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 DNA の複製は全ての生物にとって必須のイベントであり、その基本的な仕組みは、全ての生物界にわ

たり保存されている。これまで我々は、複雑な真核生物の DNA 複製機構を理解する上で重要なモデルと

なる超好熱古細菌 Pyrococcus furiosus (Pfu)や Thermococcus kodakarensis(Tko)のタンパク質群を用

い、DNA トランスアクションの原子レベルでの解明を目標に研究を行っており、特に近年は蛋白質結晶

学研究室との共同研究のもと、MCM ヘリカーゼをコアとする CMG ヘリカーゼホロ酵素、およびスライ

ディングクランプPCNAのDNA 鎖への装てんに必須のクランプローダーRFCの構造機能相関に焦点を

当て、高分解能結晶構造決定を目指している。 
 (1) CMG 関連複合体：CMG には幾つかの複製開始点着火因子が機能的相互作用を行う。それらのうち

の一つが MCM では無く、GAN-GINS 複合体に安定に結合することが分かり、その 3 者複合体の結晶を

得た。そこで、この 3 者複合体の構造決定を目指して実験を行った。3 つのタンパク質因子を大腸菌組

換えタンパク質大量発現系にて共発現し、精製後、単結晶を調製した。得られた結晶について X 線回折

実験を行い、最大 3.2Å分解能で X 線回折データを数セット収集した。本結晶の非対称単位にはおそら

く 2 個の 3 者複合体が存在していると予想された。現在、関連する既知タンパク質構造をプローブとし

た分子置換法による構造決定を試みると共に、セレノメチオニン(SeMet)誘導体を用いた SAD による構

造決定が必須となる可能性に備え、SeMet 置換タンパク質の調製と結晶化を試みている。 
 (2) RFC 複合体：以前に電子顕微鏡単粒子解析によって決定した RFC-PCNA-DNA 複合体構造からク

ランプ装てん機構に関する幾つかの重要な知見を得たが、分解能の限界のため、未決も問題も存在する。

3 者複合体の高分解能結晶構造決定を将来の目標に据え、まずは RFC の高分解能結晶構造決定を目指し

ている。本年度はタンパク質精製法について見直すため、高純度精製標品取得可能と期待される幾つか

の精製用アフィニティタグの導入を試みた。発現プラスミドの構築に続き、初期的な複合体発現実験を

行い、タグ無し、および 2 種のアフィニティタグ融合型で大量発現が期待される結果を得た。 
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