蛋白質が

分解される。Treslin の全長 cDNA を DT40 
cDNA	
 から増幅し、AID 配列と FLAG タグ
配列をそれぞれ 5’末端と 3’末端に融合させて、
発現ベクターにクローニングした。この

cDNA を前述のヘテロノックアウト細胞にト
ランスフェクションし、発現させた。最終的

に、異なるマーカー遺伝子を用いたターゲッ

ティングベクターの導入により、両方のアレ

ルが破壊された細胞を単離した。 
 
４．研究成果 
 
	
 ニワトリCdt1とGeminin配列からデグロン
配列候補の同定を行い、ニワトリ Cdt1（アミ
ノ酸配列 1-499）、Cdt1 （150-499）、Geminin
（1-110）をそれぞれクローニングし、 GFP
融合型デグロン発現ベクターを作成した。作

成した GFP 融合型デグロン発現ベクターを
野生型 DT40 に stable に導入し、発現細胞の
単離を行ったが、発現量が少なく、残念なが

ら細胞周期を確実に同定するに至らなかった。 
 
	
 	
 Treslin/ticrr遺伝子を、オーキシン誘導性
デグロン（AID）の系を用いたコンディショ
ナル細胞として作成することができた。オー

キシン添加後わずか 15 分程度ののち、発現
が完全に失われる細胞が作成できた。この細

胞は予想どおり lethal であったが、様々な薬
剤には特に感受性を示さなかった。この細胞

は Treslin の機能解明にきわめて有用と考え
られる。今後、チェックポイントの欠損につ

いて解析を進める予定である。 
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