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研究成果の概要（和文）：　MutM タンパク質はグアニンの酸化傷害を認識し、除去する酵素である。傷害認識
の初期段階を解明するために、傷害を含む DNA だけでなく傷害を含まない DNA との複合体の立体構造解析を行
った。傷害を含まない DNA との複合体では、これまで報告されている傷害を含む DNA との複合体とは異なり塩
基のフリップアウトも DNA 鎖の曲がりも起こっていなかった。これらの立体構造をもとに、傷害認識の初期段
階では MutM は 塩基をフリップアウトさせることなく、DNA 鎖の主溝側から傷害を認識しているモデルを提唱
した。

研究成果の概要（英文）： MutM protein is a trifunctional DNA base excision repair enzyme, which 
removes oxidatively damaged bases and cleaves both the 3’- and 5’-phoshodiester bonds of the 
resulting apurinic/apyrimidinic site. The structures of the various complexes between a DNA 
glycosylase and same kinds of damaged DNA were reported. However, it remains to reveal the initial 
recognition mechanism of DNA glycosylases. To elucidate the initial recognition mechanism based on 
3D structures, the complexes between of MutM and normal DNA or damaged DNA were crystallized and the
 structures of these complexes were determined. In the complex with damaged DNA, the DNA helix was 
sharply bent at the potion of the lesion and the 8-oxoguanine was flipped out of the DNA helix. In 
contrast, DNA bending and nucleotide flipping were not observed in the complex with the normal DNA. 
These results suggest that MutM searches lesions in an intact DNA helix at an initial recognition.

研究分野：構造生物化学
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１．研究開始当初の背景 
	 酵素の機能や反応メカニズムを理解する上
で、酵素の活性測定だけでなくそれらの立体
構造を解析することは必須である。これまで
に酵素の基質認識機構を解明するために、
様々な酵素-基質複合体の構造解析が行われ
ている。DNA 修復酵素においても、傷害のあ
る DNA との複合体構造が多数報告されて
いる①。しかしながら他の酵素とは異なり、
DNA 修復酵素は大部分の傷害のない DNA 
から傷害部位を見つける必要があり、傷害部
位にたどり着くまでにどのように DNA と
相互作用しているかはあまり知られていない。 
 
２．研究の目的 
	 DNA 修復において最も重要な過程の１つ
が傷害部位の発見である。DNA 修復系の１
つである塩基除去修復系では、DNA グリコ
シラーゼが傷害部位の認識と傷害塩基の除去
を行う。これまでに様々な DNA グリコシラ
ーゼと傷害を含む DNA との複合体の立体
構造解析が報告されている①。それらの立体構
造では、DNA グリコシラーゼが DNA 鎖を
曲げて、傷害塩基を DNA 鎖の外側にフリッ
プアウトされることにより、傷害塩基の認識
を行っている。これらの立体構造は傷害塩基
の認識の「最終段階」を明らかにするもので
あり、傷害認識の「初期段階」は未解明であ
る。本研究では、傷害塩基を含む DNA だけ
でなく傷害を含まない DNA との複合体構
造を明らかにすることにより、傷害認識の「初
期段階」を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)	MutM	タンパク質の精製と活性測定	
	 発現用プラスミド	 pET-3a	 に	 Thermus	
thermophilus	 HB8	由来の	 mutM	遺伝子また
は	E2A,	E5A	変異型遺伝子を組み込み、大腸
菌	BL21(DE3)pLysS	を形質転換した。IPTG	に
よる発現誘導を行い、得られた菌体を超音波
破砕後、熱処理、疎水・陽イオン交換・ゲルろ
過クロマトグラフィーで精製を行った②。8-オ
キソグアニンを含む	21	bp	の	DNA	を基質と
して、精製した	MutM	と反応させ、ゲル電気
泳動で反応生成物を分離後定量した。MutM	の
濃度を変化させて各反応の初速度を求め、反
応の速度論的パラメータ	 kcat	 及び	 Km	 を算
出した。AP	部位を含む	DNA	をゲル電気泳動
で分離する場合は、泳動前に反応溶液に	NaOH	
を加え、95℃で 2 分間加熱処理を行った。	
	
(2)	MutM-DNA	複合体の立体構造解析	
	 精製した	E2A	変異型	MutM	と	8-オキソグ
アニンを含む	 11	 bp	 の	 DNA	 を用いて、
PEG2000	を沈殿剤としてハンギングドロップ
蒸気拡散法により傷害を含む	 DNA	 との複合
体の結晶を作製した。傷害を含まない	DNA	と
の複合体は、野生型	MutM	と	11	bp	の	DNA	
を用い、PEGMME2000	を沈殿剤として結晶化を
行った。得られた結晶の回折データを大型放

射光施設	SPring-8	にて収集し、回折データ
を	HKL2000	を用いて反射強度	(h,k,l)	に変
換した。	
	 複合体の構造解析は、基質を含まない	MutM	
の立体構造	 (PDB:	 1EE8)	 を基に③、Molrep	
(CCP4)	を用いて分子置換法により行った。精
密化には	CNS	を用い、プログラム	O	を用い
てモデルの修正を行った。	
	
４．研究成果	
(1)	MutM	野生型と変異型の活性測定	
	 MutM	は	8-オキソグアニンを除去する	DNA	
グリコシラーゼ活性と8-オキソグアニンが除
去された後の	AP	部位を切断する	AP	リアー
ゼ活性を有する。MutM	 の全反応の初速度を	
MutM	の濃度に対してプロットした（図１）。
Michaelis-Menten	の式を用いて解析し、反応
の速度論的パラメータを算出した（表１）	
	

図１	 野生型と変異型の活性の初速度	

	
表１	 反応速度論的パラメータ	

	 Km	(nM)	 kcat	(msec
-1)	

野生型	 	 176	 	 	 2.1	
E2A	 	 804	 	 	 0.3	
E5A	 	 	33	 	 	 0.9	

	
	 E2A	変異型	MutM	では活性が著しく低下す
ることが分かった。E2A	変異型	MutM	の活性
のうち	DNA	グリコシラーゼ活性と	AP	リア
ーゼ活性のどちらの活性が低下しているのか
を調べるために、反応生成物の熱アルカリ処
理を行った。その結果、E2A	変異型	MutM	は	
DNA	グリコシラーゼ活性を失っていることが
分かった。さらに	AP	部位を含む	DNA	と反
応させたところ、E2A	変異型	MutM	は	AP	リ
アーゼ活性を保持していることが分かった。	
	 これらの結果をふまえ、8-オキソグアニン
を含む	 DNA	 との複合体の構造解析には	 E2A	
変異型	 MutM	を、傷害を含まない	DNA	との
複合体の構造解析には野生型	MutM	を使用す
ることにした。	
	
(2)	 8-オキソグアニンを含む	 DNA	 と	 MutM	
の複合体の立体構造解析	
	 8-オキソグアニンを含む	DNA	と	E2A	変異
型	 MutM	を	 PEG2000	を沈殿剤として結晶化
したところ、約２週間で角柱状の結晶が得ら
れた。得られた結晶の回折データを測定し、
分子置換法により構造決定した。回折データ

野生型 

 

E5A 変異型 

 

E2A 変異型 



と精密化の結果を表２に示す。	
	
表２	 回折データと精密化（傷害あり）	

Data	collection	 	

	Wavelength	(Å)	 	 0.979	
	Space	group	 	 P212121	
	Unit	cell	 a	(Å)	 	 66.5	
		 b	(Å)	 	 75.0	
		 c	(Å)	 	 124.5	
	Resolution	(Å)	 	 50.0-2.1	
		 	(2.18-2.10)	
	Reflections	total	 	 153,960	
		 unique	 	 36,628	
	Completeness	(%)	 	99.7	(98.8)	
	Rmerge	(%)	 	 7.0	(27.8)	
	Average	I/σ(I)	 	 25.9	(6.5)	

Refinement	 	

	Resolution	(Å)	 	 50.0-2.1	
	Rwork	 	 0.207	
	Rfree	 	 0.246	

	
	 非対称単位中に	MutM	が２分子と	DNA	が
１分子含まれていた。MutM	２分子のうち１分
子が	 DNA	 と結合しており、残りの１分子は	
DNA	と結合していなかった。以下の構造比較
では、DNA	と結合している	MutM	を使用した。	
	
(3)	傷害を含まない	DNA	と	MutM	の複合体
の立体構造解析	
	 傷害を含まない	 DNA	 と	野生型	 MutM	 を	
PEGMME2000	 を沈殿剤として結晶化したとこ
ろ、約２週間で棒状の結晶が得られた。得ら
れた結晶の回折データを測定し、分子置換法
により構造決定した。回折データと精密化の
結果を表３に示す。	
	
表３	 回折データと精密化（傷害なし）	

Data	collection	 	

	Wavelength	(Å)	 	 1.000	
	Space	group	 	 P21212	
	Unit	cell	 a	(Å)	 	 117.5	
		 b	(Å)	 	 122.3	
		 c	(Å)	 	 38.3	
	Resolution	(Å)	 	 50.0-2.6	
		 	(2.69-2.60)	
	Reflections	total	 	 102,681	
		 unique	 	 17,971	
	Completeness	(%)	 	99.9	(99.9)	
	Rmerge	(%)	 	10.4	(28.9)	
	Average	I/σ(I)	 	 12.6	(2.8)	

Refinement	 	

	Resolution	(Å)	 	 50.0-2.6	
	Rwork	 	 0.236	
	Rfree	 	 0.287	

	
	 非対称単位中に	MutM	が２分子と	DNA	が
１分子含まれていた。二つの	MutM	は	DNA	を
挟んで対面しており、それぞれが	DNA	と結合
していた。	
	

(4)	基質が結合していない	MutM	と	DNA	が
結合した	MutM	の構造比較	

	 DNA	と結合していない	
MutM	 の立体構造（図２	
青色）と 8-オキソグアニ
ンを含む	 DNA	 と結合し
ている	MutM	の立体構造
（図２	 赤色）を比較し
たところ、DNA	と結合し
た	MutM	のドメインが僅
かに閉じていることが分
かった。	
	

図２	 MutM	の構造の重ね合わせ	
青色：基質なし、赤色：8-オキソグアニンを含
む	DNA	との複合体	
	
	 一方、傷害を含まない	DNA	と結合している	

MutM	 の立体構造（図３	
赤色）は、DNA	 と結合し
ていない	MutM	の立体構
造（図３	 灰色）に比べや
や	open	な構造をしてい
ることが分かった。ただ
し、これらの構造変化は
僅かであり、MutM	全体の
立体構造は	 DNA	 結合の
有無に関わらず非常に似
ている。	
	

図３	 MutM	の構造の重ね合わせ	
灰色：基質なし、赤色：傷害を含まない	 DNA	
との複合体	
	
(5)	傷害を含む	DNA	と傷害を含まない	DNA	
との複合体の構造比較	
	 8-オキソグアニンを含む	 DNA	 と傷害を含
まない	DNA	はどちらも	MutM	の２つのドメ
インの間に結合しており、8-オキソグアニン
を含む	DNA	では、8-オキソグアニンがフリッ
プアウトしている（図４	 左側の赤丸で囲ん
だ塩基）。傷害を含まない	DNA	では塩基のフ
リップアウトは起こっておらず、グアニンと
シトシンが塩基対を形成している（図４	 右
側のスティックモデル）。	

図４	 傷害を含む	DNA	との複合体構造（左）

と傷害を含まない	DNA	との複合体構造（右）	

DNA	を灰色のリボンで表示した。	



	 複合体中の	DNA	の構造を比較したところ、
8-オキソグアニンを含む	 DNA	 は傷害部位を
起点に曲がっている（図５	 左側）が、傷害を
含まない	DNA	は曲がっていない（図５	 右側）
ことが分かった。	
	

図５	 傷害を含む	DNA	との複合体構造（左）

と傷害を含まない	DNA	との複合体構造（右）	

DNA	をスティクモデルで表示した。	
	
	 8-オキソグアニンを含む	DNA	の	 MutM	の
複合体の立体構造では、他の	DNA	グリコシラ
ーゼと同様に	MutM	は	 DNA	を曲げて、傷害
塩基をフリップアウトさせている。塩基のフ
リップアウトによって生じた空間には	 MutM	
から３つの残基	 Met70,	 Arg99,	 Phe101	 が	
DNA	と相互作用しており、8-オキソグアニン
と塩基対を作っていたシトシンは	 Arg99	 に
よって認識されている。フリップアウトした	
8-オキソグアニンは、Asp211	 の側鎖と	
Ser207,	 Leu209	 の主鎖によって認識されて
いる。これは傷害塩基の認識過程の最終段階
の構造を反映していると考えられる。	
	 一方、傷害を含まない	DNA	と	 MutM	の複
合体の立体構造では、DNA	は曲がっておらず、
塩基のフリップアウトも起こっていない。	
	 8-オキソグアニンを含む	 DNA	 単体の X 線
結晶構造解析から、DNA	鎖中に	8-オキソグア
ニンが含まれていても、8-オキソグアニンと
シトシンは通常の	ワトソン・クリック型塩基
対を形成し、DNA	鎖も曲がってはいない④。DNA	
鎖の	Minor	Groove	側はグアニン：シトシン
塩基対と	8-オキソグアニン：シトシン塩基対
のどちらも同じ構造であるが、Major	 Groove	
側は水素結合の	donor	と	 acceptor	の配置
が異なっている（図６	 赤色の矢印）。	
	

図６	 グアニン：シトシン塩基対（左）と	8-

オキソグアニン：シトシン塩基対（右）の構造	

塩基対の水素結合を青色の点線で表示した。	
水素結合の	donor	と	 acceptor	になりうる
箇所を矢印で表示した。	
	

	 この構造解析から	8-オキソグアニン：シト
シン塩基対を含む	DNA	鎖では	8-オキソグア
ニンを	 DNA	 鎖からフリップアウトさせなく
とも、Major	Groove	側からシトシンと塩基対
を形成した状態で傷害の有無を認識すること
ができると考えられる。	
	 今回構造解析に成功した傷害を含まない	
DNA	と	MutM	の複合体では、グアニン：シト
シン塩基対の	Major	Groove	側に	Arg99	や	
Met70	が存在する。Arg99	はグアニン：シト
シン塩基対ではグアニンの６位の酸素と水素
結合している。Met70	は保存性の非常に高い
残基であり、グアニンの７位の窒素の近傍に
存在する。グアニンの７位の窒素は酸化され
て	 8-オキソグアニンなると水素結合の	
acceptor	と	donor	の関係が反転する。これ
らのことから、MutM	は傷害認識の初期段階で
は	 DNA	 に存在する傷害を一つ一つフリップ
アウトさせて認識するのではなく、DNA	鎖状
をスライドしながら	Major	Groove	側の変化
を認識している可能性がある。	
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