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1   はじめに 
生体内で生じる活性酸素種は、遺伝情報物質の

DNAおよびその前駆体のヌクレオチドを酸化する。

8-oxo-dGTP は、dGTP の酸化体であり、DNA ポリメ

ラーゼによって DNA 中に取り込まれるとがんや老

化の原因となる。本研究対象のヒト MutT homolog 1
(MTH1) は、8-oxo-dGTP に加え、dATP の酸化体であ

る 2-oxo-dATPなどに対する加水分解活性を有してお

り、幅広い基質特異性で細胞内の酸化ヌクレオチド

を分解する。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。

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、MTH1 の高分解能 X 線構造

解析に加え、基質結合の pH 依存性を調べた[1-3]。
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。本研究では、MTH1 のプロトン化を

介した基質認識機構を実験的に実証するため、X 線

と中性子を用いた MTH1 の構造解析を行った[4]。 

2   実験 
X 線と中性子を用いた構造解析には大型結晶の調

製が必要不可欠となる。MTH1-8-oxo-dGTP 複合体お

よびMTH1-2-oxo-dATP複合体の大型結晶はこれまで

の結晶化条件を基にしたマクロシーディング法で行

い、最終的に両結晶とも 1.7 x 1.0 x 0.5 mm3程度の大

きさまで成長させることに成功した。本結晶を 1 ヶ

月ほど重水素置換した後、中性子回折実験を行った。

ドイツ FRM II の BIODIFF にて 1.70 Å 分解能で中性

子回折データを収集した8-oxo-dGTP複合体結晶を用

いて AR-NE3A で X 線回折実験を行い、1.40 Å 分解

能の X 線回折データを収集した。また、J-PARC 
MLF の iBIX にて 2.10 Å 分解能で中性子回折データ

を収集した 2-oxo-dATP 複合体結晶を用いて BL-5A
で X 線回折実験を行い、1.40 Å 分解能の X 線回折デ

ータを収集した (表 1)。 
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表 1 X 線回折データ収集の統計値 

3  結果および考察 
今回収集した X 線回折データと収集済みの中性子

回折データを合わせて、プログラム PHENIX と

COOT を用いて構造の精密化を行った。その結果、

MTH1 の基質結合部位周辺の全原子構造を決定し、

「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基質や阻害剤と幅広い特異性

で結合する」という MTH1 の基質認識・阻害剤結合

機構を実験的に初めて実証した。
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