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題目

ｹﾞﾉ ﾑ情報

ｹﾞﾉﾑ情報の推持伝達に要求されるｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系の

再構築と機能解析

はDNA の複製と修復､ 染色体の再構築と分配,といっ

た柵胞周期の進行に特有な反応を担った数多くのﾀﾝ′てｸ質の巧妙なｸﾛｽﾄ-ｸの上に

成り立っている｡最近のｹﾞﾉﾑ生物学の進展によって,ｹﾞﾉﾑ情報の安定な推持伝達に閑

与する因子の反応機構には､機能的な類縁性だけでなく幾つか共有の基本原理の存在が明

らかになってきた｡たとえば真核生物では相互に高い類似性を持つ複数のｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗ

ﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系が存在し､複製反応を軸としたｹﾞﾉﾑの情報推持機構の分子集合の中枢と

して機能していると考えられている｡本研究では,それらの反応機構の特異性と機能的連

携を明らかにすることを目的として､ﾋﾄ由来のｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系の再構築

と機能解析を行った｡

まず､複製ﾌｵ-ｸでDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞ6/_eの補助因子として機能し,ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸ

ﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系の代表であるPCNA (増殖細胞核抗原), RFC (複製因子C)について解

析した.ﾊﾞｷｭﾛｳｲﾙｽ発現系を用いて再構築したﾋﾄRFCによるPCNAのﾛ-ﾃﾞｲ

ﾝｸﾞ機構の解析では生化学的な解析に加えて,新たに電子顕微鏡観察による分子構造解析

を導入した｡その結果､ RFCがU字型の複合体であること,およびその構造がATP加水

分解依存的に変化することを示したoこの解析によりﾘﾝｸﾞ構造のPCNAが,結合したRFC

の構造変化を駆動力として-時的に開環しDNAたﾛ-ﾃﾞｲﾝｸﾞする機構が説明されたo

当臥ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系はDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞの補助因子に特有のしくみ

と考えられたが､ﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄ応答,染色体接着等に関与する因子にｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗ

ﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-に相当すると予想されるものが見いだされてきたoそこで､ PCNA-RFCの解

析法をこれらに適用し､新規のｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系の証明､機能解析を行ったo

DNA傷害､複製停止ﾁｪﾂｸﾎﾞｲﾝﾄ応答に必須な因子である分裂酵母,ﾋﾄの払D9､

HUSl､ RADl (出芽酵母DDCl､ MEC3､ RAD17に相当)はPCNA類似ﾀﾝ^oｸ質をｺ-

ﾄﾞしており,お互いに相互作用する｡そこでこれらはRad9/=usl/Radl (Rad9+りと呼ば

れる複合体を形成し新規ｸﾗﾝﾌﾟとして機能すると考えられた｡ -方､同じﾁｪｯｸﾎﾞｲ

ﾝﾄ経路に属する分裂酵母､ﾋﾄのRAD17 (出芽酵母RAD24)はRFCﾌｱﾐﾘ-に属し､



RFC の 4つの小ｻﾌﾞﾕﾆﾂ ﾄとRad17-RFC
と呼ばれる複合体を形成し､ Rad9-ﾄ1

するｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-と考えられたo RFC同様､ﾊﾞｷｭﾛｳｲﾙｽ発現系を用いて再構築

し精製されたRad17-RFCは,予想されたようにRad911-1と特異的な結合を示したoさら

にﾌﾟﾗｲﾏ-/鋳型DNAとの結合およびATPase括性を有するがそれぞれの括性はRFC

の1/5および1/3であり､しかもRFCと異なりそのATPase括性はDNAやｸﾗﾝﾌﾟの

Rad9-1-1を添加してもほとんど促進されなかったoまた実際にRad17-RFCによるRad911-1

のDNAへのﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性を検出することはできなかったoこれに対して電子顕微鏡

観察による構造解析ではRad9-1-1, Rad17-RFCはPCNA, RFCとほとんど同-の分子構造

をしていることを明らかにした｡以上の結果から､ Rad9-1-1とRad17一肝Cは､第二のｸ

ﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系であることが強く示唆されたoしかしそのﾛ-ﾀﾞ-括性を発

揮するためには,ﾌﾟﾗｲﾏ-/鋳型DNA以外の特異的に結合するDNA構造､あるいは未

同定の必須因子の添加､あるいは閑与する因子の翻訳後修飾が必要と考えられるoこのこ

とから､ R｡d9_ﾄ1とRad17-RFCは,特定のDNA基質､あるいはDNA傷害応答による蛋

白質修飾系によって機能制御を受けるｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系であることが示唆さ

れ､ﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝﾄ応答機構を考える上で興味深い機能系であるo

第三のｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系としてやはりRFCﾌｱﾐﾘ-に属する

cHL12/CTF18 (ﾋﾄCHL12)が見いだされた｡ CHL12/CTF18はDNA複製後の姉妹染色体

接着に必須な出芽酵母の遺伝子として同定されている｡まず､ﾋﾄChl12もRad17と同様

RFCの4つの小ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄと共発現してChl12-RFCと呼ばれる複合体を形成することを

明らかにした. -方､この複合体の標的ｸﾗﾝﾌﾟは明らかにされていなかったが,当研究

室で行われたPCNA結合ﾀﾝ^oｸ質のﾌﾟﾛﾃｵﾐｸｽ解析の結果から､新規PCNA結合ﾀ

ﾝ^Qｸ質としてChl12が発見された.そこで､再構築したCh1121RFC複合体とPCNAとの

結合を解析した結果､ Chl12-RFC複合体がPCNAと特異的に結合することを明らかにしたo

また再構築したChl12-RFCのﾌﾟﾗｲﾏ-/鋳型DNAとの結合括性はRFCの1/5であった

が､ RFCと同様の比括性のATPase括性を有し,その括性はDNA､ PCNAの添加により促

進されたoさらに､ RFCの1/6の比括性ではあるが､ Chl12-RFCはATP俵存野なPCNAの

DNAﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性を示した｡以上の結果から､ Chl12-RFCは､機能する反応系は異な

るが､第二のPCNAﾛ-ﾀﾞ-であることを初めてその括性から直接に証明した.今後､い

かなる状況でPCNAﾛ-ﾀﾞ-がRFCとChl12-RFCの間で使い分けられているのか､ある

いは､ﾛ-ﾀﾞ-が異なったとき､ﾛ-ﾄﾞされたPCNAの機能にどのような違いがあるのか､

など複製ﾌｵ-ｸと姉妹染色体接着の間の機能連携について興味深いｱﾌﾟﾛ-ﾁが可能で

ある｡
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第1章
序論

すべての生物の生命の維持と種の保存のためには自己の情報を安定に保持し,そ

の情報を正確に子孫に伝達する必要があるo自己の情報とは4つの塩基によって

DNAに記されたｹﾞﾉﾑ情報であるoこのｹﾞﾉﾑ情報はDNAの複製と修復,染色

体の修飾や再構築と分配､といった細胞周期進行にともなった特有な反応によって

安定かつ正確に維持伝達されるoこのため,これらの反応に特有の機能を担った数

多くのﾀﾝ′てｸ質が存在し､これらの巧妙なｸﾛｽﾄ-ｸの上にｹﾞﾉﾑ情報の維持

伝達が行われているoなかでも, DNA複製はｹﾞﾉﾑ情報の維持伝達機構の最も根

幹を支える反応機構であり,その研究は生命現象の本質を知るために必要不可欠で

ある｡

DNA複製時には,多様な因子がﾚﾌﾟﾘｿ-ﾑとよばれる複合体を形成し,協調

的にDNA上を移動しながら新鎖DNAを合成する(Be止ovic etal･, 2001)oこのDNA

伸長反応が行われる部位では,複製途中のDNAとﾚﾌﾟﾘｿ-ﾑが複製ﾌｵ-ｸと

呼ばれる構造をとる(Stillman, 1994)oこの複製ﾌｵ-ｸを構成するﾀﾝ^oｸ質群

は､ﾌｵ-ｸの先導となるへﾘｶ-ｾﾞ､ﾌﾟﾗｲﾏ-を合成するﾌﾟﾗｲﾏ-ｾﾞ, DNA

合成そのものを行うDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞﾎﾛ酵素､ DNA合成後にﾗｷﾞﾝｸﾞ鎖を連

続的なDNA鎖に連結する酵素から成る｡このﾌｵ-ｸで直接DNA複製を行うDNA

ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞの括性は,ｸﾗﾝﾌﾟとｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-と呼ばれる2種類の補助ﾀﾝ

/toｸ質によって制御されている.これらｸﾗﾝﾌﾟとｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-は大腸菌から

酵母,ﾋﾄに至るまで高度にその機能が保存され､複製に閑与するDNAﾎﾞﾘﾒﾗ

-ｾﾞのﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾞﾃｲ-を促進する機能を持つ｡その結果､これらはl｣⊥ﾃﾞｨﾝ

ｸﾞ鎖の長く連続的なDNA合成を可能にし,ﾗｷﾞﾝｸﾞ鎖での効率の良いDNAﾎﾞﾘ

ﾒﾗ-ｾﾞのﾌﾟﾗｲﾏ-末端への結合を支えている(Bambara et al., 1997 ; Waga and

stillman, 1998)oこの観点から､ｸﾗﾝﾌﾟとｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-は複製ﾌｵ-ｸの進

行にとって必須の因子であるといえる｡

ｸﾗﾝﾌﾟとｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-

ｸﾗﾝﾌﾟは大腸菌のDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞⅠⅠⅠのβｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ､T4ﾌｱ⊥ｼﾞのgp45,

古紬菌､真核生物の増殖細胞核抗原(PCNA)というように生物種を超えて存在す

る｡大腸菌のβｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄは単-ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの二量体として､ gp45､ PCNAは

三量体として形成される｡これらのｸﾗﾝﾌﾟを構成するﾀﾝﾊﾟｸ質は,ｱﾐﾉ酸配

列ﾚべﾙでは相互に類縁性が低いにも関わらず(o-Donnell et al., 1993),その立体

構造は全て特徴的なﾘﾝｸﾞ構造をとっている(Hingorani and O-Donnell, 2000 ; Bruck
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and O･Donnell, 2001 ; Jeruzalmiet al･, 2002)o私が解析対象にしたﾋﾄPCNAは､分

子畳29kDaのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの三量体から成る複合体で,特徴的なﾘﾝｸﾞ構造を持

っことがX線結晶構造解析で示されている(Krishna et al･, 1994)oこのﾘﾝｸﾞ中央

の穴は二本鎖DNAを通すのに十分な約3nmの直径を持ち, -度DNAと結合する

とその上を自由にすべることができる｡そのため､ DNAｽﾗｲﾃﾞｨﾝｸﾞｸﾗﾝﾌﾟ

とも呼ばれるoこのPCNAはDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ(Pol)6と結合して､そのﾌﾟﾛｾｯ

ｼﾋﾟﾃｲ因子として機能するo.このPol∂の補助因子の機能に加えて､ PCNAは

Gadd45 (growth arrest and DNA damage 45),ｻｲｸﾘﾝD, p21､ MSH (MutS

homologue)ﾌｱﾐﾘ-ﾀﾝﾊﾟｸ質やCAF-1 (chromadnassemblyfactor-1)など様々

な機能を担う蛋白質と結合することが明らかにされており(Umaretal･, 1996 ;Fujise

elal., 2000 ; Smithetal., 1994 ;Xiong etal･, 1992 ; Shibaharaetal･･ 1999). Dnmt l (DNA

cytosine methyltransferase l)などの因子については､ PCNAによりその括性が促進

されることが報告されている(Iida et al., 2002)oしたがって, PCNAは複製反応か

らDNA傷害応答,ﾐｽﾏｯﾁ修復､ DNA修飾や染色体再構成などのｹﾞﾉﾑ情報

の推持伝達に重要な反応においても中枢的な機能を担うことが示されている｡

pcNAがこのような機能をするには､当然DNA上に結合していなければならない

が､そのためにはPCNAの閉じたﾘﾝｸﾞ構造を-時的に開く必要がある｡しかし

ながら､ PCNAそれ自身にはこの機能はなく､特定のｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-という因子

がこの反応を触媒する｡

ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-も大腸菌のγ複合体, T4ﾌｱ-ｼﾞのgp44/62複合体､古細

菌､真核生物のreplication factor C (複製因子C, RFC)というようにそれぞれのｸ

ﾗﾝﾌﾟに対応して生物種を超えて存在する(Trakselis and Benkovic, 2001 ; Mossi and

Hubscher, 1998 ; Ellison and Stillman, 2001 ; 0-Donnell etal･, 2001)｡ PCNAのｸﾗﾝ

ﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-､ 'RFCはAAA+,ｸﾗｽATPaseﾌｱﾐﾘ- (Neuwald et al･, 1999 ; Vale,

1999 ; Ogura and Wilkinson, 2001)に属する5つのへﾃﾛなｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ(ﾋﾄで

はp140, p40､ p38､ p37, p36｡酵母ではそれぞれRFCl, RFC4､ RFC5､ RFC2､ RFC3

に相当する)から構成される5量体である｡ RFCはDNAとPCNAに俵存して促進

されるATPase括性と､鋳型DNA上のﾌﾟﾗｲﾏ-3-未端に特異的に結合する括性

を持ち､ ATP依存的にPCNAを鋳型DNAにﾛ-ﾄﾞする｡このPCNAのDNAへの

ﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ時に, RFCがPCNAﾘﾝｸﾞを-時的に開く際には､ RFC自身がATP

俵存的に構造変化し､これを駆動力としてﾘﾝｸﾞ構造を開環することが予想された｡

本研究ではこれを証明するため､従来の生化学的解析法に加えて電子顕微鏡,原子

間力顕微鏡を用いた分子形態の直接観察法を試みた｡その結果､ RFCの5つのｻ

ﾌﾞﾕﾆｯﾄがﾘﾝｸﾞ状に集合したU字型の構造を持ち,この構造がATP加水分解

俵存的にC字構造に大きく変化することを示すことができた(shio血etal.,2000)｡
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これにより､ RFCの構造変化を駆動力として結合したPCNAのﾘﾝｸﾞ構造が-時

的に開環しDNAにﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞする機構を説明することができたo

ｸﾗﾝﾌﾟとｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-の多様性

当臥ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系はDNA複製で機能するPCNAとRFCに

特有のしくみと考えられたが､ DNA傷害や-DNA複製停止時のﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝﾄ

応答､また､複製終了後に形成された2つの娘染色体どうしの接着に閑与する因子

にｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-に相当するものが見いだされてきた(図1)o

DNA傷害､ DNA複製停止ﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝﾄ応答で機能する因子として分裂酵母

の朗D9. HUSl.尺ADl (出芽酵母DDCl. MEC3,尺AD17)が同定された(weinert

etal., 1994 ;Rowley etal･, 1992 ;Murray etal･･ 1991 ;Kostrub etal･･ 1997 ;Zhou and Elledge,

2000 ; 0･Connell et al., 2000 ; Boddy and Russell, 2001)oこれらの遺伝子はﾋﾄに至

まで高度に保存されており(Dean etal., 1998)､ PCNAの類縁ﾀﾝ^oｸ質をｺ-ﾄﾞ

している(Thel｡n ｡t al., 1999 ; Ⅵnclovas and Thden, 2000)｡これらは互いに相互作

用し複合体を形成することが示され(volkmer and Karnitz, 1999 ; Caspari etal., 2000 ;

stongeetal., 1999 ; Kondoetal., 1999)､さらに､この相互作用はRad9のｱ羊ﾉ末

端(N末端)とRadlのｶﾙﾎﾞｷｼﾙ末端(C未端)､ RadlのN未端とHuslのC

末端､ H｡slのN末端とRad9のC未端といったhead-to-ta止様式であることが再構

成系を用いて示された(Burtelow et al., 2001).そこでこれらはRad9/Husl/Radl

(Rad9-ﾄ1)と呼ばれる複合体を形成し､ﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝﾄ応答における新規ｸﾗﾝ

ﾌﾟとして機能すると考えられた｡ -方､同じﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝﾄ経路に属する分裂酵

母,ﾋﾄの尺AD17 (出芽酵母朗.D24)はAAA'ATPaseﾌｱﾐﾘ-に属するRFC

類線ﾀﾝ^oｸ質をｺ-ﾄﾞしており(GrifGlths et al., 1995)､ RFCの4つの小ｻﾌﾞﾕﾆ

ｯﾄとRad17_RFCと呼ばれる複合体を形成することが示された(αeenetal., 2000 ;

Naikietal., 2000 ; Kaietal.,2001)oしたがって,この複合体がRad9-1-1ｸﾗﾝﾌﾟに

対応するｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-と考えられ, DNA傷害､ DNA複製停止ﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝ

ﾄ応答においても､ DNA複製のPCNA-RFCのようなｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-

系が存在すると考えられるようになった(Rauen etal., 2000 ; Venclovas and Thelen,

2000 ; Meloetal., 2001 ;写ouetal., 2002).

さらに, DNA複製後の姉妹染色体按着に必須な出芽酵母の遺伝子として､

CHL12/CTF18 (ﾋﾄCHL12)が見い出された(Kouprina et al., 1994 ; Spencer etal･,

1990)oまた､ CHL12は, DNA複製停止ﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄへの閑与も示されてい

る(Naiki etal., 2001)oこの遺伝子もAAA+ ATPaseﾌｱﾐﾘ-に属するRFC類縁

ﾀﾝ/てｸ質をｺ-ﾄﾞしており､ Rad17と同様にRFCの4つの小ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄと

Chl12-RFCと呼ばれる新規ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-様複合体を形成することが示唆された
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図1真核生物に保存される, RFC類線ﾀﾝ/toｸ質とpcNA類線ﾀﾝ/てｸ質

(A) RFCﾌｱﾐﾘ-ﾀﾝﾊﾟｸ質｡ 5つのRFCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄに高度に保存される
RFC b｡Ⅹ II_VIIIを京した｡ RFC box I (DNA ligaseﾓﾁ-ﾌ)はp140のみに存在す

る｡これらのﾓﾁ-ﾌのうち, Rad17にはboxⅡ､ ⅡⅠ､ ⅤⅢが､ chl12にはbox VIを
除くb｡Ⅹ II_VIIIが高度に保存されている. (B) pcNAﾌｱﾐﾘ-ﾀﾝﾊﾟｸ質.
Radl､ Husl, Rad9はほぼすべての額域がpcNA類似ﾄﾞﾒｲﾝ1､および, 2からな

る｡ Rad9はこれに加えて､ｱﾎﾞﾄ-ｼｽ制御因子と相互作用するBH3 (bc12-

homology3)ﾄﾞﾒｲﾝ,および､核移行ｼｸﾞﾅﾙ(PAS)を持つo



(Hannaetal., 2001 ; Naiki etal･･ 2001)oこのChl12-RFC複合体に対するｸﾗﾝﾌﾟは

明らかでなかったが､姉妹染色体接着反応でもｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系が存

在すると考えられるようになったo

本研究では,このように細胞内で複数存在すると考えられるｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟ

ﾛ-ﾀﾞ-系のそれぞれの反応機構の特異性と機能的連携を明らかにすることを目的

として,ﾋﾄ由来のｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系を再構築し､ PCNA-RFCの解

析に用いた生化学括性や分子構造の解析を行った｡これらの解析結果から､ DNA

複製から染色体分配に至るｹﾞﾉﾑ情報の安定な維持伝達機構における多様なｸﾗﾝ

ﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系の役割の基本原理を明らかにすることをめざしたo

ﾊﾞｷｭﾛｳｲﾙｽ発現系を用いて再構築し精製されたRad17-RFCは､ Rad9-1-1

と特異的な結合,ﾌﾟﾗｲﾏ-/鋳型DNAとの結合およびATPase括性を示したが,

Rad9_1-1をDNAﾍﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞすることはできなかった｡これに対して電子顕微

鏡観察による構造解析ではRad9-1-1､ Rad17-RFCがそれぞれPCNA､ RFCと同-

の分子構造をしていることを明らかにした(shiomietal･,2002)｡以上の結果から,

Rad9_1_1とRad17-RFCは､第二のｸﾗﾝﾌﾟｰｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系であることが強く

示唆された｡

第三のｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-と考えられるCh112-RFCはPCNAとの特異的な結合､

ﾌﾟﾗｲﾏ-/鋳型DNAとの結合,および､ ATPase括性を示した.さらに, Chl12-

RFCはATP依存的にPCNAをDNAにﾛ-ﾃﾞｲﾝｸﾞする括性を有し, Chl12-RFC

が第二のPCNAﾛ-ﾀﾞ-であることを初めて直接に証明した｡
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第2章
DNA複製で機能するｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-, RFCによる

pcNAｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾃﾞｲﾝｸﾞ機構の解析

2-1序

真核生物の複製ﾌｵ-ｸで臥多数の蛋白質が機能的な複合体を形成しﾘｰﾃﾞｨ

ﾝｸﾞ,ﾗｷﾞﾝｸﾞ鎖の合成を効率良く行っている｡この複合体の構成因子の-つPCNA

は,複製反応からその後のﾐｽﾏｯﾁ修復, DNA修飾や染色体再構成に至るまで

中枢的な機能を担っている｡ PCNAがこのように機能するにはDNAに結合してい

る必要があり､そのためにはﾘﾝｸﾞ構造が-時的に開かれなければならない｡しか

しPCNAそれ自身にその機能はなく,この反応はｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-であるRFCと

ATPのｴﾈﾙｷﾞ-によって触媒される(Waga and stillman, 1998)｡現在までに,大

腸菌のｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-, γ複合体の解析で, ATP結合によってγ複合体のｺﾝ

ﾌｵﾒ-ｼｮﾝが変化することが示されている(Hingorani et al., 1998)｡したがっ

て､ RFCでもγ複合体と同様にATP依存的な構造変化が強く示唆される｡そこで､

このATP依存的構造変化を介したPCNAのDNAへのﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ機構を明らか

にする目的で､ PCNAﾛ-ﾀﾞ-であるRFCを生化学的解析と電子顕微鏡､原子間

力顕微鏡を用いた分子形態の直接観察により解析した｡

2-2材料と方法

ﾀﾝﾊﾟｸ質の検出と定量

ﾀﾝ^oｸ質の定量はBovine Serum Albumin (BSA ; Takara)を標準ﾀﾝ/てｸ質と

して､ﾌﾞﾗｯﾄﾞﾌｵ-ﾄﾞ法によるProteinAssay Kit (Bio-Rad, CA､ USA)を用い

て行ったoまた, SDS-PAGEのCBB,銀染色あるいはｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾃｲﾝｸﾞに

よるﾊﾞﾝﾄﾞの定量は, KODAK ID image analysis system Ver･ 3･5 (Eastm弧Kodak

Company､ NY, USA)を用いて行ったo

SDS-PAGE

ﾀﾝ^oｸ試料を等量の2×Laemmli SDSｻﾝﾌﾟﾙﾊﾞｯﾌｱ- [0.1M Tris-HCl

(pH6.8)､ 0.2M DTT, 4% SDS､ 0.1%BPB､ 20% glycerol]に加えて､ 95℃で5分

間加熱した後､ 12.5%, 15%ﾎﾞﾘｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ､または, 4-20%ﾎﾞﾘｱｸﾘ

ﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ(ﾃﾌｺ､東京)で電気泳動を行ったoﾀﾝ^oｸ質の検出はCBB (Rapid
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stainCBBKit、ナカライ）、または、銀染色（第一化学薬品、東京）で行った。

ウエスタンブロツティング

タンパク質試料をSDS－PAGEで分離した後、PVDF膜（Hybond－P；Amersham

biosCience）にセミドライ転写装置（BIOCRAFT）を用いて転写バッファー（0・1M

Tris－HCl、192mMglycine、PH8・3）中で1時間、3mA／cm2の条件で転写した。1％ス

キムミルク（雪印、札幌）を含むトリスバッファー（TBS；30mMTris、0・2MNaCl、

p＝7・5）で30分間PVDF膜をブロッキングした後、l％スキムミルクを含むTBS中

で一次抗体と反応させた。TBSでPVDF膜を洗浄した後、1％スキムミルクを含む

TBS中でperoxidase標識された二次抗体と反応させたoTBSでPVDF膜を洗浄し

た後、抗体と反応したタンパク質はECL野Stem（AmershamBiosciences、NJ、USA）

を用いてX線フイルム（富士フイルム、東京）に感光させ可視化した0

PCNAの精製

ヒトPCNAは、T7ファージプロモーター下流にPCNAのcDNAを組み込こんだ

pT7－PCNAを保持する大腸菌で発現させ、Fukudaら（Fukudaetal・・1995）の方法

で精製を行った。

RFC発現系の作成

RFCp140のcDNAが組み込まれたバキュロウイルスは、当研究室に在籍した辻

本（未発表；辻本、修士論文、1997）が作成したpBacPAK9－P140プラスミドから、

BacPAKBaculovirusExpressionSystem（CLONTECH、CA、USA）を用いて作成し

たo RFCp36とp38、および、P37とp40の組み合わせでcDNAが組み込まれた

pFASTBAC－DUALプラスミドは当研究室に在籍した鈴木（未発表、1999）が作成

し、これらからBAC－TO－BACBaculovirusExpressionSystems（LIFETECHNOLOGIES、

MD、USA）を用いてバキュロウイルスを作成した0

バキュロウイルスによる昆虫細胞でのタンパク質の発現

昆虫細胞Sf9は27℃でスピナーフラスコ（BELLCO、NJ、USA）を用い、10％Fetal

BovineSerum（LIFETECHNOLOGIES）と1％Penicillin－Streptomycin（5000units／ml、

Invitrogen、NY、USA）を含むGrace，s昆虫細胞培地（GIBCO、NY、USA）中で浮

遊培養により維持、継代した。目的とする蛋白質をS田中で発現する際には1．5×107

個のSf9細胞を150mm2dishに接着させ、各サブユニットのcDNAが組み込まれた

バキュロウイルスの感染細胞の培養上清（各0．5ml、最終体積はGrace，s培地でメ

スアップして3ml）を1時間共感染させた後、27℃で60時間培養した。感染した
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sf9細胞はCeuLifter（Corning、NY、USA）を用いて回収し、0℃でTDバッファ

ー［25mMTris－HCl（p＝7・4）、0・136MNaCl、6・7mMKCl、0・7mMNa2HPO4］で洗浄

した。150mm2dishl枚の感染細胞当たり、0・8mlのBバッファー［50mMTris－HCl

（pH8・0）10・15MNaCl、1mMEDTA（ethylenediaminetetraaceticacid）、10％glycerol、

1mMPMSF（phepylmethylsulphopylfluoride）、20LLghnlLeupeptin、10mM DTT

（dithiothreitol；FLAGタグを付加したタンパク質の発現ではDTTは加えない）］

に懸濁し、最終濃度0．5％のNP－40（NonidetP－40、ナカライ、東京）を加え、ボル

テックスで30秒間激しく撹拝して細胞を破砕し、0℃で20分間静置した0その後、

最終濃度0．5MのNaClを加え、さらに0℃で20分間静置した0この後、33，000rpm、

30分間、4℃で遠心し（70Tirotor、Beckman、CA、USA）紳胞抽出液を得たo

RFCの精製

昆虫細胞で発現させたヒトRFCの精製は、Gerikら（Geriketal・，1997）の方法

を改変して作成したPCNA－agarOSeカラム（Ohtaetal■，2002）を用いて、以下の方

法で行った。操作は特記のない限り0－4℃で行い、全てのバッファーには終濃度1mM

DTT、0．1mMPMSF、2LLg／mlLeupeptinを添加した05つのRFCサブユニットを共

発現させた昆虫細胞抽出液をBバッファー（0．5％NP－40、0．5MNaCl）で平衡化し

たDEAESephacel（AmershamBiosciences）カラムで除核酸した後、この分画を10mM

MgC12を加えたPCNAバッファー［25mMHEPES－NaOH（pH7・5）、10％glycerol、0・5％

NP－40］で最終塩濃度が125mMになるように希釈した。これを5mMMgC12、2mMATP、

125mMNaClを加えたPCNAバッファーで平衡化したPCNAカラムにロードした

後、5mMMgC12、2mMATP、0・4MNaCl、2mMATP、0・4MNaClを加えたPCNA

バッファーでカラムを洗浄した。カラムに結合したRFCは、10mMEDTA、1MNaCl

を加えたPCNAバッファーを用いて室温で段階的に溶出した。RFCが含まれる分

画をプールし0．2M NaClになるようにOM NaClのP－Cellバッファー［25mM

HEPES－NaOH（pH7・5）、10％glycerol、1mMEDTA、0・1％NP－40］で希釈して、0・2M

NaClのP－Cellバッファーで平衡化したphosphocellose（Whatman、UK）カラムに

ロードした。カラムを0．4MNaClのP－Cellバッファーで洗浄したのち、結合したRFC

を0．66MNaClのP－Cellバッファーで溶出した。得られたRFCを含む画分の100LLl

を0．1MNaClを含むHバッファー［25mMHEPES－NaOH（pH7．5）、1mMEDTA、0■01％

NP－40］で調製した2．2mlの15－35％グリセロール密度勾配遠心で50，000rpm、4℃で

14時間遠心した（TLS55rotor、Beckman）。ボトムから100ulずつ分画回収し、精

製RFCを得た。

プロテアーゼによるRFCの部分分解産物の解析
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10rnMHEPES－NaOH（pH7・5）、10mMMgC12、130mMNaCl、ヌクレオチド未添

加、または、1mMのATP、ATPγS、ADP添加の各条件の反応液10LLl中で300ng

のRFCを室温で5分間プレインキュベー卜した後、各15ngのLys－Cエンドプロテ

アーゼ（30Uhng、V5131；Promega、WI、USA）、または、トリプシン（T－8658；Sigma、

MO、USA）を加えて室温で60分間インキュベー卜した。5LLlの2×NuPAGELDS

サンプルバッファー（NOVEX、CA、USA）の添加で反応を止め、95℃で5分間イ

ンキュベー卜した後、NuPAGEMESSDS泳動バッファー（NOVEX）中で4－12％

ポリアクリルアミドゲル（Bis－TrisSDSNuPAGEゲル、雨ovEX）で分解産物の分

離、銀染色を行った。

未変性ゲル電気泳動によるゲルシフトアツセイ

上記プロテアーゼ処理と同じ反応条件で、10ngのⅣCを室温で5分間インキュ

ベー卜した。その後、最終濃度0．1％のグルタルアルデヒド（TAABlaboratories）

を加えて室温で3分間インキュベー卜した。10J⊥1の未変性ゲル泳動バッファー

［0．1MTris－HCl（pH8・0）、0・1％bromophenolblue、50％glycerol］を加えて反応を

止め、Tris－Glycineバッファー（25mMTrisl192mMglycine、PH8・3）中の未変性4％

ポリアクリルアミドゲルで電気泳動、銀染色を行った。

透過型電子顕微鏡による分子構造の観察

電子顕微鏡観察に用いるタンパク質のグルタルアルデヒドによる固定は以下の方

法で行った。10mMHEPES－NaOH（pH7．5）、10mMMgC12、130mMNaCl、ヌクレオ

チド未添加、または、1mMのATP添加の各条件の反応液10LLl中で約30ngのRFC

を室温で5分間インキュベー卜した後、最終濃度0．1％のグルタルアルデヒド（TAAB

lab。rat。ries）を加えて室温で3分間インキエペー卜した。反応は最終濃度0．1M

Tris－HCl（pH7．9）を加えて停止させ、透析バッファー［10mMHEPES－NaOH（pH7・5）、

0．01％NP＿40、50mMNaCl］に対してVMメンプレン（MILLIPORE、MA、USA）

上で4℃で1時間透析した。PCNA－RFC複合体の調製も同様の方法で行った。電子

顕微鏡観察を行うためのタンパク質に対する低角度回転白金蒸着は、Usukuraら

（Usukuraetal．，2000）の方法で行った。白金蒸着したサンプルは透過型電子顕微

鏡（H－7100、日立、東京）で観察、撮影した。撮影したフイルムはPolascan45フ

イルムスキャナ（Polaroiod、MA、USA）でデジタル化し、AdobePhotoshop（Adobe

Systems、CA、USA）で大きさの計測等の画像処理を行った。

原子間力顕微鏡による分子構造の観察

原子間力顕微鏡観察に用いるカーボンナノチューブプローブはNishijimaら
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(Nishijima etal･, 1999 ; Akita etal･, 1999)によって作成されたo電子顕微鏡観察と

同様の方法でRFCをｸﾞﾙﾀﾙｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ固定した後,観察と画像解析はHohmura

ら(Hohmuraet al･, 2000)の方法で行ったo

2-3結果

ﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞによる部分分解と未変性ｹﾞﾙ電気泳動によるRFCの構造変化の

解析

予想される構造変化がRFCに起こる際には, RFCを構成する5つのｻﾌﾞﾕﾆﾂ

ﾄのｺﾝﾎﾒ-ｼｮﾝが変化すると考えられる｡このRFCのｺﾝﾎﾒ-ｼｮﾝの

変化を､ﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞに対する感受性の違いとしてとらえようと考えたoそこでﾄ

ﾘﾌﾟｼﾝ､ Lys-Cｴﾝﾄﾞﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞを用いて各ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞを添加した時のRFC

のﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞに対する感受性の変化を解析した(図2-1､ A).各15ngのﾄﾘﾌﾟ

ｼﾝ,または､ Lys-Cｴﾝﾄﾞﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞで室温で60分間ⅣCを処理することで､

p140が完全に消失するのに対しRFC2-5のﾊﾞﾝﾄﾞはほとんどが処理前と同じであり､

p140が優先的に分解されることがわかった(1ane 2-9)o Lys-Cｴﾝﾄﾞﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞ

処理ではﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ未添加の条件下で,他の条件と比較してRFC2-5の感受性が

高くこれらのﾊﾞﾝﾄﾞ強度が滅少し,同時にこれらに由来すると考えられる17kDa

と21kDaのﾊﾞﾝﾄﾞが付加的に現れた(1ane 2)｡この結果から, RFCのLys-Cｴﾝ

ﾄﾞﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞ感受性がﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ未添加の条件で他の条件とは異なっているこ

とが示された｡ -方､ﾄﾘﾌﾟｼﾝ処理ではATPの添加特異的に､他の条件下では

見られるp140に由来したと考えられる50kDaの位置のﾊﾞﾝﾄﾞが消え､その分解に

由来したと考えられる21kDaの位置のﾊﾞﾝﾄﾞが付加的に現れた(1ane 7)｡この結

果から､ RFCのﾄﾘﾌﾟｼﾝ感受性がATP添加で他の条件とは異なっていることが

示された｡以上の結果を合わせて考えると､ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ未添加､ ATP添加, ATP

γsまたはADP添加の3つの条件下でﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞ感受性が変化するようなRFC

の構造変化が起きていることが示唆された｡

この結果をより強固なものにするため,未変性ｹﾞﾙ電気泳動を用いて各ﾇｸﾚｵ

ﾁﾄﾞ添加時のRFCの泳動度の変化を解析した(図2-1, B)｡何も処埋しないRFC

を未変性ｹﾞﾙで電気泳動するとRFCはｽﾒｱ-になった(ﾃﾞ-ﾀ未掲載)｡これは

泳動中にRFCの分子構造がゆらぐためと考え､電気泳動前にｸﾞﾙﾀﾙｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ

で化学固定した｡この結果, RFCのﾊﾞﾝﾄﾞの検出が可能になった｡この条件で,

ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ添加,未添加のRFCを比較すると,銀染色像およびそのｼｸﾞﾅﾙ強

度の定量が示すように､ ATPを添加したRFCが未添加のものと比較して泳動度が
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図2-1 RFCのATP依存的な構造変化の生化学解析

(A) Lys-Cｴﾝﾄﾞﾌﾟﾛﾃｱｰｾﾞ(1ane2-5) ,ﾄﾘﾌﾟｼﾝ(1ane 6-9)による
RFCの部分分解産物の電気泳動o分解前のRFCの各ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの泳動位置を1ane
lに示したoこの泳動条件で､ RFC2-5は分離しないo /iﾈﾙ上部には､部分分解
時に添加した各ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞを示した. LysICｴﾝﾄﾞﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞによる分解で､
ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ未添加の条件で他の条件とは異なるﾊﾞﾝﾄﾞﾊﾟﾀ-ﾝが確認できた位
置を1ane 5の左側に矢印で示した｡同様に,卜t｣ﾌﾟｼﾝによる分解でATP添加の条
件で他の条件とは異なるﾊﾞﾝﾄﾞ/てﾀ-ﾝが確認できた位置を1ane9の左側に矢印で
示した｡ (B)未変性ｹﾞﾙ電気泳動による､各ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ添加時のRFCの泳動
度の比較｡ﾊﾟﾈﾙ上部にしめしたﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ未添加,添加の条件下でRFCをｸﾞ
ﾙﾀﾙｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ固定した後､未変性ｹﾞﾙで電気泳動を行った｡また,このﾊﾞﾝ
ﾄﾞ強度にもとづいた泳動ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙをﾊﾟﾈﾙ下部に示した｡ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ未添
加, ATP､ ATPγS､ ADP添加の各条件の泳動ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙはそれぞれ黒､赤､緑,
青で示した｡ ATP添加の条件でﾊﾞﾝﾄﾞが上部にｼﾌﾄした結果から, ATPの添加
によりRFCが大きくなる構造変化が起きたことが示された｡図中の-, +, γ､ D
はそれぞれﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ未添加, ATP､ ATPγS, ADP添加を示す｡ﾊﾟﾈﾙBの矢

印は泳動方向を示す｡



遅くなり,また,ﾊﾞﾝﾄﾞが広がる傾向がみられた(1ane 2)oこれ臥ATP添加に

ょりRFC複合体全体の分子構造が大きくなるように変化し､泳動度が下がったた

めと考えられるoまた､ﾊﾞﾝﾄﾞが広がったのは, ATP添加時にとる構造が未添加

と比較して多様性があることを示すと考えられる｡ -方､ ATPγS､ ADPの添加で

も未添加と比較して､ ATP添加時よりも小さいが泳動度の遅れが観察された(1ane 3,

4)oこの未変性ｹﾞﾙ電気泳動での解析の結果はﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞ処理の解析結果と-致

し, ATPの未添加､添加, ATPγSまたはADP添加時の3つの条件で相互に区別

できる構造をとり, ATP添加時には他と比較して明らかに肝C複合体の全体構造

が大きく変化すると考えられる｡

透過型電子巌微鏡によるRFCの構造変化の解析

以上の生化学解析から予想されたATP加水分解時のRFCの構造変化を直接証明

するため､透過型電子顕微鏡(TEM)を用いてRFCの分子形態の直接観察を試み

たo TEMのｻﾝﾌﾟﾙ調製には､ﾀﾝ/てｸ質の分子形態を観察像に正確に反映させ

るため, Usukuraらの低角度回転白金蒸着法(Us止uraetal., 2000)を用いた｡通常､

TEMで観察を行うための試料に白金蒸着を行う場合,ｻﾝﾌﾟﾙ面に対して6-7度

の角度から蒸着するが,この方法ではﾀﾝ^oｸ質分子全体が白金に覆われてしまう

ためにその分子形状は観察できないo実際に､この方法を用いて行われたPCNA

とRFCの観察では､これらの分子は単なる粒子の固まりとしか観察されていない

(p｡dust et al., 1995 ; Keller et al., 1999)｡これに対し,本解析で用いた低角度回転

白金蒸着法はｻﾝﾌﾟﾙ面に対して2度という低角度から蒸着を行うために､白金は

主にｻﾝﾌﾟﾙの側面に蒸着されて分子の形状を強調させて観察することができる｡

また､分子の形状の電子顕微鏡観察に良く用いられる負染色法と比較して､高いｺ

ﾝﾄﾗｽﾄで分子ｲﾒ-ｼﾞを観察できるﾒﾘｯﾄがある｡実際にこの方法を用いて､

DNA複製開始に機能する分裂酵母のMCM複合体が解析され､その中央に穴をも

つﾘﾝｸﾞ構造が明らかにされている(Adachietal., 1997)｡

はじめにこの方法を用いて､ X線結晶構造解析でそのすでにその構造が明らかに

されているPCNA (Krishnaetal., 1994)について解析した(図2-2)｡低倍率の観察

では均-な大きさの単粒子が観察でき(図ﾄ2､ A)､その直径は18±1.8nm (n-190)

と計測された｡ X線結晶解析から推測されたPCNAの直径は8nmなので､白金蒸

着d)ために約2.3倍の大きさの像として観察されたoさらに,高倍率の観察では､

PCNAのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄに相当すると考えられる3つのﾕﾆﾂﾄから成るﾘﾝｸﾞ構造

を明確に観察できた(図2-2､ B-D)oこれは低角度回転白金蒸着とTEMによる分

子形状観察が,分子量100kDa程度の蛋白質の構造の解析に十分な分解能を有する

ことを示している｡
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図2－2　低角度回転白金蒸着にもとづいた陀NAの透過型電子顕微鏡（TEM）観察
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倍率でのPCNAの観察胤B－Dの観察像の輪郭を型取りしたものを、b－dとして示
した。
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卿ここの方法で、ATP非存在下のRFCの観察を行った。この際には、直接RFC

のサンプル調製を行ったものと（図2－3）、グルタルアルデヒドによる固定後サン

プル調製したもの（図2－4、A－Ⅰ）の双方の観察を行った0この結果、これら2つの

サンプル調製条件での観察像でタンパク質分子の大きさ、形状に大きな差はなかっ

た。双方の試料での観察での低倍率の観察で、RFCはPCNAよりも大きく、均一

で楕円状の単粒子として観察できた（図2－3、A）。この粒子像の長径と短径を計測

した結果、それぞれ33±3．2nmと28士2．9nm（n＝183）であった。白金蒸着によっ

てPCNAが2．3倍に観察されることから、RFCの実際の分子の長径と短径はそれ

ぞれ15nmと12nmと推測された。次に、高倍率での観察したRFCの形状は、5つ

のサブユニットがリング状に並んだ形態をとり、その長軸に沿って切れ目を持つ構

造（U字型）をとることが明かとなった（図1－3B－D、図1－4A－Ⅰ）。次にATP存在

下での即Cを観察した。この時は予想される一時的な構造変化を観察するため、

グルタルアルデヒドによる固定後の試料を観察した。その結果、ほとんどの分子が

ATP非存在下と同じU字型構造をしている中、観察数192個中16個の分子が、U

字型構造が両側に開いた構造（C字型）をとっていた（図ト4、J－N）。これに対し

て、ATPγS、ADPの添加ではこのC字型構造は観察できず、ほとんどがATP未

添加と同じU字型構造をとっていた。このことから、RFCは単なるATP結合では

なく、その後のATP加水分解過程で大きな構造変化をすることが明かとなった。

原子間力顕微鏡によるRFCの構造変化の解析

次に、電子顕微鏡で観察されたRFC全体の分子形態とその構造変化をさらに明

確にするため、原子間力顕微鏡（AFM）による解析を行った。この方法は、溶液

中の分子を直接走査プローブでスキャンするため、電子顕微鏡観察よりも生理的条

件に近い分子形態の観察が可能である（Shaoetal．，1995）。さらにAFMでは、TEM

では得られない分子の高さの情報を得ることができ、分子の立体形状を捉えること

が可能である。はじめに、AFMで一般に用いられるシリコン結晶の走査プローブ

（図2－5、A）でPCNAの観察を行った。その結果、円盤状の分子形態が観察でき

たが、その解像度は電子顕微鏡での観察には及ばなかった（図2－5、D）。そこで、

AFMの解像度を高めるため、カーボンナノチューブを走査プローブに用いた（図

2－5、BとC）。このカーボンナノチューブの直径は約5nmであり、一般に用いられ

る走査プローブ（約15－20nm）よりも細く、より高い解像度が期待できた。このプ

ローブによるPCNAの観察の結果、電子顕微鏡観察の結果と同様に、中央に穴を

持っ3つのユニットから成るリング構造が観察できた（図2－5、E－G）。・そこで同様

の方法でATP非存在下でグルタルアルデヒド固定したRFCの観察を行った。まず、

広範囲のスキャンでは単一の大きさにそろった粒子としてRFCが観察された（図

14
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図2＿4　RFCのATP非存在下、存在下でのTEM観察像の比較

ATP非存在下（A－Ⅰ）、存在下（J－N）でRFCをグルタルアルデヒドで固定した
後、それぞれ低角度回転白金蒸着したRFCの代表的な観察像。K－Nの観察像の輪
郭を型取りしたものをk－mとして示した。スケールバーは20nm。
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図2＿5　原子間力顕微鏡（A剛）によるPCNAの観察

AFMで一般的に用いられる、シリコン結晶で作製された走査プローブ（A、
¢＝20nm）と、カーボンナノチューブで作製された走査プローブ（BとCの矢臥
4）＝5nm）の走査型電子題微鏡写真oシリコン結晶走査プローブで観察したPCNA
（D）とカーボンナノチューブ走査プローブで観察したPCNA（E－G）。スケール
バーは20nm。
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z－6、A）0この粒子像の長径は、59・0±7・Onm（n＝98）と計測された0この長さは、

電子顕微鏡解析結果から推測されたRFCの実際の長径15nmの分子を、約5nmの

走査プローブを用いて観察した時にTakeyasuら（Takeyasuetal・，1996）の方法に従

って求められる予測値と一致した0これらの粒子をそれぞれ個別にスキャンした高

解像度の観察像で、RFCは5つのサブユニットがリング状にならび、電顕観察で

もみられたようにその長軸に沿って切れ目を持つ分子構造を形成していることを示

すことができた（図2－6、BとC）。次に、ATP存在下でグルタルアルデヒド固定

したRFCの観察を行った（図2－7）。この結果、観察される分子のほとんどがU字

構造であったが、全体の10％（観察数50個中5個）がC字構造をとっていた0こ

のC字構造の最も長い軸は85．1±1．9nm（n＝5）と計測され、ATP非存在下のRFC

とは明らかに異なる分子形状をしていることが示された。また、この観察ではU

字構造からC字構造に変化する途中段階と考えられる構造を示すRFCも観察する

ことができた（図2－7、B）。以上のAFMによる観察では、RFCの5つのサブユニ

ットの配置を電顕観察よりも明確に示すことができた。さらに、5つのサブユニッ

トの内の1つは明らかに他の4つのサブユニットよりも大きく観察され、C字構造

のRFCの観察像からはこの最も大きいサブユニットが端から2番目に位置してい

ることが示された（図2－7、BとD）。

PCNA－RFC複合体の構造解析

以上の生化学解析とTEM、AFMによる分子の直接観察による構造解析の結果か

ら、RFCのATP加水分解依存的な構造変化が明確に示された。そこで、次にこの

RFCのU字型からC字型への構造変化が、PCNAローディング機構でどのように

機能するのかを明らかにするため、PCNA－RFC複合体の電子顕微鏡観察を行った

（図2－8）。この観察はPCNAとRFCを混合し、それぞれATP非存在下、存在下

でグルタルアルデヒド固定したものを用いた。その結果、それぞれの条件下でPCNA

単独、RFC単独の観察でみられたものよりも明らかに大きな分子が存在した（図2－8、

AとD）。したがって、これがPCNA－RFC複合体と考えられた。これらの分子の長

径と短径はATP未添加で37．1±2．9nmとZ8．9±4．9nm（n＝10、図Z－8、BとC）、ATP

添加で44．2±3．7nmと28．9±3．6nm（n＝10、図2－8、EとF）と計測され、ATP非存

在下と存在下で異なる形状の複合体を形成していることが推測された。それぞれの

条件で観察したPCNAとRFCの複合体と考えられる分子イメージは、このままで

はどの部分がPCNAであり、どれがRFCであるのか明確に示すことができないが、

この分子イメージの輪郭をRFC単独で観察した分子イメージの輪郭とを重ね合わ

せて比較することで、それぞれの区分を推定することができた。ATP未添加の

PCNA－RFC複合体の輪郭像の一部に対して、RFCのU字型構造を重ねることがで
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図2－6　AFMによるATP非存在下でのRFCの観察

ATP非存在下でグルタルアルデヒド固定したRFCの、カーボンナノチューブ走
査プローブでのAFM観察。（A）広範囲のスキャンの代表的な観察イメージ。
（BとC）RFCの高倍率での代表的な観察イメージ。BとCの観察像の輪郭を型取
りしたものをbとcとして示した。スケールバーは50nm。



図2-7 AFMによるATP存在下でのRFCの観察

RFCをATP存在下でｸﾞﾙﾀﾙｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ固定し,ｶ-ﾎﾞﾝﾅﾉﾁｭ-ﾌﾞﾌﾟﾛ-
ﾌﾞで観察を行った.この観察で見い出されたRFCのU字型構造(AとC)とc字型
構造(D) ,およびu字型からc字型に変化する中間体と考えられる構造(B) ｡ C
とDについては､立体表示したものをcとdとして示した｡ｽｹ-ﾙﾊﾞ-は50nm｡
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図2－8　PCNA－RFC複合体のATP非存在下、存在下でのTEM観察像の比較

PCNAとRFCをATP非存在下（A）、存在下（D）でグルタルアルデヒド固定を
行った後、それぞれ低角度回転白金蒸着したサンプルの低倍率での代表的な観察
像。矢印はその大きさと形態からPCNA単独と判断できるものを示す。観察優に
は、この単独で存在するPCNAよりも明らかに大きな図中の破線で囲んだ構造体
が確認でき、これがPCNA－RFC複合体であると考えられた。PCNA－RFC複合体の
高倍率での観察像（BとC；ATP非存在下、EとF；ATP存在下）と、これらの輪郭
を型取ったものをそれぞれbとc、eとfで示した。この複合体中で大きさ、形態か
らPCNAと考えられるものを影付けして、RFCに相当するもの実線で示した。ま
た、RFC単独の観察で見られたRFCのU字構造（図1T4のBとD）の輪郭線をbとcに、
RFCのC字構造（図1－4のJ）の輪郭線をeとfに重ね合わせて灰色で示した。
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書（図2－8、bとc）、ATP添加時の輪郭像の一部にはRFCのC字型構造を重ね合

ゎせることができた（図2－8、eとf）0また、RFCと重ならない部分軋PCNAの

大書さと形状に対応させることができた0したがって、ATP非存在下ではU字型

構造のRFCの先にPCNAが結合した複合体を形成し、ATP添加時には開いたRFC

のC字型構造の中央にPCNAが包み込まれるように結合した複合体が形成される

ことが示された。また、ATP存在下で観察されたPCNA－RFC複合体は全て、RFC

のC字構造にPCNAが結合したものとして観察された。

2－4考察

以上のRFCを対象として行った解析の結果、クランプローダー複合体の全体

構造が、一端が開いたリング状構造であることを初めて示し、この構造がATP添

加により変化することを分子構造観察によって直接に示すことができた。プロテア

ーゼによるRFCの部分分解、および、未変性ゲル電気泳動の解析結果からはATP

γS、ADPの添加時にもATP未添加に比べRFCは構造変化を起こしていることが

示唆された。しかしながら、分子構造観察ではこれらの条件下で構造変化を観察す

ることはできなかった。これは、ATPγS、ADP添加時のRFCの構造変化は、電

子顕微鏡で観察できるほど十分に大きくないことを示唆している。RFCに対する

ATPγS、ADPの添加はそれぞれATP結合状態とATP加水分解後の状態に対応す

る。したがって、ATP添加によってのみRFCのC字型構造が観察されることは、

この大きな構造変化がATPの加水分解途中の一時的な過程で起こることを示して

いる。電子顕微鏡観察で確認できたRFCのC字構造は8％であり、少数のRFCし

か構造変化を起こしていないようにも考えられるが、これは明確にC字型と判断

できるものしかカウントしておらず、構造変化の割合いを過少評価していると思わ

れる。実際に、ATP添加時にはU字構造とは異なるあいまいなイメージが全体の

半数近く観察されている。この結果は、RFCのATP加水分解時の構造変化が、そ

の加水分解の程度に応じて段階的に起きていることを示している。実際に、ATP

存在下でのAFMによる観察結果からは、その多くがU字型構造であり（図2－7、

AとC）、明らかにC字型と呼べる構造（図2－7、D）は電子顕微鏡観察結果に対応

して10％であった。しかしながら、これら2つの構造に混じってU字型からC字

型へ変化する途中段階（あるいは、ATP加水分解が完了する途中のC字型からU

字型へもどる段階）のRFCが観察された（図2－7、B）。この結果は、RFCの構造

変化がATP加水分解の程度に応じて段階的に起きている、という電子顕微鏡観察

緒果から考えられるRFCのATP加水分解依存的な構造変化のモデルを強く支持す
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では､このATP加水分解時に特徴的なRFCの構造変化はどのような機構による

ものか｡これは､ βｸﾗﾝﾌﾟのﾛ-ﾀﾞ-としての構造と機能が明かとなってきた､

大腸菌のγ複合体を例に考えることができる(図2-9)o γ複合体はγ, ∂､ ∂'､

x,ゆの5種類のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄで形成される(Kelmanand O7Donnell, 1995)oこの

中のxｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄほ-本鎖結合ﾀﾝﾊﾟｸ質との結合､ 4,ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄはxｻﾌﾞﾕ

ﾆﾂﾄとγｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄとの結合の仲介に関与し(onruStand O.Donnell, 1993)､実

際にβｸﾗﾝﾌﾟのﾛ-ﾀﾞ-として機能するのは∂', 3つのγ, ∂ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄで

樺成される5量体(∂,-γ3-∂)であるoこのγ複合体5量体の各ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄは

AAA十ｸﾗｽATPaseに保存されている､ ATPの結合と加水分解にかかわるWalker

ﾓﾁ-ﾌ､ｾﾝｻ-1ﾓﾁ-ﾌとｾﾝｻ-2ﾓﾁ-ﾌを持ち,それぞれのｻﾌﾞﾕﾆ

ｯﾄのｶﾙﾎﾞｷｼﾙ末端で∂,､ 3つのγ､ ∂の順で結合し全体としてﾘﾝｸﾞ状の

構造をとる(0-Donne11 et al., 2001)oこの時､ -つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄのWalkerﾓﾁ-

ﾌとそれと隣り合ったｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄのｾﾝｻ-1ﾓﾁ-ﾌが組み合わさってATP

結合部位を形成する｡これらのﾓﾁ-ﾌの保存状態が各ｻﾌﾞﾕﾆｯﾄ間で異なって

おり､ β,-γ3の間に3つのATP結合部位しか形成されないo通常この3つのうち,

∂,とγｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄから成る1番目のものだけがATP結合部位を露出しており､

ここにATPが結合することでγ複合体構造に変化が生じ, 2番目, 3番目のATP
■

結合部位が露出しATPの結合と構造変化がおこる｡これにより､ γ複合体内部に

隠れていた唯-βｸﾗﾝﾌﾟと結合できる6ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄが露出してβｸﾗﾝﾌﾟを開

き, γ複合体のDNA結合括性によりﾌﾟﾗｲﾏ-/鋳型DNAにｸﾗﾝﾌﾟが運ばれ

る｡この時､ DNA依存的にγ複合体は結合していたATPを同時に(Tumer et al.,

1999 ; Bertrametal., 2000) [または段階的に(Hingoranietal., 1999)]分解し､ ADP

結合状態のγ複合体がβｸﾗﾝﾌﾟから解離すると考えられている｡このﾓﾃﾞﾙから,

∂,ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄがATP結合を開始する機能を持ち､ 3つのγｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄは構造

変化を起こすﾓ-ﾀ-,そして直接βｸﾗﾝﾌﾟと結合する∂ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄはｸﾗﾝ

ﾌﾟのﾘﾝｸﾞを開くﾚﾝﾁとして機能すると考えられている｡

このγ複合体のﾓﾃﾞﾙを､保存されているﾓﾁ-ﾌをもとに真核生物のRFCに

当てはめて考えると(図2-9)､ 5つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄがp38-p37-p36-p40-p140の順序

で並び(uhlmann etal., 1996 ; Podust and Fanning, 1997 ; Ellison and Stillman, 1998) ､

ﾓ-ﾀ-部がp40､ p37とp36で､ PCNAﾚﾝﾁに相当するのがp140､そしてATP

結合反応の開始役がp38と考えられている｡しかしながら､ γ複合体と異なる点と

して､ RFCのATP結合部位はp140-p40間(γ複合体のγ-6間に相当)にも保持

されており全部で4つ存在する､また､ p140の他にﾋﾄではp40､ p38, p36もPCNA

と結合する[酵母ではRFC2 (ﾋﾄp37に相当)とPCNAとの結合が報告されてい

17
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る（Mossietal・，1997；Mossiand＝ubscher，1998）］、などγ複合体からめ予測だけで

は説明できない違いもあり、全く同じ機構でRFCがPCNAクランプの開環に機能

しているかどうかは不明である。したがって、RFCの詳細な全体構造とATP加水

分解依存的な構造変化の機構を明らかにするためにはさらに解析を進めていく必要

がある。

PCNA－RFC複合体の観察結果からは、ATPの非存在下でRFCのU字構造にPCNA

が結合しており、ATPの添加時には開いたC字構造のRFCにPCNAが包み込まれ

るように結合することが明らかとなった。この結果からは、ATP非存在下、存在

下でのPCNA－RFCが異なる結合様式で複合体を形成することが示された。また、

ATP存在下でのPCNA－RFC複合体は全てRFCのC字構造にPCNAが結合したも

のであり、RFCのU字構造はみられなかった。このことから、加水分解途中のRFC

のC字構造にPCNAが結合した状態で、標的となるプライマー／鋳塾DNAへの

PCNAローディングを待機していると推測される。実際に、RFCのATPase活性は、

PCNAの存在で阻害を受けるが、DNAが同時に存在することで促進される。この

複合体の観察では、電子顕微鏡の解像度の限界のためにPCNAが実際に開いた状

態になっている像を示すことができなかったが、以上の結果とこれまでに明らかに

されているクランプローダーのATP加水分解の反応機構を総合すると以下のよう

なRFCによるPCNAのローディング機構のモデルが考えられる（図2－10）。

（1）一端が開いたリング構造を持つRFCフ汎その切れ目の部分でPCNAと結

合する。このPCNA－RFC複合体形成は、ATP結合とは無関係に起こる。ATP結合

反応開始役のp38にATPが結合することでRFCの全体構造に変化が起こりRFC

のモーターであるp37－P36－P40－P140の間に存在する2、3、4番目のATP結合部位

が露出し、ATP結合が起こる。このRFCのATP結合状態（ATPγS）でのPCNA

もDNAのプライマー／鋳型DNAへの結合が可能であるが、このPCNAはクラン

プとして機能することができない（TsurimotoandStillmれ1991）。したがって、機

能的クランプの形成にはATPの加水分解が重要な役割をする。ATP存在下で観察

したPCNA－RFC複合体は、観察数が10個と少ないが、全てがRFCのC字型にPCNA

が結合した状態であった。このRFCのC字型は、RFC単独の観察でもATP存在

下で観察できるので、RFCのU字構造が大きくC字型に変化する過程には、ATPase

活性を促進するDNAは要求されない。また、RFCのATPase活性はPCNAの存在

で阻害を受けることから、RFCに結合したATPのうちの幾つかが加水分解された

状態で一時的に段階的な加水分解反応が停止する。この状態こそが、ATP存在下

でPCNAはC時型RFCにしか結合していないことを示していると考えられる。RFC

のU字型からC字型構造への大きな変化が起こり、（2）RFCと結合したPCNAリ

ングが開かれる。リングが開かれたPCNAはRFCのC字型構造に安定に保持され、
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次に､ (3) RFCのﾌﾟﾗｲﾏ-3'末端特異的なDNA結合括性によって､ PCNAﾘﾝ

ｸﾞ内部へ鋳型DNAが導かれる｡このとき, DNA依存的にATPase括性が促進され,

結合していたATPはすべて加水分解される｡ ATP加水分解後のRFCはU字型に

樺造を復帰させ､ (4)最後にDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ∂がPCNAと複合体を形成して

DNA合成を開始するというｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-反応機構が考えられる｡

この解析で得られた電子顕微鏡､原子間力顕微鏡によるⅣCの5つのｻﾌﾞﾕﾆ

ｯﾄのﾘﾝｸﾞ状の配置は､前述のγ複合体との類似性から予想できるRFCのﾘﾝ

ｸﾞ構造と良く-致する｡しかし,予想される5つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの並びは､私の解

析結果とは異なっている｡AFMによるATP存在下での観察結果からは､RFCのp140

がC字型に並ぶｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの端から2番目に位置していると考えられたが(図2-7､

D)､ γ複合体から予測されるRFC.のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの並びでは､ﾘﾝｸﾞが開いた時

のC字型の端にp140が位置している｡また,出芽酵母の解析ではRFCと同じAAA+

ｸﾗｽATPaseﾌｱﾐﾘ-に属し,特徴的なﾘﾝｸﾞ構造を形成するNFS (N-

ethylmaleimide-sensitive fusion protein) 6量体の中でのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ配置からRFC

のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ配置を予測している(Beckwithand McAlear, 2000). NFSはRFCｻ

ﾌﾞﾕﾆﾂﾄ間に高度に保存される, ATP結合と加水分解に関わるWalker A､ Bﾓ

ﾁ-ﾌを含むRFC boxIII-VIIを持つ. NFSの立体構造はすでに決定されており(Yu

etal., 1998)､ﾘﾝｸﾞ状に配置したｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの, ATP結合と加水分解を行うRFC

b｡x III, IVの3次元配置が明らかにされているoこれによると､ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄど

うしのつなぎ目に位置する部分にATP結合部位が配置しており,このことからRFC

でもATP結合部位が同様の配置をとることが予測された｡これはγ複合体の立体

構造解析で明らかにされた事実と-致する(Jemzal血et al., 2001)｡これと合わせ

て､遺伝学的なRFCｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの相互閑係から大ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄRFClが開いた

ﾘﾝｸﾞの端に位置すると予測している｡以上のことから,大腸菌､出芽酵母で示さ

れたようにﾋﾄRFCでもp140が端に位置すると考えるのが適しているといえる｡

では､ AFMでの観察結果をどのように解釈するか｡ AFM観察でRFCは5つの球

形のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄが並んでﾘﾝｸﾞを形成している様子が容易に想像でき､中でも唯

-大きく観察できるﾕﾆﾂﾄがp140であるとｲﾒ-ｼﾞしやすい｡しかしながら,

高さがあって大きく観察できたものが,そのまま大きな体積を持つとは限らない｡

AFMは操作ﾌﾟﾛ-ﾌﾞを小刻みに上下に振りながら､観察対象物をﾀｯｰttOﾝｸﾞして

その立体構造を描写する｡この時､体積は小さなものでも3次元空間の高い位置に

存在していれば､それは高さのある大きなものとして捉えてしまう｡また, RFC

の観察ｲﾒ-ｼﾞでは5つの丸いｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄが同-平面状に並んでいると捉えがち

になるが,実際にはRFCはより複雑な立体構造を持つと予想される｡ γ複合体は

∂'と∂ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄが1つづつと, 3つのγｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄから成るが､これらの

19

+



PCNA

車 ･- ∴∴

1. Binding of PCNA
and RFC

2. Structura】 change of RFC and
■

induction of PCNA open]ng

3. Loading of PCNA onto DNA

4, Form PCNA-PoJ 6 complex

Binding and

吋drolysis of ATP
■

■､.

Loading of PCNA

polymerase ∂

図2_10 RFCの構造変化にもとづいた､ pcNAﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ機構のﾓﾃﾞﾙ

(1) pcNAとRFCがATP非存在下で複合体を形成する｡ (2) RFCにATPが結

合し,加水分解される過程で構造変化が起こる｡この構造変化がpcNAﾘﾝｸﾞを
開く駆動力となる. (3) RFCのﾌﾟﾗｲﾏ-3'末端結合括性により､開環した
pcNAがDNA上に運ばれてﾛ-ﾄﾞされる｡ (4)ﾛ-ﾄﾞされたpcNAに対してﾎﾞﾘ

ﾒﾗ-ｾﾞ∂が結合し, DNA合成が開始される｡
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サブユニットはいずれもバナナのような立体構造を持つ。そしてこれらのC末端

どうしが結合してγ複合体を形成するのだが、それはちょうど半開きの傘のような

立体構造をとっている0このことから、肝Cもこのような立体構造の複合体であ

ることが予想でき、かならずしも5つのサブユニットが同一平面状にはなく、部分

的には重なりあったりしてより複雑な空間配置がされていると考えられる0したが

って、AFMでの観察イメージでは、例えばp140が平らで細長い形状でリングの端

に位置していても、これと結合するp40がより球形に近く、p140の上に重なるよ

うに配置していれば、その2番目のサブユニットが一番大きく見えてしまう可能性

がある。したがって、本研究のように分子を直接に観察したうえでニサブユニット

の配置などを明らかにしたい場合は金粒子による特定部位の標識や、認識したいユ

ニットに特異的なモノクローナル抗体を結合させるなど、何らかの分子標識が必要

であると考えられる。
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第3章

新規ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系ﾀﾝ/てｸ質発現系の構築と､
複合体形成

3-1序

DNA複製で機能するPCNA-RFCを研究対象として､ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-によるｸ

ﾗﾝﾌﾟのDNAへのﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ機構の解析を行った｡その結果､ RFCがU字型

の複合体であること､およびその構造がATP加水分解依存的に変化することを示

し,ﾘﾝｸﾞ構造のPCNAが結合したRFCの構造変化を駆動力として-時的に開環

しDNAにﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞされる機構が説明された｡このようなｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟ

ﾛ-ﾀﾞ-による反応機構はDNA複製に特有なものと考えられていたが,最近PCNA

やRFCの類縁のﾀﾝﾊﾟｸ質の存在が報告された｡

pcNAの類縁ﾀﾝ^oｸ質としてﾋﾄRad9､ Husl､ Radlがあり､これらが複合体

を形成してRad9/Husl/Radl (Rad9-1-1)ｸﾗﾝﾌﾟとなってﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝﾄ応答の経

路で機虚すると考えられた. -方､同じﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝﾄ経路に属するﾋﾄRAD17.

DNA複製後の姉妹染色体接着に必須なﾋﾄCHL12はRFC類線ﾀﾝ^oｸ質をｺ-

ﾄﾞし､いずれもRFC2-5と共にRad17-RFC､ Chl12-RFCと呼べる複合体を形成する

ことが示唆された｡このｱﾐﾉ酸配列の相同性から予測された新規ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗ

ﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-の機能を具体的に示すため,まず､これらの再構成系を作製した｡

精製法の確立しているRFCに対して､他のｸﾗﾝﾌﾟﾛｰﾀﾞ-様複合体である

Rad17_RFCとChl12_RFCの精製には､ RFCの精製に用いたPCNAｱﾌｲﾆﾃｲ-

ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲ-が使えない｡したがって,これらはﾀｸﾞによるｱﾌｲﾆﾃｲ-

精製を行うことにした｡そこでまず､ RFCについてﾀｸﾞ付きp140ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄを

加えた発現系の構築を行った｡これまでにp140ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄのN末端にそれぞれ

Hisﾀｸﾞ､ HAﾀｸﾞを付加したﾋﾄRFCの精製が報告されており,これらは生化学

的にもRFCとして機能することが示されている(Cai etal., 1996 ;Ellisonand s也11man,

1998)｡これと同様にRad17, ChllZについてもそれぞれのN未端にFLAGﾀｸﾞを

付加した｡

3-1材料と方法

FLAG-RFC発現系の構築

FLAGﾀｸﾞを付加したp140の構築は､以下の方法で行った｡ FLAGｴﾋﾟﾄ-ﾌﾟ
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の配列と　p140　の開始コドンを連結したプライマー（5，－

cccccGGGACCATGGACTACAAGGATGACGATGACAAGATGGACATTCGGAAA

TTCTTTGG－3，、FLAGエピトープ配列上流にSmaIサイトを含む）と、ATGより

0．9Kbp　下流の　SacIサイトを含む配列のプライマー（5，－

cTCGGACACCGGAGTTTTTC－3，）を用いて、PBacPAK9－P140を鋳型としてPCR

を行った。得られた0．9Kbpの断片をSmaI、SacIで制限酵素処理し、同じ制限酵素

処理でpBacPAK9－P140からSmaI－SacIサイトを欠失させた領域に挿入して

pBacPAK9－FLAG－P140を得た0挿入配列に変異のないことを確認した後、BacPAK

BaculovirusExpressionSystem（CLONTECH）を用いてFLAG－P140が組み込まれた

バキュロウイルスを作成した。

Rad9、Husl、Radl発現系の構築

ヒトRad9、Husl、RadlをコードするそれぞれのcDNAは名古屋大学理学研究科、

杉本勝則博士よりpBacPAK8のBamHトXhoI、BamHI－EcoRI、BamHI－XhoIサイト

に組み込まれた状態で供与され、これらの組み換えバキュロウイルスはBacPAK

BaculovirusExpressionSystem（CLONTECH）を用いて作成した0

Rad17、Chl12／Ctf18発現系の構築

ヒトRad17、および、ヒトChl12をコードするcDNAは名古屋大学理学研究科、

杉本勝則博士よりバキュロウイルスベクターPBacPAK8のBamHI－EcoRIサイトに

組み込まれた状態で供与された。BamHIサイトの直下にRad17またはChl12のス

タートコドンが存在するようにデザインされており、このBamHIサイトにFLAG

タグカセットを挿入した。FLAGタグカセットは以下に示す2種類の合成オリゴヌ

ク　レ　オ　チ　ド　を　ア　ニ　ー　ル　し　て　得　た　（5，－

GATCCATGGACTACAAGGATGACGATGACAAGA－3，　　　　、　　　　　　5’－

GATCTCTTGTCATCGTCATCCTTGTAGTCCATG－3，、サワデーテクノロジー、東

京）。これらの組み換えバキュロウイルスは、BacPAKBaculovirusExpressionSystem

（CLONTECH）を用いて作成した。

本研究で用いたヒトChl12のcDNAは、2000年のデータベースに登録されてい

たChllZのORFに基づいてPCRによって作成した（779a．a．）。しかしながら、最

近このORFよりもさらにN末端側が長いものが登録された（975a．a．）。この長い

Chl12のcDNAはResGen社よりⅠ．M．A．G．E．clone（cloneID；4156341）として入手

し、　Chl12　の　開　始　コ　ド　ン　を　含　む　プ　ラ　イ　マ　ー　（5，－

CCGGATCCGGTATGGAGGACTACGAGCAGG－3，、開始コドン直上にBamHIサイ

トを含む）とATGより0．6kbp下流の配列（短いChl12のATGを含む）にもとづ
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い　て　設　計　し　た　プ　ラ　イ　マ　ー　（　5，－

cGCCATGGGACGTGGAGGAGAGAGCCCTGCACCCCCGGGGCCATCGGGTCAGC

ACG－3，、NcoIサイトを含む）を用いて、Ⅰ・M・A・G・E・Cloneを鋳型としてPCRを行

って長いN末端部を得た。この0．6Kbpの断片をBamHI、NcoIで制限酵素処理し、

同じ制限酵素処理で短いChl12を組み込んだpBacPAK8－Chl12からBamHI－NcoIサ

イトを欠失させた領域に挿入して長いCh112を組み込んだpBacPAK8－midCh112を

得た。FLAGタグを付加した長いChl12は、このプラスミドをBamHIで制限酵素

処理したものに対して、FLAGカセットを挿入して得たo PCRで増幅した配列に変

異のないことを確認した後、BacPAKBacul0ViruSExpressionSystem（CLONTECH）

を用いて長いChl12、FLAG－Chl12が組み込まれたバキュロウイルスを得た。

抗FLAG抗体を用いた免疫沈降

RFC2－5と、FLAG－P140、FLAG－Rad17、FLAG－Chl12を共発現させた3種類の昆

虫細胞抽出液それぞれ50LLl（総タンパク質として約0．3mg）を、3LLlの抗FLAG抗

体ビーズ（antiFLAGM2－？garOSea用．nitygel、SIGMA、MO、USA）と共に00Cで1

時間インキュベー卜した。100LLlのHバッファー（1MNaCl）で3回洗浄した後、

抗FLAG抗体に結合したタンパク質を20〝1の100mMグリシン（pH3．5）で溶出

し、その6〝1を4，20％ポリアクリルアミドゲル（テフコ）で電気泳動した。タン

パク質は銀染色により検出した。

FLAG－RFCの精製

FLAGタグをp140に付加したRFCの精製は以下の方法で行った。操作は特記の

ない限り0－4℃で行い、全てのバッファーには終濃度0．1mMPMSF、2LLg／mlLeupeptin

を添加し、グリセロール密度勾配遠心ではさらに終濃度1mM DTTを加えた。5つ

のRFCサブユニットを共発現させ、得られた昆虫細胞抽出液（10ml、タンパク質

量40mg、150cm2dishlO枚相当）を、Bバッファー（0・5MN左Cl）で平衡化したDEAE

Sephacelカラム（2．Oxl．5cm；2mlbedsize、AmershamBiosciences）で除核酸した。

この画分をPCバッファー［50mMKPO。（pH7．5）、1mMEDTA、1mMCHAPS、0・5M

NaCl］で平衡化した抗FLAG抗体カラム（antiFLAGM2－agarOSeafnnitygel、0・8xl－5

cm；1mlbed size、SIGMA）にロードした。PCバッファー（1M NaCl）5mlでカ

ラムを洗浄した後、カラム内塩濃度を0．3Mに調整した。カラムに結合したタンパ

ク質は100LLg／mlのFLAGペプチド（F－3290；SIGMA）を含むPCバッファー（0・3M

Nacl）で200LLlづつ（計4ml）溶出した。RFC複合体を含む溶出画分の100LLlを

Hバッファーで調製した2．2mlのグリセロール密度勾配遠心（15－35％、0．1MNaCl）

中で、50，000rpm、4℃で14時間遠心した（TLS55rotor、Beckman）0ボトムから100
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ル1づつ分画回収し、R陀を含む画分を以後の各アッセイに用いた。また、RFCの

ストークス半径を得るために、FLAGペプチドによる抗FLAG抗体カラムからの

溶出画分をPCバッファー（0・3MNaCl）で平衡化したゲルろ過カラム（Superose6；

HRlO／30、AmershamBiosciences）で分画した。精製時のRFCの活性測定は、SV40DNA

複製系のRFC活性を相補するDNA合成活性を指標に行った0

sv40DNA複製活性測定に用いるタンパク質とDNAの調製

SV40DNA複製活性の測定に用いるTAg（ラージT抗原）、トポイソメラーゼⅠ、

トポイソメラーゼⅠⅠ、ヒト293細胞の細胞質抽出液（SlOO）からのⅠ＊、ⅠIc画分、SV40

の複製開始嶺域を組み込んだpuC18プラスミド（pSVOll）はTsurimotoらの方法

に従い得た（TsurimotoandStillman，1989；釣本、1993）。

SV40ウイルス複製系を用いたRFC相補活性の測定・

SV40DNA複製活性測定はTsurimoto　らの方法に従い以下の方法で行った

（TsurimotoandStillman，1989；釣本、1993）。SlOOから調製したⅠ＊、30mMHEPES

（pH7・5）、7mMMgC12、4mMATP、各0・2mMrGTP、rCTP、rUTP、各0・1mMdGTP、

dCTP、dATP、【a－32p］dTTP、0．5mM DTT、40mM creatine phosphate（＃621714；

BOEHRINGER MANNHEIM、Germany）、20LLghnlcreatine kinase（＃127566；

BOEHRINGERMANNHEIM）、6［LghnlpSVOll、TopoisomeraseI、ⅠⅠミックスの存

在下で、精製RFCを加えて37℃、1時間インキュベー卜した。その後、反応液を

DE81紙（Whatman）に1．5LLlづつ2点スポットした。DE81紙は0．5M NaH2PO4で

洗浄し、液体シンチレーションカウンター（Beckman）でDNAに取り込まれた【a－

32p］dTTPを計測して、RFC相補活性を求めた。

3－3結果

免疫沈降によるクランプローダー複合体形成の解析

RFC2－5と、FLAG－P140、FLAG－Rad17またはFLAG－Chl12を共発現させたSf9細

胞中でのこれらのサブユニットによる複合体形成を、抗FLAG抗体ビーズを用い

た免疫沈降により検討した（図3－1）。これまでに行ったRFCの精製で、1MNaCl

のような高塩濃度でもRFC複合体は安定であることがわかっていたので、抗FLAG

抗体で免疫沈降したタンパクは1MのNaClを含むバッファーで洗浄した。まず、

FLAG－RFC－P140とRFC2－5を共発現させた細胞抽出液からの免疫沈降では、PCNA

カラムで精製したタグなしRFCと同じSDS－PAGEの泳動プロファイルが得られ、
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図3-1抗FLAG抗体による, 3つのｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-型複合体の免疫沈降

FLAGﾀｸﾞを付加したp140, Rad17､ Chl12をそれぞれRFC215と共に共発現させ
た昆虫細胞抽出液から､抗FLAG抗体を用いて免疫沈降した｡その結果､ p140､
Rad17､ Chl12がそれぞれRFC2-5と共にRFC (1ane 2) ､ Rad17-RFC (1ane 3) ,
ch112_RFC (1ane 4)の複合体として沈降したo lane lは非感染細胞抽出液から免

疫沈降を示す｡ 1ane 5､ 6, 7は25､ 50､ 100ngの精製RFCを示す｡電気泳動は4-20%
ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙで行い銀染色した｡また､ﾊﾟﾈﾙ右側にp140､ Rad17, Chl12
とRFC2-5の泳動位置を､左側にはｻｲｽﾞﾏ-ｶ-による分子量を示した(kDa) o
ｱｽﾃﾘｽｸ(*)で示したﾊﾞﾝﾄﾞは,ﾏｽｽﾍﾟｸﾄﾙの解析からHSC70とHSP60
であることがわかった｡



p140にFLAGﾀｸﾞを付加しても, p140は4つのRFC2-5と安定な複合体を形成す

ることがわかった(lane 2)o次にFLAG-Rad17とFLAG-Chl12について, RFC2-5

と共発現させた細胞抽出液から抗FLAG抗体を用いた免疫沈降を行い,電気泳動

ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙを検討した｡まず､分子量75kDaと86kDaの,それぞれ予測される

分子量の位置にFLAG-Rad17とFLAG-Chl12に相当するﾊﾞﾝﾄﾞが得られた(1ane 3､

4)oまた, 40kDa付近の複数のﾊﾞﾝﾄﾞは､精製RFCのﾊﾞﾝﾄﾞ/てﾀ-ﾝとの比較に

ょりRFC2-5であると判断された｡したがって, FLAG-Rad17とFLAG-Chl12もp140

と同様に4つのRFC小ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄと複合体を形成することがわかった｡この免

疫沈降試料に､ Rad17とChl12, RFC2-5以外にほぼ等ﾓﾙで含まれる分子量70kDa,

60kDaの位置のﾊﾞﾝﾄﾞは､ﾏｽｽﾍﾟｸﾄﾙによる解析で熱ｼｮｯｸﾀﾝ^oｸ質

HSC70､ HSP60であることがわかった(1ane 3､ 4の*ﾏ-ｸ)｡細胞抽出液中には

RFC2-5と複合体を形成していないp140, Rad17, Chl12が存在することから,免

疫沈降したRFC､ Rad17-RFC, Chl12-RFCそれぞれのRFC2-5のﾊﾞﾝﾄﾞ強度にもと

づいて､ 50 LLlの細胞抽出液にRFC､ Rad17-RFC､ Ch112-RFC複合体がそれぞれ425ng､

210ng, 575ng含まれると推定された.また､本研究で用いたChl12は約200ｱﾐ

ﾉ酸分のN末端が欠失したものであるが､以上の結果から､ RFC2-5との複合体形

成には影響しないことが示された｡

FLAG-RFCの精製

FLAG-p140とⅣC2-5が昆虫細胞内で効率よく複合体を形成することがわかった

ので,この抽出液を用いてFLAG-RFCの精製を行った｡細胞抽出液をDEAEｶﾗ

ﾑで除核酸した後,抗FLAG抗体ｶﾗﾑにﾛ-ﾄﾞし､ FLAGぺﾌﾟﾁﾄﾞで輯出した(図

3-2､ A)｡ FLAGぺﾌﾟﾁﾄﾞ溶出後､引き続き50%ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘ■ｺ-ﾙと1M NaClを

含むHﾊﾞｯﾌｱ-､最後にｸﾞﾘｼﾝでｶﾗﾑを洗浄したが,これらの条件で溶出

したﾀﾝﾊﾟｸ質量はFLAGぺﾌﾟﾁﾄﾞで溶出したﾀﾝ/てｸ質量の1/20以下であった

ので､ FLAGぺﾌﾟﾁﾄﾞによりｶﾗﾑに結合したRFCの95%以上が溶出したことが

わかった(ﾃﾞ-ﾀ未掲載)｡ここで得られたFLAGぺﾌﾟﾁﾄﾞによる溶出画分を､精

製の最終段階としてｸﾞﾘｾﾛ-ﾙｸﾞﾗﾃﾞｨｴﾝﾄによって分画した(図3-2, B)｡

得られた画分の泳動ﾊﾟﾀ-ﾝから求めたﾀﾝ^oｸ質の溶出ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙ(図3-2､

C)のﾋﾟ-ｸと､この画分を用いて行ったSV40のDNA合成括性のﾌﾟﾛﾌｱｲﾙ

をま-致した(図3-2, D).このｸﾞﾘｾﾛ-ﾙ密度勾配遠心から求められる分子量は

150kDaであり､この結果はRFCを構成する5つのｻﾌﾞ羊ﾆﾂﾄの分子量の合計の

290kDaとは異なっている｡そこで,精製したRFCの真の分子量を求めるため､抗

FLAG抗体ｶﾗﾑの溶出画分を用いてｹﾞﾙろ過を行い,そのｽﾄ-ｸｽ半径を算出

した(図3-3)｡ｸﾞﾘｾﾛ-ﾙ密度勾配遠心から求めたRFCの沈降係数8.9Sと､ｹﾞ
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図3-2抗FLAG抗体ｶﾗﾑによるFLAG-RFCの精製

(A) FLAG-p140とRFC2-5を共発現した昆虫細胞抽出液から､抗FLAG抗体ｶ
ﾗﾑでFLAG-RFCを精製した｡それぞれ細胞抽出液(1ane l) ､ DEAEｶﾗﾑによ
る除核酸画分(1ane 2) ,抗n.AG抗体ｶﾗﾑの非結合画分(1ane 3) , FLAGぺﾌﾟ
ﾁﾄﾞによる抗FLAG抗体ｶﾗﾑ結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の溶出画分(1ane 4)を15%ｱｸt｣
ﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙで電気泳動, cBB染色を行った｡ (B)抗FLAG抗体ｶﾗﾑ溶出画分
をｸﾞﾘｾﾛ-ﾙ密度勾配遠心で分画し､ 4-20%ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙで電気泳動､

銀染色を行ったQ /iﾈﾙA､ Bの右側にp140とRFC2-5の泳動位置を､左側にはｻ
ｲｽﾞﾏ-ｶ-による分子量を示した(kDa) ｡ (C) sDSIPAGEのﾊﾞﾝﾄﾞ強度から,

p140とRFC2-5の溶出ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙを求めた｡横軸にはﾌﾗｸｼｮﾝ番号を､縦軸
にはKODAK image analysis system (2-1材料と方法を参照)により定量したﾊﾞﾝﾄﾞ
強度の相対値を示す｡ (D) Bのﾌﾗｸｼｮﾝを用いて､ SV40DNA合成括性を測
定した｡反応系に加えられた[ α-32p]dTTPの総量は125pmol｡
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図2-2､ Aに示した抗FLAG抗体ｶﾗﾑからの溶出画分をｹﾞﾙろ過(Superose6
HRIO/30)で精製し,得られた溶出ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙからｽﾄ-ｸｽ半径を求めた.
(A)ｹﾞﾙろ過画分の電気泳動ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙ｡ 4-20%ﾎﾞﾘｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙによ
る電気泳動を行い､銀染色した｡また, /てﾈﾙ右側にp140とRFC2-5の泳動位置を
左側にはｻｲｽﾞﾏ-ｶ-による分子量を示した(kDa) ｡ (a)ﾌﾟﾛﾃｲﾝｱｯｾ
ｲで求めたｹﾞﾙろ過画分の溶出ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙ｡ﾊﾟﾈﾙ下部には､分子量ﾏ-ｶ-
から求められるｽﾄ-ｸｽ半径の溶出位置を示した｡縦軸は､ﾌﾟﾛﾃｲﾝｱｯｾ
ｲから求めた相対的なﾀﾝﾊﾟｸ質量｡



需要欝こr
賢＿－崇琵一；才一‾・、′′
「′ノ　＝＿　＿

‾　－、－一；ノノ　～　－

ルろ過で求めたストークス半径77ÅからSiegelとMontyの方法（SiegelandMonty，

1966）で求めたRFCの真の分子量は285kDaであり、予測される290kDaとほぼ一

致した。以上の結界から、フラクション番号8と9をメインプールとして以後の活

性測定に用いた0また、このプールを15％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し

た結果、PCNAカラムで精製したタグのないⅣCと同様のバンドパターンを示し、

FLAG－P140を含むRFC5量体が得られたことになる（図Z－4、A）0また電気泳動

での、若干のp140サブユニットのシフトアップは、FLAGタグの付加によるもの

である。

次に、このFLAG－RFCと、PCNAカラムを用いて精製したタグを付加していな

いRFCとのSV40DNA合成反応の活性を比較した（図3－4、B）。その結果、FLAGqRFC

はRFCとほぼ同等のタンパク質量に依存した活性の促進を示した。以上より、FLAG

タグを付加したことがRFCの活性に大きく影響しないことが示されたので、以降

のFLAG＿Rad17＿RFC、FLAG－Chl12－RFCの機能解析では、FLAG－RFCを活性の比較

対照に用いた。

3－4考察

これまでに行ってきた、PCNAのアフィニティークロマトグラフィーによるRFC

の精製時には、P140を含まないRFC2－5から形成される複合体もPCNAに結合す

ることがわかっていた。したがってRad17－RFC、Ch112－RFCについてもRFC2－5を

含むことから、これらの複合体精製にもPCNAカラムを用いることが可能である

と考えた。実際に、RFCの小サブユニットから形成される複合体は、RFCの1／5

の効率であるがPCNAとの結合が報告されている（Caietal．，1997）。そこで、タグ

のないRad17とRFC2－5を共発現させた昆虫細胞抽出液から、Rad17－RFC複合体の

PCNAカラムによる精製を試みた。しかしながら、50mMのNaCl濃度で細胞抽出

液中のRad17＿RFCの一部しかPCNAカラムに結合せず、ほとんどは非結合画分と

して回収された。PCNAカラムに結合したRad17－RFCも、0．1MNaClの溶出条件で

他のタンパク質とともに大部分が溶出したため、この精製にPCNAカラムを用い

ることはできなかった（デ⊥夕未掲載）。そこで新規クランプローダー様複合体に

ほ、タグによるアフィニティー精製を用いることにした。比較のため、RFC－p140

にもタグを付加した発現系を作製した。

p140、Rad17、Chl12それぞれのN末端にFLAGタグを付加し、これらとRFC2－

5を昆虫細胞で共発現させた。FLAG－RFCp140とRFC2－5を共発現させた細胞抽出

液からの免疫沈降では、PCNAカラムで精製したタグなしRFCと同じSDS－PAGE
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図3－4　SV40DNA複製系による、RFCとFLAG－RFCの活性の比較

（A）pcNAアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製したRFCと、抗
FLAG抗体カラムを用いて精製したFLAG，RFCそれぞれ40ngを15％ポリアクリルア
ミド電気泳動を行い、銀染色した。パネル右側に各サブユニットの泳動位置を、
左側にはサイズマーカーによる分子量を示した（kDa）。（B）RFCとFLAG－RFC
の活性を、SV40DNA複製系のDNAポリメラーゼによるDNA合成活性で比較した。

グラフ左側に取り込まれた［α－32p］dTTP量を、下部に反応系に加えたRFC量を示し
た。反応系に加えられたdTTPの総量は125pmol。
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の泳動プロファイルが得られ、FLAGタグの付加が複合体形成に影響しないことが

わかった。

卿＝FLAG－Rad17とFLAG－Chl12についても同様の免疫沈降を行い電気泳動プロ

ファイルを検討した結果、Rad17とChl12もp140と同様に4つのRFC小サブユニ

ットと複合体を形成することが示された。また、Rad17－RFCt Chl12－RFC複合体は

免疫沈降での1MNaClを含むバッファーによる洗浄後も複合体を維持しているこ

とから、即Cと同様に安定な複合体であることが明らかとなった。したがって、

抗FLAG抗体カラムの溶出画分から、複合体を形成していないp140、Rad17、Ch112

を除去するだけで、それぞれの複合体を容易に精製できると考えられる。

実際に、FLAG－RFCの精製では、抗FLAG抗体カラムとグリセロール密度勾配

遠心との2段階の精製で、精製度90％以上の標晶を得ることができた。また、こ

こで得られたFLAG－RFCは、PCNAのアフィニティークロマトグラフィーによる

タグを付加していないRFCと、ほぼ同等のSV40DNA複製系でのRFC相補活性を

示した。このことから、タグの付加は、クランプローダー様複合体の形成に影響し

ないことに加えて、これら複合体の生化学活性にも影響しないことが示された。し

たがって、新規クランプローダー様複合体であるRad17－RFC、Ch112－RFCの生化学

活性や分子構造の特性を、この再構築系を用いて明らかにすることが期待できる。
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チェックポイント応答のクランプとクランプローダー、Rad9－1－1
とRad17－RFCの精製と機能解析

4－1序

抗FLAG抗体による免疫沈降の結果から、チェックポイント応答因子、Rad17

はRFC2－5と共に、ⅣCと同様に安定な複合体を形成することが明かとなった。ま

た、同じチェックポイント応答経路の因子から形成されるRad9－ト1複合体につい

ても、当研究室の篠崎によってバキュロウイルス再構築系から精製された。そこで、

これらが新規クランプ・クランプローダーとして機能するかを明らかにする一環と

して、実際にRad9－1－1がクランプとしてのリング構造を持つ複合体であるか、ま

た、Rad17－RFC複合体がATPase活性やDNA結合活性といったクランプローダー

の基本となる生化学特性を持ち、RFC様の分子構造を形成しているか、という点

を解析した。

4－2材料と方法

Rad9－1－1の精製

Rad9＿1－1は各サブユニットのcDNAを組み込んだバキュロウイルスを用いて昆

虫細胞HighFiveで3つのサブユニット共発現させ、得られた昆虫細胞抽出液から

当研究室の篠崎によって精製されたものを用いた（篠崎、修士論文、2003；Shiomiet

d．，2002）。

FLAG＿Rad17－RFCの精製

FLAG＿Rad17＿RFC2q5複合体（以下、Rad17－RFC）の精製は、FLAG－RFCの精製

方法に基づいて行った。操作は特記のない限り0－4℃で行い、全てのバッファーに

は終濃度0．1mMPMSF、2LLghnlLeupeptinを添加し、グリセロール密度勾配遠心で

はさらに終濃度1mMDTTを加えた。FLAG－Rad17とRFC2－5を昆虫細胞で共発現

し、得られた細胞抽出液（36ml、タンパク質量150mg、150cm2dish40枚相当）を、

Bバッファー（0．5MNaCl）で平衡化したDEAESepharoseカラム（2．Oxl．5cm、

AmershamBiosciences）で除核酸した。この画分をPCバッファー（0．5M NaCl）

で平衡化した、抗FLAG抗体カラム（antiFLAGM2－agarOSeamnitybeads、1mlbed；

0．8xl．5cm、SIGMA）にロードした。PCバッファー（1MNaCl）でカラムを洗浄
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した後､ 5mM ATP､ 10mM MgSO4を含むPCﾊﾞｯﾌｱ- (0.1M NaCl) 5mlでｶﾗ

ﾑを平衡化し室温で30分間保温したo同じﾊﾞｯﾌｱ-10mlでｶﾗﾑを室温で洗浄

した後､ 5mMATP､ 10mMMgSO4を除いたPCﾊﾞｯﾌｱ- (0･3MNaCl) 10mlでｶ

ﾗﾑを洗浄したoｶﾗﾑに結合したﾀﾝ′てｸ質は100LLg/mlのFLAGぺﾌﾟﾁﾄﾞ

(F-3290, SIGMA)を含むPCﾊﾞｯﾌｱ- (0･3M NaCl)で200LLlづつ,計4 ml

で溶出した｡ Rad17-RFC複合体を含む溶出画分の200〝1を, Hﾊﾞｯﾌｱ-を基本

に作製した4.4mlのｸﾞﾘｾﾛ-ﾙ密度勾配遠心(15-35%､ 0･1M NaCl､ pH 7･5)中

で4℃､ 49,000rpmで18時間遠心した(SW55Tirotor, Beckman)o遠心ﾁｭ-ﾌﾞﾎﾞ

ﾄﾑから200LLlづつ分画し､ ATPase括性､ DNA結合括性と共溶出したRad17-RFC

を含む画分を,後の比括性の検討と電子顕微鏡観察に用いた｡また, Rad17-RFC

のｽﾄ-ｸｽ半径は, FLAGぺﾌﾟﾁﾄﾞによる抗FLAG抗体ｶﾗﾑからの溶出画分

を用いて, Hﾊﾞｯﾌｱ- (1M NaCl)で平衡化したｹﾞﾙろ過ｶﾗﾑ(Superose 6 ;

HRIO/30､ Amersham Biosciences)の溶出ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙから求めた｡

ATPase括性潮定

ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-のATPase括性は､ Fukudaら(Fukuda et al., 1995)の方法に基

づき以下の方法で行った｡ 30mM HEPES (pH 7.5) , 7mM MgC12､ 0･5mM DDT, 0.1mg血1

b｡vine serumalbumin､ 30mM NaCl､ 0.1mM [γ-32p] ATPを含む10LLlの反応液中

に図に示した量のﾀﾝ/てｸ質を加え､ 37℃で示した時間ｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾄした｡必要

に応じて､ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ濃度で25〝MのDNA [polydAまたはpolydA/oligodT (ﾇ

ｸﾚｵﾁﾄﾞ濃度で5:1), Amersham Bioseience]を反応系に加えた｡反応液の3〟1

を50〟1の停止液[2mMKH2PO4､ 0.08% NoritA (ﾅｶﾗｲ),■ 0.012NHCl]に加え

て反応を停止させ､ Norit A未吸着の遊離Piを液体ｼﾝﾁﾚ-ｼｮﾝｶｳﾝﾀ-

(Beckman)で測定してATPase括性を求めた｡

DNA結合括性測定(Filter binding assay)

DNA結合括性の検出に用いた基質DNAは､ ssDNAとしてpoly dA,ﾌﾟﾗｲﾏ-

末端様構造を持つDNAとしてpolydA/oligodT (ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ濃度5:1)を用いたo

poly dAはAlkaline Phosphatase (CIAP､ Takara)による脱ﾘﾝ酸化に続いて, [γ-

32p] ATP､および, T4 Polynucleo也de Kinase (Takara)によるﾘﾝ酸化により5'末

端をﾗﾍﾞﾙした｡ Filterbindingassayは､基質DNAを30mM HEPES (pH 7.5), 7mM

Mgc12､ 0.5mM DDT, 0.1mg/mlbovine serumalbuminを含む10LLlの反応液中､示し

たNaCl濃度(特記のない場合は30mM NaCl)とﾀﾝ/てｸ量で室温で15分間ｲﾝ

ｷｭべ-ﾄし､その後､直ちにﾊﾞｷｭ-ﾑﾌﾞﾛﾂﾀ- (Vacugene Vacuum Blotting Unit,

LKB BROMMA､ SWEDEN)上のKOH処理したﾆﾄﾛｾﾙﾛ-ｽﾒﾝﾌﾞﾚﾝ
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（IrnmObilon－NC、Millipore）にスポットし吸引した。メンプレンは、反応液と同じ

組成のバッファーで3回吸引洗浄し、フィルターに残ったDNAの放射活性をイメ

＿ジングプレートとFtdiイメージアナライザーBAS2000（富士フイルム）で可視

化、定量してDNA結合活性を求めた0

免疫沈降によるRad9－l－1とRad17－RFC間結合の解析

FLAG－Rad17とRFC2－5を共発現させた昆虫細胞抽出液1001Ll（タンパク質量

0．6mg）を、抗FLAG抗体ビーズ3LLlと共に0℃で1時間インキュベー卜した050

LLlのHバッファー（1MNaCl）で4回洗浄した後、50alのHバッファー（0・1M

NaCl）で2回洗浄した。この結果約2〟gの標的タンパク質が結合した抗FLAG抗

体ビーズを得た。このビーズに対して、精製したヒトRad9－1－1を500ng（2〝gの

馳d17－RFCに対してモル比で約1／2量）を最終体積10出で加えて1時間インキュ

ベー卜した。50LLlのHバッファー（0．1MNaCl）で2回洗浄した後、抗FLAG抗

体に結合したタンパク質を10J⊥1の0．1Mグリシン（pH3．5）で溶出し、その3山

を4＿20％ポリアクリルアミドゲル（テフコ）で電気泳動し、銀染色を行った。

4－3結果

FLAG－Rad17－RFCの精製

FLAG＿Rad17＿RFC（以下Rad17－RFC）の精製は、FLAG－RFC（2－2参照）の精製

法にもとづいて、抗FLAG抗体カラムからFLAGペプチドによる溶出で行った。

その結果、Rad17とRFC2－5以外に、免疫沈降の結果でみられたHSC70に相当す

るタンパク質がほぼ等モル混入した（図4－1、A）。これを除去するために、FLAG

ペプチド溶出の前に10mMMgSO。、5mMATPを含むPCバッファーで室温で洗浄

を行ったところ、HSC70は抗FLAG抗体カラムから遊離しRad17－RFCの精製標品

への混入を防ぐことができた（図4－1、B）。抗FLAG抗体カラムのFLAGペプチド

溶出画分は、さらにグリセロール密度勾配遠心によって精製した（図3－2、A）。そ

の結果、分子量マーカーから求められる沈降係数11．3S（232kDa）以上の高分子量

の位置から沈降係数8．9S（約150kDa、フラクション番号9、10）の分画まで連続

的に、Rad17とRFC2－5が沈降した。150kDaよりも低分子量のフラクション番号13、

14には、Rad17と抗FLAG抗体カラムから除ききれなかったHSC70のバンドが存

在した。SDS＿PAGEのバンド強度にもとづいてタンパク質の溶出プロファイルを

求めると、150kDaの位置でRad17とRFC2－5が共にピークとなり、それらの存在

比はほぼ等モルであった（図4－2、B）。このグリセロール密度勾配遠心のRad17－RFC
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図4－1Rad17－RFCの精製

（A）FLAG－Rad17とRFC2－5を共発現した昆虫細胞抽出液から、抗FLAG抗体カ
ラムによりRad17－RFCを精製した。FLAGペプチド溶出で、HSC70のコンタミが見

られたので（1ane4）、Mg2＋とATPを添加したバッファーでカラムを洗浄した。そ
の結果、（B）の1anelOに示すように、FLAGペプチドによる溶出画分へのHSC70
のコンタミを防ぐことができた。パネルA、Bにはそれぞれ細胞抽出液（1anelと
6）、DEAEカラムによる除核酸画分（1ane2と7）、抗FLAG抗体カラムの非結合

画分（1ane3と8）、Mg2＋とATPによるカラム洗浄画分（lane9）、FLAGペプチド
による抗FLAG抗体カラム結合タンパク質の溶出画分（1ame4と10）を示す。パネ
ルA、B共に12．5％アクリルアミドゲルによる電気泳動を行いCBB染色した。また、
両パネル右側にRad17とRFC2－5の泳動位置を、左側にはサイズマーカーによる分
子量を示した（kDa）。
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の沈降位置は、同じ条件で行ったRFCのグリセロール密度勾配遠心の沈降位置と

ノ致する（図3－2、B参照）。また、ゲルろ過（Superose6HRlO／30、Amersham

Bi。SCience）による分画の結果、同様に高分子の画分から連続的にRad17－RFCの溶

出が見られたが、その溶出ピークは350kDaの分子量に相当し、ストークス半径は

66Åであった（図4－3）。グリセロールグラディエントと、ゲルろ過カラムのピー

ク位置から求められたRad17－RFCのみかけの分子量のずれは、この複合体が非球

状の分子形態をとっていることを反映しており、RFCも同様の振る舞いをする（図

3＿2、B；図3－3参照）。沈降係数8．9Sとストークス半径66Åから求められるRad17－RFC

の真の分子量はSiegelとMontyの方法（SiegelandMonty，1966）から、240kDaと

なり、5つのサブユニットの分子量の合計230kDaとほぼ一致した。

次に、このグリセロール密度勾配遠心画分を用いてATPase活性、DNA結合活

性を定量した。はじめにATPase活性をDNA未添加の条件で測定した。その結果、

フラクション番号9、10のATPase活性のピークはタンパク質の溶出プロファイル

のピークと一致し、このピーク位置に分画されたRad17－RFCがATPase活性を持つ

ことが明らかになった。また、このATPase活性はDNAの添加によって2倍に上

昇し、Rad17－RFCのATPase活性はDNA依存的に促進されることが明らかとなっ

た（図4－4、A）。一方、グリセロール密度勾配遠心で高分子側に分画されたRad17－

RFCからは、DNA未添加、添加共にピークの1／20以下のATPase活性しか検出さ

れなかった。そこで、この高分子側に分画されたRad17－RFCは精製過程で非特異

的な凝集体を形成したものではないかと考えられた。実際に、グリセロール密度勾

配遠心画分をグルタルアルデヒド処理した後、未変性4％ポリアクリルアミド電気

泳動を行った結果、フラクション番号9と10はRFCとほぼ同じ泳動度を示すこと

からRad17－RFClユニットの存在状態であるのに対し、フラクション番号8以前

のものは高分子側に分画されたほど段階的に低い泳動度を示し、これらは非特異的

な凝集体であることがわかった（図4－5）。また、フラクション番号16の位置でATPase

活性がみられるが、DNAによる促進はみられず、また、HSC70のバンドが確認で

きるので、このタンパク質によるATPase活性と考えられる。

一方、Blterbindingassayによる．DNA結合活性の測定では、どの画分もpolydA

との結合をほとんど示さなかったのに対して、フラクション番号2から10の範囲

でpolydA／oligodTとの結合活性が検出された（図4－4、B）。このDNA結合の基質

特異性はRFCと一致する。このDNA結合活性はフラクション番号8、9でピーク

となり、電気泳動から求めたタンパク質と、ATPase活性のピークから1フラクシ

ョン高分子側にずれていた。これは、グリセロール密度勾配遠心の高分子側に分画

された非特異的な凝集体を形成したRad17－RFCが高いDNA結合活性を示したため、

みかけの活性のピークがずれたためと考えられる。
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図4－2　グリセロール密度勾配遠心によるRad17－RfCの精製

（A）抗FLAG抗体カラムからFLAGペプチドを用いて溶出したRad17，RFCを、グ
ー」セロール密度勾配遠心分画し、各画分を4－20％のポリアクリルアミドゲルで電
気泳動、銀染色した。パネル上郡に画分の番号を示した（Lはローディングサン
プル）。また、パネル右側にRad17とRFC2－5の泳動位置を、左側にはサイズマー
カーによる分子量を示した（kDa）。（B）sDS－PAGEのバンド強度から、Rad17
とRFC2－5の溶出プロファイルを求めた。横軸にはフラクション番号を、縦軸には

KODAKimageanalysissystem（2－1、材料と方法を参照）により定量したバンド強
度の相対値を示す。（C）Aの画分番号9と10のプールを用いて、精製RFCと共に
15％のSDS－PAGE、銀染色を行った。
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図4-3ｹﾞﾙろ過によるRad17-RFCの精製

図4-1, Bに示した抗FLAG抗体ｶﾗﾑからの溶出画分をｹﾞﾙろ過ｶﾗﾑ

(superose6 HRIO/30)で精製したD (A)ｹﾞﾙろ過による分画の､ 12･5%ﾎﾞﾘｱｸ
ﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ電気泳動ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙ(cBB染色) ｡また,ﾊﾟﾈﾙ右側にRad17
とRFC2-5の泳動位置を,左側にはｻｲｽﾞﾏ-ｶ-による分子量を示した(kDa).
(a)ﾌﾟﾛﾃｲﾝｱｯｾｲで求めたｹﾞﾙろ過ｶﾗﾑからの溶出ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙ｡ﾊﾟﾈ
ﾙ下部には,分子量ﾏ-ｶ-から求められるｽﾄ-ｸｽ半径の溶出位置を示した｡
縦軸は,ﾌﾟﾛﾃｲﾝｱｯｾｲから求めた相対的なﾀﾝﾊﾟｸ質量｡
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図4－4　Rad17－RFCのATPase活性、DNA結合活性の解析

（A）図4－2、Aのグリセロールグラデイエント画分を用いてATPase活性を測定
した。－は単独での、十DNAはヌクレオチドモルで25J⊥MのpolydA／01igodTを添加
した時のRad17－RFCのATPase活性を示す。フラクション番号9で25ngのRad17－
RFCが反応系に加えられている。反応系に加えられたATPの総量は1000pmol。パ
ネル下部に分画番号、縦軸にATPase活性により分解された遊離無機リンのモル数
を示す。（B）ATPase活性測定と同様の画分を用いて、創terbindingassayによる
DNA結合活性の解析を行った。基質DNAとして8fmolのpolydAまたはpoly

dA／01igodTを用いた。フラクション番号9で10ngのRad17－RFCが反応系に加えられ
ている。パネル下部に分画番号、縦軸に加えた総DNA量に対して、Rad17rRFCと
結合したDNA量の割合いを示した。
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図4－5　Rad17－RFCのグリセロール密度勾配遠心画分の未変性ゲル電気泳動

図4－2に示したRad17LRFCのグリセロール密度勾配遠心画分を、グルタルアルデ
ヒド処理の後、未変性4％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動を行い、銀染色した。
パネル上部には、用いた画分番号を示した。画分番号9、10で約40ngのRad17－RFC
が泳動されている。1ane9は精製RFC30ngを示す。矢印は泳動方向を示す。



以上の解析から明かとなった, DNA依存的に促進されるATPase括性と､ﾌﾟﾗ

ｨﾏ-未端構造のDNAに特異的に結合する括性から､ Rad17-RFCはRFCと同様

の基本的生化学特性を持つことが示された.以後の解析には､ﾀﾝ^oｸ質凝集体の

影響を避けるためにATPase括性と共溶出したRad17-RFCの画分,ﾌﾗｸｼｮﾝ垂

号9, 10のﾌﾟ-ﾙを精製標晶として用いたo 15%ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞ電気泳動結果から､

この標品の純度は95%以上であり､また､ Rad17を1としたときの~5つのﾊﾞﾝﾄﾞの

相対的強度はRad17:p40:p38:p37:p36=1 : 1.1 : 1･2: 1･5: 1･2となり､ Rad17-RFC

もRFCと同様に5種類のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ各1個が集合して形成される5量体の複合

体であること示された(図4-2, C)｡

電子顔微鏡によるRad17-RFC､ Rad9-ﾄ1の分子構造の解析

次に､低角度白金蒸着法にもとづいた透過型電子顕微鏡による分子観察で,精製

したRad9-1-1とRad17-RFCの構造解析を行った｡これらこつの複合体の解析は,

RFCとPCNAについてもｻﾝﾌﾟﾙ調製と観察を同時に行い比較対照とした｡また,

これらのｻﾝﾌﾟﾙ調製ではｸﾞﾙﾀﾙｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞによる固定は行わなかった｡

pcNAとRFCについては2章で示したとおりに,それらに特徴的なﾘﾝｸﾞ構造

とU字型構造が確認できた(図4-6B-E,図4-7B-E)｡次に, Rad9-1-1とRadI7-RFC

の構造琴察を行った｡ Rad9-1-1の電子顕微鏡による低倍率観察では､ PCNAとほぼ

同じ大きさの均-な粒子像が得られた(図4-6 AとF)｡この観察像から計測した

Rad9-1-1の直径は22.5±2.3nm(n-140)で､同時に観察したPCNAの直径21.5±2.Onm

(n=129)とほぼ同じ大きさであった｡ PCNAの真の直径は8nmなので,本解析で

は白金蒸着によりその大きさが約2.8倍に拡大されたﾀﾝﾊﾟｸ質を観察しているこ

とになる｡高倍率の観察では, Rad9-1-1は3つのﾕﾆﾂﾄから成るﾘﾝｸﾞ状の形

態を持ち(図4-6, G-N),この分子ｲﾒ-ｼﾞから型取った輪郭像はPCNAの輪郭

像と-致させることができた(図4-6, k-1)oしたがって､ Rad9-ﾄ1はPCNAと同

じﾘﾝｸﾞ状構造を持つ､ｸﾗﾝﾌﾟ様複合体であることが明らかになったi

次に, ATP非存在下でのRad17二Ⅳcの分子構造を解析した｡低倍率の観察像で

Rad17_RFCは､ Rad9-ﾄ1やPCNAよりも大きな,均-な楕円形の単粒子として観

察できた(図4-7､ F)｡この粒子の長径と短径を計測した結果､それぞれ26.3±2.4nm

と22.3±2.4nm (n=148)であり､ RFCの26.5±2.2nmと22.2±2.1nm (n-129 ;図4-7､

A)との差は見られなかった.このRad17-RFCは長軸に沿って切れ目を持つU字

型構造を持ち(図4-7, G-N)､その分子ｲﾒ-ｼﾞの輪郭像はRFCの輪郭像とお互

いに一致することから(図4-7､ k-n)､ Rad17-RFCはRFCと同じｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-

様構造を持つ複合体であることが明らかとなった｡
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Rad9－l－1とRad17－RFC間結合の解析

以上の結果から、Rad17－RFCはクランプローダーとしての生化学的特性と分子

構造を持ち、Rad9－ト1はその特徴的なリング構造を持つことから、これらがチェ

ックポイント応答で機能するクランプとクランプローダーであることが強く示唆さ

れた。そこで次に、これら2つの複合体が実際に結合するかを、抗FLAG抗体を

用いた免疫沈降により解析した（図4－8）0はじめにFLAG－Rad17とRFC2－5を共発

現させた昆虫細胞抽出液を用いて、Rad17－RFC複合体が約2LLg結合した抗FLAG

抗体ビーズを得た。これに対して、精製Rad9qト1を加えてRad17－RFCとの結合を

解析した。その結果、反応系のRad9－ト1が50〝ghnlの条件で、加えたRad9－1－1量

の1／3がRad17－RFCと結合した。

4－4考察

Rad9－1－1を構成する3つのタンパク質は、アミノ′酸配列レベルでのPCNAとの

類縁性が認められており、それぞれのタンパク質が互いに相互作用することから

PCNA様の複合体を形成することが示唆されてきた。昆虫細胞発現系から精製され

たRad9＿1二1は、PCNAとほぼ同じ100kDaの分子量を持ち、これはRad9－1－1を構

成する3つのサブユニットの総和と一致することが示された（篠崎、修士論文、

2003）。次に行った電子顕微鏡による分子観察の結果から、Rad9－1－1はPCNAと同

じ3つのサブユニットから成る特徴的なリング構造を持つ複合体であることが明か

となった。クランプの代表であるPCNAは、DNAポリメラーゼの補助因子として

機能するためにその中央に一DNAを通すリング構造を持っている。今回、Rad9－1－1

がリング構造の複合体であることが明らかとなったことは、Rad91－1もPCNAと

同様にチェックポイント応答で機能するクランプであることを強く示唆した。現在、

ヒト細胞内にはDNA複製はもとより、DNA傷害乗り越えやDNA修復、さらには

染色体接着反応で機能すると考えられるポリメラーゼが13種類存在することが明

らかにされている（MasutaniandHanaOka，2001）。したがって、DNA傷害、DNA

複製停止チェックポイント応答経路初期段階のセンサー／トランスデューサーと考

えられているRad9－1－1がDNA損傷部位の指標となり、DNA傷害応答や修復に機

能するポリメーラーゼを標的部位にリクルートする機構が推測される（図4－9）。

DNA修復関連に機能すると考えられるポリメラーゼについてはその機能などまだ

不明な点も多いが、今後はRad9－1－1がどのポリメラーゼの補助因子として機能す

るのかなどを解析していくことで、チェックポイント応答で機能するクランプの役

割が明らかになると考えられる。
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図4－8　Rad17－RFCとRad9－1－1の結合の解析

（A）グリセロール密度勾配遠心で精製したRad9－ト1（400ng）の電気泳動プロ
ファイル。Rad9は昆虫細胞内でのリン酸化により、複数のバンドが見られる（参

考文献；Lindsey－Boltzetal．，2001）。（B）FLAG－Rad17とRFC2－5を共発現した昆
虫細胞抽出液から、抗FLAG抗体でRad17－RFCを免疫沈降し（1ane2）、この
Rad17－RFCに対して精製したヒトRad9－1－1（1ane3）を加えて、Rad17－RFCと共沈
降されるか解析した（1ane4）。Iane5はFLAG－Rad17ではなく、タグなしRad17と
RFC2－5を昆虫細胞で共発現させた抽出液からの免疫沈降。1ane3は精製Rad9－ト1

50ngを示す。パネルA、B共に4－20％アクリルアミドゲルによる電気泳動を行いA
はCBB染色、Bは銀染色した。また、両パネル右側に2つの複合体を構成するサブ
ユニットの泳動位置を、左側にはサイズマーカーによる分子量を示した（kDa）。
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-方､同じﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝﾄ経路でRad9-1-1と同様の初期段階で機能するRad17

は,免疫沈降実験結果から4つのⅣC小ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄと安定な複合体を形成して

いることが示され､実際に,抗FLAG抗体ｶﾗﾑから比較的容易にRad17-ⅣC複

合体を精製することができたoしかし,抗FLAG抗体ｶﾗﾑからのFLAGぺﾌﾟﾁ

ﾄﾞ溶出では, Rad17-RFCとほぼ等ﾓﾙのHSC70が混入した｡このHSC70は, FLAG

ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞによりRad17-RFCと共溶出することかち､ Rad17-RFCに結合していると

考えられる｡また､このHSC70はｸﾞﾘｾﾛ-ﾙ密度勾配遠心でも高分子から約70kDa

の沈降位置に至るまで連続的に溶出し, Rad17-RFCの画分から除去することはで

きなかった(ﾃﾞ-ﾀ未掲載)｡熱ｼｮｯｸﾀﾝ/てｸ質はﾀﾝ/てｸ質の疎水性残基に

結合しやすい性質を持っており,昆虫細胞内在のHSC70が強制発現させたRad17-

RFCに結合したものと考えられる｡この非特異的な結合は､ Mg2十存在下でATP処

理を行うことで除くことができた｡

最終精製段階のｸﾞﾘｾﾛ-ﾙ密度勾配遠心では,高分子の分画からﾋﾟ-ｸの位

置まで連続的にRad17とRFC2-5が共溶出した｡また,ｹﾞﾙろ過でも同じ傾向が見

られ､高分子に存在するものは未変性ｹﾞﾙ電気泳動により,複合体が凝集したもの

であることがわかった｡このような凝集体の形成はRFCの精製でもみられること

から､ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-複合体の-般的な傾向を示すと考えられる｡ｸﾞﾘｾﾛ-ﾙ

密度勾配遠心とｹﾞﾙろ過ｶﾗﾑのﾋﾟ-ｸ位置から求めたRad17-RFCの真の分子量

は240kDaであり,また,精製標品の構成ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄのｽﾄｲｷｵﾒﾄﾘ-から,

Rad17-RFCが5個のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄから形成されていることが示された｡このこと

から､ Rad17はRFC2_5と共に,大腸菌のγ複合体や真核生物のRFCに共通する,

ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-に特徴的な5量体型複合体を形成することが明かとなった｡

Rad17_RFCは､ DNAによって促進されるATPase括性,ﾌﾟﾗｲﾏ-/鋳型構造

の-DNAに特異的に結合する活性を有した｡本解析とは別にLindsey-Boltzらによっ

ても､昆虫細胞発現系から精製されたRad17-RFCが前述の2つの生化学的括性を

持つことが示され(Lindsey-Boltzetal., 2001),この解析結果が支持された｡また､

Rad17-RFCはRad9_1-1ｸﾗﾝﾌﾟとの結合活性を有しており,この2つの複合体が

PCNA-RFCのように対となって機能することが示された｡したがって, RFCが持

つ基本的な生化学的括性をRad17-RFCが持つことから, Rad9-ﾄ1と共にﾁｪｯｸ

ﾎﾞｲﾝﾄ応答経路でのｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系として機能することが強く期

待できる｡

私は電子顕微鏡解析によって､ RFCを対象に初めてｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-の全体構

造がu字型構造をしていることを示したが,この構造は大腸菌のγ複合体､古細

菌のRFCでも同様であることが報告されている(Jeruzalmietal.,2001 ; Oyamaetal.,

2001 ; 0,Domell et al., 2001)｡したがって,このATP非存在下でのU字構造は､
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ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-に特徴的な構造であると考えられろo今回､電子顕微鏡観察によ

ってRad17-ⅣCがRFCと同じ大きさとU字型構造を持つ複合体であることが明ら

かになり, Rad17-RFCもやはりｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-として機能していることが強く

示唆されたoまた､本解析とは別に､ GriffithらによりRad9-1-1とRad17-RFCの電

子顔微鏡解析が報告された(Gri爪也et al･･ 2002)o私が行った方法とほぼ同様の観

察方法で解析されたRad9-1-1とRad17-RFCは,私の解析結果と同様にﾘﾝｸﾞ構造

と, U字構造の複合体であるとして報告され,私の解析結果が強く支持されているo

RFCのp140とRad17の分子量はそれぞれ140kDaと76kDaであり約半分の大き

さであるが,この解析で求めたRFCとRad17-RFCの大きさには差が見られなかっ

た｡これは電子顕微鏡の分解能の限界のためであり､また,本解析で用いた低角度

回転白金蒸着法が大きく影響している.それ臥この方法でのPCNAの直径の実

測値が, X線結晶解析から求められた直径の約2.5倍になることからも分かるよう

に実際の大きさを正確に反映させることができず､分子の骨格構造がほぼ同じであ

れば､先のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの大きさの違いは明確に区別できないと考えられる｡しか

しながら, PCNAの構造観察で明らかなようにﾀﾝ/てｸ質の分子構造を正確に反映

させることができる本解析法は,今後のｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-複合体の解析

でも有効な手段である｡これまでに､ ATP非存在下でのRad17-RFCの構造解析を

行ったが,この複合体もRFCと同様にATPの添加による構造変化が予想される｡

したがって,今後RFCと同様に,生化学的解析と共にRad17-RFCの構造変化に着

日して解析を進めていくことで､ Rad17-RFCのRad9-1-1ﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ機構を解明

できると考えられる｡
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第5章

娘染色体接着で機能するクランプローダー、Chl12－RFCの精製と
機能解析

5－1序

α払12はDNA複製後の娘染色体接着に必須な遺伝子として同定され（Kouprinaet

由り1993；1994）、後にこの遺伝子は複製停止チェックポイントでも機能することが

明らかにされた（Naikietal．，2001）。C描．12遺伝子がコードするタンパク質は、RFC

サブユニットに高度に保存されている6つのモチーフを持つ、RFCファミリーに

属するタンパク質である（Cu11mannetal．，1995）。このChl12もRFC2－5と複合体を

形成することが示撃されており、Chl12－RFC複合体としてRFC、Rad17－RFCに続

く第三のクランプローダーとして機能すると考えられた（Hannaetal．，2001；Mayeret

al．，2001；Naikietal．，2001）。これまでに、RFCの標的クランプはPCNAであり、

Rad17－RFCの標的クランプはRad9－1－1であることが示された。しかしながら、

Chl12＿RFCの標的クランプは明らかにされておらず、Chl12－RFCのクランプローダ

ーとしての機能の解析を進めていくためには、その標的クランプの同定が必要であ

った。しかし、当研究グループで平行して行われた、PCNA結合タンパク質の検索

でChl12が新規PCNA結合タンパク質として同定され（Ohtaetal．，2002）、Chl12－RFC

がPCNAを標的とするクランプローダーであることが示唆された。この知見にも

とづき、バキュロウイルス発現系を用いたChl12－RFC複合体の再構築とPCNAロ

ーダーとしての機能解析を行った。

5－2材料と方法

Chl12、Ch112＿RFCに対するPCNAの結合性の解析

FLAG－Ch112単独、FLAG－Chl12とRFC2－5、FLAG－P140とRFC2－5の組み合わせ

で発現させ、得られた昆虫細胞抽出液50J⊥1（それぞれ約0．3mgのタンパク質量）

を抗FLAG抗体ビーズ3FLlと共に、0℃で1時間インキュベー卜した。50LLlのH

バッファー（1MNaCl）で4回洗浄した後、50LLlのHバッファー（0．1MNaCl）

で2回洗浄した。この結果、それぞれ約500ngの標的タンパク質が結合した抗FLAG

抗体ビーズを得た。これらのビーズに対して、精製したヒトPCNA250ngまたは出

芽酵母PCNA500ngを最終体積10LLlで加えて10分間インキュベー卜した050LLl

のHバッファー（0．1M NaCl）で2回洗浄した後、抗FLAG抗体に結合した蛋白
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園を20plの0・1Mglycine（pH3・5）で溶出し、その7〝lを4－20％ポリアクリルア

ミドゲル（テフコ）で電気泳動、銀染色を行った。

FLAG－Chl12－RFCの精製

FLAG－Ch112－RFC（以下、Chl12－RFC）の精製はFLAG－Rad17－RFCの精製方法に

もとづいて、以下の方法で行った。操作は特記のない限り0－4℃で行い、全てのバ

ッファーには終濃度0・1mMPMSF、2LLg／mlLeupeptinを添加し、グリセロール密度

勾配遠心ではさらに終濃度1mMDTTを加えた。FLAG－Chl12とRFC2－5を共発現

し、得られたた昆虫細胞抽出液（36ml、タンパク質量150mg、150cm2dish40枚相

当）を、Bバッファー（0．5MNaCl）で平衡化したDEAESephacelカラム（2・Oxl・5

crn；AmershamBiosciences）で除核酸した。この画分をPCバッファー（0・5MNaCl）

で平衡化した抗FLAG抗体カラム（antiFLAGM2－agarOSea抗nitygel、1mlbed；0・8x

l．5cm、SIGMA）にロードした。PCバッファー（1MNaCl）でカラムを洗浄した

後5mMATP、10mMMgSO。を含むPCバッファー（0・1MNaCl）5mlでカラムを平

衡化し室温で30分間保温した。同じバッファー10mlでカラムを室温で洗浄した後、

5mMATP、10mMMgSO4を除いたPCバッファー（0・3MNaCl）10mlでカラムを洗

浄した。カラムに結合したタンパク質は100FLg／mlのFLAGペプチド（F－3290；

SIGMA）を含むPCバッファー（0．3MNaCl）で200LLlづつ、計4mlで溶出した。

溶出画分の200メェ1をHバッファーで調製した4．4mlのグリセロール密度勾配遠心

（15－35％、0．1MNaCl、PH7．5）で4℃、49，000rpmで18時間遠心した（SW55Tirotor、

Beckman）。遠心チューブボトムから200JLlづつ分画し、ATPase活性、DNA結合

活性と共溶出したCh112－RFCを含む画分を、後の比活性の検討に用いた。

5－3結果

Chl12、Chl12＿RFCに対するPCNA結合性の解析

PCNAカラムによるPCNA結合タンパク質の検索が当研究室の太田によって

行われ、新規PCNA結合タンパク質としてChl12が同定された（Ohtaetal．，2002；

太田、博士論文、2003）。そこで、Ch112がRFC2－5と複合体となってPCNAロー

ダーとして機能する可能性を検討するため、まず、Chl12単独、および、Chl12－RFC

に対するPCNAの結合性を解析した（図5－1）。本研究で用いたChl12は、ZOOO年

以前に登録されていたcDNAにもとづいてクローニングしたもので、新たに2001

年に登録されたChl12よりN末端側が196アミノ酸短いことがわかった。この

FLAG－Chl12（以下、Chl12）を単独で、またはRFC2－5と共発現させた昆虫細胞抽
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図5-1 Chl12, Chl12-RFCとpCNAの結合の解析

(A) chl12とpCNAの結合の解析に先立って､ FLAG-p140とRFC2-5を共発現し
た昆虫細胞抽出液から､抗FLAG抗体でRFCを免疫沈降し(1ane 2) ,このRFCに
対して精製したﾋﾄpcNAを加えて, RFCにより共沈降されることを確認した
(1ane 4) ｡ (B) FLAG-Chl12単独で､または, FLAG-Ch112とRFC215を共発現し
た昆虫紳胞抽出液から,抗FLAG抗体でCbl12､ Chl12-RFCを免疫沈降した(1ane 5､
6).このChl12､ Chl12-RFCに対して精製したﾋﾄpcNAを加えてCh112､ Chl121
RFCと共沈降するかを解析した(1ane 8, 9) ｡また､免疫沈降したchl12-RFCに
対して出芽酵母pcNAを加えて､ Chl12-RFCと共沈降するか解析した(1ane ll) o
lane lは精製RFC90ng, Iane 3､ 7はﾋﾄpcNA25ng､ 1ane 10は出芽酵母50ngを示す｡
/てﾈﾙA, B共に4-20%ﾎﾟ.)ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙによる電気泳動を行い銀染色したo
また､両/iﾈﾙ右側にChl12とRFC2-5,ﾋﾄ､および,出芽酵母pCNAの泳動位置
を,左側にはｻｲｽﾞﾏ-ｶ-による分子量を示した(kDa) ｡ﾊﾟﾈﾙ臥右のｱｽ
ﾃﾘｽｸ(*)の位置のﾊﾞﾝﾄﾞは=sC70, =SP60である(図3-1参照) ｡
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田液から抗FLAG抗体ビーズを用いて免疫沈降を行った0同時に、コントロール

としてFLAG－RFC（以下、RFC）の免疫沈降を行った0この結果、RFC2－5のバン

ド強度の比較からRFC、Chl12－RFCそれぞれの複合体をほぼ等量（約500ng）、特

異的に結合した抗FLAG抗体ビーズを得た（図5－1、Iane2と6）0この時、Chl12

の免疫沈降で見られる2つのメジャーなコンタミバンドは、先述のHSP60、HSC70

である（図3－1参照）。また、Chl12のみを発現させた昆虫細胞抽出液からは、Chl12

のバンド強度にもとづいて、Chl12－RFC複合体とほぼ等モルのChl12が結合した抗

FLAG抗体ビーズを得た（図5－1、1ane5と6）。これらのビーズに対してPCNAを

加えRFC、Chl12およびChl12－RFCのそれぞれとPCNAとの結合性を解析した0

この結果、Chl12のみが結合したビーズとPCNAは共沈降せず、Chl12－RFC複合体

が結合したビーズと加えたPCNAの25％が共沈降した（図5－2、1ane8と9）。また、

RFCが結合したビーズと加えたPCNAの30％が共沈降することから、Chl12－RFC

とRFCに対してほぼ同じ効率でPCNAが結合していることが示された（図5－21ane

4と9）。また、ヒトPCNAの代わりに出芽酵母PCNAを用いた場合は、加えたPCNA

の3％しか共沈降しないことから、ヒトChl12－RFCに対して出芽酵母PCNAは安定

な結合をしないことが示された（図4－2、1ane12）。

FLAG－Chl12－RFCの精製

FLAG－Chl12－RFC（以下Ch112－RFC）は安定な複合体を形成し、抗FLAG抗体ビ

ーズと効率良く結合したことから、その精製はFLAG－Rad17－RFC（4章－2、－3参照）

の精製と同様に、抗FLAG抗体カラムとグリセロール密度勾配遠心を用いて行っ

た。抗FLAG抗体カラムからのFLAGペプチド溶出では、Rad17－RFCと同様にHSC70

に相当するタンパク質が混入したため（図5－2、A）、FLAGペプチド溶出の前に10mM

MgSO4．5mMATPを含むPCバッファーにカラム洗浄で除去した（図5－2、B）0抗

FLAG抗体カラムのFLAGペプチド溶出画分を用いた、グリセロール密度勾配遠心

では他のクランプローダー複合体と同様に、（図5－4、A）分子量マーカーから求

められる沈降係数11．3S（232kDa）以上の高分子量の位置から、沈降係数4．3Sの

低分子側まで広い範囲でChl12とRFC2－5の沈降がみられた。この電気泳動のバン

ド強度の定量からは、沈降係数9．OS（150kDa）の分画位置でCh112とRFC2－5が共

にピークを持ち、ここにはほぼ等モルのCh112とRFC2－5が含まれた（図5－4、B）。

このグリセロール密度勾配遠心でのChl12－RFCのピークの沈降位置は、同じ条件

でのRFC、Rad17＿RFCの沈降結果と一致していた（図3－2、B；図4－2、A参照）。

・次に、このグリセロール密度勾配遠心画分を用いてATPase活性、DNA結合活

性を測定した。はじめにATPase活性をDNA未添加の条件で測定した。その結果、

‾Chl12－RFCの沈降のピークと一致して、フラクション番号9、10のATPase活性の
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ﾙ) ｡また､ﾊﾟﾈﾙ右側にChl12とRFC215の泳動位置を,左側にはｻｲｽﾞﾏ-ｶ-
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RFC2_5の溶出ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙを求めた｡横軸にはﾌﾗｸｼｮﾝ番号を､縦軸には

KODAK image analysis system (2-1､材料と方法参照)により定量したﾊﾞﾝﾄﾞ強度
の相対値を示すo (c) Aのﾌﾗｸｼｮﾝ番号10を用いて,精製RFCと共に15%の
sDS-PAGEを行った｡
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は単独での、＋DNAはヌクレオチドモルで25［LMのpolydA／01igodTを添加した時
のChl12－RFCのATPase活性を示す。フラクション番号10で25ngのChl12－RFCが反
応系に加えられている。反応系に加えられたATPの総量は1000pmol。パネル下部
に分画番号、縦軸にATPase活性により分解された遊離無機リンのモル数を示す。
（B）ATPase活性で用いた同様の画分を用いて、nlterbin血gassayによるDNA結
合活性の測定を行った。基質DNAとして8holのpolydAまたはpolydNoligodTを
用いた。フラクション番号10で8ngのChl12－RFCが反応系に加えられている。パネ
ル下部に分画番号、縦軸に加えた総DNA量に対して、Chl12－RFCと結合したDNA
量の割合いを示した。
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ピークが得られた。また、このピークの位置のATPase活性はDNAの添加によっ

て3倍に上昇した（図5－5、A）。高分子に沈降したフラクション番号4のChl12と

RFC2－5の共沈降画分でも、ピークの位置のDNA未添加でのATPaseの約1／3の活

性を示したが、DNAを加えてもその促進は全く見られなかった。一方、低分子の

位置に沈降したCh112とRFC2－5を含む画分ではDNA未添加、添加ともにATPase

活性は検出されず、これらは活性型の複合体を形成していないと考えられる。

一方、nlterbindingass町によるDNA結合活性の測定では、どの画分を用いても

polydAとの結合活性は検出されないのに対し、フラクション番号2から10の範囲

でpolydA／01igodTとの結合活性が検出された（図5－5、B）。このDNA結合の基質

特異性はRFC、Rad17－RFCと一致した。このDNA結合活性でのピーク位置はフラ

クション番号9、10にあり、Chl12とRFC2－5が共沈降したピーク位置と、DNAに

ょって促進されるATPase活性のピーク位置と一致した。この測定では、低いATPase

活性しか示さなかったグリセロール密度遠心勾配遠心の高分子側の画分にも高い

DNA結合活性が検出されが、これはRad17－RFCでも同様で、精製過程で形成され

たChl12－RFC2－5の凝集体が示す活性と考えられる。

次章に行うChl12－RFCの解析には、DNA依存的に促進されるATPase活性と、POly

dA／01igodTに特異的に結合する活性と共溶出したフラクション番号9、10のプー

ルを精製標晶として用いた。15％ポリアクリルアミド電気泳動結果から、この標晶

の純度は95％以上であり、また、CⅢ12を1としたときの5つのバンドの相対的強

度はChl12：P40：P38：P37：P36＝1：1：0．6：0．9‥1・4となった（図5－4、C）。このサ

ブユニット間の値のふれはRFCでも同じであることから、Chl12－RFCはRFC、

Rad17－RFCと同様に5種類のサブユニット各1個が集合して形成される5量体の

複合体であることが示された。

5－4考察

Chl12はRad17と同様に、RFC大サブユニット以外のRFC2－5と複合体を形成す

ることが示唆されており、第三のクランプローダーとして機能すると考えられてき

たが（Hannaetal．，2001；Mayeretal．，2001；Naikietal．，2001）、Chl12－RFCに対する

クランプは明らかではなかった。しかし、PCNA結合タンパク質としてChl12が発

見されたことにより（Ohtaetal．，2002；太田、博士論文、2003）、Chl12－RFCをPCNA

ローダーと考えて機能解析を進めた。

バキュロウイルスを用いた発現系から得られたヒトChl12はそれ単独ではPCNA

と結合せず、Chl12＿RFC複合体としてPCNAと結合した。したがって、ヒト細胞
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申のChl12は、RFC2－5と複合体を形成してPCNA結合タンパク質として検出され

たと考えられる。実際に、PCNAカラムの結果では、細胞質抽出液からはRFC－P140

が検出されないにもかかわらず、Ch112とRFC2一針が同時に検出されている（Ohtaet

由り2002）。これらの結果を総合し、細胞内ではChl12とⅣC2－5が複合体を形成し

て機能していることが明らかとなった。また、再構築したChl12－RFCのPCNAに

対する結合効率は、RFCとPCNAとの結合とほぼ同程度であった。Chl12－RFC複

合体中の4つのRFC2－5サブユニットは、それ単独でPCNA結合活性を示すが、そ

のPCNA結合性は5量体RFCの1／5であることが報告されている（Caietal．，1997）。

したがって、Chl12－RFCがRFCとほぼ同じPCNA結合性を示した結果は、Chl12－RFC

のPCNAに対する結合には、ここの解析では検出されなかった、Chl12のPCNA

に対する結合性が重要であることを示している。また、タンパク質の一次構造にも

とづいた機能部位の理論解析によると、P140のWalkerモチーフAとBの間にPCNA

結合ペプチド配列類似の構造が見い出されており、クランプローダーのクランプに

対する結合での大サブユニットの重要性が示唆されている。この解析報告では、こ

のPCNA結合配列のp140とCh112の相同性から、Ch112－RFC複合体の標的クラン

プがPCNAであると推測しており（Ⅵnclovasetal．，2002）、私の解析結果はこの予

想が正しいことを証明したことになる。

Chl12－RFCの最終精製として行ったグリセロール密度勾配遠心では、高分子から

低分子まで広い範囲でChl12とRFC2－5が共沈降した。このような沈降の傾向はRFC、

Rad17－RFCの精製でもみられ、クランプローダー複合体が一般的に非特異的に凝

集しやすい性質を持つことを反映していると考えられる。Chl12－RFCのストークス

半径は未算出だが、その沈降係数は9．OSで、RFCとRad17－RFCの沈降係数8．9S

とほぼ一致しており、3種のクランプローダーがほぼ同じ分子量と分子形状を持つ

・複合体であることを示している。また、精製標品の構成サブユニットのストイキオ

メトリーからは、Chl12－RFCがクランプローダーに特徴的な5量体型複合体である

ことが示された。

Chl12＿RFCは、DNA依存的に促進されるATPase活性、プライマー／鋳型構造

のDNAに特異的に結合する活性を有し、クランプローダーとしての基本的生化学

特性を持つことが示された。また、Chl12－RFCはPCNAクランプと結合し、PCNA

とRFC、Rad9＿1＿1とRad17－RFCのように対となって機能することが示された。以

上のことから、Chl12－RFCはPCNAと共に娘染色体接着で第三のクランプ・クラ

ンプローダー系として機能することが強く示唆された。

本研究で用いているChl12は、現在登録されているものよりも196アミノ酸N

末端が短いために分子量86kDaの位置に泳動される。実際、PCNAカラム結合画

分の質量分析でChl12は分子量108kDaに検出されまた、ヒト293細胞質抽出液
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のウエスタンブロツティングからは約100kDaの分子量の位置にChl12が検出され

た（データ未掲載）。そのため、用いたChl12が解析結果に与える影響が懸念され

たが、本研究の解析結果からは、このN末端部分はRFC2－5との複合体形成、PCNA

結合、DNA結合活性、ATPase活性に直接要求されないことを示している。
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第6章
3つのクランプ・クランプローダー系の活性の比較

6－1序

以上のようにRFC、Rad17－RFC、Chl12－RFCの各クランプローダー型複合体をバ

キュロウイルス発現系で再構築し、FLAG抗体カラムを用いたアフィニティー精製

によって得ることができた。ここで得られた2つの新規クランプローダーは、それ

ぞれの解析からDNA依存的に促進されるATPase、プライマー／鋳型DNA結合、

標的クランプとの特異的な結合、といったRFCと同様のクランプローダーに必要

な基本的活性を持つことが明らかとなった。したがって、細胞内では少なくとも3

種のクランプ・クランプローダー系が存在し、それぞれが特異的な細胞内イベント

で機能すると考えられる。そこで、これら3種のクランプ・クランプローダー系の

共通性と特異性、また、それぞれの反応機構が実際にどのような役割を持ち、機能

するのかを明らかにするために、3つの精製クランプローダー複合体の活性の比較

を行った。

6－2材料と方法

クランプローダーによる、クランプの共沈降

3章での免疫沈降によるクランプローダー複合体形成の解析結果にもとづき、昆

虫細胞抽出液RFCは25FLl、Rad17－RFCは50LLL Ch112－RFCは20LLl［最終体積

はBバッファー（0．5MNaCl）で50LLlに調整した］と3LLlの抗FLAG抗体ビー

ズを00Cで1時間インキュベー卜した。50LLlのHバッファー（1MNaCl）で4回

洗浄した後、50LLlのHバッファー（0．1M NaCl）で2回洗浄した。・この結果、約

0・2LLgの標的タンパク質が結合した抗FLAG抗体ビーズを得た。このビーズに対

して、精製したPCNAまたはRad9－ト1を最終体積10J上1のHバッファー中に2．5、

5、10、20ng加えて10分間インキュベー卜した。50LLlのHバッファー（0・1MNaCl）

で2回洗浄した後、抗FLAG抗体に結合したタンパク質を20LLlの0．1Mグリシ

ン（pH3．5）で溶出し、その10〝1を4－20％ポリアクリルアミドゲル（テフコ）で

電気泳動し、銀染色を行った。一方で、グリシン溶出画分の10〝1を12．5％ポリア

クリルアミドゲルで電気泳動を行い、抗PCNA抗体（MBL、名古屋）、または、抗

Rad9、Husl、Radlポリクローナル抗体（名古屋大学理学研究科、杉本勝則博士よ

り供与された）の混合液を用いてウエスタンブロツティングを行い、共沈降したク
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ランプを定量した。

ATPase活性

ATPase活性の検出は、4章一2材料と方法での記述に従い行った。また、必要に

応じてヌクレオチド濃度で25〝MのDNA［polydAまたはpolydA／01igodT（ヌク

レオチド濃度で5：1）、dsDNA（pUCl18をHaeIII制限酵素処理したもの）］、300ng

のPCNAまたはRad9－l－1を反応系に加えた。

DNA結合活性

DNA結合活性測定の基質として用いた3，末端を持つヘアピン状のDNA（HP96）

は、Tsurimotoら（TsurimotoandSti11man，1991）の報告に従い合成し（サワデーテ

クノロジー、東京）、この5，末端を32pでラベルし、Filterbindingassayを行った（4

章一2材料と方法参照）。

クランプローディングアッセイ

基質DNAとなる、平均1カ所のニックを入れた開環状二本鎖pUCl18の作製は、

以下の方法で行った。mHBSバッファー［10mMHEPES（pH7．5）、0．05％Tween20、

10mMMgC12、0．2mMEDTA、0・15MNaCl］50LLl中で15LLgのpUCl18を、DNaseI

（0．01unit、BoehringerIngelheim、Germa叩）と37℃で3分間インキュベー卜した

後、等量のフェノール／クロロホルム（1：1）を加えて反応を止め、エタノール沈

澱を行なった。回収したDNAは50FLlのTEに懸濁して、開環状二本鎖puCl18（300

〝如11）を得た。

クランプローディング反応は、Iidaら（Iidaetal．，2002）の方法で行った。20〝l

のmHBS反応液を終濃度2mM阜TP（またはATPγS）と30、90、150mMのNaCl

濃度になるように調整し、図に示した量の各クランプローダーと、100ngのPCNA

またはRad9－1－1－を加えて室温で15分間インキュベー卜した。DNAと結合したタ

ンパク質は、同じバッファーで平衡化した0．2mlのsepharose CL4B（Amersham

Bioscience）スピンカラムでexcluded画分として回収した。2度のスピンカラムの

後、回収した反応産物の半分量（約9LLl）を4－12％のBis－Trisポリアクリルアミド

ゲルと、MOPSSDS泳動バッファー（NOVEX）で電気泳動し、銀染色した。Rad9－

1－1の検出は銀染色と同時に、12．5％ポリアクリルアミドゲルでの電気泳動後、抗

Radlポリクローナル抗体によるウエスタンブロツティングを行った。
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6－3結果

クランプークランプローダー間結合特性の解析

これまでの解析からRFCとChl12－RFCはPCNAを、Rad17－RFCはRad9－1－1を

標的クランプとすることが示された。しかしながら、各クランプ・クランプローダ

ー間相互の結合特異性は明らかではない。そこで、再構築系から精製した3つのク

ランプローダーと2つのクランプを用いて、クランプ・クランプローダー間の結合

特性の解析を行った。3章でのクランプローダーの免疫沈降実験から推定した細胞

抽出液中の各クランプローダー濃度をもとにして、細胞抽出液量を調整して各クラ

ンプローダーが200ng結合した抗FLAG抗体ビーズを得た（図6－1）。この抗FLAG

抗体ビーズに対して2．5、5、10、20ngのPCNAまたはRad9－1－1（モル比で、200ng

のクランプローダーの1／32、1／16、1／8、1／4量に相当）を加えてクランプローダー

と共に共沈降したクランプをウエスタンプロットにより定量、グラフ化し、その傾

きから加えたクランプ量に対して共沈降したクランプ量の割合いを求め、そこから

おおよその結合定数（ぬ）を求めた。はじめに、RFCとPCNAとの結合を解析し

た結果、これらはぬ＝2．6×106と求められた（図6－2、Aとa）。これに対して、RFC

と転d9＿ト1との結合はウエスタンプロットでX線フイルムに長時間露光しても検

出することができなかった（図6－2、Bとb）。したがって、RFCはRad9－1－1とは

結合せず、PCNAと特異的に結合することが示された。次に、Chl12－RFCとPCNA

との結合の解析を行った。その結果、これらはぬ＝3．2×106（図6－3、Aとa）と

なり、Ch112＿RFCはPCNAに対して、RFCとほぼ同じ結合性を持つことが示され

た。一方、Ch112－RFCとRad9－1－1との結合はRFCと同様に検出できなかった（図

6－3、Bとb）。同様の方法で、Rad17－RFCの解析を行った。その結果、Rad17－RFC

とRad9＿1＿1はぬ＝1．1×107（図6－4、Bとb）の高い結合を示したが、PCNAとは

ぬ＝6．4×104の結合性で、これはRad9－1－1との結合性の1／150以下であった（図6－

4、Aとa）。このRad17－RFCとPCNAの結合は、RFCおよびChl12－RFCとPCNA

の結合性の2％相当にすぎない。このことから、Rad17－RFCはRad9－ト1に対して高

い結合特異性を有することがわかった。以上の結果から、Chl12－RFCとRFCはPCNA

を特異的な標的クランプとし、Rad17－RFCはRad9－ト1を特異的な標的クランプと

することが明かとなった。

ATPase活性の比較

次に、各クランプローダーのATPase活性を解析した（図6－5）。RFCのATPase

括性はDNA依存的に促進されるが、DNAとPCNAの同時添加でさらに促進され

る。したがって、Rad17－RFCとChl12－RFCのATPase活性がDNAと、それぞれの
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図6-1 3つのｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-の昆虫細胞抽出液からの免疫沈降

ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ間結合の解析に先立って､ FLAGﾀｸﾞを付加した

p140, Rad17､ Chl12をそれぞれRFC215と共に共発現させた良虫細胞抽出液から抗
FLAG抗体を用いて等量(200ng)免疫沈降する条件の確認をおこなった｡免疫沈
降した複合体をｸﾞﾘｼﾝで溶出し､その半量を電気泳動した｡ﾚ-ﾝはそれぞれ
非感染抽出液(1) , RFC (2) ､ Rad17-RFC (3) ､ Chl12-RFC (4)の感染抽出液
からの免疫沈降を示すDﾚ-ﾝ5は精製RFCIOOng｡電気泳動は4-20%ｱｸﾘﾙｱ
ﾐﾄﾞｹﾞﾙで行い銀染色した｡また, /てﾈﾙ右側にp140, Rad17､ Chl12とRFC2-5の
泳動位置を,左側にはｻｲｽﾞﾏ-ｶ-による分子量を示した(kDa) ｡ﾊﾟﾈﾙ中
のｱｽﾃﾘｽｸ(*)の位置のﾊﾞﾝﾄﾞはHSC70, HSP60である(図3-1参照) ｡
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た｡
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2．5、5、10、20ngのPCNA（A、1ane5－9）またはRad9－1－1（B、1ane15L19）を加えて、Rad17－RFC
と共沈降するクランプ量を求めた。ネガティブコントロールのレーン4および14にはそれぞれ、

20ngのPCNAまたはRad9－1－1を加えた。免疫沈降された複合体はグリシンで溶出し、その半量を4－
20％ポリアクリルアミド電気泳動を行い銀染色した。パネルAの＊はPCNAの位置を示し、パネルB
の＊は上からRad9、Husl、Radlを示す。同時にウエスタンプロットを行い、それぞれPCNA（a）、
HuslとRadl（b）を検出した。レーン1－3、Il－13は精製したPCNAまたはRad9－1－1各1，25、2．5、5ng
を示す。レpン10および20は精製Rad17－RFClOOng。P140とRFC2－5のバンド強度から、ピpズに結
合したR和が20伽gと確認できる。パネルA、Bの右側に各タンパク質の泳動位置を、左側にはサイ
ズマーカーによる分子量を示した（kDa）。（C．）パネルa、bのウエスタンプロットのバンド強度
から、RFCに結合したクランプ量を求めてグラフに示した。横軸に加えたクランプ量、縦軸にRFC
と共沈降したクランプ量を示した。



，牒的クランプであるRad9－1－1あるいはPCNAの添加により促進されるかに着目し

て解析した0はじめにATPase活性の促進と、添加するDNA構造の関係について

解析した。図5－5に示したように7・5、15ngのRFCを用いてDNAなし、または、

ヌクレオチド濃度で25LLMのpolydA、POlydA／01igodT、dsDNAを添加し、37℃

で30分間の反応後のATPase活性を測定した0この反応条件では全て、クランプ

ローダーの添加量に応じたATP加水分解が見られ、各クランプローダー分子の活

性の程度を反映していると考えられる。まず、15ngのRFCを用いた時のDNA未

添加でのATPase活性を求めると、RFCl分子当たり0・7ATPhnin・の活性を示した0

これは、POlydAJoligodTの添加でRFCl分子当たり7・1ATPhnin・となり、RFC単

独での活性の約11倍の促進が見られた。これに対しpolydA、dsDNAの添加では

それぞれ3．9ATPhnin．、4．OATP／min．となり、いずれも約6倍の促進を示した。こ

の結果は、これまでに報告されたRFCのATPaseのDNA構造に対する特異性と一

致する（TsurimotoandStinman，1990）。同じ条件で測定したCh112－RFCl分子当た

りのATPase活性は、DNA未添加で0．7ATPhnin．であったのが、POlydAJoligodTの

添加で6．3ATPhnin．tなりChl12－RFC単独での活性の約9倍の促進がみられ、POly

dA、dsDNAの添加ではそれぞれ3．8ATPhnin．、3．4ATPhin．となり、いずれも約5

倍に促進された。この結果、RFCとChl12－RFCのDNA依存的に促進されるATPase

活性に対して、添加するDNA構造の特異性はほぼ同じであった。一方、Rad17－RFC

っいてはグリセロール密度勾配遠心の分画を用いて測定したATPa去e活性がChl12－

RFCの活性の1／2から1／3であったので、RFC、Chl12－RFC量の約3倍にあたる50ng

のRad17＿RFCを用いて測定した。その結果、DNA未添加でCh112－RFCl分子当た

り1．OATP／min．であったのが、POlydAまたはpolydA／01igodTの添加でそれぞれ1・5

ATPhnin．となりCh112－RFC単独での活性の約1．5倍の促進がみられ、dsDNAの添

加では1．3ATP／min．となり約1．3倍の促進しか示さなかった。この結果から、

Rad17＿RFCのATPase活性はRFCやChl12－RFCとは異なり、DNAによる活性促進

はほとんど見られず、プライマー末端構造に対する特異性もないことが分かった。

次に、クランプローダー単独、POlydA／01igodTの添加、POlydNoligodTとPCNA

またはRad9＿1＿1の同時添加の各条件で、37℃でのATP分解量を10分間隔で30分

まで測定した。またこの結果から、10分間反応した時点での遊離無機リンの量か

らATP分解速度を求めた（図5－6）。その結果、RFC単独では2．1ATPhnin．、DNA

の添加により14．2ATPhnin．、DNAとPCNAの同時添加によって23．7ATP／min．と

求められ、そのATP分解速度がDNAの添加、DNAとPCNAの同時添加によって

それぞれ約7倍と11倍に促進された。次に、Ch112－RFCのATP分解速度を同じ条

件で測定した結果、Chl12－RFC単独で3．1ATPhnin．がDNA添加で13．8ATP／min．、

DNAとPCNAの同時添加で17．9ATPhnin．となり、Chl12－RFC単独に対してそれぞ

・45



賢。「ごて　几√

「：ソニて－　　‾▼‾
一　ニ

藍窪

A．RFC

12

屈　9
d

．望

巴　6

迂

ち
∈　3
⊂L

l十

0

∵十十

十十㌧

□

5　　10　15ng

C．Rad17－RFC

12

葛　9
∽
（8

』

巴　6

迂

‘ち

∈　3
⊂L

l暮

0

■

■
■

■

▲

＋イ　　　　▲

Lj

25 50　ng

l■

B．ChI12－RFC

12

9

6

31　　　′Jl
●∴

■

■ □

彦ク

□呂　　5　10　15ng

－・ロー　ー

…ヰ…・PolydA

■・¢＝　PoIydAh［igodT

…ム・・dsDNA

図6＿5　ATPase活性のDNA構造特異的促進の解析
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ATPase活性をDNAなし、POlydA、POlydA／01igodT、dsDNA（pUCl18をHaeIIIで
制限酵素処理したもの）添加の各条件で比較した。グラフ横軸には反応系に加え
たタンパク質量を、縦軸には分解されたATP由来の遊離無機リンのモル数を示し
た。
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Rad17－RFCのATPase活性を、15ngのRFCとChl12－RFC、40ngのRad17dRFCを用いて

DNAなし、POlydNoligodT添加、PO＆dAJoligodTとPCNAまたはRad9－1－1添加の
各条件で、図に示す各時間でのATP由来の遊離無機リンのモル数を求めた。グラ
フ横軸には反応時間を、縦軸にはATP由来の遊離無機リンのモル数を示した0



pれ約4倍、6倍、とその程度はRFCより低いものの、RFCと同様にDNAとPCNA

一に依存してそのATPase活性が促進されることが明らかとなった。一方、Rad17－RFC

については単独で0・6ATP／min・、DNAの添加で2・2ATP血in・と約4倍の分解速度の

上昇がみられたが、これにRad9－1－1を添加すると1・6ATP血in・となり、それ以上の

促進はみられず、逆に活性が減少した0

この解析の前半部のDNA構造に対する特異性の解析ではRFC、Chl12－RFC、

Rad17－RFC単独での活性がpolydA′01igodTの添加によってそれぞれ11、9、1・5倍

に促進される結果を得た。引き続き行った、DNAとクランプに依存したATPase

活性の解析では、それぞれ同じタンパク質、POlydA／01igodTを用いて同じ反応液

中で測定したにもかかわらず、RFC、Chl12－RFC、Rad17－RFC単独での活性がpoly

dA／01igodTの添加によってそれぞれ7、4、4倍に促進され、はじめに示したのと

は異なる結果となった。これらの解析は、それぞれ独立して一度行っただけなので、

どちらの結果が正しいとは言えないが、図6－5の37℃、30分間のインキュベート

では、図6＿6でみられるようにすでに反応が飽和した状態である。したがって、考

察では図6－6の結果をもとに37℃、10分間のインキュベートでのATPase活性にも

とづき比較を行った。

DNA結合活性の比較

すでにRad17－RFC、および、Chl12－RFCはプライマー／鋳型構造を持つDNAに

特異的に結合することを示した。そこで、それぞれのDNA結合活性の比較には、

プライマー3，末端構造を持つヘアピン状DNA（HP96）を20hol（各クランプロー

ダー10ngに対してモル比で1′2量）用いて30、60、90mMの各NaCl濃度の条件下、

図に示したタンパク量を用いて行った（図6－7）。まず、RFCは30mMから90mM

までのNaCl条件と各タンパク質量で、HP96に対して結合飽和状態から、90mMNaCl、

2・5ngのタンパク質量でも20％の非常に高い結合活性を示した0これに対し、30mM

NaClの条件下、5ngのタンパク質存在下でRad17－RFCが約15％（図6－8、B）、

Chl12－RFCは約12％の結合活性であり（図6－8、C）、これらは同条件でのRFCの

DNA結合活性の約1／5であった。

次に、DNA結合未飽和の条件である、各クランプローダー5ngでのDNA結合活

性とNaCl濃度との関係を比較した（図6－8）。この時、30mMNaCl条件の各クラン

プローダーのDNA結合活性を100％として表した。その結果、RFCはNaCl濃度の

影響もほとんど受けず60mM、90mMの各塩濃度条件下83％、52％の結合活性を示

した。Rad17＿RFCは30mMNaCl濃度ですでにRFCの1／5の結合活性であったが、

塩濃度に対してほとんど影響を受けず60mM、90mMの各塩濃度条件下でも約50％

の結合を示し、Rad17－RFCがRFCと同様に、生理的塩濃度に近い条件で一定のDNA
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図6-7 DNA結合括性の解析

ﾌﾟﾗｲﾏ- 3･末端構造を持つへｱﾋﾟﾝ型DNAを用いて,ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-の
DNA結合括性を異なるNaCl濃度条件下で解析した｡ｸﾞﾗﾌ縦軸にはDNA結合量を､

横軸には反応系に加えたﾀﾝ/てｸ量を示した.
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図6－7の結果から、5ngのタンパク量を用いた場合の塩濃度とDNA結合活性の関
係を、30mMNaClの時のDNA結合活性を100％として示した。



締合条件を示すことがわかったo -方､ Ch112-RFCのDNA結合括性は強い塩感受

性を示し､ 60mM NaClの条件下では8%にまで減少し, 90mM NaClの条件下では

全く結合が見られなくなったo

ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾃﾞｲﾝｸﾞ括性の比較

卿こｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性の解析を行ったoこのｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性

は､ﾆﾂｸを持たせた開環状ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNAと各ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-､ pCNAまた

はRad9-1-1をATP存在下, 30､ 90､ 150mMの各NaCl濃度で反応させ､ DNAに

結合したｸﾗﾝﾌﾟ量を測定したoはじめにこの条件下で, RFCを7･5, 15, 30, 45ng

用いてPCNAﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性を解析した(図5-9)｡その結果､いずれの塩濃度

でもRFCによるPCNAﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性が検出されたo RFCはNaClが高濃度に

なるほど高いﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性を示し､ 45ngのﾀﾝﾊﾟｸ量を用いた時30mM NaCl

濃度で8%, 90mMNacl濃度で130/., 150mMNaCl濃度で25%のPCNAがﾛ-ﾄﾞさ

れた｡この解析で, 150mMの塩濃度でDNAに結合したPCNAが25%で飽和して

いるが,これはDNA l分子あたりPCNAが100個ﾛ-ﾄﾞされたことになり,結合

できるPCNA量が飽和したためと考えられる｡

次に, PCNAとの特異的な結合が明かとなった､ Ch112-RFCによるPCNAﾛ-ﾃﾞ

ｨﾝｸﾞ括性を解析した(図6110).その結果, 45ngのﾀﾝ/てｸ量を用いた時30mM

の塩濃度で4%のPCNAがﾛ-ﾃﾞｲﾝｸﾞされることを見い出した｡この結果は,

ch112_RFCが第二のPCNAﾛ-ﾀﾞ-であることを初めてその括性から直接に証明

したことになる｡しかし, Chl12-RFCのPCNAﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性はRFCとは異な

り, 90mM,および, 150mMNaClでﾛ-ﾄﾞされるPCNAが共に約1.5%と高塩濃度

になるのにしたがって括性は低下した｡ここで示された､ Chl12-RFCのPCNAﾛ

-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性がRFCと同様にATP加水分解に依存したものか調べるために,

30mMのNaCl濃度で30ngのChl12-RFCを用いてﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ未添加､2mMのATP

またはATPγSを添加した時0)括性を解析した(図6-11).同条件で行ったRFCに

よるPCNAﾛ-ﾃﾞｲﾝｸﾞでは､ ATPの添加でﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ未添加､および､ ATP

γs添加でのPCNAの約10倍のﾊﾞﾝﾄﾞ強度を示し､ ATP特異的にPCNAがDNA

にﾛ-ﾄﾞされたことが示された(1ane4)｡ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ未添加､およびATPγSの

添加の条件でみられる同程度のﾊﾞﾝﾄﾞ強度のPCNAは､ PCNAと結合したⅣCが

30mMの低塩濃度で基質DNAに対して高い結合括性を示したことによるﾊﾞｯｸｸﾞ

ﾗﾝﾄﾞと考えられる(1ane 3､ 5)｡ -方､ Chl12-RFCはATPの添加で,ﾇｸﾚｵﾁ

ﾄﾞ未添加､ ATPγS添加(1ane7､ 9)でのPCNAの約4倍のﾊﾞﾝﾄﾞ強度を示した(1ane

8)｡したがって, Chl12-RFCによるPCNAﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞはRFCと同様にATPの加

水分解に俵存していることが示された｡
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図6-9 RFCによるPCNAﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性の解析

(A) 7.5, 15, 30, 45ngのRFCを､開環状ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞとPCNAとATP存在下で､
30, 90､ 150mMの各NaCl濃度条件下で反応させ､ｽﾋﾟﾝｶﾗﾑでexcluded画分と
して回収したDNAとﾀﾝﾊﾟｸ質の銀染色像｡ﾊﾟﾈﾙ左側にDNAとPCNAの泳動位
置を示したoﾊﾟﾈﾙ左端のﾚ-ﾝは反応に加えたPCNAの1/2量を､その右隣は
RFC未添加での反応産物を示す｡ (B) RFCによってDNAにﾛｰﾃﾞｨﾝｸﾞされた
pcNA量を電気泳動のﾊﾞﾝﾄﾞ強度から定量してｸﾞﾗﾌに示した｡ｸﾞﾗﾌ横軸に反
応系に加えたRFC量を､縦軸にDNAにﾛ-ﾄﾞされたPCNA量の割合を示したo
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隣はChl12，RFC未添加での反応産物を示す。（B）Ch112－RFCによってDNAにロー
ディングされたPCNA量を電気泳動のバンド強度から定量してグラフに示した。
グラフ横軸に反応系に加えたChl12－RFC量を、縦軸にDNAにロードされたPCNA量
の割合を示した。
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図6-11 RFC､ Chl12-RFCによるPCNAﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞのATP依存性の解析

(A) RFC, Chl12-RFCによるPCNAﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性に対するATP,または,

ATPγSの要求性を解析した｡この解析は30mMのNaCl濃度で､ 30ngのｸﾗﾝﾌﾟﾛ-
ﾀﾞｰを用いて行ったo反応後,ｽﾋﾟﾝｶﾗﾑでexcluded画分として回収したDNA

とﾀﾝ/てｸ質の銀染色像｡ /てﾈﾙ左側にDNAとPCNAの泳動位置を,右側にp140､
Chl12, RFC2-5の泳動位置を示した｡ﾚｰﾝ6､ 10はそれぞれ15ngのRFCとChl12-
RFCを示すD
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図6-12 Rad17-RFCによるRad9-1-1ﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性の解析

(A) 7･5, 15､ 30, 45ngのRad17-RFCを,開環状ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞとRad9-1-1とATP
存在下で､ 30､ 90, 150mMの各NaCl濃度条件下で反応させ,ｽﾋﾟﾝｶﾗﾑで
excluded画分として回収したDNAとﾀﾝ/てｸ質の銀染色像｡ﾊﾟﾈﾙ左側にDNAと
Rad9-1-1の泳動位置を示した｡ﾊﾟﾈﾙ左端のﾚ-ﾝは反応に加えたRad9_ﾄ1の1/2
量を､その右隣はRad17-RFC未添加での反応産物を示すo (B)抗Radl抗体によ

るｳｪｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾄ｡ｺﾝﾄﾛ-ﾙとして,精製Rad9-1-1を1.25､ 2.5, 5ng電気
泳動した｡この量で検出されたRadlのﾊﾞﾝﾄﾞ強度はそれぞれ､反応系に加えられ
たRad9一ﾄ1全量のZ.5, 5､ 10%を示す｡



卿こ行った, Rad171RFCによるRad9-1-1ﾛ-ﾃﾞｲﾝｸﾞ括性の解析では,どの反

応条件でもDNAにﾛ-ﾄﾞされたと考えられるRad9-ﾄ1は銀染色では検出できなか

った｡また､反応系に加えられた全量の2･5､ 5､ 10%を示すRad9-ﾄ1を対照とし

て反応ｻﾝﾌﾟﾙと共に電気泳動し, 1ng以下のRadlを検出できる抗Radl抗体を用

いたｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞによってもRadlのﾊﾞﾝﾄﾞは検出できず,Rad17-ⅣC

によるRad9-ﾄ1ﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性は検出されなかった(図6-12)｡

6-4考察

本研究で再構築､精製した3つのｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-を用いて､その括性の比較

を行った｡その結果を図6-13にまとめた｡

1.ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-圃の結合性の解析では, 3つのｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-の

標的ｸﾗﾝﾌﾟとして, PCNAとRad9-1-1の間に互換性はないことが考えられ, ⅣCと

chl12_RFCはPCNA, Rad17-RFCはRad9-1-1と特異的に結合した｡また,ﾀﾝ^oｸ質

の-次構造にもとづいた機能部位の理論解析(Ⅶnclovas and Thden, 2000 ; Ⅵnclovas et

al., 2002)と,ﾋﾄK562細胞で強制発現させたFLAG-Rad17の免疫沈降実験(Rauen et al･,

2000)からRad17はRad9-1-1中のRadlと特異的に結合することが示唆されており,ま

た, Chl12はそのｱﾐﾉ酸配列の比較からPCNAとの結合が予測されていたが

(Ⅵnclovas et al., 2002),私の解析結果はその予測通り,標的ｸﾗﾝﾌﾟの識別はそれ

ぞれの複合体中の大ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄp140､ Rad17, Chl12が担っていることを明らかに

した｡これは, p140がPCNAのﾚﾝﾁ役になるように､ Rad17､ C山12が標的ｸﾗﾝﾌﾟ

を識別するとともに,それぞれのﾚﾝﾁ役となることを示唆しているo

2. Chl12_RFCとRad17-RFCは, RFCと同様にﾌﾟﾗｲﾏ-構造に対して特異的な結

合括性を示した｡しかしRFCと比較すると,その結合宿性1/5であった｡このことか

ら､実際にこれらの複合体が機能するには,ﾌﾟﾗｲﾏ-構造以外の特異的に結合す

るDNA構造を標的としている可能性がある｡

3. chl12_RFCはRFCと同様にDNA､ PCNA俵存的に促進されるATPase括性を

持ち､ RFCの1/6程度の括性ではあるが､ﾆﾂｸの入った開環状DNAにPCNAを

ATP加水分解依存的にﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞする括性を有した.これはCh112-RFCが､PCNA

に対してﾛ-ﾀﾞ-として機能することを直接示した最初の報告である.したがって､

娘染色体接着の反応機構でもｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系が要求され, PCNAが
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RFC Chl12-RFC Rad17-RFC

Aｸﾗﾝﾌﾟ結合括性PCNA 2･6×106 3･2×106 6･4×104

(結合定数Ka) Rad9_1_1 0 0 1.1×107

DNA結合括性

(HP96)

ATPase括性
+DNA

+DNA & clamp 23･7

(pcNA or Rad9-1-1) (PCNA) (pcNA) (Rad9- 1 -1)

ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性

(pCNA or Rad9-1-1)

100

(PCNA)

1 6 not detected

(pCNA) (Rad9-ﾄ1)

図6_13 RFC､ Rad17-RFC､ Chl12-RFC比括性のまとめ

(A)ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-間結合の比較｡結合定数Kaを示した(図6-2､
-3､ _4参照) ｡ (B) HP96に対するDNA結合括性の比較｡ 30mMNaCl濃度で5ngの
RFCが示す括性を100として､同じ条件下で測定したRad17-RFC, Chl12-RFCの結

合括性の相対値を示した(図6-7参照) ｡ (C) ATPase括性の此較｡ RFCとChl12-

RFCをそれぞれ15ng､ Rad17-RFCを40ng用いて37℃､ 10分間反応させた時のATP
分解速度をﾛ-ﾀﾞ-単独, poly dA/oligo dT添加, poly dA/oligo dTとPCNAまたは
Rad9_1_1との同時添加の各条件で測定した(図6-6参照) ｡ (D)ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾃﾞｨ

ﾝｸﾞ括性の比較. 45ngのRFCを用いて150mM NaCl濃度で開環状DNAにﾛ-ﾄﾞさ
れたPCNA量を100として､等量のChl12-RFCが30mM NaCl濃度でDNAにﾛ-ﾄﾞし

たpcNA量の相対値を示した｡ Rad17-RFCによるRad9-ﾄ1ﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ括性は､検
出できなかった(図6-9､ -10､ -12参照) ｡



DNAにロードされる過程が存在する0それではChl12－RFCによってロードされた

pcNAクランプは、娘染色体接着の反応機構でどのように機能しているのだろうか

（図6－14）。現在のところPCNAの娘染色体接着とのかかわりは、正確な娘染色体

分配に必須な遺伝子として同定された出芽酵母C7F7（To血etal・・1999）との遺伝

学的な相互作用しか報告されていない（Skibbensetal・，1999）。しかし、出芽酵母の

解析から娘染色体接着ではポリメラーゼ（pol）α（発表当時はp血と呼ばれたが、

その後poloに改められた）の関与が示唆されていることから（Wangetal・・2000；

Hubscheretal．，2002）、このポリメーラーぜの補助因子としてPCNAが機能する可

能性が考えられる0これまでに、POloとPCNAとの結合は見い出されていないが、

今後は実際に精製したポリメーラーゼを用いることで、これらの相互作用が明らか

にできると考えられる。

ここで観察されたChl12－RFCによるPCNAローディング活性は、RFCが150mM

のNaCl濃度で示した最も高い活性の1／6までの活性しか見い出せなかった。この

原因には以下のことが考えられる。まず、この反応基質にはニックを持たせたプラ

スミドを用いているが、Chl12－RFCにはこのDNA構造よりも高い特異性のあるDNA

基質が存在する可能性がある。実際にDNA結合活性も、プライマー／鋳型DNA

ではRFCの1／5の活性しか示さなかった。したがって、もしChl12－RFCにより結

合しやすい標的DNA構造があるならば、それを基質として細胞内でRFCと同様

の効率でPCNAをロードしていることが考えられる。また、Chl12－RFCのPCNA

ローディングとDNA結合は活性が低いだけではなく、RFCとは異なり塩濃度によ

る阻害を強く受けた。これは、本研究に用いたChl12が細胞内で発現しているもの

よりも、196アミノ酸N末端領域が短いことが原因の一つに考えられる。RFC－P140

のN末端領域には、RFC2－5には保存されていないRFCboxI（DNAligaseモチー

フ）が存在し、DNA結合に関与していることが示唆されている（Cullmannetal・，

1995）。これまでにChl12にRFCboxIが保存されているとの報告はないが、Chl12

でもN末端領域がDNA結合に関与する可能性を考えると、このN末端欠失型の

Chl12を用いたために本来のDNA結合、PCNAローディング活性が得られなかっ

たとも考えられる。第3の可能性として、Chl12－RFCのPCNAローディング活性

を促進する補助因子の存在が考えられる。実際に、出芽酵母からChl12を免疫沈降

するとRFC2＿5と共に、Ch112と同じDNA複製後の染色体接着に機能するCtf8、Dccl

が共沈降することが明らかにされている（Mayeretal．，2001）。これらのタンパク質

の生化学的特性は明らかではないが、これらが加わることで再構築したChl12－RFC

がPCNAローダーとして完全な活性を発揮する可能性がある。今後、Chl12－RFC

が特異的に結合するDNA構造の解析、あるいは、このクランプローダーと複合体

を形成する因子の解析を進めていくことで、Chl12－RFCがRFCと異なった特性で
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図6－14　娘染色体接着で機能するクランプ・クランプローダー、PCNA、
Ch112－RFCの反応機構のモデル

Chl12＿RFCによりDNAにロードされるPCNAは、娘染色体接着機構において染色
体接着因子集合の足場、または、娘染色体接着特異的なポリメラーゼの補助因子
として機能すると考えられる。詳細は本文参照。



pcNAをロードし、異なった反応経路でPCNAを機能させる機構を明らかにでき

ることが期待される0

4．Rad17－RFCはRFCと比べて、プライマー／鋳型DNAへの結合性が低いだけで

はなく、単独でのATPase活性がRFC、Chl12－RFCの1／3から1／4と低く、DNAと

Rad9一ト1の添加でもほとんど促進されなかった。電子顕微鏡観察による構造解析

からはRad9－1－1、Rad17－RFCがクランプ・クランプローダー系として機能するこ

とを強く示唆する分子構造を持つことが示されているにもかかわらず、ATPase活

性の結果に対応してRad17－RFCによるRad9－1－1ローディング活性を検出すること

はできなかった。おそらくそのローダー活性を発揮するためには、Chl12－ⅣCと同

様にRad17－RFCにもプライマー／鋳型DNAよりも、さらに特異的に結合するDNA

構造が存在し、その基質にのみRad9－1－1ローディングを行うのかもしれない。

Rad17＿RFC、Rad9－1－1はDNA傷害、DNA複製停止チェックポイントのセンサー／

トランスデューサーとして機能すると考えられている（Boddyetal．，2001）。したが

って、本来標的となるのは単純なプライマー／鋳型構造ではなく、DNA傷害に特

異的な構造やDNA複製中間体の構造のような、特殊構造なのかもしれない。しか

しながら、2002年に米国ソーク研究所で開催された「DNAreplicationandgenome

integrity」ミーティングにおいて、Sti11man研究室とBurger研究室からそれぞれヒ

ト細胞、出芽酵母から直接精製されたRad17－RFC複合体を用いると、Rad9－1－1ロ

ーディング活性が検出されることが報草された。このローディング活性が検出され

た反応系には、私が用いたものと比較していくつかの違いがあるが、基質DNAと

して私が用いたニックを持ったプラスミドと基本的には同じ構造を持つDNAが使

用されていた。これは、Rad17－RFCのRad9－1－1ローディング活性には、ニックの

入ったDNAで十分なことを示している。したがって、ここでローディング活性が

検出されなかった別の理由を考えると、2つの研究室で使用された、活性を有した

Rad17＿RFCは本来の細胞を出発材料とし、異種の発現系が使われていない点が挙

げられる。チェックポイント応答で機能するRad17－RFCは細胞内において、リン

酸化、脱リン酸化などの修飾で活性制御を受けている可能性があり（Bao etal・，

2001；P。Stetal．，2001）、昆虫細胞由来のヒトRad17－RFCにはそのような修飾が欠

けているのかもしれない。逆に、クランプであるRad9－1－1は昆虫細胞内でRad9が

高度にリン酸化を受けている（Lindsey－Boltzetal．，2001）。Stillman研究室ではロー

ディング反応に大腸菌で発現させたRad9－1－1を使用していることから、このRad9

に対するリン酸化が活性を阻害していることも考えられる。このことから、チェッ

クポイント応答経路でのローディング活性には、厳密なタンパク質翻訳後修飾が要

求される可能性がある。また、Stillman研究室の発表では、Rad17－RFCの精製度を
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高めていくことでそのロづィング活性がなくなったことから、ローディング活性

に必要なRad17－RFCの付加因子の存在が示唆されている。以上を総合して考える

と、私が行った再構成系を用いることで、Rad17－RFCのクランプローダー活性に

必要な基質DNA、付加因子、あるいは必須の翻訳後修飾の検出が行え、DNA傷害

応答経路のシグナル伝達機構の解明に有効であると考えられる。
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第7章
総合考察

真核生物で酎目互に高い類似性を持つ複数のクランプ・クランプローダー系が

存在し、複製反応を軸としたゲノムの情報維持機構に機能していると考えられる0

本研究では、それらの反応機構の特異性と機能的連携を明らかにすることを目的と

して、ヒト由来の3つのクランプ・クランプローダー系について再構築と機能解析

を行った。

クランプ・クランプローダー系の代表であるPCNAとRFCの解析で軋生化学

的な解析に加えて、新たに電子顕微鏡観察、原子間力顕微鏡による分子構造解析を

導入することで、クランプローダーに特徴的なU字型構造を見い出し、その構造

がATP加水分解依存的に変化することを証明した0この解析により、リング構造

のPCNAが結合したRFCの構造変化を駆動力として一時的に開環し、DNAにロー

ディングされる機構が説明できた。

次に、第二、第三のクランプ・クランプローダー系と示唆される複合体の再構

築を行い、精製、解析を行った。電子顕微鏡観察による構造解析から、チェックポ

イント応答因子Rad9－1－1、および、Rad17－RFCはクランプ、クランプローダーに

特有の分子構造をしており、クランプローダー型複合体であるRad17－RFCはATPase

活性、プライマー／鋳型DNAに対する結合、標的クランプであるRad9－1－1に対す

る特異的な結合、といったクランプローダーの基本的生化学特性を有したが、

Rad9＿1＿1をDNAにローディングする活性を検出することはできなかった。したが

って、そのローダー活性を発揮するために必要な、プライマー／鋳型DNA以外の

特異的な基質DNA、未同定の必須因子、あるいは関与する因子の翻訳後修飾の存

在が強く示唆される。

Chl12＿RFCについては、その標的クランプがPCNAであることを明らかにした。

再構築したChl12－RFCはプライマー／鋳型DNAとの結合活性、RFCと同等の

ATPase活性を有し、ATP依存的なPCNAローディング活性を示した。以上の結果

からChl12＿RFCは、細胞内での機能はRFCと異なるが、第二のPCNAローダーで

あることをその活性から直接に証明した。しかし、そのローダーとしての活性は

RFCよりも低いため、活性を促進する因子、あるいは、より特異的な基質DNA構

造が必要と考えられる。この点については、本研究で用いたChl12が細胞内で発現

しているものより、N末端が196アミノ酸短い点も考慮して検討する必要がある。

以上、本研究の結果で示されたように、細胞内にはその役割に応じて少なくとも

3つのクランプローダー複合体が存在し、これらはそれぞれ異なった反応経路で機

能すると考えられる。では、このような3つの複合体の特性はどのように決定され
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るのであろうかo新規ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-は,RFCIP140に相同性のあるRad17やChl12

が貯C2-5と共に形成する｡これら3つのｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-の,ｸﾗﾝﾌﾟに対する

樺異性は各複合体中の大ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ(p140､ Rad17, Chl12)によって決定され

ているように,この大ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄこそがそれぞれのｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-特性を決定

するｷ-ﾌﾟﾚｲﾔ-と考えることができる｡最近, RFCの大ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄp140に

対してHDACl (histone deacetylase l)が結合し､ RFCの染色体構造制御への閑わ

りを示唆した報告がなされた(Anderson etal･･ 2002)oその他にも細胞周期Gl/S期

制御に閑与するRb (網膜芽細胞腫, rednoblastoma) (Pennaneach etal･, 2001),細

胞増殖や分化に要求される転写因子C/EBP α (CCAAT/enhancer-binding protein α )

の結合が示されており(Hong etal., 2001)､これらは様々な機能をRFCに付加する

と考えられている｡このような観点から考えると､細胞内にはDNA複製､ﾁｪｯ

ｸﾎﾟｲﾝﾄ､娘染色体接着以外の経路で機能するｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-複合体が､まだ

複数存在しているのかもしれない｡

同様に､ C山12､ Rad17に対しても様々な因子が相互作用してこれらｸﾗﾝﾌﾟﾛ

-ﾀﾞ-の機能制御を行っていることが考えられ,このような因子の同定やその機能

の解析もｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-の多様性を考える上で興味深い課題である｡また､どの

ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-もRFCZ-5を基本構成として共有していることから､ RFC2-5を

介した共通の機能制御や情報伝達のしくみを持つことが考えられる｡今後､これら

のｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-に共通した制御系,あるいはｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-間の情報伝達と

いう観点から､細胞内での各ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの局在や細胞周期による変動,分子集合

の変化など解析を進めることが必要であり,また､このようなｱﾌﾟﾛ-ﾁによって

興味深い知見が得ることができると考えられる｡

-方､細胞内ではPCNA､ Rad9-1-1の2つのｸﾗﾝﾌﾟの存在が明らかとなり､

Rad9_ﾄ1はRad17_RFCに特異的なｸﾗﾝﾌﾟと示されたが､ PCNAはRFCとChl12-

RFCに共通のｸﾗﾝﾌﾟであることが示された｡また,実際にこれら2つの複合体

によってDNAへのﾛ-ﾄﾞが行われることから, PCNAは少なくともDNA複製ﾌ

ｵ-ｸ､および,娘染色体接着で機能していると考えられる｡また最近の報告では､

朗D6俵存的なDNA修復経路においてﾓﾉﾕﾋﾞｷﾁﾝ化､ﾏﾙﾁﾕﾋﾞｷﾁﾝ化さ

れたpcNAの存在､また, DNA修復経路とは別のSUMO (small ubiquitin-related

modifier)化されたPCNAの存在も明らかにされた(Hoege et al., 2002)｡このよう

な多様な修飾を受けたPCNAの存在は, PCNAが複数の反応機構に応じて修飾を

切り替えることのできる多機能ｸﾗﾝﾌﾟとして細胞内反応の中枢をになっているこ

とが想像できる｡

以上のように細胞内では様々な特性を持つ､複数のｸﾗﾝﾌﾟとｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-

が存在する可能性があり､複製反応を軸としたｹﾞﾉﾑの情報維持伝達機構の中枢と
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して､ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系が細胞内ｲﾍﾞﾝﾄのﾒｲﾝﾌﾟﾚｲﾔ-として

機能していると考えられる(図7)｡したがって､ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系

を研究対照とした解析は今後重要となることが考えられる｡そこで､本研究の成果

を足がかりとしてさらに解析を進め,ｹﾞﾉﾑ情報の安定な維持伝達に複数要求され

る,ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系について明らかにしていきたいと考えているo
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cohesion

Ch112-RFC
Ubiquitinqted-PCNA

DNA rep[ication

図7細胞周期を通じて､ｹﾞﾉﾑの維持伝達機構に機能するｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟ
ﾛ-ﾀﾞ-系のﾓﾃﾞﾙ

本研究で解析したPCNA ･ RFC､ PCNA ･ Chl12-RFC , Rad9-ﾄ1 ･ Rad17-RFCの
他にも,細胞内には細胞周期進行に伴って様々な反応経路で機能する､複数のｸ

ﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系が存在していると考えられる｡



謝辞

本研究を行うにあたり,御指導頂きました奈良先端科学技術大学院大学､加藤順

也教授に感謝いたします｡

また,博士前期課程から様々な御指導､御助亭賜りました吉川寛名誉教授に深く

感謝いたします｡

同じく､博士前期課程から様々な御指導､御協力頂きました小布施力史助手,白

髭克彦助手に感謝いたします｡

共同研究で御指導,御協力頂きました名古屋大学医学研究科,白倉治郎助教授､

名古屋大学理学研究科,杉本勝則助教授,京都大学生命科学研究科､竹安邦夫教授

に感謝いたします｡

そして､本研究を直接御指導頂き､多大な御助力頂きました釣本敏樹助教授に心

から感謝いたします｡

最後に､本研究に協力頂いた篠崎彩子さん,ならびに色々とお世話になりました

動物分子遺伝学講座の皆様に厚くお礼申し上げます｡

55



「l

巨

岩、

豪＿
仁

一

壬

」

参考文献

AdachiY；UsukuraJ，Ⅵ血喝idaM・（1997）AglobularCOmPlexformationbyNdalandthe

othernVemembersoftheMCMproteinfami1yin丘ssionyeast・GenesCdls・2，467－479・

AkitaS，Nis鴫imaH，NakayamaY；TbkumasuF，ThkeyasuK・（1999）CafbonnanOtubetips

fbraSCanningprobemicroscope：theirfabricationandproperties・Jouma14PhysicsD：

4押JgβdP毎正∫32，1044－1048

AndersonLA，PerkinsND・（2002）ThelargesubunitofreplicationfactorCinteractswith

thehistonedeacetylase，HDACl・JBioIChem・277，29550－29554・

BambaraRA，MuranteRS，HenricksenLA．（1997）Enzymesandreactionsattheeukaryotic

DNAreplicationfork・JBioICゐem・272，4647－4650・

BaoS，TibbettsRS，BrumbaughKM，FangY；RichardsonDA，AliA，ChenSM，Abraham

町WangXE（2001）ÅrR〟∬M－mediatedphosphorylationofhumanRad17isrequiredfor

genotoxicstressresponses・Nbture411，969－974・

BeckwithW；McAlearMA．（2000）Al1ele－SPeCi負cinteractionsbetweentheyeastRFCland

肝C5genessuggestabasisforRFCsubunit－Subunitinteractions・MblGenGeneL264，

378－391．

BertramJG，BloomLB，HingoraniMM，BeechemJM，0．Donne11M，GoodmanME（2000）

MolecularmeChanismandenergeticsofclampasse血blyin且ゞCherichiacoli・Theroleof

ArPhydrolysiswhengammacomplexloadsbetaonDNA・JBiolαem・275，28413－28420

BenkovicSJ，WentineAM，SalinasE（2001）Rephsome－mediatedDNAreplication・

R印βわcあg乱70，181－208．

BoddyMN，Russe11fl（2001）DNAreplicationcheckpoint・CurrBiol・11，R953－956・

BruCkI，0－DonnellM．（2001）Thering－tyPePOlymeraseslidingclampfami1y・GenomeBiol・

2，REVIEWS3001．

56



「

」

Burtelow MA，Roos－Matdus PM，Rauen M，BabendureJR，Kamitz LM・（2001）

ReCOnStitutionandmolecularanalysisofthehRad9－hHusl－hRadl（9－1－1）DNAdamage

responsivecheckpointcomplex・JBiolαem・276，25903－25909

caiJ，GibbsE，UhlmannEPhillipsB，％oN，0’DonnellM，HurwitzJ・（1997）Acomplex

consistingofhumanrePlicationfactorCp40，P37，andp36subunitsisaDNA－dependent

ArPaseandanintermediateintheassemblyoftheholoenzyme・JBiolαem・272，18974－

18981．

caiJ，UhlmannRGibbsE，Flores－RozasH，LeeCG，PhillipsB，FinkelsteinJ，YaoN，

0・D。nnellM，hrwitzJ．（1996）ReconstitutionofhumanreplicationfactorC丘omitsfive

sdbmitsinbaculoviruS－inftctedinsectcells・PIVC肋tlAcadSciUSA93，12896－12901

CaspariT：DahlenM，Kanter－SmolerG，LindsayHD，HofhannK，PapadimitriouK，

SunnerhagenRCarrAM・（2000）CharaCterizationofSchizosacchalV叩CeSPOmbeHusl：a

PCNA－relatedproteinthatassociateswithRadlandRad9・MoICdlBiol・20，1254－1262・

Cullmann G，Fien K，Kob野aShiR，StillmanB・（1995）Characterization ofthe丘ve

replicationfactorCgenesofSacchalVmyCeSCereVisiae・MoICkllBiol・15，4661－467l・

DeanFB，LianL，0・DonndlM・（1998）cDNAcloningandgitiseleganS，andDIVSqPhila

椚eJα乃Ogα∫fどれGβ乃β椚わ∫54，424－4弧

EllisonViStillmanB．（1998）ReconstitutionofrecombinanthumanrePlicationfactorC

（RFC）andidentification ofanRFC subcomplex possessing DNA－dependentArPase

activity・JBiolαem・273，5979－5987

EllisonV，StillmanB．（2001）Opemingoftheclamp：anintimateviewofanArP－driven

biologicalmachine・CbHlO6，655－660・

FujiseK，ZhangD，LiuJ，協hETl（2000）RegulationofapoptosisandcellcycleprogresslOn

byMCLl．Di飴rentialroleofproliftratingcellnuclearantlgen・JBioIC％em・275，39458－

39465．

FukudaK，MoriokaH，Im毎OuS，IkedaS，OhtsukaE，TsurimotoT・（1995）StruCture－

57



L

転

AlnCtionrelationshipoftheeukaryoticDNAreplicationfactor，PrOliftratlngCellnuclear

畑tlgen・∫βわgαβ∽・270，22527－22534

GreenCM，Er句ument－Bromage＝，TbmpstftLowndesNE（2000）AnovelRad24

checkpointproteincomplexcloselyrelatedtoreplicationfactorC・arrBiol・10，39－42・

GerikKJ，GarySL，BurgersPM・（1997）OverproductionandafBnitypuri丘cationof

sacchaTVmyCeSCereVisiaereplicationfactorC・JBiolαem・272，1256－1262

Gfi瓜thsDJ，BatbetNC，McCreadyS，LehmannAR，CarrAM・（1995）Fissionyeastrad17：

ahomologueofbuddingyeastRAD24thatsharesreglOnSOfsequencesimi1aritywithDNA

polymeraseaccessoryproteins・且MβOJ・14，5812－5823・

GrimthJD，Lindsey－BoltzLA，SanCarA・（2000）StruCtureSOfthehumanRad17－rePlication

factorCandcheckpointRad9－1－1complexesvisualizedbyglyceroIspraynowvoltage

microscopy・JBioIC7zem・277，15233－15236・

HannaJS，KrollES，LundbladVSpencerEA・（2001）SacchalV〝響CeSCeTYVisiaeCTF18and

CTF4arerequiredforsisterchromatidcohesion・MoICkllBiol・21，3144－3158

HingoraniMM，OfDonnellM・（1998）∬PbindingtotheE－Cherichiacoliclamploader

powersopenlngOfthering－ShapedclampofDNApolymeras占IIIholoenzyme・JBiolawm・

273，24550－24563．

HingoraniMM，BloomLB，GoodmanMR O－DonnellM・（1999）Divisionoflabor－－

sequentialJmhydrolysisdrivesassemblyofaDNApolymeraseslidingclamparound

DNA．且掴βOJ．18，5131－5144．

HingoraniMM，0・DonnellM・（2000）AtaleoftoroidsinDNAmetabolism・NdtRevMol

α〟都oJ．1，22－30．

Hoegec，PfanderB，MoldovanGL，PyrowAnkisG，JentschS・（2002）W6－dependent

I）NArepalrislinkedtomodificationofPCNAbyubiquitinandSUMO・Ndtm419，135－

141．

58



巨二1∴二、

訂
ぎ／

≡ニ／　√
㌃∴に∴　　■

藍壷

HohmuraEI，ItokazuYゝYbshimuraSH，MizuguchiG，MasamuraYS，ThkeyasuK，Shiomi

Y；TsurimotoT，NishjimaH，AkitaS，NakayamaY⊥（2000）Atomicfbrcemicroscopywith

catbonnanOtubeproberesoIvesthesubunitorganizationofproteincomplexes・JElectTDn

脚C托ばCイ乃砂〃ノ4，，415－421

HongS，ParkSJ，KongHJ，ShumanJD，CheongJ・（2001）FunctionalinteractionofbZIP

proteinsandthelargesubunitofreplicationfactorCinliverandadiposecells・JBiolaem・

27‘，28098－28105．

HubscherU，MagaG，SpadariS・（2002）EukaryoticDNApolymerases・AnnuRevBiochem・

71，133－163．

Iida℃SuetakeI，TqjimaS，MoriokaH，OhtaS，ObuseC，恥urimotoT・（2002）PCNAclamp

facilitatesactionofDNAcytosinemethyltransftraselonhemimethylatedDNA・Genes

α鮎7，997－1007

JeruZalmiD，0・DonnellM，KmiyanJ・（2001）CrystalstruCtureOftheprocessivityclamp

loadergaⅡ皿a（gamma）complexofEcoliDNApolymeraseIII・Cdl106，429－441・

JeruZalmiD，OfDonnellM，KuriyanJ．（2002）ClamploadersandslidingclamPS・ChrrQpin

∫加CJβわJ．12，217－224．

KaiM，恥nakaH，WangTS・（2001）FissionyeastRad17associateswithchromatinin

responsetoaberrantgenOmicstruCtureS■MolαllBiol・21，3289－3301・

KellerRC，MossiR，MagaG，Ⅵね11ingerRE，HdbscherU，SogoJM・（1999）Electron

microscopICanalysisrevealsthatreplicationfactorCissequesteredbysingle－Stranded

DNA．勅LCleicAcidsRes．27，3433－3437．

KelmanZ，0・DonneuM．（1995）DNApolymeraseIⅡholoenzyme：StruCtureandfunctionof

achromosomalreplicatingmachine・AnnuRevBiochem・64，171－200・

KondoT，MatsumotoK，SugimotoK・（1999）RoleofacomplexcontaimingRad17，Mec3，

andDdclintheyeastDNAdamageChec匝0intpathway・MolαllBiol・19，1136－1143・

59



Kostrub CF,al-Khodairy F, Ghazizadeh H, Carr AM, Enoch T･ (1997) Molecular analysis of

huSl+'a flSSion yeast gene required for S-M and DNA damage checkpoints･ MoI Gen Genet･

254, 389-399･

KouPrina N, Tsouladze A, Koryabin M, Hieter P, Spencer F･ Larionov V･ (1993)

Identification and genetic mapplng Of CHL genes controllingmitotic chromosome

transmission in yeast. Yeast 9, 11-19

Kouprina N, Kroll E,Kirillov A, Bannikov V･ Zakharyev V, Larionov V･ (1994) CHL12, a

gene essentialfor the fldelity of chromosome transmission in the yeast SacchaTVmyCeS

celleVisiae. Genetics 138, 1067- 1079.

Krishna TS, Kong XP, Gary S, Burgers PM, Kuriyan J･ (1994) Crystal structure of the

eukaryotic DNA polymerase processivity factor PCNA･ Cel1 79, 1233- 1243

Lindsey-Boltz LA, Bermudez VP, Hurwitz J･ SancarA･ (2001) Pmificationand

characterization of humanDNA damage checkpoint Rad complexes･ Proc Natl Acad Sci U

SA98, 11236-11241.

Masutani C, Hanaoka F. (2001) [Translesion synthesis defective in the xeroderma

pigmentosum variant cells] TanpakushiLsu Kakusan Koso 46(8 Suppl), 1097- 1 106･

Mayer ML, Gygi SP, Aebersold R, Hieter P･ (2001) Identification of RFC(Ctf18p, Ctf8p,

Dcclp):analternative RFC complex required for sister chromatid cohesion in S･ cerevisiae･

MoI Cel1 7, 959-970

Melo JA, Cohen J, Toczyski DP. (2001) Two checkpoint complexesare independently

recruited to sites of DNA damage in vivo･ Genes Dev･ 15, 2809-282l･

Mossi R, Hubscher U. (1998) Clamping down on clampsand clamp loaders--the eukaryotic

replication factor C. Eur J Biochem･ 254, 209-216･

Mossi R, Jonsson ZO,Al1en BL, Hardin SH, Hubscher U･ (1997) Replication factor C

interacts with the･ C-teminalside of proliferatlng Cell nuclearantlgen･ J BioI Chem･ 272,

1769-1776.

60



Murray JM, Carr AM,Lehmann AR, Watts FZ･ (1991) Cloning and characterisation of the

rad9 DNA repalr gene from Schizosaccharomyces pombe･ Nucleic Acids Res･ 19, 3525-

3531.

Naiki T, Kondo T, Nakada D, Matsumoto K, Sugimoto K･ (2001) Chl12 (Ctf18) forms a

novel replication factor C-related complexand functions redundantly with Rad24 in the

DNA replication checkpoint pathway･ MoI Cell Biol･ 21･ 5838-5845

Naiki T, Shimomura T, Kondo T, Matsumoto K, Sugimoto K･ (2000) Rfc5, in cooperation

with rad24, controls DNA damage checkpoints throughout the cell cycle in SacchalVmyCeS

cerevisiae. MoI Cell Biol. 20, 5888-5896.

Neuwald AF, Aravind L, Spouge JL, Koonin EV･ (1999) AAA+‥ A class of chaperone-1ike

ATPases associated with the assembly, operation,and disassembly of protein complexes･

Genome Res. 9, 27-43.

Nishijima H, Kamo S, Akita S, Nakayama Y, Hohmura KI, Yoshimura SH, Takeyasu K･

(1999) Carbon-nanotube tips for sccaning probemicroscopy･･ Preparation by a controlled

processand observation of deoxyribonucleic acid･ AppI Phys Lett･ 74, 4061-4063

ofConnell MJ, Walworth NC, Carr AM. (2000) The G2-phase DNA-damage checkpoint･

7TTmds Cell Biol. 10, 296-303.

ogura T, Wilkinson AJ･ (2001) AAA+ superfami1y ATPases: common structure--diverse

function. Genes Cells 6, 575-597.

ohta S, ShiomiY, Sugimoto K, Obuse C, Tsurimoto T･ (2002) A Proteomics Approach to

ldentifyProliferating Cell NuclearAntigen (PCNA)-binding Proteins in Human Cell

Lysates. IDENTIFICATION OF THE HUMAN CHL12/RFCs2-5 COMPLEX AS A

NOVEL PCNA_BINDING PROTEIN. J BioI Chem. 277, 40362-40367.

OIDonnell M, Onrust R, Dean FB, Chen M, Hurwitz J･ (1993) Homology in accessory

proteins of replicative polymerases--E･ coli to humansI Nucleic Acids Res･ 21･ 113･

61



o･Donnell M'JeruzalmiD･ Kuriyan J･ (2001) Clamp loader structure predicts the

architecture of DNA polymerase IⅡ holoenzyme and RFC･ Curr Biol･ 11, R935-946･

onrust R, 0･Donne11 M･ (1993) DNA polymerase III accessory proteins･ II･ Characterization

of delta and delta'･ J BioI Chem･ 268, 1 1766-1 1772･

oyama T, Ishino Y, Cann IK, Ishino S, Morikawa K･ (2001) Atomic structure of the clamp

l.ader small subunit from PylVCOCCuSPriosus･ MoI Cel1 8, 455-463･

pennaneach V, Sal1es-Passador I, Munshi A, Brickner H, Regazzoni K, Dick F, Dyson N･

chen TT, Wang JY, Fotedar R, Fotedar A･ (2001) The large subunit of replication factor C

promotes cell survivalafter DNA damage inanLxCxE motif- and Rb-dependent manner･

肋J α〟. 7, 715-727.

podust LM, Podust VN, Sogo JM, Hubscher U･ (1995) Mammalian DNA polymerase

auxili叩PrOteins:analysis of replication factor C-catalyzed proliferatlng Cell nuclear

antigen loading onto circular double-stranded DNA･ MoI Cell Biol･ 15, 3072-308 1 ･

podust VN, Fanning E. (1997) Assembly offunctional replication factor C expressed using

recombinant baculovirdses. J BioI Chem. 272, 6303-63 10.

post s, weng yc, cimprich K, Chen LB, Xu Y, Lee EY･ (2001) Phosphorylation of serines

635 and 645 of humanRad17 is cell cycle regulatedand is required for G(1)/S checkpoint

activation in response to DNA damage･ Pnoc Natl Acad Sci U SA 98, 13 102-13 107･

Rauen M, Burtelow MA, Dufault VM, Kamitz LM･ (2000) The humancheckpoint protein

hRad17 interacts with the PCNA-1ike proteins hRadl, hHusl, and hRad9･ J BioI Chem･ 275,

29767-2977 1

Rowley R, Subramani S, Young PG･ (1992) Checkpoint controls in Schizosaccharomyces

pombe･. radl. EMBO J. 11, 1335-1342.

Shao z, yang J, Somlyo AP･ (1995) Biological atomic forcemicroscopy: frommicrons to

nanometers and beyond･ Annu Rev Cell Dev Biol･ 11, 24l-265･

62



shibahara K, Sti皿man B･ (1999) Rephcation-dependent marking of DNA by PCNA

facilitates CAF- 1-coupled inheritance of chromatin･ Cel1 96, 575-585･

shiomiY, Usukura J, Masamura Y, Thkeyasu K, Nakayama Y, Obuse C, Yoshikawa H,

Tsurimoto T･ (2000) ATP-dependent structural change of the eukaryotic clamp-loader

protein, replication factor C･ PrDC Natl Acad Sci U SA 97, 14127-14132

shiomiY, Shinozaki A, Nakada D, Sugimoto K, Usukura J, Obuse C･ Tsurimoto T･ (2002)

clampand clamp loader structures of the human checkpoint protein complexes･ Rad9-l-1

and Rad17-RFC. Genes Cells 7, 861-868.

siegel LM, Monty KJ･ (1966) Detemination of molecularweightsand fdctionalratios of

proteins in impure systems by use of gel filtration and density gradient centrifugation･

Application to crude preparations of sulfiteand hydroxylamine reductases･ Biochim Biophys

Acta 112, 346-362

skibbens RV, Corson LB, Koshland D, Hieter P. (1999) Ctf7p is essentialfor sister

chromatid cobesion and links mitotic cbromosome stnlCture tO the DNA replication

machinery･ Genes Dev･ 13, 307-3 19･

smithML, Chen IT, Zhan Q, Bae I, Chen CY, Gilmer TM, KastanMB, 0'Connor PM,

Fomace AJ Jr. (1994) Interaction of the p53-regulated protein Gadd45 withproliferating

ce11 nuclear antigen･ Science 266, 1376- 1380･

spencer F, Gerring SL, Connelly C, Hieter P･ (1990) Mitotic chromosome transmission

fidelitymutants in SacchaTVmyCeS CereVisiae･ Genetics 124, 237-249･

StillmanB. (1994) Smart machines at the DNA replication fork･ Cel1 7S, 725-728･

St Onge RP, Ude11 CM, Casselman R, Davey S･ (1999) The human G2 checkpoint controI

protein hRAD9 is a nuclearphosphoprotein that forms complexes with hW l and hHUS l ･

MoI BioI Cel1 10, 1985-1995.

Takeyasu K, Omote H, Nettikadan S, Tokumasu F, Iwamoto-Kihara A, Futai M･ (1996)

Molecular imaglng Of Escherichia coli FOFl-ATPase in reconstituted membranes uslng

63



atomic fbrcemicroscopy･ FEBS Lett･ 392, 110-113.

Thelen MP, Venclovas C, Fidelis K･ (1999) A sliding clamp model for the Radl family of

cell cycle checkpoint proteins･ Cel1 96i 769-770･

Toth A, Ciosk R, Uhlmann F, Galova M, Schleiffer A, Nasmyth K･ (1999) Yeast cohesin

complex requires a conserved protein, Ecolp(Ctf7)･ to establish cohesion between sister

chromatids during DNA replication･ Genes Dev･ 13, 320-333･

Trakselis MA, Benkovic SJ. (2001) Intricacies in ATP-dependent clamp loading: variations

across replication systems･ Structure (Camb) 9, 999- 1004･

Tsurimoto T, Stillman B. (1989) Pmification of a cellular replicatiop factor, RF-C, that is

required for coordinated synthesis of leading and lagglng Strands during simian virus 40

DNA replication in vitro･ MoI Cell Biol･ 9, 609-619･

Tsurimoto T, StinmanB. (1990) Functions of replication factor Cand proliferating-cell

nuclearantigen:functionalsimi1arity of DNA polymerase accessory proteins from human

cellsand bacteriophage T4･ Pnoc NatlAcad Sci U S A 87, 1023-1027

Tsdrimoto T, Stillman B. (1991) Replication factors required for SV40 DNA replication in

vitro. I. DNA structure-specific recogmition of a pnmer-template junction by eukaryotic

DNA polymerases and their accessory proteins･ J BioI Chem･ 266, 1950- 1960･

Turner J, Hingorani MM, Kelman Z, O'Donne11 M･ (1999) The internalworkings of a DNA

polymerase clamp-loading machine･ EMBO J･ 18, 77 l-783･

Uhlmann F, Cai J, Flores-Rozas H, Dean FB, Finkelstein J, 0'Donnell M, Hurwitz J･ (1996)

In vitro reconstitution of humanreplication factor C from its five subunits･ Proc Natl Acad

Sci USA 93, 652l-6526.

Umar A, Buermeyer AB, Simon JA, Thomas DC, Clark AB, Liskay RM, Kunkel TA. (1996)

Requlrement for PCNA in DNAmismatch repalr at a SteP PreCeding DNA resynthesis･ Cel1

87,65173.

64



usukura J, Nishizawa Y, Shimomura A, Kobayashi K, Nagatsu T, Hagiwara M･ (2000)

Direct imaglng Of phospborylation-dependent confb-ational change弧d DNA binding of

cREB by electronmicroscopy･ Genes Cells 5, 515-522

vale RD. (2000) AAA proteins. Lords of the ring･ J Cell Biol･ 150, F13-19･

venqlovas C, Thelen MP･ (2000) Structure-based predictions of Radl, Rad9, Husl and

Rad17 participation in sliding clampand clamp-loading complexes･ Nucleic Acids Res･ 2S,

248ﾄ2493.

venclovas C, Colvin ME, Thelen MP. (2002) Molecularmodeling-based analysis of

interactions in the RFC-dependent clamp-loading process･ Protein Sci･ 11, 2403-2416･

volkmer E, Kamitz LM. (1999) Humanhomologs of Schizosacchwomyces pombe radl･

husl,and rad9 forma DNA damage-responsi.ve protein complex･ J BioI Chem･ 274･ 567-

570.

waga s, stiumanB･ (1998) The DNA replication fork in eukaryotic cells･ Annu Rev

Biochem. 67, 72l-751.

wang z, castano IB, De Las Penas A, Adams C, ChristmanMF･ Pol kappa: A DNA

polymerase required for sister chromatid cohesion･ Science 289･ 774-779･

weinert TA,Kiser GL, Hartwe11 LH. (1994) Mitotic checkpoint genes in budding yeastand

the dependence ofmitosis on DNA replicationand repair･ Genes Dev･ 8, 652-665･

yu RC, Hanson PI, Jahn R, Brunger ÅT. (1998) Structure of the ATP-dependent

oligomerization domain of N-ethylmaleimide sensitive factor complexed with ATP･ Nat

Struct Biol. 5, 803-81l.

Xiong Y, Zhang H, Beach D･ (1992) D type cyclins associate with multiple protein kinases

and the DNA replicationand repair factor PCNA･ Cel1 71, 505-514･

Zhou BB, Elledge SJ. (2000) The DNA damage response: putting checkpoints in

Perspective. Nature 408, 433-439･

65



zou L, Cortez D, Enedge SJ･ (2002) Regulation of ATR substrate selection by Rad17-

･ dependent loading ofRad9 complexes onto chromatin･ Genes Dev･ 16, 198-208･

太田聡(2003) ｢ﾋﾄ細胞における染色体複製因子機能ﾈｯﾄﾜ-ｸの解析-pcNA

結合因子の網羅的な同定- -oRC複合体形成制御とその機能-｣博士論文

篠崎彩子(2003) ｢PCNAﾌｱﾐﾘ-ﾀﾝ′てｸ質と, RFCﾌｱﾐﾘ-ﾀﾝ/てｸ質

の解析｣修士論文

辻本貴士(1997) ｢ﾊﾞｷｭﾛｳｲﾙｽを用いたﾋﾄRF-Cの大量発現系の構築｣修

士論文

釣本ら,日本生化学会編(1993)新生化学実験講座2核酸4遺伝子の複製と

発現, 77-89

66



「l

n∴∵∵

転

参考資料

ArP－dependentstruCturalchangeOftheeukaryoticclamp－loaderprotein，

replicationfactorC・

ShiomiY；UsukuraJ，MasarrmraY；ThkeyasuK，NakayamaYiObuseC，

YbshikawaH，ThrimotoTJ

ProcNatlAcadSciUSA2000Dec19；97（26）：14127－32

ClampandclamploaderstruCtureSOfthehumancheckpointproteincomplexes，

Rad9－1－1andRad17－RFC．

ShiomiYiShinozakiA，NakadaD，SuglmOtOK，UsuknraJ，ObuseC，

TゝudmotoT．

GenesCells．2002Aug；7（8）：861－8・

AProteomicsApproachtoIdenqfyProliftratingCdlNuclearAntigen

（PCNA）－bindingProteinsinHumanCell旬SateS・

IDENTⅡ巧CÅnONOFTHEHUMANCHL12／RfCs2－5COMPLEXASA

NOVELPCNA－BINDINGPROTEIN．

OhtaS，ShiomiY；SuglmOtOK，ObuseC，TburimotoT・

JBioIChem．20020ct25；277（43）：40362－7．

67


