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1   はじめに 
カプラザマイシンは、Streptomyces sp. MK730-

62F2 株の培養抽出液から見つかったリポヌクレオ
シド系抗生物質であり、その構造はウリジンと 3 つ
の不斉炭素を含む特徴的な七員環およびアシル側鎖

からなる。これまでにカプラザマイシン類の誘導体

展開によって超多剤耐性結核菌にも活性を有する誘

導体も見つかっている [1]。 
これまでに我々はカプラザマイシンの生合成に着

目して研究を進めてきた。その過程で生合成中間体

が、最終産物にはないリン酸化修飾をされているこ

とを明らかにした[2]。そこで種々の生合成酵素の構
造解析を行い、基質認識の構造基盤を明らかとする

こと、さらにはリン酸化修飾の意義を解明するため

の知見の獲得を目指した。 
 
2   実験 
大腸菌 BL21(DE3)で発現させた酵素 A を Ni カラ
ムとゲルろ過カラムで精製し、結晶化条件［0.1 M 
succinic acid pH 4.8 and 10%–25% w/v polyethylene 
glycol 8000］にてハンギングドロップ蒸気拡散法で
結晶化を行った。得られた結晶を液体窒素で凍結し、
Photon Factory BL-1A, BL-17A, AR-NE3Aにてリモ
ート実験または全自動測定にて X 線回折実験を行っ
た。位相決定には、重原子同型置換法または
AlphaFold で作成した予測立体構造を用いた分子置
換法を使用し、誘導体結晶の調製には K2PtCl4, 
KAu(CN)2, HgCl2, 5-amino-2,4,6-triiodoisophthalic 
acid, thimerosalの試薬を試した。 

 

   
図 1. 酵素 Aの結晶（左）とその回折像（右） 

3   結果および考察 
得られた結晶は概ねサイズが小さく（図１）、ほ

とんどは双晶になっていると考えられた。調製した

重原子誘導体結晶を用いて回折データを収集したが、

位相決定には至らなかった。一方、予測立体構造を

用いた分子置換法では位相決定に成功し、最終的に

2.5 Å分解能で酵素 Aの結晶構造を決定した。 
この構造では、予想された基質結合部位に基質と

考えられる電子密度がわずかに観察された。しかし、

その電子密度は非常に不鮮明で、構造精密化を進め

ても基質結合様式を解釈できる妥当な電子密度は得

られなかった。そのため、基質をモデリングするに

は至らなかった。 
 

4   まとめ 
カプラザマイシンの生合成酵素の一つについて結

晶構造解析に取り組み、2.5 Å 分解能での構造決定
に成功した。しかし、データの質が悪いためか、基

質の電子密度を鮮明に観察することはできなかった。

今後は、結晶の大型化や多数の結晶から得たデータ

をマージするなどして、データの質の向上が必要だ

と考えられる。 
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