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研究成果の概要（和文）：　我々は寄生虫のエネルギー代謝系酵素群が極めて特殊な性質を持ち、宿主中での寄
生適応に重要な役割を果している事を明らかにして来た。シアン耐性酸化酵素（Trypanosome alternative 
oxidase）は宿主の血流中に生息するアフリカトリパノソーマの増殖に必要不可欠であり、薬剤標的として有望
な酵素である。
　そこで我々が見出した特異的阻害剤アスコフラノンに着目し、化学の領域から生命現象を捉え、その応用を視
野に入れたケミカルバイオロジーの観点により酵素の特徴、阻害剤との相互作用、そしてアスコフラノンの生合
成経路を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：   We have shown the parasite energy metabolism enzymes has extremely 
special properties and plays an important role in adaptation in the host. Trypanosome alternative 
oxidase is essential for the growth of African trypanosome inhabiting the host's bloodstream and is 
a promising enzyme as a drug target.
   We focused on the specific inhibitor ascofuranone which we discovered. Characteristics of the 
enzyme, its interaction with inhibitors and biosynthesis of ascofuranone have been studied from a 
standpoint of chemical biology which includes chemical approaches as well as general biology and 
keeps mind application.

研究分野： 寄生虫学(含衛生動物学)

キーワード： シアン耐性酸化酵素　トリパノソーマ　アスコフラノン　生合成

  ４版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１. 研究開始当初の背景 
 寄生虫は真核生物における適応現象の研

究を進めるうえで極めて良い研究対象であ

り、特にエネルギー転換系の様な全生物に共

通の代謝系の適応や進化、また基本的な反応

機構を理解するうえで最適な系のひとつと

考えられる。我々はこの様な観点から、回虫

やトリパノソーマ、マラリア原虫などの寄生

虫とその宿主であるヒトのエネルギー代謝

に関し「寄生適応機構の解明」を目的として

研究を進めている。その結果、寄生虫ミトコ

ンドリアにおいて多様な呼吸鎖が機能し、細

胞質の酵素と協同しつつ環境の変化に対応

している事が判って来た。中でも最近アフリ

カトリパノソーマのエネルギー代謝関連酵

素群が極めて特殊な性質を持ち、宿主中での

エネルギー代謝に重要な役割を果している

事が明らかになった。そこで研究ではこれら

の酵素のうち、細胞内レドックス調節に必須

な寄生適応代謝の鍵酵素である「シアン耐性

酸 化 酵 素 （ Trypanosome alternative 

oxidase：TAO）」とその特異的阻害剤で抗ト

リパノソーマ薬として注目されているアス

コフラノンに焦点を絞り、その酵素機能とア

スコフラノンによる阻害機構をケミカルバ

イオロジーの面から明らかにする事を目的

として研究を進める事とした。 

(1) Trypanosoma brucei TAO の分子構築と酵

素反応機構 

 宿主哺乳類に寄生する T. bruceiの血流型

のエネルギー代謝は主に解糖系に依存し，こ

れはグリコソームと呼ばれるオルガネラ内

で進行する。ここでミトコンドリアは ATP 合

成に直接関与しないが，その特殊な呼吸系は

原虫の増殖に不可欠である。すなわち解糖を

常に進行させるためには NADH の再酸化が必

要であり，これにミトコンドリアの呼吸が関

わっている（図 1）。この系の末端酸化酵素で

ある TAO は，ベクターであるツェツェバエ中

の昆虫型原虫のミトコンドリアに存在する

哺乳類型のシアン感受性のシトクロムｃ酸

化酵素（複合体 IV）とは全く異なる酵素であ

り，還元型ユビキノン（ユビキノール）を酸

素分子を用いて直接酸化する。 

 

 

 図 1.血流型 T. brucei のエネルギー代謝 

 

 TAO は分子量約 36 kDa の単一ペプチドでプ

ロトンポンプ活性を持たず、酸化酵素活性は

シアン耐性である。本酵素はトリパノソーマ

ばかりでなく高等植物、藻類、真菌類などの

ミトコンドリアにも存在し、Alternative 

Oxidase (AOX)と呼ばれている。AOX の研究に

おいてこれまでの最大の問題は酵素が不安

定であり精製が困難なため生化学的、物理化

学的解析が遅れている点であった。そこで

我々は TAO の大腸菌での発現系を確立し、そ

の細胞膜から高活性、高純度の精製標品を得

る事ができた１）。 

 以上の結果は多くの生物種のAOXのなかで，

高いキノール酸化酵素活性をもったはじめ

ての精製例であり，その後補欠分子族の分析、

酵素学的な解析が進み、さらに AOX ではじめ

ての結晶も得る事ができた２）。 

 もう一点重要な事は我々が、TAO を IC50が

0.13 nM と言う極めて低濃度で特異的に阻害

するアスコフラノンを見出している事実で

ある。アスコフラノンは糸状菌が産生する低

分子化合物であり、これまでの我々の研究か

ら、培養における原虫のみならず、T. brucei

を感染させたマウスや T. vivax 感染により

瀕死のヤギを一夜で完治させる事が示され、

新規抗トリパノソーマ薬として内外から大

きな期待が寄せられている３）。 

(2) TAO の特異的阻害剤アスコフラノンの

ケミカルバイオロジー 

 TAO の特異的阻害剤であるアスコフラノン

は 1968 年に東京大学農学部の田村学造教授

らによって、糸状菌 Ascochita viciae が産

生する抗ウイルスおよび抗がん作用を持つ



フェノール化合物として見出された。その後、

研究代表者らが TAO を nM オーダーで特異的

に阻害する事を見出し、さらに 200 以上の誘

導体を合成してその構造活性相関について

解析を進め、その強力な阻害作用にフェノー

ル骨格とその全ての側鎖が重要な役割を果

たしている事を明らかにした４）。 
 

２. 研究の目的 

 本研究では「１. 研究開始当初の背景」で

述べたこれまでの成果を踏まえ、TAO の特殊

な反応機構を、その立体構造解析から原子レ

ベルで明確にし、さらに生理機能を明らかに

するとともに、特異的阻害剤アスコフラノン

の阻害機構および生合成経路の解明に基づ

いた薬剤開発戦略の確立を目的としている。     

 さらにアスコフラノンの全生合成経路を

明らかにし、中間代謝物を起点とするアスコ

フラノン誘導体半合成系を確立し、抗トリパ

ノソーマ薬実用化への具体的な戦略を構築

する事を目的としている。 
 
３. 研究の方法 
(1)  T. brucei TAO の分子構築と生理機能 

①T. brucei TAOの結晶解析 

 連携研究者である京都工芸繊維大学の原

田繁春教授との立体構造解析の結果とやは

り連携研究者の鳥取大学の斎本博之教授の

合成した200種の誘導体を用いた構造活性相

関の結果４）の総合的解析から、ユビキノンの

結合部位とアスコフラノンの強力な阻害に

重要な役割を果たしているTAOのアミノ酸残

基を特定した。 
②アスコフラノン誘導体の培養系およびマ

ウスを用いた薬効評価 

 我々はこれまでの研究ですでにアスコフ

ラノンにより通常動物実験で用いられてい

る T. b.bruceiのみならずヒトに感染して眠

り病を発症する T. b. rhodesiense感染マウ

スが完治する事を示して来たが６）、その劇的

な効果にはアスコフラノン投与時に代償的

に誘導されてATP合成を行うグリセロールキ

ナーゼ（GK）を阻害するグリセロールの併用、

あるいは数日間の連続投与が必要であった。

そこでこの点を改善する目的で新たに合成

した誘導体を用い、培養系およびマウスの感

染系で薬効を評価した。 

(2) アスコフラノン生合成経路の解明 

 TAO の特異的阻害剤であるアスコフラノン

は 1972 年の報告以来、日本の製薬企業で抗

がん剤として開発が試みられ、一時は大量産

生株の発酵によって kg オーダーの生産も行

われていたが、期待した効果が得られず開発

は中止された。開発中止とともに生合成経路

も含め研究は中断していたが、我々はアスコ

フラノンがTAOを特異的にしかも極めて低濃

度で阻害する事を見出した５）。アスコフラノ

ンは図 2に示す様に芳香環、リンカー、フラ

ノン環の 3つの部分から構成されている。 

図 2.アスコフラノンの構造 

 

我々の研究から、酵素に対する阻害には芳

香環部分が必須であり、また分子に疎水性を 

付与するリンカーの至適な長さが明確にな

っている４）。培養系までは mg オーダーの合成   

で充分に実験可能であるが、動物を用いた感

染治療実験には少なくともgオーダーの化合

物が必要であり、しかもこれまで見出した高

い効果を示す誘導体はアスコフラノンも含

め環境汚染等の問題から kg オーダーの工業

的GMPレベルでの合成が不可能なものがほと

んどである。 

 大村智教授によって見出された抗糸状虫

薬アイバメクチンの例でも判る様に、微生物

の産生する薬剤の場合、その生合成経路の解

明は実用化ばかりでなく、天然物化学や構造

活性相関の面でも非常に貴重な情報源とな

る。そこで現在まで維持して来た A. viciae

およびアスコフラノンの産生が報告されて

いる Acremonium sclerotigenum など他の糸

状菌を用い、その全生合成経路を明らかにし、

アスコフラノンの大量生合成とその中間体

を出発材料として、感染動物に高い効果を示

し、より低コストで高純度の誘導体の大量合

成をめざした。そこで A. viciae および A. 

sclerotigenum を可能な限り収集し、その培

養系において培地組成、温度、通気、pH、培

養時間、その他サプリメントなどを変える事



により、アスコフラノンを大量に合成する条

件を見出した。さらに生産量の大きく異なる

培養で発現している遺伝子群の比較からア

スコフラノン生合成系の遺伝子群を同定し、

大量調製の基盤を確立した。 
 
４. 研究成果 

(1)  T. brucei TAO の分子構築と生理機能 

①T. brucei TAOの結晶解析 

 これまでにアスコフラノン誘導体である

AF2779OH との共結晶は得られていたが、アス

コフラノンとの共結晶は得られていなかっ

た。そこで種々の条件で TAO-AF の共結晶条

件を探索した結果、良質な結晶を得る事がで

きた。この TAO-AF 複合体の結晶から得られ

たデータを解析した結果、以下の点が明らか

になった。 

 TAO は、ゲル濾過クロマトグラフィーの結

果から予想されるように、結晶中でもダイマ

ー構造を形成していた。ダイマー形成には N

末端のループ領域が重要な役割を果たし、一

方のサブユニットのN末端領域がもう一方の

サブユニットへ肩を組み合うように伸びて

強固なダイマーが形成されていた。TAO モノ

マーは、6本の長いαヘリックス（α1〜α6）

と 4本の短いαヘリックス（S1〜S4）で構成

されていた。4 本のヘリックス（α２、α3、

α5、α6）が束になってできたバンドル構造

中、TAO のアミノ酸配列に存在する二核鉄結

合モチーフが二核鉄に配位して活性部位を

形成していた。α1 とα4 の表面には疎水性

アミノ酸残基の側鎖が集まった大きな領域

があり、その周りに脂質二重膜のリン酸基と

静電的相互作用できるように塩基性アミノ

酸残基がとり囲んでいた。X 線解析の結果は

Anderson & Nordlund 等が予測した膜結合型

モデルを支持しているが、ヘリックスの配置

やダイマーで存在している事は予想とは全

く異なっていた。 

 またアスコフラノンは二核鉄近傍のα1 と

α4 の間にある疎水性ポケットに結合してい

た（図 3）。芳香環は、主に疎水性アミノ酸残

基（Leu122、Leu212、Ala216、Tyr220）に囲

まれ、2 位の水酸基には Arg118 と Thr219 が

水素結合していた。また、イソプレン単位か

ら成るtail領域は1'位で約90度折れ曲がり、

疎水性ポケットの周辺のアミノ酸残基 Cys95、

Arg96やGlu215と相互作用していた。さらに、

アスコフラノンと相互作用しているアミノ

酸残基は、Cys95 を除いてほとんどすべての

シアン耐性キノール酸化酵素で保存されて

いた。 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3.アスコフラノンの TAO への結合 
 
②アスコフラノン誘導体の培養系およびマ

ウスを用いた薬効評価 

 培養原虫の増殖阻害における構造活性相

関を検討したところ、培養原虫の増殖阻害に

は、これまで組換え TAO の活性阻害には重要

とされていなかったアスコフラノン誘導体

の側鎖末端構造が関わっている事が明らか

となった。例えば、501-16-G と 502-16-G の

二つの化合物を比較すると、側鎖末端の構造

が酸素原子もしくはメチル基か以外は、芳香

環の官能基、リンカーの構造長さともに同じ

であり、かつ組換え TAO に対する IC50値もそ

れぞれ 0.32 nM、0.3 nM とほぼ同じにも関わ

らず、培養原虫に対する GI50値には 400 倍以

上の差があった。この事から、培養原虫に対

する増殖阻害には側鎖末端の構造が大きく

影響を及ぼす事が予想された。さらに、阻害

効果が極めて強力で 0.5 pM の濃度において

も 50％以上の増殖が認められず、培養原虫に

対する GI50 値が決定できなかった誘導体、

234-12-OPiv、235-12-OPiv 等を見出した。そ

れら誘導体に共通して見られた構造は、側鎖

末端に pivaloyl グループを持つ事であった。

したがって、アスコフラノンの培養原虫に対

する増殖阻害効果は pivaloyl group によっ

て増強する事ができると考えられる。 

 次にアスコフラノンおよび酵素、培養原虫

に対して IC50値、GI50値が数 nM 以下と強力な

阻害効果を示し、かつ化学合成がアスコフラ

ノンより容易であり、さらにマウスを用いた

感染治療実験に必要量を入手できた誘導体

 



236-12-OPropynyl、234-12-OPiv、280-12 の

3 種類に関して、T. b. brucei感染マウスに

おける治療効果を検討した。その結果、陽性

対照のアスコフラノンに加え、アスコフラノ

ン誘導体 236-12-OPropynyl、234-12-OPiv、

280-12 すべてがグリセロールの併用により

マウスを完治させた。 

(2) アスコフラノン生合成経路の解明 

我々が維持して来たアスコフラノン産生

菌である田村株は Ascochyta viciae と分類

されていたが、A. viciae の分子情報はなく

系統学的位置や近縁菌株の有無が不明であ

った。そこで、リボソーム DNA 配列を決定し

た と こ ろ 、 田 村 株 は Acremonium 

sclerotigenum の配列と完全に一致した。ア

スコフラノンやその類縁体であるアスコク

ロリンの産生が報告されている糸状菌は全

て Acremonium属と比較的近縁である事から、

アスコフラノンの産生はそれらが有する特

徴であると考えられた７）。田村株の系統学的

位置が特定されたので、田村株と国内外の株

保存機関より取り寄せた A. sclerotigenum 

IFO8385, IFO5706のアスコフラノンとアスコ

クロン産生量をHPLCにより分析したところ、

同一培養条件下でそれぞれの産生量は大き

く異なった。 

そこで次にアスコフラノンの生合成経路

の解明を目的として、A. sclerotigenumをア

スコフラノン高産生培養条件と低産生培養

条件の二つの条件下で培養を行い、両者の遺

伝子発現解析を行った。その中で見出したア

スコフラノン生合成遺伝子クラスターと思

われる領域に存在する遺伝子が、真の生合成

遺伝子である事を実証するため、プロトプラ

ストポリエチレングリコール法によってニ

ホンコウジカビにこれらの遺伝子を順次導

入し、アスコフラノンの生合成経路を一段階

ずつ検討した。その結果、高産生培養条件下

において低産生培養条件下と比較して、2 遺

伝子以上が連続して300倍以上の倍率で高発

現している遺伝子が集中している唯一の領

域を見出す事ができた（図 4）。その領域には、

ポリケチドシンターゼやプレニルトランス

フェラーゼ、ハロゲナーゼなど、アスコフラ

ノン生合成に関与していると推定される8つ

の遺伝子（ascA- ascH）が存在していた。ま

た、ニホンコウジカビを用いた遺伝子の異種

発現実験によって、ascB、ascC、ascD、ascE

の4つの遺伝子の機能を明らかにする事がで

きた。アセチル CoA を出発物質とし AscD の

作用によって産生されるオルセリン酸、AscB

がオルセリン酸に作用して産生される

Ilicicolinic acid B 、 続 い て AscC が

Ilicicolinic acid B に作用して産生される

LL-z1272、さらに AscE が LL-z1272に作用

して、アスコフラノンの前駆体であると考え

られる Ilicicolin A が産生される事が明ら

かとなった。 

図 4. アスコフラノン高産生培養条件下にお

いて高発現している遺伝子領域 
 

(3) まとめと考察 

 本研究における立体構造解析より、抗トリ

パノソーマ薬候補アスコフラノンとその標

的であるTAOの結合についての原子レベルで

の詳細な情報が得られ、これに基づいた構造

活性相関の結果から感染マウスを完治させ

る完全合成誘導体を4化合物見出す事ができ

た。 

 さらにこれまで維持して来たアスコフラ

ノ ン を 産 生 す る 糸 状 菌 が Acremonium 

sclerotigenum である事が明らかになり、ア

スコフラノン生合成に関わる遺伝子クラス

ターを見出した。そしてアセチル CoA を出発

物質としアスコフラノンの前駆体であると

考えられる Ilicicolin A が産生される事を

明確にした。 

 以上の成果はアスコフラノンをヒトの眠

り病、家畜のナガナ病の治療薬としてばかり

でなく、アスコフラノンの有する様々な生理

活性を標的する薬剤の開発を大きく進展さ

せるものであり、「自然からの恵み」を人々

や動物の健康と福祉に生かして行く極めて

優れた例と考えられる。 
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