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研究成果の概要（和文）：HLTF は DNA 損傷による複製停止を回避する戦略の一つであるテンプレ

ートスイッチに関与する。HLTF はユビキチンリガーゼ活性を持つ RING ドメインと DNA へリカー

ゼ活性を持つ Snf2 ドメインを併せ持つ特殊なタンパク質であり、さらに新奇 DNA 結合ドメインと

予想される HIRAN ドメインを持つことが知られている。本研究ではヒト HLTF (hHLTF) RING ドメ

インの試料調製、hHLTF HIRAN ドメインの調製および結晶化を行い、hHLTF HIRAN ドメイン-DNA

複合体の構造解析を行った。さらに、hHLTF HIRAN ドメインと DNA との相互作用解析を行い、hHLTF 

HIRAN ドメインの DNA との結合に重要な残基を特定した。 

 

研究成果の概要（英文）：Helicase-Like Transcription Factor (HLTF) is involved in template 
switching pathway, one of DNA damage tolerance mechanism, which allows continuous DNA 
synthesis even in the presence of DNA lesion. HLTF consists of RING, Snf2, and HIRAN domains. 
RING and Snf2 domains are responsible for ubiquitination of PCNA and unwinding of DNA, 
respectively. The N-terminal HIRAN domain is predicted as a novel DNA-binding domain. We 
tried to prepare human HLTF (hHLTF) RING and HIRAN domains as recombinant proteins. We 
analyzed interaction between hHLTF HIRAN domain and DNA by Electrophoresis Mobility Shift 
Assay. 
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１．研究開始当初の背景 

 

遺伝情報の中枢であるゲノム DNA は、放射
線や化学物質などの外的要因や、細胞内代謝
産物、活性酸素や細胞内 pH の変化などの内

的要因によって絶えず損傷を受ける。DNA 損
傷が修復されずに複製装置が損傷箇所に到
達すると、塩基の誤対合や複製フォークの進
行阻害が起こる。これらのDNA複製の異常は、
ゲノムの不安定性や細胞死を引き起こすこ
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とから、発がんや老化促進の原因となる。こ
のような危機的事態を回避するために、細胞
は『損傷トレランス』と呼ばれる戦略を用い
る｡ 損傷トレランスは、損傷乗り越え DNA 合
成 (TLS) とテンプレートスイッチの二つの
経路で構成されるが、いずれの場合も DNA ポ
リメラーゼの活性化因子である増殖細胞核
抗原 (PCNA) のユビキチン化によって制御
されている｡鋳型 DNA の損傷により複製が停
止した場合、PCNA に Rad6-Rad18 複合体、
Ubc13-Mms2 (E2)、Rad5 (E3) が作用すると、
PCNA はユビキチンの K63 残基を介したポリ
ユビキチン化修飾を受け、テンプレートスイ
ッチが誘導される。テンプレートスイッチと
は、組換え修復に類似した修復機構である。
テンプレートスイッチでは、新生鎖の相同領
域や姉妹染色体の相同鎖を鋳型として部分
的に DNA 合成が行われ、その後､ 複製装置が
複製の進行方向に移動することで損傷塩基
を乗り越えると考えられているが､詳細な分
子機構は不明である。 
 近年、酵母 Rad5 (yRad5) がユビキチンリ
ガーゼ活性とは別に、二本鎖 DNA を巻き戻す
DNA ヘリカーゼ活性を持ち、これがテンプレ
ートスイッチを促進することが示された。さ
らに、yRad5 のホモログとして、同様のドメ
イン構造を持つヒトHLTF (hHLTF)が同定され
た。yRad5 と hHLTF は、新奇 DNA 結合ドメイ
ンと予想される HIRAN ドメイン、ヘリカーゼ
活性を持つ Snf2 ドメイン、ユビキチンリガ
ーゼ活性を持つ RING ドメインを持つことが
知られている。しかし、Rad5 あるいは HLTF
による PCNA のポリユビキチン化が、どのよ
うにしてテンプレートスイッチを引き起こ
すのか､ HIRANドメインやSnf2ドメインがテ
ンプレートスイッチでどのように機能する
かは不明である。 
 そこで、申請者はユビキチンリガーゼ活性
とヘリカーゼ活性を併せ持つ hHLTFの構造機
能解析によってテンプレートスイッチの構
造基盤を得ることを目指し、hHLTF の構造生
物学的研究を計画した。 
 
２．研究の目的 

 
 HLTFはユビキチンリガーゼ活性とDNAヘリ
カーゼ活性を併せ持つ特殊なタンパク質で
あり、テンプレートスイッチを誘導するため
に重要なタンパク質である。本研究では、
hHLTF の構造解析と構造に基づく機能解析を
行い、テンプレートスイッチの構造基盤を得
ることを目指す。 
 

３．研究の方法 

 
 hHLTF は全長 1009 アミノ酸残基からなる。
N 末端側から順に、新奇 DNA 結合ドメインと

予想される HIRAN ドメイン、ヘリカーゼ活性
を持つ Snf2 ドメイン、ユビキチンリガーゼ
活性を持つ RING ドメインを持つ (図 1)。 
 hHLTF は、全長での試料調製が困難である
と考えられたため、RING ドメインと HIRAN ド
メインに着目し、組み換えタンパク質として
大腸菌を用いて調製した。得られた hHLTF 
HIRAN ドメインを用いて hHLTF HIRAN ドメイ
ン単体、hHLTF HIRAN ドメイン-DNA 複合体の
結晶化を行った。X 線結晶構造解析法により
hHLTF HIRAN ドメイン-DNA 複合体の三次元構
造解析を行った。また、hHLTF HIRAN ドメイ
ンと DNAとの相互作用をゲルシフトアッセイ
によって調べ、DNA との相互作用に重要なア
ミノ酸残基を特定した。 
 

 
 
 

 
４．研究成果 
 
(1) hHLTF RING ドメインの調製 
 
 hHLTF RINGドメインをコードする遺伝子を
発現ベクターにサブクローニングし、大腸菌
を用いて大量発現させた。その後、アフィニ
ティーカラムクロマトグラフィー、イオン交
換カラムクロマトグラフィー等の各種クロ
マトグラフィーを用いて精製を試みたが、結
晶化に適した純度の目的タンパク質を得る
ことはできなかった。 
 
(2) hHLTF HIRAN ドメインの構造解析 
 
① hHLTF HIRAN ドメインの調製 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

図 2 hHLTF HIRAN ドメインの精製標品 

図 1 hHLTF のドメイン構造 



 

 

 hHLTF HIRAN ドメインをコードする遺伝子
を発現ベクターにサブクローニングし、大腸
菌を用いて大量発現させた。その後、アフィ
ニティーカラムクロマトグラフィー、イオン
交換カラムクロマトグラフィー、ゲルろ過カ
ラムクロマトグラフィーによって精製した。
最終的に図 2 に示すような、高純度の hHLTF 
HIRAN ドメインを得た。 
 
 同様の方法でセレノメチオニンを導入し
た hHLTF HIRAN ドメインを調製した。最終的
に図 3に示すような、高純度のセレノメチオ
ニン置換体 hHLTF HIRAN ドメインを得た。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
② hHLTF HIRAN ドメイン単体、hHLTF HIRAN

ドメイン-DNA 複合体の結晶化 
 

2-1. hHLTF HIRAN ドメイン単体の結晶化 
 
 市販のスクリーニングキットを用いて
結晶化スクリーニングを行った結果、針
状結晶を得ることに成功した。この条件
を基に、沈殿剤濃度、pH、添加剤などを
変化させて結晶化条件の検討を重ねたが、
現在までのところ、X 線結晶構造解析に
適した結晶は得られていない。 
 

2-2. hHLTF HIRAN ドメイン-DNA 複合体の
結晶化 

 
 市販のスクリーニングキットを用いて
結晶化スクリーニングを行った。結晶が
得られた条件を基に、結晶化条件を最適
化した結果、柱状結晶を得ることに成功
した。 
 

③ hHLTF HIRAN ドメイン-DNA 複合体の結晶
構造解析と相互作用 

 前項で得られた結晶を用いて X 線回折
実験を行った。回折強度データの収集は、
高エネルギー加速器研究機構の放射光実
験施設フォトンファクトリーのビームラ
インを使用した。得られた回折データを
用いて、hHLTF HIRAN ドメイン-DNA 複合
体の X 線結晶構造解析を行った。構造解
析には、セレノメチオニンを利用した異
常分散法を用いた。また、hHLTF HIRAN
ドメインと DNA との相互作用をゲルシフ
トアッセイによって調べ、DNA との相互
作用に重要なアミノ酸残基を特定した。 
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図 3 セレノメチオニン置換体 hHLTF HIRAN
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