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研究成果の概要（和文）：本研究は、アフリカ睡眠病の薬剤標的であるトリパノソーマのシアン耐性酸化酵素
(TAO)とグリセロールキナーゼ(TGK)とリード化合物との複合体の結晶構造を明らかにし、より実用的な薬剤候補
となる阻害剤の開発を目的とし、以下の成果を上げることができた。
新規のTAO阻害剤フェルレノールとTAOとの複合体の結晶構造を2.7Å分解能で決定した。またTGKの新規阻害剤
GK-17bを見出した。この化合物はTAOも同程度の強さで酵素反応を阻害する。

研究成果の概要（英文）：The trypanosome cyanide-insensitive alternative oxidase (TAO) and 
trypanosome glycerol kinase (TGK) are drug targets for human African sleeping sickness. In this 
study, I determined the crystal structures of TAO and TGK in complex with its lead compounds to make
 more potent drug. The crystal structure of TAO in complex with its new inhibitor, ferulenol was 
determined at 2.7 Å resolution. I found GK-17b which is a novel inhibitor of TGK. In addition, this
 compound inhibits TAO enzymatic activity with comparable strength.

研究分野：構造生物化学

キーワード： トリパノソーマ　顧みられない熱帯病　エネルギー代謝　二核鉄タンパク質　膜表剤型タンパク質　ア
スコフラノン　X線結晶構造解析

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（1）アフリカ睡眠病 (眠り病)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

も低いことから、新規薬剤の開発が急務であ

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。血流ステージでは、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 Trypanosome 

Alternative Oxidase (TAO) が末端酸化酵素と

して重要な役割を果たしている。この TAO

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、

原虫は TAOが阻害されて解糖系で ATPの生

産ができなくなると、原虫特異的なオルガネ

ラであるグリコソーム内のグリセロールキ

ナーゼ (TGK)がグリセロール -3-リン酸と

ADPから ATPを生産するので、TGKもアフ

リカ睡眠病の薬剤標的になる。私は、これら

の 2つの酵素を標的にアフリカ睡眠病の新薬

開発に向けた構造生物学的研究を進めた。 

（2）アフリカ睡眠病の薬剤標的酵素である

Trypanosome Alternative Oxidase (TAO)単体の

結晶構造とその強力な阻害剤であるアスコ

フラノン誘導体(AF2779OH, CCB)の結晶構造

はすでに報告済みである(Shiba, T. et al. PNAS 

2013)。また、トリパノソーマのグリセロール

キナーゼ(TGK)についても、Ligand-free 型の

結晶構造はすでに解析している。 

（3）TGK の新規阻害剤の探索を行ったとこ

ろ、inh-7(GK-17)を見出した(IC50 = 100 nM for 

TGK)。また、この化合物は、TAO も阻害す

ることが分かっている(IC50 = 900 nM for 

TAO)。TAOと TGKの両酵素は、全体構造や

触媒する反応も全く異なるために、どのよう

に inh-7 が両酵素を阻害しているのか、興味

がもたれるところである。 

２． 研究の目的 

(1) アスコフラノンとは違った骨格をもった

TAO の新規阻害剤であるフェルレノール(IC50 

= 3.5 nM for TAO)の TAOの阻害機構を解明

するために、TAO-フェルレノール複合体の結

晶構造を明らかにする。このフェルレノールは、

アスコフラノンやその誘導体に比べて合成の

過程が少なくでき、安価に合成できるので、薬

剤候補としては有用である。 

(2) アフリカ睡眠病のもう一方の薬剤標的の

TGKと ligand-free型や様々な基質や生成物と

の複合体に結晶構造を明らかにして、TGKの

酵素反応機構を明らかにする。 

(3) TGK の新規阻害剤である inh-7(GK-17)と

TGK の阻害様式を調べるために、TGK-inh-7

複合体の結晶構造を明らかにする。また、所

有するキノン系の阻害剤ライブラリーや市

販の化学物質から inh-7 よりも TGK や TAO

を強く阻害する化合物を見出す。 

(4) Inh-7 は TGK の阻害剤として見出された

が、TAOも阻害することが分かっているので、

Inh-7-TAO の複合体の結晶構造を明らかにし、

なぜ、inh-7が全体構造や触媒する反応が全く

異なる二つの酵素を阻害する理由を明らか

にする。 

３． 研究の方法 

(1) TAO-フェルレノール複合体の結晶構

造の決定 

リコンビナントの TAOの培養・精製法・結

晶下法は、すでに確立されている方法を用い

て TAOの結晶を作成する(Kido Y et al. Acta 

Cryst. F, 2010)。5 mMのフェルレノールを

含むクライオプロテクタント(安定化溶液)

に TAO の結晶を浸し(soaking)、TAO-フェ

ルレノール複合体の結晶を作成して、

SPring-8 の放射光を利用して、X 線回折強



度データを収集して、構造解析を行う。 

(2) TGKの結晶構造の決定し、その反応メ

カニズムを解明 
リコンビナントの TGK の培養・精製法・

結晶下法は、すでに確立されている方法を用

いて TGKの結晶を作成する(Balogun EO, et 

al. Acta Cryst. F, 2010)。様々な基質(グリセロ

ール、ADP)や生成物(グリセロール-3-リン酸)

との複合体に結晶構造を明らかにして、TGK

の酵素反応機構を明らかにする。 

(3) TGK-inh-7複合体の結晶構造解析 

TGK-inh-7 複合体の結晶を soaking 法によ

り作成し、SPring-8, KEK-PFなどの放射光を

利用して、複合体の結晶構造を明らかにする。

また、得られた複合体の結晶構造を参考に、

所有するキノン系の素材剤ライブラリーや

市販の化学物質から inh-7よりもTGKやTAO

を強く阻害する化合物を見出す。 

(4) TAO-inh-7複合体の結晶構造解析 

TAO-inh-7複合体の結晶を soaking法により

作成し、SPring-8, KEK-PFなどの放射光を利

用して、複合体の結晶構造を明らかにする。

TGK-inh-7 及び TAO-inh7 複合体の結晶構造

から、inh-7の両酵素への作用機序についての

情報を得る。 

４． 研究成果 

(1) TAO-フェルレノール複合体の結晶構

造 

TAO のフェルレノール複合体の結晶構造

を 2.7Å分解能で決定することができた（Rwork / 

Rfree = 0.192 / 0.249）。フェルレノール(図 1a)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 2)。この結合部位は、アフ

コフラノン誘導体の結合場所とほぼ同じである。

フェルレノールの芳香族環は,疎水性アミノ酸で

ある Leu122、Leu212、Ala216 や Tyr220 に囲ま

れ、2位のケト基の酸素原子は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 2)。この水素結合と tail領域の折れ曲がり

は、アスコフラノン誘導体と同じ様式である。フェ

ルレノールは、アスコフラノンやアスコフラノン誘

導体と比較して、合成ステップが少なく、安価で

合成できるために薬剤候補としては有望であ

る。 

図 1. TAOのアスコフラノン認識様式 

また、TAO-アスコフラノン (図 1b)複合体の結

晶構造を 2.8Å分解能で決定することができた

（Rwork / Rfree = 0.186 / 0.261）。アスコフラノンでは、

十分な動物実験が行われており、薬剤としての

効果は実証済みである (Yabu, Y. et al., 

Parasitol. Int. 2003; Yabu, Y. et al., Parasitol. 

Int., 2006) 。

 

図 2. (a) フェルレノールと(b)アスコフラノンの構

造式 

(2) TGKの反応メカニズム 

TGK と様々な基質や生成物との複合体の

結晶構造を明らかにした。解析した分解能

はそれぞれ、TGK (ligand-free)： 2.9Å , 

TGK-Glycerol：2.4Å , TGK-ADP：1.9Å , 



TGK-Glycerol-3-phosphate：2.7Åである。 

TGKの全体構造は、2つのドメインで構成

されており、ドメイン間のクレフトに基質

が結合する活性部位が存在する(図 3)。それ

らの結晶構造から推測される酵素反応メカ

ニズムを提唱した (Balogun EO, et al. Mol 

Microbiol.,2014) 。

 

図 3. TGK とグリセロールの複合体の結晶

構造 

(3) TGK-inh-7複合体の結晶構造 

inh-7(図 4 a)は、TGKを IC50 = 100 nMで酵素

反応を阻害する TGKの新規阻害剤である。

TGKの結晶を 5 mMの inh-7を含むクライオ

プロテクタントに soakingして複合体の結

晶を作成して、2.8Å分解能で構造解析した

（Rwork / Rfree = 0.186 / 0.261）。Inh-7は、活性

部位の近傍に結合しており、TGKの Arg84, 

Glu85, Tyr139, Phe279, Glu314, Trp367など

のアミノ酸の側鎖と相互作用していた。

 

図 4. (a) inh-7 (GK-17)と(b) GK-17bの構造

式 

(4) TAO-inh-7複合体の結晶構造解析 

inh-7は、TAOの酵素活性も IC50 = 900 nMで

酵素反応を阻害する。その阻害メカニズムを

明らかにするため、TAO の結晶を 5 mM の

inh-7 を含むクライオプロテクタントに

soaking して複合体の結晶を作成して、3.5

Å分解能で構造解析した（Rwork / Rfree = 0.170 

/ 0.230）。フェルレノールやアスコフラノン

と同様に inh-7も二核非ヘム鉄結合部位近傍

にある疎水性ポケットの活性部位に結合してい

た。これらの結果から、inh-7は、全く立体構造

も異なり、触媒する反応も異なる二つの酵

素の活性部位に結合して両酵素を阻害する

ことが明らかになった。もう少し精度の高

い議論をするために分解能を向上すべきであ

る 。 ま た 、 inh-7 (GK-17)の誘導体であ る

GK-17b(図 4b) を見出し、両酵素の阻害活性を

計算したところ、 (IC50 = 120 nM for TGK, IC50 

= 90 nM for TAO) となり、TGKに対してはほ

ぼ同じであるのに対して、TAOへの阻害活性

を 10 倍向上することができた。この化合物

と両酵素の複合体の結晶構造は、現在、決定

中である。 
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