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論文内容の要旨

DNA は紫外線照射や化学物質によって様々な傷害を生じる。生物は DNA 組換えや DNA 修復の系を用いてそれ

らの傷害を取り除いている。 RecJ は一本鎖 DNA を 5 'から 3 '方向にのみ分解するエキソヌクレアーゼとして、相

同組換え、塩基除去修復、ミスマッチ修復に重要な役割を果たす。その分子量は約55k で、 5 つの特徴的なモチーフ

(Motif 1 ,._ V) が存在する。このモチーフを持つタンパクは原核生物から古細菌、高等真核生物まで広く存在し、

DHH ファミリーと呼ばれるファミリーを形成するが、それらのうちで生化学的性質の分かっているものは RecJ と

出芽酵母のポリリン酸分解酵素 (PPXl)の二つのみである。また、 RecJ を含む DHH ファミリーの立体構造は明

らかにされておらず、これらのモチーフの構造と機能の関連は明らかでなかった。

そこで本研究では

1) RecJ とそのコアドメインの発現・精製、および生化学的解析

2) RecJ の X 線結晶解析法による立体構造解析

3 )立体構造と変異体解析を基にした RecJ の活性残基の同定

を行った。

1) RecJ とそのコアドメインの発現・精製、および生化学的解析

まず、高度好熱菌 Thermus thermophilus HB8 由来の recJ遺伝子 (ttrecJ) を PCR 法を利用してクローニングした。

大腸菌内で発現させた ttRecJ は封入体を形成したが、尿素による可溶化の後、透析法によって再生し、精製を行っ

た。次にサーモライシンを用いて限定分解を行った結果、分子量約43k の安定なバンドが検出された。 N末端アミノ

酸シーケンスとホモロジー検索を利用してこのバンドを同定したところ、 DHH ファミリーの 5 つのモチーフ全てを

含む、 40から463番目の領域 (cd-ttRecJ) であると考えられた。さらに cd-ttRecJ を大腸菌内で発現させると可溶性

画分に含まれており、これを精製した。 ttRecJ と cd-ttRecJ は両者とも約60
0

C までの熱安定性を示し、エキソヌク

レアーゼ活性も保持していた。その活性は Mgへ Mnヘ Co2+がそれぞれ存在するときに見られたが、その他のイオ

ンでは検出できなかった。この金属特異性は酵母の PPXlのものと同じであり、 DHH ファミリーのモチーフが両酵

素の金属結合に関与していると示唆された。
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2) RecJ の X線結晶解析法による立体構造解析

精製した cd-ttRecJ を硫酸アンモニウムを沈殿剤として Mn2+存在下で結晶化した。次に Se-Met 置換 cd-ttRecJ

の結晶を用いて、 single-wa velength anomalous dispersion (SAD) 法により位相決定し、 2.9Âの分解能でその立

体構造を精密化した (R 値 =22%)0 RecJ は、二つのドメインを一本の長い α ヘリックスがつなぐという特徴的な

構造をしており、分子の中央に深い溝を形成していた。その溝は Arg や Asn といった DNA に結合しうる残基によっ

て構成され、それらの残基は RecJ 問で高度に保存されていた。溝の幅は約lOÂ と二本鎖 DNA の直径(約20Â) よ

り狭く、一本鎖 DNA への特異的な結合に適していると考えられた。 Mn2 + は DHH ファミリーの 5 つのモチーフの

うち Motif I--Nのそれぞれで保存されている Asp ， His 残基によって配位されていた。

3) 立体構造と変異体解析を基にした RecJ の活性残基の同定

決定した立体構造から活性に関与すると予想される Asp82 (Motif 1) , His161 (Motif ill) の部位特異的変異体

を作製した。また Motif Vで保存される His349の変異体、 His161の近傍にある Tyr115の変異体も作製した。これ

らの変異体の活性を測定した結果、 Asp82， His161, His349で・活性の消失や著しい低下が見られた。これらの結果を

もとに、 Asp82が求核攻撃性の水分子との結合、 His161が DNA の 03' 原子のプロトン化、 His394が DNA との安定

な結合、といった役目を担うというメカニズ‘ムを考えた。

論文審査の結果の要旨

RecJ 蛋白質は相同組換えや修復系において重要な役割を果たしている一本鎖 DNA 特異的エキソヌクレアーゼで、

そのホモログ群は原核生物から真核生物まで広く分布する (DHH ファミリー)。山形敦史君は高度好熱菌防ermus

thermohi/us HB8の RecJ の発現・精製に取り込み、 DHH ファミリー特有のモチーフを全て含むコアドメインを単量

体として調製した。 x線結晶解析法により RecJ は二つのドメインの聞に深い溝を持つというユニークな構造を持ち、

溝ではモチーフを構成するアミノ酸残基が Mn2+イオンを配位していた。また、ヌクレアーゼ活性に対するこれらの

アミノ酸残基の関与や金属イオンに対する特異性なども実験的に明らかにした。このように RecJ の立体構造と生化

学的解析により、その反応メカニズ、ムの理解を深めた。この結果は博士(理学)の学位論文として十分価値にあるも

のと認める。
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