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研究成果の概要（和文）： 

 DNA-タンパク質クロスリンク(DPC)は非常に bulkyなゲノム損傷であり、ヌクレオチド除去修

復ではほとんど修復されない。したがって、DNA 複製や転写に重篤な影響をおよぼすことが予

想される。本研究では、部位特異的に DPC を含む DNA 基質を調製し、DNA 複製および転写に対

する影響を in vitroで検討することを目的とした。複製ヘリカーゼである DnaBに対する影響

を検討した結果、ラギング鎖に DPCがある場合、DnaBの進行は DPCのサイズ依存的に阻害され

るが、リーディング鎖に DPCがある場合、その進行は阻害されないことが明らかとなった。現

在、転写に対する影響を検討するため、転写鎖および非転写鎖に DPCを含む鋳型 DNAの構築が

完了し、T7 RNAポリメラーゼの転写反応に対する影響の検討を進めている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 DNA-protein crosslinks (DPCs) are extremely bulky genomic lesions and are not 
efficiently repaired by nucleotide excision repair, suggesting that DPCs will exert 
detrimental effects on DNA replication and transcription in cells. In this study, we have 
prepared model DNA substrates containing site-specific DPCs and assessed their effects 
on DNA replication and transcription in vitro. DPCs on the lagging strand inhibited the 
progression of DnaB,the replicative helicase of E. coli, in a DPC size-dependent manner. 
Conversely DPCs on the leading strand had no effects on the progression of DnaB. We also 
have prepared DNA templates containing DPCs for in vitro transcriptions studies with T7 
RNA polymerase. We are currently assessing the effects of DPCs in transcribed and 
nontranscribed strands on transcription. 
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１．研究開始当初の背景 

  生物のゲノムには様々なタンパク質が付随

しており、複製や転写の際には、これらのタ

ンパク質が速やかに解離あるいは転位するこ

とにより遺伝情報の読み出しが行われる。放

射線、アルデヒド化合物、アルキル化剤など

多くのゲノム損傷誘発因子はDNAとタンパク

質の間に架橋を形成し、DNA-タンパク質クロ

スリンク(DPC)損傷を生じる。我々は、これま

での研究でDPC修復機構の概要を明らかにし

た。一般に、bulkyなゲノム損傷はヌクレオチ

ド除去修復（NER）により除去されるが、DPC

は従来のbulkyな損傷に比べはるかに大きい

ため、除去効率が非常に低いことが明らかと

なった。したがって、ゲノムに生じたDPCの多

くはそのまま残留し、DNA複製や転写に影響を

およぼすと予想された。 

 

２．研究の目的 

  多くのゲノム損傷誘発因子は DNAとタンパ

ク質の間に架橋を形成し、非常に bulkyなDPC

損傷を生じる。しかし、NER による修復効率

が低いため、DNA 複製や転写に重篤な影響を

およぼすと予想される。しかし、DPC が DNA

複製や転写にどのような影響を与えるかは

明らかにされていない。本研究では、DPC を

部位特異的に導入した DNA基質を構築し、in 

vitro における DNA 複製ヘリカーゼおよび転

写反応に対する影響を明らかにし in vivo研

究への研究基盤を構築する。  

 

３．研究の方法 

1)複製ヘリカーゼ反応 

 本研究では、oxanine（OXA）とタンパク質

の選択的な反応（図１）を用いてDPCを部位特

異的に含むY字型の複製フォークモデル基質

を調製した。この目的で、OXAを含むオリゴヌ

クレオチド（85mer）を化学合成し、これを種々

のサイズのタンパク質（1.6-44 kDa、表１）

とインキュベートした。反応後、DPCを形成し

たDNAをPAGEで分離し、ゲルから抽出した。こ

れを相補鎖（5’-32P標識）とアニールし、複

製ヘリカーゼ反応用のY字型複製フォークモ

デルDNAを調製した。このY字型基質を大腸菌

DnaBとインキュベートし、未変性PAGEで反応

生成物を分析した。反応生成物は放射活性に

より定量した。 

 

  図１ OXAとタンパク質のDPC形成反応 

 

  表１ DPC導入に用いたタンパク質 

 

 

2)転写反応 

 OXAを含むオリゴヌクレオチド（60mer）お

よびT7プロモターを含むオリゴヌクレオチド

（60mer）化学合成した。T4DNAリガーゼによ

る両者の連結前あるいは連結後にOXAとタン

パク質（表１）をクロスリンクさせ、複製ヘ

リカーゼの場合と同様に精製した。得られた

DPCを含むDNA（120mer）を相補鎖とアニール

し、転写鎖および非転写鎖にDPCを含む鋳型

DNAを調製した。鋳型DNAをT7 RNAポリメラー

ゼおよびNTPとインキュベートし、変性PAGE



で転写産物を分析した。転写産物は取り込ま

れた32P-UTPにより定量した。比較のため行っ

たDNAポリメラーゼ反応には、DPCを含む

120merを鋳型として用いた。 

 

４．研究成果 

1) DPCが複製におよぼす影響 

 大腸菌複製ヘリカーゼ DnaB は、複製ポリ

メラーゼである Pol IIIホロ酵素に先立って

複製フォークの先頭で DNA二重らせんを巻き

戻し一本鎖に変換する。本研究ではリーディ

ング鎖およびラギング鎖およびに DPCを含む

フォーク型基質を DnaBとインキュベートし、

巻き戻し生成物を定量した。 

 リーディング鎖に DPCがある場合、すべて

の DPC で巻き戻された生成物が観察された。

巻き戻された生成物量の時間変化からヘリ

カーゼの反応速度を比較したが、DPC を含ま

ないコントロール基質とすべての DPCで反応

速度に有意な差は認められなかった。一方、

ラギング鎖に DPCがある場合、クロスリンク

タンパク質のサイズが 6.8 kDa以下では巻き

戻し生成物が生成したが、これより大きいク

ロスリンクタンパク質では巻き戻し生成物

は観察されなかった。 

 以上の結果から、リーディング鎖の DPCは

DnaBヘリカーゼの進行を阻害しないが、ラギ

ング鎖の DPC はサイズ依存的に DnaB ヘリカ

ーゼの進行を阻害することが明らかとなっ

た。環状 6 量体構造を形成した DnaB がラギ

ング鎖を取り囲むように結合し、二本鎖 DNA

を解離しながら複製フォークが進行するモ

デルが提案されている。この環状構造のホー

ルサイズをクロスリンクタンパク質がすり

抜けられるかどうかで進行の阻害が生じる

か決まると考えられる。そのため、ラギング

鎖においては、環状構造をすりぬけられるサ

イズのタンパク質（6.8 kDa 以下）は阻害を

示さず、それ以上大きいタンパク質ではヘリ

カーゼとの立体障害のため進行が停止した

と考えた。一方、リーディング鎖は DnaB の

環状構造のホール外側を通るため、DPC との

立体障害が起こらずヘリカーゼの進行が阻

害されなかったと考えた。 

 本研究で得られた結果、および、従来の

bulky な損傷（CPD や芳香族付加体）のサイ

ズが 0.5 kDa 以下であることを考慮すると、

従来の bulkyな損傷はリーディング鎖および

ラギング鎖いずれにあっても DnaB の進行を

阻害しない。その結果、DnaBを通過し Pol III

ホロ酵素に到達し、活性部位におけるヌクレ

オチドの取込を阻害する。一方、細胞内で DPC

を形成する DNA 結合タンパクのサイズが 10 

kDa以上であることから、細胞内においては、

リーディング鎖の DPC は DnaB ヘリカーゼの

進行を阻害しないが、ラギング鎖の DPC は

DnaB ヘリカーゼの進行を阻害すると予想さ

れる。したがって、リーディング鎖上の従来

の bulkyな損傷および DPCはいずれもポリメ

ラーゼブロックとして作用するが、ラギング

鎖上にある場合、従来の bulkyな損傷はポリ

メラーゼブロック、DPC はヘリカーゼブロッ

クとして作用することになる。このような違

いが、損傷応答や複製再開にどのような影響

を与えるか興味深い。 

 

2)DPCが転写におよぼす影響 

 本研究では、単一ペプチドからなる T7 RNA 

ポリメラーゼと転写鎖および非転写鎖に DPC

を含む鋳型 DNAをインキュベートし転写産物

を分析した。 

 転写鎖に DPCがある場合は、runoff生成物

の量が大きく減少し、DPC 部位で転写が停止

した産物の蓄積が認められた。runoff生成物

の生成量は DPC サイズ依存的に減少したが、

大きいクロスリンクタンパク（表１）を含む



DPCにおいてもrunoff生成物がわずかに生じ

た。この結果から、転写鎖の DPC は T7 RNA

ポリメラーゼを強く阻害するが、完全にはブ

ロックしないと予想された。比較のために、

同じ鋳型（一本鎖）を用いて DNAポリメラー

ゼ I （Klenow fragment）を用いて複製反応

を行った。用いたすべての DPC（表１）で DNA

ポリメラーゼの進行が完全に停止した。この

結果は、T7 RNAポリメラーゼと DNAポリメラ

ーゼ Iで DPC乗り越え合成能に差があること

を示唆する。 

 一方、非転写鎖に DPCがある場合は、runoff

生成物の量がわずかに減少したが、DPC 部位

で転写が停止した産物の蓄積は認められな

かった。この結果は、非転写鎖上の DPCは RNA

ポリメラーゼが通過する際に立体障害とな

らず転写にほとんど影響を与えないことを

示唆する。 

 従来の bulkyな損傷は、転写鎖にある場合

は RNAポリメラーゼの進行を阻害するが、非

転写鎖にある場合はまったく阻害しない。

DPC においても定性的には同じ結果が得られ

たが、定量的な違いを今後検討していく必要

があると考えられる。 
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