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研究成果の概要（和文）：本研究では、微量重力下で得られた結晶を用いた超高分解能X線結晶構造解析、大型
結晶を用いたX線・中性子結晶構造解析を行うことで、ヒト酸化ヌクレオチド加水分解酵素の基質認識・阻害剤
結合に重要な活性部位の水素原子の位置を明らかにした。また、新規基質の同定、その他の基質複合体構造解析
を行うことで、基質特異性の構造学的知見を積み上げた。

研究成果の概要（英文）：In this research, we investigated mechanisms of an enzymatic reaction and 
inhibitor binding of an oxidized nucleotide hydrolase. We carried out the crystallization under 
microgravity and determined the high-resolution crystal structure. The structure revealed the 
protonation state in the active site with higher accuracy and precision. In addition, we obtained 
structural insights into the substrate specificity of the hydrolase by experiments of X-ray 
crystallography, activity measurement, and substrate binding.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 構造生物学　X線結晶構造解析　中性子結晶構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酵素などのタンパク質の機能を原子レベルで理解するには、水素原子までをも明らかにする精密構造解析が必要
不可欠である。本研究では、酸化ヌクレオチド加水分解酵素の精密構造解析を行うことで、酵素反応機構、阻害
剤結合において重要な活性部位の水素原子を含めた構造情報を得た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
遺伝情報を担う DNA は、紫外線、放射線、化学物質や活性酸素種によって容易に損傷を受け

る。生命活動において産生される活性酸素種は、DNA のみならずその前駆体であるヌクレオチ
ドの酸化損傷も引き起こす。DNA 中に生じた酸化損傷は、突然変異、ひいてはがんの原因とな
る。生物はこのような DNA の酸化損傷を回避する機構を有しており、ヒト酸化ヌクレオチド加
水分解酵素 (human MutT homologue-1: MTH1) は、細胞内の酸化ヌクレオチドを加水分解し、
DNA 中への酸化ヌクレオチドの取り込みを阻害することで突然変異を抑制している。一方で、
MTH1 は、がん細胞に高発現することで、がん細胞の生存にも寄与することが新たに報告され
ていることから、新規作用機構の抗がん剤ターゲットとしても注目されている。 
 
２．研究の目的 
 これまでに我々は MTH1 の高分解能 X 線結晶構造解析と反応速度論解析を行い、活性部位に
存在する 2 つのアスパラギン酸残基 (Asp119、120) がプロトン化状態を変えることで化学構造
の異なる 2 つの酸化ヌクレオチド (8-oxo-dGTP と 2-oxo-dATP) を同程度の親和性で認識し加
水分解するという幅広い基質特異性の発現機構を提案した。よって、MTH1 の酵素反応機構・
阻害剤結合を理解するには、活性部位の水素原子までをも明らかにする精密構造が必要不可欠
であることがわかった。本研究は、超高分解能 X 線結晶構造解析と水素原子を高感度で検出す
ることのできる中性子結晶構造解析を連携させた MTH1 の精密構造解析を行い、水素原子レベ
ルでの酵素反応機構を明らかにすると同時に、新たな阻害剤探索のための活性部位の詳細な構
造情報も得ることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 微小重力下での結晶化・構造解析 
タンパク質構造中の水素原子の位置について X 線結晶構造を用いて詳細に議論するには、1.0 

Å を超える高分解能の結晶、すなわち高品質かつ大型の結晶を調製することが必要となる。我々
は、地上での結晶大型化実験を進めると同時に (3 の(2)を参照)、JAXA 高品質タンパク質結晶
生成実験 (JAXA、コンフォーカルサイエンス、丸和栄養食品の協力下) に参加することで、微
小重力下で MTH1 と 8-oxo-dGTP 複合体の結晶を得た。本結晶を用いて放射光施設 SPring-8 の
ビームライン BL44XU で X 線回折実験を行ったところ、これまでの最高となる 1.04 Å 分解能
の回折強度データを収集した (Table 1)。得られたデータについて、プログラム PHENIX、
SHELXL、COOT を用いて X 線結晶構造の精密化を行った (Table 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) X 線・中性子結晶構造解析のための結晶の大型化・構造解析 
 X 線・中性子結晶構造解析を行うため、結晶の大型化条件を検討した。結晶の大型化はマクロ
シーディング法により行った。マクロシーディング法とは、得られた結晶を種結晶として、新し
い結晶化母液に植えつぐことで、結晶をより大きく成長させる手法である。タンパク質や沈殿剤
の濃度だけでなく、種結晶の新鮮さやスケールアップするタイミングなども検討しながら、µL
スケールで析出した種結晶を 30〜50 倍以上の結晶化ドロップへと移すことで結晶の成長を促
した。最終的に 2 種類の基質複合体の大型結晶を調製することに成功した。大型結晶の中性子
回折実験は、ドイツの FRMII の BIODIFF と茨城県の J-PARC/MLF の iBIX でそれぞれ収集
した。同一の結晶を用いた X 線回折データ収集は Photon Factory のビームライン AR-NE3A で

Table 1 Data collection statistics 

Wavelength (Å)  0.9 

Space group P212121 

Unit-cell lengths (Å)  a = 45.49, b = 48.10,  
c = 123.94 

Resolution range (Å)  38.00-1.04 
(1.06-1.04)  

No. of observed reflections 1,657,713 

No. of unique reflections 131,109 

Completeness (%)  99.9 (100.0) 

*Rmerge (%) 10.9 (90.0) 

<I> / <σ(I)> 65.7 (4.8) 

  
*Rmerge = 100 x Σhkl Σi |Ii(hkl) - <I(hkl)>| / Σhkl Σi Ii(hkl), 
where <I(hkl)> is the mean value of I(hkl). 

 

Table 2 Refinement statistics 

Resolution range (Å)  38.00-1.04 

No. of reflections used 131,001 

Completeness (%)  99.8  

*Rwork /Rfree (%) 13.3/15.8 

Ramachandran plot (%)  

    Favored 99.7 

    Allowed 0.3 

R.m.s.d. in bonds (Å) 0.008  

R.m.s.d. in angles (deg.) 1.376 
  

*Rwork = 100 x Σ||Fo| - |Fc|| /Σ|Fo|. Rfree was 
calculated from the test set (5% of the total data). 

 



行った。中性子と X 線のデータを用いてプログラム PHENIX による joint refinement により構
造の精密化を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 微小重力下での結晶化・構造解析 
上述した通り、MTH1 は、基質・阻害剤の結合に応じて活性部位の 2 つの Asp 残基のプロト

ン化状態を変化させることで幅広い基質特異性を発揮することを提案している。宇宙実験で得
られた 1.04 Å という高分解能データを用いることで、結合長解析による Asp 残基のプロトン化
状態をこれまでよりも高い精度で議論することができた。プログラム SHELXL を用いた結合長
解析を行ったところ、Asp119 の C-O 間の距離は、それぞれ 1.206 (15）、1.311 (15) Å、Asp120
の場合は、1.236 (13)、1.264 (14) Å であったため、8-oxo-dGTP 結合時には、Asp119 がプロト
ン化、Asp120 が脱プロトン化状態であることがわかった (図 1、2)。本結果により、これまで
に我々が提案している活性部位のプロトン化を介した基質認識機構をより高い精度で実証する
ことができた。 

 

図 1 基質結合部位の電子密度                  図 2 結合長解析の結果 
 
(2) X 線・中性子結晶構造解析 
 X 線と中性子の両データを用いた joint refinement により、基質複合体構造の精密化を完了
した。その結果、基質結合に重要な活性部位の水素原子を観察することができた。もう一つの基
質複合体データについては、現在データ処理を行っている。さらに、新たな基質との複合体につ
いても大型結晶を調製した。 
また、これまで基質ではないとされてきたヌクレオチド (新規ヌクレオチド) が基質となりう

る可能性が示唆されたため、新規ヌクレオチドの複合体結晶を調製し、放射光施設 Photon 
Factory のビームライン AR-NE3A にて 1.0 Å 分解能の X 線回折強度データを収集した (Table 
3)。構造解析を行った結果 (Table 4)、新規ヌクレオチドの加水分解部位がこれまでの基質と同
様の様式で活性部位に結合していることがわかった。さらに、結晶内反応を行うことで、新規ヌ
クレオチドが生成物へと加水分解されることを確認した。これらの実験に加え、新規ヌクレオチ
ドの加水分解活性測定、活性阻害効果の検証を行うことで、本新規ヌクレオチドは結合親和性が
非常に高い基質であることを明らかにした。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 3 Data collection statistics 

Wavelength (Å)  1.0 

Space group P212121 

Unit-cell lengths (Å)  a = 46.15, b = 47.94,  
c = 124.35 

Resolution range (Å)  50.0-1.00 
(1.06-1.00)  

No. of observed reflections 1,884,547 

No. of unique reflections 139,997 

Completeness (%)  93.7 (86.1) 

*Rmerge (%) 9.5 (46.2) 

<I> / <σ(I)> 16.9 (2.2) 

  
*Rmerge = 100 x Σhkl Σi |Ii(hkl) - <I(hkl)>| / Σhkl Σi Ii(hkl), 
where <I(hkl)> is the mean value of I(hkl). 

 

Table 4 Refinement statistics 

Resolution range (Å)  50.0-1.00 

No. of reflections used 131,001 

Completeness (%)  99.8  

*Rwork /Rfree (%) 12.9/14.9 

Ramachandran plot (%)  

    Favored 99.0 

    Allowed 1.0 

R.m.s.d. in bonds (Å) 0.006  

R.m.s.d. in angles (deg.) 1.296 
  

*Rwork = 100 x Σ||Fo| - |Fc|| /Σ|Fo|. Rfree was 
calculated from the test set (5% of the total data). 

 



 
 

 さらに、MTH1 特有の幅広い基質特異性をさらに理解するために、親和性の低い基質との複
合体の X 線結晶構造解析を試みた。基質大過剰の条件下で結晶化を行い、得られた結晶を用い
て Photon Factory のビームライン BL17A にて 3 Å 分解能のデータを収集した。結晶化条件を
検討することで高分解能データ収集を見込める結晶が得られたので、本結晶を用いて X 線回折
実験を進めていく予定である。 
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