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研究成果の概要（和文）：様々な細胞分裂タンパク質が集合して形成される細胞分裂装置Divisomeは、細胞分裂
期において細胞膜を貫入させる。具体的にDivisomeは、タンパク質FtsZを介してZ-ringと呼ばれる環状の集合体
を形成し、細胞分裂初期ではそのZ-ringの収縮が起きて細胞膜が貫入する。本研究では、Divisomeによる膜陥入
モデルの構築を目的として、(1) マルチプローブ（X線構造解析、高速AFM、蛍光プローブ）によるSaFtsZの解析
を行った。さらに、抗MRSA薬の開発基盤の構築を目指して、(2) EcFtsZ、KpFtsZのX線結晶構造解析を実施し
た。

研究成果の概要（英文）：FtsZ is a key protein in bacterial cell division and is assembled into 
filamentous architecture, which regulates bacterial cell division. FtsZ is also identified as an 
appealing new target for antibacterial agents. In this study, we developed a new fluorescent probe 
(BOFP) in which a BODIPY fluorophore has been conjugated to an oxazole-benzamide FtsZ inhibitor. 
Furthermore, development of high-speed AFM enables us to achieve sub-second time resolution and 
visualize the formation and dissociation process of FtsZ filaments. We also determined the crystal 
structures of the enzymatic domains of FtsZ from Klebsiella pneumoniae (KpFtsZ) and Escherichia coli
 (EcFtsZ) at 1.75 A and 2.50 A resolutions, respectively.

研究分野：構造生物化学

キーワード： 細胞分裂タンパク質　X線構造解析　FtsZ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
FtsZの収縮力の発生機構については、長年、様々なモデルが提唱されているが、決定的なものがまだない状況で
ある。今回、EcFtsZの構造解析、および高速AFMによるFtsZの動的挙動解析を実施できたことで、その問いに迫
るための準備が整った。また、新しくFtsZに特異的に結合する蛍光プローブが開発でき、初めて熱力学的パラメ
ータを決定できたことは、今後のFtsZを標的とした創薬への重要な一歩である。今後、この蛍光プローブをFtsZ
の構造状態の同定に用いるといった応用も考えられ、学術面だけでなく新たな抗菌薬開発といった応用面へとつ
ながる基盤が構築できたと考えている。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 様々な細胞分裂タンパク質が集合して形成される細胞分裂装置 Divisome は、細胞分裂期にお
ける細胞膜貫入を主導しているが、Divisome内で最も重要な役割を果たしているのが FtsZであ
る。FtsZ は、GTP 依存的に重合しフィラメントを形成する性質を有するタンパク質で、その性
質を利用して Divisome は Z-ring と呼ばれる環状の集合体を形成し、細胞分裂初期ではその Z-
ringの収縮が起きて細胞膜が貫入する。 
 このように Z-ringは収縮するが、その収縮力の発生機構は不明である。長らく提唱されてきた
のは GTP 加水分解によって FtsZ フィラメントが湾曲するモデルである（J. Bacteriol., 182, 164, 
2000）。またMD計算によって、GDP/GTPの違いにより構造変化が誘起されるモデルも提案され
ているが（Biochemistry, 52, 3543, 2013）、議論の余地があった。というのも、議論の元となる FtsZ
の結晶構造は GTP と GDP のどちらが結合していても、構造変化が見られなかったからである
（J. Mol. Biol., 373, 1229, 2007）。そのような状況の中、研究代表者らは単一種の FtsZ（SaFtsZ）
が異なる構造状態（T-state, R-state）をとることを初めて見いだし（引用文献 1）、FtsZが構造平
衡を偏らせてフィラメント構造を直線型から曲線型へと変換し収縮力を発生するという仮説を
立て、総説にまとめた（引用文献 3） 
 また、FtsZは有望な抗菌薬の標的タンパク質であることが知られている。というのも、2008年
にメチシリン耐性黄色ブドウ球菌 FtsZ（SaFtsZ）阻害剤 PC190723によるマウスの治癒効果が確
認されたからである（Science, 321, 1673, 2008）。それにひき続いて研究代表者らも、SaFtsZに対
する阻害剤の構造最適化研究を進めてきた（引用文献 2）。一方で、世界保健機関（WHO）は、
メチシリン耐性黄色ブドウ球菌に加えて、多剤耐性大腸菌、多剤耐性肺炎桿菌を三大院内感染原
因菌と位置付け、世界的な公衆衛生の危機を警告している。よって、多剤耐性大腸菌 FtsZ（EcFtsZ）
と多剤耐性肺炎桿菌 FtsZ（KpFtsZ）についても構造研究とその阻害剤の構造最適化研究が求め
られる状況にあったが、研究代表者らがこの研究期間内で報告するまで構造研究例はなかった。
また EcFtsZについては、歴史的に FtsZの機能解析が EcFtsZを用いて実施されてきたことから、
EcFtsZの構造研究が切望されていたという状況もあった。 
 
２．研究の目的 
 上述の背景のもと、本研究では、Divisome 複合体による膜陥入モデルの構築を目的として、
(1) マルチプローブ（X線構造解析、高速 AFM、蛍光プローブ）による SaFtsZの解析を実施し
た（引用文献 4, 6）。さらに、抗 MRSA薬の開発基盤の構築を目指して、(2) EcFtsZ、KpFtsZの
X線結晶構造解析を実施した（引用文献 5）。 
 
３．研究の方法 
(1) マルチプローブ（X線構造解析、高速 AFM、蛍光プローブ）による SaFtsZの解析（引用文
献 4, 6） 
 阻害剤の構造最適化研究から発展させて、蛍光プローブを設計・開発した。具体的には、これ
まで解析してきた SaFtsZ-阻害剤複合体の立体構造情報を元に、阻害剤に蛍光基 BODIPYを結合
させた化合物 BOFPを設計・開発した。その後、引用文献 2の結晶化条件にて SaFtsZ結晶を作
製し、浸漬によって SaFtsZ結晶に BOFPを導入した。その結晶を用いて大型放射光施設 SPring-
8 BL44XU にて X 線回折実験を行い、分解能 1.60 Å までの回折強度データ収集に成功した。
TXA6101 - SaFtsZ 複合体の立体構造（PDB ID: 5XDU）をモデル分子とした分子置換法によって
構造解析したところ、BOFPの結合を確認することができ、その結合様式が明らかとなった。さ
らに BOFP を用いた蛍光偏光解消法によって、SaFtsZ, EcFtsZ, KpFtsZ に対する阻害剤の熱力学
的パラメータを決定することができた。 
 続いて、SaFtsZ の離合集散の様子を高速 AFM にて観察・解析を行った。同様に全長 SaFtsZ
（SaFtsZf）、および C 末端を欠損させた SaFtsZt を調製し、高速 AFM の観察条件を最適化（50 
mM Tris-HCL pH 7.5, 5 mM MgCl2, 100 mM KCl）することによって初めて、FtsZフィラメントが
重合解離する様子の詳細を秒単位で観察することに成功した。 
 
(2) EcFtsZ、KpFtsZの X線結晶構造解析（引用文献 5） 
 EcFtsZ WTおよび KpFtsZ WTの酵素ドメイン (残基 11-316)の発現系を構築し、大腸菌を用い
て大量生産を実施した。それらの発現したタンパク質を各種クロマトグラフィーにて精製し、
20℃でハンギングドロップ蒸気拡散によって結晶化した。得られた結晶を用いて、大型放射光施
設 SPring-8 BL32XU にて X 線回折実験を行い、SaFtsZ の R-state (PDB エントリー：5H5G の
chainB) 構造を使用した分子置換によって、EcFtsZと KpFtsZを分解能 2.50 Åおよび 1.75 Åで決
定した。 
 
４．研究成果 
(1) マルチプローブ（X線構造解析、高速 AFM、蛍光プローブ）による SaFtsZの解析 



 阻害剤最適化の一環でメチル基を導入した阻害剤の構造解析を行ったところ、ちょうど結合
ポケットの内側からメチル基が外側に向き、蛍光基 BODIPYを結合させても FtsZの重合を邪魔
しないことがわかり、そこで蛍光プローブを設計・合成したところ想定通りの化合物が合成でき
た（図 1）。 
 複合体分子は直線フィラメントを形成
し、BODIPY部分が SaFtsZフィラメントに
自己会合する能力を妨げる様子は見られな
かった。このように FtsZに特異的に結合す
る様子を確認できたため、BOFPを用いた蛍
光偏光解消法によって初めて熱力学的パラ
メータを決定した。エントロピー変化Δ
S[cal/mol・K]は、SaFtsZ, EcFtsZ, KpFtsZの順
でそれぞれ－7.8、+11.2, +10.5となり、正負
の逆転が見られた。つまり、SaFtsZ, EcFtsZ, 
KpFtsZの阻害剤結合ポケットの大きさ、形、
親水・疎水性などの性質の明確な差が見て
とれ、これは阻害剤結合ポケットのアミノ
酸保存性が約 50%と低いことと一致した。
一方で、解離定数 Kd は、SaFtsZ, EcFtsZ, 
KpFtsZの順で 0.88, 0.22, 0.42 μMであり、
意外にも EcFtsZ と KpFtsZ の方が高い親和
性を示した。これらの結果は EcFtsZ と
KpFtsZの阻害剤最適化研究を進める動機と
しては十分であると考えている。 
 また SaFtsZ の離合集散を高速 AFM によって観察す
る系を構築できた。その解析によって、例えば、GTP濃
度が上昇した際に、新たにフィラメントが形成されるよ
りもフィラメントの長さの延長が優先されること、GTP
濃度が上昇すればすぐにフィラメントの長さが延長す
るが GDP 濃度が上昇して場合にはすぐにフィラメント
が解離するのではなくタイムラグがあること、SaFtsZf
フィラメントが SaFtsZtフィラメントよりも柔軟性を持
っていることなど、SaFtsZフィラメントの動的挙動の詳
細が明らかとなった。 
 
(2) EcFtsZ、KpFtsZの X線結晶構造解析 
 X線結晶構造解析によって EcFtsZと KpFtsZの立体構造を
高分解能で決定することができた。EcFtsZおよび KpFtsZに
は GDP が結合し、それぞれ EcFtsZ は 11-316 アミノ酸のう
ち 63〜67番のアミノ酸が disorderしていたが、KpFtsZは 11-
316 アミノ酸の全ての構造を決定できた。EcFtsZ と KpFtsZ
はほとんどのアミノ酸が同一で、2 つのアミノ酸残基
（EcFtsZ: Asp86 / Glu93; KpFtsZ: Glu86 / Asp93）のみが異な
る。EcFtsZと KpFtsZの立体構造を重ね合わせた際の RMSD
（Root Mean Square Deviation）を計算すると、277個の Cα
原子に対して 0.52 Å であり、予想通り類似した立体構造を
示していた。結晶は両者とも空間群 P1 に属し、非対称単位
に 1つのモノマーが存在しており、単位胞と結晶パッキング
もほぼ同一であった（図 3）。 
 FtsZ分子は結晶内で直線プロトフィラメントを形成し、モ
ノマー間の繰り返し距離は EcFtsZとKpFtsZそれぞれで 47.3 
Åと 46.8 Åであった。結晶中の FtsZモノマー間相互作用を
調べるため、接触面積を PDBePISA の Interfaces を用いて算
出したところ、相互作用面積は EcFtsZおよび KpFtsZプロト
フィラメントそれぞれで 674 Å2と 522 Å2であった。SaFtsZ
の T-stateと R-stateそれぞれの接触面積は 1168 Å2と 798 Å2

であったことから、SaFtsZと比較すると相互作用が少なくなっており、EcFtsZと KpFtsZが結晶
内でかなり緩いプロトフィラメントを形成していることが分かった。 
 SaFtsZ (PDBエントリー：5H5G) の T-stateと R-stateにそれぞれ重ね合わせてみると、中央に
位置する H7ヘリックスから N末端ドメインは、EcFtsZおよび KpFtsZどちらも T3ループを除
いておよそ類似した構造をしている一方、C末端ドメインは T-stateよりも H7ヘリックス側に近

  
図 1 阻害剤の一種を構造解析し、その構造から
ヒントを得て蛍光プローブを開発した。 

 
図 2 高速 AFM による SaFtsZフィ
ラメントの観察 

 
図 3 EcFtsZの結晶内の分子パ
ッキング 



づいており類似性が低かった。よって今回、構造解析された EcFtsZ および KpFtsZ はどちらも
R-stateであることが明らかとなった。 
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