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1 序論 

1.1 3-メルカプトピルビン酸硫黄転移酵素(3MST)について 

3-メルカプトピルビン酸硫黄転移酵素(3MST、EC 2.8.1.2)はローダネーゼドメインを持つ蛋

白質であり、ローダネーゼ/CDC25ホスファターゼスーパーファミリーに分類される[1]。ロー

ダネーゼドメインを持つ主な蛋白質は 3MST、ローダネーゼ(RDS、EC 2.8.1.1)、CDC25 (EC 

3.1.3.48)やDUSP (EC 3.1.3.16)など(図 1-1)がある[1]。二重特異性脱リン酸化酵素であるCDC25

やDUSPが 1つのローダネーゼドメインしか持たないのに対し、3MSTやRDSは 2つのロー

ダネーゼドメインを持つ[1]。また、CDC25はローダネーゼドメインに触媒モジュールを持

ち、DUSPはローダネーゼドメイン以外のドメインに触媒モジュールを持つのに対し、3MST

やRDSはC末端側のローダーネーゼドメインに触媒モジュールを持つ[1]。ローダネーゼドメ

インはCH2AとCH2Bのモチーフ[2], [3]を持ち、その間に活性部位モチーフ[3]を持つ(図 7-

5)。本論文ではCH2AモチーフはCDC25Aのストランド–ヘリックス–ストランドからなる残

基番号(UniProtKB[4]に登録されている残基番号、以下同様) 380–402に相当する領域、CH2B

モチーフはCDC25Aのストランド–ヘリックス–短いストランドからなる残基番号 460–489に

相当する領域、活性部位モチーフはCDC25Aのストランドの終わりからヘリックスの始まり

までの残基番号 428–438に相当する領域とする。 

3MSTとRDSは相同性が高い蛋白質で、哺乳類では 60%前後の配列相同性がある(表 1-1、

図 7-1)。活性部位の保存配列はそれぞれCG[S/T]GVT 、CRXGX[R/T]である[1]とされてい

る。3MSTやRDSは、生体内で多種多様な組織で発現しているが、RDSは細胞内でミトコン

ドリアに局在するのに対し、3MSTはミトコンドリアにも細胞質基質にも存在する[5]。RDS
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はチオ硫酸イオンの硫黄をシアン化物イオンに転移させる酵素である[5], [6]。この際チオシア

ン酸イオンが生成してシアン化物イオンが解毒される[5], [6]。一方、3MSTは 3-メルカプトピ

ルビン酸(3MP)の硫黄をシアン化物イオンまたはチオールに転移させる酵素である(図 1-3) [5], 

[7]。シアン化物イオンに硫黄が転移される場合はローダネーゼの場合と同様にシアン化物イ

オンが解毒され[5]、チオールに転移される場合は過硫化物が生成し、さらに他のチオールと

反応することで硫化水素が生成する[7] (図 1-3)。 

ヒト 3MSTには 2つのスプライシング変異型があり、一方(UniProtKB受入番号P25325)は細

胞質基質とミトコンドリアに存在し、もう一方(UniProtKB受入番号P25325-2)はN末端側にさ

らに 20残基長く、細胞質基質に存在する[8]。また、ミトコンドリア移行シグナルと思われる

配列は共通の配列のN末端側の 1–25残基である[8]。UniProtKBの登録配列では、前者は哺乳

類一般にみられる 3MSTで、後者は霊長目によく見られるタイプに酷似している(図 7-3)。リ

ーシュマニアやトリパノソーマの 3MSTは 2つのローダネーゼドメインの他C末端側にさら

にドメインを持つという点で他の種の 3MSTと大きく異なる(図 7-4)。このドメインは森林型

熱帯リーシュマニアの 3MSTではFK506結合蛋白質と相同性の高い形状であり[9]、シャペロ

ンなどのない条件での再折り畳みに不可欠である[10]。3MSTと相同性の高いウシRDSの再折

り畳みについての研究は積極的に行われており[11]–[16]、変性させたRDSの再折り畳みには

シャペロンの一種であるシャペロニンもしくはその一部による折り畳み機構を必要とする

[11]–[15]ことなどが報告されている。 
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1.2 3MSTが担う酵素反応機構について 

三上らの実験では、3MSTの含まれているマウス脳破砕液のミトコンドリア画分で硫黄の受

容基質にチオレドキシン(Trx)、ジヒドロリポ酸(DHLA)、DTTを使用した場合硫化水素が産生

した[17]ことから、生体内ではTrxやDHLAが生体内での硫黄の受容基質と想定される。ま

た、3MPのかわりにチオ硫酸を基質にしても硫化水素が産生されたことから、チオ硫酸も

3MSTの硫黄の供与基質になると考えられる[17]。文献[17]では、マウス 3MSTの野生型と変

異体の活性も測定し、R188GまたはC248Sでは硫化水素産生が殆どなく、R197Gの変異体で

は産生量が 1/4–2/3程度に減少したことが報告されているので、Arg188やCys248が 3MST活

性に必須な残基であり、Arg197は 3MST活性に重要な残基であると思われる。また、ラット

のRDSの活性部位の残基のArg249、Lys250両者をそれぞれ 3MSTの対応するアミノ酸であ

るGly、Serに変異させるとRDS活性が低下し、3MST活性が上昇した[18]。文献[18]ではシア

ン化物イオンへの硫黄転移について、C248Sでは酵素反応が検出できず、R188Gでは酵素活

性が著しく低下し、R197Gの変異体では酵素活性が 4%程度に低下したことが報告されてい

る。また、Yadavらはヒト3MSTと基質である 3MPとのX線結晶構造解析の結果から

Asp63、His74、Arg188、Arg197、Cys248、Ser250が酵素活性に関与する酵素反応モデルを提

唱している[7] (図 7-10)。 

永原らは、ラット 3MSTの野生型と変異体について、C65SとC255Sは野生型と同様に活性

測定前のTrxの処理濃度に依存的な酵素活性を示しC155S、C264S、C155S/C264Sは非依存的

な酵素活性を示したこと、野生型 3MSTに二量体を形成している 3MSTが含まれていたこと

などから、Cys155とCys264は分子間ジスルフィド結合形成に関わるCysであり、酵素の活性

化の酸化還元スイッチになっていると報告している[19]。 
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これまで、PDB[20], [21]には 4種の 3MSTの構造が登録されている。すべてX線結晶構造解

析によるもので、ヒト(PDB ID 3OLH[22], 4JGT[7])、森林型熱帯リーシュマニア(大形リーシュ

マニア) (PDB ID 1OKG[9])、大腸菌(PDB ID 1URH[23])である。また、RDSに分類される蛋白

質は 28種類報告されている。X線結晶構造解析によるものは、ウシ(PDB ID 1RHD[24], 

1ORB[25], 2ORA[25], 1RHS[26], 1BOH[27], 1BOI[27], 1DP2[28])、出芽酵母(PDB ID 3D1P[29], 

3UTN[30])、サーマス・サーモフィルス(PDB ID 1UAR[31])、自由生活好気性窒素固定菌(PDB 

ID 1EOC[32], 1H4K[33], 1H4M[33])、緑膿菌(PDB ID 1YT8[34])、結核菌(PDB ID 3HWI[35], 

3HZU[36], 3AAX[37], 3AAY[37])、マイコバクテリウム・サーモレジスティバイル(PDB ID 

3P3A[36])、大腸菌(PDB ID 1GMX[38], 1GN0[38], 3IPO[39], 3IPP[39], 2WLR[40], 2WLX[40])であ

る。溶液NMRによるものは、大腸菌(PDB ID 2JTQ[41], 2JTR[41], 2JTS[41])である(表 1-2)。 

1.3 3MSTと疾病との関連について 

3MSTの機能不全はメルカプト乳酸システインジスルフィド尿症(MCDU)[42]–[46]を引き起

こす[47]。Crawhallらは精神遅滞患者の男性の尿にメルカプト乳酸システインジスルフィドが

含まれることを報告した[48]が、Niederwieslerらは精神が正常なMCDU患者姉妹の尿にも含

まれることを報告した[42]。Lawらは幼児期の成長遅滞などの病歴のある性腺機能低下症によ

る肥満・両側性先天性白内障・眼振を併発している 23歳の患者の IQが 60歳程度であったこ

とを報告している[44]。Hannestadらは、潰瘍性大腸炎と自己免疫性溶血性貧血の病歴のある

精神が正常のMCDU患者の女性で赤血球の 3MSTが欠損しておりメルカプト乳酸とメルカプ

ト酢酸の排泄量が多かったことを報告している[45]。また、50人の白色人種の 3MSTの遺伝子

多型を調べたところ、イントロンの多型(IVS1−110C >Gまたは IVS2 + 39C > T)と、Y85で翻
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訳が止まる遺伝子型(IVS1−110C >G、254C >A)が見つかり、前者の発現蛋白質は機能を維持し

ていたが後者は 3MST活性を示さなかった[49]。永原らの実験では、3MSTノックアウトマウ

スは脳の形態異常を示さなかったものの、前頭前野のセロトニンレベルの上昇を伴う不安様行

動を示した[47]。 

腫瘍における 3MSTの活性は腫瘍の種類によって異なる。Włodekらは、エールリッヒ腹水

癌では 3MST活性がマウス肝臓より低いと述べている[50]。一方で、Jurkowskaらは、腫瘍性

の細胞(星状細胞腫U373、神経芽細胞腫SH-SY5Y、黒色腫A375、黒色腫WM35)で 3MST活

性が高く、CSE活性が低いことから、スルファン硫黄の形成は主に 3MSTによると述べてい

る[51]。 

また、Frendoらは真性多血症患者の赤血球での 3MST活性は健康な人のものと比べて著し

く高まっていたことを報告している[52]。 

1.4 生体内での硫化水素産生経路と硫化水素の生理作用について 

生体内での硫化水素産生経路として、シスタチオニン β合成酵素(CBS、EC 4.2.1.22)の関与

する経路、シスタチオニン γ脱離酵素(CSE、EC 4.4.1.1)の関与する経路、3MSTの関与する経

路が報告されており、どの経路でもCysから硫化水素が産生されるとされている[53]–[56]。

CBSやCSEはそれぞれの酵素が関与する 1つの酵素反応でL-Cysなどを基質として硫化水素

を産生する。CBS、CSEはL-Cysとホモシステインを基質として硫化水素を生成し、CBSは

L-Cysの加水分解によっても硫化水素を生成する。一方、3MSTの関与する経路は 2つの酵素

反応が関与する。まずL-CysまたはD-Cysから 3MPが酵素反応によって生成し、3MPから

3MSTの関与する酵素反応によって硫化水素が産生する[53]–[56]。L-Cysから 3MPを生成する
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酵素はシステインアミノ基転移酵素(CAT、EC 2.6.1.3) [53]–[56]、D-Cysから 3MPを生成する

酵素はD-アミノ酸酸化酵素(DAO、EC 1.4.3.3) [53], [55], [56]とされている。(図1-3, 1-4) 

CBS、CSEは補欠分子族であるピリドキサールリン酸(PLP)を持ち[53]、PLP周辺で酵素反

応が進行すると考えられているのに対し、3MSTは補欠分子族を持たず[53]、活性部位ポケッ

トのシステイン残基周辺で反応が進行すると考えられている[7]。 

硫化水素の生理作用として、神経細胞での長期増強、血管拡張作用、細胞保護作用などが

報告されている。硫化水素の生理作用は、硫化水素による蛋白質のCys残基のS-スルフヒド

リル化(この論文ではチオール基に硫黄が結合して過硫黄化することを指すとする)などによる

と考えられている[57]ものの、不明な点も多い。 

1.5 3MSTの阻害剤について 

ウシ 3MST活性を阻害する物質として、α-ケトグルタル酸(AKG)[58]、2-メルカプトプロピ

オン酸[59] (2MPA)などが報告されているが、阻害剤の 3MSTへの選択性はなく、また阻害定

数もそれぞれ 6.1 mM, 17 mMなどの可逆的阻害剤であり[58], [59]、生理的条件で阻害剤として

使用することは難しい。一方、東京大学大学院薬学系研究科の薬品代謝化学教室の大学院生で

あった篠倉は、硫化水素選択的プローブHSip-1[60]を用いたスクリーニングによって東京大学

旧創薬オープンイノベーションセンター(現創薬機構)が保有している約 17万化合物の中から

硫化水素産生酵素のうち 3MSTを選択的に阻害する阻害剤を見出した[61]。この化合物は、

IC50値が 2–7 µMであり、芳香環を持つ骨格–カルボニル–硫黄–4-ピリミドンの共通骨格を持っ

ていた[61]。この阻害剤はマウス 3MSTに対する阻害活性が高く、CBSやCSE、ウシRDSの
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活性を抑制しなかった[61]ことから、この阻害剤は 3MSTへの選択性に優れていると考えられ

る。(図 1-5) 

1.6 研究の目的 

これまで 3MSTに対し選択的阻害作用を持つ物質は報告されておらず、3MSTの機能解明に

ついてはあまり進んでいなかったが、篠倉によって報告された阻害剤(新規 3MST阻害剤)は硫

化水素産生酵素のうち、3MSTへの高い選択的阻害作用を持つ。この阻害剤の阻害効果は中程

度であるが選択性が高いため、この化合物をシード化合物としてさらに 3MST特異的で阻害

活性の高い阻害剤を設計していくことが開発戦略として有効であると考えられる。従って、

3MSTと新規 3MST阻害剤との複合体の結晶の構造解析を通じて新規 3MST阻害剤の阻害機

構を明らかにし、それぞれの骨格の意味を明らかにし、さらに 3MSTに特異的な阻害剤の開

発に役立てることを目的として研究を行った。 

また、これまで報告されてきた阻害剤(3MP類似阻害剤)についても阻害剤との複合体の結晶

構造が報告されていないことも、3MST阻害剤の開発が進んでいない一因と思われる。そこ

で、3MSTと 3MP類似阻害剤の複合体の結晶の構造解析をしてその結合様式を明らかにし、

阻害剤設計に役立てることを目的として研究を行った。 
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図 1-1 主なローダネーゼドメインを持つヒトの蛋白質の一致度を基にした分子系統

樹 

3MST (UniProtKB受入番号 P25325)、RDS (UniProtKB受入番号 Q16762)、CDC25A (UniProtKB

受入番号 P30304)、CDC25B (UniProtKB 受入番号 P30305)、CDC25C (UniProtKB 受入番号 

P30307)、DUSP1 (UniProtKB受入番号 P28562)、DUSP2 (UniProtKB受入番号 Q05923)、DUSP4 

(UniProtKB受入番号 Q13115)、DUSP5 (UniProtKB受入番号 Q16690)、DUSP6 (UniProtKB受入

番号 Q16828)、DUSP7 (UniProtKB 受入番号 Q16829)、DUSP8 (UniProtKB 受入番号 Q13202)、

DUSP9 (UniProtKB受入番号 Q99956)、DUSP10 (UniProtKB受入番号 Q9Y6W6)、DUSP16 (Uni-

ProtKB受入番号 Q9BY84)。 

配列アライメントはClustalX2.1 [62]、表示は Jalview [63]を使用。 

 

 

表 1-1 3MST と RDS が同一残基数を持つ種での 3MST と RDS のアミノ酸の配列相

同性の例 

3MSTとRDSの欄には使用したアミノ酸配列のUniProtKB受入番号を記載。配列アライメント

はClustalW2.1 [62]を使用。 

哺乳類以外は 3MSTとRDSのアミノ酸数が同数でないことが多いので載せていない。 
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図 1-2 マウス 3MST と PDB に登録されている 3MST とのアミノ酸配列のアライメ

ントによる比較 

種名の前にUniProtKB受入番号を表示。マウス 3MSTの配列は赤で囲んである。 

保存度の高い残基ほど濃い紫で示す。アライメントはClustalX2.1、表示は Jalviewを使用。 
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(A) 

 

 

 

 

(B) 

 

 

 

 

(C) 

 

図 1-3 3MST が触媒する酵素反応 

(A) 3MPから 3MSTの触媒残基のシステインへの硫黄転移反応 

(B) 3MSTの触媒残基からチオールへの硫黄転移反応と、硫化水素が産生する非酵素的反応 

(C) 3MSTの触媒残基からシアン化物イオンへの硫黄転移反応 

文献[5], [7], [17]を基に作成。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-4 生体内での硫化水素産生経路 

文献[56]の図を改変 
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表 1-2 PDB に登録されている 3MST と RDS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

種、学名、アミノ酸配列のUniProtKB受入番号と登録されている残基数、PDB IDを示す。 
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(A)                   (B) 

 

 

 

 

 

 

    (C)              (D) 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-5 本研究で使用した 3MST の阻害剤の構造式 

(A) AKG  (B) 2MPA  (C) 阻害剤A  (D) 阻害剤B 

阻害剤A: 4(3H)-Pyrimidinone, 6-methyl-2-[[2-(1-naphthalenyl)-2-oxoethyl]thio]- 

阻害剤B: 3-Thiophenecarboxamide, 2-[[2-[(3,4-dihydro-4-oxo-2-quinazolinyl)thio]acetyl]amino]- 

  

O

OH

SH

O O

O

OHOH

S

O

N

NH

O
N

NH

OS
NH

O

ONH2

S



  

17 

 

2 実験方法 

2.1 発現系の確立 

2.1.1 マウス3MSTベクターの作成 

マウス 3MST (UniProtKB受入番号 Q505N7)の遺伝子(図 2-1)は、当時薬品代謝化学教室の大

学院生であった篠倉潔博士からいただいたものを用いた。 

当研究室所有の pETHPベクター(pET44a(+) (Novagen)改変ベクター)にマウス 3MST全長の

遺伝子を導入したヒスタグ融合マウス 3MSTベクターを作成した。発現蛋白質の精製を効率

化させるため、3MSTのN末端に 6 × Hisタグを付加し、タグ–蛋白質間にはHRV 3C認識配

列を導入し、HRV 3Cプロテアーゼで切断することによりタグを除去できるようにした。 

作成方法は以下の通りである。 

まず、マウス 3MST遺伝子を鋳型DNAとし、プライマー(表 2-1)、KOD FX Neo (Toyobo)を

用いて添付文書のプロトコルに従い遺伝子を増幅した。作成した遺伝子を In fusion HD Cloning 

Kit (タカラバイオ)を用いて添付文書のプロトコルに従い pET HPベクターに組み込んだ。 

2.1.2 蛋白質の発現、精製 

作成したベクターを当研究室所有の大腸菌株 JM109 (DE3) pRARE2株に導入し、100 mg/lの

アンピシリンを混合したLB培地の入ったジャーファーメンターで培養した。37°Cで培養

し、濁度OD600が 0.5付近になったら終濃度 0.5 mMになるように IPTGを加え、18°Cに下げ

て一晩培養した。回収した大腸菌を破砕バッファーと混合して氷水で冷却しながら超音波破砕

したのち、低温で 20,000 rpm、20分遠心した。 
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Hisタグ融合 3MSTは、遠心後の液の上清をニッケルアフィニティーカラム(cOmplete His-

Tag Purification Resin (Roshe))に通して吸着させた。カラムを洗浄バッファー(2種)で洗浄して溶

出バッファーで溶出させ、希釈(主に目安 12.5倍)して再度別のニッケルアフィニティーカラム

(HisTrap (GE healthcare))に吸着させ、HisTrapバッファーA、Bを用い、Bの濃度を 0%から少

なくとも溶出するまで線形勾配をかけて溶出させた。溶出した 3MSTに結合したタグを当研

究室で作成したGST融合HRV 3Cプロテアーゼを用いて切断したのち、GS 4Bカラムを用い

てHRV 3Cプロテアーゼを除去し、希釈(主に目安 15倍)して陰イオン交換カラム(HiTrap Q 

(GE healthcare))でHiTrap QバッファーA、Bを用い、Bの濃度を 0%から少なくとも溶出する

まで線形勾配をかけて溶出させた。溶出した 3MSTを濃縮してゲル濾過カラム(Superdex 75 pg 

(GE healthcare))を直径 1 cm、長さ 30 cmのカラムに詰めたもの)を用いて精製した。精製は 4°C

で行った。培地 1 L当たり約 2–3 mgの精製蛋白質を得た。各バッファーの組成は以下の通り

である。(図 2-2、2-3、2-4、2-5) 

破砕バッファー: 0.1 M HEPES pH 8, 0.5 M NaCl, 10% glycerol, 1mM PMSF, 1 mM DTT, 1% 

EtOH 

洗浄バッファー1: 0.02 M HEPES pH 8, 0.15 M NaCl, 10% glycerol 

洗浄バッファー2: 0.02 M HEPES pH 8, 0.15 M NaCl, 10% glycerol, 0.01 M imidazole 

溶出バッファー: 0.02 M HEPES pH 8, 0.15 M NaCl, 10% glycerol, 0.25 M imidazole 

HisTrapバッファーA: 0.02 M HEPES pH 8, 0.15 M NaCl, 10% glycerol 

HisTrapバッファーB: 0.02 M HEPES pH 8, 0.15 M NaCl, 10% glycerol, 0.5 M imidazole 

HiTrap QバッファーA: 0.02 M HEPES pH 8, 10% glycerol 
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HiTrap QバッファーB: 0.02 M HEPES pH 8, 1 M NaCl, 10% glycerol 

ゲル濾過バッファー: 0.02 M HEPES pH 7.5, 0.3 M NaCl 

2.1.3 蛋白質の発現・精製条件の変更 

マウス 3MST–3MP類似阻害剤複合体結晶の調製には上記の条件で精製したマウス 3MSTを

使用したが、その他の実験に使用するサンプルについては触媒残基のシステインの酸化を避け

るため使用する還元剤をDTTからTCEPに変更し、HisTrapバッファーを除くすべてのバッフ

ァー中にTCEPを 0.5 mM加えることにした。HisTrapバッファーA、Bに関しては樹脂の還元

を避けるためTCEPの濃度を 0.05 mMにした。 

破砕バッファーに glycerolが入っていると破砕効率が低下することが判明したので、新規

3MST阻害剤との実験に使用する蛋白質を発現させた大腸菌の多くは glycerolを除いた破砕バ

ッファーを使用して破砕した。 

JM109 (DE3)株を用いて 18–20°Cで培養した方が培養開始から誘導開始までの時間が短いこ

とが判明したため、新規 3MST阻害剤との実験に使用する蛋白質は JM109 (DE3)株に発現させ

たものを用いた。また、培地に 2 × YT (IPTG 1 mMで誘導)を用いても蛋白質は発現し、ITC

実験に用いた。 
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2.2 マウス 3MST阻害剤非結合型およびマウス 3MST–3MP類似阻害剤

複合体の結晶化・構造解析 

2.2.1 阻害剤非結合型マウス3MSTの結晶化 

阻害剤非結合型マウス 3MSTの結晶はPEG 3350を沈殿剤とする条件で 4°Cで析出した。蛋

白質溶液に 28 mg/mlマウス 3MST, 0.01 M HEPES pH 7.5, 0.15 M NaCl, 0.25 mM TCEP, 0.05 M 3-

mercaptopropionic acid, 0.05 M NaOHを、蛋白質溶液と混合する沈殿剤溶液と平衡用外液に 36% 

PEG 3350, 0.1 M HEPES pH 8.1を使用した際に高分解能の回折データを与える結晶を得ること

ができた。 

2.2.2 マウス3MST–3MP類似阻害剤複合体の調製 

マウス 3MST–3MP類似阻害剤複合体の結晶は、蛋白質溶液に 19 mg/ml 3MST, 0.02 M 

HEPES pH 7.5, 0.28 M NaCl, 2 mM DTT, 5 mM ATPを、蛋白質溶液と混合する沈殿剤溶液に

40% PEG 3350, 0.1 M HEPES pH 8.1を、平衡用外液に36% PEG 3350, 0.1 M HEPES pH 8.1を用

いて析出させた結晶(図 2-6)を 0.1 M AKGまたは 0.1 M 2MPA (2MPAはNaOHで中和), 40 % 

PEG 3350, 0.1 M HEPES pH 8.1の溶解した液に 5日浸漬して作成した。 

2.2.3 結晶構造解析 

結晶化ドロップは約 100 Kの窒素気流で凍らなかったので、結晶は抗凍結剤処理せずにク

ライオループで拾った。結晶は多結晶化しやすく、また結晶化ドロップに蛋白質の沈殿と思わ

れるものが生じていることが多かったので、沈殿剤溶液と同じ組成の液などで結晶を一回洗浄

してからクライオループで拾うこともあった。多くの場合、予め拾った結晶を液体窒素に浸し

て急速冷却してから放射光施設に運んだ。 
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X線回折データの取得は、シンクロトロン放射光施設Photon Factoryのビームラインにおい

て行った。結晶に照射するX線の波長は 0.9–1.0 Åの波長を選択し、180°分の回折データを取

得した。 

回折強度の算出と各フレーム間のスケール因子の算出にはHKL-2000[64] (HKL Research, 

Inc.)を使用し、作成したSCALEPACKファイルをCCP4i[65] (CCP4[66]のGUI)の

SCALEPACK2MTZを使用してMTZファイルに変換した。位相決定は、ヒト 3MST (PDB ID 

3OLH)や構造の決まったマウス 3MSTの構造をモデルとしてCCP4iのMOLREP[67]または

Phaser[68]による分子置換法により行った。WinCoot[69]を利用したモデルの構築と修正、

CCP4iのREFMAC5[70]およびPHENIX[71]による構造精密化を繰り返して精密化した。 

水素結合およびファンデルワールス相互作用の解析にはLigPlot+[72]を使用し、基本的にフ

ァンデルワールス相互作用は 4.0 Å以下、水素結合は3.2 Å以下を拾うこととした。LSQ方式

による立体構造の比較にはSUPERPOSEを、SSM方式による比較にはWinCoot または

CCP4mg[73]を使用した。その他、CCP4iのSFALL、FFT、QtPISA[74]も解析に利用した。得

られた結晶学的統計値は表 2-3の通りである。 

2.3 ITCによるマウス 3MST–新規 3MST阻害剤複合体の解離定数の決

定 

触媒残基のCys248に硫黄を結合させた 3MSTと、結合させていない 3MSTを調製し、新規

3MST阻害剤との結合熱を測定し、阻害剤の解離定数を算出した(n = 3)。 

マウス3MSTと基質である3MPの混合液(5 µM 3MST, 25 µM 3MP, 20 µM TCEP, 0.1 M NaCl, 

0.02 M glycine–NaOH pH 9)を室温に2時間置き、4°Cにおいてアミコン10 Kを用いて濃縮とバッ
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ファー(5% DMSO, 0.1 M NaCl, 0.02 M glycine–NaOH pH 9)の置換を行い、触媒残基のCys248に

硫黄を結合させた3MSTを準備した。 

MicroCal iTC200 (GE Healthcare)のセル側を3MST (50 µM 3MST, 5% DMSO, 0.1 M NaCl, 0.02 M 

glycine–NaOH pH 9)、シリンジ側を新規3MST阻害剤(250 µM 阻害剤Aまたは500 µM 阻害剤B, 

5% DMSO, 0.1 M NaCl, 0.02 M glycine–NaOH pH 9)の溶解液をサンプルとし、シリンジ側から2 

µlずつ150秒毎に18回セル側に滴定して発生する熱量を測定した。データは付属のソフトOrigin7 

SR4 (OriginLab)を用いて、1サイト結合モデルのもとフィッティングをして処理し、解離定数

を求めた。蛋白質サンプルは次の日までに使い切った。 

Cys248に硫黄を結合させていない3MSTについても濃縮とバッファー置換を行い同様の条件

で解離定数を求めた。 

2.4 変異体の作成 

 活性部位以外のCys残基と硫黄との反応を抑えるため、活性部位以外のCysをSerに変異さ

せた変異体(C65S/C255S/C264S)を作成した。 

変異体の作成は、Hisタグ融合マウス 3MST遺伝子を組み込んだベクターを鋳型とし、

Primestar MAX premix (タカラバイオ)を用いてそれぞれのCysをSerの遺伝子の配列にするプ

ライマー(表 2-2)を使用し、添付文書のプロトコルに従い、１箇所ずつ 3回に分けて変異を入

れて作成した。この変異体遺伝子を大腸菌に導入して発現・精製した蛋白質をマウス 3MST–

新規 3MST阻害剤複合体の結晶作成に使用した。野生型と同様に精製することができた。 
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2.5 マウス 3MST–新規 3MST阻害剤複合体の結晶化・構造解析 

マウス 3MST–新規 3MST阻害剤複合体は、阻害剤の 3MSTへの結合率が正確に評価できな

かったので、以下の濃度は推測値である。また、サンプル調製条件は主なものを記す。 

マウス 3MST–阻害剤A複合体は、0.08 mg/ml 3MST, 10 μM阻害剤A, 50 μM 3MP, 40 µM 

TCEP, 0.03 M HEPES pH 8.2, 0.1 M NaCl, 1% DMSOを25°Cで一晩置き、濃縮・バッファー

(0.02 M HEPES–NaOH pH 8.2, 0.3 M NaCl)置換して大よそ 10–30 mg/mlの濃度になるように濃縮

した。マウス 3MST–阻害剤B複合体は、0.08 mg/ml or 0.17 mg/ml 3MST, 10 μM阻害剤B, 50 

μM 3MP, 0 µM or 40 µM TCEP, 0.03 M glycine–NaOH pH 9, 0.1 M NaCl, 1% DMSOを 25°Cで一晩

置き、濃縮・バッファー(0.02 M glycine–NaOH pH 9, 0.3 M NaCl)置換して大よそ 10–30 mg/ml

の濃度になるように濃縮した。 

結晶化には、蛋白質溶液と混合する沈殿剤溶液と平衡用外液として 36% PEG 3350, 0.1 M 

HEPES pH 8.1を使用し、シッティングドロップ蒸気拡散法で 4°Cで析出させた(図 2-7)。

3MST–阻害剤A複合体については、サンプル調製中に生じた沈殿の中または周辺からよく結

晶が析出した。 

X線回折データの取得は、シンクロトロン放射光施設Photon FactoryおよびSPring-8のビー

ムラインにおいて行った。結晶は双晶になりやすく、マウス 3MST–阻害剤B複合体は

Refmac5の Intensity based twin refinementを使用して精密化した。その他の条件はマウス 3MST

阻害剤非結合型およびマウス 3MST–3MP類似阻害剤複合体の構造解析と同様である。得られ

た結晶学的統計値は表 2-4の通りである。 
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図 2-1 マウス 3MST (GenBank 受入番号 BC094469 / UniProtKB 受入番号 Q505N7) 

の塩基配列(上段)とアミノ酸配列(下段) 

 

 

表 2-1 ベクター作成のために使用したプライマー 
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表 2-2 変異体(C65S/C255S/C264S)作成に用いたプライマー 
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図 2-2 cOmplete His-Tag Purification Resin での蛋白質精製(SDS-PAGE) 

各ウェルのサンプルを下に記す。左端はマーカー。赤線のサンプルを次の精製に用いた。 
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(A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B)                         (C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3 HisTrap カラムによる蛋白質精製の(A)溶出プロファイルと(B) SDS-PAGE、

(C) 回収サンプルのタグ切断前後の SDS-PAGE 

SDS-PAGEの各ウェルのサンプルを下に記す。左端はマーカー。赤線のサンプルを回収してタ

グを切断し、次の精製に用いた。 
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(A) 
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図 2-4 HiTrapQ カラムでの蛋白質精製の(A)溶出プロファイルと(B) SDS-PAGE 

SDS-PAGEの各ウェルのサンプルを下に記す。左端はマーカー。赤線のサンプルを回収して次

の精製に用いた。 
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(A) 
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図 2-5 Superdex75pg カラムでの蛋白質精製の(A)溶出プロファイルと(B) SDS-PAGE 

SDS-PAGEの各ウェルのサンプルを下に記す。左端はマーカー。赤線のサンプルを回収して結

晶化に用いた。 
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図 2-6 阻害剤非結合型マウス 3MST 結晶の結晶写真 

 

 

 

表 2-3 阻害剤非結合型マウス 3MST 結晶およびマウス 3MST–3MP 類似阻害剤複合

体結晶の結晶学的統計値 
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(A)                     (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-7 マウス 3MST–新規 3MST 阻害剤複合体結晶の結晶写真 

(A) マウス 3MST–阻害剤A複合体 (B) マウス 3MST–阻害剤B複合体 

 

 

表 2-4 マウス 3MST–新規 3MST 阻害剤複合体結晶の結晶学的統計値 
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3 マウス 3MSTの立体構造 

3.1 結果 

マウス 3MST阻害剤非結合型の結晶はP21に属す結晶であり、非対称単位中に 2つの 3MST

分子(A鎖、B鎖)が存在した。 

3.1.1 マウス3MST阻害剤非結合型の構造 

マウス 3MSTは 2つのローダネーゼドメイン(ローダネーゼ 1 残基番号 1–138、ローダネー

ゼ 2 残基番号 165–297)を持ち、活性部位は 2つのドメインの境界面に存在した(図 3-1 (A), 

(B))。αヘリックスとβストランドをそれぞれ 10箇所(αヘリックスの残基番号 13–21、45–

51、79–88、110–119、131–137、166–175、186–190、226–235、254–263、275–282、βストラン

ドの残基番号 10–11、29–33、58–59、96–100、125–128、163–164、179–182、209–210、244–

247、271–272)持ち、αヘリックスと βストランドが交互に現れる構造をしていた(図 3-1 (C))。

ストランドは蛋白質内部に集中していた。また、所々に 310ヘリックス(残基番号 39–41、160–

162、213–216、285–287)も見られた。2つのローダネーゼドメインは、それぞれαヘリックス

5個、βストランド 4–5個、310ヘリックス 1–2個からなる構造をしていた(図 3-1 (C))。残基番

号 23-25付近のループは配置が乱れているらしく、主鎖の電子密度が明瞭でない残基が多かっ

た。以降 310ヘリックスをηで表す。 

1つ目のローダネーゼドメインの、CH2Aモチーフ(残基番号 29–60)、CH2Bモチーフ(残基

番号 124–149)、活性部位モチーフ(残基番号 98–110)はそれぞれ β2–η1–α2–β3、β5–α5、β4終

わり–α4始めの二次構造を含んでいた。2つ目のローダネーゼドメインの、CH2Aモチーフ(残

基番号 178–211)、CH2Bモチーフ(残基番号 268–293)、活性部位モチーフ(残基番号 245–254)
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はそれぞれβ7–α7–β8、β10–α10–η4、β9終わり–α9始めの二次構造を含んでいた(図 3-1 (C))。

また、これらのモチーフは、活性部位側に局在していた(図 3-1 (B))。なお、ローダネーゼドメ

インを表現する際にはヒト 3MSTでの定義[7]に従うが、ローダネーゼドメイン同士の比較の

際にはCDC25Aの論文[3]との対応のため、ローダネーゼドメイン 1、2をそれぞれ残基番号

1–152、153–297とする。また、ローダネーゼドメイン 2の直前のη2やβ6はローダネーゼド

メイン 2に含めてもいい位置に存在するが、ローダネーゼドメイン同士の比較以外の場合はヒ

ト 3MSTでの定義に従って含めないものとする。 

ラットで分子間のジスルフィド形成に関わっているCys155、Cys264[19]に対応する位置の

残基は分子表面または溶媒に容易に露出する位置にあった(図 3-4)。ヒトでミトコンドリア移

行シグナルであると指摘された残基(残基番号 1–25) [8]のうち、X線結晶構造で残基の位置を

決定できた残基(残基番号 5–22)は、蛋白質表面に存在して他の残基と水素結合などの相互作

用をして立体構造をとっていた。 

結晶中の非対称単位の分子同士の全体構造はよく重なった(RMSD 0.51 Å (SSM)、0.51 Å 

(LSQ)) (図 3-2)。 

3MP類似阻害剤や新規 3MST阻害剤との相互作用残基の残基(4章、5章で後述)の位置は、

Trp36、Leu38、Pro39がローダネーゼドメイン 1のCH2Aモチーフ、Asp63、Asp73、His74が

CH2AモチーフとCH2Bモチーフの間、Tyr108が活性部位モチーフに存在し、Arg184、

Arg188、Glu195、Pro196、Arg197がローダネーゼドメイン 2のCH2Aモチーフ、Cys248、

Gly249、Ser250、Val252、Thr253が活性部位モチーフ、Val277がCH2Bモチーフに存在し

た。また、Pro39がη1、Arg188がα7、Val277がα10に存在した。 
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3.1.2 金属の結合位置 

マウス 3MSTには電子密度や結合距離、他の原子の配位から金属イオンと思われる原子が

結合している場所があった(図 3-3)。1箇所目はAsp73、His74、Ser250、Asp273の主鎖O原子

と、Met75側鎖Sδ原子、Asp273側鎖Oδ1原子に囲まれた位置で、2箇所目はGlu195、

Arg197、Ile200の主鎖O原子と、溶媒 3分子に囲まれた位置であった。1箇所目はドメインの

境界面にあり、2箇所目はローダネーゼドメイン 2に存在した。どの位置も 8面体の中心に金

属原子、頂点にアミノ酸の酸素原子や水分子などが置けるような最大 6配位の構造をとってい

た。1箇所目は 6方すべてをアミノ酸残基で囲まれ、溶媒と接触していなかった。2箇所目は

蛋白質表面にあり、金属イオンに溶媒分子が配位していた。電子密度は 1箇所目が明瞭に見え

る傾向にあり、2箇所目は占有度が低いこともあった。蛋白質を大量発現させた培地や精製バ

ッファーはナトリウムを大量に含んでいたのでナトリウムイオンを置くことにした。結晶によ

っては金属の結合率が低いのか金属原子や配位子の電子密度が低いものもあった。また、その

他にいくつか金属が結合しうる箇所が存在した。今後、1箇所目の金属結合サイトを金属結合

サイト 1、2箇所目を金属結合サイト 2と呼ぶことにする。 

3.1.3 マウス3MST阻害剤非結合型と他の蛋白質との比較 

3.1.3.1 ヒト3MSTとの比較 

ヒト 3MSTには 2つのイソ型があり、1つはマウス 3MSTと同じアミノ酸残基数を持つ。

もう 1つはN末端側に 20残基長い配列を持つものの、他の残基はすべて同じである。従っ

て、以降では、ヒト 3MSTの残基番号はマウス 3MSTと同一残基数を持つイソ型の残基番号

を用いることにする。 



  

35 

 

プログラムClustalW2により算出したマウス 3MSTとヒト 3MSTのアミノ酸配列の相同性

は 85% (297アミノ酸のうち 251アミノ酸)であり、後述する 3MP類似阻害剤や新規 3MST阻

害剤との相互作用残基は保存されている。ヒト 3MSTとマウス 3MSTは構造が類似しており

(A鎖同士のRMSDはSSM方式で 0.76 Å (PDB ID 3OLH)、0.72 Å (PDB ID 4JGT)、LSQ方式で

1.07 Å (PDB ID 3OLH)、1.15 Å (PDB ID 4JGT)、以下鎖について言及がない限り構造の比較はど

の結晶についてもA鎖の比較とする)、Cα炭素の位置のずれが大きい残基は表面のループが

殆どであった(図 3-6、3-7)。また、3MP類似阻害剤や新規 3MST阻害剤との相互作用残基の位

置も似通っていた(図 3-5 (A))。ただし、Arg197側鎖がマウス 3MSTではPro71主鎖O原子と

水素結合を形成していたのに対し、ヒト 3MSTでは活性部位の内側を向いてSer250側鎖と水

素結合(3OLHではArg188側鎖とも水素結合)していたという点が大きく異なった。また、

Pro39、Asp73、His74、Glu195、Pro196、Val277の主鎖または側鎖の位置がややずれていた。 

3.1.3.2 ウシRDSとの比較 

マウス 3MST阻害剤非結合型と、同じローダネーゼ/CDC25ホスファターゼスーパーファミ

リーに属する蛋白質であるウシRDSとの比較をする。ClustalW2により算出したマウス

3MSTとウシRDSのアミノ酸配列の相同性は 58% (297アミノ酸のうち 172アミノ酸)であ

る。PDBに登録されているウシRDSの構造は 7種類存在するが、立体構造に殆ど違いがない

ので最も分解能の高いデータ(PDB ID 1RHS)と比較する。(図 3-5 (B)) 

ウシRDSとマウス 3MSTは構造がよく重なり(RMSD 0.91 Å (SSM)、1.27 Å (LSQ))、Cα炭素

の位置のずれが大きい残基は表面のループが殆どであった(図 3-8)。活性残基周辺の側鎖も残

基が異なっていた(図 3-5 (A))。マウス 3MSTのLeu38、Asp63、Asp73、His74、Tyr108、
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Arg197、Gly249、Ser250、Val277に対応する残基はウシRDSではそれぞれSer38、Glu62、

Glu72、Val73、Phe107、Ala197、Arg249、Lys250、Phe277であった。また、対応する残基が

共通なマウス 3MSTのTrp36、Pro39、Pro196はウシRDSの構造中の相対的な位置はややずれ

ていた。また、活性部位を構成する残基にTyr108(マウス 3MSTではSer109に相当)が、活性

部位付近にAsp196が位置していた。 

3.1.3.3 森林型熱帯リーシュマニア3MSTとの比較 

PDBには森林型熱帯リーシュマニア 3MSTの構造が登録されている(PDB ID 1OKG)。Clus-

talW2により算出したマウス 3MSTと森林型熱帯リーシュマニア 3MSTのアミノ酸配列の相同

性は 25% (280アミノ酸のうち 71アミノ酸)である。マウス 3MSTと、森林型熱帯リーシュマ

ニア 3MSTのC末端ドメインを除く部分の立体構造は類似性が見られた(RMSD 1.87 Å (SSM)) 

(図 3-9 (A))。活性部位の保存配列[CGSGVT]の位置は殆ど重なり、活性部位の立体構造にも類

似性が見られたものの、詳細は異なった(図 3-9 (B))。マウス 3MSTの 3MP類似阻害剤との相

互作用残基のうち、Trp36、Pro39、Tyr108、Pro196に対応する残基は森林型熱帯リーシュマニ

ア 3MSTではTyr35、Lys38、Met108、Ala195であり、他の残基は保存されているものの、残

基の位置にややずれが見られた。また、後述する新規MST阻害剤との相互作用残基のうち、

Asp73、Glu195、Val277はそれぞれArg74、Asp196、Ser282に置き換わっており、Arg197に

相当する残基の位置には残基は存在しない。Arg74側鎖はヒト 3MSTでのArg197側鎖に相当

し、活性部位の方向を向いていたように活性部位方向を向いていた。 
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3.1.3.4 大腸菌3MSTとの比較 

PDBには大腸菌の 3MSTであるSseAの構造も登録されている(PDB ID 1URH)。ClustalW2

により算出されたマウス 3MSTとSseAのアミノ酸配列の相同性は 37% (297アミノ酸のうち

110アミノ酸)である。両者の立体構造には類似性が見られた(RMSD 1.47 Å (SSM))ものの、

様々な違いが見られた(図 3-11)。SseAの活性部位の構造はマウス 3MSTと大きく異なってい

た。マウス 3MSTの 3MP類似阻害剤との相互作用残基のうち、Trp36、Leu38、Tyr108に対応

する残基はSseAではMet28、Ser30、Phe99であり、Pro196に対応する残基は存在せず、他の

残基は保存されているものの、活性部位の保存配列[CGSGVT]の構造が大きく異なり、S-スル

フヒドリル化した触媒残基のCys238を保存配列のループ部分が蓋をし、活性部位が崩れた構

造をしていた。また、新規MST阻害剤との相互作用残基のうち、マウス 3MSTのAsp63、

Asp73、Glu195はそれぞれGlu56、Pro66、Asp185、に置き換わっており、Arg197、Val277に

相当する残基の位置には残基は存在しなかった。 

3.1.4 ローダネーゼドメインの重ね合わせ 

ここでは、マウス 3MSTのドメインを、文献[3]のRDSのドメインに対応する領域(ローダ

ネーゼドメイン 1–152残基目まで、ローダネーゼドメイン 2–153残基目から)とする。 

3.1.4.1 マウス3MSTのローダネーゼドメイン同士の比較 

マウス 3MST阻害剤非結合型のローダネーゼドメイン 1とローダネーゼドメイン 2は似通

っており(RMSD 1.61 Å (SSM))ヘリックスやストランドの位置はほぼ共通していたものの、い

くつか大きく異なる点が存在した(図 3-11 (A), (B))。ドメインのN末端は位置が大きくずれ、

α1–β2間のループはα6–β7間のループより大きかった。CH2Aモチーフではローダネーゼドメ
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イン 1のループはα2の手前にあるのに対し、ローダネーゼドメイン 2のループはα7より後

側に存在した。β3–α3間のループはη3–α8間のループより大きく、活性部位モチーフのループ

はローダネーゼドメイン 1の方が大きかった。CH2BモチーフはC末端側がα5やη4から離

れるほど位置がずれていた。 

活性部位モチーフはローダネーゼドメイン 1のCys248に相当する残基がローダネーゼドメ

イン 2ではAsp101になっていた。また、Ser275に相当する残基はGly131であった。(図 3-11 

(F))金属が結合していた位置については、互いのドメインの対応する位置では共通に金属が結

合できるようなアミノ酸残基や構造上の保存性は見出されなかった。金属結合サイト 2のロー

ダネーゼドメイン 1の対応する位置には残基がなかった。 

3.1.4.2 他の蛋白質のローダネーゼドメインとの比較 

PDBに登録されている他の蛋白質のローダネーゼドメインをPDB IDで区別する。ヒト

CDC25A (PDB ID 1C25)、出芽酵母のYgr203w (PDB ID 3F4A)、森林型熱帯リーシュマニアの

Acr2 (PDB ID 2J6P)、ヒトDUSP10のローダネーゼドメイン(PDB ID 2OUC) (図 7-5参照)をマウ

ス 3MST阻害剤非結合型のローダネーゼドメインと比較する。1C25や 3F4A、2J6Pは脱リン

酸化酵素の活性があるか、配列相同性からあると考えられており、2OUCは活性がない。これ

らの構造をマウス 3MST (ローダネーゼドメイン 1に対するRMSDはそれぞれ1.75 Å、2.55 

Å、1.90 Å、1.96 Å (SSM))と比較すると、ヘリックスの位置が大体同じでストランドがドメイ

ンの中央付近に集中しているという共通点があり、異なる点はマウス 3MSTでのドメイン間

の差がある箇所に集中していた(図 3-11 (A)–(C))。活性部位モチーフの長さは酵素活性を持つ

ドメインで短く、活性を持たないドメインで長かった(図 3-11 (D))。 
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最も大きな違いはα3から活性部位モチーフの前までの領域で、大きなヘリックスを持つも

のや複数のヘリックスを持つものなどドメインの長さや配置がまちまちであり、少なくとも

α3の位置のヘリックスは向きと大きさが異なっていた(図 3-11 (E))。 

活性部位モチーフは活性を持つものはCys248とほぼ同じ位置にシステイン残基を持ち、活

性のないものはその位置にAsp残基を持っていた。(図 3-11 (G), (H)) 

また、活性部位の近くのSer275に相当する残基は、他はすべてGlyだったが、1C25、

3F4A、2J6PではGly251に相当する残基がSerとなっていた。2OUCではLeu107に相当する

残基がThrだった。(図 3-11 (G), (H)) 

3.2 考察 

3.2.1 マウス3MSTのアミノ酸配列の多型について 

マウス 3MSTのアミノ酸配列は、本研究で使用したもの(UniProtKB受入番号 Q505N7)以外

に 2種類(UniProtKB受入番号 Q3UW66、Q99J99)登録されている(図 7-2)。本研究で使用した

ものと比べ、それぞれGly102がAspに、Leu107がProに置換されており、どちらも活性部位

を形成する残基の近傍である。Gly102はラットでは保存されているがヒトやウシなどではAla

であり(図 7-3 (A))、他の生物種でAspの種も存在する(図 7-4)ことから保存性のやや低い残基

と考えられる。ヒト 3MSTの全体構造や活性部位の構造がマウス 3MSTと大きく変わらない

ことから、Gly102の変異は立体構造や酵素活性にほとんど影響を与えないと考えられる。

Leu107はヒト、ラット、ウシなどで高度に保存されている(図 7-3 (A))。立体構造や活性部位

への影響については不明であるが、存在位置が蛋白質内部であり、Leuが置換している種では

次のTyr108に相当する残基が別のアミノ酸である傾向にあり(リーシュマニアやトリパノソー
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マではLY→AMの傾向にある(図 7-4))、活性部位の立体構造や酵素活性に何らかの影響を与

えている可能性はある。従って、どちらの多型でも阻害剤は同様の形式で結合する可能性が高

いものの、特にLeu107がProとなっている多型では活性部位の立体構造や阻害剤の結合に影

響を与える可能性は否定できない。 

3.2.2 金属の結合について 

マウス 3MSTでは金属が結合する可能性が高い位置が 2箇所見出された(図 3-3)。これまで

3MSTは銅イオンや亜鉛イオン[75], [76]、RDSは亜鉛イオンを含んでいる[77]ことが報告され

ているので、金属結合サイト 1や金属結合サイト 2にこれらの金属イオンが結合する可能性が

高いと考えられる。この中で、結晶構造で金属の結合が最も多く観察されたのは金属結合サイ

ト 1である。この位置にはウシや出芽酵母のRDSで水分子が置かれ、ウシRDSではGlu72、

Val73、Lys250、Asp273の主鎖O原子と、Met74側鎖Sδ原子、Asp273側鎖Oδ1原子と水素

結合を形成しており、カチオンの結合部位である可能性が指摘されている[27]。また、大腸菌

のRDSであるYnjEでは、対応する位置付近にナトリウムイオン(PDB ID 3IPO, 3IPP)または水

分子(PDB ID 2WLR, 2WLX)が当てはめられている。このイオンまたは水分子には、Trp203、

Thr387、Asp410の主鎖O原子と、Asn204側鎖Oδ1原子、Asp410側鎖Oδ1原子、水 1分子が

配位または水素結合している。従って、金属結合サイト 1は 3MSTやRDSで共通する金属結

合サイトである可能性があり、これまで報告された銅や亜鉛のイオンが結合する可能性が最も

高いと考えられる。この位置は蛋白質表面付近にあり周囲の残基のコンフォメーションによっ

ては溶媒側に露出するため、金属イオンは出入りしうる。銅について言及された論文で含有率

が 100%に満たないのはそのためかもしれない。 
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3.2.3 マウス3MSTの活性部位付近の構造がヒト3MSTとやや異なった理由 

マウス 3MSTの立体構造はヒト 3MSTと似通っているのに活性部位付近ではArg197をはじ

めとする残基の位置が異なっている。ヒト 3MSTでは、活性部位の周辺は結晶内での他の

3MST分子とのパッキングに関与している(3OLHでは、結晶学的に対称の位置にある分子の

Asp198側鎖がAsp73主鎖と水素結合し、4JGTでは、C鎖のAsp198側鎖がA鎖のAsp73主鎖

やArg197側鎖と水素結合している)が、マウス 3MSTではこの位置の近くには隣の分子が接触

しておらず、パッキングに関与していない(図 7-6)。従って、マウス 3MSTではArg197側鎖が

Pro71主鎖O原子と水素結合を形成していたのに対し、ヒト 3MSTでは他の分子の接触により

Arg197がPro71主鎖との水素結合を形成せずに活性部位の内側を向いてSer250側鎖やArg188

側鎖と水素結合するため、活性部位の構造が異なるのであろう。 

3.2.4 3MSTと哺乳類のRDSについて 

マウス 3MSTとヒト 3MST、ウシRDSの全体構造は似通っており、アミノ酸配列も哺乳類

の間でよく保存され(図 7-1)、Cα炭素の位置のずれが大きい残基は表面のループ部分に集中し

ていた(図 3-6、3-7、3-8)ことから、立体構造は哺乳類の 3MSTとRDSに普遍的であると推測

できる。 

寄生虫の 3MSTではマウス 3MSTとの比較で述べた残基はリーシュマニアやトリパノソー

マでよく保存されており(図 7-4)、立体構造や活性部位の構造もマウス 3MSTより森林型熱帯

リーシュマニア 3MSTに類似していると思われる。膣トリコモナス 3MSTでは、森林型熱帯

リーシュマニア 3MSTと残基が保存されているものの複数の残基が異なっており(アミノ酸の

配列アライメントではAsp61→His54、Met108→Asn103、Tyr193→Leu195、Glu196→Arg198、



  

42 

 

Val257→Ile248)、膣トリコモナス 3MSTの形状はマウス 3MSTより森林型熱帯リーシュマニ

ア 3MSTに類似しているもののやや異なると思われる。(図 7-4) 

3.2.5 SseA活性部位の構造が他の3MSTと大きく異なる理由について 

3.2.5.1 セリンの役割 

大腸菌の 3MSTであるSseAの活性部位はマウス 3MSTと比較し、保存配列のループの構造

が大きく異なり、S-スルフヒドリル化された触媒残基のCys238をループ部分が蓋をし、活性

部位が崩れた構造をしている。この原因は、マウス 3MSTのSer275に相当する残基がAla265

であることによると思われる。Ser275に相当する残基は殆どの種の 3MSTで保存されてお

り、大腸菌だけがAlaである(図 1-2)。マウス 3MSTでは、このSerの側鎖Oγ原子が触媒残基

であるCys248主鎖N原子などと水素結合している。いくつかのマウスや他の種の 3MSTのラ

マチャンドランプロットを見ると、Cys248やSer275に相当する残基の二面角は許容範囲と範

囲外の境界付近にある(図 7-7)ため、活性部位の立体構造はやや不安定であり、Ser250に相当

する残基はCys248に相当する残基の位置の固定に重要な役割を果たしていると思われる。実

際、SseAの結晶構造ではAla265や前後の残基がマウス 3MSTのSer275に相当する位置から

大きく離れた位置に存在する。SseAの論文では、SseAの結晶化にはチオ硫酸ナトリウムが必

要であることが述べられている[78]。また、結晶の非対称単位の 2つの鎖の活性部位の構造が

やや異なることも述べられている[23]。従ってSseAはAla265がSerでないことにより保存配

列のループのコンフォメーションが安定せず活性部位の立体構造が不安定であり、触媒残基の

Cys238がS-スルフヒドリル化することによって保存配列のループがS-スルフヒドリル化され

たCys238と相互作用して安定化すると考えられる。 
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また、結晶化前のSseAは 3MPからシアン化物イオンへの硫黄転移反応を触媒した[78]こと

から、SseAの活性部位は他の 3MSTと同様のコンフォメーションをとり、酵素反応が進行す

ると考えられる。SseAの論文では結晶構造をもとに触媒機構を推察しており、Arg103 Nη1原

子およびNη2原子に 3MPのカルボキシル基が水素結合し、His67 Nδ1原子と 3MPのカルボキ

シル基が水素結合するところから酵素反応が進行するモデルを述べている(図 7-9)[23]。しか

し、他の 3MSTでは活性部位表面にないArg (マウス 3MSTではArg 112が対応)を基に酵素反

応モデルを組み立てたモデルであり、このモデルは誤りの可能性が高いと考えられる。恐らく

酵素反応時には保存配列が他の 3MSTと同様の位置にあり、他の 3MSTの活性残基に相当す

る活性残基(Arg179など)により酵素反応を進行させるものと思われる。 

3.2.5.2 金属イオンの結合との関係 

マウス 3MSTには活性部位近くに金属結合サイト 1があった。SseAのA鎖での対応する位

置の近傍では、マウス 3MSTでの相互作用残基はAsp73がPro66となっている以外は保存さ

れている(図 1-2)にも拘らず、活性部位側に位置するはずのSer240が離れた位置にあり、形状

が崩れていた(B鎖ではさらに形状が崩れていた)。また、マウス 3MST–AKG阻害剤複合体で

AKGの結合が観察されなかった分子では活性部位の保存配列のループのマルチコンフォーマ

ーによると思われる電子密度が見られ、金属の結合がはっきり確認できなかった(4.1.1.2参照)

ことからも、金属結合サイト 1への金属イオンの結合が活性部位の構造を保つ効果を持つこと

が示唆される。大腸菌のRDSであるYnjEでは対応する位置付近にナトリウムイオンや水分

子が当てはめられている(3.2.2参照)。YnjEではマウス 3MSTのSer275に相当する残基は

Gly412であり、Ser275側鎖Oγ原子の位置の近傍に水分子が存在するものの、立体構造を安定

に保つ力はSerのときの方が強いと考えられる。従って、Ser275またはGly251に相当する残
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基がSerでない場合は、金属結合サイト 1に金属イオンが結合することで活性部位の構造を保

っていると考えられる。従って、金属結合サイト 1に結合している金属イオンは 3MSTや

RDSの活性部位周辺の立体構造を安定に保つのに寄与していると考えられる。この位置には

ウシや出芽酵母のRDSで水分子が置かれ、周囲の残基と金属の配位形式に類似した水素結合

を形成している。これまで 3MSTは銅イオンや亜鉛イオン、RDSは亜鉛イオンを含むことが

報告されている[75]–[77]ので、これらの金属イオンが金属結合サイト 1に結合する可能性があ

る(3.2.2参照)。 

一方、この位置の近傍にはヒト 3MST (PDB ID 3OLH, 4JGT)では水分子が置かれているもの

の、マウスほど強くは水素結合しておらず、マウス 3MSTで配位していた原子(特にAsp73主

鎖O原子)は少し離れている。また、森林型熱帯リーシュマニア 3MST (PDB ID 1OKG)は

Met74に相当する配位子がなく、金属の替わりに水も当てはめられていない。Ser275に対応す

るSer残基を持つRDSではこの位置で水分子と強く水素結合していない構造が複数登録され

ている。従って、Ser275に対応するSer残基が存在する場合、金属結合サイト 1への金属イオ

ンの結合は、活性部位の構造を保つのに必須ではないと考えられる。 

3.2.6 3MSTのArg197の酵素反応への寄与について 

ヒト 3MSTや森林型熱帯リーシュマニア 3MSTでは結晶構造中でそれぞれArg197、Arg74

が活性部位方向を向いている。これまでラット 3MSTの変異実験やヒト 3MSTの基質との複

合体の結晶構造からArg197が酵素反応に関与する触媒残基であるモデル(図 7-10など)が提唱

されてきた[7], [18]。ラット 3MSTやマウス 3MSTではArg197の変異が酵素反応に与える影響

は大きいもののArg188の変異ほどではない[17], [18]ことが報告されている。 
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マウス 3MSTのArg197側鎖は結晶構造中ではPro71主鎖と水素結合を形成し、活性部位と

は離れた位置に存在する。マウス 3MSTのArg197に対応する残基であるSseAのArg188付近

の残基は結晶構造で位置が決められていない残基である。前後の残基であるGlu186やLeu191

の位置はマウス 3MSTの対応する残基であるGlu195や Ile200とは大きく離れた位置に存在す

るので、Arg188は結晶中では活性部位の周辺には存在しないと考えられる。溶液中でも

Arg188が活性部位と相互作用しない可能性もある。マウス 3MSTのArg197側鎖も結晶構造で

は活性部位に近くない(図 3-5)ので、ヒト 3MSTより酵素反応に関与しにくいかもしれない。 

3.2.7 ローダネーゼドメインを持つ蛋白質について 

他の蛋白質のローダネーゼドメインを重ね合わせると、活性を持つ蛋白質は活性部位モチ

ーフが短くCys248の位置の残基がCysでありSer275若しくはGly251の位置の残基がSerと

なり周囲の残基と水素結合(3.5 Å以内)していた (図 3-11 (D)、(G))。また、触媒残基のCysの

二面角はしばしば許容範囲と範囲外の境界付近(φ −160°, ψ −150° 周辺)だった(図7-7)。また、

活性のない蛋白質やドメインは活性部位モチーフが長くCys248の位置の残基がAspであり

Ser275若しくはGly251の位置にSerはなかった(図 3-11 (D)、(H))。また、触媒残基の位置に

当たるAspの二面角は許容範囲内だった。従って、ローダネーゼドメインを持つ蛋白質は触

媒残基のCysの二面角が許容範囲と範囲外の境界付近にあることが酵素活性に好影響を与

え、近くに存在するSerが触媒残基のCysの位置を固定していると考えられる。また、ローダ

ネーゼドメインのヘリックスやストランドの位置は多くが共通していたことから、ストランド

を中央にヘリックスが周囲に存在する構造がドメインの安定性を高めていると考えられる。 

  



  

46 

 

(A)                                       (B) 
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図 3-1 マウス 3MST の全体構造 

(A) マウス 3MST阻害剤非結合型のドメインのリボン表示(ローダネーゼドメイン 1 (ライム)、

ローダネーゼドメイン 2 (マゼンタ)) 

(B) マウス 3MST阻害剤非結合型のCH2A、CH2B、活性部位のモチーフのリボン図表示(CH2A

モチーフ(赤) (ローダネーゼドメイン 1)、(オレンジ) (ローダネーゼドメイン 2)、CH2Bモチ

ーフ(青) (ローダネーゼドメイン 1)、(薄青) (ローダネーゼドメイン 2)。活性部位モチーフ 

(金) (ローダネーゼドメイン 1)、(薄緑) (ローダネーゼドメイン 2)、白(該当なし)) 

(C) マウス 3MST 阻害剤非結合型のトポロジー図(β ストランド(矢印)、α ヘリックスまたは 310

ヘリックス(円柱)。ローダネーゼドメイン 1 ライム、ローダネーゼドメイン 2 マゼンタ。

CH2Aモチーフを赤の点線、CH2Bモチーフを青の点線、活性部位モチーフをオレンジで囲

う。ηは 310ヘリックスを表す。) 

全てモデルに阻害剤非結合型A鎖を使用。 

二次構造はプログラムDSSPにより定義した。 
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図 3-2 阻害剤非結合型の A 鎖と B 鎖の比較(LSQ 方式) 

(A) A鎖とB鎖の重ね合わせ(A鎖(藤色)、B鎖(暗シアン)、A鎖とB鎖のCαの位置のずれが2 

Å以上の残基(青球)) (ワーム表示) 

(B) 重ね合わせた際の対応する残基のCα炭素の距離 (Å) 

距
離

 
(Å

) 

残基番号 
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(A)                      (B) 
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図 3-3 蛋白質に結合する金属原子 

(A) 3MSTに結合する金属の位置(灰色球) 

(B) 金属結合サイトのナトリウム原子(A上側) (ボンド表示) 

(C) 金属結合部位のナトリウム原子(A下側) (ボンド表示) 

アミノ酸残基(黄)、2Fo − Fc 1.5 σ (青網)、Fo − Fc 3.0 σ (+) (緑網)、Fo − Fc 3.0 σ (−) (赤網)、窒素原

子(青)、酸素原子(ピンク)、硫黄原子(黄緑)、ナトリウムイオン(灰色、組木型)、水分子(ピンク、

組木型)を表示。 

すべて阻害剤非結合型A鎖。 

Na+ 

Na+ 
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図 3-4 哺乳類の 3MST での Cys の存在する場所 

マウス 3MST 阻害剤非結合型の対応する残基の位置の Cα 炭素を金色の球で表示(7 ヒトのみ、

155 ラットのみ)。蛋白質はリボン表示。 

ローダネーゼドメイン 1をライム、ローダネーゼドメイン 2をマゼンタで表示。 

残基番号 155の残基はヘリックスに隠れた位置にある。 
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図 3-5 マウス 3MST 阻害剤非結合型とヒト 3MST (PDB ID 3OLH、4JGT)と、ウシ

RDS (PDB ID 1RHS)の活性部位付近の残基の比較(SSM 方式) (円筒表示) 

(A) マウス 3MSTとヒト 3MSTの比較 

(B) マウス 3MSTとウシRDSの比較 

SSM方式での重ね合わせ、Cα炭素と側鎖を中心に表示。 

マウス(藤色)、ヒト 3MST (PDB ID 3OLH) (薄黄)、ヒト 3MST (PDB ID 4JGT) (黄)、ウシRDS (黄

緑)、Arg197側鎖が形成する水素結合(点線)を表示。残基は酸素原子(赤)、窒素原子(青)、硫黄原

子(黄)を色分けして表示。残基番号は(A)共通の配列 (B)ウシ RDS(括弧内はマウス 3MST)を表

記。 

ヒト 3MST (PDB ID 4JGT)と、ウシRDSのCys248はS-スルフヒドリル化されている。 
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(A) 

(B) 

図 3-6 マウス 3MST 阻害剤非結合型とヒト 3MST (PDB ID 3OLH)の比較(LSQ 方式) 

(A) 全体構造の重ね合わせ(マウス(藤色)、ヒト(薄黄)、Cαの位置のずれが 2 Å以上の残基(青球)) 

(ワーム表示) 

(B) 重ね合わせた際の対応する残基のCα炭素の距離 (Å) 

 

距
離

 
(Å

) 

残基番号 
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(A) 

(B) 

図 3-7 マウス 3MST 阻害剤非結合型とヒト 3MST (PDB ID 4JGT)の比較(LSQ 方式) 

(A) 全体構造の重ね合わせ(マウス(藤色)、ヒト(黄)、Cα の位置のずれが 2 Å 以上の残基(青球)) 

(ワーム表示) 

(B) 重ね合わせた際の対応する残基のCα炭素の距離 (Å) 

 

 

距
離

 
(Å

) 

残基番号 
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(A) 

(B) 

図 3-8 マウス 3MST 阻害剤非結合型とウシ RDS (PDB ID 1RHS)の比較(LSQ 方式) 

(A) 全体構造の重ね合わせ(マウス 3MST (藤色)、ウシRDS (黄緑)、Cαの位置のずれが 2 Å以上

の残基(青球)) (ワーム表示)  

(B) 重ね合わせた際の対応する残基のCα炭素の距離 (Å) 

 

距
離

 
(Å

) 

残基番号 
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図 3-9 マウス 3MST 阻害剤非結合型と森林型熱帯リーシュマニア 3MST (PDB ID 

1OKG)の比較(SSM 方式) 

(A) 全体構造の重ね合わせ(ワーム表示) 

(B) 活性部位((A)の円内)付近の残基(円筒表示)  

マウス(藤色)、森林型熱帯リーシュマニア(オレンジ)を表示。 

残基はCα炭素と側鎖を中心に表示。森林型熱帯リーシュマニア 3MSTの残基番号のみ表示。 

森林型熱帯リーシュマニアCys253はS-スルフヒドリル化されている。 
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(A)                 (B) 
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図 3-10 マウス 3MST 阻害剤非結合型と SseA (PDB ID 1URH)の比較(SSM 方式) 

(A) 全体構造の重ね合わせ(ワーム表示) 

(B) 活性部位の触媒残基側からの表示(円筒表示) 

(C) 活性部位((A)の円内)付近の残基(円筒表示) 

マウス(藤色)、SseA (金)を表示。残基はCα炭素と側鎖を中心に表示。活性部位の保存配列は全

体をボンド表示。SseAの残基番号のみ表示。 

SseAのCys238はS-スルフヒドリル化されている。 
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図 3-11 ローダネーゼドメインの SSM 方式による重ね合わせ 

(A) マウス 3MST のローダネーゼ 1 ドメインとローダネーゼ 2 ドメインの重ね合わせ(ワーム/

チューブ表示(太))  

(CH2Aモチーフ(赤) (ローダネーゼドメイン 1)、(オレンジ) (ローダネーゼドメイン 2)、CH2B

モチーフ(青) (ローダネーゼドメイン 1)、(薄青) (ローダネーゼドメイン 2)。活性部位モチー

フ(金) (ローダネーゼドメイン 1)、(薄緑) (ローダネーゼドメイン 2)、該当なし(ライラック) 

(ローダネーゼドメイン 1)、(白) (ローダネーゼドメイン 2)) 

(B) (A)の別方向からの表示 

(C) マウス 3MST のローダネーゼドメインと他の蛋白質のローダネーゼドメインとの重ね合わ

せ(ワーム/チューブ表示(細)) 

(D) ローダネーゼドメインの活性部位モチーフの重ね合わせ(ワーム表示) 

(E) ローダネーゼドメインのα3付近の重ね合わせ(ワーム/チューブ表示(細)) 

(F) マウス 3MSTのローダネーゼドメインの重ね合わせ(C248、G251、S275付近) 

(G) 酵素活性を持つローダネーゼドメインとの重ね合わせ(マウス 3MSTのC248、G251、S275

付近) 

(H) 酵素活性を持たないローダネーゼドメインとの重ね合わせ(マウス 3MST の D101、L107、

G131付近) 

マウス 3MSTローダネーゼドメイン 1 (ライム)、マウス 3MSTローダネーゼドメイン 2 (マゼン

タ)、ヒトCDC25A (PDB ID 1C25) (ライトブルー)、出芽酵母Ygr203w (PDB ID 3F4A) (薄黄)、森

林型熱帯リーシュマニアAcr2 (PDB ID 2J6P) (オレンジ)、ヒトDUSP10ローダネーゼドメイン

(PDB ID 2OUC) (灰色)。 
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4 マウス 3MST と 3MP類似阻害剤との相互作用 

4.1 結果 

4.1.1 マウス3MST–3MP類似阻害剤複合体の構造 

マウス 3MST–3MP類似阻害剤複合体の結晶はP21に属す結晶であり、非対称単位中に 2つ

の 3MST分子(A鎖、B鎖)が存在した。 

4.1.1.1 全体構造 

3MP類似阻害剤であるα-ケトグルタル酸(AKG)、2-メルカプトプロピオン酸(2MPA)はどち

らも活性部位のポケットに 1分子入る大きさで、蛋白質 1分子あたり活性部位ポケット 1箇所

に結合していた。 

阻害剤の結合による立体構造の大きな変化は観察されなかった。(阻害剤非結合型との

RMSDはそれぞれ 0.26 Å、0.49 Å (SSM)) 

4.1.1.2 3MP類似阻害剤の電子密度 

マウス 3MST–AKG複合体はA鎖のみAKGの電子密度が確認され(図 4-2 (A))、B鎖では主

鎖のダブルコンフォメションに由来すると思われる電子密度が確認され阻害剤の結合は確認で

きなかった(図 4-3 (A))。B鎖では金属結合サイト 1の電子密度が弱く金属の結合も特定できな

かった。マウス 3MST–2MPA複合体ではA鎖、B鎖ともに 2MPAのR体を当てはめると硫黄

原子S1の位置((2S)-2MPAのC3原子の位置)のFo − Fcマップが大きく負になってしまった(図

4-3 (C))。2MPAの S体((2S)-2MPA)を当てはめると硫黄原子S1の位置のFo − Fcマップの負の

大きさが小さかった(図 4-3 (B))ので S体が結合すると結論づけた(図 4-2 (B))。 
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4.1.1.3 マウス3MSTと 3MP類似阻害剤との相互作用 

相互作用の記述のため、各非水素原子に図 4-1のように番号を付けて区別することにする。 

4.1.1.3.1 ファンデルワールス相互作用 

複合体中でAKGはTrp36、Leu38、Tyr108、Arg184、Arg188、Pro196、Cys248、Gly249、

Ser250、Val252、Thr253とファンデルワールス相互作用していた。2MPAはTrp36、Leu38、

Tyr108、Arg188、Pro196、Gly249、Ser250、Val252とファンデルワールス相互作用していた。

(図 4-4、表 4-1、図 7-8) 

4.1.1.3.2 水素結合 

AKGは 1位のカルボキシル基の酸素原子O1がTyr108側鎖の酸素原子Oηと、酸素原子O2

がThr253側鎖の酸素原子Oγ1と、2位のカルボニルの酸素原子O3がGly249主鎖の窒素原子

Nと、5位のカルボキシル基の酸素原子O4がSer250側鎖の酸素原子Oγと、酸素原子O5が

Arg188側鎖の二つの窒素原子Nη1、Nη2と直接水素結合をしていた。また、1位のカルボキ

シル基の酸素原子O2がAla185主鎖の窒素原子Nと水 1分子を介した水素結合を形成してい

た。(図 4-4、表 4-1、図 7-8) 

2MPAはカルボキシル基の酸素原子O1がArg188側鎖の窒素原子Nη1と、酸素原子O2が 

Arg188側鎖の窒素原子Nη2と直接水素結合していた。また、カルボキシル基の酸素原子O1

がTyr108側鎖の酸素原子Oηと、酸素原子O2が Gly249主鎖の窒素原子Nとそれぞれ水 1分

子を介した水素結合を形成していた。(図 4-4、表 4-1、図 7-8) 
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4.1.1.4 ポケット内での位置の比較 

AKGは 3MSTの活性部位の残基と 6本の直接の水素結合を形成し、活性部位のポケットに

深く入り込んでより触媒残基のCys248側に位置していた。一方、2MPAは残基との直接の水

素結合は 2本しか水素結合を形成せず、ポケットにもあまり深く入り込まず、ポケットの入口

側に位置していた。2MPAは硫黄原子S1が活性部位のポケット側に、炭素原子C3が開口部

側に位置していた。(図 4-2、図 4-5 (C)) 

4.1.1.5 阻害剤の接触面積と結合によるエントロピー変化 

プログラムQtPISAによる解析の結果、マウス 3MST–AKG複合体のAKGは、露出面積 

280.26 Å2、埋没表面積 271.17Å2、溶媒和効果 −2.55 kcal/mol、溶媒和エネルギー 2.43 kcal/mol

であった。マウス 3MST–2MPA複合体の 2MPAはA鎖、B鎖それぞれ、露出面積 237.58 Å2, 

237.61 Å2、埋没表面積 218.85 Å2, 220.80 Å2、溶媒和効果 −2.35 kcal/mol, −2.39 kcal/mol、溶媒和

エネルギー 1.95 kcal/mol, 2.05 kcal/molであった。※ 

4.1.1.6 ヒト3MST–ピルビン酸複合体との比較 

ヒト 3MST–ピルビン酸複合体(PDB ID 4JGT)のA鎖では、ピルビン酸とヒト 3MSTが

Tyr108、Arg188、Arg197、Ser250、Thr253と直接または水 1分子を介した水素結合を形成

し、Trp36、Leu38、Tyr108、Arg188、Arg197、S-スルフヒドリル化されたCys248、Gly249、

Ser250、Val252とファンデルワールス相互作用している。マウス 3MST–3MP類似阻害剤複合

体とヒト 3MST–ピルビン酸複合体での相互作用残基(表 4-1)に違いが見られるものの、3MP類

似阻害剤はピルビン酸と大体同じ位置に結合していた(図 4-5)。 
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4.2 考察 

4.2.1 2MPAの光学異性体について 

マウス 3MST–2MPA複合体中での 2MPAの光学異性体の結合は、2MPAのR体と S体の双

方を当てはめた時の精密化で結合していると判断した。R体を当てはめると硫黄原子S1の位

置のFo − Fcマップが大きく負になってしまったが、S体を当てはめたときは硫黄原子S1の位

置のFo − Fcマップの負の割合が小さかった。従って、マウス 3MSTの活性部位は 2MPAの光

学異性体のうち特異的に S体を認識していると考えられる。(図 4-3 (B)、(C)) 

4.2.2 結合様式の比較 

マウス 3MST–AKG複合体とマウス 3MST–2MPA複合体は、活性部位ポケットに結合する

という点では同じであるが、その結合様式は大きく異なる。共通の相互作用は、阻害剤が

Trp36、Leu38、Arg188、Pro196、Gly249、Ser250、Val252とファンデルワールス相互作用し、

Arg188と直接水素結合する。相違点は、AKGはTyr108、Arg184、Cys248、Thr253とファン

デルワールス相互作用し、Tyr108、Gly249、Ser250、Thr253と直接水素結合、Ala185と水 1

分子を介して水素結合するのに対し、2MPAは共通の相互作用残基以外はファンデルワールス

相互作用、直接水素結合する残基はなく、Tyr108、Gly249と水 1分子を介して水素結合する

(図 4-4、表 4-1、図 7-8)。 

4.2.3 ヒト3MST–ピルビン酸複合体との比較 

PDBには、ヒト 3MST–ピルビン酸複合体(基質と反応させて得た反応中間体) (PDB ID 4JGT)

が登録されている。この反応産物であるピルビン酸とより結合様式が近いのは 2MPAであっ

た(図 4-4、4-5)。 
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マウス 3MST–AKG複合体とヒト 3MST–ピルビン酸複合体の結合様式は大きく異なり、ヒ

ト 3MST–ピルビン酸複合体ではピルビン酸骨格のカルボキシル基、カルボニル基がArg188や

Arg197、Ser250と直接水素結合し、Tyr108、Thr253と水 1分子を介して水素結合する。一

方、マウス 3MST–AKG複合体ではピルビン酸骨格の部分はTyr108、Gly249、Thr253と直接

水素結合し、Ala185と水1分子を介して水素結合する。Arg188やSer250と直接水素結合して

いるのは別のカルボキシル基である。また、Trp36、Leu38、Tyr108、Arg188、Gly249、

Ser250、Val252の他に、ヒト 3MST–ピルビン酸複合体ではArg197、S-スルフヒドリル化され

たCys248とファンデルワールス相互作用するのに対し、マウス 3MST–AKG複合体では、

Arg184、Pro196、Cys248、Thr253とファンデルワールス相互作用する。従って、3MP類似阻

害剤であっても極性の官能基の数が多いAKGは、ヒト 3MST–ピルビン酸複合体中のピルビ

ン酸と結合様式が異なり、ピルビン酸と比較してピルビン酸骨格が活性部位ポケットの奥側に

結合することが明らかになった。 

マウス 3MST–2MPA複合体とヒト 3MST–ピルビン酸複合体の結合様式は類似しているもの

の、結合様式は異なる。相違点は、ヒト 3MST–ピルビン酸複合体ではカルボキシル基が

Arg188の他にArg197と直接水素結合し、Tyr108の他にThr253と水 1分子を介して水素結合

するのに対し、マウス 3MST–2MPA複合体はカルボキシル基がR188の他に直接水素結合す

る残基はなく、Tyr108の他にGly249と水 1分子を介して水素結合する点である。また、

Trp36、Leu38、Arg188、Gly249、Ser250、Val252の他に、ヒト 3MST–ピルビン酸複合体では

Tyr108、Arg197、S-スルフヒドリル化されたCys248とファンデルワールス相互作用するのに

対し、マウス 3MST–2MPA複合体ではPro196とファンデルワールス相互作用する。ヒト

3MST–ピルビン酸複合体ではArg197側鎖が活性部位ポケット内部を向いているためピルビン
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酸と相互作用するのに対し、マウス 3MST–2MPA複合体はArg197側鎖が活性部位ポケット外

を向いているため 2MPAと相互作用しない。また、ヒト 3MST–ピルビン酸複合体は反応の中

間的な構造であるためピルビン酸が活性残基のCys248方向に傾いているが、マウス 3MST–

2MPA複合体は 2MPAが活性部位ポケットの入口側に結合している。 

4.2.4 3MP類似阻害剤による酵素反応阻害 

3MP類似阻害剤は、活性部位のヒト 3MST–ピルビン酸複合体のピルビン酸結合部位とほぼ

同じ場所に結合していた。従って、阻害剤は、活性部位への硫黄供与基質である 3MPの結合

を妨げることで酵素反応を阻害していると考えられる。3MP類似阻害剤の活性部位への結合

については、AKGは活性部位と複数の水素結合を形成していたことから、水素結合可能な残

基は阻害剤の活性部位への結合に有利に働くと考えられる。しかし、水素結合可能な官能基の

数が少ない 2MPAが活性部位に結合していたことから、硫黄原子と水素結合可能な官能基を

持つ 2MPAのような物質であれば、活性部位への結合は可能であると思われる。AKGは

3MSTの活性部位と多数の水素結合を形成して活性部位のポケットの奥側に結合していたのに

対し、2MPAはそれほど水素結合を形成せず、ポケットの入口側に結合していた。従って、阻

害剤の水素結合を可能にする官能基の数が多いとやや親水的であるポケットの奥側に、官能基

の数が少ないとやや疎水的であるポケットの入口側に結合すると考えられる。 

また、3MP類似阻害剤は触媒残基のCys248がS-スルフヒドリル化されていなくても活性部

位に結合していたことから、3MP類似阻害剤の結合にはCys248がS-スルフヒドリル化されて

いることは必須でないと考えられる。従って、3MP類似阻害剤は 3MSTが触媒する酵素反応
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の 1段階目、つまり、3MPから触媒残基のCys248への硫黄転移反応から阻害するといえよう

(図 4-6)。 

3MP類似阻害剤の哺乳類 3MSTへの結合については、3MP類似阻害剤との相互作用残基が

保存されていることから、AKG、2MPAともにほぼ同様の相互作用で活性部位に結合する可

能性が高いと思われる。(図 7-1 (A), 7-3 (A)) 

3MP類似阻害剤の寄生虫 3MSTへの結合については、マウス 3MSTのArg188に相当する

残基は保存されているので、2MPAについてはほぼ同様の相互作用で活性部位に結合するもの

と思われるが、Trp36、Tyr108に対応する残基がそれぞれTyr、Metであるように水素結合に

関与する残基が異なるので、AKGの相互作用様式はマウス 3MSTと異なる可能性が高い。(図

7-4) 

3MP類似阻害剤の細菌の 3MSTへの結合については、哺乳類の 3MSTと配列相同性が低い

ので活性部位のポケットの形状がやや異なる可能性もあり、特にAKGの結合様式は異なる可

能性が高いと予想される。 

4.2.5 他の蛋白質–3MP類似物質複合体との比較 

4.2.5.1 マウス3MST–AKG複合体と他の蛋白質–AKG複合体の結合様式の比較 

PDBには蛋白質–AKG複合体が 100個以上登録されている。その中から、ヒトのイソクエ

ン酸脱水素酵素(NADP+)との複合体(PDB ID 3INM)と、α-ケトグルタル酸依存性2原子酸素添

加酵素ホモログ 7との複合体(PDB ID 4QKD)について説明する。それぞれをPDB IDで区別す

る。(図 4-8) 
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3INMでは、AKGの 1位のカルボキシル基と 2位のカルボニル基の酸素原子が 1つのカル

シウムイオンに配位し、結合部位のThr77、Ser94、Asn96、Arg100、Arg109、Asp275と水素

結合し、周囲の残基とファンデルワールス相互作用している。AKGはカルボキシル基やカル

ボニル基を持つため表面電荷は負であり、結合部位の蛋白質側の表面電荷は正である。4QKD

では、AKGの 1位のカルボキシル基と 2位のカルボニル基の酸素原子が 1つのマンガンイオ

ンに配位し、結合部位のHis121、Asp123、Tyr165、His177、Arg197、Ser199と水素結合し、

周囲の残基とファンデルワールス相互作用している。結合部位の蛋白質側の表面電荷は、Arg

周辺は正であり、開口部周辺は負である。 

3INMや 4QKDでは、1つの金属にAKGの 2つの酸素原子が 2つの配位子となっている結

合様式であり、金属への配位によって蛋白質への結合力が高まっていると考えられる。結合部

位の蛋白質側のポケットが必ずしも結合に有利でない負電荷を帯びていても結合しているのは

そのためであろう。一方、マウス 3MST–AKG複合体では活性部位の残基と水素結合し、周囲

の残基とファンデルワールス相互作用する結合様式であり、結合部位の蛋白質側はArg188表

面は正電荷を帯び、その他は全体的に弱い(図 4-7 (A))。従って、AKGの 3MSTへの結合は水

素結合とファンデルワールス相互作用によると考えられる。AKGのマウス 3MSTへの結合力

は、結合部位に金属が存在しないため他の蛋白質への結合よりかなり弱いと考えられる。 

4.2.5.2 マウス3MST–2MPA複合体と他の蛋白質–3MP類似物質複合体の結合様式の比較 

PDBには 3MP類似物質のチオグリコール酸(TGA)が蛋白質に結合した構造が登録されてい

る。そのうち、シュードモナス・スタッツェリのトルエン、o-キシレン 1原子酸素添加酵素 
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酸素添加酵素との複合体(PDB ID 1T0Q)、セラチア菌の金属 β−ラクタマーゼとの複合体(PDB 

ID 3VQZ)について説明する。それぞれをPDB IDで区別する。(図 4-9) 

1T0Qでは、TGAのカルボキシル基の 1つの酸素原子が 2つの鉄イオンに配位し、結合部

位の残基とファンデルワールス相互作用している。TGAの表面電荷はカルボキシル基は負で

他の部分は電荷が弱く、結合部位の蛋白質側の表面電荷は負である。3VQZでは、TGAの 1

つの酸素原子がThr195と、もう 1つの酸素原子がSer193と水素結合し、この酸素原子と硫黄

原子が 2つの亜鉛イオンに配位している。結合部位の蛋白質側の表面電荷は正である。 

1T0Qや 3VQZでは、TGAは 2つの金属への配位が生じている結合様式であり、TGAの蛋

白質への結合は金属への配位によるところが大きいと考えられる。結合部位の蛋白質側のポケ

ットが必ずしも結合に有利でない負電荷を帯びていても結合しているのはそのためであろう。

一方、マウス 3MST–2MPA複合体はカルボキシル基がArg188と水素結合し、周辺の残基とフ

ァンデルワールス相互作用する結合様式であり、結合部位の蛋白質側はArg188表面は正電荷

を帯び、その他の部分の電荷は弱い(図 4-7 (B))。従って、2MPAの蛋白質への結合はArg188

への水素結合とファンデルワールス相互作用によると考えられる。2MPAのマウス 3MSTへ

の結合力は、結合部位に金属が存在しないためTGAの他の蛋白質への結合よりかなり弱いと

考えられる。 

4.2.5.3 蛋白質–3MP類似物質複合体の相互作用についてのまとめ 

既知の蛋白質–3MP類似物質複合体では、3MP類似物質が金属に配位して結合する結合様

式であった。特に、表面電荷が結合に不利な負電荷である場合(1T0Q、4QKD)や、3MP類似物

質の電荷がやや弱い場合(1T0Q、3VQZ)は、原子番号の大きな金属のイオンに配位していた。
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従って、3MP類似阻害剤は金属原子、つまり強い陽電荷を持つ物質が存在することで蛋白質

への結合性が高まることが示唆される。3MP類似阻害剤の相互作用を基に阻害剤を設計する

のであれば、水素結合できる官能基を増やすか、金属イオンのように蛋白質との相互作用を強

める原子や官能基を導入するなど、活性部位との相互作用を強める工夫が必要であろう。 

 

※ QtPISAの計算結果は、リガンドの名前を変更すると異なる値を出すことが後に判明した。プログラムのバグな

どがあるかもしれない。 
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(A)                                               (B) 

 

 

 

 

 

図 4-1 3MP 類似阻害剤の構造式 

(A) AKG (B) 2MPA 

原子の上または下に各原子を区別するための番号を記す。 
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図 4-2 阻害剤の結合位置と阻害剤の電子密度 

(A) マウス 3MST–AKG複合体のAKGのオミットマップ 

(B) マウス 3MST–2MPA複合体の 2MPAオミットマップ 

(C) マウス 3MST–AKG複合体の結合位置 

(D) マウス 3MST–2MPA複合体の結合位置 

アミノ酸残基(薄青)、AKG (黄緑)、2MPA (深緑)、オミットマップ(Fo − Fc 3.0 σ (+)) (青網)を表示。 

(C)                  (D) 
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        (A) 

(B)                   (C) 

 

図 4-3 マウス 3MST–3MP 類似阻害剤複合体中の電子密度 

(A) マウス 3MST–AKG複合体で観察された、活性部位の主鎖のダブルコンフォメションに由来

する電子密度(B鎖) 

(B) マウス 3MST–2MPA複合体の 2MPAに S体を当てはめた時の電子密度(A鎖) 

(C) マウス 3MST–2MPA複合体の 2MPAにR体を当てはめた時の電子密度(A鎖) 

アミノ酸残基(黄)、2Fo − Fcマップ 1.5 σ (青網)、Fo − Fcマップ 3.0 σ (+) (緑網)、Fo − Fcマップ 3.0 

σ (−) (赤網)、窒素原子(青)、酸素原子(ピンク)、硫黄原子(黄緑)、水分子(ピンク、組木型)を表示。

(A)の細い線はA鎖の蛋白質分子を重ね合わせた時の位置。金属結合サイト 1は“Me”と記す。 
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表 4-1 3MP 類似阻害剤とピルビン酸の相互作用残基(A 鎖) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AKG と 2MPA はマウス 3MST との相互作用、ピルビン酸はヒト 3MST との相互作用(PDB ID 

4JGT)を抽出。CSS248はS-スルフヒドリル化されたCys248である。 

 

 

(A)                     (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-4 表 4-1 の相互作用残基 

(A) ファンデルワールス相互作用のみ (B) 水 1分子を介した水素結合まで 

AKG複合体(薄青)、2MPA複合体(藤色)、ヒト 3MST (薄黄)、AKG (黄緑)、2MPA (深緑)、ピル

ビン酸(ピンク)、水(赤球)、水素結合(点線)を表示。 

残基番号は新出のものを記入。 

 

A185 

R197 R197 
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(A)                                      (B) 

 

(C) 

図 4-5 ヒト 3MST–ピルビン酸複合体(PDB ID 4JGT)との比較(SSM 方式) 

(A) マウス 3MST–AKG複合体との比較 

(B) マウス 3MST–2MPA複合体との比較 

(C) 複合体の重ね合わせ(触媒残基との距離が分かるように表示) 

マウス 3MST (薄青)、ヒト3MST (薄黄)、AKG (黄緑)、2MPA (深緑)、ピルビン酸(ピンク)を表

示。 

ヒト 3MSTのCys248はS-スルフヒドリル化されている。 

 

 

 

 

 

図 4-6 3MP 類似阻害剤の酵素反応阻害段階 
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(A)                    (B) 

 

図 4-7 3MP 類似阻害剤の結合部位の表面電荷 

(A) マウス 3MST–AKG複合体 (AKG (黄緑)) 

(B) マウス 3MST–2MPA複合体 (2MPA (深緑)) 

表面電荷は正を青、負を赤、阻害剤を点、蛋白質表面を固体面で表示。 
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(A)                                                                         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-8 他の蛋白質–AKG 複合体の結合箇所の表面電荷表示 

(A) PDB ID 3INM 

(B) PDB ID 4QKD 

蛋白質(シアン、円筒)、AKG (黄緑、ボール–スティック)、金属(灰色、球)、水(赤、小球)と表面

電荷を表示。表面電荷は正を青、負を赤、AKGを点、蛋白質表面を固体面で表示。 

 

(A)                   (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-9 他の蛋白質–TGA 複合体の結合箇所の表面電荷表示 

(A) PDB ID 1T0Q 

(B) PDB ID 3QVZ 

蛋白質(ピンク、円筒)、TGA (深緑、ボール–スティック)、金属(灰色、球)表示。 

表面電荷は正を青、負を赤、TGAを点、蛋白質表面を固体面で表示。 

 

R109 

D275 

N96 

D252 

Ca2+ 

Y165 

H121 

H177 

I70 

I118 

(B) 

Mn2+ 

E104 
H137 

E134 

H234 
Fe2+ 

Fe2+ 
Zn2+ 

Zn2+ 

H233 

S193 

H95 

H168 

H90 

H92 
Q131 
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5 マウス 3MSTと新規 3MST阻害剤との相互作用 

5.1 結果 

5.1.1 ITC実験 

硫黄を結合させていないマウス 3MSTではどちらの阻害剤でも結合熱の発生が観察され

ず、解離定数が求まらなかったのに対し、Cys248に硫黄を結合させたマウス 3MSTでは結合

熱の発生が観察され、解離定数Kdが阻害剤A、Bそれぞれ 0.5 µM、3.0 µMと求まった。ま

た、蛋白質 1分子あたりの阻害剤のストイキオメトリーNは阻害剤A、Bそれぞれ 0.41、0.56

だった。(図 5-2、表 5-1) 

5.1.2 マウス3MST–新規3MST阻害剤複合体の構造 

5.1.2.1 全体構造 

マウス 3MST–新規 3MST阻害剤複合体の結晶はP21に属す結晶であり、非対称単位中に 2

つの 3MST分子(A鎖、B鎖)が存在した。 

阻害剤A、Bはどちらも活性部位を含む領域に結合していた。蛋白質 1分子あたり阻害剤 1

分子が 1箇所に結合していた(図 5-3)。 

構造決定した蛋白質はC65S/C255S/C264Sの変異体であるが、阻害剤結合や変異に由来する

と思われる全体構造の大きな変化は観察されなかった。(阻害剤非結合型とのRMSDはそれぞ

れ 0.54 Å、0.57 Å、新規 3MST阻害剤複合体同士は 0.36 Å (SSM)) 
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5.1.2.2 新規3MST阻害剤の電子密度 

マウス 3MST–新規 3MST阻害剤複合体は阻害剤A、Bとも芳香環が明確に観察されるほど

明瞭な電子密度が確認された(図 5-4)。 

5.1.2.3 S-スルフヒドリル化された触媒残基Cys248 Sδの電子密度 

マウス 3MST–新規 3MST阻害剤複合体中では阻害剤A、BともS-スルフヒドリル化された

触媒残基Cys248の硫黄原子Sδの明瞭な電子密度が確認された(図 5-5)。 

5.1.2.4 マウス3MSTと新規3MST阻害剤との相互作用 

相互作用の記述のため、各非水素原子に図 5-1のように番号を付けて区別することにする。

新規 3MST阻害剤はほぼ同様の相互作用でマウス 3MSTに結合していた。 (図 5-6) 

5.1.2.4.1 ファンデルワールス相互作用 

複合体中で阻害剤Aはアミノ酸残基Trp36、Leu38、Pro39、Asp73、His74、Tyr108、

Arg188、Pro196、Arg197、Gly249、Ser250、Val252、Val277、S-スルフヒドリル化された

Cys248の硫黄原子Sδとファンデルワールス相互作用していた。阻害剤Bではこれらの残基

に加え、さらにThr253ともファンデルワールス相互作用していた。この中でPro39、Asp73、

His74、Arg197、Val277が3MP類似阻害剤とファンデルワールス相互作用しておらず、新た

に阻害剤の相互作用残基として確認された(図 5-6 (A)、(B))。 

5.1.2.4.2 水素結合 

阻害剤の 2つの芳香環のうち、4-ピリミドン骨格を持つ芳香環(または芳香環とその置換基)

は、阻害剤A、Bともに、4-ピリミドン骨格の窒素原子N1がSer250側鎖の酸素原子Oγと、

窒素原子N2がArg188側鎖の窒素原子Nη2と、酸素原子O1がArg188側鎖の末端の窒素原子
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Nη1とそれぞれ直接水素結合し、酸素原子O1がThr253の側鎖の酸素原子Oγ1、Tyr108の側

鎖の酸素原子Oηとそれぞれ異なる水 1分子を介して水素結合を形成していた。 

阻害剤Bの 2つの芳香環のうち、4-ピリミドン骨格を持たない芳香環上の置換基である一

級アミドは、窒素原子N4がAsp63側鎖の酸素原子Oδ1と、酸素原子O3がHis74主鎖の窒素

原子Nと、それぞれ異なる水 1分子を介して水素結合していた。 

 水素結合の距離を 3.6 Åまで考えることにする(Jeffreyは 2.2–2.5 Å、2.5–3.2 Å、3.2–4.0 Å 

の距離の水素結合をそれぞれ、「strong, mostly covalent」、「moderate, mostly electrostatic」、

「weak, electrostatic」と定義している[79])と、阻害剤A、Bともに、阻害剤の 2つの芳香環を

繋ぐ箇所の硫黄原子S1やカルボニルの酸素原子O2が、共通の水 1分子を介してGlu195側鎖

の酸素原子Oε1やArg197主鎖の窒素原子Nと水素結合していた。(図 5-6 (C)、(D)) 

5.1.2.4.3 新規3MST阻害剤の芳香環の相互作用 

ここではマウス 3MSTと新規 3MST阻害剤の芳香環との相互作用について、阻害剤の結合に

重要であると思われる非共有結合性の相互作用について説明する。(図 5-7 (A)) 

5.1.2.4.3.1 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環の相互作用 

阻害剤の 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環は、S-スルフヒドリル化したCys248の硫黄原子Sδ

と硫黄-π相互作用[80](硫黄-アレン相互作用[81])していた(図 5-7 (A))。硫黄は 4-ピリミドン骨

格の芳香環の中心ではなく、炭素C3方向に寄っていた(図 5-7 (B), (D))。また、フラビン環近

くで見られるようなジスルフィド結合と芳香環の平行な相互作用ではなく、Sγ–Sδ間のジスル

フィド結合が芳香環と垂直に近い状態で相互作用していた(図 5-5)。 
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5.1.2.4.3.2 4-ピリミドン骨格を持たない芳香環の相互作用 

4-ピリミドン骨格を持たない芳香環は、阻害剤Aはナフタレン環の主にC11–17の部分が

Arg197側鎖末端のグアニジノ基とカチオン-π相互作用し、ナフタレン環のC8–17の部分が

Arg197側鎖のグアニジノ基とAsp73側鎖のカルボキシル基が形成する塩橋によって形成され

た水素結合ネットワークと平行スタッキング相互作用[81]を形成していた(図 5-7 (A)、(C))。 

阻害剤Bでもほぼ同様の相互作用が見られたが、阻害剤Bの芳香環は小さく、芳香環上の

2つの置換基であるアミドも相互作用に関与していると考えられた。つまり、阻害剤Bは主に

チオフェン骨格のC11–14、S2部分がArg197側鎖末端のグアニジノ基とカチオン-π相互作用

し、主にチオフェン骨格のC11–14、S2部分と 2つのアミドの主にC15、N3、O3がArg197側

鎖のグアニジノ基とAsp73側鎖のカルボキシル基が形成する塩橋によって形成された水素結

合ネットワークと平行スタッキング相互作用を形成していた。なお、結晶中の阻害剤Bのア

ミドに関しては、2つのアミドのN3–O3間で分子内水素結合が形成されていると考えられ

た。(図 5-7 (A)、(E)) 

5.1.2.5 阻害剤非結合型との阻害剤結合部位構造の比較 

Arg197は阻害剤非結合型ではPro71主鎖と水素結合を形成していたが、新規 3MST阻害剤

の結合により、Asp73と塩橋を形成できる位置に側鎖が移動し、形成した水素結合ネットワー

クと新規 3MST阻害剤の芳香環との間でスタッキング相互作用を形成していた。また、阻害

剤の結合により、Trp36やHis74、Pro196など相互作用残基の位置に変化が見られた。(図 5-8) 
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5.1.2.6 阻害剤の接触面積と結合によるエントロピー変化 

プログラムQtPISAによる解析の結果、マウス 3MST–阻害剤A複合体のA鎖、B鎖に結合

している阻害剤Aはそれぞれ、露出面積 496.87 Å2, 496.75 Å2、埋没表面積 436.63 Å2, 434.68 

Å2、溶媒和効果 −2.94 kcal/mol, −2.97 kcal/mol、溶媒和エネルギー 2.62 kcal/mol, 2.64 kcal/molで

あった。マウス 3MST–阻害剤B複合体のA鎖、B鎖に結合している阻害剤Bはそれぞれ、露

出面積 525.59 Å2, 530.91 Å2、埋没表面積 470.02 Å2, 475.05 Å2、溶媒和効果 −5.75 kcal/mol, 

−5.82 kcal/mol、溶媒和エネルギー 5.68 kcal/mol, 5.75 kcal/molであった。※ 

5.2 考察 

5.2.1 新規3MST阻害剤のマウス3MSTとの結合について 

新規 3MST阻害剤の 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環は、結晶構造からS-スルフヒドリル化

された触媒残基Cys248の硫黄原子Sδと硫黄-π相互作用していた。また、ITCの結果から新

規 3MST阻害剤の結合にはこの硫黄が不可欠であることが判明した。周囲の残基との直接ま

たは水 1分子を介した水素結合も存在したことから、4-ピリミドン骨格では硫黄-π相互作用と

水素結合が結合上重要な相互作用であると考えられる。 

また、4-ピリミドン骨格を持たない芳香環は、結晶構造からArg197側鎖とカチオン-π相互

作用し、Arg197側鎖とAsp73側鎖によって形成された水素結合ネットワークとスタッキング

相互作用することが分かった。この相互作用については、他の部分の骨格が共通でありながら

Arg197やAsp73と相互作用する位置に相当する部分の π電子が小さい(ベンゼン環 1個程度)

化合物が初期のスクリーニングで排除されている[61]。このことは、4-ピリミドンを持たない
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芳香環についても相互作用に関与できる π電子が十分でないと 3MSTに結合できないことを

意味していると考えられる。 

新規 3MST阻害剤の芳香環については結合への関与が評価できる一方で、2つの芳香環を結

ぶカルボニル–硫黄の結合への重要性は明らかではない。この部分は少なくとも結晶構造では

マウス 3MSTとの相互作用への寄与が水分子を介した水素結合およびファンデルワールス相

互作用であり、一見他の骨格でも良いように思われるものの新規 3MST阻害剤に共通した骨

格であることから、3MSTへの結合に何らかの意味があるものと思われる。溶液中など動的な

環境では何らかの結合に重要な役割を持つのかもしれない。 

5.2.2 新規3MST阻害剤による酵素反応阻害 

新規 3MST阻害剤は触媒残基であるCys248がS-スルフヒドリル化された 3MSTに結合し

た。従って、この酵素は酵素反応が 3MPからCys248への硫黄転移反応と、S-スルフヒドリル

化されたCys248からチオールへの硫黄転移反応の二段階に分けて解釈すると、酵素反応の二

段階目を阻害する阻害剤であると結論付けられる(図 5-9)。また、この結果は、3MSTが関与

する酵素反応(複数基質反応)は逐次機構ではなく、ピンポン機構によっておこることを強く示

唆するものである。シアン化物イオンを受容基質とする場合、酵素反応は逐次機構によって生

じることが報告されている[82]。チオールを受容基質とする場合、酵素反応が逐次機構で進む

と仮定すると活性部位に供与基質と受容基質が同時に結合しなければならないが、活性部位の

ポケットの体積は硫黄の供与基質である 3MPと受容基質であるチオールが同時に結合するに

は小さいので酵素反応がピンポン機構であることが強く示唆される。しかしながら、基質の

3MPはチオールであり、硫黄の供与基質であると同時に受容基質にもなるため、酵素反応の



  

80 

 

タイプを生化学的に決定するのは容易ではないと考えられる。ITCの結果から阻害剤が触媒残

基のCys248がS-スルフヒドリル化された 3MSTにのみ結合することがわかり、結晶構造解析

からS-スルフヒドリル化されたCys248のSδ原子が阻害剤の 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環

と硫黄-π相互作用しピルビン酸の結合は観察されなかったので、ピルビン酸は硫黄が活性残

基に転移されてから脱離し、その後阻害剤が結合したと考えられる。 

5.2.3 高親和性阻害剤の設計における提案 

新規 3MST阻害剤は解離定数がA、Bそれぞれ 0.5 µM、3.0 µMであり、結合力は中程度の

阻害剤である。阻害剤として 3MSTへの結合を高めるには、活性部位の水素結合可能な残基

(Tyr108、Arg197、Ser250)との水素結合の追加、水を介した水素結合を直接の水素結合に変更

する官能基への変更、Cys248のS-スルフヒドリル化を必要としない阻害剤の設計(Cys248と

直接結合する官能基の導入)などの方法で阻害剤を設計していくことが重要であると考えられ

る。(図 5-10) 

また、新規 3MST阻害剤は芳香環部分が大きく水溶性が低いため、阻害剤として使用しや

すくするため水溶性を高めた構造にする必要がある。 

5.2.4 他の3MSTやRDSへの結合可能性について 

ここでは新規 3MST阻害剤の相同性の高い蛋白質への結合可能性について述べる。立体構

造はマウス 3MST–阻害剤A複合体を用いる。(図 5-11) 

5.2.4.1 新規3MST阻害剤のヒト3MSTへの結合の可能性について 

マウス 3MSTで新規 3MST阻害剤と相互作用する残基はヒト 3MSTでも全て保存されてお

り(図 7-3 (A))、蛋白質内での相対的な位置も殆ど同じである。活性部位の立体構造は、ヒトで
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はArg197側鎖が活性部位ポケット方向を向いているがマウス 3MSTでは外側(Pro71主鎖方向)

を向いているという違いはあるものの、それ以外に大きな違いはない。また、Arg197側鎖は

溶液中では位置が動きやすいと考えられ、新規 3MST阻害剤の結合の障害となることは考え

にくい。従って、新規 3MST阻害剤はヒト 3MSTに結合すると考えられる。 

5.2.4.2 新規3MST阻害剤の哺乳類3MSTへの結合の可能性について 

マウス 3MSTはウシ 3MSTやヒト 3MSTをはじめとする哺乳類の 3MSTと相同性が高く、

3MP類似阻害剤との相互作用残基はすべて保存されている(図 7-3 (A))。また、マウス 3MST

とヒト 3MSTの立体構造はよく一致していた。新規 3MST阻害剤はマウス 3MSTと同様の相

互作用でウシ 3MSTやヒト 3MSTをはじめとする哺乳類の 3MSTと相互作用し、阻害効果を

示すと考えられる。 

マウス 3MSTの新規 3MST阻害剤との相互作用残基は、ウシ 3MSTでPro38がAlaである

以外は主な哺乳類の 3MSTで保存されている(図 7-3 (A))ので、マウス 3MSTと同様の阻害機

構で広く哺乳類の 3MSTに阻害、結合すると考えられる。 

5.2.4.3 新規3MST阻害剤のRDSへの結合の可能性について 

3MSTの属するローダネーゼ/CDC25ホスファターゼスーパーファミリーの代表的タンパク

質であるRDSへの新規 3MST阻害剤の結合可能性について述べる。 

マウス 3MST–阻害剤A複合体とPDBに登録されているウシRDS (PDB ID 1DP2)の構造を

重ね合わせると、阻害剤AとウシRDSのGlu72、Tyr108、Asp196、Arg249、Lys250が接触し

てしまう(図 5-11 (A))。 
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新規 3MST阻害剤の 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環は、ウシRDSのS-スルフヒドリル化し

たCys248と硫黄-π相互作用でき、Arg187と直接、Thr253と水 1分子を介して水素結合でき

る位置にあるものの、ウシRDSではマウス 3MSTのTyr108、Ser250に相当するアミノ酸はそ

れぞれPhe107、Lys250であり、それぞれが 4-ピリミドン骨格部分と形成していた直接または

水 1分子を介した水素結合が形成できない。また、マウス 3MSTのSer109の位置にあるウシ

RDSのTyr108は 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環に近接している。また、重ね合わせた図では

阻害剤Aの 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環とTyr108、Arg249、Lys250が接触する位置にあ

る。従って、4-ピリミドン骨格を持つ芳香環は阻害剤と結合部位に相当する残基との衝突や形

成できる水素結合の数の問題でウシRDSに結合できないと考えられる。(図 5-11 (A)) 

また、もう一方の芳香環は、Glu72、Asp196と接触する位置にある。またマウス 3MSTで

見られたような芳香環と効果的にカチオン-π相互作用できる側鎖(Arg249側鎖、Lys250側鎖

は、マウス 3MSTのArg197側鎖ほど効果的なカチオン-π相互作用を形成できる位置にはな

い)、スタッキング相互作用できる水素結合(マウス 3MSTのAsp73側鎖とArg197側鎖が形成

する水素結合)は、芳香環の周囲には存在しない。従って、もう一方の芳香環もウシRDSと結

合に効果的な相互作用を形成できないと考えられる。(図 5-11 (A)) 

従って、新規 3MST阻害剤はウシRDSや、ウシRDSと相同性の高いローダネーゼに結合

できないと考えられる。実際篠倉の論文ではウシRDSの活性を抑制しない[61]ことが述べら

れており、新規 3MST阻害剤がウシRDSに結合しないことが立体構造から明らかにできたと

考えられる。 
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新規 3MST阻害剤の骨格を基にウシローダネーゼと相同性の高いRDSに対する高親和性阻

害剤を設計する場合、Arg249、Lys250と接触する 4-ピリミドン骨格の替わりに、S-スルフヒ

ドリル化されたCys248と硫黄-π相互作用できるような芳香環またはCys248と共有結合でき

る官能基を持つ構造で、かつTyr108、Arg187と直接、Thr253と直接または水1分子を介して

水素結合できるような構造に変更することが必要であると考えられるので、4-ピリミドン骨格

は変更が不可避であると考えられる。また、もう一方の芳香環の周囲には、Glu72、Asp196、

Arg249が存在する。仮にArg249側鎖がGlu72もしくはAsp196の側鎖と水素結合を形成した

場合、スタッキング相互作用できる位置に阻害剤の芳香環が存在すれば相互作用することが可

能である。従って、Arg249側鎖とGlu72もしくはAsp196の側鎖が形成する水素結合ネットワ

ークとスタッキング相互作用できる位置に芳香環を持つような阻害剤を設計することが重要で

あると考えられる。結合力が弱い場合は、さらに水素結合できる官能基などを導入するのも必

要と考えられる。 

5.2.4.4 新規3MST阻害剤の森林型熱帯リーシュマニア3MSTへの結合可能性について 

森林型熱帯リーシュマニア 3MSTへの新規 3MST阻害剤の結合可能性について述べる。(図

5-11 (B)) 

新規 3MST阻害剤の 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環は、森林型熱帯リーシュマニア 3MST

のS-スルフヒドリル化されたCys253と硫黄-π相互作用でき、Arg185、Ser255と直接、Thr258

と水 1分子を介して水素結合できる位置にある。しかし、森林型熱帯リーシュマニア 3MST

ではマウス 3MSTのTyr108に相当するアミノ酸はMet108 (PDBではセレノメチオニンに置換

された構造が登録されている)であり、4-ピリミドン骨格部分と形成していた水 1分子を介し

た水素結合が形成できない。そのため、4-ピリミドン骨格を持つ芳香環は阻害剤と森林型熱帯
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リーシュマニア 3MSTが形成できる水素結合の数の減少で結合力が少し落ちている可能性が

ある。なお、重ね合わせた図(図 5-11 (B))では阻害剤AとLeu37、Arg74、His75が接触する位

置にあるものの、仮に阻害剤が森林型熱帯リーシュマニア 3MSTに重ね合わせた図とほぼ同

じ形式で結合する場合は接触しない位置に側鎖の位置が移動すると考えられる。 

一方、もう一方の芳香環は、森林型熱帯リーシュマニア 3MSTの蛋白質表面の溶媒側に大

きく露出した位置に存在する。マウス 3MSTで見られたような芳香環とスタッキング相互作

用できる水素結合は、芳香環の周囲には存在しない(Arg74側鎖の位置が移動すれば芳香環と

カチオン-π相互作用が形成できる可能性はある)。従って、もう一方の芳香環は森林型熱帯リ

ーシュマニア 3MSTへの結合力に大きく寄与しない可能性が高いと考えられる。 

従って、新規 3MST阻害剤は森林型熱帯リーシュマニア 3MSTや、森林型熱帯リーシュマ

ニア 3MST と相同性の高い 3MSTへの結合力は弱いと考えられる。 

新規 3MST阻害剤の骨格を基に森林型熱帯リーシュマニア 3MSTに対する高親和性阻害剤

を設計する場合、S-スルフヒドリル化したCys253と硫黄-π相互作用できるような芳香環また

はCys253と共有結合できる官能基を持つ構造で、かつArg185、Ser255と直接、Thr258と直

接または水 1分子を介して水素結合できるような構造を持つ阻害剤を設計することが重要であ

ると考えられる。マウス 3MSTのTyr108に相当する残基との水素結合が失われているため、

Met108との相互作用が形成できる構造の検討の必要もあると考えられる。また、Arg74側鎖

が 4-ピリミドン骨格を持った芳香環と水素結合が可能な位置に存在するので、Arg74側鎖と水

素結合できるような構造にするのも効果的であると考えられる。Tyr35側鎖と阻害剤との水素

結合の形成が可能であればTyr35側鎖との水素結合を形成できる構造にするのも一案である。
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もう一方の芳香環は森林型熱帯リーシュマニア 3MSTとの相互作用を形成しない可能性が高

いと考えられるので構造を大きく変える必要がある。近くの水素結合可能な残基(Tyr35、

Leu37、Asp61、Arg74、His75、Ala195、Lys197)との直接または水分子を介した水素結合の形

成を中心に阻害剤を設計したり、Arg74とカチオン-π相互作用できる構造にするなどの必要が

あると考えられる。結合に重要でなければもう一方の芳香環に相当する構造は全くなくしてし

まうのも一案である。結合力が弱い場合は、さらに水素結合できる官能基などを導入するのも

必要と考えられる。 

5.2.4.5 新規3MST阻害剤のSseAへの結合可能性について 

SseAへの新規 3MST阻害剤の結合可能性について述べる。 

SseAの活性部位はS-スルフヒドリル化されたCys238を保存配列のループ部分が覆うよう

な構造が登録されており、マウス 3MST–阻害剤A複合体のA鎖同士をSSM方式で重ね合わ

せると、阻害剤AはPro66、His67、Gly239、Ser240、Gly241、Val242と接触する位置にあ

る。しかし、3章で述べたように活性部位の保存配列のループは可変であると推測される。従

って、活性部位はマウス 3MSTとほぼ同様のコンフォメーションを取ったと仮定して議論す

る。 

新規 3MST阻害剤の 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環は、SseAのS-スルフヒドリル化された

Cys238と硫黄-π相互作用でき、Arg179、Ser240と直接、Thr243と水 1分子を介して水素結合

できると考えられるものの、SseAではマウス 3MSTのTyr108に相当するアミノ酸はPhe99で

あり、4-ピリミドン骨格部分と形成していた水 1分子を介した水素結合が形成できない。従っ
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て、4-ピリミドン骨格を持つ芳香環は阻害剤とSseAが形成できる水素結合の数の減少でSseA

への結合力が少し弱いと考えられる。 

また、もう一方の芳香環は、SseAの蛋白質表面の溶媒側に大きく露出した位置に存在する

ことになる。マウス 3MSTで見られたような芳香環とスタッキング相互作用できる水素結合

は、芳香環の周囲には存在しない(スタッキング相互作用できる可能性がある芳香環はHis67

側鎖のみである)。また、カチオン-π相互作用が形成可能である塩基性残基も存在しない。

SseAはPro187–Gly190のアミノ酸が欠けた構造が登録されているので、マウス 3MSTで新規

3MST阻害剤と相互作用していたArg197に相当するSseAのArg188のコンフォメーションは

明らかではないものの、Asp73に相当する残基はPro66であるため、SseAのArg188側鎖は酸

性アミノ酸の側鎖との水素結合を形成できず、新規 3MST阻害剤の結合に関与できないと考

えられる。従って、もう一方の芳香環はSseAへの結合力に殆ど寄与しないと考えられる。 

従って、新規 3MST阻害剤はSseAへの結合力は弱いと考えられる。 

新規 3MST阻害剤の骨格を基にSseAに対する高親和性阻害剤を設計する場合、S-スルフヒ

ドリル化されたCys238と硫黄-π相互作用できるような芳香環またはCys238と共有結合でき

る官能基を持つ構造で、かつArg179、Ser240と直接、Thr243と直接または水1分子を介して

水素結合できるような構造を持つ阻害剤を設計することが重要であると考えられる。マウス

3MSTのTyr108に相当する残基との水素結合が失われているため、Ser30との直接または水 1

分子を介した相互作用が形成できる構造の検討の必要もあると考えられる。もう一方の芳香環

はSseAとの相互作用を形成しない可能性が高いと考えられるので構造を大きく変える必要が

ある。近くの水素結合可能な残基(Glu56、His67、Val184、Asp185、Glu186)との直接または水
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分子を介した水素結合の形成を中心に阻害剤を設計するなどの必要があると考えられる。芳香

環は残す必要がない可能性が大きいと考えられる。 

5.2.5 硫黄-π相互作用について 

新規 3MST阻害剤は 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環がS-スルフヒドリル化されたシステイ

ンに結合していた。今回得られた結晶構造ではS-スルフヒドリル化されたCys248 Sδが水素を

結合しているかどうか判断できなかったが、Cys248 Sδの水素の結合によって相互作用のエネ

ルギーが変わる可能性が高い。硫黄と π電子の相互作用はベンゼンでは硫化水素で−2.64 – 

−0.74 kcal/mol[80]、メタンチオールで−3.71 – −1.50 kcal/mol[83]であり、いずれも硫黄と共有結

合する水素が π電子と相互作用するほど強い。一方で、s-トリアジンでは塩化物イオンとの相

互作用は−5.22 kcal/molでリチウムイオンとの相互作用−6.17 kcal/molに匹敵し[84]、イソシア

ヌル酸では塩化物イオンとの相互作用は−15 kcal/mol程度[85]であることから、水素が結合し

ていなくても強い負電荷を持てば相互作用エネルギーが結合に十分であるかもしれない。

Cys248 Sδの水素の結合の有無については計算科学的な側面からの評価も有効と考えられる。 

5.2.6 新規3MST阻害剤の結合に関する水素の寄与について 

今回の結晶構造解析では水素の位置を正確に決定できたわけではないので阻害剤の結合へ

の水素の寄与についてはっきりとは述べなかったが、阻害剤の結合に水素原子が無視できない

ほど寄与している可能性がある。Trp36 Cη2に結合した水素原子は新規 3MST阻害剤の 4-ピリ

ミドン骨格を持たない芳香環(阻害剤Aのナフタレン骨格の特にC8–12, 17の部分や阻害剤B

の特にN3, C11, 12, 15, O3の部分)とCH-π相互作用していると考えられる位置にあるはずであ

り、Leu38 Cδ2に結合した水素は位置によっては 4-ピリミドン骨格とのCH-π相互作用が強ま
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るであろう。Val252 CβやLeu38 Cγに結合した水素は阻害剤Bの 4-ピリミドン骨格を持つ芳

香環(特にC3–8の部分)とのCH-π相互作用が考えられる位置にある。CH-π相互作用は弱い相

互作用の一種であるが、動的な環境である溶液中などでは蛋白質と阻害剤の相互作用にある程

度寄与している可能性も考えられる。新規 3MST阻害剤のマウス 3MSTへの結合には非共有

結合性の相互作用の寄与がかなり大きいことを考えると、新規 3MST阻害剤の 3MSTへの結

合への水素の寄与は無視できないかもしれない。 

従って、マウス 3MSTの新規 3MST阻害剤への結合の評価には水素原子の寄与まで含めた

評価が必要かもしれない。結合の評価には計算科学的な手法の利用も有効であると考えられ

る。 

5.2.7 その他 

5.2.7.1 ITCで新規3MST阻害剤が3MSTに50%程度しか結合しなかった理由について 

 3MSTは 3MPの硫黄をチオールに転移させる酵素であるが、3MP自体チオールであり、硫

黄の供与基質となるとともに受容基質にもなる。従って、触媒残基に結合した硫黄は常に

3MPに転移される可能性を持っている。従って、触媒残基を 100% S-スルフヒドリル化された

3MSTの調製は難しいと考えられる。触媒残基をS-スルフヒドリル化した 3MSTへの新規

3MST阻害剤の結合率が 50%程度であったのはこのような理由からと推測している。 

5.2.7.2 酵素反応の1段階目を阻害する化合物が見つからなかった理由について 

酵素反応の 1段階目を阻害する化合物が見つからなかったことは、1段階目を阻害する化合

物はスクリーニングの過程で排除されるか、そもそも阻害効果が弱かったためと考えられる。

3MSTは触媒残基がCysであり、1段階目を阻害する化合物の中にはチオールや硫化水素との
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反応性を有する可能性が高い物質が含まれていると考えられる。新規 3MST阻害剤を発見し

たスクリーニングでは 3MPやDTT、硫化水素と反応する物質を排除している[61]ので、1段

階目を阻害する化合物はこの段階で相当数排除されてしまったと思われる。また、ウシ 3MST

はミカエリス定数が 4.08 mMとの報告もあり[58]、基質の結合力自体高い酵素ではない。今回

結合様式が明らかになった 3MP類似阻害剤も阻害定数は数mM以上[58], [59]であり、これま

で反応性の低い物質で阻害効果が高い物質の報告がなかったことから、3MSTの活性部位には

非共有結合性の相互作用で結合するのが難しいのであろう。 

5.2.7.3 酵素反応の2段階目を阻害する阻害剤について 

新規 3MST阻害剤は酵素反応の 2段階目を阻害する阻害剤であり、類例の少ない阻害剤で

ある。このような阻害剤の利用可能性として、酵素反応の 2段階目の影響を調べるときに使用

できると考えられる。阻害剤を加えてから短時間であれば、主に酵素反応の 2段階目を阻害し

たことによる影響が観察されるかもしれない。このような阻害剤は、酵素反応の各段階の影響

を調べる際に有効になる可能性がある。 

5.2.7.4 他の硫化水素産生酵素についての考察 

他の硫化水素産生酵素であるCBS、CSEはPLPを補欠分子族として持つ酵素で、PLP周辺

で酵素反応が進行すると考えられている。篠倉は新規 3MST阻害剤がCBSやCSEを阻害しな

いと述べている[61]。この理由について蛋白質の立体構造から考察する。ヒトCBSやヒト

CSEの活性部位付近の構造を見ると、マウス 3MSTの活性部位付近と大きく異なる構造をし

ている。また、新規 3MST阻害剤での特徴的な相互作用残基に相当する残基(S-スルフヒドリ
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ル化すると思われるCys、水素結合を形成しそうなArgとAspの組)を持たない。従って、

CBSやCSEには新規 3MST阻害剤は結合する可能性が低いと考えられる。 

現在、硫化水素産生酵素のうちCSEを選択的に阻害する阻害剤は複数存在するものの、こ

れまでCBSの阻害剤として使用されてきたアミノオキシ酢酸はCSE阻害効果がより強いこと

が最近明らかとなり[86]、現在のところCBSを選択的に阻害する阻害剤はない。ヒトCBSと

ヒトCSEの活性部位付近の立体構造は類似しておらず、CBSやCSEの阻害剤はPLPや活性

部位の残基との反応性や相互作用によって阻害効果を発揮していると考えられる。 

 

※ QtPISAの計算結果は、リガンドの名前を変更すると異なる値を出すことが後に判明した。プログラムのバグな

どがあるかもしれない。 
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(A)                                      (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-1 新規 3MST 阻害剤の構造式 

(A) 阻害剤 A (B) 阻害剤 B 

阻害剤A: 4(3H)-Pyrimidinone, 6-methyl-2-[[2-(1-naphthalenyl)-2-oxoethyl]thio]- 

阻害剤B: 3-Thiophenecarboxamide, 2-[[2-[(3,4-dihydro-4-oxo-2-quinazolinyl)thio]acetyl]amino]- 

原子の上または下に各原子を区別するための番号を記す。 

 

 

 

表 5-1 ITC 実験による Cys248 に硫黄を結合させた 3MST と阻害剤の結合に関する

パラメータ 
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(A)                (B) 

(C)                (D) 

図 5-2 ITC による分析 

(A) Cys248に硫黄を結合させた 3MSTに阻害剤Aを滴下した時のグラフ 

(B) Cys248に硫黄を結合させなかった 3MSTに阻害剤Aを滴下した時のグラフ 

(C) Cys248に硫黄を結合させた 3MSTに阻害剤Bを滴下した時のグラフ 

(D) Cys248に硫黄を結合させなかった 3MSTに阻害剤Bを滴下した時のグラフ 
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図 5-3 マウス 3MST 阻害剤非結合型とマウス 3MST–新規 3MST 阻害剤複合体の比

較(ワーム表示) 

SSM方式による重ね合わせ。 

マウス 3MST–阻害剤 A 複合体(空色)、マウス 3MST–阻害剤 B 複合体(藤色)、阻害剤非結合型

(白)、阻害剤A (ピンク)、阻害剤B (マゼンタ)を表示。 

 

 

 

(A) (B) 

 

 

図 5-4 結晶構造中での (A) 阻害剤 A と (B) 阻害剤 B のオミットマップ 

オミットマップ(Fo − Fc 3.0 σ (+)) (青網)、阻害剤A (ピンク)、阻害剤B (マゼンタ)を表示。 
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(A)                 (B) 

 

 

 

図 5-5 結晶構造中での電子密度マップ 

(A) 3MST–阻害剤A複合体中のSδ原子のオミットマップ 

(B) 3MST–阻害剤B複合体中のSδ原子のオミットマップ 

(C) 3MST–阻害剤A複合体中のSγ原子とSδ原子の電子密度マップ 

(D) 3MST–阻害剤B複合体中のSγ原子とSδ原子の電子密度マップ 

4-ピリミドン骨格周辺の様子。 

オミットマップ(Fo − Fc 3.0 σ (+)) (青網)、電子密度マップ(2Fo − Fc 1.5 σ) (赤網)、阻害剤A (ピン

ク)、阻害剤B (マゼンタ)、Cys248側鎖とSδ原子(薄青)を表示。硫黄原子は黄色で表示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

(C)                (D) 
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(A)                   (B) 

(C)                  (D) 

 

図 5-6 新規 3MST 阻害剤の認識様式 

(A) マウス 3MST–阻害剤A複合体 (ファンデルワールス相互作用する残基のみ) 

(B) マウス 3MST–阻害剤B複合体 (ファンデルワールス相互作用する残基のみ) 

(C) マウス 3MST–阻害剤A複合体 (水 1分子を介した水素結合する残基まで) 

(D) マウス 3MST–阻害剤B複合体 (水 1分子を介した水素結合する残基まで) 

マウス 3MST (薄青)、阻害剤A (ピンク)、阻害剤B (マゼンタ)、水分子(赤球)、水素結合(点線)を

表示。 

 

 

 

 



  

96 

 

         (A) 

        (B)           (C) 

図 5-7 マウス 3MST–新規 3MST 阻害剤が形成する特徴的な相互作用 

(A) ファンデルワールス相互作用以外の相互作用 

(硫黄-π 相互作用(黄色円)、カチオン-π 相互作用(青色円)、スタッキング相互作用(橙色円)、

水素結合(点線(4-ピリミドン–残基間(赤)、D73–R197間(青)、その他(黒))) 

(B) 阻害剤A 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環と、C248-SSHの位置関係 

(C) 阻害剤Aの 4-ピリミドン骨格を持たない芳香環と、D73、R197の位置関係 

(D) 阻害剤Bの 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環、C248-SSHの位置関係 

(E) 阻害剤Bの 4-ピリミドン骨格を持たない芳香環と、D73、R197の位置関係 

マウス3MST–阻害剤A複合体(薄青)、マウス3MST–阻害剤B複合体(藤色)、阻害剤A (ピンク)、

阻害剤B (マゼンタ)、水分子(マウス 3MST–阻害剤A 複合体) (赤球)、水分子(マウス 3MST–阻

害剤B複合体) (空色)。 

(D) (E) 
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       (A) 

        (B) 

図 5-8 マウス 3MST 阻害剤非結合型とマウス 3MST–新規 3MST 阻害剤複合体の比

較 (結合部位の円筒表示) 

(A) 蛋白質表面側からの表示 

(B) 新規 3MST阻害剤、Pro71、Asp73、Arg197のみ別方向からの表示 

SSM方式によるA鎖同士の重ね合わせ。 

マウス 3MST–阻害剤 A 複合体(薄青)、マウス 3MST–阻害剤 B 複合体(藤色)、阻害剤非結合型

(白)、阻害剤A (ピンク)、阻害剤B (マゼンタ)、Arg197 側鎖が形成する水素結合(点線)を表示。 

 

 

 

 

 

 

図 5-9 新規 3MST 阻害剤の酵素反応阻害段階 
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図 5-10 高親和性阻害剤の設計における提案 

 黄緑の円の部分の残基(Tyr108、Arg188、Ser250)と阻害剤との相互作用を強固にするため、

さらに水素結合できるように官能基の導入や骨格の変更を検討すべき 

 赤円の部分の水 1分子を介した水素結合に関与している水分子の部分に、蛋白質と直接水

素結合するような官能基の導入を検討すべき 

 水色の円の部分の硫黄-π 相互作用する硫黄の部分に、硫黄が存在しなくても Cys248 に結

合できるような官能基の導入を検討すべき 
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(C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-11 マウス 3MST–阻害剤 A 複合体と相同性の高い蛋白質の比較(SSM 方式によ

る重ね合わせ) 

(A) ウシRDS (PDB ID 1RHS) (黄緑)との重ね合わせ 

(B) 森林型熱帯リーシュマニア 3MST(PDB ID 1OKG) (オレンジ)との重ね合わせ 

(C) SseA (PDB ID 1URH) (金)との重ね合わせ 

残基番号はマウス 3MST以外のものを記す。 
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6 総括 

6.1 阻害剤結合様式の決定にX線結晶構造解析を用いる意義 

3MSTが触媒する反応は 2基質反応であり、しかも硫黄の供与基質である 3MPがチオール

であり受容基質にもなりうることから阻害剤の阻害機構を生化学的に決定するのは容易ではな

い。また、変異体を用いる方法では酵素の活性残基の特定までは可能だが阻害剤との相互作用

残基の決定は難しい。3MP類似阻害剤はヒト 3MST–ピルビン酸複合体のピルビン酸の結合位

置に結合していたものの、相互作用様式は特にAKGで異なり、活性部位のより触媒残基側の

残基と水素結合し、2MPAは S体が活性部位に結合することが結晶構造解析により明らかにな

った。また、新規 3MST阻害剤はX線結晶構造解析により硫黄が結合したCys248によって認

識され、硫黄-π、カチオン-π、スタッキングなどの特徴的な相互作用を通して特異的に認識さ

れていることが明らかとなった。このように、阻害剤の具体的な阻害機構を明らかにするには

X線結晶構造解析が非常に有効であるといえる。 

6.2 まとめと今後の展望 

今回の研究では、マウス 3MSTの阻害剤非結合型およびマウス 3MST–阻害剤複合体の結晶

構造を決定することができ、3MP類似阻害剤と新規 3MST阻害剤のそれぞれのマウス 3MST

への結合様式が明らかになった。 

3MP類似阻害剤は 3MSTのピルビン酸の結合部位とほぼ同じ部分に結合し、3MSTが担う

酵素反応の 1段階目である 3MPから触媒残基のCysへの硫黄転移反応から阻害することが示

唆された。 
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新規 3MST阻害剤の 3MSTへの結合には触媒残基のCysがS-スルフヒドリル化されている

ことが不可欠であることが ITC実験から明らかになり、X線結晶構造解析を通じて新規 3MST

阻害剤の 4-ピリミドン骨格を持つ芳香環とS-スルフヒドリル化された触媒残基のSδ原子が硫

黄-π相互作用することが明らかになった。また、阻害剤の結合様式から新規 3MST阻害剤が

3MSTの担う酵素反応の 2段階目である触媒残基のCysからチオールへの硫黄転移反応を阻害

することが明確になった。酵素反応の 2段階目を阻害する阻害剤というユニークな阻害剤であ

ることも明らかにできた。 

 また、X線結晶構造解析から、新規 3MST阻害剤の共通骨格である 4-ピリミドン骨格は、

3MSTと硫黄-π相互作用および水素結合を形成し、別の芳香環がArg側鎖とカチオン-π相互

作用を形成しかつArgとAspの塩橋によって形成された水素結合ネットワークとスタッキン

グ相互作用を形成することが明らかになった。今回の研究で 3MSTの更なる高親和性阻害剤

の設計に重要と考えられる相互作用についての知見を得られたのは大きな成果である。 

一方で、新規 3MST阻害剤の骨格のうち、芳香環を結ぶカルボニル–硫黄の骨格の役割は

依然不明のままである。この骨格の重要性については、構造活性相関や計算科学的な手法を通

じた評価によって明らかにしていくことが必要であると考えられる。 

今後は、SBDDや in vivoスクリーニングなども導入しながら 3MSTの阻害剤設計を進めて

いくことで、3MSTに特異的な阻害剤の創出が可能になると考えられる。 
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7 補足情報・略語など 

(A) 
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(B) 

図 7-1 主な哺乳類の 3MST と RDS の(A)配列アライメントと(B)分子系統樹 

ヒト(h3MST (UniProtKB受入番号 P25325), hRDS (UniProtKB受入番号 Q16762))、ウシ(b3MST 

(UniProtKB受入番号 Q3MHG3), bRDS (UniProtKB受入番号 P00586))、ラット(r3MST (UniProtKB

受入番号 P97532), rRDS (UniProtKB 受入番号 P24329))、マウス(m3MST (UniProtKB 受入番号 

Q505N7), mRDS (UniProtKB受入番号 P52196))。 

保存度の高い残基ほど濃い紫で示す。アライメントはClustalX2.1、表示は Jalviewを使用。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7-2 マウス 3MST の多型のアミノ酸配列アライメント 

それぞれの多型をUniProtKB受入番号で示す。保存度の高い残基ほど濃い紫で示す。アライメ

ントはClustalX2.1、表示は Jalviewを使用。 

 



  

105 

 

 

(A) 
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 (B) 

図 7-3 主な哺乳類の 3MST の(A)配列アライメントと(B)一致度を基にした分子系統

樹 

ヒト Homo sapiens (UniProtKB 受入番号 P25325, P25325-2)、チンパンジーPan troglodytes (Uni-

ProtKB受入番号 H2QLL3)、スマトラオランウータンPongo abelii (UniProtKB受入番号 H2P498)、

ウシBos taurus (UniProtKB受入番号 Q3MHG3)、ラットRattus norvegicus (UniProtKB受入番号 

P97532)、マウスMus musculus (UniProtKB受入番号 Q505N7)。 

ヒトのイソ型は「-2」をつけて示す。保存度の高い残基ほど濃い紫で示す。アライメントは

ClustalX2.1、表示は Jalviewを使用。 
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図 7-4 マウスと寄生虫の 3MST のアミノ酸配列アライメント 

マウスMus musculus (UniProtKB受入番号 Q505N7)、森林型熱帯リーシュマニアLeishmania ma-

jor (UniProtKB受入番号 Q7K9G0)、メキシコリーシュマニアLeishmania mexicana (UniProtKB受

入番号 Q8T381)、クルーズトリパノソーマTrypanosoma cruzi (UniProtKB受入番号 Q4DV84)、

ブルーストリパノソーマTrypanosoma brucei brucei (UniProtKB受入番号 Q582K7)、膣トリコモ

ナスTrichomonas vaginalis (UniProtKB受入番号 A2DI79)。 

保存度の高い残基ほど濃い紫で示す。アライメントはClustalX2.1、表示は Jalviewを使用。結晶

構造では対応する残基が異なるものもある。 
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図 7-5 ローダネーゼドメインを持つ蛋白質の各モチーフの位置 

それぞれのモチーフを配列を囲った部分とする。(CH2A (緑)、CH2B (青)、活性部位を含む部分

(赤)) (図は文献[3]より引用) 

 

(A)                                    (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7-6 (A)ヒト 3MST 結晶と(B) マウス 3MST 結晶の D73 付近の様子(ボンド表示) 

ヒト 3MST (PDB ID 4JGT) (黄)、ヒト 3MST (PDB ID 3OLH) (オレンジ)、マウス 3MST阻害剤非

結合型 (青)を示す。 

D198以外はA鎖、D198はC鎖(4JGT)または結晶学的対称の位置にあるA鎖(3OLH)を表示。 
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図 7-7 ラマチャンドランプロット(PROCHECK による) 

マウス 3MST阻害剤非結合型、ヒト 3MST (PDB ID 4JGT)、CDC25A (PDB ID 1C25)、Ygr203w 

(3F4A)を示す。 

触媒残基のCysは青丸、Ser275 (3MSTのみ)は赤丸で囲う。 
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図 7-8 LigPlot+による 3MP 類似阻害剤の相互作用残基の表示 

(A) マウス 3MST–AKG複合体 

(B) マウス 3MST–2MPA複合体 

水素結合(緑、点線)、ファンデルワールス相互作用(赤、放射状円弧)を示す。 
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図 7-9 SseA の酵素反応モデル 

文献[23]より引用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7-10 ヒト 3MST の酵素反応モデル 

赤は 3MPまたは 3MP由来の基または生成物。 

文献[7]より引用 
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