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論文内容の要旨

核と細胞質の間では核膜上に存在する小孔で、ある核膜孔を介して、物質の運搬が行われているが、最近、核膜孔を

単純拡散で通過できない分子量4 万以上の蛋白質や蛋白質と RNA の複合体の核-細胞質問の輸送メカニズ、ムや輸送

に関与する分子が明らかにされてきた。すなわち、蛋白質の核から細胞質への移行には核外輸送、ング、ナル (nuc1ear

export signal、以下 NES と略す)、また細胞質から核への移行には核局在化、ングナル (nuc1ear localization signal、

以下 NLS止略す)と命名されたそれぞれの特定のアミノ酸配列の存在が必要であることが見出された。さらに、 NES

を有する蛋白質の輸送担体の役割を果たす蛋白質として CRMl (chromosomal region maintenance 1) が、 NLS を

有する蛋白の輸送担体として importinα および 8 が発見された。

これまでに、 NES を有し輸送担体である CRM1 と複合体を形成して核外へ運ばれる数種の蛋白質が見出されてお

り、それらの中にはガン細胞の増殖に関与するマップキナーゼキナーゼ (mitogen-activated protein kinase kinase, 

MAPKK) やエイズウイルスの増殖に必須な Rev 蛋白が含まれている。したがって、 NES 含有蛋白質の核外移行を

阻害する化合物は、新規作用機序の抗癌剤、抗エイズ剤の開発に繋がることが期待される。しかしながら、 NES 含有

蛋自の核外移行を臨書する物質としては、放線菌由来のポリケチド 1eptomycin B と著者らの研究室で海綿から微量

細胞毒性成分として見出した 1eptomycin B と類似の構造を有する callystatin A が知られているにすぎない。

一方、 NLS を有する蛋白質の核内への移行を阻害する成分としては、小麦妊芽由来のレクチン (WGA: wheat germ 

agglutinin) が唯一見出されているが、その組成は単一ではない。したがって、同様の作用を有する低分子化合物の

発見は、現在、解明のほとんど進んでいない核膜孔部分の受容体蛋白を解析するためのプロープ分子になることが期

待される。

このような背景のもと、著者は、天然物由来の新規蛋白質核内外移行阻害成分の探索研究に着手した。まず、 NES、

NLS、蛍光蛋白 (green fluorescence protein, GFP) 、 glutathione S-transferase (GST) の融合蛋白を発現させた分

裂酵母を用いるアッセイ法を確立し、各種生薬の抽出エキスをスクリーニングした。 NES 含有蛋白質の核外移行阻害

活性の認められた生薬カノコソウおよびダイコウリョウキョウの抽出エキスから、活性を指標とする分離精製を行い、

NES 含有蛋白質核外移行阻害成分としてカノコソウから valtrate を、またダイコウリョウキョウから

l'-acetoxychavicol acetate を見出した。

Callysta tin A の構造活性相関研究をもとに、アピジンとの高い親和性を有するピオチンを導入したプロープ分子を
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設計し、 CRMl に対する結合能を有するピオチン標識プロープを合成した。そして、合成したピオチン標識プローブ

を用いた競合実験を行い、 valtrate およびl'-acetoxychavicol acetate が、 callystatin A や leptomycin B と同様に

CRMl の 529 番目のシステイン残基に結合することにより、 NE8 含有蛋白質の核外移行を阻害している可能性が強

いことを明らかにした。また、 valtrate とl'-acetoxychavicol acetate について、N-acetyl-vcystein methyl ester 付

加体を調製し、両者の活'性に関与する構造部位がエポキシ部分と l-acetoxy-2-ene 部分であることを明らかにした。

さらに、 valtrate および l'-acetoxychavicol acetate は、 MAPKK の高度に活性化された培養腫蕩細胞に対する選択的

な細胞毒性および HIV-l ウイルスの増殖阻害活性をした。

一方、 NL8 含有蛋白質核内移行阻害成分として、トウニンから m)Tiσinositol， 58, 6R-5 ，6-dihydro-3 ， 5-dihydroxy-6・

hydroxymethyl-2H-pyran -2-one を、チンピから hesperidin をそれぞれ活性成分として単離した。 3 種の活性成分は、

N-アセチルグルコサミン存在下で、活性が消失することから、 WGA と同様に核膜孔に存在する N-アセチルグルコサ

ミン結合糖タンパクに作用していると考えられる。また、市販品として入手できる m)Tiσinositol 以外の 6 種の inositol

類には全く NL8 含有蛋白の核内移行限害活性が認められなかったことから、 m)Tiσinositol の立体構造が活性発現に

重要であることも見出した。今回、著者が見出した 3 種の活性成分は、分裂酵母を用いたアッセイ系においては、

WCA より遥かに低濃度で作用していることから、今後 NL8 含有蛋白の核内移行阻害が引き起こすより正確な細胞応

答を観測するツールとして有用であると考えられる。

論文審査の結果の要旨

核膜孔を単純拡散で通過できない蛋白質や蛋白質と RNA の複合体の核-細胞質問の輸送には、核外輸送シグ、ナル

(NE8) および核局在化シグ、ナル (NL8) の特定のアミノ酸配列の存在が必要であり、 NE8 を有する蛋白質の輸送

担体として CRMl が、 NL8 を有する蛋白の輸送担体として importinα および 8 が発見されている。これまでに、

NE8 を有し CRMl により核外へ運ばれる蛋白質として、ガン細胞の増殖に関与する MAPKKやエイズウイルスの増

殖に必須な Rev 蛋白が知られている。したがって、 NE8 含有蛋白質の核外移行を阻害する化合物は、新規作用機序

の抗癌剤、抗エイズ剤の開発に繋がることが期待される。

著者は、 NE8 、 NL8、蛍光蛋白 (GFP) の融合蛋白を発現させた分裂酵母を用いるアッセイ法を確立し、天然物由

来の新規蛋白質核内外移行阻害成分を探索した。その結果、生薬カノコソウおよびダイコウリョウキョウから、新規

NE8 含有蛋白質核外移行阻害成分として valtrate と l'-acetoxychavicol acetate を同定した。

また、 CRMl に対する結合能を有するピオチン標識プローブを合成して競合実験を行った結果、 valtrate および

l'-acetoxychavicol acetate が、 callystatin A や leptomycin B と同様に CRMl の 529 番目のシステイン残基に結合

することにより、 NE8 含有蛋白質の核外移行を阻害している可能性が強いことを明らかにした。さらに、両活性物質

のN-actyl-vcystein methyl ester との付加体の解析から、活性発現部位がエポキシ部分と l-acetoxy-2-ene 部分であ

ることを示した。また、 valtrate および l'-acetoxychavicol acetate は、 MAPKK が活性化された培養腫蕩細胞に対す

る選択的な細胞毒性および HIV-l ウイルスの増殖阻害活性を示した。

一方、 NL8含有蛋白質核内移行阻害成分としては、トウニンから m)Tiσinositol と 58， 6R-5 ，6-dihydro-3， 5-dihydroxy-

6-hydroxymethyl-2H-pyran-2-one を、チンピから hesperidin をそれぞれ活性成分として見出した。また、m)Tiσinositol

以外の 6 種の inositol 類には全く NL8 含有蛋白の核内移行阻害活性が認められなかったことから、 mylσinositol の立

体構造が活性発現に重要であることも見出している。今回、著者が見出した 3 種の活性成分は、 WGA より逢かに低

濃度で作用していることから、今後、 NL8 含有蛋白の核内移行を阻害する正確なツールとして有用であると考えられ

る。

以上の成果は、博士(薬学)の学位論文として十分価値のあるものと認められる。
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