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論文内容の要旨

遺伝子の相同組み換えは染色体損傷の修復に関係するとともに生物の個体差を決定づける重要な現象である。更に、

外部遺伝子の獲得にも密接に関係しており、染色体工学等の応用的観点からも重要である o Holliday 分岐は、 DNA

相同組み換えの普遍的中間体であり、組み換え機構において中心的な役割を果たす。正常な個体を作るために

Holliday 分岐のプロセッシングと切断は不可欠であり、その活性を担う酵素はすべての生物において普遍的に存在

する o この様に、 Holliday 分岐と蛋白質の特異的認識機構の解明は、構造生物学的に重要な課題である。本研究の

目的は、この Holliday 分岐の分子認識機構を立体構造の観点から解明することにあるo

大腸菌 RuvA-RuvB タンパク質複合体は、相同組み換えの普遍的中間体 Holliday 分岐に結合し、 DNA の分岐点

移動を促進することが知られている o RuvB は ATP 依存性 DNA へリケースとして分岐点移動反応に関与するモー

タータンパク質である o RuvA は 4 量体を形成し、 RuvB6 量体と DNA の両方に結合する。こうして移動反応のター

ゲットである Holliday 分岐との相互作用を仲介すると考えられている。

【方法ならびに成績】

まず、 RuvA タンパク質の構造と機能の関係を明らかにするために、 RuvA の変異体を作成し、その機能が変化す

るものを多数得た。これらの変異タンパク質を生化学的に解析し、 Holliday 分岐に結合できないものと RuvB との

結合能に異常がみられるものに分類した。

この研究と平行して、 RuvA の三次元構造を解明するために X線結晶構造解析を行い、 RuvA の立体構造を2.5Å

分解能で決定した。 RuvA は、結晶中でもそれぞれの単量体が花びらのように折り重なっている 4 量体を形成し、単

量体の構造は 3 つのドメインから構成されていた。ドメイン I では、 4 量体形成に必須なサプユニット間水素結合を

形成していた。 ドメイン E は DNA 結合に重要なヘリックスへアピンヘリックスモチーフを二つ含み、この部分に変

異が生じると Holliday 分岐結合に異常が生じた。ドメイン E と E は電子密度が確認できない約20残基の柔軟なルー

プで隔てられていて。ドメインEは隣のサプユニットのドメイン I および E と疎水的な相互作用により結合していたO

RuvB と結合できない変異体はドメインEのー領域に集中しており、この領域が RuvB との相互作用に重要であるこ

とが示唆された。

RuvA のユニークなドメイン構造と機能的意義を明らかにするため、次にドメイン I 、 n (NH 2 region) とドメ
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イン皿をそれぞれ単独で発現し、機能および構造解析を行った。まず、遺伝学的解析からそれぞれのドメインは一部

の機能が失われていることがわかった。次に、それぞれのタンパク質を精製し、 RuvAB による分岐点移動反応に加

えるとこれを阻害する事実が判明した。ドメイン I と E を含む NH2 region は全長 RuvA と同様に Holliday 分岐に

結合する一方、 ドメインE は RuvB の ATP 水解活性反応を特異的に阻害した。次に、 NH2 region の X線結晶構造

解析を行い、 2.5Âで立体構造を決定した。構造は全長 RuvA の対応する領域と同一であり、この部分のみで 4 量体

形成も Holliday 分岐との結合も可能なことが確認できた。さらに、全長 RuvA と NH2 region の溶液中での構造を

観察するために X線小角散乱を測定した。 NH 2 region は結晶と溶液中で構造に差がなかったのに対して、全長

RuvA は構造変化を起こし、水溶液中でドメインEが自由に動き回っていることが示唆された。

【総括】

今回の解析から、 RuvA は RuvB と複合体を形成するだけでなく、ドメインEの動的性質を利用して RuvB 活性

を調節することが示唆された。こうして、 RuvA の特徴的なドメイン構造は、それぞれ別の機能を合理的に割り当て

る意義をもつことが明らかとなった。

論文審査の結果の要旨

DNA 相同組み換えは、損傷を受けた染色体の修復に主要な役割を果たすとともに、生物の多様性を決定する極め

て重要な現象である。この相同組み換えの普遍的 DNA 中間体 Holliday 構造と蛋白質の特異的相互作用を立体構造

の観点から明らかにすることは、組換えの動的分子機構を理解するために必須であるo 大腸菌の組み換えの後期過程

では、先ず RuvA 蛋白質が Holliday 構造を特異的に認識して結合し、モーター蛋白質である RuvB6 量体との会合

を促進する。こうして生成した分岐点上の RuvA-RuvB 複合体が ATP 加水分解のエネルギーを使って分岐点移動

を引き起こす。西野達哉君は、博士課程の前半において、 RuvA 蛋白質の構造生物学的研究に集中し、この分子の

Holliday 分岐及び RuvB に対する特異的認識機構の解明に大きな貢献をした。即ち、 RuvA 蛋白質を結晶化させ、

X線結晶構造解析によって、その立体構造を原子レベルの分解能で決定した。更に、種々の RuvA 変異体を作成し、

その機能変化を in vitro 及び in vivo の系で解析を行った。その結果、 RuvA の三次元構造上に、 Holliday 分岐

DNA の結合領域と分岐点移動モーター蛋白質である RuvB との結合領域を同定する事に成功した。更に、この研究

を発展させ、 X線小角散乱や円偏光二色性の手法を駆使し、溶液中で動き回る RuvA 蛋白質のドメインEが、 RuvB

蛋白質を認識し、その ATP 加水分解活性を調節する能力をもっ事を見出した。

博士課程の後半では、超好熱性古細菌 Pyrococcus furiosus から同定された新規のエンドヌクレアーゼ Hjc の X線

結晶構造解析に取り組んだ。古細菌における DNA 代謝蛋白質は、一次構造上からも機能的にも真核生物のものに類

似しており、また、超分子複合体の構成は真核生物のそれに比べて単純な場合が多い。この様に、真核生物の DNA

組み換え機構を解明する上で、古細菌蛋白質は優れたモデルになるものと推測される。 Hjc は Holliday 分岐構造を

特異的に認識しィ分岐点近傍で切断するエンドヌクレアーゼであり、制限酵素と同じく Mg2+を必要とするが、塩

基配列は認識しな L、。西野君はこの Hjc エンドヌクレアーゼの立体構造をX線結晶構造解析によって原子レベルで

決定することに成功した。その結果、驚くべきことに、 Hjc と制限酵素の骨格構造は活性中心を含めて互いに高い類

似性をもつことが解った。更に、変異体解析の結果を考慮し、 Hjc と Holliday 分岐 DNA の複合体のモデルを構築

し、このヌクレアーゼは RuvA の場合とは異なる立体構造の分岐 DNA を認識すると結論した。

以上、普遍的 DNA 組み換え中間体 Holliday 構造は、異なった蛋白質に結合する際、その立体構造を多様に変化

させうること、また、 Holliday 構造認識蛋白質 RuvA の特徴的ドメイン構造と機能分担の関係を明らかにした研究

成果は充分学位に値するものと認めるo
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