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（桔試9-3)

氏 名 荒牧峻彦

論文名 S廿uctureand白nctionanalysおofPri.C, a replication restart 

五五C加1rin Escherichia coli （大腸菌プライモソーム構成因子Pri.Cの構

造およひ糠櫛斬）

論文審査の結果の要旨

原核生物から真核生物比至るすべての細胞性生物は、種の維持および個体の生存のために迅速かっ正確な染色体

DNAの複製を行なっており、厳密な複製制街欄曹を有している。たとえば大腸菌においては、。染色体DNA上の

特異的な配列からなる複製記長oガCへの加aAタンパク質の集合が引き金となって複製装置が形成され、益i)DnaB 

ヘリカーゼによる DNA二重鎖の開裂によって複製フォークは進行し、副）白iaGプライマーゼによる RNAプライマ

ーの合成、さらにはiv）ポリメラーゼによる新生鎖の伸長が行なわれ、 DNA複製は完了する。しかしながら、進行

中の複製装置は紫外線や化学物質などによる DNA損傷に出会うことで進行を停止し、場合によってはDNAから解

離してしまう。すなわち、 DNA複製の完全性を保つためには－EL解離した複製装置をDNA上に再ひf呼び込む機構

が必要となる。大腸菌においては、 DNA複製再開企姻子である PriA、PriB、町iCおよびDnaTが協調的・規律的に

集合してDnaBおよびDnaGを呼び込むことで；DNA複製が再開始す右と考えられている。また、 DNA複製再開始

因子は 1980年代に大腸菌に感染するゆ，X174ファージがDNA複製を行なうために必須の宿主由来タンパク質群と

して発見されたが、大腸菌自身の oriCへの DnaBの導入には必須で、はない。一方で、停止した複製フォークへの

白laBの導入はDnaAではなく DNA複製再開始因子が担うことから、その分子メカニズムを解明することは重要で、

ある。近年、構造生物学的なアフ。ローチが様々な反応の分子メカニズムの解明に大きく貢献している。 DNA複製

再開始機構において、 DnaBの導入に至るまでにいくつかの規僧姫路が知られており、 PriAを起点とした協調的

な複合体形成経路に関しては、 PriAおよび町也の立イ材審造が解かれ、原子レベルでのメカニズムが解明されてきて

いる。一方で、、 PriCを起点とした複製再開始経路に関しでは、 PriCが鞠虫で、白taBを導入するという生化学的な報

告があるものの、凶Cの立体構造は未だ不明で、あり、詳細なメカニズムの解明には至っていない。そこで、申請者は、

町Cの立体構湖勃庁および詳細な機古欄斤を行なうことで、 DNA複製再開始のメカニズム解明を目指した。

PriCをV8pro色白eで消化して得られたペプチド断片に対してMALDITO下MS角勃庁を行なった結果、凶Cの1・97

および 12-97残基からなる断片を示す2つのピーク (10,802および 9,536）を得た。また、 τPCK”句予sinおよび

chymo町psinを用いて得られた断片に関しても同様に解析した結果、 PriCは93JJ7残基を境に、 N末側およびC末

側に各々ドメイン (NTDおよびCTD)を有することが分かった。さらに、BC,15NでラベルしたNTDに関してNMR

を用いて構造鰯庁を行なった結果、 3本のαヘリックスと 1本の長いノレープからなる構造を持っていた。立体結果

をもとに機能を推定するために、 DALIサーバーを用いて構造類似出寺つ蛋白質を検索した。その結果を既存の3

本のヘリックスから構成されるバンドノレ構造は様々なタンパク質に見られ、構造を基にした凶Cの機能の類推はで

きなかった。一方で、原核生物の持つ凶Cにはそのノレープにあたる領域で一次配列が高く保存されており、凶Cの

機能に関与する可能性が示唆された。

次に、ゲノレシフトアッセイを行なった結果、 DNA-NTD複合体は検出されなかったが、 DNA-CID複合体は見ら

れたことから、 CIDがDNA結合ドメインであることが分かった。また、高塩濃度桐生下でその結合が弱まり、静

静句な相互作用が窺えた。さらに、 22種類のアラニン変異体を用いて同様にゲノレシフトアッセイを行なった結果、

野生型と比べて9種類の変異体侭107A、KlllA、R121A、R123A、R129A、R158A、R155A、K165A、Fl18A）に



おいてDNA結合能の低下が見られた。すなわち、それら9個のアミノ酸残基がDNA結合に重要であることが示唆

された。一方、高濃度のN1DがDNA存在下で凝集性を示す結果を得たことから、 N恥伎を用いたDNA滴定実験

を行なった。その結果、 N1Dは片側にDNA結合サイトを有し、またゲルシフトアッセイでは検出できない程度の

弱いDNA結合能を有することが分かった（Kn=125 m問。一方、架橋実験により、 N1DがDNA結合に伴って多

量体を形成することがわかった。これらの結果から、 PriCはN末端則ドメインで多量体を形成することで、 DNA

と相互作用している可能性を示した。

フ。ルダウンアッセイにより SSBとの相互作用を解析した結果、CIDがSSB結合ドメインであることが分かった。

さらに、 SSB および SSB~C8 (SSBの C末側8アミノ酸欠損体）を用いてゲノレシフトアッセイを行なった結果、

SSB企csでは三者複合体を形成したかったことから、町CがSSBのC末担lj領域と相互作用して三者複合体を形成す

ることが分かつーた。また、アラニン変異体を用いて同様に解析した結果、野生型と比べて5種類の変異体侭121A、

R129A、R155A、F118A、Y152A）において SSB結合能の低下が見られた。すなわち、それら 5個のアミノ酸残基

がSSB結合に重要であることが示唆された。そこで、これまでの変異体角防斤の結果を説明で、きる CIDの立桝溝造

モデルを提案した。そのモデ、ノレにDNA結合およびSSB結合に重要であるアミノ酸残基をプロットすると、これら

の結合サイトはほぼ同様州立置に存在しており、 DNA複製再開始においてこの知見が、 DNA結合と SSB結合とを

切り替える働きをしていると考察した。さらに、フツレダウンアッセイから、 PriCはCIDを介して DnaBヘリカー

ゼ、と相互作用することがわかったo白1aBヘリカーゼはDNA複製およひ液製再開始においてDNA複製装置を進行

させるために必須なタンパク質である一方で、これまでに防1aAや町iaC、DnaGとの相互作用が知られているだけ

であった。本研究で新たにPriCとの直張的な相互作用を見出したことは、 DNA複製再開始におけるPriCの役割の

重要性を支持するものである。

これまで、の報告および今回得られた結果から、 DNA複製再開始における PriC経路のモデノレを考案した。すなわ

ち、停止した複製フォークに存在するラギング鎖の一本鎖DNA領域に対してSSBが、またリーディング鎖の一本

鎖DNA領域に対して阿CがCIDを介して結合する（批p1）。さらに、 PriCがSSB-Ctを介してDNA/SSB/PriC三

者複合体を形成する（step2)oその際、結合サイトの重なりがDNA結合との競合を引き起こし、リーディング鎖に

一本鎖DNA領域が生じる。生じた一本鎖DNA領域に弱い結合能を持ったNτDが結合し、多量体を形成する（s匂

3）。この多量体形成が、 6量体で機能するDnaBヘリカーゼとの相互作用面を増やし、 DnaBヘリカーゼの結合を促

進する可能性を示唆した占

PriCは原核生物に保存され、進化の早い段階から相主する単純な複製再開始機構として重要な研究対象である。

また、最近では真核生物においても複製再開始機構の解析が少しずつ進んできている。従って、本研究が原核生物

における凶C経路における DNA複製再開始機構の解明の一助となるだけでなく、今後真核細胞における DNA修

復に関する現象の醜平に貢献することが期待できる。基本生命現象の詳細な醐手は、創薬を行う上での基盤的情報

となることから、調査委員会では本研究内容が博土俵学）の学位に値すると認めた。


