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論 文 内 容 要 旨

ネ オ カル チ ノス タチ ン(NCS)は,放 線 菌(5舵p'o〃2yc6∫cαr加05'α∫'c麗∫var.F-4Dの 培 養濾 液 よ り単,

離 され たク ロモ タンパ ク質 系抗腫 瘍性抗生物質 で あ り,肝 がん,胃 がん,膀 胱 がんや 急性 白血病な どに

有 効な治療薬 で ある。NCSは,分 子量約1万 の酸性一本鎖 ポ リペプチ ド.(apo-NCS)と 光や熱に不安定

な9員 環 エ ンジイ ン構造 を含 むク ロモホア(NCS-chr)か ら1:1の モル比 で構成 され,高 分子抗生物質

に分類 され る。apo-NCSは,活 性本 体で あ るNCS-chrを 保護 し,標 的 部位 まで運 ぶパ ッキ ングキ ャ リ

ア タンパ ク質 として の機能 を担 って いる と考 え られてい る。 また,免 疫 グ ロブ リンの可変領域に類似 し

た基本構造 か ら抗 体 に代わ る機能性 蛋 白質 としての有用性 も期 待 されてい る。そ こで今回,apo-NCSの

NCS-chr結 合領 域 のア ミノ酸 を置換す る こ とによ り新 たな機 能 を持つ超天然物創製 を 目的 とした基礎 研

究 を行 った。

は じめ に,apo-NCSのNCS-chr結 合領域 に及 ぼす ア ミノ酸置換 効果 を検 討す るた め大腸 菌apo-NCS

発現 ベ クターpR491pRSETAを 鋳型DNAと し,two-stagemegaprimerPCRlsitedirectedmutagenesis法 を用

`い
apo-NCS変 異体(W39F,F52Y,S98G,S98A,S98C)を 作製 した。本apo-NCS変 異体 の全体構造 は,

円二色性 分散 計(CircularDichroism:CD)のCDス ペ ク トル の比較 か ら,天 然apo-NCSと 同様 のスペ ク

トル が得 られた。 このこ とか ら,apo-NCSに お けるNCS-chr結 合領域の1ア ミノ酸置換体 は同様 の基本

構造 を取 るこ とが示唆 され た。 次に,各apo-NCS変 異体 の機能 評価 として,蛍 光偏光度法 による評価 系

に よ り検 討 した。す な わち,不 安定 なNCS-chrの 代 わ りにNCS-chrと 同様 にapo-NCSと 結合す るエチ

ジ ウムブ ロマ イ ド(EtdBr)を 擬 似 ク ロモ ホアかつ蛍光 トレー サー とし,apo-NCSの 濃度 関数 として,

蛍光 偏光度及び総 蛍光強度 を,Beacon2000蛍 光偏 光度測 定システム を用いて測定 した(λ,x=488nm,λ

em617nm,25ｰC)ｰ

FluorescencepolarizationanalysisofWildandapo-NCSmutants
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その結果,S98Gに おいて,天 然型apo-NCSと 比較 し解 離定数(Kd)が1.4μM,蛍 光強度最大変化量

(△IT)145と 結合力 の増 大が認 め られEtdBrと の結合能 におい て機 能の 向上 が示唆 され た。apo-NCS

にお け る98番 目のア ミノ酸 はNCS-chr結 合 ポケ ッ トの入 口部 にあた り,こ の部分 のア ミノ酸 をGiyの

よ うにファンデル ワール ス体積 が小 さいア ミノ酸側 鎖 に置換す るこ とで立体障害が減少 したため,EtdBr

がapo-NCS変 異 体 のNCS-chr結 合 ポケ ッ トに導入 され易 くな り,apo-NCSの 疎水性部 分 に強力 に結合

す るこ とで溶 媒水 との相互作用 が減少 してい るこ とを示唆 してい る。 しか し,S98Cに つ いてはKd値 が

Il.4μMで あ り,天 然 のapo-NCSに 比較 しEtdBrの 結合力の減少 が認め られた。その理 由 としてCys残

基 のフ ァンデ ル ワー ル ス体積 がSerよ りも太 き く,立 体 障害 が大 き くなってお り,EtdBrがNCS-chr結

合 ポケ ッ トに導入 され に くくなってい るこ とが示唆 され る。以 上の結果 か ら,天 然apo-NCSに お け る

NCS-chr結 合領域 の単一 ア ミノ酸 を改変 して も全体構 造 は大 き く変化 させ るこ とな く,ま た反応特 異性

の異 なる蛋 白質 の創製 が可能 であ ることが明 らか とな った。

そ こで,次 にapo-NCSとNCS-chrの 結合 に関与す る3領 域14ア ミノ酸(Pro49-Ala50-Asp51-Phe52,

Phe76-Leu77-Phe78-Asp79-Gly80,Gln94-Val195-Gly96-Leu97-Ser98)を ラ ンダム に改 変papo-NCS変

異体遺伝 子 ライ ブ ラ リー を作 製 した。は じめに,megaprimerPCR法 とoveriapextensionPCR法 に よ り3

領域 の各 ア ミノ酸 をラ ンダ ム化 した ラ ンダ ム化apo-NCS変 異体遺伝子 ライ ブ ラ リー を作 製 した。 その

結果,鋳 型DNA由 来 と考 え られ る非 ランダム化 ク ロー ンの混入 が20%に 及 んでい たため,次 に ランダ

ム化 効 率 の上昇 を 目的 とし,megaprimerPCR法 とoverlapextensionPCR法};damメ チル化 と制 限酵素

Dpη1に よるDNA消 化 を組 み合わせ る方法 を検討 した。Dpπ1はGATC配 列のアデニンがメチル化 され た

DNAを 選択 的に消化す るため,DNAア デニ ンメチル化酵素 であるdammethylaseに よ りメチル化 され た

DNAは,Dpη1消 化 に よ り除去可能 とな る。 よ って,PCR反 応 の鋳型DNAと してdamメ チル化 され た

DNAを 用 いた場合,新 規 に増幅 した断片は メチル化 されて いないために ρρπ1によ り消化 されない が,

鋳型DNAは 消化 され るため,こ れ を除去す るこ とができる。 この方 法 を用 い ることに よ り鋳 型DNAの

ライ ブラ リーへの混入率 を低下 させ るこ とが可能 とな る。今回,damメ チル化 と制限酵素Dpη1消 化 を用

いた方法 を用 い ランダム化apo-NCS変 異体 遺伝 子 ライ ブ ラ リー を作製 した結果,鋳 型DNAと 同様 の塩

基配 列 を持つ クロー ンが確 認 され なか った こ とか ら,本 法は ランダム化 ライ ブ ラ リーの有用 な作製 ツー

ル とな ることが期 待 され る。

続 いて作製 した ランダム化 遺伝 子 ライ ブラ リー を用い ファー .ジディスプ レイ ・バイオパ ンニング法に

よ り,非 天然 ク ロモ ホア結 合性apo-NCS変 異体 を単離 ・選別 した。今回のモデル リガ ン ドとしては,多

くの誘導体 が存在す るために タンパ ク質 一低分子 間相互作 用や結合様式 に関す る情 報が得 られ易い とい

う理 由か ら,低 分子 生理活性物質 で あ りオ レアナ ン骨格 を有す るグ リチル レチ ン酸(GA)を 用 いた。そ

の結果,GA結 合1生が付 加 され た ク、ロー ンC5-32,C5-37,C5-41,C5-54が 得 られた。 これ らク ロー ン

につ いて塩 基配列 を決定 した。

その結果,GA-BSAコ ンジュゲー トとの結合 には,apo-NCS変 異 体の49㌻52番 目,76～80番 目の

ア ミノ酸 に対す る置換 が関与 してい る と推察 された。 また,こ れ によ りapo-NCSを ア ミノ酸 置換す るこ
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Nucleotidesequencesofanti-GAapo-NCSmutants

nucleotidesequenceofeachaminoacidresidues

clones Q38 P49A50D51F52F76L77F78D79G80Q94V95G96L97S98

pR49

C5-32

C5-37

C5-41

C5-54

CAA

CAG

CAG

CAG

CAG

CCGGCGGATTTT

CGGCGCTATGAA

GTTTTCCGGAGC

TGTCCGGGGGTA

TGTCCGGGGGGT

TTTCTGTTTGATGGCCAGGTGGGCCTGAGC

TTGACCATCCCGGGC

GGTTCTATGGTGGCC

GGTTCTATGGTGGCC

とによ り,天 然i型apo-NCSに はない機能 を付与 しうることが示唆 され た。次いで,各 クロー ンについて

SWISS-PROTに よ り分子 モデ リングを行 い,Swiss-PdbViewerプ ログ ラム,及 びPyMOLプ ログ ラム を

用 い立体構 造 を確 認 した。その結果,機 能 が変化 して いるに も関わ らず,NCS-chr結 合領 域のア ミノ酸

を置換す るこ とは,apo-NCSの 立体構 造 に大きな影響 を与えないこ とが明 らか となった。

本研究 に よ り,apo-NCSを 改変す ることで,様 々な特異性 の変化 した機 能性 タンパ ク質の創 製 が可能

で あるこ とが示 され た。本研 究結果 は今後,毒 性 の強い薬物や不安定 な薬物 のパ ッキ ングキ ャ リアー と

して の応用 な ど薪 たな医薬素材 としての有用性 が期待 できる と考 える。
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審 査 結 果 の 要 旨

分子 認 識に優 れ る機 能性器 材 の開発 は,生 命化 学,医 療 等幅 広い領域 で強 く望 まれ て いる。な かで

も生体 由来 の抗体 は,遺 伝 子工学 を駆使す る ことに よ り,目 的 に応 じた化合物 に対 して,目 的に応 じた

親和 性 を持つ 人工の抗体 に改変す るこ とがで きるこ とか ら,多 くの注 目を浴 びてい る。 しか し,分 子量

が大 き く,生 体 に投 与す る場 合には新たな抗体 の産生 を惹起す るこ とか ら,さ らに ヒ ト型抗体へ の誘 導

が必要 であ る。 このため,よ り分子量 の小 さな機 能性器材 の開発 が望 まれてい る。一方,ク ロモ蛋 白質

系抗腫 瘍性 抗生 物質 で あるネオ カルチ ノスタチ ン(NCS)は,分 子 量約10,000の 一本鎖 ポ リペ プ チ ド

(apo-NCS)と,9員 環エ ンジイ ンを含む ク ロモ フォア(NCS-chr)よ り構成 され てお り,前 者 ぽ活性本

体で ある後者 のパ ッキ ングキ ャ リヤー蛋 白質 としての機能 を持 つ と理 解 されてい る。 また,そ の構造 は

免疫 グ ロブ リンの可変領域 ときわ めて よ く似 てお り,抗 体 に変 わる機能性 蛋 白質 としての有用性 も期待

され てい る。本研究 では,こ うした観 点か らapo-NCSに 着 目し,こ のア ミノ酸 を置換 し,新 たな機能 を

持つ 蛋 白質への変換 に検討 を加 えた。

先ず,apo-NCS上 の結 合領 域 のア ミノ酸 を置換 し,NCS-chrの 結合 に及 ぼす効 果 に検討 を加 えた。

尚,NCS-chrは,光 や熱 に きわ めて不安 定 であ る こ とか ら,擬 似 ク ロモ フォア として蛍 光 を持 つ エチ

ジウムプ ロ ミ ド(EtdBr)を 用 いた。大腸 菌apo-NCS発 現ベ ク ター を鋳 型DNAと してapo-NCS変 異体

(W39F,F52Y,S98G,S98A,S98C)を 作製 し,CDス ペ ク トル を相 互に比較 した。そ の結果,何 れ も

天 然のapo-NCSと ほぼ同様 のスペ ク トル を与 え,結 合領 域の1ア ミノ酸 置換 は基本 的に同 じ三次元構造

を とる ことが判明 した。次 いで蛍光偏光度法 によ り機能評価 を試み た。そ の結果,S98Gに おいて天然型

apo-NCSよ りも結合力 の増 大が認 め られ,S98Cで は結 合力 の大幅 な低下 が認 め られ た。 これ は,結 合

ポケ ッ トの入 り口に あた る98番 目のア ミノ酸 の置換 が結合力 に大 きく影響 し,Glyへ の置換 はフ ァンデ

ル ワール ス体 積の減少 によ り立体障害 が減少 して ク ロモ フォアが入 りやす くな った もの と考 え られ る。

一方
,Cysの 導入 は,反 対 に立体 障害 が増大 したため結合力 が低 下 した もの と推測 され る。 これ らの結

果 は,1ア ミノ酸 の変換 に よ り結合特異性 の異な る蛋 白質 を創 製で きることを示 した もの と言 える。

引き続 き,結 合に関与す る3領 域 の14個 のア ミノ酸 をランダムに改変 し,非 天然型 クロモ フォア結合

性apo-NCS変 異体 を調製 し,グ リチル レチ ン酸(GA)を モデル リガ ン ドとしてそ の結合 能 に吟味 を加

えた。その結果,天 然型apo-NCSの49～52番 目と,76～80番 目のア ミノ酸 の置換 がGAと の結合 に

大 き く関与す るこ とが明か となった。

以上,本 論 文は,apo-NCSを 例 に取 り上 げ,そ の分子 認識部位 を人工的 に改変す るこ とに よ り新 たな

機能 を付与で きるこ とを示 したものであ り,博 士(医 療薬学)の 学位論文 として合格 と認 める。

一95一


