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研究成果の概要（和文）：本研究では新規の損傷乗越えDNA合成（TLS）因子であるTFII-Iに着目し、PCNAやPol 
zetaと形成する高次複合体の立体構造と相互作用をX線結晶構造解析により明らかにし、創薬の構造基盤を得る
ことを目的とした。具体的には、(1) TFII-IのN末端ドメイン、(2) PCNAや (3) Pol zetaとの複合体の調製、結
晶化、X線回折実験を行った。(1) は低分解能であるため、構造解析に成功していない。(2) (3) はそれぞれ2.
3-3.8、4.4オングストローム分解能のデータを得ることができたため、分子置換法により構造解析を行ったが、
TFII-Iの電子密度は確認出来なかった。

研究成果の概要（英文）：TFII-I is a novel factor in translesion DNA synthesis (TLS) field and 
functions to recruit other TLS proteins such as DNA replication factor PCNA and DNA polymerase zeta 
on DNA damaged site. TLS is the strange cellular system to inhibit DNA replication arrest and to 
promote DNA synthesis even so DNA synthesis is error prone, when the damaged DNA occurs in the 
endogenous genome during the S-phase. TLS pathway also contributes to acquire the resistance for 
anticancer drug, thus it is attractive target to develop novel drug. Remarkably, recent study 
implies TFII-I possibly contributes to Williams-Beuren syndrome, a genetic disorder. To understand 
molecular mechanism of diseases and the anticancer drug resistance, we have determined structures of
 TFII-I-PCNA and TFII-I-Pol zeta complexes at each 2.3-3.8 and 4.4 angstrom. however our structures 
didn't involve in any densities of TFII-I, thus it may be required for continuous approach.  

研究分野： 構造生物学

キーワード： X線結晶構造解析　タンパク質複合体　DNA修復
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１．研究開始当初の背景	
	 ゲノム DNA は内定、外的要因により絶え間
なく DNA 損傷を受けているが、これらの損傷
は様々な DNA 修復機構により正常に修復され
ることで、恒常性が保たれている。しかし、
これらの修復機構は DNA 複製中に生じた損傷
を修復することができない。その結果、複製
ポリメラーゼが DNA 損傷部位で複製を停止し、
細胞死やがん化などを引き起こす。DNA 損傷
による複製停止を回避するための機構の一
つに損傷乗越え DNA 合成（TLS）がある。TLS
では、TLS ポリメラーゼが複製ポリメラーゼ
に代わり、損傷部位の PCNA にリクルートさ
れることで、損傷部位を乗越えて DNA 複製を
継続する。ヒトでは、TLS ポリメラーゼは大
きく分けて、Y ファミリーに属する DNA ポリ
メラーゼh、i、kと REV1、B ファミリーに属
する DNA ポリメラーゼz（REV7-REV3 複合体）
が存在する。前者のポリメラーゼが主に損傷
塩基を鋳型とした DNA 挿入反応を行い、後者
のポリメラーゼにより誤りがちな DNA 伸長反
応が行われるため、発がんとの関連性が示唆
される。また、これらの TLS ポリメラーゼは
シスプラチンなどの DNA 損傷物質（抗がん剤）
に対して抵抗性を持つことから、がん細胞の
薬剤耐性の獲得にも関与する。	
	 最近では、転写因子 TFII-I が DNA ポリメ
ラーゼzのアクセサリーサブユニット REV7 の
新規結合タンパク質であり、TLS に必要であ
ることを申請者が明らかにした（Fattah	&	
Hara	et	al.	PLoS	 Genet,	2014）。また、
TFII-I が二量体化し、損傷部位で停止した
PCNA と REV7 を物理的につなぐことで TLS ポ
リメラーゼをリクルートすることを明らか
にした。興味深いことに、TFII-I は発達障害
や心臓疾患などが特徴的なウィリアムズ症
候群の原因タンパク質であるため、発がんと
遺伝性疾患との関連性も示唆される。しかし、
TFII-I と PCNA との複合体、及び TFII-I と
PCNA との複合体、TFII-I と REV7 との複合体、
TFII-I の二量体化ドメインの立体構造は未
だ得られておらず、TFII-I による超分子複合
体の形成メカニズムはほとんどわかってい
ない。	
	
２．研究の目的	
	 TLS で新たな鍵となる TFII-I に着目し、
TFII-I-PCNA、TFII-I-REV7-REV3 複合体、
TFII-I の二量体化ドメインの構造解析を行
い、TFII-I を介した超分子複合体の形成メカ
ニズムを明らかにする。	
	
３．研究の方法	
(1)	TFII-I-PCNA 複合体	
	 菱木らの調製方法を用いて PCNA 組換えタ
ンパク質を調製した（J	Biol	Chem,	2009）。
PCNA 単量体は Armstrong らの方法を用いて
N-Ethylmaleimide によりシステイン残基を
化学修飾させて調製した（Nature,	2012）。
TFII-I の PCNA 結合領域の組換えタンパク質

は、以前報告した調製方法を用いた（PLoS	
Genet,	2014）。その後、PCNA と TFII-I をモ
ル比で等量混合し、4℃で一晩インキュベー
トした。ゲルろ過カラムクロマトグラフィー
精製により、複合体を形成する画分を回収し
た。結晶化スクリーニングは、市販のスクリ
ーニングキットを用いて行った（約 700 条件）。
得られた結晶を用いて大型放射光施設
Photon	Factory ビームラインにて X線回折実
験及び X線回折データ収集を行った。回折強
度データはプログラム XDS で処理し、その後、
PCNA をサーチモデルとしたプログラム
PHASER による分子置換法により位相決定を
行った。	
	
(2)	TFII-I-REV7-REV3 複合体	
	 REV7-REV3 複合体は、以前報告した調製方
法を用いて行った（Hara	et	al.	J	Biol	Chem,	
2010）。その後、(1)と同様の手順で複合体を
調製し、結晶化、X 線回折データ収集、及び
構造解析を行った。	
	
(3)	TFII-I の二量体化ドメイン	
	 TFII-I の N 末端領域を pGEX6p-1 発現ベク
ターに組み込み、大腸菌 BL21	(DE3)で GST 融
合組換えタンパク質として過剰発現させた。
GS4B ビーズによりアフィニティー精製を行
い、プレシジョンプロテアーゼで GST タグを
除去したのち、陽イオン交換カラム、ゲルろ
過カラムクロマトグラフィーにより精製を
行った。得られた試料を用いて（1）と同様
の手順で結晶化、及び X線回折実験を行った。	
	
４．研究成果	
(1)	TFII-I-PCNA 複合体	
	 ヒト由来 TFII-I-PCNA 複合体の結晶を用い
て X線回折実験を行い、2.7Å分解能の回折デ
ータを収集し、構造解析を行ったが TFII-I
の明瞭な電子密度は得られなかった（図 1）。	

	
図 1	 TFII-I-hPCNA 複合体の電子密度	

	
	 次に、酵母由来 PCNA を用いて、TFII-I と
のキメラ複合体結晶を調製し、2.3Å分解能の
回折データを収集し、構造解析を行ったが
TFII-I の明瞭な電子密度は得られなかった
（図 2）	



	
図 2	 TFII-I-ScPCNA 複合体の電子密度	

	
	 上記の結果から、複合体が結晶化溶液中で
解離し、PCNA のみの結晶が析出することが示
唆された（クリスタルパッキングによる影
響）。従って、PCNA の溶液中での会合状態を
変化させ、結晶化を行う必要があると考えた。
酵 母 由 来 PCNA の G178S 変 異 体 と
N-Ethelmaleimide により PCNA のシステイン
残基を化学修飾した組換えタンパク質を調
製し、複合体の結晶化を行った。G178S 変異
は、PCNA の三量体形成を不安定化させる作用
があり、N-Ethelmaleimide は PCNA を単量体
化させる作用がある。G178S 変異体を用いた
複合体結晶では 3.2Å分解能、PCNA 単量体を
用いた複合体結晶では、3.8Å分解能の回折デ
ータを収集し、構造解析を行った（図 3、4）。	

	
図 3	 TFII-I-ScPCNAG178S複合体の電子密度	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

図 4	 TFII-I-ScPCNA（monomer）の電子密度	
	
	 構造解析の結果、G178S は野生型の PCNA と

同様に三量体を形成していたが、化学修飾し
た PCNA 単量体は結晶内で三量体を形成でき
ず、らせん状の構造を形成していた。しかし、
どちらの複合体でも TFII-I の明瞭な電子密
度を確認することが出来なかった。今後、
PCNA の生物種や会合状態を変化させた系で
新たなキメラ複合体の調製や、TFII-I の PCNA
結合モチーフにアミノ酸変異を導入した系
で複合体の X線結晶構造解析を引き続き行う。
また、等温滴定型熱量測定（ITC）などの熱
力学的解析を導入し、PCNA と TFII-I の相互
作用を定量し、より相互作用の強い複合体
（組み合わせ）を模索する。	
	
（2）TFII-I-REV7-REV3 複合体	
	 TFII-I-REV7-REV3 複合体の結晶を用いて、
X 線回折実験を行い、4.4Å分解能の回折デー
タを収集し、構造解析を行ったが TFII-I の
明瞭な電子密度は得られなかった。(1)と同
様に TFII-I の変異体を用いて複合体の調製
を進める。	
	
(3)	TFII-I の二量体化ドメイン	
	 TFII-I の二量体化ドメインの結晶を用い
て X線回折実験を行ったところ、タンパク質
特有の回折点を観測することが出来たが、低
分解能であったため、構造解析に成功してい
ない。今後、結晶の最適化を進め、構造解析
に適した結晶を得る（図 5）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 5	 TFII-I の二量体化ドメインの結晶	
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