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研究成果の概要（和文）：プレニル基転移酵素によってイソプレンユニット (プレニル基) を転移・付加された
化合物は修飾前の母骨格にはない抗寄生虫，抗腫瘍等の生物活性を獲得することがある。そこで、基課題ではイ
ンドールに対してプレニル基を転移するインドールプレニル基転移酵素 (IPT) に着目し，その構造・機能解析
と機能改変を進めてきた。本研究では、さらに、IPTから得られた化合物から、電子顕微鏡および質量分析計を
用いて、細菌の細胞分裂を抑制する化合物の探索およびその分子機序の解明のための新規抗菌活性分子の探索法
の構築を目指し、微量な試料量でも標的蛋白質分子の構造変化を検出可能となる測定系を確立した。

研究成果の概要（英文）：Some secondary metabolites derived from Streptomyces show a wide variety of 
the biological activity, such as antiparasitic and antitumor. During a previous project, we got 
novel compounds produced by artificial enzymes based on indole prenyltransferase. In the other 
project, we determined the complex crystal structure of FtsZ, which is a critical role for bacterial
 cell division, with compound and revealed its inhibitory mechanism as well. Therefore, in this 
study, to evaluate the anti-FtsZ activity of the novel compounds, we used electron microscopy and 
LC-MS/MS, resulting that we developed a novel measurement procedure for identification of protein 
state using LC-MS/MS.

研究分野： 構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌の細胞分裂に関与するFtsZは、既存の細菌感染症治療ターゲットと異なることから、新規標的分子として注
目されている。代表者の先行研究ではFtsZに対する阻害活性分子の阻害活性機序を明らかにし、また、人工酵素
による機能性化合物も創出してきた。そこで、本研究では、新規創出化合物からFtsZの活性を阻害する分子の探
索系の確立を目指した。その結果、標的蛋白質分子の構造様式の変化を検出を可能とする測定・解析手法を確立
できた。今後は、細胞分裂過程で立体構造変化を生じるFtsZに対し化合物を添加することで構造様式がどのよう
に促進・抑制・変化するか検出し、さらなる阻害分子の導出と阻害機序の解明を目指す。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
プレニル基転移酵素によってプレニル基供与基質よりイソプレンユニット (プレニル基) を
転移・付加された化合物は修飾前の母骨格にはない抗寄生虫 (artemisinin)，抗腫瘍 (paclitaxel) な
どの生物活性を獲得できる場合がある。そこで、基課題ではインドールに対してプレニル基を転
移するインドールプレニル基転移酵素 (IPT) に着目し，その構造・機能解析と機能改変を進め
てきた。 

 
一方申請者は、基課題とは別に、これまで

細菌の細胞分裂に必須な蛋白質で、新たな
抗菌標的分子として着目されている FtsZの
構造-機能解析および、その阻害分子探索研
究を行ってきた。FtsZは GTP結合により自
己重合し直線型のフィラメント (原線維) 
を形成する (図 1)。さらに、FtsZ が持つ
GTPase により GDP へ加水分解する過程で
直線型原線維は湾曲化し、細胞分裂の最終
段階で脱重合することで、細胞分裂を制御
している。したがって、FtsZの重合・乖離阻
害作用を持つ化合物は細胞分裂を抑制する
新たな抗菌活性分子となる可能性を秘めて
いる。これまで、申請者は、黄色ブドウ球菌
FtsZから、直線型原線維を形成する Tense型
FtsZ、湾曲化後や脱重合後の構造と考えられ
ている Relax 型 FtsZ 構造の立体構造解析と、両構造間に構造遷移があることを初めて明らかに
してきた (Matsui et al., (2015) J. Biol. Chem.)。また、Tense型構造には FtsZの脱重合を抑制する
化合物が結合するポケットが存在することを FtsZ-化合物との複合体X線結晶構造解析で明らか
にしてきた (Matsui et al., (2012) Acta Cryst. D)。さらに、このポケットに結合すると考えられる、
天然有機化合物を薬用植物である甘草より抽出し同定することにも成功している (Matsui et al., 
(2017) Bioorg. Med. Chem. Lett.)。 
申請者が同定した化合物を含むこれまでの FtsZに対する阻害活性分子探索の多くは、GTPase
活性阻害、重合による分子サイズの変化を動的光散乱等で観測、または、低分解能な電子顕微鏡
で原線維形成の阻害や変質を観測することでその阻害活性機構を議論していた。しかし、電子顕
微鏡像で原線維形成の変化が観測される化合物であっても、上述した FtsZ-化合物複合体の結晶
構造解析などいくつかの特殊な例を除いて原子分解能での複合体構造は得られていない。その
結果、なぜそれらの阻害活性分子が FtsZ の機能を阻害するのか？その分子機構を詳細に明らか
にできておらず、画期的な阻害活性分子の設計・導出には至っていない。 
そこで、本課題では、X線結晶構造解析に劣らない分解能で構造解析可能となり、また、結晶
が得られない場合でも構造解析可能な手法であるクライオ電子顕微鏡 (CryoEM) による単粒子
構造解析等の技術を用いた、FtsZに対する新規な阻害活性分子探索法の構築を目指した。 
 
２．研究の目的 
本課題では、基課題で合成される新規分子の機能性評価や種々の有機化合物や、さらに、ペプ
チド性化合物を対象に、CryoEMによる線維性分子の構造解析技術を用いて、FtsZに対する新規
な阻害活性分子探索法の構築を目指した。特に、これまで知られている多くの FtsZ の阻害活性
分子は FtsZとの複合体結晶は得られていない。一方、ウラン染色透過型電子顕微鏡 (NSEM) に
よる解析ではこれらの化合物を添加することで FtsZ 繊維構造に変化が見られることがわかって
いる。したがって、電子顕微鏡による FtsZ 線維構造の構造解析が可能となれば、阻害活性分子
の阻害活性機構をより詳細に明らかにすることも可能となる。特に、CryoEMによる単粒子構造
解析では、観測された粒子を１つ１つ解析し、同一粒子種と思われる画像を平均化して抽出でき
るため、原線維中の阻害剤が結合した FtsZ 分子に該当する平均画像を解析することで阻害剤の
結合様式を明らかにする、新たな阻害活性分子探索法へと応用することが可能となる。 
 
３．研究の方法 
はじめに、電子顕微鏡による観測に適した FtsZ 試料の調製方法は NSEM を用いて検討した。
また、FtsZのクライオ電子顕微鏡に解析には、フィラメント状繊維に対する単粒子解析など、粒
子性の蛋白質で一般的に行われている単粒子構造解析より技術的に困難な手法を用いる必要が
ある。そこで、まず、いくつかの粒子性のモデル蛋白質を用いて、現在広く行われている粒子性
分子に対する単粒子構造解析方法、具体的には、NSEM 解析による単粒子構造解析および、
CryoEMによる観測・単粒子構造解析を行った。 
また、新規阻害性分子の取得に向け、基課題で取り扱っている IPTを用いて生成化合物を調製
し、HPLC を用いて単離した。さらに、予め FtsZ の重合線維化に影響を及ぼす化合物であるこ
とを推定するため、微量測定可能な分析機器であるナノフローLC-MS/MSを用い、化合物添加に



 

 

よる FtsZの構造状態の変化を捉える測定系の確立を行った。 
 
４．研究成果 

FtsZは GTPと混合することで原線維を形成するがその後 FtsZの持つ GTPase活性により結合
分子が GDPへと変化し、GDPへの加水分解に伴って構造変化・脱重合を引き起こす。そのため、
FtsZ が安定に線維構造を形成する条件を検討した。その結果、図 2 に示すような線維構造を安
定的に調製し、NSEMで観測することに成功した。 
次に、CryoEMによる観測・単粒子構造解析法を取
得するため、いくつかのモデル蛋白質について、構造
解析を行った。その結果、巨大蛋白質会合体の立体構
造解析に成功した (Tanaka et al., (2019) IUCrJ)。また、
分子量 150kDaの蛋白質のNSEM画像から単粒子構造
を解析し、約 20Å分解能の構造が得られる試料調製・
測定条件を決定した。現在、CryoEMによる解析・単
粒子構造を解析中である。また、共同研究先であるマ
ックス・プランク分子生理学研究所で開発している
CryoEM 画像から粒子を抽出するソフトウェア 
(cryolo) や単粒子構造解析ソフ
トウェア (SPHIRE) また、デフ
ァクトスタンダードである単粒
子 構 造 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア 
(relion) およびそれらを解析可
能なハードウェア環境を帰国後
に研究室に導入・移植すること
に成功した。 
次に、阻害活性分子の調製・探
索を進めた。阻害活性分子評価
の ス ク リ ー ニ ン グ と し て
CryoEM を利用することは現状
の国内配備数では難しく、阻害
活性分子によるFtsZ重合線維の
形成変化が確実に認められる試
料に対してのみ CryoEM測定を実施する必要がある。そこで、あらかじめ、FtsZの自己重合線維
化を検出可能な測定系の確立を目指した。しかし、IPTによる調製で得られる化合物試料量はこ
れまでの酵素反応実験から、極微量となることが予想された (図 3)。また、FtsZに阻害反応を示
す化合物の多くは水溶液に溶けにくく、アッセイに用いることができる濃度が低い。また、一般
的に、線維化の観察には動的光散乱などを用いるが、使用できる化合物濃度が低いために変化が
検出できない可能性がある。そこで、nM程度のより微量試料に対しても自己重合線維化を検出
可能な測定系を確立するために、ナノフローLC-MS/MSを用いた。まず、モデル試料の試料状態
の違いを比較解析するたの測定系を構築した。その結果、参照タンパク質と比較対象タンパク質
にそれぞれ異なる安定同位体元素を有するホルムアルデヒド (軽ホルムアルデヒド、13C, 2H 標
識重ホルムアルデヒド) で修飾し、参照タンパク質と比較対象タンパク質を混合して一度に LC-
MS/MS 分析することで、同一ペプチド断片の軽ホルムアルデヒド修飾および重ホルムアルデヒ
ド修飾の信号強度比ら、高精度に試料の存在状態を比較解析可能な分析計の確立に成功した 
(Konno et al., (2021) Biophys. Biochem. Res. Commun.)。今後は、この評価系を用いてあらかじめ
FtsZ と化合物との構造状態をスクリーニングしたのち、NSEM や CryoEM による化合物の FtsZ
原線維の重合・脱重合阻害機構を明らかにする。 
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