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研究成果の概要（和文）：ファルネシル二リン酸合成酵素(FPPS)とリセドロネート(RIS)複合体の中性子結晶構造解析
を行い、FPPSに結合した状態でのRISのプロトン化および水和状態を決定した。構造解析の結果、RISのリン酸基は完全
に脱プロトン化しており、FPPSに結合した状態ではそのpKaが異常に低下していることがわかった。また、リガンド結
合に伴う余分な負電荷はE93やD264のプロトン化によって相殺されていることが示唆された。中性子結晶構造解析によ
って得られた情報はFPPS阻害薬の発展に役に立つだろう。

研究成果の概要（英文）：Neutron crystal structure of human farnesyl pyrophosphate synthase (FPPS) in 
complex with risedronate (RIS) was determined, and the protonation state and hydration of RIS were 
elucidated. The structural analysis revealed that the phosphate groups of RIS were fully deprotonated 
with the abnormally decreased pKa. In addition, it was suggested that the roles of E93 and D264 consisted 
of canceling the extra negative charges upon the binding of ligands. This information would be helpful 
for the development of non-bisphosphonate FPPS inhibitors.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景  

  ビスホスホネート(BP)は骨粗鬆症薬剤と
して広く使われている。BP は P-C-P 骨格を
持ち、骨に吸着する。破骨細胞が骨を溶かし
て細胞内に取り込むと同時に BP も取り込ま
れる。細胞内に取り込まれた BP はテルペン
の生合成に関わるファルネシル二リン酸合
成酵素(FPPS)の活性を阻害し、破骨細胞の機
能を低下させ、骨の溶解を抑制する。FPPS
は細胞の生命機能維持に重要なタンパク質
であり、骨粗鬆症薬だけでなく、抗寄生虫病
薬や抗がん剤の標的タンパク質としても注
目を集め研究が盛んに行われている。しかし、
BP は P-C-P 骨格を持つため細胞膜を通過せ
ず、BP をこれらの疾病に転用することは難
しい。P-C-P 骨格を持たない、BP ではない
FPPS 阻害剤の開発が抗寄生虫病薬や抗がん
剤開発に繋がる。しかし、通常のインシリコ
創薬での新規阻害剤の開発は難しい。 

図１．キャピラリー
に封入した FPPS-RIS
複合体の大型結晶の
写真。長い辺がおよ
そ 2.8 mm 程度。 

 
 

 
ツの研究用原子炉 FRMII に建設された
BIODIFF で収集した。FPPS-RIS-IPP 複合体結
晶の中性子回折測定は J-PARC に建設された
iBIX で行い、キレイな回折点が観測された
（図２）。どちらも最高分解能が 2.4 Åであ
り、構造解析するに十分なデータが得られた
（表１）。 
 

 
図２．iBIX で測定
した FPPS-RIS-IPP
の回折像を TOF 方
向に投影したもの。
いわゆるラウエパ
ターンが明瞭に観
測された。 

 
２．研究の目的 
  中性子結晶構造解析を用いてリガンド結
合部位の物理化学的特徴と FPPS-BP 相互作
用に関わる水分子の役割を明確に決定する。
FPPS との結合に重要な水分子とその水素結
合を論理的に導き、必要な水分子だけを考慮
したインシリコ創薬によって BP ではない新
規 FPPS 阻害薬の創製を目指す。 

 
 
表１．結晶データ 

  FPPS-RIS FPPS-RIS-IPP

線源 
FRMII- 
BIODIFF 

J-PARC- 
iBIX 

結晶データ   
空間群 P41212 P41212 
分解能(Å) 2.4 2.4 
完全性(%) 98.4 98.1 
Rpim(%) 5.8 14.3 
冗長性 3.8 2.8 
精密化データ   
R, Rfree(%) 18.6, 22.9 26, 28.7 

３．研究の方法 
  中性子結晶構造解析には大きな結晶を作
成する必要がある。その結晶化方法にはマク
ロシーディング法を適用した。まず、400 μ
L のタンパク質溶液 [17 mg/mL FPPS, 5 mM 
MgCl2, 2 mM RIS, 0.5 M NaCl, 15 mM 酢酸-D4, 
35 mM 酢酸ナトリウム-D3 in H2O]をリザーバ
ー溶液 [1 M NaCl, 30 mM 酢酸-D4, 70 mM 酢
酸ナトリウム-D3 in H2O]に対してシリコング
リスで密閉した容器内で平衡化することで、
親結晶を得た。得られた結晶を 60 μL のタ
ンパク質溶液 [12 mg/mL FPPS, 3.3 mM MgCl2, 
1.2 mM RIS, 0.27 M NaCl, 13.3 mM 酢酸-D4, 
53.3 mM 酢酸ナトリウム-D3 in D2O]に浸漬し、
1 mLのリザーバー溶液 [0.4 M NaCl, 20 mM 酢
酸-D4, 80 mM 酢酸ナトリウム-D3 in D2O]に
対して平衡化することで、親結晶を成長させ
ることができた。このマクロシーディングは
結晶が十分な大きさになるまで繰り返し行
い、最終的に、2.8×2.5×1.5 mm 程度まで成
長した（図１）。さらに FPPS の基質であるイ
ソペンテニル二リン酸（IPP）複合体結晶を
得るため、マクロシーディング法によって得
られた FPPS-RIS 複合体大型結晶を[1.5 M 
NaCl, 20 mM 酢酸-D4, 80 mM 酢酸ナトリウ
ム-D3, 1 mM MgCl2, 2 mM IPP in D2O]に２ヶ
月間浸漬することで、FPPS-RIS-IPP 複合体結
晶得られた。 

 
４．研究成果 

  水素原子を含めた構造精密化の結果、最終
的な FPPS-RIS の R 因子は 18.6%となり、精度
の高いモデルを構築することができた。オミ
ット差フーリエ図によって、RIS の側鎖であ
るピリジン環はプロトン化されていること
がわかった（図３）。これにより、T201、Q240、
D240、D243、RIS、水分子を含む大きな水素
結合ネットワークが形成され、RIS の結合を
安定化していることが示唆された。さらに、
RIS のリン酸基近傍のオミット差フーリエ図
を注意深く観察すると、リン酸基の酸素原子
に結合したピークは観測されず、リン酸基の
酸素原子は水素結合のドナーと配位したマ
グネシウムイオンに囲まれていることがわ
かった。このことから、リン酸基はプロトン
化されうる空間がなく、完全に脱プロン化さ
れていることが示唆された。一方で、リン酸
基近傍の電荷バランスを計算することによ

 FPPS-RIS 結晶の中性子回折データはドイ 



〔雑誌論文〕（計８件） り、RIS の脱プロトン化状態は支持される。
つまり、リン酸基近傍(10-15 Å以内)のアミ
ノ酸のプロトン化状態を鑑み、さらに、リン
酸基が完全に脱プロトン化されているとし
た上で、電荷を数えると±０になった。興味
深いことに、E93 は FPPS-RIS では脱プロトン
化されているが、FPPS-RIS-IPP 複合体では
E93 はプロトン化されていた。おそらく、IPP
の結合によって生じた余分な負電荷を E93の
プロトン化によって相殺しているのだろう。
さらに、FPPS-RIS-IPP における IPP 近傍の総
電荷を数えてみても±０となる。これらのこ
とは、RIS のリン酸基が、FPPS 結合状態では
完全に脱プロトン化していることを支持し、
また、E93 の役割が IPP 結合に伴う電荷バラ
ンスの調整であることが示唆される。 
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  本研究では、FPPS 阻害剤である RIS のプロ
トン化状態と、その結合に伴うプロトン化状
態の変化を明らかにした。RIS 近傍には多数
の水和水が水素結合で連なっており、この複
雑な水素結合ネットワークは理論的創薬研
究を困難なものにしてきた。中性子結晶構造
解析で明らかにした水素結合のドナー・アク
セプターの情報は、ファーマコフォアモデル
の構築に非常に有意義なものになるだろう。 
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