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ポリペプチド超分子系の構築とセンシング材料への展開 
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1. 当初の課題の意義，目的およびその概要 

ポリペプチドによる二次構造や超二次構造の

デザインは盛んに行われ，得られた形成理論や

安定化などの成果は天然タンパク質に応用され

ている。そのなかで，coiled coil 構造は単純な構

造に反して，天然のタンパク質の重要な機能を

有しているため広く研究が進められている。

coiled coil 構造が関与する種々の生体内反応の

うち，膜融合反応はその代表例といえる。膜融

合反応は生体内における神経伝達物質などの物

質輸送やウイルス感染といった情報伝達におい

て重要な役割を果たしており，融合タンパク質

の刺激応答型(pH や金属イオンなどの存在によ

る)コンホメーション変化をきっかけとした標

的膜に対する認識を引き金に進行する。すなわ

ち，モノマー状態である不活性型から coiled coil

構造である活性型へのポリペプチドの構造変化

が生体機能を制御している。このような生体内

における刺激応答型 coiled coil を基本にして，

金属イオンなどの外部刺激に応答したポリペプ

チドのアセンブル系が可能となれば生体内にお

けるタンパク質の自己組織化機構のモデルとし

て解釈できるであろう。また，金属応答性タン

パク質は水系で特定の金属イオン種を選択的に

認識する高精度・高感度なセンサーであると言

える。しかしながら，刺激(金属イオン)応答性

タンパク質を模して，水溶性ポリペプチドをプ

ローブとしたセンシング系の構築例はほとんど

ない。このような人工ポリペプチドによるセン

シング系の構築は天然タンパク質の構造と機能

の関係について知見を得られるだけでなく，

“Green Sustainable”な材料による高選択的分離

分析システムの構築に大きく貢献できるものと

考えられる。 

そこで，本プロジェクトでは，de novo 設計に

よるポリペプチドを用いた高精度・高感度な金

属イオンセンシング系の構築を目的として，は

じめに coiled coil ポリペプチドによる相補的認

識および金属イオン選択的認識を目指した超分

子系の構築に関して検討を行った。そして，こ

の知見をもとに coiled coil ポリペプチドを用い

た遷移金属イオンの蛍光センシング系ならびに

希土類金属イオンの f-f 遷移発光に基づくセン

シング系の構築に関する検討を行った。 

 

2. 研究成果(当初の目的にどれだけ達したか，

新たに得られた知見) 

(1) coiled coil ポリペプチド超分子系の構築 

① 相補的 coiled coil アセンブル系の構築 

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。本研

究ではバイオマテリアルという観点からだけで

なく，機能性分子(ここではセンシング材)担持

基材のビルディングブロック構築のために，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
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Fig. 1 Schematic illustration of heterotrimeric coiled 

coil dimer. 

 

 

Fig. 2 Schematic illustration of metal ion induced 

coiled coil hetero block. 

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)。 

設計・合成したポリペプチドの二次構造は CD

スペクトル測定により評価した。また，形成し

た会合体の会合状況を検討するためにゲルろ過

クロマトグラフィーによる分画分析ならびに会

合体分画の HPLC による組成分析を行った。さ

らに超遠心分析によりポリペプチドの会合状況

に関する検討も行った。これらのキャラクタリ

ゼーションの結果，設計どおりの直鎖状および

架橋状 coiled coil 二量体構築に成功した。1) 

本研究で得た coiled coil 二量体単位を適切に

組み合わせ，高分子化することで水溶液中にお

ける繊維状担体の構築が可能になる。このよう

な担体は環境適応型新繊維材料として，そして，

後述するセンシング材導入などに活かすことが

できる。以上の点から本研究成果は  “Green 

Sustainable”な材料提供に意義深いと考えられる。 

② 金属イオン応答性 coiled coil hetero block の

構築 

これまでわれわれは外部刺激として金属イオ

ンに応答して coiled coil 構造を形成するアセン

ブル系を構築してきた。金属イオン不在下では

random coil であるポリペプチドが金属イオンの

存在によって三量体 coiled coil 構造に誘起され

る例である。本研究では 2 種類の短鎖ポリペプ

チドを用いた金属イオン応答性 coiled coil hetero 

block の構築を目指した(Fig. 2)。金属イオン応答

性 coiled coil hetero block は 2 つの異なるドメイ

ンが外部刺激(金属イオン)を引き金に融合し，

機能の on, off 制御ができる新規人工タンパク質

の創製に大きく寄与するものと考えられる。ま

た，本研究の目的である金属イオンセンシング

の観点からも基礎となりうる超分子系である。 

本研究において用いたポリペプチドはこれま

での報告から金属イオン応答性 coiled coil ポリ

ペプチドを 2 つの短鎖ユニットに分割したモデ

ルである。CD スペクトル測定により水中にお

けるポリペプチドの二次構造について調べた結

果， Ni2+イオン不在下では 2 種類の短鎖ポリペ

プチドはいずれも random coil であったが，Ni2+

イオン存在下では 2 種類の短鎖ポリペプチドに

よる coiled coil hetero block を示唆するシグナル

が観測された。さらに形成した会合体の状況を

検討するためにゲルろ過クロマトグラフィーに

よる分画分析ならびに会合体分画の HPLC によ

る組成分析を行った。その結果，短鎖ポリペプ

チドを用いることで Ni2+イオン存在下において



 

 

 

Fig. 3 Schematic illustration of Ni2+ ion induced 

coiled coil FRET system. 

 

設計どおりの coiled coil hetero block 構築に成功

した。2) 

本研究成果は，二つのドメイン間で機能の on, 

off 制御ができる新規人工タンパク質の創製の

みならず，ポリペプチドのコンホメーション変

化を利用した金属イオンセンシング系に大きく

寄与できるものと考えられる。 

(2) coiled coil hetero block を用いた遷移金属イ

オンセンシング系の開発 

金属イオンセンシングにおいては特定の金属

イオン種を選択的に検出するための定量的計測

が必要とされる。そのためにはセンシング挙動

の可視化が重要となる。そこで，本研究では上

記の coiled coil hetero block 形成における，ポリ

ペプチドのコンホメーション変化の可視化を目

的として Fig. 2 の Pep3 および Pep4 それぞれに

蛍光ドナー(Cy3B)，アクセプター(Cy5Q)を導入

したPep5およびPep6の合成を行った。そして，

Pep 5 および Pep 6 に導入した蛍光ドナー−アク

セプター間の FRET(Fluorescence Resonance 

Energy Transfer)現象を用いることによる金属イ

オンに対するポリペプチドの構造変化の可視化

について検討を行った(Fig. 3)。すなわち，蛍光

ドナーである Cy3B を励起することによるアク

セプターCy5B の蛍光発光を観察することで

FRET 効率を見積もる。その結果，Ni2+イオン存

在下において高効率な FRET 挙動が観測された。

これは coiled coil hetero block が形成した際に

Pep5 および Pep6 それぞれに配した Cy3B-Cy5Q

間距離がFörster半径内に近づいたことに起因す

ると考えられた。3,4) 

本研究成果は，ポリペプチドのコンホメーシ

ョン変化を利用した金属イオンセンシング系を

蛍光センシングに移行することにより可視化で

きたことを示している。さらにセンシングにお

ける定量性や金属イオン選択性をより厳密に制

御できるモデル構築が行うことができれば，ポ

リペプチドを有効な金属イオンセンシング材と

して供出できるものと考えられる。 

(3) Coiled Coil ポリペプチドを用いた希土類金

属イオンセンシング系の構築 

(2)では，Ni2+イオンなどの遷移金属イオンに

応答した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 FRET 現象を利用した遷

移金属センシング系の構築について記したが，

本研究では希少性が高く，かつ EL 素子や造影

剤などの用途において重要な役割を果たしてい

る希土類金属イオンの coiled coil ポリペプチド

による選択的センシングについて検討した。本

研究で用いた coiled coil ポリペプチドは希土類

金属イオン結合部位として-カルボキシグルタ

ミン酸(Gla)残基を有しており，希土類金属イオ

ンとの配位により coiled coil 構造が誘起される

モデルである。また，希土類金属イオン結合部

位近傍に Trp 残基を配し，-*励起による希土

類特有の f-f 遷移を利用した発光センシングを

目指したモデル設計を行った。 

希土類金属イオン存在下におけるポリペプチ

ドの構造変化は CD スペクトル測定から判断し

た。その結果， Eu3+などの希土類金属イオンに

選択的応答を示す新規ポリペプチドアセンブル

系の構築に成功した。また，Trp の-*励起によ

る Eu3+の f-f 遷移領域の発光が観測された。これ

らの結果は形成 coiled coil構造中のTrpからEu3+



 

 

イオンへのエネルギー移動が起こっていること

を証明しており，希土類金属イオンの蛍光セン

シングの可能性が示された。5) 

本研究成果は，coiled coil 構造が形成する疎水

コアに希土類金属イオンを配位させ，f-f 遷移由

来の発光をもとにセンシングを実践できたこと

から希少な金属イオンに対する高感度センシン

グに有効であると考えられる。 

 

3. 問題点および今後の展開 

本研究課題を通して，  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。遷移金属に応答する

coiled coil hetero block に関しては，学術的には新

奇なモデルである。しかしながら，実用性に関し

ては対象となる遷移金属イオンの選択性が必ず

しも高いとは言えず，配位場付近のアミノ酸残基

改変によるモデル変更が今後の課題となる。また，

水系での金属イオン回収まで考慮すると，2(1)①

で提案した担体との複合化なども課題となる。ま

た，より希少性の高い希土類金属検出を目的とし

た f-f 遷移利用センシングの可能性についても，

18 年度以降検討したが，希土類金属イオンの発

光がブロードであるため，蛍光強度の定量性や蛍

光量子収率などが問題となる。検討課題として希

土類金属イオンの配位場のさらなる改良をコン

セプトにした新規ポリペプチド設計が挙げられ，

現在進行中である。これらの検討課題が克服され

れば，EL 素子や MRI 造影剤，そしてガンの放射

線療法において有効な希土類金属イオンを対象

とした新規センシング系が確立できるものと考

えられる。 

 

4. 社会および学協会等への貢献度 

 本研究では種々の「金属イオンの存在により

構造変化をおこすポリペプチド会合体設計」に

成功した。特にペプチド工学分野における興味

対象としてだけでなく，「金属イオンセンシング

材としてのポリペプチド設計」と置き換えるこ

とで金属応答性の可視化の手法についても開発

することができた。これらの成果は種々の目的

に応じた，新規金属イオンセンシング系へ展開

できるものと考えられる。本研究課題の成果は

国内外学会で発表が行われ，中でも希土類金属

イオンの蛍光センシングに関しての発表は第 42

回ペプチド討論会ポスター賞を受賞した。さら

に研究成果は国内外英文雑誌にも掲載された。

特に 2(1)①における成果は日本化学会欧文誌

BCSJ 賞として表彰されるとともに，日本化学会

の刊行物「化学と工業 2007 年 8 月号」にその旨

掲載された。 
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