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論 文 内 容 の 要 旨

近年の分子生物学の発展に伴い,遺伝子の発現調節を担う転写因子などの蛋白質の構造や機能が明らか

になってきた｡特定の転写因子の機能を阻害することができれば,その転写因子が調節する特定の遺伝子

の発現が選択的に抑えられると考えられる｡このアプローチは,医薬品の開発や遺伝子発現機構の解明に

寄与すると期待される｡遺伝子の機能を阻害する化合物としてDNAに作用する天然物や合成化合物はこ

れまでに多く報告されているが,特定の転写因子を標的とした阻害剤はほとんど知られていない｡本研究

では,亜鉛フィンガー蛋白質を始めとする転写因子の機能制御を目的とした人工化合物の分子設計,合成,

活性評価を行い,以下のような幾つかの興味深い知見が得られた｡

第-章 イミダゾール配位子によるHIV-EPlのDNA結合の阻害

HIV-EPlはエイズのプロウイルスの DNAに結合する転写因子で,DNA認識部位 として 2つの

CZH2型亜鉛フィンガーを持っている｡亜鉛を強固にとりこむ配位子を設計することができれば,HIV

-EPlから立体構造を構築している亜鉛を除去し,その機能を阻害できると考えた｡そこで亜鉛酵素の亜

鉛結合部位に見られるイミダゾール基やカルボキシル基を持った複素環配位子 ト4およびそのジメチル

アミノ誘導体 7を合成した｡これらの化合物が亜鉛配位能力を持つことはNMRスペクトルを用いて確

かめられた｡次にゲルシフト実験を行った結果,ト4はEDTAより強くHIV-EPlとDNAの結合を阻

害した｡その中でも1や4は特に強い阻害効果を示した｡これに対して7の阻害活性は弱く,イミダゾー

ル基の有効性が確かめられた｡さらに1や4によって阻害されたHIV-EPlとDNAの結合は亜鉛を加

えると回復することから,この阻害は予想通り亜鉛フィンガーからの亜鉛の除去に起因することが示唆さ

れた｡しかし,必ずしも亜鉛に高い配位能力を持つ化合物が強い阻害効果を示さなかった｡これは,配位

子による電子的効果や立体障害などが阻害反応に寄与しているためと考えられる｡

第二童 メルカプト配位子による効率的な阻害

すべての亜鉛フィンガー蛋白質が亜鉛結合部位に持つメルカプト基は金属から電子の逆供与を受けるこ
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とができるため,亜鉛と強く結合することが知られているOそこでイミダゾール基に代わってメルカプト

基を導入した化合物5,6およびその類縁体8-10を合成した｡ゲルシフト実験を行ったところ,予想通

り5と6はIよりも強くHIV-EPlとDNAの結合を阻害することがわかった｡特に5のIC50は約4FIM

で,1の10倍と最も強い阻害効果を示した｡これに対して8-10の阻害活性は弱 く,メルカプト基が阻害

に重要であることが確かめられた｡5によって阻害されたHIV-EPlとDNAの結合は亜鉛を加えても

回復しなかった｡これは阻害が亜鉛の除去に起因するのではなく,亜鉛酵素の阻害剤に見られるようにメ

ルカプト基の亜鉛との結合に起因するためと推測される｡

第三章 転写因子阻害における選択性

HIV-EPlはDNAの〃B配列 (5′-GGGACTTTCC-3')に特異的に結合するが,免疫系の遺伝子の

発現に関与する転写因子 NF-#Bも〟B配列に結合することが知られている｡NF-2iBはRelホモロジー

蛋白質であり,亜鉛フィンガーを持たない｡ホルボールエステルなどで細胞を刺激するとHIV-EPlと

NF-〝Bの両方が同時に誘導されるため,各々の転写因子の役割解明の見地から,これまでに合成した

HIVIEPl阻害剤のNF-2iBに対する影響を検討したOゲルシフト実験の結果, IはNF-〟BとDNAの

結合を阻害しなかったが,意外なことに,3とその亜鉛錯体がNF-〟BとDNAの結合を阻害することが

わかった｡3の亜鉛錯体はHIV-EPlとDNAの結合を阻害しないことから,NF-〟Bの機能を選択的に

阻害することが示された｡

一方,C4型亜鉛フィンガーを持つアデノウイルスEIAはTATA結合蛋白質 (TBP)と結合し,転写

因子複合体を形成する｡EIAとTBPとの結合に対する1の阻害効果をTBPビーズを用いて調べた｡そ

の結果,IC90は約 100mM もの高い債であり,HIV-EPlとDNAの結合がほとんど消失する300vM の

1によっては阻害が全く見られなかった｡

このように,同時に誘導されxB配列に競合的に結合する2つの転写因子 HIV-EPlとNF-〟Bを,化

合物を使い分けることによって区別して阻害することができた｡また,亜鉛フィンガー蛋白質間において

もHIV-EPlのみを阻害することができた｡

本研究成果は,従来,未開拓であった亜鉛フィンガー蛋白質の機能を阻害する新規化合物の開発に価値あ

る情報を提供するばかりでなく,遺伝子発現の制御を目指す次世代の創薬の礎にもなり得ると考えられる｡

- 695-



論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

特定の転写因子の機能阻害は,その転写因子が調節する特定の遺伝子発現の選択的制御に通じ,新規医

薬品の開発や遺伝子発現機構の解明に寄与すると考えられる｡本研究では主として亜鉛フィンガー型転写

因子の機能制御を目的とした人工配位子の分子設計,合成,活性評価を行い,幾つかの有用な知見を得た｡

エイズのプロウイルスのDNAに結合する転写因子HIV-EPlはC2H2型亜鉛フィンガーを有するので,

この亜鉛を除去できる有効な配位子を創製できればHIV-EPlの機能を阻害することが可能である｡ そ

こで,天然亜鉛酵素の活性部位に見られるイミダゾール基やカルボキシル基を持った新規複素環配位子お

よびそのジメチルアミノ誘導体を設計 ･合成 した｡ゲルシフト実験の結果から,本合成化合物,特にイミ

ダゾール基を有する配位子はEDTAよりも強 くHIV-EPlとDNAとの結合を阻害することが示されたo

また,この阻害は亜鉛を添加することによって回復することから,新規イミダゾール化合物によるHIV

-EPlの阻害は亜鉛フィンガーからの亜鉛除去に起因することが強 く示唆された｡

次にイミダゾール基の代 りにメルカプ ト基を導入した化合物およびその類縁体を設計 ･合成した｡メル

カプ ト基は亜鉛から電子の逆供与が期待でき亜鉛と強 く結合することが出来る｡予想通 り,メルカプ ト化

合物は対応するイミダゾール化合物よりも約10倍強い阻害効果を示 した｡しかし,メルカプト化合物によ

って阻害されたHIV-EPlとDNAとの結合は亜鉛を添加 しても回復せず,本化合物による阻害が亜鉛

除去ではなく,亜鉛酵素の活性阻害でよく見られるメルカプト基の亜鉛との結合に起因するためと考えら

れた｡

免疫系の遺伝子発現に関与する転写因子NF-〝Bは亜鉛フィンガーを持たないが,HIV-EPlと同様に

DNAのxB配列 (5′-GGGACTTTCC-3')に結合する. HIV-EPl阻害剤のNF-xBに対する効果を検

討 したところ,これまで合成 したイミダゾール化合物の中に,HIV-EPlとDNAとの結合は阻害 しない

が,NF-〟BとDNAとの結合を選択的に阻害するものを兄い出した｡さらにC4型亜鉛フィンガーを有

するアデノウイルスの転写因子EIAとC2H2型亜鉛フィンガーを持つ HIV-EPlとの間の新規イミダゾ

ール配位子の阻害効果を比較 した結果,本化合物はHIV-EPlのみを阻害することが明らかになった｡

本研究成果は,亜鉛フィンガー型転写因子の機能を阻害する新規化合物の分子設計,合成および活性評

価に関して価値ある情報を提供するばかりでなく,遺伝子発現の制御を目指す次世代の創薬の礎にもなり

得ると考えられ,審査に当った川寄教授,横山教授そして私は,本論文が博士 (薬学)の論文として価値

あるものと認めた｡さらに,平成 8年2月28日論文内容とそれに関連 した事項につき口頭試問を行った結

果,合格と認めた｡
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