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研究成果の概要（和文）：構造学的立場からゲノム修復・複製に関わる酵素の働きを調べる上で、これまでの裸のDNA 
ではなくクロマチンレベルでのDNA やこれまでは経験的に扱っていた水素原子の位置を考慮すること、酵素の働く過程
を原子レベルで追跡することは新しい視点で他に波及効果が大きい研究課題である。
本研究では、ゲノム修復・複製に関わる酵素が働くためにクロマチン構造を変換するクロマチンリモデリング因子のサ
ブユニットのX線結晶構造解析の結果に基づき、物理化学的、生化学的、分子生物学的手法を駆使し、全体像モデルを
構築した。また、UV損傷を修復し、皮膚がんを抑えるDNAポリメラーゼの反応過程全体を初めて原子レベルで可視化し
た。

研究成果の概要（英文）：Structural biology has played an important role in understanding mechanism of DNA 
repair or replication enzymes. However, structural bases for enzyme mechanisms through chromatin 
remodeling are not known. Furthermore, visualization of the catalytic reaction process at the atomic 
level remains unclear.
In this study, we have determined the crystal structure of one subunit in an ATP-dependent chromatin 
remodeling factor and suggested the overall shape combined with a lot of physicochemical, biochemical and 
molecular biological methods. The pathway of nucleotidyl transfer reaction by human DNA polymerase eta, a 
key enzyme in translesion synthesis in human cells was newly visualized using time-resolved protein 
crystallography by freeze trapping. In sequence, the substrate and two Mg ions are aligned, the 
nucleophile 3'-OH is deprotonated, the sugar conformation changes and the new bond is formed. An 
unexpected third Mg ion arrives with the new bond and stabilizes the intermediate state.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： タンパク質　クロマチンリモデリング　DNA合成酵素　構造生物学　時分割結晶学
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１． 研究開始当初の背景 
 構造生物学は生命現象の各場面を原子レ
ベルの化学の言葉で記述することに成功し、
生命科学の発展に貢献してきた。1981 年転写
因子 Cro が初めて X 線結晶構造解析されて
以降、ゲノム修復、複製、転写分野の構造生
物学の進展も著しく、修複酵素はゲノムの傷
を如何に認識するか、複製の忠実度の多様性
や転写制御の仕組みなどが、立体構造に基づ
き原子レベルで解明されてきた。申請者も
DNA グリコシラーゼ（Cell, 1996）、ゲノムメ
ンテナンスに働く酸化ヌクレオチド分解酵
素（JBC, 2004&2010、NAR, 2005）について
働く仕組みを原子レベルで解明してきた。 
 今日の構造生物学は、ゲノム修復、複製、
転写のカップリングと普遍的なクロマチン
リモデリング機構の分野におけるさらに新
しい視点で、他に波及効果の大きい点として、
（1）裸の DNA ではなくクロマチンレベルで
の DNA を対象とする構造生物学、（2）ゲノ
ム修復、複製に関わる酵素では、時間軸も加
えた 4 次元構造（反応過程の追跡）レベルの
解明と（3）これまでの構造生物学ではほと
んど考慮されて来なかった水素原子の位置
（超高分解能 X 線解析と中性子解析を合わ
せた精密構造解析）のレベルでの働く仕組み
の解明、以上を研究対象とする時代に入って
いると考えた。 
 
２．研究の目的 
 そこで、本研究では、ゲノム修復、複製、

転写のカップリングと普遍的なクロマチン

リモデリング機構の分野におけるさらに新

しい視点で、他に波及効果の大きい点として、

（1）裸の DNA ではなくクロマチンレベル

での DNA を考慮する構造生物学として、ク

ロマチンリモデリングに関わるタンパク質

複合体のX線結晶構造解析、（2）ゲノム修復、

複製に関わる酵素に関して時間軸も加えた 4 
次元構造レベルの機能解明（反応過程の追

跡）と（3）これまでの構造生物学ではほと

んど考慮されて来なかった水素原子の位置

（超高分解能 X 線結晶構造解析と中性子結

晶構造解析を合わせた精密構造解析）のレベ

ルでの働く仕組みの解明、以上を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 （1）クロマチンレベルの構造生物学の対

象として ATP 依存性クロマチンリモデリン

グ複合体 hCHRAC を選び、その構成因子で

ある ACF1、CHRAC15/17、SNF2H の様々

な領域の発現系の構築、精製方法を検討した。

どの領域を選ぶかについては、生化学的や物

理化学的手法による相互作用解析の結果に

基づいて決定した。精製した試料について結

晶化スクリーニングを行い、結晶が得られた

ものについては X 線結晶構造解析を行った。

X 線結晶構造解析の結果を参考に、hCHRAC

のサブユニット間の相互作用領域を GST 
Pull-down Assay、トリプシン限定分解法、

SPR 解析等により決め、それらは変異実験や

X 線小角散乱実験によっても妥当性が示唆さ

れたので、全体のモデルを構築した。 
 （2）時間軸も加えた 4 次元構造レベルの

機能解明（反応過程の追跡）については DNA
ポリメラーゼを対象とした。DNA ポリメラ

ーゼは、鋳型 DNA と相補的な dNTP を取り

込み、dNTP のリンとプライマー鎖末端の

3´-OH との間に共有結合を形成することで、

プライマー鎖を伸長させる。多くの研究から

この反応は、2 つの Mg2+を介した機構によっ

て起こるとされている。ヒト DNA ポリメラ

ーゼ  (Pol ) は、紫外線により生じるチミ

ン二量体を乗り越えて複製することのでき

る DNA ポリメラーゼである。DNA ポリメラ

ーゼの中でも、反応速度が比較的遅く、反応

中の構造変化が小さいという Polの特徴を

利用して、低温トラップ法による時分割Ｘ線

結晶構造解析を行い、Polのヌクレオチド転

移反応をリアルタイムかつ原子レベルで観

察した。まず、真の基質 dATP と反応を阻害

するCa2+を用いることで反応開始構造である

Pol-DNA- dATP-Ca2+構造 (酵素−基質複合

体) を決定した。この結晶を pH を上げた

Mg2+溶液に移して、結晶内反応を引き起こし、

40 秒から 300 秒まで約 40 秒間隔で結晶凍結、

反応を停止した。それら反応中間体構造は、

1.50-1.95 Å 分解能で精密化した。 
 （3）水素位置の決定については、新規抗

がん剤の標的として注目されている大腸菌

MutT のヒトホモログを対象とした。このホ

モログの大型結晶の調製に相応しい変異型

を作成し（雑誌論文⑨）、結晶の大型化を試

み、中性子結晶構造解析が可能な大型結晶を

得ることが出来た。現在、超高分解能 X 線結

晶構造解析と中性子結晶構造解析を行って

いる。 
 

４．研究成果 
 時間軸も加えた 4 次元構造レベルの機能
解明（反応過程の追跡）について、1.50-1.95 Å
分解能で精密化した反応中間体の X 線結晶
構造から、これまでの DNA ポリメラーゼと
基質アナログもしくは、反応しない変異型ポ
リメラーゼと基質の複合体の多くの結晶構
造からは、全く予想されなかった DNA ポリ
メラーゼの新規の反応機構が解明できた
（Nature, 2012 他、雑誌論文④、⑥、⑦、⑨）。 
すなわち、それまでの DNA ポリメラーゼの

反応は、2 か所に位置する Mg2+を介して触媒

されるという 2 金属イオン機構が信じられて

きたが、今回、低温トラップ法による時分割

X 線結晶構造解析法で反応過程を追跡するこ

とにより、2 個の Mg2+が活性部位に結合する



ことでプライマー鎖末端の 3´-OHが反応開始

位置にきた後、糖の構造を変えながら、3´-OH
と dATP のリンの間に共有結合が形成され

ることが分かった。さらに、3´- OH の脱プロ

トン化に関わる一過性の水分子の存在や第 3
の Mg2+が反応に関与することを初めて示す

ことができた（図１）。 

 
  
図１、低温トラップ法による時分割 X 線結

晶構造解析により、明らかになった反応機構 
 
タンパク質結晶学による酵素の構造解析

は，酵素反応の研究に大きな貢献をしてきた

が、多くは酵素と反応が起こらない基質アナ

ログなどを用いて「反応状態を模倣した」構

造から反応機構を推定していたに過ぎない。

また、酵素反応機構の研究への時分割タンパ

ク質結晶学の貢献は 1980 年代から期待され

ていたが、これまでに低温トラップ法で数十

秒から数百秒に亘る反応過程全体を精度よ

く追跡した報告例がなかった。そのような現

状で、2012 年、筆者らが初めて低温トラップ

時分割 X 線結晶構造解析による DNA ポリメ

ラーゼη（ゲノム普遍的制御領域代表、花岡

文雄らが発見し、X 線結晶構造解析した損傷

乗り越え DNA ポリメラーゼで、UV 損傷を修

復し、皮膚がんを抑える働きをしている）の

時間軸をふくめた 4 次元構造の決定（酵素反

応過程全体の可視化）は、酵素研究に大きな

インパクトを与え、わずか 1 年後に DNA ポ

リメラーゼβの低温トラップ時分割 X 線結

晶構造解析が Cell 誌に発表され、引き続き 1
年半後に Nature 誌にも基質が異なるものが

発表され、判明した DNA ポリメラーゼ反応

機構は、筆者らが初めて明らかにした機構と

基本的に同じであることが分かった。低温ト

ラップ法による時分割 X 線結晶構造解析手

法は容易であるため、DNA ポリメラーゼのみ

ならず、多くの酵素の反応機構研究の本流に

なることが予想され、酵素反応機構研究へ多

大な波及効果を与えることは疑いない。今後、

他の DNA ポリメラーゼや様々な酵素の時分

割 X 線結晶構造解析により、推定ではなく真

の反応機構の解明が可能になり、これは酵素

の学ぶモノづくりや計算科学の検証と発展

に大きな貢献を果たすと期待できる。 
なお、hCHRAC の全体モデルについて、現

在、論文を準備している。 
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