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論文内容の要旨

[目的] 生体内には免疫抑制剤シクロスポリンA (CsA) と特異的かっ高親和'1生で結合する一群のタンパク質が存在

し，これらはシクロフィリン (CyP) と呼ばれている。 CyP は細胞質タンパク質で，現在では CsA の細胞内レセプタ

ーと考えられており， CsA の薬理作用発現における CsA-CyP 複合体の形成の重要性が認識されてきた。この CsA

CyP 複合体については，その立体構造ならびに CyP 分子中の CsA 結合部位に関し， NMR および X-RAY 解析法をも

ちいた研究がいくつか報告されている。本研究では，抗体のエピトープ検索にもちいられるマルチピンペプチド合成

法を応用し，ヒト CyPA 全分子にまたがる連続的なオクタペプチド 157種を合成し，これらをもちいてヒト CyPA の

CsA 結合部位を明らかにすることを目的とした。

[方法] 合成の対象となるヒト CyPA アミノ酸配列に対応する部分ペプチドはアミノ酸 8 残基単位とし，Labsystems 

Epiguide synthesizer (Coselco Mimotopes Pty Ltd. , Clayton, Australia) をもちいるマルチピン固相同時合成シス

テムによりおこなった。すなわち，ヒト CyPA を構成する 164残基のアミノ酸配列について 1 残基ずつずらした重複・

連続する 157種の Naーアセチル化オクタペプチドを一枚のプレート上に固定したポリエチレンピン上で同時に合成し

た。各ピン上のペプチドの収量は30-100 nM であった。合成オクタペプチドと CsA の結合は ELISA 法に準じる方法で

測定した。すなわち，各ピンに結合した157種の Nαーアセチル化オクタペプチドに CsA (4 ng/pin) を直接反応させ，

ピンを洗浄後，ヒツジ抗 CsA 血清を添加し，オクタペプチドに結合した CsA と反応後，ペルオキシダーゼ標識ロパ抗

ヒツジ IgG (H +L) 血清，ついで 0-プエニレンジアミンを添加，反応させ， 492 nm における吸光度を測定した。

[成績] ピン固定 Naーアセチル化オクタペプチドと CsA の結合が ELISA 法に準じた本研究の方法により特異的に

検出できることを確認した。作製した 157種のオクタペプチドのうち 43種について CsA との結合が確認され，その中35

種のペプチドが特に強い CsA 結合能を示した。既報の NMR および X-RAY 解析法による CyPA-CsA 複合体の立体

構造解析の結果は， CyPA 分子中13のアミノ酸残基が CsA との結合に関与することを示したが，その中， 9 残基は本

研究で示した CsA 結合能をもっ合成オクタペプチド中に含まれていた。一方， 4 残基については，本研究において

CsA 結合能を認めた合成オクタペプチドのいずれにも含まれていなかった。また逆に， CsA 結合能が検出された合成



オクタペプチドのうち， N端アミノ酸残基が Gly-42-----Ser-51 ， Ile-89-----Leu -98 , Val-127-----Ile-138および Arg-

144------Ala-159の領域内にあるオクタペプチドのアミノ酸配列中には， NMR および X-RAY 解析法により結合に関与

すると認められたいずれのアミノ酸残基も含まれておらず，本研究の結果は CyPA 分子中の CsA 結合部位に関する

新しい知見を提供した。

[総括] ヒト CyPA 分子中の CsA 結合部位の解析を目的として，まず，ヒト CyPA の全アミノ酸配列に対応し， 1 残

基ずつずらした重複・連続する 157種の Na-アセチル化オクタペプチドをマルチピン固相同時合成システムにより合

成した。ついで，これらペプチドの CsA 結合能を ELISA 法に準じて測定する新しい方法を確立し，本法が，合成 Na

-アセチル化オクタペプチドと CsA の結合を特異的に検出し得ることを証明した。さらに， NMR および X-RAY 解析

法における分子立体構造解析による結合部位推定法の結果と異なる新しい知見をえた。本研究の連続合成オクタペプ

チドをもちいる CyPA 分子中の CsA 結合部位の新しい解析法は，リガンド結合部位解析法として従来からもちいら

れてきた NMR および X-RAY 解析法とは全く異なる手法であり，これらの解析法に対し，相補的に有効な方法であ

ることを証明した。

論文審査の結果の要旨

本研究は，免疫抑制剤シクロスポリンA (CsA) の細胞内レセプターとされているヒトシクロブイリンA (hCyPA) 

分子中の CsA 結合部位を，合成ペプチドを用いる免疫化学的手法を用いて解析したものである。すなわち，マルチピ

ン固相同時合成システムにより作製した hCyPA 全分子にまたがる連続的な157種の Na- アセチル化オクタペプチド

の CsA への結合性を，新たに確立した ELISA 法に準じる方法を用いて直接的かつ特異的に調べることにより，

hCyPA の CsA 結合部位を解析した。

その結果， hCyPA 分子中の CsA 結合部位と推定される領域を明らかにするとともに，従来のX線および NMR 解析

法による結合部位推定法とは異なる新しい知見を得た。さらに，本研究の連続合成オクタペプチドを用いる hCyPA 分

子中の CsA 結合部位の解析法は，リガンド結合部位解析法として従来から用いられてきた X線および NMR 解析法と

は全く異なる新しい手法であり，これらの方法に対し，相補的に有効な方法であることが証明された。以上より，本

論文は学位の授与に値すると考えられる。




