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要旨 

DNA ポリメラーゼはその配列の相同性から七つのファミリーに分類される。ファミリーD 

DNA ポリメラーゼはアーキア特有の酵素であり、クレンアーキオタ以外のサブドメインでホ

モログ遺伝子が見つかる。アーキアのサブドメインの一つであるユリアーキオタにおいて、

ファミリーB DNA ポリメラーゼとファミリーD DNA ポリメラーゼは複製ポリメラーゼとし

て、それぞれリーディング鎖とラギング鎖の合成に関与していると考えられてきた。ファミ

リーD DNA ポリメラーゼはいくつかの種のアーキアにおいて研究されており、基本的な性質

は共通しているが、種ごとに性質が異なっている部分もある。また、ファミリーD DNA ポリ

メラーゼの立体構造情報について、各サブユニットの部分構造は報告されているが、全体の

構造情報はまだ得られていない。この理由の一つに、ファミリーD DNA ポリメラーゼ複合体

および各サブユニットの精製が困難であり、安定で高純度なタンパク質が得られないことが

ある。 

筆者は、超好熱性アーキア Thermococcus kodakarensis のファミリーD DNA ポリメラーゼ構

成タンパク質である TkoDP1、TkoDP2 および両者の複合体である TkoPolD の調製法を詳細に

検討した。TkoDP1 は昆虫細胞 Sf9 で産生させることによって、タンパク質の分解を抑制する

ことができ、TkoDP2 および TkoPolD は陰イオン交換カラムに ENrichTM Q 5/50 カラムを用い

ることによって、各タンパク質を高純度に調製することができた。ゲルろ過カラムクロマト

グラフィーおよび静的光散乱による解析の結果から、TkoDP1、TkoDP2 は溶液中でそれぞれ

単量体として存在し、試験管内で混合することによって効率良く再構成された。また、TkoPolD

は TkoDP1 と TkoDP2 それぞれ一分子ずつから成るヘテロ二量体であることが示唆された。

さらに、電子顕微鏡による単粒子解析の結果、TkoPolD 分子が球形ではなく扁平な構造をと

っていることがわかった。TkoDP1 および TkoDP2 は DNA 合成活性、3′-5′エキソヌクレアー

ゼ活性に重要な役割を担い、単独では両活性とも示さないが、複合体を形成して初めて顕著

な活性を示した。また、DNA 結合活性について、TkoDP1 は DNA に対する親和性が極めて低

く、TkoDP2 は DNA との結合活性を示した。このことより TkoPolD の DNA 結合は TkoDP2

が担っていることが示唆された。本研究は、高純度な TkoDP1、TkoDP2 および TkoPolD の調

製方法を確立し、初めてファミリーD DNA ポリメラーゼ構成サブユニットの DNA 結合活性

を明らかにした。また、ファミリーD DNA ポリメラーゼの高次構造を、複数の測定方法を組

み合わせて推測し、その結果を合わせてヘテロ二量体であると決定した。これらの結果はフ

ァミリーD DNA ポリメラーゼについての理解に大きく貢献するものであると考える。 
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DNA polymerases are classified into 7 families based on the amino acid sequence similarity. Family 

D DNA polymerase (PolD) was originally discovered from Pyrococcus furiosus. Its amino acid 

sequence showed no homology with any known DNA polymerases, and family D was proposed as a 

new family of DNA polymerases. One each of the family B DNA polymerase (PolB) and PolD are 

generally found in Euryarchaeota, a subdomain of Archaea. Both Pols had been considered to 

beessential for replication process, in which PolB and PolD play leading strand synthesis and lagging 

strand synthesis, respectively. PolD was studied in several species of Archaea. Although some of the 

basic characteristics of PolD were common, there are some of differences in each PolD. PolD is 

composed of the small subunit (DP1) and the large subunit (DP2). Recently, partial crystal structures 

of DP1 and DP2 were solved using the truncated proteins for DP1 and DP2, respectively, from 

Pyrococcus abyssi. However, the whole PolD complex structure has not been reported yet and the 

structure-functions relationships of the family D DNA polymerase are still mysterious. The reason for 

the difficulty of the structural analysis of PolD is that preparation of the highly purified PolD protein 

has not been easy for many years from any source. 

In this study, I tried to establish methods to prepare the highly purified DP1, DP2 and PolD from T. 

kodakarensis. Using these proteins, I investigated basic properties of TkoPolD. No distinct activity 

was detected from the individual proteins of TkoDP1 and TkoDP2, but was detected from the mixture 

of the purified TkoDP1+DP2 and also from TkoPolD produced by a coexpression system. A maximum 

activity was detected from the mixture of TkoDP1+DP2 with equal ratio. Oligomeric state of TkoPolD 

in solution, analyzed by gel filtration and static light scattering, showed that TkoPolD forms a complex 

of TkoDP1 and TkoDP2 with 1:1 ratio. In addition, TkoDP1 showed no affinity to any structure of 

DNAs. TkoDP2 and TkoDP1+DP2 bound the primed DNA and the dsDNA. These results suggest that 

TkoDP2 is mainly responsible to bind DNA, but both TkoDP1 and TkoDP2 are essential to construct 

an active form, in which active sites for exonuclease and polymerase are located mainly in TkoDP1 

and TkoDP2, respectively. My study will contribute to the understandings of fundamental structure 

and properties of PolD, the archaea-specific DNA polymerase.  
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略語 

BSA,  bovine serum albumin 

CV,  column volume 

DP1,   family D DNA polymerase small subunit 

DP2,   family D DNA polymerase large subunit  

DP1+DP2 reconstitution of family D DNA polymerase in vitro 

DPM,  disintegration per minute 

FBS,   fetal bovine serum 

FEN-1,  flap endonuclease-1 

GINS  Go-Ichi-Ni-San, complex of Gins51 and Gins23 protein in archaea 

IPTG,  isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

KD,   dissociation constant 

LB,   Luria Broth, or Luria-Bertani 

MCM,  minichromosome maintenance protein complex 

MOI,  multiplicity of infection 

Mr,  relative molecular mass 

MW,  molecular weight 

OB-fold,  oligonucleotide/oligosaccharide binding-fold 

OD600,  optical density at wave length 600 nm 

PCNA,  proliferating cell nuclear antigen 

PIP box,  PCNA-interacting protein box 

PolB,   family B DNA polymerase 

PolD,   family D DNA polymerase 

Polα,   DNA polymerase α 

Polδ,   DNA polymerase δ 

Polε,  DNA polymerase ε 

Polζ,   DNA polymerase ζ 

RFC,   replication factor C 

Sf,  Spodoptera frugiperda 

S/N,  signal-noise ratio or signal-to-noise ratio 

SPR,  surface plasmon resonance 

TkoPolD, PfuDP1, PabPolB, etc, the protein from the indicated speicies; the first uppercase letter 

and the second two lower case letters indicate organism’s name, whose first letter from genus name 

followed by first two letters from species (e.g. Tko indicates Thermococcus kodakarensis).   
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緒論 

近年、これまでは生物が生息していないと思われていた深海の熱水噴出孔や高塩濃度の死

海、温泉の源泉などの極限環境から様々な生物が発見、単離されてきた。1977 年、Woese と

Fox は生物を系統学的に分類することを目的に、小サブユニットリボソーム RNA の構造をオ

リゴヌクレオチドカタログ法によって調べることにより、生物の進化系統学的解析を行った。

その結果、原核生物であるメタン菌の一群から、その他の生物と異なった RNase T1 切断パタ

ーンが見つかった。これら生物群が生息する環境が太古の地球環境と似ていることから、細

菌よりも古い菌という意味で Woese らは「アーキバクテリア」、それ以外の原核細菌を「ユウ

バクテリア」と呼称することが提案された (Woese and Fox, 1977)。1977 年 11 月 4 日の朝日新

聞がこの言葉を古細菌、真正細菌と訳し日本に広めた。その後の研究結果より、古細菌が進

化系統学的に真正細菌よりも真核生物に近いことや、他の生物群にない特徴を有しているこ

とがわかってきたことから、1990 年、Woese らは生物界が大きく 3 つに分けられることを提

唱し、生物界をユーカリア (真核生物)、バクテリア (バクテリア)、アーキア (古細菌) の 3

つのドメインに分けた (Woese et al., 1990)。現生物の共通の祖先について、Iwabe らと Gogarten

らは，全生物の分岐以前に機能分化したと推定されるファミリータンパク質を利用して根の

位置を決定した (Gogarten et al., 1989; Iwabe et al., 1989)。真核生物、真正細菌、アーキア問わ

ず全ての生物は、DNA を転写し同じ遺伝暗号を用いた翻訳によってできるタンパク質を利用

していることから、共通の祖先から進化してきたと考えられている (Ouzounis and Kyrpides, 

1996; Weiss et al., 2018)。 

アーキアは、核を持たない原核生物でありながら、真正細菌にも真核生物にも類似しない

生物学的性質を持っている。中でも、最も顕著な特徴は、その細胞膜脂質の構造にある。ア

ーキアは、真正細菌と真核生物の脂質であるエステル型脂質とは異なり、炭化水素鎖がイソ

プレノイドアルコールから成るエーテル型の脂質構造をとっている。またアーキアの脂質は、

真正細菌と真核生物の脂質とはグリセロール骨格に対して鏡像関係にあり、このことはアー

キアの脂質のみに見られる特徴である。グリセロール骨格の立体異性体関係だけは例外なく

アーキアとその他の生物を完全に区別している (Koga, 2014; Koga and Morii, 2005)。 

アーキアの分類が始まった頃は、アーキアはクレンアーキオタとユリアーキオタの二つの

サブドメインに分かれていたが (Woese et al., 1990)、現在では多くのアーキアが単離または環

境ゲノム中から発見されてきた結果、タウムアーキオタやアイグアーキオタ、ナノアーキオ

タ、コルアーキオタなどの新たなサブドメインが発見、提唱されてきた (Brochier-Armanet et 

al., 2008; Elkins et al., 2008; Huber et al., 2002; Nunoura et al., 2011)。アーキアに属する生物は、

強酸性、高温、高塩濃度、高圧下などの極限環境に生息するものが多く、生育環境の厳しさ

から耐酸性、耐熱性、耐塩性、耐圧性などの性質や、メタン生成機能などの独自の代謝経路
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を有している。アーキアが産生している酵素や代謝物は、PCR の耐熱性 DNA ポリメラーゼ

に代表されるように工業的に有用なものが多いと考えられ、様々な産業的利用が期待されて

いる (reviewed in Dumorné et al., 2017)。 

アーキアは先に述べたように、特有の分子生物学的性質を有しているが、DNA 複製機構に

も特徴が見られる。全ての生物にとって生命活動を維持するために重要かつ基本的なことに

は、ゲノム DNA を正確に複製し、遺伝情報を誤りなく次代へ伝達することである。DNA 複

製は多くのタンパク質が関与し、現在までに様々なタンパク質因子が同定されているが、関

与するタンパク質は異なるものの DNA 複製の主要なメカニズムは真核生物、真正細菌、アー

キアの全ての生物ドメインで共通していると考えられている。アーキアのゲノムは環状であ

ることは真正細菌と同じであるが、その DNA 複製タンパク質には真核生物のホモログが多く

見つかる (reviewed in Kelman and Kelman, 2014; Yao and O’Donnell, 2016)。 

DNA の複製を担う酵素のうち、DNA ポリメラーゼは実際に DNA 鎖を伸長させる酵素であ

る。DNA ポリメラーゼはその配列の相同性から A、B、C、D、E、X、Y の 7 つのファミリ

ーに分類されている。この中で、ファミリーD DNA ポリメラーゼはアーキアのみに見つかる

DNA ポリメラーゼであり、真正細菌や真核生物はこのファミリーの DNA ポリメラーゼ遺伝

子を有していない (Cann and Ishino, 1999; Ishino and Ishino, 2012; Makarova et al., 2014)。 

ファミリーD DNA ポリメラーゼはそれまで知られていた他のファミリーの DNA ポリメラ

ーゼとの配列の相同性がほとんどないため、Methanocaldcoccus jannaschii の全ゲノム配列がア

ーキアで初めて解読された当時は、真正細菌や真核生物とは異なり、その配列中からはファ

ミリーB DNA ポリメラーゼ遺伝子が一つしか見つからなかったことが話題となった (Bult et 

al., 1996)。M. jannaschii と同じユリアーキオタに属する超好熱性アーキア Pyrococcus furiosus

は、真核生物型のファミリーB DNA ポリメラーゼを有しているが (Uemori et al., 1993)、1995

年、P. furious の細胞抽出液の陰イオン交換カラムクロマトグラフィー画分より、ポリメラー

ゼ活性を示す画分から、ファミリーB DNA ポリメラーゼとは異なる阻害物質の感受性を示す

ポリメラーゼ活性が発見された (Imamura et al., 1995)。その後、この新規のポリメラーゼは大

小二つのサブユニットから構成されるポリメラーゼであり、高いヌクレオチド取込み活性と

3′–5′エキソヌクレアーゼ活性による校正機能を有していることがわかり、アーキアの DNA 複

製に関与していると考えられた (Uemori et al., 1997)。P. furiosus だけではなく、M. jannaschii

のゲノム中にもこの DNA ポリメラーゼと配列の相同性が高いタンパク質が保存されており、

その活性や阻害剤感受性も同様であった (Ishino et al., 1998)。また、これらの生物種以外のユ

リアーキオタのゲノム中にもこのポリメラーゼの配列が保存されており (Cann et al., 1998)、

他のファミリーのポリメラーゼとアミノ酸配列に相同性がないことから新規にファミリーD

が提唱された (Cann and Ishino, 1999; Cann et al., 1998; Ishino and Ishino, 2001; Mäkiniemi et al., 

1999)。 
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ファミリーD DNA ポリメラーゼはアーキアの DNA 複製機構の解明のためにも欠くことの

できない酵素である。真核生物の DNA 複製では、酵母での研究結果から、Polε がリーディン

グ鎖を、Polδ がラギング鎖を合成していると予想されてきた (Morrison et al., 1990)。実際に酵

母における遺伝学的な研究結果 (Morrison and Sugino, 1994; Shcherbakova and Pavlov, 1996) お

よび、リボヌクレオチドを取込みやすい変異型 Polε および Polδ を持つ酵母での研究結果 

(McElhinny et al., 2010; Miyabe et al., 2011) から、Polε がリーディング鎖を、Polδ がラギング鎖

を合成していると考えられている。アーキアのサブドメインであるユリアーキオタにおいて、

ファミリーB およびファミリーD DNA ポリメラーゼが発見された当初は、両者ともに高い

DNAポリメラーゼ活性および 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性 (校正活性) を有していことから、

ユリアーキオタの DNA 複製に関与していると考えられてきており、ファミリーD DNA ポリ

メラーゼが RNA プライマーから DNA 合成を開始できることなどの生化学的性質から、ファ

ミリーB DNA ポリメラーゼがリーディング鎖を、ファミリーD DNA ポリメラーゼがラギング

鎖を合成していると考えられてきた (Henneke et al., 2005; Ishino and Ishino, 2006; Uemori et al., 

1997)。ユリアーキオタに属する好塩性アーキア Halobacterium sp. NRC-1 における遺伝学的な

研究で、polB 遺伝子および polD 遺伝子欠損株が取得できなかったことからもこのモデルは支

持されてきた (Berquist et al., 2007)。DNA 複製におけるファミリーB およびファミリーD DNA

ポリメラーゼの具体的な役割の分担について、Pyrococcus abyssi における研究から、リーディ

ング鎖合成では、プライマーゼが合成した RNA プライマーからファミリーD DNA ポリメラ

ーゼが新生鎖の合成を開始し、ある程度の伸長した後、ファミリーB DNA ポリメラーゼがフ

ァミリーD DNA ポリメラーゼと置き換わり新生鎖の合成反応を進行させるモデルが提唱さ

れた (Rouillon et al., 2007)。また、ラギング鎖合成では二通りの経路が提唱された。(1) RNA

プライマーからファミリーD DNA ポリメラーゼが DNA を伸長させた後、下流の岡崎フラグ

メントを鎖置換活性で鋳型鎖から解離させ、その後 FEN-1 が RNA プライマーを除去しリガ

ーゼによってニックを埋める経路。(2) RNase HII によって下流岡崎フラグメント RNA プライ

マーが除去された後、ファミリーD (またはファミリーB) DNA ポリメラーゼがラギング鎖を

伸長し、鎖置換活性によってはがされた DNA 鎖を FEN-1 が切断し、リガーゼがニックを埋

めるという経路である  (Henneke, 2012)。しかし、2013 年、二種のユリアーキオタ、

Methanococcus maripaludis および T. kodakarensis の遺伝学的な解析から、polB 遺伝子欠損株は

得られたが、polD 遺伝子欠損株は取得できないという報告が相次いだ (Cubonová et al., 2013; 

Sarmiento et al., 2013)。このことより、少なくともこの二種においてはファミリーB DNA ポリ

メラーゼは必須ではなく、ファミリーD DNA ポリメラーゼがアーキアの DNA 複製において

必須の酵素であることがわかった。ユリアーキオタでは、ファミリーD DNA ポリメラーゼが

アーキアの DNA 複製においてリーディング鎖とラギング鎖の両方の合成を行っている可能

性が高まり、改めてファミリーD DNA ポリメラーゼが大きく注目されるようになった。 
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ユリアーキオタの DNA 複製において、ファミリーD DNA ポリメラーゼがリーディング鎖

とラギング鎖の合成を進行しているというモデルで決着がついたかのように見えたが、岡崎

フラグメントの成熟について Thermococcus sp. 9°N の研究から次のモデルが提唱された。

Thermococcus sp. 9°NのファミリーD DNAポリメラーゼが RNAプライマーからラギング鎖を

伸長させながら進行し、下流の岡崎フラグメント近づくと、鎖置換活性が低いために下流の

RNA プライマーを解離させることができず、衝突する数ヌクレオチド前で停止する。そして、

ファミリーB DNA ポリメラーゼと入れ替わり、その後、ファミリーB DNA ポリメラーゼが下

流の岡崎フラグメントを鎖置換活性で鋳型鎖から解離させ、FEN-1 による除去、リガーゼに

よるニックの修復を行うというモデルである (Greenough et al., 2015)。このモデルでは鎖置換

活性の低いファミリーD DNA ポリメラーゼを持つ種では、ファミリーD DNA ポリメラーゼ

だけでは岡崎フラグメントの成熟を行うことができないために、ファミリーB DNA ポリメラ

ーゼのように鎖置換を行うポリメラーゼが必須であると予想している。遺伝学的な研究結果

から必須ではないと考えられてきたファミリーB DNAポリメラーゼが岡崎フラグメントの成

熟に必須であると示され、アーキアの DNA 複製ポリメラーゼの役割については再び混沌とし

てきた。2017 年、同じ Thermococcus 属である T. kodakarensis の遺伝子破壊の研究結果から、

別のモデルが提案された (Burkhart et al., 2017)。T. kodakarensis において、岡崎フラグメント

の成熟に関わると考えられている RNase HII、FEN-1 およびアーキアの複製ヘリカーゼ複合体

構成タンパク質である GAN (GINS-associated nuclease) について、それぞれ単独での遺伝子欠

損株および RNase HII と FEN-1 の二重欠損株は得られたが、RNase HII と GAN の二重欠損株

および RNase HII、FEN-1、GAN 三重欠損株は得られなかった。この知見から、ファミリーB 

DNA ポリメラーゼが鎖置換活性で RNA プライマーを解離させなくても、RNase HII または

GAN が RNA プライマーを除去するという新たなモデルが提唱された (Burkhart et al., 2017)。

このモデルではファミリーD DNA ポリメラーゼの鎖置換活性が低い種でも、ファミリーD 

DNA ポリメラーゼがリーディング鎖とラギング鎖両方の伸長を行い、RNase HII、GAN によ

って岡崎フラグメントの成熟が行われるため、ファミリーB DNA ポリメラーゼが必須ではな

いことを説明できている (Burkhart et al., 2017)。ただし、これは遺伝学的な研究結果からのモ

デルであるため、今後、試験管内再構成系でのデータの蓄積による検証が待たれる。 

ファミリーD DNA ポリメラーゼはアーキアの細胞内において MCM や GINS などの複製タ

ンパク質やPCNAと相互作用することが報告されている (Kuba et al., 2012; Li et al., 2010, 2011, 

2013; Motz et al., 2002; Tori et al., 2007) ことからも、ファミリーD DNA ポリメラーゼがアーキ

アの複製ポリメラーゼであることを支持している。アーキアは真核生物と同様に、スライデ

ィングクランプとクランプローダーとして PCNA と RFC を用いていることがわかっている 

(Cann et al., 1999, 2001)。アーキア由来ファミリーB とファミリーD DNA ポリメラーゼは

PCNA と相互作用し、PCNA によってその活性が促進される (Kuba et al., 2012; Rouillon et al., 

2007; Tori et al., 2007)。PCNAと相互作用するタンパク質は保存されたアミノ酸配列である PIP 
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box (PCNA-interacting protein box) を有しており、これを介して相互作用をしている (Warbrick, 

1998; Warbrick et al., 1997)。P. furiosus 由来ファミリーD DNA ポリメラーゼにおいて、PIP box

と考えられる配列は大サブユニットの C 末端側に見つかっており、その配列を欠失させると

PCNA による活性の促進が見られなくなる (Tori et al., 2007)。P. abyssi では、大サブユニット

の C 末端側に P. furiosus と同様の PIP box モチーフがあるほか、N 末端側にも回文配列から成

る PIP 様モチーフがあり、PCNA による活性の促進を受けることが報告されている (Castrec et 

al., 2009)。 

DNA ポリメラーゼの分子進化を考えるうえで、ファミリーD DNA ポリメラーゼの存在は

非常に興味深い。アーキアは、ファミリーD の他に、B、E、Y に属する DNA ポリメラーゼ

の遺伝子を有している (Ishino and Ishino, 2012)。ユリアーキオタでは複製ポリメラーゼとして

機能していると考えられているのはファミリーD に属する DNA ポリメラーゼであるが、ファ

ミリーD DNA ポリメラーゼを持たないクレンアーキオタではファミリーB DNA ポリメラー

ゼが複製ポリメラーゼとして機能している (Bauer et al., 2012)。近年、多くの生物の遺伝子配

列が同定されており、その配列の解析の結果から様々な知見が得られている。アーキアのフ

ァミリーB DNAポリメラーゼはPolB1、PolB2、PolB3の三種に分類される (Rogozin et al., 2008)

が、これらのファミリーB はアーキア共通の祖先から進化してきたものであると考えられて

いる (Edgell et al., 1998)。PolB3 はタウムアーキオタを除くすべてのアーキアに保存されてお

り、クレンアーキオタではラギング鎖の複製を担っていると考えられている (Bauer et al., 

2012) が、ユリアーキオタでは必須ではないことがわかっている  (Cubonová et al., 2013; 

Sarmiento et al., 2013)。PolB1 はユリアーキオタ以外のアーキアに保存されており (Guy and 

Ettema, 2011; Martijn and Ettema, 2013)、PolB2 は不活性のポリメラーゼであり機能は未知であ

る (Rogozin et al., 2008)。ファミリーD DNA ポリメラーゼはクレンアーキオタ以外で広く保存

されている (Cann et al., 1998)。アーキアと真核生物の共通の祖先細胞において、これらアー

キアの DNAポリメラーゼがどのように真核生物の DNAポリメラーゼに受け継がれてきたの

か。詳細な配列の解析により興味深い仮説が提唱されている (図 0–1)。真核生物はファミリ

ーB DNA ポリメラーゼとして Polα、Polδ、Polε、Polζ を有しているが、これらがどのように

して進化してきたのかを祖先のアーキア細胞から予想している。アミノ酸配列の詳細な比較

から、Polα、Polδ、Polζ はアーキアの PolB3 から進化してきた。また、Polε は PolB1 から進化

してきており、さらに C 末端側に不活性型の PolB2 が融合した形をしている。また、ファミ

リーD DNA ポリメラーゼの小サブユニットが真核生物のファミリーB DNA ポリメラーゼの

B サブユニットへと進化したとされている。大サブユニットは他のどのポリメラーゼとも相

同性を示していないが C 末端にあるジンクフィンガーが Polε に受け継がれ、それから Polα、

Polδ、Polζ へも転移した (Makarova et al., 2014; Tahirov et al., 2009)。 
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以上のように、ファミリーD DNA ポリメラーゼは、アーキアの DNA 複製および DNA ポリ

メラーゼの分子進化を理解する上で非常に重要な酵素である。この酵素の性質を正確に同定

することは、アーキアの DNA 複製機構を解明するために必須である。しかし、ファミリーD 

DNA ポリメラーゼの研究を進める上で一つの大きな障害に、タンパク質の精製方法と安定性

が挙げられる。これまでの研究では、高純度に大量のファミリーD DNA ポリメラーゼを得る

ことは難しく、精製の過程で多くの分解物が生じ、かつ産生量も少ないことから高純度な精

製タンパク質を大量に得ることが難しかった (Jokela et al., 2005; Shen et al., 2004a; Uemori et 

al., 1997)。そのため、他のファミリーの DNA ポリメラーゼとは異なり、各サブユニットの一

部分の構造のみが報告されているだけで (Matsui et al., 2011, 2013; Yamasaki et al., 2010)、複合

体を形成した全体の立体構造はいまだ解明されておらず、どのような機構で酵素活性を発揮

しているかは不明のままである。 

ファミリーD DNA ポリメラーゼの酵素反応のメカニズムやアーキアの DNA 複製機構の解

明のためには高純度なタンパク質を得る必要がある。そのため、筆者は高純度なファミリーD 

DNA ポリメラーゼを得るために、タンパク質の産生方法や精製方法を検討、改良し、高純度

かつ大量のファミリーD DNA ポリメラーゼを得る手法を開発した。本論の第一章ではファミ

リーD DNA ポリメラーゼの産生方法と精製方法の検討を行った結果を論ずる。第二章では高

純度に精製したファミリーD DNA ポリメラーゼを用いて、ファミリーD DNA ポリメラーゼ

の生化学的性質の同定を試みた。本研究結果により、ファミリーD DNA ポリメラーゼの基本

的な生化学的性状が明確になり、アーキアの DNA 複製についての理解を深めるための大きな

知識を提供するものであると考えている。  
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本論 

第一章 ファミリーD DNA ポリメラーゼの精製方法の確立 

1.1. 序論 

DNAポリメラーゼについての研究は、大腸菌のDNAポリメラーゼ Iの発見を黎明として、

様々な生物由来の DNA ポリメラーゼが発見、単離されてきた。特に、好熱菌由来の DNA ポ

リメラーゼは、Thermus aquaticus 由来の DNA ポリメラーゼ I (Taq ポリメラーゼ) に代表され

るように、PCR などへの利用が期待できるため、様々な種から多くの DNA ポリメラーゼが

単離され、その性質が研究されてきた (Gueguen et al., 2001; Takagi et al., 1997; Uemori et al., 

1993, 1995)。 

現在までにファミリーD DNA ポリメラーゼの性状は様々な種類のアーキアで調べられて

おり、生化学的な性状は P. furiosus (Ishino and Ishino, 2001; Uemori et al., 1997)、M. jannaschii 

(Ishino et al., 1998; Jokela et al., 2004)、Pyrococcus horikoshii (Matsui et al., 2013; Shen et al., 2001, 

2003; Tang et al., 2004)、P. abyssi (Castrec et al., 2010; Gueguen et al., 2001; Henneke et al., 2005)、

T. kodakarensis (Kuba et al., 2012)、Thermococcus sp. 9°N (Greenough et al., 2014, 2015; 

Schermerhorn and Gardner, 2015)、Archaeoglobus fulgidus (Abellón-Ruiz et al., 2016) などのアーキ

アにおいて盛んに研究が行われてきた。 

ファミリーD DNA ポリメラーゼのドメイン構造について模式図で表した (図 1–1)。ファミ

リーD DNA ポリメラーゼは、小サブユニットと大サブユニットの二つのサブユニットが複合

体を形成してポリメラーゼとして機能している (Uemori et al., 1997)。小サブユニットは真核

生物のファミリーB DNA ポリメラーゼである Pol α、Pol δ、Pol ε の B サブユニットと相同性

を有しており、OB-fold ドメインや C 末端側にホスホジエステラーゼドメインを有している 

(Aravind and Koonin, 1998; Yamasaki et al., 2010)。ホスホジエステラーゼドメインには Mre11 様

のエキソヌクレアーゼモチーフが保存されており (Gueguen et al., 2001)、これらのモチーフの

うち活性に関与していると考えられるアミノ酸を置換した変異体は 3′–5′エキソヌクレアーゼ

活性を失うことが報告されている (Greenough et al., 2014; Shen et al., 2004a)。 

大サブユニットは小サブユニットとは異なり他の既知の DNA ポリメラーゼとも配列の相

同性はないが、既知のポリメラーゼモチーフ A と C がその配列中に見つかっており (Cann et 

al., 1998)、このモチーフとは別に P. horikoshii の変異体の研究からポリメラーゼ活性に必要な

残基が特定されている (Shen et al., 2001)。C 末端側にジンクフィンガーモチーフがあり (Cann 

and Ishino, 1999)、このモチーフを欠失させた変異体は、ポリメラーゼ活性は維持されたまま

3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を欠失することが報告されている (Shen et al., 2003, 2004b)。 
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DNA ポリメラーゼの立体構造は精力的に解明されており、現在までに多くの立体構造が報

告されている (Hashimoto et al., 2001; Hikida et al., 2017; Kim et al., 2008, 1995; Wynne et al., 

2013) が、その中でファミリーD は唯一全体の立体構造が解明されていないファミリーのポ

リメラーゼであり、P. horikoshii において、小サブユニットの N 末端側の部分構造 (PhoDP1(1–

72)) と大サブユニットの N 末端側の部分的な立体構造 (PhoDP2(48–291)) が報告されている

のみであった (Matsui et al., 2011; Yamasaki et al., 2010)。サブユニット同士の相互作用部位につ

いては、P. horikoshii において精力的に研究が進められてきた (Shen et al., 2003; Tang et al., 

2004)。ヒスチジンタグによる共沈殿法により、PhoDP1 の 201 番目から 206 番目、および 599

番目から 622 番目と全長の PhoDP2 が、全長の PhoDP1 と PhoDP2 の 1255 番目から 1332 番目

が相互作用していることが報告されている。また、PhoDP2 の 1 番目から 300 番目まで産生さ

せた部分タンパク質がゲルろ過カラムクロマトグラフィーによる分析結果から二量体または

三量体構造であることが報告されている (Shen et al., 2003)。さらに酵母ツーハイブリッド法

から、全長の PhoDP1 と PhoDP2 の 1293 番目から 1304 番目、PhoDP1 の 201 番目から 622 番

目と PhoDP2 の 1 番目から 300 番目、PhoDP1 の 1 番目から 200 番目と PhoDP2 の 792 番目か

ら 1163 番目が相互作用しており、SPR 法からチップに固定した PhoDP2 の 792 番目から 1163

番目と全長の PhoDP1、チップに固定した全長 PhoDP1 と PhoDP2 の 1290 番目から 1310 番目

が相互作用していることが報告され、断片的な情報ではあるがサブユニット同士の相互作用

について明らかになってきている(Tang et al., 2004)。 

ファミリーD DNA ポリメラーゼは、その精製方法とタンパク質の安定性に大きな問題があ

る。従来の研究では、大腸菌発現系において各サブユニット単独で産生、またはファミリーD 

DNA ポリメラーゼとして共産生させた場合、分解物が多く生じること、かつ産生量も少ない

ことから高純度な精製タンパク質を大量に得ることが難しかった (Jokela et al., 2005; Uemori 

et al., 1997)。大量の高純度なタンパク質の精製方法の確立は、結晶化などによるタンパク質

の立体構造の解析のため、また生化学的性状を同定するためにも非常に重要な要素である。 

著者はアーキアの DNA 複製を理解する上でファミリーD DNA ポリメラーゼの性質や構造

を正確に調べる必要があると考え、まずはこのタンパク質を高純度に得るための精製系の確

立を目的に研究を進めた。 

本研究対象としては、T. kodakarensis 由来ファミリーD DNA ポリメラーゼを選んだ。T. 

kodakarensis はユリアーキオタに属する超好熱性のアーキアであり  (Atomi et al., 2004; 

Morikawa et al., 1994)、本菌のファミリーB DNA ポリメラーゼは PCR 用の酵素である KOD ポ

リメラーゼとして用いられている (Takagi et al., 1997)。また、遺伝子操作系が確立した菌株で

あり (Sato et al., 2005)、広く研究されていることから超好熱性アーキアのモデル生物として用

いられている。 
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著者は、T. kodakarensis 由来ファミリーD DNA ポリメラーゼについて、TkoDP1 および

TkoDP2 サブユニット単独および共産生させた TkoPolD 複合体を高純度に精製するタンパク

質産生系および精製方法を確立した。高純度なタンパク質を得られることによって、ファミ

リーD DNA ポリメラーゼ全体の立体構造の解明につながることが期待できる。また、各サブ

ユニット単独および複合体の生化学的性状を同定することができるため、高純度なファミリ

ーD DNA ポリメラーゼの調製方法の確立はアーキアの DNA 複製機構の解明に大きく貢献す

るものであると考えている。 
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1.2. 材料と方法 

1.2.1. 培地および溶液組成一覧 

大腸菌の培養には LB 培地に適切な抗生物質を添加したものを用いた。使用した抗生物質

の濃度を次に記す。 

アンピシリン  50 µg/ml 

カナマイシン  50 µg/ml 

クロラムフェニコール 37 µg/ml 

ストレプトマイシン 50 µg/ml 

 

昆虫細胞 Sf9 の培養に用いた Sf-900TM II SFM 培地 (GibcoTM, Thermo Fisher Scientific 社) に

は次に記す濃度の抗生物質および FBS を添加したものを使用した。 

ペニシリン  50 unit/ml 

アンホテリシン B  125 ng/ml 

ゲンタマイシン 5 µg/ml 

ストレプトマイシン 50 µg/ml 

FBS   0.25% (v/v) 

 

タンパク質の精製に用いた溶液組成を示す。 

溶液 A 50 mM Tris–HCl, 0.1 mM EDTA, 10% glycerol, 1 mM DTT, pH 8.0 

溶液 B 50 mM sodium phosphate buffer, 0.3 M NaCl, pH 7.0 

溶液 C 20 mM sodium phosphate buffer, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazole, pH 8.0 

溶液 D 10 mM potassium phosphate, 0.05 mM CaCl2, 1 mM DTT, 10% grycerol, pH 6.8 

溶液 E 1 M potassium phosphate, 0.05 mM CaCl2, 1 mM DTT, 10% grycerol, pH 6.8 

 

1.2.2. 各タンパク質産生用コンストラクトの作製 

TkoDP1 

大腸菌を宿主としたタンパク質産生系 

野生型 TkoDP1 

本研究で用いた TkoDP1 発現用のプラスミド pET24a-TkoDP1 は、2009 年度修士課程修了の

瀧石によって構築された (瀧石, 2010)。 
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N 末端 HAT タグ付加 TkoDP1 (N-HAT-tagged TkoDP1) 

本プラスミドは山上健助教によって作製された。pHAT10 (タカラバイオ社) のマルチクロ

ーニングサイトを改変し、NdeI と NotI の制限酵素サイトを追加した改変 pHAT10 を作製し、

pET24a-TkoDP1 を制限酵素 NdeI および NotI で消化した産物を、同じ制限酵素で切断した改

変 pHAT10 にクローニングすることで、pHAT-TkoDP1 を作製した。 

 

C 末端ヒスチジンタグ付加 TkoDP1 (C-His-tagged TkoDP1) 

本プラスミドは山上健助教によって作製された。先述した pET24a-TkoDP1 を鋳型に、5′側

に制限酵素 NdeI 認識配列を、3′側に終止コドンを除いて NotI 認識配列が付加されるように設

計したプライマー、TK1902F: 5′–GCGCCATATG CTGGTGGAGG ACCTCCTTAA GA–3′と

TK1902CR: 5′–GGGGCGGCCG CAACCCCCTC GCAAAACTGG TCA-3′で増幅し、制限酵素

NdeI および NotI で消化した産物を、同じ制限酵素で切断した pET24a にクローニングし、

pET24a-TkoDP1CH を作製した (配列中の下線は制限酵素認識配列)。 

 

変異体 TkoDP1 (D473A H475A) 

エキソヌクレアーゼ活性を不活性化した変異体TkoPolDを調製するために、エキソヌクレア

ーゼモチーフに点変異を導入したTkoDP1(D473A H475A) 産生用のプラスミドを構築した。

pET24a-TkoDP1を鋳型に、 site direct mutagenesis法によって変異を導入することで

pET24a-TkoDP1(D473A H475A) を調製した。使用したプライマーの配列は、ExoF: 5′–

GCCATCCTGC TCAGCgcaAT CgcaGTCGGT AGCAACAAG–3′およびExoR: 5′–CTTGTTGCTA 

CCGACtgcGA TtgcGCTGAG CAGGATGGC–3′ である (配列中の小文字は変異導入箇所)。 

 

昆虫細胞でのタンパク質産生系 

Sf9 昆虫細胞の復帰培養および継代培養 

Sf9 昆虫細胞の培養は 27°C、湿潤環境下で行い、培地には Sf-900TM II SFM 培地を使用した。

凍結保存していた Sf9 昆虫細胞を 25–30 ml の培地に懸濁することで、細胞を洗浄した。その

後、10 ml の培地に懸濁し、100 mm 培養ディッシュに播種し、72 時間復帰培養を行った。72

時間後、培地を交換し、再度 72 時間培養を行った。 

復帰培養後の細胞は、ピペッティングでディッシュから遊離させた後、10 ml の新しい培地

に懸濁し、30 ml スピナーフラスコで 72 時間浮遊培養を行った。培養後血球計算板で細胞数
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を計測し、細胞数が 5 × 105 個/ml となるように 10 ml の培地に懸濁し、再度 30 ml スピナーフ

ラスコで 72 時間浮遊培養を行った。以上の操作を繰り返し、生存率が 90%以上の Sf9 昆虫細

胞の浮遊培養系を調製した。以後の操作では、細胞密度が 5 × 105 – 5 × 106 個/ml の範囲に収

まるよう、適宜継代培養を行った。また、必要に応じて培養のスケールを 30 ml、50 ml、100 

ml、300 ml と変更した。 

 

野生型 TkoDP1 産生用組換えバキュロウイルスの作製 

組換えバキュロウイルスは、Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System (Invitrogen 社) を用

いて、ユーザーマニュアル通りに作製した。前項で記述した pET24a-TkoDP1 から TkoDP1 遺

伝子を pFastBacTM1 (Invitrogen 社) に乗せ換え、Escherichia coli DH10BacTM を pFastBacTM 

1-TkoDP1 で形質転換させた。pFastBacTM 1 プラスミドは山上健助教によって、マルチクロー

ニングサイトの上流側に制限酵素 NdeI で切断できるよう改変されているものを用いた。

DH10BacTM細胞内で目的遺伝子が Bacmid に乗せ換えられたことを青白コロニーで判定した。

組換え Bacmid を PureLinkTM Miniprep Kit (Invitrogen 社) を用いて精製した。六穴 (35 mm プ

レート) の培養ディッシュに 2 ml の Grace’s Insect Medium, unsupplemented 培地 (GibcoTM, 

Thermo Fisher Scientific 社) と 8 × 105 個の Sf9 昆虫細胞を播種した。P0 の組換えバキュロウイ

ルスは Grace’s Insect Medium, unsupplemented 培地に濃度が 4% (v/v) になるよう Cellfectin® II 

Reagent (Invitrogen社) と、組換えBacmid (終濃度 40 ng/µl) を添加し、ボルテックスで撹拌後、

室温で 30 分間静置しリポソームを形成させることで調製した。P0 の組換えバキュロウイル

スを播種した後、27°C で 5 時間インキュベートした。その後培地を Grace’s Insect Medium, 

supplemented 培地 (GibcoTM, Thermo Fisher Scientific 社) に FBS を終濃度 10%になるように添

加したものと交換し、27°C で 72 時間培養した。培養上清を回収し、それを P1 の組換えバキ

ュロウイルス-TkoDP1 とし、4°C で保存した。 

 

組換えバキュロウイルスの増幅 

組換えバキュロウイルスの増幅は次のように行った。Sf9 昆虫細胞を 10 ml の Sf-900TM II 

SFM 培地に 5 × 105 個/ml の細胞密度になるように懸濁し、細胞懸濁液を 100 mm 培養ディッ

シュに播種し、室温で 20 分間静置することで細胞を接着させた後、P1 ウイルス液を 0.1 ml

添加した。27°C で 72 時間、静置培養をした後、培養上清を回収し P2 の組換えバキュロウイ

ルス液とし、4°C で保存した。さらに、Sf9 昆虫細胞を 100 ml の Sf-900TM II SFM 培地に 5 × 105 

個/ml の細胞密度になるように懸濁し、細胞懸濁液を 300 ml スピナーフラスコに入れ、P2 ウ

イルス液を 1 ml 添加した。27°C で 72 時間、浮遊培養をした後、培養上清を回収し P3 の組

換えバキュロウイルス液とし、4°C で保存した。 
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組換えバキュロウイルスの力価測定 

組換えバキュロウイルスの力価の測定は、一般的なプラークアッセイおよび BacPAKTM 

qPCR Titration Kit (Clontech 社) を使用した。プラークアッセイは Bac-to-Bac® Baculovirus 

Expression System のユーザーマニュアルに従って行い、qPCR を利用した力価測定は、

BacPAKTM qPCR Titration Kit のユーザーマニュアルに従って行った。 

 

TkoDP2 

野生型 TkoDP2 

本研究で用いた TkoDP2 発現用のプラスミド pET21a-TkoDP2 は、2009 年度修士課程修了の瀧

石によって構築された (瀧石, 2010)。 

 

N 末端 HAT タグ付加 TkoDP2 (N-HAT-tagged TkoDP2) 

本プラスミドは山上健助教によって作製された。pHAT10 のマルチクローニングサイトを改

変し、NdeI と NotI の制限酵素サイトを追加した改変 pHAT10 を作製した。pET21a-TkoDP2

を制限酵素 NdeI および NotI 消化した産物を、同じ制限酵素で切断した改変 pHAT10 にクロ

ーニングし、pHAT-TkoDP2 を作製した。 

 

C 末端ヒスチジンタグ付加 TkoDP2 (C-His-tagged TkoDP2) 

本プラスミドは山上健助教によって作製された。pET21a-TkoDP2 を鋳型に 5′側に制限酵素

NdeI 認識配列を、3′側に終止コドンを除いて NotI 認識配列が付加されるように設計したプラ

イマー、TK1903F1: 5′–GCGCCATATG AGCGAGGAGA TTTACTCGCC TG–3′と TK1903R1: 5′–

GGGGCGGCCG CTTACGAGCC GAAGAACTCG TCGAGG -3′で増幅し、制限酵素 NdeI および

NotI で消化した産物を、同じ制限酵素で切断した pET21a にクローニングし、

pET21a-TkoDP2CH を作製した (配列中の下線は制限酵素認識配列)。 

 

1.2.3. 各タンパク質の産生方法 

TkoDP1 の産生方法 

大腸菌を用いた産生 

E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Agilent Technologies社) を各 TkoDP1産生プラスミドで形

質転換した。カナマイシンとクロラムフェニコールを加えた 1 L の LB 培地を 5 L の羽付きフ
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ラスコに入れ、37°C で振とう培養を行った。菌の増殖の指標である濁度 OD600が 0.2–0.3 の範

囲になった時に一旦培養を止め、培養液の温度を 25°C に下げた。その後、IPTG を終濃度が

1 mM になるように添加し、25°C で振とう培養を 17 時間行った後、菌体を回収した。 

 

昆虫細胞を用いた産生 

Sf9 昆虫細胞を細胞密度が 5 × 105 個/ml になるように Sf-900TM II SFM 培地に加え、300 ml

の細胞懸濁液を調製した。調製した細胞懸濁液を 1 L のスピナーフラスコに入れ、P3 の組換

えバキュロウイルス液を MOI が 0.1 となるように添加した。27°C で浮遊培養を行い、72 時

間後に Sf9 昆虫細胞を回収した。 

 

TkoDP2 の産生方法 

E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL を各 TkoDP2 産生プラスミドで形質転換した。アンピシリ

ンとクロラムフェニコールを加えた 1 L の LB 培地を 5 L の羽付きフラスコに入れ、37°C で

振とう培養を行った。菌の増殖の指標である濁度 OD600が 0.2–0.3 の範囲になった時に一旦培

養を止め、培養液の温度を 25°C に下げた。その後、IPTG を終濃度が 1 mM になるように添

加し、25°C で振とう培養を 17 時間行ったあと菌体を回収した。 

 

TkoPolD および変異体 TkoPolD の産生方法 

大腸菌体内でTkoDP1とTkoDP2を共産生させたものをTkoPolD、TkoDP1(D473A H475A) と

TkoDP2 を共産生させたものを変異体 TkoPolD とする。 

E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL を pET21a-TkoDP2 で形質転換し、アンピシリンとクロラ

ムフェニコールを加えた LB プレート上で 37°C で一晩培養した。LB プレート上のコロニー

を複数個取り、アンピシリンとクロラムフェニコールを添加した LB 培地に植菌した。OD600

が 0.2–0.3 の時に菌体を回収し、コンピテントセル化させ、 pET24a-TkoDP1 または

pET24a-TkoDP1(D473A H475A) で形質転換させた。形質転換した大腸菌をアンピシリン、カ

ナマイシン、クロラムフェニコールを添加した 1 L の LB 培地に植菌し、5 L の羽付きフラス

コに入れ、37°C で振とう培養を行った。菌の増殖の指標である濁度 OD600が 0.2–0.3 の範囲に

なった時に一旦培養を止め、培養液の温度を 25°C に下げた。その後、IPTG を終濃度が 1 mM

になるように添加しタンパク質の産生を誘導した。25°C で 17 時間振とう培養を行い、菌体

を回収した。 
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シャペロンタンパク質との共産生 

シャペロンとの共産生は次のように行った。山上健助教により pGro7 (タカラバイオ社) の

抗生物質耐性遺伝子をクロラムフェニコールからストレプトマイシンに改変したものを用い

て、E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL を形質転換させ、ストレプトマイシンとクロラムフェニ

コール加えた LB プレート上で 37°C で一晩培養した。LB プレート上のコロニーを複数個取

り、ストレプトマイシンとクロラムフェニコールを添加した LB培地に植菌した。OD600が 0.2–

0.3 程度の時に菌体を回収し、コンピテントセル化させ、それぞれのタンパク質産生用のプラ

スミドで形質転換させた。形質転換した大腸菌を、アンピシリンとストレプトマイシン、ク

ロラムフェニコール、シャペロンの誘導のための L-アラビノース (0.5 mg/ml) を加えた 1 L

の LB 培地に植菌した。以降の操作は各タンパク質の産生方法と同様に行った。 

 

1.2.4. 各タンパク質の精製 

TkoDP1 

野生型 TkoDP1 の精製 

TkoDP1 を産生した 1 L 培養液分の昆虫細胞および大腸菌を、1 タブレットの Complete 

(Roche 社) を添加した 20 ml の 0.6M 塩化ナトリウムを含む溶液 A に懸濁した。超音波によ

って細胞を破砕後、遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) を行い、上清を回収した。上清を 0.6 M 

塩化ナトリウムを含む溶液 A を加えて 70 ml とし、熱処理 (70°C, 20 分) を行い、細胞由来

のタンパク質の大部分を熱変性させ、遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) の後上清を回収する

ことによって取り除いた。熱処理後の上清に対して、濃度が 1 M になるように塩化ナトリウ

ムを添加し、終濃度が 0.15% (w/v) になるように 5% ポリエチレンイミン溶液を添加し、氷

上で 30 分間静置することで DNA を沈殿させた。遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) 後の上清

に対して 70%飽和になるように硫酸アンモニウムを加え 4°C で一晩静置しタンパク質を沈殿

させた。 

沈殿を遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) で回収した後、50 ml の 1 M 硫酸アンモニウムを

含む溶液 A に溶かし、疎水性カラムクロマトグラフィーで分画した。カラムは HiTrap Phenyl 

HP 1 ml カラム (GE Healthcare 社) を用い、流速 1 ml/min で硫酸アンモニウム濃度を 1 M から

0 M へ 15 ml を用いて展開した。TkoDP1 の溶出画分を回収し、脱塩カラムである HiPrep 

Desulting 26/10 カラム (GE Healthcare 社) を用いて 0.1 M NaCl を含む溶液 A へ溶液を交換し

た。次に、陰イオン交換カラムの HiTrap Q HP 1 ml カラム (GE Healthcare 社) に供し、流速

0.5 ml/min で、塩化ナトリウム濃度を 0.1 M から 1 M まで 10 ml を用いて展開した。HiTrap Q 

HP 1 ml カラムで溶出された画分のうち、夾雑物の少ない TkoDP1 を含む画分を精製 TkoDP1

とした。精製した TkoDP1 は、液体窒素で急速に凍結させた後、−80°C で保存した。 
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N-HAT-tagged TkoDP1 の精製 

N-HAT-tagged TkoDP1 を産生させた 200 ml 培養液分の大腸菌のペレットに対し、1 タブレ

ットの Complete を添加した 10 ml の溶液 B に懸濁した。超音波によって細胞を破砕後、遠心

分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) を行い、上清を HisTrap FF 5 ml カラム (GE Healthcare 社) に供

し、流速 5 ml/min で溶液 B を波長 280 nm の吸光度が基底に下がるまで約 75 ml 流した。その

後、イミダゾール濃度を 0 mM から 100 mM まで 125 ml を用いて展開。非結合画分および結

合画分を回収した。 

 

C-His-tagged TkoDP1 の精製 

C-His-tagged TkoDP1 を産生させた 100 ml 培養液分の大腸菌のペレットに対し、1 タブレッ

トの Complete を添加した 25 ml の 0.5 M 塩化ナトリウムを含む溶液 A に懸濁した。超音波に

よって細胞を破砕後、遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) を行い、上清を回収した。上清を熱

処理 (80°C, 20 分) した後、遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) を行い、変性したタンパク質

を除去した。熱処理後の上清に対して、終濃度が 0.15% (w/v) になるように 5% ポリエチレ

ンイミン溶液を添加し、氷上で 30 分間静置することで DNA を沈殿させた。遠心分離 (24,000 

× g, 4°C, 10分) 後の上清に対して 70% 飽和になるように硫酸アンモニウムを加え 4°Cで一晩

静置しタンパク質を沈殿させた。遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) 後、沈殿を溶液 C 10 ml

に溶かし、HisTrap HP 1 ml カラム (GE Healthcare 社) を用いて、流速 1 ml/min で溶液 C を波

長 280 nm の吸光度が基底に下がるまで約 15 ml 流した。その後、イミダゾール濃度を 20 mM

から 500 mM まで 5 ml を用いて展開し、非結合画分および結合画分を回収した。HisTrap HP 1 

ml カラムの溶出画分を溶液 A に透析し、透析後のタンパク質溶液を HiTrap Q HP1 mL カラム

で塩化ナトリウムの濃度を 0 M から 1 M まで 10 ml を用いて展開した。続いて、HiTrap Q HP 

1 ml カラムのタンパク質溶出画分に対し、終濃度が 1 M となるように硫酸アンモニウムを加

え、HiTrap Phenyl HP 1 ml カラムに供し、硫酸アンモニウム濃度を 1 M から 0 M まで 5 ml

を用いて展開した。続いて、HiTrap Q HP 1 ml カラムのタンパク質溶出画分を溶液 D に対し

て透析を行い、溶液を交換した。透析後のタンパク質溶液をハイドロキシアパタイトカラム

の Econo-PAC® CHT-II cartridgeカラム (Bio-Rad Laboratories社) に供し、溶液Dから溶液 Eへ、

リン酸カリウム緩衝液の濃度を 10 mM から 1 M まで 10 ml を用いて展開させた。 

 

TkoDP2 

野生型 TkoDP2 の精製 
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TkoDP2を産生した4 L分の大腸菌体を、1タブレットのComplete添加した 20 mlの 0.6 M 塩

化ナトリウムを含む溶液 A に懸濁した。超音波によって細胞を破砕した後、遠心分離 (24,000 

× g, 4°C, 10 分) を行い、上清を回収した。上清に 0.6 M 塩化ナトリウムを含む溶液 A を加え

て 100 ml にした後、熱処理 (70°C, 20 分) を行い、大腸菌由来のタンパク質を熱変性させ、

遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) をすることによって取り除いた。熱処理後の上清に対して、

濃度が 1 Mになるように塩化ナトリウムを添加し、終濃度が 0.15% (w/v) になるように 5% ポ

リエチレンイミン溶液を添加し、氷上で 30 分間静置することで DNA を沈殿させた。遠心分

離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) 後の上清に対して 70% 飽和になるように硫酸アンモニウムを加

え 4°C で一晩静置しタンパク質を沈殿させた。 

沈殿を遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) によって回収し、100 ml の 1 M 硫酸アンモニウム

を含む溶液 A に溶かし、疎水性カラムクロマトグラフィーで分画した。カラムは HiTrap Butyl 

HP 5 ml カラム (GE Healthcare 社) を用い、流速 5 ml/min で硫酸アンモニウム濃度を 1 M から

0 M まで 25 ml を用いて展開した。TkoDP2 を含む画分を脱塩カラム HiPrep Desulting 26/10 カ

ラムに供し、0.1 M 塩化ナトリウムを含む溶液 A で溶出した。その後、アフィニティーカラ

ムである HiTrap Heparin HP 5 ml カラム (GE Healthcare 社) を用いて、流速 5 ml/min で塩化ナ

トリウム濃度を 0.1 M から 1 M まで 100 ml を用いて展開した。TkoDP2 を含む画分を脱塩カ

ラム HiPrep Desulting 26/10 カラムに供し、0.1 M 塩化ナトリウムを含む溶液 A で溶出した。

次に、陰イオン交換カラムの ENrichTM Q 5/50 カラム (Bio-Rad Laboratories 社) に供し、流速

0.5 ml/min で、塩化ナトリウム濃度を 0.1 M から 0.3 M まで 30 ml を用いて展開した。ENrichTM 

Q 5/50 カラムで溶出された画分のうち、夾雑物の少ない TkoDP2 を含む画分を精製 TkoDP2

とした。精製した TkoDP2 は、液体窒素で急速に凍結させた後、−80°C で保存した。 

 

N-HAT-tagged TkoDP2 の精製 

N-HAT-tagged TkoDP2 を産生させた 200 ml 培養液分の大腸菌のペレットに対し、1 タブレッ

トの Complete を添加した 10 ml の溶液 B に懸濁した。超音波によって細胞を破砕後、遠心分

離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) を行い、上清を回収し、HisTrap FF 5 ml カラムを用い、流速 5 ml/min

で溶液 B を波長 280 nm の吸光度が基底に下がるまで約 75 ml 流した。その後、イミダゾール

濃度を 0 mM から 100 mM まで 125 ml を用いて展開した。非結合画分および結合画分を回収

した。 

 

C-His-tagged TkoDP2 の精製 

C-His-tagged TkoDP2 を産生させた 100 ml 培養液分の大腸菌のペレットに対し、1 タブレッ

トの Complete を添加した 10 ml の 0.5 M 塩化ナトリウムを含む溶液 A に懸濁した。超音波に
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よって細胞を破砕後、遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) を行い、上清を回収した。上清を熱

処理 (80°C, 20 分) した後、遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) 行い、変性したタンパク質を

除去した。熱処理後の上清に対して、終濃度が 0.15% (w/v) になるように 5% ポリエチレン

イミン溶液を添加し、氷上で 30 分間静置することで DNA を沈殿させた。遠心分離 (24,000 × 

g, 4°C, 10 分) 後の上清に対して 70% 飽和になるように硫酸アンモニウムを加え 4°C で一晩

静置しタンパク質を沈殿させた。遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) 後、沈殿を 10 ml の溶液 C

に溶かし、HisTrap HP 1 ml カラムを用いて、流速 1 ml/min で波長 280 nm の吸光度が基底に下

がるまで溶液 C を約 15 ml 流した。その後、イミダゾール濃度を 20 mM から 500 mM まで 5 ml

を用いて展開し、非結合画分および結合画分を回収した。 

 

TkoPolD 

野生型 TkoPolD の精製 

TkoPolD を産生した 4 L 分の大腸菌体を、Complete を添加した 20 ml の 0.6 M 塩化ナトリ

ウムを含む溶液Aに懸濁した。超音波によって細胞を破砕したあと、遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 

10 分) を行い、上清を回収した。上清を 0.6 M 塩化ナトリウムを含む溶液 A を加えて 100 ml

にした後に熱処理 (80°C, 20 分) を行い、大腸菌由来のタンパク質を熱変性させ、遠心分離 

(24,000 × g, 4°C, 10 分) をすることによって取り除いた。熱処理後の上清に対して、濃度が 1 M

になるように塩化ナトリウムを添加し、終濃度が 0.15%になるように 5% ポリエチレンイミ

ン溶液を添加し、氷上で 30 分間静置することで DNA を沈殿させた。遠心分離 (24,000 × g, 

4°C, 10 分) 後の上清に対して 70% 飽和になるように硫酸アンモニウムを加え 4°C で一晩静

置しタンパク質を沈殿させた。 

沈殿を遠心分離 (24,000 × g, 4°C, 10 分) によって回収した後、100 ml の 1 M 硫酸アンモニ

ウムを含む溶液 A で溶かし、疎水性カラムクロマトグラフィーで分画した。試料は HiTrap 

Butyl HP 5 ml カラムに半分量ずつ二回に分けて供した。疎水性相互作用カラムによる分画は、

流速 5 ml/min で硫酸アンモニウムの濃度を 1 M から 0 M まで 100 ml を用いて展開した。

TkoPolD を含み、かつ夾雑物が少ない画分を回収し、脱塩カラム HiPrep Desulting 26/10 カラ

ムに供し、0.1 M 塩化ナトリウムを含む溶液 A へ溶液を交換した。その後、アフィニティー

カラムである HiTrap Heparin HP 5 ml カラムに供し、流速 5 ml/min で塩化ナトリウムの濃度を

0.1 M から 1 M まで 100 ml を用いて展開した。TkoPolD を含む画分を回収し、塩化ナトリウ

ムの濃度が 0.1 M になるように溶液 A で希釈した後、陰イオン交換カラムである ENrichTM Q 

5/50 カラムに供した。流速 0.5 ml/min で、塩化ナトリウムの濃度を 0.1 M から 0.35 M まで 38 

ml を用いて展開した。TkoPolD を含む画分を回収し、精製 TkoPolD とした。精製した TkoPolD

は、液体窒素で急速に凍結させた後、−80°C で保存した。 
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変異体 TkoPolD の精製 

変異体 TkoPolD は TkoPolD と同様の方法で精製した。ただし、精製に使用した大腸菌の菌

体量は 1 L 分を使用し、使用した菌体量に合わせて溶液量などを適宜調整した。 

 

1.2.5. 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性測定 

活性測定に用いたタンパク質は次のように調製した。大腸菌を用いて産生させた TkoDP1

または昆虫細胞を用いて産生させた TkoDP1 を、大腸菌を用いて産生させた TkoDP2 と混合

し、72°Cで 3分間加熱したものを TkoDP1+DP2とした。3′–5′エキソヌクレアーゼ活性測定は、

5 nM の基質 DNA を含む基本反応溶液 (20 mM Tris–HCl, 2 mM MgCl2, 10 mM KCl, 10 mM 

(NH4)2SO4, 1 mM DTT, 0.1 mg/ml BSA) を 20 µl 調製し、10 nM のタンパク質を加えて反応を開

始させた。基質には 5nM の primed DNA を使用した。65°C で 2.5、5、10、20 分間反応を行

い、反応溶液の二倍量のホルムアミドを加えて反応を停止させた。反応産物は、8 M の尿素

を含む 15% ポリアクリルアミドゲルを用いて TBE バッファー中で変性ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動をすることで分析した (8 M urea–15% PAGE)。電気移動後、ゲルをイメージア

ナライザーTyphoon Trio+ (GE Healthcare 社) で可視化した。  
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1.3. 結果 

1.3.1. TkoDP1(D473A H475A) の変異導入部位の検討 

変異を導入するアミノ酸残基の検討は次のように行った。P. horikoshii 由来ファミリーD 

DNA ポリメラーゼの研究において、PhoDP1 の 363 番目のグルタミン酸、または 365 番目の

ヒスチジンをアラニンに置換した変異体 PhoDP1 D363A と PhoDP1 H365A は、マグネシウム

イオンおよびマンガンイオンのどちらの二価金属イオン存在下でも 3′–5′エキソヌクレアーゼ

活性が完全に消失した (Shen et al., 2004a)。以上の報告から、TkoDP1 においてこれらのアミ

ノ酸に相当する 473 番目のグルタミン酸と 475 番目のヒスチジンの両アミノ酸残基をアラニ

ンに置換する二重変異体を作製した (図 1–2)。 

 

1.3.2. TkoDP1 の精製 

まず初めに、タンパク質産生宿主に大腸菌を選択した。また、高純度な TkoDP1 を精製す

るために、アフィニティータグを利用した。これは、アフィニティータグによる迅速な精製

により、TkoDP1 が大腸菌体内で産生されてから精製までの時間を短縮することによって、産

生宿主由来のプロテアーゼによる分解を防ぐことを目的とした。 

研究室の先行研究による知見から、N 末端側にヒスチジンタグを付加した TkoDP1 は、金

属アフィニティーカラムに結合せず、高純度に精製できないことがわかっていた。高分子量

のタンパク質の産生では、6 × ヒスチジンタグのような短いタグだと構造の内部に埋もれる

可能性があるため、ヒスチジンタグよりも長い HAT タグを利用するために、pHAT10 ベクタ

ーに TkoDP1 遺伝子をクローニングした。pHAT10 ベクターはマルチクローニングサイトの上

流に HAT タグをコードしているベクターである。HAT タグは天然に存在するポリヒスチジン

ペプチドで封入体を形成しにくい特徴を有するほか、ヒスチジンタグよりも長いため、タン

パク質産生時にタグがタンパク質外部に存在する可能性が高くなる(図 1–3 (a))。そこで HAT

タグを TkoDP1 の N 末端側に付加した N-HAT-tagged TkoDP1 を産生させ、HisTrap FF 5 ml カ

ラムで分画し、SDS-PAGE によって非結合画分と結合画分に溶出された N-HAT-tagged TkoDP1

の割合をバンドの大きさから推定した (図 1–3 (b))。非結合画分の 24,000 分の 1 (図 1–3 (b) 

lane 5) に検出された N-HAT-tagged TkoDP1 バンドは、結合画分の 2000 分の 1 (図 1–3 (b) lane 

6) のバンドよりも大きかったことより、カラムに結合した N-HAT-tagged TkoDP1 は 10%以下

であると見積もった。このことから N-HAT-tagged TkoDP1 は HisTrap カラムに結合しないこ

とがわかった。 

そこで、C 末端側に 6 ×ヒスチジンタグを付加することで高純度な TkoDP1 を精製すること

を目指した。また、同時にタンパク質の正しいフォールディングを助けるため、シャペロン
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プラスミド pGro7 を導入した。pGro7 は原核生物由来のシャペロニンである groEL 遺伝子と

groES 遺伝子をコードおり、L-アラビノースによって発現が誘導されるプラスミドである。 

C-His-tagged TkoDP1を金属アフィニティーカラムであるHisTrap HP 1 mlカラムで精製した 

(図 1–4)。C-His-tagged TkoDP1 は金属アフィニティーカラムに結合したが、溶出画分には

C-His-tagged TkoDP1 の分解物と考えられる夾雑物が混在していた (図 1–4 (b))。夾雑物を除

くため、分離原理の異なる複数種のカラムによって分画を試みた (図 1–5)。精製の指標とし

て、TkoDP1 の直下に見える TkoDP1 の分解物と考えられるバンドの分画を目指した。金属ア

フィニティーカラムの溶出画分を陰イオン交換カラムであるHiTrap Q HP 1 mlカラムに供し、

夾雑物の分画を試みた (図 1–5 (a))。しかし、HiTrap Q HP カラムでは夾雑物を分離すること

ができなかった。続いて、陰イオン交換カラムの溶出画分を疎水性相互作用カラムである

HiTrap Phenyl HP 1 ml カラムに供し、分離を試みた (図 1–5 (b))。しかし、疎水性相互作用カ

ラムでも夾雑物は分離できなかったため、さらにハイドロキシアパタイトカラムに供し分離

精製を試みたが、望むような結果が得られなかった (図 1–5 (c))。以上より、C-His-tagged 

TkoDP1は金属アフィニティーカラムには結合したが、TkoDP1の分解物と考えられるバンド、

特に TkoDP1 のすぐ下にある TkoDP1 の分解物と考えられるバンドが、分離原理の異なる種々

のカラムクロマトグラフィーでも分離することができなかった。 

これまでの結果より、高純度な TkoDP1 の精製方法において、N 末端側もしくは C 末端側

にタグ配列を付加するという戦略は、大腸菌を利用したタンパク質産生系では高い純度が望

めないことが示唆された。従って、TkoDP1 の発現宿主を大腸菌から他の宿主へ変更し、高純

度な TkoDP1 の調製を試みた。当研究室の先行研究より、P. furiosus 由来のファミリーD DNA

ポリメラーゼは酵母 Pichia pastoris では上手く産生されなかった結果から、本研究では昆虫細

胞 Sf9 による産生系を試みた。 

後の生化学解析および構造解析において、タグが付加されていない方が望ましいため、ま

ずは、タグを付加しない野生型 TkoDP1 を産生する組換えバキュロウイルスを作製し、それ

を昆虫細胞 Sf9 で産生させた。昆虫細胞で産生させた TkoDP1 は、熱処理後の上清の段階で

単一のバンドになっていた (図 1–6)。疎水性相互作用カラムクロマトグラフィーと陰イオン

交換カラムクロマトグラフィーによる精製を経て、高純度な TkoDP1 を精製することがでた 

(図 1–7、1–8)。最終的な収量は昆虫細胞培養液 1 L から約 1.5 mg であった (図 1–9 (b))。Sf9

で産生させた TkoDP1 が高純度に精製できた理由を調べるため、野生型 TkoDP1 を大腸菌で

産生させ、昆虫細胞で産生させた TkoDP1と同様の手順で精製し、TkoDP1の純度を比べた (図 

1–9 (a)、(b))。大腸菌で産生させた場合、熱処理後の上清においても夾雑物であるバンドが見

られ、これらの夾雑物は後のカラム精製でも分離することは出来なかった。一方、TkoDP1

を昆虫細胞で産生させた場合、培養液量当たりのタンパク質産生量は大腸菌よりも低下した

が、熱処理後の上清において夾雑物はほとんど見られなかった (図 1–9 (a))。TkoDP1 を大腸
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菌体内で産生させた場合に生じる夾雑物について、これらが TkoDP1 の分解物であるかを確

かめるため、ウェスタンブロッティングによる解析を行った (図 1–9 (c))。一次抗体に抗ウサ

ギ-PfuDP1 抗体を用いて TkoDP1 を標識した。大腸菌で産生させた TkoDP1 は、全細胞粗抽出

液の段階で多くの夾雑物由来のバンドが検出され、一部は凝集してウェルに蓄積していた 

(図 1–9 (c) lane 2)。さらに、陰イオン交換カラムクロマトグラフィー後の最終精製画分にも夾

雑物が多く混雑していた (図 1–9 (c), lane 5)。このことから、TkoDP1 を大腸菌で産生させた

場合、大腸菌体内で高度に分解を受け、カラムによる精製でもその分解物が分画できないこ

とがわかった。一方、昆虫細胞で産生させた TkoDP1 は、全細胞抽出液画分でほとんどバン

ドは検出されず、タンパク質の凝集も見られなかった (図 1–9 (c), lane 6)。また、熱処理後の

上清および各カラムクロマトグラフィーの精製画分にもバンドはほとんど検出されなかった

ことから、昆虫細胞で産生された TkoDP1 は昆虫細胞内で分解を受けていないことが示唆さ

れた。 

 

1.3.3. TkoDP2 の精製 

TkoDP1 と同様、タンパク質産生宿主に大腸菌を選択し、アフィニティータグによる迅速な

精製を目指し、HAT タグを付加した N-HAT-tagged TkoDP2 の精製を試みた。 

N-HAT-tagged TkoDP2 を大腸菌体内で単独で産生させ、HisTrap FF 5 ml カラムで分画し、

SDS-PAGE によって非結合画分と結合画分に溶出された N-HAT-tagged TkoDP2 の割合をバン

ドの大きさから推定した (図 1–3 (c))。非結合画分の 4000 分の 1 (図 1–3 (c) lane 3) と結合画

分の1000分の1 (図 1–3 (c) lane 6) のバンドの大きさから、N-HAT-tagged TkoDP2はHisTrap FF 

5 ml カラムに約 20%程度結合することがわかった。また、非結合画分 (図 1–3 (c) lane 3) と

結合画分 (図 1–3 (c) lane 6) を比較すると、分子量約 130,000 に相当する TkoDP2 の分解物と

考えられるバンドが、HisTrap FF 5 ml カラムによって濃縮されていた。この結果から、

N-HAT-tagged TkoDP2 が金属アフィニティーカラムに対して結合する割合が低いこと、およ

びTkoDP2の分解物と考えられるバンドもカラムに結合し、夾雑物の濃縮が生じることから、

N 末端側にタグ配列を融合させる手法は高純度な TkoDP2 を精製には適していないと判断し

た。そこで、TkoDP1 と同様、シャペロン共産生下で、C-His-tagged TkoDP2 を産生させ、C

末端側のヒスチジンタグ用いて高純度な精製を目指した。 

C-His-tagged TkoDP2 を HisTrap HP 1 ml カラムで精製した (図 1–10)。C-His-tagged TkoDP2

も C-His-tagged TkoDP1 と同様、金属アフィニティーカラムに結合した。金属アフィニティー

カラムの結合画分において、夾雑物が検出されたので、分離原理の異なる複数種のカラムを

用いて精製条件を検討したところ、夾雑物を分画できることがわかった。さらに条件を検討

した結果、夾雑物の分画には、C 末端側のヒスチジンタグによる精製が必須ではないことが
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わかった。そのため、後の生化学解析および構造解析を考慮して、タグの付加されていない

野生型の TkoDP2 の高純度な精製を目指した。 

野生型 TkoDP2 の産生には、大腸菌に pGro7 を導入したものを宿主として用い、TkoDP2 を

シャペロンと共産生させることで TkoDP2 が正しい構造をとることを助けた。シャペロンの

共産生の有無で、同じ大腸菌体量における TkoDP2 の産生量および可溶化の割合の差を比較

した (図 1–11)。シャペロンを共産生させた条件 (+pGro7) で分子量約 60,000 のバンドは

pGro7 由来の GroEL である。両条件の全細胞粗抽出液 (TC) を比較すると、TkoDP2 の産生量

はほぼ同じであることから、シャペロン共産生による TkoDP2 の産生量の低下は見られなか

ったが、GroEL を除く他のバンドのパターンがほぼ同様であった。一方、各条件の熱処理後

沈殿 (HP) と上清 (HS) の TkoDP2 のバンドの大きさに差が見られ、シャペロン共産生下の

方が熱処理後に可溶化している TkoDP2 の量が多かった。各精製段階での TkoDP2 の量を

Image J を用いて定量し、各条件における全細胞抽出液画分の TkoDP2 の量を 100 とした相対

量を算出した。シャペロンの有無に関わらず約 7 割の TkoDP2 が超音波破砕後の上清に存在

していたが、シャペロン非共産生の条件では熱処理後の上清には約 3 割の TkoDP2 しか残存

していなかった。一方、シャペロン共産生の条件では熱処理後の上清に約 5 割の TkoDP2 が

残存していた。 

TkoDP2 とシャペロンと共産生させた大腸菌を超音波破砕し、熱処理後にポリエチレンイミ

ン処理を行った (図 1–12)。その後、硫酸アンモニウム沈殿法による分画、疎水性相互作用カ

ラム HiTrap Butyl HP 5ml カラムによる分離によって核酸を除去し (図 1–13)、HiTrap Heparin 

HP カラムに供し、塩化ナトリウムの濃度勾配によって溶出し、各画分を SDS- 7.5% PAGE に

よって分析した (図 1–14)。TkoDP2 の HiTrap Heparin HP 5 ml カラムで展開した画分のうち、

0.6 M 以上の塩化ナトリウムで溶出された画分 (図 1–14 (b) 破線部) を回収し、ENrichTM Q 

5/50 カラムで 0.1 M から 0.3 M の塩化ナトリウムで展開した結果、塩化ナトリウムの濃度が

0.15 M から 0.20 M までの間で高純度な TkoDP2 が溶出され、0.2 M 以降では分子量約 130,000

の TkoDP2 分解物のバンドを含んだ TkoDP2 が溶出された (図 1–15 (b) (c))。このことから、

ENrichTM Q 5/50 カラムを用いることで、アフィニティーカラムである HiTrap Heparin HP カラ

ムで分離できなかった分子量約130,000のTkoDP2由来と考えられる分解物を分画することが

できた。最終的に大腸菌培養液 1 L から約 1.3 mg の TkoDP2 が得られた。 

 

1.3.4. TkoPolD および変異体 TkoPolD の精製 

TkoDP1 および TkoDP2 について、両者ともに野生型のタンパク質の高純度な精製に成功し

たことから、TkoPolD についてもタグを付加していない TkoDP1 と TkoDP2 を大腸菌で共産生

させて高純度な精製を試みた。 
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TkoDP1 と TkoDP2 を共産生させた大腸菌を超音波破砕し、80°C で熱処理後、ポリエチレ

ンイミン処理によって除核酸を行った (図 1–16)。熱処理後の上清 (HS) およびポリエチレン

イミン処理後の上清 (PS) の TkoDP1 と TkoDP2 のバンドの大きさを比較すると、TkoDP1 よ

りも TkoDP2 の方が大きいことから、TkoPolD を大腸菌で共産生させた場合、TkoDP2 の方が

過剰に産生され、複合体を形成していない TkoDP2 を後のカラムクロマトグラフィーで分画

する必要が示唆された(図 1–16)。TkoPolD は、その後 70％ 飽和硫酸アンモニウム沈殿によ

って分画後、疎水性相互作用カラムの HiTrap Butyl HP 5 ml カラムに供し、カラム容量の 20

倍の溶液量で展開した (図 1–17)。各画分の夾雑物のうち分子量約 130,000 の高硫酸アンモニ

ウム濃度側で溶出されたもの (図 1–17 (b), I: 橙色破線) は後の ENrichTM Q 5/50 カラムで分

離することができた。一方、低硫酸アンモニウム濃度側に溶出される分子量約 130,000 の夾

雑物、および分子量約 67,000 の夾雑物 (図 1–17 (b), II: 紫色破線) は、後の HiTrap Heparin HP 

5 ml カラムおよび ENrichTM Q 5/50 カラムで分画することができなかった。従って、疎水性相

互作用カラムクロマトグラフィーでこれらの夾雑物を含まない画分を回収することで (図 

1–17, 黒色破線) 収量は少なくなるものの、TkoPolD の純度を高めることができた。次に、

HiTrap Butyl HP 5 ml カラムで回収した画分を HiTrap Heparin HP 5 ml カラムで展開し、各画分

を SDS-PAGE で分析した (図 1–18)。約 0.6 M の塩化ナトリウム濃度の時に TkoPolD 複合体

が溶出され、塩化ナトリウムが 0.8 M より高塩濃度では余剰の TkoDP2 が溶出されたことか

ら、大腸菌でのタンパク質産生時に余剰に産生された TkoDP2 を HiTrap Heparin HP 5 ml カラ

ムにより分離することができた (図 1–18 (b), II: 青色破線)。分子量約 130,000 のバンドは、

次の ENrichTM Q 5/50 カラムで分画できるバンドである (図 1–18 (b), I: 橙色破線)。塩化ナト

リウムの濃度変化による TkoDP1 と TkoDP2 のバンドの増減が同じ挙動を示している画分が、

TkoPolD 複合体が含まれている画分に相当すると考え、これらの画分を回収し、ENrichTM Q 

5/50 カラムに供した (図 1–18, 黒色破線)。最後に、陰イオン交換カラムクロマトグラフィー

に ENrichTM Q 5/50 カラムを用いることで、分子量約 130,000 の夾雑物を分離することができ

た (図 1–19 (b))。この夾雑物は TkoDP2 由来と考えられる。これは同じ陰イオン交換カラム

である HiTrap Q HP 1 ml カラムでは分離することはできなかったが、ENrichTM Q 5/50 カラム

では分離することができたため、高純度な TkoPolD を精製するためには ENrichTM Q 5/50 カラ

ムを用いることが非常に効果的であると言える。最終的に、大腸菌培養液 1 L から約 0.63 mg

の TkoPolD が得られた。 

変異体 TkoPolD も TkoPolD と同様の手順で精製することができた。また、各分離原理の異

なるカラムでの挙動および最終的なタンパク質の収量も差はなかった。 
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1.3.5. 精製タンパク質の純度の検定 

前述した方法で精製した TkoDP1、TkoDP2、TkoPolD の各タンパク質を SDS- 7.5% PAGE

によって分析し、純度を検定した (図 1–20)。各レーンそれぞれ 12 pmol の物質量のタンパク

質を供した。このとき、TkoDP1 は約 1 µg、TkoDP2 は約 1.8 µg のタンパク質に相当する。

TkoDP1+DP2 のレーンは、それぞれ 12 pmol の TkoDP1 と TkoDP2 を混合したタンパク質溶液

を供した。共産生した TkoPolD のうち、上側のバンドが TkoDP2、下側のバンドが TkoDP1

に相当した (図 1–20 lane 2、lane 3、lane 5)。また、バンドの大きさを比較すると、lane 5 の

TkoPolD における TkoDP1、TkoDP2 のバンドの大きさは、lane 2 の TkoDP1、lane 3 の TkoDP2

とそれぞれ同等であったことから、TkoPolD は DP1 と DP2 が等モル量で構成された複合体で

あることが示唆された。また、TkoDP1 のマーカーから見積もられた分子量はおよそ 100,000

と、TkoDP1 のアミノ酸配列から計算される分子量 (80784.2) よりも高分子量側に泳動された。

また、精製した変異体 TkoPolD も同様に SDS- 7.5% PAGE によって展開したところ、野生型

TkoPolD と同じ結果が観察された (図 1–20 lane 7)。 

 

1.3.6. 大腸菌および昆虫細胞で産生させた TkoDP1 の活性の差 

大腸菌体内で産生させた TkoDP1 と昆虫細胞で産生させた TkoDP1 について、活性に差が

あるかを検討した。大腸菌および昆虫細胞で産生させた精製 TkoDP1 と、大腸菌体内で産生

させた精製 TkoDP2 を等量混合した再構成 TkoDP1+DP2 の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を測

定することで、両者に差がみられるかどうかを調べた (図 1–21)。 

両宿主由来 TkoDP1 を用いて再構成した TkoDP1+DP2 の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性につ

いて比較したところ、各反応時間において、産物の量や切断の様式、未反応の基質の量、切

断された基質の長さなど、両者に大きな差はみられなかった (図 1–21)。 
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1.4. 考察 

1.4.1. TkoDP1 の精製方法 

TkoDP1 は、大腸菌産生系で N 末端側にタグを付加した場合は金属アフィニティーカラム

に結合しなかった。また、C 末端側にタグを付加した場合は、金属アフィニティーカラムに

結合するものの、様々精製条件を検討しても高純度に精製することはできなかった。一方、

産生宿主を変更し、昆虫細胞 Sf9 と組換えバキュロウイルスを利用したタンパク質産生系に

よって高純度な野生型の TkoDP1 の調製に成功した。 

TkoDP1 の産生にはバキュロウイルスと昆虫細胞を用いた産生系が非常に有用であった。ウ

ェスタンブロッティングでの解析の結果から、TkoDP1 を大腸菌体内で産生させた場合、細胞

粗抽出液の段階で分解物が見られ、それらは後のカラムクロマトグラフィーによる精製では

完全に除くことができなかった。一方、昆虫細胞内で産生させた場合は、産生された TkoDP1

はほとんど分解しておらず、熱処理後の上清でほとんど単一なバンドであった (図 1–6、1–9) 

ことから、TkoDP1 は昆虫細胞内で Sf9 由来またはバキュロウイルス由来のプロテアーゼによ

る分解を受けなかった可能性が示唆された。 

あるタンパク質の産生について大腸菌と昆虫細胞で比較したとき、昆虫細胞を用いること

で産生が改善した例は多いが、その多くが高等生物由来のタンパク質や膜タンパク質であり、

産生量の増加やタンパク質の可溶化に関する報告が多い (Osz-Papai et al., 2015)。TkoDP1 が昆

虫細胞で分解を受けなかった要因としては、TkoDP1 が昆虫細胞内では大腸菌体内で産生させ

たときと異なる立体構造をとり、プロテアーゼに分解を受けやすい部分の露出がされなかっ

たこと、または TkoDP1 が昆虫細胞内に存在するプロテアーゼの分解を受けにくいことなど

が推測される。昆虫細胞で組換えタンパク質を産生させた時、カテプシンに代表されるバキ

ュロウイルス由来のプロテアーゼや宿主細胞由来の様々なプロテアーゼによって組換えタン

パク質が分解を受ける可能性を考慮しなければならない (Ikonomou et al., 2003) が、TkoDP1

の場合は内在性のプロテアーゼによる影響を受けなかったのだと推測している。大腸菌より

も昆虫細胞を用いた方がタンパク質の分解が抑制された例に、ゴールデンハムスター由来プ

リオンタンパク質について報告されている (Weiss et al., 1995)。 

昆虫細胞で組換えタンパク質を産生させた場合、産生させたタンパク質に N 型糖鎖が修飾

されることが知られている (van Oers et al., 2015)。オリゴ糖鎖は、オリゴ糖転移酵素により、

シークオン配列という保存された配列モチーフである Asn - X -Ser/Thr (X はプロリン以外の

アミノ酸) のアスパラギン側鎖中のアミド基に結合される。TkoDP1 のアミノ酸配列中には

239番目から (Asn - Gly - Ser) と 623番目から (Asn - Arg - Ser) の２ヶ所にシークオン配列が

あるため、昆虫細胞で産生させた TkoDP1 には、昆虫細胞型の糖鎖が修飾されている可能性

がある。糖鎖修飾の有無については本研究では調べていないが、精製したそれぞれのタンパ
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ク質を SDS-PAGE で分析した結果、昆虫細胞で産生させた TkoDP1 と、TkoPolD として大腸

菌で TkoDP2 と共産生させた TkoDP1 の泳動度は変わらないことから、昆虫細胞で産生させ

た TkoDP1 に翻訳後に大きな化合物が付加されてはいないと言える (図 1–20 lane 2、lane5)。

また、大腸菌で産生させた TkoPolD と、昆虫細胞で産生させた TkoDP1 と大腸菌で産生させ

た TkoDP2 とを試験管内再構成した TkoDP1+DP2 のポリメラーゼ活性および 3′–5′エキソヌク

レアーゼ活性を比較した時、両者の間に大きな差は無かった (図 2–4、図 2–5)。また、大腸

菌で産生させた TkoDP1 または昆虫細胞で産生させた TkoDP1 を、それぞれ大腸菌で産生さ

せた TkoDP2 と再構成させて 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性の強さを比較した (図 1–21)。こ

の場合も両者の間に差は見られなかったことから、原核生物由来のタンパク質である TkoDP1

を真核細胞である昆虫細胞で産生させても、同じように産生されたと考えられる。 

 

1.4.2. TkoDP2 の精製方法 

TkoDP2 は、大腸菌産生系で N 末端側にタグを付加した場合は金属アフィニティーカラム

に結合しなかったが、C 末端側にタグを付加した場合は金属アフィニティーカラムに結合し

た。分離原理の異なる複数種のカラムによる精製条件を検討した結果、大腸菌宿主で金属ア

フィニティーカラムに寄らない精製方法を確立したため、大腸菌宿主でシャペロンと共産生

させ、ENrichTM Q 5/50 カラムによる精製により高純度な野生型 TkoDP2 の調製に成功した。 

TkoDP2 産生時において、TkoDP2 が正しく折りたたまれることを狙ってシャペロニンであ

る GroEL と GroES と共産生させた (図 1–11)。シャペロン共産生による TkoDP2 の産生量の

低下はなく、シャペロンと共産生させた TkoDP2 は、シャペロンと非共産生の TkoDP2 と比

較すると、熱処理後の上清に可溶化している割合が多かった。組換えタンパク質を産生させ

た場合、すべてのタンパク質が正しい構造をとっていないと予想できる。TkoDP2 は好熱性ア

ーキア由来のタンパク質のため、正しく折りたたまれて最適な構造をとっていた場合、耐熱

性があることが期待できる。そのため、熱処理後の上清に残っている TkoDP2 の割合は、宿

主内で大量に産生された TkoDP2 のうち、正しく折りたたまれているタンパク質の割合と相

関があると推測できる。本研究で、TkoDP2 をシャペロンと共産生させることで熱処理後の上

清に残存した TkoDP2 の割合が増加したことは、シャペロンによって TkoDP2 が正しく折り

たたまれたと考えられる。よって、シャペロンとの共産生には TkoDP2 の正しい折りたたみ

を助ける効果があったと考えている。本研究ではシャペロンによるタンパク質の折りたたみ

の効果が認められたこと、および、シャペロン共産生による TkoDP2 の産生量の低下が観察

されなかったことから、TkoDP2 とシャペロンを共産生させることにした。 

TkoDP2 は、分離原理の異なる複数種のカラム精製により夾雑物を取り除くことができたが、

そのなかで最も効果的であったのは ENrichTM Q 5/50 カラムであった (図 1–15)。ENrichTM 

Q5/50 カラムについて、担体の組成や粒子径などは公表されていないため、TkoDP2 および

TkoPolD の精製に効果があった理由は推測しかできない。ENrich Q 5/50 カラムと他の陰イオ

ン交換カラムとでは、担体に付加されている陰イオン交換基の親水性と疎水性の度合いや、
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担体の粒子の大きさや形状などの違いが考えられる。これら複数の要素が上手く効果を発揮

した結果、TkoDP2 の高純度な精製につながったのだと考えている。 

 

1.4.3. TkoPolD の精製方法 

TkoPolD は、大腸菌宿主で野生型 TkoDP1 と野生型 TkoDP2 を共産生させ、疎水性相互作用

カラム、アフィニティーカラム、および陰イオン交換カラムでの精製を工夫することにより

高純度な TkoPolD の調製に成功した。 

TkoPolD は大腸菌を用いて TkoDP1 と TkoDP2 を共産生させた。両者の共産生には、一つの

大腸菌に pET24a-TkoDP1と pET21a-TkoDP2という同じColEI型レプリコンのプラスミドの両

方を挿入し、それを抗生物質による選択圧で保持させた。一度に二種のプラスミドを用いて

大腸菌を形質転換させるのは形質転換効率が低く困難であったため、一度 pET21a-TkoDP2 で

形質転換させた大腸菌を再びコンピテントセル化し、再度 pET24a-TkoDP1 で形質転換させる

ことで、二種のプラスミドを大腸菌体内に維持させることができた。この場合、pET 系プラ

スミドの総コピー数は一定だが pET24a-TkoDP1 と pET-21a-TkoDP2 の量比は細胞によって異

なっていると考えられる。実際にタンパク質を産生させると、TkoDP2 の産生量の方が TkoDP1

よりも多かった (図 1-16、図 1-18)。両プラスミドのコピー数は調べていないが、TkoDP1 と

TkoDP2の産生量の比が大腸菌体内における pET24a-TkoDP1と pET-21a-TkoDP2の量比を反映

している可能性はある。 

TkoPolD のカラムクロマトグラフィーによる精製において、疎水性相互作用カラムクロマ

トグラフィーで分取する画分に気を付けなければいけない (図 1–17)。疎水性相互作用カラム

クロマトグラフィーの濃度勾配をカラム容量の 20 倍の溶液量で展開することによって夾雑

物を分画し、最終的に高純度な TkoPolD を得ることができた (図 1–17)。疎水性相互作用カ

ラムクロマトグラフィーによる分画で TkoPolD の精製度が高まったことについて、TkoPolD

は TkoDP1 と TkoDP2 の複合体であるため、試料溶液中には各サブユニットの分解物だけで

はなく、それぞれの全長のサブユニットまたはその分解物同士が複合体を形成した「分解物

複合体」が混在していると予想できる。陰イオン交換カラムやアフィニティーカラムはタン

パク質の等電点や DNA への結合活性を利用して精製を行う手法であるが、TkoPolD 分解物複

合体の等電点や DNAへの結合活性が全長の TkoPolD複合体とほとんど同じであったために、

これらのカラムを利用した手法では分画できなったのかもしれない。一方、分解物複合体は、

全長ではないため本来タンパク質の内部に折りたたまれるはずの疎水性残基がタンパク質表

面に露出している可能性がある。このような分解物または分解物複合体はタンパク質の疎水

性度が高く、全長の TkoPolD 複合体よりも疎水性相互作用カラムと強く相互作用したために、

他の分離原理のカラムで分離できなかった分解物を分画することができたのではないかと考

えている。実際のカラムクロマトグラフィーの結果でも、分解物を多く含んでいる画分が低
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塩濃度において溶出されていることから、分解物は疎水性相互作用カラムに強く相互作用し

ていることがわかる (図 1–17 (a) (b))。 

TkoDP2 の精製において ENrichTM Q 5/50 カラムが効果的であったのと同様に、TkoPolD の

精製においても ENrichTM Q 5/50 カラムが非常に効果的であった (図 1–19)。 

 

1.4.4. 精製タンパク質の純度の評価 

TkoDP1、TkoDP2、TkoPolDの各タンパク質の純度を SDS- 7.5% PAGE によって検定した (図 

1–20)。各タンパク質は 12 pmol が泳動されており、重量に換算すると、TkoDP1 が約 1 µg、

TkoDP2 が約 1.8 µg である。単純に両者の重量比から推測される TkoDP2 のバンドの大きさは

TkoDP1 の約 2 倍であるが、実際の結果は、TkoDP2 のバンドは TkoDP1 のバンドの 3 倍から

4 倍程度に見える (図 1–20 lanes 4、lane 5)。しかし、各レーン間でバンドの大きさを比較す

ると、lane 5 の TkoPolD における TkoDP1 と TkoDP2 のバンドの大きさは、lane 2 の TkoDP1、

lane 3 の TkoDP2 とそれぞれ同等であった。このことより、TkoPolD は TkoDP1 と TkoDP2 が

等モル量で構成された複合体であることが強く示唆された。また、TkoDP1 のマーカーから見

積もられた分子量はおよそ 100,000 と、TkoDP1 のアミノ酸配列から計算される分子量 

(80,784.2) よりも高い位置に泳動された。このことについて、P. furiosus、P. horikoshii、P. abyshii、

Thermococcus sp. 9°N 由来の TkoDP1 についての先行研究でも同様の現象が報告されている 

(Greenough et al., 2014; Gueguen et al., 2001; Shen et al., 2001; Uemori et al., 1997)。天然変性領域

を有するタンパク質を SDS-PAGE によって分画したとき、実際の分子量より高分子量側に泳

動されることがわかっている (Tompa, 2012; Tsai et al., 2007)。TkoDP1 の N 末端側 65 番目から

290 番目の領域は天然変性領域であると予想され(図 2–3 (a) (b))、また実際に、60 番目から 228

番目の領域を N-His-tagged TkoDP1(60–228) として産生させ (図 2–3 (c))、CD スペクトルが測

定された結果、特別な構造を有していなかった  (図  2–3 (d))。また、この N-His-tagged 

TkoDP1(60–228) を SDS-PAGE で分析した結果、アミノ酸配列から計算されたの分子量 

(19435.13) よりも高分子量側に泳動されていた (図 2–3 (c))。PabDP1 および PhoDP1 につい

ても TkoDP1 と同様、N 末端側に進化学的に保存されていない領域があると報告されている 

(Sauguet et al., 2016; Yamasaki et al., 2010)。これらのことより、TkoDP1 は N 末端側に天然変性

領域を有するために SDS-PAGE では実際の分子量よりも高分子量側に泳動されたのだと考え

た。 

以上より、本研究で確立された精製方法により、TkoDP1、TkoDP2、TkoPolD および変異体

TkoPolD は高純度に精製することができたと結論付けた。  
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第二章 ファミリーD DNA ポリメラーゼの生化学解析 

2.1. 序論 

第一章の序論で述べた通り、現在までにファミリーD DNA ポリメラーゼの性状は様々な種

類のアーキアで調べられている。各種由来のファミリーD DNA ポリメラーゼについてそれぞ

れ生化学的な性質が調べられているが、多量体構造やサブユニット単独での活性について、

報告されている性質には種間での違いも多くみられる。 

種々のアーキア由来ファミリーD DNA ポリメラーゼに共通する性質として、大小二つのサ

ブユニットの複合体である、高いヌクレオチド取込み活性およびプライマー伸長活性を有し

ている、3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を有しており校正機能を有している、という特徴が挙

げられる。ファミリーD DNA ポリメラーゼ複合体を形成する大小サブユニットの構成比には

二種類報告されている。P. furiosus、P. abyssi、M. jannaschii、Thermococcus sp. 9°N 由来ファミ

リーD DNA ポリメラーゼは大小二つのサブユニットから成るヘテロ二量体である 

(Greenough et al., 2014; Gueguen et al., 2001; Ishino et al., 1998; Uemori et al., 1997) が、P. 

horikoshiiにおいては各サブユニットのホモ二量体から構成されるヘテロ四量体であると報告

されている (Shen et al., 2001)。P. horikoshii において、さらに、SPR 法による解析から PhoDP2

のN末端から 50アミノ酸残基が PhoDP2の二量体構造の形成に必要であると報告されており 

(Tang et al., 2004)、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーによる解析から PhoDP1 の 1 番目から

100 番目と PhoDP2 の 792 番目から 1163 番目がヘテロ四量体を形成することが報告された 

(Matsui et al., 2011)。これらの理由から PhoPolD は四量体を形成するとされている。ただし、

PhoDP2 における SPR 法の解析を除けば、多量体構造の決定はすべてゲルろ過カラムクロマ

トグラフィーによる分析結果に基づいている。ファミリーD DNA ポリメラーゼ複合体の分子

量が大きいこととゲルろ過カラムクロマトグラフィーの溶出体積は分子の構造に影響を受け

ことから、この手法での多量体構造の決定が難しく、ファミリーD DNA ポリメラーゼの多量

体構造については議論が続いている。 

ポリメラーゼ活性について、ポリメラーゼモチーフおよび活性に必要な残基は大サブユニ

ットの配列中に保存されている。大サブユニット単独でのポリメラーゼ活性については、P. 

furiosus (Uemori et al., 1997)、M. jannaschii (Ishino et al., 1998)、Thermococcus sp. 9°N (Greenough 

et al., 2014)、 P. horikoshii (Shen et al., 2004a)、A. fulgidus (Abellón-Ruiz et al., 2016) で報告され

ている。P. furiosus、M. jannaschii、Thermococcus sp. 9°N においては大サブユニット単独での

ポリメラーゼ活性は検出されなかったが、P. horikoshii、A. fulgidus の報告では、大サブユニッ

トのみでポリメラーゼ活性が検出されている。ポリメラーゼ活性について、検出方法や基質

DNA の構造や調製方法、タンパク質の純度などの要素によって検出値が大きく変わることに

留意すべきであり、大サブユニット単独での活性の有無により安易に二種に分けられるよう
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な特徴ではない。ただし、いずれの種由来のファミリーD DNA ポリメラーゼも小サブユニッ

トと複合体を形成すると単独の時よりも高いポリメラーゼ活性を示すことがわかっている。 

3′–5′エキソヌクレアーゼ活性について、P. furiosus (Uemori et al., 1997)、Thermococcus sp. 9°N 

(Greenough et al., 2014)、M. jannaschii (Jokela et al., 2004) および P. horikoshii (Shen et al., 2004a) 

において調べられている。P. furiosus および Thermococcus sp. 9°N において、小サブユニット

のみで活性は検出されなかったが、P. horikoshii と M. jannaschii では高濃度のタンパク質と二

価金属イオンにマンガンイオンを用いた条件で、小サブユニットのみで活性が検出されてい

る。ポリメラーゼ活性の場合と同様、いずれの種由来のファミリーD DNA ポリメラーゼも大

小二つのサブユニットが複合体を形成したときに顕著な活性が検出されている。また、P. 

horikoshii において、部分構造変異体の研究から、PhoDP2 の C 末端 50 残基を欠失させても 3′–

5′エキソヌクレアーゼ活性には影響がないことが分かっている。さらに PhoDP2 の C 末端側に

あるシステインクラスターII 中の 12 アミノ酸からなるペプチドによって、PhoDP1 の 3′–5′エ

キソヌクレアーゼ活性が促進されることが報告されている (Shen et al., 2003, 2004b)。また、

PhoDP1 の活性部位変異体の研究結果から、3′–5′エキソヌクレアーゼ活性に必須なアミノ酸残

基が同定されている (Shen et al., 2004a)。 

DNA 結合活性については、P. furiosus (Richardson et al., 2013)、P. horikoshii (Shen et al., 2003)、

P. abyssi (Castrec et al., 2010; Henneke et al., 2005) で調べられている。測定に用いた基質の長さ

や構造および測定方法や条件によって測定値に大きな差があり、単純に値だけで比較するこ

とはできないが、ssDNA よりも dsDNA や primed DNA に対して強い結合活性が検出されてい

る。しかし、サブユニット単独での DNA 結合活性について調べた報告はない。 

本章では、ファミリーD DNA ポリメラーゼの性質解明のため、第一章の方法により高純度

に精製した TkoDP1 と TkoDP2 および共産生させた TkoPolD を用いて種々の生化学的性状の

同定を試みた。まずは TkoPolD の多量体構造について検証するため、ゲルろ過カラムクロマ

トグラフィー、静的光散乱による解析を行った。また、構造情報を得るために電子顕微鏡に

よる単粒子解析を試みた。次に TkoDP1、TkoDP2 の各サブユニット、再構成した TkoDP1＋

DP2 および共産生させた TkoPolD を用いて、ヌクレオチド取込み活性、3′–5′エキソヌクレア

ーゼ活性、DNA 結合活性についてそれぞれ調べた。これらの結果を各種アーキア由来のファ

ミリーD DNA ポリメラーゼの性質と比較することで、ファミリーD DNA ポリメラーゼの理

解を深めていきたい。 
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2.2. 材料と方法 

 

2.2.1. 反応溶液組成一覧 

実験に用いた溶液の組成を次に記す。 

再構成溶液 50 mM Tris–HCl, 0.1 mM EDTA, 200 mM NaCl, 1 mM DTT, 50% 

glycerol, 0.1% Tween 20, 0.1% Igepal, pH8.0 

希釈溶液 50 mM Tris–HCl, 0.1 mM EDTA, 200 mM NaCl, 1 mM DTT, 10% 

glycerol, 0.1% Tween 20, 0.1% Igepal, pH8.0 

反応溶液 20 mM Tris–HCl, 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 1 mM DTT, 0.1 

mg/ml BSA, pH 8.0 

アニーリング溶液 I 10 mM Tris–HCl, 1 mM MgCl2, 5 mM KCl, 5 mM (NH4)2SO4, 0.5 mM 

DTT, pH 8.0 

アニーリング溶液 II 20 mM Tris–HCl, 50 mM NaCl, pH 8.0 

 

2.2.2. TkoDP1+DP2 の試験管内再構成条件 

本研究では TkoDP1と TkoDP2を試験管内で再構成させたものを TkoDP1+DP2と表記する。

等量の TkoDP1 と TkoDP2 を、再構成溶液を用いて混合した後、72°C で 3 分間加温した。以

降の実験で特に記載のない限り TkoDP1+DP2 を使用する場合は、この方法で再構成したもの

を用いた。 

 

2.2.3. ゲルろ過カラムクロマトグラフィーによる分子量の測定 

精製した各タンパク質の濃度を 4 µM に調製し、40 µl をカラムに供した。ゲルろ過カラム

は Superdex 200 PC 3.2/30 カラム (GE Healthcare 社) を使用し、SMART System (GE Healthcare

社) を用いて室温で行った。バッファーは 50 mM Tris–HCl, 0.5 M NaCl, 5 mM DTT pH 8.0 を用

い、流速 40 µl/min で分析を行った。分子量マーカーには、ゲルろ過スタンダード #1511901 

(Bio-Rad Laboratories 社) を用いた。 

 

2.2.4. 静的光散乱による重量平均分子量測定の原理 

光散乱を用いたタンパク質の分子量の決定について過去の文献で詳細に述べられている 

(Wen et al., 1996)。本項では、光散乱検出装置 Viscotek TDAmax (Malvern 社) を用いる場合に

おけるタンパク質の重量平均分子量の原理を説明する。 



 

 

39 

 

静的光散乱の基本式は Rayleigh の方程式で定義され、(1)式のように表される。 

 

𝐾∗𝑐

𝑅(𝜃)
= [

1

𝑀𝑤
+ 2𝐴2𝑐]

1

𝑃(𝜃)
 

(1)  

 

R(θ) は Rayleigh 比、K*は光学パラメーターを示し、4π2 n0
2 (dn/dc)2 / NA λ0

4で表される定数

である。n0は溶媒の屈折率、c は溶質の重量濃度 (mg/ml)、dn/dc は溶質の屈折率の濃度増分、

NAはアボガドロ定数、λ0は真空中での入射光の波長、Mwは重量平均分子量、A2は第二ビリア

ル係数という溶質分子の溶液への分散状態を表す係数である。P(θ) は散乱光の角度依存性と

分子の大きさに依存する項であり、次の式であらわされる。 

 

1

𝑃(𝜃)
= 1 +

16𝜋2𝑛0
2

3𝜆0
2

〈𝑟𝑔
2〉 sin2 (

𝜃

2
) 

(2)  

 

ここで<rg
2>は平均二乗慣性半径である。Rayleigh の方程式から、光散乱は分子量と分子の

大きさと溶質の濃度に依存していることがわかる。 

静的光散乱において、光散乱検出器をゲルろ過カラムクロマトグラフィーと連結して測定

する実験系は、ゲルろ過カラムによって目的タンパク質を分画すると同時に、バッファー交

換および微粒子によるノイズを除去することができるため、タンパク質分子の分析において

非常に有効な手法である (Wen et al., 1996)。ゲルろ過カラムクロマトグラフィーから溶出され

たタンパク質を分析する場合は、溶質の濃度が希薄な条件であると仮定でき、このような条

件下では第二ビリアル係数を無視することができる。また、糖鎖修飾を受けていないタンパ

ク質の屈折率の濃度増分 dn/dcの値はアミノ酸配列に依存せず 0.185 ml/gと一定であるとして

よい。さらに、(2) 式で定義される散乱角の角度依存性については、一般的には溶質分子の直

径が測定波長の 1/20 以下の場合は光散乱の角度依存性は無くなり、等方散乱として扱っても

よい。静的光散乱では、測定に 633 ~ 670 nm の波長のレーザー光を用いることが多いため、

根平均二乗慣性半径<rg
2>1/2が 15.8 ~ 16.8 nm 以下の場合は、(2) 式の角度依存性の項を無視す

ることができ、(2) 式は 1/P(θ) = 1 となる。従って、(1) は次式のように近似できる。 
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𝐾∗𝑐

𝑅(𝜃)
=

1

𝑀𝑤
 

 

𝑅(𝜃) = 𝐾∗𝑀𝑤𝑐 

(3)  

 

なお等方散乱として扱う場合、どの散乱角度を用いても良いが、一般的には S/N 比の良い

90°で測定する方が望ましい。 

Rayleigh比は散乱光強度を散乱角 θの関数として表す時の物理量で、次の式で定義される。 

 

𝑅(𝜃) =
𝐼𝑟2

𝐼0𝑉𝜃
 

 (4)  

 

I は散乱光強度、I0は入射光強度、r は散乱点からの距離、Vθは散乱体積の角度依存性を示

している。 

続いて、測定装置の校正について記述する。測定装置の校正には分子量既知の標準タンパ

ク質を用いた校正と、Rayleigh 比が既知の物質を用いた校正の 2 種類があるが、本研究では

標準物質を用いて校正を行った。 

光散乱検出器で検出される光強度を ILSとすると、(3) (4) 式より (5) 式が導ける。 

 

𝐼𝐿𝑆 =
𝐼0𝑉𝜃

𝑟2
𝐾∗𝑀𝑤𝑐 

 

𝐼𝐿𝑆 = 𝐾𝐿𝑆𝑀𝑤𝑐  

(5)  

 

ここで、KLS = I0Vθ/r2 K*とすると、KLSは光散乱検出器の装置定数を示している。この装置

定数 KLSを、標準タンパク質を用いてあらかじめ算出しておき、未知試料を同条件で測定す

ることで、(5) 式より未知試料の重量平均分子量 Mwを求めることができる。 
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分子量既知の標準タンパク質を用いた校正には次のような利点がある (Wen et al., 1996)。一

つ目に、簡便に校正や検定を行えることである。これは、測定装置の動作が不安定で都度校

正を行わなければいけないような状況では大きなメリットである。二つ目に、実際の測定系

と同じ条件で校正できることである。Rayleigh 比既知の物質を用いることによる絶対校正で

は、標準物質 (トルエンなどがよく用いられる) から実際の測定系である水層への溶媒交換が

必要であり、交換時に検出装置に塩が析出する危険性を孕む。しかし、標準タンパク質を用

いた校正方法では、このようなリスクも回避することができる。 

 

2.2.5. 静的光散乱による絶対分子量の測定 

スペクトリス株式会社マルバーン事業部の松尾遼太郎氏の協力によって本実験を行った。

精製されたタンパク質の分子量は均一であることから、精製タンパク質の重量平均分子量は

絶対分子量と考えられる。静的光散乱によるタンパク質の絶対分子質量の測定は、Viscotek 

TDAmax (Malvern 社) を用いて行い、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーのカラムには

Superdex 200 10/300 カラム (GE Healthcare 社) を用いた。大腸菌で産生させた精製 TkoDP1

および TkoPolD をそれぞれ 1.0 mg/ml、1.5 mg/ml の濃度に調製し、それぞれ 150 µl カラムに

供し、ランニングバッファー (50 mM Tris–HCl, 0.5 M NaCl, 5 mM DTT, pH 8.0) を流速 0.4 

ml/min で送液を行った。ゲルろ過カラムより溶出された溶液について示差屈折率および散乱

光強度を測定した。光散乱は波長 670 nm のレーザー光で S/N 比の良い 90°直角度散乱 (Right 

Angle Light Scattering, RALS) を測定した。結果の解析については前項で述べた原理に基づい

て行い、散乱光強度から Rayleigh 比を、示差屈折率からは溶質の濃度を算出し、前項 (5) 式

から絶対分子量を算出した。装置定数 KLSの校正には、標準試料として単量体の BSA を用い

た。すべての測定は 27°C で行った。測定結果は OmniSEC software v5 を用いて解析した。 

 

2.2.6. TkoDP1 の天然変性領域の予測 

本実験は、我々の研究グループで先行研究として行われた。T. kodakarensis、P. horikoshii、

P. abyssi、P. furiosus の DP1 の N 末端領域のアミノ酸配列のアラインメント作製には MAFFT 

(Katoh et al., 2017) を用いた。PhoDP1(1–72) と PabDP1(144-303) の二次構造には PDB ID: 

2KXEと 5IHEを用いた。TkoDP1の変性領域の予測には DISOPRED3 (Jones and Cozzetto, 2015) 

を用いた。 
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2.2.7. TkoDP1 の予測天然変性領域の CD スペクトル測定 

本実験は、我々の研究グループで先行研究として行われた。TkoDP1 の 60 番目から 228 番

目に相当する遺伝子配列を pET24a-TkoDP1 を鋳型にして PCR で増幅した。PCR のプライマ

ーには DP1-60F: dCGCGCATATG ATAATTTCCA GTGGAAATGG TGCCC と DP1-228R: 

dGGGGCGGCCG CTTAGTTTTC ATCGGGAAAT TCTCCTTC を用いた (配列中の下線部は制

限酵素認識配列)。増幅された PCR 産物は制限酵素 NdeI と NotI を用いて切断し、同じ酵素で

切断した鋳型プラスミド pET28TEV (home made) にクローニングした。 pET28TEV- 

TkoDP1(60–228) を用いて E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL を形質転換した。終濃度が 1 mM

になるように IPTG を添加することで His-tagged TkoDP1(60–228) を産生させた。His-tagged 

TkoDP1(60–228) は Ni-NTA アガロース (QIAGEN 社) を用いて精製した。バッファーには 50 

mM Tris–HCl, pH 8.0, 0.5 M NaCl を溶出にはこのバッファーに 0.2 M イミダゾールを加えた

ものを用いた。精製後のサンプルを 50 mM リン酸ナトリウムバッファー (pH 6.8) に対して

透析することでバッファーの交換を行った。精製した His-tagged TkoDP1(60–228) は

SDS-12.5% PAGE によって分画し CBB 染色によって検出した。 

50 mM のリン酸ナトリウムバッファー (pH 6.8) に 20 µM の His-tagged TkoDP1(60–228) を

溶かしたタンパク質溶液のCDスペクトルを室温で J-820 spectropolarimeter (JASCO) で測定し

た。測定のパラメーターは time constant: 1 秒、scan speed: 50 nm/min、bandwidth/resolution: 1 nm、

sensitivity of the spectropolarimeter: 100 mdeg に設定した。 

 

2.2.8. 透過型電子顕微鏡による単粒子解析 

九州大学生体防御医学研究所の真柳浩太助教の協力により本実験を行った。酢酸ウラニル

よる負染色法による観察と解析は次のように行った。濃度を 120 µg/ml に希釈した TkoPolD

溶液を 3 µl 分取し、カーボン支持膜に滴下し、1 分間風乾させた後、2%酢酸ウラニルを 3 回

浸潤させることによって負染色を行った。カーボン支持膜上のタンパク質に、透過型電子顕

微鏡は T20 (FEI 社) を用いて 200 kV の加速電圧で電子線を照射し、投影像を EagleTM 2k CCD 

(FEI社) で 2.77 Å/画素の条件で測定した。撮影は、電子線による試料の損傷を抑えるため Low 

Dose 法を用いた。Low Dose 法とは、実際の撮影場所とは異なる場所で焦点を合わせることに

より、目的タンパク質の電子線による損傷を抑える撮影手法である。取得した TkoPolD 粒子

の投影像から、画像解析ソフト EMAN を用いて 17140 個の粒子を選別し、取得した粒子のア

ライメント、クラス分けおよび平均化の処理を行った。 

クライオ電子顕微鏡観察法による観察と解析は次のように行った。カーボン孔開グリッド 

(quantifoil R1.2/1.3 on Au 200 mesh) にイオンスパッタ MC1000 (日立ハイテクノロジーズ社) 

を用いて純金を蒸着させることで、金孔開グリッドを作製した。作製したグリッドは使用前
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にHDT-400 (JEOL社) を用いて一分間グロー放電させた。2 µlのサンプルをグリッドに乗せ、

EM GP (ライカ社) を用いて急速冷凍させた。試料を Tecnai G2 Polara (FEI 社) で 200 kV の加

速電圧で撮影した。イメージングフィルターGIF Tridiem (Gatan 社) を用いて非弾性散乱した

電子を取り除くことでゼロロス像を Gatan 2k CCD カメラで撮影した。各画像のコントラスト

は Gctf (Zhang, 2016) によって見積り、単粒子像は Gautomatch ソフトウェアを用いて選別し

た。Relion2.0 を用いて二次元クラスで TkoPolD を計算した。 

TkoPolD の推定原子モデルは PabDP1(144-622) (PDB ID: 5IHE) と PabDP2(1-1061) (PDB ID: 

5IJL) を基に Chimera ソフトウェア (Pettersen et al., 2004) を用いて作製した。 

 

2.2.9. 基質 DNA の調製 

3′–5′エキソヌクレアーゼ活性および DNA 結合活性測定に使用した基質 DNA は次のものを

組み合わせて使用した (表 2–1)。ssDNA には 5′側に蛍光物質 Cy5 を付加した 32 塩基の DNA

である Cy5pri32: 5′ Cy5–CGAACTGCCT GGAATCCTGA CGACATGTAG CG–3′を用いた。

dsDNA には Cy5pri32 とそれに相補的な塩基配列をもつ DNA rc32: 5′–CGCTACATGT 

CGTCAGGATT CCAGGCAGTT CG–3′を、primed DNA には Cy5pri32 とそれに相補的な塩基配

列を含む 45 塩基の DNA temp45: 5′–TGAGGTGATC GTTCGCTACA TGTCGTCAGG 

ATTCCAGGCA GTTCG–3′をアニールさせて用いた。dsDNA および primed DNA は、アニーリ

ング溶液 I に蛍光標識 DNA とその二倍量の相補鎖 DNA を混合し、熱変性させた後、空冷す

ることでアニーリングさせた。二価金属イオンを含まない条件での primed DNA のアニーリ

ングには、アニーリング溶液 IIを用いて上と同じ条件でアニーリングを行い、primed DNA(DM 

free) とした (DM: divalent metal ion)。 

プライマー鎖 3′末端側にミスマッチ塩基対を含む primed DNA は、次のように設計した。

temp45 の 5′末端側から 14 番目の塩基を T に変えた temp45_14T、同様に 14 番目、15 番目を T

に変えた、temp45_14TT、14 番目、15 番目、16 番目を T に変えた temp45_14TTT を設計し、

それぞれを 5′ Cy5-pri32とアニーリング溶液 IIを用いてアニーリングさせ、primed DNA-1MM、

primed DNA-2MM および primed DNA-3MM (MM: mismatch) を調製した。 

 

2.2.10. ヌクレオチド取込み活性の測定 

DNA ポリメラーゼ活性は、[methyl-3H] dTTP の酸不溶性画分への取込み活性を測定した

(Ishino et al., 1992; Uemori et al., 1995; Yamagami et al., 2014)。反応は、反応液量 40 µl で行い、

基本反応溶液に 2 mM MgCl2、0.2 mM dNTP、130 nM [methyl-3H]dTTP、0.2 mg/ml 活性化鮭

精子 DNA を加えて反応溶液を調製し、3 nM の各タンパク質を加えて反応を開始させた。

72°C で 2.5、5、10 分間反応させた後、10 µl の反応液を DE81 フィルター (GE Healthcare 社) 
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に滴下し、放射性同位体を取り込んだ DNA をフィルターに吸着させた。フィルターを 5% リ

ン酸水素二ナトリウム水溶液で 3 回洗浄することで未反応の [methyl-3H] dTTP を取り除い

た後、フィルター上の [methyl-3H] dTTP の DPM 値を液体シンチレーションカウンター

AccuFLEX LSC-8000 (HITACHI 社) で測定した。測定した DPM 値を縦軸に、反応時間を横

軸にとってプロットし、比例関係が成立する時間範囲から 30 分間で活性化 DNA に取込ま

れる [methyl-3H] dTTP の DPM 値を算出し、反応溶液中の全 DPM 値との割合から 30 分間で

取込まれた dNTP 量を算出した。72°C において、30 分間で 10 nmol の dNTP が DNA 鎖中に

取り込まれる活性を 1 unit と定義し、各タンパク質について 1 nmol あたりの比活性 

(unit/nmol) を算出した。反応のコントロールおよび比較対象として TkoPolB および PfuPolB

のヌクレオチド取込み活性を TkoPolD と同条件で測定した。 

TkoDP1 と TkoDP2 の様々な量比におけるヌクレオチド取込み活性の測定は、上と同様の条

件で行った。各量比における TkoDP1 と TkoDP2 の再構成の条件は次のように行った。各タ

ンパク質を再構成溶液で 125 nM の濃度に調製した後、それぞれの量比になり、かつ全量が

15 µl 程度になるように混合した (例えば、TkoDP1 : TkoDP2 = 0.75 : 1 の場合は、TkoDP1 6 µl

と TkoDP2 8 µl を混合した)。その後、72°C で 3 分間加温し、基準とする方のタンパク質の最

終濃度が 3 nM になるように反応溶液に添加し、反応を開始させた。反応の手順および比活性

の算出は先述の方法と同様に行った。 

TkoDP1 と TkoDP2 について、ヌクレオチド取込み活性の検出感度を上げるため、反応液中

に含まれる dNTP の濃度を低くした系でも調べた。前述の基本反応溶液に 2 mM MgCl2、2 µM 

dNTP、130 nM [methyl-3H]dTTP、0.2 mg/ml 活性化鮭精子 DNA を加えて反応溶液を調製し、3 

nM および 12.5 nM の TkoDP1、TkoDP2 タンパク質を加えて反応を開始させ、上と同様の手

順で取込んだ dNTP 量と比活性を算出した。各条件におけるヌクレオチド取込み量の検出下

限を次のように定義した。シンチレーションカクテルのみで測定した DPM 値の 3 倍を閾地と

して設定し、検出下限の比活性の値は 3 nM のタンパク質を 10 分後反応させたと仮定して算

出した。 

 

2.2.11. 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性の測定 

3′–5′エキソヌクレアーゼ活性測定は、5 nM の基質 DNA と 2 mM の塩化マグネシウムを含

む基本反応液を 20 µl 調製し、一定量のタンパク質を加えて反応を開始させた。基質には 5 nM

の ssDNA、dsDNA および primed DNA を使用した。65°C で 2.5、5、10、20 分間反応を行い、

溶液量の二倍量のホルムアミドを加えて反応を停止させた。各反応におけるタンパク質量は、

TkoDP1、TkoDP2 は 400 nM、TkoDP1+DP2 および TkoPolD は 10 nM、変異体 TkoPolD は 100 

nM である。マグネシウムイオン非存在の条件下では、基本反応液に 5 nM の primed DNA(DM 
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free) を加えた反応溶液および基本反応液に 5 nM の primed DNA(DM free) と 100 mM EDTA

を添加した反応溶液を調製し、400 nM の TkoPolD を添加して 20 分間反応を行った。TkoDP2

および変異体 TkoPolD、マグネシウムイオン非存在条件では、反応を停止液 (25 mM EDTA, 

0.1% SDS) を加えて反応を停止させた後、0.25 mg/ml プロテナーゼ K (ナカライテスク社) を

加えて 50°C で一晩反応させ DNA に結合したタンパク質を除いた後、溶液量の二倍量のホル

ムアミドを加えた。反応産物は、8 M の尿素を含む 15% ポリアクリルアミドゲルを用いて

TBE バッファー中で変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動をすることで分析した (8 M urea–

15% PAGE)。電気移動後、ゲルをイメージアナライザーTyphoon Trio+で可視化した。細胞内

の二価金属イオン濃度における 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性測定は、5 nM の基質 DNA を含

む基本反応液に 100 mMの塩化マグネシウムと 0.1 mMの塩化マンガンを片方または両方加え

たものを 20 µl 調製し、終濃度 10 nM となるように TkoPolD を加えて反応を開始させた。基

質には 5 nM の primed DNA、primed DNA-1MM、primedDNA-2MM および primed DNA-3MM

を使用した。65°C で 2.5、5、10、20 分間反応を行い、dsDNA を完全に変性させるために溶

液量の五倍量のホルムアミドを加えて反応を停止させた。反応産物をゲルにロードする直前

に、98°Cで 2 分間加熱後氷上で急冷を三回以上繰り返すことで dsDNAを完全に変性させた。

8 M の尿素を含む 15% ポリアクリルアミドゲルを用いて TBE バッファー中で変性ポリアク

リルアミドゲル電気泳動をすることで分析した (8 M urea–15% PAGE)。電気移動後、ゲルを

イメージアナライザーTyphoon Trio+で可視化した。  

 

2.2.12. DNA 結合活性の測定 

DNA 結合活性はゲルシフトアッセイによって検出した。5 nM の基質 DNA を含む基本反応

液を 20 µl 調製し、様々な濃度 (0、5、10、20、40、80、160、320 nM) の各タンパク質を加

えたあと、40°C で 10 分間加温した。加温後の溶液に 4 µl の 17%フィコール溶液を加えた (終

濃度: 3%)。アガロースゲルは、あらかじめ 0.1 × TAE バッファー中で 100 V で 30 分間泳動を

行った。反応産物は 50 V の電圧で約 40 分間電気泳動を行うことで分析した。ゲルはイメー

ジアナライザーTyphoon Trio+で可視化した。 

各バンドの定量および解離定数 (KD値) の算出は次のように行った (Komori et al., 1999)。

バンドの定量は、ImageQuant TL (GR Healthcare 社) を用いて行い、各レーンにおける全バン

ド強度 (レーン全体) と非結合 DNA のバンド強度をそれぞれ定量した。全バンド強度から非

結合 DNA のバンド強度を引いたものをタンパク質-DNA 複合体のバンド強度と定義し、全バ

ンド強度におけるタンパク質-DNA 複合体の割合を算出した。算出したタンパク質-DNA 複合

体の結合率から次の式を用いて KD値を算出した。 
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1

𝑟
= 1 +

𝐾𝐷

[𝐴]𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 

 

式中の r はタンパク質-DNA の結合率、[A]totalは全タンパク質量を表している。それぞれの

条件で測定を四回以上行い、各測定において、濃度の逆数を横軸に、結合率の逆数を縦軸に

とり、最小二乗法を用いて近似直線を求めることで各測定における KD値を算出し、その平均

値と標準誤差を算出した。 

DNA 結合活性の二価金属イオン依存性は次のように検出した。基本反応液に 5 nM の基質

DNA を加えたものを 20 µl 調製し、TkoPolD (0, 5, 10, 20, 40 nM) を加え加温した。二価金属

イオンが存在する条件では、2 mM の塩化マグネシウムまたは 10 mM の塩化マンガンを添加

した。後の操作は先述の方法と同様に行った。 
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2.3. 結果 

2.3.1. ゲルろ過カラムクロマトグラフィーによる分子量の測定 

精製した各タンパク質をゲルろ過カラムクロマトグラフィーで分析した (図 2–1)。TkoDP1、

TkoDP2 および TkoPolD 全てのタンパク質が単一のピークで溶出された (図 2–1 (a), (b), (d))。

また、再構成した TkoDP1+DP2 も単一のピークが TkoPolD と同じ溶出位置で検出されたこと

から、再構成された TkoDP1+DP2 の多量体構造は TkoPolD と同じであることがわかった (図 

2–1 (c))。溶出されたピークの面積より TkoDP1+DP2 の再構成率を算出したところ、その再構

成率は 93%であった。 

各タンパク質ついて、溶出体積より分子量を算出したところ、TkoDP1 は 190,000、TkoDP2

は 170,000、TkoDP1+DP2 および TkoPolD は 370,000 であった。TkoDP1 の溶出体積から計算

された分子量とアミノ酸配列から計算された分子量の比を計算すると、TkoDP1 (MW: 

80784.2) は約 2.3 倍、TkoDP2 (MW: 150178.4) は約 1.1 倍であった。TkoPolD は、TkoDP1 と

TkoDP2 が一分子ずつで複合体構造をとったヘテロ二量体であると仮定した場合  (MW: 

230962.6) は約 1.6 倍であった。 

 

2.3.2. 静的光散乱による絶対分子量の測定 

ゲルろ過カラムクロマトグラフィーの溶出体積から算出した見かけの分子量とアミノ酸配

列から算出した分子量が異なった TkoDP1 および TkoPolD について、静的光散乱で各タンパ

ク質の絶対分子量の測定を行った (図 2–2)。TkoDP1 および TkoPolD において、両者とも示

唆屈折率から計算した濃度は 100–500 µg/ml の範囲であった。TkoDP1 は、保持容量 13.5 ml

の時に最も示差屈折率が高かった。また、TkoDP1 が溶出されている時の 90°直角度散乱の散

乱光強度算出された絶対分子量は 72,000 から 75,000 の間で安定しており、もっとも示唆屈折

率の高い画分における TkoDP1 の絶対分子量は 73,599 であった (図 2–2 (a))。TkoPolD は、保

持容量 11.2 ml の時に最も示唆屈折率が高く、TkoDP1 と同様、TkoPolD 溶出画分における絶

対分子量の値は 210,000 から 230,000 の間で安定していた。また、最も示唆屈折率の高い溶出

画分の TkoPolD の絶対分子量は 211,136 であった (図 2–2 (a))。これらの値は、ゲルろ過カラ

ムクロマトグラフィーの溶出位置から見積もられた分子量 (TkoDP1: 190,000、TkoPolD: 

370,000) とは異なっていた。 

 

2.3.3. TkoDP1 アミノ酸配列からの天然変性領域の予測 

Thermococcales 目に属する T. kodakarensis、P. horikoshii、P. abyssi、P. furiosus の DP1 の N

末端領域のアミノ酸配列と二次構造を比較したところ、TkoDP1 の 60 番目から 247 番目の領
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域には特定の構造が見られなかった (図 2–3 (a))。また、その領域は Pyrococcus 属のものと比

較して長かった。DISOPRED3 を用いた予測では、TkoDP1 の 65 番目から 290 番目の領域が

特定の構造をとっていないと予測された (図 2–3 (b))。 

 

2.3.4. TkoDP1 N 末端フラグメントの作製と CD スペクトルの測定 

TkoDP1 で、特定の構造をとっていないと予測された領域が、本当に変性領域であるかどう

かを調べるために、TkoDP1 の 60 番目から 228 番目までペプチドにヒスチジンタグを付加し

た His-tagged TkoDP1(60–228) を調製した。His-tagged TkoDP1(60–228) のアミノ酸配列から計

算される分子量は 19,435.13 であるが、His-tagged TkoDP1(60–228) は SDS- 12.5% PAGE では

マーカーから見積もると約 30,000 に相当する位置に泳動されていた (図 2–3 (c))。精製した

His-tagged TkoDP1(60–228) の CD スペクトルは 200 nm 付近で極小値を示した (図 2–3 (d))。

これは特定の構造を持たないタンパク質に見られる特徴であり、His-tagged TkoDP1(60–228) 

は特定の構造をとっていないことがわかった。 

 

2.3.5. ヌクレオチド取込み活性の測定 

TkoPolD の DNA ポリメラーゼ活性をヌクレオチド取込み活性によって測定した (図 2–4、

表 2–2)。TkoDP1 および TkoDP2 単独では、ヌクレオチド取込み活性は検出されなかったが、

両者を混合した TkoDP1+DP2 では顕著な活性が検出された (図 2–4 (a))。また TkoDP1+DP2

のヌクレオチド取込み活性の強さは、TkoPolD の約 88%であった。次に、一定量の TkoDP1

に対して様々な量比の TkoDP2 を加えた場合、また、その逆の場合のヌクレオチド取込み活

性を測定した。(図 2–4 (b), (c))。両者共にもう一方のサブユニットタンパク質の量比が増える

に従ってヌクレオチド取込み活性が上昇し、両者の比が等量になったときに最大の活性を示

した。 

 

2.3.6. 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性の測定 

続いて TkoPolD の DNA 基質に対する 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を測定した (図 2–5)。

DNA ポリメラーゼ活性と同様、TkoDP1 および TkoDP2 サブユニット単独では、3′–5′エキソ

ヌクレアーゼ活性は検出されなかったが、両者を混同したときに 3′–5′エキソヌクレアーゼ活

性が検出された。また、再構成された TkoDP1+DP2 の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性は TkoPolD

と同等の強さであった (図 2–5 (a))。また、TkoDP1(D473A H475A) と TkoDP2 を共産生させ

た変異体 TkoPolD は 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が消失していた。さらに、マグネシウムが

なく、さらに 100 mM の EDTA を添加した条件では 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性は検出され



 

 

49 

 

なかった (図 2–5 (a))。また、EDTA を添加せずマグネシウムイオンがない条件ではわずかに

3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が検出された (図 2–5 (b))。 

また、DNA 基質の構造によって TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性の強さがどの様

に影響されるかを調べるため、ssDNA、dsDNA および primed DNA を基質に用いて 3′–5′エキ

ソヌクレアーゼ活性測定を行った (図 2–5 (c))。5 nM の ssDNA、dsDNA および primed DNA

基質について様々な濃度の TkoPolD を 20 分間反応させた結果、切断活性は primed DNA が最

も高く、次いで dsDNA、ssDNA の順であった。primed DNA に対して、TkoPolD は 5 nM の時

にほとんどの基質 DNA を分解していたが、dsDNA に対しては、TkoPolD が 50 nM のときか

ら切断産物のバンドが顕著に見え始めた。ssDNA の場合は dsDNA の場合と同様 TkoPolD の

濃度が 50 nM から切断産物が見え始めたが、TkoPolD 濃度が 400 nM の場合でも短い DNA 断

片の量は dsDNA の場合に比べて少なかった。また、どの基質 DNA を用いた時でも、10 ヌク

レオチドより短い長さの反応産物は検出されなかった (図 2–5 (c))。 

二価金属イオンの違いによって切断効率が変化するかどうかを調べた (図 2–6)。ssDNA お

よび primed DNA を基質として用いたいずれの場合でも、二価金属イオンとしてマグネシウ

ムイオンよりもマンガンイオンを用いた方が、3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が高かった。ま

た、TkoDP1 の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性はマグネシウムイオンを用いた場合は検出され

なかったが、マンガンイオンを用いた時はわずかに活性が見られた。またこの活性は、primed 

DNA よりも ssDNA を基質にしたときの方が強かった。 

続いて TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が、実際の細胞内で機能しているかどうか

を検証するため、生体内二価金属イオン濃度における TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活

性について調べた (図 2–7)。マグネシウムイオン濃度が 100 mM の条件では活性は検出され

なかったが、マンガンイオン濃度が 0.1 mM の条件では、マグネシウムイオンの場合よりも顕

著に強い活性が検出された。実際の生体内を模した 100 mM のマグネシウムイオンと 0.1 mM

のマンガンイオンを用いた条件では、3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が検出された。 

DNA 複製において 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が機能するのは、DNA のプライマー鎖の

3′末端部分にミスマッチ塩基対が生じた時であると考えられているため、この条件を模倣する

ために 3′末端にミスマッチ塩基対を持つ DNA 基質を作製し、TkoPolD が生体内二価金属イオ

ンの条件下で 3′末端のミスマッチ塩基対を除去できるかどうかを調べた (図 2–8)。ミスマッ

チのない基質では活性が低かったが、ミスマッチ塩基対の数が増えるに従って基質 DNA の切

断活性の促進が観察された (図 2–8 (a))。ミスマッチのない基質での 3′–5′エキソヌクレアーゼ

活性の切断様式を基準として考えると、ミスマッチ塩基対のある基質の場合は、基準となる

切断様式がミスマッチ塩基対の数の分だけゲルの下方に移動していた。また、マグネシウム

イオン濃度が 2 mM の条件では、ミスマッチ塩基対の有無に関わらず、TkoPolD の 3′–5′エキ

ソヌクレアーゼ活性の強さに顕著な違いはなかった (図 2–8 (b))。 
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2.3.7. DNA 結合活性の測定 

TkoPolD の DNA 結合活性は、3′–5′エキソヌクレアーゼ活性と同様の ssDNA、dsDNA およ

び primed DNA を基質に、ゲルシフトアッセイを行うことで評価した (図 2–9)。またシフト

したバンドの割合から、TkoDP2、TkoDP1+DP2 および TkoPolD のそれぞれの基質への結合活

性の KD値を算出した (表 2–3)。 

TkoDP1 は DNA ポリメラーゼ活性およびエキソヌクレアーゼ活性と同様に、単独ではどの

基質 DNA に対して安定な DNA 結合活性は示さなかったが、TkoDP2 は単独でも基質 DNA へ

の結合活性を示した。また、TkoDP2 の DNA 結合活性は、primed DNA に対して最も高く (KD

値: 3.7 ± 0.48 nM)、次いで dsDNA (KD値: 9.2 ± 2.3 nM) であった。ssDNA に対しては、シフト

バンドがスメアになっており、primed DNA や dsDNA の時と同じ位置に明確なシフトバンド

は見られなかったが、TkoDP2 の濃度が 40 nM の時からバンドが上部にシフトし始めた (KD

値: 70 ± 14 nM)。TkoPolD の DNA 結合活性は、TkoDP2 の場合と同様に primed DNA に対して

最も高く (KD値: 7.0 ± 0.52 nM)、次いで dsDNA (KD値: 16 ± 4.1 nM)であり、ssDNA に対して

も同様、シフトバンドがスメアになっており、明確なシフトバンドは見えていないが、タン

パク質の濃度が 80 nM の時からバンドが上部にシフトし始めた (KD値: 280 ± 91 nM)。再構成

した TkoDP1+DP2 の DNA 結合活性の強さは、primed DNA (KD値: 16 ± 4.9 nM)、dsDNA (KD

値: 29 ± 3.1 nM)、ssDNA (KD 値: 270 ± 65 nM) の順に結合活性が強かった。TkoPolD と

TkoDP1+DP2およびTkoDP2単独いずれの場合も primed DNAに対する結合活性の解離定数は

約 10 nM であり、三者の DNA 結合活性の強さに大きな違いはなかった (図 2–9)。 

次に TkoPolD の DNA 結合活性が二価金属イオンの濃度に依存するかどうかを調べた (図 

2–10)。二価金属イオンが存在しない条件または 2 mM のマグネシウムイオンが存在する条件

では、TkoPolD の濃度が 10 nM と 20 nM の間でバンドがゲル上部にシフトした。一方、10 mM

マンガンイオンが存在する条件では TkoPolD が 20 nM の時に、タンパク質と結合していない

DNA に相当する位置のバンドがなくなり、その上部と下部にバンドが出現した。ゲル上部の

バンドは他の条件と同様、タンパク質と結合したものと考えられ、下方のバンドは TkoPolD

の 3′–5′エキソヌクレアーゼによって基質 DNA が分解されたために生じたものであると考え

られた。 

 

2.3.8. 電子顕微鏡による単粒子解析 

TkoPolD の構造情報を得るために、透過型電子顕微鏡による単粒子解析を試みた。酢酸ウ

ラニルによる負染色法による単粒子解析では、取得した 17,140 個の粒子の投影像を、200 の

クラスに分け平均化した像を得られた (図 2–11 (a))。得られた 200 クラスの平均像のほとん
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どで同じような構造が観察され、また、得られた投影像からは明らかな対称性は見られなか

った。クライオ電子顕微鏡法による単粒子解析では、7,354 個の粒子を 25 のグループに分類

し、平均化した投影像が作製され、透過型電子顕微鏡と同様の二次元投影像が観察された (図 

2–11 (b))。 

両方法で観察された TkoPolD の構造はよく似ており、「アヒル」のような形をしていた。大

きさはおよそ120 × 120 Åであった (図 2–12 (a) (b))。得られた投影像とPabDP1およびPabDP2

の部分構造を比較したところ、アヒルの頭の部分に小サブユニットが、胴体の部分に大サブ

ユニットが一致した。これを元に推定構造モデルを計算した (図 2–12 (c))。また、作製した

推定構造モデルから計算された投影像は、電子顕微鏡で観察された投影像と非常に似ていた 

(図 2–12 (d))。  
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2.4. 考察 

2.4.1. 多量体構造 

TkoDP1、TkoDP2 および TkoPolD 全てのタンパク質が単一のピークで溶出された (図 2–1 

(a), (b), (d)) ことから、本研究で用いたタンパク質は均一な構造であることが示唆された。ま

た、TkoDP1+DP2 が TkoPolD と同じ溶出位置に単一なピークで溶出されたこと、および、溶

出ピークの面積から算出した再構成率が 93%であったことから、TkoDP1 と TkoDP2 が試験管

内で速やかに過不足なく複合体を形成され、その複合体の構造が TkoPolD と同様であること

が示唆された (図 2–1 (c))。 

ゲルろ過カラムクロマトグラフィーの溶出体積から計算された各タンパク質の分子量は、

TkoDP1 は 190,000、TkoDP2 は 170,000、TkoDP1+DP2 および TkoPolD は 370,000 であり、そ

れぞれアミノ酸配列から計算された分子量の約 2.3 倍、1.1 倍、1.6 倍であった。これらの結

果より各タンパク質の溶液中での多量体構造の推定を試みた。TkoDP1 は、計算値から単純に

考えるとホモ二量体である。しかし、TkoDP1 の N 末端側には天然変性領域と考えられる領

域があると予測されており、実際に 60 番目から 228 番目の領域を産生させ、CD スペクトル

を測定した結果から、特別な構造を有していなかった (図 2–3)。天然変性領域を含むタンパ

ク質はストークス半径が理想的な球形タンパク質よりも大きくなるため、ゲルろ過カラムク

ロマトグラフィーでは実際の分子量よりも早く溶出される (Uversky, 2012)。従って、ゲルろ

過カラムクロマトグラフィーから見積もられた TkoDP1 の分子量はアミノ酸配列から計算さ

れる分子量よりも大きくなり、実際の分子量を反映していないと推測した。従って、この結

果からのみではTkoDP1の溶液中での多量体構造を同定するのは難しいと考えられた。一方、

TkoDP2 は見かけの分子量とアミノ酸配列から計算される分子量の値が近いことから、溶液中

で単量体であることが示唆された。TkoPolD についても TkoDP1 と同様、単純に考えるとゲ

ルろ過カラムクロマトグラフィーの結果のみでは TkoPolD は二分子の TkoDP1 と一分子の

TkoDP2 が結合したヘテロ三量体となる (TkoDP1: 190,000 + TkoDP2: 170,000 = 350,000) が、

TkoDP1 の天然変性領域を考慮すると TkoPolD の多量体構造もこの結果のみでは決定するこ

とは出来ないと考えた。 

以上の理由より、TkoDP1 および TkoPolD の多量体構造を同定するためには、タンパク質

の形に影響を受けにくい手法により分子量を測定しなければならない。従って、ゲルろ過カ

ラムクロマトグラフィーと静的光散乱を接続した系を用いて絶対分子量を測定し、TkoDP1

および TkoPolD 複合体の構成比の同定を試みた。 

天然変性領域を含むタンパク質やカラム樹脂と比特異的な相互作用を有するタンパク質は、

ゲルろ過カラムクロマトグラフィーの溶出体積が分子量を反映した溶出体積とずれてしまう

が、このような場合でも静的光散乱法を用いれば実際の分子量に反映した結果を得られた例
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が報告されている (Bourdeau et al., 2009; Gast and Fiedler, 2012; Uversky, 2012)。静的光散乱によ

る絶対分子量の決定は溶液が希薄であるときという条件がある。本研究ではゲルろ過カラム

から溶出された試料の濃度範囲は 100–500 µg/ml であったが、このことから希薄な条件で測定

できたといえる。TkoDP1 および TkoPolD の絶対分子量を静的光散乱により測定するとそれ

ぞれ約 73,000 および 210,000 であった。また、TkoDP1 および TkoPolD のゲルろ過カラムク

ロマトグラフィーの溶出位置における絶対分子量の測定値は一定の値を示していたことから、

溶出時のタンパク質は均一な構造をとっていることが示唆された (図 2–2)。静的光散乱から

求められた絶対分子量は、TkoDP1 は、そのアミノ酸配列から計算される分子量 (80,784.2)、

TkoPolDは TkoDP1と TkoDP2が一分子ずつ結合したときの分子量 (230,962.6) と誤差が 10%

以内であった。静的光散乱を用いた天然変性タンパク質の散乱光強度は、タンパク質分子の

高次構造によってある程度の誤差を含んでいるが、その誤差は 10％以内に収まることが報告

されている (Uversky, 2012)。光散乱は散乱光の強度から分子量を算出するため、今回の測定

された TkoDP1 および TkoPolD の絶対分子量が誤差 10%以内であったことは信頼できるデー

タであると考えている。静的光散乱を用いた分子量測定方法において、Rayleigh の方程式よ

り求められる絶対分子量は、分子の根平均二乗慣性半径に依存し、分子の構造による影響が

小さい。従って、静的光散乱ではゲルろ過カラムクロマトグラフィーの溶出体積を基にした

分子量測定よりも信頼性の高い結果が得られると考えられる。以上のことから、ゲルろ過カ

ラムクロマトグラフィーの溶出体積から算出した分子量よりも、静的光散乱により算出した

絶対分子量の方が実際の溶液中の複合体の構造を反映していると考えられる。従って、溶液

中の TkoDP1 および TkoPolD は、TkoDP1 は単量体、TkoPolD は一分子の TkoDP1 と一分子の

TkoDP2 から構成されるヘテロ二量体であると決定した。 

ファミリーD DNA ポリメラーゼの多量体構造についてはこれまで議論されてきた。P. 

furiosus、P. abyssi、Thermococcus sp. 9°N のファミリーD DNA ポリメラーゼはヘテロ二量体で

あると報告されている (Greenough et al., 2014; Gueguen et al., 2001; Ishino et al., 1998; Uemori et 

al., 1997)。一方、P. horikoshii では、PhoPolD の高次構造について、二分子の小サブユニット

と二分子の大サブユニットが結合したヘテロ四量体 (PhoDP1×2 + PhoDP2×2) であると報告

されている (Matsui et al., 2011, 2013; Shen et al., 2001)。しかし、この結果はゲルろ過カラムク

ロマトグラフィーによって分析されたものであり、先に述べたように天然変性領域を有する

タンパク質の多量体構造をこの方法で決定することは難しい。本研究では TkoPolD の多量体

構造を、分子構造の影響が少ない静的光散乱によって複合体の絶対分子量を測定することに

よって同定を試みた。その結果、TkoDP1 の N 末端にある天然変性領域に影響を受けること

なくアミノ酸配列から計算される分子量と同様の測定値を得ることができた。以上より、少

なくとも TkoPolD は溶液中でヘテロ二量体の構造をとっていることが強く示唆された。

Thermococcales 目のファミリーD DNA ポリメラーゼの多量体構造については、N 末端側の天
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然変性領域のため正確な決定が困難であったが、本研究と同様の手法を用いることにより、

ファミリーD DNA ポリメラーゼの多量体構造が決定できるだろう。 

 

2.4.2. ポリメラーゼ活性 

TkoDP1 および TkoDP2 のサブユニット単独では、ヌクレオチド取込み活性は検出されなか

った。また、TkoDP1+DP2 および TkoPolD では顕著なヌクレオチド取込み活性が検出された 

(図 2–4 (a)、表 2–2)。TkoDP2 は単独でも強い DNA 結合活性を有している (図 2–9) が、単

独ではヌクレオチド取込み活性が検出されず、TkoDP1 と複合体を形成して初めてヌクレオチ

ド取込み活性が検出されたことから、TkoDP2 がヌクレオチド取込み活性を発揮するためには、

TkoDP1 結合することによる TkoDP2 の構造変化が必要であることを示唆された。また

TkoDP1+DP2 のヌクレオチド取込み活性の強さは、TkoPolD の約 88%であったが、これはゲ

ルろ過クロマトグラフィーの結果から見積もられた TkoDP1+DP2 の再構成比とほぼ一致して

いた。TkoDP1+DP2 と TkoPolD との比活性の差について、組換えタンパク質の濃度定量時の

誤差が大きく影響していることと、ヌクレオチド取込み活性の測定結果の振れ幅が大きく、

細かな差を議論することができないこと、TkoDP1+DP2 の再構成比と活性の強さの割合がほ

ぼ一致していることを考慮して、再構成した TkoDP1+DP2 と TkoPolD の比活性に大きな差は

無いと考えている。今回の条件で算出されたTkoPolDの比活性は約 13,000 unit/nmolであった。

TkoPolD と並行して、同じ反応液組成、同じ温度で測定した PfuPolB の比活性は 10,000 

unit/nmol、TkoPolB の比活性は 22,000 unit/nmol であった (表 2–2)。PfuPolB は PCR 用の酵素

として用いられているポリメラーゼであり、高いポリメラーゼ活性を有している。TkoPolD

の比活性の値は、PfuPolB と同程度であることから、TkoPolD も PCR 酵素と同等の強いポリ

メラーゼ活性を持っている酵素であるといえる。このように強いポリメラーゼ活性を持って

いることから、T. kodakarensis の polB 遺伝子欠損株では TkoPolD がリーディング鎖とラギン

グ鎖の両方を合成しているというモデルは理に適っているといえる。また、今回の実験の条

件においては、TkoPolD と TkoPolB の比活性を比較した場合、TkoPolB の方が TkoPolD より

も約 1.7 倍大きかった。過去に著者の研究室では、TkoPolD の精製方法が異なるものの、

TkoPolD と TkoPolB 両者のプライマー伸長活性を比較し、TkoPolB の方が TkoPolD よりも活

性が強かったことを報告している (Kuba et al., 2012)。比活性においても TkoPolB の方が

TkoPolD よりも活性が強かったことと併せて考えると、TkoPolB は TkoPolD よりも強いポリ

メラーゼ活性を有しているといえる。 

他の種由来のファミリーD DNA ポリメラーゼと比較する。サブユニット単独でのポリメラ

ーゼ活性について、P. furiosus、P. abyssi、P. horikoshii、A. fulgidus、M. jannaschii および

Themococcus sp. 9°N で研究されている (Abellón-Ruiz et al., 2016; Greenough et al., 2014; Ishino 

et al., 1998; Sauguet et al., 2016; Shen et al., 2004a; Uemori et al., 1997)。いずれの種においても小
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サブユニット単独でのポリメラーゼ活性は報告されていないが、大サブユニット単独でのポ

リメラーゼ活性についての結果は種によって結果が異なっている。P. abyssi のファミリーD 

DNA ポリメラーゼの研究において、PabDP2 の C 末欠損変異体 PabDP2(1-1061) は、単独でも

プライマー伸長活性が検出された (Sauguet et al., 2016)。しかし、PabDP1 と PabDP2 の複合体

である PabPolD のプライマー伸長活性は、100 ng (2.8 nM) のプライマーテンプレート

M13mp18 ssDNA に対し、13 nM の PabPolD を 55°C で 30 分間反応させた条件で 4000 塩基の

伸長産物が検出されている (Henneke et al., 2005) ことに対し、PabDP2(1-1061) 単独でポリメ

ラーゼ活性が検出された条件は、50 nM のプライマーテンプレート DNA (24 mer/60 mer) に対

し、酵素濃度が 500–1000 倍過剰である 25–50 µM の PabDP2(1-1061) を加えて、55°C でプラ

イマー伸長反応を行っており、この条件で 10 分間反応を進行させても基質 DNA の全てが最

大長まで伸長されていない (Sauguet et al., 2016)。PabDP2(1-1061) 単独では、酵素を過剰に添

加した条件でも PabPolD のポリメラーゼ活性と比較して非常に低いことから、PabDP2(1–

1061) 単独のポリメラーゼ活性は顕著に低いと考えている。P. horikoshii についても、PhoDP2

も単独でプライマー伸長活性を示しているが、テンプレート鎖の末端部分まで伸長した産物

の割合は、同条件でPhoPolDを用いて伸長させた産物と比較して少ない (Shen et al., 2004a) が、

PhoDP2 単独でのプライマー伸長活性は、他の種の大サブユニット単独のプライマー伸長活性

と比較すると強いかもしれない。しかし、PhoDP2が PhoDP1と複合体を形成した時の活性は、

PhoDP2 単独の時と比較して顕著に強いことは他の種と同様である。A. fulgidus については、

AfuDP2 単独でもプライマー伸長活性は検出されているものの、AfuPolD 複合体と比較すると

活性は低い (Abellón-Ruiz et al., 2016)。Themococcus sp. 9°N については、論文中で直接データ

は示されていないが、大サブユニット単独ではポリメラーゼ活性がなかったことが報告され

ている (Greenough et al., 2014)。M. jannaschii では、MjaDP2 を産生した大腸菌の熱処理後の粗

細胞抽出液で調べられており、活性が検出されなかった (Ishino et al., 1998)。ファミリーD 

DNA ポリメラーゼ複合体については、P. furiosus、P. abyssi、P. horikoshii、Thermococcus sp. 9°N

で比活性が調べられている (Greenough et al., 2014; Gueguen et al., 2001; Henneke et al., 2005; 

Ishino and Ishino, 2001; Shen et al., 2001; Uemori et al., 1997)。それぞれの種ごとに各研究グルー

プがそれぞれの手法で比活性を測定している。しかし、比活性の値は反応溶液組成や測定温

度や検出方法の条件、基質 DNA の種類や作製方法によって大きく変化するため、各種間での

ヌクレオチド取込み量の測定値を数字のみで直接比較することはできない。一方、同じファ

ミリーD DNA ポリメラーゼで二通りの方法で比活性を測定している報告がある。比活性測定

に用いる基質 DNA には主に二種類あり、活性化 DNA または M13 ファージ由来の ssDNA が

用いられている。PfuPolD と PabPolD では両方の基質 DNA で比活性が調べられているが、両

者ともに M13 ファージ由来 ssDNA を基質に用いた方が比活性の値が高い (Gueguen et al., 

2001; Uemori et al., 1997)。PfuPolD は PfuPolB と異なり、RNA プライマーからもプライマー伸

長反応を進行させることができたと報告されている (Uemori et al., 1997)。基質 DNA の種類に
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より活性に差が生じるのは、基質によって同じヌクレオチドの取り込みでも測定している反

応の種類が異なることがその原因であると考えられる。活性化 DNA を用いた場合は、「歯抜

け」した DNA 鎖の隙間を埋める反応を検出しており、これは損傷 DNA の修復に近い活性で

ある。一方、M13 ファージ ssDNA を用いた場合は、プライマーからの伸長反応を検出してい

るため、DNA 複製に近い反応である。PfuPolD や PabPolD において、M13 ファージ ssDNA

を用いたプライマー伸長反応の方が比活性の値が高いことは、ファミリーD DNA ポリメラー

ゼが複製に適したポリメラーゼ活性を有していることを示唆している。また、PfuPolD が RNA

プライマーから伸長反応が開始できたこともその可能性を支持している (Uemori et al., 1997)。

TkoPolD と TkoPolB について、本研究では TkoPolD について、M13 ファージ由来 ssDNA を

用いた比活性の測定やプライマー伸長活性を測定していないが、TkoPolD も活性化 DNA より

も M13 ファージ ssDNA を用いた方が比活性の値が高くなる可能性が予想される。 

TkoDP1 と TkoDP2 は、両者共にもう一方のサブユニットタンパク質の量比が増えるに従っ

てヌクレオチド取込み活性が上昇し、両者の比が等量になったときに最大の活性を示したこ

とから、TkoDP1 と TkoDP2 は 1 : 1 の量比で複合体を形成しているという静的光散乱での結

果がヌクレオチド取込み活性の側面からも支持された。また、その後はヌクレオチド取込み

活性が横ばいになったことから、余剰のサブユニットが取込み活性を阻害することはなかっ

たと考えられる。このことより、TkoDP1 と TkoDP2 は試験管内で速やかに再構成が行われ、

正しい立体構造を形成することが示唆された。Pyrococcus 属と Thermococcus 属では小サブユ

ニットと大サブユニットの遺伝子が隣り合わせに存在し、複製起点の下流にオペロンを形成

していることが報告されている (Myllykallio et al., 2000; Uemori et al., 1997)。また、P. furiosus

では PfuPolDとオペロンを構成しているタンパク質の一つである RadBと PfuDP1が相互作用

することが報告されていることから、実際に細胞内でもこのオペロンが機能している可能性

が高い (Hayashi et al., 1999)。同様に T. kodakarensis のゲノム上でも dp1 遺伝子と dp2 遺伝子

は隣接しており、オペロンを形成していると考えられている。実際に細胞内でこれらの遺伝

子が転写されてタンパク質に翻訳されたとき、TkoDP1 と TkoDP2 は速やかに再構成され、正

しい立体構造をとり、複製ポリメラーゼとして機能するものと考えられる。TkoDP1と TkoDP2

の強い相互作用は DNA 複製ポリメラーゼとして機能するためには必須の性状なのかもしれ

ない。 

ファミリーD DNA ポリメラーゼのポリメラーゼ活性について争点となるのが、大サブユニ

ット単独でポリメラーゼ活性があるのかどうか、という議論である。この議論の肝心は、「活

性がある」ということの定義であり、わずかでも活性があれば「活性がある」と定義するの

か、ファミリーD DNA ポリメラーゼ複合体と比較して「活性がある」と定義するのかで結論

が異なってくる。PhoDP2、PabDP2(1–1050)、AfuDP2 は単独でポリメラーゼ活性が検出され

た。活性の強さにばらつきがあるものの、これらの実験系は primed DNA からの数十塩基の
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伸長活性であり、M13 ファージ由来 ssDNA を用いた実験系のような数千塩基を超えるような

長鎖 DNA の合成ではない。また、活性化 DNA へのヌクレオチド取込み活性でもなかった。

先述したように、ファミリーD DNA ポリメラーゼはプライマー伸長反応の方がより活性が強

い可能性がある。先の三種のアーキア由来の大サブユニットが単独で活性が検出されたのは、

より活性の検出しやすいプライマー伸長反応の系で比活性を測定していたことが要因の一つ

だと推測した。また、PabDP2(1-1050)のように、反応系に酵素を過剰量添加している条件で

行っているものは、非特異的な反応により酵素本来の活性を検出していない可能性が高い。

本研究では、TkoDP2 単独を高濃度添加した条件でのプライマー伸長反応の測定は行っていな

いが、上記の条件では TkoDP2 単独でも数～数十塩基程度の伸長反応が検出できるかもしれ

ない。しかし、仮にこの条件で活性が検出されたとしても、TkoDP2 の性質として単独でもポ

リメラーゼ活性があると決定することには疑問を禁じ得ない。PhoDP2 と PabDP2 は単独で活

性がわずかにあるものの、それぞれ PhoPolD と PabPolD のポリメラーゼ活性の強さと比較す

れば顕著に弱いことは先に述べた通りであり、これらの弱い活性は、実は非特異的な活性を

検出しているのではないだろうか。 

以上の理由から、著者は、ファミリーD DNA ポリメラーゼ複合体でのポリメラーゼ活性よ

り著しく低い場合は、大サブユニット単独での活性は「ない」と考えており、「複合体を形成

して大サブユニットの構造に変化が生じることで初めて強いポリメラーゼ活性を示す」とい

うのがファミリーD DNA ポリメラーゼのポリメラーゼ活性についての最大の特徴であると

考えている。 

 

2.4.3. 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性 

ヌクレオチド取込み活性と同様、TkoDP1 および TkoDP2 のサブユニット単独では 3′–5′エキ

ソヌクレアーゼ活性は検出されなかった。小サブユニットにはホスホジエステラーゼドメイ

ンが保存されており、ファミリーD DNA ポリメラーゼの 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性機能に

関与すると考えられている (Aravind and Koonin, 1998)。二価金属イオンにマグネシウムイオ

ンを用いた条件では、TkoDP1 および TkoDP2 単独では 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が検出さ

れなかったが、TkoDP1 と TkoDP2 の両者を混同したときに 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が検

出されたことは、ヌクレオチド取込み活性と同様の特徴であった。また、TkoDP1+DP2 の 3′–

5′エキソヌクレアーゼ活性は TkoPolD と同等の強さであったことから、試験管内再構成系で

も TkoPolDと同様の高次構造に再構成されたことを支持している。また、変異体 TkoPolDは、

3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を示さなかったことから、PhoDP1 で必須であったアミノ酸残基

は TkoDP1 でも重要であることが示唆された (図 2–5 (a))。マグネシウムイオンを含まない反

応溶液で EDTA を添加しない条件では、3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が検出されたことから、

TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性に対する、タンパク質溶液から反応溶液系に持ち込
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まれた二価金属イオンの影響を検出された (図 2–5 (b))。TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ

活性に対する反応液中の二価金属イオンの純粋な影響を考えるときには、タンパク質溶液か

ら持ち込まれた二価金属イオンについて考慮しなければならない。TkoPolD の 3′–5′エキソヌ

クレアーゼ活性について、反応溶液中に二価金属イオンを含む条件で顕著な活性が検出され、

含まない条件では弱い活性が検出され、含まない条件にさらに EDTA を添加して二価金属イ

オンを完全にキレートした条件では活性は検出されなかったこと。このことから、TkoPolD

の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性は二価金属イオンに依存していることが示唆された。 

TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性は、基質 DNA の構造によって影響を受けたが、

その活性は primed DNA が最も強く、次いで dsDNA、ssDNA の順であった (図 2–5 (c))。こ

れらの様々な基質 DNA に対する TkoPolD の DNA 切断効率の差は、TkoPolD と DNA 基質の

結合活性の差と同様の傾向が見られた (図 2–9)。すなわち、TkoPolD は primed DNA、dsDNA、

ssDNA の順に強く DNA に結合していたが、3′–5′エキソヌクレアーゼ活性の強さも primed 

DNA、dsDNA、ssDNA DNA の順に強かったことから、TkoPolD の DNA への安定な結合が 3′–

5′エキソヌクレアーゼ活性に影響していることが示唆している。また、検出された反応産物の

長さは 10 ヌクレオチドよりも長く、それ以下の長さのものは検出されなかったことから、

TkoPolD が DNA と安定に結合することのできるプライマー鎖の最短の長さが 10 ヌクレオチ

ドであることが示唆された。すなわち、10 ヌクレオチド以上の長さがあれば TkoPolD は DNA

に安定に結合することができることが示唆された。 

また、TkoDP1 および TkoPolD 共にマンガンイオンを用いた場合の方が強い 3′–5′エキソヌ

クレアーゼ活性が検出された (図 2–6)。P. horikoshii では、PhoDP1 単独の 3′–5′エキソヌクレ

アーゼ活性は、マグネシウムイオンでは検出されないが、マグネシウムイオンの代わりにマ

ンガンイオンを用いた場合には 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が検出されている (Shen et al., 

2004a)。TkoDP1 も P. horikoshii の時と同様、マンガンイオンを用いた条件で 3′–5′エキソヌク

レアーゼ活性が検出された。TkoDP1 と TkoPolD の活性の強さの差について、本実験系では、

TkoPolDは 10 nMの濃度であるが TkoDP1はその 300倍の 3 µMと高い濃度で実験を行ってお

り、これは基質 DNA の濃度の 600 倍である。しかし、この条件でも TkoDP1 と TkoPolD が基

質 DNA のを分解する度合いは同程度であった。この理由として、TkoDP1 の DNA 結合活性

が低いことが推測される (図 2–9)。TkoDP1 は DNA 結合能がほとんどないため、過剰な

TkoDP1を加えて TkoDP1 の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性部位と DNAとが接触する機会を増

やさないと 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が働かないのだろう。言い換えれば、TkoPolD が顕

著に 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を示すのは、TkoDP2 が DNA と結合することで、TkoDP2

が DNA の 3′末端側を TkoDP1 の活性部位付近に固定し、TkoDP1 と DNA が接触しやすくな

るために顕著な活性が検出されたといえる。従って、TkoDP1 の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活



 

 

59 

 

性は、TkoDP2 と複合体を形成することによる TkoDP1 の構造の変化の影響もあるだろうが、

基質 DNA の 3′末端との安定な相互作用の方が重要ではないのだろうかと推測した。 

TkoPolD は、3′–5′エキソヌクレアーゼ活性の基質として ssDNA よりも primed DNA を用い

たときにより強い活性が検出されることは上述したが (図 2–5 (b))、TkoDP1 単独の 3′–5′エキ

ソヌクレアーゼ活性については、ssDNA の方が primed DNA よりも強い活性が検出された (図 

2–6)。この理由として、基質 DNA の形状が関係していると考えられる。ssDNA の場合は、

TkoDP1 は 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が機能する 3′端部分にどの方向からも接近すること

ができる一方、primed DNA の場合は鋳型鎖が邪魔をして 3′端に接近できる方向が限られてく

る。そのために ssDNA の方が TkoDP1 と接触する機会が多くなったため、primed DNA より 3′–

5′エキソヌクレアーゼ活性により分解される基質 DNA の量が多くなったのだと推測された。

この結果からもTkoDP1の活性部位と基質DNAの接触頻度が活性に影響を与えていることが

示唆される。 

TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼの強さは、基質 DNA への結合と二価金属イオンの二

つの要素に影響を受けている。しかし、TkoPolD の DNA への結合活性は、二価金属イオンに

依存しない (図 2–10) ことから、TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性に対して DNA 結

合と二価金属イオンが影響を与える機構は独立していると考えられる。すなわち、TkoPolD

の基質 DNA への結合は、基質の構造によって影響を受けており、二価金属イオンによる影響

はない。そして、TkoPolD が基質 DNA へと結合した後、TkoPolD が 3′–5′エキソヌクレアーゼ

活性を発揮するときに、活性部位の触媒効率が金属イオンの種類によって影響を受けるのだ

と予想している。二価金属イオンが DNA ポリメラーゼの 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性に与

える影響については多く研究がなされており、一般的にマンガンイオンのほうがマグネシウ

ムイオンよりも活性が高くなる傾向にある (reviewd in Vashishtha et al., 2016)。その理由として

は、隣接する酸素原子リガンドとの配位結合の距離の違いにより、マンガンイオンの方がマ

グネシウムイオンよりもリガンドに接近しやすくなるため、触媒活性が高くなるのだと考え

られている (Harding, 2006; Vashishtha et al., 2016; Xia et al., 2011)。TkoPolD も同様の理由でマ

ンガンイオンを用いた条件の方が 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が促進されたと推測している。 

他の種由来のファミリーD DNAポリメラーゼの 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性は、P. furiosus、

P. horikoshii、P. abyssi、Thermococcus sp. 9°N および M. jannaschii で報告されている。PfuPolD

の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性は、基質に ssDNA および primed DNA、二価金属イオンにマ

グネシウムイオンを用いた条件で測定されているが、primed DNA よりも ssDNA の方がより

活性が強いことが報告されている。P. horikoshii では PhoDP1 単独および PhoPolD の 3′–5′エキ

ソヌクレアーゼ活性について調べられている (Shen et al., 2001, 2003, 2004a, 2004b)。PhoDP1

はマグネシウムイオン存在下ではほとんど 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性は見られないが、マ

ンガンイオン存在下では活性が検出されたことが報告されている。また、PhoPolD はマグネ



 

 

60 

 

シウムイオンおよびマンガンイオンの両方で活性が検出されているが、マグネシウムイオン

よりもマンガンイオンを用いた条件でより高い活性が報告されている (Shen et al., 2004a)。

PabPolD も、他の種と同様に 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を有していることが報告されてい

る (Gueguen et al., 2001)。また、二価金属イオンにマグネシウムイオンの代わりにカルシウム

イオンを用いた条件でも 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を調べており、PabPolD はカルシウム

イオンの条件でも切断活性があった (Ralec et al., 2017)。PabDP1 単独の 3′–5′エキソヌクレア

ーゼ活性については、PabDP1 全長での活性の報告は無いが、PabDP1 の N 末端欠失変異体で

ある PabDP1(144-622) について、二価金属イオンにマグネシウムイオンを用いた場合でも、

DP1 単独で 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性があることが報告されている (Sauguet et al., 2016)。

マグネシウムイオンで活性が検出されたことは TkoDP1 を含む他の小サブユニットの性質と

矛盾するように見える。しかし、PabDP1(144-622) の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性測定の条

件は、弱い活性が検出できるような条件で実験を行っている。その条件は、ポリメラーゼの

校正機能が働く時の基質を模した 3′末端側に 4 mer のミスマッチ配列を含むプライマーテン

プレート DNA (23 mer match + 4 mer mismatch/60 mer) を使用し、基質 DNAの濃度 (50 nM) よ

りも 200 倍高い濃度のタンパク質 (10 µM) を添加して反応を行っている。基質 DNA に対す

る工夫と過剰量のタンパク質のため、マグネシウムイオンを用いた場合でも活性が見られた

と考察した。Thermococcus sp. 9°N では、小サブユニット単独では 3′–5′エキソヌクレアーゼ活

性はなく、9°N PolD で活性が検出されたと報告されている (Greenough et al., 2014)。MjaPolD

の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性については、MjaDP1、MjaDP2 それぞれ単独の場合と MjaPolD

について調べられている (Ishino et al., 1998; Jokela et al., 2004)。MjaDP1 と MjaDP2 を単独また

は共産生させた大腸菌の全細胞粗抽出液を用いてマグネシウムイオン存在下で 3′–5′エキソヌ

クレアーゼ活性を調べたところ、各サブユニット単独では活性は検出されなかったが、両者

を混合した場合のみ活性が検出された (Ishino et al., 1998)。MjaDP1 単独の場合については精

製された組換えタンパク質での結果が報告されている。二価金属イオンにマンガンイオンを

用いて活性測定を行った結果、ssDNAおよび primed DNAにおいて切断活性が見られている。

また、3′末端側にミスマッチ配列を含む primed DNA (23 mer match + 1 or 4 mer mismatch/60 

mer) を用いて切断活性を測定した場合、ミスマッチを含まない primed DNA よりも活性が高

かった (Jokela et al., 2004)。 

TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性について他の種と比較する。TkoDP1 単独では 3′–

5′エキソヌクレアーゼ活性が極めて低く、マンガンイオンを用いて過剰量のタンパク質を添加

して初めて活性が検出できるという点で共通している。TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ

活性について、切断様式は 1 ヌクレオチドずつ切断した「梯子状」にバンドが検出されてい

るが、これは P. furiosus (Ishino and Ishino, 2006, 2001)、P. abyssi (Ralec et al., 2017; Sauguet et al., 

2016)、P .horikoshii (Shen et al., 2001)、Thermococcus sp. 9°N (Greenough et al., 2014)、 M. 

jannaschii (Jokela et al., 2004) で報告されている結果と同様である。TkoPolD の活性の強さに
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ついては基質の濃度や構造、二価金属イオンの種類などの反応溶液の組成、検出方法がそれ

ぞれ異なることから単純に比較はできないが、用いている酵素の量と基質の量が概ね同じ量

であり、反応産物のバンドのパターンも同じ様子であることから TkoPolD の 3′–5′エキソヌク

レアーゼ活性の強さは他の種由来のファミリーD DNA ポリメラーゼと大きく違わないと考

えている。 

ポリメラーゼ活性のときと同様、ファミリーD DNA ポリメラーゼについての重要な議論に、

小サブユニット単独で 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性があるのかどうかを議論していきたい。

上述のように、TkoDP1 は、マンガンイオンを含む反応系で過剰量の酵素を用いた場合にわず

かに 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が検出された。他の種由来の小サブユニットについても、

反応系にマンガンイオンを含んでいるものは活性が検出されており(Jokela et al., 2004; 

Sauguet et al., 2016; Shen et al., 2004a)、活性がないと報告されているものはいずれもマグネシ

ウムイオンを用いた場合であった (Greenough et al., 2014; Ishino et al., 1998)。すなわち、小サ

ブユニット単独で 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が検出されなかった種も、二価金属イオンに

マンガンイオンを用いれば活性が検出される可能性がある。本研究結果から TkoDP1 は小サ

ブユニットは単独での DNA 結合活性は検出されなかった (図 2–9) ことを考えると、ファミ

リーD DNA ポリメラーゼの小サブユニットは単独でもエキソヌクレアーゼ活性を持ってい

るが、DNA との相互作用がないために活性が検出できないのではないかと考えられた。マン

ガンイオン存在下で活性が検出された理由は、安定に DNA と結合できないため、触媒効率の

いいマンガンイオンの時に初めて DNA の 3′末端側を切断する活性を働いたのではないかと

予想した。TkoDP1 が TkoDP2 と複合体を形成して顕著な活性が検出されるのは、複合体形成

による TkoDP1 の構造変化よりも、TkoDP2 による基質 DNA の 3′末端と TkoDP1 の触媒活性

部位の接近が重要なのではないだろうか。 

DNA ポリメラーゼは、ポリメラーゼ活性が働くときと 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が働く

ときの構造に違いがあることがわかっており、それぞれの構造の切り替えについて、ファミ

リーB DNAポリメラーゼの構造解析からその構造変化について詳細について調べられている 

(Franklin et al., 2001; Ganai et al., 2015; Nishida et al., 2009)。3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を検出

する反応系では、反応溶液に dNTP を含まない条件で活性を検出している。このとき DNA ポ

リメラーゼは、ポリメラーゼモードから構造が傾くことで 3′–5′エキソヌクレアーゼモードの

構造へと変化する。この時、プライマー鎖の 3′末端は DNA ポリメラーゼの 3′–5′エキソヌク

レアーゼ活性部位へと導かれる。TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性についての上の考

察は、TkoPolD にもポリメラーゼモードと 3′–5′エキソヌクレアーゼモードの切り替え機構が

保存されていることを強く示唆しているのではないだろうか。 
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アーキア、真正細菌、真核生物すべての生物において、複製 DNA ポリメラーゼが有してい

る 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性は、DNA 複製の途中にミスマッチ塩基対が誤って挿入された

ときに校正機能として作用することで DNA 複製の正確性の向上に寄与していると考えられ

ている (Ishino and Ishino, 2012; Pavlov and Shcherbakova, 2010; Pomerantz and O’Donnell, 2007)。

DNA ポリメラーゼは、DNA 合成の時にはポリメラーゼモードの構造になっているが、間違

った塩基が取り込まれたときには構造が変化し 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が働くと予想さ

れる。そこで、TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が実際の細胞内でどのように機能し

ているか調べるために、細胞内の二価金属イオン濃度を模した条件で 3′–5′エキソヌクレアー

ゼ活性を測定したところ、TkoPolD は細胞内の二価金属イオン濃度で 3′–5′エキソヌクレアー

ゼ活性を有することがわかった (図 2–7)。また、プライマー鎖の 3′末端部分をミスマッチ塩

基対にした場合には、そのミスマッチ塩基対の数に対応して 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が

強くなった (図 2–8)。この結果より、T. kodakarensis の細胞内において、TkoPolD の 3′–5′エ

キソヌクレアーゼ活性は、DNA 複製の際に複製エラーによってミスマッチ塩基対が生じた場

合に活性が発揮され、ミスマッチ塩基が除去されることが示唆された。すなわち、TkoPolD

は T. kodakarensis の細胞内において校正ポリメラーゼとして機能していると考えられる。プラ

イマー鎖の 3′末端にミスマッチ塩基対の数が増えるごとに活性が強くなることは MjaDP1 で

も報告されている (Jokela et al., 2004)。また、先に述べたように PabDP1(144-622) では Jokela

らの報告をもとに基質 DNA の設計段階で 3′末端にミスマッチ塩基対を作り、活性を強めて検

出できるように工夫している (Sauguet et al., 2016)。これらの報告では、二価金属イオンの濃

度は細胞内を模したものではなく、活性を検出しやすくするために至適の濃度のマンガンイ

オンまたはマグネシウムイオンを用いているため、ファミリーD DNA ポリメラーゼの校正機

能について検証するものではなかった。本研究により、TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ

活性が細胞内の金属イオン濃度においても機能的に働いていることが明らかになった。 

 

2.4.4. DNA 結合活性 

TkoPolD の DNA 結合活性は、3′–5′エキソヌクレアーゼ活性と同様の ssDNA、dsDNA およ

び primed DNA を基質に用いてゲルシフトアッセイを行うことで評価した (図 2–9)。TkoDP1

はポリメラーゼ活性および 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性と同様に、全ての DNA 基質に対し

て DNA 結合活性は示さなかったが、TkoDP2 は単独でも DNA への結合活性を示した。また、

これらの結合活性は、primed DNA に対して最も高く、次いで dsDNA であり、ssDNA に対し

て相互作用はしているものの安定な結合をしていると考えられるシフトバンドは見られなか

った。TkoPolD および TkoDP1+DP2 の DNA 結合活性も、TkoDP2 の場合と同様に primed DNA 

に対して最も高く、次いで dsDNA であり、ssDNA に対しては安定な結合は見られなかった。

結合の割合から解離定数を算出すると、TkoPolD よりも TkoDP2 単独の場合の方が DNA 結合
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活性は強かった (表 2–3)。この理由として、TkoDP2 に TkoDP1 が結合することで TkoDP2 に

構造変化が生じることや、TkoDP2 の DNA 結合部位と TkoDP1 の結合部位が重複しており、

TkoDP1 が TkoDP2 の DNA 結合の障害となっていること、TkoDP2 の DNA との結合部位が、

TkoDP1 がないために露出しており DNA に接触しやすいことなどが考えられる。 

他の種由来のファミリーD DNAポリメラーゼのDNA結合活性は、P. abyssiとP. horikoshiiに

ついて報告されている。PabPolDのDNA結合活性は、異なる条件で測定されたものが四つ報告

されている。最初に報告されたのは、25°Cにおいて、25 nMのprimed DNA (48 mer/75 mer) に

対するPabPolDのDNA結合活性をアガロースゲル電気泳動でシフトバンドを検出した実験で、

この時、PabPolDの濃度が500 nMの時に完全にシフトしたバンドが検出された。また、シフト

したPabPolD-DNA複合体に対して、様々な基質DNAを競合させる実験を行ったところ、dsDNA 

(75 mer/75 mer) とDNAプライマーテンプレートDNA (48 mer DNA/78 mer DNA) およびRNA

プライマーテンプレートDNA (48 mer RNA/75 mer DNA) を2.5倍量以上、ssDNAを12.5倍量以

上加えた条件でシフトバンドが消失したことから、PabPolDはssDNAよりもdsDNAおよび

primed DNAに対して強い結合活性を有していることが報告されている (Henneke et al., 2005)。

また、二番目の報告では、125 nMのprimed DNA (32 mer/87 mer) を用いて、60°Cの条件でDNA

結合活性を測定している。この条件では、はっきりとしたシフトバンドは見えていないが、

250 nMから500 nMの間でPabPolD-DNA複合体と考えられるバンドのシフトが見られている 

(Castrec et al., 2010)。三番目は、25°Cにおいて、SPR法を用いてprimed DNAとの結合活性が測

定されており、この場合のKD値は56 nMと報告されている (Castrec et al., 2010)。四番目は蛍光

偏光測定法によってPabPolDとDNAとの結合活性を測定している。PabPolDとssDNA (40 mer) 

および、プライマー部分の長さが異なるprimed DNA (33 mer/40 mer, 31 mer/40 mer, 28 mer/40 

mer, 22 mer/40 mer) とのKD値は、6–10 nMの範囲であった。一方、dsDNA (40 mer/40 mer) と

のKD値は約28 nMであった (Richardson et al., 2013)。PabPolDは、ゲルシフトアッセイでは

ssDNAよりもdsDNAの方がDNA結合活性は強かったが、蛍光異方測定法ではssDNAの方が強

い結合活性を示している。報告されているPabPolDのDNA結合活性についてまとめると、基質

にはssDNAおよびdsDNAよりもprimed DNAを好み、結合活性の強さを示すKD値は、ゲルシフ

トアッセイでは250–500 nM、SPR法では56 nM、蛍光異方測定では10 nMであった。PabPolD

とssDNAおよびdsDNAの結合の強さは測定法により異なるため、どちらをより基質として好

むかは断定できないが、PabPolDがこれら両DNA基質に対して結合活性を示すことは明らかで

ある。PhoPolDについては、ゲルシフトアッセイによるDNA結合活性の測定結果が報告され

ている。室温で、200 nMのssDNA (25 mer) との結合活性を、アガロースゲル電気泳動で検出

しているが、PhoPolDの濃度を470 nM以上にしてもほとんどシフトバンドが検出されていな

い。また、120 nMのPhoPolDと200 nMのssDNA (25 mer)、dsDNA (25 mer/25 mer)、primed DNA 

(25 mer/33 mer) と反応させた時のシフトバンドの割合を測定しており、このときのシフトバ

ンドの割合はそれぞれおよそ、5%、20%、20%程度であった (Shen et al., 2003)。 
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以上報告されている他の種のファミリーD DNAポリメラーゼとTkoPolDのDNA結合活性の

結果を併せて考察する。TkoPolDのDNA基質への結合活性は、primed DNAが最も高く、つい

でdsDNAでありssDNAにはほとんど結合活性が見られなかった。PhoPolDおよびPabPolDも

primed DNAに対して最もDNA結合活性が強いことは共通していると考えられる。PhoPolDは

ssDNAに対して結合活性がほとんど検出されなかったのはTkoPolDと同様であったが、

PabPolDはssDNAに対しても、測定方法によって多少の強弱の差はあるものの、primed DNA

と同様、またはそれよりも弱い結合活性を示している点でTkoPolDとは基質特異性が異なって

いた。他の種では直接DNA結合活性を見てはいないが、PfuPolDではssDNAを基質として強い

3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が検出されている (Ishino and Ishino, 2001)。TkoPolDの3′–5′エキ

ソヌクレアーゼ活性は、ssDNAに対しては活性が低く、primed DNAを基質としたときに高い

活性を発揮する。これは、DNA結合活性の傾向と同様であり、TkoPolDはssDNAに対する結

合活性が低いため、ssDNAに対する3′–5′エキソヌクレアーゼ活性は低いと考えられる。よっ

て、PfuPolDがssDNAに対して3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を発揮するということは、PfuPolD

はPabPolDと同様にssDNAとの結合活性が高いのではないかと推測できる。ファミリーD DNA

ポリメラーゼのssDNAに対する結合活性が種間で差があることについては、どのような要因

のためにこのような差が生じるかどうかまだわからないが、ファミリーD DNAポリメラーゼ

—DNA複合体の立体構造が解明されれば、何か考察することができるだろう。ファミリーD 

DNAポリメラーゼとDNAとの結合部位がわかると各種間のファミリーD DNAポリメラーゼ

がDNA結合に関与しているアミノ酸を比較することができる。他のファミリーではあるが、

T. kodakarensisとP. furiosusに代表される多くの好熱性アーキア由来ファミリーB DNAポリメ

ラーゼの構造が解かれており、その構造とアミノ酸配列がどのように活性影響するか知見が

集まっている (Elshawadfy et al., 2014; Hashimoto et al., 2001; Kim et al., 2008)。それぞれの種の

ファミリーD DNAポリメラーゼのDNA結合に関与するアミノ酸配列の違いが基質DNAへの

結合活性の強さの違いへと表れている可能性が考えられる。 

また、基質DNAとの解離定数について、TkoPolDとprimed DNAとの解離定数は7.0 nMであ

った。ゲルシフトアッセイを用いた他の種のファミリーD DNAポリメラーゼの結果は、今回

の結果よりも一桁以上大きい解離定数であった。一方、PabPolDにおいて、SPR法および蛍光

異方測定法で算出された解離定数は56 nMおよび10 nMであった。SPR法および蛍光異方測定

法は、溶液中でのタンパク質と基質DNAの結合を直接観察しており、ファミリーD DNAポリ

メラーゼ本来のDNA結合活性に近い現象を観察しているといえる。本研究結果がSPR法と蛍

光異方測定法の結果と近かったということについて、次の二通りの考察ができる。一つ目は、

TkoPolDは他の種のファミリーD DNAポリメラーゼよりも強いDNA結合能を有しているため

ゲルシフトアッセイ時の電気泳動中でもDNAとの結合が強固に保持されているということで

ある。二つ目は、本実験手法がTkoPolDとDNAの結合を観察できる至適な条件であったとい

うことである。本実験を行う際、アガロースゲルに予備泳動 (プレランニング) をするかしな
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いかで結果に大きな差があった。予備泳動のどのような要因がタンパク質の電気泳動に影響

しているかどうかはよくわかっていないが、少なくとも予備泳動を行うことによって、より

感度良くタンパク質とDNAとの結合活性を観察できた。 

TkoPolDのDNA結合活性の二価金属イオン依存性について、二価金属イオンが存在してい

ない条件と2 mMのマグネシウムイオンが存在する条件を比較すると、両者ともにTkoPolDの

濃度が10–20 nMの間でバンドが上部にシフトした。また、10 mMのマンガンイオン添加条件

では、明確なシフトバンドは観察されないが、TkoPolDの濃度が20 nMの時に、タンパク質と

結合していない位置に相当するDNAのバンドが消失し、代わりに結合したと考えられる上部

のシフトバンドと、TkoPolDの3′–5′エキソヌクレアーゼ活性によって分解されたと考えられる

下部のバンドが検出された。基質DNAがエキソヌクレアーゼ活性によって分解されるために

はタンパク質と一度結合しないといけないことを考慮すると、下部のバンドもタンパク質と

結合したDNAとみなせる。すなわち、マンガンイオン存在下でもTkoPolDの濃度が10–20 nM

の間で大部分のDNAがTkoPolDと結合していたと考えられる (図 2–10)。以上より、二価金属

イオンが存在しない条件とマグネシウムイオンおよびマンガンイオンが存在する条件での

DNA結合活性に差が見られないことから、TkoPolDのDNA結合活性は二価金属イオンに依存

しないことが示唆された。マンガンイオン添加時に3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が見られ、

マグネシウムイオン添加時に活性が見られないのは、マンガンイオン存在下の方がマグネシ

ウムイオンよりもエキソヌクレアーゼ活性は強いからである (図 2–5)。DNA結合活性の実験

では、40°Cという条件ため、マグネシウムイオンの場合では3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が

検出できない程度まで低下していたが、マンガンイオンの場合ではアガロースゲルでも検出

できる程度の活性を有していたのだと考えられる。 

本研究の成果の一つとして、各サブユニットのDNA結合活性を詳細に測定したことがある。

他の種ではファミリーD DNAポリメラーゼ複合体のDNA結合活性しか調べられておらず、本

研究によりTkoPolD複合体のうち、TkoDP2がDNA結合活性を担っており、TkoDP1にはほとん

どDNA結合活性がないことが初めて明らかとなった。 

 

2.4.5. 立体構造 

TkoPolDの大きさについて考察する。球状タンパク質として BSAをモデルに議論を進める。

単量体 BSA の流体力学半径 (ストークス半径) はそれぞれ 34 Å、二量体 BSA は 46 Å である 

(Valstar et al., 2000)。TkoPolD がヘテロ二量体であると仮定した場合の分子量 (23,0962.6) は

BSA の分子量 (66,462.9) のおよそ 3.5 倍の大きさである。単量体および二量体 BSA の流体力

学半径の値は分子量と比例していると単純に仮定した場合、分子量 230,000 での流体力学半

径は約 65 Å 程度であると見積もられる。これは、電子顕微鏡の投影像から計算された大きさ 
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(図 2–11) よりも小さいことから、TkoPolD は理想的な球形ではなく、扁平な形状をしている

ものと推測された。分子が球状ではない場合、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーでは、ア

ミノ酸配列から計算される分子量よりも早い位置で溶出されるため、見かけの分子量が大き

くなる。ゲルろ過カラムクロマトグラフィーの溶出位置から計算した TkoPolD の分子量は

370,000 であり、アミノ酸配列から計算された分子量の 230,962.6 よりも大きかった (図 2–1 

(d)) ことからも、TkoPolD が理想的な球状ではないことが示唆された。静的光散乱の測定結

果から算出された分子量より TkoPolD はヘテロ二量体構造であると予想されたが、本実験で

得られた TkoPolD の投影像に明らかな対称性が見られなかったことは、TkoPolD がヘテロ二

量体であることと矛盾はしていないと考えられる。電子顕微鏡の投影像からは TkoPolD のい

くつかのドメイン構造が観察された。電子顕微鏡の投影像から TkoDP1 および TkoDP2 の場

所を特定するという問題が残っているが、それはどちらかのタンパク質にタグタンパク質を

付加することで場所を特定する方法や配列上相同性のある立体構造既知のタンパク質を当て

はめて一致するかを検証する方法が考えられる。 

本研究を進めている途中、2016 年に他の研究グループより P. abyssi において、X 線結晶構

造解析の結果から、小サブユニットの N 末端側を除いた PabDP1(144–622) と、大サブユニッ

トの C 末端側を除いた PabDP2(1–1050) それぞれサブユニットの部分構造が報告された 

(Sauguet et al., 2016)。この報告により、これまで他の DNA ポリメラーゼと配列の相同性がな

く不明であったファミリーD DNA ポリメラーゼの反応機構の解明に大きな期待が持たれた。

電子顕微鏡による解析で得られた投影像と、報告された PabPolD の各サブユニットを比較す

る。PabDP2(1–1050) の大きさは 55 × 60 × 110 Å3であり、PabDP1(144–622) の大きさについ

ては論文中で言及されていないが、著者が報告された構造の大きさを測定した結果では 36 × 

45 × 77 Å3であった。TkoPolD と PabPolD の大きさが同じくらいであると仮定すると、TkoDP2

は「アヒル」の胴体部分に TkoDP1 は「アヒル」の頭部の大きさと概ね一致していると考え

た。このような配置で複合体を形成している場合、大きさの実測値から図の「横 (PabDP1 だ

と 77 Å、PabDP2 だと 110 Å)」と比べて「奥行 (PabDP1 だと 36 Åまたは 45 Å、PabDP2 だと

55 Åまたは 60 Å)」は半分程度の長さになっており、このことからも TkoPolD は扁平な構造

であると推測できる。TkoPolD の電子顕微鏡の投影像に PabDP1 と PabDP2 の部分構造を当て

はめることで TkoPolD 複合体の推定構造モデルが作製された (図 2–11 (c))。この場合でも「ア

ヒル」の頭の部分に TkoDP1 が、胴体の部分に TkoDP2 が当てはまった。またこのモデルか

ら作製した TkoPolD も投影像モデルは、実際に観測された単粒子解析の結果と類似していた 

(図 2–11 (d))。以上より、電子顕微鏡での単粒子解析の結果からも TkoPolD は溶液中でヘテロ

二量体構造をとっていて、球形よりは扁平な形であると考えられる。また構造モデルからも、

TkoPolD はゲルろ過カラムクロマトグラフィーによる分子量の見積もりが困難であることの

証左となった。従って、TkoPolD など、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーによる分子量の
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測定が困難なタンパク質の多量体構造を決定には、分子の構造によらない静的光散乱による

絶対分子量の測定が非常に効果的であるといえる。 

各サブユニット単独の部分構造に続いて、2019 年に、P. abyssi において PabPolD と DNA と

の複合体の構造がクライオ電子顕微鏡による解析により決定された (Raia et al., 2019)。ここで

報告された知見は、本研究結果をサポートしているものが多い。DNA に結合していると考え

られるアミノ酸残基は大サブユニットに保存されていたが、これは TkoDP2 のみで DNA 結合

活性を示すという結果と一致している。また、PabDP2(1-1050)と PabPolD-DNA 複合体の構造

を比較すると、PabPolD では PabDP2 の構造が大きく変化していることがわかったが、これは

TkoDP2 が DNA に結合するにも関わらず単独ではポリメラーゼ活性が検出されず、TkoDP1

と複合体を形成することによる構造変化が必要であるという予想を裏付けている。また、

TkoPolD の 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性の産物は、10 ヌクレオチド以下のものが検出されな

かったことから TkoPolD と DNA が安定な複合体を形成できるのはプライマー鎖の長さが 10

ヌクレオチド以上であるという予想ができた。PabPolD-DNA 複合体の構造をみると、PabPolD

はプライマー鎖の 3′末端から 10 ヌクレオチドの位置までを覆うような形で DNA と結合して

いることがわかる (図 2–12 (a))。TkoPolD の生化学解析の結果から予想した安定に結合でき

る最短のプライマー鎖長は、複合体の構造からも支持されたと考えている。また、この構造

から PabPolD のポリメラーゼモードと 3′–5′エキソヌクレアーゼモードの構造変化についても

説明がされている。プライマー鎖の 3′末端にミスマッチ塩基対がある場合には、PabPolD が

後退することで 3′末端が PabDP1 の触媒部位の方へ向かって伸びていくことが予想されてい

る (図 2–12 (b))。 

最後に構造から予想された DNA ポリメラーゼの進化について紹介する。構造サブユニット

単独での構造と複合体の構造から、ファミリーD DNA ポリメラーゼの構造的な特徴が明らか

になってきた (図 2–13)。既知のポリメラーゼと配列の相同性が見られなかったファミリーD 

DNA ポリメラーゼの大サブユニットは、two double-psi β barrels (DPBBs) 構造というモチーフ

であった (Sauguet et al., 2016) (図 2–13 (c))。この構造は転写に関わる RNA ポリメラーゼに広

く見つかる構造であり、すべてのドメインの生物や一部のウイルスの RNA ポリメラーゼが用

いている共通の構造であった (revierwd in Ruprich-Robert and Thuriaux, 2010)。DPBB-1 は DNA

結合に関与しており、DPBB-2 はマグネシウムイオンと結合する触媒ループを有している。フ

ァミリーD DNA ポリメラーゼが RNA ポリメラーゼと共通して機能的な構造を有しているこ

とから、もしかするとアーキアの祖先細胞では RNA の転写と DNA の複製を一つのポリメラ

ーゼで行っており、進化の早い段階で DNA 複製により適応したファミリーD DNA ポリメラ

ーゼへと進化していったということが予想されている  (Sauguet et al., 2016)。また、

PabPolD-DNA 複合体の構造から、PabDP1 と PabDP2 の C 末端側のジンクフィンガーIII が相

互作用していることが明らかとなったが、その構造は真核生物の Polε と Polα の構造とよく似
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ていた (Raia et al., 2019)。この知見より、アーキアと真核生物共通の祖先細胞内におけるファ

ミリーD DNA ポリメラーゼの進化について仮説が立てられた (図 2–14)。アーキアの共通祖

先細胞内ではファミリーD DNA ポリメラーゼの大サブユニットが複製と転写の両方を行っ

ていた。これがホスホジエステラーゼドメインを持ったタンパク質と融合し、現在のファミ

リーD DNA ポリメラーゼになった。アーキアと真核生物の共通の祖先において、大サブユニ

ットの触媒ドメインがファミリーB DNA ポリメラーゼと入れ替わり、ファミリーD DNA ポリ

メラーゼの小サブユニットと大サブユニットのジンクフィンガーの部分とファミリーB DNA

ポリメラーゼが融合したキメラポリメラーゼが生まれ、それらが真核生物へと受け継がれて

いった。ファミリーB DNA ポリメラーゼにはポリメラーゼ活性と 3′–5′エキソヌクレアーゼ活

性両方の触媒部位があることから、この進化の過程で小サブユニットのエキソヌクレアーゼ

活性部位が不活性化され、現在の真核生物の DNAポリメラーゼの Bサブユニットとなった、

という仮説である。この仮説が本当かどうかはわからないが、配列の詳細な解析から提唱さ

れた DNA ポリメラーゼの分子進化に関する仮説 (図 0–1) (Makarova et al., 2014; Tahirov et al., 

2009) と矛盾しておらず、DNA ポリメラーゼの進化的な意義を考える上で非常に興味深い仮

説である。 

  



 

 

69 

 

結論 

本研究は、ファミリーD DNA ポリメラーゼについて、それぞれのサブユニットまたは複合

体の基本的な生化学的性状の解析および構造情報を明らかにすることを目的に進められた。

ファミリーD DNA ポリメラーゼはアーキア固有の DNA ポリメラーゼであり、他のファミリ

ーのポリメラーゼと比較して解明されている情報に乏しいタンパク質である。複合体全体の

立体構造や基質 DNA と結合した構造がわかっていないため、どのような機構で DNA を合成

しているのか不明である。ファミリーD DNA ポリメラーゼは、アーキアの DNA 複製におい

て多くの複製タンパク質と相互作用し、実際に DNA 鎖を合成する酵素として主要な役割を果

たしていると考えられている。また、高いポリメラーゼ活性と校正機能を有していることか

ら PCR 酵素のように産業利用の可能性もある。ファミリーD DNA ポリメラーゼは分子生物

学的だけでなく進化学的な側面からも魅力的なタンパク質であり、共通祖先では祖先型のフ

ァミリーD DNA ポリメラーゼが DNA 合成と RNA 転写の両方を担っていたかもしれない。 

このようにファミリーD DNA ポリメラーゼは「夢の詰まった」タンパク質である。 

著者は本研究対象として、T. kodakarensis由来のファミリーD DNAポリメラーゼを用いた。

好熱性アーキア由来のタンパク質のため常温生物由来のタンパク質より安定である可能性が

高いこと、遺伝子操作系が確立されているため将来的に in vivo での研究の発展が見込めるこ

と、アーキアの中では広く研究されている生物であり様々な知見が蓄積されていること、が

その理由として挙げられる。また、著者が研究を始める直近に T. kodakarensis のファミリーB 

DNA ポリメラーゼ遺伝子の欠損株が単離され、ファミリーD DNA ポリメラーゼの重要性が

高まったことも、本菌由来のファミリーD DNA ポリメラーゼを研究対象にした大きな理由で

ある。 

 

第一章では、これまでの研究で困難であった各サブユニット単独での高純度な精製方法の

確立と、TkoPolD のより高純度な精製方法の開発を目指した。 

TkoDP1 は、大腸菌を宿主に用いて産生すると、タンパク質産生の段階で分解が進んでおり、

その後のカラムクロマトグラフィーでも高純度な精製が困難であったが、昆虫細胞 Sf9 とバ

キュロウイルスベクターによる産生系では、タンパク質産生時に分解を受けなかった。その

結果、高純度な TkoDP1 を精製することができた。 

TkoDP2 は大腸菌でシャペロンとともに共産生させ、三種の分離原理の異なるカラムクロマ

トグラフィーにより高純度に精製することができた。 
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TkoPolD は大腸菌で TkoDP1 と TkoDP2 を共産生させ、細胞内で TkoPolD 複合体を形成さ

せた。これを三種の分離原理の異なるカラムクロマトグラフィーによって高純度に精製する

ことができた。 

とりわけ高純度な TkoDP2 と TkoPolD の精製には ENrich Q 5/50 カラムが大きく貢献した。

ENrich Q 5/50 カラムによって従来までは分離できなかった TkoDP2 の分解物が効率よく分離

できたため、TkoDP2 および TkoPolD の最終的な精製純度と収率が上がった。 

本研究では全てのタンパク質を、タグの付加をなしに高純度に精製することができた。こ

れにより、後の生化学解析及び構造解析においてタンパク質本来の正確な性質を観察できる

ようになった。 

 

第二章では、高純度に精製した TkoDP1、TkoDP2 および TkoPolD を用いて種々の生化学的

性状の同定を試みた。 

ファミリーD DNA ポリメラーゼの複合体の構成比は常に議論されてきている問題の一つ

であった。本研究ではタンパク質の形の影響を受けにくい分子量測定手法である静的光散乱

を用いることにより、TkoPolD はヘテロ二量体 (DP1 : DP2 = 1 : 1) であることを同定した。

また、電子顕微鏡を用いた単粒子解析からもこの結果を支持する投影像と推定構造モデルが

得られた。 

TkoPolD は強いヌクレオチド取込み活性を示したが、TkoDP1 および TkoDP2 単独ではヌク

レオチド取込み活性は検出されなかった。 

TkoPolD は 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を有しており、その活性の強さは基質 DNA の構

造によって変化した。また、それは TkoPolD の基質 DNA への結合活性の強さと相関があり、

DNA 結合活性が強いほど 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が強くなる傾向が観察された。また、

反応溶液中に二価金属イオンとしてマグネシウムイオンよりもマンガンイオンを加えた条件

の方が 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性が顕著に強くなった。これは TkoDP1 単独でも同様で、

反応溶液中にマンガンイオンがある条件では TkoDP1 単独でも 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性

が検出された。ただし、これは高濃度の TkoDP1 を反応に用いた場合であるため、TkoDP1 単

独での 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性は TkoPolD複合体と比較すると顕著に低いと考えられる。

TkoDP2 は 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を示さなかった。 

TkoPolD は primed DNA および dsDNA に対し強い DNA 結合活性を示したが、ssDNA に対

しては結合活性が低かった。また、各サブユニット単独では、TkoDP2 が TkoPolD と同程度

もしくは少し強い DNA 結合活性を示した。逆に TkoDP1 はどのような構造の基質 DNA に対

しても DNA 結合活性を示さなかった。また、TkoPolD の DNA 結合活性は、反応溶液中の二

価金属イオンの種類に依存しなかった。 
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再構成された TkoDP1+DP2 は TkoPolD と比較して同じ強さのヌクレオチド取込み活性、3′–

5′エキソヌクレアーゼ活性および DNA 結合活性を示した。 

TkoPolD が実際に校正ポリメラーゼとして機能しているかどうかを検証した。細胞内を模

した二価金属イオン濃度条件下において、ミスマッチ塩基対を含まない基質 DNA に対しては

3′–5′エキソヌクレアーゼ活性はほとんど検出されなかった一方、プライマー鎖の 3′末端にミ

スマッチを含む基質 DNA の場合には、ミスマッチ塩基の数に応じた強さの活性を発揮した。

この結果は TkoPolD の校正機能が実際の細胞内での DNA 複製では正確に制御されているこ

とを強く示唆している。 

TkoPolDと他のアーキア由来のファミリーD DNAポリメラーゼの生化学的性状を比較した

結果、著者はファミリーD DNA ポリメラーゼの基本的な性質を次のように考えた。ファミリ

ーD DNA ポリメラーゼは溶液中で大小二つのサブユニットから成るヘテロ二量体構造をと

り、高いポリメラーゼ活性と 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性および DNA 結合活性を有してい

る。各サブユニット単独ではポリメラーゼ活性も 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性もほとんど示

さず顕著に低い。強いポリメラーゼ活性には大サブユニット自体の構造変化が必要であり、

強い 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性には大サブユニットによる基質 DNA と小サブユニットの

活性部位との接近が必要である。DNA 結合活性は大サブユニットが担っており、小サブユニ

ットの DNA 結合活性は極めて低い。また、primed DNA に対して最も DNA 結合活性が強い。

ssDNA への結合活性については種間の差が大きい可能性がある。 

 

本研究は、ファミリーD DNA ポリメラーゼについて、タグの付加されていない全長の大小

両方のサブユニットと共産生させた複合体をそれぞれ高純度に精製し、同時にその性質を調

べた初めての報告である。サブユニット単独での性質を明らかにすることによりファミリーD 

DNA ポリメラーゼについて更なる知見が蓄積されるものと考えている。本研究の成果により、

TkoPolDの高純度精製系を確立したことにより、TkoPolDを産業利用できる可能性ができた。

現状ではタンパク質の安定性に不安が残るが、構造的に不安定な部分を改変し、活性を発揮

する最小単位の安定な TkoPolD 変異体を作ることができれば、TkoPolD の高いポリメラーゼ

活性や校正能力から産業利用への道が開けてくる可能性があると考えている。また、TkoPolD

が高純度に精製できるようになったことで、今後ファミリーD DNA ポリメラーゼ周辺の複製

タンパク質について研究が進み、アーキアの DNA 複製機構の解明に大きく寄与すると考えて

いる。 
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図 0–1 アーキアおよび真核生物の最後の共通祖先における複製DNAポリメラーゼの構成ドメ
インの進化的関係と再構築仮説
最後のアーキアの共通祖先 (LACA) と真核生物の共通祖先 (LECA) におけるファミリーBおよ
びファミリーD DNAポリメラーゼ遺伝子の予想とそのドメイン構成。相同性のあるドメイン
は同じ色と形で示している。不活性化ドメインは×で示している。真核生物のポリメラーゼ
のファミリー名はヒトおよび酵母の名前を記載している。LACA: last archaeal common

ancestors、LECA: last eukaryotic common ancestors。本図はMakarovaらの報告をもとに作成した
(Makarova et al., 2014)。
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図 1–1ファミリーD DNAポリメラーゼの各サブユニットのドメイン構成
(a) 小サブユニットのドメイン構成の模式図。それぞれ、灰色: N-terminal domain、オレンジ:

phosphodiesterase (PDE) domain、黄: OB domain、黒線: 3′–5′エキソヌクレアーゼモチーフを表
している。(b) 大サブユニットのドメイン構成の模式図。赤: polymerase motif、青: catalytic

residues、黒線: Zn-finger I、II、IIIを表している。
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図 1–2小サブユニットのエキソヌクレアーゼモチーフのアライメント
Tkoの配列両端の数字はTkoDP1でN末端から何番目のアミノ酸残基かを表している。配列中
の青色は金属イオンの結合に関わるアミノ酸残基を、オレンジ色は触媒活性に関わるアミノ
酸残基を示している。* はTkoDP1に変異を導入したアミノ酸残基を示している。Tko; T.

kodakarensis、Pab; P. abyssi、Pho; P. horikoshii、Pfu; P. furiosus、Mja; M. jannaschii、9°N;

Thermococcus sp. 9°N。
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図 1–3 N-HAT-tagged TkoDP1およびN-HAT-tagged TkoDP2の粗精製
(a) HATタグのアミノ酸配列。 (b) N-HAT-tagged TkoDP1タンパク質の粗精製。lane 1: 分子量
マーカー (P7702) (New England Biolabo社)、lanes 2–5:非結合画分、lanes 6–9:結合画分。(c) N-

HAT-tagged TkoDP2タンパク質の粗精製。lanes 1: 分子量マーカー (P7702)、lanes 2–5: 非結合
画分、lanes 6–9:結合画分。(b) (c)分子量マーカーの各バンドの分子量を図の左側に、TkoDP1、
TkoDP2が泳動された位置を図の右側に示した。図の上部に各画分全体の量に対するゲルに供
した量の割合を示した。タンパク質はCoomasie Brilliant Blue (CBB)染色により検出した。
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図 1–4シャペロンと共産生させたC-His-tagged TkoDP1の粗精製
(a) C-His-tagged TkoDP1をシャペロンと共産生させ、各精製段階を分析した結果。 (b) (a)のPS

画分を硫酸アンモニウム沈殿した沈殿を再溶解させたものをHisTrap HP 1 mlカラムで精製し
た結果。各図に対して、分子量マーカーの各バンドの分子量を図の左側に、 TkoDP1、GroEL

が泳動された位置を図の右側に示した。図の上部のunboundとboundは、非結合画分と結合画
分をそれぞれ示している。 M: 分子量マーカー (P7702)、TC: total cell、SP: sonication

precipitant、 SS: sonication supernatant、 HP: heat precipitant、 HS heat supernatant、 PS:

polyethyleneimin supernatant。タンパク質はCBB染色により検出した。

bound

M

212

158

116

97.2

66.4

55.6

42.7

(a)

212

158

116

97.2

66.4

55.6

42.7

PS
M

DP1

DP1

(b)

GroEL

GroEL

87



212

158

116

97.2

66.4

(Mr, × 103)

55.6

42.7

M
input elution

212

158

116

97.2

66.4

(Mr, × 103)

55.6

42.7

M
elution

212

158

116

97.2

66.4

(Mr, × 103)

55.6

42.7

M
elution

図 1–5 HisTrap HP 1 mlカラムに結合したC-His-tagged TkoDP1の精製条件検討
(a) His Trap HP 1 mlカラムの溶出画分をHiTrap Q HP 1 mlカラムで精製した結果。(b) (a) の
HiTrap Q HP1 mlカラムの溶出画分をHiTrap Phenyl HP 1 mlカラムで精製した結果。(c) (b) の
HiTrap Phenyl HP 1 mlカラムの溶出画分をEcono-PAC® CHT-II cartridgeカラムで精製した結果。
図の上部、M: 分子量マーカー (P7702)、input: カラムに供したタンパク質溶液、elution: 各カ
ラムに結合したタンパク質の溶出画分、をそれぞれ示している。各図に対して、分子量マー
カーの各バンドの分子量を図の左側に、TkoDP1が泳動された位置を図の右側に示した。タン
パク質はCBB染色により検出した。
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図 1–6 TkoDP1の粗精製
TkoDP1の粗精製段階の画分をSDS- 7.5% PAGEにより分析した結果。M: 分子量マーカー
(P7702), TC: total cell, SP: sonication precipitation, SS: sonication supernatant, HP: heat precipitation,

HS: heat supernatant, PS: polyethyleneimin supernatant。分子量マーカーの各バンドの分子量を図
の左側に、TkoDP1が泳動された位置を図の右側に示した。タンパク質はCBB染色により検出
した。
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図 1–7疎水性相互作用カラムクロマトグラフィーによるTkoDP1の分画結果
TkoDP1のHiTrap Phenyl HP 1 mlカラムによる分画結果。(a) TkoDP1をHiTrap Phenyl HP 1 mlカ
ラムを用いて分画したクロマトグラム。図下部の横棒はSDS-PAGEで分析した画分を示して
いる。(b) HiTrap Phenyl HP 1 mlカラムによるTkoDP1の分画をSDS- 7.5%PAGEによって分析し
た結果。図の上部、M:分子量マーカーT-P (タカラバイオ社)、横棒: (a)の横棒部分との対応、
をそれぞれ示している。分子量マーカーの各バンドの分子量を図の左側に、TkoDP1が泳動さ

れた位置を図の右側に示した。図の下部の破線は次の精製に用いた画分を示している。タン
パク質はCBB染色により検出した。
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図 1–8陰イオン交換カラムクロマトグラフィーによるTkoDP1の分画結果
TkoDP1のHiTrap Q HP 1mlカラムによる分画結果。(a) TkoDP1をHiTrap Q HP 1mlカラムを用い
て分画したクロマトグラム。図下部の横棒はSDS-PAGEで分析した画分を示している。(b)

HiTrap Q HP 1 mlカラムによるTkoDP1の分画をSDS- 7.5% PAGEによって分析した結果。図の
上部、M:分子量マーカーT-P、横棒: (a)の横棒部分との対応、をそれぞれ示している。分子量
マーカーの各バンドの分子量を図の左側に、TkoDP1が泳動された位置を図の右側に示した。
図の下部の破線はTkoDP1の最終精製画分を示している。タンパク質はCBB染色により検出し
た。
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図 1–9大腸菌または昆虫細胞で産生させたTkoDP1の精製純度の比較
(a) SDS- 7.5% PAGEによる各精製段階の純度の比較。レーン4、5、8、9にはTkoDP1を25 pmol

(2 µg) 供した。(b) 各宿主で産生させたTkoDP1の最終精製画分。(a) (b) の図の上部のM: 分子
量マーカー (P7702)。タンパク質はCBB染色により検出した。(c) (a) の各精製段階をウェスタ
ンブロッティングによって分析した結果。一次抗体には抗PfuDP1ウサギIgGを用いた。各
レーンには (a) の100分の1の量を供した。図の左側は分子量マーカー (P7708) (New England

Biolab社) の分子量を示した。各図において、 TC: total cell、HS: heat supernatant、phe: HiTrap

Phenyl HP 1 mlカラム溶出画分、Q: HiTrap Q HP 1 mlカラム溶出画分。分子量マーカーの各バ
ンドの分子量を図の左側に、TkoDP1が泳動された位置を図の右側に示した。

2 3 4 5 6 7 8 9

2 3 4 5 6 7 8 9

(a) (b)

(c)

TC HS pheM Q TC HS phe Q

E. coli Sf9

M

TC HS phe Q TC HS phe Q

E. coli Sf9

175

80

58

46

(Mr, × 103)

DP1
DP1

DP1

92



図 1–10シャペロンと共産生させたC-His-tagged TkoDP2の粗精製
C-His-tagged TkoDP2をシャペロンと共産生させ、HisTrap HP 1 mlカラムで粗精製した結果。
分子量マーカーの各バンドの分子量を図の左側に、 TkoDP2、GroELが泳動された位置を図の
右側に示した。図の上部のunboundとboundは、非結合画分と結合画分をそれぞれ示している。
M: 分子量マーカー (P7702)、TC: total cell、SP: sonication precipitant、SS: sonication supernatant、
SS filt: sonication supernatantを45 µmのフィルターに通したもの。タンパク質はCBB染色によ
り検出した。
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図 1–11 TkoDP2の精製条件の検討
TkoDP2を単独で産生させた場合、またはシャペロンと共産生させた場合の各精製段階の可溶
化の比較。各条件とも同じ菌数の大腸菌 (OD600 = 0.024相当) から調製したサンプルを供した。
M: 分子量マーカー (P7702)、TC: total cell、SP: sonication precipitation、SS: sonication

supernatant、HP: heat precipitation、HS: heat supernatant。図の上部の “–pGro7” は “+pGro7” は
それぞれシャペロン非共産生または共産生の条件を示している。図の下部の数字は、各条件
のTC画分のTkoDP2の量を100とした場合の各画分中のTkoDP2の相対量を示している。分子
量マーカーの各バンドの分子量を図の左側、TkoDP2とGroELが泳動された位置を図の右側に
示した。タンパク質はCBB染色により検出した。
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図 1–12 TkoDP2の粗精製
TkoDP2の粗精製段階の画分をSDS- 7.5% PAGEにより検定した結果。M: 分子量マーカー
(P7702)、TC: total cell、SP: sonication precipitation、SS: sonication supernatant、HP: heat

precipitation、HS: heat supernatant、PP: polyethyleneimin precipitation、PS: polyethyleneimin

supernatant。分子量マーカーの各バンドの分子量を図の左側に、TkoDP2、GroELが泳動され
た位置を図の右側に示した。タンパク質はCBB染色により検出した。
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図 1–13疎水性相互作用カラムクロマトグラフィーによるTkoDP2の分画結果
TkoDP2のHiTrap Buthyl HP 5 mlカラムによる分画結果。(a) TkoDP2をHiTrap Buthyl HP 5 mlカ
ラムを用いて分画したクロマトグラム。図下部の横棒はSDS-PAGEで分析した画分を示して
いる。(b) HiTrap Buthyl HP 5 mlカラムによるTkoDP2の分画をSDS- 7.5% PAGEによって分析
した結果。図の上部、M: 分子量マーカー(P7702)、横棒: (a)の横棒部分との対応、をそれぞれ
示している。分子量マーカーの各バンドの分子量を図の左側に、TkoDP2、GroELが泳動され

た位置を図の右側に示した。図の下部の破線は次の精製に用いた画分を示している。タンパ
ク質はCBB染色により検出した。
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図 1–14アフィニティーカラムクロマトグラフィーによるTkoDP2の分画結果
TkoDP2のHiTrap Heparin HP 5 mlカラムによる分画結果。(a) TkoDP2をHiTrap Heparin HP 5 ml

カラムを用いて分画したクロマトグラム。図下部の横棒はSDS-PAGEで分析した画分を示し
ている。(b) HiTrap Heparin HP 5 mlカラムによるTkoDP2の分画をSDS- 7.5% PAGEによって分
析した結果。図の上部、M:分子量マーカー (P7702)、横棒: (a)の横棒部分との対応、をそれぞ
れ示している。分子量マーカーの各バンドの分子量を図の左側に、TkoDP2、GroELが泳動さ

れた位置を図の右側に示した。図の下部の破線は次の精製に用いた画分を示している。タン
パク質はCBB染色により検出した。
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図 1–15陰イオン交換カラムクロマトグラフィーによるTkoDP2の分画結果
TkoDP2のENrichTM Q 5/50カラムによる分画結果。(a) TkoDP2をENrichTM Q 5/50カラムを用
いて分画したクロマトグラム。図下部の横棒はSDS-PAGEで分析した画分を示している。
(b) ENrichTM Q 5/50カラムによるTkoDP2の分画をSDS- 7.5% PAGEによって分析した結果。
図の上部、M: 分子量マーカー (P7702)、横棒: (a)の横棒部分との対応、をそれぞれ示してい
る。図の下部の破線はTkoDP2の最終精製画分を示している。分子量マーカーの各バンドの
分子量を図の左側に、TkoDP2が泳動された位置を図の右側に示した。タンパク質はCBB染
色により検出した。 (c) (b) の破線部の画分の5分の1量をSDS-7.5% PAGEで分析した結果。
タンパク質はCBB染色により検出した。
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図 1–16 TkoPolDの粗精製
TkoPolDの粗精製段階の画分をSDS- 7.5% PAGEにより検定した結果。M: 分子量マーカー
(P7702)、TC: total cell、SP: sonication precipitation、SS: sonication supernatant、HP: heat

precipitation、HS: heat supernatant、PP: polyethyleneimin precipitation、PS: polyethyleneimin

supernatant。分子量マーカーの各バンドの分子量を図の左側に、TkoDP1、TkoDP2が泳動され
た位置を図の右側に示した。タンパク質はCBB染色により検出した。
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図 1–17疎水性相互作用カラムクロマトグラフィーによるTkoPolDの分画結果
TkoPolDのHiTrap Buthyl HP 5 mlカラムによる分画結果。(a) TkoPolDをHiTrap Buthyl HP 5 mlカ
ラムを用いて分画したクロマトグラム。図下部の横棒はSDS-PAGEで分析した画分を示して
いる。(b) HiTrap Buthyl HP 5 mlカラムによるTkoPolDの分画をSDS- 7.5% PAGEによって分析
した結果。図の上部、M: 分子量マーカー(P7702)、横棒: (a)の横棒部分との対応、をそれぞれ
示している。図中の破線I (橙), II (紫) は後のカラム精製で挙動に差があるバンドのグループ
を示している。分子量マーカーの各バンドの分子量を図の左側に、TkoDP1、TkoDP2が泳動
された位置を図の右側に示した。図の下部の破線は次の精製に用いた画分を示している。タ
ンパク質はCBB染色により検出した。
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図 1–18アフィニティーカラムクロマトグラフィーによるTkoPolDの分画結果
TkoPolDのHiTrap Heparin HP 5 mlカラムによる分画結果。(a) TkoPolDをHiTrap heparin HP 5 ml

カラムを用いて分画したクロマトグラム。図下部の横棒はSDS-PAGEで分析した画分を示して
いる。(b) HiTrap Heparin HP 5 mlカラムによるTkoPolDの分画をSDS- 7.5% PAGEによって分析
した結果。図の上部、M: 分子量マーカー (P7702)、横棒: (a)の横棒部分との対応、をそれぞれ
示している。図中の破線I (橙), II (青) は後のカラム精製の挙動の差やTkoPolDの精製純度から
分類したバンドのグループを示している。分子量マーカーの各バンドの分子量を図の左側に、
TkoDP1、TkoDP2が泳動された位置を図の右側に示した。図の下部の破線は次の精製に用いた
画分を示している。タンパク質はCBB染色により検出した。
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図 1–19陰イオン交換カラムクロマトグラフィーによるTkoPolDの分画結果
TkoPolDのENrichTM Q 5/50カラムによる分画結果。(a) TkoPolDをENrichTM Q 5/50カラムを用い
て分画したクロマトグラム。図下部の横棒はSDS-PAGEで分析した画分を示している。(b)

ENrichTM Q 5/50カラムによるTkoPolDの分画をSDS- 7.5% PAGEによって分析した結果。図の
上部、M:分子量マーカー (P7702)、横棒: (a)の横棒部分との対応、をそれぞれ示している。分
子量マーカーの各バンドの分子量を図の左側に、 TkoDP1、TkoDP2が泳動された位置を図の
右側に示した。図の下部の破線はTkoPolDの最終精製画分を示している。タンパク質はCBB

染色により検出した。
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図 1–20精製タンパク質の純度検定
精製したタンパク質をSDS-7.5% PAGEで分析した結果。(a) TkoDP1、TkoDP2、再構成
TkoDP1+DP2、TkoPolDをSDS- 7.5% PAGEで分析した結果。図の上部に各レーンに供したタ
ンパク質を示した。M:分子量マーカー (P7702)。(b)変異体TkoPolDをSDS- 7.5% PAGEで分析
した結果。図の上部に各レーンに供したタンパク質を示した。M: 分子量マーカーT-P。それ
ぞれ12 pmolに相当するタンパク質量をゲルに供した。各図について、分子量マーカーの各バ
ンドの分子量を図の左側に、 TkoDP1、TkoDP2が泳動された位置を図の右側に示した。図の
下部の数字はレーン番号を示している。タンパク質はCBB染色により検出した。
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図 1–21 大腸菌で産生させたTkoDP1と昆虫細胞で産生させたTkoDP1の3′–5′エキソヌクレ
アーゼ活性の比較
大腸菌で産生させたTkoDP1または昆虫細胞で産生させたTkoDP1とTkoDP2を再構成させたそ
れぞれの再構成TkoDP1+DP2の3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を比較した結果。図の上部に用
いたタンパク質を示し、”−”はタンパク質を添加しない条件を示している。数字は反応時間を
示している。反応産物は8 M尿素を含んだ変性ゲル電気泳動によって分析した。
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protein
Specific activity

(unit/nmol)

Specific activity

(unit/mg)

TkoDP1 ND ND

TkoDP2 ND ND

TkoDP1+DP2 11,000 ± 700 49,000 ± 3,000 

TkoPolD 13,000 ± 1,000 55,000 ± 4,400 

TkoPolB 22,000 ± 2,200 240,000 ± 24,000 

PfuPolB 10,000 ± 720 110,000 ± 8,000 

表 2–2 ヌクレオチド取込み活性の測定値

ND: not detected

表の値は3回以上の測定から算出した「平均値±標準誤差」を表している。
有効数字は二桁である。
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DNA
TkoDP1

KD (nM)

TkoDP2

KD (nM)

TkoDP1+DP2

KD (nM)

TkoPolD

KD (nM)

ssDNA ND 70 ± 14 270± 65 280 ± 91

dsDNA ND 9.2 ± 2.3 29± 3.1 16 ± 4.1 

primed DNA ND 3.7 ± 0.48 16± 4.9 7.0 ± 0.52 

表 2–3 DNA-タンパク質間の解離定数

ND: not detected

表の値は4回以上の測定から算出した「平均値±標準誤差」を表している。
有効数字は二桁である。
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図 2–1ゲルろ過クロマトグラフィーによる多量体構造の解析
(a) TkoDP1、(b) TkoDP2、(c) TkoDP1+DP2、(d) TkoPolDをゲルろ過カラムクロマトグラ
フィーにより分析したクロマトグラム。グラフの縦軸は280 nmの波長における吸光度、横軸
は溶出体積を示している。図の上部にある矢印と数字は、分子量マーカータンパク質の溶出
位置とそれぞれの分子量を表している。各グラフの下に、グラフの溶出体積に対応するSDS-

7.5% PAGEの結果を示した。タンパク質はCBB染色により検出した。
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図 2–2静的光散乱による多量体構造の解析
ゲルろ過カラムクロマトグラフィーのクロマトグラムとその溶出画分の絶対分子量を測定し
た結果。(a) TkoDP1のクロマトグラムと絶対分子量の測定結果。(b) TkoPolDのクロマトグラ

ムと絶対分子量の測定結果。グラフの左の縦軸は示唆屈折率を、右の縦軸は絶対分子量の対
数を、横軸は溶出体積を表している。グラフ中の破線は絶対分子量を示し、数字はその測定
値を表している。
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図 2-3 TkoDP1のN末端領域の構造情報
(a) Thermococcales目のファミリーD DNAポリメラーゼ小サブユニットのN末端領域のアミノ
酸配列のアライメント。T. kodakarensis (WP_011250853)、P. abyssi (WP_010867245)、P.
horikoshii (WP_010884237)、P. furiosus (WP_011011130)。アライメントはMAFFTを用いて作成
した。二次構造はPhoDP1(1-72)とPabDP1(144-303)を参考にした。PDB IDは図中に示している。
(b) DISOPRED3によるTkoDP1の変性領域の予測。破線より上が変性している状態を示してい
る。(c)His-tagged TkoDP1(60–228)のSDS- 12.5% PAGEでの分析結果。 (d) Far-UV CDスペクト
ルの結果。
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図 2-4ヌクレオチド取込み活性
ヌクレオチド取込み活性の測定値から比活性を算出した結果。(a) TkoDP1、TkoDP2、
TkoDP1+DP2、TkoPolD、PfuPolB、TkoPolBの比活性。各測定は3回以上行った。ヒストグラ
ム上部の棒は標準誤差を示している。ND: not detected。(b) 一定量のTkoDP1に様々な濃度の
TkoDP2を添加してヌクレオチド取込み活性を測定した結果。グラフの縦軸は単位時間当たり
に取込んだdNTPの量を、横軸はTkoDP1に対するTkoDP2の物質量の比を示している。(c)一定
量のTkoDP2に様々な濃度のTkoDP1を添加してヌクレオチド取込み活性を測定した結果。グ
ラフの縦軸は単位時間当たりに取込んだdNTPの量を、横軸はTkoDP2に対するTkoDP2の物質
量の比を示している。(b) (c)各測定は4回行い、各測定の結果を円で示している。
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図 2–5 3′–5′エキソヌクレアーゼ活性
(a) 精製した各タンパク質の3′–5′エキソヌクレアーゼ活性の検出結果。図の上部に反応に用い
たタンパク質を示した。”−” はタンパク質を添加していないことを示している。PolD(mut) は
TkoDP1(D473A H475A) とTkoDP2を共産生させたタンパク質。PolD −Mg2+ + EDTA はマグネ
シウムイオンを含まない反応溶液に100 mM EDTAを添加した条件を示している。数字は反応
時間を示している。(b) 二価金属イオンとEDTAを添加しない条件でのTkoPolDの3′–5′エキソ
ヌクレアーゼ活性。(c) 三種類のDNA基質に対するTkoPolDの3′–5′エキソヌクレアーゼ活性の
検出結果。図の上部に反応に用いた各基質の種類を示している。三角形は反応に用いた
TkoPolDの濃度 (5, 10, 20, 50, 100, 400) を示している。図の右側の数字は、その位置に泳動さ
れた反応産物の長さを示している。(a) (b) ともに反応産物は8 Mの尿素を含む変性ゲル電気泳
動によって分析した。
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図 2–6二価金属イオンの種類による3′–5′エキソヌクレアーゼ活性の差
図の上部最上段に使用した基質DNAの種類を示した。上部中段に、反応に使用したタンパク
質とその濃度を示した。”−”はタンパク質を添加していない条件を示している。上部下段の数
字は反応系に含まれているマグネシウムイオンまたはマンガンイオンの濃度を表している。
反応産物は8 Mの尿素を含む変性ゲル電気泳動で分析した。
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図 2–7生体内二価金属イオン濃度での3′–5′エキソヌクレアーゼ活性
図の上部のPolD、Mg2+、Mn2+の行の数字は、反応に使用したそれぞれのタンパク質または二
価金属イオンの濃度を示している。上部下段のtimeの行の数字は反応時間を表している。反
応産物は8 Mの尿素を含む変性ゲル電気泳動で分析した。
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図 2–8 3′末端側にミスマッチ塩基対を含むDNAに対する3′–5′エキソヌクレアーゼ活性
(a) 細胞内二価金属イオン濃度におけるミスマッチ塩基対を含むDNAに対するTkoPolDの3′–5′

エキソヌクレアーゼ活性を検出した結果。図の上部に用いた基質DNAに含まれるミスマッチ
塩基対の数を示している。PolDまたはtimeの行の数字は、それぞれ添加したタンパク質の濃
度および反応時間を示している。(b) 2 mMのマグネシウムイオン濃度におけるミスマッチ塩
基対を含むDNAに対するTkoPolDの3′–5′エキソヌクレアーゼ活性を検出した結果。図の上部
に用いた基質DNAに含まれるミスマッチ塩基対の数を示している。PolDまたはtimeの行の数
字はそれぞれ添加したタンパク質の濃度および反応時間を示している。反応産物は8 Mの尿
素を含む変性ゲル電気泳動で分析した。
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図 2–9 DNA結合活性
TkoDP1、TkoDP2、再構成TkoDP1+DP2、TkoPolDのDNA結合活性をゲルシフトアッセイに
よって検出した結果。基質にはssDNA (左側)、dsDNA (中央)、primed DNA (右側) を用いた。
各タンパク質の濃度は図の上部に示した。各パネルの左側には用いたタンパク質の種類を示
した。
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図 2–10 DNA結合活性の二価金属イオン依存性
TkoPolDのDNA結合活性をマグネシウムイオンまたはマンガンイオン添加条件においてゲル
シフトアッセイによって検出した結果。図の最上部に、二価金属イオンがない条件 (左側)、
マグネシウムイオンを添加した条件 (中央)、マンガンイオンを添加した条件 (右側) を示し、
用いたタンパク質の濃度は図の上部に示した。図の右側にシフトバンドの位置とその時に予
想されるDNAまたはDNA-タンパク質複合体の状態について示した。
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(a)

図 2–11電子顕微鏡による単粒子解析
(a) 負染色法によって観察されたTkoPolDのクラス平均像。17,140個の粒子を200のクラスに分
類した代表的な8種類を示した。右の図は、下段右から二つ目の粒子の大きさを示している。
(b) クライオ電子顕微鏡法によって観察されたTkoPolDのクラス平均像。クラスの平均化には
それぞれ1,007個 (左)、829個 (中央)、908個 (右) の単粒子像を用いた。平均像の大きさは矢印
で示している。 (c) 平均像を基に作成したTkoPolDの推定原子モデル。結晶構造には
PabDP1(PDB ID: 5IHE)とPabDP2 (PDB ID: 5IJL)を用いた。(d) (b)で示したTkoPolD推定原子モ
デルの投影像。投影像の解像度は電子顕微鏡の解像度と同程度まで低下させた。
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図 2–12 PabPolD-DNA複合体の構造
(a) 各サブユニットおよびDNA鎖は色を分けて表している。シアン: PabDP1、オレンジ: 

PabDP2、ピンク: プライマー鎖、赤: 鋳型鎖。図の下部の矢印と数字はプライマー鎖の3′末端
からのヌクレオチド数を表している。EMDB ID: EMD-0244。(b) PabPolDのA: ポリメラーゼ
モードとB: エキソヌクレアーゼモードの構造。Raiaらの論文より引用 (Raia et al., 2019)。

(a)

(b)

119

10 nt



図 2–13 P. abyssiの構造から得られた各サブユニットのドメイン構成とポリメラーゼ活性部位
(a)小サブユニットのドメイン構成の模式図。それぞれ、灰色: N-terminal domain、オレンジ:

PDE domain、黄: OB domain、黒線: 3′–5′エキソヌクレアーゼモチーフを表している。(b) 大サ
ブユニットのドメイン構成の模式図。それぞれ、紫: N-terminal self-assembly region、ピンク:

anchor domain、緑: KH (K homology)-like domain、シアン: central domain、青: catalytic domain、
ダークブルー: C-terminal domain.、オレンジ破線: DPBB-1、水色破線: DPBB-2、黒線: Zn-

finger I、II、IIIを表している。(c) PabDP2(1-1050)の結晶構造のうち、DPBBモチーフと触媒活
性に関わる構造。オレンジ: DPBB-1 (DPBB-B)、シアン: DPBB-2 (DPBB-A)、緑: 触媒ループ、
赤: 触媒残基。PDB ID:5HIJ。本図はSauguetらおよびRaiaらの報告をもとに作成した (Raia et

al., 2019; Sauguet et al., 2016)。
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図 2–14 アーキアのファミリーD DNAポリメラーゼの起源と真核生物複製DNAポリメラーゼ
との進化的関係を説明する仮説
Raiaらの論文から引用 (Raia et al., 2019)。

121


	博士論文(本文)
	博士論文(図表真)

