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研究成果の概要（和文）： 

 
遺伝子実験に広く使用されている II 型制限酵素 HindIII の基質 DNA の切断反応のメカニ
ズムを解明するため，HindIII の基質 DNA 複合体の結晶を作成し，金属イオンをソーキ
ングして一定時間後に急速凍結するフリーズトラップ法による時間分割結晶構造解析を行
った．HindIII の切断反応には２つの金属イオンが必須であり，２つめの金属イオンが結
合して始めて切断反応が起こることが解明された． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
We have performed the time-resolved X-ray crystal structure analysis of a type-II 
restriction endonuclease HindIII using the freeze trap method. Crystals of HindIII and 
its cognate DNA complex were soaked in a solution containing metal ion, and 
flash-freezed to stop its reaction after the elapse of a certain period of time. In the 
reaction, two metal ions are necessary, and the scission reaction takes place after 
binding of the second metal ion.  
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１．研究開始当初の背景 

 

II 型制限酵素は，それぞれに特異的なパリ
ンドロームを認識して特定の位置で切断す
るため，遺伝子工学の実験にツールとして広
く利用されている．核酸の切断・修復を行う
酵素では「2 金属イオンメカニズム」が提唱
されており，代表者らによって解析された

HindIII の構造でも，切断後の DNA との複
合体の活性中心に 2 個のイオンが結合してい
る状態で解析されていた． 

一般に求核攻撃をする水分子を活性化す
る金属を A サイト，3’脱離リン酸に配位し
ている金属を B サイトと呼ぶ．それらの役割
に関しては，これまでに 10 年以上の研究が
蓄積されており，通常の「2 金属イオンメカ
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ニズム」では，B サイトの金属イオンは遷移
状態の安定化に関与しているとされている
が，HindIII の場合も B サイトの金属は，切
断反応が完了した後に結合したものではな
いか，Ｘ線結晶構造解析実験のアーチファク
トであろうと指摘される等，反応に必要な金
属イオンの数および役割についてはいまだ
に混乱があった． 

 

２．研究の目的 

 

本研究では，研究代表者らが DNA 切断前
後の状態を構造解析していた HindIII をモデ
ル酵素とし，フリーズトラップ法を用いて実
際の DNA 切断反応過程の時分割結晶構造解
析を行い，核酸切断の「2 金属イオンメカニ
ズム」の 2 つの金属イオンの真の役割の解明
を目指した． 

 

３．研究の方法 

 

本研究では HindIII と基質 DNA との複合
体結晶を作成し，それに金属イオンを結晶ソ
ーキングによって導入して DNA 切断反応を
起す．その反応過程を時分割で結晶構造解析
するため，瞬時にタンパク質結晶周辺の溶液
を交換し，秒オーダーの時間経過後にそのま
まフリーズトラップすることが可能な装置
を開発した． 

一方，単純な結晶構造解析と異なり，時間
分割実験には HindIII と基質 DNA の良質な
複合体結晶が大量に必要である．さらに結晶
性を低下させることなく金属イオンを導入
することが出来る溶液条件および結晶化条
件を検討する必要がある．本課題の当初の２
年間は反応機構の研究に十分な分解能の結
晶を再現性良く得ることが出来ず，既知の条
件の改良と平行してスクリーニングによる
結晶化条件の再検討を行った．初期結晶が生
成した条件については，さらに沈殿剤濃度，
pH，塩強度のほか複合体形成のための
HindIII と DNA の混合比を検討した． 

本研究では，得られた結晶を金属イオンを
含む抗凍結剤に短時間ソーキングしたのち，
100K の低温窒素気流により急速冷却するこ
とで反応を停止し，時分割の測定を試みる．
これまでに解析されていた DNA 切断後の構
造では，A サイトにマンガンイオン，B サイ
トにマグネシウムイオンが結合した状態で
構造解析されていた（図１）．そのため，本
研究ではマンガンイオンの濃度とソーキン
グ時間を変化させて，反応の進行を捉えるこ
とが出来る条件を模索した．HindIII の DNA

切断反応の場合，反応の進行を分光法等の物
理計測でモニターする手段が無いため，構造
解析してみるまで反応進行状況が不明であ
り，完全に試行錯誤によった．急速凍結した
結晶のX線回折データ測定は高エネルギー加
速器研究機構の PF BL-5A および PF-AR 

NE-3A で行った．構造解析は HindIII−DNA

複合体結晶の構造による分子置換法を用い
た． 

 
４．研究成果 
 
(1) フリーズトラップ法用短時間溶液交換
装置の開発 
従来研究代表者が，蛋白質中に含まれるイ

オウ原子の異常散乱を利用して位相決定す
る構造解析法である S-SAD 法用に開発して
いたWestBond社製 3軸マイクロマニピュレ
ーター結晶マウントツール(7100C)を改造し，
結晶化ドロップから結晶を拾い出して保持
し，ピエゾポンプで金属イオンを含む微少溶
液を添加し，それから一定時間経過後に 100 

Kの冷却窒素ガスで急速凍結して反応を停止
する装置を製作した（図 2）． 

 
(2) HindIII の時間分割結晶構造解析 

HindIII-DNA 複合体の結晶化 
 

図 1．HindIII 二量体と切断後の基質 DNA

複合体の構造．青：Mg2+，緑：Mn2+. 

 

 

図２．フリーズトラップ用時分割フラッ

シュクーリング結晶マウント装置 



 

 

本研究での結晶化条件の再検討により，以 

前と異なるパッキングの HindIII-DNA 複合
体結晶構造が得られた（図 3）．HindIII は二
量体を形成し，一本の 2 本鎖 DNA と結合し
ていた．非対称単位中にはこの二量体が 2 つ
存在し，四量体を形成していた．さらに非対
称単位中には，HindIII と結合していないフ
リーの DNA 二本鎖が二つあり，それぞれが
HindIII と結合した DNA に継ぎ足される形
で存在していた．この非結合 DNA の配置は，
我々が以前に報告した HindIII-DNA 結晶構
造における非結合 DNA の配置とは異なって
いた．今回得られた結晶構造では HindIII に
結合した DNA と非結合 DNA が直線状に繋
がることにより，結晶中を縦貫する構造にな
っており，これが骨格となることで結晶析出
の再現性を高めたと考えられる．ただし，こ
のため結晶のパッキングがゆるく，分解能は
2.2 Å程度が限界であった． 

マンガンイオンの導入 

より低濃度で実験が行えるため，金属イオ
ンとしてはマグネシウムではなくマンガン
イオンを用いた．そのソーキング時間を 0 秒，
25 秒，40 秒，60 秒，230 秒と変えて結晶構
造解析することで，HindIII の DNA 切断反
応を時分割で追跡することに成功した．図４

に金属イオン付近の差電子密度マップを示
す．ソーキング時間が長くなるとともに, 活

 

図３．HindIII-DNA 複合体の結晶構造 

表１．金属イオンのピーク高さ 

 単位は差電子密度マップのσ値 

 

 

 

図４．活性部位の金属イオンの差電子密度 

マップ．(a) 25 秒後， (b) 230 秒後．電子
密度表示の閾値は 6σ． 

 

 

図５．切断されるホスホジエステル結合を
はさむ 2 塩基部分の差電子密度マップ．(a) 

25 秒後， (b) 230 秒後．電子密度表示の
閾値は 5σ． 



 

 

性部位の金属イオンのピークが増大するこ
とが観察された．しかもその増大は A サイト
が B サイトに先行していた． 

各ソーキング時間における活性部位の金
属イオンピークの高さを，非対称単位中の 4

分子それぞれについてまとめたものを表 1に
示す．A サイトのピーク は 25 秒後から，B

サイトのピークは 40 秒後に増加を開始して
おり，230 秒後には二つのサイトのピーク高
さはほぼ等しくなった．マンガンイオンをソ
ーキングしなかった 0 秒後に見られるナト
リウムイオン由来と思われるピーク高さを
差し引くと，25 秒後の時点では B サイトに
はマンガンイオンはまだ導入されていない
ものと考えられる． 

 

触媒反応の進行の直接観察 
上記の時間間隔で実施したフリーズトラ

ップ法による時分割構造解析により，DNA 切
断反応の進行を直接その場観察することに
成功した．図５に切断されるホスホジエステ
ル結合をはさむ二つの塩基の差電子密度マ
ップの時間変化を示す． 
図４および表１に示すように金属イオン

のピークが成長してくるのと同様に，切断さ

れるホスホジエステル結合をはさむ二つの
塩基の差電子密度マップには，40 秒後までは
変化が見られないが，60秒後のマップでは結
合の部分の電子密度が低くなっていること
が観察された．さらに 230 秒後においては，
この結合はほぼ失われていた． 

60 秒後の結晶構造では，DNA が切断されて
いない構造と，切断された構造がいくらかの
割合で混ざっていると考えられる．実際，切
断されていない DNAモデルを構築して差マッ
プを作成すると，リボースからの水酸基が
DNA の切断によって自由になり，配位位置を
変えていると思われる電子密度を検出でき
た(図６)．このような電子密度は 40 秒後に
は現れないため，ソーキング開始 40 秒後か

ら 60 秒後の間に切断反応は始まると考えら
れる．そのタイミングは，B サイトにマンガ
ンイオンが導入され始めるタイミングに近
い． 
以上のように，本研究でフリーズトラップ

法による時間分割構造解析を実現した結果，
従来 HindIII の DNA 切断後の結晶構造に観
られていた B サイトの金属イオンは構造解
析のアーチファクトではなく，DNA 切断反
応に必須であることが解明された．A サイト
の金属イオンが求核攻撃する水分子を活性
化し，B サイトの金属イオンは遷移状態の安
定化と，切断後の DNA のリリースにも関与
していることが示唆される． 

現在論文を準備中である． 
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図６．60 秒後の 2Fo-Fc マップ(青)と Fo-Fc

マップ(緑)．位相計算のためのモデルには切
断されていない DNA を用い，切断された
DNA モデルも重ねて表示している． 
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