
(57)【要約】
酵素を再設計して、チモーゲン、即ち、プロテアーゼ切断によって酵素に変換される酵素
前駆体とする。ここに記載される例において、 RNアーゼ  A 酵素は、酵素にその酵素のア
ミノ末端及びカルボキシル末端を連結するアミノ酸の架橋を付加することによりチモーゲ
ンに変換される。この架橋は、特異的なプロテアーゼ、例えばマラリア原虫によって産生
されるプロテアーゼプラスメプシン IIのプロテアーゼの切断部位中に作られる。 RNアーゼ
Aは、細胞毒性とされ得るので、これによって、細胞毒性酵素は、特別なターゲット、例
えば病原体にのみ存在するプロテアーゼが作用するときにだけ活性化形態となるチモーゲ
ンの形態となることができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン の 触 媒 部 位 へ の 接 近 を 阻 止 す る ア ミ ノ 酸 の 架 橋 を 有 す る RNア ー ゼ A
チ モ ー ゲ ン で あ っ て 、 前 記 架 橋 が 、 そ の 中 に プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 有 し 、 か つ 前 記 チ モ
ー ゲ ン が 特 異 的 な プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 作 用 さ れ る と 、 前 記 チ モ ー ゲ ン が 活 性 酵 素 に 変 換
す る よ う に 構 成 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン 。
【 請 求 項 ２ 】
　 膵 臓 型 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 設 計 さ れ た チ モ ー ゲ ン で あ っ て 、 前 記 チ モ ー ゲ ン の ア ミ ノ
酸 配 列 が 、 変 更 に よ っ て リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 変 化 し 、 前 記 変 更 が 、 (a)
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 天 然 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 か ら 前 記 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 天 然 の ア ミ ノ 酸
末 端 に 広 が り 、 か つ プ ロ テ ア ー ゼ 認 識 部 位 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 架 橋 領 域 の 添 加
及 び (b)前 記 チ モ ー ゲ ン に お け る 新 規 な カ ル ボ キ シ ル 末 端 及 び 新 規 な ア ミ ノ 末 端 の 導 入 を
含 む こ と を 特 徴 と す る チ モ ー ゲ ン 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 変 更 が 、 前 記 チ モ ー ゲ ン の 新 規 な カ ル ボ キ シ ル 及 び ア ミ ノ 末 端 の 近 傍 の 位 置 の チ モ
ー ゲ ン 中 に ２ つ の 新 規 な シ ス テ イ ン ア ミ ノ 酸 の 導 入 を さ ら に 含 み 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 熱 安
定 性 を 助 け る 請 求 項 ２ に 記 載 の 設 計 さ れ た チ モ ー ゲ ン 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 ウ シ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aで あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 設 計 さ れ
た チ モ ー ゲ ン 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ 認 識 部 位 が 、 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ プ ラ ス メ プ シ ン 2の 切 断 部 位 で あ る 請
求 項 ２ に 記 載 の 設 計 さ れ た チ モ ー ゲ ン 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ 認 識 部 位 が 、 配 列 GSGKPIEFLELKAGを 有 す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 設 計 さ れ
た チ モ ー ゲ ン 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 新 規 な カ ル ボ キ シ ル 及 び ア ミ ノ 末 端 が 、 ウ シ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの ア ミ ノ 酸 84と 9
5の 間 の 領 域 に 対 応 す る チ モ ー ゲ ン 中 に 位 置 す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 設 計 さ れ た チ モ ー ゲ ン
。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 新 規 な カ ル ボ キ シ ル 及 び ア ミ ノ 末 端 が 、 ウ シ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aの ア ミ ノ 酸 88と 8
9に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 間 に 位 置 す る 請 求 項 ７ に 記 載 の 設 計 さ れ た チ モ ー ゲ ン 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 活 性 化 さ れ る と 、 細 胞 毒 性 と な る
変 更 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 設 計 さ れ た チ モ ー ゲ ン 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 の 転 座 ド メ イ ン が 、 前 記 チ モ ー ゲ ン に 付 着 す る 変 更 を さ ら に 含 む 請 求 項 ２ に
記 載 の 設 計 さ れ た チ モ ー ゲ ン 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 チ モ ー ゲ ン の 触 媒 部 位 へ の 接 近 を 阻 害 す る ア ミ ノ 酸 の 架 橋 を 有 す る 膵 臓 型 リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ チ モ ー ゲ ン で あ っ て 、 前 記 架 橋 が 、 そ の 中 に プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 有 し 、 前 記 チ モ
ー ゲ ン が 、 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 作 用 さ れ る と 、 前 記 チ モ ー ゲ ン の 活 性 化 酵 素 へ の
変 換 が 生 じ 、 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 活 性 化 さ れ る と 、 前 記 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ チ モ ー ゲ
ン が 、 細 胞 毒 性 と な る こ と を 特 徴 と す る チ モ ー ゲ ン 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 チ モ ー ゲ ン 酵 素 の 設 計 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 、
前 記 酵 素 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 か ら ア ミ ノ 末 端 に 広 が る ア ミ ノ 酸 の 架 橋 で あ っ て 、 特 異 的 な
プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含 む 架 橋 を 設 計 す る 工 程 、
　 前 記 酵 素 内 で 新 規 な カ ル ボ キ シ ル 及 び ア ミ ノ 末 端 が 位 配 し 得 る い く つ か の 部 位 を 選 択 す

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-529615 A 2005.10.6



る 工 程 、
　 前 記 架 橋 及 び 新 規 な 末 端 を 含 む 前 記 チ モ ー ゲ ン を 発 現 し 得 る 発 現 プ ラ ス ミ ド を 作 る 工 程
、
　 ホ ス ト 中 で 該 プ ラ ス ミ ド を 発 現 さ せ 、 発 現 し た チ モ ー ゲ ン を 回 収 す る 工 程 、 及 び
プ ロ テ ア ー ゼ へ の 暴 露 後 、 前 記 チ モ ー ゲ ン の 活 性 を 試 験 し て 、 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 の 後 に 、
活 性 が 増 加 す る チ モ ー ゲ ン を 特 定 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 設 計 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 酵 素 が 、 膵 臓 型 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 特 異 的 な プ ロ テ ア ー ゼ が 、 ヒ ト 病 原 体 か ら 産 生 さ れ る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ が 、 特 異 的 疾 患 状 態 の ヒ ト 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 請 求 項 １ ３
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 方 法 が 、 チ モ ー ゲ ン の 熱 安 定 性 を 試 験 し て 、 生 理 学 温 度 で 活 性 と な る チ モ ー ゲ ン を
特 定 す る 工 程 を 更 に 含 む 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 関 連 出 願 の 参 照 ）
　 本 出 願 は 、 2002年 6月 14日 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 60/389,238に 基 づ い て 優 先 権 を 主 張 す
る 。
（ 政 府 支 援 に よ る 研 究 開 発 に 関 す る 記 述 ）
　 未 確 定 。
（ 発 明 の 背 景 ）
　 酵 素 の 最 も 単 純 な 定 義 は 、 酵 素 が 化 学 反 応 の た め の 、 触 媒 と し て 作 用 し 得 る タ ン パ ク 質
で あ る と い う こ と で あ る 。 す べ て の タ ン パ ク 質 の よ う に 、 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び ３ 次 元
構 造 は 、 両 方 と も 酵 素 の 適 当 な 生 物 機 能 に 重 要 で あ る 。 い く つ か の 酵 素 は 、 生 き た 細 胞 中
で 本 来 合 成 さ れ た 正 常 な 形 態 の 酵 素 と し て 機 能 し な い 。 そ の 代 わ り に こ れ ら の 酵 素 は 、 チ
モ ー ゲ ン と し て 既 知 の 酵 素 前 駆 体 と し て 発 現 す る 。 細 胞 内 又 は 細 胞 外 で チ モ ー ゲ ン に は 、
い く つ か の 他 の 酵 素 過 程 が 作 用 す る と 、 チ モ ー ゲ ン は 酵 素 的 に 活 性 な 形 態 の タ ン パ ク 質 に
変 わ る 。 典 型 的 に 細 胞 生 物 学 的 過 程 に 損 傷 を 起 こ す 酵 素 、 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ は 、 チ モ ー
ゲ ン と し て 産 生 さ れ 、 そ の 活 性 が よ り 正 確 に 制 御 さ れ 得 る よ う に す る 。 チ モ ー ゲ ン は 、 発
現 し た 時 、 不 活 性 で あ り 、 よ っ て 安 全 に 保 管 又 は 輸 送 さ れ 、 そ の 後 必 要 時 に の み 、 タ ン パ
ク 質 分 解 活 性 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。
　 生 体 細 胞 に お い て 、 生 体 高 分 子 、 例 え ば タ ン パ ク 質 及 び 核 酸 は 、 連 続 的 に そ の モ ノ マ ー
に 消 化 さ れ な く て は な ら ず 、 こ の モ ノ マ ー は 、 次 い で 新 た な タ ン パ ク 質 又 は 核 酸 を 作 る た
め に 使 用 さ れ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 タ ン パ ク 質 を 消 化 し 、 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 核 酸 を 消 化 す
る 。 中 で も 最 も 研 究 さ れ て い る ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ で あ り 、 RNA分 子 を 消
化 す る よ う に な っ て い る 。 特 に 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A(RNア ー ゼ A)の 配 列 、 ３ 次 元 構 造 、 及
び 機 能 の 多 く の 側 面 は 、 特 に ウ シ の 膵 臓 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aに 関 し て 特 徴 づ け ら れ て い る
。 RNア ー ゼ Aは 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 (RI)と 調 和 し て 細 胞 に 存 在 し 、 RIは 、 RNア ー ゼ A
に 結 合 し て そ の 活 性 を 阻 害 す る 。 RI及 び RNア ー ゼ Aの 間 の 結 合 に 立 体 障 害 を 提 供 す る よ う
に 作 用 す る 部 分 を RNア ー ゼ Aに 添 加 す る こ と に よ っ て 、 RNア ー ゼ が RIに よ っ て 制 御 不 能 と
な り 、 こ れ に よ っ て 、 RNア ー ゼ が お そ ら く 、 細 胞 内 で 必 要 と さ れ る RNA種 を 消 化 す る こ と
よ り 必 要 と さ れ る 細 胞 毒 性 と な る こ と が 知 ら れ て き て い る 。
　 プ ロ テ ア ー ゼ が 、 特 定 の ペ プ チ ド 結 合 を 消 化 す る た め に 認 識 す る 標 的 タ ン パ ク 質 中 に 特
異 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と が プ ロ テ ア ー ゼ の 特 徴 で あ る 。 多 く の タ イ プ の 細 胞 又 は
生 物 体 は 、 標 的 切 断 部 位 に 対 し て 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 す る 特 異 的 な プ ロ テ ア ー ゼ
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を 有 す る 。 従 っ て 、 標 的 細 胞 の 選 択 し た 基 、 タ イ プ 又 は 種 に 存 在 す る プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ
て の み 酵 素 的 に 切 断 さ れ る タ ン パ ク 質 を 設 計 す る こ と は 可 能 で あ る 。
　 本 発 明 の 他 の 目 的 、 特 徴 及 び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 の 考 慮 か ら 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 特 異 的 な プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 活 性 化 さ れ た 場 合 に の み 酵 素 的 に 活 性 に な る 新 規 な チ モ
ー ゲ ン の 設 計 が 可 能 で あ る こ と が こ こ で 示 さ れ る 。 さ ら に タ ン パ ク 質 の 再 設 計 が 、 必 ず し
も 酵 素 を 不 活 性 に せ ず に 、 天 然 の 酵 素 の 開 始 位 置 及 び 末 端 を 変 更 す る こ と を 含 む こ と が こ
こ で 教 示 さ れ る 。 こ れ ら の 教 示 に 基 づ い て 、 今 や 特 異 的 な チ モ ー ゲ ン を 設 計 し 、 標 的 に さ
れ た 位 置 又 は 細 胞 に の み で 活 性 化 し な が ら 、 固 有 の 生 物 活 性 を 行 う 能 力 を 保 持 す る こ と が
可 能 で あ る 。
　 こ こ で 記 載 さ れ る こ と は 、 特 に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 一 般 的 に は 他 の 酵 素 の 酵 素 活 性 の 制
御 に 対 す る 新 し い 選 択 肢 が 示 さ れ る 。 こ の 選 択 肢 は 、 特 別 な プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 活 性 化
さ れ る と 、 酵 素 的 に 活 性 化 す る チ モ ー ゲ ン の 創 作 で あ る 。 病 原 体 又 は 病 原 体 に 感 染 し た 細
胞 、 又 は 特 別 な 疾 患 状 態 の 細 胞 内 で の み 生 じ る プ ロ テ ア ー ゼ を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 チ
モ ー ゲ ン が 病 原 体 細 胞 又 は 疾 患 細 胞 と 遭 遇 す る と 、 酵 素 活 性 の み が 生 じ る よ う に チ モ ー ゲ
ン を 構 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 RNア ー ゼ Aを 細 胞 毒 性 型 に い か に 変 換 す る か は 、 米 国 特
許 第 5,840,296号 明 細 書 及 び 第 6,280,991号 明 細 書 に 教 示 さ れ る よ う に す で に 公 知 で あ り 、
こ れ ら の 特 許 の 開 示 を こ こ に 参 考 と し て 取 り 込 む 。 タ ン パ ク 質 設 計 の こ れ ら 二 つ の 技 術 の
組 み 合 わ せ に よ っ て 、 病 原 体 又 は 特 別 な 疾 患 状 態 の 細 胞 か ら の 、 チ モ ー ゲ ン を 活 性 酵 素 に
変 換 す る 酵 素 と 遭 遇 す る 場 合 及 び 場 合 に の み 、 細 胞 毒 性 酵 素 に 変 換 さ れ る チ モ ー ゲ ン を 設
計 で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ こ で 開 示 さ れ る 技 術 の 特 別 な 態 様 に お い て は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ チ モ ー ゲ ン が 設 計 さ
れ 、 こ れ は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の チ モ ー ゲ ン の 最 初 に 知 ら れ た 例 で あ る 。 こ の チ モ ー ゲ ン
は 、 天 然 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 新 た に 設 計 さ れ た ア ミ ノ 酸 の ル ー プ
又 は 架 橋 と 結 合 す る よ う に 酵 素 を 再 設 計 す る こ と に よ っ て 作 ら れ る 。 こ の ル ー プ は 、 そ の
中 に 特 異 的 な プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 標 的 切 断 部 を 含 む 。 新 規 な ア ミ ノ 酸 の 架 橋 は 、 リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ の 活 性 触 媒 部 位 を 横 切 っ て 存 在 し 、 こ れ に よ り 、 架 橋 に 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 が
、 存 在 し か つ 無 処 置 な と き 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ が 触 媒 活 性 不 能 と な る 。 し か し 、 プ ロ テ ア
ー ゼ 切 断 部 位 に 対 し て ア ミ ノ 酸 架 橋 領 域 が 供 給 さ れ る こ と に よ っ て 、 特 異 的 な プ ロ テ ア ー
ゼ が 、 架 橋 を 消 化 で き る よ う に し 、 そ れ に よ っ て 酵 素 の 活 性 触 媒 部 位 を 露 出 さ せ る 。 こ こ
に 開 示 さ れ る 例 に お い て 、 プ ロ テ ア ー ゼ プ ラ ス メ プ チ ン (plasmepsin)IIが 、 特 異 的 な プ ロ
テ ア ー ゼ と し て 選 択 さ れ 、 架 橋 領 域 の ア ミ ノ 酸 中 に 作 ら れ た こ の プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 認
識 部 位 を 切 断 す る 。 プ ロ テ ア ー ゼ プ ラ ス メ プ チ ン IIは 、 熱 帯 マ ラ リ ア (Plasmodium falcip
arum)に よ っ て 産 生 さ れ 、 こ れ は 、 マ ラ リ ア の ほ と ん ど の 病 状 の 原 因 で あ る 寄 生 生 物 で あ
る 。 熱 帯 マ ラ リ ア は 、 成 人 の 赤 血 球 細 胞 に 生 き 、 成 熟 期 に RNA代 謝 も DNA代 謝 も も た な い 。
従 っ て 、 そ の よ う な 細 胞 に お い て 活 性 な 細 胞 毒 性 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 寄 生 虫 自 身 に と っ
て 致 死 的 で あ る が 、 成 人 赤 血 球 に は 致 死 的 で な い 。 こ れ は 、 そ の よ う な プ ロ テ ア ー ゼ の 例
を 意 図 し て お り 他 の プ ロ テ ア ー ゼ の 使 用 が 可 能 で あ る こ と が 企 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン が 、 成 熟 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 か ら カ ル ボ キ シ ル 末 端 へ 伸 び る
ア ミ ノ 酸 の 架 橋 を 作 る こ と に よ っ て 作 ら れ る こ と が 理 由 と な っ て い る 。 RNア ー ゼ Aの ３ 次
元 構 造 を 研 究 す る こ と に よ っ て 、 天 然 タ ン パ ク 質 の 末 端 間 に 延 在 す る 架 橋 領 域 が 、 リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド 分 解 活 性 部 位 を 横 切 っ て 存 在 し 、 か つ そ れ へ の 接 近 に 干 渉 す る こ と が 観 察 さ れ
た 。 天 然 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 連 結 す る ア ミ ノ 酸 の 鎖 を 有 す
る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め に は 、 し か し な が ら 、 新 規 な タ ン パ ク 質 に 対 す る 新 規 な 末 端
の 設 計 が 必 要 で あ っ た 。 従 っ て 、 新 規 な ア ミ ノ 末 端 及 び 新 規 な カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 対 す る
タ ン パ ク 質 内 に 異 な る 座 を 導 入 す る こ と が 必 要 で あ っ た 。 こ れ は 、 環 状 順 列 (circular pe
rmutation)と し て 知 ら れ る 方 法 に よ っ て な さ れ た 。 一 連 の DNA構 築 物 で あ っ て 、 架 橋 領 域
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全 体 の タ ン パ ク 質 の 種 々 の 順 列 を コ ー ド し 、 各 順 列 が 、 異 な る 新 規 な カ ル ボ キ シ ル 及 び ア
ミ ノ 末 端 を 有 す る 構 築 物 が 構 築 さ れ た 。 新 た に 作 ら れ た チ モ ー ゲ ン の ア ミ ノ 末 端 及 び カ ル
ボ キ シ ル 末 端 を 位 置 決 め す る た め に 、 タ ン パ ク 質 内 で 種 々 の 位 置 を 試 験 し た 。 そ の よ う な
チ モ ー ゲ ン の 設 計 に お い て 、 新 た な ア ミ ノ 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 近 傍 に 追 加 の シ ス テ イ ン
を 付 加 し て ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 が 、 新 た に 作 ら れ た 末 端 間 に 存 在 し て 、 タ ン パ ク 質 が 触 媒 活
性 の た め の 正 し い 三 次 元 構 造 を 有 す る よ う に で き る 。 こ こ に 開 示 さ れ る 例 に お い て 、 新 た
な ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 設 計 さ れ た タ ン パ ク 質 に 導 入 さ れ て 、 熱 安 定 性 を 改 善 す る 。
　 RNア ー ゼ Aタ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ ル 及 び ア ミ ノ 末 端 の 位 置 は 、 他 の タ ン パ ク 質 の ３ 次
元 構 造 が 特 定 さ れ る と き 、 酵 素 活 性 を 阻 害 す る た め に 、 こ の 型 の 架 橋 形 成 に 特 に 便 利 で あ
る が こ の 戦 略 が 他 の 酵 素 に 適 用 で き る と 予 測 さ れ る 。 こ の 方 法 に 適 切 な 酵 素 は 、 ア ミ ノ 酸
の 架 橋 領 域 に よ っ て 結 合 さ れ る と 、 そ の 架 橋 に よ っ て 阻 害 さ れ る 活 性 部 位 を 見 つ け る ア ミ
ノ 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
　 こ こ に 開 示 さ れ て い る 研 究 は 、 ま ず 酵 素 RNア ー ゼ Aに 関 す る 。 環 状 順 列 技 術 を 適 用 す る
考 え は 、 図 1Aに 説 明 さ れ て い る 。 図 1Aの 左 図 に お け る 酵 素 の 天 然 型 に お い て 、 天 然 タ ン パ
ク 質 は 、 N及 び Cで 標 識 さ れ た 正 常 な 末 端 を 有 し 、 こ れ ら は 、 酵 素 活 性 の 活 性 部 位 の 両 側 に
隣 接 し て 位 置 す る 。 図 1Aの 中 央 図 に お い て 、 新 た な N及 び C末 端 を 有 す る 新 規 に 設 計 さ れ た
チ モ ー ゲ ン が 示 さ れ 、 架 橋 領 域 は 、 酵 素 部 位 に 全 体 に 広 が り 、 そ れ へ の 接 近 を 阻 止 す る 。
チ モ ー ゲ ン が 、 架 橋 領 域 の プ ロ テ ア ー ゼ 認 識 部 位 を 攻 撃 す る プ ロ テ ア ー ゼ と 接 触 す る と 、
架 橋 領 域 は 切 断 さ れ る 。 こ の 切 断 に よ っ て 、 図 1Aの 右 側 の 図 に 説 明 さ れ る よ う に 、 酵 素 の
活 性 型 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 図 1B及 び 図 1Cは 、 本 発 明 に 従 っ て 構 成 さ れ た RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン の ２ つ の ３ 次 元 図 を
示 す 。 両 方 と も 図 １ に 示 さ れ た 「 リ ン カ ー 」 と 称 す る 架 橋 領 域 を 示 し 、 酵 素 活 性 部 位 を 架
橋 す る 。 こ れ ら の 図 は 、 架 橋 領 域 が 、 酵 素 活 性 の 天 然 部 位 を ま た ぐ 概 念 を 示 す こ と を 企 図
す る 。
　 天 然 の RNア ー ゼ Aタ ン パ ク 質 は 、 シ ス テ イ ン 残 基 の 間 に ４ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む
。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 各 位 置 は 、 図 ２ に 示 さ れ る タ ン パ ク 質 配 列 の 概 略 図 に 示 さ れ る 。 こ
こ で 、 古 い 末 端 を 互 い に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 単 に タ ン パ ク 質 に 安 定 性 を 付 加 す る た め
に 、 人 工 的 に ア ミ ノ 酸 4及 び 118の 間 に 示 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 付 加 し た 。 全 て の 他 に
示 さ れ る ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 は 、 酵 素 に と っ て 天 然 で あ る 。 環 状 順 列 戦 略 を 使 用 し て 、 全 て
の 天 然 シ ス テ イ ン 残 基 間 の 各 間 隔 に タ ン パ ク 質 に 対 す る 新 た な 末 端 を 作 っ た 。 こ れ ら の 末
端 挿 入 部 の 各 部 位 は 、 命 名 20/21、 34/35、 49/50等 に よ っ て 図 ２ に 示 さ れ る 。 こ の 用 語 は
、 新 た な 終 端 が 、 天 然 タ ン パ ク 質 中 の ア ミ ノ 酸 番 号 20及 び 21、 又 は 34及 び 35、 又 は 49及 び
50等 の 間 に 作 ら れ た こ と を 示 す 。 成 功 を 導 く RNア ー ゼ Aに 対 す る こ の チ モ ー ゲ ン 戦 略 の 変
化 を 見 出 す た め に 、 タ ン パ ク 質 の 新 た な 末 端 に つ い て ９ つ の 潜 在 的 部 位 を 図 ２ に 示 さ れ る
よ う に 、 選 択 し た 。 各 末 端 部 位 を 、 各 順 列 し た (promuted)タ ン パ ク 質 が 、 明 確 な ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 パ タ ー ン を 有 す る よ う に 、 シ ス テ イ ン 残 基 の 固 有 の 対 の 間 に 位 置 さ せ た 。 さ ら に
、 こ の 方 法 で 作 ら れ る 新 た な 末 端 の ほ と ん ど は 、 β タ ー ン 又 は 表 面 ル ー プ に 位 置 し 、 こ れ
ら は 、 ア ル フ ァ ヘ リ ッ ク ス 又 は β ス ト ラ ン ド よ り も 、 ３ 次 元 変 化 の 耐 性 が あ る と 思 わ れ る
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 の 隣 接 残 基 の 対 応 す る 原 子 間 最 大 距 離 は 、 約 3.8Å で あ る 。 成 熟 し た R
Nア ー ゼ Aタ ン パ ク 質 の 元 の ア ミ ノ 末 端 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 間 の 距 離 は 、 約 30Å で あ る
。 従 っ て 、 ア ミ ノ 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 間 の 距 離 は 、 わ ず か ８ 残 基 含 む 新 た な ア ミ ノ 酸
架 橋 に よ っ て 橋 か け ら れ 得 る 。 元 の ア ミ ノ 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 結 合 す る ア ミ ノ 酸 連 結
は 、 し か し な が ら 、 RNア ー ゼ A構 造 を 無 処 置 に 保 持 す る に 十 分 に 長 く 、 さ ら に プ ロ テ ア ー
ゼ の 接 近 を 可 能 に す る 程 長 い が 、 酵 素 と RNAと の 間 の 結 合 を 阻 害 す る に は 十 分 短 い 。 分 子
モ デ リ ン グ を 行 う こ と に よ っ て 、 １ ４ 残 基 の リ ン カ ー が こ れ ら の 基 準 に あ う こ と は 妥 当 で
あ っ た 。 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 １ ４ 残 基 の 架 橋 領 域 が 、 プ ラ ス メ プ シ ン 2に よ っ て 認 識
さ れ た ９ 残 基 配 列 、 リ ン カ ー の 可 撓 性 を 高 め る た め の 各 末 端 に お け る グ リ シ ン 残 基 、 及 び
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追 加 の グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 及 び セ リ ン 残 基 を 含 む 。 膵 臓 型 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に と っ て
、 架 橋 領 域 か ら 、 １ ２ ～ １ ６ 残 基 の 長 さ で あ る こ と が 好 ま し い 。
　 少 な く と も ２ つ の 小 さ い 可 撓 性 の ア ミ ノ 酸 、 例 え ば グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 又 は セ リ ン は 、
プ ロ テ ア ー ゼ と の 適 切 な 相 互 作 用 に と っ て 十 分 な 柔 軟 性 を 架 橋 領 域 の 構 造 に 提 供 す る た め
に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 認 識 部 位 の い ず れ か の 側 に 配 置 さ れ る べ き で あ る 。
　 以 下 の 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る チ モ ー ゲ ン は 、 プ ロ テ ア ー ゼ プ ラ ス メ プ シ ン IIに よ っ て
活 性 化 さ れ る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 こ の プ ロ テ ア ー ゼ が 、 酵 素 活 性 を 活 性 化 す る た め に
使 用 さ れ 得 る と い う 証 明 は 、 他 の プ ロ テ ア ー ゼ も 同 様 に 使 用 さ れ 得 る こ と を 教 示 す る 。 以
下 の 表 １ は 、 模 範 的 な 生 物 又 は 細 胞 型 、 そ の 独 自 の プ ロ テ ア ー ゼ 、 及 び そ の プ ロ テ ア ー ゼ
の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 の 表 で あ る 。 こ の 表 は 、 こ れ ら の 生 物 又 は 細 胞 の い ず れ か の 特 異
的 な も の に 遭 遇 す る と 、 活 性 化 さ れ る チ モ ー ゲ ン の 設 計 に 使 用 さ れ 得 る 。 プ ロ テ ア ー ゼ は
、 当 然 、 架 橋 が 人 体 で 天 然 プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 攻 撃 さ れ る よ う な よ り 大 き い 活 性 及 び 速
度 で 、 架 橋 領 域 を 切 断 す る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
こ こ で 得 ら れ た 成 功 は 、 タ ン パ ク 質 の 新 た な カ ル ボ キ シ 及 び ア ミ ノ 末 端 を 作 る こ と 、 天 然
の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 間 に 有 意 な 大 き さ の リ ン カ ー を 加 え 、
さ ら に 活 性 な 酵 素 分 子 を 作 る こ と が 可 能 な こ と を こ こ に 示 し た 。 こ こ で 開 示 さ れ た 研 究 の
前 に な さ れ た こ と は 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 有 効 な チ モ ー ゲ ン と す る た め に 、 酵 素 の 触 媒 活 性 は 、 高 く な け れ ば な ら ず 、 ま た 活 性 化
さ れ て い な い チ モ ー ゲ ン に よ っ て 達 成 さ れ る ど ん な 触 媒 活 性 よ り も 大 き く な け れ ば な ら な
い 。 さ ら に 、 チ モ ー ゲ ン は 、 活 性 化 の 前 後 両 方 で 高 い 配 座 安 定 性 を 有 し て い な く て は な ら
な い 。 こ こ で 開 示 さ れ る 方 法 に お い て 、 ５ つ の RNア ー ゼ チ モ ー ゲ ン を 作 る こ と が で き 、 ま
た ５ つ の す べ て は 、 プ ロ テ ア ー ゼ プ ラ ス メ プ シ ン IIと の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 、 増 加
し た リ ボ 核 酸 分 解 (ribonuclelytic)活 性 を 有 す る 。 こ の 結 果 か ら 、 す べ て の チ モ ー ゲ ン が
、 天 然 の RNア ー ゼ Aに 非 常 に よ く 似 た 構 造 、 及 び 架 橋 領 域 が 、 天 然 RNア ー ゼ 基 質 と 酵 素 の
結 合 を 干 渉 す る 構 造 に 畳 ま れ た こ と が 示 唆 さ れ る 。 さ ら に 、 活 性 化 さ れ て い な い チ モ ー ゲ
ン の 類 似 の リ ボ 核 酸 分 解 活 性 は 、 そ れ ぞ れ が 、 類 似 構 造 を 有 し 、 リ ン カ ー が 、 こ れ ら の チ
モ ー ゲ ン の そ れ ぞ れ に お い て 類 似 の 障 害 を 提 供 す る こ と を 示 唆 す る 。 対 照 的 に 、 プ ラ ス メ
プ シ ン IIに よ る 活 性 化 の 後 、 チ モ ー ゲ ン の リ ボ 核 酸 分 解 活 性 の 広 範 囲 は 、 架 橋 領 域 が 切 断
さ れ た 後 、 タ ン パ ク 質 の 新 た な ア ミ ノ 及 び カ ル ボ キ シ 末 端 が 、 酵 素 の 異 な る 配 座 を 生 じ さ
せ る こ と を 示 唆 す る 。 プ ロ テ ア ー ゼ へ の 暴 露 の 前 後 の チ モ ー ゲ ン の 活 性 の 差 は 、 有 意 で あ
る 。 従 っ て 、 い く つ か の 末 端 が 、 本 発 明 に 従 っ て 構 成 さ れ た チ モ ー ゲ ン に 対 し て 他 よ り よ
く 効 く こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 チ モ ー ゲ ン は 、 活 性 化 前 の 活 性 と 比 較 し て 、 プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 活 性 化 さ れ
る と 、 よ り 大 き な 活 性 を 有 す る 。 架 橋 領 域 の プ ラ ス メ プ シ ン II認 識 部 位 を 有 す る RNア ー ゼ
Aの 88/89末 端 に よ っ て 作 ら れ た チ モ ー ゲ ン は 、 プ ロ テ ア ー ゼ へ の 暴 露 の 後 、 ほ ぼ 1000倍 大
き い 活 性 を 有 す る 。 こ の レ ベ ル 差 は 、 所 望 の も の で あ る 。 さ ら に 、 チ モ ー ゲ ン が 、 生 理 学
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温 度 レ ベ ル 以 上 で 、 耐 性 及 び 活 性 を 有 す る こ と は 望 ま し い 。 ア ミ ノ 酸 4～ 118の 間 に 挿 入 さ
れ た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 88/89チ モ ー ゲ ン 分 子 は 、 40℃ を 超 え る Tmを 有 す る 。
　 こ こ で 示 さ れ る デ ー タ は 、 天 然 タ ン パ ク 質 の 88及 び 89に 位 置 す る 末 端 を 有 す る チ モ ー ゲ
ン が 、 最 高 の 結 果 を 提 供 す る こ と を 示 す 。 位 相 幾 何 学 の 推 理 は 、 フ ラ ン キ ン グ シ ス テ イ ン
残 基 間 に お け る 末 端 の 類 似 の 挿 入 が 、 類 似 の 結 果 を 有 す る こ と を 示 唆 す る 。 図 ２ を 参 照 す
る と 、 こ れ に よ っ て 末 端 は 、 類 似 の 結 果 を 伴 っ て ア ミ ノ 酸 84と 95の 間 の ど こ で も 挿 入 さ れ
得 る 。 こ の 類 似 の 座 は 、 非 常 に 関 連 す る 膵 臓 型 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に 存 在 す る 。 図 ４ に は 、
９ 種 類 の 相 同 性 の 膵 臓 型 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の リ ス ト が 、 RNア ー ゼ 1の よ う な ヒ ト リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ と と も に 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 配 列 の 整 合 に よ っ て 、 こ こ で RNア ー
ゼ Aと と も に 実 施 さ れ た こ れ ら の 酵 素 の 類 似 の 操 作 を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 RNア ー ゼ Aの ア
ミ ノ 酸 グ リ シ ン 88及 び セ リ ン 89は 、 RNア ー ゼ 1の ア ミ ノ 酸 ア ス パ ラ ギ ン 88及 び グ リ シ ン 89
に 対 応 す る 。 RNア ー ゼ Aの シ ス テ イ ン 84と シ ス テ イ ン 95の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 領 域 は 、 RN
ア ー ゼ 1の シ ス テ イ ン 84及 び 95の 領 域 に 対 応 す る 。 類 似 の 類 縁 体 は 、 図 ４ の 他 の 酵 素 に 対
し て 作 ら れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 以 下 に 開 示 さ れ る よ う に 、 有 効 な チ モ ー ゲ ン が 特 定 さ れ る と 、 さ ら に 熱 安 定 性 に 対 す る
タ ン パ ク 質 の 設 計 が 、 望 ま し く 、 ま た 達 成 さ れ た 。 ア ミ ノ 酸 4と 118の 間 の 他 の 人 工 的 な ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 を 、 チ モ ー ゲ ン に 導 入 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 酵 素 型 の 熱 安 定 性 を
う ま く 増 加 さ せ る こ と が で き た 。 こ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 挿 入 し て 、 タ ン パ ク 質 の 先 の 末
端 に 結 合 す る こ と に よ り 、 ３ 次 元 形 態 の タ ン パ ク 質 の 安 定 性 を 増 加 さ せ た 。 そ の よ う な 修
飾 を 行 っ て 、 融 点 又 は 折 り た た み お よ び ほ ど け た 状 態 の 熱 転 移 の 中 間 点 温 度 を 、 生 理 学 温
度 よ り 少 な く と も 摂 氏 10℃ と す る こ と が 望 ま し い 。
　 こ こ で 記 載 さ れ る 特 別 な チ モ ー ゲ ン 、 即 ち 、 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン が 、 標 的 細 胞 に よ っ
て 容 易 に 取 り 込 ま れ る こ と が 予 想 さ れ る 。 通 常 、 RNア ー ゼ Aは 、 細 胞 に 容 易 に 入 る 。 チ モ
ー ゲ ン に 対 す る 変 化 が 、 チ モ ー ゲ ン RNア ー ゼ Aの 細 胞 輸 送 を 変 化 さ せ る な ら ば 、 チ モ ー ゲ
ン は さ ら に 設 計 さ れ て 、 タ ン パ ク 質 転 座 ド メ イ ン 又 は ポ リ -ア ル ギ ニ ン テ イ ル を 新 た な C-
又 は N-末 端 に 加 え 、 細 胞 取 り 込 み を 完 了 さ せ る こ と が で き る 。 細 胞 取 り 込 み の 媒 介 に 有 効
で あ る 多 く の そ の よ う な タ ン パ ク 質 転 座 ド メ イ ン は 、 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ が 細 胞 毒 性 に で き る こ と も も ち ろ ん 企 図 さ れ る 。 先 に 言 及 し た 米 国 特
許 第 5,840,296号 明 細 書 及 び 第 6,280,991号 明 細 書 は 、 そ れ が ど の よ う に な さ れ る か を 教 示
す る 。 こ こ で 開 示 さ れ る よ う に チ モ ー ゲ ン を 作 り 、 新 ア ミ ノ 酸 を そ の タ ン パ ク 質 に 付 加 し
、 本 特 許 で 開 示 さ れ る よ う に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 に よ る 阻 害 を 予 防 す る こ と が 可 能 で
あ る 。
　 一 般 的 に 、 本 発 明 に 従 っ て チ モ ー ゲ ン を 構 成 す る た め に 、 天 然 タ ン パ ク 質 の 末 端 の 間 に
わ た る ア ミ ノ 酸 架 橋 を 添 加 す る 。 新 し い 末 端 を 、 そ の 後 タ ン パ ク 質 に 挿 入 す る 。 作 ら れ た
種 々 の 環 状 順 列 を 、 つ い で 発 現 し 、 切 断 前 後 に お け る 活 性 に つ い て 試 験 す る 。 最 良 の 機 能
を 有 す る チ モ ー ゲ ン を 、 次 い で 改 良 の た め に 選 択 す る 。 こ の 方 法 は 、 一 般 的 に こ の 方 法 を
可 能 に す る ３ 次 元 構 造 を 有 す る 他 の 酵 素 に 対 し て 有 用 で あ る 。
　 こ の 特 許 明 細 書 は 、 タ ン パ ク 質 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 の い く つ か の 例 を 含 む が 、 す べ て の タ
ン パ ク 質 配 列 が 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 又 は 概 念 を 基 本 的 に 変 化 さ せ ず に マ イ ナ ー チ ェ ン ジ
や 改 良 で き る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 類 似 の 大 き さ 及 び 極 性 の ア ミ ノ 酸 の 保 存 的 変
化 は 常 に 可 能 で あ り 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 に ほ と ん ど 変 化 を 与 え な い 。 全 体 の チ モ ー ゲ ン を
、 チ モ ー ゲ ン と し て 活 性 に 悪 影 響 を 与 え る こ と な く 、 マ イ ナ ー ア ミ ノ 酸 添 加 、 欠 如 又 は 置
換 の い ず れ か に よ っ て 、 さ ら に 配 列 の 改 良 に 影 響 を う け や す い 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る こ
れ ら の 変 化 は 、 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 の 範 囲 内 で あ る と 解 釈 さ れ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ １ ２ 】
(1.実 験 の 概 要 )
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　 先 に 開 示 し た 論 理 を 使 用 し て 、 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン が 、 RNア ー ゼ Aの 活 性 部 位 に わ た り
、 基 質 RNAの RNア ー ゼ Aへ の 結 合 を 妨 害 す る ア ミ ノ 酸 架 橋 を 形 成 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ
る こ と が 分 か る 。 設 計 さ れ た 架 橋 は 、 元 の N-及 び C-末 端 を 結 合 し 、 特 異 的 な プ ロ テ ア ー ゼ
に 対 し て 認 識 配 列 を 含 む 。 新 た な N-及 び C-末 端 が RNア ー ゼ Aタ ン パ ク 質 中 に 、 ポ リ ペ プ チ
ド 鎖 の 環 状 順 列 に よ っ て 形 成 さ れ る 。 こ の 設 計 の 重 要 な 特 徴 は 、 新 た な N-及 び C-末 端 が 、
タ ン パ ク 質 の 配 座 安 定 性 又 は リ ボ 核 酸 分 解 活 性 に 重 要 な 領 域 に 配 置 さ れ る べ き で な い こ と
で あ る 。 そ う で な け れ ば 、 チ モ ー ゲ ン は 、 適 切 に 折 り た た ま れ ず 、 リ ボ 核 酸 分 解 活 性 は 、
活 性 化 後 復 活 さ れ な い 。 こ の 概 念 は 、 図 １ に 示 さ れ る 。
　 RNア ー ゼ Aは 、 天 然 酵 素 中 ４ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る ８ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を
有 す る 。 こ れ ら の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 酵 素 の 配 座 安 定 性 に 大 い に 貢 献 す る こ と が 知 ら れ
て い る 。 タ ン パ ク 質 の 環 状 順 列 は 、 タ ン パ ク 質 の 配 座 安 定 性 を し ば し ば 減 少 さ せ る こ と が
知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 問 題 を 改 善 す る た め に 、 最 も 安 定 と 知 ら れ る RNア ー ゼ Aの 変 異 体
が 、 こ こ で 開 示 さ れ る チ モ ー ゲ ン を 作 る た め の テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 さ れ た 。 A4C/V118
C RNase Aと し て 知 ら れ る こ の 変 異 体 は 、 Klink and Raines, J. Biol. Chem. 275:17463-
17467 (2000)に 記 載 さ れ る よ う に 、 ４ つ の 天 然 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 と 、 N-及 び C-末 端 残 基
の 間 に 加 え ら れ た 人 工 の ５ 番 目 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 。 こ の RNア ー ゼ Aは 、 ウ シ の
膵 臓 RNア ー ゼ Aの 変 異 体 で あ り 、 こ れ は 、 最 も 広 く 特 徴 づ け ら れ た RNア ー ゼ Aな の で 、 こ の
研 究 に 対 し て 選 択 さ れ た 。 こ の 酵 素 は 、 他 の 膵 臓 型 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に 作 用 す る モ デ ル と
し て し ば し ば 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 の 折 れ 畳 み を 研 究 す る 前 に な さ れ る 、 新 た な 末 端 を タ ン パ ク 質 に 挿 入 す る 方
法 は 、 新 た な 末 端 を 以 前 に タ ン パ ク 質 の 内 部 で あ っ た も の に 挿 入 す る 工 程 を 含 む 。 新 た な
末 端 の 位 置 は 、 環 状 順 列 の 作 成 に 成 功 す る の に 重 要 で あ る 。 新 た な 末 端 に 対 し ９ つ の 位 置
を 選 択 し た 。 こ れ ら ９ つ の 部 位 の そ れ ぞ れ は 、 シ ス テ イ ン 残 基 の 固 有 の ペ ア の 間 に 選 択 さ
れ 、 よ っ て 変 わ っ た タ ン パ ク 質 は 、 明 確 な ジ ス ル フ ィ ド 結 合 様 式 を 有 す る 。 さ ら に 、 新 た
な 末 端 の ほ と ん ど は 、 β タ ー ン 又 は 表 面 ル ー プ で あ り 、 こ れ ら は 、 α へ リ ッ ク ス 又 は β ス
ト ラ ン ド よ り 変 化 に 耐 性 が あ る よ う に 見 え る 。 新 た な 末 端 に 対 し て 選 択 さ れ た 部 位 の 属 性
が 、 新 た な 末 端 が 挿 入 さ れ た RNア ー ゼ A中 の ア ミ ノ 酸 の 番 号 に 関 し て 以 下 に 開 示 さ れ る 。
　 20/21。 こ の 部 位 は 、 サ ブ チ リ シ ン が 20番 と 21番 の 残 基 の 間 で RNア ー ゼ Aを 切 断 し て 、 S-
ペ プ チ ド 及 び S-タ ン パ ク 質 を 生 成 す る の で 選 択 し た 。 こ れ ら の ２ つ の タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ
ン ト が 互 い に 関 連 し 、 全 体 と し て 全 体 的 な リ ボ 核 酸 分 解 活 性 を 再 構 成 す る こ と が 既 に 知 ら
れ て い た 。
　 34/45及 び 49/50。 こ れ ら の 部 位 は 、 他 の プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 切 断 部 位 な の で 、 選 択 し
た 。 サ ー モ リ シ ン は 、 残 基 34及 び 35及 び 45及 び 46の 間 で RNア ー ゼ Aを 切 断 し 、 ト リ プ シ ン
は 、 残 基 31及 び 32の 間 で RNア ー ゼ Aを 切 断 す る 。
　 60/61及 び 67/71。 こ の 部 位 は 、 Cys58及 び Cys72の 間 の 残 基 が 相 対 的 に 構 造 化 さ れ て い ず
、 RNア ー ゼ Aの 相 同 体 に 保 存 さ れ て い な い 。 こ の 全 体 的 な 領 域 は 、 相 同 体 の 間 で 交 換 さ れ
る 。 従 っ て 、 こ の 領 域 へ の 修 飾 は 、 RNア ー ゼ 活 性 に 作 用 し な い こ と を 疑 う の は 妥 当 で あ っ
た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 74/75及 び 104/105。 残 基 74-75及 び 104-105は 、 β -ヘ ア ピ ン の β -タ ー ン に あ る 。 こ れ ら
の ヘ ア ピ ン の β -ス ト ラ ン ド は 、 多 く の 水 素 原 子 に よ っ て 一 緒 に な っ て い る 。 こ こ の 切 断
に よ っ て タ ン パ ク 質 が 依 然 と し て 正 し い 配 座 型 を 有 す る と 考 え ら れ た 。
　 88/89。 残 基 88/89は 、 表 面 ル ー プ 中 に あ る 。 Gly88を ア ル ギ ニ ン 残 基 と 置 換 し て も 、 RN
ア ー ゼ Aの 配 座 安 定 性 及 び 触 媒 活 性 に ほ と ん ど 影 響 し な い が 、 Leland et al., Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 95:10407-10412 (1998)に 開 示 さ れ て い る よ う に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ と の
相 互 作 用 を 大 き く 破 壊 す る 。
　 113/114。 RNア ー ゼ Aの モ ノ マ ー の 間 の 113及 び 114残 基 近 傍 の C-末 端 ド メ イ ン を 交 換 す る
と 、 リ ボ 核 酸 分 解 活 性 を 維 持 す る ダ イ マ ー 及 び ト リ マ ー が 生 じ 得 る 。
　 G88R。 RIを 避 け る こ れ ら の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の み が 、 細 胞 毒 性 で あ る 。 従 っ て 、 88/89
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末 端 を 有 す る 変 異 体 を 除 い て す べ て の 変 異 体 は 、 88位 で ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】

　 チ モ ー ゲ ン を 活 性 化 す る た め に 選 択 し た 候 補 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 基 準 も 開 発 し な く て
は な ら な か っ た 。 ま ず 、 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 標 的 で な い タ ン パ ク 質 分 解 の 切 断 が 最 小 と な る
よ う に 、 特 異 的 な 切 断 配 列 を 持 た な く て は な ら な い 。 そ う で な け れ ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ は 、
酵 素 に ダ メ ー ジ を 与 え 得 る 。 第 二 に 、 標 的 細 胞 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ を 含 む 細 胞 で な け れ ば な
ら な い 。 同 様 に 、 正 常 細 胞 中 、 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ の い か な る 相 同 物 が 存 在 し て は な ら な
い 。
　 こ こ に 開 示 さ れ る 例 に つ い て は 、 プ ラ ス メ プ シ ン IIが 選 択 さ れ た 。 プ ラ ス メ プ シ ン IIは
、 ほ と ん ど の マ ラ リ ア の 原 因 で あ る 生 物 で あ る 、 熱 帯 マ ラ リ ア に 特 異 的 な ア ス パ ラ ギ ン 酸
プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 プ ラ ス メ プ シ ン IIは 、 食 胞 や 寄 生 虫 の 細 胞 表 面 に 広 く 発 見 さ れ 、 チ
モ ー ゲ ン と し て そ れ 自 体 で 合 成 さ れ る 。 一 体 的 細 胞 膜 型 IIト ポ ロ ジ ー を 有 す る プ ロ プ ラ ス
メ プ シ ン IIは 、 感 染 の 約 12時 間 後 に 、 寄 生 ラ イ フ サ イ ク ル の 栄 養 型 段 階 で 、 開 始 す る 成 熟
し た プ ロ テ ア ー ゼ に な る よ う に 加 工 さ れ つ つ あ る 。 プ ラ ス メ プ シ ン IIの 相 同 体 で あ る プ ラ
ス メ プ シ ン Iは 、 熱 帯 マ ラ リ ア の 食 胞 で も 発 見 さ れ る 。 プ ラ ス メ プ シ ン IIは 、 寄 生 ラ イ フ
サ イ ク ル の 赤 血 球 内 段 階 で よ り 豊 富 で あ る 。 こ れ ら の 両 方 の 酵 素 は 、 ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 切
断 を 触 媒 し 、 ま た 寄 生 虫 に 対 し て 重 要 な 酵 素 で あ る 。 こ れ ら の プ ロ テ ア ー ゼ は 、 そ の 阻 害
力 が in vitroの 寄 生 虫 に 致 死 的 で あ る こ と が 分 か っ た の で 、 マ ラ リ ア 治 療 の 新 薬 の 設 計 の
タ ー ゲ ッ ト で あ る 。 プ ラ ス メ プ シ ン IIの P5-P4'位 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 KPIEFLELK(配
列 番 号 :13)で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】

　 チ モ ー ゲ ン に 対 す る ア ミ ノ 酸 架 橋 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含 ま な く て は な ら な い が
、 こ の 架 橋 は 、 切 断 部 位 よ り 長 く 、 追 加 の ア ミ ノ 酸 が 、 必 要 で あ る 。 ペ プ チ ド 鎖 の 残 基 に
隣 接 す る 対 応 す る 原 子 間 の 距 離 は 、 3.80Å で あ る 。 天 然 の RNア ー ゼ Aの 元 の N-及 び C-末 端
間 の 距 離 は 、 約 30Å で あ り 、 わ ず か ８ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 に わ た る 距 離 で あ る 。 し か し 、 元
の N-及 び C-末 端 に 結 合 す る 架 橋 は 、 RNア ー ゼ Aの 構 造 の 天 然 の ま ま に し 、 か つ プ ラ ス メ プ
シ ン IIに よ る 接 近 を 可 能 に す る の に 十 分 長 く 、 し か し 基 質 RNAと の 結 合 阻 害 す る の に 十 分
短 い も の で な け れ ば な ら な い 。 我 々 の 分 子 モ デ リ ン グ は 、 配 列 GSGKPIEFLELKAG(配 列 番 号 :
14)（ 図 ２ ） を 有 す る 14残 基 の リ ン カ ー が 、 こ れ ら の 基 準 を 満 た す こ と を 示 唆 す る 。 こ の
リ ン カ ー は 、 プ ラ ス メ プ シ ン IIに 認 識 さ れ る 9-残 基 の 配 列 、 可 撓 性 を 高 め る た め の 各 末 端
の グ リ シ ン 残 基 、 及 び 追 加 の グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 及 び セ リ ン 残 基 を 含 む 。 架 橋 の 長 さ が
重 要 か 否 か 調 べ る た め に 、 可 変 長 の 架 橋 を 設 計 し た 、 架 橋 配 列 は 、 13、 14及 び 15残 基 の ル
ー プ に 対 し て そ れ ぞ れ GS AG(配 列 番 号 :15)、  GSG AG(配 列 番 号 :14)、 及
び GSG GAG(配 列 番 号 :16)で あ り 、 プ ラ ス メ プ シ ン II認 識 配 列 に 下 線 を 付 し た 。   
【 ０ ０ １ ７ 】

　 delCardayre et al. Protein Eng. 8:261-273 (1995)に 記 載 さ れ る よ う に 、 野 生 型 RNア
ー ゼ Aの 産 生 に 対 し て 開 発 さ れ た 大 腸 菌 (Escherichia coli )系 を 使 用 し て 、 RNア ー ゼ Aチ
モ ー ゲ ン を 調 製 し た 。 こ の 系 に お い て 、 RNア ー ゼ Aは 、 最 初 は 封 入 体 (inclusion body)と
し て 単 離 さ れ 、 そ の 後 in vitroで 酸 化 的 に 折 り た た ま れ た 。 先 に 設 計 さ れ た の ９ 種 の チ モ
ー ゲ ン の う ち で 、 ９ 種 の RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン の ５ 種 の み が 適 切 に 折 り た た ま れ 得 た 。 こ
れ ら ５ 種 は 、 20/21、 67/71、 88/89、 113/114、 及 び 104/105に 末 端 が あ っ た 。 適 切 に 折 り
た た ま れ た チ モ ー ゲ ン の フ ラ ク シ ョ ン を 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 不 適 当
に 折 り た た ま れ た チ モ ー ゲ ン と 分 け た 。
　 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー か ら 得 た 適 切 に 折 り た た ま れ た タ ン パ ク 質 を さ ら に 、 NaCl
の 線 形 勾 配 に よ る 溶 出 に よ り カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し た 。 RNア ー
ゼ Aチ モ ー ゲ ン を 、 約 0.28Mの NaClで 溶 離 し た 。 得 ら れ た タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEに 基 づ き 、
95%を 超 え る 純 度 で 評 価 し た 。
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【 ０ ０ １ ８ 】

　 適 切 に 折 り た た ま れ た RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン を 次 い で 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 中 電 気
泳 動 に 付 し 、 プ ラ ス メ プ シ ン IIと の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 前 後 の リ ボ 核 酸 分 解 活 性 を ス ク リ
ー ニ ン グ し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ２ つ の よ り 小 さ い フ ラ グ メ ン ト が そ れ ぞ れ の ゲ ル
に 現 れ 、 リ ボ 核 酸 分 解 活 性 が 増 加 し た 。 プ ラ ス メ プ シ ン IIに よ る タ ン パ ク 質 分 解 切 断 が 、
チ モ ー ゲ ン に 対 す る プ ロ テ ア ー ゼ 比 が 約 1:100で 10分 以 内 に 完 了 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン の １ ０ 分 後 に は 、 酵 素 活 性 の 追 加 の 増 加 及 び 他 の 切 断 生 成 物 は 観 測 さ れ な か っ た 。 さ ら
に 、 切 断 生 成 物 が プ ラ ス メ プ シ ン IIの 存 在 下 、 少 な く と も 2時 間 、 リ ボ 核 酸 分 解 活 性 が さ
ら に 劣 化 又 は 減 少 せ ず に 安 定 だ っ た 。
　 20/21、 67/71、 88/89、 113/114、 及 び 104/105に 末 端 を 有 す る RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン を プ
ラ ス メ プ シ ン IIに よ る 活 性 化 の 前 後 で リ ボ 核 酸 分 解 活 性 に つ い て 評 価 し 、 こ の 評 価 結 果 を
表 ２ に 示 し た 。 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン に 対 す る k c a t /K M の 値 は 、 10 3  ～ 10 4  M 1 s 1 で あ り 、 こ
れ は 野 生 型 RNア ー ゼ Aよ り も 10 3  ～ 10 4 倍 少 な い 。 活 性 化 の 後 、 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン リ ボ
核 酸 分 解 活 性 を 示 す こ と が で き た が 、 酵 素 活 性 の 程 度 は 大 き く 変 化 し た 。 例 え ば 、 67/71
末 端 を 有 す る チ モ ー ゲ ン は 、 プ ラ ス メ プ シ ン IIに よ っ て 切 断 の 後 、 活 性 が ５ 倍 増 加 し た が
、 88/89末 端 を 有 す る チ モ ー ゲ ン は 、 活 性 が ほ ぼ 10 3 倍 増 え た k c a t /K M 値 は 、 野 生 型 RNア ー
ゼ Aの も の よ り 、 僅 か ２ 倍 低 か っ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
nd： 未 決 定 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 折 り た た ま れ た RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン は 、 上 記 表 １ に 示 さ れ る よ う に 、 プ ラ ス メ プ シ ン I
Iに よ る 活 性 化 の 前 後 の 両 方 に お け る 配 座 安 定 性 に つ い て 評 価 さ れ た 。 全 て の RNア ー ゼ Aチ
モ ー ゲ ン は 、 37℃ よ り 高 い が 、 野 生 型 RNア ー ゼ Aの (62℃ )よ り 低 い PBSの Tm値 を 有 し て い た
。 不 活 性 化 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン に 対 す る Tm値 は 、 42～ 52℃ の 範 囲 で あ っ た 。 プ ラ ス メ プ
シ ン IIに よ る 安 定 化 は 、 Tmの 値 を 5～ 9℃ 増 加 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】

　 理 想 的 な チ モ ー ゲ ン は 、 活 性 化 前 に は 低 活 性 で あ る が 活 性 化 後 高 い 活 性 を 有 す る べ き で
あ る 。 前 記 チ モ ー ゲ ン の 内 、 こ の 基 準 に 最 も 合 う RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン は 、 20/21及 び 88/8
9末 端 を 有 し て い た 。 88/89末 端 を 有 す る チ モ ー ゲ ン は 、 活 性 化 後 活 性 に 大 き な 増 加 を 、 プ
ラ ス メ プ シ ン II活 性 前 は 低 い Tmを 有 し て い た 。 20/21末 端 の チ モ ー ゲ ン は 、 活 性 化 後 高 い T
m値 及 び 穏 や か な 活 性 の 増 大 を 示 し た 。 こ れ ら ２ つ の 変 異 体 は 、 次 い で さ ら に 変 更 さ れ た
。
　 架 橋 の 長 さ は 、 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 を 使 用 し て 13～ 15残 基 に 変 化 し た 。 88/89末 端 及 び 15-
残 基 リ ン カ ー を 有 す る も の を 除 き 、 こ れ ら の RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン 変 異 体 の 配 座 安 定 性 又
は リ ボ 核 酸 分 解 活 性 に お い て 顕 著 な 変 化 は な か っ た 。 先 の 変 異 体 は 、 プ ラ ス メ プ シ ン II活
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性 前 に 極 め て 高 い リ ボ 核 酸 分 解 活 性 を 示 し た 。 従 っ て 、 13又 は 14残 基 の リ ン カ ー は 、 十 分
と 判 断 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】

　 88/89末 端 及 び 14ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー ル ー プ を 有 す る RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン の ジ ス ル フ ィ ド
結 合 の 数 は 、 次 い で 改 良 し て 、 活 性 酵 素 の 熱 安 定 性 を 増 加 さ せ よ う と し た 。 Cys4及 び Cys1
18の 間 の 非 天 然 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 、 Cys4 か ら Alaへ 及 び Cys118か ら Valへ の 復 帰 突 然 変
異 に よ っ て 除 去 し た 。 こ の 非 天 然 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 架 橋 配 列 に 最 も 近 い 結 合 で あ っ
た 。 従 っ て 、 こ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 除 去 に よ り 、 架 橋 に よ っ て 負 荷 さ れ た 制 限 が 減 少 し
、 そ の 結 果 、 配 座 安 定 性 が 増 加 し た 。 別 個 の 実 験 に お い て 、 こ の チ モ ー ゲ ン の 88及 び 89の
残 基 番 号 の 間 に 新 た な ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 導 入 さ れ 、 導 入 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 新
た な 末 端 と 結 合 す る こ と を 企 図 し た も の で あ る 。
　 残 基 番 号 4及 び 118の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 除 去 に よ り 、 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン の 配 座
安 定 性 に は ほ と ん ど 効 果 が な か っ た 。 対 照 的 に 、 新 た な 末 端 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 導 入 に よ
り 、 配 座 安 定 性 が 大 い に 増 加 し 、 Tmは 、 活 性 化 前 の 42℃ か ら 50℃ に 、 活 性 化 後 に 48℃ か ら
60℃ に 増 加 し た 。 従 っ て 、 こ の 変 更 は 酵 素 の 熱 安 定 性 を 付 加 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
(2詳 細 な 方 法 及 び 物 質 )

　 大 腸 菌 (Escherichia coli)株  BL21(DE3)及 び BL21(DE3) pLysSは 、 Novagen (Madison, W
I)社 か ら 入 手 し た 。 大 腸 菌 株  DH-5α  は 、 Life Technologies社 か ら 入 手 し た 。 A4C/G88R/
V118C RNア ー ゼ Aを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド は 、 先 述 さ れ た も の で あ る 。 す べ て の 制 限 エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 プ ロ メ ガ 社 (マ デ ィ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 ) 又 は  New England Biol
abs社  (ベ バ リ ー 、  マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 )か ら 入 手 し た 。 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 ス ト ラ
タ ジ ー ン 社 (ラ ホ ー ヤ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )か ら 入 手 し た 。 プ ラ ス メ プ シ ン IIを コ ー ド す る
プ ラ ス ミ ド は 、 B.M.Dunn(フ ロ リ ダ 大 学 、 ゲ ー ン ズ ビ ル 、 フ ロ リ ダ 州 )か ら の 提 供 で あ っ た
。
　 精 製 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 蛍 光 発 生 基 質 6-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン dArU(dA) 2  6-TA
MRA (6-FAMdArU(dA)2 6-TAMRA)は 、 Integrated DNA Technologies社  (コ ー ラ ル ビ レ 、 ア イ
オ ワ 州 )か ら 入 手 し た 。 DNA配 列 は 、 FS Perkin-Elmer社  (フ ォ ス タ ー シ テ ィ ー 、  カ リ フ ォ
ル ニ ア 州 )か ら の Big Dye kit、 MJ Research 社 (ウ ォ ー タ ー タ ウ ン , マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 )
か ら の PTC-100 programmable thermal controller、 及 び ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 バ イ オ テ ク
ノ ロ ジ ー セ ン タ ー の Applied Biostystems 社 (フ ォ ス タ ー シ テ ィ ー , カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )か
ら の 373XL automated sequencerに よ っ て 決 定 し た 。
　 テ リ フ ィ ッ ク (Terrific)ブ ロ ス 培 養 液 (1リ ッ ト ル 中 )は 、 バ ク ト ト リ プ ト ン (Bacto tryp
tone) (12 g)、 バ ク ト イ ー ス ト 抽 出 物 (24 g)、 グ リ セ ロ ー ル (4 ml)、 KH 2 PO 4  (2.31 g)、
及 び K 2 HPO 4  (12.54)を 含 ん で い た 。 そ れ は 蒸 留 水 中 で 調 製 さ れ 及 び オ ー ト ク レ ー ブ さ れ た
。 M9最 小 培 地 (１ リ ッ ト ル 中 )は 、 Na 2 HPO 4 ・ 7 H 2 O (12.8 g)、 KH 2 PO 4  (3.0 g)、 NaCl (12.8
 g)、 NH 4 Cl (12.8 g)、 MgSO 4  (0.5 g)、 及 び CaCl 2  (0.5 g)を 含 ん で い た 。 PBS （ １ リ ッ
ト ル 中 ） は 、  KCl (0.20 g)、 KH 2 PO 4  (0.20 g)、 NaCl (8.0 g)、 及 び Na 2 HPO 4 ・ 7 H 2 O (2.1
6 g)を 含 ん で い た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

　 UV吸 収 測 定 が 、 Cary温 度 コ ン ト ロ ー ラ ー を 備 え る Varian社 (Palo Alto, CA)の Cary Mode
l 3又 は 50分 光 光 度 計 で 行 っ た 。 蛍 光 測 定 は 、 サ ン プ ル 攪 拌 器 を 備 え る Photon Technology
 International社  (South Brunswick、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 )か ら の QuantaMaster1フ ォ ト
ン 集 計 蛍 光 光 度 計 で 行 っ た 。 分 子 モ デ リ ン グ 及 び エ ネ ル ギ ー 最 小 化 は 、 Tripos社 (セ ン ト
ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 州 )製 プ ロ グ ラ ム SYBYLを 使 用 し て Silicon Graphics社 (マ ウ ン テ ン ビ ュ
ー 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )製 Octaneコ ン ピ ュ ー タ ー 上 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン の 発 現 を 指 示 す る プ ラ ス ミ ド pET22b+/19Nの 構 築 を 示 す ス キ ー ム は
、 図 ３ に 示 す 。 A4C/G88R/V118C RNア ー ゼ Aの 発 現 を 指 示 す る プ ラ ス ミ ド pET22b+/AGVが 、
出 発 物 質 と し て 供 給 さ れ た 。 MscI部 位 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 5' CAC AAG TTT CCT TGC C
GG CCG CCG GCT GGG CAG CGA G 3'(配 列 番 号 :17)を 使 用 し て １ 本 鎖 ス ト ラ ン ド DNA突 然 変
異 生 成 に よ っ て BstZI部 位 に 置 換 さ れ 、 そ の 結 果 、 p1453と 命 名 さ れ た プ ラ ス ミ ド が 生 成 し
た 。 SalI部 位 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 5' CCG CAA GCT TGT CGA GGA TCC CAC TGA AGC ATC
 AAA 3'(配 列 番 号 :18)を 使 用 し て 除 去 し 、 p152Gと 命 名 さ れ た プ ラ ス ミ ド を 得 た 。 プ ラ ス
ミ ド p1453を 、 BstZI及 び SalIエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 消 化 し 、 385-bpフ ラ グ メ ン ト を 、
ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 電 気 泳 動 の 後 、 精 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド p152Gを 、 BstZI及 び XhoIエ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ に よ り 制 限 酵 素 消 化 さ せ 、 5805-pbフ ラ グ メ ン ト を 精 製 し た 。 ２ つ の DNAフ ラ グ
メ ン ト を 、 結 合 し て （ XhoI及 び SalI消 化 は 、 適 合 性 の 粘 質 性 末 端 を 生 じ る ） 、 プ ラ ス ミ ド
pSMFIIを 得 た 。 次 い で 、 プ ラ ス ミ ド pSMFIIを 、 BamHI及 び BstZIエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化
し 、 6190-フ ラ グ メ ン ト を 精 製 し た 。 13、 14、 又 は 15ア ミ ノ 酸 残 基 内 の プ ラ ス メ プ シ ン II
切 断 配 列 を コ ー ド し 、 BstZI及 び BamHI適 合 性 粘 着 性 末 端 を 有 す る リ ン 酸 化 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 、 pSMFII/BstZI/BamHI フ ラ グ メ ン ト (13-残 基 リ ン カ ー に 対 し て 、 5' GAT CT
A AAC CGA TTG AAT TTC TGG AAC TGA A 3'(配 列 番 号 :19) 及 び 5' GGC CTT CAG TTC CAG A
AA TTC AAT CGG TTT A 3'(配 列 番 号 :20) 、 14-残 基 リ ン カ ー に 対 し て 、  5' GAT CTG GCA 
AAC CGA TTG AAT TTC TGG AAC TGA A 3'(配 列 番 号 :21) 及 び 5' GGC CTT CAG TTC CAG AAA
 TTC AAT CGG TTT GCC A 3(配 列 番 号 :22)、 及 び 15-残 基 リ ン カ ー に 対 し て 、  5' GAT CTG 
GCA AAC CGA TTG AAT TTC TGG AAC TGG GCA A 3'(配 列 番 号 :23)及 び 5' GGC CTT GCC CAG 
TTC CAG AAA TTC AAT CGG TTT GCC A 3'(配 列 番 号 :24))に 結 合 し た 。 表 ３ に 示 さ れ る よ う
に 、 異 な る 新 規 な N-末 端 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 NdeI-適 合 性 粘 着
性 末 端 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ 、 異 な る 新 規 な C-末 端 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ
イ マ ー は 、 SalI-適 合 性 粘 着 性 末 端 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー の 対
は 、 PCRで 使 用 さ れ 、 得 ら れ た 生 成 物 を 、 精 製 し 、 NdeI及 び SalIエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ
り 消 化 し た 。 得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト は プ ラ ス ミ ド pET22b+/19Nの NdeI及 び SalI部 位 に 挿 入
さ れ て 、 プ ラ ス ミ ド pET22b+/19Nが 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Cys4及 び Cys118の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 88/89末 端 を 有 す る 環 状 順 列 を 行 っ た RNア
ー ゼ Aか ら 、 PCR-ベ ー ス の 部 位 -指 向 突 然 変 異 生 成 に よ っ て 除 去 さ れ 、 そ の 際 、 Cys4 を ア
ラ ニ ン 残 基 に 置 換 す る た め に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 5'AAG GAA ACT GCA GCA GCC AAG TT
T GAG CGG CAG C 3'(配 列 番 号 :25)及 び 5' GCT GCC GCT CAA ACT TGG CTG CTG CAG TTT CC
T T 3'(配 列 番 号 :26)を 使 用 し 、 Cys118を バ リ ン 残 基 に 置 換 す る た め に 、 5' GCA TCA AAG 
TGG ACT GGC ACG TAC GGG TTT CCC 3'(配 列 番 号 :27)及 び 5'GGG AAA CCC GTA CGT GCC AGT
 CCA CTT TGA TGC 3'(配 列 番 号 :28)を 使 用 し た 。 C4A置 換 は 、 PstIエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に
よ り 消 化 す る こ と に よ っ て 評 価 し 、 C118V置 換 は 、 BsiWIエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で の 消 化 に よ
っ て 評 価 し た 。
　 88/89末 端 及 び ６ つ 目 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 変 更 RNア ー ゼ Aは 、 プ ラ ス ミ ド pSMFII
に 対 し て NdeI及 び SalI制 限 部 位 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 5' CGT GAG CAT A
TG TGT TCC AAG TAC CCC 3'(配 列 番 号 :29)及 び 5' GTT GGG GTC GAC CTA CTA GCA CGT CTC
 ACG GCA GTC 3'(配 列 番 号 :30)を 使 用 す る PCRに よ っ て 調 製 さ れ た 。 PCR生 成 物 を 精 製 し 、
NdeI及 び SalIエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し 、 相 補 的 な pET22b+に 挿 入 し た 。 得 ら れ た プ ラ
ス ミ ド は 、 ８ つ の 天 然 シ ス テ イ ン 残 基 と Cys4、 Cys88、 Cys89、 及 び Cys118を 有 す る 変 更 さ
れ た 変 異 体 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 NaCl (50 mM)及 び EDTA (1 mM)を 含 む 10 mM Tris-HCl バ ッ フ ァ
ー (pH 8.0)中 0.25 mMま で 溶 解 す る こ と に よ っ て ア ニ ー ル し た 。 得 ら れ た 溶 液 を 、 水 浴 中
で 95℃ ま で 加 熱 し 、 ゆ っ く り （ ４ 時 間 に わ た っ て ） と 室 温 ま で 冷 却 し た 。 得 ら れ た ２ 本 鎖
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ で １ 時 間 処 理 す る こ と に よ っ て 、 5'
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表 ３
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン の 作 成 に 使 用 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
NdeI制 限 部 位 に 下 線 を 引 き 、 SalI制 限 部 位 は 、 イ タ リ ッ ク 体 で 示 し 、 終 止 コ ド ン （ 逆 相 補
） は 、 太 字 体 で 示 す 。
5' CGT GAG CAT ATG TGT TCC AAG TAC CCC 3'(配 列 番 号 :29)及 び 5' GTT GGG GTC GAC CTA
 CTA GCA CGT CTC ACG GCA GTC 3'(配 列 番 号 :30)は 、 NdeI (太 字 )及 び SalI (イ タ リ ッ ク )
 制 限 部 位 を 伴 う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】

　 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン の 生 成 、 折 り た た み 、 及 び 精 製 を 、 酸 化 折 り た た み に つ い て は 、 p
H7.81で 、 少 な く と も 48時 間 行 っ た 以 外 は 、 RNア ー ゼ Aの 他 の 変 異 体 に 対 し て 先 述 し た よ う
に 行 っ た (Leland ら の 、  Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:10407-10412 (1998))。

　 プ ロ プ ラ ス メ プ チ ン IIの 生 成 、 折 り た た み 、 及 び 精 製 は 、 先 述 の 通 り な さ れ た 。 プ ロ プ
ラ ス メ プ シ ン IIは 、 9 μ l の プ ロ プ ラ ス メ プ シ ン II溶 液  (20 mM Tris-HCl 中 10 μ Mバ ッ
フ ァ ー 、  pH 8.0)に 、 1 μ l の 1.0 M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー  (pH 4.7)を 添 加 し
、 得 ら れ た 溶 液 を 37℃ で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 活 性 化 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン を 、 19.5 μ l の チ モ ー ゲ ン 溶 液  (25 μ M)を 0.5 μ lの 活 性 化 プ ラ
ス メ プ シ ン  II (10 μ M)溶 液 と 混 合 し 、 得 ら れ た 混 合 物 を 37℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す
る こ と に よ っ て 活 性 化 し た 。 活 性 化 は 、 ペ プ ス タ イ ン Aを 最 終 濃 度 1 μ Mま で 添 加 す る こ と
に よ っ て 止 め た 。 チ モ ー ゲ ン 活 性 を 評 価 す る た め に 、 反 応 混 合 物 を ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム (SDS; 1% w/v)を 含 有 す る 15% (w/v)ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 中 の 電 気 泳 動 に か け 、 リ ボ
核 酸 分 解 活 性 を 評 価 し た 。

　 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン の リ ボ 核 酸 分 解 活 性 を 活 性 化 前 後 で の 蛍 光 発 生 的 基 質 に 基 づ く ア
ッ セ イ で 評 価 し た 。 6-FAM-dArU(dA) 2 -6-TAMRAの 切 断 に よ っ て 蛍 光 強 度 が ～ 200倍 増 加 し た
(492 nmに お け る 励 起 ; 515 nmに お け る 放 射 )。 ア ッ セ イ を NaCl (0.10 M), 6-FAM-dArU(dA
) 2 -6-TAMRA (50 nM)及 び チ モ ー ゲ ン を 含 む 2.0 mL の 0.10 M MES-NaOH バ ッ フ ァ ー (pH 6.0
)中 、 23℃ で 行 っ た 。 デ ー タ を 式 k c a t /K M  = (Δ I/Δ t)/{(I f  - I 0 )[E]}に 合 わ せ た 。 式 中
、 Δ I/Δ tは 、 反 応 の 初 期 速 度 、 I 0 は 、 酵 素 添 加 前 の 蛍 光 強 度 、 I f は 、 過 剰 の 野 生 型 酵 素
で 加 水 分 解 を 完 了 後 の 蛍 光 強 度 、 [E]は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 濃 度 で あ る 。

　 RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン の 配 座 安 定 性 を 、 温 度 を 上 げ な が ら 287nmで の 吸 収 に お け る 変 化 を
記 録 す る こ と に よ っ て 、 活 性 化 前 後 で 評 価 し た 。 PBS中 の RNア ー ゼ Aチ モ ー ゲ ン (0.15-0.25
 mg/mL)の 溶 液 の 温 度 を 継 続 的 に 20～ 70℃ ま で 0.15℃ /分 で 増 加 さ せ た 。 吸 収 を 1℃ 間 隔 で
記 録 し 、 変 性 に 対 す る ２ 種 類 の 態 様 モ デ ル に フ ィ ッ ト さ せ た 。 転 移 の 中 間 点 で の 温 度 は 、
tmと し て 定 義 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
【 図 １ 】 RNア ー ゼ Aタ ン パ ク 質 の ３ 次 元 構 造 の 説 明 で あ る 。
【 図 ２ 】 RNア ー ゼ Aタ ン パ ク 質 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 位 置 を 示 す 。
【 図 ３ 】 実 施 例 の チ モ ー ゲ ン を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド の 構 築 段 階 を 示 す 。
【 図 ４ 】 い く つ か の 膵 臓 型 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 配 列 比 較 で あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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