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研究成果の概要（和文）： 
トリパノソーマやマラリアは多くの患者がありながら有効な治療薬が少なく熱帯地方で多く

のヒトが亡くなっている。我々は新規治療薬を目的として、原虫の代謝系酵素に焦点を当て、
酵素とその阻害剤を研究した。 
（１）マラリア原虫のメチオニンアミノペプチダーゼ阻害剤：プロリルアミノペプチダーゼを
用いた新規メチオニンアミノペプチダーゼ測定系を開発し、メチオニンアミノペプチダーゼ阻
害化合物のスクリーニングを行った。 
（２）トリパノゾーマのオリゴペプチダーゼB：酵素の結晶化を行い、結晶構造解析を行った。
結晶パラメータは、格子定数a = b = 123.9, c = 248.0 Å, γ = 120°を持つ、単純格子の三
方晶系(P hexagonal)に属する結晶系であることを明らかにした。 
（３）アミノペプチダーゼNとプロリルオリゴペプチダーゼに対する特異的阻害剤についても研
究した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Since there is no effective medicine for infectious disease caused by Trypanosoma and malaria, many 
peoples live in tropical were killed. In order to develop new drugs for these, we focused to metabolic 
enzymes in Trypanosoma and malalia as target, and studied specific inhibitors.  
(1) Methionine aminopeptidase from P. falciparum; We develop new assay method of methionine 
aminopeptidase using prolyl aminopeptidase. We cloned the enzyme gene and expressed in E. coli. Using 
the new assay method, specific inhibitor have been screened. A family of structurally related inhibitors 
containing a 2-(2pyridinyl)- pyrimidine was identified in compound library. Inhibitors were also found in 
microbial products and plant extract. 
(2) Oligopeptidase B from trypanosomiasis : The enzyme plays a key role in the pathogenesis of 
trypanosomiasis. We found protamine act unique and potent inhibitor for oligopeptidase B from 
trypanosoma. In order to clarify the mechanism of inhibition, we crystallized the enzyme and studied 
X-ray crystallography. The crystallographic parameters were a=b=123.9, C=248.0 A gamma=120 degree 
and p hexagonal. 
(3) Specific inhibitors for aminopeptidase N and prolyl oligopeptidase from them were also studied. 
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１．研究開始当初の背景 

 抗マラリア薬はキニーネが古くから用い

られ、新たに開発したクロロキンが耐性の

出現と視覚障害などの薬害問題を起こした

ことはよく知られている。その後、スルフ

ァドキシン/ピリメタミン合剤が用いられ

ているが、良いマラリア薬の開発が求めら

れている。現在、S-アデノシル-L-ホモシス

テイン加水分解酵素の阻害剤、ミトコンド

リアの呼吸鎖を阻害するアトバコンやアピ

コプラスト。漢方薬ジョウザンアジサイの

根部からのフェブリフジン類や合成品

1,2,4,5-テトラオキサシクロアルカン類な

どが研究されている。 

 抗トリパノゾーマ薬としては、古くはエ

ーリッヒと秦左八郎により合成されたサル

バルサンやトリパン赤がトリパノゾーマ感

染症に用いられてきた。最近ではアスコフ

ラノン、スラミンや GPI トランスアミダー

ゼ阻害剤の研究があるが、マラリアに比べ

ると更に開発研究が少なく、治療薬が無く

大きな問題となっている。 

 

２．研究の目的 

 トリパノソーマのオリゴペプチダーゼ B 酵

素とマラリアのメチオニンアミノペプチダー

ゼに焦点を当て、構造解析と阻害剤の開発を

行う。アフリカ睡眠病やマラリア病は患者数

が多いにも関わらず、有効な治療薬の開発が

遅れている。本研究では感染防御のターゲッ

トとなるオリゴペプチダーゼ B やメチオニン

アミノペプチダーゼの構造を研究し新規な治

療薬の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

(１)トリパノゾーマのオリゴペプチダーゼ B

の研究（芳本） 

 トリパノゾーマのオリゴペプチダーゼB遺

伝子をクローニングし、発現ベクターに組み

込み大腸菌で高発現する。更に、３０リッタ

ーの培養で酵素を大量培養し、精製酵素を得

る。種々の沈殿剤を用いハンギングドロップ

蒸気拡散法でトリパノゾーマのオリゴペプ

チダーゼ Bの結晶を得る。 

(２)マラリアのメチオニンアミノペプチダ

ーゼの研究（中嶋・芳本） 

 メチオニンアミノペプチダーゼについて

も大腸菌で発現し組換え菌をジャーファメ

ンターで培養し、菌体破砕液より酵素の精製

を行い、結晶化を行う。 

(３)マラリア原虫のメチオニンアミノペプ

チダーゼの研究（伊藤） 

 マラリアのメチオニンアミノペプチダー

ゼについて、ヒト由来のメチオニンアミノペ

プチダーゼとの比較研究に主をおいて行う。

マラリア酵素に特的な阻害剤の開発を行う。 

 
４．研究成果 
(1) トリパノソーマのオリゴペプチダーゼ

Bがキー酵素である。トリパノゾーマのオリゴ

ペプチダーゼB遺伝子をクローニングし、発現

ベクターに組み込み大腸菌で高発現すること

に成功している更に、３０リッターの培養で

、菌体破砕液からNiカラムとDEAE-Toyopearl

カラムクロマトグラフィーにより約１gの精

製酵素を得ることに成功した。予備実験とし

てではあるがハンギングドロップ蒸気拡散法

でトリパノゾーマのオリゴペプチダーゼBの

結晶を得た。酵素の結晶解析を行い、結晶パ

ラメータ、格子定数a = b = 123.9, c = 248.0 
Å, γ = 120°を持つ、単純格子の三方晶系(P 
hexagonal)に属する結晶系であることを明ら

かにした。 

（２）マラリアのメチオニンアミノペプチダ

ーゼがキー酵素である。マラリアのメチオニ

ンアミノペプチダーゼ遺伝子をノックアウト

すると致命的となり、細胞分裂に関与する。 
 マラリア原虫のメチオニンアミノペプチ
ダーゼ阻害剤：土壌微生物を培養し、生産物
がメチオニンアミノペプチダーゼを阻害力
をスクリーニングし比較的阻害力のある菌
株を得た。一方、化学合成により類似化合物
をスクリーニングし、幾つか強い阻害力を持
つ化合物を得た。 
（３）アミノペプチダーゼNに対する特異的
阻害剤：病原微生物は共通してアミノペプチ
ダーゼN活性を持つため、酵素を精製し酵素
化学的性質を検討した。更に、大腸菌の酵素
の立体構造を基に化合物をデザインし、より
強力な阻害物の設計を行った。 
（４） Moraxella lacunataのオリゴペプチ
ダーゼB：酵素を大腸菌で発現させ精製し結
晶化を行った。特異的な阻害剤をデザインし
阻害力を調べた。 
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