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Abstract 

 

核酸結合タンパク質は生体内で多様な役割を担っており，生命現象の根幹を担ってい

るといっても過言ではない．本研究では，翻訳の正確性に寄与する核酸結合タンパク質

である tRNA 修飾酵素 TYW5 および病原微生物由来の構成成分を認識するパターン認

識受容体である DDX41 に着目し，X 線結晶構造解析を用いて，構造及び機能を解明す

ることを目指した． 

 

・tRNA修飾酵素 TYW5 の X 線結晶構造解析 

ワイブトシンは真核生物の tRNA
Phe のアンチコドン隣接部位である 37 位に存在する

高次修飾塩基であり翻訳の正確性に寄与している．ワイブトシン誘導体は真核生物から

古細菌まで広く存在し，多くの種特異的な分子構造を持っている．さらに，ヒトを含む

一部の真核生物には，より高度な修飾をうけたヒドロキシワイブトシンの存在が知られ

ていたが，詳しい反応機構は長らく未解明のままであった．近年，鉄イオン Fe(II)と 2-

オキソグルタル酸（2-OG）依存的にヒドロキシワイブトシンを合成する新規酵素 TYW5

が発見された．本研究では，アポ型および補因子結合型の TYW5 の結晶構造をそれぞ

れ 2.5 及び 2.8 Å 分解能で決定した．TYW5 の触媒ドメインは jmjC を有するタンパク

質に特徴的な-ジェリーロール構造を有していた．また TYW5 は C 末端側のへリック

スバンドルを介して二量体をとっており，この二量体化によって形成された正に帯電し

た大きなパッチが tRNA 結合に関与していることが示唆された．類縁の jmjC ドメイン

を有するタンパク質との構造比較および構造に基づいた変異体解析の結果，TYW5 によ

る tRNA認識には保存された Arg残基が重要であることが示唆された． 

 

・DDX41 の結晶構造解析 

cyclic-diGMP（c-diGMP）はヌクレオチドが 2 つのリン酸ジエステル結合により結合

した環状構造をとる小分子で，細菌ではセカンドメッセンジャーとして機能することが

報告されている．さらに近年，DEAD-box 型ヘリケースである DDX41 が細菌感染によ

って生じた c-diGMP を直接認識し，ER 上に存在する受容体 STING 依存的な経路を活

性化し，I 型インターフェロンの産生に関与することが明らかになった．本研究では X

線結晶構造解析を用いて，DDX41 による c-diGMP 認識及びシグナル伝達反応機構の解

明を目指した．現在までにコンストラクションの改変及び発現・精製系の確立を行い，
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得られたタンパク質を用いて結晶化スクリーニングを行った．最終的にヒト由来

DDX41 DEADcドメインにおいて分解能 3 Åを超えるデータセットを与える結晶を得た． 

 

Nucleic acid binding proteins plays a variety of fundamental roles in the cell. In this study, I 

focused on the tRNA modification enzyme, TYW5, which contributes to an accurate translation, 

and intracellular pathogen sensor DDX41, aiming to unravel the structure and function of 

nucleic acid binding proteins using X-ray crystal structure analysis. 

 

・Structural analysis of tRNA modification enzyme, TYW5 

Wybutosine (yW) is a hypermodified nucleoside found in position 37 of tRNA
Phe

, and is 

essential for correct phenylalanine codon translation. yW derivatives widely exist in eukaryotes 

and archaea, and their chemical structures have many species-specific variations. Among them, 

its hydroxylated derivative, hydroxywybutosine (OHyW), is found in eukaryotes including 

human, but the modification mechanism remains unknown. Recently, we identified a novel 

Jumonji C (JmjC)-domain-containing protein, TYW5 (tRNA yW-synthesizing enzyme 5), 

which forms the OHyW nucleoside by carbon hydroxylation, using Fe(II) ion and 

2-oxoglutarate (2-OG) as cofactors. In this work, we present the crystal structures of human 

TYW5 (hTYW5) in the free and complex forms with 2-OG and Ni(II) ion at 2.5 and 2.8 Å 

resolutions, respectively. The structure revealed that the catalytic domain consists of a 

-jellyroll fold, a hallmark of the JmjC domains and other Fe(II)/2-OG oxygenases. hTYW5 

forms a homodimer through C-terminal helix bundle formation, thereby presenting a large, 

positively-charged patch involved in tRNA binding. A comparison with the structures of other 

JmjC-domain-containing proteins suggested a mechanism for substrate nucleotide recognition. 

Functional analyses of structure-based mutants revealed the essential conserved Arg residues 

participating in tRNA recognition by TYW5.  

 

・Structural analysis of intracellular pathogen sensor, DDX41 

cyclic-diGMP（c-diGMP）is a small cyclic molecule, which two guanine bases linked in a 

heterocyclic configuration via two phosphodiester bonds, acting as a secondary messengers in 

bacteria. Recent study revealed that DEAD-box helicase, DDX41 is a main intracellular sensor 

that directly binds to c-diGMP and trigger the type I interferon host immune response via 
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STING. In this study, to reveal the detailed c-diGMP recognition and signal transduction 

mechanism, we tried structural analysis of DDX41 DEADc domain which plays a major role in 

c-diGMP recognition. Initially, we established the expression and purification methods of 

human DDX41. Next, we searched for crystallization conditions and then optimized it. Finally, 

we obtained the crystal of DDX41 DEADc domain by sitting drop vapor diffusion 

crystallization method, and it provide over 3 Å resolution diffraction image. 
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略号，記号 

アミノ酸の略号 

A, Ala alanine アラニン 

C, Cys cystein システイン 

D, Asp aspartic acid アスパラギン酸 

E, Glu glutamic acid グルタミン酸 

F, Phe phenylalanine フェニルアラニン 

G, Gly glysinie グリシン 

H, His histidine ヒスチジン 

I, Ile isoleucine イソロイシン 

K, Lys lysine リジン 

L, Leu leucine ロイシン 

M, Met methionine メチオニン 

N, Asn aspargine アスパラギン 

P, Pro proline プロリン 

Q, Gln glutamine グルタミン 

R, Arg arginine アルギニン 

S, Ser serine セリン 

T, Thr threonine スレオニン 

V, Val valine バリン 

W, Trp tryptophan トリプトファン 

Y, Tyr tyrosine チロシン 

 

核酸の略号 

A adenosine アデノシン 

C cytidine シチジン 

G guanosine グアノシン 

U uridine ウリジン 

yW wybutosine ワイブトシン 

OHyW hydroxywybutosine  ヒドロキシワイブトシン 

o2yW hydroperoxywybutosine ヒドロペロキシワイブトシン 

OHyW* undermodified hydroxywybutosine 中間体ヒドロキシワイブトシン 

imG-14 demethylwyosine  イソワイオシン 

m1G 1-methylguanosine 1-メチルグアノシン 

yW-86 yW minus 86  

yW-72 yW minus 72  
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その他の略号・第一章 

DNA deoxyribonucleic acid デオキシリボ核酸 

RNA ribonucleic acid リボ核酸 

tRNA transfer RNA 転移 RNA 

mRNA messenger RNA 伝達 RNA 

rRNA ribosomal RNA リボソーム RNA 

ncRNA non-coding RNA ノンコーディング RNA 

snRNA small nuclear RNA 核内低分子 RNA 

snoRNA small nucleolar RNA 核小体低分子 RNA 

   

AdoMet S-adenosyl-L-methionine S-アデノシルメチオニン 

acp aminocarboxypropyl アミノカルボキシプロピル 

2-OG 2-oxoglutarate acid 2-オキソグルタル酸 

   

jmjC jumonjiC  

TRM tRNA methyltransferase  

PPM protein phosphatase methyltransferase  

TYW RNA yW synthesizing protein  

JMJD2A Jumonji domain-containing protein 2  

AlkB Alkane hydroxylase B  

FIH factor inhibiting hypoxia inducible factor -1  

Hif1a hypoxia inducible factor 1  

   

SDS sodium dodecyl sulfate ドデシル硫酸ナトリウム 

PMSF phenyl-methylsufonyl fluoride  

DTT dithiothreitol ジチオスレイトール 

ME 2-mercaptoethanol 2-メルカプトエタノール 

CBB coomassie brilliant blue クマシーブリリアントブルー 

IPTG isopropyl--D-thiogalactopyranoside イソプロピル-D-チオガラクトシド 

PEG poly ethylene glycol ポリエチレングリコール 

   

PAGE polyacrylamide electrophoresis ポリアクリルアミド電気泳動 

PCR polymerase chain reaction  

MAD multi-wavelength anomalous dispersion 多波長異常分散 

RMSD root-mean spuare deriation  
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その他の略号・第二章 

DDX41 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 41  

c-diGMP cyclic di GMP  

c-diAMP cyclic di AMP  

CDNs cyclic di nucleotides  

dsDNA double strand DNA  

   

STING stimulator of IFN genes protien  

TBK1 TANK binding kinase1  

IRF3 interferon regulatory factor 3  

   

PAMPs pathogen-associatedmolecularpatterns 病原体関連分子パターン 

DAMPs damage-associated molecular patterns 傷害関連分子パターン 

   

PRR pattern recognition receptor パターン認識受容体 

TLR Toll-like receptor Toll 様受容体 

RLR RIG-I like Receptor RIG-I 様受容体 

CLR C-type lectin Receptor C 型レクチン受容体 

cGAS cyclic GMP-AMP Synthase  

RIG-I retinoic acid-inducible gene I  

MDA5 melanoma differentiation-associated protein 5   

   

TCEP tris(2-carboxyethyl)phosphine  
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序章 核酸結合タンパク質 
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序章 

 

遺伝情報は，遺伝情報の本体である DNA から RNA に転写され，タンパク質へと翻

訳されることで発現する．この DNARNAタンパク質という情報の流れは，すべて

の生物に共通でありセントラルドグマとよばれ生命の根幹を担っている．このような遺

伝情報発現の際に，DNAや RNAといった核酸は単独では機能せず，核酸とタンパク質

が協調的に働くことで遺伝情報が正しく発現される．遺伝情報は，必要な時に，必要な

場所で，必要な量を発現させなければならない．この複雑な制御機構をひとつひとつひ

も解くと，核酸とタンパク質の相互作用によって生み出されており，核酸結合タンパク

質はまさに本質的な生命活動に関わっているといえよう． 

例えば，DNAから RNAに変換される転写の過程では，ssDNAに RNAポリメラーゼ

が結合し，DNA配列に相補的な RNAが合成される．転写の終結には，ρ因子という補

助因子が必要な場合もあり，RNA 結合タンパク質であるρ因子が転写産物に結合する

ことで鋳型 DNA と mRNA間の対合が阻害され転写が終結することが知られている．ま

た転写の制御も転写因子と呼ばれる一群の DNA結合タンパク質によって制御されてい

る．転写された pre-mRNA はタンパク質・RNA 複合体であるスプライソソームによっ

て触媒されるスプライシングにより mRNA として成熟する．mRNA がタンパク質に変

換される翻訳過程では，50 種以上のタンパク質とリボソーマル RNA（rRNA）からなる

巨大複合体であるリボソームが中心的な役割を担っている．核酸結合タンパク質に着目

してセントラルドグマの流れを追ってみてきたが，ここに述べたものは核酸結合タンパ

ク質のほんのごく一部であり，他にも多くの核酸結合タンパク質が生体内で機能してい

る．例えば，DNA 結合タンパク質には，DNA ポリメラーゼなどの DNA 複製・修復・

組換えに関わるもの，ヒストンやウイルスキャプシドタンパク質などの DNA パッケー

ジングに関わるもの等が存在している．このような DNA結合にはヘリックス・ターン・

へリックスドメインや Zn フィンガードメイン，ロイシンジッパーと呼ばれるいくつか

の代表的なモチーフや構造が知られている．RNA 結合タンパク質には，先述した転写

終結やスプライシングのほかに mRNA の輸送や分解といった mRNA 品質管理機構，

rRNA や tRNA の生合成にも関与するほか，小分子 RNA による遺伝子発現制御である

miRNA, siRNA, piRNA 経路にも関与している．このように核酸結合タンパク質は，生

命現象の根幹にかかわる重要で多彩な役割を担っている． 

一方，細菌やウイルス感染によって生じた外部からの核酸は，自然免疫系によって認

識される．細胞内の非自己核酸の認識には，RIG-I や MDA5 といった RNA ヘリケース
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が関与していることが知られている．このように核酸結合タンパク質は転写・翻訳の制

御のみならず，感染防御など生体内で多様な機能に関与している．本研究では， 2 つ

の核酸結合タンパク質に着目し，主に X 線結晶構造解析を用いてその構造と機能を解

明することを目指した． 

 

本研究の目的 

本研究では， 2 つの核酸結合タンパク質に着目した．第一章では，翻訳の正確性に

寄与する核酸結合タンパク質である TYW5 に着目した．TYW5 は tRNA 修飾を担う酵

素であり，tRNAのリボソームにおけるコドン-アンチコドン対合を強化することでフレ

ームシフトを防ぎ，誤翻訳を防いでいる．また第二章では，自然免疫機構に関与する

DDX41 に着目して研究を進めた．DDX41 は RNA ヘリケースファミリーに属し，細菌

由来の小分子である c-diGMPを認識することで I型インターフェロンの産生を上昇させ

る．また DDX41 は細胞内の B 型 DNA の認識に関与しているとの報告もあり，一つの

分子が 2 つのリガンドを認識している可能性が示唆されている．本研究では，生体内で

多様な機能を有する核酸結合タンパク質の構造と機能を解明することを目指した． 

 

本論文の概要 

 本論文は解析対象としたタンパク質ごとに章を分けて記述し，序論である本章におい

ては，核酸結合タンパク質の基本的な役割とともに，本研究の目的と概要を記述した．

図表はそれぞれの章末にまとめた． 

 

第一章の概要 

ワイブトシンは tRNAのアンチコドン近隣に存在するかさ高い修飾塩基であり，翻訳

の正確性に寄与している．高等真核生物の中には，ワイブトシンがヒドロキシル化され

たヒドロキシワイブトシンの存在が知られており，新たに発見された蛋白質 TYW5 が

その触媒活性を担う事が明らかになった．TYW5 は，そのアミノ酸配列から jmjC ドメ

インを有することが予想されていたが，現在まで jmjC ドメインを有するタンパク質が

ヌクレオチド鎖の認識に関わる報告はなく TYW5 はこの種のタンパク質でヌクレオチ

ド鎖に結合する初の酵素と予想された．本研究では，TYW5 によるヒドロキシル化反応

機構及び tRNA認識の構造的基盤の解明のため，ヒト由来 TYW5 の立体構造を 2.8Å分
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解能で決定した．得られた構造を元に計算した表面電荷分布及び立体構造に基づいた変

異体解析の結果を基に，tRNAと TYW5 のドッキングモデルを作成し，新規の tRNA認

識モデルを提唱した． 

第二章の概要 

cyclic-diGMP（c-diGMP）はヌクレオチドが 2 つのリン酸ジエステル結合により結合

した環状構造をとる小分子で，細菌ではセカンドメッセンジャーとして機能することが

報告されている．さらに近年，DEAD-box 型ヘリケースである DDX41 が細菌感染によ

って生じた c-diGMP を直接認識し，ER 上に存在する受容体 STING 依存的な経路を活

性化し，I 型インターフェロンの産生に関与することが明らかになった．本研究では X

線結晶構造解析を用いて，DDX41 による c-diGMP 認識及びシグナル伝達反応機構の解

明を目指した．現在までにコンストラクションの改変及び発現・精製系の確立を行い，

得られたタンパク質を用いて結晶化スクリーニングを行った．最終的にヒト由来

DDX41 DEADcドメインにおいて分解能 3 Åを超えるデータセットを与える結晶を得た． 
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第一章 tRNA修飾酵素 TYW5の X線結晶構造解析 
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1-1 序論 

1-1-1 はじめに 

近年のゲノム解析や転写産物の網羅的な解析が行われた結果，タンパク質をコードす

る遺伝子の数には多細胞真核生物種の間で大差ないこと，細胞内にはタンパク質をコー

ドしないノンコーディング RNA (ncRNA)が大量に存在することが報告された．一方，

2003 年に完了したヒトゲノム配列解読により，ヒトの遺伝子の数は約 22,000 個と同定

され，タンパク質として翻訳されるのはゲノム全体のわずか 2%と判明した(Lander et 

al., 2001)．そして，トランスクリプトーム解析により，全ゲノムの約 7 割が RNA に転

写されており，その中の 5 割の RNA がタンパク質に翻訳されず(ncRNA)，生体内で機

能性 RNAとして独自に働いている可能性が指摘された(Carninci et al., 2005)．例えば，

snRNA や snoRNA は特定のタンパク質とリボヌクレオプロテイン複合体(snRNP，

snoRNP)を形成し，RNAスプライシングやRNA修飾に機能する(Brown et al., 2008)．

さらに，micro RNA (miRNA)は，Argonaute などのタンパク質と RISC 複合体を形成

し，特定の遺伝子の mRNA に相補的に結合し，これを切断することで，遺伝子の発現

を調節している(RNAi)(Filipowicz, 2005)．また，遺伝子数に対するこのような ncRNA

の割合は，より高等真核生物になればなるほど劇的に多くなっていることが明らかにな

った． 

このような報告を受け，ヒトゲノム解読以前に考えられてきたような，生命の複雑さ

はタンパク質の種類の多様さにより説明できるという考えより，むしろ遺伝情報の発現

を様々な段階で調節する ncRNA の種類の多様さが生命の複雑さを生み出している，と

いう新たな考えが提唱された(Mattick, 2004)．現在，ncRNA の機能を解明すべく，様々

な研究が進められている．しかし，ほとんどの ncRNA に関して，その作用機序は未だ

明らかではない．特に ncRNA は，以下で述べるように，タンパク質などと異なり多様

な修飾を受けることで機能性 RNA へと成熟することが知られているが，その機構につ

いては不明な点が多い．本研究では，ncRNA のうち最も古くから知られている「転移

RNA」(tRNA)を取り上げ，構造生物学的な手法を用いることで RNA の修飾メカニズ

ムを明らかすることを目的とした． 

 

1-1-2 RNAの化学修飾の意義 

タンパク質が翻訳後にリン酸化や糖鎖の付加等の修飾によって新たな機能を獲得す

るように，RNA もまた，転写後にスプライシングや塩基修飾等のプロセシングを経て，

インターネット公表に関する共著者全員

の同意が得られていないため、本章につい

ては、非公開 
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機能性 RNA へと成熟する．（図 1-1B）RNA の成熟化プロセスにおいて，中核ともい

えるのが「RNA の化学修飾」である．個々の RNA 修飾は RNA が機能する上で重要な

役割を担っており，あらゆる RNA に存在することが知られている．RNA 修飾の果た

す役割としては，細胞内局在の決定，立体構造の安定化，RNA 結合タンパク質との相

互作用，遺伝情報の修飾と解読などが知られている． 

このような化学修飾は，同じ核酸である DNA にも生じるが，それはメチル化などの

化学的には比較的単純なものである．一方の RNA には現在 100 種類を越える修飾塩基

(A，U，G，C 以外の塩基)の存在が報告されており(Rozenski et al., 1999)，メチル化，

アセチル化のような単純な反応によるもの，シュードウリジン化，チオ化のように一見

単純に見えても複雑な化学反応によるもの，塩基自体を交換してしまうもの，さらに複

数の酵素による多段階反応によるものまで様々である．上記のような多くの化学修飾が

RNA に見られる理由として，RNA の構造の不安定さがあげられる．RNA は，DNA や

タンパク質に比べ非常に不安定である．その理由の 1 つは，RNA 中の糖であるリボー

スには 2’位にヒドロキシル基（OH 基）が存在しており，この OH 基の酸素における 2

つの孤立電子対が，求核攻撃によりホスホジエステル結合の切断を促進することにある．

一方，デオキシリボースでは 2’位の OH 基が水素に置換された構造をしており，このよ

うなことは起きない．また，RNAをタンパク質と比較すると，RNAはその構造が柔軟

であり，分子の構成要素が 4 種類 （A, U, G, C）とタンパク質に比べ圧倒的に少ないた

めに分子間の相互作用が少なく，その構造をより不安定にしていると考えられる．この

特性は，翻訳の役割を終えた mRNA を直ちに分解し，次の翻訳に備えるという点では

有利に働くが，tRNA や rRNA のような機能性 RNA として働く際には，こうした RNA

の構造の不安定さ及び構成要素の少なさは不利に働くことが多く，他の機構によって補

われる必要がある．そこで，tRNA や rRNA では，塩基の化学的修飾により構造の安定

さを増すとともに，塩基の種類に多様性をもたらし分子間相互作用をより充実したもの

にすることで，機能性 RNA の役割においてはいわば欠点ともとれる側面を補完してい

ると考えられる． 

このように，RNA修飾は 4 種類の塩基から成る RNAが多様な機能を獲得するためのス

トラテジーであり，RNA が機能する上で欠かせない重要な質的情報であると考えられ

る． 

 

インターネット公表に関する共著者全員
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1-1-3 tRNAの化学修飾 

遺伝情報の発現は，DNA→mRNA→タンパク質という流れ(セントラルドグマ)で行わ

れ，前者(DNA→mRNA)を「転写」，後者(mRNA→タンパク質)を「翻訳」という．図 1-1

に示すように，翻訳過程では mRNA のコドンと呼ばれる遺伝暗号が tRNA を介して適

切なアミノ酸に変換される．tRNAはアクセプターステム，TΨC アーム，バリアブルル

ープ，アンチコドンアーム，D アームと呼ばれる領域からなるクローバーリーフ状の二

次構造をもつ(図 1-2)．アクセプターステムと TΨC アームはスタッキングして連続した

ヘリックスを形成し，また D アームとアンチコドンアームも同様にヘリックスを形成

する．そして両ヘリックスは 90°に交差し，L 型の高次構造に折り畳まっている．この

L 字型構造の一端はアンチコドン，もう一端はアミノ酸付加(アミノアシル化)が起こる

3’CCA末端が位置する(図 1-2)． 

転写後の化学的修飾は様々な RNA 分子において行われているが，特に tRNA におけ

る修飾は頻繁にみられ，RNA における修飾全体の実に 8 割以上を占めている． これ

ら tRNA における修飾部位は，その意義から大きく二つに分けられる（図 1-2）．可変

ループ，TC アーム，D アームの一部から構成される，tRNA の L 字型構造中央部分

に存在する修飾は，主に tRNA 立体構造のフォールディングにおける正確性維持，及び

立体構造の安定性に寄与していると考えられている(Helm, 2006)．一方，アンチコドン

アームに存在する修飾塩基は，主に，遺伝暗号翻訳の際の正確性保持に寄与していると

考えられている(Ishitani et al., 2008)． 

 化学的修飾は様々な酵素によって合成されるが，大部分は，リボースや塩基のメチル

化のように比較的単純な修飾である．その一方で，複数の酵素による多段階反応の後に

できる超修飾 (hypermodification) の存在も知られている．超修飾は，特に 1 番目のア

ンチコドン(Wobble)である 34 位，tRNA とアンチコドンの 3’側隣接部位である 37 位に

おいて多く存在している(Motorin and Grosjean, 2005)．このうち，37 位の修飾塩基は

プリン構造を有するものが多く，長い側鎖を持つ大きな分子量の修飾塩基である．これ

らは，コドン・アンチコドン間の対合をより強固に安定化することで，フレームシフト

による誤翻訳を防ぐ働きを担っていると考えられている(Agris et al., 2007)． 

 

1-1-4 ワイブトシン 

ワイブトシン（yW）は三環構造と大きな側鎖を有する超修飾塩基であり，真核生物

のフェニルアラニル tRNA (tRNAPhe) のアンチコドン隣接部位の 37 位に存在する（図

インターネット公表に関する共著者全員
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1-3）．また，yW には，三環構造を有するいくつかの誘導体（ワイオシン誘導体）が知

られており（図 1-3），それらは真核生物のみならず，古細菌の tRNAPheの 37 位にも存

在することがわかっている(Bjork et al., 2001; McCloskey et al., 2001; Zhou et al., 

2004)（図 1-3）．ただし，例外として，Bombyx mori (Keith and Dirheimer, 1980)及

び Drosophila melanogaster (Altwegg and Kubli, 1979) における 37 位の修飾塩基は，

三環構造をもたない単純な修飾である 1-メチルグアノシン (m1G)である．また，yW お

よびワイオシン誘導体は細菌などの原核生物では報告されていない． 

  yW は，CCA末端に対するアミノアシル化には影響を与えないことがわかっている

(Thiebe and Zachau, 1968)．一方で，かさ高い側鎖によるスタッキング相互作用を介

して，リボソーム上のコドン・アンチコドン対合を強化することで翻訳の正確性に寄与

し，フレームシフトによる誤翻訳を防ぐ役割が知られている(Konevega et al., 2004)（図

1-4B,C）．そのため，yW 修飾の欠損はフレームシフトを増加させる(Carlson et al., 

1999)．また，yW 修飾の欠損は，HIV ウイルスなどのレトロウイルス RNA の増幅の

促進につながること(Carlson et al., 1999; Hatfield et al., 1989)，マウスの神経芽細胞

腫及びエールリッヒ腹水癌由来の tRNAPhe37 位には，通常見られるヒドロキシワイブ

トシン OHyW の替わりに，それぞれ m1G 及び 中間体 OHyW (OHyW*)といった修

飾塩基が存在すること(Kuchino et al., 1982)が知られている．従って，yW による転写

後の化学修飾機構は遺伝暗号翻訳における正確性の維持における役割だけでなく，様々

な疾病の理解においても大変重要な機構であると考えられる． 

 

1-1-5 ワイブトシンの合成経路とヒドロキシワイブトシン 

近年，本研究の共同研究者である東京大学大学院工学系研究科鈴木勉教授らの研究に

より，酵母における yW 生合成経路は，S−アデノシルメチオニン（AdoMet）を補因子

とする多段階反応であることが報告された(Noma et al., 2006; Waas et al., 2005) （図

1-5）．この反応は，AdoMet 依存 tRNA メチル化酵素 Trm5 により 37 位のグアノシン

(G)がメチル化され，m1G が生成することに始まる(Goto-Ito et al., 2008; Goto-Ito et 

al., 2009; Waas et al., 2005)．続いて，酵素 TYW1 (tRNA-yW-synthesizing protein 1) 

により，AdoMet 由来の 5’-デオキシアデノシルラジカルを反応開始因子とするラジカ

ル連鎖反応が起こり，m1G から三環構造を持つ imG-14 が合成される(Goto-Ito et al., 

2007; Suzuki et al., 2007b)．その後，TYW2 により三環構造に AdoMet 由来の-アミ

ノ--カルボキシプロピル基 （acp 基） が付加され，塩基 yW-86 が合成される．さら
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に，TYW3 により，N4 位に対して AdoMet 依存的メチル化が起こり，yW-72 が合成さ

れ，最終段階では，TYW4 によるメチル化及びメトキシカルボニル化を経て，yW が合

成される(Suzuki et al., 2009)． 

また，ヒトを含む多くの真核生物には，ワイブトシン acp 側鎖の位がヒドロキシル

化されるという，さらに高度に修飾されたヒドロキシワイブトシン(OHyW)（図 1-4, 1-5）

の存在が知られていた(Kasai et al., 1979) ．しかし，その詳細な反応機構はもとより，

水酸基を供与するドナー，触媒を担う酵素に関しても，修飾塩基の発見以降 30 年もの

間未解明のままであった． 

 

1-1-6 TYW5の発見 

2010 年に当研究室と共同研究先の東京大学大学院工学系研究科鈴木研究室により，

ヒドロキシワイブトシン合成に関与するタンパク質が発見された．TYW4 のホモログ

を探索する過程で，Aspergillus Oryzae における TYW4 ホモログタンパク質の C 末端

側に jumonji C（jmjC）ドメインと予想されるアミノ酸配列が融合している事を発見し

た．ヒトを含む多くの高等真核生物でこの jmjCドメイン部分のホモログは，独立した

タンパク質として存在していることが明らかになった． 

ワイブトシンの生合成に関与するタンパク群は，数種のタンパクが融合したタンパク

質として存在しているケースもあり(Noma et al., 2006)（植物や一部の光合成細菌では

TYW2 と TYW3 及び TYW4 の一部が融合したタンパク質として存在している）今回発

見された jmjCドメインを有するタンパク質もワイブトシン生合成に関与しているので

はないかと予想された．またこの jmjC ドメインに類似した領域のアミノ酸配列は，

Fe/2-オキソグルタル酸(2-OG)依存的にヒドロキシル基を付加するタンパクである FIH

（Factor inhibiting hypoxia inducible factor-1）に類似していることから，この新規タ

ンパク質も Fe/2-OG 依存的にヒドロキシル化を担うものと予想され，今まで発見され

ていなかったヒドロキシワイブトシンの生合成に関与していると予想した． 

これらの知見を踏まえ，共同研究先の東京大学大学院工学系研究科鈴木研究室におい

て，この新規タンパク質の生化学解析が行われた．Hela 細胞で siRNA を用いたノック

ダウン実験を行ったところ，当該タンパク質欠損体では OHyW 合成が観測されなかっ

た．これらの結果から，このタンパク質は OHyW 生合成に関与していることが明らか

となり，発見された順番から TYW5（tRNA-yW-synthesizing protein 5）と命名され

た(Noma et al., 2010)．しかし，TYW5 の詳細な反応機構や，多段階反応で起こる生合

インターネット公表に関する共著者全員

の同意が得られていないため、本章につい

ては、非公開 



23 

 

成のどの段階の塩基を基質とするのか等依然として不明のままであった． 

1-1-7 jumonji C (jmjC) タンパク 

前述の通り，TYW5 はそのアミノ酸配列から jmjC ドメインを持つことが明らかにな

った．jmjC ドメインとは転写因子の jumonji ファミリーに保存されたドメインとして

同定された(Takeuchi et al., 2006)．この jumonji 遺伝子は，もともと中枢神経系，心

臓，造血系など様々な組織で発生異常を示す変異体マウスの原因遺伝子として同定され，

jumonji 遺伝子のマウス変異体胚の神経板上に生じた十文字状の異常構造にちなんで

jumonji と命名された．後に，ヒトから酵母まで種を越えて jumonji 内にある２つのド

メイン（jumonjiN, jumonjiC）の両方，もしくは jumonjiC のみを有するタンパク質が

数多く発見され，これらを総称して jumonji ファミリーと命名された． 

JmjC ドメインは，Fe/2-OG 依存的に触媒する酸化還元酵素であり，cupin スーパー

ファミリーという金属を補酵素とするデオキシゲナーゼの触媒部位に非常に高い相同

性を示す．近年，この jmjC ドメインが，真核生物に進化的に保存されたヒストン脱メ

チル化酵素の特徴的なモチーフであることが示唆され注目を集めている(Clissold and 

Ponting, 2001; Klose et al., 2006)． 

今まで発見された jmjC ドメインを持つタンパク質（jmjC タンパク質）は，すべてタ

ンパク質を基質としてきた．一方 TYW5 は tRNA を認識すると予想され，jmjC タンパ

ク質が核酸を認識する初めての例と予想された． 

 

1-1-8 研究目的 

本研究では，多くの高等真核生物の tRNAPhe37 位に存在する高次修飾塩基ヒドロキ

シワイブトシンの生合成を触媒する酵素 TYW5 に着目した．ヒドロキシワイブトシン

の生合成経路は，修飾塩基の発見から 30 年近く未解明のままであり，詳細な反応機構

に関しての知見はなかった．また，TYW5 は核酸を認識する初の jmjC タンパク質と予

想され，新規の RNA 認識機構で tRNA を認識していると予想された． 

そこで本研究では，TYW5 による詳細なヒドロキシル化反応機構及び tRNAとの新規

結合様式の構造的基盤の解明を目的とし，ヒト由来 TYW5 の結晶構造解析及び構造に

基づいた変異体解析を行った． 
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1-2 方法 

1-2-1 hTYW5発現系の構築 

共同研究先である東京大学工学部鈴木研究室から hTYW5 遺伝子の供与をうけ，改変

pET28a ベクター(Novagen)に乗せ換えを行い，発現プラスミド改変 pET28a-hTYW5

を構築した．なお，改変 pET28a ベクターは同ベクターの thrombin 切断部位を

PreScission Protease (GE healthcare) 切断部位に置換したものである．完成した改変

pET28a-hTYW5 は，N 末端に連続した 6 つのヒスチジン(His タグ)が付加される設計

になっている． 

 

1-2-2 発現と精製 

  以上の手順で構築した改変 pET28a-hTYW5 を大腸菌に形質転換した．Escherichia 

coli C41(DE3)株(Lucigen)に対して，大腸菌での使用頻度の低いコドンに対応する

tRNA を供給するプラスミドである pRARE (Novagen) を導入し，改変 C41(DE3)株

(以下 C41(DE3)/pRARE 株とする)を作製した． 

改変 pET28a-hTYW5 を導入した Escherichia coli C41(DE3)/pRARE 株を，20 g/ml

のカナマイシン及び 30 g/ml のクロラムフェニコールを含む 25 ml の LB 培地

（Nacalai tesque）を用いて，37℃で一晩培養した．25 ml の培養液のうち 5 mL を 2.5 

L の同様の培地に植菌し，波長 600 nm における濁度が 0.7 (OD600 = 0.7) になるまで

37℃で培養し，終濃度が 1mMになるよう isopropyl -D-thiogalactopyranoside (IPTG) 

を添加して hTYW5 タンパク質の発現を誘導した．発現誘導後，20℃で 18 時間培養し，

菌体を遠心（8,000 g, 5 分）により回収した．得られた菌体を，50 ml のバッファーA

（バッファーについては 2-12 参照）に懸濁し，超音波で破砕した．その後，遠心 （40,000 

g, 10 分） により上清を回収した．回収した可溶性画分を Ni アフィニティーカラムで

精製した．まず，バッファーB で平衡化した 5 ml の Ni-NTA SuperFlow 樹脂 (Qiagen) 

を充填したカラムに，上清画分をロードした．次に，10 カラム容量以上のバッファーB

にて数回洗浄を行なった．その後，100 ml のバッファーC による溶出を行った．溶出

画分について，SDS-PAGE を行い，ゲルを CBB 染色し，hTYW5 が存在することを確

認した後，バッファーD に対して，4℃で一晩透析した． 

 透析後のサンプルを，バッファーEF 混合液（NaCl 濃度 150 mM）で平衡化した

Resource Q カラム（ベッド体積：6 ml）(GE healthcare) に通した．バッファーEF 混

合液（NaCl 濃度 150 mM）で非吸着画分を溶出した後，0-2 M NaCl の濃度直線勾配
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を用いて，タンパク質を溶出した．これらの溶出画分について，SDS-PAGE を行った

ところ，hTYW5 は非吸着画分に溶出され，共雑タンパク質や核酸がカラムに吸着する

ことが確認された．そこで非吸着画分を回収し Amicon Ultra-15 (M.W.C.O. 10 kDa, 

Millipore)を用いた限外濾過法により濃縮した後，ゲル濾過カラム HiLoad 16/60 

Superdex 200 column (GE Healthcare)を用い，バッファーG による溶出を行った． 

hTYW5 の溶出画分を SDS-PAGE で確認，回収し,得られたサンプルを結晶化及び機能

解析に用いた． 

  

1-2-3 LC/MS解析による OH基転移活性測定 

 上記手法によって精製した hTYW5 が，ヒドロキシワイブトシン合成におけるヒドロ

キシル基転移活性を有するかを検証するために，東京大学大学院工学系研究科，鈴木勉

教授と野間章子博士に，LC/MS 解析による OH 基転移活性の測定を依頼した．活性測

定方法については，既に同研究室より詳細な報告がなされていることから(Noma et al., 

2006; Suzuki et al., 2007a)，ここでは，その概略についてのみ記す．また，hTYW5 は，

どの基質 tRNAPhe を認識しヒドロキシル化するのかに関しての知見がなかったため，

基質の同定も同時に行った． 

 基質の同定は，TYW3 遺伝子を欠損させたΔTYW3 酵母株，TYW4 遺伝子を欠損さ

せたΔTYW4 酵母株および野生型酵母株に対し，hTYW5 遺伝子が挿入されたプラスミ

ドを導入し，ヒドロキシル基転移反応が起こるかどうかを LC/MS を用いて分析した．

なお，酵母における hTYW5 発現プラスミドは pYES2/CT（Invitrogen）の BamHI/NotI

サイトに hTYW5 全長を挿入することで構築した． 

 続けて，hTYW5 が Fe/2-OG 依存的に OH 基を tRNAPheに付加する活性を有するか

を LC/MS 解析を用いた in vitro での再構成実験により検証した．TYW4 遺伝子を欠損

させたΔTYW4 酵母株および野生型酵母株を培養し，ここからそれぞれ

tRNAPhe-yW-72 および tRNAPhe-yW を tRNA と相補的な配列の DNA プローブを用い

た往復循環クロマトグラフィー法により単離した(Miyauchi et al., 2007)．本研究にお

いて酵母由来の tRNAPhe を単離するために使用した DNA プローブは，

5-tgcgaattctgtggatcgaacacaggacct-3’である(Noma et al., 2010)．続いて，上記 1-2-2

で精製したhTYW5と，yeast由来精製 tRNAPhe-yW-72および tRNAPhe-yWを，2-OG/Fe

存在下もしくは非存在下で 混合し，37℃で 1 時間反応させた．その後，反応液から精

製した tRNAPheを RNase A で断片化し，LC/MS によるアンチコドン部位を含む断片

インターネット公表に関する共著者全員

の同意が得られていないため、本章につい

ては、非公開 



26 

 

の塩基質量分析を行った． 

 

1-2-4 TYW5の結晶化 

1-2-4-1 初期スクリーニング 

TYW5の溶出画分を SDS-PAGEで確認，回収した後，Amicon Ultra-4 (M.W.C.O. 10 kDa) 

を用いた限外濾過法により濃縮し，Ultrafree-MC (Millipore) を用いたフィルター濾過に

より不溶物を除いた．そして，波長 280 nmにおける吸光度を測定することでタンパク

質濃度を 10 mg/mL に希釈し，結晶化用試料とした．濃度決定のための換算式は ExPASy

の ProtParam Tool (http://tw.expasy.org/tools/protparam.html) の結果に基づいて行った．結

晶化は，自動結晶化装置 Hydra II plus One (Matrix)を用い，結晶化試料 0.2 μL に対し等

量のレザーバー溶液と混合してシッティングドロップ蒸気拡散法により 20 ℃で行った．

結晶化条件の初期スクリーニングは Crystal Screen I/ II，Natrix，SaltRX，PEG/ION Screen，

Index I/II，JB Screen (以上 Hampton Research)，Wizard I/II (Emerald bio), 及び当研究室に

て作成した Acta Screen を用いた． 

 

1-2-4-2 結晶化条件の最適化 

初期スクリーニングから PEG/ION Screen#14 及び#28 の条件で，柱状結晶が得られた． 

これらの結晶化条件をもとに，タンパク質濃度を 10 mg/mL に調製した結晶化試料と

レザーバー溶液を 1.0 μL ずつ混合し，シッティングドロップ蒸気拡散法を用いて手動に

よる結晶化を行い結晶が再現される条件を調べ，結晶化条件の最適化を行った．最適化

は，結晶が得られた時の条件を元にタンパク質濃度，沈殿剤濃度，pH を変化させるこ

とで行った．また Additive Screen (Hampton Research)や Blend screen (元の結晶化条件に

加え，Crystal Screen などの初期スクリーニングキットの条件を一割添加する方法)も行

った． 

 

1-2-5 X線回折像の測定とデータ処理 

1-2-5-1 X線回折データの測定 

得られた TYW5 の結晶を用いて，X 線回折実験を行った．hTYW5 の結晶は，結晶化

条件の 1.2倍の濃度に調製したハーベスト溶液及び抗凍結剤として 20～30%のグリセロ

ールを含んだクライオ溶液（2-12）に数秒間浸した後，ナイロンループですくい，液体
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窒素ガスで 100K に瞬間冷却した．回折データセットは PF NW12 にて測定した． 

 

1-2-5-2 回折データの処理 

プログラム HKL2000 を用いてブラベ格子と格子定数を決定後，回折データの各反射

スポットに対して指数付けと強度測定を行い，その後スケーリング，データリダクショ

ンを行って空間群の決定，及び各指数に対する回折強度の算出を行った． 

 

1-2-6 TYW5セレノメチオニン置換体の調製 

セレン原子の異常散乱効果を利用した多波長異常分散(MAD)法による構造決定のた

めに，全てのメチオニン残基をセレノメチオニンに置換した TYW5 を調製した．まず，

発現ベクターpET28-hTYW5 を用い C41 (DE3) /pRARE を形質転換した．この形質転換

株を 20 g/ml のカナマイシンと 50 mg/L の L-セレノメチオニンを添加した M9 最小培

地で OD600＝0.7 になるまで培養し，終濃度 0.5 mM になるよう IPTG を添加しセレノメ

チオン置換体 TYW5 (SeM TYW5) 発現を誘導した．精製は 1-2-2 に準じた． 

 

1-2-7 セレノメチオニン置換体の結晶化 

1-2-7-1 初期スクリーニング及び最適化 

1-2-2 と同様の方法で 10 mg/mL に調製した SeM TYW5 に関して，ネイティブ TYW5

結晶(セレノメチオニンに置換されていないTYW5のことをSeM TYW5に対してネイテ

ィブ TYW5 とする)が得られた結晶化条件周辺で沈殿剤濃度，塩濃度を変化させ，シッ

ティングドロップ蒸気拡散法を用いて手動で結晶化を行った．しかし，1-2-4 で最適化

した結晶化条件では，SeM TYW5 の結晶が形成されなかったので，下記に述べる手順で

シーディングを行った． 

 

1-2-7-2 シーディング 

柱状結晶を得るために，ネイティブ TYW5 の柱状結晶を種結晶としたストリークシ

ーディングを行った．タンパク質濃度を 10 mg/mL に調製した結晶化試料とレザーバー

溶液を 1.0 μL ずつ混合し，シッティングドロップ蒸気拡散法を用いて手動による結晶化

を行い，新しいドロップを作成した．レザーバー溶液には PEG/ION#14 を元とする条件

を用いた．そして，予め用意しておいた TYW5 の柱状結晶の表面をプローブ(猫のひげ)
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で優しくなぞり，微小な種結晶を付着させた．プローブを新たに作成したドロップ中に

入れ，まっすぐな線を描くように移動させることで種結晶を移し，20 ℃で静置した． 

 

1-2-8 TYW5セレノメチオニン置換体結晶の X線回折データの測定と処理 

1-2-8-1 X線回折データの測定 

シーディングにより得られた SeM TYW5 の結晶を用いて，X 線回折実験を行った．

回折データの収集にあたり，まずセレン原子の X 線蛍光スペクトルを測定し，セレン

原子の吸収端波長(Peak, Edge, High-energy remote, Low-energy remote)を求めた．その後，

Peak (0.97911 Å)，Edge (0.97937 Å)，High-energy remote (0.96414 Å), Low-energy remote 

(0.99509Å)の 4 波長で回折データの収集を行った．方法は 1-2-5-1 に準ずる． 

1-2-8-2 回折データの処理 

1-2-5-2 に準ずる． 

 

1-2-9 MAD法による位相決定 

1-2-9-1 セレン原子の位置の決定 

SeM TYW5 の回折データの処理後，プログラム SHELXC 及び SHELXD を用いて直接

法によりセレン原子の位置決定を行った(Schneider and Sheldrick, 2002)． 

 

1-2-9-2 位相計算 

SHELXC，SHELXDの解と 2.9 Åまでの回折データからプログラムSHARPを用いて， 

MAD 法による初期位相の計算を行った(Vonrhein et al., 2007)． 

 

1-2-9-3 位相の改善 

SeM TYW5 の結晶の晶系と格子長，TYW5 の分子量から CCP4 program suit の

matthews-coef を用いて予想される非対称単位あたりの分子数と溶媒含量の関係を算出

した．非対称単位あたり 4 分子の TYW5 が存在すると仮定した場合の溶媒含量 49.74%

を採用し，CCP4 program suit の dm で位相の改善を行った． 
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1-2-9-4 TYW5の原子モデルの構築 

原子モデルの構築にはプログラム COOT(Emsley and Cowtan, 2004)を使用した．

RESOLVE(Terwilliger and Berendzen, 1997)による自動ビルドにより初期原子モデルを構

築した．  

 

1-2-9-5 TYW5の原子モデルの精密化 

原子モデルの精密化にはプログラム PHENIX(Adams et al., 2002)を用いた．Rigid-body 

refinement を一度行ったあと，エネルギー最小化，温度因子の精密化，プログラム COOT

による手動モデル修正，というサイクルを数回繰り返した．水分子のモデルは，FO–FC

電子密度マップで 3 以上のピークの高さをもち，他の原子との距離が 2.3–5.0 Åに収ま

ることを条件にプログラム PHENIX を用いて構築した．TYW5 単体の構造精密化には

2.5Å分解能までの反射を用いた． 

 

1-2-10 TYW5 と補因子との複合体の結晶化  

1-2-10-1 共結晶 

タンパク質濃度を 10 mg/mL に調製し，4 mM NiCl2, 10 mM 2-OG 存在下において手動

で結晶化を行った．基本条件は，1-2-4-2 で最適化した結晶化条件である．hTYW5 は補

因子として Fe(II)を用いるが，結晶成長中に空気中で酸化してしまい Fe(Ⅲ)に変化して

しまう可能性を考え，イオン半径が近く，また 2 価イオンで安定に存在する Ni(II)を用

いて共結晶化を行った．なお Ni イオンは補因子として働かないため阻害剤として働く

ことが予想される． 

 

1-2-10-2 ソーキング 

共結晶では，タンパクが沈殿してしまったため，補因子非結合型 TYW5 の柱状結晶

を用いた Ni/2-OG のソーキングによって Ni/2-OG・TYW5 複合体の結晶作成を試みた．

まず TYW5 柱状結晶を，ソーク用ハーベスト溶液 X 10 L の中に移し密閉し，1 時間ほ

ど結晶に補因子を浸潤させた． 

 

1-2-10-3 yW，yW-72を含む TYW5の結晶化 

TYW5は tRNAのポリヌクレオチド鎖中 37位に存在する yW前駆体(yW-72)を結合し，
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反応を触媒する．本来の基質は tRNAであるが，37 位のヌクレオシドのみでも結合する

可能性があると考え，反応前駆体である yW-72ヌクレオシドを用いた結晶化を試みた．

yW-72 ヌクレオシドは東京大学鈴木研究室より頂いた．まず，yW-72 ヌクレオシドは

100% DMSO に溶解し，100 mM のストック溶液を調製した後，精製した TYW5 タンパ

ク質 10 mg/mL に終濃度 1 mM になるように加えた．PEG/ION#14,28 を基本条件に結晶

化を行った． 

 

1-2-10-4 補因子，あるいは基質複合体結晶の X線回折像の測定とデータ処理 

1-2-5 に準ずる． 

 

1-2-10-5 分子置換法による TYW5の補因子，あるいは基質複合体の構造解析 

回折データを処理した後，各反射に対する構造因子を求めた．ネイティブ TYW5 の

原子座標をモデルとして CCP4 program suite の molrep(Vagin and Teplyakov, 1997)により

分子置換を行った．得られた解の精密化は，1-2-9-5 と同様に行った．Fe/2-OG 結合型

TYW5 の構造精密化には 2.8 Å分解能までの反射を用いた． 

 

1-2-11 TYW5の立体構造に基づく変異体解析 

TYW5 にはヒドロキシル化活性があり，またアミノ酸配列から重要な残基がある-

ジェリーロールコア構造と予想された．今回の構造解析により,この活性部位である-

ジェリーロールコア近傍に，TYW5 のみに特徴的な高度に保存されている塩基性残基が

あることが確認された．これらの塩基性残基の役割を検証するためアラニンに置換した

点変異体を作成した．またヒドロキシル化活性及び tRNA 認識に TYW5 の二量体化が

関与しているのかを明らかにするため，C 末端側を欠損した変異体を作成した．これら

の変異体を用いて機能解析を行った． 

 

変異体の種類 予想される機能 

R108A, R149A tRNAとの相互作用 

269-315 TYW5（ C TYW5） 二量体形成 
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1-2-11-1 TYW5変異体の OH基付加活性測定 

LC/MS を用いた活性測定のために，hTYW5 変異体タンパク質の調製を行った．活

性測定に用いた 3 種類の hTYW5 変異体 は，それぞれ，プラスミド pET28a-hTYW5

を鋳型として QuikChange 法 (Stratagene) を用いて作成した．変異体の作成に用いた

プライマーは 1-2-13 に示す通りである．目的の変異が導入されていることを DNA シ

ークエンシングにより確認した． hTYW5 変異体タンパク質は， E. coli 

C41(DE3)/pRARE 株を用いて，結晶化用タンパク質同様の方法で発現し，菌体破砕後

の上清画分を Ni アフィニティーカラムクロマトグラフィーで精製し，バッファーG で

4℃において一晩透析した．これらのタンパク質を用いて，東京大学工学部鈴木研究室

との共同研究で，LC/MS により OH 基付加活性を測定した．方法は 1-2-3 に準じた. 

 

1-2-11-2 ゲルシフトアッセイによる tRNA結合実験 

上記の手順で行った精製した 3 種の変異体 TYW5 に対して，tRNA結合能を確認する

ため，tRNAとのゲルシフトアッセイを行った．TYW5 は，修飾の入った yW-72 塩基を

特異的に認識して修飾を行うことから tRNAとの結合を測定するには，yW-72 塩基修飾

の入った tRNAが必要であった．そこで，1-2-3 に記述した方法で単離された酵母 TYW4

欠損株由来 yeast tRNA
Phe

-yW-72 を共同研究先である東京大学工学系研究科鈴木研究室

から供与をうけゲルシフトアッセイに用いた． 

TYW5変異体，及び tRNA
Phe

-yW-72の最終精製サンプルを，モル比が 1 :1.2および 2:1.2

になる様に混合し，1-2-12 記載の緩衝液 G 中で 37℃，15 分静置し結合反応を進めた．

反応産物は終濃度 5％のグリセロールを加えたネイティブ PAGE（8％）で 20 mA，1 時

間，室温で TBE 緩衝液を用いて泳動した．泳動後のゲルはエチジウムブロマイド及び

CBB で染色し，タンパク質と核酸の結合を検出した． 

 

1-2-11-3 ゲル濾過クロマトグラフィーによる分子量分析 

hTYW5 及び C 末端欠失変異体の溶液中での挙動を調べるため，ゲル濾過クロマトグ

ラフィーにより分子量を見積もった．1.5 mg/mL の野生型 hTYW5(WT TYW5)及び変

異体CTYW5，0.5 mL を Hiload 16/100 Superdex 200 column（GE Healthcare）

にロードした．流速 0.5 mL/min にてバッファーG を用いて溶出を行った．溶出体積と

分子量の関係は，ゲル濾過スタンダードタンパク質（Bio-Rad）を同カラムで分離し得

られた検量線から算出した． 
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1-2-12 バッファー・ハーベスト溶液の組成 

バッファー 

 緩衝剤 塩類 還元剤 その他 

A 50 mM Tris-HCl pH 8.0 150 mM NaCl 5 mM ME 1 mM PMSF 

10 mM Imidazole 

B 50 mM Tris-HCl pH 8.0 150 mM NaCl 5 mM ME 1 mM PMSF 

20 mM Imidazole 

C 50 mM Tris-HCl pH 8.0 150 mM NaCl 5 mM ME 1 mM PMSF 

300 mM Imidazole 

D 50 mM Tris-HCl pH 8.0 150 mM NaCl 1 mM DTT  

E 50 mM Tris-HCl pH 8.0  1 mM DTT  

F 50 mM Tris-HCl pH 8.0 2 M NaCl 1 mM DTT  

G 50 mM Tris-HCl pH 8.0 300 mM NaCl 1 mM DTT  

 

ソーク用ハーベスト溶液 

 緩衝剤 沈殿剤 その他 

X 240 mM Potassium thiocyanate 12% PEG3,350 12 mM 2-OG 

4.8 mM NiCl2 

 

ハーベスト溶液 

 緩衝剤 沈殿剤 凍結保護剤 

A 240 mM Potassium thiocyanate 12% PEG3,350  

B 240 mM Potassium thiocyanate 12% PEG3,350 30% Glycerol 

C 240 mM Calcium acetate hydrate 24% PEG3,350  

D 240 mM Calcium acetate hydrate 24% PEG3,350 20% Glycerol 
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1-2-13 変異体作成に使用したプライマー 

プライマー名 方向 塩基配列(5’→3’) 

R108A  F GGATGAGAAATACTACTTACGGTCACTTGGAGAAGACCC 

 R GGGTCTTCTCCAAGTGACGCTAAGTAGTATTTCTCATCC 

R149A F CCAGTGTTTTTGCGATTAGTTCACCAGG 

 R CCTGGTGAACTAATCGCAAAAACACTGG 

C（1-268） F CCTATGGAAACAAAGATTAAACAGCAGCATCAAGAGC 

 R GCTCTTGATGCTGCTGTTTAATCTTTGTTTCCATAGG 
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1-3 結果 

1-3-1 ヒト由来 TYW5の調製 

2.5 L スケールの培養から 6.35 mgの hTYW5が得られた．収量は 2.54 mg/Lであった．

hTYW5 の各精製段階における SDS-PAGE の結果を図 1-6 に示す． 

 

1-3-2 LC/MS解析による OH基転移活性測定 

本項目は，東京大学大学院工学系研究科，鈴木勉教授と野間章子博士に，LC/MS 解

析による OH 基転移活性の測定をお願いし，共同研究として行われたものである(Noma 

et al., 2010)  

TYW3 遺伝子を欠損させたΔTYW3 酵母株，TYW4 遺伝子を欠損させたΔTYW4 酵母

株および野生型酵母株に対し，hTYW5 遺伝子が挿入されたプラスミドを導入し，ヒド

ロキシル基転移反応が起こるかどうかを LC/MS を用いて分析したところ，TYW4 遺伝

子を欠損させたΔ TYW4 酵母株に対して hTYW5 遺伝子を導入した場合に

tRNA
Phe

-yW-72 に OH 基が転移することにより生じる塩基である OHyW-72 に相当する

ピークが生成することが LC/MS 解析により確認された．ΔTYW3 酵母株，野生型酵母

株では，OH 基の転移は確認されなかった（図 1-7）． 

 続けて hTYW5 が Fe/2-OG 依存的に OH 基を tRNA
Phe に付加する活性を有するかを

LC/MS 解析を用いた in vitro での再構成実験により検証した．精製 hTYW5 を用いた再

構成実験の結果，Fe/2-OG 存在下において tRNA
Phe

-yW-72 に OH 基が転移することによ

り生じる塩基である OHyW-72 に相当するピークが生成することを LC/MS 解析により

確認した．これらのピークは，Fe/2-OG 非存在下での再構成実験では生成しなかった（図

1-8A）．また， 野生型酵母株から単離した tRNA
Phe

-yW に関しても同様の解析を行った

が，ヒドロキシル化された断片に由来するピークは観測されなかった(図 1-8B)．これら

の結果から，ヒト由来 TYW5 は，Fe/2-OG 依存的に OH 基を tRNA
Phe

-yW-72 特異的に付

加する触媒活性を有することが示された． 

これらの結果より，修飾塩基の発見から 30 年ほど未解明のままであったヒドロキシ

ワイブトシン生合成経路が世界で始めて解明された(図 1-9)．ヒドロキシワイブトシン

は，まず Trm5, TYW1,2,3 により yW-72 が合成され，その後 TYW5 による側鎖位のヒ

ドロキシル化が起こり最終的には TYW4 によるメチル基とメトキシカルボニル基の修

飾がおこり合成されるということが明らかになった(Noma et al., 2010)． 
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 1-3-3 TYW5の結晶化 

1-3-3-1 hTYW5の結晶化・回折データ収集 

1-2-4-1で述べたようにTYW5の結晶化初期スクリーニングを行ったところ，PEG/ION 

Screen の PEG3,350 を沈殿剤とした図 1-10 に示す結晶化条件において，柱状の結晶が得

られた．結晶化条件は下記に示す通りである．条件 Aは 7 日かけて成長し，条件 B は 1

～2 日かけて成長した． 

(A) 0.2 M Potassium thiocyanate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350 

(B) 0.2 M Calcium acetate hydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350 

得られた結晶の回折像を実験室系の装置及び高速イメージングプレートＸ線検出器 

R-AXIS VII (RIGAKU)を用いて測定したところ，約 3.5Åの反射が得られ，その回折像

からタンパク質の結晶であることが確認できた． 

初期スクリーニングの結果に基づいて，タンパク質濃度，塩，バッファーなどの条件

の改善を試みたところ，50×50×200 m 程度の柱状結晶（図 1-11）が得られた．再現

した結晶を用いて，PF NW12A にて X 線回折データを収集した．複数の結晶の測定の

結果，2.5Åの良好な回折像を得ることができた．図 1-11 に測定に用いた hTYW5 結晶

とその X 線回折像を示した．結晶は正方晶系に属しており，格子定数は a =165 Å，b 

=165 Å，c =105Å， =  =  =90°であった． 

 

1-3-4 セレノメチオニン TYW5の結晶化 

1-3-4-1 TYW5セレノメチオニン置換体の調整 

2.5 L スケールの培養から 2.62 mg の SeM TYW5 が得られた．収量は 1.04 mg/L であ

った． 

 

3-4-2 セレノメチオニン置換体 TYW5の結晶化 

ネイティブ TYW5 で得られた結晶化条件を元に最適化を行ったが，沈殿し結晶化し

なかった．さらに構造解析に適した結晶を得るためネイティブ TYW5 の柱状結晶を用

いたシーディングを行ったところ，ストリークシーディング後 1 日で 50×50×300 m

程度の大きさまで成長した柱状結晶を得ることに成功した(図 1-12)． 
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1-3-5 TYW5セレノメチオニン置換体結晶の X線回折データの測定と処理 

ハーベスト溶液と凍結保護剤はネイティブ結晶と同じものを用いた．図 1-12 に測定

に用いたセレノメチオニン置換体 hTYW5 結晶とその X 線回折像を示した．プログラム

HKL2000 によって処理したところ，hTYW5 セレノメチオニン置換体の結晶はネイティ

ブ結晶と同様に格子定数は a = 165 Å，b =165 Å，c =105Å， =  =  =90°であり，空間

群P412121及びP432121で処理することが出来た．格子定数は a = 165 Å，b =165 Å，c =105Å，

 =  =  =90°であった． 

 

1-3-6 hTYW5の構造決定 

1-3-6-1 セレン原子の位置決定と位相計算 

非対称単位には 4分子の TYW5が入っていると考えられた．開始メチオニンを含め，

TYW5 には 5 個の Met 残基が存在するため，非対称単位あたり 20 個のセレン原子が存

在することとなる．セレノメチオニン置換体の peak 波長にて測定したデータセットに

ついて，プログラム SHELXC/D によりセレン原子位置を計算したところ，20 中 16 のセ

レン原子位置を同定できた．これらのセレン原子の情報を用いてプログラム SHARP に

よって位相計算を行った．その後，dmを用いて solvent flattening, NCS averaging による

電子密度の改良を行ったところ，空間群 P412121 で処理したデータにおいて解釈可能な

電子密度マップが得られた(図 1-13)． 

 

1-3-6-2 原子モデルの構築と構造の精密化 

 原子モデルの構築は，プログラム RESOLVE にて行い，プログラム Coot を用いて

モデルを修正した．モデルの精密化は 2.9 Åまでの反射を用いて行った．TYW5 は全部

で 315 残基からなり，N 末端の His タグから 4 番目までのアミノ酸残基，及び C 末端側

の 311 番残基から 315 番残基についてはディスオーダーしており，アサインすることが

できなかった．最終的な TYW5 単体の原子モデルは分解能 2.5 Å，R free＝28.12 %まで精

密化した．回折データの統計値を表 1-1 に，ラマチャンドランプロットを図 1-14Aに示

した．決定した hTYW5 の構造は Protein Data Bank に登録した(PDB ID: 3AL5)． 

 

1-3-7 TYW5 と補因子の複合体の結晶化・回折データ収集 

Ni/2-OG 存在下で共結晶化を行ったが，沈殿してしまったため，hTYW5 結晶に対し
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てソーキングにより補因子を浸潤させた．yW-72 ヌクレオシドの hTYW5 の複合体の共

結晶化でも同様に柱状結晶が得られた．これらの結晶に対しても同様にソーキングによ

り補因子 Ni/2-OG を浸潤させた．これらの結晶に対して SPring-8 BL41XU にて X 線回

折実験を行った．hTYW5 補因子結合型結晶も補因子非結合型の結晶と同様に空間群

P412121に属し，格子定数は a = 165 Å，b =165 Å，c =105Å， =  =  =90°であった． 

 

1-3-8 分子置換法による TYW5・補因子複合体の構造解析 

最終的な TYW5 の Ni/2-OG 結合型の原子モデルは分解能 2.8Å，Rfree＝29.93%まで精

密化した．回折データの統計値は表 1-2 に，ラマチャンドランプロットを図 1-14B 示し

た．決定したTYW5・補因子複合体の構造はProtein Data Bankに登録した(PDB ID:3AL6)． 

一方，ヌクレオシドとの複合体の結晶に関しては，それぞれのヌクレオシドに相当す

る電子密度を得ることができなかった． 
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1-4 構造解析と考察 

1-4-1 全体構造 

TYW5 の結晶構造はセレノメチオニンによる MAD 法により決定した．補因子結合型

の TYW5 に関してもニッケルと 2-OG を結晶に浸潤させることによって構造決定に成

功した．結晶構造中では，非対称単位あたり 2 つの二量体が観測された．非結合型と補

因子結合型の RMSD は 0.31Åであり，補因子の結合による構造変化は観察されなかっ

た．補因子非結合型・結合型の結晶構造両方とも，片側のモノマーにディスオーダーし

ている領域が存在した．（残基番号：1-3, 63-66, 71, 92, 312-315）また，末端の His

タグもディスオーダーしていた．最終的な Rfree の高さはこれらのディスオーダー領域

に起因すると考えられる． 

TYW5は二量体を形成しており，全体構造はN末端の活性ドメイン（残基番号 1-270）

と C 末端側のヘリックスドメイン（残基番号 271-315）から構成されている．（図 1-15, 

1-16） 

N 末端の触媒ドメインのコアは，Fe/2-OG 依存的なオキシゲナーゼや jmjC ドメイ

ンを有するタンパク質と相同性の高い構造的な特徴である-ジェリーロールコア構造

が存在する事が確認された(Hausinger, 2004; Klose et al., 2006)．この構造は，逆平行

ストランド 8 本からなるバレル構造であり，各ストランドは 1-2-7-4-5-6-3-8 の順に

バレル状に逆平行型で配置している．図 1-15A に示すような各 4 枚の逆平行ストラン

ドからなる-シートが二枚向かい合っているような形状をしている．一般的な Fe/2-OG

依存的なオキシゲナーゼは，典型的な 8 本の-シートからなる-ジェリーロールコア構

造をしているのに対し，TYW5 の-ジェリーロールコア構造は7, 9–14 からなる 7

本の-シートからなり，二本目に相当する9 の部分はシート状にならず，ループ状に

なっている．これは，9 に相当する部位にある Y145 が，活性部位の上方にある疎水

性コア領域に巻き込まれており，通常のシート構造を保てなくなっていると考えられる．

この-ジェリーロールコア構造を取り巻くように，1-6 やヘリックスA, B, B’, C, 

D, E やそれらをつなぐループが配置している．詳しいトポロジーモデルは図 1-16B

に示す． 

一方，C 末端側の二本のヘリックスH と G はもう一方の分子と相互作用し，逆平

行の 4 本のヘリックスからなるヘリックスバンドルを形成し，二量体を形成してい

る． 
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1-4-2 FIH との構造比較 

TYW5 のアミノ酸配列はヒト FIH と最も高い相同性を示す（配列相同性 26％）．FIH

とは低酸素下で血管新生に関与する転写因子 Hif1 (hypoxia-inducible factor)の

Asn803 残基を，Fe/2-OG 依存的にヒドロキシル化する酵素である(Dann et al., 2002; 

Elkins et al., 2003)．通常の酸素分圧下では，FIH による Hif1のヒドロキシル化が起

こることで，コアクチベーターがHif1に結合できずに転写因子Hifは不活性化される．

一方，がん細胞などの低酸素下では，この FIH によるヒドロキシル化が起きず，転写

因子が活性化され，がん細胞に栄養や酸素を供給する血管が新生する(Lando et al., 

2002)．このような役割から，FIH は細胞の酸素センサーとも言われている重要なタン

パク質である． 

構造類似性を計算するソフト DALI program(Holm and Sander, 1995)によると，

TYW5 と FIH は，RMSD はコア部分の C原子 210 個に対し 1.98 Å であり，高い構造

類似性示した．この 2 つのタンパク質は，全体として良く似た構造を持っているが，こ

れらのタンパク質を比較すると，構造上異なる点が大きく２つ存在した． 

一点目は，二量体化を起こしている C 末端のヘリックスの空間配置が異なっている

点である．TYW5 では 4 本のヘリックスからなる逆平行ヘリックスバンドルを形成し

ており，2 本の折れ曲がったヘリックス（H，G）の作る平面同士が垂直に交わって

いるのに対して，FIH では面同士が約 120°の角度で交わっている(図 1-17)．以上のよ

うな二量体化の違いに起因し，図 1-17 に示したように，2 つのタンパク質では活性部

位の相対位置と方向が異なっている．二量体である TYW5 の 2 つの活性部位の方向が

90 度回転したような配置になっているのに対して，FIH ではおおよそ 180 度の向きに

向いている． 

第二点目は，活性部位入口周辺の構造が大きく異なっている点である．これらの違い

により基質の活性部位へのアクセス方法が異なり，基質認識様式に差が出ると予想され

る．FIH と基質である Hif1のペプチド複合体の構造（PDB ID: 1H2K）では，基質ペ

プチドは二本のシート(7-8)からなる面と，活性部位を覆うように配置している長い

二本のループ－4-5 をつなぐループ（図 1-18 中オレンジ色で図示）と10-11 をつな

ぐループ（図 1-18 中青色で図示）－によって挟まれるように認識されている．これに

対し TYW5 では，活性部位の上には長くかさ高いループは存在せず，これらのループ

は，それぞれ塩基性残基の多い短いループ及び塩基性残基により構成される短い-ター

ンに置き換わっており，コンパクトな構造になっている．これらの結果から，TYW5

では FIHに比べ，上方からの基質のアクセスがしやすいと考えられる．逆にTYW5 は，
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6 とD をつなぐループ及び14 とG をつなぐループ（図 1-18 中緑で図示）が挿入さ

れることによって，活性部位の側面がふさがれている．この部分は FIH では大きく空

いており，ここで基質であるペプチドを認識している．これらのループの挿入があるこ

とで TYW5 は，yW-72 塩基に適応した小さく深い活性ポケットを獲得している．この

ように基質に合わせて活性ポケットの大きさを変化させる機構は，ワイブトシン生合成

の最終段階でメトキシカルボニル基とメチル基を付加する TYW4 にも共通して見られ

る．TYW4 は PPM1(protein phosphate methyltransferase)というペプチドに対するメ

チル化酵素と高い構造類似性を示す(De Baere et al., 1999; Kalhor et al., 2001)．しか

し TYW4 では，C 末端側の Kelch リピートドメインの中にある-ヘアピン構造が，N

末端ドメインの活性部位に挿入されることによって，活性ポケットが PPM1 と比べて

小さくなる(図 1-19)．PPM1 では，大きいポケットによってペプチドを認識していたが，

TYW4 ではこの-ヘアピンの挿入により核酸塩基の認識に適した活性ポケットの大き

さに適合している(Suzuki et al., 2009)．モチーフの挿入によって活性ポケットの大き

さを変化させて認識基質に対応する機構は，RNA 修飾酵素がペプチド修飾酵素から進

化する際の一般的な戦略とも考えられる． 

 

1-4-3 TYW5の補因子結合様式 

一般的な Fe/2-OG 依存的なオキシゲナーゼの活性部位は-ジェリーロールコア構造

の中心に存在しており，高度に保存された His-X-(Asp/Glu)-Xn-His モチーフによって

構成される．活性中心の Fe イオンは，これらの保存された残基により 3 配位がキレー

トされ，また 2-OG の C-1, C-2 ケトンによって 2 配位がキレートされる(Hausinger, 

2004)．補因子結合型 TYW5 の結晶構造の中でも同様の活性部位の配置が確認された．

ニッケルの K 殻吸収端データセットから計算された異常散乱差フーリエマップより，

Fe イオンの代わりに Ni イオンが活性中心に存在していることが確認された(図 1-20A)．

Fe/2-OG 依存的なオキシゲナーゼに特徴的な His-X-(Asp/Glu)-Xn-His モチーフは

TYW5 では，7-9 をつなぐループ上に存在するHis160, Asp162 及び13 上に存在す

る His235 に相当し，これら 3 残基と 2-OG の C-1, C-2 ケトンがニッケルイオンを配位

している（図 1-20, 1-21）．また Lys175 の-アミノ基と Tyr106 のヒドロキシル基が，

2-OG の C-5 カルボキシル基と水素結合を形成することで 2-OG は安定化している．こ

れらの活性部位周辺の側鎖のコンフォメーションは TYW5 とFIHの間で高度に保存さ

れている（図 1-20） 
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一方，いくつかの残基は TYW5 でのみ特徴的に保存されている．例えば，活性部位

近傍にある Arg108, Arg149 は，TYW5 にのみ高度に保存されている（図 1-21）．これ

らのアルギニン残基は FIH ではそれぞれ Asp148, Leu188 に対応している．これらの

残基の役割を検証するために，アルギニン残基をアラニンに置換した変異体(R108A, 

R149A)を作成し機能解析を行った．LC/MS を用いたヒドロキシル化活性測定では，ど

ちらの変異体でもヒドロキシル化活性が無くなっていることが判明した(図 1-22B)．ま

たゲルシフトアッセイにより tRNA との結合能を調べたところ，どちらの変異体も著し

く結合能が低下しており，これらの Arg 残基は tRNA の認識に関与することが示唆さ

れた（図 1-22A）． 

これらの Arg108 及び Arg149 残基の tRNA 認識における役割を考察する．Arg149

はコア構造の内側に存在し，より活性中心である金属イオンに近い（NH1-Ni 間距離: 

4.72Å，NH2-Ni 間距離: 4.23Å）．一方，Arg108 はコア構造のより外側，活性中心で

ある金属イオンから遠い位置に存在している（NH1-Ni 間距離: 9.31Å，NH2-Ni 間距

離: 7.45Å）．また活性部位のコンフォメーションは TYW5 と FIH で保存されているこ

とから，FIH の標的残基である Asn803 の位置を参考に，TYW5 の標的である yW-72

の acp 側鎖の位置を予測した．すると，Arg149 残基は yW-72 の acp 側鎖のカルボキ

シル基と非常に近い位置に存在すると予測された．そこで，Arg108 が tRNA のリン酸

骨格を認識し tRNA 結合に寄与している一方で，Arg149 残基の 2 つのアミド基（グア

ニジウム基）が yW-72 のカルボキシル基との間に塩橋を形成することで yW-72 塩基の

認識に関与しているという仮説を立てた．この仮説に基づくと，TYW4 によりカルボ

キシル基がメチル化された yW 塩基は Arg 残基との間に塩橋を形成することが出来な

いことになる．これは，yW 塩基に対しては TYW5 によるヒドロキシル化活性が有意

に減少しているという前述した実験結果とも一致する． 

TYW5 の結晶構造と機能解析の結果，及び Fe/2-OG 依存的なオキシゲナーゼの先行

研究により提唱されてきたヒドロキシル化メカニズム(Hausinger, 2004)から，図 1-20C

に示すような TYW5 によるヒドロキシル化メカニズムを提唱した．まず，Fe イオン，

2-OG，分子酸素及び tRNA の 37 位に存在する反応前駆体 yW-72 に結合する．この段

階で yW-72 のカルボキシル基は，Arg149 のグアニジウム基によって認識される．続

いて，非常に反応性の高い鉄オキソ種（Ⅳ）が生成され，2-OG がコハク酸と二酸化炭

素に変換される．最後に鉄オキソ種（Ⅳ）の反応性酸素が yW-72 の位を攻撃し OHyW*

が合成される(図 1-20C)． 
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1-4-4 jmjC タンパク質との比較 

TYW5 をはじめとする jmjC ドメインを有するタンパク質は大きく cupin スーパー

ファミリーに分類される．cupin (ラテン語で barrel の意) スーパーファミリーはウイ

ルスのカプシドの構造から，ヒストンの修飾酵素まで広く生物三界に分布し，様々な機

能を持つ進化的に成功してきたスーパーファミリーである．このスーパーファミリーに

属している酵素の構造的な特徴は，8 本の-ストランドからなるバレル状の-ジェリー

ロールコア構造を有している点にある(Clifton et al., 2006)．cupin スーパーファミリ

ーの酵素は，Fe, Mn, Cu などの金属イオンを補因子とする酸化還元酵素である．これ

らの酵素は，ヒドロキシル化をはじめ，脱メチル化や，ハロゲン化など様々な触媒反応

を担い，タンパク，核酸など多様な基質を認識し，脂質代謝，抗生物質の生合成，

DNA/RNA のアルキル化修復等，様々な生体反応に関与する非常に多様な役割をもつス

ーパーファミリーである(Dunwell et al., 2004)．cupin スーパーファミリーの中で Fe

を補因子としてもつものが Fe/2-OG 依存的なオキシゲナーゼであり，cupin の中で最

も大きいグループである．jmjC ドメインとはこの Fe/2-OG 依存的なオキシゲナーゼの

中で，-ジェリーロールコア構造へのループやヘリックス，ストランドの挿入や欠失な

どからさらに細かく分類されたドメインで，ヒストンの脱メチル化酵素等に特徴的なド

メインである． 

今まで発見されてきた jmjC タンパク質が，タンパク質（ペプチド）以外の基質を認

識している報告はなく，TYW5は jmjCタンパク質が核酸を認識する初めての例である．

元々は，タンパク質や核酸など，様々な基質を認識してきた祖先の cupin ファミリーか

ら，どんどん専門に分化・進化してきたと考えられていた jmjC ドメインが，先祖返り

のように RNA しかも，立体構造をとる tRNA を認識していることが明らかになった．

TYW5 はなんらかの機構により認識できる基質を変化させたと考えられる．他の jmjC

タンパク質と構造比較することでタンパク質進化という観点から検討してみる． 

まず，最も広く知られている jmjC タンパク質であるヒストンの脱メチル化に関与す

る酵素と比較してみる．これらの酵素は，メチル化リジン残基のメチル基を水酸化し，

不安定なヒドロキシメチルリジンを生成する．この不安定なヒドロキシメチルリジンは

速やかにホルムアルデヒドとリジンに分解され，リジン残基の脱メチル化が完了する． 

TYW5との構造類似性が最も高いヒストン脱メチル化酵素は JMJD2Aの活性ドメイ

ンである (185 残基に対して RMSD=2.87Å)．JMJD2A は，ジメチル化もしくはトリ

メチル化されたヒストン H3K9, H3K36 リジン残基を標的にし，ヒドロキシル化を行う

酵素である(Chen et al., 2006; Ng et al., 2007)．JMJD2A も TYW5 との構造類似性が
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高い(図 1-23A,C)．しかしながら，構造類似性はコア領域に限られており，コア領域を

取り巻く環境は異なっている．特に C 末端のヘリックスは，TYW5 に置いては二量体

を形成していたが，JMJD2A ではそのような機能はない．また，JMJD2A（PDB ID: 

2OQ6）と TYW5 の表面電荷を比較するとさらに大きな相違点が明らかになった．

JMJD2A はヒストンの脱メチル化を行う酵素であり，正に帯電している塩基性残基で

ある Lys 残基や Arg 残基の多いヒストンテイルを認識している．このような基質に対

応するように JMJD2A では酸性残基が活性部位表面に露出することで負に帯電し，核

酸を認識する TYW5 の活性部位とは電荷が逆転している．また，もっとも構造類似性

の高い FIH の表面電荷には，TYW5 に見られるような特徴的な電荷の偏りが見られな

い．（図 1-23A,B） 

続いてFe/2-OG依存的なオキシゲナーゼであるAlkBと比較してみる（図1-23A,D）．

AlkB は 2 本鎖 DNA を認識し，アルキル化 DNA の脱アルキル化反応を行う DNA 修復

に関与する酵素である(Mishina and He, 2006; Yang et al., 2008) ．AlkB（PDB ID: 

3BKZ）は-ジェリーロールの二次構造は共通しているが (118 残基に対して

RMSD=2.43Å)，jmjC ドメインは持たず進化的には遠いことから，立体構造を比較す

る事は困難であった．しかし，表面電荷の分布に関しては，認識する基質を反映して

TYW5 と類似していた(図 1-23A,D)． 

このように，類縁タンパク質間で比較してみると，いずれも活性部位であるコア部分

の相同性は高く，特に金属イオンや 2-OG を配位する残基には非常に高い保存性がみら

れる．一方，コア構造を取り巻く環境は変化に富んでいる．Fe/2-OG 依存的なオキシゲ

ナーゼ及び jmjC タンパク質は，保存されたコア構造に対するループやヘリックス，ス

トランドを挿入または欠失させることによって，もしくは表面電荷を変化させることに

よって，異なった基質を認識できるように基質特異的に進化してきたといえる． 

 

1-4-5 C末端ヘリックスバンドルによる二量体形成と予想される tRNA認識機構 

逆平行な二本のヘリックスからなるC末端ドメインはもう一方の単量体と相互作用

してヘリックスバンドルを形成し二量体化に関与している．ヘリックスバンドルは，

Leu279, Leu283, Leu286, Ile305, Met301 によって形成される疎水性コア，また

Asp208, Lys308 間で形成される水素結合によって安定化している（図 1-24）結晶中で

存在している二量体は溶液中でも存在しているか調べるために，C 末端の 2 本のヘリッ

クスを欠失した変異体（CTYW5）を作成し，ゲル濾過クロマトグラフィーによって
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溶液中での挙動を検証した．ゲル濾過クロマトグラフィーの結果から，野生型 TYW5

は溶液中で，結晶中と同じく二量体を形成しており，一方でCTYW5 では単量体のピ

ークを示していた（図 1-25）．また，ヒドロキシル化活性測定およびゲルシフトによる

tRNA との結合実験の結果，CTYW5 はヒドロキシル化活性，tRNA 結合能ともにな

くなっており(図 1-22)，二量体化が TYW5 の触媒活性において不可欠であることが明

らかになった． 

TYW5 の表面電荷分布を図 1-26A に示す．活性部位の周辺は高度に保存された塩基

性残基により正に帯電していた．これらの残基は他の jmjC ファミリータンパク質には

見られない特徴である．yW-72 が存在する tRNA アンチコドン近隣をこの正に帯電し

たパッチにより認識していると考えられる．またC末端のヘリックスバンドル上にも，

Lys274, Lys281, Arg284 などの保存された塩基性残基により形成される正に帯電した

パッチが，二量体形成によって出現することが明らかになった．C 末端の欠失した変異

体では tRNA 結合能が無くなっていることから，このパッチが tRNA 認識に関与して

いると予想している． 

以上の構造情報と変異体解析の結果に基づき図 1-26B に示すようなドッキングモデ

ルを提唱した．TYW5 の正に帯電した活性部位が tRNA のアンチコドンを認識し，二

量体化によって形成されるヘリックスバンドル上のパッチは，tRNA の D アーム周辺

を認識しているのではないかと予想している． 

 

1-4-6 今後の展望 

本研究では，TYW5 による tRNA の認識には，二量体化によって生じるヘリックス

バンドル上の正に帯電したパッチ，及び活性部位近傍に保存された２つの Arg 残基が

関与していることが強く示唆され，jmjC タンパク質による初の tRNA 認識機構に関す

る知見を得た． 

今後は，基質となる tRNA との複合体の構造決定を行い提唱したモデルの妥当性を検

証し，TYW5が tRNAを認識する分子メカニズムを明らかにすることを目指している．

現在までに，TYW4 酵母株由来の tRNAPhe-yW-72 との共結晶化を試みているが，複

合体の結晶は得られていない． 
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第一章 表 

表 1-1 SeM TYW5の回折データ統計値 

Datacollection statistics SeMet 

X-ray source SPring-8 BL41XU 

Wavelength (Å) Peak Edge Remote high Remote low 

0.97911 0.97937 0.96414 0.99509 

Space group P412121 

Unit cell parameters(Å) a =b =165, c =105  

Resolution (Å) 50–2.5 

(2.95–2.49) 

50–2.9 

(2.95–2.90) 

50–2.9 

(2.95–2.90) 

50-2.9 

(2.95-2.90) 

Unique reflections 33018(1592) 32694 (1390) 32644(1454) 32735(1366) 

Redundancy 20.9(9.1) 10.2(3.6) 10.5(4.2) 10.3(3.8) 

Completeness (%) 99.6(98.9) 98.6(86.2) 98.7(90.3) 98.3(83.6) 

I/(I) 57.2(3.4) 37.6(2.0) 37.8(2.1) 37.7(2.0) 

Rsym 0.078(0.411) 0.064(0.403) 0.065(0.396) 0.063(0.400) 

Phasing statistics  

No. of Se sites 16 

Phasing power     

Iso (cen./acen.) - 1.240/1.378 1.247/1.310 1.334/1.401 

Ano 0.574 2.202 0.897 0.129 

Rcullis     

Iso (cen./acen.) - 0.658/0.675 0.582/0.647 0.567/0.638 

Ano 0.933 0.560 0.857 0.996 

Mean FOM     

Cen./Acen. 0.44079/0.49979 

The numbers in parentheses are for the last shell. 

 
i

i

i

i IIIRsym . 

  PH

calc

HPPHcullis FFFFR . 
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表 1-2 補因子結合型・非結合型の回折データ統計値 

Data collection statistics Apo form Cofactor bound form 

X-ray source PF NW12 SPring-8 BL41XU 

Wavelength (Å) 1.0 1.48505 

Space group P412121 

Unit cell parameters (Å) a =b =165, c =105 

Resolution (Å) 50–2.5 

(2.54–2.5) 

50–2.8 

(2.85–2.8) 

Unique reflections 49257 (2349) 36950 (1776) 

Redundancy 9.0 (4.3) 19.0 (5.7) 

Completeness (%) 97.6 (94.9) 99.6 (98.1) 

I/(I) 28.0 (2.6) 56.4 (2.5) 

Rsym 0.075 (0.392) 0.082 (0.480) 

Refinement statistics   

Resolution (Å) 50–2.5 50–2.8 

No. of reflections (all/test) 49227/2462 36782/1840 

Rwork/Rfree 0.2196/0.2812 0.2349/0.2993 

No. of atoms   

Non-hydrogen 9288 9057 

Water 0 0 

RMSD of   

Bond lengths (Å) 0.009 0.01 

Bond angles (°) 1.257 1.343 

Average B factor (Å2) 77.7 86.9 

Ramachandran plot   

Most favored (%) 85.7 83.3 

Allowed region (%) 14.3 16.6 

Disallowed region (%) 0.0 0.1 

The numbers in parentheses are for the last shell. 

Rwork=|Fo–Fc|/Fo for reflections of work set. 

Rfree=|Fo–Fc|/Fo for reflections of test set (5% of total reflections). 
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第一章 図 

 

 

図 1-1 tRNAの構造と成熟過程 

(A)tRNA の立体構造．tRNA は，タンパク質合成の際に，mRNA 上のコドン(遺伝暗号)と

アミノ酸とを対応させるアダプターの機能を担う．アミノ酸はアミノアシル化 tRNA 合成

酵素により tRNA の 3’CCA 末端に付く．(B)tRNA の成熟過程．転写後の tRNA はスプラ

イシングや化学修飾を受けて機能性 tRNA へと成熟する．

mRNA 

G A A 

アンチコドン 

コドン 

Ｃ

  

Ｕ Ｕ 

アミノ酸 

tRNA 

3’CCA末端 

B 

A 
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図 1-2 tRNAの化学修飾 

S. cerevisiae tRNAPhe の構造及び修飾塩基の位置(A)クローバーリーフ（B）立体構造(PDB 

ID: 1EVV)．tRNA のアクセプターステムを赤色，TΨC アームをマゼンダ，バリアブルル

ープをシアン，アンチコドンループを黄緑色，Ｄアームを黄色で示した．S. cerevisiae 

tRNAPheに見られる修飾塩基．ワイブトシン(yW)，2’-O-メチルグアノシン(Gm)，2’-O-メチ

ルシチジン(Cm)，シュードウリジン(Ψ)，5-メチルシチジン(m5C)，7-メチルグアノシン

(m7G)，2-メチルグアノシン(m2G)，N 2,N 2-ジメチルグアノシン(m22G)，ジヒドロウリジン

(D)，1-メチルアデノシン(m1A)，5-メチルウリジン（T）．

B A 
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図 1-3 tRNA37位に存在する高次修飾塩基 

N 6-スレオニルカルバモイルアデノシン(t６A)は真正細菌，古細菌，真核生物全ての tRNA

から見つかっている．また N 6-イソペンテニルアデノシン(i6A)は真正細菌と真核生物，2-

メチルチオ-N 6-イソペンテニルアデノシン(ms2i6A)は真正細菌，ワイブトシン(yW)とペル

オキシワイブトシン(OHyW)は真核生物，ワイオシン(imG)は古細菌と真核生物の tRNA か

ら見つかっている． 

  

t6A 

yW 

ms2i6A 

imG 

i6A 

OHyW 

（Rozenski et al, 1999 より転載） 
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図 1-4 高次修飾塩基ワイブトシンの化学構造および機能 

(A) ワイブトシン(yW)及びヒドロキシワイブトシン(OHyW)の化学構造．三環構造の炭素及

び窒素原子に番号を振った．C7 炭素から大きな側鎖が派生している(B) 酵母 tRNAPheの立

体構造(Shi et al, 2000)．yW はボックスで囲んだ位置に存在する．(C) ボックス内の拡大図．

yW をピンク色で示した．芳香環の疎水性相互作用，丸で囲んだ yW の側鎖による疎水性相

互作用により，コドン・アンチコドン対合の強化に寄与すると考えられる． 

 

yW37 

A36 

A35 

Gm34 

アンチコドン 

U 
U 

C 
コドン 

A 

B C 
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図 1-5 酵母におけるワイブトシンの生合成経路 

yW の合成はグアノシンのメチル化から始まる多段階反応である．まず，TRM5 が

tRNAPhe37 位の G(A)を AdoMet 依存的にメチル化し，m1G (B)が生成する． 第二段階では

鉄硫黄クラスター結合タンパク質である TYW1 によって環化反応が起こり，imG-14(C)が

形成される．TYW2 は imG-14 に，AdoMet から-アミノ--カルボキシプロピル基を転移

させ，yW-86 を生成する．TYW3 は yW-86(D)に対し，AdoMet 依存的にメチル化を行い，

yW-72(E)を生成する．この後，TYW4 によって，メチル化，メトキシカルボニル化が起こ

り，yW(F)が生成する．一方，一部の真核生物には acp 側鎖の位がヒドロキシル化された

OHyW（ボックス中 G）の存在が知られているがその生合成経路は未解明のままであった． 
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図 1-6 各生成段階の SDS-PAGE (アクリルアミド 10%)  

SDS-PAGE により推定される分子量は約 35 kDa であり，アミノ酸配列から計算した理論

的分子量と一致する． 

Lane1：マーカー（Sigma SDS7） 

Lane2：Ni キレーティングカラム溶出後 

Lane3：陰イオン交換カラム溶出後 

Lane4：ゲル濾過カラム溶出後 

1 2 3 4 
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図 1-7 hTYW5遺伝子導入による OHyW 形成実験 

野生型酵母株，TYW4 遺伝子を欠損させたΔTYW4酵母株および TYW3 遺伝子を欠損させ

たΔTYW3 酵母株に対し，hTYW5 遺伝子を挿入したプラスミドを導入し，ヒドロキシル基

転移反応が起こるかどうかを LC/MS を用いて分析した．TYW5 は yW-72 塩基特異的にヒ

ドロキシル化反応を触媒することが明らかになった． 

 

Noma et al., J. Biol. Chem. (2010)より転載 

インターネット公表に関する共著者全員

の同意が得られていないため、本章につい

ては、非公開 



54 

 

 

図 1-8 Fe/2-OG存在下・非存在下における OH基付加活性測定 

TYW4 遺伝子を欠損させたΔTYW4 酵母株から（A）tRNAPhe-yW-72 を，また野生型酵母

株から（B）tRNAPhe-yW をそれぞれ単離し，Fe/2-OG 存在下・非存在下におけるヒドロキ

シル基転移反応が起こるかどうかを LC/MS を用いて分析した．TYW5 は Fe/2-OG 依存的

に OH 基を tRNAPhe-yW-72 特異的に付加する触媒活性を有することが示された． 

Noma et al., J. Biol. Chem. (2010) より転載 

（A） 

（B） 

インターネット公表に関する共著者全員

の同意が得られていないため、本章につい

ては、非公開 



55 

 

 

図 1-9 ヒドロキシワイブトシンの生合成経路 

OHyW の合成は Trm5,TYW1-4 によって合成された yW-72 特異的に，TYW5 による

Fe/2-OG 依存的な acp 側鎖位に対するヒドロキシル化反応が起こり，ヒドロキシワイブト

シン中間体（OHyW*）が生成される．この後，TYW4 によって，メチル化，メトキシカル

ボニル化が起こり，OHyW 合成が完了する． 
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 沈殿剤 塩類 その他 

A 20％ PEG3350 200 mM チオシアン酸カリウム  

B 11％ PEG3350 180 mM チオシアン酸カリウム  

C 10.5％ PEG3350 180 mM チオシアン酸カリウム シーディング 

D 20％ PEG3350 200 mM 酢酸カルシウム  

E 18.5％ PEG3350 200 mM 酢酸カルシウム  

F 18％ PEG3350 200 mM 酢酸カルシウム シーディング 

 

図 1-10 結晶化条件の最適化 
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図 1-11 TYW5の結晶とその X線回折像 

X 線回折像と一部拡大図，および TYW5 の結晶の写真（左下）． 

データ測定は PF NW12 にて行った． 

 

200 m 

2.5 Å 
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図 1-12 セレノメチオニン置換体 TYW5の結晶とその X線回折像 

ネイティブ TYW5 を種結晶にしてシーディングを行い SeM TYW5 結晶を得た． 

X 線回折像と一部拡大図，および SeM TYW5 の結晶の写真（左下）． 

データ測定は SPring-8 BL41XU にて行った．

500 m 

3.0 Å 

インターネット公表に関する共著者全員

の同意が得られていないため、本章につい

ては、非公開 



59 

 

 

 

図 1-13 電子密度改良後の experimental electron density map (Foマップ) 

1レベルで表示．非対称単位に 4 分子の TYW5 が観測できた． 
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図 1-14 TYW5単体，Ni/2-OG結合型各構造のラマチャンドランプロット 

（A）TYW5 単体．（B）Ni/2-OG 結合型． 

  

A B 
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図 1-15 TYW5全体構造 

TYW5 の全体構造をリボンモデルで示した．TYW5 は二量体を形成している．N 末端の触

媒ドメインをピンク，Fe/2-OG オキシゲナーゼに特徴的なモチーフである-ジェリーロー

ルコアを黄色，C 末端で二量体化に関わるヘリックスを水色で示した． 
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図 1-16 TYW5のトポロジー 

(A) TYW5の単量体の構造を示す．(B) TYW5のトポロジーモデルを示した．色分けは図1-15

に準ずる． 

A 

B 
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図 1-17 C末端側の 2本のへリックスの配置の違いと活性ポケットの向き 

(A)TYW5 (PDB ID:  3AL5)と(B)FIH (PDB ID: 1H2K)の二量体化の違いによって活性ポ

ケットの向きが異なる．両タンパクの左側のプロトマーを同じ向きに固定すると，TYW5

では紙面に対して鉛直方向（90 度）に向いているのに対して，FIH では紙面とほぼ水平方

向（180 度）に向く．（上段） 

下段は C 末端ドメインの拡大図を示している．

A B TYW5 FIH 
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図 1-18 TYW5 と FIHの構造比較 

(A)TYW5 (PDB ID: 3AL6 )の構造．(B) FIH (PDB ID: 1H2K )の構造． 

それぞれ4-5 をつなぐループをオレンジ色，4-5 をつなぐループを青色，6-D をつな

ぐループおよび14-G をつなぐループを緑色で示した．また，FIH は基質ペプチドを赤色

で示した． 

 

A 

B 

TYW5 

FIH 
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図 1-19 TYW4 と PPM1の構造比較 

(A)TYW4N (PDB ID: 2ZW9 )の構造．(B) PPM1 (PDB ID: 1RJG )の構造． 

TYW4N では TYW4C から突出した6bc ヘアピン構造が触媒ポケットの一部を形成し，塩

基の大きさに適応した活性ポケットを形成していた． 

 

A  TYW4N 

AdoMet結合サイト 

B  PPM1 

AdoMet結合サイト 

ペプチド結合サイト 

yW 前駆体結合部位 

6bc ヘアピン  
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図 1-20 活性部位拡大図および反応機構モデル 

（A）TYW5 の活性部位近傍．主鎖はリボンモデルで示し，補因子及び補因子の結合に関与

する残基をボールスティックモデルで示した．(B)FIH の活性部位近傍．基質ペプチドを赤

色で示している．OH 基が付加される Asn803 をボールスティックモデルで表示し，鉄オキ

ソ種(Ⅳ)の反応性酸素にアタックされる炭素を矢印で示した．（C）予想される反応機構． 

  

A B 

C 

TYW5 FIH 

反応機構モデル 
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図 1-21 TYW5 と FIHのアラインメントと二次構造 

赤丸で示している残基は活性中心の金属イオンの認識に関与し，青丸で示した残基は 2-OG

の認識に関与する．黒丸で示した残基は TYW5 のみに特徴的な保存された塩基性残基であ

る． 
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図 1-22 TYW5変異体の機能解析 

(A)ゲルシフトアッセイによる tRNA 結合実験．精製 TYW5 と TYW4 欠損株(TYW4)の酵

母より単離した tRNAPhe- yW-72 とモル比が 1 : 1.2 および 2:1.2 になる様に混合し，37℃で

15 分間静置し結合反応を進めた．反応産物をネイティブ PAGE で展開し，エチジウムブロ

マイドにて染色した．(B)LC/MS による OH 基付加活性測定． 

A 

B 
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図 1-23 類縁タンパク質の立体構造と表面電荷 

(A)TYW5(PDB ID: 3AL6), (B)FIH(PDB ID: 1H2K), (C)JMJD2A(PDB ID: 2OQ6), 

(D)AlkB(PDB ID: 3BKZ) 左段はリボンモデルで示した．-ジェリーロールコア領域をオレ

ンジで，C 末端のヘリカルドメインを水色で表示している．右側は表面電荷をサーフェスモ

デルで示したもので，青が正電荷，赤が負電荷を帯びている領域である．活性部位を黒丸

で囲み，それぞれの基質は緑色のボールスティックモデルで表示した．

B 

 

C 

 

D 

 

TYW5 

 

FIH 

 

JMJD2A 

 

AlkB 

 

A 
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図 1-24 二量体化相互作用面の拡大図 

C 末端側のへリックスバンドルは，疎水性コアを形成している．また Asp280，Lys308 間

の水素結合により安定化している．
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図 1-25 ゲル濾過クロマトグラフィーによる分子量分析 

ゲルろ過クロマトグラフィーのクロマトグラムを示す．野生型 TYW5 は溶液中で二量体の

ピークを示し，C 末端側のへリックスを欠失した変異体では単量体のピークを示していた． 
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図 1-26 TYW5の表面電荷とドッキングモデル 

(A)TYW5 の表面電荷分布．青が正電荷，赤が負電荷を帯びている領域を示している．-ジ

ェリーロールコアの中心部である活性ポケットが正に帯電し，また C 端ヘリックスバンド

ル上にも正に帯電したパッチが存在した．（B）表面電荷及び機能解析から予想された tRNA

結合モデルを示した． 

  

  

A 
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2-1 序論 

2-1-1 はじめに 

感染症の歴史は古く，有史以前から近代にいたるまで，人類は絶えず感染症の猛威と

戦ってきた．このようなウイルスや細菌などの病原体感染に際し，生体はこれを排除す

るために免疫系を活性化させることで，病原体の侵入を防いできた．免疫系は，自然免

疫と獲得免疫の大きく 2 つに分類される．自然免疫は，マクロファージや樹状細胞が主

に働き，即時的な反応を引き起こし病原体の排除を目指す．一方，獲得免疫は，B 細胞

による免疫グロブリン産生や T 細胞受容体による分子特異的な防御機構である．獲得

免疫系では，抗原レセプターの遺伝子再構成やリンパ球のクローン増殖を行うことで，

無数の特異性を持つ受容体を作製し，あらゆる抗原の認識を可能にした．また，獲得免

疫には免疫記憶という特徴があり，一度ある抗原に免疫が反応すると，再度同じ抗原が

侵入したときに迅速に対応することができる．このように獲得免疫系の反応が遺伝子再

構成を経て機能する病原体特異的な“高度な”反応である一方，これまで長い間，自然

免疫系の反応は病原体に対して非特異的に起こる“単純な”補助的機構であり，獲得免

疫系が機能するまでの時間稼ぎと考えられてきた． 

しかし，1997 年の Medzhitov らによる Toll 様受容体の発見を皮切りに(Medzhitov 

and Janeway, 1997)，続けて 1999 年,Akira らにより，Toll 様受容体がグラム陰性菌

の細胞壁外膜の構成成分であり敗血症の原因でもあるリポ多糖（Lipopolysaccharide, 

LPS）を認識していることが明らかになった(Hoshino et al., 1999)．これらの発見によ

り，自然免疫反応が細菌やウイルスに共通する構成成分を認識する，ゆるやかな特異性

を有する防御機構であることが明らかになった．また，自然免疫系は病原体の感染を真

っ先に感知し，抗ウイルス応答等を惹起すると同時に，獲得免疫系の活性化を促進する

という大切な役割も果たしていることも明らかになり，その重要性が注目されている．

2011 年にはノーベル医学生理学賞が，「自然免疫の活性化に関する発見」により Bruce 

Beutler 博士および Jules A. Hoffmann 博士に，また「樹状細胞と，獲得免疫における

その役割の発見」により Ralph M. Steinman 博士に授与された．これらの自然免疫の

機構は 20 世紀末ごろから急速に解明されてきたが，まだまだ詳細な機構に関しては未

解明の部分が多く今後のさらなる発展が期待される． 

 

2-1-2 自然免疫とパターン認識受容体 

自然免疫系では，先述した TLR のように病原体由来の分子パターンを特異的に認識
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するパターン認識受容体(pattern recognition receptors: PRRs)といわれる一連の受容

体が中心的な役割を担っている． PRR は，病原体特異的分子パターン

(pathogen-associated molecular pattern: PAMPs) といわれる病原体特異的な分子構

造を認識し，いち早く感染を感知し下流のシグナル経路を活性化する．下流のシグナル

が活性化すると，最終的に炎症性サイトカイン，I 型インターフェロン，ケモカイン，

抗菌タンパク，PRR シグナリングの調節に関与するタンパクなどの発現が誘導される．

また近年の研究により， PRR が宿主の損傷細胞由来の分子パターン 

(damage-associated molecular pattern: DAMPs) も認識していることが明らかになっ

た．通常細胞内に存在する DAMPs は細胞のストレスや傷害に応答して細胞外に放出さ

れ PRR により認識され炎症性反応を引き起こす．DAMPs よって引き起こされるよう

な慢性的な炎症は自己免疫疾患などの原因となっており，自然免疫機構の解明はこれら

の疾患への応用も期待されている． 

現在まで PRR はその局在様式から大きく膜貫通型と細胞質型の 2 つに分類され，さ

らにアミノ酸配列から複数のクラスのパターン認識受容体が報告されている(Broz and 

Monack, 2013)．細胞膜上に発現し，膜貫通領域を有する PRR としては TLR (toll like 

receptor)および CLR (C-type lectin Receptor)があげられる．細胞質に発現する PRR

としては NLR (NOD-like receptor), RLR (RIG-I-like receptor), pyrin and HIN 

domain-containing (PYHIN) family members 等が挙げられる．特に細胞質に発現する

PRR に関しては，細胞内で病原を認識する特徴から細胞内センサーとも呼ばれている．

これらの PRR は各々が異なる PAMPs を異なる場所で認識することで，様々なタイプ

の病原性微生物を感知している．各 PRR の細胞内局在および認識するリガンドに関し

ては表 2-1 に記述した．近年，バクテリアにおいてセカンドメッセンジャーとして機能

している c-diGMPや c-diAMPといった環状核酸が病原菌感染の際にPAMPsとして認

識されることが明らかになった(McWhirter et al., 2009; Woodward et al., 2010)． 

 

2-1-3 c-diGMP と受容体 STING 

c-diGMP はヌクレオチドが 2 つのリン酸ジエステル結合により結合した環状構造を

とる小分子であり（図 2-1），酢酸菌の一種であるGluconacetobacter xylinusにおいて，

セルロース合成のアクティベーターとして 1987 年に同定された(Ross et al., 1987)．そ

の後の研究で，c-diGMP や c-diAMP といった cyclic-di-nucleotide(CDNs)がバクテリ

アにおいてセカンドメッセンジャーとして様々な生理的機能を有していること，またコ
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レラ菌やペスト菌などのいくつかの病原性細菌においては，c-diGMP が病原性を制御

していることが明らかになった(Hengge, 2009)． 

近年，感染の際に生じた c-diGMP や c-diAMP といった CDNs が病原菌特有の分子

パターン (PAMPs)として認識され，自然免疫系を活性化することが明らかになった．

CDNs は，ER 上に存在する受容体 STING（stimulator of IFN genes protien）依存的

な経路を惹起し，最終的に I 型インターフェロンの産生を誘導することが明らかになっ

た(McWhirter et al., 2009; Woodward et al., 2010)． 

STING は，ER 上に局在する 4 回膜貫通型の膜たんぱく質であり(Ishikawa and 

Barber, 2008)， c-diGMP や c-diAMP といったバクテリア由来の CDNs や細胞内の

DNA を感知して，下流の TBK1 のリン酸化，IRF3 のリン酸化を引き起こし，最終的

に I 型インターフェロンの産生を誘導することが報告されている(Ishikawa et al., 

2009)．2012 年に，STING の上流で，c-diGMP および c-diAMP を感知する受容体と

して DEADbox 型のヘリケースである DDX41 が機能していることが明らかになった

(Parvatiyar et al., 2012)（図 2-2）．Parvatiyarらの報告によると，マウス樹状細胞お

よびヒト単球細胞に対して DDX41 特異的な short hairpin RNA(shRNA)を用いたノッ

クダウンを行ったところ，CDNs により誘導される I 型インターフェロンの産生が著し

く低下することが明らかになった．また，細胞破砕液において DDX41 と c-diGMP が

共沈すること，また細胞内でDDX41と c-diGMPが共局在することが明らかになった．

リコンビナント DDX41 を用いた c-diGMP とのプルダウン実験の結果，DDX41 の

DEADc ドメインと CDNs の結合が確認された．また CDNs をトランスフェクション

した細胞では，STING と DDX41 がリガンド依存的に免疫共沈し，DDX41 特異的な

shRNAによって CDNs依存的な STINGと TBK1 の相互作用が阻害されることが確認

された．STING 特異的な shRNA，DDX41 特異的な shRNA はともに，CDNs によっ

て誘起される TBK1 及び IRF3 の活性化を阻害することも確認された．これらの実験事

実から，Parvatiyar らは DDX41 が STING の上流で働く CDNs を直接認識する受容

体であると考えた(Parvatiyar et al., 2012)．一方で，DDX41 は細胞内で B 型 dsDNA

を感知する PRR であるとも報告されており(Zhang et al., 2011)，一つの分子が 2 つの

リガンドを認識している可能性が示唆されている． 

 

2-1-4 DEAD box型ヘリケース DDX41 

RNAヘリケースは ATP の加水分解のエネルギーを利用し，RNAの対合をほどくこと
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で誤った二次構造を解消する酵素である．RNA ヘリケースは，転写，翻訳から mRNA

分解まで RNA 代謝のほとんどすべての面で関与しており，生物の三界に広く分布しウ

イルスのゲノムにもコードされている(Linder and Jankowsky, 2011)．ヘリケースは，配列，

構造上の特徴から大きく SF1 ～SF6 までの 6 つのスーパーファミリーに分類される．  

近年，自然免疫においてヘリケースが PRR として機能していることが明らかになっ

てきた．先述した RLR に分類されるような RIG-I (retinoic acid-inducible gene I), MDA5 

(melanoma differentiation-associated protein 5), LGP2 (DHX58)は SF2 スーパーファミリー

に属するヘリケースであり（図 2-3），細胞質の RNA認識に関与している，これらの受

容体は，ミトコンドリア膜上に局在するMAVSを介したシグナル伝達を行い，IRF1, IRF3, 

IRF7，NF-kB といった転写因子を活性化する．  

本研究で着目した DDX41 は，RIG-I などの RLR と同じく SF2 スーパーファミリーに

属する DEAD box 型ヘリケースである．DEADbox 型ヘリケースは，ヘリケースの中で

最大のファミリーであり，ヒトで 37 種，出芽酵母で 26 種が同定されている

(Fairman-Williams et al., 2010) DEAD box 型ヘリケースは Pre-mRNAのスプライシング，

リボソーム生合成，核輸送，翻訳の開始，RNA 分解，オルガネラ特異的な遺伝子発現

などに関与し，生体内での働きは多岐に及ぶ（図 2-3）． 

図 2-4 に 2006 年に初めて RNA・ATP 非分解アナログ（AMPPNP）との複合体構造が

決定された DEAD box 型ヘリケースである VASA・RNA複合体の立体構造を図示した．

DEAD box型ヘリケースのコア構造はN末端側のDEADc（central DEAD-box）ドメイン，

C 末端側の HELICc（helicase superfamily c-terminal）ドメインという 2 つの RecA-like ド

メインからなっており，この 2 つのドメインによって挟まれるように ATP は認識され

ている．また ATP 認識部位の反対側で 2 つのドメインにまたがるように RNAが認識さ

れている．DEADbox型ヘリケースには特徴的な12の保存されたモチーフが存在する（図

2-4A）．ATP は，図中，赤で図示したモチーフ Q, I, II, VI によって認識されており，RNA

は，図中，青で図示したモチーフ Ia, Ib, Ic, IV, IVa, V によって認識されていた．RNA認

識に関しては，4 つの 2’-OH 基がモチーフ Ia, Ic, IV によって認識されており，これは

DEAD box型ヘリケースはDNAよりRNAを認識しているという実験事実とも一致して

いる．モチーフ III, Va は，ATP 結合部位と RNA 結合部位の間をつなぐ場所に存在し，

2 つの部位の連絡に関与している． 

また，DEAD box 型ヘリケースは通常，RNAを認識し巻き戻す RNAヘリケースであ

り，先述したように，RNA の 4 つの 2’-OH 基が DEADbox に保存されたモチーフによ
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り認識されていることも DNA よりも RNA に指向性を示す性質と一致している．一方

で，酵母の DEAD box 型ヘリケースである Dbp9p は DNAヘリケース活性も有している

ことが知られている(Kikuma et al., 2004)． 

本研究で着目したヒト由来 DDX41 は全長 622 アミノ酸であり，そのアミノ酸配列か

ら，183-397 残基が DEACc ドメイン，409-535 残基が HELICc ドメインと予想された．

また DDX41 は DEADbox ヘリケースには珍しい， CCHC タイプの Zn フィンガードメ

インと予想される配列が C 末端側（580-597 残基）に保存されている (図 2-5, 図 2-6)．

図 2-5 に humanDDX41 と humanVASA の配列アライメントを図示した．また，先行研究

により c-diGMP および B 型 DNA の認識に関与しているのは，DEADc ドメインである

ことが報告されている(Parvatiyar et al., 2012; Zhang et al., 2011)． 

 

2-1-5 本研究の目的 

本研究では，細胞質における c-diGMP センサーとして報告されている DDX41 に着

目した．DDX41 は c-diGMP を認識し，STING 依存的な経路を活性化することが報告さ

れていたが，リガンド認識機構およびシグナル伝達機構に関しての知見はなかった．ま

た，DDX41 は細胞質における B 型 DNA の感知にも関与していると報告されており，

一つの分子が 2 つのリガンドを認識している可能性が示唆されている． 

そこで本研究では，DDX41 による詳細な c-diGMP 認識機構及びシグナル伝達機構の

構造的基盤の解明を目的とし，ヒト由来 DDX41・c-diGMP 複合体の結晶構造解析を目

指した． 

  

インターネット公表に関する共著者全員

の同意が得られていないため、本章につい

ては、非公開 



79 

 

2-2  方法 

2-2-1 hDDX41発現系の構築 

ヒト由来 DDX41 において結晶化に適した領域を予測するために次に示す 2 種のプ

ログラムで解析を行った ; (1)タンパク質の二次構造予測プログラム，PSIPRED 

(Bryson et al., 2005)， (2)タンパク質のディスオーダー領域予測プログラム，

DISOPRED (Ward et al., 2004)．解析条件はすべて標準設定とした． 

次いで hDDX41 全長の大腸菌発現ベクター構築をした．PCR 法により Human 

mammary gland cDNA ライブラリー(TAKARA)より増幅した hDDX41 遺伝子全長を

クローニングし，改変 pET28a ベクター(Novagen)の NdeI-BamHI サイトに挿入する

することで，発現プラスミド改変 pET28a-hDDX41 を構築した．なお，改変 pET28a

ベクターは同ベクターの thrombin 切断部位を PreScission Protease (GE healthcare) 

切断部位に置換したものである．完成した改変 pET28a-hDDX41 は，N 末端に連続し

た 6 つのヒスチジン(His タグ)が付加される設計になっている．①hDDX41 全長および

②DEADcドメインのみ③DEADc及び helicCドメインの大腸菌発現ベクター構築を構

築した．作製したプラスミド，使用したプライマーを 2-2-8 にまとめた． 

 

2-2-2 発現と精製 

  以上の手順で構築した改変 pET28a-hDDX41 を大腸菌に形質転換した．Escherichia 

coli BL21(DE3)株(Novagen)に対して，大腸菌での使用頻度の低いコドンに対応する

tRNA を供給するプラスミドである pRARE2(Novagen) を導入し，改変 BL21(DE3)

株(以下 BL21(DE3)/pRARE2 株とする)を作製した．改変 pET28a-hDDX41 を導入した

Escherichia coli BL21(DE3)/pRARE2 株を，20 g/ml のカナマイシン及び 30 g/ml

のクロラムフェニコールを含む 100 mL の LB 培地（Nacalai tesque）を用いて，37℃

で 6 時間培養した．100 mL の培養液のうち 25 mL を 2.5 L の同様の培地に植菌し，

波長 600 nm における濁度が 0.7 (OD600 = 0.7) になるまで 37℃で培養し，終濃度が 0.4 

mM になるよう isopropyl -D-thiogalactopyranoside (IPTG) を添加して hDDX41 タ

ンパク質の発現を誘導した．発現誘導後，18℃で 18 時間培養し，菌体を遠心（5,000 g, 

10 分）により回収した．得られた菌体を，200 ml のバッファーA（バッファーについ

ては 2-2-9 参照）に懸濁し，超音波で破砕した．その後，遠心 （40,000 g, 30 分） に

より上清を回収した．回収した可溶性画分を Ni アフィニティーカラムで精製した．ま

ず，バッファーA で平衡化した 5 ml の Ni-NTA SuperFlow 樹脂 (Qiagen) を充填した
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カラムに，上清画分をロードした．次に，5 カラムのバッファーA にて数回洗浄を行な

った．緩衝液 AB を混合することでイミダゾール濃度を 30 mM，40 mM まであげた緩

衝液を作成し，ステップワイズで 2 カラムずつ不純物を洗い流した．その後，6 カラム

のバッファーB による溶出を行った．溶出画分について，SDS-PAGE を行い，ゲルを

CBB 染色し，hDDX41 が存在することを確認した後，溶出されたサンプル 1 mg あた

り 10 unit の HRV 3C プロテアーゼを加え，緩衝液 C に対して 4℃で 16 時間透析を行

いながらタグを切断した．プロテアーゼ処理したタンパク質溶液は，緩衝液 C で平衡

化された Ni-NTA Superflow カラムに通し，素通り画分を回収することでプロテアーゼ

を取り除いた．続いて回収した素通り画分を限外濾過膜 Amicon Ultra 30,000 MWCO 

(MILLIPORE) を用いて濃縮した後に，液体クロマトグラフィーシステム AKTA 

explorer 10S (GE Healthcare) を用いて精製を進めた． 

続けて陽イオン交換カラムを用いて夾雑タンパク質を除いた．回収したサンプルを塩

濃度が 50 mM になるように調整したのち，フィルターにより不要物を除去し，バッフ

ァーDE 混合液（NaCl 濃度 50 mM）で平衡化した Resource S カラム（ベッド体積：1 

ml）(GE healthcare) に通した．バッファーDE混合液（NaCl 濃度 50 mM）で非吸着

画分を溶出した後，0-0.8 M NaCl の濃度直線勾配を用いて，タンパク質を溶出した．

これらの溶出画分について，SDS-PAGE により hDDX41 の溶出画分を確かめた後，そ

れらを回収した．回収した画分を Amicon Ultra-4 (M.W.C.O. 10 kDa, Millipore)を用

いた限外濾過法により濃縮した後，ゲル濾過カラム Superdex 200 column (GE 

Healthcare)を用い，バッファーF による溶出を行った． hDDX41 の溶出画分を

SDS-PAGE で確認，回収し得られたサンプルを機能解析に用いた． 

  

2-2-3 Thermal shift assayによる熱安定性評価 

 上記手法によって精製した hDDX41 (171-574)の熱安定性を評価するために，リアル

タイム PCR 装置を用いた Fluorescence-based thermal shift assays 法により測定を行

った．精製タンパク質と環境依存的な蛍光色素である SYPRO® ORANGE (Molecular 

Probe Inc.) を混合することでタンパク質がアンフォールドする温度 Tm を測定した．

SYPRO ORANGE は環境依存的な蛍光色素であり，その蛍光は親水的な環境下では消

光する．タンパクと色素が共存在下で徐々に温度を上昇させると，温度が上昇するにつ

れてタンパク質はアンフォールド状態になり疎水的なコア領域が露出する．すると

SYPRO ORANGE は露出したコアの疎水的領域に結合し，脱消光し，蛍光を発する（最
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適励起波長；472 nm, 蛍光波長：570 nm）．この蛍光をモニターし，温度を横軸に，

蛍光を縦軸にプロットすることでタンパク質が変性しアンフォールドする温度（Tm）

を決定する手法である(Niesen et al., 2007)．一般的にリガンドがタンパク質に結合す

ることによりタンパク質の熱安定性が上昇するといわれていることから，リガンド結合

を評価するハイスループットアッセイ系にも用いられる． 

本研究では，精製タンパク質 hDDX41 (171－574), SYPRO ORANGE, 各リガンドの

終濃度が 2-2-3-1 になるように混合し，リアルタイム PCR Step One Plus（Applied 

Biosystems）にセットした．室温 25℃から 90℃まで 1 分に 1℃ずつ温度を上昇させる

プログラムに設定し，熱安定性の評価を行った． 

 

2-2-3-1 Thermal shift assay 

  hDDX41 ATP c-diGMP 

1 No ligand 2 M   

3 1 mM ATP 2 M 1 mM  

4 0.5 mM c-di-GMP 2 M  0.5 mM 

6 0.5 mM c-di-GMP, 1 mM ATP 2 M 1 mM 0.5 mM 

すべての反応溶液に×1SYPRO orangeになるように希釈し加えた 

 

2-2-4 発現系の改良 

His タグを付加したコンストラクションでは，発現量が少なく結晶化に十分のタンパ

ク量が確保できなかったため，SUMO タグを付加したタンパク質として発現精製する

ことにした．SUMO はユビキチン様タンパク質で，フォールディングしやすい性質を

持っている．この SUMO の性質により SUMO タグを付加した目的タンパク質もとも

に正確な立体構造を形成することで，目的タンパク質の発現・可溶化を促進することが

期待されている．また SUMO タグを切断する蛋白質である SUMO プロテアーゼは立

体構造を認識して切断するため，N 末端に余分な配列のない Native に近い状態のタン

パク質が取れることが期待される． 

pE-SUMOpro Kan(Life sensors 社) に対して，SUMO タグの直下に hDDX41 遺伝

子を In-fusion HD cloning kit (Clontech)を用いた相同組み換えにより導入した．作成

した大腸菌発現ベクターは，N 末端側に His タグと SUMO タグが付加されたタンパク

質として構築し，①hDDX41 DEADc ドメインのみ 169－399，183-699，185-399，②
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DEADc 及び helicC ドメイン 169－574，③DEADc 及び helicC ドメイン及び Zn フィ

ンガードメイン 169-597，169-600 の 6 種を構築した．プラスミド一覧および使用した

プライマーを 2-2-8 にまとめた． 

 

2-2-5 精製系の確立 

2-2-4 の手順で構築した改変 pE-SUMOpro Kan-hDDX41 を大腸菌に形質転換し，

2-2-2 と同様の手順で大量培養した． 

得られた菌体を，200 mL のバッファーA（バッファーについては 2-2-9 参照）に懸

濁し，超音波で破砕した．その後，遠心 （40,000 g, 30 分） により上清を回収した．

回収した可溶性画分を Ni アフィニティーカラムで精製した．まず，バッファーA で平

衡化した 5 ml の Ni-NTA SuperFlow 樹脂 (Qiagen) を充填したカラムに，上清画分を

ロードした．次に，5 カラムのバッファーA にて数回洗浄を行なった．緩衝液 AB を混

合することでイミダゾール濃度を 30 mM，40 mM まであげた緩衝液を作成し，ステッ

プワイズで 2 カラムずつ不純物を洗い流した．その後，6 カラムのバッファーB による

溶出を行った．溶出画分について，SDS-PAGE を行い，ゲルを CBB 染色し，hDDX41

が存在することを確認した後，溶出されたサンプル 1 mg あたり 1/100 量(w/w)の Ulp1 

Sumo protease を添加し，その後緩衝液 C に対して透析しながら 4℃で 16 時間反応さ

せ，SUMO tag を切断した．SUMO タグを切断したところ，白色の沈殿が発生したた

め，Optima L-90K Ultracentrifuge (Beckman coulter)を用いて沈殿させ上清を分取し

た．分取した上清を緩衝液 C で平衡化された Ni-NTA Superflow カラムに通し，素通

り画分を回収することでプロテアーゼを取り除いた．続いて，液体クロマトグラフィー

システム AKTA explorer 10S (GE Healthcare) を用いて高純度のタンパクを得るため

に精製を進めた． 

 回収した素通り画分をフィルターにより不要物を除去した後，バッファーDE 混合液

（NaCl 濃度 200 mM）で平衡化した HiTrap Heparin カラム（ベッド体積：5 ml）(GE 

healthcare) に通した．バッファーDE 混合液（NaCl 濃度 200 mM）で非吸着画分を

溶出した後，0-0.8 M NaCl の濃度直線勾配を用いて，タンパク質を溶出した．これら

の溶出画分について，SDS-PAGE により hDDX41 の溶出画分を確かめた後，それらを

回収した．続いて，陽イオン交換カラムを用いて夾雑タンパク質を除いた．回収したサ

ンプルを塩濃度は 50 mM になるように調整したのち，フィルターにより不要物を除去

し，バッファーDE 混合液（NaCl 濃度 50 mM）で平衡化した Resource S カラム（ベ
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ッド体積：1 ml）(GE healthcare) に通した．バッファーDE 混合液（NaCl 濃度 50 mM）

で非吸着画分を溶出した後，0-0.8 M NaCl の濃度直線勾配を用いて，タンパク質を溶

出した．これらの溶出画分について，SDS-PAGE により hDDX41 の溶出画分を確かめ

た後，それらを回収した．回収した画分を Amicon Ultra-4 (M.W.C.O. 10 kDa, 

Millipore)を用いた限外濾過法により濃縮した後，ゲル濾過カラム Superdex 200 

column (GE Healthcare)を用い，バッファーF による溶出を行った． hDDX41 の溶出

画分を SDS-PAGE で確認後回収し，得られたサンプルを結晶化に用いた． 

 

2-2-6 hDDX41の結晶化 

2-2-6-1 初期スクリーニング 

hDDX41 の溶出画分を SDS-PAGE で確認，回収した後，Amicon Ultra-4 (M.W.C.O. 10 

kDa) を用いた限外濾過法により濃縮し，Ultrafree-MC (Millipore) を用いたフィルター

濾過により不溶物を除いた．そして，波長 280 nm における吸光度を測定することでタ

ンパク質濃度を測定し，結晶化用試料とした．濃度決定のための換算式は ExPASy の

ProtParam Tool (http://tw.expasy.org/tools/protparam.html) の結果に基づいて行った． 

c-diGMP 及び ATP アナログである AMPPNP と hDDX41 の終濃度が 15 mg/mL, 7.5 

mg/mL になるように混合し，氷上で 1 時間静置し複合体の形成を行った．複合体の形

成の際に沈殿が発生した場合は遠心して不溶物を分画し，その上清を 0.22um のフィル

ターに通し，結晶化試料として用いた．また c-diGMP 及び核酸アナログを融解した緩

衝液の組成は 2-2-6-1-1 に記述した． 

結晶化の初期スクリーニングは，自動結晶化装置 Mosquito (TTP LabTech) を用いたシ

ッティングドロップ蒸気拡散法により 4 ℃で行った．Mosquito によるシッティングド

ロップ蒸気拡散法は，96 穴の Intelli-Plate 96 (Art Robbins Instruments) のウェルにそれぞ

れ異なる結晶化試薬を 50 L ずつ入れてリザーバー溶液とし，タンパク質試料とリザー

バー溶液を 0.1 L ずつ混合させた後，96 穴プレートにシールを貼ることで行った．結

晶化条件の初期スクリーニングは Crystal Screen I/ II，Natrix，PEG/ION Screen，Index I/II，

JB Screen (以上 Hampton Research), PACT Suite, JCSG+ Suite (以上 QIAGEN), Wizard I/II 

(Emerald bio), MemGold (Molecular Dimensions)を用いた．行った結晶化初期スクリーニ

ングの詳細に関しては下記 2-2-6-1-2 にまとめた． 
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2-2-6-1-1 結晶化試料の緩衝液組成 

hDDX41：20 mM HEPES pH7.5, 300 mM NaCl, 10% Glycerol, 2 mM MgCl2, 2mM TCEP 

c-diGMP：100 mM HEPES pH7.5, 300 mM NaCl, 10% Glycerol, 2 mM MgCl2, 2mM TCEP   

AMPPNP：100 mM HEPES pH7.5 

 

2-2-6-1-2 結晶化初期スクリーニング 

 

残基 hDDX41 濃度 リガンド スクリーンキット 

171-574 20 mg/mL 2.5 mM c-diGMP Crystal Screen I/ II, PACT, JCSG+, 

Natrix, PEGION, MemGold, Wizard, JB 

Screen 1,2 ,5 ,6 ,7 ,8 ,9 ,10 

169-597 18 mg/mL 2 mM c-diGMP Crystal Screen I/ II, PACT, JCSG+, 

Wizard, JB Screen 1, 2, 4, 10 

169-597 18 mg/mL 10 mM AMPPNP Crystal Screen I/ II, PACT, JCSG+, 

Wizard, JB Screen 1, 2, 4, 10 

169-600 18 mg/mL 2 mM c-diGMP Crystal Screen I/ II, PACT, JCSG+, 

Wizard, JB Screen 1, 2, 4, 10 

169-600 18 mg/mL 10 mM AMPPNP Crystal Screen I/ II, PACT, JCSG+, 

Wizard, JB Screen 1, 2, 4, 10 

169-399 15 mg/mL 5 mM c-diGMP Crystal Screen I/ II, PACT, JCSG+, 

Natrix, PEGION, MemGold, JBScreen1, 2, 

6, 10 

169-399 7.5 mg/mL 2.5 mM c-diGMP Crystal Screen I/ II, PACT, JCSG+, 

Natrix, PEGION, MemGold, JBScreen1, 2, 

6, 10 

169-399 15 mg/mL 10 mM AMPPNP Crystal Screen I/ II, PACT, JCSG+, 

Natrix, PEGION 

169-399 7.5 mg/mL 10 mM AMPPNP Crystal Screen I/ II, PACT, JCSG+, 

Natrix, PEGION 

*結晶化条件にはすべて 10 mM MgCl2を加えた． 
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2-2-6-2 In situ proteolysis 

初期スクリーニングの際に，in situ proteolysis 法を用いた結晶化も試みた．in situ 

proteolysis 法とは，結晶化試料に少量のプロテアーゼを加えて結晶化を行うことで，

結晶化を妨げていると予想される内部ループや N 末端，C 末端の立体構造をとらない

アミノ酸配列を切断しながら結晶化する方法である(Dong et al., 2007)． 

DDX41 の終濃度が 15mg/mL，c-diGMP の終濃度が 5 mM になるように混合し，1

時間氷上に静置し複合体の形成を行った．続けてトリプシン，キモトリプシンを精製

DDX41 と重量比 1/100, 1/1000 になるように混合し，2-2-6 で記述した方法と同様に

mosquito を用いたシッティングドロップ蒸気拡散法により 4℃で結晶化を試みた．詳

細な結晶化条件は 2-2-6-2-1 に示した． 

 

2-2-6-2-1 In situ proteolysis法を用いた結晶化スクリーニング 

 

残基 hDDX41 濃度 リガンド スクリーンキット  プロテアーゼ 

171-574 18 mg/mL 2 mM c-diGMP Crystal Screen I/ II, 

PACT, JCSG+ 

1/100 Tryptin 

171-574 18 mg/mL 2 mM c-diGMP Crystal Screen I/ II,, 

PACT, JCSG+ 

1/1000 Tryptin 

171-574 18 mg/mL 2 mM c-diGMP Crystal Screen I/ II,, 

PACT, JCSG+ 

1/100 

Chymotryptin 

171-574 18 mg/mL 2 mM c-diGMP Crystal Screen I/ II,, 

PACT, JCSG+ 

1/1000 

Chymotryptin 

171-574 18 mg/mL 20 mM AMPPNP Crystal Screen I/ II,, 

PACT, JCSG+ 

1/100 Tryptin 

171-574 18 mg/mL 20 mM AMPPNP Crystal Screen I/ II,, 

PACT, JCSG+ 

1/1000 Tryptin 

171-574 18 mg/mL 20 mM AMPPNP Crystal Screen I/ II,, 

PACT, JCSG+ 

1/100 

Chymotryptin 

171-574 18 mg/mL 20 mM AMPPNP Crystal Screen I/ II,, 

PACT, JCSG+ 

1/1000 

Chymotryptin 

*結晶化条件にはすべて 10 mM MgCl2を加えた． 
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2-2-6-3 結晶化条件の最適化 

初期スクリーニングから，hDDX41(169－399)において JCSG + Suite #24 及び PACT 

Suite #59 の条件で，4 日目に微結晶が現れ，1 週間ほどかけて一辺が最大 20 m程度の

板状結晶に成長した． 

これらの結晶化条件をもとに，Mosquito を用いたシッティングドロップ蒸気拡散法お

よび手動によるシッティングドロップ・ハンギングドロップ蒸気拡散法により結晶化を

行い結晶が再現される条件を調べ，結晶化条件の最適化を行った．手動による最適化は，

結晶化試料とレザーバー溶液を 1.0 L ずつ混合することでおこなった．最適化は，結

晶が得られた時の条件を元にタンパク質濃度，沈殿剤濃度，pH を変化させることで行

った．また Additive Screen (Hampton Research)も試みた． 

 

2-2-6-4 シーディング 

また結晶構造解析に適したより大きなサイズの結晶を得るために，hDDX41 の結晶を

種結晶としたストリークシーディングを試みた．タンパク質の終濃度を 15mg/mL, 7.5 

mg/mL に調製した結晶化試料とレザーバー溶液を 1.0 μL ずつ混合し，シッティングド

ロップ蒸気拡散法を用いて手動による結晶化を行い，新しいドロップを作成した．レザ

ーバー溶液には JCSG + Suite #24 を元とする条件を用いた．そして，予め用意しておい

た hDDX41 の板状結晶の表面をプローブ(猫のひげ)で優しくなぞり，微小な種結晶を

付着させた．プローブを新たに作成したドロップ中に入れ，まっすぐな線を描くように

移動させることで種結晶を移し，4 ℃で静置した． 

 

2-2-7 X線回折像の測定とデータ処理 X線回折データの測定 

 

2-2-7-1 X線回折データの測定 

得られた hDDX41 の結晶を用いて，X 線回折実験を行った．hDDX41 の結晶は，結晶

化条件の 1.2倍の濃度に調製したハーベスト溶液及び抗凍結剤として 25%のグリセロー

ルを含んだクライオ溶液（2-2-9）に数秒間浸した後，MicroLoops (MiTeGen)ですくい，

液体窒素で 100K に瞬間冷却した．これらの作業はすべて 4 ℃で行った．回折データセ

ットは SPring-8 BL32XUにて測定した． 
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2-2-7-2 回折データの処理 

プログラム XDS (Kabsch, 2010)を用いてブラベ格子と格子定数を決定後，回折データ

の各反射スポットに対して指数付けと強度測定を行い，その後スケーリング，データリ

ダクションを行って空間群の決定，及び各指数に対する回折強度の算出を行った．回折

データを処理した後，各反射に対する構造因子を求めた．hDDX41 との配列相同性が

40％を超えるようなDEAD-box型ヘリケース（PDB ID: 2I4I, 3FE2, 1WRB, 3IUYおよび，

PDB ID: 2I4I を元に作成したポリアラニンモデル）の原子座標をモデルとして CCP4 

program suiteのプログラム molrep (Vagin and Teplyakov, 2010)および phaser (McCoy et al., 

2007)により分子置換法による位相の決定を試みた．  
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2-2-8 発現系の構築に使用したプライマー 

 

作製した発現用ベクター一覧と使用したプライマー 

 

コンストラクション 方向 塩基配列(5’→3’) 

171-400 His F CGCGCGCCATATGGTGGAGGGAGACGGTATCCC 

  R CGCGGGATCCTCAGCGCCCCACATTGATGGTCAC 

171-574 His F CGCGCGCCATATGGTGGAGGGAGACGGTATCCC 

  R CGCGGGATCCTCACAGCATGGACTCATCCCCGC 

171-622 His F CGCGCGCCATATGGTGGAGGGAGACGGTATCCC 

  R CGCGGGATCCTCAGAAGTCCATGGAGCTGTGGGCCAGG 

169-399 SUMO F GAACAGATTGGAGGTATCCTGGTGGAGGGAGAC 

  R CTCGAATTCGGATCCTTACCCCACATTGATGGTC 

183-399 SUMO F GAACAGATTGGAGGTTTCAAGGAAATGAAGTTTCCT 

  R CTCGAATTCGGATCCTTACCCCACATTGATGGTC 

185-399 SUMO F GAACAGATTGGAGGTGAAATGAAGTTTCCTGCAGC 

  R CTCGAATTCGGATCCTTACCCCACATTGATGGTC 

169-574 SUMO F GAACAGATTGGAGGTATCCTGGTGGAGGGAGAC 

  R CTCGAATTCGGATCCTTACAGCATGGACTCATCC 

169-597 SUMO F GAACAGATTGGAGGTATCCTGGTGGAGGGAGAC 

  R CTCGAATTCGGATCCTTATTTGGGGCAGTCAGTG 

169-600 SUMO F GAACAGATTGGAGGTATCCTGGTGGAGGGAGAC 

  R CTCGAATTCGGATCCTTAAGCCTCGAGTTTGGGG 

pE-SUMO vector F GGATCCGAATTCGAGCTCCGTCG 

 R ACCTCCAATCTGTTCGCGGTGAG 
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2-2-9 バッファー・ハーベスト溶液の組成 

バッファー 

 緩衝剤 塩類 還元剤 その他 

A 50 mM Hepes pH 7.0 300 mM NaCl 1 mM TCEP 10% Glycerol 

2 mM MgCl2 

1 mM PMSF 

20 mM Imidazole 

B 50 mM Hepes pH 7.0 300 mM NaCl 1 mM TCEP 10% Glycerol 

2 mM MgCl2 

1 mM PMSF 

500 mM Imidazole 

C 20 mM Hepes pH 7.0 200 mM NaCl 1 mM TCEP 10% Glycerol 

2 mM MgCl2 

10 mM Imidazole 

D 20 mM Hepes pH 7.0  1 mM TCEP 10% Glycerol 

2 mM MgCl2 

E 20 mM Hepes pH 7.0 2 M NaCl 1 mM TCEP 10% Glycerol 

2 mM MgCl2 

F 20 mM Hepes pH 7.5 300 mM NaCl 2 mM TCEP 10% Glycerol 

2 mM MgCl2 

 

ハーベスト溶液 

 緩衝剤 沈殿剤 凍結保護剤 

A 240 mM Potassium citrate 24% PEG3,350  

B 240 mM Potassium citrate 24% PEG3,350 25% Glycerol 
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2-3 結果と考察 

 

本研究において，まずヒト由来の DDX41 の結晶化に適したドメインの選定，および

発現・精製系の確立及び結晶化を行った．また hDDX41 の熱安定性を測定するため，

Thermal shift assay を行った．そこで，本節では「2-3-1  hDDX41 の物理化学的性

質」「2-3-2 hDDX41 結晶の結晶学的考察」「2-3-3 今後の展望」の三項に分けて記述

する． 

 

2-3-1 hDDX41の物理化学的性質と結晶化 

2-3-1-1 ヒト由来 DDX41の調製 

psipred および disopred の結果，N 末端側と C 末端側の残基が大きくディスオーダー

していることが予想された (図 2-6，2-7)．そこで，先行研究によって c-diGMP および B

型 DNA の結合が予想されている DEADc ドメインを含んだ複数のコンストラクション

を構築した．また Zn フィンガーと予想される 580-597 残基の周辺もディスオーダーし

ているが，DNA認識に関連している可能性を加味し，Znフィンガーを含むコンストラ

クションも構築した．また先行研究によって構造既知である配列相同性の高いヘリケー

ス VASA（PDB ID: 2DB3）および DDX3X（PDB ID: 2I4I）と構造・配列比較を行うこと

で 2-2-8 に記載した 9 種の発現用プラスミドを構築した．それらの発現用プラスミドを

5 mL のスケールで少量培養し MagneHis(Promega)を用いた簡易精製を行い，発現の良い

ものに関して結晶化を見越した大量発現を行った．His タグ融合タンパクおよび SUMO

タグ融合タンパクとして hDDX41 を大量発現・精製した際の各コンストラクションの

収量に関しては，図 2-8 にまとめた．SUMO タグ融合タンパク質として発現させること

で hDDX41 の収量は大幅に改善し，His タグ融合 hDDX41 の収量のおよそ 20 倍に及ん

だ． 

精製の過程において，還元剤として DTT を添加した破砕緩衝液では可溶化せず，超

音波による細胞破砕の際に不溶性画分に分画されてしまうが，還元剤としてより強力な

TCEP を使用したところ可溶性画分に分画することができた．hDDX41 DEADc ドメイン

のコンストラクトは 231 残基中の 6 残基が Cys 残基であることから，これらの残基が非

特異的に分子間ジスルフィド結合を形成し凝集することでタンパク質の安定性が低下

している可能性が考えられる． 

また SUMO タグ融合 hDDX41 は SUMO プロテアーゼ ulp1 によるタグの切断の際に
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沈殿が生じたが，その後の精製においてゲル濾過クロマトグラフィーでも単分散性を有

していることが確認され，結晶化に適した均一な試料を調製することに成功した． 

hDDX41 の各精製段階における SDS-PAGE の結果および精製の最終ステップである

ゲル濾過カラム溶出時のクロマトグラムを図 2-9 に示す． 

 

2-3-1-2 hDDX41の熱安定性 

Thermal shift assay の結果を図 2-10 に示した．hDDX41 は 37℃付近から変性が始ま

り，40℃付近で Tmを迎える．結晶化に必要な熱安定性は，熱安定性の評価方法や結晶

化法により異なることから一概には言えないが，一般には Tmが 50℃以上であるほうが

結晶化には有利であるとされており，hDDX41 は非常に熱安定性が悪いことが分かった．

これらの結果から今後の結晶化は主に 4℃で行うことにした． 

また hDDX41 は c-diGMP や ATP といったリガンド存在下においても熱安定性は変化

せず，Thermal shift assay ではリガンド結合の評価が行えないという結果になった．

一般的にリガンドがタンパク質に結合することにより，タンパク質の構造がより rigid

になり，熱安定性が上昇するといわれている．しかし，リガンド結合によりタンパク質

の構造がより flexible になる場合も存在する．たとえば RIG-I などは，通常は N 末端

側の CARD ドメインが中央のヘリケースドメインと相互作用した不活性状態で存在す

るが，リガンドであるウイルス由来の dsRNA の結合に際し，構造変化が誘起され，ヘ

リケースドメインと CARD ドメインの相互作用がなくなる．その結果，CARD ドメイ

ンが flexible になることが知られている(Kowalinski et al., 2011)．DDX41 においても，

リガンド結合が熱安定性に寄与しなかった可能性も考えられる．先行研究において，ア

フィニティーキャピラリーゲル電気泳動法を用いて hDDX41 と c-diGMP の解離定数を

測定した結果によると，hDDX41 の DEADc ドメインと c-diGMP の Kd は~5 M と報告

されているが(Parvatiyar et al., 2012)，本研究で結晶化に用いたコンストラクションにお

ける正確な Kd 値を求めるためには，ITC や Biacoreを用いた実験を行う必要がある． 

 

2-3-2 DDX41結晶の結晶学的考察 

2-3-2-1 DDX41の結晶化・回折データ収集 

2-2-6-2 で述べたように DDX41 の結晶化初期スクリーニングを行ったところ，

hDDX41 DEADc ドメインのコンストラクション（169-399）と c-diGMP を混合した条件
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で，板状の結晶が得られた．結晶化条件は下記に示す通りである．条件 A，B ともに，

結晶化から 4 日目頃結晶が現れ，7～10 日かけ 5×20×2 mほどの微結晶にまで成長し

た． 

(A) 0.2 M Potassium citrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350 

(B) 0.2 M Sodium citrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350 

初期スクリーニングの結果に基づいて，結晶化条件の最適化を行った．タンパク質濃

度，塩，バッファーなどの条件の改善を試みたところ，10×50×5 m 程度の板状結晶

が得られた．再現した結晶を用いて，SPring-8 BL32XUにてX線回折データを収集した．

複数の結晶の測定の結果，最大 2.5Åの回折像を得ることができた．図 2-11 に測定に用

いた DDX41 結晶とその X 線回折像を示した．プログラム XDS を用いて測定したデー

タセットを処理したところ，結晶は単斜晶系に属しており，格子定数は a = 214.5Å，b 

=51.06 Å，c =91.46Å， =  =90° =110°であった．統計値は表 2-2 に示した． 

 

2-3-2-2 DDX41結晶の結晶学的考察 

プログラム XDS は Bragg 反射と考えられるスポットを拾うピークサーチ，逆格子ベ

クトルを決定し，各反射の指数をつける指数付け，各反射の強度とその標準偏差を求め

る積分，積分強度と誤差の補正を行うスケーリングを行う．  

まず初めに XDS を用いてピークサーチおよび指数付けを行い，指数のついた反射に

ついてのみ積分とスケーリングを行った．この際に計算された単位格子を単位格子 1，

結晶格子ベクトルを a1, b1, c1,とし，下記に示した． 

続けて計算された構造因子を用いて，分子置換法により位相決定を試みた．モデルとし

た原子座標は，DDX41 DEADc ドメインとの配列相同性が 40％を超えるような

DEAD-box 型ヘリケース（PDB ID: 2I4I, 3FE2, 1WRB, 3IUY および，PDB ID: 2I4I

を元に作成したポリアラニンモデル）を使用した．CCP4 program suite のプログラム

molrep および phaser により分子置換法による位相の決定を試みたが，解を得ることが

できなかった． 

そこで，一回目の指数付で指数のつかなかったスポットのみを抜きだし，これらのス

ポットに対して再度指数付け，積分，スケーリングを行った．この際に計算された単位

格子を単位格子 2，結晶格子ベクトルを a2, b2, c2とし下記に示した．結晶 1 および結晶

2 の単位ベクトルを図示した (図 2-12)．2 つの単位格子を比べると，b 軸が重なりお互

いが逆向きを向いている．得られた結晶は，この 2 つの配向をもった結晶が混合状態で
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結晶化している non-merohedral twin であると判断できた． Twin Law が任意である

non-merohedral twin では，2 つの結晶格子由来の反射が，完全にオーバーラップした

もの，部分的にオーバーラップしたもの，2 つの独立した反射として扱える 3 種類の反

射がある．このうち完全にオーバーラップした反射，部分的に 2 つの反射がオーバーラ

ップした反射に関しては，正確な積分強度を求めることができない．各反射の積分強度

が正確なものにならず，本研究で得られた結晶からは構造解析可能な良質なデータを得

ることができなかったと考えられる．このことは，統計値における Rmerge 値が非常に

高いことにも一致している． 

 

1 回目の指数付でついた単位格子（単位格子１） 

空間群=    C2 

単位胞=  a = 213.98 Å   b = 50.94 Å    c = 91.13 Å   

 = 90.000°   = 109.951°   = 90.000° 

 単位胞 a 軸ベクトル(a1)=   106.640   116.275  -144.550 

 単位胞 b 軸ベクトル(b1)=    34.765    12.304    35.138 

 単位胞 c 軸ベクトル (c1)=    30.648   -85.824    -0.395 

 

2 回目の指数付けで指数のついた単位格子（単位格子 2） 

 空間群=    C2 

 単位胞 =  a = 213.72 Å   b = 50.93 Å   c = 91.14 Å  

 = 90.000°   = 109.858°  =90.000° 

 単位胞 a 軸ベクトル(a2)=  -156.591    57.890   133.430 

 単位胞 b 軸ベクトル(b2)=   -34.748   -12.291   -35.142 

 単位胞 c 軸ベクトル (c2)=    19.317   -88.331    11.409 

 

2-3-3 今後の展望 

本研究で得られた結晶は，non-merohedral twin であり分子置換法を用いた位相決定

はできず，構造決定に至らなかった．構造決定に向けて今度の方針としては，大きく 2

つ考えられる．1 つめは non-merohedral twin の解消，2 つ目は位相決定の方法を変更

するという方針である． 

Non-merohedral twin の解消としては，異なるパッキングの結晶化条件を探すこと
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が必要である．DDX41 は，強力な還元剤である TCEP を用いないと可溶化しないとい

う性質から Cys 残基がタンパク質の安定性の低下および均一な結晶の形成を妨げてい

る可能性が考えられる．そこでホモロジーモデリングにより表面に露出していると予想

されるCys残基をSer残基もしくはAla残基に置換した変異体の作成と結晶化を進め，

異なるパッキングでの結晶化を試みる．またタンパク表面に露出した Lys 残基をメチル

化することで結晶間のパッキングが向上し分解能が向上したという報告もある

(Kobayashi et al., 1999)．これらの工夫を行い良質な結晶が得られる条件を探索する． 

また位相決定法には，本研究で試みた分子置換法ではなく，重原子を用いた同型置換

法やセレノメチオニン置換体を用いた多波長異常分散法による位相決定を目指す． 

本研究では，DDX41 と c-diGMP の二者複合体の結晶構造解析を行ってきた．DDX41

は STING の C 末端ドメインと相互作用することが報告されており，三者複合体構造を

決定することにより，詳細なシグナル伝達メカニズムを提唱したいと考えている． 
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第二章 表 

PRR 局在 リガンド リガンドの由来 

TLR    

TLR1 plasma membrane triacyl lipoprotein bacteria 

TLR2 plasma membrane lipoprotein bacteria, viruses, parasites, self tissue 

TLR3 endolysosome dsRNA Virus 

TLR4 plasma membrane LPS bacteria, viruses, self tissue 

TLR5 plasma membrane flagellin bacteria 

TLR6 plasma membrane diacyl lipoprotein bacteria, viruses 

TLR7 endolysosome GU-rich ssRNA, short 

dsRNA 

Virus, bacteria, self tissue 

TLR8 endolysosome GU-rich ssRNA, short 

dsRNA, bacterial 

RNA(humanのみ) 

Virus, bacteria 

TLR9 endolysosome cpG DNA Virus, bacteria, protozoa, self tissue 

TLR10* ND ND ND 

TLR11* plasma membrane Profilin and flagellin Protozoa 

TLR12* endolysosome Profillin apicomplexan parasites 

TLR13* endolysosome Bacterial 23S rRNA with 

CGGAAAGACC motif 

Gram-negative and Gram-positive 

bacteria 

  *TLR10: human のみで同定， TLR11~13 はマウスでのみ同定 

    

RLR    

RIG-I cytoplasm short dsRNA, 

5' triphosphate dsRNA 

RNA viruses, DNA viruses 

MDA-5 cytoplasm Long dsRNA RNA viruses (picornaviridae) 

LGP2 cytoplasm dsRNA RNA viruses 

    

NLR    

NOD1 cytoplasm Peptide glycan Bacteria 

NOD2 cytoplasm Peptide glycan , ssRNA Bacteria, RNA viruses 

NLRP3 cytoplasm ssRNA, dsRNA, 

bacterial mRNA, 

oxidized mitochondrial 

DNA 
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CLR    

Dectin-1 plasma membrane -glucan Fungi 

Dectin-2 plasma membrane -glucan Fungi 

MINCLE plasma membrane SAP130 Fungi, self tissue 

    

PYHIN    

AIM2 cytoplasm DNA DNA viruses, bacteria 

IFI16 cytoplasm dsDNA DNA viruses 

    

その他    

STING ER membrane c-di nucleotide Bacteria 

cGAS cytoplasm DNA DNA viruses 

 

表 2-1 PRRの種類と認識するリガンド 
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Data collection statistics  

X-ray source SPring-8 BL32XU 

Wavelength (Å) 1.0 

Space group C2 

Unit cell parameters (Å) a = 213.98 Å   b = 50.94 Å    c = 91.13 Å 

Resolution (Å) 50–2.49 

(2.65–2.49) 

Completeness (%) 99.0 (94.7) 

R
merge

 0.192 (0.960) 

R
meas

 0.206 (1.039) 

<I/s(I)> 9.74 (2.11) 

CC
1/2

  99.4 (73.0) 

No. unique reflections 32642 (4973) 

Redundancy 7.47 (7.30) 

 

表 2-2 hDDX41の回折データ統計値 

  

 

  

インターネット公表に関する共著者全員

の同意が得られていないため、本章につい

ては、非公開 



98 

 

第二章 図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Hengge, 2009)より一部改編して転載 

  

図 2-1 c-diGMPの構造式とバクテリアでの反応機構 
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図 2-2 DDX41による自然免疫活性化機構図 
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                  (Jankowsky et al., 2011)より一部改編して転載 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Linder and Jankowsky, 2011)より一部改編して転載 

図 2-3 DEAD box型ヘリケースの分類と役割  

DEAD-box 型のヘリケースは，SF2 ヘリケーススーパーファミリーに属するヘリケースで

RNA 代謝の過程のほとんどすべてに関与していることが知られている．近年になり，

DDX41やDDX60といったDEAD-box型ヘリケースが自然免疫反応に関与しているという

報告が相次いだ． 
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(A) 

(B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4 DEAD box型ヘリケースのドメイン構成と保存されたモチーフ 

(A)一般的な DEAD box 型ヘリケースのドメイン構成と保存されたモチーフ．中央部分に

DEADc, HELICc の 2 つのドメインからなるヘリケースコアドメインがあり，12 の保存さ

れたモチーフが存在する．赤：ATP 結合及び加水分解に関与するモチーフ．青：核酸結合

に関与するモチーフ．黄色：ATP 結合モチーフと核酸結合モチーフの連絡を担うモチーフ．

(B)DEAD box 型ヘリケース drosophila VASA の構造(Sengoku et al., 2006) . 
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図 2-5 humanDDX41 と humanVASAの配列アラインメント 

DEAD box 型ヘリケースの特徴的な保存されたモチーフを図示した．完全に保存されている

残基を赤で囲み , 高度に保存されている残基を赤字で示す .配列のアラインメントは

ClustalW2 プログラム(Larkin et al., 2007)を用いて行った. アラインメント図の整形は

ESPript2.2 プログラム(Gouet et al., 1999)を用いて行った．DEAD box 型ヘリケースの各モチ

ーフを枠で囲んで図示した．枠線の色は，図 2-4 に準拠した． 
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図 2-6 DISOPREDによる hDDX41のディスオーダー領域予測. 

 N末端の 150残基及びC末端の 570残基以降がディスオーダーしていると予測された. 

Domain 183 – 397: DEADc ドメイン 

Domain 409 – 535: HelicC ドメイン 

Zinc finger 580 – 597: 18aa, CCHC-type 

Motif 344 – 347: 4aa DEAD box 
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図 2-7 PSIPREDによる hDDX41の二次構造予測  
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残基 タグ 精製ステップ 収量 

171-574 His Ni affinity tag 切断Ni affinityHeparin 

Resource Sゲル濾過 
0.02 mg/L 

169-399 SUMO Ni affinity tag 切断Ni affinityHeparin 

Resource Sゲル濾過 
0.50 mg/L 

169-574 SUMO Ni affinity tag 切断Ni affinityHeparin 

Resource Sゲル濾過 
0.45 mg/L 

169-597 SUMO Ni affinity tag 切断Ni affinityHeparin 

Resource Sゲル濾過 
0.75 mg/L 

169-600 SUMO Ni affinity tag 切断Ni affinityHeparin 

Resource Sゲル濾過 
0.55 mg/L 

 

 

図 2-8 精製したコンストラクション一覧とその収量 

先行研究によって c-diGMP および B 型 DNAの結合が予想されている DEADc ドメイン

を含んだ複数のコンストラクションを構築した．また Zn フィンガーと予想される

580-597 残基の周辺もディスオーダーしているが，DNA認識に関連している可能性を加

味し，Znフィンガーを含むコンストラクションも構築した． 

SUMO タグ融合タンパク質として発現させることで hDDX41 の収量は大幅に改善し，

His タグ融合 hDDX41 の収量のおよそ 20 倍に及んだ． 
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図 2-9 DDX41(169-399)の各精製段階でのSDS-PAGEおよびゲル濾過カラムのク

ロマトグラム 

Lane1：マーカー（Bio-Rad プレシジョン Plus プロテインスタンダード） 

Lane2：Ni キレーティングカラム溶出後 

Lane3：SUMO タグ切断後の Ni キレーティングカラムの素通り画分 

Lane4：Heparin カラム溶出後 

Lane5：陽イオン交換カラム溶出後 

Lane6：ゲル濾過カラム溶出後 

ゲル濾過クロマトグラフィーの結果単分散のピークが得られ，結晶化に適した均一な試料

が調製できた．図は DDX41（169-399）の精製過程に関するものであるが，他のコンスト

ラクションでも同様の手順で精製することに成功し，最終精製段階のゲル濾過クロマトグ

ラフィーにおいて単分散のピークが得られた． 
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図 2-10 Thermal shift assay結果 

 hDDX41 (169-574)の Tmは 40℃前後と非常に低く，熱安定性が悪いことが明らかとな

った．以後の結晶化は主に 4℃で試みた． 
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図 2-11 測定に用いた結晶と得られた回折像 

X 線回折像および hDDX41 の結晶の写真（左下）． 

データ測定は SPring-8 BL32XU にて行った． 

 

  

50 m 

2.5 Å 
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図 2-12 2つの結晶格子ベクトル 

一回目の計算で指数付けできた反射から計算された結晶格子ベクトルを赤色で図示し

た．一回目に指数の付かなかった反射を抽出して，再度指数付けし計算した結晶格子ベ

クトルを黄色で図示した．得られた結晶は，この 2 つの配向をもった結晶が混合状態で

結晶化している non-merohedral twin であると判断できた． 
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総括 

本研究においては，TYW5 および DDX41 の 2 つの核酸結合タンパク質を構造解析の

対象として，研究を行った． TYW5 は補因子結合型・非結合型の構造を決定すること

に成功し，詳細な反応機構の解明および新規の tRNA認識機構の知見が得られた．また

DDX41 に関しては，DEADc ドメインの発現・精製系を確立し結晶化に成功した． 

 

第一章では，翻訳の正確性に関与する TYW5 に着目して研究を進めた．TYW5 の構

造は C 末端側のへリックスバンドルを介して二量体を形成しており， jumonji C ドメ

インを有するタンパク質やFe(II)/2-OG依存的なオキシゲナーゼに特有の構造であるβ

ジェリーロールコア構造を実際に有していたことが明らかになった．結晶構造から，

TYW5 の Fe/2-OG 依存的なヒドロキシル化反応機構に関して，詳細な構造的知見を得

ることに成功した．また，tRNA の認識には，二量体化によって生じるヘリックスバン

ドル上の正に帯電したパッチ，及び活性部位近傍に保存された２つの Arg 残基が関与

していることが強く示唆され，jmjC タンパク質による初の tRNA 認識機構に関する知

見を得ることができた． 

今後は，基質となる tRNA との複合体の構造決定を行い提唱したモデルの妥当性を検

証し，TYW5が tRNAを認識する分子メカニズムを明らかにすることを目指している．

現在までのところ，共同研究先の東京大学工学系研究科鈴木研究室から供与を受けた

TYW4 酵母株由来の tRNAPhe-yW-72 と TYW5の共結晶化を試みているが，現在まで

のところ複合体の結晶は得られていない． 

第二章では細胞内の c-diGMP認識センサーであるDDX41のX線結晶構造解析に対す

る試みに関して記述した．結晶化に適した単分散性や安定性を有したコンストラクショ

ンの作成および発現精製系の確立を行い，得られたタンパク質を用いて結晶化スクリー

ニングを行った．初期スクリーニングで得られた結晶化条件を最適化することで，分解

能 2.5 Å分解能の X 線回折像を得た．得られた回折像から計算された構造因子を用いて

分子置換法による構造決定を目指したが，構造決定には至らなかった．これは得られた

結晶が，non-merohedral twin であることに起因するデータの質の悪さが原因と考えられ，

今後は non-merohedral twin の解消を目指し構造解析可能な良質なデータを取得するこ

とを目指す．構造が決定されれば，c-diGMP の特異的な認識機構やシグナル伝達経路の

より詳細な議論が可能になる．本研究では，DDX41 と c-diGMP の二者複合体の結晶

構造解析を目指し研究を進めた．DDX41 は STING の C 末端ドメインと相互作用する

ことが示唆されており(Parvatiyar et al., 2012)，DDX41・STING C 末端ドメイン・
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c-diGMP 三者複合体構造を解くことで，より詳細なシグナル伝達メカニズムを提唱し

たいと考えている．RLR や NLR といった細胞内センサーは多くの場合，CARD ドメイ

ンのようなシグナリングにかかわるドメインを有している．一方で，DDX41 はそのよ

うな相互作用ドメインを持たず，どのように下流にシグナルを伝達しているのかは不明

なままであり，さらなる構造学的な研究が俟たれている． 
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