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１．研究計画の概要 
 結核菌は、ヒトに対して重篤な感染症であ
る結核症を引き起こす病原菌である。結核菌
に特異的な細胞壁構造や宿主との免疫応答
に関する研究は古くから行われているもの
の、結核菌の病原性や生理機能の全容を解明
するまでには至っていない。従って、新しい
視点から結核菌の病原性や生理機能を明ら
かにする研究が求められている。そこで本研
究課題では、結核菌が他の生物種とは異なる
ポリリン酸利用能を有していることに着目
して、結核菌由来ポリリン酸関連酵素の酵素
学的諸性質、立体構造、及び生体内での役割
について詳細な解析を行うことにより、結核
菌の病原性や生理機能に関する新しい知見
を得ることを目的としている。また、本研究
で得られた知見を応用して新規抗結核薬の
開発につなげることも目標としている。 
 
２．研究の進捗状況 
 ポリリン酸に関連するタンパク質として、
結核菌のゲノム上に存在する機能未知遺伝
子である Rv2613c 遺伝子がコードするタンパ
ク質について、大腸菌を宿主とする大量発現
系を構築し、SDS-PAGE 上で単一バンドになる
まで精製を行った。得られた精製タンパク質
を用いて詳細な酵素機能の解析と立体構造
の決定を試みた。その結果、本タンパク質が
モチーフ解析等から予想されていた加水分
解活性ではなく、加リン酸分解活性を
diadenosine tetraphosphate (Ap4A) 等のヌ
クレオチドに対して示す、新規 Ap4A 加リン酸
分解酵素であること明らかにした。また、X
線結晶構造解析により、本酵素の立体構造を
明らかにするとともに、活性中心部位に存在
しているアミノ酸残基を特定した。変異体解

析の結果から、それらのアミノ酸残基が活性
発現に深く関与していることが示された。さ
らに、本酵素の基質結合部位を推測したとこ
ろ、本酵素に特異的な 4量体構造が基質結合
部位の形成に必要であることが示唆された。
また、活性中心部位に存在しているループ構
造について、本酵素と他の Ap4A を基質とす
る酵素とを比較したところ、本酵素のループ
構造は 1残基分長いことが示された。変異体
の解析から、このループ構造の特徴が基質特
異性に関与していることが示唆された。この
ように本酵素は、他の Ap4A を基質として利
用する酵素とは異なる、特異的な基質結合部
位や活性中心部位の構造を持つことが示さ
れた。そのため、本酵素の活性を特異的に阻
害する新規化合物のデザインが可能である
ことが予想された。現在は、新規抗結核薬の
開発を目標として、新規阻害剤の探索を進め
ている。また平行して、本酵素の生体内での
生理的役割を明らかにする目的で、相同組換
えを用いて本酵素をコードする遺伝子を破
壊した株の作製も進めている。これまでに、
破壊株を作製するためのプラスミドの構築
を行った。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
（理由） 
 結核菌由来ポリリン酸関連酵素の酵素学
的諸性質と立体構造を明らかにする目標に
ついては既に達成している。さらに、得られ
た知見から新規抗結核薬候補のドラッグデ
ザインを進める等、研究の一部は計画以上に
進展している。一方で、ポリリン酸関連酵素
の生体内における役割を明らかにする目標
はまだ達成には至っていない。そのため、全
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体の達成度として「②おおむね順調に進展し
ている」とした。 
 
４．今後の研究の推進方策 
（1）結核菌由来新規 Ap4A 加リン酸分解酵
素の構造機能相関解析に基づいた新規抗結
核薬の開発では、引き続き本酵素の活性を特
異的に阻害する新規阻害剤の探索を行う。現
在、約 400 万種類の化合物が登録されたデー
タベースを用いて探索を行っているが、必要
に応じて新規化合物のデザインや合成を行
うことも視野に入れている。 
（2）結核菌由来新規 Ap4A 加リン酸分解酵
素の生体内での役割を明らかにする研究で
は、本酵素をコードする遺伝子を破壊した株
の作製を引き続き行う。相同組換えを用いた
手法により、ゲノム上の標的遺伝子中に変異
を挿入することによって破壊株を作成し、野
生株と破壊株、及び相補株における生育能の
違いや生理機能の差を調べる。結核菌の培養
には時間がかかるため、同じ抗酸菌種に属し、
培養速度が速い Mycobacterium smegmatisを
用いた破壊株・相補株の作製も同時に進める。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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〔その他〕 
 結核菌由来新規 Ap4A 加リン酸分解酵素
の立体構造については Protein Data Bank
（http://www.pdb.org/）を参照のこと。登
録番号：3ANO。 


