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研究成果の概要（和文）：DNA 修復酵素である MUTYH と DNA 複製に関わるタンパク質 PCNA の修
復複合体のＸ線結晶構造解析を行い，その DNA 複製後修復機構および，MUTYH が関与する遺伝
性疾患の発症機構を原子レベルで解明することを目的に研究を行った．結晶化実験に適した
MUTYH および PCNA の精製に成功し，そして MUTYH 複合体の結晶化条件の探索を行い，結晶構造
決定への前進となる成果を得た．

研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： In order to reveal the structural insight into the
replication-associated DNA repair by MUTYH and PCNA, we performed the purification and
crystallization experiments for the crystal structure determination of the MUTYH-PCNA
complex. We have succeeded in the purification of MUTYH and PCNA, and carried out the
initial screening of crystallization conditions.
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１．研究開始当初の背景

8-オキソグアニン（8-oxoG）は，通常の生

命活動において生じる酸化損傷塩基の中で

も生成頻度が非常に高く，シトシンのみなら

ずアデニン（A）とも塩基対を形成するため，

高い変異原性を示す．MUTYH は，8-oxoG:A ミ

ス塩基対からアデニンを取り除く真核生物

由来の DNA グリコシラーゼであり，DNA 複製
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の足場タンパク質 PCNA との相互作用を介し

て，8-oxoG:A ミス塩基対から新生鎖上のアデ

ニンを特異的に取り除くという DNA複製後修

復を行うと考えられている．MUTYH が

8-oxoG:A ミス塩基対の塩基除去修復を行う

際，アデニンが鋳型鎖上にある時に機能する

と変異の固定を引き起こすため，MUTYH と

PCNA の複合体による，新生鎖上のアデニンに

対して特異的に機能するという機構は，突然

変異の抑制に大きく寄与していると考えら

れている．また近年，DNA 複製・修復，細胞

周期に関わる種々のタンパク質が PCNA 結合

配列を有することが確認されており，PCNA を

介したタンパク質の機能制御についての研

究価値は，国内外で飛躍的に上昇している．

さらに，MUTYH は疾患にも密接に関連してお

り，ヒト MUTYH 遺伝子の変異は家族性大腸腺

腫症の原因となっている．

研究代表者は，これまでに 8-oxoG 修復に

関わる酵素の構造学的研究を行ってきた．

DNA 中の 8-oxoG は，DNA 前駆体 8-oxo-dGTP

が DNA ポリメラーゼにより，誤って DNA 中に

取り込まれることによっても生じる．

8-oxo-dGTP の加水分解酵素である大腸菌

MutT のアポ体，ホロ体，8-oxoG ヌクレオチ

ド複合体の結晶構造を決定し，MutTの 8-oxoG

ヌクレオチドへの高親和性（Nakamura T. et

al., J. Biol. Chem., 2010）および加水分

解反応機構の構造学的基盤を得た．さらに，

8-oxo-dGTP 以外にも様々な酸化損傷ヌクレ

オチドを加水分解する MutT のヒトホモログ，

MTH1 について複数の基質との複合体構造を

決定し，MTH1 の幅広い基質特異性の発現機構

を明らかにしている．

この様な研究背景下，真核生物において高

度に制御された MUTYH の 8-oxoG に関与する

DNA 修復機構を構造学的に解明し，さらに，

MUTYH が関わる家族性大腸腺腫症の分子レベ

ルでの発症機構についての構造学的知見を

得ることを目的に，本研究に着手した．

２．研究の目的

酸化損傷塩基 8-oxoG はアデニンとミス塩

基対を形成する内在性の変異原であり，DNA

グリコシラーゼである MUTYH が，8-oxoG:A ミ

ス塩基対からアデニンを取り除く．MUTYH が

8-oxoG:A ミス塩基対の塩基除去修復を行う

際，アデニンが鋳型鎖上にある時に機能する

と変異の固定を引き起こすため，アデニンが

新生鎖上にある時のみ機能する必要がある．

MUTYH は PCNA 結合配列を有し，PCNA との複

合体形成により，新生鎖上のアデニンを特異

的に認識して効率的に DNAを修復するという

高度に制御された DNA複製後修復を行うと考

えられている．また，MUTYH は，遺伝性疾患

との関与からも注目されており，ヒト MUTYH

遺伝子の変異は家族性大腸腺腫症の原因と

なっている．本研究では，MUTYH の修復複合

体のＸ線結晶構造解析を行い，複合体の結晶

構造を決定し，

(1) PCNAが関与するMUTYHの DNA新生鎖特

異的修復機構の解明を行う．

(2) 家族性大腸腺腫症の原因である変異型

MUTYH について，結晶構造から分子レベルで

の発症機構を明らかにする．

３．研究の方法

(1) 本研究では，MUTYH の新生鎖 DNA 修復機

構 の 解 明 を 目 的 と し て ， MUTYH-DNA ，

MUTYH-PCNA，MUTYH-PCNA-DNA の複合体の結晶

構造解析を行う．MUTYH と PCNA は，大腸菌に

より発現させる．その際，MUTYH については，

チオレドキシン融合 MUTYH（TRX-MUTYH）とし

て発現させる．なお，MUTYH によるミス塩基

対の認識様式を明らかにするため，MUYTH は，

DNA 結合能は保持しているが，グリコシラー

ゼ活性を失った変異体を用いる．

(2) MUTYH および PCNA の大量発現，精製を

行う．PCNA については，大腸菌で大量発現さ

せ，イオン交換カラム，ゲルろ過カラム等を

用いて，結晶化実験に適応できる高純度かつ

大量精製を行う．MUTYH については，大腸菌

で TRX-MUTYH を大量発現させ，アフィニティ

ーカラム，ゲルろ過カラム，イオン交換カラ

ム等を用いて精製を行う．精製過程において，

プロテアーゼ処理により，TRX タグを取り除

く．MUTYH は TRX タグ除去前後で安定性が変

化する傾向にあることから，単独でより安定

な MUTYH の精製系を確立するため，TRX タグ

除去のプロテアーゼ処理前後において種々

の界面活性剤を含めた溶液条件の検討を行

う．単独での MUTYH の精製を優先するが，

MUTYH-PCNA 複合体形成によって，安定な状態

で精製できることも期待して，TRX-MUTYH の

TRX タグ除去のプロテアーゼ処理溶液中に

PCNA を加えるなど，PCNA との複合体での精

製条件も検討する．

(3) MUTYH 複合体の形成および結晶化実験

を行う．精製した MUTYH および PCNA を用い，

それぞれの複合体の形成，さらには DNA を含



めた複合体の形成を Native-PAGE，ゲルろ過

等の手法により確認する．得られた MUTYH 複

合体について結晶化条件の探索を行う．タン

パク質-DNA 複合体では，DNA の配列や長さが

結晶化においてさらなる重要な要素として

追加されるため，スクリーニング数が大幅に

増加するが，微量結晶化装置 TOPAZ（1.5μL

で 96 スクリーニングが可能）を用いること

により，少量で広範なスクリーニングができ

る．ヒットした条件の周辺で結晶化条件の精

密化を行い，Ｘ線回折実験に適した結晶を調

製する．

(4) Ｘ線回折強度データの収集を行う．得

られた結晶のチェックと初期回折データの

測定は，理学社のＸ線回折装置を用いて行う．

構造解析，精密化に用いる回折データは放射

光施設 SPring-8，PF で測定する．位相の決

定は，MUTYH が有する[4Fe-4S]クラスターの

鉄原子，または，セレノメチオニル化 PCNA

を用いた複合体結晶のセレン原子を利用し

た単（多）波長異常分散法により行う．また，

構造が明らかになっている PCNA をサーチモ

デルとした分子置換法も並行して行う．

(5) MUTYH の発現領域も検討する．MUTYH 全

長を用いた構造解析を最優先とするが，結晶

化には，発現領域を変えたコンストラクトに

よる検討を行う場合もあるので，全長に近い

が発現領域の異なるコンストラクトを調製

し，発現および可溶性画分への移行が見られ

る発現系を構築する．

４．研究成果

(1) まず，結晶化実験に必要となる MUTYH

と PCNA の大量調製を行った．PCNA について

は，大腸菌で大量発現させ，イオン交換カラ

ム，ゲルろ過カラム等を用いて，高濃度かつ

高純度タンパク質を調製した．MUTYH は，こ

れまで発現領域も含め，ヒスチジンタグ，グ

ルタチオン S-トランスフェラーゼ，TRX 等の

融合タンパク質として発現条件を検討した

結果，収量の多い TRX 融合タンパク質として

大腸菌で大量発現させ，精製を行った．大量

スケールにおいて，プロテアーゼによる TRX

タグの切断を行うと，MUTYH 単独では凝集，

沈殿するという問題が生じた．そこで，TRX

タグ切断過程において，プロテアーゼの反応

時間，PCNA 添加による複合体としての安定性

の向上，界面活性剤の利用など種々の条件検

討を行った結果，TRX タグを切断した単独

MUTYH を安定な状態で回収することができた．

続けて，カラムを用いた精製を行い，最終的

に，結晶化実験に適した高濃度のサンプルを

調製し，MUTYH を精製した．

(2) 精製した MUTYH について，Native-PAGE

により DNA との結合を確認した．MUTYH と DNA

溶液を混合し，MUTYH-DNA 複合体の結晶化条

件の探索を行った．結晶化実験には，微量結

晶化装置 TOPAZ を用いて行った．同様に，

MUTYH-PCNA 複合体についても結晶化実験を

行った．現在のところ結晶は得られておらず，

今後は，ゲルろ過カラム等を用いて，複合体

のさらなる精製，および(3)に示した発現領

域の異なる MUTYH を用いて，引き続き結晶化

条件の探索を行っていく予定である．また，

TOPAZ は結晶化方法が自由界面拡散法である

ため，結晶化方法が異なり，蒸気拡散法を適

用 で き る ナ ノ リ ッ タ ー 分 注 シ ス テ ム

mosquito も用いて，結晶化条件の探索を行い

たいと考えている．

(3) これらの実験と並行して MUTYH の発現

領域の再検討も行い，全長に近いが発現領域

の異なるコンストラクトを調製し，発現およ

び可溶性画分への移行が見られる発現系を

構築した．これら MUTYH の複数のコンストラ

クトを用いて，より安定かつ高純度で調製で

きる複合体サンプルについて結晶化条件の

探索を行っていく．

(4) 本研究では，可溶化タグを取り除いた

MUTYH の精製に成功し，MUTYH 複合体の結晶

化条件の探索を行った．これらの研究成果は，

DNA複製後修復に働くMUTYH-PCNA複合体の新

生鎖修復機構の解明に向けた，結晶構造決定

への前進であると考える．また，ヌクレオチ

ドプール中の 8-oxoG ヌクレオチド除去に働

く 8-oxo-dGTP 加水分解酵素である大腸菌

MutT については，これまでに動的タンパク質

結晶学により一連の結晶内反応過程を明ら

かにしているが，さらに詳細な機構の解明を

目的とし，結晶化条件および反応条件を変更

した．その結果，結晶内反応が速く，同期性

がより高い条件を見出すことに成功し，それ

らの条件下での反応中間体の結晶構造を決

定した．
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