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研究成果の概要： 
病原性グラム陽性菌で発見された新規グルタチオン合成酵素（GCS-GS）は、γ-グルタミルシ

ステイン合成酵素とグルタチオン合成酵素の融合酵素である。電子吸引性の強い CN 基を導入

した sulfoximine 型遷移状態アナログ阻害剤 carboxyCSO は、グルタチオン生合成阻害剤 BSO

の約 1/10000 の濃度で本酵素を不可逆的に失活させた。この carboxyCSO と GCSGS の複合体

について 2.7Å分解能で結晶構造を決定し、阻害剤の結合様式を解明した。 
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１．研究開始当初の背景 
 腸内に常在するEnterococcus属腸球菌は、

本来病原性は弱いが、免疫力が低下すると尿

路感染症•創傷感染症•敗血症•心内膜炎な

どを発症し、いわゆる院内感染症の原因菌と

して恐れられている。このような院内感染は

医療費の増大にもつながり、深刻な社会問題

となっている。腸球菌の院内感染が深刻な米

国に比べて、我が国におけるその発生率は現

時点では低く抑えられている。とはいえ、最

も強力な抗生物質バンコマイシンに対して

耐性を獲得し、治療手段として使用できる抗

生物質が皆無であるバンコマイシン耐性腸

球菌（ＶＲＥ）が既に登場し、その耐性遺伝

子がプラスミド上にコードされ他の病原菌

に耐性が伝播する可能性が高いことから、我

が国においてもその新たな予防法や治療法

の必要性があることは言うまでもない。 
Streptococcus属溶血性レンサ球菌（溶レン

菌）は、様々な感染症の原因菌として知られ

ているグラム陽性菌である。新生児をはじめ、

妊婦、老人、病気療養者など抵抗力の低い人

に対して敗血症、髄膜炎、肺炎などの感染症

を引き起こすB型溶レン菌Streptococcus al
agactiaeは、菌体内に高濃度のグルタチオン

を蓄積することが既に報告されていたが、そ

の原因の一つとして融合型グルタチオン合

成酵素をコードする遺伝子gshABが見出さ

れた。 

よく知られているようにグルタチオンの生

合成経路は次に示すATP加水分解を利用す

る二段階の酵素反応からなる。 
 
①グルタミン酸＋システイン＋ATP → γ-
グルタミルシステイン＋ADP＋リン酸 
 
②γ-グルタミルシステイン＋グリシン＋A
TP → グルタチオン＋ADP＋リン酸 
 

反応①を触媒する酵素がγ-グルタミルシス

テイン合成酵素（GCS）であり、反応②を触

媒する酵素がグルタチオン合成酵素（GS）で

ある。一般に、フィードバック阻害を受ける

ことなどからGCSによる反応がGSH生合成

の律速段階、すなわち生体内グルタチオンの

合成レベル制御の鍵をGCSが握るとされてい

る。溶レン菌類で見出されたgshABは、GCS
とGSが遺伝的に融合した新規のグルタチオ

ン合成酵素GCS-GSはグルタチオンによるフ

ィードバック阻害が弱く、グルタチオンが蓄

積される要因と考えられた。gshABを保有す

る腸球菌や溶レン菌は、いずれも菌体に高濃

度のグルタチオンを蓄積し、その合成を阻害

する事で感染性が低下することが示唆された

ことから、本酵素の特異的阻害剤はこれらの

感染症に対する化学療法剤として期待された。

ところが、これまで一般的に用いられてきた

GCS阻害剤であるBSOはGCS-GSに対する阻

害定数がmMオーダーと大きく、そのままで

は医薬とはなり得ない。 
申請者らは、大腸菌由来GCSを特異的に阻

害するsulfoximine型遷移状態アナログcarbo
xy BSOを合成し、その複合体の結晶構造を

初めて明らかにした。Carboxy BSOは基質で

あるL-CysとL-Gluが結合する際の遷移状態

を模しており、GCS-carboxyBSO複合体構造

から、基質であるL-Cysの結合はその結合部

位の構造変化を伴うことが明らかになった。

また、L-Cysの側鎖SH基の認識に重要な側鎖

結合部位（ポケット）の構造が明らかになり、

本ポケットへの結合様式が阻害剤の親和性に

大きく影響することも示唆された。Enteroco
ccus属由来およびStreptococcus属由来GCS-
GSそれぞれのGCSドメイン、および大腸菌由

来 GCSのアミノ酸配列の類似性は高い。従っ

て、GCS-GSにおける阻害剤の親和性の違い

について原因を明らかにするには、GCS-GS
のシステイン結合部位にある側鎖認識ポケッ

トの詳細な立体構造解析と阻害剤との結合に



 

 

伴う構造解析が重要であり、より強力な阻害

剤を設計する上での鍵となると考えられた。 
 

２．研究の目的 
病原性グラム陽性菌で発見された新規グル

タチオン合成酵素 GCS-GS の X 線結晶構造

解析により本酵素のリガンド認識機構を明

らかにし、新規化学療法剤として利用可能な

GCS-GS の遷移状態アナログ阻害剤の開発

を目指した。 
 
３．研究の方法 
大腸菌 GCS の X 線結晶構造解析から得られ

た知見をもとに、システイン側鎖認識ポケッ

トに適合すると思われる様々な置換基を導

入した一連の遷移状態アナログ阻害剤を合

成し、それらの阻害活性を調べるとともに、

Streptococcus 属由来 GCS-GS と遷移状態ア

ナログ阻害剤との複合体についてＸ線結晶

構造解析を実施した。 

 
４．研究成果 
sulfoximine 型遷移状態アナログ阻害剤

carboxyBSO のシステイン残基アナログ部分

のエチル基を CN 基で置換した、新規遷移状

態アナログ阻害剤carboxyCSOが合成された。

この CN 基は、システイン結合部位の側鎖認

識ポケットを構成するアルギニン残基との

静電的相互作用を強力にすることを狙いと

して導入された。そこで、阻害定数 Ki*を測

定した結果、BSO について 8.6×104 µM で

あったのに対して carboxyCSO では 8.8×
10-1 µM となり、期待された通り、本阻害剤

は BSO の約 1/10000 の濃度で GCS-GS を不

可逆的に失活させることが明らかなった。 
次に、GCS-GS の結晶化を行なった。シッテ

ィングドロップ蒸気拡散法を用いて結晶化

条件を探索した結果、硫酸アンモニウムを結

晶化剤とし、さらに還元剤として TCEP を添

加することで回折強度収集可能な native 単

結晶を得た。つくばフォトンファクトリービ

ームライン BL-5A において到達分解能 2.8 Å

でデータ収集を行い、本結晶は、空間群 I41

に属し、格子定数 a=141.5Å , b=141.5Å , 

c=208.2 Åであった。さらに、位相決定を目

指して、本阻害剤と GCSGS の複合体につい

て X 線結晶構造解析を実施した。ATP、Mg2+

存在下で反応させて調製した GCS-GS セレ

ノメチオニン変異体と阻害剤の複合体をも

ちいて、MAD 法による X 線結晶構造解析を

行い、到達分解能 2.7 Å のデータセットを得

た。解析の結果、2.7Å分解能で結晶構造を決

定することができた。各サブユニットは GCS

ドメイン（1-419）と GS ドメイン（427-750）

からなり、GS ドメイン同士が結合してホモ

２量体構造をとることが明らかになった。こ

の２量体構造は真核生物由来の GS２量体が

活性中心を２回対称軸に対して背中合わせ

に配置するのとは異なり、２回対称軸の一方

向に対して同じ向きに２つの活性中心が開

く構造を取ることが明らかとなった。しかし、

Mgを含む carboxyCSOとの複合体ではGCS

ドメインに結合した ADP や Mg の電子密度

ピークが認められなかった。 

そこで、GCS-GS-carboxyCSO 複合体結晶を

高濃度の Mn2+を含む溶液に浸漬し X 線回折

強度測定を行った。分子置換法により初期位

相を求め、異常散乱差フーリエ図において阻

害剤と推定される明瞭な３つのピークを基

質結合部位に確認でき、配位した Mn ととも

に、リン酸化された carboxyCSO の構造を決

定することができた。阻害剤の認識には 126

番目のアルギニン残基との相互作用が重要

だが、この残基と 122 番目のグルタミン酸残

基が塩結合することが本酵素への阻害を低

下させる要因となっていることが示唆され

た。アミノ酸配列配の相同性比較を行なった

ところ、126 番目のアルギニン残基が GCS



 

 

ファミリーにおいてアミノ酸配列上保存さ

れているのに対して、122 番目のグルタミン

酸残基は GCS-GS のアミノ酸配列にのみ保

存され、他の GCS ファミリーでは保存され

ていないことが判明した。また GS ドメイン

は ATP-grasp フォールドから構成されるが、

これまで知られていなかった挿入領域が存

在し、サブドメイン（サムフィンガーサブド

メイン）を形成していることが判明した。

GCS ドメインの Y418 は GS ドメインの

L428, L432, L613, P621, Y725, Y729 と疎水

性残基のクラスターを形成していた。特に

Y418 とサムフィンガーサブドメインの

P621 の間で CH-π 相互作用している可能性

が認められた。このサブドメインは基質グリ

シンの結合に関与するだけでなく、二量体形

成や活性調節に関与することが示唆された。 

以上の結果から、GCS−GS の特異的な阻害剤

にはシステイン結合部位の側鎖ポケットに

結合する部位に負に分極した官能基を導入

することが必須であることが明らかとなり、

今後の GCS-GS 阻害剤開発に重要な知見が

得られた。 
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