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第一章

序論

1＿1薪究背景

　現代社会を支える重要な資源である石油、石炭、天然ガスの化石資源は、便利で豊かな生活を享

受する為のエネルギー源として必要不可欠な物質である。しかし、今日の化石資源に依存したエネル

ギー大量消費社会は、大気汚染、水質汚染、異常気象といった生体に甚大な影響を及ぼす環境問題

を引き起こす要因になった。とりわけ環境汚染から派生した環境ホルモンと呼ばれる外因性内分泌撹

乱化学物質は、生体の内分泌機能に影響を及ぼす化学物質として近年注目されている［1］。

　環境ホルモンは、地球環境中に一旦放出されるとほとんど分解を受けずに生物の体内に取り込まれ、

生体内おいて生分解を受けないことが知られている。生体内に取り込まれた環境ホルモンは、生体の

恒常性を保つ為に必要なホルモン¢）働きを妨げたり、ホルモンと同じような働きをすることによって、生

殖機能の阻害あるいは悪性腫瘍を引き起こすなど生体に障害や有害な影響を与えている。例えば、

日々の生活の中で使用されている防腐剤・食品添加物・殺菌剤・殺虫剤・農薬、または目常生活から

廃棄されるゴミの焼却などによって生成するダイオキシンなどの約70種の化学物質が、生体にとって悪

影響を与える可能性が高い環境ホルモンとして疑われている［2］。

　生体にとって有害な化学物質を評価することは、環境ホルモンをはじめとする環境汚染物質が環境

問題とどのように関連性があるのかを明らかにするだけでなく、地球環境へ配慮した環境保全施策を推

進するために必要である。特に生態系への暴露量の多い化学物質もしくはその可能性が高い化学物

質については、生体に与える影響等を詳細に検証しなければならない。そのためには多種類の環境ホ

ルモンを迅速かつ高感度に検出する技術が望まれる。核酸、タンパク質、多糖類などの生体高分子は、

元々が生体由来の物質であることから、地球環境にとって優しい物質であり、生体高分子を用いて環

境ホルモンを迅速かっ高感度に検出する技術の開発は、環境的な側面と安全面から考えて極めて有

耀下あり聾で妬

、∵また、現在の化石資源に依存したエネルギー問題と環境問題を考慮すると、地球環境に負荷がかか
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らない化石資源エネルギーの代替となるクリーンなエネルギー生産・利用システムの開発も推進してい

く必要がある。生体を構成している細胞内では、情報伝達システム、物質変換システム、物質輸送シス

テム、遺伝子発現システムなどの細胞内エネルギー利用システムが統合されて機能しており、非常にク

リーンかつ高効率なエネルギーの生産と利用が行われている。この細胞内エネルギー利用システムの

原理に基づいた理想的なエネルギー利用システムを現代の社会生活に構築できれば、化石資源に依

存したエネルギー体系からの脱却を促進し、地球環境に優しいクリーンで高効率なエネルギーシステ

ム体系に移行することが可能になると考えられる。

　細胞内エネルギー利用システムの原理を応用したエネルギー利用システムを現代社会で構築する

ためには、細胞内エネルギー利用システムに関与する個々の細胞内シグナル伝達経路を解明する必

要がある。多数のシグナル分子が媒介し、複雑なネットワークを形成する細胞内シグナル伝達経路は、

細胞の増殖・分化、ガン化、細胞死などの細胞応答の制御に関与することが知られている［3，4］。細胞

応答の制御に関わる任意のシグナル分子を迅速かっ高感度に検出できる一般的な技術は、未だ確立

されておらず、標的とするシグナル分子に対して迅速化、高感度化、高精度化された検出技術が望ま

れる。シグナル分子の応答様式を迅速かつ高感度に検出できる可能性が高い技術の一つとして、生

体高分子を基盤としたバイオセンサーが挙げられる［5］。基質を高選択的に識別できる生体高分子リセ

プターの特性を活かしたバイオセンサーは、細胞内の多種類のシグナル分子に対して適用できるだけ

でなく、環境汚染物質や環境ホルモンなどに対しても適用が可能な技術である。標的とするシグナル

分子を迅速かつ高感度に検出できるバイオセンサーの技術が開発できれば、シグナル伝達経路が明

らかになるだけでなく、細胞内エネルギー利用システムの原理を応用したエネルギー利用システムが

社会で展開できるようになると考えられる。また、環境汚染物質や環境ホルモンの定量分析にバイオセ

ンサーの技術が応用されれば、環境汚染の規模が評価できるようになることも考えられる。このように、

生体高分子を基盤とした迅速化、高感度化、高精度化されたバイオセンサーを活用した技術が確立さ

れれば、環境負荷の少ない持続的発展が可能な社会に向けた環境保全・省エネルギー型の技術に対

して大きく貢献すると期待される。
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1－2シグナル分子に応答するRNA一ペプチド複合体の構築意義

1－2－1生体高分子を基にした蛍光性バイオセンサーの現状と問題点

　生体高分子を利用したバイオセンサーの基本構成は、優れた分子識別機能を有する生体高分子リ

セプターが基質分子との結合に伴って、信号変換部から出力される電気的、熱的、光学的変化といっ

た信号に変換され筍ことにある［5］・近年・細胞内シグナル伝達経路におけるシグナル分子の動態を解

析する蛍光性バイオセンサーの開発が、盛んに行われている［6，7］。

　X線結晶構造解析法やNMRによる構造解析法を利用した構造生物学の著しい進展により、生体高

分子の三次元構造情報が多数得られるようになってきた［8］。生体高分子をもとにしたバイオセンサー

の作製は、三次元構造情報に基づいた分子設計により、蛍光分子などの各種レポーター分子を生体

高分子リセプター中に化学修飾することによって作製されている［9，10］。例えば、森井ら［11コが開発し

た受容体タンパク質を基にしたイノシトール三リン酸（IP3）に対する蛍光性バイオセンサーがある。蛍光

性IP3センサーは、受容体タンパク質PLCδIPHドメイ≧の三次元構造庸報を基にして、　IP3結合領域近

傍のアミノ酸残基をシステインに変換し、ダンシルやフルオレセインといった各種蛍光分子をチオール

特異的な化学反応によってタンパク質中に化学修飾することによって作製される。しかし、この手法によ

り作製された蛍光性バイオセンサーは、標的結合部位における変異や蛍光分子の化学修飾によって

基質選択性や親和性が低下する問題点がある。また、2005年時点で報告されているタンパク質立体構

造データベース（エrotein⊇ata旦ank，　PDB）には、3万6千を超える三次元構造情報が存在するが、望

みとする基質分子に対してバイオセンサーを構築する際に、基質分子に対する受容体の三次元構造

情報がPDBの中に存在しない場合があり、適用範囲に制限がある［12］。

　1990年代になって、’ηv’〃。セレクション法から展開された核酸分子リセプターを基にした蛍光性バイ

オセンサーも多数報告されるようになってきた［13－20］。1990年にSzostakら［21］、Goldら［22］によって

開発された加v’加セレクション法（図1－1）は、核酸分子ライブラリーの中から、標的分子に結合する

分子種の選択と選択された分子種の増幅という一連の操作を繰り返すことによって、標的分子に対して

高い親和性を有する核酸分子リセプターの構築方法論である［23－26］。比較的分子量が小さい有機低

分子（核酸、抗生物質、アミノ酸、糖類など）から分子量の大きいタンパク質（T4　DNAポリメラーゼ、翻
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訳伸長因子EF－TUなど）あるいは無機物質［27］（パラジウムなど）などに対して核酸分子リセプターが

作製されていることから、加v’か。セレクション法は、基質分子の適用範囲が広く、テーラメイドなりセプタ

ーの作製法として、汎用性が高い有用な方法論である。

　　核酸分子ライブラリー

　　5，　　　　NNNNN，　　　　　　3，

　　　　　ランダムな配列
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　　　　　　　　　　　　　図1－1加v’肋セレクション法の概念図

1．4種類の核酸塩基がランダムに並んだ配列をもつDNAあるいはRNAは、多様な高次構造を形成し

ている。

2．核酸分子ライブラリーの中から標的分子に結合する分子種を選択する。

3．結合分子種を競合的な溶出により回収する。

4．選択操作で結合した分子種をPCRによる増幅（RNAの場合、　RNAからDNAへの逆転写反応が

必要である）を行って、再び選択操作を行う為に必要な量を得る。
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　加v’〃。セレクション法により作製された核酸分子リセプターを基にした蛍光性バイオセンサーは、基

質選択性と親和性に優れた核酸分子リセプターの糖、塩基、もしくはリン酸部位に蛍光分子を化学修

飾することによって作製される［28－34］。リセプター分子に対して蛍光分子の化学修飾を必要とする核酸

分子センサーの作製法は、多くの場合、リセプターが保持していた親和性や選択性を損なう可能性が

あり、タンパク質センサーの作製法と共通する問題点を抱えている。

　タンパク質リセプターや核酸分子リセプターを基にした蛍光性バイオセンサーの作製法において、1．

任意の基質に対して作製が可能である、2．様々な波長領域での測定が可能である、3．広い濃度領

域での測定が可能である、4．優れた感度を有するといった条件を満足する一般的な蛍光性バイオセ

ンサー構築方法論は、現在までに確立されていない。

1－2－2RNA一ペプチド複合体を基にした蛍光性バイオセンサーの構築意義

　RNAとタンパク質から構成される巨大な複合体であるリボソーム（図1－2）は、生命維持の為に必須

なタンパク質生合成という役割を担っており、近年の三次元構造解析からリボソームの精密な分子認識

機構によって制御されている機能と構造との相関が明らかになりつつある［35，36コ。精密な分子認識能

を有するRNA一タンパク質複合体は、標的分子にあつらえたりセプターをはじめとする機能性生体高

分子を創製するための有用な基本骨格になると考えられる。

　2002年森井ら［37］は、三次元構造解析されたヒト免疫不全ウイルス（HIV）由来のRevペプチドと

RRE（Rev　Response　Element：Revペプチド結合領域）由来のRNAから形成されるRNA一ペプチド複

合体（リボヌクレオペプチド）を構造的な土台として、加v∫か。セレクション法によって、アデノシン三リン酸

（ATP）に対して特異的に結合するリボヌクレオペプチドリセプターを開発した（図1－3（A））。ATPに

対して高い基質選択性と親和性を有するリセプターが作製できたことから、リボヌクレオペプチドを基に

した多種類の分子に対して適用可能な生体高分子リセプターの構築方法論が確立された。

　さらに2006年萩原ら［38］は、ATP結合性リボヌクレオペプチドリセプターを基にして、　RNAサブユニ

ットのATP結合領域に対して蛍光分子を化学修飾するのではなく、ペプチドサブユニットに蛍光分子を

化学修飾することによって、リセプターの活性を保持させた蛍光性ATPセンサーを開発した（図1－3
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（B））。リボヌクレオペプチドを基にした蛍光性バイオセンサーは、ATPに対して様々な親和性を有する

RNAサブユニットと、様々な励起・発光波長を有する蛍光分子が導入されたペプチドサブユニットを組

み合わせて選別することによって作製できる（図1－4）。この方法により、蛍光分子を基質結合領域へ

直接導入することなく、任意の波長で幅広い濃度域で応答するATPセンサーが簡便に作製できたこと

から、従来の蛍光センサー構築法の問題点が解決されたと考えられる。
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　図1－2X線結晶構造解析から得られた50Sリボソームの構造・

（茶色のリボン図はRNAを示し、水色のリボン図はタンパク質を示す。）
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（A）

Rev－RRE　RNA複合体の　三次元構造情報を
　　　三次元構造　　　　基にした分子設計

1段階：R：NAサブユニットの機能化

（B）

　　　　o
　　　　　ベ　　ロ

　　　　　ロ　　れ
　　　　　5・C　G3・

　　　　Arp結合性
リボヌクレオペプチドリセプター 2段階：ペプチドサブユニットの機能化

　　　　　図1－3リボヌクレオペプチドを基にした蛍光性ATPセンサーの設計概念図

（A）1段階：Rev－RRE　RNA複合体の三次元構造を基にRevとRRE　RNAの結合に影響しない領域に

ランダムな核酸塩基を導入し、’ηv’〃・oセレクション法によりATPとの結合場を作製する。

（B）2段階：RNA領域におけるATPとの結合場を保存したまま、　RevペプチドのN末端に蛍光分子を

導入することによりセンサーへ機能改変する。
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蛍光修飾Revペプチドライブラリー

　　図1－4蛍光性リボヌクレオペプチドライブラリーを用いた蛍光性ATPセンサーの設計戦略

（様々な励起・発光波長を有する蛍光分子をRevペプチドN末端に化学修飾したRevペプチドと、　ATP

に対して様々な親和性を有するリボヌクレオペプチドリセプターのRNAサブユニットの組み合わせの中

から、望みの蛍光特性を有するセンサーを選別する。）

　本論文では、リボヌクレオペプチドリセプター・センサー構築方法論を基に、細胞内シグナル伝達経

路に関わるシグナル分子に対して高選択的に捕捉するリボヌクレオペプチドリセプターの開発及び光

学的にシグナル分子を迅速かっ高感度に検出するリボヌクレオペプチドセンサーの開発を行った。シ

グナル伝達経路を解析する為には、シグナル伝達経路に関わるシグナル分子を網羅的・統括的に検

出するシステムの構築が必須であるが、現在のところそのような技術は存在しない。なぜなら、生体内シ

グナル分子の基本構成因子がアミノ酸、核酸、糖や脂質など複雑多岐にわたる分子構造を有しており、

標的シグナル分子に対して幅広い濃度域で応答するリセプターを迅速に構築することが現在の技術で

は困難であることが理由に挙げられる。またリセプターからセンサーへの機能改変には、1－2－1で記

述した問題点がある。森井・萩原らが開発したリボヌクレオペプチドリセプター・センサー構築方法論は、
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標的シグナル分子の分子構造に依存せず、任意の基質分子に対して、幅広い濃度域で応答するテー

ラーメイドなセンサーが迅速に作製できることから、多種類のシグナル分子を検出するための基本概念

としては理想的である。

　本論文では、リボヌクレオペプチドリセプター・センサー構築方法論を基盤として、生体内シグナル分

子に対して応答する蛍光性バイオセンサーを構築した結果について報告する。標的シグナル分子とし

て、細胞内シグナル伝達経路におけるタンパク質中のリン酸化チロシンや神経伝達物質であるドーパミ

ンを選択した。これらの標的シグナル分子に対して迅速かつ高感度に検出できるバイオセンサーの技

術が開発できれば、細胞の増殖・分化、ガン化、細胞死、あるいは生体の恒常性を維持する神経系や

内分泌系などのよく理解されていない細胞内シグナル伝達経路の解明に繋がると期待される。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　第二章

リン酸化チロシンを特異的に認識するRNA一ペプチド複合体の創製

概要

　タンパク質リン酸化酵素によるタンパク質中のチロシン残基あるいはセリン・スレオニン残基のリン酸

化反応を選択的に認識し検出する分子ツールは、細胞内シグナル伝達経路を理解するために必要で

ある。RNAとペプチドから形成される安定な複合体は、機能性RNA分子（RNAアプタマー）と同様に

有機小分子に対してテーラーメイドなりセプターが作製できる。RNAライブラリーとペプチドとの複合体

から形成されるリボヌクレオペプチドライブラリーを基に、加v∫か。セレクション法を用いてリン酸化チロシ

ンに対して特異的に認識するリボヌクレオペプチドリセプターの作製を行った。リシ酸化チロシンに結合

するリボヌクレオペプチドリセプターは、チロシンやリン酸化セリンを識別した。ATP以外のシグナル分

子に対して、リボヌクレオペプチドリセプターの作製法が適用可能であることを示した。

2－1緒言

　タンパク質リン酸化酵素によるタンパク質表面に局在するチロシン残基あるいはセリン・スレオニン残

基のリン酸化反応（図2－1）は、細胞内シグナル伝達経路におけるタンパク質一タンパク質相互作用

の制御とタンパク質酵素活性のオンとオフの切り換えにおいて極めて重要な役割を果たしていることが、

分子生物学と生化学の著しい進歩によって明らかになってきた［1，2］。リン酸化タンパク質表面の選択

的な認識と検出は、分子レベルでのタンパク質一タンパク質相互作用様式とタンパク質表面を介したシ

グナル伝達機構の解明に必要とされている［3】。複雑なシグナル伝達経路を理解するためには、特定

のリン酸化タンパク質に対して選択的に認識する分子ツールを開発するだけでなく、任意のリン酸化タ

ンパク質を特異的に識別できる用途の広い方法論が望まれている［4－6］。リン酸化反応を行うタンパク

質リン酸化酵素は、標的となるアミノ酸配列に対して特異的であり、リン酸化されるチロシン残基または

セリン・スレオニン残基の隣接する残基（酸性、塩基性、疎水性）の影響を受けている［7］。配列特異的
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なタンパク質リン酸化部位は細胞内おいて多数存在することから・生物学的な活性部位の予測あるい

はタンパク質の一次配列からのリン酸化部位の予測は困難である・特定のリン酸化部位をもつタンパク

質に対してテーラーメイドなりマプターを構築妬方法論は・細胞内シグナル伝達経路についてさらに

理解を深めるだけでなく、シグナル伝達機構を解明するために必須な技術である。
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　　　　　　　ム

　　RI　　　　　O　　　恥

　　　リン酸化セリン残基

　　　　　　　　む
　　　　　G。＿塁＿。e

　　　　　　　　腫

　　R1　　　　　0　　　凪量

　　りン酸化スレオニン残基
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　生体内において生命維持に必須であるタンパク質を合成するRNA一タンパク質複合体リボソームの

化学反応の触媒作用様式がX線結晶構造解析により解明されつつある［8，9］。伝令RNAのもつ塩基

情報に則して、アミノ酸が連なったペプチド鎖を生合成するという複雑な化学反応の触媒作用様式の

活性中心はRNAが担っており、タンパク質はRNAの構造安定化に伴う重要な機能を発揮すると示唆

されている。さらにRNA酵素として知られるリボザイムも生体内ではタンパク質と複合体を形成して機能

を発揮する点からも、RNA一タンパク質複合体はRNAアプタマー［10－13］と同様にテーラーメイドなり

セプターや酵素をはじめとする機能性生体高分子の創製には、有用な鋳型分子であると期待できる。

　2002年に森井ら［14］は、三次元構造情報に基づいたりボヌクレオペプチドの分子設計と合目的なラ

イブラリー法による機能化法を組み合わせたテーラーメイドな生体高分子リセプターの作製法を開発し

た。ATPに対して高い親和性と基質特異性を有するリボヌクレオペプチドリセプターは、1996年に

Williamsonら［15コにより構造解析されたヒト免疫不全ウイルス（HrV）由来のRよペプチドとRRE（Rev

Response　Element＝Revペプチド結合領域）由来のRNAの複合体構造を基本骨格として分子設計し、

加v’か。セレクション法を適用することで作製されている。リボヌクレオペプチドリセプターの詳細な分子

設計は、RRE　RNA配列中のA52・U64塩基対までのRevペプチド結合領域のステム領域を保存し、

G53からC65までのループ領域にATP結合部位としてランダムな塩基を導入することによって設計さ

れている（図2－2）。

　ランダムな配列が100塩基前律からなるライブラリーから選択されたRNAアプタマーと基質分子との

複合体の三次元構造では、高度に保存された30塩基前後のヌクレオチドが基質分子と直接相互作用

している結合様式が観測される［16－20］。このことから30塩基前後のランダムな塩基配列を基質結合領

域としてリボヌクレオペプチドに導入した場合でも、十分な基質選択性と結合活性を発揮する基質結合

場が作製可能であると推察される。ATPに対して高い基質選択性と結合活性を示すリボヌクレオペプ

チドリセプターは、ランダムな20もしくは30塩基を含んだRNAライブラリーから作製され［14，21］、ATP

結合性RNAアプタマー［22］とは異なる保存配列を有していた。リボヌクレオペプチド機能化法は、　RNA

アプタマーとは異なる分子認識場の構築が可能な方法論であることが示された。

　これまでに、リン酸化チロシンを認識する人工リセプターとして、シクロデキストウンにグアニジノ基を

導入した人工リセプター［23］が報告されている。シクロデキストリンを基にした人工リセプターは、リン酸
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化チロシンに対して平衡解離定数が3．2mMであり、リン酸化タンパク質中のリン酸化チロシンを特異

的に検出するには、親和性が低いと考えられる。また、チロシンに結合するRNAアプタマー［24，25］は

作製されているが、リン酸化チロシンに対しては、2006年時点で報告されていない。リン酸化タンパク

質中のリン酸化チロシンを鋭敏に識別するのに十分な親和性と選択性を有する人工リセプターは、現

在までに構築されていない。そこで第二章では、リボヌクレオペプチド機能化法を用いて、シグナル分

子であるリン酸化チロシンを特異的に認識するリボヌクレオペプチドリセプターの作製を行った。

（A）

　　　　　　c
53番目　9
　　　＼薯

　　　　　き

　　　　　G

醐
■
■

　　　　べ》］ランダム領域

　　　　　ム　　u

　
　
y

C
瓦
G

　
U
C

＼
　
タ

　　　　　　　　　（B）

　　　　　　　　　　N末端　　　　　　　　　　　　　C末端

　　　　　　　　　　　acetyl－TRQARRNRRRRwRERQR－amide

　図2－2RevペプチドーRRB　RNA複合体を基にした機能性リボヌクレオペプチドの分子設計

（A）RNAサブユニットのランダム塩基の導入部位：53番目から63番目の塩基の代わりにランダムな塩

基を導入する。

（B）本研究で使用した17アミノ酸のRevペプチドのアミノ酸配列：N末端をアセチル化、　C末端をアミド

化している。
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2－2結果と考察

2－2－1リン酸化チロシンに対して親和性を有するリボヌクレオペプチドの選択

　1990年にSzostakら［26］、Goldら［27］により開発された’ηv’〃。セクション法をリボヌクレオペプチド

に対して適用することで、リン酸化チロシンに対して結合能を有するリボヌクレオペプチドリセプターを

得ることにした。シグナル分子リン酸化チロシンに対する選択の過程は、RNAサブユニットにランダムな

30塩基を有するリボヌクレオペプチドライブラリーを用いて選択を行った（図2－3）。

　選択に用いたりボヌクレオペプチドライブラリーは、ランダムな30塩基が導入されたDNAライブラリ

ーをもとにして、T7　RNAポリメラーゼによる転写反応を行うことでRNAライブラリーに変換し準後に、

Revペプチドを添加し作製した。作製したリボヌクレオペプチドライブラリーをリン酸化チロシンアガロー

ス樹脂に結合させた後、リン酸化チロシンアガロース樹脂を充分に洗浄することで非特異的に結合して

いるリボヌクレオペプチドの派分を除去した。リン酸化チロシンアガロース樹脂に結合したリボヌクレオ

ペプチドの画分は・リン酸化チロシン水溶液により特異的な溶出により回収した。溶出されたRNAは逆

転写酵素によりDNAに変換し、　PCRにより増幅した。この逆転写反応、　PCRの過程で、リン酸化チロシ

ン結合活性が高められたDNAライブラリーが作製される。　DNAライブラリーを転写した新たなRNAラ

イブラリーは、選択する前のRNAライブラリーζ比較すると、リン酸化チロシン結合活性が高まった分子

種に濃縮されていると考えられる。このようにレて、選択、増幅のサイクルを繰り返し行うことで、リン酸化

チロシンに対して高い親和性で結合するリボヌクレオペプチドを選択した。

　7回の選択、増幅を繰り返したRNAライブラリーにおいて、リン酸化チロシン結合活性が50％まで上

昇したことから（図2－4）、リボヌクレオペプチドの加v’〃。セレクション法が有効に機能していることが示

唆されたため、RNA配列解析を行った（図2－5）。配列解析した29クローンの中で、同一配列をもつ

二種類のRNAクローンが確認できた。　pYO3のRNA配列が9クローンとpYO9のRNA配列が5クロ

ーンとが同一配列として観測できた。pYO9は10塩基の高度に保存された配列5’一UGC一一GGUAGAA

－3’を持つクローンでもあり、保存配列5’一UGC一一一GGUAGAA－3’を有する14クローンが確認できた。

pYO9の保存配列の5・側と3・伺に反対になった保存配列5㍉GGUAGAA…UGC－3・を有する5クローン

も認められた。
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　　　　　　　　　c％

　リン酸化チロシンアガロース樹脂

　　　　　　　　　　　。．1．。e

　　　　　　　　　　0

　　　急

　ランダムな30塩基をもつ
りボヌクレオペプチドライブラリー一

　　　　　　　3。

　リン酸化チロシン結合性
リボヌクレオペプチドリセプター

　　　　　　図2－3リン酸化チロシンに対して結合するリボヌクレオペプチドの模式図

（ランダムな30塩基領域をもつりボヌクレオペプチドの中から、リン酸化チロシンアガロース樹脂に対し

て結合する分子種を選択する。）

　　60

（50
§～40

〈ロ30

　　20

　　10

　　0

F　■　■

．τ

一

1　　　2　　　3　　　4　　　5　　　6　　　7

ラウンド数

　　　　　　　図2－4各ラウンドにおけるリン酸化チロシンアガロース樹脂に対する

　　　　　　　　　　　　　リボヌクレオペプチドライブラリーの結合割合

（リン酸化チロシンアガロース樹脂に加える前のリボヌクレオペプチドの吸光度と、リン酸化チロシンアガ

ロース樹脂に加えた後の素通り画分の吸光度を測定して、非結合画分の結合割合を求めることによっ

て・リン酸化チロシンアガロース樹脂に対するリボヌクレオペプチドの結合割合を算出した。）
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PYO3　：

PY◎9　＝

PY12、：

PYI6　：

PY27　＝

PY28　：

PY34　：

P質3　＝

PY艇　＝

蚤｝Y37　：

PY35　：

PY36　：

沿Y32　：

PY21　＝

PY29　＝

PYO　6　：

PY25　＝

UCUUU憩UGGな紅（葺A亀CAAGCAGGACCUU（ヨUU　（動

6UCIA∬u｛鵜AGGC夏∫（3uGGC∬ccu　　　　　ε6uみ邸A《ヨ　（5｝

　　　　　u㏄AGGUGUAcu6AGcu《葺u互cuu　6G口羅

　　UA¢∬｛鍔AGU6α｝UUG導CAGU　　　　　　GGσ轟磁αJu

　　　A暮u礎A㎜cuu（3u慧｛3AGU　　　　　　G6u勲磁賢UI｝G

　　　　uu㏄盈uu（葺蕉∫｛ヨUUA輩u〔3cu厭∫　　　　細為鋤《3UG

　　　　　聯eC　AUCUUCUUGA㎜uε㏄GA導　GG礁燃

　　口GU　UG¢　Auuc㏄Gて∫　　　　　　　　　　　　一　εCAUGACGて

　　　　　ロ磁CAGC鵬UAuc魍u6GCAcc¢｝u導6劔鳳P

瓢∫為cu　u㏄　α葺（｝uεCGcCG　　　　　　　　　　㈱義磯A哩3G㎜

　　AGAU　G｛3臓㎜　GCGGUUGACC6U　　　　　　　　　　U㏄　｛｝UCU

㈱cu鰯齪CGCG㎜　　　u㏄磁UUGC
　　　c冒CG醗盛嵐GGC互HU盈uuεcu　　　　　　　　口㏄　GGGAg

　　　　　　G二品』GUCUHCGUUUCUUCUUAGAu　u㏄

　　　　　　0駆駆働　6AUUUCCUUUA6UGGAA〔｝UH　U㏄

CA口UCUGAGG穣（ヨUIGA直GUUG｛ヨUGG6CCCGC

UUAUU㎜GCUCCGUUAGAUUOGG輩GUGCU

図2－56回の選択後におけるRNAサブユニットに30塩基のランダム領域をもつ

　　　　　　　　　　リボヌクレオペプチドライブラリーのRNA配列

　（括弧内に示す数字は同じ配列をもつコロニー数、太字で示すのは保存配列）
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2－2－2リン酸化チロシン結合性リボヌクレオペプチドの特性

　選択された17種類のRNAクローンのリン酸化チロシン結合活性を32Pラベル化したRNAを用いて

結合試験により評価した。Rev存在下と非存在下での各RNAクローンのリン酸化チロシンアガロース樹

脂に対する結合割合を求めた（図2－6）。17クローンの中でpYO4、　pYO6、　pY25以外のRNAクローーン

は、リン酸化チロシンアガロース樹脂に対して結合活性が認められた。また、リン酸化チロシン結合活

性を有するRNAクローンにおいて、　Rev存在下と非存在下で顕著な結合割合の差は認められなかっ

た。選択されたりセプターの詳しい結合様式は不明ではあるが、ペプチド存在下・非存在下に関わらず

リボヌクレオペプチドリセプターの作製法によって、リン酸化チロシンに対する結合場が作製可能である

ことを示した。

　　70

寂50

石40

囎30
　　20

　　10

　　0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　pY　RNAクローンNo．

　　　　　　図2－6リン酸化チロシンアガロース樹脂に対する各RNAクローンの

　　　　　　　　　　　　Rev存在下・非存在下における結合割合

［黒色の縦棒はRev存在下での結合（％）を示し、白色の縦棒はRev非在下での結合（％）を示す。］
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2－2－2リン酸化チロシン結合性リボヌクレオペプチドの特性

　選択された17種類のRNAクローンのリン酸化チロシン結合活性を32Pラベル化したRNAを用いて

結合試験により評価した。Rev存在下と非存在下での各RNAクローンのリン酸化チロシンアガロース樹

脂に対する結合割合を求めた（図2－6）。17クローンの中でpYO4・pYO6・pY25以外のRNAクローン

は、リン酸化チロシンアガロース樹脂に対して結合活性が認められた。また、リン酸化チロシン結合活

性を有するRNAクローンにおいて、　Rev存在下と非存在下で顕著な結合割合の差は認められなかっ

た。選択されたりセプターの詳しい結合様式は不明ではあるが、ペプチド存在下・非存在下に関わらず

リボヌクレオペプチドリセプターの作製法によって、リン酸化チロシンに対する結合場が作製可能である

ことを示した。

　　70

　　甜

露恥
誌40

耀30
　　20

　　玉纏

　　o

羅R解準準下

香FR醒非存在下

3　　9　　玉2　　1｛餐　27　　23　　34　　43　　4　　37　　35　　36　　32　　21　　29　　《峯　　25

pY　RNAクローンNo．

　　　　　　図2－6リン酸化チロシンアガロース樹脂に対する各RNAクローンの

　　　　　　　　　　　　　Rev存在下・非存在下における結合割合

［黒色の縦棒はRev存在下での結合（％）を示し、白色の縦捧はRev非在下での結合（％）を示す。］
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2－2－3リン酸化チロシン結合性リボヌクレオペプチドリセプターの親和性評価

　29個中9個の同一配列が認められたpYO3、29個中5個の同一配列が認められたpYO9、　pYO9と

は保存配列5’一UGC一一一GGUAGAA－3’の5・側と3・側が逆に位置するクローンの中で一番結合活性の高

かったpY32の3個のクローンについて、リン酸化チロシンに対するリボヌクレオペプチドの結合親和性

を検討した。リボヌクレオペプチドとリン酸化チロシンとの複合体の結合親和性は、pYO3、pYO9、　pY32

の各RNAをRevペプチドと複合体を形成させ、リン酸化チロシンアガロース樹脂の濃度を変化させるこ

とで、リン酸化チロシンアガロース樹脂に対して結合したリボヌクレオペプチドの結合割合を測定するζ

とによって評価した。

　32Pラベル化されたリボヌクレオペプチドをリン酸化チロシンアガロース樹脂に加え、結合バッファーで

結合しないリボヌクレオペプチドを洗浄することで、リン酸化チロシンに対して非特異的な結合するリボ

ヌクレオペプチドを除去した後に、結合バッファー中に含まれるリン酸化チロシシを用いた競合的な溶

出により、リン酸化チロシンアガロース樹脂に結合したリボヌクレオペプチドの割合を測定した。リン酸化

チロシンァが出漁ス樹脂の各々の濃度における特異的に溶出されたリボヌクレオペプチドの結合割合

から結合飽和曲線が与えられた（図2－7）。pYO3、pYO9、　pY32の各RNAとRevからなるリボヌクレオ

ペプチドのリン酸化チロシンに対する平衡抽出定数は、理論式の非線形最小二乗回帰から算出した

（八虐の実験の部参照）。最も親和性が高かったpYO3／Rev複合体の平衡解離定数は、島＝376±20

FMであった。また保存配列5’一UGC一一一GGUAGAA－3’を有するpYO9／Rev複合体の平衡解離定数は

貌＝754±40μMで、保存配列5’一GGUAGAA一一一UGC－3’を有するpY32／Rev複合体の平衡解離定数

は瓜＝1．4±0．lmMであった。配列解析した29クローンの中で9クローンの同一配列をもつpYO3／Rev

複合体は選択されたライブラリー中に一番多く存在し、一番高い結合親和性を示したことから、親和性

を指標とした選択法が有効に機能することが示唆できた。
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　　　図2－7リボヌクレオペプチドリセプターのリン酸化チロシンに対する結合親和性評価

（各リン酸化チロシン濃度におけるpYO3／Rev複合体（丸）、pYO9／Rev複合体（三：角）、pY32／Rev複合

体（四角）の結合割合を示す。）

2－2－4リン酸化チロシン結合性リボヌクレオペプチドリセプターの選択性

　リボヌクレオペプチドリセプターのリン酸化チロシン認識様式を調べるために、リン酸化チロシンと構

造的に類似した分子（図2－8）を用いて競合試験により選択性を評価した。競合試験に使用した競合

物質は、リン酸化チロシン（pTyr）の誘導体であるリン酸化セリン（pSer）、グリシルーチロシン（Gly－Tyr）、

ロイシルーリン酸化チロシン（Leu－pTyr）、グリシルーリン酸化チロシン（Gly－pTyr）を用いた。各競合物質存

在下でのリン酸化チロシンアガロース樹脂に対する32Pラベル化されたpYO3／Rev複合体の結合割合を

比較することによって選択性を評価した（図2－9）。

pYO3／Rev複合体は、リン酸化チロシンに対して特異的な結合阻害が認められたことから、リン酸化チ

ロシンを特異的に認識するリセプターであることが示唆できた。さらに、選択時に使用したリン酸化チロ

シンアガロース樹脂は、リン酸化チロシンのN端側がアルキル鎖でアガロース樹脂に固定化されている
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可能性が高いことから・グリシルーリン酸化チロシンに対しても競合試験を宥ったところ・リン酸化チロシ

ンと同程度の結合阻害が認められた。この結果から、pYO3／Rev複合体に対するリン酸化チロシンとグリ

シルーリン酸化チロシンの親和性は、同程度である可能性が示唆できた。

　一方、グリシルーチロシンが特異的な結合阻害が認められないことから、リン酸化チロシンのリン酸基

は、リン酸化チロシンとリボヌクレオペプチドの特異的な複合体形成に寄与していることが明らかになっ

た。また、リン酸化セリンも結合阻害をうけなかったかったことより、リン酸化チロシンの芳香環も基質結

合場における認識に関与することが示唆できた。さらに、pYO3／Rev複合体は、ロイシルーリン酸化チロシ

ンと結合阻害をうけないことより、リン酸化チロシンのN端側も特異的に認識するリボヌクレオペプチドリ

セプターであることが明らかになった。
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図2－8本研究で使用した競合物質の化学構造
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　　　　　　　　　　　　図2－9pYO3！Rev複合体の競合試験結果

［各リガンド濃度共存下におけるpYO31Rev複合体のリン酸化チロシンアガロース樹脂に対する結合割

合：各リガンド濃度のデータポイントは、pTyr（黒丸）、Gly－Tyr（緑ダイヤ）、pSer（白三角）、Gly－pTyr（赤

丸）、Leu－pTyr（青丸）で示す。］

2－3結論

　三次元構造情報を基にした分子設計と加v肋セレクション法を組み合わせたりボヌクレオペプチド

機能化法により、リン酸化チロシンに対して高選択的に結合するリボヌクレオペプチドリセプターが作製

できた。リン酸化チロシンを特異的に認識するリボヌクレオペプチドリセプターは、これまでに報告され

ているチロシン結合活性を示すRNAアプタマー［24，25］とは類似性のない配列を有することから、チロ

シン結合場よりも基質結合場が拡張されたリン酸化チロシン結合場が、リボヌクレオペプチド機能化法

により構築できることを示した。

　pYO3！Rev複合体は、シクロデキストリンにグアニジノ基を導入した人工リセプター［23］とは異なり、リ

ン酸化チロシンの芳香環とリン酸基を高選択的に識別できるリセプターであった。このことから、リボヌク

レオペプチド機能化法が、ATP以外のシグナル分子に対しても精緻な分子認識場を作製する方法論

として、より一般的な方法論であることを示した。しかし、リン酸化チロシンを特異的に認識するリボヌク

レオペプチドリセプターの平衡解離定数が376μMであったことから、リン酸化タンパク質を検出する実
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用的な分子ツールとしては十分な親和性が得られなかった。リン酸化タンパク質を検出する為の実用

的な分子ツールとして、少なくとも2オーダー以上の平衡解離定数の向上を図る必要がある。リボヌクレ

オペプチドリセプターの親和性を向上させる方法として、リン酸化チロシン選択時において使用したラ

ンダム領域が30塩基長の1018の多様性を有するリボヌクレオペプチドライブラリーよりも、多様性を拡張

させたりボヌクレオペプチドライブラリーの作製、あるいはリン酸化チロシン選択時における基質濃度

13．4mMよりも下げた基質濃度での選択を行うことによって、リボヌクレオペプチドリセプターの親和性

が向上することが期待される。

2－4実験の部

2－4－1試薬　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・・

側鎖塗保護したFmoc（9－Ouorenylmethoxycarbonyl）アミノ酸は渡辺化学工業社から、

Fmoc－PAL－PEG樹’脂、　HATU（亙［（dimethylamino）一1∬1，2，3－triazolo［4，5一ゐ］pyridin－1－ylmethylene］一目乙

methylmethanaminium　hexanuorophosphate亙oxide）はApplied　Biosystems社から、ペプチド合成用

DMFは渡辺化学工業社から購入した。リン酸化チロシンアガロース樹脂、0－phospho一五一Tyrosineは

Sigma－Aldrich社から購入した。　Klenow　DNAポリメラーゼ、制限酵素（Bα〃2HI、EooRI）、T4

polynucleotideキナーゼはNew　England　Biolab社から購入した。　Pyrobest　DNAポリメラーゼ、　TaKaRa

Ligation　Kit　Ver．2はTaKaRa社から購入した。ライブラリー作製用DH5αコンピテントセルはInvitrogen

社から購入した。逆転写酵素［AMV（Avian　Myeloblastosis　Virus）Reverse　Transcriptase］はPromega

社から購入した。RNA転写キット（Ampli　Scribe　T7　High　Yield　Transcription　Kit）はEpicentre社から購

入したB・…TWP・…Y・ar・E・廿・…Bac・・Ag・・はナカライテスク社よ購入した・DNAライブラリー

用のDNAの合成はAmersham　Pha㎜acia社に依頼した。　PCRプライマー用のDNAの合成はGene

Design社に依頼した。放射性アイソトープはAmersham　Pha㎜Lacia社から購入した・QIAprep　sphl

Mini　Prep　KitはQiagen社から購入した。その他の試薬は分子生物学用もしくは特級のものを使用し

た。
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pCRはBIO－RAD社iCycler　The㎜al　CyclerあるいはTaKaRa社：PCR　The㎜al　Cycler　PERSONAL

を使用した。標準的なPCR反応は、　TaKaRa社のPyrobest　DNAポリメラーゼを用いて・添付の

Pyrobest　Buf財反応液中0・5μMのプライマーDNAを用いて・0・2血MのdNTP存在下の条件で行っ

た。

2－4－2ランダムな30塩基を有する1）NAライブラリーの作製

30塩基のランダムな塩基配列を含む鋳型DNA（RRE　N30：5’一GGAATAGGTCTGGGCGCA（N30）T

GACGGTACAGGCCGAAAG－3’）に、　RRE’N30の3’末端領域に相補的なREV　O　1プライマー

（5’一CTTT　CGGCCTGTACCGTCA－3’）を90℃で3分温置後、氷上で5分間静置させてから、Klenow

DNAポリメラーゼにより37℃、60分間の反応により2本鎖DNAを合成した。65℃で5分間温置するこ

とによりKlenow　DNAポリメラーゼを熱失活させた。次にT7プロモーターを含むFOR　O1プライマー

（5’一TCTAATACGACTCACTATAGGAATAGGTCTGGGCGCA－3’）、REV　O　1プライマーを用いて、

変性94℃，30秒、アニーリング55℃，30秒、伸長反応72℃，1分の条件により4サイクルのPCRを

行うことで、ランダムな30塩基を含む2本鎖DNAライブラリーを構築した。

2－4－3ランダムな30塩基を有するR：NAライブラリーの作製

1μgの2本鎖DNAライブラリーを鋳型として用い、　Epicentre社Ampli　Scribe　T7　High　Yield

Transcription　Kitを用いて、20μしの容量で37℃で3時間反応させることによりRNAへ転写した。転

写反応終了後、1UのDNaseIを加え37℃で’15分聞反応を行い、鋳型DNAを分解した。転写した

RNAは酢酸ナトリウム存在下エタノール沈殿を行った。　RNAサンプルは90％ホルムアミド水溶液に溶

解し、80℃で3分間の熱処理を行った後、氷上で急冷して変性させ、6M尿素を含んだ8％ポリアクリ

ルアミド変性ゲルにより精製した。TLC板の上でUVを照射し目的分子量のRNAのバンドを確認した

上で切り出し、TE緩衝液［10mM　Tris－HCI（pH　7．6）、　hhM　EDTA］で4℃、12時間抽出した。抽出し

たRNAは酢酸ナトリウム存在下エタノール沈殿を行った。精製したRNAは10μMとなるように10mM

Tris－HCI（pH7．6）、150　mM　NaClを含んだベッファーに希釈し80℃で3分加熱した後、室温まで2時

間かけて適切な2次構造を形成するようにした。
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2－4－4Revペプチドの合成

RevペプチドはFmoc固相合成法により化学合成した。樹脂はFmoc－PAL－PEG　resin（0．38　mmol／g）

を用いた。縮合は、樹脂に対して10当量のFmocアミノ酸、10当量のHATUを5％のジイソプロピル

エチルアミンを含むDMFに溶解したものを加え、60分置臥することで行った。ペプチドのN末端の

Fmoc基を除去した後、05M　1一メチルイミダゾールと0．5M無水酢酸を用いてペプチドのN末端をアセ

チル化した。樹脂からの切り出し及び側鎖の脱保護は、フェノール（0．75g）、チオアニソール（05　mL）、

エタンジチオール（0．25mL）、蒸留水（0．5　mL）、トリフルオロ酢酸（10　mL）の混合溶液を、氷上乾燥さ

せた樹脂に加え、3時間撹適した。反応終了後、樹脂をろ心し、エーテル沈殿によりRevペプチドを回

収した。沈殿を水に溶解させ、エーテルによる洗浄後、10％酢酸水溶液を溶離液としてゲルろ過

（Sephadex　G－10）精製を行った後、逆相HPLCにより精製した（溶離液A：0．2％トリフルオロ酢酸水溶

液、溶離液B：02％トリフルオロ酢酸を含む50％アセトニトリル水溶液）。ペプチドの同定には

Voyager　MALDI－TOFマススペクトル（Applied　Biosystems）を用いた。　Revペプチドの理論値2478．8に

対して測定値2480．5で得た。

2－4－5リン酸化チロシンに対して親和性を有するリボヌクレオペプチドの選択

　結合実験には4％beadedアが画一スに固定されたリン酸化チロシン樹脂（13．4　Fmol／ml樹脂容量）

を用いた。樹脂は予め結合バッファー［10mM　Tris－HCI（pH7．6）、100　mM　KCl、5mM　MgC12］により、

樹脂容量の3倍量の結合バッファーで3回洗浄することにより平衡化㌣た。100μL樹脂容量のリン酸化

チロシンアガロース樹脂に、2μMのRNA、3μM　Revペプチドを含む100μしの混合液を加え、氷上で

30分間時々撹搾しながら結合させた。結合反応後、上澄を除いた後、樹脂は300μしの結合バッファー

で、50009、4℃で1分間遠心し、上澄を除去する操作を3回繰り返して洗浄した・樹脂に結合した

RNAは、　l　mMリン酸化チロシンを含んだ結合バッファー100μしで溶出させ、これを3回繰り返し、酢

酸ナトリウム存在下エタノール沈殿を行いRNAを回収した。

10μしのTE緩衝液にRNAを溶解させた溶液から3μしのRNAを鋳型として・12μMのREV　O　1プ

ライマー存在下で80℃，3分間加熱し、30分間かけて25℃まで徐冷しアニーリングさせた後、逆転

写酵素を反応液中に加え逆転写反応（42℃、30分間）を行った・20叫の反応溶液を99℃5分間加
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熱処理し逆転写酵素を失活させた後、反応液の1／10量についてREV　Ol、FOROlプライマーを用いて・

変性94℃，30秒、アニーリング55℃，30秒、伸長反応72℃，1分の条件でPCRを行った・4サイク

ル毎に20サイクルまで反応液を分取し、8％非変性ポリアクリルアミド（アクリルアミド：ビスアクリルアミド

ニ2g：1）電気泳動により増幅DNAを分析した。ポリアクリルアミド電気泳動での分析により、指数的に

DNAの増幅が確認される最小のサイクル数でPCRを行い、新たなDNAライブラリーを調製した。　PCR

産物は、酢酸アンモニウム溶存在下2一プロパノール沈殿により精製し、次のセレクションに供した。

2－4－6選択されたりボヌクレオペプチドのRNA配列解析

選択を行ったDNAライブラリーについて、制限酵素の切断領域を付加するために、制限酵素切断領

域を有するFOR　O2プライマー（5’一CGgaattcTAATACGACTCACTATAGG－3’、小文字表記は翫oRI

認識配列を示す）、REV　O2プライマー（5’一GCGggatccTTTCGGCCTGTACCGTCA－3’、小文字表記は

βα〃2HI認識配列を示す）を用いてPCR．を行った。　PCRは100叫の反応容：量で鋳型DNA　100　ngを

用いて変性94℃，30秒、アニーリング55℃，30秒、伸長反応72℃，1分の条件で4サイクル行った。

PCR産物は、酢酸アンモニウム溶存在下2一プロパノール沈殿により精製した後、βα〃2HI、　EooRIにより

37℃で2時問酵素反応を行った。酵素消化後、フェノール、クロロホルム処理を行い、酢酸ナトリウム

存在下エタノール沈殿により精製した。・

予めBα〃7HI、　EooH反応により切断したpUC　I　9プラスミドDNAに対し、3倍モル量のPCR産物を加

え、TaKaRa　Ligation　Kit　Ver．2により1右℃，30分ライゲーション反応を行った。ライゲーションサンプル

をそのままDH5αコンヒ．テントセルに加え形賓転換を行い、　LBアンピシリン培地上で一晩培養した。形

質転換した大腸菌は、アンピシリンを含んだ4mしの液体LB培地にて培養した。16時間培養した培養

液を3000rpm、10分間遠心分離し大腸菌を回収した。回収した大腸菌はQiagen　Mini　Prep　Kitのプロ

トコールに従って、プラスミドDNAを回収した。

2－4－7クローニングを行ったプラスミド：DNAの配列解析

回収したプラスミドDNA（200　ng）、M13　RVプライマー（5’一CAGGAAACAGCTATGAC－3’、1・6

pmol）、Big　Dye　Te㎜inatorプレミックス液2叫を反応容量10μしとなるように混合し、変性96℃30
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秒、アニーリング50℃15秒、伸長反応60℃2分の条件で25サイクル反応を行った。反応終了後、

酢酸ナトリウム溶液存在下エタノール沈殿により精製した。15μしのシークエンス用ローディング溶液に

溶解させ、95℃で2分処理した後、氷上で急冷し、解析に使用した。DNA配列解析はApPlied

Biosystems社の自動DNA配列解析装置（ABI　Model　377）を使用した。

2－4－8配列解析を行ったプラスミド1）NAからRNAの調製

配列確認を行ったプラスミドDNA　2　ngを用い100μしの容量で、　FOR　O3プライマー（5’一GAATTCT

AATACGACTCACTATAGG－3’）、REV　O　1プライマーを用いて変性94℃30秒、．アニーリング55℃

30秒、伸長反応72℃1分の条件で30サイクル反応を行った。PCR産物は酢酸アンモニウム存在下

2一プロパノール沈殿を行った。精製したDNAはTE緩衝液に溶解し、前述した方法によりRNAを転写

した後、変性ゲルを用いて精製した。

2－4－9RNAの5’末端標識

5’末端を標識するRNAは、脱リン酸化酵素CIAP（New　England　Biolab社）を用いて5’末端を脱リン

酸化した。脱リン酸化後、フェノール／クロロホルム処理を行い、酢酸ナトリウム存在下エタノール沈殿

により精製した。［γ一32P］ATP（～6000　Ci／mmol）とT4　polynucleotideキナーゼを用いて37℃で30分間

反応させることによりRNAの5’末端の標識を行った。標識後、6M尿素を含んだ8％変性ポリアクリル

アミドゲル（アクリルナミド：ビスアクリルアミド＝29：1）により精製した。RNAはTE緩衝液中に室温下3時

間かけて溶出させた。抽出したRNAは酢酸ナトリウム存在下エタノール沈殿を行い精製した。

2－4－10リボヌクレオペプチドリセプターとリン酸化チロシンアガロース樹脂の結合試験

樹脂量として20μしのリン酸化チロシンアガロース樹脂にRNA（最終濃度1μM）とRevペプチド（最

終澱1畑を加えた結合バッファー［10副T・i評HCI（pH7．6）、1・O　mM　KCI、5醐MgCl、コ中、反

応液20μLを氷上30分問反応させた。反応液を50009、4℃で1分聞遠心により濾：過した後、樹脂は

150μしの結合バッファーで、50009、4℃で1分間遠心する操作を3回繰り返して洗浄した。樹脂に結

合したRNAは、1mMリン酸化チロシンを含んだバッファー100μしで溶出させ、これを3回繰り返した。
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洗浄液中、回収液中、さらに樹脂の放射活性をチェレンコフ法により測定し、それぞれを非結合画分・

特異的結合画分、非特異的結合画分とした。結合反応に用いたRNAの放射活性に対し・得られた

RNAの放射活性から非結合画分（％）、特異的結合画分（％）、非特異的結合画分（％）を算出した。

2－4－11リボヌクレオペプチドリセプターとリン酸化チロシンの平衡解離定数の測定

　各樹脂容量のリン酸化チロシンアガロース樹脂にRNA（最終濃度1μM）とRevペプチド（最終濃度

1μM）を加えた結合バッファー［10mM　Tris－HCI（pH7．6）、100　mM　KCI、20　mM　MgC12］中・反応液20

μLを氷上30分間反応させた。反応液を1000g、4℃で1分間遠心によりろ過した後、樹脂は150μし

の結合バッファーで、1000g、4℃で1分間遠心する操作を3回繰り返して洗浄した。樹脂に結合した

RNAを1mMリン酸化チロシンを含んだバッファー100μしで溶出し、これを3回繰り返した。洗浄液中、

回収液中、さらに樹脂の放射活性をチェレンコフ法により測定し、それぞれ非結合画分、特異的結合

画分、非特異的結合画分とした。結合反応に用いたRNAの放射活性に対し、得られたRNAの放射活

性から非結合画分（％）、特異的結合画分（％）、非特異的結合画分（％）を算出した。リボヌクレオペプ

チドリセプターのリン酸化チロシンとの平衡解離定数κdは、以下の理論式に従って算出した。解析ソフ

トにはIgor　Proを用いた。

F＝（［RNA一ペプチド複合体］＋［リン酸化チロシン］＋陥）一｛（［RNA一ペプチド複合体］＋［リン酸化チロシ

ン］＋瓦）2－4×［RNA一ペプチド複合体］［リン酸化チロシン］｝1／2／2×［RNA一ペプチド複合体］

Fはリン酸化チロシンに結合したRNA一ペプチド複合体の結合割合、［］は各濃度を示す。データは平均

±標準偏差により表記した。

2－4－12リボヌクレオペプチドリセプターの競合試験

樹脂量として2μしのリン酸化チロシンアガロース樹脂に最終濃度1μMとなるようにRN’A、1睡M

－Revを加えたのち結合バッファー［10　mM　Tris－HCI（pH7．6）、100　mM　KCl、20　mM　MgC12］中、各濃

度の競合物質を加えた反応液20μLを氷上30分間反応させた。反応液を50009、4℃で1分間遠心

によりろ過した後、樹脂は150μしの結合バッファーで、50009、4℃で1分間遠心する操作を3回繰り

返して洗浄した。樹脂に結合したRNAは、1mMリン酸化チロシンを含んだバッファー100μしで溶出
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させ、これを3回繰り返した。洗浄液中、回収壷中、さらに樹脂の放射活性をチェレンコフ法により測定

し、それぞれ非結合面分、特異的結合高分、非特異的結合画分とした。結合反応に用いたRNAの放

射活性に対し、得ら．れたRNAの放射活性から非結合画面（％）、特異的結合品分（％）～非特異的結合

昏乱（％）を算出した。
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　　　　　　　　　　　　　第三章

細胞内シグナル伝達経路に関わるタンパク質のチロシン

リン酸化部位を検出するRNA一ペプチド複合体の創製

概要

　第二章でリボヌクレオペプチド機能化法によりリン酸化チロシンを特異的に認識するリボヌクレオペプ

チドリセプターが構築できたことから、第三章ではタンパク質のリン酸化部位に局在するリン酸化チロシ

ン残基とその周辺のアミノ酸配列を特異的に認識するリボヌクレオペプチドリセプターとリボヌクレオペ

プチドセンサーの作製を行った。リン酸化チロシンを含むテトラペプチドに対するリボヌクレオペプチドリ

セプターは、リン酸化チロシンとその周辺の特徴的なアミノ酸配列を高選択的に識別した。さらに、蛍光

性リボヌクレオペプチドセンサーの作製法を適用することによって、リセプターが有する基質選択性や

親和性が保持された蛍光性バイオセンサーへの機能改変に成功した。リボヌクレオペプチドリセプタ

ー・ Zンサー構築方法論は、リン酸化チロシンを含むペプチドに対する人工リセプターや蛍光性バイオ

センサーの作製法として適用可能であることを示した。

3－1緒言

高等動物細胞におけるシグナル伝達機構の研究が進展し、細胞内シグナル伝達の分子機構が明ら

かにされつつある［1］。タンパク質中のチロシン残基のリン酸化反応といったタンパク質翻訳後修飾反応

は、細胞内シグナル伝達経路の制御に重要である［2，3］。タンパク町中のチロシンリン酸化反応は、チ’

ロシンリン酸化酵素とチロシン脱リン酸化酵素の2種の酵素によって可逆的に制御され、シグナル伝達

経路に関わるタンパク質一タンパク質相互作用様式に影響を与え、細胞の増殖・分化、ガン化、細胞

死などの多様な細胞応答の制御に関与する［4］。

　例えば、GSK3（glycogen　synthase　kinase－3，グリコーゲン合成酵素をリン酸化する酵素）中216番目

チロシン残基（一Ser－pTyレIle一）のリン酸化と、　RaF　1（セリン・スレオニンリン酸化酵素）中340番目チロシン
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残基（一Ser－pTyr－Tyr一）のリン酸化は、インスリン受容体などにより活性化されるPKB（protein　kinase　B・

タンパク質リン酸化酵素）により制御されることが報告されている［5，6］。GSK3とRa釘は同じリン酸化酵

素PKBによりリン酸化をうけるが、チロシンリン酸化部位のC端側のアミノ酸が・GSK3の場合lle・Ra臼

の場合Tyrというようにチロシンリン酸化部位の周辺のアミノ酸配列が異なる。このチロシンリン酸化部

位の周辺の1アミノ酸が異なるタンパク質によって、グリコーゲンの合成もしくは細胞の増殖・分化という

異なる細胞応答に対応するシグナル伝達経路が制御される。この観点から、標的とするリン酸化タンパ

ク質の識別には、リン酸化チロシン残基だけでなく、その周辺のアミノ酸配列も特異的に認識する必要

があると考えられる。リン酸化タンパク質を検出する一般的な方法として、放射標識法［7］や抗体［8］、

マススペクトルメトリー［9．11］、人工センサー［12］を利用した方法が挙げられる。現在、これらの検出法

により、細胞内シグナル伝達経路に関わるリン酸化タンパク質の動態が解析されている。

　放射線標識法は、ATPのリン酸部位が放射線同位体で置換されたATPを基質として用い、タンパク

質リン酸化反応後、放射線同位体でラベル化されたリン酸化タンパク質を放射線活性により検出する

手法である［7］。基質ATPを媒介としたリン酸化反応は、細胞内の複数のタンパク質をリン酸化すること

から、免疫沈降などを用いた標的リン酸化タンパク質を選別する操作が必要であり、放射線標識法単

独では、標的とするリン酸化タンパク質だけを検出することは困難である。

　マススペクトルメトリーを用いたりン酸化タンパク質の検出法［9－11］は、細胞抽出液から多数のリン酸

化タンパク質を網羅的に検出する優れた方法であるが、測定分子のイオン化過程において問題点があ

り、定量性を求める手段としては信頼性に欠ける手法である。

　2002年浜地ら［12］によって開発された亜鉛錯体センサーは、リン酸化ペプチドのリン酸基と亜鉛錯

体の錯形成を原理として、簡便かつ高感度にリン酸化ペプチドを検出する。しかし、リン酸基との錯形

成の原理に基づた亜鉛錯体センサーは、リン酸基を高選択的に検出するが、リン酸化されたアミノ酸残

基の周辺のアミノ酸配列の識別は困難である。また、亜鉛錯体センサーは、生体反応で生成するATP

やピルビン酸などのリン酸イオンに阻害される可能性が高く、標的とするリン酸化タンパク質だけを検出

するセンサーとして満足するもみではない。

　一方、リン酸化タンパク質を高感度に検出する抗体［8］は、標的とするリン酸化タンパ質中のチロシン

リン酸化部位とその周辺のアミノ配列に対して高い選択性と親和性を有することから、非常に有用な人
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エリセプターである。現在、哺乳類細胞内おいて約600ぐらいのチロシンリン酸化部位が同定されてお

り、チロシンリン酸化タンパク質を特異的に検出する抗体が約80ぐらい市販されている［13，14］。しかし

ながら、現在同定されているチロシンリン酸化部位に対して、その抗体が網羅iされていない。この理由

として、抗体作製には多大な時間と労力を必要とすることが挙げられる［15］。また、リン酸化タンパク質

を定量する際に、酵素免疫測定法などの煩雑な操作を必要とする問題点も抱えている［16］。上記のこと

から、迅速かっ簡便に特定のリン酸化タンパク質を高感度に検出する方法論が望まれている。

　リン酸化タンパク質を迅速かつ簡便に検出する有効な方法として、萩原ら［17］が開発したリボヌクレオ

ペプチドセンサーの作製法が挙げられる。リボヌクレオペプチドセンサー構築方法論は、リン酸化タン

パク質を定量する上で抗体を用いた場合とは異なり、煩雑な操作がなく、高感度なバイオセンサーが迅

速に作製可能である。また、細胞内シグナル伝達経路におけるタンパク質リン酸化は、瞬時かつ可逆

的に酵素タンパク質の高次構造を変化させるので、反応機構の解析にはタンパク質中のリン酸化部位

を直接的に認識・制御するバイオセンサーが求められる。リボヌクレオペプチドセンサーは、リセプター

分子の特性を保持することから、タンパク質中のリン酸化部位を直接的な認識・制御が可能なセンサー

でもある。

　第三章では、リボヌクレオペプチド機能化法を用いて、シグナル伝達に関わるリン酸化タンパク質中

のリン酸化チロシンを含むテトラペプチドを捕捉するリボヌクレオペプチドリセプターの作製と、光学的

にセンシングするリボヌクレオペプチドセンサーの開発を行った。

　標的とするタンパク質リン酸化部位は、ガン遺伝子Ras［18，19］の活性化に関与するEBNA2

co－activator中に（図3－1）含まれる883番目のチロシンリン酸化配列（Gly－pTyr－Ser－Arg、　GpYSR）にし

た。アルギニンに対して、数十から数百nMの平衡解離定数をもつRNAアプタマー［20，21］が作製さ

れていることから、リボヌクレオペプチドリセプ藩閥の親和性の向上を図る為に・アルギニンを含む天然

タンパク質のチロシンリン酸化部位を選択した。

　標的タンパク質EBNA2　co－activatorは、ヒト細胞がEpstein　Barr　Virusという細胞を不死化させるウイ

ルスに感染した際に、EBNA2を核内に誘導させるホストタンパク質として知られている［18］。細胞内に

おいてEBN皿、。．a、、i。。、。，1ま、タンパク翻訳後修飾のリン酸イヒをうけることがマススペクト・レメトリー

［14］によって明らかにされたが、リン酸化タンパク質としての機能は未だ不明である・リン酸化タンパク
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質を高選択的に識別できるリボヌクレオペプチドセンサーが開発できれば、EBNA2　co－activatorに関与

するシグナル伝達経路を解明する為の分子ツールとしてだけでなく、任意のリン酸化タンパク質を迅速

かつ高感度に検出する蛍光性バイオセンサーとして期待される。

P

㊥　翻穰一呈一》E蹴

㎜
窪

πm　丑…㎜

88と883番目のチロシンリン酸化

　　　　　　　P
　　　　　　　I
　　一一一一GREYGMrYLG一一
　　　　　　　88　　P

　　　　　　　　　　　I
　　一。。一DDADEFGYSR
　　　　　　　　　　883

LMP1プロモーター

RNAポリメラーゼn

　　　　　図3－1ガン遺伝子Rasの活性化に関与するEBNA2　co－activatorの概略図

［EB：NA2　co－activatorは、ヒト細胞がEpstein　B訂r　Vimsという細胞を不死化させるウイルスに感染した際

に、EBNA2を核内に誘導させるタンパク質である。核内に移動したEBNA2とEBNA2　c（》activatorは、

RNAポリメラーゼHの基本転写因子（TFHB，　TFHD，　TFm3，　TFIIF，　TFnH）との相互作用によりLMP　l

（転写因子NFκBの制御）の発現制御に関与する。　NFKBは、ガン遺伝子Rasの制御因子として報告さ

れている。］

35



3－2結果と考察

3－2－1ランダム領域の塩基長が異なるリボヌクレオペプチドライブラリーの構築

　第二章におけるリン酸化チロシンを認識するリボヌクレオペプチドリセプターの作製において、ランダ

ムな30塩基長のRNAライブラリーを用いて得られたリボヌクヒオペプチドリセプターの平衡解離定数が

376μMであったことから、より高い親和性と選択性を有するリン酸化チロシンを含むGpYSRを認識す

るリボヌクレオペプチドリセプ下川を作製するために、ランダムな30塩基長のRNAライブラリーより多様

性が増したライブラリーを構築することにした。ライブラリーの多様性が増すことで基質分子に対して、よ

り高い親和性と選択性を有する分子種の存在確率が高まると期待できる。

　これまでランダムな塩基の長さが固定化されたライブラリーを用いた選択から多数のRNAアプタマー

［22．25］が作製されているが、基質結合領域を形成するランダム領域の最適な長さに対する知見は得

られていない。そこで、RNAライブラリーの多様性を拡張させたりボヌクレオペプチドライブラリーとして、

ランダム領域の塩基長を固定しないランダムな7から40塩基長を有するリボヌクレオペプチドライブラリ

ーを構築することにした（図3－2）。ランダムな7から40塩基長を有するリボヌクレオペプチドライブラリ

ーは、理論上4×1023の多様性があり、ランダム領域が30塩基長の1018の多様性よりも約105倍多様

性が増しており、固定塩基長のライブラリーから構築される基質結合場よりも基質分子に対してより最適

な結合場の構築が期待できる。

　ランダムな7から40塩基長を有するDNAライブラリーは、ランダムな40塩基を有する一本鎖DNA

とランダムな7塩基を有する一本鎖DNAを用いて、　Klenow酵素による二本鎖DNAへの伸長反応に

よって作製した（図3－3）。Klenow酵素の伸長反応では、ランダムな40塩基を有する一本鎖DNAは・

3・側がリン酸基末端になっていることから伸長反応は生じないが、ランダムな7塩基を有する一本鎖

DNAはランダムな40塩基の様々な位置でアニーリングが生じ、ランダム領域の塩基畢が7から40塩

基長の一本鎖DNAライブラリーが作製される。作製した一本鎖DNAライブラリーをもとに・PCRによる

増幅、転写反応によるRNAへの変換後、Revペプチドとの複合体形成により・ランダム領域に7から

40塩基長を有するリボヌクレオペプチドライブラリーを構築した。
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　RNPライブラリーの多様性

4ゐ4茸4曾∵＿娯4×1023

図3－2基質結合領域にランダムな塩基が7から40塩基長を有する

　　　　　リボヌクレ牙ペプチドライブラリーの模式図
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図3－3ランダム領域に7から40塩基長を有するリボヌクレオペプチドライブラリーの設計戦略図

（Rev結合領域とランダムな40塩基を含む3’側がリン酸基末端になっている一本鎖DNAと、　Rev結合

領域とランダムな7塩基を含む3’側が水酸基末端になっている一本鎖DNAを用いて、　Klenow酵素に

より二本鎖DNAへの伸長反応を行う。伸長反応の過程で、ランダム領域の様々な位置でランダムな塩

基同士のアニーリングが生じ、ランダム領域の塩基長が7から40塩基長の一本鎖DNAライブラリーを

得ることができる。得られたライブラリーを基に増幅・転写によってRNAライブラリーに変換し、　Revペプ

チドを添加することで、ランダム領域に7から40塩基長を有するリボヌクレオペプチドライブラリーが作

製できる。）
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3－2－2GpYSRアガロース樹』脂の作製

　選択の過程で使用したGpYSRを固定化した樹脂は化学合成により作製した（図3－4）。スクシンイミ

ドを有するアガロース樹脂とGpYSRを反応させることで、ペプチド結合によりアガロース樹脂にGpYSR

が固定化した樹脂を作製した。未反応のスクシンイミドエステルは、エタノールアミンと反応させることで

アガロース樹脂の末端部位を水酸基にした。作製したGpYSRアガロース樹脂のGpYSR固定化濃度

は、Briggs法によりリン酸イオン濃度を見積もることで算出した（章末の実験の部参照）。
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図3－4GpYSRアガロース樹脂の化学構i造

3－2－3ネガティブ選択法を用いたGpYSR結合性リボヌクレオペプチドの選択・

　ランダムな7から40塩基長を有するリボヌクレオペプチドライブラリーを用いて、GpYSRアガロース

樹脂に対して選択を行った。GpYSRに対する選択過程の1ラウンド目と2ラウンド目は、　GpYSRアガロ

ース樹脂1と対して結合させたが、3ラウンド目からアラウンド目までは、先にGpYアガロース樹脂に対し
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てりボヌクレオペプチドライブラリーを結合させて、その素通り画分をGpYSRアガロース樹脂に結合さ

せた。先にGpYアガーロス樹脂をとおすことによって、　Gly－pTyr部位だけを認識するリボヌクレオペプ

チドを意図的に排除し、Ser－Arg部位に対して積極的に認識するリセプターを選択することで～よりリン

酸化チロシンの周辺のアミノ酸配列に対して選択性が高まった分子種が獲得できると考えられる。

　リボヌクレオペプチドラィブラリーをGpYSRアガロース樹脂に結合させた後は、樹脂を十分に洗浄す

ることで非特異的に結合しているリボヌクレオペプチドを除去した。洗浄後にGpYSRアガロース樹脂に

結合しているリボヌクレオペプチドは、GpYSRにより特異的な溶出を行った。溶出されたRNAは、逆転

写酵素によりDNAに変換し、　PCRにより増幅した。この逆転写反応、　PCRの過程で、　GpYSR結合活

性が高められたDNAライブラリーが作製される。増幅されたDNAライブラリーを転写し、新たなに作製

したRNAライブラリーは、選択する前のRNAライブラリーに比べ、　GpYSRに対して結合活性が高まっ

た分子種が濃縮されていると考えられる。このようにして、選択、増幅のサイクルを繰り返し行うことで、

GpYSRに対して高い親和性を有するリボヌクレオペプチドを選択した。

7回の選択、増幅を繰り返したRNAライブラリーにおいて、　GpYSR結合活性が70％まで上昇した（図

3－5）ことから、リボヌクレオペプチドの加v’か。セレクション法が有効に機能していることが示唆された

ため、RNAの配列解析を行った（図3－6）。

　配列解析した結果、GpYSRO　1とGpYSRO2の16塩基長からGpYSR27の35塩基長までの塩基長

が異なる27クローンのRNA配列が確認できた。ランダムな塩基の長さが固定化されたライブラリーが、

基質結合場の構築に最適であると仮定すると、特定の塩基長のクローンが選択されてくると推察される

が、塩基長の異なるRNAクローンが選択されてきた結果より、固定塩基長のライブラリーでは獲得でき

なかった高い親和性や選択性を有する分子種が選択されてきた可能性を示す結果が得られた。

　また、10塩基の高度に保存された配列5’一GUAUCAG一一GAG－3’を有する12クローンが認められた。

この保存配列は、リン酸化チロシンに対して選択された保存配列とは異なっていた。さらに、リン酸化チ

ロシンに対して選択されたpYO3，　pYOg　RNA配列と同様に、　GpYSR17のRNA配列が2クローンと

GpYSR14のRNA配列が8クローンの同一配列も確認できた。　GpYSRに対して選択されたりボヌクレ

オペプチドは、リン酸化チロシンだけでなく、リン酸化チロシンを含む周辺のアミノ酸配列も認識する結

合場を有する可能性が示唆できた。
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　　　　　　　　　　　　　図3－5各ラウンドにおけるGpYSRアガロース樹脂に対する

　　　　　　　　　　　　　　　　　　リボヌクレオペプチドライブラリーの結合割合

（GpYSRアガロース樹脂に加える前のリボヌクレオペプチドの吸光度とGpYSRアガロース樹脂に加え

た後の素通り上分の吸光度を測定して、非結合画一の結合割合を求めることによって、GpYSRアガロ

ース樹脂に対するリボヌクレオペプチドの結合割合を算出した。）

GpYSR17　：UAAAACGCGGGGCUAGUCCUAUUGGUUACGAAUA　（2｝
GpYSR14　3　AAACAGCCGCGCCAUAAAAUUGACAA　（8）

GPYSR27
GPYSRO　7

GPYSR33
GPYSRO　3

GPYSR30
GPYSROl
GPYSRO2
GPYSR26
GPYSR34
GPYSR15
GPYSRO　4

GPYSR21

●
●

●
●

●
●

●
●

●
■

O
O
■
●

●
●

●
■

O
●

●
●

●
●

AAAGUUUACUUUGG　Gσ鳳∫C瓦G

　　　　　　　　　　　　　GU賀uc勘G

　　　　　　　UACAAC　GU麗UC麹G

　　　　　　　　　　　　　GU互UC測G

　　　　　　　　　　　UG　GU翼UC麹G

　　　　　　　　　　　　　GA買UC酌G

　　　　　　　　　　　　　G賦UC蕊G

　　　　　　　CAUUUG　G鳳GゑハG

　　　　　　　　　　GAA　G鳳U㎜G

　　　　　　　　　　　珊

　　　　　　　　　　UCC

　　　　　　UUUUUAC

AUCGCGA
CCCGG
CGCGU
AUCAU
CGCACGA
UUCGC
GUCGU
CUCGGUU
UUCGGUA

GA買UA融G　AUUCUGCGG
G口1LUA画G　ACCGC

GU烈UA為G　CGCGC

G且GAAムG

GハGAAGCGUCACGUUGGUU
G隈｝AAUUGCG
G脇GAAGCG
G義GG
GムGG
G瀧GG
G義GAAGCG
G義GUCA
ULG　GUU

UハG　AAGAUGCGUUCGCCG

UハGAAUAUUGA

GPYSR23
GPYSR28
GPYSR25
GPYSR31
GPYSRO5

●
●

●
●

O
●

●
●

●
●

UAGAUAGCAGUAUGACUUUAUCUCCAAGCU
UUCGACGUACUAUUAUCGGUUCCUCACACUGAGC
GAUCGGACGUGGUCGUUCGGGGGAGAGCUUAAG

GGCGAムCCGGGUUCGAGGAGUGCUUAAU
CGUGCCGACUCCCGAGU

　図3－67回の選択後におけるRNAサブユニットに7から40塩基長の

　　　ランダム領域を有するリボヌクレオペプチドライブラリーのRNA配列

（括弧内に示す数：字は同じ配列をもつコロニー数、太字で示すのは保存配列）
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3－2－4GpYSR結合性リボヌクレオペプチドの特性

　選択された19種類のRNAクローンについて、　GpYSR結合活性を32Pラベル化したRNAを用いた

結合試験により評価した。Rev存在下と非存在下でのGpYSRアガロース樹脂に対して各リボヌクレオ

ペプチドの結合割合を測定した（図3－7）。評価した19クローンの中でGpYSRO7、　GpYSR26、

GpYSR25以外のりボヌクレオペプチドは、　GpYSRアガロース樹脂に対して結合活性が認められた。

Revペプチド非存在下よりもRevペプチド存在下の方が結合活性が高いGpYSR17、　GpYSRO2、

GpYSR　15の3クローンが認められた。また、ペプチド存在下の方が結合活性が高いGpYSRI7と

GpYSRO2とGpYSR　15は、　Revペプチド存在下・非存在下に関わらずGpYSR結合活性がほとんど変

わらないクローンとは異なる三者間の相互作用様式を有することが示唆された。一方、GpYSR25、

GpYSR31クローンのようにRevペプチド存在下よりもRNA単独の方が結合活性が高いクローンも認め

られた。選択されたりセプターの詳しい結合様式は不明ではあるが、ペプチド存在下・非存在下に関わ

らずリボヌクレオペプチドリセプターの作製法によって、GpYSRに対する結合場が作製可能であること

を示した。
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GpYSR　RNAクローンNo．

　　　　　　　　図3－7GpYSRアが虚一ス樹脂に対する各RNAクロー・ンの

　　　　　　　　　　　　　Rev存在下・非存在下における結合割合

［黒色の縦棒はRev存在下での結合（％）を示し、白色の縦棒はRev遍在下での結合（％）を示す。］
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3－2－5GpYSR結合性リボヌクレオペプチドリセプターの親和性評価

　リボヌクレオペプチドとGpYSRとの複合体の親和性評価は、32Pラベル化されたRNAとRevペプチ

ドを用いて、GpYSRアガロース樹脂に対する結合試験を行うことで評価した。評価したクローンは、　Rev

ペプチド非存在下よりもRevペプチド存在下の方が結合活1生が高いGpYSR17とGpYSR　15について

検討した。GpYSR17あるいはGpYSR　15をRevペプチドと複合体を形成させ、　GpYSRアガロース樹脂

の濃度を変化させることで、GpYSRアガロース樹脂に対して結合したリボヌクレオペプチドの結合割合

を測定することで平衡解離定数を求めた。32Pラベル化されたリボヌクレオペプチドをGpYSRアガロー

ス樹脂に加え、結合バッファーで結合しないリボヌクレオペプチドを洗浄することでGpYSRに対して非

特異的な結合するリボヌクレオペプチドを除去した。洗浄後、結合バッファー中に含まれるGpYSRを用

いた特異的な溶出により、と｝pYSRアガロース樹脂に結合したリボヌクレオペプチドの割合を見積もった。

GpYSRアガロース樹脂の各々の濃度における特異的に溶出されたリボヌクレオペプチドの結合割合は、

GpYSR濃度増加に伴った結合飽和曲線で与えられた（図3－8）。GpYSR17、　GpYSR　15の各RNAと

RevからなるリボヌクレオペプチドのGpYSRに対する平衡解離定数は、理論式の非線形最小二乗回

帰から算出した（章末の実験の部参照）。10塩基の高度な保存配列5’一GUAUCAG一一一GAG－3’を有する

を有するGpYSR15／Rev複合体の平衡解離定数は1（d＝73±6μMであり、同一配列が2クローン認め

られたGpYSR．17／Rev複合体の平衡解離定数は、瓜＝186±14μMであった。リン酸化チロシンに対し

て選択されたクローンの中で最も親和性が高かったpYO3／Rev複合体の平衡解離定数が376μMより

も、GpYSRに対して選択されたりボヌクレオペプチドの方が親和性が高かった。選択の過程において

GpYだけを認識するクローンを排除するという選択圧は、　Ser－Arg部位への選択性を高める選択圧で

あるが、選択されたりボヌクレオペプチドリセプターがアルギニン部位を積極的に認識することによって、

静電相互作用の寄与により親和性が向上した可能性が考えられる。
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図3－8リボヌクレオペプチドリセプターのGpYSRに対する結合親和性評価

　　　　（各GpYSR濃度におけるGpYSR151Rev複合体（黒丸）と

　　　　　GpYSR17！Rev複合体（赤丸）の結合割合を示す。）

3－2－6GpYSR結合性リボヌクレオペプチドリセプターの選択性

　リボヌクレオペプチドリセプターのGpYSR認識様式を調べるために、　GpYSRと構造的に類似した分

子（図3－9）を用いて競合試験により選択性を評価した。競合試験に使用した競合物質は、Fmocペプ

チド固相合成法に従って作製し、1H－NMRとMassスペクトルにより同定した（章末の実験の部参照）。

合成した競合物質は、リン酸化チロシン部位の変異体であるGYsRとGpssR、　Gly部位の変異体

LpYSR、　Ser部位の変異体GpYAR、　Arg部位の変異体GpYSAの五種類のテトラペプチドである。

GpYSRI51Rev複合体とGpYSR171Rev複合体について五種類のGpYSR変異体テトラペプチドを用い

て競合試験を行った。
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図3－9競合試験に使用したリン酸化チロシンを含むテトラペプチドの化学構造

　GpYSRI5／Rev複合体の競合試験の結果（図3－10）、リン酸化チロシン部位の誘導体であるGYSR

とGpSSRについては、競合物質が1mM存在下でも特異的な結合阻害が認められなかった。この結果

より、ランダム領域の塩基長が異なるライブラリーを用いたりボヌクレオペプチド機能化法により、リン酸

チロシン部位の芳香環とリン酸基の部位を高選択的に識別するリセプターが作製できることを示した。

しかし、Gly部位の変異体LpYSR、　Ser部位の変異体GpYAR、　Arg部位の変異体GpYSAについて

は、特異的な結合阻害が認められ、リン酸チロシン部位の周辺のアミノ酸部位は、．リン酸チロシン部位
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i

ほどリセプ涜聖の識別には関与していないことが明らかになった。Gly部位の変異体LpYSRに対するリ｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
ボヌクレオペプチドリセプターの平衡解離定数は萄＝171μMで、GpYSRと比較すると2．3倍の親和性｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛
の差が認められ、N末端部位も弱いながらも認識に関与していた。一方、　Ser部位の変異体GpYARに1

対するリボヌクレオペプチドリセプターの平衡解離定数：は萄＝96μMで、Arg部位の変異体GpYSAに

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
対するリボヌクレオペプチドリセプターの平解離定魏ま萄＝80画であったことから・セリンの水酸判

とアルギニンのグアニジノ基は、リボヌクレオペプチドとGpYSRの三者間の複合体形成においてほとん

ど寄与しないことが明らかになった。

　　100
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）
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　10’5　104　　10“

競合物質濃度（M）
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●GYSR
●GpSSR
■LpY§R

▲GpYAR
◆GpYSA

　　　　　　　　　　図3－10GpYSR151Rev複合体の競合試験結果

［各リガンド濃度共存下におけるGpYSR　l　5！Rev複合体のGpYSRアガロース樹脂に対する結合割合：

各リガンド濃度のデータポイントは、GpYSR（白丸）、GYSR（緑丸）、GpSSR（榿丸）、LpYSR（紫四角）、

GpYAR（青三角）、GpYSA（桃ダイヤ）で示す。］

　GpYSR171Rev複合体の競合試験から得られた選択性（図3－11）は、　GpYSR151Rev複合体の選択

性とは異なった。リン酸化チロシン部位の誘導体であるGpSSRとArg部位の変異体GpYSAに対して、

競合物質が1mM存在下でも特異的な結合阻害が認められなかった。リン酸チロシン部位の芳香環と

Arg部位のグアニジノ基がリボヌクレオペプチドとGpYSRの三者間の複合体形成に寄与することが示
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唆できる結果であり､GpYSR15/Rev複合体の選択性とは異なり､リン酸化チロシン部位以外のアルギ

ニン残基を認識していた｡さらに､リン酸化チロシン部位の誘導体であるGYSRに対するリボヌクレオペ

プチドリセプターの平衡解離定数はKd-645LLMでGpYSRと比較すると3.4倍の親和性の差が認めら

れ､リン酸基に対しても選択的なリセプターであることを示すとともに､Gly部位の変異体LpYSRに対す

るリボヌクレオペプチドリセプターの平衡解離定数はKd-I.0nlMで､5.3倍の親和性の差があることに

より､リン酸化チロシンの N末端部位も分子認識に寄与することがわかった｡しかしながら､Ser部位の

変異体GpYARに対するリボヌクレオペプチドリセプターの平衡解離定数はRh=91pMであったことか

ら､セリンの水酸基部位は分子認識に全く関与しないことが示された0GpYSR17瓜ev複合体のGpYSR

結合様式は､pTyr部位､Arg部位が積極的にリボヌクレオペプチドリセプターとの相互作用に関与する

ことが明らかになった｡
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●GYSR

●GpSSR

■ LpYSR
▲ GpYAR◆GpYSA

1d6 10J IOJ lola

競合物質波度(M)

図3-llGpYSR17/Rev複合体の競合試験結果

[各リガンド濃度共存下におけるGpYSR17瓜ev複合体のGpYSRアガロース樹脂に対する結合割合‥

各リガンド濃度のデータポイントは､GpYSR(白丸)､GYSR(緑丸)､GpSSR(栓丸)､LpYSR(紫四角)､

GpYAR(青三角)､GpYSA(桃ダイヤ)で示す｡]
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　GpYSRI5／Rev複合体とGpYSR17／Rev複合体のリボヌクレオペプチドリセプターは、リン酸化チロシ

ン残基だけでなく、周辺のアミノ酸残基も識別可能であることを示した。しかし、GpYに結合する分子種

を排除する選択圧は、GpYSR15／Rev複合体の選択性で示されたようにC端側のアルギニン部位やセ

リン部位が分子認識にほとんど関与しないリセプターが選択された。このことは、GpYに結合する分子

種を排除する選択圧が十分に機能していなかったことが考えられるが、GpYSR17／Rev複合体がC端

側のアルギニン部位に対して積極的な分子認識に関与することが示唆されたことにより、GpYに結合

する分子種を排除する選択法は、選択性を高める選択圧として有効に機能することが示唆できた。

3－2－7GpYSR結合性リボヌクレオペプチドセンサーの選別

　リボヌクレオペプチド機能化法によりGpYSRに対して特異的に結合するリボヌクレオペプチドリセプ

ターの作製に成功した。次に、微少な環境変化に対して感受性の高い蛍光色素をペプチドサブユニッ

トのN末端に修飾することにより、構築した基質結合場周囲のミクロな環境変化に鋭敏に反応し、蛍光

変化を誘起するりボヌクレオペプチドセンサーへの機能改変を行った。励起波長350㎜から650nmま

での問で様々な波長で蛍光を発する分子をRevペプチドのN末端に導入した7mC－Rev、　Pyr－Rev、

NBD－Rev、5FAM－Rev、　Cy5－Revの蛍光修飾Revペプチドを用いて、蛍光性GpYSRセンサーの網羅

的な選別を行った（図3－12）。

　蛍光性GpYSRセンサーの網羅的な選別は、蛍光修飾RevペプチドとRNAを複合体形成させて、

96穴のプレートの溝の中に独立的に溶液を入れて蛍光強度を測定することによって評価した。使用し

たRNAは、3－2－3で得られたRNAを用いた。05　mM　GpYSR存在下・非存在下での蛍光性リボヌ

クレオペプチドの蛍光強度をマイクロプレートリーダーを用いて測定した。蛍光性リボヌクレオペプチド

とGpYSR存在下での蛍光強度（1）、蛍光性リボヌクレオペプチドとGpYSR非存在下での蛍光強度（あ）

とした相対的蛍光強度（珊）を、7mC－RevとPyr－Revは390　nmの発光波長で測定し、5FAM－Revは

535nm、　Cy5は670　nmで検出した。

　7mC－Revを用いた場合、　GpYSR．17とGpYSRO　lとGpYSRO2とGpYSR　15のRNAは、クマリン分

子の周辺環境の微妙な変化に応答して蛍光強度変化の上昇が認められた（図3－13）。5FAM．Revの
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場合、GpYSR14とGpYSR26とGpYSR15のように蛍光強度変化の上昇が観測できたが・GpYSR25

は下降を示した（図3－14）。Pyr－Revの場合、　GpYSR15が蛍光強度変化の上昇・GpYSR28と

GpYSR31が下降を示した（図3－15）。また、　NBD－Revを用いた場合は・GpYSR17とGpYSRO　1と

GpYSR15が蛍光強度変化の上昇を示した（図3－16）。さらに、　Cy5－Revを用いた場合は・GpYSR25

とGpYSR31が顕著な蛍光強度変化の減少が認められた（図3－17）。

　これらの結果は、ATPに対するリボヌクレオペプチドセンサー［17］の時と同様に、　GpYSR　RNAクロ

ーンと蛍光修飾Revペプチドライブラリーから蛍光センサーを網羅的に選別することができた。しかし、

ATP　RNAクローンを有するセンサーは、最大7倍の相対蛍光強度変化を示したが、今回選択された

GpYSR　RNAクローンを有するセンサーは、最大2倍の相対蛍光強度変化であったことから、　ATPセン

サーと同様に感度の高いGpYSR結合性リボヌクレオペプチドセンサーが構築できなかった。

．偲冨o
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　　　R慰v
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NBD－Rev
戯嬉75㎜「

鐸溺535灘皿

　　　　　　気
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　藤35a置監
　総溺3墜蔭麟

図3－12本研究で使用した蛍光修飾Revペプチドの化学構造
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図3－140．5mM　GpYSR存在下でのFAM－Rev誘導体と各GpYSR　RNAクローン複合体の

　　　　　　　　　　　　　　　相対蛍光強度の比較
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図3－150．5mM　GpYSR存在下でのPyr－Revと各GpYSR　RNAクローン複合体の

　　　　　　　　　　　　　相対蛍光強度の比較
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図3－170．5mM　GpYSR存在下でのCy5。Revと各GpYSR　RNAクローン複合体の

　　　　　　　　　　　　　相対蛍光強度の比較

3－2－8GpYSR結合性リボヌクレオペプチドセンサーの機能評価

　蛍光修飾Revペプチドを用いた網羅的な蛍光センサーの選別の結果、蛍光分子の種類によって、

GpYSR結合時に蛍光特性が異なる多数のリボヌクレオペプチドセンサーが得られた。次に、　Revペプ

チドN末端に蛍光分子を導入しても、リセプターと同じ基質選択性と親和性を保持しているかどうかを

調べるために、GpYSR1517mC－Rev複合体のリボヌクレオペプチドセンサーとしての機能評価を行った。

蛍光スペクトルの測定により、GpYSRI5！7mC－Rev複合体がGpYSR濃度増加と共にクマリン分子に由

来する蛍光強度の上昇を観測した（図3－18）。2mM　GpYSR存在下において、　GpYSR1517mC－Rev

複合体の蛍光強度変化の飽和点を観測した。この蛍光強度変化をGpYSRとの結合割合に変換して

（章末の実験の部参照）、滴定曲線から平衡解離定数が102μMと求められた（．図3－19）。

P　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

倍低下した。ペプチドサブユニットに蛍光分子が導入されたことにより、蛍光分子がRNAサブユニットi

の基質結合領域でのGpYSRとの相互作用を阻害し、　GpYSRとリボヌクレオペプチドの三者間の複合

体形成の安定性が低下したと考えられる。

GYSR15R，v複合体の平鰯定数1ま輪一7卿であり、クマリン分子を導入すると親和性が141
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　　　　　　　図3－18GpYSRI517mC－Rev複合体のGpYSR依存的な蛍光強度

［励起波長355nmで励起したGpYSR1517mC。Rev複合体の蛍光スペクトル。矢印は、各GpYSR濃度

（0，1，3，10，30，100，300，1000，2000μM）増加による蛍光変化の方向を示す。赤線はGpYSRが非存

在下でのGpYSR15〃mC－Rev複合体のスペクトルを示し、青線はGpYSR濃度が2000　FM存在下で

のGpYSRI517mC－Rev複合体のスペクトルを示す。］
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　　　　　　　　　図3－19GpYSR15！7mC－Rev複合体のGpYSR滴定曲線
［GpYSRI517mC－Rev複合体の各リガンド濃度共存下における蛍光変化量を結合割合にしてプロットし

た。各リガンド濃度のデータポイントは、GpYSR（黒丸）、GYSR（緑丸）、GpSSR（橿丸）、LpYSR（紫四

角）・GpYAR（青三角）、GpYSA（桃ダイヤ）で示す。］
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　次に、リボヌクレオペプチドセンサーのGpYSR認識様式を調べるために、　GpYSRと構造的に類似し

た分子（図3－9）を用いて選択性を評価した（図3－19）。リン酸化チロシン部位の変異体である

GYsRとGpSSR、　Gly部位の変異体LpYSR、　Ser部位の変異体GpYAR、　Arg部位の変異体GpYsA

の五種類のテトラペプチドを用いて、qpYSR15／7mC－Rev複合体と競合物質の濃度増加に伴った蛍光

強度をマイクロプレートリーダーを用いて測定した。

　リン酸化チロシン部位の誘導体であるGpSSRについては、1mM　GpSSR存在下でも

GpYSR．15／7mC－Rev複合体の蛍光強度の変化が認められなかった。また、　GYSRの場合、　GYSRの濃

度上昇とともに蛍光強度変化を示し平衡解離定数2．3mMという結果から、　GpYSRと1オーダーの親

和性の差が認められた。GpYSR15／7mC－R．ev複合体は、リセプターと同様にリン酸化チロシン部位の芳

香環とリン酸基の部位を高選択的に識別するセンサーであることが明らかになった。

　次に、Gly部位の変異体LpYSR、　Ser部位の変異体GpYAR、　Arg部位の変異体GpYSAについて

調べた結果、どの競合物質においても蛍光強度変化が観測でき、リン酸チロシン部位の周辺のアミノ

酸部位はリン酸チロシン部位ほどセンサーの識別には関与していないことが明らかになった。Gly部位

の変異体LpYSRに対するリボヌクレオペプチドセンサーの平衡解離定数は1（d＝364μMで、　GpYSR

と比較すると約3倍の親和性の差が認められ、N末端部位も弱いながらも認識に関与していると考えら

れる。一方、Ser部位の変異体GpYARに対するリボヌクレオペプチドリセプターの平衡解離定数は瓦

＝246μMで、Arg部位の変異体GpYSAに対するリボヌクレオペプチドリセプ九四の平衡解離定数は

1（d＝212μMで約2倍の親和性の差が認められた。セリンの水酸基とアルギニンのグアニジノ基も弱い

ながらもりボヌクレオペプチドセンサーが識別していると考えられ、GpYSR15／Rev複合体リセプターと比

較するとセリン部位とアルギニン部位の選択性が僅かながら向上した。GpYSR15／Rev複合体の

GpYSRに対する親和性と選択性をGpYSRI5／7mC－Rev複合体が保持していたことより、リボヌクレオペ

プチドリセプ早島からリボヌクレオペプチドセンサーへの機能改変する方法論は、タンパク質中のチロシ

ンリン酸化部位に対する蛍光性センサーの作製法として適用可能であることを示した。
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3－2－9基質濃度を段階的に下げた選択法によるGpYSR結合性リボヌクレオペプチドの選択

　タンパク質リン酸化部位に対してリボヌクレオペプチドリセプターからリボヌクレオペプチドセンサーへ

の機能改変に成功したが、より親和性と選択性が高いリセプターやセンサーを構築するために更なる

選択方法の改良を行った。選択時における基質濃度を下げることによって、基質に対して結合親和性

が低いクローンを取り除くという選択法をGpYSRに対して行った。また同時に選択後の洗浄条件を厳

しくすることで、基質に対して非特異的に結合をするリボヌクレオペプチドをより排除するという操作も併

せて行った。

　GpYSRに対する選択の1ラウンド目と2ラウンド目は、3－2－3で示した選択方法と同様の方法で

基質濃度3．2mMの条件下で、　GpYSRアガロース樹脂に対して選択を行った。3ラウンド目から9ラウ

ンド目までは、基質濃度0．1ドMまで下げて、GpYSRアガロース樹脂に対して選択を行った。樹脂の洗

浄操作は、1ラウンド目と2ラウンド目とは結合バッファーを加えてから、すぐに結合バッファーを遠心に

より取り除いたが、3ラウンド目から9ラウンド目までは結合バッファーを加えてから5分静置後、遠心に

より結合バッファーを取り除くことで、非特異的に結合しているリボヌクレオペプチドを除去した。GpYSR

アガロース樹脂に結合したリボヌクレオペプチドは、GpYSRにより特異的に溶出させた。溶出された

R：NAは、逆転写酵素によりDNAに変換し、　PCRにより増幅した。この逆転写反応、　PCRの過程で、

GpYSR結合活性が高められたDNAライブラリーが作製される。増幅されたDNAライブラリーを転写し、

新たなに構築されたRNAライブラリーは、選択する前のRNAライブラリーに比べ、　GpYSRに対してよ

り結合能を有する分子種が濃縮されていると考えられる。このようにして、選択、増幅のサイクルを繰り

返し行うことで、GpYSRに対して高い親和性で結合するリボヌクレオペプチドを選択した。

9回の選択、増幅を繰り返したRNAライブラリーでは、　GpYSR結合活性は50％まで上昇した（図3－

20）ことから、リボヌクレオペプチドの加v’か。セレクション法が有効に機能していることが示唆されたた

め、RNAの配列解析を行った（図3－21）。配列解析した結果、　GpYSR34に認められた18塩基長から

GpYSR20の37塩基長までの塩基長が異なる6クローンのRNA配列が選択された。また8塩：基の高

度に保存された配列5・一AUCAG一＿GAG－3・を有する5クローンが認められた。5’一AUCAG一一GAG－3’を

有する配列は、3－2－2で選択された配列と同じ保存配列をもつことから、GpYSRに対する親和性と

選択性が同程度に有することが示唆できる結果であった。さらに、GpYSR20にみられる18クローンのつ
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ち10クローンが同一配列であるクローンと、GpYSR19にみられる18クローンのうち4クローンが同一配

列であるクローンが確認できた。今回得られたクローンの中で5’一AUCAG一一一GAG－3’の保存配列を有す

るクローンと3－2－2で選択された配列を比較したところ、同じ配列を有するクローンは確認できなかっ

た。このことから、段階的に基質濃度を下げた選択法によって得られたリセプターは、3－2－2で選択

されたりセプターよりもGpYSRに対する親和性が高いリセプターである可能性を示した。

　　　　　　　　　　123456789　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラウント数

　　　　　　　　　図3－20各ラウンドにおけるGpYSRアガロース樹脂に対する

　　　　　　　　　　　　　リボヌクレオペプチドライブラリーの結合割合

（GpYSRアガロース樹脂に加える前のリボヌクレオペプチドの吸光度とGpYSRアガロース樹脂に加え

た後の素通り画分の吸光度を測定して、非結合画分の結合割合を求めることによって、GpYSRアガロ

ース樹脂に対するリボヌクレオペプチドの結合割合を算出した。）

　　50

　　40

　ま30
　如

堀20

　　10

　　0

GPYSR20
GPYSR19
GPYSR33
GPYSR34　3
GPYSR35　＝
GPYSR36

UACUUAAGUCGCGCGU　　AUCムG
　　　　　　　　UGCGA　　真口CAG

　　　　　　　　AUGA　　AuC為、G

　　　　　　　　　CGA　　賀UC瓦G

　　　　　　　　　　UA　　AAC填G
AUGCCGCCAGUUUGUCACGA

AUCAC　　GムG
UUCGG　　G瓦G
AGCGC　　G為G
AUCGC　　G八G
AGCU　　　GCG

AACGCAAC　（10）

GACAUG　CGAG　AAUUGU（4）
GGU
GA
CAUUAAUUACACA

図3－219回の選択後におけるRNAサブユニットに7から40塩基長の

　　ランダム領域を有するリボヌクレオペプチドライブラリーのRNA配列

（括弧内に示す数字は同じ配列をもつコロニー数、太字で示すのは保存配列）
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3－2－10GpYSR結合性リボヌクレオペプチドの特性

　選択された6種類のRNAクローンの中から複数の同一配列が得られたGpYSR20とGpYSRI9と保

存配列5’一AUCAG…GAG－3’のうち二塩基が異なるGpYSR35について、　GpYSR結合活性を32Pラベ

ルしたRNAを用いて結合試験により評価した。　Rev存在下・非存在下でのGpYSRアガロース樹脂に

対するリボヌクレオペプチドの結合割合を測定した（図3－22）。評価した3クローンともRevペプチド存

在下・非存在下に関わらずGpYSR結合活性がほとんど変わらなかった。3クローンの中で結合活性が

一番高かったGpYSR20について、詳細な検討を行った。

30

　承20
　如

　　10

0

G囎坪OG轍19G轍35

　　　　　　　　図3－22GpYSRアガロース樹脂に対する各RNAクローンの

　　　　　　　　　　　　　Rev存在下・非存在下における結合割合

［黒色の縦棒はRev存在下での結合（％）を示し、白色の縦棒はRev非在下での結合（％）を示す。］

3『2－11GpYSR結合性リボヌクレオペプチドリセプターの親和性評価

　リボヌクレオペプチドとGpYSRとの複合体の結合安定性は、32Pラベル化されたRNAとRevペプチ

ドとGpYSRアガロース樹脂に対する結合試験を行うことで評価した。　GpYSR　20をRevペプチドと複合

体を形成させ、固定化されたGpYSRアガロース樹脂の濃度を変化させることで、　GpYSRアガロース樹

脂に対して結合したリボヌクレオペプチドの結合割合を測定した。32Pラベル化されたリボヌクレオペプ
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チドをGpYSRアガロース樹脂に加え、結合バッファーで結合しないリボヌクレオペプチドを洗浄するこ

とでGpYSRに対して非特異的な結合するリボヌクレオペプチドを除去した。洗浄後に、結合バッファー

中に含まれるGpYSRを用いた特異的な溶出により、GpYSRアガロース樹脂に結合したリボヌクレオペ

プチドの割合を求めた。GpYSRアガロース樹脂の各々の濃度における特異的に溶出されたリボヌクレ

オペプチドの結合割合を算出することで、GpYSRに対する結合飽和曲線が与えられた（図3－23）。

GpYSR20とRevからなるリボヌクレオペプチドのGpYSRに対する平衡解離定数は、理論式の非線形

最小二乗回帰から算出した（章末の実験の部参照）。8塩基の高度な保存配列5’一AUCAG一一GA

G－3りを有するを有するGpYSR20／Rev複合体のGpYSRに対する平衡解離定数は、現－4．8±0．6μM

であった。GpYSR15／Rev複合体の平衡解離定数が73露Mよりも、GpYSRに対して平衡解離定数が1

オーダー向上した。選択されたクローンの親和性が向上したことから、選択の過程おいて基質濃度を

下げた選択圧が有効に機能することが示唆できた。

　　霊00

　　80
　δ
如60

　　40

　　20

　　　　　　　　　　　　　　GpYSR濃度｛M｝

図3－23リボヌクレオペプチドリセプターのGpYSRに対する結合親和性評価

（各GpYSR濃度におけるGpYSR20Rev複合体（黒丸）との結合割合を示す。）
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3－2－12GpYSR結合性リボヌクレオペプチドリセプターの選択性

　リボヌクレオペプチドリセプターのGpYSR認識様式を調べるために、　GpYSRと構造的に類似した天

然タンパク質中のチロシンリン酸化部位のテトラペプチドを用いて競合試験により選択性を評価した。

競合試験に用いた競合物質（図3－24）は、Fmocペプチド固相合成法に従って作製し、1H－NMRと

Massスペクトルにより同定した（章末の実験の部参照）。リン酸化チロシン部位の変異体であるGYSRと、

GpSSRと、7種類の天然タンパク質中のチロシンリン酸化部位のテトラペプチドを、競合試験に用いる

競合物質として使用した。7種類の天然のタンパク質中チロシンリン酸化部位のテトラペプチドは、

EpYGM、　KpYVR［26］、TpYDR［27］、GpYLR［28コ、ApYRR［29］、GpYMD［30］、GpYSS［31］である。

EpYGMはGpYSRと同じl　EBNA2　co－activator中に含まれるタンパク質中のチロシンリン酸化部位（図・

3－1）であるが、残りの6種類のテトラペプチドはGpYSRのチロシンリン酸化部位をもつタンパク質と

は異なるタンパク質中のチロシンリン酸イヒ部位である。Gly部位に塩基性側鎖をもつKpWR、　Ser部位

に酸性、疎水性、塩基性側鎖をもつTpYDR，　GpYLR，　ApYRR、　Arg部位に酸卜生、極性側鎖をもつ

GpYMD，　GpYSSの各GpYSR変異体を用いることでGpYSRに分子認識様式が明らかになる。天然タ

ンパク質チロリンリン酸化部位に対する選択性の評価は、リボヌクレオペプチドリセプターあるいはリボ

ヌクレオペプチドセンサーが細胞内シグナル伝達経路の解析に適用可能であるかどうか検討できる。

　GpYSR20／Rev複合体を用いてチロシンリン酸化部位の選択性を評価した（図3－25）。競合試験か

らリン酸化チロシン部位の誘導体であるGYSRとGpSSRの競合物質が1FMから100μM存在下に

おいて、特異的な結合阻害が認められなかった。GpYSR20／Rev複合体は、リン酸化チロシン部位の芳

香環とリン酸基の部位を高選択的に識別していることが示された。さらに、GpYSRと同じEBNA2

co－activator中．ﾉ含まれるタンパク質中のチロシンリン酸化部位EpYGMに対するGpYSR20／Rev複合

体の平衡解離定数は1（d＝128μMで、GpYSRに対する平衡解離定数瓦＝4．8μMであったことより、

約26倍の親和性の差が認められた（図3－26（A））。
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iσ6　　　104　　　　104

　　競合物質の濃度｛M｝

　　　　　　　　　　　図3－25GpYSR20／Rev複合体の競合試験結果

［各リガンド濃度共存下におけるGpYSR20Rev複合体のGpYSRアガロース樹脂に対する結合割合：

各リガンド濃度のデータポイントは、GpYSR（丸）、GYSR（四角）、GpSSR（三角）で示す。］

　次に、異なるタンパク質中のチロシンリン酸化部位に対するGpYSR20／Rev複合体の平衡解離定数

は、Gly部位に塩基性側鎖をもつKpYVRの場合κd＝106μM、　Ser部位に酸1生側鎖をもつTpYDR

の場合瓦＝54μM、、疎水性側鎖をもつGpYLRの場合1（d＝26μM、塩基性側鎖をもつApYRRの

場合鴎＝27μM、Arg部位に酸性側鎖をもつGpYMDの場合鴎＝73μM、極性側鎖をもつGpYSS

の場合κd＝58μMと各アミノ酸置換された変異体に対して、親和性の差が認められた（図3－26（B），

（C），（D））。GpYSR20Rev複合体のGpYSR認識様式は、リン酸化チロシン残基に対して高選択的で

あるが、Gly，　Ser，　Arg部位も分子認識に寄与することが示された。これらの結果からGpYSR20／Rev複

合体は、リン酸化タンパク質に対する人工リセプターとして、同一タンパク質中のチロシンリン酸化部位

あるいは異なるリン酸化タンパク質のチロシンリン酸化部位を識別できる可能性が示唆できた。
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　　　　　　　　　　　図3－26GpYSR201Rev複合体の競合試験結果

［各リガンド濃度共存下におけるGpYSR20Rev複合体のGpYSRアガロース樹脂に対する結合割合：

各リガンド濃度のデータポイントは、（A）EpYGM（赤四角）、（B）KpYVR（青三角）、（C）TpYDR（赤四

角）、GpYLR（緑三角）、ApYRR（青ダイヤ）、（D）GpYSS（緑三角）、GpYMD（赤四角）で示し、（A）

（B）（C）（D）の全てにGpYSR（丸）を示した。］
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3－2－13GpYSR結合性リボヌクレオペプチドセンサーの選別

　樹脂濃度を下げることで選択圧を厳しくした条件下で選択されたGpYSR20／Rev複合体は～基質部

位特異的に識別するリセプターであることが明らかになった。次に、リセプターからセンサーへの機能

改変が可能であるか検討した。3－2－9で選択されたRNAサブユニットと蛍光修飾Revペプチドを組

み合わせて用いることによって、蛍光変化を誘起するりボヌクレオペプチドセンサーを選別した（図3－

27）。使用した蛍光修飾Revペプチドは、5FAM－Rev、7mC－Rev、　Pyr－R．ev、　NBD－Revの四種類の蛍光

修飾Revペプチドを用いた。　RNAクローンは、選択の中から複数の同一配列が得られたGpYSR20と

GpYSR19と保存配列5’一AUCAG一一一GAG－3’のうち二塩基が異なるGpYSR35の三種類のRNAを用い

た。蛍光性GpYSRセンサーのスクリーニングは、蛍光修飾RevペプチドとRNAを複合体形成させて、

96穴のプレートの溝の中に独立的に溶液を入れて蛍光強度を測定することによって評価した。

GpYSR20に関して、5FAM－Rev、7mC－Rev、　Pyr－Rev、　NBD－Revの四種類の蛍光修飾Revペプチド

を用いた二合、GpYSR濃度増加に伴った蛍光強度の変化が観測された。1mM　GpYSR存在下で

5FAM－Revに由来する相対蛍光強度が15で最も大きい変化量を示した。　GpYSR35に乱して、

5FAM－R．evに由来する相対蛍光強度が1．2ぐらいの変化量を示したが、7mC－Rev、　Pyr－Rev、　NBD－Rev

の三種類の蛍光修飾Revペプチドでは顕著な差が認められなかった。　GpYSR19は、5FAM－Revと

NBD－Revにおいて相対蛍光強度の上昇が認められたが、7mC－Rev、　Pyr－Revの蛍光修飾Revペプチ

ドでな顕著な差が認められなかった。5FAM－Revは、　GpYSR20、　GpYSR35、　GpYSR19のどのクローン

に対してもGpYSR依存的な蛍光強度変化を示したことより、樹脂濃度を下げることで選択圧を厳しくし

た条件下で選択されたGpYSRに対して親和性が向上したクローンにとろて、最適な蛍光分子であるこ

とを示唆する結果が得られた。
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図3－27各0．01，0．1，lmM　GpYSR存在下での（A）FAM－Rev、（B）7mC－Rev、（C）Pyr・Rev、

　　　　　（D）NBD－Revと各GpYSR　RNAクローン複合体の相対蛍光強度の比較
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3－2－14GpYSR結合性リボヌクレオペプチドセンサーの機能評価

　蛍光修飾Revペプチドを用いた網羅的な蛍光センサーの選別の結果、蛍光分子の種類の違いによ

って、GpYSR結合時に蛍光特性が異なるリボヌクレオペプチドセンサーが得られた。次に、　Revペプチ

ドN末端に蛍光分子を導入しても、リセプターと同じ基質選択性と親和性を保持するかどうかを調べる

ために、GpYSR20／5FAM－Rev複合体のリボヌクレオペプチドセンサーとしての機能評価を行った。蛍

光スペクトルの測定により、GpYSR20／5FAM－Rev複合体はGpYSR濃度増加と共にフルオレセイン分

子に由来する蛍光強度増加の変化が観測できた（図3－28（A））。300μMGpYSR存在下において、

GpYSR20／5FAM－Rev複合体の蛍光強度変化の飽和点を観測した。各GpYSR濃度での蛍光強度変

化から与えられる滴定曲線から求められたGpYSR20／5FAM－Rev複合体の平衡解離定数が現＝4。0±

05μMであった（図3－28（B））。GpYSR20／Rev複合体の平衡解離定数は鴎二4．8μMであり、フル

オレセイン分子を導入しても親和性の低下が認められなかった。

　次に、3－2－12で使用した競合物質を用いてGpYSR20／5FAM－Rev複合体の各競合物質濃度増

加に伴った蛍光強度をマイクロプレートリーダーを用いて測定した、チロシンリン酸化部位の誘導体で

あるGYSR、　GpSSRの1蛙Mから300μM存在下において蛍光強度変化がみられなかったことから（図

3－28（B））、リン酸化チロシン部位の芳香環とリン酸基は、GpYSRとリボヌクレオペプチドセンサーの

三者間の複合体形成の相互作用様式に関与することが明らかになった。また、GpYSRと同じEB：NA2

co－activator中に含まれるタンパク質中のチロシンリン酸化部位EpYGMに対する

GpYSR20／5FAM－Rev複合体の平衡解離定数は瓦＝378±45μMで、　GpYSRに対する平衡解離定数

κd＝4．0μMであったことより、約95倍の親和性の差が認められた（図3－28（C））。

　異なるタンパク血中のチロシンリン酸化部位に対するGpYSR20／5FAM－Rev複合体の平衡解離定数

は、Gly部位に塩基性側鎖をもつKpWRの場合κd－328±51蝉、　Ser音β位に酸性側鎖をもつ

TpYDRの場合瓦＝121±15μM、疎水性側鎖をもつGpYLRの場合瓦＝54±10μM、塩基性側鎖を

もつApYRRの二合κd＝49±9．5μM、　Arg部位に酸1生側鎖をもつGpYMDの場合瓦＝240±46μM・

極性側鎖をもつGpYSSの場合1（d＝68±13μMと各アミノ酸置換された変異体に対して、親和性の差

が認められた（図3－29（A），（B），（C））。GpYSR20／5FAM－Rev複合体の分子認識様式は、リン酸化チロ

シン部位を特に強く認識し、リン酸化チロシン周辺のGly，　Ser，　Arg部位もリボヌクレオペプチドとの相互
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作用に関与することが明らかになった。また、GpYSR20／5FAM－Rev複合体の基質分子に対する相互

作用様式は、GpYSR20！Rev複合体の選択性と親和性を損なわない結果であった。リボヌクレオペプチ

ドリセプター・センサー構築方法論は、シグナル伝達経路に関わる特定のタンパク質チロシンリン酸化

部位に対する蛍光センサーの作製法として適用可能であることを示した。
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　　　　　　　図3－28蛍光測定によるGpYSR20！5FAM－Rev複合体の機能評価

［（A）励起波長494㎜で励起したGpYSI《2015FAM－Rev複合体の蛍光スペクトル。矢印は、各GpYSR

濃度（0，0．3，1，3，10，30，100，300FM）増加による蛍光変化の方向を示す。赤線はGpYSRが非存在下、

青線はGpYSR濃度300μM存在下である。（B）（C）GpYSR20！5FAM－Rev複合体の各リガンド濃度共

存下における蛍光強度変化をプロットした。各リガンド濃度のデータポイントは、GpYSR（黒丸）、GYSR

（赤四角）、GpSSR（青三角）、EpYGM（二二）で示す。］
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　　　　　　図3－29GpYSR20！5FAM－Rev複合体の競合物質に対する滴定曲線

［GpYSR20！5　FAM－Rev複合体の各リガンド濃度共存下における蛍光強度変化をプロットした。各リガン

ド濃度のデータポイントは、（A）KpYVR（青丸）、（B）TpYDR（赤丸）、GpYLR（緑四角）、ApYRR（青三

角）、（C）GpYMD（赤丸）、GpYSS（紫四角）で示す。］
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3－3結論

　リボヌクレオペプチド機能化法によって、天然タンパク質中のチロシンリン酸化部位を認識するリボヌ

クレオペプチドリセプターの作製を行った。GpYSRを認識するリボヌクレオペプチドリセプターは、リン

酸化チロシン部位の芳香環とリン酸基を高選択的に認識し、リン酸化チロシン周辺のアミノ酸配列も認

識するリセプターが構築できた。選択圧の条件を変えることで、GpYSRに対するリボヌクレオペプチドリ

セプターの基質選択性を保持させたまま親和性の向上を図ることができた。このことから、リボヌクレオ

ペプチドリセプターの選択条件を最適化することによって、更なる基質選択性と高い親和性を有するリ

ボヌクレオペプチドリセプターの構築が可能であることを示した。

　GpYSRに対するリボヌクレオペプチドリセプターをもとに、ペプチドN末端に微少な環境変化に対し

て感受性の高い蛍光分子を導入することで、三次元構造情報がない状態でもリボヌクレオペプチドリセ

プターからセンサーへ機能改変が可能であることも示した。蛍光分子は、励起波長350nmから650　nm

の間で様々な蛍光を発する分子を用いて、蛍光修飾Revペプチドライブラリーを作製し、望みの蛍光

特性を有する蛍光センサーを選別する為のライブラリーを構築した。RNAライブラリーと蛍光修飾Rev

ペプチドライブラリーを組み合わせた網羅的な選別によって作製される蛍光性バイオセンサーは、多種

多様なタンパク質リン酸化部位に対する蛍光性バイオセンサーとして適用できるだけでなく、環境汚染

物質や環境ホルモンなどを定量的解析する環境評価技術への応用が可能になると期待される。

　本研究で使用したRevペプチドは細胞膜透過性があることが報告されていることから［32］、蛍光修

飾Revペプチドは、細胞内への導入が可能である。また、哺乳類細胞内においてRNA発現システム

が構築されていることから［33］、細胞内へのりボヌクレオペプチドセンサーの導入が可能になり、シグナ

ル伝達経路に関わるリン酸化タンパク質を細胞内でリアルタイムに検出できる技術への展開が期待さ

れる。
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3－4実験の部

3－4－1試薬

側鎖を保護したFmoc（9－fluorenylmethoxycarbonyl）アミノ酸とHBTU（亙［（dimethylamino）一1∬1，2，3－

triazolo［4，5一ゐ］pyridin－1－ylmethylene］一淋methylmethanaminium　hexanuorophosphate推oxide＞とペプチ

ド合成用DMFは渡辺化学工業社から、　Fmoc－PAL－PEG樹脂はApplied　Biosystems社から購入した。

スクシンイミドアガロース樹脂はAmersham　Pha㎜acia社から購入した。　Klenow　DNAポリメラーゼ、制

限酵素（βα〃　田、EooRI）、T4　polynucleotideキナーゼはNew　England　Biolab社から購入した。

Pyrobest　DNAポリメラーゼ、　TaKaRa　Liga重ion　Kit　VeL2はTaKaRa社から購入した。ライブラリマ作製

用DH5αコンピテントセルはInvitrogen社から購入した。逆転写酵素［AMV（Avian　Myeloblastosis

Virus）Reverse　Transcriptase］はPromega社から購入した。　RNA転写キット（Ampli　Scribe　T7　H：igh

Yield　Transcription　Kit）はEpicentre社から購入した。七モリブデン酸六アンモニウム四水和物、ヒドロ

キィン、亜硫酸ナトリウムは和光純薬社から購入した。リン酸二水素カリウム｝Bacto　Trypton、　Yeast

Extract、　Bacto　Agarはナカライテスク社より購入した。　DNAライブラリー用のDNAの合成はAmersham

Ph㎜acia社に依頼した。　PCRプライマー用のDNAの合成はGene　Design社に依頼した。放射性アイ

ソトープはAmersham　Pha㎜acia社から購入した。　QIAprep　Spin　Mini　Prep　Kit　lまQiagen社から購入し

た。その他の試薬は分子生物学用もしくは特級のものを使用した。

PCRはBIO－RAD社iCycler　The㎜al　CyclerあるいはTaKaRa社PCR　The㎜al　Cycler　PERSONAL

を用い、標準的なPCR反応は、　TaKaRa社のPyrobest　DNAポリメラーゼを用いて、添付のPyrobest

Buffbr　II反応液中0．5μMのプライマーD：NAを用い0．2　mMのdNTPの条件で行った。

3－4－2ランダム領域の塩基長が異なるDNAライブラリーの作製

　40塩基のランダムな塩基配’列を含む鋳型DNA（RRE　N40）

［5・．GGAATAGGTCTGGGCGCA－N40－P（OH：）一3・］とRRE　N40の3’末端領域に相補的なREV　N7プラ

イマー（5・一GGAATAGGCCTGTACCGTCA．N7－OH－3・）を90℃で3分間静置後、すぐに氷温下にする

ことでアニーリングさせた後に、Klenow　DNAポリメラーゼにより37℃、60分間の反応により会本鎖DNA
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を合成した。Klenow　DNAポリメラーゼ反応後、65℃、5分間静置することでKlenow　DNAポリメラーゼ

を失活させた。作製した2本鎖DNA（100　ng）を用いて、．T7プロモーターを含むFOR　O　1プライマー

（5’一TCTAATACGACTCACTATAGGAATAGGTCTGGGCGCA－3’）、REV　O4プライマー

（5’一GGAATAGGCCTGTACCGTC－3’）を用いて、変性94℃，30秒、アニーリング55℃，30秒、伸長

反応72℃，1分の条件により4サイクルのPCR反応を行うことで、ランダムな7塩基長から40塩基長

を含む2本鎖のDNAライブラリーを構築した。

3－4－3ランダム領域の塩基長が異なるRNAライブラリーの作製

1μgのランダムな7塩基長から40塩基長を含む2本鎖DNAを鋳型として用い、　Epicentre社Ampli

Scribe　T7　High　Yield　Transcription　Kitを用いて、20μしの容量で37℃で3時間反応させることにより

RNAを転写した。転写反応終了後、1UのDNaseIを加え37℃で15分間反応を行い、鋳型DNAを

分解した。転写したRNAは酢酸ナトリウム存在下エタノール沈殿を行った。　RNAサンプルは90％ホル

ムアミド水溶液に溶解し、80℃で3分間の熱処理を行った後、氷上で急冷して変性させ、6M尿素を

含んだ8％ポリアクリルアミド変性ゲルにより精製した。TLC板の上でUVを照射し目的分子量のRNA

のバンドを確認した上で切り出し、TE緩衝液［10mM　Tris－HCI（pH：7．6）、1mM　EDTA］で4℃、12時

間抽出した。抽出したRNAは酢酸ナトリウム存在下エタノール沈殿を行った。精製したRNAは10μM

となるように10mM　Tris－HC1（pH7．6）、150　mM　NaCIを含んだバッファーに希釈し80℃で3分加熱し

た後、すぐに氷温下にすることで適切な2次構造を形成するようにした。

3－4－4リン酸化チロシンを含むテトラペプチドの合成

Fmoc固相合成法により化学合成した。樹脂はFmoc－PAL－PEG　resin（0．38㎜ol／g）を用いた。縮合は、

樹脂に対して10当量のFmocアミノ酸、10当量のHBTUを5％のジイソプロピルエチルアミンを含む

DMFに溶解したものを加え、60分撹絆することで行った。ペプチドのN末端のFmoc基を除去した後、

0．5M　1一メチルイミダゾールと0．5M無水酢酸を用いてペプチドのN末端をアセチル化した。樹脂から

の切り出しおよび側鎖の脱保護は、フェノール（0．75g）、チオアニソール（0．5　mL）、エタンジチォール

（0．25mL）、蒸留水（0．5　mL）、トリフルオロ酢酸（10　mL）の混合溶液を、氷上乾燥させた樹脂に加え、3
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時間撹拝した。反応終了後、樹脂をろ別し、エーテル沈殿によりRevペプチドを回収した。沈殿を水に

溶解させ、エーテルによる洗浄後、逆相HPLCにより精製した（溶離液AO．2％トリフルオロ酢酸水溶液、

二二液BO．2％トリフルオロ酢酸を含む50％アセトニトリル水溶液）。精製には、信和化工社のUltron

VX－Peptide（20　x　250　mm）とAmersham　Phannacia社のRESOURCE－RPCカラム（3　mL）の逆相C18

カラムを用いた。分析には、信和化工社のUltron　VX－Peptide（4．6　x　150　mm）の逆相C18カラムを用

いた。テトラペプチドの濃度は、リン酸化チロシンの吸光係数（λ267＝500M’1cm『1）とチロシンの吸光係

数（λ274＝1420Mlcm’1．）により決定した。ペプチドの同定には、　Applied　Biosystems社のVoyager

MALDI－TOFマススペクトルとJEOL社のNMR　spectrometer　JNM－ECP300により行った。

GpYSR（H－Gly－pTy1」Ser－Arg－NE2）．　IH　NMR（300　MHz，　D20一あ）：δ154－L90（m，4H），2．93－3．10

（m，2H），3．17（m，2H）3．69－3．82（m，4H），4．23（m，1H），4．37（m，1H），4．64（m，1H），7．08（d，」＝8．5

Hz，2H），7．17（d，」＝7．7　Hz，2H）；TOF－Mass：［M＋Na】＋calcd．583。49，　fbund　583．73．

GYSR（H－G盈y－Tyr－Ser－Arg－NH2）．　IH　NM［R（300　MHz，　D20一あ）：δ1．56－1．98（m，4H），2．90－3．05（m，

2H），3．19（m，2H），3．72－3．85（m，4H），4．24（m，1H），4．39（m，　lH），4．62（m，1H），6．80（d，」＝7．4Hz，

2H），7．11（d，」＝7．7　Hz，2H）；TOF－Mass：［M＋Na］＋calcd．503．51，fbund　503．85．

GpSSR（H－Gly－pSer－Ser－Arg－NH2）．1H　NMR（300　MHz，　D20－42）：δ153－1．98（m，4H），3．20（m，2

H），3．82－3．97（m，2H），4．12－4．27（m，2H：），4．32（m，　l　H），4．48（m，1H），4．70（m，1H）；TOF－Mass：

［M＋K］＋calcd．5235，　fbund　523．76

LpYSR（H－Leu－pTyr－Ser－Arg－N旺2）．1H　NMR（300　MHz，　D20－42）：δ0．92（m，6H），156－1．92（m，4

H），3．05（rn，2H），3．21（m，2H），3．75（㎡，2H），3．99（m，1H），4．24（m，1H），4．38（m，　lH），4．67（m，1

H），7．ll（d，」＝7．7　Hz，2H），7．21（d，」＝8．5　Hz，2H）；TOF－Mass：［M＋H］＋calcd．617．61，　fbund　617。65．

GpYAR（H－Gly－pTyr－Ala－Arg－NH2）．　IH　NMR（300　MHz，　D20一あ）：δ1．22－1．42（m，3H），154－2．02

（m，4H），2．96－3．25（m，4H），3．76（m，4H），4．30（m，2H），4．66（m，1H），7．13（d，」＝8，7　Hz，2H），7．23

（d，」＝8．5Hz，2H）；TOF－Mass：［M＋H］＋calcd．545．51，魚）und　545．8．

GpYSA（H－Gly－pTy卜Ser」Ala－N旺2）．1H　NMR（300　MHz，　D20一の：δ1．32（m，3H），2．88－3．06（m，2

H），3．69（m，4H），4．16（m，1H），4．29（m，1H），4．57（m，　lH），7．03（d，」＝8．5HZ，2H），7．13（d，ノr＝85

Hz，2H）；TOF－Mass：［M＋2Na］＋calcd．519．35，負）und　520．65．
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GpYSR (Ac-GIy-pTyr-Ser-Arg-NH2). iH NMR (300 MHz, D20-`i]): 6 1.05-1.32 (m, 4 H), 1.50 (s, 3

H), 2.39-2.69 (m, 4 H), 3.20-3.35 (m, 4 H), 3.73 (m, 1 H), 3.85 (m, 1 H), 4.06 (m, 1 H), 6.57 (d, J= 8.5

Hz, 2 H), 6.65 (d, J= 8.5 Hz, 2 H); TOF-Mass: [M+H]' calcd. 603.54, found 603.78.

GYSR (Ac-Gly-Tyr-Ser-Arg-NII2). iH NMR (300 MHz, D20-cl]): 6 1.62-2.00 (m, 4 H), 2.03 (s, 3 H),

2.95-3.13 (m, 2 H), 3.24 (m, 2 H), 3.79-3.97 (m, 4 H), 4.33 (m, 1 H), 4.39 (m, 1 H), 4.62 (m, 1 H), 6.87

(d, J-= 8.2 Hz, 2 H), 7.15 (d, J= 8.2 Hz, 2 H); TOF-Mass: [M+H]' calcd. 523.56, found 523.83.

GpSSR (Ac-Gly-pSer-Ser-Arg-NH2). 'H NMR (300 MHz, D20-clz): 6 1.58-2.03 (m, 4 H), 2.08 (s, 3

H), 3.23 (m, 2 H), 3.86-4.07 (m, 4 H), 4.15-4.38 (m, 3 H), 4.49 (m, 1 H), 4.65 (m, 1 H); TOF-Mass:

[M+H]' calcd. 527.45, found 527.84.

EpYGM (Ac-Glu-pTyr-Gly-Met-NH2). 'H NMR (300 MHz, D20-cl2): 6 1.75-2.17 (m, 10 H),

2.22-2.40 (m, 2 H), 2.43-2.64 (m, 2 H), 2.94-3.01 (m, 1 H), 3.11-3.18 (m, 1 H), 3.77-3.94 (m, 2 H), 4.23

(m, 1 H), 4.44 (m, 1 H), 4.56 (m, 1 H), 7.10 (d, J= 8.4 Hz, 2 H), 7.19 (d, J== 8.2 Hz, 2 H); TOF-Mass:

[M+Na]' calcd. 642.57, found 642.96.

KpYVR (Ac-Lys-pTyr-Val-Arg-NH2). iH NMR (300 MHz, D20-d>): 6 O.88 (m, 6 H), 1.25 (m, 2 H),

1.58-1.81 (m, 8 H), 1.99 (m, 4 H), 2.88-3.07 (m, 4 H), 322 (m, 2 H), 4.00 (m, 1 H), 4.12-4.25 (m, 2 H),

7.09 (d, J= 8.5 Hz, 2 H), 7.17 (d, J= 8.2 Hz, 2 H); TOF-Mass: [M+H]' calcd. 686.72, fbund 686.85.

TpYDR (Ac-Thr-pTyr-Asp-Arg-NH2). iH NMR (300 rvffIz, D20-d>): 6 1.05-1.17 (m, 3 H), 1.51'l.92

(m, 4 H), 2.04 (s, 3 H), 2.73 (m, 1 H), 2.89 (m, 1 H), 3.03 (m, 2 H), 3.17 (m, 2 H), 4.08 (m, 1 H), 4.22 (m,

2 H), 4.60 (m, 2 H), 7.09 (d, J- 8.5 Hz, 2 H), 7.17 (d, 1- 8.5 Hz, 2 H); TOF-Mass: [M+H]' calcd.

675.61, found 675.87.

GpYLR (Ac-Gly-pTyr-Leu-Arg-]NH2). 'H NMR (300 M}lz, D20-c(]): 6 O.87-O.94 (m, 6 H), 1.57-1.88

(m, 7 H), 2.05 (s, 3 H), 3.07 (m, 2 H), 3.23 (m, 2 H), 3.87 (m, 2 H), 4.25-4.36 (m, 2 H), 4.62 (m, 1 H),

7.14 (d, J= 8.7 Hz, 2 H), 7.20 (d, J= 8.2 Hz, 2 H); TOF-Mass: [M+H]' calcd. 629.62, found 629.59.

ApYRR (Ac-Ala-pTyr-Arg-Arg-NH2). iH NMR (300 maz, D20-d5): 6 1.32 (d, J == 7.1 Hz, 3

H),1.46-1.93 (m, 8 H), 2.08 (s, 3 H), 3.01-3.27 (m, 6 H), 4.24 (m, 3 H), 4･57 (m, 1 H), 7.14 (d, J== 8.2 Hz,

2 H), 7.21 (d, J= 8.2 Hz, 2 H); TOF-Mass: [M+H]' calcd. 686.68, found 686.66.
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Gp㎜（Ac－Gly－pTy卜Met－Asp一輪）．　IH　NMR（300　M翫，　D20一偽）：δ1．86－2．05（m，8H），2・35－

2．54（m，2H），2．76－3．12（m，4H），3．84（m，2H），4．39（m，1H），4・55（m，1H），4．65（m，1H），7・ll（d，」＝

7．6Hz，2H），7．18（d，」＝7．4　Hz，2H）；TOF－Mass：［M＋Na］＋calcd．628．55，　fbund　628．80．

GpYSS（Ac－Gly－pTyr－Ser－Ser．NH2）．　IH　NMR（300　MH2，　D20一の：δ1．99（s，3H），2．98－3．17（m，2

H），3．77－3．95（m，6耳），4．40－4．87（m，2H），4．65（m，1H），7．13（d，」＝8．5　Hz，2H），7．22（d，」＝8．5　Hz，

2H）；TOF－Mass・［M＋N・］＋cal・dl　556．42，鉛und　556．91．

3－4－5GpYSRアガロース樹脂の合成

　NHS活性化アガロース樹脂を45　mL用いて固定化を行った。求核性化合物の吸着を除く為に、1氷

温で冷やした酸1生溶液9mL（1　mM　HCI）にて3回洗浄した。洗浄後、予め結合バッファー8mL

（0．2MNaHCO3，05　M　NaC1，　pH：8．3）に溶解させたH－Gly－pTyr－Ser－Arg－NH2（10mM，7．5　mL）ある

いはH－Gly－pTyr－Ser－Arg－NH2（20μM，7．5　mL）を樹脂に対して速やかに加え、室温下で2時間振とう

させた。反応後キャッピングバッファー9mL（0．5　M　Ethanolamine，0．5　M　NaCl，　pH　8．3）にて3回洗浄

後、酢酸バッファー9mL（0．1M　Acetic　acid，05　M　NaCl，　pH：4．0）で3回洗浄した。さらにキャッピング

バッファー（9mL）加え、室温下で30分間振とうさせた。キャッピングバッファーを取り除き、酢酸バッフ

ァー（9mL）にて3回洗浄した。キャッピングバッファー（9　mL）で3回洗浄後、最初にキャッピングバッ

ファ「で溶出した溶液の吸光度（280nm）を測定し、スクシンイミドに由来する化合物がないことを確認

した。確認後、酢酸バッファー（9mL）にて3回洗浄した。最終的に20％EtOH：（6　mL）で3回洗浄後、

20％EtOH：に置換された状態で保存した。

3－4－6GpYSRアガロース樹脂の固定化量の算出

　基質分子を固定化させたアガロース樹脂は、Briggsのリン酸イオン定量法により算出した［34］。

110℃で乾燥したリン酸二水素カリウム（174．2mg，1mmol）をメスフラスコにて蒸留水で100　mしまでメス

アップした。この溶液をもとにリン酸二水素カリウム水溶液の濃度を200，400，600，800，1000FM≧なる

ように調製した。各濃度の水溶液を100μしに、下記に示した調製法に調製したモリブデン水溶液（100

μL）、ヒドロキノン水溶液（50μL）、亜硫酸ナトリウム水溶液（50μL）と順次加え、この混合溶液を湯浴中
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に約60秒浸した。発色を安定させる為に15分放置し、340㎜の吸：光度を測定し、吸光度とリン酸イオ

ン濃度からなる検量線を求めた。尚、ブランクは、蒸留水（100μL）にモリブデン水溶液（100μL）、ヒドロ

キノン水溶液（50μL）、亜硫酸ナトリウム水溶液（50μL）き加えた溶液を用いた。

　基質分子を固定化させたアガロース樹脂は、200叫樹脂容量をとり、それぞれ濃硫酸を一滴滴下し、

200℃で45分間オイルバス上に温湯した。蒸留水で400μしまでメスアップ後、100μしとり、モリブデン

水溶液を100μL加えた。次にヒドロキノン水溶液を50μL加え、亜硫酸ナトリウム水溶液を50μL加え

た。それぞれの混合溶液を湯浴中に約20秒浸した。発色を安定させるために15分放置した。340nm

の吸光度を測定した。

・モリブデン水溶液の調製：七モリブデン溢出アンモニウム二水和物（5g，4mrnol）を蒸留水（60　mL）に

溶解させ、75％硫酸（40mL）を加えた。

・ヒドロキノン水溶液の調製：ヒドロキノン（0．5g，4．5　mmol＞を蒸留水（100　mL）に溶解させ、ヒドロキノンの

酸化阻害の為に濃硫酸を一滴滴下した。

・亜硫酸ナトリウム水溶液の調製：亜硫酸ナトリウム（4g，31mmol）を蒸留水（20　mL）に溶解させた。

3－4－7ネガティブ選択法を用いたGpYSR結合性リボヌクレオペプチドの選択

　選択過程は、1ラウンド目から2ラウンド目はGpYアガロース樹脂をとおさずに選択を行ったが、3ラ

ウンド目以降はGpYアガロース樹脂をとおしてから選択を行った。予め結合バッファー［10　mM

Tris－HCI（pH　7．6），100　mM　KCI，10mM　MgC12，0．005％Tween20］にて平衡化させたGpYアガロース

樹脂（6．2μmol／mL）40μL樹脂容量に対して、80℃で3分温置後、すぐに4℃に急冷させることで会合

させた2μMR：NAと3FM　Ac－Revを加え、氷上で反応溶液100μLを結合させた。30分後に4℃で1

分間遠心し、上澄をGpYSRアガロース樹脂（9．2μmo1／mL）40μL樹脂容量に対して加え、さらに氷

上30分問結合させた。結合反応後、上澄を：除いた律、樹脂は300μしの結合バッファーで、5000g、

4℃で1分間遠心し、上澄を除去する操作を3回繰り返して洗浄した。樹脂に結合したRNAは、0．2

mM　GpYSRを含んだ結合バッファー100μしで溶出させ、これを2回繰り返し・酢酸ナトリウム存在下エ

タノール沈殿を行いRNAを回収した。

　RNAを10μL　TE［10mM　Tris－HC1（pH：7．6）、1mM　EDTA］に溶解し・3μしのRNAを鋳型として、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　74



12μMのREV　O1プライマー存在下、80℃3分間加熱後、30分間かけて25℃まで徐冷しアニーリ

ングさせた後、反応液20μしで逆転写反応（42℃、30分間）を行った。反応液を99℃，5分間加熱処

理し逆転写酵素を失活させた後、反応液の1／10量についてREV　O4、　FOR　O　1プライマーを用いて、変

性98℃，10秒、アニーリング55℃，30秒、伸長反応72℃，30秒の条件でPCRを行った。4サイク

ル毎に20サイクルまで反応液を分取し、8％非変性ポリアクリルアミド（アクリルアミド：ビスアクリルアミド

＝29：1）電気泳動により増幅DNAを分析した。ポリアクリルアミド電気泳動での分析により、指数的に

DNAの増幅が確認される最小のサイクル数でPCRを行い、新たなDNAライブラリーを調製した。　PCR

産物は、酢酸アンモニウム溶存在下2プロパノール沈殿により精製し、次のセレクションに供した。

3－4－8基質濃度を段階的に下げた選択法によるGpYSR結合性リボヌクレオペプチドの選択

　1ラウンド目から2ラウンド目において、予め結合バッファー［10mM　Tris－HCI（pH　7．6），100　mM　KCI，

10mM　MgC12，0．005％Tween20］にて平衡化させたGpYSRアガロース樹脂（9．2μmol／mL）20μL樹脂

容量に対して、80℃で3分温置後、すぐに4℃に急冷させることで会合させた2μMRNAと3μM

Ac－Revを加え、氷上で反応溶液50μLを結合させた。結合反応30分後に、4℃で5000gで二分間遠

心した。乾燥した樹脂に冷やした300Fしの結合バッファーを加え、すぐに遠心した。この洗浄サイクル

を3回繰り返した。樹脂に結合したRNAは、0．2　mM　GpYSRを含んだ結合バッファー100匹で溶出さ

せ、これを2回繰り返し、酢酸ナトリウム存在下エタノール沈殿を行いRNAを回収した。

　3ラウンド目から以降はGpYSR樹脂（2．7　nmol／mL）2μL樹脂容量にに対して、80℃で3分温置後、

すぐに4℃に急冷することで会合させた2褻MRNAと3μM　A。一Revを加え、氷上で反応溶液50μLを

結合させた。結合反応30分後に、4℃で5000gで二分間遠心した。乾燥した樹脂に冷やした300μし

の結合バッラァーを加え、5分間経った後に遠心した。この5分間の洗浄時間をおいた洗浄方法を3

回繰り返した。樹脂に結合したRNAは、0．2　mM　GpYSRを含んだ結合バッファー100μしで溶出させ、

これを3回繰り返し、酢酸ナトリウム存在下エタノール沈殿を行いRNAを回収した。

　RNAを10μL　TE［10　mM　Tris－HCI（pH　7．6）、1mM　EDTA］に溶解し、3匹のRNAを鋳型として、

12μMのREV　O　1プライマー存在下、80℃3分間加熱後、30分間かけて25℃まで徐冷しアニーリ

ングさせた後、反応液20μしで逆転写反応（42℃、30分間）を行った。反応液を99℃5分間加熱処
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理し逆転写酵素を失活させた後､反応液の1/10量についてREV04､FOROlプライマーを用いて､変

性 98℃,10秒､アニーリング55℃,30秒､伸長反応 72℃,30秒の条件でPCRを行った｡4サイク

ル毎に20サイクルまで反応液を分取し､8%非変性ポリアクリルアミド(アクリルアミド:ビスアクリルアミド

-29:1)電気泳動により増幅 DNAを分析した｡ポリアクリルアミド電気泳動での分析により､指数的に

DNAの増幅が確認される最小のサイクル数でPCRを行い､新たなDNAライブラリーを調製した｡PCR

産物は､酢酸アンモニウム溶存在下2-プロパノール沈殿により精製し､次のセレクションに供した｡

3-4-9選択されたリボヌクレオペプチドのRNA配列解析

第二章の実験の部2-4-6と同様の方法で行った｡

3-4-10クローニングを行ったプラスミドDNAの配列解析

第二章の実験の部2-4-7と同様の方法で行った｡

3-4-11配列解析を行ったプラスミドDNAからRNAの調製

配列確認を行ったプラスミド DNA 2ngを用い 100pL の容量で､FOR 03プライマー

(5'-GAATTCTAATACGACTCACTATAGG-3')､REV04プライマーを用いて変性94℃ 30秒､アニ

ーリング55℃ 30秒､伸長反応72℃ 1分の条件で30サイクル反応を行った｡PCR産物は酢酸アン

モニウム存在下2-プロパノール沈殿を行った｡精製したDNAはTE緩衝液に溶解し､前述した方法に

よりRNAを転写した後､変性ゲルを用いて精製した｡

3-4-12RNAの5'末端標識

第二章の実験の部2-4-9と同様の方法で行った｡

3-4-13リボヌクレオペプチドリセプターとGpYSRアガロース樹脂との結合試験

樹脂量として20LiLのGpYSRアガロース樹脂にRNA(最終濃度 1pM)とRevペプチド(最終濃度 1

LtM)を加えた結合バッファー[10mM Tris-HCl(pH7･6)､100mM KCl､10mM MgCl2,0.005%
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Tween20］中、氷上30分間反応させた。反応液を50009、4℃で1分間遠心により濾：過した後、樹脂

は400叫の結合バッファーで、5000g、4℃で1分間遠心により洗浄した。樹脂に結合したRNAは、

0．2mM　GpYSRを含んだバッファー100μしで溶出させ、これを2回繰り返した。洗浄液中、回収液中、

さらに樹脂の放射活性をチェレンコフ法により測定し、それぞれを非結合画分、特異的結合画分、非特

異的結合画分とした。結合反応に用いたRNAめ放射活性に対し、得られたRNAの放射活性から非結

合画分（％）、特異的結合画分（％）、非特異的結合画分（％）を算出した。

3－4－14リボヌクレオペプチドリセプターとGpYSRの平衡解離定数の測定

　各樹脂容量のGpYSRアガロース樹脂にRNA（最終濃度1μM）とRevペプチド（最終濃度1μM）を

加えた結合バッファー［10mM　Tris－HCl（pH7．6）、100　mM　KCl、10　mM　MgC1乳0．005％Tween20］中、

氷上30分問反応させた。反応液を1000g、4℃で1分間遠心によりろ過した後、樹脂は200μしの結

合バッファーで、1000g、4℃で1分間遠心する操作を2回繰り返して洗浄した。樹脂に結合したRNA

を0．2mM　GpYSRを含んだバッファー150μしで溶出し、これを2回繰り返した。洗浄液中、回収液中、

さらに樹脂の放射活性をチェレンコフ法により測定し、それぞれ非結合画分、特異的結合画分、非特

異的結合画分とした。結合反応に用いたRNAの放射活1生に対し、得られたRNAの放射活性から非結

合画分（％）、特異的結合画分（％）、非特異的結合画分（％）を算出した。リボヌクレオペプチドリセプタ

ーのGpYSRとの解離定数ノ（dは、以下の理論式に従って算出した。解析ソフトにはIgor　Proを用いた。

F＝（［RNA一ペプチド複合体】＋［GpYSR］＋1（d）一｛（［RNA一ペプチド複合体］＋［GpYSR］＋鴎）2－

4×［RNA一ペプチド複合体］［GpYSR］｝1／2／2×［RNA一ペプチド複合体］

FはGpYSRに結合したRNA一ペプチド複合体の割合、［］は各濃度を示す。データは平均±標準偏差

により表記した。

3－4－15リボヌクレオペプチドリセプターの競合試験

樹脂量として2μしのGpYSRアガロース樹脂に最終濃度1μMとなるようにRNA、1μM　Revを加え

たのち結合バッファー［10niM　Tris－H：Cl（pH7．6）、100　mM　KCl、10　mM　MgCl鑑0．005％Tween20］中・

各濃度の競合物質を加えて氷上30分間反応させた。反応液を50009、4℃で1分間遠心により濾：過
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した後、樹脂は200μしの結合バッファーで、50009、4℃で1分聞遠心する操作を2回繰り返して洗

浄した。樹脂に結合したRNAは、0．2　mM　GpYSRを含んだバッファー150μしで溶出させ、これを2回

繰り返した。洗浄血中、回収液中、さらに樹脂の放射活性をチェレンコフ法により測定し、それぞれ非

結合山分、特異的結合言分、非特異的証臨画分とした。結合反応に用いたRNAの放射活性に対し、

得られたRNAの放射活性から非結合画分（％）、特異的結合小分（％）、非特異的結合追分（％）を算

出した。

F＝（（瓦＋陥［競合物質］／勾’＋［GpYSR］＋［RNA一ペプチド複合体｝（（現＋現［競合物質］凶’＋

［GpYSR］＋［RNA一ペプチド複合体］）2一（4［GpYSR］［RNA一ペプチド複合体］））1／2）／（2［RNA一ペプチド複合

体］））

FはGpYSRに結合したRNA一ペプチド複合体の割合、κdはRNA一ペプチド複合体とGpYSRとの平衡

解離定数、鵡’はRNA一画面チド複合体と競合物質の平衡解離定数、□ほ各濃度を示す。データは平

均±標準偏差により表記した。

3－4－16リボヌクレオペプチドセンサーの96穴プレートを用いた蛍光測定

　蛍光測定は、Perkin　Elumer社Wallac　ARVOsx　l　420　multilabel　counterを用いて行った。測定に使

用したRNAは、塩濃度10mM　Tris（pH　7．6），150　mM　NaCl存在下で80℃，3分放置後、4℃に急冷さ

せてから使用した。測定溶液100μL中には、各基質濃度となるように調製し、1μMRNA，1μM蛍光

修飾Rev存在下で終塩濃度は、10　mM　Tris－HCI（pH　7．6），100　mM　NaCl，100　mM　KCI、10　mM

MgCh　O．005％Tween20にて測定した。プレートに試料溶液を加えた後、Wallac　ARVOsx　1420

multilabel　counterで1分間の三山後、20℃で30分間静置してから各蛍光分子に適した波長で蛍光

強度を測定した。7mC－RevとPyr－Rev誘導体は350㎜の波長で励起し、390㎜の発光波長を測定し

た。6FAM－Rev誘導体は485㎜の波長で励起し、535㎜の発光波長を測定した。　NBD－Rev誘導体

は475㎜の波長で励起し、535nmの発光波長を測定した。　Cy5－Rev誘導体1ま650　nmの波長で励起

し、670nmの発光波長を測定した。
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3－4－17リボヌクレオペプチドセンサーの蛍光測定

　蛍光測定は、HITACHI　F4500を用いて行った。蛍光測定条件は、励起スリットと蛍光スリット幅は5

nm　lホトマル電圧700Vの設定で測定した。7mC－Revを使用した場合は、λex＝355　nmの励起波長

で測定波長範囲370～470nmを測定した。5FAM－Revは、λex＝494　nmの励起波長で測定波長範

囲510～600㎜を測定した。測定溶液中の終塩濃度は、10mM　Tris－HCI（pH　7．6），100　mM　KCI，10

mM　MgC12で測定溶液量を250　Fしとして、05鮮M　RNA，05μM蛍光修飾Rev、各基質濃度の存在下

で蛍光スペクトルを測定した。

F＝A（（［蛍光性RNA－Rev複合体］＋［GpYSR］＋Kb）一（（［蛍光性RNA－Rev複合体］＋［GpYSR］＋1くb）2－4［蛍

光性RNA－kev複合体］［GpYSRD　1／2）／2［蛍光性RNA－Rev複合体］

蛍光性RNA一ペプチド複合体と基質分子存在下での蛍光強度（1）、蛍光性RNA一ペプチド複合体と基

質分子非存在下での蛍光強度（1b）とした相対的蛍光強度（砺）をF、　Aは結合飽和における1一相対的

蛍光強度（珊）の値、［］は各濃度を示す。データは平均±標準偏差により表記した。
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　　　　　　　　　　　　第四章

蛍光性RNA一ペプチド複合体の機能拡張法の開発

概要

　蛍光性リボヌクレオペプチドセンサーの改良を目指し、ペプチドサブユニットのN末端部位への蛍光

分子の導入法を改良することによって、リボヌクレオペプチドセンサーの最適化を図った。蛍光性ATP

センサーは、リボヌクレオペプチドのペプチドサブユニットと蛍光分子の間にリンカー分子を挿入したり、

ペプチドサブユニットと蛍光分子の結合部位の官能基を変えることによって、センサーとしての機能が

向上した。本手法によって、蛍光性リボヌクレオペプチドセンサーの構築方法論が、より轡般的な方法

論として拡張されることが期待される。

4－1緒言

　加v∫か。セレクション法ll］によって構築されるRNAあるいはDNAアプタマーは、優れた基質選択性

と親和性を有するテーラーメイドなりセプターとしてこれまで多数報告されている［2－5］。この核酸分子リ

セプ論評を基にした蛍光性バイオセンサーは、蛍光分子をリセプター分子に対して化学修飾することに

よりセンサーへ機能改変なされている［6－13］。第一章の序論で記述したように、核酸分子リセプ門止の

ヌクレオチド部位への直接的な蛍光分子の化学修飾では、特定の波長で応答する蛍光性センサーが

常に作製できる保証がない。リセプターからセンサーへの機能改変の問題点として、蛍光応答を示す

適切な蛍光分子の導入位置の予測が困難であることが挙げられる。

　萩原ら［14］が開発した蛍光性リボヌクレオペプチドセンサーの作製法は、基質分子との結合に伴っ

て、任意の検出波長と幅広い濃度応答領域と高い感度を有するバイオセンサーを構築する方法論で

ある。蛍光性リボヌクレオペプチドセンサーの作製法は、RNAアプタマーのようにリセプター分子に対し

て蛍光分子を基質結合領域であるヌクレオチド部位に直接的に導入するセンサー作製法とは異なり、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　82



蛍光分子の導入位置を選定せずに、蛍光センサーを作製できる理想的な方法論である。蛍光性ATP

センサーの作製法は、HIV　Revペプチドとその標的配列であるRRE　RNAから構成される安定なRNA一

ペプチド複合体［15］を基にしたATP結合性リボヌクレオペプチドリセプター［16］の機能改変によって

作製される。ATP結合性リボヌクレオペプチドリセプターのRNAサブユニットと蛍光修飾Revペプチド

ライブラリーを組み合わせて用いることによって、簡便に望みとする光学的特性を有するセンサーが選

別できる［14］。

　第四章では、リボヌクレオペプチドのペプチドサブユニットに、リンカー分子を介した蛍光分子の導入

や蛍光分子とペプチドの共有結合の結合様式を変化させて、基質結合場の環境変化に鋭敏に反応す

る蛍光性バイオセンサーの作製を行った（図4－1）。

　　　　　　　　　　　9
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　　　　　　　図4－1蛍光性リボヌクレオペプチドセンサーの最適化の戦略図

（リボヌクレオペプチドリセプターのRNAサブユニットと蛍光修飾Revペプチドとの組み合わせの中で、

ペプチドサブユニットにリンカー分子が挿入された蛍光修飾ペプチドを用いることによって、基質結合

場の環境変化に鋭敏に反応し発光するセンサーを選別する。）
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4－2結果と考察

4－2－1蛍光修飾Revペプチド誘導体の設計

　一般的に微小な環境変化に対して蛍光分子は鋭敏である。蛍光分子の結合部位の位置を変化させ

たり、蛍光分子とRevペプチドのN末端の間に適切な長さをもつリンカー分子を挿入することによって、

リボヌクレオペプチドセンサーの蛍光応答性が調節可能になると考えられる。RevペプチドのN末端に

β一アラニンとγ一アミノ酪酸のリンカー分子が挿入されたクマリン修飾Revペプチド［7mC一（βAla）一Rev，

7mC一（GABA）一Rev］を作製した（図4－2）。また、ピレンスルホン酸クロライドを用いた合成によりスルホ

ン基で共有結合しているpyr。（SO2）一RevのPyr一（CO）一Revの誘導体も作製した。さらに、リシン残基のε

位のアミノ基からフルオレセイン分子を結合させた6FAM・（εLys）一Revの誘導体も作製した。
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　　　　　　　　　　　図4－2本研究で使用した蛍光修飾Revペプチド

（a）β一アラニンと管アミノ酪酸のリンカー分子が挿入された7mC－Rev誘導体、（b）ピレンの結合部位が異

なるPyr－Rev誘導体、（c）リシンのε位のアミノ基から修飾された6FAM－Rev誘導体
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4－2－2蛍光性ATPセンサーの最適化

　リンカー分子や共有結合部位が異なる蛍光修飾Revを用いて、蛍光性ATPセンサーのスクリーニン

グを行った。蛍光修飾した各々のRevペプチドとRNAを複合体形成させて、96穴のプレートの溝の中

に独立的に基質分子ATPを含む混合溶液を入れて蛍光強度の測定を行った。使用したRNAは、萩

原ら［14］が開発した蛍光性ATPセンサーの構築で使用したRNAを用いた（図4－3）。0．l　mM　ATP

存在下・非存在下の蛍光強度をマイクロプレートリーダーを用いて測定した。蛍光性リボヌクレオペプチ

ドとATP存在下での蛍光強度（1）、蛍光性リボヌクレオペプチドとATP非存在下での蛍光強度（乃）とし

た相対的蛍光強度（珊）を、7mC－Rev誘導体とPyr－Rev誘導体は390　nmの発光波長で測定し、

6FAM－Rev誘導体は535㎜で検出した（図4－4）。

　7mC一（βAla）一RevとA6，　A24，　A28，　A35　RNAの各リボヌクレオペプチドは、β一アラニンを介することで

相対蛍光強度の増加が顕著に認められた。また、Pyr一（SO2）一Revに由来するリボヌクレオペプチドセン

サーの相対蛍光強度は、AO2，　A25，　A26，　A28，　A34，　A35　RNAがカルボニル基で結合している

Pyr一（CO）一Revよりも高い相対蛍光強度を観測された。さらに、6FAM－Revに由来するリ：ボヌクレオペプ

チドセンサーの相対蛍光強度は、リシンリンカーが挿入されているほうが、A6，　A9，　A　17，　A24　RNAに関

しては明らかに高い相対蛍光強度を示した。これらの結果より、リンカー分子あるいは共有結合部位を

変化させたことで蛍光性ATPセンサーとして機能発揮するクローンがさらに選別可能になった。

　特にA24　RNAと6FAM－Revの複合体は、　ATP濃度増加に伴っても蛍光強度の変化がほとんど認

められないことに対して、A24　RNAと6FAM一（εLys）一Revの複合体はATP濃度依存的な蛍光強度の増

加が観測された（図4－5）。リシンのメチレン鎖を介して導入されたフルオレセイン分子は、メチレン鎖

の長さの分だけ柔軟性が増し、ATP結合に伴ったりボヌクレオペプチドの環境変化に影響をうけやす

い位置に近接することによって、蛍光を発するようになったと考えられる。
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4－2－3蛍光性GpYSRセンサーの最適化

　蛍光性ATPセンサーの機能向上が確認できたことにより、3－2－7で示したGpYSRに対するリボヌ

クレオペプチドセンサーもリンカー分子や共有結合部位が異なる蛍光修飾Revを用いて、蛍光性

GpYSRセンサーの最適化を図っ起蛍光修飾した各々のRevペプチドと3－2－3で示したRNAを複

合体形成させて、96穴のプレートの溝の中に独立的に0．5mM　GpYSRを含む混合溶液を入れて蛍光

強度の測定を行った（図4－6）。

　GpYSR17，　GpYSR15RNAと7mC－Rev誘導体の各リボヌクレオペプチドは、β一アラニンを介しても相

対蛍光強度が変化しないのにもかかわらず、メチレン鎖が1っ介したγ一アミノ酪酸において相対蛍光強

度が減少した。また、GpYSRO　I　RNAと7mC－Rev誘導体の各リボヌクレオペプチドは、β一アラニン、γ一ア

ミノ酪酸とメチレン鎖が増えることで相対蛍光強度が減少した。
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　Pyr一（SO2）一Revに由来するリボヌクレオペプチドセンサーの相対蛍光強度は、　GpYSRO3，　GpYSRO2，

GpYSR26，　GpYSR34，　GpYSRO4，　GpYSR28，　GpYSR31RNAがカルボニル基で結合しているPyr－Rev

よりも相対蛍光強度の減少が観測された。逆にGpYSRO　I，　GpYSRI5　RNAでは蛍光強度の増加が観

測された。

　6FAM－Revに由来するリボヌクレオペプチドセンサーの相対蛍光強度は、リシンリンカーが挿入され

ているほうが、GpYSR14，　GpYSRO　1，　GpYSRO2，　GpYSR15，　GpYSR23　RNAでは、相対蛍光強度の減

少が示した。また、GpYSR31，　GpYSRO5　RNAでは相対蛍光強度の増加を示した。

　これらの結果より、リンカー分子あるいは共有結合部位を変化させたことで、蛍光性ATPセンサーと

比較して、センサーの機i能が向上したクローンの数は少なかったにもかかわらず、蛍光性GpYSRセン

サーとして機能が向上したクローンが確認できた。

4－3結論

　同じ蛍光分子を使用しても蛍光性ATPセンサーや蛍光性GpYSRセンサーの相対蛍光強度は、ペ

プチドに対する蛍光分子の修飾方法が異なることによって、影響を受けていることが観測できた。Rev

ペプチドに蛍光分子を共有結合で修飾させるときに、リンカー分子を挿入したり、共有結合させる官能

基を変えることによって、蛍光修飾Revペプチドライブラリーの多様性が増した。　ATP結合に伴った蛍

光強度の変化割合は、個々のリボヌクレオペプチドセンサーに依存していることから、蛍光強度の変化

割合を予測することは非常に困難であり、現在のところ望みとする蛍光特性を有する人工センサーを理

論的に構築することは難しいと考えられる。

　RNAサブユニットが有するリセプターライブラリーとペプチドサブユニットが有する蛍光ライブラリーを

網羅的な選別を行うことで、望みの機能を有する蛍光性センサーの構築が可能であることの利点を示

すことができた。ペプチドサブユニットにリンカー分子の導入あるいは結合させる官能基を変えることで

リボヌクレオペプチドセンサーの最適化が可能であることを示すと共にリボヌクレオペプチドセンサーの

作製法が拡張可能であることを確立した。

90



4－4実験：の部

4－4－1試薬

　側鎖を保護したFmoc（9－Huorenylmethoxycarbonyl）アミノ酸とHBTU

（（2．（1H．benzotriazole－1－yl）一1，1，3，3－tetramethyluronium　hex韻uorophosphate））とペプチド合成用DMF

は渡辺化学工業社から、Fmob－PAL－PEG樹脂はApplied　Biosystems社から1－pyrρnecarboxylic　acid

は1Aldrich社から、　Pyr－SO2－Cl（pyrenesu蓋fbnyl　chloride）と7mC（7－methoxycoumarin－3－carboxylic　acid）

と6FAM（6－carboxy伽orescein，　succinimidyl　ester）はMolecular　Probes社から購入した。

4－4－2蛍光修飾Revペプチド誘導体の合成

Fmoc固相合成法により化学合成した。樹脂はFmoc－PAL－PEG　resin（0．381nmol／g）を用いた。縮合は、

樹脂に対して10当量のFmocアミノ酸、10当量のHBTUを5％のジイソプロピルエチルアミンを含む

DMFに溶解したものを加え、60分撹搾することで行った。ペプチドのN末端のFmoc基を除去した後、

2当量の蛍光分子を用いて活性エステル法にて合成した。樹脂からの切り出しおよび側鎖の脱保護は、

フェノール（0．75g）、チオアニソール（05　mL）、エタンジチオニル（0．25　mL）、蒸留水（0．5　mL）、トリフ

ルオロ酢酸（10mL）の混合溶液を、氷上乾燥させた樹脂に加え、3時間撹拝した。反応終了後、樹脂

をろ別し、エーテル沈殿によりRevペプチドを回収した。沈殿を水に溶解させ、エーテルによる洗浄後、．

10％酢酸水溶液を溶離液としてゲルろ過（Sephadex　G－10）精製を行った後、逆相HPLCにより精製し

た（溶離液AO．2％トリフルオロ酢酸水溶液、溶離液BO．2％トリフルオロ酢酸を含む50％アセトニトリル

水溶液）。

4－4－3リボヌクレオペプチドセンサーの96穴プレートを用いた蛍光測定

　蛍光測定は、Perkin　Elumer社Wallac　ARVOsx　1420　multilabel　counterを用いて行った。測定に使

用したRNAは、塩濃度10mM　Tris（pH　7．6），100　mM　NaCl存在下で80℃，3分放置後、4℃に急冷さ

せてから使用した。測定溶液100FL中には、　ATP存在下では0．1　mMとなるようにし、1μM　RNA，1

μM蛍光修飾Rev存在下で終塩濃度は、10　mM　Tris－HCl（pH　7．6），100　mM　NaCl，10mM　MgC12に
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て測定した。プレートに試料溶液を加えた後、Wallac　ARVOsx　1420　multilabel　counterで1分間の撹拝

後、20℃で30分間静置してから各蛍光分子に適した波長で蛍光強度を測定した。7mC－Revと

Pyr－Rev誘導体は350　nmの波長で励起し、390　nmの発光波長を測定した。6FAM－Rev誘導体は485

nlnの波長で励起し、535　nmの発光波長を測定した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　第五章

生理活性分子ドーパミンに応答する蛍光性RNA一ペプチド複合体の創製

概要

　生体中の循環器系、神経系、泌尿器系などの器官で生体反応を制御するドーパミンは、生体内の

神経伝達物質として着目されている。脳細胞外体液中のドーパミン濃度の低下とパーキンソン病が密

接に関わることが最近明らかになってきており、ドーパミン及びその代謝産物の検出は、神経性疾患の

解明において極めて重要である。蛍光性リボヌクレオペプチドセンサーの作製法を基に、簡便かっ迅

速にドーパミンを高感度に定量できる蛍光性ドーパミンセンサーを作製した。

5－1緒言，

　ドーパミンは、神経伝達物質（活動電位を神経細胞から神経細胞へと伝える化学物質：図5－1）で

あり、運動調節、ホルモン調節、動機付け、快の感情、意欲、学習などに関わる。脳の細胞外体液中の

ドーパミン濃度が減少するとパーキンソン病が発症し、逆にドーパミン濃度が増加すると幻覚やパラノイ

ア（精神分裂病の陽性症状）を発症することが報告されている［1，2］。チロシン誘導体であるドーパミン、

ノルエピネフリン、エピネフリンの3つの物質は、総称してカテコールアミンと呼ばれており、脳、副腎髄

質および交感神経に存在する（図5－2）。ドーパミンの代謝産物であるノルエピネフリンは、交感神経

系の重要な神経伝達物質であり、脳に存在する。また、ノルエピネフリンの代謝産物であるエピネフリン

は、血糖値が下がったとき、運動をしたとき、様々な種類の強いストレスを感じたときなどに、副腎の髄

質から分泌される。エピネフリンには、肝臓中のグリコーゲンを分解してグルコースに変える、脂肪組織

からの脂肪酸の遊離を促す、筋組織の中の小動脈を拡張させる、心臓の鼓動を速く・力強くするなどの

多様な生理的機能がある［3］。上記のように、ドーパミンだけが生理活性を調節する物質ではなく、ドー

パミン以外のカテコールアミンも生理活性を調節する重要な物質である。

　ドーパミンの前駆体はL一ドーパで、チロシンがチロシン水酸化酵素によってL一ドーパになり、L一ドーパ
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がドーパ脱炭酸酵素の働きでドーパミンが生成する［4］。ドーパミンはノルエピネフリンの前駆体であり、

ドーパミンはドーパミンβ水酸化酵素によってノルエピネフリンになることが明らかにされいる。分子構造

が類似するこれら重要な生理活性を担うシグナル分子を網羅的に検出できるバイオセンサーの技術開

発が必要とされている［5，6］。

　ドーパミン
トランスポーター

　　　＼　　　　　●（、

　　　　　　（

　チロシンーL・ドー・パ　一●ドーパミン
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

・・

　　　　　　　　　　　四〇

シナプス

　　　　　　　　　　　●●
　　　　　　　　●
　　　　　　　　　●・●
　　　　　　　　●●．●

ρ～鵬●8瞭
　　　　　　シナプス小亀へ●

　　　　　　　　　　　　●

　　　　　　　　　　　●●

ドーパミン

受容体

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　シナプス前膜　シナプス後膜

　　　　　　　　　図5－1神経シナプスにおけるドーパミンの代謝の模式図

（軸索内を神経終末へ向かって軸索流によって移動しながら、チロシンから出発してドーパミンへ生合

成される。）

　カテコールアミンは、励起波長280nm付近で励起すると330nm付近に微弱な蛍光を発する。280　nm

付近の吸収波長もつチロシンなどは生体内においてカテコールアミンの数百倍以上存在することから、

カテコールアミン自身の蛍光で検出することは困難である［4］。また、血中のカテコールアミン濃度は1

mL血しょうあたりpmolオーダー以下と非常に微量であるため、これまでの分析法で用いられている電

気化学検出法や蛍光検出法の感度では、血液を1mL以上を必要になる［7］。一般的なカテコールアミ

ンの定量法として、カテコールアミンを化学反応によって、蛍光の発光強度の強い物質に変換すること

によって定量が行われている。エチレンジアミン法（図5－3）とトリヒドロキシインドール法（図5－4）の二

つの定量法が汎用されている［8，9］。
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　図5－2カテコールアミンの生合成経路

　エチレンジアミン法は、カテコールアミンをエチレンジアミンと縮合させ、縮合した化合物の蛍光を測

定する方法である。トリヒドロキシインドール法は、カテコールアミンを酸化させてトリヒドロキシインドール

体として、強アルカリ中で強力な蛍光を発する方法である。酸化剤としては、二酸化マンガン、フェリシ

アン化カリウム、ヨウ素試薬などが一般的に用いられている。どちらの化学反応を利用した発光による定

量方法も、カテコールアミン類すべてに反応することに難点があり、予めカテコールアミン類を分離する

煩雑な操作が必要である。

　2004年にクマリン分子の誘導体を基にしたドーパミンに対する人工センサーが報告された［10］。有機

低分子を基にした人工センサーは、ドーパミンに対する平衡解離定数が294μMであり、ノルエピネフリ
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ンに対する平衡解離定数が153μMであった。人工センサーのアルデヒド基とドーパミンのアミノ基との

イミニウムイオン形成と、人工センサーのボロン酸とドーパミンのカテコール部位とのボロン酸エステル

形成を原理とした人工センサーは、カテコールアミン類を選択的に識別することは困難である。

　一方、’ηv∫か。セレクション法を用いてドーパミンに対するRNAアプタマーが報告されている［11］。ドー

パミンを特異的に認識するRNAアプタマーは、平衡解離定数が1．6μMで高い親和性を有し、カテコー

ルアミン類を高選択的に識別できる有用な人工リセプターであるが、この核酸分子リセプターを基にし

たセンサーは、2006年時点までに報告されいない。

　このような観点から、臨床的にも容易に応用可能な簡便かっ高感度のカテコールアミン定量法が望

まれている。第五章では、蛍光性リボヌクレオペプチドセンサーの作製法を基に、簡便かっ迅速にドー

パミンを定量できる蛍光性ドーパミンセンサーの作製を行った。

　　　　　　　　　　　H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H

　　　　　　　　　　　図5－3エチレンジアミン法

　　　　　　。）つ念増熱㌔：《玲

　　　　　　　　　図5－4トリヒドロキシインドール法
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5－2結果と考察

5－2－1ドーパミンに対して親和性を有するリボヌクレオペプチドの選択

　ドーパミンアガロース樹脂（図5－5）に対して、ランダムな7塩基長から40塩基長を有するリボヌクレ

オペプチドライブラリーを用いて、加vノか。セクション法を適用することで、ドーパミンに対して親和性を有

するリボヌクレオペプチドを得ることにした。基質分子ドーパミンに対する選択の過程において、塩濃度

を150mM　NaClと300　mM　NaClの2つの条件下での結合反応を行うことで選択を行った。核酸はア

ニオンであり、用いたRevペプチドは正電荷を帯びていることから、塩濃度を上昇させることで静電相

互作用の反発により複合体形成反応が不利になる。300mM　NaC1の条件下での選択において、基質

に対して親和性の低いリボヌクレオペプチドは、150mM　NaClよりも300　mM　NaClの条件下の方がより

排除されることが期待できる。また選択時には、リボヌクレオペプチドライブラリーをチロシンアガロース

樹脂（図5－5）に対して結合させて、チロシンに結合するリボヌクレオペプチドを取り除く選択圧も加え

た。

　リボヌクレオペプチドライブラリーは、ランダムな7塩基長から40塩基長を有するDNAライブラリーを

基にして、T7　RNAポリメラーゼを用いた転写反応によりRNAライブラリーに変換後、Revの添加によっ

て作製した（第三章章末の実験の部を参照）。作製したリボヌクレオペプチドライブラリーは、塩濃度を

150mM　NaClと300　mM　NaCIの2つの条件下で、チロシンアガロース樹脂に結合させた。チロシンア

ガロース樹脂をとおすことで、ドーパミンのα位のカルボン酸を認識し、ドーパミンの3位水酸基を認識

しないリボヌクレオペプチドを排除した。チロシンアガロース樹脂に対して素通りした画分をドーパミンア

ガロース樹脂に加え、30分間の結合反応後、樹脂を充分に洗浄することで非特異的に結合しているリ

ボヌクレオペプチドの一分を除去した。ドーパミンアガロース樹脂に結合したリボヌクレオペプチド画分

は、ドーパミンにより特異的に溶出した。溶出されたRNAは逆転写酵素によりDNAに変換し、　PCR．に

より増幅した。この逆転写反応、PCRの過程で、ドーパミン結合活性が高められたDNAライブラリーが

作製され、転写された新たなRNAライブラリーは選択する前のRNAライブラリーに比べ、ドーパミンに

対して結合活性が高められた分子種が濃縮されていると考えられる。このようにして、選択、増幅のサイ

クルを繰り返し行うことで、ドーパミンに高い親和性で結合するリボヌクレオペプチドを選択した。
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図5－5選択に使用したアガロース樹脂の構造
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　　　　　図5－6PCRによるDNA増幅の確認泳動写真

　（A）1ラウンド目における各PCRサイクル数のDNA増幅泳動写真

（B）12，14ラウンド目における各PCRサイクル数のDNA増幅泳動写真
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　150mM　NaClの条件下で12回の選択・増幅を繰り返した後に、1ラウンド目のDNAプールと12回

目のDNAプールのPCR増幅サイクル（図5－6）を観察すると、サイクル数が短くなっていたことから

RNAの配列解析を行った。選択時の結合分子種が増えることによって、　PCR増幅の鋳型DNA量が増

え、サイクル数が短くなったと考えられる。同様に300mM　NaClの条件下では、14回の選択・増幅を

繰り返した後にRNAの配列解析を行った。

　150mM　NaClの条件下でドーパミンに対して12回の選択・増幅を繰り返して得られたRNA配列

（図5－7）は、29クローン中14個の同一配列を有するDLO2クローンが認められた。　DLO2は13塩基

の高度な保存配列5’一CCUAUACUG一一一ACGU－3’を有していた。また基質結合領域の塩基長も19から

26塩基長のクローンが多く認められたが、DL29だけが37塩基長を有していた。

　300mM　NaClの条件下でドーパミンに対して14回の選択・増幅を繰り返して得られたRNA配列

（図5－8）は、27クローン中6個の同一配列を有するDHO5クローンと27クローン中2個の同一配列を

有するDH22が認められた。　DHO5とDH22は、　UGAAという共通配列が認められたが、全体的な配列

としてほとんど相同性が認められなかった。また、150mM　NaClの条件下とは異なり、基質結合領域の

塩基長が30塩基長以上のクローンが多かった。塩濃度を上げた選択圧をかけることで、リボヌクレオペ

プチドのドーパミンに対する基質結合場は、異なる相互作用様式で形成されていることが示唆された。
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　　　D：LO2　＝　GU直CCU義：U嘉CU6』藷◎ε口　C㎜　　口哩）
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　　　D1〕03　：　GUA　CCU点画コ罐U¢麹¢¢口　UC疋彫G

　　　DL28　：　（3UA｛＝㎝型口：献＝口Gム熔6｛7　UCAU且

　　　DL　11　＝　GU轟｛＝CU轟画駕口GみCG罷7　UCAUG

　　　D：L⑪1　：　　　　　CCU瓢7GαJG　CUG口　CCAAUUG

　　　D：L1ξ　：　　　　　GCCA（ヨCCUU　轟｛：鐸口　瓦∫CGCU盈G

　　　D轟31　：　　AUGC（独⊃GACCC　1楓⊃G口　CUCCUGUGUU

　　　Dあ26　：　　　　　UGUぴ（叢UGU（…cccc口u㏄u㎝6

　　　DL　19　：　　　　　　　　　　　　　　UUACUUUGC　G響OG　CACUUG

　　　DL29　：AUCU（葺U｛｝UAAGcueUUGCACCG｛筑即6　UAみGUAAA．ACU

　　　D：L23　：　　　　　　UCCUCUA6α葺A直SGA瀞㎝G　UCGA盗CG

　　　DL22　＝　　　　　GU為　画ロロUZL　CU6CCCUC　《脚G

　　　DL　O　7　：　　　　UUAU　㎜匹　UA麗UGU（；U頁㎜ACA口CA

　　　DL　12　：　　　　A（3CC　UUUU踊L　AUCGU

　　　D：L27　：　㏄AUAU（…Aα3CCUACUU

図5－7150mM　NaClの条件下で12回の選択後におけるRNAサブユニットにランダム領域が

　　　　　　　7から40塩基長のリボヌクレオペプチドライブラリーのRNA配列

　　　（括弧内に示す数字は同じ配列をもつコロニー数、緑と青色で示すのは保存配列）
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図5－8300mM　NaClの条件下で14回の選択後におけるRNAサブユ打歩トにランダム領域が

　　　　　　　　7から40塩基長のリボヌクレオペプチドライブラリーのRNA配列

　　　　　（括弧内に示す数字は同じ配列をもつコロニー数、太字で示すのは保存配列）
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5－2－2ドニパミン結合性リボヌクレオペプチドセンサーの選別

　蛍光修飾ペプチドを用いたりボヌクレオペプチドセンサーの選別において、評価するRNAクローンと

して150mM　NaCl条件下で選択された29クローン中14個の同一配列を有するDLO2の保存配列

5’一CCUAUACUG…ACGU－3’を有するDLO3，　DL28と保存配列5’一ACGU－3’を有するDL　14のRNAク

ローンを選択した。また、300mM　NaCl条件下で選択された27クローン中6個の同一配列を有する

DHO5の保存配列5’一CACA…UGAA－3’を有するDH15，　DH17及び27クローン中2個の同一配列を

有するDH22のRNAクローンを選択した。これらのRNAクローンと5FAM－Rev、7mC－Rev、　Pyr－Rev、

NBD－Revの四種類の蛍光修飾Revペプチドを用いて、ドーパミンに対する蛍光性リボヌクレオペプチ

ドセンサーの網羅的な選別を行った（図5－9）。

　5FAM－Rev、7mC－Rev、　Pyr－Rev、　NBD－Revの各種蛍光修飾Revを用いた場合、各種の蛍光分子に

由来する蛍光強度変化が認められた。7mC－Revの場合、　DLO2，　DLO3，　DL28，　DHO5がドーパミン濃度

依存的な蛍光強度変化の上昇を示した。NBD－Revの場合、　DLO2，　DL28，　DHO5，　DH15がドーパミン濃

度依存的な蛍光強皮変化の上昇を示した。Pyr－Revの場合、　DLO2，　DLO3，　DH22がドーパミン濃度依

存的な蛍光強度変化の上昇を示し、DH22がドーパミン濃度依存的な蛍光強度変化の減少を示した。

5FAM－Revの揚合、　DH　17がドーパミン濃度依存的な蛍光強度変化の上昇を示し、　DL　14，　DH22がドー

パミン濃度依存酌な蛍光強度変化の減少を示した。これらの結果から、蛍光性リボヌクレオペプチドセ

ンサーの迅速な選別によって、蛍光性ドーパミンセンサーが探索可能であることを示した。

102



（A）

31・4

ミ

秘i2

掴　　1

　0．8

7mC－Rev

DH22
RNAクローンNo．

　B（
14

@
惚
　
¶
　
0
8

§
）
制
無
米
網
鞭
罪

NBD－Rev

DH15 DH17 DH22
RNAクローンNo．

（C）

　　1．4

3
ミ
制1．2

網　　1

　0．8
DLO2 OLO3 DL14

Py：r－Rev

DHO5 DH¶5
RNAクローンNo．

（D）

＾¶・4

ぎ
制1．2

顎　　1

　0．8

6FAM・Rev

DLO2　　0LO3　　DLr14　　DL28　　DHO5　　DH¶5　　DH17　　0H22

　　　　　　　　　RNAクローンNo．

図5－9各0．Ol，0．1，1mMドーパミン存在下での（A）7mC－Rev、（B）NBD－Rev、（C）Pyr－Rev、

　　　　　　　（D）6FAM－Revと各RNAクローン複合体の相対蛍光強度の比較

103



5－2－3ドーパミン結合性リボヌクレオペプチドセンサーの機能評価

　ドーパミン結合性リボヌクレオペプチドセンサーの選別結果から、150mM　NaClの条件下で選択され

たクローンのうち蛍光強度変化が一番大きかったDLO2／7mC－Rev複合体について機能評価を行った。

ドーパミンの代謝産物（図5「2）とドーパミン類似体（図5－10）を用いて選択性も評価した。

　DLO2／7mC－Rev複合体のドーパミンに対する平衡解離定数は瓦＝12μM、ノルエピネフリンに対す

る平衡解離定数は島二18μMであり、β位の水酸基に対する選択性はほとんど認められなかった（図5

－11）。一方、チロシンとL一ドーパに対しては、300ドM基質存在下でも蛍光強度の変化が認められな

かったことから、α位のカルボン酸に対する顕著な選択性を示した。このことは、チロシンアガロース樹

脂（図5－5）に対するネガティブ選択法が有効に機能することを示唆する結果であった。

　さらにチラミンに対して300μM基質存在下でも蛍光強度の変化が認められなかったことから、3位の

水酸基に対する選択性も認められた（図5－12）。また、カテコールとエチルアミンに対しても300μM

基質存在下でも蛍光強度の変化が認められなかったことから、エチルアミン部位とカテコール部位に対

しても選択性が認酔られた。
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図5－10ドーパミンとドーパミン構造類似体の化学構造
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　次に、300mM　NaC1の条件下で選択されたクローンのドーパミン結合性リボヌクレオペプチドセンサ

ーの選別結果から蛍光強度変化が一番大きかったDHO517甲C－Rev複合体の選択性を評価した（図5

－13）。ドーパミンに対するDHO5／7mC－Rev複合体の解離定数は5．2鮮Mに対して、ノルエピネフリン

は陥＝54μM、チロシンは貌＝204μM、L一ドーパは鴎＝146　FMであった。β位の水酸基に対する選

択性は認められなかったが、α位のカルボン酸に対しては27～37倍の親和性の差が認められた。

　ドーパミン類縁体に対するDHO517mC－Rev複合体の選択性も評価した（図5－14）。ドーパミンに対

するDHO5！7mC－Rev複合体の解離定数は5．2μMに対して、チラミンは瓦＝26　FMであり、3位の水

酸基に対して5倍の親和性の差が認められた。カテコールとエチルアミンに対しては蛍光強度変化が

観測できなかった。このことから、DHO5！7mC－Rev複合体はカテコール部位の芳香環とエチルアミン部

位を識別するセンサーであることが明らかになった。

1．5

鴻
　
　
3
　
　
2
　
　
』

り
　
　
　
　
り
　
　
　
　
コ
　
　
　
　
イ
ロ

奪
》
週
葱
崇
細
校
罪

旬

●ドーパミン

ムチロシン

ロノルエビネフリン

◇Lドーパ

る

　　　　　　　　　　　　　　　1『　10’6　10石　104　10’3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　リガンド濃度⊂Ml

　　　　　　図5－13DHO517mC－Rev複合体のカテコールアミンに対する滴定曲線

［各リガンド濃度のデータポイントは、ドーパミン（黒丸）、チロシン（緑三角）、ノルエピネフリン（赤四角）、

L一ドーパ（青ダイヤ）で示す。］
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　　　　　図5－14DHO5！7mC－Rev複合体のドーパミン構造類似体に対する滴定曲線

［各リガンド濃度のデータポイントは、ドーパミン（黒丸）、チラミン（緑三角）、カテコール（赤四角）、エチ

ルアミン（青ダイヤ）で示す。］

5－3結論

　リボヌクレオペプチド機能化法によって、ドーパミンに対して結合するリボヌクレオペプチドセンサー

が作製できた。ドーパミンを認識するリボヌクレオペプチドセンサーは、ドーパミンの分子構造に由来す

る官能基に対して高い選択性を示した。これまで報告されている蛍光法によるドーパミンの検出では、

カテコールアミン類の分子構造に依存した検出を行うことができなかった。シグナル分子の特徴的な部

分構造を高選択的に認識できるセンサーの作製法が構築できたことにより、シグナル伝達経路におけ

る複雑多岐にわたる分子構造を有するシグナル分子に対する一般的な蛍光性バイオセンサーの構築

方法論として、蛍光性リボヌクレオペプチセンサーの作製法が適用できる可能性を示した。

　第五章で構築した蛍光性リボヌクレオペプチドセンサーは、ノルエピネフリンのβ位の水酸基に対して

識別できなかった。しかし、チロシンアガロースを用いたネガティブ選択法が機能していたことから、ノル

エピネフリンを用いたネガティブ選択法を適用することによって、ノルエピネフリンのβ位の水酸基も識
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別できるリボヌクレオペプチドセンサーの構築が可能であると考えられる。さらに、ドーパミン以外の代

謝産物であるレドーパやノルエピネフリンに対してもセンサーが構築できれば、ドーパミン関連の疾患

に関与する物質を認識するセンサニをマイクロチップ上に集積化する技術を活用して、ドーパミン関連

疾患の早期発見あるいは診断に生かされることが期待される。

5－4実験の部

5－4－1試薬

　ドーパミンアガロース樹脂はIC：N社から購入した。チロシンアガロース樹脂とドーパミン、ノルエピネ

フリンはSigma社から購入した。アスコルビン酸、　L一チロシン、　L一ドーパは和光純薬理から購入した。力

璽テコール、エチルアミン、チラミンは東京化成社から購入した。Klenow　DNAポリメラーゼ、制限酵素

（Bα〃7HI、　E（ヲoRJ）はNew　England　Biolab社から購i紛した。　Pyrobest　DNAポリメラーゼ、　TaKaRa

Ligation　Kit　Ver．2はTaKaRa社から購入した。ライブラリー作製用DH5αコンピテントセルはInvitrogen

社から購入した。逆転写酵素［AMV（Avian　Myeloblastosis　Virus）Reverse　Transcriptase］はPromega

社から購入した。RNA転写キット（Ampli　Scribe　T7　H：igh　Yield　Transcription　Kit）はEpicentre社から購

入した。Bacto　T！ypton、　Yeast　Extract、　Bacto　Agarはナカライテスク社より購i織した。　DNAライブラリー

用のDNAの合成はAmersham　Pha㎜acia社に依頼した。　PCRプライマー用のDNAの合成はGene

Design社に依頼した。　QIAprep　Spin　Mini　Prep　KitはQiagen社から購入した。その他の試薬は分子生

物学用もしくは特級のものを使用した。

　PCRはBIO－RAD社iCycler　The㎜al　CyclerあるいはTaKaRa社PCR　The㎜al　Cycler　PERSONAL

を用い、標準的なPCR反応は、　TaKaRa社のPyrobest　DNAポリメラーゼを用いて、添付のPyrobest

Buffbr　H反応液中0．5μMのプライマーDNAを用い0．2　mMのdNTPの条件で行った。

5－4－2ランダム領域の塩基長が異なる】）NAライブラリーの作製

第三章の実験の部3－4－2と同様の方法で行った。
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5－4－3ランダム領域の塩基長が異なるRNAライブラリーの作製

第三章の実験の部3－4－3と同様の方法で行った。

5－4－4ドーパミンに対して親和性を有するリボヌクレオペプチドの選択

　ドーパミンに対して親和性を有するリボヌクレオペプチドの選択には、ドーパミンアガロース樹脂（6

nmol／ml樹脂容量）を用いた。樹脂は予め結合バッファー［50　mM　Tris－HCI（pH7．6），150　mM　NaC1，5

mM　MgC12，0．005％Tween20，0．02％ascorbic　acid］あるいは［50　mM　Tris－HCI（pH7．6），300　mM　NaCl，

5mM　MgC12，0．005％Tween20，0．02％ascorbic　acid］により、樹脂容量の3倍量の結合バッファーで3

回洗浄することにより平衡化した。100μL樹脂容量のドーパミンアガロース図面に、1μMのRNA、11．5

FM　Revペプチド混合液100叫を加え、氷上で30分間時々撹益しながら遮光下で結合させた。10ラ

ウンド目からは、チロシンアガロース樹脂（20μmol／皿）10μL樹脂容量た対して、遮光下で氷上30分

間結合させてから、ドーパミンアガロース樹脂に加えた。結合反応後、上澄を除いた後、樹脂は200μし

の結合バッファーで、5000g、4℃で1分間遠心し、上澄を除去する操作を3回繰り返して洗浄した。

樹脂に結合したRNAは、氷上で遮光下において5mMドーパミンを含んだ結合バッファー400叫で

15分間溶出させた。酢酸ナトリウム存在下エタノール沈殿を行いRNAを回収した。

RNAを10μL　TE［10　mM　Tris－HCI（pH：7．6）、1mM　EDTA］に溶解し、3μしのRNAを鋳型として、

12μMのREV　O4プライマー（5’一GGAATAGGCCTGTACCGTC－3’）存在下、80℃3分間加熱後、

30分間かけて25℃まで徐冷しアニーリングさせた後、逆転写反応（42℃、30分間）を行った。反応

液20μLを99℃，5分間加熱処理し逆転写酵素を失活させた後、反応液の1／10量についてREV　O4、

FOR　O　1プライマー（5’一TCTAATACGACTCACTATAGGAATAGGTCTGGGCGCA－3’）を用いて、変

性98℃，10秒、アニーリング55℃，30秒、伸長反応72℃，30秒の条件でPCRを行った。4サイク

ル毎に20サイクルまで反応液を分取し、8％非変性ポリアクリルアミド（アクリルアミド：ビスアクリルアミド

＝29：1）電気泳動により増幅DNAを分析した。ポリアクリルアミド電気泳動での分析により、指数的に

DNAの増幅が確認される最小のサイクル数でPCRを行い、新たなDNAライブラリーを調製した。　PCR

産物は、酢酸アンモニウム溶存在下2一プロパノール沈殿により精製し、次のセレクションに供した。
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5－4－5選択されたりボヌクレオペプチドのRNA配列解析

第二章の実験の部2－4－6と同様の方法で行った。

5－4－6クローニングを行ったプラスミド1）NAの配列解析

第二章の実験の部2－4－7と同様の方法で行った。

5－4－7配列解析を行ったプラスミド：DNAからRNAの調製

第三章の実験の部3－4－10と同様の方法で行った。

5－4－8リボヌクレオペプチドセンサーの96穴プレートを用いた蛍光測定

　蛍光測定は、Perkin　Elumer社Wallac　ARVOsx　1420　multilabel　counterを用いて行った。測定に使

用したRNAは、塩濃度10mM　Tris（pH　7．6），150　mM　NaCl存在下で80℃，3分温置後、4℃に急冷さ

せてから使用した。測定溶液100μL中には各基質濃度存在下になるようにし、1FM　RNA，1μM蛍光

修飾Rev存在下で終塩濃度は、［50　mM　Tris－HCI（pH7．6），150　mM　NaCl，5mM　MgC12，0．005％

Tween20，0．02％ascorbic　acid］あるいは［50　mM　Tris－HCl（pH7．6），300　mM　NaCl，5mM　MgC12，

0．005％Tween20，0．02％ascorbic　acid］にて測定した。プレートに試料溶液を加えた後、Wallac

ARVOsx　1420　multilabel　counterで1分間の特写後、4℃で30分間静置してから各蛍光分子に適し

た波長で蛍光強度を測定した。7mC－RevとPyr－Rev誘導体は350㎜の波長で励起し、390㎜の発

光波長を測定した。6FAM－Rev誘導体は485　nmの波長で励起し、535　nmの発光波長を測定した。

NBD－Rev誘導体は475㎜の波長で励起し、535㎜の発光波長を測定した。リボヌクレオペプチドセ

ンサーの基質分子との解離定数瓦は、以下の理論式に従って算出した。解析ソフトにはIgor　Proを用

いた。

F＝1＋A｛（［蛍光性RNA一ペプチド複合体］＋［基質分子］＋現）一｛（［蛍光性RNA一ペプチド複合体］＋

［基質分子］＋1（d）2・4×［蛍光性RNA一ペプチド複合体］［基質分子］｝1／2／2×［蛍光性RNA一ペプチド複合

体］｝

　蛍光性RNA一ペプチド複合体と基質分子存在下での蛍光強度ω・蛍光性RNA一ペプチド複合体と
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基質分子非存在下での蛍光強度（ん）とした相対的蛍光強度（砺）をF、Aは結合飽和における1一相対

的蛍光強度（珊）の値、［］は各濃度を示す。

引用文献
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第六章

総括

　これまで生体高分子リセプターを基盤としたバイオセンサーの技術開発は進展してきたが、克服す

べき課題は山積みである。精緻な分子認識能を有する受容体タンパク質、酵素あるいはRNAアプタマ

ーなどのりセプター分子を蛍光分子で化学修飾することによって、蛍光性バイオセンサーが構築されて

きたが、多くの場合、もとのりセプター活性を低下させる問題点がある。また、細胞内シグナル伝達経路

において、任意のシグナル分子に対して迅速かつ高感度に検出できる蛍光性バイオセンサーの一般

的な構築方法論も、現在までに確立されていない。

　本論文では、三次元構造情報に基づいたRNA一ペプチド複合体（リボヌクレオペプチド）の合理的な

分子設計と〃・v’〃リセレクション法による機能化法を組み合わせて、標的とする分子に対して高い親和

性と優れた選択性を有するリボヌクレオペプチドリセプターの構築方法論の概念と、蛍光分子を基質結

合領域へ化学修飾することなく、幅広い濃度域で応答するリボヌクレオペプチドセンサーの構築方法

論の概念を基礎として、細胞内シグナル伝達経路に関わるシグナル分子に対する蛍光性バイオセンサ

ーの構築を目指した。

　第二章では、リボヌクレオペプチドリセプター構築方法論に基づいて、細胞内シグナル伝達経路に

おけるシグナル分子であるリン酸化チロシンに対するリボヌクレオペプチドリセプターを作製した。リン酸

化チロシンに結合するリボヌクレオペプチドリセプターは、チロシン部位の芳香環とリン酸基に対して高

い選択性を有していた。これにより、リボヌクレオペプチドリセプターの作製法は、ATP以外の分子に対

しても適用可能な方法論であることを示した。

　第三章では、第二章でリン酸化チロシンを特異的に認識するリボヌクレオペプチドリセプターが作製

できたことから、細胞内シグナル伝達経路に関わるリン酸化タンパク野中に含まれるリン酸化チロシン

残基とその周辺のアミノ酸配列までも識別するリボヌクレオペプチドリセプターとリボヌクレオペプチドセ

ンサーの作製を行った。リン酸化チロシンを含むペプチドに対して高選択的に検出できる蛍光性バイ

オセンサーが作製できたことにより、シグナル伝達経路に関わる特定のリン酸化タンパク質を高選択的
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に検出できる蛍光性バイオセンサーの作製が可能であることを明らかにした｡また､リボヌクレオペプチ

ドセンサーの作製法は､ATP以外の分子に対しても適用可能な方法論であることも示した｡

第四章では､リボヌクレオペプチドのペプチドサブユニットにおけるN 末端部位-の蛍光分子導入

法を改良することで､リボヌクレオペプチドセンサー作製法の最適化を図った｡蛍光分子とペプチドサ

ブユニットの間をつなぐリンカー分子の挿入､あるいは蛍光分子とペプチドサブユニットの結合様式を

変えることによって､リボヌクレオペプチドセンサーの機能を向上させることに成功し､リボヌクレオペプ

チドセンサーの作製法が､より拡張可能な一般的な方法論であることを示した｡

第五章では､ATPやリン酸化チロシンとは異なった化学的特性を有するシグナル分子ドーパミンに

対するリボヌクレオペプチドセンサーの作製を行った｡ドーパミンに由来する官能基を厳密に識別でき

る蛍光性バイオセンサーが作製できたことにより､個々のシグナル伝達経路に特徴的なシグナル分子

に対する一般的な方法論としてリボヌクレオペプチドセンサーが作製できる可能性を示した｡

本論文で開拓したリボヌクレオペプチドを基盤とした蛍光性バイオセンサーの作製法は､環境適合

性の高い生体高分子を材料としたバイオセンサー構築方法論である｡このバイオセンサー構築方法論

は広範囲な標的分子に対して適用が可能であるため､分子構造が複雑多岐にわたる環境汚染物質や

環境ホルモンなどに対して､高感度なリボヌクレオペプチドセンサーが迅速に作製できると考えられる｡

これらのリボヌクレオペプチドセンサーをマイクロチップ基盤上に集積･組織化することにより､簡便に環

境評価ができる計測器の開発が期待される｡また､リボヌクレオペプチドセンサーを細胞内-導入する

方法論を開発することにより､エネルギー利用システムの根幹に関わるシグナル伝達経路の理解を深

めるだけでなく､環境汚染物質や環境ホルモンなどの人体-の影響を検討することが可能な先導的な

技術になると考えられる｡本論文の成果は､持続可能社会におけるエネルギー･環境問題の解決に向

けた革新的な技術を創出する基盤となる｡
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2003年3月　日本化学会第83春季年会（東京）

リン酸化チロシンを認識するリボヌクレオペプチドリセプター
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Development　of　Ribonucleopeptide　Receptors　fbr　Phosphorylated　Tyrosine　Derivatives

O長谷川哲也・森井孝・大久保捷敏・吉川逞

2005年6月Gordon　Research　Con免rence　Bioorganic　Chemistry（アメリカ）

Ribonucleopeptide　Receptors　fbr　phosphotyrosine
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2005年9，月第4回国際核酸化学シンポジウム（福岡）

Ribonucleopeptides　Recognize　the　Phosphotyrosine　Residue

O長谷川哲也・吉川逞・森井孝
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