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1.　はじめに

DNA の複製・修復・組換えには多数の蛋白質因子が関わり，

DNA 上でレプリソーム等の巨大な超分子複合体を形成して

いる．これらの超分子複合体は，反応の各段階で構成因子の

会合及び解離を適宜行うことで適切に自身の構成を再編成さ

せて，一連の反応を綿密に制御している．従ってその機構を

理解するためには，個々の構成因子の結晶構造を知るだけで

は限界があり，各反応段階における複合体全体の構造解析が

必要である．現在，蛋白質の立体構造解析で最も威力を発揮

しているのは結晶構造解析である．2014年6月現在で10万件

を超える PDB（Protein Data Bank）の構造情報のうち，大半

が結晶構造解析によってもたらされている．この手法を用い

て，転写と翻訳に関してはその中心的な超分子複合体の構造

（RNAポリメラーゼ複合体及びリボソーム）が，既に原子レベ

ルで得られている．しかしながら，筆者等が対象としている

DNA の複製に関しては，その中枢と考えられているレプリ

ソーム（図 1A）の全体構造の知見が未だ十分ではない．レ

プリソームの場合，複製開始点認識複合体（Orc: origin rec­

ognition complex）から始まって，複製前複合体（PreRC：pre- 

replicative complex），複製開始複合体（PreIC：pre-initiation 

complex）等の構造を経る．構成因子が様々な段階で大きく

入れ替わるため遷移的あり，それに伴ってダイナミックな構

造変換も起こる．そのために，全体像を捉えにくいというこ

とが構造解析がなかなか進まない一因として挙げられる．

電子顕微鏡による単粒子解析は，複合体の多数の粒子像か

ら立体構造を得るため，この様な結晶構造解析が困難なシス

テムの機能構造の解析に適している．また，複製に関しては，

複合体全体の構造は未知であるが，必要な因子はほぼ全て同

定されており，且つそれぞれの因子単独の結晶構造は既に得

られているものが多い．従って，単粒子解析によって複合体

全体の 3 次元マップが得られれば，個々の因子や部分構造の

結晶構造を当てはめることで，複合体全体の原子モデルを構

築して，反応及び制御機構をアミノ酸レベルで考察すること

も可能となる．

2.　複製フォーク複合体

DNA 複製の進行時，DNA2 重鎖はヘリカーゼによってほ

どかれて，2 本の単鎖に分かれることで複製フォーク構造を

形成する（図1B）．DNA ポリメラーゼを始め，PCNA，DNA

リガーゼ等の様々な因子はこの領域に集まり，複製フォーク

複合体を形成し協調的に DNA の複製を行う．ここで，2 本

の DNA 単鎖は互いに逆向きであり，また DNA ポリメラー

ゼが 5’ → 3’ の方向にのみ複製可能であることから，“リー

ディング鎖”においてのみ連続的な複製が行われる．反対側

の“ラギング鎖”はヘリカーゼによる巻き戻りで一本鎖領域

が拡大される度に 5’ → 3’ 方向へ断片的に複製が行われ，後

に DNA リガーゼによりこの断片（岡崎断片）の連結が行わ

れる．また DNA ポリメラーゼが複製を行う際，単独では直

ぐに DNA から外れてしまい効率良い複製が行えない．例え

ば真核生物の Poldでは数塩基しか連続で複製できないこと

が知られている．しかしながら，DNA クランプ（或はスラ

イディングクランプ）と総称され，リング状に DNA を取り

囲む（クランプする）タンパク質に結合することで DNA か
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ら外れることなく効率良い複製が可能となる（図 1C）．真核

生物と古細菌では，PCNA（Proliferating cell nuclear antigen）

がこのクランプの役割をしている．PCNA 分子は 2 つの相同

なドメインから成り，3 量体リングを形成する．このため，

電子顕微鏡を用いて観察すると六角形で中心に穴の空いた粒

子として認識される．

現在ではこのPCNAはポリメラーゼの活性を促進するだけ

でなく，複製，修復，細胞周期制御等，実に様々なDNAの代

謝に関与する因子が結合することが分かってきており，結合

因子の数は既に 50 を超える．たとえば，複製の過程におい

ては，前出のラギング鎖では図 1C ～ 1E に示す 1 連の反応

が繰り返していると考えられているが，ポリメラーゼのみな

らず，図中のリガーゼそして Flap endonuclease（以下 FEN）

といった因子等も PCNA に結合することが知られている．

これらの因子の多くは，主に N 末端や C 末端の柔軟なルー

プ上に現れる PIP（PCNA interacting peptide）box モチーフと

呼ばれる保存されたアミノ酸配列を介してPCNAに結合する．

PCNA 自体が 3 量体を形成することから，最大で 3 つの因子

が同一のPCNAリングに結合可能であり，実際に複製因子の

一つである FEN と PCNA の結晶構造 1）では 3 つの FEN 分子

が一つのPCNAリングに結合していた（図 1F）．このような

知見から，3つの異なる因子をDNAの近傍に留め，必要に応

じて切換えるPCNAツールベルトモデル 2）が提唱されている

（図 1G）．このようなモデルは，反応の効率向上を説明でき

るという点では，確かに魅力的ではあるが，上述のように，

既に 50 を超える因子の切換えをこのような単純なモデルの

みで説明をするのは困難である．複製因子の複合体からの解

離，新たな因子の結合，即ち複合体の再編による切換えも必

要であると考えられるが，前述のツールベルトモデルと同様

に，その詳細な機構については全く分かっていない．このよ

うな機構の解明には複合体全体の構造解析が必須である．し

かしながら現在，フォーク複合体の結晶構造解析については，

主に複製因子と DNA や，複製因子と PCNA の複合体等の部

分構造の解析に留まっているのが現状である．

我々は以前，PCNA を DNA 上に装填するクランプローダ

RFC と PCNA 及び DNA の 3 者複合体について電子顕微鏡と

単粒子解析を用いて三次元構造を解析した 3）．これに対し，

結晶解析では近年になって，ようやくファージのクランプと

図 1　（A）DNA 複製の場レプリソームの模式図（トロンボーンモデル）．構成因子個々の構造はほぼ得られているものの，全

体の構造は明らかになっていない．本稿で扱った構造を赤点線で囲んだ．（Pol：ポリメラーゼ，Lig：リガーゼ，PCNA：クラ

ンプ，MCM：ヘリカーゼ，GINS：MCM 補助因子複合体，RFC：クランプローダ，Pri：プライマーゼ，RPA：一本鎖 DNA
結合蛋白質，FEN：フラップエンドヌクレアーゼ）（B）複製フォーク．DNA2 重鎖はヘリカーゼによってほどかれ，リーディ

ング鎖では複製が連続的に行われるのに対して，ラギング鎖側では断片的におこる．（C）–（E）ラギング鎖における DNA 複製．

PolB による複製が進行して前方の既に複製が済んだ領域に到達し，フラップ構造を形成する（C）．FEN 分子（Flap Endonu­
clease）がフラップ構造を認識してこれを切断する（D）．DNA リガーゼがニックを認識して断片同士を連結する（E）．（F）ヒ

トの FEN-PCNA 複合体の結晶構造 1）（PDB ID：1ul1）．（G）PCNA ツールベルトモデル．複数の因子を同一の PCNA リング上

に留め，反応に応じて切換える．
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クランプローダを用いて 3 者複合体の構造が得られているに

過ぎず 4），結晶構造解析の難易度が非常に高い系であること

には変わりは無い．また，真核生物と古細菌の間で，複製に

関与するタンパク質を比較すると，その構造が大変良く似た

構造であることが明らかになってきた．実際，両者で結晶構

造が明らかになっている PCNA，リガーゼ等を比較して見る

と大変に似た構造 1,5 ～ 8）であり（図 1F，図 3A，図 7），この

事から，非常に安定な超好熱古細菌の系を用いて複製の構造

解析研究を進めるメリットは大きい．

3.　単粒子解析

電子顕微鏡は本来，非常に高分解能の装置であるが，生物

試料が観察対象の場合には電子線による損傷が深刻であるた

めに，照射できる電子線量が限られてしまい，なかなかその

能力を存分に発揮できない．それ故，分解能を向上させるた

めには，なんらかの平均化のプロセスが必須となる．2 次元

結晶やチューブ状結晶等，対称性の高い試料を利用すると，

この平均化のプロセスが大変効率良く行えるため，特に高分

解能の解析を中心に活用されてきた．その一方で，電子顕微

鏡が超分子複合体の個々の粒子の像を直視できるという最大

の利点を活用し，平均化のプロセスを計算機による画像処理

及び，構造解析計算で行うのが単粒子解析である．この手法

は結晶化のプロセスを必要としないため，溶液条件に比較的

縛られることなく，生理的条件下の複合体の観察が可能であ

り，微量希薄なサンプルでも解析が可能という電子顕微鏡の

利点も非常に有効に活用できる．尚，本稿で紹介する研究に

おいては，画像データの取得にあたり，MDS（Minimum Dose 

system）を用いた．この「電子線損傷軽減システム」は，特

に凍結試料を解析する際に必須な撮影システムであるが，電

子線に比較的強いとされる負染色試料の場合にも，構造解析

を行う際にはやはり必要であり，また画像データの取得の効

率向上にも繋がると筆者は考える．

電子顕微鏡で観察される像は複合体の投影像であるので，

立体構造解析を行うためには，複合体粒子の様々な方向を向

いた像を用いて，その投影方向を個々の粒子像について決定

し，逆投影法等で再構築する必要がある．（立体構造の再構

築法に関して，邦文の概説としては本誌の解説 9）等を参照し

て頂きたい．）その際に原則としては，観察している複合体

の組成は無論同一である必要があるが，解析する粒子の立体

構造も同一，つまり構造変化はないことが通常前提となる．

組成の違いあるいは構造変化が起きている可能性がある場

合，投影像の違いが粒子の向きに因るものなのか，組成及び

構造変化に因るものなのかを知る事は難しく，各粒子像の投

影方向の決定を誤りやすくなり，また実際には異なる複数の

構造を同一の構造として解析してしまうため，誤った立体構

造を構築してしまう．このような誤りを防ぐため，先ず複合

体の組成が同じになるように，電顕観察用試料を作成する直

前に，ゲル濾過クロマトグラフィー等を用いて対象となる複

合体を精製する．筆者等は微量試料用の液体クロマト装置と

して，これまで SMART システム（旧アマシャムバイオサイ

エンス社（現 GE ヘルスケア）：製造中止），そして現在はそ

の後継機に相当する AKTA micro（図 2A，GE ヘルスケア社）

等を主に使用している．

さて，複合体の粒子が支持膜に対して特定の方向にのみ向

いて吸着する際，立体構造解析を行うためには試料を傾斜さ

せることで，様々な方向からの投影像を取得する．一般的に

は傾斜像に続き同一視野の非傾斜像をセットで記録して解析

するランダムコニカルティルト法（Random conical tilt meth­

od 10））（邦文総説 11）も参照）を用いる．この手法に適した解

析ツールとしては単粒子解析の開祖の一人でもある Joachim 

Frank のグループによる SPIDER & WEB 12）（http://spider.

wadsworth.org/spider_doc/spider/docs/spider.htm）が有名であ

る．筆者等が以前行った RFC 小サブユニット 6 量体リン

グ 13），リバースジャイレース 14），PDE6 複合体 15）等の解析に

はこのソフトウエアを用いた．

一方で，超分子複合体が支持膜に対して様々な方向を向い

て吸着する場合は，様々な方向から投影した像が得られてい

るので，コモンライン法等を用いて個々の粒子像の投影方向

を決定し，逆投影法により初期立体構造を構築する．その後，

粒子の向き等のパラメータを繰り返し計算によって精密化

し，立体構造計算を収束させていく．今回取り上げる複製

フォーク複合体は上記条件を満たしていたため，本手法を用

いて解析した．

解析ソフトとしては，EMAN 16）（http://www.msg.ucsf.edu/

local/programs/eman）を用いた．現在ではこの後継のパッケー

ジとして EMAN2 も公開されている．コモンライン法の問題

点としては，先ず投影像から投影方向を決定するために原理

的に半分の確率で鏡像体が構築されることがあげられる．ま

た，得られる投影像が多様であることが本手法を適用する際

の一つの判断基準ではあるが，対象の立体構造が変化してし

まう場合には前述のように，解析の大前提が崩れてしまうた

め，実際とは異なる立体構造が構築されてしまう．これらの

問題が生じているか否か判断する方法としては，傾斜像の

データを活用する 17）．また複合体の部分結晶構造が得られて

いる場合には，電顕の密度マップの該当する領域と比較する

図 2　（A）複合体精製に用いる微量試料用液体クロマト装置

（AKTA micro（GE ヘルスケア社））．（B）PolB-PCNA-DNA 複

合体（負染色）の電子顕微鏡写真 18）．スケールバーは 50 nm．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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ことで解決することもある．

我々はこれまでに，リング状のクランプPCNAをクランプ

ローダ RFC が開いて DNA に乗せる瞬間の複合体 3），ポリメ

ラーゼと PCNA と DNA の複合体 18），そして岡崎断片の連結

を担うリガーゼと PCNA とニック入り DNA の複合体 19），以

上 3 つの系に関して構造解析を行ってきた．本稿ではポリメ

ラーゼ及びリガーゼの系の構造解析を中心に解説する．

4.　ポリメラーゼ-PCNA-DNA 複合体

真核生物と古細菌ではファミリー B に属する DNA ポリメ

ラーゼ（以下PolB）がDNAの複製時に重合反応を行う．これ

らの酵素は複製を行うにあたって実に 109 塩基につき，1 個

程度の間違いしか起こさず，極めて高い忠実度を誇る．その

一つの要因として複製を行うポリメラーゼ活性部位の他に，

複製を誤った際にその部分を削ってやり直す，即ち校正を行

うために必要なエキソヌクレアーゼ（exonuclease）活性部位

を持つことが挙げられる．また超好熱古細菌の PolB は PCR

反応に用いられることから，応用面でも大変重要な蛋白質で

ある．

解析の当初，この複合体の部分構造として，まず同じ古細

菌 Pyrococcus furiosus（以下 Pfu）の PCNA の 3 量体リングの

構造 5）をすでに我々のグループが決定していた．PolBに関し

ては，Pfu PolB を含むいくつかの類縁の古細菌 PolB 単独の

構造 20），ポリメラーゼと DNA の複合体の構造 21,22），PolB と

PCNA の複合体の構造等の幾つかの部分構造は得られてい

た．このうち PolB と PCNA の複合体 6）は我々のグループの

西田博士等によって得られたが，結晶化のためにリングを形

成しない変異型 PCNA を用い，PolB と PIP-box 配列を介して

結合した PCNA を 1 分子ずつ含む構造であった（図 3A，青：

PolB，シアン：PCNA）．この部分構造にモデリングによって

PCNA を 2 分子（図3A，緑，黄緑）補間することで PCNA リ

ングと PolB の複合体のモデルを構築し，これを元に PIP-box

（図 3A，紫）近傍の両分子間の重要な相互作用（後述）とポ

リメラーゼの反応モードの切換えの機構を論じた．しかしな

がら，PolB と PCNA そして DNA の三つを含んだ複合体につ

いては構造が得られていなかったため，単粒子解析によって

研究を進めた．

5.　PolB-PCNA-DNA 複合体の単粒子解析

PolB-PCNA-DNA 複合体の電子顕微鏡像を図 2B に示す．

このような電子顕微鏡画像から個々の複合体の像を約 2 万粒

子程切り出し，構造解析を行った 18）．

単粒子解析によって得られた複合体の立体構造を図 4 に

示す．前述の通り，PCNA は今では様々な因子に対する基盤

分子であることが判明しているが，そもそもは DNA ポリメ

ラーゼを活性化する因子として着目された．その点において

本構造はいわば原点とも言える構造であり，それを初めて可

視化した点で重要である．複合体は 2 層で構成され，下側に

は PCNA の 3 量体リングが配置され，その上に PolB が

PCNA リング上に覆い被さるように結合していた．底面から

見ると，PCNA の輪郭は 6 角形状であるものの，詳細にみる

と平らな辺と凹んだ辺が交互に現れ，3 量体構造に起因する

3 回対称性をもつことに気付く（図 4A）．
この特徴のため，PCNA サブユニットを一意的に当てはめ

ることが可能となった（図4A）．実際に PCNA の結晶構造を

当てはめてみると極めて良く一致し，凹んだ辺は PCNAのサ

ブユニット間の境界に相当する．一方フラットな辺は，PCNA

を構成する 2 つのドメイン間を繋ぎ，且つ PIP-box モチーフ

の結合部位でもあるループ（IDCL：Inter-Domain Connecting 

Loop）に相当する事が分かった．DNA は PCNA のリングの

中心を貫通し，PolBのエキソヌクレアーゼ活性部位へ伸びて

いることから，得られたのは校正モードにおける複合体の構

造であることが分かった（図4B）．興味深いことに，PolB は

2 個のPCNA分子と接触していた．PolBの結晶構造を当ては

めたところ，そのうちの一つは予想どおりPolBのPIP-boxと

PCNAの既知の結合であったが（図 4C，4E），もう一方はこ

れまで，結晶構造解析や表面プラズモン共鳴等，他の手法か

らは全く予想されていなかった新規の接触であった（図 4D，

4F）．この接触のために，PolB はこれまでの予想と異なり，

ほぼ水平に，完全に蓋をする様にPCNAに覆い被さっていた．

図 3　PolB-PCNA の結晶構造

（A）古細菌 Pyrococcus furiosus（Pfu）の PolB-PCNA の結晶構

造（PolB：青，PCNA：シアン，PDB ID：3a2f）この結晶構造

に PCNA 分子 2 個（緑及び深緑）をモデリングによって足す

ことで複合体の構造を構築した．PolB は PCNA に対して相対

的に立った配置となっており，複製モードにおける構造に近い

と考えられる 6）．PolB の C 末ループ上の PIP box モチーフを紫

で表示した．その近傍で PCNA のグルタミン酸（E171：赤色）

と PolB のアルギニン（R706：黄色）が塩橋を形成している．

この結合は校正モード時には切れる．オレンジは単粒子解析で

校正モード時に PCNA との相互作用に用いられることが明ら

かになったアルギニンのクラスター．（B）A 図の推定モデル

の side view 図（文献 6）より改変）．この予想モデルと極めて

類似した構造が PolB-PCNA-DNA 複合体の電子顕微鏡像の平均

像（C）で観察された 6）．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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6.　PolB の複製・校正モードスイッチ

これまでに，複製モードにおける 3 者複合体の結晶構造は

得られていない．ポリメラーゼと DNA 複合体等の部分構造

や，DNAがPCNAを貫通するという条件をもとにするとPolB

は図 4 の構造よりもPCNAに対して立っていて，我々が以前

構築した図 3A（及び図 3B）の推定モデルに近い配置になる

ことが予想される．この構造はあくまでモデリングで得たも

のではあるが，電子顕微鏡像を詳細に見ると，我々の観察条

件において頻度は高くはないものの，この構造に相当するも

のが存在することが明らかになった．それらを積算・平均す

ることで，図 3C に示す 2 次元平均像を得ることができ，こ

の構造が確かに溶液中に存在することを示すことができた 6）．

結晶中で PolB は PCNA と PIP-box モチーフを介して結合

していたが，そのヒンジの近傍で 2 つのアミノ酸，すなわち

負電荷を持つ PCNA のグルタミン酸（E171：図3A で赤で表

示）と正電荷を持つPolBのアルギニン（R706：図3A で黄色

で表示）が塩橋を形成していることを見いだした．PolB と

PCNA 及び DNA 間の立体障害等を考慮すると，DNA をエキ

ソヌクレアーゼ活性部位に，即ち校正モードの配置に持って

いくには，この両アミノ酸間の塩橋が切れる必要があること

が分かった．この両アミノ酸は他の PolB や PCNA で保存さ

れているうえに，他のアミノ酸に入れ替えた変異体が影響を

受けることから，このアミノ酸間の結合が，複製・校正のモー

ド間の切り換えに寄与していることが明らかになった 6）．

以上の既知情報を念頭に我々の単粒子解析の結果を精査

すると，我々の構造では両アミノ酸は有意に離れており

（図 4E），上記の切り換えモデルでの校正モードの要件を満

たしている．さらに，今回新たに見いだした第 2 の接触を

見ると，驚くべきことに，隣の PCNA の同じグルタミン酸

（E171）がこの場所に存在し，PolB 側には 3 つのアルギニン

がクラスターを作るように（R379/380/382）配置されていた

（図 4F）．更に，他の古細菌の類縁の PolB で構造が既知のも

のについて構造配列アライメントを行うと，この領域に塩基

性アミノ酸が頻出していることも明らかになった．つまり

PIP-box 近傍で使われていた E171 と PolB のアルギニンによ

る切り換えスイッチが隣の PCNA で第 2 の接触でも用いら

れていることが示唆された．この事をアミノ酸レベルで確認

するため，変異体を用いた生化学実験，電子顕微鏡観察実験

を行った．PolB 側の 3 つのアルギニンに順次変異を入れて

いくにつれ，エキソヌクレアーゼ活性が激減し（図 5A），ま

た複合体の平均像においても，従来の閉じた図 4 の構造よ

りも第 2 のコンタクトが解放されて PolB が立った構造のほ

うがむしろ主流になることが分かった（図 5C）．以上のこと

により，図 6 のように PolB のモード間の切り換えは PolB-

PCNA-DNA 複合体のダイナミックな構造変換を伴い，PCNA

の E171 と PolB のアルギニンの相互作用のオン・オフによっ

て制御されていることを示す事ができた．尚，図中の複製モー

ドの複合体の立体構造（図 6B）は実験では未だ得られてい

ないが，図 3A の構造や PolB-DNA 等の部分構造を元にモデ

図 4　PolB-PCNA-DNA 複合体の立体構造

（A）–（D）電子顕微鏡による単粒子解析法によって 18897 個の複合体の粒子像から計算した．PolB（紫），PCNA（シアン）及

び DNA（赤）の原子モデルを当てはめた．PIP 配列による既知の PolB-PIP 結合（接触 1）の他に，新たに隣の PCNA とも結

合していること（接触 2）が明らかになった．DNA がエキソヌクレアーゼ活性部位へ向かうことから校正モードにおける複

合体の構造だと分かる．（E）接触 1 付近の拡大図．図 3 で塩橋を形成していた PolB の R706 と PCNA の E171 は離れている．（F）
接触 2 付近の拡大図．（文献 18）より改変）

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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リングツール，SIRD システム 18）（http://sird.nagahama-i-bio.

ac.jp/sird/，邦文の解説は文献 23）参照）を用いて構築したも

のである．このシステムは構造データベースから配列・構造

類似性の高い因子の結晶構造を抽出（2 次データベースの構

築），相互作用部位情報を元に，複合体の構造を予想するも

ので，本解析と並行して開発が進められたものである．

7.　リガーゼ -PCNA-DNA 複合体の単粒子解析

DNAリガーゼはラギング鎖において断片的に複製される岡

崎断片を連結する非常に重要な因子であり，PolBと同様，生

体中で PCNA に PIP-box モチーフを用いて結合する（図1E）．
DNAリガーゼについても筆者等が複合体の解析を始める時点

で幾つかの結晶構造が解かれていて，そのうちの一つはヒト

のリガーゼ（Lig1）とDNAの共結晶 8）であった（図 7）．それ

ぞれの構造を見ると，全て柔軟なループで連結された 3 つの

ドメインから構成され，対応するドメイン個々の構造自体は

極めて良く似た構造をしていた．しかしながら 3 つのドメイ

ンの相対的位置及び向きは異なり，全体構造は一見してかな

り異なっていることが分かる．図 7A は我々のグループの古

細菌由来のリガーゼ（以下 Lig と表記）の結晶構造 7）である

が，この構造と DNA に結合したヒトの Lig1 の結晶構造はコ

ンパクトな構造をとっていたのに対して，古細菌S. sulforobus

の Lig では図 7B の様に伸びきった構造をしていた 24）．特に

3 番目の C 末端ドメイン（OBD：図 7 にて紫で表示）が非

常にダイナミックに動いていて，一見似た構造に見える Pfu 

Lig とヒトの Lig1 を比較しても OBD の向きはほぼ逆になっ

ていた．Lig も PIP-box モチーフを持っており，PCNA に結

合することが分かっているが，複合体の結晶構造は未だ得ら

れていないため，我々はこの Lig-PCNA-DNA 複合体をター

ゲットにした．基質の DNA はニックの塩基に 2’,3’ ジデオキ

シヌクレオチドを用い，ライゲーション反応が進んでしまわ

ない様にして，PolB-PCNA-DNA 複合体と同様に精製，単粒

子解析を行った（図 8）19）．複合体は 2 層からなり，下側に

おいて中心の DNA を取り囲むように PCNA が結合し，一方

の Lig は PCNA の上側に結合して，DNA には約半周程巻き

付いていた．また PCNA のリングの 3 回対称性は PolB の複

合体より分解能が高いこともあって，より顕著にみることが

できた（図 8A）．

図 5　PolB 変異体の解析 18）

（A）接触 2 の 3 つのアルギニンを順次置換していくにつれ，

DNA 校正時に機能する PolB のエキソヌクレアーゼ活性の低下

がみられた．（B）–（C）PolB（変異体）-PCNA-DNA 複合体の平

均像．接触 2 のアルギニンをグルタミン酸に置換した変異体の

平均像には野生型と同様の閉じた形状のもの（B）も観察され

たが，多くは接触 2 が切れることにより PolB が PCNA に対し

て立った構造（C）を示していた．

図 6　複製モード・校正モード切換え機構 18）

（A）PolB-PCNA-DNA 複合体の校正モードと，（B）複製モー

ドの切換えには隣接する 2 つの PCNA の E171 が寄与しており，

PolB の PIP-box 近傍の R706 と R379 近傍のアルギニンクラス

ターとの塩橋の架け替えによって制御されるという機構が考え

られる．

図 7　DNA リガーゼ（Lig）の結晶構造

（A）古細菌P. furiosus（PDB ID: 2cfm）7），（B）古細菌S. suluforo-
bus（PDB ID: hiv3）24），（C）ヒト由来（PDB ID: 1x9n）8）の DNA
リガーゼの結晶構造．N 末から 3 つのドメインを黄色（DBD），

シアン（AdD），紫（OBD）のリボンモデルで色わけした．ヒト

のリガーゼ Lig1 は DNA との共結晶で解析され，ライゲーショ

ン反応時の構造をとらえている．

図 8　Lig-PCNA-DNA 複合体の立体構造 19）

電子顕微鏡による単粒子解析法によって 19544 個の複合体の粒

子像から計算した．底面（A），正面（B）及び斜め上（C）か

ら見た立体構造．DNA，PCNA 及び，リガーゼの 3 つのドメイ

ン（N 末端より DBD，AdD，OBD）の原子モデルを当てはめた．

（A）の PCNA の領域では，サブユニット境界の凹んだ辺（赤丸）

とドメイン間ループ（IDCL）由来の平らな辺（赤矢印）が明

確に識別できた．また Lig と PCNA の間で新規の接触 2 がみつ

かった．尚，（A）では PCNA の 3 量体構造をより判別しやす

くするため，3 つのサブユニットを異なる色で表示した．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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一方で，3 つの結晶構造から Lig は非常に柔軟性が高いこ

とが予想されていたが，我々の単粒子解析から得た立体構造

においても，Lig の領域の構造は結晶構造の何れとも異なり，

そのまま当てはめることは不可能であった．しかしながら

個々のドメインの形状は良く一致することから，3 つのドメ

インの間のループを切り，各ドメインを独立に当てはめるこ

とにより，図 8 のリボンモデルに示す原子モデルを構築す

ることができた．PolB の場合と同様，Lig は 2 つの PCNA と

接触を持ち，N 末ドメイン DBD の既知の PIP-box を介した

接触とは別に，中央の AdD ドメインも隣接する PCNA サブ

ユニットと接触していた．我々の複合体も DNA を含んでい

ることから，本来なら部分構造に相当する Lig1-DNA 複合体

の結晶構造（図 7C）に最も近いことが予想された．しかし

ながら両者を実際に比較してみるとまるで異なり，この第 2

の接触のために，我々の構造では Lig が DNA に完全に巻き

付くことができていないことが分かる．これまでの結晶構造

や生化学的なデータを元にすると，我々の構造はライゲー

ションを起こす前の中間状態と考えられる（図 9A）．DNA

のニックを埋めるためにはリガーゼは結晶構造のようにきつ

く DNA に巻き付く必要があり，その際には接触のうち少な

くとも一つ，（DNA に密着する事を考慮すれば 2 つともの可

能性もある）接触が解放されることになる（図 9B）．ライゲー

ション反応の完了に伴って PCNA 上の結合部位が解放され

ることにより，次の因子が PCNA に結合可能となり，複合

体の再編がおこるという機構が考えられる．また本構造にお

いて，2 つの接触がライゲーション直前の状態を安定化して

いる様に見えるが，これに関連して PCNA が Lig のライゲー

ション反応に対して，むしろ阻害的に働くという生化学的な

知見 25）もあり，大変に興味深い．PolB の場合も同様の様子

がみられたが，PCNA との多重の接触によって DNA を抱え

込み，反応が完遂するまで，他の余計な因子の相互作用をブ

ロックしているようにも見える．

8.　複製の切換機構

以上，2 つの複製因子 PolB 及び Lig において，既知の PIP- 

box モチーフの他に隣接する PCNA との間にも接触が存在

し，反応の制御等に寄与していることが明らかになった．複

製において最重要な 2 つの因子でこのような共通の機構が見

つかったことから，筆者等は，PCNA は従来考えられていた

ような単なる留め金に留まらず，反応の制御に積極的に寄与

しており，更にこの多重の接触による制御機構は他の複製因

子を始め，複製系以外の PCNA 結合蛋白質においても，一

般的に存在している可能性があると考えている．

それでは，図 1G のツールベルトモデルは間違いなのか？ 

反応の効率の面ではこの機構は大変有利であり，理に適っ

ているように思える．また実際に FEN-PCNA の結晶構造

（図 1F）のような知見 1）や生化学的なデータで，このモデル

をサポートするものも存在している．我々の 2つの構造でも，

共にPCNAは 2分子占有されているものの，残る1つのPCNA

サブユニットに関しては PIP-box 結合部位は完全にフリーで

ある．この場所に他の因子が結合可能であるか，FEN-PCNA

の結晶構造を当てはめて調べたところ，PCNA リングの穴か

ら最もフリップアウトした FEN 分子の配向ならば，PolB の

場合も Lig の場合（図 9C）も，FEN 分子は共存可能である

ことが分かった 18,19）．おそらく複製因子は各反応段階に応じ

て，ツールベルトモデル，あるいは再編成による切換えの両

機構を適宜使い分けているものと思われる．

9.　おわりに

本稿では，JST の BIRD プロジェクト「実践による超分子

複合体モデリングシステムの開発」及びその後継プロジェク

ト（2005 ～ 2010 年，研究代表者：白井剛）のもとで主に得

られた成果のうち，筆者が実践した単粒子解析の部分を中心

に紹介した．本プロジェクトは情報生物学，生化学・分子生

物学，X 線結晶解析，電子顕微鏡を専門とする研究者が密接

に連携することにより，実践的な解析を通じて超分子モデリ

ングツール SIRD 18,23）を開発するものであった．このような

超分子複合体は，未だ決定的な解析法が確立していないもの

の，上記の複数の手法を用いて緊密に連携することが極めて

有効であることが分かる．また，この連携において，単粒子解

図 9　因子の結合・解離による切換えの機構 19）

（A）（B）Lig-PCNA-DNA 複合体の単粒子解析から推定されるモデル．中間状態では PCNA との相互作用のため Lig は DNA
と強固には結合していない（A）．DNA に完全に巻き付いて反応が起きると PCNA との接触は解除され，次の因子が PCNA に

結合可能となる（B）．（C）ツールベルトモデルの検証．Lig-PCNA-DNA の構造に FEN-PCNA の結晶構造を重ねる事で，Lig
と FEN 分子が共存できるかを調べた．結晶構造中の 3 通りの配向のうち，X で示す配置の場合，立体障害は見られず，Lig と

FEN は同一の PCNA クランプ上で共存できることが分かった．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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析法が極めて重要な貢献ができたのではないかと自負する．

これまで単粒子解析法の問題点はなかなか分解能が向上しな

いことであったが，上記の連携によって十分アミノ酸レベル

の知見が得られる事が理解していただければ幸いである．ま

た分解能に関しても，近年開発された Direct Electron Detec­

tor（DED：電子直接検出カメラ 26））がこの数年で急速な発

展をみせており，従来は高分解能の解析が困難な試料におい

て原子レベルの解析が可能となってきている 27,28）．今後，本

装置の更なる改良，そしてなによりも一般研究室レベルにま

で広く普及することで，単粒子解析法によって原子レベルに

迫る解析が日常的に行われるようになることが期待される．
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