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（  続 紙  １  ）                              

京 都 大 学  博 士 （  理    学 ）  
氏

名  
花 房  朋  

論 文 題 目  

 

REV7 及 び MAD2 タ ン パ ク 質 が 結 合 す る モ チ ー フ 配 列 の 解 析  

 

（ 論 文 内 容 の 要 旨 ）  

 

損 傷 乗 り 越 え DNA 合 成 （ translesion DNA synthesis, TLS） に 関 わ る ヒ

ト DNA polymerase ζ (hPolζ)  は 、 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト の hREV3 と 補 助 サ ブ ユ ニ ッ

ト の hREV7 の 2 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 成 る 。hREV7 タ ン パ ク 質 は hREV3 の 他 に も 、

TLS で 機 能 す る hREV1 や 、 TLS 以 外 の 機 能 を 果 た す ADAM9(A Disintegrin And 

Metalloprotease 9)あ る い は ELK-1(an Est-LiKe transcriptional factor-1)

な ど の タ ン パ ク 質 と も 相 互 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 hREV7 は spindle 

assembly checkpoint(SAC)に 関 わ る hMAD2 と 26%の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ こ と か

ら hMAD2L2 と も 呼 ば れ る 。 hMAD2 は hMAD1 あ る い は hCDC20 と 相 互 作 用 す る こ と

で SAC に お い て 重 要 な 機 能 を 果 た す こ と が 明 ら か に な っ て い る が 、hREV7/hMAD2

は hCDC20 の 構 造 的 、機 能 的 ホ モ ロ グ で あ る hCDH1 と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て

SAC に も 関 与 す る と も 考 え ら れ て い る 。  

 

本 研 究 に お い て 私 は 、hREV7/hMAD2L2 及 び hMAD2 の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相

互 作 用 を ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で 明 ら か に し た 。 そ の 結 果 、 hREV3 の 全 長 3130 ア ミ ノ

酸 配 列 の う ち の 1878-ILKPLMSPP-1885 の 配 列 が hREV7 と の 相 互 作 用 に 必 要 か つ

十 分 で あ る こ と が 明 ら か に な り 、 最 小 コ ア 配 列 (minimum core sequence, MCS)

と 呼 ぶ こ と に し た 。 hADMA9 や hELK-1 の hREV7 結 合 領 域 に は そ の よ う な REV3 の

MCS に 類 似 し た 配 列 が 存 在 す る が 、そ れ ら の MCS 類 似 配 列 は hREV7 と の 結 合 能 が

低 く 、MCS 類 似 配 列 の C 末 端 側 の 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 が hREV7 と の 相 互 作 用 に

は 必 要 で あ っ た 。意 外 な こ と に 、hMAD2 も ま た hREV3 の MCS 配 列 に 結 合 す る こ と

が 明 ら か に な っ た 。し か し 、hMAD2 は ADAM9 や ELK-1 に 存 在 す る hREV7 結 合 配 列

と は 結 合 せ ず 、ま た hREV7 は hMAD1 や hCDC20 の hMAD2 結 合 配 列 と 結 合 し な か っ

た 。 そ こ で 、 hREV7 及 び hMAD2 の 結 合 特 異 性 に つ い て in vitro で の 詳 細 な 解 析

を 行 っ た が 、hMAD2 が in vivo で 全 長 の hREV3 に 結 合 す る と い う 結 果 は 得 ら れ な

か っ た 。 ま た 、 hREV7 が hCDH1 と 相 互 作 用 す る と い う 結 果 は 得 ら れ な か っ た 。  

 

出 芽 酵 母 、分 裂 酵 母 の REV3、 REV7、 MAD2 の 間 で の 相 互 作 用 に つ い て も 解

析 し た 。そ れ ら の REV3 の REV7 結 合 配 列 を 同 定 し た と こ ろ 、 hREV3 MCS 同 様 の 短

い 配 列 に は 同 じ 種 の MAD2 が 結 合 し た が 、そ の 前 後 の 配 列 が 存 在 す る と 結 合 し な

く な っ た 。 こ の よ う に 、 結 合 モ チ ー フ 配 列 の 存 在 と 全 長 の タ ン パ ク 質 の 間 で の

結 合 と は 別 な 問 題 で あ る と 言 え る 。 本 研 究 の 結 果 は REV7 と MAD2 と は 構 造 的 に

類 似 し て い る の で そ れ ら の 結 合 モ チ ー フ 配 列 は オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る が 、

hREV7 は TLS に お い て 、そ し て hMAD2 は SAC に お い て 別 個 に 機 能 し て お り 、両 者

の 作 用 の 「 ク ロ ス ト ー ク 」 の 可 能 性 は 低 い と 考 え ら れ た 。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

（ 続 紙  ２  ）                             

 

（ 論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 ）  

DNA 損 傷 を 乗 り 越 え て 合 成 す る TLS DNA ポ リ メ ラ ー ゼ と し て は 構 造 的 に 類 似 し

て い て Y-family と 分 類 さ れ る REV1, Polη, Pol ι, Polκの 他 に 、 そ れ ら と は 異

な り B-family に 分 類 さ れ る Polζが 知 ら れ て い る 。Y-family の 酵 素 は 一 つ の サ

ブ ユ ニ ッ ト か ら 成 る の に 対 し て 、 Polζは 触 媒 活 性 を 持 つ REV3 と 補 助 因 子 の

REV7 の 二 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 構 成 さ れ る 。 こ れ ら の TLS DNA ポ リ メ ラ ー ゼ

は 異 な る 種 類 の DNA 損 傷 の バ イ パ ス 合 成 に 関 わ る と 考 え ら れ て い る が 、 Polη, 

Pol ι, Polκ、 及 び Polζは REV7 サ ブ ユ ニ ッ ト を 通 じ て REV1 の C 末 端 領 域 に 結

合 す る こ と か ら 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 間 で REV1 を 中 心 と す る ネ ッ ト ワ ー ク が

存 在 す る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。 一 方 、 REV7 は DNA 損 傷 乗 り 越 え 合 成 以

外 の 機 能 に 関 わ る ADAM9 や ELK-1 な ど の タ ン パ ク 質 と も 相 互 作 用 す る こ と が 報

告 さ れ て い る 。取 り 分 け 、hREV7 は ス ピ ン ド ル チ ェ ッ ク ポ イ ン ト に 関 わ る MAD2

と ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て ２ ６ ％ の 相 同 性 を 持 つ こ と か ら hMAD2L2 と も 呼 ば れ 、

hMAD2 が hCDC20 と 結 合 す る よ う に 、 hREV7/hMAD2L2 は hCDC20 の ホ モ ロ グ で あ

る hCDH1 と 結 合 す る こ と に よ り 、hREV7 も ス ピ ン ド ル チ ェ ッ ク ポ イ ン ト に 関 わ

る と い う 報 告 も あ る 。従 っ て 、 hREV7/hMAD2L2 が 様 々 な タ ン パ ク 質 と ど の よ う

に 相 互 作 用 す る か を 明 ら か に す る こ と は 非 常 に 重 要 な 研 究 課 題 で あ っ た 。  

  本 研 究 に よ っ て 、hREV7 は hREV3 の 中 央 部 分 の ９ ア ミ ノ 酸 の 配 列 に 結 合 し 、

そ れ に 類 似 し た 配 列 が ADAM9 や ELK-1 の hREV7 結 合 領 域 に も 存 在 す る こ と が 明

ら か に な っ た 。 そ の よ う な 配 列 は hMAD2 が 結 合 す る hCDC20 の 配 列 と も 類 似 性

が 認 め ら れ た が 、 hREV7 は hCDC20 そ し て hCDH1 と も 相 互 作 用 し な か っ た 。 一

方 、 hMAD2 は ADAM9 や ELK-1 の hREV7 結 合 領 域 に は 結 合 し な か っ た が 、 hREV3

の hREV7 結 合 配 列 に 結 合 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。そ し て 、数 多 く の 変 異 体

を 作 成 し て 、そ れ ら と hREV7, hMAD2 と の 結 合 を 定 量 的 に 解 析 す る こ と に よ り 、

同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 異 な る ア ミ ノ 酸 残 基 と の 相 互 作 用 が hREV7、 hMAD2 と の

結 合 に 重 要 で あ る こ と が 分 か っ た 。  

  hMAD2 が hREV3 の 短 い 配 列 に 結 合 す る が 、 hREV3 の よ り 長 い 配 列 や 全 長 の

も の に 結 合 す る と い う 結 果 は 得 ら れ な か っ た 。 そ こ で 、 REV3 が ス ピ ン ド ル チ

ェ ッ ク ポ イ ン ト に 関 与 す る か ど う か を 明 ら か に す る た め に も 、出 芽 酵 母 や 分 裂

酵 母 に お け る REV3, REV7, MAD2 タ ン パ ク 質 間 の 相 互 作 用 に つ い て も 解 析 を 進

め た 。 そ の 結 果 、 そ れ ら の MAD2 も ま た REV7 が 結 合 す る REV3 の 短 い 配 列 に 結

合 す る が 、そ の N 端 側 の 配 列 が 存 在 す る と MAD2-REV3 間 の 相 互 作 用 は 阻 害 さ れ

る こ と が 明 ら か に な っ た 。異 な る 生 物 種 に お い て も REV7 と MAD2 と は 比 較 的 弱

い 相 同 性 を 持 つ が 、他 の タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に 関 わ る ア ミ ノ 酸 は 良 く 保 存

さ れ て お り 、 そ れ ら の 結 合 認 識 配 列 に は 共 通 性 が 見 ら れ る 。 し か し 、 REV7 と

MAD2 の そ れ ぞ れ が DNA 損 傷 乗 り 越 え 合 成 と ス ピ ン ド ル チ ェ ッ ク ポ イ ン ト と い

う 異 な る 機 能 を 果 た す た め に 、相 互 作 用 の ク ロ ス ト ー ク の 可 能 性 は 低 い と い う

結 論 が 得 ら れ た 。  

 よ っ て 、 本 論 文 は 博 士 （ 理 学 ） の 学 位 論 文 と し て 価 値 あ る も の と 認 め る 。

ま た 、平 成 ２ ２ 年 １ 月 ２ ０ 日 に 論 文 内 容 と そ れ に 関 連 し た 事 項 に つ い て 試 問

を 行 っ た 結 果 、 合 格 と 認 め た 。  

 

 

  要 旨 公 開 可 能 日 ：  平 成 22 年  1 月  20 日  以 降  


