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研究成果	

	 本研究は、光依存的 DNA修復を担う(6–4)光回復酵素の DNA修復反応機構を原子レベルで明ら

かにすることを目的に、若手研究者の国際共同研究による Spring-8/SACLAでの時分割シリアルフ

ェムト秒結晶構造解析(TR-SFX)および ESRFでの時分割溶液 X線小角散乱測定（TR-SAXS）を行

う。 

	 平成 30年度は、本未来研究ラボの開始年度であるため、代表者である山元が台湾・中央研究院

所属の Manuel Maestre-Reyna博士および PIの Ming-Daw Tsai博士を訪問し、今後の共同研究打ち

合わせとセミナーを行った（図 1A）。また、その際に当研究室博士課程進学予定者で修士 2 年生

の細川雄平氏を派遣し、1ヶ月間 Maestre-Reyna博士の指導のもとで TR-SFXにかかるサンプル調

製法（測定用カートリッジの作成技術および蛋白質調製技術）について新たな知見を得た（図 1B）。

本研究課題で対象とする(6–4)光回復

酵素の中でも、アフリカツメガエル由

来のものは蛋白質単体の結晶構造はお

ろか、DNA複合体の構造も解かれてい

ない。そこで、細川氏の台湾派遣中に、

アフリカツメガエル由来(6–4)光回復

酵素（Xl64）の蛋白質調製条件の確立

および結晶化条件の探索を行った。結

晶は得られていないが、結晶化に必要

な大量の蛋白質を調製する条件を確立

したため、今後蛋白質単体および DNA

複合体の結晶を得るための条件探索を

行う予定である。 

	 2018 年後期（2018B）の SACLA におけるビームタイ

ムに山元・細川両名が参加し（図 2）、2017年後期から始

めているメタン産生好熱菌由来光回復酵素（MmCPDII）

の DNA修復過程に関する TR-SFX測定を行った。なお、

SACLAで得たMmCPDIIの無損傷結晶構造は現在論文投

稿中である（Maestre-Reyna et al.）。MmCPDIIの DNA修

復 TR-SFX 測定について、これまでに得られた結果を図

３に示す。408 nmのナノ秒レーザー（100–300 µJ）照射
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図１: (A・左) 台湾中央研究院でのセミナー、(B・右) 
蛋白質精製を学ぶ細川氏 

図 2: 2018Bビームタイム後の写真 



後、一定の遅延時間の後に X線自

由電子レーザー（7 keV）を照射し、

得られた回折像から光反応後の電

子密度を得た（図３）。MmCPDII

の修復基質であるシクロブタン型

ピリミジンダイマー(CPD)に着目

してその構造変化を経時的に追跡

したところ、光照射 10 ns後では、

元の CPD と大きな構造変化は見

られなかったため、補酵素 FADH–

から一電子移動が起こった後の状

態を捉えていると考えられる。一

方、光照射後 25 µs 後では、CPD

近傍で大きな電子密度の変化が観測された。CPD は FAD からの電子移動を受けるために、DNA

二本鎖の外側にフリップアウトしているが、修復の完了とともに DNA二本鎖の内側にフリップバ

ックする。今回、25 µsのデータは、修復された CPDが DNA二本鎖中へとフリップバックする様

子が見られたと考えられる。なお、2019年前期（2019A）の SACLAビームタイムの獲得が確

定しており、2019Aでは 10 nsと 25 µsの間で数点の遅延時間データセットを取ることでMmCPDII

の DNA修復 TR-SFXを完了し、本結果を論文投稿する予定である。 

	 TR-SAXS の測定に先駆けて、シンクロトロン放射光を用いた Xl64 酵素単体の通常の SAXS 測

定を SPring-8にて行った。阪大で精製した Xl64と台湾グループが精製した MmCPDIIを SAXS測

定に供したところ、Xl64 の方は精製度がより高く、沈

殿物のないクリアな溶液であったことから、TR-SAXS

測定に最適であることがわかった（図４）。しかし、当

初予定していた ESRFの BioSAXSビームラインが 2019

年途中から改修のため使用ができない旨通知があった。

TR-SAXS 測定のためには別のビームラインを申請する

必要があるため、次年度は TR-SFX測定に注力する。 
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図 3: TR-SFXで明らかにした MmCPDIIの DNA修復過程 

図 4: Xl64の SAXS結果 
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