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【背景・目的】Staphylococcal superantigen-like (SSL)は黄色ブドウ球菌の外毒素ファ

ミリーでSSL1～SSL14の 14種が存在する．私たちはこれまでに6種のSSLファミリーの宿

主側標的分子を見出している．このうち，SSL5は細胞外マトリクスを分解し，がんの浸潤

に関与するマトリクスメタロプロテアーゼ9（MMP-9）の機能を阻害し 1，SSL8はがん組織

で発現し，転移にかかわる細胞外マトリクスタンパク質テネイシンC（TNC）の機能を阻害

することを見出している 2．本研究ではこれらのSSLの宿主タンパク質阻害作用に着目し，

SSL のと標的分子の結合・阻害にかかわる最小機能領域を特定することでがんの治療に役

立つ有用な機能ペプチドを創製することを目的とする． 

 

【方法】SSLおよびその変異タンパク質は6xHis，HAT(histidine affinity tag)あるいは

グルタチオン-s-トランスフェラーゼ(GST)融合タンパク質として大腸菌で発現させ，精製

した（図1）．MMP-9はブタ好中球よりゼラチンセファロースを用いて精製したもの，およ

び6xHisあるいはGST融合タンパク質として大腸菌で発現させた組み換え体を使用した．

SSL およびその変異タンパク質と標的分子との結合は，標的分子を固相化したプレートへ

のSSLの結合アッセイにより評価した. 

 

【結果および考察】 

①SSL5の最小活性領域の特定 

前年度私たちはSSL5 の N末端半分のOB-fold，より詳細にはSSL5β1-3 の 32アミノ酸

残基が MMP-9 との結合に関与していることを報告している．前年度は GST と SSL5

（25kDa）,SSL5β1-3（aa,kDa）の融合タンパク質を作成して解析を行ったが，結合活性が
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野生型の SSL に比べ 1/7 程度まで減弱していた．私はこれが GST(26kDa，255aa)の立体障

害によるものではないかと考えた．この立体障害を低減するため，当初GSTとSSLの間に

リンカー（GSSG）を挟み込んだ変異体を作成する計画であった．しかしながら並行して行

っている別の研究においてこの方法では十分な活性増加が認められなかったため，よりサ

イズの小さいタグとして19アミノ酸からなるHAT(histidine affinity tag)-tagに着目し，

最小機能ペプチドのHAT融合体を作成，解析した（図1）．その結果，HAT-SSL5β1-3は等

濃度において野生型SSL5と同程度のMMP-9結合活性を示した（図2A）．現在MMP-9のプロ

テアーゼ活性を測定する実験系を構築しているのででき次第，酵素活性に対するHAT-SSL5

β1－3の影響を検討し，動物実験を行う予定である．一方でHAT-SSL5β1-3は大腸菌200ml

培養から100μg程度しか得ることができなかった．HAT-SSL5β1-3の改良（発現系の検討，

アミノ酸配列の微調整，タグの検討，C末端に 8アミノ酸からなるS-Tag をつけることで

ビオチン化なしに検出が可能になる）を行うことで収量の改善が可能であると考えられる． 

  

②SSL5,SSL5最小活性ペプチド（SSL5β1-3）のMMP-9との相互作用の生化学的解析 

SSL5と MMP-9の結合は，糖鎖を介する結合と糖鎖を介さない結合が存在し，糖鎖を介さ

ない結合が酵素活性の阻害に関与していることを示している 1．しかしながらSSL5がどの

ようにMMP-9の酵素活性を阻害しているのかは不明であった．MMP-9はその活性にZnを必

要とすることからSSL5，HAT-SSL5β1-3と MMP-9の結合が金属イオンキレート剤EDTAによ

って影響を受けるかを検討した．その結果両者とも5 mMの EDTAの存在で固相化MMP-9と

の結合が弱まった（図2B）．このことからSSL5,HATペプチドともにMMP-9の活性中心に存

在する Zn およびその近傍に結合している可能性が示された．また予備的検討において，

SSL5はMMP-9の亜鉛結合ドメインに結合することを見出している． Znと結合しないMMP-9，

前駆体ペプチドのシステインを置換した恒常的活性型MMP-9等を作成し，SSL5と HATペプ

チドとの相互作用を解析することでSSL5，HAT-SSL5β1-3の MMP-9阻害メカニズムを明ら

かにすることができると考えている． 

 

③SSL8のテネイシンC結合部位の同定 

同様の方法でマトリクスタンパク質テネイシン C に結合する SSL8 の最小結合配列の特
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定を試みた．以前に同定したSSL8結合部位であるテネイシンCのFNIIIリピート4~5の組

換えタンパク質を調製し，SSL8およびSSL8のN末側OB-fold と C末側のbeta-graspとの

結合を固相結合アッセイにより解析したが，結合が検出できなかった．SSL 結合ビーズを

用いたプルダウンアッセイではSSL8と組換えテネイシンC断片の結合は検出できているの

で，検出系の改良（SSL8フラグメントの代わりにドメインスワップ体を用いる，テネイシ

ンCを大腸菌でなく市販の精製品や，真核細胞発現プラスミドで発現させた組換え体を用

いる）を行うことで，SSL5 と MMP-9，SSL10 とプロトロンビンで成功している最小結合領

域の特定が可能であると考えている．． 
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【図表】 
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図 1 本研究で作成したSSL5欠失変異体の構造．HAT-SSL5β10-12以外はMMP-9との結合

活性を有する（SSL5β10-12 はシアル酸含有糖鎖と結合するという報告がある．HAT-SSL5

β10-12はコントロールとして作成した）．  
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図 2 固相化rMMP-9(活性ドメイン)に対するSSL5と SSL5最小機能領域ペプチドの結合 

A SSL5と最小機能領域ペプチドのMMP-9に対する結合． B SSL5と最小機能領域ペプチ

ドのMMP-9に対する結合に及ぼすEDTAの効果 


