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Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能

DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞは染色体DNA複製においてDNA鎖伸長を直接触媒す
る酵素であることから､その研究は細胞増殖の分子機構や細胞分化の制
御､細胞の環境応答の理解に不可欠である｡真核細胞では少なくとも3種
のDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞα､ ∂､ Eが染色体のDNA複製に関与することが知
られており､DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞαはRNAﾌﾟﾗｲﾏ-合成とそれに続くDNA

複製初期過程に働くのに対し､ DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ∂(pol∂)とE(PoIE)は
その後のﾘ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ鏡およびﾗｷﾞﾝｸﾞ鎖の合成を行うと考えられてい
る｡興味深いことに､ Pol£はDNA鎖伸長だけでなくDNA複製の開始や
細胞周期ﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄ制御に関与することが示されており､細胞増殖
における様々な重要な機能を担う多機能ﾀﾝﾊﾟｸ質として捉えられてき

た｡ poIEの第3ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄをｺ-ﾄﾞするdpb3の欠損株では-ﾃﾛｸﾛ
ﾏﾁﾝであるﾃﾛﾒｱ領域近傍のｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞをｴﾋﾟｼﾞｪﾈﾃｲﾂｸに
推持する機構に支障をきたすことから､ pol亡の-ﾃﾛｸﾛﾏﾁﾝの推持や
制御-の関与も示唆･されている｡このように､ Pol亡の生理学的役割の重要
性は遺伝学や細胞生物学的なｱﾌﾟﾛ-ﾁにより明らかになってきたが､こ
れらの諸機能の分子ﾚべﾙでの理解やそれぞれの機能の相互関係について
はほとんど不明である｡この点を明らかにするために､当研究室では出芽
酵母から精製したpoIEを用いて詳細な生化学的解析が行われてきた｡そ
の過程で､ PoIEは鋳型DNAと安定な複合体を形成する以外に､他のDNA
ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞとは異なり､様々な様式でDNAと相互作用することが見出
された｡その内の-つは､ PoIEが鋳型DNAとの結合とは異なる部位で二
本鎖DNAに安定に結合することである｡ DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞαおよび∂に

はこのような二本鎖DNA結合能は見られていない｡これらのことから､poI
Eの安定な二本鎖DNA結合能はDNA鎖伸長反応に直接関与するのではな
く､ polとに特有の細胞機能､複製の開始過程や-ﾃﾛｸﾛﾏﾁﾝの推持･
制御などに必要な機能として働いている可能性が考えられた｡
本研究の目的はPoIEの多面的な細胞機能の分子機構を解明することを目

標として､ PoIEの二本鎖DNA結合能の分子基盤を明らかにすることであ

るo Pol∈は4つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ(po12p､ Dpb2p､ Dpb3pおよびDpb4p)から
なるﾀﾝﾊﾟｸ質複合体であるが､その内のDpb3pおよびDpb4pのｱﾐﾉ酸
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配列中にはHistoneFoldMotifの存在が見出されている｡ Histone Fold Motif

はﾋｽﾄﾝおよびﾋｽﾄﾝ様蛋白質に保存され､ Histone Fold Motifを持つ
ﾀﾝﾊﾟｸ質二量体の形成およびDNA結合やｸﾛﾏﾁﾝ結合に関わるﾓﾁ
-ﾌとして知られているoこのことから,poIEの安定な二本鎖DNA結合
能はDpb3pおよびDpb4pｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄに担われている可能性が考えられ

た｡そこで､この可能性を検証するために､ Dpb3p､ Dpb4pおよび両者の
複合体の精製を試みた｡ Dpb3pおよびDpb4pをそれぞれ単独で大腸菌細胞
内で過剰発現した場合､ Dpb3pは非常に不安定で精製途中で分解および凝
集するために精製は困難であったが､ Dpb4pはﾎﾓﾆ量体として精製する
ことに成功した｡さらに､両ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄを大腸菌細胞内で共発現させる
と､ Dpb3pとDpb4pはﾓﾙ比1:1の複合体として精製することができた｡
ｹﾞﾙろ過法およびｼｮ糖密度勾配遠心分離法を用いて分子量を解析したと
ころ､ Dpb3p-Dpb4p複合体は-ﾃﾛﾆ量体の構造を取ることが示唆された｡
精製したDpb3p-Dpb4p複合体とDNAとの相互作用をｹﾞﾙｼﾌﾄ法によっ
て調べたところ､ Dpb3p-Dpb4p複合体は二本鎖DNA結合能を有している
ことが判明した｡この結合はDNA塩基配列に非依存的であった｡-本鎖DNA

によって二本鎖DNA結合は阻害されることから､ Dpb3p-Dpb4p複合体は
-本鎖DNAとも弱い結合をすることが見出された｡これらのことは､ PoI
EのDNA結合能の性質と共通である｡以上のことから､poIEの二本鎖DNA
結合能はDpb3p-Dpb4p複合体に担われていることが強く示唆された｡しか
し､ Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能はPoIEが示す結合能よりも
弱いため､他のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄもまた､ Dpb3p-Dpb4p複合体の構造安定化な
どを通してPoIEの安定な二本鎖DNA結合に関与していると考えられるo
一方､ Dpb4pﾎﾓﾆ量体にもDNA結合能が見出され､この場合には二本鎖

DNAと同程度に-本鎖DNAに結合したoしたがって､ Dpb3pIDpb4p複合
体のDNA結合の鎖選択性はDpb3pによって規定されている可能性が示唆

されたo以上の結果より､ Pol亡の二本鎖DNA結合能にはDpb3pとDpb4p
が関与することが明らかとなり､恐らくは両ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄがﾋｽﾄﾝ様二
量体ﾀﾝﾊﾟｸ質に共通な様式でDNAと相互作用するものと考えられる｡
ﾋｽﾄﾝ様二量体蛋白質はｸﾛﾏﾁﾝﾘﾓﾃﾞﾘﾝｸﾞ複合体や転写制御因子
に含まれ､これらの因子がｸﾛﾏﾁﾝに結合する際に重要な役割を果たす｡
したがって､ PoIEの二本鎖DNA結合能は､この酵素とｸﾛﾏﾁﾝとの相
互作用の分子基盤となっている可能性が考えられる｡
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l.序論

1.はじめに

ｹﾞﾉﾑを忠実に複製することは,細胞の増殖および個体と種の推持に必須で

ある｡それと同時に､複製中にまれに生じる変異は進化の原動力でもある｡DNA

ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞはDNA鎖伸長を直接触媒する酵素であることから､その研究は

紺胞増殖の分子機構や紺胞分化の制御,さらには遺伝情報の推持機構や紳胞の

環境応答の理解に不可欠である｡

細胞の増殖は､細胞容量の増加､ DNAの複製､紳胞の分裂といった-連の

現象を周期的に繰り返すことで進行し,この周期を細胞周期と呼ぶ(weinertand

Hartwell 1989)｡ DNA複製は細胞増殖に必須の過程であり､そのﾀｲﾐﾝｸﾞは

細胞周期によって厳密に制御されている｡ ~また､広く知られているように､休

止期(G｡)の細胞が細胞周期を開始する過程はS期の開始により制御されて

いる｡さらに､細胞の分化は紳胞周期の停止や減速に伴って引き起こされるが､

DNA複製の開始制御が細胞分化の制御に大きな影響を与えることが知られて

いる｡

DNAは環境中の因子(紫外線､ γ線,化学物質など)や内在性の因子(括性酸

素など)により-定の頻度で傷を受ける(Maki 2002)｡これらのDNA損傷は突

然変異を誘発する原因にもなるが､ DNA複製を阻害することにより紳胞死を

引き起こして細胞の生存を脅かす｡紳胞はﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復や塩基除去修

復などの複数の修復経路を発達させることにより､ DNA損傷による遺伝的影

響や細胞死から紳胞自身を防御している(Friedberg et al. 1995)｡ DNA修復に対

して､ DNA複製は大きくこつの役割を果たしているoその-つは､ DNA複製

の阻害が細胞の損傷応答(細菌でのSOS応答や真核生物でのDNA損傷ﾁｪｯ

ｸﾎﾟｲﾝﾄ)の最初のｼｸﾞﾅﾙとなっていることである(Cox2001; Katou etal.

2003; Tercero et al. 2003)｡多くのDNA修復経路は損傷応答ｼｽﾃﾑの働きに

より遺伝子発現や機能発現が誘導される｡もう-つの役割は､修復経路のうち､

除去修復の過程で修復DNA合成に関与することである(Aboussekhraet al. 1995;

Shivji et al. 1995)｡ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復やﾐｽﾏｯﾁ修復では､損傷部位の

除去により生じたDNA上のｷﾞｬｯﾌﾟ領域をDNA複製により元通りに復元す

ることが必要となる｡さらに､二本鎖DNAが切断された場合には､相同組換

え機樺が主要な修復経路として働くoこの過程にも組換え依存型DNA複製と

呼ばれる複製機構が重要な役割を果たす(George et al. 2001)｡

以上述べたように､ DNA複製は細胞周期制御やDNA損傷応答と密接な開係

があり､相互依存的である｡したがって, DNA複製の研究は紳胞の増殖や環
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境応答の中心的な課題であるが､その中でDNA複製装置の構造や機能,細胞

内での働きについての理解は最も基本的な間題である｡複製装置の根幹をなす

DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞに関する研究は, 1956年にA. KornbergらによってDNAﾎﾟ

ﾘﾒﾗ-ｾﾞⅠ (pol I)が発見されてから始まった｡その後､現在までに大腸菌で

は五種類､真核生物では十四種類のDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞが同定されている

(Hubscher et al. 2002)｡全てのﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞが細胞増殖に必須であるわけでは

ないが,様々な環境下においてDNA複製を滞りなく遂行するためには､この

ような多数のDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞを必要とするのであろうと考えられている｡

DNAﾎﾞﾘﾒﾗ→ｾﾞには染色体複製に直接関与するものの他に､主としてDNA

修復や遺伝的組換えに関与するもの,あるいはDNA損傷を乗り越えるﾊﾞｲﾊﾟ

ｽDNA合成のためのﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞやﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱDNAの複製を行うもの

等があり､ある程度の役割分担がなされている｡さらに､ごく最近になり,姉

妹染色分体が接着しているｺﾋ-ｼﾞｮﾝ額域やへﾃﾛｸﾛﾏﾁﾝ領域などの特

殊額域での複製には､それらの複製に特異的なﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞが機能しているこ

とが示唆されている(Edwards et al. 2003; Fuss and Linn 2002)｡

これら多種多様なDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞの生理学的および生化学的機能を詳細

に解明することの重要性は明白であるが,複製装置を構成するDNAﾎﾞﾘﾒﾗ

-ｾﾞの理解は焦眉の研究課題である｡最近までの様々な研究により､複製装置

は単にDNA鎖を合成するだけでなく,複製開始制御の重要なｽﾃｯﾌﾟに関与

していることや､ DNA損傷などによる複製阻害のｾﾝｻ-として働くことが

明らかになってきた(Masumoto et al. 2000; Navas et al. 1996; Navas et al. 1995)｡

複製装置は､染色体複製の際に必ず-度だけはｹﾞﾉﾑDNAの全街域を通過す

ることから､ｹﾞﾉﾑ上で起こっている様々な生化学的ﾌﾟﾛｾｽに影響を与えた

り､積極的に関与していることが考えられる｡例えば､転写とその制御､ｸﾛ

ﾏﾁﾝの形成と再編成､ DNAﾄﾎﾞﾛｼﾞ-の変動と推持などについては具体的

な証拠が見いだされ始めており､多くの研究者の注目を集めている｡

複製に関与するﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞの中でも､出芽酵母DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞEは染

色体複製以外にも様々な細胞機能を果たすことが示されており､複製装置の多

様な生理機能を解明する上で最も活発に研究が進められてきた｡しかしながら､

遺伝学的な研究の成果に比べて､このDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞの生化学的解析は必

ずしも十分でなく､手がかりが捕まえられつつある細胞内での複製装置の役割

に対して分子的な基盤はまだほとんど与えられていないのが現状である｡
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2.DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞE

2-1.総論

DNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞE (PoIE)は其核生物の染色体複製に関与する3種のDNA

ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞの-つである(Bell and Dutta 2002; Hubscher et al. 2002; Sugino

1995)｡真核生物の染色体複製は紳胞増殖阻害剤であるｱﾌｲｼﾞｺﾘﾝにより

強く阻害されることが知られている｡研究の初期に真核生物から見いだされて

いたDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞα (polα)､ β (Polβ)､とγ (Polγ)の内､ polαだ

けがｱﾌｲｼﾞｺﾘﾝに感受性を示すことから,真核生物の染色体複製を担当す

るﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞはpolαのみであろうと考えられていた.しかしながら,原核

生物の複製型ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞとは大きく異なり､ Polαは忠実なDNA複製に必要

な校正機能を持っておらず, DNA合成のﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾟﾃｲ(processivity:DNA

鎖伸長のﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ重合を鋳型から解離せずに連続的に行える指標)が極め

て低いことから､染色体複製には甚だ不十分な能力しか備えていない｡ 1970

年代になると､出芽酵母ではpolαとは分子量や精製での挙動が異なるｱﾌｲ

ｼﾞｺﾘﾝ感受性のDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞの活性が報告された.このﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞ

は校正機能を持ち, DNA合成のﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾟﾃｲも高く,原核生物の複製型

ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞに類似の能力を有していた｡実際に､この時に見いだされていた

括性がpoleの括性であったが, polα以外の複製型ﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞとしてDNA

ﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞ∂ (pol∂)の存在が晴乳動物細胞で発見されるまでは､菌類に

特異的な特殊な事象と解釈され,ほとんど注目されなかった｡晴乳動物でも､

1987年のPol∂の発見に先立って､ 1985年にｳｻｷﾞの骨髄細胞抽出液中にPol

∈の括性が見出されていたが,しばらくの間はDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ∂(pol∂)の

ｻﾌﾞｸﾗｽとして認識されていた｡その後､この括性はpol∂とは全く異なる

別のﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞに担われていることが示され､ 1990年にPol∈と命名された

(Burgers et al. 1990)o同年,出芽酵母を材料にして､高純度のPoIE精製標品

の調製が成功し､それを契機にして出芽酵母での遺伝学を含めた詳細な研究が

開始された(Hamatakeet al. 1990; Morrison etal. 1990)｡その後の研究により､ pol

∈がpol∂とともに出芽酵母での染色体複製および紺胞増殖に必須の役割を果

たしていることが証明されている(Karthikeyan et al. 2000; Morrison et al. 1991;

Morrison and Sugino 1994; Ohya et al. 2002; Waga et al. 2001)｡現在polαは､ﾌﾟ

ﾗｲﾏ-ｾﾞ活性を有するｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄと複合体を形成することが明らかにされ､

複製において主としてﾌﾟﾗｲﾏ-形成のためのﾌﾟﾗｲﾏ-ｾﾞとして機能するこ

とが示されている(Frick and Richardson 2001; Hubscber et al. 2002)｡

出芽酵母で解明されたpoIEの性質や, poleのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄをｺ-ﾄﾞする遺

伝子の塩基配列の情報は,ﾋﾄやﾏｳｽでのPoIEの研究の発展に大きく貢献
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している.これまでの研究結果からは, poIEの構造や生化学的特徴は､出芽

酵母からﾋﾄにいたるまで広く真核生物界で高度に保存されていることが示さ

れている｡ Pol∈のﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ括性を担うｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄのｱﾐﾉ酸配列中に

はPolαとPol∂とに共通するﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞﾓﾁ-ﾌが存在し､その特徴から､

これら3種のﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞはtypeB DNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞに分類されている｡し

かし､ pol∈とPol∂だけには､ DnaQﾌｱﾐﾘ-のｴｷｿﾇｸﾚｱ-ｾﾞﾓﾁ-

ﾌがｱﾐﾉ酸配列中に見いだされ､実際に校正機能として働く3'-5'ｴｷｿﾇ

ｸﾚｱ-ｾﾞ括性が検出されている｡両者ともに試験管内DNA合成での忠実度

は高く,出芽酵母の遺伝学的研究から､それぞれの校正機能を欠損した変異株

はどちらも自然突然変異頻度~が野生株よりも顕著に上昇すること､両者の校正

機能が欠損すると変異頻度の上昇の程度は相乗的に大きくなることが示されて

いる(Kartbikeyan et al. 2000; Morrison et al. 1991; Morrison and Sugino 1994)｡忠

実度の高いDNA合成を細胞内でも行っていることは､ poleとPo16の両方が

複製型ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞとして働いていることの証拠にもなっている.現時点では,

poleとPo16が染色体複製においてどのような役割分担をしているかは不明で

あるが,両者の違いは単独でのDNA合成のﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾞﾃｲが異なることで

ある(Hamatakeetal. 1990;Tanetal. 1986)｡ Pol∂は, sv40ｳｲﾙｽｹﾞﾉﾑDNA

の試験管内複製系での研究で最初に発見された時から､それ単独ではﾌﾟﾛｾｯ

ｼﾋﾞﾃｲが低いDNA合成活性しか示さないことが知られている｡ﾌﾟﾛｾｯｼ

ﾋﾞﾃｲの高いDNA合成を行うには, pol∂をDNAにつなぎ止める役割を担う

PCNA (proliferating cell nuclear antigen)ﾀﾝﾊﾟｸ質と､ PCNA (ｸﾗﾝﾌﾟ)を

DNAに導入するｸﾗﾝﾌﾟﾛ-ﾀﾞ-であるRF-C (replication factor C)を必要と

し, ATPの加水分解に強く依存する｡ -方､ pol∈は単独でもﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾟﾃ

ｲの高いDNA合成を行うことができる｡また､ ATPおよびその加水分解は必

要としない.ただし, poleでもpcNAに依存する反応条件が見出されており､

PCNAと直接相互作用することも示されている(Lee et al. 1991; Eissenberg et al.

1997)｡どちらにしても､ pol∈とpol∂は真核紳胞ではﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾟﾃｲの高

いDNA合成を行うことができるDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞであることから､染色体

複製において中心的な役割を担うにふさわしい酵素であると言える｡ﾌﾟﾛｾｯ

ｼﾋﾞﾃｲの観点以外にPol∈とPol∂の違いが顕著である点は､後述するよう

に､ Pol∈はDNA複製以外にも細胞周期制御やDNA損傷応答､ DNA修復にも

重要な役割を果たしていることである｡
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2-2. Po暮Eの分子横造

poIEは,出芽酵母より最初に完全精製が成功したが､その後､分裂酵母,

ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴなどの昆虫紳胞とﾋﾄを含めた晴乳類動物からも精製されて

いる｡以前の報告では,出芽酵母での精製を除くと､完全な酵素ではなく部分

的に分解された標品が得られる場合が多かったが,かなりの種でPol∈をｺ-

ﾄﾞする遺伝子のｸﾛ-ﾆﾝｸﾞが成功したことにより,出芽酵母以外の種でもPol

∈の詳紳な分子構造が明らかにされつつある(Jokelaetal. 1998; Kesti et al. 1993;

Li et al. 1997; Li et al. 2000)｡

pol∈は4個の異なるｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄが1分子ずつ会合したへﾃﾛ四量体の構

造を取っていることが､精製標品の詳紳な流体力学的解析から示されている

(chilkova et al. 2003).図1Aに出芽酵母のPoleのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ構造の模式図

を示す. DNA合成括性と3'-5'ｴｷｿﾇｸﾚｱ-ｾﾞ括性は分子量約256 kDaの

po12pｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄに担われている(Hamatakeetal. 1990)｡残り3種のｱｸｾｻ

ﾘ-ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄDpb2p､ Dpb3p､ Dpb4p(それぞれ80､ 23､ 22 kDa)について

は､生化学的活性は見いだされていない｡遺伝学的な解析から, Po12pおよび

Dpb2pは紳胞増殖に必須であることが示されているが, Dpb3pとDpb4pにつ

いてはそれぞれをｺ-ﾄﾞする遺伝子の欠失株は分離可能であることから細胞増

殖に必須ではない｡

前述したように, Po12pにはtype B DNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞに保存されている8

つの嶺域と､ｴｷｿﾇｸﾚｱ-ｾﾞに保存されている3つの債域が存在する｡こ

れらの領域は､それぞれの活性中心に相当するが､ po12pのN末端側に偏って

分布している｡ typeB DNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞの中で､ Poleに特徴的な点は､他の

ﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞには全く相同性が認められない約100 kDaの領域をc末端側に

持つことである(図1B)｡紳胞からpoIEを精製する過程で､このC末端部分を

失ったN末端側の145 kDaのﾎﾟﾘぺﾌﾟﾁﾄﾞ, p145を分離することができる｡

括性中心が含まれることに-致して, p145は単独でPoleとほとんど同様なﾎﾟ

ﾘﾒﾗ-ｾﾞおよびｴｷｿﾇｸﾚｱ-ｾﾞ活性を示す.また､ p145には他のｻﾌﾞ

ﾕﾆﾂﾄが結合していないことから､触媒ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄのC末端部分には他

のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄとの結合部位が存在すると考えられている(図1A) (Araki et al.

1991a;Araki et al. 1991b; Dua et al. 2000; Dua et al. 1998; Duaet al. 1999; Duaet al.

2002)｡
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図1A.PoJEとp145の構造
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図IB.複製型DNAﾎﾟﾘﾒﾗｰｾﾞの触媒ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの構造

213. PoIEの生物学的役割

Poltは, polαおよびpo16とともに､真核細胞の染色体複製に直接関与す

る｡ Polαはﾌﾟﾗｲﾏ-ｾﾞと複合体を形成しており, RNAﾌﾟﾗｲﾏ-合成とそ

れに続く短いDNA合成を行う｡ poleとPo16は,その後のﾘ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ鎖お

よびﾗｷﾞﾝｸﾞ鎖の伸長を行うと考えられている(Bell andDutta 2002; Hubscheret

al. 2002; Sugino 1995)｡

PoIEはDNA複製における鎖伸長反応だけでなく､細胞周期ﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝ

ﾄ制御､ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復や塩基除去修復等の修復系,相同組みかえ機構

などにも関与することが示されており､細胞増殖における様々な重要な機能を

担う多機能ﾀﾝﾊﾟｸ質として捉えられている.さらに近年には､ DNA複製の

開始機構や遺伝子のｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞ,姉妹染色分体間のｺﾋ-ｼﾞｮﾝにも重要

な役割を果たすことが示された｡ DNA鎖伸長反応はPo12pのN末端領域が中

心的な役割を果たすのに対し,それ以外の様々な細胞機能に対する関与には

po12pのC末端額域およびｱｸｾｻﾘ-ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ同士の協調的な作用が重

要であると考えられている｡ DNA鎖伸長反応以外のPol∈の働きについては,
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その分子機構はほとんど不明であるが, po12pのC末端領域およびｱｸｾｻﾘ

-ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄがDNAや他のﾀﾝﾊﾟｸ質と相互作用することが重要であろう

と予想されている(Araki et al. 1995; Asahara et al. 2003; Edwards et al. 2003;

Kamimura et al. 1998; Takayama et al. 2003; Vlatkovic et al. 2000; Wada et al. 2002).

以下に､単なるDNA鎖伸長反応以外のPol∈の生物学的役割について述べる｡

a.複製開姶

出芽酵母のDNA複製の初期過程は､複製開始領域にpre-RC(pre-replication

complex)が形成されることから始まる｡そこにCdc45やｻｲｸﾘﾝ依存性ｷ

ﾅ-ｾﾞその他多数のﾀﾝﾊﾟｸ質が作用して複製開始領域での二本鎖DNA開裂

が生じた後､ -本鎖DNA結合ﾀﾝﾊﾟｸ質であるRP-Aが結合する｡その後､ pol

α-ﾌﾟﾗｲﾏ-ｾﾞ複合体や他のDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞのﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞを伴ってDNA

合成が開始すると考えられている｡

興味深いことに,ｸﾛﾏﾁﾝ免疫沈降法(cHIP)を用いた解析から､出芽

酵母およびｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｴﾙにおいてPol∈はpolαよりも前に複製開始領

域に結合していることが明らかになった(Masumotoetal.2000)｡しかもこのPol

eのﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞはRP-Aのﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞに先立って起こる.すなわち､ pol

eは複製開始領域の二本鎖DNAの開裂が起こる前にこの領域にﾛ-ﾃﾞｨﾝｸﾞ

されることになる｡さらに,このことがpolαの開始額域への結合に必須であ

ることが示された｡以上のことから, PoIEは複製開始過程におけるﾚﾌﾟﾘｿ

-ﾑ構築の過程にも重要な役割を果たすことが明らかになった｡

b.複製ﾌｵｰｸの円滑な進行

Po12pのN末端領域が欠損した出芽酵母の変異株は､増殖速度が極めて遅い

が､分離して各種の解析が可能である(Kestietal. 1999)｡通常pol∈のﾎﾟﾘﾒﾗ

-ｾﾞ括性は染色体複製に必須であると考えられているが､この変異抹ではpol

eの触媒ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄのﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ活性ﾄﾞﾒｲﾝが欠損しているためにおそ

らくPol∂が不完全ではあるもののその代役を務めていると想像されている｡･

この変異株では,紳胞周期のS期が顕著に長くなっており､ DNA合成速度が

著しく低下している(Ohyaetal.2002)｡また, CHIPを用いた解析により,変異

株での複製ﾌｵ-ｸの進行が顕著に遅くなることが示されている｡さらに､ｱ

ﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｴﾙの卵抽出液からPoIEを免疫除去した場合にも,全体のDNA

合成量が顕著に低下し､短いDNA断片の蓄積や､染色体上にPolαが異常に

蓄積したりすることが観察されている(Waga et al. 2001)｡これは進行が異常に

なった複製ﾌｵ-ｸ中間体の蓄積によるものと考えられている｡これらのこと
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から､ Pol∈は単に複製ﾌｵ-ｸにおいてDNA鎖の伸長を行うに止まらず,複

製ﾌｵ-ｸの進行に必要な末知の機能を有することが考えられている｡

c.染色体上の特殊な領域のDNA複製

ﾋﾄ培養紳胞の核内でのPol∈の分布の解析から､ poIEは核内で局在して存

在する場合があり,顕著なﾌｵ-ｻｲ(foci)形成が見られた(FussandLinn2002)｡

このﾌｵ-ｻｲは紳胞周期のS期に観察されるが､必ずしもpol∂のﾌｵ-ｻ

ｲやpcNAの分布とは挙動が-致するわけではない.特に､ Poleのﾌｵ-ｻ

ｲはへﾃﾛｸﾛﾏﾁﾝ領域が複製されるS期の後期になってへﾃﾛｸﾛﾏﾁ

ﾝが局在する領域によく観察され､これらのﾌｵ-ｻｲはpcNAとも共局在

を示す｡また,出芽酵母のPol∈の変異株を用いた解析から､出芽酵母ではﾃ

ﾛﾒｱやその周辺領域の複製や推持にPol∈が重要な役割を果たしていること

が示唆されている(Obya et al. 2002)｡

d.姉妹染色分体のｺﾋｰｼﾞｮﾝ形成

Po12pのC末端領域の役割を明らかにする目的で､ C末端断片と相互作用す

る因子のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞが行われ､姉妹染色分体のｺﾋ-ｼﾞｮﾝ形成に必須で

あるDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞo(polo)が同定された(Edwardsetal. 2003). PoloとPol

eは直接結合し､さらにPo12pのC末端が-部分欠失した変異株では､ｺﾋ-

ｼﾞｮﾝが欠損して染色体分離が異常になることも示された｡これらのことから,

po12pのC未端額域およびｱｸｾｻﾘ-ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄがｺﾋ-ｼﾞｮﾝ形成の制

御に重要な役割を果たすことが考えられる｡

e.s期ﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄ

野生型酵母に､ DNA複製にｽﾄﾚｽを与える薬剤､ﾊｲﾄﾞﾛｷｼｳﾚｱ(HU)

を加えた場合,紳胞周期がs期で停止してそのｽﾄﾚｽを取り除くための時

間を稼ぐs期ﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝﾄが発動する.それに対して, POL2遺伝子のC

未端が欠けたpol∈変異株では,細胞周期の停止が起こらず､ DNA複製が未完

了のままM期に入るために細胞は急速に死ぬ(Navas et al. 1996; Navas et al.

1995)｡以上のことから､ Pol∈はs期ﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄ制御に重要な役割を果

たすこと､この機能にPo12pのC末端領域および/あるいはｱｸｾｻﾘ-ｻﾌﾞ

ﾕﾆﾂﾄが関与することが京唆されている｡

f. DNA修復と組換え

出芽酵母のDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞ変異株の解析から, PoIEは化学物質や紫外線
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によるDNA損傷を修復する過程に関与することがわかった(Buddand Campbell

1995).また､出芽酵母抽出液を用いた試験管内DNA修復系において､ po12

変異株からの抽出液は塩基除去修復やﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復の括性が低下した

(wang et al. 1993).さらに､精製したﾋﾄ由来の酵素およびDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-

ｾﾞを用いてﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復を再構成したところ､ Pol∈が最も効率よく

修復を完了させた(Aboussekhra et al. 1995; Shivji et al. 1995)｡以上のことからPol

£は塩基除去修復およびﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復に対して重要な役割を果たすこ

とが示された｡

また､晴乳類動物から,二本鎖DNA切断の組換え修復に関与するﾀﾝﾊﾟｸ

質複合体が精製されているが､この中にPoIEが含まれていた(Jessberger et al.

1996; Jessberger et al. 1993)｡出芽酵母のDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞ変異株の解析から

は, poIE変異株が最も二本鎖DNA切断の修復効率を低下させることが示され

た(Holmes and Haber 1999)｡これらのことから､ poIEは二本鎖DNA切断の組

換え修復にも機能することが明らかになった｡

g.ｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞとｸﾛﾏﾁﾝ再編

出芽酵母でのrDNA額域のｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞを解除する変異としてdpb3変異

が同定され､ pol∈がｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞに関与することが示されている(Smithetal.

1999)｡ｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞは,遺伝子の発現制御の機構であり､転写制御因子な

どによる発現制御とは独立に作用して､通常はｹﾞﾉﾑ上のある-定の額域の転

写抑制として働く｡ｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞ領域は特殊なｸﾛﾏﾁﾝ構造をとることで

転写制御因子や転写装置などの結合を阻害し､この領域に含まれる遺伝子の発

現を抑制する｡ｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞのもう-つの特徴は､ｴﾋﾟｼﾞｪﾈﾃｲﾂｸな情

報伝達(epigenetic inberitance)に関与することである｡ｴﾋﾟｼﾞｪﾈﾃｲﾂｸｽと

は,遺伝子の塩基配列の変化を伴わずに遺伝子の発現を活性化したり不括性化

したりする後生的修飾のことであり,例えば､ｸﾛﾏﾁﾝの主要な構成因子で

あるﾋｽﾄﾝの種々の化学修飾(ﾒﾁﾙ化,ｱｾﾁﾙ化､ﾘﾝ酸化等)などが含

まれる｡ Pol∈がどのようにｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞ制御に関与するのかは不明である

が､今後の重要な課題の-つである｡

興味深いことに､ﾏｳｽPoleのDpb2pがﾋｽﾄﾝ脱ｱｾﾁﾙ化酵素複合体

と相互作用することが最近明らかになった(wada et al. 2002)｡ﾋｽﾄﾝ脱ｱｾ

ﾁﾙ化酵素はﾋｽﾄﾝを脱ｱｾﾁﾙ化してﾋｽﾄﾝとDNAとの結合を強め､

ｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞ形成に貢献する酵素であるo PoIEはﾇｸﾚｵｿ-ﾑﾀﾝﾊﾟｸ

質との相互作用を通じてｸﾛﾏﾁﾝ再編に関与することが示唆される｡
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2-4. PoJ Eの生化学的解析

上に述ぺたようなpoIEの様々な生物学的機能の分子基盤を明らかにするた

めには､ pol∈やそれと相互作用する様々な因子の生化学的解析が不可欠であ

る｡しかしながら､細胞内での量が少ないPol∈を細胞から精製することは長

い間､困難であった｡また､ DNA合成やｴｷｿﾇｸﾚｱ-ｾﾞ活性の測定以外

には､上記の生物学的機能に関連する何らかの生化学的括性を見いだすことも

難しかった｡したがって､ Po12pのN末端領域に触媒括性が存在すること以外

には､それぞれのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの生化学的機能については不明であった｡

出芽酵母においては,大量の紳胞抽出液から極めて少量ではあるが4つのｻ

ﾌﾞﾕﾆﾂﾄからなるPoIEの高純度標晶を調整することは可能である｡しかし,

収率の低さと､操作にかなりの労力と時間がかかることが大きな間題点であっ

た｡最近になって､ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの-つにFlagﾀｸﾞを付加して発現させた細

胞を用いることで､高い効率で出芽酵母からpoIEを精製する方法が当研究室

で確立された｡さらに､出芽酵母のPol∈とPo12pのN末端領域に相当するp145

が示すDNA合成括性の詳細な比較から, Po12pのC末端領域およびｱｸｾｻ

ﾘ-ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの生化学的機能に関する新しい知見が得られている｡これら

に関して次に述べる｡

a. pCNAとの相互作用

pcNAは三量体からなるﾘﾝｸﾞ上の構造をとるﾀﾝﾊﾟｸ質で､このﾘﾝｸﾞの

穴にDNAを通すことによってDNA上をｽﾗｲﾄﾞすることができる｡これに

よって､ PCNAと結合しているDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞをDNA上につなぎ止めて

おき､ﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾞﾃｲの高いDNA合成能を可能にする｡先に述べたように,

pol∂の高いﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾞﾃｲでのDNA合成はpCNAに完全に依存する｡そ

れに対して､ Pol∈はPCNAに依存しないﾌﾟﾛｾｯｼﾋﾞﾃｲの高いDNA合成

を行うことができるが､高ｲｵﾝ強度のｱｯｾｲ条件ではpcNAに依存的な

DNA合成を検出することが可能である｡この条件を用いてPol∈とp145を比

較すると､ p145はpcNAに対する依存性が顕著に弱くなっていることが示さ

れた(大槻千鶴､修士論文)｡このことから､ po12pのC末端領域およびｱｸｾ

ｻﾘ-ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄにはpcNAと相互作用する働きが存在することが示唆さ

れる｡ PCNAはDNA複製だけでなく､ DNA修復や損傷応答などにも関与する

ことが知られており､ pol∈がDNA修復などに作用する場合に重要な役割を果

たしているのかも知れない｡
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b.単鎖DNAｾﾝｼﾝｸﾞ

Poleは､ DNA合成を行っていない時にも鋳型DNAと安定に結合して複合

体を形成するが,その複合体が形成された後でさらに別の単鎖DNAを加える

と単鎖DNAを感知して鋳型DNAから積極的に解離する(図2A)(Maki et al.

1998)oつまり､ Poleには鋳型DNA結合部位とは別に単鎖DNAと相互作用す

る部位が存在し､そこでの単鎖DNA結合がpoIEのｺﾝﾌｵﾒ-ｼｮﾝの変

化を発勤すると考えられる｡この単鎖DNAの感知により誘発される鋳型DNA

からの解離はp145ではほとんど観察されない｡このことから､単鎖DNAの

感知とその後のｼｸﾞﾅﾙ伝達にはpo12pのC未端領域およびｱｸｾｻﾘ-ｻﾌﾞ

ﾕﾆﾂﾄが関与すると考えられる｡この生化学的機能の実際の生物学的意義は

今後の研究を待たねばならないが､ po12pのC末端領域に欠損を持つPOL2遺

伝子の変異やｱｸｾｻﾘ-ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの変異がs期ﾁｪｯｸﾎﾞｲﾝﾄに欠

損を示すことから､ poIEは､複製ﾌｵ-ｸの進行が阻害された場合に,それ

によって生じた単鎖DNAを感知することによって,ﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄのｾﾝ

ｻ-としての役割を果たしているのかもしれない(図2B)｡

A B

図2.Pol王の単鎖DNAｾﾝｼﾝｸﾞ能

3.本研究の目的

3-l.PoIEとDNAの相互作用

PoIEの生物学的役割の重要性は､主として遺伝学的な研究により明らかに

なってきたが,それらの細胞機能におけるPol∈の役割の分子ﾚﾍﾞﾙでの理解

はほとんど進んでいない｡この点を明らかにするために,当研究室では出芽酵

母から精製したpol£を用いて詳細な生化学的解析が行われてきた｡その過程

で, Pol∈は鋳型DNAと安定な複合体を形成する以外に様々な様式でDNAと
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相互作用することが見出された｡これは, PoIEが他のDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞとは

異なるﾕﾆ-ｸな細胞機能を有することを強く示唆する｡

PoleのDNAとの相互作用の中でとりわけ興味深いことは,poleが鋳型DNA

との結合部位とは異なる場所で二本鎖DNAに強く結合することである(図3)｡

DNAﾎﾞt｣ﾒﾗ-ｾﾞは酵素としてDNA鎖伸長反応を触媒することから,これま

でに研究されたはとんどのDNAﾎﾞﾘﾒﾗ-ｾﾞは合成産物である二本鎖DNA

に対する親和性を持たない｡その理由は, DNA鎖伸長反応において1ﾇｸﾚ

ｵﾁﾄﾞ残基の重合の後､次のﾇｸﾚｵﾁﾄﾞを重合するためには伸長中の二本鎖

DNA上を1残基分だけすぐに移動しなければならないからである｡加えて､

鋳型DNAの複製が完了した後に別の鋳型に再結合してDNA合成を再開する

には産物の二本鎖DNAから速やかに解離する必要があることも, DNAﾎﾞﾘﾒ

ﾗ-ｾﾞが二本鎖DNAに対して親和性を持たない理由である｡当研究室での研

究からは, poltのDNA合成括性は二本鎖DNAにより阻害されないことが示

されていることから､ poltはDNA合成に直接関与する部分には影響しない形

で二本鎖DNAに結合するのか､あるいはDNA合成中のPol∈は二本鎖DNA

に結合しなくなる可能性が考えられている｡

さらに興味深いことに,この二本鎖DNA結合能はPoIEでは容易に検出さ

れるが, p145では全く検出できなかった.このことから､ poltの強い二本鎖

DNA結合能にはpo12pのC末端領域およびｱｸｾｻﾘ-ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ(以下､

｢c末端ｱｾﾝﾌﾞﾘ-｣と呼ぶ(図3))がpoleの生理機能において何らかの意

味を持つ可能性が考えられる｡

poIEのC末端ｱｾﾝﾌﾞﾘ-が関与すると思われる生化学的機能としては,

PCNAとの相互作用と単鎖DNAｾﾝｼﾝｸﾞに次いで3番目の機能として見い

だされた二本鎖DNA結合能は､ PoIEの生物学的役割の分子基盤の解明に大き

な手がかりを与えてくれることが期待される.

図3.PoIEの一本鏡DNA結合と二本鎖DNA結合

12



3-2. Dpb3pとDpb4pの二本鎖DNA結合能

本研究の目的は､ Poleの二本鎖DNA結合能の生物学的意義を解明すること

を目標に､その分子基盤を明らかにすることである｡この候補と考えたのが

Dpb3pおよびDpb4pｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄである.近年､両ｻﾌﾟﾕﾆﾂﾄがﾋｽﾄﾝ

ﾌｵ-ﾙﾄﾞﾓﾁｰﾌ(Histone-Foldmotif, HFﾓﾁ-ﾌ)を持つことが報告され

た(Lietal. 2000;Ohyaetal.2002)｡ HFﾓﾁ-ﾌはｺｱﾋｽﾄﾝ中で見出された

構造ﾓﾁ-ﾌで, HFﾓﾁ-ﾌを持つﾀﾝﾊﾟｸ質間での二量体形成およびﾀﾝ

ﾊﾟｸ質結合やDNA結合,ｸﾛﾏﾁﾝ結合に関わるﾓﾁ-ﾌとして知られる(図

4) (Arents and Moudrianakis 1995; Gangloffet al. 2001; Luger et al1 1997)｡このこ

とから､ Pol∈の二本鎖DNA結合能はDpb3pおよびDpb4pｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄに担

われている可能性が考えられた｡

図4.ﾋｽﾄﾝH2AおよぴH2Bのﾋｽﾄﾝﾌｵｰﾙﾄﾞﾓﾁｰﾌ

この可能性を検証するために,両ｻﾌﾟﾕﾆﾂﾄを大腸菌細胞内で発現させ,

それぞれのｻﾌﾟﾕﾆﾂﾄおよび両ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの複合体の精製を行い, DNA

結合能を詳細に解析することにした｡これまでに, Dpb3pおよびDpb4pｻﾌﾞ

ﾕﾆﾂﾄの昆虫細胞内での発現と複合体を形成することは報告されているが､

精製や構造解析,生化学的解析はなされていない｡したがって､意味のある複

合休形成が両ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄによってなされているかについても詳細な構造解析

を行うことにした｡

本研究の結果から､ Dpb3pおよびDpb4pは複合体を形成し,また二本鎖DNA

への結合能を有することが明らかになった｡この二本鎖DNÅ結合能は,1)DNA

塩基配列に非依存的である､ 2)DNA末端ではなくDNA鎖への結合である､ 3)

Mg十+およびATPに非依存的である､ 4) -本鎖DNAによって阻害される､と

いう特徴を持ち､これらはPoIEの二本鎖DNA緯合能の性質と共通である｡

以上のことから､ Poleの二本鎖DNA結合能はDpb3p-Dpb4p複合体に担われ

ていることが示唆されるoしかし､ Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能

はpoIEの結合能よりも非常に弱いことから､他のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄもまた､

t3



Dpb3p-Dpb4p複合体の構造安定化などを通してPoleの強い二本鎖DNA結合

に関与していることが考えられる｡

そこで次に, Dpb3p-Dpb4p複合体とpoIEの二本鎖DNA結合能が真に-致

するものなのか､またDpb3p-Dpb4p複合体のDNA結合能の生物学的役割は何

であるのかを明らかにするために, Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能

が低下する-ｱﾐﾉ酸置換変異を酵母染色体に導入して､変異型poIEの精製

と生化学的解析を行うことにした｡現在まだ解析途中であるが､この結果も合

わせて本論文に記載した｡

以上の研究結果から､ Dpb3p-Dpb4p複合体およびpol∈の二本鎖DNA結合

能の生物学的役割について考察した｡また､ Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA

結合能におけるHFﾓﾁ-ﾌの役割に関する考察も行った｡
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IJ材料と方法

1.試薬､酵素､その他の材料

-般的な試薬は和光純薬株式会社､有機溶媒はﾅｶﾗｲﾃｽｸ株式会社のも

のを使用した｡培地用の試薬はDifco社のものを用いた｡BSA(FractionV)､IPTG､

Tris base (TRIZMA)､ ampicillin､ kanamycin､ chroramphenicol､還元型ｸﾞﾙﾀﾁ

ｵﾝはsIGMA社､ EDTA､ HEPES､ MOPSは同仁化学株式会社のものを用い

た｡ ultrapure dNTPおよびNTP (minimal diphospbate, sodium salt)､ 【α-32p]dTTP

(800 Ci/mmol)､ 【α-32p】ATP (3000 Ci/mmol)､ 【α-32p】ADP (3000 Ci/mmol)､ 【α-

32p】ATPγS (3000 Ci/mmol)､ poly(dA)3｡｡ (SOdium salt)､ poly(dT)3｡｡ (SOdium salt)は

Amersham Pbarmacia Biotech社のものを用いた｡ oligo(dT)1｡はsigma Genosys社

に合成を依託した｡ ¢Ⅹ174 RFI DNAはNew England Biolabs社から購入した｡

制限酵素EcoRI､ BamHI､ StuI ､ BglIIはTakara､制限酵素NcoIおよびT4DNA

ligaseはToyoboのものを用いた｡解析に用いた出芽酵母pol eおよびp145ﾀ

ﾝﾊﾟｸ質は当研究室､真木智子によって精製された(Makietal.1998)｡抗poIE

血清は大阪大学､杉野明雄先生より分与していただいた｡

2.培地

大腸菌の培養に用いた培地はMolecular Cloning (Sambrook et al. 1989)の記

戟に従った｡ -般的な培養にはLB培地(1% (w/v) Bacto Tryptone､ 0.5% Bacto

YeastExtract､ 0.5% NaCl)を用いた｡寒天培地として便用する場合にはLB培地

に1.5%のBactoAgarを加えた｡必要に応じてｱﾝﾋﾟｼﾘﾝ､ｶﾅﾏｲｼﾝ､

ｸﾛﾗﾑﾌｪﾆｺ-ﾙを終濃度が50い′g/mlとなるように加えた｡ｴﾚｸﾄﾛ

ﾎﾟﾚ-ｼｮﾝ後の培養はsoc培地(2% Bactotryptone､ 0.5% BactoYeastExtract､

0･05% NaCl､ 0.25 mMKCl､ 10mMMgC12､ 20mM glucose)を用いた｡

酵母の培養に用いた培地はMethods in Yeast Genetics (Rose et al. 1990)の記

戟に従った. -般的な培養にはypD培地(1% Bacto Yeast Extract､ 2% Bact｡

Peptone､ 2% glucose)を用いた｡必要に応じて､ｳﾗｼﾙを含まない完仝合成

培地(sc-ura培地; o.67% Bacto Y由st Nitrogen Base without amino acids､ 0.2%

uracildropoutmix､ 2%glucose)を用いた｡寒天培地として使用する場合には2%

のBacto Agarを加えた｡ sc-ura寒天培地を作成する際には､ｵ-ﾄｸﾚ-ﾌﾞ

滅菌する前に5 N NaOHを用いてpH7.0に調整した｡ uRA3遺伝子ﾏ-ｶ-を

失ってUra~の表現型を獲待したｸﾛ-ﾝの選択には5-ﾌﾙｵﾛｵﾛﾁﾝ酸(5-

FOA)を含有する寒天培地(o.67% Bacto Yeast Nitrogen Base without amino acids､

0･2% uracil dropout mix､ 50 LLg/ml uratil､ 0･1% 5-FOA､ 2% glucose､ 2% Bacto Agar)
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を使用した｡ 5-FOA寒天培地を作成する場合､寒天以外の試菜を1/2容量の水

に溶解したものをpESﾒﾝﾌﾞﾚﾝﾌｲﾙﾀ- (0.22 LLm) (CORNING社)で嬉過

滅菌し､ｵ-ﾄｸﾚ-ﾌﾞした1/2容量の4%案天液を混合した｡

3.ﾀﾝﾊﾟｸ質精製に用いたﾊﾞｯﾌｧｰ

Buffer F:

Buffer FP:

Buffer G:

Buffer HP:

Buffer P:

Buffer Q:

Buffer S:

50 mM HEPES-NaOH (pH7.5), 300 mM NaCl, 0.05%Tween-20,

0.005% NP-40, 10% (Ⅴ/v) glycerol, 1 mM DTT

Buffer F, 1 X protease inhibitor cocktail (complete, EDTA-free)

(Roche), 1% (v/v) protease inhibitor cocktai1 for fungal and yeast

cells (Sigma), 2 mM β-glycerophosphate, 2 mM NaF, 0.4 mM

Na3VO4, 0･5 mM Na-pyrophosphate

50 mM Tris-HCl (pH7.5), 1 mM EDTA, 1mM DTT, 150 mM NaCI

O･1 M Na-pbospbate (pH7･0), 10% (Ⅴ/v) glycerol, 1 mM EDTA, 1

mM DTT

137 mM NaCl, 2･7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4

(pH7.3)

50 mM Tris-HCl (pH7･5), 1 mM EDTA, 1mM DTT, 5% (Ⅴ/v)

glycero1

50 mM HEPES-NaOH (pH7･4), 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5% (Ⅴ/v)

glycerol

4.菌株

4-1.大腸菌株

ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNA調製の際の宿主としては大腸菌DH5αを用い､ﾀﾝﾊﾟｸ質

発現には大腸菌BL2ﾄCodonPlus(DE3)-RIL (Stratagene)を用いた｡ BL21-

CodonPlus(DE3)-RILは大腸菌BL21(DE3)由来の菌株にｱﾙｷﾞﾆﾝ､ｲｿﾛｲ

ｼﾝ､ﾛｲｼﾝのtRNAおよびｸﾛﾗﾑﾌｪﾆｺ-ﾙ耐性遺伝子を含むﾌﾟﾗｽ

ﾐﾄﾞを導入したものである｡

4-2.出芽酵母株

変異型poI Eを精製するための酵母変異株作製の親株としてはyRTl (YTI189

background dpb3I.･DBP3-5FLAG) (当研究室､田島理絵作製)を用いた｡ yTI189

(MATa leu2A trpIA ura3052 prbl-1122 pepIA-3 ga12A)は国立遺伝学研究所､荒木

弘之博士より分与を受けた｡
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5.ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNA

YCplac111-DPB3はDPB3遺伝子がycplaclll (Gietz and Sugino. 1988)ﾌﾟﾗｽ

ﾐﾄﾞに組み込まれたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞであり､ pBluescript-DPB4はDPB4遺伝子が

pBluescript (Stratagene)ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞに組み込まれたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞである｡両ﾌﾟﾗｽ

ﾐﾄﾞは大阪大学の杉野明雄博士より分与を受けた｡ﾀﾝﾊﾟｸ質発現用ﾍﾞｸﾀ-

としてはpET28a(+) (NOVAGEN)およびpGEX6p-1 (Amersbam Pharmacia Biotecb)

を用いた｡酵母dpb4変異株作製のための変異導入用ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞとしては

YIplac211-dpb4(K57A)およびylplac2111dpb4(Q64E) (当研究室､久保田元作製)

を用いた｡

6. Dpb3pおよび/またはDpb4pの大腸菌内発現用ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの構築

YCplaclll-DPB3ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNAを鋳型にしてDPB3-forwardおよびDPB3-

reverseﾌﾟﾗｲﾏ-(表I)を用いてDPB3遺伝子領域をpcR増幅した｡ DPB3-

forwardﾌﾟﾗｲﾏ-とDPB3-reverseﾌﾟﾗｲﾏ-は5'未端近傍にそれぞれNcoI

およびβα∽HIの切断部位を持つ｡精製したpcR産物をⅣc()Ⅰおよびβα∽HIで

切断し､ pET28a(+)発現用ﾍﾞｸﾀ-のNcoIおよびBamHI部位にｸﾛ-ﾆﾝｸﾞ

した｡構築されたpET28a(+)-DPB3ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞをpTTlと銘々した｡このﾌﾟﾗ

ｽﾐﾄﾞはｶﾅﾏｲｼﾝ抵抗性ﾏ-ｶ-を有する｡次にpBluescript-DPB4ﾌﾟﾗｽ

ﾐﾄﾞDNAを鋳型にしてDPB4-forwardおよびDPB4-reverseﾌﾟﾗｲﾏ-を用い

てDPB4遺伝子領域をpcR増幅した｡DPB4-forwardﾌﾟﾗｲﾏ-とDPB4-reverse

ﾌﾟﾗｲﾏ-は5'末端近傍にそれぞれEcoRIおよびBamHIの切断部位を持つ｡

精製したpcR産物をEcoRIおよびBamHIで切断し､ pGEX6p-1発現用ﾍﾞｸﾀ

-のEcoRIおよびBamHI部位にｸﾛ-ﾆﾝｸﾞした｡このﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞはｱﾝﾋﾟ

ｼﾘﾝ抵抗性ﾏ-ｶ-を有し､また､ DPB4遺伝子を､そのN末端にglutathione

S-transferase (GST)が融合したGSTIDpb4pとして発現する｡この融合ﾀﾝﾊﾟｸ

質のGSTとDpb4pとの境界領域にはprescission proteaseにより認識される切

断配列が存在する｡構築されたpGEX6p-ﾄDPB4ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞをpTT2と銘々し

た｡

表Iﾌﾟﾗｲﾏｰﾘｽﾄ

DPB3 forward (34 mer):

DPB3 reverse (33 mer):

DPB4 forward (31 mer):

DPB4 reverse (33 mer):

【5 '-CCACCACCATGGCCAACTTAGTTAAAGAAAAAGC-3 '】

[5 '-GGAGGAGGATCCCACTAAGGATCGGTGCTTTTC-3 ']

【5 '-GGAGGAGGATCCÅrGCCACCAAAAGGTTGGA-3 '】

【5 '-GAAGAAGAATTCTTACGTTTGCTCAAGGTTTTG-3 '】
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7. Dpb3pおよぴ/またはDpb4pの大腸菌内発硯

Dpb3pおよびGST⊥Dpb4pﾀﾝﾊﾟｸ質の大腸菌内で同時に発現させる場合は､

pTTlおよびpTT2ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞをBL2ﾄCodonPlus(DE3)-RILに導入した｡形質

転換にはGene Pulser (BioRad)を用いたｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝ法(2.5 kVﾊﾟ

ﾙｽ)を用いた｡二つのﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを持つ形質転換体はｶﾅﾏｲｼﾝ､ｱﾝﾋﾟ

ｼﾘﾝ､ｸﾛﾗﾑﾌｪﾆｺ-ﾙを含むLB寒天培地で選択して分離した｡Dpb3P

またはDpb4pを単独で発現させる場合は､ pTTlまたはpTT2ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを

BL21-CodonPlus(DE3)-RILに導入し､それぞれｶﾅﾏｲｼﾝ､ｸﾛﾗﾑﾌｪﾆ

ｺ-ﾙまたはｱﾝﾋﾟｼﾘﾝ､ｸﾛﾗﾑﾌｪﾆｺ-ﾙを含むLB寒天培地で形質

転換体を選択した｡形質転換効率は､単独形質転換の場合は約5×108 cfu/pg

で､共形質転換の場合は4×107cfu/LLgであった｡

Dpb3pとGST-Dpb4pﾀﾝﾊﾟｸ質の共発現を誘導する際には上記の形質転換

体をｶﾅﾏｲｼﾝ､ｱﾝﾋﾟｼﾘﾝ､ｸﾛﾗﾑﾌｪﾆｺ-ﾙ含有LB寒天培地上

に約1000 colony/plateになるようにまき､ 30℃にて約24時間培養した｡得ら

れたｺﾛﾆ-をかき集めて3mlのLB液体培地に懸濁し､ 1 1のｶﾅﾏｲｼﾝ

およびｱﾝﾋﾟｼﾘﾝ含有LB液体培地に0.D.6｡｡がo.2になるように接種して

30℃にて培養を行い､ 0.D.6｡｡がo.6になった時点でIPTGを終濃度1 mMにな

るように添加し､ Dpb3pおよびGST-Dpb4pの共発現を誘導した｡発現誘導開

姶後､ 2時間経過したところで培養液を4℃に冷却して集菌し､これを氷冷し

たBufferPに懸濁した｡懸濁液を氷上にて超音披処理(出ｶｺﾝﾄﾛ-ﾙ5､

1秒pulse + 1秒intervalを15ｾｯT) (ASTRASON ultrasonic processor model

XL2020､ MISONIX)して細胞破砕し､遠心後に上清を集めた｡ sDS-PAGEによ

りDpb3pおよびGSD-Dpb4pﾀﾝﾊﾟｸ質の発現を確認した｡

GST-Dpb4pあるいはDpb3pの単独発現も基本的に共発現の場合と同様に行

った｡

8. Dpb3p-Dpb4p複合体の精製

8-1.GSTrapFFｶﾗﾑｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲｰ

精製希程の操作は全て4℃にて行った｡ 7で得た上清をBuffer Pにて平衡化

したGSTrapFFｶﾗﾑ(5ml)にｱﾌﾟﾗｲした｡ 10ｶﾗﾑ容量のBufferGで洗

った後､ 600UのPreScissionproteaseを含む1ｶﾗﾑ容量のBufferGをｶﾗﾑ

に注入して､ﾊﾞｯﾌｱ-を流すのを止め､ｶﾗﾑ内でproteaseによるGSTtagの

切断反応をおこなった(4℃､ 4時間)｡その後､ BufferGにて溶出を行ったと

ころ､ Dpb4pとDpb3pが挙動を同じくして回収された｡
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8-2.MonoSｶﾗﾑｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲｰ

GSTrap FFｶﾗﾑから溶出したﾋﾟ-ｸ画分を透析して塩濃度を20 mMまで

下げた｡この時点では大腸菌由来のDnaKﾀﾝﾊﾟｸ質が-部のDpb3pあるい

はDpb4pﾀﾝﾊﾟｸ質に結合しているため､この結合をはずすために2mMATP

および2mMMgC12をｻﾝﾌﾟﾙに加えて氷上に10分間置いた後､ BufferS +20

mMNaClにて平衡化したMonoS(1ml)ｶﾗﾑにｱﾌﾟﾗｲした. BufferS+20

mMを7ｶﾗﾑ容量流して遊離したDnaKを溶出した後､BufferS+70mMNaCl

を15ｶﾗﾑ容量流したところDpb3pとDpb4pが挙動を同じくして単-ﾋﾟ-

ｸとして溶出された｡その後､ 500 mMNaClまで塩濃度を上げながら溶出を

継続するとDpb3pと複合体を形成していないDpb4pが約200 mMの塩濃度の

時点で溶出された｡ Dpb3pとDpb4pを含むﾋﾟ-ｸ画分を回収した｡

8-3.MonoQｶﾗﾑｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲｰ

8-2で得たｻﾝﾌﾟﾙをBuffer (〕 + 150 mM NaClにて平衡化したMonoQｶﾗ

ﾑ(0.1ml)にｱﾌﾟﾗｲした｡2ｶﾗﾑ容量の平衡化ﾊﾞｯﾌｱ-でｶﾗﾑを洗

つ.た後､塩濃度を150 mMから500 mMに10ｶﾗﾑ容量かけて徐々に上昇さ

せると約350 mM NaClの時点でDpb3pとDpb4pが挙動を同じくして洛出され

た｡このﾋﾟ-ｸ画分を回収し､少量ずつ分注した後､液体窒素中でこれを凍ら

せ､ -80℃にて保存した｡ sDS-PAGEの結果をNIH image softwareを用いて解析

したところ､ﾀﾝﾊﾟｸ質の純度は95%以上であった｡ 1 1の大腸菌培養液から

1.3 mgのDpb3p-Dpb4p複合体を得た｡

9. Dpb4pの精裂

9-1.GSTrapFFｶﾗﾑｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲ-

精製行程の挽作は仝て4℃にて行った｡ 7で得た上清をBuffer Pにて平衡化

したGSTrapFFｶﾗﾑ(5ml)にｱﾌﾟﾗｲした｡ 10ｶﾗﾑ容量のBufferGでｶ

ﾗﾑを洗った後､ 600 UのPreScission proteaseを含む1ｶﾗﾑ容量のBuffer G

をｶﾗﾑに注入してﾊﾞｯﾌｱ-を流すのを止め､ｶﾗﾑ内でGSTtagの切断

反応を行った(4℃､ 4時間)｡その後, Buffer Gを再び流してDpb4pを含む溶

出画分を回収した｡

9-2.MonoQｶﾗﾑｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲｰ

9-1で得られたｻﾝﾌﾟﾙをBuffer Q + 150 mM NaClにて平衡化したMonoQ

ｶﾗﾑ(8ml)にｱﾌﾟﾗｲした｡ 10ｶﾗﾑ容量の平衡化ﾊﾞｯﾌｱ-でｶﾗﾑを

洗った後､ NaCl濃度を150 mMから500 mMに15ｶﾗﾑ容量かけて徐々に上
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昇させると､約250mMNaClの時点でDpb4pが単-ﾋﾟ-ｸとして溶出された｡

9-3..M.onoSｶﾗﾑｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲ-

Mono Qから溶出されたｻﾝﾌﾟﾙを透析して塩濃度を100 mM相当にまで下

げ､ BufferS+ 100mMNaClにて平衡化したMonoSｶﾗﾑ(0.1 ml)にｱﾌﾟﾗ

ｲした｡平衡化ﾊﾞｯﾌｱ-でｶﾗﾑを洗った後､ 20ｶﾗﾑ容量をかけてNaCl

濃度を100mMから500mMまで上昇させると､約150mMでDpb4pが溶出し

た｡ﾋﾟ-ｸ画分を回収し､分注した後､液体窒素でこれを凍らせて_80℃にて

保存した｡ sDS-PAGEの結果からﾀﾝﾊﾟｸ質の純度は99%以上であると判断し

た｡ 11の大腸菌培養液から9.6mgのDpb4pが得られた｡

10. Dpb3p-Dpb4p複合体およびDpb4pのｹﾞﾙ漬過ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲｰによる

解析

すべての操作は4℃で行った｡精製したDpb3p-Dpb4p複合体またはDpb4p

を含む30LLl溶液をBuffer Q + 150 mM NaClにて平衡化したsuperdex 200 PC

3･2/30ｶﾗﾑ(2･4 ml)にｱﾌﾟﾗｲし､流速10 ul/mlで溶出した｡ 40 plを1画

分として回収し､これをsDS-PAGEで解析した｡ colloidal Blueにより染色し

たﾀﾝﾊﾟｸ質ﾊﾞﾝﾄﾞをNIH image softwareを用いて走量した｡用いたﾏ-ｶ-

ﾀﾝﾊﾟｸ質の分子量およびｽﾄ-ｸｽ半径はそれぞれ､ tbyroglobulin (669kDa､

85･OA)､ catalase (232 kDa､ 52･2Å), BSA(67 kDa､ 35.5A)､ cbymotrypsinogenA

(25 kDa､ 20.9Å)である｡ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNA､ pET15b(+)をﾎﾞｲﾄﾞ容量検出ため

のﾏ-ｶ-として用いた｡

11. Dpb3p-Dpb4p複合体およぴDpb4pのｼｮ糖密度勾配遠心分離法による解

析

すべての操作は4℃で行ったo精製したDpb3p-Dpb4p複合体またはDpb4p

を含む20pl溶液を10-40%のｼｮ糖密度勾配をかけた2mlのBufferV(50mM

Tris-HCl (pH7･5), 0･1 mM EDTA, 10% (Ⅴ/v) glycerol, 5 mM DTT)上にｱﾌﾟﾗｲし

て､ TLS-55rotorを用いてTし100超遠心機(Beckman)にて55000rpmで15時

間遠心を行った｡遠心管の底から勾配液をﾎﾟﾝﾌﾟで吸い上げ3滴を1画分とし

て回収し､ sDS-PAGEで解析した｡ colloidal Blue染色したﾊﾞﾝﾄﾞをNIH image

softwareを用いて走量した｡ﾏ-ｶ-ﾀﾝﾊﾟｸ質の沈降係数はそれぞれ､

thyroglobulin (19･2 S)､ catalase (11･3 S)､ aldolase (7.3 S)､ BSA(4.3 S)､ RNaseA(1.8

S)である｡
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12.ｹﾞﾙｼﾌﾄｱｯｾｲ

12-1. DNA結合反応に用いた基質DNA

基質DNAとして用いたｵﾘｺﾞﾏ-DNAはsigma Genosys社に依託して合成

した｡ｵﾘｺﾞﾏ-DNAの配列は以下に示した｡ｵﾘｺﾞﾏ-の名前の末尾に`F'

の文字があるものはその5'-末端がFITC (fluorescein 5(6)-isothiocyanate)により

標識されていることを示す｡

oligomer 7 (7F):

oligomer 71:

oligomer T60 (T6.F):

oligomer A6｡ (A6｡F):

5'-GACGC TGCCG AATTC TACCA GTGCC TTGCT

AGGAC ATCCT TGCCC ACCTG CAGGT TCACC C-3'

5'-GGGTG AACCT GCAGG TGGGC AAAGA TGTCC

TAGCAAGGCA CTGGT AGAAT TCGGC AGCGT C-3'

bomodeoxyoligomer of 60 thymine nucleotides

bomodeoxyoligomer of 60 adenine nucleotides

ｵﾘｺﾞﾏ-DNAのｱﾆ-ﾘﾝｸﾞは7.5血M [in lO mMTris-HCl (pH 7.4), 100

mMKCl]に調製した各ｵﾘｺﾞﾏ-溶液を1:1の容量比で混ぜ､98℃､5分､75℃､

30分､さらに55℃､ 30分処理した後､ゆっくりと室温まで冷却することによ

り行った｡ｱﾆ-ﾘﾝｸﾞ産物は非変性pAGEによりその構造を確認した｡ｱﾆ

-ﾘﾝｸﾞしていない余剰のｵﾘｺﾞﾏ-DNAはいずれの場合も検出限界以下で

あった｡必要に応じてこれをHPLC (TSKgelDNA-NPRｶﾗﾑ, Tosoh)により精

製した｡二本鎖DNA結合を調べるための基質としてoligomer 7F (61 mer)とこ

れに相補的な配列を持つoligomer71 (61 mer)をｱﾆ-ﾘﾝｸﾞさせて7F+71を

調製した｡また､ oligomerT6.FとoligomerA6.をｱﾆ-ﾘﾝｸﾞさせて､ T6.F+A6.

を調製しf=.

Competitor DNAとして用いた¢x174 RFI DNAはstuIで-力所切断(blunt end)

した後､ﾌｪﾉ-ﾙ:ｸﾛﾛﾎﾙﾑ抽出を行った後､ HPLC (TSKgelDNA-NPR

ｶﾗﾑ, Tosob)により精製した｡環状¢Ⅹ174DNAを用いる場合はtopoisomeraseI

により負のｽ-ﾊﾟ-ｺｲﾙを解消させたものを､ﾌｪﾉ-ﾙ:ｸﾛﾛﾎﾙﾑ抽

出して､ HPLCにより精製した｡

12-2. Dpb3p-Dpb4p複合体およびDpb4pのDNA結合反応およびｹﾞﾙ電気

泳動

DNA結合反応液(5 L11)は20 mMHEPES-KOH (pH7.4)､ 0.5 mMEDTA､ 0.05%

NP140､ 10% (v/v) glycerol､ 60汁g/ml BSA､ 0.3 mM蛍光標識DNAおよび､そ

れぞれの実験において記戟した量のDpb3p-Dpb4p複合体あるいはDpb4pﾀﾝ
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ﾊﾟｸ質を含む｡この反応液を氷上で10分間反応させた後､loadingbuffer[35mM

Bis Tris-HCl (pH6･3), 20% (v/v) sucrose, 1 mg/ml bromophenol blue]をo.5 LLl添加

し､予め18mAで2時間､前泳動しておいた4%の非変性ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞ

ﾙ(15Ⅹ15Ⅹ0.1cm)にｱﾌﾟﾗｲした｡泳動は冷室(4℃)において100Vで1

時間行った｡泳動ﾊﾞｯﾌｱ-の組成は6.72mMTris-HCl(pH7.9),3.3mMNaOAc

(pH7.9), 1 mM,EDTAである｡泳動後のｹﾞﾙはFMBIO II Multi-View Flu｡rescence

lmage Analyzer (Hitacbi)によって解析し､ﾊﾞﾝﾄﾞの蛍光強度はFMBIO analysis

softwareで定量した｡

12-3. Poleおよびp145のDNA結合反応とｹﾞﾙ電気泳動

DNA結合反応液(5 pl)は35 mM Bis Tris-HCl (pH6.3), 2 mM DTT, 10% (v/v)

glycerol, 20 mM potassium phophate, 100 ug/ml BSA O.3 LLM蛍光標識DNAおよ

び､それぞれの実験において記載した量のPoI Eあるいはp145ﾀﾝﾊﾟｸ質を含

む｡この反応液を氷上で10分間反応させた後､ loadingbuffer [35 mM Bis Tris-

HCl (pH6･3), 20% (v/v) sucrose, l mg/ml bromophenol blue]をo.5 pl添加し､予め

100Vで2時間､前泳動しておいた4%の非変性ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ(15Ⅹ15Ⅹ

0.1 cm)にｱﾌﾟﾗｲした｡泳動は冷室(4℃)において120Vで3時間行った｡

泳動ﾊﾞｯﾌｱ-の組成は50mMTrisbase､ 0.38Mglycin､ 2mMEDTAである｡

泳動後のｹﾞﾙは12-2と同様に解析した｡

13.ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ結合ｱｯｾｲ

反応液(20ul)は､ 20mMHEPES-KOH (pH7.4)､ 0.5 mMEDTA､ 0.05% NP-40､

10% (v/v) glycerol､ 60 ug/ml BSA､ 50 pM [α}2p]ATP (2.6× 104 cpm/pmol)､壬あ

るいは､ [α-32p]ADPまたは【α-32p]ATPySfおよびDpb3p-Dpb4p複合体を含む.

実験によってはさらに5mMMgC12および/あるいは二本鎖DNA(7F+71)を加

えた｡ 25℃で10分間反応させた後､あらかじめ洗液【20 mM HEPES-KOH

(pH7.4)]に浸しておいたﾆﾄﾛｾﾙﾛ-ｽﾒﾝﾌﾞﾚﾝﾌｲﾙﾀ-をﾎﾟﾝﾌﾟの吸

引部に注意探く置き､吸引しながら反応液16LLlをﾌｲﾙﾀ-上に添加した｡

その後､速やかに洗液を2ml流し､ﾌｲﾙﾀ-を洗った｡反応液にMgC12が

存在する場合は､洗液にも5mMMgC12を加えた｡ﾒﾝﾌﾞﾚﾝﾌｲﾙﾀ-は自

然乾燥させ､ 5mlのｱｸｱｿﾞﾙⅠⅠｼﾝﾁﾚ-ｼｮﾝｶｸﾃﾙ(Packard)に浸

した後､液体ｼﾝﾁﾚ-ｼｮﾝｶｳﾝﾀ-にて放射括性を測走した｡ﾎﾟｼﾞﾃｲ

ﾌﾞｺﾝﾄﾛ-ﾙとして以前に精製したBsMutSﾀﾝﾊﾟｸ質を用いた｡
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14. ATP加水分解活性の測定

反応液(20ul)は､ 20mMHEPESIKOH (pH7.4)､ 0.5mMEDTA､ 0.05% NP-40､

10% (v/v) glycerol､ 60 LLg/ml BSA､ 0･1 mM [α-32p]ATP (1･3×104 cpm/pmol)､

Dpb3p-Dpb4p複合体を含む｡反応は25℃で行った｡反応開始後､経時的に反

応液2ulをｻﾝﾌﾟﾘﾝｸﾞし､ 100mMEDTA､ 2plに加えて反応を止めた｡ 4LLl

中の2 tLlをpEI-Cellulose FTLC plate (MERCK)にｽﾎﾟｯﾄし､ 20分間展開し

た｡ TLCの展開溶媒は1 Mｷﾞ酸､ o.4MLiClを使用した｡展開後､ TLCﾌﾟﾚ

-ﾄをIPplateに6時間接触させ､ BAS2000ｲﾒ-ｼﾞｱﾅﾗｲｻﾞ- (Fuji)で

解析した｡ﾎﾟｼﾞﾃｲﾌﾞｺﾝﾄﾛ-ﾙとして以前に精製したBsMutSﾀﾝﾊﾟｸ質

を用いた｡

15.出芽酵母dpb4変異(K57AまたはQ64E)株の作成

dpb4変異株の作製は基本的にCurrent Protocols in Molecular Biology (Ausubel

1987)に従い､ ｢2ｽﾃﾂﾌﾟ法｣で行った｡まず､ ylplac21l-dpb4(K57A)あるい

はylplac2111dpb4(Q64E)ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞをBglIIで切断した後､酢酸ﾘﾁｳﾑ法で

酵母yRTl株に導入して､ SC-Ura寒天培地上にまき30℃で二日間培養し､表

現型がura+に形質転換したｸﾛ-ﾝを選択した｡形質転換効率は102-103

cfu/LLgであった｡次にこの形質転換体をypD液体培地で培養した後､ 5FOA

寒天培地にまき､ uRA3ﾏ･-ｶ-を失った株を選択した｡得られたｺﾛﾆ-よ

り､ｺﾛﾆ-PCR法でDPB4遺伝子領域を増幅してその塩基配列を決定し､

K57AあるいはQ64Eの変異が導入されたdpb4変異株を同走した｡ dpb4K57A

変異株をyTTl､ dpb4Q64E変異株をyTT2と銘々した.

16.変異型po暮eの精製

16-1.出芽酵母の培養および細胞破砕液の調製

YRTl､ YTTlおよびyTT2の-夜培養液を､それぞれo.D.6.0がo.o5となる

ように1･3 1×4本のYPD液体培地に接種し､ 30℃で培養した｡ o.D.6..がiに

なった時点で集菌した｡仝培養液から40g(10gX4本)の菌体ﾍﾟﾚｯﾄが得ら

れた｡これらを-80℃で保存した｡この後の操作は全て4℃で行った｡細胞破

砕液の調製は10gの菌体を単位として行い､これを合計4回連続して行った｡

10 gの菌体ﾍﾟﾚｯﾄにBufferFPを10ml加えて懸濁した後､この懸濁液に

ｶﾞﾗｽﾋﾞ-ｽﾞ(直径o･5mm)(安井器械株式会社)を40g加え､ﾏﾙﾁﾋﾞ-ｽﾞｼ

ﾖﾂｶ- (安井機器)を用いて細胞破砕した(2500rpm､ 30秒oN+30秒oFF

を7ｾｯﾄ)｡ｶﾞﾗｽﾋﾞ-ｽﾞを取り除くため､細胞破砕液を27000×gにて20分

遠心して上清を回収した｡得られた上清に､BufferFPで平衡化したsepharose4B
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(Pharmacia)を5ml容量加え､これを回転させながら-時間混ぜた後､ cvlOLLm

JCﾌｲﾙﾀ- (Millipore)で櫨過してSepharose4B樹脂を除いた後､さらに0.45

LimHVﾌｲﾙﾀ- (Millipore)で渡過した｡ 40gの菌体より､ 60-70mlの細胞

破砕液を得た｡総ﾀﾝﾊﾟｸ質量は6000-7000mgであった｡

16-2.Ant卜FlagM2affinitygeJｶﾗﾑｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲ-

精製行程の操作は全て4℃にて行った｡16-1で調製した細胞破砕液をBufferF

にて平衡化したAnti-FlagM2affinitygel(Sigma)ｶﾗﾑ(1 ml)にｱﾌﾟﾗｲした｡

5ｶﾗﾑ容量のBufferFP+0.1 mg/mlBSAでｶﾗﾑを洗った後､さらに10ｶ

ﾗﾑ容量のBufferFでｶﾗﾑを洗った.次に250 UのPreScissionproteaseを含

む1ｶﾗﾑ容量のBufferFをｶﾗﾑに注入してﾊﾞｯﾌｱ-を流すのを止めてｶ

ﾗﾑ内で4時間FLAGtagの切断反応を行った｡その後､ BufferFをo.1 ml/min

の流速で流して溶出ﾀﾝﾊﾟｸ質を含むﾋﾟ-ｸ画分を回収した(o.5 ml/画分)｡

このﾋﾟ-ｸ画分をsDS-PAGEにより解析したところPoI Eの4つのｻﾌﾞﾕﾆﾂ

ﾄがすべて確認された｡

16-3. HeparinSepharose4Bｶﾗﾑｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲｰ

Heparinｶﾗﾑは､ plOOOﾁｯﾌﾟの先端を切ってﾅｲﾛﾝ綿を詰めたものに

Heparin Sepharose 4B (Pharmacia)を150 pl (50 % sullary)加えて作成した. 16-2

で得られたﾋﾟ-ｸ画分をBuffer HP + 300 mM NaClにて平衡化したHeparinｶ

ﾗﾑにｱﾌﾟﾗｲした｡14ｶﾗﾑ容量の平衡化ﾊﾞｯﾌｱ-でｶﾗﾑを洗った後､

BufferHP十600mMNaClでPoleを溶出した｡ -画分の容量は約35 LLl (-滴)で

流速は約35pl/minである｡給ﾀﾝﾊﾟｸ質の回収率は70-80%であった｡

17.DNAﾎﾟﾘﾒﾗｰｾﾞ活性の測定

poly(dA)3｡｡01igo(dT)1｡(5 : 1)を鋳型にして､ [α-32p]dTTPの取り込み括性を測走

した｡反応液(20 LLl)は35 mMBis Tris-HCl (pH6.3)､ 5 mMMgC12､ 10% (v/v)

glycerol､ 100 LLg/ml BSA､ 2 mM DTT､ 50 LLM [α-32p]dTTP (-4000 cpm/pmol)､

200 ng poly(dA)3..01igo(dT)1｡を含む.この反応液をあらかじめ30℃に5分間置

いた後､ poIEを加えて30℃で10分間反応させた｡その後､ o.1 mlの反応停止

液(50 mM sodium phosphate､ 25 mM EDTA､ 50 LLg/ml calf thymus DNA)を加え

た｡さらに､ 1mlの10%TCAを加え､氷上で1時間静置してDNAを酸沈殿

させ､これをｸﾞﾗｽﾌｱｲﾊﾞ-ﾌｲﾙﾀ- (Whatman)にて涼過し､ 1MHCl､

100 mM sodium phosphateを含む洗液とｴﾀﾉ-ﾙで洗浄した｡ｸﾞﾗｽﾌｱｲ

ﾊﾞ-ﾌｲﾙﾀ-上に回収された酸沈殿物の放射活性を液体ｼﾝﾁﾚ-ｼｮﾝｶ
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ウンター（Beckman）を用いて測定した。1UのDNAポリメラーゼ活性は30℃

において、1時間に1nmolのdTTPを取り込む活性と定義する。

18．タンパク質、DNAの定量およびSDS－PAGE

一般的なタンパク質定量はIgGを標準タンパク質としてProtein Assay Kit

（BioRad）を用いて行った。Poleの最終精製標品に関しては、SDS－PAGEを行

い、Novex ColloidalBlue StainingKit（Invitrogen）を用いて染色したゲルのバン

ドをNIHimagesoftwareで定量した。精製したBSAを標準タンパク質として、

同じゲルにアプライして、そのバンドの渡さとの比較によりPoIE中のPo12p

サブユニットの濃度を決定した。PoleはPo12p、Dpb2p、Dpb3p、Dpb4pの4

つのサブユニットが1：1：1：1の割合で含まれる（Chilkova et al．2003）複合体で

あるから、得られたPo12pの濃度からPoIE複合体の濃度を計算して求めた。DNA

濃度はA26。を分光光度計を用いて測定して求めた。SDS－PAGEにはNuPAGE4－

12％Bis－Trisgel（Invitrogen）およびMOPS－SDS泳動バッファーを用いた。
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＝．結　果

1．PoIeの二本鎖DNA結合能

Dpb3pおよびDpb4pの解析に先立ち、その土台となったPoleの二本鎖DNA

結合能の詳細について解析を行った。

卜1．PoIeの二本鎖DNA能にはPoJ2pのC一末端ドメインおよぴ／あるいは

アセサリーサブユニット（Dpb2p、Dpb3p、Dpb4p）が関与する

PoleのDNA結合活性は蛍光標識した一本鎖DNAまたは二本鎖DNAオリゴ

マーをプローブとして、ゲルシフト法により解析した（図5A）。DNA結合反応

に加えるPol己の量を増加させるに従って、一本鎖オリゴマーDNA（7F）および

二本鎖DNAオリゴマー（7F＋71）のシフトバンド量が増加した。0．52pmolの

Poleを反応に加えた場合、0・24pmolの一本鎖DNAオリゴマー、あるい「は0．33

PmOlの二本鎖DNAオリゴマーのシフトが見られた。このことはPoleは一本

鎖DNAのみならず、二本鎖DNAにも安定に結合することを示唆する。一方、

触媒サブユニットPo12pのN－末端ドメインであるp145ポリペプチドを用いて

同様のアツセイを行ったところ、一本鎖DNAのバンドシフトが認められたの

に対し、二本鎖DNAのバンドシフトは全く認められなかった。図5Bに示す

ように、免疫前血清を反応に加えた場合、シフトバンドの移動度は影響を受け

ないが、抗PoIE血清を加えた場合、シフトバンドはゲルのウエルの位置に止

まった。このことは、二本鎮DNAオリゴマーのバンドシフトが確かにP。1Eの

結合によるものであることを示している。一定量のPoIE存在化でDNAオリゴ

マーのtitrationを行い、PoleとDNAオリゴマーとの親和性（KL）を測定したと

ころ、Poleは一本鎖DNAに対しても二本鎖DNAに対しても同等の親和性を

示した（KL＝約10nM）。P145と一本鎖DNAの親和性も約10nMであった（data

notshown）。

さらに、二本鎖DNAオリゴマ一に対するPoIEの結合がオリゴマー末端の

開架などにより生じた短い一本鎖DNA領域に対する結合ではないことを確認

するために、PoIEと7F＋71の結合反応に¢X174二本鎖DNAをcompetitorDNA

として加える実験を行った（図5C）。¢Ⅹ174二本鎖bNAは肋Ⅰで－カ所切断

したものを用いた。この時生じるDNA末端はbluntendである。7F＋71と等

量（57ng）の¢Ⅹ174二本鎖DNAを加えたところ、シフトバンドは20射こまで

低下した。この場合competitor DNAのDNA末端濃度は7F＋71の1／100であ

るのでPoleはオリゴマーDNAの末端の一本鎖DNAに結合しているのではな

いことが示された0一方、p145の一本鎖DNA結合に対しては、10倍量の¢Ⅹ174
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図5．PoIgとp145のDNA結合能の比較

A；PoIEまたはp145の一本鎖DNA（7F）または二本鎖DNA（7F＋71）に対する結合
能を‖材料と方法t■に記載したゲルシフトアッセイによって比較した。図示

してあるように酵素量を増加させて反応を行った。Pol∈およびp145のそれ
ぞれ、1．6Uおよび2．7Uが0．52pmolに相当する。

B；Pol∈抗体を用いたsuper－Shif【アッセイを行った。7F＋71または7Fと1．1Uの

PoIEの反応液に、1plの免疫前血清（Pre－immuneserum）またはPole抗体を

加えて反応を行った。星印はsuper－Shi氏バンドを示す。
C；Poleの二本鎖DNA結合およびp145の一本鎖DNA結合に対する競合試験を

行った。¢X174二本鎖DNA（bluntend）を図示してある量加えた。1．1およ

び2．1UのPoIEおよびp145を使用した。7Fまたは7F＋71はそれぞれ、2ほた
は56ng加えた。
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二本鎖DNAを加えても全く影響が出なかった｡competitorDNAとしてpoly(dT)

を用いると､p145の-本鎖DNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞに対する結合は競合的に阻害された｡

以上の結果から､ p145は-本鎖DNAにのみ結合するのに対し, poIEは-本鎖

DNAだけでなく二本鎖DNAにも結合することが明らかになった｡したがって,

poIEの二本鎖DNA結合には, p145には存在せず､ poIE複合体に存在する領域､

すなわち､ po12pのC一末端ﾄﾞﾒｲﾝおよび/あるいはDpb2p, Dpb3p､ Dpb4pｻ

ﾌﾞﾕﾆﾂﾄが閑与する｡

1-2. PoI Eの二本鎖DNA結合はDNA末端に非依存的である

図5Cで示した結果より, PoI Eの二本鎖DNA結合能は二本鎖DNA未端への

結合ではないことが強く示唆された｡これをさらに確かめるために､

topoisomerase Iによりrelaxした環状の¢Ⅹ174二本鎖DNAを用いた競合試験を

行った(図6A)｡ 7F+71とほぼ等量(64 ng)の環状¢Ⅹ174二本鎖DNAを加え

た場合､ｼﾌﾄﾊﾞﾝﾄﾞは52%8こ低下し, 10倍量加えた場合には8.4別こ低下し

た.これらの結果から､ Pol eは二本鎖DNAの末端ではなく鎖の部分に結合す

ることが明らかになった.加えて, Poleが二本鎖DNAに結合する際にはDNA

末端は必要ではないことが示された｡

1-3. PoI Eの二本鎖DNA結合はDNA塩基配列に非依存的である

poIEの二本鎖DNA結合は塩基配列特異的なものであるのかを調べるために､

60個のﾁﾐﾝﾇｸﾚｵﾁﾄﾞが連なったｵﾘｺﾞﾏ-DNAであるT6｡Fとその相補

鎖A6｡をｱﾆ-ﾘﾝｸﾞした二本鎖DNAをﾌﾟﾛ-ﾌﾞとして使用した｡図6Bに示

すように､ PoleはT60F+A6.Fに対して7F+71と同様の結合を示したため､ poI

Eの二本鎖DNA結合は塩基配列に非依存的であることが明らかになった｡さ

らに,この結合はMg++ｲｵﾝおよびATP存在下でも影響を受けないことが示

された(datanotshown)｡また, 150mMNaCl存在化においてもｼﾌﾄﾊﾞﾝﾄﾞの

量,貿ともに変化が見られなかった｡

1-4. PoI Eの二本鎖DNA結合は一本鎖DNAによって競合的に阻害される

PoI Eと二本鎖DNAｵﾘｺﾞﾏ-との結合反応にcompetitor DNAとして非標識

-本鎖DNAを加えたところ､ｼﾌﾄﾊﾞﾝﾄﾞの量が減少した(図6C). -本鎖

DNAによる競合阻害の程度は､ｺﾝﾄﾛ-ﾙ実験として行い､二本鎖DNAに

よる阻害と同程度であった｡このことはpol£の二本鎖DNA結合部位には-本

鎖DNAが同程度の親和性で結合することを示唆する｡
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図6. Pol £の二本鎖DNA結合能の性質

A ;環状の◎X174二本鎖DNAを用いてPoI Eの二本鎖DNA結合に対する

競合試験を行った｡ 1.3 UのPol £を56ngの7F+71および図示した量の
¢Ⅹ174二本鎖DNAを加えて反応させた｡

B ; 7F+71またはT6OF+A60とpoI Eとの結合反応を行った｡

C ; 7+71または7を用いてPol ∈の二本鎖DNA結合に対する競合試験を行っ
た｡ 1･4UのPol £を1.5 pmolの7F+ 71および図示した量の競合DNAを加
えて反応を行った｡
右にｼﾌﾄﾊﾞﾝﾄﾞの定量結果を示した｡
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2．Dpb3p－Dpb4p複合体の精製

PoIEの二本鎖DNA結合がどのサブユニットによって担われているのかを知

ることは、その生理学的役割を解明する上で非常に重要である。PoIEの二本

鎖DNA結合に関わると考えられるアクセサリーサブユニットの中で、Dpb3p

およびDpb4pはヒストンフォールドモチーフと呼ばれる構造モチーフを持つ

ことが報告されている。このモチーフは元々ヒストンタンパク質中に見い出さ

れたモチーフで、ヒストンニ量体の形成に必要であり、また、形成された二量

体はヌクレオソーム構築の際のDNA結合に関わることが知られている。そこ

でPoleの二本鎖DNA結合にDpb3pおよびDpb4pサブユニットが関わる可能

性が考えられた。

まず、はじめにヒストンフォールドタンパク質であるDpb3pおよびDpb4p

がヒストンの場合と同様に複合体を形成するかどうかについて検討した。

2－l．大腸菌細胞内におけるDpb3pおよぴDpb4pの共発現

DPB3遺伝子またはGST・DPB4遺伝子を含むプラスミド、PTTl（Kanr）およ

びpTT2（Ampr）を同時に大腸菌BL21－CodonPlus（DE3）－RILに導入した形質転

換体（図7）を液体培養し、0．D．6。。が0．6となったところでIPTGを添加して、

Dpb3pおよびGST－Dpb4pの発現誘導を開始した。経時的に培養液をサンプリ

ングしてタンパク質発現の様子をSDS－PAGEで解析した結果を図8Aに示した。

誘導開始後、Dpb3pとGST－Dpb4pの分子量に対応する位置のバンドが増加し

その量は2時間後にほぼ一定量に達した。そのため誘導開始後2時間で細胞を

回収して、超音波処理によって細胞を破砕した後、被砕液を遠心して上清（可

溶性画分）とペレット（不溶性画分）に分画した（図8B）。大部分のDpb3pと

GST－Dpb4pは可溶性画分に回収された。

BL21．CodonPlus（DE3）－Rnノ芸穏伝子
COl

丁7p「OmOte「

tacpr（〉mOl即
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pACYC。ri8ニ3≡莞誉・ac・態苧。，i叫芳
Cam

占チ【二軍

OR廿

鳥

ヨ

ー

慧

盛挙室≡一一一一」・一］－　・一一一・エー・－－こ」－」－・　　・・・・・華室賀・・・・・　・　　　　二・・・・・・⊥・山・山一－・ト・「－」・⊥′rし・・・1丘

図7．Dpb3pおよびGST－Dpb4pタンパク質の共発現系
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図8．Dpb3pおよぴDpb4pの共発現

A；IPTGによるDpb3pおよびGST－Dpb4pの共発現誘導を始めた時間を
0として、発現が誘導される様子を3時間までSDS－PAGE解析した。

B；発現誘導後、2時間で回収した細胞の破砕液を遠心して可溶性画
分（S）と不溶性画分のに分画し、SDS－PAGE解析した。Wは全細胞
抽出液を示す。
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2－2・Dpb3pおよぴDpb4pは複合体を形成する

GSTはグルタチオンと特異的に結合するため、GST－Dpb4pタンパク質は

GSTrap FFカラム（Sepharose担体にグルタチオンを結合させたカラム）

（Amersham Pharmacia Biotech）を用いてアフィニティー精製をすることができ

る（図9）。また、GSTtagとDpb4pの境界領域には8アミノ酸からなるPreScission

protease認識配列が挿入されているため、PreScissionproteaseによってGSTtag

とDpb4pを切断することができる。したがって、このproteaseをカラムの中

でGST－Dpb4pに作用させるとカラムに吸着していたDpb4pをGSTtagと切り

離して溶出することができるo PreScissionprotease自身もGSTとの融合タンパ

ク質であるため、これはGSTrapFFカラムにトラップされたままとなる。Dpb3p

とGST－Dpb4pの共発現を行った細胞より調製した細胞破砕液上清を、GSTrap

FFカラムにアプライした場合、Dpb3pとDpb4pが結合しているのであれば、

Dpb4と共にDpb3pが精製されると考えられる。

∴∴こ仁一GSTr二卜E．

Cl

GST－preScission prote乱Se

⊂：膿▲　　0

く＞
く＞

′ノ

′glutathiono

0†o fl。Wthr。ugh

≡：：：：：＝召■■

［コ艶　　引ution

図9・GSTrapFFカラムを用いた精製
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まず最初に、GSTrapカラムを用いてGST－Dpb4pとDpb3pとの相互作用を調

べた。共発現細胞の細胞破砕液の可溶性画分をGSTrapカラムにアプライした

後、グルタチオンによってGST．Dpb4pを溶出したところ、溶出画分にはDpb3p

が含まれていた（図10A）。したがって、Dpb3pとDpb4pは相互作用すること

が示唆された。そこで次に、カラムに吸着したGSTしDpb4pタンパク質にカラ

ム内でPreScissionproteaseを作用させ、GSTtagとDpb4pを切り離し、Dpb4p

を溶出したところ、同時にDpb3pタンパク質も溶出された（図10B）。溶出さ

れた両タンパク質の分子比はややDpb4pの割合が多いものの、ほぼ1：1であっ

た。抗PoIE血清を用いたウエスタンブロツティングによってこれらのタンパ

ク質がDpb3pおよびDpb4pであることを確認した（datanotshown）。Dpb4pを

溶出した後、カラムをグルタチオンで洗浄したところ、カラムに吸着していた

GST tag、およびGST－PreScission proteaseが溶出された。GST－Dpb4pはほとん

ど検出されなかったので、カラム内でのprotease反応は効率よく行われている

と判断した。

引き続きこの複合体をMonoS陽イオン交換カラムおよびMono Q陰イオン

交換カラムを用いて精製した。GSTrapカラムから溶出されたDpb3p－Dpb4p複

合体の標品には大腸菌由来のシャペロンタンパク質であるDnaKが少量含まれ

ていた。分子比1：1のDpb3p－Dpb4p複合体とDnaKとを分離するため、この標

品にATP－Mg＋＋を加えた後、これをMonoSカラムにアプライした（図11）。DnaK

タンパク質はすべてカラム素通り画分に溶出された。また、バッファーのNaCl

濃度を70mM上げたところ、Dpb3pとDpb4pを1：1の分子比で含む画分が比

較的広範に渡り溶出された。さらにNaCl濃度を徐々に上昇させたところ、

Dpb3pと複合体を形成していないと考えられるDpb4pは200mMNaCl付近で

溶出された。

MonoS溶出画分のうち、Dpb3pとDpb4pを分子比1：1でふくむ画分（ff．22－33）

を集めて、MonoQ陰イオンカラムにアプライした（図12）。Dpb3p－Dpb4p複合

体は約350mMのNaCl濃度で単一ピークとして溶出された。また、このステ

ップにおいて、少量含まれていた爽雑タンパク質を除くことができた。CBB

染色したゲルをNIHimagesoftwareで解析した結果、Dpb3pとDpb4pの分子比

は1・0：1・0であった。したがって、Dpb3pおよびDpb4pは等分子比で複合体

を形成することが示唆された。このことは後述（5－1）のゲル濾過クロマトグ

ラフィーによる解析によってさらに確認された011の大腸菌培養液から1．3mg

のDpb3p－Dpb4p複合体を得た（表2）。

33



A

kDa

37

31

21-

14～

116

g7

66

55

一÷~- ■● - -.-

て~~ - -..■-

:=

こここ::二｣ ､

/垂

･--Dna K

- --･ - -- ･■- GST-Dpb4p

M Flow through elution M

37

31■

21 ･-一-

E= r二1

♭i岩言
･v- - ･

･4ﾆ呈i
Mload ¶ow

through

+ Dpb3p

GST･PreScisson

PrOteaSe

+ Dpb3p
■■ - ''r･L- ---■■-:;:-`●- Dpb4p

- ■､-･･･､･･GST

一■■

elution glutathiono M
wash

図10･ Dpb3pおよぴDpb4pのGSTrap FFｶﾗﾑ精製

A ;細胞破砕液の可溶性画分をGSTrapｶﾗﾑにかけてGST-Dpb4p
をｶﾗﾑ内に吸着させた後､還元型ｸﾞﾙﾀﾁｵﾝによって

GST-Dpb4pを溶出し､ SDS-PAGE解析した｡

B ; PreScission proteaseによってGSTﾀｸﾞとDpb4pを切り離して溶
出し､ sDS-PAGE解析した｡ Dpb4pを溶出後のｶﾗﾑは還元型
ｸﾞﾙﾀﾁｵﾝで洗った｡
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A ; PreScission proteaseで切断して得られたDpb3p-Dpb4p複合体の
GSTrapｶﾗﾑ溶出画分をMonoS陽ｲｵﾝ交換ｶﾗﾑにかけ､
SDS-PAGE解析した｡

B;ﾀﾝﾊﾟｸ質溶出ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙを示すo
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図1 2･ Dpb3p-Dpb4p複合体のMono Qｶﾗﾑ精製

A; MonoS溶出画分を､ MonoQ陰ｲｵﾝ交換ｶﾗﾑにかけてSDS_
PAGE解析した｡

B;ﾀﾝﾊﾟｸ質ﾌﾟﾛﾌｱｲﾘﾝｸﾞを示す｡
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表2. Dpb3p-Dpb4p複合体の精製

Fraction給ﾀﾝﾊﾟｸ質量(mg)回収率(%)

Fr. I

Fr. ⅠI

Fr. ⅠⅠⅠ

細胞破砕液上清560

GSTrapｶﾗﾑ

MonoSｶﾗﾑ

Fr. ⅠV Monoqｶﾗﾑ

3. Dpb4pの発現と精梨

多くの場合､ﾋｽﾄﾝﾌｵ-ﾙﾄﾞﾀﾝﾊﾟｸ質はそれ自身でﾎﾓﾆ量体を形成

しないが､まれにはﾎﾓﾆ量体を形成する例が報告されている｡ﾋｽﾄﾝﾌｵ

-ﾙﾄﾞﾀﾝﾊﾟｸ質としての構造上の興味から､大腸菌内でDpb4pのみを発現

させて､その精製を試みた｡

Dpb4pの単独発現および精製は基本的にDpb3p-Dpb4pの発現と精製の場合

と同様に行った｡まず､ BL2ﾄCodonPlus(DE3)-RILにpTT2を導入した形質転

換体を培養後､ IPTGによる発現誘導をかけて経時的に集菌し､細胞破砕を行

い可溶性画分と不溶性画分に分けた(図13)｡その結果, GST-Dpb4pﾀﾝﾊﾟｸ

質の分子量に相当するﾊﾞﾝﾄﾞの位置にﾀﾝﾊﾟｸ質の発現誘導が観察された｡発

現誘導開始後4時間までこのﾀﾝﾊﾟｸ質の発現は徐々に増加し､また､そのほ

とんどが可溶性画分に回収された｡誘導開始後2時間の可溶性画分をGSTrap

ｶﾗﾑにｱﾌﾟﾗｲし､ｸﾞﾙﾀﾁｵﾝによる溶出を行ったところ､ GST-Dpb4ﾀ

ﾝﾊﾟｸ質が溶出された(図14A)｡ PreScission proteaseでGSTﾀｸﾞを切り離して

溶出したところ､ Dpb4pﾀﾝﾊﾟｸ質が溶出された(図14B)｡ PreScission protease

処理後の溶出画分をMonoqｶﾗﾑにかけたところ､約250mMNaClの時点で

Dpb4pが単-ﾋﾟ-ｸとして溶出された(図15)｡このﾋﾟ-ｸ画分を回収して透祈

後にMonoSｶﾗﾑにｱﾌﾟﾗｲしたところ､ Dpb4pは約150 mM NaClの時点で

溶出した(図16)｡ C】∋B染色したｹﾞﾙより､ﾀﾝﾊﾟｸ質純度は99%以上である

と判断した｡ 11の大腸菌培養液から9.6mgのDpb4p-ﾀﾝﾊﾟｸ質を得た(表3)｡

通常､ﾋｽﾄﾝﾌｵ-ﾙﾄﾞﾀﾝﾊﾟｸ質は二量体を形成しない限りﾋｽﾄﾝﾌｵ

-ﾙﾄﾞﾓﾁ-ﾌ領域の疎水的性質のために凝集体を形成して､均-なﾀﾝﾊﾟｸ

質標品として精製ができないことが知られている｡ Dpb4pﾀﾝﾊﾟｸ質の精製が

可能であったことは､このﾀﾝﾊﾟｸ質がそれ自身で二量体を形成していること

を示唆するものである｡
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図1 3･ GST-Dpb4pの単独発現および可溶化試験

■- GST･Dpb4p

IPTGによるGST-Dpb4pの単独発現誘導を始めた時間をoとして､発現
および可溶化試験の様子を4時間までSDS-PAGE解析した｡ wは全細
胞抽出液, sは可溶性画分, pは不溶性画分を示す｡
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図14･ Dpb4pのGSTrap FFｶﾗﾑ精製

A;細胞破砕液の可溶性画分をGSTrapｶﾗﾑにかけた後､還元型ｸﾞﾙ

ﾀﾁｵﾝによってGST-Dpb4pを溶出してSDS-PAGE解析した｡
B ; PreScission proteaseによってGSTﾀｸﾞとDpb4pを切り離して溶出し

てSDS-PAGE解析した｡
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図15・Dpb4pのMonoQカラム精製

A；PreScissionprotease処理後のGSTrapカラム溶出画分を
MonoQカラムにかけてSDS－PAGE解析した。

B；タンパク質プロファイルを示す。
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図16・MonoSカラムを用いたDpb4pの精製

A；MonoQカラムの溶出画分をMonoSカラムにかけてSDS＿
PAGE解析した。A；fr．1－60を集めた画分。

B；タンパク質プロファイリングを示す。
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表3．Dpb4pの精製

Fraction　　　　　　　　給タンパク質量（mg）回収率（％）

Fr．I

Fr．ⅠI

Fr．ⅠⅠI

Fr．ⅠⅤ

細胞破砕液上清　　780

GSTrapカラム　　　83

Mono（〕カラム　　　43

MonoSカラム　　　　　9．6

100

11

5．5

1．2

4．Dpb3pの発現と精製

Dpb3pについても同様の興味から、その単独発現と精製を試みた。前述のと

おりに細胞破砕液を調製し、その可溶性画分と不溶性画分を　SDS－PAGEで解

析したところ、Dpb3pの分子量に相当するバンドの位置にタンパク質の発現誘

導が見られ、そのほとんどが可溶性画分に回収された。しかし、その後のカラ

ムクロマトグラフィーにおいて、Dpb3pの精製度の上昇は認められず、また、

Dpb3pの分解産物と思われるペプチド断片が多量に検出された。Dpb3pの部分

精製標品をゲルろ過により解析したところ、ポイド容量付近に他の混在タンパ

ク質と共に溶出され、Dpb3pが他のタンパク質と大きな凝集体を形成している

ことが判明したため、Dpb3pの精製は中止した（datanot shown）。Dpb3pはホ

モニ量体を形成することができないと推測される。

5．Dpb3p－Dpb4p複合体およびDpb4pの分子量の算出

Dpb3p－Dpb4p複合体およびDpb4pをゲルろ過クロマトグラフィーおよびシ

ョ糖密度勾配遠心法により解析し、求めた流体力学的パラメーターにより分子

量の算出を行った。

5－1．Dpb3p－Dpb4p複合体

精製した“Dpb3p－Dpb4p複合体’’をSuperdex200カラムにてゲルろ過を行

った（図17A）。Dpb3pとDpb4pは挙動を同じくして、単一ピークとして溶出さ

れた。CBB染色したバンドの定量より、これらのタンパク質の分子比が1．0：1．0

であることを再度確認した。タンパク質の回収率は70％であった。以上の結

果より、Dpb3pとDpb4pはそれぞれのタンパク質が1：1の割合で含まれる安定

な複合体を形成することが明らかになった。
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マーカータンパク質との比較から、ストークスの半径を求めると　47．1Åで

あった（図17C）。Dpb3p－Dpb4p複合体が球状タンパク質と仮定した場合、こ

のストークス半径から予測される分子量は約200kDaである。アミノ酸配列か

ら予測されるDpb3pおよびDpb4pの分子量はそれぞれ23kDaと22kDaであ

るので、それぞれ1分子ずつの分子量の和（45kDa）と比べると備に大きな開き

がある。

一方、Dpb3p－Dpb4p複合体を10－40％のショ糖密度勾配中を沈降させた場合、

ゲル濾過と同様にDpb3pとDpb4pは同じ挙動で沈降した。タンパク質の回収

率はほぼ100％であった。マーカータンパク質との比較から、沈降係数は3．4S

であることがわかった（図18A，C，D）。沈降係数から予測される球状タンパク

質の分子量は40kDaであった。

求めた2つの流体力学的パラメーターよりDpb3p－Dpb4p複合体の分子量を

D．J．Winzorの式（Winzor et al．1968）を用いて算出することができる。その式

を次に示した。

MW＝
6訂可aN＄

トyタ

打

撃

a

N

S

y

β

円周率（3．14）
粘性（l；水）
ストークス半径

アボガドロ致（‘．0×10器）

沈降係数（水、20℃）
0．73

密度（0．9粥2；水）

D．J．Winzorの式

ストークスの半径および沈降係数をこの式に代入してDpb3p－Dpb4p複合体

の分子量を算出したところ、67000という値が得られた。Dpb3p－Dpb4p複合体

に含まれる両タンパク質の分子比は1：1であることから、Dpb3p－Dpb4p複合体

はヘテロニ量体であることが示唆された。Dpb3p－Dpb4p複合体のストークス

半径と、算出された分子量に大きな隔たりがあることから、この複合体は球状

とは異なる構造を取ることが推定される。酵素の摩擦係数′と完全な球体の摩

擦係数鳥の比∫′鳥が1から離れるほど酵素の形状は非球状であると評価され

る。Dpb3p－Dpb4p複合体の摩擦比f／かまl．75であり、このことから、複合体

の構造は非球状であることが明らかになった。
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図1 7, Dpb3p-Dpb4p複合体およびDpb4pのｹﾞﾙ漉過解析

A ;ｹﾞﾙ源過したDpb3p-Dpb4p複合体のSDS-PAG瑚牢析およびﾀﾝﾊﾟｸ質ﾌﾟ
ﾛﾌｱｲﾘﾝｸﾞを示す｡

B ;ｹﾞﾙ液過したDpb4p複合体のSDS-PAGE解析およびﾀﾝﾊﾟｸ質ﾌﾟﾛﾌｱ
ｲﾘﾝｸﾞを示す｡

c ; Dpb3p-Dpb4p複合体およぴDpb4pのｹﾞﾙ漬過解析結果からｽﾄ-ｸｽの
半径を求めたQ Root(-logkav)はｹﾞﾙ渡過の溶出/てﾀ-ﾝから得られるﾊﾟ
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図1 8･ Dpb3p-Dpb4p複合体およぴDpb4pのｼｮ糖密度勾配遠心分離解析

A ; Dpb3p-Dpb4p復合体をｼｮ糖密度勾配遠心分離してSDS-PAGE解析した.
B ; Dpb4pをｼｮ糖密度勾配遠心分離してSDS-PAGE解析した｡
C ; CBB染色したｹﾞﾙのﾊﾞﾝﾄﾞ強度をNIH image解析した｡
D ; Dpb3p-Dp叫複合体およびDpb4pのｼｮ糖密度勾配遠心分離解析結果から

沈降係数を求めた｡
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5-2. Dpb4p

精製したDpb4pﾀﾝﾊﾟｸ質についても同様にSuperdex 200ｹﾞﾙ櫨過ｶﾗﾑ

9,ﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲ-および10-40%ｼｮ糖密度勾配遠心分離法にて解析した｡

その結果､ Dpb4pはいずれの場合も高い回収率で単-ﾋﾟ-ｸとして回収された

(図17臥18B,C)｡ｽﾄ-ｸｽ半径および沈降走数はそれぞれ49.6Åおよび2.9S

であった(図17C､図18D)｡これらの値はDpb3p-Dpb4p複合体の値と非常によ

く似ている｡ Dpb4pの分子量を算出したところ､ 60000という億が得られた｡

この結果はDpb4pがﾎﾓﾆ量体を形成して存在していることを示唆している｡

また､ Dpb3p-Dpb4p複合体の場合と同様に､ｽﾄ-ｸｽ半径と､算出された

分子量に大きな隔たり/があることから､ Dpb4p二量体もまた球状とは異なる構

造を取ることが推定される.また､ Dpb4pの摩擦比f/foは1.69であることか

ら､ Dpb4p二量体の構造もまた非球状であることが明らかになった｡

6. Dpb3p-Dpb4p複合体のDNA結合活性

6-1. Dpb3p-Dpb4p複合体は二本鏡DNAに結合する

精製したDpb3p-Dpb4p複合体のDNA結合能をｹﾞﾙｼﾌﾄｱﾂｾｲによって

解析した｡まずはじめに､ 5-1で行ったsuperdex 200ｹﾞﾙ櫨過ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌ

ｲ-のDpb3p-Dpb4p複合体のﾋﾟ-ｸ画分用いて､蛍光標識した二本鎖DNAｵ

ﾘｺﾞﾏ- (7F+71)に対する結合を調べた｡その結果､溶出されたDpb3p-Dpb4p

複合体の濃度の増減に-敦してｼﾌﾄﾊﾞﾝﾄﾞの増減が見られた(図19A)｡さ

らに､反応液にPoIEに対する抗血清を加えたところ､ﾊﾞﾝﾄﾞｼﾌﾄの阻害が

見られた(図19B)｡免疫前血清はﾊﾞﾝﾄﾞｼﾌﾄを阻害しない｡このことは､二

本鎖DNAをｼﾌﾄさせているのは確かにDpb3p-Dpb4p複合体であることを示

している.以上のことから､ Dpb3p-Dpb4p複合体が二本鎖DNA結合能を有す

ることが示唆された｡

6-2. Dpb3p-Dpb4p複合体のDNA結合能の構造特異性

6-1で得られた知見をさらに確認するため､ Dpb3p-Dpb4p複合体のDNA結

合活性の構造特異性を解析した｡二本鎖DNAｵﾘｺﾞﾏ- (7F + 71)に対して

Dpb3p-Dpb4p複合体を加えてゆくと､加えた複合体の量に対応してﾊﾞﾝﾄﾞｼ

ﾌﾄが観察された(図20)｡さらに､ competitorDNAとして¢Ⅹ174 RFIDNAを

制限酵素stuIで-力所切断したものを､二本鎖DNAｵﾘｺﾞﾏ- (7F+71)と

ほぼ当量(60 ng)反応系に加えたところ､ｼﾌﾄﾊﾞﾝﾄﾞの量はcompetitor DNA

を加えない場合の32別こ低下した(図21)｡

-方､ -本鎖DNAｵﾘｺﾞﾏ- (7F)をDNA結合の基質として用いた場合､
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Dpb3p-Dpb4p複合体のDNAへの結合はほとんど検出されなかった｡ Dpb3p-

Dpb4p複合体を27 pmol加えた時に､かろうじて検出できる程度のｼﾌﾄﾊﾞﾝ

ﾄﾞが見られた｡-本鎖DNA基質としてﾁﾐﾝﾇｸﾚｵﾁﾄﾞの60-merであるT6｡F

を用いた場合もDpb3p-Dpb4p複合体によるﾊﾞﾝﾄﾞｼﾌﾄは観察されなかった｡

しかしながら､二本鎖DNA基質(7F + 71)に対するDpb3p-Dpb4p複合体の結

合反応に､ -本鎖DNAである非標識ｵﾘｺﾞﾏ- 7あるいはpoly(dT)を加えた

ところ､大過剰の-本鎖DNA存在化においてﾊﾞﾝﾄﾞｼﾌﾄの阻害が認められ

た｡7F+71に対して10倍量(ﾓﾙ比)のｵﾘｺﾞﾏ-7を加えた時､ｼﾌﾄ

ﾊﾞﾝﾄﾞは49別こ減少した｡ 37倍量(ng数)のpoly(dT)を加えた時､ｼﾌﾄﾊﾞ

ﾝﾄﾞは47%8こ減少した(図21)｡

以上のことから､ Dpb3p-Dpb4p複合体は二本鎖DNAたほぼ特異的に結合す

ること､また､非常に弱いながら､ -本鎖DNAとも相互作用することが明ら

かになった｡

6-3. Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鋳DNA結合は特定の塩基配列に俵存しな

し＼

T6.FとA6.をｱﾆ-ﾘﾝｸﾞさせた二本鎖DNAｵﾘｺﾞﾏ- (T6.F + A60)を用い

た場合､ 7F + 71を用いた場合と同様のDNA結合が観察された(図20)｡従っ

てDpb3p-Dpb4pの二本鎖DNA結合能は特走の塩基配列には依存しない結合で

あることが明らかになった｡

6-4. Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎮DNA結合能はDNA未端に対する結合

ではない

6-2で示した¢x174 DNA (StuIで-力所切断したもの)を用いた競合実験にお

いて､二本鎖DNAｵﾘｺﾞﾏ- (7F+71)とほぼ当量(60ng)の¢Ⅹ174DNAを

反応に加えたところ､ｼﾌﾄﾊﾞﾝﾄﾞの量はcompetitor DNAを加えない場合の

32%8こ低下したことは既に述べた(図21)｡この実験で､ 60 ngの¢Ⅹ174 DNA

に含まれるDNA末端量はo･o3pmolであり､これは反応液中の7+71(56ng､

1･5 pmol)のDNA末端量の100分の1である｡このことから､ Dpb3p-Dpb4p複

合体の二本鎖DNA結合はDNA末端に対する結合ではなく､ DNA鎖そのもの

に対する結合であることが明らかになった｡
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図1 9･ Dpb3p-Dpb4pは二本鎖DNA結合能を有する

A ; Dpb3p-Dpb4p複合体のｹﾞﾙ渚過精製画分(fr.31135) ,各1 〟 l
(Dpb3p-Dpb4p複合体; o-30pmol)を7F + 71と反応させて,ｹﾞﾙｼﾌ
ﾄｱｯｾｲを行った｡

B;反応液に免疫前血酒､またはPoleに対する抗血酒を加えてｹﾞﾙｼﾌ

ﾄｱｯｾｲを行った｡ Dpb3pIDpb4p複合体は27 pmol加えた.
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図20．Dpb3p－Dpb4p複合体は塩基配列に非依存的に二本鎖DNAに結合する

Dpb3p－Dpb4p複合体のDNA結合活性の鎖特異性をゲルシフトアッセイ
によって解析した。各オリゴマーDNAに対して、Dpb3p－Dpb4p複合体

を図示してある量加えた。
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図21 ･ Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合に対する競合試験

Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合に対する競合試験を行った. 1.5 pmol
(56ng)の7F+71に対して, 7 +71､ ¢X二本鎖DNA､ 7､ poly(dT)を図示した
量加えた後､ Dpb3p-Dpb4p複合体を17 pmol加えて反応を行った｡
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6－5．NaCI、Mgヰ＋、およびヌクレオチドの二本鎖DNA結合能への影響

二本鎖DNA結合能に対する塩濃度の影響を調べた（図22）。NaCl濃度を35mM

まで上げるとシフトバンドは70射こ減少した。シフトバンドは、160mMNaCl

存在化で消滅する（data not shown）。PoIEによるバンドシフトは200mM NaCl

存在化においても全く影響を受けないので、Dpb3p－Dpb4p複合体は塩に対す

る感受性がPol∈よりも大きいといえる。

20mM NaCl存在下でさらにMg＋＋を’1から15mMまで加えていくとバンド

シフトの顕著な減少が認められた（図22）。これがMg＋＋のタンパク質に村する

効果であるのか、またはDNAに対する効果であるのかについては不明である。

Dpb3pはWalker A型のNTP結合モチーフを持つため、種々のヌクレオチド

のDNA結合に対する影響についても調べたが、効果は認められなかった（data

not shown）。さらに、この点に関連してDpb3prDpb4p複合体のヌクレオチド結

合能や加水分解活性についても調べたが、二本鎖DNAの有無にかかわらずこ

れらの活性は全く認められなかった（datanotshown）。

6－6．Dpb3p－Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能はPoJeの結合活性よりも非

常に弱い。

Dpb3p－Dpb4p複合体のDNA結合能を調べるにあたり、当初はPoleのDNA

結合能を調べる条件を用いた。しかしながら、この条件ではDpb3p－Dpb4p複

合体と　DNAとの結合によるバンドシフトはようやく検出できる程度であった

（図23）。そこで、ゲルシフトアツセイの電気泳動に用いる泳動バッファーをイ

オン強度の低いものに変えたところ、図20に見られるようなバンドシフトが

観察された。さらに、DNA結合反応の条件の至適化を行い、Dpb3p－Dpb4p複

合体のゲルシフトアツセイの条件はPoIEのそれとは異なるものを採用してい

る（材料と方法の項参照）。しかしながら、この条件下においても反応に加え

たDpb3p－Dpb4p複合体と基質DNAとの間には分子量論的関係が成立していな

い。すなわち、図20に示すように、1．5pmol（0．3LIM）の二本鎖DNAオリゴマ

一に対して、27pmolのDpb3p－Dpb4p複合体を加えた時、検出されるシフトバ

ンドの量は1．3pmolであり、タンパク質が結合していない基質DNAがまだ残

っている状態である。この結果は、Dpb3p－Dpb4p複合体のDNAとの親和性が

非常に弱いか、あるいは複合体標品中の大部分が失活していることを示す。後

者の可能性を検討するために、Dpb3p－Dpb4p複合体標品を二本鎖DNAカラム

を用いて精製することにした。もしこの標品中に失括型Dpb3p－Dpb4p複合体

が存在するのであれば、これはDNAカラムに吸着することなく通り抜け、活

性型のみがカラムに吸着するはずである。しかし、本標品の90％以上はカラ
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図22･ Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能に対する塩の影響

Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能に対する塩の阻害効
果をｹﾞﾙｼﾌﾄｱｯｾｲで調べた｡図示した濃度のNaClおよ
びMgC12を加えた｡ Dpb3p-Dpb4p複合体は20 pmol便用した｡
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図23･ Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能はPoI Eの結合能
よりも非常に弱い

Dpb3p-Dpb4p復合体の二本鎖DNA結合能とPol eの結合能を

比較した｡本実験のｹﾞﾙｼﾌﾄｱｯｾｲは反応液のpHが低
く､泳動ﾊﾞｯﾌｱ-の塩濃度が高い条件(`材料と方法-､ 12-
3)で行った｡
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図24.二本鎖DNA-ｾﾙﾛｰｽｶﾗﾑを用いたDpb3p-Dpb4p複合体の精製

A;MonoSｶﾗﾑ溶出画分を､二本鎖DNA-ｾﾙﾛ-ｽｶﾗﾑにかけ
てSDSIPAGE解析した｡

B;ﾀﾝﾊﾟｸ質ﾌﾟﾛﾌｱｲﾘﾝｸﾞを示す｡
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図25∴=本鎖DNA-ｾﾙﾛｰｽｶﾗﾑ溶出画分の二本鏡DNA結合能

二本鎖DNA-ｾﾙﾛ-ｽｶﾗﾑの溶出画分を回収して､ｶﾗﾑに
かけていない評品(positive control)との二本鎖DNA結合能の比較
を行った｡
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ムに結合し、単一のピークを形成した（図24）。このピーク画分をMonoQカ

ラムで濃縮して二本鎖DNA結合能を解析したところ、DNAカラムにかけてい

ない標品と同じDNA結合活性を示した（図25）。このことは、本標品は二本鎖

DNA合成に関する限り失活型を含まない、均一な標品であることを示すもの

である。

そこで次に、Dpb3p－Dpb4p複合体と二本鎖DNAとの親和性を解析した。

0．28pM（1．4pmol）のDpb3p－Dpb4p複合体存在下において、二本鎖DNA（7F＋

71）のタイトレーションを行った。その結果、二本鎖DNAの濃度を19．2LIM

まで上昇させてもシフトバンドの量は増加し続け、加えたDpb3p－Dpb4pがす

べて複合体を形成する条件を見出すことができなかった（図26）。以上の結果

より、Dpb3p－Dpb4p複合体の二本鎖DNAに対する結合は非常に弱く、解離定

数（私）はけMのレンジであることが予想される。これに村して、Pol∈と二本

鎖DNAの解離定数（Ki，）は約10nMである。Dpb3p－Dpb4p複合体は二本鎖DNA

結合活性を有するものの、その結合は非常に弱く、Pol∈の二本鎖DNAに対す

る親和性とは大きな隔たりがある。このことは、PoIどの二本鎖DNA結合能が

仮にDpb3p－Dpb4p複合体に担われているとしても、他のサブユニットもまた

Pol∈の二本鎖DNA結合に関与していることを示唆する。

7．Dpb4pのDNA結合能

5－2において精製したDpb4pタンパク質はホモニ量体を形成していることが

示唆された。そこでDpb4pとDNAとの相互作用についてゲルシフト法を用い

て調べた（図27）。まず、二本鎖DNAオリゴマー、7F十71、に対するDpb4p

の結合を調べたところ、シフトバンドが検出された。さらにT6。F＋A6。を用い

たところ、同様にシフトバンドが検出された。7F＋71に比べT6。F＋A。。を用い

た場合の方がシフトバンドの量が多いが、この意味については不明である。ま

た、Dpb3p－Dpb4p複合体によるシフトバンドに比べ、バンドがシャープでは

なく広がっている。これはDpb4pのDNAに対する結合の結果、DNAに曲が

りが生じることを示唆している。すなわち、DNA上のどの位置にDpb4pが結

合するかによって、DNAの曲がりが異なるため、バンドの移動度が一定しな

いと考えられる。興味探いことに、Dpb4pは一本鎖DNAオリゴマ一に村して

も二本鎖DNAの場合と同等、あるいはそれ以上に結合した。この場合、シフ

トバンドは広がっていない。いずれの場合もDpb4pのDNA結合能は、Dpb3p－

Dpb4p複合体の場合と同様に非常に弱いものである。

Dpb4pのシフトバンドの移動度はDNAの種類にかかわらず、Dpb3p－Dpb4p

複合体のシフトバンドのそれよりも遅かった。通常ゲルシフトアツセイのシフ
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園26．酵素学的解析

A；1・4pmolのDpb3p－Dpb4p複合
体に対して、Ⅷ＋71のタイ
トレーションを行い、ゲル
シフト解析した。下図右に
記した縦線部分の感度を上
げた場合を上図に示した。

叩＋71の19・2／上Mは96pmol
に相当する。

B；シフトバンドの定量結果を
示す。

20
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園27．Dpb4pは二本鎖DNAおよぴ一本鎖DNAに結合する

Dpb4pのDNA結合活性の鎖特異性をゲルシフトアッセイによって解析した。
各オリゴマーDNAに対して、Dpb4pを図示してある量加えた。右端に
Dpb3p－Dp叫複合体を用いた場合のバンドシフトの様子を示した。
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トバンドの位置は、DNAに結合したタンパク質の分子量に規定される。DNA

上のDpb4pはホモニ量体よりも大きな複合体を形成しているのかもしれない。

Dpb3p－Dpb4p複合体のDNA結合とDpb4pのDNA結合の性質の違いが、これ

らのタンパク質のどのような構造上の違いによってもたらされているのかにつ

いては今後の課題であるが、Dpb3p－Dpb4p複合体の二本鎖DNA特異的な．DNA

結合にはDpb3pタンパク質が重要な役割を担っていることが示唆された。

8．酵母細胞を用いた変異型Poleの精製およぴそのDNA結合能

8－1．Dpb3p一変異型Dpb4p複合体の機能解析

2003年度本研究室修士課程卒業の久保田元氏によって、Dpb3p　との複合体

形成能はあるが二本鎖DNA結合能が低下する変異型Dpb4pが単離された（久

保田氏、修士論文）。この変異はDpb4pの57番目のリジンをアルギニンに一

アミノ酸置換した変異（K57A）と　64番目のグルタミンをグルタミン酸に置換し

た変異（Q64E）である。何れの変異も、Dpb4pのHFモチーフと最も相同性が高

いNF－YBの変異解析を参考にして見出された。K57AまたはQ64Eを含むDpb3p一

変異型Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能は、野生型Dpb3p－Dpb4p複合体に

村してそれぞれ約50％および10射こ低下した（図28）。q64E変異を用いた場

合、特に高塩濃度下（300mM）において野生型Dpb3p－Dpb4p複合体よりも複合

体形成能が不安定であった。

8－2．変異株PoIEの精製

前述の二つの変異、K57AまたはQ64Eを酵母YRTl株（DPB3遺伝子のC末

端にFlagタグが結合している株で本研究室の田島理絵氏および真木智子助手

により作成）に一つずつ導入し、得られたYTTl（K57A）株およびYTT2（Q64E）株

を用いて変異型PoIEを発現させた。YTTl株およびYTT2株は30℃において

も37℃においても野生型YRTl株と同じ生育速度を示した。

細胞破砕液をFlag抗体カラムにアプライした後、PreScissionproteaseによっ

てDpb3pとFlagタグを切り離してPoIEを溶出した。バッファー中のNaCl濃

度が300mMの条件下においても両変異型Pol∈を野生型PoIEと同様に安定

に精製することができた（図29）。Flag抗体カラムの溶出画分をHeparinカラム

クロマトグラフィーによりさらに精製した。両変異型PoIEとも野生型PoIE

と同様に安定に、かつ高純度に精製することができた（図30）。この変異型PoI

Eを用いて、DNA合成活性を測定したところ、野生型PoIEおよびK57A、Q64E

変異型PolどのDNA合成活性は、それぞれ、21000、28000、29000U／鵬であ

り、変異型Pol亡も野生型Pol∈と同等の活性を示した。
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8－3．変異型PoIeのDNA結合活性

ゲルシフトアツセイにより－、野生型Pol∈およびK57A、q64E変異型Pol亡

の二本鎖DNA結合能を比較した（図31）。野生型PoIEと変異型PoIE間での二

本鎖DNA結合能に差は見られなかった。－また、塩濃度に対する感受性に関し

ても三者に変化はなかった（datanotshown）。
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図28. Dpb3p一変異型Dpb4pの二本鎖DNA結合能

Dpb3p一変異型Dpb4p (K57A)およびDpb3p凌異型Dpb4p (Q64E)の
二本鎖DNA結合能を野生型Dpb3p-Dpb4p複合体と比較した｡
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図29. Flag抗体ｶﾗﾑを用いた変異型PoI Eの精製

A ;変異型pol e (K57A)をfqag抗体ｶﾗﾑ精製してSDSIPAGE解析した｡
ｶﾗﾑからの溶出はPreScission proteaseによって､ Dpb3pとFlagﾀｸﾞ
を切り離すことで行った｡ Lはﾛ-ﾄﾞｻﾝﾌﾟﾙ｡

B ;変異型pol e (Q64E)をFlag抗体ｶﾗﾑ精製してSDS-PAGEA牢析した｡
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A;Flag抗体ｶﾗﾑから溶出した変異型pol t (K57A)をHeparinｶﾗﾑに
かけてSDSIPAGE解析したo Lはﾛ-ﾄﾞｻﾝﾌﾟﾙo

B ;Flag抗体ｶﾗﾑから溶出した変異型pol t (Q64E)をHeparinｶﾗﾑに
かけてSDS-PAGE解析した.
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図3l ･変異型Po[ £の二本銭DNA結合活性

野生型PoI Eと変真型pol e (K57AおよびQ64E)の二本鎖DNA

結合能を比較した｡本ｹﾞﾙｼﾌﾄｱｯｾｲでは､ 7F+71を75
nM (0.375 pmol)使用した｡
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lV.考察

DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞE(PoIE)は､正確に染色体DNAを複製するために必須

のDNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞであるが､染色体複製以外にも､ﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ除去修復

や塩基除去修復等の修復系,相同組換え機構､細胞周期ﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄ制御､

さらにはDNA複製の開始機構や遺伝子のｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞ､姉妹染色分体間の

ｺﾋ-ｼﾞｮﾝ形成にも関与することが知られている(Aboussekhra et al. 1995;

Edwards et al. 2003; Ebrenbofer-Murray et al. 1999; Holmes and Haber 1999;

Jessberger et al･ 1996; Jessberger et al･ 1993; Navas et al･ 1996; Navas et al･ 1995;

Shivji et al. 1995; Smithet al. 1999; Wada et al. 2002; Wang et al｡ 1993)｡ PoI Eが細

胞増殖において染色体複製以外の棟々な局面で重要な役割を果たしていること

は､他の真核生物DNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞには見られないPoIEのﾕﾆ-ｸな特徴

である｡このようなpol∈の多彩な生理機能の分子ﾚﾍﾞﾙでの理解や､それぞ

れの生理機能の関係を明らかにするために､当研究室では出芽酵母から精製し

たpoIEを用いて詳細な生化学的解析が行われてきた｡その過程で､多くのDNA

ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞとは異なり､ poIEが強い二本鎖DNA結合能を有していることが

見いだされた｡この新規の生化学的括性はpol亡にﾕﾆ-ｸであることに加え

て､染色体複製以外のPol∈の生理機能に重要な役剖を持つと考えられてきた

po12pｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄのC末端領域および3種のｱｸｾｻﾘ-ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ(c末

端ｱｾﾝﾌﾞﾘ-)が関与することも示され､ poIEの多彩な生理機能の解明に有

力な手がかりとなることが考えられた｡そこで､ Pol亡の二本鎖DNA結合能が

poIEの生理機能にどのような役割を果たしているのかを解明することを目標

として､ Pol亡の二本鎖DNA結合能の分子基盤を明らかにすることを本研究の

目的とした｡

poIEの中で二本鎖DNA結合能を担う実体の侯補と考えたのがﾋｽﾄﾝﾌｵ

-ﾙﾄﾞ(HF)ﾓﾁ-ﾌを持つDpb3pおよびDpb4pｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄである(Lietal.

2000;Ohyaetal.2002)｡ HFﾓﾁ-ﾌはHFﾓﾁ-ﾌを持つﾀﾝﾊﾟｸ質間での二

量体形成を導くと同時に､ HF二量体が別のﾀﾝﾊﾟｸ質やDNAと結合する分

子間ｲﾝﾀ-ﾌｪ-ｽとして働く(Arents and Moudrianakis 1995; Corona et al.

2000; Gangloffet al. 2001; Poot et al. 2000)｡このことから､ Dpb3pとDpb4pが

二量体を形成してHFﾀﾝﾊﾟｸ質として機能するならば､ poIEの強い二本鎖

DNA結合能は両ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄのHFﾓﾁ-ﾌに担われている可能性が高いと

考えられた｡そこで､ 1)Dpb3pおよびDpb4pはHFﾀﾝﾊﾟｸ質として二量体

を形成するのか､ 2)複合体を形成するならば､そのDpb3p-Dpb4p複合体自身

が二本鎖DNA結合能を持つのか､を当初の課題として本研究に取り組んだ｡
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1. Dpb3p-Dpb4p複合体の分離とその構造

Dpb3pおよびDpb4pをそれぞれ単独で大腸菌細胞内で過剰発現した場合､

Dpb3pは非常に不安定で精製途中で分解および凝集するために精製は困難であ

ったが､ Dpb4pは精製することに成功した｡また､両ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄを大腸菌細

胞内で共発現した場合には､両ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄは容易に複合体を形成し､

Dpb3p-Dpb4p複合体として精製することが可能であることが分かった｡ Dpb4p

もﾎﾓﾆ量体を形成していたため､ Dpb3pとDpb4pのHFﾓﾁ-ﾌは他のHF

ﾀﾝﾊﾟｸ質で観察されるように二量体形成を導くものであろうと考えられる｡

ただし､ Dpb3pのHFﾓﾁ-ﾌはﾎﾓﾆ量体を形成できない｡

今回のﾀﾝﾊﾟｸ質精製において､最初のｽﾃﾂﾌﾟとしてGSTrapｶﾗﾑを用

いた｡このｶﾗﾑは､ GST融合ﾀﾝﾊﾟｸ質を短時間で効率的に精製すること

ができ､本研究においても威力を発揮した｡さらに､陽ｲｵﾝ交換ｶﾗﾑおよ

び陰ｲｵﾝ交換ｶﾗﾑを用いることで､最終的に純度が95 %以上の標品を得

ることができた｡また､本研究で確立した発現･精製法では､ 1 1の大腸菌培

養液から1.3 mgのDpb3p-Dpb4p複合体を精製することが可能であり､ Ⅹ線結

晶解析やNMRでの構造解析に欠かすことのできない大量精製の目処も立てる

ことができた｡

最終精製評品をsDS-PAGEで分離し､ﾀﾝﾊﾟｸ質染色での定量分析を行っ

た結果､ Dpb3pおよびDpb4pは分子比1:1で複合体を形成することが明らかに

なった｡そこで､今回分離したDpb3p-Dpb4p複合体の分子構造および分子量

について流体力学的解析を行った｡ｹﾞﾙ渡過およびｼｮ糖密度勾配遠心分離法

での解析結果から､ Dpb3p-Dpb4p複合体は47.1Åのｽﾄ-ｸｽ半径と3.4 Sの

沈降係数を持つことが分かった｡両ﾊﾟﾗﾒ-ﾀ-からDpb3p-Dpb4p複合体の

分子量は67kDaであることが計算された｡ｱﾐﾉ酸配列から予測されるDpb3p

およびDpb4pの分子量はそれぞれ23および22 kDaであることと､ Dpb3pお

よびDpb4pが等分子比で複合体を形成することを考え合わせると､ Dpb3p-

Dpb4p複合体はﾍﾃﾛﾆ量体であると結論した｡複合体の分子量の推走値が大

きめにでた理由は､ Dpb3p-Dpb4p複合体が極端な非球状の構造をとるためで

あろうと考えられる｡複合体のｽﾄ-ｸｽ半径(推測される球状ﾀﾝﾊﾟｸ質の

分子量は約200kDa)と沈降係数(推測される分子量は40kDa)に大きな隔た

りがあることが､その強い証拠である｡また､ Dpb3p-Dpb4p複合体の摩擦係

数比f/foは1.75という大きなものであり､ Dpb3p-Dpb4p複合体は棒状あるい

は扇平な構造をしていると考えられる｡ Dpb3p-Dpb4p複合体の分子量はpoIE

の分子量の12%を占めるにすぎないのに対し､ｽﾄ-ｸｽ半径はpoleのｽﾄ

-ｸｽ半径の63%8こ相当する｡
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以上の結果から､最初の課題に対する答えとして､ Dpb3pおよびDpb4pは

HFﾀﾝﾊﾟｸ質としてﾍﾃﾛﾆ量体を形成することが明らかになった｡さらに､

この複合体は非球状の特異な構造をしていることが示された｡

大腸菌細胞内で単独で発現させたDpb4pについても､基本的に共発現の場

合と同様の方法で精製を行い､最終的に純度99 %以上の標品を取得すること

ができた｡ Dpb4pﾀﾝﾊﾟｸ質のｽﾄ-ｸｽ半径および沈降係数のどちらの流体

力学的ﾊﾟﾗﾒ-ﾀ-もDpb3p-Dpb4p複合体の結果と非常に類似したものとな

り(それぞれ49.6Åと2.9 S),その分子量の推走値は60 kDaとなった｡ Dpb4p

も非球状塑の構造を取ることが明らかであり､ Dpb3p-Dpb4p複合体と同様に

二量体を形成している可能性が高い｡

Dpb3pの発現量が過剰でない限りは､出芽酵母細胞内でもDpb4pﾎﾓﾆ量

体が存在する可能性が考えられる｡精製されたpol∈はDpb4pとDpb3pを等

分子比で含む｡このことから､ poIEにはDpb3p-Dpb4pﾍﾃﾛﾆ量体は取り込

まれるが､Dpb4pﾎﾓﾆ量体は取り込まれか､か､取り込まれても不安走なpoI

Eになることが予想される. dpb3完仝欠失株から分離されたpoIEはDpb4p

を含むが､pole複合体としては不安走であることが報告されている(Arakietal.

1991b)｡ Dpb4pﾎﾓﾆ量体はpol∈とは独立した場面で機能する可能性も否走

できないが､ poIEのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄとして機能する場合にはDpb3pとへﾃﾛﾆ

量体を形成する必要があるものと考えられる｡

2. Dpb3p-Dpb4p複合体に見出された二本鎮DNA結合能

Dpb3p-Dpb4p複合体を分離することができたため､第二香目の課題であっ

た､この複合体が果たして二本鎖DNA結合を有するか否かをｹﾞﾙｼﾌﾄ法を

用いて検討した｡最初は､ pol∈の二本鎖DNA結合を解析する際の条件を用い

たために､二本鎖DNA結合は検出することが困難であったが,ｱﾂｾｲ条件

の検討の結果､低ｲｵﾝ強度のｹﾞﾙを用いれぼ二本鎖DNA結合が検出可能で

あることが判明した｡ｹﾞﾙ櫨過画分を用いた解析では､ Dpb3p-Dpb4p複合体

の溶出ﾊﾟﾀ-ﾝとｹﾞﾙｼﾌﾄ括性の溶出ﾊﾟﾀ-ﾝが完仝に-敦した｡さらに､

poIE特異的な抗血清によりDpb3p-Dpb4p標品のｹﾞﾙｼﾌﾄ括性が阻害された.

これらの結果より､ Dpb3p-Dpb4p複合体は二本鎖DNA結合能を有すると結論

された｡

各種のDNAを用いて､ Dpb3p-Dpb4p複合体のDNA結合の特異性を検討し

たところ､ Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合はDNAの塩基配列には依

存性を示さず､ DNA末端を必要としないことが分かった｡また､ Dpb3p-Dpb4p

複合体の二本鎖DNA結合を容易に検出できる実験条件でも､ -本鎖DNAへ
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の結合は検出が困難であった。しかし、Dpb3p－Dpb4p複合体の二本鎖DNA結

合は一本鎖DNAによって競合阻害されることが示されたことから、Dpb3p－

Dpb4p複合体は一本鎖DNAとも結合するが、それは二本鎖DNA結合よりも

非常に弱いことが示された。

Dpb3p－Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合は、PoIEの場合と異なり、イオン強

度に感受性を示し、反応液に160mMのNaClの添加するとほぼ完全にDNA

結合が阻害される。低イオン強度の条件下でも、Dpb3p－Dpb4p複合体の二本

鎖DNA結合はPoleの場合に比べて顕著に弱いことが見いだされた。PoIEの

二本鎖DNA結合の解離定数はnMオーダーであるのに対し、Dpb3p－Dpb4p複

合体の二本鎖DNA結合の解離定数は匹Mオーダーであると推定された。今後、

BIACOREなどを用いてDpb3p－Dpb4p複合体のDNA結合の反応速度論的解析

が必要である。

Dpb3pにはNTP結合モチーフの候補となる部位が存在するため（Arakietal．

1991b）、Dpb3p－Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合に対するMgイオンおよびATP

の影響を調べた。MgCl，を5mM加えると二本鎖DNA結合能は50％8こ低下し、

10mMでは25％8こ低下した。また、ATPによる顕著な促進や阻害の効果は見

られなかった。以上のことから、Dpb3p－Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合はMg

イオンおよびATPに依存するものではないと結論した。さらに、Dpb3p－Dpb4p

複合体自身のATP結合およびATP加水分解活性に関しても調べたが、そのよ

うな活性は検出することはできなかった。Dpb3p－Dpb4p複合体中においては、

Dpb3pのNTP結合モチーフは機能していない可能性が高い。

3．Poleの二本鎖DNA結合能とDpb3p－Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能の

関係

Dpb3p－Dpb4p複合体に二本鎖DNA結合能が見いだされたことにより、当初

の研究課題に答えを与えることができた。次の課題の一つはDpb3p－Dpb4p複

合体の二本鎖DNA結合能がPoIEの二本鎖DNA結合能の真の基盤となってい

るのか否かということである。

Dpb3p－Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能は、1）DNA塩基配列に非依存的

である、2）DNA末端ではなくDNA鎖への結合である、3）MgイオンおよびATP

に非依存的である、4）一本鎖DNAによって阻害される、という特徴を持ち、

これらはPoIEのDNA結合能の性質と共通である。以上のことから、PoIE　の

二本鎖DNA結合能はDpb3p－Dpb4p複合体に担われていることが示唆される。

しかし、Dpb3p－Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能はPoIEの結合能よりも非

常に弱いことから、今回の結果からだけではDpb3p－Dpb4p複合体がPoIEの二
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本鎖DNA結合括性を直接担っているとは断走できない｡

このDpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能が弱い原因は不明であるが､

いくつかの可能性が考えられる｡その-つは､今回用いたDpb3p-Dpb4p複合

体は大腸菌から精製しているため､本来の二本鎖DNA結合活性には翻訳後修

飾が必要である可能性である｡しかし､ sDS-PAGE上での移動度から見る限り､

出芽酵母から精製したpoIEに含まれるDpb3pおよびDpb4pとDpb3p-Dpb4p

複合体に含まれるものとに差異は見いだされない｡.もう-つの可能性は､ po12p

のC末端領域あるいはDpb2pが､ Dpb3p-Dpb4p複合体の構造安走化などを通

して､ Pol∈の強い二本鎖DNA結合に関与している可能性である｡実際に､そ

のようなｹ-ｽが存在することが報告されている(Caretti et al. 1999; Romier et

al.2003)｡

Dpb3pおよびDpb4pのHFﾓﾁ-ﾌと最もｱﾐﾉ酸配列の相同性が高いHF

ﾀﾝﾊﾟｸ質は､それぞれNF-Y複合体に含まれるNF-YCおよびNF-YBである

(Mantovani 1999)｡ NF-Y複合体はNF-YA､ NFIYB､ NF-YCの三ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ

からなるﾍﾃﾛ三量体を形成し､多数の遺伝子のｴﾝﾊﾝｻ-領域に含まれる

ccAÅr配列に結合して転写を括性化する転写因子である｡ NF-YBおよびNF-

ycはHFﾀﾝﾊﾟｸ質であり､ﾍﾃﾛﾆ量体を形成する｡しかしながら､ NF-

yc-NF-YB複合体はそれだけではDNAへの結合を検出することはできない

(caretti et al. 1999; Romieretal. 2003). NF-YAも単独ではDNAに結合できない

が､ 3つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄが全て揃っている場合にのみCCAAT配列依存的な二

本鎖DNA結合を行う｡この結合は非常に強くその結合走数は10~10Mｵ-ﾀﾞ

く-である｡このことから､ NF-YC-NF-YB複合体の場合と同様に､ Dpb3p-Dpb4p

複合体はpoIEの二本鎖DNA結合能を担っているものの､それ単独ではpole

の結合能よりは非常に弱い結合能しか示さない可能性が考えられる｡

Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能とpol ∈の二本鎖DNA結合能の関

係を明らかにする有力な方法は､ Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能が

低下するようなDpb3pあるいはDpb4pのｱﾐﾉ酸置換を引き起こす変異殊を

分離し､その変異株から精製したpoIEの二本鎖DNA結合能が低下するかど

うかを調べることである｡この目的のために､当研究室において変異殊のｽｸ

ﾘ-ﾆﾝｸﾞが行われ､ Dpb3pとの複合体形成は可能であるが､複合体の二本鎖

DNA結合能を低下させる変異として､ DPB4遺伝子のK57AおよびQ64E変異

が分離された(久保田元､修士論文)｡両変異はDpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA

結合能を､それぞれ野生型Dpb3p-Dpb4p複合体の場合の約50 %および10 %に

低下させた.これらの変異を持つ出芽酵母細胞から変異型poIEを精製して､

それらの二本鎖DNA結合能を解祈した｡その結果は､変異型pol∈と野生型
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pol∈に二本鎖DNA結合能に明らかな差異は認められないというものであった｡

しかし､これらの結果は必ずしもDpb3p-Dpb4p`複合体の二本鎖DNA結合能と

pol∈の二本鎖DNA結合能が無関係であることを結論するものではない｡

Dpb3pとq64E変異型Dpb4pは複合体を形成することができるものの､その

安走性は野生型のDpb3p-Dpb4p複合体に比べ低いことが,この複合体の精製

の過程でわかっている(久保田元､修士論文)｡後述するように､ q64E変異

は複合体形成に重要な中央のαへﾘｯｸｽの中心付近に位置することも､この

ことを支持する｡ Dpb3pとQ64E変位型Dpb4pの複合体の二本鎮DNA結合能

の低下はこの複合体の不安走性が原因であるのかもしれない｡しかし､この変

異型複合体がpol亡の中で存在する場合には､ Dpb3pと変異型Dpb4pの相互作

用が他のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの存在により安定化されるため､ pol亡の二本鎖DNA結

合能の顕著な低下が見られないのかもしれない｡実際､ Q64E変異型Dpb4pを

含む変異型pol亡は野生型と同じく安走に分離することができた｡ K57A変異

を持つ変異型Dpb4pはDpb3pと安定な複合体を形成することができる(久保

田元､修士論文)｡したがって､ K57はDNAとの直接的な結合にある程度重

要な働きをなすｱﾐﾉ酸であることが考えられる｡後述する構造予測図からも､

K57は相互作用するDNAと近い場所に位置している｡それにも関わらず､K57A

変異型pol亡での二本鎖DNA結合能の低下は検出されなかった｡この原因と

しては､まず､K57A変異型Dpb4とDpb3pからなる複合体ではその二本鎖DNA

結合能の低下は高々1/2であることが挙げられる｡構造予測図から分かるよう

にDpb3p-Dpb4p複合体は複数のｱﾐﾉ酸残基を通じてDNAと結合することか

ら､その内の-つを置換させても二本鎖DNA結合には影響が出ないという可

能性が考えられる｡いずれにせよ､現時点で結論を出すことは不可能であり､

さらに複数のｱﾐﾉ酸置換をDpb3pおよびDpb4pに導入した変異型pol∈を

用いた解析が必要であると思われる｡

既に､複合体形成能は全く影響を受けないが､その二本鎖DNA結合能が10%

以下にまで減少するdpb3変異株や､ DNA結合能が著しく低下するような二重

変異株も分離しているので､これらの株より変異型poIEを精製し､そのDNA

結合能を解析したい｡また､ DPB3およびDPB4遺伝子の二重欠損株よりpol

亡を精製する系の構築も進めている｡もし､ po12p-Dpb2p複合体が分離できれ

ば､ Dpb3p-Dpb4p複合体とpol∈の二本鎖DNA結合能の関係を明らかにする

上で進展が期待される｡

Dpb3p-Dpb4p複合体以外にPol∈の二本鎖DNA結合能に関与する可能性が

ある領域としては､ po12pｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄのC一末端領域に存在するZinc-finger構

造が考えられる(Duaetal. 2000;Duaet al. 1998; Duaetal. 1999; Duaetal. 2002)｡

70



4．Po）eおよびDpb3p－Dpb4p複合体に見出された二本鎖DNA結合能の生理

学的意義

Pol亡が示す二本鎖DNA結合活性は、かなり小さな解離定数を示し、生理的

イオン強度では阻害がみられないほどに高イオン強度に抵抗性を持つことから、

細胞内でも十分に活性を示すことが予想される。前に述べたように、この二本

鎖DNA結合にはPo12pのC末端領域とアクセサリータンパク質が関与するこ

とから、この活性がDNA鎖伸長反応以外のPol∈の生理機能と関連がある可

能性が考えられる。

二本鎖DNA結合活性は他の多くのDNAポリメラーゼでは観察されないが、

単純ヘルペス（Herpessimplex）ウイルスのDNAポリメラーゼに結合してプロ

セッシビティ因子として働く　UL42タンパク質はDNA塩基配列に非依存的な

強い二本鎖DNA結合能を持つ（RandellandCoen2001）。UL42は結合定数がnM

オーダーの強力な二本鎖DNA結合活性を示す。それにも関わらず、UL42は

DNA上を自由に滑ることができ、ポリメラーゼと複合体を形成して、DNA合

成のプロセッシビティを飛躍的に高める。UL42のプロセッシビティ増加作用

の分子機構は不明な点が多いが、Pol∈の二本鎖DNA結合能にもプロセッシビ

ティを高める機能があるかどうかを考慮するべきであろう。しかし、この可能

性については、二本鎖DNA結合能を示さないp145によるDNA合成のプロセ

ッシビティは、低イオン強度においてはPolgホロ酵素による場合とほとんど

同程度に高いこと（Makietal．1998）や、高イオン強度においてPoIEホロ酵素は

PCNAによるプロセッシビティの増加も可能である（大槻千鶴、修士論文）こと

から、二本鎖DNA結合能がプロセッシビティを上昇させる機能を持つとして

も、それはPCNA　による促進効果だけではポリメラーゼのプロセッシビティ

が不十分であるような特殊な環境が存在する場合に発揮されると思われる。

前に述べたように、DNA修復や組換え依存的DNA合成にPoIEが関与する

ことが知られているが（Aboussekhra et al．1995；Holmes and Haber1999；

Jessbergeretal．1996；Jessbergeretal．1993；Shiviietal．1995；Wangetal．1993）、

それらの過程に二本鎖DNA結合活性が有利に作用する可能性が考えられる。

例えば、塩基除去修復の過程で生じる1塩基ギャップの修復DNA合成にPoI

Eが関与する経路では、多くの修復酵素がDNA上をスライドあるいはジャン

プしながら損傷部位をサーチするように、Pol∈がDNA上のギャップ部位をサ

ーチしているのかも知れない。Pol∈の変異株を用いた遺伝学的解析では、チ

ェックポイント制御に関連した事象を除けば必ずしも　DNA損傷に対して強い

感受性を示すデータは得られていない。修復過程には複数の経路が存在するこ

とから、変異株の解析結果の解釈を困難にすることは良く知られているので、
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二本鎖DNA結合括性とDNA修復の関連については今後の詳細な研究を待た

ねばならないと思われる｡

poIEの二本鎖DNA結合活性はpoIEのもつ染色体複製の開姶制御における

機能と関遵していることも考えられる｡既に序論において述べたように､ PoI

Eは複製開始点においてDNA鎖の開裂が起こる前にこの領域に結合すること

が知られている(Masumoto et al. 2000; Mimura et al. 2000)｡この結合が他のﾀ

ﾝﾊﾟｸ質との相互作用を通じて起こる可能性は否走できないが､同時にこの過

程にpoIEの二本鎖DNA結合能が関与していることも考えられる｡

二本鎖DNA結合能はpol∈が関与する上記以外の生理機能､ S期ﾁｪｯｸ

ﾎﾟｲﾝﾄ制御､ｺﾋｼﾞｮﾝ形成､複製ﾌｵ-ｸの速やかな進行などにも関与す

る可能性も考えられる｡しかしながら､いずれの場合もDpb3pあるいはDpb4p

が積極的に関与していることを示す証拠は乏しい｡これらのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄをｺ

-ﾄﾞするDPB3およびDPB4遺伝子の破壊株を用いた遺伝学的解析からは､両

遺伝子ともに必須遺伝子ではないが､遺伝子破壊により細胞周期の進行や染色

体複製の進行が遅延することが報告されている(Araki et al. 1991b; Ohya et al.

2000)｡しかし､これら遺伝子破壊株ではpol∈ﾎﾛ酵素自体が細胞内で不安走

になることも知られているので(Arakietal. 1991b)､必ずしもこのような観察

結果がDpb3p-Dpb4p複合体の自身の機能欠損の結果であるとは断定できない｡

今回の研究でも予備的に解析を進めたように､ PoleあるいはDpb3p-Dpb4p複

合体の二本鎖DNA結合にだけ影響を与えるようなdpb3あるいはdpb4変異殊

を用いた詳細な遺伝学的および生化学的解析を行うことが必要である｡

pol∈の生理機能の中にはｸﾛﾏﾁﾝとの相互作用をうかがわせるものが知

られている｡ﾋﾄ細胞の核内でのPol∈とpcNAの局在がS期後半に重なって

くることから､ S期後半に複製されるへﾃﾛｸﾛﾏﾁﾝ領域の複製にPol∈が

機能している可能性が示唆されている(Fuss and Linn 2002)｡また､出芽酵母

rDNA領域のｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞを解除する変異がDPB3遺伝子に生じていたこと

から､ｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞの成立や推持に関わるｸﾛﾏﾁﾝの修飾や再編の過程に

poIEが関与することも示唆されている(Smithetal. 1999)｡最近になって､DPB3

およびDPB4遺伝子の欠損株ではﾃﾛﾒｱ近傍領域のｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞが解除さ

れることも明らかになった｡さらに､ﾏｳｽPol∈のDpb2pがﾋｽﾄﾝ脱ｱｾ

ﾁﾙ化酵素複合体と相互作用することが示され､ poIEとｸﾛﾏﾁﾝの相互作

用を示唆する状況証拠が蓄積しつつある(Wada et al. 2002)｡ Pol∈の二本鎖

DNA結合は､ pol亡がｸﾛﾏﾁﾝに対してｱｸｾｽすることを助けるのかも知

れない｡さらに想像を膨らませれば､ HFﾀﾝﾊﾟｸ質としてのDpb3p-Dpb4p複

合体の働きの中に､二本鎖DNA結合も含めたｸﾛﾏﾁﾝとの結合が実際には
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意味を持っているのかも知れない｡この点については後のｾｸｼｮﾝでさらに

詳しく考察した｡今後の実験が必要であることは論を待たないが､核内局在や

ｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞだけでなく､複製開始制御やS期ﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄ､複製ﾌｵ

-ｸの速やかな進行などにおけるPol∈の働きにもｸﾛﾏﾁﾝとの相互作用が

絡んでくることも考慮すべき点であろう｡

5. HFﾀﾝﾊﾟｸ質としてのDpb3p-Dpb4p複合体

本研究の成果の-つは､ HFﾓﾁ-ﾌを持つDpb3pおよびDpb4pがﾍﾃﾛﾆ

量体を形成することを示した点にある｡このへﾃﾛﾆ量体形成が両ｻﾌﾞﾕﾆﾂ

ﾄのHFﾓﾁ-ﾌを実際に介して行われているかについては､今後のﾀﾝﾊﾟｸ

質構.造解析や体系的な変異解析が必要である｡しかし､ Dpb3p-Dpb4p複合体

が塩基配列非依存的な二本鎖DNA結合括性を有することや､ Dpb4pのHFﾓ

ﾁ-ﾌ中のｱﾐﾉ酸置換が二本鎖DNA結合活性に影響を与えることから､こ

の複合体の中でHFﾓﾁ-ﾌが機能している可能性は高いと思われる｡

HFﾓﾁ-ﾌは3つのαﾍﾘｯｸｽがこつの短いﾙ-ﾌﾟDNAでつながれた

構造をとる(Arents and Moudrianakis 1995; Gangloffet al･ 2001; Luger et al･ 1997)o

HFﾓﾁ-ﾌ同士はhead-to-tail様式で結合して二量体を形成し､これに伴って

生じたﾀﾝﾊﾟｸ質表面によりDNAあるいは他のﾀﾝﾊﾟｸ質と相互作用できる

ようになる｡HFﾀﾝﾊﾟｸ質の全てがDNAと相互作用するわけではないが､DNA

と相互作用する場合には､ DNAと物理的に近い場所に位置する特走のｱﾐﾉ

酸残基が重要な役割を果たすことが知られている(Lugeretal. 1997)｡

前に述べたように､ HFﾀﾝﾊﾟｸ質の中でDpb3pおよびDpb4pに最も構造的

にﾎﾓﾛｼﾞ-が高いものはNF-Y複合体に含まれるNF-YCおよびNF-YBであ

り､もう-つのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄNF-YAとへﾃﾛ三量体を形成した時にのみ二本

鎖DNA結合括性が検出されている｡最近､ NF-YC-NﾄYB複合体の構造がⅩ

線結晶解析によって解かれた(Romier et al. 2003)｡その結果､ NF-YC-NF-YB

複合体はﾋｽﾄﾝH2A-H2B複合体と構造的に極めて類似したﾍﾃﾛﾆ量体構

造をとることが判明した｡ﾋｽﾄﾝに関しては､ DNAと結合した状態の結晶

解析が以前に発表されている(Lugeret al. 1997)｡そこで､H2A-H2B一二本鎖DNA

複合体の結晶解析図をもとに､ Dpb3p-Dpb4p二本鎖DNA複合体の構造予測を､

情報科学研究科､ﾀﾝﾊﾟｸ質機能予測学詩座の川端猛助教授および同講座所属

大学院生の福原直志氏に実施していただいた(図32)｡ Dpb3pおよびDpb4pの

HFﾓﾁ-ﾌ以外の領域は構造予測図から除かれている｡構造予測にあたって､

まずﾋｽﾄﾝH2AおよびH2Bと二本鎖DNAとの結合に重要なｱﾐﾉ酸残基

がLeeRichﾌﾟﾛｸﾞﾗﾑを用いて調べられ､その後､それらのｱﾐﾉ酸残基と
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Dpb3pおよびDpb4pの相同部位のアミノ酸残基を比較した結果、両者に相同

性が認められることが確認されている。完成した構造予測図を用いて、Dpb3p

およびDpb4pの疎水アミノ酸残基を検索した結果、複合体の内側に面した部

位に集中して存在していた。このことから、この構造予測図は信憑性の高いも

のであることが確認された。

構造予測図の中で、本研究の変異解析で用いたK57AおよびQ64Eの位置を

比較すると、K57AはDNAと近い場所にあるが、Q64EはDNAとは離れた位

置にあり、むしろ二量体形成に重要な中央のαヘリックスの中心付近に位置し

ている（図32B）。このことから、Dpb3p－Q64E変異型Dpb4p複合体で見られた

DNA結合能の低下は、二量体形成の不安定化による二次的な効果であること

が示唆される。さらに、今回の構造予測に関する解析結果から、Dpb3pおよび

Dpb4pの一次構造上に、DNAとの相互作用に関与する領域をそれぞれ三カ所

ずつ見出すことができた。K57A　もその内の一つであるが、他のニカ所での相

互作用が完全であれば、K57Aだけでは二本鎖DNA結合能が大きく損なわれ

ることはないことが予想される。Dpb3p一変異型Dpb4p（K57A）複合体の活性は、

野生塑複合体の二本鎖DNA結合活性の約50射こ低下するだけであることと良

く一致する。

NF－YC－NF－YB複合体とDpb3p－Dpb4p複合体の関係は、HFモチーフのホモ

ロジーが高いだけでなく、構造予測においても今回得られた実験結果をうまく

説明することから、実際の高次構造や機能においても相同性が高いことが考え

られる。この点をふまえて、NトY複合体の機能の観点からPol∈の二本鎖DNA

結合活性の役割ヤクロマテンとの相互作用の可能性について考察した。

前に述べたように、NF－YC－NF－YB複合体はそれだけでは二本鎖DNAへの

結合は検出されない。しかし、興味深いことに、NF－YC－NF－YB複合体とヒス

トン　H3－H4複合体およびヌクレオソームとの結合は検出することができる

（Carettietal．1999）（Mottaetal．1999）。このヌクレオソーム結合はCCAAT配列

に非依存的である。一方、NF－Yヘテロ三量体もヌクレオソームに結合する点

は同じであるが、NF－YAの働きでCCAAT配列依存的になる。

NF－Y複合体は基本転写因子である　TFIIDやヒストンアセテル化酵素（HAr）

と相互作用して転写を活性化する（Mantovani1999）。この作用は、HFタンパ

ク質であるNF－YC－NF－YB複合体にNF－YAが加わることにより、NF－Y複合体

がDNA　およびヌクレオソームと結合できるようになり、CCAAT配列周辺の

ヌクレオソーム構造の再編や、その周辺に他のタンパク質群をリクルートする

ことを通じて行われる。

Mantovaniらは、このような生化学的機能はH2A－H2B型のHFタンパク質の

74



特性ではないかという仮説をたてた。そこで彼らは、NF－YBおよびNトYCと

それぞれ非常に相同性の高い（e．＝とe－）4）HFタンパク質YBLl（NF－YBlikel）お

よびYCLl（NF－YClikel）をマウスから単離し、機能解析を行ったところ、この

YBLl＿YCLl複合体も　NF－YB－NF－YC複合体の機能と同様の機能を持つことが

判明した（Bolognese et al．2000）。異なる点は、YBLトYCLl複合体はマウスの

NF一泡とは相互作用せず、また極めて弱いが二本鎖DNAへの結合活性が検出

されたことである。さらに、YBLlおよびYCLlと四種類のコアヒストンとの

結合能を解析した結果、YBLlにはヒストンH2BおよびH3に対する結合能が

あることが明らかになった。

YBLlおよびYCLlの機能解析と時を同じくして、これらのタンパク質がク

ロマチンリモデリング複合体であるCHRAC中の二つのHFタンパク質、P17

およびp15と同一であることがわかった（Bolognese et al・2000；Fuss and Linn

2002））。さらに、興味深いことに、CHRACのp17はヒトPoIE中のDpb4pと

同一のものであることが判明した（FussandLinn2002；Pootetal．2000）。つま

り、YBLlはDpb4pのマウスにおけるホモログである。CHRACのp15はヒト

PoIE中のDpb3pとは異なるタンパク質であるが、両者の相同性は非常に高い。

以上のことから、Dpb4pはヒストンH2BおよびH3と結合する可能性が高い

と考えられる。また、Dpb3p－Dpb4p複合体もYCLl－YBLl複合体と同様にヒス

トンおよびヌクレオソームへの結合能が存在する可能性が考えられる（表4）。

表4．HFタンパク質の役割

CBF－C－CBFrA CBF IDpb3p－Dpb4p PoJE

複合体（マウス）赤口酵素　　　　複合体　　赤口欝薫

ニ奉鋸DN臆含能

ヒストン為よぴ
ヌクレオソーム結合能

ヒストン修飾酵素との
結合舵

機能

×　　　　　0

0　　　　　0

0　　　　　0

ゲノム構造の修飾

A O

？　　　　　　？

T O

？

それでは、Pol∈がヒストン、あるいはヌクレオソームと相互作用する証拠

はあるのだろうか？最近、酵母の大規模なプロテオミクス解析の結果が発表さ

れた（Ho郎（止2002）。これは、ヒトまで保存された1143遺伝子を含む1739遺

伝子をそれぞれ村象にして、酵母細胞内でタグをつけた状態で発現させてアフ
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ｨﾆﾃｲ-精製を行い､得られたﾀﾝﾊﾟｸ質複合体を質量分析(MALDIITOF)

したものである｡ﾋｽﾄﾝH2Bをｺ-ﾄﾞするHTB2遺伝子を対象にした解析

結果には､ﾋｽﾄﾝH2Bと複合体を形成するﾀﾝﾊﾟｸ質として､ Po12p､ Dpb2p､

Dpb4pが含まれていた｡このことから､少なくとも､ﾋｽﾄﾝH2BとpoIEは

相互作用することが示された｡以上のことから､ Pol｡とﾇｸ.ﾚｵｿ-ﾑが相

互作用する可能性は極めて高いと考えられる｡同棟に､この相互作用に

Dpb3p-Dpb4p複合体が機能している可能性も高いと思われる｡

6.今後の展望と課題

これまでに考察してきたように､ Pol∈およびDpb3p-Dpb4p複合体に見いだ

された二本鎖DNA結合括性は､この酵素の生理学的役割を説明するには至っ

ていない｡ Dpb3pおよびDpb4pは広く其核生物のPol∈に保存されていること

から､同様の括性はﾋﾄも､含めた他の真核生物のPol亡でも同じであろうと思

われる｡したがって､今回見いだされた二本鎖DNA結合括性の生理学的役割

を出芽酵母の系で明らかにしていくことは極めて重要なことである(図33)｡

特に､出芽酵母では遺伝学的解析が有効で強力な方法であるので､今後はDpb3p

およびDpb4pのｱﾐﾉ酸置換の影響を変異株を体系的に作成して調べていく

必要がある｡この点からも､構造解析から得られる知見は非常に大きいと考え

られる｡今回の構造予測図はDpb3p-Dpb4p複合体のHFﾓﾁ-ﾌの予測とな

っており､ Dpb3pおよびDpb4pとも70ｱﾐﾉ酸のHFﾓﾁ-ﾌ以外にN末端

側に20ｱﾐﾉ酸程皮､ c未端側に100ｱﾐﾉ酸程度の領域を持ち,その構造

は不明である｡特にC末端にはｸﾞﾙﾀﾐﾝ酸が20ｱﾐﾉ酸程度連なった興昧

深い領域も残されており､ HFﾓﾁ-ﾌを含めたﾀﾝﾊﾟｸ質仝体の構造を解析

することは､非常に有意義であると考えられる｡

もう-つの重要な課題は､ Dpb3p-Dpb4p複合体およびpoleとｸﾛﾏﾁﾝと

の相互作用を調べることである｡今後は､ﾇｸﾚｵｿ-ﾑ構造を再構成した

DNAを用いた解析が必要となるであろう｡ﾋｽﾄﾝおよびﾇｸﾚｵｿ-ﾑへ

の結合が実際に検出されるのならば､そのことと二本鎖DNA結合能との関係

や､生理学的役割について変異株を組み合わせた解析を進めることも可能にな

るであろう｡
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A

図32. Dpb3p-Dpb4p複合体の
構造予測図

A :ﾋｽﾄﾝH2A-H2B複合体の構造解
析結果をもとにしたDpb3p-Dpb4p複合
体の構造予測図｡上図の矢印の方向か
ら見た場合を下図に示した｡青が
Dpb3p,緑がDpb4pである.らせん状

の構造がαへﾘｯｸｽ,線状の構造が
DNAﾙ-ﾌﾟである｡

B :ﾋｽﾄﾝH2A-H2B-DNA複合体の構

造解析結果をもとにしたDpb3p-Dpb4p-
DNA複合体の構造予測臥Dpb3p-
Dpb4p複合体の周りのwire丘ameで示し
たものが二本鎖DNAであるo赤は
Dpb4pの57番目のﾘｼﾞﾝ(K57)､黄色は
64番目のｸﾞﾙﾀﾐﾝ(Q64)を示す｡矢
印はDNA結合に重要だと考えられる領
域を示す｡ DNAは45 bpである｡



C末端7ｾﾝﾌﾞﾘｰ

/ｸ// ＼

複製開始ﾌｵｰｸの進行ﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄ修復ｺｰｼﾞｮﾝｻｲﾚﾝｼﾝｸﾞ

図33･ Dpb3p-Dpb4p複合体の二本鎖DNA結合能の生理機能は何だろうか?
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でも用いられたdpb4変異を単離し､これに関する研究を修士論文発表後も黙々

と続け､酵母染色体に導入できるﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの構築を完成させました｡

さらに､現在pol£に関する研究仲間である田島理恵氏および大出功友氏,

ならびに原核生物分子遺伝学講座の学生の皆様には,本研究に関する有意義な

議論をいただき,深く感謝致します｡

Dpb3p-Dpb4p複合体の構造予測をして頂いた情報研究科､ﾀﾝﾊﾟｸ質機能

予測学講座(郷ｸﾞﾙ-ﾌﾟ)の川端猛客員助教授および福原直志氏に,厚くお礼申

し上げます｡また､構造予測を行うに当たって､有意義な情報を頂きました細

胞遺伝学講座の川合良和氏および松尾芳隆氏に感謝いたします｡

ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞおよび酵母菌株を分与してくださり､有益な議論をしていただい

た大阪大学の杉野明雄博士,および国立遣伝学研究所､荒木弘之博士､飯田哲

士博士に､この場を借りてお礼申し上げます｡

最後に､本研究を進める上で,常に私の精神的および物理的な支えになって

いる家族の支援に対して､心より感謝致します｡
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