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１．緒言  

タンパク質による生体内超分子アセンブル系

は生体内における種々の機能発現ならびに反応

制御に重要な役割を果たしている。それゆえに

de novo 設計によって自発的に形成される高次ア

センブル系の構築は生体内現象の理解において

注目されているが，生体適応性および環境適応

性を有する新規材料設計にも大きく寄与するも

のと考えられる。 

これまでペプチド工学の観点から de novo設計

により，水系で安定な三本鎖 coiled coil 構造を形

成するポリペプチドおよび遷移金属イオンや重

金属イオンに応答して三本鎖 coiled coil構造を形

成するポリペプチドの設計が行われてきた 1-4)。

また，われわれは，本プロジェクトにおける 17

年度の成果として，Ni2+イオン極めて選択性高く

応答する短鎖ポリペプチドによる coiled coil新規

アセンブル系の構築，ならびに coiled coil 構造形

成時におけるポリペプチド鎖上の蛍光ドナー－

アクセプター分子間による蛍光エネルギー移動

(FRET)現象を利用した Ni2+イオンセンシングシ

ステムの構築について報告した 5,6)。さらに 18 年

度の成果として，新たに設計したポリペプチド

の構造変化を利用した希土類金属イオン選択的

センシング系の構築について報告した。すなわ

ち， (1)三本鎖 coiled coil 構造中への希土類金属

配位場の確保。(2)希土類金属イオン配位場付近

のアミノ酸残基改変により-*励起可能な官能

基を希土類金属イオン付近に固定し，希土類特

有の f-f 遷移を利用した蛍光センシングの実現。

の順にポリペプチド設計およびキャラクタリゼ

ーションについて示してきた 7)。 

上記の通り，本プロジェクトでは， de novo設

計による coiled coilポリペプチドのセンシング材

への利用可能性について示した。いずれの系も，

学術的には新奇なモデルである。しかしながら，

水系での金属イオン回収まで考慮すると，担体

との複合化などが課題となる。 

近年，ペプチド繊維やペプチドゲルなどの設

計を目的とした合成ポリペプチドによる高次ア

センブル系の構築が盛んに行われている。そこ

で，19 年度の課題として合成ポリペプチドを用

いた環境適応材料の観点から，担体材料を目指

した coiled coilアセンブル系の構築に取り組んだ。

本検討においては二量化イソロイシンジッパー

(IZ)ポリペプチドを用い，coiled coil 超分子を単

分散的に二量化した。すなわち，N-末端に Cys

を有する IZポリペプチドならびにペプチド鎖中

央部に Cysを有する IZポリペプチド同士それぞ

れ，マレイミド基を有するリンカー分子で二量

化した後，相補ポリペプチドとの選択的会合に

より水溶液中で量論比の定まった coiled coilアセ

ンブル系構築を目指した(Fig. 1)。このような量

論比が定まったアセンブル系構築が実現できれ

ば，目的に応じた繊維化あるいはゲル化などが

可能になると考えられ，環境適応性を満たした

担体構築に貢献できると考えられる。 

 

２．実験  

２．１ ポリペプチド合成と二量化 

本研究で使用したポリペプチドはすべて

Rink amide 樹脂を用いた Fmoc 固相法にて合成

+

+

Linear-type dimer

Crosslink-type dimer
 

Fig. 1  Schematic illustration of construction of 

mono-dispersed coiled coil dimer compounds 
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Fig. 3  CD spectra of LD-IZW/4IZA and 

CLD-IZW/4IZA assembled at pH 7.0 and 20 ˚C. 

(a) CD spectra of IZA(△), LD-IZW(○), and 

LD-IZW/IZA (1:4) mixture (●). (b) CD spectra 

of IZA(△), CLD-IZW(○), and CLD-IZW/IZA 

(1:4) mixture (●). 

した。そして精製は Sephadex G-50 を用いたゲ

ルろ過クロマトグラフィーおよび YMC-Pack 

ODS-A カラム (10 mm i.d.×250 mm, 5 m, YMC 

Inc., Japan)を用いた高速液体クロマトグラフィ

ーによって行った。また，ポリペプチドの N-

末端あるいは中央部には Cysを配しており，別

途合成したリンカー分子(両末端にマレイミド

基を有する)と選択的な二量化を行った。 

 

２．２ 円二色性(CD)スペクトル測定 

ポリペプチドのアミド領域における CDスペ

クトル測定は JASCO J-820分光計を使用して行

った。すべての測定試料は 10 mM Tris-HCl 緩衝

液(pH 7.0)に溶解したものを用い，セル長 0.2 cm

で測定を行った。また，coiled coil 形成の指標

となる222 nmにおける負のCD極大値の温度変

化を追跡することにより，熱安定性を評価した。 

 

２．３ 超遠心分析(沈降平衡測定) 

 超遠心分析は Beckman XL-I Optima Analytical 

Ultracentrifuge を使用して行った。測定試料は

10 mM Tris-HCl 緩衝液(pH 7.0)に溶解したもの

を用いた。試料は 30000 rpm で 24 h 遠心分離し

た。なお， 230 nm で吸収を追跡することで沈

降平衡測定を行った。 

 

３．結果と考察 

３．１ ポリペプチドの設計 

直鎖および架橋型新規 coiled coil 構造構築の

ため，本研究で設計・合成した二量化 IZ ポリ

ペプチドのアミノ酸シーケンスを Fig. 2 に示す。

LD-IZW はリンカー分子を介して直鎖状に，そ

して CLD-IZW は架橋状に二量化したモデルで

ある。そして，これらの二量化ポリペプチド

LD-IZW および CLD-IZW に 4 等量の相補ポリ

ペプチド IZA を添加することにより，AAB 型

ヘテロ三本鎖 coiled coil 二量体を形成すること

が考えられる 8,9)。 

 

３．２ CD スペクトル測定による coiled coil

二量体構造形成の検討 

設計・合成したポリペプチドの二次構造につ

いて検討するために CDスペクトル測定を行っ

た。Fig. 3(a)には直鎖型二量化ポリペプチドの

CDスペクトルを示した。LD-IZW および IZA 単

独ではランダム構造であったが，4 等量の IZA

存在下において LD-IZWは 208 nm と 222 nm に

負の極大を示す-helix 構造に特有なスペクト

ルであった。このスペクトル変化は LD-IZWが

IZA と相互作用することにより，直鎖型ヘテロ
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Fig. 2  Amino acid sequences of isoleucine zipper 

polypeptides used in this study. 
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Fig. 4  Sedimentation equilibrium analysis of 

the mixture of LD-IZW/4IZA (a) and 

CLD-IZW/4IZA (b) in 10 mM Tris-HCl buffer 

(pH 7.0) at 25 °C. 

三本鎖 coiled coil 二量体を形成することを示唆

している。また，Fig. 3(b)は架橋型二量化ポリ

ペプチドの CDスペクトルを示したが，直鎖型

同様に顕著なスペクトル変化を観測すること

ができ，架橋型ヘテロ三本鎖 coiled coil 二量体

の形成が示唆された。 

 

３．３ 会合状況の検討 

ポリペプチドの会合状況は Sephadex G-50 を

用いたゲルろ過クロマトグラフィーにより見

積もった。 IZA 不在下では LD-IZW および

CLD-IZWいずれの二量化ポリペプチドも IZポ

リペプチド単位で二量体に相当する分画に溶

出が認められた。一方，4 等量の IZA存在下に

おける二量化ポリペプチドは IZ ポリペプチド

からなる三本鎖 coiled coil より早い時間での溶

出が確認され，より大きな会合体(三本鎖 coiled 

coil 二量体)の形成が示唆された。また，得られ

た会合体の組成を分析するために，この溶出分

画の HPLC 分析を行った。その結果，4 等量の

IZA存在下における LD-IZW会合体においては

LD-IZW/IZA=1.0/4.0 の組成であることが示さ

れた。同様に，4 等量の IZA 存在下における

CLD-IZW 会合体においてもゲルろ過における

溶出分画を HPLC により組成分析した結果，

CLD-IZW/IZA=1.0/3.9 であることが示された。 

さらに，詳細な会合度について知見を得るた

めに超遠心分析による沈降平衡測定を行った。

その結果，Fig. 4 に示すとおり LD-IZW/IZA に

ついては 24419±479 Da (Calc. 24074 Da)，そし

てCLD-IZW/IZAについては23899±602 Da (Calc. 

24142 Da)に相当する分子量が得られ，いずれの

二量化ポリペプチドも 4等量の IZAと単分散的

に会合体形成していることが示された。 

 

３．４ 熱安定性評価 

得られた三本鎖 coiled coil 二量体のキャラク

タリゼーションとして LD-IZW/IZA および

CLD-IZW /IZA複合体の熱安定性の評価を行っ

た。実験項(2.2)に示したとおり，熱安定性は

coiled coil構造形成の指標であるCDスペクトル

の 222 nm における負の極大値を温度の上昇と

ともに追跡することにより評価した。測定の結

果 LD-IZW/IZA および CLD-IZW/IZA 複合体に

おける変性中点温度Tmはそれぞれ52.7 ̊ Cおよ

び 50.1 ˚C に観測された。これら得られた Tm は

比較のために測定された三本鎖 coiled coil (IZポ

リペプチド由来)で観測された 57.7 ˚C および過

去に報告された類似の coiled coil モデル 2)と比

べても妥当な値であった。 

本研究で得られた結果は三本鎖 coiled coil 二

量体がさらなる高分子(超分子)化を実践する上

で十分な熱安定性を有していることを示して

いる。 

 

３．５ 変性剤安定性評価 

三本鎖 coiled coil 二量体の熱力学的安定性は
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Fig. 5  Urea denaturation profiles of 

LD-IZW/IZA (a) and CLD-IZW/IZA (b) in 10 

mM Tris-HCl buffer (pH 7.0) at 20 °C. The 

insets show the linear dependence of DG on the 

urea concentration. DG is the free energy of 

unfolding at a given concentration of urea. 

尿素の添加による変性実験によって評価され

た。20 ˚C における変性自由エネルギーG˚は二

状態転移に基づく最小二乗近似により計算し

た。安定な三本鎖 coiled coil 構造を形成するこ

とが知られている IZ は尿素変性中点濃度 2.1 

mol/dm3を示し，G˚ は 110 kJ/mol となった。ま

た，LD-IZW および CLD-IZW 単独ではそれぞ

れ21.1 ， 17.4%の-helix性を示し，G˚ は55.6 ， 

52.7 kJ/mol となったが，4 等量の IZA存在下で

十分に構造形成した三本鎖 coiled coil 二量体は

それぞれ 100 ，102 kJ/mol のG˚ 値を示した(Fig. 

5)。この結果は LD-IZW および CLD-IZWが IZA

との coiled coil 形成により約 45-50 kJ/mol 安定

化していることを示している。 

 

 

４  結言 

19 年度の成果としてわれわれは de novo 設計

による直鎖および架橋型三本鎖 coiled coil二量体

の構築について報告した。これまでの関連研究

の多くは coiled coil構造などの規則構造の高次組

織化に注目が置かれてきたが，本研究では規則

構造を単分散的に二量化できたことが新規な点

である。本研究で用いたリンカーを介し，ポリ

ペプチドの多量化が実現できれば，これまでに

類のないポリペプチド超分子ネットワークを単

分散的に構築できることが期待される。このよ

うなポリペプチド超分子は新規繊維材料や環境

適応性素材としての応用展開が考えられる。17

年度および 18 年度の成果として報告した金属イ

オンセンシングポリペプチドは水溶液中で鋭敏

な挙動を示し有用であったが，再利用のために

高分子などへの担持することが課題として挙げ

られていた。そこで，本研究成果を知見とした

ポリペプチド超分子の構築，そして金属イオン

センシングポリペプチドとの複合化が行われれ

ば上記課題の克服が期待される。 
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