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【序文】DNA に紫外線を照射すると、シクロブタンピリミジンダイマー (CPD) をはじめとする損傷が

生じる。CPD は、DNA の転写や複製を阻害し、その結果、細胞死や突然変異を引き起こす。一方、生

体内には損傷 DNA を修復する酵素群が存在する。CPD photolyase は、補酵素として FAD を持つ分子

量 50 kDa の色素タンパク質であり、CPD を認識し、光を利用してもとのピリミジン塩基に修復する。 
現在提唱されている、CPD photolyase の CPD 修復メカニズムを以下に示す (Fig.1)。CPD 

photolyase の補酵素 FAD は、還元型、ラジカル型、酸化型の酸化還元状態をとる。CPD 修復反応にお

いて、ラジカル型、酸化型 CPD photolyase は、まず光還元反応により活性型である還元型となる。次

に、還元型 CPD photolyase の補酵素 FAD は、光を吸収し励起状態となる。次に、励起状態の FAD か

らCPD へ電子が一つ移動する。電子移動の結果生じるCPD アニオン中間体ではCPD 塩基間のC-C 結

合が不安定であり、自然に切断される。最後に、電子がFAD に戻り、反応が完了する。このようなCPD 
修復反応を効率よく行うためには、光吸収効率を増大させること、および電子移動反応速度を制御し、

CPD 修復反応に必要な電子移動を促進し、反応を阻害する電子移動を抑制することが重要である。 

Fig. 1 CPD photolyaseのCPD修復スキーム。光を吸収したCPD photolyaseからCPDへの電子移動により、CPDが修復される。CPD修

復反応を効率よく行うために重要な点が二点考えられる。一つは、光吸収を効率よく行い、単位光量あたりの反応回転数を増やすことであ

る (青)。もう一つは、電子移動反応の速度を制御するメカニズムである。 光励起したFADからCPDへの電子移動は光励起したFADの緩

和よりも早く行う一方、CPDアニオン中間体からFADへの逆向きの電子移動は後に続く反応よりも遅いことが要求される (赤)。 
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Fig. 2 高度好熱菌由来CPD photolyase補酵素の逆

相HPLCプロファイル (上)。下は標品のプロファイ

ル。FAD, FMNと同等の保持時間を持つピーク (Fr.1, 
Fr.2)が確認された。 

まず、光吸収メカニズムに関する知見を以下に示す。大腸菌およびラン藻由来 CPD photolyase は

それぞれMTHF, 8-HDF を第二補酵素として持つ。MTHF および 8-HDF は、光を吸収し、吸収したエネ

ルギーをFAD に受け渡す光アンテナとして機能することにより、CPD photolyase の光吸収効率を増大

させる。一方、高度好熱菌由来 CPD photolyase では、第二補酵素の存在は確認されていなかった。し

かし、高度好熱菌由来 CPD photolyase の結晶構造では、第二補酵素結合部位と相同する部位にポケッ

トが形成されており、そこにリン酸が結合している。この結果から、高度好熱菌由来 CPD photolyase
では、第二補酵素が精製途中に脱落した可能性があると考えた。 

次に、電子移動反応速度の制御に関する知見を以下に示す。FAD－CPD 間の電子移動反応速度には、

CPD photolyase－DNA 複合体における、FAD－CPD 間の配向および距離が重要である。これまでに当

研究室で行われたNMR 解析により、CPD photolyase 中のCPD 結合部位が同定され、また複合体にお

けるCPD photolyase とDNA の配向が明らかにされた 1)。しかし、FAD－CPD 間の距離に関する情報は

得られていない。 
本研究では、光吸収メカニズムの解明を目指して、高度好熱菌由来 CPD photolyase を第二補酵素

を保持した状態で精製する条件を確立し、補酵素の同定および機能解明を行った。加えて、電子移動反

応速度制御のメカニズムの解明を目指して、CPD photolyase－DNA 複合体における、FAD－CPD 間の

距離決定を行った。 
 

第三章 高度好熱菌由来CPD photolyase の補酵素の同定および機能解析 
従来の研究では、高度好熱菌由来CPD photolyase の

精製にBlue Sepharose chromatographyが使用されていた。

Blue Sepharose chromatography による精製は、1.5 M 以上

の高塩濃度のバッファーを必要とするため、第二補酵素の脱

落を誘発する可能性があると考えた。そこで、

Polyethyleneimine, P11 chromatography, DNA-cellulose 
chromatography, およびDEAE-Sephadex chromatography
により、500 mM より高い塩濃度のバッファーを使わない穏

和な条件で、CPD photolyase を SDS-PAGE で単一のバン

ドとなるまで精製する条件を確立した。さらに、補酵素FAD

の酸化還元状態を還元型, ラジカル型, 酸化型に均一化す

る方法を確立した。 
得られたCPD photolyase の補酵素を吸収スペクトル, 逆

相HPLC (Fig.2), 1H-NMR, 31P-NMR スペクトル,および質量

分析により解析した。その結果、精製したCPD photolyase はFAD に加えてFMN を持つことが示され

た。 
次に、CPD 修復反応におけるFMN の機能を解析した。まず、1分子あたり 1 個のFMN を持つCPD 

photolyase, FMN(+) および FMN を持たない CPD photolyase, FMN(-) の調製法を確立した。次に、

FMN(+) およびFMN(-) の修復活性を測定した (Fig.3)。その結果、FMN(+) はFMN(-) よりも高い修復

活性を示した。この結果は、FMN がCPD 修復活性を増大させることを示している。さらに、FMN(-) と
FMN(+) の修復活性の比には波長依存性が観測された (Fig.3)。光反応では一般に、光吸収効率は波長依
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Fig.3  A. FMN(+)およびFMN(-)のCPD修復活性の波長依存性 (作用スペ

クトル)。FMN(+)は FMN(-)より高い修復活性を示した。B. FMN(+)と
FMN(-)のCPD修復活性の比の波長依存性。370 nmでは1:2程度である

のに対し、450 nmでは1:3-4程度であり、波長依存性が観測された。 

存性があるのに対し、光吸収後の反応の効率は波長依存性を

持たない。したがって、この結果から、FMN が他の種の第

二補酵素と同様、CPD photolyase の光吸収効率を増大させ

ていることが示された。 
近年、リポソームに封入したCPD photolyase の皮膚へ

の投与や、生体への CPD photolyase 遺伝子を導入により、

生体のCPD 修復能を高める研究が行われている。他の生物

種由来CPD photolyase の第二補酵素と比較して、高度好熱菌

由来CPD photolyase の第二補酵素であるFMN は、生物界に

広く存在しており、また、吸収極大が高波長であるため、自然

光を効率よく吸収できるという特徴がある。したがって、高度

好熱菌由来CPD photolyase は、上記のような応用に適してい

ると考えられる。 
 
 
 
第四章 CPD photolyase－DNA 複合体中のFAD－CPD 間距離の決定 2) 

本研究では、緩和増大効果 (PRE) を用いて、複合体中の FAD－CPD 間の距離を決定することと

した。FAD ラジカル等の不対電子は、近傍に存在する観測原子のNMR シグナルの強度減少を引き起こ

す。これを横磁化のPRE と呼ぶ。横磁化のPRE は不対電子－観測原子間の距離が近いほどより顕著と

なる。したがって、FAD ラジカルにより生じるNMR シグナルの強度減少に基づいて、観測原子とFAD
との距離を決定することが可能

であると考えた。最初に、結晶構

造により FAD からの距離が分か

っている、CPD photolyase 中の

原子に生じる PRE を調べて、強

度減少と観測原子－FAD 間の距

離との関係を調べた。トリプトフ

ァン残基を選択的に 15N 標識した

CPD photolyaseの 1H-15N HSQC
スペクトルを酸化還元状態を変

えて測定した (Fig.4A, B)。その結

果、還元型では CPD photolyase
中のトリプトファン残基数に対

応する数のシグナルが観測され

た。一方、ラジカル型では、一部

のシグナルの強度が減少してい

た。シグナル強度減少は結晶構造

中の観測原子－FAD間の距離と良く Fig. 4 A, B: 還元型(A)およびラジカル型(B)の[[α, ε]15N2-Trp] CPD photolyase の
1H-15N HSQCスペクトル。還元型と比較して、ラジカル型では一部の残基由来のシ

グナルに強度減少が観測された。C: 各残基の、シグナル強度変化と結晶構造におけ

るFADからの距離の関係。曲線は、理論式に基づいたフィッティングの結果。 
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対応していた (Fig.4C)。得られた強度減少と距離の関係に対して理論式に基づくフィッティングをかけ

た結果、強度変化とFAD からの距離を直接対応づける式が得られた (Fig.4C)。 
次に、CPD 中の原子のシグナルに生じる

PRE を利用して、FAD－CPD 間の距離を調べた。

CPD photolyase－DNA 複合体における、13C 標識

した CPD を含む一本鎖 DNA と重水素化した

CPD photolyaseの複合体の 1H-13C HSQCスペク

トルを酸化還元状態を変えて測定した (Fig.5)。そ
の結果、ラジカル型複合体のスペクトルでは、損

傷塩基のメチル基および 6 位, ならびにデオキシ

リボースの1’に由来するシグナルに有意な強度減

少が観測された。Fig.4Cのフィッティングにより

得られた式を使って、この強度減少をもとにFAD
からの距離を決定した。その結果、CPD 
photolyase－DNA 複合体において、FAD とCPD
は 16 Å離れていることが示された。 

今回得られたFAD－CPD間の距離をも

とにして、CPD photolyase－DNA 複合体の

モデルを構築し、修復メカニズムの考察を行

った (Fig.6)。このモデルでは、FAD とCPD
の間にTrp-247およびTrp-353といった芳香

環が存在する。これらの残基は、FAD－CPD
間の電子移動のスペーサーとなり、FAD と

CPD の直接の相互作用をなくすことで逆電

子移動を抑制し、反応効率を高めているので

はないかと考えた。また、CPD の 5’側の 4
位の酸素原子の近傍に、正電荷を持つ

Arg-201, Lys-240 が存在する。この酸素原子

は、FAD－CPD 間電子移動後に生じるアニ

オン中間体において負電荷を帯びていると考えられている。したがって、これらの残基は、アニオン中

間体を安定化することにより反応効率を高めているのではないかと考えた。そこで、反応に重要である

ことを提唱したArg-201, Lys-240, Trp-247, Trp-353 について、アラニン変異体のCPD 修復活性を測定

した。その結果、これらの変異体は野生型に対して有意に活性が低下していた。この結果から、これら

の残基がCPD 修復反応に重要であることが示された。 
CPD を修復する薬剤の開発を目的として、光を利用して CPD を修復する分子を人工的に作り出す

ことが試みられている。しかし、現段階では、その反応効率はCPD photolyase と比較して非常に低い。

本研究の結果をもとにした分子設計を行うことにより、より反応効率の高い CPD 修復分子を創製する

ことが可能となることが期待される。 
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Fig. 6 NMR解析の結果をもとに構築された、CPD photolyase－DNA複

合体モデル。BはAの反対側から見た図。FAD, CPD, およびCPD修復

への関与が示唆される残基を強調した。  

Fig. 5 損傷部位を
13C 標識した CPD を含む一本鎖ペンタマー, 

d(AT[CPD]TAC)と重水素化 CPD photolyase の複合体の
1H-13C 

HSQC スペクトル。A. 還元型複合体。B. ラジカル型複合体。ど

ちらのスペクトルでも、CPD中の原子に由来するシグナルのみが

選択的に観測されている。Bのスペクトルでは、赤で示したCPD
の塩基およびデオキシリボースの 1’に由来するシグナルが有意に

強度減少した。 

A B 

A B 




