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ｹﾞﾉﾑ情報の安走な維持伝達は､ DNAの複製と修復､染色体の再構築と分配､と

いった細胞周期の進行に特有な反応を担った数多くのﾀﾝﾊﾟ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､ｹﾞﾉﾑ情報の安走な

推持伝達に関与する因子の反応機構には､機能的な類緑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ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ8/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｡その結呆､ 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｡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にﾛ-

ﾃﾞｲﾝｸﾞする機構が説明された｡

当初､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｡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｡

DNA傷害､複製停止ﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄ応答に必須な因子である分裂酵母､ﾋﾄの

RAD9､ HUSl､ RADl (出芽酵母DDCl､ MEC3､ RAD17に相当)はpcNA類似ﾀﾝ

ﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞしており､お互いに相互作用する｡そこでこれらはRad9/Husl侭adl

(Rad9-ﾄ1)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､同じﾁｪｯｸﾎﾟ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､ Rad9-1-1に村応するｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-と考えられた｡ RFC同様､ﾊﾞｷｭ

ﾛｳｲﾙｽ発硯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

Rad9-1-1と特異的な結合を示した｡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活性は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





論文審査結果の要旨
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ｹﾞﾉﾑ情報の安定な維持機構は､ DNAの複製と修復､染色体の再構築と分配など

紺胞周期の制御に関わる蛋白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り､これらの蛋白質の反応機構には､機能的な類縁姓だけで

なく共有の基本原理が存在することが明らかになった｡その-例として,莫核生物で

は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維持機構の分子集合の中枢として機能することがあげられる｡申請

者は､こ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､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い以下の実験結果を得た｡

1)ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系の代表であるPCNA/RFC系をﾊﾞｷｭｳﾛｳｲﾙ

ｽ発現系を用いて再構築し､生化学的解析に加えて電子顕微鏡を用いた分子構造解析

を行った｡その結果､ RfCがu字型の複合体であり､その構造がATP加水分解依存

的に変化することを見いだした.これにより､ﾘﾝｸﾞ構造のPCNAが､結合したRFC

の構造変化を原動力として-時的に開環しDNAにﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞする機構が説明され

た｡

2)ﾊﾞｷｭｳﾙｳｲﾙｽ発現系により再構築したRad17-RFCが､ pcNA類似のRad9-

1-1複合体と特異的に結合し､ﾌﾟﾗｲﾏ-/鋳型DNAとの結合活性やATPase括性を有

することを見いだした｡また､電子顕微鏡観察によりRad9-1-1/ Rad17-RFCが､

PCNA/RFCと同-の構造をとることを明らかにした｡これらの結果は､ Rad9-1-1/

Rad17-RFCが第二のｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系であることを強く示唆した｡

3) RFCﾌｱﾐﾘ-に属し､ DNA複製後の姉妹染色体接着に必須なch112が､ RFC

の4つの小ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄとCh112-RFC複合体を形成し､ﾌﾟﾗｲﾏ-/鋳型DNAとの結

合活性やATPase活性を有することを見いだした.また､ Chl12-RFCがpcNAと特異

的に結合し､弱いながらもATP依存的DNAﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ活性を示すことを明らかに

し､第二のPCNAﾛ-ﾀﾞ-であることを直接証明した｡

本研究は､晴乳類ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系に着目し､その代表である

PCNA/RFCに関しATP加水分解依存的分子構造の変化を見いだすとともに､第二､

第三のｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系であるRad9-111/Rad17-RFCとPCNA/Chl12_RFC

についてもその存在や機能を初めて明らかにした｡

以上のように､本論文は晴乳類ｸﾗﾝﾌﾟ･ｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-系の分子構造上､機能

上の新しいﾓﾃﾞﾙを提唱するもので､学術上､応用上員献するところが少なくない｡

よって審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あ

るものと認めた｡


