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第1章 序論

1・1本 研究 の背景

分子や粒 子 間には,様 々な相 互作用(静 電,溶 媒和,疎 水性)が 働 くこと

が知 られ てい る。 この よ うな相 互作用 を利用 した技術 は,医 薬 品,香 粧 品,

食 品,工 業製 品な どのあ らゆ る分 野 で応用 され ている。 また,多 くの生体 系

で は静 電相 互作用や 疎水性 相互作 用 な どが大切 な役割 を担 ってい る。

一般 的 に,分 子 間相互 作用 のなか で も疎水性相互作用 は,タ ンパ ク質 の立

体構造 形成や リガ ン ドへ の結合 能 に深 く関与 してい る(1,2)。 例 えば,水 溶

性 タ ンパ ク質 の炭化 水素 基(疎 水基)は,ほ とん どが タ ンパ ク質構造 の内部

に集合 してい る(3)。 また,疎 水性相 互作用が酵素反応 の重要 な ファクター と

なる場合 もある(4)。

で は,疎 水性 相互 作用 とは どの よ うなものか。水 中に露 呈 した炭化水 素鎖

を例 に挙 げ る と,ま ず,水 分子 の水 素結合か らなる網 目構造 に炭 化水素 鎖 が

入 る ことに よって,元 か ら存在 していた網 目構造の水素結合 は一旦切 断 され

る。 通常,炭 化 水素 鎖 は水 分子 と水 素結合 しないので,水 との相 互作用 は弱

くな る。炭化水 素鎖周 辺 の水分子 は,一 旦破 壊 された水素結合 を修復 しよ う

とす るため,よ り秩 序化 した構造 を とるよ うになる。水素結合 の数 はほ とん

ど変化 しないのでエ ン タル ピー変化 は ほ とん ど無い。 しか し,炭 化水素鎖 周

辺 の水分 子 が秩 序化 した構 造(iceberg)を 形成す るため,著 しくエ ン トロ ピ

ー が減少 し,自 由エネ ル ギーが増大す る。従 って,こ の状態 を解 消す るた め

には,秩 序化 され た水 の構造 をバ ラバ ラにす る必要が ある。す な わち,炭 化

水素鎖 同士が互 いに会 合すれ ばエ ン トロ ピーが増大 し,自 由エネル ギー は負

に なる。 実際 に,疎 水性 相互 作用 とみ られ る炭素鎖長 はブチル基 よ り長 い炭

化 水素鎖 で出現す るこ とが,ミ セル の体積 変化やNMR測 定 よ り明 らか とな

ってい る(5,6)。
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この よ うに,疎 水性相互作用 はGibbsエ ネル ギー を最小 にす る作用 で あ り,

ミセ ルやベ シ クル形成,水 溶性 タンパ ク質 の高次構造 形成 な どの様 々 な現 象

と深 いつ なが りが ある。

一 方 ,静 電相 互作用は,荷 電 を持つ化 学種 の固体 内で生 じる作用 で あ り,

主 に ミセル の対イオ ン結合(7)や,タ ンパ ク質 の塩 橋形成(8)に 関与 してい

る。

高分子量 の タンパ ク質 と比較す る と,ア ミノ酸残 基数30～40程 度 のペ プチ

ドの場合,ア ミノ酸側鎖の物性 が コンボ メー シ ョンに大 きな影 響 を与 え る。

例 えば,脳 内に はア ミロイ ドβペ プチ ド(Aβ)と よばれ る約40残 基 のペ プチ

ドが存在 す る。 このAβ は,様 々な要因 に よってβ一シー ト構 造 を形 成 し,さ

らに会合 を繰 り返す ことによ り,不 溶性 の繊 維状会 合体 「ア ミロイ ド」 を形

成 す る。この ア ミロイ ド線維 は,ア ル ツハイマ ー病患者 の脳 に堆積す る。Aβ

のN一 末端側 は親 水性 ア ミノ酸が多 く,C一末 端側 は疎水 性 ア ミノ酸 が多 い。こ

の よ うな親 水性 ア ミノ酸 と疎水性 ア ミノ酸の偏在 が,隣 接 す る側鎖 間 の静 電

あるい は疎水性相互 作用 の原 因 となる こ とが考 え られ る。 さ らに,規 則 的 に

並 んだAβ は β・シー ト構造 を形成 し,遂 にア ミロイ ド線 維 の伸長 に及ぶ(9,

10)。この不溶化 したア ミロイ ド線維 が脳 内の海馬や 大脳皮 質へ堆積 す るこ と

で神経 細胞 が死滅 し,ア ル ツハイマ ー病 が発症す る と考 え られ てい る(11)。

これ までAPに 限 らず,β 一シー トを形成 す るペ プチ ドは,側 鎖間 の疎水 性 相

互作 用 と深 く関わってい ることが指摘 され てい る。

一 方 ,α 一ヘ リックス構造形成は,主 鎖 ア ミノ酸側 鎖 の溶 媒和相 互作 用 に大

き く影 響 され ると考 え られ ている(12)。 現在 に至 るま で,タ ンパ ク質 の ア ミ

ノ酸 配列 か らα一ヘ リックスやβ・シー ト等 の 二次構造 を予測 す る方 法 と して,

Chou・Fasman法(13)やGibrat-Garinier-Robson法(14)な ど様 々 な手 法 が報

告 され てい る。 この手法を応用すれ ば,親 水性 お よび 疎水性 ア ミノ酸 の配 列

変化 によ りペ プチ ドの立体構造 を適度 に コ ン トロール す るこ とが 出来 るだ ろ

う(15,16,17)。

しか し,細 胞 膜近 傍や細胞 間質 に存在 す るタンパ ク質 は,様 々な相 互 作用
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が生 じるた め,膜 貫通や チ ャネル形成 な どが行 われ る。 例 えば,ア ル ギニ ン

リッチペ プ チ ドは僅 か8残 基程 度で細胞膜 を貫通 す る(18)。 また,ハ チ毒 の

メ リチ ンは塩 基性 ア ミノ酸 リッチ な配列 を持 ち,イ オ ンチ ャネル を形 成す る

(19)。 さらに他 の膜 貫通型ペ プチ ドには,疎 水性 ア ミノ酸 が多 く存在 す る。

この よ うに,タ ンパ ク質やペ プチ ドは,様 々な環境 変化 に よって,分 子 間

あ るいは分子 内相 互 作用 を生 じ,構 造 を変 えてゆ く。 ペプ チ ドの コンボ メー

シ ョン変化 と分子 間相互 作用 の関係 につ いて知 る ことは,体 内で起 こ る様 々

な現象 を解 明す るた めの足掛 か りになるのか も しれ ない。
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1・2本 研究 の 目的と方針

タ ンパ ク質 は,生 理的条件 下にお いて は,ア ミノ酸 配列 に従 った特 定 のネ

イテ ィブ構造 を形成 す ると考 え られ て きた。 しか し,ア ミロイ ド線維 形成 の

よ うに何 らかの原 因 によ りネ イテ ィブ構 造 は崩壊 し,本 来 の姿 とは ま った く

別 の構造 をとる。 このよ うな,奇 異 な コンボ メー シ ョン変化 は,細 胞 膜近 傍

あ るいは細胞 間質 で起 こってい る場合 が多 くみ られ る。 タ ンパ ク質(ペ プ チ

ド)と 細胞膜 間の相 互作用 を考慮せず,タ ンパ ク質(ペ プチ ド)の コンボ メ

ー シ ョンについて議 論す るの はそ う容 易 な こ とでは ない。 また,現 在 に至 っ

て も,コ ンピュー タ上の理 論計算 では,細 胞膜 とタンパ ク質 間の相 互 作用 に

つ い ての解析は困難 を要す る状況 であ る。

実際 に,細 胞内で起 こる現象 を直接観 察す るのは難 しい。 また,生 細 胞 を

使 用 した実験系は機 構が複 雑で あるため,分 子 レベ ル での解析 は 困難 で あ る。

よって,分 子 レベ ル で起 こる相互作 用につ いて明 らかにす るた めに は,よ り

シンプル なモデル 系 での実験が望 まれ る。

以上 の観点か ら,ペ プチ ドー細胞膜 間相互 作用の研 究 を展 開す る上 で,よ

りシンプル なモデルペ プチ ド,お よび球 状 の ミセルや リボ ソー ムを擬似 細 胞

モデル とす るこ とが必要不可欠で あ った。 も し,タ ンパ ク質 の よ うな巨大 分

子 であれ ば,構 成 す るア ミノ酸 の種類 が増 え,必 然 と分子 間で相 互作 用す る

サイ トが増 えるか らである。 また,細 胞モデ ル として ミセル や リボ ソー ム を

選 んだのは,複 雑 な細胞 内外 の動 的挙動 を理解 す るた めの基礎的 デ ー タが得

られ る ことを期待 したか らである。

本研究 では,ペ プ チ ドー ミセル 間,ペ プチ ドー リポ ソー ム間,糖 鎖 一 ミセ

ル 間 に生 じる様々 な相互作用 と立体構 造 との関係 につ いて調べ る こ とを 目的

とした。
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1・3本 論文の構 成

第1章 序論 では,本 論文 の研 究背景 とな る分子 間相 互作 用 の種類 お よび 定

義 を紹介 した。そ して,疎 水性相 互作用 が関係 す るタ ンパ ク質や ペ プチ ドの

構造変化,様 々な現 象 につ いて述 べ た。次 に,分 子 間あ るい は分子 内相 互 作

用に よって細胞 内外 で の構造変化 が生 じることに言及 し,今 後取 り組 む課題

の 目的 につ いて述べ た。

第2章 で は,ま ず,タ ンパ ク質 のdenovodesignに 基 づ き設計 したモ デル

ペ プチ ド,お よび,細 胞モデル と しての ミセルや リボ ソー ムの利 点 につ い て

述べ る。分光学的手 法 による測定デ ー タを もとに,リ シ ンスキ ャンを施 した

ペ プチ ドの側鎖 とミセル との相互作用 にっい て検証 す る。 また,相 互 作用 と

構造変化 との関連性 について考察す る。 リボ ソー ム系 も同様 に評 価 し,考 察

す る。

第3章 で は,モ デルペ プチ ドへ導入 した疎水性 ア ミノ酸 の違 い とミセル 系

で立体構造 が転移す る傾 向 との関連性 について述べ る。 また,ミ セル表 面 の

荷電や濃度 がペプチ ドの構造 に影 響 を与 えた結果 につ い て考察す る。

第4章 では,第2章 で用 いたア ミノ酸 スキ ャンの手 法 を応 用 し,疎 水 性 ア

ミノ酸 の最適化 を行 った。 ミセル 系 では,顕 著な構造転 移 が見 出 され,ア ミ

ロイ ド様線維 が観察 され た結果 につい て述 べ る。 また,リ ボ ソー ム に対 す る

leakage活 性 とペ プチ ド多量体形成,立 体構 造 との関連性 につ いて考 察す る。

第5章 で は,糖 結合型 活性剤 と添加 物 の官能基 との相 互 作用 につ い て述べ

る。糖結合 型活性 剤 の親 水基部位 は光学活性 であ り,円 二色 性 を示 す。 添加

物の宮能基 に対 して特 異的 に現れ た相互作用 につい て結 果 を整理 し,新 た な

知見につ いて述べ る。

第6章 結論 では,第2章,第3章,第4章,第5章 で述 べた結果 につ い て

総括 し,本 研 究の成 果 と今 後の課題 にっい てま とめ る。

5



参 考 文 献

1.C.A,Fierke,T.L.Ca1deroneandJ.F.Krebs,Biochemisり4Vb1.30,11054・11063

(1991).

2.D,K.TadakiandS.K.Niyogi,J.Biol.Chem.,Vbl.268,10114-10119(1993)・

3.C.Lawrence,1.AugerandC.Mannella,Proteins,VbL2,153461(1987)。

4.R.E.Beal,D.Toscano-Cantaffa,P.Ybung,M.RechsteinerandC.M.Pickart,

Bioche〃lisり ろVbl.37,2925-2934(1998).

5.H。Akisada,S.KinoshitaandH.Wakita,Co〃oidsandSurfaces,Vbl.66,

121-127(1992).

6.H.A』dsada,M.Ishihara,M.Nishi,M.Higake,S.IshimaruandJ.Nishida,

Co"oid.Polym.Sci.,Vb1.281,993-997(2003).

7.B.W.WilliamsonandI.W.Percy-Robb,Biochem.J.,VbL181,61-66(1979).

8.D.SahalandP.Balaram,Biochemisり4Vbl.25,6004-6013(1986).

9.ON.Antzutkin,RD.Leapma11,J.J,BalbachandR.Tycko,Biochemistr>ノ,Vb1.

41,15436-15450(2002).

10.R.Tycko,Biochemistry,Vbl.42,3151-3159(2003).

11.C.HaassandD.J.Selkoe,Nature,Vb1.391,339-340(1998).

12.J.A.Vila,D.R.RipollandH.A.Scheraga,Bioρolymers,VbL58,235-246

(2001).

13.P.YChouandGD.Fasman,Biochemistry,Vbl.13,211-222(1974).

14.J.F.Gibrat,B.RobsonandJ.Gamier,Biochemistry,Vb1,30,1578-1586

(1991).

15.H.Mihara,J.Hayashida,H.Hasegawa,H.1。Ogawa,T.FujimotoandN.

Nishino,J.Chem.Soc.,PerkinTrans,2,517-522(1997).

16・S・Futaki,M・Aoki,T・Ishikawa,RKondo,T・Asahara,M・Niwa,YNakaya,T.

YagamiandK.Kitagawa,Bioorg.&Med.Chem.,Vbl.7,187-192(19gg).

17・T・Kiyota,S・LeeandGSugihara,Biochemistry,Vb1・35,13196-13204(1996) .

6



18.S.Futaki,W.Ohashi,T.Suzuki,M.Niwa,S.Tanaka,K.Ueda,H.Harashima

andY.Sugiura,Biocoη ノug,Chem.,Vbl.12,1005-1011(2001).

19.M.T.TostesonandD.C.Tbsteson,Biophys.J.,Vb1.36,109-116(1981).

7



8



第2章 リシンを位置変化したデカペプチドと界 面活

性剤との相互作用

2・1は じめに

タ ンパ ク質 ・ペ プ チ ドは20種 類 の ア ミ ノ酸 が そ れ ぞ れ 縮 合 した 高 分 子 で あ

り,固 有 の 立 体構 造 と機 能 を持 つ 。 この 立 体 構 造 は,ア ミノ酸 配 列 に よ り決

定 され る と考 え られ て い る。 しか し,現 在 の と ころ,ア ミノ酸 配 列 と立 体 構

造,そ して機 能 の 関 係 は ほ とん ど明 らか に され て い な い 。 最 近 で は,プ リオ

ン病 に代 表 され る よ うに,ア ミノ酸 配 列 か ら立 体 構 造 が 一 義 的 に 定 ま らな い

とい う現 象 が 多数 報 告 され てい る(1,2,3)。

α一ヘ リ ックス構 造 の場合,Chou-Fasman法 の二 次 構 造 頻 出パ ラ メ ー タ に よ

る と,側 鎖 に メチ ル 基 を持 つ ア ラ ニ ンの 出現 頻 度 が 高 い(4)。Scheragaを は

じめ多 くの研 究者 らは,ア ラ ニ ン リ ッチ ペ プ チ ドに つ い て 分 子 シ ミ ュ レー シ

ョン に よ る立 体構 造 の研 究 を行 っ て お り(5,6,7),計 算 化 学 の領 域 に お い て,

ア ラ ニ ン リッチ ペ プ チ ドの構 造 に 関 す る研 究 報 告 は 特 に 多 い。 実 在 す る タ ン

パ ク 質 の な か で,ア ラニ ン残 基 はヘ リ ック ス部 位 で 多 く見 られ,β 一シ ー ト部

位 に 多数 偏 在 す る こ とは な い と考 え られ て きた。 しか しな が ら,最 近,Inouye

らはX線 回折 に よ っ て,ハ ム ス ター プ リオ ン タ ンパ ク の113-120番 目の ア ラ

ニ ン リ ッチ部 位AGAAAAGAが,計 算 で 予 期 され た よ うなα一ヘ リ ッ ク ス 構 造

で な く,β 一シー ト構 造 で あ った こ と を明 らか に した(8)。 ヒ トプ リオ ン と同

様 に ハ ムス ター プ リオ ンは,正 常型PrPcが 蛋 白分 解 酵 素 に 抵 抗 性 の 異 常型

PrPscに 変 わ り,神 経 細 胞 内 で 凝集 ・蓄積 し,空 胞 変 性 を起 こす(9,10)。 こ

の よ うな タンパ ク質 の変性 は,ア ミ ノ酸 変 異 に よ る も の で な く,立 体 構 造 が

α・ヘ リック スか らβ一シー トへ転 移 し,凝 集 す るた め で あ る と考 え られ て い る。

現 在 で は,正 常 型 か ら異 常 型 へ の変 換,お よび異 常 型 が 増 大 す る メ カ ニ ズ ム

に 関 す るモデ ル が い くつ か 提 唱 され て い る が,直 接 的 原 因,理 由 に つ い て は

未 だ 明 らか で な い。lnouyeら は,初 期 の 凝 集 過 程 で 見 られ る核 形 成 に つ い て,
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正常型PrPcと 異常型PrPscの ア ラニ ン リ ッチ部位 間 の水 素結合 が原因で ある

こ とを明 らか に した(11)。 また,Nussinovら は,ハ ムス ター プ リオ ンタンパ

ク由来 のオ クタペ プ チ ドAGAAAAGAに 関 して,6～8量 体が最安 定状態で あ

るこ とを,分 子 シ ミュ レー シ ョン実験 よ り明 らか に した(7)。 ア ラニ ン リッチ

ペ プチ ドの多量体形 成 は,ア ラニ ン側 鎖 のメチル基 が高密 度で凝集す るので

炭化 水素鎖 と同 じよ うな性 質 を持つ と考 え られ る。 実際 に,体 内では,様 々

な分子 が うごめい てお り,常 に分子 間 で静電相 互作 用や疎水性 相互作用 が起

こってい る。 した が って,分 子 間相 互作 用 とペ プ チ ドの立体構 造 との関係 を

調 べ るのは重 要で あ る と考 える。

著者 は,本 章で,イ オ ン性 ミセル 存在 下,特 定 の立体構造 を形成 しうるア

ラニ ン リッチペ プ チ ドに焦点 を当 て,ア ミノ酸配 列 と立体構 造 との関係 を明

らか にす る。 ミセル表 面荷電や ミセル 内疎水領域 との相 互作 用 に よって,特

定 の二次構造 が形成 され る ことを期待 し,ペ プチ ド配 列 中にイオ ン性 ア ミノ

酸や 疎水性 ア ミノ酸 を導入す る。 そ のた め に,疎 水性 ア ミノ酸 として,側 鎖

にn-buty1基 を もつ ノル ロイ シンを選 ん だ。理 由は,炭 化 水素鎖 同士 の疎水性

相互 作用 はn-butyl基 以 上で有効 で あ る とい うAkisadaら の実験 結果 に基づ く

もので ある(12,13)。 また,イ オ ン性 ア ミノ酸 と して,側 鎖 にブチルア ンモ ニ

ウム基 をもつ リシ ンを選 んだ。 リシ ンは,陰 イ オ ン性 ミセル存在 下,リ シ ン

側鎖 のア ンモ ニ ウム基(ε ・NH3+)が ミセ ル 表面 と静 電相 互作用 す る と考 え ら

れ る。

水溶液 中での物 性評価 は,主 に分 光 学 的手法 で行 う。円二色性(CD)ス ペ

ク トル か らペ プチ ドの立体構造 を,ま た,蛍 光 プ ローブ を用 いた蛍光測定 か

らペ プチ ドの会合 特性 を評価す るこ とが で きる。一 方,会 合体 の形 態観 察は,

透過型 電子顕微鏡(TEM)が 有用 で あ る。 また,ミ セ ル の他 に,酸 性 リポ ソ

ー ム を荷電粒子 として使 用 し,ペ プ チ ドとの相互 作用 につ いて も評価 した。
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2・2実 験

2・2・1デ カペ プチ ドの 設 計

ペ プ チ ドの 設 計 は ,機 能 性 の 付 加 や,立 体 構 造 構 築 の た め に 重 要 な プ ロセ

ス で あ る。 タ ンパ ク質 ・ペ プ チ ドが 形 成 す る二 次 構 造 の な か で,β 一シー ト構

造 は,主 と して 主 鎖 ア ミ ド基 の 分 子 間 水 素 結 合 に よっ て形 成 され る。 一 方.

α一ヘ リ ックス 構 造 は,ア ミ ド基 の 分 子 内水 素 結 合 に よ っ て 主鎖 骨 格 が 形 成 さ

れ る。ペ プ チ ドニ 次 構 造 のdenovodesign(14)に よ る とα一ヘ リ ックス構 造 は

通 常15残 基 程 度 の ア ミノ酸 残 基 数 が 必 要 と され る。これ は,α 一ヘ リッ ク ス構

造 に は,1回 転 あ た り3.5残 基 の ア ミ ノ酸 が 必 要 で あ る か らで あ る。しか し,

ペ プ チ ド両 末 端 の2～3残 基 は 分 子 内 水 素 結 合 に 関 与 す る こ とが で き な い

(15)。 そ の た め に,多 くの 残 基 数 が必 要 と され るの で あ る。そ こで,著 者 は,

ミセ ル とペ プ チ ドとの分 子 間相 互 作 用 を利 用 し,短 い ペ プ チ ドで 二次 構 造 形

成 を 可能 に す る こ とを 考 え た。 イ オ ン性 ア ミノ酸 の リシ ンや 疎 水 性 ア ミ ノ酸

の ノル ロイ シ ン をペ プ チ ドに 導 入 し,荷 電 を帯 び た ミセ ル表 面 とペ プ チ ドと

の α一ヘ リ ック ス 形 成 や β一シー ト形 成 を試 み た 。

一 般 的 な ミセ ル の 粒 径(5～10㎜)よ りペ プ チ ド分 子 が小 さ くな る よ うに
,

10個 の ア ミノ酸 か らな るデ カ ペ プ チ ドを設 計 した。 デ カペ プ チ ドの 長 さは,

条件 次 第 でβ構 造,あ るい は α一ヘ リ ック ス 構 造 を とる こ とが で き る。β構 造,

ま た は α一ヘ リ ッ ク ス構 造 を と る と きの 理 論 上 の長 さは,そ れ ぞ れ 約3.5nmお

よび1.5㎜ で あ る。デ カペ プ チ ドに は ア ラ ニ ン(Ala;A),ノ ル ロイ シ ン(Nle;

X),リ シ ン(Lys;K)を 使 用 した 。 疎 水 性 ア ミノ酸 の ノル ロイ シ ンは,α.ヘ

リ ッ クス形 成 時 に 同 じ向 き に な る よ うに2お よび9残 基 目に 導 入 した(Fig.2.

1-A)。 一 方,β 一構 造 形 成 時 は,ノ ル ロイ シ ン側 鎖 は互 い に シ ー ト構 造 の反 対

に位 置 す る(Fig.2.1-B)。

ア ミノ酸 の位 置 と立 体 構 造 と の 関係 に つ い て明 らか にす るた め に,ノ ル ロ

イ シ ン を2お よび9残 基 目に 固 定 して リシ ン の位 置 をそ れ ぞれ3～8残 基 目ま
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で 変 え た(リ シ ン ス キ ャ ン した)デ カペ プ チ ドを6種 類 合 成 した。 合 成 した

全 て の ア ミ ノ酸 配 列 をTable2.1に 示 す 。

(A)(B)

8
AA50ゐ あ ゐ ④

4AZVVVV

④ ④ ④ ④o
,AAAA6357X・Nt・

3

α 一helixβ 一sheet

Fig.2.1Helicalwheel(A)andβ ・structure(B)representationsof

Lysscanningpeptides.Lysissubstitutedforalanineofthenumberof

3to8.

Table2.1AminoacidsequencesofLysscanningdecapeptides.

AbbreviationAminoacidsequencePositionofLysa

2-9×3KAXKAAAAAXA3

2-9×4KAXAKAAAAXA4

2-9×5KAXAAKAAAXA5

2-9×6KAXAAAKAAXA6

2-9×7KAXAAAAKAXA7

2-9×8KAXAAAAAKXA8

　 コ 　の ロ ロTh
esubst血tedposltionfromAlatoLyslnFlgure2.1.
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2・2・2ペ プチド合 成 お よび精 製

ア ミノ酸 誘 導 体,合 成 試 薬 は渡 辺 化 学 工業(株)お よび 和 光 純 薬 工 業(株)

よ り購 入 した。 ペ プ チ ド合 成 はWang樹 脂 を用 い たFmoc固 相 合 成 法 で 行 っ

た(16)。 以 下 にペ プ チ ド固 相合 成 の一 般 的 な合 成 手順 を記 す 。

ペ プチ ド固相 合 成 ・精 製 の プロトコル

① 第 一アミノ酸(Fmocア ミノ酸)のWang・resinへ の 導 入

ベ ッセ ル にWang-resin約500mg(0.35mmo1)お よ びDCM4mLを 加 え,樹

脂 を膨 潤 させ る。溶 媒 を吸 引後,樹 脂 をDMF(4mL,3回)で 洗 浄 す る。 ベ

ッセ ル にFmoc一 ア ミ ノ酸Xmg(1.05mmol),DMAPllmg(0.105mmol)を 入 れ,

DMF4mLを 加 え る。 さ らに,DCC217mg+α(1.05㎜ol)を カロえ,室 温 で

1時 間 撹 搾 す る。 反 応溶 液 を吸 引 後 、DMF(3mL,3回),50%DCMIEtOH(3

mL,3回),DCM(3mL,3回),DMF(3mL,3回)で 洗 浄 す る。 未 反 応 ア ミノ基

保 護 の た め にDMF4mL,無 水酢 酸0.35mL(3.5mmol),DIEAO,64mL(3.5

㎜ol)を 加 え,室 温 で1時 間欝 す る。DMF(3mL,4回),DCM(3mL,4回)

で 樹 脂 を洗 浄 した後,減 圧 乾 燥 す る。

② アミノ酸 導 入 量 の算 出

正 確 に秤 量 したFmoc一 ア ミノ酸 一resin(15～20mg)を サ ン プ ル 管 に入 れ,

20%ピ ペ リジ ン/DMF2mLを 加 え る。 室 温 で20分 間 静 置 す る。そ の 後,ホ

ー ル ピペ ッ トで0 .5mLと り,DMFで50倍 に 希 釈 す る。(希 釈 率 は導 入 量 と

秤 量 値 に よ る)紫 外 可視 分 光 光 度 計 で301㎜(Fmoc一 基 の モ ル 吸 光 係 数 は

7800)に お け る吸 光 度(A)を 求 め る。 樹 脂 重 量 当 た りの導 入 率 は 以 下 の通 り

で あ る。

潮 ・率lmmol/gresin7=(Abs.x10の/`7800x藏 纒 量lmgZ♪
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③ ペ プチ ド鎖 の 伸 長[0、33mm。1ス ケー ル の 場 合]

プ ロ トコル ② で 定 量 したFmoc.ア ミ ノ酸 一resin(0.33mmol)を ベ ッセ ル に

入れ,DCM3mLで 膨 潤 させ る。DMFで 溶 媒 置 換 した 後,20%ピ ペ リジ ン/

DMF(3mL,1回)で 洗 浄 後,再 び20%ピ ペ リジ ン/DMFを 加 え て,30分 間

振 と うす る。 溶 媒 を吸 引後,DMF(3mL,5回)で 洗 浄 す る。 少 量 の 樹 脂 を

テ ス トチ ュ ー ブ に と り,KaiserTest(プ ロ トコル ④)を 行 う。 陽 性 で あ る事

を確 認 す る(Fmoc基 除 去 の 終 了)。DMF3mLを 加 えたFmoc一 ア ミ ノ酸(Xmg,

1rmnol),HBTU(1mmol),HOBt・H20(3mmol)をDIEA(5mmol)と 混 合 し,

ベ ッセ ル に移 して 室 温 で30分 間 振 と うす る。溶 媒 を 吸 引 後,樹 脂 をDMF(3

mL,3回),DCM(3mL,5回)で 洗 浄 す る。 少 量 の 樹 脂 をテ ス トチ ュ ー ブ に

と り,KaiserTest(プ ロ トコル ④)を 行 う。 陰 性 で あ る事 を確 認 す る(カ ップ

リン グ終 了)。 以 下,上 記 操 作 を繰 り返 し,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を行 う。

④KaiserTest

テ ス トチ コ.一ブ に少 量 の樹 脂 を入 れ,0.2mMKCN/ピ リジ ン,0.3Mニ ン

ヒ ドリン/EtOH,43Mフ ェ ノー ル/EtOHの 各 試 薬 を1滴 加 え る。撹 搾 後,

沸 騰 水 で2分 間加 熱 す る。Fmoc基 の 除 去 後 は 深 青 色(陽 性),カ ップ リン グ

後 は薄 黄 色(陰 性)に な る事 を確 認 す る。

⑤ 樹 脂 か らの 切 り出 レ 脱 保 護

プ ロ トコル ④ の 操 作 で得 られ た保 護 ペ プ チ ド樹 脂 を50mLナ ス型 フ ラス コ

に入 れ る。TFA2.7mL,H200.3mLを 加 え て,室 温 で ゆ っ く り と撹 搾 す る。

樹 脂 を含 む 溶 液 を濾 過 し,濾 液 を 回収 す る。 さ らに,TFA(0.5mL,4回)で 樹

脂 を洗 浄 し,洗 浄 液 を 回 収 す る(樹 脂 か らの ペ プ チ ドの切 り出 し,及 び 脱 保

護 の終 了)。 冷 却 下,濾 液 を減 圧 濃 縮 し,ジ エ チ ル エ ー テ ル/石 油 工 一 テ ル

で 固化 した 後,減 圧 乾 燥 を行 う(粗 生 成 物)。
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⑥ 逆 相 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラフィー{RP・HPLC》 に よ るペ プチ ド精 製

粗 生 成 物 を 溶 媒 に 溶 か し,RP-HPLC(UV検 出 波 長:220㎜)お よ び 分 取

用ODSカ ラ ム を 用 い て,分 取 を 行 う.分 取 され た 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,凍 結 乾

燥 す る 。

H・Ala-Nle-Lys・Ala・Ala・Ala・Ala-Ala・Nle・Ala・OH(2・9×3K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコル ① に 従 い,Wangresin567mgにFmoc-Ala-OH・

H20(394mg,1.19mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala-OHのW加gresinへ の 導 入 率 は,0.56mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala・resin(589mg,0.56mmol/gresin)に 対 し て,Fmoc-Ala・OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc-Nle・OH(353mg,1mmol),ま た はFmoc-Lys(Boc)・OH(469

mg,1mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ ト コル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Nle-Lys(Boc)-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Nle-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂

か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Nle-Lys-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Nle-Ala・OH(314mg,0.285mmo1,収 率

86%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液

の 条 件 を19%isocraticCH3CN/0.1%TFAと し た 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し,凍 結

乾 燥 に よ り 白 色 粉 末 の 目的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC3gH710iiNn:869.5,Found:870(M+H)+

HPLC;Rt-14.8血1.(column:TSKgelODS-120,4.6x150㎜,0-100%linear

gradientCH3CN/0.1%TFAover30min)
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H・Ala・Nle・Ala・Lys・Ala・Ala・Ala・Ala・Nle・Ala・OH(2-9×4K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコ ル ① に 従 い,Wangresin567mgにFmoc-Ala-OH・

H20(394mg,1.19mmol)を 導 入 した 。 プ ロ トコ ル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala・OHのW飢gresinへ の 導 入 率 は,0.68mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(485mg,0.68mmol/gresin)に 対 し て,Fmoc-Ala-OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc-Nle-OH(353mg,lmmol),ま た はFmoc・ ・Lys(Boc)・OH(469

mg,1mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ ト コ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Nle-Ala-Lys(Boc)-Ala-Ala-Ala-Ala-Nle-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂

か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。 反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Nle-Ala-Lys-Ala-Ala・Ala-Ala-Nle-Ala-OH(325mg,0.338mmo1,収 率

100%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP・HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液

の 条 件 を11%isocraticCH3CNIO.1%TFAと した 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し,凍 結

乾 燥 に よ り 白 色 粉 末 の 目的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC3gH7iOnNll:869.5,Found:870(M+H)+

肌C;Rt=13.7血n.(column:TSKgelODS-120,4.6x150㎜,0-100%linear

gradientCH3CN!O.1%TFAover30mil)

H・Ala・Nle・Ala。Ala・Lys・Ala・Ala・Ala・Nle・Ala。OH(2・9×5K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコ ル ① に 従 い,Wangresin567mgにFmoc-Ala.OH・

H20(394mg,1.19mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala-OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.55mmo1/9

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(600mg,055mmol/gresin)に 対 して,Fmoc-Ala-OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc-Nle・OH(353mg,1mmol),お よ びFmoc-Lys(Boc)-OH(469
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mg,1mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Nle-Ala-Ala-Lys(Boc)-Ala-Ala-Ala・Nle-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂

か らの 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Nle-Ala-Ala-Lys-Ala-Ala-Ala-Nle-Ala-OH(329mg,0.300mmo1,収 率

91%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液

の 条 件 を19%isocraticCH3(N/0.1%TFAと し た 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し,凍 結

乾 燥 に よ り 白 色 粉 末 の 目的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC3gH71011Ni1:869.5,Found:870(M+H)+

肌C;Rt==15.9min.(col㎜:TSKgelODS-120,4.6x150mm,O-100%linear

gradientCH3CN/O.1%TFAover30min)

H・Ala・Nle・Ala・Ala・Ala・Lys・Ala・Ala・Nle-Ala・OH(2・9×6K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコル ① に 従 い ,Wangresin567mgにFmoc-Ala・OH・

H20(394mg,1.19mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala-OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.55mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala・resin(589mg,O・56mmol/gresin)に 対 して,Fmoc・Ala-OH・H20(329

mg,1㎜ol),Fmoc-Nle-OH(353mg,lmmol),ま た はFmoc-Lys(Boc)・OH(469

mg,1mmol)を 導 入 した 。 プ ロ トコル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala・Nle-Ala-Ala-Ala-Lys(Boc)-Ala-Ala-Nle-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂

か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。 反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル ェ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Nle-Ala-Ala-Ala-Lys-Ala-Ala-Nle-Ala-OH(320mg,0.291㎜ol,収 率

88%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液
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の 条 件 を19%isocraticCH3CN/0.1%TFA)と した 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し,凍 結

乾 燥 に よ り 白 色 粉 末 の 目的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.f()rC3gH71011Nl1:869.5,Folmd:870(M+H)+

肌C;Rt=13.4min.(colum:TSKgelODS-120,4.6x150㎜,0・100%linear

gradientCH3CN!0.1%TFAover30mih)

H・Ala。Nle-A墨a・Ala-Ala・Ala・Lys・Ala・Nle-Ala・OH(2・9×7K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコル ① に 従 い ,Wangresin567mgにFmoc-Ala-OH・

H20(394mg,1.19mmo1)を 導 入 した 。 プ ロ トコル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala-OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.57mmol!g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(579mg,0.57mmol/gresin)に 対 し て,Fm㏄ 一Ala・OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc-Nle-OH(353mg,1㎜ol),ま た はFmoc-Lys(Boc)-OH(469

mg,1mmol)を 導 入 した 。 プ ロ トコ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Nle-Ala-Ala・Ala-Ala-Lys(Boc)・Ala-Nle-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂

か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。 反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル!ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 固化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H・Ala-Nle・Ala-Ala-Ala・Ala-Lys・Ala-Nle-Ala-OH(326mg,0.296mmol,収 率

90%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液

の 条 件 を19%isocraticCH3CNlO.1%TFAと し た 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し,凍 結

乾 燥 に よ り 白 色 粉 末 の 目的 物 を 得 た 。

FABMS;Caled.forC3gH7iOl1Nn:869.5,Found:870(M+H)+

肌C;Rt=15.6曲.(col㎜:TSKgelODS-120,4.6x150㎜,0-100%linear

gradientCH3CN/O.1%TFAover30min)
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H・Ala・Nle・Ala・Ala・Ala・Ala・Ala・Lys-Nle・Ala・OH(2・9×8K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコル ① に 従 い,Wangresin567mgにFmoc-Ala-OH・

H20(394mg,1.19mmol)を 導 入 した 。 プ ロ トコ ル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc・Ala-OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.57mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(579mg,0.57mmol/gresin)に 対 し て,Fmoc-Ala-OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc-Nle-OH(353mg,1mmol),ま た はFmoc-Lys(Boc)-OH(469

mg,1mmol)を 導 入 した 。 プ ロ トコ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Nle-Ala・Ala・Ala・Ala-Ala-Lys(Boc)-Nle-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂

か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Nle-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Lys-Nle-Ala-OH(308mg,O.280mmol,収 率

85%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液

の 条 件 を19%isocraticCH3CN/0.1%TFAと した 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し,凍 結

乾 燥 に よ り 白色 粉 末 の 目的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC3gH710iiNii:869.5,Found:870(M+H)+

HPLC;Rt=15.4血(column:TSKge10DS-120,4.6x150㎜,0-100%linear

gradientC]El3CN/0.1%TFAover30m血1)

19



2・2・3界 面 活 性 剤 溶 液 の調 製

界 面 活 性 剤 の 合 成 および 溶 液 調 製

陰 イ オ ン性 界 面 活 性 剤Ammmoniumtetradecanesulfonate(C14SA)の 合 成 は,

レア ル カ ンス ル ホ ン酸 銀 と塩 化 ア ンモ ニ ウ ム を メ タ ノ ー ル 中 で 加 熱 還 流 す る

複 分 解 法(17)で 行 っ た。 副 反 応 物 の 塩 化 銀 を ガ ラス フ ィル タ ー で除 去 した

後,濾 液 を濃 縮 し,白 色 結 晶 の 粗 生 成 物 を得 た 。 粗 生 成 物 は,エ タ ノー ル ー

アセ トンに よ っ て5回 再 結 晶 を繰 り返 し,目 的 化 合 物 を得 た 。

陰 イ オ ン性 界 面 活 性 剤Cl4SAの 臨 界 ミセ ル 濃 度(CMC)は2.36mM(18)

で あ る。 加 え るペ プ チ ド濃 度 は1mMで あ るた め,活 性 剤 濃 度 は 活性 剤 モ ノ

マ ー の影 響 が 少 な い 高 濃 度 域 に 設 定 した 。 こ こで の活 性 剤 モ ノマ ー とは,ミ

セ ル 形 成 に 関 与 して い な い バ ル ク層 の活 性 剤 分 子 を 指 す 。 す な わ ち,CDス

ペ ク トル 測 定,お よび 蛍 光 測 定 時 のC14SA濃 度 を17mMと した 。 サ ン プル

溶 液 の 調 製 に は,二 次 蒸 留 水 を使 用 した 。

リボ ソーム 溶 液 の 調 製

リボ ソ ー ム の 脂 質 と して,市 販 品 で あ る卵 黄 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リン

(EYPC,シ グマ 社 製)お よび,卵 黄 フ ォ ス フ ァチ ジル グ リセ ロー ル(EYPG,

シ グ マ社 製)を 使 用 し,混 合 比 をEYPC/EYPG(3/1)と した 。

下記 の プ ロ トコル(a),(b)お よび(c)に 従 い,leakage測 定 用 の酸 性 リポ ソ

ー ム を 調 製 した。 そ の 結 果,脂 質 濃 度[lipid】 は149mg/dLで あ った 。

《a)酸 性 リボ ソーム 調 製 の プロトコル

CDス ペ ク トル 測 定 用 の リボ ソー ムSmallunilamellarvesicle(SUV)調 製 は

次 の 手 順 で行 う。

ま ず,20mL梨 型 フ ラス コ にEYPCICH3Cl(56μL,100mg/mL),お よび

EYPGICH3Cl(190μL,10mg/mL)を 加 え,さ ら にCH3Cl/MeOH(2/1,2mL)を 加
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え,溶 解 させ る。 窒 素 ガ ス で溶 媒 を 除 去 しな が ら,脂 質 を フ ラ ス コ内壁 に均

一 に な る よ うに 固 定 化 す る
。 溶 媒 を 完 全 に 除 去 す る た め,6時 間以 上,減 圧

乾燥 を行 う。 これ に20mMTES/150mMNaCl緩 衝 溶 液(pH7.4)を10mL加

え,室 温 に て チ ュ ー ブ ミキ サ ー で30分 間処 理 す る。 さ らに,窒 素 雰 囲気 下,

ホ モ ジナ イ ザ ー(Sonifier250;BRANSON社 製)で25℃ 下,30分 間 超 音 波 処

理 を行 う。 得 られ たSUVを 氷 浴 中 で30分 間 放 置 後,CDス ペ ク トル 測 定 に

使 用 す る。

{b)蛍 光 色 素 内 包 リボ ソー ム調 製 の プ ロトコル

leakage活 性 テ ス トに は,蛍 光 色 素 で あ る5(6)一 カ ル ボ キ シ フル オ レセ イ ン

(CF)を 内 水 相 に 取 り込 ませ た リボ ソー ム を使 用 す る(19,20)。 調 製 の 手順 を

以 下 に示 す 。まず,10mL梨 型 フ ラ ス コ にEYPC/CH3Cl(150pL,100mg/mL),

お よびEYPGICH3Cl(500μL,10mg/mL)を 混 合 し,CH3Cl/MeOH(2/1,2mL)で

よ く溶解 させ る。 窒 素 ガ ス で 溶 媒 を除 去 し,脂 質 を フ ラ ス コ内壁 に均 一 に な

る よ うに 固 定 化 す る。 溶 媒 を完 全 に除 去 す る た め,減 圧 乾 燥 を6時 間以 上 行

う。 さ らに,CF(75mg,200pmol)を 含 む20mMTES/150mMNaC1緩 衝 溶

液(pH7.4)を2mL加 え,チ ュー ブ ミキ サ ー を使 用 して25℃ 下30分 間処 理

す る。さ らに,ホ モ ジ ナ イ ザ ー を用 い て 窒 素 ガ ス 雰 囲 気 下,25℃ で30分 間,

超 音 波 処 理 を行 う。 そ の 後,懸 濁 溶 液 を ゲ ル 濾 過(SepharoseTM4B,Amersham

bioscience社 製,1.5x45cm)処 理 す る と,CFを 内包 したLargeunilamellar

vesicle(LUV)が 得 られ る。CF内 包 リボ ソー ム を 含 む 分 画 を氷 浴 中 で30分 間

放 置 後,leakage活 性 テ ス トに使 用 す る。

《C)リ ン脂 質 定 量 の プロトコル

脂 質 濃 度 は リン脂 質 テ ス トキ ッ ト(和 光 純 薬 株 式 会 社 製)を 用 い て 定 量 す

る。 ま ず,試 験 管 に試 料0.1mLを 正 確 に と り,5%ト リク ロ ロ酢 酸3.OmLを

加 え る。 そ れ を,2500叩.m.に て5分 間,遠 心 分 離 操 作 を行 った 後,上 清 を

捨 て る。さ らに,硫 酸0.4mLを 正 確 に加 え,沸 騰 水 浴 中約10分 間加 熱 す る。
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振 りなが ら過 マ ンガ ン酸 カ リウム を含む酸化剤2.OmLを 加 える。 付属 の ガ

ラス球 を試 験管 口に のせ,沸 騰水 浴 中,約30分 間加 熱 後,室 温 に約10分 間

放置 す る。12mmol/Lモ リブデ ン酸 アンモ ニ ウム溶 液(脱 色溶液)を2.OmL

加 え,ボ ル テ ックス ミキサーで混 合す る。亜硫酸 ナ トリウム と ヒ ドロキ ノン

を含 む 発色試 液 を0.5mLを 加 え,良 く混合す る。37℃ に恒温設 定 した水浴

中で約20分 間加 温 し,流 水冷却 下で約5分 間放冷 す る。 その溶液 を,1cm

角型 石 英セ ル に入れ て 吸光度測 定を行 う。 リン脂 質濃 度 は以下 に示す 式か ら

算 出す る。

リン脂質濃度[1ipid】=600・E,/Estd(mg/dL)

2・2・4CDス ペクトル測定

CDス ペ ク トル測 定 は 円二色性分散計(J-720,日 本 分光株 式会 社製)を 使

用 して30℃ 下 で行 った。光路長1ま た は0.1㎜ 円筒型 石英 セル を使用 した。

ミセ ル系 で のCDス ペ ク トル測定時のペ プチ ド濃度 は1mMと し,リ ボ ソー

ム系 で は150pMと した。得 られ たデー タは平均残 基モ ル楕 円率[e]に 換算

した。

2・2・5チ オフラビンTに よるアミロイド形成能評価

チオフラビンTを 用 いたアミロイド形成能評価 法の概要

1993年Levineら は,溶 液 中のア ミロイ ド形成性ペ プチ ドの会 合 を調 べ る有

用 な試薬 と してチオ フラ ビンT(ThT)を 報告 した(21)。ThTは,ア ミロイ

ド様 線維 を検 出す る蛍 光 プローブで ある。ア ミロイ ド様 線 維 が形 成 され る と,

ThTの 蛍 光 強度 が増大 す るた め,定 性 に限 らず,定 量性 を示す 蛍光 プ ロー ブ

と して 多用 され てい る(22)。ThTは,ペ プ チ ドの線維 状 会合 体 には結 合す る
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が,モ ノ マ ーや オ リゴマ ー には結 合 しない(23)。ThTの 構 造 式 をFig.2.2

に示 す 。

噸
1鴻

㎡(Σ::
CH3

Fig。2.2StructureofthioflavineT・

ま た,Fig.2.3で 示 され る よ う に,ア ミ ロ イ ド線 維 が 形 成 さ れ て い れ ば,

435㎜ の 励 起 波 長 に 対 し,482㎜ 付 近 に 極 大 を 持 っ 蛍 光 ス ペ ク トル が 出 現

す る 。
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チオ フラビンT蛍 光 測 定

測 定 サ ン プ ル の調 製 は 以 下 の 手 順 で行 っ た。 サ ン プ ル 管 に ペ プ チ ドス トッ

ク溶 液(15mM,200pL)とHC1水 溶 液(80mM,150μL)を 加 え,混 合 し

た 。 これ に,C14SAス トック溶 液(20mM,1.6mL)お よ び,ThTス トッ ク

溶 液(240pM,50pL)を 加 えた 。この 混 合 溶 液 を1cm角 型 石 英 セ ル に 移 し,

30℃ 下,励 起 波 長435㎜ で480nmlこ お け る蛍 光 強 度 を測 定 した。 装 置 は 分

光 蛍 光 光 度 計(F-2500;日 立 製 作 所 株 式 会 社 製)を 使 用 した 。

ま た,異 種 ペ プ チ ド間 の ア ミロイ ド形 成 能 評 価 は,以 下 の 手 順 で行 っ た。

ペ プ チ ド6種 全 て の 組 み 合 わ せ を 調 べ る た め,6種 類(2・9×3K,2-9×4K,

2-9×5K,2-9×6K,2-9×7K,2-9×8K)×6種 類(2-9×3K,2-9×4K,2-9×5K,

2-9×6K,2-9×7K,2-9×8K),計36種 類 の 組 み合 わ せ に お け るThT蛍 光 強 度 を

測 定 した。 まず,96ウ ェル プ レー トにペ プ チ ド,Cl4SA,お よ びThTの 各

ス トック溶 液 を 総 ペ プ チ ド濃 度 が1mMに な る よ うに加 え,撹 搾 した 。 測 定

は,マ ル チ ラベ ル プ レー トリー ダーWallacl420ARVOsx(PerkinElmer社

製)を 使 用 し,96ウ ェ ル プ レー ト上 サ ン プル の 蛍 光 強 度 を 測 定 した 。 光源 お

よび 検 出器 の 波 長 フ ィル ター は それ ぞ れ405㎜ と460㎜ の 付 属 品 を使 用 し

た 。

2・2・6CF-leakage活 性 測 定

蛍 光 色 素 内 包 リボ ソー ムleakage活 性 測 定 の 概 要

ペ プ チ ドと脂 質 二 分 子 膜 の相 互 作 用 を評 価 す る方 法 と して,蛍 光 色 素(Dye)

内包 リボ ソー ム を 用 い たleakage活 性 測 定 法 が 知 られ て い る。 リポ ソー一ム と

は,脂 質 二 分 子 膜 一 層 か らな る 中 空 ボ ー ル 状 の 小 胞 で あ る。 ま た,内 水 相 に

様 々 な分 子 を封 入 す る こ とが で き るた め,薬 物 等 の運 搬 体 と して の研 究 が 多

く行 われ て い る。 脂 質 二 分 子 膜1層 か らな る リボ ソー ム[Sma11unilamellar
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vesicle(SUV)]は,約30～40Aの 炭 化 水 素 か らな る 疎 水 層 が あ り,直 径 は約

250Aと な る。

1977年 にWeinsteinら は,リ ボ ソー ム と細 胞 との 相 互 作 用 を調 べ る た め に

蛍 光 色 素 内 包 リボ ソー ム を調 製 し,漏 出 した 色 素 の 蛍 光 強 度 測 定 を行 っ て い

る(24)。 原 理 は,高 濃 度 の 蛍 光 色 素 を 内 包 した リボ ソー ム か ら漏 出 す る色 素

の蛍 光 強 度 を測 定 す る。 リボ ソー ム を構 成 す る脂 質 成 分 と して,ジ パ ル ミ ト

イ ル フ ォ ス フ ァチ ジル コ リン(DPPC)や 卵 黄 フ ォ ス フ ァ チ ジル コ リン(EYPC)

な どを使 用 した報 告 例 が 多 くみ られ る。 ま た,内 包 の 蛍 光 色 素 は カル セ イ ン

や5(6)一 カ ル ボ キ シ フル オ レセ イ ン(CF)が 用 い られ て い る(19)。 蛍 光 色 素 で

あ るCFは 励 起 波 長470㎜ で510㎜ に極 大 を 持 つ 蛍 光 ス ペ ク トル を示 す、

CF-leakage活 性 測 定 の 概 略 図 をFig.2.4に 示 す 。

リボ ソー ム の 内 水 相 はCFの 濃 厚 溶 液 が 存 在 して い る た め,濃 度 消 光 が 生

じて い る。 そ の た め,leakageが 起 こ る前 の 蛍 光 強 度 は 当 然 小 さい 。 しか し,

ペ プ チ ド添加 に よ りペ プ チ ドと脂 質 二 分 子 膜 が相 互 作 用 し,膜 構 造 が 乱 され

る と,内 包 され たCFは リボ ソー ム か ら漏 出 し,蛍 光 強 度 が 増 大 す る。 漏 出

度 は,ペ プ チ ドの 性 質 や 濃 度 に大 き く影 響 され る。

_.一___一_._Acidiciiposome

尾F輪b癒 繭 一到 訓 灘 閣

1瓦il::1:

,H。P二 こ.iド 剥eggpc・eggPG…1

11

iλex=470nmll

λem=510nml

L___」

Fig。2.4AschematicdiagramofCF-leakageassaysystem.
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CF-teakage活 性 測 定

光 路 長1cmの 角 型 石 英 セ ル に,2・2・3の 操 作 で得 られ たCF内 包 リポ ソ

ー ム溶 液 を10μL採 り
,20mMTES/150mMNaC1緩 衝 溶 液(pH7。4)を2mL

加 え て希 釈 し た 。 これ に,ペ プ チ ドス トック溶 液(2mM)を 目的 濃 度 に な る

よ うに 適 量 加 え た 。ペ プ チ ド添 加 か ら2分 後 の漏 出 したCFを 調 べ る た め に,

励 起 波 長470㎜ に お け る510㎜ で の 蛍 光 強度 を測 定 した(F)。 さ らに,内

包CFが リボ ソー ム か ら総 て漏 出 した と きの値 を得 る た め に,Triton⑭X-100

(10μL,20%inTESbuffer)を 加 え,こ の とき の蛍 光 強 度 を測 定 した(Ft)。

leakage活 性(%)は100`F-Fo)/`Ft-Fo)の 式 か ら算 出 した。 こ こで,Foは

ペ プ チ ドが加 え られ て い ない とき の 蛍 光 強 度値 で あ る。

2・2・7透 過 型 電 子 顕 微 鏡 観 察

顕微 鏡 観 察 試 料 は 以 下 の 手 順 で作 製 した。まず,ペ プ チ ド1C14SA溶 液 を2

mM/17mMに な る よ うに調 製 し,室 温 で10日 間イ ン キ ュベ ー トした 。 さ ら

に10倍 希 釈 した サ ン プ ル 溶 液5pLを 電 子 顕 微 鏡 用 銅 製 グ リ ッ ド(200mesh,

応 研 商 事 株 式 会 社 製)に 滴 下 した。30秒 後,グ リッ ド上 の 液 を濾 紙 片 で 吸 い

取 り,さ らに 蒸 留 水 を1滴 滴 下 した。10秒 後,余 分 な 蒸 留 水 を濾 紙 片 で 吸 い

取 り,2%り ん タ ン グ ス テ ン酸 水 溶 液 を滴 下 し,30秒 後 に濾 紙 片 で 吸 い 取 っ

た。2日 間,真 空 乾 燥 した後,TEM観 察 を行 った 。観 察 はH-9000NAR(日 立

製 作 所 株 式 会 社 製)を 使 用 し,100kVの 加 速 電 圧 で行 っ た 。
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2・3結 果 お よび考 察

2・3・1デ カペ プチ ドのCDス ペクトル 変 化

一 般 的 に
,ペ プ チ ドの 二次 構 造 はα一ヘ リック ス,β 一シー ト,お よび ラ ンダ

ム に 分 類 され,Fig.2.5に 示 され る よ うなCDス ペ ク トル パ ター ン を示 す(25)。

ア ミ ドの η一が 遷 移 に 相 当す る200-250㎜ 付近 の ス ペ ク トル パ ター ン が各 コ

ン ボ メ ー シ ョ ンで 異 な る。 例 えば,レ ア ミ ノ酸 か ら成 るペ プ チ ドの場 合,α 一

ヘ リ ッ クス で は220nmお よび208㎜ 付 近 に2っ の負 の 極 大,β 一シー トで は

218㎜ お よび に負 の極 大 の 特 徴 的 な ス ペ ク トル を 示 す 。
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塩 酸4mMを 含 む ペ プ チ ド1mMの 水 溶 液(pH=2-3)で は,Fig.2.6-Aに

示 され る よ うに,い ず れ の デ カ ペ プ チ ドに お い て も ラ ン ダ ム構 造 の ス ペ ク ト

ル パ ター ン を示 した 。ペ プ チ ド内 の2つ の ア ンモ ニ ウ ム 基(N一 末 端 の一NH3+,

Lysの ε・NH3+)はpH=2-3環 境 下 で完 全 に プ ロ トン化 され,水 和 され て い

るが,疎 水 性 の ノル ロイ シ ン を2残 基 含 む デ カ ペ プ チ ド分 子 は会 合 す る こ と

が で き な か った 。

一 方
,メ タ ノー ル 中 で はFig.2.6-Bに 示 され る よ うに2-9×7K,2-9×4Kが 特

に強 いβ一シ ー ト構 造 を示 した 。2-9×4KをN一 末 端 か ら,2-9×7KをC一 末 端 か

ら数 え る と,ノ ル ロイ シ ン2残 基 と リシ ン1残 基(Nle,Lys,Nle)は,(i,i+2,

i+7)の 順 序 で 並 ぶ た め,こ れ らの ペ プ チ ドは互 い に対 称 配 列 で あ る。 した が

っ て,こ の位 置 は β構 造 を形 成 しや す い 関係 で あ る こ とが 示 唆 され た 。ま た,

他 の配 列 を もつ ペ プ チ ドはβ一シ ー ト構 造 とラ ン ダ ム構 造 の 混 合 ス ペ ク トル を

示 した。

さ らに,著 者 は2-9×4Kの2お よび9残 基 目の ノル ロイ シ ン を ロイ シ ンへ

置 換 したペ プ チ ド2・9L4Kを 合 成 し,水 中お よび メ タ ノー ル で のCDス ペ ク

トル を測 定 した 。2-9L4Kは,水 中お よび メ タ ノー ル 中 で ラ ン ダ ム構 造 を示 し

た(Fig.2.7-B)。 疎 水 性 ア ミノ酸 置 換 の 実 験 結 果 よ り,β 一構 造 の 形 成 に は,疎

水 性 ア ミ ノ酸 側 鎖 が分 岐 した構 造(i-butyl基)よ り直 鎖 構 造(n-butyl基)

が 必 要 で あ る こ とが 明 らか に な っ た 。
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次 に,C14SA溶 液 中 で は,Fig.2.8で 示 され る よ うに,α 一ヘ リ ック ス か ら

β。構 造 へ の 時 間 に 伴 う転 移 が確 認 され た。 しか しなが ら,(Nle,Lys,Nle)の 位

置 がN一 末 端 側 か ら(i,'+3,i+7)の 関係 で あ る2-9×5Kだ け は構 造 転 移 せ ず,

α一ヘ リッ クス 構 造 の ま ま安 定 で あ っ た。2-9×5Kが 構 造 転 移 しな か っ た 理 由 と

して,(1)マ イ ナ ス 荷 電 した ミセ ル 表 面 とプ ラ ス荷 電 した ペ プ チ ドの官 能 基

(N一末 端 の一NH3+,5Lysの ε一NH3+)間 の静 電 相 互作 用,(2)2NleとgNleの

n-butyl基 と ミセ ル 内 疎 水 領 域 との疎 水性 相 互 作 用,の 二 種 類 の 相 互 作 用 が 考

え られ る。Figure2.1-Aで 示 され る よ うに,2-9×5Kは,α 一ヘ リッ クス 構 造

形 成 時 に,N一 末 端,2Nle,5Lys,9Nleの 側 鎖 が 同一 面 に 並 ぶ の で,負 荷 電 の

ミセ ル 表 面 と の 静 電 相 互 作 用,お よび ミセル 内部 との疎 水 性 相 互 作 用 が 生 じ,

結 果 的 にヘ リ ッ ク ス 構 造 が安 定化 され た の で は な い か と考 え られ る。例 えば,

pH7の 緩 衝 溶 液 中,ア ラ ニ ンベ ー スペ プ チ ドの2つ の ロイ シ ンが(i,i+4)ま

た は(i,i+3)の 関 係 で 位 置 す る とき,ヘ リ ック ス構 造 が 安 定 化 され や す い

(26)。2-9×5Kの ノル ロイ シ ンペ ア は(i,i+7)の 関係 で位 置 す る が,ノ ル ロイ

シ ン と リシ ン の 関 係 は それ ぞれ(i,i+3)お よび(i,i+4)に な る。Lys側 鎖 は

n-butyl基 の部 分 を も って い る た め,Nleと 同 じ働 きを した の で は な い か と考

え られ る。

一 方
,他 のペ プ チ ドも2-9×5K同 様,ノ ル ロイ シ ンペ ア が(',i+7)の 関係 で

位 置 す るが,LysとNleの 位 置 が 互 い に離 れ て い るた め,一 旦 は α一ヘ リ ック

ス を形 成 した の ち,エ ネ ル ギー 的 に よ り安 定 な β一構 造 ヘ シ フ トした もの と考

え られ る。

CDス ペ ク トル か ら得 られ た 各 溶 液 条件 下 で の 二 次 構 造 をTable2.2に ま と

め る。

以 上 の結 果 よ り,溶 媒 変 化 に よ る リシ ン ス キ ャ ンペ プ チ ドの 立 体 構 造 変 化

は,ア ミ ノ酸 配 列 に依 存 す る こ とが 明 らか に な っ た。
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2・3・2ア ミロイド形 成 能 評 価

デカペプチド同 種 間 の相 互 作 用

ミセ ル 共 存 下,β ・構 造 を形 成 した デ カ ペ プ チ ドの サ ンプ ル 溶 液 に 白濁 が 生

じた の で,リ シ ン ス キ ャ ンペ プ チ ドの ア ミ ロイ ド形 成 能 につ い て調 べ た 。 ア

ミロイ ド形 成 能 の 評 価 法 と して は,2・2・5で 説 明 した チ オ フ ラ ビンT評 価 法

が 多 く用 い られ て い る。 時 間 に 対 す る チ オ フ ラ ビ ンTの 蛍 光 強 度 変化 をFig.

2.9に 示 す 。CDス ペ ク トル で はβ一シ ー ト構 造 を示 した2-9×4Kは,測 定 開始

か ら10時 間 で 蛍 光 強 度 がS字 曲線 的 に 増 大 した。この よ うな 増 加 傾 向 は,ア

ミ ロイ ド線 維 が形 成 され て い る こ とを あ らわ し,か っ,S字 曲線 的増 加 は核

形 成 反 応 が 起 こっ て い る こ とを 示 唆 す る(27,28)。

一 方
,他 の ペ プ チ ドは,3日 間30℃ で イ ン キ ュベ ー トを続 け たが,蛍 光 強

度 の増 大 は確 認 され な か っ た 。従 っ て,2-9×4Kは β一シ ー ト構 造 に な りや す く,

ま た,β 一シー ト構 造 が会 合 した ア ミ ロイ ド様 線 維 を 形 成 しや す い こ とが わ か

っ た。2-9×4Kの ノル ロイ シ ンお よび リシ ンの 関 係(Nle,Lys,Nle)は,N一

末 端 側 か ら(i,i+2,i+7)と な り,ヘ リ ッ ク ス 形 成 時,ノ ル ロイ シ ンに 対 して

リシ ン は反 対 に位 置 す る こ とに な る。 陰 イ オ ン性 ミセ ル と相 互 作 用 す る官 能

基 が 分 散 した 為 に,α ・ヘ リ ック ス構 造 が 安 定 化 され な か っ た と考 え られ る 。

従 っ て,2・9×4Kは,ア ミ ロイ ド線 維 の 核,つ ま りβ一シー ト構 造 の オ リゴマ ー

を 急 速 に形 成 した もの と予 想 され る。
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デカペプチド異種 間 の相 互作 用

次 に,著 者 は,異 種ペ プチ ド間で のア ミロイ ド線維形成 を確認す るため,

2種 類 のペ プチ ドを等 モル比 で混 合 したサ ンプル に対す るチ オ フラ ビンT結

合実 験 を行 った。測 定 開始 か ら24時 間後 のチオ フラ ビンTの 蛍 光強度 をFig.

2.10に 示す。2-9×4Kを 含 む系 は,他 の系列 よ り高い蛍光 強度 を示 した。 特

に,2-9×4K純 系 が最 も高 く,次 に2-9×4K/2-9×5K混 合系 が高 か った。

Figure2.8で 示 され るよ うに,2・gx5K純 系はβ一シー ト構 造 を形成 でき ない。

しか し,2-9×4K/2・9×5K混 合系 は,2-9×4K純 系の約 半分程度 の蛍光 強度

を示 した。 これ は2-9×4Kに 由来 す る蛍 光 であ ると考 え られ る。 一方,他 の

2-9×4Kを 含 む混合 系 は,2-9×4K/2-9×5K混 合系 よ り低 く,純 系 の2分 の1

以下 の蛍 光強度 を示 した。 再 現性 を確 か め る実験 でも,同 様 な結果 を示 した

こ とか ら,2-9×3K,2-9×6K,2-9×7Kお よび2-9×8Kは,2-9×4Kの ア ミロイ

ド形成 を抑 制す る こ とが可能 な ア ミノ酸配 列 であるとい え る。従 って,蛍 光

強度 の増 大が抑 制 され た と考 え られ る。

これ までにAβ ペ プチ ドやhuntingtinタ ンパ ク質 な どの線維 形成 を抑 制す る

物質 は多数 報告 され てい るが,全 ての物 質 に対 して抑 制効 果 を示す物 質 は未

だ明 らかにはな ってい ない。 上記4種 の2・9X系 ペプチ ドは,こ れ らの ア ミ

ロイ ド線維形成 タ ンパ ク質 の線 維形成 を抑 制す る可能性 もあ る と考 え られ る

ので,今 後 さらに実 験 を進 め る予定 であ る。
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2・3・3透 過型電 子顕微鏡観 察

チオ フラ ビンT結 合実験 で高い ア ミロイ ド形 成能 を示 した2-9×4Kの 透過

型 電子顕微鏡(TEM)観 察 を行 った。Cl4SA中 で10日 間 イ ンキ ュベ ー トし

た2・9×4KのTEM観 察画像 をFig.2.11に 示す。得 られ た観察 画 像 か ら,幅

が3～10㎜ 程度 の線 維状会合体 を確認 した。 また,こ の線 維幅 は,2-9×4K

がβ一シー トを形成 した ときの長 さ約3.5nmに 近い こ とがわか っ た。

以上の結果 よ り,ミ セル がペプ チ ドの ア ミロイ ド様線 維形 成 を促 して い る

こ とが示唆 された。

他 のア ミロイ ド様線維形成ペ プチ ドのTEM画 像 と比 較す る と,や や線維

幅 が細い よ うでは あるが,枝 分 かれ の無 い直線構造 の線維 であ り,他 のア ミ

ロイ ド様線維 の形 態 と良 く一致す る。 しか し,今 回は線維 の形 態確 認 が主 た

る 目的であったため,単 な る最終生成 物 を観 察 したに過 ぎな い。 しか しなが

ら,例 えば,Aβ ペ プチ ドがイ ンキ ュベ ー ト開始直後,球 状 の ア ミロス フェ ロ

イ ドと呼ばれ る会合 体 を形成 して い るこ とが知 られ てお り(29),今 後,時 間

変化 に伴 うTEM観 察 を行 う必要が あ る と考 え る。 また,ア ミロイ ド様 線維 形

成 はpH環 境に応 じて変化す る(30,31)こ とか ら,溶 液 環境 の変 化 に伴 う観

察,ま た,2・3・2で 行 った異種ペ プチ ド間のサ ンプル につい て も,調 べ る必

要が ある。
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2・3・4リ ボ ソーム に対 す るCF-leakage能 評 価

著 者 は,リ シ ンス キ ャ ンペ プ チ ドと リボ ソー ム との相 互 作 用 につ い て調 べ

るた め,CF。leakage活 性 テ ス トを 行 っ た 。 こ の手 法 は,両 親 媒 性 ペ プ チ ドと

細 胞 膜 モ デ ル との 相 互 作 用 を評 価 す る方 法 と して しば しば用 い られ る(32,

33)。

ミセ ル 系 で,リ シ ンス キ ャ ンペ プ チ ドは 陰 イ オ ン性 ミセ ル と よ く相 互 作 用

した の で,同 様 に表 面 荷 電 が マ イ ナ ス で あ る酸性 リン脂 質 含 有 リボ ソー ム を

調 製,使 用 した。ペ プ チ ド濃 度 に対 す るleakage活 性(%)をFig.2.12に 示 す 。

6種 類 の ペ プ チ ドの な か で,2-9×4Kお よ び2-9×7Kは 高 いleakage活 性 を確

認 した 。特 に,ペ プ チ ド濃 度150pM以 上 で は,2-9×4Kは20%,2-9×7Kは

50%程 度 のleakage活 性 を示 した。 しか しな が ら,50μM以 下 の濃 度 域 で は

2-9×4Kの 方 が2-9×7Kよ りleakage能 が 優 れ て い た。 ま た,他 の2-9×3K,

2-9×5K,2-9×6Kお よび2-9×8Kのleakage活 性 は確 認 され な か った 。 この よ

うに,デ カ ペ プ チ ドの構 成 ア ミ ノ酸 は 同 じで あ りなが ら,ア ミ ノ酸 配 列 の 違

い でleakage能 に 差 が 生 じる の は,デ カ ペ プ チ ドの 立 体 構 造 が影 響 して い る

の で は な い か と推 察 され る。一 般 に,leakage活 性 が 高 い ペ プ チ ドは,α 一ヘ リ

ッ ク ス 形 成 時 に お け る ア ミ ノ 酸 の 疎 水 一親 水 性 バ ラ ン ス が 優 れ て い る(19,

34)。2-9×4Kお よび2-9×7Kは α一ヘ リ ッ ク ス の とき,リ シ ン(K)が ノル ロ イ

シ ン(X)の 反 対 側 に位 置 す る故 に(Fig.2.1-A),疎 水 性 一親 水 性 バ ラ ンス が 保

た れ て い る。従 っ て,他 の デ カ ペ プ チ ドよ りleakage能 が 高 い と考 え られ た。

ま た,ミ セ ル 系 で の ア ミロイ ド形 成 能 と リボ ソー ム に 対 す るleakage能 との

間 に相 関性 はみ られ な か った 。
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次 に,著 者 は,リ ボ ソー ム存 在 下 に お け るデ カペ プ チ ドの 二 次 構 造 につ い

て 調 べ た。得 られ たCDス ペ ク トル をFig.2.13に 示 す 。 リボ ソー ム が 存 在 し

な い 緩 衝 溶 液 中で は,Fig.2.13・Aに 示 され る よ うに2・9×4Kと2-9×7Kの 両

ペ プ チ ドは 弱 い β一構 造 を 示 した。 しか し,リ ボ ソー ム が 存 在 す る と,Fig.2.

13-Bに 示 され る よ うに 両 ペ プ チ ドの β構 造 を示 す ス ペ ク トル 強 度 が 大 き く

な り,特 に,2-9×4Kの 方 が2-9×7Kよ り強 い こ とが わ か っ た。 これ は,ミ セ

ル 系 で2・9×4Kが 最 もア ミ ロイ ド形 成 能 が 高 か っ た 結 果 と一 致 す る。つ ま り,

2-9×4Kは ミセ ル や リボ ソー ムが 存 在 す る場 合 と同 じ よ うに 挙 動 して い る こ

とが 明 らか とな っ た。 一 般 的 な ミセ ル の粒 子 半径 は5～10nm,ま た,small

unilamellarvesicle(SUV)1ま25～100㎜ な の で,SUVの 方 が ミセ ル よ りや や

大 きい が,2・9×4Kは ミセ ル や リボ ソー ム の よ うな負 荷 電 粒 子 の 存 在 に よ っ

てα一ヘ リ ック ス を形 成 した と予 想 され る。 さ ら に,よ り安 定 な構 造 で あ るβ一

シ ー ト構 造 へ の転 移 が起 こ り,ミ セ ル 系 で はα/β 構 造 転 移 を 示 すCDス ペ ク

トル 変 化 が得 られ た の だ ろ うと思 われ る。 しか し,リ ボ ソー ム 系 で は α一ヘ リ

ッ クス 構 造 を確 認 す る こ とは出 来 な か っ た。 これ は,ミ セ ル 系 と比 べ て 速 や

か に構 造 転 移 が生 じた た め で あ る と予 想 され る。 さ ら に,ペ プ チ ドの 会 合 が

進 む と,ペ プ チ ドー脂 質 複 合 体 か ら離 れ る よ うに ア ミロ イ ドが 形 成 され 始 め

る。 長 時 間放 置 した2・9×4Kの サ ン プル 溶 液 が 白濁 す る の は こ の よ うな 理 由

か らで あ ろ う.

リボ ソー ム 系 で は,2-9×4Kよ り2-9×7Kの 方 がleakage活 性 は 高 い が,

2-9×4Kの 方 がβ一シー ト構 造 を形 成 しや す い こ とが わ か っ た 。通 常,CF.leakage

活 性 はペ プ チ ドの 立体 構 造 に 大 き く影 響 され る。 つ ま り,2-9×7Kの 方 が β一

シ ー ト構 造 を形 成 しに くい 分 だ け,高 い1eakage活 性 を示 した もの と考 え ら

れ る。 一 方,2-9×4Kは,ペ プ チ ド濃 度 増 加 に伴 い,β 一シ ー トの 占め る割 合 が

多 くな り,結 果 的 にleakage活 性 が低 下 した と予 想 され る。

以 上 の 結 果 よ り,ミ セ ル 系 と リボ ソー ム 系 に お い て デ カ ペ プ チ ドが 異 な る

挙 動 を示 す の は,リ ボ ソー ム よ り ミセ ル の方 が は る か に動 的 な状 態 で 存 在 し

て い るた め と言 え る。
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2・4結 言

本 章 で,著 者 は,ノ ル ロイ シ ンを導 入 した ア ラニ ンベ ー スペ プチ ドの リシ

ンス キ ャンを行 い,ミ セルお よび リボ ソー ム とペ プチ ドとの粒子 間 に生 じる

静電 相 互作用や 疎水性 相互作用 につい て評価 した。 そ の結 果,ミ セルや リポ

ソー ムの よ うな荷 電粒 子 が存在す る と,ペ プ チ ドはα/β構造転 移 を生 じ,ペ プ

チ ド側鎖 と ミセル が強 く相互作用 してい る こ とが示 され た。 また,著 者 は,

長 時 間経過 したサ ンプル にお いて,僅 か10残 基 のア ラニ ンベ ースペ プチ ド

が,ミ セル共 存下,ア ミロイ ド様線 維 を形成 した ことを確認 した。

著者 は,デ カペ プチ ドの リシ ンス キャ ンを行 った こ とに よ り,上 記 の特性

を示 すア ミノ酸配列 を特定す る ことが で きた。
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第3章 多様な疎水性アミノ酸をもつデカペプチドと界

面活性剤との相互作用

3・1は じめに

タ ンパ ク質 ・ペ プチ ドは,イ オ ン性,中 性 お よび疎水性 のア ミノ酸 か ら成

り,溶 液 中で α一ヘ リックスや β一シー ト構 造 な ど,特 定 のコンポメー シ ョンを

形成 す る。この とき,主 鎖 ア ミ ド基 は分子 内 あ るいは分子 間で水素結合 す る。

ポ リペプ チ ド主鎖 のN-H基 とC=o基 の間 の水 素結合エ ネル ギーは約3kcal

mor1で あ る(1)。 タンパ ク質 内 に架 か る水 素結合 は,タ ンパ ク質 とそれ を覆

う水 分子 との間で形 成 され る水 素結 合 と同程度 の安定性 を持つ と考 え られ る。

従 って,疎 水性 ア ミノ酸 は タンパ ク質 の立体構造 安定化 に寄与す る。 一般的

に,水 溶性 タ ンパ ク質の場合,疎 水性 ア ミノ酸 は25～30%を 占め るが,疎 水

性 ア ミノ酸残 基 の多 くは分子 内部 に埋 もれ る よ うに存在す る。 この とき,一

度安 定化 された コンホメーシ ョンで あって も,溶 媒変化や配位子 の存 在 によ

って突如 と して他 の コンボメー シ ョンへ転 移す る場合 もあ る。

以前,Tanfordら は,疎 水性 ア ミノ酸 に着 目し,各 種 ア ミノ酸の溶解 度測定

を行 い,水 か ら有機 溶媒へ の移 行 自由エネ ル ギー変化 を求 めた(2)。主 なア ミ

ノ酸 の疎水性 スケール をTable3.1に 示す。 表 中で,エ ネル ギー変化 の値 が

小 さい ほ どア ミノ酸 側鎖 の疎水 性 が高 い こ とを示 す。例 えば,側 鎖 にbutyl

基 を持つ ロイ シン とノル ロイ シン を比較す る と,n-butyl基 を持つ ノル ロイ シ

ンの水相 か ら有機相 へ の移行 自由エネル ギー変 化 は,i-buty1基 を持つ ロイ シ

ン よ りも小 さい。 これ は,分 岐 したi-butyl基 よ り直鎖 で あ るn-butyl基 の方

が,周 辺 に秩 序化 され た水構 造(iceberg)を 形成 しやす いか らであ る。 した

が って,icebergの 形成 は,エ ン トロ ピー の減少,お よび 自由エネル ギー増 大

を招 く。

著者 は,第2章 で,ペ プチ ドが β一シー ト構造 を形成す るためには,側 鎖が

高い疎 水性 であ る こ と,お よび側 鎖構造 が 直線 的 であ る ことの重要性 を指摘
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し た 。

そ こ で,著 者 は,ア ミ ロ イ ド様 線 維 を 形 成 した2-9×4K(AXAKAAAAXA)の

配 列 を も と に,ノ ル ロ イ シ ン と は 異 な る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 に 置 換 した デ カ ペ プ

チ ドを 合 成 す る 。 そ して,側 鎖 疎 水 性 と ペ プ チ ドの 立 体 構 造 変 化 の 関 係 に つ

い て 調 べ る 。 ま た,媒 質 と し て 存 在 す る ミセ ル の 親 水 基 荷 電 の 影 響,お よ び

ミ セ ル 濃 度 変 化 よ り得 られ る 立 体 構 造 の 変 化 に つ い て 調 べ る 。

Table3.1Hydrophobicscaleofaminoacids.

μ。,go-Pwo(cal/mol)

TryptophanT叩 一3400

NorleucineNle-2600

PhenylalaninePhe-2500

TyrosineTyr-2300

LeucineLeu-1800

ValineVal-1500

MethionineMet-1300

AlanileAla-500

Structuralfbrmulaeofsidechains

TrpNlePheTyrLeuValMetAla

鋤liiρ グ 勘 ソ1::qH3
1(iH2C?・C7・ 〒H21〒H21
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3・2実 験

3・2・1デ カペプチ ドの 設 計

デ カ ペ プ チ ドの ア ミ ノ酸 配 列 は,α/β 構 造 転 移 を生 じた後,ア ミロイ ド様 線

維 を 形成 した2-9×4K(AXAKAAAAXA,X:Nle)の 配 列 を も とに設 計 され た。

著 者 は,こ の ア ミノ酸 配 列 の うちXで 示 す 疎 水 性 ア ミ ノ酸 の位 置 に,メ チ オ

ニ ン(Met),ロ イ シ ン(Leu),フ ェ ニ ル ア ラニ ン(Phe) ,ノ ル ロイ シ ン(Nle),2一

ア ミ ノオ ク タ ン 酸(Aoc),2一 ア ミ ノデ カ ン 酸(Ade)の6種 類 をそ れ ぞ れ 導 入

した 。Met,Leuお よ びPheの 側 鎖 の 長 さは,Nleと ほ ぼ 同 じで あ る。 ま た,

Aocお よびAdeは,側 鎖 にn-hexy1基 とn-octyl基 を有 し,直 鎖 型 で あ る。

上 記 のデ カ ペ プ チ ドが 形 成 可 能 な α一ヘ リッ クス お よび β一シー ト構 造 の模

式 図 をFig.3.1に 示 す 。

(A)(B)

AAA⑳ ⑬ ④ ④ ④

Kww

④ ④ ④ ④ ⑳
AA

AAX:Hydrophobicaminoacid

α一helixβ 一sheet

Fig.3.1Schematicrepresentationofdecapeptidescontaining

hydrophobicaminoacids(X:Met,Leu,Nle,Phe,Aoc,or

Ade).(a)α ・Helixstructure,(b)β 一sheetstructure.
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3・2・2ア ミノ酸 合 成

L-2一アミノオクタン酸(L-Aoc)の 合 成

25%ア ンモ ニ ア 水550mLに2・ プ ロモ オ ク タ ン酸(25g,112mmol)を 氷 冷 下,

撹 搾 し な が ら滴 下 した。 滴 下 終 了 後,室 温 で72時 間 撹 絆 した 。TLCで 原 料

消 失 を 確 認 後(C:M:A=9:3:1,Rf=0.83),反 応 溶 液 を濾 過 し,濾 液 を減 圧 濃 縮

した 。 残 渣 に メ タ ノー ル250mLを 加 え て 冷 蔵 庫 で 一 晩 放 置 した。 析 出 した

結 晶 を濾 取 した。 濾 取 した結 晶 の 量 が 少 な か った 為,濾 液 を 濃 縮 した 。 析 出

した 結 晶28gに,4NNaOH水 溶 液250mL,無 水 酢 酸100mLを 加 え,ア セ チ

ル 化 を行 っ た。HCIでpHを3か ら4に 調 節 後,酢 酸 エ チ ル で 抽 出 した 。 硫

酸 マ グネ シ ウム で 酢 酸 エ チル 層 を脱 水 処 理 後,減 圧 濃 縮 した 。 ジエ チ ル エ ー

テ ル で 固化 し,D,L-N一 アセ チル ・2一ア ミ ノオ ク タ ン酸 を得 た(収 量:17.7g,82.5

㎜ol/収 率100%)。 結 晶 に水85mLを 加 え,4NNaOH6mLを 加 え,溶 解 さ

せ た 。溶 液 をpH6～7に 調 節 した 後,ア シ ラー ゼ2gを 加 え,37℃ で24時 間

静 置 した 。沈殿 した レ体 を濾 取 し,水 で 洗 浄 した。微 量 に含 ま れ る 淋 ア セ チ

ル ア ミ ノ酸 除 去 の た め,メ タ ノール で結 晶 を洗 浄 した(収 量:5.4g,34mmol/

収 率:82.2%)。

Scheme3.1

(1島・」黙(1為 ・叢L(}ll,
Br-CH-・-COOHH2N-CH-COOHAc-HN--CH--COOH

(D.L)(D,L)

CH3CH3

」 塑 一(i・b・+(iHl)・

H2N-CH-COOHAc-HN--CH-一 ・COOH

(L)(D)
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L-2一アミノオクタン酸(L-Aoc)のFmoc一 基 保 護

100mLナ ス型 フ ラ ス コに レAoc(5。419,34.Ommo1),お よび 水25mLを 加

え た の ち,DIEA(5.916mL,34.Ommol)を 加 え た。 別 容 器 に40℃ ア セ トニ ト

リル25mLにFmoc-OSu(ll.5g,34.Ommol)を 溶 か した 溶 液 を,先 に用 意 した

L-Aoc-OHIDIEA溶 液 に加 えた 。 さ ら に,ア セ トン を少 量 加 え,室 温 で 約2時

間撹 搾 した。TLCで 原 料 の 消 失 を 確 認 し,反 応 を終 了 し た(C:M:A・9:3:1,Rf=

0.67)。 そ の後,反 応 溶 液 を酢 酸 エ チル で 抽 出 した 。 酢 酸 エ チ ル 層 を硫 酸 マ グ

ネ シ ウム で脱 水 処 理 後,減 圧 濃 縮 し,ジ エ チ ル エ ー テ ル で 固化 した。 白色 結

晶7.7gの 粗 生成 物 を収 率60%で 得 た 。 さ らに,粗 生成 物 を メ タ ノ ール に 溶 か

し,再 び減 圧 濃 縮 し,ジ エ チ ル エ ー テ ル と石 油 工 一 テル で 固 化 した。収 量6.9g

でFmoc-Aoc-OHを 得 た。
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3・2・3ペ プ チ ド合 成 お よび 精 製

H・Ala・Met・Ala・Lys・Ala・Ala・Ala・Ala・Met・Ala・OH(2・9×4K,X=Met)の

合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコ ル ① に 従 い,Wangresin660mgにFmoc-Ala-OH・

H20(454mg,1.38mmo1)を 導 入 した 。 プ ロ ト コル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala-OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.59mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ ト コル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(559mg,0.59mmol/gresin)に 対 して,Fmoc-Ala-OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc-Met-OH(371mg,lmmo1),ま た はFmoc。Lys(Boc)-OH(469

mg,1mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ ト コル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ ト コ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Met・Ala-Lys(Boc)-Ala・Ala-Ala-Ala-Met・Ala-resinの 脱 保 護 と樹

脂 か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。 反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ

ー テ ル で 固 化 し
,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Met-Ala-Lys-Ala-Ala。Ala・Ala。Met-Aoc-OH(377mg,0.332mmol,収 率

100%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP・HPLC精 製 を 行 っ た 。溶 離 液

の 条 件 を30%isocraticCH3CN/0.1%TFAと し た 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し、 凍 結

乾 燥 に よ り収 量18mg,収 率9%で 白色 粉 末 の 目 的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC37H670nNnS:905.4,Foulld:906(M+H)+

肌C;Rt=13.1血(col㎜:TSKgelODS-120,4.6x150nrm,O-100%1inear

gradientCH3CN/0.1%TFAover30min)

H。Ala・Leu・Ala・Lys・Ala・Ala・Ala・Ala・Leu・Ala-OH《2-9×4K,X=Leu)の

合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコル ① に 従 い,Wangresin567mgにFmoc-Ala-OH・

H20(394mg,1.19mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ
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酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala-OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.65mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(461mg,0.65mmol/gresin)に 対 し て,Fmoc-Ala-OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc-Leu-OH(353mg,1mmol),ま た はFmoc-Lys(Boc)-OH(469

mg,1㎜ol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Leu-Ala。Lys(Boc)-Ala-Ala・Ala。Ala-Leu。Ala-resinの 脱 保 護 と樹

脂 か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。 反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ …一・"テル/ジ エ チ ル エ

ー テ ル で 固 化 し
,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Leu-Ala-Lys-Ala・Ala・Ala-Ala-Leu-Ala-OH(320mg,0.368mmo1,収 率

100%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP・HPLC精 製 を 行 っ た 。溶 離 液

の 条 件 を13%isocraticCH3CN/0.1%TFAと した 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し、 凍 結

乾 燥 に よ り収 量62mg,収 率39%で 白 色 粉 末 の 目的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC3gH7iOnNii:869.5,Found:870(M+H)+

肌C;Rt=14.4rnin.(column:TSKgelODS-120,4.6x150㎜,0400%linear

gradientCH3CN/O.1%TFAover30曲)

H・Ala・Phe・Ala・Lys・Ala。Ala・Ala・Ala・Phe・Ala・OH(2SX4K,X=Phe)の

合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコル ① に 従 い,Wangresin567mgにFmoc・Ala-OH・

H20(394mg,1.19mmol)を 導 入 した 。 プ ロ トコ ル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala・OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.64mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(515mg,0.64mmol/gresin)に 対 し て,Fmoc-Ala-OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc・Phe-OH(387mg,1mmol),ま た はFmoc-Lys(Boc)-OH(469

mg,1mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ ト コル ⑤ に 従 い,得 ら
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れ たFmoc-Ala・Phe-Ala・Lys(Boc)-Ala-Ala・Ala・Ala-Phe-Ala-resinの 脱 保 護 と樹

脂 か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。 反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル1ジ エ チ ル エ

ー テ ル で 固 化 し
,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H・Ala-Phe・Ala-Lys-Ala-Ala・Ala・Ala・Phe-Ala-OH(560mg,0.5971nmol,収 率

100%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコル ⑥ に 従 い,RP・HPLC精 製 を 行 っ た 。溶 離 液

の 条 件 を13%isocraticCH3CN/O.1%TFAと した 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し,凍 結

乾 燥 に よ り収 量19.3mg,収 率9.7%で 白 色 粉 末 の 目 的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC4sH670nNn:9375,Found:938(M+H)+

HPLC;Rt=11.8血(◎olumn:TSKgelODS・120,4.6x150㎜,0-100%linear

gradientCH3CN/O.1%TFAover30min)

H・Ala・Nle-Ala・Lys・Ala・Ala・Ala・Ala・Nle・Ala。OH(2・9×4K,X=Nle)の 合

成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコル ① に 従 い ,Wangresin567mgにFmoc-Ala・OH・

H20(394mg,1.19mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala-OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.68mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(485mg,O.68mmol/gresin)に 対 し て,Fmoc・Ala-OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc-Nle-OH(353mg,1mmol),ま た はFmoc-Lys(Boc)-OH(469

mg,1mmol)を 導 入 した 。 プ ロ トコル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala。Nle-Ala-Lys(Boc)-Ala・Ala・Ala-Ala-Nle-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂

か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。 反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル!ジ エ チ ル ェ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Nle-Ala-Lys-Ala-Ala・Ala-Ala-Nle-Ala-OH(325mg,0.338mmol ,収 率

100%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液

の 条 件 を11%isocraticCH3CN/0.1%TFAと し た 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し ,凍 結
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乾 燥 に よ り 白色 粉 末 の 目的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC3gH7iOiiNii:869.5,Found:870(M+H)+

HPLC;Rt=13.7血(column:TSKgelODS-120,4.6xl50㎜,0-100%linear

gradientCH3CN/O.1%TFAover30min)

H。Ala・Aoc・Ala・Lys・Ala・Ala・Ala・Ala・Aoc・Ala・OH(2・9×4K,X=Aoc)の

合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコ ル ① に 従 い ,Wangresin567mgにFmoc-Ala-OH・

H20(394mg,1.19mmo1)を 導 入 し た 。 プ ロ トコル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala-OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.61mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(492mg,0.61mmol/gresin)に 対 して,Fmoc-Ala-OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc-Aoc-OH(382mg,1mmol),ま た はFmoc-Lys(Boc>OH(469

mg,1nrmol)を 導 入 した 。 プ ロ トコル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Aoc-Ala・Lys(Boc)-Ala-Ala-Ala-Ala・Aoc-Ala-resinの 脱 保 護 と樹

脂 か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ

ー テ ル で 固 化 し
,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H。Ala-Aoc-Ala-Lys・Ala-Ala・Ala・Ala・Leu・Aoc-OH(304mg,0.329mmol,収 率

100%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコル ⑥ に従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。溶 離 液

の 条 件 を38%isocraticCH3CN/0.1%TFAと した 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し,凍 結

乾 燥 に よ り収 量40mg,収 率16%で 白色 粉 末 の 目 的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.fbrC43H79011N11:925.6,Found:926(M+H)+

HPLC;Rt=15,9min.(column:TSKgelODS-120,4.6x150mm,0-100%linear

gradientCH3CN/O.1%TFAover30min)
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H・Ala・Ade。Ala-Lys・Ala・Ala・Ala・Ala。Ade・Ala・OH(2・9×4K,X=Ade)の

合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコ ル ① に 従 い,Wangresin430mgにFmoc-Ala-OH'

H20(296mg,0.90mmol)を 導 入 した 。 プ ロ トコ ル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala・OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.60mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(300mg,O.60mmol/gresin)に 対 し て,Fmoc-Ala-OH・H20(178

mg,0.54mmol),F!noc・Ade-OH(221mg,0.54mmo1),ま た はFmoc-Lys(Boc)-OH

(253mg,0.54mmol)を 導 入 し た 。プ ロ ト コ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,

お よ び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ ト コ ル ⑤ に 従 い,

得 られ たFmoc-Ala-Ade-Ala-Lys(Boc)-Ala-Ala-Ala-Ala-Ade-Ala-resinの 脱 保 護

と 樹 脂 か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。 反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ

ル エ ー テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala・Ade-Ala。Lys-Ala-Ala-Ala-Ala-Ade-Ala-OH(161mg,0.164mmol,収 率

91%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液

の 条 件 を38%isocraticCH3CN/0.1%TFAと し た 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し,凍 結

乾 燥 に よ り収 量7.5mg,収 率6%で 白 色 粉 末 の 目的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.f{)rC47H87011N11:981.6,Found:982(M+H)+

肌C;Rt=15.8曲1.(co1㎜:TSKgelODS・120,4.6x150㎜,0-100%linear

gradientCH3CN/O.1%TFAover30min)
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3・2・4界 面 活 性 剤 溶 液 の調 製

界 面 活 性 剤 溶 液 の調 製

陰 イ オ ン性 界 面 活 性 剤Ammmoniumtetradecanesulfonate(C14SA)は,2・2・

3で 合 成 した もの を使 用 した 。

CDス ペ ク トル 測 定,お よ び 蛍 光 測 定 用 のC14SAス トッ ク溶 液20mMを

調 製 した。 サ ンプ ル 溶 液 調 製 に は二 次 蒸 留 水 を使 用 した 。

リボ ソー ム 溶 液 の調 製

リボ ソー ム の 脂 質 と して,市 販 品 の 卵 黄 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リン(EYPC,

シ グマ社 製),お よび 卵 黄 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル グ リセ ロー ル(EYPG,シ グマ 社

製)を 使 用 した。2・2・3の プ ロ トコル(a),(b)お よび(c)に 従 い,leakage測

定 用 の酸 性 リボ ソー ム の調 製,定 量 を行 っ た 。そ の 結 果,脂 質 濃 度 は,149mg

/dLで あ っ た 。

3・2・5CDス ペクトル 測 定

CDス ペ ク トル 測 定 は,円 二 色 性 分 散 計(J・720,日 本 分 光株 式会 社 製)を

使 用 し,30℃ 下 で 行 な わ れ た。1ま た は0.1mm円 筒 型 石 英 セ ル を使 用 した 。

ミセ ル 系 お よび リボ ソー ム系 で のペ プ チ ド濃 度 を そ れ ぞ れ1mMと150

μMと した。 得 られ た デ ー タ を平 均 残 基 モ ル 楕 円率[e】 に 換 算 した。
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3・2・6チ オフラビンT蛍 光 測 定

チ オ フ ラ ビ ンT蛍 光 強 度 測 定 は,以 下 の 手 順 で 行 われ た 。 まず,CDス ペ

ク トル 測 定 時 と同 様 に,ペ プ チ ドお よび 界 面 活 性 剤 各 々 の ス トック溶 液 を準

備 し,測 定 開 始 直 前 に 目的 濃 度 に な る よ うに混 合 した 。 混 合 溶 液 を 光 路 長1

cmの 角 型 石 英 セ ル に移 し,30℃ 下 にて蛍 光 強 度 を測 定 した 。測 定 は,分 光 蛍

光 光 度 計(F・2500;日 立 製 作 所株 式 会 社製)を 使 用 し,励 起 波 長435㎜ にお

け る480㎜ の 蛍 光 強 度 を測 定 した。 光 源 お よび検 出 器 の 波 長 フ ィル タ ー は

そ れ ぞ れ405nmと460㎜ の 付 属 品 を使 用 した。

3・2・7CF-leakage活 性 測 定

CF・leakage活 性 測 定 は,以 下 の手 順 で行 わ れ た。ま ず,光 路 長1cmの 角 型

石英 セ ル に,3・2・4で 得 られ たCF内 包 リボ ソー ム溶 液 を10pL、 採 り,20mM

TES/150mMNaCl緩 衝 溶 液(pH7.4)を2mL加 え,希 釈 した 。 これ に,ペ プ

チ ドス トック 溶 液(2mM)を 目的 濃 度 に な る よ うに適 量 加 え た 。ペ プ チ ド添

加 か ら2分 後 の 漏 出 したCFを 調 べ る た め,励 起 波 長470㎜ に お け る510㎜

で の 蛍 光 強 度 を測 定 した(F)。 さ らに,内 包 され たCFが リボ ソー ム か ら総

て 漏 出 した とき の 値 を得 るた め に,Triton⑭X-100(10pL,20%inTESbuffer)

を加 え,こ の と きの 蛍 光 強 度 を 測 定 した(Ft)。leakage活 性(%)は100`F-

Fo)/`Ft-Fo)の 式 か ら算 出 した 。 ここで,Foは ペ プチ ドが 加 え られ て い な い

とき の 蛍 光 強 度 の 値 で あ る。
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3・3結 果 お よび 考 察

3・3・1水 および メタノー ル系 でのデ カペプチ ドのCDス ペ クトル

水,メ タ ノー ル 系 で のデ カペ プ チ ドの 二次 構 造 を調 べ る為,CDス ペ ク ト

ル 測 定 を行 っ た 。水 に対 す る溶解 度 が 良 くなか っ た 為,ペ プ チ ド1mMに 対

して4mM塩 酸 を 加 えた。ま た,メ タ ノー ル に対 す る溶 解 度 は 良 好 で あ っ た。

各 溶 媒 系 で 測 定 され た スペ ク トル パ タ ー ン をFig.3.2に 示 す 。水 系 で は,Met,

Leu,Pheお よびNle導 入 ペ プチ ドは ラ ン ダ ム構 造 特 有 の スペ ク トル を 示 した。

ま た,Aoc導 入 ペ プ チ ドは,β 構 造 と ラ ン ダム が 共 存 した スペ ク トル を 示 し,

よ り鎖 長 の長 いAdeを 導 入 したペ プ チ ドは強 い β一構 造 を示 した。 従 っ て,酸

性 水 溶 液 中 で は,ア ミノ酸X側 鎖 の 炭 素 数 が6～8程 度 の と き,側 鎖 間 の 疎

水 性 相 互 作 用 に よ っ てβ・構 造 を形 成 で き る こ とが 示 され た 。

次 に,メ タ ノー ル 中 で は,Leu導 入 ペ プチ ドは ラ ン ダ ム構 造 を示 した が,

他 の ア ミ ノ酸 を 導 入 した ペ プ チ ドは全 て β・構 造 を形 成 した 。 特 に,側 鎖 が 直

鎖 で あ るNle,Aoc,お よびAdeを 導 入 したペ プ チ ドは,ね じれ た β・構 造 の ス

ペ ク トル パ ター ン を示 した(4)。 これ1ま,195㎜ 付 近 の 正 の極 大 ピー クが 長 波

長 側 ヘ レ ッ ドシ フ トした結 果 に 由来 す る。 また,そ の ピー ク強 度 が約30000

degreecm2dmol'iに 近 い こ とか ら,逆 平行 β構 造 を 形 成 して い る と思 わ れ る

(4)。 一 方,Pheお よびMetの 場合,195㎜ 付 近 の極 大 ピー ク値 はNle,Aoc,

Adeを 導 入 した と き と比 べ て減 少 した 。Phe導 入 ペ プ チ ドの 最 大 吸 収 波 長 は

194㎜ で あ り,他 の ペ プ チ ドと比較 す る とよ り短 波 長 側 こ現 れ た 。 これ は,

Phe導 入 ペ プ チ ドは ね じれ たβ一構 造 で な く,よ り平 坦 なβ構 造 を形 成 して い

る と い え る。

以 上 を ま とめ る と,水,メ タ ノー ル 中で は側 鎖 の 構 造 に よ っ て β一構 造 形 成

パ タ ー ン に差 が 見 られ た。 特 に,ね じれ たβ一構 造 形 成 に は,側 鎖 の 疎 水 性 も

必 要 で あ る が,さ ら に直 鎖 構 造 で あ る こ とが必 要 で あ る こ とが わ か っ た 。
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3・3・2ミ セ ル 系 での デ カペ プチ ドのCDス ペ クトル

陰 イ オ ン性 界 面 活 性 剤C14SA系 で の2-9×4KのCDス ペ ク トル 変 化 をFig.3.

3に 示 す 。 ミセ ル とペ プ チ ドを 混 合 した 直 後 と24時 間 後 で は,導 入 した 疎 水

性 ア ミノ酸Xの 種 類 に よ っ て 時 間 に 伴 うスペ ク トル 変 化 に差 が確 認 され た。

まず,水 ま た は メ タ ノー ル 中 で 特 定 の コ ン ホ メー シ ョン を示 さな か っ たMet,

Leuお よびNle導 入 ペ プ チ ドは,ミ セ ル 存 在 下 で はα一ヘ リック ス構 造 を 示 し

た 。α一ヘ リ ック ス 構 造 のCDス ペ ク トル は,二 っ の負 の 極 大(222㎜ お よ び

205㎜ 付 近)を 持 つ(5)。 ま た,よ り長 鎖 で あ るAoc導 入 ペ プ チ ドもα一ヘ リ

ック ス 構 造 を形 成 した が,ヘ リ ッ クス ・ヘ リ ッ クス 間 で 相 互 作 用 を して い た 。

これ は,ス ペ ク トル 中 の 二 つ の 負 の極 大{直 の うち,222㎜ の モ ル 残 基 楕 円

率 の 方 が208㎜ よ り大 きい 値 を示 した か らで あ る(6,7)。 さ らにAocよ り長

鎖 で あ るAdeを 導 入 したペ プ チ ドは,β 一構 造 を形 成 した 。Ade導 入 ペ プ チ ド

は,水 中 で さ え もβ構 造 を形 成 した こ と か ら,ミ セ ル の 有 無 に 関係 な くβ構

造 が 形 成 され や す い と考 え られ る。 ま た,Phe導 入 ペ プ チ ドは不 明 瞭 な スペ

ク トル を示 した。

24時 間 後 に は,Nle,Aocお よびPhe導 入 ペ プ チ ドはα・ヘ リ ック ス か らβ一構

造 へ 転 移 した。Nle導 入 ペ プ チ ドは218㎜ の 負 の極 大 が 長 波 長 側 ヘ シ フ トし

た こ と よ り,強 くね じれ た β一構 造(4)を 形 成 して い る と考 え られ る。ま た,Met

導 入 ペ プ チ ドは,ヘ リ ッ クス が 会 合 した スペ ク トル(6,7)を 示 した。Metお よ

びNleの 側 鎖 は,n-buty1基 とmethylthioethyl基 で あ り,互 い に直 線 構 造 で あ

る。 しか し,ミ セ ル 存 在 下 で は,異 な る 二 次 構 造 を形 成 した。 ま た,Leu導

入 ペ プ チ ドはα一ヘ リ ック ス構 造 の ま ま,数 日間 安 定 で あ っ た 。

以 上 の結 果 よ り,ミ セ ル 系 で の β一構 造 は,2・9×4Kに 導 入 され る疎 水 性 ア ミ

ノ酸Xの 側 鎖 が 直 線 型 で あ る こ とが 必 要 と され た。
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3・3・3デ カペプチドのコンホメーション変 化 とHydrophobicscateと の 関 係

ミセ ル 系 に お い て,導 入 され た ア ミ ノ酸 の 疎 水 性 を 比 較 す る た め に,Fig.3.

3で 得 られ た205nmの モ ル 残 基 楕 円 率 の値(【0]205)を 各 ア ミ ノ酸 に対 して プ

ロ ッ トした(Fig.3.4)。 グ ラ フ 中 の バ ー は,負 の と き,α 一ヘ リ ッ ク ス 含 量 が 多

い こ と を表 し,正 の と き.β 一シ ー ト含 量 が 多 い こ とを 表 す 。ま た,第 二 軸 は,

Tanfbrdら が 算 出 した疎 水性 度 【Hydrophobicityscale]の 値(2)を プ ロ ッ トし

た。

ア ミノ酸Xの 疎 水性 度 が 大 き くな る にっ れ,[0】205の 変 化 は 大 き くな り,

α/β構 造転 移 は ア ミノ酸Xの 影 響 を受 けて い る とい え る と考 え られ る。さ らに

興 味 深 い こ とに,イ ンキ ュベ ー ト開始3分 後 か ら24時 間 後 の[0】205値 の 変 動

傾 向 は,ア ミノ酸Xの 疎 水性 度 の 傾 向 と ほ ぼ一 致 して い た。C14SAミ セ ル 存

在 下 で は,ノ ル ロイ シ ン導 入 ペ プ チ ドが,最 もα/β構 造 転 移 しや す い こ とが 明

らか に な っ た。

ま た,ミ セ ル が 存在 す る と,Aocお よびAde導 入 ペ プ チ ドは,β 一構 造 形 成

が 困難 に な る こ とが わ か っ た。 これ は,Aoc側 鎖 のn-hexyl基,あ るい はAde

側 鎖 のn-octy1基 と ミセ ル の 疎 水 領 域 との 親 油 的相 互 作 用 が 強 く な り,一 旦 形

成 され たβ構 造 が 時 間 と共 に緩 和 され て い った の で は な い か と 考 え られ る。
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3・3・4デ カペ プチ ドの コンボメー ションに与 えるミセ ル 表 面 電 荷 の 影 響

陰 イ オ ン 性,陽 イ オ ン 性,非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 の ミ セ ル 系 に お け る

2-9×4K(X=Nle)のCDス ペ ク トル をFig.3.5に 示 す 。

陽 イ オ ン性 界 面 活 性 剤 は 臭 化 ヘ キ サ デ シ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム

(C16TAB),非 イ オ ン性 界 面 活 性 剤 は ドデ シル ジ メチ ル フ ォ ス フ ィ ン オ キ シ ド

(C12DPO)を 使 用 した。CD測 定 時 の サ ン プ ル 濃 度 は,ペ プ チ ド1mMお よび

活 性 剤 濃 度17mMと した。

ま ず,測 定 開 始 後,C14SAミ セ ル 系 で はα一ヘ リッ ク ス 構 造 を,C16TAB系

で は 不 明 瞭 なス ペ ク トル を,C12DPO系 で は ラ ン ダ ム 構 造 を示 した 。C14SA

系 で α・ヘ リ ック ス 構 造 を形 成 した 理 由 と して,C14SAの 親 水 基 で あ る 一SO3'

基 とペ プ チ ドのLys側 鎖,N一 末 端 の一NH3+基 との 静 電 相 互 作 用 に よ る影 響 が 大

きい と考 え られ る。 ま た,24時 間 後 で は,Cl4SA系 で の み ス ペ ク トル 変 化 が

確 認 され た 。

以 上 の 結 果 よ り,2-9×4Kの α・ヘ リッ クス 形 成 に は ミセ ル ー ペ プ チ ド間 の 静

電 相 互 作 用 が 必 要 で あ る こ とが 示 され た 。
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3・3・5デ カペ プチ ドの コンホメー ションに与 えるミセル 濃 度 の影 響

(1)ノ ル ロイシン導 入 型 ペプチ ド

ミセ ル 濃 度 変 化 に よ る2-9×4Kの 構 造 を調 べ るた め に,C14SA濃 度0.1～40

mMの 範 囲 内 で のCDス ペ ク トル 測 定 を行 っ た。Figure3.4と 同様 に,[0]205

の 値 をY軸 に,ま た,X軸 に濃 度 を プ ロ ッ トした もの をFig.3.6に 示 す 。

C14SA濃 度 が10mMお よび20mMの とき,α 一ヘ リ ック ス か らβ。構 造 へ の

構 造 転 移 が確 認 され た 。 しか し,40mMと い う高濃 度 条 件 で は,β 一構 造 へ 転

移 しな か っ た 。 こ の 結 果 よ り,β 構 造 へ の 転 移 は活 性 剤 濃 度 に 強 く依 存 す る

こ とが 示 され た 。C14SAミ セ ル の 会 合 数 は 約80で あ り(8),C14SA濃 度40mM

の とき,ペ プ チ ド1mMな ら,ミ セル 粒 子1個 あた りに 存在 す るペ プ チ ドは

約2分 子 に な る。 従 っ て,ペ プ チ ド濃 度 一 定 の条 件 下 で は,活 性 剤 濃 度 が 高

くな る に つ れ,ミ セ ル 上 の ペ プ チ ド濃 度 が減 少,つ ま り,α 。ヘ リッ ク ス か ら

β一構 造 へ の転 移 は妨 げ られ る と考 え られ る。

一 方
.C14SA濃 度 が 低 い とき(〈2mM)は,ペ プ チ ドを加 え た 途 端 に 白濁

が 生 じた 。 これ は,C14SA分 子 とペ プ チ ドが共 沈 を起 こ して い るた め に よ る

もの と思 わ れ る。

以 上 の 結 果 よ り,ミ セ ル 系 で2-9×4K(X=Nle)が α一ヘ リッ ク ス か らβ。構 造

へ 転 移 す るた め に は,ミ セ ル 粒 子1個 あ た りのペ プチ ド分 子 が2分 子 以 上 必

要 で あ る こ とが わ か っ た 。
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(2)2一 アミノオ クタン酸 導 入 型 ペプチ ド

2一ア ミ ノオ ク タ ン酸 導 入 ペ プ チ ド1mM一 定 条 件 下,活 性 剤 濃 度 変 化 に 伴

うコ ンボ メ ー シ ョン変化 を調 べ た。2・ア ミ ノオ ク タ ン酸 導 入 型 ペ プ チ ドは 試

料 が少 なか った た め,活 性 剤 濃 度8.5mM,13mM,17mM,25mMの4点 に つ

い て のみ 調 べ た。 得 られ たCDス ペ ク トル をFig.3.7に 示 す 。

ペ プ チ ド濃 度 一 定条 件 下,C14SA濃 度8.5mMお よび13mMの と き,サ ン

プル 混 合 直 後,β 一シー ト構 造 の 形 成 が 確 認 され た 。 この 濃 度 で は,α 一ヘ リ ッ

クス構 造 を経 ず に,β 一シ ー トが 形 成 され た。C14SA濃 度17mMで は,α 。ヘ リ

ッ ク ス構 造 を形 成 した の ち,徐 々 にβ一シ ー ト構 造 へ と転 移 す る過 程 が 観 察 さ

れ た 。 さ らに,Cl4SA濃 度25mMで はα一ヘ リ ック ス 構 造 で 安 定 化 し,β 一シ ー一

ト構 造 は形 成 され な か っ た。

C14SA低 濃 度 の とき,ノ ル ロイ シ ン 導 入 型 ペ プ チ ドはα/β構 造 転 移 した が,

2一ア ミノオ ク タ ン酸 導 入 型 はα一ヘ リ ッ ク ス構 造 を形 成 で きず に β一シ ー ト構 造

を形 成 した。 これ は,Aoc側 鎖(n・hexyl基)同 士 の疎 水 性 相 互 作 用 が 強 い 為

に,分 子 間 で β一シ ー ト構 造 を形 成 した も の と考 え られ る。

ま た,C14SA濃 度 が 高 い と き,2一 ア ミノ オ ク タ ン酸 導 入 型 ペ プ チ ドの α一

ヘ リッ クス構 造 は,ノ ル ロイ シ ン の場 合 と比 べ て 安 定 だ っ た 。 そ の 理 由 と し

て,2一 ア ミノオ ク タ ン酸側 鎖 のn-hexyl基 と ミセ ル 内部 の 炭 化 水 素 鎖 領 域 との

強 い 相 互 作用 に よ っ て,ヘ リ ック ス構 造 が 安 定 化 され た こ とが 予 想 され る。
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3・3・6様 々な疎 水 性 アミノ酸 を含 む デカペ プチ ドのCF-leakage活 性

リボ ソー ム に対 す る相 互 作 用 を調 べ る た め に,CF-leakage活 性 測 定 を行 っ

た 。 各 ペ プ チ ドの濃 度 に 対 す るleakage活 性(%)をFig.3.8に 示 す 。

疎 水 性 ア ミ ノ酸 は,す べ て の ペ プ チ ドにお い て2お よ び9番 目に導 入 され

て い る。つ ま り,leakage活 性 の 値 は 導 入 され た 疎水 性 ア ミ ノ酸 の 特 性 を ほ ぼ

反 映 す る と思 われ る。 著者 は,こ の 実 験 で,側 鎖 の 長 さが ほ ぼ等 しいNle,

Met,Leuお よびPheを 導 入 した ペ プ チ ドにお け る1eakage活 性 を 調 べ た 。

活 性 測 定 の 結 果,特 に 強 いleakageを 示 す ア ミ ノ酸 は 確 認 され な か っ た。

しか し,低 活 性 な が ら も側 鎖 の長 さや 構 造 の違 い に よ っ て,2つ の傾 向 が み

られ た。 ま ず,NleとMet導 入 ペ プ チ ドは,100μM近 傍 で約20%の1eakage

活 性 を示 した 。 こ の2つ の ア ミ ノ酸 は,側 鎖 にn・ ・butyl基 とmethylthioethyl

基 を もつ 。両者 とも長 さ は ほ ぼ 等 し く,直 線 型 構 造 で あ る。ま た,LeuとPhe

導 入 ペ プ チ ドは,100μM近 傍 で 約10%のleakage活 性 を 示 した 。 この2つ の

ア ミ ノ酸 は,側 鎖 にiso-butyl基 とbenzyl基 を も ち,ノ ル ロイ シ ンや メ チ オ ニ

ン と比 べ る とか さ高 い 側 鎖 構 造 で あ る。Fig.3.8で 示 され る よ うに,側 鎖 構

造 が 直線 的 で あ る ほ うが,弱 い な が ら も1eakage活 性 を 示 した の は,興 味 深

い 現 象 で あ る。

ペ プ チ ドが リボ ソー ム 内 部 へ 侵 入 す る メカ ニ ズ ム は ,今 の と ころ 明 らか に

な っ て は い な い。 しか し,最 近,Ohtaら は,CF内 包 リボ ソー ム を 用 い て,

ア ミ ノ酸 型 界 面 活 性 剤 の侵 入 作 用 に 関 す る実 験 結 果 を 報 告 した(9)。 そ の 結 果,

ア ミ ノ酸 型 界 面 活 性 剤 は 協 同 的 に 会 合 して リボ ソー ム に侵 入 す る こ とが 明 ら

か に な っ た 。 ア ミノ酸 型 界 面 活 性 剤 に は 分 子 内 に ア ミ ドが あ るた め,分 子 間

で 水 素 結 合 を形 成 しや す い 。 同 様 に ノル ロイ シ ン導 入 ペ プ チ ドも,協 同 的 作

用 に よっ て 会 合 体 を 形 成 し,リ ボ ソー ム へ侵 入 した と推 察 され る。
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次 に,脂 質存在 下で の,各 ペ プチ ドの コンボメー シ ョンを調べ た。 得 られ

たCDス ペ ク トル をFig.3.9に 示す。

リボ ソー ムの有無 に関 わ らず,全 てのペ プチ ドはほ ぼ ランダ ム構 造 で あ っ

た。 しか し,フ ェニル ア ラニ ン導入型 ペ プチ ドは,リ ボ ソー ムが存在 す る と

カル ボニル基 由来 の波 長域220-210㎜ が微増 した。これ は,フ ェニル ア ラニ

ンの側 鎖 フ ェニル基 間のπ一π相 互 作用,ま たは側鎖 フ ェニル基/炭 化 水 素 間 の

CH一π相互 作用 に よって,主 鎖カル ボニル 基 の弱い誘 起 スペ ク トル が 出現 した

もの と思 われ る。

以上 を ま とめ ると,リ ボ ソーム存在 下で はペ プチ ドの疎 水性 が変化 して も

特 定 の構造 をとることはな く,leakage活 性 の 向上 は見 られ なか った。
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3・3・7様 々な疎 水性アミノ酸 を含 むデカペプチドの会合特性

疎水性 ア ミノ酸 を含 むペ プチ ドは,Fig.3.9で 示 され てい るよ うに,pH7.4

の緩衝溶液 中で ほぼ ランダ ム構造 で あっ た。測定時 のペ プチ ド濃度 は100pM

であ り,こ れ らのペ プチ ドはモ ノマー と して存在 してい た可能性 が高い。従

って,よ り高濃 度条 件下 で,疎 水性 ア ミノ酸 導入ペ プチ ドのCDス ペ ク トル

測 定 を行 った。 緩衝 溶液 中,ペ プチ ド濃 度0.5mM,1mMお よび2mMの 環

境 下で測定 した。 得 られ たスペ ク トル をFig.3.10に 示 す。

Leuお よびMet導 入ペ プチ ドは,濃 度 に 関係 な くラ ンダ ム構造 であ った。

また,PheとNle導 入ペ プチ ドは,ラ ンダ ム構造特有 のスペ ク トルパ ター ン

を示 さなかった。PheとNleは,Tanfbrdら が定義 した疎水性 度 の高 いア ミノ

酸 に分類 され る。特 に,Nle導 入ペ プチ ドは220㎜ 付近 に野忌い負の極 大が確

認 された。 この よ うな220㎜ 付近 の弱 い スペ ク トル変化 は,主 鎖カル ボニ

ル基 の配 向の違 いに よる もの と考 え られ,ペ プチ ドの分子 間会合が起 こって

い るこ とが示 唆 され る。つ ま り,Nle側 鎖 のn・butyl基 間の疎水 性相互 作用 に

よって,ペ プチ ド分 子 間の会合が促進 され た と考 え られ る。

以前,E1・Agnafら は,ア ミロイ ドβペ プチ ド(Aβ)の 凝集 に関す る研 究 のなか

で,酸 化 され たMetの 代 わ りにNleを 用 い て実験 を行 った(10)。 そ の結 果,

Nleを 導入 したAβ は,導 入 してい ないAβ に比 べて,ア ミロイ ド線維形 成が

加速 され た こ とが明 らか とな った。 この よ うに,ノ ル ロイ シンは,ペ プチ ド

分子 間の会合性 を向上 させ る疎水性 ア ミノ酸 の一つで あ る といえるだ ろ う。
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3・4結 言

本 章 で,著 者 は,多 様な疎水性 ア ミノ酸 を導入 した ア ラニ ンベー スペ プ チ

ドを合 成 し,ミ セル お よび リボ ソー ム とペ プチ ドとの粒子 間 に生 じる疎 水性

お よび静 電相互作 用 を評価 した。その結果,β 一シー ト形成 には,導 入 され る

疎 水性 ア ミノ酸側鎖 の構造が直線的で あ る ことが必要 で あ る ことがわ かった。

ま た,疎 水性 ア ミノ酸導入ペ プチ ドのα1β構造転移 は,Tanfordら が定義 した

疎 水性 スケールの傾 向 と一致 し,ミ セル荷 電お よび濃 度 に強 く影 響 を受 けた。

一方
,リ ボ ソー ム存在 下では,4種 の疎水性 ア ミノ酸 の種 類 に関係 な く,強

い1eakage活 性 を示すペ プチ ドは確認 され なか った。また,緩 衝溶液 中では,

ノル ロイ シ ン導入ペ プチ ドの 自己会合 が確認 された。
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第4章 ノル ロイシンを位 置 変化 したデカペプチドと

界 面活 性剤との相互作用

4・1は じめに

著者 は,リ シ ンス キャ ンに よって陰イオ ン性 ミセル存在 下でα/β構造 転移

す るア ラニン リッチペ プチ ドの配 列 を特 定 し(第2章),構 造転移 に適 した ミ

セル濃度 を明 らか に した(第3章)。 この よ うに,ミ セル の よ うな荷電粒 子 が

存在す るとき,10残 基程度 の短 いペ プチ ドの立体構造 は側 鎖 の性 質 に強 く影

響 され る。螺旋状 のα一ヘ リックス構造 の場 合,ペ プチ ド鎖 の両 端(N-,C一 末

端)の 主鎖 の水 素結合 はほ どけた状態 であ る。 従 って,よ り短 いペプ チ ドに

とって最安定構造 は分子 内水素結 合 か ら成 るα一ヘ リックス構 造 よ り,分 子 間

水素結合 か ら成 るβ一シー ト構 造で あ る とい えるだろ う。

一般 的なタンパ ク質の場合,二 次構造 を予 測す る方法 と して,Chou-Fasman

法(1)が 知 られ てい る。 この方法 では,ア ラニン(Ala;A)は α・ヘ リックス

構造 を形成 しやす いア ミノ酸 として位 置づ け られ る。 しか し,ヘ リックス性

の高い アラニンを多 く含 む場合 で も,そ の立体構 造は一義 的で はない。例 え

ば,先 に述べ た2-9×4Kは,水 溶液 中で ランダムであ るが,ミ セル の よ うな

荷電粒 子が存在す ると,2-9×4Kは ミセル と相 互作用 し,α一ヘ リックス構造 へ

と変化 した。 さらに,共 存す る ミセル の運動性 に ともない(2),α 一ヘ リ ック

ス構造 か らよ り安 定な β・シー ト構 造へ移 行 した。 これ は,ペ プチ ド分 子 間で

Nle側 鎖 のn-butyl基 同士が相互作 用 し,会 合 が強化 され た結 果 で ある。

また,ミ セル 濃度 によってペ プ チ ドの立体構造 が変 化 したの は,ミ セル お

よびNle側 鎖 の炭 化水素鎖 間に生 じる疎水性相互作用 が原 因で あ る と思 われ

る。 ミセル とペ プチ ドの よ うな異種分 子間 で起 こる疎 水性相 互作用 の微妙 な

バ ランスによって,ペ プチ ドの立体構 造 は変化す ると考 え られ る。 ま た,リ

シンス キャンの よ うに,ア ミノ酸 の位置 によってペ プチ ドの立体構 造 は変化

す るこ とか ら,ノ ル ロイ シンスキ ャンの試 み は,様 々 な立体 構造 を示す ペ プ
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チ ドの配列特 定 に有用 な手法で あ る。

著者 は,本 章 で,ア ラニ ン リッチ ペ プチ ドの疎水 性 ア ミノ酸位 置 と立体構

造 との関係 を評 価す るため,導 入す るNle残 基数 を2残 基 か ら1残 基へ減 ら

し,ノ ル ロイ シンス キャンを行 う。 そ して,ノ ル ロイ シ ンスキ ャンペ プチ ド

とミセ ル,ま たは リボ ソー ム との相互 作用 につ い て調 べ るこ とを 目的 とす る。

10残 基 とい う短 いペプチ ドへ導 入 され た疎水性 ア ミノ酸(Nle;X)お よび

塩基性 ア ミノ酸(Lys;K)の 位置 が,全 体 の コンボメー シ ョンに どの よ うな

影響 を与 え るの か,と い う点 に着 目し,主 に分光 学的 手法 か ら得 られ たデ ー

タを も とに考 察す る。
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4・2実 験

4・2・1デ カペプチ ドの 設 計

ミセ ル 存 在 下 で α/β構 造 転 移 を 生 じた2-9×4K[AXAKAAAAXA(X・Nle)]

の配 列 を も とに,ノ ル ロイ シ ン を ス キ ャ ン した ペ プ チ ドを設 計 した。実 際 は,

Lys(K)を4残 基 目に 固 定 し,Nleを2か ら9残 基 目ま で シ フ トした デ カペ

プ チ ド計7種 を合 成 した 。α・ヘ リッ ク ス お よび β・シ ー ト構 造 の模 式 図 お よび

そ の ア ミ ノ酸 配 列 をFig.4.1に 示 す 。1残 基 お よび10残 基 目に ノル ロイ シ

ンが 位 置 す るペ プ チ ドにつ い て は,末 端 基 効 果 が あ る と予想 され た の で合 成

を行 わ な か っ た 。

Aα 一h。li.β.sheet

8AAA52468

A9④ ⑭ ④ ④ ④4・一・

A2■'VV"VV

,AAAA・ ④@@@@
3

B

AbbreviationSequencePositionofNlea

2×4KAXAKAAAAAA2

3×4KAAXKAAAAAA3

5×4KAAAKXAAAAA5

6×4KAAAKAXAAAA6

7×4KAAAKAAXAAA7

8×4KAAAKAAAXAA8

9×4KAAAKAAAAXA9

aPositionofsubstitutionofAlabyNleinFigureIA .

Fig.4.1Schematicrepresentationofdecapeptidesinα 一helixand

β一sheetstructures(A),aminoacidsequencesof

norleucine.scanningdecapeptides:anaminoacidXrepresents

anorleucineresidue(B).
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4・2・2デ カペ プチ ドの 合 成

H・Ala・Nle・Ata・Lys・Ata-Ala・Ala・Ala・Ala・Ala・OH(2×4K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコ ル ① に 従 い,Wangresin645mgにFmoc。Ala-OH・

H20(645mg,O.3mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc・Ala-OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.44mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala・resin(766mg,0.44mmol/gresin)に 対 して,Fmoc-Ala-OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc-Nle-OH(353mg,1mmo1),ま た はFmoc-Lys(Boc)-OH(469

mg,1mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ ト コル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Nle-Ala-Lys(Boc)-Ala-Ala・Ala-Ala-Ala-Ala・resinの 脱 保 護 と樹 脂

か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Nle-Ala-Lys-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-OH(327mg,0.395mmol,収 率

100%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液

の 条 件 を19%isocraticCH3CN/0.1%TFAと し た 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し,凍 結

乾 燥 に よ り 白 色 粉 末 の 目的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.fbrC36H65011Nll:827.5,Found:828(M+H)+

肌C;Rt=14.8n血(col㎜:TSKgelODS-120,4.6x150㎜,O-lOO%1inear

gradientCH3CN/O.1%TFAover30min)

H・Ala-Ata・Nle・Lys・Ala・Ata。Ala・Aia-Ala・Ala-OH(3×4K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコ ル ① に 従 い ,Wangresin476mgにFmoc-Ala-OH・

H20(331mg,1.OOmmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

騨 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala・OHのWangResinへ の 導 入 率 は,0.62mmol19

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(484mg・0・62mmol/gresin)に 対 して,Fmoc-Ala-OH・H20(329

86



mg,1mmol),Fmoc-Nle-OH(353mg,lmmol),ま た はFmoc-Lys(Boc)-OH(469

mg,1mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Ala-Nle-Lys(Boc)・Ala-Ala・Ala-Ala-Ala-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂

か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Ala・Nle-Lys-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-OH(235mg,0.284mmol,収 率

95%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液

の 条 件 を3%・15%gradientCH3CN/0.1%TFA(20min.)と し た 。分 取 液 を 減 圧 濃

縮 し,凍 結 乾 燥 に よ り 白色 粉 末 の 目 的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC36H650iiNi1:827.5,Foulld:828(M+H)+

肌C;Rt=5.5min.(column:Chromolith,4.6x100㎜,0-100%1ineargradient

CH3CN/0.1%TFAover30min.)

H・Ala・Ala・Ala・Lys。Nle一 川a・Ala・Ala・Ala。Ala-OH(5×4K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコル ① に 従 い ,Wangresin476mgにFmoc-Ala-OH・

H20(331mg,1.OOmmol)を 導 入 した 。 プ ロ トコル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc・Ala-OHのWangResinへ の 導 入 率 は,O.62mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(600mg,0.55mmol/gresin)に 対 して,Fmoc-Ala-OH・H20(329

mg,lmmo1),Fmoc-Nle-OH(353mg,1mmol),ま た はFmoc・Lys(Boc)-OH(469

mg,1mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ ト コル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Ala・Ala-Lys(Boc)-Nle-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂

か らの 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Ala-Ala-Lys-Nle-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-OH(205mg,0.241mmol,収 率

98%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液
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の 条 件 を3%-10%gradientCH3CN/0.1%TFA(20min.)と し た 。分 取 液 を 減 圧 濃

縮 し 、 凍 結 乾 燥 に よ り 白 色 粉 末 の 目的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC36H65011Nn:827.5,Found:850(M+Na)+

HPLC;Rt・5.2min.(◎ol㎜:Chromolith,4.6x100㎜,0-100%1ineargradient

CH3CN10.1%TFAover30min)

H・Ala・Ala・Ala・Lys・Ala・Nle・Ala・Ala・Ala-Ata-OH(6×4K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコ ル ① に 従 い,Wangresin476mgにFmoc・Ala-OH・

H20(331mg,1.OOmmol)を 導 入 した 。 プ ロ トコ ル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala・OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0,62mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala・resin(403mg,0.62mmol/gresin)に 対 し て,Fmoc-Ala・OH・H20(329

mg,lmmol),Fmoc・Nle-OH(353mg,1mmol),ま た はFmoc・Lys(Boc)-OH(469

mg,lmmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Ala-Ala-Lys(Boc)・Ala-Nle・Ala-Ala-Ala-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂

か らの 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Ala-Ala-Lys-Ala-Nle-Ala-Ala-Ala-Ala-OH(210mg,0.254mmo1,収 率

100%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。溶 離 液

の 条 件 を5%isocraticCH3CN/0.1%TFAと し た 。分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し、凍 結 乾

燥 に よ り 白 色 粉 末 の 目 的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC36H650iINil:827.5,Found:850(M+Na)+

HPLC;Rt;5.6min・(column:Chromolith,4・6x100mm,O-100%1ineargradient

CH3CN/0.1%TFAover30min)

H・Ala。Ala・Ala-Lys・A置a・Ala・Nle・Ala・Ala・Ala・OH(7×4K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ ト コル ① に 従 い,Wangresin476mgにFmoc-Ala-OH・
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H20(331mg,1.OOmmol)を 導 入 した 。 プ ロ ト コル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala-OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.62mmol/9

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc・Ala-resin(403mg,0.62mmol/gresin)に 対 して,Fmoc-Ala-OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc-Nle-OH(353mg,1mmol),ま た はFmoc-Lys(Boc)-OH(469

mg,1mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc・Ala-Ala-Ala-Lys(Boc)-Ala-Ala-Nle-Ala-Ala-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂

か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。 反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Ala・Ala-Lys-Ala-Ala-Nle-Ala-Ala-Ala-OI{(217mg,O.262mmol,収 率

100%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液

の 条 件 を5%isocraticCH3CN/0.1%TFAと し た 。分 取 液 を減 圧 濃 縮 し,凍 結 乾

燥 に よ り 白 色 粉 末 の 目 的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC36H650iiNn:827.5,Found:828(M+H)+

肌C;Rt=5.9曲.(co1㎜:Chromolith,4.6x100㎜,0-100%1ineargradient

CH3CN/0.1%TFAover30min)

H・Ala・Ata・Ala・Lys・Ala・Ala-Ala・Nle。Ala-Ala・OH(8×4K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコ ル ① に 従 い,Wangresin645mgにFmoc-Ala・OH・

H20(444mg,0.9mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala-OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.57mmol/g

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコ ル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(582mg,0.57mmol/gresin)に 対 し て,Fmoc-Ala-OH・H20(329

mg,1mmol),Fmoc-Nle-OH(353mg,1mmol),ま た はFmoc-Lys(Boc)-OH(469

mg,1mmol)を 導 入 した 。 プ ロ トコル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ ト コル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Ala-Ala-Lys(Boc)-Ala-Ala-Ala-Nle-Ala-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂
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か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Ala・Ala。Lys-Ala-Ala・Ala-Ala-Nle-Ala・OH(239mg,0.289mmol,収 率

87%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 い,RP-HPLC精 製 を行 っ た 。 溶 離 液

の 条 件 を19%isocraticCH3CNIO.1%TFAと し た 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し,凍 結

乾 燥 に よ り 白 色 粉 末 の 目 的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC36H650nNn:827.5,Found:850(M+Na)+

HPLC;Rt=14.8min.(col㎜:TSKgelODS-120,4.6x150㎜,0・100%1inear

gradientCH3CN/O.1%TFAover30min)

H・Ana・Ala。Ala・Lys・Ala-Ala・Ala・Ala・Nle・AlaイOH(9×4K)の 合 成 ・精 製

ペ プ チ ド合 成 の プ ロ トコル ① に 従 い,Wangresin645mgにFmoc・Ala-OH・

H20(444mg,O.9mmo1)を 導 入 した 。 プ ロ トコ ル ② に 従 い,樹 脂 へ の ア ミ ノ

酸 導 入 率 を 求 め た 。Fmoc-Ala・OHのWangresinへ の 導 入 率 は,0.61㎜ollg

resinで あ っ た 。 次 に,プ ロ トコル ③ に 従 い,ペ プ チ ド鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。

Fmoc-Ala-resin(582mg,0.57mmol/gresin)に 対 して,Fmoc-Ala-OH・H20(329

mg,1mmo1),Fmoc-Nle・OH(353mg,1mmol),ま た はFmoc-Lys(Boc)-OH(469

mg,1mmol)を 導 入 し た 。 プ ロ トコ ル ④ に 従 い,各 ア ミ ノ 酸 の 脱 保 護,お よ

び 縮 合 反 応 終 了 時 にKaisertestを 行 っ た 。 次 に,プ ロ ト コ ル ⑤ に 従 い,得 ら

れ たFmoc-Ala-Ala-Ala-Lys(Boc)・Ala-Ala-Ala-Ala-Nle-Ala-resinの 脱 保 護 と樹 脂

か ら の 切 断 を 同 時 に 行 っ た 。反 応 溶 液 を 減 圧 濃 縮 後,エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 固 化 し,白 色 粉 末 の 粗 生 成 物

H-Ala-Nle-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Lys・Nle-Ala-OH(271mg,0.327mmol,収 率

98%)を 得 た 。 次 に,プ ロ トコ ル ⑥ に 従 いJRP-HPLC精 製 を 行 っ た 。 溶 離 液

の 条 件 を19%isocraticCH3CN/0.1%TFAと した 。 分 取 液 を 減 圧 濃 縮 し,凍 結

乾 燥 に よ り 白 色 粉 末 の 目 的 物 を 得 た 。

FABMS;Calcd.forC36H650nNn:827.5,Found:828(M+H)+

肌C;Rt=14.8血.(co1㎜:TSKgelODS-120,4.6xl50㎜,0・100%linear
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gradientCH3CN/0.1%TFAover30min)

4・2・3界 面 活 性 剤 溶 液 の 調 製

ミセ ル 溶 液 の 調 製

陰 イ オ ン性 界 面 活 性 剤Amrnoniumtetradecanesulfonate(C14SA)は,2・2・3

で 合 成 した もの を使 用 した。

CDス ペ ク トル 測 定,お よび 蛍 光測 定 用 のC14SAス トック溶 液20mMを

調 製 した。 サ ン プル 溶 液 に は,二 次蒸 留 水 を使 用 した 。

リボ ソーム 溶 液 の 調 製

リボ ソー ム の 脂 質 と して,市 販 品 の卵 黄 フォ ス フ ァチ ジル コ リン(EYPC,

シ グマ 社 製),お よび 卵 黄 フォ ス フ ァチ ジ ル グ リセ ロー ル(EYPG,シ グマ 社

製)を 使 用 した 。2・2・3の プ ロ トコル(a),(b)お よび(c)に 従 い,leakage測

定 用 の酸 性 リボ ソー ムの調 製,定 量 を行 っ た。そ の 結 果,脂 質濃 度 は,149mg

/dLで あ っ た。

4・2・4CDス ペ クトル測 定

CDス ペ ク トル 測 定 は 円二色 性 分 散 計(J-720,日 本 分 光 株 式 会 社 製)を 使

用 して30℃ 下 で 行 っ た。1ま た は0.1㎜ 円筒 型 石 英 セ ル を使 用 した 。 ペ プ

チ ド濃 度 は,ミ セ ル 系 で はlmM,リ ボ ソー ム系 で は150μMと した。得 られ

た デ ー タは 平 均 モ ル 残 基楕 円 率 囹 に 換 算 した 。
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4・2・5チ オ フラビンTに よるアミロイド形 成 能 評 価

チオフラビンT蛍 光 測 定

チ オ フ ラ ビ ンT蛍 光 強 度 測 定 は,以 下 の 手順 で行 わ れ た 。 まず,CDス ペ

ク トル 測 定 時 と同様 に,ペ プ チ ドお よび 界 面活 性 剤 各 々 の ス トッ ク溶 液 を準

備 し,測 定 開 始 直 前 に 目的 濃 度 に な る よ うに混 合 した 。 混 合 溶 液 を光 路 長1

cmの 角 型 石 英 セ ル に移 し,30℃ 下 に て蛍 光 強 度 を 測 定 した 。測 定 は,分 光 蛍

光 光 度 計(F-2500;日 立 製 作 所 株 式 会 社 製)を 使 用 し,励 起 波 長435㎜ にお

け る480㎜ の蛍 光 強 度 を 測 定 した。 光 源 お よび 検 出 器 の 波 長 フ ィル タ ー は

そ れ ぞ れ405㎜ と460㎜ の 付 属 品 を使 用 した。

4・2・6CF-leakage活 性 測 定

CF-teakage活 性 測 定

CF-leakage活 性 測 定 は,以 下 の手 順 で行 われ た。 ま ず,光 路 長1cmの 角 型

石 英 セ ル に,4・2・3の 操 作 で 得 られ たCF内 包 リボ ソー ム 溶 液 を10μL採

り,20mMTES/150mMNaC1緩 衝 溶 液(pH7.4)を2mL加 え て希 釈 した。 こ

れ に,ペ プ チ ドス トック溶 液(2mM)を 目的 濃 度 に な る よ うに適 量 加 えた 。

ペ プチ ド添 加 か ら2分 後 の漏 出 したCFを 調 べ るた め に,励 起 波 長470㎜ に

お け る510㎜ で の 蛍 光 強 度 を測 定 した(F)。 さ ら に,内 包 され たCFが リ

ボ ソー ム か ら総 て漏 出 した と きの 値 を得 るた め に,Triton⑪X-100(10μL,20%

inTESbUffer)を 加 え,こ の とき の蛍 光 強 度 を測 定 した(Ft)。1eakage活 性(%)

は100`F-Fo)/`Ft-Fo)の 式 か ら算 出 した 。 こ こで,Foは ペ プ チ ドが加 え ら

れ て い な い と き の 蛍 光 強 度 の値 で あ る。

92



4・2・7透 過 型電子 顕微鏡観察

顕微鏡 観察試 料 は以 下の手順 で作成 した。まず,ペ プ チ ドノC14SA溶 液 は,

それ ぞれ1mM/17mMに な るよ うに調 製 し,室 温 で2週 間イ ンキュベー ト

した。測定 時 にその溶液 を10倍 希釈 して,TEM観 察 に使 用 した。次 に,ペ

プチ ド希釈溶 液5pLを カーボ ン膜 を貼 った電子 顕微 鏡 用銅製 グ リッ ド(応研

商事株 式会 社製)(200mesh)に のせ た。30秒 後,濾 紙 片 で グ リッ ド上 の液

を吸い取 り,蒸 留水 を さ らに1滴 のせ た。10秒 後 に,余 分 な蒸留水 を濾 紙 片

で吸い取 り,2%り ん タングステ ン酸水 溶液 をのせ て,30秒 後に濾紙片 で吸

い取 った。2日 間,真 空乾燥 した後,TEM観 察 を行 っ た。観 察 はH-9000NAR

(日 立製 作所株 式会社製)を 使用 し,100kVの 加 速電 圧 で行 った。
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4・3結 果 お よび考 察

4・3・1デ カペ プチ ドのCDス ペ クトル 変 化

水,メ タ ノー・一ル 系 で のCDス ペ ク トル をFig.4.2に 示 す 。

まず,水 中 で は,す べ て のペ プ チ ドが ラ ン ダ ム構 造 の ス ペ ク トル パ ター ン

を示 した 。 ノル ロイ シ ン ス キ ャ ンペ プ チ ドは,ノ ル ロイ シ ン の位 置 に よ る ス

ペ ク トル 変 化 が 確 認 され た。

ま た,メ タ ノー ル 中 で は2×4K,6×4K,8×4Kお よび9×4Kが β一構 造 を形 成

した。 こ の うち,2×4K,6×4K,8×4Kは,β 一シー ト構 造 形 成 時,Lys(K)とNle

(x)の 側 鎖 が シ ー ト面 に 対 して 同一 方 向 に揃 う。 しか し,gx4Kは,Lys(K)

とNle(X)が 互 い に反 対 に位 置 した に も関 わ らず,β ・構 造 を形 成 した。 ま た,

Nleを1残 基 有 す る ノ ル ロイ シ ンス キ ャ ンペ プ チ ドで さ え もβ一構 造 を形 成 し

た こ とか ら,メ タ ノー ル 中 で の 立 体構 造 は ノル ロイ シ ンの 残 基 数 に影 響 され

な い こ とが 明 らか に な っ た。次 に,陰 イ オ ン性 界 面 活 性 剤C14SAミ セ ル 中 で

のCDス ペ ク トル 測 定 を行 っ た。3分 後 と48時 間後 に得 られ た スペ ク トル を

Fig.4.3に 示 す 。 ほ とん どのペ プ チ ドは,α 一ヘ リッ ク ス か らβ一シ ー トへ の構

造 転 移 を 生 じた 。 しか し,8×4Kは,サ ンプ ル 溶 液 混 合 直 後 か らα一ヘ リッ ク

ス 構 造 を形 成 せ ず,β 構 造 を形 成 した。 混 合 サ ンプ ル 溶 液 の 白濁 は確 認 され

な か っ た。 α一ヘ リ ッ ク ス か らβ一シー ト構 造 へ の 転 移 を 比 較 す る た め に,3分

後 と48時 間 後 の205㎜ で のモ ル 残 基 楕 円 率 の 差 △【θ]205を プ ロ ッ トした。X

軸 に△【o]205の値 を,Y軸 にペ プ チ ドの種 類 を あ らわ した グ ラ フ をFig.4.4に

示 す 。 △【0]205の 値 が 大 き い ほ どα一ヘ リック ス か らβ一シー ト構 造 へ の転 移 が 起

こ りや す い こ とを意 味 す る(3)。 ノル ロイ シ ン を2残 基 有 す る2-9X系 の 方

が1残 基 有 す る系 よ り△[0】205の値 が 大 き い こ とか ら,ミ セ ル 存 在 下 で は 配 列

中に 疎 水 性 ア ミ ノ酸 が 多 い方 が 明確 な構 造 転 移 が起 こ って い る とい え る。 ま

た,N一 端 か ら ノル ロイ シ ン残 基 が遠 ざか る に つ れ て △【0】205の値 が減 少 す る

こ とか ら,ノ ル ロイ シ ン側 鎖n-butyl基 が ミセ ル と強 く相 互 作 用 す る こ とでぺ
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プ チ ド分 子 の 動 きが 制 限 され た と考 え られ る。 従 っ て,α/β 構 造 転 移 は,N一

端,4Lysお よびNleの 位 置 に 大 き く影 響 され る こ とが 示 され た 。

95



い

§ 著

ξ
潤

oE§¥

Rξ ・e蕎

£ 雷

蘇 墓 墓 墓.暴1
寺 轟 睾 弩
蕎 還

8
00
0et
甲・=

o寸Noe評 唱
o騨圃　

巴
レ1。u・p乙山。6epシ ・川 ・1暑

覧
8§
N8 .

唱
。Q

嘗9壽

三
〇 ∈8Q

¥藁 鴨ll

巽 驚OD§ 鑛
Y① §.9
蔓 ロ(気
「vQ=

8
cuO禦 寸 璽vN 　

ζ
レ1。WPeua。6epツM。1蚤

96



　
o
喝'1昌

q
oo
Ra

Y・

R・ 、`8ξ 讐
Ol?N音 話

竃2「 守

蓑 奪1ミ 。_茸 壽.。:婁1
竃

.奮 ・1・ve・・w…p・ 。・'1・1爵＼

,涯 高 華 § 裾

'一'/m。Y∈.§
9寸 、、`ocぢ

∴ 繭 軸 ・凹asξ'苓 等怨1奮

Y§/'一 ∠ 暑婁 書σ

芙 、s§1・ ・'・ 一 。.,,・?§ 幾
O、 マ 喜

、潤 ・,田。・・p,…1・1.罰

_tS-;)s.i;'善 奪1塁1
、脚,山 …p,…1・ 】1語 .!?邑

。,)涯 鴨 §寒
R'c「 つo"

藁`9量 一 ・ 一'・ … § 差l
Nl等 壌 ・脚 ・山.6ep・。川0】 款

))E暑1¥§,嚢
'一ノ08蓋 ・

、 奪 §i零Bマ.諏 繭 ザ

,蟻 寒1葬' む

9
マ 「りN▼ 一 〇 マーNρ う081

輪

し一pu」Pzu」06epツoレ'[01・ 則F

.聾

97



Oh

lΩ §

ε

鎚
▽8

寸 歪 窪

の「50

ロ　

CM溜

E聲
oo身

◎ ⊃'お

ξ 毒
▼一 』

cu、 § 衷

8縫
幽 三壽
9、 。。 「守

v,<§ 塞

謹塁
oE

o℃
YYYY,eとY¥¥YYYYt
o寸 」Ωo卜OD寸 寸 寸 寸 寸 寸 寸 鯉
× × × × × × × × × × × × × 』
σ)① ◎⊃oo① ⊂No」 Ω ㊤ 卜・co①
lllllt

N(NNOUNN

98



cΩ ・q=」 ¢L邑 α=L⊂ Ω腫 αコ.

馬 ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑
等 蚤 益 遵 益 遵 邑 遵 益
δ 翠 翠 翠 翠 畢 睾 串

δ ご δ δ δ δ δ

.o
en●1口

.§ 翌
。督o
うoロ

ーo口

oo

薯 毒糺 §轟 §_芭

1選 § § 皇 §

:l
o弓

名 密 ヨ § ヨ 自 ξi繧 日 ヨ

琶 魯籠 量量暑§量量

ξ

蠣 難颯ll
28ア 暮

譲 言 .躍

書講 講 護叢ll
コ　 　　　 ロロ む

憂 毫 琶 差
b■のL■ ■L■ ■

鋼3」20「5

99



4・3・2チ オフラビンTに よるアミロイド形成能評価

リシ ンスキ ャ ンペ プチ ドと同様 に陰イ オン性 ミセル 共存 下 での ノル ロイ シ

ンスキ ャンペ プチ ドのア ミロイ ド形成能 について調 べた。 時間 に対 す る蛍 光

強度変 化 をFig.4.5に 示す。蛍 光弓重度 は,435㎜ の励起 波長 にお け る480㎜

の蛍 光強度 をプ ロ ッ トした。

ミセル と混合 した 直後 か ら8×4Kの 蛍光 強度 は急激 に増 大 した。 この よ う

な急 激 な変化 は,8×4KのCDス ペ ク トル変化 とほぼ一致 す る。従 って,8×4K

は ミセル 添加 後,直 ちにβ一シー ト構 造 を形成 し,さ らに会合 した ア ミロイ ド

様線 維 を形成 してい る と考 え られ る。一方,8×4K以 外 のペ プチ ドの蛍 光強

度 の増 大 はみ られ なか った。 従 って,CDス ペク トル ではβ・シー ト構 造 を示

した が,蛍 光 強度 の増 大がみ られ なか ったデ カペ プチ ドは,分 子 間 でβ・シー

ト構造 まで は形成 で きる ものの,さ らに伸長 したア ミロイ ド線維 まで は形 成

す る こ とが で きな い といえ る。

また,蛍 光 強度 の増 加傾 向について第2章 の2-9×4Kの 場 合 と比較す る と,

2-9×4Kは シ グモイ ド曲線的 な増加 で あった のに対 して,8×4Kの 場合 はそ う

で はなか った。従 って,ミ セル存在下で8×4Kは2・9×4Kと は異 な る会合様

式 でア ミロイ ド様 線 維 を形 成 してい ると考 え られ る。
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4・3・3ア ミロイド様 線維 のTEM観 察

チオ フラ ビンT法 でア ミロイ ド様線維 形成能が最 も高 か った8×4Kの 透過

型電子顕微鏡観 察(TEM)を 行 った。C14SAミ セル共存 下,室 温 で2週 間イ ン

キュベー トしたサ ンプル を観 察 した。得 られ た画像 をFig.4.6に 示す。

Figure4.6・Aで は,幅 が約50㎜ 程度 の線維がみ られ た。 さ らに高倍 率 の

画像Fig.4.6-Bで は,幅 が約10㎜ 程 度 の線維 が集 積 した形 態 で あった。 β一

シー ト構造形成 時 にお ける8×4Kの 幅1ま約3.5㎜ で あ るが,晦4.6-Bの 画

像では,線 維幅 は約10㎜ 程 度で あ り,や や大 きい。 しか し,混 合 した界面

活性剤 テ トラデ シル スル ホ ン酸 ア ンモ ニ ウム とペ プ チ ドの複 合 体 に よる チ

ューブ とは考 えに くい。 も し,テ トラデ シルスルホ ン酸 ア ンモニ ウムのべ シ

クル状会合 であ る とす れ ば,内 水相 を考慮 に入れ る と,チ ューブ の直径 は10

㎜ 以上 にな る と予想 され るか らであ る。
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4・3・4ミ セル 系 にお ける β一シー ト構 造 のFr!Rス ペ クトル 解 析

ノル ロイ シ ン ス キ ャ ンペ プ チ ドの うち8×4Kは,陰 イ オ ン性 ミセ ル 存 在 下

で β・シ ー ト構 造 で 会 合 し,ア ミロイ ド様 線 維 を形 成 した 。 さ ら に,β 一シ ー ト

構 造 が 平行 か 逆 平 行 か を 調 べ るた め に,FTIR測 定 を行 った。ア ミ ロイ ド様 線

維 が確 認 され た サ ン プ ル 溶 液 をCaF2上 に キ ャス トフ ィル ム法 で 塗 布,乾 燥 さ

せ た。得 られ た ス ペ ク トル をFig.4.7に 示 す 。ア ミ ド1領 域 の 吸 収 帯 で あ る

1624cm'1付 近 に β・シ ー ト特 有 の鋭 い ピー クが 見 られ た。 しか し,逆 平 行 β。

シ ー トの 場 合 に 出現 す る1690cm●1付 近 の弱 い ピー ク(4,5,6)が 見 られ な か っ

た た め,8×4Kは 平 行 β・シ ー ト構 造 で あ る こ とが示 唆 され た。

ま た,対 照 サ ン プ ル と して4mMDCIを 含 むD20中 で の8×4KのFTIR測 定

を 行 っ た。 得 られ た ス ペ ク トル をFig.4.8に 示 す 。 ま ず,ペ プ チ ド1mMに

対 してDCI4mMを 加 え た サ ン プル 溶 液 をCaF2上 に キ ャ ス トフ ィル ム 法 で 塗

布 し,乾 燥 させ た 。 得 られ た スペ ク トル をFig.4.8・Aに 示 す 。 ア ミ ド1領 域

で あ る1624crrゴ1付 近 に,β 一シv-一・ト構 造 特 有 の鋭 い ピー クが観 察 され た 。 ま

た,1688cm'1付 近 に 弱 い 吸 収 ピー クが 出現 した こ と か ら,逆 平 行 βシ ー ト

構 造 が形 成 され て い る こ とが 明 らか に な っ た(4,5,6)。 ま た,同 サ ン プ ル を

乾 燥 せ ず に 測 定 し,D20の ブ ラ ン クデ ー タ を 差 し引 い た スペ ク トル をFig.4.

8-Bに 示 す 。 得 られ た スペ ク トル は,1650cm'1に ラ ン ダ ム構 造 を示 す 吸 収 ピ

ー一ク を示 し,CDス ペ ク トル 測 定 に お い て も ラン ダ ム構 造 を示 した 。従 っ て,

陰 イ オ ン性 ミセ ル が 存 在 す る と8×4Kは 平 行 β一シー ト構 造 を形 成 す る こ と が

明 らか に な っ た。
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4・3・5リ ボ ソーム に 対す るCF-leakage能 評 価

7種 の ノル ロイ シ ン ス キ ャ ンペ プ チ ドの濃 度 に 対 して1eakage活 性(%)を

プ ロ ッ トした グ ラフ をFig.4.9に 示 す 。7種 の ペ プ チ ドの うち,8×4Kは 約

60%のleakage活 性 を示 した。 ま た,9×4Kは,約10%程 度 のleakage活 性 を

もつ こ とが確 認 され た 。 しか し,そ れ 以 外 のペ プ チ ドはleakage活 性 が な い

こ とが わ か っ た 。 ミセ ル 系 で β・シー ト構 造 を形 成 した8×4Kは,リ ボ ソー ム

に 対 して 高 いleakage活 性 を 示 した こ とか ら,β 一シー一ト形 成 能 とleakage活 性

の 相 関性 が あ る こ とが 示 唆 され た。 ア ミ ノ酸 配 列 に つ い て は,8×4Kに お け

る(Lys,Nle)の 位 置 関係 は,(i,i+4)で あ り,リ シ ンス キ ャ ンペ プ チ ド2-9×4K

にお け る(Nle,Lys,Nle)の 位 置 は(i,i+2,i+7)と な り,相 同 性 は 認 め られ な か

った 。

2×4Kか ら9×4Kま で の7種 につ い て,リ ボ ソー ム が存 在 す る場 合 と存 在

しな い場 合 で のCDス ペ ク トル を測 定 した 。 得 られ た ス ペ ク トル をFig.4.

10-Aお よびFig.4.10-Bに 示 す。 リボ ソー ム な し,つ ま り,pH7.4のTES緩

衝 溶 液 中で は,い ずれ の ペ プ チ ドもほ ぼ ラ ン ダ ム構 造 で あ っ た 。 ま た,リ ポ

ソー ム存 在 下 で は,8×4Kの 構 造 は若 干 変 化 した が.ほ ぼ ラ ン ダ ム構 造 で あ

っ た。 従 って,leakage活 性 が あ っ た 濃 度150pM付 近 で は,ペ プ チ ドの コ ン

ボ メー シ ョン変 化 に特 別 な 差 異 は 確 認 され な か っ た。
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8×4Kがleakage高 活 性 を示 した 理 由 を考 察 した と ころ,測 定 時 に加 え るペ

プ チ ドス トッ ク溶 液 が2mMで あ り,局 所 的 に高 濃 度 で あ る た め,leakage活

性 が 向 上 した の で は な い か,と 予 想 され た。 そ こ で,ペ プ チ ド濃 度2mMで

のCDス ペ ク トル 測 定 を行 っ た。Figure4.11に 各 ペ プ チ ドのCDス ペ ク トル

を示 す 。

ペ プ チ ド濃 度2mMで は,8×4Kの み が β・シー ト構 造 を形 成 した。一 方 ,他

の ペ プ チ ドは す べ て ラ ン ダ ム構 造 で あ った。 従 っ て,緩 衝 溶 液 中 で8×4Kは

分 子 間 水 素 結 合 で 会 合 し,β ・シ ー ト構 造 を形 成 して い る と予想 され る。 しか

も,ペ プ チ ド濃 度 が150μMの 時(Fig.4.10-A)は ラ ン ダ ムで,2mMの 時(Fig.

4.11)は β・シー ト構 造 で あ っ た こ と よ り,コ ンボ メー シ ョンの 濃 度 依 存性 が示

唆 され た。 そ こで,8×4Kに つ い て0.03mM～1mMの 濃 度 範 囲 でCDス ペ ク

トル 測 定 を行 っ た 。 そ の 結 果 をFig.4.12に 示す 。

ペ プ チ ド濃 度1 .00mMで は,β 一シ ー ト構 造 を示 した。そ の サ ン プ ル を徐 々

に希 釈 して い っ た と こ ろ,0.38～0.27mM付 近 で,218㎜ の ピー ク値 が 減 少

した 。 これ は,ペ プ チ ド濃 度 の低 下 に伴 い,β ・シ ー ト構 造 が崩 壊 し,ラ ン ダ

ム構 造 へ と徐 々 に 移 行 した 為 と考 え られ る。 さ らに,希 釈 した と こ ろ,ペ プ

チ ド濃 度0.03mMで 完 全 に ラ ン ダ ム構 造 とな った 。
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4・3・6デ カペ プチド8×4Kの 会 合 挙 動

Figure4.12で 得 られ た スペ ク トル につ い て,α 一ヘ リ ッ クス,β 一シ・一…ト,ラ

ン ダ ム構 造 の3成 分 の 含 率(%)を 求 め る た め,フ ィ ッテ ィ ン グ処 理 を行 っ

た 。Greenfield&Fasmanら に よ る ポ リ リシ ン の デ ー タ(7)を 基 に 最 小 自乗 法 に

よ り算 出 した。 得 られ た 各 組 成 をFig.4.13に 示 す 。x一 軸 に ペ プチ ド濃 度 の

対 数 を,第1Y一 軸 に β一シー ト含 率,第2Y・ 軸 に ラ ン ダ ム構 造 含 率 をプ ロ ッ

トした 。

計 算 の結 果,α 一ヘ リ ッ クス構 造 は 系 に 含 ま れ てお らず,8×4Kの 会 合 体 は

ラ ン ダ ム とβ一シー ト構 造 の平 衡 関 係 で 存 在 して い る こ とが 明 らか に な った 。

つ ま り,8×4Kは,10-4molL'iの オ ー ダ ー あ た りか ら会 合 し始 め,最 終 的 に分

子 間 水 素 結 合 の作 用 に よ りβ・シ ー ト構 造 を形 成 して い る と考 え られ る。一 方,

ラ ン ダ ム 構 造 は β一シー トの 減 少 と と も に増 大 した。 従 っ て,8×4KはpH7.4

の緩 衝 溶 液 中 で 協 同 的 結 合(28)に よ りβ一シ ー トを形 成 して い る こ とが 明 らか

に な っ た。
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4・3・7デ カペプチ ド8×4Kの 温 度 変 化 による会 合 挙 動

緩 衝 溶 液 中 で,8×4Kは 自己会 合 す る こ とが わ か っ た。 しか も,会 合 は ペ プ

チ ド濃 度 に大 き く依 存 した。 著 者 は,温 度 変 化 に よ る会 合 挙 動 に つ い て 調 べ

る た め,ペ プ チ ド濃 度 お よび測 定 温度 変 化 に よ るCDス ペ ク トル 変 化 を 調 べ

た 。

得 られ たCDス ペ ク トル の218㎜ で のモ ル 残 基 楕 円 率[θ】218をペ プ チ ド濃

度 に対 して プ ロ ッ トした グ ラ フ をFig.4.14に 示 す 。

測 定 温 度 に 関 係 な く,ペ プ チ ド濃 度0.3mM付 近 を 境 に傾 き の 差 が 生 じた。

す な わ ち,高 濃 度(0.3～1mM)で は,[θ]218値 は ほ とん ど変 化 せ ず,β 一シ ー

ト構 造 が優 先 的 で あ った 。 しか し,低 濃 度(<0.03mM)で は,濃 度 が 低 く な

る に つ れ て[0]218は 徐 々に増 大 し,ラ ン ダ ム構 造 が 優 先 的 に な っ た。 こ の こ と

は,臨 界 ミセ ル 濃 度(criticalmicelleconcentration;cmc)の 様 な 臨 界 会 合 濃 度

(criticalaggregationconcentration;cac)が 存 在 す る こ とが 示 唆 され る。

ま た,温 度 変 化 に よ るモ ル残 基楕 円率[0]218に 注 目す る と,温 度 が 上 が る に

つ れ て[0]218値 の 低 下,す な わ ちβ一シー ト構 造 の 増 大 が み られ た。これ を式(1)

お よび 式(2)か ら導 出 した 式(3)を 用 い て考 察す る。

△G。=-R7h1(・ ・…(1)

[調 レ 誓 一(2)

〔∂劉 一雑 ・・…(3)

△(}。=△H。-TAS。 ・・。●・(4)

この 系 で は温 度 上 昇 に よ りペ プ チ ド間 の 会 合(水 素 結 合 の形 成)が 促 進 した

の で △HO>0で あ る。 ま た,自 発 的変 化 で あれ ば△G<0と な る。従 っ て,式(4)

を満 た す に は△so>0と な る必 要 が あ り(2),こ の 会 合 は 疎 水 性 相 互 作 用 に よ る
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も の とみ られ る。

従 っ て,高 濃 度 域(0.3～1mM)に お け る[0]218値 は,温 度 変 化 の影 響 を受

け た の に 対 し,低 濃 度 域(<0.03mM)で は,温 度 変 化 の影 響 を あ ま り受 け な

か っ た 。これ は,低 濃 度 域(<0.03mM)で ペ プ チ ドは ラ ン ダ ム構 造 で,か つ,

単分 散 して い る た め,ペ プチ ド分 子 間 の 会 合 性 が 低 下 した た め と予 想 され る。
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4・4結 言

著者 は,陰 イオ ン性 ミセル共存 下で,8×4K(AAAKAAAXAA,X=Nle)が

高 いア ミロイ ド形成能 を示 し,線 維状会 合体 を形成 す るこ とを確 認 した。 ま

た,FTIRス ペ ク トル よ り,陰 イオ ン性 ミセ ル共存 下で8×4Kが 平行 β一シー ト

構造 で会合 してい る こ とを明 らかに した。 また,8×4Kが 酸性 リボ ソー ムに

対 して高いleakage活 性 を示す ことと,緩 衝溶液 中で は 自己会 合 に よってβ一

シー ト構造 を形成す る ことを見出 した。 さ らに,8×4Kの 会合 がペ プチ ド濃

度 お よび温度 に依存す るこ とを明 らかに した。
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第5章 円 偏 光 二 色 性 に よる

n-decanoy1-N-methylgulcamideと 添 加 物 と

の 相 互 作 用 に関 す る研 究

5・1は じめ に

生命体 の基本 単位 で あ る細胞 は,リ ン脂質か ら成 る脂 質二分子膜 に よって

隔て られ,内 外 を 区別 され て い る。細胞 膜は,物 質の輸送,エ ネル ギー変換,

情報伝 達 な どの重要 な生命 活動 を担 ってお り,膜 タンパ ク質,コ レステ ロー

ル,糖 脂 質 な どが存 在す る ことが知 られて いる。 なかで も,糖 脂質 は,細 胞

認 識,抗 原,ウ イル スや 毒素 に対す る受容体,あ るい は細胞 の分化や増殖 な

どあ らゆる生命 現象 に関与 してい る。さらに,分 布 パ ター ンは,生 物 の種属,

臓器,細 胞 の種類 に対 して特徴 的 であ り,発 育 ・分化 ・がん化 な どに伴 って

変化す る ことも知 られ てい る(1)。 ま た,糖 脂質 は細胞表面 にお いて ラフ ト

(筏)と 呼 ばれ る ドメイ ンを形成す るこ とも知 られてお り,ド メイ ン形成 と

糖脂 質認識 の メカニ ズム に関す る研 究 も多数報告 され てい る(2,3,4)。

この よ うに,糖 脂 質 を は じめ膜 を構 成す る成分 は,細 胞や蛋 白質 問で相互

作用 す る こ とに よって,様 々な機能 を発現す る。 さらに,糖 鎖 一ペ プチ ド間

相互 作用 の分 子 レベル で の解 析が進 め ば,糖 認識部位 に結合す るペ プチ ド阻

害剤 開発 の一 助 にな ると思 われ る。糖 鎖認識部位 との相 同性や,何 らかの規

則性 が見 いだ され れ ば,生 体 内糖鎖 ・タ ンパク質相互作用 を理解 す る手助 けに

もな るだろ う。

糖脂 質 を含 む細 胞 で起 こ る多様 な相互 作用 メカニズム を解 明す るには,分

子構 造 が よ り単純 化 され た系で解析 す るのが望ま しい。著者 は,糖 脂質 のモ

デル として,分 子構 造 が シ ンプル で あ る糖結合型 界面活性剤 を選択 した。

1982年 且ildrethら は,非 イ オ ン 性 の 糖 結 合 型 界 面 活 性 剤

n・decanoyl-1>」methylglucamide(MEGA-10)を 開発 した(5)。MEGA-10は,膜 を

可溶化 し,膜 中に保 持 され てい る酵素 や抗体 な どを検 出す るた めの界面活性
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剤 と して使 用 されてい る。 ここで,MEGA・10の 構 造式 をFig.5.1に 示す 。

MEGA-10は,親 水 基部 にN一 メチル グル カ ミ ド基 を持 っ ため電気的 中性 を

示す。また,CMCは 約7mMで あ り,非 イ オ ン性界 面活性 剤 ではそ う低 い ほ

うではない。 また,不 斉炭素 があ り,紫 外部 の光学 的透過 性 が良好 であ るこ

とか ら円二色性(CD)ス ペ ク トル に よる測定 が可能 で あ る。実 際 に,CDを 用

い た研 究は多数行 われている(6,7,8,9,10,11)。MEGA-10は,水 溶 液 中で容

易 に混合 ミセル を形成 できるため,イ オ ン性 界面活性剤 と混 合すれ ば,混 合

ミセ ル表 面で近接す る糖鎖 とイ オ ン基 との相互 作用 を評 価 で きるだろ う。

本 章では,CDス ペ ク トル を使用 し,MEGA・10と 界 面活性剤 のイ オ ン基 と

め相 互作用 につ いて詳細 に調べ る ことを 目的 とす る。

CH30HOH

CH,(CH、)81
＼r・H

OOHOH

Fig.5.1Structuralformulaofn-decanoyl一 淋methylglucamide

(MEGA-10).
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5・2実 験

5・2・1MEGA-10お よび 界 面 活 性 剤 の 合 成 ・精 製

MEGA-10の 精 製

MEGA-10は,同 仁 化 学(株)よ り市 販 品 を購 入 した。精 製 法 を以 下 に 示 す 。

ま ず,MEGA-1050gに アセ トン1Lを 加 え,約1時 間還 流 した。還 流 終 了 後,

上 澄 み を加 熱 しなが らセパ ロー ト型 フ ィル ター で 濾 過 した 。 濾 液 を減 圧 濃 縮

後,白 色 の粗 結 晶 が 析 出 した。 約7-10mLエ タ ノー ル を加 熱 しな が ら結 晶 に

加 え,完 全 に溶 解 させ た の ち,ジ エ チ ル エ ー テ ル を加 え て 冷 却,結 晶 化 させ

た 。 エ タ ノー ル ー ジエ チル エ ー テ ル 系 で の 再 結 晶 を3回 行 っ た 。 そ の 後,約

500mLの エ タ ノール で 結 晶 を溶 解 し,セ パ レー ト型 フ ィル ター で ゴ ミ等 の 除

去 を行 っ た。 濾 液 を減 圧 濃 縮 後,再 び エ タ ノール ー ジエ チ ル エ ー テ ル 系 で 再

結 晶 を行 い,濾 紙 を 引 い た ガ ラス フ ィル タ ー で 結 晶 を濾 取 し,白 色 結 晶 を 得

た 。 結 晶 をガ ラ スチ ュ ー ブ オ ー ブ ンで50℃ 下,約5時 間乾 燥 した 。

デシル スル ホン酸デ シル トリメチル アンモニウム(CIOTACIOS)

デ シル スル ホ ン酸 銀(75.9g,0.231mol)に1.1等 量 の臭 化 デ シル トリメ チ ル

ア ンモ ニ ウム(71.29,0.254mo1)を 加 えて,エ タ ノー ル760mLを 加 え て 約6

時 間加 熱 還 流 した。 反 応 終 了後,副 生 成 物 で あ る臭 化 銀 をセ パ ロー ト型 フ ィ

ル ター で 除 去 した。 濾 液 を減 圧 濃 縮 後,析 出 した 粗 結 晶 をエ タ ノー ル ー ア セ

トン系 で 再 結 晶 を行 っ た。 ガ ラス フ ィル ター で 冷 却 下,結 晶 を濾 取 した 。 再

結 晶 の操 作 を3回 繰 り返 した後,約500mLの エ タ ノー ル で 結 晶 を溶 解 し,

セ パ レー ト型 フ ィル タ ー で ゴ ミ等 の除 去 を行 った 。 濾 液 を減 圧 濃 縮 後,再 び

エ タ ノール ーア セ トン 系 で再 結 晶 を行 い,濾 紙 を 引 い た ガ ラ ス フ ィル タ ー で

結 晶 を濾 取 し,ガ ラス チ ュー ブ オ ー ブ ンで50℃ 下,約6時 間 乾燥 後,白 色 結

晶 を得 た。
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塩化 ドデシルアンモニウム(C12TAC)

ドデ シルア ミン(62mL,0。270mol)に エ タ ノー ル を40mL加 えて温浴 中で

溶か した。完全 に溶解 した後,濃 塩 酸(41mL,0.405mol)加 え,ア セ トンを

約700mL加 えた。

エ タノール ーアセ トン系 で再結 晶 を3回 繰 り返 した後,約500mLの エ タ

ノール で結 晶 を溶解 し,セ パ レー ト型 フ ィル ター で ゴ ミ等 の除去 を行 った。

濾液 を減圧濃縮 後,再 びエ タ ノール ーアセ トン系 で再 結晶 を行い,濾 紙 を引

いたガ ラス フィル ター で結 晶を濾 取 し,ガ ラスチ ュー ブオ ー ブンで50℃ 下,

約6時 間乾燥後,白 色結晶 を得 た。

臭化 ドデシルトリメチルアンモニウム(C12TABr)

市販 品 を精製 した。臭化 ドデ シル トリメチル ア ンモ ニ ウム を100g量 り取 り,

エ タ ノール ーアセ トン系で再結晶 を3回 繰 り返 した後,約500mLの エ タ ノ

ール で結晶 を溶解 し,セ パ レー ト型 フ ィル ターで ゴ ミ等 の除去 を行 った。濾

液 を減 圧濃縮後,再 び エ タノール ーアセ トン系で再 結 晶 を行 い,濾 紙 を引い

たガ ラスフ ィル ター で結 晶 を濾取 し,ガ ラスチ ュー ブ オー ブ ンで50℃ 下,2

日間乾燥後,白 色結 晶 を得た。

ドデシルスルホン酸ナトリウム(SC12S)

市販 品を精製 した。 ドデ シル スル ホ ン酸 ナ トリウム100gに 活性 炭1g,

水100mLを 加 えた。 活性炭 は,あ らか じめ少 量 の メタ ノー ルで湿 らせ,水

を加 えておい た。セ パ ロー ト型 フィル ター で加熱 しな が ら活性 炭 を除去 した。

濾液 を冷蔵庫 で一 日放置後,析 出 した結 晶 を冷 却濾 過 で濾 取 した。得 られ た

粗結 晶をガ ラスチ ュー ブオーブ ンで減圧 乾 燥 した。 さ らに,ブ タ ノール に よ

る再結 晶 を行 った。粗結晶50gに 約2Lの ブ タノール を加 えて約1時 間加熱

還流 した。室温 に戻 し,析 出 した結 晶 をガ ラス フ ィル ター で濾取 した。 さ ら

に,ブ タ ノール で加 熱還 流 と濾 過 に よる再結 晶 を5回 繰 り返 した。 最後 に1

次蒸留水 に結晶 を溶 解 し,セ パ レー ト型 ガ ラス フ ィル ター で ゴ ミを除去 した。
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濾 液 を冷 蔵 庫 で 一 晩 冷 却 後,析 出 した結 晶 をガ ラ ス フ ィル ター で 濾 過 した 。

得 られ た 結 晶 を減 圧 乾 燥,白 色 結 晶 を得 た 。

ドデシル ベ ンゼ ンス ルホ ン酸 ナ トリウム(SC12BS)

市 販 品 の ドデ シル ベ ン ゼ ンス ル ホ ン酸(softtype,(株)東 京 化 成)を 水 酸 化

ナ トリ ウム で 滴 定 して サ ンプ ル 溶 液 と した 。 実 際 に は ,ド デ シル スル ホ ン酸

0.5mol/Lの 溶 液 を500mL作 成 した。 水 酸 化 ナ トリ ウム溶 液 で 中和 滴 定 法 に

よ り0.5mo1/Lの ドデ シル スル ホ ン酸 ナ トリ ウム溶 液 を用 意 した 。 水 酸化 ナ

トリウ ム溶 液 濃 度 は,シ ュ ウ酸 滴 定 に よ り求 めた 。 得 られ た水 溶 液 は ,サ ン

プ ル 調 製 にそ の ま ま使 用 した 。

オ クチル スル ホン酸 オクチル アンモニ ウム(C8AC8S)

オ クチ ル ア ミン(30g,O.232mo1)に 塩 酸(25mL,0.232mol)水 溶 液 をゆ っ く

りと加 え た。別 容 器 に オ ク タ ン ス ル ホ ン酸 ナ トリ ウム(50.2g,0 .232mol)と 蒸

留 水 を加 え,完 全 に溶 解 させ た。 これ に,オ クチ ル ア ミン塩 酸 塩 水 溶 液 と を

混 ぜ 合 わ せ,冷 蔵 庫 内 で 一 晩 放 冷 した。 析 出 した結 晶 をガ ラス フ ィル ター で

濾 取 し,一 次 蒸 留 水 で4回 再 結 晶 を行 っ た 。 得 られ た 粗 結 晶 を一 旦 ガ ラ ス チ

ュ ー ブ オ ー ブ ン で80℃ 下,乾 燥 した 。 次 に,エ タ ノv・n・・ルーアセ トン系 で 再 結

晶 を4回 行 っ た 。5回 目の再 結 晶 は約500mLの エ タ ノール で結 晶 を溶解 し,

セ パ レー ト型 フ ィル ター で ゴ ミ等 の 除 去 を 行 った 。 濾 液 を減 圧 濃 縮 後 ,再 び

エ タ ノー ル ー アセ トン 系 で 再 結 晶 を行 い,濾 紙 を引 い た ガ ラス フ ィル ター で

結 晶 を濾 取 し,ガ ラス チ ュー ブ オ ー ブ ンで80℃ 下,約3時 間乾 燥 後,白 色 結

晶 を 得 た 。

ドデ シル スル ホン酸 ヘ プチル アンモニ ウム(C7ACI2S)

ドデ シル スル ホ ン酸 ナ トリ ウム(609,0.220mo1)を 秤 量 し,蒸 留 水 を加 え て

完 全 に 溶 か した 。次 に,ヘ プ チ ル ア ミン(25g,0.220mol)を 塩 酸 で 中和 した溶

液 を,ド デ シ ル ス ル ホ ン酸 ナ ト リ ウム水 溶 液 に温 浴 下加 えた 。 室 温 で一 晩 放
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置後,析 出 した結 晶 をガ ラスフィル ター で濾過 した。得 られ た粗結 晶 を,蒸

留水 で再結晶 を5回 繰 り返 し,塩 を除 去 した。再 び水溶液 に した後,凍 結 乾

燥 を行 い粗結 晶 を得 た。

次 に,エ タ ノール ーアセ トン系で4回 再結晶 を行 っ た。5回 目の再結 晶 は

約500mLの エ タ ノール で結晶 を溶 解 し,セ パ レー ト型 フ ィル ター で ゴ ミ等

を除去 した。濾 液 を減圧濃縮後,再 びエ タ ノール ーアセ トン系 で再結晶 を行

い,濾 紙 を引いた ガ ラスフィル ターで結 晶を濾 取 し,ガ ラスチ ューブオ ー ブ

ンで80℃ 下,約6時 間乾燥後,白 色 結晶 を得 た。

塩 化 ヘ キサデ シル ビ。リジニ ウム(C16PC1)お よびオ ク タノール(C80H)は,

市販 品を精製せ ず に実験 に使用 した。 また,ド デシル ジメチル フォス フィ ン

オ キ シ ド(C12PO)お よび テ トラデ シル スル ホ ン酸ブ チル ア ンモ ニ ウムは九州

共 立大学 工学部 秋貞教 授 よ り提供 され た。
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5・2・2サ ンプル 溶 液 の 調 製

サ ンプ ル 溶 液 は,全 て 重 量 法 で 調 製 し,二 次蒸 留 水 を使 用 した 。 た だ し,

C7AC12Sの 高 濃 度 溶 液 は ゲ ル 化 した た め,エ タ ノー ル 溶 解 後,目 的 濃 度 に な

る よ う分 注 した の ち,バ キ ュー ムオ ー ブ ン で メス フ ラ ス コ ご と乾 燥 し,エ タ

ノー ル を留 去 した。

5・2・3CDス ペクトル 測 定

CDス ペ ク トル 測 定 は30℃ 下,JASCOJ-720(日 本 分 光(株)社 製)を 使

用 した。ま た,光 路 長0.1mm円 筒 型 石 英 セ ル を使 用 した 。MEGA-10の225nm

付 近 に お け る ピ・・…Lク強度 が小 さい た め,積 算 回 数30回 と した。得 られ た楕 円

率 は モ ル 楕 円 率[0]に 換 算 した。
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5・3結 果 および 考 察

5・3・1MEGA-10のCDス ペ クトル

MEGA-10の 各 濃 度 にお け る215・240nm付 近 のCDス ペ ク トル をF暫5.2

に示 す 。MEGA-10のCDス ペ ク トル は,220㎜ 付 近 に メ チ ル ア ミ ド由来 の

ピー クが 出現 す る(5)。MEGA-10のCMCは 約0.005mol/kgで あ る の で(7),グ

ラ フの0.00510mollkgま で は極 大 ヒ。一 ク の増 大 は み られ な か った 。 しか し,

CMCを 超 え る と,濃 度 増 加 と共 に極 大 ピー ク が 増 加 した 。 しか し,さ らに 高

濃 度 側 の50.7xIO'3mol/kgと105xIO'3mol/kgを 比 較 す る と,ス ペ ク トル の形,

極 大 は ほ とん ど変 化 しな か っ た の でMEGA・10濃 度100xIO'3mol/kg付 近 で,

添 加 物 効 果 に よ る スペ ク トル 変 化 を調 べ る こ と に した 。
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5・3・2CDス ペ クトルの 添 加 物 による影 響

MEGA.10に 対 す る添 加 物 の影 響 を調 べ る た め に,添 加 物 の 種 類 を変 え た 時

のCDス ペ ク トル を測 定 した。 い くつ か の 代 表 的 な ス ペ ク トル 例 をFig.5・3

に示 す 。

MEGA.10純 系(X・Oの とき)と 比べ て,親 水 基 が ピ リジ ニ ウム 基 のC16PC1

と両 イ オ ン性 のC4AC12Sを 加 えた 場合 で は,極 大 ピー ク の シ フ トは見 られ

ず,最 大 ピー ク波 長 は225.6nmの まま で あ っ た。 ま た,ピ ー ク値 は 添 加 物 の

モ ル 分 率 に依 存 して減 少 した。

従 っ て,添 加 物 質 は225㎜ に 吸収 を持 っ化 合 物 以 外 は使 用 可 能 で あ り,

添加 物 質 の モ ル 分 率 に対 して の み225.6㎜ の ピー ク強 度 が 変 化 した。
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5・3・3添 加 物 の親 水 基 電 荷 の影 響

添 加 す る界 面 活 性 剤 親 水 基 の 電荷 の 影 響 をみ る た め に,MEGA-10に 対 して

陽 イ オ ン 性 のC12TABr,陰 イ オ ン 性 のSC12S,両 イ オ ン 性(catanionic)の

C10TAC10S,非 イ オ ン性 のC12POお よびC80Hを 加 え て,モ ル 分 率 変 化 に対

す るMEGA-10の225.6nmで の分 子 楕 円率 変 化 を調 べ た。得 られ た 結 果 をFig.

5.4に 示 す。

陰 イ オ ン性 活 性 剤 ドデ シル スル ホ ン酸 ナ トリ ウム(SC12S)と 陽 イ オ ン性

活性 剤 の臭 化 ドデ シル トリメ チ ル ア ン モ ニ ウム(C12TABr)の 分 子 楕 円 率[e】

は,モ ル 分 率 の増 加 と共 に減 少 した 。 一 方,両 イ オ ン性 活 性 剤 の デ シ ル ス ル

ホ ン酸 デ シル トリメ チ ル ア ン モ ニ ウム(C10TAC10S).非 イ オ ン性 活 性 剤 の

ドデ シ ル ボス フ ィ ンオ キ シ ド(C12PO),お よ びn・ オ ク タ ノー ル(C80H)の

[0]は モ ル 分 率 に 関係 な く一 定 で あ っ た。 以 上 の結 果 よ り,MEGA-10の カ ル

ボ ニル 基 と添加 物 の 親 水 基 間の 相 互 作 用 は,ミ セ ル の 表 面 電 荷 密 度 に影 響 さ

れ る こ とが 示 唆 され た 。
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5・3・4添 加物 の親水 基イオン種 の影 響

MEGA-loは,Fig.5.5で 示 され るよ うに親 水基 のイ オ ン種 に も影響 され る。

アンモ ニ ウム基 を持 つC12AC1や,ベ ンゼ ンスル ホ ン酸 を持つSC12BSは,

トリメチル ア ンモ ニ ウム基 を持つC12TABrや スル ホ ン酸 基 を持 つSCI2Sと

比べ て分子楕 円率[0]が 著 しく低 下 した。 これ は,ベ ンゼ ンスル ホ ン酸 のベ ン

ゼ ン環 π電子 とMEGA-10の カル ボニル 基 の相 互作 用 に よ る もの と思 われ る。

また,ト リメチル ア ンモニ ウム基 よ りア ンモ ニ ウム基 の方 が よ り効果的 なの

はアンモ ニ ウム基 の水素原子 とカル ボニル 基 が強 く相 互 作用 してい るか らで

ある と予想 され る。

また,非 イ オ ン性 のC12POやC80Hは ほ とん ど影 響 しなか った こ とか ら,

水和 した双極子 とMEGA-10の カル ボニル基 は相 互作 用 しない といえ るだ ろ

う。
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5・3・5ア ンモニ ウム 基 の 影 響

Figure5.5で 示 され る直 線 の傾 きか ら,MEGA-10の カ ル ボ ニ ル 基 に 対 す る

トリメチ ル ア ンモ ニ ウム基 とア ンモ ニ ウム基 の相 互 作 用 は 異 な る タ イ プ で あ

る と考 え られ る。Fig.5.6で 示 され る よ うに,オ クチ ル ア ン モ ニ ウム 基 を持

つC8C8Sと ドデ シル ア ンモ ニ ウム基 を持 つC12ACIは 異 な る対 イ オ ン を持 つ

が,モ ル 分 率0.2あ た りま で の傾 きは ほ ぼ一 致 して い た 。 ま た,両 イ オ ン性

型 の 活 性 剤 に お い て は,ブ チ ル ア ンモ ニ ウム基 を持 っC4AC14Sと ヘ プ チ ル

ア ンモ ニ ウム 基 を 持 つC7C12Sは,モ ル 分 率0.15あ た りま で は 同 じ傾 き を示

した 。SC12Sも 似 た よ うな傾 き で あ っ た こ とか ら,モ ル 分 率0.15ま で は アル

カ ン スル ホ ン酸 が 占 め る ミセ ル の 影 響 が大 き い と考 え られ る。

一 方
,モ ル 分 率 が0.2以 上 の とき,C4ACI4Sよ りC12AC1の 方 が よ り効 果

的 で あ った 。 しか し,徐 々 に 両 化 合 物 の 傾 き の差 は 小 さ く な り,モ ル 分 率0.6

付 近 で は ほ とん ど等 し くな っ た。 これ は,対 イ オ ン の ブ チ ル ア ンモ ニ ウム 基

とテ トラデ シル ス ル ホ ン酸 とが混 合 ミセ ル を 形成 して い る か らで あ る と思 わ

れ る。 実 際 に,ブ チ ル ア ンモ ニ ウム基 は疎 水 的 で あ り,混 合 ミセ ル を形 成 す

る(12,13)。 ま た,C7AC12Sは モ ル 分 率0.3付 近 で傾 き が 変 化 した 。 これ は,

C4AC14Sと 比 べ てC7AC12Sの 方 が低 い モ ル 分 率 の と こ ろで 混 合 ミセ ル を形

成 して い るの で は な い か と考 え られ る。さ らにC7ACl2Sの モ ル 分 率 が0.5以

上 で は,混 合 溶 液 は ゲル 化 した。 した が って,C7ACI2Sの モ ル 分 率0.3以 上

で は ミセ ル の構 造 が 変 化 して い る こ とが 予 想 され る。

以 上 の結 果 よ り,MEGA-10の カ ル ボ ニ ル 基 と ミセ ル 表 面 の ア ンモ ニ ウム基

は 強 く相 互 作 用 す る こ とが示 され た。

以 上 の 結 果 に つ い て 理 解 しや す くす る た め に,添 加 物 質 の 低 モ ル 分 率

(<0.2)の 傾 き をTable5.1に ま とめた 。MEGA-10に 対 して 効 果 的 に相 互 作

用 す る物 質 か ら順 に記 した。

134



§蟄

き 暑

旦
』

● ㎏
o⑩o

oO+■d8

&+.ξ

9
ロ+■ 吟 ぐ

.+'ぐ ぐ.ξ1
■ 《 寸vh

・r・ ぐ ぐ 稽 黎

∫++湖8.1'&馨

ξ∵ 誇擁

響'1麟;l
o

oCMor-」 Ω
Nゼd陀 り
し」・山P乙 田。6epε ・L/9'9z乙[0]K;!o!;d!lje」 叩oeloWte

う

135



べ
o

.雲

8　お
リ マ

ε 石
幽 ξ
　　 れ

暑 §1蹄Sil99$守xξ 掌 ≒
『ヨ 石5理 　雫"¶7守 守 〔亨6亨 停odo
り り

塁 β
』oゆ

ギロ
ら へ

曇

1謬 跨;1§
.窪oり

　羅 §ll舞1§il

壽

136



5・4結 言

MEGA-10と 相 互作用 しやすい物質 は,非 イ オ ン性 よ りイ オ ン性 の親水基 を

もつ化合物 で あった。 また,イ オ ン性 で あ りな が らアル カ ンスル ホ ン酸アル

カ ン トリメ チ ル ア ンモ ニ ウム の よ うな 中 性 イ オ ン型 の 界 面 活 性 剤 は,

MEGA-10に 対 して ほ とん ど影響 しなか った。つ ま り,MEGA・10を 含 む混合

ミセルで は,MEGA-10分 子 内のカル ボニル基 は,隣 接分 子 の荷電 に大き く影

響 され るこ とがわか った。

特 に,強 い相 互作用 が見 られ たのはベ ンゼ ンスル ホ ン酸 の場合 で,モ ル分

率 一分子楕 円率の プ ロ ッ トか ら得 られた傾 きは一3.50x103degcm2dmoriで あ

った。 また,正 の荷電 を もつ活性剤 とMEGA-10と の相 互 作用 につ いては,

アンモ ニ ウム基 を もつ物質 が特 に強い相互作用 を示 した。 トリメチル アンモ

ニ ウム 基 は ア ンモ ニ ウム 基 ほ ど強 い相 互 作 用 を示 さな か った こ とか ら,

MEGA・10の カル ボニル基 とア ンモ ニ ウム基 の水素 結合 が相 互 作用の大 きな

要 因で あ ると考 え られ る。

以上 の実験結 果 よ り,混 合 ミセル の表面 にあ るMEGA-10由 来 のカル ボニル

基 と隣接分子 由来 の アンモ ニ ウム基 とは非 イオ ン性 の官 能基 よ りも強 く相互

作用す る ことが明 らか になった。

著者 は,水 溶 液 中で の近接分子 間相互作用 に関す る詳 細 が 明 らかにな るこ

とに よって,ミ セル 表面 に限 らず,細 胞表 面等 で起 こる様 々 な分子 の相互作

用 を理解す るた めの一助 とな ることを期待す る。
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第6章 結論

本研 究 は,分 子 間 に生 じる静電相互作用や 疎水性相 互 作用 によって引 き起

こ され る現 象 とそ の機構 につ いて調べ た ものである。 水溶 液 中の動的 ミセル

を疑似 固 定相 と して,疎 水性 ア ミノ酸や親水性 ア ミノ酸 を導入 したア ラニ ン

リッチペ プチ ドとの相互作用 について評価 した。

水 とい う媒 体 を介 す る分子間の様々な相互作用は,動 植 物 の体 内にお け る

物質 の移 動や 生命 活 動 には不可欠な要素 であ る。細 胞モデ ル と しての ミセル

利用 は,細 胞 表面 の タ ンパ ク質が担 う伝 達,物 質輸送,接 着や 自己組 織化 な

ど極 め て重要 な機能 を理解す る一助 になる ことを願 い,本 研 究 を進 めた。

6・1本 研究 のまとめ

本 研 究 に よ り,以 下の2点 について成果 を得 ることが で きた。

第1に,ミ セル 共 存 下にお いて,疎 水性 ア ミノ酸 を導入 したペ プチ ドの立

体構 造 を調べ る こ とで,水 溶 液 中での疎水性相互作用 と立体構造 との関係 を

明確化 す る こ とが で きた。第2に,糖 結合型界面活性剤 に対 して強 く相 互作

用す る官 能基 を明 らかにす ることができた。

様 々 な分 子 問相互 作用 の傾 向や,比 較検討す るた めの詳細 なデー タを提 示

で きた点 にお いて,本 研 究の有用性が ある。

以下,各 章毎 に研 究 の要点 をま とめる。

まず,第1章 序論 で は,分 子間相互作 用の種類や 重要性 について簡単 に述

べ た。 また,疎 水性 相 互作用や静 電相互 作用の原理 お よび現象 を述べ,具 体

例 を示 した。 さ らに,多 様 な相互 作用 とタ ンパ ク質 の コンボメー シ ョン変化

や 自己組 織化 とを 関連付 け,本 研究 の 目的お よび方針 を示 した。

第2章 で は,ア ラニ ン リッチペ プチ ドに導入 した疎 水性 お よび親 水性 ア ミ

ノ酸 の位 置 と立体構 造 との 関係 について述べ た。親水性 ア ミノ酸 が1残 基ず

っ シ フ トしたペ プ チ ドを網 羅的に合成 し,ミ セルや リボ ソー ム との相互作用

にっ い て分光学 手法 を用 いて評価 した。ペ プチ ド分子 間相 互 作用 が特に強 く,
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ア ミロイ ド様線維形 成 までに至 るペ プチ ドを見出 し,僅 か10残 基 の ア ミノ酸

配列 を特 定 した。

第3章 では,疎 水性 ア ミノ酸側鎖 の性 質や構造 とペ プチ ドの立体構 造 との

関係 について述べた。 また,疎 水性度 に従 う疎水性 ア ミノ酸 導入 ペ プチ ドの

会合 挙動につ いて示 した。

第4章 では,疎 水性 ア ミノ酸導入位 置 に伴 う立体構 造 の変 化 につ いて述 べ

た。 また,特 定 のア ミノ酸配列 を持 っペ プチ ドが,ミ セル や リボ ソー ム の よ

うな荷電粒子 と強 く相 互作用す る ことを示 した。 また,荷 電粒 子 が無 い環 境

下で は,導 入 された疎 水性 ア ミノ酸 の効果 に よってペ プ チ ド分 子 同士 が ミセ

ルの よ うに会 合 できる こ とを示 した。

第5章 では,糖 結合 型界面活性剤 に対 して,最 も効 果 的 な添加 物 質 につ い

てCDス ペ ク トル変化 か ら明 らかにす る こ とがで きた。 水 中で混合 され た分

子 は混合 ミセル を形成 す るの で,ミ セ ル表 面で近接 した カル ボニル 基 とア ン

モニ ウム基は特 に強 く相互作用す るこ とを見出 した。

6・2今 後の課題

本研 究 にお いて,著 者 が取 り組 んだテ ーマ は,生 体分 子 モ デル の分子 間相

互作用 によるペ プチ ドお よび糖型脂 質モデ ルの構造変 化 で あ り,興 味深 い現

象 や傾 向を垣 間見た に過 ぎない。今後,よ り定量性 を高 めた 実験 系の構 築 を

めざ し,様 々 な相互作 用の熱力学 的物性 を明 らかに したい。 最終 的 には,水

溶液 系 において,ペ プチ ドや タンパ ク質 に含 まれ るア ミノ酸 側鎖 間 の相 互 作

用パ ラメータ を算 出 したい。

以上の課題 に取 り組 む こ とに よ り,生 命 体 に とって重 要 な役割 を果 たす タ

ンパ ク質の構 造 と機 能 に関す る新 たな知 見が得 られ る と ともに,そ の分 野 の

研 究 に多大な る貢献 をなす もの と期 待す る。
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略 号

ア ミ ノ 保 護 基

Fmoc-N-ct-9・fluorenylmethoxycarbonyl

側 鎖 保 護 基

Boc。tert-buthyloxycarbonyl

試 薬 ・溶 媒

Fmoc-OsuN-(9-fluorenylmethoxycarbOnyl)succinimide

AlkoResinp-alkoxybenZylalcoholresin

DMAP4-dimethylaminopyrid㎞e

DCCN,2V'-dicyclohexylcarbodi㎞ide

HBTUO-benzotriazo1-1-y1-N,N,7V;NLtetramethyluronium

hexafluorophosphate

HOBT1-hydroxybenzotriazole

DIEAdiisopropylethylamine

DMFdimethylformamide

CH3CNacetonitrile

TEへtrifluoroaceticacid

Ac20aceticanhydride

PPDpyperidine

ア ミ ノ 酸

AlaL-alanine

NleL-norleucine

LysL-1ysine

MetL-methionine

LeUレ1eucine

PheL-phenylalanine

Aoc2-aminooctanoicacid

Ade2-aminodecanoicacid

界 面 活 性 剤

Cl4SAammoniumtetradecylsulfonicacid

C16TABhexadecanetrimethylammoniumbromide

143



脂 質

egg-PCeggyolkL-ct-phosphatidylcholi皿e

egg・PGeggyolkL-ct-phosphatidylglycerol

機 器 類

HPLChighperformanceliquidchromatography

vis-UVultraviolet

CDcirculardichroism

FABfastatombombardment

FTIRf()uriertransf()㎜in缶aredspectroscopy

TEMtramsmissionelectronmicroscopy
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