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第 1章序論

1-J.序

生体内で起こる積々の現象を原子レベノレて、理解することが可能になり、その知

見が書IJ薬をはじめさ主ざ支な分野において活用されている 生体分子の分機構製

技術の向上とともに、その分析技術の進歩によるところが大きく、中でも X線結

晶構造解析や NMR'などの高次構造解析法が有用な手法として頻繁に用いられて

いる しかしながら、難攻不落な系も未だに数多く存在するため、各系ごとに創

意工夫を凝らす必要があり、解析戦略や方法論の充実が望まれてし、る このよう

な背景のもと、本研究では、解析手段として NMRを、解析対象として抗体を取

り上げ、抗体分子の特異な性質に対して一層理解を深め、支た、抗体の活用範囲

をさらに押し広げていくことに主眼を置いた 具体的には、主ず、 I抗ダンシル

のNS)抗体」を用いて抗体特有の分子認識機構について解析し、続いて、 「触媒
抗体 6D9Jを用いて抗体の有効利用に向けた新たな解析戦略を確立することにし

た 以下に抗体について簡単に紹介するとともに、高次構造解析に問叫ミ を用い

る必要性について述べる

脊椎動物の免疫系l立体液性免疫と細胞性免疫の 2つに大別され、中でも体液性

免疫は、抗体が外来異物を特異的に認識することによって補体系の活性化などが

誘起され異物を排除する機構として知られている したがって、抗体には、ほぽ

無限に存在する外来異物を厳密かっ特異的に認識することが必要とされ、それを

生み出す機構に関する学説がいくつか提唱されている 抗体OJi室生については、

種々の抗原を特異的に認識する B細胞のクローンがあらかじめ用意まされていて、

ある特定の抗原刺激でそれに対するクローンが増殖し分化するといった "Bumet

のクローン選択説"により説明されている また、 108_10'0にもおよぶ抗体の多

様性については、 遺伝子レベルの解析1)から、 抗体のアミノ酸配列をコードする

遺伝子の多様性、その遺伝子の組み合わせの多様性、体細胞笑然変異などによっ

て生じることが明らかになっている

一方、ハイブリドーマを用いたモノクローナノレ抗体の作製技術の確立 1¥は、抗

体を高い親平日性と特異性をもった単一のタンパク質として扱うことを可能にし、

各抗体ごとに解析を行ったり、抗体の活用範囲を広げるきっかけとなった 例え

ば、各種モノクロ一ナノレ抗体の一次配列が決定され、抗体聞において保存されて

いる残基が特定されたり J)、また、 X線結晶構造解析を中心に抗体の立体構造が

決定され、抗原認識を司る部位のcanonicalstructure4品旬、明らかにされるなど.

抗体分子の特徴が原子レベルで、健にされつつある さらに、 IOij_ 1010に士、およぶ
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多様性をもっ抗体の特色を生かし、さまざ定な分野において抗体が活用されたり、

むしくパ活用に向けた研究が進められている 中でも、任意の化学反応の遜移状

態アナログに対して特異的に結合する抗体を作製し、抗体に触fぷ活性を付与ーする

試みが行われており、抗体を用いて自由自在に酵素を作製できるので11:ないかと

期待されている 8.9)。

このように、抗原認識の厳密さ・多様性などの興味深い性質やその応用範囲の広

さに関心が集主り、抗体分子についてさ主ぎまな構造生物学的研究が行われ、三

次元締造に関する理解は深まってきた しかし、タンハク分子特有の柔軟性(揺

らぎ・運動性)に着目して研究を行った例1j:少なく、抗体分子の動的立体構造に関

して知見や解析方法が乏しいのが現状である 抗体に関する理解を一層深め幅広

く活用していくためにも、動的構造解析の必要性が認識されはじめ、それを可能

にする手段としてN孔伐 に期待が寄せられている

1・2. NMR解析

タンハク質や核酸などの立体構造を決定する手段としては、主にX線結晶構造

解析法やNMR1:去が挙げられる NMRを用いて構造決定密行う場合には対象の分

子量に関して制約があり、今のところ30-40 KDa以下の分子に限られている

これは、分子量が大きくなるにつれて、構造決定に必要な NOE'情報やカッフリ

ング情報を得るのが難しくなるためである 一方、 X線結晶構造解析については

NMR法のような分子量の制約がなく、 F1-ATPaseIO)やcytOchromeC oxidase 11.など

の高分子量タンパク質の構造決定も軍基んに行われている ただし、対象とするタ

ンハタ質や核酸などの結晶化については必ずしも成功するとは限らないため、

NMRlt構造決定に欠かせない手法のーっとして位置づけられている主た、問叫R

?去の最大の利点のーっとしては、溶液中におL、て高次構造情報を得ることができ

ることが挙げられるーすなわち、 NMRスヘクトルにl士、溶液中における分子の

高次構造が正確に反映され、静的な梼造情報のみならず動的構造に関する情報も

含まれているとしづ特長がある 以下に、 NMR解析の歩みと現状を簡単にまと

める

NMRが生体分子の解析に広く用いられるきっかけとなったのは、 Emstらを中

心に成し遂げられたパノレス NMR法の確立 121による COSYをはじめとする 2次

元 NMR法によって、タンパク分子の各シグ、ナJレの連鎖帰属 13)が可能になり、さ

らに、その後、 distancegeometry法 1")により低分子量タンパク質(MW孟 10，000)

の構造決定法が確立されるに至る 1990年代には Baxらを中心に IJCや 'SNで標

識されたタンハタ質を用いて 3~元、 4 次元 m在R 法が次々と開発され、構造決

2 NOE nuclear Overhauser elTect 
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定可能な分子量が20-30 K前後にまで飛躍的に広がった 15.161 さらに、近年、

NOEやsca加 couplingから得られる構造情報に加え、 dipolarcouplingを用いた構

造最適化が行われるようになるなど、 構造決定法がより洗練されてきている 171

主主た、NMR/.去の特長として動的構造情報が得られるという点が挙げられる タ

ンハク質の動的構造解析には主に主鎖アミ ド窒素の各種緩和ハラメーターが用い

られ、特に、 T，'.T2'、NOEから model-free解析 18.19)によりオーダーハラメータ

ー(S')を算出する方法l士、 staphylococalnuclease2())や interl巴ukin-Is211をはしめさ主

ざ主なタンパタ質に適用されている c Slを算出するときには対象タンハク質が等

方的な(isotropic)分子であることが仮定されているが、近頃でi-r.分子の異方性

(anisotoropic)も考慮、されつつある 21) 玄た、種々の緩和ハラメーターからスヘク

トル密度関数J(百)を導出する方法 23，2.4)や、 B，-fieldを変化させて T，r'を測定し凶~

msの運動性を抽出する方法 25.26)も報告されている

結合水(boundwater)の運動性についてら数々の研究が行われている 特に

Nuclear Magnetic Resonanc巴Dispersion(NMRQ)法により、ns-μs UJ滞在日寺問を もっ

水分子が BPTIに結合していることが報告されるなどZ7.28.29)、結合水の滞在時間に

関する詳細が明らかになってきている 京た、 易動性プロトンが重水素と置き換

わる速度を見積もる H-D交換実験 301ゃ、易動性プロ トンの T，から溶媒である水

との交換速度を算出する方法 3!lf~ ども篠立され、水素結合や運動性などに関する

研究に役立っている

1-3. 抗体の高次構造

免疫グロプリン(immunoglobulin: 19)は、免疫系において中心的な役割を果たナ

糖タンハク質であり、その物理化学的および免疫化学的性質からいくつかのクラ

ス、サブクラスに分類されている 本研究で用いたのは中でも代表的な IgGであ

り、その筏式図を Fig.I-1に示してある ほのクラスにl士、この他に JgM、IgA、

19E、IgDが存在し、 さらに、これらのクラスはサブクラスである、 19GI、IgG2a、

IgG2b、IgG3などへと分類することができる本研究で用いた抗 DNS抗体ば IgG2a、

触媒抗体6D9fi: 19GIに分類される
分子量約 50Kの H鎖(heavychain)と、約 25Kの L鎖(Iightchain)i)i s-s結合

(dis凶行debond)によりヘテロダイマーを形成し、それがさらに討結合により 4量

体になったものが、 IgGの基本構造であるn IgG分子は多ドメイン構造をとって

おり、それぞれのドメインはおよそ 110個のアミノ酸から構成されている 各ド

メインは、いずれも2枚のβシートが向き合った、 ・'jmmunoglobulinfold"と坪(:f

J T I spin-Iatticc relaxation time 

4 T;: spin-spin rela.xation time 

コT11' spin-Iattice relaxation time in the rotating骨ame
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れる基本構造、引をとり、 H鎖およびL鎖を形成するドメインl士、それぞれ VIi、

Clil 、CH2、Cli3、VL、Clと呼ばれる そのうちN末端側に位置する VH、V1ドメ

インが抗原認識を司り、これら 2つのドメインから形成されるフラグメントl士Fv

と呼ばれている また、 CIIIとCil2ドメインをつ勾ぐ領j或をヒンジと呼び、ハハ

インなどの酵素感受性が高いことが知られている ハハイン消化によって得られ

るFabフラグメントとは VIi、 CHI、VL、C1ドメインにより、 Fcフラグメントと

は2つずつの Clf2、CH3ドメインにより構成されたものを指す

抗原結合を担う VfI、V1 ドメインは、個々の抗体ごとにアミノ酸配列が異なる

ため可変領域と呼ばれ、 3衝所ずつ存夜する/レーフ領域 (HI寸 13、LI-L3)を有し

ている 抗体l士、主にこの領域ωアミノ酸配列やその長さを変化させるこ止によ
り I O~-10'0にもおよぶ多磁多様な抗原を認識することができ、この多様性に富ん

だ‘ノレープ領域は相補性決定領域(complementaritydetennining reglOn CDR)と呼ば

れている 一方、それ以外のドメイン (CHI、CIl2、C1I3，Ci) は、定常領域と呼

ばれる

抗体は、 ・・immunoglobulinfold"と呼ばれる基本構造をとりつつも、CDRルー

フのアミノ酸配列や長さを変化させて多様な抗原結合ポケジトを構築していると

し寸特徴をもつ また、認識する抗原八の特異性については抗原抗体問。J高い相

補性によって生じていることが知られている 抗原非存在下と存在下における抗

体の X線結晶構造解析により 、複合体形成にあたって抗体と抗原にt構造変化が引
き起こされる例がいくつか報告され、この構造変化が相補性の向上に役立ってい

ると考えられている 3334，m3以下に今までに行われた研究例をいくつか紹介する

抗 baemagglutinin抗体のFabフラグメントとそのエヒトーアである 9残基のへ

ブチドとの複合体の結晶構造、6)では、へブチド添加前後において H3ループのコ

ンブオメーションが変化しており、 “induced !it"裂の抗原抗体反応、の存在が裏付

けられている また、抗 progesterone抗体とそれに結合する種均のステロイドと

の複合体の立体構造 37)からは、抗体に複数の抗原結合ホケントが用意されている

ために、 cross-reacnvllyが生じることが示唆されている さらに、抗henegg white 

lysozyme (HEL)抗体の解析加など、抗原抗体問に水分子が介在し相補性が高め h

れている例も報告されている

支た、熱量測定やストップトフロー法によって巨視的な観点から抗体の抗原認、

識機構を解析した研究結果も報告されている 熱力学的解析からは、抗

P 18SI-lER2.ECD抗体 問をはじめエンタルビー的に抗原抗体反応が進行する例がいく

つか見出され、ファンデアワ- 1レス相互作用、 静電相互作用、7K索結合などが結

合の推進力になっているこ止が示されており、この結果から抗原抗体問の相補性

の高さが窺がわれるc 支た、ストップトソロ-i:去を用いて抗 2-phenyl-ふoxazolone

抗体州の抗原結合スキームを速度論的に示した結果から、抗l京非存在下において

構造異性化が起こってし、たり 、抗原結合後にコンフォメーション変化が起こる抗

4 



体が存在することなどが明らかになっている

1-4. 抗体の活用

現在、 (1)体外診断書草および一般分析、 (2)生理活性物質の精製、 (3)治療およ

び体内診断薬、 (4)触媒抗体、などの分野で杭体を利用することが考えられてい

る しかし、実質的な抗体利用l士(1)に限られ、他の分野は一部実施主れているか、

あるいは将来の諜題である そのため、それぞれの分野において実用化に向けた

さ主ざまな研究が進められている 本研究で1士、その中でも触媒抗体について取

り上げる

望んだ化学反応に対する触嫁を自由自在に作製することができれば、種々の化

合物の合成が容易になり窟IJ薬などに役立つ 高い特異性と触媒作用をもっ苦手素0)

特徴としては、反応の場を提供するという点が挙げられ、この特徴を参考にして

さまざまな触媒分子の作製が試みられている中でも抗体は、抗原結合部位に 10S

_ 1010にもおよぶ多様な組み合わせを有し、さまざまな化学反応の場として機能

するのではなし、かと期待されている(Fig.I-2)

初めて触媒活性をもった抗体(触媒抗体)を報告したのは、 LemerとSchultz0) 

2つのグノレーフである 8.91 彼らが用いたのはリン酸エステル体を特異的に認識す

る抗体で、エステル結合の加水分解反応の触媒として機能しr これは、リン酸
エステルがエステ/レ加水分解反応、の遷移状態である四面体構造と類似した構造を

とっていることに基づいている その後、 2分子反応叫刈、ヘリ環状反応州、酸

化還元反応州、脱離反応相などさまぎまな反応に対する触媒抗体や、活性部位の

周囲の環境を巧みに調整した高活性の触媒抗体拍が作製される t~ ど、触媒抗俸の

設計や実用化のためにいろいろな工夫が凝らされてきた しかし、天然の酵素に

比べて触媒効率の悪い抗体が多いことは否めず 47)、更なる改良を目指して試行錯

誤が繰り返されているF 高次構造を解き明かし、触媒活性そ向上させたり触媒機

構を解明する試みもその一端を担う

触媒抗体の構造決定については、1994年にWilsonらのグルーフによって報告さ

れたのが最初である哨彼らi't、遷移状態アナログ存在下においてコリスミ酸ム

ダーゼ活性会もつ抗体の結晶構造を明らかにし、天然の酵素に比べて触媒抗体の

活性が低い理由について論じている また、 ぬ105S0Wらのグルーフは、エステノレ

加水分解反応に対する触媒抗体を用いることによって、選移状態アナログと基質

アナログ存在下における立体構造を初めて両方解き、その比較から触媒機構が説

明できることを示している州

1・5. 本研究の目的
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抗原結合部位を構成している CDRノレープのアミノ酸配列を巧みに変化させる

ζ とにより、抗体は抗原との問に高い相補性を確保し高い親和性や特異性を獲得

する ただし、 “immunoglobulin fold'、と呼ばれる基本構造の枠組みそ崩さずに

抗原結合ホケットの形や大きさを変化させる このような巧妙に構築された抗原

結合ポケットは、どのよう t{:性質をもち、どのように機能しているのかという問

題を抗DNS-Fvを用いて動的立体構造の観点から解き明かす

コ主た、 108_ IOHIにもおよぶ数の豊富さ、高い親和性と特異性たどの抗体(/)特徴

を生かし、抗体はさまざ玄な分野で活用されたり、活用に向けて研究の対象にな

っている 中でも触媒抗体としての活用代、さまぎ主な化学反応に対する酵素を

自由自在に作製することを可能にしたり、化学反応の触媒機構の解明に役立つと

いった点で着目されている そこで、エステノレ加水分解反応を触媒する抗体609

を題材にして、抗体がどのように触媒としての機能を発現しているのかについて、

抗体分子の運動性を考慮に入れながら解明する

さらに、抗体の抗原結合部位の解析に付隠させて、 N恥1Rを用いた新たな解析方

法解析戦略を確立するー NMRによる動的構造解析はさまざまなタンバク質を対

象として行われているが、タンハク質に存在する揺らぎがどのように機能発現と

関わっているのかを具体的に明らかにした例はない そこで、抗 DNS-Fvを題材

として NMRによって検出される遼動性と機能との関係を解明するための新たな

アフローチ方法を開発する また、触媒抗体609の解析に用いる Fabフラグメン

トの分子量1't約 50Kであり、 NMR解析には難しい対象である しかし、通常 IgG

を酵素消化して得られる最小の抗原結合フ弓グメント11:Fabであり、さ主ゴ主な

抗体の解析にNMRを用いていくためには分子量50KのFabから私有用な高次構

造情報を得るニとができるようにする必要がある そこで、 NMRのハルス技術

を駆使して、高分子量タンパタ質の解析に幅広く用いることができるような方法

論を 609を用いて開拓する

6 
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抗 DNS-Fvの動的立体構造と結合活性に関する研究



実験材料と実験方法~抗 DNS-Fv-第 2主主

抗 DNS抗体とe-dansyl-L・Iysine

DNS基に対して特異性をもっ、スイッチバリアント抗体を産生するγ ウス細胞

株 (ハイブリドーマ)については、スタンフォード大学 L.A.H己rzenberg教授から

戴いた 本研究で用いた細胞株l士、 27-1B I 0，7 (lgG2a(s)産生株)である IgG2a(s)

とは IgG2aの C"Iドメインが欠落した変具体を指すl) また、リガンドとして用

いたe-dansyl-L却sine(DNS-Lys)については、 Sigmaから購入した

2-1. 

必要に応じてアミノ酸宏加えた、低濃度の血清存在下(1-2% F'CS)のNYSF'404

培地を用いて抗体産生細胞を培養した 21 培養については、 CO，インキ斗ベータ

ー中、 370Cにて、 1-4リントノレのスケールで行った 支た、安定同位体係議抗

体については、非標識アミノ酸を標識アミノ酸に置き換えた培地中で抗体産主細

胞を培養することにより作製した

用いた標識アミノ酸を以下に示す

L-[3'，5ゾ3C]Tyr 

L-[2'，6'-d11 Tyr 

L-[3' ，5"-d21 Tyr 
し-[2'，3'，5'，6'ーd，t]Tyr 

L-[2・，3'，4'，5'，6にdsJPhe 

L-(α，2'，4にd，lHis 
L-[2'_4'，5'，6'，7'-dsJ T巾

L-d~ -Val 

抗体産生細胞の培養2-2. 

1

2

3

4
 
5

6

7

8

 

l、8については C1Lから、4、5については ICONServices lncから購入した

2ム6，7については文献却に従って合成したものを使用した

抗体の精製

抗体産生細胞をCO2インキュベーター中で 2-3週間培養 し、完全に死滅させた

後、細胞を含む懸濁液を遠心(40C、7，OOOrpm、40min)して、 上精舎回収する内ニ

れを、 限外憾過装置(MilliporeMinitan)を用いて約 50ml主で濃縮し、等量の PBS

(IOmMリン酸ナトリウム、150mM NaCI、pH7，3)で希釈した後、フ'ロテイン A

アフイニティーカラムに吸着させる本実験に用いた IgG2a(s)は、 酢酸緩衝液 (50

mM酢酸ナトリ ウム、150mM  NaCI、pH43)を巴lutionbufferとして用いて湾出さ

2-3. 

9 



せた

2-4. Fvフラグメントの銅製

IgG2a(s)をクロストリハインで限定分解することによ Y) Fvの調製を行った叫

精製した抗体溶液をクロス トリハイン消化用緩筋液 (100mM Tris-HCI、150111M 

NaCl、pH7.5)に溶媒置換した後、抗体濃度を 5mglmlに調整し、5mM Dithiothreitol 

(DTT)およびクロストリハイン (Sigma:酵素ー基質比(SfE)=100)存在下において、

}70Cで約 7時間イ ンキニムベー卜したその後、最終濃度が 30111M となるように、

ヨード酢酸アミドを加え反応を停止させた(遮光下、 40C、20min) 得られた

限定分解産物については、 MonoQ(Phannacia)用緩衝液 (20mM Tris-HCI、pI-l8.0)

に対し透析し、 MonoQカラムにより精製した後、 MonoS(Phannacia)カラムにより

さらに精製した

2-5. NMR測定

2-5-1. NMR試料の調製

Fv溶液を PBS(5 mMリン酸ナトリウム、 200mM NaC1、3111M NaN) I 020)に

溶媒置換した後、 pH7.3に調整して Nt¥α試料とした NMR測定には 5mm試験
管(液量約 ..00μ1)、主たはミクロセノレ(液量約210μ1)を使用し、 Fv濃度につい

ては 1.0-1.5 mMとした3

玄た、DNふLysをPBS(5mMリン酸ナトリウム、200mMNaCI、3111M NaN) I 0，0) 
に溶解し 8mM DNS-Lys溶液を調製したこの溶液を上記のFv試料に加えpH7.3 

Lこ調整、支たは、加えた後濃縮してから pH7.3に調整することにより、 DNS・Lys

存在下の Fv試料を作製した DNS-Lys溶液の定量には、 335nmにおけるモノレ吸

光係数 E= 4250を使用した

2-5-2.測定方法および測定条件

IH_1H NOESY"町測定には、 Bruker DRX600または BrukerOMX600またはJEOL

Alpha-500スヘクトノレメーターを使用した NOE混合時間 (mixingtime : tm)1こつ

いては、 化学交換ヒーク強度の NOE混合時間依存性を追跡した実験では、tm=10、

20、40、80、110、150、250ms、その他の実験では、'm=40 ~たは 45 msとした

一方、1"H_1HROESy7)illIJ定には JEOL刑M-GSX500スベクトルメーターを使用し、

ROE混合時間を τm=25 msとした スへクトノレ幅を7，000-10，000 Iセ、データポ

イントを 12方向に 2K、tl方向に256-512とし、Statesまたは States-TPP1の方法

に従い取り込みを行った 8)"

10 



IH_13C HSQC9)および13Cedil巴dROESY測定にはBrukerAνα400スヘクトルメー

すーを使用した IH_DCHSQC測定については、IH方向のスヘクトル帽を 6，000HL、

データポイントを lK、IJC方向のスヘクトル幅を 420Hz、データポイントを 128

とした 1、Cedited ROESY測定については、スへタトル帽を 6，000Hz、データホ
イントを 12方向に IK、I1方向に 128としたF 両iJllJ定ともに、 TPPIi去に従い取り

込みを行った 10)

また、すべての測定にわたり 、繰り返し時間を 1.0s、測定湿度を 300Cとした

2-5-3.データ処理

IH_1H ROESYスベクトノレの処理にはnmrPipel11を、その他のスベクトルの処理に

は、各装置に付属のソフトクエアを用いた 各データの I1ポイントに対し、 2倍

程度のゼロフィリングを行い、 12方向にはガウス関数、 11方向にはガウス関数支

たttsine-square関数を乗じ、フーリエ変換を行った

2-6. ストップトフロー測定

2-6-1.ストップトフロー測定試料の調製

Fv溶液を PBS(5 mMリン酸ナトリウム、 200mM NaCl、3mM NaN) I H20)に

溶媒置換した後、50-200凶4まで濃縮し pH7.3に調整した この溶液を同じ組

成の PBS(pH 7.3)を用いて希釈することにより、Fv濃度を 225nMに調整し測定試

料とした

宅た、 DNS・Lysについては PBS(5 mMリン酸ナトリウム、 200mM NaCl、3mM

NaN)/ H20、pH7.3)に溶解し、3-5mMのDNS-Lys溶液を精製した この溶液

を同じ組成の PBSで希釈し、 1-15μMの希釈系列を作製した

2-6・2. 測定方法および測定条件

測定には、 AppliedPholophysicsストップトフロー装置を用いた 225 nMに調整

した Fv溶液と、Fvに対し過剰量 (少なくてもモル比4-5f吾輩)の DNS・Lys溶液

を混合し反応させたこのとき、 FvとDNS-Lysの反応過程を追跡するために、 285

nmを励起し、 335nmのカットオフフィ/レターを通して放出される蛍光の強度変

化を観測したデータの取り込み時間については 100ms、データポイントについ

ては400とした。また、S爪fを改蕃するために、10-15回の測定結果を平均し、
データ処理を行った 測定温度については、活性化エネルギーを見積もるために

1， SfI'ぜ signalto noise ratio 

I1 



行った実験を除き、 300Cとした

2-6・3. データ処理

得られたデータをンフトウエア KaJeidaGraphを用いて doublecxponentialへフィ

ッテインクーすることにより、見かけの速度定数々凶、 k.~/I)"， を決定した さた、反

応経路モデルおよび真の速度定数の導出については、 3-6節の「付録Jに記した

手順に従い行ったc このとき、標準偏差が付記された真の速度定数について1-1:、 6

回の測定から得られた平均値を用いている

2・7. 蛍光測定

Fv溶液をPBS(5 mMリン酸ナトリウム、 200mMNaCI、3111M NaN3 / H10)に

溶媒置換した後、 50-200μM支で濃縮しpH7.3に調整した この溶液を同じ組

成の PBS(pH 7 3)を用いて希釈することにより、Fv濃度を 225nMに調墜し測定試

料とした

IコNS-Lysについても同様に、主ず、 PBS(5 mM !)ン酸ナトリウム、 200mMNaCI、
3 mM Na叫 /H)O、pH7 3)に溶解し、 3-5 mMのDNS-Lys溶液を調製した こ

の溶液を同じ組成の PBSで希釈することにより、DNS-Lys濃度を 12μMに調整し

蛍光測定に使用した

蛍光測定には、 ShimadzuRF-5000 spectrofluorophotometerを用いた Fv溶液 1500

μlにDNS・Lys溶液を3μlずつ適定し、各適定後ごとに、 335nmを励起し、 500nm 

に放出される蛍光の強度変化を観測 した3 測定温度については、 300Cとした

2-8. FvのX線結晶構造解析

FvのX線結晶構造解析は、東京大学大学院薬学系研究科タンパク構造生物学教

室において行われているさDNS-Lys非存在下における Fvについては、結晶化に

2.0 Mと2.8Mの硫酸アンモニウムを用いた2種類の結晶構造が解かれており、

本研究ではその pr巴liminaryな結果を使わせていただいた
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第 3章 抗 DNS-Fvの動的立体構造と結合活性に関する研究

3-1.序

3・1-1.抗 DNS抗体

抗 DNS抗体については、抗原認識の最小単位である fvへとフラグメント化す

る方法 1)が確立しており、 NMRを用いた抗体の抗原結合部位の解析に最も適した

系のーっと考えられる これl士、通常 IgG分子の酵素消化によって得られる抗原

結合フラグメントが Fabであるのに対し、抗 DNS抗体については IgG2aの CHI

ドメインが欠落した変異体 (IgG2a(s))が存在しており、それをクロストリハイン

消化することによって Fvの作製が可能であることによるただし、抗原総合フラ

グメントの小型化により NMRシグナルの数や核緩和などの点で NMR解析が容

易になったとはいえ、 Fvを各種安定問位体 e日、I)C、15N)を用いて標識するこ
とは、 NMRシグナノレの重複を回避したり帰属を行うために必須な手段である

抗 DNS-IgG2a(s)など、抗体を産生する細胞株(ハイブリドーマ)を用いて安定

同位体標識された抗体を作製するときには、培地成分の各種アミノ酸をそれぞれ

標識体に置き換える必要がある このとき、一部アミノ酸を除き、用いた標識ア

ミノ酸がそのまま取り込支れるため、アミノ駿選択的に標識された抗体を作製す

ることが可能である例えば、窒素を 15N標識した Tyrを用いると、 Tyr残基の主

鎖アミド窒素が 15N 標識された抗体が得られるF このようにアミノ選択的に僚殺

された抗体を作製し用いることにより 、NMRスペクトル上に観測されるシグナ

Jレの数が減り、シグナノレ検出や帰属などに要する時間や労力を軽減する二とがで

きる。ただし、 これは、 標識したアミノ酸残基由来のシグナルを利用して解析す

るときに限られたことであり、もし、立体構造決定など、全シグナノレを用いて解

析を行う必要がある場合には、すべてのアミノ酸残基の炭素や窒素を I)C、15Nで

標識する方が望ましい

このような背景のもと、当研究室ではさまさ玄な抗 DNS-Fvの標識体を作製し

NMR解析を進めている 以下にその一部を簡単にまとめる

主鎖アミド窒素を I'N標識したタンハク質を用いると、 15N篠の緩和速度やアミ

ドプロトンの交換速度を求めることができ、 動的情造や水素結合などに関する情

報を引き出すことが可能である そのため、抗 DNS-Fvについても各種アミノ酸

残基の主鎖アミド窒素の 15N標識体が作製され、NHシグナルを指標とした解析

が行われてきたo NHシグナJレの帰属に関しては、二重標識法、再構成法、連鎖
帰属法が併用して行われ、 Trp、Phe、Tyr、His、[Ie、Ala、Val、Met、Leu、Lys、

Thr残基についてはほぼ完了している n‘この帰属結果をもとに、各残基の主鎖ア

ミド窒素のT2が測定され、 H3ノレーブを中心に構造多形性が存在していることや、
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DNS-Lys非存在下と存在下においてその運動性が異なってし、ることが示されてい

るJ) また、 H-D交換実験により DNS・Lys非存在下、存在下におけるアミドプロ

トンの交換速度が求められ、 DNS-Lys結合部位や運動性などについて論じられて

いる~)

さらに、一部アミノ酸残基 (Tyr、Phe、Trp、Hisなど)については側鎖的来の

シグナノレの帰属も行われており、その結果はDNS-Lys結合審11{立の同定に利用され

ている DNS-Lys存在下の Fvにおいて DNS環のプロトンシグナルと Va12(問、

Phe27(H)、Tyr96(町、TyrI04(H)の側鎖由来の、ングナノレの聞にNOEが観測され、こ

れらの残基が位置している トl鎖N末端、 1-11Iレーフ、 H3ループに図まれた領域に

ってDNS-Lys結合部{立が構築されていることが明らかになっている(Fig.3・3)矧

3・1・2. 動的構造解析について

NMRを用いたタンハク質の動的構造解析には、主に主鎖アミド釜楽シグ、ナルの

緩和パラメーターが用いられている 中でも主鎖アミド窒素の T1、九、 NOEから

mode1-free解析7刊こよりオーダーハラメーター(S')を算出する方法。，1011士多くのタ

ンハク質に対して適用されており、得られた Slはps-nsの運動性を表す指標に

なる 一方、 μs-msの運動性を表すハラメーターi士、 T2に化学交換項 (R，，)とし
て含まれており、 Slを算出する過程で導出される また、さ支ざまな BI-fieldに

おいて測定されたTlpから、Rexを見積もることも可能である 11，1お さらに、種々

の緩和パラメーターからスベクトJレ密度関数‘J(窃)を導き出すこともでき、さ主さ

まな例が報告されている 13，14)。このように、運動の速度については各種パラメー

ターに的確に反映される反面、 NMR法だけでは動きの方向性や振幅の大きさな

どに関する情報を得ることは難しい そのため、NOE、sca1arcoupling、dipolar

couplingなどの構造情報と矛盾のないように、平衡状態にある複数の立{制持造を

導き出す試み 15，161なと'iJ'行われているが、 MolecuJarDynamics (MD)計算への依存
度が高いなど、 課題が残っている

以上示したように、NMRを用いてタンパク質の動的構造に関するさまざまなア

プローチ方法が提唱され実行されてきたが、 観測された運動性と機能との関係に

ついてはほとんど明らかになっていfμ、 そのため、動的構造と活性や安定性な

どを結び付ける方法論の確立が望主れている

NMRを用いて微視的な観点から動的構造に関する知見が得られている一方で、

巨視的な観点から構造多形性の存在を示す方法も提唱されている 中でも、タン

パク質とリガンド、タンハク質とタンパク質、タンバク質と核畿、などの2分子

反応の場合には、ストップトフロー法による速度論的解析が有用な手段として挙

げられる。

構造多形性の提示は、ストップトフロー法を用いて 2分子反応過程を追跡し、

14 



その結果と矛盾のないモデルを立てることによって行われている 観測されるコ

ンブオメーション聞の交換速度は、ストップトフロー装置のサンフリング速度に

限界があることから、 μs-msよりも遅い時間域に限られている向主た、ストッフ

トフロー法を用いることの利点として、構造多形性と結合活性の関係を、得られ

た結合スキームと各ステップの交換速度から定量的に示せることが挙げられる

しかしながら、通常「矛盾のないモデルj が複数存在し特定することが困難なこ

とや、個々のコンアォメーションの構造情報を把握することができないことなど、

問題点も存在し、これらの点を克服することが望まれている

3・[-3.研究概要

3-1ーl節に示したように、当研究室において抗 DNS-FvのNMR解析が精力的に

進められてきた，しかし、 Fvの抗原結合部位に存在する運動性が抗原認識にどの

ように関わっているのかについては未だ明らかになっていない さらに、 Fvに限

らずさまざまなタンハク質についても動的構造と機能の相関を明確に示した例が

存在しないため、アフローテ方法の開拓九必要な状態である このような背景の

もと、本章でl士、 N問主 とストッフトアロー法を用いて Fvの動的立体構造解析を

行い、 構造多形性と結合活性の関係を明らかにすることを目的としたe

(1) NMRによる抗原結合部位の動的構造解析

DNS・Lys存在下における NOE実験より、 H3Iレーブに存在する Tyr96(H)と

Tyrl04(H)がDNS-Lys近傍に位置していることが示されている そこで、 DNS-Lys

結合部位の動的構造を解析するために、 Tyr残基側鎖 3'，5'プロトンのみが観測l可

能な標識 Fvを調製し、 11-1_11-1ROESY測定を行った その結果、 DNS-Lys非存在

下において、13個の Tyr残基中 4残基 (Tyr91(1-1)、1・yr96(H)、Tyrヲ7(町、Tyrl04(1-I))

に由来する化学交換ピークが観測されたト一方、 DNS-Lys存在下では Tyr96(H)、

Tyr97(H)、Tyγ104(1-1)由来の化学交換ヒークが消失した T)'ゆ6(1-1)、 Tyr97(H)、

Tyrl04(H)1士、 DNS-Lys結合部f立を構成している H3ループに存在していることか
ら、 (1)DNS-Lys非存在下において、 DNS-Lys結合部位には少なくても 2種類のコ

ンフオマーが存在し、交換して"、ること、 (2)DNS-Lys存在下では、その構造多形

性が消失すること、が判明した 次に、各コンブオマー由来のシグナノレ強度比お

よび化学交換ピーク 強度の混合時間依存性よりコンブ~~一間の交換速度定数を

求めたところ、 30.0(S-I)、2.1(cl)であることが示された門また、 DNS-Lys濃度を

Fvに対してモル比0.5の条件下で測定したNOE実験より、 2つのコンブオ7 ーの

うち一方が DNS・Lys結合に関与していることが判明した

(2) ストップトフロー蛍光法による DNS-Lys認識機構の解析

ストップトフロー蛍光法により DNS-LysとFvの結合反応を解析したところ、 2

相性を示した さらに、この 2分子反応速度の DNS-Lys濃度依存性から、 DNS-
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Lys非存在下において構造異性化が起きてL、ることが示された をた、ストップ

トフロー蛍光法により得られたコンフォマ一間の交換速度定数円 NMRにより求

められたものと一致した

以上、抗 DNS-Fvの抗原結合部イ立を解析することにより、 DNS-Lys非存在下で

li.ミリ秒オーダーで交換する Zつのコンフォγーが存在し、その一方のコンフオ

マーにDNS-Lysが結合することが判明したこれらの結果をもとに、抗体の抗原

結合部位に存在する構造多形性の意義に関して考察する
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略語一覧

[3'，シーIH-Tyr]Fv 

Tyr残基の 2'，6'位、 Phe残基の 2'，3'，4'，5'，6、位、 His残基のα，2'，4'位、 T巾残基の

2'，4'，5'，6'，7'イ立の水素を 2H標殺した Fv

[2'，6，_IH-Tyr) Fv 

Tyr 残基U)3'，5'位、 Ph巴残基O}2'，3'，4'，5'，6司位、 His残基のα，2'，4'位、 Trp技基(1)

:1.'，4'，5'，6'，7'位の水素を 2H標識した Fv

[2ゾH-His)Fv: 

Tyr残基の 2'，3'，5'，6'位、 Phe残基の 2'，3'，4'，5'，6'位、 His残基のαf位、 Trp残基

の 2'_4'，5'，6'，7i立の水素を lH標識した Fv
[3'，デーllC-Tyr)Fv : 

Tyr残基の 3'，5'{立の炭素を ])C標識したFv

[2 ， ，6'-drTyr) Fv 

Tyr残基の 2'，6'位の水棄を 2H標識した Fv

[2 ‘6' -drTyr、 d~-Val) Fv : 

Tyr残基の 2'，6'位と Val残基のすべての水素を 2H標識した Fv

Tyr91 (H)-2'，6' -H : 

Tyrヲ1(H)-3'，5'-トr:
Tyr96(H)-2'，6'-H: 

Tyr96(H)-3ヘシートl・

Tyr97(H)-2'，6'-H : 

Tyr97(H)-3' ，シート1: 

His98(H)-2'-H: 

Tyr99(H)-2'，6' -ト1・

Tyrl04(H)-3'，5'-H: 

T戸-91(H)の 2'，6'{立のプロトン

Tyr91(H)の 3'，5'{立のフロトン

Tyr守6(日)の 2'，6'{立のフロトン

T戸96(H)の 3'，5'位のプロトン

Tyr97(H)の 2'，6'位のプロトン

Tyr97(H)の 3'，5'(立のプロトン

His98(H)の2'位のプロトン

Tyr99(H)の 2'，6'(立のフロトン

Tyrl04(H)の 3'ゴ位のフロトン
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Fig.3-2 E-dansyl-L-Iysine ( DNS-Lys ) 
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3・2. NMRによる抗原結合部位の動的構造解析

3-2・1..抗原結合部位の構造多形性

(1 ) 構造多形性の存在

[3'，5'ー'J-I-TyrlFvの 'H_'HROESYスベクト/レ上に、いくつかの負の交差ヒー タが

観測されている(Fig.3-4a)内'F-卜'HROESYスベクトノレでは、化学交換ピーク と対角

ヒータは負、 lミOEピークは正の符号のシグナノレを与えることから問、負の交差ヒ

ータの存在付、 DNS-Lys非存在下において Fv中のいくつかのフロトンが 2つの状

態聞を交換していることを示している このように 1種類の原子由来のシグナル

が異なる 2つの化学、ンフ卜(匂八と町)をもっとき、その聞の交換速度定数は、

kAl1. kBA < O旬 (3.1)

と表される ただし、 5匂=I 'IDA -UJn Iであり、 kABfi状態 Aから Bへ、 kBA f"t状

態 Bから Aへの移行速度定数を示す ((3.5)参照)

宅た、すでに帰属の完了している Tyrの)'，5l位のプロトンの化学、ンフトに対応

させることにより、観測された化学交換ヒークの帰属を行い、その結果を Fig.3-

4aに付記した さらに、 [2'，6'-'H-Tyr]Fv玄たは[2リ卜'1-His]Fvをと用いて 'H_'H

ROESYスヘクトルを測定し、化学交換ヒークを与えるプロトンを特定した 以

下に化学交換ピークを与えるプロトンを列記する

1) T戸ヲ1(1-1)-2'噌6にH

2) T同 1(H)-3'，5'.H

3) T戸号6(H)-2'，6'-1-I

4) Tyr96(H)-3'，デーH

5) Tyr97(H)・2'，6九日

6) Tyr97(1-I)-3' ，5、H

7) His98(H)-2'-1-I 

8) Tyr99(1-I)同2'，6'-H

9) Tyr104(同-3'，5'-1-1

このうち、 Tyr91(H)は、 Fv分子内部においてs-strand~形成している残基である

のに対し、 Tyr96(H)、Tyr97(1-I)， 1-11598(1丹、 Tyr99(H)、Tyrl04(1-I)は、 DNS-Lys 

結合部位の一部である H3Iレーフに位置している残基である

(2) 各コンブオマーの存在比

各状態のシグナ/レ強度比は、それらの存在比に対応している そこで、各状態

の存在比を見積もるために [3'，5二13C_Tyr]PVの'I-I_'JCHSQCスヘクトルを測定し

たところ、 1-13ループに位置している Tyr96(H)由来のシグナルが 2つ観測された

20 



(Fig.3・5aL それぞれのシグナルを T戸96(H)と Tyr96(H).と名付けると、シグナル

強度比より存在比([Tyr96(.上1)]([Tyr96(H)*] )を 14.5:t 0.5と見積もることがで

きた 尚、存在比および標準偏差の算出には、 2回の測定から得られた Tyr96(H)

とTyr何 (Hγのシグナル強度比を用いている また、!日_I'CI-ISQCスベクトノレに存

在比率の低い方と思われる Tyr抑制)と Tyr104(問由来のシグナルち観測されてい

るが、もう一方のシグナノレとの化学シフト差が小さく 13Cedited ROESY 測定

(Fig.3-5b)により帰属を行えなかったため、存在比率を算出するための指標として

は用いなかった

T戸部(1-1)の3'，5'位由来の2つのシグナル強度は、その比率が 14.5::!:0.5と、大き

く異なる主た、 Tyr97(1-I)やTy1104(1-I)の 3'，5'位由来のシグナルlこ関しても同傑な

傾向が見られたωさらに、[2'，6'-11-1-TyrJFvの 10スヘクトノレから、 Tyr96(日)-2'，6にH、

Tyr99(H)-2"，6' -トI、Tyrl04(1-I)-2'，6'十i由来の 2つずづのシグナルも異なる強度をも

つことが判明した。これは、芳香環のゆっくりとした回転(510wflip-f1op motion) 

により γ位と5'{立のプロトンが別々に観測されているのではな〈、 Zつのコンフ

オマーが存在していることを示している さらに、丁戸96(1-1)、Tyr97(町、Tyr99(.1-1)、

Tyrl04(1-I)と同じ H3ループに位置する l-lis98(1-I)において 2'位のプロトンに化学交

換現象が観測されることからも、 2つのコンフォマーの存在が支持される 以上

の結果より、 Tyr96(1-I)、Tyr97(H)，His98(H)、Tyr仰(.1-1)、 TyrI04(H)について代、存

在比の異なる 2つのコンフオマー聞を交換していることが明らかになった また、

Tyr96(町、Tyrヲ7(町、出s98(H)、Tyr99(H)、TyrI04(H)は H3Iレーフに存在している

残基であることから、H3ルーフが2つのコンフォメーションをとっていることが

示唆された

一方、かstrandに位置する TyrヲI(H)の 3'，5'位由来の 2つのシグ‘ナノレ強度はほぼ

等しく、 slowflip-f1op motionにより 3'位とシ位のプロトンが別々観測されている

考えられる幻 この場合にもゆっくりとした芳香環の回転によって 3'位と 5・位の

プロトンは化学交換しているため、 ROESYスベクトノレ上に負の交差ヒークを与

える また、同様な現象がTyr91(H)の2'，6'位においても観測されている

(3) 交換速度定数の算出

各コンブオマー聞の交換速度定数を定量的に見積もるため、さ主ざ主な混合時

間における[3二5，_II-1-Ty了]Fvの 11-1_11-1NOESYスヘクトノレを測定し、化学交換ヒー

クの強度変化を追跡した「混合時間に対し、 Tyr96(H)-3.，5'-1-1の化学交換ヒーク強

度をフロットした結果を Fig.3-6に示す

2つのコンフオマーを[Ab]と[Abザ とし交換速度定数を'vと んとすると、交換過

# DNS-lys非存在下における Fvの2つのコンブオマーのうち、 ?t-:(.E比の高い方を[Ab)‘低い万を

[Ab')とする 宅た、 FvとDNS-lysの復合体については、 [Ab-Ag)と表記するー
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程を、

k 
f 

[AbJ王土 [Ab勺 (3.2) 

k， 

と図示することができ、このとき、化学交換ヒーク強度(1 )11混合時間(τm)と交

換速度定数(k;、k，)を用いて、

1 (τm) oc exp [ー(R，+ k'n') tm ) Slnh (k"vτm) (3.3) 

と表される 1~.19) ただし、 R，はスヒン格子緩和速度であり、 [Ab]と[Ab*)において
等しいと仮定してある また、

kov=( k[+ kr )/2 (3.4) 

である。これらは、 Jeenerらによって k[= k，を仮定して導出された関係式である

ため、今*k，の場合にも成り立つことを証明し、その結果については(付録 1)に

記述した

混合時間に対する Tyr96(H)グ，5'-Hの化学交換ヒーク強度のフロットに、式(3.3)

を最小二乗法を用いてブイシティングしたところ、平均の交換速度定数k仰=16:1: 

3 (S-I)が得られた同様に、 Tyrヲ7(H)-3'，5'-H、TyrI04(H)-3'，5'-Hについても、それ

ぞれ k""= 22 :t 2 (S-I)とん=15 :!: 2 (ピ)と算出された Tyr96(H)-3' ，5'-H、

Tyr97(H)-3'，5'州、Tyrl04(H)-3'，5'-Hを指標として得られたそれぞれの交換速度定

数はほぼ等しく、各残基が同期して交換していることを示しているc したがって、

旧 ループにミリ秒オ}ダーで交換するコンフォメーション平衡が存在している

と結論した

さらに、 3・2-1(2) r各コンブオ7 ーの存在比」において記述したように、

Tyr96(H)-3' ，5'-Hの化学交換ピークを指標にして 2つのコンアォマーの存在比地

[Ab) I [Ab*) = 14.5 :!: 0.5と見積もられている そこで、この結果と Tyr96(H)・3'，5'-

Hにおける平均の交換速度定数 k(n'= 16士3(S-I)をもとに、 k[= 21 (c1)、 k，=30 

(c1)を算出したb 尚、得られた k[とんについては、式(3.1)の関係も満たしていス

ことも確認できる。

(4) DNS-Lys存在下

DNS-Lys存在下における構造多形性についても検討するために、 DNS-Lys存在

下において[3'，5'_1-H-Tyr]Fvの 1H_1HROESYスヘクトルを測定した その結果、

Tyr96(H)-3'，5'-H、Tyr97(H)グ，5'-H、Tyrl04(H)-3'，シ-H由来の化学交換ピークが

DNS-Lys添加に伴い消失することがわかった(fig3-4b) また、同織に Tyr96(H)-

2'，6'-H、Tyr97(同-2'，6'-H、出s98(H)-2'-H、Tyr99(H)-2'，6'-H由来の化学交換ヒーク

DNS-Lys存在下においては観測されなかったことから、 DNS-Lys存在下におけ

る H3ノレーフにはミリ秒オーダーで交換するコンフォメーション平衡が存在しな
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.. ・ーーー

いことが明らかになった 以上の結果より、 FvのH3ノレーフに存在している 2形

はDNS-Lys添加に伴い l形に収束すると結論したー

一方、 Tyゆ1(H)-3'，5'-Rに観測された化学交換ピータ l土、 DNS-Lysを添加後も観

測されている(Fig.3-4b)。また、 Tyr9I(H)-2'，6'-Hについても同様な結果が得られた

したがって、 Tyr9I(H)のslowflip-flop motion I士DNふLys添加によって影響を受け

ないことがわかった。

3ふ2.構造多形と結合活性

H3ルーフに存在する構造多形性と結合活性の関連について検討した苧 Fvと

DNS-Lysのモル比を 1: 0.5としたとき、 N加依 スベクトル上にl士、抗原非存在下に

おける 2つのコンブオマーと DNSーしys複合体 (DNS-Lys存在下の Fv)由来のシグ

ナノレがそれぞれ別々に観測される Tyr96(H)・3'，5'-Hを伊Jにとると、 6.6ppmに[Ab]、

5.4 ppmに[Ab*]，5.2 ppmにDNS-Lys複合体由来のシグナJレが観測される そこ

で、 [Ab]または[Ab*)とDNS-Lys複合体問の交換によって生じる化学交換ピークを

検出するため、DNS-Lysを0.5当量添加した[3'，5リトI-TyrJfvを作製し IH_1HNOESY 

へク卜/レを測定したσig.3・7)0Tyr96(H)-3'，シ-Hのシグナノレについては、 [Ab]と

DNS-Lys複合体由来のシグナル問に交差ピークが観測される一方で、、 [Ab*]と

DNS-Lys複合体由来のシグナノレ問には観測されていない。これは、 [Ab]と[Ab勺

のっち、 [Ab]のみに DNS-Lysが結合することを示している したがって、抗原非

存在下において H3)レープに存在する 2形のうち一方のみに DNS-Lysが結合する

と結論した

3-2-1節、3-2・2節より得られた結果をまとめて fig.3-13aに図示した 抗原非存

在下においてrvの H31レーフが 2つのコンブオメーションをとり、その問の交換
速度定数が今=2.1(cl)とk，=30(cl)であること、および、 2つのコンブ才マーの

うち一方が DNS-Lysと結合することが明らかになった

3-2-3. 各コンフォメーションの特徴

抗原非存在下において H3ループがとるコンブオメーションの特徴について検

討した

[Ab)由来の Tyr96(H)・3'，5三日 の化学シフトは 6.6ppm、[Ab勺由来の Tyr96(町-

3"5・-Hの化学シフトlま5.4ppmであるr 一方、テトラペプチド(Gly-Gly-Tyr-Ala)

における Tyr残基の3'，5・位の化学シフトについては6.86ppmと報告されている 20)

したがって、 [Ab事]由来のT戸96明日'，5'-Hの化学シフトが大きく低機場シフトし

ていることがわかるc このような大きなシフトについては、芳香族アミノ酸が近

傍に存在することにより生じる潔電流効果(ringcurrent shift)に起因することから、
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[Ab*]由来の Tyrヲ6(1-1)の近傍には芳香族アミノ酸が存在していると考えられろ

さらに、 Tyr96(H)-3'，5'-Hからの残基問 NOEヒークを検出することによっ亡各

コンブオメーションを特徴づけるために、 [2'，6'-d1-Tyr]F¥の lH-'I-INOESYスヘク

トルを測定したσig.3-8a) このとき、 2'，6'伎のフロトンを重水素化したれを用い

ることに上り、双極子相互作用による 3'，5'7'pトンの緩和が抑制され NOEが観

測しやすくなるnその結果、[Ab勺由来のTyr96(H)-3'，5'-1-1からは 2つの残基問 NOE

ヒークが観測されたが([5.4， 1.6 ppmJ、[5.4，1，9 ppm] )、 [Ab]由来のT戸<)6(1-1)-3'，5'-1-1

からは残基問 NOEピークが lつも観測されなかったゐさらに、 [2'，6'-drTyr、dK-

Val] Fvの lH_11-1NOESYスヘクトノレと比較することにより、 [Ab*]由来の

Tyr96(H)-3'，5'-Hから観測された残基間 NOEヒークのうち一方(5.4，1.6 ppm)1l:、

Val残基との問の NOEヒータであることが判明した

以上の結果より、 [Ab勺由来の Tyr96(1-I)は芳香族アミノ酸と Val残基に臨まれて

いることが明らかになった 一方、 [Ab]由来の Tyr96(ト1)は溶媒に露出していると

推察される

3-2-1 -3・2-3節より、 [Ab]では、Ty咋<)6(1-1)が溶媒に露出し結合ポケットが関かれ

るため DNS-Lysが結合可能となり、 [Ab*]では、 Tyrヲ6(1-1)が結合;J;ケットを釜ぎ

DNS-Lysが結合できfよくなると考えられる したがって、 Fig.3-8bに示すよ〉に

[Ab]をopenフォーム、 [Ab勺を closeフォームとして特徴づけることができる
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Fig.3-3抗DN忘れ の結晶構造.DNS-LysのプロトンからNOEが観測される残基
( Va12(問、Pbe27(H)，Tyr96(H)、Tyrl04(H))に側鎖を表示した。

25 



(
E
a
a
}
 

Cコ
α3 

ロ
ド

-m
内、一め
Z
C
'
一C
8

5

8

己
U
P
Z
P=

(
乏

吋
h
、
一t
m
Z
(一」
C
U
U
Z
U凹
』
口

U
p
z
z
-
(
古
)

j
h二」
h
」

，
ご
一

J
m
-門
]
」
合
宿

-30己
的

〉

出

川

-O
N二
T
4

一-

工

<D 

困
。

回

寸
・
門
叫
一
h

一

エ

(
F
E
S
 

<D 

r、

o 
∞ 

‘
丸
宵

~ 

{
Z
}
@
∞〉回

( 

工
} 

トー

回〉宝

園5

も

回

(

冊

)

26 



ppm 

115.5 

116.0 

C 116.5 

'H 

117.0 

117.5 

ppπ3 

6 

7 

8 

8.0 

(a) 

Y1 

(b) 

7.5 

。

， Y32(L) 

Y86(噂

7.0 6.5 

'H 

6.0 

Y96(H)' 

回

.6 

5.5 ppm 

I ' ，~.Jづ (n) 'II."C HSQC'叩eClrum01 [3、5ソ -'('.T)'r[F、illlht:ah担 n凹 01DNS.Lv、
(bl nC cdilcd RO巨SY、peClrUIllor l .)'.5' - IJC~Ty r l Fv IlIlhc ith、山It'C01 D¥S.Ly、
RQF.I11I'In，!.! tllll{'・15fm叶

17 



6 

5 

4 

3 

2 

C
-
2
M
3
5
4
2
品・出国吉
U副
曲
目

Z
U
H
ω
-
s
-
g
ω
a
u

-ー・-

。
300 250 

Fig.3-6 Plot of chemical exchange cross-peak i川町引tIesVS. NOE mixing tirne 
for出eexchange ofTyr96(H)・3'，S'-Hbetween two conformat旧nalisomers 
Thec町vereprcsen回 abest fit to these data generated凶 IIlg叫 3.3
NOESY spectra with mixing times of 10，20，40， 80. 110， 150 and 250 ms 
were lIsed for the analysis. 

200 150 

NOE mixing time (ms) 

100 50 。

28 



-・-

ppm 

i
 
l
 -、，

、
-"』h【
ト
A

l
 

i
-
-
、，

山
川

ヘ
HY--、

ー

6.5 

h 
，¥0 

e 
5.5 

1 ，r'l6{1Iト、 .5二11
1 ¥h勺

6.0 

'H 

。 。団白血uo。 1、rリ1>{1I1-.1'.5・ー11
1 ¥"1 

7.0 E切
';/'0伶0・!

7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 ppm 

'H 

ド i~.. 1.7 .11111" '10ESY、pCl.:lr1l111t¥1 [.r.5'-'H 1げ 11、川lhcP町、Cl1cC01 1"，)1 11)ol"r 01 [)"~ - I_) 、
J'he' hoxe、C:Ofre_、POIIO10 lh~ chcllIlcal、hif1、forrhe ChCI1I117i.1l cミt，;hu!!!!cU'O'i¥-pcak、h目、、ecn
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3・3. ストップトフロー蛍光法による DNS-Lys認磁機構の解析

3ふ1. DNS-Lys結合過稜

Fvと結合した DNふLysは、 335nmの励起に対し約 500nmに極大波長を久つ強

い蛍光を発する しかし、使用したストッフトフロー装置には 320nmと335日m

のカットオフフィ Jレターしか用いることができないため、 335nmの励起を行えな

い そこで、 280nmを励起し FvのTrp残基の発する蛍光(極大 335nm)によっ

てDNS-Lysが蛍光を発することを利ffiし、 DNS-Lys結合過程を追跡した

Fi.g.3-9に Fvへ DNS-Lysが結合することに伴う蛍光強度変化を追跡した結果を

示す得られた曲線を singJeexponentialへフィッティングすると、体系的にデー

タポイントどフイツティング曲線が外れるため、結合過程は2十自性であると判断

した

i'i:に、 2相性を示す結合過程である Mechanism1とMechanismU (付録2参照)

を識別するため、遅い宇目(slowphase)の見かけの速度定数kslO'Wの DNS-Lys濃度依存

性を追跡したところ(Fig3-10b)、測定に用いた DNS-Lys濃度を高くするにつれて

ん酬の憶が徐々に低下し、一定値に収束していくことが判明した この結果ば、

Mechanism 11を支持し、 Mechanism1 とは相容れない したがって、抗原非存在下

において Fvは2形をとり、そのうち一方に DNS-Lysが結合することが示された

3・3-2.莫の速度定数の算出

見かけの速度定数(kja，f{、ks1ow)などを用いて真の速度定数(k+k.l， k.)、k.1)を算

出した 算出方法の詳細については(付録2)に記しである守

測定に用いた DNS-Lys濃度に対して[らμ+ks1o'.]と[k""，)( k"lo']をプロットしたと
ころ比例関係、が成り立ちσig.3・11)、それぞれの傾きより k・1=(7，8士0，8) x 107 

(M-'s-')とムIxk_]=(2，1士0，3)x 109 (M-'S-l)が算出された また、この結果 tり

LJ = 27，6士1，7(C')と見積もることができた さらに、切片の値より LIとι2を求
めることが可能だが、複数回測定を行ったときのばらつきが大きく切片の値を用

L、るのは適切でないと判断した

そこで、 L，と L}を求めるため、 DNS-Lys大過剰のときの速い相と逮い相の娠

幅、および結合定数を利用した 速い相と遅い相の振幅の比l士、 DNS-Lys濃度を

増加させると一定値に収束し、 [Ab]と[Ab*]の比に等しくなる そこで、速い相と

遅い相の板橋の比を DNS-Lys濃度に対しフロットし、振幅比の増加が横ばいにな

ったポイントから[Ab]I [Ab勺=13.7を得、この結果より k~2 = 2.0:t 0.2 (s-')と見積
もった。また、蛍光測定より結合定数 Ka= (38土0，6))(107 (M-')が得られ、この

値を式(3.29)に代入することにより、 kィ=4，5:t 0.4 (S"')を算出した、
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以上、 3・3-1節、 3ふ2節より得られた DNS-Lys結合過程および各速度定数をま

とめて Fig.3-13bに示した

3-3・3. エネノレギ一変化

選移状態.f!Ui命21)にもとづき、 DNS-しys結合過程における各ステッフの自由エネ

ルギ一変化を見積もった その結果については、自由エネルギ一反応経路プロフ

ァイルとして Fig.3-14に示してある

また、 15、20、25、30、34、37、41ocにおいて k叶を測定し、それぞれの k吋

の債を 1I T (K)に対しプロットしたところ、直線関係が成り立ち、活性化エネ/レ

ギ-EA= 4.6 (kcalJmol)が算出された(Fig.3-12) このような小さな活性化エネルギ

ー(3句 5kcal/mol)は、 DNS-Lys結合速度(k吋)が拡散律速によって規定されているこ

とを意味する。したがって、 lAb]にDNS-Lysが結合するときには、コンフォメー

ション変化などのエネノレギー障壁がないと考えられる，

尚、自由エネノレギ一変化と活性化エネルギーの計算方法およびK!の詳細につい

ては、 (付録 3)に記述してある
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3・4. 考察

Mechanism 1I は、ストップトフロー法より得られたデータを矛盾なく説明する

最も簡単なスキームであるの しかしながら、 N恥侭 を用いた解析から示された

DNS-Lys結合スキームが、ストップトフロー法によって得られたデータと一致し

ているため、 Mechanism1I は適切であると判断したさらに、このことは、 DNSーしys

非存在下において存在する 2つのコンブオメーション間の交換速度定数が一致し

ていることによっても支持されている以上の結果より、 FvへDNS-しりが結合す

るときの自由エネルギー反応経路は、 Fig.3-14に示すように表される

Fig.3-14は、 DNS-Lys非存在下において、エネルギー差が 1.6(kcal/mol)である 2

つのコンフオ7ーが存在していることを示している このコンブオメーション平

衡は H3ノレーブの構造多形性に由来することが ROESY実験よりわかっているー

た、 AbとAb*の問には、高いエネルギー障壁がある これは、 2つのコンブオマ

ーの高次構造に大きな差異があることを示唆し、 NI¥底解析を行ったときに、 Ab*
由来の Tyr96(H)-3コ'-Hから残基問 NOEが観測されたのに対し、.A.b由来の
Tyr96(H}3'，5' -HからはNOEヒータが観測され々かったことに対応している

さらに、 Ab由来の Tyr96(H)-3'，5'-Hが、テトラベプチド中め Tyr残基の 3'，5'7

ロトンとほぼ等しい化学シフトを示すことや残基問 NOEピークを与えないこと

から、 Abでは Tyr96(H)が溶媒に露出し、 DNS-Lysと結合できるように抗原結合ホ

ケットを開いたコンフォメーションをとっていることが推察される これは、 Ab

とDNS-Lysの結合が拡散律速で起こることを示したストップトフロー実験によっ

ても支持される 一方、 Ab*のコンフォメーションが、結合フぇームである Ab

と大きく異なることから、 Ab+はDNS-Lysと結合できないと考えられる

DNS-Lys結合に伴う、 H3Jレープに存在するコンフォメーション平衡の消失Li、

負のエントロビー変化を引き起こすため、エントロヒー的には反応の進行を妨げ

ている。しかし、熱力学的解析(Fig.3-15)から 22)、負のエントロヒ一変化を負のエ

ンタルビ一変化が大きく上回ることが示されているため、 構造多形性の消失とい

う結合に対する負の要素を、相互作用形成という正の要素が打ち消し、結合が引

き起こされると考えられる。

また、 DNS-Lys非存在下の Fvについては、結晶化に 2.0(M)と2.8偽1)の硫酸ア

ンモニウムを用いた 2種類の結晶構造が解かれている それぞれの H3Iレープの

コンブオメーションは異なり、あたかも Abと Ab+に対応しているような立体構

造が得られている 各構造の抗原総合部位を Fig.3・16に、その 旧 ループに存在

する残基については Ramachandranプロットを Fig.3-17に示した Tyr97(H)、

His98(H)については、異常な中またはφ値を示しており、安定なコンブオメーショ

ンではないことがわかる このように、 X線結晶構造解析からも、 H3ルーフの構

造多形性の存在が示唆されている
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抗 DN忘れを抗 fluorescein抗体と比べると、可変領域のアミノ鍛配列の相同性

が約 84%と高いが、それぞれの抗原結合部位の位置11大き く呉なる :!3:!4l 抗

DNS-FvのDNS-Lys結合部位l士、 H鎖N末端、 Hlノレーブ、H3ルーフに国主れた

領域によって構成されているのに対し、抗 fluorescein抗体の fluorescein結合部位

は、 VH、VLドメインの界面に位置している これを Fí g.3・~ ，こ示した抗 DNS-Fv

の結晶構造を用いて日食えると、 DNS-LysはH3ループの左側、 fluoresceinはH3ル

ープの右側に結合していることになる このことを考慮に入れると、抗 DNS-Fv

において Ab*1士、 Tyr96(H)が結合*ケットを塞ぎ DトJS-Lysが結合できなくなる

c10seフォームであると述べたが、一方で VH、VLドメインの界面の位置に新たな

リガンド用の結合ポケットを有している可能性がある

Wilsonらのグループは、 5種類のステロイド存在下における抗progesterone抗体

の結晶構造を解き、 cross-reactivityについて報告している m その結果、異なる

抗原結合ホクットに化学構造の異なるステロイドが入り込み.それぞれ高親和性

を後得していることが判明したのこのように、複数の抗原結合ホケットを用意し、

それに応じた数の抗原と結合する抗体が存在していることが示唆されている ま

た、 Milsteinらのグループは、ストッフトフロー蛍光法を用いて抗 2・phenyl-5-

oxazolone (Ox)抗体の速度論的解析を行い、さまざ主な抗原結合スキームを提唱

している 26) 得られた40種類の抗Ox抗体のうち 3種類において 2相性主たは3

相性の Ox結合過程が観測されたため、彼らl士、これらの抗体について構造異性

化が起こってると結論した.また、この構造異性化により認識可能な抗原の数を

増やしているのではないかと考察している

抗 DNS-Fvについては、 AbとAb*で示される 2つのコンフォマーが存在し、そ

のうち Abのみに DNS-しりが結合することが明らかになった ただし、 Ab*は

DNS-Lys以外のリガンドと結合可能なコンフォマーである可能性があることから、

抗 DNS抗体は、 AbとAb*の2つのコンブオメーションを予め用意して複数の抗

原を認識する多機能抗体であると考えられる このように、抗体の抗原結合部位

が複数のコンブオメーションをとることにより認鍛可能な抗原の数が増え、 CDR

ループのアミノ酸配列やその長さを変化させることにより獲得していた抗原認識

の多様性を補っているのではないかと考えている
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3-5. 結論

NMRおよびス トッフトフロー法を用いて抗DNS-Fvを解析した結果、抗原結合

部{立には2つのコンフオ7 ーが存在し、そのうちの一方が DNS-Lysと結合可能な

フォームであることが明らかになった。また、各コンフォマ一間の交換速度定数

や DNS-Lys結合速度定数を決定することに成功した以上の結果より、抗体の構

造異性化によって抗原認識の多様性が補われている可能性を示唆することができ

た

3-6. 付録

(付録 1) 化学交換ピーク強度と NOE混合時間

化学交換過程を

k，日
A +主 B (35) 

kB̂  
と仮定する このとき、交換速度定数 kABとk日̂I士、 AとBのそ/レ数ふと X日を用
、て、

k̂B = xBk、~ =~ W0 
と表すことができる ここで、各スヒンの緩和速度をR，̂、R，円、 AとBの双極子
緩和速度を lらとすると、化学交換ヒーク強度 lAB('m)、IB̂ ( tm )1-1、

lAs( 'm)= I'M( 'm)=ーx̂xA(Rr}D)exp (ーσ'm)sinh (Dtm) (3.7) 

と表される lへただし、

σ= (R̂  ̂+ RBB) / 2 (3.8) 

o=(RM -Rsnl/2 (3.9) 

D=(o2 +X̂X日Rc2)'12 (3.10) 

R̂  ̂= R'A + 2r日RD+xBk (3.11) 

RsB = R，日+2rARI) + x̂k (3 12) 

Rc=RI)-k (3.13) 

である内ここで、 2状態を交換している lつのスヒンを考える ただし、 f?，̂= RIB 
=R，と仮定する、また、 Jeenerらが仮定した関係以=x日=1/2を用いずに、 XA;txB 

として扱う。
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2状態を交換している lつのスピンの場合には、その問に双極子緩和が働か介

いので、 RD=Oとなる その結果、

Rtv¥=RJA+Xsk=RJ+kAU (3.14) 

RsB = RJ日+xAk=尺J+knA (3.15) 

Rc=-k (3.16) 

σ= (k八日+kn八+2R，)/2 (3.17) 

o=(kA陪 kBA)12 (3.18) 

ρ= (kAJ1 + kBA) 12 (3.19) 

が成り立ち、それぞれを式(3.7)へ代入すると、

I岬("m ) = InA (τm)=xAxJJ/(λ・̂+xJJ) exp [一{RJ+ (kAl1+ kll八)12)τf1l] 
x sinh [{(k，¥s + ks八)12 }1m) (3ユ0)

と導かれる

(付録 2) 速度論的解析について

2分子の結合過程が2相性を示す場合、以下の2つの機構が考えられる

k.J k_1 

Ab + Ag :;:三 Ab-A邑 互主 Ab-Ag.

k.J k.1 

Mechanism 1 

Ab 十 Ag 互主 Ab.Ag 

k.1 ↑↓ kサ k.J 

Ab. 

Mechanism 11 

M巴chanism1は、 2分子が結合した後、片方もしくは両方の分子に構造変化が起こ

り、より安定な複合体になるモデルであり、 MechanismIIは、コンブオメーショ

ン平衡が予め存在し、その一方のコンフォメーションにのみにリガンドが結合す

るモデノレである、ストップトフロー測定において観測されるのは、各ステップに
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おける真の速度定数ん、 k_J、k+2、k_2を組み合わせた見かけの速度定数kf"-，，C k"酬
である。ここで、 kra"とは観測される速い栂の速度定数を、んIQWとは観測される遅

い相の速度定数を指す。また、 Mechanism[ではAg濃度を上げたときに k.f/nwの値

が増大し、 MechanismIIではAg濃度を上げたときに ks10IVの値が減少するため、

ksJo¥JIの Ag濃度依存性を追跡することにより、これらの 2つの機構を区別するこ

とが可能でユある

(2・1) k刊、 k_1

Mechanism nでは、見かけの速度定数は真の速度定数によって、

kfiω，= [し+(Ll + 4M)I且]/2 (3，21) 

k，.，""， = [L -(L1 + 4M)IIl] 12 (3，22) 

L=んJ(Ch + Cg) + L， + k+l + k_2 (3，23) 

M = LJ (k+) + L2) + LJ [k+2Cb + k_2 (Cb + C~)] (3，24) 

と関係づけられる。ここで、 qとらはそれぞれAbとAgの濃度である 真の速
度定数を求めるために、式(3，21)と式(3，22)を変形すると、

kftut + k，'m.. = L (3，25) 

kf"<I X k"ow = M (3，26) 

となるε したがって、[kt"+ksJ，仰!と[k戸Jtx kslowlをAg濃度に対しフロットすると、

それぞれの傾きよりんとんの値が得られるc

(2・2) k+1 

Cgを大過剰にしたときの速い柑と遅い相の振幅を用いることにより、AbとAb*

の存在比を求めることができる らが大過剰 (k+JC~ ~ ん，Cb+ k_J ; [1 + {Cg I 
(Cb+ Ka-

I
)}] ~ k+1: Ka I't結合定数)のとき、式(3，21)と式(3，22)を、

ら<1= k+JC， (3，27) 

k"ow = L] (3，28) 

と表すことができる3 このとき、速い相!士、予め存在する AbとAgの結合により

生じる複合体Ab-Ag形成に対応する 一方、遅い相は、 Ab*がAbに変化した後、

複合体Ab-Agが形成される過程に対応するn したがって、 Cgの値が増加するにつ

れて速い相と遅い相の振幅値の比が一定値に収束し、この比が AbとAb.の存在

比になるーAbとAb*の存在比l士k_}とん2の比に対応しているので、(2-1)の結果を

踏まえ、 ん の1直が得られるρ

(2-3) k_J 

Mechanism nにおいて結合定数 Kaは以下のように表されF
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Ka = k.J I { k_J ( 1 + k+21 k_2)} (3.29) 

したがって、すて、に決定された k+J、k_2、L"と結合定数 Kaの値から、 k_Jの値を

求めることができるu

(付録3) 熱力学的パラメーターの算出方法について

遷移状態理論 21)によると、遷移状態[Sl]と基底状態[S]の聞に平衡が存在し、そ

の平衡定数 Klを

Kl = [Sl] I [S] (3.30) 

と記述することができる さらに、速度定数 k，については、温度 T(K)、ボルツ
マン定数旬、プランク定数hを用いて、

k， = (kBT I h) Kl (3.31) 

と表される したがって、 [S] と [S! ]の間の自由エネルギー差 ~GI1 ，

~G = -RTlnK! = -RTln( k( h f ks T) (3.32) 

となり、速度定数 k， より、 ~G を算出することができる たた、し、 Rは気体定数

である 支た、エンタルピ一変化 必-1:および活性化エネ/レギ-EAについては、

d(ln Ki) I d(νT)=ー出 i/R (3.33) 

d(/n k，) f d( 1fT) = -EA / R (3.33) 

EA = ~H: + RT (3.34) 

が成り立つため、(1庁)に対し(ink，)をフロットし、その傾きより EAを導き出すこ

とが可能でめる。
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第 4章 実験材料と実験方法~触媒抗体 6D9-

4・1. 触媒抗体6D9とTSA(IU)、substrateσv)

触媒抗体 6D9を産生するマウス細胞株(ハイブリドー v) 、および

chloramphenicol phosphonate (transition state analogue : TSA (111) )と slIbstrate(IV) 

(Fig.5-2)については、生物分子工学研究所、藤井有s雄博士から戴いた

4-2. 抗体産生細胞の培養
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各種標識アミノ酸については、 IsocommerzGmbH 支たは CTLまたは ICON

Servic邸 Incから購入した 主た、標識アミノ酸を用いた培養法の詳細については、

文献を参考にした1)

4-3. 抗体の精製

抗体産生細胞を CO2インキュベーター中で2-3遡問培養を行い、完全に死滅さ

せた後、細胞を含む懸濁液を遠心(40C、7，000巾m、40min)して、上精を回収する

これを、限外糠過装置を用いて約 50mJまで濃縮し、等量の Bindingbuffer (1 M 

Glycine、1.5MNaCI、pH8.95)で希釈した後、プロテインAアフイニティーカラ

ムに吸着させる 本実験に用いた [gGlの溶出は、 elutionbufferとして酢酸緩衝液

(50mM酢酸ナトリクム、 150mMNaCI、pH4.3)を用いて溶出させたp

4-4. .Fabフラグメントの調製

rgGI抗体を還元アルキル化後ノ、ノ、インで限定分解することにより、 Fabの調製

を行った

精製した抗体溶液を還元アJレキJレ化用緩衝液 (1.5M Tris・HCI、2mMEDTA、pH

85)に溶媒置換し濃縮する DT寸を加えて、抗体 10mg/ml、DTT10 mMとなる

ように調整し、 370Cで 1時間反応を行い、 S-S結合を還元する その後、 22mM

ヨード酢酸アミ ドを加え、 4oCで20分、遮光条件下でアノレキル化したー支た、

10mMDTTを加えることにより反応、を停止させた

さらに、逮元アノレキル化された抗体溶液を PBS(10 mMリン酸ナトリウム、 150

mMNaCI、pH7.3)に溶媒置換し濃縮する これに、 L-Cysteine.HCI. H20、ハハイ

ン(Sigma)を加えて、抗体5mg/ml、レCysteine.HCI.H102 mg/ml、ハパイン(SA=500) 

となるように調整し、370Cで4時間反応を行った その後、 30mMになるよう

にNーエチノレマレイミド(NEM)溶液を添加し、反応を停止させたz

上記で得られた限定分解産物については、 MonoQ用緩衝液 (20mM Tris-トICI、

pH 8.0)に対し透析し、 MonoQカラムにより精製した後、 MonoSカラムによりさ

らに精製したマ

4-5. NMR 測定

4ふ L. NMR試料の調製

Fab溶液を PBS(5mMリン酸ナトリウム、 200mM NaCI、3mM NaNJ) に溶媒

置換し、 NMR試料とした，NMR測定には5mm試験管 (液量約 400μ1)、または
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ミクロセル(液量約 2 1 0~1 ) を使用し、 Fab 濃度については1.0- 1.5 mMとした

また、TSA(rn)をPBS(5mMリン酸ナトリウム、200mMNaC1、3mM  NaN1 / D10) 

に溶解し 5111M TSA溶液を調製した この溶液を上記の Fab試料に加え pHを調

整、または、加えた後濃縮してから pHを調整することにより、 TSA(l1I)存在下の

Fab試料を作製した

一方、 substrate(TV)については d6-DMSOに溶解させ、 100mMのsubstrate溶液

を調製した この溶液を Fab試料に 4-12μl添加した後、速やかに pHを調整し、

substrate (IV)存在下のFab試料とした

4-5-2. 測定方法および測定条件

N恥1RiJI'J定に1士、 BrukerDRX600支たは BrukerDRX400主たは BrukerAMX400 

スヘクトノレメーターを使用した宅た、すパての測定にわたり繰り返し時間を 1.0

5とした

(l) 's_，sN shift correlation 
特に断らない限り、 3-9-l9ハルス系列 1)または選択的 IH ハルス Jlを用いた

WATERGATEスキームをハノレス系列に組み込み、水、ングナノレを抑制した 支た、

'1-1 :方向のスヘクト/レ幅を 7，000-10，000 Hz、データホイントを 1K、'5N方向のス

ヘクト/レ幅を 800-1，800 Hz、データポイントを 32-256とし、 TPPIまたは

States-TPI司法に従い取り込みを行った 各バルス系列ごとに用いたハラメーター

については以下に記す

(1-1) 'H-'5NHSQC(Fig.4・1)

，= 2.0 ms 
(1.2) HN(CO)(Fig.4-2)叫

，= 2.0 ms、d= 5.5 ms、T= 6.0 -8.0 ms 
( 1・3) t，-decoupled HSQC (Fig.5-10a)5) 

て=卜85ms， d = 2.0 1115 

(1-4) 'H-I>N shift correlation with cross-po1arization (CP) (Fig. 5-1 Ob) 

B，-field : 5.6 kHz、time:7.77 ms 
(1-5) 'HYN削 QCwith 1-1 echo sequence (Fig.5-16)61 

(，= 57μs、企=3.2 ms 

7)<シグナノレの抑制には、ト1echoパルス系列のみを用いた

(2) 'B_'JC shift correlation 

特に断らない限り 、3-9-19ハノレス系列 1)主たは選択的 IHハノレス 3)を用いた

WATERGATEスキームを八ノレス系列に組み込み、水シグナルを抑制した また、

50 



..--← 

IH方向のスへタト/レ幅を 7，000-10.000 Hz、データポイントを lK、IlC方向のス

へクトノレ幅を 1，000-4，500 Hz、データホイントを 32-128とし、 TPPIまたは

States-TPPI 法に従い取り込みを行ったー 各ノ~/レス系列ごとに用いたハラメーター

については以下に記す。

(2-1) IH_13C HSQC (Fig.4-I) 

1: = 1.1 -1.3 ms 

軽水サンフルのNMR測定に11WATERGATEを、重水サンフールOJNMR

測定には presaturallOnを用いて、*-シグナルを抑制した

(2-2) H(N)CA的

IH→I.'N、J5N→IHの分懐遅延時間 :3.8 ms 
15N→JjCα、13Cα→15Nの分極遅延時間 24 ms 

(2-3) H(NCO)CA4) 

IH→15N、15N→1Hの分極遅延時間 :4.0 lU 
15N→IJC'、IlC'→ 15Nの分極遅延時間 :12 ms 
13C"→ I;Cα、llCα→1.1C'の分極遅延時間 ・5，0ms 

(2-4) lH_lJC CT-HSQC with and without Jc..v amplitud巴modulation(Fig，5-22) 

τ= 1.2 ms、T=14.3 ms 

(3) IH_1H NOESY、IH_IHHOsAHA 

スヘクト/レ幅を 7，000-16，000 Hz、データホイントを lz方向に IK、tl方向に 400

-800とし、 Slalesまたは Slates-TPPI法に従い取り込与を行った各ハルス系列ご

とに用いたパラメータ一等については以下に記す一

(3-1) IH_1H NOESY with and withoul IlC decoupling (Fig.5-17)刷

(， = 57μs 

水シグナルの抑制には、 1・1echoパノレス系列のみを用いた巧

(3-2) IH_JH HOHAHA7) 

混合時間には肘包EVI7コンポジツトパルスを、また、その前後に 2，5ms 

のトリムノリレスを使用したまた、 rf磁場を8.9k:HZ、混合時間を 37，6ms 

として測定を行った

4-5-3.データ処理

各データの 11ポイントに対し、 2倍程度のゼロフィリングを行い、 Iz方向にはガ

ウス関数、 11方向にはガウス関数主たは Stne-squar巴関数を乗じ、フーリエ変換を

行った
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第 5章 NMRを用いた触媒抗体の抗原結合部位の解析

5・).序

5・l・1.触媒抗体 609

chloramphenicol phosphonate (transition state analogue : TSA (fU) ) e Keyhole Limpet 

Hemocyanin (KL問 を縮合させた抗原を用いて免疫することにより、

chloramphenicol monoester (1)をchloral11phenicol(日)へと加水分解する、 6種類の触

媒抗体が得られている(Fig.5-2)1，2.)) それぞれの抗体について、アミノ酸シークエ

ンス、 触媒活性、結合活性などがすでに報告されており、 Fig.5-1、Fig.5-3、Table5-1 

にその一部を記載してある。6種類のうち 5種類の抗体 (6D9、9CI0、3G6、4郎、

8DII)については、 VHにおいて 70-80 %、 VLにおいて 89-95 %の高いアミノ

畿中目同性が見られ、また、そのうち 4種類の抗体 (6D9、9Cl0、485、8Dll)に

ついては、 substrate(rv)とTSA(lU)の結合活性の比(KTS/I Kss)と反応加速(keO/ I 

ん附，，/0)が等しいことが明らかになっている司本研究で用いた 6D9は得られた6種

類の触媒抗体の一つであり、その特徴としては、触媒活性が最も高い点が挙げら

れるn また、生成物による阻害をほとんど受けないことや、反応速度 (kcarとんcar)

が溶媒の水酸化物イオン濃度に比例して増加することが実証されている

fig.5-4は、触媒抗体非存在下または存在下における反応経路を模式的に示した

ものである 触媒抗体非存在下では基質Sが高いエネルギー障壁 S!を経て生成物

になるのに対し、 触媒抗体存在下では基質 Sが複合体 Ab-Sを形成してからエネ

ルギー障壁(Ab-S)tを乗り越え生成物になることを、この模式図は表している~)

このとき、

-RTln(Ks) -RTln(丸田"hI kg T) = -RTln(Ksl) -RTln(ん"hlksT) (5.1) 

が成り立つことから、

kC(lfl k"山叫 = KTSA I Ks (5.2) 

を満たす系については、遷移状態の安定化エネノレギー r-RTln(Ks:)J を遷移状態
アナログの結合エネルギ-r -RTln(KrsA)Jに置き換えて考えることが可能である
得られた 6種類の触媒抗体のうち 4緩類 (6D9、9Cl0、4町、 8D]1)について

は、 kca，I k"，酬と KrSAIんがほぼ等しく、 遷移状態の安定化エネルギーを TSA(Jl1) 
の結合エネルギーによって説明できる系である《一方、 k削 fk"，回 1= KrsA I Ksが成

り立たない、残りの2種類の触媒抗体 (3G6、7C8)については、遷移状態の安定

7 KrSA : association constant for TSA (1Il) 

R Ks . association constani for substrate (rv) 

9 k('(Jf 日rst-ordcrrate const叩 tof lhe hydrolym reaction with antibody 
10 
k“11('(11: first-order rate conslant ofthe hydrolysis reaction withOut antibody 
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化エネルギーと TSA(lll)の結合エネルギーが異なることから、四面体中間体の安

定化の他に、水酸化物イオンの求核性やアルコールの脱離のしやすさなどを向上

させる機能が付加されていると考えられる

さらに、 609についてはさまざまな部位特異変具体が作製されており、それぞ

れに関して kmll、kcol' KTSA、んが決定されている訪 中でも His27d(L)そ Alaへ

と登換した変具体では、 substrate (JV)に対する結合能がはとんど変化しないのに

もかかわらず、 TSA(ill)に対する結合能が著しく低下し、触媒活性が失われてい

た この結果より、 6D9の触媒活性には His27d(L)が重要な役割を担っていること

が明らかになっている。野生型と、 His27d(L)をAla八置換した変異体に関して測

定された各パラメーターについては Tabl巴5-2にまとめである

以上、 酵素化学的 ・分子生物学的研究により明らかになった 609の特色につい

てまとめる

(1) 一連の触媒抗体の中で最も高い活性を示すこと

同生成物による活性阻害を受けないこと

(3) 反応速度ん，が捺媒の水酸化物イオン濃度に比例して増加すること

(4) substrate (1 V)とTSA(rn)の結合活性の差によって触媒活性を説明できること

(5) His27d(L)が活性発現に重要な残基であること

5・1-2 基質存在下における NMR測定

酵素に結合した基質が遷移状態を経る時間は極めて短く、また、生成物に変化

すると直ちに酵素から離れるため、 NMRにより遷移状態や生成物結合状態を検

出することはできないι したがって、基質存在下において静索の N恥依 測定を行

うと、最初は酵素と基質の複合体が観測されるが、徐々に静素単独の分子数が増

え、最終的には酵素単独を観iJIJしていることになる しかしながら、反応が進行

しても常に酵素に基質が結合した状態が保たれるように、基質を酵素に対し過熱l

盆添加しておくと、 基質と酵素の複合体の NMRスベクトルを得ることが可能に

なる ただし、ある程度の時間が経過すると基質がすべて生成物へと変化してし

まうため、添加した基質の量と反応時簡を考慮して NMRの測定時間を設定する

必要があるF

触媒抗体609については、その特徴として生成物による活性阻害を受けないこ

とや反応速度ん，が溶媒の水酸化物イオン濃度に比例して治加することが挙げら

れる したがって、生成物と 6D9の複合体が形成されることはなく、また、低い

pH域においてはsubs(raleοy)と609の複合体の状態が比較的長く保たれるため、

6D9へsubstrale(IV)を添加後直ちにN恥依測定を行えば、 substrate(IV)と6D9の複

11 Km ' Michaelis constant 
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合体の高次構造情報を得ることが可能になる ただし、測定時間を怪力短縮する

必要があることにはかわりはなく、以下に短時間の NMR測定を可能にした出イ

ントについて簡単に記述する

アミノ酸選択的な安定同位体標識法の適用

本研究では、 609を限定分解することにより抗原結合フラグメント Fabを作製

し、それを用いて NMR測定を行っている今Fabにはアミドプロトンだけでもおよ

そ440個存在し、その数の多さからシグナノレに重なりが生じてしまうーそれを回

避するために分解能を向上させたり多次元化(30、40)を行うこともできるが、測

定に要する時聞が長くなる そこで、アミノ酸選択的にI3C主たは I'N標識した

Fabを用いて、観測されるシグナルの数を大幅に減らし、短時間のN恥ffi.測定を可

能にしたc

技術の進歩

間叫ミ装置の高磁場化やデジタ/レフィノレターの導入など、技術の進歩に伴い

NMRスペクトノレのSINが格段にl向上した また、 13CやI5Nでの編集実験や水シ

グナルの抑制にグラディエントバノレスを利用することも S仰 の向上に役立ってい

る その結果、以前に比べて積算回数を減らすことができ、短時間で NMR測定

を行うことが可能になった

5-1-3. substrateとTSA

遷移状態アナログである chloramphenicolphosphonate (田)を特異的に認識する触

媒抗体609により、 chloramphenicol1110no巴ster(1)は、 chloramphenicol(1りへと加水

分解される(Fig.5-2) しかし、触媒活性や結合活性の測定には、 chloramphenicol

monoester (1)のC-I伎と C-3位の間で異性化が起こることを避けるため、 substrate

(IV)とchloramphenicolphosphonate (IJJ)が用いられているそこで、 NMR測定にお

いても、 substrate(rV)とchlorall1phenicolphosphonate (nr)を用いることにした，ま

た、 substrate(1 v)にはカノレボキシル基が付加されているため、 chloramph巴nlcol

monoester (1)に比べ水への溶解度が高いという利点もある 尚、カルボキシル基が

付加されている位置は、chloramphenicolphosphonate (II1)で KLHを縮合させていた

位置に対応しており、結合にはほとんど関与していないと考えられているκ 以下、

chloramphenicol phosphonate (111)についてはTSA、substrate(fV)については substrate

と記述する

5-J-4.研究概要

触媒抗体の高次構造解析は、より高い活性をもっ触媒抗体を作製するために有

用な知見を与えるのみならず、化学反応における触媒機構の解明にも役立つ し
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かしながら、今までに触媒抗体の抗原結合部位の動的立体構造に関する研究伊jli

なく、その反応機構の知見は乏しい そこで、本章でl士、NM.Rを用いて 6D9の

抗原結合部位の動的立体構造および活性発現機構を明らかにすることを目的とし

た

(1) substrate結合部位、 TSA結合部位の同定

ノ、プテン非存在下における 6D9およびそのsubsrrate複合体、TSA複合体のNMR

測定を行った NνRシグナノレの経時変化より、短時間 (2-3時間程度)のNMR

測定中には subSlrateが加水分解されないことがわかった したがって、 NMRに

より substrate複合体の高次構造情報を得ることができると判断した さらに、

substrateまたはTSA添加に伴う化学シブト変化より、substrateおよびTSAの結合

部位はともに VH、VLドメインの界面であると結論したn

(2) 抗原結合部位の構造多形性

His残基の主鎖アミド窒素を 15N標識した 6D9の!日。15NHSQCスベクトルを測

定したところ、ハブ'テン非存在下と substrat巴存在下においては H3Iレーァ1こ位置
する His97(H)由来のシグナノレが観測されなかったが、 TSA存在下においては観測

された。HSQCスペクトJレにおいてシグナルが観測されない一つの要因として、

化学交換によるシグ‘ナノレ強度の減少が挙げられる そこで、 cross-polarization61を

用いて IH_15Nシフト相関スヘクトルを測定したところ、新たに His97(H)由来のシ

グナノレが観測された同様な現象は、 Tyrl00j(H)とTyr32(し)由来のシグナノレについ

ても見られた したがって、 substrate存在下においてl士山 ループを中心に構造

多形性が存在しているが、TSA存在下ではその多形が消失することが示された

(3)抗原結合部位に存在する His27d(L)の微視的環境

Flis27d(L)の相互作用様式

His27d(L)のアミド窒索、ングナルの pH依存性を解析したところ、substrate存在下

における pKaについてはハフテン非存在下のものと同じ値を示したのに対し、

TSA存在下では pKaが大きく低下することが明らかになり、 subs凶 te存在下と

TSA存在下においてHis27d(L)が異なる相互作用機式をとることが示されたまた、

His残基の側鎖イミグゾール環の窒素をI5N標識した 6D9を調製し側鎖NHシグ

ナルの検出を試みたところ、 7個存在する His残基のうち定常領域に位置する

His I 99(H)のみがハプテン非存在下および substrate存在下において観測されたの

に対し、 TSA存在下では新たに His27d(工)の側鎖NHシグナノレが観測された した

がって、TSA存在下において His27d(L)の側鎖NI-:Iは水素結合を形成していること

が示された

1-1is27d(L)の互変異性の解析

中性付近における TSA複合体の His27d(L)のイミダゾーノレ環については、その
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pKa fl直(く4.3)より deprotonationフォームをとることが明らかである しかしなが

ら、 His残基のdeprotonationフォームには、 Jf立にプロ トンが結合したNJ:互変体

と3{立にプロトンが結合した N3互変体が混在している ζ そこで、 C4-Hシグナル

がC4とNの問のカンプリングにより強度変調を受けることを利用して、His残基

の互変体を決定するための新たな測定法を開発し、 TSA存在下の6D9に適用した

その結果、 His27d(L)のイミダゾーjレ環については N3互変体をとることが判明し

た したがって、 TSA存在下において His27d(L)のイミダ、ゾール環が水素結合を形

成するときには、互変体問の平衡が N3互変体に偏っていることが明らかになっ

た

以上、 N恥伎 を用いて触媒抗体 6D9の抗原結合部イ立を解析するこ とにより、

substrate存在下における H3Iレーフを中心とした構造多形性が TSA存在下におい

て消失することが判明した。また、 TSA存在下において His27d(L)のイミダゾール

環が N3互変体をとり水素結合を形成することが明らかになったe これらの結果

をもとに、触媒抗体の活性発現機構について考察する，
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略語一覧

[ 1~_l-l i s) 6D9-Fab : 

His残基の主鎖アミド窒素を 15N襟識した609のFabフラグメント

[15N_Tyr) 609-Fab 

Tyr残基の主鎖アミド窒素を 15N標識した 609のFabフラグメント

[15N_His， 1_13C_Yal) 60与Fab

His残基の主鎖アミド窒素を l刷機識し、 Yal残基のカノレボニル炭素をIlC標識

した609のFabフラグメント

[U_¥JC，15N_His，15下-l-Yal)609-Fab 

日is残基のすべての炭素と窒素をIlc、15N標識し、 Yal残基の主鎖アミド窒素を
15N標識した609のFabフラグメン卜

[U_¥3C，15N_His) 6D9-Fab 

His残基のすべての炭素と窒素を1JC、15N標識した609のFabフラグメント

[U_11C_His) 609-Fab 

His残基のすべての炭素を "C標識した609のFabフラグメント
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KTSA I Ks kcar / kllllCOf 
Km 
(μM) 

kcnr 

(min-I) 
antibody 

900 895 50 0.145 6D9 

12 707 3.8 0.115 7C8 

342 254 14.2 0.037 8DII 

381 281 5.8 0.046 4B5 

60 56 2.5 0.008 9CI0 

20 

Table 5・1Kinetic parameters ofthc anti-TSA (111) antibody-catalyzcd hydrolysis of substrate (IV) 
Km ; Michaelis cons回nt
kcol : first-ordcr ra田 constantofthe hydrolysis reaction with antibody 
kllnCnI :日目t-orderrate cons回n1ofthe hydrolysis reaction without antibody 
KS : association constant for substrate (rv) 
KTSA : 3ssociation cons回ntfor TSA (111) 

66 59.5 0.010 306 

3G6 

• 

3 

• 7C8 

2.5 

3.5 

(
~
e
u
h
E
4
ミ
q
huu『
)

叫

O

一
9CI0 

1.5 

3.5 2.5 2 1.5 

log (KS I KTSA) 

Fi呂5-3 Plot of log (KS I灯 SA)versus log (kcat I kuncat) for catalytic antibodies 
gencrated against TSA(lII). A linear relationship was obtaincd for 

antibodies 6D9， 4B5， 8011 and 9C 1 0 ; slope ~ 0.99. R 2 = 0.98 
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prot巴m

609 

6D9 (His27d(L)→Ala) 

Km 
(μM) 

50 

n_d 

kcol 

(min-1) 

0_145 

n.d. 

KTSA 

(M-l) 

1.8 X 107 

5.0 x 1()5 

Ks 
(M-l) 

I.7xlC戸

1.4 x lQ4 

Table 5-2 Kinelic constanls for hydrolysis and binding affinilics of 609 and ilS mu凶m
The"トIis-27d(L)-Ala"mu阻nthad no deteclable calalytic activity (n.d.) 
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5・2. substrate結合部位、 TSA結合部位の同定

5-2・1. NMR測定

(1) substrllteを用いたときの NMR測定時間の設定

短時間の NMR測定中には substralCの加水分解反応が進行せず、substrat巴複合体

の高次構造情報が得られることを確認した ['5N_Tyr] 6D9-Fabに対し subSlraleを

モル比で3倍量添加した後、直ちに pH6.0に調整し、 lH_15NHSQCスヘクトノレの

連続測定を行ったのl回の測定には 40分を要し、測定温度を 370Cとした その

結果、 substrate添加直後、 40分後、 80分後に測定が開始された 3つのスへクトル

については各シグナルの化学シフトが全く変化しなかった《したがって、 pH6.0、

37 oCにおいては、少なくても 80分以内に NMR測定を完了させれば、 substrate

の加水分解反応による彫響が現われず、 substrate複合体の NMRスヘクトルが得

られると判断した

支た、 pHや温度などの条件が異なる場合には、その都度測定時間の検討を行っ

たり、測定後に加水分解反応が進行していないことを確認した

(2)ハプテン非存在下、 substrate存在下、 TSA存夜下における NMRスペク

トノレ

ト.lis残基の主鎖アミド窒素を 15N標識した 6D9-Fabを調製し、 6D9-Fab単独と、

6D9-Fabに対しモ/レ比3倍量の subSlrateまたは等モノレのTSAを添加した款料につ

いて、 lH_15NHSQCスベクトノレの測定を行った(Fig.5-7) その結果、 substraleまた

は TSA添加に伴い His27d(L)とHis93(L)由来のシグナノレに同じような化学シフト

変化が観測された また、ハプテン非存在下やsubstrat巴存在下において観測され

なかった His97(H)由来のシグナノレが、 TSA存在下において観測されることが明ら

かになった 同様に、 Ala、Arg、Mel、Ue、Pbe、Trp、Tyr、Val残基の主鎖アミ

ド窒素を ISN標識した 6D9・Fabについても、ハプテン非存在下、 substrale存在下、

TSA存在下における lH_15NHSQCスヘクトルを測定し、比較を行った

5-2-2節において、各シグナノレの帰属方法について示す

5・2-2. NMRシグナルの帰属

主鎖NHシグナJレの帰属には、 (1)同じサブクラス問の比較、 (2)IlC_15N二重標

識法 7)、(3)連鎖帰属法的、 (4)再構成法、を併用した町ここでは、 His残基の帰

属を例にとり各方法について簡単に触れる
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(1) 同じサブクラス聞の比較

定常領域のアミノ酸配列が同一である 6D9、9CI0、3G6、7C8に関してl士、 CH1

どCLドメイン由来のシグナルの化学シフトが等しくなる これを利用し、可変領
域 (VII、V1ドメイン)と定常領域 (CIlI、CLドメイン)由来のシグナJレを熟知lし

た

TSA存在下においてC5N-His]6D9-Fabの IH_15NHSQCスヘクトノレを測定したと
ころ、 7個存在する His残基由来のシグナノレがそれぞれ分隊して観測された

(Fig.5-5a) 便宜上各シグナ/レを Ha-gと名付け、 Fig.5-5aに付記してある 主た、

同様lこe5N-His]9C1 O-Fab、C5N-His13G6-Fab、(ISN_His]7C8-Fabにおいても IH_1SN
HSQCスヘグトルを測定したところ、Fig.5-5aにおいて観測された 7個の、ングナル

のうち Ha、Hc、Hd，Hfについては、すべてのスへクトノレにわたり観測された

CHIドメインと CLドメインには2個ずつ計4個のHis残基が存在する したがっ

て、各抗体の HSQCスヘクトルにおいて同様に観測されたト!a、Hc、Hd、Hfは、

定常領域由来のシグナ/レであることが判明した

(2) IlC_15N二重標識法

隣接するカノレボニノレ炭素とアミド窒素を配列特集約にそれぞれ I)C、ISN標識し、

1JC_15Nカップリング('Jc..v)を検出することにより位置特異的な帰属を行った

I々-，'の検出には、 IH_15NHSQC主た11HN(CO)を用いた IH_15N HSQCスヘタト

/レでは IJC_Nによる NH、ングナルの分裂が観測され、帥J(CO)スヘクトルでは 1./，れ

をもっ NHシグナノレを選択的に観測することができる

Fig.5-5b (士、 His残基の主鎖アミド窒棄の ISN標識に加え Val残基のカルボニル

炭素を同時に 13C標識した 6D9-Fabの IH_15NHSQCスベクトノレである 日dとHg

のシグナノレには、 15N軸方向に IJc・-、(-15 Hz)による分裂が観測されている した

がって、 日dとHgl立、 6D9・Fabに2箇所存在する VaJ-His配列に対応し、 刊誌7d(L)

とHisI64(H)由来のシグナノレで、あることが判明した

(3)連鎖帰属法

H(N)CAとH(NCO)CAを併用する ζ とにより、帰属の完了した NHシグナ/レか

ら隣接する残基のNHシグeナ/レを帰属することができるe

6D9-Fabの可変領域にはSer-His配列が2箇所存在するため、二重標識法では一

義的な帰属を行うことができない そこで、これらの His残基が隣接する C端側

の残基は異なり、配91JがSer-His93(L)ーYalとSer-His97(HトTyrであることを利用し、

H(N)CAと H(NCO)CAによる帰属を行った Figふ6に、 [u_1JC，1 ~-His， 15N_ Val1 

6D9-FabのH(N)CA、H(NCO)CAスベクトルを示す。6D9-Fめ にはHis-Yal配列が
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l箇所しか存在しないため、 H(NCO)CAスヘクトノレには VaI94(L)のアミドプロト

ンと トus93(L)のアルファ炭素の相関ヒータしか観測されていない さらに、得ら

れた His93(L)のアノレファ炭素の化学シフトを指標に、 H(N)CAスベクトルから

His93(L)のアミドプロトンの帰属』が完7した

(4)再構成法

ドメイン問の日結合を還元アルキ/レ化により刷新された FabI立、非共有結合に

よりヘテロダイマーを形成している そこで、標識したアミノ酸残基の異なる 2

種類の Fabの H鎖と L鎖を組み替え、 NMR測定を行い、 H鎖と L鎖由来のシグ

ナノレを識)5IJした

5-2-3. substrate結合部位、 TSA結合部位

各種アミノ酸の主鎖アミド窒素を 'SN標識した 6D9・Fabについて、ハフテン非

存在下、 substrate存在下、 TSA存在下における IH_15NHSQCスペクトルを比較し

た 各状態における、 日is残基と Tyr残基の帰属結果については、 Table5-3にま

とめてある をた、その他の残基のうち一義的に帰属が完了しているものについ

ては、 substrateまたは TSA添加に伴い化学シフトが変化した残基主たは変化しな

かった残基として、 6D9の三次元精進モデル上に赤色または青色で示してある

(Fig.5-9、後述)， 

substrateまたは TSA添加に伴い主鎖 NHシグナノレの化学シフトに変化が観測さ

れた残基を指標に、 substrate結合部位と TSA結合部イ立を同定することが可能であ

る 6D9の三次元構造モデノレ(Fig.5-9)上に、各リガンド結合によってアミドフロト

ンシグナルの化学シフトが 0.1ppm以上空たはアミド窒素シグナルの化学シフト

が0.5ppm以上変化した残基を赤色で示した 主た、化学シフトがほとんど変化

しなかった残基を青色で示した さらに、触媒活性にE重要な役割を担う His27d(し)

については黄色で表したただし、両リガンドの結合lこ伴い His27d(L)由来のシグ

ナルには変化が観測されており、 His27d(L)は赤色で分類される残基の一つである

以上の結果より、substrate結合部位と TSA結合部位がともに VjJ、 VL ドメイン

の界面に位置していること、吋is27d(L)が substrat巴結合部位と TSA結合部位を形

成している残基に含まれていることが判明したe
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fr巴e +substrat巴 +TSA 

IH 15N IH 15N IH 15N 

H27d(L) 9.10 129.6 9.38 131.3 9.40 131.3 

H93(L) 8.83 121.2 8.71 119.2 8.66 118.8 

H97(H) 8.63 124.6 

什巴巴 +substrate +TSA 

IH 15N IH ISN IH 15N 

Y32(L) 6.44 128.0 

Y49(L) 9.28 122.4 9.15 122.3 9.16 122.2 

Y86(L) 9.02 126.2 9.02 126.1 9.08 126.3 

Y87(L) 9.94 122.0 9.91 121.9 9.95 122.0 

Y32(H) 7.75 117.2 7.56 115.9 7.48 115 1 

Y58(H) 8.25 125.3 8.36 125.6 8.47 126.3 

Y59(H) 8.78 l18.5 8.76 118.5 8.76 118.8 

Y79(H) 9.32 124.0 9.32 123.9 9.37 124.2 

Y90(問 9.30 126.8 928 126.8 9.30 126.9 

Y98(H) 

Y100j(H) 6.05 114.9 

Table 5-3 可変鋲域に位置するHis.Tyr残基の主鎖NHシグナルの帰属結果ー
ただし、 HSQCスヘクトル(Fig.5-7.Fig.5-81において観測されなかった残基については、
ーー で示した。

単位(ppm). pH 6.0. 37・c
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Fig.5-9 6D9の可変領域の三次元構造モデル
(a) substratcまたは (b)TSA添加に伴い、主鎖NHγグナJレが'H軸口町1向にO.lppm以上、
または、 "N軸方向にO.5ppm以上変化した残基については赤色で、それ以下の変化しか
観測苔れなかった残基については青色で示した。

また、 His27d(L)については黄色で示した。
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5ふ 抗原結合部位の構造多形性

5ふ1.化学交換現象の検出

(1) シグナルの広幅化

7個存在する His残基のうち ト13ループに位置する l-hs97(H)由来のシグナノレは、

ノ、プテン非存在下と substrate存在下のIH_15NHSQCスヘクトルでは観測されてい

ないのに対し、 TSA存在下では観測されている(Fig.5-7) そこで、 His97(H)由来の

シグ、ナノレがsubs同 t巴複合体と TSA複合体の高次構造の違いを反映する指標になる

と考え、シグナ/レが広幅化する要因について解析を行ったラ

HSQCスペクトノレにおいてシグナノレが観視IJ，きれない一つの要因として、化学交

換によるシグナノレ強度の減少が挙げられる。化学交換現象の存在を立証するため

には、しばしばT，やT1rの測定が行われるが、強度が著しく低下しているシグナ

ルについては適用できない そこで、広傾化しているシグナルについては、

cross-polarization (CP)を用いて IH_15Nシフト相関スヘクトノレを測定することによ

って、 化学交換現象の存在を確認できるのではなu、かと考え、検討を行った

(2) CPを用いた測定法と化学交換

(2-1) 'R_，sN shift correlation with CPとtl-decouplcdRSQC 

Fig.5-IOにIH_1lNshi合correlationwith CPとtl-decoupledHSQCのバルス系列を示

す

I H- I~ shift correlation wi出 CPでは、 IHにπ12パノレスをかけた後 Hartmann-Hahn

の共鳴により磁化分煙移動が起こり、 15Nに磁化が移行する<.15Nに磁化が移った

ところで tl期を設け、その後、再び磁化を戻し IH検出を行う 15Nに磁化が移っ

たポイントと IHに磁化を戻したポイントにπ12-(gradientpulse)-rr/2系列を組み込ん

だのは、不要な磁化成分を完全に取り除くためである また、 7)<シグナノレを抑制

するため、 t，検出期の前に 3-9-19パルス系列を用いた WATERGATEスキームを

組み込んである へ このバJレス系列では、磁化移動の期間に核スヒンがロ ックさ

れているため、化学交換による磁化の減少は抑制される

一方、 tl-decoupledHSQCでは、磁化移動に要する 2，期と 26期に化学交換が起

こると、核スピンの位相の広がりが引き起こされ、シグナノレ強度が減少する

したがって、化学交換しているシグナルに関しては、 tl-decoupJedHSQC 測定よ

りも IH-I~ shift correlation with CP測定から得られたスベクトルにおいて強度が

増大するu そのため、 著しく広幅化したシグナ/レについて化学交換現象の存在を

証明するときには、 CPを用いた方法は適していると考えられる
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(2-2) 測定方法の検証と測定条件の検討

抗 DNS-Fvの旧ノレーァに存在する残基由来の・ング、ナノレについては、化学交換現

象が見られることが明らかになっているため、抗 DNS-Fvを用いて測定方法の検

証と測定条件の検討を行った

Tyr残基の主鎖アミド窒素を 15N標識したFvを作製し、それを用いてtl-decoupled

トISQC測定とIH_15Nshi仇correlationwIth CP測定を行った ただし、 tl展開を行わ

ずに測定し、得られた l次元スへタト/レについてシグ、ナル強度を比較した 測定

にはBrukerDRX600スヘクトルメーターを用い、測定泡度を 300Cとした 支た、

tl-decoupled HSQCではτ=1.9 ms、!J.= 2.125 ms、IH_15Nshift corr巴lation\~ith CPで

はBI-field: 3.6 kHZ、 time(DlPSI2) : 8.05 msとしたc このとき、 2，+ 21¥. = tim巴
(DlPSf2)とし、同測定において磁化移動時聞が等しくなるように配慮してある

結果を Figふ11に示す。*印をつけたシグナルについては、 CPを用いることによ

ってシグナルの強度が増大している これらは、 Tyrヲ6(H)、 Tyr97(H)、 Tyr99(H)、

Tyrl04(町由来のシグナルであり、!l-decoupledHSQC測定では化学交換によってシ

グナ/レが広幅化することがわかっている。一方、市印を除くシグナノレの強度につい

ては、 CPを用いてもほとんど変わらないか、もしくはやや減少している この結

果から、CPを用いても化学交換現象が存在しないシグナルについては強度が増大

しないことを示すことができた門主た、 CPを用いることによって強度がやや減少

するシグナノレが存在する理由については、水シグナJレを抑制するために用いた

WATERGATEスキームの問における IHの緩和によると考えられる占

(3) 6D9・Fabへの適用

ハブテン非存在下において[15N_トlisJ6D9-Fabの IH_15Nshift coπelation with CP測

定と tl-decoupledHSQC測定を行い、シグナノレ強度の比較を行ったg 測定には

Bruker DRX400スヘクトルメーターを用い、測定温度を 43oCとしたF また、 11-

decoupJed HSQCではτ=1.85 ms， 1¥. = 2.0 ms、IH_1lNshift coπeJation with CPでl

BI・field: 5.6 kHZ、 time(DfPSr2) : 7.7 msとした fig.5-12にノイズレベルを等しく

設定したそれぞれのスペクトノレを示してあるG

tl-d巴coupledHSQC spectrumでは6個のシグナルしか観測されていないのに対し.

IH_15N shifl correlation spec川 mwith CPでは6D9-Fabに存在する 7個のHis残基由

来のシグナルがすべて観測されているおtl-d巴coupledHSQC spectrumにおいて観測

された 6個のシグナルについては、すでに帰属が完了しており、 印s97(H)由来の

シグナJレが観測されていないことが明らかになっている したがって、 II-I_I5Nshift 

correlation sp印刷m with CPにおいて新たに観測されたシグナルについてl士、 1-13

/レープに存在する His97(H)と帰属した
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また、各シグナルの強度比を比較したところ、 His97(H)を除く他の残基につい

ては、 lまぼ lもしくは l以下であり、化学交換現象が見られないことが判明した

(Fig.5-13a )，一方、 His97(H)については、 CPを用いることにより有意にシグナル

強度が増大し、化学交換が存在していることが明らかになった 尚、シグナル強

度を比較するにあたり、 l，-decoupledHSQC spectrumにおける His97(H)については、

ノイスレベルにおいて弱く観測δれたヒータの強度を採用している

substTate存在下の 'H_'5N HSQC;<.へクトノレにおいても l-Iis97(H)由来のシグナノレ

については広幅化しており、CPを用いて測定することによってシグナル強度が増

大することが期待される、しかし、 'H-"Nshift coπelatiol1 with CP測定や (，-

decoupl巴dHSQC測定には、ある程度の積算回数が必要なため、 substrateの加水分

解反応時間内に測定を完了することは難しい。これは、 Fig.4-1に示した通常の

'H-'5NHSQCに比べ、'H_'5Nshift correlalion with CPや l，-decoupledHSQCでは磁化

移動に要する時聞が長く、高分子量タンパク質を対象とする場合には緩和による

S削の低下が避けられないことによる 例えば、ハプテン非存在下において行っ

た各測定には、それぞれ約 6時間を要している。以上の理由から、 substrale存在

下については、 'H_'5N shift coπelatlOn spectrum with CPと t，-decoupledHSQC 

spectn，mの比較を行うことができなかった しかしながら、ハフテン非存在下に

おいて化学交換現象の存在が確認されたことから、 substrate存在下においても同

様の理由で l-lis97σn由来のシグナJレが広幅化していると考えられる

一方、 TSA存在下については、ハプテン非存在下における測定と同じ条件のも

と、 'H_'5Nshift correlatio日spectrumwith CPとt，-decoupledHSQC spectrumを測定し、

各シグナル強度の比較を行ったれその結果、 His97(H)を含むすべての His残基由

来のシグナ/レに有意な強度差は見られなかった(Fig.5・13b) したがって、 TSA存

在下では、すべてのHis残基に化学交換現象が観測されないことが判明した

5ふ 2.His以外のアミノ酸残基について

ハフテン非存在下、 subs回te 存在下の 'H-'~ HSQCスヘクトノレにおいては観測

されずに、 TSA存在下において観測されるシグナノレとしては、 His97(刊の他に、

Tyr残基に2個、 Phe残基に l個、計3残基は少なくても存在することが確認され

た 尚、フロープとした主主主主は、 A1a、Arg、Met、lle、Phe、Trp、Tyr、Yalの 9

種類である これらの、ング、ナノレのうち、 2偲の Tyr残基については二重標識法に

よって Tyrl00j(H)とTyr32(L)であることが明らかになったが、重複配列のために

Phe残基については二蓋標識法により一義的な帰属を行うことができなかった

ただし、 Phe91(H)と PhelOOk(H)の一方であることはわかっている

以上の結果より、ハフテン非存在下と substrate存在下において His97(向、

TyrIOOj(H)、Tyr32(L)由来の、ング‘ナノレを指標に観測された化学交換現象が TSA存
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在下において消失することが判明した また、同様な現象が、 Phe91(1-I)または

Ph巴lOOk(H)由来のシグナJレにおいても見られることが明らかになった これらの

残基のうち l-lis97(問、TyrlOOj(町、 PhelOOk(l-I)ば1-13Jレープに存在していることか

ら、ハアテン非存在下とsubstrale存在下において化学交換現象が観測される部位

は 1-13Jレーフを中心とした領域であることがわかった(Fig.5-14)

5ふ 3.化学交換現象と構造多形性

lH_15N HSQCスヘクト/レにおいて観測される広幅化したシグナルから、化学交

換現象が見られる残基を特定することができた このとき観測されている広幅化

には、 旧 と“Nの両方の核の化学交換が反映されている また、 CPを用いて広

幅化によるシグナノレ強度の減少を抑制したときにも、両方の骸の影響が現われて

いる

日Nの化学5l:換現象は構造多形性を反映するのに対し、 11-1の化学交換現象11:構

造多形性と水との交換を反映する そこで、そのどちらの影響によって化学交換

現象が観測されたのかを明らかにするため、測定温度を変化させて IH_15NHSQC 

スヘクトルの測定を行ったヮ測定温度を高くすると交換が速くなるため、構造多

形性が反映されている場合にはシグナノレが尖鋭化し、 水との交換が反映されてい

る場合にはシグナノレがさらに広幅化することが予想される

温度を変化させてハプテン非存在下の IH_15NI-ISQCスヘクト Jレを測定したとこ

ろ、37て では l-lis97(H)、 TyrlOOj(町、 Tyr32(L)由来のシグ‘ナルは観測されなかっ

たが、 430Cや 450Cにすると弱b、ながらちヒークが観測された"したがって、観

測された化学交換現象は、構造多形性を反映していると判断した

5-3・4.本節のまとめ

IH_15N shift correlation spectrum witl可CPとtl-decoupledHSQC spect印mを比較する

ことにより .化学交換現象について検討することが可能になった このとき、両

測定において磁化移動時間が等しくなるように2τ+2d = time (DIPSl2)とする方が

望ましい測定条件については、 CPを用いることによって一部のシグナルの強度

が増大し、それ以外のシグナル強度が変化しなければ問題はないが、もし、 T2や

T1pの測定などにより化学交換に関して既知のタンパク質を用いて予め条件を検

討することができれば、より好玄しいみこのようなタンパク質として、本研究で

は抗 DNS-Fvを用いている

この方法をハプテン非存在下の['5N-His]6D9-Fabに適用 したところ、 l-lis97(トi)

由来のシグナJレが化学交換により広幅化していることが判明した 主た、ハフテ

ン非存在下と同様に substrate存在下において点 IH_15NI-ISQCスベクトJレ上に

His97(H)由来のシグナノレが観測されなかったことから、 subslrate存在下における
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日is97(ば)にも化学交換現象が見られることが明らかになった さらに、ハンテン

非存在下と substrate存在下において観測された化学交換現象l士、構造多形性を反

映していることが示された。一方、 TSA存在下における His97(H)由来のシグナノレ

には広幅化が認められなかったことから、ハプテン非存在下と subs回 1巴存在下に

おいては His97(H)に情造多形性が存在しているが、 TSA存在下ではその構造多形

性が消失することがわかった

さらに、ハブテン非存在下と substrate存在下において Tyrl00j(H)や Tyr32(L)由

来のシグナノレを指標に観測された化学交換現象が TSA存在下において消失する

ことが判明した したがって、ハフテン非存在下と substrate存在下においては、

TyrlOOj(トl)とTyr32(L)にも構造多形性が存在していることが明らかになーった主た、

同様な現象が Phe91(H)または PhelOOk(H)においても観測されたため、ハブテン非

存在下と substrate存在下においては H3ルーフを中心に樽造多形性が存在してい

ろが、 TSA存在下ではその構造多形性が消失すると結論した
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Fig.5-14 6D9の可変領域の三次元構造モデルー

substrate存在下において観測される化学交換現象が、 TSA存在下において

消失する残基(H97(H)， YIOOj(H)， Y32(L))については、緑色で側鎖を表示した。
また、 F91(H)またはFIOOk(H)の一方にも同様な現象が観測されたため、

F91(ト1)とFIOOk(H)についてはオレンジで側鎖を表示した。
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5-4. 抗原結合部位に存在する His27d(L)の微視的環境

5-4・1. His27d(L)の相互作用様式

6D9の His27d(L)をAlaへと置換した変異体については、 subsrrate結合能がほと

んど変化しなかったにもかかわらず TSA結合能が大きく低下し、触媒活性が失わ

れていた。そこで、 substrateとTSAの識見1)に His27d(L)が重要な役割を担ってい

ると考え、 subsrrate存在下と TSA存在下における His27dι)の相互作用様式につ

いて NMRを用いて解析を行った

(1) His残基の pKa

まず、ハプテン非存在下、 substrate存在下、 TSA存在下における His27d(L)の解

離状態を明らかにするために、さて主ざまな pHにおいてClN-His)6D9-Fabの IH_1lN
HSQCスペクトJレを測定し、得られた窒素シグナノレの化学、ンフト変化から pKaを

決定したc このとき、 pKaの決定については、主鎖アミド窒素の化学シフトを

B伽=(IiH凶 +IiH肘 x[H+) / Ka ) / ( 1 +何+)/ Ka ) (5.3) 

に従ってフイシティングすることにより行っている(Fig.5-15)凶ただし、 lio同は観

測される化学シフト、IiH"l1: deprotonationフォームの化学シフト、IiHi，，!まprotonatlon

フォームの化学シフトである。この結果より、ノ、プテン非存在下と substrate存在

下については、 His27d(L)の pKaがそれぞれ 5.3と5.1であることが判明した ま

た、 TSA存在下については、 pH4.3 -7.5の範囲おいて His27d(し)の化学シフトに

変化が見られず、pKa< 4.3であることがわかった。 この pH域において

deprotonationフォームをとっていることについては、 5-4-2(5) i解離状態の識1)1)へ

の応用Jにて確認を行っているョ以上の結果より、中性条件下の His27d(L)につい

ては、各状態ともに deprotonationフォームをとっていることが判明した 主た、

substrate存在下における pKaについてはハアテン非存在下のものとほぼ同じ値を

示したのに対し、 TSA存在下では pKaが大きく低下することが明らかになり、

subs回 te存在下と TSA存在下において His27d(L)が異なる相互作用様式をとるこ

とが示唆された。

(2) H凶残基の側鎖 NHシグナノレの検出

N恥I.Rス〈タトノレ上に易動性プロトン由来のシグナルを観測することができる

のは、溶媒との交換が Nル恨 の時間スケーノレにおいて遅い場合に限られる 例え

ば、 9.4-14.1テスラ eHの核磁気共鳴周波数、 400-600 MHz)の装置を用いた

場合には、交換速度がおよそ 1X 103 (minぺ)より小さい場合にのみ観測可能であるr

His残基の倶1)鎖 NHシグアノレについては、水素結合を形成したりすることによっ
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て交換速度が低下している場合に限り観測されることが知られている

609のHis27d(L)については、 slIbstrate存在下と TSA存在下において相互作用様

式が異なることが示唆され、その違いが側鎖NHの交換速度にも反映されている

ことが期待される そこで、 [U_llC，15N-H.is]609-Fabを調製し、ハフテン非存在下、

slIbstrate存在下、 TSA存在下について His27d(L)の側鎖NH‘ングナノレの検出を試み

た このとき、検出されたシグナノレについて帰属が可能なように、 His残基の窒

素のみならず炭素にも安定同位体機織(13C、15N)を施してある また、 His残基の

側鎖 NHと水との交換速度をできる限り低下させるために、 NN恨の測定温度を

10 oCに設定した。

10 oCにおいて分子量約 50Kのタンパク質(609-Fab)を測定する場合には、緩和

による磁化の減衰が深刻な問題となるロそこで、磁化の減衰を最小限にとどめξ

ために、水シグナルの抑制に用いていた選択的 IHパルスやグラディエントパノレ

λを取り除いたパノレス系列(Fig.5-16)を使用した。また、照射された水、ングナルか

らのスピン拡散によって NHシグナノレの強度が減少してしまう恐れがあるため、

水シグナノレの抑制には 1・1echo系列のみを用いた。

Fig.5・16に示したパルス系列を用いて、ハプテン非存在下、 substrate存在下、TSA

存在下における [U_1JC，15N_凶s]609-Fabの I.Hf'NH1vIQCスベクトノレを測定し、

Fig.5-20にその低磁場領域を示した ハプテン非存在下と substrat巴存在下につい

ては、 7個存在する His残基のうち定常領域に位置する His199(H)由来のシグ、ナ/レ

のみが観測されているのに対し、 TSA存在下については、それに加えて His27d(L)

由来のシグナノレも観測されている。 したがって、 TSA存在下における His27d(L)

の側鎖 NHの交換速度は、 slIbstrate存在下に比べて低下していることが明らかに

なったe 以上の結果より、 TSA存在下における His27d(L)の側鎖NHは、sllbsrrate

存在下に比ベて強固な水素結合を形成していると考えられる

観測された側鎖問4シグナノレの帰属方法については、 (3)において示す

(3) His残基の側鎖由来のシグナ/レの帰属

観測された仮IJ鎖NHシグナルについては、 (3-1)同じサブクラス問の比較、 (3-2)

pKa値の照合、 (3・3)C2-Hからの NOE、の手)1頃に従って帰属を行った 支ず、

9CIO-Fabと3G6-Fabを用いて可変領域 (VH、VL) と定常領域 (C，同，1、CL) 由来の

シグナ/レを識別するr この結果を鑑みながら、主鎖アミド窒素と C2・Hをプロー

プとして決定された pKa値を照らし合わせ、 C2・H シグナ/レの帰属を完了する

その後、 C2-Hシグナ/レから観測される NOEによって仮IJ鎖 NHシグ‘ナJレの帰属を

行った

(3-1) 同じサブクラス聞の比較
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[u-13C-His]6D9-Fab、[U_llC-His]9C10-Fab、[u-I)C-HisJ3G6-Fab U) IH_13C HSQCス

ベタトノレを測定し C2・Hシグナルを比較したところ、すべてのスベクトルにおい

て、等しい化学シフトを示すシグナノレが4個ずつ観測されたため、これらを定常

領域に存在する His残基由来のシグナルと帰属した。問機に C4-Hシグナルにつ

いても、可変領域と定常領域由来のシグナノレを識別することができた

また、 [U_ 13C， 15N-His]9CI0-Fab、 [u _nC， I~-Hi s] 3G6-Fab を調製し、 TSA 存在下に

おいて lH_I~ HMQCスペクトルを測定したところ、 (U_13C，15N-His]6D9-Fabにお

いて観~IJ された 2 個のシグナ/レ(Fi g.5・20c)のうち一方の化学シフ トには、常にシグ

ナルが観測され、このシグナルについては定常領域の His後基に由来することが

明らかになった【

(3-2) pKlt値の照合

TSA存在下の[U_13C-His]6D9-Fabを銅製し、 さまぎまな pHにおいて IH_13CトISQC

スヘクトルの測定を行った。その結果、 7個存在する His残基のうち 6残基につ

いては C2-Hシグナ/レが観測され、それぞれを指標に各残基の pKaを決定するこ

とができた可決定された pKaf震については、 Fig.5-18に示した IH_11CHSQCスペ

クト/レ上に付記してある，この結果を、主鎖アミド窒素の化学シフトを指標にし

て決定された pKa値と照らし合わせ、 His97(H)を除くC2-Hシグナノレの帰属が完

了した。

His97(H)由来のシグナ/レについては、 370Cで測定された IH_llCHSQCスヘグト

ノレ(Fig.5-18b)では観測されていないが、45oCにおいては観測される (Fig.5-25参

照)，そこで、 450Cにおいて 5-4-2(6) r pKa値の算出Jに示した方法を適用した

ところ、得られた pKa-6.0がHis97(H)の主鎖アミド窒素を指標にして決定された

pKa = 6.0と等しいことが確認された、以上の結果、 His97(H)を含む、すべての His

残基のC2-Hシグナルの帰属を完了することができた。

また、帰属された C2・Hシグナノレをもとに、IH_1HHOHAHAおよびHCN測定 l仰

を併用して、 C4-Hシグナルについても帰属を完了させた。帰属結果については、

Fig.5・23に示したスペクト/レに付記してある

(3-3) C2・Hからの NOE

TSA存在下において[U_13C，15N_His]6D9・Fabの IH_1HNOESYスヘクトノレを測定

したところ、 His27d(L)のC2-Handlor C4-H 、ングナノレと 12.5ppmに観測される側

鎖 NHシグナノレの簡に NOEヒークが観測された(Fig.5-19a).8.0 ppmに観測されξ

シグナノレが His残基のC2-Handlor C4-Hであることについては、 Fig.5-17bのハノレ

• His27d(L)の2'位のプロトンと 4'位のプロトンの化学シフトは、 lま1;(等しい
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ス系列を用いて IH_1HNOESYスヘクトノレを測定したときに、 NOEピークがスヒ

ン結合CJC.H)により分裂することを利用し確認しである(Fig.5-19b) 以上の結果、
TSA添加に伴い新たに観測される側鎖 NHシグナノレについては、 His27d(Uと帰属

でき、また同様に、もう一方の側鎖 NHシグナルについては、 HisI99(H)と帰属さ

れた‘

5-4-2. Ris27d(L)の互変異性の解析

中性付近における TSA復合体の His27d(L)については、その pKa値(<4.3)より

deprotonarioJ1ブオームをとることが明らかになった しかし、 deprotonationフォ

ームには l位にプロトンが結合した N1互変体と 3位にプロトンが結合した N3

互変体が存在しているために、 His27d(L)の側鎖の状態を決定するには至っていな

いそこで、 His残基の互変体を決定する方法を開発して、 TSA存在下の 6D9-Fab

に適用し、 His27d(L)の微視的構造を館にすることを目指した勺

(1) His残基の互変異性

His残基のイミダゾール環の存在状態には protonal!onフォームと deprolonation

フォームがあり、さらに、 deprotonationフ定一ムについては N1互変体と N3互変

体が存在する(Fig.5-21) monomeric histidineについては、滋基性条件下における

13CNMR 測定により、 NI互変体に比べて N3互変体の存在比率が高いことが報告

されているが 11)タンパク分子内の His残基については残基ことに存在比率が異

なる。これ円、互変体問の平衡状態が周囲の残基との相対配置等によって規定さ

れているためであるc

(2) 測定法

今までは、 HMQCI2.J3.1叫、問、担C15.1向、 HSMQC11.18)測定を行い、隣接していない

核問のスピン結合 (}J"，.1/と3'/'¥-.H=ー11--2 Hz)の違いを検出することにより、互

変体を決定していたc しかしながら、絶対値の小さな引町一酬や 3.]川.1/4を使って磁

化移動を行うときには 50~ 100 msの分極遅延時間が必要とされるため、 30-40 

K.Da以上の高分子量タンパク質の場合には、スペクトル上に交差ピークが観測さ

れず、互変体を決定することができなかった そこで、高分子量タンパタ質につ

いても互変体を決定する方法の開発を行ったF

monomeric histidinel9)や N-メチルイミグゾーノレ均を用いた NMR実験から、 1-3

本の化学結合を隔てた核問のスピン結合定数が、 Hisの各状態ごとに報告されて

いるσig.5-21)、従来の方法では、仏!3.ffJ(N3互変体:-5.5 Hz、N1互変体:-9.0 Hz) 

に比べて 3J;
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間のシグナノレ強度が弱くなることを利用していた これに対し本研究では、やや

絶対値が大きしい.JO-.v3(N3互変体一13.4Hz)と 2J，山_，¥'/(Nl互変体 -4.8Hz)を

用いて .J変調 HSQC測定を行い、互変体を決定する Fig.5-22に、互変体の決定

に用いた lH_
13
CCT-HSQC with and wlthoul J(，_N amplitude modulationのハルス系列

を示す，ここで constant-umeである 2Tに 11 JJC4_C5の倍数を設定すると、 JJ('4イ5

によって変調を受けた C4磁化は2T期後に再結像するため、/んばJによるシグナ

ルの分裂は観測されなくなる 2り さらに、 Fig.5-22aでは、.Jc刊によって位相変調

を受ける C4磁化が2T期間後に再結像するするため、シグナノレの強度変調11起こ

らないι 一方、 Fig.5-22bでは、 2T期間に JCJ_Nによる位相変調が起こるため、シ

グナノレに強度変調が生じるι このとき、位相変調を起こす主な JCJ・Aは、 N3互変

体では JJO.N3~ー 13 .4 Hz、NI互変体ではそh'4川=-4.8 Hzである 2種類の測定か
ら得られるシグナル強度比 llIOと各互変体の存在比率は、

[/fO=cos {αx2πx 13.4 x T} x cos {(1-α) x 2πx 4.8 x T} (5.4) 

と表される ただし、 !と10は、 Jo..¥'よる位相変調を受けたときと受けないとき

のシグナノレ強度、 αはN3互変体の存在比率である。したがって、1If'値玄たはI

IIO値から .}('4-，¥'を求めることにより、互変体を決定することができるc

シグナノレ強度比1110は、設定する 2Tの値によって変化し、互変体ごとに計算

可能である 各互変体について、 2T=14.3， 28.6、42.9、57.2(ms)のときのシグナ

ル強度比 1/1(1を計算し、 Table5-4に示した計算した 2T値の範囲では、 N3互変

体と Nl互変体におけるシグ‘ナノレ強度比 1/111の差が、 2Tfl直の増加に伴い徐々に広

がっている F したがって、 2Tを長く設定することにより、互変体の識別は容易に

なる冷しかしながら、 2T期における緩和(T2)1こよるシグナル強度の減衰は以p(-

2TIT2)に従うため、高分子量タンパク質の場合に長い2T期を設けるのは適切では

ない その上、 2T 期を長くすると、 N3 互変体では ]Jc・4-~'/= < +0.5也、 Nl互変体

では'.[，刊川=+0.9Hzの小さなスヒン結合による強度変調の影響が大きくなる し

たがって、 2T= 28.6 ms (= 211Jc4-C5)とするのが望ましいと判断した。尚、この場

合、小さい方の.JC4-Nによる強度変調は、 0.4%以下に抑えられる。

(3) 互変体の決定

TSA存在下の[U_1JC.15N_His]6D9-Fabを調製し、 pH6.0、45oCにて lH_llCCT-

HSQC with and without .}('..v amplitude modulation 測定を行った また、測定中に Z

位のプロトンが重水素化されるニとを防ぐため、溶媒に軽水(90%H20、10% D20) 

を用いた

Fig.5-23に得られた結果を示す lH_1JC CT-HSQC spectrum without Jc.，¥ amplitude 

modulationでは、6D9-Fabに存在する 7個のHis残基由来のシグナノレがすべて観測

された(Fig.5-23a).。一方、 lH_1JCCT-HSQC spectrum問 th.fc.N amplitude modularion 

では、 JC.Nによる強度変調lとより各シグナノレの強度が軒並み減少した(Fig.5-23b)，
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His97(H)、 HisI64(H)、His189(H)のイミダゾーノレ環は完全にもしくは部分的に

protonatlOnフォームをとっているため除外し、その他の残基についてシグナル強

度比 1/1
0を計算し Table5-5に玄とめた。[110 -0.36のときにはN3互変体、 1110-

0.91のときには NI互変体であることを意味する また、これらの中間の 1110 値

の場合には、 N3互変体とNI互変体の平衡状態にあることに対応する その結果、

算出された 11 10値から、 日is27d(L)、His93(L)、His1 98(L)、His199(H)1士、主に N3

互変体をとることが判明した@

(4) 互変体聞の平衡

互変体問の平衡状態として存在しているために、 N3互変体と NI互変体にそれ

ぞれ対応する 1110= 0.36と[d=0.91の中間の値が得られることがある‘この場

合の I1[0値と各互変体の存在比率の関係について記述する

2T = 28.6 (rns)のとき、 11[0とN3互変体の存在比率αの関係、式仏、

[1 [0 = cos {αx2πx 13.4 x 0.0143} >( cos {(I-α)x 2π>( 4.8 x 0.0143) (5.5) 

と表される したがって、得られた 1110値を式(55)に代入することにより存在比

率αを算出することが可能である 支た、Fig.5-24に、シグナル強度比1/1(1と N3

互変体の存在比率αの関係を既知のカシプリング定数から計算し、理論曲線とし

て実線で示してあるω

測定を行った pH6.0において deprotonationフォームをとっている His27d(L)、

日is93(L)、His198(し)、His199(H)の111勺直と、 d巴protonation7 ;;0ームをとっている

(pH 8.1における)rnonomeric hislidineから得られた I/[O値を、 Fig.5-24に示した

理論曲線上にプロットした この結果は、 monomerichistidineでは N3互変体と

Nl互変体がおよそ 8対 2で混在する平衡状態にあることを示している 支た、

His93(L)とHisI98(L)についてはmonomerichistidineとほぼ等しい平衡状態で存在

しているのに対し、 His27d(L)とHis199(町については N3互変体に平衡が{腐ってい

ることが判明した9

以上の結果より、 TSA存在下における His27d(L)のイミダゾ一政環l士、 N3互変

体に平衡が偏り水素結合を形成していることが明らかになった

(5) 解離状態の識別への応用

(2)、(3)では、 'JC4-N3または lJC4りによって強度変調を受ける C4-Hシグナノレを

用いて、 His残基の互変体を決定できることを示した (5)では、 IH_IJCCT-HSQC 

with and without JC-N amplitude l1Jodulation測定により、さらにHis残基のprotonation

フォームと deprotonationアオームを識別することむ可能であることを示す His 

残基の解離状態の識別には、C2-1-Iシグナ/レが '.10・NIまたは 'JC2-，v3により強度変調

88 



を受けることを利用する

.!c-.vによる位相変調を受けたときと受けないときの C2-Hシグナノレ強度比l士、

'1 [0=∞5 (2rrJo_N1 T) COS (2rrJC;_N3 T) (5.6) 

と表される そこで、各解離状態において、 2T= 28.6 (ms)と設定したときのシグ

ナJレ強度比T，，0を計算する protonallonフォームでは、 1./C2、、:1=ー16.1Hzお上ぴ
1'/(']_N3 = -16.0 Hzより 、[/r<'=0.016となる 一方、 deprotonatioI1フォームでli:、

l./n_N1=ー12.2Hzおよび''/('2-，¥'3=ー1.9Hz、または、 1'/0_.1'1=ー1.9I-Izおよび 1.JC2_.̂'J= 

-12.2 Hzより、 1/10= 0.45 -0.65となる(詳細については後述)、

Fig.5・25に、 1H_13C CT-HSQC SpectrUn1 wi!h and without .!C-̂' amplitude modulation 

のC2-H領域を示す得られたC2-1-1シグナノレの強度比11[0 = 0.68土0.19[His27d(L)]、

0.46 :t 0.01 何is93(L)]、0.49:t 0.06 [His 1 98(L)]、 0.49土 0.01 仔lisI99(H)]は

depro!onationフォームをとっていることに対応し、[/，0 = 0.13士0.03[His 189(L)]、

0.008士0.02胆is164(H)]はprotonatlOnフォームをとっていることに対応する 4 主た、

11 f = 0.23 :t 0.05 [His97(H)]は、 deprotonationフォームと protonationフォームの平
衡状態にあることを意味するe

すでに、 5-4-1(1) fHis残基の pKaJにおいて、主鎖アミド窒素の化学シフトを

指標に pH適定実験が行われ、各 His残基の pKaが決定されているのその結果、

pH 6.0においては、 His27d(L)/ (pKa < 4.3)、His93(L)1 (pKa = 5.6)、His198(し)I (pKa 

=3.7)、His1 99(H) 1 (pKaく41)はdeprotonatlOnブオームをとり、 HisI89(L)/ (pKa = 

73)、日is164(H) I (pKa = 7.7)はprotonatJonフォームをとることが明らかとなってい

る】また、 His97(H)I (pKa = 6.0)については deprotonationフォームと pro!ona!ionフ

ォームの平衡状態にあると考えられる。したがって、化学シフトの pH依存性か

ら決定した pKa値が、 IJC1_NIおよび I'/C1_N3を用いて解離状態を量産別した結果を支

持していることが確認されたe

尚、 HisのC2に隣接した炭素原子はない そのため、 lH_llCCT-HSQC with and 

withou! ./C-N amp1itude modulation測定において、 2Tを必ずしも 111JC4_C5の倍数に

設定する必要はなく、測定対象によって 2Tを調整することができるe したがっ

て、さらに分子量の大きなタンパク質にまで適用範囲を広げることが可能である

(6) pKa値の算出

deprotonationフォームと protonationフォームにそれぞれ対応する 11 ，0 = 0.45 _ 

0.65と1/10=0.016の中間の値が得られたときには pKa値を算出することが可能

である勺

deprotonationフォームの存在比率を日とすると、 ，/10と各角軍隊状態の存在比につ

いては、

1110 = cos [2π xTx{α×日xI2.2+(I-α)x日x1.9+(1一日)x 16.0)] 

x cos [2π xTx(αxsxl.9+(I-α) x日x12.2+(I-s)x 16.1}] (5.7) 
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と表され、 1110、T、αから日を決定することが可能である さらに、 pとpKaの
問には関係式

pKa=pH-1og{ s/(I一日)} (5.8) 

が成り立つので、決定された日から pKaが導かれる

をた、式(5.8)を日について解き、式(5.7)へ代入すると、

J Ilo = cos {2π x T x rαx ( 11 (!OlpK，-，>'II + I)} x 12.2十(1-α)
x { 1 ， (101 PK.O -pH 1 + I)} x 1. 9 + { 101 pKa -pH 1， (101 pK" -pH 1 + J)} x 16.0]} 
x cos {2πxTx{αx { 1 r (1 01 rKo -r' J 1 + I)} x 1.9 + ( Iーα)
x (1 1(IO!pK，，-pHI+ I)} x J2.2+ (lOlpKa-pHlr(lOlpKa-pHI+ 1)) X 161}) (5.9) 

となり、[/]0とαからpKaを直接導き出すことが可能になる。Fig.5-26aにα=0、

0.2、0.4、0.6、0.8、lにおける[pKa-pH Jとrr[0の関係を、 Fig.5-26bに2T=JO.0、
20.0、28.6、40.0(ms)における[pKa-pH]と1/10の関係を、図示してある ただ

し、それぞれ2T= 28.6 (ms)またはα=0.8の場合のシュミレーションである

Fig.5-26aから明らかなように、 pKaを算出可能な pH域([pKa-pH]が0に近

いとき)ではαの寄与が小さいため、 α値の設定に関係なくほぼ正しい pKaを導

出ナることができる ただし、 C4-Hシグナノレにおいても同様にIIflとα、日の関
係式をたて、 C2-Hシグナノレと C4-Hシグナルの r/10からαとpを算出すること
可能である

[pKa -pH]とJIfの関係を示した理論曲線が正しいことについては‘確認する
ことができる本研究では、 monomerichistidineと6D9-Fabを用いて 2T= 28.6 (ms) 

の場合について実証したp

monomeric histidineについては、 主主ず、C2-Hの化学シフトの pH依存性から pKa

= 6.2を決定し、続いて、さまぎまな pHにおいて C2-HシグナJレの強度比Ifr(Jを

測定した3 得られたlIIO値を[pKa( = 6 2) -pH ]に対しプロットし、既知のカップ

リング定数より計算した理論曲線とともにFig.5-27に図示したこのとき、 (4)r互

変体聞の平衡」において示したようにα=0.8とした。その結果、実測値と理論曲

線がほぼ一致し、理論曲線が正しいことが証明されたた

をた、 6D9についても、主鎖アミド窒素を指標にして得られた各 His残基の pKa

値に対し C2-H、ングナルの1/]0値をプロットし、 理論曲線とともに Fig.5・28に示

した その結果、 6D9-Fabにおける実淑Jj値も理論曲線にほぼ対応していることが

わかった したがって、高分子量タンパク質についても、測定を行う pHが pKa

に近いときには Irro値から pKaを決定できること、および、測定 pHがpKaと隊
れていても deprotonationフォームと protonation7オームを識別すろことが可能で

あることが立証された。

His97(H)のC2-1-l、ングナルから得られた 1/]<> = 0.23は、 deprotonationフォームと

proωnatJonブオームの平衡状態にあること示している。そこで、一つの例として

His97(H)のC2-Hシグナノレを取り上げ、 11[0値からpKaを決定するF このとき、 α
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= 0.8と仮定するが、 H.is97(H)における[/JO値については、 Fig.28に示したよ うに

α値の設定にほとんど無関係に正しい pKa値を導くことができる II JO = 0.23を

式(5.7)に代入すると日=0.48が導かれ、さらに、 s= 0.48を式(5.8)に代入すること
によって pKa= 6.0が算出される この値については、主鎖アミド釜索の化学シフ

トの pH依存性から得られた pKa=6.0と等しし llIO値から pKaが正しく導かれ

ることがわかる

(7) 本方法の利点について

化学シフトの pH依存性を追跡することによって pKaを決定できる His残基に

ついては、 (1)指標としたシグナルの化学シフトが deprotonationフォームと

protonatronアオームで異なること、 (2)指標としたシグナノレの化学シフトに、目

的の His残基以外の解離性残基の影響が現われないこと、 (3)用いたタンハク質

が広い pH域で安定に存在できろこと、などの条件を満たす必要がある ところ

が、 (1)-(3)の条件が満たされない場合でも、本方法を用いると、必ずしも pKa

を決定できるとは限らないが、少なくても deprotonationフォームと protonatJo日フ

ォームを識別することが可能である 6D9の例からも明らかなように、タンパク

質にはさまざまな pKaをもっ His残基が存在するため、特に(3)の条件を満たすの

は困難な場合が多い したがって、本方法によって高分子量タンハク質において

His残基の互変異性を解析できるようになったことのみならず、解脱状態を解析

できる対象 (His残基)が広がったことが利点として挙げられる

5・4-3.本節のまとめ

支寸旬、 His27d(L)の解離状態を明らかにするために主鎖アミド窒素・ングナルのpH

依存性を解析したところ、ハフテン非存在下、 substrate存在下、 TSA存在下にお

ける pKaが、それぞれ5.3，5.1、<4.3であることが示され、中性条件下において

は各状態ともに deprotonatio日ブオームをとっていることが判明したc また、

substrate存在下における pKaについてはハアテン非存在下のものとほぼ閉じ値を

示したのに対し、 TSA存在下では pKaが大きく低下することが明らかになり、

subs回 te存在下と TSA存在下において His27d(L)が異なる相互作用様式をとるこ

とが示唆されたの

さらに、 His残基の側鎖NHシグナノレの検出を試みたところ、 7個存在する His

残基のうち定常領域に位置する His199(日)のみがハプテン非存在下および

substrat巴存在下において観測されたのに対し、 TSA存在下では新たに Hrs27d(L)

の伺IJ鎖 NHシグナ/レが観測された したがって、 TSA存在下における His27d(L)

の側鎖 NHの交換速度l士、 subSlr31e存在下に比べて低下することが明らかになっ

た以上の結果より、 TSA存在下における 日is27d(L)のjJ!IJ鎖NHI士、 substrate存在
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下に比べて強固な水素結合を形成していると考えられる

解離性残基が水素結合を形成することにより pKaが変化する場合、その pKaの

変化;量から水素結合エネノレギーを概算することが可能である 1.4(kcal!mol)のエ

ネルギ一変化は pKaが l単位変化することに対応するため山、 substrate存在下に

おける pKa=5.1とTSA存在下における pKa< 4.3から、TSA存在下において形成

される水素結合のエネルギーは 1.1(kcaνmo1)以上であることが示唆される しか

し、化学シフトの pH依存性から pKaを測定する場合、およそ 2単位の pH域に

わたり化学シフト変化が観測されることから (Fig5-15参照)、 pH4.3 -7.5の範

囲で主鎖NHシグナ/レの化学シフトに変化が観測されなかった 丁SA存在下におl

るHis27d(L)については、pKaが3.3以下であると考えられる"したがって、substrate

から TSAヘリガンドを変えることによって形成される水素結合エネノレギーl士、少

なくても 2.6(kcal/mol)であると見積もることもできる F これは、 substrate結合と

TSA結合のエネルギー差である 4.0(kcal/mol)の大半を占めているため、 His27d(L)

による水素結合形成が TSAの選択的な認識に重要な働きを担っていることがわ

かるs ただし、観測される pKaの変化は、 l本の水素結合だけを反映しているの

ではなく、対象となる部位を中心とした水素結合ネットワークを反映する 609 

のトlis27d(L)の場合には、イミグゾール潔の 3位のプロトンが水素結合を形成して

いることを示したが、その水素結合だけでなく l位における水素結合形成も pKa

に反映される さらに、その His残基の周囲の相互作用形成も反映される場合主

ある したがって、substraぬから TSAヘリプJンドが変わると、 His27d(L)を中心と

した相互作用ネットワークが形成され、そのエネノレギーが 2.6(kcal/mo1)以上であ

ると考えられる

さらに、高分子量タンパク質においても His残基の互変体を決定可能な方法を

開発し、試験的にまず monom巴richistidineを用いて N3互変体と Nl互変体がおよ

そ8対2で混在する平衡状態にあることを示したc この結果l士、イミグゾーノレ環

の炭素シグナノレの化学シフトから存在比を見積もった文献値 11，23)と一致しており、

提唱した方法の正当性が裏付けられている また、 TSA存在下における各 His残

基の互変異性について検討した結果、 His27d(L)、His93(L)、His198(Ll、円iSI99(H)

については主に N3互変体をとることがわかった。さらに、各互変体の存在比率

を算出したところ、 His93(L)とHisI98(L)については monomerichistidineと大きな

差が見られなかったのに対し、仰l鎖 NH シグナノレが観測された His27d(L)と

His I 99(H)については N3互変体に平衡が偏っていることが明らかになった

以上の結果より、 TSA存在下における His27d(L)のイミダゾーノレ環は、N3互変

{本に平衡が偏り、水素結合を形成していることが判明した。
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Fig.5-16 Pulse sequence for lhe 1 H-15N HMQC experiments 
Phase cycling :中1= -x.中2= X，-x可申3= X， -x，申4= -x， <i>5 = 2(x)， 2( -x). <i>6 = x， -x， -x司 X
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Fig.5・22 Pulse sequences forthe IH_13C CT-HSQC experiments 
Phase cycling 中I=y， -y，争2=2(y)， 2(ヴ).2(-x)， 2(x)， 

中3= 8(x). 8(-x)， <1>4 = 2(x. -x)， 4(-x， x)， 2(人 -x)

(a) without JC_N amplilude modulation‘(b) wlth JC_N amplitude mIJdulation 
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2T (01s) 14.3 28.6 42.9 57.2 

N3・tauto01er 0.82 0.36 ・0.23 -0.74 

Nl・tauto01e.. 0.98 0.91 0.80 0.65 

Table :;.4 Calculated inten..it) ratio 111 0 or，ho cross-p回 ksoblained in Ihe 
'11-I3C CT-HSQC 臥P町im~nts Wilh and withoU! JC_;.!. ampJituJe modulalion 
with variable cOnSl3nt-limc uelay 
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residue 11 10 m句orsta胞

H27d(L) 0.27士0.13 N3-tautomer 

H93(L) 0.52:t 0.02 N3-taulomer 

HI98(L) 0.57:t 0.05 N3-tautomer 

H199例) 0.44士0.03 N3-tautomer 

Tablc 5-5 Values of [ I [0 for the hislidine residues in 6D9・Fab

0.8 。
言

-g 。e』e 。.6

・t;>同5 z -a 0.4 

H27d(Ll 
0.2 

。
。 0.2 0.4 0.6 0.8 

fraction of N3・tautomer

Fig.5-24 シグナル強度比(1/[0)とN3互変体の比率の関係.
笑線については、既知のカップリング定数から計算した。
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2T = 10.0 (ms) 

2 3 

Fig.5-26 シグナ強度比(VIO)と[pKa-pH 1の関係
(a) N3互変体の存在比(α=0，0ム0.4，0.6， 0.8， 1)ごとに計算した理論曲線.ただし、 T= 28.6 (ms). 
(b)各2T(= 10.0，20.0，28.6，40.0 (ms))ごとに富士算した理論曲線ただし、 α=0.8.
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0.8 
• exper泊leotalvalues 

~ 0.6 calculated curve 

・阿0 圃国』

0.2 

。

-0.2 

-3 -2 -1 0 1 2 3 

( pKa = 6.2 ) -pH 

Fig.27 monomeric histidineにおける[/10.他とfpKa.pH]の関係.

各pHにおけるlno偵を[pKa.pH]に対してプロットした。また、既知のカッフリング

定数から3増した理論的織を臭事主で示した。ただし、 α=0.8としたc ; 300C、pKa= 6.2. 

i stzF 『
; 司':. 0.4 tllI99(H) 

山市?大 H189(L) 
-‘b-uz 出.a ， E 

ー

日164(H)

ー

e 

。
-0.2 

-3 -2 -1 0 1 2 

pKa -( pH = 6.0 ) 

Fig.28 6D9-Fabにおける1/10値と[pKa-pH]の関係.

各His残基における1/10イ直を[pKa.pH]に対してフロットした。ただし、 His27d(L)、
His199(H)のpKaについては、 -3.0と仮定した。また、既知のカップリング定数

から言構した理論曲線を実線で示した(Fig.5・26(a)参問。 ;pH=ιo 
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5-5. 考察

substrate主たはTSA添加に伴って化学シフトが変化する主鎖アミドNHシグナ

ルを帰属することにより、 substrate結合部位と TSA結合部位がともにVlI、 VJ_ド

メインの界面に位置すること、 His27d(L)が substrate結令部位と TSA総合部位を

形成する残基に含まれていることが明らかになったc さらに、主鎖アミドNHシ

グナノレを指標にしてsubstrate複合体と TSA複合体において異なる高次構造をとっ

ている部位を探索したところ、 substrale存在下における His97(H)、TyrIOOj(H)、

Tyr32孔)には構造多形性が存在しているが、 TSA存在下ではその構造多形性が消

失していることが明らかになった また、同様な現象l士、 Phe91(H)玄たは

PheIOOk(H)についても見られた 以上の結果より、 substrat巴存在下においてはH3

Jレーフを中心に構造多形性が存在しているが、 TSA存在下では消失することが判

明した 構造多形性が消失することは、エントロピー的には結合の推進力になら

ないが、水素結合、静電相互作用、ファンデアワーノレス相互作用などの形成を促

す したがって、 TSA存在下において H3ループを中心とした領域には、 substrat巴

存在下においては見られない相互作用が形成されていると考えられる、

続いて、6D9のHis27d(し)を Alaへと置換した部位特異変異体ではTSA結合能が

大きく低下し触媒活性が失われることが報告されていたので、 substrate存在下と

TSA存在下における His27d(L)の相互作用傑式について解析を行った 吏ず、

日is27d(L)のアミド窒素シグナノレの pH依存性を解析したところ、 substrate存在下

における pKaについてはハプテン非存在下のものとほぼ同じ値を示したのに対し、

TSA存在下では pKaが大きく低下することが明らかになり、 substrate存在下と

TSA存在下において His27d(L)が異なる相互作用様式をとることが示唆されたそ

こで、His残基の側鎖イミグゾーノレ環の窒素を 15N標識したFabを調製しHis27d(L)

の側鎖NHシグ‘ナノレの検出を試みたところ、 substrate存在下においては観測され

なかったが、 TSA 存在下では観測され、 TSA 存在下における His27d(L)のf~IJ鎖 NI-I

がsubstrate存在下に比べて強固な水素結合を形成していることが明らかになった

さらに、 TSA存在下において 凶s残基の互変異性を解析した結果、 凶s27d(L)につ

いては N3互変体に平衡が偏っていることが判明した。 したがって、 TSA存在下

において トIis27d(L)のイミダゾーノレ環はN3互変体に平衡が偏り水素結合を形成す

ることが明らカ斗こなったゐ

以上、 N加R を用いて 6D9の抗原結合部位を解析した結果、1-13ノレーフの構造多

形性が消失したり、His27d(L)が水素結合を形成することによって、6D9がsubstrat巴

に比べてTSAと高い毅和性を1獲得することが明らかになった substrate存在下と

TSA存在下における His27d(L)のpKa値の比較から、 substraleから TSAにリガン

ドが変わることによって形成される His27d(L)の水素結合エネルギーを 2.6

(kcal/l11ol)と見積もったが、これは His27d(L)を中心とした相互作用ネットワーク

の形成を反映した値である したがって、 His27d(L)の水素結合形成と H3ループ
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の構造多形性の消失については、十目補的t~関係にある可能性お高いが、少な く て

もこの2つの事象により substraleとTSAの結合エネノレギー差 (-4.0kcalJmol)の大

半を説明できることがわかる 以上、 subs同 te複合体と TSA複合体を比較検討し

た結果から、 H3ノレープの構造多形性が消失したり His27d(L)が水素結合を形成す

ることにより、 遷移状態が安定化され触媒活性が発現されると考えられる A

NMRを用いた 609の抗原結合部位の高次構造解析より、触媒活性改良に向け

た二つの道筋が考えられるe一つは、 substrate存在下と TSA存在下においてN恥依

スベクトJレに違いが現われた部位以外を無作為的に変異した抗体を作製する方法

である，609において見られたように、 substrateとTSAを識月')している部位は、

NMRスベクトル上に鋭敏に反映されるf これらは触媒活性に重要な部位である

ため、変呉させると現有の触媒能が低下してしまう恐れがある しかしながら、

それ以外の部位は現有の触媒能とほとんど無関係であるから、変異によって触媒

能が低下する危険性はなく、触媒能を向上させる機能のみが付加される可能性が

ある 609については、 H3ループ (His97(H)、Tyrl00j(同など)と Hlループ

(His27d(L)、Tyr32(L)など)がsubslTateとTSAの識別に重要な部位であるため、

抗原結合部位を形成するその他のノレーブ (HI、H2，L2、L3)の残基を無作為的

に変異させる。これによって、四面体中間体の安定化とし、う機能を損なわずに、

水酸化物イオンの求核性の向上やアルコーノレの脱隣のしやすさなどの機能が付加

される可能性があると考えている もう一つは、三次元構造を参考にして、より

強く TSAを認識できるようにしたり、その他の機能を付加させる方法である 609

については、 substrate複合体(または、 substrateanalogue複合体)やTSA複合体

の三次元機造をX線結晶構造解析によって明らかにする必要があるため具体的に

示すことができないが、このときに His27d(L)の互変体に関する知見等は役立つと

考えられる p

5-6. 結論

NMRを用いて触媒抗体 609の抗原結合部位を解析することにより、 subSITate

存在下における H3ループを中心とした構造多形性がTSA存在下において消失す

ることを示した。また、 TSA存在下において His27d(L)のイミダゾール環がN3互

変体をとり水素結合を形成することを明らかにしたーしたがって、 6D9は 旧 ル

ープを中心とした構造多形性や His27d(し)の水素結合によって substrateとTSAの

認、識に差を生み出していると結論した。以上の結果より、 H3ループを中心とした

檎造多形性が消失したり His27d(L)が水素結合を形成すると、遷移状態が安定化さ

れ触媒活性が発現されると考えられる。
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第 6章総括

本研究でl士、NMRを用いて抗DNS-Fvと触媒抗体6D9の抗原結合部位の高次構

造解析を行ったG 抗体の高次構造解析にはX線結晶構造解析法が用いられること

が多いが、 N1V依 法によって新たに得られる情報も多々存在する そのため、抗

DNS-Fvや触媒抗体6D9をそれぞれ一つのモデ/レケースと考え、 NMRt去によって
のみ得られる高次構造情報の抽出に心がけながら研究を進めた

抗DNS抗体については、 CH1ドメインが欠落した変具体のクロストリ川イン消

化によって抗原結合の最小単位である Fvフラグメントを作製することが可能で

あり、抗体の中でも特に NMR解析に適した系と考えられる さらに、エヒトー
フがDNS基であるため、蛍光検出など、 NMR以外の分析手法も適用可能である
ことも有利な点として挙げられる 本研究では、 NMRとストッフトフロー法を

用いて杭DNS-Fvの動的立体矯造解析を行い、その結果、抗原結合部位に2つの

コンフォメーションが存在し、そのうち一方にDNS・Lysが結合することを明らか

にすることができた 今まで NMRを用いで観測される動的構造情報は時間域に

限られていたが、ストップトフロー法を併用することにより結合活性との相関を

明らかにできることを見出せた戸さらに、各コンフォマーの高次構造情報につい

ては、残基問 NOEピークを観測することにより抽出することに成功した ただ

し、各コンフオマーの立体構造を決定するためには、さらに NOE情報を増やし

たりカップリングから角度情報を得る必要があり、今後の課題と考えている.

また、抗DN忘れの抗原結合部位に存在する2つのコンブオマーのうちDNS-Lys

と結合できない方については、他の抗原を認識する可能性があると考え、抗体の

抗原認識の多様性を補うために抗原結合部位に構造多形性が存在していると考察

したF この点に関しては、 NMRやストップトフロ-I:去を同僚に用いて、 DNS-しys
と結合できないコンブオマーに対するリガンドを見つけ、抗DNS抗体の多機能性

を証明する必要があると考えている また、他のさまざまな種類の抗体について

も構造多形性が存在していることを示したり、本研究において着目したミリ秒オ

ーダー以外の時間域の動的構造が抗原認識に及ぼす影響についても解析すること

が望ましい

本研究で用いたアプローチ方法については、 μs-msより遅い運動性と総合活性

の関係を解析するときには適切な手段だが、それよりも速い運動性に関しては適

用できないという問題点を抱えているc凶 -msより速い運動性が存在している場

合、各コンフォマー由来の NMRシグナノレは平均化し一つのシグナルとして観測

されるため、各コンフオ7ーに関する情報を分離することができないるまた、ス

トップトフロー法においても、サンプリング速度に関して装置に限界があるため、

凶 -msより速い運動性の存在は多相性の緩和過程として観測されないことなど

が理由として挙げられる NMR装置の高磁場化やストップトフロー装置の改良
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によって若干の改善を期待できるが、 ns以下の速い運動性については他のアプロ

ーチ方法の開発が望まれる

触媒抗体6D9については、 substrate結合能と TSA結合能の差によって触媒活性

を説明できるため、高次構造情報を触媒活性に結ひ。つけやすい系であることが利

点として挙げられるu 本研究では、 (1)substrate存在下ではH3ループを中心に構

造多形性が存在しているが、 TSA存在下では消失すること、 (2)TSA存在下にお

ける His27d(し)1士、 substrate存在下に比べて強固な水素結合を形成していること、

を明らかにすることができた烹た、構造多形性を検出するための測定法や His

残基の互変体を決定するための測定法を確立した他、 Nl¥伐 を用いた解析戦略を

示すことができた 今後、この知見を参考にして、より活性が高い部位特異変異

体が作製されたり、 NMRを用いることにより他の触媒抗体についても有用な知

見が得られていくことを期待する

6D9の触媒機構については、 H3ノレ」プを中心とした構造多形性の変化や

日is27d(L)による水素結合形成が、遷移状態の安定化に有利に働いていると考えら

れる このように、活性発現に重要な部位を探索し、その寄与について言及する

ことができるのは、 6D9については遷移状態の安定化エネルギーを TSAの結合エ

ネルギーに置き換えて考えられることによる N加恨 の適用範囲をさ らに広げて

いくためには、活性発現機構がより複雑な、触媒抗体を含めた酵素を用いて、主

らにアプローチ方法を充実させてし吋必要がある。

また、望んだ化学反応に対して高い活性をもった触媒抗体を作製するためには、

どのようなハプテンを用いれば良いのかc この問題点を克服しなければ、触媒抗

体の実用性・汎用性を高めることはできない今までは、目的とする反応の中間体

(遷移状態)のみが着目されハプテンがデザインされてきたが、今後は、抗体の

抗原、結合部位の特徴 (canonicalstructureや柔軟性など)なども考慮しながらデザ

インする必要があると考えている そのためにも、さまざまな化学反応に対ナる

触媒抗体の抗原結合部位が解析され、知見が蓄積されていくことが期待される

その際にl士、 X線結晶情造解析のみならず、間ぜRも有効な手段として用いること

ができるであろう。

タンパタ質や核酸などの三次元締造が解き明かされ、機能解析や書Ij薬に役立っ

た例がいくつも報告されているが、静的な構造からだけでは不十分な点、も多く、

動的立体構造に関する研究への期待は大きい。しかし、得られた動的構造情報を

機能と結び付けるのは難しく、書Ij薬への応用にはさらにいくつものハー ドルを越

えなくてはならない状態であるF そこで、今後は、動的機造に関する知見を蓄穫

していくことだけにとどまらず、その情報を参考にしてより有用な「ものJを作

製したり、それを作製するための道筋を確立していく必要があると考えていλ
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本研究で用いた触媒抗体の産生細胞ならびにそれに対するリガンドを御恵与下

った上、有益な討論をして頂きました、生物分子工学研究所藤井郁雄博士、問

中富士枝博士に深く感謝し、たします

抗 DNS-Fvの結晶構造の座擦を使わせて下さった、東京大学大学院薬学系研究

科蛋白構造生物学教室佐藤能雅教授に深く感謝いたします

Bruker Dルα600での測定にあたり便宜をはかつてくださった、味め素中央研究

所鈴木栄一郎博士、大竹亮子さんに深く感謝し、たします

本研究において共に実験を行い、ときには互いに励ましあった、東京大学大学

院薬学系研究科生命物理化学教室坂倉正義さん、増茂正泰さんに深く感謝いた

します

6年間の研究生活にわたって温かい御指導、御意見を頂いた、西村千秋博士、

加藤晃一講師、金載一博士をはじめとする、生命物理化学教室の皆様に感謝し、た

しますう

長い研究生活の問、終始混かく励ましてくれた、家族、友人に心から感謝いた

します。

最後になりましたが、研究に夢中になるきっかけを作ってくださり、終始祖か

い御指導を賜り ました、東京大学名誉教授、 現機能7.K研究所所長荒田洋治先生に

心より深く感謝申し上げます






