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Noguchi委員の審査結果については別紙（英文）として添付する。

１．論文内容の要旨

細胞周期における正確な DNA 複製および修復によりゲノムが維持される。そのため

にタンパク質分解系が重要な働きをしている。DNAの複製は、細胞周期に正確にそして

一度だけ行われる。Cdt1は、Cdc6-ORCとともにヘリカーゼ MCM2-7をロードして複製

起点をライセンス化し、DNA 複製の準備を行う。DNA の複製が開始すると、ユビキチ

ンリガーゼ CRL4Cdt2が Cdt1をユビキチン化して分解するので、DNAの再複製が抑制さ

れる。また、UVなどによる DNA損傷時にも機能して Cdt1の分解をもたらす。CRL4Cdt2

は、Cdt1が PCNA結合配列（PIPボックス）を介して PCNAに結合するとユビキチン化

する。そして CRL4Cdt2は、PCNAがクロマチンに結合していない G1期においては機能

せず、DNA合成が開始して PCNAが DNAにロードされると Cdt1の分解をもたらす。

この細胞周期に依存した Cdt1分解がゲノム維持に必須であるが、その制御機構はよくわ

かっていない。申請者は、このような課題を明らかにするため研究を行なった。

まず、WD40 リピートを持つ Cdt2 の N 末領域で CRL4 との複合体を形成するが、ユ



 

 

 

 

 

 

 

 
  
 

ビキチン活性が非常に低下することから、C末側に活性化に関わる領域があると考えた。 

Cdt2 C末端に見つかっていた PIPボックス以外の重要な部位を見つけるため、各種欠失

変異体およびアミノ酸置換変異体を作成して解析を進めた。内在性の Cdt2をノックダウ

ンして UV 照射後の Cdt1 の分解をもとに欠失変異による解析を行ったところ、450-550

アミノ酸領域が CRL4Cdt2の活性化に重要であることを見出した。この領域は塩基性アミ

ノ酸が多く、予測解析ツールにより 470-570 アミノ酸領域が DNA 結合活性を持つこと

が示唆された。この特性は、マウス、ニワトリ、カエル Cdt2でも確認された。そこでこ

の領域を含むタンパク質を精製し、 DNA ビーズによるプルダウンおよび電気泳動での 

DNA バンドシフト（EMSA 法）にて、DNA 結合性を持つこと、そして一本鎖 DNA に

強い結合能を示すことを明らかにした。これらの結果から、Cdt2は C末の PIPボックス

により PCNAと結合し、さらに DNAと結合することにより、DNAにロードされた PCNA

上で基質 Cdt1を捉えユビキチン化を促進すると考えた。

２．論文審査結果 

CRL4Cdt2ユビキチンリガーゼは、 DNA複製開始因子 Cdt1をはじめとする PIPデグロ

ンを持つ PCNA結合タンパク質の分解に関わり、DNAの再複製の抑制や DNA損傷修復

において重要な働きをしている。そのような制御のため、CRL4Cdt2は、DNA合成に伴い 

PCNAが DNAにロードされた場合にのみ素早く機能するように制御されているが、そ

の機構の詳細は明らかでない。申請者は、Cdt2の WD40リピートよりなる N末側領域

のみでは、CRL4と結合して複合体を形成できるが、低いユビキチン化活性しか持たな

いことから、C末側領域に重要な部位が存在すると考え各種変異体 Cdt2を作成して研究

を行なった。欠失変異による解析により、活性化に 450-550アミノ酸領域が重要である

ことを見出した。この領域は塩基性アミノ酸が多く DNA結合性が予測され、この領域

を含むタンパク質を精製し、DNA結合性を持つことを発見した。そして、一本鎖 DNA

にも強く結合することを見出した。ゲノム維持のため CRL4Cdt2は、G1期では働かず、S

期が開始して PCNAが DNAにロードされると機能するように制御されている。本研究

は、このような CRL4Cdt2の細胞周期進行に応じた活性の制御機構において、Cdt2の DNA

結合部位が重要な働きをしていることを示す初めての成果である。

よって、本論文は博士（理学）の学位論文として価値のあるものと認める。

また、平成 31年 1月 25日、論文内容およびこれに関連する事項について試問を行っ

た結果、合格と判断した。
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