
【346】  

・  一  

畠   

博  士（薬  学）  

薬 博 第 506 号  

平成15年 3 月 24 日  

学位規則第 4 条第1項該当  
薬学研究科創薬科学専攻  

Oligopeptide－Mediated Helix Stabilization of Peptides andits Ap－  
Plication to Prion Protein Peptides  

（オリゴペプチドによるペプチドのヘリックス構造の安定化とプリオンタン   
パクペプチドへの応用）  

氏  名  

学位（専攻分野）  

学位記番号  

学位授与の日付  

学位授与の要件  

研究科・専攻  

学位論文題目   

（主 査）  

論文調査委員  数 授 中 川 照 眞  教 授 半 田 哲 郎  教 授 加 藤 博 幸  

論  文  内  容  の  要  旨  

プリオン病，アルツハイマー病，パーキンソン病，筋萎縮性側索硬化症等の中枢神経変性疾患は，タンパク質のαヘリ  

ックス構造の減少およびβシート構造の増加に伴って形成されるアミロイド線維が原因となって発症すると考えられてい  

る。これらの疾患の治療戟略の一つとして，薬物を用いて疾患原因タンパク質のαヘリックス構造を安定化させ，βシート  

構造の増加を阻害する方法が考えられている。タンパク質のαヘリックス構造は，その構成アミノ酸残基による静電およ  

び疎水性相互作用等により安定化されている。これらはタンパク質分子内の相互作用であるが，薬物とタンパク質との分子  

間においても同様のαヘリックス構造の安定化作用が生じうると考えられる。本研究では，プロテアーゼによる分解を受  

けにくいとされるオリゴペプチドを用いて，疾患原因タンパクモデルペプチドのαヘリックス構造の安定化のためには，  

どのようなアミノ酸配列を有するオリゴペプチドが有効であるか検討した。本研究は中枢神経変性疾患の治療法を構築する  

際に有用な指標となると考えられる。  

第1章 ペン夕べプチドKIFMKによるナトリウムチャンネル不活性化ゲートペプチドの二次構造変化に関する研究   

ナトリウムチャンネルのαサブユニットのドメインⅢとドメインⅣとを細胞質側で結ぶⅢ－Ⅳ1inkerが不活性化ゲートと  

して機能し，その中の疎水性アミノ酸IFMがナトリウムイオンの通過孔を塞ぐことにより不活性化が起こるとされている。  

Ⅲ－Ⅳ1inker中のアミノ酸残基と同配列を持つモデルペプチドMP－1A（Gly1484－Lys1495；AcTGGQDIFMTEEQK－  

NH2（ratbrainILA））を合成し，ペン夕べプチドKIFMKとの相互作用をNMRおよびCDスペクトルを用いて検討した。  

その結果，80％CF3CH20H（TFE）中において，KIFMKの添加によりMP－1Aの形成するαヘリックス構造の増加が確  

認された。また，MP－1A中に存在する3個の酸性アミノ酸残基（Asp1487，Glu1492，Glu1493）を中性アミ酸残基にそ  

れぞれ置換することにより，KIFMKの両端に存在する塩基性アミノ酸LysとMP－1A中のAsp1487およびGlu1492が静  

電相互作用することによりαヘリックス構造を安定化していると判明した。  

第2章 ナトリウムチャンネル不活性化ゲートに対するペン夕べプチドKIFMKおよびその関連ペプチドのヘリックス構  

造安定効果に関する研究   

オリゴペプチドによるナトリウムチャンネル不活性化ゲートペプチドの形成するαヘリックス構造の安定化作用に対す  

るアミノ酸配列依存性を，80％TFE中においてKIFMKおよびMP－1A関連ペプチドを用いて検討した。その結果，オリ  

ゴペプチドの両端はLysであること，このLys残基にはさまれた3個のアミ酸残基はIFMであること，また，ナトリウム  

チャンネル不活性化ゲートペプチドがIFMT配列を有する場合，そのαヘリックス構造が最も効果的に安定化されること  

が判明した。  

第3章 水性溶媒中におけるモデルペプチドに村するオリゴペプチドによるヘリックス構造安定化に関する研究   

水性溶媒中においてオリゴペプチドによるモデルペプチドのαヘリックス構造の安定化作用を確認するため，水性溶媒  

中でαヘリックス構造を形成すると考えられるモデルペプチドEK17（Ac－AEAAAAEAAAKAAAAKA－NH2）および  
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IFM17（Ac－AEAAAAEIFMKAAAAKA－NH2）を合成し，オリゴペプチドEAAAK，KAAAE，EIFMK，KIFMEとの  

相互作用を検討した。その結果，リン酸緩衝液中においてオリゴペプチドEIFMKおよびKIFMEによるモデルペプチド  

EK17のαヘリックス構造の安定化作用が確認できた。このことより，オリゴペプチドによるモデルペプチドのαヘリック  

ス構造の安定化には，モデルペプチドがαヘリックス構造を形成していること，オリゴペプチドとモデルペプチドが共に  

疎水性度の高いアミノ酸残基を有していることが重要であると判明した。  

第4章 プリオンタンパクモデルペプチドの二次構造に対する界面活性剤の影響に関する研究   

プリオン病は，約250残基の正常なプリオンタンパク（PrPC）のβシート構造が増加することにより生じる感染型プリオ  

ンタンパク（PrPSc）が線維化して発症するとされている。PrPCからPrPScへの変化に伴いβシート構造に変化すると考  

えられているPrP（129－154）領域およびPrPCからPrPScへの変化を介在するとされるproteinXの結合部位近傍に位置  

するPrP（192－213）領域の構造的性質を調べるために，これらの領域のペプチドに対する種々の界面活性剤の影響を検討  

した。PrP（129－154）は，界面活性剤の種類および濃度に関わらず主にβシート構造を形成しており，PrPCからPrPScへ  

の変化を促進する領域であることがわかった。また，PrP（192－213）は，界面活性剤の種類に関わらずαヘリックス構造  

の増加が観測され，Protein Xとの結合に村して構造の多様性を持ち合わせていることがわかった。  

第5章 プリオンタンパクモデルペプチドに対するオリゴペプチドによるヘリックス構造安定化に関する研究   

プリオンタンパクモデルペプチドとしてPrP（129－154）およびPrP（192－213）を用い，それらの領域中のアミノ酸配  

列を含み，両端に酸性もしくは塩基性アミノ酸を有するオリゴペプチドを作用させることによるモデルペプチドの二次構造  

変化を検討した。90％TFE中において，PrP（129－154）の形成するαヘリックス構造を安定化させるのに有効なオリゴペ  

プチドはEFGNKとEYYEKであった。一方，PrP（192－213）については試みたオl）ゴペプチドは全てPrP（192－213）  

のαヘリックス構造を不安定化させたが，特にKNFTKとKEVVKの作用が顕著であった。PrP（192－213）領域のαヘ  

リックス構造の不安定化はPrPCとProtcin Xとの結合を抑制すると考えられる。よって，これらのオリゴペプチドは  

PrPCのPrPScへの構造変化を阻害できると考えられる。   

以上の研究により，オリゴペプチドによるモデルペプチドのαヘリックス構造の安定化には，オリゴペプチドが3残基  

の疎水性度の高いアミノ酸配列を含み，その両端に塩基・匝もしくは酸性アジ酸残基を有すること，さらに，このようなオ  

リゴペプチドとモデルペプチドとの疎水性相互作用が重要であると判明した。   

また，著者はPrPCからPrPScへの変化に際してβシート構造に変化しうる領域およびProteinXの結合部位近傍領域の  

モデルペプチドに村して，各々のαヘリックス構造を安定化および不安定化させるオリゴペプチドを見出した。これらの  

オリゴペプチドをリード化合物としたプリオン病の発症および病状の進行を効果的に抑制できる医薬品の分子設計が可能に  

なると考えられる。また，プリオン病と同様にβシート構造の増加に伴って形成されるアミロイド線維が原因となって発  

症するとされるアルツハイマー病，パーキンソン病，筋萎縮性側索硬化症等の中枢神経変性疾患に対しても，本研究の手法  

が応用できると考えられる。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本論文は，タンパク質を構成するペプチドのαヘリックス構造に村する合成オリゴペプチドによる安定化の条件を検討  

し，得られた知見をプリオンタンパクに適用することにより，プリオン病の原因とされる正常なプリオンタンパク（PrPC）  

から感染型プリオンタンパク（PrPSc）への変換を阻害しうるオリゴペプチドを見出したものである。   

先ず，ナトリウムチャンネルの不活性化機構を担うⅢ－Ⅳ1inker中のアミノ酸残基と同配列を有するナトリウムチャンネ  

ル不活性化ゲートペプチドMP－1A（Gly1484－Lys1495；Ac－GGQDIFMTEEQK－NH2）とペン夕べプチドKIFMKとの  

相互作用をNMRおよびCDスペクトルを用いて検討した。その結果，80％CF3CH20H（TFE）中において，KIFMKに  

よりMP－1Aのαヘリックス構造の増加が確認された。また，MP－1A中に存在する3個の酸性アミノ酸残基（ASp1487，  

Glu1492，Glu1493）を中性アミノ酸残基にそれぞれ置換することにより，KIFMKの両端に位置する塩基性アミノ酸Lys  

とMP－1A中のAsp1487およびGlu1492が水素結合および静電粗互作用することによりaヘリックス構造を安定化してい  

ることが判明した。  
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オリゴペプチドによるナトリウムチャンネル不活性化ゲートペプチドのαヘリックス構造の安定化作用に村するアミノ  

酸配列依存性を，80％TFE中においてKIFMKおよびMP－1A関連ペプチドを用いて検討した。その結果，オリゴペプチ  

ドの両端はLysであること，このLys残基にはさまれた3個のアミノ酸残基はIFMであること，また，ナトリウムチャン  

ネル不活性化ゲートペプチドがIFMT配列を有する場合，そのαヘリックス構造が最も効果的に安定化されることが判明  

した。   

次に，水性溶媒中においてオリゴペプチドによるモデルペプチドのαヘリックス構造の安定化作用を確認するため，水  

性溶媒中でαヘリックス構造を形成すると考えられるモデルペプチドEK17（Ac－AEAAAAEAAAKAAAAKA－NH2）  

およびIFM17（AC－AEAAAAEIFMKAAAAKA－NH2）を合成し，オリゴペプチドEAAAK，KAAAE，EIFMK，  

KIFMEとの相互作用を検討した。その結果，リン酸緩衝液中においてオリゴペプチドEIFMKおよびKIFMEによるモデ  

ルペプチドEK17のαヘリックス構造の安定化作用が確認できた。このことより，αヘリックス構造の安定化には，モデル  

ペプチドがαヘリックス構造を既に形成していることオリゴペプチドとモデルペプチドが共に疎水性度の高いアミノ酸残  

基を有していることが重要であると判明した。   

一方，プリオン病は，約250残基から成るPrPCのβシート構造が増加することにより生じるPrPScが線維化して発症す  

るとされている。PrPCからPrPScへの変換に際してβシート構造に変化するとされるPrP（129－154）領域およびPrPCか  

らPrPSScへの変換を介在するとされるProtein X結合部位近傍に位置するPrP（192－213）領域の構造的性質を調べるた  

めに，これらの領域のペプチドに対する種々の界面活性剤の影響を検討した。PrP（129－154）は，界面活性剤の種類およ  

び濃度に関わらず主にβシート構造を形成しており，この領域はPrPCからPrPScへの変化を促進することが判明した。ま  

た，PrP（192－213）は，界面活性剤の種類に関わらず，濃度が上昇するに従ってαヘリックス構造の増加が観測され，  

Protein Xとの結合に対して構造の多様性を持ち合わせていることが判明した。   

更に，プリオンタンパクモデルペプチドPrP（129－154）およびPrP（192－213）に村して，それらの領城中のアミノ酸  

配列を含み，両端に酸性もしくは塩基性アシ酸残基を有するオリゴペプチドを作用させることによる構造変化を検討した。  

90％TFE中において，PrP（129－154）の形成するαヘリックス構造を安定化させるのに有効なオリゴペプチドはEFGNK  

とEYYEKであった。一方，PrP（192－213）については試みたオ1）ゴペプチドは全てPrP（192－213）のαヘリックス構  

造を不安定化させたが，特にKNFTKとKEVVKの作用が顕著であった。よって，EFGNKとEYYEKはPrPCのaヘ  

リックス構造を安定化することにより，また，KNFTKとKEVVKはPrPCとProteinXとの結合を抑制することにより，  

PrPCのPrPScへの変換を阻害できると考えられる。   

以上，本研究はペプチドのαヘリックス構造の安定化作用を有するオリゴペプチドの条件を提示すると共に，PrPCから  

PrPScへの変換を阻害しうるオリゴペプチドを見出し，プリオン病に対する薬物探索の方法論を確立するだけでなく，他の  

コンフォメーション病と称されるアルツハイマー病，パーキンソン病，筋萎縮性側索硬化症等の中枢神経変性疾患に対する  

薬物探索においても重要な知見を与えることが期待できるものである。   

よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値のあるものと認める。   

さらに平成15年2月20日論文内容とそれに関連した事項につき諮問を行った結果優秀と認定した。  
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