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研究成果の概要（和文）：GRWD1はDNA複製開始だけでなく、細胞周期を統合的に制御していると考えられる新規ヒスト
ンシャペロンである。このGRWD1の結合候補因子として、転写因子Puraを同定した。PuraとGRWD1との関連を明らかにす
ることが本研究の目的である。解析の結果、PuraとGRWD1は腫瘍抑制因子p53と複合体を形成し、協調してp53の転写活
性化能を負に制御していることが示唆された。GRWD1ががんで過剰発現していることから、GRWD1およびPuraを介したp5
3制御機構の解明により、新たな染色体不安定性の誘導や発がんの分子機構の理解につながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：GRWD1 is a novel histone chaperone that promotes MCM loading and may integrate 
regulations of cell cycle progression. We identified transcription factor Pura as a putative GRWD1 
binding factor. The aim of this study was to investigate the biological relevance between Pura and GRWD1. 
We found that GRWD1 and Pura form a complex with p53 in vivo and negatively regulate p53 transcriptional 
activity. GRWD1 is overexpressed in several cancer cells. Therefore, elucidation of the p53 regulation 
mechanism(s) by GRWD1 and Pura may help to understand novel molecular mechanisms for induction of 
chromosomal instability and carcinogenesis.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 DNA 複製は生命現象の根幹であり、母細
胞から娘細胞へ染色体 DNA が過不足なく受
け継がれるために、一回の細胞周期に完全か
つ一度だけ染色体が複製されるように厳密
に制御されている。複製開始の際、複製開始
因子 ORC がまず DNA に結合し、その後、
別の複製因子である CDC6および Cdt1と共
同して DNA ヘリカーゼ MCM2-7 複合体を
DNA に呼び込む。この結果生じた DNA-タ
ン パ ク 質 複 合 体 を 複 製 前 複 合 体 
(pre-replication complex: pre-RC) といい、
この pre-RC が細胞周期に一度だけ形成され
ることが DNA 複製開始制御に必須のステッ
プである。その破綻は、異常な DNA 複製を
経て遺伝子変異の蓄積、そして発がんにつな
がる。これまでに我々は、Cdt1 制御機構の
多くを解明し、それらが複製開始制御におい
て中心的な役割を担うことを突き止めてき
た。 
 この Cdt1 の新規結合タンパク質として
我 々 が 同 定 し た 因 子 が GRWD1 
(glutamate-rich WD40 repeat containing 1) 
である (Sugimoto et al., Mol. Biol. Cell, 
2008)。GRWD1 は酵母からヒトまで保存さ
れており、リボソーム生合成に関与している
ことが知られている以外、詳細な機能は不明
であった。 
 最近の我々による検討の結果、以下のこと
が明らかとなっていた。 

 
(1) GRWD1 はクロマチン結合性タンパク質
である。(2) GRWD1は Cdt1依存性、細胞周
期特異的に複製開始領域に結合する。また、
クロマチン免疫沈降と次世代シーケンサー
を組み合わせたChIP-seq解析から、GRWD1
は CDC6 とゲノムワイドに共局在すること
も示された。(3) GRWD1 は複製開始領域で
の MCM ローディングを促進する。 (4) 
GRWD1はヒストン結合能を持ち、ヒストン
シャペロン活性を示す。さらに、(5) FAIRE 
(formaldehyde-assisted isolation of 
regulatory elements)-seq 解析により、

GRWD1は複製開始領域のクロマチン構造の
openness を実際に制御していることが示さ
れた。以上から、GRWD1 は Cdt1 依存性に
複製開始点に結合し、ヌクレオソーム構造を
制御することにより効率良いMCMローディ
ングを促進しているとのモデルが考えられ
る (図 1、発表論文 1)。これらと一致して、
(6) GRWD１はがん細胞株で過剰発現してい
る。 
 
２．研究の目的 
 複製開始における新規機能が明らかにな
る一方で、GRWD1は Cul4-DDB1ユビキチ
ンリガーゼの基質認識サブユニットである
可能性が報告されている (He et al., Genes 
Dev., 2006; Higa et al., Nat. Cell Biol., 
2006)。また、GRWD1 がヒストンシャペロ
ンであることから、pre-RC形成だけでなく、
転写制御に関与する可能性は高い。実際に、
ChIP-seq および FAIRE-seq 解析の結果、
GRWD1は複製開始領域だけでなく、ゲノム
ワイドにクロマチン構造を制御しているこ
とが示唆された (発表論文 1)。このような知
見から、GRWD1はタンパク質合成や細胞周
期進行などの細胞増殖を統合的に制御して
いる重要な因子である可能性が浮かび上が
ってきた。そこで、GRWD1の機能と制御の
包括的な理解を目的とし、その結合タンパク
質を網羅的に同定し、特に重要性が示唆され
るものについてその意義を深く解析するこ
とにより、GRWD1による増殖制御ネットワ
ークの解明を目指している。FLAGタグ付き
GRWD1発現ベクターをHEK293T細胞に導
入し、細胞抽出液を作成して、抗 FLAG抗体
による免疫精製標品をマススペクトロメト
リーによって解析した。その結果、既知のも
のも含め興味深い因子が複数同定された。こ
のことからも、GRWD1が多機能因子である
ことが支持される (図 2)。それらの中で、同
定された転写因子 Pura との関連を探ること
が本研究の目的である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 Pura (purine-rich element binding 
protein A) は p53 標的プロモーターにおい
て転写抑制的に働く (Kim et al., J. Biol. 
Chem., 2008)。また Puraノックアウトマウ
スでは脳発育異常が観察され (Khalili et al., 
Mol. Cell Biol., 2003)、Pura遺伝子の欠失や



転座と骨髄性白血病の関連も示唆されてい
る (Lezon-Geyda et al., Leukemia, 2001)。
このように、Pura については興味深い知見
が得られているものの、その機能や制御には
不明な点が多い。そこで、GRWD1は転写因
子 Puraと共に p53の転写制御に抑制的に働
くのではないかと考えた。つまり、GRWD1
が Pura と共にプロモーター上にリクルート
され、ヒストンシャペロンとして Pura によ
るp53標的プロモーターでの転写抑制に関与
することで、細胞がん化に寄与している可能
性を考えた。抗 GRWD1 抗体を用いた
ChIP-seq の結果  (発表論文 1) と p53 
ChIP-seqの結果 (Aksoy, et al., Genes Dev., 
2012) を照合したところ、GRWD1はいくつ
かの p53標的遺伝子プロモーター近傍に p53
と共局在している可能性が示されており (図
3)、GRWD1と p53との関連性が支持された。 

 
 
３．研究の方法 
① in vivoおよび in vitroでの各因子間の相
互作用解析 
 in vivo interaction解析には、HCT116細
胞を使用し、抗 Pura 抗体による免疫沈降を
行った。また、同細胞に p53 と FLAG タグ
付き GRWD1もしくは T7タグ付き Puraを
過剰発現させ、それぞれ抗タグ抗体を用いた
免疫沈降を行った。その後、免疫精製標品を
イムノブロットにより解析した。 
 in vitro interaction解析には、大腸菌を用
いて精製組換えタンパク質を作成し、
pull-down assayにより直接結合するか調べ
た。 
 
② siRNA を用いた発現抑制と細胞ストレス
応答の誘導 
 HCT116細胞に siRNAを導入し、GRWD1
もしくは Pura を発現抑制したのち、8M 
Bleomycin処理を行うことで細胞に DNA二
本鎖切断によるストレスを与えた。その後、
全細胞抽出液および RNA を回収し、イムノ
ブロットと RT-qPCR によって各因子の発現
量を解析した。 
 
③ ルシフェラーゼアッセイ 
 H1299細胞 (p53 -) に、p53と GRWD1、
および Pura の発現ベクター、p21 プロモー
ターを組み込んだルシフェラーゼレポータ
ーベクター、コントロールとしてレニラルシ

フェラーゼ発現ベクターを co-tracsfectionし
た。細胞抽出液を回収後、各ルシフェラーゼ
活性を測定した。各レポーターにおけるルシ
フェラーゼ活性をレニラルシフェラーゼの
値で補正することで各プロモーター活性を
算出した。 
 
④ ChIP assay 
 Pura 発現ベクターをトランスフェクショ
ンして24時間後のHCT116細胞を使用した。
ホルマリンにより細胞を固定後、SDSを含む
buffer で回収し、超音波処理によって DNA
を断片化した。抗 Pura 抗体を用いた免疫沈
降を行い、脱クロスリンク処理後、RNase処
理および Proteinase処理を行い、共沈降した
DNA を精製した。p21 遺伝子のプロモータ
ー領域に対するプライマーを使用して、
qPCRにより解析した。 
 
４．研究成果 
① GRWD1、Pura、p53は in vivoにおいて
複合体を形成する 
 抗 Pura 抗体を用いた免疫沈降の結果、
GRWD1の共沈降が認められた。さらに、細
胞に p53 と FLAG タグ付き GRWD1、もし
くは T7 タグ付き Pura を導入し、抗タグ抗
体を用いた免疫沈降を行ったところ、それぞ
れ p53の共沈降が認められた。以上から、in 
vivoにおけるGRWD1-Pura、GRWD1-p53、
Pura-p53 間の相互作用が明らかとなった。
次に、これらが直接結合するのかを調べるた
め、各因子の精製組換えタンパク質を作成し、
in vitro における結合試験を行った。その結
果、Pura-p53 の結合は見られたものの、
GRWD1-Pura および GRWD1-p53 の in 
vitro における直接的相互作用は見られなか
った。これらの結果から、GRWD1-Pura-p53
複合体形成には何らかの因子が必要だと考
えられる。今後、以前行った GRWD1結合候
補 因 子 の 探 索 の 結 果 を も と に 、
GRWD1-Pura-p53 複合体の他のサブユニッ
トを同定したい。 
 
② GRWD1 および Pura のノックダウンは
DNA損傷時の p53活性化による p21の発現
誘導を促進する 
 GRWD1もしくは Puraをノックダウンし
たHCT116細胞にBleomycin処理を行った。
その結果、コントロール siRNA 処理と比較
してGRWD1もしくは Pura発現抑制により、
p53下流因子の一つである p21のタンパク質
量およびmRNA量の増加が観察された。 
 
③ GRWD1 および Pura は p53 による p21
プロモーターの転写活性化を負に制御する 
 p21プロモーター領域を組み込んだレポー
ターを用いたルシフェラーゼアッセイによ
って、GRWD1、Puraが p53による p21遺
伝子プロモーターの転写活性化に与える影
響について検討した。その結果、GRWD1も



しくは Pura の過剰発現によって、p21 遺伝
子プロモーターからの転写が有意に抑制さ
れた。 
 
④Puraは p21プロモーターに結合する 
 作成した抗Pura抗体を用いたChIP assay
により、Pura は p21 プロモーターおよびそ
の周辺に結合していることがわかった。 
 
⑤ 考察 
 得られた結果から、GRWD1 および Pura
が、p53による p21遺伝子の転写活性化に対
して抑制的に機能することが示唆された。現
在その機構として、(1)GRWD1や Puraを含
む複合体が p53と結合し、その p21遺伝子プ
ロモーター領域へのリクルートを抑制して
いる可能性、あるいは (2)これらがプロモー
ター上におけるp53の転写活性化能を抑制し
ている可能性などが考えられる。また、
GRWD1がヒストンシャペロンであることか
ら、当領域におけるヌクレオソーム構造を変
化させることで、その転写活性に影響を及ぼ
している可能性も考えられる。加えて、p53
はストレス条件下において、リン酸化やアセ
チル化などの翻訳後修飾を受けることで転
写活性が制御されることが知られている。そ
のため、両因子が結合することで、その翻訳
後修飾に影響を与えている可能性も否定で
きない。一方、Pura は p21 プロモーターお
よびその周辺に結合していることがわかっ
た。in vitro における結合試験の結果と併せ
て考えると、Puraは p53依存的に p21プロ
モーターおよびその周辺領域にリクルート
されている可能性が示唆される。今後は、そ
の可能性について、p53 siRNA処理細胞やブ
レオマイシン処理によりp53を活性化させた
細胞を用いて調べたい。さらに、GRWD1の
同領域への結合も ChIP assayで調べたい。
加えて、p21遺伝子プロモーターおよびその
周辺領域にGRWD1と Puraが結合すること
によるクロマチン構造の変化や、p53の翻訳
後修飾、および当該領域へのリクルートに対
する両因子の影響なども解析する予定であ
る。 
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