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ゲノムDNAの複製において、クランプとクランプローダーはDNAポリメラーゼの機能を促進する因子と

して重要な役割を果たしており、真核生物と古細菌ではPCNAとRFCがそれぞれクランプおよびクラン

プローダーとして機能する。RFCはAAA+ファミリーに属し、ATP依存的に鋳型DNA上プライマー3'末端

付近にPCNAを装てんする。我々は、複雑な真核生物のDNA複製システムを理解する上で有用なモデル

になると考えられる古細菌のタンパク質群を用い、クランプ装てん機構の原子レベルでの解明を目標と

している。本研究では蛋白質結晶学研究室との共同研究のもと、RFCおよびRFC-PCNA-DNA3 者複合

体の高分解能結晶構造決定を目指している。 
(1)RFC 結晶の回折能は本質的に弱く、高分解能構造決定には数多くの X 線回折実験、すなわち多量の単

結晶を必要とする。そこで、精製タグを用いたアフィニティクロマトグラフィーを改良することにより、

迅速に結晶化に適した純度に RFC を精製するプロトコールの開発を目指した。RFC のカラムへの結合・

カラム洗浄・カラムからの溶出条件を種々検討することにより、SDS-PAGE 上、従来法と変わらない純

度の RFC を調製することに成功した。また、その精製標品を用いて結晶化を行い、以前の標品とほぼ同

じ外見の単結晶を得ることができた。X 線回折実験を行ったところ、回折能は以前の結晶と変わらず中

分解能であった。このアフィニティクロマトグラフィーと他のクロマトグラフィーを組み合わせること

によりさらに高純度の精製標品の取得、または RFC 結晶を大量に調製し、結晶化の過程あるいは成長後

の高品質化を目指した広範な実験が必要と考えられる。 
(2)RFC-PCNA-DNA 3 者複合体の結晶構造解析における初期構造決定ならびに原子モデル構築のプロセ

スで威力を発揮すると期待されるセレノメチオニン(Se-Met)化 PCNA について、高分解能で立体構造を

決定した。その結果、Se-Met PCNA は野生型 PCNA と細部に渡り極めてよく似た構造であることが分

かった。 
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