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研究成果の概要（和文）：本研究では、アフリカ睡眠病の薬剤標的タンパク質であるトリパノソーマのシアン耐性酸化
酵素(TAO)の構造を阻害剤との複合体構造を含む様々な状態で明らかにすることによって、実用的な薬剤候補となる強
力な阻害剤の開発を目的としており、以下の成果を上げることができた。
TAOの酸化型とアスコフラノン誘導体であるAF2779OHとの複合体構造の構造精密化を終了し、それぞれ2.85, 2.6Å分解
能で明らかにすることができた。このTAOの構造は、膜結合型の二核非ヘム鉄タンパク質としては初めての例である(Sh
iba T et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2013)。

研究成果の概要（英文）：Trypanosoma brucei is the causative agent of human African sleeping sickness (tryp
anosomiasis). The cyanide-insensitive alternative oxidase from T. brucei (TAO) is a membrane-bound diiron 
carboxylate protein which is located on the inner surface of the inner mitochondrial membrane Since TAO is
 absent from the mammalian host it is a promising target for the development of anti-trypanosomal drugs.
I have reported on the first crystal structure of TAO in the presence and absence of an ascofuranone (AF)-
derivative at 2.6 and 2.85 angstrom resolution, respectively (Shiba T et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2
013). The structures reveal a membrane binding region and an active-site containing 4 glutamate and 2 hist
idine residues which are buried in a 4-helix bundle. The binding of the AF-inhibitor results in major conf
ormational changes at the active site.
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１．研究開始当初の背景 
（１）アフリカ睡眠病ともよばれるトリパノソーマ感
染症は、ツェツェバエが媒介する寄生性原虫
Trypanosoma brucei の感染で発症し、毎年約
30,000 人が死亡する。現在、本疾患に対する治
療はあるが、効果も安全性も低いというのが現状
である。特に、病原体が中枢神経系に感染した
疾患後期の患者に対してはほとんど無力である。
原虫の生活環は、ツェツェバエ内にいる昆虫ス
テージとヒトの体内にいる血流ステージに分けら
れ、両者でのエネルギー代謝経路は大きく異な
る。原虫がエネルギー(ATP)を得るためには、
NADH を再酸化する必要があり、その過程でミト
コンドリアの内膜に存在するシアン耐性末端酸
化酵素 Trypanosome Alternative Oxidase (TAO)
が重要な役割を果たしている。我々の研究室で
は、糸状菌の産出するプレニルフェノール化合
物であるアスコフラノンが 0.13 nM という極めて
低濃度で抗トリパノソーマ作用を示し、TAO のユ
ビキノン結合部位を競合的に阻害するということ
を報告している  (Minagawa, N. et al., Mol. 
Biochem. Parasitol. 1997)。  
 
（ ２ ）シアン耐性末端酸化酵素 Alternative 
Oxidase (AOX)は、トリパノソーマや植物等のミト
コンドリアに存在するが、ホストである哺乳類に
は存在しないために抗トリパノソーマのドラッグ
デザインのターゲット分子である。また、AOX は
膜表在型の膜タンパク質であり、二核非ヘム鉄
結合モチーフ(E-X-X-H)を有している。また、呼
吸鎖に関係する複合体のほとんどすべての立
体構造が明らかにされているが、単一サブユニ
ットのAOXに関しては、立体構造の報告は一例
もない。これまで我々は、TAO の立体構造を明
らかにするために、TAO を大腸菌で発現させて、
精製して活性のあるタンパク質の調整を行い
(Kido, Y. et al. Biochim Biophys Acta, 2010)、結
晶化を行って単結晶を得ることに成功し、2.9Å
分解能で X 線回折強度データの収集に成功し
た。(Kido, Y., Shiba, T. et al. Acta Cryst. F, 
2010)。 
 
２．研究の目的 
（１）膜表在型で二核非ヘム鉄を活性部位にも
つ AOX（TAO）は、ユニークな特徴を有しており、
独特の立体構造をしていると考えられている。し
かし、その立体構造が明らかにされておらず、
TAO の構造を高分解能で明らかにすることが第
一目標である。 
 
（２）TAO は、ホストであるヒトには存在せず、トリ
パノソーマが生存するに必須のタンパク質であ
るために、アフリカ睡眠病のターゲット分子であ
る。TAO とアスコフラノン（またはその誘導体）の
複合体の結晶構造が明らかになれば、どのよう
な機構で薬剤が TAO を阻害しているのかという
情報を得ることができ、抗トリパノソーマ薬開発で
製薬の分野にも大きく貢献できると考えている。
そこで、TAO とアスコフラノン（またはその誘導
体）の複合体の高分解能の結晶構造を明らかに

して、その作用機序を明らかにすることを目的と
する。得られた作用機序からさらに強力に TAO
を阻害するような化合物を探索しようと考えてい
る。 
 
３．研究の方法 
（１）TAOの結晶構造解析 

TAOの結晶構造を明らかにするため、TAOの
保持している鉄原子（二核非ヘム鉄）の異常分
散効果を利用した単波長異常分散法（SAD 法）
で初期位相を決定した（分解能：3.2Å）。得られ
た初期位相を ligand-free 型の最高分解能 2.85
Åまで拡張して、得られた電子密度図を用いて
初期モデルの構築を行った。その後、構造の精
密化とモデルの構築を繰り返し行い、結晶構造
を決定することができた。 

 
（２）TAO とアスコフラノン誘導体との複合体の結
晶構造解析 

TAOとアスコフラノンとの複合体を作成しようと
したが、アスコフラノンは水に難溶性であり困難
であった。そこで、より溶解度が高く、阻害能もア
スコフラノンとほぼ同じ誘導体 AF2779OH を用
いて TAO との複合体の結晶構造を分解能 2.6
Åで決定することができた。この AF2779OHは、
トリパノソーマを感染させたマウスの実験で完全
に治癒することができることを確認している。さら
に、他のアスコフラノン誘導体であるコレトクロリ
ン B（CCB）との複合体を 2.3Å分解能で決定す
ることができた。 

 
４．研究成果 
（１）TAOの結晶構造  

TAOの ligand-free型の結晶を 2.85Å分解能
で決定することができた（Rwork / Rfree = 0.192 / 
0.247）。これは、膜結合型の二核非ヘム鉄タン
パク質として初めての報告である (Shiba T, et al. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2013)。TAOは、結晶
中で強固な二量体を形成していた（図 1）。これ
は、ゲル濾過クロマトグラフィーでも二量体の分
子量に相当する位置に溶出される結果と一致し
ており、溶液中でも二量体を形成していると考え
られる。TAO の単量体は、6 本の長い-ヘリック
スと短い 4 本のヘリックスで構成されていた（図
1）。N 末端領域が特徴的な構造をとっており、
一方のサブユニットの N 末端領域が、ダイマー
のもう一方へ伸びていき、肩を組むような形で強
固な二量体を形成していた（図 1）。 

 
（２）二核非ヘム鉄の構造 

6本のヘリックス中で、3と6には、二核非ヘ
ム鉄結合タンパク質に特有のモチーフ配列 
(Glu-X-X-His)が存在し、その中のグルタミン酸
残基 (Glu162, Glu266)が二核非ヘム鉄に配位
していた。それに加えて、ヘリックス 2 と5 に
ある 2 つのグルタミン酸残基 (Glu123, Glu213)
も、二核非ヘム鉄に配位していた。TAO は、膜
結合型の二核非ヘム鉄タンパク質の立体構造と
して初めて決定された。しかし、水溶性の二核
非ヘム鉄タンパク質は、多くの構造が決定され 



図 1. TAOの二量体の結晶構造 
TAOの二量体の構造。サブユニットAをN末端
(青色)からC(赤色)末端までを色分けて示してい
る。サブユニットBはピンク色で示している。下図
は、上図を 90°矢印の方向に回転させたもので
サブユニット Bを表面モデルで示している。 
 
 
ている。TAO では、4 つのグルタミン酸残基だけ
が二核非ヘム鉄への配位に関与しているのに
対して、水溶性の二核非ヘム鉄タンパク質では、
それに加えて 1～2 個のヒスチジン残基が配位
に関与している。しかし、TAOでは対応する 2つ
のヒスチジン残基 (His165 と His269)は、直接は
二核非ヘム鉄と配位しておらず、二核非ヘム鉄
と配位しているグルタミン酸残基 (Glu123, 
Glu213)と水素結合し、二核非ヘム鉄の周辺に
水素結合ネットワークを形成していた。このネット
ワークに関わっているアミノ酸残基は、ほとんど
の種の AOXで保存されていた。 

 
（３）膜結合領域 

TAO は、膜表在型の膜タンパク質であること
がアミノ酸配列から予想されていたが、X線構造
解析によってその詳細が明らかになった。二核
非ヘム鉄への配位に関与していないヘリックス 
1 と4 には、疎水性領域が集中し、その領域
の周りを脂質二重膜のリン酸基と静電的な相互
作用をするのに適した配置に塩基性アミノ酸残
基がとり囲んでいた（図 2）。PPM サーバー 

(Orientations of Proteins in Membranes (OPM) 
database) で TAO がどの程度膜に埋まっている
かを計算したところ、およそ 8.4Åになった。膜と 

図 2. TAOの膜結合領域 
上の図は、赤色の濃さで疎水性の度合いを表し
ている。 下の図は、静電ポテンシャル表面を表
している。青色の領域が正電荷を帯びている(塩
基性アミノ酸)部分で、赤色の領域が負電荷を帯
びている(酸性アミノ酸)部分を表している。 
 
 
の境目には Arg106, Arg143, Arg180, Arg203 と
Arg207が存在し、これらはほとんどの種の AOX
で保存されていた。従って、一般にAOXには二
量体を形成し、へリックス1 と4 に膜結合領域
があり、膜との境界面にはアルギニン残基が配
置して脂質二重膜のリン酸基と相互作用してい
ると考えられる。 

 
（４）TAO-アスコフラノン誘導体結晶の調製 
アスコフラノン (図 3a)のTAOに対する結合様
式を調べるため、TAO-アスコフラノン複合体結
晶の調製を試みた。エタノールに溶かしたアスコ
フラノン溶液を使って、終農度 1 mMのソーキン
グ溶液を調製したがアスコフラノンは水に溶けに
くいため析出してしまった。そこで、アスコフラノ
ンより溶解度の高いアスコフラノン誘導体、 
AF2779OH (図 3b)を 1 mM含むソーキング溶液
に 150 分間ソーキングして複合体結晶を調製し、
液体窒素気流下で凍結後、 SPring-8 の
BL-44XU で分解能 2.6Åのデータを収集した。
AF2779OH は、アスコフラノンとほぼ同じ濃度で
TAO を阻害し (IC50 = 0.48 nM)、トリパノソーマ
に感染したマウスを完全に治癒できることが確認
している。また、別のアスコフラノン誘導体、コレ
トクロリン B (CCB; IC50 = 0.20 nM; 図 3c)との複
合体の結晶構造も 2.3Å分解能で明らかにする



ことができた。 

 
図 3. TAO の複合体の実験に用いた阻害剤  
(a)アスコフラノン(b)AF2779OH(c)コレトクロリン B 
 
 
（５） TAO-アスコフラノン誘導体の結晶構造 

TAO-AF2779OH及び TAO-CCB複合体の結
晶構造は、ligand-free 型構造をモデル分子にし
た分子置換法で決定した。 TAO-AF2779OH で
は、分解能 30-2.6Å、 Rwork / Rfree = 0.214 / 
0.256,TAO-CCBについては、分解能 30-2.3Å、 
Rwork / Rfree = 0.185 / 0.227まで構造精密化でき
た。 
アスコフラノン誘導体は、二核非ヘム鉄結合
部位近傍にある疎水性ポケットに結合していた
(図 4)。アスコフラノン誘導体の芳香族環は,疎水
性アミノ酸である Leu122、Leu212、Ala216 や
Tyr220 に囲まれ、2 位の OH 基は Arg118 と
Thr219 が水素結合していた。イソプレン単位か
ら成る tail 領域は、Cys95、Arg96、Glu215 と相
互作用し、1’の位置で約 90度折れ曲がって、ヘ
リックス1 と4の間にある疎水性ポケットに結合
していた (図 4)。AF2779OH と CCBは、ほぼ同
じ様式でTAOに結合しているが、分解能が高い
TAO-CCB 複合体では、二核非ヘム鉄に結合し
ている OH-イオンの電子密度をはっきりと確認す
ることができた (OH-イオンの存在は、分光学的
研究から示唆されている)。また、複合体を形成
することにより、二核非ヘム鉄への配位結合様
式が ligand-free 型に比べて大きく変化していた。
Ligand-free型では、二核非ヘム鉄に 4つのグル
タミン酸 (Glu123, Glu162, Glu213 と Glu266)
が配位していたが、アスコフラノン誘導体との複
合体では、二核非ヘム鉄と His165 の位置関係
が大きく変化し、His165 も二核非ヘム鉄に配位
していた。Cys95 を除き、アスコフラノン誘導体と
相互作用している TAO のアミノ酸残基は、ほと
んどすべての種の AOX で保存されていること、
これらのアミノ酸残基を別のアミノ酸に置換した
TAO変異体 (R118A, R118Q, L122A, L122N, 
E215A, A216L, A216N, T219V と Y220F) は酵
素活性を失ったことから、これらのアミノ酸残基

が酵素反応や基質認識に関与していると考えら
れる。 

 
図 4. TAO と阻害剤の複合体構造 

TAO-AF2779OH複合体構造。AF2779OHは膜
と相互作用しているヘリックスα1 とα4の間にあ
るチャネルに結合している。点線内は、結合部
位の拡大図を示しており、二核非ヘム鉄に配位
しているアミノ酸残基は緑色、AF2779OH の芳
香環と相互作用しているアミノ酸残基は黄色、イ
ソプレノイド鎖と相互作用しているアミノ酸残基
はシアンで示されている。 
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