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【 緒論 】 

 天然タンパク質は 20 種類のモノマー単位である

アミノ酸の配列化を利用して多様な立体構造およ

び機能を発揮できる生体高分子である．タンパク質

の機能発現に寄与する部位は，ある特定の構造を有

しているものに限定されているため構造上の特徴

を模倣した簡単な Polypeptide を開発することによ

り，天然における機能を模倣できると考えられる．

その中で α-helical coiled coil構造は，その単純な構

造にもかかわらず生体内における多種多様な機能

発現に大きく寄与している．  

 そこで生体内におけるタンパク質の構造変化と機

能との関連についての知見を得るために我々は Ile 

zipper (IZ) 効果により水中で α-helical coiled coil 

trimerを形成する Polypeptideの設計および合成を行

ってきた．  

 本研究では Polypeptideの新規繊維材料への展開の

可能性について検討を行った．生体内ではコラーゲ

ンやフィブリノーゲンのような繊維状タンパク質

が保湿作用や血液凝固作用おいて重要な役割を果

たしている 1)．しかしながら，新規繊維材料開発を

目的として α-helical coiled coil構造の二次元伸長に

おける研究 2)も行われてきたが三次元繊維化の例は

ない．ここでは三次元繊維構造形成のために必要な

最小単位である α-helical coiled coil trimer二量体の

構築を試みた．すなわち α-helical coiled coil 

Polypeptide の N-末端あるいは C-末端で二量化した

直鎖型，および中央部で二量化した H型 Polypeptide 

の合成を行い，水溶液中での α-helical coiled coil二

量体形成について検討した． 

 

 

 

【 実験 】 

・Polypeptide合成 

 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) 連続フロー固

相合成法を用いてアミノ酸 40 残基程度の

Polypeptideの合成を行った． 

・リンカー合成 

 Polypeptide 鎖中の特定の官能基と選択的に結合す

る連結部 ( リンカー ) を導入することにより，容

易に Polypeptide鎖の伸長ができると考えられる． 

 そこで合成した Polypeptide鎖中の Cys残基に存在

するチオール基とマレイミド基を有する尿素リン

カーを結合させ Polypeptide dimerの合成を行った． 

・CDスペクトル 

 α-helical coiled coil trimer 二量体形成の確認のた

めに Polypeptide 単独存在下および二量体における

CD スペクトルを 10 mM Tris-HCl 緩衝溶液中（pH 7.0）

で測定した．  

・ゲルろ過クロマトグラフィー 

 Polypeptide を精製また会合体のサイズを推定する

ため , ガラス管  （25cm × 1cmφ）  に SEPHADEX 

G-50 fineを充填し 10 mM
 
Tris‐HCl 緩衝液 (pH7.0) 

を溶出液として, ゲルろ過クロマトグラフィーを

行った． 

 Polypeptide溶出分画の確認は UVスペクトル測定

により Tyr 残基による 280 nm の吸収を追跡するこ

とにより行った． 

・高速液体クロマトグラフィー ( HPLC ) 

 0.1％ TFA を含む H2O および CH3CN による水－

有機溶媒グラジエント系を移動相として，逆相 

ODS カラムによる Polypeptideの分析および分取を

行った．検出は Tyr残基の最大吸収波長 280nmにて

行った．また，ゲルろ過クロマトグラフィーにより得られ 

 



-40000

-30000

-20000

-10000

0

10000

200 210 220 230 240 250 260

W avelength / nm

?
 /

 d
e

g・・ ・・
c
m

2
・・ ・・

d
m

o
l-1

Pep1

(PF1)2

(PF1)2-Pep1

(PF2)2-Pep1

(PF3)2-Pep1

PF1 PF1 / Pep1  6.7 / 26.7μμμμM

PF2
-

PF2 / Pep1  6.7 / 26.7 μμμμM

PF3
-

PF3 / Pep1  6.7 / 26.7 μμμμM

Pep1

PF1 PF1

40 μμμμM

20 μμμμM-

-

-

-

-40000

-30000

-20000

-10000

0

10000

200 210 220 230 240 250 260

W avelength / nm

?
 /

 d
e

g・・ ・・
c
m

2
・・ ・・

d
m

o
l-1

Pep1

(PF1)2

(PF1)2-Pep1

(PF2)2-Pep1

(PF3)2-Pep1

PF1 PF1 / Pep1  6.7 / 26.7μμμμM

PF2
-

PF2 / Pep1  6.7 / 26.7 μμμμM

PF3
-

PF3 / Pep1  6.7 / 26.7 μμμμM

Pep1

PF1 PF1

40 μμμμM

20 μμμμM-

-

-

-

PF1 PF1 / Pep1  6.7 / 26.7μμμμM

PF2
-

PF2 / Pep1  6.7 / 26.7 μμμμM

PF3
-

PF3 / Pep1  6.7 / 26.7 μμμμM

Pep1

PF1 PF1

40 μμμμM

20 μμμμM-

-

-

-

Fig.1  Amino acid sequences of polypeptides used in this 

study 
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た分画の組成を分析するために, 水 / CH3CN 直線グ

ラジエント系で分析を行い, 会合体の組成について検

討した． 

 

【 結果・考察 】 

 本研究において使用した Polypeptideのアミノ酸配

列を Fig. 1に示す． 

 

 

 

 

 

 

 
 

 PF1～PF3それぞれのCys残基とリンカーを介して

二量化した PF1～PF3 dimerと Pep1を組み合わせる

ことにより α-helical coiled coil trimer を二量化でき

ると考えられる． 

 Fig. 2には PF1 dimer + Pep1 ，PF2 dimer + Pep1（直

鎖型）および PF3 dimer + Pep1（H型）の CD測定

の結果を示す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 単独で α-helical coiled coil構造を形成することが

できる Pep1 は水溶液中において 208 , 222nm に

α-helical coiled coil構造特有の負の極大が観測され

た．また，PF1 dimer 単独では α-helical coiled coil

構造を形成せず random 構造であった．一方，PF1 

dimerと Pep1共存系 ( PF1 dimer / Pep1=1/4 ) では

208 , 222nm に負の極大が観測されることから PF1 

dimer 中における 2 つの IZ Polypeptide ユニットが

Pep1 と会合することで α-helical coiled coil 構造の

形成が示唆された．同様に PF2 dimer / Pep1につい

ても α-helical coiled coil構造の形成が示唆された．

架橋型二量体である PF3 dimer / Pep1 についても

Pep1との混合によりα-helical coiled coil構造の形成

を示したが，その CD強度は直鎖型 dimerの系に比

べて小さかった．いずれの系についても水溶液中で 

α-helical coiled coil 構造をとることが確認できた． 

 また，会合体のサイズについて知見を得るために

ゲルろ過クロマトグラフィーによる分画分析を行

った結果を Fig. 3に示す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Pep1は単独で α-helical coiled coil trimerを形成する

設計であるため 7～10 分画目の成分が三量体に相

当すると考えられる．PF1 dimer 単独系において 15

～18 分画目に分画成分が観測され，Pep1 単独系の

結果との比較から PF1 dimer単独で溶出 (Pep1単位

で二量体) していることが示唆された．また，PF1 

dimer / Pep1，PF2 dimer / Pep1，PF3 dimer / Pep1混

合系においてはいずれも Pep1 単独系よりも早い 2

～ 5 分画目に溶出成分が確認された．これは 

α-helical coiled coil trimer 二量体が形成したためで

あり Pep1 単位で六量体に相当する分画であると考

えられる． 

 これらの結果により，設計通りに直鎖型，H 型の 

α-helical coiled coil trimer 二量体が形成されること

が示唆された．さらにこれら直鎖型及び H 型の 

α-helical coiled coil trimer二量体を利用することで，

三次元的な繊維構造を構築できると考えられ，さら

なる多量化を目指した研究も合わせて報告する． 
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Fig. 2   Circular dichroism spectra of Pep1 (    ) , PF1-PF1 

(    ) , PF1-PF1 / Pep1 mixture (    )  , PF2-PF2 / Pep1 

mixture (    )，PF3-PF3 / Pep1 mixture (    )． 

The measurements were performed in 10μM Tris-HCl buffer 

( pH 7.0 ) at 20℃． 
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Fig. 3   Analysis of the eluted fraction of Pep1 (    ) ，

PF1-PF1 (    ) ，PF1-PF1 / Pep1 mixture (    ) ，PF2-PF2 / 

Pep1 mixture (    ) ，PF3-PF3 / Pep1 mixture (    ) using 

SEPHADEX G-50 fine column． 

 
  


