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緒論

DNA複 製、修復、組換えなどの生命現象は遺伝子の本体であるゲノムの安定維持

と生命の存続にとって重要な働きを担い、生命体細胞内で極めて巧妙に制御されて

いる。これ らの適切な働きが崩れると疾患が現れ、死を招くことにもつながる。し

たがって、 これ らの過程に関わるタンパク質の分子認識機構のコアになる部分を解

明することは、がんや種々の遺伝病などの病理を理解することに繋がると共に、遺

伝子治療や様々な生命科学技術の開発という薬学領域における応用研究を進めるた

めに必須である。しかしながら、最近の酵母やヒトでの研究成果からわかることは、

いかに多くの因子がこれ らの過程に関係し合い、高度に複雑化した分子機構を形成

しているかということであり(1、2)、 全容の解明が容易ではないことは明らかであ

る。

古細菌(ア ーキ ア、archaea)は 第

三 の生物 といわ れ(3)、 原 核 生物 で 真

正細 菌 と類似 した形態 を とりなが ら

も、遺伝情報伝達系 に関係するタ ン

パク質因子 の構造が、真正細菌 よ り

も真核生物の ものによ く類似 して い

る ことを含 めて、進化 的に大変興味

深 い生物である(Fig.1)。 著者 は 、

DNA複 製 の分子機構 に興 味 を持 ち、

古 細菌 を対象 に研究 し、それ らを真

複製関連タンパク質

環状構造ゲノムr雖一
真正細菌 古細菌 真核生物

(Bacteria)(Archaea)(Eukarya)

Fig.1.Threedomainsoflife.

正細菌や真核生物のものと比較していくことによって、DNA複 製装置の原始的な形

を理解するとともに、古細菌をモデルとして複雑化した高等真核生物におけるDNA

の複製過程の分子認識機構を解明していくことができるのではないかと考えた。さ

らに、関与するタンパク質因子について機能と構造の関係を分子 レベルで理解する

ためには、高純度に精製 した標品にっいて物理化学的に構造解析することが重要と

考え、より構造解析に適した安定なタンパク質が調製できる超好熱古細菌を用いた。

本研究において著者はPyrococcus血riosusを 用い、DNA複 製の分子機構の中
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で、特に鋳型DNAに 従って新生鎖が合成されるDNA複 製の伸長過程に関わるタン

パク質分子の機能と構造について詳細な解析を行った(4-10)。

Fig.2.DNApolymerisesinthreedomains.

DNA複 製 の主役は、デ オキ シ リボヌ ク レオチ ド三 リン酸(・)を 基 質 に して

DNA鎖 を合成す るDNAポ リメ ラーゼで ある。 これ まで の研究より生物は一つの細

胞内に複数種のDNAポ リメラーゼ を有 す る ことが知 られてお り、通常の染色体DNA

:複製 をつか さ どる酵素や 、様 々な修 復過程 にかかわ る酵素などそれぞれ特有の役割

を分担 している。近年、塩基部分 に損傷が入ったDNA鎖 を鋳型 として 、損傷 部分

を乗 り越 えて合成する活性(transletionsynthesis)を 有す るDNAポ リメ ラーゼが相

次 いで発 見 された ことと、ゲ ノムプロジェク トによって多くの生物の全ゲノム配列

が明 らかになってきた ことによ り、DNAポ リメラーゼ の種類は急 激 に増加 した。DNA

ポ リメラーゼ はい くつか の共通す る アミノ酸配列によってFig.2に 示す よ うに6つ

の フ ァミ リー に分類す る ことが できる(11)。 通常 の染色体DNA複 製過程 に働 く酵素

は真正細菌 ではPo1111、 真核生物で はPola、Po1δ 、Po1εで ある ことが知 られ てお り、

それ ぞれ異なるいくつかのサ ブユニ ッ トが複合体 を形成して働いている。その中の

触媒サブユニッ トのアミノ酸配列か らPo1111は フ ァミ リーCに 、Pola、Po1δ 、Po1ε
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はファミリーBに 分類 され て いる。Po1ζは 同 じよ うに真核 生物 の核 内 に存在 しファ

ミリーBに 共通す るア ミノ酸配 列 を持 った酵素であるが、修復酵素であることがわか

っている。

一 方 古 細 菌 は 、 系 統 的 に大 き く二 っ の サ ブ グル ー プ(ク レ ナ ー キ オ タ

(Crenarchaeota)及 びユ リアーキ オ タ(Euryarchaeota))に 分 ける ことができる

が、ク レナーキオタには少な くとも2つ(あ る種で は3つ)の フ ァミ リーB酵 素(PoBI,

PoBII,(Po1BIII))が 、 またPfuriosusを 含 むユ リアーキオタ には ファミリーB、

フ ァミリーDに 属す る酵素(PoBI,Po1D)が それぞれ1つ ず つ存 在 し、それぞ れの

酵 素の有す る生化学的特性か ら、各々が染色体DNA複 製 に関与 して いる と考 え ら

れて いる(12)。

5'

3'

Fig.3.Mechanismofprocessive

DNAsynthesis.

鋳型DNAに 従 って新 生鎖が 合成

され るDNA複 製 の伸長過程 は、次

のよ うな モデルが提唱されている。

複製を担うDNAポ リメ ラーゼが鋳

型DNA鎖 上 か らこぼれ落 ちず に、

連続 的 に効率のよいDNA合 成 を行

うた め には 、DNAポ リメ ラー ゼ を

DNA鎖 上 に留 めてお くクランプ と呼

ばれる分子が必要である。 クランプ

は ドーナツ型のリング構造 を形成 し、

輪の中をDNA鎖 が 滑 るよ うに移動

しなが ら合成 反応が進行 してい くと

考えられている(13、14)。DNA鎖 が

ク ランプ の輪 の 中 に組 み込 まれ るた

めには、リング構造が一度 開く必要

が あり、そのためにクランプローダ

一とよばれる分子が働 く(Fig .3)。 真正細菌 では大腸菌DNAポ リメ ラーゼIIIホ

ロ酵 素 として同定 され た10種 類 のサ ブユニ ッ ト構造 の うち、βサブユニットがクラ

ンプであ り、5種 類(y,S,S',x,Ψ)か らな るY合 体 が ク ランプ ロー ダー の役 目をは
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た す 。 一 方 真 核 生 物 で は 、 増 殖 細 胞 核 抗 原(proliferatingcellnuclearantigen:

PCNA)、 複 製 因子C(replicationfactorC:RFC)が そ れ ぞ れ ク ラ ンプ 、 ク ラ ン プ ロ

ー ダ ー の 働 き をす る こ とが わ か って い る(Table1) 。

Table1.ProteinsintheprocessiveDNAsynthesis.

function Bacteria Archaea Eukarya

DNAsynthesis

clamp

clamploader

PolIII

PolII1β 一subunit

PolIII

筆complex

PolBI,PolBII,

PolD

PCNA

RFC

(small,large)

Pola,PolS,

Po1ε

PCNA

RFC

(5subunits)

古細菌のDNA複 製研 究 は、ポ リメ ラーゼ以外 は、最近 までほとん どなされてな

く、伸長過程の因子について も全 く知 られていなかった。最近 のゲ ノム配列解 析の

結果か ら、古細菌ゲノム中に真核生物のPCNA、RFCに 似 た配列 を持つ タ ンパ ク質

をコー ドする遺伝子が存在する ことが見出された。著者は、超好熱古細菌の一種で

あるPfuriosusの ゲ ノムDNAか らPCNA、RFC様 配列 をコー ドす る遺伝子 をク

ローニ ングし、それ らの遺伝子産物がそれぞれクランプ、クランプローダー活性 を

有することを示す と共に、Pfuriosus由 来 のDNAポ リメ ラーゼ 、ク ランプ、 クラ

ンプ ローダーが どのように相互作用 し、連続的で効率のよい(prQcessive)DNA合

成 を実現 す るのか とい う点 に興 味 を持ち、これ らの分子の生化学的解析および構造

生物学的解析を行った。
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本論

第一章 クランプ(PCNA)と ク ラ ンプ ロー ダ ー(RFC)の 生 化 学 的解 析

第 一 節 ク ラ ン プ(PCNA)の 精 製

Pyrococcus属 の 中 で 最 初 に ゲ ノ ム 情 報 が 公 開 さ れ たPyrococcushorikoshii

の全 ゲ ノム配 列 中 に(15)、 真 核 生物 のPCNAと 類 似 配 列 を持つ タ ンパ ク質 を コー ド

す る遺 伝 子 を見 出 した 。 そ の 遺 伝 子 配 列 を も と に プ ライ マー を設 計 しPCR法 によ り

Pfuriosusゲ ノムDNAか ら類似 配 列 を コー ドす る配 列 を増幅 させ た 。得 られ た遺

伝 子 は249残 基 の ア ミ ノ酸 か らな る分 子 量28,000の タ ンパ ク質 を コー ドして いた 。

この遺 伝 子 が コー ドす るア ミ ノ酸 配 列 は ヒ トPCNA,酵 母PCNAと そ れ ぞ れ22%、

25%の 一 致 で 相 同性 を示 した 。古 細 菌 由来 のPCNAの ア ミ ノ酸 配 列 と比 較 す る と、

Methanothermobacterthermoautotrophicus(16),Archaeoglobusfulgidus(17),

お よ びMethanococcusjannaschii(18)、 との 間 にそ れぞ れ30,24,39%の 一致 で

ア ミ ノ酸 配 列 の 相 同性 が 見 られ た 。 この 遺 伝子 を発 現 用 ベ ク タ ー 、pET21aに ク ロ

ー ニ ン グ し、大 腸 菌 で 発 現 させ て 目的 タ ンパ ク質(PfuPCNA)を 大 量 に産 生 させ た 。

精 製 条 件 を 種 々 検 討 した 結 果 、 細 胞 粗 抽 出 液 を 熱 処 理(80℃,10分)し た 後 、

polyethyleneir血eに よ る除 核 酸 処 理 、硫 酸 ア ンモ ニ ウ ム沈 澱 、 お よ び 陰 イ オ ン交

A

12tkm>

茎oo

75

50

35

25

15

12

Fig.4.PurificationofrecombinantPfuPCNAfrom

E.colicellsandidentificationofPfuPCNAinP.

furiosuscells.(A)RecombinantPfuPCNApurifiedas

describedinthetextwasloadedontoanSDS-12.5°lo

polyacrylamidegelandstainedwithCoomassiebrilliant

blue.Lanes:1,molecularmassmarkers(PerfectProtein

Markers;Novagen);2,purifiedPfuPCNA(3ｵg).The

sizesofthemolecularmassmarkersareindicatedonthe

left.(B)WesternblotanalysisofPfuPCNA.P.furiosus

cellextracts(35ｵgofthecells)andrecombinant

PfuPCNA(10ng)producedinE.coliwereseparatedby

SDS-12.5%PAGEandthenanalyzedbyWestern

blottingwithantiPfuPCNAantiserum.Lanes:1,P.

furiosuscellextract;2,recombinantPfuPCNA
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換カ ラム ク ロマ トグ ラフ ィー に よ り、

PfuPCNAを 高純 度 に精 製す る こ と に成

功 した(Fig.4A)。

この精 製PfuPCNAを 用 いて ウサ ギ を

免疫 し、得 られ た抗血清を用 いてウェス

タンブロッ ト法によ り分析を行った結果、

PfLl1"1()SUSの 細 胞粗抽 出液 中には大腸菌

で産 生 させたタンパク質 と等 しい大 きさ

のタンパ ク質 が存在 していることがわか

った(Fig.4B)。 また免疫 沈 降実 験 によ

り、P.furic)SUSの 細胞 粗 抽 出液 中で は

PoBI,Po1Dの 両酵 素 ともに抗PfuPCNA

抗体 によ ってPfuPCNAと ともに沈 澱す

る ことが わか り、両DNAポ リメ ラーゼ

がPfuPCNAと 相互 作用 して いる こ とが

示唆 された(Fig.5)。

PfuPCNAは 、ゲル ろ過 クロマ トグ ラフ

ィーで分子量約75,000の 画分 に溶 出 され

Fig.5.Immunoprecipitation

analysisofDNApolymerase一

肋PCNA血1teraction.Totalcell

extractswereprecipitatedwithanti-

PfuPCNA(lane3),anti-PolBI(lane4),

anti-DP1(lane5).Thetotalcellextracts

withoutimmunoprecipitation(lane1)or

precipitatedwithPBS-treatedproteinA-

Sepharose(lane2)wereloadedas

controls.Theimmunoprecipitateswere

separatedbySDS-PAGEandthen

analyzedbyWesternblottingusing

indicatedantibodies.

二 量 体 ま た は三 量体 を形 成 す る こ とが 予 想 さ れ た 。 そ こでPfuPCNAの 複 合 体 形 成

を 調 べ る た め 化 学 的 ク ロ ス リ ン ク 法 を 試 み た 。EGS(ethyleneglyco-

bis(succir血nidylsuccinate))をPfuPCNAに 作 用 させ た と ころ、Fig.6のSDS一

Fig.6.AssociationstateofPfuPCNAproteinas

revealedbychenucalcross-linking.PfuPCNAwastreated

withEGSfor10s(lane2)andlmin(lane3)andanalyzed

bySDS-10°loPAGE,followedbyWesternblotanalysis.The

proteinwithouttreatmentEGSisshowninlane1.Eachband

isderivedfromPfuPCNAmonomer(A),asinglecross-

linkeddimer(B),threecross-linkedcircledtrimers(C),and

twocross-linkedlineartrimers,asindicatedfortheT4gp45

protein.Indicatedmolecularsizeswerederivedfrom

PrestainedProteinMarker(NewEnglandBiolabs).
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PAGEの 解 析結果 にみ られ るよ うに、複 合体分子 と思われる高分子量産物が形成 さ

れた。これ らの産物はT4フ ァー ジ由来 の クランプ、gp45タ ンパ ク質 で示 され たよ

うに(19)、 一 箇所 が架橋 された二量体 、二 箇所架橋された線状三量体、および三箇

所架橋された環状三量体であると推定 された。ゲル ろ過クロマ トグラフィーによっ

てPfuPCNAが 計算 上 分子 量 約75,000の 画 分 に 溶 出 され る こ とにっ いて は、

.PfuPCNAサ ブユニ ッ ト間の相互作用 が強 固なものではなく、比較的容易に構造変化

を起 こしうるため、混合物 として分子量約75,000を ピー ク とす る広 い範 囲に溶 出さ

れ る のではないかと考えられる。あるいはゲル担体 とタンパク質の非特異的な結合

が存在す るかもしれない。

第二 節 クランプ ローダー(RFC)の 精 製

真 核生物 のDNA複 製 にお いて、RFCは クランプ ローダー として機能 しATPの

加 水分解 に依存 して 、① 鋳型DNA上 のプ ライマー を認識 し、② リング状タンパク

質PCNAと 結合 してPCNAを 開環 させ 、③ 鋳型DNAへPCNAを はめ込 む、 とい

った役割 を持つ。真核生物のRFCは1個 の大サ ブユ ニ ッ トと4種 類 の小サ ブユ ニ ッ

ト(配 列 には全て相 同性 が ある)か ら構成 され るヘテ ロ五 量体 で あるが(20)、 古細

菌 にお いて ゲ ノム配列 を比較 した ところ相 同性を示す部分が存在 し、それより大小

二種類のタンパク質が存在することがわかった。古細菌由来 のRFCの ア ミノ酸配列

を種 々の真核生物 由来RFCの ア ミノ酸配列 と比較す ると、N一 末端側 にRFCボ ック

スII-vIIIと 呼 ばれ る共通セ グメン トが見 出 された(Fig.7B)。 このRFcボ ックス に

はATP加 水分解 に重要 とされ る配列(WalkerAモ チ ーフ、WalkerBモ チー フ)が

含 まれ て いた。ボ ックス1は また リガーゼモチー フ として知 られるが、 このボック

ス1は 真核 生物 由来 のRFC大 サ ブユニ ッ トのみ に見 られ る。P.furiosus由 来RFC

小サ ブユ ニ ッ トのア ミノ酸配 列 を他 の古細菌由来のRFC小 サ ブユニ ッ トのア ミノ酸

配 列 と比較す ると、Aeropyrumpernix(21)、M.thermoautotrophicus(16)、A.

fulgidus(17)、 お よびM.jannaschii(18)、 との間 にそれぞ れ58,58,59,69%の

一致 でア ミノ酸配列 の相 同性がみ られた。真核生物 由来のRFC小 サ ブユニ ッ トのア

ミノ酸配 列 に対 しては、SaccharomycescerevisiaeのRFC4お よびRFC2と はそ

れぞ れ42お よび39%、 またhumanのRFC40お よびRFC37と は41お よび40%
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の ア ミ ノ酸 配 列 の一 致 が み られ た 。RFC大 サ ブユ ニ ッ トで はP.furiosusと 他 の古

細 菌 の 間 で29%(M.tl2ermoautotrophicus)か ら37%(M.jannaschii)の ア ミ ノ酸

配 列 の 一致 が あ っ た 。 真核 生 物 由来 のRFC大 サ ブユ ニ ッ トの ア ミ ノ酸配 列 で は、 ボ ・

ッ ク スII以 降 を 比 較 す る とS.cerevisiae,Drosophilamelanogaster,Homo

sapiens,Caenorhab(灘selegansと そ れ ぞ れ10,18,18,19%の 一致 で相 同性 が み

られ た 。

A 壌s iatein TfCS 瓢

RFCS

74

RFCL
553flU

ぬu鵬 駐P40

fRFC2}

P.!諺吻5欝RFCS

Fig.7.GeneorganizationandaminoacidsequencecomparisonofPfuRFCwith

humanRFC.(A)ThegenesforRFCSandRFCLarearrangedintandemontheP.

furiosusgenome.Openreadingframesareindicatedbythelargearrowswitheach

encodedproduct.AninteingeneisinsertedintothesiteforWalkerAmotifofRFCS.

(B)AminoacidsequencesofRFCSandRFCLarecomparedwiththoseofthehuman

RFCsubunits.TheconservedRFCboxesareindicatedbyclosedboxesandarenumbered

atthetop.Theaminoacidlengthsofeachsubunitareindicatedontheright,WalkerA

㎝[dBmotif§characteristicfbrNTPbindingproteinsareinvolvedinboxes】 皿andv,

respectively.

P.。furiosusゲ ノム上で はRFC小 サブユニ ッ トと大サブユニ ッ トをコー ドする遺

伝子 は連続 して存在 し、オペ ロン構造 をとっていると思われ る。また、小サブユニ

ットに対する遺伝子ではWaユkerAモ チー フ を分断す るよ うにイ ンテイン遺伝子が

挿入 されていた(Fig.7A)。 そ こで著者 は二 っのPfuriosusRFC遺 伝子 を別 々 に

ク ローニ ング し、小サブユニ ットではPCR法 によ りイ ンテイ ン配列を除いて、エキ
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ステインを連続 した遺伝子 としてクローニ ングした。得 られた小サブユニッ トの遺

伝子は327残 基 のア ミノ酸か らな る分子量37,400の タンパ ク質 を、大サ ブユニ ッ

トの遺 伝子は479残 基 のア ミノ酸か らなる分子量55,300の タ ンパ ク質をそれぞれ

コー ドして いた。小サブユニッ トの遺伝子 を発現用ベクター、pET21aに ク ローニ

ングし、大腸菌で発現 させて目的タンパク質(RFCS;sma皿)を 大量 に産生 させた。

種 々条件 を検 討した結果、熱処理、polyethyleneimineに よる除核酸処理、硫酸 ア

ンモニ ウム沈澱、およびハイ ドキシアパ タイ トカ ラムクロマ トグラフィーによ り、

RFCSタ ンパ ク質 を高純度 に精製す る ことに成功 した。大サ ブユニッ トの遺伝子 は

発現用ベクター、pET28aに ク ローニ ング し、大 腸菌 で発現 させて目的タンパク質

(RFCL;1arge)を 大量 に産 生 させた。 このタ ンパ ク質はN一 末端 に6残 基の ヒスチ

ジ ンをTagと して有 し、 これ を利用 してコバル トキ レー トアフィニティクロマ トグ

ラフィーによ り精製 した。それぞれの精製タンパク質の濃度決定は6Mグ アニジ ン

塩酸 で変 性 し280㎜ の吸光度 を測定 して行 った。モル吸光鱗 はタンパク質中の ト

リプ トファン、チロシンおよびシステインの残基の数に基づいて計算 し、RFCSを

19,300mo1-1cm1,RFCLを66,000mol-1cm1と した(22)。

RFCSとRFCLの 複合体 を形成 させ るた め、真核 生物におけるRFCの 構成比 、

小サ ブユ ニ ッ ト:大 サ ブユニ ッ ト(4:1)を 参考 に して、RFCS/RFCLを モル比5以

上で混合 し60℃ で20分 処理 してお こなった。複合体画分は陰イオン交換カラムク

ロマ トグラフィー とヘパ リンアフィニティカ ラムクロマ トグラフィーによ り精製で

きた。ゲルろ過クロマ トグラフィーではこの精製PfuRFCは 分子 量約250,000の 画

分 に溶 出 された。 また、RFCLは 単独 で扱 う と非特 異的な会合(ア グ リゲー シ ョン)

を起 こしやす い ことがわか ったが 、RFCSは 単独で も安定な重合体 を形成 してお り、

分子量150,000の 画分 に溶 出 された。

精製 したRFCS、RFCLお よびPfuRFCの ゲ ル電気泳 動 を行 いCoomassieBrilliant

Blue染 色 してそ のバ ン ド強度 をデ ンシ トメ トリーで分析 し、 既知濃度の各々の精

製標品をもとに検量線を作成することによって、RFCSとRFCLが4:1の モル 比

で会合 して いるこ とを予想 した(Fig.8)。 これは試験管 内で再構成 させた:複合体 の

場合で あ り、実際 の細胞 における構成比は不明である。
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{蕊

Fig.8.Purifcationof

recombinantRFCS,RFCL,and

PfuRFCfromE.colicells.

Recombinantproteinspurifiedas

describedinthetextwereloaded

ontoanSDS-12%polyacrylamide

gel,whichwasstainedwith

CoomassieBrilliantBlue.LaneM

indicatethemolecularsizemaker

(NewEnglandBiolabs).Thegel

wassca皿edwithaPDI4200e

Densitometerandeachbandonthe

gelwasquantitatedusingthe

QuantityOnesoftware.

精製 したRFCSお よびRFCLタ ンパ ク質で ウサギ を免疫 して得 られた抗血清を用

いてウェスタンブロット法により分析を行った結果、PfU1"IOSUSの 細胞粗抽 出液 中

には大腸 菌で産 生 させたタンパク質 と等 しい大 きさのタンパク質がそれぞれ存在 し

ていることがわかった(Fig.9)

RFCSRFC廴

D(kD)1つ 茎 つ

83-

62-

47.5一

32≫ 一

25_

16.5一

Fig.9.IdentificationofRFCSandRFCLinP.

勉7ゼosuscells.P.丿 【uriosuscellextracts(2,5μgofcells

forRFCSand300ｵgofcellsforRFCL)andpurified

RFCS(0.25ng)orRFCL(15ng)wereseparatedbySDS-

12%PAGE.ThesegelsweresubjectedtoWesternblot

analyseswithanti-KEGSandanti-RFCLantisera,

respectivel)iLanes:1,reco血binantRFCSorRFCL;2,P

furiosuscellextract.

第三節 ク ランプ(PCNA)と ク ラ ンプ ロー ダー(RFC)の 分子 機 能 解 析

PfuRFCとPfuPCNAのDNA結 合活性 を調べ るため、ゲル シフ トアッセイを行

った(Fig.10)。 一本鎖 、二本鎖、お よ びプ ライマー構造(一 本鎖 部分 と二本鎖 部分

を有す る)の デ オキ シオ リゴヌクレオチ ドをアイソ トープラベル し、PfuPCNA、RFCS
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 PCNA 
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 PCNA 
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 RFCS 
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 Pfu  RFC 
 ^'''`'.--

 RFCS 
 -i'''.--1

 PfuRFC 
-^----i

 RFCS 

- 

 PfuRFC

complex

ssDNA

complex

dsDNA

complex

priDNA

Fig. 10. DNA binding 

activities of PCNA, RFCS, and 

 PfuRFC analyzed by gel 

retardation assay. Various 

concentrations (0, 12.5, 25, 50, 

100, 200 nM) of proteins were 

incubated with 5 nM 32P-labeled 

DNA (49-mer as ssDNA,  49/49- 

mer as dsDNA, or 49/27-mer as 

primed DNA) at 60 °C for  10min. 
The reaction products were 

analyzed by 1 % agarose gel 

elctrophoresis followed by 

autoradiography. The left lane in 

each panel shows the reaction 

without protein.

(fmol) 
  30

-0!C 

 Z 20 

 o 10

0
0 1

PfuRFC

2 3

 poly(dA)200 
without ATP 

poly(dA)200 
with ATP 

poly(dA)200-oligo(dT)25.30 
without ATP 

 poly(dA)200-oligo(dT)25_30 
with ATP

(pmol)

Fig. 11. DNA binding activities of PfuRFC analyzed by filter binding assay. 

The reaction mixtures using 32P-labeled  poly(dA)200 or  poly(dA)200-oligo(dT)25_30 

were subjected to a nitrocellulose filter binding assay. The protein-bound DNA 

trapped on the filter was quantified by scintillation counting.
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およびPfuRFC(4×RFCS+1×RFCL)を 様 々な濃度で混合 して、ゲル電気泳動を行

い、バ ン ドシフ トを観察 して結合活性を調べた。PfuPCNA単 独 ではDNA結 合活性

が見 られなかった。RFCSとPfuRFCに は 同程度のDNA結 合活性が見 られ、DNA

の形状 による差 が見 られなか った。 またこれ らの反応ではATPの 有無 による差 も見

られなか った。 また別の手法 としてフィルターバイ ンディングアッセイをPfuRFC

について行 な ったが、DNA結 合活性は、ゲル シフ トア ッセイの結果 と同様であった

(Fig.11)o

しか しPfuRFCとPfuPCNAをATP存 在下でDNAに 作用 させ る と、いずれ のDNA

の場合で も安定 なPfuRFC-PfuPCNA-DNA複 合体 を形成す る ことがゲル シフ トア

蠱臨 ≡≡蕣 葺 ≡≡蕣 葺 ≡≡1三≡葺

ssDNA

PfuRFC-PfuPCNA一

韮)NA・comp韮ex

f・eeDNA

dsDNA priDNA

Fig.12.EffectofATPonDNAbindingactivitiesofPCNA,andPfulzFC.Fifty

nMofproteinsandsnM32P-labeledDNA(49-merasssDNA,49/49-merasdsDNA,

0r49/27-merasprimedDNA)wereincubatedwithorwithoutATPat60°Cfor10

min.Thereactionproductswereanalyzedby1%agarosegelelectrophoresis

followedbyautoradiography.

ッセ イ に よ りわ か った(Fig.12)。PfuRFC-PfuPCNA-DNA複 合 体 の 移 動 度 が

PfuRFC-DNA複 合体 よ り大 き くな った ことにっ いては、PfuPCNAが 負 に強 く荷電

して いるため、PfuPCNAが 結合す る ことによ り複合体全体 としての負の電荷が強く

な り、移動度が大 きくなった と考 え られる。複合体形成 に対するヌクレオチ ドの影

響をATP、dATP、 お よびATPySで 比較 した ところ、いず れの場合 も複合体を形成

するが、ATPyS存 在下 で もっ とも安 定 に形成 された(Fig.13)。 抗RFcs抗 体お よび

抗PfuPCNA抗 体 を この結合 反応液 に添加 した時、スーパーシフ トバ ンドは見 られ
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の議 磁M1磁MO.1血M【1磁MO.1盤MlmM

nucle°tide__‐_ATPATP‐dATPdATPATPySATPyS

PfuRFC‐++‐++‐++‐ ‐++‐++‐++‐++‐

P惣PCNA旧 一 ÷+-4凾 手 一 ÷ ÷ 騨 一 ÷+一 ÷ ÷ 髄 ÷ ÷ 一 ÷ ÷

・←{'fuRFC-PfuPCNA-)NA
-cOmptex

ぐ 一絹ree歪)NA

Fig.13.EffectsofnucleotidesonDNAbindingactivitiesofPCNA,andPfuRFC.

FiftynMofproteinsandsnM32P-labeledDNA(49/27-mer)wereincubatedwithor

withoutATP,dATP,andArPySat60℃for10血n.Thereactionproductswere

analyzedby1%agarosegelelectrophoresisfollowedbyautoradiography.

なかったが、フリーのDNAバ ン ドも消失 した ことか らアグ リゲー トしたことが想

像 され、ネガティブコン トロール として用いたプライマーゼサブユニットp41に 対

す る抗体 の場 合は変化が ない という結果が得 られたので、Fig.12お よびFig。13で

検 出 され た シ フ トバ ン ドはPfuRFC-PfuPCNA-DNA複 合体 で あ る と考 え られ る

(datanotshown)o

真核生物で はPCNAをDNA上 にローデ ィ ングす るため にATPの 加水分解が必要

と考 え られて いる。そ こでRFCL、RFCSお よびPfuRFCに つ いてATP加 水分解活

性 を測定 した。RFCLは ア ミノ酸配列上WalkerAモ チー フ とWaユkerBモ チーフが

あ りATP加 水分解 活性 を有す る ことが予想 されたが、溶液中でアグリゲーションを

起 こすためか、活性を検出できなかった。RFCSお よびPfuRFCで はタ ンパ ク質の

みで は活性は同程 度であるが、DNAを 加え る ことによ りPfuRFCの 活性 は1.5～2

倍 に促 進 され 、さ らにPfuPCNAが 加わ ると約10倍 ～15倍 に促進 され た(Fig.14A)。

添加す るDNAの 形状 で は二本鎖 に比べて一 本鎖やプライマー構造 の方が強い促進

効果が見 られた(Fig.14B)。 また基質 としてATPの 代わ りにdArPを 用いた時に

もほぼ 同程度 の加 水分解活性が見 られた(Fig.14c)。 これ らの こ とは、PfuRFC、

PfuPCNA、DNA問 の相互作用 がATPお よびdATPの 加水分解活性 と密接 に関係 し

て いる ことを示 している。先のゲルシフトアッセイで定性的に観察された結果では、

PfuRFC-PfuPCNA-DNA複 合体 は、dATPよ りATPを 用 いた場合 の方が安定 であ

13



A 
   ATP hydrolysis of PfuRFC 

 4.).) 
0 

2.5• 
OA  • • 

2 • 

N  L5 

O 1 •  1
.1 

ty              • 
0.5 • • ^ 

 • ^ 

I0 
 0 0 20 40 60 80 100 120 

 time  (min.)

B 

   3.5 
^V 

lma 
   3 

Cr 
00 /5 

   2 

N    1
.5 
 0 

 1.1 

   0.5 
O 
 5  o^ 
O. 0

 -a 3 

O 1.1 
tz2.5 
CA 
0 2 

•C3 
cu 1.5 N 
is -5 

 ;., 

   0.5 

0 0

ATP hydrolysis of  PfuRFC

ATP hydrolysis of RFCS

0 20

C 

cu 3 
O Tr 
MI 2.5 
OA 

4,3 1.5 

 0.5 

5 

     0

10 20 30 
 time(rnin.)

dATP hydrolysis of PfuRFC

20 40 60 80 100 120 

       time  (min.)

40

13 •3 -e 

 00 02 

"0 
Cla 

S.•I Tr 
 0.5 

O ° 
E 
tZ

 50

40 60 

  time  (min.)

80 100 120

dATP hydrolysis of RFCS

0 20 40 60 80 

  time  (min.)

100 120

Fig. 14. ATP/dATP hydrolyzing activities of  PfuRFC and RFCS. The RFCS or 

PfuRFC protein (each at  300ng),  [  d2PJATP or [  (FP] dATP (0.05 mCi  hill), and 0.1 
mM ATP or dATP were incubated with or without DNA and PfuPCNA at 65°C for 
indicated times. Aliquots of the reactions were analyzed by thin-layer chromatogra-

phy, and the amount of hydrolyzed ATP or dATP were quantified from the autora-
diogram using a laser excited image analyzer. The graphs show the values after sub-
traction of the background. (A) Effects of DNA and PfuPCNA on the activity. 
Symbols: closed circular, PfuRFC or RFCS protein only; open circular, with ssDNA; 
open square, with PfuPCNA; closed square, with ssDNA and PfuPCNA. (B) Depen-
dency of stimulation on the DNA structure in the presence of PfuPCNA. Symbols: 

closed circular, PfuRFC only; closed triangle, with dsDNA; open circular, with 
ssDNA; closed square, with priDNA. (C) dATPase activity of RFCS and PfuRFC. 
Symbols are as described for panel A. 
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り、また加水分解を受けにくいATPySの 存 在下で もっ とも安定であった。クランプ

ローディングの機構 とATPお よびdATPの 加水分解活 性の関係の解 明 には、さらに

詳細な解析が必要であると考え られる。

Pfuriossに はDNA複 製酵素 と考 え られ るPoBI,Po1Dの 二 つのDNAポ リメ ラ

ーゼ が存在す る。そ こでそ れぞれの酵素によるDNA合 成反応 にPfuPCNAお よび

PfuRFCを 加 えてそ の効果 を調べた。環 状一一本鎖DNAを 鋳型 に用 いてプ ライマーの

伸長 反応 を行 った。PoBIのDNA鎖 伸長活 性 はPfuPCNAを 加え る ことで明 らか に

促進 され た。 また,Po1DはPo1BIに 比べて本来 の伸長活性が高い酵 素であるが、こ

のPo正)に おいて もPfuPCNAに よるDNA鎖 伸長活性 の促進がみ られた(Fig.15)。

蟹
5.1

as3

.1

銭

Po韮8亙

一 十 十 一

}}

コね ム

鯉c・ 騫

sa

az3
.7

1.9

1A

of

PolD

-++-PCNA

++RFC

Fig.15.EffectsofPfuPCNAandPfuRFC

ontheDNAsynthesisofP.furiosusPolBIand

PolD.TheprimerextensionabilitiesofPolBI

andPolDwerecomparedwithM13single

strandedcircularDNAasthetemplateinthe

presenceorabsenceofPfuPCNAandPfuRFC.

Thereactionmixtureswereanalyzedby1°loalkali

agarosegelelectrophoresis,andtheproductswere

visualizedbyautoradiography.Thesize

indicatedontheleftwasfromBstPI-digestedλ

phageDNAlabeledby32Pateach5'end.

真 核 生 物 のモ デ ル で は 、PCNAをDNA鎖 には め込 む た め に は、 そ の リン グ構 造 を

一 度 開 く必 要 が あ り、RFC-PCNA複 合 体 がArpの 結 合 と加水 分 解 を伴 って 構 造 変

化 を起 こ し、PCNAを 開環 させ る と考 え られ て い る。 と ころ が 、P.furiosusの 場 合 、

環 状 一 本 鎖DNAを 鋳 型 に用 いた と きの ポ リメ ラーゼ(PolBI,Po1D)に よ るDNA合

成活 性 が 、PfuPCNAの み を加 え る こ と に よ り促 進 され た 。 この こ とは、111vitroに

お い てPfuPCNAは ロー ダ ー を必 要 とせ ず に あ る程 度 はDNA鎖 上 に正 し く乗 る

(self-10adingす る)こ とが で き る こ と を示 して い る。PfuPCNAに よ るPoBI,Po1D

のDNA合 成 活 性 の促 進 効 果 は、PfuRFCを 加 え る こ とで さ らに増大 した(Fig.15、

Fig.16)。 した が って 、血vitroで はPfuPCNAは 単 独 で もDNA上 に乗 る こ とが で

き る が 、細胞 中 で はPfuRFCが ク ラ ンプ ロー ダー として働 き 、効 率 よ くPfuPCNAを
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4.3

2.3

1.4

4.?

一∠豐 コ Fig.16。Effectof巧 侮RFConthe巧 肋PCNA・

dependentDNAsynthesisofPolBI.Theprimer

extensionabilityofO.3UPolBlwith20nMPfuPCNA

wasdetectedwithM13single-strandedcircularDNAas

thetemplateinthepresenceorabsenceofPfuRFC.The

reactionmixtureswereanalyzedby1%alkalineagarose

gelelectrophoresis,andtheproductswerevisualizedby

autoradiography.TheamountofPfuRFCaddedtothe

reactionwasO,2,4,10,20,30,40,and80nM

DNA上 に ローデ ィ ング して いる と考 え られる。また、 この反応で用いたプライマ

一の結合部位から約700base下 流では鋳型 の2次 構造 によるDNA鎖 伸長 阻害 が生

じたが 、PfuRFCを 加 える と、この箇所 を超 えて合成された産物が多 く観察された。

このことか らも、PfuRFCは 効率 良 くPfuPCNAの ローディ ング とア ンローデ ィ ン

グを行なうことによって、伸長阻害を乗 り越えていると考えられる。またRFCSだ

けで も、弱 いなが らもPfuPCNA依 存 的なDNA鎖 伸長活 性を促進 できる ことがわ

か っ た(Fig.17)。

4.3一

2.3一

1.4一

fl.7一

一RFCSコ

nucleotide-1.11.31.9

incorporation1.01.21.52.1

Fig.17.EffectofRFCSonthePfuPCNA-

dependentDNAsynthesisofPolBI.

Variousconcentrations(0,3,10,20,120,500,

1000nM)ofRFCSwereaddedintheprimer

extensionreactionofPo1BIwithM13single-

strandedcircularDNAasthetemplateinthe

presenceof80nMofPfuPCNA.Thereaction
mixtureswereanalyzedby1%alkalineagarose

gelelectrophoresis,andtheproductswerevisual-

izedbyautoradiography.Therelativeactivitiesof

thenucleotide-incorporationareshowninthe

bottomline.Analiquotofeachreactionmixture

using[3H]dTTPwasspottedontoDE81paper

andtheacid-insolublematerialsweremeasured

byascintillationcounter.
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Fig. 19. Stimulation of Pol  5 activity with  PfuPCNA. DNA synthesis was measured with 

 poly(dA)/oligo(dT), calf thymus Pol  8 and the indicated amounts of human PCNA or PfuPCNA at 
37°C for 15  min. As a control experiment, T4 phage DNA polymerase was used instead of Pol  8.
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またPfuPCNAに よる促進効果 はNaC1濃 度 に依存す る ことがわかった。Fig.18

に示す よ うにPo1BIのDNA合 成活性 はNaClに よ り強 く阻害 を受 けるが、PfuPCNA

によ りDNA合 成活性 が回復す る。50mMNaCl存 在下でPolBIのDNA合 成活 性

はPfuPCNAに よ り7倍 に促進 された。200mMNaCl存 在下では、PoBIに よるDNA

合成 はほ とん ど検 出で きな くなるがPfuPCNAに よ り大 きく回復す ることが観 察 さ

れ、PfuPCNAに よる促進効 果は約400倍 であった。Po1Dに お いて も同様にNaCI

によるDNA合 成活性 の阻害 と、PfuPCNAに よ る回復が観察 された。

次 に、古細菌の複製関連タンパ ク質が真核 生物のものと構造的によく類似 してい

ることか ら、機能的に類似 しているか否かについて調べた。PfuPCNAを 仔牛胸腺 由

来DNAポ リメ ラーゼ δ(Polδ)に 作用 させて実験 を行 った ところ、Polδ単独で は ほ

とん どDNA合 成活性 を示 さず 、humanPCNAに よ り活性 は強 く促進 された。 また

PfuPCNAに よって も明 らか に活性 の促進 がみ られた。コントロール として用いたT4

DNAポ リメ ラーゼでは、humanPCNAお よびPfuPCNAに よる活性 の促進がみ ら

れなか った(Fig.19)。 さ らにhumanRFCのATP加 水分解活性 について もDNA存

在下で 、humanPCNAお よびPfuPCNAに よって促進 が見 られた(Fig.20)。

第 四節 考 察

本章 で はPfuriosusゲ ノムDNAか ら、真核生物 のPCNA、RFCと それぞれ相

同な配列 を持つ タ ンパ ク質 に対応する遺伝子 をクローニングし、それ らを大腸菌内

で発現 させて産生されたタンパク質(PfuPCNA,PfuRFC)を 精製 して111vitroに お

ける性 質 を調べた。

真核 生物 由来RFCは 一分子 の大サ ブユニ ッ トと四種類の異なる小サブユニ ットー

分子 ずつ か ら構成 され るヘテ ロ五量体 で あ り(20)、 試 験 管 内再 構 成 の実 験 で は

PfuRFCは 一分子 の大サ ブユ ニ ッ トと四分 子の小サブユニ ットか ら構成される と予

想された。その他の古細菌由来の分子 としてM.thermoautotrophicusのPCNA、

RFCの 機能解析が報告 されて いるが、 この場合RFCLとRFCSが2:4で 複合体 を

形成す る と報告 している(23)。 またS.solfataricusで はRFCLとRFCSが1:4

と報告 されている(24)。 さ らに最近 の論文 ではPyrococcusabyssiのRFCは 調

製 の方法 によって1:2か ら1:4ま で 変 る と述べ られて いるが(25)、 これ らの報
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告はいずれも試験管内再構成 によるものであ り、実験の精度 にも問題があり、実際

の古細菌細胞内タンパク質を分析 しないと結論は出せない。古細菌種によるRFC複

合体 のサ ブユニ ッ ト構成比 につ いては、さらなる検証が必要であると考えられる。

PfuPCNA、.PfuRFCはP.furiosus由 来のDNAポ リメラーゼであるPoBI、Po1D

のDNA合 成活性 を促進 した。invitroに お いてPfuPCNAは ローダー を必要 とせず

ある程度 はself-loadingす る ことがで きるが、PfuRFCはPfuPCNAに よるPoBI、

PolDのDNA合 成活性 の促進効果 をさ らに増大することか ら、細胞中ではPfuRFC

が働 いて効 率の よいク ランプ ローデ ィングを行 っているものと考え られる。これ ら

の結果はPCNA、RFCと い う真核 生物 で働 く因子 と同様 な複製因子が、古細菌でも

実際に機能 していることを示すものである。

PfuRFCが ・加水分解活性 を有 し、それがDNAの 存在下でPfuPCNAに よ り

促 進 され る ことにつ いて は、真核生物のRFCで これ まで に知 られ ている こととよく

一致する(17) 。RFCがDNAに 結合す る ことによってな ん らかの構造変化 をお こし

ていると想像される。

真核生物由来RFCが 、PCNAに よるPolδ のDNA合 成の促 進 を効率 良 く行 うため

には ・を必要 とするが(26,27)、PfuRFCに お いて はPoBI、PoDのPfuPCNA

によ るDNA合 成 の促 進を増 大す る効果 には、ATPを 必要 としなかった。また 反応

にATPを 加えて もその効率 に差 がみ られ なかった(datanotshown)。 真核 生物 由来

RFCはATPに 比べ てdATP、dCTP、dGTPを 利用す る効 率が はるか に低 いが、

PfuRFCはdATPをATPと 同程度 に加水 分解す る ことか ら、本章で行った 血vitro

の反応で はDNA合 成反応の基質 と して加 えたdATPを 用 いてPfuPCNAの ローデ

ィングを行 っている と考 え られる。

PfuRFCに お けるATP加 水分解活性 とクラ ンプ ローデ ィング活性の関係につ いて

はまだ不明な点が多く、真核生物のRFCと も共通す る問題で あ り、 さ らに詳細な生

化学的解析が必要であると考えられる。

高塩濃度における111vitroのDNA合 成反応 では、'・Cお よびPolDの 活性 が著

しく低下 す るものの、PfuPCNAが よ り高 い効 率でPoBI、PolDに よ るDNA合 成

を促進 した。 この結果は、細胞 内塩濃度が非常に高いP.furiosusの 生理的な条 件下

で、DNAポ リメラーゼ によるDNA合 成 がPfuPCNAの 補助 によって実現 して い
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ることを示 しており、真核生物のPo1δ が単独 ではほ とん どDNA合 成活性 を示 さず 、

PCNA、RFCの 存在 下でのみ効 率良 くDNA合 成 を行 う ことと対応 して いる。

最後 に、PfuPCNAが ほ乳類のPo1δやRFCと 機能的 に相互作 用 した ことは、複製研

究 における古細菌のモデル生物 としての有用性を実際に支持するものであると考え

られる。
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第二章 クランプ(PCNA)と ク ラ ンプ ロー ダー(RFC)の 立 体 構 造 と機 能

第 一 節 ク ラ ン プ(PCNA)の 立体 構 造

著 者 の 構 築 したPfuPCNAタ ン パ ク 質 の多 量 産 生 系 を 用 い て 調製 され た

PfuPCNAを 用 いて、結 晶化 とそ の構造 決定が行なわれた結果(28)、 全体 的な立体構

造 は先に報告 されていたヒト(29)や 出芽酵母(30)のPCNAの 構造 と高 い類似性

を示す三量体 を形成 していることが判明した。大腸菌のクランプであるPo1111β サ

ブユニ ッ トは二量体 で リング を形成 している(31)。 この構 造 と三量体 で リングを形

成 しているPCNAの 構造 を比較す る と、 どち らも リング内部 に位置する二本のαヘ

リックス と、その外側 に位置する逆平行βシー トか らなる ドメイン構造がみ られ、こ

のユニッ トが六個集まりリングが形成されていることがわかった(Fig.21)。 この リ

ングは 中央部 に約35Aの 穴をもってお り二本鎖DNAの 直径 は20Aで あるため、

立体障害な しにDNAと 相互作用す る ことがで きる、

Bacteria

E.coliβsubunit

PDBcode:2POL

Archaea

P.furiosusPCNA

PDBcode:1GE8

Eukarya

HumanPCNA

PDBcode:IAXC

Fig.21.Comparisonoftheclampsfromthethreedomainsoflife.

PfuPCNAで は 、三 量体 構 造 の保 持 に最 も重 要 な 役 割 を果 た す分 子 間 の逆 平 行 βシ

ー トにお ける水 素結 合(N-Odistance<3 .3°A)の 数 が 四 組 で あ り、真 核 生 物PCNA

の場 合(ヒ トPCNAの 場合 が 八組 、酵 母PCNAの 場 合 が 七 組)に 比 べ て ほ ぼ 半減 し

て い た(Fig.22)。 この事 実 か ら、PfuPCNAは 真 核 生 物 のPCNAと 比 べ て 分 子 間

相 互 作 用 が 弱 い こ とに加 え て 、合 成 反 応 を 高 温(70℃)で 行 な う こ とか ら、PCNA

三 量 体 の 開環 が起 こ りや す く、inVltl"Oに お け るPfuPCNA単 独 のself-10ading現
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象が観察された と考え られる。

P.furiosusPCNA

PDBcode:1GE8

YeastPCNA

PDBcode:1PLQ

入

HumanPCNA

PDBcode:IAXC

Fig.22.Comparisonofmain-chainhydrogenbondsattheintermolecularinterface.

第二節 ク ランプロー ダー(RFC)の 立 体 構 造

ク ランプ ローダーの構 造 と機能の関係を明 らかにするために、まずP血RFC複 合

体 の構造解 析 を試 みたが解 析可能な結晶が得 られなかった。そ こで各サブユニ ット

の構造解析 を試みた結果RFCSの 結 晶が 得 られ、重 原子 同型 置換 法によ り分解能

2.8Aで 構造 を決定 した(R-0.224,Rf,ee=0.277)(7)。

Fig.23.Theoverallfoldofan

RFCSsubunitshownbyaribbon

representation.Theahelicesand

Rstrandsaredrawnbycoilsand
arrows,respectively.Thechainis

coloredcyanforDomain1,greenfor

Domain2,andyellowforDomain3.

WalkerAandBmotifsarecolored

red.ADPisshownasapurplestick

model.
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RFCSサ ブユニ ッ トは三個 の ドメイ ンか らなる三 日月型の分子骨格を有 していた

(Fig.23)。WalkerAモ チ ー フとWalkerBモ チー フはN一 末端側 の ドメイ ン1(20-

168位)に あ り、 これ らのモチ ー フを含 む ヌクレオチ ド結合クレフ トが ドメイン1

と ドメイ ン2(2-19位 と169-231位)の 間 に形成 されて いた。 ドメイ ン1と ドメ

イ ン2は 隣 り合ったサブユニ ッ トのN一 末端領域 と相互作用 して いたが、その詳細な

相互作用形式は多様であ り、N一 末端側 の領 域 はコ ンフォ メー ションを変化 させやす

いことが推定された。一方、C一 末端側 の約100ア ミノ酸残基 は αヘ リックスのみか

らな り、隣 り合ったサブユニッ トのC一 末端領域 と非常 に強 固な相互作用をしている

ことがわか り機 能的複合体の構造保持に重要な役割を果たす ことが推定された(Fig.

24)o

.£
Fig.24.Interactionmodeof

RFCSsubunits,representedbyan

open-bookview.Directinteractions

observedinmorethan20utofthe4

subunit-subunitinterfacesinthe

heXamericcrustalareshown.Theプ
redandgreenlinesindicatehydrogen

bondsandhydrophobicinteractions,

respectively.

Fig.25.TheRFCShexamerinthe

crystalshownasaribbondiagram

viewedfromtheN-terminalside.The

sixsubunitsarecoloredblue,magenta,

cyan,green,orange,andyellow-green,

forMolAtoMolF,respectively.The

fourADPmoleculesboundtoMolA,

Mo1B,Mo1C,andMolEareshownasred

stickmodels.
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解 析 を行 っ た結 晶 中 で は 、 六個 のRFCSサ ブユ ニ ッ トが 存 在 し、 二個 の 半 円型 三

量 体 単 位 が 二 回 回転 対 称 で 配 置 され た ユ ニ ー クな 会 合 状 態(dimer-of-trimers)を

とって い た。(Fig.25)。 六個 のRFcsサ ブユ ニ ッ トの うち の 四個 にお いて 、 ヌ ク レ

オチ ド結 合 ク レフ トにADP分 子 が 結 合 して いた 。

第三 節 考察

PfuPCNAは ヒ トPCNAに よ く類似 した三 量体 リング構 造 を形成 してお り、全体

的な リング構造は、大腸菌Po1111β サ ブユ ニ ッ トの構造 とも類似 していることか ら、

クランプ分子 としての基本的な三次元構造 は、三つの生物界で保存されていること

six-foldsymmetry

ringmodel
dimer●ftrimers

灘鑼 ζ

繋

Fig.26.ComparisonofahypotheticalhexamericringofRFCS(center)with

theelectronmicroscopicimage(left)(32).The6-foldsymmetryringmodelwas

builtfromasemicirculartrimerofRFCSinthecrystal(right)andisdrawnintop

(upper)andsideviews(lower).onesubunitineachhexamerencircled.
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が示された。またサブユニッ ト間の水素結合の状態か ら、真核生物由来のPCNAに

はな く、PfuPCNAに 見 られ るself-loading現 象 を説 明す る ことが できた。

RFCSで は、結晶構造解 析 と並行 して電子顕微鏡を用いた単粒子解析法による構

造解析 も行われ、六回回転対称を有す るリング構造の存在が観察された(32)。 リン

グの外径 は約120°A、 内径は約30°A、 高 さは約55°Aで あった。結晶構造 中の半 円

形 の三量体は疑似の六回回転対称軸を有 していたので、Fig.26に 示す とお り、結晶

構造 を元 に リングモデルを構築す ることができた。構築 した六回回転対称 リングモ

デルは電子顕微鏡 によって観察されたRFCS粒 子 と非常 によ く似 た大 き さと形 を示

した。現在 リング構造あるいは結晶のdimer-of-trimersの どの部分 が、RFCLを

含む完全 なRFC複 合体 中での四個 のRFCS構 造 に一致 して いるか はは っき りしてい

ないが、少なくとも半円形三量体構造はRFCSの サ ブユニ ッ ト問の機 能的な結合 を

反 映するものと予想され、真核生物 由来のRFCの サ ブユニ ッ ト間相互作用様式 を理

解するための貴重な情報 を提供するものと考えている。

クランプローダーの立体構造解析に関しては、最近大腸菌においてγ複合体全体の

結晶構造が決定された(33)。 γ複合体 はδサ ブユ ニ ッ トー個 、7サ ブユニ ッ ト三個 、お

よびδ'サブユニ ッ トー個か らな るヘテ ロ五量体を形成 していた。ATPase活 性 をもっ

γサブユニ ッ トにはRFCボ ックスの配列が含 まれて いるが、δやδ'にはその配列が存

在せ ず、真核 生物のRFCサ ブユ ニ ッ トとのア ミノ酸配列 の相同性も低 い。しか しな

が らδ、γ、およびδ'サブユニ ッ トは互 いによ く似 た三個の ドメインか らなる三 日月型

の分子骨格を有 していた。五個のサブユニッ トのN一

末端 およびC一 末端 ドメイ ンは複合体 の同 じ側 に位

置 し、C一 末端 ドメイ ンは閉 じた リング を形成 し、

互いに密な接触をして いた。N一 末端 ドメイ ンはδと

δ'の間にスペー スが あ り、 開いた リングになってい

た。

P.furiosus由 来RFCS六 量体 の結晶構造 中で観

測 された構造 的特徴、すなわちサブユニ ッ ト構造お

よびサブユニッ ト間相互作用様式は、大腸菌Y複 合

体 で観 測 され た もの とよ く似 ていた。 したがって
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RFCLとRFCSか らな る機 能的 に完全な古 細菌RFC複 合体、そ しておそ らくは真核

生物 の複合体 も、大腸菌γ複合体 によく似た構造を持っていると想像される。

以上のことから、RFcL-RFcs複 合体 を予想 した模式 図をFig.27に 示す。す な

わ ちRFCL一 分子 とRFCS四 分子がN一 末端 ドメイ ンを同 じ方向 に向 けてC一 末端 ド

メイ ン間で 強 い相互作 用 をしなが ら、 リング構造 を形成 しているのではないか と予

想している。
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第 三 章DNA複 製 因 子 に お け る 分 子 間 相 互 作 用 の 解 析

第 一 節PCNA結 合 タ ン パ ク 質 とPCNAの 相 互 作 用 の 解 析

こ れ ま で の 真 核 生 物 に お け る 研 究 か らPCNAはRFC、DNAポ リ メ ラ ー ゼ と い っ

たDNAの 複 製 関 連 タ ン パ ク 質 以 外 に も 、DNA修 復 、 細 胞 周 期 の 制 御 等 に か か わ る

タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 多 く のPCNA結 合 タ ン パ ク 質 に は

共 通 性 の 高 い ア ミ ノ 酸 配 列 、Qxx(L/1/M)xxF(F/Y)(x位 は 不 特 定 の ア ミ ノ 酸)、 が

見 つ か っ て お りPIP(PCNAInteractingProtein)ボ ッ ク ス と 呼 ば れ て い る(34,35)。

い く つ か の タ ン パ ク 質 に つ い て 、 実 際 にPIPボ ッ ク ス 部 位 に よ っ てPCNAと 結 合 す

る こ と が 結 晶 構 造 解 析 や 変 異 体 の 解 析 に よ っ て 明 ら か に さ れ て い る(29,34,36)。P

furiosus由 来 の タ ン パ ク 質 で は 、DNAポ リ メ ラ ー ゼ1(Po1BI)、DNAポ リ メ ラ ー

ゼII(Po1D)の 大 サ ブ ユ ニ ッ ト(DP2)、RFCの 大 サ ブ ユ ニ ッ ト(RFCD、 フ ラ ッ プ エ

ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ(Fen1)、 ホ リ デ ィ ジ ャ ン ク シ ョ ン リ ゾ ル ベ ー ス(Hjc)の い ず れ もC一

末 端 に 、 そ れ ぞ れPIPボ ッ ク ス 様 の 配 列 が 存 在 し て い る(Table2)。 こ のPIPボ ッ ク

ス 部 位 が 実 際 にPCNAと の 相 互 作 用 に 関 係 す る か 否 か 、PoBIとRFCLに つ い て 調

べ た 。

Table2.EukaryoticandarchaeatproteinscontainingtheconservedPCNA-bindingmotif.

proteinfunctionsequencesize

humanp21cellcycleregulation143RQTSMTDFYHSRRRLIF159164

humanFenl皿apendonuclease336TQGR工 』⊃⊃FF㎜!GSLSS352380

S.po≫tbeCdc27DNApolymeraseSsubunit360Q¢RSIMSFFGRR371371

humanDNAligaseIreplication-specificDNAtigaselMQRSIMSFFHPRREGRA17919

hamanRFC140clamploaderlargesubunitlI+-DIRKFFGVIPSGKK151148

humanMSH3mismatchrepair20RQAVLSRFFQSTGSLI{S361128

humanMSH6mismatchrepair3RQSTLYSFFPRSPALSD191360

murineXPGexcisionrepairendonuclease988TQ工 』良工DSFFRLAQQEKQ10041170

humanMCMT5'cytosinemethyttransferase163RQTTITSI3FARGPARRK1791616

humanUNG2uracilDNAglycosilase3GQBTLYSFFSPSPARKR19313

humanWRNhelicase73DQWRLLRDFDIRLKNFV891362

P.furiosusPolBIDNApo1眇 皿erase762RQVGLTS肌 厨IKKS775775

P.furiosusPolD(DP2)DNApolymeraselazgesubunit1252RVISLDDFFSRR12631263

P.furiasusRFCLclamploaderlargesubunit469RQATLFDFLRR479479

P.furiosusFenlflapendonnclease330KQSTLESWFKR340340

P.furiosusHjcholidayjunctionresolvase1151QRTLEGRS123123

consensusQxxhxSFa

h=moderatelyhydrophobicresidues(e.g.L,豆,M);a=highlyhydrophobic/aromaticresidues(e.g.F,Y);

x=anyresidue.
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Fig.28.EffectofthePIPboxofPolBon

PfuPCNA-dependentDNAsynthesis.The

PfuPCNA-dependentprimerextensionreactions

werecomparedusingwild-typePolBIandPol

BI△.

Thereactionproductswereanalyzedby

polyacrylamidegelelectrophoresis(A),alkaliaga-

rosegelelectrophoresis(B)followedbyautora-

diography.

ブユニッ トには見つからなかっ

た(Table3)。 そ こでRFCLの

PIPボ ックス部位がPfuPCNA

との相 互作用 に重要な役割 を果

たす 可 能性 を調べ るた めに、

Po1BIのPfuPCNA依 存 的 な

DNA合 成活性 がPfuRFCに よ

って促進 され る ことを指標 に し

て 調 べ た。C一 末 端12残 基

(468-479位)を 欠失 させ た

まずPo1BIの 場合、PoBIのC一

末端 か らPIPボ ックスを含 む30残

基(746-775位)を 欠失 させた変 異体

PoBI△ を作製 し調べた。そ の結果 こ

の変異体は基本的なDNAポ リメ ラ

ーゼ 活 性 を保持 して い たが、DNA

鎖伸長活 性 にお いてPfuPCNAに よ

る促進効 果が見 られな くなった(Fig.

28)。 この ことか ら、PoBIのC一 末

端の30残 基 がPiuPCNAと の相互

作用 に必須 で あ り、おそ らくこの中

に含 まれるPIPボ ックスが実 際 に

PCNAと 相互作用 してい るもの と予

想 される。

次にRFCに つ いて調べ た。古細

菌 由来RFCタ ンパ ク質 の うち大サ

ブユニ ッ トにはC一 末端 にPIPボ ッ

クス様 の配列が見つか ったが 、小サ

Table3.PCNA-bindingmotifinarchaealRFCL

organism PIPsequence

P.加 伽 麗5

M.ノ αππα5c1痂

翩.漉8ア 〃aoautotrophicus

A.fulgidus

consensus

PRKGRQATLFDFLKR

EDKGKQLTLDAFFK

KPKERQTSLFQFS

RRAGRNLTLDSFFS

QxxhxxFa

handarepresentmoderatelyhydrophobicresidues

(L,1,M)andhighlyhydrophobicresidueswitharo-

maticsidechains(F,Y),respectively.xindicates

anyresidues.
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変異体RFCL△ を作製 し、 これ を野生型のRFCSと 混合 してPfuRFC複 合体 として

プ ライ マー伸長反応 に用いた。様々な反応時間におけるDNA合 成産物 を野生型 の

RFCL-RFCS複 合体 を用 いた場合 と比較 した。その結果予想外に、Po1BIのPfuPCNA

依存 性 のDNA合 成活 性 を促 進す る働 き は 、RFCL△ を含 むPfuRFCと 野 生 型 の

PfuRFCの 間 に差が見 られなか った(Fig.29)。 この結果 はPfuRFC-PfuPCNA間 の

機能的な相互作用 のため にはRFCLのC一 末 端12残 基 は必須 ではな く、そ れ以外 の

部分 が重要な働きを担 うことを示 しているが、同時に、このPIPボ ックス様 の配列

react薑0翻4

糠嫐e(1益i蝨)

RFC

&5
6.4
4.8

10 ro 30

・■ △wt-△wt-△wt-△wt

1.
a.多

1:43

0。7

(kb)

Figure29.EffectofthePIPboxof

RFCLontheinvitroPfuPCNA-

dependentDNAsynthesis.The

PfuRFCandPfuPCNA-dependentprim-

erextensionreactionofPolBIwere

comparedusingwild-typePfuRFCand

PfuRFC△12.Aliquotsateachindicated

timewereanalyzedbyalkalineagarose

gelelectrophoresis.Lanes-,0,andwt

indicatenoPjuRFC,PfuRFCO12,and

PfuRFC,respectively,inthereactions.

PolI

PCNA

RFC

PIP-box

peptide
8.5
6.4
4.8
3.7

2.2

玉.9

1.4

五.3

0.7

(kb)
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Fig.30.InhibitionofthePfuPCNA-dependent

DNAsynthesisactivityofPolBIbythePIP-box

peptide.ThePIP-boxpeptidewasaddedin

increasingamounts(20,50,200,500,and1000

pmol)totheprimerextensionreactioncontaining

lpmolof32P-labeledprimer,0.2ｵgofM13

mpl8ssDNA,0.5uofPolBI,2pmolofPfuPCNA

(trimer),and2pmolofPfuRFC,andthereaction

mixtureswereincubatedat70°Cfor4min.The

reactionproductswereanalyzedbyalkalineaga-

rosegelelectrophoresis .followedbyautoradiogra-

phy.Sizemarkerswerepreparedbylabeling

BstPI-digestedADNAwith32P-ATP.
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の機能について、さらに興味が持たれた。

そ こでRFCLのPIPボ ックス配列 を含む ペプチ ド(C一 末端 の469-479位 の11残

基KQATLFDELKK、PIPボ ックス の うち特 に保存度 の高い残基 に下線を付 した)

を合成 して、そ れをPo1BIのDNA合 成反応 に加えて直接 の影響 を調べた。はじめ

にPfuPCNAお よびPfuRFCの 両者 が存在 する条件 で、PoBIに よるDNA鎖 伸長

反応 に このペ プチ ドを加 えて 調べたところ、濃度依存的にDNA鎖 伸長 反応 を阻害

した(Fig.30)。 この ことはRFcLのPIPボ ックスペプチ ドが.PfuPCNA分 子上 の機

能 的 な相 互 作 用 部 位 に結 合 して 、PfuRFC-PfuPCNA問 の結 合 、 ま た はPo1BI-

PfuPCNA問 の結合 のいず れか を阻害 したためと考え られた。そ こで、次にPfuRFC

を除 いた反応 でPfuPCNA依 存的なPoBIのDNA鎖 伸長反応 を調べ る と、 このぺ

8S
6.4

4.8

3.7

22

韮.9

韮.4

[3

0.7

(kb

RFCLco癪tro簔PolB豆

peptide・ 一・韮de藝}ept叢{葦e-∠ ∠ コー∠

Fig.31.InhibitionofthePfuPCNA-

dependentDNAsynthesisactivityofPol

BIbythePIP-boxpeptidesderivedfrom

RFCLandPolBI.TheeachPIP-boxpep-

tidewasaddedinincreasingamounts(50,

500,2500,and5000pmol)totheprimer

extensionreactioncontaininglpmolof32P-

labeledprimer,0.2ｵgofM13mpl8ssDNA,

0.5uofPolBI,2pmolofPfuPCNA

(trimer),andthereactionmixtureswere

incubatedat70°Cfor4min.Thereaction

productswereanalyzedbyalkalineagarose

gelelectrophoresisfollowedbyautoradiog-

raphy.Asanegativecontrol,thecontrol

peptide(Arg-Arg-Leu-Ile-Glu-Asp-Ala-Glu-

Tyr-Ala-Ala-Arg-Gly)wasadded.

プチ ドはやは り濃度依存的 にDNA鎖 伸長 反応 を阻害 した(Fig.31)。 この ことは

RFCLのPIPボ ックスペ プチ ドがPfuPCNA上 の機能 的な相互作用部位 に結合 して、

PoBI-PfuPCNA間 の結合 を阻害 したため と考え られた。Po1BI由 来のPIPボ ックス

を含む ペ プチ ド(PoBIC一 末端の760-775残 基KTRQVGLTSWLNIKKS)を 用 い

た場合 にも、PfuPCNA依 存 的なPo1BIのDNA鎖 伸長反応 が阻害 され た。PIPボ ッ

クス と全 く異な る配列 の12残 基 のペ プチ ドを用 いた場合 には このような反応阻害は

30



生 じな か った 。 な お この 反応 で はPfuPCNAの 効 果 を観 察 しや す い よ う に、Fig.30

の実 験 と は異 な り、 プ ライ マ ー の 結 合 部 位 を変 え てDNA鎖 伸 長 反 応 を行 っ た 。 そ

の結 果 、鋳 型 の 二 次 構 造 に よ るDNA鎖 伸 長 阻 害 は1.9kbase付 近 に観 察 され た 。

この よ うにPIPボ ックス ペ プチ ドとPfuPCNAが 機 能 的 な 相 互 作 用 をす る ことが

わ か っ た の で 、RFCLのPIPボ ック ス 配 列 を含 む ペ プチ ド(C一 末端 の469-479位

の11残 基)とPfuPCNAと の複 合 体 の結 晶 を作 製 し、 得 られ た2.3A分 解 能 まで

の デ ー タ に 基 づ い て 分 子 置 換 法 に よ り構 造 を解 析 し た(R-0.235,Rf,ee-0.291)。

PfuPCNAは 、 溶 液 中及 び単 体 の結 晶 中 で は リン グ構 造 の 三 量 体 と して 存 在 す るが 、

Fig.32.Overallstructureofthe

trimerofthePficPCNA/RFCLC-

terminalpeptidecomplex.

Thethreepeptidemoleculesbound

toPfisPCNAareshownasredstick

models.Theinteractingresiduesin

PficPCNAareshowninpinkforC-

terrnlnaltail,greenforcenterlooP,

blueforhydrophobicpocket,

RFCLペ プチ ドとの 複 合体 の 結 晶 中 にお いて も リン グ三 量 体 構 造 は維 持 され て いた 。

RFcLペ プチ ドは 、PfuPCNA分 子 につ き一 分 子 結 合 して い た(Fig.32)。 結 合 に 関

与 して い るそ れ ぞ れ の部 位 をみ る と、RFCLペ プ チ ドのN一 末 端 の三 残 基(Lys469-

Ala471)がPfuPCNAのC一 末 端 ル ー プ(Ala244-Va1247)と 水 素結 合 を 形成 し、続 い

てRFCLペ プチ ドの短 いヘ リッ ク ス(Leu473-Asp475)がPfuPCNAの 疎 水 ポ ケ ッ ト

(Met41,Arg45-Leu48,Leu242)に 位 置 し、RFCLペ プチ ドのPhe476がPfuPCNA

のGlu224-PrO226とPro245に 囲 ま れ て いた(Fig.33)。RFCLペ プ チ ドのC一 末 端

三 残 基(Leu477-Lys479)に つ いて は 、 得 られ た 電 子 密度 マ ップ か らは位 置 決 定 が で

きな か っ た。

ヒ トp21clP1/、w1のPIPボ ッ クス を含 む ペ プチ ドが ヒ トPCNAと 結 合 した状 態 の

構 造(29)、 お よ び バ クテ リオ フ ァー ジRB69のDNAポ リメ ラー ゼ(gp43)のPIP
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C-terminaltailloopinPCNA

Fig. 33. Schematic representation of the intermolecular interactions observed in 
the  PfuPCNA/RFCL C-terminal peptide complex. The residues corresponding to 
the C-terminal region of RFCL (469-479) are indicated in yellow. The interacting resi-
dues in PfuPCNA are shown in pink for C-terminal tail, green for center  loop, blue for 
hydrophobic pocket, and orange for not previously classified.

'

h

'

— PfuRFCL peptide 

— human p21 peptide 

— bacteriophage RB69 
  gp43 peptide 

 \'\  PfuPCNA 

   human PCNA 

\..\ bacteriophage RB69 
  gp45

Fig. 34. Comparison of the three-dimensional structures of PCNA-PIP-

box peptide complexes. The N- and C- termini are marked by the letters N and 

C (for the clamps) or N'- and C'- (for peptides) with subscripts indicating the 

species (p for P. furiosus, h for human and r for RB69).
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ボックスを含むペプチ ドがファージgp45と 結合 した状態 の構造(37)を 、RFCLペ プ

チ ドーPfuPCNA複 合体 の構 造 と比較 した。三組 のPIPボ ックスペプチ ドーク ランプ

複合体 の構造 を重ね ると、その結合様式が互いによく類似 してお り、PIPボ ックス

を介 した分 子 間相 互作用 は各生物界を通 じて保存 されていることが明 らかになった

(Fig.34)o

次 にPfuPCNAとRFCLペ プチ ドーPfuPCNA複 合体 の三 次構造 を重ね合 わせ て比

較すると、RFCLペ プチ ドーPfuPCNA複 合体 ではPfuPCNA分 子 のC一 末端側 ドメ

イ ンがRFCLペ プチ ドに押 し下 げ られ る形の構造変化 を起 こしていることがわかっ

た(Fig.35)。 この結果三 量体 構造 の保 持 に重要な役割を果たす分子間の逆並行βシー

トにおける水素結合(N-Odistance<3.3°A)の 数が 四組か ら七組 にな り、酵 母の

PCNAの 七組 、お よび ヒ トPCNAの 八組 に匹敵す る値 まで増加す る ことが判明した。

また、PfuPCNAの み に見 られ、分子 間水素結合の不足 を補って三量体構造の維持に

貢献 していると予想される、PfuPCNAリ ング構造の内側 の分子 間イオ ン対ネ ットワ

ークにっいては、RFCLペ プチ ドとの複合体形成 によ る構造変化に伴い結合の組換

えが観察された。 これ らの知見は、PIPボ ックスが結合 す る ことでPfuPCNAの リ

ング構造が安定化す る ことを示唆 している。

そ こで、RFCLペ プチ ドの結合に ともな ってPCNAの リング構造が安定化す るこ

RFCL

P

(FRONT)

C-terminal

domain

N-terminal

domain

(REAR}

inthecomplexedform

1丶/RFCLpeptide

N-terminal
ノ 丶!domain

C-terminal
ノ丶/domain

intheuncomplexedform

N-terminal痴

domain

痴C-terminald
omain

Fig.35.Structuralcomparisonbetweencomplexed(boldlines)anduncomplexed

(thinlines)PficPCNAmoleculesinthetrimericstate.Forclarity,onlyonePCNA-

peptidecomplexisshown.
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とを実験的にとらえるため、化学的クロス リンク法 による三量体の形成およびゲル

ろ過 クロマ トグラフィーによる分析を行った(datarlotshown)。 しか し、 これ らの

方法 ではペ プチ ドの有無 による三量体形成効率の差 は観察されず、 リング構造 の安

定性 について比較することはできなかった。

第二節RFCS変 異 体 の機 能 解 析

PfuRFCとPfuPCNAと の相互作 用 をさ らに詳 しく解析するために、第二章第二

節で示したRFCS複 合体 の結晶構造解析 よ り得 られた情報に基づいて変異体を作製

し、それ らの生化学的解析を行 った。まず前節でPfuRFCとPfuPCNAの 相互作用

にはRFCLのPIPボ ックス以外 の関与 が示 された こと、およびRFCSだ けで も、弱

いなが らPfuPCNA依 存 的なDNA伸 長 活 性 を促 進す る こ とがで き る ことか ら、

RFCS由 来 の分子間相互作用 につ いて考 察を行 った。RFCS複 合体 の結晶構造 か ら

計算 され た分子表面の静電ポテンシャル分布 を見 ると(37)、 中心部 分 に負 に荷 電 し

た領 域が見 られ、この荷電はRFCSの 再構築 した6回 回転対称 モデルで も中心 に集

中 してお り、その役割 に興味が もたれた(Fig.36)。 その負の荷電 の原 因になって い

る酸 性アミノ酸(Glu260,Glu270,Asp271,Glu306,Glu310)を すべ てAlaに 変換

したRFCS変 異体RFCSm5と 、比較 のため、Glu270,Glu310の 二残基 だけを変

換 した変 異体RFCSm2を 作 製 した。 また、隣 り合 う分子の相互作用によるRFCS

複合体形成 にお いてC一 末端 のaヘ リックスが重要 と考 えられたため、C一末端22残

基(306-327位)を 欠失 させ た変異体RFcs△ も作製 した(Fig.37A)。

six-foldsymmetry

ringmodel Wt m2 m5

Fig. 36. Electrostatic potential on the surface of the RFCS 

hexamer, calculated by using the program GRASP with NaCI at 

0.15 M. Positively charged surfaces and negatively charged surfaces 

are colored blue and red, respectively.
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Fig. 37. Series of the mutant RFCS proteins. A. The sites of the mutations are 

shown. B, C. Purification of the mutant RFCS proteins. Wild type and mutant 

RFCS proteins (each 1  gg) were separated by electrophoresis on a 12 % acrylamide 

gel containing SDS with Tris-glycine buffer in panel B or a 6% acrylamide gel with 
Tris-acetate buffer  (pH8.0) under native conditions in panel C. After separation, the 

proteins were visualized by staining with Coomassie Brilliant Blue in panel B and 
silver in panel C.

これ らのRFCS変 異体 は野生型RFCSと 同様 の方法 で精製 し、高純度 のタンパク

質標品を得た(Fig.37B)。 部位 特異的変異体 につ いて 、複合体分子表面の静電ポテン

シャル分布 をモデル上で計算すると、中心 の負の荷電が減少 していた。実際にネイ

ティブ条件における電気泳動でも、荷電の差に対応 して移動度の差が見 られた(Fig.

37C)o

ゲル ろ過 ク ロマ トグ ラフィーで、RFCSm5お よびRFCSm2の 変異体 は野生型 の

RFCSと 同様 に分子量150,000の 画分 に溶出され、重 合体 を形成することがわかっ

たが、RFCS△ はモ ノマー に相 当す る分 子量35,000の 画分 に溶 出されて重合体 を形

成 できないことがわかった(Fig.38A)。

次 に野生型お よび変 異体RFCSを 野 生型のRFCLと それぞ れ混合 してゲル ろ過 ク

ロマ トグラフィーをおこない、複合体形成能をしらべたところ、予想通 りRFCS△ は

RFCLと の複 合体 も形 成 で き な い こ とがわか った(Fig.38B)。RFCSm5お よ び

RFCSm2の 変異体 は野生型 と同様 に複 合体 を形成し分子量約200,000の 画分 に溶 出
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Fig. 38. Investigation of the RFCS 

complex by gel filtration analysis. 

A. The wild type and mutant RFCS pro-

teins were fractionated on a gel filtration 

column. Elution of the proteins was mon-

itored by the absorbance at 280 nm. 

B. The wild type and mutant RFCS pro-

teins were mixed with the RFCL proteins, 

and the RFC complexes were fractionated 

on the same column as in A.

された(datanotshown)。

RFCSのDNA結 合活 性 をゲル シ

フ トア ッセイ により調べたところ、

RFCSm5お よびRFCSm2の 変異体

は野 生型のRFCSと 同様 に濃度依存

的 にバ ン ドシ フ トが見 られ、DNA

結合活性 に差 が見 られ なか った が、

RFCS△ のDNA結 合活性 は観察 され

なかった。 これ らRFCSのDNA結

合活性 にはATPに よる影響 はみ られ

なかった(Fig.39)。

次 にこれ らのRFCS変 異体 を野 生

型 のRFCLと そ れ ぞ れ 混 合 して

PfuRFC複 合体(RFCL+RFCS)を

作製 し、PfuPCNA依 存的なPoBIの

DNA合 成活 性 を促 進 す る効果 を調

べた。RFCS△ とRFCLの 混合物 では

予想通 りDNA鎖 伸長反応 の促 進効

果 が 全 く見 られ な か っ た。 ま た

RFCSm5お よ びRFCSm2を 含 む

PfuRFC複 合体 を用 いた場合 は野 生

型 のPfuRFC複 合体 に比べてDNA

伸長促進効果 がそれぞ れ41%、84%

に低下 して いた(Fig.40)。 以上 の ことか ら、PfuRFC複 合体 にお いて もそ の中央 に

局在す る と予想される負の荷電は、PfuPCNAと の直接的な相互作用 に とって重要で

あ り、PfuPCNA分 子上 の正 に荷 電 した部 分 との相互作用 に貢献 していることが示

唆された。

そこで、次にRFCSとPfuPCNAの 直接 的な相互作用 を調べるため免疫沈降実験

を行った。野生型および変異体のRFCSとPfuPCNAを 混合 し、RFCS抗 体 に結合

36



RFCS
 wt 

 -   Il
 A 
 - -----"1 _ ni...5..._1  -   --1

Fig. 39. DNA binding activities of mutant RFCS. Various concentrations 

(0.15, 0.3, 0.6, 1.2 and 2.4  gM) of proteins were incubated with 50 nM of 32P-
labeled DNA (d49  mer  ) at 60 °C for 5  min. The reaction products were analyzed 

by 1 agarose gel electrophoresis followed by autoradiography. The left lane in 

each panel shows the reaction without protein.
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PCNA 
RFCL 
RFCS Fig. 40. Effects of the mutations in RFCS 

on the PfuPCNA-dependent DNA synthesis 
of P. furiosus Pol BI. The reaction mixtures 
with the indicated proteins in each lane were 
analyzed by 1 % alkaline agarose gel 
elctrophoresis, and the products were visualized 

by autoradiography. The sizes indicated on the 
left were from BstI-digested  X, phage DNA 
labeled by  32P at each 5' end. Amounts of DNA 

products longer than 700 bases by each RFCS 
are shown as the % relative to the product by 
PfuRFC containing the wild type RFCS.
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Fig. 41. Immunoprecipitation of the 

purified  PfuPCNA and RFCS proteins by 
the anti-RFCS antibody in vitro. 

 PfuPCNA and the wild type or mutant 
RFCS proteins were mixed and 
immunoprecipitated by the anti-RFCS anti-
serum. The precipitates were analyzed by 
Western blotting using each specific anti-

body indicated on the left side.
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Fig. 42. ATPase activity of RFCS and the RFCS-RFCL complex. 

A. The RFCS protein (at 0.8  RM as a monomer),  [a-3211ATP(0.1  mCi/m1), 
and 0.1 mM of ATP were incubated with or without DNA and  PfuPCNA at 

65 °C for 30  min, and aliquots of the reactions were analyzed by thin layer 

chromatography. B. The RFCS and RFCL proteins (at 0.8  RM and 0.2  tM, 

respectively),  [a-32MTP(0.1  mCi/m1), and 0.1 mM of ATP were incubated 

with or without DNA and  PfuPCNA at 65 °C for 10  min and the reactions 

were analyzed as  described above. The graphs show the values after subtrac-

tion of the background (radioactivities from the reaction without protein at 

each time point).

する画分についてウェスタンブロット法によ り分析をおこなった。野生型RFCSと

混合 した ときPfuPCNAは 抗RFCS抗 体 結合画分 に検 出 されたが、RFCSm5お よび

RFcsm2と 混合 した とき には、PfuPCNAは 検出できなかった(Fig.41)。 この こと

か らPfuPCNAとRFCS分 子の間 の直接的 な相互作用がRFCSの 負 の荷電の減 少 に

よ って低下 した ことがわかった。なお抗PfuPCNA抗 体 に結 合す る画分 について ウ

ェ ス タ ンブ ロ ッ ト法 によ る 分析 をお こな っ た と ころ、RFCSが 非 特 異 的 に

proteinA-Sepharoseに 結合 した ために、RFCSとPfuPCNAの 間の特異的相 互作

用 の分 析ができなかった。

前述のように、RFCSお よびPfuRFCはATP加 水分解活性 を有 し、そ の活性はDNA

とPfuPCNAに よ り促進 される。野 生型 および変異体のRFCSに ついて、RFCS単

独 の場合 と野生型のRFCLと 混合 した場合 のATP加 水分解活性 を調べた。Fig.42A

に示す ようにRFCS変 異体 のATP加 水分解活性 はDNAとPfuPCNAの 存在、 非存
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在によらず野生型RFCSと ほぼ同程度 で あった。 また野 生型のRFCLと 混 合 した場

合 もすべてのRFcsは 同程度 のATP加 水分解活性 を示 した(Fig.42B)。 これ らの結

果 は、少な くともATP加 水分解反応 に関す る限 りは、変異体RFCSタ ンパ ク質は

正常 な構造 を維 持 していることを示 している。

以上の結果から、おそらくRFC複 合体 の中央 に局在す る負 の荷電は、PCNA分 子

上 の正 に荷 電 した部分 との相 互作用 に貢献 している ことが示唆された。 この ことは

RFC-PCNAの 直接的な結合様式 を理解す る上での重要な情報 とな り得 ると考えられ

る。

第三節 考察

本章では種々の変異体の作製およびペプチ ドとの複合体 の構造解析 を行 い、複製

関連タンパク質分子間の相互作用について調べた。第一節では、Po1BIのPIPボ ッ

クス を含むC一 末端はPfuPCNAと の相互作 用 に必須で あったが、RFCLで はPIPボ

ックス以外 にもPfuPCNAと の結合 に必須 な部位が存在す る ことが示唆された。PIP

ボ ックスペ プチ ドとPCNAの 結合様式 の詳細 が判明 し、RFCLの470位 に相 当す る

グル タ ミンでは側鎖 の窒素及び酸素が各々水素結合の ドナー及びアクセプター とし

て利用されていることや、473位 の ロイ シンと476位 の フェニルアラニ ンの側 鎖が

PfuPCNAの 疎水ポ ケ ッ トに接触 して い る ことがわかった。このようにPIPボ ック

ス の中で も他 のPIPボ ックス配列 と比べ保 存性 の高 い残基は、PfuPCNAに 直 接水

素結合 あるいは疎水性 接触 をしてお り、他のアミノ酸への置換が構造上著 しく不利

になることが示された。またPfuPCNA側 の結合部位 は、真核 生物 のPCNA変 異体

を用 いた結合活 性測定 によ り同定された部位(セ ンタール ー プ、 ドメイ ン間 コネク

テ ィングルーブ、疎水ポケット、C一末端ル ープ)(34)の 一部 に相当 して いた。PCNA

側 の結合 に関与す る部位 のアミノ酸配列をヒトとPfuriosusお よび酵母 の間で比較

す る と、 これ らの分子間でよ く保存 されていることがわかる(Table4)。 しか しなが

ら、結 晶中で ヒ トp21cP1荊 胛1の ペプチ ドやバ クテ リオ ファー ジRB69のgp43ペ プ

チ ドC一末端部 分がそれぞれPCNAやgp45の ドメイ ン間 コネ クティ ングルー プに結

合 しているのに対 して、RFCLペ プチ ドのC一 末 端 は、本結 晶構造解 析 の結果 では

disorderし てお り、PfuPCNAの ドメイ ン間コネ クテ ィングループとの結合が確認
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Table4.ThethreetargetsitesonPCNAforthePCNAbindingproteins

Centerloop
Interdomainconnecting

量00P
C-terminaltailloop

Hロman

P.furiosus

S.pombe

S.cerevisiae

41画45

42一酢恥46

41画45

41一琶嶇噌 一45

121脳 巨圉 囲一132

118梱 ㎜ 遡D重P-129

121--132

121掴 榊 一132

253{埀 回 ・257

245凾249

253櫓 目一257

253{埀F崛 ト257

IdenticalandsimilaraminoacidsresiduestoHumanPCNAateachposition

areindicatedbywhiteletter.

できなかった。真核生物のPCNA変 異体 の解析 にお いてPCNAの ドメイ ン間コネク

テ ィ ングルー プがp21cP1/WAFTやPolδ との相互作 用 には必要 であるが、RFCと の相

互 作用 には必要でな い ことがわかってお り(34)、 本研究結果 において も、RFCLペ プ

チ ドーP角PCNA複 合体結 晶中で、結晶構造 が決定 できなかった ことは、 この部分で

の相互作用が安定なものではないと考えられ、RFCLのC一 末端部分 はPfuRFCと

PfuPCNAの 結合 に重要ではな いことを示唆 している。

RFCLペ プチ ドーPfuPCNA合 体 の構造解析 の結果 か ら、PCNA結 合タ ンパ ク質

とPCNAの 結 合様 式は各生物 界 を通 じて保 存されていることが明 らかになったが、

PIPボ ックス の役割 はPCNA結 合 タンパ ク質 をPCNA上 に結 合 させ るだけで はな く、

PCNAの 三 量体 構 造 をよ り安 定化 させ る ことによってPCNA結 合 タ ンパ ク質一

PCNA複 合体 を二本鎖DNA上 に安定 に保 持する機能 も果 た しているという、大変

興味深い可能性が示唆された。 この点 に関してはさらに解析 を進めていく必要性が

あると考えている。

また第二節のRFCS変 異体 の解析で はC一 末端 のαヘ リックスの欠失で複合体形成

能が消失することがわかった。この結果はヒ トRFCの 欠失変異体分析 の結果 と一致

す る。 ヒ トRFCの それぞれ のサ ブユニ ッ トで調 べ られた欠失 したC一 末端残基 数は

p140の166残 基、p40の14残 基、p38の63残 基、p37の29残 基 、p36の17残

基 で、 これ らサ ブユニ ッ トのC一 末端 領域 がRFC複 合体形成 に必須で ある ことが示

されている(38,39)。 本章で は解析 されたPfuriosus由 来RFCSの 立体構造の情報
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に基づいて、複合体形成に必須なC一 末端 領域 をαヘ リックスー本分の22残 基 に限定 ゜

し、調 べた結果 、予想 通 りここが関与することが判明した。またRFCSのDNA結

合活性 には複 合体 を形成す ることが重要であることがわかった。

免疫沈降実験 によ り、負 に荷電した領域を置換 したRFCSm5はPfuPCNAと の相

互作用 が減少 している ことがわか り、そのためにRFCSm5を 含 む変異体 ではPfuRFC

によるPfuPCNA依 存 的なPoBIのDNA合 成活性 を促進す る効果 が低下 したと考

え られる。 このことはRFCS複 合体 の中心 の負 に荷 電 した領域 は、RFCの 機能 に貢

献 して いる ことを示唆 している。

予想外にRFCSの 変異やC一 末端 の欠失 はATP加 水分解活性 に影響 を与えなか っ

た。RFCS△ は安定な複合体 を形成で きな い にもかかわ らず、RFCLの 存在下、非存

在 下 のいずれ の場合 も、野生型RFCSと 同様 のATP加 水分解活性 を示 した。 この結

果 は ヒ トRFCの 場合 と異な る。ヒ トp40サ ブユニ ッ トは単独 でDNA依 存的なATP

加 水分解 活性 を有 し他 の四つ のサ ブユニ ッ トと複合体 を形成することで活性の上昇

が見 られる(40)。 またRFCSm5お よびRFCSm2を 含 むPfuRFC複 合体 のATP加

水分解 活性が野生型PfuRFCの 活性 よ り高か ったが 、 この ことは興味深い問題であ

り、 この原因も含めて、RFCに おけるATP加 水分解 活性 とクラ ンプ ローディ ング

活性の関係 についてさらに詳細 に研究することが必要である。

41



結 論

1P.furiosusゲ ノムDNAか ら、真核 生物 のPCNA,RFCと それぞれ相 同な配列 を

持つタ ンパ ク質 に対応する遺伝子をクローニ ングし、それ らを大腸菌内で発現させ、

産生されたタンパク質(PfuPCNA,PfuRFC)を 用 いて 血vitroに お ける性質 を調べ

た結果 、以下 の ことを明らかにした。

(1)PfuPCNAは 単独 でPoBIお よびPo1DのDNA合 成活性 を促進 した。

(2)PfuRFCは.PfuPCNAに よ るPoBI、PolDのDNA合 成活 性の促進効果 をさ ら

に増大 した。

(3)PfuPCNAは 仔 牛 胸 腺 由 来Po1δ のDNA合 成 活 性 を 促 進 し、 ヒ トRFCの

ATPase活 性 を促進 した。

以上 の結果 は、古細菌 におけるゲ ノム複製過程において、真核生物 と同様な複製因

子が機能 していることを示唆 している。

2P.furiosus由 来PCNAお よびRFCSの 立体構 造 と機能 につ いて調 べ、以下の知

見を得た。

(1)PfuPCNAは ヒ トPCNAに 類似 した三 量体環状構造 を形成 してお り、サ ブ

ユニット間の水素結合の状態か ら、self-loading現 象が理解で きた。

(2)RFCSの 結 晶構造解 析 を行 った結果 、半 円形三量体構造が二つ会合 した状

態をとってお り、これは完全なRFC複 合体 におけるRFCSの 機能や構造 を

詳細 に反映する と考 え られた。RFCS複 合体 構造 にお いてC一 末端 ドメイ ン

同士 が密な接触 をしている結合様式が明 らか になった。

3種 々の変異体 の作製及 びペ プチ ドとの複合体の構造解析 を行い、複製関連タン

パク質分子間の相互作用 を調べた結果、以下の知見を得た。

(1)PoBIのPIP一 ボ ックス を含むC一 末端 は.PfuPCNAと の相互作用 に必須で あ

った。

(2)RFCLで はPIP一 ボ ックス以外 にもPfuPCNAと の結合 に関与す る部位 が存

在す る ことが示唆された。
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(3)RFCLのPIP一 ボ ックス はPfuPCNAと 結合 したが、そ の様式 は種間で広 く

保存されてお り、またその結合によ りPfuPCNAの 三量体構造 は安定 化す

る ことが示唆された。

(4)RFCSのC一 末端 αヘ リックスは複合体形成 に必須であった。

(5)RFCS複 合体 の中心 の負 に荷電 した領域 はPfuPCNAと の相互作用 に貢献

す る ことが示唆 された。

本研究 を通 して得 られた知見は今後のDNA複 製 の分子機 構 の全体像 を解 明す る上

で重要な貢献を果たす ものと考え られる。
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実 験 の 部

緇

く 菌 株>

PyrococcusfuriosusVclDeutscheSammlung

vonMikroorganismen

andZelkulturenGmbH

(DSM)

EscherichiacoliJM109宝 酒 造

EscherichiacoliBL21(DE3)Novagen

EpicuriancoliBL21-CodonPlus(DE3)-RILStratagene

〈 プ ラス ミ ド>

pT7BlueNovagen

pGEMTeasyPromega

pET15bNovagen

pET21aNovagen

pET28aNovagen

〈酵 素 〉

制 限酵 素 な ど各 種DNA関 連酵 素 は 、宝 酒 造 、NewEnglandBiolabs、 東 洋 紡 績

Stratageneの も の を用 いた 。

〈抗 体 〉

各 タ ン パ ク 質 に対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 の作 製 は宝 酒 造 に依 託 した。

〈 ペ プ チ ド>

RFCLPIPボ ッ クス ペ プチ ド(KQATLFDFLKK)お よび'・PIPボ ッ クス ペ プチ
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ド(KTRQVGLTSWLNIKKS)は 生 物 分 子 工 学 研 究 所 、 田 中俊 樹 博 士 よ り供 与 され

た 。 コ ン トロー ル ペ プ チ ド(RRL【EDAEYAARG)はPeptideInstituteInc.社 製 の 市

販 品 を用 いた 。

<DNA>

各種 合 成 オ リゴDNAAmershamBiosciences

poly(dA)200AmershεmBiosciences

oligo(dT)zs-soAmershamBiosciences

<カ ラム お よ び樹 脂>

HiTrapQcolumnAmershamBiosciences

HiTrapSPcolumnAmershamBiosciences

HiTrapHeparincolumnAmershamBiosciences

Superdex200PC3.2/30columnAmershamBiosciences

Econo-PacCHT-IIcolumnBio-Ra.d

TALON-NXMetalResinClontech

ProteinASephaxose4FFresinAmershamBiosciences

〈 一般 試 薬 〉

試 薬 は そ れ ぞ れ 用 い た 方 法 の 項 中 にそ れ らの 由来 を 明 記 した 。 そ の他 の 試 薬 は ナ カ

ライ テ ス ク、和 光 純 薬 工 業 の もの を使 用 した 。

<機 器>

DNA.シ ー ケ ンサ ー(Mode1310GeneticAnalyzer)AppliedBiosystems

液 体 ク ロマ トグ ラ フ装置(AKTAexplorer10S)AmershamBiosciences

分 析 用 液体 ク ロマ トグ ラ フ装 置(SMARTsystems)AmershamBiosciences

分 光 光 度 計(ModelDu640spectrophotometer)Beckman

イ メ ー ジ アナ ライザ ー(BAS-5000)FujiFilm
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液体シンチレーションカウンター(LS6500) Beckman

雄
〈各種溶液の組成〉

・緩衝液A

・緩衝 液B

・緩衝 液C

・緩衝 液D

・緩 衝液E

・PBS

50mMTris-HC1,pH8.0;10%グ リセ リ ン;2mMβ 一メル カ プ

トエ タ ノー ル;0.1mMEDTA

50mMTris-HC1,pH8.0;10%グ リセ リン;0.5mMジ チ オ トレ

イ トー ル;0.1mMEDTA

10mMリ ン酸 カ リウ ム,pH6.8;10%グ リセ リ ン;7mM(3一 メル

カ プ トエ タ ノー ル;0.05mM塩 化 カル シ ウム

20mMTris-HC1,pH8.0;0.3M塩 化 ナ トリウム

50mMリ ン酸 カ リウ ム,pH6.8;10%グ リセ リン;7mMβ 一メル

カ プ トエ タ ノー ル

10mMリ ン酸 ナ トリウ ム,pH7.5;0.15M塩 化 ナ トリウム

<PCNA、RFCS、RFCL発 現用 プ ラス ミ ドの構築>

PCNA、 お よびRFCLを コー ドす る遺伝子 は、それぞれ下表に示すPCNAF-PCNAR

またはRFCLF-RFCLRプ ライマーセ ッ トを用 いてPfuriosusの ゲ ノムDNAを 鋳

型 に してPCRを 行 っ た 。PCRに は最 も正 確 性 の 高 いPfuDNAPoly【nerase

(Stratagene)を 用 いた(以 後 のPCRに つ いて も全 て本酵 素を用 いた)。 増幅 され た各

PCR産 物 をpT7BlueにTAク ロー ニ ングし、それぞれDNAシ ークエ ンシ ング を行

って、配列が正 しいことを確認 した。PCNAお よびRFCLを コー ドす る遺伝子 を保

PCNAお よびRFCL発 現用プラスミ ド構築のためのPCRに 用いたプライマー

フラグメン ト ブライマー 配列 下線

PCNA

PCNAF 5'-ACATATGCCATTTGAAATCGTATTTGA-3' NdeI

PCNAR 5'-ATCGCCTCGAGTCACTCCTCAACCCTTGGGGCTAGCAGG-3' XhoI

RFCL

RFCLF 5'-AGCCATATGCCAGAGCTTCCCTGGGTAGAA-3' NdeI

RFCLR 5'-AGGTCGACTCACTTTTTAAGAAAGTCAAAGAGAG-3' SalI
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持 しているpT7BlueをNdel-Xholま た はNdel-Sallに よ り処理 し、pET21aま た

はpET28aのNdel-Xhol部 位 またはNdel-Sall部 位 に挿入 した。構築 したプ ラス

ミ ドをそれぞれpTPcNAお よびpTRFLhisと した。

RFCSを コー ドす る遺伝子 はイ ンテイ ンを含むため、まず下表のRFCSF1-RFCSR2

またはRFCSF2-RFCSR1の プライマーセ ッ トでPfuriosusの ゲ ノムDNAを 鋳 型

に してPCRを 行 い、RFCSN一 末端 のエキ ステイ ンとRFCSC一 末端 のエキステ イ ン

を コー ドす るフラグメン トを増幅させた。二つのエキステイ ンを連結するために、

RFCSF1-RFCSRIの プ ライマーセ ッ トで二つ のエキステインをコー ドするフラグメ

ントを鋳型にして、第二のPCRを 行 った。 増幅されたPCR産 物 をpT7BlueにTA

ク ローニ ング しDNAシ ー クエ ンシ ング を行 って配列が正 しいことを確認 した。RFCS

をコー ドす る遺伝子 を保持 して いるpT7BlueをNdel-.1に よ り処理 し、pET21a

のNdel-Sall部 位 に挿入 した。構築 したプ ラス ミ ドを ・ とした。

RFCS発 現用プラスミ ド構築のためのPCRに 用いたプライマー

フラグメン ト ブライマー 配列 下線

RFCS-N

RFCSFI 5'-TCATATGAGCGAAGAGATTAGAGAAGTTAAG-3' NdeI

RFCSRZ
5'-CAAGGGCCAAAGCCGCTGTAGTCTTTCCGACACC-

AGGGGGGCCTG-3'

RFCS-C

RFCSF2
5'-GCAGGCCCCCCTGGTGTCGGAAAGACTACAGCGG-

CTITGGCCCTTG-3'

RFCSRl 5'-AGGTCGACCATCACTTCTTCCCAATTAGGGTGAAC-3' SalI

〈RFCSの 部位 特異的変異体発 現用 プ ラス ミドの調製>

RFCSの 変 異 体m5お よ びm2の 調 製 に はQuickChangesite-directed

mutagenesiskit(Stratagene)を 用 いた。pTRFSプ ラス ミ ドを鋳型 に、forwardお

よびreverseプ ライマー には相補的で変異 を導 入した配列を用いた(下 表 にforward

プ ライ マー の配列 を示す)。 操作マニ ュアル に従 い反応 を行い変異の導入をDNAシ

ー クエ ンシングによ り確認 し、それぞれpTRFSm5お よびTRFSm2と した。
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RFCS変 異体発現用プラスミド構築のためのPCRに 用いたプライマー

(変異の導入部位を小文字で示す)

変異体 変異部位 配列

m5

E260A-E270A-D271A
5'-GAAAAGCTTAGGGcGATACTTCTCAAGCAA-

GGACTTAGTGGAGcAGcTGTACTAGTTCAG-3'

E306A-E310A
5'-ACTTCAGACTCGTTGcAGGGGCTAATGcAAT-

AATTCAGATTGA-3'

m2

E270A 5'-AAGGACTTAGTGGAGcAGATGTACTAGTTC-3'

E310A 5'-TTGAAGGGGCTAATGcAATAATTCAGCTTG-3'

〈RFCSお よびRFCLのC一 末端欠失変異体発現用 プ ラスミ ドの調製〉

下表に示すRFCSDF-RFCSDRま たはRFCLDF-RFCLDRプ ライマーセ ッ トを用

いてpTRFsま たはpTRFLhisを そ れぞ れ鋳 型 にしてPcRを 行 った。増 幅 され た各

PCR産 物 をpGEM-TeasyにTAク ローニ ングした後、それぞれDNAシ ークエ ン

シ ングによ って配列 を確認 した。RFCS△ お よびRFCL△ をコー ドす る遺伝子 を保持

して いるpGEM-Teasyを そ れぞ れNdel-.1に よ り処理 し、pET21aま たはpET15b

のNdel-,1部 位 に挿 入 した 。 構築 した プ ラス ミ ドをそれぞれpTRFS△ お よび

pTRFL△ とした。

RFCSのC一 末端 欠失 変異体構築 のた めのPCRプ ライマー

プ ライマー 配列 下線

RFCSDF 5'-GGCATATGAGCGAAGAGATTAGAGAAGTTA-3' NdeI

RFCSDR 5'-GGGTCGACTTAAACGAGTCTGAAGTTATAC-3' SalI

RFCLのC一 末端 欠失変異体構 築のため のPCRプ ライマー

プ ライマー 配列 下線

RFCLDF 5'-AGCCATATGCCAGAGCTTCCCTGGGTAGAA-3' NdeI

RFCLDR 5'-GGGTCGACTTATTTCTTTGGCTTTTCCTTT-3' SalI
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〈組換えPCNAタ ンパ ク質 の調 製>

pTPCNAに よって形質転換 させ た大腸 菌BL21(DE3)株 を100ｵg/m1ア ンピシ リ

ンを含 むLB培 地で37℃ にて培養 しOD600が0.3に な った時点でイ ソプロピルー

β一D一チオガ ラク トピラノシ ド(IPTG)を 最終濃度が0.2mMに な るよう添加 した。 さ

らに2時 間培養 した後 、培養液 を遠心 して集菌した。集菌 した菌体を1TTIMフ ェニ

ル メチ ルスル フォニル フル オ リド(PMSF)お よび0.1M塩 化 ナ トリウム を含む緩衝

液Aに 懸濁 した。超音波処理 によって細胞を破砕 し、遠心分離によ り粗抽出液を回

収 した。80℃ で10分 間熱処 理を行 い沈殿物 を除いた後、塩化ナ トリウムを最終濃

度0.58M、polyethyleneir血e(Sigma)を0.2%に な るよ う添加 し、4℃ で30分 撹

拌 した後遠心分離 によ り上清 を回収 した。 この上清に硫酸アンモニウムを80%飽 和

溶液 にな るよ う添加 してタ ンパ ク質 を沈澱させて回収した。沈澱 を緩衝液Bに 溶解

し、緩衝液Bで 透析 した後 、陰イオ ン交換 カ ラム(HiTrapQ;AmershamBiosciences)

に添加 した。 カ ラム容量 の10倍 量 の緩 衝液Bを 用 いて0-1M塩 化 ナ トリウムの直

線濃度勾配 で展 開し、約0.5M塩 化 ナ トリウム の画分 に溶 出され たPfuPCNAを 回

収 した。溶液 中のPfuPCNASIXは280㎜ にお ける吸光度 を測定 し、分子 吸光係

数7,250M-1cm-1よ り決定 した(22)。

〈組換 えRFCSタ ンパ ク質 の調製>

pTRFSに よ って形質転換 させ たEpicuriancoliBL21-CodonPlus(DE3)-RIL株

(Stratagene)を100ｵg/m1ア ンピシ リンお よび20ｵg/m1ク ロラムフェニ コール を

含 むLB培 地でIPTGに よる誘導 をか けず に30℃ にて16時 間培養 し、培養液 を遠

心 して集菌 した。集菌 した菌体を1mMPMSFお よび0.1M塩 化 ナ トリウムを含 む

緩衝液Aに 懸 濁 した。超音波処理 によって細胞を破砕 し、遠心分離によ り粗抽出液

を回収 した。80℃ で20分 間 熱 処 理 を行 う こ と に よ り沈 殿 物 を除 いた後 、

polyethylenein血eを0.15%に なるよ う添加 し、4℃ で30分 間撹拌 した後、遠心

分離 によ り上清を回収した。この上清に硫酸アンモニウムを80%飽 和溶液 にな るよ

う添加 してタ ンパク質を沈澱させて回収 した。沈澱を緩衝液Cに 溶解 し、緩衝液C

で透析 した後、ハイ ドロキ シアパタイ トカラム(Econo-PacCHT-II;Bio-Rad)に 添

加 した。カ ラム容量 と同量の緩衝液Cで カ ラム を洗浄 した後、1Mリ ン酸カ リウム,
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pH6.80を1.1%の 濃度勾配 になるよ うカ ラム容量 の8倍 量 で展 開 した。RFCSは

約0.35Mリ ン酸 カ リウムの画 分に溶 出 された。溶出されたRFCS画 分 は0.1M塩

化 ナ トリウム を含む雛 液Bに 透析 した。溶液 中の1忍CS黻 は280㎜ にお1ナる

吸光度 を測定 し、分子吸光係数19,060M-lcm-1よ り決定 した(22)。

<組 換えRFCLタ ンパ ク質 の調製>

pTRFLhisに よって形質転換 させ たEpicuriancoliBL21-CodonPlus(DE3)-RIL

株(Stratagene)を100ｵg/m1ア ンピシ リンお よび20ｵg/m1ク ロラム フェニコール

を含 むLB培 地 で37℃ にて培養 しOD600が0.4に な った時点でIPTGを 最終濃度が

0.25mMに なるよ う添加 した。 さ らに20℃ で24時 間培養 した後、培養液 を遠心

して集 菌 した。集菌 した菌体を緩衝液Dに 懸濁 した。超音波処理 によって細胞を破

砕 し、遠心分離により粗抽出液を回収 した。あらか じめ緩衝液Dで 平衡化 した メタ

ル アフィニテ ィカラム(TALON-NXMetalResin;Clontech)に 粗抽 出液 を添加 し、

洗浄液(5mMイ ミダゾール を含 む緩衝液D)を カ ラムの10倍 容量用 いて洗浄 した後 、

吸着 して いるタンパク質を溶出液(100mMイ ミダ ゾー ルを含 む緩 衝液D)で 溶 出さ

せ た。溶 出されたRFCL画 分 は0.3M塩 化ナ トリウムを含 む緩衝液Bに 透析 した。

溶液 中のRFCLは280㎜ にお ける吸光度 を測定 し、分子吸光係数66,000

M-1cm-1よ り決定 した(22)。

〈RFC複 合体 タンパ ク質 の調製〉

精 製 したRFCSとRFCLを それぞ れ280㎜ にお ける吸光度が約2:1に なるよ う

に混 合 し60℃ で20分 間静置 し、0.1M塩 化 ナ トリウムを含 む緩衝液Eに 透析 した

後 、陰イオ ン交換 カラム(HiTrapQ;AmershamBiosciences)に 添加 した。カラム容

量の10倍 量 の緩衝液Eを 用 いて0.1-1M塩 化ナ トリウムの直線濃度勾配 で展開す

ると、過剰のRFCSは カ ラム に吸着せ ずPfuRFCは 約0.3M塩 化 ナ トリウムの画分

に溶出 され た。溶出されたPfuRFCを 含 む溶液は さ らに緩衝液Eを 用 いて1:3に 希

釈 し、 ア フィニティカ ラム(HiTrapHeparin;AmershamBiosciences)に 添加 した。

カ ラム容量 の10倍 量 の緩衝液Eを 用 いて0.1-1M塩 化 ナ トリウムの直線濃度勾配

で展開すると、PfuRFCは 約0.3M塩 化ナ トリウム の画分 に溶出 され た。PfuRFC
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の 画 分 を0.2M塩 化 ナ トリウム を含 む 緩 衝 液Bに 透 析 した 。

<P.furiosusの 培 養 と粗 抽 出液 の調 製>

PfuriosusVclは98℃ で 静 置 培 養 した 。Pfuriosus培 地 の1Lあ た りの各 成

分 量 は 、 トリ プ トン(DIFCOlaboratories)10g、 イ ー ス トエ キ ス トラ ク ト(DIFCO

laboratories)5g、JamarinS(Jama血Laboratory)の 粉 末35g、 溶液5m1、 可 溶

性 デ ンプ ン10g、Traceelements10m1で あ る。Traceelements(100倍 濃 縮)の

1Lあ た りの 各 成 分量 は 、nitrilaceticacid1.5g、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム3g、 塩 化 ナ ト

リウ ム1g、 硫 酸鉄(II)0.1g、 硫 酸 コバ ル ト0.1g、 塩 化 カ ル シ ウム0.1g、 硫 酸 亜 鉛

0.1g、 硫 酸 銅10㎎ 、硫 酸 ヨ ウ 素 カ リウ ム10㎎ 、 ホ ウ酸10㎎ 、 モ リブデ ン酸

ナ トリウ ム10㎎ 、塩 化 ニ ッケ ル25㎎ 、 で あ り、 水 酸 化 カ リウム 水 溶液 を用 いて

pH7に 調 整 した。2gのP.furiosus細 胞 を0.1mMのPMSFを 含 む 緩 衝液B30m1

中 で超 音 波 破 砕 し、 遠 心(BECKMANXL-90、100,000×g、60min)し て 沈 殿 を

除 き 、細 胞 粗 抽 出液 を得 た 。

<化 学 的 ク ロス リ ンク法>

PfuPCNAを ク ロス リ ンク反 応 液(20mMリ ン酸 ナ トリウ ム,pH7.0、150mM

塩 化 ナ トリ ウ ム)で60ｵg/m1に な る よ う に調 製 し 、EGS(ethyleneglyco-bis

(succinimidylsuccinate))(SIGMA)を50ｵMに な る よ う添 加 し、 室 温 で10秒 ～

1分 間反 応 させ た 。 反応 は停 止 液(0.25MTrisHCI,pH6.8)を 反 応 液 の1/4量 加

えて 終 了 させ た 。 反応 生 成物 につ い て ウエ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 に よ り分 析 を行 っ た 。

〈分 析 ゲ ル ろ過 ク ロマ トグ ラ フ ィー 法 〉

精 製 したPfuPCNA、RFCS、RFCL、PfuRFC、 お よ びRFCS、PfuRFCの 変 異体

につ い て 、SMARTsystemを 用 いて ゲ ル ろ 過 ク ロマ トグ ラ フ ィー分 析 を行 った 。 カ

ラム にSuperdex200PC3.2/30(AmershamBiosciences)を 、移 動 相 に0.15M塩

化 ナ トリ ウム を含 む 緩 衝 液Bを 用 い た 。 サ イ ズ マー カ ー用 の タ ンパ ク質 標 品 と して

ゲ ル ろ過 標 準 品(Bio-Rad)を 同 じ条 件 下 で 用 いた 。
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〈 免 疫 沈 降 法 〉

精 製 したPfuPCNA、RFCS、RFCL、PoBI、 お よびPo1Dを 用 いて ウサ ギ を 免疫

し 、 得 られ た 抗 血 清 を用 いた 。 す べ て の操 作 は 室 温 で行 っ た 。30ｵ1のproteinA

SepharoseをPBSで3回 洗 浄 した 後 、 そ れ ぞ れ の抗 血 清10ｵ1を 加 え1時 間反 応 さ

せ た 。PBSで2回 お よ び 緩 衝 液Bで1回 洗 浄 した 。300ｵ1のPfuriosus細 胞 粗 抽

出液 、 ま た は500㎎ の精 製 した組 換 え タ ンパ ク 質 、0.1mMPMSF、0.1%BSAお

よ び50mM塩 化 ナ トリウム を含 む 緩 衝 液B300ｵ1を 加 え て30分 間 反応 させ た 。

proteinASepharose結 合 画 分 は遠 心 して 分 離 し0.1mMPMSFお よび50mM塩 化

ナ トリウ ム を含 む緩 衝 液Bで3回 洗 浄 した 。proteinASepharose結 合 画 分 に っ い

て 、 ウ ェ ス タ ンブ ロ ッ ト法 に よ り分 析 を行 っ た 。

<プ ライ マー 伸 長 反応>

P.furiosusPo1BIお よびPo1Dは 文 献41、42に した が って調 製 した 。DNA合 成

は50mMTris-HC1,pH8.8、5mM塩 化 マ グネ シ ウ ム、2mMメ ル カ ブ トエ タ ノー

ル 、125mM塩 化 ナ トリウ ム 、お よび0.25mMdNTPを 含 む25ｵ1の 反応 溶 液 中 で 、

70℃ 、4分 間 の反 応 を基 本 と して行 っ た 。項 中 に記 した場 合 以 外 は0.2ｵgM13mp18

一 本 鎖DNAと5'末 端 を32P標 識 したDNAプ ライ マ ー 、お よび0.25unitsDNAポ

リメ ラ ーゼ を用 い て 、20nMPfuPCNA、 お よ び20nMPfuRFCの 存 在 下 また は 非

存 在 下 で 反応 を行 っ た 。8ｵ1の 反応 停 止 溶 液(98%deionizedfOrmamide,1mM

EDTA,0.1%xylenecyano1)を 加 え て 反応 を停 止 した 。DNA合 成 産 物 を50mM水

酸 化 ナ ト リウム 、1mMEDTA溶 液 中1%ア ル カ リアガ ロー ス ゲ ル で 電 気 泳動 に よ

り分 離 し、 オ ー トラ ジオ グ ラ フ ィー に よ り可 視 化 した 。

<ATP加 水 分 解 反 応>

PfuRFCのATP加 水 分 解 反 応 は25mMTris-HC1,pH8.0;6mM塩 化 マ グネ シ

ウム;0.1mMジ チ オ トレイ トー ル;0.05%BSAを 含 む20ｵ1の 反 応 溶 液 中で 行 った 。

PfuRFCを 項 中 に記 した 濃 度 で 、必 要 に応 じてPfuPCNA、DNAと と もに用 いて0.1

mMATPお よび[a32P]ATP(0.1mCi/m1)と 、65℃ で 反応 させ た 。任 意 の 時 間経 過 後

に反 応 溶 液1ｵ1をpolyethyleneimine-celluloseTLCプ レー ト(Merck)に ス ポ ッ
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ト し 、0.5M塩 化 リチ ウ ム 、1Mギ 酸 溶 液 で 展 開 した 。 イ メ ー ジ ア ナ ライ ザ ー

(BAS-5000,FujiFilm)を 用 い て加 水 分解 産 物 の 定 量 を行 っ た。

〈DNA結 合 実 験(ゲ ル シ フ トア ッセ イ)〉

基 質 と してDNA(5'-AGCTA.CCATGCCTGCACGAATTAAGCAATTCGTAAT-

CATGGTCATAGCT-3')の5'一 末 端 を32Pで ラベ ル し、 一 本 鎖DNA(ssDNω と し

た 。ssDNAに 相 補 的 な配 列 を有 す るDNAを ア ニ ー ル して 二 本 鎖DNA(dsDNA)と

した 。 ま たssDNAにDNA(5'-AGCTATGACCATGATTACGAATTGCTI'-3')を

ア ニ ー ル しプ ライ マ ー 構 造DNA(priDNA)と し た 。 項 中 に 記 した 量 のRFCS、

PfuPCNA、 お よ びPfuRFCを 単 独 で あ る い は混 合 して 用 い て 、25mMTris-HCI,pH

8.0;6mM塩 化 マ グ ネ シウ ム;0.1mMジ チ オ トレイ トー ル;0.05%BSAを 含 む10ｵ1

の 反 応 溶 液 中 で5nMDNAと60℃ で5分 間反 応 させ た 。必 要 に応 じて0.1mMATP、

dATP、 ・ を加 え た。 反 応 生 成 物 を0.1×TAE溶 液 中1%ア ガ ロー ス ゲ ル の

電 気 泳 動 に よ り分 離 し、 オ ー トラジ オ グ ラ フ ィー に よ り可 視 化 した 。

〈DNA結 合 実験(フ ィル タ ーバ イ ンデ ィ ン グ ア ッセ イ)〉

基 質 と してpoly(dA)200の5'一 末端 を32Pで ラベ ル し、一 本 鎖DNAと した 。 この

poly(dA)200に01igo(dT)25.30を モ ル 比1:4で アニ ー ル し、 プ ライ マー 構 造DNAと し

て 用 い た 。PfuRFC(50,250,500㎎)を25mMTris-HC1,pH8.0,6mM塩 化 マ グ

ネ シ ウ ム,0.1mMジ チ オ トレイ トー ル,0.05%BSAお よび20nMDNAを 含 む20ｵ1

の反 応 溶 液 中で60°Cで5分 間 反 応 させ た 。DNA結 合PfuRFCを 、 アル カ リ処 理 し

た ニ トロセ ル ロー ス フ ィル タ ー に吸 着 させ 、0.5mLの25mMTris-HCI,pH8.0を

用 い て3回 洗 浄 した 後 、 シ ン チ レ ー シ ョ ンカ ウ ン タ ー を用 い て 結 合 して い るDNA

を定 量 した 。

<PCNA-PIPboxペ プ チ ド複 合体 お よ びRFCSの 結 晶構 造 解 析>

PfuPCNAに 対 して 過剰 量 のRFCLのC末 端 ペ プ チ ド(KQATLFDFLKK)を 添 加

した 溶 液 か ら、 硫 酸 ア ンモ ニ ウ ム を沈 澱 剤 とす る蒸 気 拡 散 法 に よ っ て 、 六 角 柱 状 の

結 晶 を得 た 。 シ ン ク ロ トロ ン放 射 光 施 設 フ ォ トン フ ァ ク トリー のBL6Bビ ー ム ライ
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ンにおいて、低温の窒素気流を吹き付け100Kに 冷却 した結 晶 を用いてX線 回折測

定 を行 い、得 られ た2.3A分 解 能 まで のデ ータ に基 づ いて結 晶構造解析 を行った。

PfuPCNA単 体 の分子構造(PDB登 録番 号1GE8)を サーチモデル として分子置換

法 を行 い、初期位相 を決定 した後、シミュレーテッ ドアニー リング法による構造精

密化 と差フー リエ合成電子密度図を利用 した分子モデルの構築 とを繰 り返 して最終

構造を得た。主な結晶データは以下の通 りである:空 間群P63,Z=6,a=91.847,c=

64.144A,R=0.235,free=0.291。 またRFCSの 結 晶化 は、2一メチルペ ンタン

ジオ ール(MPD)を 沈 澱剤 と して 、蒸気拡 散法 によ って行ない、得 られた結晶につ

いて同様にX線 回折測定 を行 なった。得 られた2.8A分 解能 までのデータ に基づ い

て解 析 を行ない、空間群P2、2、2、,単 位胞 のパ ラメータはそれぞ れa=98.3A,b=

105.6A,c=316.9Aで あった。一つ の非対称単位 中に6つ のサブユニ ッ トが含 ま

れて いた。 回折X線 の位相 を決定す るため にTa6Br14を 用 いた重原子 同型置換体 を

浸漬 法 によって作成 した。 またメチオニ ン要求性の大腸菌B832(DE3)を 宿主 と し

てRFCS遺 伝子 を発現 させ、M9培 地 中セ レノメチ オニ ンとメチ オニ ン以外の19

種 のア ミノ酸 を用 いて、セ レノメチオニ ン置換体 を作成 した。得 られたデータをも

とに結晶構造モデル を求め精密化 した。R=0.224,R　 ree=0.277で あった。
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