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1 はじめに 
国際的な食糧問題の解決に向けて、アジアを中心

に世界人口の半数以上が主食とするイネの品質改善

が急務となっている。イネの玄米に蓄積されるフィ

チン酸は亜鉛や鉄とキレート結合し、それらのヒト

体内吸収効率を低下させる。これまでに、玄米中フ

ィチン酸含量の低減を目指して、フィチン酸生合成

メカニズムが調査され、その生合成経路や複数の生

合成遺伝子が明らかとなっている。 
Myo-inositol 3-phosphate synthase 1 (INO1) は、フィ

チン酸生合成経路の初発反応を担い、玄米中のフィ

チン酸含量を制御する鍵遺伝子であることが報告さ

れている。そのため、INO1 遺伝子は玄米中のフィ

チン酸を低減させ、イネの栄養価を改善する上で有

効な標的として注目されている。実際に、INO1 遺

伝子を欠損させた変異体イネが開発され、玄米中フ

ィチン酸含量の顕著な減少によって、玄米品質が改

善されることが知られている。 
一方で、種子中のフィチン酸は発芽や個体のスト

レス応答にも寄与するため、INO1 遺伝子の遺伝的

改良では、発芽率や生育が著しく低下することが示

されている。つまり、INO1 遺伝子を含むフィチン

酸生合成遺伝子の多面発現効果によって、遺伝的手

法による低フィチン酸イネの作出は困難であると考

えられる。薬剤散布などによって INO1 を時期およ

び器官特異的に阻害することができれば、作物生産

への副作用を回避しながら玄米中のフィチン酸含量

を減少させることが可能になると期待できる。そこ

で本研究プロジェクトでは、INO1 の特異的阻害剤

を開発し、玄米のフィチン酸含量を化学的に低減さ

せることを最終目標とした。本申請課題では、創薬

の分子基盤情報となる INO1 の立体構造を明らかに

するため、X 線結晶構造解析を行った。 
 

 
2 実験 

大腸菌のコドン頻度に合わせて最適化された

INO1 遺伝子を化学的に合成した。合成した INO1 遺

伝子を pET-32aに挿入し、リコンビナント INO1の大

腸菌発現用コンストラクトを作製した。大腸菌

BL21(DE3) に作製したコンストラクトを形質転換し

た。LB 培地で組換え大腸菌を培養し、IPTG の添加

によってリコンビナント INO1 の発現を誘導した。

ÄKTA Explorer (Cytiva) および精製カラム各種を用い

た液体クロマトグラフィーによって、抽出したリコ

ンビナント INO1 の精製を行った。 
Sitting-drop vapor diffusion 法によって精製したリコ

ンビナント INO1 の結晶を作製した。BL-1A におい

て、X 線回折実験を実施した。 
 
 

3 結果および考察 
X 線回折実験の結果、分解能 1.79 Å の回折データ

が取得された。既に結晶構造が解析済みであり、イ

ネ由来の INO1 と 50%以上のアミノ酸配列同一性を

示す酵母由来 INO1 の立体構造をもとに分子置換を

行い、得られた回折データからモデル構造を構築し

た (図 1)。INO1 は nicotinamide adenine dinucleotide 
(NAD+) を補酵素に用いて、基質の glucose 6-
phosphate (G6P) から inositol 1-phosphateの異性化を触

媒する酵素である。先行研究においても、INO1 と

その補酵素および基質の反応中間体 (NADH および

5-keto-G6P) との複合体結晶構造が明らかになってい

る。本研究で解析した INO1 の結晶構造において、

基質認識部位に電子密度が確認されたため、それら

の分子モデルを当該電子密度に当てはめたところ、

良好に適合することが確認された。したがって、作

製した INO1 の結晶には、発現・精製過程から持ち
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込まれた補酵素や基質由来分子が結合していること

が示唆された (図 2)。 
 

 
図１：リコンビナント INO1 の立体構造 

 
 

 
図 2：リコンビナント INO1の基質認識部位の電子密

度マップ 
 
 
4 まとめ 
本研究によって阻害剤開発の分子基盤となる

INO1 の立体構造が明らかとなった。一方で、その

基質認識部位には補酵素や基質が持ち込みで相互作

用していることが示された。したがって、INO1 と

候補化合物などとの複合体構造を解析するためには、

リコンビナント INO1 の発現・精製段階を含め、実

験条件の最適化が必須となる。計算化学によるドッ

キングシミュレーションなどを補助的に使用しなが

ら、より詳細な創薬の構造基盤情報の取得を目指し

ていく。 
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