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研究成果の概要（和文）： 

 抗酸菌のイノシトールリン脂質 (PI)の生合成経路は、これまでヒトと同じだと考えられてき

た。我々は、抗酸菌ではイノシトール1リン酸が脂質成分に取り込まれ、リン酸が１つ余分に付

いた中間体ホスファチジルイノシトールリン酸(PIP)を生成し、その後リン酸が取れてPIを生成

することを明らかにした。ヒトではイノシトールが直接脂質成分に取り込まれるのでPIPはでき

ない。このPI合成経路の違いから、PIP合成酵素が新規抗結核薬開発の標的になることを示した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

   We demonstrated a revised biosynthetic pathway for phosphatidylinositol (PI) in 

mycobacteria. Mycobacterial PI was synthesized from CDP-diacylglycerol (CDP-DAG) and 

inositol 1-phosphate via phosphatidylinositol phosphate (PIP), which was dephosphorylated 

to PI. PIP is not formed in the process of PI synthesis in humans because inositol reacts 

directly with CDP-DAG. PIP synthase in the pathway is a promising target for the development 

of new anti-mycobacterium drugs. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 ヒトを含む真核生物のホスファチジルイノ

シトール(PI)は、イノシトールとCDP-ジアシ

ルグリセロールが縮合して生合成される。真

正細菌(Bacteria)のPI生合成は、これまで抗

酸菌でのみ調べられていて、真核生物と同じ

経路で合成されると10年前に報告されていた。

我々は、メタン生成古細菌で、イノシトール

１リン酸とCDP-アーキオール(CDP-ジアシル

グリセロールに相当)から、中間体のアーキチ

ジルイノシトールリン酸(AIP)ができ、これが

脱リン酸化されてアーキチジルイノシトール

(AI、PIに相当)が生成する新規合成経路を

2009年に見出した。すなわち、イノシトール

リン脂質の生合成には、リン酸が取れる段階

が異なる真核生物型と古細菌型の２種類ある

事を示した。抗酸菌についても、ATP を加え

た特殊な酵素活性測定法でPI 合成酵素活性

を調べているので、そのPI生合成経路は真核

生物型ではなく古細菌型の可能性が高いと考

えた。 

 

２．研究の目的 

 

 抗酸菌のホスファチジルイノシトールの生

合成経路が、従来報告されている経路ではな

く、我々が古細菌で見出した新しい生合成経

路である事を検証する。そして、その経路が

真核生物とは異なり、古細菌と真正細菌に共

通する普遍的な経路なのかどうかを明らかに

する。また、抗酸菌の当該酵素活性測定法を

抗菌剤のスクリーニング法としても使えるよ

うに酵素活性測定条件を検討し、阻害剤を探

索する。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 抗酸菌の正しい PI 生合成経路の解明 

 

①【基質の調製】1L-[14C]イノシトール1 リン

酸は市販されていないので、[14C]グルコース6

リン酸からメタン生成古細菌のホモジネート

の上清を用いて酵素的に調製した。 

②【酵素の調製】非病原性のM. smegmatis を

大量培養し、その菌体を超音波で破砕後、遠

心し、その沈殿物をPercoll 密度勾配遠心に

より細胞壁画分を得た。 

③【遺伝子組換え操作】古細菌の AIP 合成酵

素とホモロガスな抗酸菌タンパク質の遺伝子

を大腸菌で発現させた。 

④【酵素活性測定】CDP-ジアシルグリセロー

ルと[3H]イノシトールまたは[14C]イノシトー

ル1 リン酸に緩衝液を加え、酵素としてM. 

smegmatisの 細胞壁（またはPIP 合成酵素を

発現させたE.coli のホモジネート）を加えて

反応させた後、有機溶媒可溶性生成物のラジ

オアイソトープをカウントした。 

 
(2) PIP 合成酵素阻害剤の探索 
 

①【PIP 合成酵素阻害剤のスクリーニング法

の確立】M. bovis(BCG)のPIP合成酵素の遺伝

子を大腸菌に導入し、その菌体の膜画分を酵

素源として用いた。結核菌(M. tuberculosis)

のPIP 合成酵素のアミノ酸配列は、M. bovis 

(BCG)のそれと全く同じである。従って、BCG 

の遺伝子を入れた大腸菌を結核菌の阻害剤の

スクリーニングに用いた。 

②阻害剤候補化合物として、PIP 合成酵素の

水溶性基質であるイノシトール１リン酸の構

造類似体を有機合成した。 

③阻害剤候補化合物の PIP 合成酵素活性への

影響を調べた。 

 



(3)PIP(AIP)合成酵素の分布 
 

 新規生合成経路が、真正細菌と古細菌に

おいて普遍的に存在する事を示すために、

PIP(AIP)合成酵素の真正細菌と古細菌にお

け る 分 布 を 調 べ た 。 真 正 細 菌 は 、

Streptomyces avermitilis 、 Propioni- 

bacterium acnes 、 Corynebacterium 

glutamicum、 Rhodococcus equi の４属４

種、古細菌は Sulfolobus solfataricus と

Aeropyrum pernix の２属２種、コントロー

ル と し て 真 核 生 物 の Saccharomyces 

cerevisiae と Homo sapiens の２属２種に

ついて、それぞれの PIP 合成酵素、AIP 合

成酵素、PI 合成酵素とホモロガスなタンパ

ク質の人工合成遺伝子を pET21a(+)ベクタ

ー に 挿 入 し た プ ラ ス ミ ド を 構 築 し

(GenScript 社)、大腸菌に導入した。それ

ぞれの酵素の遺伝子を発現させた組み換え

体の膜画分を酵素源として、イノシトール

リン脂質の生合成酵素活性を調べた。 

 
４．研究成果 
 
(1) 抗酸菌の正しい PI 生合成経路の解明 
 

 抗酸菌 PI の生合成経路を詳しく調べ直

し、それが、ヒトとは異なる以下に示した新

しい経路であることを明らかにした。抗酸菌

ではイノシトール 1リン酸が脂質成分に取り

込まれ、リン酸が１つ余分に付いた中間体ホ

スファチジルイノシトールリン酸(PIP)を生

成し、その後リン酸が取れて PI を生成した。

ヒトではイノシトールが直接脂質成分に取り

込まれるので PIP はできない(図 1)。 

 

(2) PIP 合成酵素阻害剤の探索 

 

 抗酸菌 PI の新規合成経路から、基質である 

イノシトール１リン酸の構造類似体が阻害剤

になると予想して４種類の化合物を合成した。

そして、合成品のすべてが PIP 合成酵素活性

を阻害することを確認した。合成した４種の

化合物のうち、最も阻害効果の高かったのは

±Ino-C-P (図 2)であり、２種については抗

酸菌の生育阻害効果も確認した。興味深い結

果として、酵素反応により±Ino-C-P が反応

して新規生成物 PI-C-P(図 3)ができた。この

生成物は、±Ino-C-P よりも強く PIP 合成酵

素活性を阻害した。PI-C-P が 0.1 mM で 29%、

0.25 mMで45% PIP合成酵素活性を阻害した。 

 

(3) PIP(AIP)合成酵素の分布 
 

 真正細菌 S. avermitilis、 P. acnes、C. 

glutamicum、R. equi の 4 種、古細菌 S. 

solfataricus とA. permixの２種の目的遺伝

子を導入した組換え体については、６種すべ

て PIP(AIP)合成酵素活性を確認し、イノシト

ールは取り込まれなかった。S. cerevisiae

と H. sapiens の２種については、PI 合成酵

素活性を確認したが、イノシトール１リン酸

は取り込まれなかった。PIP、AIP、PI 合成酵

素のアミノ酸配列から系統樹を書くとの図 4

のようになった。 
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図 2  ±Ino-C-P の構造 

図 3  PI-C-P の構造 

図1  抗酸菌とヒトのPI生合成経 
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 PI を含む真正細菌は、放線菌など抗酸菌類

縁の有効な治療薬の少ない細菌に限られてい

る。これらの抗酸菌類縁菌に対する薬剤のス

クリーニングおよび開発も達成できる事が期

待される。さらに、PI の分布は、少数の真正

細菌に限られているので、生体に必要な常在

細菌叢には影響のない、抗酸菌特異的な薬剤

を創薬できることが期待される。 
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