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1-1. 脱メチル化反応 

 炭素は、核酸、アミノ酸、脂質、糖など生体物質の構成に必須な元素である。生物は

これらの化合物を合成するために、生育環境に応じて様々な炭素源を利用している。植

物に代表される独立栄養性生物は光エネルギーや H2 を利用し、CO2 から炭素を固定す

る(Weiss MC, et al., 2016)。これに対して、ヒトを代表する従属栄養性生物は植物など独

立栄養性生物が合成した澱粉などの化合物を摂取し、解糖系などの代謝経路を使って炭

素源を獲得していることはよく知られた事実である。しかし、従属栄養性生物に属しな

がら、上記の解糖系でなく、脱メチル化反応を利用して炭素を獲得する生物も存在する 

(Bugg T, et al., 2011)。 

 脱メチル化は名前通り、1C unit であるメチル基を化合物から除去する反応である。

ヒトなどの生物にとって、脱メチル化は主に DNA, RNA, ヒストンを対象とし、脱メチ

ル化反応によってメチル基を除去することで、遺伝子の修復、合成、転写、発現を制御

していることが知られている (Chen Z and Riggs A, 2011)。特に有名なのは 2004 年に、こ

れまで不可逆と言われたヒストン Lys メチル修飾を脱メチル化する酵素 Lysine specific 

demethylase (LSD)が発見され (Shi Y, et al., 2004)、その後にガンなど様々な疾病に関与す

ることが報告されたことである (Sainathan S, et al., 2015) 。これまで主に FAD、heme 

(Cytochrome P450) (Wang FY, et al., 2015)、非 heme 鉄 (Tsukada Y, et al., 2005)、Rieske 型

Fe-S クラスター (Dumitru R, et al., 2009)を有する脱メチル酵素が報告されてきた。これ

らの酵素は脱メチル化反応を行いながら、1C unit であるメチル基をホルムアルデヒド 

(以後、HCHO)に変換することが知られている。しかし、上記の脱メチル化酵素と異な

り、生物が外部から獲得した化合物を炭素源として利用する最初のステップとして、
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H4folate (以後、THF)を利用する脱メチル酵素も存在する。これら THF に依存した脱メ

チル酵素は炭素源となる基質から獲得したメチル基を THF に結合させることで、N5-メ

チル-THF(以後、CH3-THF)を合成することが知られている (Abe T, et al., 2005; Vannelli T, 

et al., 1999)。THF に転移されたメチル基は、1C 代謝によってアミノ酸や核酸の合成に

使われる。1C 代謝(one carbon metabolism)というのは、生物に必須の代謝系で、アミノ

酸や核酸の合成のためにTHFに転移された炭素を利用する代謝系である(Patrick J. Stover, 

2009)。 

 

 

1-2. 1C 代謝 (one carbon metabolism) 

 1C 代謝は生命にとって極めて重要な代謝で、1950 年代頃から研究されてきた (Welch 

AD and Nichol CA, 1952)。1C代謝では、炭素源となる化合物から獲得した 1C unitを THF 

(図 1-2-1)に結合させることで 1C-THF を生成する。その後、1C-THF に結合した 1C unit

は様々な酵素の働きによりプリン、メチオニン、チミジル酸の合成に使われる

（Locasale Jason W, 2013）。これまで知られている重要な 1C-THF としては、N5,N10-メ

チレンテトラヒドロ葉酸（以後、CH2-THF）、N10-ホルミルテトラヒドロ葉酸 (以後、

CHO-THF)と CH3-THF がある(Ducker GS and Rabinowitz, 2016)。 

 CH2-THF は 1C-THF の中で最も不安定な葉酸誘導体で、自発的かつ可逆的に THF と

HCHO に分解されるが、1C-THF の中で通常は最初に合成される。その後、一部の CH2-

THF はチミジル酸シンターゼ（TYMS）によってチミジル酸の合成に使われる。また、

一部の CH2-THF はメチレンテトラヒドロ葉酸脱水素酵素（MTHFD）によって CHO-
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THF に変換され(Shin M, et al., 2017)、プリンの合成に使われる (Denis V, et al., 1998)。チ

ミジル酸や CHO-THFの合成に利用される部分を除き、残りの CH2-THFはすべてメチレ

ンテトラヒドロ葉酸還元酵素 (MTHFR)によって、最も安定な葉酸誘導体である CH3-

THF に変換される (Hiraoka M, et al., 2017)。その後、CH3-THF はホモシステインにメチ

ル基を提供することでメチオニンの合成に使われる。これによって、生体内のホモシス

テイン濃度が調節され、細胞内の酸化ストレスが制御されることが報告されている 

(Vitvitsky V, et al., 2006)。また、メチオニンは細胞内のメチル化反応に必要なメチル源

であるS-アデノシルメチオニン (SAM)の合成に使われることで、細胞の分化と修復に関

わることが知られている (Shiraki N, et al., 2014) (図 1-2-2)。 

 すでに述べたように、CH2-THF は 1C-THF の中で最初に合成される。これはヒトや大

腸菌などほとんどの生物では、セリンあるいはグリシンを主な炭素源として 1C 代謝を

行うためである。これらの通常の生物では、グルコースが解糖系によって 3-ホスホグリ

セリン酸 (3-PG)に変換された後、de novo serine synthesis 代謝経路によってセリンが合成

される (Mullarky E, et al., 2016)。セリンヒドロキシメチルトランスフェラーゼ(以後、

SHMT)によってセリンから１C unit を転移された TFH は CH2-THF となり、1C unit を失

ったセリンはグリシンに変換される。グリシンはグリシン開裂系（GCV）の GcvP によ

ってCO2が除去されて-CH2-NH2に変換された後、GcvTの働きによりTHFと結合しCH2-

THF と NH3を生成する (図 1-2-3)（Kikuchi, et al., 2008）。そのため、1C 代謝を行う最初

のステップとして、CH2-THF が SHMT/GCV によってセリンおよびグリシンから合成さ

れる。その後、MTHFR が CH2-THF を CH3-THF に還元することで、THF 代謝経路とメ

チオニン代謝経路が結びつくことが知られている。 
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図 1-2-1. H4folate (THF)の構造式 

1C unit は N5 か N10 、もしくは N5と N10を架橋するように結合する。 
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図 1-2-1. 1C 代謝 (Zeng J, et al, Pharmacological Research, 149, 2019) 

3-PG, 3-phosphoglycerate; 3- PHP, 3-phosphohydroxypyruvate; PS, phosphoserine; PHGDH, 3-phosphoglycerate 

dehydrogenase; PSAT1, phosphoserine aminotransferase1; PSPH, phosphoserine phosphatase; THF, tetrahydrofolate; 

DHFR, dihydrofolate reductase; SHMT, serine hydroxymethyltransferase; MTHFR, methylenetetrahydrofolate 

reductase; MS, methionine synthase; MAT, methionine adenyltransferase; SAM, S-adenosyl-methionineSAH, S-

adenosylhomocysteine; SAHH, S-adenosylhomocysteine hydrolase; CBS, cystathionine β synthase.	
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図 1-2-3. グリシン開裂系 (Tezuka T, et al., 2014 より) 

GcvP, GcvT, GcvH, and GcvL are the components of the GCS system. THF, tetrahydrofolate. An aminomethyl 

moiety bound to the lipoic acid of GcvH represents an intermediate that is degraded to methylene-THF and 

ammonia by the action of GcvT. 
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1-3. 脱メチル化酵素に依存した 1C 代謝 

 上で述べた経路とは異なり、脱メチル化酵素が 1C 代謝と繋がっているバクテリアも

存在する。これらのバクテリアはグルコースを利用しない時、カフェイン (Gummadi SN, 

et al., 2009)、クロロメタン (以後, CH3Cl) (Nadalig T, et al., 2011)、バニリン酸 (以後, VA) 

(Mallinson SJB, et al., 2018; Abe T, et al., 2005)、シリンガ酸 (以後, SA) (Masai E, et al., 2004)、

ジカンバ (以後, DA) (Dumitru R, et al., 2009; Yao L, et al., 2016) など自然界に存在するメ

チル基含有化合物を唯一の炭素源として生育できる。第１節で述べたが、1C 代謝との

観点から見るとこれら脱メチル化酵素は、THFを直接利用するかしないかの２種類に分

類される。THF を直接使わない酵素は、heme (Cytochrome P450) (Mallinson SJB, et al., 

2018) や Rieske 型 Fe-S クラスター (Dumitru R, et al., 2009)を利用し、脱メチル化反応を

行う。これによって、1C は HCHO に変換された後、複数の触媒反応を経て間接的に

CH2-THF の合成に利用されることが知られている  (Burgos-Barragan G, et al., 2017; 

Morellato AE, et al., 2020) (図 1-3-1)。 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-3-1. HCHO と 1C 代謝 (Burgos-Barragan G, et al., 2017 より) 

CH2-THF は HCHO によって合成された後、通常 1C 代謝と同様に MTHFR によって CH3-THF に変換される。 
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recently described formaldehyde cycle (Fig. 1). In the one-carbon cycle, 
THF is like the minute hand of a clock, delivering methyl groups to 
different cellular compartments and biosynthetic reactions. This cycle is 
compartmentalized between mitochondria, cytosol and, during S-phase, 
the nucleus [11,13]. The mitochondrial one-carbon cycle branch initi-
ates with the hydroxymethylation of THF from serine catalysed by the 
enzyme serine-hydroxymethyltransferase 2 (SHMT2) (Fig. 2). In this 
organelle, glycine -through the GCS system - can also donate one carbon 
units to THF. Also, the metabolism of choline generates dimethylglycine 
(DMG) and sarcosine that can transfer formaldehyde units to THF 
yielding 5,10-CH2-THF, in reactions catalysed by the DMG and sarco-
sine dehydrogenases, respectively [14]. 5,10-CH2-THF can be used for 
the methylation of tRNA, which is required for mRNA translation in the 
mitochondria [15]. This THF derivative might also feed mitochondrial 
thymidylate synthase (TYMS) for de novo thymidylate synthesis [16]. 
Alternative, mitochondrial 5,10-CH2-THF is oxidized by the bifunc-
tional NAD(P)-dependent enzyme methylene-THF dehydrogenase 2 
(MTHFD2) or 2 like (MTHFD2L) [17], generating 10-formyl-THF 
(10-CHO-THF). This compound is the one-carbon unit donor in the 
synthesis of N-formylmethionine (fMet) for mitochondrial protein syn-
thesis initiation [18], and it is also the substrate of methylene-THF de-
hydrogenase 1 like (MTHFD1L), yielding formate and THF (Fig. 2). 
Mitochondrial formate can translocate to the cytosol, though the iden-
tity of the transporter involved in this process remains far from clear. 

In the cytosol, formate can re-enter the one-carbon cycle through the 
reversible trifunctional NADP-dependent methylene-tetrahydrofolate 
dehydrogenase 1 (MTHFD1), yielding 10-CHO-THF (Fig. 2) [19]. The 
high ratio NAPDH/NADP might favour this reductive direction from 
formate and THF giving first 10-CHO-THF and then 5,10-CH2-THF [20]. 
In cancer cells, the overflow of mitochondrial formate also favours the 
reductive direction of the cytosolic one-carbon cycle branch [21]. The 
reason for this compartmentalization has been proposed to be for 
uncoupling one-carbon NAD-dependent oxidations from glycolysis, 
which otherwise would consume cytosolic NAD, slowing glycolytic flux 
and affecting cellular redox homeostasis [11]. In the cytosol, 
10-CHO-THF can be used for building the purine ring [22] or further 

oxidized to 5,10-CH2-THF. This multifunctional intermediate can 
reversible transfer a formaldehyde unit to glycine yielding serine and 
THF, a reaction catalysed by the enzyme 
serine-hydroxymethyltransferase 1 (SHMT1) [23]. 5,10-CH2-THF can 
also be directed to the enzyme thymidylate synthase (TYMS) [5,24], 
which catalyses the conversion of deoxyuridine monophosphate (dUMP) 
to deoxythymidine monophosphate (dTMP), or to the methyl-THF 
reductase (MTHFR) yielding 5-methyl-THF (5-CH3-THF) (Fig. 2) [11]. 
This intermediate is the one-carbon donor for the generation of the 
essential amino acid residue methionine from homocysteine (Hcy), the 
initial step of the methionine cycle that is catalysed by the enzyme 
methionine synthase (MS) [25]. During S-phase, the nucleus is also a 
known site where one-carbon cycle takes place (Fig. 2). There, 5, 
10-CH2-THF plays a central role driving the synthesis of dTMP and 
generating DHF through the enzyme TYMS. DHF can be converted into 
THF by nuclear DHFR, using NADPH as a cofactor. Nuclear 5, 
10-CH2-THF is generated by the enzyme MTHFD1, which catalyses 
first the synthesis of 10-CHO-THF from THF and formate, and then the 
reduction of this intermediate to 5,10-CH2-THF (Fig. 2). The histone 
demethylase LSD1 can also produce 5,10-CH2-THF directly conjugating 
THF and formaldehyde (see section ‘Epigenetic demethylations and 
formaldehyde flux’). Moreover, THF can also generate 5,10-CH2-THF by 
the reversible action of nuclear enzymes SHMT1 and SHMT2A, which 
use serine as a formaldehyde donor [13,26]. Thus, nuclear one-carbon 
cycle also implies the flux of nuclear formaldehyde, a known carcin-
ogen and a DNA-damaging molecule. 

3. Methionine cycle, transsulfuration and epigenetic 
methylations 

Epigenetics refers to all chromatin, DNA and RNA changes that affect 
gene expression without altering their primary sequence. The methio-
nine cycle is an utmost important part of epigenetic methylations 
generating the universal cellular methyl donor adenosylmethionine 
(AdoMet), which is used in both the nucleus and the cytosol for 
methylation reactions. In the DNA, the most prevalent epigenetic change 

Fig. 1. Chemical formaldehyde flux and 
one-carbon metabolism. 
Formaldehyde (red) flux throughout one- 
carbon metabolism is depicted indicating 
the metabolic pathways involved in deliv-
ering formaldehyde units throughout 
cellular metabolism. For simplification only 
the structure of tetrahydrofolate (THF) and 
the derivative 5,10-methylene-THF are 
shown (see the text and Fig. 2 for the com-
plete set of THF derivatives). In THF, the red 
bond represents the carbon released as 
formaldehyde upon oxidative degradation. 
The one-carbon unit is depicted as a dotted 
red line in the structure of 5,10-methylene- 
THF. S-adenosylmethionine (AdoMet) is 
also shown with the reactive methyl group 
in red. The cartoon is a representation of 
histones and DNA with the methyl groups 
indicated in red. DMG: Dimethylglycine.   

A.E. Morellato et al.                                                                                                                                                                                                                            
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 しかし上記と異なり、THF を利用し直接 CH3-THF を合成する THF 依存脱メチル化酵

素も存在する。第 2 節で述べた SHMT/GCV を用いて Ser/Gly から CH2-THF を合成した

後、MTHFR が CH2-THF を CH3-THF に還元することで 1C 代謝を行う生物と違い、THF

依存脱メチル化酵素を有する生物は先に CH3-THF を生成し、その後に MTHFR が CH3-

THF を CH2-THF に酸化することで 1C 代謝を行うと考えられている (Yao S, et al., 2019)。

このような CH3-THF を最初の 1C-THF として 1C 代謝を行う生物においては、これまで

に 3 種類の THF 依存脱メチル化酵素が報告されている。CH3Cl や methanol で生育でき

る Methylobacterium sp. strain CM4 由来コリノイド (以後、Co)含有酵素 CmuAB (Studer A, 

et al., 1999)、DA で生育できる Rhizorhabdus dicambivorans Ndbn-20 由来 Dmt (Yao L, et al., 

2016)、そして低分子型リグニン VA および SA で生育できる Sphingobium sp. SYK-6 由来

LigM/DesA である (Abe T, et al., 2005)。 

 この中で THF依存脱メチル酵素を有する生物の 1C代謝がどのように、CH2-THFでな

く、CH3-THF を最初の 1C-THF として代謝を行うのかに関する知見を得るために、我々

はリグニン代謝のモデル生物である Sphingobium sp. SYK-6 の 1C 代謝に注目した。 
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1-4. 脱メチル化酵素に依存する Sphingobium sp. SYK-6 の 1C 代謝 

 Sphingobium sp. SYK-6 (以後, SYK-6) は 1987 年に Katayama グループによってパルプ工

場の廃液処理槽から単離されたグラム陰性好気菌である（Katayama Y, et al., 1987）。リ

グニンは、地球上で 2 番目に豊富な天然高分子であるにも関わらず、難分解性により熱

源としてしか使われていない。このリグニンを有効利用するために、低分子型リグニン

を代謝できる Sphingobium sp. SYK-6は共同研究先である長岡技術科学大学の政井研究室

で長年にわたり研究されてきた (Katayama, et al., 1988; Masai, et al., 1989; Masai, et al., 

1991)。その結果、SYK-6 はβ-アリールエーテル、ビフェニル、ジアリールプロパン、

フェルラ酸などリグニン由来化合物を、一旦共通の中間代謝物である VA あるいは SA

まで分解する。その後、THF依存型脱メチル化酵素である LigMや DesAは VAや SAか

らメチル基を獲得し CH3-THF を合成した後、脱メチル化によって生じたプロトカテク

酸（PCA） や没食子酸（GA）は芳香環開裂反応によりピルビン酸とオキサロ酢酸まで

分解され、TCA回路で利用されると推定されている(Kamimura N, et al., 2017) (図 1-4-1)。 

 グルコースなど炭素源が豊富な環境下で育つ一般的な生物種と違い、SYK-6はリグニ

ン由来芳香族化合物しかないと思われる環境下で生育する。その上、これまでの研究か

ら、SYK-6は一般生物のように解糖系を利用しグルコースを炭素源として生育できない

上に(Varman AM, et al., 2016)、グリシンを基質に CH2-THF を作り、1C 代謝を行う GCV

系遺伝子も持っていない。その代わりに、SYK-6 が VA を唯一の炭素源として生育する

際に、LigM によって生成された CH3-THF は MTHFR (以後、S6MTHFR)によって CH2-

THF に変換され 1C 代謝を行うことが推定された (Masai, et al., 2007) 。 
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図 1-4-1 Sphingobium sp. SYK-6 のリグニン依存代謝経路 

(Kamimura N, et al., 2017 より) 
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 第 2 節で述べたように、MTHFR は SHMT/GCV によって生成された CH2-THF を CH3-

THF に還元することで 1C 代謝において重要な役割を果たしている。しかし、SYK6 の

1C 代謝における S6MTHFR の役割についてはまだわかっていない。2002 年の Sonoki ら

の研究では、s6mthfr の欠損破壊株は VA で生育できない上、細胞の抽出液から大量の

CH3-THFの蓄積が見られたことから、S6MTHFRは SYK-6の代謝に重要不可欠であるこ

とが示唆された (Sonoki T, et al., 2002)。2017 年に筆者が属するグループは初めて THF 依

存脱メチル化酵素である LigM の結晶構造と酵素学的性質を明らかにする同時に、LigM

が CH3-THF を合成する証拠を示した(Harada A, et al., 2017)。さらに、VA からは LigM に

より先ず CH3-THF が合成されるため、S6MTHFR が一般の MTHFR の反応方向と逆に、

CH3-THF を CH2-THF に酸化する可能性が考えられた。しかし、これに関しては実験的

な証明もなく、CH3-THF を CH2-THF に酸化するメカニズムも不明である。 
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1-5. 研究目的 

 一般的な生物の 1C 代謝においてはグルコースを炭素源とし、SHMT/GCV を用いて 

Ser/Gly から CH2-THF を生成した後、MTHFR が CH2-THF を CH3-THF に変換する(図 1-

5, B)。しかし、VAを炭素源として生育するSYK-6では、THF依存脱メチル化酵素LigM

を利用し CH3-THF を生成した後、SYK-6 の MTHFR である S6MTHFR が CH3-THF を

CH2-THF に酸化することで 1C 代謝を行うと考えられ、S6MTHFR は通常の生物の

MTHFR とは逆の反応を行う必要がある (図 1-5, A)。そこで、我々は S6MTHFR の酵素

学的な性質を調べその性質を明らかにするとともに、その触媒反応のメカニズムを原子

のレベルで解明することにした。この酵素と LigMが VAと 1C代謝を繋ぐメカニズムを

明らかにできれば、THF依存脱メチル化酵素を利用するバクテリアの代謝系の進化の一

端に迫ることができると考えた。 

 本論文は以下のように構成される。本章に続き、第 2 章では S6MTHFR サンプルの準

備と活性測定による S6MTHFR の酵素学性質解明、第 3 章では S6MTHFR の構造決定と

構造評価、第 4 章では構造情報に基づいた活性測定、第 5 章では電子受容体、第 6 章で

は配列解析、第 7 章では本論文のまとめの順にそれぞれの結果と考察を述べる。また、

最後に実験手法の詳細を記した。 
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図 1-5. SYK-6 の 1C 代謝 (A)と一般的な 1C 代謝 (B) 
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2. S6MTHFR発現精製とWTの活性測定 
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 これまでに解明されてない S6MTHFR の酵素学的性質を明らかにするため、

S6MTHFR のサンプル調製と野生型 S6MTHFR の活性測定を行なった。 

 

2.1 S6MTHFRの発現 
 

 活性測定用の S6MTHFR タンパク質を準備するために、以下の図 2.1 で示したように His-tag

と GST-tagを用いた S6MTHFRの発現ベクターを作製した。その上で、ユーロフィン株式会社に

DNA シークエンスを委託し、GenBank に登録されている s6mthfrの配列（BAK65950.1）と一致

することを確認した。 

 

 

 

 

 

 

図 2.1 S6MTHFR の発現ベクター 

 
 発現条件を検討するため、まず 20 ml LB 培地で実験することにした。上記の pGX6P1HP-

MTHFR もしくは pET44HP-MTHFR の発現ベクターで形質転換した大腸菌 BL21 (DE3)を用いて、

0.5 mM IPTG で誘導をかけた後、37 ℃, 3 時間または 16 ℃, overnight の 2 条件に分けて培養収菌

し、超音波破砕を行った。回収した可溶性の上清に Ni sepharose /GS4B を加え、破砕後の全画

分、上清画分 resin をそのまま SDS-PAGE で分析した。その結果、分子量が 59 kDa である

S6MTHFR-GST タグ融合タンパク質と、分子量が 32 kDa である S6MTHFR-His タグ融合タンパ

ク質のバンドが確認でき、目的タンパク質が発現したことがわかった（図 2.2）。GST-tag の上

His PreSci mthfr gene
pET44HP-MTHFR (vector size 5.6kbp+ s6f size 0.9 kbp )

SalIBamHI

T7 promoter

AMP

PreSci mthfr gene
pGX6P1HP-MTHFR (vector size 4.9kbp+ s6f size 0.9 kbp )

tac promoter

AMP

GST

SalIBamHI
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清画分である lane2,6 と、His-tag の上清画分である lane4,8 から 4 L大量培養で十分な量の可溶性

S6MTHFR を回収できると判断した。また、16 ℃ overnight 条件と比べて 37 ℃ 3 h で培養した方

が効率的に見えたため、以後の発現条件は 37 ℃, 3h に決定した 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.2 SDS-page における S6MTHFR の発現確認 

M: 分子量マーカー、GST-S6MTHFR を GST-S6F、His-S6MTHFR を His-S6F で表記した 

lane 1 (total fraction), lane 2 (soluble fractiono): 37℃, GST-S6MTHFR タグ条件の resin fraction; 

lane3(total fraction), lane 4(soluble fractiono): 37℃, His-S6MTHFR タグ条件 resin fraction、 

lane 5(total fraction), lane 6(soluble fractiono): 16℃, GST-S6MTHFR タグ条件の resin fraction、 

lane7(total fraction), lane 8(soluble fractiono): 16℃, His-S6MTHFR タグ条件 resin fraction。 

S6MTHFR 分子量約 31 kDa、His-tag 分子量約 1 kDa、GST-tag 分子量約 28 kDa。 

  

148kDa

36kDa

50kDa

64kDa

98kDa

37� 16�

GST-S6F

His-S6F

M

1   2    3    4    5   6   7   8 

C
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4 L LB 培地を用いて His-S6MTHFR もしくは GST-S6MTHFR で形質転換した大腸菌を

37 ℃, 3h でそれぞれ培養した後、超音波で細胞を破砕し遠心した。50 mM Tris-HCl 

(pH8.0), 0.3 mM NaCl, 1 mM DTT, 10 mM imidazole の buffer 条件で、それぞれの上清を Ni 

sepharose /GS4B に結合させ、open column で洗浄した後、そのまま prescission protease で

tag を切断し溶出した。SDS-PAGE の結果では、GST-S6MTHFR (lane 1)と His-S6MTHFR 

(lane6) の total fraction のバンドが非常に濃いことを確認でき、S6MTHFR が大量発現し

ていたことがわかった。また、それぞれの隣にある上清 fraction（lane 2,7）も濃いバン

ドを示し、十分な可溶性を有することが考えられる。さらに、open column からの flow 

through fraction (lane3,8)と wash fraction のバンド（lane 4,9）から洗浄条件は十分である

ことが示された。その上、GST-S6MTHFR (lane 5)の elution fraction のバンド位置が 36 

kDa以下であり、His-S6MTHFR の elution fractionのバンド位置 lane7より低いことから、

GST-tag と His-tag が切断されていると考えられた（図 2.3.1）。 

 S6MTHFR は FAD を cofactor とする酵素であるため、FAD が結合している時にしか活

性を持たない。室内環境下において FAD は酸化型の状態を示すため、波長が 450 nm 付

近に吸収ピークがある。450nm における FAD の吸光係数は 14.1×103 M-1cm-1 であるこ

とに従い(Igari S, et al., 2011)、nanodrop を用いて 450 nm における最終産物の吸光度を測

定し計算を行った結果（S6MTHFR Mw: 31367 Da）、合計 4 L の培養液から約 0.28 g の

S6MTHFR (FAD)を回収できたと考えられた。また、glutathione-resinより Ni-resinの方が

再利用しやすいので、以後は His-tag 条件で精製することにした。 
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図 2.3.1 SDS における発現精製確認 

M: 分子量マーカー, 1: GST-S6MTHFR total fraction, 2: GST-S6MTHFR supernatant fraction, 3: GST-S6MTHFR flow through 

fraction, 4: GST-S6MTHFR wash fraction, 5: GST-S6MTHFR elution fraction, 6: His-S6MTHFR total fraction, 7: His-S6MTHFR 

supernatant fraction, 8: His-S6MTHFR flow through fraction, 9: His-S6MTHFR wash fraction, 10: His-S6MTHFR elution fraction 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.3.2 nanodrop における S6MTHFR の吸光スベクトル 

nanodrop の場合、セル（光路）の長さは 1 cmではなく 1 mmのため、測定値の 10 倍で濃度を計算した。 

280 nm
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450nm
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 Ni-resin で精製したサンプルを、さらに陰イオン交換カラム(MonoQ)により精製した。

50 mM Tris-HCl (pH8.0), 25 mM NaCl, 1 mM DTT で平衡化したカラムにサンプルを添加

し、bed volume の 10 倍をかけて塩濃度を 0.5 M まで上げて S6MTHFR を溶出した。その

結果、fraction 14, 15, 16 から 280 nm のピークと S6MTHFR の cofactor である酸化型 FAD

に由来する 450 nm のピークが同時に検出された（図 2.4.1）。さらに、回収した fraction

の一部を SDS-PAGE で確認した所、S6MTHFR（Mw: 約 31 kDa）に対応すると思われる

バンドを観察できた（図 2.4.2）。しかし、fraction 14, 15の laneには目的の S6MTHFRバ

ンド上方の 64 kDa 付近に不純物のバンドもあることが示された。これ結晶化に使うの

は不適切と考え、さらなる精製を行うことにした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.4.1 MonoQ における S6MTHFR の精製結果 

*X 軸：fraction volume, Y 軸：吸光度 

Buffer A: 50 mM Tris-HCl (pH8.0), 25 mM NaCl, 1 mM DTT 

Buffer B: 50 mM Tris-HCl (pH8.0), 1 M NaCl, 1 mM DTT 

Mono Q 5/50 GL 
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図 2.4.2 MonoQ 精製 fraction の SDS-page 確認結果 

*Lane c: affinity purication 段階の elution fraction, lane 8~24: 図 2.4.1 の fraction volume 

 
 
 MonoQからの溶出された fraction14, 15, 16を回収した後、10mM HEPES-NaOH (pH7.5), 

100 mM NaCl の buffer 条件でゲル濾過 (Superdex200)精製を行なった。溶出のチャートか

ら fraction15, 16, 17, 18, 19から 280 nmのピークと 450 nmのピークを検出した（図 2.5.1）。

回収した fractio を SDS-PAGE で確認した結果、S6MTHFR（Mw: 約 31 kDa）の非常に濃

いバンドを観察できた（図 2.5.2）。ちなみに、S6MTHFR バンド(fraction15, 16, 17, 18, 

19)の下方にもバンドが存在するが、恐らく分解物のバンドでバンドの位置から分子量

が 30 kDa 以下であり、分子量カット 30 kDa の限外濾過器で濃縮することで除去できた。

SDS-PAGE 上におけるバンドの面積から純度を計算した結果、純度 95%の S6MTHFR が

得られた。濃縮した後に nanodrop で濃度を測定し、最終的に約 11.34 mg/L の高純度

S6MTHFR を取得できた。 

 

98 kDa

64 kDa

50 kDa

36 kDa

c   8  9  10  11 12 13  14 15 16 17 18  19  20  21  22   23   24

M Ion exchange fraction
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図 2.5.1 Superdex200 における S6MTHFR の精製結果 

*X 軸：fraction volume, Y 軸：吸光度 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.5.2 SDS-page における S6MTHFR のゲル濾過結果（左）、ゲル濾過後の S6MTHFR の吸光

スベクトル（右） 

*Lane 10~23: 図 2.5.1 の fraction volume 

  

98 kDa

64 kDa

36 kDa

50 kDa
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Abs 0.204
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2.2 SEC-MALSによる分子量の決定 
 

 これまでの CH2-THF から反応する典型的な MTHFR はいずれも多量体を形成するこ

とが報告されてきた (Sheppard C, et al., 1999; Matthews R, et al., 1986)。溶液中における

S6MTHFR の会合状態を明らかにするため、SEC-MALS を用いて S6MTHFR の分子量を

測定した。10 mM HEPES-NaOH (pH7.5), 100 mM NaCl の buffer 条件で S6MTHFR の溶液

中における分子量を調べた結果を図 2.6.1及び図 2.6.2に示す。S6MTHFRが 32 min (16ml)

付近にシングルピークを示した。アミノ酸配列から計算された S6MTHFR の分子量の理

論値は 31.37 kDa であることに対し、実験の結果では数平均分子量 Mn、重量平均分子

量 Mw 及び Mw/Mn がそれぞれ 29.61 k ± 0.512% Da、29.61 k ± 0.502% Da 及び 1.000  k ± 

0.717%であることが示された。この結果から、S6MTHFR は溶液中では単一な粒子とし

て分布し、単量体として存在することがわかった。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.6.1  SEC-MALS における溶出チャット 
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図 2.6.2  溶液中の分子量 

Mn: 数平均分子量; Mp: ピークトップ分子量; Mv: 粘度平均分子量; Mw: 重量平均分子量; Mz: Z 平均分子量 

  

Masses
Injected Mass (µg) 800.00
Calculated Mass (µg) 267.13
Mass Recovery (%) 33.4
Mass Fraction (%) 100.0

Molar mass moments (g/mol)
Mn 2.961×104 (±0.512%)
Mp 2.975×104 (±0.142%)
Mv n/a
Mw 2.961×104 (±0.502%)
Mz 2.962×104 (±1.112%)

Polydispersity
Mw/Mn 1.000 (±0.717%)
Mz/Mn 1.000 (±1.224%)

rms radius moments (nm)
Rn n/a
Rw n/a
Rz n/a

Peak 1

ASTRA 6 Report 191029 S6F

ASTRA 6.1.7.17 2020/11/20 10:19:42 2 of 2
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2.3嫌気滴定実験による精製サンプルの活性確認 

 MTHFR (EC.1.5.1.20)は FAD を補因子として Ping-Pong	Bi-Bi 反応を触媒する酸化還元

酵素である。MTHFR の全反応は、2 電子が NADH からヒドリドの形で CH2-THF に渡さ

れた後に CH3-THF が生成され、ΔG0’が-21.6 kJ/mol になる発エルゴン反応である 

(Wohlfarth G, et al., 1991)。この触媒反応は 2 つのステップ: 1) NADH 半反応: NADH を利

用して補因子 FAD+を還元する反応(reductive half-reaction)、2) THF 半反応: 還元された

FADH2により CH2-THF を還元し CH3-THF を生成する反応(oxidative half-reaction)に分け

られる (Trimmer E, et al., 2001) (図 2-3-1)。また、In vitro では MTHFR による CH3-THF の

酸化という、上記の反応の逆反応も起こるが、NADH による MTHFR の還元反応の

kcat/Km は CH3-THF による MTHFR の還元反応の約 45 倍であり(Zuo C, et al., 2018)、かつ

SHMT/GCV は CH2-THF を作ることや細胞内における NADH の濃度が CH3-THF より高

い状況下において、MTHFR は CH2-THF から CH3-THF にしか反応しないと考えられて

きた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3-1. MTHFR の Ping-Pong Bi-Bi 反応 
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 しかし、S6MTHFRは THF依存脱メチル化酵素 LigMが CH3-THFを生成する影響を受

け、逆方向から反応すると推定された。S6MTHFR とほかの MTHFR との間には約~29%

のアミノ酸配列相同性を有すること。さらに、S6MTHFR、大腸菌 MTHFR (以後、

EcMTHFR)及びもう一つ基質非結合型構造が決定されている好熱菌である Thermus 

thermophilus HB8 由来 MTHFR 間とのシークエンス比較では、NADH との触媒反応に重

要と考えられている触媒残基 Glu21 (EcMTHFR Glu28)と Asp107 (EcMTHFR Asp120)が

S6MTHFR にも保存されている（図 2-3-2）。そのため、嫌気条件で S6MTHFR の CH3-

THF と NADH に対するそれぞれの素反応を比較した (図 2-3-3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3-2. SYK-6、E. coli と T. thermophilus HB8 間の MTHFR のシークレット比較 

青は共通のアミノ酸残基、赤は触媒反応に重要な活性残基を示す. 

Sequence alignmentは NCBIの COBALT (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi?LINK_LOC=Blast 

HomeLink)を使用した。 
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図 2-3-3. MTHFR 酵素反応概略 

上は S6MTHFR の反応方向、下は一般的な MTHFR の反応方向を示す 
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・結果 

 まず、精製した S6MTHFR が CH3-THF と反応できるかどうかを調べるために、

S6MTHFR の FAD の CH3-THF による還元反応を嫌気条件下で測定した。具体的には、

吸光セルに脱気した 100 mM potassium phosphate buffer (pH7.2) (以後、KPB), 0.1 M EDTA

溶液と 19 µM S6MTHFR (19 nmol)を入れて 1 ml の反応液を作り、0 nmol から 50 nmol ま

で 2 分間おきに 8 or 10 mM CH3-THF を 0.5 µl ずつ加えて、450nm の吸収を嫌気チャンバ

ー内で測定した。その結果 (反応式 1,2)、450 nm における S6MTHFR の FAD の吸収は

CH3-THFの添加と共に減っていくことがわかり、S6MTHFRはCH3-THFにより還元され

ることが示された (図 2-3-4)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3-4. CH3-THF による S6MTHFR の嫌気滴定 (THF の半反応) 
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続いて、S6MTHFRが NADHにより還元されるかどうかを調べるために、CH3-THFの代

わりに NADH を添加し、同じ方法で FAD の還元を測定した (反応式 4, 2)。その結果、

S6MTHFR は他の MTHFR のように、NADH と反応できることが分かった。しかし、

S6MTHFRは 2分間内で添加した CH3-THFと全部反応しきったことに比べ、NADHとの

反応は約 30 分が経過したところで反応しきったことから、S6MTHFR は NADH に対し

て低い反応性を有する可能性が示唆された。その上、340 nm における吸収の増加から

NADH が徐々に蓄積されていたことがわかった (図 2-3-5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3-5. NADH による S6MTHFR の嫌気滴定 (NADH の半反応) 

NADH は 340 nm に極大吸収があり、NADH 添加量の増加と共に 340 nm における吸収が上昇した。 
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2.4 S6MTHFRの NADH に対する比活性 

 S6MTHFR と NADH と反応性を定量的に評価するために、これまで報告された大腸菌

EcMTHFR の研究を参考して比活性を求めた (Sheppard CA, et al., 1999)。酵素 S6MTHFR

を turnover させ、かつ EcMTHFR や他の MTHFR と比較するために、1980 年代から

MTHFR family 酵素のアッセイでずっと使われてきた電子受容体 menadione を使用した 

(図 2-4-1)。 

 

 

 

図 2-4-1 menadione を利用した NADH との全反応 
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・結果 

 酵素濃度を 10 nM から 50 µM まで検討したが、最終的に 5 µM S6MTHFR で測定を行

なった (図 2-4-2)。その結果、酵素なしの条件（blank, 青）と比べ、NADH の吸光度が

10 分内に均一な速度で減少した（オレンジ点）。このデータから、S6MTHFR の NADH

に対する比活性は 0.04 (µmol/min/mg, 以後 unit/mg)であることがわかった。 

 

 

 

 

 

 

図 2-4-2. NADH 対する活性測定 

343 nm における NADH の減少量は吸光係数が 6220 M-1 cm-1で計算した (Igari S, et al., 2011) 
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2.5 S6MTHFRの CH3-THF に対する活性 

 S6MTHFRは LigM によって生成された CH3-THFを CH2-THFに酸化すると推定された

が (Masai E, et al., 2007)、CH2-THFが生成される証拠はない。その上、S6MTHFRの CH3-

THFに対する酵素学性質も研究されていない。そのため、定常状態の反応速度論と比活

性を用いて評価を行なった。 

 CH3-THF は UV-vis 領域に目立った吸収を持たないため吸光法で定量するのは難しい。

そこで、共同研究先である長岡技術科学大学 政井研究室の協力をいただき、LC-MS

を用いて CH3-THF の定量を行なった。電子受容体は上節で述べたように、これまでの

MTHFR の研究でよく使われてきた menadione を使用した（図 2-5-1）。 

 

図 2-5-1. Menadione を利用した CH3-THF アッセイ系 
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・結果 

 まず、LC-MS を用いて基質の CH3-THF と生成物の CH2-THF それぞれの市販品を用

い、両者の溶出ピークが重なっていないことを確認した。その上で、-2価イオン化され

た両者(CH3-THF Mw: 458 g/mol, CH2-THF Mw: 456 g/mol)を MS で検出した (図 2-5-2, D, 

E, F, G)。そして、20 nM MTHFR が存在する条件下で CH3-THF の減少に伴い CH2-THF

の増加が確認されたことから、S6MTHFR によって CH3-THF から CH2-THF が生成され

ることがわかった (図 2-5-2, A, B, C, D)。しかし、試薬の公式取扱書にも書かれているよ

うに、CH2-THF は CH3-THF より不安定なので、以後 CH3-THF の減少で定量することに

した。 

 EcMTHFR の研究では pH7.2 の KPB buffer 条件下で CH3-THF に対する活性を測定して

いる (Trimmer E, et al., 2001)。そのため、S6MTHFR も同じ buffer 条件で活性測定するこ

とにした。しかし、SYK-6 株の最適生育温度は 30℃であるため、S6MTHR の Km 及び

kcat は pH7.2, 30℃の条件で測定した。また、他の MTHFR 研究では menadione による活

性阻害が報告されたことがあったので (Zuo C, et al., 2018)、20 nM の S6MTHFR に対し、

menadione の濃度を 400 µM まで振り、menadione に阻害効果がないことを確認した。そ

の後、menadione 濃度を 400 µM に固定し、CH3-THF 濃度を 1.5 mM（最大溶解度）まで

振り、ミカエリスメンテン式に従って野生型(WT)の kcat と Km を計算した。その結果、

kcatは 29.2 ± 0.41 (s-1), Kmは 28.2 ± 1.5 (µM)であることがわかった (図 2-5-3)。ちなみに、

200 µM CH3-THF の条件下において S6MTHFR の活性はすでに最大値に達しており、こ

の時の比活性は 49.59 ± 1.11 unit/mg であることが示された。さらに、GTA buffer を用い
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て最適 pH を解析し、至適 pH は 7.5 であることがわかった。また、10℃から 70℃の間

で至適温度を検討した結果、35℃付近で活性が一番高いことが示された (図 2-5-4)。 

 

 

 

図 2-5-2. Conversion of CH3-THF by MTHFR. 
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 (A) 20 nM MTHFR was incubated with 200 mM CH3-THF in the presence of 400 mM menadione at 30°C. 

Portions of the reaction mixtures were collected at the start, after 2  min, and after 5 min of incubation and 

analyzed by HPLC–MS. (B and C) The ESI–MS spectrum (positive-ion mode) of CH3-THF (at start) and a 

conversion product, CH2-THF (after 5 min of incubation) are shown in (B) and (C), respectively. (D–G) HPLC 

chromatograms and ESI–MS spectrums of authentic compounds. Retention times of CH3-THF and CH2-THF 

were 1.44 and 2.12 min, respectively. 

 

 

 

 

 

 

図 2-5-3. Kinetic analysis of MTHFR  

Conversion activity of MTHFR (A) for various concentrations of CH3-THF were examined using 50 mM 

KH2PO4-K2HPO4 buffer (pH 7.2) in the presence of 400 µM menadione at 30°C. The data are mean ± standard 

deviation of four independent experiments. 

 

図 2-5-4. Optimal pH (A) and optimal temperature (B) for MTHFR. 
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(A) Conversion activity of MTHFR for CH3-THF were examined using 50 mM GTA buffer (50 mM 3,3-

dimethylglutarate, 50 mM Tris, and 50 mM 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol; pH 5.0 to 9.0) in the presence 

of 200 µM menadione at 30°C. (B) Conversion activity of MTHFR for CH3-THF were determined using 50 mM 

KH2PO4-K2HPO4 buffer (pH 7.2) in the presence of 200 µM menadione at 15 to 70°C. The data are mean ± 

standard deviation of four independent experiments. 
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・考察 

 一般的な MTHFR を代表する EcMTHFR の CH3-THF に対する Kmは 30 µM、kcatは 0.47 

s-1であり、NADHに対するKmは 25 µM、kcatは 18.2 s-1であることが報告されている (Zuo 

C, et al., 2018)。これらの値から、EcMTHFR の NADH 対する kcat /Kmは CH3-THF の 45.5

倍と圧倒的に NADH と反応しやすいことが示されている。これに比べ、S6MTHFR の

CH3-THF に対する Kmは 28 µM、kcatは 29 s-1で、kcat /Kmは 1.0 であることがわかった (こ

の kcatはこれまでに報告された MTHFR の中において最も高い)。また、若干測定条件は

異なるが、200 µM CH3-THF における S6MTHFR の比活性は 49.59 unit/mg であることに

対し、250 µM NADH における S6MTHFR の比活性は非常に低く、0.04 unit/mg しかない。

以上のことから、S6MTHFR は一般的な MTHFR のように NADH と反応できるものの、

CH3-THF と圧倒的に反応しやすい性質 (6250 倍)を有することがわかった。これは SYK-

6 がメチル基含有化合物である VA を炭素源として生育する際に、THF 依存脱メチル化

酵素 LigM の CH3-THF を生成する影響を受け、S6MTHFR の基質特異性が変化し CH3-

THF と反応しやすくように進化したと考えられる。しかし、S6MTHFR はどのように

CH3-THF と反応しやすくなり、どのように NADH と反応しにくくなったのか、そのメ

カニズムが不明である。これを明らかにすることこそ、THF依存脱メチル化に依存した

1C 代謝の進化を理解する際に最も重要なことであると考え、X 線結晶構造解析を用い

て S6MTHFR の結晶構造を決定することにした。 
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3. S6MTHFRの結晶構造解析と構造評価 
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 第 2 章では、S6MTHFR は一般的な MTHFR のように NADH と反応できるものの、

CH3-THF と圧倒的に反応しやすい性質 (6250 倍)を有することが示された。S6MTHFR は

EcMTHFR と同様に、NADH に対する活性残基を有するにも関わらず、通常の MTHFR

と真逆な性質を持つ理由が不明である。このような反応性の変化の原因は S6MTHFR の

構造によるものと考え、S6MTHFR の結晶構造を決定することにした。 

 

3.1 結晶化、最適化と凍結条件の検討 

 構造決定に必要な S6MTHFR の結晶を得るために、精製した S6MTHFR を用いて結晶

化の初期 screening を行った。Crystal Screen (Hampton Research)(Jancarik & Kim, 1991), 

PEG/Ion (Hampton Research) (Mcpherson, 2001), Crystal Screen Cryo (Hampton Research), 

Index (Hampton Research), Wizard (Emerald Biosystems), PEGsII (QIAGEN), ProteinComplex 

(QIAGEN)の結晶化キットを用いて 20℃の条件でスクリーニングを行なった結果、Index 

kit No.2 (2 M Ammonium sulfate, 0.1 M Sodium acetate pH 4.5) (図 3-1-1 A)、及び

ProteinComplex kit No.26 (20 % (w/v) PEG 4000 , 0.1 M Sodium citrate pH 4.5) (図 3-1-1 B) 2

条件において cluster 状結晶が得られた。 
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図 3-1-1 初期結晶化スクリーニングの S6MTHFR 結晶写真 

AはAmmonium sulfate条件下のS6MTHFR結晶写真、 BはPEG4000条件でのS6MTHFRの結晶写真を示す。S6MTHFR

は FAD を有するため、黄色を呈する。 

 

 その後、24 well の結晶化プレートを用い hanging drop 法で結晶化条件の最適化を行っ

た。micro-seeding 法で結晶化の再現性がとれた後に両条件の最適化を行なった。しかし、

沈澱剤としてAmmonium sulfateを用いた条件においては、結晶がクラスター状になって

しまい、綺麗な結晶が得られなかった。これに比べ、PEG4000を沈澱剤として用いた場

合は 20% (w/v) PEG4000, 0.1M sodium citrate, pH 4.5, 5 mg/ml, 20℃の条件で図 3-1-2 のよ

うな綺麗な結晶が得られた。 

 

 

 

 

図 3-1-2 microseeding により得られた S6MTHFR の基質非結合型結晶 

20 % (w/v) PEG 4000
0.1 M Sodium citrate 
pH 4.5
10 mg/ml
20�

2M Ammonium sulfate
0.1 M Sodium acetate 
pH 4.5
10 mg/ml
20�

BA

8 µm10 µm

100	µm
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 上記の結晶を用いて CryoPro (Hampton Research) (Boutron, 1988)を利用し cryoprotectant

の条件を検討した。各 cryoprotectant 溶液の pH 条件は結晶化溶液と同一にして、

S6MTHFR の結晶を様々な cryoprotectant を含む溶液に 5 min ほど浸し、顕微鏡で結晶の

様子を観察し、結晶が酷く割れた条件を除いた。最終的に下記の 3 つの条件でサンプル

を用意し、snapshot で分解能を確認した結果、30% (w/v) PEG4000 の条件で結晶を凍結

することにした (表 1)。また、結晶化溶液に 10 mM CH3-THF が入った soaking 溶液に、

S6MTHFR の基質非結合型結晶を 1 時間漬けた結果、結晶表面に少し亀裂が入ったこと

が観察できた。その後、基質非結合型と同様に、30% (w/v) PEG4000の条件でS6MTHFR

の THF 結合型結晶を凍結した。 

 

表 1. 抗凍結剤の種類と分解能の関係 

 

 

 

  

����) �
���� �
���� �������	(����
�
PEG4000 30% (w/v) PEG4000 1.5 - 2.0
PEG4000 30% (w/v) PEG400 1.8 - 2.1
PEG4000 23% (w/v) Trehalose dihydrate 3.0 - 3.5
AMSO4 26.25% (w/v) Xylitol 2.7 - 3.1
AMSO4 26.25% (w/v) Glucose 2.5 - 3.0
AMSO4 26.25% (w/v) Sucrose 2.0 - 2.5
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3.2 基質非結合型 S6MTHFRと THF結合型 S6MTHFRの構造決定 
 

 表 2 の条件で NSRRC BL-13B1 において回折データを収集し、XDS (Kabsch, 2010)、

CCP4 POINTLESS と AIMLESS (Evans, et al., 2013)を用いてデータ処理を行なった (表 2)。

次に、処理したデータを用いて分子置換法で構造決定を試みた。 swiss model 

(https://swissmodel.expasy.org)を用いて分子置換のモデル を構築し(PDB ID: 1v93, chainA, 

24% 相同性を元にモデル構築された)、このモデルを利用して分子置換法の計算を行な

ったが、適切な初期位相が得られなかった。そのため、硫黄原子(S)の異常散乱を利用

したnative-SAD法で初期位相の決定を試みた。ヘリウムチャンバーを持つPhoton factory 

(PF) BL-1A で波長 2.7 Å の X 線を使って回折データを収集し、XSCALE で merge した 2.6 

Å 分解能の回折データを用いて（表 2）Crank2 (Ness SR, et al., 2004)で初期位相の決定か

らモデルの構築まで行なった (図 3-2-1)。その結果、非対称単位内に 2 分子が存在し合

計 576 個残基があることがわかり、自動的に 562 個残基 (97.6%)を構築することができ

た。その座標を用いて、NSRRC BL-13B1 のデータによる分子置換を行ない(表 3-2)、1.5 

Å 分解能の S6MTHFR 基質非結合型構造を得た。 

 その後、S6MTHFR の基質非結合型結晶に 10 mM CH3-THF を soaking し、SLS (swiss 

light source) の X06DA で回折データの収集を行なった(表 3-2)。XDS、POINTLESS と

AIMLESS で回折データを処理した後、基質非結合型構造をモデルとして Molrep により

分子置換法で構造を決定し、Refmac による精密化後、CH3-THF と思われる電子密度を

確認することができた (図 3-2-2)。 
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表 2, 測定条件、S6MTHFR 結晶の結晶学的パラメータと回折強度データの統計値 

No. of subunits / asym. unitは CCP4 CELL CONTENT ANALYSISを用いて計算した。 

( )内の数値は最外殻の値を示す。 

 

 

 

Sampe ������
(for native-SAD)

������
(for MR)

THF奾ࣳݳ
(CH3-THF complex)

Light source PF BL-1A NSRRC, BL13B1 SLS-X06DA
Wavelength (Å) 2.700 1.000 1.000
Temperature (K) 95K 95K 95K
Detector EIGER 4M Q315r PILATUS 2M-F
Crystal-detector distance 

(mm)

60 200 180.33

Rotation range/ image 

(°)
0.2 0.25 0.5

Total rotation range (°) 360*10 90 720
Exposure time/ image (s) 0.2 2.5 0.1
Transmittance (%) 3.38 100 100

Space group P21 P21 P21
a , b , c   (Å) 36.57  165.51  45.00 37.06  168.12  45.42 37.13  170.35  45.15
α , β , γ   (°) 90.00  105.62  90.00 90.00  105.55  90.00 90.00  104.55  90.00
No. of subunits / asym. 
unit

2 2 2

Resolution (Å) 43.42-2.60 (2.72-2.60) 42.35-1.5 (1.53-1.50) 43.7-1.85 (1.89-1.85)
R-merge 0.074 (0.110) 0.034 (0.239) 0.101 (0.853)
R-pim 0.014 (0.022) 0.031 (0.215) 0.064 (0.537)
I/σ(I) 58.6 (35) 19.1 (4.4) 14.3 (2.2)
Completeness (%) 83.4 (70.2) 99.5 (96.3) 100 (100)
No. of observed 

reflections

663496 (64907) 309475 (12599) 315500 (19364)

No. of unique reflections 12987 (1303) 84735 (4091) 46088 (2827)
Multiplicity 51.1 3.7 (3.1) 6.8 (6.8)
Mosaicity 0.13 0.13 0.23
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図 3-2-1. Crank2 の結果 

Crank2 pipeline に含まれる ARP/wARP によりモデル構築された結果、Rwork/free は 0.2984/0.353 となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-2. CH3-THF の 2mFo-DFc map (Contour level は 1.2 σ)  

FAD

CH3-THF
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3.3 結晶学的精密化 
 
 上記で得られた 1.5 Å の S6MTHFR 基質非結合型及び 1.85 Å の CH3-THF 基質複合体デ

ータを用いて、PHENIX の phenix.refine (Afonine PV, et al., 2012)による構造精密化を行な

った。Coot で 2mFo-DFc を 1.2σ、mFo-DFc map を 3.5σに設定した上、電子密度がはっ

きり見えない部分のアミノ酸残基あるいは側鎖を削除した。Alternative conformation の

可能性がある場合は、それぞれの占有率を下げて合計 1 になるようにモデルを入れた。

また、mFo-DFcmap を 3.5σにおいて、電子密度の形が丸いと判断できる大きさのもの

を水分子の電子密度として判断した。PHENIX の Molprobity (Lovell SC, et al., 2003)を使

い geometry に問題がないことを確認しつつ、精密化を数十回繰り返した。最終的に、

S6MTHFR 基質非結合型の Rwork/free が 0.17/0.21、S6MTHFR THF 結合型の Rwork/free が

0.18/0.22 となったところで精密化を終了した(図 3-3-1 表 3)。さらに、基質非結合型にあ

る FAD と THF 結合型にある CH3-THF を Simulated annealing omit map で確認した(図 3-3-

2)。 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-3-1. phenix.refine による Molprobity による Ramachandran Plot 

������S6MTHFR THF���S6MTHFR
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A. S6MTHFR 基質非結合型、B. S6MTHFR-CH3-THF 複合体をそれぞれ示す。Outlier に入るアミノ酸

がないことを確認した。 

 
表 3. S6MTHFR 基質非結合型/THF 結合型の精密化まとめ 

Sample  S6MTHFR-基質非結合型 S6MTHFR-THF 結合型 

Resolution (Å) 42.04 - 1.5  43.70-1.85 

Rwork 0.1709 0.1833 

Rfree 0.2123 0.2189 

No. atoms 
  

Protein 4251 4192 

Lignad/Ion 106/- 159/- 

Water 842 387 

B-factor (Å) 
  

Protein 17.52 21.28 

Lignad/Ion 13.89/- 21.95/- 

Water 27.64 25.98 

Rms deviations 
  

Bond lengths (Å) 0.006 0.007 

Bond angles (deg) 0.804 0.911 
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図 3-3-2. SA omit map による cofactor FAD と ligand CH3-THF の確認 

目的分子の周り 10 Å範囲で mFo-DFcmap を 3.5 σ で作成した。A, S6MTHFR 基質非結合型、B, S6MTHFR 

CH3-THF 結合体型を示す。 

 

 
 
 
  

������S6MTHFR THF���S6MTHFR
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3.4 基質非結合型 S6MTHFRの立体構造 
 
 結晶中の非対称単位には 2 分子の S6MTHFR が含まれているが (図 3-4-1, A)、第 2 章

で述べたように S6MTHFR は溶液中で単量体として存在している。S6MTHFR の結晶構

造は 15 本のa-helix と 10 本のb-sheet で構成されるが、真ん中にはb-barrel 構造があり、

その周りにa-helix が配置していることから TIM barrel 構造に分類される (図 3-4-1, B)。

この TIM 構造は他の MTHFR ホモログの構造でも確認されている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-4-1. S6MTHFR の結晶構造 

A, 非対称単位内にある 2 分子の S6MTHFR を示す。a-helix は棒状、b-sheet は矢印状で表示した。両

者間 の rmsd は 0.10Å であった。 

B, 1分子の S6MTHFR及び 180度回転したものを示す。a-helixは螺旋状、b-sheetは矢印状で表した。  
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3.5 S6MTHFR及び S6MTHFR-CH3-THF複合体の立体構造比較 

  基質非結合型 S6MTHFR (coordinate error: 0.18Å)と CH3-THF 複合体型 S6MTHFR 

(coordinate error: 0.23Å)を 280 個の Ca原子を用いて最小二乗法を用いて重ね合わせた結

果、root-mean-square deviation (rmsd)は 0.33Åであることから、ligand である CH3-THF の

結合によって全体構造に大きな変化はなかったことがわかった。しかし、活性中心を比

較すると、有意な変化があることが示された。具体的には、a-helix 11 の末端にある

Cys219 が CH3-THF の結合によって、基質側に 1.8 Å移動していた (図 3-5-1)。これによ

って、Cys219 の-SH 基と CH3-THF の N1間の距離は 3.4 Åとなり (図 3-5-2)、この距離か

ら考えて Cys219 は CH3-THF の結合及び触媒に関与する可能性が示唆された。 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-5-1. CH3-THF 結合による S6MTHFR の Cys219 の移動 

CH3-THF

Glu21

Gln175

FAD

Cys219 

Phe215

a-helix 11 

1.8 Å
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S6MTHFR 基質非結合型は紫、CH3-THF 複合体型は青、FAD は黄色、CH3-THF はみ空色に示す。a-

helix 11は CH3-THFの結合により全体が左側に傾き、末端にある Cys219は 1.8Åの距離を移動した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-5-2. S6MTHFR の CH3-THF 基質複合体の活性中心 

Cys219 から CH3-THF の N1原子までの距離は赤点線で示した。CH3-THF による FAD の還元は電子

が CH3-THF の N5から FAD の N5まで移動すると予想された (Trimmer E, et al., 2001)ので、その距離

を黒い点線で示した。 

 

3.6 S6MTHFR-CH3-THFと EcMTHFR-CH3-THFの構造比較 
 
 現在 PDB に登録されている 5 つの生物種 (E. coli (PDB ID, 1zp3), Thermus thermophilus 

(3apt), Haemophilus influenzae Rd KW20 (5ume), Homo sapiens (6fcx), Saccharomyces 

cerevisiae (6fnu))由来 MTHFR の中で、E. coli 由来 MTHFR (EcMTHFR)は最も研究されて

おり、かつ THF 結合型構造が決定されたのは EcMTHFR のみだった。そのため、ここ

CH3-THF

Glu21
3.4 Å

FAD

Cys219 

Asp107

Gln175N1

N5

N5

2e
3.7 Å
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では EcMTHFR と S6MTHFR の構造比較から明らかになった 2 つの顕著な違いについて

議論する。 

 1つ目の違いは、前節で議論した S6MTHFRの Cys219である。EcMTHFR-CH3-THF複

合体構造 (1zp4)と S6MTHFR-CH3-THF 複合体構造を比較したところ、EcMTHFR は対応

する位置に Cys219 を持たないこと分かった。EcMTHFR の対応する位置には Thr227 が

存在するが、CH3-THFに N1から 5.8 Å離れており、相互作用するのは難しいと思われる 

(図 3-6-1, A)。そのため、CH3-THF の結合による Cys219 の位置変化は S6MTHFR の触媒

反応に関わると考えられ、Cys219を Alaに置換し、次の節で定常状態の酵素速度論定数 

(Km, kcat)を求めることにした。 

 2 つ目の違いは S6MTHFR の CH3-THF 認識機構である。これまでの EcMTHFR 研究で

は、変異体を用いた実験から Glu28, Asp120, Gln183, Phe223 は MTHFR の触媒反応に重

要であることが示されていた (Trimmer E, et al., 2001)。Ping-Pong Bi-Bi 機構で反応する

EcMTHFRには触媒ポケットは一つしかない。Gln28 (変異体の結晶構造), Asp120, Gln183

は ligandの結合による位置変化はほとんど見られなかった。しかし、CH3-THFが結合す

ると Phe223 の側鎖のベンゼン環は CH3-THF の pteridine 環に垂直になり、CH3-THF の

PABA のベンゼン環に並行に配置する(図 3-6-1. A)。一方、NADH 結合時には(図 3-6-1. 

B)、Phe223 の側鎖のベンゼン環は NADH のアデニン環に並行になるように配置し、

CH3-THF結合時と比較して、90度ほどχ1角が変化したことが報告された(図 3-6-1. C)。 
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図 3-6-1. EcMTHFR における異なる ligand 結合構造及び Phe223 の位置変化 

 

A. EcMTHFR-CH3-THF 複合体 (PDB ID: 1zp4), B. EcMTHFR-NADH 複合体 (PDB ID: 1zrq), C. 両者を重

ね合わせした構造を示す。FAD は黄色、CH3-THF はみ空色、NADH は緑色 stick で示した。E28 を

Q28 に変異させた結晶構造である。 

 

 S6MTHFR は上記の 4 残基に対応する残基 Glu21, Asp107, Gln175, Phe215 を有し、立体

位置上でも類似した場所に配置していた 。しかし、EcMTHFR と S6MTHFR に対して

CH3-THF は異なる様式で結合することが構造の比較から明らかになった(図 3-6-2. A, B)。

EcMTHFR では、CH3-THF の PABA は pteridine 環に対しほぼ垂直に配置しているのに対

し、S6MTHFR中の CH3-THFの PABAは pteridine環に向かって折りたたまれていること

が示された(図 3-6-2. C, D)。そして、S6MTHFRでは、EcMTHFRの CH3-THFの PABAに
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対応する場所に Phe269 が存在し、π-π stacking で Phe215 のベンゼン環の向きを固定し

ながら、Phe215 と共に CH3-THF の PABA のベンゼン環を固定している。その上、反対

側の Leu48 も PABA のベンゼン環に相互作用していることがわかった。そのため、

EcMTHFR Phe223 のような構造変化をする結合サイトでなく、S6MTHFR は Leu48, 

Phe215, Phe269 によって CH3-THF の専用結合サイトを形成し、より結合しやすくなった

と推測した。 

 

図 3-6-2. CH3-THF 結合様式の違い 

A. S6MTHFR-CH3-THF 複合体構造, C. S6MTHFR-CH3-THF 複合体構造中、CH3-THF の PABA 環に

focus した構造部分, B. EcMTHFR-CH3-THF 複合体構造 (1zp4), D. EcMTHFR-CH3-THF 複合体構造中、
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CH3-THF の PABA 環に focus した構造部分を示す。C の L48, F269 と F215, D の F223 は surface で示

した。 

 
 

3.7 S6MTHFRと EcMTHFR-NADH complexとの構造比較 

 第 2.3 節で述べたように、MTHFR (EC.1.5.1.20)は Ping-Pong	Bi-Bi 反応を触媒するの

で、SHMT/GCVによって生成された CH2-THFを還元するためには、まず NADHと反応

しないといけない。その上、NADH による MTHFR の還元反応の kcat/Km は CH3-THF に

よる MTHFR の還元反応の約 45 倍であるため、一般的な MTHFR は NADH と反応しや

すい性質を持っている。しかし、我々の活性測定結果から、S6MTHFRは CH3-THFと反

応しやすく (49.59 unit/mg)、NADH と反応しにくい性質 (0.04 unit/mg)を持っていること

が示唆された。S6MTHFR は EcMTHFR の NADH 結合・触媒反応に重要とも言われた活

性残基 Glu21(EcMTHFR Glu28)、Asp107 (EcMTHFR Asp120)、Phe215 (EcMTHFR Phe223)

も保存している。それにも関わらず、S6MTHFR が NADH と反応しにくい原因は構造変

化によるものと推測した。そのため、ここで S6MTHFR と EcMTHFR-NADH complex の

構造の比較について述べる。  

 PDB に登録された MTHFR 中、唯一の NADH 複合体構造を有する EcMTHFR (FAD 還

元型、PDB ID: 1zrq)を用いて S6MTHFR の基質非結合型との比較を行なった。Pymol で

194 個の Caを重ね合わせたところ、rmsd 値は 2.8 Å であった。その上、Gly61 から

Phe223 まで、約 13.5 Å の”open”な広い触媒ポケットの入り口を有する EcMTHFR（図 3-

7-1）に比べ、S6MTHFRは Leu48 から Phe215までの間に、最長で 7.3 Å の狭い入り口し
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か持っていないことが分かった（図 3-7-2）。上で述べたように、NADH が結合すると

EcMTHFR の Phe223(F223)のベンゼン環の向きは今 S6MTHFR の Phe215 (F215)向きから

90度回転し、NADHのアデニン環に並行しπstackingで NADHの結合に働くことが報告

されている（Peichal R, et al., 2005; Lee MN, et al., 2009） (図 3-6-1)。これに対し、

S6MTHFRの Phe215は Phe269との間のπstacking相互作用によってしっかり固定されて

いるため、ベンゼン環の向きが変えられない。これによって、Phe215 の側鎖から

NADHのアデニン環までの距離は 1.5 Åとなった(図 3-6-2)。さらに、S6MTHFRの Leu48

の側鎖は NADH のニコチンアミドの近くにあるリボースとの間に、立体障害を起こし

NADH の結合を阻害するように見える（図 3-7-3）。これらによって、S6MTHFR が

NADH と結合しにくくなり、反応しづらくなったではないかと推測した。 

 そのため。以後では Leu48, Phe215, Cys219, Phe269 の単体変異体と多重変異体を作成

し、CH3-THF 及び NADH に対する比活性の測定を行なった。 
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図 3-7-1. EcMTHFR-NADH 複合体の活性ポケット 

大腸菌 EcMTHFRの NADH複合体構造(1zrq)、Aは surface representation で、Bは surface representation

なしに stick のみで示した。”- - -“黒い線で囲まれた部分は触媒ポケットで、FAD は黄色 sticks で示

した。F223 から G61 までの距離は 13.5 Å で、黄色の”- - -“線で示した。 
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図 3-7-2. S6MTHFR-基質非結合型の活性ポケット 

図 3-7-1 と同じ angle から示したものである。A は surface representation で、B は surface representation

なしに stick のみで示した。”- - -“黒い線で囲まれた部分は触媒ポケットで、FAD は黄色 sticks で示

した。F215 から L48 までの距離は 7.3 Å で、黄色の”- - -“線で示した。 
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図 3-7-3. S6MTHFR と EcMTHFR-NADH 複合体の活性中心の重ね合わせ 

アミノ酸残基は stick で表示した上、spheres で表示した。EcMTHFR の NADH 複合体構造(1zrq)由来

アミノ酸残基は灰色とラベルに”（Ec）”で示した。S6MTHFR 由来残基の炭素原子を紫色で示した。

EcMTHFR 由来 NADH は緑色、FAD は黄色で示した。 
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4. 構造情報に基づいた変異体の活性測定 
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 第３章では、 S6MTHFR と S6MTHFR-CH3-THF complex の構造比較、そして

S6MTHFR-CH3-THF complex と EcMTHFR-CH3-THF complex の構造比較から、Leu48, 

Phe215, Cys219, Phe269 は CH3-THF の結合と触媒反応に関与する可能性が示唆された。

また、S6MTHFRと EcMTHFR-NADH complexの構造比較から、Leu48, Phe215, Phe269は

NADHの結合を阻害する可能性が示唆された。そのため、本章では変異体の活性測定を

用いてこれら残基の機能について評価する。 

 

 

4.1 CH3-THF反応に対する変異体の活性測定 

 第 3.5節で述べたように、Cys219はCH3-THFの結合によって位置が変化し、CH3-THF

の結合及び触媒反応に関与する可能性が示唆された。これを検証するために、Cys219

を Ala に置換した変異体を WT と同様に精製して kcat と Km を求めた (図 4-1-1)。その結

果、立体構造で得られた知見と一致するように、Kmは 308 ± 33 (µM)で WT より約 10 倍

大きくなったことがわかった。興味深いことに、Cys219 は CH3-THF の触媒反応に関与

することを予想していたが、kcat = 67.7 ± 2.3 (s-1)で WT より約 2.4 倍に上昇したことが示

され、Cys219 は S6MTHFR が CH3-THF を CH2-THF に酸化する反応に抑制的に関与する

ことがわかった。さらに、Cys219 をリジン (K)に置換したところ、100 µM CH3-THF に

おける C219K の比活性は WT の 37.5 unit/mg から 4.3 unit/mg まで顕著に低下し、CH3-

THF との反応が阻害されたことが示唆された (図 4-1-2)。 

 第 3.6 節で述べたように、S6MTHFR は EcMTHFR と異なる様式で CH3-THF と結合し

ている (図3-6-3)。CH3-THFのpterdine環に直接相互作用するCys219以外、Leu48, Phe215, 
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Phe269が CH3-THFの安息香酸のベンゼン環 (PABA)と作用し、結合に関与すると考えら

れ る 。 そ こ で 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 の 活 性 に 対 す る 効 果 を 調 べ る た め に

L48G/C219A/F269G、F215A/C219A/F269G 2 つの 3 重変異体を発現精製し、100 µM CH3-

THF における比活性の測定を行なった。その結果、WT の 37.5 unit/mg であることに対

して、L48G/C219A/F269G は 1.16 unit/mg、F215A/C219A/F269G は 0.73 unit/mg であるこ

とが示され、CH3-THF に対する比活性が大きく低下していることが明らかになった (図

4-1-2)。この変化は CH3-THF に対する結合能の低下によるものと考えられ、CH3-THF の

濃度を 1000 µMまで上げてもう一回比活性測定を行なった。その結果、各変異体の比活

性は濃度の増加と共に上昇したが、単体変異体の比活性は WT とほぼ変わらないものの、

多重変異体の比活性は WT の半分以下であるが示された(図 4-1-3)。上記のことから、

Leu48, Phe215, Phe269は S6MTHFRの CH3-THFの専用結合サイトを形成し、CH3-THFの

結合に重要不可欠であることが強く示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-1-1. Kinetic analysis of MTHFRC219A. 
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Conversion activity of MTHFRC219A for various concentrations of CH3-THF were examined using 50 mM 

KH2PO4-K2HPO4 buffer (pH 7.2) in the presence of 400 µM menadione at 30°C. The data are mean ± standard 

deviation of four independent experiments. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-1-2. 各変異体が 100uM CH3-THF に対する比活性 
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図 4-1-3. CH3-THF の濃度変化による各変異体の比活性の変化 
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4.2 NADH反応に対する変異体の活性測定 

 S6MTHFR の NADH に対する非活性が低い原因は構造上、NADH の結合が阻害され

ていることを証明するために変異体を作成し、NADH に対する比活性の変化を測定し

た。 

 最初は C219A を用いて測定を行なったが、残念ながら野生型に比べて比活性はほぼ

変わらなかった。その後、F215A/C219A/F269G、F215A、F269G、C219A/F269G 変異体

の比活性も測定したが、WT とほぼ変わらなかった。前章では、基質非結合型体

S6MTHFR と EcMTHFR-NADH 複合体の重ね合わせから、NADH の結合は Leu48 に阻害

されたように見えたので、ポケットの入り口付近にある Leu48 を Gly にした L48G/ 

C219A/F269G 三重変異体を用意した。しかし、L48G/C219A/F269G を用いた活性測定の

結果もこれまでの変異体とほぼ変わらなかった。 

 その後、すでに報告された細胞内で CH3-THF から反応する 3 つの MTHFR ホモログ 

(Rhizorhabdus dicambivorans Ndbn-20 由来 MTHFR, Methylobacterium sp. strain CM4 由来

MTHFR, S6MTHFR) (Yao S, et al., 2019; Studer A, et al., 2002)と S6MTHFR の構造情報を合

わせて解析を行なった所、Leu48のすぐ隣にある Pro49に着目した。Pro49は活性中心か

ら離れているが、Leu48を有する loopの立体位置を固定する役割があると推測し、P49G、

L48G/P49G、L48G/P49G/C219A/F269G の変異体を作成し、NADH に対する活性測定を

行なった。その結果、P49G 単体変異体や他の変異体に比べ、L48G/P49G 及び

L48G/P49G/C219A/F269G の活性は顕著に上昇し(図 4-2-1)、酵素濃度が 1 µM 時の比活性

は WT の 10 倍、最大で 1.7 unit/mg に達した (図 4-2-2)。 
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 L48G/P49G と L48G/P49G/C219A/F269G の間の活性はほとんど変わらず、かつ Cys219 

(データ未呈示)と Phe269の単体変異体は活性にほとんど有意義な影響がなかった。その

ため、Leu48Pro49 は NADH の結合をブロックするのに一番重要であると考えられた。

その結論を元に、他の MTHFR の構造と比較した。これまでには細胞内において NADH

から反応する MTHFR であり、これら MTHFR のポケット構造はいずれも広く、NADH

が入りやすい形になっているがわかった(図 4-2-3/4/5)。これに対して、S6MTHFR の触

媒ポケットの入り口には Leu48Pro49 があることで狭くなり、NADH の結合をブロック

し結合親和性を低下させた。その結果、NADH より CH3-THF に対する基質特異性が高

く、CH3-THF と反応しやすくなった一方、NADH に対する反応性が低下したと考えら

れる。その具体的な影響を評価するために今 kcat, Kmの測定を行なっている所である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-2-1. 各変異体が NADH に対する比活性の測定 
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2 mM NADH, 400 µM menadione, 0.3 mM EDTA, 50 mM KPB pH7.2, 1µM 酵素で合計 1 ml の測定系で

室温下 16 分間反応させ、NADH が 343 nm における吸光度の減少からe =6220 M-1 cm-1で減少量を計

算した結果を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-2-2. L48G/P49G/C219A/F269G と WT の NADH 活性測定 

2 mM NADH, 400 µM menadione, 0.3 mM EDTA, 50 mM KPB pH7.2, 1 µM 酵素で合計 1 ml の測定

系で、5 分間に室温で 3 連測定した。 
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図 4-2-3. PDB にある他の MTHFR の触媒ポケット付近-ヒト由来 MTHFR  

Human MTHFR の結晶構造(6fcx)、A は surface representation で、B は surface representation なしに stick

のみで示した。”- - -“黒い線で囲まれた部分は触媒ポケットで、FAD は黄色で示した。Q267 から

H96 までの距離は 14.4 Å で、黄色の”- - -“線で示した。 
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図 4-2-4. PDB にある他の MTHFR の触媒ポケット付近- Haemophilus influenzae Rd KW20

由来 MTHFR 

Haemophilus influenzae Rd KW20 由来 MTHFR の結晶構造(5ume)、A は surface representation で、B は

surface representation なしに stick のみで示した。”- - -“黒い線で囲まれた部分は触媒ポケットで、

FAD は黄色で示した。M221 から A60 までの距離は 16.1 Å で、黄色の”- - -“線で示した。 
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図 4-2-5. PDB にある他の MTHFR の触媒ポケット付近 Thermus thermophilus HB8 由来

MTHFR 

Thermus thermophilus HB8 由来 MTHFR の結晶構造(3apt)、A は surface representation で、B は surface 

representation なしに stick のみで示した。”- - -“黒い線で囲まれた部分は触媒ポケットで、FAD は黄

色で示した。R219 から G51 までの距離は 13.5 Å で、黄色の”- - -“線で示した。 
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5. S6MTHFRの電子受容体について 
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5.1 NAD+ は S6MTHFRの電子受容体ではない 
 
 通常、MTHFR は細胞内において NAD(P)H を還元剤として CH2-THF を CH3-THF に変

換する酵素である。酵素は基本的に可逆反応を行うと思われるため、細胞内で逆方向の

反応、つまり CH3-THF から反応する S6MTHFR は NAD+を利用し NADH を合成するこ

とがこれまでに想定された。しかし、我々の立体構造情報と生化学的実験から、

S6MTHFR は NADH と結合しにくいことが分かった。細胞内環境における CH3-THF か

ら NAD+まで全反応系のギブスエネルギーΔG を考慮する以前に、NAD+は構造上 NADH

とほぼ違いがないので、NAD+は S6MTHFR と結合しにくく、結果的に反応できないこ

とが考えられる。 

 これを検証するために、第 2 章で述べた嫌気滴定方法を用いて NAD+による還元型

S6MTHFR の滴定実験を行なった (図 5-1-1)。その結果、嫌気条件における 10 nmol の還

元型 S6MTHFR に対して 2700 nmol の NAD+を加えたが、還元型 S6MTHFR は全く酸化

されなかった。また、真核生物由来 MTHFR の一部は NADPH を利用することを考慮し、

menadione の代わりに、異なる濃度の NADP+/NAD+を電子受容体として添加することで、

S6MTHFR の CH3-THF に対する変換能 (減少量)の変化を測定した。しかし、10 mM まで

NADP+/NAD+を添加しても変換能が上昇しなかった(図 5-1-2)。従って、NADP+/NAD+は

S6MTHFR の電子受容体として適切ではないと強く示唆された。 
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図 5-1-1. NAD+による還元型 S6MTHFR の嫌気滴定 

 

S6MTHFR に付いている酸化型 FAD が 450 nm に極大吸収があることを利用し、嫌気状態で sodium 

dithionite で S6MTHFR の一部、10 nmol を還元した上、NAD+を徐々に加えて 450 nm における吸収の変化

を記録した。縦軸: 450 nm における吸収強度、横軸: NAD の添加量 (nmol)。  
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図 5-1-2. 異なる濃度の NADP+/NAD+の添加による CH3-THF 減少量の変化  

好気環境、100 µM CH3-THF, 5 µM S6MTHFR, 30 度, 30 min 反応時間の条件で、NADP+/NAD+電子受

容体として添加し、CH3-THF 減少量から活性変化を評価した。 
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5.2 S6MTHFR電子受容体の検討 
 
 NAD+は細胞内で電子受容体として反応しない以上、CH3-THF によって還元された

S6MTHFR は何か別の分子によって酸化され、turnover する必要がある。これまでに

FAD を利用し酸化還元反応を行う酵素は GSSG oxidoreductase (Kamerbeek NM, et al., 

2007)、TCA 回路に属する fumarate/succinate oxidoreductase (Iverson TM, et al., 1999)と

malate/oxaloacetate oxidoreductase (Phizacherley PJR, 1969) など例があげられる。細胞内

FAD を利用し代謝する反応を網羅的に解析する前に、まず上記それぞれの酵素の基質

である GSSG (Glutathione disulfide)と研究室で保有している oxaloacetate など TCA 回路系

の試薬で試すことにした。そして FAD は呼吸系で働く ubiquinone と反応しやすいこと

が報告されたこともあるため(Watmough NJ and Frerman FE, 2010)、ubiquinone (Coenzyme 

Q10、以後 CoQ10)とそのヘッドグループである Coenzyme Q0 (以後 CoQ0) で試すことに

した。また、第 2 章で述べたように、MTHFR を介した CH2-THF から CH3-THF への変

換反応は発熱反応で、中間標準酸化還元電位 ΔEo’は 200 mV 付近と過去に報告されてい

る(Wohlfarth G, et al., 1991)。そのため、理論上は CH3-THF から CH2-THF へ触媒する反

応は吸熱反応であり、反応が自発的に起こるには高い酸化力を持つ電子受容体で系のΔ

G をマイナスにする必要がある。そのため、研究室にある高い酸化力を持つ Fe3+, NO3-, 

NO2-の塩が電子受容体として機能できるかを試すことにした (Thauer RK, et al., 1977)。 

 反応開始直後と 3 minの間における CH3-THFの減少量で定量する方法で、上記の低分

子化合物を試した。その結果、Coenzyme Q0, Q10, FeCl3, NaNO2は S6MTHFR がなくでも

CH3-THF と反応できるがわかった。また、上記以外の試薬の結果は酸素が電子受容体 

(0.12 unit/mg)として働いた時と比べてほぼ変わらなかった (図 5-2-1, A)。 
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 低分子化合物でなく、ferredoxin (以後、Fd) (Senda M, et al., 2007) 、cytochrome C 

(Lambeth DO and Palmer G, 1973)、hemoglobin などタンパク質も電子受容体として働くこ

とが他の研究で報告されていた。そのため、研究室にあるほうれん草由来 Fd と

cytochrome C で電子伝達が起きるかを確認した。その結果、cytochrome C は S6MTHFR

がなくでも CH3-THF と反応した。これに対して、Fd は S6MTHFR がないと CH3-THF と

ほぼ反応しなかったことを確認できた。その上、Fd の濃度の増加と共に比活性が上昇

し、最大で酸素の 3 倍 (0.33 unit/mg)となったことがわかった (図 5-2-1, B)。使用した Fd

が古かったこともあって、再現性を取るために新しい Fd を購入し再実験を行なった。

その結果、S6MTHFR の比活性は Fd の添加量の増加と共に上昇し、20 µg/ml Fd を加え

た時に S6MTHFR の比活性は 0.34 unit/mg であった (図 5-2-2)。 

A 

 

                       B 

 

 

 

 

 

 

図 5-2-1. 低分子(A)とタンパク質 (B)を用いた電子受容体の検討 
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図 5-2-2. 新たなほうれん草由来 ferredoxin による再現実験 

None, CH3-THF が S6MTHFR と反応し、酸素が電子受容体に働くこと。 
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考察 

 まず、酸素は CH3-THF によって還元された S6MTHFR の FAD を再酸化できることが

示された。しかし、酸素が電子受容体として働いた時の比活性は 0.12 unit/mg (turnover 

rate が 0.06 s-1)しかなく、menadione の 30.8 unit/mg と比べて活性が非常に弱いことがわ

かった。電子受容体が不明のままである Cytokinin dehydrogenase の研究では、最初は酸

素が電子受容体として機能するではないかと予想されたが、turnover rateが 0.6 s-1という

低い活性のことから、oxidase として働く蓋然性は低いと述べられた (Frebortova J, et al., 

2004)。また、flavo-oxidase として酸素が還元されると H2O2が発生する(Romero E, et al., 

2018)。SYK-6 は VA を炭素源として生育する際に、LigM による脱メチル化代謝反応の

下流代謝経路に H2O2 の要求性についてこれまで報告されていない。その上、H2O2 は

reactive oxygen species (ROS)として細胞に毒性を与えることもよく知られた事実である。

以上のことから、酸素は S6MTHFR と反応できたが、電子受容体として働くのが難しい

と考えられる。 

 興味深いことに、S6MTHFRはほうれん草 Fdへ電子を伝達できたことから、SYK-6由

来 Fd にも反応できる可能性が示唆された。独立栄養性生物に属し、嫌気条件で H2 と

CO2 から合成したギ酸を炭素源として生育できるバクテリアとして Clostridium 

formicoaceticum, Moorella thermoacetica, Acetobacterium woodii が存在する。これらバクテ

リア由来の MTHFR はゲノム上、mthfr のすぐ隣にある Fe-S 含有タンパク質にコードす

る遺伝子 metV (あるいは metV+NADH dehydrogenase)と転写 unitを組み、その上細胞内で

MTHFR-MetV あるいは MTHFR-MetV-NADH dehydrogenase というヘテロ複合体を形成

し機能することが推定された (Clark JE, et al., 1984) (Mock J, et al., 2014) (Bertsch J, et al., 
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2015) (図 5-3)。具体的に言うと、このタイプの MTHFR は CH2-THF と CH3-THF 間の触

媒反応を行うが、単体としては NADH/NAD+や methyl viologen (ox/red)と反応できないた

めほとんど機能しない。電子の受け渡しの役割を持つ MetV と複合体を形成することで、

活性は 70倍上がり(50 unit/mg)初めて機能する。場合によっては MetVだけでは足らず、

同じ転写ユニット中にある NADH dehydrogenase 役割を持つ HdrABC+MvhD あるいは

RnfC2 と複合体を形成し機能することも報告された (Mock J, et al., 2014)。 

 Blast で検索した所、MetV (約 20 kDa)のようなタンパク質は SYK-6 株のゲノム中には

存在しなかった。しかし、S6MTHFR はほうれん草 Fd と反応できたことから、MetV の

代わりに SYK-6 由来の Fd が S6MTHFR と反応し電子受容体として働く可能性が示唆さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-3. MetV とヘテロ多量体を形成する MTHFR 

(Bertsch J, et al., 2015 より) 

 
Thermus thermophilus HB8 (Fig. 6). Crystal structures of the en-
zymes from E. coli and T. thermophilus HB8 (34, 46) suggest a
shared binding site for NAD(P)H and methylene-THF near the
FAD flavin cofactor. NAD(P)H reduces the flavin to FADH, and
the residual NAD(P)! exits the binding pocket to make way for
methylene-THF, which in turn gets reduced by the enzyme-
bound FADH. MetF of A. woodii is 37% identical to MetF from M.
thermoacetica and 44% identical to MetF from Eubacterium limo-
sum. MetF from Clostridium ljungdahlii is even 49% identical to
MetF from A. woodii. None of these MetFs has a predicted NADH
binding site, and other proteins are involved (see next paragraph).
On the other hand, MetF from E. coli shows merely a sequence
identity of approximately 22% to 23% to the acetogenic MetF
subunits.

In acetogenic bacteria, the MTHFR is part of the catabolic
route and enzymatic activities should be much higher than those
seen with MetF from, for example, E. coli. Indeed, the additional
MetV subunit has been shown to stimulate methylene-THF re-
duction catalyzed by MetF dramatically (25). MetV is predicted to
have bound Zn2! ions and to contain iron-sulfur clusters. The
purified MTHFR from Clostridium formicoaceticum had a "4#4

composition of subunits with molecular masses of 35 and 26 kDa,
presumably representing MetF and MetV. Interestingly, the
electron donor for the reduction of methylene-THF was not
NAD(P)H but reduced ferredoxin (31). The enzyme contains
iron, acid-labile sulfur, and FAD, whereas the E. coli MetF—a
33-kDa protein— has only FAD. Therefore, one might suggest
that MetV augments MetF to use reduced ferredoxin to catalyze
the reaction from methylene-THF to methyl-THF, which fits our
results showing that reduced ferredoxin also led to formation of
methyl-THF. Unfortunately, no genetic data are available to in-
vestigate the genomic distribution of metV and metF in C. formi-
coaceticum. In contrast, the acetogen Clostridium autoethanoge-
num also has MetVF, which oxidizes neither NAD(P)H nor

reduced ferredoxin (41). The use of ferredoxin as the reductant by
MetVF may be artificial, and the “in vivo” electron donor may be a
flavodoxin or thioredoxin with a redox potential in the same range
as NADH. The small subunit of the MTHFR from A. woodii MetV
shows comparatively high sequence similarities of 35% to 37% to
the corresponding MetV proteins from C. ljungdahlii, M. ther-
moacetica, and E. limosum.

In some organisms, there is a third module in addition to
MetVF. A MTHFR preparation from M. thermoacetica contained,
besides MetVF, the heterodisulfide reductase subunits HdrABC
and MvrD, along with other proteins (25). The complex could
reduce methylene-THF with benzyl viologen as the donor and
oxidize NADH with benzyl viologen as the acceptor. Experiments
with heterologously produced subunits demonstrated that MetF
is the site of methylene-THF reduction and HdrA the site of
NADH oxidation. But, in contrast to the MTHFR of A. woodii, the
complex of M. thermoacetica was not able to catalyze the methyl-
ene-THF-dependent oxidation of NADH. Since an involvement
of ferredoxin could not be confirmed, those authors speculated
that the MTHFR of M. thermoacetica conveys electron bifurcation
from NADH to methylene-THF and a so-far-unknown second
acceptor. This hypothesis is strengthened by the fact that known
electron-bifurcating enzymes are strictly coupled; i.e., even the
energetic downhill reaction is not catalyzed in the absence of the
second electron acceptor.

The MTHFR purified from A. woodii shows a novel modular-
ity. It is built by subunits MetF, MetV, and RnfC2, most likely in a
1:1:1 stoichiometry (Fig. 7). The C terminus of RnfC2 is 41%
identical to the RnfC subunit of the Rnf complex, and both have a
putative NADH binding site (see Fig. S2 in the supplemental ma-
terial) (47). In addition, RnfC2 has a putative flavin binding site.
Of the two Fe/S binding sites with the consensus sequence CX2C
X2CX3CP, one is completely conserved and only the last proline is
changed, to a serine, in the second. Additionally, RnfC2 contains

FIG 6 Genetic organization of methylene-THF reductase complexes. Hdr, heterodisulfide reductase; Mvh, methyl viologen reducing hydrogenase; anabolic/
catabolic, physiological roles of the MTHFR in the corresponding organism; CH3-R(!), the organisms are reported to grow on methylated substrates; CH3-R(-),
the organisms are not reported to grow on methylated substrates.
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6. MTHFR ファミリーのアミノ酸配列解析 
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6.1 S6MTHFRホモログの配列解析 

 第 2章で述べたように、細胞内では MTHFRは NADHを利用して非可逆的に CH2-THF

を CH3-THFに還元すると思われてきた。これに対して、S6MTHFRの通常と逆方向から

反応する原因は THF 依存脱メチル化酵素 LigM が先に CH3-THF を生成することに適応

するためと考えられるが、そのメカニズムは不明である。これまでのデータから、その

原因は S6MTHFR の立体構造変化によって基質特異性が変化したと考えられる。具体的

には、触媒ポケット入り口付近に Leu48Pro49 があることで NADH の結合がブロックさ

れることと、PABA を固定し CH3-THF の専用結合サイトを形成する残基 Leu48, Phe215, 

Phe269 と、CH3-THF の pterdine と相互作用することで CH3-THF の認識結合と触媒反応

に重要な残基 Cys219 に原因あると考えられる。その結果、NADH に対する反応性が

0.17 unit/mg となったことに対して、CH3-THF と対する反応性が 50 unit/mg となり、

S6MTHFR は CH3-THF から反応せざるを得ない状況となったと考えられる。 

 このような S6MTHFR の性質は、他の THF 依存脱メチル化に依存した 1C 代謝中にあ

る MTHFR にも適応できるかどうかを明らかにするため、MTHFR ホモログの配列解析

を行なった。第 1 章でも述べたように、S6MTHFR のような進化は CH3-THF を生成する

THF 脱メチル化酵素に依存する。このような THF 依存脱メチル化酵素は SYK-6 の持つ

LigM/DesA (Harada A, et al, 2017) の ほ か 、 CH3Cl や methanol で 生 育 で き る

Methylobacterium chloromethanicum sp. strain CM4 由来 corrinoid 含有酵素 CmuAB (Studer 

A, et al., 1999)、dicamba で生育できる R. Ndbn-20 (Sphingomonas sp. Ndbn-20)由来 Dmt 

(Yao L, et al., 2016)が報告されている。また、ゲノム上ではこれら THF 依存脱メチル化

酵素の遺伝子はすぐ隣にある mthfr とオペロンを組んでいると推定された。そのため、



 83 

Protein BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi) を 利 用 し 、 上 記 の

LigM/DesA/Dmt/CmuABそれぞれのアミノ酸配列を鋳型とし、40~50%以上の相同性があ

るホモログを有するバクテリア (60 株)に絞った。その上、既に報告された M. sp. strain 

CM4 由来 MTHFR (以後、C4MTHFR) (Studer A, et al., 2002)、R. Ndbn-20 由来 MTHFR (以

後、N20MTHFR)(Yao S, et al., 2019)と S6MTHFR のアミノ酸配列を鋳型とし、選択した

バクテリアが有する MTHFR ホモログのアミノ酸情報を集めた (表 6-1)。さらに、CH2-

THF から反応する MTHFR と比較するために、これまでに報告された CH2-THF から反

応する MTHFR と、EcMTHFR とヒト MTHFR のアミノ酸情報を鋳型に blast のモデル生

物 database で集めた 40 個 MTHFR の配列情報を用いて(表 6-2, 6-3)、上記と合わせて 100

個 MTHFR の配列解析を COBALT で行なった。 

 

結果 

 まず、既に報告された C4MTHFR, N20MTHFR は S6MTHFR で発見した NADH の結合

をブロックする Leu48Pro49 を完全に保存している。その上、CH3-THF の認識結合・反

応の制御に関わる Cys219も完全に保存されている。また、C4MTHFRでは S6MTHFRの

Phe215 に対応する残基は His、Phe269 に対応する残基は Leu になっていることがわかっ

た。次に、 LigM/DesA/Dmt/CmuAB のホモログを有する 60 個バクテリアで

S6/C4/N20MTHFR のホモログ配列を解析したところ、Leu48Pro49, Cys219 は完全に保存

され、Phe215 と Phe269 は 80%以上保存されていることがわかった。上記の特徴を有す

るホモログは基本的に S6 MTHFR, C4 MTHFR, N20MTHFR のそれぞれに対して 40 %以

上の相同性を有し、ゲノム上では ligM などホモログ遺伝子のすぐ隣に配置されている。
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その上、EcMTHFR など他の CH2-THF から反応する MTHFR と比べて、上記残基の周り

では以下のような特定なパターンの motif：T46-F47(Y/R 17%)-L48P49 (以後、TFLP) (図 6-1-

1)、F215AAR-C219GVGxS224 (図 6-1-2)、PF269GG (図 6-1-5)になっていることがわかった。

しかし、実際特定した 60 個バクテリアの中、80 %のバクテリアは 2 つ以上の MTHFR

を持っていることがわかった。上記の motif を有する MTHFR と違い、もう一つの

MTHFR は S6 MTHFR, C4 MTHFR, N20MTHFR のそれぞれに対して 20 %の相同性しかな

いし、上記の motif も保存されていない。その上、CH2-THF から反応する EcMTHFR と

50 %以上の相同性を持っていることが示された。 

 

考察 

 まず、NADH の結合をブロックする Leu48Pro49 は、ゲノム上 ligM などホモログにす

ぐ隣接する mthfrに完全に保存されていることから、Leu48Pro49は NADHとの反応を阻

害し、MTHFR を CH3-THF から反応させる最も重要な残基と考えられる。また、

Leu48Pro49 を含む TFLP motif に対し、EcMTHFR を代表する CH2-THF から反応する

MTHFR は TYGA motif、酵母, 線虫, 稲など 75%の真核生物由来 MTHFR は TWGA motif

となっている。ヒトとその近縁種である Macaca fascicularis (猿), Mus musculus (マウス), 

Bos Taurus (牛)由来 MTHFR だけ、TWHP motif を持っているように見えたが、ヒト由来

MTHFR の立体構造との比較から、Pro49 (S6MTHFR)に対応するのは Pro97 (ヒト)でなく

TWHP motif 中の His96 (ヒト)であることが分かった(図 6-1-1)。 

 次に、Cys219 は CH3-THF の pterdine の N1に作用し、Cys を Ala に置換すると Kmが１

０倍ほど上昇したことから、CH3-THF の結合に関与していることが示唆された。この
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Cys219 は上記の TFLP motif を持つ S6MTHFR ホモログで全て保存されているが、CH2-

THF から反応する MTHFR の中でも約 20 %保存されている。しかし、Cys219 の周りを

見ていくと、S6MTHFR のホモログだけ Cys219 から６残基にわたり、CGVGAS という

motif が高度に保存されていることが分かった (CGxGxS motif)。構造上では Cys219 に続

く GxGxS は loop の部分にあたり、CH3-THF の結合による Cys219 の移動と共に loop の

長さが 0.8 Å 伸びた(図 6-1-3, A)。このような CH3-THF 有無による loop の位置変化は

EcMTHFR で観察されなかった(図 6-1-3, B)。さらにこの部分のアミノ酸保存性を細かく

見ていくと、S6MTHFR ホモログの CGxGxS motif の Ser224 に対応する残基は、他の全

ての MTHFR において Pro になっていることがわかった。Ser224 を Pro に置換し CH3-

THFに対する活性を測定した結果では、野生型より比活性が最大 40%低下したことがわ

かった (図 6-1-4)。これらの結果から、Cys219 と CH3-THF の pterdine 間の相互作用が重

要であること上、Ser224 を含む loop 位置変化と比活性の結果から、C219GxGxS224 motif

は CH3-THF の結合と触媒反応に関与することが示唆された。 

 Leu48, Phe215, Phe269 3 つの残基が CH3-THF の PABA と同時に相互作用し、CH3-THF

の結合に重要であることは第 4章で述べた。Phe215は S6MTHFRホモログの中で 80%ぐ

らい保存されているが、EcMTHFR ホモログなど全部の MTHFR 中では 50%の保存性し

かない (Pheの代わりに、H/Y/M/L/R/I)。さらに、EcMTHFRの研究から Phe215は NADH

と CH2/CH3-THFの結合に重要ではあるが、保存性が低いことや、Pheを Leuに置換して

も活性に影響はなかったことが報告された (Lee MN, et al., 2009)。Phe215 の代用性が高

いため、単体としての重要性は比較的低いと判断した。また、Phe269 も TFLP motif を

持つ S6MTHFR ホモログの中で 80%ぐらい保存されているが、その周りをさらに解析す
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ると H265F266Y267-PF269GG motif が S6MTHFR ホモログのみで保存されているが示された

(図 6-1-5)。His265 はすべての MTHFR でも完全に保存されており、H265F266Y267 は

FADから少し離れているが、現存の全ての MTHFRの構造中でほぼ同じ位置にあること

が示された。しかし、その後の loop について、TFLP motif を有する S6MTHFR ホモログ

以外の MTHFR は TLNx になっていることに対し、S6MTHFR ホモログは loop の初めに

Pro268 が入ることで (PF269GG motif)、loop の方向が大きく変わり、Phe215 に寄せて他の

loop と逆な方向になっていることが分かった (図 6-1-6)。これによって Phe269 は Phe215

の側鎖の手前に存在し、Phe215 側鎖の向きを固定しながら、CH3-THF の PABA のベン

ゼン環と相互作用すると考えられる。その同時に、Pro268 によって Phe215 方向に寄せ

られた Phe269の位置は EcMTHFR の CH3-THF の PABAに相当する (図 3-6-2)。これによ

って、S6MTHFR の CH3-THF が折りたたまれて、PABA は Leu48 と反応できるようにな

ったと考えられる。 

上記のことをまとめると、CH3-THF から反応する MTHFR はゲノム上 THF 依存脱メチ

ル化酵素に隣接し、NADH の結合を阻害する TFLP motif (F は 82.5%保存)を有すること

が最も大きな特徴である。その上、S6MTHFRのように CH3-THFと結合・触媒しやすく

するために (kcat/Km =1.0, EcMTHFR は 0.016)、CGxGxS motif と PFGG motif (F は 80%保

存)を有することがもう一つの特徴である。これらの条件を満たす MTHFR を S6 型

MTHFR として定義することにした。 
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図 6-1-1. TFLP motif 

100 個 MTHFR を解析した一部 (22 個)を例としてここに示す。全共通残基はピンクで、S6MTHFR ホ

モログの共通残基は赤で示した。Type 4 は THF 依存脱メチル酵素遺伝子に隣接する mthfr で、CH3-

THFから反応するS6MTHR/C4MTHFR/N20MTHFRを含めるホモログである。CH2-THFから反応し、

EcMTHFR を代表する一般的原核生物由来 MTHFR を type 2 で表示した。Type 1 は CH2-THF から反

応し、ヒトMTHFRを代表する一般的真核生物由来MTHFRである。Type 3はCH2-THFから反応し、

MetV とヘテロ多量体を形成する MTHFR ホモログである。なお、Type 1, 2, 3, 4 は次の 6.2 節で定義

した。図 6-1-2 と図 6-1-5 も同様。 
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図 6-1-2. F215AAR-C219GVGxS224 motif の比較 

 

 

 

図 6-1-3. C219GxGxS224 motif の構造比較 
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A, S6MTHFR の Cys219 と loop 部分である GxGxS224を示す。青は CH3-THF 複合体、紫は基質非結合型体

構造を示す。 B, C219GxGxS224 motif に対応する EcMTHFR の CH3-THF 有無の構造を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

図 6-1-4. Ser224 を Pro に置換した変異体活性 

 

図 6-1-5. Type CH3, PF(L)GG motif の比較 
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図 6-1-6. EcMTHFR (1zp3)HFY-TLN motif と S6MTHFR HFY-PF269GG motif 間の比較 

EcMTHFR は灰色で、S6MTHFR は青色(Pro269)と紫色で示した。 
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6.2 MTHFRの系統解析 

 MTHFR に関する研究は 1950 年代の遺伝子同定とその後の 1960 年代初頭のタンパク

質分子の機能解析まで遡れる（Donaldson K, et al., 1962）。これまでの研究から、

MTHFR は CH3-THF と CH2-THF の変換を行い、1C 代謝中の葉酸を利用した経路とメチ

オニン代謝経路を繋ぐ役割を果たしている。 

 第１章で述べたように、グルコースを炭素源として利用し、SHMT/GCV を用いて 

Ser/Glyから CH2-THFを生成した後、MTHFRは CH2-THFを CH3-THFに変換することで

メチオニン代謝経路にメチル基を提供することが一般的な生物の 1C 代謝である。従属

栄養性生物に属するこの type の MTHFR は基本的にホモ多量体を形成し、大腸菌

MTHFR を代表する N 末端触媒ドメイン (約 300aa)のみを有する原核生物と、ヒト

MTHFR を代表する N 末端触媒ドメイン (約 300aa)+C 末端制御ドメイン (約 250aa)を有

する真核生物に分類できる (Kasap M, et al., 2007)。本論文では、制御ドメインを有する

真核生物 MTHFR を type 1 として定義することに対し、触媒ドメインしかない原核生物

を type 2 として定義する。 

 上記の炭素源の獲得方法と異なるが、H2 を利用し CO2 から炭素を固定する独立栄養

性生物も存在する。前章で述べたように、この typeの MTHFRは単体として機能せず、

MetV という Fe-S タンパク質 (あるいは MTHFR+MetV+NADH dehydrogenase)とヘテロ多

量体を形成し機能する (ゲノム上ではオペロンを組んでいる)。本論文では、このような

MetV とヘテロ複合体形成する MTHFR を type 3 として定義する(Clark JE, et al., 1984) 

(Mock J, et al., 2014) (Bertsch J, et al., 2015)。 



 92 

 しかし、自然界に存在する豊かなメチル基含有化合物を炭素源として、THF依存脱メ

チル化酵素を利用し CH3-THF を最初に生成し、その後 MTHFR が CH3-THF を CH2-THF

に酸化することで 1C 代謝を行う生物も存在する。このような逆方向から反応する

MTHFR を持つ生物は CH3-THF を生成する THF 脱メチル化酵素に依存し、その後に生

物が 1C 代謝を行うために進化させたと考えられる。前節では、このような逆方向から

反応する MTHFR を S6 型 MTHFR として定義した。この S6 型 MTHFR と上記 type1,2,3

との関係性を調べるために、系統樹を用いて解析を行なった。 

 

結果  

 その結果、CH3-THF から反応すると考えられる S6 型 MTHFR は、これまで報告され

た CH2-THF から反応する type 1, 2, 3 MTHFR と異なり、新たなクラスターに分類される

ことが示された(図 6-2)。また、図には示してないが、前節で議論した２つ MTHFRを同

時に有するバクテリアについてだが、S6 型 MTHFR クラスターと EcMTHFR を代表する

type 2 MTHFR クラスターにそれぞれ分類され、綺麗に分かれた。そのため、ここで S6

型 MTHFR を type 4 MTHFR として定義する。 

 

考察 

 上記のことから、２つ MTHFRを同時に有するバクテリアの存在は、type 4 MTHFRが 

type 2 から進化してきた証拠であると考えた。Type1,2 MTHFR のような解糖系を依存し

た従属栄養性生物は現在地球上広く存在するが、進化的観点から見ると、 type 3 
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MTHFR のような独立栄養性生物は古くから存在していたと考えられる。第 1 章では、

H2 を用いて CO2 から炭素を固定する独立栄養性生物が存在すると述べたが、この炭素

固定法はWood-Ljungdahl pathwayというアセチルCoAの合成経路として知られており、

最終共通祖先に保存されていると推定された (Weiss M, et al., 2016)。H2と CO2から生成

されたギ酸から 1C unit を獲得し CH2-THF が生成されたのちに、MTHFR が CH2-THF を

CH3-THF に還元し、アセチル CoA の合成にメチル基を提供する代謝は Wood-Ljungdahl 

pathway として以前から知られている (Braakman R, et al., 2012)。MetV と複合体を形成す

る Type 3 MTHFR はこの Wood-Ljungdahl pathway に属するために、進化的に最も古いも

のの一つと考えられる。その後、グルコースなど炭素源が豊かになるに伴い、生物が進

化し解糖系に依存した代謝を行うようになった。その結果、SHMT/GCV がセリンやグ

リシンを利用して CH2-THF を作り出した後、type1,2 のような MTHFR が直接 NADH と

反応できようになり、CH2-THFを CH3-THFに変換するようになった。その後、type 2の

一部のバクテリアでは炭素源が限られているため、バニリン酸やシリンガ酸などのメチ

ル基含有化合物を利用して生存できるように、解糖系から生成されたグリシンを代謝す

るグリシン開裂系のほかに THF 依存脱メチル化に依存した代謝経路も持つようになっ

たと考えられた。その結果、type 1,2 MTHFR のほか、CH3-THF から反応する type 4 

MTHFR も有するように進化したと考えられる。最終的に、グリシン開裂系遺伝子が淘

汰され、完全に THF 脱メチル化代謝経路を依存するようになった結果、type 4 MTHFR

である S6MTHFR しか持たない SYK-6 のような生物が現れたと考えられる。 
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図 6-2. MTHFR family 系統樹 

CH2-THF から反応する type 1, 2, 3 MTHFR (40 個)と CH3-THF から反応する type 4 MTHFR (40 個)、合計 80

個を用いて Maximum likelihood 法により、MEGA7 で作成した (Kumar S, et al., 2016)。Cluster1 は C 末端ド

メインを持つ真核生物由来 type 1 の MTHFR にあたり、Cluster2 は大腸菌を代表する C 末端なしの原核生

物由来 type 2 MTHFR に当たる。Cluster3 は MetV とベテロ複合体を形成する type 3 の MTHFR に当たる。

それ以外に赤色で表示したのは type 4 になる。 
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表 6-1 

Type 4 Max 
Score 

Max 
Score 

Max 
Score 

Max 
Score 

Max 
Score 

Accession 

Sphingobium sp. SYK-6 585 585 100% 0 100.00% WP_014075601.1 
Sphingobium sp. AP50 282 282 93% 4.00E-

96 
51.12% WP_093086935.1 

Sphingobium sp. YR768 287 287 93% 4.00E-
98 

51.49% WP_093017502.1 

Sphingobium czechense 281 281 92% 7.00E-
96 

51.32% WP_066607975.1 

Sphingobium amiense 288 288 94% 2.00E-
98 

51.28% BBD97062.1 

Sphingobium sp. ba1 287 287 93% 6.00E-
98 

52.04% KFL46195.1 

Sphingobium chlorophenolicum L-1  313 313 94% 2.00E-
108 

56.25% WP_013849833.1 

Sphingobium quisquiliarum 284 284 96% 7.00E-
97 

50.36% WP_021236521.1 

Sphingobium sp. DC-2 284 284 96% 5.00E-
97 

50.36% WP_030541069.1 

Sphingobium xenophagum 282 282 92% 1.00E-
95 

51.32% WP_017181839.1 

Sphingobium sp. TCM1 287 287 93% 3.00E-
98 

51.30% WP_066855247.1 

Sphingobium sp. Leaf26 282 282 96% 4.00E-
96 

50.72% WP_056693429.1 

Sphingobium sp. RAC03 287 287 93% 3.00E-
98 

52.04% WP_037478044.1 

Sphingomonas sp. Ndbn-20 
     

ALK02316.1 
Sphingomonas wittichii 338 338 98% 9.00E-

118 
55.79% WP_156083956.1 

Sphingomonas paucimobilis 284 284 96% 2.00E-
96 

50.36% WP_030541069.1 

Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444 279 279 94% 7.00E-
95 

50.92% WP_011446500.1 

Novosphingobium sp. PP1Y 288 288 93% 1.00E-
98 

52.79% WP_013836801.1 

Novosphingobium sp. CCH12-A3 278 278 94% 1.00E-
94 

50.55% WP_062346635.1 

Novosphingobium subterraneum 278 278 94% 2.00E-
94 

50.55% WP_039331638.1 

Novosphingobium sp. ST904 290 290 93% 6.00E-
99 

53.16% WP_132469757.1 

Novosphingobium sp. KN65.2 288 288 93% 1.00E-
98 

52.79% WP_054948301.1 

Novosphingobium lentum 298 298 96% 1.00E-
102 

56.23% WP_068073523.1 

Novosphingobium sp. AAP83 278 278 94% 1.00E-
94 

50.55% WP_054106609.1 

Novosphingobium sp. Fuku2-ISO-50 277 277 93% 4.00E-
94 

50.37% WP_067743231.1 

Novosphingobium sp. FSW06-99 327 327 93% 8.00E-
114 

59.78% WP_067614239.1 

Novosphingobium sp. MBES04 286 286 92% 2.00E-
97 

51.70% WP_039391062.1 

Novosphingobium sp. ST904 290 290 93% 6.00E-
99 

53.16% WP_132469757.1 

Novosphingobium pentaromativorans 277 277 93% 1.00E-
93 

53.53% WP_007014674.1 

Novosphingobium sp. SCN 63-17 264 264 92% 5.00E-
89 

50.00% ODU82189.1 
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Methylorubrum extorquens CM4 
     

ACK86440.1 
Leifsonia xyli 

     
PZQ88622.1 

Lichenihabitans psoromatis 
     

WP_131120151.1 
Rhizobiales bacterium 35-66-30 

     
OYY88108.1 

Magnetovibrio sp. 
     

MBB53636.1 
Alphaproteobacteria bacterium HT1-32 

     
WP_153780581.1 

Rhodospirillaceae bacterium 
     

WP_155409582.1 
Gammaproteobacteria bacterium 

     
MXZ80409.1 

Actinophytocola sp. 
     

MPY80869.1 
Cardiobacteriales bacterium ML27 

     
WP_152810234.1 

 
表 6-2 

Type1,2 Max 
Score 

Total 
Score 

Query 
Cover 

E value Per. Ident Accession 

Escherichia coli K-12 617 617 100% 0 100.00% P0AEZ1.1 
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 
str. LT2 

596 596 100% 0 95.95% P11003.2 

Agrobacterium fabrum 238 238 91% 3.00E-78 42.81% WP_144621219.1 
Bacteroides 114 114 85% 3.00E-30 27.21% WP_008762755.1 
Bifidobacterium longum 141 141 85% 2.00E-41 33.46% WP_007056260.1 
Thermus thermophilus 189 189 90% 1.00E-59 37.18% WP_011174022.1 
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 541 541 99% 0 85.71% P71319.1 
Neisseria meningitidis MC58 460 460 97% 3.00E-

164 
73.79% Q9JZQ3.1 

Haemophilus influenzae Rd KW20 457 457 97% 4.00E-
163 

73.10% P45208.1 

Buchnera aphidicola str. APS (Acyrthosiphon pisum) 381 381 98% 5.00E-
133 

58.90% P57154.1 

Buchnera aphidicola str. Sg (Schizaphis graminum) 368 368 98% 7.00E-
128 

59.59% Q8KA62.1 

Buchnera aphidicola str. Bp (Baizongia pistaciae) 362 362 97% 3.00E-
125 

54.64% Q89B13.1 

Aquifex aeolicus VF5 231 231 90% 6.00E-74 44.20% O67422.1 
Streptomyces lividans 194 194 98% 4.00E-59 36.75% O54235.1 
Arabidopsis thaliana 181 181 92% 2.00E-51 35.52% Q9SE60.1 
Arabidopsis thaliana 174 174 94% 7.00E-49 33.45% O80585.2 
Oryza sativa 172 172 93% 4.00E-48 33.67% Q75HE6.1 
Zea mays 171 171 91% 6.00E-48 33.22% Q9SE94.1 
Saccharomyces cerevisiae S288C 156 156 93% 2.00E-42 32.30% P53128.2 
Schizosaccharomyces pombe 972h- 152 152 91% 1.00E-40 32.26% Q10258.1 
Caenorhabditis elegans 144 144 90% 7.00E-38 32.97% Q17693.2 
Saccharomyces cerevisiae S288C 140 140 91% 3.00E-36 32.09% P46151.2 
Schizosaccharomyces pombe 972h- 108 108 87% 3.00E-25 33.45% O74927.2 
Dictyostelium discoideum AX4 173 173 85% 2.00E-48 36.15% XP_641844.1 
Aspergillus nidulans FGSC A4 172 172 93% 2.00E-49 33.57% XP_663487.1 
Aspergillus oryzae 170 170 98% 2.00E-48 32.67% XP_001821959.1 
Macaca fascicularis 152 152 97% 1.00E-40 33.33% Q60HE5.1 
Homo sapiens 153 153 97% 4.00E-41 33.33% P42898.3 
Mus musculus 153 153 90% 6.00E-41 34.17% Q9WU20.2 
Bos taurus 152 152 90% 8.00E-41 33.69% Q5I598.1 
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表 6-3 

Type 3 Max Score Total Score Query Cover E value Per. Ident Accession 

Moorella thermoacetica 630 630 100% 0 100.00% WP_011392705.1 

Sporomusa ovata DSM 2662 50.1 50.1 64% 6.00E-08 26.73% EQB28910.1 

Synechocystis sp. PCC 6714 218 218 98% 1.00E-68 40.20% WP_028946831.1 

Clostridium formicaceticum 
   

WP_070967896.1 

Acetobacterium woodii 264 264 97% 7.00E-89 49.13% WP_014355325.1 

Clostridioides difficile 277 277 97% 1.00E-91 49.15% WP_003436920.1 

Microcystis aeruginosa 219 219 98% 7.00E-69 40.74% WP_103112810.1 

Synechocystis sp. CACIAM 05 210 210 98% 1.00E-65 40.07% WP_162327960.1 

Eubacterium limosum 256 256 97% 5.00E-85 45.05% WP_081571099.1 
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 生物は様々な生育環境に応じて進化してきた。アミノ酸と核酸を合成するために、ほ

とんどの生物はグルコースを炭素源として利用し、SHMT/GCV を用いて Ser/Gly から

CH2-THFを生成した後、MTHFRが CH2-THFを CH3-THFに変換することで 1C代謝を行

う。しかし、SYK-6 を代表する一部のバクテリアはグルコースを利用できない代わり

に、THF 依存脱メチル化反応を利用し 1C 代謝を行う。このようなバクテリアの 1C 代

謝は一般な 1C 代謝と違い、最初の 1C-THF は CH2-THF でなく、THF 依存脱メチル酵素

によって生成された CH3-THF である。そのため、生物は 1C 代謝を行うために下流にあ

る MTHFR を進化させ、CH3-THF を CH2-THF に酸化するようになったと考えられる。

通常の生物では、先に生成された CH2-THF を還元するために NAD(P)H を利用する。In 

vitro では MTHFR による CH3-THF の酸化という上記の反応の逆反応も起こるが、

NAD(P)H による MTHFR の還元反応の kcat/Km は CH3-THF による MTHFR の還元反応の

約 45 倍であるため、通常 MTHFR は NAD(P)H により還元される。しかし、CH3-THF が

生成される 1C 代謝を有する生物の MTHFR は逆方向から反応できている。そこで、

我々は THF 依存脱メチル化酵素を利用するバクテリアの代謝系の進化を理解する一貫

として、生化学解析、結晶構造解析と配列解析を用いて S6MTHFR の酵素学的な性質を

原子のレベルで明らかにした。 

 酵素活性測定の結果から、S6MTHFR は NADH と反応できるものの、CH3-THF (50 

unit/mg)と 100倍以上に反応しやすいことがわかった。S6MTHFRと CH3-THF complex結

晶構造を決定した後、構造情報に基づいた変異体解析から、Leu48Pro49 は NADH の活

性部位へのアクセスをブロックしていることがわかった。その上、Leu48, Phe215, 

Cys219, Phe269 の 4 残基が CH3-THF の結合に重要であるがわかった。これまでに NAD+
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が電子受容体として働くと思われてきたが、我々のデータから NAD+は電子受容体とし

て適切ではないと示唆された。その上、ほうれん草由来 ferredoxin (Fd)と反応できたこ

とから、SYK-6 由来 Fd が電子受容体として働く可能性が示唆された。 

 これまでの研究から、CH3-THF から反応する MTHFR は THF 依存脱メチル化酵素に

依存すると考えられる。そのため、ゲノム上 THF 依存脱メチル化酵素に隣接する

MTHFR を集め、EcMTHFR などホモログと共に配列解析を行なった。その結果、THF

依存脱メチル化酵素に隣接する MTHFR は全て上記重要残基を含む３つの motif: 

TFL48P49, C219GxGxS と PF269GG を有することがわかった (Phe215 は 80%以上保存)。これ

らの特徴は通常の MTHFR には見られないものであり、CH3-THF から反応する MTHFR

の特徴であると考えられた。さらに、系統樹解析の結果では S6MTHFR およびその類縁

酵素は、NAD(P)H を利用して CH2-THF を CH3-THF に還元する通常の MTHFR とは異な

るクラスターに分類された。興味深いことに、S6MTHFR 型と通常の型の MTHFR の２

つを有するバクテリアも存在していた。通常の生物の 1C 代謝ではグルコースなど炭素

源が豊かになるに伴い、解糖系に由来するグリシンからグリシン開裂系を利用して炭素

を利用するように MTHFR が進化したが、一部のバクテリアでは炭素源が限られている

ため、バニリン酸などのメチル基含有化合物を利用して生存できるように、グリシン開

裂系のほかに THF 依存脱メチル化の代謝経路も持つようになったと考えられた。その

後、SYK-6のようにグリシン開裂系遺伝子を欠失して完全に脱メチル化代謝経路に依存

するようになり、S6MTHFR 型の MTHFR が CH3-THF を CH2-THF に変換することで１C

代謝に利用するような仕組みに進化したと考えられる。 
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実験手法 
 
・S6MTHFR の発現用ベクター作製 
 
Ø 必要器具、試薬 
・MyiQ Single-Color Real Time PCR Detection System (BIO-RAD) 
・マイクロチューブ、PCR チューブ 
・アガロースゲル電気泳動装置 
・遠心機 (Hitachi) 
・振盪培養機  
・QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN) 
・QIAquick® PCR Purification kit (QIAGEN) 
・QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN) 
・TOYOBO® KOD Plus PCR set (TOYOBO) 
・E. coli DH5α (Competent cells) 
・100 mg/ml Ampicillin (Nacalai) 
・LB 培地 (BD) 
・100 g/ml Amp, LB 寒天培地 (Nacalai) 
・Takara® BamHI, SalI, 10*T buffer (Takara bio) 
・Takara® 10*loading buffer (Takara bio) 
・Nacalai® 1Kb Ladder (Nacalai) 
・pGX6p1, pET44HP ベクター 
・s6mthfr gene (Obtained from The Masai Lab) 
 
 
Ø 実験方法 
1. PCR による目的遺伝子 S6MTHFR の増幅 
図 2.1 のように、S6MTHFR 全長の PCR 用 primer SYK-metF-5, SYKmetF-3 を設計し（表 1）、ユーロ

フィンジェノミクス株式会社に依頼し合成した。 
 
 
 
 
 
 

図 2.1 S6MTHFR の primer 設計イメージ 
 

 
 
↓PCR チューブに以下の成分が含まれる反応液を作製した。 

Solution Volume 
milliQ 35.2 µl 
10* PCR buffer for KOD plus 5 µl 
2mM dNTPs 5 µl 
25mM MgSO4 2 µl 
50 uM Primer Fw  0.4 µl 
50 uM Primer Rv 0.4 µl 
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Template DNA (S6MTHFR) 1 µl (100ng) 
KOD pkus 1 µl 
 Total 50 µl 

 
↓MyiQ Single-Color Real Time PCR Detection System (BIO-RAD)  ON      
↓PCR 条件は以下のように設定した 
 94℃ 15sec (denature) 
 55℃ 30sec (annealing)  25 cycles 
 68℃ 1min/kb (extention) 
 4℃ store 
↓PCR チューブを取り出し、反応液 に 10x Loading buffer 5 µl を加えた 
↓あらかじめ用意した 0.8%（w/v）Agarose Gel に全量を入れた 
↓5 µl 1kb Ladder を Agarose Gel に加えた 
↓100V, 30 min 
↓電気泳動終了後、Agarose Gel を取り出し、10,000 倍希釈した GelRed 溶液に入れた 
↓10 min 間放置した 
↓UV で確認した      
↓LED ランプで照らしながら PCR 産物を切り出して、1.5 ml チューブに移した 
↓重さを測っておおよその量を見積もった 
 
2. QIAquick® Gel Extraction Kit を用いたゲルからの DNA 抽出 
↓回収した DNA が含まれるゲルの 3 倍量の Buffer QG を加えた 
↓混和転倒で簡単に懸濁した 
↓ヒートブロックで 50℃, 10min 
↓ゲルが完全に溶けたことを確認した 
↓ゲル容量と等量の 2-propanol を加えて、懸濁した 
↓紫色のカラムに全量入れた 
↓15krpm, 1min, RT 
↓素通り画分を decantation で捨てた 
↓キムワイプの上にチューブを逆さにして立てて、上清をなるべく除いた 
↓500 µl の buffer QG をカラムに加えた 
↓15krpm, 1min, RT 
↓素通り画分を decantation で捨てた 
↓750 µl の buffer PE を加えた 
↓15krpm, 1min, RT 
↓素通り画分を decantation で捨てた 
↓15krpm, 2min, RT (もう一度遠心をしてカラムのレジンから buffer PE を完全に除く) 
↓紫色のカラムを 1.5 ml チューブに移した 
↓50 µl の buffer EB(elution buffer)を加えた 
↓15krpm, 1min, RT 
↓紫色のカラムを捨てて、ラベルを書いた 
↓nanodrop で DNA 濃度を測定した 
 
3. BamHI と SalI による制限酵素消化 
↓回収した s6mthfr gene 50 µl 及び事前に用意した pGX,pET ベクター溶液 50 µl それぞれを   
 以下の試薬を加え、計 100 µl の反応液を調製した。 
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Solution Volume 
MilliQ 31 µl 
DNA/plasmid 50 µl 
Buffer (1.5T) 15 µl 
BamH1 2 µl 
Sal1 2 µl 
 Total 100 µl 

 
↓37 ℃, 2 h 
↓回収した 
 
4. QIAquick® PCR Purification kit (250)による制限酵素消化済みサンプルの精製 
↓PCR 産物の 5 倍量 buffer PB を入れた 
↓全量をカラムに 
↓15 Krpm, 1 min 液体を捨てた 
↓750 µl buffer PE, 15 krpm, 1 min 
↓完全除去するため、もう一回 centrifuge 
↓カラムを 1.5 ml tube に 
↓50 µl buffer EB を加え, kept 1min 
↓15 krpm 1min 
 
5. Ligation による発現ベクター作製 
BamHI、SalI により消化された s6mthfr gene 及び pGX, pET ベクターを用いて、ligation による発現ベ

クターの作製を行った、その反応液の組成は以下に示す。 
Solution Volume 
Vector: Insert =1:3 7.5 µl 
Ligation high ver2 7.5 µl 
 Total 15 µl 

↓16 ℃, 30 min 
↓回収した 
*buffer の組成は Toyobo の説明書に参考した。 
*反応は 30min 以上にしないこと。 
 
6. E. coli DH5α に transformation 
↓-80 ℃から E. coli DH5α を取り出し、on ice で溶かした 
↓無菌環境下で 15 µl の ligation 産物を E. coli DH5α に加えた 
↓タッピングで溶液を懸濁した 
↓かるく遠心した 
↓on ice 30 min 
↓42℃, 45sec 
↓LB 800 µl を添加した 
↓37 ℃、30 min 
↓遠心 60 k*g 10min 
↓上清 800 µl を除いた 
↓vortex で懸濁した 
↓LB plate (100 ug/ml Amp)にまいた 
↓37 ℃, 12~24 h 以内で回収した 
↓clean bench でコロニーを 100 ug/ml Amp、10 ml LB が入ったチューブに植菌した 
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↓37 ℃, 12 h、振盪培養、 
↓回収し、6 k*g, 10 min で遠心した 
↓ペーパータオル、もしくはキムワイプの上にチューブを逆さにして立てて、上清を除いた 
 
7. QIAprep® Spin Miniprep Kit (250)を用いたプラスミドの回収 
↓上記で回収した菌体に 
↓Buffer P1(resuspenstion buffer)を 230 µl 加えた 
↓50 ml チューブの蓋をして、vortex で懸濁した 
↓懸濁液を 250 µl とって、1.5 ml チューブに移した 
↓250 µl の Buffer P2 (Lysis buffer)を加えて、混和転倒、4-5 回 
↓350 µl の Buffer N3 (Neutralization buffer)を加えて、混和転倒、4-5 回 
↓遠心 15krpm 15min RT (13krpm 10min 以上) 
↓上清を青色のカラムに decantation で入れた 
（白い沈殿がカラムに入らないように注意する） 
↓遠心、15 krpm 1min  
↓素通り画分を decantation で捨て、上清を除いた 
↓500 µl の buffer PB をカラムに入れた 
↓遠心、15 krpm 1min  
↓素通り画分を decantation で捨て、上清を除いた 
↓750 µl の buffer PE をカラムに入れた 
↓遠心、15 krpm 1min  
↓素通り画分を decantation で捨てた 
↓遠心、15 krpm 1min  
(もう一度遠心をしてカラムのレジンから buffer PE を完全に除く) 
↓青いカラムを 1.5 ml チューブに移した 
↓80 µl の buffer EB( elution buffer)を加えた 
↓遠心、15 krpm 1min  
↓回収した pGXS6MTHFR, peTS6MTHFR を使って、nanodrop で DNA 濃度測定した 
↓BamHI, SalI による制限酵素消化確認を行った 
↓さらに DNA シークエンスの確認を行った（ユーロフィン株式会社へ委託） 
↓残りの pGXS6MTHFR, pETS6MTHFR は-20 ℃で保存した 
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・発現確認と培養条件検討 
 
Ø 必要器具、試薬 
・遠心機、振盪培養機 
・分光光度計 (Beckman) 
・SDS-page 泳動装置 
・pGXS6MTHFR, pETS6MTHFR 発現ベクター 
・E. coli BL21 (DE3) competent cells 
・LB 培地 (BD) 
・100ug/ml Amp, LB 寒天培地 (nacalai) 
・1 M IPTG (sigma) 
・100 mg/ml Ampicillin (nacalai) 
・See Blue Plus2 Prestained Protein Marker (Invitrogen) 
・CBB 染色液 (nacalai) 
・NuPAGE 4 to 12%, Bis-Tris (Invitrogen) 
・NuPAGE LDS Sample Buffer (Invitrogen) 
・1 M pH8.0 Tris-HCl (nacalai) 
・5 M NaCl (nacalai) 
・1 M DTT (nacalai) 
・5 M imidazole (nacalai) 
・Glutathione Sepharose 4B (GE) 
・Ni Sepharose (6 fast flow) (GE) 
 
Ø 実験方法 
8. E. coli BL21 (DE3) へ形質転換 
↓-80 ℃から E. coli BL21 (DE3) を取り出し、on ice で溶かした 
↓無菌環境下で 5 �l の pGXS6MTHFR, pETS6MTHFR を E. coli BL21 (DE3)に加えた 
↓タッピングで溶液を懸濁した 
↓かるく遠心した 
↓on ice 30 min 
↓42℃, 45 sec 
↓LB 800 µl を添加した 
↓37℃、30 min 
↓遠心 6 k*g 10 min 
↓上清 800 µl を除いた 
↓vortex で懸濁した 
↓LB plate (100 ug/ml Amp)にまいた 
↓37 ℃, 12 h で plate を回収した 
 
9. 20 ml ケースにおける S6MTHFR の発現誘導条件検討 
↓上記で回収した plate からシングルコロニー（2 種類）を取り、 
  20 ml LB 培地・100 ug/ml Amp に植菌した 
↓37℃で振盪培養 
↓2~2.5 h で OD660を測定し、0.5-0.8 あたりで以下の 2 条件で培養した 
（37℃ 20 ml から 10 ml を取り、16℃に培養機に移した） 
↓37℃, 0.5 mM IPTG、3 h 条件はそのまま 1 M IPTG を 5 µl 加えて、そのまま培養した 
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↓16℃, 0.5 mM IPTG、overnight 条件は on ice で 5 min くらい冷やしたあと 1M IPTG を 5 µl 加えて、

16℃ overnight 振盪培養した 
↓培養液回収し、6 k*g, 4℃,10 min 遠心した 
↓培養上清を捨てた後、キムタオルの上にチューブを逆さにして培地を除いた 
↓そのまま -80℃に保存した 
 
10. 発現チェック 
↓事前に以下の組成で Lysis buffer を作製した 

Final concentration 
50 mM Tris-HCl pH8.0 
0.3 M NaCl 
1 mM DTT 
10mM imidazole-HCl pH8 
Total 50ml 

 
↓回収した菌体に Lysis buffer を 1 ml 加え、vortex で懸濁した 
↓1.5 ml チューブに移した 
↓ハンディーソニケーターで sonication, 10 sec x 3 times 
↓sample 回収用に 30 µl を別の 1.5 ml チューブに移し、30 µl を total 画分として 1.5 ml チューブに分注

し、SDS-PAGE sample buffer を加えて懸濁した 
↓15 krpm,４℃, 15 min 
↓sample 回収用のチューブから sup.画分と ppt.画分を回収、SDS-PAGE sample buffer に溶かした 
↓GS4B resin もしくは Ni-NTA resin を加えた（bead vol.で 30 µl） 
↓4℃, rotation, 1h in cold room 
↓遠心 5 k*g, 10min 
↓上清は捨てた 
↓Lysis buffer に終濃度 20 mM Imidazole になるように imidazole を加えた 
↓20 mM imidazole 1 ml をチューブに入れて、混和転倒 
↓cent 5 k*g, 10 min 
↓上清を捨てた 
↓もう一度 20 mM imidazole  1 ml をチューブに入れて、混和転倒 
↓遠心 5 k*g, 10 min 
↓上清を捨てた 
↓resin と捨て切れなかった上清合わせて、volume を 50-100 µl 程度にした 
↓4x SDS-PAGE sample buffer を 20-25 µl 加えて、vortex (resin 画分) 
↓SDS-PAGE2.3 大量培養、アフィニティー精製 
 
 
10. 4 L ケースにおける S6MTHFR の大量発現 
 
Ø 必要器具、試薬 
上記方法 2.2 にある必要もの以外 
・PBS（phosphate-buffered saline）buffer (Wako) 
・Glutathione Sepharose 4B (GE) 
・Ni Sepharose (6 fast flow) (GE) 
・open column 
・5 L 三角フラスコ 
・大型振盪培養器 
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・大型遠心器 (Hitachi) 
・超音波破砕器（TAITEC） 
 
Ø 実験方法 
 上記の実験方法 8 と全く同じ、pGXS6MTHFR, pETS6MTHFR 2 種類の発現ベクターの形質転換

を行った。 
その後、LB plate に生えた大腸菌を回収した 
 ↓5 ml LB 培地を plate に加えた 
 ↓コンラージ棒もしくはピペッティングでコロニーを懸濁した 
 ↓50 ml tube に回収した（4 ml 程度回収できるはず） 
↓そのままだと OD が高過ぎるので、LB 培地で 10 倍希釈して OD を測定した 
↓10 ml LB + 100 ug/ml Amp に OD=0.05 になるように回収した大腸菌懸濁液を加えた 
↓37 ℃で振盪培養した 
↓2-3 時間程度で 
↓20 ml culture/2000 ml LB medium, 100 ug/ml Amp（1 種類ベクター合計 4 L） 
↓2-3 時間程度で OD=0.5-0.8 に 
↓37 ℃, 0.5 mM IPTG (1 M IPTG を 1 ml/2000 ml)加えて、37℃ 3 h 振盪培養 
↓大型遠心器で集菌した、6 k*g 4dC 10 min 
↓培養上清を捨てた後、ペーパータオルの上にチューブを逆さにして、培地を除いた 
↓80 ml PBS に溶かす、10~16℃で懸濁した 
↓50 ml tube に移し、6 k*g, 10 min で遠心し、PBS を除去した 
↓そのまま -80℃に保存した 
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・アフィニティ精製 
 
事前に以下の buffer を調整した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

↓4 L 大量培養後の菌体を-80℃から取り(以下なるべく on ice) 
↓lysis buffer で懸濁、ビーカーに最終 80 ml まで 
↓菌体液入りのビーカーをアミルホイルで蓋し箱に入れ、周りは氷で固定後水を少量入れた 
↓蓋を外し、超音波破砕器にセット(チップ先端がビーかーの bottom に触れず、液面以下に) 
↓output MAX, duty 30, time 5 min 
↓5 min, 2 回（計 10 min, 一回目終了後 5 min 休憩してから２回目） 
↓粉砕された菌体液から 30 µl を別の 1.5 ml tube に保存した(total fraction) 
↓もう一回菌体液から 30 µl を取り 1.5 ml tube に入れて遠心し、 
  それを sup. fraction と ppt. fraction として SDS sample buffer を 150 µl まで加えた 
↓残りの菌体を専用 tube に入れ, 大型遠心器で 18 krpm ,30 min 
Sapharos の平衡化 
↓遠心の間に、Ni Sepharose と Glutathione Sepharose 4B をよく混ぜ、 
 50 ml tube に 5 ml ずつ分注*2(菌体は 2 tube に分注したから) 
↓50 ml tube にある 5 ml Sepharose を 40 ml までミリ Q で調整した 

Final conc. Solution Volume
Lysis buffer (500ml)
50 mM Tris-HCl (pH8.0) 1 M Tris 25 ml
0.3 M NaCl 5 M NaCl 30 ml
1 mM DTT 1 M DTT 0.5 ml
10 mM imidazole-HCl (pH8) 5 M imidazole 1 ml

milli Q 443.5 ml
        total 500 ml
        total 500 ml

Final conc. Solution Volume
Wash1 buffer (100 ml)
50 mM Tris-HCl (pH8.0) 1 M Tris 5 ml
0.3 M NaCl 5 M NaCl 6 ml
1 mM DTT 1 M DTT 0.1 ml
20 mM imidazole-HCl (pH8) 5 M imidazole 0.4 ml

milli Q 88.5 ml
total 100 ml

Elution buffer (50 ml) 
50 mM Tris-HCl (pH8.0) 1 M Tris 2.5 ml
25 mM NaCl 5 M NaCl 0.25 ml
1 mM DTT 1 M DTT 0.05 ml
20 mM imidazole-HCl (pH8) 5 M imidazole 0.2 ml

milli Q 47 ml
total 50 ml
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↓2 k*g, 5 min, 4℃ centrifuge (ethanal を除くため) 
↓しばらく放置した後(5 min onice)、supernatant を除いた 
↓lysis buffer で 40 ml まで(茶色になるはず)、 
↓2 k*g, 5 min centrifuge 
↓しばらく放置した後( (5 min onice)、supernatant を除いた 
遠心終わり 
↓菌体液の supernatant を sepharose が入った 50 ml tube に入れた 
↓4℃, 1 h rotator 
↓30 µl を取り flow through. fraction として 1.5 ml tube に 
↓セットした open column に全量入れ、全部流し終わるまで待ち 
↓wash buffer (20 mM imidazole)を２回満タンまで入れ、洗い流した 
 (wash buffer は大体 resin 量の 10~20 倍) 
↓-80℃にある 1.5 ml tube に分注された 200 µl の prescission protease をカラム中に入れ（２回目洗浄後、

ある程度の wash buffer が残っている状態で入れる） 
↓カラムを蓋し、overnight で反応させ 
↓翌日 elution buffer を 15~20 ml 入れて溶出させ、サンプルを回収した 
↓回収したサンプル液から 30 µl を取り 
（elution fraction として SDS sample buffer を 150 µl まで加えた） 
↓これまで回収した fraction を SDS-page に流した 
↓残りのサンプル nanodrop で濃度を測定した 
 （S6MTHFR は FAD を有するため、450 nm の吸光度を基準にし、A450=12,100 M-1 cm-1で濃度を計算

した） 
*酵素活性に使われた変異体も同じ条件で発現精製を行なったが、本編に結果を省略した 
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・イオン交換クロマトグラフィー 
 
 
Ø 必要器具、試薬 
・AKTA (GE) 
・Mono Q 5/50 GL (GE) 
・Buffer A: 50 mM Tris-HCl (pH8.0), 25 mM NaCl, 1 mM DTT 
・Buffer B: 50 mM Tris-HCl (pH8.0), 1 M NaCl, 1 mM DTT 
・See Blue Plus2 Prestained Protein Marker (Invitrogen) 
・NuPAGE® 4-12% Bis-tris Gel (Invitrogen) 
・NuPAGE® LDS Sample Buffer (Invitrogen) 
・Amicon® Ultra tube (Merck) 
・シリンジ 
 
Ø 実験方法 
→AKTA の流路を以下の設定で置換を行った 
100% B 5-10 ml/min, 15 ml,  
0%B 5-10 ml/min, 15 ml,  
monoQ 5/50 (cv=1 ml) を 0.5 ml/min (pressure limit, 4MPa)で溶液を流しながらセット 
1 ml/min, pressure limit 4MPa, end time 10ml 
→method を以下の条件で設定した 
anion exchange, MonoQ 5/50, position 1 
波長 450, 280, 260 nm 測定 
equilibration start 0, volume 0, off (平衡化 volume は通常 column の 5 倍)  
manual, empty loop 2 ml (毎回 sample 入れる量以上を設定) 
tube size, wash out (yes), fracc-950 (器械), fraction volume 5 ml, start at first tube 
elution fractionation: fixed volume, fraction volume 1 ml,   
next tube  
selution: linear gradient, target conc 50%B, length (gradient speed) 10(6~15 ok), clean afterelution 
↓Amicon® tube を用いて、 アフィニティー精製から得られた S6MTHFR 溶液を濃縮した 
↓濃縮した S6MTHFR 溶液をフィルターに通し、沈殿を除いた 
↓シリンジを利用し、S6MTHFR 溶液を AKTA に注入し 
↓一番ピークが高い所とその付近の fraction を回収した 
↓SDS-page 確認 
↓nanodrop で濃度を測定した 
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・ サイズ排除クロマトグラフィー 
 
Ø 必要器具、試薬 
・AKTA (GE) 
・Superdex 200 increase 10/300 GL (GE) 
・Buffer A: 10 mM HEPES-NaOH(pH7.5), 100 mM NaCl  
・See Blue Plus2 Prestained Protein Marker (Invitrogen) 
・NuPAGE 4 to 12%, Bis-Tris (Invitrogen) 
・NuPAGE® LDS Sample Buffer (Invitrogen) 
・Amicon® Ultra tube (Merck) 
・シリンジ 
 
Ø 実験方法 
↓ion exchange 後、Amicon で濃縮した 
↓濃縮の間に、AKTA 流路を以下の設定で置換した 
↓column が繋いてない状態で 5~12 ml/min の流速で、20 ml 以上を流した 
↓流速を 0.5 ml/min にし、流れている状態で superdex200 を接続した 
↓column 平衡化で、2 column volume buffer, 0.5 min/ml, 3.5MPa で行った 
↓program の作成: 3.3 Mpa, 1ml elution fraction, 1.2 cv length of the elution 
↓wash and equilibrate with 1.2 cv buffer 
↓S6MTHFR を 1 ml ずつ入れ, run program 
↓一番ピークが高い所とその付近の fraction を回収した 
↓回収した fraction から 30 µl を取り、SDS sample buffer を加え、泳動確認した 
↓残りの S6MTHFR 溶液を Amicon で濃縮した 
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・SEC-MALS による分子量の同定 
 
Ø 必要器具、試薬 
Hitachi HPLC (L-2400 UV detector) 
DAWN HELEOS II 18 angle detector (Wyatt Technology) 
RI-101 detector (Shodex) 
Wyatt SEC column for MALS (WTC-030S5) 
ASTRA 6  
Running buffer:10 mM HEPES-NaOH(pH7.5), 100 mM NaCl, 脱気済み 
洗浄用 milliQ (脱気済み) 
3mg/ml S6MTHFR, 100 µl (0.1um フィルター濾過済み) 
 
Ø 実験方法 
 
カラムの洗浄 
↓  Hitachi HPCL の立ち上げ 
↓  MilliQ による洗浄: 0.5 m/min で 2 CV 以上 
↓  Buffer による洗浄および平衡化: 0.5 m/min で 2 CV 
↓  シリンジでループ洗浄 
RI detector (Shodex)と LS detector(HELEOS II)の立ち上げ 
ASTRA 6 の立ち上げ 
 
サンプルインジェクション 
↓  レバーが Load 側(上側)の位置になっていることを確認 
↓  ASTRA 6 の validate button をクリック後、run experiment を押した。サンプルを打ちこむ準備完了

というメッセージが表示された 
↓  サンプルを 100 µl アプライし、黒いレバーを Load から Inject に回してデータ測定を開始した 
 
データ解析 
↓  SEC による A280のピークを確認した 
↓  Procedures の”Baseline”を選択し、全ての Baseline を確認・調整し、OK で変更を保存した 
↓  Procedures の”Peaks”を選択し、Peak を選択した 
↓  Procedures の”Molar Mass & Radius from LS”を選択し、Rg 半径の計算に必要な LS data を確認しな

がら、18 レーザ間の R2 data 相関性を編集した 
↓  Result の”Report summary”を選択し、Mw, Mn などを確認した 
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・嫌気滴定 
 
Ø 必要器具、試薬 
1M potassium phosphate buffer (KPB), pH7.2 (nacalai) 
0.1M EDTA (nacalai) 
Milli Q 
嫌気チャンバー 
S6MTHFR 
分光光度計 DU730 (Beckman) 
Eppendorf semi micro vis cuvettes (Cat no.: 0030079353) 
100mM NADH (481913-1GMCN) 
100mM CH3-THF (sigma) 
 
 
Ø 実験方法 
 S6MTHFR の補因子である FAD は、酸化の状態では 450 nm に極大吸収があり、還元されると 450 
nm における吸収が減少するので、この性質を利用し反応を追跡する。しかし、buffer に酸素が混入

したら、還元された FAD は酸素によって直ちに酸化されてしまうので、全ての試薬から酸素を除去

する必要がある。そこで、実験の２日前から実験サンプル及び利用する溶液を嫌気チャンバーに入

れ、脱酸素を行なった。100 mM KPB buffer, 1 mM EDTA の buffer 条件で、450 nm における吸光が

0.25 付近になるように S6MTHFR (約 18 nmol)を入れて、反応液が最終的に 1 ml なるようにした。飽

和まで 6 点以上を取るように、1 ml の反応液に毎回 0.5 µl, 4~10 mM のリガンド (CH3-THF/NADH)を
入れた。その後、ピペットで 30 sec 間攪拌し、300~800 nm 間の波長スキャンを行なった。リガンド

を入れてから波長スキャンまでの間が 2 分間になるように統一した。 
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・NADH に対する比活性の測定 
 
Ø 必要器具、試薬 
1 M potassium phosphate buffer (KPB), pH7.2 (nacalai) 
0.1 M EDTA (nacalai) 
Milli Q 
S6MTHFR と各変異体 
分光光度計 DU730 (Beckman) 
Nanodrop 1000 (Thermo) 
Eppendorf semi micro vis cuvettes (Cat no.: 0030079353) 
100 mM NADH (481913-1GMCN) 
1 mM menadione (sigma) 
 
 
Ø 実験方法 
 測定方法は大腸菌 MTHFR の論文を参考した(Sheppard CA, et al., 1999)。10 mg の menadione (過剰

量)を 400 µl の 100% methanol に溶かした後、methanol の終濃度が 20% (v/v) になるよう milli Q を加

え、アルミホイルで遮光した条件で 10 分間攪拌した。その後、0.2 µm フィルターで不溶な部分を取

り除き、nanodrop で 340 nm における吸収を測定し、menadione の吸光係数が 3100 M-1 cm-1の条件で

濃度を計算した(Vanoni MA, et al., 1983)。50 mM KPB pH7.2, 0.3 mM EDTA, 室温の条件で各濃度の

NADH と menadione が入った 1 ml の反応液を用意し、酵素 S6MTHFR を入れて反応を開始させた。

NADH は 340 nm に極大吸収があることを利用して定量するが、menadione も 340 nm に吸収がある。

そのため、menadione が 343 nm に isosbestic 点（等吸収点）がある性質を利用し、30 sec ごとに 343 
nm における吸光度の減少で NADH の減少量（吸光係数 6220 M-1 cm-1）を定量した (Igari S, et al., 
2011)。 
 
 
 
・CH3-THF に対する活性の測定 
 
 S6MTHFR およびその変異酵素の酵素活性は基本的に以下の条件及び方法で測定した。20 nM 精製

酵素と 100-1,000 mM CH3-THF (Schircks Laboratories)を 400 mM menadione (sigma)存在下で 50 mM 
KPO4 buffer (pH 7.2)中で 30°C で 3 min 反応させ、反応液に対して 20% (v/v) formic acid を 10% (v/v)添
加、混合することで反応を停止した。19,000 ´ g (4°C)で遠心分離したのちに上清をポアサイズ 0.2 
mm の PTFE で濾過し分析前処理を行った。濾液の CH3-THF 濃度を高速液体クロマトグラフィー 
(HPLC)で測定し、CH3-THF の減少量を基に酵素活性を評価した。CH3-THF の変換産物の同定には、

CH2-THF (Schircks Laboratories)が低 pH において不安定であったため反応停止のための formic acid を

添加せずに HPLC-マススペクトル (LC-MS)解析を行った。至適 pH は、buffer に pH 5.0-9.0 の 50 mM 
GTA buffer (50  mM 3,3-dimethylglutaric acid、50  mM Tris、50  mM 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol)を
用い、反応温度は 30°C で行った。至適温度は、反応温度を 15-70°C の範囲に設定し、buffer は 50 
mM KPO4 buffer (pH 7.2)を用いて行った。S6MTHFR 及び S6MTHFRC219Aの動力学的性質の解析は、

それぞれ 5-500 mM および 20-1,500 mM の CH3-THF の濃度範囲で酵素活性を測定した。この時、野

生型は CH3-THF の濃度が 5-50 mM、100-500 mM CH3-THF の範囲で 5 nM 及び 20 nM の精製酵素

を、S6MTHFRC219Aは 20-500 mM、700-1,500 mM の CH3-THF においてそれぞれ 5 nM および 20 nM
の精製酵素を用いた。 
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・電子受容体の検討について 
 
 NaNO3, FeCl3, NaNO3, oxoglutarate, citrate, malate, pyruvate, fumarate, succinate, GSSG は nacalai から購

入した。 Coenzyme Q10, Coenzyme Q0, NADP+, NAD+, ferredoxin, cytochrome C は sigma から購入した。

1 µM 精製酵素と 100 mM CH3-THF を NAD+等の様々な化合物の存在下、50 mM KPO4 buffer (pH 7.2)
中で 30°C で 3 min 反応させて酵素活性を測定した。 
 
 
 
・HPCL 及び LC-MS 分析 
 
 HPLC 分析はカラムに BEH C18 逆相カラム (2.1 ´ 100 mm, 1.7 mm particle size; Waters)を用いた。

HPLC システムは ACQUITY ultraperformance liquid chromatography (UPLC) system (Waters)及び

ACQUITY UPLC I-Class system (Waters)を用いた。移動相には分離液 A (0.1% formic acid を含む

acetonitrile)と分離液 B (0.1% formic acid 水溶液)を用い、流速は 0.5 ml/min として以下のグラジエント

コンディションで分離を行った: 0-1.2 min, 6% A; 1.2-2.0 min, 6%から 35%に A を増加; 2.0-3.0 min, 35% 
A; 3.0-3.1 min, 35%から 6%に Aを減少; 3.1-4.0 min, 6% A。HPLC分析の検出波長は 270 nmで行った。

LC-MS 分析は、ACQUITY UPLC system と接続した ACQUITY TQ detector (Waters)を用いて

electrospray ionization (ESI)法により行った。ESI-MS の検出は positive-ion mode で以下の条件で行っ

た: capillary voltage, 3.0 kV; cone voltage, 10-40 V; source temperature, 120°C; desolvation temperature, 
350°C; desolvation gas flow rate, 650 liters/h; cone gas flow rate, 50 liters/h。 
 
 
 
・S6MTHFR の結晶化と最適化 
 
 結晶化の初期 screening は構造生物学研究センターのタンパク質結晶化システム（PXS）を利用し

た。ゲル濾過で得られた 10 mg/ml の S6MTHFR を用いて、Crystal Screen (Hampton Research)(Jancarik 
& Kim, 1991), PEG/Ion (Hampton Research) (Mcpherson, 2001), Crystal Screen Cryo (Hampton Research), 
Wizard (Emerald Biosystems), PEGsII(QIAGEN), ProteinComplex(QIAGEN)の結晶化条件で、170 µl の結

晶化溶液と 170 µl のタンパク質溶液 (10 mg/ml)を混合して 20 度/4 度で sitting-drop 蒸気拡散法を用い

て screening を行なった。 
 結晶化条件の最適化は micro-seeding 法を用いて行なった。VCX-130 sonication machine (Sonics & 
Materials Inc.; output 20%, 5 sec × 6 times at 10 sec interval)を用いて、上記の(20 % w/v) PEG 4000, 0.1 M 
sodium citrate pH 4.5 条件で得た結晶を破砕し、seed 溶液 ((22 % w/v) PEG 4000, 0.1 M sodium citrate pH 
4.5)を用意した。その後、1 µl タンパク質溶液, 1 µl 結晶化溶液, 0.2 µl seed 溶液を混合して hanging-
drop 蒸気拡散法を利用し、5 ~15 mg/ml のタンパク質濃度, pH 4~5, 各 PEG4000 濃度, 各 seed 濃度, 20
度/4 度で結晶化条件を検討した。 
 
 
 
・S6MTHFR の CH3-THF 基質複合体結晶の作製 
 
 22 % (w/v) PEG 4000, 0.1 M sodium citrate pH 4.5 の buffer に 8 ~20 mM CH3-THF を加えて soaking 溶

液を作製した。その後、S6MTHFR の結晶を soaking 溶液に移し、4 度で 1 時間~overnight の条件で検

討を行なった。最終的に、顕微鏡で酷く割れていなかった結晶を回収し凍結した。 
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・S6MTHFR の抗凍結剤の検討 
 
 標準母液は 22 % (w/v) PEG 4000, 0.1 M sodium citrate pH 4.5 で作製した。抗凍結剤の検討は CryoPro 
(Hampton Research) (Boutron, 1988)を用いて、全 48種類の中から 25 % (v/v) Glycerol, 25 % (v/v) Ethylene 
glycol, 25 % (v/v) Diethylene glycol, 30 % (v/v) PEG200, 30 % (v/v) PEG400, 32 % (v/v) xylitol, 32 % (v/v) 
D-sucrose, 32 % (v/v) D-glucose, 23 % (v/v) trehalose, 25 % (v/v) methyl-pentanediol を選択し、標準母液に

添加した。また、30 % (w/v) PEG4000 が入った抗凍結溶液も用意した。クライオループを使って、 
これらの抗凍結溶液に結晶を 5 minほど浸した後、顕微鏡で結晶が割れているかどうかを判別した。

その上、酷く割れていない結晶を液体窒素で凍結し、X 線の照射による回折データに基づいて評価

を行い、抗凍結剤の条件を決めた。 
 
 
 
・S6MTHFR の初期位相の決定 
 
 S6MTHFR の基質非結合型体結晶構造の初期位相はタンパク質中に存在する硫黄原子の異常分散

を利用する Native-SAD 法により決定した。Photon factory (PF) BL-1A で 2.7 Å の波長を用いて一つの

結晶の 4 か所に照射し、0.2°ずつ回転させながら、露光時間 0.2 秒、透過率 3.38 で、0 ~360°分の

計 10 セットの回折データを収集した。XDS で処理した後、XSCALE (Kabsch, 2010)を用いてデータを

マージした。 
フリーデルの法則に適応しない異常散乱の SigAno (|F(+)-F(-)|/Sigma)が 1.2 以上になるように CCP4 
program suite (Winn et al., 2011)の AIMLESS (Evans et al., 2013)でデータを処理した後、Crank2 (Ness SR, 
et al., 2004)を用いて初期位相決定及びモデルの自動構築を行なった。その後、NSRRC の BL13B1 で

1 Å の波長で測定した分解能が 1.5 Å の回折データを用いて、Molrep で分子置換を行なった。 
 S6MTHFR-CH3-THF 基質複合体結晶の回折強度データは XDS (Kabsch, 2010)、CCP4 program suite 
(Winn et al., 2011)の AIMLESS (Evans et al., 2013)を用いて最外殻の I/sigma が 2 以上になるように処理

した。その後、S6MTHFR の基質非結合型結晶構造を鋳型とし、CCP4 program suite の Molrep で分子

置換を行なった。 
 
 
 
・構造精密化 
 
 構造精密化には PHENIX の phenix.refine (Afonine et al., 2012)を用いて、S6MTHFR-基質非結合型結

晶と S6MTHFR-CH3-THF 基質複合体結晶から得られた回折強度データの中で最も高い分解能を示し

たデータセットについて精密化を行った。精密化により得られた電子密度マップは、2Fo-Fc map を

1.2σ、Fo-Fc map を 3.5σ で表示し、以下の基準によりモデルの修正を行った。1. 電子密度がはっきり

しないまたは見えない部分にアミノ酸残基を入れない。2. 電子密度の形により alternative構造がある

場合には、占有率 50% ずつにして構造を入れる。 3. Fo-Fc map の表示基準である 3.5σ において、電

子密度の形が丸いと判断できる大きさのものを水分子の電子密度であると判断する。精密化した全

ての S6MTHFR の結晶構造における幾何学的状態(ジオメトリー)は、PHENIX の MolProbity (Lovell et 
al., 2003)にて確認を行った。 
 また、S6MTHFR-CH3-THF複合体結晶構造において、ligandが結合しているかどうかを確認するた

めに、phenix.refineを用いて omit mapを作成した上、simulated annealing を使用し精密化を行なった。 
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・アミノ酸配列解析と系統樹解析 
 
 各 mthfr のアミノ酸配列は Protein BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) を用いて集めた (表
8-1,2)。これまでに報告された CH2-THF から反応する一般的 MTHFR のアミノ酸配列情報を集めた

上、大腸菌 MTHFR あるいはヒト MTHFR を鋳型とし Protein BLAST のモデル生物データベースから

合計 40 種類の MTHFR のアミノ酸配列情報を収集した。 
 CH3-THF から反応する MTHFR は脱メチル化酵素の影響に適応し進化したと推測した。そのため、

これまでに報告された THF を利用し CH3-THF を生成する脱メチル化酵素 LigM, DesA, DMT, CmuB
を鋳型とし、これらのホモログを持つバクテリアを集めた。その上、これまでに報告された３つの

CH3-THF から反応する Sphingobium sp. SYK-6 由来 MTHFR, Sphingomonas sp. Ndbn-20 由来 MTHFR, 
Methylobacterium chloromethanicum CM4 由来 MTHFR(Nadalig T, et al., 2011)それぞれを鋳型とし、合

計 60 個の MTHFR アミノ酸配列を収集した。 
 sequence alignment は NCBI の COBALT (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi?LINK 
_LOC=BlastHomeLink)を用いて 100 個の MTHFR で行なった。系統樹解析は MEGA7 を用いて(Kumar 
S, et al., 2016)、Maximum likelihood 法により、CH2-THF から反応する 40 個 MTHFR と CH3-THF から反応

する 40 個の MTHFR、合計 80 個 MTHFR で解析を行なった。 
 
 


