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図3　phFEN-1 の活性中心におけるマルチス
タッキング相互作用による基質酵素複合体形成メ
カニズムのステレオ図
酵素分子は薄緑色、注目する芳香族性アミノ酸残基
は青色、赤球は活性中心Mg2+ イオン、黄色鎖およ
びオレンジ鎖は変性・固定化される鋳型DNAスト
ランドと下流DNAストランドを示す。赤破線はス
タッキング相互作用を示す。
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図1　この研究で用いられたSingle flap基質と
Double flap基質の構造
赤矢印は切断点を示す。

図2　超好熱性古細菌Pyrococcus horikoshii
由来 FEN-1(phFEN-1)の一次配列アライメント
と保存領域
A: FEN-1 ファミリー間の一次配列アライメント
   緑字のAsp27Asp80 は活性残基で、赤字は変異が
　 導入された高保存性芳香族性アミノ酸残基である。
　 高保存性芳香族性アミノ酸残基は太字で示した。
B: FEN-1 ファミリーの分子構造を重ね合わせた図
　 phFEN-1:ピンク色、T5 ヌクレアーゼ (T5 Exo):
　 水色、Thermus aquaticus のDNAポリメレース
　 1の5’‐ヌクレアーゼドメイン (Taq.Pol.1): 青色、
　 Methanococcus jannaschii FEN-1(mjFEN-1):
　 緑色、活性中心を構成するMg2+ イオン1と2は
　 赤とオレンジ色で示す。
C: 注目する高保存性芳香族アミノ酸残基をphFEN-1
　 分子上に示した。　

D
N
A

複
製･

修
復
に
重
要
な
酵
素FEN

-1

の

構
造
解
析

基
質
とFE

N
-1

複
合
体
形
成
メ
カ
ニ
ズ
ム
を
解
明

　Flap エンドヌクレアーゼ（FEN-1）は、
DNAの複製・修復に関与する重要な酵素のひ
とつである 1)。この酵素は、DNA配列ではな
く、特定のDNA高次構造（Single flap 構造
やDouble flap 構造）（図 1）を認識し、Flap
鎖を切断する機能を持つエンドヌクレアーゼ
である。
　当研究センターでは、その分子構造解明に
成功し、構造情報に基づく機能解析を進めて
いる 2)。
　我々は、FEN-1 ファミリー酵素（例えば、
phFEN-1 や T5ファージ由来のエキソヌクレ
アーゼ等）の活性中心近傍に位置し、高度に
保存されている芳香族性アミノ酸（図 2）の
部位特異的変異体を作製し、様々な基質を用
いた反応速度論的解析を進めた。その結果を
図 3に示す。Y33、F79、F278F279 が活性中
心付近で共同してヌクレオチド塩基とスタッ
キング相互作用を行い、鋳型ストランドと下

流ストランド間の水素結合を解き、不安定な
一本鎖DNAを固定化し、加水分解を起こさ
せるために必須な基質酵素複合体を形成する
メカニズムが明らかになった 3)。
　FEN-1 の欠損が起こると、紫外線に対する
感受性・遺伝子の不安定化による変異等が増
加する。つまり、FEN-1が存在しないことで、
DNA複製・修復が正常に機能しなくなって
しまう。マウスでは、腫瘍の成長が促進した
という報告もある。このことは、細胞内にお
いてのFEN-1 機能の重要性を示している。さ
らにFEN-1は、様々なヒト遺伝病 （ウエルナー
症候群、ブルーム症候群等）の原因遺伝子と
共同でDNA複製や修復を行うため、その分
子機能が世界的に注目されている。今後我々
は、FEN-1 と複製因子との複合化とその機能
構造を詳細に解析し、その実用化を図ってい
く予定である。
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