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研究成果の概要（和文）：ヒト染色体複製時のリーディング鎖でのPCNA装着機構を明らかにするために、精製し
た第2のPCNA装着因子Ctf18-RFCとリーディング鎖DNAポリメラーゼPolεを使ってPCNA 装着とDNA合成様式の関係
を解析した。その結果、この複合体は (Polε－PCNAによる安定な合成→合成の停止とPCNAの解離→Ctf18-RFCに
よるPCNAの装着→Polε－PCNA－Ctf18-RFCによるDNA合成の再開)というサイクルを持ち、この機構によって安定
で長いリーディング鎖合成を行うことを示した。さらにこの結果からリーディング鎖DNAでもPCNAを能動的に装
着する機構があることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This research aimed to study the mechanism to load PCNA on leading- and 
lagging-strands coordinately during replication in eukaryotes. I have studied the interaction 
between the second PCNA loader Ctf18-RFC and the leading strand DNA polymerase Pol ε. I elucidated 
that Ctf18-RFC actively loads PCNA only when it complexes with DNA polymerase ε. Furthermore, these
 two complexes together exhibit a stable DNA synthesis through a cycle of [DNA synthesis by Pol ε
－PCNA] -> [Stalling of the DNA synthesis] -> [PCNA loading by Ctf18-RFC] -> [Restart of DNA 
synthesis by Pol ε－PCNA－Ctf18-RFC]. This result indicated that Ctf18-RFC is involved in the 
leading-strand DNA polymerase complex and actively loads PCNA on the leading strands. Considering 
the role of RFC for loading of PCNA on the lagging strands, RFC and Ctf18-RFC will coordinate PCNA 
loading on both strands and play a role to distinguish DNA polymerases for syntheses of the two DNA 
strands.

研究分野： 分子生物学、生化学

キーワード： DNA複製　複製フォーク　DNAポリメラーゼ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
真核生物染色体複製のDNA伸長の従来のモデルでは明らかになっていなかったリーディング鎖側への複製クラン
プPCNAの装着機構について、第2のPCNA装着因子Ctf18-RFCが能動的に機能することを明らかにした。さらにこの
因子とリーディング鎖合成DNAポリメラーゼPolεが複合体を形成し、常時DNA合成状況をモニターして、合成が
停止するたびに速やかにPCNAを装着するしくみがあることを新たに示した。以上は安定な染色体複製を行うため
のより実態に近い機構を明らかにしたものと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 複製フォークではリーディング鎖、ラギング鎖という非対称の様式で複製が進行する。

真核生物のクランプ PCNA は DNA ポリメラーゼの補助因子で、DNA 合成の継続性

（processivity）を上げて活性を促進する。PCNA はプライマー3ʼ末端に RFC ローダー複合

体(RFC1+RFC2-5)の働きで装着され DNA ポリメラーゼと複合体になって機能する。この

ため、数百塩基ごとに合成を開始するラギング鎖と、数 kb を連続的に合成するリーディン

グ鎖では、装着される PCNA の個数が圧倒的にラギング鎖側に偏ることになる。しかし、

PCNA は DNA 合成に直接関わる機能に加えて、多様な結合パートナーの足場として、DNA
修復、損傷乗り越え合成、チェックポイント応答、ヌクレオソーム集合、染色体接着等、

複製後 DNA のプロセッシングに重要な役割を持つ (Maga & Hubscher, 2003,Tsurimoto, 
2006) 。この点で、複製後、姉妹細胞に分配されるそれぞれの DNA の運命を決定するキー

プレーヤーである。したがって PCNA の新生 DNA 上への配置が、単純にリーディング鎖、

ラギング鎖の数通りの非対象であるとは考えられない。実際に出芽酵母を使った複製 DNA
上の PCNA の配置は、リーディング鎖に対してラギング鎖が約２:1 の比となり(Yu et al, 
2014)、極端な非対称性はない。 
 真核生物には４種の RFC 型複合体、RFC、Ctf18-RFC、Elg1-RFC、Rad17-RFC が存在す

る。これらは AAA+型 ATPase ファミリーに属する特異的大サブユニット１個と共通の小

サブユニット４個、RFC2-5 で構成される。 近、その一つ、Elg1-RFC (Elg1+RFC2-5)がラ

ギング鎖上の PCNA をはずす役割を持つことが示されている (Yu et al, 2014, Kubota et al, 
2015)。この PCNA をはずすしくみは、新生 DNA 上 PCNA の極端な非対称配置を抑制する

ことはある程度説明できる。しかし上で示した複製後 DNA プロセッシング反応の足場で

ある PCNA の配置として、能動的なリーディング鎖 DNA 側への装着機構は必要不可欠で

ある。実際に、複製 DNA 識別マーカーとして、リーディング鎖、ラキング鎖への均等な

PCNA の装着を想定したモデルが提唱されている(Georgescu et al, 2015)。しかし、リーディ

ング鎖側への能動的 PCNA 配置の分子背景については十分に説明されていない。もう１つ

の RFC 型複合体 Ctf18-RFC (Ctf18+RFC2-5 とさらに２サブユニット、Dcc1、Ctf8) は第 2
の PCNA 装着因子として機能する。われわれの研究でこの複合体がリーディング鎖合成を

行う DNA ポリメラーゼ Polε と安定な複合体を形成することを示した (Murakami et al, 
2010)。このことより、Ctf18-RFC は複製フォークの Polεに結合し、そこで合成されるリー

ディング鎖 DNA への PCNA 装着に特化していると想定できる。この通りであれば、リー

ディング鎖、ラギング鎖では特異的な PCNA 装着因子が機能して複製後の PCNA の配置を

協調的に行っていることが合理的に説明できる。 
 

２．研究の目的 

 真核生物の複製クランプ PCNA は、DNA 複製のみならず、複製後 DNA のプロセンシン

グに深く関わり、複製染色体の恒常性維持、クロマチン再構築に必須の役割を持つ。しか

し、単純な複製時の装着では２種類の新生 DNA でのバランスのとれた PCNA の配置は行

えない。Ctf18-RFC がリーディング鎖 DNA ポリメラーゼ Polε と複合体になった時に活性

型 PCNA ローダ—として機能するという独自の発見を基にして、この複合体を介してリー

ディング鎖側 DNA に PCNA が能動的に装着され、２種類の新生 DNA 間の協調的な配置が

行われることを予想した。そこで再構築されたリーディング鎖型複製フォークによる生化

学的アプローチ等を駆使してこの仮説を証明する。 
 
３．研究の方法 

(1) 出芽酵母、およびヒト培養細胞を使い、Polεとの相互作用に必要な C 末を欠損した変異

型 Ctf18 を発現する株を作成し、Ctf18 の細胞内挙動、および Ctf18-RFC と Polεの相互作用

が細胞内でどのように機能しているかを解析する。 



(2) ヒト Ctf18-RFC と Polεの複合体形成時の PCNA 装着活性について、環状基質 DNA beads
を使って、pulldown assay で、多様な条件下で解析し、複合体形成と PCNA 装着の関係を解

析する。 
(3) 標識したプライマー/鋳型DNA構造と光架橋反応を使い、PCNA装着反応時のCtf18-RFC、
Polεの DNA 上の挙動を解析する。さらに Polεの DNA 合成状態を再現できる DNA 基質を

調製し、これを使って Polε に結合している Ctf18-RFC の PCNA 装着と DNA 合成活性の関

係を解析する。これによりリーディング鎖に必要な特性と Ctf18-RFC による PCNA 装着と

のつながりを明らかにする。 
(4) ヒト CMG ヘリカーゼ複合体を調製し、CMG−Polε−Ctf18-RFC のリーディング鎖合成ホ

ロ酵素複合体を再構築する。これによりリーディング鎖合成過程で CMG−Polεによる DNA
合成と Polε−Ctf18-RFC による PCNA 装着を介した合成再開反応の連係機構を解析する。 
(5) PCNA 脱着因子と考えられている Elg1-RFC を精製し PCNA の脱着反応を再現し、装着

から脱着に至る過程の制御のしくみを解析する。 
 以上の結果を基にして、真核生物の DNA 複製時にリーディング鎖とラギング鎖間で

PCNA の配置が協調的に行われる機構の解明を目指す。 
 
４．研究成果 

(1) Polε−Ctf18-RFC 複合体は出芽酵母でゲノム安定性維

持に必須の働きを持つ 
 Polεと Ctf18-RFC 間の結合の細胞内機能を明らかにす

るために、出芽酵母 yCtf18-RFC を使った解析を行った 
(Okimoto et al. 2016)。まず、yCtf18-RFC でもヒトと同じ

ように Ctf18 の C 末依存的な yPolε との結合が保存され

ていることを明らかにした。さらにこの C 末を欠損した

ctf18ΔCを発現する株では ctf18欠損株と同様の DNA損傷

剤、DNA 伸長阻害剤に高い感受性を示し、高いプラスミ

ド損失率、染色体転移率（GCR）を持った (図 1)。した

がって Polεとの結合に伴うCtf18-RFCのリーディング鎖

側へのリクルートが細胞のゲノム安定性を維持する上で

必須の機能を持つことが示された。 
(2) Ctf18-RFC は Polε と複合体を形成

して機能する PCNA 装着因子である 
 精製したPCNAの装着活性を定量す

る系を作成した。これを使い、主要な

PCNA装着因子であるRFCは単独で生

理的な塩条件下で高い装着活性を示す

のに対し、第 2 の装着因子である

Ctf18-RFC は、単独では同じ塩条件で

はほとんど装着活性を示さない。しか

しPolεと複合体を形成することにより

RFC 並みの高い活性を示すようにな

ることを明らかにした。したがって

Ctf18-RFC はリーディング鎖を合成す

る Polε との複合体 [Polε−Ctf18-RFC]
として機能するPCNA装着因子である

ことを明らかにした (Fujisawa et al. 
2017)。 



(3) Polεと複合体を形成している Ctf18-RFC は Polε の DNA 合成と相互排他的に 3ʼ末端に

PCNA を装着する 
 Polε−Ctf18-RFC 複合体内で Polεも Ctf18-RFC もプラ

イマー3ʼ末端に結合して機能する。両者が PCNA を装

着する際にプライマー3ʼ末端と鋳型 DNA に対してど

のように配置されているかを明らかにするために光架

橋剤で標識したプライマー/鋳型 DNA を用意し、光化

学反応による共有結合形成で DNA に結合しているタ

ンパク質の解析を行った (図 2)。その解析の結果、複

合体として DNA 上にあるとき、DNA 3ʼ末端に通常、

Polε が結合しており、PCNA 装着反応時に一時的に

Ctf18-RFC が 3ʼ末端に結合するという 2 者の入れ替り

が起きることを示した (図 3; Fujisawa et al. 2017)。 
(4) Polε−Ctf18-RFC 複合体では DNA 合成停止-PCNA 装着-DNA 合成再開のサイクルを頻繁

に行うことで長い DNA 鎖合成を行なっている 

 
 前項の結果に基づいて、Polεの DNA 合成と Ctf18-RFC の PCNA 装着が同時進行するか

どうかの検討を、プライマー3ʼ末端に ddAMP を取り込んだ基質 DNA を使い、Polεの DNA
合成状態を安定に維持する方法で行った(図 4)。この結果PolεのDNA合成状態とCtf18-RFC
の PCNA 装着反応が相互排他的に起きることを明らかにした。したがって Polε−Ctf18-RFC
複合体では、Polεの DNA 合成停止に呼応して効率の良い PCNA 装着が行われると考えら

れる。実際に、Polε−Ctf18-RFC 複合体と Polε単独の DNA 合成を PCNA 存在下で比較する

と、前者は安定な DNA 合成が維持されて長い

DNA 鎖の合成が可能であることが示された(図
5)。つまりこの複合体では [Polε−PCNA による

安定な合成(Coupling)→合成の停止と PCNA の

解離(Uncoupling)→Ctf18-RFCによるPCNAの装

着→Polε−PCNA−Ctf18-RFC による DNA 合成の

再開]というサイクルが行われ、安定で長いリー

ディング鎖の合成に対応していることを示した

(図 6; Fujisawa et al. 2017)。 
 まとめると、リーディング鎖合成では、安定

性が十分でないPolεによるDNA合成に対して、



結合している Ctf18-RFC によって頻繁に PCNA が装着され安定に DNA が合成可能となっ

ている。この結果は同時に、ラッギング鎖では distributive に機能する RFC によって、リー

ディング鎖では、結合した Polε−Ctf18-RFC 複合体によって PCNA が継続的かつ能動的に装

着されることになる。 
 さらに、より完全な複製複合体を得るために複製型ヘリカーゼであるヒト CMG 複合体

を精製し、DNA ポリメラーゼホロ複合体 CMG−Polε−Ctf18-RFC の再構築を行った。これを

使ってリーディング鎖合成過程で CMG−Polε による DNA 合成と Polε−Ctf18-RFC による

PCNA 装着を介した合成再開反応の連係機構の解析を行った。３者共存下での DNA 合成

活性を調べたところ、Polε−Ctf18-RFC による DNA 合成効率と本質的に変わるものでなか

った。このことより、これら２つの合成様式はそれぞれ独立して機能していることが予想

された (Tsurimoto et al. in preparation)。 
(5) 精製 Elg1-RFC とツメガエル卵抽出液による PCNA 脱着反応の解析 
 PCNA脱着を行うと言われているもう一つのRFC型複合体、ヒトElg1-RFCを精製した。

これとツメガエル卵抽出液を使い PCNA 脱着反応の再構築を行った。この結果、ツメガエ

ル卵抽出液内で PCNA 脱着の主要な活性を担っているのが Elg1-RFC であること、ツメガ

エル Elg1-RFC を免疫除去した活性をヒト Elg1-RFC で相補できることを示した。またこの

活性には Elg1 の ATPase モチーフが必須であった。これにより複製時の PCNA の装着から

その後の適時的な PCNA の脱着を連続的に解析することが可能となった (Kawazoe et al, in 
preparation)。 
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