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１．研究実施の概要

【研究のねらい】核タンパク質における核外輸送とアセチル化の意義を解明するた

め、核内・核外輸送阻害剤、アセチル化・脱アセチル化阻害剤、抗アセチルリジ

ン抗体等、新しいバイオプローブの作製とその分子生物学への応用により、核外

移行シグナル（NES）含有タンパク質、アセチル化タンパク質の網羅的な解析を

行う。

【概要及び成果】核外輸送されるタンパク質やアセチル化されるタンパク質の網羅

的解析を目指し、分裂酵母ゲノムプロジェクトの情報から全てのORFをクローン

化することを計画した。クローン化に当たっては、ORFごとに組換え反応で目的

のベクターに移し替えができるGATEWAY法を用い、エントリークローンとし

て全遺伝子中の約６割についてクローン化することに成功した。また、広範囲な

アセチル化タンパク質の検出に有用な抗アセチルリジンモノクローナル抗体の作

製に成功した。新規脱アセチル化阻害剤としてトリコスタチン／トラポキシンハ

イブリッド化合物CHAPの立体構造と活性の相関を明らかにするとともに、トラ

ポキシンがHDAC６をほとんど阻害できないことを明らかにした。

【今後の見通し】GATEWAY法による分裂酵母のゲノムORFのクローン化を完成

させ、それらのGFP融合タンパク質の局在性と核外輸送阻害剤応答性を網羅的に

観察する予定である。また、今回作製された抗アセチルリジンモノクローナル抗

体を利用してタンパク質アセチル化の解析を行なう。脱アセチル化酵素のアイソ

ザイム選択的な阻害剤をコンピュータ分子モデリングを利用して設計するととも

に、これを利用して特定のアイソザイムに対する細胞内基質を同定する。

２．研究実施内容

【研究目的】

　タンパク質の修飾や機能モチーフの同定と解析はゲノム塩基配列情報と相補的

で重要である。本研究は核内因子の局在調節とアセチル化の意義の解明を中心に

おき、核外移行シグナルを有するタンパク質と可逆的アセチル化を受けるタンパ

ク質を申請者らが発見、開発した核外移行阻害剤レプトマイシン、ヒストンデア
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セチラーゼ阻害剤、抗アセチル化リジン抗体などを用いる独特の方法によって検

索し、それらの機能を明らかにすることを目的とする。この成果をもとにゲノム

機能の人為的制御や治療法への可能性を探る。

【方法と結果】

�　分裂酵母全ORFのクローン化と新規核外輸送タンパク質の解析

　分裂酵母内でのタンパク質の局在を網羅的に明らかにするとともに核外輸送

されるタンパク質を同定するため、分裂酵母のゲノムORF全長を全てクローン

化し、GFPとの融合タンパク質として発現させることを計画した。クローン化

に当たっては、ORFごとに組換え反応で目的のベクターに移し替えができる

GATEWAY法を用いることにした。現在、分裂酵母ではゲノム計画がほぼ最

終段階を迎えており、全ゲノムの約９５％程度が解読されている。この情報はイ

ンターネット上に公開されているため、それらの情報を解析し、各遺伝子を増

幅するためのPCRプライマーを設計するプログラムを作成した。このプログラ

ムで得られた配列情報を元に各遺伝子断片を増幅し、プラスミドベクターへの

クローニングを行なった。これらのプラスミドを回収し、現在までに分裂酵母

で予想されている全遺伝子の約６割について正しいORFがクローニングされ

ていることを確認した。今後これらの遺伝子を酵母内でGFP融合タンパク質と

して発現させ、その局在を解析する予定である。

�　抗アセチルリジンモノクローナル抗体の作成

　昨年までに樹立した抗アセチルリジンモノクローナル抗体はヒストン以外の

アセチル化タンパク質の検出能力があまり高くなかったので、本年は免疫方法

等に工夫を加えることにより、より広範なタンパク質のアセチル化を検出でき

る抗アセチルリジンモノクローナル抗体の樹立を試みた。今回樹立した抗体を

用いることにより、Western blotting法でヒストン以外の複数のアセチル化タ

ンパク質を検出することができた。また、昨年樹立の一つとあわせて計４種の

抗アセチルリジンモノクローナル抗体の、可変領域のcDNA配列を決定したと

ころ、いずれも共通のフレームワークを有していることが明らかになり、アセ

チルリジンを認識するためにはある特定のフレームワークを有する抗体である

必要があることが示唆された。

�　新規脱アセチル化阻害剤の立体構造と活性の相関

　昨年度、ヒストンデアセチラーゼ（HDAC）の活性を制御するバイオプロー

ブの設計合成の一環として、Trapoxin A, B, Cyl-１, ２, Chlamydocin, WF３１６１のそ

れぞれに対応する骨格を有し、活性基エポキシケトンの代わりにトリコスタチ

ン（TSA）の活性基ヒドロキサム酸を導入したCHAP（cyclic hydroxamic acid-

containing peptide）を合成し、その平面構造と活性の関係を明らかにした。今
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年度はさらにD- アミノ酸の位置やProの位置を様々に変えたステレオイソマー

を新たに合成することにより、立体構造と活性の相関を解析した。各種の生理

活性を有する天然の環状テトラペプチドはTrapoxin A及びB 以外にも複数知

られており、D- アミノ酸の位置やProの位置が違う多様なイソマーが存在する。

そこで、Trapoxin A及びBをモデルとした、立体配置及びアミノ酸配列の異な

る１５種類の環状テトラペプチドを合成し、そのHDAC阻害活性を測定した。ペ

プチドの自動固相合成には平成１１年度導入のペプチドシンセサイザーを使用し

た。合成確認にはHPLC等の使用に併せて平成１２年度導入の飛行時間型質量測

定システムを用いた。HDAC阻害活性を調べた結果、LLLD- 体（L-Asu（NHOH）

を起点とする）、LDLL- 体及びLDLD- 体はHDAC活性を強く阻害した 。LLDL-

体及びLDDL- 体等は、HDAC阻害活性が１/３～１/１００倍に低下した。また

LDLD- 体のProの位置を変えたところ、Proが３位ではHDAC阻害活性が低下し

たが、２位のものは天然物のように４位にProを持つ場合と同様の強い活性を

示した。これらのステレオイソマーの立体構造解析から、立体構造と活性との

間に一定の法則性があることを見いだした。

�　脱アセチル化阻害剤の酵素阻害特異性の解析

　HDACは複数のアイソザイムが存在し、それぞれ異なった機能を持つと考え

られるが、特定のアイソザイムに対する選択的阻害剤は知られていない。そこ

でまずHDAC１, ２, ４, ６について組換え酵素を作製し、既存のHDAC阻害剤と

CHAPの特異性について検討した。その結果、TSAはいずれの酵素に対しても

強く阻害するのに対し、TPXはHDAC１, ２およびHDAC４を非常に強く阻害す

る一方、HDAC６をほとんど阻害しなかった。TPXは側鎖のエポキシケトン基

を介して酵素と共有結合すると考えられるが、阻害可逆性の実験からTPXは

HDAC６に対しては結合できないことが判明した。また、CHAPの多くはHDAC

６に対して弱く、TSAに比べて大きなキャップ構造がその特異性の要因になっ

ていることが示唆された。

【結論と考察】

　核外輸送タンパク質のスクリーニングについては、昨年度分裂酵母ゲノムライ

ブラリーを用いて行ない、ゲノム全体の１/３に相当するライブラリーの全ての形

質転換株について観察した。しかし、ライブラリーの性質上C末端領域をコード

する部分にGFPが融合するため、どのクローンもC末端を欠き、局在が本来のも

のと一致しないものも認められた。そこで本年度から分裂酵母ゲノムプロジェク

トの情報を基に全てのORF全長をPCRによってクローン化し、その局在をGFPと

の融合によって観察する方法に変更した。開始から４ヶ月で約６割の遺伝子につ

いて正しいものを取得することができた。しかし、今後は取得できなかったもの
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の再検討など、解決しなければならない問題もある。

　今回非ヒストンタンパク質のアセチル化に対しても強く反応するモノクローナ

ル抗体の作製に成功した。これによってすでにHDAC阻害剤のよって大きくア

セチル化が促進するタンパク質が多数検出されることも明らかになった。今後は

それらをひとつひとつ同定するとともに、特異性の異なる阻害剤でアセチル化さ

れるタンパク質を同定することで、個々の酵素に対する特異的基質の同定にもつ

ながると期待される。

　多様なCHAP化合物の合成研究から、強力なHDAC活性に必要な構造が明らか

になってきた。今後は、酵素選択性を導きだす構造を明らかにする必要がある。

包括的な構造・活性相関を行うためには、簡便なアッセイ系の開発、大量の酵素

の調整法の開発などが必要である。
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