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1pS2−PM1　 コ ン ビナ トリ ァ ル ・バ イ オ エ ン ジニ ア リン グに よ

　　　 　　　 る新 しい 医薬 品設計

　　　 　　 0 藤井 　郁雄

　 　 　 　 　 　 （阪府大
・
先端研）

1pS2−PM2　 細菌に おけ る タンパ ク 質の サ ブセ ル ラ
ー

レベ ル で

　　　　 　　 の 局 在解 析

　 　 　 　 　 ○ 関 口　 順
一

　　　　 　　（信州 大 ・
繊維 ・応 生科 ）

　21世 紀 に入 る と と も に，ヒ トの 遺 伝 子 構 造 の ほぼ 全 容 が 明 らか

に され た．ヒ トゲ ノ ム が も つ 3−4 万 個の うち約半数は機 能不 明 の

タ ン パ ク 質 を コ ー
ドす る と い われ て お り，現在，ゲ ノム か ら翻訳

され る タ ン パ ク質 の 網 羅的 な解析 を目指す 大規模 プ ロ ジ ェ ク ト
が は じま っ て い る．これ に より，医 薬品 の タ

ーゲ ッ トとな るタ ン

パ ク質 の種類 も数も劇 的 に増 る，そ こ で ，こ の 急速なプ ロ テオー
ム解析研究 に対応 して ，い ち．早．く医薬品開発に 結び つ け るた め の

新技術 の 開発 が 求 め られ て い る．　 われ わ れ は ，天 然に は ない 新
しい 機能 を持つ 生 体分子 の 創 出に 向 けて研 究を 進 め て お り，免 疫

シ ス テ ム にみ られ る よ うに，分子 多様 性 （ラ イ ブ ラ リ
ー）を構 築

し，そ の 中か ら，目的 と した 機能分 子 を効 率 的 に 選 別 す る 手 法 を

開発 して い る （コ ン ビナ トリア ル ・バ イ オ エ ン ジ ニ ア リン グ と呼

ぶ ）．こ れまで ，フ ァ
ージ抗体の ライ ブラ リ

ー
を用い て ，抗 体タ

ン パ ク質 の 高機能化 に成功 し，現在，こ の コ ン ビ ナ トリア ル
・バ

イオ エ ン ジ ニ ア リ ン グを機能性 ペ プ チ ドの 創 出に 展開 して い る．
今回 は，フ ァ

ー
ジ ・デ ィ ス プ レイ

・
ライ ブ ラ リ

ー
とペ プ チ ド立 体

構造設 計 を組 み 合 わ せ た 新 しい ドラ ッ グ ・デ ザ イ ン の 手 法に つ い

て 報告 す る，立 体構 造 （a −helix，　helix　bundle ，　b−sheet ，　zinc 　Hnger

など）を もつ ペ プ チ ドの ライ ブラ リ
ー

か らス ク リ
ー

ニ ン グ され て

く る活 性 ペ プ チ ドは，標 的 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に 必 要 な
フ ァ

ー
マ コ フ ォ ア の 3次元 情報 を 与 え るの で，それ を も とに低 分

子医薬品 を設計す るこ とが 可能になる，

1，2次構 造モ チ
ー

フ ・ペ プ チ ド・
ライ ブ ラ リー

　近年，コ ン ビナ トリア ル
・
ラ イ ブラ リ

ー
を 用 い る リ

ー
ド化合物

探索法が，医薬 品開発の 有用な方法 にな っ て きて い る．種 々 の ペ

プ チ ド
・
ライ ブラ リ

ー
が 作 製 され，受容 体 ア ン タ ゴ ニ ス トな どが

見出 され て きて い る ．し か し，従来の ライ ブ ラ リ
ー

で は，個 々 の

ペ プチ ドが フ レ キ シ ブル な構 造 を持 っ た め，エ ン トロ ピーの 損失
が 大 き く 高い 結合 活性や 生 物活性 を期待す るの が 難 しい ．ま た，
フ レ キ シ ブル な ペ プ チ ドか らは フ ァ

ー
マ コ フ ァ ア の 3 次元 情報 が

得 られ ず，低分子化合物 の 分子 設計 に繋が らない ．そ こ で，こ の

よ うな問題 点を解 決す る た め に，立 体構 造 を もっ ペ プ チ ド・
ライ

ブラ リ
ー

を作製す る た め の 方法論 を開発 し た．こ れ に よ り，高い

生理 活 性ペ プ チ ドを 見い だ す と同 時 に，低 分 子 化 す るた め の 3次

元構 造 情報 を得 る こ とが 可 能に な る ．
　 立 体構造 を も つ ペ プチ ド

・
ライ ブラ リ

ー
と してu一ヘリッ ク ス 構

造 ペ プ チ ドの ラ イ ブ ラ リ
ー

を構築 した，ラ イ ブ ラ リーの 土台 に は
ヘ リ ッ ク ス ・ル ープ ・ヘ リ ッ ク ス 構 造ペ プ チ ドを用 い た．こ の ペ

プ チ ドは 3 つ の 領域で 構成 され る （a．14ア ミノ酸残基か らな る構

造支持領域，b．グ リシ ン 7残基か らな るル
ープ，　 c，14ア ミ ノ酸 残 基

か らな る ライ ブ ラ リ
ー

領域）．こ の ペ プ チ ドは疎水お よび静電相
互 作用に よ り寄 り添 い 安定 なヘリッ クス

・
ル
ープ ・ヘ リッ クス 構

造 を形 成 して い る た め，外 側の ア ミ ノ 酸残基 をライ ブ ラ リ
ー

化 す

る こ とが で きる．

2．G −CSF 受容体結合性 ペ プ チ ド

上 記 ヘ リ ッ ク ス ・ル ー
プ ・ヘリッ ク ス 構 造 ペ プチ ドの 外側 の ア ミ

ノ 酸 5 残基 をラ ン ダム 化 し た ライ ブ ラ リ
ー

を，多価の フ ァ
ージ ・

表 面 タ ン パ ク質（gV工IIp）上 に 提示 させ た．こ の フ ァ
ー

ジ ・ライブ

ラ リーをマ ウス G −GSF 受容体 に対 して ス ク リ
ーニ ン グした と こ

ろ，特異 的結合性 の ペ プチ ドを 得る こ とに 成功 し た．ま た，こ れ

ら安定 なヘ リッ ク ス 構造 を持つ ペ プ チ ドは，濃度依 存 的 に 細 胞 増

殖 を阻害 した．

　 細菌，特 に グ ラ ム 陽性細菌 の モ デル 生 物で ある 枯草菌 に 於い

て，タ ン パ ク 質の サ ブセ ル ラ
ー

レ ベ ル の 局在化解析 につ い て 著者
らの 研究 を中心 に 展望 する，
（1）GFP との 融合

　 蛍光物質GFP との 融合 タ ン パ ク質 を作 り，蛍 光顕微鏡 で観察す

る方法で あ る．胞子 形成 細胞 に お ける タ ン パ ク質の 局 在化解析 に

用 い た 例 を紹介する．Veg とGFP との 翻訳 融合 タン パ ク質 をつ く

り，蛍光 部位 を観察 した と こ ろ、今 ま で栄養 細 胞 で 存 在 す る と考

え られ て い た Veg タ ン パ ク 質が，胞 子形成期 に も認 め られた．さ

らに 詳 細に検 討 した とこ ろ、胞 子 の コ ア
ー

に強 い 蛍 光 が認 め られ

た，こ の 遺伝 子 の 発 現を GFP との 転写融合 タ ン パ ク 質 を構築 して

検討 した と こ ろ，胞 子 の フ ォ ア ス ポ ア
ー

側で の み転写 され て い

た，ノ
ー

ザン 解析 とプ ラ イマ ーイク ス テ ン シ ョ ン 解析 よ り，veg は

ハ ウス キ
ー

ピン グ の シ グ マ A で 転写 され る 遺伝子 で あ っ たが，胞

子 形成期 に お い て は 母 細胞 側 で は 発 現 し ない こ の 結果 は興 味 深

い ．本 技 法 を 多糖 脱 アセ チル 化酵素（PdaA ）に適応 し た結果，　PdaA
は 胞 子 中に 存在す る と とも に，こ の 酵素欠 損 が胞 子 発 芽 を完 全 に

停 IE させ る こ とを 明 らか に した．
タ ン パ ク 質相互 作用の 研究に 酵母 2一ハ イ ブ リ ッ ドシ ス テ ム や ビ

ア コ ア を使 っ た方法 が 良く知 られ て い るが，Ding らは最近，相互

作 用す る
一
方の タン パ ク質 を細 胞の 両極 に局 在化 させ る ドメ イ

ン と融合 し，も う
一方 の 相互 作用す る タ ン パ ク質 は GFP と融合

し，相互 作用 した場合 の み細胞 の 両極 にGFP の 蛍光が見 られ る こ

とを示 した，
（2）SxFLAG ペ プ チ ドとの 融合

　抗 FIAG ペ プ チ ド抗体 と、FITC 一コ ン ジ ュ ゲートさせ た2次抗体
を用 い て 蛍光標識 し，蛍光顕微鏡 で 観察す る 方法 で あ る。本 方 法

は細 胞 壁 結 合 タ ン パ ク質 の 解析 に特 に有効で あ り、細胞分離に か

か わ るL
γ
tF （GwlE ＞、　LytE （CwlF ）は 予 想通 り細胞 分離部位 と両極に

局在が認 め られた。一方 主 自己溶解酵素 で あるLytC （CwlB ＞は 細胞

全体 に 局在が見 られた。また LアtF の 局 在 を ミニセ ル 形 成変異株 で

調 べ た とこ ろ，ミ ニ セ ル との 分離部位 に 強 い 蛍 光が 見 られ た ，さ

らに 局 在 ドメイ ン が 1．ytE　LytE と同 じ LysM ドメイ ン を持 つ 新 規

細胞 壁 溶解酵 素 YojL も細 胞 分 離 部位 及 び 両 極 に蛍光が認 め られ

た，）
，
（ijL遺伝子 を細胞分離遺伝子 と多重に 欠損 させ た 場 含、極度

の 綿状 の 形 態 を示 した。本 技 法 を他 の 細 胞 表 層 タン パ ク質に利 用

した と こ ろ、機能末知 の ％ eB が 細胞 分離部位 と両極 に 局在す る こ

とが 解 っ た．
　SxFLAG ペ プ チ ドは小 さい ため，分泌 後の 局在 を見 る場合 も，
分泌過程 が律速 に な りに くい と思 わ れ るが，FLAG 断片中に は ア

ス パ ラ ギ ン 酸 の 割合 が 多い た め融 合 タン パ ク 質 の 等電 点が著 し

く下 が る こ と も あ り，注 意が肝 要 で あ る．ま た プ ロ テ ア
ー

ゼ の 影

響は GFP の 場合 よ り 少ない が，そ れで もか な りの 影 響が 認 め られ

た．
（3） そ の 他

　J．Errington らに よ る細胞 骨 格 タン パ ク質 MreB フ ァ ミ リ
ー

の

局 在 解 析 に使 わ れ た 抗 生 物 質バ ン コ マ イ シ ン の 蛍 光誘 導物質 の

例な ど を紹介す る と と も に，今後 を 展 望す る．
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