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研究成果の概要（和文）：本研究では、アフリカトリパノソーマ症を引き起こすT. bruceiのミトコンドリアに
局在し、ATPと酢酸生産の他にCoAの再利用に直接関わる、Acetate:succinate CoA Transferase / Succinyl-CoA
 synthase (ASCT/SCS)サイクルの大量調整、in vitro 再構成、生化学的解析、結晶構造解析と阻害剤探索を行
った。T. bruceiのASCT/SCSサイクルは、酸化的リン酸化のATP合成酵素より高いATP生産能を保有（Kcat=202 
s-1）する。また、ASCTは4量体であり、SCOTとは構造も機能も異なる事を世界で初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Trypanosoma brucei produces acetate (Ace) in mitochondria by two different 
enzymes: acetyl-CoA (ACoA) hydrolase or acetate:succinate CoA-transferase (ASCT). Under 
physiological condition, ASCT transfers the CoA from ACoA to succinate (Suc) to form Ace and 
succinyl-CoA (SCoA), which is consequently converted back to Suc by SCoA synthase (SCS) with net 
production of 1 mol of ATP per mol of ACoA in a process named ASCT/SCS cycle. So far, no biochemical
 information for ASCT family of CoA-transferase is reported. In this project, an over-expression 
system and purification of active TbASCT together with a novel sensitive method to measure ASCT 
activity have been developed. Purified TbASCT obeys Michaelis-Menten kinetics with Kcat of 202 ATP 
per second and show high affinity for ACoA (Km = 47 μM) than succinate (9.86 mM). A method for 
in-gel ASCT activity staining was developed showing evidence that TbASCT is active as homotetramer 
which was consistent to the crystal structure.

研究分野： 寄生虫学(含衛生動物学)
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生物は他の生物と深い関わりを保ちつつ

生存している。寄生現象もこの様な関係のひ
とつと考えられ、自由生活型の祖先から出発
し、寄生生活に移行してからの進化の過程に
おいて宿主内の環境に適応し、宿主特異性や
臓器特異性をそなえた種々の寄生虫が成立
したと考えられる。この点から寄生虫は真核
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。研究
代表者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
いて多様な経路が機能して環境の変化に対
応し、酢酸が最大の最終代謝産物である事か
ら酢酸発酵が寄生虫のエネルギー代謝経路
において重要な経路の一つである事が判っ
てきた。 
宿主のミトコンドリアでは、呼吸鎖複合体

I～V（CI～CV）による酸化的リン酸化によっ
て ATP が合成され（図 1）、最終代謝産物とし
て二酸化炭素と水が産生・排出される。しか
し、嫌気的な環境で生育する寄生虫（表 1）
が有する嫌気的ミトコンドリア(AM)、または
ミトコンドリア様オルガネラ（MRO）では TCA
回路や酸化的リン酸化が消失または不完全
な状態であり、ATP生産は Acetate:succinate 
CoA Transferase (ASCT) と Succinyl-CoA 
synthase (SCS)に構成される ASCT/SCS サイ
クルによる、基質レベルのリン酸化に依存す
る（図 1）。さらに、ミトコンドリアとは異な
り、AM や MRO の主な最終代謝産物として酢酸
が挙げられ、ATP と酢酸は ASCT/SCS サイクル
により生産されると考えられている（図 1）。
すなわち、1 分子のグルコースが解糖系によ
り 2 分子の ATP と 2 分子の Acetyl-CoA が生
成され、ミトコンドリアの ASCT/SCS サイク
ルによって、さらに 2分子の ATP が生成され
る。このサイクルは寄生虫に留まらず、AM や
MRO を有する真核生物で広く保存され、酸素
量が限られている宿主内などの環境に適応
するために重要なエネルギー代謝の一つで
あり、ATP の供給以外に、CoA の再利用や脂
質合成に必要な酢酸も産生する（図 1）非常
に効率が良い経路である。 
ASCT は 1型 CoA 転移酵素に属し、さらにサ

ブファミリー1A、1B 及び 1C に分類される（表
1）。しかし、ASCT は不安定である上に活性測
定が困難なため生化学的解析は行われてお
らず、事実上 ASCT/SCS サイクルとして機能
する直接的な証拠は存在しない。ASCT/SCS サ
イクルの特異的な阻害剤も存在しないため、
生理機能解析に有用であるケミカルバイオ
ロジーの手法を用いる事も不可能である。研
究代表者はこれまで Trypanosoma brucei 

brucei の ASCT/SCS サイクルの研究を行って
きた。そして、世界で初めて組換え ASCT を
大量発現及び大量精製する系を確立した。こ
の精製 ASCT を用いた ASCT/SCS サイクルの解
析や ASCT が保存されている様々な寄生虫の
薬剤開発に対し、国内外から大きな期待が寄
せられている。 

 
２．研究の目的 
本研究では寄生適応に重要な役割を果た

す ASCT/SCS サイクルの分子機構解明と特異
的阻害剤の創出を目的とする。 
研究代表者が独自に構築した系を用いて、

各 ASCT サブファミリーの大量発現・精製を
行い、「ASCT/SCS サイクル」の in vitro再構
築と詳細な生化学的解析を行う。最低 1種類
の ASCT の立体構造を決定し、その分子構造
を明らかにする。そして、オープンアクセス
の「化合物ライブラリー」を用いて HTS を行
い、ASCT/SCS サイクルの特異的阻害剤を 2種
類以上創出する。さらに、ASCT の変異体や阻
害剤を用いて生化学的解析を行い、酵素の反
応・阻害メカニズムを明確にする。 
 
３．研究の方法 
ASCT の分子構築と生理機能。 
 研究代表者らはこれまでに大腸菌を用い
た T. b. bruceiの組換え ASCT の発現系と高
純度の ASCT が mgオーダーで精製できる系を
確立し、実際に精製された ASCT の酵素活性
を測定して酢酸と Succinyl-CoA が生成され
る事を確認している（論文投稿中）。 
研究代表者等はこれまで ASCT サブファミ

リー1A のモデルとして T. b. bruceiの ASCT
を用いて研究を行ってきた。本研究では他の
サブファミリーのモデル生物として 1B から
は Ascaris suum、1C からは Trichomonas 
vaginalisを用いた（表 1）。阻害剤の特異性
を検討するために、TbASCT と 50%程度の同一



性をもつヒトの Succinyl-CoA Transferase 
(SCOT)を用いた。具体的には、TbASCT で構築
した系を AsASCT、TvASCT 及び SCOT に適用し、
大腸菌を用いた組換え酵素の大量発現及び
精製を試みた。 
ASCT の結晶化。 
精製 ASCT を用いて、順次結晶化条件のス

クリーニングを行った。具体的には Hampton 
Research や JENA Bioscience 等の市販の結
晶化スクリーニングキットを使用し約 5,000
条件をスクリーニングし、結晶化温度は当研
究室で実績がある 4℃と 20℃で行った。得ら
れた結晶は、京都工芸繊維大学の原田繁春教
授の協力を得て、Spring-8 と Photon Factory
の大型放射光施設でX線回折データを測定し、
結晶構造を決定した。また、ASCT のみを阻害
する化合物を見出したため、ASCT との共結晶
化を試みた。 
in vitro「ASCT/SCS サイクル」の再構成実験。 
SCSはASCTとは逆に種間において保存性が

極めて高い。そのため、「ASCT/SCS サイクル」
の再構成実験には入手が可能な大腸菌由来
のSCSを使用した。この系を用いて「ASCT/SCS
サイクル」を反応させ、ATP の定量（ルシフ
ェラーゼアッセイ）、酢酸の定量（アセチル
キナーゼ・ピルビン酸キナーゼ・乳酸脱水素
酵素アッセイ）及び CoA を定量し（イールマ
ン試薬）、化学量論的解析を行った。 
ASCT の活性部位変異体の解析。 
他の生物のCoA転移酵素の一次構造との比

較から予想される基質結合に関わるアミノ
酸残基に部位特異的変異を加え、その組換え
酵素の活性や基質に対する感受性の変化を
調べた。その結果から ASCT の CoA 転移反応
機構の解析を行った。 
ASCT の生化学的解析。 
「ASCT/SCS サイクル」の再構成系を用いて

各 ASCT の生化学的解析を行い、基質である
コハク酸とアセチルCoAの Kmや Vmaxといった
基本的なパラメータを決定した。さらに、側
鎖の異なる CoA ドナーを用いて「ASCT/SCS サ
イクル」活性を測定し、ASCT 間での基質特異
性を明らかにした。A. suum など他生物の
ASCT はアセチル CoAの他にプロピオニル CoA
も基質とし、酢酸の他にプロピオン酸の産生
にも関わると考えられている。共同研究者で
ある Frédéric Bringaud 博士が行った T. b. 
bruceiのメタボローム解析の場合、最終代謝
産物としてプロピオン酸は検出されない。そ
のため、ASCT 間の基質特異性を調べることは、
他生物において ASCT が酢酸以外に他の最終
代謝産物の産生に関わるかが明確となり、そ
の機能が分子進化学的な観点からどの程度
保存されている情報も得られる。さらに、機
能や構造が類似していると考えられてきた、
1A型ASCTとSCOTの生化学的パラメータを比
較する事によってお互いの性質を明確にし
た。 
「ASCT/SCS サイクル」の阻害剤探索。 
「ASCT/SCS サイクル」阻害剤探索のために、

HTS 系を構築した。まず、「ASCT/SCS サイク
ル」が生産する ATP、酢酸と CoA のうち、ど
れを検出する方法がHTSに適しているかを検
討した。阻害剤の探索には、当研究室が保有
するライブラリーと Medicine for Malaria 
Venture が無償で提供する Pathogen Box を用
いた。HTS の一次スクリーニングとして、
「ASCT/SCS サイクル」を各化合物終濃度 10 
µM 存在下で 50 %以上阻害するものをヒット
とした。二次スクリーニングではヒット化合
物の SCS のみに対する阻害活性を検討し、
ASCT/SCS サイクルの標的酵素を明らかにし
た。ヒット化合物に関しては、ヒト SCOT に
対しても阻害効果を検討し、選択性を同定し
た。 
 
４．研究成果 
微小環境で生育する寄生虫が有する嫌気

的ミトコンドリア(AM)、またはミトコンドリ
ア様オルガネラ（MRO）では TCA 回路や酸化
的リン酸化が消失または不完全な状態であ
り、ATP 生産は ASCT と SCS で構成される
ASCT/SCS サイクルによる基質レベルのリン
酸化に依存する。さらに、ミトコンドリアと
は異なり、AMや MRO の主な最終代謝産物とし
て酢酸が挙げられ、ATP と酢酸は ASCT/SCS サ
イクルにより生産されると考えられている。
このサイクルは寄生虫に留まらず、AMや MRO
を有する真核生物で広く保存され、低酸素環
境に適応するための重要なエネルギー代謝
の一つである。また、ATP の供給以外に、CoA
の再利用や脂質合成に必要な酢酸を産生す
る高効率な経路である。 
ASCT の分子構築と生理機能。 
本研究では TbASCT で構築した発現系を用

いて、大腸菌発現用にコドン最適化した
AsASCT、TvASCT 及びヒト SCOT の発現・精製
を試みた。AsASCT 及び TvASCT の発現は認め
られなかったが、ヒト SCOT に関しては発現・
精製する事が出来た。 
ASCT の結晶化。 
精製した TbASCT を用いて結晶化条件のス

クリーニングを行った結果、JENA Bioscience
の Wizard Screen II-44 条件で、針状結晶の
クラスターを得た。さらに結晶化条件の沈殿
剤種類、濃度、温度を最適化し、最終的に
TbASCT の単結晶を得る事が出来、3.1Å分解
能で構造を決定した。 
ヒト SCOT に関しては、TbASCT と同様に結

晶化条件のスクリーニングを行い、JENA 
Bioscience の Wizard Screen I-28 条件で単
結晶を得、3.0Å分解能で構造を決定した。 
TbASCT 及びヒト SCOT の結晶構造を用いて

比較解析を行った結果、TbASCT が 4 量体であ
るのに対しヒト SCOT は 2 量体であった（図
２）。また、Blue-Native PAGE を行い、世界
で初めて ASCT の活性染色を開発し、TbASCT
は溶液中でも4量体である事を明らかにした
（図３）。 



in vitro「ASCT/SCS サイクル」の再構成実験。 
これまで、ASCT の活性を検出するためには

RIラベルしたアセチルCoAを用いる方法しか
報告されていない。しかし、この方法は ASCT
反応の生成物をカラムを用いて精製するた
め感度も低く、HTS に適応は出来ない。その
ため、研究代表者はバクテリア由来の SCS と
TbASCT を用いて ASCT/SCS サイクルの再構築
実験を行い、新しい ASCT 活性測定法を開発
した。その結果、ASCT/SCS サイクルの生成物

である酢酸、ATP、CoA のうち、イールマン試
薬を用いたCoAの検出が、最もコストが低く、
感度も高く、測定が容易であった。この系を
用いて化学量論的解析を行うと、アセチル
CoA とコハク酸 1 分子ずつから、酢酸、CoA
と ATP が 1分子生成されることを明らかにし
た。 
ASCT の活性部位変異体の解析。 
結晶構造から基質結合部位と推測出来る

ポケットと酢酸：コハク酸が活性部位へアク
セスするトンネルの存在が浮かび上がった。
そこで、各部位の点変異を作成し解析を行っ
た結果、ASCT/SCS サイクル活性には ASCT の
E319 及び L377 が必須である事を明らかにし
た（図４）。 

 
ASCT の生化学的解析。 
本研究で開発した「ASCT/SCS サイクル」の

再構成系を用いて TbASCT の生化学的解析を
行った。その結果、最適温度は 30℃で最適
pH は 7.2 であった。また、基質であるコハク
酸とアセチル CoA に対する Kmと Vmaxが、順に
9.86 及 び 0.047 mM と 233 及 び 151 
µmol/min/mgタンパク質であり、アセチルCoA
に対し極めて親和性が高かった。 
さらに、反応速度論解析も行い、ASCT は

Ping-Pong Bi-Bi の反応機構を用い、アセチ
ルCoAと反応した後にコハク酸と反応する事
を明らかにした。 
また、化学量論的視点から考えると、

ASCT/SCSサイクルは1秒間当たり約200個の
ATP 分子を産生し、酵母の ATP 合成酵素（Kcat 
= 120 s-1）より ATP 生産能力が高い事を明ら
かにした。 
通常 ATP 合成酵素は酸素に依存するため、

酸素濃度が低い宿主体内では ASCT/SCS サイ
クルが主なATP生産源である事が推測された。
この結果は、フランスの共同研究者による
ASCT または ATP 合成酵素（Fo サブユニット）
のノックダウン（RNAi）とオリゴマイシン
（ATP 合成酵素の特異的阻害剤）を用いたケ
ミカルバイオロジーの詳細な解析により確
認された。 
「ASCT/SCS サイクル」の阻害剤探索。 
最後に、ASCT/SCS サイクルを用いた HTS 系

を開発し、当研究室が保有する抗寄生虫薬や

図２： TbASCT（上）は 4 分子（Chains A、
B、C、D）、ヒト SCOT（下）は 2分子（Chains 
A、B）から構成されている事が結晶構造
解析により明らかになった。 

図４：TbASCT の活性部位周辺残基の変異
体解析。活性が著しく低下する E319 及び
L377 変異体を矢印で示してある。 

図３： TbASCT の SDS-PAGE（左）。
Blue-Native PAGE 後の TbASCT の活性
染色（右）。 



エネルギー代謝経路阻害剤ライブラリーと
MMVが無償で提供する Pathogen Box を用いて
スクリーニングを行った。 
スクリーニング系の Z’-factor は平均で

0.91 であり、極めて良い HTS 系であった。ス
クリーニングの結果、当研究室が保有するラ
イブラリーと Pathogen Box からヒット化合
物を合計 2種類見出した。さらに、ヒット化
合物が SCS と SCOT 共に活性を阻害しなかっ
たことから、ASCT 特異的な阻害剤である事を
明らかにした。見出した阻害剤と ASCT の共
結晶化を試みたが、良質な共結晶は得られな
かった。 
本研究で見出したヒット化合物は T. b. 

brucei及び T. b. rhodesienseの増殖を 0.6
及び 0.2 µM (IC50) で阻害した事から、ASCT
は有望な創薬標的で有る事が示された。 
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