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研究成果の概要（和文）：(6-4)光回復酵素は太陽光中の青色光を用いて、がん化の原因となる紫外線損傷DNAの一つで
ある(6-4)光産物を直接修復することのできるタンパク質である。しかし、(6-4)光回復酵素の機能は完全に解明されて
いなかった。そこで、本研究課題では、(6-4)光回復酵素の修復反応機構を調べるため、酵素のアミノ酸変異体を用い
た分子科学研究を行った。その結果、 (6-4)光回復酵素による損傷DNAの認識および修復に関するアミノ酸側鎖を新た
に同定した。今後、(6-4)光回復酵素と相同性の高い、概日時計を司るクリプトクロムの研究へと展開されることが期
待される。

研究成果の概要（英文）：(6-4) photolyases are flavoproteins that are able to directly repair the (6-4) 
photoproducts, one of the UV-induced DNA lesions, in response to blue light in sunlight. Thus far, 
overall function of the (6-4) photolyase still remains obscure. Here, in order to investigate the DNA 
repair mechanism of the (6-4) photolyase, molecular scientific studies using mutants of the enzyme were 
performed. As results, several amino acids residues involved in the repair and recognition of the (6-4) 
photoproduct have been identified. In future, these information would be applied to the investigations on 
cryptochromes, which share high homologies with the (6-4) photolyase and are responsible for the 
regulation of the circadian clocks in human.

研究分野：生物科学
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１．研究開始当初の背景 
 光回復酵素はフラビンタンパク質の一種
であり、青色光に応答して紫外線損傷 DNA
を直接的に修復することのできるタンパク
質である。この光回復酵素は修復対象に応じ
て２つのクラスに分類され、それぞれ CPD
光回復酵素、(6–4)光回復酵素と呼ばれる。
CPD 光回復酵素による修復反応機構は盛ん
に研究がなされており、その修復反応の本質
は光励起されたフラビンから損傷 DNA への
一電子移動によるものであることが明らか
となっている一方、本課題の研究対象である
(6–4)光回復酵素は、概日リズムを担うクリプ
トクロムとアミノ酸配列や三次元構造の相
同性が高く、クリプトクロムの進化由来酵素、
つまりモデル酵素であると考えられており、
その重要性に注目されている。しかし、(6–4)
光回復酵素の機能は完全に解明されておら
ず、特にその反応機構に関しては研究開始当
初においても世界的に意見が分かれている
状況であった。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は、 (6–4)光回復酵素による
DNA 修復には 2 光子必要であることを新た
に示した（図１）が、以前より修復反応に関
与することが示されていたアミノ酸側鎖の
分子論的役割が不明瞭であった。そこで、本
研究課題では、(6–4)光回復酵素の研究を世界
的にリードすべく、『(6–4)光回復酵素による 2
光子修復反応機構のより詳細な分子メカニ
ズムの理解』を目指した。 
 

図１：(6–4)光回復酵素による(6–4)光産物の逐
次的２光子修復反応機構。上半分が DNA 損
傷形成反応機構を示し、下半分が研究代表者
の研究結果(成果 3)から明らかとなった逐次
的反応。(6–4)光回復酵素による修復は、準安
定な中間体を経由し、その寿命は 10°C の条
件において約 100秒であることが明らかとな
った。 

 具体的には、以下のことを明らかにするた
め、研究を行った。 
(1) 修復反応に必須であることがわかってい
る、保存されたヒスチジン側鎖（図２中 H354）
の 2光子反応機構における役割の解明 
(2) 隣接位に存在する保存されたヒスチジン
やチロシン側鎖（図 2中 H358および Y412）
の 2光子反応機構における役割の解明 
(3) (6–4)光回復酵素による 2 光子修復反応の
基質一般性の検討 
(4) (6–4)光回復酵素による基質認識機構の解
明 

図２：(6–4)光回復酵素活性中心にて、(6–4)
光産物修復に関与すると考えられるアミノ
酸側鎖 
 
３．研究の方法 
 ２光子 DNA 修復反応機構の詳細な分子メ
カニズムを調べるため、修復に関与すること
が予想される(6-4)光回復酵素アミノ酸側鎖
の変異体を調製し、修復反応量子収率や中間
体の寿命測定を行った。これにより、中間体
形成および中間体安定化に寄与するアミノ
酸側鎖の役割について考察した。また、この
アミノ酸側鎖の重要性を調べるため、これら
の変異大腸菌株を作成し、紫外線感受性など
の表現型を調べた。平行して、損傷 DNA の
基質一般性や基質認識機構について明らか
にし、本酵素の生体防御メカニズムの全容解
明を目指した。 
 
４．研究成果 
(1 および 2) 本課題を行うため、アフリカツ
メカエル由来 (6–4)光回復酵素の点変異体
H354A、H358A、H412Fを産生するプラスミ
ドを作成し、大腸菌 SY32株に形質移入して、
大腸菌紫外線照射および白色光照射に伴う
生存率を、野生型および変異型で比較した
（図３）。その結果、野生型と比較して、上
記 H354A、H358A、Y412Fは全て(6–4)光回復
酵素欠損株と同程度の低い生存率を示した。
このことから、従来想定されていたように、
H354 の重要性だけでなく、その近傍に存在
するH358やY412も修復反応に必須であるこ
とが明らかとなった。 



図３：(6–4)光回復酵素野生型および変異型の
大腸菌生存実験。(A) 紫外線を 0.6 J/m2照射
後白色光下に 2時間おき、光回復された大腸
菌株のコロニーを計数した。(B) ウエスタン
ブロッティングによる IPTG添加に伴う(6–4)
光回復酵素の発現確認。 
 
 次に、上記３つの変異体プラスミドを用い
て変異体を遺伝子組換えタンパク質として
得た。これを用いて、まずは光子数を確認し
た定常光を用いて野生型および変異型にお
ける(6–4)光産物修復の反応量子収率を算出
したところ、以前の研究と同様に、野生型は
5.2%であるのに対し、変異型では修復は全く
検出されなかった。興味深いことに、光源の
光子密度を大幅にあげると、H354A および
H358A 変異体でも修復産物の生成が確認さ
れた。光子密度から算出された反応量子収率
は、0.01% (H354A)および 0.05% (H358A)であ
った。これらのことから、ヒスチジン側鎖が
欠損している場合でも、光量を大幅にあげれ
ば修復反応が進行することが明らかとなっ
た。 
 野生型と H354A 変異型での違いを調べる
ため、反応により過渡的に形成されるフラビ
ンセミキノンラジカル(FADH°)の寿命を時間
分解過渡吸収分光法により調べた。その結果、
野生型では FADH°は非常に長寿命存在して
おり、その寿命は秒オーダーにも及ぶことが
わかった。一方、H354A 変異体では FADH°
は形成するものの速やかに減衰した。この違
いと上記実験結果から、ヒスチジン側鎖は反
応に直接関与するというよりも、電子移動後
の反応中間体である(6–4)光産物アニオンラ
ジカルの安定化に寄与しており、このアニオ
ンラジカルの状態で化学結合の組換えが起
こり、中間体が生成する可能性が考えられた。 
 なお、これらの結果は現在論文作成中であ
るため、重要な図の使用は控えさせていただ
く。 
 
 

(3) (6–4)光回復酵素による(6–4)光産物修復の
基質一般性の検討をおこなうために、チミン
-シトシン間に形成された(6–4)光産物を化学
的に合成し、同様に光子数制御された光源を
用いて修復の反応量子収率を算出したとこ
ろ、チミン-チミン間(6–4)光産物とほぼ同じ
5.1%であることがわかった。 
 
(4) (6–4)光回復酵素の結合に伴い、(6–4)光産
物が DNA からフリップアウトし、酵素活性
中心に近づき修復反応が進行する。報告され
ている酵素-DNA 共結晶構造において、損傷
部位がフリップアウトすることで生成する
空隙に、(6–4)光回復酵素のアミノ酸側鎖であ
るグルタミンおよびアルギニン残基が位置
していることが観測された（図４A）。これら
のアミノ酸側鎖は種々の(6–4)光回復酵素に
おいて高度に保存されており（図４B）、基質
認識においてなんらかの役割を担っている
ことが予見された。そこで、これらアミノ酸
側鎖の酵素変異体プラスミドを作成し、
Q407A および R410A 変異体を遺伝子組換え
タンパク質として得、これらを用いた DNA
修復実験および結合解析を行った。 

 
図４：本研究で着目したアルギニン側鎖およ
びグルタミン側鎖。(A) (6–4)光回復酵素共結
晶構造において、R410 および Q407 残基が
DNA中に入り込む様子がわかる。(B) 様々な
生物種の(6–4)光回復酵素におけるアルギニ
ンおよびグルタミン残基は、生物種を超えて
広く保存されている。 
 



 まず、Q407A および R410A 変異体の大腸
菌生存実験を同様に行ったところ、Q407A変
異体は野生型とほぼ同様の生存率曲線を描
いたが、R410Aの場合では生存率の低下が観
測された。次に、これらの変異体を遺伝子組
換えタンパク質として産生し、上述のように
光子数制御された光源を用いて修復反応を
行い、これらの反応量子収率を算出した（表
１）。その結果、Q407A 変異体は野生型とほ
ぼ同じ 5.5%であったのに対し、R410A 変異
体の反応量子収率が野生型の４分の１に低
下していることがわかった。この結果は大腸
菌生存実験の結果を支持しており、R410残基
が(6–4)光回復酵素の修復反応において非常
に重要であることが明らかとなった。 
 この量子収率の変化が結合に由来するか
どうかを調べるため、ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動を用いた結合解析を行った。また、
アルギニンからリシンへと変異した R410K
変異体も遺伝子組換えタンパク質として作
成し、(6–4)光産物を有するオリゴヌクレオチ
ドへの結合能を比較した（表１）。その結果、
R410A 変異体は解離定数が野生型の２倍で
あり、結合能が低下していることが明らかと
なった。一方、R410K変異体では野生型より
も高い結合能であることがわかった。これは、
塩基性側鎖であるアルギニンが有する正電
荷が重要な役割を果たしていると推察され
る。 
 
表１：(6–4)光回復酵素各種変異体の修復反応
量子収率と解離定数 
酵素 反応量子収率 

(%) 
解離定数 Kd 

(nM) 
野生型 5.2 39 
Q407A 5.5 47 
R410A 1.3 84 
R410K N.D. 19 

 
 算出された解離定数を用いて反応量子収
率実験の濃度領域における複合体形成率を
算出したところ、野生型の場合と同じで 99%
以上の酵素が結合していることがわかった。
したがって、結合そのものに由来する修復効
率の低下ではなく、結合様式に由来する可能
性が示唆された。 
 図４から、これらのアミノ酸側鎖が(6–4)
光産物周辺核酸塩基と相互作用する可能性
がある。そこで、(6–4)光産物の核酸塩基を 5,6-
ジヒドロチミン(DHT)へと変換した基質を化
学合成し、その中の一つを通常のチミンにし
たオリゴヌクレオチド１〜４を調製した（表
２）。これらの基質と野生型酵素を用いて反
応量子収率を算出したところ、(6–4)光産物の
3’側隣接位に通常のチミンが存在するオリゴ
ヌクレオチド３の場合のみ、反応量子収率が
通常と同程度まで回復した。興味深いことに、
それ以外のオリゴヌクレオチドの反応量子
収率は、R410A 変異体の場合と同じように、
約 1.3%前後であった。 

表２：DHTを含むオリゴヌクレオチドを用い
た反応量子収率解析 
配列(5’3’) 反応量子収率(%) 

THHHT(6–4)THHHH 1.5 
HHHTT(6–4)THHHH 1.3 
HHHHT(6–4)TTHHH 5.0 
HHHHT(6–4)THHHT 1.6 

H: DHT, T(6–4)T: チミン-チミン(6–4)光産物 
 
 図４より、着目しているアルギニン側鎖は
(6–4)光産物 3’側隣接位の核酸塩基と非常に
近い位置に存在している。このことから、ア
ルギニンは(6–4)光産物ではなく、(6–4)光産物
隣接位の核酸塩基との相互作用を担ってい
る可能性が示唆された。 
 本研究結果は現在論文作成中である。 
 
(5) 総括 
 上記の結果より、(6–4)光回復酵素による損
傷 DNA の認識および修復に関する新たな分
子科学的知見が得られた。本研究によって
(6–4)光回復酵素による反応の全容解明に一
歩近づいたと考えている。今後、(6–4)光回復
酵素と相同性の高い、概日時計を司るクリプ
トクロムの研究へと展開されることが期待
される。 
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