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論文内容の要旨

ブレオマイシン (BLM) は，放線菌 Streptomyces verticillus の産生する分子量約1500の糖ペプチ

ドで，制癌剤として広く臨床に用いられている o BLM の抗腫蕩活性は細胞内の DNA 二重鎖を切断す

ることによって発現される。 BLM は分子内に二つの機能領域すなわち ( 1 )Fe 2+ などの遷移金属イ

オンを配位して溶存酸素を活性化する『配位子領域』と， (2) ビチアゾール~末端アミン残基領域の

rDNA 結合領域」を有している o BLM は DNA のグアニンーピリミジン配列を選択的に切断するため，

塩基配列を認識する何らかの分子認識機構がその分子内に備わっていると考えられてきたが，詳細はい

まだに明らかにされていない。

筆者は化学的に合成したオリゴヌクレオチドを基質として用いて，水溶液中で BLM と DNA の相互

作用を NMR により直接観測することにより， BLM による DNA の分子認識機構を明らかにすること

を試みた。

筆者は BLM の切断配列であるG- ピリミジン配列をストランド内にただーカ所有する自己相補的な

DNA12量体 d (CCCCAGCTGGGG) (以下GC-12 と略す)のプロトンおよびリンのシグナルを NMR

で観測しながら， DNA に特異的に結合 (bind) するが切断反応を起こさない『不活性な BLM 誘導体』

BLM -Ni2+あるいは BLM-V0 3 + で滴定して，その結合の際に生じる DNA 側の変化を調べた。 GC-

12の G6pC 7 部位を AT 塩基対に置換した DNA12量体 d (CCCCAATTGGGG) (AT-12) を対照とし

て用いた，蛍光および円二色性スペクトルによる実験からは， BLM が GC-12 の G 6 pC 7 部位に結合

していることと，その結合定数が4.0x105M-1 であることが明らかになった。しかし NMR による滴定

実験では， GC-12 のイミノプロトン，非交換J性フ。ロトンおよびリンの化学シフトにBLMの結合に伴う
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顕著な変化は観測されなかった。これらの化学シフトは薬物の DNA へのインターカレーションによっ

て大きく変化することが知られている。従って，これらの結果は BLM をインターカレーターとする従

来説では説明できない。

ついで，筆者は BLM の切断配列を GpT 配列とした自己相補的な DNA12量体 d (CCACCTAGGTG 

G)' (GT-12) について， BLM-V03+ を用いて前述と同様の滴定実験を行い またBLM -V03+ のプロ

トンを NMR で観測しながら GT-12 で滴定実験を行い DNA 結合の際に生じる薬剤側の変化も明らかに

した。さらに， BLM ・ GT-12 複合体 (1 : 1) を 2 次元 NMR で測定し解析することで，大部分のプ

ロトンシグナルの複合体形成に伴う化学シフト変化を明らかにした。その結果， (1) DNA 側の変化は

T10 の N3H と G12 の N1H にのみ顕著であること， (2) BLM 結合に伴う DNA の立体構造変化

はほとんどなく，塩基対聞の重なりも連続性を保っていること， (3) BLM 側の化学シフト変化は DN

A のそれより大きく，ビチアゾール残基および末端の δ ーアミノブチルグアニジニウム残基 (G 残基)

高磁場シフトが集中していること (4) BLM のスレオニン残基およびメチル吉草酸残基に中程度の変

化がみられたことの 4 点が明らかになった。これらの結果は BLM が DNA のマイナーグループに巻き

つくように結合していることを示唆する。とりわけ DNA の T10N 3 H と BLM の G 残基の δ-NH シ

グナルの大きな変化は， G-δNH と DNA の T10C20 (カルボニル酸素)の聞に水素結合が生じたこと

を示唆している O

以上の結果に基づいて筆者は BLM が二組の水素結合すなわち( 1 )ピチアゾール環の N3/N

3' とグアニン塩基の 2 位アミノ基との間の水素結合でG塩基を (2) G 残基の δNHとピリミジンの

2 位酸素との聞の水素結合でピリミジン塩基を，それぞれ認識しているという機構を提案した。またB

LM の G残基の正電荷が DNA のリン酸の負電荷と静電的相互作用をしていて， BLM はスレオニン~

メチル吉草酸の部位で折れ曲がり構造をとることにより， r配位子領域』が実際にプロトンの引き抜き

反応が起こるピリミジン H4 '近傍にくるという機構を提案した。筆者はコンピューターグラフィック

を用いて 3 次元分子モデルを作成し上記の機構が立体化学的に矛盾のないかどうか検討した。その結

果， BLM は立体的に無理なく DNA のマイナーグルーブに結合可能なことが示唆された。また，この立

体モデルは筆者が観測した実験結果のみならず， GpC および、GpT の両方の配列を効率よく切断すると

いう BLM の塩基選択性等，従来から知られている BLM の種々の化学的な性質をも矛盾なく説明でき

ることが明らかになった。

さらに，筆者は NMR および計算化学の手法によって，溶液中の DNA の詳細な立体構造を解明する

というアプローチを用いて上記の分子認識機構の検証を試みた。自己相補的な DNA12量体 d (GGG 

GAGCTCCCC) (GA-12) は，分子 5 '側にプリン塩基 3 '側にピリミジン塩基が連続する特徴的な配

列であり， BLM の切断部位である G6pC7 部位よりも本来なら切断を受けにくい G4 pA 5 部位でよ

く切断される o 2 次元 NMR から得られるプロトン間距離および二面角の情報に基づいた束縛分子動力

学計算により， GA-12 はその分子中央のポリプリンーポリピリミジン接合部で，二重らせんが巻き戻

された構造をとることが示された。そのため， G 6 pC 7 部位のマイナーグループが歪み狭くなり， BLM 

が結合できないことが示唆された。一方， G 4 pA 5 部位では A5 の 3 位窒素原子が通常のB型DNA よ
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りも外側に向いていることが明らかになった。アデニンの 3 位窒素原子は薬物との水素結合のフ。ロトン

受容体として機能することが知られている。従って ， GA-12 の G4pA5 部位では BLM は A 5 N 3 を

水素結合により認識して結合し，切断するものと考えられる。このように，筆者の提案した BLM-DN

A の分子認識機構は塩基配列に依存して局所的に歪んだ構造の DNA においても，その切断性を説明で

きる O これにより筆者の作成したモデルが正しいことが検証された。

論文審査の結果の要旨

ブレオマイシンは放線菌が産生する糖ペプチド系化合物で， DNA を切断することにより制癌活性を

示す薬物として知られており，広く臨床に用いられているO

本論文では，ブレオマイシンがどのようにして DNA の特定部位を認識して切断するかを明らかにす

るため，分光学的(特に NMR) 手法を利用して溶液中でのブレオマイシンと合成 DNA オリゴマーと

の相互作用を調べているO そのためにまず，相互作用はするが DNA を切断しない「不活性なブレオマ

イシン」モデル系を確立しているO 次いで，合目的的に合成した DNA オリコ。マーとの溶液中の相互作

用を CDスペクトル， NMR スペクトルを高度に活用して検討した。その結果本薬物は DNA のマイナー

グループ(狭い溝)に沿って相互作用し，水素結合を介して特定の DNA 配列を認識していることを明

らかにしている O 更に，その結論の妥当性を束縛分子動力学計算などを駆使して検証にも成功しているO

この業績はこれまで不明確であったブレオマイシンによる DNA 結合様式ならびにG塩基認識機構を

実験的裏付けの下に明確にしたものであり，博士(薬学)の学位請求論文として，十分価値あるものと

認められる O

。
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