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論文内容の要旨

人工タンパク質の分子設計における最終目標は、天然タンパク質の構造や機能の知見を基に高機能性人工タンパク

質を創製することにあるo そのための第一段階として、合成ペプチドに設計通りの構造をとらせる検討や、これらの

特定構造を有する合成ペプチドにイオンチャンネル活性や酵素活性等の機能性を付与する検討が試みられている。し

かし、今のところこれらの設計においては機能部位のみが作製されているため、その機能は常にオンの状態である。

天然、タンパク質の様に外部環境に応答した機能のオン/オフ制御が可能になれば、より高機能な人工タンパク質の創

製につながると期待される。

α-Helical coiled coil 構造(以下、単に Icoiled coil 構造」と略記)は、天然タンパク質中に頻出することやその

構造が比較的単純なことから、ペプチドによる構造/機能の構築に関する研究においてよく用いられているo そのア

ミノ酸配列は特徴的な 7 残基パターン (αbcdefg) から成っており、 α 位置及び d 位置には疎水性アミノ酸残基が強く

保存されている o このようなアミノ酸配列のペプチドは α-helix を形成した際に、その疎水性アミノ酸残基がヘリッ

クス鎖の一方の面に偏在することになる。このため、水溶液中では疎水性相互作用によって数本のペプチド鎖が α

helix を形成しながら自己会合し、会合体内部には疎水性のコアが形成される。この際、右巻きの α-helix 鎖数本が

左ねじれに束なった超らせん構造が形成され、また通常の α-helix は 1 ターン3.6 残基であるが、 coiled coil 構造で

は3.5残基となる。

超らせん構造を形成することから、 coiled coil 構造は種々の天然タンパク質の会合に深く関与している o また、会

合によって機能性を発現するようなタンパク質あるいはそのドメインに coiled coil ペプチドを融合すれば、自己会

合の補助を介した人為的な機能発現の誘導が可能である。ここで、もし coiled coil ペプチドが刺激に応答して構造

を大きく変化させれば、このような融合タンパク質の機能もオンからオフへと変化すると考えられる o 実際、天然に

は coiled coil 構造の構造変化によって機能性が制御されているタンパク質も存在する D 例えば、マクロファージス

カべンジャー受容体 (macrophage sca venger receptor ; MSR) は中性条件下で結合したリガンドを酸性条件下で

解離するが、この結合/解離の制御には coiled coil ドメインの構造変化が関与していることが示唆されている。以

上の背景から著者は、刺激応答性構造変化能を有する coiled coil ペプチドの分子設計に関する研究を実施した。

まず MSR に着目し、その coiled coil ドメイン由来のペプチドの coiled coil 構造を調べることによって、 coiled
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coil ドメインの C末端側半分からなる α-c フラグメントを束ねた (α-Chペプチドが酸性で coiled coil 構造、中性

で random coil 構造という pH 依存的構造変化を示すことを明らかにした。また、 (α ー Chペプチドについて種々の

変異体の構造の pH 依存性を調べ、疎水性位置の Glu242残基の重要性を明らかにした。さらに、疎水性コア内に集まっ

た Glu 残基間での中性条件での静電反発による coiled coil 構造形成阻害と、酸性条件での Glu242残基のプロトン化に

伴う静電反発の解消による coiled coil 構造形成、という構造変化機構を提唱した。

より短鎖で合成が容易な新規ペプチドの構築を目指し、まず pH に関係なく平行三本鎮 coiled coil 構造を形成する

1Z ペプチトを構築した。そして、このペプチドが溶液中で native-like 構造を有していることを明らかにした。次に、

1Z ペプチド、の疎水性位置の一つのIle 残基を Glu 残基に置換することによって、酸性条件では lZ ペプチドと同様の

三本鎖 coiled coil 構造、中性条件では random coil 構造という、 pH 依存的構造変化を示す新規ペプチド (1Z-2aE

と 1Z-2dE) をf尋た。

また著者は、 pH 変化以外の外部刺激への対応も考え、まず 1Z ペプチドの疎水性コア内に His 残基による金属結

合部位を有する新規ペプチド (1Z・3adH) を設計し、遷移金属イオンに応答して平行三本鎖 coiled coil 構造を形成さ

せることに成功した。特に Ni (ll) による構造形成が顕著であり、その解離定数は約 5μM であった。その Ni (ll) 

結合部位が疎水性コア内に存在する六個の His 残基からなる正八面体型六配位構造であることを示唆した。 1Z ペプ

チドに金属結合部位として Cys 残基を、また coiled coil 構造の安定性調節用に Ala 残基を、それぞれ導入した 1Z

AC ペプチドを設計し、 Cd (ll) ,Hg (ll) のような HSAB 説 (Theory of hard and soft acid and base) におけ

る軟らかい金属イオンに選択的に応答して三本鎖 coiled coil 構造を形成させることに成功した。また、 Hg (ll) に

ついては、過剰に添加することによって、三配位型から二配位型への配位構造が変化し、 coiled coil 構造形成が阻害

されることが分かった。

本研究によって得られた知見や新規ペプチドは、 coiled coil 構造の刺激応答性構造変化に重要な情報を与えるだけ

でなく、高機能性の人工タンパク質の創製につながるものと期待される。

論文審査の結果の要旨

本研究は各種の外部環境の違いにより、構造が変化する人工ペプチドの分子設計に関するもので、以下の内容を含

んでいる。

1) マクロファージ・スカベンジャー受容体の coiled coil 領域の C末端半分からなる α ー C フラグメントを化学結合

で 3 本束ねた (α-C) 3 ペプチドを調整し、このものが pH 依存的に coiled coil 構造と random coil 構造をとる

ことを見い出し、この知見を基に、より短鎖で同様な pH 依存的構造変化能を有する新規人工ペプチド 1Z-2aE

及び lZ-2dE を得ることに成功しているo

2)Ni イオンなど遷移金属イオンに依存して構造変化するペプチド 1Z-3adH 及び Hg イオンや Cd イオンなど重金

属イオンに選択的に依存して構造変化するペプチド 1Z-AC を設計、合成し、これらが期待どおりにそれぞれの

イオン依存下においてのみ3本鎖 coiled coil 構造をとることを明らかにしている。

以上の成果は博士(薬学)の学位授与に充分に値する内容であると判断する。
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