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目的・趣旨  

クリプトスポリジウムの nonspecific polyprenyl pyrophosphate synthase 

(NPPPs)を標 的 とした薬剤開発    においては、非常  に弱 い抗 クリプトスポリジウ 

ム活性  を持 つ低分子化合物      が以前報告    されている（Chem and Biology,  

2008）。しかし、 in silico に基 づく薬剤探索    や、タンパク質立体構造     を十分   

に吟味  した探索  がされたとは言 い難 い。本研究   では、NPPPs に対 して in silico 

スクリーニングや Differential Scanning Fluorometry (DSF)を用 いたスク 

リーニングを実施  し、新規阻害剤     の探索  を行 う。さらに、in vitro での活性試    

験 やタンパク質 との複合体構造     明 らかにし、より高 活性  な化合物   の探索  を目指   

す。 
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研究経過の  
概要  

X 線立体構造解析       や DSF 等 のハイスループットなスクリーニングのための NPPPs

のタンパク質発現   を目指  し、既報  の方法  に比 べ安価  に発現  できる大腸菌発現系    

の構築  を目指  した。BL21(DE3)等 の一般的   な大腸菌株    を用 いて大腸菌   で発現検 

討 を行 ったが、発現量   が極 めて低 いことがわかった。そのため、発現量   の増加  を

目指  し、エアレーションの改善  および Rosetta2(DE3)や C43(DE3)など様々  な大腸

菌株  を用 いて発現条件    の検討  を行 った。また、精製  に用 いるタグの検討  も行 っ

た。さらに、哺乳動物細胞      HEK293T を用 いたタンパク質 発現検討    も行 った。 

 

研究成果の

概要  

これまで各種  大腸菌   や哺乳動物細胞      を用 いた発現系   を用 いて NPPPs タンパク質

の発現  を行 った。しかし、現在  までのところ、結晶化   の試行  やスクリーニング等

の生化学実験     に十分  な量 の NPPPs タンパク質 は得 られていない。そのため、今

後 はコドンを最適化   したコンストラクトの作製  や昆虫細胞    を用 いた発現  、当研

究室  で実績  のあるカイコ発現系   での NPPPs の発現  検討  を行 う。また、近年  タン

パク質 の立体構造解析      に少量  のサンプルで済 むクライオ電子顕微鏡     が広 く利用

されて来 た。我々  も導入  したクライオ電子顕微鏡     を用 いた立体構造解析      につい

ても取 り組 みを始 める。 

 
 
 
 
 

研究成果の

発表  
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