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Molecular mechanism of Holliday junction branch migration by the 
RuvA-RuvB protein complex: Characterization of novel RuvB muｭ
tant proteins (I148T and 1150T) defective in the interaction with 
RuvA. 
(RuvA・RuvB 蛋白質複合体による Holliday junction の移動の分子機構:
RuvA との相互作用に欠損のある RuvB-1148丁、 RuvB・1150T 変異体蛋白
質の生化学的解析)

(主査)
教授品川日出夫

(副査)
国立遺伝学研究所教授小川智子 教授野島 博

論文内容の要旨

大腸菌 RuvA-RuvB 蛋白質複合体は、相同組換えの中間体である Holliday 構造の分岐点移動 (branch migra四

tion) を促進する。この反応において、 RuvA が Holliday 構造の認識と RuvB を Holliday 構造に呼び込む活性を担っ

ている。 RuvB はモーター蛋白質としての活性を担い、その構造類似性から AAA+ A TPase superfamily に属するo

これまでに私の研究室では RuvB の構造と機能の相関を明らかにするために多数の ruvB 変異体遺伝子を単離して

きたo その中で、高発現により野生株の成長速度およびコロニー形成能を著しく減少させ、通常の発現量ではDNA

修復欠損を示す二種類の変異体1148T 、 1150T に注目し、本研究では、その変異体蛋白質の生化学的解析を行い、

以下の知見を得た。

結果と考察

これら 2 つの変異体蛋白質は branch migration 活性に欠損が見られた。その原因を探るため、個々の機能につい

て調べたところ、 ATPase 活性は野生型 RuvB と同程度で、その活性は野生型 RuvB と同様に DNA により促進され

たo しかし、 RuvA と DNA による相乗的な促進は見られなかったo また、 RuvA との複合体が形成できず、

Holliday 構造-RuvAB 複合体形成能も低下し、機能的にも物理的にも RuvA との相互作用に欠損があることが認

められた。また、 DNA 非存在下で、六量体形成が観察されなかったが、 DNA に対する結合能は野生型 RuvB と同

程度であった。しかし、電子顕微鏡による観察から DNA 上での六量体リング構造は観察されたが野生型 RuvB とは

異なる形態をしていたo これらの結果から RuvB-1148T、 RuvB-1150T が RuvA との相互作用に欠損があるだけでな

く、六量体形成にも影響していることが認められた。

最近、私の研究室では生物分子工学研究所の森川博士のグループとの共同研究により、高度好熱性真正細菌

(Thermus thermophilus) の RuvB の立体構造を決定した。Ile148、Ile150は AAA+ ATPase domain から突き出た

β 一 hairpin 上に位置し、その 3 一 hairpin は他の AAA+ATPase に見られない RuvB 特異的な構造であったo

RuvB の立体構造を六量体リング構造が決定された NSF-D2 や HsIU に重ね合わせて、六量体リング構造のモデルを

作成したところ、 β 一 hairpin はリング構造の表面に位置していたo また、その面は電子顕微鏡による Holliday 構

造-RuvAB 複合体の観察から RuvA の方向に向いているという報告があり、この β-hairpin は RuvA との接触面

を構成していることが示唆される。六量体形成は AAA+ A TPase domain の Box VI とW と呼ばれる領域が関与して
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いると考えられており、この 2 つの領域は一次構造上、 ß -hairpin 領域を挟むように位置しているだけでなく、立

体構造上も近接していたことから、Ile148、Ile150は六量体形成に直接関与しているというよりも、むしろアミノ酸

変異が構造に影響を与え、その結果 2 つの変異体蛋白質の六量体形成に影響したと考えられる。

また、野生型 RuvB に RuvB-I148T または RuvB-I150T を加えて branch migration 反応を行ったところ、反応産

物の量の上昇が観察された。この結果は、単独では RuvA との相互作用ができない結果、 branch migration ができ

ない変異体蛋白質が野生型 RuvB の助けにより Holliday 構造に結合できるようになり、なおかっ branch migraｭ

tion 活性を持つ heterooligomer が形成されていることが示唆されるo つまり、 branch migration 反応において、

六量体リングである RuvB はその全てのサプユニットが RuvA と同時に相互作用する必要がないことが示唆される。

論文審査の結果の要旨

RuvB 蛋白質は RuvA 蛋白質と複合体を形成し、相同組換えの中間体である Holliday 構造の分岐点移動反応にお

いてモーター蛋白質として働く。本研究では、 AAA+ファミリー ATPase に見られない RuvB 特異的な領域に変異

のある 148番目のイソロイシンがスレオニン(I148T) に、 150番目のイソロイシンがスレオニン(I150T) に変異し

た 2 つの変異体について詳しく解析した結果、 ATPase 活性、 DNA 結合能は野生型 RuvB と同程度であるが、

RuvA との相互作用が欠損していることを明らかにし、この RuvB 特異的な領域が RuvA との相互作用に関与して

いることを明らかにした。

これらの知見は RuvB の構造と機能の相関関係や相同組換え後期過程の詳細な反応機構を明らかにする上で重要

な情報を与えるo よって博士(理学)の学位論文として十分価値のあるものと認める。
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