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1   はじめに 
遺伝情報を担う DNA およびその前駆体であるデ

オキシリボヌクレオチド (dNTP) は、活性酸素種に

より恒常的に酸化損傷を受ける。dGTP の酸化体で

ある 8-oxo-dGTP が DNA ポリメラーゼによって複製

中の DNA に取り込まれるとトランスバージョン変

異の原因となる。本研究対象のヒト MutT homolog 1 
(MTH1) は、大腸菌 MutT のホモログとして同定され

た酵素である[1]。MutTと MTH1は 8-oxo-dGTPを 8-
oxo-dGMP へと加水分解することで、突然変異を抑

制する。さらに MTH1 は、MutT とは異なり、8-oxo-
dGTPのみならず dATPの酸化体である 2-oxo-dATPに
対する加水分解活性も有しており、幅広い基質特異

性で酸化ヌクレオチドを分解する。また一方で、が

ん細胞で高発現している MTH1 の働きが細胞死を抑

制することが報告されていることから、MTH1 は新

規抗がん剤のターゲットとしても注目されている[2, 
3]。 
これまでに我々は、MTH1 の活性部位のプロトン

化状態を議論するため、中性 pH での MTH1 の結晶

化条件を確立し[4, 5]、8-oxo-dGTP および 2-oxo-
dATP 複合体の高分解能 X 線結晶構造解析と反応測

度論解析を行った。その結果、「MTH1 は活性部位

の Asp119 と Asp120 のプロトン化状態を変えること

で、8-oxo-dGTP と 2-oxo-dATP という異なった基質

を同程度の親和性で認識する」という MTH1 の幅広

い基質特異性の発現機構を提案した [6, 7]。 
これらの成果に続いて、基質認識における Asp119

と Asp120 のプロトン化状態を議論するために、pH 
7.7 から 9.1 での MTH1 の 8-oxo-dGTP 複合体の構造

解析を行った。その結果、pHの上昇とともに MTH1

の活性部位における8-oxo-dGTPの電子密度が観察さ

れなくなった。この結果から、8-oxo-dGTP 認識の際

には、Asp119 が pH 8.0 から 9.1 で脱プロトン化する

ことが示されたため、次にもう一つの基質である 2-
oxo-dATP 認識の pH 依存性を X 線結晶構造解析によ

り調べた [8]。 
 
2 実験 

MTH1と 2-oxo-dATP複合体の結晶を pH 7.7, 8.0, 8.6, 
9.1, 9.7の条件で調製した。X線回折実験はBL-17A、

AR-NE3A、AR-NW12A で行った。構造の精密化は

プログラム PHENIX と COOT を用いて行い、1.05 か

ら 1.20 Å分解能で構造を決定した。Asp120のプロト

ン化状態をさらに議論するため、野生型 MTH1 と同

等の 2-oxo-dATP 加水分解活性を持つ MTH1(D120N)
変異体についても pH 7.7 と pH 9.7 の条件で結晶を調

製し、1.20 Å と 1.08 Å 分解能でそれぞれの構造を決

定した。 
 

3   結果および考察 
本結晶系の非対称単位には MTH1 が 2 分子存在す

る (MolA と MolB と呼ぶ)。MolA では、pH 7.7 にお

いて基質結合部位に明瞭な2-oxo-dATPの電子密度が

観察されたが、pH の上昇とともに 2-oxo-dATP 由来

の電子密度は減弱し、pH 9.7 では結晶化試薬に含ま

れるグリセロールと Na+に置き換わっていた (図 1)。
これは、pH 7.7ではプロトン化している Asp120が 2-
oxo-dATPのO2原子と水素結合を形成するが、pHの

上昇に伴って、Asp120 の脱プロトン化が起こり、

pH 9.7では 2-oxo-dATPと水素結合を形成できなくな

ったことを示している (図 2)。MolB においても同様
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の結果が得られたため、2-oxo-dATP の認識において

は、Asp120 は pH 8.6 から 9.7 で脱プロトン化するこ

とが示された (図 2)。 
 

 
図 1 pH による基質結合部位の電子密度の変化 

 

 
図 2 pH による基質認識様式の変化 

 
また、D120N変異体においては、Asp120のプロト

ン化したOδ-Hの代わりに、Asn120のNδ-Hにより、

2-oxo-dATPのO2と水素結合を形成しており、pH 7.7
と 9.7 の両条件において、2-oxo-dATP の明瞭な電子

密度が観察された (図 3)。この結果から、野生型で

見られた pH の上昇に伴う基質結合能の減弱は (図 1)、
ヌクレオチド自体のプロトン化状態の変化ではなく、

Asp120 のプロトン化状態の変化 (図 2) によって引き

起こされたと考えられる。 
 

 
図 3 D120N 変異体の基質結合部位の電子密度 

 
本実験により、MTH1 は高い pKaを示す Asp119 と

Asp120 のプロトン化状態を変えることで、8-oxo-
dGTP と 2-oxo-dATP を同程度の親和性で認識するこ

とを明らかにした [8]。 
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