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要旨 

 イオンチャネルタンパク質は細胞のイオン恒常性の維持や電気信号の形成などの生体内

の様々な生理学的プロセスに加え, ウイルスのライフサイクルにも関与する膜タンパクで

ある. また機能性を付与した人工イオンチャネルペプチドは抗菌剤, ドラッグデリバリーシ

ステム, 抗がん剤のような幅広い用途に応用できる. 従って, チャネル形成を促進するよう

な因子の探索は, 天然のイオンチャネルタンパク質のイオン透過機構の理解や機能性人工

イオンチャネルペプチドの設計において重要である. 

 多くのイオンチャネルは膜貫通領域のヘリックス構造が互いに相互作用することにより

チャネル構造を形成する. 本研究では, ペプチドによるチャネル形成の根幹となるヘリック

ス間相互作用の安定化因子として, π—π相互作用やカチオン—π相互作用のような芳香族相互

作用を想定した一連の Trp 含有ヘリックスモデルペプチドと疎水性相互作用を想定した Ile

含有ヘリックスモデルペプチドをデザインした. CD 測定とイオンチャネル測定から, ペプ

チド両末端に Trpを導入したペプチドは水溶液中で分子間 Trp—Trp相互作用を形成し, ヘリ

ックス間会合に寄与することが示唆された. またリポソーム存在下における CD 測定より, 

ヘリックス親水面への Trp の導入はペプチド—脂質間相互作用を増強することが示された. 

Ile を導入したペプチドは疎水性相互作用によって水溶液中でのヘリックス間相互作用の増

強を示したが, チャネル形成能は観測されなかった. これらの結果から, ペプチドの膜挿入

とチャネル形成には疎水面でのヘリックス間会合と解離が動的に起こる必要があり, それ

らのバランスが重要であることが示唆された. さらに特定部位への Trp の導入により, カチ

オン—π 相互作用によるチャネル構造の安定化やポアサイズの変化が示された. 本研究で得

られた知見は天然のイオンチャネルタンパク質における芳香族残基の重要性を示すだけで

なく, 機能性イオンチャネルペプチドの設計において Trp残基の位置選択的な導入が有効な

方法であることを示唆した.   
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第 1 章 序論 

1—1. イオンチャネルタンパク質 

1—1—1. 生体のイオンチャネルタンパク質の機能と構造 

 生体膜は脂質二分子膜から構成されており, 二分子膜内部は疎水性であるためイオンや

極性物質は透過できない. イオンチャネルタンパク質は生体膜にイオンの通り道となる孔 

(ポア) をつくることで, 細胞内外のイオン輸送を行う. 哺乳類動物のゲノムには 100 種類以

上のイオンチャネルがコードされており, 細胞内及び細胞間でのシグナルの伝達や細胞の

イオン恒常性維持において必須のタンパク質である. 細胞内外の各種イオン濃度はそれぞ

れ異なっており, 膜の内外にはそれに応じた電位差 (膜電位) が生じている. 通常の細胞では

細胞外を基準 (0 mV) としたとき, 細胞内は—90 mV～—60 mV の膜電位を保持しており, 細胞

膜は分極している. イオンチャネルタンパク質の主な機能は, 膜電位変化, 化学刺激, 機械刺

激などの様々な刺激に応答して, 細胞内外のイオン濃度差および膜電位の勾配に従ってイ

オンを受動輸送し, 細胞内外の各種イオン分布を時空間的に制御することである. このよう

なイオン輸送は細胞内カルシウム信号, 細胞の電気信号, 活動電位の発生に必須であるため, 

特に筋細胞や神経細胞のような興奮性細胞においてイオンチャネルは中心的な役割を果た

すタンパク質である.  

イオンチャネルタンパク質は数本の膜貫通ヘリックスから構成されるサブユニットが細

胞膜内で相互作用し, 多量体を形成することでイオン透過孔をつくる (Figure 1—1). 各サブユ

ニットはイオン透過に関与するポアと刺激に応答してポアの開閉を制御するゲートといっ

た 2つの構造単位から構成されている. さらにポアにはイオン選択性フィルターと呼ばれる

構造が存在しており, ポアとイオン選択性フィルターは天然のイオンチャネルタンパク質
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のイオン透過機構を緻密に制御している. 実際に, MacKinnon らは細菌由来のカリウムチャ

ネルである KcsA の結晶構造を基に, カリウムチャネルの高いイオン選択性と速いイオン透

過機構がポアとイオン選択性フィルターの精巧な構造によって実現していることを示して

いる [1]. ゲートに関しては刺激を感知するセンサと呼ばれる機能単位が存在しているが, 刺

激を感知する機構については未知な部分が多い. KcsAの結晶構造が決定されて以来, 多くの

カリウムチャネルの結晶構造解析がなされ, 電位依存性のカリウムチャネルの結晶構造も

明らかになっているが [2], 膜電位の変化によってどのような構造変化が起きてチャネルの

ゲーティングが制御されているのか, どのような残基が構造変化において重要な役割を担

っているのかといった問題については現在も議論が続いている [3-5]. 電位依存的なゲーテ

ィング機構に関しては, Shaw らが MD シミュレーションによって得られた結果を基にモデ

ルを提案している [6]. このモデルによると, 電位依存性カリウムチャネルの正電荷をもつ膜

貫通ヘリックス S4 が膜電位の変化に依存して膜中を上下に動き, S4 の動きと共役して S4-

S5リンカー及び S6末端が動くことでゲートの開閉が制御されている. 

 

Figure 1—1. (a) イオンチャネルタンパク質によるチャネル形成. (b) 電位依存性カリウムチャ

ネルの膜貫通セグメント. S5-S6がポア構造を構成し, S4が電位センサの役割を果たす. Pは

ポアヘリックスでイオン選択性フィルターになる. 
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1—1—2. ウイルスがもつイオンチャネルタンパク質 

ウイルスの遺伝子には viroporin と呼ばれるタンパク質ファミリーがコードされている. 

様々なウイルス由来の viroporin の遺伝子を宿主細胞に発現した場合, 宿主の細胞膜透過性

が増加することが報告されている [7]. さらに単離された viroporin がリポソームや平面脂質

二分子膜存在下でイオンチャネルを形成することも示されている  [8]. このことから

viroporin はイオンチャネルタンパク質として機能していると考えられている. Viroporin は

ウイルス遺伝子の複製, ウイルスタンパクの会合, 宿主細胞に対するウイルス粒子の侵入及

び放出の際の膜融合といったウイルスのライフサイクルにおいて,中心的な役割を果たすイ

オンチャネルタンパク質である [9]. また, いくらかのウイルスでは宿主細胞への感染におい

て viroporin が必須であることが報告されている [10]. 現在までに数多くのウイルス由来の

viroporin が発見されており, 詳細な構造研究が行われている代表的な viroporin として, A 型

インフルエンザウイルスの M2 タンパク (IVA M2) がある. IVA M2 は単一の膜貫通ヘリッ

クス構造をもつ 97 残基のタンパク質で, ウイルスエンベロープ中で 4 量体に会合すること

でチャネルを形成する [11]. IVA M2 はプロトンチャネルとして機能するだけでなく, プロ

トン輸送と同時にカリウムイオンをプロトンとは逆の方向へ輸送する H+/K+アンチポータ

ーとしても作用する [9]. これまで IVA M2 はウイルス RNA を宿主細胞内に放出する際に, 

ウイルス内部の pH を低下させるプロトンチャネルとして機能すると考えられてきた [12]. 

しかしながら, 近年, IVA M2 は宿主細胞からウイルスが出芽する際にも重要な役割を果た

すことが報告されている [9]. IVA のようなエンベロープウイルスは宿主細胞から出芽する

とき, 膜融合を介して原形質膜から切り離される. Figure 1—2に示すように, この過程は膜の

ネックの形成によって始まり, ネックの内側の単層が接触し, 膜融合が起こる. 原形質膜に

は膜電位が存在するため, ネック内側の単層の接触は電気的な反発を伴う. このとき原形質

膜に挿入された IVA M2は H+/K+アンチポーターとして作用し, 原形質膜の脱分極を引き起
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こし, 膜表面の電荷密度を減少させることで, 単層間の反発を減少させ膜融合を促進する. 

Viroporin は, 単一の膜貫通ドメインをもつ class I とヘリックス—ターン—ヘリックス構造か

ら成る 2 本の膜貫通ドメインをもつ class II に分類される [9]. さらにそれぞれの class は膜

トポロジーに基づいて 2 つの subgroup に分けられる. 生体のチャネルタンパク質と同様に

viroporinは膜貫通ヘリックスが会合体を形成することでチャネルを構築するが, 原核生物や

真核生物のイオンチャネルと比較すると配列相同性は低く [8], 他の生物とは異なる機能や

性質をもつことが示唆される. 一般的に, viroporin は 60—120 アミノ酸残基で構成され, 配列

中には高度に疎水性のドメインが含まれており, この部分が両親媒性—ヘリックス構造を

形成する. この両親媒性 α—ヘリックスが親水性面をポア側に, 疎水性面を二分子膜の脂質ア

シル鎖側に向くように多量体を形成することでイオン透過孔がつくられる [11, 13, 14].  

 

Figure 1—2. Viroporinによって促進されるウイルスの出芽の模式図 [9]. Viroporinは細胞膜の

脱分極を引き起こし, 膜表面の電荷密度を減少させる. これにより, ネックが形成される際

の電気的な反発が弱められ, 膜融合が起こりやすくなる.  
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1—2. イオンチャネルペプチド 

1—2—1. イオンチャネルペプチドの構造 

 イオンチャネルはタンパク質よりも小さな分子であるペプチドによっても形成される. 

イオンチャネルタンパク質と同様に, ペプチドによるチャネル構造は会合体の形成により

構築されるが, 単一の二次構造が会合してポア部分のみを形成するという点でタンパク質

よりも単純な構造である. チャネルを構成するペプチドモノマーの二次構造は実に多様で

あるが, 最も一般的な構造は, ヘリックス構造であり, 多くのヘリックス構造をとる天然の

イオンチャネルペプチドや人工イオンチャネルペプチドが報告されている  [15-19]. 

Gramicidin A はグラム陽性菌である Brevibacillus brevis が産生する 15 残基の抗菌ペプチド

であり, —ヘリックス構造をとるモノマーが脂質膜中で N末端同士 (head-to-head) で会合す

ることによりイオン透過孔を形成する [20]. また合成ペプチドを用いた研究において, 両親

媒性の 310—ヘリックス構造によるイオンチャネル形成も報告されている [21]. 一方, Ghadiri

らは, L—アミノ酸と D—アミノ酸を交互に配列した環状ペプチドが分子間水素結合で積み

重なることによって, 膜中でナノチューブ構造を形成し, イオンチャネルとして機能するこ

とを報告した [22]. このようにイオンチャネルペプチドの構造には多様性があるが, 脂質膜

中で会合体を形成するという点は共通しており, 膜中での分子間相互作用がチャネル形成

において重要な因子であると考えられる.  
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1—2—2. —ヘリックス性のイオンチャネルペプチド 

—ヘリックス構造をとるイオンチャネルペプチドは脂質膜中でヘリックス—ヘリックス

相互作用を介して会合体を形成することにより, ヘリックスバンドル状のポア構造を形成

する. 真菌, カエル, 哺乳類動物のような多くの生物は—ヘリックス性のイオンチャネルペ

プチドを産生する. これらのペプチドはイオンチャネル作用を介して生体膜の構造や機能

に影響を与えるため, 生体防御のための抗菌剤として作用する [23]. 特に真菌から単離され

る膜活性ペプチドである peptaibol ファミリーでは, その多くが—ヘリックス性イオンチャ

ネルペプチドとして作用する. Peptaibol は異常アミノ酸である 2—アミノイソ酪酸 (Aib, B) 

を配列中に多く含み, C 末端がアミノアルコール化されているという特徴をもつ [24]. 土壌

真菌類 Trichoderma viride から単離された alamethicin は詳細な研究がされている peptaibol

である. Alamethicin は膜貫通—ヘリックス構造をとる 20 残基のペプチドで, 3—12 のペプチ

ドモノマーが会合することでヘリックスバンドル状のチャネル構造を形成する [15, 16]. こ

のような alamethicin によるチャネル形成は barrel-stave モデルとして知られている. 天然の

イオンチャネルペプチドの他にも, イオンチャネルタンパク質の膜貫通ドメイン由来の合

成ペプチドや de novo設計された両親媒性ペプチドが—ヘリックス構造を形成し, 天然のイ

オンチャネルタンパク質の構造と機能を模倣することが報告されている [17—19]. これらの

イオンチャネルペプチドは天然のチャネルタンパク質と同様のポア構造を有するため, イ

オンチャネルタンパク質の単純化されたモデルとして利用できる. 天然の膜タンパクは多

量体からなる複雑な構造に加え, 脂質二分子膜という特異な環境下で構造を保持している

ことから X線結晶構造解析や NMR構造解析などが困難である. 従って, 構造解析が難しく, 

複雑な構造をもつ天然のチャネルタンパク質の構造と機能を理解するためのモデルペプチ

ドとして, —ヘリックス性イオンチャネルペプチドは有用である.  
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Table 1—1. 天然起源または人工の–ヘリックス性イオンチャネルペプチド. J はイソバリン, 

Oはヒドロキシプロリンを表す.  
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1—3. イオンチャネルにおける芳香族アミノ酸 

1—3—1. -相互作用とカチオン—相互作用の性質 

トリプトファン (Trp), フェニルアラニン (Phe), チロシン (Tyr) のような芳香族側鎖をもつ

アミノ酸同士は芳香族—芳香族相互作用という特異的な相互作用を形成する. Figure 1—3 に

示すように, 芳香族—芳香族相互作用は主に edge-to-faceと offset stackedの 2種類のジオメト

リーで配向し [36], これらの相互作用は-相互作用とも呼ばれている. 芳香環は平面構造で

あり, 電子が非局在化しているため, 環の上下は部分的に負に荷電しており, 対照的に芳香

環に結合している水素原子は部分的に正に荷電し, 全体として四重極モーメントをもつ. 

Edge-to-face ではこの水素原子と芳香環の電子が相互作用し, 2 つの芳香環は垂直の配向を

とる. 一方で, offset stacked では 2 つの芳香環は平行に重なった配向をとるが, 電子同士の

反発により少しずれた形をとる. Edge-to-faceはアルキル基の水素原子と芳香環の電子の間

でも起こり, CH—相互作用とも呼ばれる. 芳香族—芳香族相互作用はファンデルワールス力

と静電力の 2つの成分から成ると提唱されており, offset stacked のような配向ではファンデ

ルワールス力の寄与が増加すると考えられている [37]. さらに, 電子をもつ芳香族アミノ酸

はカチオン性アミノ酸であるリジン (Lys) やアルギニン (Arg) の側鎖とも相互作用する. こ

の種の相互作用はカチオン—相互作用として知られている  カチオン—相互作用も芳香環

の電子豊富な面に対して, 荷電部分が平行に配向するコンホメーション (parallel) と垂直に

配向するコンホメーション (perpendicular) の種類の配向があり, 一般的に平行な配向が有

利なコンホメーションであることが示唆されている [38]. -相互作用やカチオン—相互作

用は 様々なタンパク質の立体構造形成や受容体とリガンドの相互作用部位において観察

されており, タンパク質の分子認識において重要である [39]. さらにカチオン—相互作用は

カリウムチャネルにおけるカリウムイオン選択性に関与していると考えられている    



10 

 

 

 

Figure 1—3. 芳香族-芳香族相互作用及びカチオン—相互作用の模式図. (a) 芳香環の性質. (b) 

Edge-to-face. (c) Offset stacked. Lys 側鎖のアミノ基は芳香環に対して parallel (d) または

perpendicular (e) に配向している. 
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1—3—2. イオンチャネルの構造及び機能に対する芳香族残基の影響 

天然のイオンチャネルタンパク質においても, 膜貫通セグメントに存在する芳香族残基

がチャネル構造形成や機能発現に重要であることが示唆されている. カリウムチャネルの

ポア形成に関与する膜貫通セグメントには保存されている芳香族残基が存在しており, こ

れらの点変異研究により芳香族残基がチャネルの開状態や閉状態の安定性に寄与している

ことが報告されている [40-43]. またグリシン受容体や GABA受容体のようなイオンチャネ

ル型受容体では, 膜貫通ヘリックスセグメントに多数の芳香族残基が存在しており, これら

が-相互作用やカチオン—相互作用から成る芳香族ネットワークを形成することで, チャ

ネル会合体を安定化していることが示唆された [44, 45].  

Table 1—2に示すように, 近年, 様々な viroporinの一次構造において疎水性のドメインとは

別に, 芳香族アミノ酸である Trp, Phe, Tyrに富んだドメインが発見されている [46]. 芳香族

アミノ酸は細胞のイオンチャネルにはあまり含まれていないため, この領域がウイルス特

有の膜融合や膜摂動, 膜透過性に関与することが示唆される. また, Trp に対応するコドン 

(UGG) では 3番目のコドンであるグアニンがアデニンに変異すると終止コドン (UGA) とな

る. グアニンからアラニンへの変異は RNAウイルスにおいて一般的であるため, Trpの存在

は不完全なタンパク質を産生してしまうというリスクを伴うにもかかわらず, viroporinの芳

香族アミノ酸に富んだ領域には複数の Trp 残基が存在する. 従って, Trp の存在は比較的小

さなタンパク質である viroporin がヘリックス会合体を形成するために必要な要素であるこ

とが推察される.  
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Table 1—2. Viroporinの一次構造. 芳香族残基は赤文字で示される. 
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1—4. 研究の目的 

 有用なイオンチャネル特性を付与した—ヘリックス性イオンチャネルペプチドは, 抗菌

剤 [47, 48], ドラッグデリバリーシステム [49], 抗がん治療のための細胞溶解性ペプチド [50] 

のような機能性分子の候補化合物となる. —ヘリックス性イオンチャネルペプチによるヘ

リックスバンドル構造の形成には, ペプチド—脂質間相互作用, 脂質膜中でのヘリックス間

会合が関与している. 従って, ペプチド—脂質間相互作用やヘリックス—ヘリックス相互作用

の調節によるチャネル形成の促進, チャネル構造の安定化, イオン流量やポアサイズの制御

は機能性分子を創製する上で重要である. 

 低いペプチド濃度で安定なイオンチャネル構造を形成するようなペプチド配列は, 機能

性人工イオンチャネルペプチドを設計する際の基本骨格として利用できる. 従って, ポア構

造の安定化因子やチャネル形成を促進するような因子の探索は重要である. ヘリックスバ

ンドルによるチャネル構造の形成は, ヘリックス—ヘリックス相互作用により駆動されるた

め, ヘリックス間会合による二量体形成はチャネル形成能に影響を与えることが推測され

る. 実際に, 平らは静電相互作用によって駆動される二本鎖コイルドコイル構造の形成が安

定なチャネル構造の形成を促進することを報告した [51]. 本研究では, 水溶液中で高いヘリ

ックス会合能を有する Ile含有疎水性ヘリックスモデルペプチドを設計して, 円二色性 (CD) 

測定とイオンチャネル活性測定により, 水溶液中でのヘリックス会合能とイオンチャネル

形成能の相関を調べた. その結果, 水性環境下において強固な疎水性相互作用による安定な

二本鎖コイルドコイル構造の存在が示唆されたが, イオンチャネル活性は観測されなかっ

た. 従って, 両親媒性ヘリックスペプチドの膜挿入とチャネル形成には, 水溶液中における

疎水面でのヘリックス間会合と解離が動的に起こる必要があり, それらのバランスが重要

であることが示唆された. 

さらに本研究では, チャネル構造の安定化因子として芳香族残基である Trpに焦点を当て
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た. 近年報告されている生体のイオンチャネルタンパク質や viroporin における Trp 残基の

存在や芳香族相互作用に着目すると, Trp 残基がヘリックス会合やヘリックスバンドル構造

に与える影響は興味深く, これらを調べるためのモデルペプチドは複雑な構造をもつイオ

ンチャネルタンパク質における芳香族残基の役割を理解する上で有用である. またこれま

でに報告されている天然のイオンチャネルタンパク質のチャネル機能に対する芳香族残基

の重要性や, 膜タンパクのヘリックス間会合の安定化に対する芳香族相互作用の重要性に

着目すると, 人工イオンチャネルペプチドの設計において Trp残基が安定なチャネル構造形

成のためのビルディングブロックになることが期待される. 一方でこれまでに, 両親媒性の

—ヘリックス構造を形成するイオンチャネルペプチドの異なる部位に Trp を導入し, 導入

部位とチャネル活性に対する Trpの影響を系統的に調べた例はなく, チャネル形成に対する

Trpの効果は詳細に明らかにされていない. そこで本研究では, de novo設計した両親媒性ヘ

リックスモデルペプチドを母骨格として Trp をペプチド鎖中の異なる位置に導入した Trp

含有ヘリックスモデルペプチドを設計して, 構造—活性相関研究を行った. 結果として, ヘリ

ックスの特定の位置における Trp 残基の導入はチャネルのコンダクタンス値, 寿命, チャネ

ル形成濃度に影響を与えることが示され, Trp 側鎖によるペプチド間のカチオン—相互作用

と—相互作用の形成がチャネル構造の安定化に寄与することが示された.  
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第 2 章 トリプトファン含有 Aib 基盤モデルペプチドと

疎水性 Aib 基盤モデルペプチドのデザイン 

2—1. Introduction 

2—1—1.天然物由来のイオンチャネルペプチドのデザイン 

 Table 1—1 に示すように, これまでに多くの天然物由来のイオンチャネルペプチドが見出

されている. Figure 2—1 に示すように, これらのイオンチャネルペプチドによるポア形成機

構には barrel-stave モデルと toroidal モデルの 2 つのモデルが知られている [1]. Barrel-stave

モデルでは, 複数の膜貫通ヘリックスが膜中でバンドル状に会合することで barrel (樽) 様の

ポアを形成する. 一方, toroidal モデルでは脂質分子がヘリックスペプチドの間に入り込み, 

脂質頭部とヘリックスの親水面がポア内壁を構成している. イオンチャネルペプチドを機

能性分子として利用するためには, 一定サイズの安定なポア構造が要求される. Melittin [1] 

や magainin [2] のような toroidal モデルによってポアを形成するペプチドは, ヘリックスモ

ノマー間の脂質分子が流動的に動くことでポアサイズが動的に変化するため, ポアサイズ

の制御が難しく, これまでにこれらのペプチドが機能性イオンチャネルペプチドのデザイ

ンの基本骨格として利用された例はない. 一方で barrel-stave モデルによって形成されるポ

アに関しても, バンドルを構成する膜貫通ヘリックスの本数が動的に変化するためポアサ

イズが一定ではないが, 会合に関与するヘリックスの本数を制御して単一の会合状態を安

定化するようにペプチドをデザインすることでポアサイズを制御することが可能である. 

土壌真菌由来の peptaibolである alamethicinは代表的な barrel-staveモデルのイオンチャネル

ペプチドであり [3, 4], alamethicin を基本骨格として単一の会合状態を安定化するようなペ

プチドデザインがこれまでにいくらか報告されている. Woolley らは, 共有結合によってペ
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プチド C 末端を架橋した二量化 alamethicinをデザインした [5]. この二量化 alamethicin では 

6 量体ヘリックスバンドル構造が優先的に安定化され, 一定サイズのポアを形成することが

報告されている. また, 6 量体ヘリックスバンドルによるチャネルの平均寿命は, 単量体

alamethicinと比較して大きく上昇しており, より安定なチャネルを形成することが示された. 

非共有結合により alamethicin の会合状態を制御するようなペプチドデザインも報告されて

いる. Sugiura らは alamethicin の細胞外ドメインに水溶液中でのヘリックス会合モチーフで

あるロイシンジッパー配列を導入することによって, 4 量体ヘリックスバンドル構造を選択

的に安定化できることを示した [6]. このペプチドではロイシンジッパー配列による疎水性

相互作用がヘリックスの二量化の強い駆動力になると考えられている. さらに Figure 2—2に

示すように, Sugiuraらはペプチドテンプレートに単量体モチーフを共有結合させ, 会合体を

テンプレート上で形成する template assembled synthetic protein (TASP) strategyにより, 共有

結合でつながった 4 量体ペプチドをデザインした [6]. この 4 量体ハイブリットペプチドは

膜中で 4量体ヘリックスバンドル構造を形成し, 一定サイズのポアを形成することが示され

ている. 

 天然のイオンチャネルペプチドをベースとしたデザインとは別に, 天然のイオンチャネ

ルタンパク質の膜貫通ドメインをベースとしたペプチドデザインも盛んに行われている. 

Naチャネル, アセチルコリン受容体の—サブユニット, グリシン受容体といった様々な生体

のイオンチャネルタンパク質のポア部分に相当する膜貫通ヘリックスペプチドが合成され, 

平面脂質膜においてチャネルを形成することが報告されている [7—9]. また Na チャネルの

電圧センサの役割を担う膜貫通ドメイン由来の合成ペプチドもイオンチャネルを形成する

ことが報告されている [10]. 一方で, alamethicin と同様にこれらのチャネルタンパク質由来

の合成ペプチドも膜中で多数の会合状態が存在し, ポアサイズが一定でないため, TASP を

利用して特定の会合状態を安定化させる試みが行われている [11, 12].  
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Figure 2—1. Barrel—stave モデルによるポア形成 (a) と toroidalモデルによるポア形成 (b). 

 

 

 

Figure 2—2. Template assembled synthetic protein (TASP) の模式図. 
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2—1—2. De novo設計によるイオンチャネルペプチド 

アミノ酸配列を一からデザインする de novo設計は, チャネル構造の安定化因子やイオン

選択性因子の探索, 機能性を付与したイオンチャネルペプチドの創出において有用な方法

である. Table 2—1 に報告されている de novo 設計されたイオンチャネルペプチドを示した. 

イオンチャネルの形成には膜に挿入されるための十分な疎水性とイオン透過孔を形成する

ための親水性を併せ持つ両親媒性ヘリックス構造が重要である. 従って, 両親媒性ヘリック

ス構造を形成するようなアミノ酸配列を de novo設計する必要がある. Imanishiらは, ヘリッ

クス構造を誘導する Aib 残基と Ala 残基を交互に含む 16 残基のペプチド Boc-(Ala-Aib)8-

OMe をデザインし, ヘリックスバンドルによるイオンチャネルの形成を報告した [13].  

Kirino らは鎖長が異なる両親媒性ヘリックスペプチドをデザインし, 鎖長の増加に伴いイオ

ン透過能が増加することを示しており, 膜を貫通する 20 残基程度の鎖長がチャネル形成に

必要であることを示唆した [14]. Degradoらはペプチドによるチャネル形成において, (1) —

ヘリックス構造, (2) 膜を貫通するために必要な 20残基程度の鎖長, (3) 膜に挿入されるため

の十分な疎水性, (4) ヘリックス間の相互作用が重要であると考え, コイルドコイル構造モチ

ーフを取り入れたイオンチャネルペプチド (LSSLLSL)3及び(LSLLLSL)3を de novo設計した 

[15]. コイルドコイルは様々なタンパク質で見られるヘリックス間相互作用の構造モチーフ

で, 7 残基の繰り返し配列から成り, knobs-into-holes 様式によってヘリックス間が密接にパ

ッキングされるという特徴をもつ. (LSSLLSL)3 は平面脂質膜において 6 量体ヘリックスバ

ンドル構造から成る単一コンダクタンスのカチオン選択性チャネルを形成し, 極性アミノ

酸であるセリン残基のヒドロキシ基がカチオン選択性に重要であることが示された [15]. ま

た近年では計算化学を利用して,ヘリックス間の相互作用を制御したコイルドコイルモチー

フを構築し, 亜鉛結合部位として EXXH モチーフを導入することによって Zn2+と H+を対向

輸送するような 25残基のペプチドが報告されている [16, 17].   
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Table 2—1. De novo設計によるイオンチャネルペプチド. 
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2—1—3. ヘリックス—ヘリックス相互作用における芳香族残基 

膜貫通ドメインのヘリックス—ヘリックス相互作用に関しては現在までに多くの研究が

行われている. 一般的に膜タンパクの脂質膜中でのヘリックス—ヘリックス会合はファンデ

ルワールス相互作用によって駆動される. 典型的な膜タンパク二量体形成の会合モチーフ

として GxxxG や AxxxA が発見されており [18, 19], これらのモチーフではヘリックス間の

接触面を増加させるためにグリシンやアラニンといった小さな残基が利用されている. ま

た, 極性残基や荷電残基による側鎖間または側鎖—主鎖間の静電相互作用や水素結合も膜貫

通ドメインのヘリックス—ヘリックス会合に寄与していることが報告されている [20—22]. 近

年これらの相互作用に加え, 芳香族残基による芳香族—芳香族相互作用やカチオン—相互作

用が膜タンパクのヘリックス—ヘリックス会合に関与していることが報告されている (Table 

2—2)  Deverらはモデルペプチドを利用した系統的な研究によって, 芳香族—芳香族相互作用

やカチオン—相互作用が脂質膜中でのヘリックス—ヘリックス相互作用を促進することを

示した [23, 24]. Shaiらは細菌の膜タンパクの配列の統計的解析を基に, 膜貫通ドメインの二

量体形成に芳香族モチーフである WxxWが関与することを示した [25].  

芳香族残基は高い疎水性をもつにもかかわらず, ファンデルワールス力や静電力から成

る芳香族相互作用を形成することから, Trp, Tyr, Phe 残基により形成される相互作用部位は

極性と疎水性の両方の性質を併せ持つ. このような性質は脂質二分子膜中のような疎水性

環境下における分子間または分子内相互作用に非常に適していると考えられる.  
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Table 2—2. ヘリックス間の会合に芳香族残基が関与している膜タンパク. 下線は相互作用し

ている残基, 太字はヘリックス会合に寄与している芳香族残基を表す. 
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2—2. Trp含有 Aib 基盤モデルペプチドのデザイン 

 ヘリックス—ヘリックス相互作用やイオンチャネル形成能に対する Trp 残基の効果を見積

もるためには, —ヘリックス構造を形成する単純なアミノ酸配列の人工イオンチャネルペ

プチドを母体として, この母体ペプチドに Trp 残基を導入し, 構造およびイオンチャネル活

性の変化を調べる方法が最も効果的であると考えられる. このとき, Trp の導入により母体

ペプチドのヘリックス構造が不安定化されてしまうと, ヘリックス—ヘリックス相互作用や

イオンチャネル形成能に対する Trp 残基の効果を正確に見積もることができなくなるため, 

安定な—ヘリックス構造を形成するようなペプチド配列を母体とする必要がある . 

Higashimoto らは異常アミノ酸である Aib を含む 20 残基の人工—ヘリックスペプチド Ac–

(Aib—Lys—Aib—Ala)5—NH2 (BKBA20) を合成し, BKBA20がヘリックスバンドル様のイオンチ

ャネル活性を示すことを報告した [30]. Aib 残基はヘリックス構造を強く誘導する性質をも

つため, BKBA20 は水溶液中及びリポソーム存在下で安定な—ヘリックス構造を形成する

ことが示されており, 濃度依存的なヘリックス会合挙動が報告されている [30]. さらに

Figure 2—3 のヘリカルホイール投影図に示すように, BKBA20 はヘリックスの片方の側面に

疎水性残基が, もう片方の側面に親水性残基が並ぶことで両親媒性の—ヘリックス構造を

形成する. Aib 残基の存在により安定な両親媒性—ヘリックス構造を形成し, 会合能および

イオンチャネル形成能を示す BKBA20 は, Trpの効果を見積もるための母体ペプチドとして

適していると考えられる. しかしながら, 水溶液中及び脂質膜環境下における BKBA20 のヘ

リックス—ヘリックス相互作用の界面は明確に同定されていない . そこで本研究では , 

BKBA20 を母体として Trp 残基をヘリックスの異なる部分に系統的に導入したペプチドを

設計した . Table 2—3 に示すように, 単一の Trp 残基をヘリックス中央部の疎水面 (8 位, 12

位), 親水面 (10位), 親水面と疎水面の境界部 (9位, 11 位) にそれぞれ導入したペプチドをデ

ザインした. また, ペプチド末端における Trp残基の影響を調べるために, 単一の Trp残基を
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ヘリックスの N—末端部 (4 位), C—末端部 (16 位) にそれぞれ導入したペプチドをデザイン

した. さらに複数の Trp 残基による効果を調べるために, 2 つの Trp 残基を両末端部 (4 位及

び 16位) に導入したペプチドをデザインした.   
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2—3. Ile 含有疎水性 Aib 基盤モデルペプチドのデザイン 

 ヘリックスバンドル構造によるチャネル形成はヘリックス会合が重要なプロセスである

ため, 水溶液中での 2本鎖コイルドコイル構造の形成はチャネル形成能に影響を与えると考

えられる. そこで本研究では, 水溶液中で高い二本鎖コイルドコイル形成能をもつようなヘ

リックスモデルペプチドのデザインを行った. 水溶液中での 2本鎖コイルドコイル構造の形

成は疎水性相互作用が主な駆動力となるため, BKBA20 の Ala残基を Ile残基に置換して, 疎

水面の疎水性度を増加させたペプチド (BKBI20) をデザインした. さらに BKBI20 の会合能

とチャネル形成能に対する Trp 残基の影響を調べるために, BKBI20 の両末端 (4 位及び 16

位) に Trp残基を導入したペプチドをデザインした.  

 

 

Figure 2—3. BKBA20 のヘリカルホイール投影図. 親水性アミノ酸残基を青, Trp残基の導入部

位を赤で示した. 
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Table 2—3. デザインしたモデルペプチドの構造. 導入した Trp残基は太字で示される. 
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第 3 章 モデルペプチドの二次構造とペプチド—脂質間

相互作用 

3—1. Introduction 

 円二色性 (CD) 測定は必要な試料が少量でよく, 多様な環境下で測定することができ, デ

ータ解析も比較的簡便であることからペプチドの構造研究において一般的に利用されてい

る. 平面偏光は強度が等しい左円偏光と右円偏光で構成されている. 円二色性はこれら 2 つ

の円偏光に対する吸収の差に起因する. 円二色性を示すような物質は左円偏光と右円偏光

に対する吸収に差があるため, 平面偏光が物質を透過すると楕円偏光になる. 左右円偏光に

対する吸収の程度は波長依存的に変化するため, CD スペクトルでは縦軸を楕円率, 横軸を

波長として表す. タンパク質やペプチドの場合, 縦軸を 1 残基あたりの楕円率である平均残

基楕円率 [θ] に変換することで, 濃度や残基数が異なる試料間でも CDスペクトルを比較す

ることができる. CD スペクトルによるペプチド二次構造解析では遠紫外領域 (260—190 nm) 

の吸収を利用する. この吸収はペプチド結合の—*遷移と n—*遷移に基づくものである. こ

の 2 種類の電子遷移に基づく吸収の強度や吸収帯はペプチド主鎖の構造によって異なるた

め, CD スペクトルを測定することでペプチドの二次構造を推定できる. —ヘリックスの場

合は 190 nm 付近にヘリックス軸に垂直な—*遷移 (—*⊥) による正の極大, 208 nm 付近

にヘリックス軸に平行な—*遷移 (—*∥) による負の極大, 222 nm付近に n—*による負の

極大を示す. さらに 222 nmの平均残基楕円率 (MRE) の値を用いて, ペプチド鎖がどの程度

の割合で—ヘリックス構造を形成しているのかを表す helical contents (%) を見積もること

も可能である [1, 2]. また CD スペクトルは二次構造の推定だけでなく, ヘリックス間の会合

も評価できる. Lau らはヘリックスが会合し, 二本鎖コイルドコイル構造を形成した場合, 2

つの負の極大の MRE の比である[θ]n−π*/[θ]π−π*∥が 1 よりも大きくなることを示唆した [3]. 
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さらに Zhou らはヘリックスが会合することで 208 nm 付近の負の極大波長がレッドシフト

することを報告した [4]. 従って, これらはヘリックスの会合を CD測定で評価する際の指標

となりうる.  

 Trp のインドール側鎖のような発色団は, 励起されて互いに接近すると, 励起状態のエネ

ルギー準位が分裂する. この現象は exciton coupling と呼ばれ, CD スペクトルにおいて符号

の異なる CD バンド (exciton couplet) が観測される (Figure 3—1). いくらかの抗菌ペプチドの

構造解析において, Trp残基に起因する特徴的な exciton coupletが検出され, 抗菌ペプチドの

立体構造維持に Trp—Trp 相互相が重要であることが報告されている [5, 6]. Trp 残基由来の 

exciton coupling が顕著に現れるためには Trp 側鎖が~1.0 nm まで近接する必要があるため 

[7], exciton coupling の存在は Trp—Trp 相互作用の指標となりうる. また Trp は近紫外領域 

(320—250 nm) に La及び Lbバンド由来の吸収帯をもち, この吸収帯由来の CD は Trp 周りの

環境に依存して変化する. そのため, 近紫外 CD スペクトルもまた Trp—Trp 相互作用を検出

する上で有用である.  

 本研究では, 水性環境下として 50 mM リン酸緩衝液 (PB), 疎水性環境下として 2,2,2-

Trifluoroethanol (TFE) を用いて, それぞれの環境下でのモデルペプチドの二次構造を評価し

た. また, モデルペプチドの会合能を調べるために, ペプチド濃度依存的な CD測定を行った. 

脂質二分子膜との相互作用によるペプチドの構造変化は脂質小胞存在下で CD 測定により

調べた. さらにペプチド—脂質膜間相互作用によってペプチドが脂質二分子膜の構造に与え

る影響を調べるために, ヒト赤血球の溶血活性を測定した.  
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Figure 3—1. Trp—Trp相互作用で生じる exciton couplingに由来する CDスペクトル [7].  
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3—2. Results 

3—2—1. モデルペプチドの構造とヘリックス—ヘリックス相互作用 

 Figure 3—2 に中性 pH (pH 7.4) 条件下における Trp 含有モデルペプチドの CD スペクトル

を示す. 測定は生体内の水性環境を模倣した 50 mM リン酸緩衝液 (PB) と脂質膜の疎水性環

境を模倣した 100%TFE 中で, ペプチド濃度 200 M で行った. 緩衝液及び TFE 中において, 

[W4W16]BKBA20 以外の全ての Trp 含有モデルペプチドが 208 nm 付近と 222 nm 付近に負

の極大を示し, 典型的な—ヘリックスのスペクトルを示した. CD スペクトルから算出した

異なる環境下における各ペプチドの helical contents と[θ]n−π*/[θ]π−π*∥の値は Table 3—1 に要

約した. TFE 中における Trp 含有モデルペプチドの helical contents は 30—47%であり, 

BKBA20 (38%) とほぼ同程度の値であった. また, TFE中における[θ]n−π*/[θ]π−π*∥の値はすべ

てペプチドで 1以下であり, 疎水性環境下では単量体として存在していることが示唆された. 

一方で , TFE 中と比較してリン酸緩衝液中では [θ ]n−π*/[θ ]π−π*∥の値が増加しており , 

[W11]BKBA20 以外のすべてのペプチドが 1 以上の値を示していることから, 水性環境下で

は[W11]BKBA20 以外のすべてのペプチドが会合能を有していることが示唆された. リン酸

緩衝液中では, [W10]BKBA20 が高い helical contents (50%) を示したが, その他のペプチドの

helical contentsはほぼ同程度であり (35—42%), [W11]BKBA20 のみ低い helical contents (25%) 

を示した. リン酸緩衝液中における[θ]n−π*/[θ]π−π*∥の値は, W11 < W8 ≈ W9 ≈ W12 < W4 ≈ 

W16 < BKBA20 < W10 < W4W16の順で増加した. 特に[W4W16]BKBA20の[θ]n−π*/[θ]π−π*∥

値 (1.20) は大きく, BKBA20 (1.10) よりも 0.1増加した.  

 Figure 3—3 は同様の条件下における Ile 含有疎水性モデルペプチドの CD スペクトルを示

す. これら疎水性ペプチドはリン酸緩衝液に対する溶解性が低かったため, 10 M のペプチ

ド濃度で測定を行った. BKBA20 と比較して, BKBI20 は TFE 及びリン酸緩衝液の両方にお
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いて高い helical contents を示した (Table 3—1). BKBI20 の[θ]n−π*/[θ]π−π*∥値は TFE 中で 1 以

下であったが, リン酸緩衝液中では著しい増加が観測され (2.59), BKBI20の緩衝液中での高

い会合能が示唆された. 両末端に Trp 残基を導入した[W4W16]BKBI20 においても BKBI20

と同様の傾向が観測されたが, helical contents及び[θ]n−π*/[θ]π−π*∥値は減少した.  
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Figure 3—2. 50 mM リン酸緩衝液 (pH 7.4) (黒線) 及び TFE (赤線) 中の BKBA20 及び Trp含有

モデルペプチドの CD スペクトル. ペプチド濃度は 200 M. 

  



42 

 

 

Figure 3—3. 50 mM リン酸緩衝液 (pH 7.4) (黒線) 及び TFE (赤線) 中の Ile含有疎水性モデル

ペプチドの CDスペクトル. ペプチド濃度は 10 M. 
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Table 3—1. 異なる環境下におけるモデルペプチドの CD スペクトルから算出された helical 

contents (%) と[θ]n−π*/[θ]π−π*∥の値. [W4W16]BKBA20 の helical contents は Trp 由来の exciton 

couplingの影響で算出されなかった.  
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 ペプチド濃度依存的な CD 測定は, リン酸緩衝液中で 5—200 M の濃度範囲で行った. 

Figure 3—4に示すように, BKBA20 の MRE値は濃度依存的に変化し, ペプチド濃度の増加に

伴い helical contentsが増加した. このペプチド濃度の増加に伴うヘリックス構造の安定化は, 

ペプチド間のヘリックス—ヘリックス相互作用に起因すると考えられる. 同様の濃度依存的

挙動が, [W4]BKBA20, [W9]BKBA20, [W10]BKBA20, [W16]BKBA20 においても観測された. 

[W4W16]BKBA20 については , BKBA20 よりも顕著な濃度依存性変化が示された . 

[W4W16]BKBA20は濃度の増加に伴い 208 nm付近の極小のレッドシフト, 225 nm付近の極

小のブルーシフトが観測され, 200 Mでは 230 nm付近に小さなショルダーが出現し, 他の

ペプチドとは異なる濃度依存的な挙動を示した .一方で , [W8]BKBA20, [W11]BKBA20, 

[W12]BKBA20においては濃度依存的な挙動が 5—200 Mの濃度範囲でも観測されなかった

ことから, これらのペプチドでは Trp残基の導入によるペプチドの会合能の低下が示唆され

た. Ile 含有疎水性モデルペプチドに関しては, 低い水溶性の問題により CD スペクトルの濃

度依存性を調べることができなかった.  
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Figure 3—4. 50 mMリン酸緩衝液 (pH 7.4) における BKBA20 及び Trp含有モデルペプチドの

CD スペクトルのペプチド濃度依存性. 測定は 5—200 Mのペプチド濃度範囲で行われた. 矢

印はペプチド濃度の増加に伴う平均残基楕円率 [θ] の増加を示す. 
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3—2—2. ヘリックス間の Trp-Trp 相互作用 

 Trp含有モデルペプチドのヘリックス間会合における Trp—Trp相互作用の寄与を調べるた

めに, 200 M における各 Trp 含有モデルペプチドと BKBA20 の差スペクトルを算出した 

(Figure 3—5). Figure 3—5に示すように, [W4W16]BKBA20 の差スペクトルにおいて, 229 nmの

極大と 217.5 nm の極小が観測され, 近接した Trp—Trp ペアによる exciton coupling の典型的

な CD パターンが示された. 一方で, このような CD パターンは他の Trp 含有モデルペプチ

ドでは観測されなかった. Figure 3—6に[W4W16]BKBA20と BKBA20 の差スペクトルのペプ

チド濃度依存性を示す. [W4W16]BKBA20 の差スペクトルは 5—20 M の低い濃度範囲では

他の Trp 含有モデルペプチドと同様のパターンであるが, 50 M でわずかに couplet が観

測され, 100 M及び 200 Mではより顕著な coupletが観測された.  

 Figure 3—7に BKBA20と各 Trp含有モデルペプチドの近紫外領域 (320—250 nm) の CD ス

ペクトルを示す. 近接した Trp—Trpペアによる coupletに加えて, Trpの La及び Lb吸収帯由来

の特徴的な近紫外 CD バンドが[W4W16]BKBA20 においてのみ観測された. この結果は

[W4W16]BKBA20 の Trp 残基周辺の局所環境が他のペプチドと異なることを示しており, 

exciton couplet と特徴的な近紫外 CD バンドの存在は水溶液中における Trp—Trp 相互作用の

存在を示唆した.  

  



47 

 

 

Figure 3—5. 200 Mペプチド濃度における BKBA20と Trp含有モデルペプチドの CDの差ス

ペクトルの比較. 差スペクトルは 50 mMリン酸緩衝液 (pH 7.4) における Trp含有モデルペ

プチドのスペクトルから BKBA20 のスペクトルを差し引くことにより得られた . 

[W4W16]BKBA20の差スペクトル (赤) は Trp—Trp exciton coupling の典型的なパターンを示

した. 
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Figure 3—6. 50 mMリン酸緩衝液 (pH 7.4) における[W4W16]BKBA20と BKBA20 の CDの差

スペクトルのペプチド濃度依存性. 100 M及び 200 Mにおいて Trp—Trp exciton coupling の

典型的なパターンを示した. 
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Figure 3—7. 50 mMリン酸緩衝液 (pH 7.4) における BKBA20 及び Trp含有モデルペプチドの

近紫外 CDスペクトル. ペプチド濃度は 200 M. [W4W16]BKBA20 は 225—290 nmに Trpの

La及び Lbバンド由来の特徴定な CDバンドを示した. 

 

  



50 

 

3—2—3. 脂質二分子膜存在下でのモデルペプチドの構造とペプチド—脂質膜間相互作用 

 モデルペプチドの脂質二分子膜存在下での構造とペプチド—脂質膜間相互作用は DPPCリ

ポソーム 存在下の CD測定により評価した. Figure 3—8及び Figure 3—10に Trp含有モデルペ

プチドと Ile 含有疎水性モデルペプチドの DPPC リポソーム存在下とリン酸緩衝液中の CD

スペクトルの比較を示す. Figure 3—7 に示すように, 脂質二分子膜存在下における BKBA20

及びすべての Trp含有モデルペプチドの MRE [θ] 強度がリン酸緩衝液中よりも増加してお

り, helical contentsの増加も示された (Table 3—1). 特に[W10]BKBA20は DPPCリポソーム存

在下で最も高い helicity を示した. BKBA20 の[θ]n−π*/[θ]π−π*∥値はリポソーム存在下で 1.09

であり , リン酸緩衝液中での値  (20 M のペプチド濃度のとき 1.07) と同等であった. 

[W4W16]BKBA20 を除いた他のペプチドに関しても同様の傾向があり, リポソーム存在下

とリン酸緩衝液中で[θ]n−π*/[θ]π−π*∥値の変化は観測されなかった. [W4W16]BKBA20 は Trp—

Trp 由来の exciton coupling を示さなかったが, リポソーム存在下での[θ]n−π*/[θ]π−π*∥値 

(1.21) はリン酸緩衝液中の値 (20 Mのペプチド濃度のとき 0.98) よりも大きく増加した. ま

たリポソーム存在下で, [W4W16]BKBA20 は π−π*∥遷移の極小の 207.5 nm から 209.5 nm へ

のレッドシフトを示した. Figure 3—9 に[W4W16]BKBA20 と天然のイオンチャネルペプチド

である alamethicin の DPPC リポソーム存在下の CD スペクトルの比較を示す . 

[W4W16]BKBA20 の[θ]n−π*/[θ]π−π*∥値 (1.21) は alamethicin (1.23) と同等であることから, 

DPPC リポソーム存在下において[W4W16]BKBA20 は alamethicin に近い構造を形成してい

ることが示唆された.  

 Ile 含有疎水性モデルペプチドである BKBI20 はリポソーム存在下で helical contents の増

加と明確な構造変化を示さなかった. 一方で, [W4W16]BKBI20 はリポソーム存在下におい

て, helical contentsの増加と n−π*遷移の極小の 229.5 nmから 223.5 nmへのブルーシフトが

観測された.   
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Figure 3—8. 50 mMリン酸緩衝液 (pH 7.4) (黒) 及び DPPC LUVs 存在下 (赤) における

BKBA20 及び Trp含有モデルペプチドの CDスペクトル. ペプチド濃度は 20 M, DPPC 濃度

は 4 mMであり, 1/200の P/L 比で測定が行われた. 
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Figure 3—9. DPPC LUVs存在下における[W4W16]BKBA20 (実線) 及び alamethicin (破線) の

CD スペクトル. [W4W16]BKBA20 についてはペプチド濃度 20 M, DPPC濃度 4 mMで, 

alamethicinについてはペプチド濃度 10 M, DPPC濃度 2 mMで測定が行われた. 

 

 

Figure 3—10. 50 mMリン酸緩衝液 (pH 7.4) (黒) 及び DPPC LUVs存在下 (赤) における Ile含

有疎水性モデルペプチドの CDスペクトル. ペプチド濃度は 20 M, DPPC濃度は 4 mMであ

り, 1/200の P/L 比で測定が行われた.  
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3—2—4. モデルペプチドの溶血活性 

 ヒト赤血球に対する各モデルペプチドの溶血活性を Figure 3—11 に示す. BKBA20 は測定

した濃度範囲で溶血活性を示さなかったが, Trp残基の導入により 50 g/mlの濃度で全体的

に溶血能が増加した . 単一の Trp 残基を導入したペプチドの内 , [W10]BKBA20 及び

[W4]BKBA20 はより強い溶血能を示した. 両末端に Trp 残基を導入した[W4W16]BKBA20

は 50 g/mlで完全な溶血 (100%) を示し, 1/5の濃度 (10 g/ml) でも 16%の溶血を示した.  

 Ile含有疎水性モデルペプチドは全体的に高い溶血の傾向が見られた. BKBI20は非常に低

い濃度 (1 g/ml) でも高い溶血活性 (50%) を示した.が, 両末端への Trp残基の導入により溶

血活性が減少した.  
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3—3. Discussion 

3—3—1. モデルペプチドの構造とヘリックス—ヘリックス相互作用 

 一般的に, ヘリックスペプチドの末端は分子内水素結合を形成できないため, 規則的な二

次構造を形成せず, 柔軟性が高い構造をとる [8]. BKBA20 のリン酸緩衝液中での helical 

contents は 42%であったことから, 中央部の 8—9残基程度は—ヘリックス構造を形成してお

り, 両末端の 11—12 残基程度はフレキシブルな構造であると考えられる. [W11]BKBA20 を

除いて, すべての Trp含有モデルペプチドが helical contentsを維持したことから, Trpの導入

は BKBA20のヘリックス構造にほとんど影響を与えないことが示された. 従って, ヘリック

ス—ヘリックス相互作用やイオンチャネル形成能に対する Trp 残基の効果を見積もるための

母体ペプチドとして BKBA20 は適していると考えられる. 親水面 (10位), 親水面と疎水面の

境界 (9位), 末端 (4位または 16位) に Trpを導入したペプチドは水溶液中で濃度依存性変化

を示したが, 疎水面である 8位または 12位への Trp の導入は BKBA20 の濃度的な挙動を消

失させた. またリン酸緩衝液中における[θ]n−π*/[θ]π−π*∥の値を比較すると, W11 < W8 ≈ W9 

≈ W12 < W4 ≈ W16 < BKBA20 < W10 < W4W16 の順で増加しており, 濃度依存性を示した

ほとんどのペプチドがより高い[θ]n−π*/[θ]π−π*∥値を示した. 従って, 観測された濃度依存的

な挙動はヘリックス間会合によって—ヘリックス構造が安定化された結果であり, 親水面, 

境界面, 末端に Trp を導入したペプチドは水溶液中で BKBA20 と同等またはそれ以上の会

合能を持つが, 疎水面 (8位または 12位) への導入は BKBA20の会合能を低下させることが

示唆された. これらの結果から推測される BKBA20 の水溶液中における会合モデルを

Figure 3—12 (a) に示す. BKBA20の水性環境下でのヘリックス—ヘリックス相互作用界面は疎

水面であり, Ala や Aib のような比較的小さな側鎖間の密接なパッキングによる疎水性相互

作用によって BKBA20 のヘリックス会合は安定化されていると考えられる. Trp残基は立体
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的に嵩高いインドール環をもつため, ヘリックス中央部の疎水面である 8 位や 12 位におけ

る Trp 残基の存在は BKBA20 のヘリックス主鎖間の密接なパッキングを妨げ, 会合能を低

下させたと考えられる (Figure 3—12 (b)). 興味深いことに, [W9]BKBA20 は BKBA20 と同程

度の helical contentsと会合能を示したが, 同じ境界面でも 11位への Trp残基の導入は helical 

contents を減少させ, 会合能も低下させた. この違いが何に起因するのかを明確に示すこと

はできないが, 11位への Trpの導入は BKBA20のヘリックス構造を破壊し, ペプチドのヘリ

ックス安定性を低下させると考えられる.  

[W4W16]BKBA20 で観測された近接した Trp 側鎖間の exciton coupling と遠紫外領域の特

徴的な CD バンドは, Trp—Trp 相互作用の存在を示唆している. また[W4W16]BKBA20 の

exciton couplingは 50 M以上で濃度依存的に増加していることから, Trp—Trp相互作用は分

子間で働いていると考えられる. BKBA20の末端部がフレキシブルな構造であることを考慮

すると, 末端部の Trp残基はヘリックス中央部の密接なパッキングを妨げることなく互いに

近づくことができるため, 分子間 Trp—Trp相互作用は水溶液中での[W4W16]BKBA20 モノマ

ーのヘリックス間会合に寄与していると考えられる (Figure 3—12 (c)). 一方で, Trp による

exciton couplingはペプチドの片側の末端に Trpを導入した[W4]BKBA20と[W16]BKBA20 で

は観測されなかった. ヘリックスの会合には C 末端同士が同じ側にある平行型と N 末端と

C 末端が同じ側にある逆平行型の 2つのパターンが考えられる. 末端部に Trpを置換したペ

プチドが平行型で会合した場合 2つの Trp残基は近い位置に存在するが, 逆平行型で会合し

た場合 Trp残基は離れる. CD の結果から, [W4]BKBA20 と[W16]BKBA20 は会合性を示した

が, Trp による exciton coupling は観測されなかったため, BKBA20 は逆平行型で会合してい

ると考えられる (Figure 3—12 (a)). 

疎水性ペプチドである BKBI20 はリン酸緩衝液中で BKBA20 よりも非常に高い helical 

contents 及び会合能を示した. BKBI20 は TFE 中においても高い helical contents を示したこ
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とから, BKBA20 の Ala を Ile に置換することでヘリックス安定性が向上することが示され

た. また BKBI20 は疎水環境である TFE 中では会合能を示さなかった. Suzukiらは疎水面に

Ile 残基をもつヘリックスペプチドをデザインし, このペプチドが Ile 側鎖による効果的な疎

水性パッキングによって安定な 3 本鎖コイルドコイル構造を形成することを報告した [9]. 

従って, BKBI20 のリン酸緩衝液中における高い会合能は Ile 側鎖による効果的な疎水性パ

ッキングに起因すると考えられる. 一方で両末端への Trp 残基の導入は BKBI20 の helical 

contentsと会合能を低下させた. これは Ileを Trpに置換したことで疎水性パッキングが妨げ

られたことが原因であると考えられる. 
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Figure 3—12. BKBA20 及び Trp含有モデルペプチドの水性環境下におけるヘリックス会合の

分子モデル. (a) BKBA20 の会合モデル. ペプチドは逆平行型で会合しており, 両親媒性ヘリ

ックスの疎水面をヘリックス—ヘリックス相互作用の界面と仮定した. (b) [W12]BKBA20 の

会合モデル. ヘリックスの疎水面 (12位) に嵩高い Trp を導入することによって, ヘリックス

間のパッキングが妨げられ BKBA20 の会合能が低下した. (c) [W4W16]BKBA20の会合モデ

ル. ヘリックスの両末端において Trp 同士が相互作用する. ペプチドの分子モデルの構築に

は Discovery Studio Visualizerを使用した. 
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3—3—2. 脂質二分子膜存在下でのモデルペプチドの構造とペプチド—脂質膜間相互作用 

DPPC リポソーム存在下において, BKBA20 及びすべての Trp 含有モデルペプチドの

helical contents は増加した. この結果はペプチド—脂質膜間相互作用によって誘導されたヘ

リックス構造の安定化に起因すると考えられる. Lys 残基による正電荷はリン脂質頭部の

リン酸基の負電荷と相互作用し, これがペプチド—脂質膜間相互作用の駆動力になること

から, BKBA20 ヘリックスの親水面は脂質との相互作用界面なると考えられる. Trp 含有モ

デルペプチドの helical contentsの増加の程度 (8—16%) は BKBA20 (5%) よりも大きく, Trp

の導入がペプチド—脂質膜間相互作用を増強していることが示唆された. Trp のインドール

側鎖は疎水性でありながら, 双極子モーメントや電子系による極性も併せもつ. 脂質のカ

ルボニル基付近のような極性—非極性界面において, このような両親媒性をもつ Trp 側鎖の

性質は適しており, Trp 側鎖の N 原子は脂質頭部と水素結合することが示唆されている 

[10]. 実際に, 膜タンパクの統計的解析により Trp 残基は膜中央部よりも脂質頭部—水界面

付近に優位に存在することが示された [11]. Trp 含有モデルペプチドの中でも , 

[W10]BKBA20 は最も高い helicity を示した. 脂質との相互作用界面と考えられる親水面に

Trp を導入した[W10]BKBA20 ではより効率的に Trp と脂質頭部が相互作用し, 結果として

ペプチド—脂質膜間相互作用が促進され, ヘリックス構造が強く誘導されたと考えられる 

(Figure 3—13).  

興味深いことに , [W4W16]BKBA20 に関しては DPPC リポソーム存在下において

[θ]n−π*/[θ ]π−π*∥値の増加と , [θ]π−π*∥の極小のレッドシフトが観測された . この結果は

[W4W16]BKBA20 の二本鎖またはより高次の—ヘリックス会合体が水性環境よりも脂質二

分子膜環境下でより形成されやすいことを示唆している. またリポソーム存在下で観測さ

れた[W4W16]BKBA20 の[θ]n−π*/[θ]π−π*∥値は alamethicin と同等の値を示した. リポソーム存

在下において alamethicin は膜電位が存在しないにもかかわらず, 膜貫通状態として存在し
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ており, さらに膜中で二量体またはより高次の会合体を形成することが, CD 測定における

[θ]n−π*/[θ]π−π*∥値の解析によって示唆された [12]. 従って, [W4W16]BKBA20 は膜電位が存

在しない状態でも, 膜貫通配向をとっており, 膜中で会合体を形成している可能性が示唆さ

れた. Sparks らはモデルペプチドを用いて, ペプチド末端の Trp 残基が脂質膜界面へのアン

カーとして作用し, 膜貫通ペプチドにおいて有利な配向やダイナミクスを決定することを

報告した [13]. [W4W16]BKBA20では両末端の Trp残基が二分子膜両側の脂質頭部に対する

アンカーとして作用し, ペプチドの膜挿入の促進と膜貫通配向の安定化を誘導すると考え

られる. その結果としてペプチドは優先的に膜貫通型として存在し, 膜中での会合体形成が

生じたと考えられる.  

 BKBI20 は明確な helical contents の増加を示さなかったが, 溶血活性の結果から膜と相互

作用していると考えられる. これらのペプチドはリン酸緩衝液中でも高い helical contentsを

示したことから, 水溶液中で既にほぼ完全な—ヘリックス構造を形成しており, 脂質膜と相

互作用してもそれ以上のヘリックス構造が誘導されなかったと考えられる.  

 

 

Figure 3—12. CD の結果から推定される[W10]BKBA20 と脂質二分子膜の相互作用のモデル. 

BKBA20 の親水面は青, 疎水面は黄, 10 位の Trp 残基は赤で示す. ペプチドの分子モデルの

構築には Discovery Studio Visualizerを使用した.  
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3—3—3. モデルペプチドの膜摂動活性 

 BKBA20への Trp残基の導入は全体的に溶血活性を増加させたことから, Trp—脂質間の相

互作用による膜摂動が示唆された. コレステロールは真核生物の生体膜に 30 mol%程含まれ

ており [14], 膜の流動性やミクロな構造に影響を与えている. コレステロールは疎水性の

sterane骨格及び iso-octyl基と親水性のヒドロキシ基 (—OH) をもつ両親媒性分子であるため, 

Trp と強く相互作用すると考えられる . Gasset らは, Trp を豊富に含むペプチドである

gramicidin A が疎水性相互作用によって駆動される Trp—コレステロール相互作用を介して

複合体形成を促進することを報告した [15]. また Santiago らはニコチン性アセチルコリン受

容体 (AChR) において, 膜貫通セグメントに存在する Cys を Trp にした変異体が, コレステ

ロール依存的に受容体のチャネル機能を変化させることを報告した [16]. 従って, Trp 含有

モデルペプチドで観測された膜摂動の増加は, Trp—脂質頭部間の相互作用 (Trp アンカリン

グ) に加えて, Trp—コレステロール間の相互作用も寄与していると考えられる. 親水面へ Trp

を導入した[W10]BKBA20は比較的高い溶血活性を示した. CD測定の結果から, W10 はペプ

チド—脂質相互作用の界面に存在しているため, この位置への Trp の導入は Trp—脂質間の相

互作用において効果的であり, より強く膜摂動が誘導されたと考えられる. 興味深いことに, 

[W4]BKBA20 や[W16]BKBA20 のような単一の Trp を末端に導入した場合と比較して, 

[W4W16]BKBA20 の溶血活性は 2 倍以上増加した. 従って, 両末端への Trp 導入は相乗的に

膜構造の破壊を誘導すると考えられる.  

 疎水性の高い BKBI20は溶血活性を著しく増加させた. Blondelleらは細胞溶解性ペプチド

である melittinの Leu残基を Trpに置換した場合, 溶血能が低下したことから, 脂溶性の側鎖

が溶血において重要な役割を果たすことを報告した [17]. 同様の結果が, [W4W16]BKBI20

でも観測されたことから, 両親媒性—ヘリックスペプチドにおける脂溶性側鎖の存在はペ

プチドの膜摂動能と強い相関があると考えられる.   
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第 4 章 モデルペプチドのイオンチャネル特性 

4—1. Introduction 

 単一チャネル測定はチャネル 1分子の挙動を測定できるため, イオン透過の分子機構を調

べる上で強力なツールである. 一般的にイオンチャネルの性質は細胞に発現しているチャ

ネルタンパクや遺伝子導入によって発現させたイチャネルタンパク質によるチャネル電流

をパッチクランプ法によって記録し, 評価する. パッチクランプ法は生体膜に近い環境で測

定できるという利点があるが, イオンチャネルペプチドの構造活性相関を研究するために

は, ペプチドを単純な組成の二分子膜上に再構成できるようなコントロールされた系でチ

ャネル電流を測定する必要がある. 脂質平面膜法は人工的に細胞膜を形成する方法で, 脂質

組成や溶液のイオン濃度を自由に変えることができるため, イオンチャネルペプチドの構

造活性相関研究において有用である. 平面脂質膜法にはペインティング法 [1], 張り合わせ法 

[2], tip—dip法 [3] がある. この中でも tip—dip法は直径が 10 m程度のガラスピペット先端を

単分子層に通過させて膜を形成する方法である. ペインティング法や張り合わせ法と比べ

て, 膜面積が小さく膜容量によるノイズが抑えられるため高分解能のデータを得られる点, 

専用のチェンバーを必要としない点, 膜形成時の操作が比較的簡便である点が利点として

挙げられる.  

 Chui と Fyles は様々な合成イオンチャネル分子のチャネル活性の形状を解析し, 開時間, 

コンダクタンスとの相関を研究した [4]. この研究によると, チャネル活性の形状は square—

top, multi—level, flicker, spike, erratic の 5つに分類される (Figure 4—1). Figure 2—1で示したよ

うに, 今日までに, —ヘリックスペプチドによるチャネル形成機構には barrel—stave モデル 

[5, 6] と toroidal poreモデル [7] の 2つの機構が提唱されている. Sekiyaらは観測されるチャ

ネル活性の形状に着目して, barrel—stave モデルでは膜貫通ペプチド間のタイトな会合によ
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って堅牢な円筒形のポアが形成されるため square—top なチャネル活性を示し, toroidal モデ

ルではヘリックスモノマー間の脂質分子が流動的に動くことでポアサイズがダイナミック

に変化し multi—levelな活性を示すことを示唆した [8]. 従って, 観測されるチャネル活性の形

状から, ポア形成のモデルを推定することができる. 

 本研究では tip—dip 法を用いてチャネル形成における Trp 残基及び Ile 残基の影響を調べ

た. また得られた結果から, ペプチドのチャネル形成機構と天然のイオンチャネルタンパク

質における Trp残基の重要性を考察した.  

 

Figure 4—1. Chuiと Fylesによって報告されたイオンチャネル活性の形状の分類 [4]. 
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4—2. Results 

4—2—1. Trp含有モデルペプチドのイオンチャネル特性 

 二分子膜を構成する脂質には分岐した飽和アシル基をもち, 安定な膜形成ができること

が報告されている diphytanoyl phosphatidyl choline (DPhPC) を用い た [9]. チャネル測定にお

いてペプチドは膜の cis-side に添加された. さらに実際の生体において細胞外にペプチドが

存在する状態を模倣するために, cis-sideに+80 mVの膜貫通電位を印加した. Figure 4—2およ

び Figure 4—3 に Trp 含有モデルペプチドの単一チャネル電流記録と観察されたチャネル電

流の頻度のヒストグラムを示す. BKBA20は単一レベルのコンダクタンス値をもつチャネル

の形成が観測され, コンダクタンス値は 260 pS であった. またチャネル活性の形状は square

—top型であり, ヘリックスバンドル様の構造が示唆された. Table 4—1にヘリカルバンドルモ

デルを用いて観測されたコンダクタンス値から算出したチャネルのポアサイズとヘリック

スバンドルを構成するヘリックスモノマーの数をまとめた. 見積もられた BKBA20 のポア

直径は 0.38 nm であり, 4 量体ヘリックスバンドルによってチャネルを形成していることが

示唆された. [W4W16]BKBA20 を除いたすべての Trp 含有モデルペプチドにおいて, イオン

チャネルの square — top 型の明確な開閉が観測された . [W8]BKBA20, [W9]BKBA20, 

[W10]BKBA20, [W12]BKBA20 の 4つのペプチドで主に観察されたチャネル活性のコンダク

タンス値はそれぞれ 284 pS, 396 pS, 421pS, 255 pSであった. またこれらのペプチドで見積も

られたポア直径は 0.38 nm — 0.49 nm であり, BKBA20とほぼ同じサイズで 4量体ヘリック

スバンドルによるポア構造を形成することが示された. 従って, これらの部位への Trp 残基

の導入は, 膜中での BKBA20 ヘリックス間の相互作用様式にほとんど影響を与えず, チャネ

ル会合体を構成するヘリックスの本数 (4量体構造) を変化させないことが示唆された. 観測

された頻度は少ないが, [W8]BKBA20, [W10]BKBA20, [W12]BKBA20, [W16]BKBA20 はより
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高いコンダクタンスレベル (Level 2) のチャネル活性を示した. このより高いコンダクタン

スレベルは低いコンダクタンスレベル (Level 1) の約 2 倍高いため, チャネル 2 分子が同時

に開口した結果であると考えられる. 一方で, [W4]BKBA20, [W11]BKBA20, [W16]BKBA20

の Level 1のコンダクタンス値はそれぞれ 748 pS, 731 pS, 705 pS と高く, ポア直径は約 0.65 

nm であり BKBA20 よりも大きなサイズのポアを形成することが示唆された. チャネルの開

口頻度については, [W9]BKBA20, [W11]BKBA20, [W12]BKBA20,[W4]BKBA20 は BKBA20

と同程度で, [W8]BKBA20は増加した. 一方で, [W11]BKBA20 はチャネルの開口頻度が減少

した. [W10]BKBA20及び[W16]BKBA20 は開口頻度が著しく増加し, チャネル開状態の寿命

は他のペプチドと比較して増加した. 興味深いことに, [W4W16]BKBA20 は明確な開閉を示

さず, むしろ膜摂動のような挙動を示した.  
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Figure 4—2. BKBA20 (a), [W8]BKBA20(b), [W9]BKBA20 (c), [W10]BKBA20 (d), [W11]BKBA20 

(e) の単一チャネル電流記録及び電流値のヒストグラム. ペプチド濃度は 100 nM. 電解質溶

液は 500 mM KClと 5 mM 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid (HEPES) を

含む. 膜の cis—sideに+80 mV電圧を印加した.  
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Figure 4—3. [W12]BKBA20 (a), [W4]BKBA20 (b), [W16]BKBA20 (c), [W4W16]BKBA20 (d) の

単一チャネル電流記録及び電流値のヒストグラム. ペプチド濃度は 100 nM. 電解質溶液は

500 mM KClと 5 mM 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid (HEPES) を含む. 

膜の cis—sideに+80 mV電圧を印加した.  
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Table 4—1. Cis—sideに+80 mVの電圧を印加した際に観測された 100 nMの各モデルペプチド

のチャネル活性のコンダクタンス値, 見積もられたポアの直径, ヘリックスバンドルを構成

するヘリックスモノマーの数. [W4W16]BKBA20 及び BKBI20 は 100 nM で明確な開閉が観

測されなかったため載せていない.  
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4—2—2. Ile含有疎水性モデルペプチドのイオンチャネル特性 

 Figure 4—4 に Ile 含有疎水性モデルペプチドの単一チャネル電流記録と観察されたチャネ

ル電流の頻度のヒストグラムを示す. 100 nM のペプチド濃度で BKBI20 は明確なチャネル

の開閉を示さず, erratic な活性が観測された. 一方で, [W4W16]BKBI20 は明確な開閉を示し

たが, 全体的に multi—levelな活性が観測された. 観測された level 1のコンダクタンス値に対

して見積もられたポア直径は 0.85 nmであり, BKBA20 の約 2倍の大きさのポアが観測され

た.  
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Figure 4—4. BKBI20 (a) 及び[W4W16]BKBI20 (b) の単一チャネル電流記録及び電流値のヒス

トグラム. ペプチド濃度は 100 nM. 電解質溶液は 500 mM KClと 5 mM 2-[4-(2-hydroxyethyl)-

1-piperazinyl]-ethanesulfonic acid (HEPES) を含む. 膜の cis—sideに+80 mV電圧を印加した. 
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4—2—3. イオンチャネル活性のペプチド濃度依存性 

 CD 測定で観測された結果から[W4W16]BKBA20 は 100 nMで非常に安定なチャネルを形

成している可能性が考えられた. また 100 nMで[W10]BKBA20と[W16]BKBA20 のチャネル

の開時間が増加したことから, これらのペプチドもより安定なチャネルの形成が考えられ

た. そこで, この 3つのペプチドと BKBA20 のチャネル活性の濃度依存性を評価した. Figure 

4—5及び Figure 4—6に BKBA20, [W10]BKBA20, [W16]BKBA20, [W4W16]BKBA20の低濃度

におけるチャネル活性を示す. 10 nM のペプチド濃度において, BKBA20 はほとんどチャネ

ル活性を示さなかったが, [W10]BKBA20 及び[W16]BKBA20 は単一レベルの square—top 型

の明確なイオンチャネル活性を示した. さらに, [W4W16]BKBA20 では 10 nM で多段階の

square—top型の開閉が観測された. 興味深いことに, [W4W16]BKBA20の濃度を 1 nMまで下

げると, 100 nMの BKBA20 と同等の単一チャネル活性が観測された. 他の Trp含有モデルペ

プチドでは 1 nMの濃度でチャネル活性は観測されなかった. (Data not shown)  
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Figure 4—5. BKBA20 (a) , [W10]BKBA20 (b), [W16]BKBA20 (c) の濃度依存的なコンダクタン

ス パ タ ー ン . 電 解 質 溶 液 は 500 mM KCl と 5 mM 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazinyl]ethanesulfonic acid (HEPES) を含む. 膜の cis—sideに+80 mV電圧を印加した. 
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Figure 4—6. [W4W16]BKBA20 の濃度依存的なコンダクタンスパターン. 電解質溶液は 500 

mM KClと 5 mM 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid (HEPES) を含む. 膜の

cis—sideに+80 mV電圧を印加した. 
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4—3. Discussion 

4—3—1. チャネル形成におけるヘリックス—ヘリックス相互作用とペプチド—脂質膜間相互作

用 

 二本鎖コイルコイルド構造はチャネル構造の形成過程において中間体となることがこれ

までの研究で示唆されている [10—14]. [W4W16]BKBA20は BKBA20よりも 100倍低い濃度

でも安定なイオンチャネルを形成した. 従って, [W4W16]BKBA20 の両末端の 2 つの Trp 残

基は水性環境において Trp—Trp 相互作用を介して 2 本鎖ヘリックス構造の安定化に寄与し

ており, この安定な 2本鎖ヘリックス構造は脂質膜中におけるチャネル会合体の中間体構造

として作用することでチャネル形成を促進すると考えられる . 一方で, [W8]BKBA20 や

[W12]BKBA20 は水溶液中で会合能の減少が観測されたが, BKBA20 と同程度または高い頻

度でイオンチャネル活性を示した. チャネルの形成には膜中での会合体の形成だけでなく, 

ペプチド—脂質相互作用と膜電位によって駆動されるペプチドの膜への挿入過程も重要で

ある. 従って, [W8]BKBA20 と[W12]BKBA20 で観測された上記の矛盾の考えられる原因と

しては, Trp—脂質相互作用によりペプチドの膜挿入が促進され, これが会合能減少による不

利な効果を補ったためだと考えられる. 実際にペプチド—脂質相互作用の界面と考えられる

親水面に Trp残基が存在する[W10]BKBA20は長い開口時間と低濃度 (10 nM) でも安定なチ

ャネルを形成した. これは親水面の Trp 残基が Trp—脂質相互作用において効果的な部位で

あり, ペプチドの膜挿入が促進され, チャネル形成を促進したことに起因すると考えられる. 

しかしながら, イオンチャネル測定に使用されるペプチド濃度はかなり低く, CD 測定によ

ってチャネル形成濃度におけるペプチドの構造と脂質との相互作用様式を解析することは

不可能であるため, これらの結果を説明するためには今後さらなる研究が必要である. 興味

深いことに, [W11]BKBA20 はチャネルの開口頻度が BKBA20よりも減少した. CD 測定の結
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果から, 11 位への Trp の導入は BKBA20 の helical content を減少させることが示された. 従

って, [W11]BKBA20 におけるチャネル開口頻度の減少は, 11 位への Trp 導入によるヘリッ

クス形成能の低下に起因すると考えらえる.  

[W4W16]BKBA20 における安定な 2 本鎖ヘリックス構造はイオンチャネル形成過程の中

間体となりチャネル形成を促進したが, 高い疎水性をもつ BKBI20のように水溶液中での会

合能が高すぎるとイオンチャネルが形成されなかった. 水溶液中において BKBA20 は疎水

面で会合するため, 2 本鎖ヘリックス構造の外側は親水面のみになる. 親水面が外側を向い

たままでは疎水環境である膜内へ入るのはエネルギー的に不利であるため, 膜に挿入され

る際はヘリックスの会合面が疎水面から親水面に動的に変化すると考えられる. 強固な 2本

鎖ヘリックス構造の形成はこのような会合面の動的な変化を妨げるため, BKBI20 は膜への

挿入が起こりにくくチャネル活性を示さなかったと考えられる. 一方で[W4W16]BKBI20 に

おいては, 両親媒性と嵩高い側鎖をもつ Trp を Ile の代わりに 2 か所導入しているため, Ile

側鎖の疎水性パッキングによる会合能が減少し.チャネル活性を形成したと考えられる. 従

って, 水溶液中での会合と解離のバランスがチャネル形成において重要であることが示唆

された. 
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4—3—2. モデルペプチドのチャネル構造とカチオン—π相互作用によるチャネル構造の安定

化 

 [W10]BKBA20, [W16]BKBA20, [W4W16]BKBA20 は他のペプチドよりも低い濃度でチャ

ネル活性を示したことから, Trp 残基の導入によるチャネル構造の安定化が示唆された. イ

ンフルエンザウイルスの M2タンパクや chloride intracellular channel protein のような天然の

イオンチャネルタンパク質において, 膜貫通領域のカチオン—相互作用はチャネル構造の

安定化やチャネル機能の制御に関与することが報告されている  [15, 16]. [W10]BKBA20, 

[W16]BKBA20, [W4W16]BKBA20 は 4 量体ヘリックスバンドルを形成したとき Trp 側鎖と

相互作用できるような位置に Lys側鎖が存在するため, チャネルを形成したときに隣接ヘリ

ックス間でカチオン—相互作用による付加的な安定化が働くと考えられる. Figure 4—7 は分

子間カチオン—相互作用によって安定化されたチャネル構造の推定のモデルを示す. 観測

されたコンダクタンス値から見積もられたように, BKBA20 のポアは 4量体ヘリックスで構

成される. このとき膜の疎水性コアへの荷電側鎖の露出はエネルギー的に不利であるため, 

BKBA20 がもつ 5つの正に荷電した Lys残基の側鎖はポアの内側を向いており, イオンが通

過するための水性環境を提供している. さらに, 膜の cis—side に正の膜貫通電圧を印加する

ような条件下において, ヘリックスは膜中で互いに平行に配向し, ヘリックス双極子によっ

て負に分極した C末端は cis—sideに向いている. Figure 4—7に示すように, Trp残基が親水面

である 10 位に存在する場合, Trp 側鎖は隣接ヘリックスの 6位または 14 位の Lys 側鎖と空

間的に近い領域に位置しているため, これらの残基間でのカチオン—相互作用はポアの内

側で形成され, チャネルの安定化に寄与すると推測される. 同様に, C 末端の W16 は K18と

N 末端の W4 は K2 と隣接ヘリックス間のポアの縁の部分でカチオン—相互作用を形成し, 

チャネルを安定化する. [W4]BKBA20 及び[W16]BKBA20 で観測されたポアサイズの増加か

ら, これらのペプチドではヘリックスバンドルを構成するモノマーの数が増えた可能性が
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考えられる. しかしながら, 見積もられたモノマーの数は 4—5 本であり大きな増加がみられ

ないことや Trp の導入によって BKBA20 のヘリックス構造がほとんど変化していないこと

を考慮すると構成モノマーの数が増加したわけではなく, 立体的に嵩高い側鎖をもつ Trp残

基が 4量体ヘリックスバンドルのヘリックス—ヘリックス相互作用界面に存在したことでポ

アサイズの増加が観測されたと推測される. [W4]BKBA20 と[W16]BKBA20 は両方とも相互

作用可能な Lys 残基が近くに存在するためチャネルの安定化が推測されるが , 実際は

[W16]BKBA20 のみ低濃度でのチャネル活性と開口寿命の増加が観測された. Futaki らは

alamethicin の N 末端に極性残基を導入した場合, チャネルの活性化により高い膜電位が必

要であることを報告した [17]. 膜の cis—side に正電圧を印加した場合, 部分的に正に荷電し

ているヘリックス N 末端は trans—sideに向くと考えられるため, N末端は膜を横切る必要が

ある. 極性をもち立体的に嵩高い Trp側鎖が膜の疎水性コアを通過するのはエネルギー的に

も立体的にも不利であるため, [W4]BKBA20 はチャネルを形成しにくくなると考えられる. 

それにもかかわらず, 両末端に Trp残基をもつ[W4W16]BKBA20は著しく低いペプチド濃度 

(1 nM) で明確なチャネルの開閉を示した. [W4W16]BKBA20 は水溶液中でイオンチャネル

の中間体として Trp—Trp 相互作用によって安定化される二量体を形成する . さらに

[W4W16]BKBA20の場合, 両末端に Trp残基をもつためヘリックス毎に 2つの相互作用部位

があり単純に 2倍の安定化が考えられる. チャネル構造の安定化に対するそれらの累積的な

寄与は N 末端の Trp 残基が膜の疎水性コアを通過するために必要なエネルギー損失を十分

に補うことが可能であると推測される.  

[W4W16]BKBI20 で観測された multi—level な活性は toroidal モデルによるチャネル形成を

示唆した. これは脂溶性の Ile 側鎖—脂質アシル鎖間の相互作用とペプチド主鎖—脂質頭部間

の相互作用が働き, [W4W16]BKBI20 が脂質分子を巻き込みながら膜に挿入されることで

toroidalモデルのポアを形成したためであると考えられる.   
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Figure 4—7. カチオン—相互作用によって安定化される Trp 含有モデルペプチドの脂質二分

子膜中における会合状態の推定されるモデル. (a) [W10]BKBA20 によって形成されるチャネ

ル構造の断面図. 推定上の分子間カチオン—相互作用は K6/K14 と W10 の間で形成される. 

(b) [W16]BKBA20 によって形成されるチャネル構造の断面図. 推定上の分子間カチオン—

相互作用は K18と W16の間で形成される. (c) BKBA20 の 4量体ヘリックスバンドルによる

チャネル構造の側面図. ペプチドの C 末端は膜の cis—side を向いており, ヘリックスは互い

に平行に配向している. 
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4—3—3. Viroporin 及び peptaibolのイオンチャネル構造に関する考察 

 いくらかの viroporin は塩基性残基と芳香族残基に富むドメインをもっており, それらの

ウイルスのライフサイクルにおいて重要な役割を担う  [18]. エボラウイルス (EBOV) の

delta peptide はウイルスがもつ GP 遺伝子にコードされており, RNA 編集によって産生され

る 40残基の viroporinである [19—21]. Delta peptideは高い膜透過性とポア形成能をもってお

り, 腸や肝臓の細胞に蓄積し, 細胞溶解素または細胞毒素として作用する可能性があり, 

EBOVの発病に関与していることが示唆されている [21, 22]. Gallaherと Garry は EBOV delta 

peptide のポア構造が—ヘリックス 4 量体から成り. 正に荷電した残基がポアの内側を向き

カチオン性のポアを形成することを示唆した (Figure 4—8) [22]. EBOV delta peptide のポアの

構造は, 本研究において BKBA20モデルペプチドで示唆されたポアと類似している. さらに

EBOV delta peptideの C末端の Trp残基はチャネル活性に必須であることが報告されている 

[21]. 従って, Trpのような芳香族残基による相互作用は viroporinのイオンチャネル構造の安

定化に寄与しており, これによりウイルスのライフサイクルに必要とされる膜摂動と膜融

合を促進すると推察される. 

 一方で真菌から単離された天然のイオンチャネルペプチドである peptaibol ファミリーに

は Trp残基がほとんど含まれていない [23]. Peptaibolは配列中にヘリックス構造を強く誘導

する Aib を豊富に含むため, —ヘリックス構造を形成しやすく, viroporin で見られるような

芳香族残基による付加的な安定化を必要とせずにヘリックスバンドル構造を形成すること

ができると考えられる. また本研究では, 特定の位置に Trp 残基を導入したペプチドが高い

溶血能を示した. Peptaibolは外来の微生物に対する抗菌ペプチドとして真菌が産生する二次

代謝産物である. 従って, Aib 残基によって誘導された堅牢な—ヘリックス構造への過剰な

Trp 残基の導入は膜破壊を引き起こし, peptaibol を産生する真菌自身にも毒性を示すことに

なる. これらは peptaibolが Trp残基を含まない理由の一つであると考えられる.  
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Figure 4—8. (a) Gallaherと Garry によって報告された EBOV delta peptideの膜貫通領域のアミ

ノ酸配列と二次構造のモデル [22]. 正電荷アミノ酸である Lys残基はヘリックスの片側を向

いており両親媒性ヘリックス構造を形成する. (b) EBOV delta peptide によって形成されるヘ

リックス 4 量体ポアを上から見た図. Lys 残基はポアの内側を向いている. (c) ヘリックス 4

量体ポアを横から見た図.   
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第 5 章 実験 

5—1. 試薬 

Fmoc-Aib-OH は渡辺化学工業株式会社から購入した . Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, 

Fmoc-Trp(Boc)-OH, NovaPEG Rink Amide resin LL は Novabiochem から購入した. HBTU は

Merck, HOBt はペプチド研究所から購入した . アミノ酸標準溶液 H 型 , Ac2O, CH3CN, 

CH3COONa･3H2O, EtOH, DMF, DIEA, diethyl ether, HCl, MeOH, NaH2PO4･2H2O, Na2HPO4, 

NMP, piperidine, PITC, TEA, TFA は和光純薬工業株式会社から購入した. DPPC, CHCA は

Sigma-Aldrich から購入した. TIS は東京化成工業株式会社から購入した. DPhPC は Avanti 

Polar Lipidsから 50 mg/mL クロロホルム溶液として購入した. Triton X-100は Thermo Fisher 

Scientificから購入した. 

 

5—2. ペプチド合成 

ペプチドの合成は Fmoc 固相合成法で行った. ペプチド合成用のカラムに NovaPEG Rink 

Amide LL (0.19 mmol/g, 25 µmolスケール) を量りとり, DMFで膨潤させた. 25 µmolスケー

ルに対して 10当量分の N——Fmocアミノ酸 (250 µmol) に 2 M DIEA/NMP (250 µl, 500 µmol)

及び 0.45 M HBTU/HOBt (560 l, 250 µmol) を加え, 10分間静置してアミノ酸を活性化した. 

合成用カラムから DMF を取り除き, 活性化させたアミノ酸を加え, 40 分間攪拌することで

縮合させた後, 合成用カラムから反応溶液を取り除き, DMF で樹脂を洗浄した (2 ml x 5). 

Fmoc基の脱保護は 20% piperidine / DMF (2 ml) を合成カラムに加え, 10分間攪拌することで

行った. その後, 合成カラムから反応溶液を取り除き, DMFで樹脂を洗浄した (2 ml x 10). こ

の縮合ステップを繰り返すことでペプチド鎖を伸長させた. なお, 立体障害による合成上の

問題から, Aib に関しては活性化時間を 20 分間, カップリングの反応時間を 60 分間に延長
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した. 目的鎖長までペプチドを伸長させ, N 末端の脱保護を行った後, DMF (800 µl), TEA (70 

µl, 500 µmol), Ac2O (24 µl, 250 µmol) を加え, 90分間攪拌することで N末端をアセチル化し

た. DMF (2 ml x 10) と MeOH (2 ml x 5) で樹脂を洗浄した後, 減圧した中性デシケータ内で

一晩放置し乾燥させた. その後, 6 mlの脱樹脂カクテル (95% TFA, 2.5% TIS, 2.5% H2O) を合

成用カラムに加え, 2 時間攪拌することでペプチドの脱樹脂を行った. 脱樹脂の溶液は遠沈

管に回収し, N2 ガス気流により TFA を除去した. 得られた粗生成物にジエチルエーテルを

加え, 遠心分離によりペプチドを沈殿させた後, 上清を除去してペレット状のペプチドを得

た. ジエチルエーテルによるデカントをさらに 4 回繰り返した後, 減圧した酸性デシケータ

内で一晩放置して, 粉末状のペプチドを得た. 

合成したペプチドの純度は分析用 RP—HPLC によって確認した. RP-HPLC 分析ではポンプ

に JASCO PU-2089 (日本分光株式会社), 検出器に JASCO UV-2075 (日本分光株式会社) を使

用した. 固定相のカラムには Wakosil-II 5C18 HG 4.0 mm x 150 mm (和光純薬工業株式会社), 

移動相の溶液には 0.05% TFA/H2O (溶離液 A) と 0.04% TFA/CH3CN (溶離液 B) を用いた. 

BKBI20 及び[W4W16]BKBI20に分析には Wakosil-II 5C4 HG 4.0 mm x 150 mm (和光純薬工

業株式会社) をカラムに用いた. 検出波長は 220 nm, 流速は 0.5 ml / min, グラジエントは溶

離液 Aが 95-5% (0-30 min) となるように設定した. ペプチドの HPLCプロファイルを Figure 

6—1 に示す. ペプチドの構造は MALDI-TOF MS 解析により確認した. 装置は 4800 Plus 

MALDI/TOF Analyzer (Applied biosystems社製) または Autoflex III (BRUKER社製) 使用した. 

ペプチド溶液とマトリックス溶液をプレート上の同じスポットに 1 l ずつ滴下して乾固さ

せた後, 測定を行った. マトリックスには-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) を用いた. 

アミノ酸組成と実験で使用したストック溶液のペプチド濃度は定量的なアミノ酸分析で決

定した.  
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BKBA20. MALDI-TOF MS: 1928.86 [expected for (M+Na)+ 1928.21]. HPLC: R.T. 16.0 min. 

[W8]BKBA20. MALDI-TOF MS: 2044.01 [expected for (M+Na)+ 2043.26]. HPLC: R.T. 17.1 min. 

[W9]BKBA20. MALDI-TOF MS: 2030.08 [expected for (M+Na)+ 2029.24]. HPLC: R.T. 16.6 min. 

[W10]BKBA20. MALDI-TOF MS: 1986.32 [expected for (M+Na)+ 1986.20]. HPLC: R.T. 17.1 min. 

[W11]BKBA20. MALDI-TOF MS: 2030.04 [expected for (M+Na)+ 2029.24]. HPLC: R.T. 17.0 min. 

[W12]BKBA20. MALDI-TOF MS: 2043.87 [expected for (M+Na)+ 2043.26]. HPLC: R.T. 16.3 min. 

[W4]BKBA20. MALDI-TOF MS: 2043.99 [expected for (M+Na)+ 2043.26]. HPLC: R.T. 17.3 min. 

[W16]BKBA20. MALDI-TOF MS: 2044.07 [expected for (M+Na)+ 2043.26]. HPLC: R.T. 17.2 min. 

[W4W16]BKBA20. MALDI-TOF MS: 2158.93 [expected for (M+Na)+ 2158.30]. HPLC: R.T. 18.5 

min. 

BKBI20. MALDI-TOF MS: 2138.45 [expected for (M+Na)+ 2138.31]. HPLC: R.T. 27.1 min. 

[W4W16]BKBI20. MALDI-TOF MS: 2284.44 [expected for (M+Na)+ 2284.12]. HPLC: R.T. 22.5 

min. 
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Figure 6—1. 合成したペプチドの HPLCプロファイル. 
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5—3. アミノ酸分析 

アミノ酸組成と実験で使用したストック溶液のペプチド濃度は定量的なアミノ酸分析で決

定した. ペプチドストック溶液 (200 l) をアンプル管に分注して, 凍結乾燥により粉末状の

固体にして封管した. 封管したアンプル管を開け, 超純水を 250 l加えた. この溶液から 80 

l量りとり, 試験管 (12 x 105 直口) に移した. エバポレーターにより濃縮した後, 6 M HClを

200 l加え, 封管して 110°Cで 24時間加熱し, ペプチド結合を加水分解した. エバポレータ

ーで濃縮した後, 超純水を 100 l 加え溶解させた. この溶液から 25 l 量りとり小型試験管

に移した. また標準溶液として 2.5 mMアミノ酸標準溶液 H型を 10 µl (25 nmol) 量りとり小

型試験管に移した. エバポレーターにより濃縮した後, 各試験官に EtOH / H2O / TEA (2 / 2/ 

1) 溶液を 20 l加え溶解させた. エバポレーターにより濃縮した後, 各試験官に EtOH / H2O / 

TEA / PITC (7 / 1/ 1 / 1) 溶液を 20 l加え溶解させ, 室温にてアミノ酸の PTC化を行った. エ

バポレーターで濃縮した後, 溶離液 C [6% CH3CN / 60mM CH3COONa (pH 6.0) ] 1 ml に溶解

させ, 10 µl を量りとり RP-HPLC で分析した. サンプルと標準液のリジンの HPLC ピーク面

積値を比較することで, ペプチド溶液の濃度を算出した. 測定は 3回行い, ピーク面積値は 3

回の測定の平均値を用いた. RP-HPLC 分析ではポンプに JASCO PU-2089 (日本分光株式会

社), 検出器に JASCO UV-2075 (日本分光株式会社) を使用した . 固定相のカラムには

Lichrospher○R  100 RP-18 endcapped 5 µm (和光純薬工業株式会社), 移動相の溶液には 6% 

CH3CN / 60 mM CH3COONa (pH 6.0) (溶離液 C) と 60% CH3CN / 60 mM CH3COONa (pH 6.0) 

(溶離液 D) を用いた. 検出波長は 254 nm, 流速は 1.0 ml / min, グラジエントは溶離液 C が

100% (0-1 min), 100-30% (1-21 min), 30-0% (21-35 min) となるように設定した. カラムオーブ

ンを用いてカラムの温度を 50°Cに保って測定を行った. 
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5—4. Large Unilamellar Vesicles (LUVs) の調製 

DPPC (4.44 mol) をクロロホルム (100 l) に溶解させた. N２ガス気流による濃縮によってサ

ンプル管の壁面に薄い脂質フィルムを形成させ, 減圧下で一晩放置した. 50 mM PB (pH 7.4, 

1 ml) を加え, 60°Cで脂質フィルムを懸濁させ multi lamellar vesicle (MLV) を調製した. 凍結—

融解サイクルを 5回繰り返した後, LiposoFast extruder (Avestin, Canada) を使用して LUVを

調製した [1]. MLV 懸濁液を 60°C で 100 nm の polycarbonate membrane filter (Avanti Polar 

Lipids) に 21回通して LUVを得た.  

 

5—5. 円二色性 (CD) 測定 

CD スペクトルは JASCO J-820 spectropolarimeter (日本分光株式会社) を用いて, 320—190 

nm の波長領域で測定した. 測定セルにはセル長 1.0 mm の円筒石英セルを用いた. 感度

Standard (100 mdeg), 積算回数 4-12回, バンド幅 1.0 nm, 走査速度 50 nm/min, 走査モード

Continuous, レスポンス 1 sec, データ間隔 0.1 nm, 窒素ガス気流下, 室温で測定を行った. 

ペプチドを含まない溶媒のスペクトルをブランクとして測定し, ペプチド溶液のスペク

トルから差し引くことにより, ペプチド由来の CD スペクトルを得た. ペプチド溶液は

測定の 30分前に調製した. 得られた楕円率は式 (1) を用いて平均残基楕円率 (MRE) [θ] 

に変換し, 波長の関数としてプロットした.  

 

[𝛉]  =  
[𝛉]𝐨𝐛𝐬

𝐥 𝐜 𝐧
(1) 

 

この式において, [θ]obs (mdeg) は実測の楕円率, [θ] (cm2 deg dmol-1) は MRE, l (cm) は光路長, 

c (mM) はペプチド濃度, nはペプチドのアミノ酸残基数である. 

また各ペプチドの helix contents (helicity) は式 (2), (3) を用いて算出した [2, 3].  
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[𝛉]𝟐𝟐𝟐,∞ =
(−𝟒𝟏𝟎𝟎)(𝒏 − 𝟒. 𝟔)

𝒏
(2) 

 

𝐇𝐞𝐥𝐢𝐱 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐞𝐧𝐭𝐬 % =  
[𝛉]𝟐𝟐𝟐

[𝛉]𝟐𝟐𝟐,∞
× 𝟏𝟎𝟎 (3) 

 

この式において, [θ]222 は 222 nmでの MRE, [θ]222, ∞ はペプチドが完全な (100%) ヘリック

ス構造をとったときの MRE, n はペプチドのアミノ酸残基数である. 本研究で用いた 20 残

基のペプチドの場合, [θ]222 の値は-30,800 deg cm2 dmol-1である.  

 

5—6. 溶血活性測定 

健康なヒトから 10 mlの血液を採取し, 遠沈管に移した. この血液を 500 x gで 5分間遠心し, 

赤血球のペレットを形成した. 血漿層を吸引し, 150 mM NaClを加えて静かに攪拌し, 500 x g

で 5分間遠心した. この操作を 5回繰り返すことで血球を洗浄した. 最終的に上清を吸引し, 

PBS (pH 7.4) を加えて赤血球濃度を 1/50に希釈した.  

ペプチドの溶血活性は 96ウェルプレート溶血アッセイにより評価した [4]. ペプチドストッ

ク溶液, ポジティブコントロールとして 20% Triton X-100, ネガティブコントロールとして

PBS (pH 7.4) をそれぞれ 10 lずつ V 底の 96ウェルプレートに加えた. 単離した赤血球溶液

190 lを各ウェルにピペッティングし, プレートを 37°Cでインキュベートした. プレートを

500 x g で 5分間遠心し, 無傷の赤血球をペレット化する. 各ウェルの上清 100 lを透明な平

底 96 ウェルプレートに移した. 吸光プレートリーダー (アズワン社製) で上清の吸光度を

450 nmで測定した.  
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5—7. 単一チャネル電流測定 

Figure 6—2に示すように, 単一チャネル電流測定は tip-dip法により作製した平面脂質膜を用

いて測定した [5, 6]. ガラスピペット (内径~1 m) は microelectrode puller (Narishige, Tokyo, 

Japan) を用いた two-pulls 法によってガラスキャピラリー (Narishige) から作製した. 測定に

は 500 mM KCl 5 mM HEPESバッファー (pH 7.4) を用いた. ペプチド溶液で満たしたガラス

ピペットの先端をバッファーで満たしたシャーレに浸した. この状態で 10 mg/ml DPhPCヘ

キサン溶液 (2 l) をシャーレ上に滴下し, 10 分間静置してヘキサンを蒸発させることで

DPhPC 単分子膜をディッシュ表面に形成させた. その後, マイクロマニュピレーターを使っ

てピペット先端を再浸漬させ, 脂質二分子膜をピペット先端に作製した. 脂質二分子膜は 2—

20 Gのシールの形成により確認した . 単一チャネル電流は Axopatch 1D patch-clamp 

amplifier (Axon Instruments Inc., Union City, CA) を用いて増幅させ, pClamp 6 software (Axon 

Instruments, Inc.) によって制御した. データ取得装置は Digidata 1440A (Molecular Devices社

製), オシロスコープは 40 MHz OSCILLOSCOPE CS-4035 (KENWOOD社製), ヘッドステー

ジは CV-4 HEAD STAGE (Molecular Devices 社製 ), フィルターアンプには FLA-01 

Filter/Amplifier (Cygnus Technology 社製) を用いて測定をおこなった. データは 1 kHz または

2 kHzのフィルターによりノイズを取り除き, AxoGraph 3.5 (Axon Instruments Inc.) によって

解析した.  

 

 

 

ヘリックスバンドルモデルでは [7], 膜貫通ヘリックスによるバンドルがイオン透過孔にな

ると考えられる. 剛直な構造であるヘリックスバンドルはオームの法則に従う円筒形のポ

ア構造としてみなすことができるため, ポアの抵抗は式 (4) で算出される. 
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𝐑𝐩𝐨𝐫𝐞  =  
𝛒 𝐥

𝛑 𝒓𝟐
(4) 

 

式 (4) において, はバルク溶液の抵抗率, lはポアの長さ, rはポアの半径を表す. さらにこの

ようなポア自体の抵抗とは別に , イオンがポアの入り口に近づくときに発生する抵抗 

(access resistance, Raccess) は式 (5) より算出され, ポア全体の抵抗 (Rtotal) は式 (6) で表される.  

 

𝐑𝐚𝐜𝐜𝐞𝐬𝐬  =  
𝛒

𝟐 𝐫
(5) 

 

𝐑𝐭𝐨𝐭𝐚𝐥  =  𝐑𝐩𝐨𝐫𝐞 + 𝐑𝐚𝐜𝐜𝐞𝐬𝐬 (6) 

 

これらの式から, ポア (チャネル) のコンダクタンス値は式 (7) から算出される. 

 

𝐆 =  
𝟏

𝐑𝐭𝐨𝐭𝐚𝐥
 =  

𝛑 𝐫𝟐

𝛒 (𝟏 +
𝝅 𝒓
𝟐 )

(7) 

 

ヘリックスモノマーの半径が Rである場合, ポアの半径 (r) は式 (8) によって幾何学的に算

出される (Figure 6—3). 

 

r =  R [
1

sin (
π
N)

− 1] (8) 

 

式 (8) において, Nはバンドル構造におけるヘリックスモノマーの数を表す.  

式 (8) に基づいて, モデルペプチドのポアサイズ (r) とバンドルを構成するヘリックスモノ
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マーの数 (N) は算出された. このモデルでは, 以下のパラメーターとバルク溶液抵抗率が一

般的に使用される.  

ヘリックスの半径 (R) は 0.5 nm, 20残基のペプチドのヘリックス長は 3.0 nm, 500 mM KCl

溶液の抵抗率 () は 25°Cのとき 0.13 mと見積もられた [8].  

 

Figure 6—2. 単一チャネル電流測定装置の模式図. 

 

Figure 6—3. (a)ヘリックスバンドルモデルの模式図. (b) バンドル構造の断面図. lはヘリック

ス長, rはポア半径, Rはヘリックスモノマーの半径.  
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第 6 章 結論 

 人工イオンチャネル分子は様々な用途に応用できるため, 近年注目されている. 安定なイ

オンチャネル構造を形成するようなペプチド骨格は, イオン選択性やポアサイズの制御な

どの機能性をもたせた人工イオンチャネル分子を創製する上で基盤となる. そのため, イオ

ンチャネルペプチドのチャネル構造を安定化するような因子やチャネル形成を促進するよ

うな因子の探索は, 機能性人工イオンチャネルペプチドを開発するにあたって最も根本的

で重要な部分であるといえる. ヘリックスバンドルによるチャネル形成の観点から, 水溶液

中または脂質二分子膜中でのヘリックス—ヘリックス相互作用は安定なチャネル構造の形

成に強く関与していることが推測される. また, 膜へのペプチドの挿入はチャネル構造の形

成において重要な過程であるため, ペプチド—脂質相互作用もチャネル形成を促進する要素

であると考えられる. 本研究では, 水溶液中でのヘリックス間の疎水性相互作用による二本

鎖コイルドコイル構造の安定化がチャネル形成能に与える影響を研究した. また, ある種の

生体のイオンチャネルタンパク質やウイルス由来の viroporin のチャネル機能において Trp

残基が必須であることに着目して, 両親媒性—ヘリックスペプチドのチャネル形成に対す

る Trp残基の寄与を調べた.  

 本研究では, 水溶液中での疎水性相互作用による二本鎖コイルドコイル構造の安定化と

チャネル形成能の相関を調べるために, Aib 含有チャネル形成ペプチドである BKBA20 の

Alaを Ileに置換した疎水性モデルペプチド BKBI20 をデザイン, 合成した. また, ヘリックス

—ヘリックス相互作用, ペプチド—脂質相互作用, チャネル構造の安定化における Trp 残基の

寄与を調べるために, BKBA20 を母骨格として Trp残基をヘリックスの異なる位置に導入し

たペプチドと BKBI20 の両末端に Trpを導入したペプチドをデザイン, 合成した. CD測定か

ら, BKBA20 の水性環境下でのヘリックス—ヘリックス会合の界面はヘリックスの疎水面で
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あることが示された. ヘリックス会合面である疎水面への Trp の導入は BKBA20 の Ala と

Aib によるヘリックス間の密接なパッキングを妨げることが示されたが, Trp—脂質相互作用

を介したペプチドの膜挿入の促進によりチャネル形成能が向上した. 両末端に Trp を導入し

たペプチド[W4W16]BKBA20 では, 水溶液中におけるヘリックス—ヘリックス会合に両末端

の Trp 残基による—相互作用が寄与していることが示唆された. このペプチドは BKBA20

よりも 100倍低い濃度で同程度のチャネル活性を示したことから, Trp—脂質相互作用に加え, 

水溶液中での Trp—Trp 相互作用を介したヘリックス—ヘリックス相互作用の増強がチャネル

形成に重要であることが示唆された. 一方で, BKBI20 は水溶液中で Ile 側鎖の疎水性パッキ

ングによる高い会合能を示したが, チャネルは形成しなかった. 従って, 水溶液中で形成さ

れるヘリックス会合体はチャネル形成過程における中間体として作用するが, 疎水面での

強固なヘリックス—ヘリックス相互作用は膜挿入及び親水面が内側を向くようなポア構造

の形成に不利であり, 疎水面での会合と解離のバランスがチャネル形成において重要であ

ることが示唆された.  

 リポソーム存在下での CD 測定と溶血活性測定から, [W10]BKBA20 は脂質膜と強く相互

作用することが示された. BKBA20 は脂質表面と親水面を介して相互作用し, 親水面は Trp—

脂質相互作用においてより効果的な部位であると考えられる. [W4W16]BKBA20 において, 

両末端の Trp 残基による膜へのアンカリングは膜挿入と膜貫通型の配向に有利に働くこと

が示唆された. [W10]BKBA20 と[W4W16]BKBA20 は低いペプチド濃度で推定されるチャネ

ルを形成したことから, Trp—脂質相互作用もまたチャネル形成において重要な因子であるこ

とが示された. 

 BKBA20によって形成されるヘリックスバンドル構造は, 特定部位への Trpの導入による

カチオン—相互作用を介して安定化された. Trpを導入した BKBA20 のチャネル構造は塩基

性残基と芳香族残基に富む viroporin と類似しているため, viroporin のモデルペプチドとし
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て適しており, viroporin のチャネル形成機構の研究に利用することができる. 本研究で得ら

れたカチオン—相互作用によるチャネル構造の安定化モデルは viroporin における Trp 残基

の重要性を支持する結果である. また, viroporin は様々なウイルスのライフサイクルにおい

て必須のタンパク質であることから, 抗ウイルス薬の有望なターゲットである. 今回デザイ

ンしたペプチドは viroporin モデルペプチドとして将来的に抗ウイルス薬の開発やスクリー

ニングアッセイに応用できる可能性がある. 

 さらに, ヘリックスバンドル構造におけるヘリックス—ヘリックス相互作用界面である 4

位, 9位, 11位, 16位への Trpの導入は, コンダクタンス値 (ポアの径) を増加させた. Trpの導

入によるチャネル構造の安定化効果とコンダクタンス値の変化に関するこれらの知見は, 

イオンチャネルペプチドの特定部位への Trp 残基の導入によってポアサイズ, 寿命, チャネ

ル形成の有効濃度を調節できることを示唆している. 従って, 抗菌剤, ドラッグデリバリー

システム, 抗癌剤への応用に向けた機能性イオンチャネルペプチドの設計において, Trp 残

基が機能調節のためのビルディングブロックになることが期待される.  
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略号 

Aib (B): 2-aminoisobutyric acid 

Boc: tert—butoxy carbonyl 

BNIP: Bcl—2/19 kDa interacting protein 

CD: circular dichroism 

CHCA: —cyano—4—hydroxy cinnamic acid 

DIEA: N,N-diisopropyl-ethylamine 

DMF: N,N-dimethylformamide 

DPhPC: diphytanoylphosphatidylcholine 

DPPC: dipalmitoylphosphatidylcholine 

EphA2: erythropoietin-producing hepatocellular receptor A1 

EpsM: cholera toxin secretion protein 

ErbB: epidermal growth factor receptor tyrosine kinase 

EtOH: ethanol 

Fmoc: 9-fluorenylmethoxycarbonyl 

HBTU: 2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-uronium hexafluorophosphate 

HEPES: 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 

HOBt: 1-hydroxybenzotriazole 

LUVs: large unilamellar vesicles 

MALDI-TOF MS: matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry 

MeOH: methanol 

NMP: 1-Methyl-2-pyrrolidinone 

PB: phosphate buffer 
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PITC: phenyl isocyanate 

Rink amide resin: 4-(2’,4’-dimethoxyphenyl-Fmoc-aminomethyl) phenoxy resin 

RP-HPLC: reversed phase high-performance liquid chromatography 

SUVs: small unilamellar vesicles 

TCR: T-cell surface glycoprotein 

TEA: Triethanolamine 

TFA: 2,2,2-trifluoro acetic acid 

TIS: triisopropylsilane 

TM: transmembrane 

IIbIII: integrin IIb III 
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