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研究成果の概要：

様々なDNAの損傷に対して生物はDNAを修復する様々な仕組みをもっている。そのようなDNA

の修復に重要な Rad18 の働く仕組みを Rad18 相互作用するタンパク質や DNA との複合体の結晶

化を行い Rad18/Rad6 複合体の結晶を得た。さらに Rad18 の SAP ドメインが複製フォーク様 DNA

との結合に重要であることをドメインの構造モデルを構築することによって説明した。
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１．研究開始当初の背景

地球環境下、DNA は常に損傷を受ける。そ

のため生物はすべての細胞に多様な DNA 修復

機構を備えている。その１つに DNA 中に損傷

が残っていても DNA 複製を可能にするいわゆ

る損傷寛容という仕組みがある。それにはい

くつかの損傷乗り越え DNAポリメラーゼが働

くが、その中で特に『紫外線による皮膚癌（色

素性幹皮症）と関係する重要な DNA ポリメラ

ーゼ η（Polη）が働くためのシグナルが DNA

複製の足場タンパク質である PCNA のユビキ

チン化である』ことが熊本大学故山泉らによ

って明らかにされた。ヒト Rad18 タンパク質

（495 アミノ酸）はユビキチン結合酵素（E2）

である Rad6 と複合体を形成し、損傷 DNA を

認識し、PCNA をモノユビキチン化するユビキ

チンリガーゼ（E3）であり、Polη は

Rad6/Rad18 による PCNA のモノユビキチン化

と Rad18 との相互作用を通して DNA 損傷部位

に近づき、損傷乗り越え DNA 複製が可能とな

ると考えられる。

最近、我々は、Rad18が複製フォーク様DNA

に強く結合することを見出した。この発見

は、複製DNAポリメラーゼ（Polδ）がDNAの

損傷部位で複製を停止したその状態を

Rad18が認識してPCNAのユビキチン化する
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という新しいモデル（次ページの図）を提

唱できるものである。このモデルの超分子

複合体の3次元構造レベルの構造解析が課

題となっている。

２．研究の目的

１）Rad18（分子量 5.6 万）/ Rad6（分子量

1.7 万）複合体

２）Rad18/Rad6 と Rad18 と強く結合するこ

とが明らかになった複製フォーク様 DNA

（Y-DNA）との複合体

３）Rad18/Rad6 と Polη の Rad18 結合領域

を 含 む C 末 端 ド メ イ ン （ 556~713;

Polη158C）との複合体

以上の超分子複合体の結晶化を行い、分子

量が７万を超えるような複合体タンパク質

の立体構造決定に最も有効なＸ線結晶構造

解析法を用いて立体構造を明らかにし、そ

れらの働く仕組みを原子レベルで理解する、

すなわち、ダイナミックに動き、働くタン

パク質の姿（スナップショット）を明らか

にすることである。この結果を基に“真の

損傷乗り越え DNA 複製機構”を提案する。

３．研究の方法

Rad18/Rad6 タンパク質複合体の結晶化の

ためのタンパク質試料の調製は、バキュロウ

イルス／SF9 細胞の系でそれぞれの遺伝子を

共発現させ、はじめに、Hisタグをつけた Rad6

と Rad6 に結合する Rad18 を Ni カラムで精製

した。次にイオン交

換カラムとゲルろ過

カラムを用いること

によって、高純度

Rad18/Rad6 複合体を

得ることができた。

精製した Rad18/Rad6

複合体の SDS ポリア

クリドアミド電気泳

導の結果を左図に示

す。上のバンドが

Rad18、下のバンドが

Rad6 である。得られ

た Rad18/Rad6 複合体を数 mg／ml に濃縮、結

晶化のスクリーニングを行った。スクリーニ

ン グ キ ッ ト と し て OptiMixTM-1 、

OptiMixTM-2、OptiMixTM-3、OptiMixTM-4 
PEG、OptiMixTM-5 Membrane の 5 種類を

使用し、計 480 条件について、温度は 20 ℃

で行った。

次に結合が証明されている複製フォーク

様 DNA フラグメントを委託合成、アニーリン

グ法によって Y-DNA を調製し、Rad18/Rad6 複

合体と１:１で混合し、Y-DNA/Rad18/ Rad6 の

3 元複合体の結晶化のスクリーニングをほぼ

Rad18/Rad6 複合体の結晶化と同様な方法で

行った。

Polη158Cとの3元複合体の結晶化のため、

Polη158C の大量調製をめざし、すでに作成

した大腸菌中での発現ベクターを用いて可

溶性分画への移行の確認後、Ni カラムで精製

したが、タンパク質の分解が認められたので、

分解しない条件の検討を行い、イオン交換カ

ラムとゲルろ過カラムで精製した。完全には

分解を抑える条件を見出すのは困難であっ

たが、精製後、即座に Polη158C/Rad18/Rad6

の 3 元複合体の結晶化を行った。

結晶化には主に、少量の試料で結晶化可能

な微量タンパク質結晶化装置 Topazシステム

を用いて自由界面拡散法で行った。また、最



も頻繁に利用される Crystal Screen I や II

なども用いてハンギングドロップ蒸気拡散

法による結晶化も平行して行った。

なお、Rad18/Rad6 複合体は、時間が経つと

凝集を起こすことがあるので、サンプル調製

は結晶化に合わせ随時行った。

４．研究成果

数多くのスクリーニング条件を用いて

Rad18/Rad6 複合体の結晶化を行った結果、酢

酸マグネシウムを沈殿剤とし、pH8.5 の条件

で、下図のような結晶が得られた。

今後、X 線回折強度データの測定、Rad18

に含まれる Zn 原子の異常分散項を利用した

多（単）波長異常分散法での X線結晶構造解

析に進む予定である。

Rad18/Rad6 複合体とフォーク様 DNA や

Polη158C との 3元複合体については、結晶

化のスクリーニングを行っているが、現在の

ところ、X線結晶構造解析のための X線回折

実験に可能な結晶は得られていない。安定な

３本鎖によるフォーク様 DNA や Polη158C の

調製について改善を試み、引き続き、3 元複

合体の結晶化を行っている。

フォーク様 DNA の結合には Rad18 の SAP 領

域の L256 と L274 が重要であることが、変異

体実験から明らかになった。SAP 領域の３次

元立体モデルをすでに解析されている SAP
ドメインの立体構造を基にホモロジーモデ

リングによって作成してみると上図のよう

に L256 と L274 はヘリックス間の疎水相互

作用に関わっていること、すなわち、SAP ド

メインの２本のヘリックス構造の安定化に

寄与していることが示唆された。したがって、

このような構造がフォーク様 DNA の認識に重

要であると説明できる（発表雑誌論文３）。

このモデルの妥当性に関して、今後、Y-DNA/

Rad18/Rad6の 3元複合体のX線結晶構造解析

で実証することが重要である。
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