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研究成果の概要（和文）：DNA光回復酵素の反応機構解明のために以下の研究を行った。
①(6-4)光回復酵素の光活性化反応の詳細について分光法による解析を行った。②CPD光回復酵素の機能発現に伴う構造
変化をFTIR分光法により計測し、(6-4)光回復酵素のシグナルと比較した。
その結果、以下の結果を得た。①277 Kで「酸化型ー中性セミキノン型ー還元型」の一連の反応に伴う構造変化の検出
に成功した。また、200 Kで光照射することにより、アニオンラジカル型の蓄積を確認することが出来た。②CPD光回復
酵素がCPD結合の際にαヘリックスが構造変化を起こすこが、この構造変化の様式が(6-4) 光回復酵素逆向きであるこ
とがわかった。

研究成果の概要（英文）：I carried out the following research experiments for the elucidation of reaction m
echanism of DNA photolyases.  (1) I measured the detailed photoreaction of Xenopus (6-4) photolyase by UV-
vis and FTIR spectroscopy.  (2) I measured light induced difference FTIR spectra which accompany the struc
tural changes of photoactivation and photorepair processes of E.coli CPD photolyase by FTIR spectroscopy, 
and compared with those of Xenopus (6-4) photolyase.
I obtained the following results.  (1) I succeeded in the detection of the structural change accompanying 
a series of responsives of the photoreaction of FAD, "oxidized from - neutral semiquinoid form - reduced f
orm" at 277 K.  I was also able to check the accumulation of the anionic radical form illuminated at 200 K
.  (2) Upon the CPD binding to CPD photolyase, the structural changes of the alpha helices take place.  Th
e style of the structural changes was reverse compared to those of (6-4) photolyase.
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１．研究開始当初の背景 
クリプトクロムと DNA 光回復酵素は進化
的に近縁で共通の構造を形成し同一の色素
（フラビンアデニンジヌクレオチド、FAD）
を結合しており、タンパク質ファミリーを形
成している。しかしながら両者の機能は全く
異なり、クリプトクロムは植物の光センサー
や動物の概日時計の一部として機能する一方、
DNA光回復酵素は紫外線によって損傷を受け
た DNA（ピリミジン二量体、CPDと(6-4)光産
物）を近紫外・青色光を用いて修復する酵素
である。また、CPD と(6-4)光産物を修復する
特異的な DNA 光回復酵素（CPD 光回復酵素
と(6-4)光回復酵素）が存在する。 
私はこれまでにシアノバクテリア由来の

クリプトクロム-DASH とアフリカツメガエ
ル由来の(6-4)光回復酵素について紫外・可視
とフーリエ変換赤外（FTIR）分光法による研
究を行い、それらの光反応における構造変化
と DNA 修復機構の測定系を構築し、反応機
構解明への道筋を漬けることに成功した
（ Iwata, T., et al. (2010) Biochemistry 49, 
8882–8891、Zhang, Y. et al. (2011) Biochemistry 
50, 3591–3598、Zhang, Y. et al. (2011) J. Phys. 
Chem. Lett. 2, 2774–2777.）。それらの研究から、
FAD は同じ光反応をするにもかかわらず異
なる機能を持つ理由を明らかにしたいと考
えるようになった。これまでに、光回復酵素
の基質や特異性を変えることに成功したと
いう報告はなく、クリプトクロムを光回復酵
素に変換した研究も報告されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、進化的に近縁であるが機能の

全く異なるクリプトクロム／DNA 光回復酵
素ファミリーを対象として、DNA修復活性の
発現に必要な要素を明らかにし、反応機構を
解明することを目的とする。この目的のため
に、以下の実験を行った。 
①	 (6-4)光回復酵素の光活性化反応の詳細を
紫外・可視分光法と FTIR 分光法を用い
て解析を行った。 

②	 CPD光回復酵素の機能発現に伴う構造変
化を FTIR 分光法により計測し、(6-4)光
回復酵素のシグナルと比較した。 

 
３．研究の方法 
本研究では、用いた光回復酵素は大腸菌

由来の CPD 光回復酵素とアフリカツメガ
エル由来の(6-4)光回復酵素である。大腸菌
大量発現系を用いて、N末端側に His6タグ
を融合させた融合タンパク質として調製し
た。精製は Co-NTA或いは Ni-NTAレジン
を用いた。精製度が不十分な時は、必要に
応じて陰イオン交換カラムを用いて、塩化
ナトリウム濃度勾配により溶出させ、精製
した。 

FTIR 分光に供与するため、CPD 光回復
酵素は濃縮させた状態（濃縮溶液、濃度 2 
mM）にした。また、(6-4)光回復酵素は濃

縮溶液を FTIR 窓板の上で穏やかに乾燥さ
せ、そこに緩衝液あるいは(6-4)光産物溶液
を用いて溶解させた試料（再溶解試料）を
用いた。 

FTIR分光法は、温度コントロール可能な
クライオスタットが設置された FTIR 分光
光度計にて測定を行った。温度を 277 K或
いは 200 Kにセットし、光照射前後の差ス
ペクトルを計測した。128 スキャンで 1 ス
ペクトルを計測し、6-8 本の差スペクトル
を積算してシグナル・ノイズ比を上げた。 
	 
４．研究成果	 
①DNA 光回復酵素が活性型になるためには、
酸化型 FAD（FADox）が二電子還元を受けた
完全還元型（FADH-）になる必要がある。活
性化過程の詳細な解析を行うため、一電子ず
つ還元される反応条件を検討し、その条件で
FTIR分光法による解析を行った。 

FAD酸化型の PHRを 277 Kにセットし、
450 nmの単色光を照射すると 550 nm以上に
吸収を持つ中間体が蓄積した。これは一電子
還元されプロトンが結合した中性セミキノ
ン型（FADH•）に特徴的な吸収である。次に、
FADH•が吸収する領域の 550 nm以上の光を
照射したところ、FADH-への反応が起きた（図
1、上のスキーム）。 

 
また、試料を 200 Kにセットして光を照射

したところ、アニオンラジカル型（FAD•-）
の生成を確認した。これは電子移動反応のみ
が起こり、プロトン移動反応は起きていない
ことを示している。また、この状態で 277 K
に昇温すると FADH•が生成した（図 2、下の
スキーム）。すなわち、200 Kではプロトン移
動反応は起こらないことがわかった。 
これらの条件で FTIR 測定を行い、それぞれ
の酸化還元状態に特異的に現れる FTIR バン
ドを確認した。また、タンパク質二次構造を
反映するアミド I 領域のシグナルから、FAD
•-ではβシートの構造変化が、FADH•ではα
ヘリックスの構造変化がそれぞれ起こるこ
とがわかった。また、これらの変化は FADH-
では元に戻る（FADox に近い構造になる）こ
とが示された。 
 
② CDP 光回復酵素は(6-4)光回復酵素よりよ
く研究されているが、反応の分子機構が解明
されたとは言い難い。CPD光回復酵素を対象

酸化型 セミキノン型 還元型 
e−, H+� e−�

アニオンラジカル型 

277 K 

200 K e−� ΔT (277 K
へ昇温） 

H+�

図 1	 (6-4)光回復酵素で示された反応

スキーム	 



として、その DNA 修復過程と基質特異性の
解明を目指して、FTIR分光法による解析を試
みた。そして、既に得られている(6-4)光回復
酵素の FTIR スペクトル（図 2 上）と比較す
ることにより両者の共通性と特異性を調べ
た。 
大腸菌由来の CPD 光回復酵素を大腸菌の

大量発現系を用いて調製したところ、FADH•
の PHRとして調製された。これを酸化剤や空
気酸化により FADox 型に反応させたところ、
CPD 光回復酵素は(6-4) 光回復酵素とは異な
り、光還元反応が殆ど進まなかった。従って、
CPD-光回復酵素の光反応は FADH •から 
FADH-への反応について FTIR測定を行った。
(6-4) 光回復酵素の時と同様に、化学合成さ
れた CPDを含む DNA基質を結合させ、光反
応とDNAの修復の反応の FTIR測定を行った
（図 2中）。 
基質 DNA の結合に伴う構造変化の観測を

行ったところ、CPD-PHRが CPDを結合する
際にαヘリックスが構造変化を起こすこと
がわかったが、この構造変化の様式が(6-4) 
PHR が(6-4)光産物を結合する際に起こす構
造変化と逆向きであることがわかった（図 2
下）。この研究で、DNA の結合から解離まで
の複雑な酵素反応を FTIR 分光法により捉え
ることが出来た。 

図 2 
光回復酵素の損傷DNA修復のFTIR差スペクトル(a-d)。と、

還元型の光回復酵素と基質の結合に伴う差スペクトル(e)．

文献①より改変して引用。 
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