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研究成果の概要（和文）： 
単粒子解析によって DNA の複製を行う超分子複合体レプリソームで中心的役割を担う DNA ポリ
メラーゼ-PCNA-DNA 複合体の構造解析を行った。その結果得られた構造は DNA の複製・校正両
モードのうち後者の状態に相当することが分かった。また既知の PIP モチーフを介した結合の
他に新規の接触部位がポリメラーゼと PCNA の間で見つけることができた。変異体を用いた機能
解析、構造解析の結果、この新規の接触はポリメラーゼの活性の制御に関与することが示唆さ
れた。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated the three-dimensional structure of the DNA polymerase B(PolB)-PCNA-DNA 
complex, which is the core components of the replisome, by single particle electron 
microscopy. Notably, besides the authentic interaction through a PCNA-interacting 
protein box (PIP-box), a novel contact was found between PolB and PCNA. The obtained 
molecular architecture of the complex, including the new contacts found in this work, 
provides clearer insights into the mechanism of switching between the two distinct modes 
of the complex. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、DNA の複製・修復・組換えに関与する
３R 関連蛋白質の個々の因子に関しては多数
の結晶構造が明らかになり、各反応の活性中

心、反応機構についての構造的知見は蓄積さ
れてきている。しかし生体内では、これらの
蛋白質は巨大な超分子複合体として DNA に結
合しており、反応の各段階で構成因子のリク
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ルート及び解離を適宜行うことで適切に複合
体を再編成させて、一連の複雑な反応を綿密
に制御している。したがって、このシステム
の機構を理解するためには、個々の蛋白質の
構造のみでは不十分であり、複合体全体の構
造解析が必須であるが、一般的にこれら複合
体の結晶化が困難であるため、レプリソーム
等の実体についての立体構造的知見は乏しい
のが現状である。本課題のターゲットである
PCNA はリング状の 3 量体を形成し、非常に多
数の重要な酵素の PIP（PCNA interacting 
peptide）モチーフと結合することが知られて
いる。DNA に結合し、同一リングに複数の因
子を結合可能なことから、レプリソームの構
築、再編、機能制御でキーとなる分子である
と考えられている。Fen1 と PCNA の共結晶に
おいて、一つの PCNA リング中の３つのサブユ
ニットは各々一個の Fen1 分子と結合し、且つ
Fen1 は柔軟なヒンジにより、全く異なる配向
で結合していた。この構造解析を始め一連の
研究等からPCNAが複数の因子をDNAの近傍に
留め、適宜必要な因子が DNA と相互作用する
という機構が提唱されている。 
 その一方で PCNA は複製以外にも修復、転
写、組換え等に関わる多数の因子と結合する
事から、因子の解離•結合による機構も必須
と考えられる。しかしながら研究開始当初は
このような複製因子と PCNA 及び DNA からな
る 3者複合体に関する知見は申請者等による
RFC-PCNA-DNA 複合体と解析が進行中であっ
た DNA リガーゼ-PCNA-DNA 複合体(Mayanagi 
et al.,PNAS, 2009)のみで、特に結晶構造解
析の報告は皆無であり、詳細な機構は全く分
かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
DNA の複製・修復・組換えは密接に関連した
現象であり、その分子機構の解析は、癌等の
重篤な疾患に繋がる医学的にも重要な研究
課題である。これらの現象には多数の蛋白質
因子が関わり、レプリソームやリペアロソーム
等の巨大な超分子複合体を DNA と共に形成
し、綿密な制御を通じてその機能を発揮して
いる。本研究は X 線結晶構造解析のみでは
解析が困難な、これら DNA トランスアクション
に関わる超分子複合体、特にレプリソームの
構造・機能相関を立体構造の観点から理解
することを目的とする。中心的な解析手段とし
て、ナノメーター領域の研究に威力を発揮し、
生理的条件下で試料の機能的構造を直接可
視化できる、電子顕微鏡を用いる。ターゲット
蛋白質としては、先ず、複合体の構築・機能
制御の上で基盤的役割を果たす DNA クラン
プ、PCNA に焦点をあてる。即ち、この分子と
相互作用するpolymerase等からなる複合体の
立体構造解析から手掛け、複合体全体の原
子モデルを構築する。このようなアプローチに

よって、より複雑で未知のレプリソームの実体
の構築様式、反応機構についての統合的知
見を獲得する。 
 
３．研究の方法 
主たるターゲットとして複製関連因子の基
盤分子である PCNA に焦点を当て、まず DNA
ポリメラーゼ-PCNA-DNA 等の３者複合体の構
造解析から着手する。蛋白質は構造解析に適
した超好熱古細菌 Pyrococcus furiosus由来
のものを発現、ゲル濾過にて精製した。様々
な長さの合成 DNA と蛋白質を混合して複合体
を再構成した後、ゲル濾過で精製した。複合
体の安定性をゲル濾過の結果や電子顕微鏡
にて確認した後、複合体の電子顕微鏡像を
CCD カメラにて撮影した。電子顕微鏡像から
複合体の粒子像を多数抽出し、単粒子解析法
にて立体構造を構築した。DNA の単鎖末端は
ラベルを導入し可視化を試みた。得られた３
次元マップにポリメラーゼと PCNA の結晶構
造や DNA の原子モデルを当てはめた。構築し
た原子モデルをもとに因子間の相互作用部
位を調べ、機能との関連を推察し、変異体の
機能解析、構造解析によってこれらの相互作
用による制御の機構の考察等を行った。 
 
４．研究成果 
DNAポリメラーゼ-PCNA-DNA複合体の立体構造
を単粒子解析で得る事に成功した。複合体は
２層からなり、リング状のPCNAからなる下層
の上に、貝殻状のポリメラーゼが蓋をする様
に被さっていた。PCNAのリングの中心部には
DNAの２重鎖に相当する棒状の密度をはっき
りと確認することができた。さらに、分解能
を向上させることにより、DNAがポリメラーゼ
のエキソヌクレアーゼ活性部位に接触してい
る様子を可視化することに成功した。DNA ポ
リメラーゼには複製と校正の両モードがある
が、DNAの配向から現在得られている構造は校
正モードに相当することを明らかにした。 
DNAポリメラーゼとPCNAの間にPIP-boxモチ
ーフによる既知の結合の他に隣の PCNA サブ
ユニット上にも第２の結合が存在している
こと、また PIP-box モチーフによる結合の近
傍に、ポリメラーゼの複製モードと校正モー
ドの切換えに関与するグルタミン酸 E171 が 

図１ ポリメラーゼ-PCNA-DNA 複合体の立体構造。既知

の PIP を介した結合に加え、新規の結合 2が見つかった。 
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保存されていることを明らかにした。  
 更に第２の結合の位置に隣の PCNA の同じグ
ルタミン酸 E171 が配置されていることが分
かった。この第２の結合のポリメラーゼ側の
アミノ酸を調べたところ、３つのアルギニン
から形成されるクラスターが存在しており、
しかもこの様な塩基性残基によるクラスタ
ーが、様々な DNA ポリメラーゼにおいて頻繁
に存在していることが明らかになった。両モ
ード間の切換えにおいて、隣り合う２つのサ
ブユニット上の同じ E171 が用いられ、第２
の結合中ではアルギニンクラスターが重要
な役割を担っていることが分かった。この切
換えの機構を更に検証するため、ポリメラー
ゼのアルギニンクラスターを潰した変異体
を用いて複合体の構造解析を行った。その結
果、変異により、複合体は著しく構造が不安
定化することを明確に示すことに成功し、こ
のアルギニンクラスターが校正モードの構
造の安定化に非常に寄与していることを明
らかにした。また実際変異体から構成される
複合体は著しく exonuclease 活性が損なわれ
ることも示された。以上の結果をまとめ誌上
発表を行った（Mayanagi et al., PNAS,2011）。 
 更に、polymeraseの校正モードの活性を担
うエキソヌクレアーゼ活性部位に変異を入れ
たpolymeraseからDNA polymerase-PCNA-DNA
複合体を再構成し、単粒子解析によって立体
構造を得た。これまでSteitz等によってPCNA
非存在下において変異型polymeraseとDNAの
共結晶が得られており、DNAがexonuclease活
性部位からpolymerase活性部位に転移した複
製モードの構造が得られていた。しかしなが
ら我々の変異型DNA polymerase-PCNA-DNA複
合体の構造は野生型の複合体（校正モード）
の構造と有意な差が確認できなかった。これ
は我々が新規に明らかにしたpolymeraseと
PCNA間の第２の結合に起因し、PCNAを含んだ
より生理的な構造においては、モード間の切
換えはDNAとポリメラーゼのみでは決まらず、
PCNAが従来考えられていたよりも積極的に切
換えの制御に関わっていることを示す。更に
これまでの解析が種に依存せず、一般性をも
つことを、Thermococcus kodakarensis(Tko)
のDNAポリメラーゼ及びPCNAからなる3者複合
体を用いて確認した。精製した複合体を電子
顕微鏡観察した結果、Pyrococcus furiosus
の複合体より不安定で、解離したサブユニッ
トや複合体間の凝集が確認できたものの、
Pyrococcus furiosusの複合体と類似した２
次元平均像が得ることができた。 
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