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研究成果の概要（和文）：本研究課題では主に、NAD生合成経路に関わっている抗酸菌由来酵素の機能と構造の
解析を行った。その結果、大腸菌内における結核菌由来Rv0212c、Rv1901c、Rv3199c、及びRv3393の発現条件を
決定するとともに、Rv3393がヌクレオシド加水分解活性を示すことを明らかにした。また、Mycobacterium 
smegmatis由来ホスホリボシル二リン酸合成酵素の基質結合部位の構造がヒト由来同酵素とは異なっていること
を示した。さらに、結核菌由来Rv3257cとRv3308の詳細な酵素学的諸性質を決定するとともに、M. avium由来ヌ
クレオチド加リン酸分解酵素の立体構造を決定した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we mainly analyzed the functions and structures of
 mycobacterial enzymes involved in the NAD biosynthetic pathway. The optimal conditions for 
expressing Rv0212c, Rv1901c, Rv3199c, and Rv3393 of Mycobacterium tuberculosis in Escherichia coli 
were determined. We found that Rv3393 shows nucleoside hydrolysis activity. In addition, we showed 
that the structure of the substrate-binding site of phosphoribosyl diphosphate synthase from M. 
smegmatis differs from that of human phosphoribosyl diphosphate synthase. Furthermore, the enzymatic
 properties of Rv3257c and Rv3308 from M. tuberculosis and the three-dimensional structure of the 
nucleotide phosphorylase from M. avium were determined in detail.

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 
	 結核菌はヒトに対して重篤な感染症である

結核を引き起こす病原性細菌である. 結核に

より今なお世界中で毎年 100 万人以上が亡く

なっており, さらに最近では既存の抗結核薬

に耐性を示す多剤耐性結核菌や超多剤耐性結

核菌が大きな問題となっている  (Global 

tuberculosis report 2014, WHO). そのため, 新

しい抗結核薬の開発につながる研究が求めら

れている. 一方, ニコチンアミドアデニンジ

ヌクレオチド (NAD) は生体内において多く

の酸化還元反応に必須な補酵素であることか

ら, NAD 代謝経路は様々な疾病に対する治療

薬の標的として考えられている (Expert. Opin. 

Ther. Targets., 2007, 11:695-705). NAD生合成経

路には大きく分けて新生経路と再生経路が存

在している (右図参照). 新生経路では結核菌

は L-Aspartateから NAD を合成するのに対し

て (経路：A→B→D→G), ヒトはTryptophanか

らNADを合成する. さらに, NADは生体内で

利用されて Nicotinate や Nicotinamide にまで

変換された後に再生経路によって再合成され

るが, 結核菌ではNicotinamideをNicotinateに

変換する必要がある (経路：E). 一方, ヒトで

はこの経路は必要ない. また, 再生経路の途

中にはヒトには存在しないが結核菌には存在

している経路もある (経路：F). 従って, NAD

生合成経路はヒトには作用せず結核菌のみに

有効な新規抗結核薬の標的として考えられて

いる. しかしながら, 結核菌の NAD生合成経

路, 特にヒトには存在しない経路 (Aや F) に

関わるタンパク質の詳細な機能や構造はほと

んど明らかにされていなかった. 

	 一方, 抗結核薬として用いられているピラ

ジナミドは Nicotinamideの構造類縁体であり, 

Rv2043cタンパク質 (pncA：経路 E) によって

菌体内で活性化される. そのため, 結核菌は

pncAの酵素活性を失活または変化させて (す

なわちpncA遺伝子を変異させて) ピラジナミ

ド耐性を獲得している  (Antimicrob. Agents 

Chemother., 2000, 44:528-532). しかしながら, 

この pncAはNAD再生経路において重要な役

割を担っていることから, pncA 変異株では代

償的経路を働かせることによって NAD の生

合成を補っていると考えられる. しかしなが

ら, 結核菌におけるNAD生合成経路の代償的

経路については何も明らかにされていなかっ

た. 

 

 

２．研究の目的 

	 これまでに本申請者は, 先行する研究課題

において結核菌の NAD 生合成経路に関わる

タンパク質 (Rv1596 と Rv1330c タンパク質) 

の詳細な機能を解析してきた. そこで本研究

課題では, 引き続きNAD生合成経路に関わっ

ているが機能や構造が未知であるタンパク質

についてその機能と構造の相関を解析するこ

とにより, 結核菌におけるNAD生合成経路の

全体を明らかにすることを目的の１つとした. 

	 もう１つの本研究課題の目的は, 結核菌に

おいて NAD 生合成経路の代償として働いて

いる経路を解明することであった. 本研究課

題では pncA変異株を用いて, 代償的に働いて

いる経路 (遺伝子・タンパク質) を同定すると

ともに, その機能や生理的な役割を解明する

ことを２つ目の目的とした. 

	 そして, これら 2 つの研究で得られた成果

によって, 結核菌におけるNAD生合成の全体

像を明らかにするとともに, NAD 代謝経路を

標的とした新規抗結核薬の開発に結びつける

ことを最終的な研究目標とした. 

 



３．研究の方法 
	 本申請課題では, 上記の研究背景と目的に

基づき, 大別して次の 3つの研究を行った. 

(1) 標的タンパク質の機能解析 : 結核菌にお

ける NAD の生合成に関わるタンパク質のう

ち , 詳細な機能がまだ解析されていない

Rv0212c, Rv1901c, Rv3199c, 及び Rv3393タン

パク質 , 並びに NAD 生合成に関連する

Rv3257cとRv3308タンパク質について, pCold

ベクター (TaKaRa社) を用いた大腸菌内での

発現系の構築を行なった. また, pCold ベクタ

ーを用いた系では大腸菌内で可溶性タンパク

質として発現しなかったタンパク質について

は, タグ [トリガーファクター (TF) タンパ

ク質] を付加させた状態での発現系の構築を

行なった. 発現条件を決定した後, FPLC を用

いて SDS-PAGE上で単一バンドになるまで精

製を行なった. TF タグを付加させて発現させ

たタンパク質については, タグを切断する条

件の検討も行なった. 精製したタンパク質に

ついて, HPLCや分光光度計を用いた酵素学的

機能の解析を行なった. 

(2) 標的タンパク質の構造解析 : NADの生合

成において重要な基質の１つであるホスホリ

ボシル二リン酸 (PRPP) の合成に関わる抗酸

菌 (Mycobacterium smegmatis) 由来PRPP合成

酵素における基質結合部位の詳細な構造につ

いて, ドッキングシミュレーションを用いた

解析を行なった. また, その結果についてヒ

ト由来PRPP合成酵素との比較検討を行なっ

た. 

	 さらに, NAD生合成に関連する抗酸菌由来

酵素であるM. avium由来ヌクレオチド加リン

酸分解酵素の立体構造の決定も試みた. 本酵

素は野生型では結晶化が困難であったが, 2次

構造予測でdisorder領域として予想されたN末

部分（約20残基）を削除した変異型を用いる

ことにより, 結晶化を行うことが可能であっ

た. 得られた結晶を用いたX線結晶構造解析

により, M. avium由来ヌクレオチド加リン酸分

解酵素の立体構造を決定した. 

(3) NAD生合成経路の代償的経路の解明 : 抗

結核薬であるピラジナミドを用いた突然変異

誘発によって, pncA 遺伝子が変異した結核菌

の作出を試みた. 
	
４．研究成果	

	 本申請課題では, 上記の研究背景と目的に

基づき, 大別して次の 3つの研究を行った. 

(1) 標的タンパク質の機能解析 : 結核菌由来

Rv0212c, Rv1901c, Rv3199c, Rv3393, Rv3257c, 

及びRv3308タンパク質について, pColdベクタ

ーを用いた大腸菌内での発現を試みた. その

結果, Rv3393, Rv3257c, 及びRv3308タンパク

質については可溶性タンパク質として発現さ

せることが出来た. そこで, Rv3393, Rv3257c, 

及びRv3308タンパク質についてFPLCを用い

た精製とHPLCや分光光度計を用いた機能解

析を行なった. その結果, Rv3393タンパク質

は, アミノ酸配列のモチーフ解析から予想さ

れた通りヌクレオシド加水分解活性を有する

ことを明らかにした. また, Rv3257cとRv3308

タンパク質がホスホマンノムターゼであるこ

とを明らかするとともに, Rv3308タンパク質

はマンノース1リン酸に加えてグルコース1リ

ン酸も基質として利用可能であるのに対して, 

Rv3257cタンパク質はマンノース1リン酸への

基質特異性が非常に高いことを示した. さら

に, Rv3257cタンパク質の至適pHが中性付近

であったのに対して, Rv3308タンパク質の至

適pHは酸性側に偏っていることを明らかに

した. これらのことから, 結核菌の菌体内に

おいてはRv3308タンパク質よりもRv3257cタ

ンパク質がホスホマンノムターゼとして機能

していることが推測された. 

	 一方, Rv0212c, Rv1901c, 及びRv3199cタン

パク質については, pColdベクターを用いた系

では大腸菌内において可溶性タンパク質とし

て発現しなかった (全て封入体として発現し

た). そこで, TFタンパク質を付加させたとこ

ろ, 大腸菌内においてこれらのタンパク質を



可溶性タンパク質として発現させることが出

来た. また, SDS-PAGE上で単一バンドになる

まで精製を行なった. 今後, これらの精製タ

ンパク質を用いることによって, これまで機

能未知であったRv0212c、Rv1901C、及び

Rv3199cタンパク質の機能解析が進むことが

期待される. 

(2) 標的タンパク質の構造解析 : ドッキング

シミュレーションによって , 抗酸菌  (M. 

smegmatis) 由来PRPP合成酵素における基質

との詳細な結合様式を明らかにした. また, 

その結果についてヒト由来PRPP合成酵素と

比較した結果, 抗酸菌由来PRPP合成酵素の立

体構造の全体構造はヒト由来PRPP合成酵素

の立体構造と非常によく似ているが, 基質結

合部位の構造には両酵素の間で差があること

を見出した. 特に抗酸菌由来PRPP合成酵素の

基質結合部にのみヒスチジン残基が存在して

おり, さらにこの残基は基質の結合に大きく

関わっていることが示唆された. したがって, 

本研究課題で得られた知見を基にして抗酸菌

由来PRPP合成酵素のみに働く新規阻害剤の

デザインが可能であることが予想された . 

PPRP合成酵素は新規薬剤のドラッグターゲ

ットの１つとして考えられていることから, 

本研究課題で得られた知見はPRPP合成酵素

を標的とした薬剤の開発に結びつくことが期

待される. 

	 また, 2次構造予測でdisorder領域として予

想されたN末部分（約20残基）を削除した変異

型を用いることによって, NAD生合成に関わ

る抗酸菌由来酵素であるM. avium由来ヌクレ

オチド加リン酸分解酵素の立体構造を決定し

た. 本酵素の全体構造や, 活性中心部位の構

造は結核菌由来ヌクレオチド加リン酸分解酵

素と非常に良く類似していた (右図参照). し

たがって, これまでに本研究代表者が同定し

ている結核菌由来ヌクレオチド加リン酸分解

酵素の新規阻害剤は, M. avium由来ヌクレオチ

ド加リン酸分解酵素の活性も阻害することが

予想された. ヌクレオチド加リン酸分解酵素

は新規薬剤のドラックターゲットの１つとし

て考えられていることから, 本研究課題で得

られた知見は, 結核菌だけではなく非結核性

抗酸菌にも有効な新規薬剤の開発に結びつく

ことが期待される. 

 

 

 

 

(3) NAD生合成経路の代償的経路の解明 : 結

核菌の生育速度が非常に遅いことなどから, 

pncA遺伝子変異株の取得に時間がかかったが, 

ピラジナミドを用いた突然変異誘発によって

ピラジナミドに耐性を示す結核菌を複数取得

することができた. 今後, これらの株を用い

ることによって, 結核菌におけるNAD生合成

経路の代償的経路の解明が進むことが期待さ

れる.  
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