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研究成果の概要（和文）：　大腸菌のDNA修復タンパク質である非六量体型ヘリカーゼUvrDについて、単量体モ
デルが提唱された研究で用いられた変異体が野生型UvrDと同様に多分子でおそらく多量体を形成してDNAを巻き
戻していること、およびDNA巻き戻し活性が高いUvrD変異体のDNA結合分子数が野生型UvrDよりも多いことを、蛍
光1分子イメージングによって明らかにした。
　また、DNA巻き戻しの1塩基分解能観察を目指してDNA基質を作製し蛍光1分子イメージングを行ったほか、高濃
度蛍光性リガンド存在下で蛍光1分子イメージングが可能なゼロモード導波路を用いてUvrDのATP結合・解離過程
の1分子可視化に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）： Single-molecule visualization was performed for the non-hexameric 
superfamily 1 helicase UvrD protein, which plays a crucial role in DNA repair in E. coli. 
 Single-molecule direct visualization of the C-terminal 40 amino acid deletion mutant UvrDΔ40C, 
which was used in studies that proposed the monomeric model for DNA unwinding, revealed that two or 
three UvrDΔ40C molecules were simultaneously involved in DNA unwinding, possibly in an oligomeric 
form, similar to that with wild-type UvrD. On the other hand, single-molecule direct visualization 
of a UvrD mutant that exhibits enhanced DNA unwinding activity revealed that the number of the 
mutant bound to DNA was higher than that of wild-type UvrD.
 In addition, to visualize DNA unwinding by UvrD with single-nucleotide resolution, a DNA substrate 
for the visualization was prepared, and the visualization was tested. Moreover, using zero-mode 
waveguides, attempts were made to visualize association/dissociation of ATP with/from UvrD.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 1分子計測　ナノバイオ　核酸　酵素反応

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　酵素や受容体など多くのタンパク質で見られる多量体形成は、タンパク質の活性制御、構造安定性の増大な
ど、その機能や構造に重要な役割を果たす。一方、タンパク質複合体のダイナミクスに迫るのが困難なこともあ
り、タンパク質間の相互作用や多量体形成と機能の関係については不明な点が多く残されている。
　本研究では、多量体形成がDNA巻き戻し機能に重要な役割を果たしている大腸菌のDNA修復タンパク質ヘリカー
ゼUvrDに注目した。そして、生体1分子間の相互作用を観察できる蛍光1分子イメージングにより、そのDNA上で
の多量体形成・DNA巻き戻し機能・ATP加水分解エネルギーの化学力学共役機構の相関関係に迫った。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 酵素、イオンチャネル、受容体、転写因子など多くのタンパク質で見られる多量体形成は、
タンパク質の活性制御、構造安定性の増大など、機能・構造に重要な役割を果たす。細胞内のタ
ンパク質の 35%以上が二量体を含む多量体の状態で存在しているとの報告がある 1。多量体形成
は種の遺伝的連続性を保証する最も重要な機構である DNA 複製・修復・組換えで機能する様々
なタンパク質分子にもあてはまる。これまでこれらの機構に関与する数々のタンパク質の同定
と構造解析がなされ、詳細な生化学的解析に基づいて反応機構のモデルが提唱されてきた。しか
しこれらのタンパク質が機能する多数のサブユニットからなる複合体の 3 次元構造を解くのが
困難なこともあり、タンパク質の相互作用や多量体形成と機能の関係については不明な点が多
く残されている。 
 
(2) ヘリカーゼは、ヌクレオチドの加水分解エネルギーを用いて二本鎖核酸を一本鎖核酸に巻き
戻す酵素である。ヘリカーゼは DNA 複製・修復・組換え全ての機構に関与し、原核生物から真
核生物まで高度に保存されており、1 次構造で高度に保存されている 7 つのモチーフから 6 つの
スーパーファミリーに分類される。このうちスーパーファミリー1、2 のヘリカーゼは非六量体
で機能することが知られている。本研究では、大腸菌の DNA 修復で損傷部位を切り出す役割を
果たす非六量体型スーパーファミリー1 ヘリカーゼ UvrD（720 アミノ酸・分子量 82 kDa）をタ
ーゲットとする。UvrD は一本鎖/二本鎖 DNA ジャンクションに高いアフィニティで結合し、ATP
加水分解のエネルギーを用いて 3ʹ→5ʹ方向に二本鎖 DNA をほどいて一本鎖 DNA にする活性を
もつ。 
 
(3) DNA 巻き戻し時の機能単位に関しては、ほかの非六量体型ヘリカーゼと同様に UvrD につい
ても単量体モデルと多量体モデルが提唱されてきた。ヘリカーゼの機能発現には C 末端のアミ
ノ酸が重要であるとの報告がある 2。UvrD については、旧来のゲル濾過による解析から、C 末端
40 アミノ酸欠失変異体 UvrDΔ40C が二量体を形成できないことと、二量体を形成できないにも
かかわらず DNA 巻き戻し活性があることが報告され、単量体モデルが提唱された 3。同じく単
量体モデルを提唱した X 線結晶構造は実はこの変異体を用いている 4。多量体モデルは、シング
ルターンオーバーDNA 巻き戻しアッセイで[UvrD]/[DNA]が 2 以上の条件で DNA が効率的に巻
き戻されることから提唱された 5。また、スーパーファミリー1 ヘリカーゼを構成する 4 つのサ
ブドメイン（1A、1B、2A、2B）のうちの 2B サブドメインを変異させた変異体は野生型に比べ
て 10 倍以上高い DNA 巻き戻し活性があることが報告されている 6。一本鎖／二本鎖 DNA ジャ
ンクションをアンカーしている 2B サブドメインに加えたこの変異は、UvrD の DNA への結合を
より強固にするとされており、UvrD の DNA 巻き戻し機能を理解する上で重要である。 
 
(4) 研究代表者らは DNA 巻き戻し時の機能単位を UvrD の蛍光 1 分子直視の実現によって明ら
かにするため、まずその障害となるガラス基板上へのタンパク質の非特異吸着を従来法より 1/10
に抑制する表面コーティング法を開発した 7 。そして野生型 UvrD と DNA の巻き戻しを同時に
1 分子イメージングし、その蛍光強度の段階数から UvrD が単量体ではなく二量体あるいは三量
体の多量体を形成し効率的に DNA を巻き戻していることを明らかにした 8。さらに、未知であ
った UvrD－DNA 間の 1 分子結合・解離ダイナミクスを詳細に解明し、その結合・解離定数を得
た。これはヘリカーゼの分子数を 1 分子定量した初めての研究である。 
 
(5) DNA 巻き戻しと ATP 加水分解エネルギーの間の化学力学共役機構については、いくつかの
非六量体型ヘリカーゼで 1 bp/ATP が提唱されているが、みかけのエネルギー変換効率は 10%程
度と低い。UvrD については報告がなく不明のままである。ヘリカーゼを含む DNA 結合タンパ
ク質は ATP との結合アフィニティが一般的に低いため、蛍光性 ATP1 分子との相互作用の観察
が困難で報告されておらず、現状では化学力学共役機構に決定的な答えがない。なお、研究代表
者らは高濃度条件下（数 µM）で蛍光 1 分子イメージングができるゼロモード導波路（直径 100 
nm のナノ開口アレイ）を使い、全反射照明では蛍光 1 分子イメージングが不可能な高濃度の蛍
光性リガンド存在下で、蛍光 1 分子イメージングを行ってきた 9。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、大腸菌の DNA 修復で損傷部位を切り出す役割を果たす非六量体型スーパーフ
ァミリー1 ヘリカーゼ UvrD の DNA 上での多量体形成・DNA 巻き戻し機能・ATP 加水分解エネ
ルギーの化学力学共役機構の相関関係を、UvrD・DNA・ATP を蛍光 1 分子イメージングするこ
とで明らかにすることを目的とした。 
 
 
 



３．研究の方法 
(1) 蛍光 1 分子イメージングのためのタンパク質の蛍光標識：高精度 1 分子解析を達成するため
には、観察される蛍光 1 分子の輝点がタンパク質 1 分子に対応していることが望ましい。このた
め、遺伝子工学で蛍光標識サイトが単一の変異体を作製し、発現・精製した変異体を蛍光標識す
ることで、高標識率の部位特異的蛍光標識を行った。 
 
(2) DNA 基質の作製：本研究で用いる 2 種類の DNA 基質を、複数のオリゴヌクレオチドをアニ
ールやライゲーションすることで作製した。 
 
(3) UvrD の蛍光 1 分子イメージング：蛍光 1 分子イメージング計測顕微鏡を用いて、DNA と相
互作用する UvrD を 1 分子直視した。 
 
(4) DNA 巻き戻しの 1 塩基分解能観察を目指した蛍光 1 分子イメージング：作製した DNA 基質
を用いて DNA 巻き戻しの 1 塩基分解能観察を目指した蛍光 1 分子イメージングを行った。 
 
(5) ゼロモード導波路を用いた蛍光 1 分子イメージング：ゼロモード導波路用の貫流系の開発を
通して、全反射照明では蛍光 1 分子イメージングが不可能な高濃度の蛍光性 ATP を蛍光 1 分子
イメージングした。 
 
４．研究成果 
(1) 蛍光 1 分子イメージングのためのタンパク質の蛍光標識： 野生型 UvrD にある 6 つの Cys 残
基のうちの 1 つのみを残した変異体を遺伝子工学で作製した。そして、この単一 Cys 残基変異
体を発現・精製し、Cys 残基を特異的に標識する官能基（マレイミド基）をもつ蛍光色素 Cy5 で
蛍光標識することで、高標識率の部位特異的蛍光標識を行った。 
 
(2) DNA 基質の作製：以下の 2 種類の DNA 基質を作製した。 
①研究代表者が野生型 UvrD の蛍光 1 分子直視 8 に用いたものと同様の DNA 基質を、2 種類の
オリゴヌクレオチドをアニールすることにより作製した 20 ヌクレオチドの 3’一本鎖 DNA 突
出をもつ二本鎖 DNA（18 bp）を用いた。2 種類のオリゴヌクレオチドの一方の末端にはガラス
基板固定のためにビオチンを、もう一方の末端には Cy3 を標識したものを用いた。  
 
②DNA 巻き戻しの 1 塩基分解能観察のための DNA 基質を、複数のオリゴヌクレオチドをアニ
ール・ライゲーションすることで作製した。 
 
(3) C 末端 40 アミノ酸欠失変異体 UvrDΔ40C の蛍光 1 分子イメージング 
①単量体モデルが提唱された研究で用いられた UvrDΔ40C は二量体を形成できないとされる。
そこで UvrDΔ40C が多量体を形成できるかどうかに迫るため、20 ヌクレオチドの 3’一本鎖 DNA
突出をもつ二本鎖 DNA（18 bp）との相互作用を蛍光 1 分子イメージングした 10（図 1、2）。

 

図 1 ヌクレオチド非存在下での UvrDΔ40C の蛍光 1 分子イメージング．(A)実験模式図．(B) 
Cy5 の 1 段階褪色が見られた典型的な蛍光強度時間変化．(C) Cy5 の 2 段階褪色が見られた
典型的な蛍光強度時間変化データ．文献(10)より出版元の許可を得て引用． 

 
図 2 ATPS 存在下での UvrDΔ40C の蛍光 1 分子イメージング．(A)実験模式図．(B)Cy5 の 1 段
階褪色が見られた典型的な蛍光強度時間変化データ．(C) Cy5 の 2 段階褪色が見られた典型
的な蛍光強度時間変化データ．(D) Cy5 の 3 段階褪色が見られた典型的な蛍光強度時間変化
データ．文献(10)より出版元の許可を得て引用． 



UvrDΔ40C の DNA への結合分子数は、UvrDΔ40C に標識した Cy5 の蛍光の褪色の段階数から見
積もった。褪色段階数のヒストグラムと UvrDΔ40C に標識した Cy5 の蛍光標識率から結合分子
数を見積もったところ、ヌクレオチド非存在下では 2 分子の UvrDΔ40C が、ATPγS 存在下では 3
分子の UvrDΔ40C が DNA に結合できることがわかった。なお ATPγS の存在による結合分子数
の増加は、野生型 UvrD でも見られている。 
 
②次に、ATP 存在下 DNA 巻き戻し時の
蛍光 1 分子イメージングを行った。
UvrDΔ40C の DNA への結合分子数は、
UvrDΔ40Cに標識したCy5の蛍光強度に
よって、DNA 巻き戻しの完了は DNA 基
質を構成している Cy3 を標識したオリ
ゴヌクレオチドの解離にともなう蛍光
の消失によって検出した。UvrDΔ40C の
場合も野生型 UvrD と同様に、Cy5 の蛍
光強度が 2 段階で上昇した直後に、Cy3
と Cy5 の蛍光強度が同時に減少するデ
ータが得られた 10（図 3B）。このデータ
は、2 分子目の UvrD の DNA への結合直
後に DNA 巻き戻しが速やかに完了して
いることを示しいる。また、UvrDΔ40C 
3 分子が DNA 巻き戻しに関わったこと
を示すデータも得た（図 3C）。本研究結
果により、UvrDΔ40C の DNA 巻き戻し
についても、従来提唱されてきた 1 分子
（単量体）モデルでは説明できないことが明らかとなった。 
 
③さらに、UvrDΔ40C の DNA 結合・解離のダイナミクスについて、野生型 UvrD と同様の解析
を行った 10。図 4A に UvrDΔ40C が 2 分子まで関わる各反応ステップの滞留時間の分布（DNA
巻き戻し完了直前は除く）と、その分布の指数関数フィッティングにより得られた速度定数を示
す。得られた結合・解離速度定数を野生型 UvrD のものと比較したところ（図 4B）、1 分子目の
結合・解離速度定数
（k1、k-1）は同等だっ
たのに対し、2 分子目
結合・解離速度定数
（ k2 、 k-2 ） は 、
UvrDΔ40C のほうが
約 2.5 倍大きいことが
わかった。この結果
は、C 末端アミノ酸欠
失が 1 分子目ではな
く 2 分子目の UvrD の
DNA 結合・解離に影
響を与えていること
を示しており、二量体
を 形 成 し に く い
UvrDΔ40C の性質を
表しているものと考
えられる。 
 
④研究代表者は、18 bp の二本鎖 DNA を巻き戻すのに最小限必要な一本鎖突出部の長さ（12 ヌ
クレオチド）をもつ DNA を用いても、2 あるいは 3 分子の UvrDΔ40C が DNA 巻き戻し完了直
前に結合していることを明らかにしている 10。この結果と、一本鎖/二本鎖 DNA ジャンクション
に高いアフィニティをもつ UvrD は二本鎖 DNA ではなく一本鎖 DNA に結合すること、UvrD は
1 分子あたり 10 ヌクレオチド程度以上の一本鎖 DNA を占有することと合わせると、DNA 巻き
戻し完了直前に DNA に結合した 2 あるいは 3 分子の UvrDΔ40C は、一本鎖 DNA 上で互いに相
互作用し多量体を形成していると考えられる。 
 
(4) 高い DNA 巻き戻し活性を示す UvrD 変異体の蛍光 1 分子イメージング 
①2B サブドメインのアミノ酸を変異させた高い DNA 巻き戻し活性を示す UvrD についても蛍
光 1 分子イメージングを行った。野生型 UvrD および UvrDΔ40C の場合と同様に、20 ヌクレオ
チドの 3’一本鎖 DNA 突出をもつ二本鎖 DNA（18 bp）との相互作用を蛍光 1 分子イメージン
グし、UvrD の DNA への結合分子数は、UvrD 変異体に標識した Cy5 の蛍光の褪色の段階数から

 
図 3 UvrDΔ40C の DNA 巻き戻しの蛍光 1 分子イメ
ージング．(A) 実験模式図．(B) DNA 巻き戻し完了
直前に Cy5 の蛍光強度変化が 2 段階であった典型
的な蛍光強度時間変化．(C) DNA 巻き戻し完了直後
に Cy5 の蛍光強度が 3 段階であった典型的な蛍光
強度時間変化．文献(10)より出版元の許可を得て引
用、一部改変． 

 
図 4 UvrD－DNA 相互作用の結合・解離速度定数．(A) UvrDΔ40C が 2
分子まで関わる結合・解離反応の滞留時間（DNA 巻き戻し完了直前は
除く）の分布．結合・解離速度定数は指数関数フィッティングによっ
て求めた．k1 と k2 は 2 nM UvrDΔ40C 条件下の値．(B)kon(obs)は 2 nM 
UvrDΔ40C 条件下の値．文献(10)より出版元の許可を得て引用、一部
改変． 



見積もった。褪色段階数のヒストグラムとこの UvrD 変異体に標識した Cy5 の蛍光標識率から
結合分子数を見積もったところ、ヌクレオチド非存在下では 3 分子の UvrD 変異体が、ATPγS 存
在下では 4 分子の UvrD 変異体が DNA に結合できることがわかった。前述したが、ATPγS の存
在による結合分子数の増加は、野生型 UvrD や UvrDΔ40C でも見られている。これら見積もられ
た DNA 結合分子数は野生型 UvrD よりも大きく、この UvrD 変異体の DNA への高い親和性を示
すものと考えらえる。 
 
②次に、ATP 存在下で DNA 巻き戻し時の蛍光 1 分子イメージングを行った。野生型 UvrD およ
び UvrDΔ40C の場合と同様に、DNA への結合分子数は UvrD 変異体に標識した Cy5 の蛍光強度
によって、DNA 巻き戻しの完了は、DNA 基質を構成している Cy3 を標識したオリゴヌクレオチ
ドの解離にともなう蛍光の消失によって検出した。この UvrD 変異体の場合も、野生型 UvrD お
よび UvrDΔ40C と同様に、Cy5 の蛍光強度が複数段階で上昇した直後に、Cy3 と Cy5 の蛍光強
度が同時に減少するデータが得られた。得られたデータを元に DNA 結合・解離のダイナミクス
について解析を続けている。 
 
(5) DNA 巻き戻しの 1 塩基分解能観察を目指した蛍光 1 分子イメージング 
①作製した DNA 基質を用いて DNA 巻き戻しの 1 塩基分解能観察を目指した蛍光 1 分子イメー
ジングを行った（図 5）。DNA 巻き戻しに対応していると思われる階段状の FRET 効率変化を観
察した。得られたデータの解析を続けている。 
 
(6) ゼロモード導波路を用いた蛍光 1 分子イメージング 
①ゼロモード導波路用の貫流系の開発を通して、蛍光 1 分子イメージング光学系へのゼロモー
ド導波路の導入し、蛍光性 ATP の蛍光 1 分子イメージングを行った（図 6）。 
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図 5 1 塩基分解能観察用 DNA 基質を用いた DNA
巻き戻しの蛍光 1 分子イメージング．(A)ドナー
（Cy3）およびアクセプター(Cy5)の蛍光強度の時
間変化．(B) FRET 効率の時間変化． 

 
図 6 ゼロモード導波路を用いた蛍光 1
分子イメージング．(A)実験模式図．(B)
蛍光性 ATP の蛍光強度の時間変化． 
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