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1 緒言  

近年，薬物の放出過程を制御するための方法

論として担体を利用した薬物送達システム

(DDS)が注目されている。代表的な DDS担体と

してリポソームや高分子ミセル，ヒドロゲルが

挙げられる。特に，ヒドロゲルは三次元網目構

造を有し，構成する網目環境を変化させること

で種々の薬物の担持と放出の制御が可能である

ことから，広く研究が行われている。 

現在，われわれは種々の外部刺激による薬物

の放出制御を想定したヒドロゲルの設計，合成

を行っている。DDS 担体の基本設計にあたり，

担持薬物のサイズに応じたゲル網目孔径の均一

化が要求される。そこで，均一な網目構造形成

に有利な 4 分岐鎖ポリエチレングリコール

(starPEG)を骨格とし，ポリペプチドの自己組織

化によるコイルドコイルを架橋点に用いること

でヒドロゲルの合成が実現できた。このように

して得られたヒドロゲルを DDS 担体として展

開するためには，架橋点の形成と解離の人為的

な制御が必要である。 

そこで，われわれはヒドロゲルの架橋点形成

と解離における動的な要因としてコイルドコイ

ルを構成するポリペプチドと外部から添加した

新たなポリペプチドとの交換反応(ドメインス

ワッピング)に注目した 1)。そして，本発表では

架橋点構築のための基礎研究として，安定性の

異なるコイルドコイルによるドメインスワッピ

ングの評価を行い，ヒドロゲル架橋点の動的制

御における可能性について言及する。 

 

2 実験操作 

2-1 ポリペプチドの合成 

 ポリペプチドはFmoc固相合成法により合成し

た。活性化試薬であるHBTU，HOBt，DIEAを用

いてFmoc-Gly Wang resin 上に目的のアミノ酸を

逐次縮合させ，ポリペプチド鎖を伸長させた。そ

して，トリフルオロ酢酸/純水/トリイソプロピル

シラン/フェノール混合溶液を用いた脱樹脂操作

により，ポリペプチド粗生成物を得た。ポリペプ

チドの精製は，分画分子量1000のセルロース膜を

用いた透析処理および逆相HPLCにより行った。 

 

2-2 円偏光二色性(CD) スペクトル測定 

 0.1 M Tris-HCl緩衝液(pH 7.0) 中におけるポリ

ペプチドの構造を確認するためにCDスペクトル

測定を行った。測定装置として，円二色性分散計

J-820(JASCO)を使用し，200～240 nmの波長範囲

でスペクトル測定を行った。 

 

2-3 コイルドコイル形成ポリペプチドの 

ドメインスワッピング評価 

 ドメインスワッピング評価のためのアフィニ

ティー分析には HIS-Select コバルトアフィニテ

ィーゲルを用いた。0.3 M 塩化ナトリウム，10 

mM イミダゾールを含む 0.1 M Tris-HCl緩衝液

(pH 8.0)中，N末端に Hisタグを有したポリペプ

チドと相補ポリペプチドによるコイルドコイル

形成の後，アフィニティーゲルにインキュベー

トさせた。相補ポリペプチドとのスワッピング

が期待されるポリペプチドを添加後，上澄みを

採取し，成分の分析を行った。そして，0.3 M 塩

化ナトリウム，100 mM イミダゾールを含む 0.1 

M Tris-HCl の溶出緩衝液(pH 8.0)を添加するこ

とで，アフィニティーゲルと結合していたコイ

ルドコイルを溶出させ，再度，成分の分析を行

った。なお，ポリペプチド成分の分析は逆相

HPLCと CDスペクトル測定によって行った。 

 

3 結果および考察 

3-1 ポリペプチドの設計 

コイルドコイルの形成はヘリックス間におけ

る疎水性相互作用に大きく依存するが，形成し

たコイルドコイルの安定性はヘリックス間の静

電相互作用にもとづく塩橋により制御が可能で

ある。このことから，塩橋の強さが異なると予
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想される 2組のコイルドコイルを設計した。 

はじめに塩橋形成部位に塩基性アミノ酸

Lys(K)を配置した KCC3 を設計した。そして，

KCC3 との相補ポリペプチドとして塩橋形成部

位に酸性アミノ酸である α-アミノアジピン酸

(Aad)を配置した AadEC を設計した。一方，塩

橋形成部位に Aad より短い側鎖を有する

Asp(D)を含む Epep も設計した。設計した 2 種

類のポリペプチド AadECと Epepとでは側鎖長

の違いから KCC3との間に形成したコイルドコ

イルの安定性に大きな差が出ると考えられる。

そのため，より安定性の低いコイルドコイル形

成が予想される KCC3/Epep の系に AadEC を添

加することにより，安定性の高いコイルドコイ

ルである KCC3/AadEC が形成することが期待

される。Fig. 1 に設計した 3 種類のポリペプチ

ドのアミノ酸配列を示す。 

 

 
X=Aad 

Fig. 1 Amino acid sequences of coiled-coil forming 

polypeptides designed in this study. 

 

3-2 CDスペクトル測定による 

ポリペプチドの二次構造の確認 

 設計，合成したポリペプチドの水溶液中での構

造はCDスペクトル測定により評価した。その結

果，AadECおよびEpepはいずれもKCC3との1:1混

合により208 nm付近と222 nm付近にヘリックス

構造に起因する負の極大が観測され，ヘテロ二量

体コイルドコイルの形成が確認できた(Fig. 2)。 

 
Fig. 2 CD spectra of 1:1 mixture of AadEC and 

KCC3, and a 1:1 mixture of Epep and KCC3 in 0.1 

M Tris-HCl buffer solution (pH 7.0) at 20 ºC. 

 

さらに Fig. 2から AadEC/KCC3からなるコイ

ルドコイルにおいてはより高いヘリックス性が

確認できたことから，予想通り側鎖の長い酸性

アミノ酸であるAadを塩橋として用いることに

より，コイルドコイルの安定性が向上すること

がわかった。 

 

3-3ドメインスワッピング過程評価 

CD スペクトル測定による評価から，静電相

互作用にもとづく塩橋の強さがコイルドコイル

の安定性に寄与していることが示された。そこ

で，より低い安定性である KCC3/Epepからなる

コイルドコイルに対し，AadECを添加すること

で相補ポリペプチドのドメインスワッピング，

すなわち Epep と AadEC との交換により

KCC3/AadECからなるコイルドコイル形成が期

待できる。 

ドメインスワッピング過程の評価は 2-3 に示

したとおりである。N 末端に His タグを有して

いる KCC3 と Epep とのコイルドコイルをアフ

ィニティーゲルにインキュベートさせ，AadEC

を添加した際の上澄みを HPLCにより分析した

結果，Epepに匹敵するピーク成分を確認するこ

とができた。このことから，AadECとのドメイ

ンスワッピングが生じたと考えられる。そして，

溶出緩衝液の添加後の上澄みを CD スペクトル

測定したところ，コイルドコイル形成を示すシ

グナルが確認できたとともに，HPLC 測定の結

果，AadECと KCC3に匹敵するピーク成分を確

認することができた。 

以上の結果は KCC3/Epep から KCC3/AadEC

へのドメインスワッピングを示すものであり，

このようなドメインスワッピング現象をヒドロ

ゲルの架橋点に展開できれば DDS 担体におけ

る薬物の担持と放出において重要なヒドロゲル

の自己組織化過程制御が可能となりうる。 

 

4 結言 

 本研究では，ヘテロ二量体コイルドコイルの

安定性は塩橋を形成する酸性アミノ酸の側鎖長

に依存することが確認できた。さらに，塩橋を

形成する酸性アミノ酸の改変によりポリペプチ

ドのドメインスワッピングを確認することがで

きた。今後は，ドメインスワッピング能を有す

るポリプチドを架橋点としたヒドロゲルの合成

を行い，ドメインスワッピングを利用した薬物

の放出制御の可能性について検討を行う。 
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