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【研究目的】

SRの阻害薬は，神経変性疾患の新たな治療薬になりうると期待されている。SRを標的とした新た

な神経変性疾患治療薬を開発するには，ヒトSRの阻害剤の作用機構を三次元立体構造から解明する

必要がある。得られる立体構造は，新たな薬物デザインの根拠となる重要な情報になると期待される。

従って，本研究は，ヒトSRとその阻害薬の立体構造をX線結晶構造解析によって明らかにし，阻害

剤の作用機構を解明することを目的として実施した。

【研究結果】

タンパク質のX線結晶構造解析を成功させるには，高純度のタンパク質試料が数十ミリグラム必

要である。また，タンパク質が不安定な場合には結晶化が困難であるため，安定なタンパク質試料を

得ることも重要である。ヒトSRは340アミノ酸残基からなるタンパク質であり，Cysを7つ有する。

Smithらは，Cys2とCys6をAspに変異させたヒトSRは安定で立体構造解析に適していると報告し

ている（Smithetal.,2010）。Smithらの方法にしたがって，我々はヒトSRのC2D/C6D変異体の発

現・精製を行った。

ヒトSRのC2D/C6D変異体のDNAを挿入したpET21aベクターを使って大腸菌BL21（DE3）RIPL

を形質転換し，目的タンパク質を発現させた。この方法は昨年度と同様であるが，さらに発現量を向

上させるために発現プロトコールを改良した。その結果，以下の発現プロトコールが，目的タンパク

質の発現量を大幅に改善させることがわかった。まず，培養プレートの大腸菌コロニーをスクレイパー

ですべてとり，100mLのLB培地に加えて，2～3時間程度37℃で前培養を行った（LB培地には

アンピシリンとピリドキシンをそれぞれ50mg/mLと0.01%になるように加えた）。わずかに白く懸濁

したら，1LのLB培地に加え，600nmのODが0.5になるまで37℃で培養した。その後，IPTGを

0.3mMになるように加え，37℃で約18時間培養した。回収した大腸菌を超音波で破砕し，上清画分

に含まれる目的タンパク質を精製した。

ヒトSRのC末端にHisタグを付加しているので，HisタグとNi2+イオンのアフィニティークロマ

トグラフィーで精製を行った。精製したヒトSRの純度はSDS-PAGEを用いて確認した。LB培地

2Lを用いて大腸菌を培養した場合，最大で9.6mgのヒトSRを得ることができた。昨年度までのプ

―16―



ロトコールでは0.14～0.39mgであったので大幅に改善されたといえる。

【考察と今後の展望】

研究代表者の研究によって，野生型SRはC2D/C6D変異体よりも活性が高いことが判明した。今

後は，改良されたプロトコールを野生型SRに適用し，結晶化に十分な量のタンパク質を得る。また，

理化学研究所NMR施設の立体構造解析パイプラインによる無細胞タンパク合成の利用も検討する。

さらに，創薬等支援技術基盤プラットフォームの利用も検討し，立体構造解析が成功するよう多方面

から研究を進める。

【全体の今後の展望】

神経変性疾患ならびにてんかん発作等の神経細胞の過剰興奮が引き起こす病態に関わるSRを標

的として，分子生物学，分子遺伝学，有機合成化学，構造生物学が共同する本研究は，様々な酵素阻

害薬の論理的デザインと検証のモデルケースとなり，さらに和漢薬資源等からも新たなSR阻害作用

物質を見出す事が期待される。これら，一連の研究を連携推進し，新規薬物創製を進める一連の手法

を実施する事は，富山県の薬業の振興にも資すると考えられる。
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