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第 1章

序論

本章では，本研究に至る背景および本研究の目的について述べる。

1.1 背景

DNA のメチル化は遺伝子発現の制御に関わっている [1]。シトシンとグアニ

ンが集中して存在する CpGアイランドでは，発生や分化に伴ってシトシンがメ

チル化されることで，遺伝子発現が抑制される。しかし，加齢や炎症，ウイルス

などによって DNA の異常なメチル化が起こることがある。グアニン 6 位の酸

素原子がメチル化された O6-メチルグアニン塩基はシトシンだけでなく，チミ

ンとも塩基対を形成するようになる (図 1.1)。このことにより G≡ Cから A＝

Tへの塩基対変異を誘導するため，DNAの複製において癌や突然変異の原因に

なると考えられている。また O6-メチルグアニンはアポトーシスを誘導するこ

とが知られている [2]。

生物は O6-メチルグアニン DNAメチル基転位酵素 (以下MGMT)を持って
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図 1.1. G≡C から A=T への塩基転位 グアニンの 6 位の酸素原子にメチル基

が結合することで，1位の窒素原子がアミンからイミンに変化する。すると，シ

トシンの代わりにチミンと塩基対を形成することができる。その後，DNA複製

により，塩基転位が生じる [3]。

おり，異常なメチル化から DNAが守られている。MGMTは DNA中の O6-メ

チルグアニン塩基を探しだし，そのメチル基を MGMT中のシステイン残基の

チオール基に転移させることで，グアニン 6位の酸素原子の二重結合をもとに

戻す働きをする。これにより DNA 中の O6-メチルグアニンはグアニンに修復

される。

本研究室では今までに好熱性古細菌 Sulfurisphaera tokodaii 由来 MGMT

（以下 StoMGMT）のメチル基の転移反応のメカニズムを明らかにした [4]。こ

の研究では，酵素と基質 DNA の一部に相当する O6-メチルグアニンとの複合

体の結晶構造により，セリンプロテアーゼの酸－塩基－求核剤（触媒三残基）類

似の酸－塩基－水－求核剤の触媒ネットワークを形成していることがわかった。
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同時に複数の生物種間の MGMTのアミノ酸配列の比較において，活性部位の

アミノ酸 PCHRVだけでなく，基質結合部位近くのチロシン残基（S. tokodaii

においては Tyr91）が保存されていることがわかった (図 5.1)。このチロシン残

基は，基質認識の特異性に関与しているのではないかと示唆された。ヒト由来

酵素においては，このチロシン残基は求核剤の働きを助ける可能性が示唆され

ている [5]。

これらのことから，このチロシンの関与を明らかにするためにチロシンから

水酸基が欠損しているフェニルアラニンに変異させた変異体が作成された。O6-

メチルグアニンとの複合体との結晶構造解析からは酵素反応が進行していると

見られ，チロシンの水酸基の基質認識への関与は必要不可欠なものである可能

性は低いと考えられた [6]。

1.2 目的

過去の研究から StoMGMTでは，基質に相当する O6-メチルグアニン 3位の

窒素原子と Tyr91の水酸基との間に水素結合が形成されていることが明らかに

なっている [4]。他の生物種でも Tyr91に相当する残基が保存されており，ヒト

由来酵素においては求核剤の働きを助ける可能性が示唆されている [5]。

本研究では数種類の変異体を作成し，このチロシン残基の働きを明確にする

ために，より DNA中のグアニン塩基に近い O6-メチル-2’-デオキシグアノシン

(以下 O6-mdG)との複合体のドッキングシミュレーションおよび結晶構造解析

を行う。
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第 2章

ドッキングシミュレーション

本章では，O6-mdG 誘導体と StoMGMT のドッキングシミュレーションの

方法について述べる。得られた結果に対して，Tyr91 の基質特異性への寄与に

対して考察する。

2.1 方法

野生型 StoMGMT の結晶構造の座標とそれを元に作成した Tyr91Phe 変異

StoMGMTモデルの座標に対して，4つの基質 O6-メチルグアニン，O6-mdG，

O6-メチル-2’-デオキシグアノシン-5’-メチルリン酸 (mP-O6-mdG)，O6-メチ

ル-2’-デオキシグアノシン-3’,5’-ビスメチルリン酸 (mP-O6-mdG-mP)を用い

て，ドッキングシミュレーションによる，基質の結合様式の探索を行った。ドッ

キングシミュレーションには，プログラム AutoDock4.2[7]を用いた。評価関数

には，ファンデルワールス力，水素結合，静電的相互作用，脱溶媒和により求め

られた複合体の自由エネルギーを用いた。
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まず始めに座標ファイルを準備した。タンパク質の座標ファイルは，Protein

Data Bank ID 1WRJ[4]を用いた。USCF Chimera[8]を用いて.pdbファイル

を編集し，水分子を取り除き，タンパク質部分のみの座標にした。4種類のリガ

ンド座標の作成には Avogadro[9]を用いた (図 2.1)。プログラム PMV [10]を用

いて，座標ファイルに水素原子を付加し，ADT[11]にて電荷情報を付加した。

続いて，活性ポケット部分をリガンド結合部位と仮定し，ADTでグリッドパ

ラメータファイル (リスト 5.1) およびドッキングパラメータファイル (リスト

5.2)を準備した。グリッドパラメータファイルは，野生型 StoMGMTの結晶構

造，Tyr91Phe変異 StoMGMTモデル毎に，ドッキングパラメータファイルは，

酵素とリガンドのそれぞれの組合せに用意した。

(a) O6-メチルグアニン (b) O6-mdG

(c) mP-O6-mdG (d) mP-O6-mdG-mP

図 2.1. 計算に用いたリガンドの構造



2.2 結果 6

2.2 結果

野生型 StoMGMT の結晶構造または Tyr91Phe 変異 StoMGMT モデルと，

4 ついずれかの基質との，計 8 つのパターンでドッキングシミュレーションを

行った。AutoDock で得られた解の自由エネルギー変化 ∆Gと解離定数 Kdを

表 2.1に示す。

野生型酵素に mP-O6-mdG-mPグアニン塩基部分は本酵素の結合ポケットに

しっかりとはまっており，3位の窒素原子は Tyr91の水酸基と水素結合してい

た (図 2.2)。また，この水酸基はデオキシリボースやリン酸基とも近いことがわ

かった。

表 2.1. AutoDock で得られた解の自由エネルギー変化 ∆Gと解離定数Kd

野生型 StoMGMT Tyr91Phe変異 StoMGMT

∆G Kd ∆G Kd

(kcal/mol) (µM) (kcal/mol) (µM)

mP-O6-mdG-mP -7.01 7.29 -6.76 11.07

mP-O6-mdG -6.17 29.93 -5.80 56.00

O6-mdG -5.70 66.58 -4.53 474.83

O6-メチルグアニン -4.62 410.68 -4.28 727.75
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(a) 野生型 StoMGMTの結晶構造 (b) Tyr91Phe変異 StoMGMTモデル

図 2.2. 各酵素と mP-O6-mdG-mPとの結合様式

2.3 考察

野生型 StoMGMTの結晶構造はいずれの基質との結合でも ∆G，Kdがとも

に小さいので，酵素反応に有利であると考えられる。ドッキングシミュレーショ

ンの結果から，Tyr91の水酸基は，グアニン 3位の窒素原子だけでなく，デオ

キシリボースやリン酸基とも相互作用している可能性が示唆された。
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第 3章

O6-メチルグアニン DNAメチル
基転位酵素の X線結晶構造解析

本章では，StoMGMTの発現系の構築，精製，結晶化，結晶構造解析の方法，

得られた立体構造についてに述べ，その結果に対して考察を行う。

3.1 発現系の構築およびタンパク質の高純度精製

既にある野生型のプラスミド (pET-11a-WILD) を用い，Tyr91Phe，

Cys120Ser， Tyr91Phe/Cys120Ser の部位特異的変異をもつ発現プラスミド

を作製した。作成したプラスミド４種 (pET-11a-WILD, pET-11a-Tyr91Phe,

pET-11a-Cys120Ser, pET-11a-Tyr91Phe/Cys120Ser) を用いて，タンパク質

の発現を確認した。発現の確認ができた大腸菌を培養スケールをアップし，タ

ンパク質を多量に得た。回収した菌体より，液体クロマトグラフィーにてタン

パク質の高純度精製を行った。
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図 3.1. pET-11a-WILD の遺伝子マップ

方法

独立行政法人製品評価技術基盤機構 (National Institute of Technology and

Evaluation; NITE) から入手した S. tokodaii 7T 株のゲノム DNA(NBRC

100140G)よりMGMTタンパク質をコードする STK_RS05355遺伝子領域を

ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) にて増幅した。その PCR 断片を制限酵素 NdeI

および BamHIで消化し，pET-11a発現ベクターにクローニング (図 3.1)した

ものを使用した [4]。

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit(ア ジ レ ン ト・テ ク ノ ロ

ジー株式会社) を用い，表 5.1 のプライマーで Tyr91Phe，Cys120Ser，

Tyr91Phe/Cys120Ser の部位特異的変異をもつ発現プラスミドを作製した。

pET-11a-Tyr91Phe の作成は飯塚 [6] がおこなった。pET-11a-Cys120Ser，

pET-11a-Tyr91Phe/Cys120Serは菊池が作成した。手順は，製品添付のマニュ

アルに従った。作成したプラスミドは何れも，ユニバーサルプライマー T7(配
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列:5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’)を用いて，DNAシーケンス解析により塩

基配列の確認をおこなった (株式会社ファスマックに依頼)。

各プラスミドで大腸菌 Rosetta-gami(DE3)をエレクトロポレーション法にて

形質転換し，アンピシリンとクロラムフェニコールを含む Luria-Bertani(LB)

寒天プレートで希釈平板法にて，37 ◦C，24 hr培養した。LB寒天プレートから

単一コロニーを採取し，50mg/mL アンピシリンと 34mg/mL クロラムフェニ

コールを 0.1% 添加した LB液体培地 15mLに接種し，37 ◦C，一晩培養した。

培養液の一部 (100 µL)を取り，80% グリセロールを等量加え，クライオチュー

ブにて −80 ◦C で，種菌として保存した。残りを 4 ◦C，10 000×g にて 15min

集菌し，菌体を −20 ◦Cで保存した。1mLの溶解バッファー (20mM Tris-HCl

pH8.0, 50mM NaCl) に再懸濁し，氷上にてウルトラソニケーターを用いて，

7 回，30 s オン／ 60 s オフのサイクルで超音波処理した。破砕液を等量に半分

にし，一方を 70 ◦C で 30min 加熱した。加熱，非加熱それぞれ 10 000×g で

15min遠心分離し，上清と沈殿に分けた。沈殿を溶解バッファーに懸濁し，上

清とともに 15% SDS-PAGEを行った。

種菌より２段階で培養を行った。４本の LB液体培地 15mL に，50mg/mL

アンピシリンと 34mg/mL クロラムフェニコールをそれぞれ 15 µL 添加し，保

存してある種菌を滅菌チップの先端で刮ぎ取り植菌した。37 ◦C，10 hr 振とう

培養し，前培養液とした。規定量のアンピシリンとクロラムフェニコールを添加

した LB液体培地 1L ４本に，15mL の前培養液をそれぞれ加え，37 ◦C，12 hr

～15 hr 振とう培養し，本培養を行った。4 ◦C，6000×g にて 15min で複数回

に分けて 4L全てを集菌し，さらに，4 ◦C，8000×gにて 15minで 2本に集菌
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し，菌体を −20 ◦Cで保存した。

菌体の質量の２倍量の溶解バッファー (20mM Tris-HCl pH8.0, 50mM

NaCl) に再懸濁し，氷上にてウルトラソニケーターを用いて，7 回，30 s オ

ン／ 60 s オフのサイクルで超音波処理した。70 ◦C で 60min 加熱した後，

8000×gで 15min遠心分離し，上清を得た。

上清の体積を測定し，氷上にて 50% 飽和になるように，粉砕した硫酸アンモ

ニウムを加え，1 hr～2 hr置いた後，4 ◦C，15 000×gにて 15min遠心し，上清

を回収した。再び，上清の体積を測定し，氷上にて 70% 飽和になるように，粉

砕した硫酸アンモニウムを加えた。1 hr～2 hr置いた後，4 ◦C，15 000×gにて

15min間遠心し，沈殿を回収した。沈殿を約 10mLの透析バッファー (50mM

リン酸カリウム pH6.5，50mM 塩化カリウム，0.1mM エチレンジアミン四酢

酸 (EDTA)) で溶かし，分子量 10 kDa カットオフの透析チューブに封入した。

これを 1Lの透析バッファーに対し，３回透析を繰り返した。

液体クロマトグラフィー装置 (ÄKTA prime)を用いて，陽イオン交換カラム

Hi-Trap Q HP 5mL でカラムクロマトグラフィーを行った。透析バッファー

で，カラムを平衡化し，試料を吸着させた。透析バッファーで，未吸着の試料

を洗い流し，その後，溶出バッファー (50mMリン酸カリウム pH6.5，550mM

塩化カリウム，0.1mM EDTA) で 0% から 50% の増加線形グラジエントを

30CVでかけた。

溶出フラクションを SDS-PAGEにて分子量を確認した。StoMGMTを含む

フラクションを回収し，限外ろ過フィルター (Amicon Ultra centrifugal filter

units)にて，脱塩及びバッファー置換 (50mM リン酸カリウム pH 6.5, 50mM
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KCl, 0.1mM EDTA)を行い，4mg/mL～10mg/mLまで濃縮した。

結果

塩基配列確認の結果，期待される部位に変異が入っていることが確認できた。

SDS-PAGE により分析した結果を図 3.2 に示す。分子量マーカーとの比較か

ら，HS に 17.95 kDa 付近のバンドが確認された。本バンドは以前構造決定され

た結果と同じ位置 [4]であるため，目的タンパク質が発現していると判断した。

目的タンパク質が発現していると判断した。プラスミド pET-11a-WILD, pET-

11a-Tyr91Phe，pET-11a-Cys120Ser，pET-11a-Tyr91Phe/Cys120Serを用い

て発現したタンパク質を以下，それぞれWILD，Y91F，C120S，Y91FC120S

と表す。4L の培養液から，平均して 12 g の湿潤菌体が得られた。

陽イオン交換カラムクロマトグラフィーの結果を図 3.3 に示す。フラクショ

ンサイズ 2.5mLにて，Fr.38から Fr.45まで収集した。各フラクションを SDS-

PAGEした結果を図 3.4に示す。得られたピークは以前構造決定された構造の

ピークと同じ位置である。また以前構造決定された結果と同じ位置にバンドが

見られたので，StoMGMT およびその変異体が高純度精製できたと判断した

[4]。
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図 3.2. pET-11a-Tyr91Phe発現確認の SDS-PAGE HSは熱処理後の上清，HP

は熱処理後の沈殿，LSは熱処理前の上清，LPは熱処理前の沈殿を示す。Mは

分子量マーカー。
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図 3.3. 陽イオン交換カラムクロマトグラフィーのチャート 流速 2.5mL。青

線は 280 nm の吸光度，オレンジ線は塩強度を示す。数値はフラクションを示

す。

図 3.4. 各フラクションの SDS-PAGE 数値は各フラクションを示す。M は分

子量マーカー。Sは陽イオン交換する前のサンプル。
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3.2 タンパク質の結晶化

精製 StoMGMTを用い，スクリーニングキットにより結晶化条件を検索し，

最適化を行った。

3.2.1 方法

結晶化はハンギングドロップ蒸気平衡拡散法にて行った。Y91F の初期スク

リーニングとして，表 3.1 に示す市販のスクリーニングキットを使用した。リ

ザーバ溶液の容量は 700 µLで，ドロップサイズは 4 µLとし，タンパク質溶液

とリザーバ溶液を 1:1で混合し，20 ◦Cで静置した。

表 3.1. 初期条件の探索に用いたスクリーニングキット

タンパク質 スクリーン名称 条件番号

Y91F Index (Hamptron Research) #1–96

Wizard Classic I (Rigaku Reagents) #1–15

結晶が得られた初期条件をもとにWILD，C120S，Y91FC120Sも含め，さら

にバッファー pH，沈殿剤濃度を変化させ条件最適化を行った。

3.2.2 結果

条件最適化の結果，結晶が得られた条件を表 3.2に，写真を図 3.5に示す。
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表 3.2. 結晶化の最適条件

条件 リザーバ溶液

#1 0.2M KCl

0.05M HEPES pH7.5

35%v/v Pentaerythriol propoxylate (5/4PO/OH)

#2 5% TacsimateTM pH7.0

0.1M HEPES pH7.0

10%w/v Polyethylene glycol monomethyl ether 5,000

#3 0.2M Ammonium sulfate

0.1M Tris pH8.5

25%w/v Polyethelene glycol 3,350

図 3.5. Y91Fの結晶写真 大きさは 0.4mm程度

3.3 X線回折実験および立体構造の決定

得られた結晶を，高エネルギー加速器研究機構放射光実験施設のビームライ

ンにて回折実験を行った。測定したデータから質が良いものを選んで構造精密
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化を行った。

3.3.1 方法

結晶は全て，クライオループにてドロップからすくい出し，抗凍結剤として

用いた PEPFオイル Fomblin Y(メルク株式会社)に浸漬した。再度，クライオ

ループですくい，回折装置にセットし，−173 ◦Cの窒素ガスで凍結し回転法に

て測定した。複合体構造の解析には，1mM O6-メチル-2’-デオキシグアノシン

(以下 O6-mdG，Berry & Associates)を加えたリザーバ溶液に結晶を 10min～

3 hr浸し，その後，抗凍結剤処理し，凍結して回転法にて測定した。結晶化条件

および測定条件は，表 5.4に示す。

測定したデータはプログラムパッケージ XDS [12] を用いて，積分処理した。

積分済みデータは，回折データの質を評価するため，また，タンパク質以外の電

子密度の存在を確認するため，バッチ処理により一括してリスト 5.3から 5.13

に示す処理を順に行い，比較した。これらのプログラムはプログラムパッケー

ジ Collaborative Computational Project Number 4(CCP4)[13]を利用した。

一連の流れを示す。XDS の指数付けされた強度ファイルから，プログラム

Pointless[14][15]を用い，空間群 (Laue グループ)を決定した (リスト 5.3)。つ

づいて，プログラム Aimless[16] にて１回目のスケーリングを行った (リスト

5.4)。この結果から，最外殻の Rmerge が 0.2以下になる分解能を確認し，再び

Aimless にて，その分解能以下のデータで２回目のスケーリングを行った (リス

ト 5.5)。プログラム Truncate[17]にて強度データ (I)を振幅 (F )に変換し (リ

スト 5.6)，一旦構造因子情報をテキストファイルに出力した (リスト 5.7)。出力
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したファイルから，格子定数，空間群，分解能範囲を取り出し，それを元に空の

反射データファイルを作成した (リスト 5.8)。そのファイルに一旦，FreeR[18]

フラグ情報を付加し (リスト 5.9)，リスト 5.6 で得られたファイルと統合した

(リスト 5.10)。そのファイルの FreeR フラグ情報を完成させ (リスト 5.11)，最

終的な構造因子ファイルとした。PDB ID 1WRJ(セレノメチオニンを用いた単

波長異常分散法で構造決定した StoMGMT) を探索座標として用いて，プログ

ラムMOLREP [19]で分子置換法により初期位相を決定した (リスト 5.12)。決

定した構造を，プログラム Refmac5 [20]にて初期精密化および電子密度マップ

を計算した (リスト 5.13)。

測定データのうち，データを選んで構造精密化を行った。CCP4上のグラフィ

カルインターフェイスである CCP4i [21]を用いて精密化および電子密度の計算

は Refmac5 で行い，モデルの構築および妥当性の確認はプログラム Coot [22]

で行った。

3.3.2 結果

回折データの測定結果を表 5.7 に示す。空間群は何れも P212121 であった。

これらのデータのうち，基質ポケット部位にリガンド等の電子密度が現れた条

件を表 3.3に示す。表中の -Me は Cys120がメチル化されていること，-SO3 は

Cys120が酸化されていることを示す。O6-メチルグアニン, O6-mdGは基質ポ

ケット部分にそれぞれ O6-メチルグアニン, O6-mdG の電子密度が現れたこと

を示している。

精密化の結果を表 3.4 に示す。また，Ramachandran plot を図 3.6 に示す。
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表 3.3. 基質ポケット部分にリガンド等の電子密度が現れた条件

条件番号 リガンド等 条件番号 リガンド等

4 O6-mdG 27 -SO3

5 O6-メチルグアニン 28 -SO3

6 O6-メチルグアニン 29 -SO3

7 O6-mdG 30 -SO3

20 -Me 31 -SO3

21 -SO3 32 -SO3

22 -SO3 33 -SO3

23 -SO3 34 -SO3

24 -SO3 35 -SO3

25 -SO3 36 -SO3

26 -SO3 39 O6-mdG

outlier region に該当する残基はなかった。allowed region の Asn19, Asp38,

Lys99, Thr100, Val114, Leu116, Ser133 はいずれもターン部分に位置する残

基のため，問題はない。C120S の Cys31 は以下で述べるマルチコンフォメー

ションのジスルフィド結合を形成しており，電子密度マップと一致していた (図

3.6d)。

これらの座標データおよび構造因子データは Potein Data Bank[23] に登録
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表 3.4. 精密化の結果

WILD WILDm C120S C120S::O6-mdG Y91F Y91FC120S Y91FC120S::O6-mdG

条件番号 16 20 14 4 22 45 39

PDB ID 7DKN 7DQR 7CSM 7E1 P 7DQT 7D4V 7DQQ

分解能 (Å) 40.05-1.79 39.99-1.74 38.11-1.25 30.86-1.63 30.94-1.13 39.96-1.78 38.24-2.60

最外殻分解能 (Å) 　 (1.84-1.79) (1.79-1.74) (1.28-1.25) (1.67-1.63) (1.16-1.13) (1.83-1.78) (2.67-2.60)

全領域

反射数 (work) 15164 16613 44110 20232 59597 15427 5274

反射数 (test) 726 893 2184 949 2959 656 265

最終 Rcryst 0.180 0.189 0.169 0.183 0.171 0.206 0.191

最終 Rmerge 0.219 0.226 0.192 0.223 0.197 0.245 0.284

最外殻

反射数 (work) 976 1136 2999 1378 4032 1044 382

反射数 (test) 47 61 154 80 221 61 10

最終 Rcryst 0.18 0.19 0.184 0.194 0.19 0.217 0.24

最終 Rmerge 0.183 0.24 0.221 0.229 0.218 0.275 0.389

CruickhankDPI 0.1281 0.1194 0.0444 0.0975 0.0346 0.1336 -

水素以外の原子数

タンパク質 1207 1215 1243 1221 1235 1186 1195

イオン (SO4) 10 5 5 5 5 5 0

リガンド (O6-mdG) 0 0 0 20 0 0 20

水 106 100 229 145 208 55 41

合計 1323 1320 1477 1391 1448 1246 1256

根２乗平均変位

結合 (Å) 0.011 0.013 0.018 0.013 0.018 0.012 0.008

角度 (◦) 1.689 1.866 2.095 1.898 2.176 1.748 1.571

平均温度因子 (Å2)

タンパク質 18.2 22.9 13.2 19.6 11.7 29.8 1195

イオン (SO4) 55.0 39.4 20.5 43.8 15.9 67.9 0.0

リガンド (O6-mdG) - - - 24.2 - - 58.2

Ramachandran plot

臨まれる領域 (%) 95.9 96.6 95.4 95.3 96.7 96.6 96.6

許される領域 (%) 4.1 3.4 4.6 4.7 3.3 3.4 3.4
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した。

C 末端の一部の残基（Val150-Lys156）を除いて，ほぼすべてのアミノ酸残

基が最終モデルに割り当てられた (図 3.7a)。StoMGMT の N 末端ドメイン

(NTD)は，3本の β ストランドからなる逆平行の β シートと，相互に連結した

1本の折り返しヘリックス（2本の 310 ヘリックスと 1本の αヘリックスからな

る h1-H3）で構成されていた。この β シートは，β3 の Asp27 と h1 の Glu33

の間のループを介して h1 とつながっていた。このループ領域内には，ジスル

フィド結合を形成する 2 つのシステイン残基 Cys29 と Cys31 が存在し，2 つ

の異なるコンフォメーションを示していた。溶媒にさらされている H3 ヘリッ

クスは，β1 鎖に沿って配置されており，C 末端ドメイン (CTD) は Lys56 と

Phe69の間の領域からなる連結ループを介して NTDに接続されていた。H5と

H6のヘリックスは DNAのマイナーグルーブに結合する HTHモチーフから構

成されていた。CTDと β5鎖の中間にある短い H7ヘリックスには，保存され

た PCHRV モチーフの触媒作用を持つ Cys120 残基が含まれていた。CTD の

最後の H9ヘリックスは，Y91Fの結晶構造と C120Sの結晶構造を除き，どの

構造にも見られなかった。

WILDの結晶構造には 2つの硫酸イオンが見られた。1つ目はWILDの結晶

構造にのみ見られ，Glu126と Lys127の主鎖の N原子に水素結合で結合してい

た (図 3.9)。2 つ目の硫酸イオンは，Y91FC120S::O6-mdG の結晶構造を除く

全ての結晶構造でも見られ，Met1の Nと隣の分子の Arg75と Lys99の側鎖か

らなる正電荷の鞍部に見られた (図 3.10a～3.10f)。

変異体の結晶の構造は予想通りだった。Y91Fの結晶構造では Tyr91の水酸
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基の電子密度が観測されなかった (図 3.8e)。C120Sの結晶構造では Cys120の

硫黄原子が酸素原子に置換されてセリンになっており (図 3.8c)，Y91FC120S

の結晶構造の結晶では 2つの変異が同時に起こっていた (図 3.8f)。野生型と新

しい変異体の個々の構造の間の二乗平均変位 (RMSD)は，主鎖の全原子で平均

0.24(±0.14) Å，タンパク質の全原子で平均 0.93(±0.26) Åであった。これらの

結晶構造は，変異した部分を除いてほとんど構造変化が見られなかった。

WILDmの結晶構造では，活性部位の Cys120残基の γ位の硫黄原子にメチル

基が結合していた。しかし，この結晶構造では，O6-mdGや 2′-デオキシグア

ノシン (dG)の電子密度は観測されなかった (図 3.8b)。一方，C120S::O6-mdG

の結晶構造では，メチル基がタンパク質に転移することなく，O6-mdGの電子

密度が得られた。また，O6-mdGの塩基部分の 3位の N原子と Tyr91の水酸

基が水素結合していた (図 3.8d)。Y91FC120S::O6-mdGの結晶構造でも，メチ

ル基がタンパク質に転移していない O6-mdGの電子密度が示された (図 3.8g)。

しかし，Y91Fを O6-mdG溶液に浸しても，Y91Fの結晶構造には O6-mdGや

dGの電子密度は見られなかった (図 3.8e)。
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(a) WILDの結晶構造

図 3.6. Ramachandran plot[24]
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(c) WILDm の結晶構造 (d) C120Sの結晶構造

(e) C120S::O6-mdGの結晶構造 (f) Y91Fの結晶構造

(g) Y91FC120Sの結晶構造 (h) Y91FC120S::O6-mdGの結晶構造

図 3.6. Ramachandran plot(続き)



3.3 X線回折実験および立体構造の決定 25

(a) WILDの結晶構造

図 3.7. 全体構造のリボン図 NTDをシアンで，コネクテッドループをマゼン

タ，CTDを緑で表している。黄色はジスルフィド結合，ボール＆スティックは

硫酸イオンを示している。
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(c) WILDm の結晶構造 (d) C120Sの結晶構造

(e) C120S::O6-mdGの結晶構造 (f) Y91Fの結晶構造

(g) Y91FC120Sの結晶構造 (h) Y91FC120S::O6-mdGの結晶構造

図 3.7. 全体構造のリボン図 (続き)
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(a) WILDの結晶構造 (b) WILDm の結晶構造

(c) C120Sの結晶構造 (d) C120S::O6-mdGの結晶構造

(e) Y91Fの結晶構造

図 3.8. 活性部位
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(f) Y91FC120Sの結晶構造 (g) Y91FC120S::O6-mdGの結晶構造

図 3.8. 活性部位 (続き)

図 3.9. WILDの結晶構造の HTH部位に見つかった硫酸イオン
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(a) WILDの結晶構造 (b) WILDm の結晶構造

(c) C120Sの結晶構造 (d) C120S::O6-mdGの結晶構造

(e) Y91Fの結晶構造 (f) Y91FC120Sの結晶構造

図 3.10. 分子間に見つかった硫酸イオン
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3.4 考察

種を超えたMGMTの CTDは非常によく似ているが，NTDはかなり変化し

ている (図 5.1，表 3.5)。

表 3.5. StoMGMTと他の生物種で構造既知のMGMTのアミノ酸配列の比較

生物種 相同性

Homo sapiens[5][25][26][27] 43%

Pyrococcus kodakaraensis[28] 41%

Escherichia coli [29] 31%

Mycobacterium tuberculosis[30][31] 35%

Saccharolobus solfataricus[32][33][34] 68%

NTDドメインに存在するジスルフィド結合は，S. solfataricus のMGMTに

も存在するもので，好熱性タンパク質の特徴であり，熱安定性に必要なもので

ある [32]。興味深いことに，MGMTのこのジスルフィド結合の多様なコンフォ

メーションは S. tokodaii に特有のものであるが，その正確な理由は不明であ

る。StoMGMTの最も類似したオルソログである S. solfataricus のMGMTで

さえ，ジスルフィド結合のこのような複数のコンフォメーションは見られない。

WILDの結晶構造に見られる 1つ目の硫酸イオンは，基質の活性ポケットに

隣接しており，DNAのリン酸基の位置を模倣していると考えられる。2つ目の

硫酸イオン周囲の 2つの塩基性アミノ酸は，他の生物種のMGMTとの比較か
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ら，DNA 結合に関与する側鎖であると考えられる [32]。また，2 つの分子をつ

なぐ硫酸イオンは，結晶構造を維持するためのアーティファクトである可能性

がある。

C120S::O6-mdGの結晶構造と Y91FC120S::O6-mdGの結晶構造の結晶構造

におけるグアニン塩基部分の位置は，S. solfataricus 由来のMGMTの Cys119

と基質 DNA の位置と同じであるように見える。両者の構造で，このアミノ

酸とグアニン部分の重ね合わせの RMSD は約 0.18 だった。つまり，今回の

O6-mdG は，基質の位置を再現したとみなすことができる。当初，Tyr91 の

水酸基が DNA のメチル化塩基部分を活性部位に位置づけるために必要である

と考えていた。C120S::O6-mdG の結晶構造では，Tyr91 の水酸基とプリン塩

基の N3との間に水素結合が観察された。Y91FC120S::O6-mdGの結晶構造で

は，結合している O6-mdGの電子密度が曖昧で，温度因子も高く，さらに，分

解能も他の構造に比べて低い。したがって，Tyr91 の水酸基は，基質の結合の

安定化に寄与しているのかもしれない。しかし，Y91FC120S::O6-mdGの結晶

構造の結晶構造は，基質の塩基が結合ポケットに入るためには，Tyr91 の水酸

基の存在は必須ではないことを示唆している。WILDm の結晶構造では，メチ

ル基を失った dG の電子密度が不足していることから，メチル基を失った基質

は速やかに酵素から取り除かれることを示唆している。

以前の研究では，Tyr91の水酸基が負の電荷を減らすことで，修復されたグア

ニンを安定化させる可能性が報告されている [5]。システインの S原子は求核性

が高く，メチル基は SN2反応によって容易にシステインに転位する [29]。Y91F

では，追加の操作を行っていないにもかかわらず，Cys120のチオール基が，3
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つの O原子が結合したスルホ基（Cys-SO3H）に変換されていた。これは，発

現したタンパク質のシステインが何らかの物質によって酸化されたことを意味

する。この場合，酸化されたシステインは反応の求核剤として機能しないため，

酵素は不活性となる。O6-mdGに浸した Y91Fには dGやメチル基の電子密度

が観察されず，WILDでは酸化されなかったことから，Tyr91の水酸基がその

大きさや電荷によって酸化剤の活性部位への侵入を妨げたのではないかと推測

している。このことから，種を超えて HTHモチーフの N末端に高度に保存さ

れているチロシンの役割は，一度しか働けない自殺酵素である MGMTの活性

部位を保護することではないかと考えられる。しかし，タンパク質の特定の変

異がその機能に影響を与えるかどうかを決定するには，生理学的な背景が重要

な役割を果たすため，これらの StoMGMT 変異体における Tyr91 の役割の明

確な証明，および Cys120の酸化からの保護は in vivo での研究によってのみ可

能となるだろう。
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第 4章

結語

結論として，S. tokodaii 由来の MGMT の WILD および Y91F，C120S，

Y91FC120Sの結晶構造から，チロシンの水酸基は，酸化剤が活性部位に入るの

を防ぐことで MGMT の保護的役割を果たしている可能性が明らかになった。

今回の結果は，保存されたアミノ酸を多く含むことが，酵素活性の促進に加え

て，自殺酵素の完全性の確保にも一役買っているという分子メカニズムの解明

に向けた，今後の研究の枠組みを提供するものと考えられる。
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第 5章

付録

各章の図表の一部を付録として掲載する。
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1 #!/bin/bash

2
3 dir_path ="/ home/makiko/Umibo -ikkatsu /*"

4 command ="/ home/xtal/ccp4 -7.0/ bin/pointless"

5 dirs=‘find $dir_path -maxdepth 0 -type d‘

6 task ="1 _pointless"

7
8 for dir in $dirs;

9 do

10 echo $dir

11 cd $dir

12 $command \

13 HKLOUT ${task}.mtz \

14 XMLOUT ${task}.xml \

15 <<_EOT_ | tee ${task}.log

16 NAME PROJECT umibo CRYSTAL umibo DATASET P

17 XDSIN XDS_ASCII.HKL

18 _EOT_

19 cd ..

20 done

リスト 5.3. 1-pointless.sh:空間群の決定

1 #!/bin/bash

2
3 dir_path ="/ home/makiko/Umibo -ikkatsu /*"

4 command ="/ home/xtal/ccp4 -7.0/ bin/aimless"

5 dirs=‘find $dir_path -maxdepth 0 -type d‘

6 task ="2 _aimless"

7 pre_task ="1 _pointless"

8
9 for dir in $dirs;

10 do

11 echo $dir

12 cd $dir

13 $command \

14 HKLIN ${pre_task }.mtz \

15 HKLOUT ${task}.mtz \

16 SCALES ${task}. scales \

17 ROGUES ${task}_rogues.log \

18 NORMPLOT ${task}_normplot.xmgr \

19 ANOMPLOT ${task}_anomplot.xmgr \

20 CORRELPLOT ${task}_correlplot.xmgr \

21 ROGUEPLOT ${task}_rogueplot.xmgr \

22 XMLOUT ${task}.xml \

23 <<_EOT_ | tee ${task}.log

24 output &

25 mtz MERGED

26 _EOT_

27 cd ..

28 done

リスト 5.4. 2-aimless.sh:1回目のスケーリング
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1 #!/bin/bash

2
3 dir_path ="/ home/makiko/Umibo -ikkatsu /*"

4 command ="/ home/xtal/ccp4 -7.0/ bin/aimless"

5 command_xml =" xmllint"

6 dirs=‘find $dir_path -maxdepth 0 -type d‘

7 task ="2 _aimless2"

8 preAim_task ="2 _aimless"

9 pre_task ="1 _pointless"

10
11 xmlext () {

12 $command_xml --xpath "$@" ${preAim_task }.xml

13 }

14
15 for dir in $dirs;

16 do

17 echo $dir

18 cd $dir

19 array=( ‘xmlext ’/AIMLESS/CCP4Table [10]/ data [1]/

text()’‘ )

20 br=1

21 for ((i=1;i<=${#array[@]}/17;i++));

22 do

23 if [ ‘echo "${array[(i-1) *17+3]} <= 0.2" | bc

‘ == 1 ];

24 then

25 res=${array[(i-1) *17+2]}

26 else

27 echo ${res}

28 br=0

29 break

30 fi

31 done

32 if [ ${br} == 1 ]; then

33 echo ${res}

34 fi

35
36 $command \

37 HKLIN ${pre_task }.mtz \

38 HKLOUT ${task}.mtz \

39 SCALES ${task}. scales \

40 ROGUES ${task}_rogues.log \

41 NORMPLOT ${task}_normplot.xmgr \

42 ANOMPLOT ${task}_anomplot.xmgr \

43 CORRELPLOT ${task}_correlplot.xmgr \

44 ROGUEPLOT ${task}_rogueplot.xmgr \

45 XMLOUT ${task}.xml \

46 <<_EOT_ | tee ${task}.log

47 resolution &

48 low 50.0 &

49 high ${res}

50 output &

51 mtz MERGED

52 _EOT_

53 cd ..
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54 done

リスト 5.5. 2-aimless2.sh: 最外殻の Rmerge が 0.2 以下になるように分解能で
カットしてスケーリング
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1 #!/bin/bash

2
3 dir_path ="/ home/makiko/Umibo -ikkatsu /*"

4 command ="/ home/xtal/ccp4 -7.0/ bin/ctruncate"

5 dirs=‘find $dir_path -maxdepth 0 -type d‘

6 task ="3 _truncate"

7 pre_task ="2 _aimless2"

8
9 for dir in $dirs;

10 do

11 echo $dir

12 cd $dir

13 $command \

14 -hklin ${pre_task }.mtz \

15 -hklout ${task}.mtz \

16 -colin "/*/*/[ IMEAN ,SIGIMEAN ]" \

17 -colano "/*/*/[I(+),SIGI (+),I(-),SIGI(-)]" \

18 -colout P \

19 -xmlout ${task}.xml \

20 | tee ${task}.log

21 cd ..

22 done

リスト 5.6. 3-truncate.sh:強度 (I )を振幅 (F )へ変換

1 #!/bin/bash

2
3 dir_path ="/ home/makiko/Umibo -ikkatsu /*"

4 command ="/ home/xtal/ccp4 -7.0/ bin/mtzdump"

5 dirs=‘find $dir_path -maxdepth 0 -type d‘

6 task ="4 _mtzdump"

7 pre_task ="3 _truncate"

8
9 for dir in $dirs;

10 do

11 echo $dir

12 cd $dir

13 $command \

14 HKLIN ${pre_task }.mtz \

15 <<_EOT_ | tee ${task}.log

16 NREF 0

17 SYMMETRY

18 END

19 _EOT_

20 cd ..

21 done

リスト 5.7. 4-mtzdump.sh:構造因子情報の出力
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1 #!/bin/bash

2
3 dir_path ="/ home/makiko/Umibo -ikkatsu /*"

4 command ="/ home/xtal/ccp4 -7.0/ bin/unique"

5 dirs=‘find $dir_path -maxdepth 0 -type d‘

6 task ="5 _unique"

7 pre_task ="4 _mtzdump"

8
9 for dir in $dirs;

10 do

11 echo $dir

12 cd $dir

13 # Get Parameters

14 cell=‘grep -A 2 Cell ${pre_task }.log | tail -1‘

15 symmetry=‘awk -F\’ ’/Space Group /{ print $2}’ ${pre_task

}.log ‘

16 resolution=‘grep -A 2 ’Resolution Range ’ ${pre_task }.log

| tail -1 | awk ’{print $6}’‘

17 #

18 $command \

19 HKLOUT ${task}.mtz \

20 <<_EOT_ | tee ${task}.log

21 CELL ${cell}

22 SYMMETRY ’${symmetry}’

23 LABOUT F=FUNI SIGF=SIGFUNI

24 RESOLUTION ${resolution}

25 _EOT_

26 cd ..

27 done

リスト 5.8. 5-unique.sh:指定分解能までの空の反射データの作成

1 #!/bin/bash

2
3 dir_path ="/ home/makiko/Umibo -ikkatsu /*"

4 command ="/ home/xtal/ccp4 -7.0/ bin/freerflag"

5 dirs=‘find $dir_path -maxdepth 0 -type d‘

6 task ="6 _freerflag"

7 pre_task ="5 _unique"

8
9 for dir in $dirs;

10 do

11 echo $dir

12 cd $dir

13 $command \

14 HKLIN ${pre_task }.mtz \

15 HKLOUT ${task}.mtz \

16 <<_EOT_ | tee ${task}.log

17 FREERFRAC 0.05

18 END

19 _EOT_

20 cd ..

21 done

リスト 5.9. 6-freeflag.sh:FreeR flagを追加
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1 #!/bin/bash

2
3 dir_path ="/ home/makiko/Umibo -ikkatsu /*"

4 command ="/ home/xtal/ccp4 -7.0/ bin/cad"

5 dirs=‘find $dir_path -maxdepth 0 -type d‘

6 task ="7 _cad"

7 pre2_task ="6 _freerflag"

8 pre_task ="3 _truncate"

9
10 for dir in $dirs;

11 do

12 echo $dir

13 cd $dir

14 $command \

15 HKLIN2 ${pre2_task }.mtz \

16 HKLIN1 ${pre_task }.mtz \

17 HKLOUT ${task}.mtz \

18 <<_EOT_ | tee ${task}.log

19 LABI FILE 2 E1=FreeR_flag

20 LABI FILE 1 ALLIN

21 END

22 _EOT_

23 cd ..

24 done

リスト 5.10. 7-cad.sh:mtzファイルの統合

1 #!/bin/bash

2
3 dir_path ="/ home/makiko/Umibo -ikkatsu /*"

4 command ="/ home/xtal/ccp4 -7.0/ bin/freerflag"

5 dirs=‘find $dir_path -maxdepth 0 -type d‘

6 task ="8 _freerflag"

7 pre_task ="7 _cad"

8
9 for dir in $dirs;

10 do

11 echo $dir

12 cd $dir

13 $command \

14 HKLIN ${pre_task }.mtz \

15 HKLOUT ${task}.mtz \

16 <<_EOT_ | tee ${task}.log

17 COMPLETE FREE=FreeR_flag

18 END

19 _EOT_

20 cd ..

21 done

リスト 5.11. 8-freerflag.sh:FreeR flagの完成



O6-メチルグアニン DNAメチル基転位酵素の X線結晶構造解析 45

1 #!/bin/bash

2
3 dir_path ="/ home/makiko/Umibo -ikkatsu /*"

4 command ="/ home/xtal/ccp4 -7.0/ bin/molrep"

5 dirs=‘find $dir_path -maxdepth 0 -type d‘

6 task ="9 _molrep"

7 taskno ="9"

8 pre_task ="8 _freerflag"

9
10 for dir in $dirs;

11 do

12 echo $dir

13 cd $dir

14 type=‘echo $dir | awk -F/ ’{print $5}’ | awk -F-

’{print $1}’ | sed -e ’y/csyfwild/CSYFWILD/’‘

15 $command \

16 -po ${taskno}_ \

17 -ps ${taskno}_ \

18 -i \

19 <<_EOT_ | tee ${task}.log

20 labin F=F_P SIGF=SIGF_P

21 file_f ${pre_task }.mtz

22 file_m /home/makiko /1wrj.pdb

23 file_s /home/makiko/umibo${type}. fasta

24 _EOT_

25 cd ..

26 done

リスト 5.12. 9-molrep.sh:分子置換法の実施

1 #!/bin/bash

2
3 dir_path ="/ home/makiko/Umibo -ikkatsu /*"

4 command ="/ home/xtal/ccp4 -7.0/ bin/refmac5"

5 dirs=‘find $dir_path -maxdepth 0 -type d‘

6 task ="10 _refmac"

7 pre_task ="9 _molrep"

8 pre2_task ="8 _freerflag"

9
10 for dir in $dirs;

11 do

12 echo $dir

13 cd $dir

14 $command \

15 XYZIN ${pre_task }.pdb \

16 XYZOUT ${task}.pdb \

17 HKLIN ${pre2_task }.mtz \

18 HKLOUT ${task}.mtz \

19 LIBOUT ${task}.cif \

20 <<_EOT_ | tee ${task}.log

21 make check NONE

22 make -

23 hydrogen ALL -

24 hout NO -

25 peptide NO -
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26 cispeptide YES -

27 ssbridge YES -

28 symmetry YES -

29 sugar YES -

30 connectivity NO -

31 link NO

32 refi -

33 type REST -

34 resi MLKF -

35 meth CGMAT -

36 bref ISOT

37 ncyc 10

38 scal -

39 type SIMP -

40 LSSC -

41 ANISO -

42 EXPE

43 solvent YES

44 weight -

45 AUTO

46 monitor MEDIUM -

47 torsion 10.0 -

48 distance 10.0 -

49 angle 10.0 -

50 plane 10.0 -

51 chiral 10.0 -

52 bfactor 10.0 -

53 bsphere 10.0 -

54 rbond 10.0 -

55 ncsr 10.0

56 labin FP=F_P SIGFP=SIGF_P -

57 FREE=FreeR_flag

58 labout FC=FC FWT=FWT PHIC=PHIC PHWT=PHWT DELFWT=DELFWT

PHDELWT=PHDELWT FOM=FOM

59 PNAME umibo

60 DNAME P

61 RSIZE 80

62 EXTERNAL WEIGHT SCALE 10.0

63 EXTERNAL USE MAIN

64 EXTERNAL DMAX 4.2

65 END

66 _EOT_

67 cd ..

68 done

リスト 5.13. 10-refmac.sh:初期精密化および電子密度マップの計算
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