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〈要 約〉

　オートタキシンは血漿に存在するリゾホスホリパーゼDで，リゾホスファチジルコリンを加水分解してリゾホスファチジン酸を産生する．リゾホスファチジン酸の過剰な産生によるリゾホスファチジン酸受容体の活性化は線維芽細胞の遊走を促進し組織の線維化をひき起こすことから，オートタキシンは特発性肺線維症を含む線維症の治療のための創薬ターゲットとして注目されている．今回，筆者らは，SELEX法を用いたスクリーニングにより，オートタキシンに対し高い親和性で結合し，かつ，オートタキシンの酵素活性を特異的に阻害するDNAアプタマーを見い出した．このアプタマーとオートタキシンとの複合体の結晶構造を決定することにより，アプタマーによるオートタキシンの阻害機構が明らかにされた．さらに，構造の情報をもとにアプタマーを改良することによりオートタキシンに対する阻害活性を増強し，肺線維症のモデルマウスに対し薬効を示すアプタマーを作製することに成功した．この研究において見い出された抗オートタキシンアプタマーは，既存の低分子阻害剤とはまったく異なる阻害機構をもつ新たなオートタキシン阻害剤として肺線維症の治療への応用が期待される．

はじめに

　DNAやRNAはその塩基配列にもとづき多様なかたちをとることができる．核酸アプタマーはこの“造形力”を利用して標的となる分子に高い親和性および特異性で結合する．核酸アプタマーはランダムな配列のオリゴヌクレオチドから構成されるライブラリーからSELEX法によりスクリーニングすることができる1,2)．これまでに，免疫グロブリンGと結合するRNAアプタマー，ミッドカインと結合するRNAアプタマー，第IXa因子と結合するRNAアプタマー，フォンビルブランド因子と結合するDNAアプタマーなどが報告されている．核酸アプタマーは多彩な標的分子と結合できる性質にくわえ，免疫原性が低い，溶解度が高い，化学修飾が容易であるといった性質をもつことから医薬への応用が進められており，実際に，抗VEGFアプタマーであるPegaptanib（商品名Macgen）は加齢黄斑変性の治療剤として承認されている3)．

　オートタキシンは血漿に存在するホスホリパーゼDであり，リゾホスファチジルコリンを加水分解してリゾホスファチジン酸を産生する4,5)．リゾホスファチジン酸はGタンパク質共役受容体であるリゾホスファチジン酸受容体LPA1～LPA6を活性化し，遊走，生存，浸潤などさまざまな細胞応答をひき起こす．オートタキシンによるリゾホスファチジン酸の産生は止血やリンパ球の遊走を含むさまざまな生理機能に関与し，また，脳や血管の発生に必須である．オートタキシンの発現の亢進は乳がんやグリオブラストーマのような悪性腫瘍の形成，神経障害性疼痛や糖尿病といった疾患に関与することが知られている．さらに，最近のノックアウトマウスを用いた研究から，オートタキシンにより産生されたリゾホスファチジン酸が線維芽細胞に発現するリゾホスファチジン酸受容体LPA1を活性化することにより細胞の遊走を促進し，肺線維症をひき起こすことが明らかにされた6)．とくに，特発性肺線維症は呼吸器系に支障をきたす重篤な疾患であり，患者においてオートタキシンの発現が亢進していることが報告されている7)．そのため，オートタキシンを標的とした阻害剤の開発が進んでいる．

1．抗オートタキシンアプタマーの創出

　SELEX法を用いてオリゴヌクレオチドライブラリーからオートタキシンと結合する複数のDNAアプタマーを取得した．得られたDNAは74～75塩基の長さで，5’-CGGAACC-3’および5’-GGTC-3’をコンセンサス配列として含み，オートタキシンのヌクレオチドに対する加水分解活性を50％阻害濃度10～36 nMの強さで阻害した．なかでも，RB002はオートタキシンの活性をもっとも強く阻害したため，このRB002をリードアプタマーとした（図1）．RB002の5’末端および3’末端を削除することによりオートタキシンの活性阻害に不要な配列を除き，34塩基のヌクレオチドからなるRB008を作製した（図1）．in vivoにおける安定性の向上のため，RB008に反転デオキシチミン，および，9つのリボースの2’-H基にO-メチル化修飾をそれぞれ導入し，RB011を作製した（図1）．このRB011はin vitroにおいて，ヒトおよびマウスのオートタキシンのリゾホスファチジルコリンに対する加水分解活性を，それぞれ，50％阻害濃度4.4 nMおよび4.6 nMの強さで阻害した．また，RB011はヒトの血清においても，オートタキシンによるリゾホスファチジン酸の産生を効率よく阻害した．オートタキシンに対する既存の低分子阻害剤であるPF8380，HA-155，3BoAと比較したところ，RB011はin vitroにおいてオートタキシンのリゾホスファチジルコリンに対する加水分解活性をもっとも強く阻害した．さらに，オートタキシンは別名ENPP2としてENPP1～ENPP7からなるENPPファミリーに属するが，RB011はほかのENPPファミリーの加水分解活性を阻害しなかった．これらのことから，RB011はオートタキシンに対し選択的，かつ，きわめて強力な阻害剤であることが明らかにされた．

2．オートタキシンとアプタマーとの複合体の結晶構造

　抗オートタキシンアプタマーRB011のオートタキシンに対する阻害機構を明らかにするため，マウスのオートタキシンとRB011との複合体の結晶構造を2.0Å分解能で決定した（PDB ID：5HRT，図2a）．以前に報告されたように，オートタキシンは2つのSMB様ドメイン，活性部位の存在する触媒ドメイン，ヌクレアーゼ様ドメインから構成されていた8)（新着論文レビュー でも掲載）．RBI011は末端ステム構造とステムループ構造の2つの2本鎖ステム構造，および，これらを連結するコーナージャンクションからなるL字型のヘアピン構造をとり，オートタキシンの触媒ドメインと結合していた（図2b）．コーナージャンクションは，3つの塩基対により形成されるベーストリプル構造，および，4つの塩基対により形成されるベースカルテット構造をもち，これらの構造がコーナージャンクションの構造をゆがませてL字型の構造をとることに寄与していた．さらに，このL字型の構造はコーナージャンクションと結合したCa2+により安定化されていた．Ca2+と結合する塩基，あるいは，ベースカルテット構造を形成する塩基に変異を導入したアプタマーは，ATXオートタキシンに対する阻害活性を消失した．これらのことから，結晶構造において観察されたRB011のL字型の構造は，オートタキシンの加水分解活性を阻害するのに重要であることが明らかにされた．

　RB011はコーナージャンクションおよびステムループ構造を介して多数の水素結合および疎水性相互作用を形成し，触媒ドメインを広い範囲にわたり認識していた．RB011との相互作用にかかわるオートタキシンのアミノ酸残基は，異なる種のオートタキシンのあいだでは高度に保存されているが，ENPPファミリーのあいだでは保存されていない．このことから，抗オートタキシンアプタマーRB011はヒトおよびマウスのオートタキシンを認識できるが，ほかのENPPファミリーは認識できず，それゆえ，オートタキシンに対し選択的に活性を阻害することが明らかにされた．

3．構造の情報にもとづくアプタマーの改良および肺線維症の治療への応用

　以前に決定されたオートタキシンとリゾホスファチジン酸との複合体の結晶構造においては，リゾホスファチジン酸のアシル基はオートタキシンの疎水性ポケットに収容され，リン酸基は活性部位と結合した2つのZn2+により認識されていた8)（図2c）．オートタキシンと抗オートタキシンアプタマーRB011との複合体の結晶構造においては，RB011のコーナージャンクションのリン酸基骨格が，オートタキシンのリゾホスファチジルコリンのコリン骨格が結合する部位の近傍と結合していた．一方で，HA-155や3BoAなどオートタキシンの既存の低分子阻害剤は，疎水性ポケットおよびZn2+と結合することによりオートタキシンの活性を阻害する9,10)．すなわち，RB011はオートタキシンの基質であるリゾホスファチジルコリンのコリン結合部位と競合的に結合することにより，低分子阻害剤とは異なる機構でオートタキシンの活性を阻害することが示唆された．そこで，RB011に化学修飾を導入して疎水性ポケットとも結合させることができれば，オートタキシンに対する阻害活性をさらに向上させることができるのではないかと考え，RB011のC12とC13とのあいだのリン酸基にメチル基を導入し，RB012を作製した（図1）．このRB012はオートタキシンのリゾホスファチジルコリンに対する加水分解活性を50％阻害濃度1.8 nMとRB011よりも強く阻害したことから，導入したメチル基がさらなる阻害活性の向上にはたらいていることが示唆された．生体における安定性をさらに向上させるため，RB012のリン酸基に複数のメチル基を導入し，RB014を作製した（図1）．ブレオマイシンを処理して肺線維症をひき起こしたモデルマウスに対しRB014を経鼻投与したところ，オートタキシンの阻害にともなう肺胞洗浄液におけるリゾホスファチジン酸の濃度の低下が認められた．さらに，肺線維症のマーカーとなる肺胞洗浄液におけるコラーゲンの量を測定したところ，肺線維症のモデルマウスに比べ顕著な低下が認められた．これらのことから，抗オートタキシンアプタマーRB014はin vivoにおいてもオートタキシンの活性を効率的に阻害し，肺線維症のモデルマウスに対して薬効を示すことが明らかにされた．

おわりに

　特発性肺線維症はときに死にいたることもある重篤な疾患であるにもかかわらず，いまだ有効な治療法が確立されていない．オートタキシンと抗オートタキシンアプタマーRB011との複合体の結晶構造から，RB011はオートタキシンのコリン結合部位を占有することにより，低分子阻害剤とは異なる機構でオートタキシンの活性を阻害することが明らかにされた．さらに，構造の情報をもとに改良をくわえた抗オートタキシンアプタマーRB012およびRB014では，コリン結合部位と疎水性ポケットの両方と結合することによりオートタキシンの強力な阻害を実現していると考えられた．

　この研究においては，アカデミアと製薬企業という2つのまったく異なる強みをもつ研究機関が密に共同研究を行うことにより研究成果をあげることができたと考えている．今後，このような産学連携のオープンイノベーションがさらに加速することにより，革新的な研究成果が創出されることを期待したい．
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〈図説明〉

図1　抗オートタキシンアプタマーの最適化

m：2’メチル化リボース，idT：反転デオキシチミン，PEG：ポリエチレングリコール，緑色の三角はメチル化リン酸基．

図2　オートタキシンと抗オートタキシンアプタマーRB011との複合体の結晶構造

（a）オートタキシンとRB011との複合体の全体構造．RB011はオートタキシンの触媒ドメインと結合する．

（b）RB011の構造．RB011は末端ステム構造とステムループ構造，および，それらを連結するコーナージャンクションから構成される．コーナージャンクションにおいては，ベーストリプル構造，および，ベースカルテット構造が観察された．

（c）活性部位の拡大図．リゾホスファチジン酸のアシル基は疎水性ポケットに収容され，リン酸基はZn2+に配位する．既存の低分子阻害剤HA155およびBoAは疎水性ポケットおよびZn2+と結合する．RB011は疎水性ポケットとは結合せず，代わりに，コリン結合部位と結合していた．
