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第 1章 本研究の目的と意義

1.1 緒言

「タンパク質工学」の概念が 1980年代に提唱りされて十数年が経過した。当時、飛躍

的に発展しつつあった組み替えDNA実験技術を中心とした遺伝子工学を背景に、タンパ

ク質のアミノ酸配ヂIjを操作することによって、人工的なタンパク質の創出が多数斌みら

れた2・5)。それらは、天然のアミノ酸配列の部位特異的な置換、欠失、挿入であったり、

また、異なるタンパク質の一部分をつなぎ合わせたキメラ体であった。これらは、基本

的には天然タンパク質の高次機造形成を前提にしたもので、タンパク質の本質の理解に

は大いに貢献したものの、工学的な視点、特に機能の面から見ると、あるものは天然タ

ンパク質の機能やその特性を変化向上させたが、改変体の大部分のものは機能が低下し、

ある意味で失敗例であった。このことは、天然タンパク質、例えば酵素の機能が、自然

のカによってほぼ最適化されていて改良の余地がないという見方もできるが、それだけ

ではなく、微視的かつ全体的な高次構造の重要性を認識すべきであることを我々に教え

ている。

タンパク質は生命現象を支える最も主要な生体分子のひとつである。その重要性は機

能の高度性、多様性と特異性にもとづいている 6-10)。機能簡でみると、タンパク質の機

能は物理的すなわち材料としての機能と化学的機能に分けられる。さらに後者は、触媒

機能(酵素)、分子認識機能、分子情報機能、輸送機能、運動機能、など多岐にわたる。

これらの機能はいずれもタンパク質の高次構造に基づいている。あるいはペプチドなど

の単独では高次構造を形成しない場合でも、他分子との相互作用時には特定の高次構造

を形成していると考えられている。また、酵素機能や運動機能などでは機能の微視的な

段階に応じた構造変化が機能そのものの本質である。すなわち、タンパク質のほとんど

の「機能Jは単独および複合系における「高次構造形成=folclingJに内包されていると

理解することができる。

本研究における問題意識は、こうした理解に立って「高次繕造をいかにして構築し、そ

こから機能を持った人工的なタンパク質をいかにして創造していくか」という点にある。

1.2 タンパク質の立体構造形成論

タンパク質の立体構造に関しては、多くの審物にまとめられているふ10)。ここでは本

研究に特に関係の深い、いくつかの概念について記述することにする。

タンパク質を特徴づけている最も重要な性質は、「繕造の階層性Jである1J)。一次構造



(アミノ酸配列、 dis-

叫fide結合、糖鎖や

hemeなどの結合位

置)からはじまっ

て、二次構造、超二

次梼造、三次構造

(二次構造単位の立

体的な配置あるいは

全原子座標)、四次

構造(タンパク質複

合体、オリゴマータ
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|四次構造 |複数のタ川質相互間の立体髄

|三次構造 |タンパク質問立体構造

I jfß=;~m~ I二次髄単位を複書棚合わせた髄
超二;欠構氾 (helix-bundle， s・sheet，s/α-b釘 relなど)

| 二次構造 |連続した主鎖の結合回転角を規定した構造
I (α-helix， s-strand， turnなど)

|一次構造 |アミノ酸配列

図l.l タンパク質構造の階層性

ンパク質、ウイルスタンパク質、膜タンパク質複合系、繊維状タンパク質のミクロフィ

ブリル構造)という階層性が存在する(図1.1)。とこで注呂したいのは、個々の階層の

構造には、長室小のおよび最適な「サイズJが存在するということである.言い換えると、

ある構造を実現するにはそれに応じたサイズが必要である、ということである。同様の

階層性は「機能Jについてもあてはまる。すなわち、例えば三次構造がないと実現しな

い酵素機能、四次構造がないと機能しない 4量体ヘモグロビン9)など、機能のレベルは

構造の階層性に基づいている。このことから「ある機能の実現には相応のサイズが必裂

であるJと考えることができる。 1993年に約 30残基の環状ペプチドがトリプシンの酵

素機能を完全に再現できたと報じられた12)が、複数の追試の結果はこの報告を否定する

ものであった 13，14).すなわち「タンパク質の機能」の実現には、それにふさわしい「サ

イズ」と「構造Jが不可欠であることが再認識された。

Anfinsenのドグマとして知られているように、タンパク質の立体構造は、アミノ酸配

列と溶媒環境によって一義的に決定される 15)。従って、構造形成すなわち foldingの過

程を理解することは人工タンパク質創出にとって、設計面においてもまた実験面におい

ても重要である 16).foldingの研究には、速度論的なものと平衡論的なものがある。速度

論的研究ではミリ秒から秒の時間スケールでfoldedから unfolded(あるいはその逆)の

構造変化を追跡するもので、平衡論的研究では、一定速度の温度上昇あるいは変性剤濃

度変化に対する構造変化を追跡するの。個々のタンパク質分子について見ると、この

Eolding (あるいは山uold凶g)の過程は単純な系では基本的には二状態転移である。す

なわちある中間的なタイミングでは、 foldedとunfoldedの分子が共存している。こうし

た二状態転移は「構造形成の協同性」の結果である。5JIJの表現をすれば、各残基の性質
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が周囲の残基の環境として働いて周囲の構造を決め、そのもとで自身の勝造が決まると

いう乙とである。このことに関与する宣言も典型的な相互作用は、親水性と疎水性のそれ

ぞれの相互作用であろラ。水中においてはこれらは親水性の分子表面と、疎水性の分子

内部という構造を形成する。このことは、球状タンパク質の最も顕著な特徴であり 8)、本

研究において主要な設計原理として使用される。

foldedとunfolded状態間の転移の実験から得られる情報は、(i)転移の協向性からタン

パク質分子中で構造化されている部分の量、換言すればfoldingしている程度、(ii)平衡論

的研究から、構造的熱力学的ドメインの数(Kidokoro，Uedairaによる理論的、実験的

研究がある17・19))、(iii)速度論的研究から、構造形成における過渡的な中間状態の存在問、

などである。

特に近年、タンパク質の転移現象の解析から明らかになった転移中間体としての

molten-globule構造(図1.2)の存在は種々の面でその重要性が注目されている 16，20)。

molten-globlue構造の主な特徴は、(i)ストークス半径がnativeなタンパク質と同等かや

や大きい程度でコンパクトである、(ii)二次構造はnativeなものと同程度に存在する、(iii)

多くの側鎖は三次構造を失っている、などである。また性質としては疎水性側鎖が露出

しやすいために粘着性(sticky)を示しやすい。 molten-globule構造は、低pHまたは高

pHなどの条件で安定に形成される場合と、 refolcling実験の速度論的な解析でfoldingの

中間体として見いだされた過渡的状態があるが、これらは上記のような共通の特徴を有

している 21).

機能の面においても、生合成されたタンパク質の輸送や、colicinAに見られる膜挿入

時の傘モデルへの移行22)、chaperonとの相互作用によるfolding23)など、ダイナミック

な機能においてmolten-globule構造の重要な関与が明らかにされている。人工タンパク

質との関連では、初期のdenovo設計タンパク質は、シャーフ。な熱転移を示さず、 NMR

|吋mcoil
unfolded 

一 fl.Stokes半径がnativeのものと同程度か若干大きい

I molten-globule I合脳2二次構造誼…l恥m01恰n-globuleI ... 渉担雪、)/ 3個j鎖はnativeの三次縞造相互作用を失っている

ビ0 とノ¥ 4.分子は粘着的性質を示す

ト倒的Id凶

図1.2 moJten-globule状態
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スペクトルにおいても分離のよいピークを与えなかった。また、 ANSなどの蛍光プロー

プを取り込むなどの性質を有し、一義的なnative-likeな構造ではなく、 molten-globule

性を有した構造および多形機造であることが推測されていた3，24)。天然タンパク質を模

倣した機能の開発においては.native-凶t巴な構造を構築することが不可欠であると考え

られることから、これらのmolten-globule性や多形性の問題点の解決は重要である。ま

た、脂質二分子膜の膜透過性をはじめとする機能が、相転移温度以下では脂質分子層が

ゲル状態にあり、転移温度以上では液晶状態になることによって、大きく変化すること

との類似性からも、タンパク質がどのようなfolcling状態にあるかを把復することは重要

である。

生体系においては、タンパク質のfolclingはランダムコイル構造からの自発的folcling

過程だけではなく、むしろ多くの場合、リボソームで合成された後、輸送などを経て

cpn60等の chaperonや proteindisulfide isomerase、peptidylprolyl cis-trans 

lsomeraseなどの作用によってfoldingが実現する3，25)。乙のことは自発的folclingすな

わち S巴lf-assemblyのみによる foldingには限界があるかもしれないことを示唆してい

る。また換言すれば、タンパク質の立体構造の情報はそのアミノ酸配列にすべてが書き

込まれているのではなく、 chaperonなどのfolcling装置をはじめとする種々のプロセッ

シング過程の重要因が関与していることを示している。

タンパク質の構造形成を高分子ゲルの視点からとらえたTanakaらの研究26，2ηは、分

子設計にとって示唆的である。高分子に複数の種類の相互作用を導入することで、その

ゲルがタンパク質のnative構造に対応するひとつの相を形成することが実験的に示され

ている。単一の相互作用ではタンパク質らしさが発現しない点に注目すべきである。

1.3 タンパク質のディノーボ設計

タンパク質のある特定の立体構造をもたらすアミノ酸配列は多数存在する。このこと

は同一タンパク質の生物種による変異からも容易に結論できる28)。自然界の全タンパク

質の立体構造が比較的少数の種類に限られている事も推測されている29，30)。また、遺伝

子工学的な変異の導入実験からも知られているように、あらゆる任意のアミノ酸配列の

タンパク質がfolclingするわけではない。このことは純粋に理論的な立場からも推論され

ている.アミノ酸配列と立体構造の関係を模式的に示すと図1.3のようになる。人工タン

パク質の設計は、この図式の中でいかにして目的の機能あるいは立体構造を有するタン

パク質に対応するアミノ酸配列を見いだすか?という問題に帰着される。

一般に、人工タンパク質の創出には、構造や機能を予測して分子設計する「タンパク



質工学」的手法と、多数の変異体ラ

イブラリーを作り、そこから目的

の機能を有する物を選択する「進

化分子工学J的手法31，32)がある。化

学の視点から見ると、前者はi寅織

的な設計、後者は「コンビナ トリア

ルケミス トリ ーJと呼ばれる選択

手法とも概念的には共通の帰納的

設計、と考えることができる。ある

いは、生体系の特異的な抗体産出

能を利用した「抗体工学Jや「抗体
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1次構造の空間

触媒J33)の研究も後者の範鴎に入 図1.3 アミノ酸配列と立体構造の関係

れることができょう。前者のタン

パク質工学はもともとは天然タンパク質の改造を行う手法であったが、アミノ酸配列そ

のものではなくてアミノ酸配列と立体構造を関係づける原理のみを天然に学んで、全く

新規にアミノ酸配列からタンパク質を設計する手法、すなわち「ディノーポ設計」の手

法が新たに展開しつつある。ディノーポ (denovo)とは、「ーからの、新規なJの意味

で、この場合にはタンパク質のイメージ薗からそれを実現しうるアミノ酸配列を導き出

すという手法である。同時にディノーボ設計は「非天然要素の導んをも取り込んで、天

然物としてのタンパク質を、人工物としてのタンパク質へと、その世界を開拓している

24)。

ディノーボ設計の研究は、KaiserらによるapolopoproteinA-Iの両親媒性ヘリックス

部分をモデルにした人工ペプチドの設計に始まる 34)。疎水性残基をほとんどLeuにし、

親水性残基を LysとGluに単純化したペプチドは αーヘリックスを形成し、濃度依存的

な会合体形成や、LB膜展開実験におけるヘリックス形成が確認されている。これに続い

て、melittinやcalcitoninなど多くの生理活性ペプチドが肉親媒性をもとにした設計のみ

によって機能発現しうることが示されたお)。また、膜融合ペプチドやシグナルペプチド

などの天然のアミノ酸配;91Jをモデルにした研究36)においても、活性発現には残基の親水

性と疎水性の性質が主要な寄与をしていることが示されている。このように親水性疎水

性の特徴は、構造と機能の両面に重要な役割を担っていると理解できる。

人工的なアミノ酸配列の設計はまた、シーケンシャルポリペプチドへも適用された。

collagenやelastinなどの繊維状タンパク質においては、数残基程度の繰り返し配列の存



第 1:章一 6

在が知られている。これをモデルとしてpoly(ValProG!yValGly)やpo!y(ValProGlyGly)

が合成されている37)。前者のポリマーは s-ターンを含むs-sp江al機迭をとると考えら

れている。側鎖に発色団を有する naphtylalanineなどのアミノ酸 (X却で示す)を用い

たシーケンシャルポリペプチド po!y(LYS(Z)Lys(Z)Xaa)が合成され、規則的な配列によ

る発色団聞の相互作用が示されている 38)。

ペプチドの設計研究において環状オリゴペプチドの研究も重要である。膜透過に関与

する抗生物質gramiciclinSやvalinomycinの変異体設計の研究のイ也、不斉触媒に応用

した例39)など広範にわたる。

上述した例は二次構造のレベルの設計であるが、人工タンパク質とするためにはさら

に高次の超二次構造や三次構造の設計をする必要がある。Hodgesらはコイルドコイル構

造を有する tropomyosinのモデルとして、 7残基周期 (heptad)の両親媒性ペプチド、

poly(LESLESK)， poly(LEALEAK)あるいは Ac-(KLEALEG¥-K(n=1-5)， Ac-

KCAELEG-(KLEALEG ¥-Kなどを合成し、ヘリックス性を調べている40，41)。α ヘリッ

クス性が現れるには鎖長の効果があり、例えば22残基以上必要なこと、ペプチド鎖の末

端付近での djsulfide架橋がヘリックスの安定性を向上させることなどが示されている。

heptadの肉親媒性の分子設計によってコイルドコイル構造ができていると考えられてい

る(図1.4)• 

日造:

。
。

coiled-coil 

-@@@ゆ@①@@@@@@①@ I 

hep白d I 

申
告。合
helix-bundle 

図1.4 コイルドコイル構造およびヘリックスパンドル構造

(各左側の円形図はヘリ ックス紬方向からの投影図)
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Nishinoらは、両親媒性のbeptadからなる 21残基のペプチド、(ALARALA)3などを

設計してアミノ酸残基の効果を調べている 42)0SECカラムによるゲル滅過実験により、

ヘリックス構造をとる時に高分子量位置で溶出することや、臨界ミセル濃度に対応する

性質から集合体形成が結論されているo DeGradoらは、やはり heptadを基本としたペ

プチド、Ac司GELEELLKKLl包 LLKG等を設計してヘリックス性の濃度依存性を詳細に

検討して、会合体が4量体であることを示した43)。この知見をもとに、両親煤性のヘリッ

クス部分を連絡した、 Ac-GELEELLKKLKELLK-GPRRG-ELEELLKKLKELLKGな

どを設計し、 4量体形成が容易になる乙とを示し、さらに、4つのヘリックス部分を含む

ペプチドを合成して、グアニジン塩酸塩による変性中点が6.3Mにも及ぶ非常に安定な4

量体、すなわち 4ヘリックスパンドルを実現した44)。また、 Richardsonらは、多様な

種類のアミノ殴残基を使用した4-ヘリックスパンドルを遺伝子工学的な手法で合成して

いる45)。本論文の第3編は、これらの研究の展開と並んで進行したものである。こうし

た研究によって、高次構造の典型であるヘリックスパンドルの設計原理としての両親媒

性ヘリックスの重要性はほぼ確立されたといってよい。

ヘリックスバンドルと並んで天然に存在する典型的な超二次機造である jシート構造

の設計も試みられた。免疫グロプリンの2枚重ねのs-シート構造をモデルとして、改良

を重ねた末、 HTLT ASIPDL TYSIDPNT A TCKVPDFTLSIGX (X =β-alanine)を設計

して中心部分でSS架橋することで水溶性の2枚重ねの s-シート構造を得ている46)0s-

S廿andの設計には、一般に VaJなどの8分岐アミノ酸の使用や、親水性と疎水性のアミ

ノ酸を交互に配置することが有効であると考えられている。また、。 s汀叩d間をつなぐ

ターン部分には-ProAsnーや-ProAsp-などの短いターン構造性のある配列が使われてい

る。

αヘリックスと 8シート構造の両方からなる設計もなされ 47)、3αS構造の

KVQIQVKGSGEAXQQLXEXLQQLQSGSGEIQVQIGや.MuはerらによるT5-{sα。

αs)などが報告されている48)。特に後者では、 Ac-KKKPGKEKなどの短いターン構造

性のペプチドのLysの側鎖1::αあるいは3構造を意図して設計したペプチド鎖を櫛型に

配置した構造になっている。これはTASP (template-assembled synthetic proteins) 

と称され49)、天然タンパク質が一本鎖を基本とすることとは対照的な分子設計である。

また、 Tanakaらによる sIαバレル構造の構築も注目される 50)。

以上は主に水溶性の球状タンパク質の構造を基にした設計例であるが、非水溶性のタ

ンパク質を目的とした設計もなされている。基本的には疎水性のアミノ酸残基を多用す

ることで非水溶性化は可能で、膜タンパク質の膜貫通ヘリックスをモデルとした設計例



第 1章一 8

が多い51)。膜タンパク質の多くは、 20数残基程度の疎水性のヘリックスの脂質膜中での

集合が構造形成の基本で、この部分に含まれるわずかな綴水性あるいは極性の残基が細

かなヘリックス聞の配向を規定していると考えられている。また膜中での集合化は脂質

のアルキル鎖とペプチドの相分離であると同時に、疎水性ヘリックスの長さと脂質の疎

水層の厚みの差が、表面張力として働き、集合化をもたらしているという説もある 52)固

膜貫逮ヘリックスは、 hydropathyのプロットによって比較的明確にアミノ酸配列から、

その部分を予測できる 53)。また、あるアミノ酸配列の αーヘリックスがどのような分子

環境を好むかについては、疎水性モーメントと平均疎水性度の 2つのパラメータで分類

が可能であることが示されている54，55)。とのような天然タンパク質のデータから導かれ

た特性値で予め、人工設計したアミノ殴配列を評価することは、有効である。

ディノーボ設計においては、両親媒性の原理の他に、目的とするfolclingを確実にする

ために分子内での架橋構造を用いた例もいくつかある。 Handelらによる His問を Zn2+

で配位架橋させたヘリックスパンドル56)は、そうでない場合よりもかなり安定化してい

る.また、 disulfide結合を利用した分子設計も、 Kurodaら57)、Futaki58)ら、

Kobayashi59)らが報告している。

これらの研究以降のディノーボ設計研究の展開は、いくつかの総説24，60-66)や論文67-

70)に記述されている。しかしながら両親媒性原理などのディノーボ設計の基本原理と

なっている事柄は、上述の内容から特別な進展をみていない。 try-and-error、言い換え

れば、ひとつの結集の再設計へのフィードパックが依然としてディノーポ設計では必要

である。コンビュータを用いたデータベース的解析、あるいは分子動力学的な解析や、一

方で熱力学的な実験の集積が、タンパク質のよりファインな分子設計に有効であること

が認識されつつあるし、また重要である。

1.4 人工タンパク質による機能発現

ディノーポ設計による高次構造形成の研究が進むにつれて、機能を有する人工タンパ

ク質の研究開発も展開しつつある(図1.5)。多様なタンパク質機能の原型は、タンパク

質と他分子との相互作用あるいはその結果としての分子認識であると考えることができ

る。 Moserらによって、分子モデリングにより DDT (l，l，l-trichloto-2，2-bis(4-

chloropheny 1) ethan巴)に対して高い結合能を有するS シート分子が合成された71)。

こうした特異的結合能を目的とした設計例はむしろ特殊で、多くは酵素と同様の疎水性

場への基質分子の取り込みを意図して分子設計されている。Nishinoらは両親媒性ヘリッ

クス中にHisとCYSを配置し、システインプロテアーゼの機能モデルとして、その触媒
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触媒活性アミノ酸残基 機能性テンプレー ト 補酵素作用基 特異認識配列

図1.5 機能性人工タンパク質の例(文献は本文中参照)

活性を調べている 72).p-nitrophenylac巴tateの加水分解に対して、ペプチドの集合体形

成濃度以上で触媒活性の増大が認められた。このことは酵素と同様にヘリックスパンド

ルの疎水性のコア領峻に基質が取り込まれていることを示している。Hahnらは同綴にヘ

リックスパンドルを用い、各ヘリ ックスの末端にcatalytictriadと呼ばれるHis.Ser. Asp 

を配して chymotrypsinのモデルとしてエステラーゼ活性を測定した73)。これらの例は

設計において、高い基質特異性を目的としていないが、ディノーポ設計が、構造蘭で

native-jik:eな folclingを目指すのと同様に、機能面でも基質特異性をいかにして実現す

るかが、今後の重要な研究の焦点である。

いくつかの天然酵素がそうであるように、アミノ酸以外の活性グループを導入すると

とで、酵素活性の実現を試みた例も多い。 Sasakiらによる porphyrin誘導体の環に4本

の両親媒性ヘリックスをつないだ分子は、 Fe(III)錯体として釘rilln巴のヒドロキシル化活

性を示す74).Mibara， Nishinoによるフラビン誘導体を用いた人工酵素も報告されてい

る60，75)。乙こで興味深いのは、両親媒性ヘリックスからなる人工タンパク質に、ミセル

性低分子をある一定筈11合で添加した時に触媒活性が非常に高くなるという点である.こ

れはcatalyticmolten-globuJeと呼ばれ76)、酵素における進化論的な意義も示唆されて

いる.

分子内で機能分担させた設計もなされている。HinrecombinaseのDNA結合領域の

配列にGly-Gly-His-をつないで、ここにCu2+を配位させるととで、 DNA鎖の切断能を

持たせた人工制限酵素が報告されている 77)。また、特定の超二次構造を形成するように

設計した分子のー表面に抗原性を与えるような残基配列を用いた研究もある78)。これは、

より安全な合成ワクチンとしての可能性が期待される。

一方、膜タンパク質をモデルにしたディノーボ設計は、人工的なイオンチャネルを指
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向したものがいくつか報告されている。まず、 LearらはLSSLLSLLSSLLSLLSSLLSL

を設計し、リン脂質二分子膜中でacetylcholinerecepto了と似たチャネjレ活性(導電性

やカチオン選択性など)を実現している 51)。との分子は膜中で6量体のヘリックスバン

ドルを形成していると予想され、やや極性のSer残基がバンドルの中心に向いてporeを

形成していると考えられている。ペプチド分子のSer残基含量をやや低下させた設計で1ま

poreサイズが小さくなり、 4-ヘリックスパンドルと予想されている。この他、 porphyrin

でキャッフ・した膜中のヘリックスパンドルの設計などもある 79)。また、天然のチャネル

活性分子の特定領域の配列を前節で述べたTASPの手法でtemplate分子上に集合させた

膜結合性分子も設計されている80)。さらに近年では、構造転換してチャネル活性を示す

colicin AをモデルにしたL自らの設計も注目される 81)。

こうした多くの機能性人工タンパク質は、天然のタンパク質の機能をモデルにして分

子設計されている。構造上の類似性よりも、それぞれの機能の本質にかかわる構造上の

特質は向か、という視点がこれらの研究によって解明されていくと期待される。そして

そのことが、より高度な機能を有する人工タンパク質への鍵となると思われる巴

1.5 本研究の目的 :タンパク質ワールド拡張をめざして

運搬物結合
核酸配列認識

kinesin elongation factor G 

図1.6 kinesinとelongationfactor Gの機能モデュールの類似性

最近、川 protein-makingmotor protein"と題する解説論文が、全く異なる場面で活

躍する 2つのタンパク質において、その動作機構が非常に似ていることを指燐している

82)。このことはタンパク質の分子進化の面から重要なだけでなく、人工タンパク質の設

計の観点から貴重な内容を含んでいる。これらは、 microtubul巴上を一方向に運動する

kinesinと、リボゾームにおいてmRNAの転移 (1コドン移動)に関係する elongation



第 1章ー 11

factor G <EF-G)である 83)0kines泊はATP、EF-GはGTPの加水分解酵素であり、と

もに酵素反応の分子構造変化がレール上への結合と脱離の運動に転換される.タンパク

質は、酵素反応による起動部分、レール上での動作決定部分、モータータンパク質の運

動による輸送等の機能部分、などからなっており、一分子でありながら、いくつもの機

能素子、すなわち機能モデュールから構成されていると考えることができる。タンパク

質の機能の高度さは、素機能の特異性などだけではなく、こうした機能モデ、ユールの連

携体であることに依っている部分が大きい。人工タンパク質のターゲットとして、機能

連携を意識した設計が重要である。

従来から、天然タンパク質をペースにした多くの人工タンパク質が生み出されてきた。

これらは残基レベルでの置換欠失挿入、ある長さの配列のカセット的変換、 poly

(ethyleneglycol)化に代表されるタンパク質表面の修飾84-86)、異なるタンパク質の部分

配列を組み合わせたキメラタンパク質87)などであり、それぞれの有効性が示されてきた。

しかし、構造的には天然のタンパク質の構造に立脚しており、その意味では未開拓なタ

ンパク質ワールド(汎タンパク質と呼ぶとともできる)がまだまだ広く残されていると

いえる(図1.7)。本研究が目的とする点はまさに、天然物とその周辺に限られてきたタ

ンパク質ワールドをより広範に拡張するという試みである。その手法の中心として用い

たディノーボ設計には、「非天然トポロジー」と「非天然ユニットJという基本的な設計

思想が存在する。そのいくつかの例は上述した通りである。後者の非天然ユニットは、構

造的な意味でも、また機能的な意味

でも捉えることができる。先に述べ

た機能モデュールの考え方も同様な

ものである。

そして、このような「非天然トポ

ロジー」と「非天然ユニット」を実

際に作り出すには、当然ながら自然

界の方法のままでは不可能であり、

新規な合成方法の開発88-90)は欠か

すことができない。遺伝子工学的手

法の非天然への応用 91，92)も盛んに

研究されているが、化学的合成方法

の本質的な多様性のメ リットは大き

い。しかしながら、現状では 100残

l天然タンパク質l
汎タンパク質

天然タンパヲ慣の 高次精進
一次補造 W I 

構造形成原理の解明1. I 
folding由理解 ‘ーーーー・ I

+ 機ZE現
ディノーボ設計

... 合略
目的とする ーーー~→砂 一次榊進 一ー歩 高次構造
人工タンパク質の "" ・
立体陥 連 l、

機能発現

図1.7 タンパク質ワールドと本研究の流れ
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基程度のタンパク質は、数例の成功93)を除いて実用化レベルにあるとはいいがたい。主

要な原因は、純度低下による精製法の問題と、合成時の反応性の問題であるが、一次構

造が実現されていても高次構造が保証されていない、言い換えると自発的foldingl:限界

がある可能性も否定できない。従って、いかにして高次構造に導くかまでを考慮した合

成方法の開発は特に重要である。

また、近年の分子生物学あるいは生化学の分野において、立体構造を解明することの

意義は非常に大きい。これらの多くの雑誌において示される構造解析のインパクトは言

うまでもない。 X線結晶構造とともに同位体ラベル試料に対する多次元NMR法の最近の

展開は著しい。本研究においても、こうした重要性から、構造解析に適した人工タンパ

ク質の設計を試みた。第7章で記述するように、疎水性内部に芳香族側鎖を有するタン

パク質は側鎖構造が規定されるため、 NMR解析が可能である。しかしながら、本研究を

含め、初期のディノーボ設計タンパク質は安定性を追求するあまり、 molten-globul巴性

や多形性を有するものが多かった。そのためNMR解析には適さず、また結晶化も一部の

小分子を除いてうまく実現していないようである。ここにディノーボ設計の次の課題が

ある。

図1.7に示すように、天然のタンパク質が一次構造から高次構造へ、そして機能を発揮

するというきちんとした因果関係を示すのとは対照的に、人工タンパク質においては、一

次精進ができても高次構造は実現しない例、あるいは高次構造ができても機能が発現し

ない例に多く遭遇する。いかにしてこれらの関係を効率よく一本の矢印でつないでいけ

るか?が重要である。本研究は、天然タンパク質に学んで、構造形成原理の解明やfolding

の理解を行い、これをもとにディノーボ設計をするという解決方法を選択した(図1.7)。

一次構造→二次構造と超二次構造→三次精造と四次構造→機能というスキームに従って

研究を展開し、これに対応して本論文の第 2，3，4.5編を構成した。

本研究の主題は、タンパク質の高次構造形成に基礎をおいて、天然のタンパク質ワー

ルドにとどまらない新規な人工タンパク質を創造して、より多様性に満ちたタンパク質

ワールドを鉱張することにある。特に、タンパク質の典型的なユニットである αーヘリッ

クス、とりわけ両親媒性ヘリックスを全主主にわたって、研究対象として設定した。
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第2章 カオトロピック溶媒の固相ペプチド合成法への適用

2.1 序論

人工的なタンパク質の創成をめざした研究においてその合成技術の高度化は必要不可

欠な要素技術のひとつである。タンパク質の機能はその高次構造に基づいており、した

がって、設計されたアミノ酸配列の正確さとともに構造形成に必要な一定以上の鎖長を

必要とする。これまで、精密にアミノ酸配列を構築するための手法は非常に精力的に研

究され、 Merrifieldらによる固相ペプチド合成法1・5)は、簡便な操作で短時間にペプチド

鎖を合成できる手法として優れたものである。このような方法において使用されるペプ

チド担持用樹脂ふ13)、側鎖保護基14)、N-保護基15，1の、カップリング試薬17，瑚、脱保護

試薬1りのなどが種々考案され最適な結果を与えるこれらの組み合わせが検討されている。

一方、長鎖のペプチドを合成するための手法は、単に化学的な問題ではなく、高分子物

理に関わる問題を含んでいる。すなわち、 Naritaらによって指摘されているいるように、

ペプチ ド鎖は合成途中の側鎖保護基を有する状態で、主鎖のアミド結合が水素結合を形

成し、。ーシート構造あるいはさらに凝集体となってカップリング反応性を著しく低下さ

せる(図 2.1)25-27)。このようなペプチド鎖の低溶解性を解決するために、 N-置換アミ

ノ酸 (Proやsarcosineなど)やα，αー二置換アミノ酸 (Aibなど)の導入が水素結合

のネットワーク形成を阻害して溶解性向上に有効であることが示されている。しかし、設

計した人工タンパク質の配列にこれらのアミノ酸が適当でない場合には、合成に使用す

る溶媒の工夫によって溶解性の改善を行うしかない。園相合成法の発展の初期の頃は、ペ

プチド鎖に対する溶解性の点ではあまり適当でないと現在は考えられている

dichloromethaneが主要な溶媒として用いられていたが、これはカップリング試薬とし

て用いられたDCCの反応性からの要請 I

であったお)。こうした事情から、溶解

性向上のための溶媒の設計四)には、
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カップリングの反応性をはじめ、保護

基や担持用樹脂なども含めた総合的な

最適化の検討を行う必要がある。

ペプチ ド鎖の8‘シート構造形成を妨

筈する溶媒としては、水素結合形成に| ・リンカ一部 Uペプチド鎖

関してドナー性やアクセプター性30)が

高い溶媒である ことが必要であると考 図2.1 回相合成法における問題点
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えられる.このような溶媒はペプチド結合のN-H基あるいはC=O基と相互作用し、ペプ

チド同士の構造形成を阻害する.DMF， DMSO. NMPなどが代表的な高極性溶媒である。

また、カオトロピックイオンとして、 SCN-.1 -. CI0
4 
-. N0

3 
- • Br-， Cl-• ...の系列が

知られている。これらは水和構造を破嬢し、結果として水溶液中の疎水結合を弱めるの

でオリゴマータンパク質の解離などに用いられている。 KSCNやLiCIは極性の有機溶媒

であるDMFに溶解し、ポリアミドなどの良い溶媒になる。高極性溶媒についてはDMF-

DMSOのような混合溶媒が比較的高い合成収率を与えることが報告されている31)。ここ

では、このような高極性溶媒およびカオトロピック溶媒の園相ペプチド合成法への適用

を、カップリング反応速度と保護基を有するペプチド鎖の溶解性の面から検討し、最適

な溶媒系を見いだすことを目的に研究した。特に保護ペプチド鎖の有機溶媒への溶解性

は、多くは定性的にしか文献に記載されておらず、保護ペプチドに対する溶媒系の検討

は前述の Naritaらの研究を除いてはほとんどなされていない。

2.2 実験:ペプチ ドの溶解性とカップリング反応性

さ7"7-"主主主

諸事層クロマトグラフィー(TLC)は、シリカゲルプレート (Kieselgel60F254， Merck) 

を使用した。展開溶媒として、酢酸エチJレ/メタノール(5:1.v/v)、ジオキサン/メタノー

ル(1:1)、 1-ブタノール/酢酸/水位士1)、クロロホルム/メタノール(9:1)を使用した。

ペプチド溶液の旋光度は、 Horiba-SEPA-200旋光度計を使用し、 24.Cで測定した。

また、元素分析はYanaco-MT -3-CHN-Corderを用い、 2mgの乾燥ペプチドを試料とし

て3回測定して炭素、水素、窒素含量の各平均値を求めた。

ペプチド合成

用いたペプチドは、側鎖に無保護のーCONH2義を有するAsnに富むペブタテド(Ia.lb)，側

鎖に通常のベンジル系保護基を持つペプチド(IIa.IIb)、側鎖に保護基のない疎水性アミ

1. Boc.AsrトAsn.Pheト08z1

Ib Boc.Asn-Asn-Phe.Ala・Asn.Asn.Phe-08zl

1I08oc.Glu(08zl).Glu(08;副)-Phe-Ala忌Glu(08zl)・Ala-PheトGly.08zl

Ilb自oc.Glu(08zl)ーGlu(08zlトPhe-Ala.Glu(08zl)-Ala-Phe.Glu(08zl)-Glu(08zl).Phe-刈a.Glu(08zl)・Ala.Phe.Gly-08zl

III日oc-PheトPhe-Leu.Leu.Phe.Phe-Leu.Leu.刈a.08zl

図2.2 評価対象のモデルペプチドのアミノ酸配列
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ペプチド 分子式
冗素分析 旋光度 融点
(上.実視[].下-理論値) ([al立濃度，溶媒) /'c 

Ia -11.3' 
(c 1.0， DMSO) 

1b C柑H日NIIO〆H，O C， 56.0; H， 6.3; N， 15.1 ・20.6。 260-261 
(C， 56.2; H， 6.3; N， 14.η(c 1ムDMSO) (分解)

lIa C"H出N，O'7H，O C， 64.5; H， 6.5; N， 8.1 184-187 
(C， 64.5; H， 6んN，8.1) (分解)

日b C山 H回 N，，o却.31ち0 C， 64.4; H， 6.5; N， 8.8 -5.0。 254-257 
(C， 64.2; H， 6.4; N， 8.4) (c 1.0， DMSO) (分解)

III C，sHw，N，OI2' H，O C， 67.6; H， 8.0; N， 9.5 -23.2' 299-302 
(C， 67.3; H， 7ふ N，9.4) (c 1ムDMSO) (分解)

表2.1 合成ペプチドの分析結果

ノ酸のみからなるペプチド(1lI)である。これらの構造式は図 2.2に示した。

ペプチド Iaは、まずPheから benzylalcoho1 (HOBz1)とp-toluenesu1fonicacid 

(TsOH)により TsOH'H-Phe-OBz1を合成し、別途BocON試薬で合成したBoc-Asn-OH

とDMF中NMMを中和塩基として DCC-HOBtを用いてカップリングさせて Boc-Asn-

Phe-OBz1を得た。次にBoc基を4.MのHCl/EtOAcで除去し、同織のサイクルでカップ

リングを行い、 tripeptide，laを合成した。生成物の分析結果を表 2.1に他のpeptideと

ともにまとめた。

ペプチド Ibは、 Iaと同織に液相法32)で合成した。IaをPd/C触媒とともにD.tv1F中で

水素ガスを導入してOBz1基を除去し、 Boc-Asn-Asn-Phe-OHとした。 Iaと同じ手法で

合成したBoc-Ala-Asn-Asn-Phe-OBzlから同様に Boc基を除去し、 H-Ala-Asn-Asn-

Phe-OBzlを合成した。Boc-Asn-Asn-Phe-OHとH-Ala-Asn-Asn-Phe-OBzlのフラグメ

ン卜縮合はEDC-HOBt法により、 DMF-DMSO混合溶媒中で行ったa 生成物は水に沈殿

させて精製し、 heptapeptide.Ibを得たoJH-NNIRによる分析ではフ ラグメント縮合のC

成分のラセミ化は検出されなかった.

ペプチドlIaは、B∞アミノ酸を用いた園棺法により合成した。Kaiserらの方法33)でo刻rne-

resinを調製し、B∞-Phe-OHのカ ップリングから始めて逐次伸長させてheptapeptideを樹

脂上に形成した。このpeptide勺組rne-r白加にH-G1y-0Bzlを反応させてぺフ.チドを樹1旨から

切断し、octap巴，ptide，IIaを得た。

ペプチドubは、固相法で合成したフラグメントのカップリングにより次のように合成

した。fIaと同傑にoxime-resin上で伸長させたh巴ptapeptideをhydrazineで樹脂から
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切断33)して、 Boc-Glu(OBz!)ーG!u( OBzl)-Phe-Ala-G 1 u(Obzl)-Ala居 Phe-N
2
H

3
を合成した。

一方アミン成分としてのフラグメントはIIaからBoc基を除去して合成した。フラグメン

ト縮会はアジド法34)を用いて行い、 pentadecapeptide，IIbを得た。

ペプチドmは、 IIaと同様に oXlme-reSll1上に伸長させた C端 l残基を欠くペプチド

を、 H-A1a-OBzlによりカップリングと同時に切断して得た。

藍盤生藍監

溶解性は、合成したペプチドの乾燥粉末を計量し、 1~数滴の溶媒を添加して 1分間j党

枠した後、不溶物の残存を肉眼で観察して判定した。添加溶媒量は重量から求め、完全

に溶解するまで、このサイクルを繰り返した。溶媒として、 DMF，HMPA-DMF(50・50)，

HMPA-DMF(8020)HMPA，DMSOO:MF(50:50)，DMめ DMF(80乏O)，DM幻'，DMF-LiCl(4却I，DMF-

LiCI(7%)を用いた。

カップリング反応速度

カップリング反応は、 DCC.HOBt-DCC. DEPC. DEPC-TEAの4稜頬のカップリング

試薬を用いた方法と、Bocアミノ酸の対称酸然水物(symmetrica!anhydride (SA))を用い

た方法(SA法)で行った。アミノ基をフリーにした Gly残基を持つ PSt-DVB樹脂([4-

(glycyloxymethyl)phenylacetamide}methy!-resin) 35)を200mg試験管にとり、溶媒に分散

させ、 Glyl::対して2当震のBoc-Phe-OHを加えた。ここへDCCあるいはDEPCのカップ

リング試薬溶液を 2当量添加してカップリングを開始させた。溶媒の総量は2.0gに合わ

せた。HOBt-DCC法では、先にHOBt(4当量)を添加後DCCを添加した。また、 DEPC-TEA

法ではDEPC添加後1分後にtriethy!a.m.ine(TEA)を添加した。SAiをにおいては、 4当量の

Boc-Phe-OHと2当量のDCCからdichloromethane中で(Boc-Phe)pを合成した.とのとき

DCCから生成するDCUを滅過除去して、熔液を減圧乾回し、得られた(勘c-Phe)pをDMF

に溶かして用いた。カップリング開始後適当な時間に、反応系からごく少量をサンプリ

ングし、その樹脂ビーズをethano!洗浄し、 Gisin法36)により、朱反応のアミノ基をpicric

acid塩とした後、そのpicricacid量を吸光度から定量し、未反応アミノ基墨を求めた。微

量の樹脂は乾燥後‘重量を計量し、反応率を求めた。

2.3 結果と考察 :溶媒系による伸長ペプチド鎖の溶解性改善

Boc法によるペプチド閤相合成法の途中段階では、アミノ酸残基は一般に 3種類に分

類できる。実験項に記したようにそれらは、(i)水素結合性がある無保護のアミノ酸、(ii)疎

水性保護基を有する親水性アミノ酸、(i討)極性基を持たないE車水性アミノ酸、である。ペプ

チドTa-Ulはそれそ。れがほぼこれらのアミノ酸に富むように設計した。極性有機溶媒と
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図2.3 各ペプチドの高慢性溶媒に対する溶解性 (横輸はDMFに対する各添加成分の

%で示した。溶解性判定は、 O.可溶;ム，わずかに不溶分あり:A.不溶性)

しては、 DMF.HMP A. DMSO. NMP. DMAなどが知られている。これらは電子ドナー

性と電子アクセプター性がともに高いが、電子ドナー性が最も高いHMPAと、電子アク

セプター性が最も高いDMSO、および汎用されているDMFの系を溶解性試験に使用した。

カオトロピック溶媒としては、 1-. CI0
4 
-• Br ーでは酸化等の副反応が考えられるので、

LiClを溶解させたDMFを用いた。図2.3には各溶媒系ごとの溶解性の判定結果をまとめ

た.溶解性はペプチドと溶媒の重量比の対数JOg(W/W
s
)で表した。 DMFはペプチドIa，

Jb. IIb， III に対して、あまり溶解力は高くなかった。溶解度は log(W/W)値で 3~ ー2 で

あった。一方HMPAはlIa.日b.Illに対して良い溶解性を示した。ただし、Asnに富む

Jaや Ibに対しては溶解性がDMFよりも劣っていた。このことはHMPAの高い電子ド

ナー性と関係していると恩われる。 DMSOはいずれのペプチドに対しても良い溶媒で

あった。溶解度の!og(W/W S)fi宣はいずれも-1.5以上であった。 DMSO中では、 Iaよりも

より長鎖のIbの溶解性が高かった。このととはめにおいて分子内の水素結合が形成され

ているためと考えられる。

LiClのDMF溶液もDMSO問機に高い溶解力を示した。特に、 IaとIIIに対してはDMSO

よりも優れていた。LiC! の濃度は4~7%の範囲で溶解カにあまり差はなかった。高極性

溶媒の混合系では、その組成と溶解度の関係はかならずしも単純ではなかった。例えば、

取はHMPA-DMF系でHMPA含量O~80%でほとんど溶解性に差がなく、 E剖PAのみ

の時に高い溶解性を示した。また、混合溶媒系では、混合済み溶媒を使用する場合に比

べて、まず溶解性の高い溶媒に溶かしたのち第二の溶媒で希釈するという方法のほうが.

同一溶媒組成でも溶解性は高かった。例えば、日IはDMSOとDMFにより、との方法で

溶解度のlog(W/W
s
)値がー2以上にすることができた。このような順次添加法は、実際の
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図2.4 カップリング反応の進行曲線

適用において有用な保護ぺフ.チドの溶解方法であると考えられる。

ペプチド毎に見てみると、ペプチドIlaは用いた溶媒系のいずれにも容易に溶解した。

間程度の鎖長の Ib，IIa. IIIを比較すると、(ii)のタイプのアミノ酸を含むllaの溶解性が優

れていた。Ibや1lIは疎水性の高い残基を含み、そのためペプチド結合の水素結合による

凝集が起きやすいために溶解性に劣っていると解釈できる。

ペプチド合成においては、速いカップリング反応が高精度の合成を実現するのに必要



第2章一 22

である。 HOSuやHONpなどの活性ヱステル法は一般に速度が遅く、また、 DPPAを用

いるアジド法もDEPCより遅いことが報告されている28，34).とこでは実験項に記した5

種類の方法を試験した。カップリングの進行度を 60分間追跡した結果を図2.4にまとめ

た。 DMF溶媒中では、 DEPC-TEA法と SA法が著しく速いカップリングを示した。一

方DCC法はあまり速くなかった。カップリング速度は5種類のいずれの方法でも、 DMF

にHMPAあるいはDMSOを添加するにつれて減少した。特l之、 HMPAあるいはDMSO

の単独系では、前述したように保護ペプチド鎖に対して高い溶解性を示すにもかかわら

ず、カップリング速度は実用的に十分な速度ではなかった。 DMFを含む混合溶媒系にお

いても、 DEPC-TEA法と SA法は十分高速なカップリングを示した。 DMFはこれらの

反応において不可欠であると考えられる。次に、カオトロピック溶媒DMF-LiCIについ

てみると、 SA法のみが高効率のカップリングを示した。 DMF-LiCl(7%)でいくらか到達

収率が低下したので、高いLiCI濃度はかえって不適当である。

以上のように、保護ペプチドの溶解性とカップリング反応性の検討から、 DMFを含む

DMSO混合溶媒中でのDEPC-TEA法とSA法、適度なLiCl濃度のDMF-LiCl溶媒中でのSA

I去が、長鎖ペプチドの固相合成法において適当であることを見いだした。また、DMF-LiCI

系溶媒はFmoc法合成における脱Fmoc反応の溶媒としても使用でき、ペプチド鎖間での

s -シート構造形成による溶媒和の低下を回避させることができる。さらに、最もDMF

LiCl系の適した反応として側鎖保護ペプチドの反応をあげるととができる。例えば、側鎖

保護アミノ酸のC端のOPac保護基をZn-AcOHで脱保護する場合、 DMFを加えた場合で

も溶解度が低く反応が進行しないが、DMF-LiCI系溶媒を使用することで容易に反応、を遂

行することができる。

ここに記した一連の実験以降に普及したBOPやPyBOPなどのphosphonium系OBt

試薬やTBTUやHBTUなどのuro凶山η系OBt試薬については、完全な比較実験は実施

していないが、 DMFを含むDMSO混合溶媒中やDMF-LiCl溶媒中で、高速なカップリ

ングが可能なことが確認できた。ただし、これらについてもSA法などと同様に、 DMF

単独よりも反応速度はいくらか低下した。 phosphonium系OBt試薬については、溶液

での保存性がuro凶um系OBt試薬よりも劣っていることが知られている.カップリング

溶液中での試薬の失活の問題も、最適な溶媒系と試薬系を選択する場合に重要な点にな

ると考えられる。

本研究の最大の成果として、従来はペフ.チド合成系に適用されなかったDMF-LiCI溶

媒の有効性を初めて示すことができた3η。
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第3章 高溶解性のペプチド担持ビーズの開発

3.1 序論

人工タンパク質の化学合成においては、長鎖ペプチドを高純度でしかも高収率で得る

ために、保護墓、試薬、溶媒の選択とともに、回中目ペプチド合成法に使用する樹脂担体

の選択も重要である 1.3)。樹脂担体に要求される機能は、(i)樹脂の分子鎖上にペプチド鎖

を安定に結合保持する、(日)合成溶媒中で樹脂が膨潤しペプチドの伸長末端が溶媒和される、

(出)合成溶媒中の保護アミノ酸や試薬が樹脂の分子鎖ネットワークを透過して容易に拡散

できる、(iv)樹脂の粒子の凝集によって溶媒や試薬の拡散を限害したり反応容器中におけ

る不均一性もたらしたりすることがない、 (v)樹脂中で伸長中のペプチド鎖の凝集を引き起

こさない、ことである。これらはカップリング反応の効率を高めたり、中途脱離

(premature)や冨IJ反応を防止して高純度を達成するのに重要である。さらに、(vi)樹脂粒子

が機械的に丈夫で極度の変形や破砕が起きないこと、(vii)樹脂から樹脂の一部の分子鎖が

溶出しないこと、(viu)長鎖ぺフ.チドを樹脂内に保持でき、また最終脱保護により生成物を

脱着できること、(ix)合成操作の化学工学的な側面から要求される樹脂粒子の形状やサイ

ズの均一性が実現可能なこと、なども収率や操作性の向上のために重要である。例えば、

樹脂担体は一般にペプチドの伸長とともに巨大化し、その結果機械的強度が低下して亀

裂や破砕に至る可能性がある。こうして変形や微粒子化した樹脂は反応容器のフィルター

の目づまりの原因にもなる。これは、(ix)の条件とともに、高速な溶媒交換や洗浄工程の

ために考慮する必要がある.

国相ペプチド合成法において、歴史的にはpo]y(styrene-co-divinylbenzene)(PSt-

DVB)樹脂がよく用いられてきた1)。この樹脂は 1%のDVBで架橋されたゲル型の樹脂

で、懸濁重合により容易に微小な球状ビーズとして得られるg ゲル型であるために上記

の(ii)(iii)(以)の条件を満たす。しかし、(i)または(vii)によると恩われる長鎖ペプチド合成時

の収率低下 1.4)が指摘されており、 po]y(ethyleneglycol)をクeラフトしたPSt-DVB樹脂

が開発され5.6)、収率低下の問題をある程度解決した。一方、(u)の膨潤性の良い樹脂とし

て開発された∞Ily(N，N-dimeth.ylac印 lamide)系の樹脂7-9)は、ペプチドとの相溶性も良

いが、溶液重合となるために、架橋点が少なく、 (vi)(ix)の条件に対してやや不十分である。

こうした経験から、長鎖ペプチド合成に適した、あるいは、さらに付加価値を持った新

規な樹脂担体を開発する乙とは非常に重要である 10-16)。ここでは、 poly(ethylene

glycol)をクeラフトしたPSt-DVB樹脂 (PEG-PSt-DVBと略す)にならい、 PEGに替わ

るペプチド性リンカーを用いた新規なビーズ状担体(ゲルタイプのPSt-DVB樹脂をべ一
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スにした)を開発して.その特徴を検討した。

3.2 実験:合成中間段階でのペプチド担持ビーズの組成分析

ペプチド担待ビーズのリンカ一部の設計と合成

ペプチド抱持ビーズ(以下PL別 Kと称する)のリンカ一部分の檎造を図3.1に示した包

設計は、 Boc法での合成に適した担体となるように、 hyclroxymethylphenylacetamide

基17，18) (図では O-Mpa-で表した)を切断(cleavage)部分に置いた。 PUNK-2，3， 4， 6 

では、 aminomethyl化した PSt-DVB樹脂にスペーサーともなるリンカ一周のペプチド

鎖を接続した後、ーO-Mpa-を結合させた。リンカ一部ペプチド鎖は、 PUNK-3.4では親

水性となるLys残基を 1残基置きに配し、他の位置はProとs-アラニンを用いた.Pro

は、リンカ一部分がs-シート構造形成に関わらないイミノ酸であること、。ーアラニン

は、 αアミノ酸の水素結合の周期性とずれる Sアミノ酸であることから、これらを使用

した。リンカーのC端側部分は柔軟性を考えて E-aminocaproic acidを用いた。 PUNK-

2も同様に設計したがLysに替えて疎水性のLeuを使用した。 PLINK-lは通常のPam-

reslDと呼ばれる担体で、 PLINK-5はその官能基量を高くしたものである。 PLINK-6は

PLINK-5に親水性のLys残基を 2残基挿入したものである.

合成はまず、poly(styrene-co-diviny lbenzene( 1 %))ビーズ(Bio-BeadsS-Xl， Bio-Rad 

製， 200-400 mesh)にdichloromethane-TF A中で、 N-hydroxyphthalimideをSnCl
4

を触媒として導入し、 N
2
H

4
/ethanolによって phthalimide部分をはずして

aminomethyl化 PSt-DVBビーズを得た 17，18)。このときの試薬量を調整することによ

り、異なる官能基量(capacity)のものを得た。スペーサーのペプチド鎖は、 Boc-アミノ酸

をBOP-HOBt-DIENDMFによりカップリングして順次伸長させた。ペプチド鎖形成後、

同様にacetyloxymethylphenylacetic低 id(AcひMpa-O刊をカップリングさせた。Ac-

PL1NK-1 

PL1NK-2 

PLlNK-3 

ーO-Mpa-NHCH，-(PSt
-O-Mpa-Ala-Leu-BaトLeu-Pro-Leu-Bal-Leu-Eac-NHCH，-(PSt
O-Mpa-Ala-Lys-Bal-Lys-Pro-Lys-Bal-Lys-Eac-NHCH，-(PSt 

PLlNK-4 -0・Mpa-Ala-Lys-Bal-Lys-Pro-Lys-Bal-Lys-Pro-Lys-Bal-Lys-Pro-Lys-Bal-Lys-Eac-NHCH2(PSt

PLlNK-5 

PLlNK-6 

ー0・Mpa-NHCH，-(PSt，high-Ioad 
-0・Mpa-Lys-Lys-NHCH，-(PSt，high-Ioad 

Test-peptide SELLKALLSLLKCLLQLLSALLDKDANGQVSAKELG 

(Mpa. -CH，-C.H.-CHJ+CO-; 8al. ~ 副胡ineresldue; Eac， [..amin田 ap悶 C副 dr田 idue)

図3.1 設計合成したペプチド担持ビーズのリンカ一部の構造とテスト用ペプチドの配列
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O-Mpa-0Hは、 Br-Mpa-OHを大過剰の酢駿ナトリウムと加熱反応させて合成した。末端

のacetyl基は、目的ペプチドの合成用にはN2H4ではずして水酸基とした。また、脱保

護後のペプチド担体ビーズの性質を調べる目的ではTFMSAにより cleavage反応を行

い、末端の acetyl基をリンカーのLys残基の CIZ保護基とともに除去した。

目的ペプチドとして、図3.1に示した36残基のペプチドを上記の各リンカーを持つペ

プチド担持どーズ上で国相法により手動操作で合成した。 C端のGly残基はDMAP-DIC

法19)でエステル化により導入し、乙のR寺未反応の水酸基はacetylimidazoleによりブ

ロック(capping)した。以降のアミノ酸は通常のBoc法により、 BOP-HOBt-DIEA/DMF

によりカップリングさせた20)。最終1m保護は、TFMSA-TFA-DMS沼DT-m-cresol(20: 

100:60:5:20)とTFMSA時TFA-thioanisole-EDT(2:20:2:1)の2段階法(low-high

TFMSA method) 21)によった。

Z主乙盤金主I
使用前のペプチド担持ビーズ、目的ペプチド鎖を伸長した段階でのペプチド担持ビー

ズ、 cleavage後のペフ.チド担持ビーズ、 cleavag巴反応により回収した目的ぺフ.テドを含

む溶液、のそれぞれについて一定量をサンプリングし、酸加水分解 (5%のTFMSAを含

む6MのHCI中で24時間)後、Hitachi-835アミノ酸分析計でアミノ殴組成およびペプ

チドの定量を行った。樹脂の末端アミノ基含量はpicricacidを用いたGisinらの方法22)

によった。

盤盟阜

ペプチド担持ビーズPLlNKについて、保護基のある場合(末端がAcO-でリンカ一部

ペプチドのLys側鎖がCIZ-基で保護されている)と、保護基のない場合(末端はHO-基

でLys側鎖はフリーのアミノ基)の膨潤度を体積目盛りのあるフィルター付き容器で測

定した。前者についてはDMFとd.ichloromethane、後者についてはTFA， AcOH. 1M 

AcOH水溶液， HPを溶媒に用いた。膨潤度は乾燥させた担体ビーズ19が溶媒により

膨潤した時のgel-b巴dの容積(ビーズ閉の隙間体積を含む)で表した。

3.3.1 結果と考察 :ジクロロメタン中における非凝集性

Boc法がFmoc法と異なる点は溶媒の面では、これらの一時的保護基をはずす段階で、

恥c法はTFA/dichlorometaneを用い、 Fmoc法はpjperid.ine/DMFを用いる点である

23)， Fmoc法では常にDMFをベースにした合成サイクルが行われるのに対して、 Boc法

では脱Boc後の洗浄過程でdichloromethaneを使用し、その後DMF系溶媒に転換され

る.実際の合成時には、 dichloromethaneの段階で樹脂担体ビーズが凝集することがよ



くある(前章の図 2.1参照)。こ

の原因はフリーになったアミノ

基と TFAが塩を形成して無極

性溶媒中に置かれたこととも関

係すると思われるが、凝集に

よってビーズ内の溶媒交換が遅

れ、洗浄と中和の過程の効率が

低下する可能性がある。また、

こうしたビーズの凝集は、伸長

中の保護ペプチド鎖をその貧溶

媒である dichloromethane中

に長く置き、続くカップリング
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PLlNK-1障とz
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過程でペプチド鎖の溶媒和を十 図3.2 各ペプチド担持ビーズ上での合成経過(灰色

分行えないおそれもある。

図3.2~こはペプチド担持ビー

と白の矢印は、それぞれリンカ一部とテストペプチドの

合成に対応。ハッチングは凝集の観測された領域)

ズのリンカ一部の合成と目的ペプチドの合成の 2つの過程で、ビーズ全体の中でPSt

DVB以外の構造部分が占める重量%(Non-PSt%と表す)を、それぞれ矢印で示した。

これらは、ビーズ担体の官能基含量 (capacity)やリンカ一部分の構造によって、さま

ざまなパターンを示す。しかしながら、実際に観測されるビーズ問の凝集は、 Non-PSt%

の O~ lO%で始まり 、 30~45% までの領域でのみ起こる。 すなわち、ビーズの凝集は.

担体ビーズの性質に依存して起きていることを意味する。 clichloromethane中ではPSt

鎖は良く溶媒和され、逆にペプチド鎖は溶媒和されにくい。 PSt鎖とペプチド鎖は相溶性

が低いと予想されるので、おそらくビーズ中でミク ロなドメイン構造を形成して相分離

していると考えられる。末端アミノ基とTFAが塩を形成していると、この性質はさらに

強められると恩われる。従って、 clichloromethane中で、ペプチド鎖領域はビーズ問で

も凝集し、その結果としてビーズの粒子聞の凝集が起きていると予想される。

このようなビーズ間の凝集を回避して目的ペプチドの合成を進めるには、図3.2の目的

ペプチド合成の領域がNon-PS悦値で45%以上であれば良いa このような条件を満たす

べプチド担持ビーズはPLlNK-3，4， 6である。すなわち、リンカ一部に、短くても高

capacityでぺ7.チド鎖を導入するか、やや長いペプチド鎖を中程度のcapacityで導入す

るか、によってNon-PSt%値を高めることで、担体ビーズの非凝集性を実現することが

できる。
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図3.2にはまた、ペプチド合成過程

においてビーズの全体重量が、化学

量論的に収率 100%で反応が進行し

たときの重量に比較して、
コ
.国

¥

ω
U
C国
且
』
白
田
且
〈

どれだけ

に減少しているかを、各矢印の上繍

に数値で示した。 Non-PSt%が低い

領域では一般に減少はわずかである

が、目的ペプチドとして同じアミノ

酸配チIJを合成しているにもかかわら

ず.疎水性のリンカー CPLひrK-2)や

10 20 

日utiontime / min 

図 3.3 異なるペプチド担持ビーズにより合成した

テス トペプチ ド粗生成物のHPLCCNucleosil-

5C18カラム，水アセトニトリルのグラジエン卜溶

出。矢印は目的ペプチド)

。
高capacity(PLINK-5， 6)の場合に

減少が著しいa リンカー中の官能基

である O-Mpaは合成条件でほとん

ど切断されないことが示されており、

また.生成ペプチドの HPLCにおい

てはリンカ一部の差異はほとんど見られない(図3.3)ことから、カップリング効率に起

因するものでもない。従って、全体重量の減少は、伸長したペプチド鎖がそのつながっ

ているPSt鎖とともにペプチド担持ビーズから溶出したためではないかと考えられる。こ

(伸長時のもれ%)を表 3.1にまとめた。

リンカー部、目的ペプチドの合成、最終脱保護の各段階でペプチド含量を定量した結

果を同じく表3.1にまとめた。樹脂内残存率%の欄は最終脱保護後洗浄した樹脂になおも

残存した目的ペプチド霊を、リンカ一部の初期量を基準にして示した。樹脂内残存率%
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表3.1 各ペプチド担持ビーズによる同一テストペプチド合成の収率および回収率
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についてはリンカーの差異が反映され、特に cleavage反応によってカチオン性となる

PLTNK-3，4において生成ぺフチドの残存が見られた。また、沈殿物収率%の栴lには

diethyl etherにより沈殿して回収されたペプチド量を示した。この値はPLINK-2，3， 5， 

6において良い値を示した。以上の結果から、本研究で検討した6つのペプチド担持ビー

ズのうちでは PLINK-3が伸長時のもれ%が少なく、収率の点からも優れているといえ

る.

3.3.2 結果と考察:高親水性化ペプチド担持ビーズ

樹脂担体ビーズの膨潤度について検討した結果を表3.2に示した。リンカ一部のLys残

基が保護されている場合には、ペプチド鎖伸長段階で用いる DMFとdichlorom巴thane

中で膨潤度を測定した。 Non-PSt%が高い場合に DMF中で高い膨潤度を示したが、

PL別 K-2，3，4の同じ capacityのものを比較すると、 Non-PSt%が増加すると逆に膨精

度は少し低下した。問機に PLINI心5，6についても Non-PSt%が増加すると膨潤度が低

下した。このことは、リンカー部の鎖長が長く、またその存在量 (capacityによって決

まる)が多い時に、担体の分子鎖が長いあるいは多数の分岐分子鎖を持つことになり、絡

み合いの効果で膨i間性が低下したものと理解できる。リンカ一部の鎖長が長くなるにつ

れて膨if調度が低下したことは、目的ペプチドの伸長時にも同じ効果が働くことを意味す

る。すなわち、伸長によりビーズの乾燥重量は増加するが、その単位重量あたりの膨潤

度は絡み合い効果で低下するので、その結果反応容器中のgel-bed体積を一定に保つ方向

担ペ持プビテードズ保護基 Capacity Non-PS，% 膨潤比 Iml g"1(dly) 

Immol g '(PSI) ， .. D加IFCH，αz TFA AcOH 1M 
AcOH Iも0

PLLNK-l 保E重 031 4.9 3.4 5.2 

PL別K-2 保護 0.74 43、5 4.9 4.5 

PLINK-3 保護 0.74 57.1 4.7 3.3 

PLlNK-4 保護 0.74 71.1 4.5 3.3 

PUNK-5 保護 2.00 24.5 5.2 

PLINK-6 保護 2.00 61.0 4.7 

PUNK-J 脱保護 0.31 4.9 <1.8 <1.8 <1.8 <1.8 

PLINK-2 脱保護 0.74 43.5 3.5 2.7 1.8 1.6 

PLINK-3 脱保護 日74 44.9 3.3 2.8 2.7 2.7 

PL別K-4 脱保護 0.74 59.0 3.7 2.8 3.1 3.1 

PLINK-5 脱保護 2.00 24.5 3.5 2.1 2.0 1.5 

PLINK-6 脱保語 2.00 45.6 3.7 2.6 2.7 2.5 

表 3.2 保護基の脱殿前後における各ペプチド担持ビーズの種々の溶媒中での膨潤度
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に作用する。このことは実際の使用において化学工学的な面からも重要な性質である。

dichloromethane中では、ペプチド性部分が増加すると、膨潤度は低下した。これは

dichloromethaneがペプチドの貧溶媒であるためである。

脱保護したリンカ一部を持つペプチド担持ビーズについては、 TFA中でPLlNK-2，3，

4， 5. 6とも良い膨潤を示した。酢酸中においても TFAよりは劣るものの、 Non-PSt%の

高いものは良く膨潤した。 TFAや酢酸中での高い膨潤性は、目的ペプチドを側鎖保護の

まま担体から切り縦すような時に有用な性質である。溶媒を 1Mの酢自主にすると、良く膨

制するものはリンカーにLysを含むペプチド担持ビーズのみとなった。すなわち、 Lys

側鎖のイオン化によりこの部分の溶解性が高まったためと考えられる。溶媒を水にした

場合も同様に Lys側鎖はイオン化していると恩われ、同様の膨潤性を示した。特に

PLINK-3.4は、水中で膨潤度3前後の高い値を示し、例えば、目的ペプチドをペプチド

担待ビーズから切り離さずに水溶液系で試験するような用途に用いることができる。こ

のように PLINK-3，4，6のような高親水性化ぺフ。チド担持ビーズは前項で述べた合成上

の特色だけでなく、合成後の用途においても有用な性質を示すことができた。さらにと

れらのペプチド担持ビーズPLINKは、ペプチド合成だけではなく、新規な機能性の高親

水性ビーズとして種々の応用展開が考えられる。
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第4章 超二次構造の形成

4.1 序論

人工的なタンパク質の創生において、まず一次構造から二次構造をいかに設計するか

が出発点である。天然のタンパク質において理解されているように、タンパク質中の二

次構造単位である αーヘリックスやβーシートは、それら単独では特定の二次構造を形成

することはほとんどない。すなわち二次構造はより高次な構造の下で、はじめて二次幡

造として形成されるのである。従って最初のステップはむしろ、二次構造の集積体であ

る超二次構造をいかにして設計するかにある。

こうしたターゲットとしてもっともシンプルなものが、天然のコイルドコイル1)やヘ

リックスパンドル 2)などの肉親媒性ヘリックスの集合体である(図1.4参照)。すでに

Nishinoらは、 21残基の両親媒性ヘリックスを形成しうるペプチドを設計合成して、サ

イズ排除クロマトグラフィーなどにより、ミセル状の会合イ本の形成を報告している3)。ま

た疎水性部と続水性部の残基をいくつか変えて、最適化を図っている。 DeGradoらは、

やはり両親媒性ヘリックスを設計し、CD強度の濃度依存性の解析からヘリックスの会合

数と会合エネルギーを見積もっているの。すなわち単一ヘリックスの系では、濃度依存的

にrandom-coil構造のモノマーが集合してヘリ ックスパン ドル構造の4霊体を形成する

ことを示しているの。

単一のヘリックスで超二次構造形成がこのように滋度依存的であることは、それを連

給すれば構造形成はより容易になると考えられる。従ってここでは、複数の両親媒性ヘ

リックスを連結して、その連絡数や連結綴式を変えた人工タンパク質を設計合成し、超

二次構造の形成能および形成される超二次構造の熱力学的性質などを明確にすることを

目的に詳細な検討を加えた。連結部分としては、その部分が構造形成に関わるように

あるいは構造形成をリードするように、特定のターン構造ユニットを用いる場合4)と、逆

に柔軟性を有する鎖を用いることで、ヘリックス部分が自在に構造形成できるようにす

る場合が考えられる。本研究では、後者の考え方で、柔軟性を重視した連絡部の設計を

行い、ヘリックス数 2~6 からなる分子を合成し、フオールディング構造の解析と温度

やpHなどの構造に及ぼす影響について検討した。

4.2 両親媒性ヘリックスの設計

ζこで扱う両親媒性は、親水性部と疎水性部が一分子中に存在するという意味

(釘nphiphilic.ity)だけでなく、ヘリックスを円柱形として見た時、側面の片側が親水性
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で反対側の側面が疎水性であるような両親媒性 (amphipathy)をさす。このような両親

媒性ヘリックスの設計は、車輪表示およびhelical-network表示によって直接的に実行し

やすいの。タンパク質の構造論から、一般に αーヘリックスの直径は、 V創 1der Waals半

径表面でみると約1.0nm程度ある。 またα一ヘリックスは 3.6残基でヘリ ックス 1回

転、すなわち 1残基あたり軸方向から見た中心角にして 100deg回転する。同時に 1残

基あたり螺旋はヘリックスの軌方向に0.15町 n進む。よって、 l残基あたりのヘリックス

表面でのスペースを計算すると、円周方向に0.87nm、軸方向に0.54n.mとなる。これら

の数値を用いて、より実際のイメージに近い車輪表示およびheJical-network表示が可能

になる.

図4.1に、ここで設計した分子の典型的な両親媒性ヘリックスのhelical-network表示

を示す， ここでは疎水性のLeu残基を全体の 3/7、すなわち中心角にして平均 155deg 

が疎水性になるようにした。とれはちょうど4-ヘリックスパンドルの形成時にヘリック

ス相互聞が充分に疎水性表面となるような角度である。残る 4/7は親水性残基とし、配

手IJを単純化するためにLysとGluのみで構成した.LysとGluの配置は、天然物で知ら

PA2 AGELKKLLEELKKLLEEAKGKPGGLKKLEELLKKLEELLG 

PA3 GELKKLLEELKKLLEGKPGGELKKLLEELKKLLEEAKGKPGGLKKLEELLKKLEELLG 

PA4x GELKKLLEELKKLLEECKGKPGGLKKLEELLKKLEELLG 

GE肌 L庄 L帆阻みGKPGG肌阻LKKLEELLG

PA4w CGELKKLLEELKKLLEEAKGKPGGLKKLEELLKKLEELLG 

CGELKKLLEELKKLLEEAKGKPGGLKKLEELLKKLEELLG 

PA6 CGGELKKLLEELKKLLEGKPGGELKKLLEELKKLLEEAKGKPGGLKKLEELLKKLEEししG

CGGELKKLLEELKKLLEGKPGGELKKLLEELKKLLEEAKGKPGGLKKLEELLKKLEELLG 

分子内会合

図4.1 設計ペプチドの一次構造29)(上図，下線はChou-Fasman法で予測される両親媒性

ヘリックス部分を示す)とヘリックス部分の helical-network表示(下図.点線は塩結合)
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れている(i十3)，(i+4)番目残基と i番目残基の問で滋結合 (salt-bridge)7)が多数形成さ

れるように、 -Lys-Lys-および Glu-Gluーを交互に配置した。図に可能な溢結合を示した。

この塩結合によって、ヘリックス構造が安定化されると期待できる。 1本のヘリックスは

疎水性部が4-5周囲形成される 14-17残基の長さにした。

ヘリックスを連絡するループ部分は、ペプチド鎖によるものは-Gly-Lys-Pro--Gly-G Iy 

の配列を用いた。 2つのヘリックスの自由な配置にはヘリックス問の連結に4-5残基の長

さが必要であることが、分子モデリングから予想されたため、変形自由度の高い Glyに

富む5残基の配列を用いた。またPrOは、そのヘリックスを継続させない性質とターン

織造になりやすい性質から選択した 8)。別のループ部分としては CyS残基問のジスル

フィド給合を利用した。 CyS残基は、ーCys-Lys-，CYS-Gly-， Cys-Gly-Glyーなどの自由

度と親水性が高くなるような配列として用いた。

設計した分子のアミノ酸配列を図4.1に示した。各ペプチドは共通コード名PAを使用

し、連結しているヘリックス数を付して図のように命名した。 PA4は、分子鎖の中間で

ジスルフィド架橋したPA4xと、 N端で架橋したPA4wを作成した.これらのペプチド

のアミノ酸配列は、 Chou-Fasmanの二次構造予測法9)により、設計部分がヘリックス

およびループになることを確認し、またコンビュータグラフィ ックスにより、ループ部

分の主鎖結合のφ，ψ回転角が安定な許容領域内の角度をとるときに、ヘリックスパン

ドル構造が支障なく形成できることを確認した。

4.3 実験:合成および物理化学測定

さ70T~全盛

各ペプチドの合成はB∞法による固相合成法で行った。c!ivinylbenzene(l%)で架橋し

たポリスチレン樹脂 (Bio-Rad製.Bio-b巴adsS-Xl)に 4-(hydroxymethyl)phenyl-

ac巴tamidomethyl基を導入し、ここへC末端残基となる Boc-Gly-OHをMitchellらの

方法10)で結合させた。ペプチド鎖伸長時にC端が環状ジペプチド (2，5-piperazinec!ione)

として脱縦11)するのを避けるために、第2，3番目のアミノ酸残基は別途ジペプチドとし

て合成して、 diethylphosphorocyanidate (DEPC)-triethylam:ine法12)でカップリン

グさせた。このジペプチドは Bocアミノ駿と、カルボキシル基をphenacylester (OPac) 

化したアミノ酸とをl-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride 

(EDC)でカップリング後、 Znと酢酸により Pac基を除去して合成した。以降のペプチド

鎖伸長は、 Leu，Lys(CIZ)， Glu(OBzl). GJy， Pro. Ala， Cys(Acm) 13)の各Boc保護アミノ

酸を用い、ステップワイズにカップリンク。を行った。各サイクルのカップリングは、 1回
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!3 DEPC-triethylamine法、 2回目 pre-formedSA法 (dichloromethane中、

dicyclohexylcarbodiimide (DCC)により Bocアミノ酸の対称酸無水物(SA)を作成して

使用)、のダブルカップリングで行った 14)。また脱 Boc反応ステップでは 100%

trifluoroac巴ticacid (TF A)を用いることで反応効率を高め、続く中和サイクルでは

triethylamine-DMF-LiCl(6%)を使用した。カップリングは DMF-DMSO系、 TFA処理

前後の洗浄には dichloromethane、他の洗浄サイクルは DMFを、それぞれ溶媒として

使用した。すべての反応はグラスフィルターを付けたガラス容器中で、手動操作により

行った。アミノ酸配列完成後、最終脱保護反応は TFA -trifluoromethane sulfonic acid 

(TFMSA) -dimethyl sulfide -m-cresol系試薬を用い15)、O'C、28時間反応させた。

ペプチドは氷冷diethyletherに沈殿させ、 O.lM酢酸に溶かしてSephadexG 15カラム

でゲル総過脱塩した。粗生成物の収率は、 PA2，PA3.PAゐ{.PA4w， PA6について、 24，

17.29.30.17 %であった。 disulfide結合による架橋は、 Cys(Acm)残基を含むペフ。チ

ドに水ー酢酸(1:4)混合液中、 O.OlMのヨウ素を作用させて行った。 disulfid巴結合の形成

はdiー(2-pyridyl)disulfideおよびヨウ素滴定により確認した16，町。

精製はCM-SephadexC-25 (17 mm  x 700 mm)を用い、酢酸アンモニウム (pH6.5)

の直線グラジエント (0.01→ 0.60M)により行った。逆相 HPLCによる精製を試みた

が、カラム充填斉IJへ著しく吸着し、溶出させることはできなかった。 C18の他、 C8、

cyanoe出yl型の逆相カラムも同様であった。イオン交換カラムで精製したペプチドは再

度ゲルi慮過カラムで脱嵐精製し、凍結乾燥によりペプチドの白色粉末を得た。精製ペプ

チドは少量を酸加水分解明 (10MHCI-TFA (2:1)混合液.165'C， 50min)し、 Hitachi-

835アミノ殴分析計により、定量とアミノ酸組成分析を行った。

盟豊ι主盟主

円偏光二色性スペクトル(CD)はJasco-J600により測定した。 10mmあるいはlmmの

光路長の角セルを使用し、 0.6mM(residu巴)の濃度で 150mMのNaClを含む 10mMの3-

morpholino-l-propanesulfonic acid (MOPS) バッファー(pH7.0)中で、 195~260nm 

のスペク トルを測定した。 CDのpH依存性は、基本的な溶媒として 150mMのNaClを

含む15mMリン酸ナトリウムバッファーを使用し、 HClあるいはNaOHでpHを調整し

た，pH1.3およびpHl1.5などの酸性あるいはアルカリ性は日CI-NaClおよびNaOH-NaCl

溶液で代用した。また、 guanidinehydrochloride (GuaHCI)による変性実験では、

1.2mM(residue)の溶液とし、 lmmのセルを使用した。各種濃度の GuaHCl溶液は、

15mMのMOPSバッファー(pH7.0)を含む8MのGuaHCl溶液を同バッファーで希釈し

て調製した。
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PA4x PA4w PA6 

(halり (halt) (half) 

8.91 (9) 13.34 (13) 8.97 (9) 9.03 (9) 13.38 (13) 

5.09σ) 7.35 (8) 4.71 (5) 4.82 (5) 8.29 (9) 

1.75 (2) 1.21 (1) 0 (0) 1.00 (1) 1.13 (1) 

13.26 (13) 19.10 (19) 13.31ο3) 13.16 (13) 19.20 (19) 

9.80 (10) 14.32 (15) 9.00 (10) 933 (10) 14.36 (15) 

0.93 (1) 1.6θ(2) 0.86 (1) 0.90 (1) 1.81 (2) 

PA3 PA2 Amino 
acid 

Glu 

Gly 

A1a 

Leu 

Lys 

Pro 

'H-NMRスペクトルを

Nicolet-NT360 (360MHz) 

により DP溶液中で 20
0C

で測定した。測定において

は溶液中に残存する軽水

(HOD)をpresaturation法

により消去した。
合成ペプチドのアミノ酸分析結果(括弧内は理論値)表4.1

結果と考察:ヘリックスパンドル構造の形成

金盛量塁

アミノ酸分析結果は表4.1に示したように、理論値とよく一致した。特に、 PA3とPA6

における Glyや、 PA2.PAゐc.PA4wにおける Alaで分析値が明確に区別でき、確実に

4.4 

合成されていることが示された。 CM-SephadexC-25を用いたイオン交換クロマトグラ

フィーでは、いずれのぺフ。チドもシャープなピークを与えた(図4.2)。ここでPA2のみ

は主ピークの後に冨IJピークが出現したが、アミノ酸組成はまったく同一で、それぞれの

ピークはモノマーとダイマーによるものと考えられた。すなわちこの条件下でPA2は会

合体を形成し、その平衡は交換が速い過程であることを示している。
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クロマトグラム(いずれも悶ーのカラム

および溶出流速による実験)
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20.CにおけるCDスペクトルを図4.3に示した。いずれのペプチドも αーヘリ ックスに

富むスペクトルパターンを示した。CDスペクトルから二次構造含量を評価する方法はい

くつか提案されている。一般にはαーヘリックス、。ーシート、その他の3つに分類する

方法が簡便に利用されてきた。しかしながら、 s-シートをさらに並行と逆並行に分類し

たりするなど、より詳細な分類が正確な二次構造含量評価には必要であると主張される

ようになっている 19)。ただし、これは二次構造がすでにわかっているタンパク質からの

議論で、全く未知のタンパク質については、パラメータを増やすことが必ずしも正確な

結来を導くという保障はない20)。二次構造のうちで、 αーヘリックスはそのCDパターン

が他と異なって特徴的であることと、その特性バンドである222nm付近で他の二次構造

のCD強度があまり高くないことから、 αーヘリックスに富むタンパク質についての解析

は、単純な方法でも比較的信頼できると考えられる。ここでは、 Chenらによって考案さ

れた方法21)と、筆者によるその改良法、そしてCONT別法22)の3つの方法で二次構造

含量を評価した。

Chenらの方法はX線権造解析がなされている球状タンパク質について、測定したCD

から各二次構造の標準的なスペクトルを割り出すというもので、特に、 αーヘリックスに

ついてヘリックス鎖長依存性の項を導入している点に特徴がある。これは鎖長nの式と

して、

[日JH= [9JHo ( 1 -k/n) 

で表され、

(eq.4.1) 

[8J
H
oとkのパラメータは波長毎に文献に与えられている 21)。一般に222nmでのヘリッ

クス以外の構造は[θ]が 3000deg cm2dmor1 程度 (l 000~5000)であるので23)、先

にこの値を[eJRとして仮定し、鎖長Lのタンパク質中にm本のヘリックスが鎖長D"n2・

同， n
mで含まれているとすると、

[日JH= [sJHo ( fH - mk/L) + [9JR ( 1 - fH) (巴Q.4.2)

が成立する。 222nmでの実視~の[eJ値を用い、設計したLとmの値を代入すると、ヘリッ

クス含量fHを算出できる。この方法で求めた α ヘリックス含量を表4.2のMethod-A欄

1:::示した。

Provencherらによ り考案されたCONTIN法22)は、スペクトル波形を二次構造含量が

既知であるタンパク質の多数のスペクトルの加重平均で完全に再現できるような加重係

数を最適化計算で求めるもので、こうして得られた加重係数に、対応するタンパク震の

二次構造含量率を掛けて総和を求めると、未知タンパク質の二次構造含量が計算できる。

この方法で得たヘリ ックス含量を同じく表4.2に示した。
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上記の2つの方法で得たヘリック

ス含量はほぼ一致したが、設計した

配列をChou-Fasman法9)でヘリツ

クス予測した結果(表4.2のC.&F. 

繍)に比べて、いくらか小さい値で

4種類の方法によるヘリックス含量の比較

的なヘリックスタンパク質であるト

ロポミオシンとそのモデル化合物24)に適用した。とれらは完全なコイルドコイルとして

知られているので、 fHを100%と仮定して、逆に [8]HOのパラメータ値を決定した。 [8]1.t

値は 204~ 243nm域で3run毎に、-1.52.ー2.45，ー2.57，ー2.46，-2.54， -2.67，ー2.77.-2.68， 

ー2.11，ー1.38，ー0.93，-0.56，ー0.29，ー0.09X 104 deg cm2dmor1となった。球状タンパク質

とコイルドコイルとの [8]HO値の差異は、両者のヘリックスがφψ角において若干異なっ

ていることが原因と恩われる。これらのパラメータ値を使用してペプチドPAのヘリック

ス含量を計算すると、表4.2のMethod-B櫛のような結果になる。この値はヘリックス含

量の設計値により近く、このことからPAがほぼ設計通りの二次構造をとっていると推定

表4.2あった.そこで先の(巴q.4.2)を、代表

される。また、 PAのヘリックスは球状タンパク質中のヘリックスよりも、むしろコイJレ

ドコイルに近い特徴をもっていること、すなわち両親媒性ヘリックスの会合体であるこ

とが示唆される。 PAのうちではPA3とPA6のヘリックス含量が、他と比べて設計より

やや低かった.

ペプチド PAのα ヘリックス以外の部分の二次構造を調べるために、 PAの実iJllJCD

スペクトルから、改良Chen法 (Method-B)で予測されるヘリックス部分のみのスペク

トルを差し引き、残基あたり 20 
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のモル楕円率に換算して示し

た(図4.4)。このCDスペクト

ルは、ランダムコイル構造の

ポリアミノ酸について報告さ

れているスペクトルに類似し

ていた。ポリアミノ酸では

240 

図4.4 ペプチド PAの非ヘリックス領峻の換算CD

スペクトJレ

230 210 220 

Wavelength I nm 

200 
196~202ruηに -5.0~-2. 5 X 

10
4 
deg cm2dmor1のマイナ

スピークを示す25)。この領域

にs-シート構造は正の楕円
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PA2 

PA4w 

PA3 
PA6 

1.日

σ0.9 
マ

E 
悶
~ O.目
、、
ε 
e 0.7 
N 
N 。a
s 

0.6 

率を持つので23)、ヘリックス部以

外の構造はs-シートではなく、比

較的鎖の広がったランダムコイル的

な構造であると予想される。

過産量宜佳

ヘリックス構造に特異的な[e] 

222nmの温度依存性を図 4.5に示し

た。各ペプチドは緩やかな熱転移を

示し、 Hodgesらのペプチド24)の熱

転移挙動に似ていた。 90'Cにおい

ても[eJ222nmは4'Cの時の 60~ 

70%程度あり、熱的にかなり安定で

あった園特に、PA2は[eJ222nmの強

度減少率カt小さく安定であった。このことはPA2のフォールディングの特徴が他と少し

異なっていることを示唆している。全体的な転移のブロードさはヘリックスの会合体が

多安定状態であることを意味している。このことはペプチドPAが両親媒性ヘリックスの

比較的自由度の高い連絡による会合体であるととに起因していると思われる。熱安定性

100 80 

図 4.5 ペプチドのモル楕円率の温度依存性

(222nmの強度を4'Cの時の値で規格化)

40 60 
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0 

に関して、 disulfide結合による架橋の効果は見られなかった。

起盤互生

問機f;::[e J
222nm

のpH依存性を測定した結果を図4.6にプロ ットした。 pH6~ 10の領

域で[e1222nmは、いずれもほぼ一定 a 

値を示し、より酸性側では強度が増 PA6 
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加、アルカ リ性側では減少した。し

かしながら変化量はあまり大きくな

12 10 6 8 
pH 

4 2 

かった。酸性側での pH3~6、アル

カリ性側でのpH10.5~ 12の転移

域は GluおよびLysの側鎖の解離

pKaと関連していると考えられる。

アルカリ性側でに[eJ
222酬の強度減

少は、 Lys側鎖が非イオン化し、そ

のためヘリックス部分の両親媒性が

低下して部分的にヘリックスがほど 222nmのモル楕円率のpH依存性図4.6



，固-

第 4.-41 

けたためと推定される。一方、酸性側での[(J J222nmの強度増大は、ヘリックス含量の港

加は設計構造から考えにくいので、 φψ 角の微妙な変化によるものとJ思われる。

Eisenbergらは、親水性残基の非極性部分がタンパク質の構造安定化に大きく寄与して

いることを報告している 26).ペプチド PAの場合、 Lys側鎖のmethylene基が構造安定

化に寄与しているため、酸性側でもヘリックスが安定で、逆にアルカリ性でLysの非イ

オン化により親水性側面が一部疎水化して不安定化したと考えられる。

GU直nidine変性

PAの[(J ]222聞は、 GuaHCl濃度の増加とともに強度が小さくなり、 8MのGuaHCl中

で約 1000deg cm2clmol・1になり完全な変性状態となった。[(JJ
222nm

の相対的な変化を

図4.7に示す。全体的な転移の中点はPA2が最も高い GuaHCl濃度で、 PA3とPA6が
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低かった。いずれの変性曲線も、 2M

付近と 5.5M付近の2箇所での転移

からなっている。 PA2は5.5M付近

で、 5緩類のうちで最も急なすなわ

ち協同性の高い転移を示した。一般

に両親媒性ヘリックスはヘリックス

聞で会合することで安定化してお

り、単一のヘリックスで存在するこ

とは困難である。従って2M付近で

の第一段階の転移では会合状態が変

化して、一部のヘリックス間会合に

e 4 

[GuaHq I M 
2 

図4.7 グアニジン塩酸猛による変性曲線 (CDの

22nmの強度を OMと8Mでの値で規格化した)
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あずからないヘリックスが壊れたた

めと考えられる。次に 5.5Mでは、

残っていたヘリックス会合体も綴れ

てすべてランダム構造になったと解

図4.8 変性過程の模式図 (0は分子内のヘリック

スになりうる単位、グレイはヘリックスを形成した

領峻を示す)

釈できる。

このような2段階転移は図4.8の

ようなモデル図で、次のように説明

することができる。すなわち、ヘ

リックス聞を会合させている相互作

用に、強いもの(~で図示)と弱いもの

(ーで図示)が存在すると考える。図の
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a4. a5， a6では4-ヘリ ックスパンドルを示すが、熱転移挙動から予想される多安定構造

は、強弱の相互作用のパターンの遠いにも因っていると思われる。まず、第一段階の変

性は相互作用のうち弱い部分が切れることによって、 a2やa3のような形態に変化する。

とのとき、 PA2ではa3タイプのものがより多く形成されるためにヘリックス含量の低下

はほとんどない。 PA2以外ではa2ができやすいために、ヘリックス含量は大きく低下す

る。さらに、第二段階の変性では強い相互作用部分も切れるのですべてのヘリックスは

孤立しランダム構造になる。こうして2段階の転移が説明できる。 PA3とPA6の第一段

階での変性の程度が、PA4xやPA4wより大きいのは、 4-ヘリックス以外のバンドル構

造では多形性がより著しいためと推定される。天然においても 6本のヘリックスがバン

ドル構造にきちんと整列したものは例がなく、ねじれたり、かなり変形したフォールディ

ング締造をとっている。変性実験結果から、 PA3やPA6も、バンドルからかなり変形し

たフォールディング構造ではないかと推定される。前述したように、ヘリックス問の接

触的相互作用は構造データ27)から、ヘリックス l周囲あたり l残基程度が寄与している

のみである。ここで設計したペプテドは Leu-の周期とーLeu-Leuーの周期が交互にあり、

従って2つのヘリックス問の相互作用に関してはLεuが1個余分になる。このことが他

のヘリ ックスとの聞の弱い相互作用になっていると恩われる。

ヘリックス連絡体の構造

以上、 CDスペクトルの二次機造解析の他、温度、 pH、変性剤による構造変化の実験

PA4w PA6 
(4-helix bundle) (6-helix bundle ?) 

図4.9 人工タンパク質PAの推定構造 C地造は多安定で種々の構造を取りうる)
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結果から、 αーヘリックスの連結体である各種PAの水溶液中での構造として、両親媒性

ヘリックスの会合体であると結論できる(予想構造の一例を図4.9に示す)。このヘリッ

クス会合体は柔軟な連結部でつながれているため、多安定構造で、明らかに天然タンパ

ク質のような一義的に規定されたフォールディング構造とは異なっていた。この乙とは

lH-NlvIRスペクトルにおいて、ピークのブロード化が観測されたことからも推定される。

2-ヘリックス体の PA2については、架橋の効果がないために、 他のPAよりも変性剤に

よる転移は協同的であった。架橋位置の異なる PA4xとPA4wについては、ここでの実

験結果において、あまり違いは見いだせなかった。しかしながら、同様のD巴Gradoらの

4-ヘリックス体と比較するとGuaHCl変性挙動がかなり異なっている。これらの結果は、

ヘリックスをつないでいるループ部分の長さや構造がヘリックス会合体のフォールディ

ングに重要な寄与をしていることを意味している。機能性の人工タンパク質の設計にお

いて、連結部分の設計もまたヘリ ックス部分と同様に重要と考えられる 28)。
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第5章 両親媒性ヘリックスの予測法の開発と適用例

5.1 序論

前宣言においては、両親媒性ヘリ ックスが形成されるようなアミノ酸配列を設計するこ

とにより、実際に両親媒性ヘリ ックスの集合構造が形成されることを示したロ本章では、

両親媒性ヘリックスによる幡造形成部位を、天然タンパク質において見いだすための評

価予測方法を開発し、モータータンパク質を例として、実際にタンパク質を合成し

charaderiza tionすることで、その有効性を評価した。設計と予測は原理的には同ーのも

のであるが、例えば、両親媒性の原理に基づくペプチドの設計においては、構造形成を

実現するために、過剰の安定性を付与しがちである。しかしながら、天然タンパク質に

おいては、過剰な安定性を進化において獲得していることはあまりなく、機能発現のた

めには、ある程度以上の安定性は必要でなく、むしろ安定性よりも別の妥因が重要であ

ると考えられる。端的には、好熱菌等由来でない一般の機能タンパク質の多くは 100.C

以下の温度で熱変性をすることからも、人工設計と自然界の設計の本質的な違いが考え

られよう。基質を要求する酵素では基質を取り込んで構造変化した状態での安定性が重

要となるため、取り込み前の極度な安定性は酵素機能に障害となるのではないかと考え

られる。このような、より生物的な機能を構造商から考察するには、構造を熱力学的観

点で評価する必要がある。 3経験的に安定性を評価することはできるが、その場合には平

衡論的にはドメイン全体であったり、速度論的にはフォーJレテーィングの経路に沿った安

定性を評価することになる。一方、設計において必要なのは、とれらのみでなく、局所

的な安定性の評価である。安定性を評価し予測することができれば、生物的な適度な安

定性を有するタンパク質の設計が可能になる。またこのような評価法によって、未知の

立体構造をアミノ酸配列から予測することも可能である。例えば本研究の主題である、代

表的な構造である両親媒性ヘリ ックスのつくる coiled-coiJ構造 1，2)は、 globularな部分

から孤立して形成される構造であるため、 ]ong-rangeの構造の影響が少なく、 globular

な部分の構造予i却はりも確実性が高いと期待される。

ここで取り上げるキネーシン(human kinesin heavy ch創n，一次構造を図5.1に示す)

は、 myosinや ncdなどと構造的にも類似の駆動部分を有するモータータンパク質で

tubulinの集合構造体である微小管上を運動する(図5.2)。これらのタンパク質のヘッド

部分(motordomain)はATPase活性を有し 3)、運動はATP分解エネルギーと共役して

いる4，5).電子顕微鏡等によりキネーシンは図5.2の模式図に示すような、 stalk部分で二
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-10 -10 ‘3D ゐ ..  .，。 ." 
o MADLAECNIK VMCRFRPLNE SEVNRGDKYl AKFQGEDTVV IASKl'YAFDR VFQSSTSQEQ 

60 VYNDCAKKIV KDVLEGYNGT IFAYGQTSSG KTHTMEGKLH DPEGMGIIPR IVQDIFNYIY 

120 SMDENLEFHI KVSYFEIYLD KIRDLLDVSK TNLSVHEDKN RVPYVKGCTE RFVCSPDEVM 

180 DTIDEGKSNR HVAV官NMNEH SSRSHSIFLI NVKQENTQTE QKLSGKLYLV DLAGSEKVSK 

240 TG且EG且VL.DE AKNINKSLSA LGNV工SALAE GSTYVPYRDS KMTRILQDSL GGNCRTTIVI 

300 CCSPSSYNES ETKSTLLFGQ RAKTIKNTVC VNVELTAEQW KKKYEKEKEK NKILRNTIQW 

360 LENELNRWRN GETVPIDEQF DKEKANLEAF TVDKDITLTN DKPATAIGVI GNFTDAERRK 

420 CEEEIAKLYK QLDDKDEEIN QQSQLV<KLl< TQMLDQEELL ASTRRDQDNM QAELNRLQAE 

480 NDASKEEVKE VLQALEELAV NYDQKSQEVE DKTKEYELLS DELNQKSATL ASIDAELQKL 

540 KEMTNHQKKR AAEMMASLLK DLAEIGIAVG NNDVKQPEGT GMIDEEFTVA RLYISKMKSE 

600 VKTMVKRCKQ LESTQTESNK KMEENEKELA ACQLRlSQBE AKIKSLTEYL QNVEQKKRQL 

660 EESVDALSEE LVQLRAQEKV HEMEKEHLNK VQTANEVKQA VEQQIQSHRE THQKQISSLR 

720 DEVEAKAKLI TDLQ.DQNQKM MLEQERLRVE HEKLKATDQE KSRKLHELTV MQDRREQARQ 

780 DLKGLEETVA KELQTLHNLR KLFVQDLATR VKKSAEIDSD DTGGSAAQKQ KISfLENNLE 

840 QLTKVHKQLV RDNADLRCEL PKLEKRLRAT AERVKALESA LKEAKENASR DRKRYQQEVD 

900 RIKEAVRSKN MARRG自SAQI AKPIRPGQBP AASPTHPSAI RGGGAFVQNS QPVAVRGGGG 
960 KQV 

図 5.1 キネーシンのアミノ酸配列 (PIR:A41919より)

量体化した形で機能する こと

が推定されている叩)。キネー

シンと ncdのモータードメイ

微小菅
(microlubule) 

(+)町叫
ンはアミノ酸配列上 40%のホ & 

モロジーを有しているが、 | 

モータードメインがキネーシ '1 
(-)-endl 

ンではstalkよりN端倶11にある | 

のに対して、 ncdはC端側にあ

と忌=L訟;Trツ川ク啄1ン
、ψ，γ、~Klne'剖

え d

る。最も興味深い点は、キネー 図5.2 キネーシンの微小管上での運動と、 ncdとの精

造比較
シンと ncdでは方向性のある

微小管の上を運動する方向が逆転しているととである8，9)。運動性については、モーター

ドメイン単独では遅く、二量体化してはじめて速い方向性のある運動をする。モーター

ドメインのN端とC端は近接しているため、モータードメインとstalkの接続部分(ネッ

ク領域)に、 2つのタンパク質において遼動性の差を引き起こす微妙な差があるのではな

いかと予想される。本研究ではこの領域の機造を明らかにするために、合成的手法と合

わせて検討を行った。また、両者のモータードメイン10，11)の差異についても分光学的検

討を行った。

5.2 両親媒性ヘリ ックスの予測

両親媒性ヘリックスはEdmundsonwheelと呼ばれる車輪表示12)やheJicalnetwork 
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と呼ばれる円筒表示によって、視覚的にその特徴を容易に把握することができる。円筒

表示をベクトル化して数値的に評価する方法として、BerzofskyらによりんMPHlが提

案されている 13，14)。これは抗原性部位の抽出向定に有効であったが、ベクトル化により

両親媒性の情報を限定しすぎているため詳細な議論には適していない。一方近年、両親

媒性ヘリックスのうちで2量体化してcoiled-coilを形成するものについて、 Lupasらは

統計的な存在確率をペースにした予測法を開発した15)。さらにこれを改良したBerg巴rら

の方法(PAIRCOIL)も提案されている 16)。どちらの方法もモータータンパク質などの長

いcoiled-噂coil鎖の heptad周期での各アミノ酸残基の出現頻度を、 coiled-coilでない

globularなタンパク質のそれと比較してこれをスコア化したものである。例えば、 L巴u

は疎水性コアのa，d位置にはよく出現するので高いスコアが与えられ、他のb.c，e，f，g位置

にはあまり存在しないので低いスコアとなる。この方法は、一種のホモロジ一手法であ

るために既知のcoiled-coilに類似した配列を効率よく抽出できる。またこのことは欠点

でもあり、 coiled-coil形成能はあってもホモロジーが低いために検出もれの可能性もあ

る.別の問題点は、 poly(Glu)のような親水性アミノ酸ポリマーでは、 b.c，e，f，g位置のみ

でも高いスコアを獲得してしまうために、 a，d位置に疎水性残基がなくても全体では高ス

コアを得てしまう危険性がある。

このような問題点の克服と、coiled-coilに限定しない肉親媒性ヘリックスの予測を行う

目的で、本研究では熱力学的パラメーターをペースにした新しいアルゴリズム

仇MPH1SEARCH)を開発した。この方法は

以下の手順からなる(図 5.3)。

[1] アミノ酸配列をheptadrepeat frarne 

へ割り当てる heptadrepeat frarneはa， b， 

C， cl. e， f. gの7残基周期の繰り返し17，18)で、

a， d位鐙を乙こではcoreと呼び、残りの位

置をoutfieldと呼ぶことにする。 frarneの割

り当ては7種類可能で、それぞれをa位置の

残基番号を7の倍数表現 (7N-i)することで

区別する。例えば、残基番号348，349， ...， 354 

をa，b， ...， g に割り当てた場合には、

348=H50-2であるからとの割り当て方を

7N-2と呼ぶ。 図5.3 AMPHlSEARCHの計算フロー図

[2] 各残基へ基本スコアG.(kcal/rnol)を (計算プログラムは章末34)を参照)
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与える:7種類の fr釘neの割り当て方iのそれぞれについて、各残基j毎にcor巴位置か

outfield位置かに応じて基本スコア G，を与える。基本スコアはG.(i，j)のmatrixとなる。

この基本スコアには、 Leu(ー1.72，0)， I1e (ー1.86，0)， Val (-1.36， 0)， Met (ー1.38，0)， Phe (-

1.36， 0)， Tyr (-1.01， 0)， Gly (0， 0). Ala (ー0.42，0)， Lys (0， -1.95)， Arg (0， -1.77). His (-

0.18，0)， Glu (0，ー1.07)，Asp (0， -1.05)， Gln (0，一0.50)，Asn (0，ー0.82)，Sεr (0，ー0.05).Thr 

(-0.35，0)， CyS (-0.48， 0)， Trp (-1.01，0)， Pro (ー0.98，0)の値を採用した(括弧内はcore，

outfieldの順にスコア値を示す)。基本スコアは、 Fauchereら19)の報告しているアミノ

酸側鎖のoctanolから水への相間移行エネルギーム G。胞をもとにしている。疎水性アミ

ノ酸がcore位置の時、 Ga= AGO出また親水性アミノ酸がoutfield位置の時、 G.=.6.G
oos 

とし、ともに両親媒性ヘリックスの安定化に寄与するのでG.は負の値になるようにしたa

また、それぞれ逆の位置にある時には基準状態としてGa=0とした。.6.G
obsに関しては、

ヘリックス構造においてはアミノ酸側鎖は完全に溶媒に露出していないので、 LeuとII巴

について、.6.G蜘をそのmethylene基相当分 (0.6kcal/mol)減じた。同様の理由でVal.

Met， Tyr， Lys， Arg， Glu， Glnに対して疎水性部分の長さに応じて、 Gaのもととなる .6.

G蜘に 0.3，0.3， 0.3， 0.6， 0.4， 0.2， 0.2 kcal/molを減じる補正を加えた。 CySに対しては、

Metより炭素数が2個少ないので、1.2kcallmolを減じた。第7章の実験結果では、芳

香族アミノ酸はその高い疎水性にもかかわらず、両親媒性ヘリックスの安定化への寄与

が低いことから、 Ph巴はValと同じ、またTrpはTyrと同じ値を採用して、実験的な安

定性の差を反映するようにした20)。なお、 Glyはcore，outfieldともOにし、 Proについ

ては特別な補正を加えなかった.

[3] outfi，巴ldにおけるスコアG，に補正係数Bを乗じる:前述したように親水性アミノ殴

ポリマーが高いスコアを獲得しないように、その残基の両側の最も近いcore位置の疎水

性に応じてoutfield位置のスコアを補正した。例えば、 g位置のスコアは、 d位置および

次のa'位置のスコアから、 B=(G.<d)+G/〆))/(一 4kcal/mol)を求め、 Bを無次元数とし

て、基本スコア G.に乗じた。 core位置についてはB=lである。実f7i1で示すと、 dがLeu

でa'がAlaなら、B二{(-1.72)+(ー0.42)}/(-4)= 0.535を、 dとa'の聞の e，f， g位置の基本

スコア1:::.乗じる。

[付 一定範囲においてBG.を平均イ乙:ここでは windowサイズmを15残基として、

G.".= i:(BG)/mにより計算した。この長さは球状タンパク質中の αーヘリックス鎖長5

-"'20程度に比べてやや長めであるが、両親媒性ヘリックスがバンドル構造を形成するに

は 3~4回転分は最低必要であることからこのサイズを選択した。

[5] エネルギー{直G
a唱を統計重率因子wに変換エネルギーの単位で表されたスコア



の結果を表 5.1にまとめた。 LeuとGluからなる 7残基周期の配列では、両親媒性とい

えるのは #3~#6 のモデルで、 #2 と #7 は境界領域である。これらの最大値を与える

heptad repeat frameについての平均値、ピーク値は約3で、w=3が両親媒性を判定す

る基準値と考えることができる。 #9と#10では2と3残基周期についての結果を示した

が、明らかにスコアは低い。この方法で得られる情報は優位なheptadrepeat frameの

スコア値の大小だけでなく、優位なheptadrepeat fram.eの多重度から疎水性面が角度

にしてどの程度の広がりを有しているかを判別できる.例えば、疎水性面の広い#3では

4種類の heptadrepeat frameが高い値を与える。とれに対して、 #6は優性なものは l

積類のみであり、このように多重度と疎水性面の広がりに相関がある。

構造の明らかにされているタンパク質へ適用した結果は、tropomyosinαでは(20-30)

領域を除いて高いcoiled-coil性を示した。しかも全長にわたってheptadrepeat frame 

はl種類、すなわち単一ドメインであった。また、meromyosinはほぼ全長がcoiled-coil

と予想されたが、 heptadrepeat fram巴の種類としては4つのドメインからなっていた。

myohemerythrinやcytochromeb
562

では4ヘリックスパンドルのうち 3本の両親媒

性ヘリックスを予測できたa 一方、 bacteriorhodopsinはスコアは低く、多重度が大き

かった。すなわち疎水性のヘリックスであることを意味している。このように本法

んMPHlSEARCHにおいては、両親媒性ヘリックスの分類やドメインの領域決定も含め

た予測が可能である。さらにつけ加えると、本法は基本スコアに熱、力学的なパラメーター

を採用しており、そのため非天然アミノ酸に対してもスコアを与えるととができるとい
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う長所がある。

5.3 実験:キネーシンのネック領域の合成と解析

全盛

図5.4に示した5種類のフラグメントペプチドを、 Fmoc園相合成法により、 Shimadzu-

PSSM8合成機で合成した.合成用樹脂単体には、 C端アミドを与える TGS-CHA

(Shimadzu)レジンを使用し、合成試薬には 0.2MのTBTU-HOBt-NMM(1:1・2)を用い、

各サイクル25分間のカップリングFを行った。脱Fmocにはpiperidine-DBU、溶媒には

DMF-DMSO(80:20)を使用したa最終脱保護はTFA -EDT -water-pheno!( 9 0:6:3: 1)を使用

し100分反応後、 i令diethyletherに沈殿させて粗ペプチドを回収した。遠心機にかけ上

清除去、 di巴thyle出er洗浄を繰り返し、乾燥後10%酢酸に溶かしてRP-HPLCで分取精

320 340 360 38日

i ↓ ↓ i ↓↓ l 
kinesin STLLFGORAKTIKNTVCVNVELTAEOWKKKYEKEKEKNKILRNTIOWLENELNRWRNGETVP旧EOFD

Ac-NVELTAEOWKKKYEKEKE-NH2 

Ac-KNKILRNTIOWLENELNRWRNGETVPIDEO-NH2 

111 Ac-NVELTAEOWKKKYEKEKEKNKILRNTIOWLENELNRWR判 H2

IV Ac-TLLFGORAKTIKNTVCVNVELTAEOWKKKYEK-NH2 

'"C Ac-NVELTAEOWKKKYEKEKEKNKILRNTIQWLECELNRWR-NH2 

図5.4 キネーシンの予想されるネック領域と合成したペプチドのアミノ酸配列

製し、凍結乾燥により目的ペプチドを得た (HPLC分析純度は97-99%)。ペプチド濃度

は280nmの吸光度21)から決定した。

各ペプチドはe!ectrosprayedionization mass spectroscopy (ESI-MS)測定により同

定した。測定はAPI-llI(PerkinElmer Sciex Instr.)により行った。各ペプチドの分子量

は、I.2321.5， 2321.5: II， 3749.2， 3749.2; III. 4926.7， 4928.4; IV， 3809.0， 3809.3 (ペ

フチド名，実測{直，理論値の順)であった。

ペプチドロICは、 mの363位をCyS置換したもので、精製後このCysをN-(9-acridinyl)

ma!eimide (NAM) (Dojin製)あるいはN-[p-(2-benz凶lidazoJy!)pheny!Jmaleirnide

(BIPM) (T巴ika製)で蛍光ラベルした。合成は、 1.5μmolのペプチド IIICを20mMのリ

ン酸buffer(1.7m Q)に溶かし、 pH7に調整したのち、 2μ molのNAMあるいはBIPM
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のaceωne溶液を添加、 20'Cで2.5時間反応させた。反応は 2-mercaptoethanol(30μ

Q)添加で止め、続いて1MのNaOHを0.5mQ加えて 2.5時間maleimide環の関環反応

を行った。その後AcOHを添加してpH3程度にし、 RP-HPLCで精製した。得られたペ

プチドはESI司MSにより同定した。分子量は、 IIIC-NAM.5208.2， 5209.7: IIIC-BIPM. 

5225.0.5224.7であった。ラベルしたペプチドの濃度は、 CD強度がペプチドロIと同じ

であるとして決定した。

キネーシン(humankinesin)のフラグメント K349(l-349)，K379(1-349)および

Drosophila ncdのモータードメインは大腸菌で発現させたものを用いた1l.22)。

fiii謹二盈佳

CDスペクトルは Jasco-J600 により測定した。濃度変化に対応して 0.2~10mmの光

路長のキュベットを使用した。スペクトルは20'Cで測定し、 bufferには500mMのNaCl

を含む20mMのMOPS-N配OH(pH7.0)を用いた。二次構造含量予測にはCONTIN23)(第

4章参照)を使用した。

正隆主盤

沈降平衡はBeckman-XL-A分析型趨遠心機を使用した。分子量計算のための部分比容

は構成アミノ酸の償24)から昔|算し、ペプチド IIおよびTIIについてそれぞれ0.715mQ / 

g、0.722mQ /gであった。溶液の bufferはCD測定と同じものを用いた。

蛍光エネルギー移動

蛍光スペクトルはShimadzu-RF5000を使用して、 200Cで測定した。溶媒には50mM

のリン酸カリウム buffer(pH7.0)を使用した。この bufferについて、 CDスペクトル

上は先のbufferとの差は認められないことを確認した。蛍光スペクトルはBIPMの吸収

バンドのある 310nmで励起し、 320~ 500nmのスペクトルを記録した。

測定試料の調製は、Il1C-NAMおよびIIIC-BIPMを微量の水に溶かして20分incubate

後、 50mMのリン酸カリウムbufferで希釈した。 IIIC-BIPM単独の蛍光スペクトルと比

較して362nmのBIPM由来基の蛍光強度から、エネルギー移動効率ETを算出し、 FO'rster

の式25)、

Ro = ( K2 s n・4中DJ)1/6(eq  5.1) 

から、 エネルギー移動効率 50%の時のドナーアクセプタ一間距離R。を算出した。ここ

で、 Jは双極子問相互作用の配向因子(ランダムな配向を仮定して 2/3)、日は定数(

8.785xIO-25 Mαn2)、nは媒体の屈折率 26)(1.4)，<T
Dはアクセプターがない時のドナー

(lllC-BrPM)の蛍光量子1&率(tryPtophaneを基準にしての実測値0.037)、Jはドナーの蛍

光とアクセプターの吸収スペクトルの重なり積分である。
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霊堂茎監

変性実験はCDおよび蛍光スペクトルにより 20
0

Cで行ったa一定濃度のペプチドIIIを、

500mMのNaClを含む 20mMのMOPS-NaOHbuffer(pH7.0)中、種々の濃度の尿素

(urea)溶液に熔かして、 222nmにおけるモル精円率あるいは275nm励起の蛍光スペク

トルを記録した。また、熱変性実験は[e]222nmをモニターしつつ、 0.8K/minで昇温して

測定した。

5.4 結果と考察・コイルドコイル構造の同定と機能上の意味

コイルドコイル領域の予測

両親煤性ヘリックス予測法AMPHlSEARCHを、 キネーシンの全領域に適用した結果

を図5.5に示す。とこからピークのスコアが3.0以上で、スコア値2.0以上の連続した同

!; heptad repeat frameを持つ 14残基以上の長さのドメインを抽出して表5.2にまとめ

た。とのうち 30残基以上の長さのドメインは6個で、すべて335位より C端側に存在し

ていた。また、 表 5.2 の Rl~R6 はいずれも coiJed ‘coil と予想されるスコア多重度を示

した。 Lupasらの方法によっても間際の領域がcoiled-coilであると予測されたが、 R4と
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図5.5 キネーシンの両親媒性ヘリックス性プロフィール(上図・全長，下図:予想

ネック領峻周辺)



R5は区別されていない.キネーシンのモータードメインは、 X線や運動性の実験から、

(1 -330(あるいは~340))と考えられている27)ので、との6つの部分はほぼstalk領域に

属すると考えられる。本研究で特に関心を持つ領域は、そのうち最もモータードメイン

に近いネック領域で、予測法からはネック領域はRl領域(335-372)と推定される。この

領域の拡大図を図 5.5に示す。 Rl領域は 7N-6のheptadr官peatframeを有するが、ス

コアがあまり高くない前半部とピーク値で5を越える後半部からなっているのが特徴で

ある。また、 Rl領域の前後には異なる型のheptadrepeat frameがやや短い配列で存

在するが、長さから coiled-coilの形成は無理であると考えられる。 helicalnetwork表

示(図 5.6)では、 7N-6のheptadrepeat frameを割り当てると、この領域の core位

置の途中にcore形成には不利になると思われる親水性の G1U347とAsn351が存在する。

阿偏光二色性スペクトルの比較

N端から Rl領域(335-372)付近までの長さを持つフラグメント K349とK379のCD

スペクトルを比較した(図5.7).CONTIN解析により、 K349はαーヘリックス、 s-シー

ト、その他の構造が 30%.35%. 35%と予想された。一方K379は、 34%.33%. 33%と

わずかに高いヘリックス含量を示した。両者の差スペクトルは図5.7に示すように、非常

に高いα ヘリックスであることを示し、 Chenらの解析法28)を用いると、ヘリックス鎖

長は 30残基のうち 29土 5残基と推定される(誤差表示は濃度の誤差 2%に対応する)。
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匡霊包
このことは(350-379)の全長がヘリックスで 15 

あるか、あるいはこの部分の存在により 310

K349のC端部にヘリックス構造が誘起され~ 5 
~ 

たか、であることを意味する。 Kullらによっ EU 

g' -5 

て、 K349はモノマ一、 K379はdimerであさ
・10

ることが報告されており 11)、ここでの結果室刊

は二墨体化がヘリックス構造形成によって 260 
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図 5.7 キネーシンの部分タンパク質の

CDスペクトル(上図:K349， K379 ;下

図両者の差スペクトル)
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ペプチド I~m について

[e J222n"，の濃度依存性を

測定した結果を図 5.81;:
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図5.8 合成したペプチドの CDスペクトルおよび222nmで

のモル楕円率のペプチド濃度依存性 (20"(.pH7.0緩衝液中)
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示す。いずれも高濃度側

で[eJ222闘が大きく なり、
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この変化は3量体以上ではなく、 climer-monom巴rの平衡式(ここで、[θL、[8l
m
、C、K

はそれぞれdimer、monomerのモル楕円率、ペプチド濃度、解離定数を表す): 

[sl = [9ld + ([9].，ー[9]d){(l + 8C/K)1/2 -1) (K/(4C)} (eQ.5.2) 

でよくフィッ卜する。すなわち濃度依存的な二重体形成にともなってαーヘリックスが形

成されており、おそらく coiled-coilが高濃度域で形成されていると考えられる。(伺ふ2)

によるカーブフィッティングの結果、解離定数Kが求まり、ペプチドl.TI， IIIについて、

それぞれ9.6:t2.8 mM. 60土 31μM，62:t 31 nMであった。 !と11を合わせた領域を

持つIIIでは協同効果による高い会合性を示した。 IIIの解離定数は、 K379の運動性や酵

素学的研究に使用されるμM程度の濃度より小さく 、との濃度でK379を二量体化する

のに十分であった。

222nmのモjレ精同率[8]から、 αーヘリックスの鎖長nを求めるために、 Chenら28)

の式:

[S]Hn = [9]HO {1ー (k/n)} (eQ.5.3) 

を用いた。ここで[9]H。とkは実験的な定数で、 222nmにおいて、ー39500deg cm2命nor

lおよび2.57である。ペプチド1.II. mにSーシート構造が含まれていないとすると、ペ

プチドIl.IIIのヘリックス部分はそれぞれ21.30残基と推定される。前述したように III

には(345-352)領域に親水性の高い配列が存在しており、もしここでヘリックスの連鎖が

とぎれていれば、1IIのヘリックス部分は34残基と推定される。 ζれらの結果からひとつ

のモデルとして、(332-345)と(350-369)の部分がヘリックス構造であると予想される。す

なわち、二量体化には K349とK379の差の部分、ペプチドHだけではなく、ペプチド

I部分も寄与していると考えられる。

沈降平衡による分子量測定

ペプチド IIIの50μMにおける沈降平衡実験の結果は、分子量 9613であった。これ

はmonomer分子量の4922のほぽ2倍で、この濃度ではIIIはほとんどclimerとして存

在していると考えられる。また、 dimerより大きい分子量成分は観測されなかった。一

方、ペプチド IIは450μMにおいても単一成分の理論曲線にフィットせず、平均分子量

として6426が得られた.とれは1.7merに相当し、おそらく monomer-dimerの平衡混

合物であると考えられる。

ヨプルドコイルの配向様式

ここまでの実験結果を総合すると、ペプチド mの領域がαーヘリックスのcoiled-coil

倦造を形成していると考えられる。次に、回のcoiIed-coilの配向様式が平行か逆平行か

を調べるために、蛍光ラベルしたペプチドmC-BIPMとmC-NAMを用いて、蛍光エネル
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mixture of 1μM JIIC-BJPM 
and 1μM JIIC-NAM 

1μM JJJC-NAM 

400 450 
WaveJength / nm 

500 

II1C-NAMの混合系の蛍光ス

ペクトルを測定すると、図

5.9のようにBIPM基(蛍光極

大波長362nm)からNAM基

(吸収鍾大波長358nm)への

蛍光エネルギー移動によっ

図5.9 蛍光ラベルしたペプチドの蛍光スペクトル(励起

波長は 310nm，温度20"(;)

て、 BIPMの発光位置の蛍光強度がII1C-BIPM単独時よりも 77%に減少する。 IIIC-BIPM

とIUC-NAMのランダムな混合により coiled-coilが形成されているとすると、 50%の

∞iled-coil分子がmC-BIPMと凹C-NAMからなるヘテロな dimerである。従ってここ

からエネルギー移動効率ETは(100-77)/(100-50)=0.46と求まる。 Forsterの取り扱いに

よれば、

r6 = Ro6 { (1 -ET)/ET ) (eq.5.4) 

において、 ET=0.46、(eq.5.1)より Ro=1.89nm、であるので、 BIPM基と NAM基の距離r

は1.94nmとなるロ X線構造が明らかにされている平行coiled-coiJ分子である GCN4の

f位の側鎖第3原子聞の距隣は、1.91:t 0.08nmであるので、エネルギー移動から推定さ

れた距離は、ペプチドmがほぼ平行に配向していることを意味している。もし、逆平行

に配向していれば戸4.2nm、ET=0.008であることから、平行配向の割合は非常に高いと

考えられる。まとめると、ペプチド IIIの領域のみで、モータードメインを同じ側に保持

する機能を有しているといえる。平行配向が安定である理由は、逆平行では疎水性の

core残基が親水性のGIU347やAsn351と分子間でぺアを形成し、疎水性相互作用による

安定化エネルギーの利得が少なくなるためと考えられる。

コイルドコイルの安定性

lIIC-BIPMとUIC-NAMを実験項の方法ではなく、それぞれを 1μMのbuffer溶液に

してから混合した場合には24時間後も、上記のような蛍光エネルギー移動は観測されな

かった.また、濃度を 0.3mMに高くしても同様であった。このことは、一度形成された

COi1ed-coil分子は溶液中で非常に安定に存在し、このような濃度とイオン強度のもとで
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は、ヘリックスの交換はほと
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らrandom構造のmonomerへ 図5.10 CDスペクトルおよび蛍光スペクトルでモニター

の変性と考えられ、次式29，30) した尿素変性曲線 (20.C)

(pはペプチド濃度、 fuは変性状態の分率、 frはfolded状態の分率、I:J.GH，Oは変性剤を含

まない状態でのI:J.G、m はI:J.Gの変性斉l濃度依存性、 C
Urellは変性剤濃度を示す)、

dGご -RT ln ( 2 P fu 2/ f;) = I:J. G
H均一 mC

w国
(eq.5.5) 

でフィッテイング計算すると、P=22μMの濃度において、d.G
H20

=57.7 kJ morJ， rn=3.9 

kJ mor1M-1が得られる。この値は、 coi1ed-coilの1分子あたりの dGに換算すると、 9.5

X 10-
20 

J/molecuJeとなる。 ATPの加水分解により発生する自由エネルギーは、 5.1X 

10-
20 

Jlmoleculeであり、またキネーシンの運動を l分子計測したデータ 31)は4pNの

カで8nmの運動、すなわちエネルギーとして3.2X 10-20 J/molec叫eとなる。ここでの

結果は、これらの値より、いくらか大きく、運動によってcoiled-coilが半分程度解離す

る可能性も考えられる。もしそうであるなら、疎水性coreが(345-352)領域で途切れて

いることがタンパク質の機能においても重要な意義をもつことを意味する。

図5.10では、同じ尿素による変性を、蛍光強度でモニターした結果も示した。ペプチ

ド1I1はTrpを3個、 Tyrをl個含有しているので、もし変性過程が局所的に異なってい

れば、観測波長によって異なる変性点を示す可能性もある。しかし、実験結果は、いず

れの波長においてもCDの転移曲線と合致し、変性が全体的に同時に起きているととを示

している。

[e )222nmでモニターして、熱転移を測定した結果は、図5.11のようにシャープeな転移

を与え、 monomer-dimerの平衡式から得られる次式 (Kは平衡定数、 Pはペプチド濃

度、 fllとfrは巴Q.5.5と同様、I:J.Hvは転移の van'tHoff enthalpy、T
dは転移温度)、

K= 2 P fu2 / fr (eQ.5.6) 
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d( ln K) / a T = d HJ ( RT2) 

K=(dHJR){(l/T
d
)ー(l/T)}+ ln P 

により、実験値はよくフィッ卜する。ペプ

(eq.5.7) 

(巴q.5.8)

。
テド濃度22μMで、転移温度は71.C、転包

X -5 

0 
E -10 
てコ
'" 
t -1 

peptide-III 
移のvan'tHoff enthalpyは329kJ/rnol 

であった包熱転移においてもペプチドm
は2状態転移を示し、平衡論的には、 IIIの

親水性の高い(345-352)領域で隔てられて

いる可能性もある 2つのヘリックス性部

分は協同的に変性する32)。ただしこのこ

とは、局所的な coiled-coilの、速度論的

な(一時的な)解離を否定するものではな

白

血

芝♂O
E 
C 

S-25 
[ 

CD 
] 

-30 
o 20 40 60 80 100 

Temperature / oc 

。、
し

図 5.11 ペプチド旧の熱転移曲線

(昇温速度は O.8K/min)モータードメインの犠造比較

ここまで、キネーシンの

ネック領域が安定な平行 "L:'6

c山 d-coil格造を有するこ 85
とを予測法に基づいて、実験 E4
的に示してきた。このことに 23 
よって、これまで未解明で 三 2

あった 2つのキネーシンの ~ 1 

モータードメインをつなぐ

領域を、かなり正確に同定

し、その構造特性を明らかに 吉 6

することができた。序論で述 宮 5

ぺたキネーシンと ncdの運 E4 
ol 

動特性の比較のためには、 33ls 
ncdについてもそのネック て 2

領域を解明する必要がある。 - 1 

また、モータードメイン部

分の特徴の違いも重要で

あって、とこでは分光学的な

kinesin 

。50 100 150 200 250 
Residue number 

300 350 

ncd 

350 400 450 500 550 600 650 700 

Residue number 

図 5.12 キネーシンと ncdの各モータードメインの

AMPHlSEARCHによる比較
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両者の比較検討を行った。
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史

し

たキネーシン(1-350)とncd

(351-700)でパターンはかな

りよく一致しており、X線構

造解析で類似精進を与えた

こととも対応している

10，11)。しかし、キネーシン

の(130-150)付近などはいく

らかncdとはw値の大きさ

が異なっている。遠紫外領

域の CDスペクトルで見る
αs 

と、キネーシンと ncclは、 -

208nm付近のバンドにおい

て差がみられる(図 5.13)。

それぞれのスペクトルは

ADPの有無によらず、ほぽ

同じスペク卜jレを与え、二
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10 

.10 

kinesin motor domain 
ー一一 ADP 
一一-ADP-free 

ncd motor domain 
-ADP 
一一-ADP-free 

-5 

.15 -15 

.20~ J .20 
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図 5.13モータードメインの遠紫外域CDスペクトル
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図 5.14 キネーシンと ncdの近紫外域CDスペクトル

(実線黒と灰色でADPの有無を示す)

次憐造上はADPによる構造変化はないと考えられる。二次構造含量をCONTIN23)で推

定した結果は、キネーシンではα司ヘリックス ，sーシート.その他の割合が、 30%，35%，

35%であった。一方ncdでは、 43%，32%，25%でncclの方がいくらか α ヘリックス含

齢塙いと推定される。

CDスペクトルを近紫外域で測定した結果を図5.14に示す。二次構造領域と異なって、

ADPの有無はCDスペクトルに大きく影響する。 260nm付近はADPの吸収バンドでも

あるため、この変化はADPの誘起CDによる寄与もかなりあると考えられる。しかしな

がら ADPによるスペクトルの変化はキネーシンと ncdで大きく異なっており、 ADPの

結合環境が両者でかなり違うのではないかと考えられる。特にncdのADP結合サイトに
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存在して、核酸塩基と直接の相互作用が考えられるTyr残基の寄与は大きいと恩われる。

ADPの有無による変化は、 ncdでは 290nm付近にも観測され、この差はTrp残基の構

造変化に対応していると思われる。ただし、キネーシンではモータードメインに Trp残

基がないために変化はほとんどない。 ncdではATP結合領域の近くに存在するTrp残基

がADPから少し離れているにもかかわらず、 ADPの有無による構造変化を反映してい

るのは、 ADPがモータードメインの二次構造はそのままに、中遠距離の 3次構造変化を

引き起こしていることを強く示唆している 33)。
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5.5 補選 1: AMPHISEARCH法のプログラム

両親媒性ヘリックス傾向性評価法のAMPHISEARCH法のコンビュータプログラムを

以下に掲載した。本プログラムはパーソナルコンビューター用ソフトウエアLotusl-2-3

上で作成したもので、計算は通常のスフeレッドシートソフトの操作により次のようにし

て実行できる(ソフトウェアExcelにも対応可能)。最終の計算結果は、(残基数)x8の行

列データで得られ、 text形式でファイル保存の後、適当なグラフ作図用ソフトにより図

示できる。

1. Make up the esscntial part of lhe prog問 mAMPHISEARCH in the spread-shcet 
(co11 addresの (contents)

L 29-R 29 : lnput i-value (from 0 to 6) for hcptad assignment code 7N寸(e.g.，L29=O， M29=1....) 
C39-C叫:Input residue number 

B 39-B'・Inputamino acid sequence with single lehcr code 
B 1-120 : lnput the Table of elemenlal民 orc， G..出 follows.
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2. Calculation of B・G
2.1. Inpul the formulas into the region L39-R45 as shown below 

2.2. Copy 7x7 matrix (L39-R45) t'O the next every 7 lin白

件11add問自)

L 39 
L 40 
L 41 

L 42 
.L 43 

L 44 
L 45 

M 39 
M 40 
M 41 

M 42 
M 43 

(formula) 

@VLOOKUP(SB39.$B$1..$J$20，@MOD($A39+L$29-1.7)+2)‘(口8+L41)1(-4)
@VLOOKUP(SB40，$B$I..$lS20，@MOD($A40+U29-1.7)+2)事(口8+L41)1(-4)
@VLOOKUP($B41.$B$1..$J$20，@MOD(SA41+U29-1，7)+2) 
@VLOO即時B42.$B$1..$J$20.@MOD($A42+L$29-1.7)+2)*(L41+L45)1(-4)
@VLOOKUP($B43，$B$1..$J$20，@MOD($A43+L$29-1.7)t2)*(L41+L45)1(-4) 
@VLOOKUP(SB44，$BSl..$JS20，@MOD(SA44+L$29-1，7)+2)*(L41 + L45)1( -4) 
@VLOOKUP($B45，SBSI..SlS20.@MOD($A45+L$29-1.7)+2) 
@VLOOKUP(S.B39，SBSl..$1S20.@MOD($A39+M$29-1，7)+2)*(加I37+M40)l(-4) 
@VLOO即時間.SBSl..SJS20.@MO叩A40+M$29-1刀+2)
@VLOOKUP(SB41，$B$1..$J$20.@MOD(SA41+M$29-1，7)+2)'*(M40+M判)1(-4)
@VLOO即 P(SB42，SB$1..$J$20.@MOD(SA42+MS29-1，7)+2)*(M40+M判 )1(-4)
@VLOOKUP($B43.SBSl..S1$20，@MOD($A43+M$29-1.7)+2)・(M40+M44)/，付)
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@VLOO即時B44，$B$1..SJS20.@MOD($A44+MS29.1，η+2)
@VLOOKUP(SB45.SB$1..$JS20，@MOD($A45+M$29-1，乃+2)・(M44+M47)/(-4)
@VLOOKUP(SB39，$B$1..SJ$20，@MOD($A39+L$29-]，η+2) 

@VLOOKUP(SB40，SBSJ..$J$20，@MOD(SA40+NS29・J，7)+2)'(N39+N43)/(-4) 
~'1L<.?O I(UP~$B41 ，SB$l. .SJS20，@MOD(SA41+NS29.1，7)+2)'(N39+N43)!(-4) 
@VLOOKUP(SB42.SB$1..SJS20，@MOD($A42+NS29-1，7)+2)寧(旧9+N43)1(-4)
@礼OOKUP(SB43，SB$1.ιJ$20，@MOD($A43+N$29-1，7)+2)
@VLOO即時制，$B$1..$J$20.@MOD($A44+NS29-1，7)+2)叩 43+N46)/(-4)
@VLOOKUP(SB45，SB$1..SJ$20，@MOD($A45+N$29・1，η+2)'(N43+N46)1(-4) 
@VLOOKUP($B39，$BS1..$J$20，@MUD($A39+0$29-1，7)+2)キ(038+042)1(-4)
@VLOOKUP($B40，$BS1..SJS20，@MOD($A40+0$29・1.7)+2)‘(038+042)/(-4)
@VLOOねJP(SB41，$.B$J..SJS20，@MOD($A41+0$29-1，7)+2)・(038+042)1(-4)
@VLOOKUP($B42，$B$1..SJS20，@MOD($A42+0$29-1，7)+2) 
~'1.L<.?<.? 1(U~(~Il43，$B$L$J$20，@M OD(SA43+0$29-1， 7)+2)*(042+045)/( -4) 
@VLOOKUP($B44，$BS1..$JS20，@MOD($A44+0$29-J，7)+2)宇(042+045)1(-4)
@VLOOKUP(SB45，$BS1..$J$20，@MOD($A45+0$29-1，η+2) 
@VLOOKUP(SB39，SBS1..$J$20，@MOD(SA39+P$29・1，η+2)・(P37+P41)/(-4) 
@VLOOKUP(SB40，SB$J ..$J$20，@MOD($A40+P$29-1，7)+2)事(p37+P4J)/(-4)
@VLOOKUP(SB41，$B$1..SJ$20，@MOD(SA41+P$29-1，7)+2) 
@VLOOKU.P($B42，$B$1..$J$20，@MOD(SA42+PS29-1，η+2)ホ(P4J+P44)/(-4)
@VLOOKUP($B43，SB$1..$J$20，@MOD($A43+PS29・1，7)+2)・(P41+P44)/(-4)
@VLOOKUP($B44，SB$1..SJ$20.@MOD($A44+P$29-1，η+2) 
@VLOO即時B45，$B$1..$J$20，@MO印刷+PS29-1刀+2)叩 仙P48)/(-4)
@VLOOKUP(SB39，SBSl幻S20，@MOD($A39+0$29・J，7)+2)'(1白 6+040)1(-4)
@VLOOKUP(SB40，$BSJ.ιJS20，@MOD($A40+0S29-1，7)+2) 
@VLOO悶 P($B41，SB$LSJS20，@MOD($A41+0$29-1，7)+ザ(040+043)1(-4)
@VLOO即 P($B42，SB$1..$J$20，@MOD($A42+0S29-1，η叩 (040+043)刷)
@VLOOKUP($B43，$B$1..SJS20，@MOD($A43+0S29-1，7)+2) 
@VLOOKUP(SB44，$BSL.$JS20，@MOD($A44+0$29-1，η+2)'(043+047)1(-4) 
~'1l.-<.?<.?K1J P($B45，$B$I ..$J$20，@MOD($A45+0$29-1 ，7)+2)'(043+047)1(-4) 
@VLOOKUP($B39，$B$1..$J$20，@MOD($A39+R$29-1，η+2) 
@VLOO即 P(SB40，$B$1..$J$20，@MOD($A40+RS29-1，7)+2)叩 39+R42)/(-4) 
@VLOOKUP($B41.$B$L$J$20，@MOD($A41+R$29-1，7)+2)・(R39+R42)f，その
@VLOOKUP($B42，SBSl..幻$20，@MOD($A42+R$29-J，7)+2)
@VLOOKUP(SB43，SBSL$J$20，@MOD($A43+RS29・1，7)+2)*(R42+R46)/(-4) 
@VLOOKUP($B44，$B$L.$J$20，@MOD($A44+R$29-1，7)+勾*(R42+R46)/(-4)
@VLOOKUP($B45，$B$1..SJ$20，@MODσA45+R$29-1， 7)+2)'(R42+R46)1(-4) 
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3. Calculation of w;exp{ -:1:(B'O.)/(window size)IRT) ; window sizc;J5， R;!.987叫K"mol"，T;293.15K 
3.1. lnput the fO'rmulas into the region D39-J39 as shown bclow 
3.2. Copy 1x7 m剖rは (D39-139)ro every line clse 
3.3. Carry Out‘Recalc/ 

(formula) 

@EXP(ー@SUM(L32..LA6)ぺ∞0/15/1.987/293.15)
@EXP(ー@SUM(M32..M46)・1000/15fI.987/293.15)
@EXP(ー@SUM(N32..N46)*1ooo/15/1.987/293.15)
@EXP(ー@SUM(032..046γ1000115fJ .987 f293 .15) 
@EXP(ー@SUM(p32..P4ザ 10∞f15/J.987/293.15)
@EXP(ー@SUM(032..Q46)*1000f15/1.987/293.15) 

@EXP←@SUM(R32..R4町 Jooo115/1.987/293.15) 

(凶JIaddr時 s)
D 39 
E 39 
F 39 
o 39 
H 39 
1 39 
J 39 

4. Save lbe resulting matrix data C39-J・・consistingof the residue nllmber and the valucs of w as a text file 
(Matrix size of this dara is (tOtol residue number)x8.) 
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5.6 補遺 2:両親媒性傾向予測法の各種タンパク質への適用

本文で述べた両綴媒性ヘリックス傾向性評価法のAMPHISEARCH法の各種タンパク

質等への適用結果を図 5.15 以下に示した。図 5.15 上は heptad配~IJ8 種類、 diad および

triadそれぞれ1種類の両親媒性配列のモデル(基本配列を図中に示す)についての計算

結果である。本文の表 5.1にまとめたような優位なピーク値を与える heptadrepeat 

frame多重度から、ヘリックスの疎水性面の広がりを、図から直接的に把援できる。

図5.15下左は tropomyosinの結果で、前述のように大部分が問ーの heptadrepeat 

frameに帰属される高いコイルドコイル性を示す。しかし個々のピークは30-40残基

程度の長さであり、それらの

旬 6Jmodel sequ巴nc巴
z 
ω 
芸 5
E 

E 
h 
e 
h 

官3

2 
~ 2 

o J∞ 200 3∞ 400 
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連結部分は両親媒性が低い。

すなわちこの部分で柔軟な構

造を取りうることが推測され

る。同級に、 rneromyosinは

異なるheptadrepeat frame 

に切り替わっているものの、

基本的には類似のコイルドコ

別イル構造が予想される(図

5.15下右)。
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図5.15 AMPHISEARCH法による両親媒性ヘリックスの予測l結果 cn

コイルドコイル構造をとる leusinezipperのひとつGCN4は、図5.16上左のようにC

端部分約50残基が両親媒性ヘリックスである。詳絡に見ると、この領域で2番目に高い

ピークのheptadrepeat frameの種類が途中で切り替わっている。これは最も優位な

heptad repeat frameのa.d位置は共通であるが、そのe位置と g位置のどちらかの疎
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水位がやや高く、しかもこの両者が途中で切り替わっていることを意味している。言い

換えると疎水性面のわずかなねじれが途中点で存在しており、これがDNAとの結合綴式

と関わっていることも推定される.

図5.16上右のhemerythrinは4ヘリックスパンドル構造をとることがX線結晶構造

解析で知られている(図中の矩形グラフで結晶構造解析から明らかとなったヘリックス

部分を示した)。先のコイルドコイル構造のグラフパターンと比べて、高いピークの多重

度は2程度であり、両親媒性の疎水性面がより広いことがわかる。この結果としてコイ

ルドコイルではなく、ヘリックスパンドル構造となったことが理解できる。主要な4つ

のヘリックスのうち l本はピーク値が低く疎水性のやや高いヘリ ックスと考えられる。

myog]obinはさらに多くのヘリックス単位からなり、そのうち約4本のヘリックスが

高い両親媒性傾向値を与える(図5.16下左)。先と同様に多重度から疎水性面が広く、こ

のととが球状のfolding精造に寄与していると考えられる。 apo体の熱力学的なfolding

において各ヘリックスの折りたたみ速度は一定ではないことが知られているが、このよ

うな各ヘリックスの両親媒性の特徴の差がこのことに寄与していることが予想される。

colicin Aは水溶性のヘリックス会合体であるが、内2本のヘリックスが疎水性が高く、

内部に埋もれて存在していると考えられている。 AMPHISEARCH法の結果は図5.16下

GCN4， 
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右のように、両親媒性の高いヘリックスと疎水性の高いヘリ ックス領域のそれぞれの存

在を明白に示している。

caJmod叫inは両親媒性ヘリックスと相互作用することが知られているが、図5.17上左

のように、このタンパク質中のヘリックスはいずれも高い両親媒性を有している。注目

されるのは、亜鈴裂をした分子の中央に存在する約70-100番残基付近の長いヘリックス

で、 AMP日 SEARCH解析の結果は、このヘリックスが途中で異なる heptadr巴peat

frameによるものに切り替わっていることを示している。すなわち構造的には l本のヘ

リックスでありながら、本法の解析によって 2本の両親媒性ヘリックスであるととが容

易に見出された。この特徴がcalmodulinの機能時の分子変形と関係していることも考え

られる。

次に、 β/αバレル構造の triosephosphate isomeraseについて見てみると、分子の

周闘を取り囲むように存在するヘリ ックスはほとんどが両親媒性ヘリックスであること

がわかる(図 5.17上右)。一方s-sheet構造のみからなる plastocyaninは、図 5.17下

左のように、全く両親媒性は認められず、結晶構造解析結果と矛盾しなかった。さらに

a-ヘリックスの会合体ではあるが、膜タンパク質であるbacteriorhodopsinは、すべて
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、.，.....-

第 5章一 67

のheptadrepeat frameに対する値がやや高いレベルにあり、全体に疎水性の高いタン

パク質であることが理解できる。中にいくらか両親媒性のやや高いピークが存在するが.

これらはヘリックス相互間の膜中での会合に関係していると考えられる。

ここまで述べてきたタンパク質のいくつかは結晶構造がわかっているものであった。し

かし、タンパク質によっては結晶化する代わりに、繊維状の規則的集合体を形成するも

のが存在する。このような構造解析の図難なタンパク質に対しては、構造予測l法を適用

する意義はより高いと考えられる。図5.18には、繊維状の規則的集合体をつくる代表的

なタンパク質への AMPHISEARCHの適用結果を示した。 tabaccomosaic virusはX

線構造解析が行われているが、ヘリックス構造の多くは疎水性面の広い両親媒性ヘリッ

クスであることが図から予想される。おそらくこの広い疎水性面が分子問およびRNAと

の集合体構造の形成に寄与しているものと考えられる。 fJageJlinやtubulinでは、図から

疎水性が高い構造あるいは β-sheet構造が多く存在すると予想されるが、中に両親媒性

ヘリックス性の高い領域がいくつか見い出される回しかもいずれも20残基程度の長さで

ある.flagellinのN端部分は図のピーク

多重度からヘ リックスパンドルが存在し

ていると挽定される。 tubulinにも両親
tabacco mosaic virus， 
川町1(PDs;訂 MVη媒性ヘリックスが複数連続して存在する

領域があり、このような両親媒性ヘリッ

クスが分子間集合体形成に関与している

ことも予想される。

また、タンパク質の精造変化が狂牛病
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いるprionタンパク質について適用して

みると、 NMRで構造が解明されている . 5 

一部分に存在するヘリックスは両親媒性 i
が高いヘリックスであるが、周辺部も含 i4

Q 

め全体的な疎水性も高いため、 β-sheet主'

構造や他の凝集構造へ転移する可能性も£ z

考えられる(図 5.19上)。とのような特

徴が分子関の相互作用による αヘリック

スから βへの構造変化の伝鍛、すなわち

分子感染の原因とも関連していることも

推測される。
旦呂戸

アの質J々
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ン夕全の菌g師n"川川付大後且巌凪

ノ酸組成をもとに、これを全くランダム

に並べた架空の配列のタンパク質に

AMPffiSEARCH法を適用した。この例

はある意味で原始地球において、低分子

のアミノ酸が化学的に重合してポリペプ

チドを生成する時に、高次構造形成性の

分子が果たしてどの程度生成しうるか、
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図5.19 A.tvIPHISEARCH法による両親嫁性

ヘリックスの予測結果 (V)

を検討するモデルでもある。結果は図 5.19下に示したように、千から数千残基の配列に

対して1カ所程度、約20残基長の明確な両親媒性ヘリックス傾向の高い領域が生成する。

この長さの両親煤性ヘリックス性領域は場合によって会合体を形成して実際にヘリック

ス構造をとる可能性がある。また、その両親媒性ヘリックスの疎水性領域は他の分子を

取り込むポケットとしても機能しうると予想され、次の段階のより高度な分子進化を誘

起するであろう。ここでの計算はすべて同一のchiraUtyを持ったアミノ酸の集合につい

て行っているが、アミノ酸の起源としてDーとL体が共存していれば、どちらか一方だけ

の20残基の両親際性ヘリ ックスが生成する確率は10.6X10七 10.9程度と予想される。こ

れは十分実現可能な確率である。

以上のように、この節では種々の系に AMPHISEARCH法を適用して、そこから予想

される現象等について議論し、いくつかの興味深い点を見出してきた。一般に評価予測l

法は研究の終着点ではなく、新しい知見を見い出すための出発点であり、本研究で開発

した AMPHISEARCH法もそうした意義を十分有していると考えられる。
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第6章 両親媒性ヘリックス会合体の特殊な形成過程

6.1 序論

両親媒性ヘリ ックス構造を有するペプチドがcoiled-coilやヘリ ックスパンドルなどの

a-ヘリ ックス会合体を形成することについて、第4章および第5主主において議論した.

分子中に単一のヘリ ックス性領域を有するペプチドでは、一般に第5主主に示したように

濃度依存的に会合体を形成する1)。このとき例えばαーヘリックス含量に対応する222nm

のモル楕円率をプロットすると、濃度依存性の変化はmonomer-dimer(第5章のデー

タ)やmonomer-tetramer(DeGradoらのデータ)など単純な会合平衡の式で記述でき

る2，3)(図 6.1)。こうした結果は、特定の会合数以外の会合体が相対的に不安定であるこ

とを意味する。また場合によっては、 monomer-dimer-tetramぼなどの2段階での会合

もありうると考えられる。両親媒性物質として一般的にみると、例えば長鎖アルキル系

界面活性淘lについては、会合数が大きいために、会合数に分布があり、また濃度依存性

は臨界ミセル濃度(cmc)と呼ばれる特定濃度で急激な会合体形成を起こすaいずれにして

も、集合体練造における会合数は、その構造上の特徴によって決定される。

両親媒性物質の会合体の示すもうひとつの特徴は、会合状態における相転移である。こ

の相転移は脂質においてはゲル液晶転移であり、タンパク質においては native-like

foldingとmoltenglobuleの状態転移である。これらの転移は、すべてのものに観測さ

れるものではなく、また混度やpHなどの条件にも依存する 4)。

本章では、会合と相転移の二つの現象が関わりあった特殊な徳造形成過程を示すペプ

チドを見いだしたので、とれについて熱力学的に詳細な検討を加えた。とのペプチドは

oVme由来の corticotropin-releasingfactor (CRF)で、41アミノ酸残基よりなる 5-8)。

GRFは視床下部より分泌され、高IJ腎皮質刺激ホルモン(ACTH)やβでndorphinの分泌制

御t:関わっている。 QvineCRFはValeらによって単離され、そのアミノ酸配列が決定

された 9). アミノ|酸~~~IJ上は両親媒性

ヘリックス領域を有しているが、水溶

液中での構造は主にランダムコイル構

造でヘリックスは10~ 20%程度の低

い含有率であるlO-li)。一方CRFは気

液界面や脂質膜の存在によって二次構

造を形成する10).Chou-Fasman法12)

による二次構造予測では、 (8-32)11) 

九公3 --・E・-圃.... 

打lono什ler tetramer 

図6.1 一般のペプチドの典型的な会合平衡
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あるいは(14-31)13)の領域がαーヘリックスと推定されている。またヘリ ックスを形成

しやすいTFE水溶液中での構造はNMRで決定されており 14)、(10ー32)がαーヘリック

スであった。

CRFの会合特性についてはゲル液過カラムにおいて2つのACTH放出活性のある溶出

パンドの存在が知られている 6，7J9，功。このうち、高分子量のものの活性がより高いこと

が報告されている 9)。超遠心法によって会合体の分子量を測定した結果 10)では、

tetramerとそれに連続したより高分子量の会合体の存在が示されている。光散乱のデー

タでも lmM以上の濃度で会合体は2量体相当のStokes半径を有している 13)。いずれの

報告も会合体形成を示しているにもかかわらず、会合挙動は濃度依存的な平衡式で解釈

されるに至っていない(図 6.1では説明できない)。ここでは、このような一見奇妙な会

合体形成をする CRFについて、 SECにより各分子量成分を単離して、それぞれを CD、

蛍光、ITG.DSCなどにより解析した。また希釈や濃縮による会合体形成の変化につい

ても検討した。

6.2 実験:合成、分子量分割、温度スキャン測定

/{.-;!T r 

CRFはovme由来のアミノ酸配列(図6.2.両親媒性

領域は5主主のAMPHISEARCHによる)のものを用い

た。 CRFはABI-430A合成機により Fmoc法で固相

化学合成した16).C端アミド型ペプチドを与える樹脂

を使用し、ペプテド鎖伸長後TFA-EDT-water(92:4: 

4)により最終脱保護を行った。逆相 HPLCで精製し、

API-lI1マススペクトロメーター (PerkinEJmer Sciex 

lnstr製)により 、分子量は4670.0(理論値4670.4)

であった。ペプチド濃度は定量的アミノ酸分析により

決定し、この値を基に以降の実験では 220nmにおけ

る吸光係数1050M-1cm-1により濃度を決めた。 CRF

は気液界面等に分配されやすい 10)ので使用直前に

lOmMのリン酸ナトリウムbu任er(pH7.5)に溶かし

た.

金王量全盟

会合体を分画するためにサイズ排除クロマトグラ

図6.2 ovine CRFのアミノ酸

配列 (helical-network表示。

両親媒性のコアを灰色で示す)
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フィー (SEC)を、 Superdex200 prep. grade (Pharmacia， 1.5x70 cm)， Sephadex 

G50 fine grade (Pharmacia. 1.5x110 cm)， TSKgel G3000PW HPLCカラム(Toso，

0.75x60 cm)により行った。溶出液には上記のbuffer液を使用し、 220nrnでモニター

した。分子量標準には、 lactatedehydrogenase， albumin， ovalbumin 

chymotrypsinogen A， trypsin inhibitor， ribonude泡seを用いた。

また、 SECより簡便に分子量分割を行うために、限外i慮過法を用いた。分子量分割に

は、総過膜としてCentricon30 (Amicon; cuトoff.30kDa)を用い、 0.01mM CRF溶液

で開始して 95%の液量を透過させた。 CRFの濃縮目的には Centri/Por(Spectrum 

Medical Jnd.; cut-o任.3.5kDa)を使用した。

.EJJi主二重:佳

CDスペクトルはJascoJ-600旋光分散計により測定した。測定セルは、各種光路長

(0.2， 0.5， 1， 2. 5， 10 mm)の石英製で循環恒温水ジャケット付のものを用いた。温度ス

キャン測定は、1.0K/minで界湿し、 222nmでモニターした。また、 TFEによる滴定

実験は 20.Cにおいて、手llliJで添加して行った。混合による体積変化は別に補正した。

塾盟主

DSCiJllJ定は MCSmicrocaJorimeter (MicroCal社)により行った。昇温速度は1.0K/ 

minとし、解析はKidokoroらの方法17，18)をもとに行った。希釈熱の測定には同装置の

JTCユニットを使用した.測定は 250Cで、 buffer液に対して微量のCRF溶液を順次添

加して行った。熱量の解析はORIGINソフトウエア上の付属ソフトにより行った.

蛍光スペクトル

蛍光スペクトルはShirnadzu-RF5000蛍光光度計を用い、種々の濃度のCRFと10μ

Mの8-anilino-l句 naphthaJenesulfonicacid (ANS)を含む溶液を試料として、 20.Cで測

定した。入射光方向のセル厚を lrnrnとして内部露光効果を回避した。励起波長はANS

の吸収帯の 350nmとし、蛍光側のバンド幅は 5nmとした。

6.3.1 結果と考察:モノマ一、テトラマ一、ミセル状態の同定

金王墨金劃室盈

SECによる分子量分割の結果を図 6.3に示す。 SuP巴rdex200を用いた結果では、標

準タンパク質の検量線に直接あてはめると、分子塁6kDaと50kDaの2成分が存在した.

低分子量成分は monomerのCRFによるものと考えられる。一方、高分子量成分は 11

量体のStokes半径に相当するが、沈降平衡法で示されている tetram巴rの形状10)が球形

ではなく様状であるために SEC上は大きな分子量として観測されたものと考えられるe
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このような傾向はcoiled-coil分子につ

いて報告 19)されているものと同様で

ある。 2つの溶出ピークは同じピーク

半値幅をもっており、高分子量成分は

会合数の異なるものの混合物ではなく

te仕釘nerのみであると考えられる。

te廿amerのCRFの含有率はピーク

面積から 20~ 35%と見積もられる。

SEC実験でカラムに添加した CRF溶

液の濃度とCRFtetramerの含量には

あまり相関はなく、試料溶液添加まで

の保存状態により差がみられた。ま

た、異なる充填~JのSECカラムでの結

果も問機であった。 tetrむner含量は上

記%以上のものは観測されなかった。

SEC実験において分画した
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図6.3 サイズ排除クロマトグラム (Superdex

200カラムによる。上段に標準タンパク質によ

る検量線を示す)

monom巴rとtetramerの溶液は、放置

しでもmonomer-t巴tramerの転換は起こらず、両者の平衡が無視できる程度に非常に遅

いことを意味している。また、monαnerとtetrarnerの他にSuperd巴x200では排除体

積である0.39の溶出位置に微小なピークが観測されたが、これは以下で述べる臨界ミセ

ル濃度以下であるため、不純物を含んだミセル様の成分であると推定される。

tetramerの分子量がSECでは見かけ上50kDaであるので、 cut-off分子量30kDaの

限外秘過フィルターの使用は、効率的にmonom巴rとtetramerを分画することができた。

このことはSECと限外強過によって分画した成分のCDスペクトルの比較によって確認

できた。限外海過においても monomer一回tramerの平衡は実際上認められなかった。

円偏光二色性スペクトル

分子量分割した CRFのmonomεrとtetr釘 n巴rについて、それぞれの CDスペクトル

を図 6.4に示す。 monomerの2221立nのモル楕円率はあまり大きくなく(ー7000deg 

cm
2
dmor1)、Chenらの方法20)で推定すると、ヘリックス含量は20%程度と考えられ、

担こ randomcoil構造であると考えられる。一方、 tetramerは典型的な αーヘリックス

に富む構造のCDスペクトルを与え、 222町 nのモル楕円率は-20000deg cm2dmor1で

あった。。構造を含まないとすると、ヘリックス含量は 60%と推定される。高いαーへ
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10 

リックス性は、すでに予想されている

ように両親媒性ヘリックス構造に基づ

いている。この領域は、第5章で述べ 5 

色
x 

o 
E 

340 
ロ3。
百 ー15

互 -20

。
-5 

たAMPHISEARCH法により、図6.2

に示すように (5ー23)と推定される。

しかしながら、ヘリックス含量60%は

25残基に相当し、との領域の他に、

Chou-Fasman法問で予測される 32

ー25

番残基までの領域がヘリックスを形成

している可能性も考えられる。

CRFのペプチド粉末を 0.01mMに 260 

図6.4 分子量分割したmonomerとte廿am町

の CD スペクトル(濃度は各々 7μM，1.3凶~)

250 210 220 230 240 

Wavelength I nm 
200 190 

溶解した試料の CDスペクトルは、上

記のmonomerとtetramerの中間的

なパターンを示し、両者の混合物とし

国体の CRFを溶解した試料はて計算されるスペクトルとよく一致する。すなわち、

monomerとtetramerからなっている。

蛍光プロープ実験

疎水性場に取り込まれて著しい蛍光変化を示すANSを、種々の濃度の CRFに対して

添加してその蛍光強度を調べた。 46生田1の蛍光強度を濃度に対してプPロットすると、図

6.5右のようになる。 CRFが0.03mM以下の時は蛍光強度はぺフ。チドの存在しない場合

喜

3 

、"-CRF

(単純yglll/首相)

と変わらず、 O.lmM以上

の濃度で急激に蛍光強度

が増大する。また同時に

蛍光極大波長も 0.28
内

4

・a

-コ
e
M
w
h
@
O
C
ω
Q
m
ω
』

O
コ-
L

mMの時、 464nmにまで

短波長シフト する e

Handelらによれば、

molten globule状態の

タンパク質がANSを取

り込んだ時、極大波長が

470~492nm と報告さ

れている21)。従って、こ

0.3 0.1 0.2 

[CR円 ImM 

図6.5 CRF溶液に添加したA.NSの蛍光スペクトル(左図)

と蛍光強度のCRF濃度依存性(右図)

600 450 500 550 

Wavelength I nm 
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の系はmoltenglobule状態の会合体であると考えられる。分子量分割した tetram巴r単

狼の場合も、全く蛍光強度の増大を示さず、 monomerとtetramerからなると考えられ

る低濃度領域の低い蛍光強度レベルのままであった。すなわち、 monomer、tetramerと

もANSを取り込まず、これらとは別の会合体が高濃度域で形成されていると考えられる。

臨界濃度は蛍光強度が増大する部分を外挿して0.05mMと考えられる。この値は後述す

るように CDから求められた値O.lmMとほぼ同程度であった。

重型塾盟主

lTCにより希釈熱を測定した結果は、1.3mMから 0.01 ~ 0.04mMに希釈した時の

enthaJpy変化は吸熱(L'>H=10 kJ mor1) であるのに対して、 0.0生凶4 から 0.0005~

O.002mMへの希釈は発熱(L'>H= -40~- 25 kJ mor1)であった。蛍光プロープ実験

の結果と合わせて考えると、前半のO.lmMを通過する希釈においては、会合体の疎水性

領域が希釈により水和され吸熱変化となったと考えられる。また、後半の希釈では会合

状態の変化はなく、単なる溶質の希釈過程と同様で発熱変化になったと考えられる。ま

とめると、O.lmM以上の濃度においてはほtr紅 nerではない会合体が形成されている。

Dathe らの動的光散乱の結果 13) によれば、論文に示された図において 15~30nrn のサ

イズの集合体の存在が認められる(ただしDatheらはこの領域をCRFによるものと考え

ていない)。従って、これはおそらくミセルであると思われる。ミセル中の分子数はサイ

ズから 1000~ 10000と推定される。

以上のように、 CRFにおいてはO.lmM以下ではrnonomerとtetramerが平衡ではな

く存在し、 O.lmM以上では、これらの他に数千分子が会合したミセルが共存していると

考えられる。

6.3.2 結果と考察:ミセル状態を経る唯一のテトラマー形成

会合体形成の濃度依存性

CRFの凍結乾燥粉末を各種濃度になるようにbufferに溶解した試料(以下、単純溶解

試料と呼ぶ)の CDスペクトルを測定し、その 222nmのモル精円率を濃度に対してプ

ロットした。結果は図 6.6のように、 O.lmM以上では希釈とともに[θ]222nmは減少する

が、 O.lmM以下ではその値は一定でー12000deg cm2dmor1となった。また、限外i慮

過で分画したCRF溶液はmonomerもtetrむn臼ーも、 0.02mM以下で一定の[f) ]222nmを与

えた。 tetramerは希釈によっても[f) J222nmは変化しなかったが、これは前述のように、

tetramerが平衡によって形成されていないことを意味している。また、 monomerは

O.05mM以上に濃縮すると次第に[θJ222nmの強度は増大し、単純溶解試料の濃度依存性変



可--
第6童ー 75

。。で、

¥・
-CRF 

(単純落解世料)

• • 

開。
o 
'x 

E-5 
τコ

E 
:ii'-10 
百

~w凹- 1
吋

αコ

-20 

化と一致した。この給果は高濃度域にお

けるミセル形成によって説明できる。次

に、 monomerを濃縮後、再度O.lmM以

下に希釈すると単純溶解試料と同じ挙動

を示した。すなわちこれらの変化は

monomer→ (monomerとミセルの平

与J
tetramer 

-2 5 -4 

[CR円 Ilog(M) 

図6.6 濃縮および希釈によるヘリックス含

量の変化(矢印は濃度変化方向を示す)

-3 -6 ー7

衡)→ (monomerとtetr佃 lerの混合系)

と考えられる。

図6.6においては、 monom巴r溶液から

濃縮した場合に[(J ]222no.強度が増大しは

じめる濃度が希釈時の O.lmMよりいく

らか低い濃度になっている。これは濃縮

操作において、平均濃度がO.lmM以下で

も限外滅過フィルター近傍でO.lmM以上となってミセルが形成され、操作終了後の均一

化でミセJレから tetramerが生成したためであると考えられる。

まとめると、ミセル状態のCRFはtetramer同様の高い αーヘリックス含量を有し、希

釈によってミセルが解鍛して、 monomerとtetramerの混合物を与えると考えられる。

また、 monomerとtetramerはさらに希釈しても構造変化しない。ミセル形成は可逆的

-5 
で、臨界ミセル濃度はO.lmMと考えられ

る。

会合体構造の温度依存性

二次構造の温度変化を種々の濃度の
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図6_7 温度スキャン CD法による各種濃度

試料溶液の熱転移挙動

20 。

C町について、温度スキャンCD法で測

定した。 αーヘリックス構造に対応する

(e ]2220mでモニターした結果を図 6.7に

示す.O.OOSmMの低濃度の単純溶解試料

では、 5S.C付近に転移を持つ構造変化が

規測された。低温側のfold巴d構造におい

ては、温度上昇につれて[θ]2220m強度が

徐々に減少し、高温側の変性状態では-

6000 deg cm2dmor1でほぼ一定値を与

えた。このような変化は、第7章や第11
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章で記述する αーヘリックスの会合体の温度変化と類似しているa

monomerのみの試料を測定した場合、二次構造は熱転移を示さず、[e J
222

r.加!直は一定

のままであった。一方、 tetramerのみの試料は55.C付近にシャープな熱転移を与えた.

従って、 O.lmM以下での単純溶解試料の示す熱転移は、含まれている tetramerの熱転

移であると考えられる。 O.lmM以下では熱転移は不可逆で、変性後室温に戻しても二次

精進は回復しなかった。これらの現象は、すなわち monomerとtetramerの混合系の熱

転移においては、それぞれが狙立の挙動をしていることを意味している。もし可逆的な

解離を{半う転移であれば、転移温度は第11章に示すように、濃度依存性を示すはずであ

るがそうではなかった。

一方、 CRF濃度を臨界ミセル濃度O.lmM以上にすると、 O.lmM以下の場合と明らか

に異なり、転移温度以上の変性状態においても[() J
222酬の絶対値はゆるやかに減少した。

温度上昇とともに[() J222n"，が減少するのは、ミセルからモノマーが解離していくためと考

えられる。昇温後の冷却によって[()]222n01はもとの値に回復し、ミセルの平衡が可逆的で

あることを示している。ミセル存在系でもシャープな転移部分が見られるが、これは系

中に存在するte仕arnerによるものと考えられる。ただし転移温度は孤立したte廿釘nerの

場合より高くなっており、 tetramerとミセルとの問に相互作用があると考えられる。

ミセル状態の CRFの[()]222nmがtetramerのものと同じであると仮定すると、ミセル

とtetramerの合計量が推定できるeとの仮定はヘリックス形成を誘起しやすい50%TFE

溶液中の[() ]222nn¥値がー25000deg 

cm2出nor1であることから、ほ}ま

妥当なものと考えられる.図 6.8に

こうして算出したミセルと

tetramerの200Cにおける合計含量

をフ.ロットした。 O.lmM以下では

合計含量は 40%程度で一定である

が‘ O.1mM以上で上昇し、1mM付

近で系中の分子の約 90%がミセル

とtetr釘nぽになる。前述のように、

図6.nご示した[() ]2220mの温度変化

におけるシャ ープな転移部分は

tetramerによるものと考えられる 図6.8 tetr釘nerおよびミセルの推定含有率の濃

ので、転移におけるステップ高さ 度依存性 (monomer単位のモル分率で示す)
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を、 tetramerのみの転移曲線のfoldedおよびunfoJdedの状態の外挿直線開の開きを基

準にしてその割合を計算した。この割合が転移温度におけるtetr釘ner含量になる(図6.8

の三角マーク).O.lmM以下では tetramerは約 30%で一定であるがO.lmM以上では

tetramer含量が減少する。温度が異なるので、この値とミセルとtetramerの合計量とを

完全には比較できないが、 O.lmM以下では tetramer含量は2つの計算方法において一

致していると考えられる。また、 0.1m.¥1以上においてはミセル含量が指大し、 monorner

含量と tetramer含量はともに、濃度につれて減少する。しかしながら、 monomerと

tetramerの塁比はあまり変犯していないと恩われる。

熱転移における熱量変化を調べるためにDSCを測定した結果を図6.9に示す。 CRF濃

度がO.lmM以上では全体にブロードな転移を示すが、 O.lmM以下ではいくらかシャー

プである。転移混度(見かけのピーク温度)は温度スキャン CD法の結果とほぼ同様に

O.lmMより高濃度になるにつれて上昇した。おそらくミセルの解離に伴うと思われる熱

量が転移曲線に重なっているために、 folded状態を DSC曲線上で特定するのは困難で

mM 

mM 

rnM 

40 
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あった。しかしながら、粗い近似で転

移entha1py を求めると、 20~40 kJ 

(monomer mol)-lと推定される.と

の1直は温度スキャンCDの結果から

算出される van'tHoff enthalpyが

310~390 kJ mor1であることと比

較すると、かなり小さい.このこと

は、 DSCの測定条件が主にO.lrnM以
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DSCデータを解析するために、 CRF

濃度O.08rnMのDSC曲線について、

2状態転移の理論式 17.18)を用いて

フィッティングを行った(図 6.9下

図)。この濃度では転移の熱量に関係

するのはt巴tramerのみであるから、
80 

図6.9 各種濃度のCRF水溶液のDSC曲線(上

図)と O.08mMにおける理論曲線との比較(下図)
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40 

その含量を図6.8より 40%と仮定し、

また可逆性が保障されていないため
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1:変性後も同じ会合数であるとして.dimerから dimer、tetramerから tetramer、

octamerから octamer の 3 つの場合について計算した。図 6.9 に示すように、実浪~値は

tetramerから tetramerへの変性モデルに比較的よく一致し、転移 enthalpy

(calorimetric enthalpy)は360kJ (net t巴tramermolr1であった。この値はCDの結

果とよく合っており、 tetramerが2状態転移をすることを裏付けている。また、 0.1町制

以上におけるDSC転移曲線のブロードさは、 tetramerとミセルとの非協同的な分子間相

互作用によるものと考えられる。

トリフルオロエタノールによる会合状態変化

会合状態問の変化をより明確に理解するために、 2，2，2-trifluoroetllanol (TFE)によ

るCDスペクトルの変化を測定した。図 6.10に示すように、分子量分割した CRFの

monomerはTFE%の増加とともに[8lz22nm強度が増大した。この変化は濃度を

0.006mMから 0.057mMへと高くすると、より低いTFE%において起きた。すなわち、

この濃度依存性はmonomerの会合によって起きていると考えられる。一方、ー殻にTFE

はヘリックス誘起性のある溶媒と考えられ、高いTFE%においてはペプチドは会合して

いない単一のヘリックス構造をとる。 30%TFE溶媒中でのCRF-monomer溶液のCDス

ベクトルを、 buffer中の tetramerのCDスペクトJレと比較すると、 222nmのバンドに

対する 208nmのバンドの強度比がより大きくなっている.このことは30%TFE溶媒中

でCRFは孤立した(非会合の)ヘリックス構造をとっていることを示している。これら

の結果を総合すると、 CRFの

monomer溶液に対する TFEの添加

は、例えば0.006mMにおいては、 TFE

濃度8%においてミセルを形成する転

移が起き、さらに20%TFEにおいてミ

セル共存系から非会合ヘリックスに変

化した と 解 釈 で き る。最初の

monomerからミセル共存系への変化

は、臨界ミセル濃度がTFEにより低下

したためで、 TFE%がO→ 2.5→8%と

上昇するにつれて、臨界ミセル濃度は

0.1->0.05→0.005mMと変化した。こ

の傾向は一般の界面活性剤において磁

界ミセル濃度がアルコール添加ととも

。
ち
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図 6.10 monomerおよびt巴tramer試料液の

TFE滴定によるヘリックス含量変化 (CRF濃

度は初期値)



、---
第6章一 79

に減少すること 22)と同じである。

また、分子量分割したt巴tr釘 ner溶液 (O.007mM)に対するTFEの添加は、 TFE濃度

がO→ 10%の領域で[eJ222nmがわずかに減少する。この変化は、先のmonomerの転移

から考えると、 tetramerからミセルが形成された転移と考えられる。この転移ではミセ

ルの形成とともに平衡過程でmonomerが生じるために[θ]222nm強度の減少がおきたので

はないかと考えられる。 TFE%を30%まで増加させると、 monomerの場合と同様に非

会合ヘリックスへと変化したものと予想される。

特定会合体を形成する統計モデル

以上のように、実験結果から、 CRFにおいては低濃度では平衡状態にない monomer

とtetramerが存在し、それらはO.lmM以上の高濃度においてはミセル状態と平衡で存

在することが明らかとなった。濃度依存性の他、温度依存性やTFE滴定実験においても

この 3元系の会合状態の変化モデルは現象をよく説明した.tetramerに着目すると、

tetramerはミセル状態からのみ、濃度変化によって生成している。しかもtetrarner形成

はある比率でmonom巴r形成を伴っている点が興味深い。そこで、このよfうなtetramer

形成を統計モデルで説明できないかを以下で検討した。

まず仮定として次のように考える(図6.11にモデルを示す). (i) monomerの集合体で

あるミセルがランダムに解離する。(li) I 

ミセル中のmonomerは便宜的に可付

番である、すなわち数学的に l次

元とみなせる.(iii)ランダムな解離に

よって特定の会合数kになった場合は

安定に存在してさらに解出世することは

ないが、k-mer以外はさらに解離が進

行する。 n個の分子が集まったミセル

から生成する k-merのモル分率

(monomer単位)をP九 kとする.例え

ば簡単な例で考えると、ロ=6，k=4の場

合は、最初の解離で 6-merは1+5. 2+4. 3+3. 4+2. 5+1となる。この時4-merの生成

率は4*2/(6*5)で、 5-merの生成率は5牢2/(6*5)である。 5-merからはPき4の率で4-mer

が生成するので、 Puは次式で表される。

P
A
 +

 

4
一
日

micelle (n-mer) 

cαx:xxxxヌコ
Cにわ

Cにわ
非鯵磁性 解説性
f安定当置造}

区XXJI0 00  
k-mer monomer 

図6.11 ミセル状会合体から特定の安定k盈体

を与えるランダム解脱モデル

(eq.6.1) 
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乙の式を一般化すると、

kネ 2 n~1 ( i胃、
P_" =一一一一一一一+ ) 1-ーム-ーー 事P.I
" n * (n -1) j'k+l l n " (n -1) -j.k J 

(eQ.6.2) 

が得られる。これはさらに簡略化できて、

p-，. = p-_. ._ = p- • ，_ '"・・・ ・=p
n-2.k .L k~トI. k (巴Q.6.3)

となる。最右辺は(巴Q.6.1)の第一項の考察と同様にして

k*2 
P，.... =一一一一一一ー
ドは (k+ 1) "k 

(eq.6.4) 

的終

士山
る

=

あ

叫
で

P (巴q.6.5)

が得られる。すなわちこの式は、 k-merの生成率はミセルの会合数に依存しないことを

意味している。 CRFの場合にはtetramerが形成されたので、(eQ.6.5)を適用すると、 P
n
.4

は0.4となる。この値は図6.8に示した tetr釘nerの含有率とよい一致を示し、 tetramer

形成がランダムな解離過程であることを支持している。

盆盤

以上のように、 CRFのtetramerはミセル状態からランダムな解離によって形成される

ことが推定された。タンパク質のフォールディングの観点から見ると、熱転移で示され

たように、 tetram巴rは天然のタンパク質と同様に固いフォーjレディング (native-like

folding)をしており、その結果ANSを結合しない。おそらく tetramerは三次構造を伴っ

ていると予怨される。一方CRFのミセル状態はANSを結合することから疎水性コアは

かなり自由度のある状態、おそらく molten-globule状態と推定される。とのようなCRF

のtetramerの会合特性は、従来知られているcoiled-coilやヘリックスパンドル形成性の

ペプチドの挙動1，3，23)とは非常に異なっている。この違いはフォールディングした構造が

口ative-likeかmolten-globuleかの違いによっているのではないかと考えられる。

さらにフォールディング過程として見ると.熱力学的フォールディング過程として、こ

れまでジグソーパズルモデル、 diffusion-collisi.onモデル、 nucleationモデル、

frameworkモデル、hydrophobiccollapse (疎水性凝集)モデルなどが鑓唱されてい

る24)。ζこでのCRFのtet.rむn巴r形成は、これらのうちのcollaps巴モデル25，26)と類似

している。また、 molten-globule状態のミセルの存在によってt巴tramerがnative-Jlke

にフォールディングするととは、生体系においてタンパク賓がchaperonの作用によって

molten-g]obu]e状態で結合したのち、 native~Jike なフォールデイング構造に至ること
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図6.12 CRFのO.lmM以上の濃度における 3状態閑の精造変換過程

27，2めとある意味で類似性を見いだすことができる.
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図6.12にCRFの3つの異なる状態(分子種)聞のO.lmM以上の濃度における平衡関

係を様式図で示した。 O.lmM以下ではこのうちミセル状態が消失し、 monom巴rと

tetramerは平衡論的にはそれぞれ孤立する。本章で述べたCRFのtetramer形成は全く

新しい発見であると同時に、将来人工タンパク質の創成において重要となるフォールディ

ングのための技術的基盤のヒントを与えるものと思われる 29)。
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第7章 2および4ヘリックス系における疎水性内部残基の役割

7.1 序論

αーヘリックスのみで形成される超二次構造には、 2本のヘリックスからなるコイルド

コイルや4本のヘリックスからなる4-ヘリックスパンドルなど典型的な構造体が天然で

は知られている 1-7)。とれらの αーヘリックスの集合体のうち水に可溶性であるものは、

ヘリックス部分が両親媒性の配列を有している1，2)。構造形成の第一要因は水中における

疎水性残基の集合である。このような疎水性内部残基は、天然タンパク質においては、単

に全体的な集合体形成を引き起こすといラ必要性だけでなく、ミクロな構造的特徴にも

関与している。たとえば、隣素における分子認識、補酵素群を正確な位置で内部に保持

すること、などは機能に密接に関わっている2)。また、熱力学的あるいは物性的な視点か

ら見ると、タンパク質の熱的安定性やフォールディングの特徴8，9)(native-likeな一義的

なフォールディングか、 molten-globule的な多安定構造かにあるいは構造の動的変形性

などにも、疎水性内部残基が関与していると恩われる。これらの性質もまた機能上重要

なものである。従って、機能の発現をめざした人工的なタンパク質の創出においては、ミ

クロな構造と分子レベルでの物性をいかにして設計するかがポイントとなる。一言で述

べれば、フォールディングという現象をいかにして制御し設計するかが問題である。

ここでは、フォールディングにおける疎水性内部残基の役l!iJJ10-14)に注目して、上述の

ような目的に叶った設計指針を見いだすことを目的として、 2-および4-ヘリックス系の

小型タンパク質をモデルとして検討を行った。 2および4-ヘリックスの両親媒性ペフ.チ

ドを人工的に設計し、疎水性内部残基を各種置換して、熱的安定性を含めてフォールデイ

ンク.の特徴にどのように影響するかを熱力学的手法を中心に研究した。

7.2 実験 :合成と測定

量註

設計したタンパク質(ペプチド)の構造を図7.1に示した。名称は、図7.1の会ヘリッ

クス型のものを“タンパク質DB"(図7.1左)、 4-ヘリックス型のものを“タンパク質FB"

(図7.1右)と命名し、それぞれ置換残基名を添えて示した。ヘリックス部分はheptadの

両親媒性構造を基本として設計し、基本阻列のa，d位置にはすべてLeuを置いた。 Leu

残基はいずれのヘリックスにも 5周囲しか出現しないため、安定なバンドル構造が形成

されやすくするように、コアに隣接するg位置にやや疎水性のAJa残基を置いた。ヘリッ

クスの他の位置の残基は、親水性残基を多用し、イオン性と非イオン性のバランスや配
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protein FB 

mutants of FB 

FB-LV: [V3， V叫 V'7，V目， V3斗FB
FB-W: [V3， V7， VlO， V"， V17. V22. V2.， V四.V32. V3呼FB
FB-LF: [F3. Fl0. F17. F2.， F32]-FB 
FB-FF: [F3. F7. Fl0. F". F'7， F22. F回， F29. F32. F3可ーFB

図7.1 設計したヘリックスパンドルタンパク質のアミノ酸配列とヘリックス性

部分のネットワーク表示(ヘリックス性部分をボックスで示す.DBはLeu-DB、
FBはFB-LLの基本配列を示した。灰色はコア領域の残基)

置は天然物を参考に適度に分散させて配した。またループ部分は、 FBではターンを形成

しやすい配列をデータベースから選ぴ、 -Asn-Glu-Gly-Lysーを用いた。長鎖ペプチドの

合成上の困難を軽減するために、 C端部分は合成2残基目に Fmoc-Lys(Fmoc)ーOHを使

用して、 3残基回以降が同一の配列を持つ分岐構造にした(音叉型)。この分岐部分には

観水性のLysとGlyを置きループ構造に適するようにした。DBのN端部分は最初、 4-

ヘリックス体を合成する目的で-Gly-Asp-Asn-Gly-のターン構造性の配列を設計したが、

合成結果は、1位のGlyのアミノ基が2位のAspの側鎖カルボキシル基と高い収率で脱

水カップリングしてしまい、末端に 7員環を有する繕造を与えたため、 2-ヘリックス体

として使用した。ヘリックス部分はChou-Fasmanの予測法15)により(5-24)領域と推定

され設計の妥当性を支持した。また、 G.O.R.の予測法1のでは(3-25)領域がヘリックス性

と予測された。

DBでは疎水性コアの中心の 14位をIle.Val. Phe. Trp. Ala. Gln. Lysに置換したも

のと、 11位をIle， Val. Trp. Glnおよび18位をIleに鐙換したものを設計した。これら

は同一配列の分岐構造のため、 2置換体である。他に、 11位と 14位を同時に置換した4

置換体、[Alal'.AsnI4].[AJa ll• AJa"]， [AJaJl
. TrpJ4]. [Phe". Ph巴14]を設計したe また FB

では4本のヘリ ックスのすべてのa位置あるいはd位置を同ーの残基にした。a位置をLeu

lこしd位置をValにしたFB-LVの他、同様にa位置とd位置をLeuとPhe、ValとVaI、
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PheとPheにした FB-LF、FB-VV、FB-FFをそれぞれ設計した。

全盛
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合成は通常のFmoc法による固相合成法を用い、 Fmoc-Gly(またはTrp)が導入され

ている TGS-PHB樹脂 (Shimadzu製、 polyethyl巴neglycol修飾 polystyrene -

divinyl benzene樹脂にhydroxymethy]phenoxy基を付けたもの)を末端墓量として

約16μmolを使用して、 Sh加 adzu-PSSM8自動合成機により伸長反応を行った。使用

したアミノ酸はAla， Asp(OtBu)， G]u(OtBu)， Phe， Gly， Ile， Lys(Boc)， Leu， Asn(Trt)， 

Gln(Trt)， Thr(tBu)， Val， Trpの各Fmoc-誘導体 (WatanabeChem.製)である。各100

μmolのFmoc-アミノ酸とカップリング試薬としてはTBTU-HOBt-NMM(1:1:2)系を用

いて、各25分間カップリングを行った。 Fmoc基の除去には piperidine(20%)と1.8-

diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene (DBU) (4%)のDMF溶液を用い、 6分x2回反応処理し

た。 C端の 2残基が一般に環化して脱離欠損しやすいため、第2，3番目のサイクルでは

Fm∞基除去反応を 90秒に短縮した。伸長終了後、トリフルオロ酢酸(TFA)(90%)，1.2-

ethanedithiol (6%)，水(4%)の混合液により、全保護基を除去 (cleavage)した。生成物

は氷冷diethyleth巴rに沈殿後、乾燥させた後、 20%酢酸に溶かして、逆相HPLC(カラ

ムサイズ4.6x250mm)で分析した。セミ分取用カラム (20x 250mm)を用いて0.08%

のTFAを含む水とアセトニトリルのグラジエント溶出により、主ピークのみを分取し、

凍結乾燥して各ペプチドを得た(収量約5mg).同定はESI-MSによる分子量測定と酸加

水分解アミノ酸分析により行った。また、ペプチド量の定量はアミノ酸分析あるいはTrp

の280nmの吸光度をもとに行った。

E盟主三量生

CDスペクトルはJasco-J600スペクトロポラリメーターを用いて測定した。濃度変化

には0.2~10mmの光路長のキユベットを使用し、温度変化の測定には 1mmのキュペッ

トを使用した。ペプチドは、濃度定量したストック液から一定量を取り出し、 100mMの

KClを含む20mMリン酸カリウムバッファー (pH7.0)に溶かして使用した。誤IJ定温度

はキユペットと一体となっている循環恒温水ジャケットの測定溶液の近傍で熱伝対によ

り計測した.温度変化の測定は、 0.8K/minの一定速度で循環恒温水槽の温度を昇温制御

することによって行い、 222nmの楕円率と温度を同時にパーソナルコンビューターに 1

秒毎1::取り込んで記録した。

昇温測定で得た温度スキャンデータは、 2状態転移のモデルで解析した17，18).DSCの

解析に使用される熱力学の近似式、

/). Go，= -d. ao，T2 -d. b01T ln(T)+ d. co，+ d. do，T (巴q.7.1)
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d H01= d a01T2+企 bOJT + d C01 (eq.7.2) 

において、一般のタンパク質で示されているように daOl=Oと仮定し、転移f昆度Tdの時

にdG01=O， d H01= d Hv (Td における van'tHoff enthal.py)であることを用いて、

d Cot d Hv -d bOITd Ceo..7.3) 

d d01= d bOl In(T)-d cO/Td (eo..7.4) 

が成り立つ。また、 fold巴d状態のモル分率 fOは一般に、

fo "(1+ exp( -d Go，lRT)}-1 (eo..7.5) 

で表される。 CDの楕円率(一般式を導出するため仮にyとする)の温度変化が、 folded

状態と unfolded状態でそれぞれ温度Tに対して直線的であると仮定すると、各直線YO・

Y1
は、

YO= Po (T -Td)+o.o (eo..7.6) 

Y1 = P1 (T -T)+o.l (eo..7.7) 

のように表現できるe ここでPo'P1' 0.
0・qは直線のi頃きと T

dにおける切片値である。実

i則されるモニター量yは、

Y = fO YO + (1 -fO)YJ (eo..7.8) 
であるので、ここへ(巴0..7.5)，(eo..7.6)， (eo..7.7)を代入し、さらに dG01に(eo..7.1)を代入、

(eo..7.3). (巴0..7.4)によってdcOl' d d01のパラメータを消去すると、最終的にyはPo'Pl' 

0.0，0.1， Td， d Hv' d bOIの7つのパラメータを持つ Tの陽関数として表現できる.

Y = y(T; Pp' Pl' 0.0' 0.1' T d• d H，・dbO) (巴0..7.9)

この式(eq.7.9)を用いて、実浪IJの熱転移曲線と多変数のフィッテイングを行うことにより、

これらのパラメータの組が求められる。実際上は、 db01 (folded状態と unfolcled状態

の熱容量変化dCp
に相当する)は、 sigmoid型曲線からは低い精度でしか算出できず、

数kJK
1 mor1の許容域があったので、 dbot"Oと仮定して、 6パラメータ系でカーブ

フィッティングを行った。

尿素による変性実験は、各種濃度の尿素溶液を調製し、凍結乾燥したペプチドをこれ

に溶かして、 CDを測定して行った。測定結果の解析は、変性の自由エネルギー変化dG

が変性弗l濃度の一次式

d G= d Gw - m Cd (eo..7.10) 

で表現できるとして行った19，20).ðG)ま変性~Jの存在しない時の変性の自由エネルギー

変化、 mは転移の協向性に関係するパラメー夕、 C
d
は変性剤濃E変である。温度変化の場

合と同織に foldecl状態と unfolcled状態を直線YO'Ylで近似し、(巴0..7.8)に平衡の式、

d G= -RT ln(K
d
) (eo..7.11) 
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(eQ.7.12) 

を組み込むことで、 yを2本の直線の傾きと切片値、I:J.Gw.mの合計 6パラメータを含

むらの関数として表現できる。上記と同様にしてカーブフィツティングを行い、これら

のパラメータを求めた。

示差走査熱量計

DSC測定はMicrocal-MCS示差走査熱量計により行った。昇温速度とバッファーはCD

測定と同様の条件を用いた。ペプチド濃度は 2-3mg/mQとし、測定溶液は透析膜

(Spectra Por CE.分子量 5000) により透析したものを用いた。データ解析はパーソナ

ルコンビューター(Macintosh)上でIgorおよひ工οtus123のソフトを使用して行った。解

析は Kidokoroらの式19.20)を用いて千守った。

目血盟主

Brucker-Al¥α500 ('H. 500MHz) を使用して測定した。凍結乾燥したペプチドを

90%HP/lO%DPに溶かし、試料濃度約 2mMで、 200Cで測定した。軽水のピークは

presaturation法で消去した。

7.3 結果と考祭:パッキングの重要性

2ヘリックス型タンパク質DBの基本配列 (Leu-DB) のCDスペクトルは、 208nm

と222nmに負のピークを与え、αーヘリックスに富む構造であることを示した。[θJ222nm

値が-21000 deg cm2 dmor1 

であるととより、ほぽ設計通り

の部分がαーヘリックス構造を

とっていると捻定される 2り。疎

水性コアの中心にある 2個の

Leu'<1を置換した各種rXaa'4J-DB

について、222nmにおけるモル

惰円率[eJ2220mでモニターした昇

温測定結果を図 7.2 に示す。

Leul4. Va]14. Ue14で置換したDB

はいずれも協同的な熱転移を示

し、[eJ2220mは高海側の変性状態

で約一5000degαn2 dmor1に

なった。転移i足度は Leu~ I1e. 

。
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図7.2 タンパク質 DBの14位置換{本の熱転移曲線
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Val-Phe， Trp， Ala， Gln， Lysの

各[XaaI4]-DBのl慣に低下した。

[lle14}DBと[ValI4}DBを比較する

と、わずか1個のメチル基のペアの

削除によって約20Kの転移温度の

低下が起きている。親水性残基に置

換した[Gln14]-DBや[LYSI4]-DBは

測定可能な温度範囲ではほとんど変

位しており、 5組のLeuペアからな

る疎水性コアへのl組の親水性残基

の導入はコイルドコイル構造をほと

んど破接してしまうことがわかる。

芳香放の残基を導入した[PheI4]-DB

と[TrpI4}DBは、 PheやTrpは疎水

第7重一 88

。
Val" 

Trpl1 

Val" 
[XaaJ-DB 

。 20 40 60 80 100 
Temperature I 'C 

図7.3 タンパク質DBの11位および14位置換体

の熱転移挙動の比較

性の点ではLeuよりも疎水的であるにもかかわらず、転移温度はかなり低下した。特に

TrpはPheより疎水性であるがPheよりも転移温度が下がった。このことはコイルドコ

イルの疎水性コアの形成には、疎水性(アミノ酸側鎖を水から有機溶媒に移す時の自由

エネルギー変化で見積もられる)よりも、疎水性コアにおける側鎖聞のパッキングおよ

ぴ中目溶性が、構造の安定化には重要

であることを示している。

次に、疎水性コアの残基置換をし

た位置の効果をみるために、[X組 14Jー

DBと[Xaall]-DBおよび[XaaI8}DB

を比較した。 CDによる熱転移曲線

を図 7.3に示した.口巴では 11位と

18位の置換体がより熱的に安定で

あった。 Val，Trp， Glnのいずれも

が同様に[Xaa11]ーDBが[XaaI4]-DB

よりもかなり安定であった。この結

果は、[XaallJーDBにおいては 11位

がコアの中心からずれるため、 Leu

が3周回連続した疎水性コアをつく
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ることによって、[Xaa14JーDBよりも安定化したと考えられる。しかしながら、ロイシン

ジッパーについて検討されているような、 heptadのa位とd位の性質の違いによる可能

性もある 22)。すなわち、 d位(この場合は 14位)のほうがa位 (11位)よりも、コイ

ルドコイルのヘリックス間接触面の内側に側鎖が向くために、構造形成上より重要であ

ると考えることもできる。

以上述べたタンパク質DBの2置換体と4置換体について、 CDの転移曲線からカーブ

ブイツティングにより算出した転移温度T
d
と転移エンタルビー (van'tHoff enthalpy) 

1I Hvをプロットした(図 7.4).50.Cから 90.CにT
d
がある置換体はほぼ直線上に乗って

おり、その傾きは約2kHぐ1mOr1であった。また全体的にはとのプロ ットは下t:凸の

右上がり曲線に乗っているともいえるa一般にd.Hvの温度微分はd.C
p
に相当するので、

図7.4はこの曲線の接線の傾きd.C
D
がT

dの上昇につれて培加することを意味している。

タンパク質の熱変性のd.CD
は、一般にfolded状態における非極性基の対の数(単位重量

あたり)と比例することが知られており、ここでDBについて得られた結果は、疎水性コ

アの残基鐙換により、有効な非極性基の対の数が減少することによって転移温度T
dが低

下したと理解できる。このことから、熱安定性を向上させるためには、疎水性コアにお

けるパッキングをうまく設計して、有効な非極性基の対の数を増加させることが必要で

あると考えられる。

熱1伝移挙動をより明確にするために、タンパク質 DBの基本配列(Leu-DBと表示)，

[Valll]-DB. [Va]l4]・DB.[Gln'4]-DB 

の4種についてDSCを測定した(図
3 

7札転移温度の傾向は温度スキヤ ミ

15 

ンCDの結果と一致したが、見かけ 豆

の転移温度はCDの結果よりいずれ
-10 

~ 

も高かった.4種のDSC曲線を比較 '" s 
すると、 folded状態と unfoJded状 百

2 
態の直線部分の切片値の差d.C

D
が 8 

Leu-DB， [Val"]-DB， [VaP4JーDB. ": 
o 

[Gln"'J-DBのJII買に小さくなってい

る，この結果図7.4で議論した結果
。

と一致する。すなわち、疎水性コア

。

Leu-DB 

a ~ M 00 100 1a 

Temperature I .C 

lご保持されている疎水性面積が、こ

の順1;:減少していると考えられる。

図7.5 タンパク質DBの各鐙換体のDSC曲線

(CD 測定よりも高濃度で測定)



注目されるのは[Val'.]-DBと

[GlnI4]-DBで、 dC
D
値はそれぞれ

ゼロと負の値を示した。この両者の

!直は先の図7.4の値とは異なってお

り‘unfolded状態で疎水性基の凝

集が起きていることも考えられる。

このようにDSC結果はCD結果と、

傾向等は概ね一致しているが、細か

い点では違いがある。 2つの測定法

で滋度が異なることが、 ζの原因で

はないかと考え、温度スキャン CD

法で濃度の効果を調ぺた。 Leu-DB

において O.2mM. O.02mM 

O.002mMのペプチド濃度で測定し

たととろ、この順に熱転移潟度は低

下した。[VaI14]-DBについても、

O.02mMでのCDで観測した転移曲

線と、 O血nMで観測したDSCの転

移曲線を比較すると、図 7.6のよう

にやはり高濃度でT
d
が上昇してい

る。さらに転移曲線を2状態転移モ

デルの式でフィッティングしてみる

と、 O.02mMのデータでは理論曲線

とほぼ一致したが、 O.4rnMのデー

タは特に転移の高温域で大きくず

れ、実測データは急激に unfolded

状態に推移していることを示した。

D S C データから得られる
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図 7.6 O.02mMでのCD測定およびO.4mMでの

DSC 測定結果の比較(変性状態の分率で示した)
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図7.7 calorimetric enthalpyとvan'tHoff 

enthalpyの比較(t， Hc'直線:t， Hv'点で示す)

calorirnetric enthalpy (t. H)とvan'tHoff enthalpy (t. H)を比較すると、図 7.7の

ように、 t.Hcに比べて、 t.Hvは転移の高温域でdHcの2倍程度にまで増大する。すな

わち、このことは転移の協同性の単位がO.金nMの場合にはより大きいととを意味してい

る。 CDから得られる T
d
の温度依存性と合わせて考えると、ペプチド DBは低濃度では
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コイルドコイル構造のモノマーであるが、高濃度になるとモノマーが会合して、おそら

く4ヘリックスパンドル型のダイマーを形成していると考えられる。従って、 DSCで見

られた転移曲線の特徴はダイマーがランダム構造のモノマーに解離する転移であるとし

て解釈できる。

フォールデイングの特徴を構造の面から調べるために、タンパク質DBのNMRを測定

した。 NMR測定はかなり高濃度で行ったので、この条件でDBはおそらく 4-ヘリックス

パンドルを形成していると考えられる。図 7.8に示すように、3種類の DB、 Leu-DB. 

[Gln1 J]-DB. [PheJ1，Phe14]-DBはそれぞれ異なった特徴のスペクトルを与えた。約 1ppm

付近のLeuのメチル基のピークに着目すると、 Leu-DBではまとまったブロードな単一

ピークであるが、[Glnl1]ーDBと[Phe'1.Phe14}DBでは 2本に分裂したピークとなる

(methyl-m巴thine問の spin-coupli11gによるものではない)。すなわち、 Leu-DBでは

Leu倶IJ鎖は自由度が大きく多安定な構造、おそらく molten-globule構造をとっていると

考えられる。一方、他の2種ではLeu側鎖の構造がある程度束縛され、メテル基が非等

価になったと解釈できる。注目されるのは、 [Phe l1 .Phe叶 DB の場合で、 O~ 10pmの領

減において微小なピークが多数出現することマある。とのような高磁場シフトはPheの

フェニル基の環電流の効果で引き起こされたもので、フエニル環面の上下位置にLeuの

メチル基が存在しているためと考えられる。すなわちPheとLeuの側鎖の両方がその位

Leu-DB [Gln11]-DB 

3 2 o 3 2 

[Phe11， Phe14]-DB 

03210  
ppm 

図7.8 タンパク質DBとその置換体の lH-N1y1R.スペクトル (500MHz)



置を規制されていることを意味して o 

いる。このことは疎水性コアへの芳

香族残基の導入がprotein-likeな一 円 ー5
b 

義的なフォールディング構造を実現 玉

するのに有効な手段であることを示

している。

次に.4-ヘリックス型タンパク質

nu 
-

一oE
P
E
U
cl 
ω 
百 -15~ 

FBの疎水性コア残基の役割につLE i 
て検討した。タンパク質FBのコア 色 -20

にある 29位の残基をLeuから Val.

Phe， Glnに置換して熱変性を温度 一25

スキャンCDで測定した。図 7.9の

ように、タンパク質DBと同様の転

移温度の低下傾向が見られた.しか

し、転移の協同性の面では、 DBに

比べて転移曲線はなだらかで協同性

は低かった。多数のLeu残基が集合

した結果、疎水性コアの自由度がか

なり大きくなっていると考えられ

る。また、 4本のヘリックスの連結

により、図7.10に示すような多数の

コンブオーマーの混合物.すなわち

多安定状態として存在している可能

性が考えられる。

o 
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[Va129)-FB 
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図 7.9 4ヘリックス型タンパク質FBの熱転移挙動
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図7.10 ヘリックスパンドル構造の多形性

(ヘリックス単位を軸方向投影して円で示す。上段

は連結様式の多形、下段は集合織式の多形)

そこでLeuのみからなる FB-LLの疎水性コアを、図7.1右に示したような多数のPbe

で置換したFB-LFとFB-FFについて熱転移挙動を調べた(図 7.9)。転移温度はPhe含

量が増加するにつれて低下したが、転移の協向性は逆にいくらか上昇した。 FB-FFは室

温付近でもヘリックス性が高く、初めてPheのみの疎水性コアを持つ4-ヘリックスパン

ドルを実現できたととになる。

転移の協同性の違いをさらに明確にするために、 FB-LL.FB-LF. FB-FF， FB-L V， FB-

vvの変性剤による変性を CDで検討した(図 7.11).Valを含むFBはもともとヘリッ

クス含量が低かったが他は室温でほぼ同程度のヘリックス含量を示した。変性部!として



尿素の濃度を高くしていくと、 FB-

LL， FB-LF， FB-FF は 2~3M付近

で変性した。実験項に記した方法 'b 
X 

-5 
で、転移曲線を解析した結果、 dC

w

の値として、FB-LL，FB-LF， FB-FF 

ではそれそ.れ、 3.5，6.3， 6.3 kJ mof 

lが得られた。 また、 dCjmで表

される変性の中点濃度は、この順に

2.6， 2.4， 2.0 M(urea)であった。変

性の中点濃度がほぼ同じであるのに

対して、変性の自由エネルギー変化

は， Ph巴を含有するFB-LF，FB-FF 

で非常に高かった。乙の結果は熱転

移において観測された結果と一致し
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図7.11 タンパク質FBの尿素変性曲線

(実測を白丸で、フィツテイングを曲線で示す)

ており、 Pheが構造を規制して熱および変性剤による転移の協向性を高めていること示

している。

以上の結・果をまとめると、 2-および4-ヘリックス系の両親媒性ヘリックス集合体(コ

イルドコイルおよびヘリックスパンドル)において、 L巴Uのような脂肪族の疎水性残基

は疎水性コアの形成を容易にして熱転移温度を高めるのに寄与する。しかしながら Leu

側鎖は自由度が高いために転移の協向性はあまり高くない。脂肪族の疎水性残基をVal，

刈aと小さくしていくと、疎水性の低下と周囲のLeuとのパッキングの低下によって転

移温度が低下する。疎水性コアにおける親水性残基の導入は、特に荷電性残基は、わず

かでも転移温度を著しく低下させ、構造形成を困難にする。この影響はコアの中心部分

ほど著しい。芳香族の疎水性残基は疎水性の高さにもかかわらず、転移温度を低下させ

るが、 Pheを多く導入することで、側鎖構造がPheのみでなく周囲のLeuについても規

制され、天然タンパク質に類似したフォールテeイング構造をとるようになる。この構造

は転移の協向性も高い。

従って、人工的にタンパク質を設計する場合、水溶性夕ンパク質ではその疎水性コア

には、(札1)疎y水k性、(α2)ν/パTツキンク

}にこ、天然タンパク質のように一義的な構造を実現するには芳香族性残基の導入が不可欠

であると考えられる 23)。
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第8章 内部にキャビティを有するヘリックス会合体

8.1 序論

両親媒性ヘリックスのつくる構造体は、第4.5意で述べたような、あるいは leucine

zipperや cytochromeb
S62などでみられる αーヘリックスパンドル構造1勾だけではな

く、 hemoglobinなどに見られるかなり変形したヘリックス集合構造も存在するの。こ

のような変形は集合体を形成するヘリックス数が 5本以上になっていること、ヘリック

スの長さが不揃いであること、両親媒性が完全な規則性を持っていないこと、などが原

因であると考えられる。ここで取り上げる DNA結合タンパク質MybS-10)のR2ドメイ

ンは、わずか 52残基であるが特定の立体構造11)にフォールディングすることが知られ

ている(図 8.1)。とのドメインは3本のヘリックスを含み、N端から 2つのヘリックスが

両親媒性である。両親媒性が完全に規則的でないことと、ヘリックス部分の長さが短い

ことのために、 3本のヘリックスはバンドル構造からかなり変形している。低分子量にも

かかわらず安定にフォールディングする乙とは、内部に疎水性残基、特に芳香族性のTrp

N-端
4 

図8.1 Mybタンパク質のR2ドメインの溶液中での立体構造(左:R2ドメイン全

体，右上中下ーコア領域の残基のみ，右中は断面図;全図とも同一の視点からの図)
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を多く含むこと 12-14)とも関係している。

Myb-R2の構造形成に関する研究は 2つの意味で重要である。ひとつはMyb-R2が

compact proteinとして機能性人工タンパク質の設計原型として使える可能性があるこ

とである。もうひとつは、 Myb-R2の特殊事情として分子内部にキャビティ (cavity，空

洞領域)が存在する15)ために、それがフォールディングや分子認識機能にともなう構造

変化に関与していることが予想されている点である。一般にタンパク質の分子設計にお

いては packingが重要視されるが、逆にこれまであまり認識されるととのなかった

cavityを分子設計に組み込むことも、構造変化を伴う機能の実現には重要であると考え

られる。

c-Myb (ここでは単にMyb)はガン遺伝子c-mybの産物で、未分化造血系細胞などの

増殖制御に関与している転写制御タンパク質5-9)である。マウスの場合は636残基から

なり、 N端部分(38-193)がDNA結合性領域で、ここに 52残基の相同配列が3回存在

している 16)。この3つのリピート R1，R2，R3について、熱的安定性の点ではR2(90-

141)が他よりも不安定であること 17)が明らかとなっており、NMRによる構造解析

15，18，めからR2内部にキャヒ、ティが存在することが報告されている。また、 DNAとの結

合に伴い、このキャピティに近傍のTrp残基が挿入される構造変化が起き、 DNAとの結

合が安定化することが示されている 15).

本章ではキャピティを含む両親娘性ヘリックスのフォールディングに焦点をあてて、タ

ンパク質設計の新しい概念、としてのキャピティの構造的、機能的役割を明らかにするた

めに Myb-R2のキャピティ領域の変異体を多数合成して、熱力学的にその構造特性を

検討した。特に、同一残基位置において、脂肪族の側鎖を有するアミノ酸のみ 10種類を

比較した。この中には非天然のアミノ酸6穏を用いており、人工タンパク質の設計にお

けるそれらの利用可能性や特性に関しても有用な情報を与えることが期待される。

8.2 実験:非天然アミ ノ酸含有 DNA結合タンパク質の合成と熱力学的解析

タンパク質の合成

Myb-R2 (マウス c-Myb(90-141))の合成は、非天然アミノ酸を導入する必要があ

ることから、化学合成法によった。図8.2上に示したアミノ酸一次配列を、通常のFmoc

法20)により、カップリングには TBTU-HOBt-NMM(1:1:2)、脱Fmocには DBU-

p1oeridine( 4%，20%)、溶媒としてDMF-DMSO(90:10)を使用し、 Shimadzu-PSSM8合成

機で合成した。また、最終脱保護にはTFA-EDT-TIPS-ph巴nol-water(88:3:2:2:5)を用い、

常法lこ従い、 RP-HPLCで精製した。 Fmocアミノ酸は市販品 (WatanabeCh釘n.)を使
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図 8.2 Myb-R2の一次勝造(下線はヘリックス部分を示す)と合成した 103位

置換体のアミノ酸側鎖精進 (C管絡のみ、立体的な配置を考慮して示す)

用し、側鎖保護基はThr(tBu)，Lys(Boc)， Glu(OtBu). Asp(OtBu)， Gln(Trt). Arg(Pbf)， 

Tyr(tBu)， Ser(tBu). His(Trt). Asn(Trt)のものを用いた。 N端の LeuはBoc-Leu-OHに

より導入した。合成用樹脂担体はC端アミド用のTGS-CHA(Shimadzu)を使用した。

合成スケールは樹脂上宮能墓20μmolに対して、 Fmocアミノ酸100μmolを用い、精

製後の収量は約 5mg程度であった。

各種置換体は 103位のValを、Ile，Ail. Chg. Cha， Ala Abu， Nva， Nle， Leu (図 8.2)

にしたもので、それぞれ対応する Fmocアミノ酸市販品を使用した。

凍結乾燥粉末として得た Myb-R2タンパク質は、 20mMDTTを含む 50mMKCl含

有リン酸カリウムbuffer(pH7.5)約2mlに溶かし、 lmMのDTTを含むあるいは含まな

い悶 bu仔er溶液に対して透析した。透析にはSpectra-Por-CE(mw.3500)を使用した。

また透析液は、前もっておよび実行中も窒素ガスでバプリングし、タンパク質中のCys

残基のフリーのSH基の酸化を防止した。透析外液は約0.8Qを途中2回交換した。回収

したタンパク質溶液はアルゴンガス下でマイクロチューブに封入し、使用直前まで凍結

保存した。この試料原液の濃度は、 280nmの吸光係数から、 Trp= 5550， Tyr = 1250 
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M-1cm-1として算出した。

また、 103位置換体の他に、 CYS残基の酸化に影響されないデータを得る目的で、 130

位のCYS残基を Abuに置換したもの(以下、[Abu130J体と呼ぶ)を合成した。

示差走査熱量計

DSC測定は主に CalorimetrySciences Corp. N-DSC装置を用いたa 界温速度は1.0

K/mlnとし、 OoCから 95
0

Cまでの昇温を2回以上行った。対照セルには最終の透析外液

を用いて測定し、データは試料セルにも同一液を使用した時のDSCカーブを差し引いて、

試料タンパク質の DSCデータとした。測定は上記の試料原液を用い、タンパク質濃度は

O.1~0.7mM であった。

円偏光二色性スペクトル

CDスペクトルは、 Jasco-J630旋光分散計を使用し、0.2mmの光路長のキュベットで

測定した。測定温度はキュペット一体型の循環水部分で計測、制御し、定常温および界

温時とも、試料溶液と循環水流の温度差がO.5K以内であるととを、予備実験で確認した。

スペクトル測定は、 7
0

Cにおいて 196~ 260nmの波長域で行った。

温度スキャン測定は、 αーヘリックスの特性吸収帯である222nmでのモル楕円率をモ

ニターした。昇f昆速度は、すでにこの系で昇温速度依存性がほとんどないことが示され

ているので、 DSCとは若干異なる0.75K/m凶で実行した。楕円率と温度のデータは同時

に、パソコンソフト SuperScope rrにより取り込み、データ処理した。測定溶液は試料

原液を 10mMDTTを含む同buffer溶液になるように希釈調製した。タンパク質濃度は

O.lmMとした。

蛍光スペクトル

蛍光スペク トル測定は、 Shimadzu-RF5000を使用した。 10mmの角セルを用い、セ

ルホルダーの温度を 12
0

Cで一定に制御して測定した。タンパク質中のTrp残基のみを観

測するために、Tyrの吸収がない 295nm()¥ンド幅3mn)で励起し、 310~ 450nm 

(J'iンド幅3nm)の蛍光スペクトルを測定した。スペクトル中のRaman散乱に由来する

ピークはデータ処理時に差し引いた。タンパク質濃度は、 10mMのDTTを含む上記リン

酸 buffer で希釈し、 1~2μM において測定した。

豊監

熱転移データの解析は熱力学の表式21)を使用して、コンビューターによる curv巴

fittingでパラメーターを決定した。また、得られたパラメーターからd.G
OJ

' d. HOl' d. SOl 

を計算するために、以下の式変形を行った。

変性の自由エネルギー変化/::;G
01は、温度の関数として、一般に次の近似式で表現され
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る。

b. G01= -!J. ao1T
2 
-!J. boJ ln(T) +!J. COl+!J. dO，T (eQ.8.1) 

ここで添字01はfold巴d(O)からunfold巴d(l)への転移を示す。 また転移のエンタルピ一変

化!J.HO'は、

且HO'= !J. a01 T
2+ !J. b01 T + !J. COl (eQ.8.2) 

で表され、これらの式に、転移温度T
d
において、 !J.G01=0、!J.HO'=!J. Hvであることと、

通常!J.a01=0の仮定が近似的に可能22)で、また!J.bO'=!J. C
pであることを用いると、 A

GOl' !J. H01' !J. SOlを温度の関数として、 T
d
，!J. Hv' !J. C

pをパラメーターとする式で表す

ことができる。

↑ r b.H.. 1 
t.Go，(T)= -6CpT'ln千;+lACp-τニI'(T-T，) (eQ.8.3) 

b. HO，(T) = !J. C，(T -T
d
)十ム Hv (eQ.8.4) 

t.SOl(T)=いH01(T)-b.GOl(T)}十 (eQ.8.5) 

8.3 結果と考察:キャビティーの存在と役割

Myb-R2の立体総造

CDスペクトル(図8.3)においては、[AlaI03]叫 yb-R2(以下、単に Ala体と呼ぶ。他の

103位置換体も同様)以外はすべて非常に類似したスペクトルパターンを与え、強度も

lまぽ等しいことから、 rcにおいては、

103位の鐙換によってもタンパク質の ¥ ， [Xaa103]-Myb-R2 

二次構造はほとんど変化していないこ
も

とがわかる。 Ala体のみは、ヘリックス F -5 

含量が低下し、置換により一部変性し 長tl -10 

ていると考えられる。 Trp残基に由来 g 
する蛍光スペクトルを測定した結果は、 --15 

図8.4のように得られ、やはり、一部変 e ー

性したAla体のみは蛍光極大波長が長
-20 

波長側にある。 Ala体以外のものは蛍 190 200 210 220 230 24u 250 260 

光極大波長が短波長シフトしており、 Waveleng1h I nm 

特にLεut本とNva体で著しい。これら 図8.3 103位置換体のCDスペクトル

は、タンパク質中におけるTrp残基が、 (7"C， Ala以外はほぼ同じ形)
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Val体におけるよりも、より構造的

に束縛を受けていることを示してい

る.蛍光強度の点では、 Cha体と

Chg体で蛍光強度が増大しており、

大きさサイズを持つcyclohexyl基

がTrp残基の溶媒からの遮蔽に寄

与している乙とを示している。

遠紫外域のCDスペクトルにおい

ては、一般にTrp残基の三次構造に

。
関係するバンドが230nrn付近に観

440 

R2， R3においては 230nrnのバン

ドがそれぞれ特徴的に変化している

ことが報告されている17)。従ってここでも 230nmのモル楕円率がTrpの三次構造を反

映する有用な指標であると考えられる。図8.3に示したCDスペクトルには、濃度の決定

誤差を含んでいると考えられるため、との誤差を相殺する目的で、モル楕円率の230nm

と220nmの比、[() ]23/[ () ]220を指標に選んだ。一方蛍光スペク トルの形や蛍光板大波長

もまた、 Trpの束縛度やさまざまな分子環境を反映していると考えられ、

420 340 360 380 400 

Wavelength / nm 

図8.4 Myb-R2の蛍光スペクトル

320 

測される。 Mybタンパク質の Rl.

このスペク ト

M診をひとつのパラメーターで表現

.Leu 
.Nva 

[Xaa103]-Myb-R2 1.5 
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N
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門
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宣
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LL 1.1 ~ 
E 
J1.0 

するために、ピークの両側の波長で

の蛍光強度比、 F33/FS60を指標に選

んだ。ここでも濃度決定の誤差や繰

り返し測定時の分光計の変動などの

影響を相殺できる。これら2つのパ

ラメーター、[e J23/[ () ]220とF3J51

F360をプロットしたのが、図8.5で

ある。

刈a
• 0，9 

0，90 

図8.5 CDと蛍光の特性値による各置換体のマッ

ピング

0.85 0，75 0，80 

[9123onm I [91220nm 

0.70 0.65 

Myb-R2が変性した場合にはAla

体のように、両パラメーターとも小

さい値になる。逆に、 L巴u体やNva

体では両方の値とも大きく、 F33/

F
360からは構造の束縛度が上昇した
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こと、[θ]23/[e ]220からはV剖体に比べてLeu体やNva体のTrp側鎖の回転角などがあ

る一定の方向に影響を受けていることを示している。より側鎖の小さいAbu体の場合も、

束縛度はあまり上昇しないが、[θ]23/[e ]220はLeu体と同じ方向の変化を示した。

Myb-R2の野生型、 Valイ本の構造座標はNMRにより決定されているが、 VaPU3の側鎖

末端のメチル基は (pro-R)のもの(図 8.2参照)が、 Trpl15.Trp134の側に向き、 (pro

S)のものがTrp9Oの側に存在している(図8.1).Val103の仮IJ鎖のχl角(Cα と側鎖meth・ne

の結合回転角)は、 (pro-R)のメチル基が主鎖の NHとtrans位置に、また (pro-S)の

メチル基が主鎖のCOと廿ans位置になる角度をとる。このような平面的なconformation

は、 χ1の回転potentialから予想される結果で、 Val側鎖のconformationが周囲の影

響をあまり受けていないととを意味している。従って、 Valと同様の S位分岐を持つアミ

ノ酸lle.Ail. Chgも、図 8.2に示したような Va1と同じ χlのconformationを有して

いることが推定される(すなわち、 7位の2個の炭素Cyがともに図の紙面から手前側

に存在する)。

図8.5に戻って、 Val体と AiH本と lle体を比べると、 Val体とAil体は近いプロットを

与えるが、 lle体はこれらから離れた点にプロットされる。このことは、 Ailのようにtrans-

to・N側(図 8.2参照)に Va1の側鎖を炭素 1個分伸ばすことは、あまりフォールディン

グ構造に影響を与えず、一方、Ileのようにgauche-to-N側に伸ばすことは、 Trpにおい

て観測されるフォールデイング、精進に影響を与えていることを意味する。すなわちMyb-

R2のcavityは、 trans-to・N側に広く、 gauche-to-N側に狭いことが推定される。この

ことは、 Leu体のNMRによる構造解析で、 L印刷のCyがtrans-to-N倶IJに存在すると

いう結果と合致している。従って、 cavity空間の形状が上記のように対称的でないこと

と、また、[θ]23/[e ]220がLeu.Nva， Abuで近い値であることから、 NvaやAbuのχl

のconformationもLeuと同様であると考えられる。すなわち、いずれも Cyはtrans-

to-N側であろう。もしそうであるなら、[θ]23/[θ]220値はIle<Val. Ail < Abu. Nva. Leu 

のように3グループ・に大別でき、この順がgauche-to-N側の基が、 C2H5・CH3-.Hーであ

ることとよく対応することになる。さらにこのことからgauche-to-N側に存在するTrp95

が[e ]23/[ e ]220値に寄与していることが推定される。

各置換体のうちでかさ高い ChaやChg、Nleは図 8.5において、必ずしも上記のルー

ルで説明できない。このことはこれらの残基の側鎖が、 cavityのサイズよりも大きいた

めに、タンパク質のより広い領域の構造変化を引き起こしているためであると推定され

る。

塾室主主盈
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222nmのモル楕円率でモニター

して熱変性挙動を測定した給果を図

8.6に示す。いずれの置換体も熱変

性状態において[8J222nm値が-

6000 deg CIT).2 cImor1程度になる。

このことは変性状態でもヘリックス

的な構造が残存していることを示

し、先の第7主主のヘリックスパンド

ルの結果と類似している。 CDの熱

転移曲線を第 7章と同じ方位で

curve fit出19することにより、転移

の中点温度T
d
と2状態転移と仮定

した時の転移点における転移エンタ

ルビー (van'tHoff enthalpy. d. 

H)が求まる。

転移に伴う熱量変化を調べるために、 DSCの測定を行った。 DSCにおいては、 Myb-

R2に存在するフリーのSH基が測定セル中に存在する酸素等により酸化されたためと思

われる、発熱ピークが、タンパク質の熱転移による吸熱ピークと重なって観測された。こ

の場合SH基の酸化ピークはブロードで、またタンパク質自身も酸化により化学的変化を

受けるため、その真の熱転移による吸熱ピークを正確に求めるのは困難であった。そこ

でタンパク質中のSH墓が酸化されないように、 1mMのDTTを含む系でDSCを測定

したo DTTのSH基は酸化されやすいためDSC上では、明確な発熱ピークを与えた。い

ずれの試料も2回目の昇湿測定においては、 SH基の酸化によると考えられるピークは出

現せず、 SH基を全く含まない[Abu，30J置換体のくりかえし昇湿の結果と合わせて、ここ

からl回目の界温測定における真のタンパク質変性によるDSCピークを決定することが

可能となった。しかしながら、未変性域、変性域の直線的な変化部分の傾きを正確には

決定することができず、そのため、ことから得られる!:::..C
p 
11直を決定できなかった。!:::..C

p 

lま変性の自白エネルギー変化!:::..Gの温度依存性を求めるのに必要である。
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図 8.6 円偏光二色性でモニターした熱転移曲線

(実測値はノイズのため煩雑となるのでフイツ

ティング曲線を示す)

変性による熱容量変化A~豊旦差出

A CPを求めるために、 CDにより熱転移をさまざまなpH(5.0 ~ 8.5)で測定し、前述

と同様にして、転移温度T
d
と転移エンタルピ-!:::..Hーを算出した。結果を図 8.7に示し

た.pH 7~8ではTd と !:::..H. は Val体Leu体ともに、一定値を示したが、酸性側のpH5.5
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にかけて転移温度、エンタルビーと

もに低下減少した。 pH5.5よりさら

に酸性側では、エンタルビー値は逆

に上昇し、 55IJの構造変化が起きてい

ることが推定された。おそらくこれ

はHis残基のフ.ロトン化によるもの

と考えられる。転移温度T
d
と転移

エンタルピ-tlHVをプロットした

のが、図 8.8である。t.HvのTd依

存性の傾きが、 t.Cpの近似値を与え

ることが示されているので、pH5.5 

-7.0のデータ点からその傾きを最

小自乗法で求めた。結果はVal体、

Leu体についてそれぞれ1.35kJ 

K-1mor1， 1.34 kJ K-1mor1とな

り、転移瓶度が 20"(;も異なるにも

企
企

[Leu103]・Myb-R2
J;. iI iI iI 

iI 

企J;.企
d

‘ A 4

‘ 
j

‘ 
d

‘ 
A 

'" 
[Val'o3]-Myb-R2 

‘'" 
. 

[Leu103]-Myb-R2 

?レ_ 
I 00，， 0 

o 0 000  

← 
司

。
• • • • . 

• [Val'o3]-Myb-R2 .・・

5 6 7 8 

pH 

図8.7 CDによる転移パラメータのpH依存性

200 

150 

かかわらず、よい一致を示した。こ E = 1.34 kJ K-1mol-1 

のことから、ここで合成した 10種 :l 1∞ 
の置換体について、 t.Cp=1.35 kJ ぎ
K力nor1を近似的に共通の値とし

て用いることが妥当であると考え

られる.この t.cp 11直を用いて、 SH

基を含まない[Abu130]置換体の

50 

。

[VaP回']-Myb-R2

(8 Ll.Hvl aTdl 
= 1.35 kJ K-1mol-1 

o 20 40 60 80 100 
Td I・cDSC曲線(図8.9)は2状態転移の

理論曲線とよくフィッ トし、また
図8.8 転移エンタルピーの転移温度依存性

ωH 5.5~ 7.0の領域のデータ)
他の 103位置換体の[θ]222nmの温

度変化曲線も理論曲線とよい一致を与える。

9 

一般にt.Cロ値はタンパク質内部の無極性基の対の数と相関していることが知られてい

るaタンパク質1分子中の無街性基の対の数をNnp(mol/mol)とすると、t.Cp(kJ 1ぐlmor

1)は、

IJ. CD= kcNnD (eq.8.6) 

の関係がいくつかの球状タンパク質について成立する23-25)。ここで比例係数kcは約0.06
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図 8.10 各 103位置換体の補正した DSC曲線
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転移エネルギーと転移温度の関係
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図 8.12転移温度と転移エンタルビーの相関図8.11

クトjレの結果からキャピティサイズより大きいためにフォールディング構造がVal体と

は異なっていると推定した Nle体、 Chg体、 Cha体を除いて、他の霞換体のプロット点

は直線上に並んだ。このことはキャビティ内に納まっている限りでは転移点での転移ヱ

ンタルピ-['， H
vと転移温度T

dが一次式で相関していることを意味している。

実験項の式(eq.8.3)~(eQ.8.5)から計算した、 25.C における['， G
01の値と転移温度T

d
の

関係を図8.12に示した.Chg体と Cha体を除いて、['， G011まT
d
と直線関係にある。 Nle.

[Xaa叩 3トMyb-R2<1. 0 
4 
~. 
9、

も
6 

""0 九，
'，;/ 

-Cha 

-60 

70 

Cbg， Cha以外では、 /:;G01は側鎖の

van der WaaJs体積と一応の対応関

係を示すが、7]<相から有機溶媒への

移行エネルギーと比較すると、移行

Ail. 

116. ・
Val; ..~eu 

Nva 
Abu. 

Nle・

Chg 

。E 
....， 
ニ~

-90 
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E 
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~ -1∞ 
ト

-80 

エネルギーはAla，VaJ， Leuで2.2、

6.3、7.5kJ mor1であるが、 ['， G01 

は-3.9、5.8、16.0kJ mor1と、そ

れぞれの聞の差は後者の ['， G01で約

2~4 倍に拡大している。とれは['， -110 

G01が単に相問移行エネルギーによ

るのではなく、 packingすなわち
130 

図8.13 転移のエントロピーとエンタルビー値に

おける各置換体の特徴(斜め線は企 G01の等高線)

120 90 100 110 

t.H01 (2S'C) I kJ mOr 
1 

80 

ー120
r 
70 

Van der Waalsエネルギーの寄与が

主であるととを意味している。

皇~鎖構造とキャビティの形状
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D. HOIとD.SOIの関係をフ・ロット

すると、図8.13のようになり、 103

位の各置換体の特徴が明白になる。

すなわちV剖に対して炭素数がl程

度港滅するような置換体は、 Val体

の周囲にプロットが集まっている

が、N1e.Chg， Cbaと側鎖の体積が

大きくなると、D.HOI' D. SOIともに

減少する。D.HOIの減少は"folded状

態がより不安定化されていること、

ー方D.SOIの減少はエント ロビー的

にfoJded状態がより安定化されて

いることを意味する。すなわちこれ

らのサイズの大きい側鎖は、キャビ
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図8.14 103位の側鎖体積およびキャピティ容積

と熱転移エネルギーの関係 (v.d.W体積は文献26))

ティ内でpackingされずに一部分は露出していると考えられる。またこれらのフォール

ディングした状態は側鎖自由度が相対的に大きく、分子全体の変形を伴っていることも、

図8_5の結果と合わせて推測される.

図8.13においてはβ分岐アミノ酸Val.Ile. Ailと8非分岐アミノ酸Abu，Nva. Leuが

別々のクラスターを形成している。同一炭素数で比較すると、エントロビー項よりもエ

ンタルビー項において、わずかに差が認められる。 S位の分岐、非分岐によってunfold巴d

状態の側鎖の自由度すなわちエントロビーに差があることが推定されているが、とこで

の結果はあまり差がなく、熱変性状態が完全なrandomcoil状態ではないことと関係し

ていると考えられる。 103位の側鎖のvander Waalsf本積とD.G
01との関係を図8_141:.::

示した。 NMR解析による構造から予想されるキャビティ容積より少し小さい所で、各変

異体のフ・ロットは極大を示す図また、個々のプロットは、図中の上に凸の曲線の下側に

分布しており、キャピティー空間と 103位側鎖の原子レベルでのフィット性の差がこの

ような分布に反映していると考えられる。 10種類の置換体の熱力学的解析から推定され

るキャピティ空間のサイズと形状の模式図を図8.15に示した。円形はメチル基あるいは

メテレン基 1個の直鎖状の伸長に対応している(ただし正確な座標位置を示すものでは

ない)。前述したように gauche-to-N側と trans-to-N側で空間の制約がかなり異なって

いる.

以上をまとめると、 Myb-R2においてキャビティは構造的には比較的安定に保持され
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図8.15 キャビティ周辺の空間的制約の模式図

(Valの2つの methyl基は紙面手前側包図 8.2と同じ視点。図 8.1とは 180

度逆方向から見ている。)

ており、キャビティを埋めるようなわずかな変異に対しては、分子のフォールディング

織造は大きくは変化しない。しかしながらキャピティからはみ出すような変異によって

は‘二次補進は保たれるものの、三次構造がかなり変化する。キャビティを埋めること

によって安定化するエネルギーは、疎水性側鎖の相関移行エネルギーよりもかなり大き

く2η、このエネルギーが機能 (DNA結合に伴う分子変形の緩和としてのTrp95のsliding

移動)のためにキャビティに蓄えられている仮想的なエネルギーであると考えることが

できる 28)。
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第9章 ヘリックスバンドル形成による包接機能の発現

9.1 序論

タンパク質の機能発現を考えてみると、 2つの特徴が挙げられる。一つは、機能性の原

子団や基が特定の位置および方向性を有していること、もう一つは、分子認識に関わる

特定の形状や構造可変性と相互作用分布を持った分子表面が存在することである。両者

はともに、多くのタンパク質の有している一義的な立体構造形成性によってもたらされ

ているものである。しかしながらその逆に、すなわち機能発現には一義的な構造形成

が不可欠である、ということはかならずしも成立しない。機能のレベルは構造のレベル

に起因し相関するので、人工タンパク質においては、目的とする機能の厳密さに応じた

レベルでの構造が実現できればよいという考え方ができる。

ホストーゲストケミストリーの視点、から見ると、すでに多くのホスト分子が設計開発

されている。代表的なものには、 crowneth巴r，cyc1odextrin1)， cyclophane2)などがあ

る。これらに共通するのは内部に疎水性のポケットが存在し、外面は親水性である点で

ある。ヘリックスパンドルも同様の疎水性内部と親水性表面を有するが、形態的に上記

のものとは、環状と非環状の違いがある。この点に以下に述べる新規なホスト分子とし

てのヘリックスバンドルの第一の特徴がある。天然においては、αーヘリ ックスの集積構

造を含むタンパク質として、 trooomyoSln，cytochrome c'， myoh釘nerythrin，tabacco 

mosaic virus3)， bacteriorhodopsin4)などがある。これらのうちのあるものは、ヘリッ

クスパンドルの内部に、金属イオンの配位子やポルフィリンなどの補欠分子族を有して

いる5)。このことはヘリックスパンドル構造が、これら機能性原子団の配置場所になると

いうだけでなく、基質などの他分子を取り込むホストになりうることを示している。

人工的にテeイノーボ設計されたタンパク質6-12)として、特に4ヘリックスパンドル1り

がよく研究されている。 Nishinoら9)ゃ、 Sasaki10)らによってとれを機能性分子として

展開した例が報告されている。先に(第4章)、柔軟なループ部分を持ち、ヘリックス部

分I~-L巴u-Lys-Lys-Leu-Leu-Glu-Gluーの基本配列を持つヘリックスパンドル性ペプチド

についてそのフォールディングの特徴について検討したが、ここではこのヘリックスパ

ンドル構造によって、どの程度の分子認識機能、あるいはその原型である包接機能が実

現できるかを検討した。 Leu残基を疎水性コアとする両親媒性ヘリックスからなるバン

ドル構造は、Leu残基側鎖の柔軟性とその表面の均質性から、一義的なフォーjレディン

グ構造よりむしろ、 molten-globule的な特徴を示した。すなわち、疎水性コアの性質と

して、疎水性側鎖の流動性や多状態安定性を指摘することができる。一方この性質は、分
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子認識において、特異的な認識能は期待できないかわりに.適応性の高い包接能が期待

できると予想される.

9.2 実験:合成と蛍光プロープを用いるキャラクタリゼーション

r¥7'f"f':全盛

両親媒性ヘリックスを複数、 2~6本連絡したペプチドPA2. PA3，PAゐc，PA4w， PA6 

(図9.1上)を用いた。これらは図 9.1下のように会合により疎水性のポケットを形成する

と期待される。アミノ酸配列の設計と合成については前述した(第4章)。

堂主7"D二Z
蛍光プロープとして、 acridin巴orange-lO-dodecylbromide (AODB， Dojindo Lab. 

製)， ammonium 8-anilino十 naphthaleneslufonat巴(ANS，Wako Pure Chem. Ind製)

， 1，6-dipheny[-1，3，5-hexatriene (DPH， Tokyo Kasei Kogyo Co.製)を市販品のまま使

用した。蛍光プロープの濃度は国体重量をもとに算出した。 AODBとDPHは水溶性が低

いため、それぞれethanolおよびtetrahydrofuran溶液とした後、バッファーで希釈し

た。測定時の有機溶媒濃度は 0.015%(eth叩 01)およひi0.10% (tetrahydrofuran)であっ

ベプチド アミノ酸配列(下線は両親煤性ヘリックス部分を示す)

PA2 AGELKKLLEELKKLLEEAKGKPGGLKKLEELLKκLEEl上G

PA3 GELKKLLEELKKLLEGKPGGELKKLLEELKKLLEEAKGKPGGLKKLEELLKKLEELLG 

PA制 GELKKLLEELKK比EET陥附GGLKKほE山 KLEEL凶

GELKKLLEELKKLLEECKGKPGGLK附LEELLKKLEELLG

PMW?GEL附 LLEE山 LLE臥悶KPGGLKKLEELL附ぽE凶

CGI=LKKLLEELKKLLEEAKGKPGGLKKLEELLKKLEELLG 

PAEFGELKK日 ELKKLほG伊 GGEL附 LLEEL剛 L正臥陥KPGGLKKLEE山 KLEEL凶

CGGELKKLLEELKKLLEGKPGGELKKLLEELKKl上EEAK'GKPGGLKKLEELLKKLEELLG

水港液中で会合

"o  .. 当h

図9..1 人工設計ペプテドのアミノ酸配列と包接機能の発現原理
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T乙.

蛍光および円偏光二色性測定

すべての分光測定は 150mMのNaClを含む 15mMのリン酸ナトリウムバッファー

(pH7.0)中、 20'Cで行った。円偏光二色性(CO)はJasco-J600旋光分散計を使用し、蛍光

スペクトルは Hitachi-MPF-4蛍光分光光度計によって測定した。この蛍光光度計には

Rhodamine-Bを補償セルに使用した。発光側のスリット幅は 4nmに設定した。

蛍光寿命と蛍光偏光解消の測定は Horiba-NAES-1IOO時間分解蛍光光度計を使用し

た。光源には水素放電ランプを使用し、約6000Hzのパルス発光を用いた。パルス光の

半値幅は 2.5nsecであった。 AODB系の測定には励起光470nmを用い、発光仮11にカッ

トオフフィルター (Coming社 3-70，波長510nmで透過率40%)を使用した。 ANS系

では問様に、 345nmで励起し、カットオフフィルター (Corrung社 L38，波長 380町 n

で透過率40%)を使用した。観測された時間分解蛍光データは、ペプチドと結合してい

ない成分を差し引いた後、装置付属ソフトウエアにより deconvolution法で解析した包

ナノ秒蛍光データの解析

時間分解蛍光光度計の励起側、蛍光側には偏光板(Gran-Taylorprism)を設置し、 VH

(励起仮uの偏光面を垂直に、蛍光側の偏光聞を水平に)の位置にこれらを配置した時の時

間分解蛍光強度IYHとvvの時の強度lyyを求めたa 装置の補正係数cを用いて(Ivv+2cIyH) 

が全蛍光時間変化I(t)に相当する。ここから次式により、光源ランプ強度の時間変化P(t)

をdeconvolutionにより取り除くことにより蛍光減衰 S(t)を得た。

I(t) = f P(u) S(t-u) du (eQ.9.1) 

計算では、 S(t)を指数関数型に仮定し、最小自乗法によりその係数を決定した。同様に

(lvv - clyH)から deconvolutionにより蛍光差偏光度の時間変化D(t)を求めた 14)。

蛍光偏光j解消の解析は、回転楕円体近似で行った。この時の各種表式は Tao15)と

Perrin
16
)によって詳細に与えられている。従ってここでは実際の解析に適した形にこれ

らの式を改良した結果について以下に記す。まず蛍光異方性R(t)はPerrinの流体力学式

による近似により(eQ.9.2)で表される。

D(t) ~ '^';，. ，_， I t i R(t) ，.一一=R(O) L A，(6) exp Iー一一|
S(t) . . j':l ' . -. -. l "j(p) J 

(eQ.9.2) 

とこで8は回転楕円体近似をした時の対称軸と遷移モーメントのなす角度で、 ρはその

長軸(回転軸)と短絡(赤道函)の半径比であるe またへと rrは分子形状に依存して近

似的に表現された式(詳細は文献参照 15，16))である。実際に得られる実験データでは、
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deconvolutionにより求められるS(t)とD(t)は1-3個の指数関数の和として表され、後

者のほうが強度が小さいためにD(t)では指数関数の項の数も少なくなる。その結果、 R(t)

を3項の指数関数和として各パラメータを決めることは非常に困難である。そこで異な

る蛍光寿命に対応する S(t)の各項ごとに、次のようにR(t)を単一指数関数型で近似した。

R(t) = R(O) exp( -t/τR) (eq.9.3) 

一般に回転運動の時定数τ。は拡散係数Dcと

τ。=1/(6Dc) (eq.9.4) 

の関係があり、 τ。と τRは回転楕円体の体績Vあるいは流体力学的等価球の体積Veと

次式で関係づけられる。

τ。=vη/(kT) (eq.9.5) 

τR=veη/(kT) (eq.9.6) 

V三 (4/3)πr3ρ (eq.9.7)

ve三 (4/3)π re5 (eq.9.8) 

ここでηは媒体の粘度、kはBoltzmann定数、 Tは温度、 rは赤道面半径、 reは流体力学

的等価球半径である。ここで形状因子fを次式で定義すると、(eCj.9.10)が導かれる。

f 三~ ~~~ 

(τ。/τR)= f3ρ(eq.9.l0)  

先に示した(eq.9.2)と(巴([.9.3)より(τ 。/τJとOとoの関係を数値計算的に求めることが

できるe 従って、(eq.9.10)により、 fをθとρの関数f(θ.ρ)として数値計算可能である.

日と ρの種々の値の組に対し

てf(D.ρ)を計算した給果を図

9.2に示した。この計算におい

てはR(t)/R(O)が 1から 0.001

の範囲の時間領域で近似計算

した.また(巴([.9.3)のような単

一指数近似が成立しない領域

においては図9.2のプロットを

点線で表した。(eQ.9.6)と

(eq.9.8)に(eq.9.9)を代入する

と、次の rと τRの関係式

(eQ.9.l1)をf号ることができる。

1.0 

Fト 0.8
図

桜
絵

ミ0.6
) 

吋恒・

0.4 
2 3 4 

p，回転軸直径/赤道商直径比

図 9.2 回転楕円体近似における形態因子の数値計算結果
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13k下瓦箇
r=:一一一ニ f(9，p) (巴Q.9.11)
1 令町

(ea.9.11)式を用いれば、適当なθとpの仮定のもとに、実測値の τRから半径rを算出で

きる。また軸比 ρが未知である場合には、 ρの値毎に rを計算することで回転梼円体の

赤道面半径(r)と回転軸半径(rρ)の関係をフ・ロットすることができる。ここでは後者の方

法で測定結果を表した。

9.3.1 結果と考察:柔軟なホスト分子としてのヘリックスパンドル

蛍光プローブに対する結合能

ペプチド濃度を変えて、各種蛍光プロープの蛍光強度を測定した結果を図 9.3に示し

た。比較のために、図の横車由はαーヘリックスの濃度、すなわちペプチド濃度にヘリック

スの連結本数を掛けた値、を用いた。ここで使用した蛍光プロープは分子形状や荷電に

ついてさまざまであったが、いずれに対しでもペプチドPA6は蛍光強度の著しい増強効

果を示した。他のヘリックス数 2~4のペプチドはほぼ同程度の蛍光強度を与え、 PAゐE

はこのなかで若干蛍光強度が劣っていた。あとでAODBの系で示されるように、他の系

でも蛍光強度が蛍光プロープの取り込み窒に比例すると仮定すると、6本のヘリックスを

連絡したPA6が包接能に優れているといえる。逆に4本のヘリックスを一方の端でつな

いだ構造のPA4xは包接待の柔軟性が不十分であったために包接能が{I砂ったと考えら

れる.また、 PA2はANSやAODBの系でPA4wと間程度の蛍光強度を与えたが、この

ことはPA2が4-ヘリックスパンドルとして包接能を発悔していることを示唆している。

AODB DPH I ANS 
:咽315 4 PA6 PA6 
¥ PA6 

随組一，u PA4w 3 

沖4 戸rff2 

バLダ込1軍Z司5 

思 10 
lム 1。。50 100 150 200 。50 100 150 200 。50 100 150 200 

Ch，ヘリックス単位の濃度 /μM

図9.3 各種フ.ロープの蛍光強度のペプチド濃度依存性

(蛍光プローブ繊度は2凶I、励起波長は臓に480nrn，350nm， 345nrn) 
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AODBの系では蛍光強度の増加は濃

度に対して直線ではなく、飽和傾向を

示した。そこで非線形最小自乗法によ

り、Hillプロ ット17)を行うと、図9.4の

ように、いずれも傾き lの直線を与え

た。このことは複数のPA分子による包

援ではなく、 1:1の包接であることを示

している。ただし、 PA2についてはも

ー1.5

えられる。無限濃度における蛍光の筏

限値九はPA4xを除き 25程度であっ

た。 1:1複合体として、 Scatchardフ。ロッ

ト17)を行うと、会合の自由エネルギー (oG= -RT lnKn)が計算できる。AODBに対

しては、 PA2，PA3， PA4x， PA4w， PA6のo Gは、 -4.8，ー5.2，ー5.8，ー5.5.-6.2 kca1 mol.j 

であった。 一方、 ANSや DPHについては図9.3のプロッ トが直線的であったため、 oG

は約-4kcal mor
1
以内と推定された。 ANSに対しては、 oGの値として-5.4kcal mor 

l(phospholipase A2)18). -6.8 kca1 morJ (apomyoglobin)19)が報告されている。 PAの

包j芸能がこれらよりも低いのは、 PAの疎水性サイトが小さいか、包援における分子サイ

ズの不一致 (PAのヘリックス長はANS分子の2倍程度ある(あとの図9.6、9.8を参照)) 

開3.5

図9.4 AODBーペプチド系のHiJJプロット

-5.0 -4.5 -4.0 
J og ( Cpeptlde / M ) 

-5.5 

ともと 2霊体として機能していると考

」

2
2
l
J
m

FD 

O 

E E 
E EE喜
伺i;ca '7' 
ち早:s c、4
0 れ』ωF

~。

によるものと推測される。

蛍光7.ロープの包接能は蛍光強度の

他に、蛍光極大波長にも反映される。特

にANS系では図9.5のように、水中で

の短大波長 524nmに比べ著しい短波

540 500 440 長シフ トが観測された。 PA2，PA3， 420 
PA4x， PA4wでは、 470-460nmにシ

540 520 

3:x 
~ ~;f;f~ 
c.. c..c..c..ι 

|111 1 
440 460 480 500 

λm副， wavelength / nm 

図9.5 各種溶媒中町(上図)およびぺフ.チド

共存時(下図)の ANSの蛍光極大液長

フトし、ほぽethanolからoctanol中に

おける蛍光プローブの極大位置に相当

した20)。すなわち長鎖アルコール溶媒込o

と閑程度の疎水性あるいは束縛性を有

する包後場が形成されているものと考

えられる。さらに PA6については、極
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大波長は439町 nにも逮した。このことは疎水性だけでは説明できず、蛍光分子が溶媒の

水から非常に遮蔽された環境にあることを意味していると恩われる。モデル的に考える

と、 4本までのヘリックスではバンドル内に隙間しか形成されないが、 6本では最大でヘ

リックスと同じサイズの空洞を形成することができる。ここでの結果はこのような構造

によるものかもしれない。

ANSなどの蛍光プロープを包接しうる性質は、これらのペプチドPAが m o.lten-

gIob叫巴的な包接サイトを有していることを意味する。すなわちフォールディングの特徴

が、天然タンパク質のように竪く一義的でないことが、務々のサイズや性質の疎水性ゲ

ストに対する取り込み能となって表れていると考えられる。

堂主査企

蛍光寿命をナノ秒時間分解蛍光光度計により測定し、 deconvol ution法で解析した結

果を、 AODB系については表9.1に、 ANS系については表9.2にまとめた。ここで fSは

蛍光寿命を、 Qはその蛍光寿命に対応する相対蛍光量子収率を表す。 AODB系では、ペ

プチドの存在しない系では、蛍光寿命は1.6nsecの単一成分であったが、ペプチドPAが

共存すると蛍光寿命は2成分になり、 2.6~ 3.0nsec(Q=92 ~ 94%)と 8.6~13.9nsec(Q=6 

~8%)とに分かれる。主成分である短寿命成分はいずれのペフ。チドでもほぼ同程度の寿命

の長さであることから、類似した包接体を形成していると考えられる。 AODBにおいて

は吸収スペクトルにおいてそのmonomerと芳香環がstackingしたcUmerが識別できる

が、この測定条件においては monomerが大部分であったととから、短寿命成分は

monomerであると思われる。
peptide τ s Q τ。(prlm) "0 τ a 

一方、長寿命成分はdim巴rであ
tば} (%) (n5) (ns) (n5) 

るか、強く包接された PA2 13.9土日 7 7土 1
1.7 

2.9 
3.6土0.12.7土0.02 93土2 1.5 

monomerであるかはここから 10.6土 0.6 6土 1
1.6 

2.6 
3.5土0.1PA3 

2.6土0.02 94士2 1.5 は明確ではない.
8.8土 0.7 6 :t 1 

1.7 
2.5 

3.4士0.1ANS系では、蛍光寿命は3成 PA4x 3.0土日 03 94土2 1.6 

分に分隊する.これらは相対 PA4w 11.6 :t0.7 6土 1
1.7 

3.0 
4.1土日J2.6士0.02 94土2 1.6 

量子収率の多いm買に、 15.1~ PA6 9.6土0.5 S土 1
1.7 

2.6 
3.7 :tO.l 2.7土0.02 92土2 1.6 

16.2nsec(Q=46 ~ 62%)、 6.0~ none 
1.6土0.02 100 

7.0nsec(Q=29 ~ 40%)、 O.7~ (∞ntroり

l.Onsec(Q=8 ~ 14%)であっ
$測定条件 AODB(3.8μMl.ベプチド (200μMヘリ ックス単位由漉皮l

渇llr20'C

た。一番短い寿命種は水中で 表9.1 AODBペプチド複合体の蛍光減衰パラメーター
の寿命 O.6nsecにほぼ近いた
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め、ペプチド表面に結合した p<pude

露出したANSによるものと思 PA2

われる。二番目と一番長寿命

の成分は、その平均がほぼ2- PA3 
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は、包接体は少なくとも2種類 *測定条件 ANS(IO州)，ベプチド (200凶iへリァクス単位の温度)，
温度20'C

あることを意味している。こ
表9.2 ANS-ペプチド複合体の蛍光減衰パラメーター

のように複数の成分が存在す

るととは、可能性として、包後されたANSが種々の配向をもっているか、あるいは複数

のANSが一分子のPAに包接されていることが考えられる固長寿命成分の寿命約15ns巴C

はbovineserum albumin221， apohoTseradish peroxidasel5). apomyog!obin15)など

に取り込まれたANSの寿命とほぼ同程度であった。

AODBとANSについて、いずれもペフ.チドの種類による差異はあまり顕著ではなかっ

た。すなわち全般的には包接体の構造はPA問で類似しており、包接構造は各PAに共通

する両親媒性ヘリックスの会合部分によってできていると考えられる。

9.3.2 結果と考察 :不斉性包銭場の発現

蛍光偏光解消法による分子形状の解析

蛍光差偏光度D(t)の減衰時定数 τD値を、上記と同様にAODB系については表9.1に、

ANS系については表9.2にまとめた。 τD(prim)で表示したようにD(かの成分数は予想通

り少なく、 AODBでl成分、 ANSで2成分であった。実験項で述べたように、回転楕円

体モデルにおいて一般に蛍光異方性R(t)は3成分の指数項で表される。しかしながら、こ

のような少ないD(t)の成分数に対しては、 S(t)の各成分毎について、改良法の l指数関数

R(t)!こよる解析(eq.9.3)が適当である。このような手法を用いてもなお、 D(t)の成分数がS

(t)の成分数よりも少ないので、蛍光プローブを包接したペプチドの分子サイズがらによ
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らずに閉じであると仮定した。この仮定はたとえ成り立たない場合でも、得られる結果

は平均的な分子サイズを意味する。このようにして、 τsと1:1に対応する τDを得た(表

9.1，表 9.2)。さらに、 τsと!Dから次式によって tRが求められる。

0/τR) = (1/τD)ー(1/t s) (eq.9.12) 

また未知パラメータのひとつであるe(分子輸と遷移モーメン卜のなす角度)は次のよ

うに仮定して求めた， AODBとANSには、観測して

いる蛍光に対応する遷移双極子モーメントが図9.6の

ように存在する。ヘリックスパンドルによる包援は、

ヘリ ックスの軸方向と蛍光プローブの分子軸方向が一

致すると予想され.このことから OはAODBで60-

90deg、ANSでか40deg稜度と考えられる。従っ

て、 AODBについて80deg、ANSについて20degと

して計算に使用した。 τRとOの僅から(eq.9.11)を用

いて、包接分子の長車!IIと短輸の長さの関係を示す乙と

ができる。結果を図 9.7に実線で示した。乙の図で小

やマごうに

《起にs

1nm 

図9.6 蛍光プローブの遷移双

極子モーメント

円はヘリックス数Nh本からなるバンドルの推定サイズで、 Richmondらの構造パラメー

タ23)や、分子モデリングによる蛍光プロープの分子サイズ(直方体として、 0.6xO.4x1.8

nrn (AODB)、0.6xO.ゐ(0.8nm (ANS))から、回転楕円体で近似 15，24)してその長軸と

短軸の直径をプロットした。実淑IJの実線と比較すると、 AODB包接体は4-ヘリックスパ

ンドル、 ANS包接体は4~6-

ANS 

PA4x 
ヘリックスパンドル程度のサ

イズと形状であると考えられ 6-1 .~、PA2

る。包援体が単一のバンドル Es 
構造以外であるとすると、モ ¥ 

期 4

デリングからのサイズは実演IJ 望
吊 3

と一致しない。従って、これ芭

PA3"¥.、c、
PA4w "、辺、

PA6 "、"

Nb=23456 

AODB 

らの包接体は回転軸直径30 :: 

~3.5nm のパンドル構造で 1 

あると結論できる。また包接 DD 1 234  5 

|ご関わっているヘリックス数

は4本から6本と考えられる。

このことは PA2においても

2 r.赤道直径 I nm 

図9.7 蛍光偏光解消法による複合体サイズの推定

(曲線は実測値、小円はモデリングによるバンドルのサ

イズ)
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あてはまり、すなわちこのデータからも、

PA2はdimerとして4-ヘリックスパンド

ルを形成していると考えられる。以上のよ

うに、包後体の形状とサイズの解析から、

両親媒性ヘリックスの連結ペプチドと蛍光

プロープの複合体はヘリックスパンドルを

形成していると結論できる。包援は蛍光挙 図9.8 複合体サイズのイメージ比較

動から疎水性相互作用によっていると考えられ、従って、もし蛍光プローブが存在しな

い場合でも、同様に、ペプチドは単独で疎水性相互作用によってヘリックスパンドルを

形成していると考えることは十分妥当であるお).4-ヘリックスパンドルについての実測

分子サイズとモデリングによるサイズを図 9.8に比較して示した。

亙査生宣量星

AODBとぺフ・チドの系においては図 99EB

のような誘起CDお)が観測された。この波 L
て3

長領域は AODB分子の吸収スペクトル(図 E

9.10下)と一致しており、 AODB分子がぺ 22
プテド包接体の中で不斉環境におかれたた益。

めに生じた CDであると考えられる。

AODBの吸収スペクトルは 465nmと

495nmにピークを持ち、 465nmは芳香環

がstackingした dimer、495nmは

monomerによるものと考えられている

功。吸収スベクトルをもとにCDスペクト

ルを解析すると、図 9.10中段のようにな

る， 495nmのmonomerのバンドは正の

Cotten効果を与え、また465nmのdimer

のバンドはDavydov分裂28)により分散波

形のCDを示していると考えられる。吸収

スペクトルから再構成したCDスペクトル

は実視1)スペクトルと比較的合っており、

monomerとdimerがともに不斉環境下に

あることが結論される.PA2，PA3， PA4w， 
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1
 

グノデモ

.2 

PA3 

PA4w 

PA6 
PA2 

PA4x 

400 450 500 550 

Wavelength I nm 

図9.9 AODB-ペプチド系の誘起CD

(縦軸はAODB猿度で表示)

Observed 
CD 

Observed 
Absorption 
-ーーーーーーー「

400 450 5OO 550 

Wavelength I nm 

図9.10 誘起CDスペクトルのシミュ

レーション(破線は加算スペクトル)
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PA6について、[e]435/[θJ495を比較すると、ー0.33.ー0.36.-0.27.ー0.68となり、 PA6では

他よりもAODB-dimer包接体が多いことを意味している。おそらく 6本のヘリックスが

大きい包援体を形成したのではないかと考えられる。とのことは蛍光寿命の結果とも一

致している。各ペプチドのうちで、 PA4xのみは他と異なり、この領域に CDを示さな

かった。すなわち、ヘリックス聞の連絡様式が他と異なっていることと、ループ部分の

自由度がいくらか低いことが、この原因と思われる。

exciton chirality法26)によれば、 Davydov分裂した CDの波形パターンから、

stackingした分子のねじれ様式が推定できる。 AODBについては長波長側が正のCDパ

ターンを示したので、 stackingのねじれはプラス、すなわち手前から向こうの分子を見

て右にねじれた形であると考えられる(図 9.11右)。ヘリックスパンドルの単純系である

コイルドコイルでは、各αーヘリックスの軸は相手側がプラスに約20degねじれている

ことが知られている 29.33)(図9.11左)。ここでの結果はstackingのねじれ方向がヘリツ

(AODBh + PA4w 

P (右のねじれ)

ぐご、

(AODBh 

図9.11 包接されたAODBダイマーのねじれ(右図)と包接復合体の推定構造(左図)

クスのねじれに一致していることを示し、すなわち、ヘリックスパンドル構造のねじれ

によって、 包接された分子が同じ方向のねじれを与えられた、と理解できる。言い換え

ると、不斉性を持たない分子に不斉性を誘起するような包接能をこれらヘリックスパン

ドルが有していると言える 34，35).
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第10章ヘリックスバンドルの構造誘起機能

10.1 序論

前章までに明らかにしてきたように、両親媒性ヘリックスは水中において、その疎水

位面の露出が最小になるようにヘリックス問の会合を起こす。またこの性質によって、ヘ

リックス閑の疎水性コアは疎水性の分子を取り込む機能を発現する。これらはいずれも、

両親媒性の効果による構造形成が分子問の結合の原動力である、と解釈することができ

る。生体系においても同様に、両親媒性効果は重要な役割を果たしている。脂質分子が

ぺシクルを形成したり、膜タンパク質が脂質膜上で特定の構造体として集積されたり、そ

の例は多数見られる固ここでもやはり、各分子の構造形成と分子問の結合とが同時に起

きている一つの現象である、という点が注目される。

生理活性ペプチド 1)は、各種のペプチドホルモンをはじめ、 t華々な機能を生体内で担っ

ている。その作用機序はペフ.チドホルモンの場合、一般にはまずligandとして細胞膜の

receptorに結合し、続いてGTP結合タンパク質やproteinkinaseなどへと作用が及ん

でいく。また毒素タンパク質などでは、細胞膜に直接作用して細胞機能に変化をきたす

例もある.特徴的なことは、これらの生理活性ペプチド自身は、多くは低分子であるた

めに特定の立体構造を持たない場合が多く、 receptorや生体膜と結合して構造が形成さ

れ機能が発現する点である2)。また、このようなペプチドのアミノ酸配列には、両親煤

性ヘリックス的な特徴があることが知られている2，3)。いくつかの生理活性ぺフ.チドにつ

いて、溶液中ではrandom-coil構造であるのに対して、脂質膜との相互作用によって両

親媒性ヘリックス構造が形成されることが報告されている 3，4)。

これまで、いくつかのd巴novo設計による人工タンパク質が創られ、その酵素機能等

が調べられているが、多くはヘリックスパンドル構造を guest分子の包接場としてのみ

利用しているものである5，6)。ことでは、人工的に設計した両親媒性ヘリックスパンドル

分子について、単なるホスト分子としてだけでなく、上記の receptorのような機能、す

なわちligandあるいはguestとなる生理活性ペプチド分子に高次構造を誘起して複合体

となる機能を見いだした。この機能は、Jigand-receptor系のモデJレとしてだけではなく、

タンパク質のfoldingに関わっているシャペロンのような機能7)、あるいはカルシウムの

存在下で両親媒性ヘリックスと相互作用するcalmodulinの機能8，9)などとも、ある意味

で関係していると考えられる。以下では、成長ホルモン放出因子10)とハテ毒m巴littinL1)

の2つの生理活性ペプチドについて、 4-ヘリックスパンドル型人工タンパク質との複合

体形成能およひe複合体構造について検討した.
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10.2 実験:生理活性ペプチドとの複合体形成の解析

人工タンパク質および生理活性ペプチド

ヘリックスパンドル型人工タンパク質としては、第4章で述べた4ヘリックスパンド

ル分子PA4wを用いた.PA4wは凍結乾燥粉末からバッファー溶液に溶かして用いたe

タンパク質の原濃度はアミノ酸分析によって決定し、各測定においては一定条件でCD測

定を行い 222umのモル楕円率を二次基準として濃度を決めた。

生理活性ペプチドは、ハ

チ泰のmelittin(26残基)、

およびヒト成長ホルモン放

出因子 (humangrowth 

hormone releasing factor， 

hGRF)の活性領域である

(1-29)領域 (hGRF(1-29)

問ちと表記)を用いた。ただ

しhGRF(1-29)NH
2
の10位

はTyrからTrpに置換した

もの ([TrplO}hGRF(1-29)

(PA4w) 

:GMLLEEL肌山仰GGLKKLEEL肌 EELLG

GELKKLLEELKKLLEEAKGKPGGLKKLEELLKKLEELLG 

(melittin) 

GIGAVLKVL TTGLPALlSWIKRKROO.NH， 

([Trpl呼hGRF(1.29)NH.)

YADAI円 NSWRKVLGOLSARK己2旦旦SR喝NH，

図 10.1 人工タンパク質PA4wと生理活性ペプチドの一次

構造(下線は予想される両親媒性ヘリックス部分を示す)

NH2)を使用した。これらの構造式を図 10.1に示す。ともにC端はアミド型(ーCONH
2
)で

ある。 melittinはハチ毒 (b田 venom)由来のもの (SigmaCh色m.製)を逆相 HPLC

により精製し凍結乾燥して用いた。[TrplO]-h.GRF(1-29)NH
2は固相合成法により合成した

ものを同様に精製して用いた。これらペプチドの濃度は 280nmの吸光度1めから、 ε 

(Trp)=5550 M-1cm大 E(Tyr)=1250 M.1cm-1として決定した。すぺての分光測定は

25mMリン酸ナ トリウムのバッファー溶液中 pH7.0で行った。

同偏光二色性測定

円偏光二色性(CD)測定はJ出 co-J600分光計を用い、 2mmの光路長の円筒型石英セル

中で 190-260nmのスペクトルを測定した。測定温度はセルジャケットの循環水温度を

20.Cあるいは昇温時は 20~85.C (昇温速度0.8K min"l)に制御した。昇t昆測定におい

ては、温度計出力と楕円率出力を XYプロッターを介してアナログデジタル変換し、

RS232C経由でパーソナルコンピューターに同時にユ秒毎に取り込んだ。

堂主盟主

蛍光スペクトルはSh泊Jadzu-RF5000により測定した。励起波長はTrpの吸収篠大波

長280nmに設定した。バンド幅は励起側 5nm、発光側3nmとし、 20.Cで測定した。
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蛍光寿命および蛍光偏光解消実験はHoriba-NAES-l100時間分解蛍光光度計により

行った。光源は水素ガス封入放電管の約 5000Hzのパルス光を使用した。励起光は

280nmに設定し、発光側にはcut-offフィルター (Corning0-53; 305nmで透過率40%)

を設置した。 20"Cにおいて0.2ns巴Cの時間ドメイン毎のデータを収集した。また励起側

には偏光子を垂直方向に置き、発光側には垂直および水平において、それぞれ対応する

時間分解データ lvy と~を得た。

時間分解蛍光線l定のデータは、別途求めたPA4wとの複合体形成の平衡定数をもとに、

非複合体成分のデータを差し引いて複合体のみのデータにして解析した。時間分解デー

タIyyとIYHは、 Ivv+2clvH (cは装置特性と光源の時間変動に関係する補正係数)として

deconvolutionすることにより蛍光の減衰関数S(t)を得た。

J I.x (t') S(tーピ)dt' = Ivv + 2cIYH 
"・0

(巴正[.10.1)

また、 Jyy-clYHをdeconvolutionしてS(t)R(t)の関数形で得て、蛍光の偏光異方性R(t)

を求めた。

JOIex(t')S(t-OR(t-t')dt'=Ivv-cIvH (eq.10.2) 

S(t)およびR(t)は指数関数の和で表し、 pre-exponentialfactor，へ;相対量子収率.Ql;時

定数， τt等のパラメーターは次式で定義した。

日t)= L Ajexp( -tlτ割) (eq.10.3) 
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さらに deconvolutionの正当性を判定するために、次式の χ2因子を計算した。ここで

n.p， W はそれぞれデータポイント数、 deconvolution計算のパラメーター数、重み因

子である。

Xt: = dτ r， w帆川(αI制 -1士九九lC.1白凶叫山.1山Ic凶c吋d)
.u J.J (n) 

(eq.lO.6) 

deconvolutionには、装置付属のMarQuart法に換えて、 Gauss-Newton法と巌急降下

法を組み合わせた収束性の良い最小自乗法を開発し、表計算ソフト上で使用した。 R(t)の

時定数から、第9章と同綴に回転楕円体モテツレにより、解析を行った。
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結果と考察:両親媒性部位の分子認識と構造誘起

生理活性ペプチド、 melittinおよび[Trp叫]ーhGRF(1-29)NH2のCDスペクトルを図10.2

に示した。このうち、混合系のスペクトルは 10μMの生理活性ペプチドと 40μMの

PA4wの混合系のスペクトルから、 40μMのPA4w単線のスペクトルを差し引いて生

10.3 

理活性ペプチドの濃度で換算したもの ([θ 恥 PA4w - e PA4))である。ペプチド単独の系

のCDスペクトルは 222nmのモル楕円率が-5000 deg cm2 dmor1と小さく、これ

らのペプチドはほぼrandomcoil構造であると考えられる。しかしながら PA4wが共存

すると、[e]222nm値の著しい培大が

観測された。 PA4wは単独では、こ 。

n

u

n

U
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の条件で高いヘリックス含量を示

し、また一般にヘリックス構造を

誘起する溶媒とされる trif]uoro-

ethanol中でもバッファー中より

[8 ]222nm値が5%しか増大しない。

すなわち PA4wのヘリックス形成
什rp吋 hGRF(1.29)NH，(."M) 
... PA4w伊0μM)

一一一了一一
210 220 230 240 
WaveJength / nm 

可能な領減はほとんどαーヘリック

スをすでに形成しており、従って
250 

図10.2 生理活性ペプチドの単独およびPA4wと

の複合体のCDスペクトル (20"C)

200 190 

。
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巳3

回 -10
(1) 
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3: z 
0. 
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《

t 
x 

てa

生理活性ペプチドとの混合系にお

ける[eJ222nmの糟大は、 PA4wよ

りもむしろ大部分が生理活性ぺフe

テドにおけるヘリックス含量の鴻

加であると結論できる。すなわち、

PA 4 w との相互作用により、

random coil構造のペフ.チドに αー

ヘリックス構造が誘起されたとい

える.

生理活性ペフ.チドにおける αーヘ

リックス含量の増大をタンパク質

5 2 3 
moJar ratio， 

[PA4w) / [X(meJittin or hGR円]

4 。PA4wの添加量に対してプロット

図10.3 複合体CD強度の PA4wモル比依存性

(マークは実測値、曲線はフィ ッティング値)

してみると、図10.3のようになる。

[Trp'O]ーhGRF(l-29)NH?では

PA4wの量比が増加するにつれて
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飽和曲線を描いて222nmにおける[θX+PA4w θPA4wJの強度が大きくなる。 melittinで

はさらに鋭敏な橋大が観測されモル比[PA4w]/[X]が2以上でほぼ[θ]222nmは飽和した。

この変化を複合体組成、 1:1、1:2、2:1のモデルでfittingさせてみると、1:1の場合が巌

もよく実測と一致した。従って[Trpl0]-hGRF(l-29)NH2'こ対しても1:1複合体が形成され

ていると仮定して計算すると、得られた会合定数は、1.3および13μMと比較的強い結

合を示した。また、 PA4w濃度無限に外帰した時の[θX+PAilw-() PA4wJ222nm ~立、それぞれ
-21900および-20400 deg cm2 dmor1であった。この値はヘリックス以外の機造

の[el222nm値が 1000~ 5000 deg cm2 dmor1であると仮定してChenらの方法 13)で

計算すると、 melittinおよび[TrplO]ーhGRF(l-29)NH2ともにヘリックスの鎖長は18残基

と推定された。この長さは図 10.1に下線で示したそれぞれの両親媒性ヘリックス部分の

長さとよく一致している。このことは、複合化によるヘリックス含量の増加は、両親煤

性ヘリックスの形成によるものであることを支持しており、同時に肉親媒性のPA4wと

生理活性ペプチドの両親媒性ヘリックスが相互作用していることを示唆する。

melittinおよび[Trpl0]-hGRF(1-29)NH2はともに Trp残基 1個を両親媒性ヘリック

ス部分の疎水性コア領域に有しているため、その蛍光スペクトルのPA4w添加による変

化をCDと同綴に検討した。図 10.4に示したように、ペプチド単狼の時は極大蛍光波長

が356nmで、水中の tryptophanのそれに近い値であった。ことへPA4wを添加する

と、極大蛍光波長はそれぞれ 339nm、333nmに大きくシフトした。乙のことは複合体

形成により、 Trp残基が束縛を受

けたことを意味している。また、

[TrplO]-hGRF(1-29)NH2では、蛍

光強度も上智大(蛍光量子収率は

0.07から 0.11へ培加)しており、

Trpが溶媒から遮蔽されているこ

とが推測される。一方melittinで

は蛍光強度はやや減少した(蛍光

量子収率は 0.09から 0.07へ滅

的。このことは[TrpJO]-hGRF(1-

29)NH2のTrpがヘリ ックス部分

の中央寄りにあるのに対して、

melittinではヘリックス部の端に

位置しているため、より長さの短
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図10.4 生理活性ペプチドのTrp残基の蛍光スペ

クトル(励起波長は 280nm、温度 20"C)
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いPA4wのヘリックス部分から 2.5 

はみ出しているためと予想され

るo CDと同様に、 PA4wを添加

した時の 330nmの蛍光強度で

monitorした滴定曲線を測定し、

結果を図 10.5に示した。ともに飽

4 6 8 
庁lolarratio 

[PA4w]I [X(melittin or hGR円l

図10.5 複合体の蛍光強度の PA4wモル比依存性

(330nmでモニターした)

12 10 2 。

和曲線が得られ、 fi枕ing計算で、1:

1複合体の形成が確認された。ま

た会合定数も CDの結果にほぼ近

い値が得られた。

時間分解蛍光測定は、 melittin

(9.9μM; 20.2μMのPA4w共存)

および[TrplO}hGRF(1-29)NH2

(8.1μM; 96.1μMのPA4w共存)について行い、その結果をぺフ.チド単独時の結果と

ともに表 10.1にまとめた。 PA4w共存下では、これらの濃度において、前述の会合定数

からそれぞれ98%と93%のペプチドがPA4wと複合体形成していると考え られる。 X2 

因子はいずれも1.00に近く、 deconvolutionで得たパラメータの妥当性を示している。

Trp残基の蛍光寿命については、一般に複数の成分が存在することが知られており、こ

れらはquenching環境の異なるTrp仮11鎖のconformerに由来すると考えられている14)。

ペプチド単独での蛍光寿命データは2成分で良く表され、一般のT印残基の特徴を示す。

一方、 PA4wとの複合体では melittin、[Trp叩]-hGRF(l-29)NH2ともに寿命成分は 3成

分となり、 10nsec程度の長寿命成分が出現した。この長寿命のものは束縛されたTrp残

基によるものと考えられる.

蛍光偏光異方性の解析結果を表10.2にまとめた。ペプチド単独では、(Iyy-ClyH)強度が

2 χ Q， Q2 Q， へへτ$， 
(ns) 

A， τ$2 

(ns) 

0.438 1.94 0.135 4.59 

8.6 0.20 0.67 0.13 1.39 

1.14 

日目3991.180.273 3.98 0.013 12.2 0.28 0.63 0.09 1.04 

1.11 0.28 0.72 

0.58 0.42 

τ$2 

(ns) 

meliltin 

melittln + PA4w 
(assembly) 

打巾吋 hGRF(1-29}NH2
[Trp吋hGRF(1-29}NH，+ PA4w 
主翌盟匝-

表10.1 生理活性ペプチドと PA4wの複合体の蛍光寿命データ

0.353 1.10 0.344 3.66 0.027 

0.304 1.88 0.360 4.13 
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B、 τ R1 8
2 

τ 
A2 

χ 2 

(ns) (n司
melittin 0.077 0.94.:t 0.23 0.84 

melittin + PA4w 0.106 5.36.:t 0.35 1.17 

[Trp勺-hGRF(1-29)NH
2 0.022 1.63.:t1.71 0.87 

[Trp勺・hGRF(1-29)NH
2
+ PA4w 0.135 0.30.:t 0.14 0.090 7.80土0.91 1.03 

表10.2 PA4wとの複合体の蛍光偏光異方性減衰のデータ

低いために解析結果は誤差が多く、 x2
因子が低強度の場合によくみられる1以下の値に

なった 15).PA4wとの複合体では χ2因子は lに近く、得られたパラメータの妥当性を

示した.複合体では R(t)の時定数 τRtß5~8nsec とかなり長いものが含まれていた。と

のことはTrp残基の側鎖が局所的ではなく、より大きいサイズの単位で運動しているこ

とを意味している。第9章で述べた形状因子fを用いる単一指数近似の方法を用いると、

このてR値から、溶媒中での回転運動に対応する回転楕円体のサイズを見積もることがで

きる。ここでは、遷移双極子モーメントと楕円体の対称制lのなす角度 (eE)が推定でき

ないため、長車由と短軸の軸比 (ρ)の他に、このe
Eも未知数のまま残して、結果を赤道

面直径と回転軸直径をXY軸として、図 10.6に示した。軸比 ρが2以上の場合は単一指

数近似ができなくなり、実験データ

とは合致しなくなるため、 ρ=0.8~ 

1.8の領域のみを示した。第9章では、 E 
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くらか大きいサイズであった。複合

体が1:1の分子会合であることと、生

理活性ペフ。チドがαーヘリヅクス機造

をとっているこ と、から考えて複合

体はおそらく 5本のヘリックスから

なるバンドル構造であると推測され

るが、図 10.6の実験結果と合わせて

6 

dl 

。
2 4 6 

dl， equalor旧Idiameler I nm 

図10.6 蛍光偏光解消法によって得られた複合

体の流体力学的サイズ
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考えると、 5-ヘリックス}'¥ンドjレである

という推定はほぼ妥当で、複合体の分子

サイズとして、回転車由直径3.0~4.0nm、

赤道面直径 3.5~4目Onmであると考える

ことができるJ6)。また、 [TrplO]-hGRF(1-

29)NH
2
に関しては、 R(t)において長い

時定数の成分の他に、 0.30nsecの成分が

見いだされた。この成分はKinoshitaら

の解析法 17)1;::よればwobbleangleが 219 
43d唱の局所的な揺窃J運動の結果である :08 

と考えられる。このことは複合体が一義 更

的な構造を持った剛直な構造体ではない Jae 

ことを示唆している。

さらに、複合体の熱力学的な特徴を調

べるために CDの温度スキャン測定を
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図10.7 rn巴li此in-PA4w複合体混合液の熱

転移(上図はCD強度の変化、下図は複合体

のみと PA4wとの転移分率の比較)行った。 melittinとPA4wの混合系にお

いては、 PA4w単独時と同様に、ゆるや

かな[8]222nm強度の減少が観測された(図 10.7上)0 melittinとPA4wの複合体の変性

は、その解離に引き続いて起きると仮定すると、次のような平衡のモデルを考えること

ができる。

PM;:土PF+M

PF
三 Pu

PMは複合体、PはPA4w、Mはmelittin

を表し、添字Fはfolded、Uはunfolded

を示す。 eq.lO.8の変性は、 DSC測定の

結果、 360K付近にピークをもっ非常に

幅広のピークを与えた。(eQ.10.7)の解離

定数を調べるために、穏々の混度で図

10.5と同様の蛍光測定による滴定実験を

行った。その結果を、解再f!定数の対数を

(eq.10.7) 

(eq.10.8) 

D 

ヨ

。

2.8 3.0 3:2 3.4 

r.'， tempera柏市 IK"xlO" 

温度の逆数に対してプロットして示す 図10.8 meJittin-PA4w複合体の解離定数

と、図10.8が得られる。プロットは直線 の温度依存性
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を与え、その傾きと切片から解離のエンタルビーとして57kJ mor1が得られる。また、

解離エントロビーは60J K
1 
mor

1
であった。ここから複合体のみの[e]Z22nmの変化を

計算すると、図 10.7下のようになる。相対的な温度変化の挙動は、 PA4wとほぼ類似し

ていた。melit出1とPA4wの復合体形成の自由エネルギーは20'Cにおいて、 38kJ mor1 

で、これはmelittinが6回転のヘリックスを形成することでもたらされていると考えら

れる， 1回転あたりに換算すると-6.4kJ mol.1となり、 この値はDeGradoらが4回転の

ヘリックスからなる 4-ヘリックスパンドルについて報告 18)している-5.9kJ mor1(1回

転あたりに換算)と良い一致を示す.またこの値はLeu残基の側鎖を水からethanolに移

す時の自由エネルギー変化19)ー7.5kJ mor1ともよく合っており、複合体形成が、両親媒

PA4w 

(4・helixbundle) 

円lelittin

(random coiり

PA4w-melittin複合体

(5-helix bundle ?) 

図10.9 ヘリックスパンドルによる生理活性ペプチドへの構造誘起現象の僕式図

性ヘリックスの形成とその疎水性商の会合によって起きていることを強く支持しているa

結論として、水中ではランダムな構造である生理活性ペフ.チド20-22)が、人工的に設計

した4ヘリックスパンドル分子と 4+1のヘリックスパンドル型の 1:1複合体を形成し、

この時、両親媒性ヘリックス構造が誘起されることが示された(図 10.9)。序論で述べた

ように、 ζの分子問結合による構造誘起機能23)は、 receptorやシャペロンの機能の原型

とも考えられる。そしてまたこのことは、分子設計を加えることで、より高度な分子認

識能や機能を持ったタンパク質を人工的に創成しうる可能性を示しているということが
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できる 24).
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第 11章ヘリックス問の配向制御のための分子設計

11.1 序論

天然のタンパク質において、複数のαーヘリックスの配向には、平行のものと逆平行の

ものが見られる。ロイシンジッパ_1，2)などでは、分子問で2本の αーヘリックスがコイ

ルドコイルを形成するが、平行に配向することが機能発現に不可欠な要素である3，4)。同

様に、キネーシンなどの 2量体として機能するモータータンパク質においても平行なコ

イルドコイルの形成が重要である 5)。人工的なタンパク質の創生を目指す場合、単にヘ

リックスパンドルというだけでなく、より高次な構造形成のためには、ヘリックス同士

問の配向制御が重要となる.

両親媒性の αーヘリックスが2本集合して形成されるコイルドコイル構造は、通常の αー

ヘリックスが3.6残基周期でヘリックス l回転するのに対して、 3.5残基周期すなわち 7

残基で2回転する。この特徴は両親媒性がa.b，c，d，e.f，gで記述される 7残基周期を有する

ことの結果である。この

h巴ptad表記では、 aとdの位置

に疎水性コアを形成する残基

が、また他の位置には親水的な

残基がより高い頻度で出現する

1，札2本のヘリックス問の安定

化相互作用は、 a，d聞の疎水性

相互の他に、図 11.1のように

e，g位置問での静電的相互作用

すなわちイオンペア形成による

..-{f')...._ 

( b' )-，ι~c'l 

e'l ¥ I (g') 

一一-…  ・…・• (a') ld'J i 一 一一 …・・ a叫巾比四品げ川一 ，I {t'f l {.:. ¥ 

¥， )y'--..._亡(¥.1静電的相互作用、f 、、、 、，
(g) I ¥ le) 

( c下斗F ー守L(bl
可 IY

安定化が考えられている 7，8). I I ~ 1 (軸方向役影図)

このようなコイルドコイルの

権造的特徴をもとに、水溶液中 図11.1 コイルドコイル備造のモデル図と断面投影図

で2本のヘリックスの分子関配

向を平行あるいは逆平行に制御するには次のようなデザインが考えられる。

(i) a.d位置の疎水性残基の列に立体的な凹凸を非対称に持たせる 9)。例えばa，d位置を)11買

にVa]-Va]-Ala-Val-Val-Leu-Va]-Valとすれば、平行なら AlaとAla、LeuとLeuが向

き合い全体のパッキングがうまくいかないが、逆平行なら AlaとLeuが向き合うのでう

まくパッキングし、両者で安定性に差が生じ得ることが予想される.
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(u) a，d位置の残基の列に、親水性残基をいくつか非対称位置に導入するの。平行の場合

は鋭*性残基同士が向き合うが、逆平行の場合は親水性残基と疎水性残基が向き合うこ

とになり、不安定化すると考えられる。

(Hi) a位置と d位置は等価ではなく、平行なコイルドコイルではa位置にIleが、またd

位置にL巴Uが存在するほうが熱的に安定であると報告されている 10)。このことはa，d位

置の非等価性が安定性に関わっていることを示し、このこと利用した配向設計の可能性

もある。

(iv)ヘリックス上で疎水性コアのa.d位置に隣接する巴.g位置の荷電パターンを非対称に

する.このことにより、平行と逆平行とでイオンペア形成(図 11.1)の有利不利が生じ

両者の安定性に差が生じる可能性が考えられる。

(v)分子間での金属イオンの配位 11)が可能になるように配位性の基を導入する。平行で

は配位基が近接するために配位が可能になるが、逆平行では配位できなくなるため安定

性が劣る。

(vi)ヘリックスの一端にかさ高い基や荷電性の基を付加する。付加した基同士の相互作

用により配向制御の可能性がある。

(vii)ペプチド結合の持つ双僚子モーメントがヘリックスでは一方向に術う12，13)ため、ヘ

リックス全体では大きな双極子モーメントが生じ、この効果は逆平行のヘリックス問の

配向を安定化すると考えられている.

これらの設計は同種ヘリックスの配向だけでなく、異種ヘリ ックスのペア14，15)を優先

的に形成させたりするような制御にも適用できると考えられるeここでは、主に(ii)と(vi)

と(vii)の設計の効果を、蛍光エネルギー移動による距離測定法 16)に基づく配向方向の定

量によって検討した。

11.2 実験:合成と蛍光エネルギー移動

さ7"T~盈註

アミノ酸残基数31のペプチドを、両親媒性ヘリックスが形成されるように疎水性コア

のa，d位置にLeuを配して、すべての配列を全くディノーポに設計した。(1-30)の配列は

N端とC端を反転させても同ーの配列となるように、すなわち回文形式の配タIJとした。 N

端はアセテル化し、 C端はGlyとした。親水性残基については、天然のロイシンジッパー

の荷電性残基の存在率を参考にして、その配置は適度に分散するように任意に決定した

(図11.2)。共通基本配列をLZOと名付け、 4あるいは27位に蛍光性のTrpおよび別の蛍

光性基を導入するための Cysを配置した。序論で述べた(vu)を検証するために、 LZ1~ 
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LZ3 を、(ii)についてはLZ4~LZ7 を、 (vi)については LZ8~

LZ15 を、図 11.3 のように設計した。 LZ8~LZ15 について

はかさ高い基をN端に持たせるために、アセチル化の代わり

にFmoc-Lys(Fmoc)ーOHをカップリングさせ、主鎖方向と

側鎖方向に次のアミノ酸2個がカップリングするようにし、

これをくりかえして図 11.3のような二重に分岐した構造に

した。

全盛

ペプチド合成は通常のFmoc法による固相合成法17)を用

い、 Shimadzu-PSSM8自動合成機により合成した。

hydroxymethy]phenoxy基を持つ copolystyrene -

divinylbenz巴neビーズ(合成品 .0.68町田lo1/gあるいは市

販品 TGS-PHB.0.23mmol/g)上で、最初の C端 31位の

Gly残基を 4-dimethylaminopyridine (DMAP) -

diisopropylcarbodiimide (DIC)法によるエステル化反応
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図 11.2 基本配列LZO
のh巴]ical-nenνork表示

18.19)で導入し、続いて、樹脂上の官能基・輩出ー30μmolに対して各100μmolのFmoc-

アミノ政とカ ップリング試薬としてはTBTU-HOBt-NMM(1:1:2)系を用いて、各25分間

カップリ ングを行った。分岐構造を持つ LZ8~LZ15 については分岐部分のカ ップリ ン

グには試薬、アミノ酸とも使用量を潟やした。各サイクルでの Fmoc基の除去には

4 10 21 27 

共通基本配~J AcKELAQKLSELEAQLKKLQAELESLKQALEKG 
日0) I I 
山
田
凶

ーーーー吋2
--w 

w-ーー I W: tryptophan 

C: N.(9-acridinyl)maleimide化
したcysteine

ぽ4 ー---c
ロ7 ーーーーベN
LZ5 

ロ6 ーー-W--N

LZ8 D4K2K-c 
LZ9 D4K2K 
ロ10 D4K2K 

LZ13 L4K2K 
ロ14 L4K2K--G 
LZ15 L4K2K 

N一一ームー-
N-ーーーーーー-
N--W--

w--

c--

w--

図11.3 設計した各種コイルドコイル性ペプチドのアミノ駿配列

N: asparagine 

D4K2K・ D--， (電荷は +4-4)

31「
D_ K_ K_ 

L4K2K: L一-， (電荷は+4)

lヨコー
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piperidine (20%)と1，8-diazabicyc!0[5.4.0]-7 -undecene (4%)のDMF溶液を用いた。伸

長終了後、 trifluoroaceticacid (TFA) (94%). 1，2-ethanedi出0](4%)，水(2%)の混合液に

より、全保護基を除去した.生成物はdiethylether 1:沈殿後、 20%酢酸に溶かして、逆

相HPLCで分析したところ、メインピークの他にC端の2残基が欠損したものが20%程

度含まれていたが、その他の不純物は非常に微量であった.主ピークのみを分取し、凍

結乾燥して各ペプチドを得た(収量 10町 18mg)。

CyS残基の N-acridinylmaleimide (NAM)によるラベル20-22つは次のように行った。

フリーの SH基1.9μmolを含有するペプチドを 25mMリン酸バッファー(pH7.0)

450μEに溶かし、窒素ガス下で 1MのNaOHを微量に添加してpHを6.8-7.1に調節す

る.ここへ、 N仙 11(0.60mg， 2.2μMol)をアセトン (150μ Q)に加温して溶かした液

を添加し、 25
0

Cで10分間反応させた。mercaptoethanolを9μQ添加して未反応のNAM

を処理し、 5分後に 1MのNaOH(120μ Q)を加えてpHを9.4-9.7程度にして付加した

NAMのsuccin回ude環の関環加水分解反応を 120分間行い、酢酸270μGを添加して

pHを3-4にした後、逆相HPLCで精製し、凍結乾燥して、目的とするNA1vI化ペプチド

LZ1 ， LZ~LZ8， LZ9， LZ13 ， LZ14 を干等た。

合成した各ペプチドは酸加水分解アミノ酸組成分析により同定し、またこの定量結果

をもとにして以降の実験の濃度を決定した。 Trpを含むペプPチドについては280nmの吸

光度から e=5550M Lcm"として定量したが、アミノ酸組成分析による値とほぼ一致した。

一部のペプチドについてはESI-MS測定により、 NAMラベルが関環型で導入されている

ととを事在認した。

主主盟主

紫外可視スベクトルはJasco-UVIDEC-610を使用し、 10mm光路長のセルで測定し

た。また、内偏光二色性スペクトルは、 Jasco-J600を用いて、 0.2mm光路長のセルで

15tにおいてiJ¥IJ定した。

蛍光量子収率および蛍光エネルギー移動の測定は、励起波長 280nm、励起バンド幅

5町n、発光側バンド幅3町 nの条件で、 Shimad2u-RF5000により 15
0

Cで測定した。測

定試料の内部フィルター効果を避けるために、励起波長での光学密度が0.06以下になる

ようにペプチド濃度 10μMで測定した。

すべての測定には 100mMのKClを含む 20mMのリン殴カリウムバッファー(pH7.0)

を使用した。

童当エネルギー移動

Trp残基から CyS残基側鎖のacridinyl基への蛍光エネルギー移動をF凸rsterの式23)
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により解析した。ドナー側のTrp残基の蛍光量子収率は、 tryptophan水溶液の蛍光量子

収率を文献値0.14(25"C)24)を基準として、また二次基準として 15'Cでの値0.176を用

いて、濃度換算した実祝日スペクトルのピーク面積の相対値から算出した.蛍光スペクト

ル測定は 15'Cで行った。測定はTrpを含むペプチドと acridinyl基を含むペプチドの各

水溶液を、(0.0:1.0)，(0.1:0.9)， (0.2:0.8)，....(1.0:0.0)のモル比で混合し、バッファーで希釈し

て合計ペプチド濃度約 10μMとした。

次のForsterの式:

RO=(K'sn旬。 J}τ (eQ.11.1 ) 

において、 R。はエネルギー移動効率50%の時のドナーアクセプタ一間距離、 ι2は双極

子関相互作用の配向因子、。は定数、 nは媒体の屈折率、 φDはアクセプターがない時の

ドナーの蛍光量子収率、Jはドナーの蛍光とアクセプターの吸収スペクトルの重なり積分:

である。配向因子κ2はランダムな配向を仮定して 2/3を用い、。は 8.785x10-25

J=IEA(λ)FD(λ)νd入/J F D(入)d入
λ 】k

Mcm3、nは 1.4のイ直を用いた 14)。

塾盟主

(eQ.ll.2) 

ペプチドLZ2とLZ6についてDSC測定をMicrocal-MCS示差走査熱量計を用いて行っ

た。ペプチドを20訂ホ4リン酸カリウムのバッファーに溶かし、同ーのバッファーを対照

セルに入れて、昇温速度1.0K/rninで測定した。測定データは、試料セルにバッファーを

入れて同織に昇温したときのデータを差し引いて示したa 測定セルの容量は1.23rnQ， 

11.3 結果と考察:疎水位パターンによる相補的配向と立体効果

各ペプチドの二次構造は、 CDスペクトル(図 咽

11めからいずれも αーヘリックスに非常に富む 包却

糊であることが示された。 222nrnと208nrn れ
における深いマイナスのピーク強度はほぼ等し i。

く、この特徴からコイルドコイル構造であるこ 1.'0 
とが示唆される。 LZ4~LZ7の疎水性コア位置 豆一四

-00 

40 

巳 2(160μM) 

-ーロ'6(163州)

ε曲控o 240 

Waveteng1h I nm 

にLeuに代えて Asnを有するペプチドもほぼ

同ーの二次構造を示した(図 11.4)。αーヘリック

ス燐造はμM程度の濃度においても安定に形成 図11.4 ペプチドのCDスペクトル



され、ペプチドあたり 7~8 個のLeu残

基によって、このコイルドコイル構造は

安定に保持されている.熱的な安定性を m 

己 10

みるために、 DSCを測定した結果、図 2 
。

11.5のような熱容量曲線が得られた。 f-
x 

LZ6については、 2量体当たりの転移エ づ
~5 

ンタルビーは170kJmol・1で、解隣を伴 ょ

う2状態転移としたときの理論転移曲

線とよくフィットする(単量体や3墨体

以上のモデルではフィットしなかった)。

またこのことは、形成された構造が3量

体以上の会合体ではなく、設計通りの2
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o 20 40 60 80 100 12口

Temperature I .C 

図11.5 ペプチド LZ2およびLZ6のDSC曲線

量体であることを示している。 L22については、L26のコアのAsnがLeuに置換された

構造を持つが、 Leu問の相互作用によるエネルギー的利得により L26よりも安定化し、

ほぽ同じ濃度において転移温度は 1200C以上になった(図11.5)。

一般に蛍光エネルギー移動の実験においては、ドナーの蛍光スペクトルとアクセプター

の吸収スペクトルが適度な重なりを持つことが必要である。図 11.6にはペプチド L215

中のTrp残基を励起したときの蛍光スペクトルとacridinyl基を有するL213の吸収スペ

クトルを示す。 acridiny[基を持つペプチドはいずれも、強度に違いは見られるが同じ形

の吸収スペクトルを与えた。一方、 Trp

を有するペプチドは、[Trp4J(heptadのe

位置)のものと[Trp27](heptadのg位

置)のものとで蛍光スペクトルがわずか

に異なり、[Trp4J体では蛍光極大波長が ω 

349nm付近に、[Trp27J体では352nm付

近にあった。また、蛍光量子収率は後者

のほうがいくらか大きかった。とのこと

はeとgの位置が平面的には対称で等価

であるが、実際には立体的な効果、おそ

らく αーヘリックスの主鎖の螺旋に沿っ

1.0 LZ15のTrpの
蛍光スベクトル

0.8 
_LZ13のNAMの

J 
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た側鎖の傾きによって非等価になってい 図11.6 LZ13の吸収スペクトルとl.Z15の蛍光

るためと考えられる。 スペクトル(励起波長は280nm、温度 15'C)
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Trp含有ぺフ。テド(ドナー)と
600 

acridinyl基含有ペプチド(アク

N 
セプター)の混合系で、両者の = 1.0: 0.0 

5∞ 0.9: 0.1 

モル比を変えて、 280nmで励起 0.8・0.2
0.7: 0.3 

コ
0.6: 0.4 した時の蛍光スペクトルを図 ro 

、、 400

11.7に示した。 350nm付近の ?;o 0.1: 0.9 
'" 0.0: 1.0 

Trpの蛍光の他に、 NAMの H E GC 3 

acridinyl基の蛍光も 355田 n.

370nm. 435nmに観測される。

アクセプターのモル分率が増加

するにつれて 350nm付近の強

度は減少し、 435nm付近の強度
100 

は上昇する。しかしながら等強

度点はかならずしも観測され
。

300 350 400 450 500 550 
ず、この系が単なる混合系の現 Wavelength / nm 

象ではなく、エネルギー移動に
図11.7 ドナーアクセプタ一系の混合溶液の蛍光スペ

よる効果を含んでいることを示 クトル(両者のモル比を変化させた〕

している。 ドナーとアクセプ

ターが溶液中で全く独立に存在していれば、平均距難から考えてエネルギー移動はほと

んど起こらないので、エネルギー移動が観測されることはドナーとアクセプターの分子

が結合していることを意味する。ここではドナーとアクセブターの一部がヘテロなコイ

ルドコイルを形成したと考えられる。

会合体系でのエネルギー移動についてはすでに報告されている。同様の取り扱いによっ

て、次のようなモデル計算結果を示すととができる。アクセプターのモノマーモル分率

をXとし、ドナーとアクセプターが共存するm量体のモル分率をY
k
(kはm個のうちの

ドナーの個数を示す)とすると、

xfthk (eq.11.3) 

と表され、さらにもし、ドナーとアクセプターがm量体形成時に区別されずに挙動する

と仮定すると、

y k=mCk (1-X)kXm民 (巴q.llω
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が成り立つ。実測されるドナーの蛍光強度Fをドナーのモノマーモル分率(l-X)で除し

て、さらに X=oの時の蛍光強度F。で規格化した相対蛍光強度を

Z三 (F/(l-X)}/Fo (eq.ll.5) 

とすると、

-'lkY. ， 
Z={(l-E) Lト百-"-I+Ym}/(l-X) (eq目11.6)

が成立する。すなわち、 ドナーとアクセフ。ターが共存する会合体で、はエネルギー移動に

よって(l-E)倍に蛍光強度が減少するとしている。なおここでは平均のエネルギー移動

効率 Eを仮定している。ここで、

m-1IkY.¥ 
トx=Lぱ I+Ym 

(eq.l1.7) 

であるので、 上の 2式から、

Z = 1 -E + E (1 -x)m'l (eq.11.8) 

が得られる。 Zは (m-l)次関数となり、従ってZのXに対するプロットは、図 11.8左

のようにm=2では直線、m>2では下に凸の曲線になる。 m=2の時にはZ=l-EX

となるので、エネルギー移動効率がOから 100%まで変化するのに対応して図11.8中の

ように傾きが変化する。このような場合ではプロットの傾きから移動効率Eを求めるこ

とができる.またさらに、 ドナーとアクセプターがm量体形成時に区別される時、すな

わちヘテロ親和性とホモ親和性に差がある時には、 (eQ.11.4)は成立せず、複雑な平衡式
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図11.8 蛍光エネルギー移動のモデル計算結果(添字Dはドナーを、 Aはアクセプ

ターを示す。図左・会合数、図中:移動効率.図右:平衡定数による各変化)
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の導入が必要になる。 m=2の場合は、(AA)+ (00)ご 2(AO)の平衡から、

K」叫L=Y?(Eq119) 
[AA][OO] (X-Y ，/2)(1-X-Y，/2) 

となり、 YFの式に変形して(巴Q.11.6)に代入すると、 ZをEをパラメータとして含むX

の式で表現できる。モデル計算i7i)を図 11.8右に示す。相対的にホモ2霊体 (AAと00)

が形成されやすい時には、上に凸、逆にヘテロ 2量体 (AD)が形成されやすい時には、

下に凸の曲線となり、また等価な場合 (K= 4) には、直線となる.

ドナーとしてLZ2あるいはLZ3、アクセプターとしてLZlを用いた系でエネルギー移

動を測定した結果を、図 11.9左に示す。 LZ1+LZ2の系と LZl+LZ3の系はともにXに

対する Zのプロットがほぼ直線となり、上述のモデル計算の結果と合わせると、 ドナー

とアクセプターが区別されずに 2量体が形成されていると考えられる。プロットの傾き

あるいはX=lにおける切片値から求められるエネルギー移動効率は、これら 2つの系で

あまり差は見られなかった。一方、 21位をAsnに置換したペブタチドの系では、 LZ4+LZ5

とLZ4+LZ7とでプロットは大きく異なった箇 LZ4+LZ5ではエネルギー移動はあまり起

こらず、逆に LZ4十LZ7では著しいエネルギー移動が認められた。同様のプロットを

LZ4十LZ6，LZ8+LZIO，LZ9+LZIO， LZ13+LZ15，LZ14十LZ15の各ドナーアクセプタ一

系でも行い、エネルギー移動効率Eを算出した。結果を表 11.1にまとめた。

実認1)のスペクトルから求められる φDとJの値から(eq.ll.l)により算出されるパラメー

ターR。はE=O.5の時のドナーアクセプタ一間距離として定義されるが、実際のドナーア

1.0-(l _ 
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molar fraction， CA/(C肝 CA)

図11.9 ドナーアクセプタ一間の蛍光エネルギー移動

(LZ2+LZl等はドナーアクセプターのペアを示す)
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peptide Ro エネルギ移動効率 分率 分率〈問ralel)
donor acceptor nm E(obsd) E(1.0nm) E(3.5nm) f(1.0nm) f(p) 

LZ2 LZ1 2.10 0.47 0.988 0.045 0.45 0.45 :::t: 0.02 
LZ3 LZ1 2.19 0.60 0.991 0.057 0.58 0.42 :::t:0.02 

しZ5 LZ4 2.19 0.00 0.991 0.057 ー0.06 1.06土0.03
しz7 LZ4 2.26 0.71 0.993 0.068 0.69 0.69土0.02

LZ6 LZ4 2.20 0.21 0.991 0.058 0.16 0.16士0.03

LZ10 LZ9 2.57 0.51 0.997 0.136 0.43 0.43 :::t: 0.04 
LZ10 LZ8 2.61 0.69 0.997 0.147 0.64 0.36 :::t:0.03 

LZ15 LZ14 2.64 0.37 0.997 0.156 0.25 0.25 :::t: 0.06 
LZ15 LZ13 2.55 0.82 0.996 0.130 0.80 0.20 :::t: 0.02 

表 11.1 蛍光エネルギー移動の実測パラメータ

クセプタ一間距離Rとは

(R!l支。)6= (l!E)-1 (eq.11.1 0) 

で関係づけられる。 4位と 27位の分子問での残基問距離は一般的なαーヘリックスの構

造データをもとに、分子モデリングにより近接した場合には約 1.0nm、遠{立にある場合

には約3.5nmと見積もられる。 Rがこれらの値をとる時の計算上のEは、(巴Q.11.10)によ

り表 11.1に示すようにE1.0nm= 0.98 ~ 1.00、E3.5nm= 0.04~ 0.16となる。ドナーとア

クセプターの基が近接した配置になるようなコイルドコイルの存在分率をfLonmとすると、

E
州 =El.onmfl.Onm +E3.5nm( 1 -fl.onm) (巴Q.11.11)

が成り立ち、ここから f1.00聞が算出できる。さらにこの値からコイルドコイルの平行型の

存在分率を求めると、表 11.1の右協のような結果が得られた。

LZ2+LZ1およびLZ3十LZ1の系では、平行裂の存在率は45%.42%と両者でほぼ一致

し、逆平行型がわずかに過剰に存在していることがわかる。序論において(vii)項で述べた

ようにペプチド結合に由来するヘリックスの双極子モーメントはN端→C端の向きに存

在し、双極子聞の相互作用は逆平行型のものを安定化すると考えられる。実験結果から

は、逆平行の安定化はいくらか認められるもののその程度はあまり高くない。

[Asn21]置換体であるLZ5+LZ4およびLZ7+LZ4の系では平行型存在率は 100%.69%

と非常に高い値であった。このことは図11.10の僕式図に示すように、 Asn21がちょうど

向き合った位置になる時に安定化していることを示す。Asn21は分子の中心よりややC端

に偏って位置しているため、逆平行型ではAsn21とLeu10が向き合ったペアが2組できる
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C 

LZ8， 
LZ9， 
LZ10 

之

LZ13， 
LZ14， 
LZ15 

図11.10 各コイルドコイルの優性なヘリックス問配向の模式図

(N.CはN端.C端を、また球形はN末端部分の分岐したアミノ綬残墓群を示す.)

結果、安定化に寄与するコア位置の疎水性残基のペアが減少して、逆平行型が不安定化

したと考えられる。換言すればコア領域の疎水性パターンによって、ヘリ ックス問の配

向が相補的に決定されたといえる。このことを利用すれば、同一アミノ酸配列では平行

型しかできないが、 LZ6+LZ4の系のように異なるアミノ酸配列、すなわち[Asn21]体と

[Asn10]体のような設計をすることで逆平行型を優先的に形成することが可能である。実

際、 LZ6+LZ4の系は逆平行型が84%と高率で、疎水性パターンによる機造形成が有効

であるととが示された。

次に、かさ高い末端基の効果として、デンドリマー型の末端基(図 11.3参照)を有す

るペプチドについて検討した。 LZIO+LZ9.LZ10+LZ8の系では、逆平行裂が57%.64%

と、前述のLZl~LZ3 の系よりわずかに過剰にすぎ、なかった。すなわち、かさ高い末端

基はごく弱い反発の効果しか示さず、おそらくこの末端基は水中で立体障害を生じない

向きに広がることができるためであると理解できる。一方、 LZ13~LZ15 では、 N端の

4胞のAsp(仮u鎖はーCH2COOH)をL巴u(側室員はーCH2CH(CH3)2)に置換した勝造を持っ

ているが、蛍光エネルギー移動の測定から、LZ15+LZ14.LZ15+LZ13の系で、逆平行
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型含量は 75%， 80% であった。 LZ8~LZIO と LZ13~LZ15 は、同じかさ高さを持って

いるが、電荷は前者では4(+)4(一)であるのに対して、後者は4(十)のみである。後者の逆

平行型の存在率の高さは、フ・ラス電荷の反発によるものとして理解できるe 一般に静電

的な相互作用エネルキaーはCoulombの法則によれば距離の1次に反比例するので、この

系のように数残基の長さを隔てていても有効に働き得る。

以上のように、疎水性コアにおける疎水性パターンの相補的安定化と、デンドリティ ッ

クな末端基の静電的相互作用とによって、それそ。れαヘリックスの2量体であるコイル

ドコイル構造の配向を平行あるいは逆平行に制御するととが可能であることを実証した。

二次構造ユニットを集合させて、さらに高次の構造を構築するために、このような設計

が有効に利用できる。また、疎水性パターンの相補的安定化の方法のような、立体構造

を一義的に決定させるための分子設計は、両親媒性の効果のみに基づく精造形成では

molten-gJobuJe性の多安定構造になりやすいという欠点を克服して、より天然のタンパ

ク質に近い人工タンパク質を創出するのにも重要である 25之の。
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第 5編

新規機能を持つ人工タンパク質の合成
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第 12章金属イオン結合部を有する人工膜タンパク質

12.1 序論

タンパク質のあるものは膜タンパク質として生体膜上あるいは膜中に特定の配向や集

合状態で存在している l-U)，膜結合性タンパク質の多くは疎水性の膜とその内外の水相

の存在する環境ではじめて機能を発揮する。膜の存在は、ひとつはタンパク質の配置・配

向という点で重要であり、複数のタンパク質が集まって醇素系を形成したり、レセプター

のドメインあるいはサブユニットが特定の場所に配置されるなど、構造形成面で不可欠

な要素である。もう一点は、膜を介しての情報伝達やイオン ・低分子物質の輸送および

それらに共役する代謝などの酵素反応等に見られるように、膜は方向性のある機能を発

現する場として重要である。さらに、膜融合12)のようなペプチドと脂質膜のダイナミツ

クな関わりも重要な機能である。

このような膜タンパク質をモデルにした人工的な高次構造体の設計にあたっては、水

溶性のペプチド ・タンパク質の設計と同様に天然の膜タンパク質に関する構造データが

有用である。膜結合性部位の檎造としてはαーヘリックス構造がよく見いだされており、

それらの多くは膜質通ヘリックスであることが知られている1-4)。この部分は疎水性パラ

メータをもとにしたhydropathyの解析13)によって天然タンパク質から構造抽出するこ

とができる。すでにこうして人工的に設計したペプチドが膜貫通ヘリックスとなり、イ

オンチャネルとなることが報告されている 14-18)。またmelittinやalamethicinなどのペ

プチドが膜中で集合してチャネル形成することも知られている 19-22)。

ここでは、チャネル分子の機能にそれを制御する機能を付与した人工膜タンパク質の

創出を試みた。このような特定の分子種の有無によってイオンなどの膜透過をON/OFF

する膜タンパク質は、リガンド作動性チャネルと呼ばれている2)。この人工膜タンパク質

には、(i)生体膜や脂質膜に結内含する、(ii)制御因子となるリガンド分子を結合できる、 (iii)

リガンド分子との結合によって構造変化が起きて膜透過性が変化する、の基本的な各機

能を同時に実現する必要がある。ここで設計したペプチドは36アミノ酸残基から成り、

うち約20残基は疎水性の高いアミノ酸を配置して脂質膜との結合性を持たせ、残りの12

残基はカルシウムイオンの受容体となるような親水性の配列にした。1本のヘリックスが

瓜立して膜寅通体として存在する例は少なく、たいていは集合体として存在する。ここ

で設計したペプチドも集合体となるようにヘリックス部分に両親媒性構造を持たせた。本

章においては、練タンパク質の設計と‘設計通りの構造や機能が実現したかについて検

討し議論した。
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実験 .合成とリポソーム膜上での機能

竺-Y"=J-丘草萱

膜貫通ヘリックスを設計するために、天然の膜タンパク質のアミノ酸配列についてま

ず解析を行なった。bacteriorhodopsin等のタンパク質の膜貫通ヘリックス6，8.15)合計38

本の一次精進をデータペースとして解析した結果を図 12.1に示した。ヘリックスの鎖長

については 20~25残基程度に分布しており、長さで 3.0~3.8nm と脂質膜の疎水性領

12.2 

域の厚さと同程度あるいはやや長めである。このことはヘリックスのバンドル化とも関

係していると恩われる。 1 本のヘリックスに含まれる疎水性アミノ酸

。5 5--10 1().T5 15.20 20.25 

現水性荷電性残基の存在率 t別

0...1..'JA V-"，... .，，，，... V#IA  U'_" "" V "'A目。
“18 19-20 21.22 23・2425-26 27- 60-65 65--70 70-75 15.80 80-85 85-90 

思貫通ヘリックス田鎖畏(残基数) 踊水性残基町存在車(持)

図12.1 膜貫通ヘリックスの特徴
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の割合は65~90%にや

や幅広く分布し、機能

に応じたヘリックスの
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出現頻度

見

1.2 

0.6 
1.5 

1.7 

各アミノ燈の出現頻度

膜貫通ヘリックスにおける極性残基の周期性

出現頻度貌水性

%荷llt性

6.7 E 
5.7 D 

0.6 K 
1.8 R 

疎水性 出現頻度親水性

% 無電荷

2.3 G 

12.0 S 
11.0 Q 

16.3 N 

3.9 

11.4 

3.5 
2.4 
2.4 
9.2 

5.8 
0.1 

表 12.2

うかがわせる。解離性

親水性アミノ酸 (E.D，K，R)は含量が低く、たい

ていはヘリックス 1 本中に 0~2個しか含まれ

ていない。また、 i残基雛れた2個のアミノ酸ペ

アの種類の分布を見たのが表12.1である.非解

離性親水性アミノ般 (G，S，Q.N)については配信

の特異性はあまり見られないが、一組の解敵性

親水性アミノ酸は (0，3)あるいは (0，4)位置

にやや特異的に存在する。むしろこれら親水性

アミノ殺はヘリックスーヘリックス問で相互作

表 12.1個性が存在することを
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コ戸5L-手2514Z7L了二
10 13 20 30 s6 

CB13W SELLKALLSLLKWLLOLLSALLDKDBNGOVSAKELG 

CB13C 

CB30W W---

Jl 
膜貫通ヘリックス領i謹 カルシウム結合領域

閥横凶1畠盛 ~ Irm) 

図12.2 ヘリックス部分

のアミノ酸配列

図12.3 合成した人工膜タンパク貿の一次構造

用しあっていると考えられる。個々のアミノ酸の出現頻度は表 12.2に示した。

次に、ヘリックスの二次権造の特徴について、一般に行われているように (H
b
) (疎水

性パラメータ値の残基数平均)と (μ) (軸方向から見た時の疎水性モーメントの大き

さ)を計算した23，24)。膜貫通ヘリックスは均一ではなく、ヘリックスによってある程度

の両親媒性ヘリックス構造を有している。このことはヘリックス同土の配向やチャンネ

ル孔形成に役だっていることと錐測される。

とのようなデータベースから得られ

る情報をもとに、人工の膜貨通ヘリッ

クスとして、 SELLKALLSLLKLLL-

QLLSALLという配列を4吏用するこ

とにした。この特徴は、配列を単純に

するために疎水位アミノ酸としてはL

と若干のAを用い、氏S，Qの親水性ア

ミノ酸を両親媒性ヘリックス構造を形

成するように配置した点である(図

1 2 . 2 )。ペプチド分子全体は、

phospholambanやalむ間出ic恒など

のような外部刺激に応じて構造変化

1乃して、脂質膜上でテャネルなどの

機能を発現するものとして設計した。

とこでは、Ca2+の受容部となるカル

シウム結合ループを膜貫通ヘリックス

のC端側に接続したペプチドを設計し

た(図 12.3)。カルシウム結合ループは
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calmod叫in等のアミノ殴配列のホモロジー

(図 12.4)を参考25)に任意に決定した。分子

全体のhydropathy13)の特徴を図12.5にプ

ロットした。また、 13位と 30位には構造 言。
形成をモニターするために蛍光プローブと 喜

..:r-1 

して TrpあるいはN-acridinylmaleimide 

(NAM)でラベルした CySを置いた.

ペプチド合成

-2 

第 12章-148 

一一 CB13W
- CB30W 

10 20 30 

残基番号

3種類のペプチド、 CB13W，CB13C， 
図12.5 合成ペプチドの hydropathyプ

ロット
CB30Wの合成はBoc法による固相合成法

によって行った。合成操作は手動法と自動合成機ABI-430Aの両方によった。合成用の

樹脂はhydroxymethylphenylac巴tylイじしたPSt-DVBを使用し、 C端のアミノ酸をN，N-

dimethyl amino pyridine -diisopropyl carbodiimide (DMAP-DIC)法26)で導入後、

benzoic anhydrideで未反応基をcappingし、以降の伸長反応はDMFあるいはNMP溶

媒中で BOP(あるいはHBTU)-HOBt-DIEA法で行った。アミノ酸の側鎖保護基は、 Ser

(Bzl)， Glu(OBzl)， Lys(CIZ)， Trp(HCO)， Asp(OBzl)， Cys(Dmb)を用いた。合成の途中段

階ではペプチド鎖の溶解性向上のためにDMF-KSCN(5%)による洗浄過程を組み入れたa

愚終脱保護はむifluoromethanesulfonicacid (TFMSA)を使用する low-high法27)によ

り行い、 cliethylether沈殿後、 RP-HPLCで精製(ペプチドの疎水性が高いため、溶出

液のac巴tonitrile含量は約85%)し、凍結乾燥によりペプチド粉末を得た。同定と濃度決

定はアミノ酸分析によった。

主主盟主

蛍光スペクトルおよび円偏光二色性スペクトル(CD)は、それぞれJasco-FP777および

Jasco-J600を使用して測定した。測定温度は、脂質DMPCのゲル液晶転移温度が23"C

であるため、これより高い 30"Cですべての測定を行った。緩衝溶液としては 30mMの

HEPES-NaOH(pH 8.0)を用いた。 CD測定は、 50%TFE水溶液、 27 mMの

octylglucoside (OG)ミセル溶液、 230μMのdimyristoylphosphatidylcholine 

(DMPC)リポソーム溶液を用いた.蛍光視IJ定には O.4mM程度のDMPCリポソーム溶液

2旬、 17mMのsodiumdodecylsulfate (SDS)ミセル溶液を使用した。リボソームは

DMPC粉末をchloroformに溶解後、容器壁面に薄膜化乾固させ、水を少量加えつつ撹搾

させて分散させた後、この液を 35"Cにおいて extruderにかけて、粒径の繍った small

unilamel1ar vesicle (SUV)分散液(約 8.6mM)を得て、使用時に適当な濃度に希釈し
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た。 CDによる昇温測定は、 15μMのCB30Wと300μMのDMPCリボソームの系で、

pH7.0にて0.75KJminの昇温速度で行った。

CB30WおよびCB13WのTrpの蛍光スペクトjレは、280nrnで励起して測定した。ま

た、消光実験には消光浄jとして acrylamideを用いた。ここで CB30Wは、国体、

octylglucoside可溶化液、 DMSO溶液、の3種類の状態から、 DMPCリボソーム溶液に

添加して膜上に織成した。国体からの場合は添加後超音波処理を行った。

蛍光エネルギー移動の実験は、 CB13WとCB13Cを各種のモル比で混合してから、

DMPCリボソーム上に構成した。ペプチド濃度は 3.8μM、DMPC濃度は1.9mMで、

280nmで励起して蛍光スペクトルを測定した。これらの濃度は、ペプチドが脂質膜中で

十分に希釈された状態である。

Tb3+ の蛍光 29) は、ペプチド濃度は 14μM、 DMPC濃度は 0.4rnM、 Tb3+ の濃度 O~

92μMで測定した。 2倍波長の散乱光の妨害を避けるために励起波長は285nrnに設定

した。金属イオン滴定実験には、 Ca2+およびTb3+の酢酸塩をbu行er溶液に溶かして用

いた.

膜電位プローブ30)を用いた蛍光測定は、グルコン殴カリウム(200mM)、多価金属イオ

ン (Tb3+(0.七nM)あるいはCa2+(2mM))を含む溶液中で、 CB30Wを担持したDMPCリ

ポソーム溶液を調製し、この洛液200μQを、グルコン自主ナトリウム(l98mM)、クソレコ

ン酸カリウム(2rnM)、多価金属イオン(上記濃度)、 3，3'-dipentyloxadicarbocyanine 

i吋ide(DiOCs(5ll (1μ gJμQのDMSO溶液 lμQ) を含む溶液2500μ 且に高速添

加し、 O.lsec毎の蛍光強度変化をモニターした。カリウムイオンに替えてTriジを用い

た実験も行った。蛍光は 575nrnで励起し、 600nmの発光を観測した。

時間分解蛍光の測定はHamむnatsu-C4334.01JC5094システムを使用し、光源にはN2

レーザー (337.1nrnlを用いた。

12.3 結果と考察 :リ ボソーム膜上の構造形成と金属イオンの結合

人工膜タンパク質の燐造と配向

合成したペプチドCBは疎水性アミノ酸含量が高く、水には難溶性である。むしろリボ

ソームや界面活性剤、両親媒性ペプチド PA4w(第4章参照)、有機溶媒などの存在に

よって可溶化できる。 CDスペクトルを測定すると、図 12.6のように、 octylg1ucoside

のミセル溶液、 DMPCリポソーム溶液、 50%TFE水溶液とも、 αーヘリ ックスに富む構

造であることを示した。 CB13Wはその固体からも、またoctylglucosideに可溶化させ

た溶液からも、 DMPCリボソームに対して可溶化させることができた.[ e J222nmより見積
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もると、リボソーム系で他よりわずか

に強度が小さいものの約20残基相当の

ヘリックスが形成されていることが示

される。これは膜貫通ヘリックスとし

て設計した部分の長さに相当する。

次に、ヘリックス性の高いCBについ

て脂質膜中での存在状態を調べるため { 

に、ペプチドの 13位に Trpを含む

CB13Wと30位にTrpを含むCB30W

の蛍光スペクトルを比較した(図12.7)。

SDS存在下およびDMPCリポソーム存

第 12章 一 150

、
一一 CB13W(16μM)+ OG(27mM) 
ーー CBI3W(15IlM)+ DMPC(230mM) 
- CB13W(15μM) + TFE(50%) 

nu 

回
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百
¥

ー20

200 220 240 

Wavelength / nm 
260 

在下とも CB13Wの方がより強い蛍光 図12.6 各種媒体中でのCDスペクトjレ

を示す。これは一次，情造上13位周辺に

は疎水性残基が多いことにもよるが、極大蛍光波長がDMPC存在下のCB13Wで特に短

波長シフ トしていることから、 13位付近は脂質膜の疎水性領域に存在して運動性の束縛

を受けていると考えられる。後で述べるようにペプチドCBは設計通りに金属イオン結合

能があることから、 C端側ルーフ百日はヘリックス構造をとらず、 N端側約20残基がヘリッ

クスでかつ膜の疎水性領域に存在すると推定される。

ペプチドCBのカルシウム結合ループは親水性であるため、膜表面の極性部あるいは水
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図12.7 リボソームおよびミセル系での 図12.8 異なる方法で調製した CB30W/リ

Trp残基の蛍光スペクトル ボ、ノーム系の消光Stern-Volmerプロット
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相中にあると予想されるが、リボソームの内・外のどちらの面に存在するかを調べるた

めに、蛍光消光実験を行なった。ループ部分にWを含むCB30Wをリボソームの膜に担

持させ、外部水相に消光弗!としてacrylamideを添加していった。超音波処理によってペ

プチドを担持させる方法に比べ、微量のDMSO溶液をリポソーム液に添加インキュペー

卜する方法で作成した試料でよりよく tryptophanの蛍光が消光された(図 12.8)。この

ことは超音波法ではループ部の向きは内外ランダムになるが、 DMSO展開法ではある程

度ループ部を外側に配向制御できることを示している。

ペプチドCBの集合状態については、蛍光励起エネルギー移動を利用した解析を行なっ

た013位にWを有するCB13Wと、同じく 13位のCySをN-acridinylmaleimide(NAM) 

でラベルしたCB13Cを用い、両者の混合比を変えてTrpから acridinyl基への蛍光励起

エネルギー移動を測定した(図 12.9)0 donorの蛍光量子収率の相対値ZDは第11章で述

ぺたように、集合数Nと

ZD = 1 -E + E (1 -XA)N-l (eq.12.1) 

の関係がある 31)。ここでXAはacceptorのモル分率、Eはエネルギー移動効率を示す.

Forster裂の励起エネルギー移動32)では、エネルギー移動効率が50%となる距離R。は、

Forsterの式.

(eq.12.2) RO=(1(2s n'4中。 J)τ

で計算でき、第 11章と同様の仮定を用いて、この系ではR。は2.5nrnと算出される.ぺ
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図12.9 リポソーム上でのドナーアクセプタ一系の蛍光スペクトル(左図)と CB13Wの

相対蛍光強度のモル分率依存性(右図，実線は各会合数の理論幽線、自丸は実測!直を示す)
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プチド CBがヘリックスパンドルを形

成していると仮定した時の隣接するペ

プチドの蛍光性の残基聞の距離約 1~

1.5nmではEは95~ 100%と計算さ

れ、すなわち、集合体のサイズがR。の

値とあまりかけ離れない範囲において

は、集合体内にacceptorが存在すれば

大部分の蛍光が消光されることを意味

する。またこのように、あまり大きく

ない集合体においてはエネルギー移動

効率Eは共通の値として扱うことがで

き、上記の(eQ.12.1)式を適用できる。実

測値のプロット(図 12.9 右)と対応させると、 分子集合数N は 3~4と求まる.また逆に

図12.10 DMPCリボソームに担持した

CB30Wのヘリックス含量の熱転移曲線

このプロットは、 E=100%の仮定が妥当であること、すなわち実験結果はヘリックスパン

ドルの形成と矛盾しないことを示している。先の結果と合わせて、ペプチドCBは脂質膜

中でtrimerあるいはほtramerのヘリックスパンドルを形成していると考えられる。した

がって、 CBは人工膜タンパク質と呼ぶことができる。

構造安定性に関しては、 CDスペクトルでヘリックス性をモニターしつつ界温実験を

行った。結果を図 12.10に示す.DMPCリボソームのゲル液晶転移温度 (Tclは23.Cであ

るが、 CBのヘリックス含量はこの温度

50 20 30 

Time I ns 

図12.11 CB13Cのacridinyl基の時間分解蛍

光スペクトル(ランプ波形は非log軸)
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付近では影響を受けず、約70"Cにおい

て協同性の高い熱転移を起こし、ラン

ダムコイル構造へと転移した。おそら

くこの協向性は脂質中での会合体形成

に関係していると考えられる。

さらに脂質膜中での運動性を調べる

ために、 CB13Cのacridinyl基の時間

分解蛍光を測定し、蛍光異方性減衰の

解析を行った(式については第10章参

照)。異方性項(Ivv一IvH)はかなりの

長い時定数を有し、脂質膜中での運動

が制限をうけていることを示している



唱 r

ある diphemyjhexatriene (DPH) 

を用いて、同じDMPCの系で得られ

ている値 34)を同図にプロットする

と、 acridinyj基がタンパク質

CB13Cによってその運動性が制限

されていることがわかる。またこのことは逆にCB13Cの脂質膜中での運動性が脂質の転

(図 12.11)。さらにKinoshitaの方

法33)で円錐内揺動運動のゆらぎ角

を見積もると、図 12.12のように

acriclinyl基のゆらぎ角はT
cの前後

@ 

0) 
c 
伺:30 
u 

であまり変化せずに小さい値にとど

まっている。異なる蛍光フ.ロープで
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図12.12 D!VlPC膜中における蛍光性分子の円錐

内揺動のゆらぎ角 (0は本研究、 Aは文献値34))

移温度にあまり影響されずに低いことを意味している.

脂質膜上での人工膜タンパク質の機能

この人工膜タンパク質の機能としては、前述したようにイオンチャネル的なものを想

定している.一般にイオンチャネルはgateの機構から膜電位作動性とリガンド作動性に

大別される 2)が、いずれもなんらかのきっかけを構造変化につなげているという点で共

通である。との人工膜タンパク質につ 5 

いては、カルシウムイオンの結合が構 CB13W 

造変化につながるようにという設計に 一一一 withTb3+ 
-一一--without Tb3+ 

した。

'=一一ノメ-多価イオンの結合によるペプチド

CBの構造変化は CDスペクトル上で 。
I 

は明確には観測されなかった。そこで :r百金属イオンの結合を明確にするため g 41 __  with Tb3+ 

lこ、蛍光性のテルピウム (Tb3+)を使 E8こ 3 -j --____ witho凶 Tb3+

用してペプチド中の励起トリプトファ
tgn 2 

コ
ンからの蛍光エネルギー移動による U. 1 

Tb3+の発光の観測を行なった。図 。
460 480 500 520 540 

12.13のように、 CB13WとCB30Wを Wavelength / nm 

比較すると、 CB13WではTb3+の発光
図12.13 ペプチド CBを担持したリポソーム系

はみられないものの、 CB30Wでは 中の Tb併の蛍光スペクトル (Trpを励起)
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図12.14 CB30WのTrp近傍の Tb3+

の蛍光強度(ペプチドーリボソーム系)
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図12.15 リボソームよの CB30Wに結合

した Tb3+の Ca2+による交換 (Tb3+蛍光)

490孔mおよび 545nmにTb
3
+の蛍光が観測される。このことは CBの30位付近すなわ

ちカルシウム結合ループ部分に Tb
3
+が結合しているととを示している。添加する Tb3+

量を増して蛍光強度変化を測定すると、図 12.14のようになる。蛍光強度は単純な 1:1錯

体の形成ではなく S字型の変化を示す。ひとつの解釈としてはアロステリツクな現象で

ある可能性もある.すなわち、集合体を形成したペプチドに Tb3+が結合すると、その近

傍のペプチドのループ部分にでb3+が結合しやすくなるような現象が起きていることが予

想される。

次に、カルシウムイオンの結合を調べるために、 Tb3+が結合した状態から Ca2+を添

加して蛍光強度の変化を観測した.Ca
2
+量が増加するにつれて Tb3+の蛍光は次第に減

少した(図 12.15)。この変化から Ca
2
+の結合定数が求められる。 CBについてはpKd11直は

約3となり、仕oponinCのルー

プとヘリックス部からなるフラ

グメント35)より、いくらか結合

性が高い(表 12.3)。しかしなが

b、troponinCや calmodulin

のより長鎖のものに比較する

と結合能はやや低いe このこ

とはカルシウム結合能を有する

ペプチドの設計においては、

ループ部分の両端の構造も重要

protein or fragment pK.J(Ca) 

caJmodulin 5.3 
caJmodulin， F12 fragment 5.3 
caJmodulin， Fl fragment 2~3 

troponin C， high affinity domain 6.7 
troponin C， Jow a宵initydomain 4.8 
troponin C， fragment 

KSEEELAEAFRJFDRNADGYJDAEELAEJFRASG 5.4 
AFRJFDRNADGYJDAEELAEIFRASG 4.6 

DRNADGYIDAEELAEIFRASG 2.5 
CB30W， bound with DMPO liposome (本研究)

.....LLKLLLOLLSALLDKDBNGOWSAKELG 3，3 

表 12.3 各種ペプチドタンパク質のCa2~ 結合能の比較
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であることを意味している。

次に、篠電位プロープ30)とされる E 

C 0 

3，3にdipentyloxadicarbocyanine g ~ 
<D 

iodid巴 (DiOCs(S))を使用して、リポ 窃
。自

ソームの内水相と外水相に与えた化学 E 
に2

ポテンシャルの緩和過程を膜電位プ Z 
6 7 

ロープの蛍光で測定した(図 12.16)。 三

6 
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ペプチド CBを膜担持させたりポソー

ムは Ca2+の存在によって緩和過程が

変化する。この結果は、 Ca2+のペプチ

ドへの結合が脂質膜の状態に影響を与

えていることを示唆している。

。 100 200 300 400 
Time I s 

図12.16 1)ポ、ノーム膜内外に異なるイオン縫

を置いた後のDiOCs(5)の蛍光の時間過程

以上のように、ここでは脂質膜上で機能する人工膜タンパク質を設計合成し、構造的

には期待通り、膜質通ヘリックスとして 3~4量体の、おそらくバンドル構造の形成を

示す結果が得られた。さらに、この人工タンパク質は金属イオン結合部をl漠表面の水相

に出して、 Ca
2
+やTb3+を結合する機能を発侍した。推定される構造の模式図を図 12.17

図12.17 脂質二分子膜上に構成された人工タンパク質CBの

推定構造 (4分子の配向がそろった場合を図示した)
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に掲げた。金属イオン結合部は、必ずしも同一膜面に向いていないが、分子設計におい

て分子端を接続するなどの工夫を加えることで配向をそろえることが可能である。また、

金属イオン給合能を高めたり、チャネル透過の選択性を変えたり、など様々な分子設計

を加えることで、より高度な機能性人工膜タンパク質が構築できると考えられる 36)。
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第13章ポルフィリン結合部位を持つ人工ヘムタンパク質

13.1 序論

天然のタンパク質のうち、光や電子に関係する機能を有するものには、ヘム、クロロ

フィル、キノン、レチナール、 NADHなどの機能性原子団が構成成分として含まれてい

る1)。言うまでもなく、これらの原子団は機能のために重要であるが、構造形成において

も重要な要素である。すなわち、タンパク質はこれらの原子団の存在によって、安定性

と特異的な立体構造を獲得している 1-3)。例えば、代表的なヘムタンパク質である

cytochrome b
S62

においては、へムを持つholo体に比べて、持たないapo体で明らかに、

熱的安定性と、熱転移のエンタルビーが低下しているり)。このととは、タンパク質とい

う高次構造体を設計する際に、機能性原子団の繕造的特徴、とりわけ熱力学的な特性を

考慮する必要があることを意味している。しかしながら現状では、設計に利用できる程

度には理解が至っていない。従って、逆に試行錯誤を経て、機能性原子団を構造部品と

して用いる際のknow-howを蓄積することが現在の課題である。

へムタンパク質は、構造的にはポルフィリンが共有結合でタンパク質と直接つながっ

ているものと、直接結合していないものに大別できる。また機能的には、 catalaseなど

の滋化還元群索、 cytochromeb， cなどの電子伝達タンパク質、 hemogJobinや

myogJobinなどの酸素運搬タンパク質に分類できる。またpo印 hyrin骨格の周辺墓の多

機性もある。化学的には中心金属の種類と軸配位子の種類と距離が機能に大きく影響す

る6，7)0とのようなさまざまな構造と機能の特徴は、ヘムタンパク質を人工的に設計する

ことでその可能性をさらに拡大できると考えられる。本研究ではまず、ヘムを取り囲む

枠組みとなるタンパク部分の設計を中心に、いかにして安定かつ特異的なヘムの保持を

実現するかを検討した。

天然の例をみると、 cytochromec
3はわずか 100残基程度のタンパク質中に4個のヘ

ムを含有しており 8)、これらのヘムはそれぞれ異なる酸化還元ポテンシャルを有してい

る。 cytochromec
3
は含有しているヘムの密度からは興味深いタンパク質であるが、タ

ンパク質部分に明確な二次構造がなく、これをモデルにした設計は困難である。一方、

cytochrome b
S62 

Iま4-ヘリックスパンドルの骨格を持ち、ヘムはそのうち 2本のヘリッ

クスに挟まれる形で存在する9-Ll)0cytochrome b
S62

のへムに対する配位子はM巴tとHis

で、結晶構造からはこのHisは両親媒性ヘリックスのコアであるaあるいはd位置ではな

く、隣銭するe位置に存在する。またヘム自身も半分くらいは溶媒中に露出している。こ

の場合のヘムは protoporphyrinIXで、 2つのカルボキシル基が存在することが、ヘム
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の露出に関係しているとも考えられる。しかしながらこの露出に機能的な意味があるの

か、また溶媒からタンパク質がヘムを獲得するのに、分子内部に埋もれた配位性残基で

は不可能なのか、などについてはよくわかっていない。すでにいくつかのporphyrin系

化合物を含有するタンパク質が設計されている.12-18)。ひとつはj)()rphyrinの官能基にペ

プチド鎖を 2あるいは4本連結した設計で、Sasakiらや、 Miharaらによる報告がある。

別の種類としてはヘリックスパンドル構造でHis残基によってヘムを配位結合するもの

が報告されている。とこでの人工タンパク質の設計では、タンパク質骨絡として4-ヘリッ

クスパンドルを用い、His残基を配位子として、どのような位置に配置すれば有効にヘム

を結合しうるかに焦点をあてて検討した。また、比較的小さなタンパク質に対して複数

のヘムを導入することが可能かどうかを検討した。

13.2 実験:合成と結合実験

ヘムタンパク質の設計

人工へムタンパク質(シリ ーズ名:1¥σ)は両親媒性ヘリックス 4本からなるタンパク

質として設計した。 MF3とMF4はターン構造性の数残基を中間に合む43残基のペプチ

ドをC端付近でシスチン架橋して、 4-ヘリックス体とした。ヘリックス部分の基本配列

MF3 
GWKKLHDTHKEALKELOKGDNGAOVLDKLKEHFKAHODLGKCK 

GWKKLHDT附 EAL阻 LOKGDNGAOVLDKLKEHFKAHODLGK6K

MF4 
GWKKHHDTLKEAlKELOKGDNGAOVLDKLKEHHKAFODLGKCK 

GWKKHHDTLKEAUくElOKGDNGAOVLDKLKEHHKAFODLGKCK

MF11 r---l 
AEWKKLHETHNEOlKELOKELKALI三KGDNC COLKKALEKLOKELTKHFEAHKELNKAGKC 

AEWKKLHETHNEQLKELQKELKALEKGDNJ-ZQLKKALEKLQKELTKHFEAHKELNKAGKと
MF16， MF17， MF18の原型 (His置換前)
AcELKOFLEELAKALEElKKALEOLKOGG寸

AcELKOFLEELAKALEELKKALEOLKOGG-K， 
AcELKOFLEE凶 KALEELKKALEOLKOGGlI 
AcELKOFLEELAKALEELKKALEOLKOGG-K-K-W 

図13.1 合成した人工へムタンパク質の一次構造

(上図 .MF3とMF4のC端はカルボキシル基、その

他はアミド基)と用いた protoporphyrinIXの構造

(右図) Fe(lll) protoporphyrin JX 
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は、第4.第7，第 11章と同

様に人工的なアミノ酸配列

とし、疎水J性コアをすべて

Leuとした.この基本配列

をもとに、 a，d位置を各ヘ

リックスで2笛所Hisに置

換した MF3、a，gあるいは

d，e位置をやはりヘリック

スにつき 2カ所 Hisに置換

した MF4を設計した(図

13.1および 13.2).MFll 

は、各ヘリックス部分の鎖

長をより長くしたもので、

高分子量となるため、30残

基の fragm巴ntをC端とN

端でシスチン結合でつない

だ後、さらに別のシスチン

結合で2量化して120残基

のペプチドとした.MF16， 

MF17， MF18はこれとは対

照的に、より簡便な方法で

の高分子量ペプチドの合成

を試みたものである。また、

MF16では、a，d位置、 MF17

ではa，g位置、MF18ではe.g

位置と、 His残基の場所を
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図 13.3 各タンパク質のヘリックス部分の helical-

n巴twork表示(疎水性コア残基を灰色で示し、 His残基を

ハッチングで示した。上がN端側)

変えたものとして設計した(図 13.1および図 13.3)。

さZ主主全盛

ペプチド合成はFmoc法により、 Shimadzu-PSSM8合成機を使用して行った。 Fmoc

アミノ酸はWatanab巴Ch白羽.製の試薬を用い、Lys(Boc)，His(Trt)， Asp(OtBu). Thr(tBu) 

， Glu(OtBu)， Gln(Trt)， Asn(T討)の各側鎖保護基のものを用いた。また合成用樹脂には、

MF3とMF4にはC端カルボキシル墓を与えるhyclroxym巴thylphenoxymethyl基を有
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する PEGグラフト PSトDVB樹脂、他はC端アミドを与える TGS-CHA(Shimadzu)を

使用した。カップリングはTBTU-HOBt-N1刷、脱Fmoc反応は、 DBU-piperidineを使

用した。 cleavageと精製は第 11章と同様に行った。

MF3とMF4はそれぞれ43残基ペプチドをHPLC精製後、 pH6の5%酢厳アンモニウ

ムbuffer中、 20%DMSO水溶液で処理して、フリーのSH基を酸化し、ジスルフィド結

合を形成した向。反応液は5%酢酸水溶液で 10倍に希釈し、 RP-HPLCの分取用カラム

に送液したのち、グラジエント溶出させて目的ペプチド (86残基)を得た。 MF11は、

SH基フリーのCySをC端に持つA鎖 (AEWK..)と、 N端はフリーSH基の CySでC

端は保護基を持つCys(Aαn)を含むB鎖 (CQLK...)から合成した。まずA鎖 (15μmol)

の10%酢酸水溶液 1m Qに、 30μmolの2.2にdipyridiyldisulfide20)のDMF(250μ 

i!)と 25mMリン酸ナトリウム buffer(PH7)溶液 (4.5rni!)を加え、霊童素ガスでパ

プリングして酸素を除いた@次に、 1MのNaOHでpH8に調整し、5時間反応後、酢酸

を添加して酸性にし、 RP-HPLCで精製した。精製したA鎖とB鎖をそれぞれO.lMの酢

酸アンモニウムbuffer(pH6.5)に溶かし、窒素ガス下で混合して反応させた。1.5時間

後に酢酸を加えて酸性にし、 RP-HPLCで精製し、 disulfid巴結合でつながったAB鎖を

得た。続いてAB鎖に残る Acm基を、 AgBF.で処理してはずし、 diethyletherに沈殿

させて回収、上記と同織にして20%DMSOにより dis叫fide結合を形成させて、目的物の

MFll (120残基)を得た。 MF16.MF17. MF18は、 C端付近において合成時にFmoc-Lys

(Fmoc)-QHを用いることで、分岐構造を形成させ、これを2回用いて.C端でつながっ

た同一アミノ酸配列の4本のヘリ ックスからなるタンパク質 (112残基)とした。

タンパク質の定塁は、含まれている Trp残基の吸光度をもとに行った。

分光測定および滴定実験

CDスペクトルはJasco-J600spectropoJarimeterにより 20
0

Cで測定した。 UV-VISス

ペクトルはShimadzu-UV1200を用いて250Cで測定した。測定溶液には20mMのリン

酸ナトリウム buffer(pH7)を使用した。

ヘムはferricprotoporphyrin rx (hernin) (図 13.1参照)を 3mg正確に計量し、 1M

のNaOHに溶かしたのち水で 20倍に希釈し、これを原液として用いた。 herninの濃度

は重量から求めた.滴定実験には、 hemin原液を20mMのリン酸ナトリウムbuffer(pH7)

でさらに 100倍に希釈し (hernin濃度.24μM)、ここへ0.2mMの人工タンパク質MF

の溶液を少量づっ hemin と同濃度になるまで添加して、 UV-VISスペクトルを 300~

650nmで測定した。タンパク質添加から測定までの incubation時間は3分間とした。

sodium diけ乱。凶te(Na
2
Sp.，)によるヘムの還元 (F巴(III)-Fe(Il))は、各20μMの
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heminとタンパク質に対して、1.5mMのNa
Z
S

2
0qを使用した。

13.3 結果と考察:ヘム受容部位としての安定なヘリックスパンドル構造

巌初に、合成した6種のペプチドについて、その二次構造をCDスペクトルにより検討

した。いずれのペプチドも水溶性で、 20m.M:リン酸ナトリウムbu行er中でのスペクトル

は.MF16. MF17. MF18については高い αーヘリックス性のパターンを与えたが、 MF3.

MF4. MFllは低いヘリックス性しか示さなかった。予備実験において、 MF3.MF4に

対応する Hisを含まない基本配列のペプチドは、ヘリックス性を示し、両親媒性ヘリッ

クスの会合により、おそらくバンドル

構造が形成されていると予想された

が、疎水性コアのLeuをHisに置換し

たことで予想以上にヘリックス形成能

が低下したものと考えられる。 MF3.

MF4でheJicityが低下したため、ヘ

リックス形成能を向上させるために、

ヘリックス部分の周期数を、 MFllで

は5から 7に矯した。しかしながらコ

ア領域でLeuからHisへの鐙換を行う

と、やはりヘリックス性は減少した。

とのことは疎水性コアの a.d位置だけ

でなく、 e.g位置にもある程度の疎水

性残基が必要であることを示してい 80 

る。そ乙で、 MF16.MF17. MF18で
印
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で、 His置換時にも安定なヘリックス

パンドル構造を形成することができ

た。

一定濃度の heminに対してタンパ

ク質濃度を培加させてUV-VISスペク

トルの変化を観測した結果は、図

13.4、図 13.5のようになった。タンパ

ク質のない;場合には、 360~380nm 

80 
(MF4J I [hemeJ 
= 0.96 

0.62 

60 
ち

5 40 
2 

0.32 

叫 20

。
3∞ 400 500 

Wavelength I nm 

600 

図13.4 )¥正F4-へム系の滴定による吸収スペク

トル変化

[MF11J I (hemeJ 
= 1.01 

叫 20

。
300 600 4∞ 500 

Wavelength I nm 

図13.5 MFll-へム系の滴定による吸収スペク

トル変化
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に見かけ上ひとつの幅の広い吸収を持

つ。タンパク質の添加とともに、

360nrnの吸収は減少し、 380nrnの吸

収はシャープな 414nmのSoretバン

ド6)となって吸収強度が著しく治大す

る。また 535nmと565nm付近には

100 

80 

ち
F 

~ 60 
E 
に3

~ 40 
1 

α/ sバンドが観測されるようにな 凶

る.この変化はHisが軸配位したヘム 20 

の典型的なスペクトル変化である。タ 。

• MF4 
o MF11 
←一 [heme)/[proteinl=4
--[heme)/[protein)=l 

0 2468  

Molar ratio， [His]/[heme] 

ンパク質毎の違いをみると、 MF4は、

卸1F3や MFllよりも高いヘム結合能

を示した。これは、このタンパク質が

高次構造をとっていないので、一次構

図 13.6 Soret帯の吸収強度のタンパク質濃度

依存性

10 

造上隣接したHis残基がへムをサンドイツチ裂にはさんで配位結合するのに最適であっ

たためと考えられる。一方、同様にHisが隣接したMF17では、二次構造が形成される

ために逆にヘムに対する結合能が低下した。滴定曲線を414町 nのSoretバンドの吸光度

変化で描くと、図 13.6のようになる。タンパク質濃度が低い時、すなわちヘムが過剰に

存在するときの吸光度の治加率から、へムとタンパク質の結合の化学量論がわかる。す

べてのHisがへムとの結合に関与するとすると、タンパク質中の Hisが2個でひとつの

ヘムを結合できる。従って、結合の強い場合には[Hisl/[hemel=2(言い換えると[hemel/

[proteinl=4)で吸光度は飽和値に達する。との折れ線に近いのがMF4で、この場合、す

べてのHis残基がヘム結合に関与していると考えられる。 MF3では、ヘム結合の化学墨

論は見かけ上[hemel/[protein]=l~ 2で、タンパク質がヘムを 1分子結合して、なんら

かの構造変化を起こした結果、結合に関与しない His残基が他のヘムと結合するととが

困難になったためと考えられる。

長いヘリックス部分を有する MF11の場合は、ヘムの存在しない条件下ではMF3.

MF4と同綴に、低いヘリックス含量の構造であるが、 5倍のモル量のヘムが存在する条

件でCDを測定したところ、誘起されたαーヘリックス橋造が観測された(図 13.7)。こ

のことは、序論で述べたように、ヘムは単なるゲスト分子ではなく、タンパク質とヘム

とが協同的にひとつの精造形成を起こしていることを意味している。MFl1はMF3.MF4

と比べて、ヘリックス部分を長くしたことが構造形成に有効であったといえる。また、図

13.6の滴定曲線では、:NlFllはおIF3.MF4よりも急速に飽和値に達している。この時の
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i新近線から結合の化学量論は、[heme]/

[proteinJ=4と推定される。しかしなが

ら吸光度の飽和値はcytochromeb562 

などの 105程度の値には達しておら

5 ず、その原因として、ヘリックス構造

が形成されたために、ヘムの配位構造 。
に歪みがかかっていることなどが推定

される。

ここで得られた滴定曲線は、おそら

280 200 220 240 260 

Wavelength / nm 

-15 

180 
く4:1，3:1， 2:1， 1:1のような多様な複

合体からなっているため、変化曲線は

単純ではない。また、 414nmの滴定曲

線と 360凹 nあるいは 533nmのパン

タンパク質 MFllのCDスペクトル図13.7

ドでの滴定曲線はかならずしも一致せず、このような多状態の平衡系であることを示唆

している。

へムを配位結合したタンパク質のヘム周辺の環境を調べるために、Soretバンド付近の

CDスペクトルを測定した。得られた結果を図 13.8に示した。縦軸は測定系中のヘムの

全濃度で換算して表した。この系ではタンパク質、ヘムともに濃度は約20μMで、 His

残基濃度からはタンパク質が過剰である。へム自身は不斉(c凶rality)を持たないために、

本来はCDスペクトルが観測されない

500 400 450 

Wavelength I nm 

図13.8 人工へムタンパク質のSor巴t帯周辺の

CDスペクトル(濃度は図 13.6の最大量に対応)
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が、タンパク質の存在によって、誘起

CDが観測された。 MF4存在 Fでは正

のCotton効果が観測された。1筒定実

験ではタンパク質あたり 4つのヘムが

結合するが、単一の CDバンドを与え

たことは励起子相互作用 (exciton

coupling)がないととを意味している。

すなわち、配位したheminは隣接する

2つのHis残基に配位していて、それ

ぞれがランダム構造のペプチド鎖で隔

てられて比較的離れていることが推定

される。と ζろが、MF3ではDavydov
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分裂21，22)のCDパターンを示し、その分散波形のモードからM(minus)の遷移双短子の

ねじれに対応すると考えられた。これはタンパク貿 l分子にヘムが2分子結合して、し

かもそのヘム同士が、タンパク質MF3のヘリックスではないがなんらかの構造形成の結

果、一定の位置関係で存在しているためと考えられる。このMF3存在下のCDスペクト

ルから予想される乙とは、ヘムのHis残基への結合は全くのランダムではなく、特定の、

より強い親和性のサイトが存在するととで、さらにまた、タンパク質部分は完全にラン

ダム構造ではなく、配位結合した各ヘムに特定の構造を与えていることが推定される。

一方、ヘム結合によってαーヘリックス精進を形成する MFllは、図 13.8のように誘

起CDの強度はあまり大きくなかった。 Davydov分裂は遷移双極子のなす角度にも関係

して強度が決まるので、正確な議論はできないが、これはとのヘムタンパク質の吸光度

自体が低いこととも関係していると思われる。 MFll存在下のCDバターンはMF3と問

機のchiralityを示し、 配位したヘムの遷移双極子問に相互作用があること、すなわち複

数のヘムが近傍に存在していることを示唆している。
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ヘムの露出度を調べるために行った

80-1: sodium dithioniteによる porphynn
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中のFe(lII)の還元実験では、 MF3，

MF4， MFllとも同程度によく還元さ

れ、 Soretバンドは 426nmにシフト

し、 560nmにややシャープなバンド

が現れた(図 13.9)。この変化は

cytochrome b
S62

の場合とほぼ同じで

あった4)。タンパク質部分の高次構造

0 

300 
はそれぞれ異なるが、溶媒への露出度

の点では、いずれもあまり遮蔽されて
600 

次に、ヘムの存在しない条件でもヘ

リックス性の高い MF16，MF17， 

MF18について、同様にヘムの結合能をUV-VlSスペクトルで調べた(図 13.10)。興味深

いことに、 MF16は高い結合能を示したが、 MF17，MF18はタンパク質濃度が過剰の条

件でもヘムの結合はほとんど観測されなかった。すなわち His残基の配置としては、こ

れを両親媒性ヘリックスの疎水性コアに置くことがヘムの配位結合に有効であることを

示している。 MF17とMF18でうまくヘムが配位しなかったのは、ヘムの一部分の疎水

400 500 

Wavelength I nm 

図13.9 MF4-へム系の還元による吸収スペク

トル変化

いないことが推測される。
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性領域への挿入と、 Fe(Il1)への Hisの

配位結合が両立しないような位置に

His残基が配置されていたためと考え

られる。 MF16についての滴定実験か

ら、ヘムはタンパク質あたり l分子が

結合していると考えられる園乙のこと

は、 8個の His残基のうち配位結合に

関与しているのはそのうちの2個だけ

であることを意味している。すなわ

ち、当初期待した1分子あたり複数の

ヘムの配位は実現しなかった。

以上の結果をまとめると、ヘリック

スパンドル構造をヘリックスの鎖長や

コアの疎水性を婚して、安定化させる

ことで、ヘム結合性を向上させること

が示された。また、ヘムの配位結合に

は疎水性コアにJ-lisを導入することが

必要であり、溶媒に露出した位置に

Hisを鐙くことはあまり有効でない。

4.ヘリックスパンドルに対してへムが

l個しか結合できなかったことは、ヘ

ムのサイズとの関係から、バンドル織

造の安定性に限界があるためと考えら

れる。よりかさ高い疎水性基を持った

ヘリックス部分を設計することで、乙

の点は改善され、また違った特徴のヘ

ムタンパク質が書IJり出せると恩われ

る。また、ここでは、天然にないトポ

ロジ一、すなわち 4本のヘリックスの

C端を束ねた分岐型構造体においても

へム結合性が実現する ことを示すこと

ができた(推定構造を図 13.11に示

80 
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一一MF16
-MF17 
・・-MF18

三。lf¥ 
。

300 400 500 600 

Wavelength I nm 

図13.10 分岐型ペプチド鎖を有するへムタン

パク質の吸収スペクトル(タンパク質過剰時)

図 13.11

構造

。

分岐型へムタンパク質 MF16の推定
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す)。織造形成の観点からは、タンパク質部分がランダムコイル構造であっても、ヘムの

結合は特異的な構造を生み出しているとと、さらにある場合にはヘリックス構造が誘起

されることが示された.ここで得られた知見は、さらに機能化を意識した設計において

有用となろう 23)。
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第 14章シクロデキストリンとヘリックスの複合超構造による

分子認識

14.1 序論

タンパク質や核酸は高度な機能を有する典型的な超分子である。これらをモデルにし

て機能分子を設計する場合、素材の枠を広げ、生物的な手法のみでなく化学的な手法を

取り入れることによって、様々な天然にない新規な機能を持った構造体を実現できると

期待される。本章においては、タンパク質の機能として分子認識能を取り上げ、酵素を

はじめ各種制御に関係するタンパク質における特異性の高い分子認識を人工的な複合超

構造系で実現する可能性を探った。

天然の多くのタンパク質は機能ドメインの複合超構造体であるという見方ができる。例

えば、 flavocytochromeb
2
はF附 Jを持つドメインとヘムを持つドメインが進化的に合

体してできたタンパク質で、この 2つの機能ドメインが連携して電子移動を行う 1)。ま

た、 leucinezipperではDNAを把持する coiled-coilドメインと認識のための活基性ド

メインからなっている 2)。第 5主主で述べた kinesinは、 cargoドメインと stalk:ドメイ

ンとmotorドメインからなり、さらに motorドメインはATPase機能ドメインと微小

管結合ドメインなどからなっている3)。このように機能の高度化は、機能ドメインの複合

化による機能分担、協問、連燐によって実現していると考えることができる。

分子認識について考えてみると、タンパク質の分子認識にはいくつかの代表的な様式

があることが指摘できる。ひとつは、タンパク質表面に配置された複数のループ部分に

よる認識である。ループによる認識の例としては、 immunoglobulinがある 2)。このタ

ンパク質では8シートの集積構造の一端に存在する3本のループからなるhypervariable

領域によって抗原の認識が行われる。 rucoholdehydrogenase などのnucleotide結合

タンパク質も、 α/8構造体の一端に存在するルーフ部分がnucleotideを結合する。別

の様式は、 DNA結合タンパク質に見られるような α ヘリックスによる認識である。第

8撃で述べたMybタンパク質はα ヘリックスがDNA螺旋の majorgr∞veにフィッ

トする形で結合し、多くの局所的な残基問の相互作用の結果として高い結合能と認識能

を発揮している2)。これらの例はいずれも、分子認識能の実現には相互作用面の広さと形

状や種類の多様性が必要であることを意味している。

以上のような考察から、第9章および第10章において述べた両親媒性ヘリックスの疎

水性分子との結合能を利用し、さらに特異的な認識点としてシクロデキストリンをペプ

チドにハイブリッド化して導入した復合超構造体を分子設計した。シクロデキストリン
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は、一般に 6，7，8量体のα，s， r-シクロデキストリンがよく用いられている4コ)。シ

クロデキストリンの分子認識の最大の特徴は、ゲスト分子に対するサイズ特異性である。

これまで種々の修飾や改変が加えられて、さまざまな超分子としての報告がなされてい

る。欠点としてはサイズの制約からゲスト分子が比較的小分子であるという点で、その

ために結合能はあまり高くないの(解離定数にして一般に lO-2~10-4M程度)。このよう

な問題点を解決するために、複数のシクロデキストリンからなる分子が設計され、複合

化による高い結合能も報告されている7-9)。またC必lxarene10)と組合わせた複合ホスト

分子も提案されている凶12)。

そこで本掌においては、 l分子中に複数のシク ロデキストリンを有するペプチドーシク

ロデキストリン複合体を合成し、その分子認識能を検討した。

14.2 実験:合成とゲス ト分子認識

複合体の分子設計

設計した分子は図14.1のような疎水性部にロイシンを配した両親媒性ヘリックスを形

成しうるペプチドと複数個のs-シクロデキストリン(βーCyd)からなる。ペプチド部分は

32および26残基で、疎水性コアとしてLeu残基を多用した。親水性領域は天然の∞iled-

∞il分子のアミノ酸種の分布や第7章や第 11章の結果を参考にして任意に決定した。

HA2とHB2では、疎水性コアにヘリックス問の会合によるcoi1ed.coil形成能の他に、

ゲスト分子結合能を持たせるために残基数にして2/7より多くの疎水性残基を用いた13)。

HA2 HB2 HC3 HC6 

図14.1 両親媒性ヘリックスと s-シクロデキストリンの複合超分子のアミノ酸配列

(コア領域の残基を灰色で、またシクロデキストリン基を楕円形で示す)
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シクロデキストリンを共有結合させ

るために、 CYS残基を疎水性コアに

隣後する heptadのうちのe.g位置

に配置した。またN端にTyrを用い

てペプチドの定量に利用した。 2個

のシグロデキストリン基はペプチド

部分のcoiled-coil形成により clirner

の反対恨uに位置するようになるが、

coiled-coilの相手分子のシク ロデキ

ストリンが存在するために図 14.2

のようにcoiled-coilの片方の側面に2つのシクロデキストリン基をもたせることができ

る。ペプチドの CyS残基の位置を変えた HA2およびHB2の2種類を設計した。

HC3とHC6ではそれぞれ3および6個のCyS残基をヘリックスの側面に沿って配列

するように導入した。これは鎖状のゲスト分子を数珠つなぎのように包接するか、ジッ

パーのように包接するための分子設計で、 Cys残基はheptadの連続するfとb位置に配
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図14.2 I-lA2およびHB2の予想機能構造

(ペプチドの疎水性領域を灰色で示した)

しである。

ハイブリッド分子の合成

βーシクロデキストリン(5mmol)を 0.4MのNaOH水溶液(110mn)に溶解し、氷水浴

下でp-toluen巴sulfonicchloride (30mmol)を添加して、室温で1時間撹持した。反応後、

未反応の不溶試薬を総去し、 i農温酸を加えて中和した。生成する沈殿物を瀦取し、これ

を熱水から再結晶して、 mοno-6-0-(P-toluenesulfonyl)-s -cycJodextrin (6-TsO-s -

Cyd)を得た。 6-TsO-s -Cyd (lmmol)を水(lOmQ)に懸濁し、 80"Cに保ってNaN
3

(llmmol)を添加、 5時間撹持した。反応後、室温にしacetone(70m(l)に注いで、沈殿

物6-Ns-s -Cydを回収した。次に6-N
3
-s -Cyd (0.5mmol)とtriphenylphosphine(0.3g)

をDMF(lOm(l)に溶解し、 28%アンモニア水(2m.Q)を加えて、 4時間反応させた。反応

液をacetoneに注いで沈殿を泌取しmonο-6-deoxy-6-amino-s -cyclodextrin (6-NH2-

s -Cyd)を得た。

3-mercaptopropionic acid (0.5mmol)とわずかに過剰量の 2.2' dipyridyldisulfide 

をDMF(0.5m Q)中混合し、 3-(2-pyridyl)dithiopropionicacidを合成した14，15)。反応

はほぼ定量的に進行するので、これを単離せずに 15分後、 TBTU-HOBトNMMをカップ

リング試薬として上記の6-NH
2
-β ーCyd(0.6mmol)と反応させる(図 14.3)。反応60分後

t:acetoneに注いで沈殿物を回収し乾燥させて、 3-(2-pyridyl) dithiopropionyl化した
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s -シクロデキストリン (6-

PysSPrNH-s -Cyd)を得た。

ペプチド部分の合成は通常の

F mo  c固棺合成訟に従い、

TBTU-HOBtcNMM系のカップ

リング試薬でShimadzu-PSSM8

合成機により合成した。合成用

樹脂はアミド型 C端を与える

TGS-CHA樹脂 (Shimaclzu製)

を用いた。シクロデキストリン

を導入するための Cys残基は

Trt保護基を使用し、最終脱保護

をTFA-EDT-water-phenol(88: 

7:4:1)により 100分間行い、 CyS

(Trt)を含む各保護基を除去した。
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図14.3 ペプチドーシクロデキストリン複合分子の

合成スキーム

精製は逆相HPLCにより water-acetonitril系溶出液を用いて行った。目的ペプチドは凍

結乾燥して使用時まで保存した。

シクロデキストリン基のぺフ'チドへの導入は、 6-PysSPrNH-s -Cyd(10μmol)を

DMF(O.3m Q)に溶かし、 O.lMの酢酸アンモニウム buffer(PH6.5; 0.7m (!)で希釈した

後、分子中に2個のSH基を持つHA2の場合、これをペプチド(lμmol)の水溶液(1.9m(!) 

と混合し‘さらに同buffer(2mQ)を添加してpH5.9で3時間反応させた。反応液を逆相

HPLCにかけ主ピークを分取して、目的とするペプチトシクロデキストリン複合体HA2

およびHB2を得た(反応スキームを図 14.3に示す)。

合成した複合体は MALDI-TOF-MSIKratos Kompact MALDト4により分子量測定

した結果、分子量は6363(HA2、6355(HB2)であった(ともに理論分子量6383)。従っ

て設計通りの化合物が合成されていることが確認された。

HC3とHC6も同様の反応で合成したが、逆キ目 HPLCではカラムへの吸着が著しく、

Sephadex-G25SFによる SECカラムで精製した。分子量は ESトMSで測定し、目的物

日C3およびHC6の分子量6660.8.10303.1に対して、 6660.0と10298.0を観測し、同

定することができた.この場合、マススペクトル装置中でイオン化する段階での分子切

断が起きていると考えられるシクロデキストリン断片のピーク(実測 1222.5.計算

1220.1)も観測された。
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分光測定およびゲスト分子の結合認識能

円偏光二色性(CD)iJllJ定はJasco-J600旋光分散計により行った。測定セルは0.2mrn光

路長の恒湯水ジャケット付石英セルを用い、 50mMのリン酸カリウム buffer(pH7.0) 

中、 200Cで測定した。

吸収スペクトルはS凶madzu-UV1200分光光度計を用いて測定した。 10μMのethyl

or臼 ge(sodium N.N-diethylaminoazobenzenesulfonate)の20mMリン酸カリウム

buffεr (pH7.0) 溶液にペプチド複合体を O~ 100μM添加して吸収スペクトル変化を

測定した。

また蛍光スペクトルはShimadzu-RF5000蛍光光度計を用いた。 Dansyl-アミノ酸

(Dansylー:5-N.N-dim巴thylaminonaphthalene-1・sulfonyト)とペプチド複合体の濃度は

それぞれ 10μMおよび60μMで、 200Cで測定した。溶媒は50mMのリン酸カリウム

bu任er(PH7.0)を用い、 Dansyl-アミノ酸を溶解するために測定時濃度 2%のDt.，σを

使用した。アミノ酸の 0-，L体の蛍光強度が完全に等しくなるように重量から算出した

Dansyl-アミノ酸濃度を補正して、 Dansylアミノ酸の添加液量を決めた。蛍光励起波長

はDansy!;墓に対応する 330nmとした。

ペプチド性ゲスト分子の合成

HC3とHC61:::対応するゲスト分子として、図 14.4の各ペプチドを合成した。合成は

通常の Frnoc国相合成法に

よって行い、 HPLCで精製し

た。 GU4，GU8.GUl2はC端付

近の親水性領域にシクロデキ

ストリンのゲストとなる Trp

を含み、 N端倒IJにーG!y-Sar-

Sar-G!y-の繰り返し配列を持

つ細いペプチド鎖を有するも

ので、 Haradaらによって発見

されたpoly(ethyleneglycol) 

GU4 

GU8 

GU12 

GUW2 

GUW2A 

GUW5 

Ac-GXXGWKAE 
・圃・

Ac-GXXGGXXGWKAE -
Ac-GXXGGXXGGXXGWKAE ・圃
EWKXEWKA 
-・ ・固・

Adm-EWKXEWKA 圃圃圃・・ ・・
EWKGEWIくXEWKGEWIαEWKA・・ ・圃 ・園 ・圃 .圃

(X = Sar) 

図14.4設計合成したゲスト分子(シクロデキストリン
鎖を包接したシクロデキスト

に親和性の高い Trp残基とアダマンチル基を下線で示す)
リンナノチューブ 18-20)を参

考にしたデザインである。また、 GUWのシリーズは数残基置きにすrpを持つペプチド

とし、複数サイトの協同的な高い包接能の実現の可能性をさぐるためのものである。
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14.3 結果と考察:ダンシルアミ

ノ酸の不斉認識とマルチサイト型

複合体形成
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190 200 210 220 230 240 250 260 
Wavelength I nm 

合成した複合分子HA2.HB2のCD

スペクトルは、リン酸bu行er(pH7.0) 

中で典型的な αーヘリックスのパター

ンを示した(図 14.5)，[8]222nm 値

はー 20000および-22500 deg cm2 

dmor1とHA2.HB2とも同程度で、ま

た、 50%トリフルオロエタノール中で

の値 -24000deg cm2 dmor1に近い

ことから、ペプチド鎖の大部分はαー 図14.5 HA2とHB2のCDスペクトル

ヘリックス構造をとっていると考えら

れる。ただし、 CDの強度的には末端部分でヘリックスがいくらかほどけていることが考

えられる。また、スペクトル波形において 208nmのバンド強度が222nmより小さいこ

とから、 coiled-∞H裂のタeイマーを形成していることが推定される。シクロデキストリン

を結合していない同ペプチドのCDと比較して、シクロデキストリン2個を分子中に有す

るHA2.HB2の系では、シクロデキストリンの導入によるヘリックス性の低下は見られ

なかった。また、複合体濃度を 0.17mMから 7μMに下げた場合でもヘリックス性の低

下はみられず、 coiled‘coil形成能がかなり高いことを示している。従って、以下の分光源IJ

0.40 

0.35 

0.30 

2025 

im 
:io日

0.10 

0.05 

0.00 

ethyl orange + HA2 

350 400 450 500 550 600 
Wavelength I nm 

0.30 

。

0.18 

0.16 

'"唱l-"、、

巴向。問時e、ぜ閣内

204060801∞ 
PepUde Concentratlon IμM 

図14.6 HA2による巴白ylorangeの包接(左図は吸収スペクトル、右図は強

度の波度依存性，図中の濃度はHA2濃度、またethyJor叩 ge濃度は 10flM)
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定、結合実験においても複合体分子はcoiled-coil型の dimerで存在すると考えられる。

ゲスト分子との結合能を評価するために、巴thylorangeを用いてi商定実験を行った。

一定濃度のethylorangeに対して、ペプチド複合体の濃度を増加させると、ペプチド複

合体が存在しない時は吸収極大波長が475nrnであったものが、ペプチド複合体濃度の上

昇につれて、 460nm(ペプチド複合体濃度 O.lmM時)に短波長シフ卜する。同時に吸

収スペクトル波形も420nrn付近に肩がみられるようになる。この変化はethylorang巴

がシクロデキストリン基に包接されたことを意味している。結合能を見積もるために、

500nmの吸収強度をプロットすると、 一l【 _. . 

出 UI uanSYI-LeU.UH 

図14.6右のように吸光度は包接に

伴って減少し、 1:1複合体形成の理論

曲線とフィ ッ卜する。解離定数はシク

ロデキストリン基濃度で計算して、

110μMを与えたが、との値はシクロ

デキス トリ ン単狼の場合と同程度で

あった。すなわち、設計において期待

したシクロデキストリンの包接能と両

親媒性ヘリックスの包接能の協同効果

は見られなかった。この原因はひとつ

には、用いたゲスト分子のサイズが小

さく、またその疎水性部が芳香族性の

みであることによると考えられる。

次に、ゲストとしてDansyl-アミノ

酸を用い、 HA2.HB2との包接体形成

をDansyl基の蛍光スペクトルで評価

した。Dansyl-Leuについては、図14.7

のように Dansyl基の蛍光は、ホスト

分子が存在しない時に比べてやや増大

したが、 8 シクロデキストリンをペ

プチド複合体中のシクロデキストリン

基と同じ濃度で用いた場合と比較する

と蛍光強度はより低いa すなわち、蛍

光強度がゲスト分子の取り込み量と相

400 

叩

回
。d
q

ι

、t
a
c
o
-
c
一@
o
t
@
O
ω
@』

O
コ
E

100 

450 5∞ 550 問。
Wavelength I nm 

650 

図14.7 Dansyl-Leuに対する複合体ペプチド

の包接能(比較のため同一濃度のシクロデキス

トリンによる蛍光スペクトルを示す)
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関しているとすると、ペプチド鎖の存在によってDansy!-アミノ酸のシク ロデキストリ

ン基による包接がいくらか妨げられたことになる巴このような現象は、例えば周辺の基

による立体障害やペフ.チドの他残基がシクロデキストリン基に自己包接したことなどの

可能性が考えられる。しかしながら、蛍光傾大波長はペプチド複合体の存在時において‘

s-シクロデキストリン単独時よりも短波長シフ トしており、単にシクロデキストリン基

のみではない別の包接、おそらくペプチドのcoiled-coi!がつくる疎水性コア領域の関与

が考えられる。

図 14.8には、 Dansyl-Pheを用いた結合認識実験の結果を示した。この場合も傾向的

にはDansyl-Leuと類似しており、蛍光のピーク強度はHA2，HB2とも s-シクロデキス

トリンよりも低いが、やはり蛍光極大波長の短波長シフトが観測された。おそらく

Dansy]-Leuの場合と同様に、シクロデキストリンに包接されたゲスト分子にペプチドの

疎水性コア領域がこれをサポー トあるいはキヤツフ。する形で総合または近接していると

推定される。 Dansy]-PheにおいてはDansy!-Leuと比較して、ペプチド複合体存在時の

蛍光強度の増加率が相対的に大きく、よりペプチド複合体との結合に適したゲス ト分子

であるといえる。

上記の結果から考えられるととは、ゲスト分子の複数の疎水性部分がより高い疎水性

を有することがより高い結合能につながる可能性があるということである。そこで次に、

より疎水性の側鎖を有するDansy!-Trpをゲスト分子として結合認識実験を行った。さら

にL-体と 0-体を用いて、不斉認識能の検討も同時に行った.予備実験としてDansy1-レ

TrpとD釘 lSY!-D-Trpのs-シクロデ

キストリンに体する結合性を蛍光スペ

クトルで比較したところ、 Dansy[-L-

Trpに比べてDむlSY!-D-Trpのほうが

強い蛍光を示した。すなわち、シク ロ

デキストリンは D-グルコース単位か

ら成っているため、もともと不斉ホス

トであることによって D-，L-選択性が

生じたものと考えられる。 Dansy!-D-

アミノ駿がより取り込まれやすいこと

は、すでに Uenoらによって報告され
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ているDansy]-Leu修飾シクロデキス 図 14.9 Dansyj-Trpに対する DL認識能

トリン4，16，1η において、 Dansy1-Leu (黒実線はL体、灰色はD体を示す)
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修飾シクロデキストリンの自己Dansyl基包接がo-L巴uでより強く、 NMR構造解析でも

D田 syl-o-Leu基がより深くシクロデキストリンに挿入されていることと一致している。

このようなDansy1-oーアミノ酸に適合性が高いβーシクロデキストリンをペプチド複合

体とした場合に不斉認識能がどのようになるかを検討したのが、図 14.9である。先の

Dansyl-LeuおよびDansyl-Ph巴の場合と同様に、 DanSy]-L-TrpおよびDansy]-o-Trp

においても、蛍光極大波長は短波長シフトが観測された。 HA2の場合は、。シクロデ

キストリンと同織にD一体に対する高い結合能を示したが、 0-体、 L-体に対するそれぞれ

の蛍光強度はシクロデキストリンと同程度であった。すなわち、 HA2の不斉選択性はシ

クロデキストリン基のみの効果で決定されていると思われる。一方HB2では、 0-体、 L-

体ともHA2より蛍光強度が著しく増大した。さらに、ひ体/L-体の強度比も、 HB2では

HA2よりも大きくなっており、 HB2のDansyl-Trpに対する不斉選択性が高いことを示

している。 HB2とDansy]-o-Trpの系で蛍光強度の著しい増大が観測されたことは、こ

の組み合わせが特集的認識に一歩近づいたものと考えられるa ペプチド複合体において

は、ペプチドの疎水性コア部分、あるいは近接したもう一方のシクロデキストリン基の

関与もありうると思われるが、シクロデキストリン基が離れた位置にあるHB2で結合能

が高かったことは、前者の可能性のほうがより高いと考えられる。HA2とHB2の差異

を説明するモデルとして次のことが考えられる。 αーヘリックスにおけるアミノ酸残基側

鎖の C(α〕ー C(β)結合の方向は、 一般にペプチドのN端方向に傾いており、そのため側

鎖に付加した基はN端方向になびくように向きやすいと恩われる。このため、I--ffi2では

26位のCySから伸びたシクロデキストリン基はここより N端側の22，21，19.18位のLeu

残基と相互作用しうるであろう。一方HA2においては、 19位のCySに付いたシクロデ

キストリン基の上記と対応する 15.14.12，11位にはLeuの他に極性の SerやHisが存在

するために、ゲスト分子結合能があまり高くならなかったと考えられる。

ここまでの実験結果は、両親媒性ヘリ ックスの骨格上でシクロデキストリンが包接ホ

ストとして機能しうることを示している。しかし、目標とする高度な分子認識のために

は結合能がまだ不十分である。ひとつにはペプチド部分の疎水性領域の寄与が不卜分な

こと、また2つのシクロデキストリン基の協同効果がゲスト分子のサイズに比べて相対

的に離れているために機能しなかったことが考えられる。このような点を改善するため

には、認識結合に関わる部位をさらに多数有するホストおよびゲスト双方の分子設計が

不可欠であると考えられる。

HA2とHB2の結果をふまえて、 3個および6倒のシクロデキストリン基を有するペプ

チド HC3，HC6の設計と評価を次に行った。ペプチド ーシクロデキストリン複合体の構
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HA2 HB2 HC3 HC6 

図14.10 ペプチド ーシクロデキストリン複合超分子の推定構造

(リボンはペプチド、楕円はBシクロデキストリン基を示す)

造模式図を図 14.10に示す。 HC3とHC6のCDスペクトルを図 14.11に示した。対照と

してヘリックス誘起性の溶媒である50%TFE中でのスペクトルを同図中に示した。これ

らに比べて、 buffer溶液でのHC3とHC6のCDスペクトルはいくらか強度が低下して

おり、ヘリックス含有量が多数のシクロデキストリン基の存在によって低下したと考え

られる。しかし.ある程度のヘリックス性は維持しており、図 14.10に近い構造を形成

していると思われる。これらのマルチサイト型ペプチドを用いて、ゲスト分子としてGU

およびGUWの各ペプチドに対する取 40 

り込み能を蛍光スペクトルにより評価

した。結果をTrp残基の濃度で規格化

して図 14.12に示した。いずれのゲス

ト分子に対しでも、シクロデキストリ

ン単独より、 HC3では蛍光強度が増大

しており、シクロデキストリン問の協

同性が働いていることが推測される。

ととろが、 HC6では蛍光強度がHC3

よりも逆に低くなるという結果になっ

た。またゲストによってはシクロデキ

ストリン単独よりも低下した。このこ

とは一見HC6の二次構造性の低下と
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図14.11 ペプチド複合分子HC3とHC6の水溶

液中および50%TFE中のCDスペクトル
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関係しているように思われ

るが、蛍光極大波長を調べ

てみると、図 14.13のよう

にHC6は、 GUW2Aに対

しでかなり短波長シフトし

ている。またGUl2に対し

ては‘buffer中よりも長波

長にシフトするという奇妙

な結果が得られた。このこ

とは HC6において実際は

短波長シフトと蛍光強度埼

大が起きているにもかかわ

らず、短波長域で蛍光の消

光 (QU巴nching)が起きて

いるためであると解釈でき

る。すなわち、 HC6におい

てもシクロデキストリンの

協同的な作用でゲストペプ

チドの取り込みが実現して

いる。

図 14.12を詳細に見てみ

ると、 GUのゲス ト分子に

対じでは GU4.GU8.GU12

の差はあまり顕著ではな

く、期待した数珠つなぎ型

(細いペプチド鎖が複数の

シクロデキストリンを連続

して貫通する)の包接18・20)
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図14.12 各種ゲス トペプチドに対する HC3およびHC6の

包接能 (340nmの相対蛍光強度で示す)
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図14.13 ゲスト分子GU12およびGUW2Aのペプチド複

合超分子存在下の蛍光スペクトルのピーク極大値

はあまり起きていないと思われる。この系では単にTrpが包接されていると考えられる。

一方 GUWのゲスト分子の系では、GUW2Aに対する包接能が著しく高い。これは

adamantyl基 (A出n-)の強い包接によってこの分子中の Trpも協同的によく包接され

たためと考えることができる。この結果を利用すれば、結合能の非常に高いホストーゲ
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ストの系を新規に構築できる可能性がある。以上のように、日C3とHC6ではマルチサイ

ト型の包援が実現できた。より精密な分子設計によって、特異的な結合をするペアを生

み出すことができると考えられる 21)。
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第 15章本研究の総括

15.1 総指

「化学jが「オングストロームの世界Jを明確に理解し応用してきた歴史に比べて、「ナ

ノメーターの世界」の理解と応用はまだ始まったばかりである。本研究は、ナノメーター

の世界の一員であるタンパク質を取り上げ、その構造形成原理の理解と、人工的な構築

を試みたものである。以下に各章の要点を記述しつつ、本研究の涜れを総括する。

第 l編では、本研究の主旨を理解しやすくするために構成したもので、この研究領域

の展開史とそこでの問題意識や注目される研究例、および筆者が重要と考える諸点を記

述した。

第2編では、全体を通しての方法論の基礎となる合成方法について、特に本研究過程

において新規に開発した手法を述べた。

(2章) 人工タンパク質の化学合成のための最適な溶媒系の探索を、反応速度およびペプ

チド鎖の溶解性の両方の観点から行った。特に塩化リチウム/DMF系の有効性を本研究

で初めて示したa

(3章) 新規な固相合成用の担体を開発した。合成段階におけるペプチド担持ビーズの非

事様性と、脱保護反応後における高い親水性を実現した。また、合成収率に及ぽすビー

ズのリンカ一部分の分子構造の影響を詳細に解析した。

第 3編では、両親媒性ヘリックス構造に着目して、これを基本としたヘリックスパン

ドルの構造形成を熱力学的に解析することで、天然のタンパク質の特徴的な高次構造形

成が、いかにしてそのアミノ酸配列にプログラムされているかの解明を試みた。

(41言) 2~6本の両親媒性ヘリックスを柔軟なペプチド鎖でつないだ人工タンパク質を

設計し、その超二次構造形成を実現した。熱力学的な解析により、この構造は4または

6本のヘリックスパンドル構造と考えられた。また変性過程の解析から、その多形性とと

もに、 2本組を単位とする段階的な構造形成過程を見い出した。

(5章) 2本型のバンドル構造であるcoiled coi1構造を含む両親媒性ヘリックス構造を、

熱力学的な安定性に基づいて、その形成可能領域を予測する方法を新たに開発した。こ

の手法は従来法に比べてより詳細な両親媒性の評価ができるものである。本法をkinesin

のネック領域に適用し、実験結果と比較することによって、その有効性を確認すること

ができた。 kinesinにおいては、両親媒性が途中でとぎれたcoiled coilが存在しており、

そのモータータンパク質の運動における機能的な意味にも言及した。

(6章) 両親媒性ヘリックス領域を有する生理活性ペプチドの会合挙動を検討した。一般
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に知られている商務媒性ヘリックスが濃度依存的な平衡に基づいて単純な会合過程を示

すのに対して、このペプチドはそれ自身がミセル形成後に希釈によって解離することで

ヘリックスパンドル構造の 4量体が特異的に生成するという特殊な系であるととを発見

した。このことはタンパク質の高次構造形成における道筋の重要性を示唆している。

(7掌) 2本および4本型のヘリックスパンドルを設計し、その疎水性コア領域の各種残

基置換による熟転移挙動の変化を解析した。転移エンタルビーは転移温度と相関があり、

安定性にはコアの疎水性よりもパッキングが重要であることを明らかにした.またコア

領域がすべて芳香族性であるヘリックスパンドルを初めて実現した。さらに芳香族性残

基が周辺の側鎖の立体構造を制限することで三次構造の形成に有効であることをNMR的

に明らかにした。

(8章) 3本型の変形ヘリックスパンドル構造を持つDNA結合タンパク質ドメインのコ

ア領域に存在するキャピティに注目し、キャビティ形成に関係する 103位の残基を非天

然アミノ酸を含む10種類の脂肪族アミノ酸に置換して分光学的、熱力学的に解析した。

安定化エネルギーはキャピティのパッキンクeのvander Waalsエネルギーによって大き

く変化することを明らかにし、さらにはキャビティの形状に関する情報をも得ることが

できた。この結果は、このタンパク質のDNA結合機能との関係で重要な意味を持つこと

を示した。

このように肉親媒性ヘリックスの疎水性領域の性質、部分的な欠陥の寄与、疎水性領

域のパッキングの問題、コアにおけるキャビ‘ティの安定化への寄与、構造形成過程の特

殊な経路の存在などを明らかにした。これらは、分子設計原理である「両親媒性」をよ

り詳細に解明したもので、次に述べる人工タンパク質構築のための重要な基盤となって

いる。

第 4編では、両親媒性ヘリックスパンドルの単独での三次構造に基づく機能を発現さ

せ、またその原理を解明することを主眼に研究を進めた。

(9主主) 設計した4本型および6本型の両親媒性ヘリックスパンドルにより、各種の疎水

性化合物が包接されることを示した.柔軟なループ構造の寄与と合わせて、この人工タ

ンパク質の包接場はゲスト分子に対するサイズ的な制約が少なく、さらにはまた不斉性

を有する新しいタイプのホスト分子であるととを明らかにした.特に本研究で初めて開

発した 6本型のヘリックスパンドルは非常に高い包接能を示した。

(10章) 潜在的に両親媒性を有するにもかかわらず二次構造をとらない生理活性ペプチ

ドに対して、 4本型の両親媒性人工ヘリックスパンドルを共存させることで、両者が複合

体を形成して、そのペプチドにヘリヅクス構造を誘起させることを初めて見いだした。こ
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の機能はシャペロン機能の原型とも考えられるものであり、構造形成の道具としての応

用も考えられる。

(11章) coiled coil構造の平行と反平行の配向に着目し、その選択的な形成を実現する

ための分子設計を行った。疎水性領域に非疎水性の残基欠陥を導入すること、あるいは

ヘリックスの端に一方に偏った荷電を有する領域を付加するととで、この制御が可能と

なった。

これらの結果、タンパク質の天然の機能にとらわれない新規な機能の発現を行うこと

ができた。また同時に自然界におけるタンパク質の機能原理の一部を明らかにできた。

第 5編では、機能性原子団の導入により、さらに高度なあるいは複合的な機能を実現

することを試みた。

(12章) リポソーム膜に結合する疎水性の高いヘリックスパンドルを設計し、さらに分

子の一端には金属イオン結合ループを付加した。この全く新しい人工タンパク質は、脂

質二分子膜上で集合体構造を形成し、カルシウムイオン結合能を実現した。脂質膜上で

動作する機能素子の可能性を示すことができた。

(13章) ポルフィリン系化合物を配位するためのヘリックスパンドル構造の設計を各種

検討した。安定なポルフィリンの配位にはヘリックス構造形成が重要であること、また

配位性のアミノ酸残基は両親媒性ヘリックスパンドルのコア領域に配置する必要がある

ことを結論した。また、合成の容易な天然にはない分岐型のヘムタンパク質を開発した。

(14章) 2 本型の両親媒性ヘリックスバンドルに 2~6 個のシクロデキストリンを導入

し、協同的なゲスト分子の取り込みができるタンパク質を開発した。シクロデキス卜リ

ン2個を有するハイブリッド人工タンパク質は、 Dansyl-tryptophanに対して特徴的な

不斉認識能を示した。また、 3および6個のシクロデキストリンを直線的に配置した人工

タンパク質は、複数のインドリル基やアダマンチル基を有する小ペブPチドを効率よく結

合し、特異的な分子間給合の系を開発できる可能性を示した。

以上のように、本研究においては、一次繕造の設計と合成から始めて、高次構造の構

築を行い、さらにはその機能発現と、そして複合的な超分子精進の構築へと、研究展開

を試みた。自然界の仕組みに学んで、機能性人工タンパク質の設計原理を明らかにし、ま

たその知見を次の設計へと応用した。本研究によって、多様性に満ちたタンパク質ワー

ルドを切り拓くための設計原理を明らかにし、またいくつかの人工タンパク質を創出す

ることができた。
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化合物等の略称

(一般)

Acm acetamido.methyl 
AcO acetylo勾

AcOH acetic acid 

Adm adam佃 tyl

ADP adenosine 5'-diphospbate 

ANS 8・anilino-l-naphthalenesu lfonate 

AODB acridine orange-l0-dodecyl bromide 

ATP adenosine 5 '-triphosphate 

ぷTPase adenosine 5'-triphospbatase 

BIPM Nヤー(2-benzimidazolyl)phenyl]maleimide

Boc tert-butyloxycarbooyJ 

BocON 2-lerl-butoxycarbonyloxyimino-2・phenylacetonitrile 

BOP benzotriazole-l-yJ-oxy-tris( dimethylamillo )phosphonium hexafluorophosphate 

C18， C8 octadecyl， octyl (alkyl chain or alkylated siJica geJ) 
CD circular dicbroism 

CIZ 2-cbJorobenzyloxycarbonyl 

CM carboxylmethyl 

cmc CnlJC剖 micelleconcentration 

CONTIN one of the methods for deconvoJutioll of spectrum (See ref. 22 of Chap. 4) 

CRF corticotropUl releasing factor 

Cyd cyclodextrin 

Dal1syl 5-N ，N-dimethyJaminonaphthalene-l-sulfonyl 

DBU 1，8-diazabicyclo[5.4.0]-7-undecene 
DCC clicyclobexylcarbod.iimide 

DCU N，N'-dicyclobexylurea 
DEPC diethylphosphorocyanidate 

DIC diisopropylcarbodu皿 ide

DIEA Nがdiisopropyl-ethyJamine

DMA N，N-dimetbylacetamide 

DMAP 4-(N，N-dimethylamino)-pyridine 

Dmb 3，4-dimetbylbeozyl 

DMF N，N-dimetbylformamide 

DMPC 1，2司 climyristoyl-s/I-glycero-3-phosphatidylcholine

DMS dimethylsul[ide 

DMSO dimethylsufoxide 

DPH 1，6-clipbenyl-l，3，5-hexatriene 

DPPA diphenylphospholylazide 

DSC cliffereotiaJ scanniog calorime吋

DVB 1，4-divinyl benzene 
EDC 1-e出yl-3-(3-dimetbylaminopropyl)c町bodiimide

EDT 1，2-e白 血e出血iol

ESI electrosprayed ionization 

ESI-MS electrosprayed ionization mass spectrometry 
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EtOAc ethyl acelale 

FMN flavin monooucleotide 

Fmoc 9-fl.uorenylmethoxycarbonyl 

GRF growth horrnone releasing factor 

GTP guanosine 5'-tripbospbate 

Gua guamdine 

GuaHCI guamd也ebydrocbloride 

HBTU 2・(1H-benzotriazole-1-yl)ー1，1ム3-tetramethyluroniumhexafluoropbosphate 

HCO formyl 

l-apES N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-elhanesulfomc acid 

HMPA hexamethylphosphoric triamide 

HOBt l-hydroxyhenzotriazole 

HOBz1 benzyl alcobol 

HONp p-ni廿ophenol

HOSn N-hyroxysuccinimide 

HPLC bigb-performance liquid chroroalograpby 

lTC isolherrnal t1Lratioo calorime廿y

KSCN potas出um出iocyanale

MALDI matrix-assisted Ias町 desorptiooiomzatioo 

MOPS 3-morpholinopropanesulfonic acid 

Mpa p-methylphenylacetyl 

MS mass spectrometry 

NAM N-(9-acridinyl)m山 imide

ncd non-claret disjunclional 

NMM N-methylmo中bolioe

NMP N-methylpyrrolidone 

NMR ouclear magnetic r田 onancespeclroscopy 

OBt benzotriazole esler 

OG s-oclyl glucoside 

OPac pheoacyl ester 

OIBu rert-butyl esler 

Pac phenacyl/l-phenyl-l-ethanone-2-yl 

Pbf (2，2人6，7・'penlameUlyl-2，3仙 ydrobenzofuranふ yl)suIfooyl

PEG poly (etbyleロeglycol) 

PHB p-bydroxymethylphenoxy/ p-hydroxybenzyl alcohol 

Pd/C palladium deposited 00 active carbon 

pK. acidic dissociation constant 

PSt poJystyrene 

PyBOP benzorriazole-1-yl-oxy-tris(pyπolidino)phosphonium hexafluoropbosphale 

Pys 2・pyridinesulfenyl

RP-HPLC reversed ph出 ehigh-perforrnance liquid cbromatography 

SA symmet巾 aIcarbonic anbydride (e.g.， (BocPbe)，O， Ac，D) 
SOS sodium dodecylsulfonale 

SEC size exclusion chromalograpby 

SS disulfide bond 

SUV small unilamella vesicle 

TBTU 2-(1H-benzo凶azo.le-l-yl)ー1，1，3，3・letraroelhyluroniumletrafluoroborate 



illu lerトbutyl

TEA 廿iethylamine 

T下~ tri包uoroaceticacid 

T回 2ム2-lrifluoroetb阻 01

TFMSA trifluorometbanesulfonic acid 

TIPS 汀詰sopropylsilane 

TLC thin layer cbromatography 

TOF time of flight 

Tris tris(hydroxylmethyl)aminomethane 

Trt triphenylme出yl

TsO p-loluenesu旺onyVlosylate 

TsOH p-toluenesulfonic acid 

uv-VIS ultravioJet-visible (spectrometry or wavelength region) 

VH， VV vertical/borizontal， vertical!vertical (directions of polarizers for incoming/emission Iight) 

(天然アミノ酸) (3文字表記.1文字表記)

A1a A alanine 

Arg R arginine 

Asn N asp町gine

Asp 0 aspartic acid 

Cys C cysteine 

Gln Q glutamine 

Glu E glutamic acid 

Gly G glycine 

His H histidine 

lle isoleucine 

Leu L leucine 

Lys K Iysine 

Met M methionine 

Phe F phenylalanine 

Pro P proline 

Ser S serine 

η1f T threon凹e

Trp W 廿yptopban

Tyr Y tyrosine 

Val V valine 

(その他のアミノ酸)

Abu 2-aminobutyric 3cid 

ρlib 2-amino-2-me出yJpropi叩 icacid 

Ail al/o-isoleucine 

Cha cycJebexylalanine/ 2-amino-3-cycJohexylpropionic acid 

Chg cyclobexylglycine/2-a皿ino-2-cycJohexylaceticacid 

Nle norleucine/ 2-aminohexanoic acid 
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Nva oorvaline/2-amioopeotaooic acid 

5ar sarcosioe/ N-methylaminoacetic acid 

Xaa amioo acid (specific or oon-specific ones) 

(本論文中で命名した人工タンパク質等)

AMPHISEARCH algorithm 10 survey amphipathic cbaracteristics of protein sequence (Chap. 5) 

CB (e.g. CB13W) (Cbap. 12) 

DB (e.g. [Trp"]-DB) (Cbap.η 

FB (e.g. FB-F乃(Chap.η

GU (e.g. GU8) (Chap. 14) 

GUW (e.g. GUW5) (Chap. 14) 

出 (e.g.HA2) (Chap. 14) 

HB (e.g. HB2) (Cbap. 14) 

HC (e.g. HC6) (Chap. 14) 

LZ (eιLZ15) (Cbap. 11) 

MF (e.g. MFlの(Chap.13)

PA (e.g. PA4w) (Cbap. 4， 9， & 10) 

PLINK beads supporl for solid-phase peptide synth削 swith peptidyllinker (e.g. PLlNK-5) (Cbap. 3) 
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