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研究成果の概要（和文）：釣竿法を利用した標的タンパク質同定により生理活性物質レンチノロールの標的タンパク質
S100タンパク質を決定した。本研究ではレンチノロール－S100タンパク質複合体の構造解析を行い、その構造情報を基
にレンチノロールを分子設計して、標的タンパク質への特異性の向上を目指した。研究成果として、大量調整したS100
タンパク質とレンチノロールの共結晶作製条件を見出した。複合体の構造解析によりレンチノロールの新たな薬効の発
見が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Protein-protein interactions are central to most biological processes and expected
 to represent an important class of drug targets near future. However, it remains challenging to design sm
all-molecule inhibitors of protein-protein interaction, in part due to the lack of structural information 
of the small molecule-protein complexes. We recently identified S100 protein as a target protein of wrench
nolol which is a bioactive compound we found. Biological experiment revealed that the wrenchonolol inhibit
s the protein-protein interaction between S100 protein and its partner protein Annexin. In this project, w
e identified a crystallization condition of a complex between wrenchnolol and Annexin. Structural determin
ation of the complex would permit the design of new wrenchnolol analogs with better activities.

研究分野：

科研費の分科・細目：

複合新領域

キーワード： X線結晶構造解析　ケミカルバイオロジー

生物分子化学・ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 

申請者の研究室ではこれまでに、転写因子

ESX の働きを阻害する化合物レンチノロール

（図１）を発見し、その作用機序を明らかに

してきた[JACS 125, 4992-4993 (2003)およ

び JACS 126, 3461-3471 (2004)]。この化合

物は、乳がんの患者約 30％で発現している

Her2 がん遺伝子の発現を選択的に抑える。そ

の作用機序は、レンチノロールが ESX のα－

ヘリックスを模倣し、核内でメディエーター

複合体のSur-2サブユニットと結合すること

にある。その結果、Her2 がん遺伝子の転写が

抑制される。しかしながら、レンチノロール

が「核への局在が見られない」、「Her2 がん遺

伝子発現に依存しない細胞毒性を有する」な

どの分子生物学・細胞生物学的な実験結果か

ら、他の生体内標的の存在が示唆されていた。

そこで申請者は、タンパク質精製を効率化す

るために開発した「釣竿法」（JACS (2007)）

を活用して、レンチノロールのアフィニティ

ー担体を作製し、ヒト細胞抽出液から標的タ

ンパク質を精製した。このアフィニティー精

製で標的タンパク質Sur-2とは違うレンチノ

ロール結合タンパク質を発見した（未発表）。

そのタンパク質は S100 プロテインという

EF-hand 構造を有するカルシウム結合タンパ

ク質であった。このように、タンパク質間相

互作用を標的とする薬剤は、しばしば複数の

相互作用を標的することから、高い特異性を

有する薬剤開発は困難である。レンチノロー

ルにおいても、その標的タンパク質同定の結

果から、ESX－Sur-2 複合体の相互作用を標的

とするだけでなく、S-100A11－アネキシン I

の複合体も標的とすることが明らかになっ

た。本研究では、レンチノロール－標的タン

パク質 S100 プロテイン複合体の構造を解析

し、その構造情報を基にレンチノロールを分

子設計し、薬剤対象となる相互作用（ESX－

Sur-2）に、より高い特異性を有する分子へ

の最適化を目指した。 

 
２．研究の目的 
タンパク質間相互作用を標的とする小分

子化合物は、創薬研究のみならず、タンパク

質分子の生体内機能を解明する上でも有用

な道具となる。しかし、任意のタンパク質間

相互作用を標的とする薬剤を合理的にデザ

インする方法はない。本研究では、我々が発

見したレンチノロールを基に、タンパク質間

相互作用の阻害剤を合理的にデザインする

方法の開発を目指す。具体的な本研究の目的

は３つある。 

①生理活性化合物であるレンチノロール

とその標的タンパク質の複合体のX線結晶構

造解析を行う 

②複合体の構造情報を基に誘導体を設

計・合成し、レンチノロールの薬理活性を向

上させる 

③レンチノロール骨格を土台として、任意

のタンパク質間相互作用を標的とする化合

物を創出する 
 
３．研究の方法 
タンパク質の発現には T7 系発現ベクター

pET3 ベクターを用いた。標的タンパク質

S-100A11、S-100A13 および S-100A16 の cDNA

はヒト HeLa 細胞から調整した cDNAｍRNA ラ

イブラリーからの RT-PCR 法により得た。標

的タンパク質の発現にはそれぞれの cDNA を

組 み 込 ん だ pET ベ ク タ ー を 大 腸 菌

BL21CodonPlus(DE3)-RIPL 株に導入した形質

転換株を利用した。目的タンパク質は、ヒス

チジンタグのフュージョンタンパク質とし

て発現し、ニッケルカラムによりアフィニテ

ィー精製した。アフィニティー精製画分は、

更にイオン交換・ゲル濾過クロマトグラフィ

ーを行うことで精製標品を得た。それぞれの

標的タンパク質の大量調整は、各２０L の培

養・発現を行い、最終的に各１００ｍｇの精

製標品を得た。 
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図 1.レンチノロール 

４．研究成果 

結晶構造解析を行うために、レンチノロー

ルアフィニティー樹脂により同定した標的

タンパク質 S-100A11、 S-100A13 および

S-100A16 を大腸菌発現系により大量発現・精

製を行った（各１００ｍｇ）。また、レンチ

ノロール（図１）を合成により、大量調整し

た。調整した S100 タンパク質とレンチノロ

ールは完全なS100タンパク質-レンチノロー

ル複合体を形成させるために、モル比でレン

チノロール過剰となるように混ぜることで

複合体形成を行った。複合体の形成は、レン

チノロール-S100 タンパク質のＵＶ吸収をモ

ニタリングすることで行った。複合体のＵＶ

吸収波形は、レンチノロールの UV 吸収波形

と S100 タンパク質の UV吸収波形をそれぞれ

合算することで予想した。得られた S100 タ

ンパク質-レンチノロール複合体は、限外ろ

過を利用して緩衝液の置換（50 mM Tris-HCl 

(pH. 7.0) containing 1 mM CaCl2）を行い、

最終的に 2 mM の濃度まで S100 タンパク質-

レンチノロール複合体を濃縮した。得られた

S100A11-レンチノロール複合体溶液は、共結

晶作製条件をキットによりそれぞれ960種の

条件をスクリーニングした。このスクリーニ

ングにより数種類の結晶を作製することに

成功した。しかしながら、Ｘ線結晶解析が行

える良質のタンパク質の結晶を得るまでに

は至らず、再度、結晶化条件を検討すること

で良質の結晶を得られる条件を決定する必

要がある。今後、良質な共結晶を作製し、Ｘ

線結晶解析により S100A11-レンチノロール

複合体の共結晶の構造を解く予定である。 
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