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      第 1章  

                         序論 

 

 増殖細胞核抗原 (proliferating cell nuclear antigen, 以下PCNA)は自己免疫疾患の抗原
蛋白質として見出され、S期細胞の核内に特異的に凝集することが知られていた。1987
年、SV40 DNAのin vitro複製反応の解析で必須の複製因子であることが示された 
(Prelich et al.,1987)。この蛋白質は29kDのサブユニットからなる3量体で、リング状の
構造をとる (Krishna et al.,1994)。この蛋白質はDNAを包み込む形で結合し、さらに自
由にその上を滑ることから同様の構造と機能を持つDNAポリメラーゼⅢのβサブユ
ニットとともに DNAスライディングクランプと呼ばれる  (Kuriyan and 
O'Donnell.,1993)。DNA鎖伸長反応の際には、もう一つの複製因子RFCがPCNAのロー
ダーとして働き (Tsurimoto and Stillman.,1989)、PCNAと複合体を形成後、ATP結合と
加水分解に伴ってそのリング構造に切れ目を入れてDNAにローディングする 
(Shiomi et al.,2000, Bowman et al.,2004)。さらに、DNA上にローディングされたPCNA
とpolymeraseδ (以下polδ)が相互作用し、長いDNA鎖の合成が行われる (図1-1)。 
この本来の結合パートナーに加え、PCNAには細胞周期制御因子CDK/cyclin (Xiong 

et al.,1992, Matsuoka et al.,1994), 細胞周期制御因子CDK/cyclinの阻害因子p21 (Waga et 
al.,1994, Gulbis et al.,1996, Oku et al.,1998)、DNA修復関連因子 (Smith et al.,1994, Umar 
et al.,1996, Gary et al.,1997)、DNA損傷乗り越えポリメラーゼ (Haracska et al.,2001a, 
Haracska et al.,2001b, Haracska et al.,2002)などが相互作用する。このことからPCNAは
細胞周期の制御、DNA修復にも関わっていると考えられている。さらに複製後、ヌク
レオソームを集合させる因子CAF1 (chromatin assembly factor1)、染色体接着に関与す
る因子Chl12 (Shiomi et al.,2004)およびDNAのメチル化を担うDNA methyltransferase 1 
(以下Dnmt1)とも相互作用することから、PCNAは新生DNAの修飾、ヌクレオソームの
再編および染色体接着にも機能していることが示唆された。私は複製後のPCNAの役
割、特にPCNAとDnmt1の相互作用に着目した (表1-2)。 
 脊椎動物のゲノムでは、CpG配列のシトシンの約80%がメチル化されており、正確
に次世代に伝えられる (Stein et al.,1982, Wolffe.,1994)。このメチル化は遺伝子発現の
制御 (Nan et al.,1997)、X染色体の不活化 (Sado et al.,2000)、ゲノムのインプリンティ
ング (Li et al.,1993)など、染色体レベルのゲノム転写の活性領域および不活性領域の
構築に深く関与する。さらにこのDNAメチル化は発生、分化 (Li et al.,1992)、細胞の
ガン化 (Baylin et al.,1991, Jones.,1996, Lengauer et al.,1997)にも深く関与していると考
えられる。 
原核生物の大腸菌ではDamやDcmと呼ばれる酵素が新生DNA鎖のアデニンやシト

シンのメチル化を行うのに対し (Marinus and Morris.,1973, Palmer and Marinus.,1994)、
脊椎動物ゲノムのメチル化を行う酵素、DNA methyltransferase (Dnmt)は、現在Dnmt1 
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(Bestor et al.,1988, Yen et al.,1992)、Dnmt2 (Yoder et al.,1998)、Dnmt3A、Dnmt3B (Okano 
et al.,1998)、Dnmt3L (Aapola et al.,2000)の5つのタイプが発見されている (表1-3)。 

Dnmt2は細菌型シトシンメチルトランスフェラーゼと相同のモチーフを持つ分子量
47kDの蛋白質である。このヒト型はCpG配列を (Hermann et al.,2003)、またショウジ
ョウバエで見つかりその胚で特異的に発現するDnmt2様蛋白質は、CpA配列とCpT配
列を (Kunert et al.,2003)をメチル化すると言われているが、いずれもin vitroで見い出
された弱い活性で生理的な機能については未知である。Dnmt3A、Dnmt3Bは分子量約
100kDの蛋白質で、in vitroで非メチル化またはヘミメチル化されたCpG配列を区別し
ないでメチル化することからde novo型の酵素であることが知られている (Gowher et 
al.,2001, Aoki et al.,2001)。これらはマウス発生段階の新規のメチル化に関与し、また
これらの遺伝子を欠失したES細胞では外来のレトロウィルスをメチル化できないこ
と (Okano et al.,1999)、Dnmt3B遺伝子は脱メチルによりセントロメアの脱凝集を伴う
ICF症候群の原因遺伝子であること (Hansen et al.,1999)などから、in vivoでもDNAメチ
ル化パターンを作出することが知られている。Dnmt3LはDnmt3AとDnmt3Bのファミ
リー蛋白質で、その触媒活性に関わる配列は保存されておらずメチル化活性は持たな

いが、Dnmt3AとDnmt3BのN末領域に共通して存在するCysに富む領域はお互いに保存
されている。Dnmt3Lはゲノムインプリンティングが起こる生殖細胞で高い発現を示
し、その遺伝子を欠失したマウスの卵から発生した胚では卵母細胞に付加されるはず

のインプリント遺伝子のメチル化が消失していることからインプリンティング遺伝

子のメチル化制御に深く関わっている (Bourc'his et al.,2001)。 
これに対してDnmt1は in vitroではヘミメチルDNA特異的に働き  (Bestor.,1992, 

Araujo et al.,2001)、複製時のDNAのメチル化パターンの保存に関与する (Leonhardt et 
al.,1992)ことから維持型のDNA metyltransferaseとも呼ばれている。Dnmt1はC末端側に
DNAのメチル化活性ドメインを持つ分子量約180kDの蛋白質で、N末端側領域には
Dnmt1 associated protein 1 (DMAP1)結合領域 (Rountree et al.,2000)、核移行シグナル、
PCNA結合領域 (Chuang et al.,1997)、複製点局在化配列 (Leonhardt et al.,1992)、Zn結合
配列  (Chuang et al.,1996)、 Polybromo-1蛋白質のホモログ配列  (Nicolas and 
Goodwin.,1996)、ヘミメチル化DNA認識領域 (Araujo et al.,2001)、Retinoblastoma (RB)
結合領域 (Pradhan and Kim.,2002)が存在し、C末端側のメチル化活性領域を制御する
と考えられている (図1-4)。in vivoでもDnmt1遺伝子ノックアウトマウスでは着床後
8.5日で致死となることからDnmt1によるゲノムDNAの維持は生理的に重要である 
(Li et al.,1992)。 
近年、ある種のヒトがん細胞ではDNAのメチル化の維持にはDnmt1だけでなく

Dnmt3Bが必要であること (Rhee et al.,2002)、またES細胞でもDnmt1に加えてDnmt3A
とDnmt3Bが必要であることも報告されており (Chen et al.,2003)、Dnmt1によるDNAの
半保存的なメチル化に対してDnmt3AとDnmt3Bが補助的に働くことが示唆されてい
る。しかしながら、それらの詳細な分子メカニズムに関しては依然として不明のまま
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である。 
1997年Chuang らはDnmt1は多くのPCNA結合蛋白質で保有される典型的なPCNA結
合モチーフ-Q--L/I--FF--を保有しており (図1-4)複製因子PCNAと直接相互作用するこ
と、またこの相互作用がp21の合成ペプチド断片により阻害されることを報告した。
このことから細胞周期において細胞内のp21の存在量依存的にPCNA-Dnmt1間の相互
作用が制御され、その結果複製時のゲノムのメチル化の度合いが制御される可能性を

示唆した (Baylin.,1997)。しかしながら、このモデルの基になるPCNA-Dnmt1間の相互
作用がDnmt1のメチル化活性の促進するという直接の証拠は示すことができなかった。
したがってPCNA-Dnmt1間の相互作用が意味する生理的な機能は依然として不明のま
まである。本研究ではChuangの報告では見出せなかったPCNAによるDnmt1活性の制
御メカニズムを詳細に解析することを目的とした。 
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図 1-1 DNA複製時における RFC、PCNAおよび polδの機能の関係 

クランプローダーである RFCは PCNAと複合体を形成した後、DNAの 3’末端を指標として ATP依存的に PCNA

を DNA上へローディングする。polδは PCNAとの結合を介して PCNA依存的に長い DNA鎖の合成を行う。 
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表 1-2 PCNA結合蛋白質とその機能 

複製因子 PCNA は同じ複製因子である RFC、polδと結合する以外に、DNA 修復関連因子、細胞周期制御に関わ

る因子、新生 DNAの修飾およびヌクレオソームの再編に関わる因子などとも結合し、機能していると考えられて

いる。 
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表 1-3 哺乳動物の methyltransferaseの構造とその機能 

哺乳動物では図で示すように 5つのタイプの methyltransferaseが発見されている。図中に methyl transferase間で保

存されている Cys-rich 領域および触媒モチーフを示した。Dnmt2 はメチル化触媒モチーフを保有するにも関わら

ず、そのメチル化活性はほとんど検出されず機能未知である。逆に Dnmt13Lは触媒モチーフは保有しないが、イ

ンプリント遺伝子のメチル化に関与する。Dnmt3A、Dnmt3B が発生時における新規のメチル化を行うのに対し、

Dnmt1は polδによって複製された DNAのメチル化の保持に関与するので維持型のメチルトランスフェラーゼと

も呼ばれている。 
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図 1-4 Dnmt1の機能領域と PCNA結合

代表的な Dnmt1の機能領域 (赤塗部た

て報告されている human、mouse、chic

Dnmt1 associated protein1 (DMAP1)結合

ナル (NLS: アミノ酸番号 194-213)、複製

アミノ酸番号 653-691)、Retinoblastoma

末端側の触媒ドメインを制御すると考え

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(159)－TRQTTITAHFTKG－(171) 
(162)－TRQTTITSHFAKG－(174) 
human Dnmt1
(182)－GRQFTILSVFSKG－(171) 
chicken Dnmt1 
mouse Dnmt1 
Zn 

C末

モチーフ 

は下線部)およびメチル化活性領域 (黒塗部)を示す。また Chuangらによっ

ken Dnmt1の PCNA結合モチーフを示した。 

領域 (DMAP1: アミノ酸番号 1-126)、 PCNA結合モチーフ、核移行シグ

点局在下配列 (FTR: アミノ酸番号 320-567)、 Zinc finger様モチーフ (Zn: 

 (RB)結合領域 (RB: アミノ酸番号 1-336)は Dnmt1の N末端側に存在し、C

られている。 
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第 2章  
PCNAと Dnmt1の結合の特異性と PCNA上の Dnmt1の相互作用領域の解析 
 
                 2-1 序  
 PCNAが polδの補助因子としてだけでなく、複製後も CAF-1や Dnmt1の DNA修
飾に関与する因子と相互作用し機能していることが示唆されている。例えば、CAF1
依存的なクロマチン凝集は DNAに結合した PCNAが起点となり起こることが報告さ
れている (Shibahara and Stillman.,1999)。しかし PCNAと Dnmt1は相互作用するもの
の、今だその活性制御のメカニズムは明らかにされていない。これまでにいくつかの

PCNA結合蛋白質の PCNA上での相互作用領域が同定されている。例えば polδ、RFC、
p21、CAF1との結合には、PCNAのリング上の C末端が位置する面 (以下 C面と呼ぶ)
に露出した共通のループが必要とされる。このことは PCNAがこれら蛋白質が機能す
る足場となっていると同時に、お互いが PCNAへの結合を競合し、活性を調節し合う
機構も考えられる。実際、in vitroにおいて PCNA依存的な polδの DNA合成活性お
よび RFCの ATPase活性の促進は p21添加により阻害される (Waga et al.,1994, Oku et 
al.,1998)。このように PCNA と Dnmt1 の結合の特異性を解析することは、PCNA と
Dnmt1の活性調節機能を推測する上で有力な情報になる。この章では PCNAと Dnmt1
の結合の特異性、特に PCNA 上での Dnmt1 の相互作用領域を明らかにすることを目
的とした。 
 
 
                          2-2 材料と方法 
 
Dnmt1発現プラスミド pDn1-159、pDn51-255W、pDn51-255Mおよび、バキュロウイ
ルス bHis-DnFLの作製 
 
野生型マウス Dnmt1の N末端領域をコードする cDNA 2種類を大阪大学蛋白質研

究所田嶋正二博士により供与された (Takagi, H et al.,1995)。その一つは 159番目から
171番目の PCNA結合モチーフが正常なもので、もう一つはその領域の 167番目のヒ
スチジンがアルギニンに変わった変異型である。これらを用いて以下の Dnmt1断片を
発現するプラスミドおよびバキュロウイルスを得た。 

 
pDn1-159 (野生型 Dnmt1アミノ酸番号 1-159断片発現プラスミド) 
pDn51-255W (野生型 Dnmt1アミノ酸番号 51-255発現プラスミド) 
pDn51-255M (変異型 Dnmt1アミノ酸番号 51-255発現プラスミド) 
bHis-DnFL (完全長 Dnmt1発現バキュロウイルス)と表記する。 
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pDn51-255W (野生型)および pDn51-255M (PCNA 結合配列の変異型)はマウス 
Dnmt1の cDNA 153~765塩基対領域を EcoRⅠ-BamHⅠ部位で切り出し、GST融合発
現ベクターpGEX4T-1 (Amersham Biosciences)の Eco RⅠ-XhoⅠ部位に挿入して得た。
この際、Dnmt1の cDNA側の BamHⅠ切断部位および、PGEX4T-1の XhoⅠ切断部位
は T4 DNApolymerase (TAKARA)で平滑末端化した。 
また pDn1-159は２種のプライマー 

5'-CCCGGATCCATGCCAGCGCGAACAGCTCC-3'と5'-CCTAGGTCTGTCTCTTCGTT-3' 
(Sawaday)を用いた PCRによりマウス Dnmt1 cDNAの 1~477塩基対領域を増幅した。
BamHⅠ-SalⅠで切断後、pGEX4T-1の BamHⅠ-SalⅠ部位に挿入して得た。 

bHis-DnFLは、完全長マウス Dnmt1の cDNAを pFastBacHTb (Invitrogen)の BamHⅠ
と平滑末端化された XhoⅠ部位間に挿入したプラスミドをもとに作成したものを大
阪大学蛋白質研究所田嶋正二博士より供与された。 
 
Dn1-159、Dn51-255W、Dn51-255Mおよび His-DnFLの調製 
本研究には以下の 4種類の Dnmt1の発現蛋白質をそれぞれ調製し用いた。 

 
Dn1-159 (野生型 GST融合 Dnmt1アミノ酸番号 1-159) 
Dn51-255W (野生型 GST融合 Dnmt1アミノ酸番号 51-255) 
Dn51-255M (変異型 GST融合 Dnmt1アミノ酸番号 51-255) 
His-DnFL (野生型 His融合完全長 Dnmt1)と表記する。 
 
まず Dn1-159、Dn51-255W および Dn51-255M 蛋白質の調製に関して、pDn1-159、
pDn51-255W または pDn51-255M を保持した大腸菌 BL21 それぞれを、2L の LB 
(Luria-Bertani)培地 (polypeptone 20g、yeast extract 10g、NaCl 20g)に添加した。 
30℃で OD (600)=0.4 まで菌体を培養し、IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactopyraoside) 
0.4mgを添加した。この後さらに10時間培養しDn1-159、Dn51-255WまたはDn51-255M
の発現を誘導した。菌体は遠心 (6000rpm、7 分)で回収した後、40ml の lysis buffer 
(25mM Tris-HCl pH 7.9、0.1% Nonidet P-40、1mM EDTA、0.1M NaCl)に懸濁し、超音
波により破砕、さらに超遠心 (33000rpm、30 分)して上清を回収して蛋白質抽出液を
得た。 
得られた蛋白質抽出液 (Dn1-159: 総蛋白質量 1050mg、Dn51-255W: 総蛋白質量

550mg、Dn51-255M: 総蛋白質量 630mg)は 4℃下、30mlの lysis bufferで平衡化した 3ml
の GSH セファロース 4B (Amersham Biosciences)に添加した。カラムを 30ml の lysis 
bufferで洗浄した後、いったん室温状態に戻して 30mlの 5mM ATPを含んだ lysis buffer
で洗浄した。この操作は GSH セファロースにクロスコンタクトする大腸菌由来のヒ
ートショック蛋白質を除去する目的で行った。再度カラムを 4℃下に戻し、さらに
30mlの 3M NaCl を含んだ lysis bufferで洗浄した後、10mM glutathioneを含んだ lysis 
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buffer で 300ul ずつ溶出した。Dnmt1 断片が含まれる分画は、含まれているグルタチ
オンを除去するために 10mM HEPES pH 7.4、0.15M NaCl、3mM EDTA、0.005% Tween20
に対して透析し、最終標品 Dn1-159:12mg/ml (300ul)、Dn51-255W:80ug/ml (300ul)、
Dn51-255M:200ug/ml (300ul)とした。 
 次に His-DnFLの調製に関して、まず昆虫細胞 Sf９を 10%FBSを含むグレース昆虫
細胞培地 (GIFCO)を用い 27℃で培養した。細胞濃度 1.5×107Cells/150mm dishに対し、
bHis-DnFLを感染させ、27℃、60時間培養して His-DnFLを発現させた。150mm dish 20
枚分の感染した Sf9細胞を回収し、4℃下で TD buffer (25mM Tris-HCl pH 7.4、0.136M 
NaCl、6.7mM KCl、0.7mM Na2HPO4)に懸濁した。この後遠心 (1200rpm、5分)で回収
した細胞に対し、8mlの B buffer (50mM Tris-HCl pH 8.0、0.15M NaCl、1mM EDTA、
10% glycerol、1mM PMSF)と最終濃度 0.5%の NP40を加え、voltexで 30秒間激しく撹
拌して細胞を破砕し、さらに 4℃で 20 分間静置した。その後最終濃度 0.5M の NaCl
を加え、さらに 4℃で 20分間静置した。蛋白質抽出液は超遠心 (33000rpm、30分間)
を行ない、その上清として得た。 
 得られた蛋白質抽出液 (蛋白質量: 117mg)は 4℃下、1Lの bufferA (0.5M NaCl、20mM 
Tris-HCl pH 7.9、0.1% NP40)で透析後、同じバッファーで平衡化した 3mlの Ni-NTA 
Resin (Novagen)に添加した。10mlの 60mM イミダゾール を含む bufferAでカラムを
洗浄後、1M イミダゾールを含む bufferAで溶出し 500ulずつ分画した。His-DnFLが
含まれる分画は 1mM EDTA を含む bufferA で平衡化した Sephacryl S-300 HR (直径
1.5cm×40cm、Amarsham Biosciences)に添加し、900ul ずつ溶出した。His-DnFL が含
まれる分画は 0.5M NaCl、20mM Tris-HCl pH 7.9、0.1% NP40、1mM EDTAで平衡化し
た 200ulの hydroxyapatite (Bio-Rad)に添加し、20mM KPO4 (pH 7.0)、0.5M NaCl、10% 
glycerol、0.1% NP40で洗浄後、KPO4の濃度を 100mM にした同じバッファーで 120ul
ずつ溶出した。His-DnFLが含まれる分画はMicrocon YM-10 (MILLIPORE)を用いて濃
縮して最終標品 165ug/ml (150ul)とした。 
 
flag融合変異 PCNA発現プラスミドの調製 
 flag エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 を コ ー ド す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

5'-CCCCATGGATCCCATGCATCATCATCATCATCATGACTACAAGGATGACGACGAC
AAGCATATGGG-3' と

5'-CCCATATGCTTGTCGTCGTCATCCTTGTAGTCATGATGATGATGATGATGCATGGG
ATCCATGGGG -3' (Sawaday、Japan)をアニールした後、NcoⅠ、NdeⅠで切断し、pET28a 
(Novagen)のマルチクローニングサイトの NcoⅠ-NdeⅠ部位に挿入した。さらにその下
流にヒト、マウス、出芽酵母 PCNA、8 個のヒト-出芽酵母ハイブリッド PCNA 変異
体、C末端欠失ヒト PCNA変異体Δ254の遺伝子 (Fukuda et al.,1995、Oku et al.,1998)
を挿入して、12種類の flag融合 PCNAを発現するプラスミドを得た。 
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PCNAおよび flag-PCNAの調製 
 ヒト PCNAとヒト-出芽酵母キメラ PCNA、ヒト PCNA C末変異体、単一アミノ酸
置換 PCNA 変異体は九州大学染色体機能学研究室釣本グループのストックを使用し
た。変異 PCNA発現プラスミドは Fukudaらによって (Fukuda et al.,1995)、ヒト-出芽
酵母キメラ PCNA 発現プラスミドは Ikeda らによって (Ikeda 修論)作製されたものを
使用した。 
 flag-ヒト、マウス、出芽酵母 PCNA、flag-ヒト-出芽酵母キメラ PCNA、flag-Δ254
は、発現プラスミドを保有した大腸菌 (BL21)を 100ml の LB 中 30℃で培養し、
OD600=0.4となった所で IPTG 20ug添加により 10時間蛋白質を発現誘導した。菌体
を遠心 (6000rpm、7分)で回収した後、3mlの l25mM Tris-HCl pH 7.9、0.01% Nonidet P-40、
1mM EDTA、25mM NaClに懸濁した。超音波で菌体を破砕した後、超遠心 (33000rpm、
30分)で上清を分離して蛋白質抽出液を得た。 
これらそれぞれ総蛋白質量 30mg 程度の蛋白質抽出液は 4℃下、bufferA (25mM 

Tris-HCl pH 7.9、1mM EDTA、10% glycerol、0.01% NP40、300mM NaCl)で平衡化した
Q sepharose (Amersham Biosciences)に添加した。同じ bufferでカラムを洗浄した後、
bufferA (600mM NaCl)で 200ulずつ溶出した。flag-PCNAの存在する分画を bufferAで
平衡化した Sephacryl S-300 HR (Amersham Biosciences)に添加し 300ulずつ溶出した。
flag-PCNAの存在する分画をそれぞれ最終産物 250ug/ml (275ul)程度とした。 
 
蛋白質の SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）と染色 
試料に等量の 2×SDS gel loading buffer (100mM Tris-HCl pH 6.8、200mM dithiothreitol、

4% SDS、0.2% bromophnol blue、20% glycerol)を加え、95℃で 5分加熱後 12.5％ポリ
アクリルアミドゲルあるいは 4-20%ビスアクリルアミドゲル（テフコ）を用いて 40mM、
55分間の条件で電気泳動した (Laemmli.,1970)。泳動後ゲルを fixer (50%メタノール、
10%酢酸)で固定した後、ラピットステイン CBB staining kit (nacalai tesque)、または
2D-silver stain daiichi kit (Daiichi Pure Chemicals)で染色した。 

 
ウエスタンブロッティング 

SDS-PAGE の泳動後のゲル中の蛋白質は、転写バッファー（0.1M Tris-HCl、0.2M 
glycine）を用いたセミドライ転写装置により 30分間、4mA/cm2の条件で Hybond-P膜
（PVDF膜：Amersham Biosciences）に転写した。1%ドライミルク（雪印）を含む TBS 
(30mM Tris-HCl  pH 7.4、0.2M NaCl)で膜をブロッキング後、1次抗体と室温で 1時間
インキュベートした。次に、同じ bufferで膜を 3回洗浄後、HRP標識された抗ウサギ
またはマウス IgG抗体 (Bio-Rad)を添加し、室温でさらに一時間インキュベートした。
TBSによる 3回の洗浄後、抗体が結合した蛋白質は化学発光を利用した ECL 検出 kit  
(Amersham Biosciences)を用いて X線フィルム (Fuji film)に露光し可視化した。 
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蛋白質定量 
蛋白質はブラッドフォード法を適用した protein assay Kit (Bio-Rad)を用いて、付属
の BSA をスタンダードとして検量線を作成し定量した。またゲル上で染色された蛋
白質は、ゲル画像上のバンド強度を KODAK image analysis system Ver.3.5 (Eastman 
Kodak Company)ソフトウェアにより測定し、スタンダード BSAのバンド強度と比較
することにより定量した。 
 
Biacore 2000を用いた Dnmt1と PCNAの結合性の解析 (図 2-1) 
 SPR (表面プラズモン共鳴)による実験はランニングバッファーとして HBS (10mM 
HEPES-NaOH pH 7.4、3.4mM EDTA、0.05% Tween 20、150mM NaCl、50ug/ml BSA)を
使用し、Biacore 2000 (Biacore AB)により行った。flag–ヒト PCNA (1×103 resonance 
units)は抗 flagモノクローナル抗体 (1.0×104 resonance units、Sigma)との結合を介して
予め CM5センサーチップ (Biacore AB)に固定化した。反応速度的な実験は図 2-1で示
した濃度の Dnmt1断片 (His-DnFL, Dn51-255W, Dn51-255M, Dn1-159) 25ulを 25℃、
5ul/minの条件でインジェクトした。Dnmt1断片注入時のセンサーグラムはヒト PCNA
が結合したフローセルとブランクのフローセルのシグナルの差として求めた。解離定

数 (KD)は BIAEVALUATION 3.0 software (Biacore AB)の steady state affinityモードで算出し
た。 
 
pull down assayによる PCNAと Dnmt1の結合性の解析(図 2-2、図 2-5、図 2-7、図 2-9) 

Dnmt1断片に融合した GSTタグを利用した解析では、150ngの GST融合 Dnmt1断
片 (図 2-2 A-1, A-2: Dn51-255W, Dn51-255M, Dn1-159、 図 2-5 B,図 2-7,図 2-9: 
Dn51-255W)、20ulベッドボリュームの GSH sepharose 4B (Amersham Biosciences)を
50ulの bufferA (Tris-HCl pH 7.5、1mM EDTA、10% glycerol、0.01% NP40、100mM NaCl)
中、4℃で 1時間インキュベートして結合させた。それに対して 500ngの PCNA （図
2-2 A-1: ヒト PCNA、 図 2-2 A-2: 出芽酵母 PCNA、図 2-5 B: ヒト-出芽酵母キメラ
PCNA、図 2-7: ヒト PCNA C末変異体、図 2-9 ヒト PCNA単一アミノ酸置換変異体）
を添加し、4℃でさらに 3時間インキュベートした。反応後のビーズは 100ulの bufferA
で 3回洗浄し、Dnmt1断片に結合した PCNAを 20ulの 1×SDS gel loading bufferで溶
出した。そのうちの 10ul は電気泳動後、抗ヒト PCNA モノクロ－ ナル抗体（5A10; 
MBL）または抗出芽酵母 PCNA ウサギ抗血清 (大阪大学 A.Sugino博士より供与)によ
るウエスタンブロッティングまたは銀染色法で検出した。 

PCNAに融合した flagタグを利用した解析では、1.8ugの抗 flagモノクロ－ ナル抗
体 (M2: Sigma)、1ugの flag-PCNA (図 2-2 B-1: flag-ヒト PCNA、図 2-2 B-2: flag-ヒト、
マウス、出芽酵母 PCNA、図 2-5 A: flag-ヒト-出芽酵母キメラ PCNA)および 10ulベッ
ドボリュームの proteinA sepharose (Amersham Biosciences)を 50ulの bufferA (pH 8.0)中 、
4℃で 30分間インキュベートした。反応後のビーズを 100ulの同じ bufferで 4回洗浄
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すると、抗 flag抗体には約 100ngの flag-PCNAが捕捉された。ここに図 2-2 B、図 2-5 
Aで示した Dnmt1断片を添加し、4℃でさらに 3時間インキュベートした。反応後の
ビーズは 100ulの同じ bufferで 4回洗浄し、flag-PCNAに結合した Dnmt1断片を 20ul
の 1×SDS gel loading bufferで溶出した。そのうちの 10ulは電気泳動後、抗 Hisモノ
クロ－ ナル抗体（Qiagen）によるウエスタンブロッティングまたは銀染色法で検出し
た。 
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                             2-3 結果 
 
ヒト PCNAとマウス Dnmt1の結合の特異性 

Chuangらはヒトまたはマウス Dnmt1上での PCNAの相互作用に必要な領域はアミ
ノ酸番号 159-171であると報告した (Chuang et al.,1997)。PCNAと Dnmt1の相互作用
について、まずこれらの結合の特異性を調べるために、Biacore2000を用いた SPR (表
面プラズモン共鳴)の手法によりヒト PCNA とマウス His-DnFL 、Dn51-255W、
Dn51-255Mおよび Dn1-159の結合性を定量比較した (図 2-1)。 

Biacore2000 のセンサーチップに抗体を介して 1×103 respnance units のヒト PCNA
を固定化し、それぞれ図 2-1で示した濃度のマウス由来の Dnmt1断片を注入して結合
性をみた結果、マウス Dn51-255W を注入した場合はその濃度依存的にセンサーグラ

ムの値が上昇し、これとヒト PCNA の結合定数は KD値=3.3×10-7M と比較的安定な
結合を示す値を得た (図 2-1 B)。これに対して PCNA 結合領域に変異があるマウス
Dn51-255Mを注入した場合は、より高濃度の試料を注入してもわずかなセンサーグラ
ムの上昇しかみられず KD値=3.8×10-5M (図 2-1 C)と弱い結合しかしないことを示し
た。さらに PCNA結合領域を持たないマウス Dn1-159のセンサーグラムはバックグラ
ンドレベルでありヒト PCNA との結合を示さなかった（図 2-1 D）。さらに、マウス
His-DnFLは PCNA結合領域を完全に含むにもかかわらず KD値=1.3×10-5M (図 2-1 A)
と弱い結合性しか示さなかった。以上よりマウス Dn51-255Wはヒト PCNAと特異的
に結合し、その結合には PCNA結合部位の一定のアミノ酸配列が必要であった。しか
し、マウス His-DnFLは Dn51-255Wと同じ PCNA結合モチーフを保有するにもかかわ
らずヒト PCNAとの直接の結合が弱いことが解った。 
この結果を GST タグによる pull downにより検証した (図 2-2 A-1)。それぞれ 20ul
の GSHビーズあたり 150ng の Dn51-255W、Dn51-255M、Dn1-159およびコントロー
ル GSTを結合させて、500ngのヒト PCNAを混合して結合性をみた結果、ヒト PCNA
は正常な PCNA結合モチーフを保有するマウス Dn51-255Wと結合するが、コントロ
ール GST、マウス Dn51-255Mおよび Dn1-159との結合は検出限界以下だった。 
さらに flagタグによる免疫沈降によって、flag-ヒト PCNAに対するマウスHis-DnFL、

Dn51-255W、Dn51-255Mの結合性を比較した (図 2-2 B-1)。10ulのプロテイン Aビー
ズに抗体を介して約 100ng のヒト PCNA を結合させて、それぞれ 3.3pmol のこれら
Dnmt1断片を混合して結合性をみた結果、マウス Dn51-255Wは添加量の 9.1%がヒト
PCNAと結合した。しかし、マウス His-DnFLと Dn51-255Mは PCNA依存的に結合す
るものの、モル換算でそれぞれ Dn51-255W の 1/6 (添加量の 1.5%)と 1/11 (添加量の
0.8%)の結合性を示した。これらの結合性の傾向は SPRの結合定数で示される結合性
の違いと一致した。 
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PCNAと Dnmt1の結合の種特異性 
 PCNAと Dnmt1の結合の種特異性を調べるためにヒト、マウス、出芽酵母 PCNAと
マウス Dnmt1断片の結合性を調べた (図 2-2 A-2、図 2-2 B-2)。 
 まず GST タグによる pull down によって、マウス Dnmt1 由来の Dn51-255W、
Dn51-255M、Dn1-159 およびコントロール GST への出芽酵母 PCNA の結合性を比較
した。それぞれ 20ulの GSHビーズあたり 150ngのこれら GST融合マウス Dnmt1断
片を結合させ、500ngの出芽酵母 PCNAを混合して結合性をみた結果、マウス由来の
Dn51-255W、Dn51-255M、Dn1-159に対する出芽酵母 PCNAの結合はいずれも検出限
以下だった (図 2-2 A-2)。 
また flag タグによる免疫沈降を用いて、flag-ヒト PCNA、flag-マウス PCNA、flag-
出芽酵母 PCNAに対するマウス由来のHis-DnFLまたはDn51-255Wの結合性を比較し
た。10ul のプロテイン A ビーズに抗体を介して約 100ng の flag-ヒト、マウスまたは
出芽酵母 PCNA を結合させて、それぞれに対して 400ng のマウス His-DnFL または
100ng の Dn51-255W を混合して結合性をみた。その結果、flag-出芽酵母 PCNA に対
するマウス由来の His-DnFL または Dn51-255W の結合は非常に弱いのに対し、flag-
マウス PCNA、flag-ヒト PCNAそれぞれに対するマウス His-DnFLまたは Dn51-255W
の結合性はほぼ同程度だった (図 2-2 B-2)。以上より、マウス由来の His-DnFL、
Dn51-255W ともに出芽酵母 PCNA に対してはほとんど結合しないという特異性を持
つにもかかわらず、ヒト PCNA とマウス PCNA に対しては種間を越えてほぼ同程度
結合した。 
 
ヒト-出芽酵母キメラ PCNA変異体および PCNA C末端変異体と Dnmt1の結合性 
 PCNA 上で Dnmt1 が結合する領域を調べるためにマウス Dnmt1 由来の His-DnFL、
Dn51-255Wとヒト-出芽酵母キメラ PCNA変異体 (図 2-3、図 2-4 A, B)および C末欠
失ヒト PCNA変異体Δ254 (ヒト PCNAのアミノ酸番号 254-261を欠失：Δ254と表記
する)との結合性を調べた (図 2-5)。 
まず flagタグによる免疫沈降を用いて、flag-キメラ PCNAおよび flag-Δ254に対す

るマウス His-DnFLの結合性を解析した。10ulのプロテイン Aビーズに抗体を介して
約 100ng のキメラ PCNA または C 末欠失ヒト PCNA を結合させて、それぞれ 400ng
のマウス His-DnFLを混合して結合性をみた。その結果、野生型ヒト PCNAとマウス
His-DnFLの結合と比べて、変異型の region2は 7%、ID loopは 1%、region6は 22%、
region7は 19%、Δ254は 3%の結合量しか示さなかった (図 2-5 A)。その他の変異体
に関しては野生型のヒト PCNAと比べて、結合が 66％以上であった。 
次にGST タグによる pull downによって、マウスDn51-255Wに対するキメラ PCNA
およびΔ254の結合を解析した。それぞれ 20ulの GSHビーズあたり 150ngのマウス
Dn51-255Wを結合させて、500ngのキメラ PCNAまたは C末欠失ヒト PCNAを混合
して結合性をみた。その結果、マウス Dn51-255Wと野生型ヒト PCNAの結合と比べ
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て region2は 50%、ID loopは 26%、region6は 43%、region7は 59%の結合量を示し、
Δ254は検出以下であった (図 2-5 B)。その他の変異体に関しては野生型のヒト PCNA
と比べて、結合が 66％以上であった。この 2 種類の解析を比較すると、His-DnFL、
Dn51-255Wともに野生型ヒト PCNAと比べて region2、ID loop、region6、region7、Δ
254との結合性が 66%未満であった (図 2-5 C)。したがって、マウス His-DnFLおよび
Dn51-255Wいずれの場合もヒト PCNAとの結合には PCNAのリング上の region2 、ID 
loop、region6、region７、C末端側領域の 5ケ所の領域が必要であることが示された。
この中で region6はこれまでに報告されている PCNA結合蛋白質の結合に必要な領域
としては表れておらず、Dnmt1の結合に特異的であった (表 2-10、図 2-11)。 
更に PCNAの C末領域は報告されている大部分の PCNA結合蛋白質の結合に必要
な領域であることがこれまでに報告されているため、マウス Dn51-255Wとヒト PCNA 
C末領域の結合性を GST タグによる pull downによって詳細に調べた (図 2-7)。解析
にはヒト PCNAの C末領域の配列を中性アミノ酸アラニンに置換した変異体および、
C末からアミノ酸を削除した変異体を用い、その変異部位は表 2-6に示した。それぞ
れ 20ulの GSHビーズあたり 150ngのマウス Dn51-255Wを結合させて、500ngのヒト
PCNA C末変異体を混合して結合性をみた。その結果、マウス Dn51-255Wに対する野
生型ヒト PCNAの結合量と比べてΔ254-261、Δ255-261、Δ257-261は検出限界以下、
K254AI255A は 30%、K254AI255AE256A は 23%、E256AD257AE258AE259A は 19%
の結合量しか示さなかった。その他の変異体に関しては野生型のヒト PCNAと比べて、
結合が 66％以上であった（図 2-7）。以上より、マウス Dn51-255Wとの結合にはヒト
PCNAの C末領域ループ上の一定のアミノ酸配列が必要であった。 
 
アラニン置換 PCNA変異体と Dnmt1の結合性 
 PCNAの荷電型アミノ酸および PCNAの 3量体保持に必要と考えられている領域の
疎水性アミノ酸をアラニンに置換したヒト PCNA の変異体  (図 2-8)とマウス
Dn51-255Wの結合性を GST タグによる pull downによって調べた (図 2-9)。それぞれ
20ulの GSHビーズあたり 150ngのマウス Dn51-255Wを結合させて、500ngのアラニ
ン置換ヒト PCNA 変異体を混合して結合性をみた。その結果、野生型ヒト PCNA の
結合量と比べて、region2の隣に位置するアミノ酸 D41Aの結合が 50%、 サブユニッ
トの interface領域にある I78A、I154A、I180A、L182Aとの結合がそれぞれ 58％、28%、
58%、52%の結合量を示した (図 2-9 A)。D97Aは一見結合性が低下しているように見
えるが、このアミノ酸は用いた抗ヒト PCNA モノクロ－ ナル抗体 (5A10)のエピトー
プにあたると考えられ、別途抗ヒト PCNAポリクローナル抗体を用いて検出を行うと
ほとんど野生型と同じ結合性を示す結果を得た (図 2-9 B)。その他の変異体に関して
は野生型の PCNAと比べて、結合が 66％以上であった。以上より、Dn51-255Wとの
結合には PCNA上の D41が重要である。また I78、I154、I180、L182は PCNAサブユ
ニット間のインターフェイスにある疎水性アミノ酸で、いずれも 3量体構造をとらな
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いことが示されている (Ikeda修論)。これらがいずれも Dnmt1断片との結合性を低下
させたことは、PCNAの 3量体構造が Dnmt1との結合に重要であることを意味する。
この PCNA と Dnmt1 の結合に必要な領域を他の PCNA 結合蛋白質である RFC、pol
δおよび p21 (C末断片)のものと比較し表 2-10にまとめた。 
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図 2-1 実験に使用したマウス Dnmt1および Dnmt1断片とそのセンサーグラム 

PCNA 結合モチーフ（灰色部）を含む既に報告されている Dnmt1 の代表的なモチーフおよび、タグが付加された

Dnmt1 断片を左のパネルに示した。A)His-DnFL：His タグが付加された完全長 Dnmt1。B)Dn51-255W：GST タグ

が付加された N末端側の断片。このペプチドは図中に示したような野生型 PCNA結合モチーフ（アミノ酸番号 159 

Thrから 171 Gly）を含む Dnmt1の 51から 255番目のアミノ酸配列を有する。C)Dn51-255M：GSTタグが付加さ

れた N末端側の断片。このペプチドは Dn51-255Wと比べて、PCNA結合モチーフ(＊)の 167番目の Hisが Arg(太

字)に変異した以外は同じアミノ酸配列を有する。D)Dn1-159：Dnmt1 の 1-159 番目のアミノ酸配列を有する N 末

端側フラグメント。PCNA結合モチーフの直前までの配列を持つ。 
右のパネルはこれら Dnmt1断片を PCNAが固定化されたセンサーチップにインジェクトして得られたセンサー

グラム。インジェクトした Dnmt1 断片の濃度はセンサーグラムの右に示し、実験から計算されたＫＤ値はセンサ

ーグラムの中に示した。 
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図 2-2 pull down assayによる PCNAと Dnmt1の相互作用の解析 

A) GST-マウス Dnmt1 断片 150ng が結合したグルタチオンビーズに 500ng の PCNA を

PCNA 量。GST、Dn51-255W、Dn1-159 に対するヒト PCNA(hPCNA)(A-1)、出芽酵母

結果。hPCNAは抗ヒト PCNAモノクローナル抗体、s.cPCNAは抗出芽酵母ポリクロ

スタンブロッティングで検出した。比較として量のわかっている精製 PCNAを泳動し

B) flag抗体ビーズに flag-PCNA約 100ngを固定し、そこにマウス Dnmt1断片を添加し

断片量。B-1. flag-hPCNAに対する His-DnFL、Dn51-255W、Dn51-255Mの pull down a

に添加した Dnmt1断片量、下に添加した Dnmt1に対する hPCNAへの結合量の割合(

に 400ngの His-DnFLまたは 100ngの Dn51-255Wを添加し、flag-ヒト、マウス、出芽

したマウス Dnmt1断片量を比較した。Dnmt1断片はそれぞれ銀染色で検出した。 
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図 2-3 ヒト、米、ショウジョウバエ、出芽酵母 PCNAのアミノ酸配列 

本研究で使用したヒト、出芽酵母 PCNAのアミノ酸配列を Fukuda et al.,1995より引用した。PCNAの種間で保存

されている塩基性アミノ酸(リジン、アルギニン)は黒塗で、酸性アミノ酸(グルタミン酸、アスパラギン酸)は灰色

で示した。βシート、αへリックスに対応する領域(βA1～βI2、αA1～αB2)を図中に示した。 
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図 2-4 実験に使用したヒト-出芽酵母キメラ PCNA 

A) ヒト PCNAから出芽酵母 PCNAに置換されたアミノ酸配列。 

B) ヒト-出芽酵母キメラ PCNAのヒトから出芽酵母に置換されたアミノ酸配列の部位。黒で塗りつぶされた部分

はヒト PCNAの変異が導入された領域。 
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図 2-5  pull down assayによるヒト-出芽酵母キメラ PCNA、Δ254と Dnmt1の相互作用の解析 

A) flag抗体ビーズに flag-ヒト PCNA、flag-ヒト-出芽酵母キメラ PCNA、flag-Δ254約 100ngを固定し、そこに 400ng

の His-DnFLを添加した際の、結合した His-DnFL量。His-DnFLは抗 Hisモノクローナル抗体を用いたウエス

タンブロッティングで検出した。パネル下の数字は flag-wildヒト PCNAに対する His-DnFLの結合量を 100%

とした相対値(%)。Δ254はヒト PCNAの C末から 9アミノ酸を欠失した変異体を示す。 

B) Dn51-255W 150ngが結合したグルタチオンビーズに 500ngのヒト PCNA、ヒト-出芽酵母キメラ PCNA、 

Δ254 を添加した際の、結合した PCNA 量。各 PCNA は抗ヒトモノクローナル抗体を用いたウエスタンブロ

ッティングで検出した。パネル下の数字は Dn51-255Wに対する wildヒト PCNAの結合量を 100%とした相対

値(%)。 

C) Aと Bの定量のグラフ。白棒：PCNAと結合した His-DnFL、黒棒：Dn51-255Wに結合した PCNAを示す。 
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表 2-6 実験に使用した PCNA C末変異体 

ヒト PCNAの C末領域の配列を中性アミノ酸アラニンに置換した変異体および C末端側からアミノ酸を削除した

変異体に対する変異部位。赤色はアラニンに置換した変異部位、青色は－荷電を持った酸性アミノ酸を示す。 
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図 2-7 pull down assayによるヒト PCNA C末変異体と Dn51-255Wの相互作用 

 Dn51-255W 150ngが結合したグルタチオンビーズに 500ngのヒト PCNA C末変異体を添加した際の、結合した

PCNA量。各 PCNAは抗ヒト PCNAモノクローナル抗体を用いたウエスタンブロッティングで検出した。パネル

下の数字は wild PCNAの結合量を 100%とした相対値。 
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図 2-8 実験に使用したヒト PCNA単一アミノ酸置換変異体の変異部位 
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図 2-9  pull down assayによるヒト PCNA単一アミノ酸置換変異体と Dn51-255Wの相互作用の解析 

Dn51-255W 150ngが結合したグルタチオンビーズに対し 500ngのヒト PCNA単一アミノ酸置換変異体を添加した

際の、結合した PCNA 量。A) 各 PCNA は抗ヒト PCNA モノクローナル抗体を用いたウェスタンブロッティング

で検出した。数字は wild PCNAの結合量を 100%とした相対値。B) PCNAの D97は抗ヒト PCNAモノクローナル

抗体のエピトープにあたり、D97Aは別途抗ヒト PCNAポリクローナル抗体を用いたウェスタンブロッティングで

検出した。 
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表 2-10 PCNAの機能領域 

PCNA変異体による RFC ATPase活性、polδの DNA合成活性および p21(C末断片)との結合への影響は既に報告さ

れているOku et al.1998を引用した。また本研究の pull down assayの結果、Dnmt1断片と野生型PCNAの結合を 100%

として、66%以上を＋＋＋、33%以上 60%未満を＋＋、33%未満を＋、検出不可を－で示した。 
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図 2-11 PCNAの機能領域の模式図 

すでに X線結晶解析で解析されている PCNAの立体構造に対して、Dnmt1を含めた PCNA結合蛋白質が PCNAに

相互作用する領域を比較した。上図は PCNAを横から見た模式図、下図は PCNAを正面から見た模式図を示した。 
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               2-4 考察 
 
1. PCNAと Dnmt1の結合性 

Dnmt1と PCNAの相互作用を研究するにあたり、まず SPRまたは pull down assay
によってそれらの結合の特異性を解析した。SPRによる解析では、報告されているマ
ウス Dnmt1由来の PCNA結合モチーフのアミノ酸配列 TRQTTITAHFTKG (図 1-4)を
持つ Dn51-255Wはヒト PCNAと高い親和性 (KD=3.3×10-7M、図 2-1 B)を示した。こ
のモチーフ内の 167 番目の His が Arg に置換されると著しくその親和性が損なわれ
1/100程度になることから (KD=3.8×10-5M、図 2-1 C)、この結合はこの結合モチーフ
特異的である。興味深いことに同様に PCNA 結合モチーフを完全に保有するマウス
Dnmt1全長の His-DnFLとヒト PCNAの親和性は Dn51-255Wと比べると約 1/50程度
の結合性しかなかった (KD=1.3×10-5M、図 2-1 A)。同様の結果が pull down assayによ
る解析でも見られ、マウス Dn51-255W は添加量の 9.1%がヒト PCNA と結合したが、
マウス His-DnFLと Dn51-255Wは PCNA依存的に結合するものの、モル換算でそれぞ
れ Dn51-255 の 1/6 と 1/11 の結合性しかなかった (図 2-2 B-1)。これらの結果から、
Dnmt1のアミノ酸番号51-255以外の領域すなわちC末端側の領域がN末端側のPCNA
モチーフを構造的にマスクし、PCNAとの結合を抑制していると推測される。 
もちろんこの現象はマウス Dnmt1 とヒト PCNA という解析に用いた蛋白質がお互
いに由来する種が違うため、その違いによる影響の可能性がある。しかし、ヒトとマ

ウス PCNAのアミノ酸の相同性は 97%であり、図 2-2 B-2よりヒト PCNAへのマウス
Dnmt1の結合性はマウス PCNAへの結合性とほぼ同程度である。このことから、ヒト
PCNA とマウス Dnmt1 間の相互作用は同種間の相互作用と同等と見なすことができ
る。したがって、以降の実験に用いたヒト由来の PCNA およびマウス由来の Dnmt1
について、必要のない限りこれらを同種の結合とみなすことにする。また本研究では

His または GST タグが付加された 2 種類の Dnmt1 断片のサンプル用いて相互作用を
解析しているため、このタグの違いが結合性に影響している可能性がある。しかしこ

れまでに PCNA とその結合蛋白質の相互作用でこれらを含めいくつかのタグを使用
してきたが、これらのタグペプチドの違いによって結合性が大きく変化することは見

られなかった (結果不掲載)。このことから Hisタグが阻害的に働いて His-DnFLの結
合性が低くあらわれたと言う可能性も排除できる。 
したがってここの結果が示すのは、それぞれのタンパク質固有の特性として完全長

Dnmt1が PCNA配列を保有するにもかかわらず、フリーの PCNAとの結合性が Dnmt1
の N 末端側の断片と比べて 1/50 程度しかないと考えることができる。それではこの
ような弱い結合性が機能的意味を持つのであろうか。この点を考える上でこれら蛋白

質はいずれも実際には DNA 上で機能する点を考慮する必要がある。具体的には
Dnmt1は DNA/PCNA 複合体に対してメチル化を行う場合を考える必要がある。した
がって第 3章ではDNA上のPCNAとDnmt1の結合性を明らかにし、その結合がDnmt1
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のメチル化活性にどのように関わっているかを解析した。 
 
2. Dnmt1が相互作用する PCNA上のループ構造 
次にこれら Dnmt1 と PCNA の結合のモードを解析するために、PCNA 上の Dnmt1
相互作用部位を 8個のヒト-出芽酵母キメラ変異体 (図 2-5)、特に Dn51-255Wに対し
てはさらに12個のＣ末変異PCNA (図2-7)、31個のPCNA単一アミノ酸置換変異体 (図
2-9)を用いてマッピングした。 
まず Dnmt1とヒト-出芽酵母キメラ変異体との結合性を pull down assayにより解析
した (図 2-5)。マウス Dnmt1 断片はヒト PCNA には特異的に結合するが、出芽酵母
PCNAに対してはほとんど結合しない (図 2-2 A-2、図 2-2 B-2)。このことから、キメ
ラ変異体の中で Dnmt1 との相互作用に必要なヒト PCNA の領域が出芽酵母のものに
置換されているとその相互作用が弱められることが期待された。解析の結果、

Dn51-255Wおよび His-DnFLは結合性が異なるにもかかわらず、いずれも PCNA上の
region2、ID loop、region6、region7、C末領域の 5箇所ループ領域が必要であり、特に
region6は他の PCNA結合蛋白質と比べて Dnmt1特異的であった (この意義について
は第 5章 総合考察参照)。  
また Dn51-255Wと PCNAの荷電性アミノ酸をアラニンに置換した変異体との相互
作用の解析の結果、そのほとんどは野生型の PCNA と比べてほぼ同等の Dnmt1 結合
性を示すのに対し、region2に隣接する D41のアラニン置換体は野生型と比べて 50%
と Dnmt1との結合性が弱められた (図 2-9)。 
このようにDn51-255WおよびHis-DnFLとの結合に必要とされる PCNA上のループ

構造の要求性がほぼ一致することは、両者の結合とも PCNA結合モチーフが主な役割
を果たし同じ結合様式によって行われていることを示している。言い換えれば

His-DnFLで結合性が弱くなるのは結合様式が Dn51-255Wとまったく異なっているた
めであるという可能性を排除できる。 
 
3. Dnmt1が相互作用する PCNAの C末の構造 

Dn51-255Wを用いて PCNAの C末領域との結合を pull down assayにより詳細に解
析すると、Dn51-255W とΔ257-261、K254AI255A、K254AI255AE256A との結合は著
しく損なわれるが、Δ258 とは野生型と同等の結合性を持った (図 2-7)。このことか
ら PCNA C末のアミノ酸番号 254から 257にある配列 KIEDが Dn51-255Wとの結合
に重要であると考えられる (表 2-6)。しかし、この配列の変異体である E256AD257A
とは Dn51-255W は野生型 PCNA と同等の結合性を示した。したがって単純に KIED
という配列が必要と言うわけではない。おそらく近接するマイナス電荷を持つアミノ

酸ストレッチが結合に必要で、アミノ酸番号 256、257 番目の変異の場合は隣接する
同じ酸性アミノ酸のペアであるE258E259がDn51-255Wとの結合に十分機能したと考
えられる。実際、PCNAのアミノ酸番号 256から 259の酸性アミノ酸を同時に Alaに
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変換した変異体 E256AD257AE258AE259A は Dn51-255W との結合性が著しく損なわ
れ、このマイナス電荷のストレッチの内、少なくとも２個が Dn51-255W との結合に

必要であると言える (表 2-6)。この点を考慮して C末の Dnmt1との結合に必要な配列
は-KI-(E or D)2-と表すことができる。 

 
4. Dnmt1の PCNAへの結合と PCNAの 3量体構造との関係 

Dn51-255W と PCNA 単一アミノ酸置換変異との相互作用の解析の結果、PCNA サ
ブユニット間のインターフェイス領域に存在し、PCNA3 量体保持に関わる疎水性ア
ミノ酸 I78、I154、I180、L182がアラニンに置換されると Dnmt1との結合が損なわれ
た (図 2-9)。このことから Dnm1との結合には PCNA 3量体の構造の保持が必要であ
った。PCNAは同じ構造を持つ 3量体であることから、PCNAの別々のサブユニット
間に存在する Dnmt1 結合モチーフを Dnmt1 が協調的に利用することによって安定に
結合できる機構が存在することが考えられる。また別の解釈として、PCNA への
Dnmt1の結合はPCNA C末領域の荷電性のアミノ酸ストレッチが重要であることを先
に示した。C末ループとインターフェイスが比較的近い位置にあることから、PCNA3
量体の構造が壊れることにより露出した PCNA サブユニット間のインターフェイス
領域の疎水的アミノ酸群が、このような荷電性アミノ酸を利用した Dnmt1との結合に
対して阻害的に働いたという可能性も考えられる。 

  
5. まとめ 

Dnmt1は PCNA上の region2、ID loop、region6、region7、C末領域を含む形で結合
することが明らかとなった。PCNA 上でこれらの領域はともに一方の側面 (C 面) に
位置したループ構造に相当し (図 2-11)、PCNA依存的に新生 DNAの合成反応を行な
う polδ、PCNAを DNA上にローディングする RFC、また PCNA上で polδと競合的
に結合し DNA 合成活性を阻害する p21、複製後ヌクレオソームを集合させる因子
CAF1 も同じループのいくつかと相互作用することが報告されている (Fukuda et 
al.,1995, Moggs et al.,2000)。このように PCNAの特定の結合領域が様々な PCNA結合
蛋白質が機能する場となっていることは、PCNAとこれら因子の相互作用がそれぞれ
の活性の制御を行っているとともに、結合因子間の PCNA上での干渉という新しい要
素もこれらの因子の機能制御に関与することが考えられる。第 4 章では C 面上での
PCNA結合蛋白質、特に細胞周期制御因子 p21および PCNAの主要パートナーである
polδに着目し、結合の競合という観点から解析を行った結果を示した。 
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   第 3章 
DNA/PCNA複合体に対する Dnmt1の結合性とその活性への影響 

  
                 3-1序              
第 2 章では PCNA と Dnmt1 間の結合を詳細に解析してきた。しかし、これらの結
合がどのように Dnmt1 の機能に関与してるのかは重要な問題である。第 2 章より
PCNA との特異的結合モチーフを保有するにもかかわらず Dnmt1 全長と PCNA の直
接の結合は弱いことから、一見これらの結合は Dnmt1の機能にあまり寄与していない
ように見受けられる。しかしながらこれら 2つの蛋白質は実際には DNA上で機能し
ており、この状況を考慮に入れることは重要である。具体的には PCNAは DNA複製
終了後、DNA に結合したスライディングクランプとして機能状態であり、その
DNA/PCNA 複合体に対する Dnmt1 の相互作用が DNA のメチル化反応に寄与する可
能性が考えられる。そこで RFCを用いて PCNAを環状 DNA上へローディングして複
製後の DNAを模倣した PCNA/DNA複合体を作製し、それに対する Dnmt1の結合性
および活性への影響を検討した。 

 

                     3-2 材料と方法 
 
ヒト RFCの調製 
ヒト RFCは SV40の DNA合成活性を促進することを指標に、Shiomiらの方法で調
製した  (Shiomi et al.,2000)。Sf９細胞を 10%FBS を含むグレース昆虫細胞培地 
(GIFCO)で 27℃で培養した。1.5×107Cells/150mm dishの細胞密度に対して、RFCの 5
サブユニットを発現するようにアレンジされたバキュロウイルスを共感染させ、27℃
で 60時間培養した。150mm dish 10枚から感染した細胞を回収し、第 2章「His-DnFL
の調製」と同じ方法で蛋白質抽出液を得た。 
得られた蛋白質抽出液 (総蛋白質量: 124mg)を 25mM HEPES pH 7.5、1mM EDTA、

1mM DTT、10% glycerol、0.01% NP40、0.1M NaCl、1mM DTT 、0.1mM PMSF、2ug/ml 
leupeptinで平衡化した 15mlの SPセファロース (Amersham Biosciences)に添加し、同
じバッファーで洗浄後、50mL の同組成のバッファー中の 0.1-0.6M の NaCl 濃度勾配
で溶出し、1mLずつ分画した。RFCが含まれる 1mLの分画から 100ul分を 2mLの同
じ組成のバッファー中の 15-35% のグリセロール濃度勾配に添加し、50000rpm、4℃
で 14時間超遠心した後 100ulずつ分画した (グリセロール密度勾配遠心法)。RFCが
含まれる分画はプールして、YM-10 (MILLIPORE)により遠心濃縮 (4℃、10000rpm)
を行った。量のわかった RFC を指標に電気泳動ゲル上のバンド定量を行うと、約
35ug/ml (100ul)程度の RFCが得られた。 
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一本鎖環状 DNA、二本鎖閉環状 DNAの作製 
大腸菌 JM109およびDH5αに pUC118 (3162 bp: TAKARA )を保持させたものより一
本鎖および閉環状二本鎖 pUC118 DNAを Sanger et al.,1980, Messing.,1983の方法で調
製した。pUC118 DNAは Col E1型の複製起点とバクテリオファージM13の遺伝子配
列を持つ環状のファージミドで通常はプラスミドとして存在するが、F因子を保有す
る JM109の場合 F-piliと呼ばれる繊毛を持ち、M13系の M13KO7ヘルパーファージ
が大腸菌に感染すると優先的に一本鎖 DNAが産出される。 

 
まず一本鎖環状 pUC118の調製を行った。JM109大腸菌株は F因子にプロリン代謝
関連遺伝子があるが、ゲノムではそのプロリン代謝遺伝子が欠失している。したがっ

て、プロリンを含まないような最少栄養培地で培養すると F因子を保有する大腸菌の
みを増やすことができる。まず二本鎖 pUC118を保有する大腸菌 (JM109)を、最少栄
養培地： M9 Glucose プレート (Na2HPO4・7H2O 1.7g、KH2PO4 0.45g、NaCl 0.075g、
NH4Cl、Agar 0.15g、H2O op/ 75mlに 300ulの 0.5M thiamine、150ulの 1M MgSO4, 150ul
の 0.1M CaCl2,150ulの CaCl2、1.5mlの glucoseを添加したもの)に植え付け、37℃で 30
時間培養することにより F因子を保有する大腸菌を選択した。 
得られた F因子および二本鎖 pUC118を保有する大腸菌 (JM109)は 5mlの YT培地

(Polypeptone 2.4g、Yeast extract 1.5g、NaCl 1.5g、H2O op / 300ml: pH 7.6に 1/3000容量
の 100mg/ml ampicilinを添加したもの)中、37℃で一晩培養した。1mlのプレカルチャ
ーは 800mlの YT培地に移植後 OD (600)=0.15まで菌体を培養し、520ulの M13KO7
ヘルパーファージ (6.0×1011 pfu/ml: TAKARA)を添加してさらに 37℃で 30分間培養
した。ここに 280ulの 20mg/ml kanamycineを添加しさらに 19時間培養した。この間
に産生された一本鎖 pUC118 DNAを含むファージは細胞外へ吐き出され、主に培地中
に存在する。遠心 (8000rpm、5分間)により上清を回収して、160mlの PEG-NaCl溶液 
(20% 平均分子量 6000のポリエチレングリコール、2.5M NaCl)を添加した後、十分に
攪拌した。遠心 (8000rpm、5 分間)により上清に含まれるファージの沈殿を得た。十
分に上清を除いた沈殿に 10mlの TE (10mM Tris-HCl pH 8.0、1mM EDTA-2Na pH 8.0)
を加えて懸濁した後、ファージ外皮蛋白質と大腸菌由来の RNA を破壊するために、
500ulの 20% SDS、200ulの 0.5M EDTA、4ulの 150mg/ml RNase Aを添加して 37℃で
30分間インキュベートし、さらに 20ulの 50mg/mlの protenase K (promega)を添加し、
37℃で 2 時間インキュベートした。この溶液に対して等容量の 80% フェノールを添
加して十分に攪拌した後、遠心 (3000rpm、15 分)を行った。一本鎖 pUC118 DNA を
含む上層を回収し、1/10 容量の NH4OAc と 2 倍容量のエタノールを添加し、-20℃で
30分間インキュベートした。遠心 (15000rpm、10分間)により沈殿を回収して、960ul
の 25mM NaHPO4 (25mM Na2HPO4:25mM NaH2PO4 = 1:1)に懸濁した。この段階で 3.2mg
の総 DNA 量が得られたが、この中には一本鎖 pUC118 DNA の他に二本鎖 pUC118 
DNAも若干混入しており、hydroxyapatite (Bio-Rad)を用いたカラムクロマトグラフィ
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ーによりさらに精製した。 
 そのためこのサンプルを 25mM NaHPO4 (25mM Na2HPO4:25mM NaH2PO4 = 1:1))溶液
で平衡化した 3.5ml ベッドボリュームの hydroxyapatite に添加した。同じバッファー
でカラムを洗浄した後、同じリン酸バッファーの濃度 175mM、225mM、275mM、
325mMを添加し各 1mlずつ溶出した。一本鎖 pUC118は 175mM、225mMのリン酸バ
ッファー濃度で溶出されてこれらをプールした。得られたプールは 10mM Tris-HCl pH 
8.0、1mM EDTA-2Na pH 8.0、0.1% SDS、0.1M NaClで平衡化した 10mlベッドボリュ
ームの Sepharose CL4B (Amersham Biosciences)に添加して脱塩した。得られた 5mlの
DNA プールは 2-burtanol 抽出により 500ul まで濃縮した後エタノール沈殿を行い、
3.0mg/mlの一本鎖 pUC118 DNAの TE溶液 200ulを得た。 
 
閉環状二本鎖 pUC118 DNA の調製は、二本鎖 pUC118 を保有した大腸菌 (DH5α)

を 250mlの LB中 37℃で一晩培養した菌体よりMolecular Cloning (A LABORATORY 
MANUAL: Chapter1)に従って調製した。その結果、4.4mg/mlのの閉環状二本鎖 pUC118 
DNAの TE溶液 250ulを得た。 
 

非メチル化 DNA、ヘミメチル化 DNA、完全メチル化 DNAの作製 
ニックの入った pUC118 二本鎖非メチル化 DNA は、DNaseⅠ(0.01U: Boehringer 

Mannheim)と15ugの閉環状二本鎖pUC118 DNAを50uLのTE (10mM Tris-HCl pH 7.4、
1mM EDTA)中、37℃で 3分間反応することにより調製した。反応後、DNAをフェノ
ール/クロロホルム(1:1)により抽出し、エタノール沈殿により回収した後 50uL の TE
に懸濁した。この条件下では約半分の分子が開環状二本鎖 DNAとなり、本章「DNA
上への PCNAローディングと PCNA/DNA複合体に対する Dnmt1の結合」の解析に用
いた。 
環状ヘミメチル化 DNAの調製ではまず、5ugの一本鎖 pUC118 DNAに対し 40Uの

SssⅠ methylase (New England Biolabs)を 200ulの 50mM Tris-HCl (pH 7.8)、1mM EDTA、
1mM dithiothreitol (DTT)、5% glycerol、50ug/ml bovine serum abumin (BSA)、0.16mM 
S-adenosyl-L-methionine 中で 37℃で一晩反応させ、CG 配列のシトシンをメチル化し
た一本鎖DNAを作成した。この反応に用いたSssⅠmethylaseは植物病原菌Spiroplasma
由来で一本鎖 DNA上でも CpG配列に対して de novoのメチル化活性を持つことが知
られている (Hoffman.,1986)。得られたメチル化一本鎖 DNAをフェノール/クロロホル
ム抽出、エタノール沈殿で回収し 30ul の TE に溶かした。これに対して、それぞれ
10pmol の 4 つ の プ ラ イ マ ー (5’-AGCGGATGCCGGGAGCAGAC-3’ 、
5’-GCCACTGGCAGCAGCCACTG-3’ 、 5’-GGAAAACCCTGGCGTTACCC-3’ 、

5’-CTTCGGTCCTCCGATCGTTG-3’)をアニ－ ルさせ、4Uの rTaq polymerase (Takara)を
用いて 120ulの rTaq反応液中で 72℃で 1時間反応させて DNA鎖を伸長させ二本鎖化
した。反応産物は QIA quick PCR purification Kit (Qiagen)により精製すると、50ng/ul
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の環状ヘミメチル化 DNAの EBbuffer (10mM Tris-HCl pH 8.5)溶液 100ulを得た。Hpa
Ⅱ (TAKARA)は CCGG配列を認識して CpG間を切断するが、CpG配列のシトシンが
メチル化されていると切断できないという特異性を持つ制限酵素である。この酵素を

用いて、作製したヘミメチル DNAのメチル化の程度を調べたところ、全体の CpG配
列の 25-50%が HpaⅡ切断に耐性なヘミメチル化 DNAが得られた。 
メチル化されていない環状 pUC118 DNA は最初のメチル化反応のステップを削除
した同様の方法で得た。完全にメチル化された DNA はメチル化されていない環状
pUC118 DNA 1ugあたり 0.5 unitの SssⅠ methylaseを 10mM Tris-HCl pH 7.9、10mM 
MgCl2、1mM EDTA、50mM NaCl、160uM S-adenosyl-L-methionine 中で 37℃で一晩反
応させてメチル化することにより得た。これら DNAは第４章「SssⅠメチレースおよ
び Dnmt1のメチル化活性の測定」および本章「PCNA/ヘミメチル化 DNA複合体に対
する Dnmt1のメチル化活性の測定」に用いた。 
 

DNA上への PCNAローディングとDNA/PCNA複合体に対するDnmt1の結合 (図 3-1、
図 3-2) 
 解析のスキームを図 3-1 に示した。RFC は DNA の 3’末端を指標に PCNA を DNA
上に ATP 依存的に DNA 上へローディングすることが知られている (Shiomi et 
al.,2000)。RFC、PCNAおよびニックの入った DNAをインキュベートし、反応液に対
してサイズ排除クロマトグラフィーを行った。DNA はフリーの蛋白質と比べて十分
に分子量が大きいので、DNAが含まれる分画すなわち DNA/PCNA複合体が単離され
る。このように調製した DNA/PCNA複合体をさらに Dnmt1断片と反応させ、同様に
反応液に対してサイズ排除クロマトグラフィーを行った。得られた溶液を SDS-PAGE
に供与することによって、DNA/PCNA複合体に結合した Dnmt1 断片量を定量的に解
析した。 
まず最初の PCNAローディング反応は、10mM HEPES (pH 7.5)、0.2mM EDTA、10mM 

MgCl2、0.05% Tween 20、150mM NaCl、2mM ATP、非メチル化開環状 pUC118 DNA 600ng、
PCNA 8ug、RFC 250ngを含む 20ulの反応系で、25℃で 15分インキュベートして行っ
た。ここに 20ulの HBSを加え 40ul容量とした PCNA/DNA複合体溶液は、図 3-1に
示すような小型カラム容器につめた 0.3mLベッドボリュームの HBS平衡化 Sepharose 
CL4B (サイズ排除クロマトグラフィー：Amersham Biosciences)に添加し、遠心 
(1500rpm、30秒)を行った。同じ操作をもう一度繰り返すと DNA 1分子あたり約 6個
の PCNAが結合した DNA/PCNA複合体がフリーの蛋白質から単離された。得られた
PCNA/DNA複合体分画約 35ulの内 1/10量を 10mM HEPES (pH 7.5)、0.2mM EDTA、
10mM MgCl2、0.05% Tween20、150mM NaCl、図 3-2に示した量の His-DnFLまたは
Dn51-255Wを含む 40ulの反応液中で、25℃で 15分インキュベートした。先に示した
サイズ排除クロマトグラフィーを行い、DNA 上にリクルートされた Dnmt1 断片は 2
回目の CL4Bスピンカラムクロマトグラフィーにより回収した。35ul容量のろ液が回
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収され、その内の 25ul を 12.5%の SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動した。ろ液
に含まれていた Dnmt1断片は GSTモノクロ－ ナル抗体 (Santa Cruz Biotech)によるウ
エスタンブロッティング (Dn51-255W)または銀染色 (His-DnFL)により検出した。 

 

PCNA/ヘミメチルDNA複合体に対するDnmt1のメチル化活性の測定(図 3-3、図 3-4、
図 3-5) 
 PCNA/ヘミメチル DNA複合体は、上記の反応液の組成を 250ngの開環状ヘミメチル
pUC118 DNA、PCNA 1ug、RFC 200ngに変えた 30ulの反応系で、37℃で 10分間イン
キュベートすることにより調製した。この複合体は 50mM Tris-HCl (pH 7.8)、1mM 
EDTA、1mM DTT、5% glycerolで平衡化した CL4B (0.2ml)を用いたサイズ排除クロマ
トグラフィーを２回行うことにより単離した。約 30ul のろ液が回収され、その内の
1/4量を以下のメチル化反応に添加した。 
 Dnmt1によるメチル化反応は 50mM Tris-HCl (pH 7.8)、1mM EDTA、1mM DTT、
100ug/ml BSA、5% グリセロール、12uM S-adenosyl-L-[methyl-3H] methionine (Amersham 
Biosciences)、図 3-3、図 3-4、図 3-5で示した量の Dnmt1、PCNA-ヘミメチル化 pUC118
複合体 (図 3-3: 約 40ng DNA、図 3-4: 約 25ng DNA, 図 3-5: 約 15ng DNA基質)、図
3-4、図 3-5で示した量の完全メチル化 pUC118 DNAを含む 10ulの反応系で、37℃で
60 分間インキュベートして行った。DNA のメチル化の程度は反応物を DE81 
(Whatman)にスポットし、0.5M Na2HPO4で洗浄した後、トルエン PPOを加えてシンチ
レーションカウンターで DE81に吸着した 3Hのカウントとして測定した。 
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3-3 結果 
 
Dnmt1の PCNA/DNA複合体へのリクルート 
 DNAを介した PCNAと Dnmt1の相互作用を解析するために、まず DNA 1分子あた
り約 6個 PCNAがロードされたニック入り pUC118 DNA を調製した (図 3-1)。この
DNA/PCNA 複合体に対する His-DnFL または Dn51-255W それぞれ等モル量 (2pmol)
を添加した場合の結合性を解析した (図 3-2)。その結果、PCNA が結合していない場
合も DNA 分画にいずれの蛋白質も回収され  (His-DnFL: 0.15pmol、Dn51-255W: 
0.05pmol)、His-DnFLは Dn51-255Wより約 3倍結合した。しかしその回収量は PCNA
が DNA上に存在することにより、His-DnFLで約 3倍 (PCNA＋: 0.42pmol、PCNA－: 
0.15pmol)、Dn51-255Wで約 6倍 (PCNA＋: 0.30pmol、PCNA－: 0.05pmol)上昇した。
His-DnFLと Dn51-255Wの回収量を比較すると His-DnFLのほうがに Dn51-255Wより
も 1.3倍と同等以上の効率で DNA/PCNA上にリクルートされた。 

 

PCNAクランプによる Dnmt1活性の促進 
Dnmt1活性に対する PCNAの影響を見るために DNA １分子当たり約 8個の PCNA
が結合した、またはしてないヘミメチル化 DNA (基質 DNA 約 40ng)に対する Dnmt1
のメチル化活性を Dnmt1量を変化させて比較した。その結果ヘミメチル化 DNAのみ
存在する条件では、基質 DNA上の PCNAの有無は、解析に用いた Dnmt1量の範囲内
の Dnmt1メチル化活性に対してほとんど影響しなかった (図 3-3)。この実験系では基
質 DNAとしてヘミメチル DNA のみを用いたが、期待された PCNAによる促進効果
が見られなかった理由として、十分にヘミメチル化DNAが存在している場合はPCNA
の助けなしで十分に Dnmt1単独で基質 DNAにアクセスできるためと考えられる。こ
の点は S期の核内のゲノムが複製状態になり、大過剰の DNAの中に限られた量の複
製直後のヘミメチル化 DNAが存在するという状態を考えても想定できる。 
そこで競合 DNA としてまったくメチル化が起きない完全メチル化 DNA を加えて

DNA １分子当たり約 7個のPCNAが結合した、またはしてないヘミメチル化DNA (基
質 DNA 約 25ng)に対する Dnmt1 のメチル化活性を比較した (図 3-4)。その結果、競
合 DNA非添加時には DNA上に PCNAが存在することによる Dnmt1のメチル化活性
違いは図 3-3の結果と同様にみられなかった (競合 DNA/ヘミメチル化 DNA = 0)。し
かし競合 DNA を添加するに従って、いずれの場合もメチル化活性の阻害が見られた
が、PCNA-DNA複合体のほうがその阻害の程度がより弱められることが観察された。
そこでヘミメチル DNA 基質に対して 6 倍量の完全メチル化 DNA を加えた条件で、
DNA １分子当たり約 8個のPCNAが結合した、またはしてないヘミメチル化DNA (基
質DNA 約 15ng)に対するDnmt1のメチル化活性をDnmt1の濃度を変えることにより
比較した (図 3-5)。その結果、基質 DNA に PCNA が結合していることで明らかに
Dnmt1の活性の促進が見られ、特に Dnmt1の濃度が低い時 (10ng/10u1反応液)に最大
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10 倍程度の Dnmt1 活性が促進され、Dnmt1 濃度が増加することでその差が減少する
ことが観察された。 
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図 3-1 DNA/PCNA複合体と Dnmt1断片の結合の解析方法 

RFCはDNAの3’末端を指標にPCNAをATP依存的にDNA上へローディングすることが知られている。まずRFC、

PCNAおよびニック入り DNAの反応物に対しサイズ排除クロマトグラフィーを行い DNA/PCNA複合体を単離し

た。この DNA/PCNA複合体をさらに Dnmt1断片とインキュベートし同様にサイズ排除クロマトグラフィーを行う

ことにより、DNA/PCNA複合体に結合した Dnmt1断片量を解析した。 
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図 3-2 PCNAがロードされた DNAにリクルートされた Dnmt1断片の解析 

図に示した量の His-DnFL(A)または Dn51-255W(B)は 25ng の PCNA-DNA 複合体とインキュベートした。DNA に

結合した蛋白質の分画は Sepharose CL4Bのサイズ排除クロマトグラフィーによって回収した。回収された蛋白質

は SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動した後、ウエスタンブロッティングまたは銀染色で検出した。蛋白質の

バンド強度はすでにわかっている Dnmt1の量を基準に定量した(結果不掲載)。(A)下図では、回収された分画には

ほぼ等量の PCNAが存在する。回収された DNAまたは PCNAを電気泳動により定量すると、DNA 1分子あたり

約 6個の PCNA3量体が結合していた。C)  A)および B)の定量結果の比較。縦軸は DNA/PCNA複合体が存在する

分画に回収された Dnmt1量(pmol)、横軸は反応系に添加した Dnmt1量(pmol)を示す。 
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図 3-3 Dnmt1のメチル化活性の PCNA依存性 

上パネルは Dnmt1 活性測定の反応スキームを示した。Dnmt1 のメチル化活性は、基質 DNA である環状ヘミメチ

ル DNA、Dnmt1およびメチル基の基質となる S-アデノシル-Lメチオニンを反応させ、ヘミメチル DNAのシトシ

ンピリミジン環の 5位に導入されたメチル基量を測定した。 

下パネルは Dnmt1のメチル化活性の PCNA依存性を示した。PCNA(8分子/pUC118 DNA)がロードされたまたはさ

れてないヘミメチル化 DNA(pUC118約 40ng)、3Hラベルされた SAM、図示した量の His-DnFLを加えた反応系で

37℃で 60分間インキュベートした。縦軸は基質 DNAに取り込まれた 3H-メチル基(pmol)量、横軸は反応系に添加

した Dnmt1量を示す。 
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図 3-4 競合 DNA存在下における Dnmt1のメチル化活性の PCNA依存性 

PCNA(7分子/pUC118 DNA)がロードされたまたはされてないヘミメチル化 DNA(pUC118約 25ng)、3Hラベルされ

た SAM、20ngの His-DnFL、さらに図示した量の完全にメチル化された競合 pUC118 DNAを加えた反応系で 37℃

で 60 分間インキュベートした。縦軸には競合 DNA によって抑制された Dnmt1 活性の程度(対数：%)、横軸には

基質 DNAに対する添加した競合 DNAの比を示した。 
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図 3-5 競合 DNA存在下 PCNAによる Dnmt1活性のメチル化活性の促進 

PCNA(8分子/pUC118 DNA)がロードされたまたはされてないヘミメチル化 DNA(pUC118約 15ng)、3Hラベルされ

た SAMおよび 100ngの完全にメチル化された競合 pUC118 DNAを加えた反応系で、示された Dnmt1存在下、37℃

で 60分間インキュベートした。縦軸は 2つの独立した実験から得られた取り込まれた 3H-メチル基(fmol)量の平均、

横軸は反応系に添加した Dnmt1量を示す。 
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図 3-6 S期の核内のゲノム DNAの模式図 

S期核内のゲノム領域には限られた量のヘミメチル DNAの他に、大過剰の未複製または複製が完了した DNA が

存在する。高等真核生物はこのような DNAの CpG配列のシトシンの 80%程度がメチル化されている。赤点はメ

チル化 DNA 部位、緑点は複製に伴ってヘミメチル化 DNA に変わった部位、オレンジの楕円は複製 DNA 上に残

された PCNA、青は Dnmt1を示す。 
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3-4 考察 
 

1. DNAと Dnmt1の結合 
DNA に対する Dnmt1 断片の結合性をサイズ排除クロマトグラフィーにより

DNA/Dnmt1複合体として回収して解析した (図 3-2 A, B)。その結果、His-DnFLおよ
び Dn51-255Wともに DNAの分画に回収され、それぞれ単独で DNAと結合すること
が示された。この結果を定量すると、His-DnFLは Dn51-255Wより約 3倍多く非メチ
ル化環状 DNAに結合した (図 3-2 C)。これに関して Fatemi et al.,2001らは、N末側の
Dn51-255Wを含むアミノ酸配列の領域、Zn結合配列を含む領域および C末側のメチ
ル化活性領域を含む領域がそれぞれ独立して非メチル化CpG基質DNAに結合するこ
とを報告している。したがって、Dn51-255W、His-DnFL ともにこれらの領域の非メ
チル化 DNA への親和性に従って、ヘミメチル化 DNA 非特異的に結合したと考えら
れる。実際、これら非メチル化 DNA結合領域を全部含む His-DnFLは、N末側の結合
領域しか持たない Dn51-255Wよりも高い親和性を持って結合した。 
 
2. DNA/PCNA複合体に対する Dnmt1の結合性 
同じサイズ排除クロマトグラフィーにより、DNA/PCNA複合体に対する Dnmt1断
片の結合性を解析した (図 3-2 A, B)。その結果、非メチル化 DNA上に PCNAが結合
していることにより His-DnFLは約 3倍、Dn51-255Wは約 6倍効率良く DNA上にリ
クルートされ、DNA上でも PCNAと Dnmt1の相互作用が観察された (図 3-2 C)。こ
のように、DNA上に PCNAが存在することにより Dnmt1は効率良く DNA上へリク
ルートされるということは、実際にそのメチル化活性の効率をも促進することが期待

された。実際にヘミメチル DNA/PCNA複合体を基質として Dnmt1のメチル化活性の
PCNA依存性を図 3-3、図 3-4、図 3-5で解析し、予想通り PCNAによる活性促進を示
すことができた。 
 
3. DNAによる Dnmt1の構造変化の可能性 
第 2章では、完全長 Dnmt1である His-DnFLは PCNA結合モチーフを保有するにも
かかわらず、フリーの PCNAとの結合性は N末端側の断片である Dn51-255Wと比べ
て 1/50程度しかないことを示した。このことから、Dnmt1の C末端領域が PCNA結
合モチーフを構造的にマスクすることにより PCNA との結合を阻害している可能性
を示唆した。 
しかし、興味深いことに His-DnFL は、DNA/PCNA 複合体に対しては Dn51-255W
に対して 1.3倍と同等以上の効率でクルートされた (図 3-2 C)。この結果は、フリー
の蛋白質同士の結合時には C 末端側領域の影響で PCNA に対する親和性が下がって
いた全長 Dnmt1が、PCNA/DNA複合体に対しては N末側にある PCNA結合領域と同
等以上の効率でリクルートされることを示している。したがって、DNA または
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DNA/PCNA 複合体との相互作用によって Dnmt1 の構造変化が生じ、C 末端側領域に
よる PCNA結合モチーフのマスキングが解除されて DNA/PCNA複合体と高い親和性
をもつようになったと推測される。 
 
4. PCNAによる Dnmt1のメチル化活性の促進 

ヘミメチル化された CpG配列特異的に反応する Dnmt1に対し、本研究では基質と
なるヘミメチル化環状 DNAを作製し実験に用いた。第 4章 図 4-4の結果から、作
製した 40ngの非メチル化 DNAおよびヘミメチル化 DNAそれぞれに対して無差別に
de novoのメチル化を行う SssⅠメチレース 0.25 unitを反応させた場合では、ヘミメチ
ル化 DNAに対して 8.6pmol、非メチル化 DNAに対しては 12.9pmolのメチル基がそれ
ぞれ取り込まれた。よってその差から、ヘミメチル化 DNAの片側の CpG配列がすべ
てメチル化された場合を 100%として、調製したヘミメチル化 DNA はその 33%程度
がヘミメチル化されていることが計算された。また非メチル化 CCGG配列の CpG配
列特異的に切断する制限酵素である HpaⅡ切断部位の約 25-50%が HpaⅡ耐性になっ
ていることも加味すると、本実験で作製したヘミメチル化基質 DNA上の CpG配列の
33%程度がヘミメチル状態であると考えられる。また primer伸長によって 2本鎖化さ
れたこの基質 DNAは RFCによる PCNAローディングに必要な 4つのニックを持ち、
本章の図 3-2「Dnmt1 の PCNA/DNA 複合体へのリクルート」の実験で用いた DNase
Ⅰで作製したニック入り DNAと同じ効率で PCNAをロードした (結果不掲載)。 
このヘミメチル化 pUC118 DNAを用いて DNA上に PCNAが存在する、またはしな
い DNA基質を調製し、精製 Dnmt1によるメチル化の程度を比較した (図 3-3)。その
結果、競合 DNAがない場合には DNA上の PCNAの有無に関わらず Dnmt1活性に違
いはとほんど見られなかった。したがって、精製 Dnmt1はヘミメチル化部位を含む基
質 DNA が十分に存在する時は、単独で基質 DNA に良くアクセスしメチル化を行う
と考えられる。しかし、細胞内でのヘミメチル DNA の存在濃度はバルク DNA に対
して十分に低いと考えられ (図 3-6)、その状態では Dnmt1と PCNAの相互作用が有効
に働くと予想して競合 DNAを反応系に添加した場合を解析した。 
そのためメチル基の取り込みのない完全メチル化 DNA を競合 DNA として添加し
た条件で、ヘミメチル化 DNA上の PCNAの有無による Dnmt1活性の違いを比較した 
(図 3-4)。その結果、競合 DNA非添加時にはヘミメチル化 DNA上の PCNAの有無に
よる違いはみられなかった Dnmt1のメチル化活性は、競合 DNAを添加するに従って
メチル化活性の阻害を受け、それに従って PCNAが基質 DNA上に存在することによ
る違いが顕著に観察された。さらに Dnmt1濃度を変化させた実験では、ヘミメチル化
DNA上に PCNAがロードされていることによりDnmt1の濃度が低いほど PCNAによ
る活性の促進の程度が高くなった (図 3-5)。したがって Dnmt1に対して十分量の非特
異的 DNAが存在する場合には、Dnmt1の非特異的 DNA結合活性により非基質 DNA
に結合して、そのヘミメチル DNA に対するメチル化活性が強い阻害を受けることが
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わかった。さらにこのような状況でも Dnmt1の PCNA/DNA複合体に対する選択的結
合性は機能し、結果的に PCNAがロードされた DNAに対して高い特異性を持ったメ
チル化を行ったと考えられる。 
以上、DNA/PCNA複合体-Dnmt1の相互作用の特異性および PCNA依存的な Dnmt1
メチル化活性の促進の生物学的な意義については第 5章 総合考察で考察する。 
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    第 4章 
        PCNA上での PCNA結合蛋白質の結合の競合 
 
                4-1 序  
第 2章では、PCNA上の Dnmt1の結合に必要な領域は polδ、p21の結合に必要な
領域と重複し、特に p21のものとはほぼ一致した。このことから、これら PCNA結合
蛋白質が PCNA 上で結合を競合することによってお互いが制御し合っていることが
示唆された。実際Wagaらは simian virus 40の DNA複製系を用いて in vitroで p21が
PCNA 依存的な polδの DNA 合成活性を阻害することを示し、DNA の複製または修
復の制御に関わっていることを示した (Waga et al.,1994)。また Okuらは、p21は PCNA
依存的な polδの DNA合成活性、RFCの ATPase活性の促進を阻害するが、DNAの 3’
末端における PCNA-RFC の結合は阻害しないことを生化学的な手法により示した 
(Oku et al.,1998)。これらのようなPCNA上での p21に機能に対して、ChuangらはDnmt1
と p21 の PCNA 結合モチーフが類似していることに注目して、PCNA に対して 1000
倍程度の p21C末ペプチドの添加より PCNAとDnmt1の結合が阻害されることを示し
た。また細胞内での PCNA-Dnmt1の相互作用は p21の発現量と逆相関していることか
らも、p21が Dnmt1の PCNAとの結合を利用したメチル化の制御に対して関与してい
ることを示唆している (Chuang et al.,1997)。実際、第 3章では競合 DNA存在下、PCNA
が Dnmt1のメチル化活性を促進することを示したが、おそらく p21がこの反応を阻害
的に制御していることが推測される。この章では、PCNA結合蛋白質として p21、pol
δおよび Dnmt1に着目し、PCNA上での相互作用様式を詳細に解析した。またこれら
が PCNA-Dnmt1の結合にどのように関わっているかを考察した。   
 
              4-2 材料と方法 
 
p21の調製 

His-完全長ヒトp21 (以下His-p21FL)の発現プラスミドは大阪大学生命機能研究科和
賀祥博士より供与された。発現には大腸菌 BL21 (His- p21FL)を sorbitol 508g、betaine 
2.4g を加えた 4Lの LB液体培地中で、30℃で培養し、OD600=0.4となったところで
最終濃度が 0.8Mとなるように IPTG を添加、さらに 10時間培養して蛋白質を発現誘
導した。菌体を遠心 (6000rpm、7分)で回収した後、30mlの lysis buffer (20mM Tris-HCl 
pH 7.9、0.5M NaCl 、5mM イミダゾール)に懸濁し、菌体を超音波破砕した後、超遠
心 (33000rpm、30分)で上清を分離し蛋白質抽出液を得た。 
得られた蛋白質抽出液 (総蛋白質量: 675mg)は、除核酸を目的に lysis bufferで平衡
化した 5mlの DEAEセファロース (Amersham Biosciences)に添加した。この時－荷電
しているゲノム DNA などの核酸は陰イオン交換性樹脂に保持されることから、蛋白
質が含まれる素通り分画を回収した。これを lysis バッファーで平衡化した 5ml の
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Ni-NTA Resin (Novagen)に添加した。25mlの同じバッファーによる洗浄後、イミダゾ
ール濃度を 60mMにした lysis buffer 25mlで 1mLずつ分画した。その後さらに 1Mイ
ミダゾールを含む lysis buffer 25mlで 500ulずつ分画した。His-p21は 1M イミダゾー
ルの溶出分画に含まれる。このプールを 0.1M KPO4 pH 6.9、1mM EDTA、10% グリセ
ロール、0.01% NP40で平衡化した 20mlの G25脱塩カラム (Amersham Biosciences)に
添加し、同じバッファーで 1ml ずつ溶出してバッファー置換を行った。His-p21 が含
まれる分画をプールして、同じバッファーで平衡化した 10ml の monoS カラム 
(Amersham Biosciences)に添加した。同じバッファーによる洗浄後、5mlのリン酸バッ
ファー濃度グラディエント (0.1M-0.6M、 pH 6.9、1mM EDTA、10% グリセロール、
0.01% NP40)、さらに連続して 3mlのリン酸濃度を 0.6Mにした同じバッファーで 100ul
ずつ溶出した。p21 が含まれる分画はリン酸濃度 0.6M 付近に溶出した。これをプー
ルして、濃縮を目的として 20mM Tris-HCl pH 7.9、5mM イミダゾール、0.5M NaCl
で平衡化した 100ulの Ni-NTA Resinに添加した。イミダゾールの濃度を 60mMにした
同じバッファーで洗浄した後、イミダゾールの濃度を 1M にした同じバッファーで

50ulずつ溶出した。脱塩を目的として、His-p21が含まれる分画は 25mM Tris-HCl pH 
7.5、1mM EDTA、10% グリセロール、0.01% NP40、50mM NaCl で平衡化した Fast 
Desalting PC 3.2/10カラム (Amersham Biosciences)添加し、同じバッファーで溶出する
ことによりバッファー置換を行った。最終産物として 650ug/ml (50ul)の His-p21FLを
得た。 
 
polδ 
 仔牛胸腺由来の polδは、Tsurimotoらの方法 (Tsurimoto and Stillman.,1991)に従って
調製された九州大学染色体機能学研究室釣本グループのストックを使用した。 
 
PCNAと Dnmt1の結合に対する p21添加の影響の解析 (図 4-1、図 4-2) 
ヒト PCNA - Dn51-255Wの結合に対するヒト p21添加の影響は Dn51-255Wに融合
された GSTタグを利用した pull down asseyにより解析した (図 4-1 )。またヒト PCNA 
- His-DnFLの結合に対する p21添加の影響は抗 flag抗体に対する flag-ヒト PCNAの
親和性を利用した pull down assy (図 4-2)により解析した。 
 GSH sepharose 4Bを用いた pull down assay (図 4-1)は 50ulの反応液 (bufferA:Tris-HCl 
pH 7.5、1mM EDTA、10% glycerol、0.01% NP40、100mM NaCl)中で 150ngの Dn51-255W
を 20ulベッドボリュームのGSH sepharose 4B (Amersham Biosciences)と 4℃下で 1時間
インキュベートして結合させた。PCNA と Dn51-255W の結合後に p21 を競合させる
場合は、32ngの PCNAを添加して 3時間インキュベートした後に、図 4-1に示した量
の p21を添加して 30分間インキュベートした。これに対して PCNAと Dn51-255Wの
結合前に p21 を競合させる場合は、ここに図 4-1 に示した量の p21 を添加して 30 分
間インキュベートした後、32ngの PCNAを添加しさらに 4℃で 3時間インキュベート
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した。反応後のビーズは 100ulの同じバッファーで 3回洗浄し、その後 Dn51-255Wに
結合した PCNAを 30ulの 1×SDS ローディングバッファーで溶出し、その内の 10ul
を 12.5%ポリアクリルアミドゲルで分離した。PCNAの検出には抗ヒト PCNAモノク
ローナル抗体（5A10; MBL）によるウエスタンブロッティングを行った。 

flag抗体を用いた免疫沈降による解析 (図 4-2)では、0.45ugの抗 flagモノクロ－ ナ
ル抗体 (M2: Sigma)と 250ng の flag-PCNA および 5ul ベッドボリュームの proteinA 
sepharose (Amersham Biosciences)を 50ulの bufferA (pH 8.0)中で 、4℃で 30分間インキ
ュベートし、その後 100ulの同じ bufferで 2回ビーズを洗浄した。この条件下で抗 flag
抗体には約 25ngの PCNAが捕捉された。この状態のビーズに図 4-2に示した量の p21
を添加して 30分間インキュベートした後、1.2ugの His-DnFLを添加しさらに 4℃で 3
時間インキュベートした。反応後のビーズは 100ulの同じ bufferで 3回洗浄した後、
結合した蛋白質を 20ul の 1×SDS ローディングバッファーで溶出し、その内の 18ul
を 4-20%ポリアクリルアミドゲル (テフコ)で分離した後、銀染色法で検出した。 
 
Dnmt1添加による PCNA依存的な polδの DNA合成活性への影響 (図 4-3) 
 PCNA依存的 polδの DNA合成活性の測定は poly (dA) / oligo (dT)を鋳型プライマー
に用いて Fukudaらの方法 (Fukuda et al,1995)に従った。まず PCNA 2ng、250pmol poly 
(dA) /oligo (dT) (20:1)、30mM HEPES-NaOH pH 7.5、7mM MgCl2、0.5mM DTT、100ug/ml 
BSA、0.05mM [α-32P] dTTP (Amersham Biosciences)、および図 4-3に示した量の p21
または Dnmt1 断片を 4℃で 15 分間プレインキュベートした。ここに最終反応液容量
が 5ul となるように polδを添加し、37℃、30 分間インキュベートして行った。反応
後、反応液の 1.5ul 分をジエチルアミノセルロース DE ペーパー (Whatman)にスポッ
トし、0.5M Na2HPO4で洗浄した後、鋳型 DNAに取り込まれた 32P-TMPの放射活性を
チェレンコフ計測で定量した。 
 
SssⅠメチレースおよび Dnmt1のメチル化活性の測定 (図 4-4、図 4-5) 
基質 DNA (非メチル化、ヘミメチル化、完全メチル化 pUC118 DNA)は第 3章「DNA
の作成」に従って調製した。SssⅠは New England Biolabosから購入した。SssⅠおよ
び Dnmt1によるメチル化反応は、12uM S-adenosyl-L-[methyl-3H] methionine (Amersham 
Biosciences)をメチル基の基質とし、50mM Tris-HCl (pH 7.8)、1mM EDTA、1mM DTT、
100ug/ml BSA、5% グリセロール、図 4-4、図 4-5に示した量の SssⅠまたは Dnmt1、
約 40ngの基質 DNA (非メチル化 DNA、ヘミメチル化 DNA、完全メチル化 DNA)を含
む 10ul の反応系で 37℃で 30 分間インキュベートして行った。DNA のメチル化は反
応物を DE81 (Whatman)にスポットし、0.5M Na2HPO4で洗浄した後、トルエン PPOを
加えてシンチレーションカウンターで DE81 に吸着した 3H のカウントとして測定し
た。 
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              4-3結果 
 
p21添加による PCNAと Dnmt1の相互作用の阻害 

Chuang らは PCNA 単量体に対して約 1000 倍量の p21C 末ペプチド 
(RQTSMTDFYHSK)の添加より PCNA と Dnmt1 の結合が阻害されることを示した 
(Chuang et al.,1997)。ここでは細胞内で実際に起きていることを再現するため、短い C
末ペプチドではなく p21 全長の添加による PCNA と Dnmt1 間の相互作用への影響を
調べた。PCNA - Dn51-255Wの結合に対する p21添加の影響は Dn51-255Wに融合され
た GSTタグを利用した pull down assey (図 4-1) で、また PCNA - His-DnFLの結合に対
する p21添加の影響は抗 flag抗体に対する flag-PCNAの親和性を利用した pull down 
assy (図 4-2 )により解析した。 
まず PCNA - Dn51-255Wに対する p21添加による影響では (図 4-1)、GSHビーズに
固定化した 150ngの Dn51-255W と 32ngの PCNAの結合後に p21を添加させる場合
および結合前に p21を添加する場合の 2通りの方法で PCNAの結合性をみた。これら
の結果、PCNA と Dn51-255W の結合後に p21 を添加した場合は、PCNA 単量体に対
して9倍程度のp21添加によりPCNA - Dn51-255Wの結合が 95%阻害された (図4-1 A, 
B)。これに対して PCNAと Dn51-255Wの結合前に p21を添加した場合は、PCNA単
量体に対して 6倍程度の p21添加により PCNA - Dn51-255Wの結合がほぼ 100%阻害
された (図 4-1 A, B)。 
次に PCNA - His-DnFLに対する p21添加による影響を調べた (図 4-2)。5ulのプロ
テイン Aビーズに抗体を介して約 25ngの PCNAを結合させた。図 4-2 Aに示した量
の p21は先に添加してインキュベートした後に、1.2ugの His-DnFLを混合して PCNA
への His-DnFL の結合性をみた。このように PCNA と His-DnFL の結合前に p21を競
合させた結果、PCNA単量体に対して 6倍程度の p21に添加により PCNA - His-DnFL
の結合が 80%近く阻害された (図 4-2 A, B)。 

 
PCNA依存的な polδの DNA合成活性の Dnmt1添加による影響 

PCNA依存的な polδのDNA合成時にDnmt1を添加することによるDNA合成活性
の影響を解析した (図 4-3)。polδの DNA合成反応は poly (dA) / oligo (dT) = 20:1を鋳
型とした時の、TMPの取り込み量として測定した。反応は PCNAと Dnmt1断片また
は p21 を先に混合して 15 分間インキュベートした後に、polδを加えて DNA 合成を
30分間行った。その結果、PCNA単量体に対する p21のモル比 4倍程度で 80%以上阻
害される polδの DNA合成反応は、6倍の Dn51-255W添加によっても 30%程度、ま
た 4倍の His-DnFL添加により 25%程度までの阻害しか示されなかった (図 4-3)。 
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Dnmt1の de novoメチル化活性 
 もしDnmt1が十分にヘミメチルDNA特異的であれば PCNAによる促進や p21によ
る制御がなくても複製した DNA を特異的にメチル化することが可能である。したが
って、その必要性を考えるには Dnmt1の特異性の程度を理解する必要がある。そこで
Dnmt1の DNA基質 (非メチル化 DNA、ヘミメチル化 DNA、完全メチル化 DNA)に対
する特異性を詳細に解析した(図 4-4、図 4-5)。解析には第 3章で用いた実験系と同様
に、メチル基の基質として S-アデノシル-L-メチオニンを用いて、これらメチレース
による DNAのシトシンピリミジン環の 5位へのメチル基の導入量を測定した。 
まず第 3章で示す方法で作製したヘミメチル化および非メチル化 DNAそれぞれ約

40ngに対し、CpG配列に対して無差別にメチル化を行う SssⅠメチレースのメチル化
量を比較して、それを基に調製したヘミメチルDNAのメチル化の程度を検討した (図
4-4)。もし作製したヘミメチル DNAの CpG配列が理想的にすべてヘミメチル化され
ていると、非メチル化 DNA に対して 1/2 量のメチル基の導入が期待される。解析の
結果、SssⅠメチレースの濃度を上げるに従ってこれら基質 DNAへのメチル基の導入
量は比例的に上昇した。しかし、非メチル化 DNA に対するヘミメチル DNA へのメ
チル基の導入量は 1/2にはならず、0.25 unitの SssⅠメチレースを添加した条件で、ヘ
ミメチル化 DNAに対して 8.6pmol、非メチル化 DNAに対しては 12.9pmolのメチル基
が取り込まれた。よって、その差からヘミメチル化 DNAの CpG配列の 33%程度がヘ
ミメチル化されていることが計算された (図 4-4)。 
これら非メチル化 DNA、33%ヘミメチル化 DNA および完全にメチル化した DNA
それぞれ 40ngに対し、図 4-5に示した量の Dnmt1を反応させて、これら基質 DNAへ
のメチル基の導入量を比較した (図 4-5)。その結果、完全にメチル化した DNA では
その活性がほとんど検出できないのに対し、33%がヘミメチル化された DNA に対し
ては 180ngの Dnmt1により 0.77pmolのメチル基の取り込みが見られた。これに対し
て非メチル化 DNA でいわゆる de novo メチル化活性を見たところ、同じ条件で
0.25pmolの取り込みがあった (図 4-5)。  
したがって、実際にはかなりの程度の de novoメチル化活性が検出された。33%が
ヘミメチル化されたDNAのメチル化に対して約 1/3の効率で de novoのメチル化が見
られたことから、精製 Dnmt1はヘミメチル化 DNAの CpG配列の 1/10程度の効率で
de novoのメチル化をすることが明らかとなった (図 4-5)。 
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 PCNAと Dn51-255Wの結合後 

に p21FLを添加した場合 

PCNAと Dn51-255Wの結合前 

に p21FLを添加した場合 
A） 

 
Dn51-255W と結合した PCNA 

モル比(p21FL/PCNA単量体) 15 9 31260 12 61593

 
 
 
B）

 

 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4-1  p21FLによる PCNAと Dn51-255Wの相互作用の阻害 

A) GSHセファロース 4Bを用いた pull down assay。150ngの Dn51-255Wと 32ngの

加して解析した結果を示す。Dn51-255Wに結合した PCNAは抗ヒト PCNAモノ

ッティングで検出した。パネル下の数字は反応系に添加した p21の PCNA単量体

B) p21を添加しないときのそれぞれの PCNAのバンド強度を 100%とした相対値
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PCNA と Dn51-255W の結合前

に p21FLを添加した場合 
PCNAの結合前また後に p21FLを添

クローナル抗体によるウエスタンブロ

に対するモル比を示した。  

としてグラフに表した。 



 
 
 
 
 
 
A）

86420

 anti-flagと結合した flag-PCNA 

モル比(p21FL/PCNA単量体) 

PCNAと結合した His-DnFL 
 
 
 
 

PCNAと結合した p21FL 

 
 

B） 阻害(%) 

p21/PCNA単量体(モル比) 

 
 
 図 4-2  p21FLによる PCNAと His-DnFLの相互作用の阻害 

A) flag抗体を用いた免疫沈降によるpull down assay。25ngの flag-PCNAとp21をあらかじめインキュベートした後、1.2ug

の His-DnFLを添加して解析した結果を示す。flag-PCNA、p21FLおよび PCNAに結合した His-DnFLは銀染色により検

出した。また反応系に添加した p21の PCNA単量体に対するモル比をパネル二段目に示した。 

B) A)の結果を p21を添加しないときのそれぞれのHis-DnFLのバンド強度を 100%とした相対値としてグラフに表した。
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 阻害(%) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PCNA単量体に対するモル比  
 
 
図 4-3 Dnmt1添加による PCNA依存的 polδDNA合成活性への影響 

PCNA (2ng)依存的な仔牛胸腺由来の polδの DNA合成活性に対する Dnmt1断片または p21添加による阻害を示し

た。縦軸には Dnmt1断片または p21不添加時の合成活性を 100% (19pmol)としたときの各モル比における合成活性

の相対値を%で、横軸には反応系に添加した Dnmt1または His-p21FLの PCNA単量体に対するモル比を示した。 
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SssⅠ(unit) 

 

 

8.6 

12.9 

０ 

メチル化されてない DNA 

ヘミメチル化 DNA 

 
図 4-4  SssⅠメチレースによるメチル化量の検討 

SssⅠメチレースを用いて、メチル化されてない DNAを基準としたヘミメチル化された基質 DNA (40ng)のメチル

化の程度を検討した。縦軸には基質 DNAに取り込まれた 3Hメチル基の量(pmol)。横軸には反応系に添加した Sss

Ⅰ量を示した。図中の数字は 0.25unitの SssⅠによる基質への 3Hメチル基の取り込み量(pmol)を示した。 
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Dnmt1(ng) 

pmol 

メチル化されてない DNA 

ヘミメチル化 DNA 

完全にメチル化された DNA

 

 

図 4-5 Dnmt1の de novoメチル化活性 

Dnmt1単独による非メチル化、ヘミメチル化、および完全にメチル化された基質 DNA (40ng)へのメチル化の程度

を比較した。縦軸には基質に取り込まれた 3H メチル基の量 (pmol)。横軸には反応系に添加した Dnmt1 量を示し

た。図中の数字は 180ngの Dnmt1によるヘミメチル化およびメチル化されてない DNAへの 3Hメチル基の取り込

み量 (pmol)を示した。 
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                          4-4考察 
 
1. p21による PCNA-Dnmt1の相互作用の影響 
  Chuang らは、 PCNA 単量体に対し約 1000 倍の p21 の C 末ペプチド

(RQTSMTDFYHSK)の添加によりPCNAとDnmt1の相互作用が完全に阻害されること、
また細胞内でのPCNA-Dnmt1の結合はp21の発現量と逆相関することを報告している 
(Chuang et al.,1997)。また第 2章より、PCNA上の Dnmt1の結合領域はすでに同定さ
れている p21 結合領域 (Oku et al.,1998)とほぼ一致することを示した。これらから
Dnmt1の PCNAに対する結合は p21の結合と競合することが推測される。この点をよ
り詳細に解析するために、完全長ヒト p21 添加による PCNA と Dnmt1 の結合への影
響を解析した。その結果、図 4-1、図 4-2に示されるように PCNAと Dnmt1の結合は
p21の PCNAへの結合量が増加するにしたがって減少し、さらに C末ペプチドと異な
り PCNAに対して 6倍程度の p21添加により効率良く阻害された。このことから、完
全長 p21 は PCNA 上で Dnmt1 と結合部位を競合し、C 末ペプチドよりも効率良く
Dnmt1の結合を阻害している。p21と PCNAの結合を直接解析した場合も C末ペプチ
ドよりさらに長い p21C末端側半分の断片がより安定に PCNAと結合することが知ら
れており (Oku et al., 1998)、同様に p21の C末領域以外の領域が PCNA-Dnmt1間の結
合に対して効率の良い制御に関わっていると考えられる。また核内で p21の存在量が
もっとも多い場合では PCNAとほぼ等量と言われており (Li et al.,1996)、ここで見た
p21による阻害の程度は十分に p21が PCNAとDnmt1の結合を制御する機能を有して
いることを示している。この点は第 5章 (総合考察)で考察する。 
 
2. p21および Dnmt1による PCNA依存的 polδ活性の影響 
前章では PCNA上で Dnmt1との結合に必要な領域いくつかが、polδとの結合にも
必要であることも示した。このことから Dnmt1の PCNAへの結合が PCNA依存的な
polδの DNA合成活性を阻害する可能性が示唆された。しかし図 4-3に示されるよう
に、PCNAに対して 4倍程度の p21添加によって 80%以上阻害される polδの DNA合
成活性は 4倍程度の Dnmt1添加によっても 25%程度の阻害しか見られなかった。 
これには 2つの可能性が考えられる。一つは PCNAは同じ構造をもつ 3つのサブユ
ニットから構成されることから、Dnmt1と polδが単一 PCNA複合体内の別々のサブ
ユニットに結合することが考えられる。この場合は、これら蛋白質が同時に PCNAを
足場としてpolδはDNA合成を、Dnmt1はメチル化を行うと考えられる。もう一つは、
polδがより強い親和性で PCNAに結合し、Dnmt1では polδと PCNA間の結合をあま
り阻害しない場合が考えられる。しかし現在これらを区別する証拠は得られていない。

今後一つの PCNA 上での、これら PCNA 結合蛋白質の競合的な結合の詳細を明らか
にする必要がある。 
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3. Dnmt1の de novoメチル化活性 
 図 4-4および図 4-5で示されるように Dnmt1はヘミメチル化 DNA特異的にメチル
化するが、1/10程度の効率でメチル化してない DNAも de novoにメチル化する。こ
のことから、もし S期になって Dnmt1が発現誘導される際に核内で Dnmt1が十分に
高い活性を常に発揮すると、polδによって新規に伸長されたヘミメチル化 DNA部位
とは関係のない DNA もメチル化されてしまう。この状況は DNA のメチル化の制御
に好ましくない。これを回避するために Dnmt1のレベルは低めに設定され、その状況
では PCNA による複製された DNA への Dnmt1 のリクルートが有効に働き、またそ
れを抑制する p21 はこの PCNA による Dnmt1 の活性促進の制御に十分に機能してい
ると推測される。実際、p21の発現量が高い S期初期に複製され多くの遺伝子の転写
開始領域である CpG islandは厳格にメチル化から守られているが、p21が欠損したガ
ン化細胞では CpG island の異常なメチル化パターンが観察されている (Counts and 
Goodman.,1995)。このことから G1期から蓄積している p21の濃度に応じて S期それ
ぞれの時期の Dnmt1によるメチル化のレベルが、複製される DNAのメチル化の程度
に対応するように適切に制御するしくみが想定できる。 
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  第 5章 
                               総合考察 

 
1. PCNAと Dnmt1の相互作用の特異性とその生理的な意義 

Dnmt１は典型的な PCNA 結合領域をその N 末端領域に保有しており (Chuang et 
al.,1997)、本研究でもその配列が PCNAと Dnmt1の物理的結合に主要な役割を果たす
ことが確認された。まず表面プラズモン共鳴またはプルダウンアッセイによる解析に

より、その一つのアミノ酸置換により PCNAとの結合効率が著しく減少することから、
Dnmt1 のアミノ酸番号 159-171 の配列 TRQTTITAHFTKG がその結合の中心になって
いることを示した。さらに PCNA とこの結合領域を含む N 末端側断片との親和性は
比較的高いが、完全長 Dnmt1は N末端側断片と比べて 1/50程度の親和性しかないこ
とを示した (図 2-1、図 2-2 B-1)。これらの結果から Dnmt1の N末端側以外の領域、
すなわち触媒ドメインを含む C 末端側領域が PCNA との結合に立体障害となってい
ると推測した。同様の現象が PCNA と p21 の相互作用において p21 の PCNA 結合領
域に近接した領域により生じることが報告されており (Chen et al.,1996、Oku et 
al.,1998)、これら PCNA結合蛋白質はその立体構造の変化により PCNAへの親和性が
制御されていることが示唆される。 
興味深いことに PCNA/DNA複合体に対しては、逆に完全長 Dnmt1は N末側断片よ
りも同等またはそれ以上の効率で相互作用した (図 3-2)。このことは、Dnmt1と PCNA
および DNAが協調的に相互作用するか、あるいは DNAと Dnmt1の相互作用によっ
て Dnmt1の構造に変化が生じ PCNA結合領域が露出され、その結果効率の良い PCNA
との相互作用が可能になったと考えられる。実際 Dnmt1の N末端領域と C末端の活
性領域が物理的に相互作用し、またこれらの領域は CpG を含むまたは含まない非特
異的 DNAに対して異なる親和性を示すことが報告されている (Fatami et a.,2001)。こ
のことからも PCNA/DNA複合体に対し Dnmt1が高い親和性で結合するメカニズムが
Dnmt1自身の構造変化により説明することができる。この点は前述の SPRまたは pull 
down assayによる相互作用の解析に DNAを添加した実験を行えば実証可能である。   

Dnmt1との相互作用に必要な PCNAループの中で、Reg6は他の PCNA結合蛋白質
の PCNA相互作用領域と比べて Dnmt1特異的であった (図 2-11)。このことはこのル
ープが PCNA-Dnmt1 の相互作用に対して機能的に重要な役割を果たしていることを
示唆する。このループは PCNA の C 面に位置しているが他の相互作用ループとはわ
ずかに離れており、結合する DNAに近い PCNAリングの内側に位置している。上記
で示唆したように Dnmt1は DNA、PCNAと協調的に複合体を形成することから、こ
のループはそのような協調的複合体形成に対し機能していることが推測される。 
以上のように、DNA上にロードされた PCNAは明らかに DNAと Dnmt1の親和性

を促進した。このことはヘミメチル上に PCNA が存在すると Dnmt1 のメチル化活性
をも促進されることが示唆された。Dnmt1のメチル化活性そのものは PCNAには依存
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せず (Chuang et al.,1997)､その PCNA結合モチーフを欠損させてもメチル化活性を保
持することが知られている（Bestor et al.,1992）。このように両者の結合は Dnmt1活性
に直接的に必須のものではなく、そのメチル化の効率を促進させる意味を持つ。実際

もしヘミメチル DNAのみを基質とした場合、PCNA有無による Dnmt1活性に大きな
影響の違いは見られなかったが (図 3-3)、さらに基質の競合物質として完全にメチル
化された DNA を実験系に添加し Dnmt1 活性を 10%以下に抑えた条件では、DNA 上
に PCNA が存在することにより最大で 10 倍程度の Dnmt1 活性の効率の促進された 
(図 3-4、図 3-5)。この実験系は限られた量のヘミメチル DNA と大過剰のメチル化さ
れてないまたは完全にメチル化された DNAが混在している S期の核内を模倣してお
り、そのような条件下で PCNA と Dnmt1 の相互作用がメチル化活性の制御に機能し
ていると考えられる。なお競合物質として完全にメチル化された DNA を実験系に添
加したのは、Dnmt1が非メチル化 DNAに対しては 1/10程度の効率でメチル基を転移
しバックグランドとなるため (図 4-5)、メチル化が導入されないDNAとして加えた。
また高等真核生物ゲノムの CG配列の約 80%がメチル化されており、このことからも
完全メチル化 DNAを実験系に添加することが S期核内の状況を模倣していると考え
られる。 
以上の結果をまとめたモデルを図 5-1に示す。S期の核内において複製フォークの
進行に伴いメチル化 DNA部位はヘミメチル化 DNAに変わる。PCNAは複製フォーク
の一員としてまず新規に複製された DNA にロードされ、さらに複製終了後、一定の
期間 DNA上に保持されて Dnmt1の主要なターゲットとなる。このように周囲に大過
剰の未複製または複製が完了された DNAが混在する中、PCNAは Dnmt1を複製直後
の DNA (ヘミメチル DNA)上へ選択的にリクルートし、そのメチル化活性の効率を促
進する。このモデルの重要な点は Dnmt1は PCNAがロードされた DNA特異的に集積
され、その結果複製 DNA上のヘミメチル DNA特異的なメチル化を行うことである。
この複製直後のDNAでの PCNAとDnmt1の相互作用は、S期の核中で PCNAとDnmt1
が fociとして共局在するという Leonhardtらの報告 (Leonhardt et al.,1992)とよく対応
する。 
逆に DNA を介さないフリーの PCNAと Dnmt1の直接の相互作用は Dnmt1 の立体
障害で弱くなることはどんな意味があるのだろうか。DNA複製時には、PCNAは RFC
によって DNA 上にローディングされ、polδは PCNA と結合することによって DNA
合成反応を行う。もし PCNA と Dnmt1 の結合が常に強固なものであれば、Dnmt1 は
核内の大多数のフリーの PCNAと複合体を形成し続け、これ故 RFCによる DNA上へ
の PCNA ローディングが妨げられる。このように、本来あるべき PCNA の複製因子
としての機能の他、多様な PCNA の機能が阻害を受けることになる。この状況は S
期核内での DNA複製などの PCNAの機能制御に好ましくなく、Dnmt1は PCNAがロ
ードされた DNA にだけアクセスして効率の良いメチル化反応を行う機能を発展させ
たと推測される。 
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2. p21による PCNA依存的な Dnmt1のメチル化活性の制御 
PCNA 上で同じ領域が Dn51-255W と His-DnFL との相互作用に必要であった (図

2-5)。したがって両者の結合は同じ結合モチーフを介して行われている。Dnmt1 は典
型的な PCNA結合モチーフを持つことより (図 1-4)、Dnmt1との結合に必要な PCNA
の構造は同じモチーフを持つ他の PCNA 結合蛋白質とほとんど同じであることが推
測された。実際、PCNAの C面に位置する同じループ領域（Jonsson and Hubscher 1997, 
Tsurimoto.,1999）が p21と Dnmt1両方の相互作用に不可欠であった (図 2-11)。この結
合部位の重複は PCNA と Dnmt1 の相互作用に対して p21 が競合的に働くことを示唆
しており、実際 PCNA依存的な polδの活性を阻害するのと同様に、PCNAと Dnmt1
の相互作用は約 6 倍程度の p21 により効率良く阻害された (図 4-1、図 4-2)。このよ
うに Dnmt1と polδの両者は PCNA上の同じ領域に対する親和性に従って、細胞周期
の調節因子である p21により制御されていると考えられている。 
細胞周期の進行に合わせて、これまで p21はその核内での存在量が G1期で最も多
く、S期の進行に従って減少することが知られている。またこれに関連して S期初期
には多くの遺伝子の転写開始点であるCpG islandと呼ばれる低メチル化ゲノム領域が、
S期後期には転写活性が低い高メチル化ゲノム領域が複製されることも知られている 
(Baylin.,1997)。これら複製 DNA のメチル化機構を考察するモデルを図 5-2 に示す。
まず核内に p21がほとんど存在せず高メチル化ゲノム領域が複製される S期後期は図
5-1 で示したモデルが当てはまる。このモデルに従って、大過剰の未複製または複製
が完了された DNA が混在する中、PCNA は Dnmt1 を複製直後の DNA (ヘミメチル
DNA)上へ選択的にルクルートし、その結果、そのメチル化活性の効率を促進すると
考えられる。これに対して S期の初期には p21は核内に比較的多く存在する。したが
って、p21 による制御は S 期初期の DNA のメチル化に重要である。例えば図 4-5 に
示すように、Dnmt1はヘミメチル DNA対する活性の 1/10程度の効率でメチル化され
ていない DNAも de novoにメチル化を行った。このような in vitroにおける Dnmt1の
de novo のメチル化活性は他のグループでも報告されている (Glickman et al.,1997, 
Pradhan et al.,1999, Fatami et a.,2001, Vilkaitis et al.,2005)。おそらく p21は S期初期にお
いて低メチル化領域が複製した後に、PCNAによってリクルートされて Dnmt1が非特
異的な de novoのメチル化をあやまって行ってしまうことを適度に制御していると考
えられる。Easwaranらは S期を通じて Dnmt1は核 fociに局在し、またその局在には
PCNA結合モチーフが必要であることを報告している。しかし彼らの結果では S期中
期になっても Dnmt1 の核 foci への局在は S 期後期に比べてほとんど観察されず、S
期後期に両者が有効な相互作用するというモデルとよく一致している。また Dnmt1
は G2/M期にもヘテロクロマチン領域に局在するが、これは PCNAとの結合を介さな
い機構を利用していることが報告されている  (Easwaran et al,.2004)。以上より
PCNA-Dnmt1間の相互作用は、ヒト細胞において特に S期後期の複製 DNA (ヘミメチ
ル DNA)のメチル化に重要な役割を果たす。また S 期初期において p21 は PCNA と
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Dnmt1の結合を適当に阻害し、複製 DNA (非メチル化 DNA)への de novoメチル化活
性を抑制していると推測される。 
 それでは p21 が S 期初期に PCNA-Dnmt1 の相互作用に阻害的に働く時、PCNA と
polδの相互作用はどうなっているのだろうか。この時期に polδが十分に活性を持つ
ことは明らかである。このことから予想できるのは、Dnmt1と PCNA間の結合を阻害
するレベルの p21では polδ-PCNA間の結合を阻害しないという点である。おそらく
S 期初期の p21 濃度では、もはや polδ活性の阻害には不十分になっていると思われ
る。このように p21はいくつもの PCNAとその結合因子間の結合の制御を行っている
が、それぞれに対する有効濃度が微妙に規定されていることが考えられる。 
 
3. 今後の展望 
精製蛋白質を用いた生化学的手法による本研究によって、複製DNAのメチル化に対
しPCNAとDnmt1の相互作用が重要な意味を持つことを示した。しかしながらDnmt1、
PCNAおよびDNA三者の協調的な複合体形成の分子メカニズムの詳細はまだ明らか
でなく今後の機能の検証も必要である。そのためには相互作用を欠損するような変異

Dnmt1またはPCNA蛋白質の発現系を用いた解析、およびDnmt1のDNAに対する特異
性の解析を行っていく必要があるだろう。近年、ある種のヒトがん細胞ではDNAのメ
チル化の維持にはDnmt1だけでなくDnmt3Bが必要であること (Rhee et al.,2002)、また
ES細胞でもDnmt1に加えてDnmt3AとDnmt3Bが必要であることが報告されており 
(Chen et al.,2003)、Dnmt1によるDNAの半保存的なメチル化に対してDnmt3AとDnmt3B
が補助的に働くことが示唆されている。またDnmt1は複製因子PCNAと相互作用する
以外に、細胞周期を制御する因子Retinoblastoma (RB) (Robertson et al 2000)、転写を抑
制する因子であるDnmt1 associated protein (DMAP1) (Rountree et al 2000)、ヘテロクロ
マチン化の引き金となるヒストンデアセチラーゼ (Fuks el al.,2000, Rountree et al 
2000)、ヒストンH3Lys9メチルトランスフェラーゼおよびヘテロクロマチン蛋白質HP1 
(heterochromatin protein1)とも相互作用し (Fuks el al.,2003)、細胞周期や転写制御にも
機能することが示唆されている。これらのような他の因子によるDnmt1の機能制御に
対し、PCNAとp21がどのように関与しているのかを今後明らかにしていくことも重要
である。 
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図 5-1 DNA上の PCNAと Dnmt1の相互作用による複製されたヘミメチル DNAへの選択的メチル化のモデル 

S 期の核内においてメチル化 DNA 部位(赤点)は DNA の複製に伴いヘミメチル化 DNA(緑点)になる。複製された

DNA上に残された PCNA(オレンジの楕円)は効率良く Dnmt1(青)をリクルートし、その活性の効率を促進させるこ

とで周囲にある未複製の DNAの中から複製部位の特異性の高いヘミメチル DNAのメチル化を行う。p21は S期

の進行に合わせて初期には PCNAと Dnmt1の相互作用を適当に抑え不必要な非特異的メチル化活性を抑制してい

る。逆に DNAと結合していないフリーの PCNAは Dnmt1との相互作用が抑制されている。 
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図 5-2  p21による PCNA依存的 Dnmt1メチル化活性の制御のモデル 

細胞周期の進行に合わせて p21は核内での存在量が G1期にもっとも多く、S期の進行に従って減少していく。ま

たそれに連動して低メチル化領域は S 期初期に、高メチル化領域は S 期後期に複製され、それぞれ非メチル化領

域、ヘミメチル化領域を多く含む DNA領域に変わる。核内に p21があまり存在しない S期後期には図 5-1のモデ

ルに従って PCNAは Dnmt1を複製 DNA(ヘミメチル DNA)上に選択的にリクルートし、メチル化活性を促進する。

これに対して、核内に比較的 p21 が存在する S 期初期には、p21 は複製 DNA(非メチル化 DNA)上の PCNA への

Dnmt1の結合を適度に抑制し、その de novoメチル化活性を制御している。また想定される polδの DNA合成活

性の阻害に必要な p21レベルを示してある。 
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