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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、生理活性物質レンチノロールとその標的タンパク質複合体の構造を解析し、そ
の構造情報を基にレンチノロールを分子設計し、標的タンパク質への特異性の向上を目指した。 
：成果： 
1. リコンビナント S-100A11、S-100A13 および S-100A16 を大量発現・精製を行った。 
2. レンチノロールを合成により、大量調整した。 
3. 調整した S100 タンパク質とレンチノロールは完全な S100 タンパク質-wrenchnolol 複合

体を形成させるために、モル比で wrenchnolol 過剰となるように混ぜることで複合体形成
を行い、最濃度 2 mM の S100 タンパク質-wrenchnolol 複合体を得た。 

4. 得られた S100A11-wrenchonolol 複合体溶液は、共結晶作成条件をキットによりそれぞれ
960 種の条件をスクリーニングし、数種類の結晶を作成することに成功した。 

研究成果の概要（英文）： 
The goal of this project is to solve the X-ray structure of wrenchnolol-target-protein complex and to 

obtain a wrenchnolol analogue which has a good potency by structure-based design. 
：Research results： 
1. Three kinds of S100 protein (S100A11, A13 and A16), which are purified as protein 

targets of wrenchnolol, were prepared by using E.coli expression system. 
2. 1 g of wrenchnolol was prepared by chemical synthesis. 
3. The S100 protein-wrenchnolol complex was formed by mixing and incubating on ice for 

30 min, and then concentrated by ultrafiltration. 
4. The initial crystallization conditions for the complex were screened by using crystal 

screening kits. In this screening, several protein crystals were obtained. 
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１．研究開始当初の背景 

タンパク質間相互作用を標的とする薬剤

は、しばしば複数の相互作用を標的すること

から、高い特異性を有する薬剤開発は困難で

ある。本研究では、生理活性小分子化合物レ

ンチノロールと標的タンパク質の複合体構

造解析を行い、その三次元構造情報を基にし

たデザインを行うことで、高い標的特異性を

有する薬剤への改変を目指す。 

２．研究の目的 

タンパク質間相互作用を標的とする薬剤

は、しばしば複数の相互作用を標的すること

から、高い特異性を有する薬剤開発は困難で

ある。レンチノロールにおいても、その標的

タンパク質同定の結果から、ESX－Sur-2 複

合体の相互作用を標的とするだけでなく、

S-100A11－アネキシン I の複合体も標的と

することが明らかになった（未発表）。そこ

で本研究では、レンチノロール－標的タンパ

ク質複合体の構造を解析し、その構造情報を

基にレンチノロールを分子設計し、対象とな

る相互作用（ESX－Sur-2）に、より高い特

異性を有する分子への最適化を目指す。 

３．研究の方法 

X 線結晶構造解析を行うために必要量のリ

コンビナント S-100A11 を大量発現・精製す

る。また、レンチノロールも大量合成により

調製する。得られた S-100A11 とレンチノロ

ールはそれぞれ、レンチノロール過剰になる

ように混ぜ合わせ、終濃度 2 mM の S100-A11

－レンチノロール複合体溶液を調製する。

S100-A11－レンチノロール複合体溶液の共

結晶の作製条件は、スクリーニングキットに

より決定する。得られた共結晶を X線構造解

析することで、レンチノロールの標的タンパ

ク質への結合様式を特定する。続いて、得ら

れた３次元構造情報を基に Structure-based 

Design の手法を用いて、レンチノロールを

Sur-2 に対しての最適化を目指す。 

４．研究成果 

 

 

結晶構造解析を行うために、レンチノロー

ルアフィニティー樹脂により同定した、標的

タンパク質 S-100A11、 S-100A13 および

S-100A16 を大腸菌発現系により大量発現・精

製を行った。また、レンチノロールを合成に

より、大量調整した。調整した S100 タンパ

ク質とレンチノロールは完全な S100 タンパ

ク質-wrenchnolol 複合体を形成させるため

に、モル比で wrenchnolol 過剰となるように

混ぜることで複合体形成を行った。複合体の

形成は、wrenchnolol-S100 タンパク質のＵＶ

吸収をモニタリングすることで行った。複合

体のＵＶ吸収波形は、レンチノロールの UV

吸収波形と S100 タンパク質の UV吸収波形を

それぞれ合算することで予想した。得られた

S100 タンパク質-wrenchnolol 複合体は、限

外ろ過を利用して緩衝液の置換（50 mM 

Tris-HCl (pH. 7.0) containing 1 mM CaCl2）

を行い、最終的に 2 mM の濃度まで S100 タン

パク質-wrenchnolol 複合体を濃縮した。得ら

れた S100A11-wrenchonolol 複合体溶液は、

共結晶作成条件をキットによりそれぞれ 960

種の条件をスクリーニングした。このスクリ

ーニングにより数種類の結晶を作成するこ

とに成功した。しかしながら、Ｘ線結晶解析

が行える良質のタンパク質の結晶を得るま

でには至らず、再度、結晶化条件を検討する

ことで良質の結晶を得られる条件を決定す

る必要がある。今後、良質な共結晶を作製し、

Ｘ線結晶解析により wrenchnolol-S100A11複

合体の共結晶の構造を解く予定である。 
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