
〈研究の目的と進め方〉
複製、転写等の基本的な細胞機能は、DNAを足場とし

て多数の関連因子が集合体を形成し、その上で特有の反
応を進行する。このため、個々の蛋白質分子の機能の理
解には、それらが機能複合体を形成する際の分子集合と
その動態を理解することが必須である。この目的には蛋
白質の１分子レベルの分解能による形態観察が有効と考
えられる。そこで、機能複合体として複製フォーク複合
体を研究材料とし、そこに含まれる因子の分子形態と機
能との連関を明らかにする。この研究を基にして、機能
複合体の構成と分子形態を解析する方法論を確立し、蛋
白質機能の解明における分子形態情報の有効性を明らか
にすることを目的とする。

〈研究開始時の研究計画〉
高次機能複合体の解析対象として複製フォークを選び、

それを構成する蛋白質１分子から複合体レベルまでの透
過電子顕微鏡（TEM）、原子間力顕微鏡（AFM）による
分子形態観察を試みる。具体的には以下の試みを通して、
複合体の分子形態の観察に適した試料調製法、観察法の
確立を行い、実際の観察をもとにして機能を論じる方法
の有効性の検討を行う。
1.複製フォークの再構築に必要な因子をヒト培養細胞の
抽出液、大腸菌、昆虫細胞等の発現系から精製する。
得られた因子を用いて個々の複合体の形成反応を行う
と共に、複製反応の再構築を行い、そこから反応途上
の複製中間体を精製しその複製フォーク複合体の単離
を行う。

2. 蛋白質分子の構造変化、複合体状態の蛋白質の分子集
合を直接とらえる方法として透過型電子顕微鏡

（TEM）、原子間力顕微鏡（AFM）を採用し、複製フォ
ークに含まれリング構造を持つクランプ分子、PCNA、
およびPCNAをDNAに結合させる活性を持つヘテロ５
量体から成るRFCのサブユニット構成、位置関係の解
析を行う。これを元にして蛋白質分子形態の解析基盤
を確立する。

〈研究期間の成果〉
蛋白質の白金蒸着試料の透過式電子顕微鏡 (TEM)によ

る観察およびナノカーボンプローブを使用した原子間力
顕微鏡 (AFM)観察を試み、いずれも蛋白質の分子形態観
察に有効であることを明らかにした（Hohmura et al.
2000）。たとえば、これらの方法により真核生物の複製フ
ォーク構成因子であるクランプ（PCNA）とそのローダ
ー(RFC)の複合体形成過程の解析を行い、それぞれの因
子の分子集合様式、サブユニットの配置が明らかにでき
た。さらにATP添加による構造変化を観察することがで
きた。さらに両者の複合体像が観察され、形成時の各因
子間の位置関係を解明することができた(Shiomi et al.
2000)。
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〈国内外での成果の位置づけ〉
ここで試みたTEM, AFMによる分子レベルの形態観察

は、蛋白質分子の動態、さらにそれらの集合した機能複
合体の分子集合を明らかにするのに有効な方法であった。
実際に、PCNA、RFC様のチェックポイントや染色体接
着複合体の構造解析に使用された例が我々および米国の
グループによって報告された。また米国のグループが行
ったRFCおよび、PCNA-RFC複合体の結晶構造解析によ
る構造のモデル化において、有益な情報を提供した。し
たがって蛋白質のTEM, AFM観察による分子形態という
情報は、蛋白質機能の同定、推定をする上で、有効な要
素となりうる。また複合体の集合様式を直接観察するこ
とができ、今後研究対象が拡大する高次複合体の解析法
として重要性が増加すると思われる。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
TEM, AFM観察の現在の技術では複合体内の個々のサ

ブユニット、集合体内の構成のより複雑な位置関係につ
いては、解析に限界があり、各構成要素を観察像内で同
定することが困難であった。これは、これらの観察像が
主に２次元構造の情報であることによる点と、観察法の
解像力の限界による。

〈今後の課題〉
上記の問題点に対して、より詳細な構造情報が得られ

るネガティブ染色による電顕観察、観察像の平均化等に
よる解贈度の向上が期待できる。また、白金蒸着試料の
TEM観察でも、チルティングによる観察で、３次元観察
に近い情報の入手が可能になる。これらの導入、および
評価は今後の課題であるが、可能となれば、蛋白質の機
能解析における分子形態観察の有効性はさらに拡大する
ことが期待される
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