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研究成果の概要（和文）：本研究では，DNAグリコシラーゼが細胞内で働く姿である機能型修復複合体をＸ線結晶構造
解析により決定し，複製と共役したDNA修復機構を構造学的に解明することを目的に実験を行った．DNAグリコシラーゼ
の大量調製系を確立し，結晶化スクリーニングを行ってDNAグリコシラーゼ-DNAの複合体結晶を得た．得られた結晶のX
線回折強度データを収集し，DNAグリコシラーゼ-DNA複合体の結晶構造を決定した．さらに，結晶構造から明らかにな
った活性に重要なアミノ酸残基の変異体のグリコシラーゼ活性を測定し，DNAグリコシラーゼによるDNA修復機構を明ら
かにした．

研究成果の概要（英文）：In this research, we have carried out structural study of a DNA glycosylase which 
repairs damaged DNA coupled with DNA replication. DNA glycosylase was expressed and prepared with high 
purity for crystallization. Crystals of the DNA glycosylase and DNA complex were obtained after the 
crystallization screening and modification of the conditions. X-ray diffraction experiments were carried 
out on beam lines at SPring-8 and Photon factory, and the crystal structure was determined. In addition, 
we measured the glycosylase activity of the wild type and its mutants, and revealed the structural 
insight into the DNA repair mechanism of the DNA glycosylase.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 

 生物の生命活動は，遺伝情報物質である

DNA の複製，転写，さらには修復により，高

度に維持されている．DNA の複製・転写・修

復は，独立した機構として扱われ研究が進展

してきたが，生命活動において，これら３つ

の機構が互いに密接に共役していることが

明らかになるにつれて，DNA の複製・転写・

修復を包括的に理解することが必要となっ

てきた．X 線結晶学を主とする構造生物学に

おいても，これらイベントに関わるタンパク

質と DNA との複合体構造から DNA の複製・転

写・修復機構がそれぞれ原子レベルで明らか

にされてきた．しかしながら，各機構で働く

タンパク質が共役してできる超分子複合体

の構造解析例は依然少なく，これらタンパク

質がどのような相互作用を介して細胞内で

実際に機能するかという構造学的基盤のさ

らなる解明が期待されている． 

 これまでに申請者らは，X 線結晶構造解析

により，DNA 修復酵素が DNA 損傷を認識する

仕組みを明らかにし (J. Biol. Chem. 2010, 

Nucleic Acids Res. 2011, Acta Cryst F 

2013&2006)，さらに，時分割 X線結晶構造解

析法を新たに確立することで，DNA 複製酵素

であるDNAポリメラーゼの酵素反応過程を原

子レベルかつリアルタイムで観察すること

に成功した (Nature 2012, Biophysics 2013)．

本研究では，複製と共役した DNA 修復を行う

DNA グリコシラーゼの構造生物学的研究を行

った． 

 

２．研究の目的 

 本研究のターゲットであるDNAグリコシラ

ーゼは，DNA 複製に関わるタンパク質との相

互作用を介して，複製と共役した DNA 修復を

行う．本研究では，細胞内で働く姿である DNA

グリコシラーゼの機能型修復複合体をX線結

晶構造解析により決定し，複製と共役した

DNA 修復過程において，DNA グリコシラーゼ

がどのようにして損傷部位へリクルートさ

れ，正しく塩基除去修復を行うのかという動

作機構を構造学的に解明することを目的と

し，(1) DNA グリコシラーゼ複合体の X 線結

晶構造解析，(2) DNA グリコシラーゼの活性

測定を行った． 

 さらに，複数の酸化ヌクレオチドを加水分

解する酵素の幅広い基質特異性を明らかに

するため，(3) 酸化ヌクレオチド加水分解酵

素のX線結晶構造解析および活性測定を行っ

た． 

 

３．研究の方法 

(1) DNA グリコシラーゼ複合体の X 線結晶構

造解析 

 DNA グリコシラーゼは，遺伝子組み換え体

により，発現領域を変えた複数種のコントラ

クトを用いて発現させ，アフィニティカラム，

イオン交換カラム，ゲルろ過カラムなどを用

いてそれぞれ高純度精製を行った．これらタ

ンパク質と，長さや配列を変えた DNA との複

合体の安定性は，ゲルろ過法によるピークシ

フトや，動的光散乱法による単分散性により

評価した． 

 結晶化条件の探索は，ナノリッター分注シ

ステム mosquito を用いて行い，1 種類の複

合体につき，約 1000 条件の結晶化スクリー

ニングを行った．その結果，幾つかの条件で

DNA グリコシラーゼの微結晶を得た．さらに，

結晶化溶液の pH，沈殿剤濃度やタンパク質濃

度を細かく検討することで，マイクロリッタ

ースケールで，長い辺が 300 m 程度の結晶

を得た． 

 

(2) DNA グリコシラーゼの活性測定 

 野性型の大量調製プロトコルに準じて，活

性および複合体形成に重要なアミノ酸残基

の変異体を調製した．DNA グリコシラーゼの

活性測定は，グリコシラーゼ濃度，基質濃度，

反 応 時 間を 変 え て 酵 素 反 応 を 行 い ，

Urea-PAGE により基質および反応生成物を分

離，定量した．  

 

(3) 酸化ヌクレオチド加水分解酵素のX線結



晶構造解析および活性測定 

 野性型および基質認識に関わるAsp残基の

変異型酸化ヌクレオチド加水分解酵素を大

量調製し，2 種類の基質を用いて，それぞれ

の基質複合体結晶構造を決定した．さらに，

野性型および変異型の活性測定を行った． 

 

４．研究成果 

(1) DNA グリコシラーゼ複合体の X 線結晶構

造解析 

 得られた結晶の X線回折実験は，SPring-8

の BL44XU および Photon Factory Advanced 

Ring の NW12A にて行った．収集した X線回折

イメージをプログラム HKL2000 で処理した．

位相の決定は，プログラムPHENIXを用いて，

分子置換法と単波長異常分散法を合わせた

手法で行った．さらにプログラム COOT およ

び PHENIXを用いて構造の精密化を完了した．

決定したDNAグリコシラーゼ-DNA複合体の結

晶構造から，DNA グリコシラーゼが損傷部位

を認識してDNA修復を行う構造学的基盤を明

らかにした． 

 また，DNA グリコシラーゼとその相互作用

因子との複合体についても精製を行った．得

られた結晶化サンプルは，動的光散乱実験に

おいて，単分散を示し，結晶化スクリーニン

グにおいて微結晶を得た． 

 

(2) DNA グリコシラーゼの活性測定 

 決定した DNA グリコシラーゼの構造から，

活性および複合体形成に重要なアミノ酸残

基の変異体 7 種類の発現コンストラクトを

作製した．そのうち，発現量および安定性の

良い 2種類の変異体の大量調製を行った．野

性型およびこれら変異体を用いて，DNA グリ

コシラーゼ活性を測定することで，構造から

示唆されたアミノ酸残基の活性への寄与を

実証することができた．  

 

(3) 酸化ヌクレオチド加水分解酵素のX線結

晶構造解析および活性測定 

 野性型および2種類の変異型酸化ヌクレオ

チド加水分解酵素と2種類の基質を用いて合

計 7種類の基質複合体結晶を調製した．得ら

れた結晶を用いて SPring-8 の BL44XU および

Photon Factory の BL1A で X 線回折実験を行

い，1.18〜1.50 Åの高分解能結晶構造を決定

した． 

 決定した結晶構造に加え，新たに行った野

性型および変異型の活性測定の結果から，酸

化ヌクレオチド加水分解酵素の活性部位の

Asp 残基のプロトン化の状態が変わることで

2 種類の基質をそれぞれ認識するという幅広

い基質特異性発現機構の構造学的基盤を明

らかにした． 
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