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研究成果の概要（和文）：L-フェニルアラニン、L-チロシン及びこれらの誘導体で修飾したプテリン-7-カルボ
キサミドを阻害剤としてRTAに取り込ませると、2分子の阻害剤がRTAの一次ポケットと二次ポケットに1つずつ取
り込まれることを明らかにした。一方、トリペプチド含有プテリン-7-カルボキサミドを阻害剤に用いた場合、
プテリン環が一次ポケットと強く相互作用するだけでなく、Lysの側鎖末端の芳香環部分が二次ポケットに取り
込まれていることが分かった。詳細な構造解析により、RTAのTyr80及びAsn122のコンフォーメーション変化なら
びにAsn78との相互作用が、二次ポケットへの阻害剤取り込みの引き金となることがわかった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we discovered that pterin-7-carboxamides with aromatic
 L-amino acid pendants interacted with the active site of RTA in a 2-to-1 mode, where one inhibitor 
molecule bound to the primary pocket and the second one entered the secondary pocket in the active 
site of RTA. We also found that pterin-7-carboxamide with GlyPheLys(Z) pendant interacts with the 
two pockets in the active site of RTA simultaneously to exhibit good RTA inhibitory activity. X-ray 
crystallographic analysis of inhibitor/RTA complexes revealed that the conformational changes of 
Tyr80 and Asn122 as well as an interaction with Asn78 in RTA were critical for triggering the entry 
of inhibitor molecules into the secondary pocket of the RTA active site.

研究分野：生物有機化学

キーワード： pterin-7-carboxamide　リシン毒素A鎖阻害剤　X線結晶構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、リシン毒素A鎖(RTA)活性部位中の２つのポケットを同時に塞ぐ有機小分子阻害剤を初めて開発し
た。さらに、２つのポケットを塞ぐために必要な阻害剤ならびにタンパク質の構造情報も明らかにした。これら
の化合物が高いRTA阻害活性を示したことから、これまで未解明であった学術的な問い「高RTA阻害活性化合物の
開発に必要不可欠な構造情報」に対して世界で初めて明確な解答を出すことができた。されに、本研究の成果に
よって、RTA阻害剤の開発が飛躍的に発展するだけでなく、RTAと同じ作用機序で毒性を発現する毒素タンパク質
が関わるすべての中毒の治療薬開発の飛躍的な発展に繋がると考えられる。

※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 
リシン（ricin）はトウゴマの種子から抽出される猛毒のタンパク質であり、バイオテロに利用
される恐れが高いにも関わらず有効な解毒剤は未だ存在しないため、その阻害剤の開発が強く
望まれていた。 
リシンは、リボソーム不活性化能を有する A鎖と、レクチン B鎖がジスルフィド結合で繋がっ
た構造をしており、B鎖が細胞膜表面に結合し、エンドサイトーシスによって細胞内に取り込ま
れた後 A鎖が切り離され、この遊離した A鎖がタンパク質合成に必須な 28S rRNA中の 4324
番目のアデニンを切断することでタンパク質合成を停止させ毒性を発現している。 
 このリシン A鎖（Ricin Toxin A-chain: RTA）の活性部位は、基質アデニンを取り込む第１ポ
ケットと、隣接のグアニンを取り込む第２ポケットで構成されていることがわかっている。この
活性部位周辺の構造は、赤痢菌が産出するシガトキシンや、腸管出血性大腸菌 O-157 が作るベ
ロ毒素と同様であるため、RTA 阻害剤はこれらの解毒剤にもなり得ると考えられ、このことか
らも RTA阻害剤の開発が強く望まれていた。 
 RTA 立体構造の報告以降、その活性部位の構造情報に基づいた阻害剤開発が国内外で精力的
に進められ、多くの阻害剤候補化合物が提案されたが、何れも実際の阻害活性は低かった。 
これに対し筆者らは、ペプチド側鎖含有プテリン誘導体が高い RTA 阻害活性を示すことを見
出した。ドッキングスタディにより、この高い RTA阻害活発現の要因として、活性部位近傍の
アミノ酸残基の一部の配座が変化している可能性が示唆された。しかし、この新規阻害剤と RTA
の複合体の実際の立体構造は解明されておらず、合理的な高活性阻害剤開発に必要不可欠な構
造情報は何か、という学術的「問い」が未解明のままであった。 
 また、筆者らの開発した化合物も含め、これまで提案されてきたほとんどの RTA 阻害剤は
RTA の第１ポケットとのみ相互作用しており、第２ポケットも同時に塞ぐ阻害剤の開発例はほ
とんどなかった。より高い RTA阻害能を有する化合物の開発には、この第２ポケットとの相互
作用も重要であると指摘されているが、それを実現するための阻害剤ならびに RTAの構造情報
については全く解明されていなかった｡ 
 
２．研究の目的 
 本研究では、(1) 我々が開発したプテリン-7-カルボキサミドが高い RTA阻害活性を示した要
因（構造的証拠）を X線結晶構造解析によって明らかにする、(2) RTA第２ポケットと相互作用
可能な阻害剤の開発ならびに第２ポケットとの相互作用を可能にする構造因子の解明、を目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 高い RTA 阻害活性を示したプテリン-7-カルボキサミドと RTA との共結晶をハンギング・
ドロップ法によって作成し、得られた共結晶の X線結晶構造解析を行なった。 
(2) 筆者らの先行研究を基にして、RTA 第２ポケットとの相互作用が期待されるプテリン-7-カ
ルボキサミドを設計・合成し、その RTA阻害活性をルシフェラーゼアッセイ法を用いて測定し
た。さらに RTA共結晶を作成し、その X線結晶構造解析を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) プテリン系 RTA阻害剤のうち最も RTA阻害活性が高い化合物（7PCGY）を、既報に従い、
メタノール中、DBUの存在下、7-メトキシカルボニルプテリン（7MCP）とグリシル-L-チロシ
ン（Gly-Tyr）をエステル-アミド交換反応させることにより合成した（Scheme 1）。 
 

 

Scheme 1 
 
合成した 7PCGYを含むRTA結晶を作製し、X線結晶構造解析を行った。得られた 7PCGY/RTA
複合体の立体構造を Figure 1Aに示す。結晶構造を詳細に観察したところ、7PCGYのプテリン
環は RTAの第１ポケットに結合し（Figure 1B）、Val81、Gly12、Tyr123、Arg180と水素結合
し、さらに Tyr123と芳香族（π-π）相互作用していることがわかった（Figure 1C）。また、
7PCGYのチロシン部分のベンゼン環が Trp211と T型相互作用をしており（Figure 1C）、これ
によって Tyr80のコンフォメーションが、阻害剤を含まないときの Tyr80のコンフォメーショ
ン（Figure 1D）から大きく変化していた。そして、この Tyr80の配座変化に伴い、まるで第２



ポケットのゲートを開けるかのように、Asn122 が Tyr80 に接近するように移動して Tyr80 と
水素結合を形成することがわかった。さらに、7PCGY のフェノール性水酸基が RTA 第２ポケ
ット入り口付近の Asn78と水素結合し、これに付随して Asn209と相互作用していることがわ
かった（Figure 1C）。これらの相互作用は、7PCGYよりも活性の低い 7PCGFでは観察されて
いない（Figure 1E）。これらの結果から、高い RTA阻害活性を得るためには、Tyr80と Asn122
のコンフォメーション変化、および阻害剤と RTAのさらなる相互作用が必要であることが示唆
された。 
 

 
Figure 1. プテリン系阻害剤存在下及び非存在下におけるリシン・トキシン A鎖(RTA)の X線結
晶構造：(A)N-(pterin-7-carbonyl)glycyl-L-tyrosine(7PCGY)の電子密度マップ；(B) 7PCGY/RTA
複合体の X線結晶構造（RTAを原子電荷マップで表示）；(C）7PCGY/RTA複合体の結晶構造か
ら観察された RTAの触媒一次ポケットにおける 7PCGYの相互作用（通常の水素結合は水色破
線、CHとカルボニル酸素間の水素結合は黄色破線、芳香族（π-πおよび T型）相互作用は紫
破線で表示）；(D）7PCGY/RTA（灰色）とリガンドを持たない RTA（PDBID: 1RTC，オレン
ジ）の結晶構造の重ね合わせ；(E）7PCGF/RTA複合体の X線結晶構造（PDBID: 4HUO）（通
常の水素結合は水色破線，CHとカルボニル酸素間の水素結合は黄色破線，芳香族（π-πおよ
び T 型）相互作用は紫破線で表示）；(F）7PCGY/RTA と 7PCGF/RTA の結晶構造の比較
（7PCGY/RTA：灰色，7PCGF/RTA：青色） 
 
 
(2) L-チロシンで修飾したプテリン-7-カルボキサミド (1) を合成し、この阻害剤と RTAとの共
結晶を作成した。得られた共結晶の X線結晶構造解析を行なったところ、１分子の 1 が第１ポ
ケットに結合し、さらにもう１分子の 1が第２ポケットに入る２対１モードで RTAに取り込ま
れることを明らかにした(Figure 2)｡これは、RTAの第２ポケットに有機小分子阻害剤が結合し
た最初の例である。阻害剤 1/RTA 共結晶の構造をより詳細に解析したところ、1 の取り込みに
伴い、RTAの Tyr80及び Asn122のコンフォーメーションが大きく変化し、且つ第２ポケット
に取り込まれた 1が第２ポケットの入り口付近の Asn78と水素結合していることがわかった。
いくつかの他の芳香族-L-アミノ酸で修飾したプテリン-7-カルボキサミドにおいても同様の挙動
が観測された。 
 



  

Figure 2. 化合物 1の構造と 1/RTA複合体の結晶構造（Tyr80：紫, Asn122：オレンジ, Trp211 : 
黄色). 
 
さらに、トリペプチドで修飾したプテリン-7-カルボキサミド(2)を阻害剤として RTAとの共結
晶を作成し、その X線結晶構造解析を行なったところ、1と同様にプテリン環が第１ポケットと
強く相互作用し、且つ Lys の側鎖末端のアリール基部分が第２ポケットに取り込まれており、
１分子で２つのポケットを同時に塞いでいることが分かった(Figure 3)｡これまで１分子で２つ
のポケットを同時に塞ぐ有機小分子 RTA 阻害剤の例はなく、これが世界初の例である。この
2/RTA の共結晶においても、1 の場合と同様に Tyr80 及び Asn122 の構造変化ならびに第２ポ
ケットの入り口付近の Asn78 との水素結合が観測された。この阻害剤の RTA 阻害活性を評価
したところ、IC50 = 33µM と高い阻害活性を示した。 
 

  

 
Figure 3. 化合物 2の構造（上段左），2/RTA複合体の結晶構造（上段右），及び 2–RTA間の相
互作用（下段）． 
 
 
(1)及び(2)の結果から、RTAのTyr80及びAsn122のコンフォーメーション変化ならびにAsn78
との相互作用が、第２ポケットへの阻害剤取り込みの引き金となる重要な因子であることを明
らかにした。 
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