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研究成果の概要（和文）：近年、次々と新しい薬剤耐性病原菌が発生している。その対策として、新規なメカニ
ズムによる抗生物質の開発が強く求められているが、その研究の過程ではヒトへの副作用が問題となる。本研究
では、呼吸鎖複合体というヒトにも保存されたタンパク質でありながら、病原菌特異的な阻害剤を合理的に探索
する方法を発見し、最終的には、薬剤耐性淋菌に対して殺菌作用を持つ特異的抗菌薬の発見に至った。

研究成果の概要（英文）：In recent years, there has been a rapid emergence of drug-resistant 
pathogens. As a countermeasure, the development of antibiotics with new mechanisms is strongly 
demanded. However, the issue of adverse effects on humans has become a concern. In this study, we 
developed a rational method to identify pathogen-specific inhibitors that target the respiratory 
chain complex, which is conserved in humans. Finally, we demonstrated the antimicrobial effect 
against a clinically isolated super-resistant gonococci. 

研究分野： タンパク質機能構造解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、病原菌では創薬標的として期待が高い呼吸鎖酵素を標的としており、その成果は、学術的のみなら
ず、医療や産業への展開が期待できる。さらに、髄膜炎菌/淋菌酵素でも特異的な阻害剤を発見し、これが薬剤
耐性淋菌に対して殺菌作用を持つことを示したことは、申請者の仮説を実証する内容である。以上の結果を論文
としてまとめ発表した (Nishida et al. Nature commun., 2022)。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 創薬対象となるヘムタンパク質に対する新規抗菌剤開発の可能性 
病原菌の薬剤耐性(AMR)は世界保健の重要課題であり、その対策として新規メカニズムによる
抗菌薬の開発は必須である(図 1)。近年、新たな抗菌薬の標的として呼吸鎖酵素が注目されてい
る (MBio., 2014;8:e00272-17-11)。しかし、多くは基質競合阻害であり、交叉反応によるヒトへ
の重篤な副作用が問題となっている (Commun. Biol., 2020;3:1-10)。つまり、創薬標的となるよ
うな重要な生理機構はヒトにも保存されており、抗菌薬開発ではヒトへの副作用がボトルネッ
クとなる。 
 
(2) 薬理学におけるアロステリックな活性調節部位の優位性と課題  
酵素の活性部位の構造は基質の形に制限されるため、基質が同じ酵素は類似する基質結合部位
を持つが、アロステリック活性調節部位は酵素により異なる。このため、基質競合阻害による薬
剤とは異なり、アロステリック反応機構による薬剤は特異性が高く副作用が少ないことが期待
される。しかし同時に、その研究は系統的なアプローチが困難となり、標的タンパク質個々の探
索を必要とする。また、多数のタンパク質の立体構造が決定され、計算生物科学的技術が発達し
てきたにも関わらず、未だアロステリック活性調節部位の発見やその機構解明は非常に困難で
あり、創薬手段としては実用的ではなかった (Suel et al., Nat. Struct. Biol. 2003、Lu et al., J. 
Med. Chem. 2019)。 
 
(3) 呼吸鎖で働くヘムタンパク質の新規アロステリック活性調節部位の発見  
シトクロム c 酸化酵素 (CcO: cytochrome c oxidase) はミトコンドリア内膜の呼吸鎖で働くヘ
ムタンパク質 (ヘム構造によって鉄原子を維持するタンパク質) である。CcO は、「シトクロム 
c から供与された電子による酸素の還元」 と 「ミトコンドリア膜外へのプロトン輸送」 を共
役する。この反応で形成される膜内外のプロトン濃度勾配は ATP 合成酵素の駆動力となる。 
 1930 年台の David Keilin による CcO の同定以降、X 線結晶構造解析や分子動力学計算な
どを含む多岐に渡る研究手法によりその反応機構の理解は進んできた (Yoshikawa et al., Chem. 
Rev. 2015、Sharma et al., PNAS. 2017)。しかし、CcO の活性を自在に調節する方法は未だ存
在せず、創薬展開可能なアロステリック部位や活性調節化合物は見つかっていなかった。申請者
は、これまでに独自の de novo スクリーニングにより CcO の新規アロステリック阻害剤を発
見してきた。さらに CcO と新規阻害剤の複合体構造の決定に成功することで、CcO の新規な
アロステリック活性調節部位を発見した。続いて、この活性調節部位を形成するヘム周囲の立体
配座が、アミノ酸配列の相同性が低い他のヘムタンパク質においても見出される事実を新たに
発見し、“ヘムタンパク質に普遍的なアロステリック活性調節機構が存在する” という仮説から
本研究立案に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
“申請者が mtCcO で見出したアロステリーは、アミノ酸配列や機能は異なる他のヘムタンパク
質においても普遍的に保たれている” という仮説に基づき、ランダムスクリーニングとは異なる
合理的な手法でバクテリアのヘムタンパク質阻害剤を探索する。これよって、“ヘムタンパク質
に普遍的なアロステリック部位の存在” を証明し、これを利用したヘムタンパク質を標的とす
る新規抗菌剤を開発する。 
 
 
３．研究の方法 
 
基質や機能が異なるヘムタンパク質である大腸菌ユビキノール酸化酵素 (Eco UqO) とナイセリ
ア菌一酸化窒素還元酵素 (Nme qNOR) を対象に以下の研究を行った。 
 
(1) バクテリア酵素特異的な阻害化合物の探索 
mtCcO の新規アロステリック阻害剤を query として in silico 化合物構造展開を行い、申請者
が仮定する “ヘムタンパク質に普遍的なアロステリック活性調節部位” に結合することが期待
できる自作のカスタム化合物ライブラリを作製した。Eco UqO、並びに、Nme qNOR を単離精製
し、その化合物ライブラリをスクリーニングすることで、バクテリア酵素特異的な阻害化合物の
探索をおこなった。 
 
(2) バクテリア酵素と阻害剤との複合体構造解析 



阻害剤結合部位を検証すること、および、構造学的に機能調節機構を解明するために、クライオ
電子顕微鏡を用いた単粒子解析によって Eco UqO、および Nme qNOR と阻害剤との複合体構造
の決定を目指した。 
 
(3) 変異体解析、並びに、分光学的手法による反応調節機構の解明 
阻害剤による阻害効果の原理を解明するために、変異体解析、並びに、stopped-flow 分光測定
による反応速度論解析をおこなった。 
 
(4) 抗菌剤への応用 
得られた阻害剤を用いて、大腸菌、および、淋菌や薬剤耐性淋菌への抗菌薬としての効果を調べ
た。並行して、ヒト細胞への影響を調べることで、ヒトへの副作用の検証をおこなった。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) バクテリア酵素特異的な阻害化合物の発見 
mtCcO 阻害剤を基にしたカスタム化合物ライブラリに対するスクリーニングの結果、Eco UqO、
Nme qNOR いずれにも複数の阻害剤が得られ、Eco UqO では IC50 10 µM、Nme qNOR では IC50 1µM
以下の阻害効果を示した。さらに、各酵素に対するクロス反応性を調べたところ、仮説通り、
mtCcO だけでなく、他のバクテリア酵素にも作用しない、各々に特異的な阻害剤の発見に至った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) バクテリア酵素と阻害剤との複合体構造決定 
得られた Eco UqO 特異的阻害剤 N4 と
Nme qNOR 阻害剤 Q275 を用いて、それぞ
れの酵素との複合体構造の決定を試み
た。クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子
解析の結果、Eco UqO では 2.9Åの分解能
で (PDB 7XMD)、Nme qNOR では 1.9Åの分
解能で (unpublished) 複合体構造を決
定した。これによって、いずれにおいても
阻害剤結合部位は、mtCcO のアロステリッ
ク部位と同じ位置であることを証明し
た。 
 
(3) 新規阻害機構の解明 
mtCcO、Eco UqO、Nmr qNOR はそれぞれに
異なる基質や構造を保つが、本研究で発
見した阻害剤による効果が本当に保存さ
れたものであるかどうかを調べた。mtCcO
では阻害剤の結合が酸素パスを狭窄する
結果が示されていたため、Eco UqO の酸素
パスにアミノ酸変異を導入し、阻害剤効
果への影響を調べたところ、変異の導入
により阻害剤の効果が減弱するものが得



られた。また、mtCcO と同様の stopped-flow 実験でも binuclear center への酸素の結合が遅
延する結果が得られた。これにより、バクテリア酵素にも mtCcO と同様のアロステリック機構が
保存されていることを示した。 
 
(4) 薬剤耐性菌にも有効な特異的抗菌薬の発見 
最後に、Nme qNOR 特異的なアロステリック阻害剤で
ある Q275 がリン菌そのものに抗菌活性をもつかど
うかを調べた。ここでは、野生型のリン菌と、スー
パー耐性淋菌としての感染拡大が始まっているセ
フトリアキソン耐性株を用いた。結果として、Q275
は野生株、薬剤耐性株両方に抗菌作用を示しまし
た。加えて、この効果は一酸化窒素条件下でのみ見
られたことから、この殺菌効果がまさしく NOR を標
的としており、ノンスペシフィックな効果ではないことも示した。また、Q275 は mtCcO を阻害
しないが、ヒト細胞の呼吸には影響を与えず、また、ヒト細胞の増殖にも影響がないことも示し
た。 
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