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研究成果の概要（和文）：本研究では、RNase H2がRNA/DNAハイブリッドの分解を介してDNA修復を制御する分子
機構を明らかにすることを目的とした。具体的には、DNA修復タンパク質BRCA2のリピートペプチドとRNase H2の
複合体の生化学的特性解析を行った。また、ヒト由来RNase H2と異なる基質特異性を示す大腸菌由来RNase H2
（Ec-RNase H2）との構造比較を行うため、Ec-RNase H2の精製と結晶構造解析に向けた結晶化シャペロンとなる
タンパク質の探索を行い、構造機能解析の基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we biochemically analyzed the complex between RNase H2 and 
BRCA2 repeat peptides to reveal how RNase H2 is recruited to the site of DNA double strand breaks 
where an RNA/DNA heteroduplex is formed. For a comparative study, we purified and crystallized a 
recombinant protein of RNase H2 from E. coli (Ec-RNase H2), which exhibits the distinct RNA/DNA 
hydrolysis activity from that of the human enzyme. Furthermore, we generated the synthetic binding 
proteins that may act as a crystallization chaperone for Ec-RNase H2.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
RNase H2とBRCA2リピートペプチドの組み換えタンパク質を用いた相互作用解析によって、二者間の結合は極め
て弱く、RNase H2がDNA損傷部位へ誘導されるためには他のタンパク質が関与する可能性が示唆された。RNase 
H2の遺伝子への変異は先天性自己免疫疾患やがんと深く関与しており、その生理機能について詳細な分子機構の
解明は、疾患発症メカニズムの理解や新規治療標的の発見という点において意義深い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

RNase H2 は二種類の活性を持つ酵素で、RNA/DNA ヘテロ二本鎖（R/D）の RNA 鎖を分解する活

性と二本鎖 DNA に含まれる単一リボヌクレオチド（rNMP）を除去する活性を持つ。R/D は転写さ

れた RNA 鎖が DNA 鎖と再会合することで形成し、しばしば孤立した一本鎖 DNA を含む三本鎖構

造（R-loop）として存在する。rNMP は DNA ポリメラーゼによって数千塩基に一度の頻度で伸長

中の DNA 鎖へと取り込まれる。R/D と rNMP の過剰な蓄積は深刻な DNA 損傷に繋がるため、RNase 

H2 の機能欠損変異は DNA 損傷によって生じた DNA 断片に対する炎症反応を惹起し（Nature 

548:461 (2017)）、先天性自己免疫疾患 Aicardi-Goutieres syndrome（AGS）を引き起こす（Am. 

J. Med. Genet. A 167A:296 (2015)）。RNase H2 は全生物に存在するが、rNMP に対しては活性

中心のチロシンによる認識機構が保存されている。一方で、R/D 活性は真核生物・アーキアの酵

素の特徴であり、細菌由来の酵素は rNMP に特異性を示す。これらの酵素の R/D に対する活性の

違いは立体構造情報の不足から明らかとなっていない。また、in vitro の実験で R/D を塩基配

列非特異的に切断することから、RNase H2 は特定の R/D を標的としないと考えられていたが、

最近、二本鎖 DNA 切断部位に形成する R/D が BRCA2 と結合した RNase H2 によって分解を受ける

（Cell 167:1001 (2016)）ことが分かり、RNase H2 には R/D 分解を通して DNA 修復に寄与する

新たな役割を持つことが示唆された。上述したように、RNase H2 は R/D と rNMP に対する二種類

の活性（機能①および②）を持ち、さらに R/D には DNA 修復機構の制御のため RNase H2 によっ

て特異的な分解（機能③）を受けるものが存在する。RNase H2 の３つの機能それぞれの生理的

意義を理解するためには遺伝子ノックアウトやノックダウンによる全機能を同時に欠損させる

実験では不十分で、互いの機能が与える影響を排除することができない。そのため特定の機能の

みを狙って消失させた変異体が必要で、その理論設計には各機能に重要なアミノ酸を同定する

ことが不可欠である。申請者は rNMP 基質－RNase H2 の複合体の立体構造情報から機能②のみを

欠損した RNase H2 変異体を設計し、この変異を発現するマウスを用いて rNMP が単独でゲノム

安定性へ及ぼす影響を評価した（Cell Rep. 25:1135 (2018)）。同様に、機能①において R/D を

基質として認識するアミノ酸、機能③においては BRCA2 と結合するアミノ酸を知る必要がある。

しかしながら、R/D 基質－RNase H2 複合体や BRCA2－RNase H2 複合体の立体構造情報は無く、

機能①および③の分子機構は未解明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、RNase H2 が BRCA2 によって DNA 損傷部位にリクルートされる分子機構、および

RNase H2 が R/D を認識する分子機構の解明を目的とする。RNase H2 のように生命維持に必須の

機能を複数持つタンパク質について、特定の機能について調査するためには「その機能のみ」を

改変した変異体が必要である。各標的分子と RNase H2 が結合する分子機構を X線結晶構造解析

によって明らかにすることで、その生理的意義の追求に必要な変異体設計の基盤情報を得る。 

 

３．研究の方法 



BRCA2 には分子中央に 8 つのリピートペプチド（BRC ペプチド）が存在し、1 番目（BRC-R1）

と 3番目（BRC-R3）の配列が RNase H2 と結合することが報告されている（Nat. Commun. 9:5376 

(2018)）。これらのペプチド配列を GST 融合タンパク質として大腸菌で発現し、グルタチオンセ

ファロース・ゲルろ過クロマトグラフィーを用いて精製した。同様に、ヒト RNase H2 の３つの

サブユニット遺伝子（RNASEH2A、RNASEH2B、RNASEH2C）を 2種類の pET ベクターへとクローニン

グし、その両方を用いて大腸菌を形質転換することで、活性型のヘテロ三量体 RNase H2 を発現

する大腸菌株を取得した。RNase H2 は N末端 His タグを付加した状態で発現し、Ni-NTA アフィ

ニティーカラム・ゲルろ過クロマトグラフィーを用いて精製した。様々な条件下でこれらのタン

パク質の相互作用をプルダウン・ゲルろ過クロマトグラフィーで解析した（１）。 

また、真核生物の RNase H2 が R/D をどのように認識するのかを調べるため、大腸菌 RNase H2

をクローニングし、発現・精製を行った。大腸菌 RNase H2 は単量体酵素で、ヒト RNase H2 の触

媒サブユニットに約 20％の低いホモロジーを示す。大腸菌 RNase H2 の活性は rNMP に対して高

いものの R/D に対しては非常に低く、機能①を失った RNase H2 変異体のモデルとして適してい

る。精製した大腸菌 RNase H2 を用いて結晶化スクリーニングと最適化を行い、得られた結晶の

X線結晶構造解析を行った（２）。また、結晶の品質を向上させるため、大腸菌 RNase H2 に結合

する結晶化シャペロンタンパク質の探索を行った。ビオチン化タグ（Avi-Tag）を付加した大腸

菌 RNase H2 を発現・ビオチン化した状態で精製した。その後、磁気ビーズに固定された大腸菌

RNase H2 を標的としてファージディスプレイライブラリーの選別を行い、結合能力を持つクロ

ーンを ELISA 法により同定した。 

 

４．研究成果 

（１）BRC リピートペプチドと RNase H2 複合体の生化学特性解析 

 X 線結晶構造解析に向けて、BRC リピートペプチドと RNase H2 が複合体を形成する条件を検

討した。プルダウンでは、グルタチオンセファロース・Ni-NTA セファロースのどちらを用いて

実験した場合も BRC-R1、BRC-3 と RNase H2 の共沈は見られなかった。タンパク質濃度・塩濃度

を変更し、R/D 基質の添加も行ったが、同じく共沈は起こらなかった。今回は CBB 染色による検

出を試みたが、他グループによる同様の実験では抗体を用いたブロッティングで検出されてお

り、BRC-R1 および BRC-R3 と RNase H2 の相互作用の検出には本手法では感度が低いと考えられ

る。次に結晶化に用いるために安定な複合体の形成が可能かどうかを調べるため、BRC ペプチド：

RNase H2 の割合を変化させながらゲルろ過クロマトグラフィーによって複合体の形成を調べた

ところ、BRC ペプチドを過剰に添加しても複合体形成が全く見られなかった。以上から、BRC ペ

プチドと RNase H2 の相互作用は弱く、二者複合体の X線結晶構造解析は困難であることが分か

った。RNase H2 の DNA 損傷部位へのリクルートは RNase H2 自身の R/D 基質への親和性によるも

のか、他の結合タンパク質の存在が示唆される。 

 

（２）大腸菌 RNase H2 の X 線結晶構造解析 



 大腸菌 RNase H2 を pCold ベクターで大腸菌発現して精製を行ったところ、NaCl 濃度を 500mM

以下に下げると凝集することが分かった。触媒残基のアスパラギン酸をアラニンに置換した不

活性変異体では NaCl 濃度 150mM までの凝集に耐えた。結晶化条件スクリーニングでは複数の条

件から比較的大きな結晶が得られたが、X線回折実験で十分な回折点が得られず構造決定に必要

な分解能には至らなかった。結晶の質を改善するため、大腸菌 RNase H2 に結合する結晶化シャ

ペロンとして働くタンパク質の探索を行った。ファージディスプレイライブラリーの選別の結

果、大腸菌 RNase H2 に結合するタンパク質を３種類取得した。 
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