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研究成果の概要（和文）：  本研究では、細胞分裂期特異的なキネシンモータータンパク質CENP-EやEg5とそれ
らの阻害剤との複合体構造を決定し、それら阻害剤による結合と阻害の様式を解明することで、新規な抗がん剤
を設計する構造基盤を得ることを目的とした。Eg5モータードメインについて新規阻害剤との複合体のＸ線結晶
解析と、等温滴定型カロリメトリーによる熱分析を行い、その阻害機構を解明した。CENP-Eのモータードメイン
について先行研究より高分解能での構造決定を行い、構造の詳細について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：  In this study, I tried to determine the structures of the mitotic kinesin 
Eg5 and CENP-E and the complexes with their inhibitors were determined to elucidate the binding and 
inhibition mechanisms of the inhibitors and to develop novel anti-cancer drugs.  For Eg5 motor 
domain, I performed X-ray crystal structure determination and isothermal titration calorimetry 
analyses, and elucidated the inhibition mechanisms.  For CENP-E motor domain, I determined the 
crystal structure in higher resolution than the previous report, and elucidate the structural 
feature.  

研究分野： 構造生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
  細胞分裂期特異的なキネシンモータータンパク質CENP-EやEg5とそれらの阻害剤との複合体構造解析による、
阻害剤の結合阻害の機構を解明することで、新規な抗がん剤を設計する構造基盤が得られた。既存のタキサン、
ビンカアルカロイドなどの微小管阻害剤と異なり、キネシンモーターの阻害剤は非分裂期の微小管には作用しな
いため、副作用の少ない抗がん剤のリード化合物として期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 

CENP-E もしくは Eg5 は双極性紡錘体の形成に関わるキネシン様の ATP 駆動性モーター
タンパク質である。CENP-E や Eg5 の機能阻害により細胞分裂が停止し、さらに細胞死が誘
導される。CENP-E や Eg5 の阻害剤は非分裂期の微小管には作用しないため、既存のタキサ
ン、ビンカアルカロイドなどの微小管阻害剤に比べ、神経毒性の少ない細胞分裂阻害剤とし
て、すなわち副作用の少ない抗がん剤の候補として期待される。静岡県立大学 創薬探索セ
ンター 浅井章良 教授らの研究グループでは CENP-E や Eg5 のモータードメインに阻害作
用を示す化合物をこれまで合成している。 
  申請者らはこれまでに Eg5 モータードメインと ATP 競合阻害剤である PVZB1194 との複
合体構造を決定した。それまでに報告されていた Eg5 と阻害剤との複合体構造は、いずれ
も ATP 不競合阻害剤についてのものであったが、決定した PVZB1194 複合体構造では、阻
害剤 PVZB1194 はこれまで報告されている ATP 不競合阻害剤の結合部位とは異なる部位に
結合しており、ATP 競合阻害様式を示すにもかかわらず ATP 結合部位とは異なる部位に結
合していた。 
さらに申請者らはこれまでに ATP 不競合阻害剤で S-trityl-L-cysteine (STLC)アナログであ

る PVEI21 や PVEI138 と Eg5 モータードメインとの複合体構造を明らかにした。STLC に対
し、PVEI21 はメトキシ基を導入したもの、PVEI138 ではエチレンリンカーを導入してトリ
チル基間の運動性を低下させたものである。STLC に対し、PVEI21 は 10 倍、PVEI138 はさ
らに 10 倍、酵素阻害濃度 IC50 値が向上する。これらの Eg5 との複合体構造を決定し、阻害
剤結合部位を詳細に比較したところ、PVEI21 は STLC に比べ、メトキシ基導入により近辺
の残基との立体反発により化合物全体がメトキシ基と反対方向に移動することで、メトキ
シ基と反対側近辺のアミノ酸側鎖との相互作用が増加することが分かった。このような阻
害機構を阻害剤複合体構造を決定することにより明らかにすることができた。 
  CENP-E は、Eg5 とは異なるタイプのキネシンモータータンパク質である。Eg5 の阻害剤
や、阻害剤複合体についてはこれまで多数の報告があるが、CENP-E については、ADP、Mg2+

結合構造が X 線結晶構造解析で報告されているが、阻害剤との複合体構造はこれまで明ら
かになっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
細胞分裂期特異的なキネシンモータータンパク質である CENP-E や Eg5 とそれらの阻害

剤との複合体の X 線結晶構造解析と熱分析を行うことにより、CENP-E や Eg5 の阻害剤に
よる結合と阻害の様式を解明することで、新規な抗がん剤を設計する構造基盤を得ること
を目的とした。それによりさらに阻害能を向上させた新規化合物を設計することが可能に
なると期待できる。本研究では、以上の目的のため、CENP-E や Eg5 のモータードメインの
調製と阻害剤との複合体の結晶化を行い、良質な結晶を得て X 線結晶構造解析を行った。
またそれらモータードメインと阻害剤の熱分析を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
キネシンモータータンパク質 CENP-E や Eg5 のそれらの阻害剤による阻害機構を解明す

ることを目的として、それら複合体の X 線結晶構造解析と熱分析を行った。 
  Eg5 モータードメインについては、その STLC 型阻害剤との複合体構造を決定した。また
等温滴定型カロリメトリーにより Eg5 と STLC 型阻害剤との熱分析を行い、それらの解離
定数と熱力学的パラメータを算出した。 

CENP-E モータードメインについては、Eg5 と同様に発現プラスミドを用いた大腸菌発現
系によるタンパク質調製を行った。タンパク質の精製は、His tag を利用した Ni affinity 精
製、イオン交換カラムクロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィーにより行った。タ
ンパク質の調製後、阻害剤との結晶化を行った。 

 
 

４．研究成果 
 
等温滴定型カロリメトリー（isothermal titration colorimetry、iTC200）により Eg5 モータード
メインと S-trityl-L-cysteine (STLC) 型阻害剤との熱分析を行い、それらの解離定数と熱力学
的パラメータを算出した。3 種の阻害剤について、エンタルピー項、エントロピー項に差異
が得られ、それらの結合様式の違いが明らかになった。得られた結果とすでに明らかにして
いるこれらの複合体のＸ線結晶項解析の結果を合わせて、論文にまとめた（Yokoyama et al. 
ACS Omega 2018）。 
  一方、ヒト CENP-E のモータードメイン（C 末に His tag を付与）について、大腸菌での



発現と精製（His tag を利用した Ni affinity 精製、イオン交換カラムクロマトグラフィー、ゲ
ルろ過クロマトグラフィー）を行った。このタンパク質は温度感受性が高いため、室温で変
性しやすい傾向があったため常時低温での精製を行い、高純度の結晶化試料の調製に成功
した。 
得られる精製サンプルを用いて阻害剤との複合体の結晶化と放射光施設での X 線回折強

度データの収集、分子置換法による構造解析を行った。決定した構造からは阻害剤の電子密
度は確認できず、タンパク質発現時から内在性のヌクレオチド（ADP）が CENP-E モーター
ドメインに結合しており阻害剤が結合できなかったことがその原因と考えられた。しかし
1.9 Åと先行研究より高分解能での構造決定を行うことができたので、構造の詳細について
論文にまとめ、現在投稿中である。 
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