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研究成果の概要（和文）：複製クランプPCNAは、DNA複製や修復など様々な反応の足場となる必須因子である。
PCNAのDNAからのアンローディングはDNA合成エラーを修復するミスマッチ修復機構によっても制御を受ける。本
研究では、ツメガエル卵抽出液や精製タンパク質を用いた試験管内再構成系を利用して、Elg1の免疫除去によっ
てPCNAアンローディングが著しく遅延すること、精製Elg1-RFCのみではPCNAをアンロードできないことを明らか
にした。このことから、卵抽出液においてElg1-RFCがPCNAをアンロードしていること、Elg1-RFCによるPCNAアン
ローディングに未知の因子による機能制御がある可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The replication clamp PCNA is essential for various reactions coupled with 
DNA replication. PCNA is loaded onto DNA by clamp loader complexes, and DNA-loaded PCNA functions as
 a platform for numerous factors involved in DNA replication and repair. We previously found that 
the unloading of PCNA is regulated by the mismatch recognition complex MutSα. In this study, we 
examined the dynamics of PCNA unloading in Xenopus egg extracts and a reconstitution system with 
purified proteins. Our results indicate that the Elg1-RFC complex unloads PCNA in Xenopus egg 
extracts and suggest a possibility that an additional factor(s) is involved in the Elg1-RFC-mediated
 PCNA unloading reaction.

研究分野： 分子遺伝学、生化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PCNAのDNA上でのローディングやアンローディングは、PCNAを足場する様々な反応を協調的に機能させ、ゲノム
を安定に維持するために非常に厳密に制御される必要がある。実際に酵母ではElg1の欠失によって突然変異や染
色体再編の頻度が上昇し、哺乳類においても多くの臓器での腫瘍形成が報告されている。PCNAアンローディング
反応のみに着目した申請者独自の生化学的解析によって得られた本成果は、生化学的な知見が乏しいアンローデ
ィング過程の理解を深め、PCNAのDNA上での挙動制御の理解が進むだけではなく、人工的な変異導入法、がんや
遺伝病などの原因解明、創薬のターゲットの応用へと繋がると期待される。
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１．研究開始当初の背景 
(1) DNA複製の正確性の維持には、正確な DNA合成に加え、DNA損傷に応じた修復などの様々
な反応が適切なタイミングで機能することが重要である。複製クランプ PCNA は DNA 複製・
修復因子の足場として機能する DNA複製に必須の因子である。PCNAは DNA複製の際に DNA
にロードされ、DNA 複製や修復、クロマチン形成などの様々な反応を統制し、DNA 複製完了
後に DNAからアンロードされる。 
(2) PCNAの DNAへのローディングやアンローディングはクランプローダー複合体によって制
御される。真核生物には、Rfc2–5複合体を共有するが、大サブユニットがそれぞれ異なる 3種
類のクランプローダー複合体が存在する。PCNAの DNA上へのローディングには RFC複合体
やCtf18-Rfc2–5複合体（Ctf18-RFC）が機能する。一方で近年の解析からElg1-RFC複合体がPCNA
をアンロードすると考えられている（Kubota et al., 2013, Lee et al., 2013, Shiomi and Nishitani, 
2013）。しかしながら、Elg1は生存に必須な因子ではなく、Elg1を欠失させても PCNAは最終
的にクロマチンから解離するため、Elg1-RFC が生体内における唯一の PCNA アンローダーで
あるかは分かっていない。また、ローダーとして考えられている RFCや Ctf18-RFCも試験管内
で PCNAアンローディング活性を示す（Yao et al., 1996, Bylund and Burgers, 2005）。しかしなが
ら、これらの活性の生体内における寄与は明らかではなかった。この問題が解決していない理

由の一つは、PCNAローダーを欠失させると PCNAローディングにも影響が出るために解析が
難しいことにある。 
(3) PCNAはミスマッチ修復（MMR）機構による DNA合成エラー修復においても中心的な役割
を果たす。申請者はこれまでに、ミスマッチを認識する MutSα複合体が PCNAとの相互作用を
介して PCNAアンローディングを阻害することを発見していた（Kawasoe et al., 2016）。しかし
ながら、クランプローダーが PCNA をアンロードするどのステップを、MMR 因子が阻害して
いるのかは分かっていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、MMR 機構による PCNA アンローディング過程の制御メカニズムを明らかに
するために、大きく２つの目的を定めた。１つ目は、生体内での PCNAアンローディングに対
するクランプローダー複合体の活性制御メカニズムを明らかにすることである。２つ目は、

MMR因子による PCNAアンローディング反応の阻害メカニズムの解明である。 
(2) これらの目的の達成のために、まず、RFCや Ctf18-RFCの PCNAアンローディングに対す
る寄与を明らかにすることを目指した。さらに、MMR 因子が PCNA アンローディングのどの
ステップを阻害しているのか、具体的には PCNAとアンローダーとの相互作用やアンローダー
が PCNAリングを開く過程に着目して、２つ目の目的を達成することを研究目標とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では、生理的な経路での DNA合成エラー修復や、DNA複製に伴った PCNAローデ
ィング・アンローディング反応を試験管内で再現するツメガエル卵核質抽出液（NPE）を PCNA
アンローディングの解析系として用いた。また、クランプローダーの PCNAローディング活性
とアンローディング活性を独立に解析するために、PCNA がロードされた閉環状プラスミドを
用いた。その作成には既に構築済みの以下の方法を利用した（Kawasoe et al., 2016）。特定の一
箇所にビオチン化修飾をもたせたプラスミドを試験管内合成した。PCNA のローディングポイ
ントとして、試験管内合成したプラスミドにニッキング酵素を用いて特定の一箇所に nickを導
入した。その後、ビオチンを介してセファロースビーズに結合させることで DNA ビーズを得
た。その DNA ビーズに精製ヒト PCNA、RFC を用いて PCNA を DNA にロードした後、ライ
ゲーションを行い、非特異的に結合したタンパク質を洗い落とすことで、PCNA のロードされ
た閉環状プラスミドを作成した。DNA 上にロードした PCNA は、ヒト PCNA 特異的な抗体を
用いて検出し、DNA 上の PCNA の結合数をもとに、ロードした PCNA がアンロードされる過
程を NPEもしくは試験管内再構成系内で経時的に解析した。 
(2) RFCや Ctf18-RFCの生体内における PCNAアンローディングに対する寄与を解析するため、
それぞれのクランプローダーに特異的な大サブユニットに対する抗体を作成した。その抗体を

用いて NPEから免疫除去を行い、クランプローダー除去 NPE中での PCNAアンローディング
を解析した。 
(3) MMR 因子 MutSα が PCNA アンローディングのどのステップを阻害しているのか明らかに



するため、Elg1-RFC による PCNA アンローディング反応の試験管内再構成に取り組んだ。そ
のため、ヒト細胞発現系を用いてヒト Elg1-RFCを発現させ、精製した。精製した Elg1-RFC、
PCNAがロードされたプラスミドを用いて、PCNAが DNAからアンロードされる過程の再構築
を試みた。Elg1-RFCによる PCNAアンローディング反応の試験管内再構成が完了した後には、
MutSαの PCNAとの相互作用に必要な領域の周辺領域や ATPアナログなどを加えて、PCNAア
ンローディングが MutSαによって阻害されるステップの探索を予定した。 
 
４．研究成果 
(1) NPE からそれぞれのクランプローダーの特異的な
大サブユニット Rfc1、Ctf18、Elg1に対する抗体を用い
て免疫除去を行った。さらに、NPE中に存在するすべ
てのクランプローダーを免疫除去するために共通のサ

ブユニットである Rfc3 に対する抗体を用いて同様に
免疫除去操作を行った。それぞれの NPEに PCNAをロードしたプラスミドを加え、DNA上の
PCNAの結合数を解析した。Rfc3除去 NPE中での DNA上の PCNAの解離キネティクスは、バ
ッファー中での PCNAの解離キネティクスとほぼ一致していたことから、NPE中の PCNAアン
ローディングはクランプローダーに大きく依存していることがわかった（図 1）。さらに、NPE
から Elg1 を免疫除去するだけでも PCNA アンローディングは大きく遅延した。一方で、Rfc1
や Ctf18 の免疫除去は PCNA アンローディングに影響を与えなかった。以上の結果から、
Elg1-RFCがツメガエル卵抽出液中での主たる PCNAアンローダーであると示唆された。 
(2) Elg1-RFCによる PCNAアンローディング反応を試験管内再構成するため、ヒト細胞発現系
を用いてヒト Elg1-RFCの発現を行った。Elg1の C末端に精製に用いるための FLAGタグを挿
入した。ELG1-FLAG、RFC2、RFC3、RFC4、RFC5それぞれの遺伝子が組み込まれた 5種類の
プラスミドをすべてヒト 293T細胞にトランスフォーメーションし、Elg1-RFC複合体のサブユ
ニットを共発現した。この抽出液から、抗 FLAG 抗体カラムを用いてヒト Elg1-RFC を粗精製
した。Elg1-RFCの PCNAアンローディング活性には、Elg1の ATP加水分解ドメインに存在す
る 1138番目のリジン残基が重要であることが報告されている (Lee et al., 2013)。その部位の変
異体 Elg1K1138E-RFC の精製も同様の方法で行った。現段階では、抗 FLAG 抗体カラムを用いた
1段階の精製までしか行えていないため、さらなる精製と生化学的解析が今後の課題である。 
(3) Elg1-RFC が精製できたので、卵抽出液を用いて Elg1-RFC の PCNA アンローディング活性
を解析した。卵抽出液から Elg1 に対する抗体を用いて免疫除去を行った後、粗精製 Elg1-RFC
を加え戻すと、Elg1 除去によって遅延した PCNA アンローディング反応は回復した。一方で、
Elg1K1138E-RFC 変異体を Elg1 除去卵抽出液に加えても、PCNA アンローディング反応は遅延し
たままであった。したがって、Elg1の ATPase活性は Elg1-RFCの PCNAアンローディング活性
に重要であり、Elg1-RFCは PCNAのリングを開いて DNAから外していることが予測された。 
(4) 粗精製 Elg1-RFCの卵抽出液中での PCNAアンローディング
活性が見られたため、Elg1-RFCを用いて PCNAアンローディン
グ反応の試験管内再構成を試みた。しかしながら、これまでの

ところ PCNA ローディング反応に用いているバッファー条件や
卵抽出液に似せた条件など様々な条件下においても、精製タン

パク質のみでElg1-RFCのPCNAアンローディング活性は検出で
きていない。解析を行った一つの条件である、卵抽出液に似せ

た条件（熱処理でタンパク質を不活化した卵抽出液を遠心した

後の上清画分）で行った解析結果を図 2に示す。PCNAローディング反応後には約 9分子結合
していた PCNAは、Elg1除去卵抽出液中では、加える粗精製 Elg1-RFCの増加に伴って PCNA
の結合量も減少したが（緑色のバー）、試験管内再構成系では PCNA の結合量は変化しなかっ
た（青色のバー）。これは、Elg1-RFCの PCNAアンローディング活性に至適な条件が見つけら
れていない可能性もあるが、Elg1-RFC がアンローディング活性を示すためには、DNA 上もし
くは Elg1-RFCに結合するなにかしら未同定の因子を必要とする可能性を示唆している。 
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