
論文内容の要旨

博士論文題目ﾌﾗｯﾌﾟｪﾝﾄﾞﾇｸﾚｱ-ｾﾞ1とPCNAの相互作用の構造的基礎

Structural basis for recruitment of flap endonuclease-1 to PCNA

氏名楼井滋

(論文内容の要旨)

ﾌﾗｯﾌﾟﾇｸﾚｱ-ｾﾞ1 (]nap呈nOdo旦Culease-i; FENl)は, DNA合成の過程で生成

するRNA-DNAﾌﾟﾗｲﾏ-や, DNAの修復の過程で生じるflapDNA,二本鎖DNA

から枝分かれして突出した-本鎖DNA,を切除する酵素であり,ｹﾞﾉﾑ維持におい

て極めて重要な役割を担っているoしかしながら,ﾋﾄを含む莫核生物由来のFENl

の三次元分子構造は未知であり,どうのようにflapDNAを認識して,正確にその部

位でのみflap DNA鎖を切断するかは謎のままである｡また, FENlはDNAｸﾗﾝ

ﾌﾟとして知られている増殖細胞核抗原(proliferating呈e11旦uClear旦ntigen; PCNA)と結合

して,その酵素活性を大幅に促進するが,そのﾒｶﾆｽﾞﾑも理解されていない｡

本論文では,ﾋﾄFENlとpCNAとの複合体の結晶構造を決定して, FENl-PCNA

相互作用の詳細を明らかにするとともに,真核生物由来のFENlの構造的特徽flap

DNAとの構造特異的相互作用ならびにPCNAにおける活性促進のﾒｶﾆｽﾞﾑにつ

いての構造的基礎を明らかにした｡

構造決定の結果､真核生物由来のFENlに特徴的なc末端領域は, 2本のβｽﾄ

ﾗﾝﾄﾞが1本の短い-ﾘｯｸｽで繋がったβA-αA-βBﾓﾁ-ﾌを形成して, PCNA

とのβｼ-ﾄ形成や疎水的相互作用に関与することが判明した｡この相互作用は以

前に構造解析されたｻｲｸﾘﾝ依存性ｷﾅ-ｾﾞ阻害ﾀﾝﾊﾟｸ質p21CIPl′WAFlとFENl

との相互作用によく似ていたが, FENl全長を含む今回の構造では, FENlのｺｱﾄﾞ

ﾒｲﾝを介したpcNAとの付加的な相互作用も存在することも明らかにした｡分子

境界でのこの相互作用は, FENlを不活性な状態の配向に椎持するとともに, PCNA

の中央の穴を保持することによって,DNA上を高速に移動するのに利用されている

と考えられる｡FENlのｺｱﾄﾞﾒｲﾝとC末端との間に存在していたﾋﾝｼﾞ領域は,

FENlや他のPCNA結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の活性の切替えに重要であることを示した｡
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(論文審査結果の要旨)

本論文は､DNA合成や修復の過程で生じる鮎pDNAを切除する重要な酵素であると卜由

来のﾌﾗｯﾌﾟﾇｸﾚｱ-ｾﾞ1 (9ap呈nOdo些Culease一土; FENl)の酵素機能と,増殖細胞核抗原

(proliferating旦ell些uClear Antigen; PCNA)によるFENlの活性制御のﾒｶﾆｽﾞﾑについて構造

生物学の立場からの解明を目指した研究である｡著者は,両ﾀﾝﾊﾟｸ質の大量調製と,

FENl-PCNA複合体ならびにFENﾄPCNA-DNA複合体の結晶化に成功している｡ﾀﾝﾊﾟｸ

質化学的な手法により両ﾀﾝﾊﾟｸ質や複合体の物理化学的な性質を解析するとともに,前

者については, Ⅹ線結晶構造解析の手法を駆使して構造決定に成功している｡得られた三

次元構造に基づいて, FENl本体やFENl-PCNA複合体について報告されてきた膨大な量の

生化学的な実験ﾃﾞ-ﾀを説明することを試みている｡本論文の主な成果は以下のように要

約される｡

1.真核生物由来のFENlの三次元構造を世界に先駆けて明らかにして,古細菌由来等の

ものとの違いを明らかにした｡特に, 5'-flapDNAを捕らえると考えられているｸﾗﾝ

ﾌﾟﾙ-ﾌﾟ, 3'-flapDNAの結合に関与するα21α3ﾙ-ﾌﾟ,ならびにC一末端のﾃ-ﾙに大

きな構造的差異があるo

2･ FENl分子表面の特徴とこれまで報告されている生化学的,構造学的ﾃﾞ-ﾀを用いて,

flap DNAとの複合体ﾓﾃﾞﾙを構築することにより特異的相互作用の構造的基礎を明ら

かにした｡

3･ FENlとPCNAとの分子間相互作用の詳細を解明した｡特に,この分子間相互作用に

は,FENlのC一末領域ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞとpCNAとの相互作用と,FENlのｺｱﾄﾞﾒｲﾝとpCNA

とのﾀﾝﾊﾟｸ質-ﾀﾝﾊﾟｸ質相互作用の二種類あることを明らかにした｡

4･ FENlのｺｱﾄﾞﾒｲﾝとpCNAに強く結合したC一末領域ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞとの間には4残基

からなるﾙ-ﾌﾟがあり,ｺｱﾄﾞﾒｲﾝとpCNAﾘﾝｸﾞとの相対位置を変えるﾋﾝｼﾞと

して機能していることを明らかにした｡

5･ﾋﾝｼﾞによるFENlｺｱﾄﾞﾒｲﾝの位置調節は, FENﾄPCNA複合体が二本鎖DNA

上を高速に移動して鮎pDNAを探し当てたり,鮎pDNA部位での酵素一基質複合体の形

成,更には他のPCNA結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の括性の切替えに重要であることを示した｡

本論文は, FENl-PCNAのﾀﾝﾊﾟｸ質複合体の三次元構造解析を成功させることによって,

FENlのDNA構造特異的な酵素ﾒｶﾆｽﾞﾑやpCNAの酵素作用の制御ﾒｶﾆｽﾞﾑの構造的

基礎を確立しており,理学,特に, DNA複製や修復ならびにｹﾞﾉﾑ椎持の構造生物学の分

野において学術上の寄与が十分である｡よって,博士(理学)の学位論文として価値あるも

のと認める｡


