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研究成果の概要（和文）：結核菌由来ヌクレオチド加リン酸分解酵素（MtAPA）の活性中心部位にある特異的なループ
構造が、基質特異性に関与していることを示した。また、MtAPAの新規阻害剤を見出した。
Mycobacterium avium及びM. smegmatisが有しているMtAPA相同タンパク質が、ヌクレオチド加リン酸分解酵素であるこ
とを明らかにするとともに、これらの酵素活性がMtAPA新規阻害剤によって阻害されることを示した。一方、結核菌由
来Rv2614cタンパク質がアミノアシルtRNA合成酵素であることも示した。
これらの研究成果は、結核菌の細胞内寄生メカニズムの解明や新規抗菌薬の開発につながることが期待される。

研究成果の概要（英文）：It was revealed that the flexibility of a loop, which is located in the active 
site of diadenosine tetraphosphate phosphorylase from Mycobacterium tuberculosis (MtAPA), might be 
correlated with substrate specificity of MtAPA. Based on the results of the structure-function analysis 
of MtAPA, new inhibitors of MtAPA were found. Moreover, it was showed that the MtAPA homologous proteins 
from M. avium and M. smegmatis possess diadenosine tetraphosphate phosphorylase activities and that the 
new inhibitors of MtAPA could inhibit the activities of these proteins. On the other hand, it was 
revealed that Rv2614c protein from M. tuberculosis is an aminoacyl-tRNA synthetase. It was expected that 
the results in this study would be valuable in elucidating the mechanism of intracellular parasitism of 
M. tuberculosis and developing the new anti-tuberculosis drugs.

研究分野： 構造生物学、細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 
	 現在、薬剤耐性結核の蔓延が大きな問題と
なっている。また最近では、結核菌以外の抗
酸菌（非結核性抗酸菌）が引き起こす感染症、
特にMycobacterium aviumなどによるMAC症
が中年以降の女性において増加しており、こ
ちらも問題となっている。薬剤耐性結核や
MAC 症の治療が困難となっている要因の 1
つが、有効な治療薬が限られていることであ
る。そのため、新規治療法、特に新規抗菌薬
の開発が求められている。一方、結核菌をは
じめとする抗酸菌は、細胞内寄生細菌の一種
であり、宿主細胞内への侵入やマクロファー
ジによる取込みを経て感染を確立させる。同
じ細胞内寄生細菌であるチフス菌において、
菌体内の diadenosine tetraphosphate（Ap4A）量
が宿主細胞内への侵入能に関与しているこ
とが報告されている（J. Biol. Chem., 2003, 
278:32602-32607）。従って、結核菌や非結核
性抗酸菌においても、菌体内の Ap4A 量が細
胞内侵入能に関わっている可能性が考えら
れた。 
	 これまでに本研究代表者は、結核菌由来
Rv2613c タンパク質が Ap4A を加リン酸分解
する新規ヌクレオチド過リン酸分解酵素
（APA）であることを明らかにするとともに、
その立体構造を決定している。また、結核菌
のゲノム上で Rv2613c遺伝子と同じオペロン
上に存在している Rv2614c遺伝子は、そのモ
チーフ構造などから、Ap4A の合成に関わる
アミノアシル tRNA 合成酵素（FEBS Lett., 
1998, 427:157-163）をコードしていることが
予想された。従って、結核菌由来 APA
（MtAPA）と Rv2614cタンパク質は、結核菌
の菌体内において Ap4A 量の調節、すなわち
細胞内寄生に関与していることが推測され
たものの、Rv2614c タンパク質の機能はまだ
明らかにされていなかった。また、非結核性
抗酸菌においても MtAPA と一次構造上で相
同性を示すタンパク質が存在していること
がゲノム情報などから示唆されていたが、そ
の機能は未知であった。さらに、MtAPAを標
的とした新規阻害剤をデザインすることに
より、結核菌の細胞寄生を妨げる新規抗菌薬
の開発につながることが期待されていたが、
新規阻害剤のデザインには、さらに詳細な
MtAPAの機能構造相関解析が必要であった。 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究課題では、結核菌の細胞内寄生に関
わる因子として、MtAPA と Rv2614c タンパ
ク質に着目した。新規抗菌薬の開発を目標と
して、MtAPAの詳細な機能と構造の相関解析
を行い、得られた知見に基づいて MtAPA の
新規阻害剤をデザインすることを目的とし
た。また、非結核性抗酸菌に存在している
MtAPA 相同タンパク質の詳細な機能につい
て明らかにするとともに、MtAPAの新規阻害

剤が非結核性抗酸菌由来の APA の活性も阻
害するのか調べることも目的とした。さらに、
Rv2614c タンパク質がモチーフ解析などから
予想された通り、Ap4A の合成に関わるアミ
ノアシル tRNA合成酵素であることを明らか
にするため、Rv2614c タンパク質の機能解析
を行うことも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）「MtAPA の詳細な機能と構造の相関解
析」 
	 MtAPA の活性中心部位に位置している特
異的なループ構造に関わっている Ala-149 残
基 を 削 除 し た 変 異 型 MtAPA （ Δ
149A-MtAPA）を作製した。Δ149A-MtAPA
を大腸菌内で大量発現して精製した後、その
酵素活性を野生型 MtAPA の酵素活性と比較
した。酵素活性は、基質の量を HPLCを用い
て測定することによって評価した。 
 
（2）「MtAPAの新規阻害剤の開発」 
	 MtAPA の機能構造相関解析の結果に基づ
いて、新規阻害剤の標的部位を決定した。分
子シミュレーション計算プログラムである
Medicinally Yielding PRotein Engineering 
SimulaTOr（myPresto）を用いて、Zincデータ
ベース上で「drug like」化合物として登録さ
れている約 850万種類の化合物について、標
的部位への結合能を予測した。高い結合能を
有していると考えられた化合物を新規阻害
剤の候補化合物として選んだ。 
	 選択した化合物を用いて、MtAPAに対する
阻害活性の測定を行った。活性の測定は、
MtAPAが基質Ap4Aを加リン酸分解した際に
生成される ATP の量を測定することによっ
て評価した。 
 
（3）「非結核性抗酸菌由来 APAの機能解析」 
	 非結核性抗酸菌である M. avium 及び M. 
smegmatisが有しているMtAPA相同タンパク
質（それぞれ MAV_3489 タンパク質と
MSMEG_2932 タンパク質）について、
Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS株を宿主と
した発現系を構築した。大量発現させた
MAV_3489タンパク質、並びにMSMEG_2932
タンパク質について、 FPLC を用いて
SDS-PAGE上で単一バンドになるまで精製を
行った。精製タンパク質の酵素学的諸性質の
決定や速度論的解析は、上記で示した HPLC
を用いる方法、または ATPの量を計測する方
法で行った。 
 
（4）「結核菌由来 Rv2614cタンパク質の機能
解析」 
	 結核菌由来 Rv2614c タンパク質について、
pSO246ベクターを用いて、M. smegmatisを宿
主として発現させた。発現させた後、FPLC
を用いて精製を行った。酵素活性は、市販の
キット、および HPLCを用いて測定した。 



 
４．研究成果 
 
（1）「MtAPA の詳細な機能と構造の相関解
析」 
	 MtAPA の活性中心部位近傍の一次構造を
他の生物種由来の APA やヌクレオチド加水
分解酵素、ヌクレオチド加リン酸分解酵素の
一次構造と比較した場合、活性中心部位に特
異的なアミノ酸残基（Ala-149）が存在してい
ることが示された（Fig. 1）。 

（Fig. 1. 一次構造のアライメント。APA1と APA2
は酵母由来の APA、APH1と Fhitはそれぞれ酵母
由来とヒト由来のヌクレオチド加水分解酵素、

GalT はシロイヌナズナ由来のヌクレオチド加リ
ン酸分解酵素、Hint1はウサギ由来のヌクレオチド
加水分解酵素。MtAPAにおける Ala-149残基に相
当する位置を線で囲っている。ヌクレオチド加水

分解酵素・加リン酸分解酵素に特徴的なモチーフ

構造を下線で示した。MtAPAの機能構造相関解析
の結果から、活性発現に関わっていることが示唆

された残基を太字で、また活性中心部位の二次構

造を下に示している。） 
 
 	 そこで、この Ala-149残基を削除した変異
体（Δ149A-MtAPA）を作製して、その活性を
野生型と比較した。基質である Ap4A に対す
るΔ149A-MtAPAのKm値と kcat値はそれぞれ、
0.19 ± 0.048 mMと 1.25 ± 0.099 s-1であった
（Fig. 2）。 

（Fig. 2. Δ149A-MtAPA における、基質である
Ap4Aの濃度と反応速度のグラフ） 
 
	 一方、野生型 MtAPA における Ap4A に対
するKm値と kcat値は、それぞれ 0.10 ± 0.01 mM
と 8.48 ± 0.313 s-1 であった。従って、

Δ149A-MtAPAのAp4Aに対する kcat/Km 値は、
6.58 mM-1s-1であり、野生型 MtAPAの kcat/Km 
値（84.8 mM-1s-1）の約 10%であった。 
	 さらに基質特異性について検討を行った
ところ、野生型 MtAPA は幅広い基質特異性
を示す一方で、Δ149A-MtAPAは diadenosine 
pentaphosphate（Ap5A）に対して特異性を示
すことが明らかになった。Ap5A に対する
Δ149A-MtAPA の Km値と kcat値は、それぞれ
0.03 ± 0.006 mMと 2.21 ± 0.092 s-1

であった
（Fig. 3）。従って、Δ149A-MtAPA における
Ap5Aに対する kcat/Km 値は 73.7 mM-1s-1であ
り、Ap4Aに対する kcat/Km 値（6.58 mM-1s-1）
の約 10倍であった。一方、野生型 MtAPAに
おけるAp5A、並びにAp4Aに対する kcat/Km 値
は、それぞれ 118.4 mM-1s-1と 84.8 mM-1s-1 で
あり、大きな差は見られなかった。 

（Fig. 3. Δ149A-MtAPA における、基質である
Ap5Aの濃度と反応速度のグラフ） 
 
	 Ala149残基は MtAPAの活性中心部位に位
置しているループ上に存在している（Fig. 4）。 

（Fig. 4. MtAPAの活性中心部位。活性中心にリン
酸が存在している。矢印はループ構造を示してい

る。） 
 
	 従って、Ala149残基の存在は、このループ
構造の可動性に関わっていることが予想さ



れた。野生型の MtAPA は他の生物種由来
APA と比較して幅広い基質特異性を有して
いること、並びに Ala149残基を削除すること
によって Ap5A に対して特異性を示すように
なること（幅広い基質特異性が失われるこ
と）から、ループ構造の可動性、すなわち
Ala149 残基の存在が基質特異性に関わって
いることが示唆された。 
	 これらの研究結果から、MtAPAに特異的な
Ala149 残基の存在は、MtAPA の新規阻害剤
をデザインする際に役立つことが期待され
た。 
 
（2）「MtAPAの新規阻害剤の開発」 
	 先行する研究課題で、MtAPAが特異的な基
質結合部位を有していることを明らかにし
ている。また、本件研究課題においても上記
に示した通り、MtAPAには基質特異性に関わ
る特異的なループ構造（アミノ酸残基）が存
在していることを明らかにしている。従って、
これらの構造情報を利用することによって、
MtAPA の活性のみを阻害する新規阻害剤の
開発が可能であることが予想された。そこで、
分子シミュレーションプログラムである
myPrestoを用いて、約 850万種類の化合物ラ
イブラリーの中から、MtAPAの特異的な基質
結合部位と高い結合能を有していると考え
られる化合物として、104 種類の化合物を選
び出した。選択した 104種類の化合物につい
て、MtAPAに対する阻害活性を測定したとこ
ろ、実際に本酵素に対して阻害活性を示した
化合物は 15 種類であった。従って、本研究
課題におけるヒット率は 14%であった。さら
に、その中で強い阻害活性を示した化合物 A
について IC50値を求めたところ、約 3μMで
あった（Fig. 5）。 

（Fig. 5. 新規阻害剤 Aの濃度と活性比。活性比が
約 50%となる阻害剤 Aの濃度を矢印でしめした。） 
 
	 また、化合物 A は酵母由来 APA の活性は
ほとんど阻害しなかったことから、MtAPAの
活性のみを阻害することが示された。このこ
とから、化合物 Aは新規抗菌薬のリード化合
物として期待される。 
 
（3）「抗酸菌由来 APAの機能解析」 
	 ゲノム解析などから、非結核性抗酸菌であ
る M. aviumと M. smegmatisには、一次構造上
でMtAPAを高い相同性を示すタンパク質（そ

れぞれ MAV3489 タンパク質と MSMEG2932
タンパク質）が存在していることが示された。
そこで、これらの相同タンパク質について、
詳細な機能解析を行い、MtAPAとの比較を行
った。その結果、MAV3489 タンパク質と
MSMEG2932 タンパク質は MtAPA と同じく
基質である Ap4A に対して加リン酸分解活性
を示した。そこで、MAV3489 タンパク質を
MaAPA、MSMEG2932 タンパク質を MsAPA
とした。さらにゲルろ過カラムの結果から、
MaAPAとMsAPAはMtAPAと同様に溶液中
で 4量体を形成して活性を保持していること
が示された（Fig. 6）。MtAPAの立体構造解析
から、この 4量体構造は基質結合部位の形成
に関わっていることが明らかにされている
ことから、MaAPAと MsAPAにおいても同様
の基質結合部位を形成していることが示唆
された。 

Figure 6 

（Fig.6. ゲルろ過カラムにおけるピークのパター
ン。各ピークの位置を括弧内に示した。） 
 
	 さらに、上記（2）で示した MtAPA新規阻
害剤は、MaAPAと MsAPAに対しても阻害活
性を示した。従って、本研究課題において見
出した MtAPA の新規阻害剤は、結核菌のみ
ならず非結核性抗酸菌にも有効な新規抗菌
薬の開発につながることが期待される。 
 
（4）「結核菌由来 Rv2614cタンパク質の機能
解析」 
	 結核菌由来 Rv2614c タンパク質を M. 



smegmatis内で発現させた後、FPLCを用いて
精製した。得られた精製 Rv2614cタンパク質
の酵素活性について測定した結果、Rv2614c
タンパク質は、モチーフ解析などから予想さ
れた通り、アミノアシル tRNA合成活性を示
した。さらに、反応生成物として Ap4A を生
成することが示された。従って、MtAPA と
Rv2614c タンパク質は、結核菌の菌体内にお
いて Ap4A 量を調整していることが予想され
た。 
 
（5）「まとめ」 
	 MtAPA の活性中心部位に位置している特
異的なループ構造が、基質特異性に関与して
いることを示した。機能構造相関解析の結果
に基づいてMtAPAの新規阻害剤を見出した。
M. avium 及び M. smegmatis が有している
MtAPA相同タンパク質が、ヌクレオチド加リ
ン酸分解活性を有していることを明らかに
するとともに、これらの酵素活性が MtAPA
の新規阻害剤によって阻害されることを示
した。一方、結核菌由来 Rv2614cタンパク質
がアミノアシル tRNA合成酵素であることを
明らかにした。これらの研究成果は、結核菌
の細胞内寄生に関するメカニズムの解明や
新機構結核薬の開発につながることが期待
される。 
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