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論 文 内 容 の 要 旨

抗腫蕩抗生物質C-1027はエンジインクロモフォア (Chr)が,アポタンパク質 (Apo)に非共有結合的に会合したクロ

モプロテイン複合体として存在しており,その薬理活性は活性本体であるChrがApoにより核内に輸送された後に放出さ

れ,DNAの特定配列を認識,切断するものと考えられている｡他のエンジイン化合物とは異なり,C1027-Chrは極めて不

安定であり,自発的にその反応が進行するという特異性を有する｡著者は,NMR法を中心とした構造解析法を用いて,(1)

clO27-C♭r-DNA相互作用解析,(2)C1027-c♭r-Apo相互作用解析,そして(3)DNA,溶液中,Apo間におけるChrの動

的構造変化と反応性相関などについて研究し,C-1027のDNAおよびApo分子認識機構および反応メカニズムに関して以

下のような価値ある知見を明らかにした｡

1.d(TIG2C3C4A5T6C7)/d(G8A9TIOGllG12C13A14)オリゴマーと芳香環化 したC1027-Chrとの1:1複合体につ

いてNMR測定を行った｡NOESY測定からDNAの分子内NOE144個,Chrの分子内NOE33個,DNAとChrとの分

子間 NOE36個の合計213個の NOEピークが決定された｡これらのNOE距離情報に基づ く分子動力学計算の結果,

RMSD値 0.72Aの複合体最適化構造モデルの構築に成功 した｡本モデルから,C1027-Chrはベンゾオキサゾリン環

(BO)部分のC3G12-C4Gll塩基対間-のインターカレーションおよびアミノ糖 (AS)部分のA5T6/A9TIOGll配列のマ

イナーグルーブへの結合を通して,DNAのC3C4A5T6/A9TIOGllG12を認識 していることが示された｡ここで,芳香環

化エンジイン部分の3位 と6位のプロトンは,G12のHl′(距離 4.72Å)とA5のHl′(3.26Å)またはH4′(2.18Å)

と接近しており,これらの水素を引き抜いてDNA切断を誘起しているものと予想される｡ 一方,他のオリゴマーであるd

(TATAC)2とChrとの複合体のNMR構造モデルの構築も同様に行ったところ,d(TGCCATC)/d(GATGGCA)の場合

と類似 した結合様式を示しており,本研究のC1027-ChrのDNA結合様式における普遍性を示唆している｡

2.C1027-Apo-Chr複合体および単独のChrを用いたDNA切断実験を比較することにより,C1027-ApoはDNAと

の反応には無関係であるがChrの活性保護と運搬の役割を担っていることが示された｡蛍光分光法,CDスペクトル法を用

いて,Apo-Chr相互作用について検討 したところ,ChrはApoと1:1で結合 しており,ChrのBO環がApoとの相互作

用 に重要な役割 を果 していることが示唆 された｡ さらに,経験的分子力場計算 (CHARMM 力場)に基づいて,

clO27-Apo-Chr複合体の立体構造モデルの構築を試みた｡CHARMM 力場を用いてApoとChrそれぞれのフアンデルワ

-ルスポテンシャル,静電ポテンシャルを算出し,ApoとChr互いのポテンシャル借が相殺 して出来るだけ低 くなるよう

に複合体モデルを構築した｡しかしながら,NMR構造モデルと比較したところ,BO環の配置が異なっていることがわか

った｡これはフアンデルワ-ルス相互作用の算出におけるCHRAMM力場計算の限界を示唆㌧している｡これらのApo-Chr

複合体モデルに基づいて,Apoはそのポケットの疎水性環境内にChrを包含するばかりでなく,エンジイン環をBO部分,

AS部分,クロロフェノール部分,さらにはTyr32残基によって取り囲むことに＼より,Chrを安定化させていることが推定

された｡

3.C1027-c♭r-DNA複合体およびChr-Apo複合体のNMR構造モデルを詳細に比較することにより,C1027-Chrによ
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るDNAとApoの認識様式の相違を検討 した｡ChrのDNA認識には,主にBOとAS部分が重要な役割を果しているの

に対 し,大環状 (MC)部分はDNAとの顕著な相互作用が認められなかった｡一方,chrのApo認識には,主にBOと

MC部分が重要な役割を呆しているのに対 し,AS部分はApoとほとんど相互作用 していない｡さらに,この相違は水素

引き抜き反応を演じるエンジインの活性 (安定性)にも大きく反映しているものと考えられる｡ また,DNA結合状態>溶

液状態≫Apo結合状態の順にあるC1027-Chrの反応性がChrのコンフォメーション変化に起因している可能性を検討する

ために,これら3状態におけるChrの平均最適化構造を,エンジイン環を基準に重ね合わせた｡その結果,C1027-Chrは

クロロフェノールを含むMC部分のコンフォメ∵ションを変化させることにより,Apo内よりもDNA内の方において反

応性を上昇させていることが示唆され,この反応性の相違はabinitio計算からも立証された｡

これらの結果は,エンジイン抗腫蕩抗生物質の作用メカニズムの分子レベルでの理解に役立つばかりでなく,新しい核酸

標的分子や蛋白質標的分子の合理的設計にも有用な知見を提供するものと思われる｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

抗癌尊生物質C-1027は,エンジインクロモフォア (Chr)がアポタンパク質 (Apo)に非共有結合的に会合 したクロモ

プロテイン複合体として存在 しており,その薬理活性は,活性本体であるChrがApoにより核内に輸送された後に,放出

され,DNAの特定配列を認識,切断するものと考えられている｡他のエンジイン化合物とは異なり,C1027-Chrは極めて

不安定であり,自発的にその反応が進行するという特異性を有する｡ したがって,NMR立体構造解析に基づく抗腫蕩抗生

物質C-1027のDNAおよびApo分子認識機構の解明は,エンジイン化合物の反応メカニズムの分子レベルでの理解にと

どまらず,多分子鹿識機構,構造活性相関を理解するうえで重要である｡ 本研究の結果は以下のような新しい,かつ興味深

い知見を与えた｡

d(TIG2C3C4A5T6C7)/d(G8A9TIOGllG12C13A14)オリゴマーとC1027-Chrとの複合体についてNMR測定を行い,

NOE距離情報に基づく最適化構造モデルの構築に成功 した｡本モデルから,C1027-Chrはベンゾオキサゾリン環 (BO)

部分のC3G12-C4Gll塩基対問へのインターカレーションおよびアミノ糖 (AS)部分のA5T6/A9TIOGll配列のマイナー

グルーブ-の結合を通して,DNAのC3C4A5T6/A9TIOGllG12を認識 していることが示された｡ここで,芳香環化エン

ジイン部分の3位と6位のプロトンは,G12のHl′とA5のHl′またはH4'と接近してお り,これらの水素を引き抜いて

DNA切断を誘起しているものと予想された｡

経験的分子力場計算に基づいて,C1027-Apo-Chr複合体の立体構造モデルの構築を試みた｡NMR解析によるApo-Chr

複合体モデルから,Apqはそのポケットの疎水性環境内にChrを包含するばかりでなく,エンジイン環をBO部分,AS

部分,クロロフェノール部分,さらにはTyr32残基によって取 り囲むことにより,Chrを安定化させていることが推定さ

れた｡

clO27-c♭r-DNA複合体およびChr-Apo複合体のNMR構造モデルを詳細に比較することにより,C1027-Chrによる

DNAとApoの認識様式の相違を検討した｡ChrのDNA認識には,主にBOとAS部分が重要な役割を果していたのに

対 し,MC部分はDNAとの顕著な相互作用が認められなかっ美 ｡ 一方,ChrのApo認識には,主にBOとMC部分が重

要な役割を果していたのに対 し,AS部分はApoとほとんど相互作用していなかった｡さらに,この相違は水素引き抜き

反応を演じるエンジインの活性や安定性にも大きく反映 しているものと考えられた｡また,DNA結合状態,溶液状態,

Apo結合状態の3状態におけるChrの平均最適化構造を重ね合わせた結果,C1027-Chrはクロロフェノールを含むMC部

分のコンフォメーションを変化させることにより,Apo内よりもDNA内の方において反応性を上昇させていることが示

唆され,この反応性の相違はabinitio計算からも立証された｡

以上,本研究で得られた成果は,エンジイン塑クロモプロテインC-1027のDNA切断および,抗腫蕩作用の分子レベル

での理解に重要な情報を与えたばかりでなく,新しい核酸標的分子,蚤白質酵素標的分子の合理的設計にも極めて有用な知

見を提供するものと思われる｡

よって,本論文を博士 (薬学)の論支として価値あるものと認める｡

さらに,平成12年8月23日に論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果,合格と認めた｡
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