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論文内容の要旨

塩基性線維芽細胞成長因子 (bFGF) はへパリンに特異的に結合し，種々の細胞の増殖分化を促進す

る 146アミノ酸残基より成る微量タンパクであるo 本論文では，組換えDNA技術により大腸菌で産生

させたヒト bFGF を大量に精製し，さらに修飾を加えた分子を用いて構造と機能に関する研究を行っ

fこ。

bFGF はへパリン・カラムからの溶出過程において， 4 つのピークを示すが， これらのピークに対応

する画分はいずれも bFGF の分析結果と一致した。 4 つのピークは還元剤存在下で， 1 つのピーク

(P 1) に集約されたため， S-S結合による分子構造の変化が示唆された。そこで，部位特異的突然

変異法によって Cys 残基を Ser に置換したムテインを作成して， S-S結合の可能性について調べた。

69位と 87位の Cys を Ser に置換することでピークは P 1 に集約された。すなわち， この 2 個の Cys 残

基が分子間あるいは分子内で結合して bFGF の構造に変化を起こすと考えられた。 CyS69 と CyS87 を置

換したムテインの生物活性は bFGF と同等であり， CYS69 と CyS87 は bFGF の構造的選移性を担ってお

り，生物活性およびへパリン結合性には関与していないことが示された。

bFGF のカルボキシル末端は塩基性アミノ酸残基に富んでおり， この性質は FGF ファミリ一間で共

通していることから，この塩基性に富む領域が細胞表面の負に帯電したマトリックスへの吸着に関与し

ていると考えられた。この関係を調べるために，カルボキシル末端あるいはアミノ末端を欠損した

bFGF 分子を大腸菌で産生させ性質を検討した。カルボキシル末端の Phe139 _ Leu 140 _ Pro 141 を欠いた

bFGF は，へパリンへの親和性がアミノ酸残基の欠損度に伴い弱くなることがわかった。この配列は

FGF ファミリーにおいて保存されており，この配列が分子の安定化に大きく寄与している可能性が示
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された。また，カルボキシル末端46アミノ酸残基を欠いても活性が認められ，さらにアミノ末端を40残

基欠損した分子は bFGF と同等のへパリン結合性と弱い生物活性を有していた。以上の結果から，

bFGF のへパリンへの結合性は Asn101 "'_'Pro凶の構造に強く依存していることおよび，活性中心は

Asp 41 ,.._, Ser 100 に存在していることが示された。

論文の審査結果の要旨

本論文は，細胞成長因子の一つである塩基性線維芽細胞成長因子 (bFGF) の構造と活性を遺伝子工

学的手法を用いて解析し，その結果をまとめたものであるO

本論文は大別して次の四つの内容からなるO まず第一番目は，遺伝子工学的手法を用いたヒト bFGF

の作製に関するものである。 bFGF は従来牛の脳より抽出されてきたが，非常に微量にしか抽出，精製

できないため，それが bFGF の研究における大きな障害のひとつとなっていた。本研究では， ヒトの

bFGF をコードする cDNA を大腸菌で発現させ，へパリン吸着カラムクロマトグラフィーにより大量

に作製，精製できる系を確立した。この組換え技術を利用した系により，標準規模の試料調製で従来の

生体材料から抽出する方法に比べ約 1 万倍量のヒト由来の bFGF を調製できるようにした。

次に， bFGF の一次構造中に存在する 4 個のシステインの bFGF の性質への関与を調べている。 bFGF

をへパリンカラムで精製すると， 4 つのピークに分かれて溶出される O これらのピークは還元剤存在下

で 1 つのピークに集約されることから，システイン聞の s-s結合がこれに関与していることが示唆さ

れた。そこで，システインをセリンに置換した修飾型 bFGF を調製し，へパリンカラムからの溶出パ

ターンを調べた結果， CYS69, CYS87 の 2 個のシステインが bFGF の s-s結合を担っていることが示さ

れた。さらに，他の 2 残基を含め bFGF のシステインは活性に必須でで、はないことも示された。 CySJ6ω9

Cys♂87 をセリンに置換した bFGF は酸性条件に対してより安定となり，血管新生，創傷治癒などへの医

療分野での応用が期待される。

三番目は，組換え型 bFGF を抗原としたモノクローナル抗体の作製に関するものである。 bFGF は種

差による構造の違いがほとんどなく， 1 次構造がよく保存されているため，生体材料から得られる微量

のものを抗原としても抗体価が上がらず，一般に抗体の作製が困難であった。本研究では，この組換え

型 bFGF を大量に免疫することにより抗体価を上昇させ抗体を得ることに成功している。 4 種の IgG

型モノクローナル抗体を作製し，エピトープを決定しているが，いずれもアミノ末端側40残基中に集中

していることが示された。また，これらの抗体には中和活性が無いことから， bFGF の活性部位は40番

目のアミノ酸より C末端側に存在するとしている。さらに，これらの抗体を用いて0.5ng/ml の bFGF

を検出できる EIA系を確立した。

四番目に， bFGF のへパリン結合能に対する解析を行っている。 c端近傍の塩基性アミノ酸に富んだ

領域を欠損した bFGF を作製し，へパリンカラムを用いてへパリンに対する親和性の変化を調べた。

その結果， c端からのアミノ酸残基の欠損数に応じてヘパリンに対する親和性が弱くなることを見いだ
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した。これは， c端がへパリン結合能を担っていることを示している o FGF ファミリーは C端近傍に

塩基性アミノ酸に富んだ領域を含むという共通の特徴を持つが， ファミリー共通の性質としてこの塩基

性領域がヘパリン結合能を担っていることを示唆しているO さらに， c端側から46残基欠損しても活性

が検出されることから，モノクローナル抗体の結果と合わせ，活'性中心は40から 100番目のアミノ酸配

列に存在すると結論しているO

bFGF は幅広い標的細胞を有し種々の生物活性を示すため，世界的に各地で研究が行われているが，

本研究はいち早く遺伝子工学を応用することにより分子構造と活性の相関に関する解析を進めているO

国際的にも先駆的な役割を果たしており，一連の研究をまとめた本論文は博士論文として価値あるもの

と認める O
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