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1   はじめに 
Clostridioides difficile (ディフィシル菌 ) 感染症 

(CDI) は，ディフィシル菌が腸管内で毒素を産生し，
腸炎や下痢症を引き起こす消化管感染症であり，重

篤になれば死に至る場合もある。現在使用されてい

る CDI 治療薬は感受性の低下，再発の増加，アナフ
ィラキシーなどの重大な副作用が報告されており，

既存薬とは異なる機序に基づく CDI 治療戦略の開発
が求められている。CDI は医療機関や高齢者施設な
どにおけるアウトブレイクが危惧されており，対策

は地域の保健衛生において喫緊の課題である。本研

究ではディフィシル菌の DNA 合成に着目し，DNA
合成の足場として機能するスライディングクランプ

(DnaN) を対象に，その立体構造と DNA 合成酵素と
の相互作用メカニズムを X 線結晶構造解析によって
明らかにすることを目的としている。DnaN はクラ
ンプ結合モチーフ (CBM) を持つ DNA合成酵素や修
復酵素と相互作用し，それらを DNA 上に繋ぎ止め
て DNA 合成や修復を促進する。したがって，DnaN
と CBM との相互作用を解明することは，既存薬と

は異なる機序に基づく CDI 治療戦略の開発に繋がる
と考えられることから，ディフィシル菌由来 DnaN
(CdDnaN) の X線結晶構造解析を行った。

2実験 
大腸菌を用いて発現させた CdDnaN を複数のカラ
ムクロマトグラフィーにより精製した。精製した

CdDnaN を用いて結晶化スクリーニングを行い，得
られた条件を基に結晶化条件を最適化した。沈澱剤

に PEG3350を用いた条件で，ハンギングドロップ蒸
気拡散法にて結晶化し，PF BL-5A にて X 線回折強
度データを収集した。データのプロセシングは

PReMoの自動処理システムを用いた。構造解析は，
ColabFold で生成した CdDnaN の構造をサーチモデ
ルにプログラムMOLREPを用いた分子置換法で行っ
た。構造精密化はプログラム REFMAC5を用いた。

3   結果および考察 
CdDnaN 単体の結晶構造を 2.13 Å 分解能で決定し
た。構造解析の結果，CdDnaN は他の細菌の DnaN

と同様に，ドメイン I~IIIの 3つのドメインで構成さ
れ，二量体の環状構造を形成し，全体構造はよく類

似していた。 
DnaNはドメイン IIとドメイン IIIの間にあるCBM
結合部位で DNA 合成酵素や修復酵素と相互作用す
る（図 1）。 CdDnaNもドメイン IIとドメイン IIIの
間に CBM 結合部位と予想されるポケットを有して

いたが，他の DnaN とはポケットの大きさやポケッ
ト近傍のアミノ酸や構造に違いが見られた（図 2）。
このことから，CdDnaN
は他の CBM とは異なる

相互作用様式で結合する

ことが示唆された。今後

は CdDnaNとディフィシ
ル菌の DNA 複製酵素と
の複合体でのX線結晶構
造解析を目指す。
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図１： CdDnaNの全体構造 

図 2： CBM結合部位近傍の構造 
(左) CdDnaN，(中央) 大腸菌 DnaN，(右) CdDnaN 
(ピンク色) と大腸菌 DnaN (緑色) の重ね合わせ 
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