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序 論

エスペラミシン (ESP) はアルゼンチンで採集された政級副

Actinomadura ve汀ucωosporaから取離された、根めて高い抗的、抗腕泌活

性を示す抗'1と物質である(1 )。その抗菌活性はグラム陥性的に対して
特に強いほか、グラム陰性菌、カピ類にも及んでいる(ぷ1)。また、

インピトロで各種腕泌細胞の明嫡を 1-3 pg/mlの濃度で問l止し(2 )、

マウス移柿の白血病 p388、B16黒色腕、LewisHI~描等の尖験腿泌に若し

い抗腫務活性が知られている(3 )。これらの活性はアドリアマイシン
の数千併に述し、その発見以前に最強の抗癒性物質として知られていた

CC-1065と比較しても約 10的強いものである。

ぷ l エスペラミシンの抗菌活性

MIC* (mg/mり
微生物

Esperamicin A 1 Esperamicin A2 

Staphylococcus aureus 209 <0.0008 0.0063 

Staphylococcus aureus Smith <0.0008 0.0031 

Bacillus subtilis PCI 219 <0.0008 0.05 

Micrococcus luteus 1001 0.0016 0.0063 

Micrococcus flavus 0.0008 0.0016 

Mycobacterium 607 0.05 0.1 

Escherichia coli NIHJ 0.1 0.8 

Klebsiella pneumoniae 011 0.4 0.8 

Pseudomonas aeruginosa 015 0.8 1.6 

Bacteriodes fragilis A 20928 0.2 1.6 

Clostridium difficile A 21675 0.4 0.8 

Clostridium perfringens A 9635 0.05 0.8 

Candida albicans IAM 4888 0.4 0.4 

Cryptococcus neoformans 1.6 3.1 

*最小生育阻止濃度



この抗生物質は細胞系での DNA令成を抑制し、細胞内及びインピトロ

において DNAを効来的に切断することから、その生物活性発現のための

ー次作用は細胞内松酸の複製レベルでの阻害であると454えられている

(2、 5) 0 ESP の /I~体内外での挙動、作用発現のための機作を犯握
し、また治療薬としての用途の拡大をはかるために、乍名・はこの;築物の

示すDNA切断反応の機構を分子レベjレで明らかにすることを計¥lbjし、塩

基配列決定等の分r-生物学的手法及びESR等の物理化学的手法を月]いて
追究したo これらの実験結果から、 ESPは、チオーJレ系化合物の添加に

よる還元、紫外線照射、または熱処理の 3つの系において活性化され

ESPの十位進は、 1 987年に小西ら Bristol・MyersSquibb社の研究陣に

よって決定された(1 )。ぷ2に示したように、その法本骨格は従来の

天然物にない非常にユニークな構造単位から構成されており、ね1t部分の

位換Jド字によって数種類に分知されている。筆者の研究においては
ESPAl及びそれを化学的に修飾した類縁体を用いている。 2・デオキシ.

L-フコースを除く 3個の糖部分はいずれも新規のものであり、特にヒ

ドロキシアミノ粉の存症は、やはり特見な NO・グリコシド結合の存住と

合わせて興味深い。またアグリコン部も、メチルトリスlレフイド、 1，5・

ジイン・3・エン、 α，s・不飽和ケトンをイiする特異な構造をイfしている
(凶 1)。

DNAを効率良く切断することが明らかになった。

ESPのDNA切断反応に関するこれらの活性化系について、祭-ffが得た

知見を以下に示す。
秘々のエスペラミシン抗生物質表2
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本実験では、エスペラミシン (ESP) として単離・精製されたESPAlを

JIj いた。

( 1 )試薬

ESPAl、C、D及びZはBristol-Myers Squibb社のT.W.Doyle博-l'か
ら、プラスミド pUC19の AccI-A∞IIDNAフラグメントは点都大学政学
部の駒野教授から各々供与されたものである。 T4ポリヌクレオチドキナ

ーゼ、バクテリアルアルカリフォスファターゼ(名種DNA修飾試薬)及

びDNA制限解ぷ類はlOYOBO(株)とニッポンジーン(株)から購入、

[yPPI-A1?はアマシャム・ジャパン(株)より購入した。その他の式薬

はぷ薬特級品を用いた。また本実験で用いた水は、ぷ切水をさらに

NANO pure II趨純水製造装慌 (Barnstead) にて処.slIし、比瓜抗 1OMQ 

以l二の純水を使用したo

( 2 ) エスペラミシン・ジスルフィド (ESPdisulfide) ( 6 )の合成

反応液はESPAlのアセトニトリ Jレ溶液 (10.0mM) 10μlにメタノールに

溶解したメルカプトメタノール溶液 (30%)20μiを加えアセトニトリル

にて総量1000μlに調製した。この反応液を20"Cで21時間インキユベート

した後、減j五Fにてf{f去した。得られた残ちをは HPLCにより精製し
NMRによって構造確認した。

(3) DNA切断前性の測定

通常の方法(7 )にしたがい、トランスフォームした大腸菌より爪離

したpBR322プラスミドDNAをmいて、各種試薬のDNA切断活性を測定
した。このDNAを各項に示した条件で誠柴と反応させた後、冷エタノ-

lレ(3倍主)と酢酸ナトリウム (0.3M)を加え、 ドライアイス.エタノー

ル"1で冷却してDNAを庖析することによって反応を停止させた。沈殿し
たDNAを回収し、最終的に少抗のグリセロール (10%)-BPB (0.05%) 

色ぷ溶液に溶解して氾気泳動mよ科とした。屯会L泳動は、 DNA染色のた
めにエチジウムブロマイド (0.5μglml) を合有したアガロース (1%) を

判体とする千相ゲルを川い、 5V/cmで泳動した。

泳動後、紫外線照射ド、赤色及び紫外線用フィルターを装ぷしたカメ

ラにて泳動像を撮影したo プラスミドDNAの形態変化(スーパーコイル

allylic trisulfide 
r-ー-̂-甲田ーー、

H3CO 

H2C= CCON.H 

OCH3 NHCH(CH3)2 

HO thiomethyl sugar 

[7<11 エスペラ ミシンへの{;!f:i主



状 (form1)、開環状 (form11)、及び直鎖状 (fonnIfI) ) の割合を、しKB

2222 Ultro Scan XLレーザーデンシ トメーター (PhannaciaLKB)によって

測定し、各反応、系におけるDNA切断活性を評価した。

( t1 ) DNA切断血)~特民性の観察

ESPAl等によるDNA切断K弘法部位は、片側 5・AJ;品を 32pにて標識した
各科DNAフラグメントをJIJいてMaxarn-Oil beη 法 (8 )に より検点し

た。役p標識DNAフラグメントを超音波処理した子牛胸腺DNAlμgと共

に各項中に示した条件で反応させ、反応後、冷エタノールにて沈殿、 111]

収し、故終的に 5M尿ぷ・50mMNaOH・0.1%BPB・0.1%キシレンシアノ

-)レ前液に溶解して沼気泳動用試料とした。駈J主配列決定用の塩J左特民

的化学反応 (0、A>C、C+T、O+A)は報告されたノi法 (8)に従って行

なった。

すべての泳動用試料は90t:で1分間加熱急冷した後、ゲル上にアプライ

した。屯気泳動は7M 尿よ と10%ポリアクリルアミド (0.5x 3∞X 
4∞mmまたは0.5x 2∞x 475mm)を担体とした縦型スラプゲJレで行な
い、 1500V定電圧で涼勤した。泳動後、ゲルをオートラジオグラフにか

け、各バンドの黒化度をスキャニングデンシトメーターで測定し、各部

伎の相対的な切断強度を観察したo

( 5 ) 液体クロマトグラフィー (HPLC) による分析

ESPAlの化学変化等を A301・JS-120A ODSカラム(ヤマムラ化学、

4.6 x 1∞mm)を用いた HPLCによって評価した。流速は 1ml/分に設
定し、その流出液は 254nm波長の吸光度測定モニターにより分離分析し

fこ。

( 6 ) 紫外殺の照射

紫外線光源として 254nmにql心波長を持つ殺的ランプ(東芝 OL15)、
または 310nmに中心波長を持つトランスイルミネーター (Ultra-Violet 

Produc凶，Inc.、百136) を使mした。光源と反応液の距離は 3..._. 10 cmと
し、 トランスイルミネーターを用いた実験系においては 300nm以下の短

波長側の紫外光を UVフィルターによって遮断して照射した。

( 7 ) 各種スペクト Jレの測定

x-バンドESRスペクトルの測定は日本氾r(株)JES -FE3X (100 
KHz) をJlJいて室沿で行ない、 g他ならびに磁場は、 MgO中のMn2+(ÔH~4 

= 86.90) により求めた。 lH-NMRスペクトルの測定はJEOLJNM-OX 
、J

4∞NMR装置をJlJい、プロトンの化学シフトは溶媒メタノール (3.3
ppm)を基埠としてω心0"で行なった。 UV吸収スペクト Jレの測定は11
本分光(株)UVIDEC・610)t~J可視紫外分先先度，d-で行なった。

7 



第一章 チオール系還元剤によるエスペラ

ミシンの活性化とDNA切断作用

第一節 エスペラミシンの還元剤共存下での

DNA切断反応

ESPAl の~I~ilirjJには容易に還元され得る特徴的なメチJレトリスルフイ

ド)J.;が存イ1:する。このような単純なトリスルフィドあるいはセレノトリ
スルフィドのシステイン、グルタチオンのようなチオールによる還元が

報告されている・j川、ら (9、10)、筆者はまず還元剤のESPAl・DNA

切断系に対する彬特をインピトロで検索することを試みた(凶2)。

10μMのESPA1に基質として0.5μgのpBR322DNAを加え、チオール系

還元mジチオスレイトール (1∞μM)の存在f37tのインキュペーシ
ョンを行ったところ、スーパーコイル状 (fonn1)の必質プラスミドDNA

に傷 (nick)が人る事によって生じる関環状 (fonnn)、あるいは直鎖状

(fonn m) DNAが検出され、 ESPAlは極めて強いDNA切断を引き起こし

ていることがわかった。この活性は明らかにインキュベーション時間に

依存していることが観察された(レーン2~8) 。一方、ジチオスレイト

ーJレを除いたESPAl単独でのDNA切断活性(レーン 1)は、還元活性化

された!訂以のJi.応系(レーン 8) に比べ極めて弱いものであった。な

お、 ~I :還元的な?荷物化系に関しては第 2節、第 3 節に日下*lU に述べる。

次に~主将は各科j足元剤の ESPAl 活性化に対する効率を比t絞する実験を

1:記と!日jぬのん法をmいて行なった(図3) 0 10μMのESPA1に対し
て、各杭i泣フ己邦jは令て0.1mMに調製し、基質DNAとともに37tに於て
3 0分間インキュペートした。その結果チオーlレ系還元剤であるグルタ

チオン、システイン、ジチオスレイトー jレ、及びイオウ原子が還元に直

接関与する !II~ジチオン般ナトリウムによるESPAl の活性化は、それ以外

の還元性物質(水素化ほう索ナトリウム、 NADPH、アスコルビン般)

を使用した反応系と比較して明らかに強いDNA切断を引き起こしたo

I.sP.¥lは劇111.抱系においても効率良く DNAを分解していくことが知られ
てい。(5 )。しかしながらインピトロ系におけるこの抗生物質単独で

の作用は、インピポ系(3 )、及び細胞系(5 )での強力な生理作用を

8 

説明しうるれ皮の強度をイ{しているとは言い難い。むしろこの柴物には

醇素系などやIJらかの'1=.化学的活性化機構が関与していると48・えるほうが
妥吋である o ，t:_体内にはシステイン、グルタチオンといったチオール系

化令物が存イfし、それらは酵素を伴う生体内還元系に寄与していること

も少なくない。インピトロにおけるESPAl活性化に対するチオール系還

元剤の優先性は、この抗生物質が生体内還元系によって約十L化されてい

る可能性を強く示唆するものである。

8 

lヌ12 泣ノ己的性化ESPAlによるDNA切断

ジチオスレイトーJレ(O.lmM)存在下(レーン 3-8)あるいはJIイlイfド(レー

ン1)、 ESPA1 ( l~M) によって処理したpBR322DNAのアガロースゲ Jレ屯公泳動
像。反J.l:.、サンプJレは37'Cにおいて 1分間(レーン 3)、5分IIIJ(レーン 4)、 10 

分間(レーン 5)、30分間(レーン 6)、60分間(レーン 7)、または 12 0 

分間(レーン 8)インキユベートした。レーン 2はDNAプランクをボす



11 

1 2 3 4 -・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ U I 4・， '"' 
CS'.Jii@ふ恥戸=下;いそぞ・Ii.':計百 子三三E薗
0*  W ・ ==-:~叫-= 一、.へzæm ・--.

宥手〆I・i.T:午、ト子ム:ピベ-、ξ4・ -、;目
守岡.o'nu叫ミ・矢ー-ー;:-Ai崎申句ムー..  
司噌.・‘ 6司...ご. ・ ・ 、 d・・3 ・ 噌. . ・圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃

一一一』・・・ー ーー=-=圃圃・-ーー・・ ..---J ・一
・
11γJ へ て・

一lIfIii、_"ー・. ・、
a ・.・ J ・ ー美..ー.ー人 "."， らベ.."_: -:-. ，t lo;'r'~. ~. _、~とJ
了骨量~品 .τ '午、-・ ー-・ e 、 ふ.__5 &c p.t~inIrL2E引・-・J2U WLν- 、パがよ，ぷ~汁I
t~~払弓DiìAtW対・きm.IIl 、 i・11ぺ抗、Il訂作やE

以3 各桔還元剤によるESPAl活性化DNA切断

一一111

種々の還冗斉IJ (各々 O.lmM)存在下、 ESPAl(1午M)によって37'C、 30分間

処理したpBR322DNAのアガロースゲル電気泳動像。(レーン 2)NaB凡、 (レーン

3) NADPH、 (レーン4)しアスコルビン酸、 (レーン5)ジテオン酸ナトリウム、

(レーン 6) グJレタチオン、 (レーン 7)L-システイン、 (レーン 8)ジチオスレ

イトール。レーン lはESPAlのみによる処理を、レーン9はDNAプランクを各々示

している。

第 三節 酸素及びラジカル捕捉弗jの影響

ESPAlのDNA切断における溶存酸素の影響を調べるために、アルゴン

置換したサンプlレ溶液をツーンベルグキュペット中にてよ!L宅吸引した脱

酸ぷ系を使用して反応を試みた。 一方比較のため、不有J酸Aぷミ系では反応応、液
に

のジチオスレイト一Jルレを用い、基質DNAとともに10μMのESPAlを20 "c 

に於て5分!日jインキュベートした。図4はその結果のアガロースゲル屯

10-

11、.

111 -
......-

1234567  

1羽4 イf般索条件および無酸素条件におけるESPAlのDNA切断

無限挺条件下(レーン l、3)及び有酸素条件下(レーン2、4)、ESPAI( 

10μM)によ って20'C、 5分間処理したpBR322DNAのアガロースゲJレ屯気拡動像。

レーンl及び2はESPAl単独で処理したものを、レーン3及び4はジチオスレイ ト

-)レ (O.lmM)存在下ESPA11こより処理したものを、またレーン5はDNAプランク

を各々示す レー ン6及び7t'iペプロマイシン・鉄 (n)錯体 (20μM)により無限紫

条件 ド(レーン6)及び有限素条件下(レーン 7)0 'cにおいて 20分1111処理した

結果を示す ，

気泳動{象である。訂再度紫条件下(レーン 2、11)におけるESPAlのDNA

切断仔前r，
じであり、このk応、に限ぷが本質的には影響を与えていないことを明確
にぶしている。なお、同様の実験条件に於てペプロマイシン・欽 (n)銘

体のイf般ポ系で発現するDNA切断活性(レーン 7)は脱酸み系において

強く抑制された(レーン 6)。この結果より、ここでJIJいたj悦敵京法

が、プレオマイシン類縁抗生物質 (11)の様に酸紫をDNA切断の補助

関子として必~とする化今物の活性阻害に関して布ガjである こ とはIYJ ら

かである。

11 



さらに乍おは、 ESPAlが活性化される際の活性酸ぷラジカル純の有無

歩調べるため、活性椴素科の消去に関与している酵ぷあるいは薬物の、

DNA切断反応に対する影智を観察した。その結果、ジチオスレイト-)レ

(O.lmM)によって活性化された五SPAl(1μM)のDNA切断反応 (20 

℃、 5分)は、活性酸素将の影特を強く抑制するカタラーゼ (10μg!ml、

450U/ml，、スーパーオキシドジスムターゼ (O.lmg/m1、3∞U/ml)、ヨ
ウイヒカリウム (ImM)、1，4-ジアザピシクロ[2.2.2]オクタン (ImM)、

D・マンニトール (ImM)、N-低ルプチル+フェニルニトロン (1∞mM 
)、又はチロン (lmM)の添加によって全く影響されなかった(閃5及

び図6)。

1 2 3 4 5 

--Form III 

Form 1 

図5 ESPAlのDNA切断反応に対するカタラーゼ及びSODの影響

レーン 2-5は各々、熱変性SOD(O.lmg/ml)、SOD(O.lmglml、300U/ml)、

熊変ドカタラーゼ (10μglml)、またはカタラーゼ (10μg/ml、450U/ml の布イt下、
ESPAl (1μM) ジチオスレイトール (O.lmM)系によって20"C、 5分間処理し

たpBR322DNAのアガロースゲル電気泳勤像を不す。レーン 1は酵素非存在トにおい

てESPA1-ジチオスレイトール系により処理した結果をボす。

12 

1 2 3 4 567  

/Form I1 

ー-FormI11 

"-Form 1 

図6 ESPAlのDNA切断反応に対する種々のラジカル消去剤の彩苧it

レーン 1-5は各々、マン三トーJレ(ImM)、問 (ImM、、 1，4・グアザピシクロ

[2.2.2)オクタン (ImM)、チロン (ImM)、またはNtcrl-プチルーa・フ エニルエトロ

ン (1∞mM)の存在下、 ESPAl'1μ問、-ジチオス〆イトー1レ(O.lrnM)系によっ
て20"C、 5分HlJ処思したpBR322DNAのアガロースゲJレm仏涼動保を示す。レー
ン6はラジカル消去賓lJJドJi;('-てにおりるrC;PAl.ジチオスレイトール系γよる処開を、

またレーン 7はDNAプタンクをノjミす。

以上の観察は、椴京及び活性酸ぷラジカル称がESPのDNA鎖切断に 1((

接関与していないことを強く示唆している。 DNA切断分子として知られ

ているプレオマイシン-鉄 (12、 13)、0・フェナンスロリン・剣

(14，15)、EDTA-鉄(1 6)、メチジウムプロピル印TA-鉄(

MPE-鉄) (1 7)などは補助附子として酸ぷを要求し、それを活性ラ

ジカル松に変換することによって反応を進行させている。これらの薬物

と比較してESPAlは全く異なったDNA切断機構を有していると与・えられ

る。

ESPAl産性的から発見されたESPXの構造 ([刈 7)は、この反応機構の

解-釈に主要な下掛かりをチえることになった(1) 0 ESP A 10-r q Iの:
つのそ電結合は、プリツジヘッドー二電車fz合のイ{伝によって'坐間的に広げ

られている(スキーム l、よ)。生体内醇素還元等によってトリスルフ

lJ 



図7 エスペラミシンXの構造

イドからIJ:.じるチオレートアニオン (2)がブリッジヘッドでjEUi令に
Michael型付加をする 5、 1 8、 19) (~) 。 この付加物 (4 )では

ブリッジヘッド炭素の結合角度の減少のために、 1，5・ジイン・3-エンを

合む卜員環にひずみを生じ、 二つのて竜結合の末端同 l:が接近してい

る。このため常温で九件環化反応である Bergman似位が進行する。この

とき生成する1，4-デヒドロベンゼンジラジカlレ(立)が、 DNA存イ1.ドに

おいてデオキシリボー ス中の水系を引き抜き、結果としてDNA切断が起

こると推測される (20)。現.{t=1，5・ジインー3-エンを含む化介物の

BergmmliR化反応に関する知見が各方1Mにおいて捺積されている (21 

---2 5) 0 1，5・ジイン・ 3・エンにおけるこつの宅近結介点端nリの距離が
3.20---3.31 A以下のとき、宅温で Bergman反応が進行し得るという分子

力場計算(MM2)の結果 (24)も上記のESPAl活性化機構を支持して

いる。-}JESPA1と同系列の分子構造を有する カリ ケミシン (CAL)

(2 6) (閲8)が炭素中心ラジカルを生じることが、 ∞ '2Cl2中の重水

系を引き抜くことから証明されている (27 )。このようにESP-CAL 

系抗生物質は作用メカニズム的にも新しいタイプのDNA切断活性を持つ

化合物と与-えられ、新型抗服務-剤としての臨床における発展が期待され

ている(1、2、5、 18、26)。
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スキーム 1 ESPAlの還元活性化系におけるDNA切断機構

14- 15 



第三節 エスペラミシン分子の塩基配列特民的

切断とDNA相互作m様式

16 

ESPAl -ジチオスレイトール系によるDNA切断における攻撃塩)};;部位

を検宗するため、 DNA塩基配列決定訟の一つであるMaxam-Gilbe代法

( 8 )を適川して実験を行った。

凶9レーン 4及び 11 は、その実験結果の一例として、 H・ ~l1J 5・~端を

認pで標識したプラスミド pUC19DNAの制限フラグメント (Acc1とAcc

IIにより調製した322庖基対のDNA断)~-)をESPAl(50μM)ージチオス

レイトール (0.5mM)反応系(3 7 'c、 15分間)により切断し、変性

ポリアクリルアミドゲルを月jいて電気泳動を行った結果である。刈j必す

るど幅広部位は M似 am・Gilbert法より求めぷ示した。泳動像におけるバン

ドの黒化度が強いほどそれに対j必する地基部位での切断強度が大きいこ

とを示している。

[;;<Jからわかる通り、 ESPAlによるDNA切断反応では明 らかに優先的な

切断部位がイf布する。その最もイi効な切断部位は、チミン庖基であり、

その攻撃塩)~の頻度 (T>C>A>G) は知似したDNA切断活性をイfする

カリケミシン (C>>T>A=G) (1 8)、ネオカlレチノスタチン (T>

A > C > G) (2 8 ~ 3 3)、あるいはプレオマイシンー欽 (C>T>A> 

G) (3 4 )とは異なっていた。ネオカルチノスタチンによるDNAのf負

傷はチミン及びアデニン塩基で生じ、すべてのチミン部位で切断が引き

起こされる (29、30、35、36) 0 ESPAlに関してもその以も優

先的な切断部伎はチミン塩恭であるが、攻撃塩法の}I慎11はIYjらかにネオ
カルチノスタチンと異なっている。 ESPAlによるDNA分解はピリミジン

塩法に対して高度に選択的である。加えてESPAlは 5'-crc・3'，5'・
1寸C-3¥ 5' -TIT・3・のようなオリゴピリミジン領域中のチミン及びシ

トシン塩基、あるいは 7・TG・3¥5'・CG-3・配列中のチ ミン及びシ ト

シン血基を優先的に攻撃する。ネオカルチノスタチンは場介により 5'-

TG・3'配列におけるチミ ン塩基を優先的に切断する (2 9)が、隣接庖

基に対する IYJÓ な特異性はぷさない。構造的に ESPAl とのう剖似性が枯~め

て向いカリケミシンもまた 7・TTC・7、5'-crc -3'の織なオリゴピリ
ミジン領域ttI のチミン及びシトシンを優先的に攻幣する・J~が報告されて

いる (18)が、攻繋塩基の)llti}j';はESPAlとは民なっている。またプレ

。

CH.，SSS 
-CH30  

o
lJ
/

H

 

t
J
1
1
0
 

0
~
 

づ乙
O

H

4

3
 

〉

-
H

，
ゲ
一
戸
U

H

-O
 
H
 

OCH， 

区18 カリケミシン'Y/の構造



1 

‘ー、.... 

2 3 4 9 10 11 12 13 
wr:' - -

;Ii，;εEZEF 
555f5175ifi 
EEE三三三ZEE

、世子宮jZ;J ご く 含!t:~
likE?駒peb---，竺竺+ t ... 、E悌跡......_..ーや炉霊T

ikJ.3fd:J-J字詰長
〉、r: I-......~-.; 色島 ιιAーー・.....ιa..~_ _........

γidミ戸ヰニーLLーや
き ! 主主ふと'SZ3?f伊長長

官1;liドドミごご三院に
しいミ縫il~";":在
日 ...-r、... 

図9 DNAグループ修飾によるESPAl切断部位の変化

EcoRl 
-cleavage 

5・・末端 31p標識pUC19DNA Acc 1 -Acc n未修飾断片(レーン 4、 1 1)、及びネ
トロプシン(レーン 5、6)、ディスタマイシンA (レーン 7、8)、アクチノマ

イシン D (レーン9、 1 0)、またはEcoRl(レーン 12)による修飾断片をESPAl

によって処理した結果のオートラジオグラフィー像。基質DNAをこれらの修飾雑物

とともに薬物/ヌクレオチド比0.05(レーン 5、7、9)及び0.25(レーン 6、8、

1 0)の条件下、 37"Cにおいて 30分間インキユベートした後、ジチオスレイト

ーJレ (0.5mM)存在下ESPAl(50μM)とともに37"Cにおいて 15分間処理した。

レーン 13はEcoRlによる未修飾DNAの切断を、またレーン l、 2、及び3は

M邸am-Gilbeα反応(各々G、A>C、及びC+T)を示す。

18・・

オマイシンによるDNAj11切断においても向織のピリミジンω凶 :州分
解が観察されている。プレオマイシンの場合、優先的切断部位は5・-GC

・ 3'及び7 ・ GT ・ 7 配列である (37~ t1 0) 。
次にESPAlとDNA結合試薬との相互作用を観察しESP分子のDNAへの

あii令様式を探るため、あらかじめ各種試薬を粘合させたDNA争ESPAト

ジチオスレイトーJレ系で切断し、その切断活件及び切断恥庄司日記の変化

を上記と同級の方法をmいて検索した 凶9 0 ネトロプシン、デ J ス

タマイシンA、アクチノマインンD (図 10)、あるいは制限階紫k?RI

を用いてこの基質DNAを非共有給令的に修飾した後にESPAl 50μM) 

JチオスレイトーJレ(0.5mM)系において37t、 1 5分間処瑚した。
図9に明白に示したように、ネトロプシンあるいはディスタマイシン?

によるDNAの前処理によってESPAlの泡基特異的切断は大きな影響を安

けた。この:種却iの発物はともに典型的なDNAマイナーグループ結令物

何であり、アデニン及びチミンに結合特異牲を有している・t11) 実

際に、 ESPAl本米の切断部付.であるA，Tオリゴマ一部位 (5'-AA廿CA・

3、5・-TT1TA・3・、 5'-AAAA-3・)はネトロプシン及びディスタマイシ
ンいこよって強く保護された。また、これらの薬物は7・AA廿 CA・3・と

7・TπTA・3・の間にある二つのシトシン駈基に対する切断を情強し

?白これらの観察結果はネトロプシン及びディスタマイシンAによる局

ふんなDN州 i凶変化を開示している o 5'・GcrCG・はび7・CCG・

3'の絡な切断部位もまた、 DNAのマイナーグループにGC塩j凶を注し

てインターヵーレートするアクチノマイシンDによ って保護された(4 

2) 0 -)J、制限醇素EcoRIはDNAのメジャーグループ側から

GAATIC・3・の:本鎖配列を選択的に，忍識する(t13)。

5' -

EcoRIはMg2+

EDTAを
の存イ正下でこの制限部位を切断する(闘9、 レーン 13)が、

使mしMg2+のμ響を除去することによってこの配列のメジャーグループ
側を保計ることができる。しかしながら、EcoRIの結合によるESPAl

切断パターンに変化は観察されなかった(凶9、レーン 12)。
以上の結果をまとめ、 3'Aミ端標識した相補鎖DNAの切断部位とともに
|京l;;¥.化して凶 11に拘げた。これらの結果は、 ESPAlがBJW DNAにマ

イナーグループ側から相H作用していることを強く示唆しているロ
この

性質は DNAヘリックスの 3・側にさ泡)S;対ずれた対称、な切断パターンか

らも補足され、 ESPアグリコンの1，5・ジイン・3・エン部位がヘリックス

1'.3 
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図10 ネトロプシン、ディスタマイシンA
及びアクチノマイシンDの椛造
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内のX正法対千而に対して íf~直に似置していることを I暗示している。 9i に

洋細な結合状況を抱握するために、 ESP生成ラジカルのDNAデオキシリ

ポース分子に対する攻撃部位の特定、 NMRや X級車占品解析によるDNA

中のESP分r配座の決定等今後の研究が期待される。

Nel 

015 

pUC19 frag宵enl (肉cc 1 - ~CC 11 ) 

((0 Rl 

1:1: C 

守

c:: 
c: 
口口 [z 1: 

o 0 r=:: r: 
1:: r.: 
c: r: 

(sp l↓↓↓m 州州↓ ~ ~ H↓↓↓ ↓ J↓↓ 

州↑ 付1t↑↑付竹 f↑↑什↑1t↑

図11 ESPAl (Esp)のDNA切断部位、及びネトロプシン (Net)、
ディスタマイシンA(Dis) 、またはアクチノマイシン D
(Act)の前・処理によって誘起された変化

矢印は切断部位を、矢印のよさはオートラジオグラフィー像のパンドの相対的な

強度を示すo.はDNAの切断カ抑制された部位を、口は地強された部位を各々ぷす。
またVはむoRI切断部位を示す。
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第山節 DNA分解におけるエスペラミシンの

構造活性相関

ESPAlは天然物としては他に類を見ない構造を持つ特徴的な粕鎖泌を

イiしている。分子'1'の主要な骨格を占めるこの構造m位のDNA切断反応
における役制を 4淵べるために、 二種類のESP類縁体を用いてDNA~必配

列特異性を決定する尖験を行ったo ここで用いた類縁体ESPCはESPAl

から 2・デオキシ-L・フコースと万呑環(アントラニレート)部分を取り

去ったものである。また ESPDはESPCからさらにチオメチルヘキサピ

ラノース部分を除去しである(図 12)。これらの類縁体の攻桜島i必特

異性を調べるために、 pBR322DNAHinf 1 -Hha 1フラグメントをj，L質と
したDNA切断尖験を行った(図 13)。

その車11J42、ESPCは 10倍波度で ESPAlに匹敵する113い切断的性をぷ

す 'J~がわかった。加えて ESPC の塩基配列特異的な分解パターンは

ESPAlと非常に良く似ていた。これらの観察は、デオキシフコース.ア

ントラニレート純分がESPAlの塩基認識には大きな影特をうえでおら

ず、 DNAとの結合に対する寄与も小さいことをを暗示している。しかし

ながら、細胞系での ESPAlのDNA分解活性は ESPCに比較してが;_)-千

倍の強度をぶすことが報告されている (5) 0 ESPAlの細胞におけるこ

の強)Jな1百十1:はデオキシフコース.アントラニレート部分の細胞朕薬物
輸送に対する判体としての関与を意味しているのかも知れない。

一方、 ESPDもまたほとんど同様の配列特異性を示すが、その DNA分

解前十1:は ESPAl及び ESPCと比べてかなり低かった。この結*は

ESPAl のトリサッカライド側鎖が DNA に対する結合に関して ífr~ な役

割をfftっていることを強く示唆している。この糖鎖を構成するね1fは全て

6・デオキシ粉であり、遊離水酸基は2個にすぎない。このためトリサッ

カライド鎖はかなり疎水性であり、 DNAマイナーグループ内で政本性相

克作JlJにより会合安定化している可能性が考えられる。吏に、チオメチ

ルヘキサピラノースの N-O結合がDNAの極性官能法と水ぷ結合を形成
している ~li も予測される。

また各支(i縁体の共通部分である ESPアグリコンがこの抗生物質による

配列特異的分解に|対して必須の構造単位である事が推察される。アグリ

コン却は 1，4-デヒドロベンゼンジラジカルを形成してDNA切断に直接関
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限112 エスペラミシンC及びエスペラミシンDの椛造
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わる反応の中心であり、「のi部分が塩基認識をも兼ねていることは特に

興味深いo このように、 ESPAlは DNA鎖切断部位、庖基配列認紋日1)

位、及びDNA結令部位といった異なった機能以rr;J1を同一分rrjlに所イf
していることが理解できる (1刻14)。
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塩基配列特異性

エスペラミシンAlの機能領域

25 

関14 

ESPAl (レ-.• 4、5)、ESPC'レーン 6、7)、ESPD¥.レーン8、9)によ

って処Fした5・米端12p段跳pBR322DNA Hinf I -Hha 1断片のオートラジオグラフ
ィー像。DNAサンプルはジチオスレイトール (lOmM)存主下ESP0.2μM (レーン
，I、6)、2μM(レーン5、7、8)、または20μM(レーン9)とともに37.Cに

おいて 30分間処理した。レーン lはDNAプランクを、レーン 2>>..ぴ3は

M以釧-Gilbcrt反応 (.各々 G>>..びC+T)を示す

24 



プレオマイシンによるDNA切断の際に生じるマロンジアルデヒドは核

般塩)t;_とデオキシリポース環中の三つの炭素からなり、この反応がデオ

キシリボースのC-4'似を般化的に攻撃することに起肉していることを示

している(3 7、 4-1 )。チオパルピツール酸をJf1いたれ色反応によ

り、 ESPAlのDNA切断反応によってマロンジアルデヒド様の化合物がプ

レオマイシンの場合とl'iJ織に検lilされた(図 15)。このチオバJレピツ
ール般反応プロダクトはひフェナンスロリンの様にデオキシリポース

c-l'f、kを攻撃するDNA切断試薬においてほとんど生成しない (22)。
-)JM近の研究で、ネオカルチノスタチン (46)及びカリケミシン

(1 8)がデオキシリボースのC-5'位を攻撃することが子怨されてい

る。 ESPAlによるDNA切断もまたデオキシリポースのC・4'f立あるいは
C-州、kの酸化的分解によるものかも知れない。

このDNA切断反応における詳細なメカニズムを確定するには更なるプ

ロダクト分析が必要である。このような特徴的な分子の作川機作に関す

る知見は、他のDNA標的抗癌剤の機構解明jに役立つのみならず、今後の

合成薬物のデザインや人工制限博素のような分子生物学研究試薬の創製

にもイfJt1な情報を提供することが期待される。
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図15 ESPAlによるDNA切断反応溶液のチオパルピツール酸

アッセイ

以下の反応条件において子牛胸腺DNAを処理した後、反応溶液をチオパJレピツー

ル椴 (5mM)とともに92"Cにて20分間熱処理し、 4∞nm-6∞nmにおける吸先j交
を測定した。

1. ペプロマイシン (O.2mM)・鉄 (n) (O.25mM)、O"C、 20分間
2. ESPA 1 (O.3mM) +ジチオスレイトーjレ(IOmM)、37"C、 30分間
3. ジチオスレイトール (lOmM)、37"C、 307}11日
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~ (ll) 

~ (ill) 

~(l) 

外線兆源として254nmに特大波長を持つ殺的ランプ、そしてテオール系

還ノ乙斉IJとしてジチオスレイトールを用いた。 ESPAlをH育所に於て単独で

DNAに加えた系にみられるDNAのバンド(レーン 2)は、プランク(レ

ーン 1)との問に殆ど相泌がなく、基質として川いたスーパーコイル状

(fonn 1) DNAに対する切断活性が誘起きれていないことがわかる。

)J、ESPAlにジチオスレイトールを加えた系(レーン 3)ではゆjらかに

!沼環状 (formII )及び、l(i鎖状 (fonnIII) DNAのバンドが増加 し、 j左質

DNAの切断が確認された。これと比較しESPAl-紫外線活性化系(レーン

t1 )に於てもESPAl-遠見剤系に匹敵する強)JなDNA切断の生じているこ

とが観祭された。このDNA切断が紫外線で活性化されたESPAlに起附し

ていることは、 ESPAlを加えない紫外線照射のみの反応系に於ては殆ど

)~質DNAに障害をうえないことから(レーン 6) IYJらかに示唆される。

またESPAlに紫外線と還元剤を同時に作用させた系(レーン5)に於て

も、そのDNA切断活性はESPAl-紫外線系(レーンt1)と同程度だった。

この制祭結果はESPAl分子内において紫外線活性化に関与する部分が還

:芯剤活性化に関わる部位と夜桜していることを暗示している。

以上述べたようにESPAlはDNA存在下における紫外線照射によって切

断的性を発現するが、このとき出接的にDNAの分解に関与する化学椛が

還元剤約性化系と類似した不安定な炭込ql心ラジカ jレ格であるならば、

ESPAlに対する紫外線の影容は不可逆的に進行していくことが予怨され

る。このことを確認するためにD:¥A非存布下においてESPAlを紫外線処

理し、その後反応系qlに必質DNA及び還元刑ジチオスレイトールを加え
るこシ γより紫外線，jij処Jljtがその後のESPAl-ジチオスレイトール系にお

けるDNA切断活性に与える影特を検討する実験壱行った。

この実験における紫外線前照射時間はO分、 15分、 30分、又は 60分

とし、全サンプルとも紫外線照射後速やかに lmMのジチオスレイト ール

を加え 37 'cで 15分間インンキュペートした。衣3は、この文験で川

いた基質pBR322DNAのコンホーメーション変化をエチジウムブロマイド

合イTアガロースゲJレiE気泳動にて検出し、 fonn1、formII、及lffonn111 

DNAの割合をレーザーデンシトメーターによって数値化したものであ

る。

この表からわかるように、 fonnIDNAの;切介は紫外線前照射時間が民

くなるにしたがってmJJIIしていき、この実験系における 60分間の紫外

紫外線照射によるエスペラミシンの

活性化とDNA切断作用

第師自信 エスペラミシンの紫外線誘起DNA切断

とその塩基配列特異性

ESPAl は前世に述べたようにチオール系還元剤によってそのD~A切断

活性を飛躍的に元進することがわかった。 m者はESPAlに関する兇なる
間性化系の追究を試み、 254nm及び、310nmを中心とする波長領域の紫外

線H日射がこの抗生物質を活性化し得る重要な凶子の一つであることを凡
!iiした。

ESPAl-紫外線系によるDNA切断活性をESPAl-還元剤系と比較したもの

が悶 16であるo この災験では、基質としてプラスミドpBR322DNA、紫

2 3 4 5 6 

図16 紫外線活性化ESPAlによるDNA切断

ジチオスレイトーJレ(lmM)存在下(レーン3、5)または非存在下(レーン2、

4 )、及び紫外線照射(レーン-1 5、または遮光条件(レーン 2、3)において

ESPAl (1日M)によって処砲したpBR322DNAののアガロースグル泣気泳動像。レー

ン1はDNAプランクを、レーン6はESPAl非存在下、 ジチオスレイト-)レ及び紫外
組によって処理.した結呆を，j，す。

お
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表3 紫外線前照射したESPAlのDNA分解活性
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紫外線前照射後のESPAIとともにpBR322DNAをジチオスレイトール (lmM)イF
准下37 "cで 15分間インキュベートした。 DNA切断の頻度はデンシトメーターに

てIl'H面した。

T
 T
 T 

線liij照射はESPAlのチオール系還元剤によるDNA切断活性をほぼ完全に

消火させることがわかった。この結果は恭質DNAの切断の頻度が紫外線

lFi照射とともに減少して行くことを示している。 ESPAl分子における紫

外線活性化系に関与する部位と還元剤活性化系に閑うする部位に重伎が

あるならば、以上の'夫験結果はこの紫外線活性化DNA切断反応が不可逆

的に進行することを明らかに示しており、この抗生物質の還元剤活性化

系における化学変化との類似性が推定される。

さらにESPAl-紫外線活性化系に関する知凡を作るために、標識DNA制

F似民フラグメントを用いたESPAlの塩基攻均暁E部{位伝を;確可縫t認認、する実験を行つ
たo 凶17はその笑験結呆の

ラスミドpBR322DNAフラグメント(包Ec∞oR悶IとDdeIにより調製した70盗
)~主μ1対JのDNA断片)のESPA削lト.紫外線活性化系及び還元剤(ジチオスレイト

一jルレ川)活性化系による切断t屯江気泳勤{像象とそれに対応応、する塩y基左部イ位也を
Ma似xam-Gilbert法より求め去ぷしたものである。各五民法の切断強度は泳動

像におけるバンドの烈化度と比例している。以lからわかる通り、 ESPAト

紫外線活性化系の攻撃庖法は5'-T打TT、7・CCTCのようなオリゴピリミ

ジン領域内に集中しており、明らかな T、C塩必選択性を示した(レー

T
 G
 C
 T 

C 

C 

G 

5' 

1~ll 7 紫外線活性化ESPAlによるDNA切断血基配列特異性に|均す
るオートラジオグラフィー{象

5・.末端 32p標識 pBR322DNA EcoRI . Ddc!断片そESPAl(0.2μM)・ヅチオスレイ

トール (10mM)系(レーン .1，、あるいはESPAl(2μM)・紫外線照射系(レーン

" ¥によって処理した。柴外線は20 "cにおいて 15分IllJ照射した レーン lは

つNAプランクを示す。レーン 2及び3はMaxam.Gil bcrtli応(各々A>C及ひIC+T)を

小す。

ン5)。これらの駈)t;配列特民性、ならびに各攻撃血基における切断強

度はESPAトジチオスレイトール系(レーノt1)と極めて良くー致してい



る。関 18は同様の実験を、品質DNAとして、 5・末端を沼Pで標識した

pBR3220NA SalI-DraII制限フラグメントをJJ1いて行ったものである。各

塩基に対する攻撃頻度は矢印の大きさによって去した。この場合におい

ても還元剤約性化系と紫外線約性化系の配列特異性は良い 4 設を示し、

この現象が必質ONAの粍究員に関わらず再現性のあることが舶;，iZされた。
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図18 pBR322 ONA Sal 1 -Dra II断片のジチオスレイトール

(0'π-ESPAl)存イ1.ト及び紫外線照射 (uv・ESPAl)におけ
るESPAlによる切断駈基部位

矢印とその木さは分解部位Aびオートラジオグラフィー像におけるバンドの相対
強度を不す。

第一章第|凡]uiiに述べたように、 ESPAl分子の中でDNA血必配列の認識
を糾う部分はアグリコン部である可能性が強い。場J主配列に関わらず何

られるESPAl の還元剤及び紫外線の両活性化系による攻撃応)~特異性の

一致を示す観察結果は、アグリコン部分の化学変化及び前刊.化メカニズ

ムに高い穎似性のあることをIIlrぶしている。日[Jちチオール系還元弗!と同
級に、紫外線は1.5・ジイン・3・エン郎位の万待深化をe誘導し、この際経

1f:Jする 1.4-デヒドロベンゼンジフジカルがESPAlのDNA分解活性に直接

関与している事が予測される。記SPAlをチオール系物質とともに 16時

間処理することによって符られるESPZ(5) (凶 19)はチオール誘起

1古性を消失している。このことから示されるように、 1，5・ジイン・ 3-エ
ン部位はESP系抗生物質におけるDNA切断反応に対する肢も屯要な官能

Jt.:の一つである。 ESPAlに対する紫外線照射は活性ラジカル肢を経由し

てESPZと知似した小前作吸を形成しているかも知れない。集者の実験に

おけるESPAlに対する254nmの短波長光の照射実験では、 ;ij際に有機フ

図 19 エスペラミシンZの構造

リーラジカルが 5，5・ジメチルー1・ピロリン・N・オキシド(DMP<コ)を用いた

ESRスピントラッピング法によって明らかに4食出・された(以!2 0 )。さ
らに、エンジインユニットの)~:芥環化によって特徴付けられるESPZは光

誘導分解活性をぷさなかっt.:.o この実験により符られた鮎*は、紫外線

活性化されたESPAlのDNA切断反応がチオール系還元斉1Jで処即ュされた場

合と向様にエンジイン基を1，4・デヒドロベンゼンジラジカルに変換する

ことに直接起附している lJ ~ を示す有ノヲな証拠になると与-えられる。チオ

ール系遼ノ乙斉IJによる活性化系と類似したこのよう な化学変換は、生体内

還元とともに天然の紫外線もまた微生物の:次代謝産物としてのESPAl

本来の働きに閃 t壬していることを暗示している。実際、 ESPAlを活性化

し得る300nm以上の波長の紫外線は太協光'11に大量に合まれている。



エスペラミシンの紫外線による

活性化機僧

第二節

liMBでu宇和!に述べたようにESPA1の紫外線照射による治判化には、

オールによる前↑生化の場合と同線ESPアグリコン部の1，5・ジイン・ 3-ェ
ン汚名付:から ~1.:.じる 1 ，4・デヒドロベンゼンジラジカルが!珂 U- していると考
えられる。ここで乍-fi-は紫外線照射されたESPAl分子がラジカル形成に

至る機構を考祭する目的で実験を行い以下の知凡を得た。

まずESPA1の吸沌特性を調べるため、メタノーjレ溶液としたESPAlの

紫外部及びIlJ視部における吸収スペクトルを可悦紫外分光九度系によっ

て測定した。その結果この抗生物質には紫外領域に二つの大きな吸光ピ

ークのあることがわかった(入叩323nm(ε109∞)及び253nm(ε259∞)) 

(凶21 -a)。これらの吸光スペクトルは、 ESPAl分子からデオキシフ

コース・アントラニレート部イ立を除去したESPC (1、5) (第一・市、凶

1 2)に関する問符の測定では観察されなかった(図21・b)。吸光ス

ペクトルは分子内の各官能基同の竹質を反映していると考えられること
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ESPAI-DMPO系に紫外線照射した結果のx-バンドESR
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ESPAl (50μM)及びDMPO(5mM)を合む50%メタノール溶液に紫外線を 5分間

照射した。同級の実験条件において、 DMPOのみの反応系にはこのようなESRシグ

(a)メタノール裕液としt-ESPAl(10μM)の紫外吸沌スペクトlレ

(b)メタノーJレ溶液としt-ESPC(15μM)の紫外吸光スペクトル

(c)メタノール溶液としたESPZ(20μM の京外吸}(:.スベクトル

ナJレは見られなかった。
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から、 ESPCにおけるこつのピークの消火は、 323nm及び253nm波長の

吸克の以凶となる原子問がESPAl分子中のデオキシフコース.アントラニ

レート'11に.u:イ正することや意味している。この紡来は、 トリスルフィド
の消火、イオウ以 fの Michael付加による環化以応、及び1，5・ジイン・3

.エン部のBargman転位による法香環化守ESPAlからアグリコン部のみが

大師に変化したESPZ( 5 ) (第一章、凶 19) においても依然として

ESPAlと同寸皮長に吸光スペクトルをもっという測定結果によっても確

認された(医121・c)。

紫外線照射によるESPAlの活性化には紫外領域に吸光波長をもっ分子

内官能集団であるデオキシフコース.アントラニレート部分が関与してい

ることが予怨される。そこで筆者はESPAlとESPCの紫外線活性化系にお

けるDNA切断能を比較する実験を行うことによって、 ESPCにおいて除よ-

されているデオキシフコースアントラニレートの役割を確必することを

を試みたo ESPAlとESPC (2μM).の反応条件は大過剰のジチオスレイト

ール(lOmM) を添加することによって必質DNAを!日]程度にフラグメン

テーションさせるおf-句を発現するように設定した(凶22、レーン3及
び6)。紫外線活性化に川いた光源としては310nm紫外領域を中心波長

とするトランスイルミネーターを使JlJし、 3∞nm以下の短波長側の紫外
線をカットする uvフィルターを透して反応液に町射した。以上の条什
下、 ESPAlは紫外線照射によってスーパーコイル状 (form1)の基質DNA

を1Jf]環状 (forrnII) 及びi立鎖状 (formIII)DNAに切断するれ皮のDNA切

断活性を示した。一方ESPCに対する向棋の紫外線照射DNA切断の活性

は、 J~:fのformIl及び、formII1DNAの耳1}J!Iは見られるものの、 ESPAlと比較
して極めて弱いことがわかった。以.1'の結果を図23にまとめた。これ

らの似祭結-*は、 ESPAl分子内のデオキシフコース部分は逃必剤系にお

ける治判化に本質的には関与していないが、紫外線活性化系においては

光エネルギーを受け取りアグリコン部分に伝える荒要な光受容部位とし

て作月jしている却を明らかにポ唆している。

還元~J活性化系において、 ESPアグリコン部のトリスルフィドが還元

された結果生じる布エネルギ-Michael付加成私体(スキーム l、ム)

は、 tEjiltにおいて速やかにパーグマン転位反応を引き起こしエンジイン

)}:;を芳件環化する。この過松はESPのDNA切断反J，r;、における作述段階で

あり、午j品では反応速度が大きいため還元剤の消耗とほぼ!日j時にDNAの

/
 
--Forlll川

、'"FOI・11111 

1 2 345  6 7 

関22 紫外線活性化系におけるESPAl及びf'ESPCのDNA切断

ESPAl (2μM) (レーン2、3、4)及びESPC(2μM) (レーン 5、6、7)に

よりジチオスレイトール (IOmM)存在下(レーン 3、6)または紫外線照射(レ

ーン4、7)において処理したpBR322DNAのアガロースゲJレ屯気泳動像。レーン 1
はDNAプランクを示す。紫外線系は3分IlIjの紫外線照射の後37"Cにで 15分間の
インキュベーションを、他のレーン(レーン2-6)は37"Cにおいて15分UIJの

インキュベーションを施した結果を示す。
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ESP A1 ESP C 

DTT -activation + + 
uv圃 activation + -

凶23 [l(122におけるDNA切断活性の評価

ESPAl及びESPCのジテオスレイトー Jレ活性化系 (DTI-activation)及び紫外線活

性化系 (UV-activation)DNA切断に対する活性評価を+(活性有り)、一(活性無

し)としてみ"t!した。

切断は終fすると考えられる。一方、 ESPAlに紫外線を 15分間照射

し、そのlk後i暗所にてDNAを添加する実験を行ったところ、基質DNA存

イ1:ドでは全く紫外線を照射していないにもかかわらず、 ESPAlを加えな
かった対照系と比較して切らかなDNA切断的性が観察された。紫外線に

よって活性化されたESPAlもまた上記の還兄剤系活性中間体と類似した

化学磁を経[1Iして 1，4-デヒドロベンゼンジラジカルを形成していくこと
が子怨されるが、その中間体のエネルギー、即ちエンジイン環にかかる

恨みの大きさは、 DNA切断JX応の速度より検，Hすることができる。筆者
は活性中nu体の構造の手掛かりを得るため、紫外線照射を停止した時点
からのESPAlのDNA切断活性残存時間及び残存活性強度を詳細に調べる

尖験を行った。

ここで行った実験には紫外線光源として254nmを中心波長とする紫外

絞殺硝燈を使川し、 15分11日10μM ESPAl/DMSO溶液に照射した。この溶

液は O分、 1 5分、 30分、 1I時間、 2時間、または 24 11.): IIIJ 3 7 "cに

おいてインキュペートした後、基質pBR322DNA含有反応液に各々分注

し、最終的に紫外線処理ESPAlが1μMとなるように調製した。この反応、

被を厳密に遮光してさらに 15分間インキュベートし、エタノール沈殿

法によって系外にDNAを分離して反応を停止した。各々の反応系におけ

る必質DNAの切断状況の相追をエチジウムプロマイド合有アガロースゲ

ル沼気泳動法によって検出し(凶 24) 、~にこの泳動像から各反応、系

におけるform1 DNAの割合をレーザーデンシトメーターによって数値化

した(表4)。これらの他を、紫外線照射をしていないESPAlを用いた

コントロールレーン(レーン 2)におけるformIDNAの割合から差し引

いた数値 (ESPform ト ESP*fonn 1 (%))を縦軸に取り、紫外線照射して

から基質DNAを添加するまでの欣置時間 (time(min))を横軸に取ったグ

ラフが図25である。このグラフにおける各ポイントを蚊小て乗法によ
り計算すると制令良く指数rlll線に近似された。グラフの横軸をx、縦幅h

ESP DNA cleavage 

~ Form 1 

1 234  5 6 789  

図24 ESPAlの紫外線処理後残存活性

ESPAlのDMSO溶液 (lUjJ.M)に紫外線を 15分間照射した後、 37"C、暗所にて

0分間(レーン 3)、 15分間(レーン 4)、30分間(レーン 5)、l時間(レ

ーン 6)、2時間(レーン 7)、及び24時間(レーン 8)インキユベートした。

その後、各紫外線処理ESPAI溶液をpBR322DNA溶液に加え、終波皮1μMに調製し

て37"Cにおいて 15分間処理し、アガロースゲJレ電気泳動によりDNA切断の強度

を測定した。レーン 1、9はDNAプラノク、レーン2は遮光条件におけるESPAlの
みのDNA切断をボす。
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i}，4 ESPAlの索外線処理後残存活性

をyと置くと、このJ台数|児数は

IlIn♂ (min) ESP* .fonn 1 

。 0.0 

15 4.56 

30 6.82 

60 10.4 

120 12.0 

1440 41.4 

-紫外線照射後放芭p;JIllj 

ESP. fonn 1 (=42.2%) 
-ESP* . fonn 1 (%) 

y=39.7XI0・J.l8e.3x

42.2 

0.8 

と表される。

このグラフより、 15分の紫外線照射によって活性化されたESPAlが

37tにおいて失話していく速度は下減期j約4時間と見なすことができ

る。この実験結果から考然したESPAlの光化学変化をスキーム2にまと
めて示した。このスキームにおけるESp.は紫外線によって前性化された

ESPAlの権安定中間体を示している。この準安定中r.lJ体は1{n寺IlIJの半減

Jmで徐々に失約していくが、その過松はDNA分解に[{(接関tj-する不安定
なベンゼンピラジカ ルを形成することによ って進行 していくものと考え

られる。

以126は254nm波長の紫外線を照射したESPAlメタノール溶液のHPLC

分析の結果である。生成物はtfi-ーではなく、様々な兆反応が進行してい

ることが予想される。一万同様の紫外線照射実験をESPZ(5)に施し、

HPLC分析を行った結果を関27に示した。ESPAlに対してアグリコン部

のみが変化したこの不活性な化合物は紫外線による影響を令く受けなか

った。この実験事尖により、 ESPAlとESPZの共通構造である糖鎖郎位は

紫外線による11¥接の化学変化を受けず、光エネルギーを受け取ると考え

られるデオキシフコースアントラニレート部位もESPアグリコンの存イ1:
無しには構造に変化は起こさないものと考えられる。一方、 ESPAlのア

37.6 

35.4 

31.8 

30.2 

図24における依外線照射主主置時間に.Mする(onnI DNAの明会 ESP・.(orm1)及
び数外服務照射ESPAIにおけるformJの割合住SP-(orm1:42.2~耳、図 24 ・レーン 2) 

と各ESP・.fonn1何}のm(ESP・(orm1-邸P>.form1) • DNA切断Ijデンシトメー

ターによってtHffiした。
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図25 紫外線照射後政市時間(検柏、現4: ome) とESPAlの
D:-:A切断活性(綬始、表4: ESP.fonn 1-ESP・fonn1) 
の底化

スキーム2 ESPAlの光反応に|却するモデルスキーム
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民126 a. ESPAlメタノーJレ溶液に 2分間紫外線照射をした後の

HPLC/，¥ターン

b. ESPAlメタノーJレ溶液のHPLCパターン

図27 a. ESPZメタノーJレ溶液に 10分nu紫外線照射をした後の
HPLC/'¥ターン

b. ESPZメタノーJレ溶械のHPLCパターン

手:Hv}H!としてO.IMギ再生アンモニウム/アセトニトリル (65%v/v)を仙川。
移動相としてO.IMギ椴アンモニウム/アセトニトリル (65%vJv)を佼)IJ。
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グリコンMSは紫外線照射によって複雑な椛造変化を来たすことが予想さ

れる。

ESPアグリコン分子'IJには紫外線に反応し得るカルボニJレ部位が存化

する。 α，s-不飽和カルボニル化合物が紫外線活性化されると、三重項励
起状態を純111してスキーム 3に例示したような反応が進行することが報

告されている(-1 7、48)。これを法にESPAlの紫外線照射による

DNA切断治相:に関する・つの可能性として乍者は以下の以応スキームを

提案する(スキーム 4)。

先ず、紫外線の光エネルギーはアントラニレート誘導体部位で吸収さ

れ何らかの形でアグリコン郎に伝播される(1 )。その結果アグリコン

qJのカルポニルが励起し三屯項状態となる(2 )。このカルポニル酸系-
に溶媒等の水ぷがヲ|き抜かれ、続いてP位炭~に溶媒が付加する(~)。

この結果生じる準安定中間体(ム)はt111初日の半減期で徐々にBergman

反応を引き起こしDNAにlt(接障害をうえる 1，4・デヒドロベンゼンジラジ

カjレ(ム)へと転位する。

ESPAlを大過剰のジチオスレイトールあるいは 2-メルカプトエタノー

ルとともにインキユペートすると、 DNA切断活性は30分以内でほぼ完

全に消失する。この観察によりチオール系還元剤によって活性化された

際のEsprfi'~t 111 nu体(第ー章第二節、スキーム 1、土)は紫外線照射系

における活性'IJ間体 (ESP*:半減期約t1n寺IlU)に比べてかなりの短β命
であることが予怨される。還元剤活性化rjq均体が割合安定であるのは、

アグリコン部の1，5・ジイン・3・エン位に生じるひずみが大きいため、引き

続いて起こるBergman転位反応が速やかに進行するためである。この大

きなひずみの原因は、アグリコン部におけるイオウ原子のカルポニル別、t

炭素への鮎介による新たな五貝環形成、及びP位炭ぷの軌道変化 (
Sp2→Sp

3
)伴う結合角の減少に起因する (20)。もしこのイオウ合イf

五只環の形成なしに9位決ぷの接合角の変化する反応、が進行すれば、その
結果生じるけ'Isj体のエンジイン環にかかるひずみは還元剤活性化中間体

よりも ~Ï I・小さくなることが予想、される。実際、飽和炭化水素鎖のみか

らなるエンジインを合むトu環化合物の、1".滅期は37"Cで 18時間とか
なり安定である (25) (スキーム 5)。紫外線活性化において予怨さ

れるi8性，I'IIIIJ体(スキーム 4、生)に於ても、 PカルポニJレ位炭素に軌道
の変化は~I~ じているものの、チオール系還元剤活性化の結果生じる中間

γ
カ

hv 

¥ 

* +トHCR20H ，. 一 -一 ー.
γ 、 γ 、 主

+・CR2α4

(2) "vOH 

，JJ +ト~CR20H よJH よH
+・CR2任1

(3) yOH 

'¥. 11 +・CR心H

'" OH 

I )-ーCR20H よCR?OH
スキーム 3 α，s-不飽和カルポニル化合物の克化学反応経路

n'O 

っ:よら~五
、ー"CH，OCON+l

ーーー町一ーーー・ー

1112=4hr 
8ergman 

cyclization ~..~ 
Clt30COI¥H 

R、。

(4) (5) 

スキームt1 f想、されるESPAlの紫外線照射による活性化機椛
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②
 

。コ。コ 。t 112二 18hr

370C 

• 

スキーム 5 1，5・ジイン・3・エン含有十貝環化合物のBergman転移J:i.応

体に凡られる五只環は形成しない。この結果、中間体4は、エンジイン

域にかかるひずみが還元剤活性化中間体よりも小さくなり、下滅j切がjえ

くなるものと考えられる。

図26の HPLC分析の結果からわかるように、 ESPAlの紫外線照射に

よるラジカル反応は尖際は多くの副産物を伴う複雑な経路で進行してい

くと子怨される。このためDNA切断に有効な反応経路を通って不活性化

したESPを検出することは非常に困難である。しかしながら、スキーム

4にぶした活性化系を確認するためには構造立の同定が不可欠であり今

後の検討が待たれる。
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第三草 加熱によるエスペラミシンの汚性化

とONA切断作用

第一節 エスペフミシンによる熱誘起DNA切断

とその嵐基配列特異性

第一章、第二市で ESPAlは還元剤及び紫外線照射によって DNA切断

活性を示すことを述べてきたロ 一万これら 2つの活性化肉子を厳告に排

除しf反応系においても温度等の条件によっては ESPAlのDNAに対す

る切断活性の残存が観察されることがわかった。そこで録者はこの残イf

Ni性に焦点を当て、 Lえ応1品度、 pH等に関する条件を検討し詳細川追究し
たo

表 5は遮光条件下 ESPAl単独でのDNA鎖切断活性をプラスミド

pBR322DNAを基質として調べたものである。この実験に使用しF反応

制度は0-ヲ0"Cであり、インキュベーターによって精密に調撃した。 以

応は恭質pBR322DNAを10μMESPAlとともに 30分間インキユベート

十ることにふって達成し、エタノール沈殿法によって停止したc J左質

DNAの切断反応によるコンフォメーション変化をエチジウムブロマイド

合有アガロースゲルによる屯丸泳動にて検出し、 form1、formrr、史ひ
form III DNAの訓合手レーザーデンシトメーターを使JIJして数仙化し

れ。去からわかるように、 O"C及び10 "Cに於てESPAlを作用させた
DNAのコンフォメーションはプランクとほとんど同じ割合であり、切断-

lxJ，I)の進行は見られなかったロところが20"C、 37"Cと反応温度の上

11・に伴い基質切断を不す形状変化、日IJち form1 DNAの減少及び formIIと
form III DNAの噌加が確必され、 50"Cにおいて最も顕およな DNA切断活

性が観察されたc 5 0 "Cでの DNA鎖切断の頻度は切らかに ESPAlの濃

度に対する依存性をぶした(み 6)。表 7には 50"Cでの ESPAl媒介

DNA切断反応における pHの影符・を掲げた。反応液の pHは1伽nMTris . 

HCl緩衝液によって設定した。その結果は ESPAlによる熱誘起 DNA分

解がpH7.5あるいは pH6.5より pH9.5において強いことをザJr' I ~こボして
いる。加えて、 DNAの類似した熱誘起分解がカリケミシンのような他の

エンジイン合右抗生物質においても制祭された(表8)。



JJ:. 5 ESPAl (10μM)によるDNA切断 (30分間、 pH9.5) における

反応温度の影響
表7 ESPAl (10μM)幽熱誘起DNA切断 (500C、30分間)における

pHの影響

reaction 

temperature (OC) 

amount of DNA (%) 

form 1 form 11 form 111 reaction pH 

blank (intact DNA) 76.4 
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9.5 

35.6 

20.4 

23.6 

31.1 

48.8 

57.9 

0.0 

13.8 

15.6 

21.7 

表8 各種ESP類縁体 (10μM)による熱誘起DNA切断

(50"C、 30分間、pH9.5)

表6 ESPAl-熱，元起DNA切断 (50t、30分間、 pH9.5)における楽

物濃度の影響
nH 
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amount of DNA (%) 

form 1 form 11 form 111 

amount of DNA (%) 0.0 concentration of 

esperamicin A， (μM) form 1 
blank (without 75.5 
esperamicin) 

esperamicin A 1 20.4 
form 111 form 11 

blank (intact DNA) 76.4 

100.0 0.0 

10.0 20.4 

1.0 55.2 

0.1 67 8 

0.0 75.5 

23.6 

45.1 

57.9 

38.3 

29.5 

24.5 

0.0 

54.9 

21.7 
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esperamicin C 

esperamicin D 

esperamicin Z 

esperamlcln 

disulfide 

calicheamicin 

31.1 

65.5 

76.0 

22.4 

0.0 

24.5 

57.9 

27.1 

23.7 

24.0 

46.1 

12.9 

21.7 

41.8 
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0.0 

31.5 

87.1 
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次に^~:.fi'は ESPAl分子内の各官能基問の熱誘起活性に対する役割を確

認するために、羽!?鎖部、エンジイン骨格、メチルトリスルフィドを除去

あるいは修飾した 4粍知の ESP類縁体を用いてDNA切断反応の比較を行

った。ここで使月jした ESP類縁体の構造を新たにー抗・して凶28にまと

めた。 ESPC及び ESPDはESPAl分子内の糖鎖の一部を除よ-したもので

あり、 ESPZはESPAlの 1，5・ジイン-3・エン部分が遼J乙活性化に基づ

くBergman!Iit. N:反応を経由して芳香環化したものである(1、5)。ま

た、 ESPdisulfideはESPAlのメチルトリスルフイド郷小1:(・SSSMe)をメ

チルジスルフイド(-SSMe)に変換したデスjレフィドホモログである

( 6 )。

1̂t.fi'は ESPAlのトリスルフィドートリツガ一部付;が熱誘導 DNA分解

的性に関与しているか告かを明らかにするためのプロープとして ESP

disulfideを介成した。その結果、 ESPdisulfideはESPAlと'riJ綴に 50 "cで

強くスーパーコイル状 (form1)の基質DNAを切断した(凶29、レーン

6) 0 ESPAlとそのデスルフイドホモログがほぼ川杭JJ[の熱，誘導DNA分
解活性をふすことは特に興味深い。一方、ジチオスレイトール活性化系

におけるESPdisulfideのDNA分解活性は ESPAlに比べて桜めて弱かった

(凶29、レーン 3)。チオール活性化 DNA分解において、 ESPAlと

そのデスルフィドホモログとの相異はメルカプチド形成述皮における速

度論的な相iiaに基づいているのかも知れない。ジスルフイド及びトリス
ルフィドは還元剤存イ玉下において大きく異なる安定性をポすことが予怨

される。またこの*l，.*より、チオール還元剤系ではトリッガーとしての
機能を担っているメチルトリスルフィド法が熱誘起DNA切断系において

は関与していないと推測される。

ぷ8は 50 "cにおける ESPAl、ESPC、ESPD、ESPZ、及びESP

disulfideのDNA切断を比較したものである。 ESPCもまた ESPAlと同級

DNA 切断治'門:をぶした。それに比較して、 ESPD の前'~t はほとんど無

く、 1，5・ジイン・3・エン部分が芳香環化した ESPZはf'iJ綴の尖験条件下

でDNA分解治性を全く示さなかった。 ESPAl、ESPC、及び ESPDのこ

のムうな DNA切断の頻度は第一章第四節に述べたチオール系還元邦jによ

る活性化系で追究した結果と良く一致しており、 2-デオキシーL・フコ

ースとアントラニレートJj・存環部位がESPAlによる熱誘起DNA分解に

必須ではないことを示している。一方、チオメチルヘキサピラノース部
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熱活性化ESPAlによるDNA切断塩基配列特ydfi:に関する.
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ESPAl及ひ十ESPdisulfideの熱誘起DNA切断

5μM及び 25μMESPAl (各々レーン 2及び 5)、または5μM&び25μM

ESPdisulfidc (各々レーン3及び6) によって処理したpBR322DNAのアガロースグ

Jレ電気泳動像。レーン 1及び4はエスペラミシン未処理のサンプルを示す。レーン

1-3は5mル1ジチオスレイトーJレの存在下20"Cにおいて 1分間

、またレーン4-6はジチオスレイトール非存在下50 "cにおいて30分間暗所
にてインキュベートした結果を示す。各サンプJレはpH9.5~こ調製した。

図29 

関30 

1き質5・.木端 31p掠識 pBR322DNA Salト防-aII断片の 20"CにおけるESPAI ( 

0_2μM)・ジチオスレイトー Jレ (lOmM)系による 15分間の切断(レーンtII 、A
びESPAl(2μM)による 85"Cまたは37"Cにおける 15分IIIJの切断(レーン 5、

6)。レーン 1はDNAプランクを、レーン2、及びレーン 3は各々 Maλam・Gtlbcrt反

応のC+T及びA+Gを示す。

53 

{也は ESPの熱誘起DNA切断に重要な影響を及ぼしている。これらの結

*はチオール活性化DNA切断における ESP分子のイ午JIJ部位とよく対応

している。一方、 ESPZが不活性であるとの観察結果は熱誘起系において

もチオール還元剤系と同桜に 1，5・ジイン・ 3・エン部分が日性の中心で

あることを強く H青示している。

次に市.!J'・は熱誘起活性化ESPAlのDNA塩基レベルでの制民性を検索

し、チオーJレ還元剤1百件化系と比較する実験を行った。基質として 5・末
端を幻pで標識したpBR322DNAのSal1 -Dra IIフラグメント (86塩基

対)を使JI]した。反応は37"Cまたは80"Cで 15分間行い、切断塩基

部{去をMaxam-Gilbe口法 (8)によって決定したo 符られた熱誘起活性

化系DNA切断にl期するデータを図30及び31に示した。 [iiJ--のDNA
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図31 ESPAlによるチオール誘起及び熱1$起DNA切断恥J主任ISf立の

ヒストグラム

園、ぶ 及び口は各々ジチオスレイトー Jレ、 37 t:及び 85 "cにて誘起された

ESPAlのDNA切断を示す。

断片をESPAl・ジチオスレイトール系によって処理し、対応する熱誘起

DNA分解バターンと比較したところ、チオール活性化された ESPAlは

優先的にf・Tf、 5'-cr、及び 5・-CC配列巾の T及び C庖基を攻撃
し、ーメi熱活性化された ESPAlの切断ではヒストグラムにも示したよう

にほぼ均等に科塩基が攻撃された。 ESPAlによる DNAの熱蒜起分解に

おいて、 50"Cでの配列特民的パターンは 37"Cにおける特異性とほと

んど同じであったo また、ジチオスレイトーJレが50"Cにおいて ESPAl

と共に使mされたとき、その配列特異的切断はランダムな熱活性化反応
に優先した。

ジチオスレイトールがESPAlの活性化式集として使川されたとき、こ

のエンジイン系抗生物質は 5'-TIC、7・crc、5・-πTのようなオリゴ
ピリミジン配列中のT及びC塩基での優先的な切断を/示した。紫外線活

性化ESPAlにおいて観察されたヌクレオチド分解特異性はチオール活性

化の場合と知似していた。しかしながら、ここに示した熱誘起ヌクレオ

チド配列分解パターンは対応するチオーJレ及び光誘起DNA切断とは明 ら

かに異なっていた。この観察は ESPC及び ESPDを用いた結鎖機能の類

似性を示す結果とは対照的である。 DNAをIf(接攻撃する炭素中心ラジカ

lレを形成するアグリコンは、同時に塩悲配列を高度に認識している可能

性が強い:jiから(第一章第四節)、切断五弘法特異性の，f!l述はこのアグリ

コンにおける活性中間体の舵造の相違を反映しているものと推察され

る。
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第三節 エスペラミシンの熱による活性化機構

第一章、第二i;'i:に詳細に述べてきたように、 ESPAlは DNA切断活性
手引き起こす反応条件において、その活性を徐々に消失していく。こ札

はESPAlがこれらの活性化条件の下で不可逆的に活竹純へと変換してい

くことを示している。 ---)j、熱処理の場合においても ESPA1 I'-j体は 50 

℃でのインキュペーションによって徐々に DNA切断能を失っていく。 "riij

節に述べたように、同様のli.応条件下でこの抗生物質は系'11ド存在する
DNAを切断する。これらの尖験結果から、熱処理は ESPAlを DNA切断

活性を布する不安定活也刊に変換するものと考えられる。

ESPAlの熱rJft性化DNA切断に関するIx応機構を類推するにあたり、
この不安定約性穐の知凡を伐る事は不可欠である。そこで録者は熱処男I~

後の ESPAlメタノール溶液を逆相カラムをJIJいた HPLCによって分析し
た。アてトニトリル/O.lMギ酸アンモニウム aq.(1 : 1) を移動相!と

して用い、流述 lml/分に設定した。 ESPAlを単独で熱処理11lしたサンプ

ルを HPLC分析すると一つの主要化合物の生成が示された(保持時Il¥J、

1 8. 6分) (闘 32 )。小午胸腺DNAの存在'下においても同様の生成

物が得られたがその収率は若干低くなったo その反氏、生成物HESPZ(保

持時間、 4. 4分)とは明らかに異なり、その保持時Il¥JはESPAl(保持

H制問、 12. 2分)よりも低械性物質であることを示している。このピ

ークを形成する物質を分取し、その活刊を調べたところ、この化合物は

チオール系還元剤(ジチオスレイトール)の添加、紫外線照射 (254nm 

及び310nm波長)、または熱処理 (50"C)によって全く DNA切断反

応を示さなかった。

得者は現イ1:わかっている 1-ilGの知見を必に ESPAlの熱祈性化 DNA切

断に関する反応経路を類舵し、以下に述べる五つの可能な機構を提案す

る エスペラミシン カリケミシン等のエンジイン系抗生物質のDNA切

断活性発現に!却する反応按備において、 1，5・ジイン・3・エンの 1，4-デ

ヒドロベンゼンジラジカルへの変換はもっとも主要なステップであると

与-えられる(第一章第二節、スキーム l、及び第二章第二節、スキーム

11 )ロ ESPZにDNA切断活性がないという事実は、 ESPAlによる熱誘起

DNA切断においてもまた 1，5・ツイン J ・エン部位が重要な役割を托!っ

ていることを解明し、チオール還元剤活性化系と類似した 1，4・デヒドロ
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図32 65"Cにおいて 1・8時間熱処理したESPAlの
HPLCノTターン

移動相としてO.lMギ般アンモニウム/アセトニトリル (50%v/v)を使用。

ベンゼンジラジカルがそのDNA切断に関与している可能性を強く示唆し

ている(2 4、27)。加えて、 ESPdisulfideの潜在的な熱誘起DNA切

断活性はトリス1レフイド以外のトリツガーの存在を時示している。 1，4-

デヒドロベンゼンジラジカル形成に関する一つの合珂!的な機構は 1，5・ジ

イン・3・エン部位の熱振動による直接的な転位反応である(スキーム

6) 0 1，5・ジイン・3・エンのこのような反応はk応温度に依存して、
1，4・デヒドロベンゼンジラジカルを経山することによって進行する事が

知られている (49)。また、その転位生成物は 1，5・ジイン-3 -エン中

の二つのこ三兎結合間の距離が化学修飾によって接近させられている化合

物の場合、宅温でも自発的に進行する事が報告されている(2 5、 5
0、51 )。第一IF第四節に詐細に述べたように、 ESPアグリコンのi

m紡令IIUの距離は、 Nicolaou等の求めた限界転位距離 ¥2 4 )より 0.05

RO 

CH3OCONH 

i 

RO 

CH3OCONH 
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スキーム 6 子先立されるESPAlの熱活性化機構(1 ) 

-0.16λ 大きく、このためこの抗生物質は宅温において安定であると48・
えるられている。しかしながら、更なる尚温においてこれらの泌物 1，5・

ジイン-3 -エンのより激しい熱振動の結果としてこのBergman転位反応

を達成し得るかも知れない (52-56)。実際に、 ESPAlは20"cにお

いてほとんど示さなかった DNA切断活性を高温になるに従って強く発現

するようになる(ぷ5)。

第2の可能性としては、 トリスルフィド部位以外の分子内行能必を伴

ったアグリコン郎の活性化が挙げられる (57)。例えば、アグリコン

中の-NHCOOC司法がトリスルフィドの代わりにトリッガーとして機能

するのかも知れない。スキーム 7はESPAlによる DNAの熱誘導分解に

関する活性ラジカル粍形成の可能な機構を示している。 ESPAlアグリコ

OCH3 
i 

スキーム 7 予怨されるESPAlの熱活性化機構(2 ) 

ンにはチオール還元剤活性化系において分子内チオレートアニオンによ

る付加l反応を受ける α3・不飽和カルポニルがイ長代する 。隣接する
-NHCOOC司法はこのマイケルアクセプターに対して分子内付加反応を



起こす可能性がある。このようにして生成する下が予測される化合物 4

は、ブリッジヘッド炭葉原子の軌道変化に伴う結合角度の減少のために

その 1，5・ジインー3-エン部位にストレインがかかっていると与-えられ

る。その*8.*てつのアセチレン末端問の距離は減少し、 Bergman環化反
応によって DNA切断に直接関与する活性ラジカル粍之が生成する。も

しこの反応約路が京尖ならば、 ESPAlによる熱誘起DNA切断はヒドロキ

シルアニオンによって触媒されるであろう。これはアルカリ条件が50¥:

における ESPAlによる DNA分解を促進するという尖験結果と-致す

る。スキーム 6におけるえのような水素原子引き抜きを抑う化学科は非

常に不安広なBredt's則ピシクロノン・1・エンであり、スキーム 7におけ

る椛込 3に対応する水ぷ原子を引き抜いた生成物を生じるための深化の

ような史なる以応を進行することが期待される。-)J、スキーム 7に示

した深化メカニズムに加えてウレタンとトリスルフィド(あるいはジス

ルフィド)の関与・している塩法触媒RARもまた可能かも知れない(スキ

ーム 8)。

N 
三回。

。
CH
3
0. 

Z 2 

スキーム 8 予怨されるESPAlの熱活性化機構(3 ) 

液体クロマトグラフィーの手法により、 ESPAlの熱治性化以応は単一

のfll極性生成物を与えることがわかったが、この化介物のfl1i.i主の同定は
現段階では充分には純立されていない。 反応機構を厳密に1議t命するため

にこの生成物の構造に対する今後の検討が待たれるところである。

58-

ft!t 
11)1午、 括

抗版協'~1:抗生物質 ESP の活性化及び、 D~A 切断反応の分子機構に|均し

て物理化学的及び分子生物学的手法を用いて段々の実験を行った鮎来、

以ドのような結論をねた。

WMに泣ノ亡され~!}るメチルト 1I スルフィド必の存在から封t定される通

り、 1れ開f:.和製した DNAとESPAlのインピトロでのIxJc'は還元方IJの添
加!によって顕許に促進された。極々の還元剤の作川をよじt絞すると、特に

チオーJレ系物質が若しく ESPAlの活性を増強することが似祭された。 こ

のときの DNA切断反応は、メチルトリスルフイド必のJMぷによって生じ
るチオレートアニオンの Michael付加と、引きあいEて起こる 1，5・ジイン.

3・エン日1S{，i:の転1，Uメルの結呆生じる 1，4-デヒドロベンゼンγラジカル

がDNAのデオキシリポースを攻撃することに起閃していると考えられ

る。攻按されるDNA盗)t;は5'-Tπ、7・CTC、7・TTC~1~のオリゴピリ
ミジン制減における T、C~益基が優先的であり、各塩J去の攻悠頻度は T

>C>A>Gの暇であった。 ESPAlによる DNA切断反応は、ディスタマ

イシンなどの DNAマイナーグ'レープ結台物質によって配列特典的に抑制

された。このN2343はESPAlが D河Aのマイナーグループ側で中日正作JTJ'し
ていることをポしている。次に ESPAlからデオキシフコース・アントラ

ニレートfflS{Ii'を除去した ESPC、及び吏にイオウ合平i.ft'U刊を除去した
ESPDをESPAlと比較すると、低い切断活性(各々 lハ0及び 1ハ()∞)な

がらほぼ[I1Jーの配列特異性をIJえした。除去された私li鎖部位は DNAとの盗

必配列非特典的な結合に関うしており、ベンゼンジラジカルを形成し作

るESPアグリコン部は DNAの切断反応の中心であると共に馳A配列認
識にも関与している可能性が向い。

史なる活性化系の検討の結果、筆者はESPAlが紫外線照射によっても

DNAを切断することを凡;iiしたoESPAlはまた紫外線前照射によってそ

の活性を消失することから、活性発現の機構は不可逆的に進行していく

ものと考えられる。 DNA切断の塩基配列特異性に関して還元系と紫外線

系とのItIJにA'II述は無かった。この結果は紫外線系と還元系の比止の額似

性をIJミしている。尖際、 ESPAlの紫外線照射による炭索中心フジカ Jレ形

成がESR測定によって位認された。エンジイン環がJ;:存弱化した ESPZ



は紫外線照射による DNA切断活性を示さなかった。また ESPCには紫外

線誘起DNA切断活性が観察されないことから、デオキシフコースーアン

トラニレート古制、Zは紫外線の受容部位としての役割が/示唆される。

更に、還元系及び紫外線系を厳密に排除した反応系においても、

ESPAlは50'Cの)J[)i品条件下でDNAを切断することがわかった。この加

熱によって誘起されるDNA切断活性は pHに依存し泡法性側で土台強され

た。また ESPAl分子内のトリスルフィド及びデオキシフコースは熱活性

化に本質的には関与していないことがESP類縁体をJJJいた実験により明

らかにされた。一方、攻撃塩基特異性は各塩恭にほぼ均等な切断が観察

された。このような実験事実に基づく可能な熱活性化機構として、 (A)l{{ 

接的なエンジインの熱環化反応、 (B)ESP分子内日能基である

NHCOOCH~ のトリッガーとしてのイ乍用、あるいは(c)ウレタンとトリス

ルフイド(またはジスルフイド)の関与を提案した。

以上述べたように、 ESPAlはインピトロにおいてチオール系還元剤の

添加、紫外線照射、及び熱処理の三つの活性化系で効率よく DNAを切断

することがわかった。 ESPAl分子中に合まれる結部分は DNAに対する

親和性に関与しており、アグリコン部分はDNA切断反応の中心であると

共に盗)J;;配列認識にも関与している可能性がある。また還元系のトリツ

ガーと与えられるメチルトリスルフィド部分は熱活性化系では直接関与

していないと推定される。一方紫外線活性化系において、デオキシフコ

ース部分は光受容部位として作用している。このようにESPAl分子はそ

れぞれ!日有の役制を拘っている種々の原子問から成り立っており、これ

らの女1I凡は今後のドラッグデザインに対して有益な知凡を提供すると~.

えられる。
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