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緒言

Figurc 0・1は本研究の究極の目的を裂している。すなわち，天然{ほ分{.化合物と

DNAとの相互作用を追究し，その1!1liJ'r:JHの真にねされているシンプJレな考え方を

抽出するこ とである。蛍じi質のようなJJi分子と比較して{Ll分子はその椛ifiが単純な

ので，複雑 さからある杭}主のがれることができると予知される 。{!t分了・による

DNAの塩基認識の起源や DNA相 4..11:川の基本仏式などが僻19Jできれば. DNA. i:Ii 

白質 といったさらに複雑な系を理解する上で基礎的な知見を提供するとJVJ侍される。

DNAに結合する天然{足分r化合物の'11から，本研究では制ti!i抗生物質 rスペラミ

シンAIとエルサミシンAを取りあげた (Figurc0.2)"乙れらの抗生物質1J.DNAと付

合するように自然によってデザインされており抗争どされている。エスペラミシンAI

とエルサミシンA を選択 した則的を以 Y!二挙げる。

1.化学構造か DNA結イ子分rとして新奇である。

自然によってデザインされた新しい構造は析 しい与え)iを生む可能性を部めて

いる。

2.新世性と共にある程度の行遍性も{jf:せ持っている。

エスペラミシンAIおよびエJレサミシンAはJじに-tMnを制Uえており，制3良モデル

として有川かも知れな L、。結鎖と D¥，AとのH1正作川はjミ聞の分野である。 ま

た，エルサミシンAはjj._鈷体と して機能するので銘体( DNAとの1111;.作JIJモ

デルとなりえる。

3. DNAに塩法配列特典的に結合する。

エスペラミシンAjはオリゴプリン/オリゴピ 1リ):ミミ ジン配ダ列iリjに4糾守i民も的にv介し，

エJルレサミシンAIはまグヲア.-穴工 ン技1基Eを特j見耳的!に二J

起i砂ゆ境.を解l明列すれ;ば!， ~I!ごう:IJ~ f.な どの D;'\A 仏合*1:'1 11 と D:'\A との~Y%(iドJ111 " :作

111の研究に息不的な情報を提供すると与え られる。



Investigation 01 interactions between small molecules 
and DNA 

ι 
Extraction of simple models from the interaction 

ι 
Providing a scaffold for understanding more 
complicated interactions such as proteln-
DNA Interactions 

Figure 0・1The ultimalc aim of lhis sLudy. 

恥L

CH，sSS 

Esperamicin A， Elsamicin A 

Figure 0・2Chcmical SlruClures of cspcramicin A} and elsamicin A. 
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4. DNAに結合する能)J1':'加えて D'¥i¥鎖を般化的に切断する能)Jを持つ。

DNA 切断能を持つことは ;J~態を少し後利f.にするが，研究の魅)J を人きく増す~:

因ともなる。特異的鮎介と反応を同時進行させるという点で「制限併京モデル.1

となりえるので， ヒトゲノム解析に必1<:・な人:I:制限昨茶の開発にイi川な知見を・

提供すると予怨される。また，結合した D1¥.Aと反応するため，結介サイトを

極めて明瞭に同定できる利点がある。

5.1友貯の制揃作)11を有する。

f倒H胞はI削がJI"常に述く DNA も慨に近いので DNA 切断分科こ~~いのである。

このような制縮分子を研究材料としてとりあげることで州化学紺法にfi献でさ

るかも知れない 尖際，エスペラミシンAJ，..r..ルサミシノ八は臨床尖験に入つ

ている。

若者は以上の理由からエスペラミシ./AJ • LルサミシンAとDNAとのtll":作川に

興味を持ち，塩基認識の解IYJと D."-:A鎖切断出!lltのsf{19JをIj おして本研究に，1íT~ し

'・
'-0 
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章第 2 新奇な化学構造

制癌抗生物質エスペラミシンA
1によ る

塩基配列認識の起源

第一節研究 方 針

エスペラミシンAlの化学構造は 19R7年にBnSlol・Mycrs$qUlbb 社の研究 ~llí によっ

て決定された (Figure1・1・l戸-7。その構造は7点において新舟である。第・に.心臓

部母紘として lふジイン・3・エン桃jS(エンジイン構造)を備える。その， iT~車li介民

主は 13C-NMRで比較的特異な 085-95ppm 領域に守.ノドの t~i 一線として認められ，

この炭ぷ・と Sp2炭紫との県松IIlJ2次元 NMRを解析することで，このエンジイン判

殊構造は解かれた 第二に，天然化介物としては極めて判}~な f リルトルスルノイ

ド恭を 13位に備える。後で述べるように，この部分は DNA切断れ)1)を[;u!tfjするたflti.-iの純物は向ikされ洗*:kされているため，人I'IJにとって析しい考え方と方向を

町1/)とする。制1iftJ/t:'J:物質エスペラミシン八tは D、A，こ結合し I f'白]11・Fに DNA鎖を切

断するように IÏ~べによって巧妙に.;-'ザインされている。そのm造の新奇性や興味深

い DNA切断慣例のため. 1，(j綜抗生物質であるカリナ zミシンと共に111非小の科学

tに11:11されているo ~・節では，本研究以前における f スペラミシンAl の併究経

過とノド研究の研究JiHについてJ辿する。

めの起縦装出i，(triggcring dcvicc)であることが解明されている8，9。第三に，・1つの1Ji

規~~を備える。すべて 6・デオキシ純でありぬ水刊は向い。また， ヒドロヰ・シアミノ

結でのき評点ー酸>~グリコシド結合はこれまでの天然物に皆無の構造である。

制癌抗生物質物質工スペラミシンA，

エスペフミシンA は t~，]期的な制他行 JIJ と新奇な化r;.椛iiiを併せもっている 1987 

4手の化学構造の発長とfriJ11寺に. 111:持の化学.t;.や分 f'l=.物学:-r;'は作)fJ発.mt授mの完ナ

解明を待望し，また白うそれに取組みはじめたc イi般化学名は. この天然物の本介

成やモデル分子の介成研究を開始した1()， 1 1。

~r_ スペラミシン八1 は肱純11.1 AClInomadur.1 vcrrucososporaから 1手紙された分 r.呈約

11(X)の!k'l:物質である。 1IJX5 11にBmlolMycrsの Doylcらによりアルゼンチンの

PlO Espcr.ulIaからtkUsされたζ とから.このエスペラミシンという名がつけられたlo

その市IJ備前十J:は驚穴的であり，特科'，!H¥時刻11胞のjMMを 1 3 pg/mしの操皮で阻止す

る。マウス将仙のl'11(U泌p3以. s・16:.1/，色肌. LCWlS ij，!J flfJ~~， のx刷協に対しでも :t，

しL、tJ・UH¥続的性がみられる lれよれらの泊性はアドリアマイシンの数千倍・の怖に達し

てJ3t) .以前j:1lられていた以強のは)H1必tl:1JL'l'物質 CC・1065よりも約 10倍強力で

ある。エスペラミシンへは説。..，欧米で ph心c11臨床実験に入っている2。

3 興昧深い作用発現機禍

エスベラミシンA.になぜ町描活性が発現されるのか。その制#kf1，月}にrru，:に!泊わっ

ているのは f遺伝[.そのものである D、A，J)切所 J1，ごと考えられている。脳細胞は

増殖が非常に述く D'¥IAも択に近いので Dλ八切断分子に弱いからである。 lji尖，エ

スペラミシンAl はチオールのようなマイルドな還J[;刑のイiイ五ドで D~A il'tを切断す

ることが知られており8( その D:'-lA切断活性:.t非常に強}Jで鋲 nMの濃)J[でも有

効である また invivoでも，ヒトの HCTI16腕窮細胞を仇浪度(1pg/mL)のエスベ

ラミシンAlにさらすと服務納胞の Di¥Aが切断される乙とが比いとされている 12。

DNAを切断する発現況情;立巧妙である (Figurc1・1・2)S.9。まずトリスルフィド部

- 4-
- 5-





列認識を解19Jすれば多くの研究の使石となる。第一に， DNAと蛍由貿のなどの

DNAをとりまく佐雑な相 l[作川を解明する.1ニで，低分 子モデルとして基礎的な知識

を提供するとJUJ待される。第:に.エスペラミシンへの DNA結合/認識を分子レ

ベルで捉えれば，制揃斉1)の合.fI['的設計に't.iヲ・できることが期待される。特定の遺伝

子を認識する遺伝子制御分チのイ~，tfII的設計にもひとつの方向を示す。ゆえにエスペ

ラミシンの)t;礎的な恥)，~配列認J識の化学は幅広い研究分野での布用性と展開を掛め

第二節 塩基配列認識に必須な最小構造
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エスペラミシンAIとその矧縁体カリチェミシンY.'19・24は DNAのオリゴプリン

/オリゴピリミジン領域を認識して切断する。しかし詳細l にはそれらの~.\aヰ性は少

し異なっており，~論の対象となった。

1988年， ZeinらがカリチzミシンYI'の塩基配列特異性を初めて報公している230

見いだされた認識塩基配列は令てオリゴプリン/オリゴピリミジン領域であった。

例えば. S'-AGGArrCCT. S・-AGGC/GCCT. 5・-CGGA庁CCG. 5・GGGA斤CCC.

7・AGAG/CTCfなどがある。これらのオリゴプリン/オリゴピリミジン配列には

GC ~孟J主主ずが合まれており. GC 溢)t;，i.fのfJi:史料も強制されf・253

_-)j、エスベラミシンへの単基配ダ1)特異性は 1989年に Bri.，tol・Mycrsと説々の研

究室によって械告されている8，90 .;;LスペラミシンA，においてもオリゴアリン/オ

リゴピリミジン領域の切断は強<，エスペラミシンA，はこの領域を認践している。

しかし，カリチ.工ミシンYltと比較して認識はω<，，1fしい切断却枕もJγ!穴なるω

DNAて重ら旋にはメジャーグループ(i:_I梓)とマイナーグループ(副榊)がある

が (Figurc1・2・1)，エスペ JミシンAlとカリチ zミシンyJはマイナーグJレープにtf;

合すると考えられている9.23
0 9冬期的なマイナーグループ結合分!-ネトロプシン

(Figurc I・2・2)によって切断反応が閉山・されるからである9.23。はい換えれば，エス

ペラミシンA，とカリチェミシンY/:.i共にプリン/ピリミジン連続配列の情報をマ

イナーグループから読みとっている。しかし，プリン/ピリミジン述杭配列の訟ia

という作の'1'でエスペラミシンへと力リチzミシンyJの特見性は微妙に異なヮて

ている。

νigurc 1・1・3Doublc叫 randcdSCI山 01¥in山emlOor gr∞vc of DNA hclix. 

いるのである。

エスペラミシンA，とカリチェミシンY11の厳省な特児↑'上の相泣はや!なのか。その，f-II

-8- -9-



5' 

2 

Figure 1-2・1 Asymmelric DNA 

cl凶 vagepallem in lhe minor gr∞ve of 
DNA hclix. In lhe minor groove， lhe 

proximal deoxyriboses on opposite strands 

arc shift吋 ω山e3・-side.

Figure 1・2・2 Complcx of netropsin 
wilh S'-AA TT・3'in lhe minor gr∞vc of 

DNAω. Circles wilh dOLS represenl lone 

pairs of N3 of punncs and 02 of pynml-

dines. Putalive hydrogcn bonds are il1uSl-

raled by dashed lincs. 

5'ーCAGGACGCGTCCT
3'ーTCCTGCGCAGGAC

5'・CCGGACGCGTCCG
3'ーGCCTGCGCAGGCC

Figure 1・2・3$cquenccs and numbenng of DNA ohgomers 1 and 2. 
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違はやJに起悶するのか。オリゴプリン/オリゴピリミジン領域の認識に必須な最小

構造は何なのか。 この第一節ではこれらの疑問を解く260

DNAオリゴマ -1の工スペラミシンA，とカリチェミシンyJによる

切断

DNAオリゴマー lは典型的な標的塩基配列 5・-AGGA汀CCTを含んでいる(Figure

1・2-3)。この 5・末端を 32pで標識したものをエスペラミシンA，とカリチェミシンy

により切断した。切断された DNA断片はポリアクリ JレアミドゲJレで分離後， オー

トラジオグラフィーによって視覚化することができる。 Figurc1-2-4がその電気泳動

車吉果とヒストグラムである。明らかに， エスペヲミシンAIとカリチェミシンYI
1の

切断部位:は異な っている。

カリチェミシンY/の切断パターンは ZelOらが報告 した結果と類似する23，24。つ

まり， G-7とC・11が切断されており， おJLいに 3・方向にずれている。 この 3・)J向

にずれる切断パターンはマイサーグループでの了:4':iA r，iJ時切断の特徴である。なぜ

ならマイナーグループrjlでは DNAのら旋偽造のために最近拡のデオキシリボース

が 3・側にずれるからである (Figure1・2_1)27。

G-7の二重バンド (doublclb加のはこの部位で:磁の 3・-末端プロダクトが産生し

ていることを示している。 泳動度の遅いバンドはマキサム.ギルパート反応の Jー

カーと同じ泳動度であり， 3'リン酸末端を持つ (FigurcI・2・5)，遥〈泳動するバノド

はエJレサミシンA・鉄錯体28によるバンドと向 L1E気泳動度であり. 3・ホスホグリ

コール酸末端と考えられる。 このプロダクトはデオキシリボースの 4・水ふ以チリ|き

抜きによるプロダクトとしてよく知られている (Figurc1・2・6)290 この研究の発みと

同じ時期にこの点に関して報仇・があった。 H加gclandらは 4・Aく点を特異的に重水点

化した DNAオリゴマーを合成し， この1f(水素がカリチェミノン分子に引き抜かれ

ることを NMR1，士号用いて証明している 16。

- 11ー



エスペラミシンAIの切断パターンはカリチェミシンY11のパターンと 1.1}'{なる 。

ぷしい切基本的にはオリゴプリン/オリゴピリミジン領域を認識しているものの，

、.
、ープリンリッチ鎖では A・5及びC・6で強い切断がある。断部位が明らか，こ究なる。
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れらは共に ::l生続プリンの 3・側に{、Z置している。反対鎖は C・11とC・12で弱〈切断

callcheamicin r/ 
される。反対鎖での切断パターンが 3・側にずれる現象はカリチェミシンY14での場

合と同級にマイナーグループでの:本鎖向時切断の特徴である(Figurc1・2・1)27。
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工スペラミシンA，1.1:三連続プリン/ピリミジンを認識する2 
esperamlcln C 

7 6 5 4 

，固・.

3 2 

A 

DNAオリゴマー 2は DNAオリゴマー 1の A・2とT・13をC・2とG・13で[喧き換

-つしか合まな

エスペラミシンAIはζのオリゴマー

つまり弓述続プリン/ピリミジンを

い (5'・GGA/CCl)o Figurc I・2・?にポすように，

えたものである (Figllrc1-2・1)。

乙のをC・6で特異的に切断している。つまり A・5の切断が消失したことになる。

エスペラミシンA.が -::if税プり

ン/ピリミジンを認識する ιとがわかる。カリチェミシンY11は11J.I溢J去を包股するた

-1証~3・仰の位置にあり，C-6はGGAボックスの

Figure 1・2・4 Comparison of DNA clωvages by espcramJCIOS and calichca-micin 

Yl 1
• (A)百 c5'-labclcd ollgomer 1 was incubatcd wilh espcramJcIn A 1 (EPM A 1， 

1anc 4)， callchcam'CJn Yl' (CLM， 1ane 5)， espcramicin C (EPM C， )anc 6)， or 

espcramicJO D (EPM 0， 1ane 7)， and subjecLCd 10 15% gcl clccLrophoresis. Lane 1 

shows JntaCl DNA a1onc. Lancs 2 and 3 are山eMaxam-Gllbert scqucncmg laddcrs 

for C+ Tand G+A. (B) Hilolograms of U1e cl叩 vagepancms. The clωvagc frcqucncJes 

wc陀 obtainαIfrom dcnsitomeLric scan昌oflhe ge1 aUloradiogram shown in (A).有le

"d" prωcnts a doub1cl band， め切断位置に変化がない。

プラスミドこの現象がオリコ.マーに特異なものではないことを証明するために，

pBR322 DNAからオリ コ・マー 2に頑似する配列部分を合む 190J益法月を取りlI¥し，

エスペラミシノA，はミこれを恭質としてJIJいた。 FigllreI・2・8に見られるように，

エスペラミシンA，のこのtLfiは矩鎖連続プリン/ピリミジンを認識している 。

DNAオリゴマーに村:民なものではなく，基質DNAのk短に関わらない性質である。

エスペラミシンA，とカリチェミシンyJの選択性の.f!liをの般本は[ユス/"'7ぇシ

というカリチ工ミシンy'は四塩)P，tを辺、践するjンA，は三単~t~M を認識するが.

エスペ
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このため認践の際に切断されるヌクレオチドはずれてしまう 。

ラミシンAJ の~;:千弱い認誌についても.

事笑にある。
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3 オリゴプリン/オリコピリミジンの認識に必須な 最小情通
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エスペラミシン CはエスペラミシンA，からデオキシフコース・アンスラニレート

O
H
い

部位を取り除いた誘導体である(Figure1・2・9)。つまり，カリチェミシンYI'からメト

キシラムノース.アンスラニレート部位を取り除いたものとほぼ向 ーである。オリ

ゴマー 1及び 2をエスペラミシン Cで切断したところ，その特j'{性はエスペラミ

シンAIとカリチェミシンyJの特異性をたし合わせたものに近くなっている (Figure
主世田岡田giy副副・

I.un.n‘ .. 
1・2・2，1-2・7)。また，プラスミド pBR322DNAからオリゴマ -2に煩似する配列部

分を含む 190J.l基対を取り出し，これを法貨とした場介もオリゴマー 2と同じ紡果

が得られた (Figure1-2-8) この性質も DNAの長鈎に関わらない性質である。

Figure 1・2・6Produclion of 3'-phosphoglycolale lermini， 

‘Z U (8) 
(A) 

h 切~ 主
c凶~ 

d 
h 

‘u d υ 

~....，-~~ 
c国CG-3 甲CG-3' C 咽・咽'
GIC C TIGC・5・ GC・5・C 

T.l。
G 
c .... ・
G 

esperamicln A， callcheamicin y， C 帽""-
-ーー-A・5

G 

CGGACG・3・
G C C T GC -5' 

G 

11 
C 

esperamicin C 
2 3 4 5 

エスペラミシン Dはエスペラミシン CからさらにチオメチJレヘキサピラノース

部分を取り除いたものである (Figure1-2-9)0 Figure 1-2・2Aの lane7はこのエスベラ

ミシン Dの切断パターンを示している。明らかに.エスペラミシン Dの特異性は

エスペラミシン Cよりも激減している(Figure1-2-2B)。実際. DNAに対する親不IJ件

もエスペラミシンCの約1/50である。以しの結果から，エスペラミシンA，とカリチエ

ミシンyJの特異性の最小必須構造はエスペラミシン C. つまりエンジイン部分と さ

臓部分にあるといえる。

エスベラミシン Cと比較してエスペラミシン Dの特異性は大きく低下している

Figure 1・2・7Comparison of DNA cleavagcs by cspcramicins and calichca・micin
YI1， (A)百lC5'-labclcd oligomcr 2 was incubalcd wi山 cspcramicinAI但PMAI， 

lanc 1). calichcamlcin YI1 (CLM， lanc 4). or cspcramicin C (EPM C， lanc 5)， and 

SubJCClCdω15% gcl clectro-phorcsis， Lanc 1 shows imacl DNA alone. Lanc 2 IS lhc 
Maxam-Gilbcrt scqucncing laddcrs for C+ T. (8) Hislograms of lhe cleavagc pallcms. 
Thc clcavagc frcqucncics wcrじ oblaincdfrom dcnsilomctric scans of lhc gcl 
aUlomdlograωn sho同 n10 (A)， Thc "d" prescm品adoublcl band， 

という事実は，チオメチルヘキサピラノースという単純部分が訟法配列認識にm~・

であることを怠味するのだろうか。符えは否である。この単結のみが親和性と制民

性を決定するとは考えにくい なぜなら，単糖はマイナーグループと強く結合し迄

基配列を識別するにはあまりにも小さすぎるからである。ではご5枯部分が特史料を

決定するのか l この答えも谷である 。 IJ~ J::. A.iyarらは三持部分のみ(エスペラミン

ンCの桔鎖部分， Figurc 1・2・9)を令成し，その貧弱な DNA結合能と特異性を明ら

かにしている30。三結部分だけでは DNAに結合できないのだ。料品，エスペラミ

-14- -15-
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シン Cの全体構造，つまりエンジイン部分と三結部分の両方が必要である。エスペ

ラミシンA，とカリチェミシンy，'のオリゴプリン/オリゴピリミジン4識の起源は

espersmicln A， csllchesmicln y，' 
エンジイン部分と二給部分を介わせた全体協造(エスペラミシンC) にあると考え
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られる。

Figure 1・2・8 Comparison of DNA 

clcavages by csperamiclns and cahchea-

mlcin 111 using lhe 5・or3'-labelcd 190-

bp 8amHI・Sphl針agmcnlfrom pBR322 

DNA.百 e"d" presenLS a doublel band. 

4 工スペラミシン Cの疎水性が DNA結合には重要である

エスペラミシン A，とカリテ・ 1 ミシンYllの特異性の起源はエスペラミシン C にあ

esperamlcln C る。そのエスペラミシン C ~;tいかにして DNA と結合するのか。エスペラミシン C

E・帥v・micln0 

の構造中には四つしか遊離水般Jみがなく融点的であるので(Figurc1-2・9).DNAとの

疎水的な結合が重要と考えられる

疎水1"1:相互作用の需要性を肝価するために.DNA切断効京に対する無機地の影悼

を調べた DNA 切断効本は I~J 環状プラスミド pBR322D:'\IA t・).Jする反応外;から容

易に判断できる。 IUJ環状プフスミド (Form1) は 一本jì~が切断されると開環拡 (Form

11)となり，さらに切断されると l在鎖状(FormJII)となる (Figurc1・2・10)，これらの形

状変化はアガロースゲル屯気I1Iqf:山によって存易に峨t'llできるので，ゲル 1:のパンド

E・帥r.miCinAt 

電h‘，$$S.

c・，.cl、..m1clny，' をデンシトメーターで定立すれば DNA切断効率が評価jできる。Figure1・2・11は.そ

のようにして得たJ スペラミシンC の D~A 切断効併に対する無機阜の影腎を示し

ている。カチオン，アニオン共にその~Il'Jj: JI~tJf:は 1{ofrnciSlcr scncsとー致している。

E.o帥巾m.酎nC

ぷ勾由
刷品τさ与切Z卦i 

<>< τr1・・cch.，W・冊。‘...，

すなわち水和力の弱い塩ほどエスペラミシン C.こよる DNA切断を問書している。

これらの阜の影特は疎本性粘介の証拠として一般に受け入れられている31，320 なぜ

なら，水和力の弱い阜ほど D1'. A の疎水性部分を担ってしまい，~物が DNA と疎A<

結合できなくなるからである

0・0酬

5 考襲

Figure 1・2・9 Chrrnlcal SlrUCLUrcs of espcramlclOS and cahcheamlclO Yl J. 
結局、エスペラミシン Cの全体の構造と全体の政本位が D、A柏合と塩基配列記、

-16ー -17-
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Figure 1・2・10 Cleavage of plasm.d DNA. Changes among forms I・111
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Figure 1・2・11 Effccl of inorganic臼 Its

on DNA cUlLing efficicncy of csperamicin 

C. Plasmid pBR322 was damagcd by 

espcramicin C with incrcasing concenl-

ralions of salts (0・0.4M). (A) Compa-

rison among anions. (8) Comparison 
創nongcallons. 

02 0・
SAlT 1M) 
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識に重要といえる。これまで，われわれもアメリカの科学者もエンジイン部分と精

鋭部分を分けて特典性の起源を探ろうとしてきた。エンジイン部分だけ又は掛鎖だ

けが特異性を決定すると考えることは正しくない。オリゴプリン/オリゴピリミジ

ンの基本的特異性はエスペラミシンC (エンジイン部分と三粘部分)の全体構造と

全体の疎水性によるのだ。そして，エスペヲミシンA.においてはデオキシフコース

-アンスラニ レートが，カリチェミシンY..においてはメトキシラムノース・チオベ

ンゾエートが，この基本的なエスペラミシン Cによる特典性をさらに変化させ， さ

らに特異性を高くしている。逆に言えば，オリゴプリン/オリゴピリミジン飢域の

認識という枠 の中で.エスペラミシン A.の DNA結合棋式はカリチェミシンY11の

DNA結合様式とは異なるものであり，エスペラミシン Cはその両方の結合拡式を

とることができる(Figure1・2・12)。

エスペラミシン/カリチェミシンには独特な血基配列特典叫がある。その特民性

の源は精鋭だけではない。エンジイン ;~IS分だけでもない λ件政部位だけでもない。

全体として独特な特異性を持っている。この全体の重要性は蝕ぷ結合という点で悦

明できる。なぜなら，~水結合の場合ある特定部位の相 l工作JIJ よりも全体のす体空

間的な相補性が問題となるからである。

-19-
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第三節 疎水性相互作用と DNA構造の再編成

DNAのマイ ナーグループは一見何もない樽のように感じられるが.だからこそ逆

に複雑といえる。水に洛けているかぎり水和分子がある。しかも塩基配列や環境に

よって水和分子の形状は刻々と変化してやまない。水平11分子は DNAそのものの形

状にも反作月jし.変化させる。 第二節で述べたように，エスペラミシンA.は DNA

と繰水結合しており，水利分rを考慮する必安がある。第三節ではエスペラミシン

A.がマイナーグループと疎水結合することによる DNAの構造変化を従え，水利4荷

造との相関を考察する26。

DNAオリコマー 3の切断

第一節で月jいたオリゴマー 1fi S'-AGGArrCCTの掠的塩基配列を合んでいた。

オリゴマー 3 は GCbasc pairを合まない 5・AAAArrnTを棋的自民法配列として備え

る(Figure1・3・1)ゅこのオリゴマー 3をエスペラミシン/カリチェミシンの反応法質

として用いたo Figure 1-3・2は切断部位の僻析である。切断反応の強度はオリゴマー

1の場合よりも若干弱められるものの，エスペラミシンA1もカリチ 1 ミシンY11も

オリゴマ-1の場合と同保にオリゴマー 3を認識し切断している。エスベラミシン

Cにおいてもはほ向掠である (Figure1・3-2B)"

この結果は椛者を全く驚かゼた。なぜなら AT~益法片の連続する DNA と Gct起

草対を含む DNAとではマイナーグループの幅や形拡が全く異なるからである つ

まり x#1主主占品4目立i解析やヒド LJキシlレラジカ Jレ解析によると， AT 地)，I;Mの述税す

る DNAのマイナーグルプは特別扶くなっているからである33・400

プリンまたはピリミジンの述軌を認拡して， しかも AT rich. GC rich 両}jのマイ

-21-



これまでにこんな DNA鮎令分子はなかった。マイナーグループに結合する分子。

ナーグJレープ結合分子を AT-richbindcrとGC-richbindcrとに区別するこれまでの分5'ーCAGGACGCGTCCT
3'ーTCCTGCGCAGGAC1 

1二

スペラミシンAlとカリチェミシンYl
1は析しいタイプのマイナーグループ結合分子

といえる。

類はエスペラミシンAlとカリチェミシンYt，にはあてはまらない(Figure1・3・3)。

5・圃 CAAAACGCGTTTT 
3'-TTTTGCGCAAAAC 3 

エスペラミシン結合によるホスト DNAの構造変化2 Figure 1・3・1Sequcnccs and numbering of DNA ohgomers 1 and 3. 

形が異な るマイナーグjレープに結合できるのは"indu∞dfil"による結合たからでは

エスペラミシンが DNAと鮎令することでホスト DNAの椛進がないか。すなわち，

変イヒしていると考えられる。
υ
ミ
a凶

』

q
ミ
角
地
凶

DNAの構造変化を g調べるには円二色性スペクト Jレの測定例1益な情報を従供する。

とエスペラミシン Zによる他令体のpr二色ヤLスペFigurc 1・3-4は DNAオリゴマー 1

を切断するラジカ JレエスペラミシンZを月jいたのは，実際に DNAクト Jレである。

中間体がエンジイン構造よりもむしろベンゼン環構造に近いからである(Figure

オリゴマー 1はワトソンークリ yク 8エスペラミシンZが存在しないとき.l・3・5)。
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エスペラミンンZの結介によってホスト DNAがやJのコットン効果は変化しており，A 

この構造の変化がここで，らかの構造変化を強いられていることをポ唆している。A 

いかなる構造の変化なのかという疑問がリしる。esperamicin C 
4 3 2 

A 

塩基の そつの成分から成るように見え

-つ水和分子があり，蝶水結令の場合この水利分子手;;'1愚

リン般.DNAはデオキシリボース，

しかし実際にはもう

一見，

る。

のIIL:i!!性スペクト Jレや 50%エタノーJレ又は 80%オリゴマー 1する必要がある

エスペラミシンZを)JOえたときといlじよ

8μMのエスペラミノンを)JUえたときの

-23ー

うなコットン効果の変化を生じる。

円二色畦スペクト Jレ ~i 50%エタノ-)レや 80%エチ〆ノグリコールti，l在でのスペク

エチレングリコー Jレ溶液中で測定すると，

143;， 

Figure 1ふ 2Comparison of DNA clcavages by espcramicins and calichea・micin

Y1 1• (A) Thc 5'-labeled ohgomcr 3 was incubalcd with cspcramicin A I (EPM A 1， 

lane 2)， calichcamicin YI1 (CLM， lanc 3)， or cspcramicin C (EPM C， lanc 4)， and 

subjected to 15% gel clcctrophorcsis. Lanc 1 shows intact DNA alonc. (8) HislO-

grams of Lhc clcavage patlcms. Thc clcavage frcqucncics were obtaincd from 

densitometrlc scans of lhc gcl aUloradio-gram shown in (A). Thc "d" prcscnLS a 
doub1ct band. 
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Figure 1・3・6 Clrcular dlchrOlsm 

speClra of oligomcr I (2.9μM) In 50~時
elhanolic SOIUIIOI1， 111 10% mClhal10llc 

solulion， in 80% clhylcl1c glycollc 
SolUlion， and tn 10% mculanolic soluuon 
wilh 8μM cspcramlcln Z. Each ¥<11111】lじ

contained 20 m M  Tns・11('1(pll 7 5) and 
0.1 M NaCI. 

.. 

esperamlCIn 

六

3200 

5∞ 

distamycin 
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cc・1065
Hoechst 33258 etc 
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bleomycln 
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2200 

Figure 1・3・3Tradilional division of minor-groove binders. 

Figure 1・3・4 Clrcular dlchrOlsm 

spcclIa of ohgomcr 1. Various amounLS 
of espcramicin Z wcrc addcd 10 a 10% 

melhanolic solullon (1 mL) conLalOlOg 

2.9μM ohgomcr 1， 20 mM  Tns・HCI

(pH 7.5)，加d0.1 ~1 NaCI. 

500 

n H20 

"Induced Fit" 

Less Hydrated Hellx 

Figure 1-3・7 Schcmalic rcprcscn凶lionfor the DNA blnding pr侃 CSS()f 

espe即 nicinAt・

Normally Hydrated Helix 

C"持がエ↓

Figure 1・3・5Chcmlcal sLrUCLUrC of espcrarnicln Z 
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Figure 1・3・8 Effecls of organic 

solvcnlS on lhe ralc of clcavagc of 
pBR322 by esperamlcin AJ 
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このようなゐ機溶媒中では DNAから水和分子がグトルと合致する (FigurcI・3・6)。

Jレーブ中から遊蹴することでターンあたりの駈基対数が減少すると報告されており

280nm付近のコットン効民はその塩基対数に1{1接関連すると考えられてい41-43 

る。ゆえに，疎水性のエスペラミシンZが DNAのマイナーグループと疎水結令する

ホスト DNAの構造は再編成している

エスペラミシン結合という環境の変化にホスト DNA

プから遊離し，と水利分千がマイナーグlレ

と与えられる (Figurc1-3・7)。
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る花I虫;脱水草uされ，疎水結合に対しである将j交pr∞rg加 iLCされているはずである。

(脱ぷ和)によもしもエスペラミシン粘合γよる DNAの併込変化がtに謀水結合

ムスペラミシンA.はこのような裕液中では DNAにより強くるものであるならば.

~ C 7 

;{f機溶媒を

DNAに対する親和

私合し DNAをより強く切断すると予知される。逆にそうでないなら，

合む裕液中ではエスベシミシンA.の脱水的な効*が弱められ.

刊は{凡ドするであろう。

まず DNA切断幼市に対するエタノールのj彪特を調べた。基質としてはプラスミ

40 

(%) 
20 30 

ethanol 

0.5 ，。5 4 3 2 
ドpBR322DNA (form 1)を)1)いた。l主導となる 5%エタノー Jレ中で弱い切断のみが

エタノール濃度を増加させ>LられるようにエスペヲミシンA.の漉肢を 2nMとし，

Figure 1・3・9 (A) Cleavage of duplex 4 (see Figur巴 1-4・り by espcramiclO AJ 

wIlh incrcasing conccnualions of clhanol: lane 2， 10%; lane 3， 20%; lane 4， 30%， 

lane 5.40%_ Lane I shows IIltaCl 4 alone. (B) Quanlltation of Lhe c1cavage bands by 
scanning densilomeuy. 

エタノールは DNA切断て DNA 切断強JJ[ を損IJ~とした。 Figurc I・3・8にぷすように，

エチレングメタノールにおいては川維の効果が観察されたが，効明を明大させた。

スペクト Jレによるリコールでは切断効不明人の効果は小さかった。 CD(円二色性)

エチレングリコールはみタノールやメタノールに比べて脱水利

ここでの実験A.こ情 14変化を与・えにくいことが~II られており，

研究によると26川，

。の効えが小さく，
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結果と 一放している， DNA duplcx 4 (Figurc 1・4・1)を基質とした場合， 10%エタノー

Jレ小に比べ 30% エタノ-)レ"，では切断~rtvJtは約二倍となった (Figurc 1-3-9)。この際，

切断館所に変化はなかった。

つぎにエタノー jレ10%. 30%のそれぞれの格液rl'での 5'-AGG/CCT配列に対する

エスペラミシンAIの結合定数を求めることを試みた。この目的のために雫者は末端

~識したオリゴヌクレオチド 5 (5'・AGG♀CT)を基質として用いた。エスペラミシン

AIはこのオリゴヌクレオチドをほとんど豆のみで切断し，電気泳動ゲJレtに唯一

の切断斤物を生成する (Figurc1・3・10)。切断バンドとぷ反応バンドをゲJレから切り出

し，液体シンチレーシ 1ンウウンターで肱射能を計測することで，切断効率を求め

ることができる。 Figurc1-3・10Cはエスペラミシン Alを附加させたときの切断効率

の変化である。191らかにエタノール 30%溶液中ではエタノー Jレ10%溶液中におい

てよりも切断効午はJJiいの走行介しているエλ ペラミシンAIはすべて DNA鎖を切断

できるものと仮定することで，エタノール 10%および 30%溶液中での結令定数を

~とめた。 その結果，エタノール 10% 小では Ka = 1.3 X 10
4
，エタノ-)レ 30%中では

Ka = 3.4 X 1げであ J た。 ζの夫験で用いられた反応条件 (1mMジチオスレイトー

ル， 20ll，yllU 反応)では全てのふスペラミシン AIが活性化されるので，エスペラミ

シンAI のjl~tt化以I.i:‘に対するヱタノールの;~響は除外することができる 0 ・J~実， さ

らいジナオスレイト ールを加えても，さらに反応時1111を長くしても同じ切断効率が

制察される。

4 5・-AAAAITTTT の認識に関する考察

以上の:.lf験によ っ て 5'-AAAA斤γ門の認識 を説明することができる。

7・AGGA庁CCTのような GCj~U，~j.jを合んだ配列と比校して 7・AAANITTT 配列の

マイナーグループ:;t特別狭いが33・40. この扶いマイナーグループを安定イヒしている

のは spincof hydrallollという JI<fll分子の述なりと ・般に考えられている36.45，46
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Figure 1ふ 10Cleavagc of 5 by cspcraITIlctn A 1 (1). (A) AUloradlogram 

showing clcavage pro<luclS in a 10% clhano]Jc Solulion. (8) AUloradlogram 

showing clcavage prO<lucLS in a 30% clhanolic solution. Thc conccntralion of 

5 ([5]) wぉ lixedto bc 50μM. Thc ratios [cspcramicinl/(5) wcrc 0 (Ianeり，
0.5 (Ianc 2). 1.0 (Ianc 3)， 1.5 (Ianc 4)，2.0 (Ianc 5). 4.0 (Iane 6). 10 (1加 e7) 

and 20 (Ianc 8). The products wcre scparatβd on 15% scqucncing gcls. (C) 
C1伺 vagecfficiencies acquired from panels (A)加 d(8). Lincs wc児問lculated

according to the formula E=I/2[(X+J+l/CKa)・((X+1 + I/CKa)2-4X) lf2J. 
where E. C， X，加dKa are c1eavagc cfliciency， [5). [espcramにm)/[SJ.and the 

binding constant for thc tnlCraclion. rcspecuvcly. This formula was obtaincd 

from thc cquilibrium 5 + drug付 5・drug.Thc drug conccntralion at which 

half山巴 DNAisclcavωcoπesponds to I/Ka. 
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(Figure 1・3・11)。この掌で示したのは 「エスペラミシン/カリ チエミシンが DNAの

マイナーグループに結合するとマイナーグループから水和分子が遊離 し. DNAの構

造が変化する jということであった。ゆえに 5'-AAAA庁TIT配列の認識において考

慮すべきなのは，通常のA<和状態にある狭いマイナーグルー プの形というよりもむ

しろ水利分子が遊離 した低い水和状態でのマイナーグループの形であろう 。

Figure 1・3・11 Mlnor-gr∞vc geomelry of solvenl in 5'-AA 1寸・3・.(A) 

Crossed spheres arc oxygen aloms of water molecules.whose presumed 

hydrogen-bond IOlCraCllons are命'3wnas山inlanes36. (B) Idea1iL.ed diagr釘nof 
山espinc of hydration an A T -rich scqucnccs45. 
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第四節 DNAヘリ ックスの柔軟性と特異的結合の相関

DNAは固定物ではなく環境に応じて常に変化している。エスペラミシンAlに対

しでも DNAは単なる受け身な受容体ではない。疎木的なエスペラミシンAlの鮎合

という環境変化によって DNA自体の構造は変化し，エスペラ ξ シンAlにとって股

適な場を DNAは提供 している。第四節ではDNAの動的な側面すなわち柔軟性を直

視し，エスペラミシンAlによる特典的結合との相関を追究する47。

柔軟性の異なる基質 DNAの設計

一連の合成 DNAオリゴマーを設計し，これらをエスペラミシンAI(1 )の基質と

して用いた。 Figure1-4・lに示す DNAduplcx 2 - 4は典型t.!的な味的指基配列

7・GGA斤ccを含んでいる26。しかし.そのヘリックスのn由度はそれぞれ民なる。

duplcx 2は自らを折り畳んだヘアピン椛iとを形成し. 5・-GGArrCC配列局j立は構造

変化を受けにくい。duplcx2の白山j立をt:・JJめる t-めいー:純のJf1.とを採JIJし介。 duplcx

3では duplcx2の 3・木綿にある 一つのヌクレオチトを取りムったo duplcx 4では

duplcx 2のループ部分の京縛を放った。ょの :つの duplcλ は末端のほぐれのために

ヘリックスのn由度が高まるはずである

2 ヘリックスの熱的柔軟性

duplcx 2 - 4の熱動的采秋ヤ1;をUV融解曲線で評価した， DNA捜Ijtを2.5μMに

固定した時の UV融解曲線を FigurcI・4・2に示す。 -メド鎖構造がj昆I!.[により解かれ

一本鎖になると UV吸収は 1:.舛する 。それぞれの duplexの融点温度 (ηn)は Figure

1・4・1に示しである 予想通り融点ik度は 2>3>4の願に低下しており，ループ構

-31ー
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造を取り除いた dup1cx4は他に比べて融点が大きく低下していることがわかる。

dup1cx 2および3においては duplexの漣度を上舛させても融点温度1こ変化はなかっ

た。このlJ~尖はヘアピン構造と一致する。なぜならヘアピン構造の融解 1.1恥分子会

合だからである48。それぞれのヘアピン構造の van'lHoffのエンタルピ一変化

(.1尺Jは UV融解曲線の形状を分析することで得られる4952" -)J， dup1cx 4の融

点温度は渡良に人きく影智される。なぜなら二分子問会合だからである。融点温度

の逆数対 10g濃度をプロットし，その傾きと切片から&代"がれjられる49・520 伴ら

れた dup1ex2 - 4の dH""は融点温度とともに Figirc1-4・1にまとめられている。

これら=さつの什成 duplcxが品々なヘリックスの fHll皮ををもっモデル)1む質である乙

とカfわカ、る。

3 エスペラミシンA1による duplex2 - 4の切断

ホスト DNAγおけるヘリックスの柔軟性がエスペラミシンの結合に|対係するな

らば，エスペラミシンAIは Iより硬い JDNA，こ対 して低い切所前性を発現するは

ずである m~おは dup1cx 2 ，_ 4 をエスペラミシンA.で切断し.その切断効準を求

めた。まずそれぞれの dup1cxを J2pで5・ー末端標識し，エスペラミシン内で反応後，

15%ポリアク リルアミドゲルで反応産物を解析した。 duplcλ2と4の屯気泳動車li処

を Figurc1・4・3Aに，1-す。エスペラミシンA.は F怨どおり 5・-AGG~K似の 3・側に隣

接するヌクレオチドを切断している260 (今ωlの法質ではピリミジン釧での切断は

観察されず，エスペラミシンA.が主に一本鎖切断を起こしているという与え万に 歯

致する 17，18.53)これらのオートラジオグラムをデン/トメーターで解析し，数1111

化したものが Figurc1・4-3Bである 。ヘリックスの柔軟性が別加するにつ札て切断効

率は大きく 1:持している，すなわち切断強度;:dup1cx 2 < 3 <<4の町iに111))11して

いる。しかし dup1cx3 とdup1cx4のHlJの変化が;f.'しい -)jで， dupkx 3 と2の相

i主は ðH.1I や 7in のtI1ì~と比較して小さいことを明辺しておくべきであろう。 dupl l.!x
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3 と2のjレープ構造による同定化が薬物結合の際に必要となる情造変化のエネlレギ

(A) 
このような一障壁を特別に高いものとしているのであろうと筆者・は解釈している。

Esperamicln + 2 
「一一一一一一一一一一1

ミさ草署
円~ ~ 0 o _ N ;; 

《

zo-u--c-

コンフォメーシヨン的な制約はO.H.IIや Tmの帆によって正雄に評価できない。

ヘアピン構造の効果としてコンフオメーションの制約だけを与えるのは危険かもEsperamlClnφ4 

「一一一一一一一一一ーー」寸
~ ~ ~ .. 
:>.:>. -
N 0 0 .. ‘ o _ 判 長

・・・・・・-
の構iむを佼しれない。すなわちヘアビン構造はヘアピン以外の部分(ステム部分)

duplcx 2と4の円二色性スペクト lレはほとんどしかし，えてしまう可能性がある。

7

・FU
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咽-幅園曙

ほかの知ステム部分の椛造に変化がないことをぷ唆している。:k際，同一であり，T 

T 

似したヘアピンオリゴヌクレオチドの 二次元 NMR解析によるとスアム部分は B刷
C 

T 

c 

そのコネクティピティーはループ部分とは

1虫立したものであることが〆戸されている54560

に特徴的なコネクティピティーを示し.G 

-・ cA 

1" 

咽圃・・

酒B

咽園田

G 

特異性の起源に閉する考察4 G 

5' 11 10 9 8 

A 

5' 7 6 5 4 

-圃園，

3 2 

エスペラミシン ・カリチ J ミシンは新しいタイプのマイナーグjレープ私介分 fで

ある。 ATnch， GC rich両方のオ リゴプリン/オリゴピリミジン領域を4識して切

ATt.益基対の辿続する DNAとGCJ証基対を今むDNAとではマイブーグ断する26.57

この塩基配列認識は静的なグループのループの構造が令く異なる33・400それゆえ.

幅や塩基対を認識するような古典的なものではない。現収までに珂!併されたことを

その疎;j(刊Iエスペラミシン ・カリチェミシンが DNAと結合すれば，まとめると

結合によりDNAの構造が変化し， ~薬物はDNAのマイナーグループのql に4鳩与される j

この知訟を発展させて泡基配列認践の起源を接、ることがで宅る。ということになる

Figure 1・4・3 Clcavage of ollgo-
nuclcotidc duplcxcs by csμramicin A1 (1). 

(A) Autoradiograms showing clcavagc of 

duplcxes 2 (Iancs 4-7) and 4 (Iancs 8・11). 

Drug conccntration was vaned: lanes 4 and 

8.0.2μM; lancs 5 and 9， 1.0μM; lancs 6 
and 10， 2.0μM; lancs 7 and 11， 10μM. 

し加c1 shows in凶Cl2 alone. Lancs 2 and 

3 arc thc Maxam-G ilbcrt scqu巴ncing

laddcrs. (B) Dcnsitometric anaJyscs of the 
autかracliogl""aJ11s.

(8) 
'" 

t、}
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(1)ホスト DNAの[柔らかさj11$ 。，~ 0$ 0 ~‘。

(Esperamicln) I (Ouplexl 

D:"-lAはIれなる受け身な受容ホスト DNAの構造が変化するような結合においては.

リYレJ体ではな".58600434ファージリプレッサーと D¥lAの払i合は良し・例である

サーのヘリックスターンヘ)/クス部;fl:を巻さ込むようにして D、AはJ!!Iがっているe

luJじこの塩基配列特異的なDNA私合Jは DNAの柔軟性が主要とされている57.58。
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ことがエスペラミシンやカリチェミシンにもいえる。つまり.必要とされる構造変

化を凪基配列が起こせるかどうかがエスペラミシンやカリチェミシンの特異性を決

定しているのかもしれない(1m姥的な埴基配列の読みだし)。事実.オリゴプリン ・

オリゴピリミシン配列は柔軟な構造をもっていると考えられている61 例えば，一

本鎖に特史的な 51ヌクレアーゼはホモプリン/ホモピリミジン配列を強く切断し，

ー二つの鎖におけるオーパーラップの迎いが変性したコンフォメーションを安定化し

ていると与えられている62.63 またアンスラマイシンの最近の研究によると，オリ

ゴプリン/オリゴピリミジン配列はぷ々柔軟であるとされている640

(2)ゲスト援物のふk水刊と「仙さ|

オリゴプリン/オリゴピリミジンの必s設にはエスペアミシン Cの全体構造，つま

りエンジイン部分と::，f}.~ì~~分の IILj )Jが必世だと先に述べた。 r令体構造が特異性の

起協!である lとはどのようなぷ味か，今その意味を理解できる。

エスペラミシン ・カリチ J.ミシンとの疎-*1t結合が DNA椛造を変化させてい

るのは'91 らかだが，その~:~造の変化を安定化しているのは業物ql の特定の'f{・能基だ

ろうか。そうではなく .tll補的で肱水的な衣油iを持ったもっと広範聞な相互作用領

域だろう。日い換えれば|脱水的な全体構造|である。エスペラミシンCの中から

ある・部分だけを取りwして. rこれが特典性の起淑どjと言うことはできない。

全体1持造が1ft:町長なら，その全体構造:.!r硬い l必更がある なぜなら「硬いj

ゲスト張物こそがホストである DNAiこ~:~造変化を強いるからである。疎水的で硬

い誕拘liD'"八つ;柔軟な部分を齢むことで持異性を発蝉できる。特異性の起源を決

定寸・ることは.今やエスペラミシンCの情造を硬くしている要凶を慌し出すという

Illj w!にな って会た。エスペラミ iンC ，;t:<J~際に f 5.lt! ¥;‘J !/Eaなのか。分子力場計算

によるとエスペラミ シンぐはかなりぬい。 ミ砧部分はとくに硬い出造をとっており，

いくつかの浴飢qlで叫l口J1:のHIJに強いl':OE(抜オーパーハウザー効果)が観察される

ことも証拠の・つである吋。 r似し、j構造の似闘は つ挙げられる。一つはエスペ
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ラミシンCの構造中には環情造が多いことの現1M造は分子のとりえる形を傾端に制

限する。第二にm来-般呆グリコシドが合の存在である。この特}~なグリコシド結

合が分手の形を特に制限していると現イ五では与えられている66.67
0

Figure 1 ・4・~ Reponcd lhrough-spllcC connccuvlUCS of clllichcamiclO t arc 
indical心dby arrows65. 
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第五節 実験の部

説薬

エスペラミシンA，. C. 0はBriSL01-MyersSquibb社の TerrcnceW. Doy1e博士.小

西正降博士により供給されt.ものを使用した。カリチェミシンyJはAmerican

Cy加訓，dLぷ耐Ic研究所 G∞rgcA. El1cs凶博士により供給されたものを用いた。プラ

スミド pBR322DNAは Eschcn・'ciacol i C600 から l~_離した。バクテリアアルカリ性フォ

スフアターゼ. T4ポリヌクレオチドキナーゼ，各特:制限酵点は T拙.araから購入し

た。 I'Y-J2p] A TPはDuPonlから購入したものを用いた。またノド実験では蒸留水をさ

らに SybronNanopurな 11担純水製造法慨によって精製したものを使用した。他の試薬

は販プじされている最も純度の向いものを利用した。

2 第二節に問する実験

オリコヌクレオチドの合成

DNA オリゴマーは ApphωBlosyslcm~ 社の 391DNA 令成装慨を用いて国相フォス
フォアミダイト法により合成した。結合を行った後. 20%アンモニア水によって

DNAをカラム から切り liし，省、栓して 55ccで8時間処理した。滅ff漉縮後，逆相

C'8 カラムを~泊した IIPLC によりジメチルトリチル)t:を有する DNA のみを分取し
た。治tl¥は 0.1M トリエチル/ミン・酢酸緩衝液 (pH7.0)中. 5 -50%アセトニト

リルのl(i・線濃j立勾配で訂った。 この際，流述は1.0mL/minとした。減圧漣縮後，

80%M般裕被(!30 mm処珂し.溶政除去後. ?えさに 0.1M トリエチJレアミン・酢

般緩街地 (pll7.0)をJJIIえ..:L テルで三日l洗浄し，逆相 C18カラムを装泊した

HPLCにより 11的物をさらに柏盟した。定JILはそれぞれの DNAオ リゴマーの紫外

線吸光!良から ~ I ' n した。

オリコヌクレオチドの 5・末端標識

DNAオリゴヌクレオチドの 5・ーふ端標識はポリヌクレオチドキナーゼお よび

[y_32PIAγpを1111.、てh.>た。 t~ø最後. 7 M尿ぷ司を含んだ 15%ポリアクリ Jレアミドゲ

ルを JIJ いた1也会u永励によって4全~~ DNAをさらに精製した。

エスペラミシンA，によるオリコヌクレオチド lおよび 2の切断

A京湾的なJ:i.J.r_.治法(令早:20μL) ，ま 0.2μMエスペラミシンA， (エスペラミシン

Cの場合は 2μM. エスペラミシンDの場合必 40μ川.カリチェミシンy.'の場合は
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0.2μM) および 1mMジチオスレイトール.3 pmole ~端掠捻 DNA を含み. 20 

mMトリス.塩般緩衝液によ って pHを 7.5とした。薬物とジデオスレイト-)レを

加える前にいったん 900Cで 5う〉問1Jn温し，宰温までゆっくりとさま た{~.内ア

ニーリングのため少なくとも 1時間 40Cに放慌した。鼠後に来物とジチオスレイト

ーJレを加えることで切断反応を開始し. 40Cで ωmin肱置した後.)j(冷エタノー

Jレを 60μLと3M酢酸ナトリウム溶液 (pH5.5) 5μLを加えエタノーlレ沈殿を行うこ

とで反応を停止し. DNAを回収 した。それぞれの DNAサン プルに 5μLの泳動朋

緩衝液 (95%ホJレムアミド. 10 mM EDTA. 0.01%プロモフ zノールブルー)を加

えてよく撹持したものを電気泳動用サンプルとした。む気泳動は 7M JiX.ぷを合んだ

15%ポリアクリルアミドゲJレを川い.TBE緩衝液中 (89mMトリス・ホウ般(pH8). 

2 mM EDTA) 2∞OVで約 l時間1tt気泳動した。塩基配列のかJA:はマキサム.ギル

パート法により行った68。切断強度はレーザーデンシトメーター(LKBModcl2222 

UltrcトScanXL)を用いて評価した。

pBR322 DNA断片の調製と末端標識

pBR322プラスミド DNAを制限醇素 BamH1で処理 した後，その 5・-A、端をパクナ

リアアルカリ性フォスファターゼで脱リン酸し. T4ボリヌクレオチドキナーゼと

[y-32P1ATPによって標識した。標識した DNAをさらに制限醇ム SaRで切断し，非

変性ポリアクリルアミドゲJレf江主(i，永動 (5%ゲル)により州製し. l.l的とする 5・-ぷ端

掠識 Bam叩 -Safl断片をf!;た。

工スペラミシンムによるpBR322DNA断片の切断

反応溶液(全:.;: 20μし)は 0.2μMエλペラ 4シンAI (エスペラミンンCの場合

は2μM. エスペラミシンDの場合は 40μM. カリチJ 、シンyJの場令は 0.2μM)

および ImM ジチオスレイトール，微11の末端I~，票持 DNA. 0.4μg -f午胸腺 DNAを

合み.20mMトリス.場酸緩衝液によって pHや 7.5とした 以後Lこクfオスレイ

ト-}レを加えることで切断JjJ.r_・を開始し. 37 Cで 7mm政[r.....た後. /j(冷エタノ

ーJレを 60μLと3M酢般ナトリウム治法 (pH55) 5μLをJJIlえエタノー Jレ沈殿をqrう

ことで反応を停Ilし. DNAを[11ばしたe それぞれの DNAサン!}レ，こ 5μLの旅動

JTJ緩衝液 (95%ホlレムアミド， 10 mM EDTA， 0.01%プロモフ zノーlレブルー)を

加えてよく撹枠し， -H_ 900Cで・分間処理したものをむ気泳動川サンプルとした。

む気泳動は 7M尿素を合んだ 15%ポリアクリ JレアミドゲルをJlIい.TBE緩衝液中

(89 mMトリス・ホウ酸 (pH8)， 2 mM EDTA) 20∞vで約 2時間電気泳動した。

指基配列の同定はマキサム・ギルパート法により行つ1・68。切断強度はレーザーデ

ンシトメーター仏KBM凶cl2222 U1Lro・ScanXL)をJIJいて，，1'佃iした。

DNA切断効率に対する無機埠の影醤

反応溶液 .全日:20μL.・ま 02μMエスペラ、 γンCおよび ImMジチオスレイ
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トー Jレ， 0.4μg pBR322 DNA， 0.1 M NaCl，枝々な漫l交の無機地を含み， 20 mMト

リス .tM般緩衝1&1:よってがiを7.5とした。 0.1M NaCIは DNAのイオン交換効果

を股小限仁抑えるためにJJIIえられている。最後にジチオスレイトーJレをJJ[)えること

で切断JxJi:，.を開始し， 20 C で 5mln肱置した後，氷冷エタノールを 60μLと 3M

m般ナトリウム市浪 (pH5.5) 5μしを)JIIえエタノー lレ沈殿を行うことで反応を停止し，

DNAをいl収した それぞれの DNAサンプJレに 20μLの泳動月l緩衝液 (10%グリセ

ロール， 0.05%プ{Jそフ J ノーJレブルー)を加えてよく撹件、し， 65てで・分間処理

したものを'tlt気泳!JiIJ川サン J'}レとした。電気泳動は 0.5μg/mしのエチジウムプロミ

ドを含んだ 1%アガロースゲJレをJIJい， TBE緩衝波中 (89mMトリス・ホウ酸 (pH

8)， 2 mM  EDTA) 100 vで約 30分IIIJ電気泳動した。続いてトランスイルミネータ

上のゲJレをポラロイド 665フィルムを用いて搬影し，そのネガをレーザーデンシ

トメータ (LKB MαJcl2222 l.Jltro-Scan Xし)をJ1Jいて解析することで，プラスミドの

それぞれのフォームの定引を行った。

3 第三節に閉する実験

エスペラミシンA，によるオリコヌクレオチド'3および 4の切断

オリゴメクレオ 1ド3および 4の介成と4景品，切断は第て節で行ったものに準

4<る。

円二色性スペクトルの測定

円二色tI.-̂ ベクトルは Ja¥coJ・720をJIJII、て測定し，セルは ShimadzuS・260SPR・8

により i副主制御舟行ョた， 01M N品CI，20 mMトリス.出般 (pH7.5)， 2.9μMオリ

ゴマー 1を合んt-10%メタノール裕被(1 mし)をすV，備し，ここに 150Cに温度を

制御しながら 4mMのエスペラミシンZ溶液(メタノール溶液)を lμしずつ加え

f'r スペクトルは 10回初計の平均他で，緩衝液と薬物のベースラインが引かれて

いる。各析出版'1'でのスペクトル測定はこれに内(ずる。

DNA切断効率に対する有機溶媒の影響

エスペ JミシンAIによる pBR322DNAの切断は全日 40μLの!又応溶液中で 250C

10minで行っt:.o叩 mMト ス.;包舷(pHを7.S)，04地 pBR322DNA，そして様々

な舟の有機部伐を合んだ 36μLの溶液をま 1'1¥'仇し， 25てで ωmm政院した後，

:.I..A ペフミシンAIのエタノール溶液を 2μLJJnえる 以後にジチオスレイト-}レを

2μL }J!，えることで'1):''""反・5を開始した。長物とシチオスレイトールの最終捜度は.

それぞれ 2nM レ ImMとした。乙の柴物混l虻は有機出奴濃度を変えてもプラスミ

ドのフ 1 ・ム JE換かピ~.L • ¥るように設定してある。氷冷エタノールを 120μLと

1M酢般すトリウム部被 (pll7.5) 5μしヰrえエタノーシ沈殿を行うことで反応を停

止し， DNA を [~I"-\{ し たι それぞれの DNA サンプルに 2()μL の i永到Jm緩衝液 (10%
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グリセロール， 0.05%プロモフェノ-)レブルー)を加えてよく損作し， 65てで一分

間処理したものを電気泳動JIJサンプルとした。:立気泳動は 0.5μg/mしのエヂジウム

プロミドを合んだ 1%アガロースゲルをmい， TBE緩衝液'11 (89 mM トリ λ ・ホウ

酸 (pH8)， 2 m M  EDTA) 100 vで約 30分間71L丸泳動した。続いてトランスイルミ

ネーター仁のグルをポラロイト 665フィルムをJIJいて蝿影し，そのネガをレーザー

デンシトメーター (LKBM凶cl2222 Ullro・ScanXL) :を月h、て解析することで.プラス

ミドのそれぞれのフォームの瓦中を行，た。

d(AGGCCT) との結合定数の評価

反応溶液(10% または 30%エタノ Jレ溶液で全51は 20μL) は保々ならtのエス

ペラミシンA，および ImMジチオスレイトー Jレ， 50μM d(AGGCCη(5 )，微量 (<2

pmolc)末端様識 5，0.1 M ~、JaCI を合み， 20mMトリス .ι般緩径11世によって pHを

7，5とした。コンフオメーシ 1ン変化を平衡状態とするために， f長物とジチオスレ

イトーJレを加えるがJに少なくとも 1U.Jlllj 4 oCに肱lU:した。蚊t去に長物とジザオスレ

イトー Jレを加えることで切断反応を開始し， 4 Cで20h位置した後.凍結乾放した

それぞれのサンプルに 5μLの泳動川緩衝滅 (95C7トホルムアミド， 10 mM EDTA， 

0.01% プロモフェノ ルブルー)を加えてよく撹作したものをな気泳動川サンプル

とした。 7E丸泳動は 7M以来週を合んた 15%ポフアクリルyミドゲJレを用い.γBE

緩衝液中 (89mMトリス.ホウ酸 (pH8)， 2 mM EDTA) 2∞OVで約 1時IIIJ氾気泳

動した。得られたオートラジオグラムとゲルを、H~べてパノドを分取し ， バンドの放

射能を BcckmanLS 18∞をJIJいて計測すること明切断効棋を求めた 結合した荒物

はすべて DNAを切断すると似定して(すなわち切断幼本が薬物の払合している;則

合を去すと依定して)，データを 5+ drug H 5・drugの手術にフィットさサること

で結合定数を討す~:した。データフィットには Applc Macimosh CompulCrの K枇 i由

GraphソフトウェアーをJlJいた。

4 第四節に関する実験

dup!ex 2・4の合成と定量

duplex 2-4の合成は第二節で行ったものに槻ずる。 duplcxの混HUi260 nmの紫外

線吸収によ J て決2じした。 -本鎖の 25C'Cにおける吸収を紫外紙融解曲線のI_部ベ

ースラインを引き {IIばすことで求め， War.-;hawーらの方法70により{与え・ 25Cにおけ

るそれぞれのl投光係故と比較することで捜度を&1-11したむ

duplex 2・4の融解温度とエンタルピ一変化の測定

それぞれの測定溶液は 10mMトリス.極限(pH8.0)， 0.1 mM NaCIを合み，全日

を ImLとした。数同アニー リングを行った後，7/J分1.0CCの4さ:'0 'cから 90'c 

まで温度を変化させ，そのとさの 2ωnmの吸光肢を制定し吸光!立 (2ωnrn)対温
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度の融解曲線を符た。吸光度の損IJ定には $himadzuUV・2200をmい，温度制御を

$himadzu SPR・8で行うとともにセ jレ内温度を ChinoDBIO∞によりモニターした。

二状態遷移と近似 し.広くmいられている方法により， 6尺"と Tm(触解温度)の

値を求めた。ヘアピン構造の&尺H は融解曲線の形状を分析することで得られる

49 52
0 

-)j， duplex 4の融点温度は，融点温度の逆数対 log漉度をプロットし，そ

の傾きと切片から 611..11が符られる49・52。

エスペラミシンA，によるduplex2・4の切断

反応溶液(令市:20μL) は桜々な呈のエスペラミシンAIおよび 1mMジチオス

レイトー lレ， 0.1 mM  NaCl， 160.2 pmo1eの DNAdup1ex，微量(<2 pmo1c)の末端標

議dup1cxを合み， 20 mMトリス・塩酸緩衝液によって pHを 7.5とした。対照標準

の反応溶液には焼物の代わりに同じ量のエタノー Jレを加えた。薬物とジチオスレイ

トー Jレを加える 1坊にいったん 900Cで 5分間加温し，室温までゆっくりとさました

後， fl}ア三一リングのため少なくと も1時間 40Cに放置した。最後に弟物とジチオ

スレイトー Jレを)JlIえる ζ とで切断反応を開始し， 40Cで 60min放置した後，氷冷

エタノーJレを 60μしと 3MM'酸ナトリウム溶液 (pH5.5) 5μLを加えエタノール沈殿

を行うことで反応を停止し， DNAを回収した。それぞれの DNAサンプjレに 5μし

の泳到IJIJ緩衝被 (95%ホJレム Yミド， 10 m M  EDTA， 0.01%プロモフエノーJレブル

ー)を加えてよく撹作したものを屯気泳動用サンプルとした。む気泳動は 7M尿点

を合ん介 15%ポリアクリルアミドゲJレを用い， TBE緩衝液中 (89mMトリス・ホ

ウ般 (pH8)， 2 mM  EDTA) 2α)()Vで約 1時間電気泳動した。塩基配列の作]定はマ

キサム・ギルバ ト n~t・より行った 68。切断強度はレーザーデンシトメーター

仏KBMαJcI 2222 UhfO-$can Xし)を用いて評価した。
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DNA鎖切断

第一節 研究方針

制描抗生物質エルサミシンAはDNAに結合し，鉄を補肉 fとしてDNA鎖を切断

するように自然によって巧妙にデザインされている。 しかも， その DNA結合と鎖

切断はグアニン ・シトシン塩)J5対に宮む領域で起こる。第ー節では，-1>-研究以前に

おけるエルサミシンA の研究経過と本研究の研究))針について ~y:述する。

制癌抗生物質エルサミシンA

エルサミシンAは未同定の放線断、ら単離された分子r.}約 650の抗生物質である。

BrisLOI-Myersの Konishiらにより ElSalvadorで採集されたことから， このエ Jレサミ

シンという名がつけられたl。その制癌活性は強力であり， マウス P388Icukcmiaお

よび、 B16m巴lanomaに虫ずし， ト 8mg/kgJdayの投与でT/C2∞%以 iの活性をぷす1.2。

化学構造は 1987年に BnsLol-Myersの Sugawaraらによって報告されており，既知

の制癌抗生物質チャート Jレシンに似ていることが切らかにされt-(Figurc 2・l・1)3。す

なわち， それらは [tiJじチャータリン骨掃のアグリコン部f-"を仙えているが.結鋭部

位が異なる。チャートルシンは尖験腕~で強い制的竹 Jll をノFす ζ とから乙れまで研

究されていたが，水溶性に乏しく京早く胆汁排概されるため臨床応JIlされなかった40

エjレサミシンA は新規アミノ軌を含むt-め;j(溶性が株めて高く， 長物動態か改善さ

れているう 現在エルサミシンAは臨床尖駁に入っている5。
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2 作用発現機情

A 

類似制痛物質チャートルシンの制4副作用は DNAとの相互作JIlと問述すると推定

されていた6・8。しかし，臨床応川されないがゆえに，制稿作用がなぜ発Hされるの

かについては追究されなかったc 19~8 11:にエルサミシンAによる師協細胞内での

Elsamlcln A 
Ch・rtr・usln

DNA生合成阻引と DNA損傷が械iりされ2，DNA *N介....DNA鎖切断がよLルサミシ

ンAによる制痛作用に重大に関係していることが不された。癌細胞は!MU!が非常に

速く DNAも探に近いので DNA切断分子に弱いのである。どのようにして DNAに

結合するのか，またどのようにして DNA鎖を切断するのか。本研究が開始された

1990年当時金く:誌であった。

B 
c:>-

3 研究着想

DNA結合と DNA鎖切断がエJレサミシンAの制術作川に重大に関係しているので

(0 

あれば，in vilroでも Df¥Alj合と D'¥JA鎖切断がエルサミシンAに制策されるはず

である。実際，第二節で詳述するように，エJレサミシンAは:価の欽イオンと還元

斉IJの存在ドで DNA鎖を切断する。しかも ，その DNA5i1切断はグアユンの 3・側に

隣接するヌクレ:ナチドに特異的であり.エルサミシン入は D刈A鎖切l祈とJ益法認識

を同時に行う ・磁の f府三時モデル j として機能 している。このよう~M.点的擁能は

制癌斉IJブレオマインンに頬似する(ドigurc2・1-2)9。プレオマインンドおいても. _: {I耐

の鉄イオンと還元斉IJのイ'{イ玉ドでグア ニンの 3・側のヌクレオチドを特典的に切断す

る。しかし，エルサミシンA とプレオマイシンでは化午:措造が全く穴hなるので，エ

ルサミシンA li新 しい D;\A 切~~竹ト子として，そして1庁しい D:--lA 結合分子として研

究される必支がある。エルサミシンA~研究科利として取り上げる乙とは制術作用

の分子レベルでの理解に役立つばかりでなく， ・般に生物話性分 f.による DNA指

捧認識や D~A 鎖切ぽ反応に関しでもイiJflな基従的知見を提供するとぢえられる。

ドigure2・1-1(A) Chcmlcal SlrUClurcs of clsamlcin A and chanrcusin， (B) 

Computcr.gcncratcd pcrspcctivc drawing of thc X.ray mωcl of clsamicin A， 

Hydrogcns are omittcd for c1arlty. 

O 
CQNH2 

ヤ宅ご加

Figure 2・1・2 Chcmical刈ructurcof thc blcomycin.Fc(I1) complcx. 
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第三，四節で"It者が追究する局耐はDNA切断反応である。 rどのような反応によっ

てエルサミシンAは二価の鉄イオン存在下で DNA鎖を切断するのかJという 疑問

に答えるのが目的である。 DNA鎖切断の基本原理を採ることで分子生物学用 DNA

切断試薬の設1.1に役立つものと子怨される。

第五節ではグアニン認識の起源を追究する。エルサミシンAは DNAと結合する

ように自然、によってデザインされており洗練されている。低分子による DNAの塩

基認識の起源や DNA相互作用の法本桜式などが解明できれば，DNA・蛋白質といっ

た DNAをとりまく複雑な系を理解する上で有用な知見を提供すると期待される。

エルサミシンA~こ関してもう ・つ興味深い点はアミノ桔鎖の役割に閲 してである。

DNA結合tH先生物質にはアミノ軌鎖を備えたものが数多いが，アミノ桔鎖の役割は

はっきりしていない。そこで第六節ではエルサミシンAのアミノ結鎖が果たす役割

について検Jする。

-50-

第二節 グアニン特異認識と DNA鎖切断

DNA結合と DNA鎖切断がエルサミシンAの制縮作川に重大に関係しているので

あれば，in vilroでも DNA鎖切断がエルサミシンAによって引き起こされるはずで

ある。第二節では，in vilroでのエ JレサミシンAによる DNA切断作川と溢Jt配列特

異性について追究する 10。

エルサ ミシンAに よる プラスミド pBR322DNAの切断

エJレサミシンAによる DNA切断能を評価するために，閉環状プラスミド pBR322

DNAを基質として用いた。閉環状プラスミド (c.C. C.; Form I)は一本鎖が切断され

ると開環状 (opcncircular; Form II)となり，さらに切断されると直鎖状(Iinω;Form 

IIりとなる (Figure2・2・1)。これらの形状変化はアガロースゲJレ電気泳動によって容易

に検出できるので， DNA切断活性が評価できる。まずトリス・塩酸緩衝液 (pH7.5) 

中でエルサミシンAのみによる DNA切断活性を調べたところ，明らかな DNA切断

活性は見られなかった。ところが.ここに微量の二価の鉄イオンを添加すると弱い

切断活性が検出され，さらにジチオスレイトーJレなどの還元剤を加えると DNA切

断活性は激増した。 Figure2-2-2のレーン 1:および 2は，ジチオスレイトールと

FeS04存在下でのエルサミシンAによる強い DNA切断活性を示している。 薬物議

度 15μMで4min反応させるとプラスミドのほとんどは FormIII ~こ変換され， 薬物

損度 30μMでは DNAはフラグメンテーションしている。還元剤の称好lを変化させ

たとこ ろ，アスコルビン酸>ジチオスレイトー Jレ>2・メ Jレカプトエタノー Jレ>

NaB凡 >NADPH = NaZS20‘のj順に前性は低下した。付j肉子の金属は:価の鉄イオン

がもっとも効果的で， Cu(lI)， Co(lりなどの他の金属は布意な効果を示さなかった。
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~ (口
以上の実験によって， ~を-rí'は眼鏡細胞でのエルサミシンA による DNA 切断を ln

vitroで再現することに成功した。生体内に存在する鉄イオンや還元斉IJを利川してエ

JレサミシンAは DNAを切断していると考えられる。

form 1 form 11 form 111 
2 切断の塩基配列特異性

. .， 

切断の温法配列特異性は 5・-よ端または 3'-末端が 32p掠識さ tLt-DNA Jラグメ

ントをJ1]いて，JMべられた。 '.111fiの鉄イオンとジテオスレイトールの(I:イ五ドでエJレサ

ミシンA によって切断した後，切断されたフラグメントをポリアクリルアミド1江主L

泳動によって餅析した。ドigurc2・2・3は得られたオートラジオグラムをアンシトメ

ターで定却したものである。切断音IS位はマキサム・ギJレパート法によってI;'J)じした11。

明らかに， 二佃jO)$?"イオンとジチオスレイトー JレのイヂイEドでエ lレサミシンAはグア

ニンの 3・側に隣接するヌクレオチドを切断していることが分かる。切断の強J.{[はグ

アニンの 3・側に隣接する塩基に依存しており， S'-GG領域が忠も強〈切l抗されてい

Figure 2・2・1 Clcavagc of plasmld DNA. Changes among formsト111

陀 prcscntCxlCnt of clcavagc. 

23 4 56 7 8 9  

1"(1 CJt¥.-"br 

る。

3 エルサミシンA の polyld(G-C}bに対する結合

Figure 2・2・2 Agarose (1 %) gcl clectrophorcLlc pallcrns of clhidium 

bromldc-山IncdpBR322 DNA aflcr汀ωtrncnlWI山clsamlclOA (Iancs 5 and 

6)， N .acclyl clsamlctn A (lancs 3 and 4)， and chaflrcusin (lancs 1 and 2). Thc 

samplcs conlalOcd 0.8μg of pBR322 DNA， 20 mM  Tns-HCI buffcr (pH 

7.5)， fcrrous sulfalc (thc cquivalcnl conccntrations 10 lhosc of drugs)， and thc 

followlOg addiLlons: chartrcusm (Ianc 1，30μM and lanc 2， 15μM)， N-acclyl 

c1samlcin A (Ianc 3， 30μM and lanc 4， 15μM)， and c1samlcin A (Ianc 5， 30 

μM and lanc 6， 15μM). Lancs 7 and 8 show controls with fcrrous sulfalC 

(30μM and 15 11M， rcspccLl¥'cly) in lhc abscnce of drug究， and lanc 9 prcscnls 

intacl DNA alonc. Thc陀 aCllOnSmixlurcs wcrc Incubalcd al 37 oC for 4 min 

in lhc prcほnccof dilhiolhrcllol (1 mM). 

エルサミシンAは 267nmの光で励起すると 465nm付近に蛍光を先する 100ζ の

蛍光を利川して， DNAとの結合を抑制iすることができるopoly[d(G・C)hをエルサミ

シンA の消波に加えると蛍光スペクトルは変化し，拡大蛍光波長は 1~披 i主制1] にシフ

トする(Figぽ C2.2・4). 465 nmの蛍光強度の変化によって結介定数を抑制すると，お

よそ 1X I O~ M Iであった。 poly[d(A-ηhを)IJいたと乙ろ poly[d(GC>hで凡られたよう

な拡大蛍光波長の変化は見られず，エルサミシンAがグアニン塩)}.;を f;2.iiltして

DNA 鎖を切附していることがわかる。
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DNA鎖を切断する真の攻撃種第三節

エルサミシンAは二価の鉄イオンと還元剤の存在下でグアニンの 3・側に隣接す

ONAを切断するヌクレオチドを特異的に切断する。第三節で常者が追究するのは，

fなぜエ JレサミシンAはて価の鉄イオンと還元剤の:f{:{E"fで

という疑問に答える 12。ONA鎖を切断できるのかJ

る其の攻撃種である。

Figure 2・2・3 Histogram showing ONA-cI凶vagesites by elsamicin A. 

Thc hcights of thc bars reprcscnt the rclative clcavage intcnsities at the 
indlcaωd bases. 

ONA切断に必須な最小楠造

そしてその桔鎖類縁体であるチャートルシン，結鎖を欠〈チャエルサミシンA，

二価の鉄と選応剤の有イ上下で ONAを切断した。ータリン(Figure2-3・1)はいずれも，

それぞれの ONA切断活性をプヲスミド pBR3220NAを基質として比較したところ，

エJレサミシンA孟チャートルシン>チャータリンの順に低トした (Figure2・2・2各ft号、)

(エlレサミシンA と比較して約チャータリンは特に ONA切断活性が乏しかったが

ONA切断活性にJ:ーが見これは水に対する溶解度が低いためと考えられる1/5) ， 

共通するアグリコンられるもののさつの分{-すべてに ONA切断活刊があるので，

部位が ONA切断に1((接関与していると与えられる。

。υcoωωω
』

O
コ-
L

500 

Wavelength 
400 

C6位フ工ノールの解離2 m
 

nH 

まずエルサミシンAの C61まに存有するフ I ノール基の解離状態を悶べた。エJレ

サミシンAのぷ溶液を塩酸で滴定したところ， ω般に特イfの滴定 IUJ線が何られた

(Figu陀 2・3・2A)。半等量点の pHを読むことで pKaは6.3と評価されたJ さらにエル

サミシンAの可視吸収スベクトルを pHを7.2，6.0， 5.0に変化させてJ祖IJしたとこ

4 致しt-(Flgurc pKaとろ，等吸収点を 431nmに持つ明らかな 三状態遷移を示し.
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Figure 2・2・4 Effect of poly[d(G・C)]2

on山cOuorcsccnce spcctrum of clsamicin 
A. Poly[d(G-C))2 was addcd 10 a solution 

of 5μM巴IsamlcinA at pH 8.3. Conccnt-
rations of polyld(G-C)h wcre O. 10.20， 

and 30μM (bp). EXCIl3uon was 3t 267 

nm. 
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Figure 2・3・2 (A) Tilralion of 
clsam ic in (100μM) wilh HCI (B) 

Vislblc absorption spccLra of cl泊 mlCIOat 
pH 5， 6. and 7.2. Samplcs conl31Ocd 40 

μM clsamicin and 10 mM sodlum 
cacodylalc buffcr. 

2・3・2B)。その二つの基底状態を確認するために.竜水中で pD7.7から 6.0に変化さ

せながら 'HNMR (核般公共鳴)スペクトルを測定した。帰属を TOCSY.

DQF-COSYおよびNOESYによって行ったところ，アグリコン部位に存准するプロ

トンの化学シフトのみがpDの変化によって大きく変化しており (Figurc2・3・3)，フ r

ノー Jレの解離に一致する。以 1:の結果から，エJレサミシンAは pH7以上の'1'珂!的

pHにおいてフエノレートとしてイ子イ正していると与えられる。

3 エルサミシンA-鉄(1り錨体と酸素活性化

エルサミシンAはニイdfiの欽イオンと錯体を形成し， :fllliの鉄銘体が〈イl怖の鉄剣体

に般化される際に酸~を活性化することが十分予怨される。ヒドロ キシJレラジカ Jレ

のような活性酸素材lは DNAのデオキシリボース竹格から水京原子を引き抜いて

DNA 鎖を切断することが知られているからである。もしも C6付:のフ 1 ノレートア

ニオンが鉄錯体形成に|刻'j.するのであれば，エjレサミシンAは低い pHでは鉄銘体

を形成できないはずである。こ の点を調べるために.pH 7.2とpH5.0で鉄仰1)銘

体の ESR (電子スピンJtll.tj)スペクト jレの測定を行った pH7.2では.g= 4.3の

高スピン鉄(1m錯体が検出され，エJレサミシンAが pH7.2で鉄錯体を形成すること

が確認された(Fig町c2・3・4)。 ヅ'jpH 5.0では ESRノグナルは観測されず，エルサ

ミシンA はpH5.0で鉄鎖体を形成できないことが解かった。

さらに. N-lert-butyl-α-phcnylniLroncを用いてスピン制i..tS尖験をむったところ，

Fig町c2・3・5に示すように pH7.2ではN・lcrt-butyl-α-phcnylntlroncのスピン付加l体が制

測された (triplelof doublct， g = 2.∞57加 d(]' = 15.3 G) この ζとは pH7.2および還

元斉IJの存在下でエJレサミシン・鉄 (11)錯体が駿栄を活性化してヒドロキシルラジカ

Jレを生成していることを示している。予想されるように，銘体令 1f~成できない pH

5.0ではスピンアダクトは検出されなかった(Figぽc2-3・5)。

以上の ESR実験の私法から434えると，低い pHではエルサ ミシンAはDNA切断
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Figure 2・3・3 Schematic representation of the chemical shift changcs in 1 H NMR 

tnduccd by varytng pD (pD 7.7→6.0). PosiLive numbers indicaLc downfield shifts 

upon decreastng pD. 
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Figure 2・3・..ESR spcct.rum of the e1samlcln-Fc(I1I) complex aL pH 7.2. 
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活性も乏しいはずである。実際，プラスミド pBR322DNAを川いて DNA切断能を

評価すると. pH 7.2> 6.0 > 5.0の順に DNA切断能は滅少した (Figurc2・3-6)。これ

らの実験事実は. C6位のフエノレートアニオンが鉄錯体形成に関与し，結果的には

酸素活性化と DNA切断反応にも関係していることを示している。

エJレサミシンAは約 420nm付近に可視吸収帯を持つので10. エルサミシン・金

属錯体の組成を吸収滴定によって評価できる。ところが鉄 (1りイオンとの滴定は定

量的にはできなかった。なぜなら鉄(JI)イオンは素早く鉄(JII)イオンに般化し，そ

の鉄(JfI)イオンがオー Jレ化してコロイド状になるからである。そのため吸収を不IJm

した実験では鉄 Oりの代川としてコバルト (II)をJflいた。コパJレト銘体は配付:にお

ける性質の知似から，鉄錯体の構造モデルとしてー般に受け入れられているからで

ある 13.14。 (11尖，エJレサミシン・鉄(町錯体による DNA切断をコバルト Oりは問i

害する)Figurc2・3・7は硝般コバルトによるエJレサミシンAの吸収摘記をぶしている。

摘定率 0-1.0において等吸収点が 420nmと480nmに見られ. 7両).E!終が1.0を越

えると 450nm付近の吸収スペクト Jレに変化が観測されなくなっている。このこと

は 1 1のコパJレト但)錯体が生成していることを示唆している。

以上の実験事実から.エJレサミシン・鉄 (1り錯体の配位株式と DNA切断作用につ

いて以下のように推測することができる。エlレサミシン・鉄(Iり銘体の配付桜式に

ついては Schcme2・3・1~こ示すように， C6位フエノレートアニオンの般活と瞬接す

るカ Jレボニル法の般1~ が鉄 (1りイオンに配位し 1 1錯体を形成していると忍えら

れるo _:Pi~ð目立子としてのエ lレサミシンA はかさ高いので，エ JレサミシンA はづ〉

子しか配位できないのであろう。さらに還元剤が存イ上すると，この内スピン鉄銘体

は触媒的にヒドロキシjレラジカ Jレを発生して DNA鎖を切断していると与えられる

(Sheme 2・3・1) つまり DNA切断の真の攻撃種はこの鉄銘体から発生するヒドロキシ

Jレラジカルであろう。 Figure2・3・5で4食出されたN-tert・but}'l-α-phcny1nitroneのスピン

付加体の量から判断して.エJレサミシンー鉄 (JJ)錯杯の舷紫活性化能)J11大きなも



エルサミシン・鉄(lI)錯体が DNAに結合することで DNA近

DNAを切断することがでさるのだと傍でのヒドロキシJレラジカル濃度は高くなり，

考えられる

しかし，のではない。

いL

B 
nod山9control 

ωω~1 . .，J，.，，¥.t̂"仰心VIw-州ゆ帆州1.yJJヘ

Figure 2・3・5 (A) ESR spcClrum of a 
spin adduct of N-tert-butyl-α-phcnyl-
nitronc. Conditions: I mM clsamicin， 0.2 
M sodium cacodylatc buffcr (pH 7.2)， 10 
mM FCS04・10mM dilhiolhrcilol， and 

0.1 M N-tert-bulyl-α-phcnylnitronc， 25 
oc. (8) no drug conlrol (C) pH 5.0. 
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DNA鎖切断のメカニズム第四節
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Figure 2-4-1 Analysis of 3・-lcrminl00 

a 159b DNA sequcnclng gci Thc pBR322 
DNA rcstriction fragmcnls labclcd al lhc 
y・lcrminus wcre incubalcd wllh 15μM 
Fc(I1)-elsamicin A (lanc 3)， or 1μM 
Fc(II)-bleomycin (Ianc 4). Lancs 1 and 2 
show the Maxam-GilbcrL C+ T and G+A 
ladders， respecli vel y . 

. 圃回

園田a

T -
G.20-

T-
C-'_ 
G司ー岨m

A-ー園田

Au-・4 司圃・

T -
A-

二価の鉄錯体が三価の鉄錯エルサミシン Aは二価の鉄イオンと錯体を形成し，

pH 7.2および還元体に酸化される際に酸素を活性化していると考えられる。事実，

斉IJの存在下でエルサミシン・鉄 (11)錯体が酸点を活性化してヒドロキシルラジカル

-
G -

G-

T-

A 10一一

では発生したヒドロキシJレラジカルはいかにして

DNA鎖を切断するのか。第1J1.l節ではこの疑問を解く 150

を生成することを前節で示した

4 3 2 DNA切断末端の解析

DNA鎖切断のメカ切断された DNAフラグメントの本端構造を明らかにすれば，

ニズムを僻IYJする七での石川な手掛かりとなる。常者は高分解能ポリアクリ Jレアミ

7・末端標識ドゲル電気泳動によって末端構造の解析を試みた。 Figure2-4-1は，

Figure 2・4・2Analysis of 3'-lerminl on 
a 15% DNA sequcncing gcl. Thc pBR322 
DNA rCSlriction fragmcnls labclcd al 5'-
cnd wcrc incubalcd wilh 15μM Fe(1り-
elsamlcin A (Ianc 4)， 15μM Fc(lり-
clsamlclO A followcd by T4 polyouclco・
lldc klOase (Iane 5)， or DNasc I (Ianc 6). 
Lancs 1・3shows intacl DNA alonc， lhc 
Maxam・GilbcrtC+ T， and G+A rcaclions， 
rcspcctively. 
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DNAを用いてエルサミシン・鉄 (11)錯体によ って切断された DNAの 3・.末端構造を

切断箇所を示すパンドは二重パン検討したものである。 lanc3によLられるように，

1枯葉iの永端構造が存在することが解かる。泳動皮の遅い方はマドになっており，

c _ 

G" -

T 一一
G"  -

キサム.ギルバート法のマーカーと電気泳動度が一致しているので， 3・_1)ン酸末端

プレオマイシ市バンドのうち泳動度の速い法は，ー方，を持つと考えられる11。

C11 -

G，. -
Al' -
G，. -
A・-
G" -
T，'S -

T 14-

Cn  -

Cリー一

ン.鉄 (ll)釦体によって生じる 3・-ホスホグリコー Jレ酸ぷ端を持つフラグメントと同

ゆえにエ Jレサミシン.鉄(1り錯体による DNA鎖の切じ電気泳動肢をぶしている9

断によって 3・.リン酸末端と 3'-ホスホグリコール般末端が生じていると与えられる。

3・.グリコール酸末端の量は 3'・リン酸と同デンシトメトリーによって定五すると，

.固・・・

ー
2 3 4 

担度であったo 5'・末端構造の餅析は7・4票識DNAをJfJいて同織に行った。その結果，

切断パンドはすべてマキサム.ギルパート法のマーカーと電気泳動度が一致してお
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り， 5・-Aミ端はすべて 5・.リン般末端であると孝えられる。

次に 5・と 3・-ぷ端にイF記すると思われるリン酸J去の確認を行った 3・-末端に存在

するリン般)t:はT4ポリヌクレオチドキナーゼ処坦によって靴訟できる。 T4ポリヌ

クレオチドキナーゼi訂正い pHで 3・-脱リン酸活性を持つことが知られており 16， こ

れを利川する。 Figurc2・4・2の lane4と 5を比較すると， T4ポリヌクレオチドキナ

ーゼ処~I'，によって _:mバンドの・方のバ ンドが消えて新しいバンドが約 0， 5 塩基分

Scheme 2-4-1 

す下二JJVL-叩二マ
0 
11 

O-P-O 

OR I UltにJ)Lわれていることが分かる。消えたバンドはマキサム.ギルパート法のマー トトカーと?以泳動度が・致していたバンドであり，新しく現われたパンドは DNase1 

によって切断されt.もの(Iane6)と泳勤度が同じである。DNascIは3・-水般4末端

を P'f. ll することが生11 られているので.この実験結果は 3・~端にイf イL していたリン

成法が T4ポリスクレオ+チドキナーゼ処理によって取り除かれたことを示している。

O 
11 

RO-P-O--. " 
o yv、vOH

Hσ ¥ I 

o 
l 

O=pーo

OR' 

01'・hydroxyt副剖

叫抽~oC U・

また， 3'-ホス*グリコール般末端を持つと思われる迷い泳動度のバンドは，予想、ど

おり， T4ポリヌクレオチドキナーゼ処理によ って変化を受けなかった。

5・.Aミ端に{fイ'Eするりン舷Jt::;tバクテリアアルカリ性ホスファターゼ処理によって

!日l時に峨EZでさる 。バクテリ γアルカリ性ホスフアターゼ処.PHされると，屯気泳動

l交が 0，5.l1， Jt~分どり'liくなり， 5'.水酸J正木端をもっマイクロコッカ Jレヌクレアーゼ

による DNAtりiJi・と移動肢が・致した。この実験結果は 5・.Aミ端に:({在していたリン

Schcme 2-4-2 

問寸-

オ
寸
件
ー
~o 

O=pー O

OR' 

3 pyrodazynyl<T噛Iny，
le，mn‘JS 般lt.がパクアリア γルカリ性ホスフアターゼ処理によって取り除かれたことを示し

ており， 5・4ミ端にリン般庄が(r在していることを説明している。

01 ・ hydroxyl~led
abJSIC su 

NH，.NH2 

r-~ 
OHC-CH====CH--CHO 

2 C4・-hydroxylated abasic 部位の検出

3・.ホスホグリコール般末端はラジカルによって C4・の水ム原子が引き抜かれた

場合に生じる切断末端としてよく生11られている。デオキシリボースの C4・位からの

水~原子'ìI ~!J). さは.プレオマイシン・鉄 (11) i~H，:9.17・ 19ゃネオカルチノスタチン

20などに見らt1.. ~， \~r ttの場合、 C4・h)ψO¥)'lalcdaba.¥lc叩{立の生成を伴うことが知
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られている20・220C4・位の水京版子引き抜きから 3・.ホスホグリコーJレ酸末端およ

び C4・-hydroxy1aledabasic部付の4・成に至る反応経路を Schcme2-4・1に示した。もし

もエルサミシンー鉄(11)錯体から生じるヒドロキシ Jレラジカルがデオキシリボース

の C4・位から水素原チを引き依いているのであれば， C4'・hydroxy1aωdabasic部位が

3・.ホスホグリコー Jレ酸友端と共に生成することが予想される。そこでポリアクリ Jレ

アミド電気泳動法を用いて C4'-hydroxy1a凶 油asic部位の験出を試みた。

C4'-hydroxy1alcd abasic部位は柏リン酸骨格が切断されていないため，直接にはグ

Jレ電気泳動で検出できない。ところがヒドラジンと反応させると定量的に 3・-

pyridaziny1mcthy1末端と 5・.リン 般ぷ端を生じて DNA鎖の切断が起き 22(Schcmc 

2-4-2)，ゲJレ電気泳動での検出が uT能となる。 Figurc2-4-3がヒドラジン処理による

結果である。エルサミシン・鉄 0り銑体によって切断された 5'-様議 DNAをヒドラ

ジンで処理すると， 3・.リン般末端のバンドよりも近く泳動する新たなバンドが生じ

る(lanc4)。このパンドは3・-pyndaliny1melhy1末端をもっフラグメントと考えられる。

なぜなら，プレオマイシン・鉄 (1り鈷体によって切断された DNAをヒドラヅン処理

して符られる新たなバンドと泳動度が同じだからである Oanc6)。

3 遊離塩基の生成

Schcmc 2-4・lから明らかなように， C4・-hydroxy1alcdab<l~ic 部位の生成は遊離塩基の

作成引乍うはずである22。この，1，¥を調べるために，エルサミシン・鉄(11)錯体によっ

て po1yld(G-C)12を切断し，その切断政物を HPしCをJfJいて餅析した。切断産物を逆

.f11 カラムを装備した HPしCに111娘n入し紫外線吸収によって検出したところ.リテ

ンシヨン時間 3.0mtn ;こシトシンが浴出した。グアニンはほとんど検出されず， グ

アノンンの 3・側のヌクレオチドに選択的であることとー致する。紫外線吸収から生

成したシトシンを定足すると，エJレサミシンー鉄 (11)銘体の浪度と良い相関関係を

ボした(Figurc2-4-4)。
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Figure 2・4・3 Delecllon of C・4・

hydroxy1al吋 abasicSilCS. A porllon of thc 

standard rcaclion mixlurc was LrcaLαJ with 

hydrazinc prior lO gcl clcclrophorcsis 

(1anes 4 and 6). Lancs 3 and 4 Show lhc 

陀acLIon鈎mplcLrcalcd by Fc(H)・clsamiCtn

A. Lancs 5 and 6 indicalc lhc samp1c 
lrcaLCd by Fc(lI)-bleomycin. Lancs I and 2 
show C+ T and G+A laddcrs. Thc 

pyri也zincdcnvaLIvcs of C-4・hydroxylatcd

producLS migrale slower lhan lhc corrcs-

ponding phosphate producLS. 

Figure 2・4・4 Produclion of frcc 

cylosinc. Thrcc nmo1 (bp) of polyld(G 
C))2 wcrc Lrcalcd wilh various conccOl-

raLIons of Fc(II)-clsamicin A al 37 oC for 
30 min. Each rcaCllon mlXlurc was 

analyzcd by HPLC叫Ulpμdwi山μBonda-
pack Cl8 column， and lhc amount or 

C ylOSI nc wa s dClcrm i ncd b y U v 
absorpuon. 



4 C4・位の水素原子引き抜き

以上の尖験でInJ定した DNA切断民物をまとめると， 5・および 3・.リン酸末端.

7・*スホグリコー jレ般末端， C4'-hydroxylated abぉic部位.進離塩基となる。 3・-リン

般末端以外のすべての成物は， C4・からの水紫JJ;C子引き紘きに始まる・速の反応経

路に組み込むことができる (Schcmc2-4・3)。まず還元剤のイバ玉下でエルサミシン.鉄

(1り鈴体が酸紫を活性化してヒドロキシJレラジカルを生成すると，このラジカ Jレは

DNAのデオキシリポースのC4・からA(，t原子を引き抜くと孝えられる。この氷点引

き抜さによって，デオキシリボースの C4・似に此点ラジカ Jレが発生する。ここに 般

紫分子が反J.i:.・するとペルオキシド体となり， Cncgce-ty仰の転位反応によって 3・.ホ

スホグリコール般点端が'I~成すると普えられる90 -)j，民点ラジカ jレが本酸化され

た場合は，逸離I証基を作って C4・-hydroxylaLωaba!¥lc部位が'1:成する。

Ji.応経路における般涼・分rの閃').を確認するt-めに.般，#をパプリングさせて切

断反応を行い. 3・.ホスホグリコール般末端と C4・-hydroxylatcdabaslc部位の生成比を

求めた。 (C4・hydroxylall'dabasic部付;の定j止は，定立的なヒドラジン処理によって

生じる 3・-pyrid.vio)・Imclhyl ，右端を定jttするこ とでなされた)その結~・， 3'・ホスホグ

リコー lレ般末端と C4・-hydro.xylatcdabaslじ部付;の比は，通常の状態では 40.5: 59，5で

あるのに対し.般;在・パプリング'1'で1.147.9・52.1であ った。この実験に よって切断

純物の分布における般活分rの閃うが文持された。

5 3'-リン酸末端に対する考察

1:に述べ t-Schl'mc 2・4・3には 3・.リン般末端は合まれていない。ここでは，この

3・.リン般Aミ端がどの水車-原子引き抜さによって!tじているのかを号察したい。

3・.リン般よ端を 'f:.~主-t る経路として.これまでにいくつかの経路が知られている。

寸つは C5・fの水点引さ依与による 3'-リン椴よ端の生成である (Schcme2-4-4)"制
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ぺ-γJJo-:-予。 Jfj。ひo
癌抗生物質ネオカ Jレチノスタチンにおいて知られるこの反応経路23では.3・.リン酸

末端の生成に付随して 5・-ア Jレデヒド末端が生成する。ところがエルサミシ ン.鉄

(11)錯体の場合5・.末端はすべてリン離基であ ったので，この経路は除外することが

Scheme 2・4-5

できる。

二つめの経路は Cl'位の本素原子引き 扱きによる 3・.リン酸末端の生成である

(Scheme 2-4・5)01，10・フエナンスロリン・銅錯体で知られ るこの経路24では， まず

Cl'位がケトンとなり，つづいて日脱離によって 3・ーα，s不飽和デオキシリポノラク

トン末端と5'-リン般末端を生じる。 3'-α.s不飽和デオキシリボノラクトン末端は

不安定であり，さらに 戸脱離によって 5・meLhy1cnefuranon巴と 3'・リン酸末端が生成

する。常[~は不安定な 3'一α.ß 不飽和デオキシリボノラクトン末端の検出をゲlレ電気

泳動をJIlいて試みたが，ぞれらしさ切断バンドは凡られなかった。さらに，

5・mcLhy1cncfuranoncがエルサミシン.欽 (11)鮒みにより生成するかを確認するために，

po1y(d(G・C)hとエルサミシン・鉄(11)銘体の反T.I:..}[:物を GCfMSで分析した。しかし，

化学合成した 5-mclhy1cncfuranoneとr"Jじようなマススペクト jレを示すものは検出さ

れなかった。このように 3'，リン酸と 5・-リン酸が生成すること以外の証拠は得られ

なかったが， C1' 付の水~#は DNA ヘリックス lj. で C4' 位の水~~こ紋も近い位置にあ

り. Cl・似の水点・が C4・伎の水点と同級に引き抜かれることは十分考えられうる。

ーつめの粁路は C4・位の水点引き抜きによる経路の延長である。 C4・伶の水素引

Scheme 2-4-6 
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さ!b.きによって， 3・.ホスホグリコール般本端と C4・-hydroxy1aLαjabasic部位が生成す

ることは先に述べt: C4・-hydroxy1alcdabasic部位は塩基存在下で 」・速の反応を起こ

すことがブレオマイシンの研究によ Jて知られている (Schcmc2-4・6)21。少量の水R変

化ナトリウム存在卜では， 3・.リン般末端と 3・.シクロペンテン請導体末端および 5・-

リン椴木端に分制するの -ブJ，n-プチルアミンなどのアJレキルアミンのイf=1{fでは，

3'-リン般本端と5'リン椴ぷ端がイt!ますることが知られている21。このように

C4'-hydroxy1alcd abaslc部位li!弘法がイF布するときのみ分解するが，エ Jレサミシン.
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鉄伺)錯体による DNA鎖切断においては，幾分かの C4'-hydroxylatedabasic部位が何

らかの影響によって 3'-リン酸末端と 5'-リン酸末端に分解しているのかも知れない。

3・-1)ン酸末端の主は 7・ホスホグリコール酸末端と C4・-hydroxylatcdabasic部位の

総52と比較すると少祉なので， 3・ーリン酸末端の生成が Cl・位からの水素引き抜きの

結果であろうと C4・位からの水素引き故きの結果であろうと，結局のところ水素原

子引き抜きのほとんどは C4・位で起こっていると考えられる。

第五節 グアニン認識の起源

低分子による DNAの塩基認識の起源や DNA相互作用の基本様式などが解明でき

れば， DNA・蛋白質といった DNAをとりまく複雑な系を理解する上で有用な知見

を提供すると期待される。エJレサミシンAは二価の鉄イオンと還元斉IJの存在下でグ

アニンの 3'側に隣接するヌクレオチドを特異的に切断する。第五節ではこのグアニ

ン認識の起源を追究する 10，120

グアニン認識に必須な最小構造

エlレサミシンA，そしてその結鎖類縁体であるチャート Jレシン，糖鎖を欠くテャ

ータリン(Figure2・5・1)はいずれも， ニ価の鉄と還元斉IJの存在下でDNAを切断するこ

とを第三節で述べた。 DNA切断の埴基配列特異性を凋べるために，ぶ端原識した

DNA断片をエルサミシンA，相鎖煩縁体チャートルシン，柿鎖を欠くチャータリン

のそれぞれによって切断し，そのプロダクトをポリアクリルアミドゲjレむ気泳動に

より分析した。その結果，これらミつの分子はすべてグアニンの 3・側に隣接する駈

基を特異的に切断することが示された(Figure2・5・2)。ゆえに 三つの分チすべてに共

通するアグリコン部位がグアニンの認識にi立接関与していると考えられる。

しかし， Figure 2・5-2のオートラジオグラムをデンシトメーターで定量的に解析す

ると，チャータリンの特異性はエルサミシンAおよびチャートルシンの特異性と若

干異なっていること分かる (Figure2・5・3)。エ JレサミシンAおよびチャート jレシンで

は， DNA切断強度はグアニンの 3・側に隣接する埴基の種額に影響される。つまり

5'-GGステップが他の 5・-GNステップに比べて強く切断されている。ところが結鎖

を欠くチャータリンでは 3・側塩基による影響は比較的弱く， 5'・GGステップにおけ
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Figure 2・5・2 AUloradiogr創nsof a 10% polyacrylamidcn M urca slab gel 

c1CClropho陀 sisfor scqucnce analysis. (A) 5・-end-IabelcdpBR322 DNA (Sa/I-

DraII fragmcnl， 128・bascpairs) was clcaved by elsamicin A (Iane 3，10μM)， 

charlarin (Ianc 4， 20μM)， and chanrcusin (Iane 5， 20μM) in lhe pres巴nceof 

ferrous sulfal巴 (10μMfor elsarnicin A and 20μM for chanarin and 

charlrcusin) and dilhiOlhrcilol (1 rnM) al pH 7.5. Thc rcacLIon mixlures 

comaining cach drug wcre incubaLed al37 oC for 5 min (Iane 3)，20 min (Iane 
4)，or 10 min (Ianc 5). (B) 3'-cnd-labeled DNA (lhc complcmemary slrand of 

lhc same fragmenl) was CI回 vedby clsamicin A (Iane 3， 10μM) in lh巴same

way. Lane 1 in (A) and (B) shows InWCl DNA， and lane 2 lhe Maxam-

Gilt紀代総quencingfor A+G. 
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Figure 2-5-4 Inhibition of sall-induced B→Z lransilion wilh elsamicin A. 
Samples conlained 0.16 OD/mL poly-[d(GC)]z， 2.5 M r、~aCI ， and 1 mM  sodium 

cilrate buffer (pH 7.2). Changes of absorbance at 295 nm represenl the exlcnt of Z-

fonn fonnalion. 
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る強い切断もない。ゆえに，制jj'r~ß分はグア.ンの 3・側広)h と何らかの相互作用を

していると考えられる。

2 マイナーグループとの相互作用

エルサミシン-5'-: (11)錯体はステム・ループ構造をもっ G4フアージ DNAに対し

て一本鎖の部分は切断せず， >1.:鎖の部分だけを選択的に切断した。この結果は，

エルサミシン-51.: (1り錯体か DNAに結合するためには二本鎖ヘリックス構造が必要

であることを怠味している。 さらにエルサミシンAはpoly[d(G・C)]2の単による B-

Z変換を阻むし (Figurc2・5・4)，B )~! DNA の~Iniを認識して強く結合していると考え

られた。

DNA _.4.:鎖ヘリックスにはマイナーグループ(話併存)とメジャーグループ(主溝)

がある。エ lレサミシン.鉄(11)鈷体がこのどちらに結合しているのかを凋べるため

に、名称.修飾 DNAに対するエlレサミシンAの作用を追究した。発癌物質アフラト

キシンDIはク TJ11過安息昏般によって酸化されるとグアユンの N7位に共.{i結合す

ることが知られている (Figurc2 5 5戸5 グアニンの N7f立をアフラトキシンBIによっ

て修飾した後にふルサミシン.欽 (11)銘体によって切断したところ，切断パターン

にj~~~~ はなかった (Figurc 2-号6)..また， シトシンの C5イ、IがグルコシJレイヒさせてい

る1'4ファージ D、A. -~・Iする説flltlを蛍光測定によって検討したところ.グルコシ

ル化されていない全県体 T4<JCDNAに対するものと非常・に近かった(Figurc2・5・7)。グ

γてンの N7f、Ltシ トシンの CSf，i' は共にりトソン・クリック ~t! DNA jf(ら旋のメ

ジャ ーグループにあるので (Figurc2ふ8)，エルサミシン.欽 (11)錯体はメジャーグ

ループとは相 1，.作川していないと.1)・えられる。

対照的に. D、九つマイナーグループ1こ結合することが知られているディスタマイ

シンA(Figurc 2 5 9)はエルサミシン.鉄 (IJ)錯体による DNA切断パターンに大きな

;彪将を 'J・えた (Figurc2-5・6)。この結果はエルサミシン.鉄 (1り錯体が:iT(ら旋 DNA
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Figure 2・5・6 DNA-clcavagc pallcrnち

of elsamlcJO A afLcr prCLrCalmcnl wlLh 
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(Iane 5). Aflcr lhc prcLrcalrncnl of lhc 
DNA fragmcnL. Lhc DNA clcavagc rcac 
llons wcrc carncd Oul wllh clsamiclO八

(15μM) in lhc p閃 scncc01' dilhiOlhrcilol 
(1 mM) and fcrrous sulfatc (15μM) al37 
C for 5 min. Lancs 1 3 show intact 
DNA alonc. lhc Maxam Gllhcn scqucn 
clOg rωCll()n for A+G. and cl泊 mlClnA-
induccd DNA c1cavagc f()r intacl DNA. 
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のマイナーグループと相互作用しているを示している。

エルサミシン.鉄(II)錯体から発生するヒドロキシJレラ第四節で述べたように.

ジカ Jレは主にデオキシリボース骨格の C4・位から水;t原子を引き抜いて DNA鎖を

エル

サミシン.鉄(II)錯体がマイナーグループと相互作用しているという見解とよく ー

致している。

T4 dC DNA 

C4・位の水Jfは DNA二重ら旋のマイナーグループ中にあり，切断している。

。。cωωωω
』

O

コ-
L

T4 DNA 

。υc
ω
ω
ω
@』

O

コ一比

グアニン 2・アミノ基の重要性3 

500 

Wavelength 

Figure 2ふ 7 Effecl of T4DNA釦 dT4dCDNA on lhe fluorcsccnce speClrum of 

clsamicin A. The DNAs wcrc added ωa soluLion of 5μM elsamicin A al pH 8.3. 

Conccnlralions of DNA wcrc 0， 30， and ωμM  (nucleoLide). Excitalion was al 267 

nπL 

400 

(nm) 
400 500 

Wavelength 

エルサミシン.鉄(II)錯体はマイナーグループと-t111J何JIJし上に述べたように，

ていると考えられる。マイナーグループ中における GC塩法対と AT~弘法対のiíl ぃ

GC 境基対にはグア ヱ ンの 2位アミノ基が存主する ζ とである (Figurc2・5・10)。は.

もしグアニンの 2位アミノ基がグアニン認識にif(変であると予先立される。ゆえに.

DNA中に存在する特定のグアノシンをイノシンにこの考え万が正しいのであれば，

C 
エJレサミシン ー鉄 (II)錯体はこの部分を認識しなくなるは置換することによって，

ヒボずである。イノシンは塩基部分としてヒボキサンチンを含むヌクレオシドで，

グキサンチンはグア ニンから 2位アミノ基を取り去ったものである (Figurc2・5・10)。
Minor Groove 

，H-Nγ5  

"" Il 
，0 

Major Groove 

G 

メアノシンをイノシンに置換することはマイナーグループの衣耐を変化させるが.

ジャーグループは変化させない。Figure 2・5-8 SlrUCIUrC of the WalSon-Crick GC base pair. 

その 1つの 5'-00スアツと.筆者は二つの 5・-GGステップを含む DNAduplex 1 

、，、.プのうち一方においてグアノシン (G)をイノシン(1)に慌換したものを介成した。

- 4; Figurc 2・5・11)を5'-1 1の四種類の置換体 (duplcx1 5・-GI，れらの5'-GG，5・-IG，

ドエJレサミシン・欽(Ir)錯体による切断パタ ーンをポリ γクリルアミ末端康識し.

n HLJp 円

~~~NλノベJY/ 。
ぺ.À~ ~ ~)~-ゴー向

。/、H W i 
、』幽・Nrh distamycin 同C)一川

~N 
電気泳動により解析した。Figure2ふ 12がその結果である。lanc7から 19Jらかなよう

エルサミシン・鉄 (11)錯体は duplcx1中の てっの 5・GGステップを忽議して

切断バンドはすべてー二1ftハントになっており，第
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G・9とG・14を強く切断している
Figure 2ふ 9Chemical SlruClure of distamycin A， a lypical minor-gr∞ve 

btndcr. 
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四節で述べた 3'・リン酸末端と 3'-ホスホグリコール酸本端の生成と 一致している。

G・8を1で置き換えた duplcx2では(Iane8) G・9での切断が見られなくなっている。

このことは 5・-GG ステップの認識には 5・-G の 2 位アミノ基との相互作用がi{(~さであ

cnγ。
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G-9が Iで置換された duplcx3においては(凶略的切一方，ることを示唆している。

断の強度が変化せず， 3・側にあるグアニンの 2位アミノ基は重要ではないことを示

Figure 2・5・10Comparison of UlC GC basc pair wilh Lhc IC basc pair. 
している。 G-8 と G-9 の両点を I に ì~(換した duplcx 4ではもちろん切断が消失して

エjレサミシン.鉄(11)錯体によるグアニン認識において 2位アミノ

基との相互作用が重要であることを以上の実験は証明している。

DNase Iを用いたフットプリンティング実験

いる(lane10)。

4 

5・_CGCCACAI G I rrGCGGT 
3・_GCGGTGT ICC凶CGCCA

S・CGCCACAII IITGCGGT 
3・_GCGGTGTICC IACGCCA 

3 

4 

5'-CGCCACA陥GITGCGGT
2・GCGGTGTICC凶CGCCA

S・CGCCACA川GITGCGGT
Y・GCGGTGTICCIACGCCA 

2 

本来フットプリント法は DNA温基配列上の蛋白質結合部位決定法として開発さ

れた手法である。Figure2ふ 13にその原理を示した。 まず末端標識した DNA断片と

Figure 2ふ 11 Sequcnccs and numbcring of DNA duplcxes 1・4.
をい(ニック)蛋白質を結合させた後，希薄な DNase1溶液を加えて DNAに切れ目

れる。蛋由貿が結合している部位には DNascIが作JIJできないため切れ目は入らな
plsamlCln tr~al肉、0"'
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い。変性ポリアクリルアミド電気泳動によ って DNA切断部位を解析すると，盛1'-:1

質が結合する部位の切断バンドは消失することになる。バ ンドが消失する現象はフッ

トプリントと呼ばれている。
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エjレサミシンAがグア ニンにヰ年異筆者はこの手法をエルサミシン Aに応JlIした。

的に結合するならば， GC ~民基対に宮む領域でフットプリントが観察されるはずで
A 

C エルサミシンAを結合させた後に DNas巴Iで処理すると GC塩法対にある。事実，
A. 

-ー 富む領域でフットプリントが観察される(Figurc2・5-14)。 もしも金属の配付が結合特c 
ー

エルサミシンAそのものによるフットプリントの/'¥タ異性に関係するのであれば，
c • 

とーンはエルサミシンAの金属錯体によるパターンと明らかに央ーなるはずである。
9 10 5・7 8 6 1 2 3 

ころがエjレサミシン・鉄 (111)錯体やエJレサミシン・コバルト (II)錯体によるフット

エルサミシンAそのものによるパターンとほとんどいlじで

-81ー

プリントのパターンは，

Fig仰ure2ふ 12 Companson of SLr肌r口ran

c∞omplcx in oliぼgon川ucle∞oudedu叩plc干csl -~ (Iancs 7下-10).Each 5'・labclcdduplcx 
was Lrcalcd wiUl 5いMclsamicin in Lhc prcscncc of 5μM FcS04 and 1 mM 

dilhiolhrcilOI. Lancs 1-4 show 111ωCI duplcxes 1・4.The Maxam-Gilbert 
markcrs (Iancs 5 and 6) arc for duplex 1. 
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エこの結果は金属の配伎が特異性に影響していないことをぷ唆しており，あった。

ルサミシンA構造中の金属配位部位の周辺はグアニン塩lt:認織に関与していないと

エルサミシン・欽加乃錯体の ESRシグナルは子この見解にー致して，考えられる。

牛胸腺 DNAを加えても変化しなかった。

DNA鎖切断の メカニス'ムステ ップに特異的な5・-GN5 

以上の笑験結果 を基にしてエルサミシンAによってなぜ7・GNステップに特異的

/ク
一一
円ソチ
↓
多
↓
/
タ

崎帥健制円

.例・‘・・供
s ~一一ァ

な DNA 鎖切断が起こるのかを悲察することができる。費q~-が提案す る機構 は

以下に詳述する。Figurc 2・5・15にまとめられており，

多↓
Z

一===========一一一一======

一=一z-========轟

zz====一======

一一===一一一==詰一一一一一=一===

まずエJレサミシンAは C6付フェノレートアニオンの酸京と隣接するカルボニ Jレ

て座自己位子としl錯体を形成する。基の酸素によって鉄 (11)イオンに配位し，Figure 2-5-13 Pnnclplc of lhc DNasc 1 foolpriming cxpcrimcm 10 delect 
bandang siles in DNA. 

エルサミシンAは一分.{.しか配位できないのてのエルサミシンAはかさ高いので，

エJレサミシン.鉄([1)銘体は DNAのマイナここに DNAがみ:イ玉すると，であろう。

マイナーグループの底から突き 11¥しているグアニンの 2N-アーグループに結合し ，

ーンの 21立アミノJ去とこのグアミノ基との相互作用によってグアユンを認識する。

の相庄作用は，金属配位部位の反対側に存在する 12N: のカ Jレポ ニ Jレ般~とグアニ

この点に閲してはさらなる研ンの 2位アミノ基との水活結合であると考えられる

このよ究を~するが，薬物が結合したマイナーグループという低#it't環境下では，

この系に還元剤が;(!:うな水点結合は大きなエンタルピー的な駆動力となりf!;る260

この高スピン鉄錯体は触媒的にヒドロキシJレラジカ jレを発生する。 DNA在すると，

エlレサミシン.鉄(IJ)錯体切断の真ーの攻撃種はこのヒドロキシルラジカjレであり.

が DNAのグアニンに結合している埼合はグアニンの近傍にあるデオキシリボース

マイナーグループに弁孔

3・-ホ主な切断p{物が5・.リン酸末端，

スホグリコール酸末端と C4・-hydroxylalcdabasic部位だからである。

この水主原子引き抜きは，

-83ー
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u 

する C4'位起こると考えられる。なぜなら，

骨侍から水素原子を引き抜く 。

Figure 2・5・14 DNase 1 foolprinling 
wilh elsamlcin A. The DNA samplc 
prcincubalcd with clsamicin A (40μM; 
lane 5) was digωled wilh DNase 1. Lanc 
4 shows nO drug control. Lancs 2 and 3 
創-e山cMaxam-Gilt泥rtsequencing laddcrs 
for C+ T and G+A. Lane 1 shows intacl 
DNAaJone. 
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ノ糖鎖のスイ ッチ機能アミ第六節

これらDNA結合性抗生物質にはアミノ桔鎖を備えたものが故多い (Figurc2・6・1)。

の抗生物質について最も興味ある問題は[アミノ砧鎖はどのような役割を果たして

であ る。そこで説者はエルサミシンAのアミノ結鎖が-*たす役割につい

てさらに検討した100 

いるのかj

，=0 、、
l;e(lI) 

O. 

N.アセチル エルサミシンAの DNA切断活性

エルサミシン AのエルサミシンA のアミノ砧鎖が果たす役割を追究するために

結鎖部位アミノ基をアセチル化した N-アセテルエルサミシンA(Flgurc 2.6-2)の

pBR322プラスミドアガロースゲル電気泳動をJIJいて，DNA切断活性を調べた ，
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N-(セチル化は劇的に DNA切断DNAに対する DNA切断前十1:を灯台ltiしたところ，

jjfj性を低ドさせた (Figurc2・22)。細胞iB性や DNA. RN八・タンパク質Ji=.介j北側l;1;約

j日においても N-アセチルエルサ ミシンAの活性は劇的に侃・ドしており(Tablc2・6・り.

DNA切断活性の低下と 一致する。

011 
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F:e(lIl) 
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/ アミノ基の代わりに水般)~を備えるチャートルシン釘 DNA 切断前性はエ一方，

N.ジメチル体においてN-メチル体.JレサミシンA に匹敵しており (Figure2.2・2)，

。すoヘトo
N-アセ 1)レエルサミシンAカ<DNA もDNA切断活性は低下しなかった。ゆえに，

切断活性に乏しいのはアミノ)):;の山荷 lfl和効果以外の~[lJ によると与えられる。
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N・アセチルエルサミシンAの DNA結合能

N-アセチルエルサミシンAのmr訂正 ドを説明するために Dl'¥ascIフットプリンテイ

N- アセチル体の DN八に対する結合能を ;J~J ペ

2 

ング尖験及び蛍光消光夫駁を行ない，

lhe GN-Sl巴pFigure 2・5・1S Thc proposed sequcncc of cvcnls In 
rccognilion and clc.avagc by lhc clsamiclO plus Fc(lI) syslcm. 
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Figure 2-6・1DNA却 ndingnalural producLS cquippcd wilh amino sugars. 
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Figure 2・6・2Chcmical struClures of elsamicin A， N-acclyl elsamicin A， 

and chartreuSIO. 
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た。 Figure2・6・3は DNasc1フットプリンティング尖験の結果である。エルサミシン

Aは明らかに GC塩基対に官む領域でフットプリントが観察されるのに対し， N-ア

セチル体は DNase1による DNA切断を阻害しなかった。フットプリントの強度は

DNA結合の強さと関連するので，この結果は N・アセチJレ体の弱い DNA結合能を

示唆している。実際， N-アセチJレエルサミシンAの蛍光スペクトルは poly[d(G・。h

を加えてもほとんど変化しなかった(Figぽe2-6-4)。

ゆえに，伴アセチJレ化による劇的なDNA切断活性.!t物活性低下は DNAに対す

る親和性の低下によるものと与えられた。 IHNMRスペクト jレにおいて N・アセチJレ

エルサミシンAのアセチル基のプロトンは高磁場飢域 (oO.8)に現われる3。この大き

な高磁場シフトはチャータリン環(アグリコン部位)のλ件払性環電流の効果と考

えられ.チャータリン環上にアセチル基のプロトンがかぶさっていることによって

起こる。ゆえに，アミノ枯鎖のアセチル基がアグリコンを概うことで DNAのマイ

ナーグループと立体障害を起こし， DNAとの結合をイミ I可能にさせているものと予怨

される。 N-メチル体，N・ジメチル体において DNA切断訊性が低下しなかったので，

アセチJレ基のカルボニJレがチャータリン環とスタッキングなどの相互作用をしてい

ると推測される。

3 アミ ノ糖鎖のスイッチ機能

以上の結果から考えて，アミノ軌鎖は生物学的なスイッチの役割を演じている可

能性がある。すなわち，耐性l泊.や生産菌などでアミノ訓!鎖は DNA結合分子の前件

を制御することができるかもしれない(Figure2・6・5)。この ような耐性のメカニズム

はアミノグリコシド系の抗生物質に見られる 例えば.カナマイシン，ゲンタマイ

シン，ネオマイシンなどが挙げられる(Figure2・6・6)。これらは耐性菌 ・生産的の持

つアセチルトランスフ.I.ラーゼによりアミノ糖鎖のア、ノ))";がアセチル化され不活

性化されることがよく知られている270臨床応用されているダウノマイシンにおい
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Table 2・6・1Cytotoxicity of c1samicin A and its N-derivatives. 

ACETYlTRANSFERASE 
(μg/ml) ICso 
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0.07 
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0.04 

>100 elsamicinA 

Compounds 

ElsamicinA 

"OFF' 
1.7 

0.36 

NT 

0.40 

elsamicinA 

elsamicinA 

N-metyl 

N-dimetyl 

Figure 2・6・5Schcmalic reprcscnlalion for lhe Swilch-funClion of amino 
sugar. 

Figure 2・6・4 EffcCl of poly[d(GC))2 

on lhe fluoresccncc sμctrum of N-acclyl 

elsamicin A.η1e DNAs wcrc addcd lO a 

Solulion of 5μM N-acclyl clsamicin A al 

pH 8.3. Concentralions of DNA wcrc 0， 

10， 20， and 30μM (bp). Excitalion was 

at 267 nm. 
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Figure 2・6・3 AUloradiogram showing 
DNasc 1 fOOlprints wilh clsamicin A and 

N-acctyl elsamicin A. The DNA prc・

incubatcd wilh clsamicin A (Ianc 4， 15 

μM and lanc 5， 30μM) and N-acetyl 

clsamicin A (Iane 6， 15μM and lanc 7， 

30μM)， and nativc DNA (Iane 3) wcre 

digesled with DNase I. Lanc 2 shows thc 

M畝 am・GilbertG+A s明uencmgrωclIon. 
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ても N-アセチlレ化は DNA結合性及び生物活性共に低下させることが報告されてい

実験の部第七節アミノ栂鎖のスイッチ機能はアンスラサイクリン系の抗生物質にもあてるので28.

はまるかもしれない。

試薬

エJレサミシンA，チャート Jレシン，チャータリン，および各種エルサミシン A誘

導体は Bristol-MyersSquibb社の小西正隆博士の厚意により供給されたものを使用し

た。プラスミド pBR322DNAは Eschericiacoli Cωoから単離した。パクテリアア Jレ

カリ性フォスファターゼ， E. coli DNAポリメラーゼクレノウフラグメント， T4ポ

リヌクレオチドキナーゼ，各種制限酵素は Takaraから購入したo [y戸P)ATPなどの

放射性化合物は DuPontまたは Amershamから購入したものを用いた。 FeSO.溶液

は用事調製した。また本実験では蒸留水をさらに S)伽onNanopure n超純水製造装置

によって精製したものを使用した。他の試薬は販売されている最も純度の高いもの

を利用した。

第二節に関する実験

pBR322プラスミド DNAを用いた DNA切断活性の測定

標準的な反応溶液(全量:20μL)は 15μMエルサミシンA と当量の FcS04およ

び lmMジチオスレイトール， 0.8μg pBR322 DNAを合み， 20 mMトリス・塩酸緩

衝液によって pHを 7.5とした。最後にジチオスレイトールを加えることで切断反

応を開始し， 370Cで 4min放置した後，氷冷エタノー jレを 60μLと0.2M EDTA 

および 3M酢酸ナトリウム溶液(pH7.5)をそれぞれ 2μLを加えエタノ-)レ沈殿を行

うことで反応を停止し， DNAを回収した。それぞれの DNAサンプlレに 20μLの泳

動用緩衝液 (10%グリセロール， 0.05%プロモフエノールブルー)を加えてよく撹

枠し， 650Cで一分間処理したものを電気泳動月jサンプルとした。電気泳動は 0.5μg

ImLのヱチジウムブロミドを含んだ 1%アガロースゲjレを用い， TBE緩衝液中 (89

mMトリス・ホウ酸(pH8)， 2 mM EDTA) 100 vで約 30分間屯気泳動した。続い

てトランスイルミネーターよのゲJレをポラロイド 665フィルムを用いて撮影した。
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pBR322 DNA断片の 5・および 3・.末端標識

pBR322プラスミド DNAを制限酵素 SafIで処理した後， 5・.末端をバクテリアア

lレカリ性フオスファターゼにより脱リン酸し， T4ポリヌクレオチドキナーゼと

[y _32p]A TPによって標j龍した。標識した DNAをさらに制限酵素 白羽目で切断し，非

変性ポリアクリルアミドゲJレ電気泳動 (5%)により精製し，目的とする 7・末端探識

Bam叩・ SafI断片を得た。一万， 3・.末端の標識は， E. coli DNAポリメラーゼクレ
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Figure 2・6・6 Slructures of ncomycins， hybrimycins， and kanamycins. 
Thc arrows indicatc the SilCS of N-acclylation by k創1amycinacety1lransfcrasc 
(A)， gcnωmicin acclyltransfcrωc 1 (B)， and gcntamicin acclyllransfcrase 11 
(C). 
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ノウフラグメントの 3・.ボリメラーゼ機能により [α_31>]訂TPを組み込むことで行っ

た。

末端標識された pBR322DNA断片の切断

反応治法(令弘:20μL)は 10μMエJレサミシンAと当量の FeSO.および lmM

ジチオスレイトー Jレ，徹Aiの末端掠識DNA，0.4μg子牛胸腺 DNAを合み， 20mM 

トリス-~般緩衝披によって pH を 7.5とした。最後にジチオスレイトー Jレを加え

ることで切断bti.I:..を開始し， 370Cで 5min放置した後，氷冷エタノー Jレを ωμL

と0.2M EDTAおよび 3M酢酸ナトリウム溶液(pH7.5)をそれぞれ 2μL加えエタ

ノ ーJレ沈殿を行うことで以応を停止し， DNAを回収した。それぞれの DNAサンプ

ルに 5μLの泳動川緩衝液 (95%ホJレムアミド， 10 mM EDTA， 0.01%プロモフェノ

-)レブルー)を加えてよく撹作し， 一旦 90oCで一分間処理したものを電気泳動用

サンプjレとした。 íl1~泳動は 7 M 尿ぷを合んだ 10% ポリ アクリルアミドグJレを用

い， TBE緩衝液'1' (89 mMトリ ス.ホウ酸 (pH8)， 2 mM EDTA) 2α)()Vで約 2時

11日;江主t泳動した。t益法配列のfri]定はマキサム・ギルパート法により行った11。切断

d創立はレ ザ 且デンシトメ ーター (LKBMαたI2222Ultro・Sc加 XL)を)J]いてよ何面した。

蛍光スペクトルの測定

蛍光スペクト Jレは Hll.aChlF・3010により測定した。測定溶液は 5μMエJレサミシ

ンA，20 mMトリス・泡般緩衝液(pH8.3)を含み，高濃度の poly[d(G・C)h溶液を少

壮ずつ1J1Iえて補正を ~r ..) t- 励起法長は 267nmとした。結合定数の評価は 465nm 

の蛍光変化を利JIIし， McGhceとvonHippelの方法29により行った。

3 第三節に閉する実験

塩酸による pH滴 定

小刷ガヲス容時Ijqこ， 1∞μMのエルサミシンAを合む 5%メタノー Jレ水溶液

(令制:20 mし)を人れ，ここに 0.01N HCI 溶液を少量ずつ加えた。pH値は

Honba F・13によって測定した。

核磁気共咽 (NMR)スペクトルの測定

IH NMRスペクト Jレの測定には YarianXL・氏泊を用いた。 DCIによって pDを調節

し，約 1mgの，;:llをDlO: CD}OD = 8 : 1中で 450Cにて測定した。DSSを内部機

W'l-し， TOCSY， DQF-COSYおよび NOESYにて帰属を行ったι (観察された

NOEは次ペ一一挙煎)

電子ス ピン共鳴 (ESR)スペクトルの測定

エルサミ シン・鉄 (110銘体の ESRスペクト Jレは 77Kにて験出された。測定サン
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。

Observed NOEs 

プルは 50%メタノーjレ水裕被とし，エJレサミシンAとFeSO.をそれぞれ 1mM， ヵ

コジJレ酸緩衝液 (pH5または 7.2)を0.1M含んでいる。数分肱irtすることで銘#.を

空気般化させた後， ESRチュープに入れ，液体窒素中で測定した。スペクト Jレは Eド

均化した。スピン捕捉尖験ではスピン捕捉剤として N-Ierl-bulyl-α-p恥nylnitroncをm
いた。 N-Iert-bulyl-α-phenylnitroneは非常に安定なスピン付加体を形成する利点を持っ

ている 。 測定サンプ Jレはエルサミシン A 1 mM， FeSO. 10 mM， 

N-Ierl-bulyl-α-phenylnitrone 1∞mM，カコジJレ酸緩衝液 ωH5・7.2)2∞mMを合む

50%メタノーJレ水溶液とした。酸素をパプリングした後，すばやく 25でで ESRの

測定を行った。なお， ESRスペクトルの測定には毘S-FE・3Xを1fJいた。

DNA切断効率に対する pHの影響

反応溶液(令也:20μL) は 2.5μMエlレサミシンA と吋中の FcSO.および l

mMジチオスレイトーJレ， 0.4μgpBR322DNAを合み， lOmMカコジJレ般緩種!被に

よって pH を凋節した。股後にジチオスレイトールを加えることで切断反J.~. を開始

し， 250Cで 5min 肱1ftした後，ij(冷エタノー lレを ωμLと 0.2M EDTAおよび

3M酢般ナトリウム溶液 (pH7.5)をそれぞれ 2μLを加えエタノール沈殿を行うこと

で反応を停止し， DNAを[!司収した。それぞれの DNAサンプJレに 20叫の泳動川緩

衝液 (10%グリセローJレ， 0.05%プロモフェノーJレブルー)を加えてよく撹作し，

650Cで 4 分110処理したものを電気泳動用サンプルとした。電気泳動は 0.5μg/mL

のエチジウムプロミドを合んだ 1%アガロースゲルを用い， TBE緩衝液".(89 mM 

トリス.ホウ般(pH8)， 2 mM EDTA) 100 Vで約 30分間電気泳動 t，t- 続いてト

ランスイルミネ ター上のゲJレをポラロイド 665フィ Jレムを用いて撮影し.そのネ

ガをレーザーデンシトメーター(LKBModel 2222 Ultro-Scan XL)をJJJvて僻折するこ

とで，プラスミドのそれぞれのフォームの定置を行った。
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硝酸コバルトによる吸収滴定

可視吸収スペクト Jレの測定は B民同釦 DU・640を用いて行った。測定サンプJレは

エJレサミシンA250μM. カコジJレ酸績衝液 20mMωH 7.2)を含む全量 50μLの

12%メタノーJレ水溶液とした。ここに高捜度の硝酸コバルト水溶液を滴定し，可視

スベクト Jレを測定した。

4 第四節に関する実駿

5・および 3・.末鵡揮輸された DNA断片の切断

DNA断);の様識，切断は第二節で行ったものに準ずる。ただし.電気泳動は

15%ゲlレで行った。

末端に存在するリン酸の除去

3・.リン般の除去は T4ポリヌクレオチドキナーゼの 3・-フォスファターゼ活性を

利川して行った。エJレサミシン.鉄(II)錯体によって切断された原識 DNAを20叫d

の級衝液 (20mMトリス・極酸(pH6.6)， 20 mM塩化マグネシウム .10mMβ メ

ルカプトエタノーJレを合む)に溶解し，つづいて 6unitの T4ボリヌクレオチドキ

ナ ゼを加え， -時間 370Cで政置した。一方， 5'-リン酸の除去はバクテリアア Jレ

カリ件.フォスファターゼの 5・.フォスフアターゼ活性を利用して行った。エJレサミ

シン.欽 仰)銑体によ って切断された標識DNAを50μLの 1∞ mMトリス.塩酸緩

衡法 ωH8.0)に溶解し，つづいて 2unitのバクテリアアルカリ性フォスフアターゼ

を加え. 30分11065oCで放問した。 DNAはフェノーJレ/クロロホJレム抽出の後，

エタノール沈殿によって回収した。

ヒドラジン処理

エJレサミシン・欽(11)銑体によって切断された標識 DNAを 20μLの 1∞ mM

hydrazinc hydrochloridc (pH 7.0)に溶解し.5分間 900Cで放置した。 DNAはエタノー

ル沈殿によってlulJlXした。

遊雌場基の検出

)jJ~.溶液は 3 nmolc (b邸cpair) poly[d(G・C)]2.20mMトリス.温椴緩衝液 (pH7.5). 

雄々な訟のエルサミシンA. 1 mMジチオスレイトーJレ， 1 mM FeSO，を合む全量 50

μLの水溶液とした。370Cで 30min反応させた後，直接 HPしCで分析した。カラ

ムは μB∞ω陣 kC.1カラム (Watcrs)を用い. 5mM酢酸アンモニウ ム句H5.5)で溶

tBした。流述は 1mL/minとし.定量は 254nmにおける紫外線吸収によって行った。

5 第五節に関する実験
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アフラトキシン81によるグアニン修飾

標識 DNAを含む 20mMトリス.塩酸績衝液(pH7.5) に，アフラトキシン~ (1∞ 

μM)およびm・クロロ過安息昏酸 (5∞凶のを溶解した塩化メチレン液を加え，振と

うしながら室温で一時間反応させた。未反応のアフラトキシン院をクロロホJレムで

抽出し，エタノーJレ沈殿により修飾 DNAを得た。

ディスタマイシンAによる前処理

標識 DNAを合む 20mMトリス.塩酸緩衝液(pH7.5)にディスタマイシンAを50

μM加え. 370Cで 30min放置 した後.通常のエJレサミシン・鉄 (11)錯体による切

断反応を行った。

duplex 1-4の合成.定量‘様融

duplcx 1-4はApplicdBiosystems社の 391DNA合成装置を用いて間半nフォスフォ

アミダイト法により合成した。イノシンを含む DNAの合成は，合成装債の Xの位

置にデオキシイノシンシアノエチルフォスフォロアミダイトを装蔚することで行っ

た。合成装置による縮合を行った後.20%アンモニア水によって DNAをカラムか

ら切り出し，密栓してお℃で8時間処理した。滅圧漉縮後. 逆相 C.1カラムを装

若した HPLCによりジメチJレトリチル基を有する DNAのみを分取した。溶出は 0.1

M トリエチJレアミン・酢酸緩衝液句H7.0)中.5 -50%アセトニトリ lレの血線温度

勾配で行った。この際，流速は 1.0mL/minとした。減圧漉縮後， 80%酢敵溶液で

30 min処理し，溶媒除去後，残さに 0.1M トリエチルアミン・酢酸緩衝液ωH7.0) 

を加え，エーテJレで三回洗浄し，逆相 C.8カラムを装着した HPLCにより目的物を

さらに精製した。定量はそれぞれの DNAオリゴマーの紫外線吸光度から計算した。

7・末端様識はボリヌクレオチドキナーゼおよび廿・IIp]ATPを用いて行った。様識後，

7 M 尿~を含んだ 15% ポリアクリルアミドゲjレで電気泳動し，様識 DNA をさらに

精製した。

duplex 1-4の切断

反応溶液(全世:20μL)は 5μMエルサミシンAと当量の FcSO，および lmM

ジチオスレイトー Jレ， 0.1 M NaCI， 100 pmoleの DNAduplex，微量(<2 pmolc)の末

端原識duplexを合み. 10mMカコジル酸緩衝液によって pHを7.2とした。柴物，

FeSO，およびジチオスレイトーJレを加える前に一旦900Cで 5分間加温し，室泊ま

でゆっくりとさました後，再アニーリングのため少なくとも 1時間40Cに肱慨した。

最後に来物とジチオスレイトールを加えることで切断反応を開始し. 370Cで 5

min放置した後，氷冷エタノーJレを ωμLと3M酢酸ナトリウム溶液 ωH5.5) 5μL 

を加えエタノーJレ沈殿を行うことで反応を停止し.DNAを回収した。それぞれの

DNAサンプJレに 3件の泳動用緩衝液 (959もホルムアミド， 10 mM EDTA， 0.01% 
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プロニEフェノ-)レブルー)を加えてよく 撹排したものを電気泳動用サンプJレとした。

沼気泳動は 7M bJ(，.#を合んだ 15%ポリアクリルアミドゲルを用い， TBE緩衝液中

(89mMトリス・ホウ般(PH8)， 2 mM EDTA) 2(削 Vで約 2時間電気泳動した。

泡)t;配列の同定はマキサム・ギJレパート法により行った110切断強度はレーザーデ

ンシトメー ター仏KBMωc12222 U1時 ScanXL)を用いて評価した。

DNse 1フットプリンティング実験

J)lJ.e.，溶液(令量:20μL)は5・.末端標識DNA断片(約 2(削 cpm).超音被処理

した子'ド胸腺 DNA4μg，1 mM MgCI2， 40μMエルサミシンAを含み， 20mMトリ

ス・出般緩衝液で pHを7.5とした。(エルサミシン金属錯体によ るフ ットプリン

7・イング実験の場合は. I杭量の金属イオンを加えた。) 200Cで30min放置した

後:， 0.0035 unilの DNasc1を加えて 200Cで 1minインキュペートした。 250mM

EDTAと3M酢般ナトリウム治液(pH7.5)を合んだ DNasc1反応停止液を 5μL加

え，エタノーlレ沈殿を行うことで反応を停止し， DNAを回収した。それぞれの

DNAサンプjレに 5μLの泳動川緩衝液 (95%ホルムアミド. 10 mM EDTA， 0.01% 

/ロモフェノーJレブルー)を加えてよく捜作し， 90 oCで 1min加温し急冷したも

のを屯丸泳動川サンプJレとした。電気泳動は 7M尿点を合んだ 10%ポリアクリ Jレ

アミドゲJレをJf)い. TBE緩衝液中 (89mMトリス.ホウ敵(pH8)， 2 mM EDTA) 

2000Vで約 2時!IIJm気泳動した。塩基配列の[n]定はマキサム.ギルパート法によ

りh;)た11。

6 第六節に関する実験

第六節の実験はこれまでの節における実験に幣ずる。
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立
早三第

結語および要約

エスペラミシンAJとエルサミシンAはDNAと綜合するように内供によってデザ

インされた制描抗生物質である。これらの天然、低分子化合物による DNA塩基認品

の起源や DNA相互作用の基本拡式などが解明できれば. DNA・蛋白質相互作用と

いったさらに複雑な系を理解する上で基礎的な知jるを提供すると期待される。また，

エスペラミシンAJおよびエJレサミシンAはDNAに鮎令する能Jnこ加えて DNA鎖

を酸化的に切断する能力も持っており 結合と反応を同時進行させるという点で 4

植の「酵紫モデJレJとなり符る。さらに，現化エスペラミシンAJおよびエルサミシ

ンAは臨床実験に入っており，研究材料としてとりあげることは縮化学療法の基礎

的研究面からも有益と考えられる 。以上の理由から市，者は，これら二つの制措抗生

物質と DNAとの相互作用を様々な手段を用いて検討し，以下の新知見を符た。

制癌抗生物質エスペラミシンA，による塩基配列認識の起源

エスペラミシンAJはDNAのオリゴプリン/オリゴピリミジン領域を認識して切

断する。この増基配列認議の起協iを探るため，品々な合成 DNAオリゴマーと各科I

薬物誘導体との反応産物を解析し，指基配列特)'{性と禁物の構造との1111月をぷ細に

調べた。その結~，オリゴプリン/オリゴピリミジン認識にはエンジイン部分と 三

結部分の両方が必須であることが見いだされた。DNA切断効率に対する無機塩の影

響などによると，その必須部分は DNAのマイナーグJレープと疎水結合していると考

えられ，ある特定部位の相 I工作JfJよりも全体のす体~fll}的な相補性が特貝的結合に

重要であることが理解された。さらに，エスペラミシン結合時のホスト DNAの円

偏光二色性スペクトルの解析などから，エスペラミシン結合によって DNAから水
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ヰII分子が進離し， DNA 側に~;~造変化が生じることが示唆された。分 f動)J学計算に

よると，特異性を決定しているエスペラミシンの必須部分の構造は硬く，相補的な

疎水結合に必裂な構造変化を DNA側に強いることが理解された。この見解と一致

して，蝶々なヘリックスのn由度を持つ DNAオリゴマーをエスペラミシンA)の基

質としてJIlいたと乙ろ，ド!山度の大きな DNAほどエスペラミシンA)は強く切断し

た。以上の料法から.硬くて疎水的なエスペラミシンの必須部分は DNAの構造変

化しやすい部分を 10tむことで泡基配列特異性を発揮していると推定された。事実，

オリゴプリン/オリゴピリミジン配列は構造変化が容易な配列と与えられており，

本研究でが;られた主11凡とよく対応している。

制癌抗生物質エルサミシンAによるグア二ン認識と DNA鎖切断

エルサミシンAは欽と泣.il:斉IJの存在下でグアニンの 3'側のヌクレオチドを特異的

に切断する。物.fI1¥化学的実験によると，エルサミシンAの6位フエノーJレは生理的

pHで解離しておりフ .J.ノレートとして存在している。このフエノレートアニオ ンと

ラクトン環のカルポこルルを介してエルサミシンAが鉄イオンと 1 1錆体を形成

することを ESRλベクトルなどを用いて示した。この高スピン鉄錯体の鉄伺)が鉄

(llりに般化する際に階以・が前件化されてヒドロキシルラジカ 1レが発生することも，ス

ピン411i捉斉lJをJIJいた ESR払によってぷした。み;錯体が DNAのグアニン塩基に結合

していれば. ヒドrJキシルラジカ jレは近傍にあるデオキシリボース什絡からぶ素原

rをづ|き抜いて.グアユンの 3'側で DNAを切断することが予想される。 DNAの切

断純物を追究したところ， /]<，伝説(f引き抜きはデオキシリボースの 4・位で起こって

いるとι-えられた。

他方，エルサミシンA から!~~ i貨を除いた場合でもグア三ン ~.r}'宅性は保持されてお

り，科目t.tliクIJミフ :-tア部分に起閃すると推定されたc 合成 DNAをJIJいた実験

などから，エルサミシンAは DNAのマイナーグループに車お合し，マイナーグJレー
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プに突き出しているグア ニンの 2位アミノ基がグアニン認識にm症であることが明

らかとなった。金属の配位はグアニン特異性に影響しなかったので，金J，1S配{ま部位

の反対側に存在する 12位のカJレボニJレ酸素とグアニンの 2位アミノ)J，;が水ぷ・結合

していると予想された。さらに. DNA鎖切断反応におけるエJレサミシンA分子中の

アミノ桔鎖の役割についても考察した。

本研究は DNAを標的とする制描抗生物質エスペラミシンA)およびエルサミシン

Aの作用機f(:;の分子レベルでの理解に役立つばかりでなく， 一般に Ij物活性分子に

よる DNA塩法認識や DNA鎖切断反応、に関しでも有j日な基礎的知i比を提供している

と考えられる。
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ヤ助教授) .森井孝博士. NMRスペクトルを測定して戯いた菊池純子博士(塩

野義組指) .実験の -部にご凶)J蹴いた日下部哲也学:1:.松木仲介修士，種々ご

，11，渡航いた京都大学:化学研究所11.体反応設計日部門の)j々 に深謝致します。

ftmなエスペラ ミシン知，エJレサミシン 類を寛人にご提供を下さった

Brislol Mycrs Squbb札の小附lE降.博士.Terrence W. Doyle時:1:.カリチェミシンYI1

を克火にご提供下さった AmcncanCyanamid Lcdcrlc研究所 GcorgcA. Ellestad博士へ

敬息と深謝を去します。また.本研究の 一部は日本乍術振興会より援助を受けたも

のであり，あらためてl~乱期放します。

見21;の師、は根や上にあります。この博士論文は恥だけの)Jで成就したものではあ

りません J .t艮とな って支え，-!:となって育ててくれた多くの)Jがありました。ある

ときは師であり，あるときはいl僚であり，あるときは家払であり，そして常に世間

の人々と天地白然でしたω%となりえたことに深く感謝放します。
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