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学位論文内容の要旨

  生活環境の変化や社会環境の多様化に伴い、病気の原因が病原菌のような外因性のものから、

循環器疾患や癌のような内因性のものーと移行してきている。そのため、内因性因了Iであるペプ

チドやタンパク質が治療薬として利用されるようになってきた。さらに今後も様々な生理活性ペ

プチドが医薬品として開発され、高齢化社会の健康医療を支えていくものと推測される。

  ペプチドの大量生産には融合タンパク質発現法がよく用いられている。融合夕ンノくク質発現法

は保護ペプチドとよばれるp－ガラクトシダーゼのようなタンパク質と切断に必要とされる部位

を含むりンカー配列を介して目的ペプチドを融合した形で安定的に発現させる方法である。発現

された融合タンパク質から目的ペプチドを得るために保護ペプチドと切り離す際にはプロテア

ーゼがよく用いられる。この方法による生理活性ペプチドの生産コストのうち、融合タンパク質

の切断に使用する酵素の占める割合は非常に高い。また、多くのプロテアーゼは哺乳類由来のも

のであルウイルス汚染あるいは狂牛病の原因因予である変性プリオンタンパク質の汚染も懸念

される。そこでこの酵素切断に大腸菌由来の外膜タンパク質エンドプロテアーゼOmpT (EC

3.4.21．87)を利用することにより、精製したプロテアーゼを反応系外から添加することなく、成

熟型生理活性ペプチドを遊離して、安価で安全な生理活性ペプチド医薬品の製造が可能であると

考え、本研究を始めた。

  OmpTは主に連続する塩基性アミノ酸残基（アルギニンとりジン）の間を選択的に切断するプロ

テアーゼである。ところが2つの連続する塩基性アミノ酸残基の配列は本プロテアーゼによる切

断にとって必要であるが、十分ではない。このように本酵素による切断には基質切断部位のアミ

ノ酸配列だけでなくその周辺のアミノ酸配列も関与していることが推測される。しかし、どのよ

うなアミノ酸配列があれば切断されるのか、その詳細は不明である。

  本論文fま OmpTの切断部位およびその周辺のアミノ酸残基に対する基質特異性を系統的に明

らかにした。さらにOmpTをプロセッシング酵素として広範に利用するために、OmpTのAsp97

にアミノ酸置換を導入して、Pl’部位の基質特異性を変化させた変異酵素を作製し、それらの生

理活性ペプチド生産への応用にっいて検討したものであり、以下の5章から構成されている。

  第1章は序論であり、本研究の背景と目的を明らかにした。

  第2章では主に連続する塩基性アミノ酸残基の間のペプチド結合を切断する大腸菌OmpTの
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より正確なPl’部位の基質特異性を184アミノ酸残基からなるグルカゴン様ペプチド－1(GLP-1)

融 合タ ンパ ク質 PRXを 用いて系統的に見出した。 GLP-1融合タンパク質PRRの切断部位は

Arg140-Arg141であり、GLP-1融合タンパク質PRXは切断部位のPl’部位のArg141を19種類のアミ

ノ酸残基に置換した基質である。変性条件(4.0M尿素存在）下でOmpTは連続する塩基性アミノ

酸残基の間だけでなくArg140-Asp141、_Glu141、_Pr0141以外はArg140のC末側の部位でPRXを切断

した。以上のことからOmpTにより基質が切断される場合、基質のPl’部位のアミノ酸残基をプ

口リンと酸性アミノ酸（アスパラギン酸とグルタミン酸）以外のアミノ酸残基で置換すると同じ

部位での切断が可能であるニとを明らかにした。

  第3章ではこれまでにP2とP2’部位以外のOmpT切断部位周辺のアミノ酸置換の切断効率に

対する影響は研究されていなかったので、184アミノ酸残基からなるGLP-I融合タンパク質を用

いて変性条件（4．OM尿素存在）下で系統的にOmpT切断部位周辺のアミノ酸残慕の切断効率に対

する影響を検討した。P4とP6部位が塩基性アミノ酸残基であれば、切断部位の切断率は高＜な

り、逆に酸性アミノ酸残基であれば、切断率は低くなるニとを明らかにした。また、合成デカベ

プチドを用いた反応速度論的な検討結果から、これは主に疋‥値の影響により触媒効率が変化す

るためであることが示唆された。さらに、P4とP6部位以外の部位でのアルギニン残基の切断効

率に対する影響を調ぺた。その結果、Pl0からP5’部位までの領域においてP2およびP2’部位以

外の部位をアルギニン残基で置換することにより、切断率が上昇することがわかった。また、―

アルギニン(Pl）‐アラニン(Pl’）－を効率よく切断するアミノ酸配列―アルギニンーアルギニン‐ア

ル ギ ニ ン ． ア ラ ニ ン ‐ ア ル ギ ニ ン (Pl） ‐ ア ラ ニ ン (Pl’ ） ― を 新 規 に 見 出 した 。

  ペプチド生産時の融合タンパク質のプロセッシングへの大腸菌OmpTの利用はアルギニン（ま

たはりジン)-Xaa (Xaaは目的ペプチドの塩基性でないN末端アミノ酸残基）での切断率が低いた

めに限定 されてきた。第4章ではこれを解決するためにOmpTの基質特異性を変化することに

より、様々なぺプチドを生産するためのプロセッシング酵素として利用できろ、特異的で効率的

なOmpT変 異酵素を創り出すことを目的として検討を行った。OmpTのAsp97が基質のPl’部位

のアミノ酸残基と相互作用していることが立体構造解析の結果から示唆されていた。そのため、

Asp97を19種類のアミノ酸残基に置換して、それらと184アミノ酸残基からなるGLP-1融合タ

ンパク質PRXを用いてそれらの反応性を調ペ、アルギニン(Pl)-Xaa (Pl’）で特異的に切断する

OmpT変 異酵 素を 見 出し た。 GLP-1融 合タ ンパ ク 質PRXのPl部位のArg140のC末 側にN末端

アミノ酸残基がフェニルアラニンであるヒトモチリンをモデルペプチドとして連結したモチリ

ン融合タンパク質PRMTを野生型OmpTと作用させてもモチリンは遊離されなかった。しかし、

Asp97をメチオニンに置換した変異酵素(D97M)を用いたところ、モチリンを遊離することができ

た。また、―アルギニン・アルギニン・アルギニンーアラニン‐アルギニン‐モチリンからなるアミノ

酸配列を有するモチリン融合タンパク質PMTを変異酵素(D97M)と作用させたところ、モチリン

融合タンパク質PRMTよりもモチリンを効率よく生成し、これからモチリンを精製することに

成功した。さらに、―アスパラギン酸．アラニン―アルギニン‐アルギニンーアルギニン‐アラニン―

アルギニン―モチリンからなるアミノ酸配列を有するモチリン融合タンパク質PMT7Dを用いる

と変異酵素との反応において副産物の生成を抑えることができた。OmpTのAsp97を口イシンと

ヒスチジンに置換した変異酵素はそれぞれ融合タンパク質からヒ卜副腎皮質刺激ホルモン(1-24)

と ヒ ト カ ル シ ト ニ ン 前駆 体を 生成 し 、OmpT変 異酵 素の 汎用 性を 示す こと がで きた 。
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  第5章は総括である。Asp97を置換したOmpT変異酵素をプロセッシング酵素として利用した

融合タンパク質発現法により、従来用いられてきた野生型OmpTの場合よりも、多くの種類の

生理活性ペプチドを医薬品として安全で安価に生産できる新規なペプチド生産系を本研究結果

から示すことがで‘きた。本研究で得られた成果はそのまま生理活性ペプチド医薬品の実生産に応

用可能である。
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学 位 論 文 題 名

大腸菌外膜エンドプロテアーゼOmpTを利用した

融合夕ンパク質発現法による

生理活性ベプチド生産方法の開発

  組換えDNA法による生理活性ベプチド生産の多くは融合タンパク質法によるものであり、発現され

た融合夕ンノくク質から目的ペプチドを得るために保護ペプチドと切り離す際には酵素的切断法がよ＜

用いられている。生理活性ペプチドの生産コス卜のうち融合タンパク質の切断に使用する酵素の占め

る割合は非常に高く、また多くのプロテアーゼは哺乳類由来のものであルウイルス汚染あるいは近年

では狂牛病の原因因子であるプリオンの汚染が懸念されている。そこでこの酵素的切断に大腸菌由来

OmpT  (EC3．4，21. 87)を利用することにより、精製したプロテアーゼを反応系外から添加することな

く、融合タンパク質から成熟型生理活性ペプチドを直接遊離することにより、安価に安全な生理活性

ペプチド医薬品の製造が可能であると考え、本研究を始めた。本論文はOmpTの切断部位およびその周

辺アミノ酸に対する基質特異性を体系的に明らかにし、さらにOmpTをプロセッシング酵素として広範

に利用するためにOmpTのAsp97にアミノ酸置換を導入することによりPl’位基質特異性を変化させた

変異体を作製し、それらの生理活性ペプチド生産への応用について検討したものであり、以下の5章

から構成されている。

  第1章は序論であり、本研究の背景と目的を明らかにした。

  第2章では主に連続する塩基性アミノ酸の間のペプチド結合を切断する大腸菌OmpTのより精確な

Pl’位基質特異性をグルカゴン様ペプチド―1(GLP―1）融合タンパク質PRXを用いて体系的に見出した。

融合タンパク質基質PRRの切断部位はArg140―Arg'41であり、融合タンパク質基質PRXはPRRのPl’位

Arg111を19種類のアミノ酸に置換した基質である。変性条件(4M尿素存在）下でOmpTは連続する塩

基性アミノ酸の間だけでなくArg'40―Asp'41，―Glu141，―Pr0141以外の場合においてArg"oのC末端側でPRX
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を切断した。Pl位がArgII0である場合に加えて、同様の結果ほPl位がLys'40である場合にも得られた。

合成ペプチド基質をOmpTと反応させたところ、Pl’位がアスパラギン酸だと切断されなかったが、そ

れ以外の基質は切断された。OmpTは切断部位が塩基性アミノ酸対である基質により高い基質特異性を

示した。以上のことからOmpTにより基質が切断される場合、基質のPl’位アミノ酸をプ口リンおよび

酸性アミノ酸であるアスパラギン酸、グルタミン酸以外のアミノ酸で置換しても正確に切断が可能で

あると結論した‥

  第3牽ではこれまでにP2およびP2’位以外のOmpT切断部位周辺アミノ酸の切断効率に対する影響

は知られていなかったため、184アミノ酸残基からなるGLP―1融合タンパク質を剛いて変性条件（4M尿

素＃托）rで体系的にOmpT切断部位周辺アミノ酸の切断効率に対する影響を検討した。P4および｜’6

位か塩艤´H！アミノ酸のアルギニンまたはりジンであれば同切断部位の切断率は高くなり、逆に酸´Í トア

ミノ酸であるアスパラギン酸またはグルタミン酸であれぱ切断率は低くなるニとがH)lらかとなった‥

また、合成デカ′くブチドを月］いた反応速度論的な検討結果からこれは主にKii1値の影響により触媒効ニキt

が変化すろためであるニとが示唆された。さらに、P4およびP6位以外の部位でのアルギニンの切f斬効

率に対する影響を調べた。その結果、Pl0からP5’位までの領域においてP2およびP2’位以外の嗣If1ア

をアルギニンで暹換することにより切断率が上昇することがわかった。また、－アルギニン(I）1）アラ

ニン(Pl’）一を効率よく特異的に切断するアミノ酸配列一アルギニン―アルギニン―アルギニン―アラニ

ン―アルギニン(Pl）ーアラニン(Pl’）－を見出した。

  ベプチド生産時の融合タンパク質プ口セッシングへの大腸菌OmpTの利用はアルギニン（またはりジ

ン）－Xaa (Xaaは目的ペプチドの塩基性でないN末端アミノ酸残基）での切断率が低いために限定され

てきたが、第4章ではこれを解決するためにOmpTの基質特異性を変換することにより様々なべプチド

を1：産するためのプロセッシング酵素として利用できる特異的かつ効率的なOmpT変異体の検討を行つ

た。OmpTのAsp"-が基質のPl’位アミノ酸残基と相互作用していることが立体構造解析の結果から示

唆されていたため、Asp97を19種類のアミノ酸に置換してそれらと184アミノ酸残基からなるGLP―1融

合タンパク質PRXを用いてそれらの反応性を調べることにより、アルギニン(Pl）-Xaa (Pl’）で特異

的に切断するOmpT変異体を見出した。融合タンパク質PRXのPl位Arg'40のC末端側にN末端アミノ酸

がフェニルアラニンであるヒトモチリンをモデルペプチドとして連結したモチリン融合タンパク質

PRMTを野生型OmpTと作用させてもモチリンは遊離されなかったがAsp97をメチオニンに置換した変異

体D97Mを用いたところモチリンを遊離することができた。これによルモチリンの遊離には変異体D97M

を用いることが必要であることがわかった。また、ーアルギニンーアルギニンーアルギニン―アラニン→ア

ルギニン―モチリンからなるりンカーペプチドを有する融合タンパク質PMTを変異体D97Mと作用させ

たところモチリンを効率よく遊離することができた。さらに、OmpTのAsp97をロイシンおよびヒスチジ

ンに置換した変異体はそれぞれ融合タンパク質からヒト副腎皮質刺激ホルモン（1ー24)およびヒトカル

シトニン前駆体を遊離するのに有用であり、OmpT変異体の汎用性を示した。

    第5章は総括である。Asp97を置換したOmpT変異体をプロセッシング酵素として利用して融合タン

パク質法により医薬品として多くの種類の生理活性ペプチドを安全かつ安価に生産できる系を本研究

結果から示した。また、ここで提示したOmpT変異体をプロセッシング酵素として利用する新規な融合

タンパク質法を今後開発する生理活性ペプチド医薬品の実生産に応用していく方向性を示した。

  これを要するに、著者は、大腸菌を用いた組換えDNA技術を利用した生理活性ペプチドの生産にお
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いて、高発現させた融合タンパク質の封入体をOmpTで処理して効率よく生理活性ペプチドを生産する

方法和開発した。これにより生理活性ペプチド生産の研究分野において多くの新知見を得たものであ

り、生物工学の進歩に寄与するところ大なるものがある。

  よって著者は、北海道大学博士（工学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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