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序論

うt子生物学の発展にともない、細胞内のさまざまな生体う汗が同定され、細胞という限られ

た空間にう汗量の大小を問わず、非常に多くのう汗が存在していることがわかった(1 )。こ

れら共存している無数のう汗の中から、特定のう汗同志がお互いを認識し相互作用することで、

細胞内の様々な機能は発現、制御されている。生体う汗聞の翻にそが、生イ料幾能を支配して

いるのであり、細胞内の機能を理解するということは生体う汗聞の翻Ijのメカニズムを解明す

ることにほかならないのである。では、生体う3U子はそれぞれの特定の相手分子をどのように識

別しているのであろうか。

この問題を考える上で、転写開始時に見られる現象は格好の研究対象である。生物では内的

あるいは外的要因に応じてゲノム内にコードされている多くの遺伝子のうち特定のものが選択

的に発現される。遺伝子の発現、すなわち機能を持つタンパク質の合成に至るまでには、転写、

翻訳、そして翻訳後の修飾といった多くの段階があるが、発現させる遺伝子の選択には最初の

段階である転写開始部位の選択が最も重要であると考えられている。遺伝子をコードしている

ゲノムは4種類の塩基対から構成されており、そこには、例えば酵母で1.2X 107、ヒトで3x109 

もの膨大な塩基対が存在している。その中から特定の塩基配列部分を選び出すだけでも、確率

的にいって、酵母で 12、ヒトで 16の連続した塩基配列が1塩基対の間違いもなく正確に識別

されなくてはならない。実際のフロモーター配列には類似した塩基配列が存在しているため、

ゲノム内から特定のプロモーター配列を選び出すためには、より長い特定の塩基配列が識別さ

れていることになる。しかも、 DNAは1あるいは2塩基対の違いによって大きく構造を変化

させることほとんどなく、二重らせんという巨視的には等しい構造を保持していることから、

転写開始部位の翻Ijは非常に精密なう汗認識によって成り立っていることになる。これらの理

由により、 DNA塩基配列の翻Ijを支配している要因を知ることは広く生体う汗聞の翻リにお

いて重要な考え方を提示するものと考えられる。

実質的な転写反応、すなわちメッセンジャー RNA合成反応を行う RNAポリメラーゼ自体

にも塩基配列識Bリ能が備わっており、原核細胞では、この 1種類のタンパク質だけで転写制御



がおこなわれる遺伝子も存在するが、真核細胞では RNAポリメラーゼ以外に 40種類以上の

多くのタンパク質が特定遺伝子の転写制御に関わっていることがわかっている (2)。実際に

は、それら複数の転写因子が特定のプロモーター部分に協同的に結合し、安定な複合体を形成

した場合にその遺イ云子の転写活性の上昇が観察されることから、複数のタンパク質による塩基

配列の識別にはタンパク質群-DNA複合体の安定性が重要な役割を果たしていると考えられ

る (Figure0-1)。

これまでの生化学的研究から、この複合体の安定性は様々な要因によって支配されているこ

とが明らかにされている。 TATAボックス結合タンパク質(百円は、真核細胞における多く

の遺伝子の発現を制御している基本転写因子の一つで、フロモーター内の 7塩基対からなる

TATAボックスに特異的に結合し、他のタンパク質とともにフロモーター上に転写開始複合体

を形成する。 TATAボックスのコンセンサス配列は5'-ATATt/aAt/a-3'であり (3、4)、τ13P

もこの配列に対してもっとも安定に結合するのだが、フロモーターによってはこの配列の lあ

るいは2塩基対が異なる TATAボックスが存在している。しかも、これら TATAボックスを

コンセンサス配列に置換すると転写活性が大きく低下するという報告がある (5)。このよう

な知見から、単純に個々のタンパク質の DNAに対する親和性を増大させても、タンパク質群

-DNA複合体の安定性が上昇する訳でないことがわかる。これらの現象は、結合する塩基配

列によって DNA上でのタンパク質の構造が変化するために、他のタンパク質との相互作用が

弱くなり、その結果、タンパク質群-DNA複合体の安定性が低下したと解釈されている (5)。

また、転写活性化における協同的なタンパク質問相互作用の重要性を直接的に示すために、転

写因子との相互作用をおこなうアミノ酸を別のアミノ酸に置換した変異 τ13Pの転写効率を調

べた報告もある (6)。そこでは、 TATAボックスに対する親和性は天然のτ13Pと同程度であ

るにもかかわらず、転写活性が著しく減少している変異寸13Pが報告されている。このように、

多くの生化学的研究から、塩基配ヂIJ識別には複数のタンパク質による協同的な DNA結合が重

要な役割を果たしているという定性的な知見を得ることができる。では、この協同性はどのよ

うなメカニズムで発揮されるのであろうか。

この疑問を解くためには、複数のタンパク質による DNA結合に関する定量的な角卒析を要す
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Figure 0・1Schematic representations showing that transcriptional factors bind 
cooperatively on the specific DNA sequence and form stable proteins-DNA complex 
(A). Small difference of DNA sequence causes dractic decrease in stability of 
proteins-DNA complex (B). 
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る。これまでに、定量的な解析を可能にするために、複合体の構成因子の数及び種類がなるべ

く少ない系が選ばれてきた。なかでも、バクテリアのリフレッサータンパク質とオペレーター

の相互作用の系はいくつかの研究グループ。によって精力的に調べられている (7)。リプレッ

サータンパク質では、二分子のリフ。レッサ一二量体が隣り合って存在しているオペレーターに

結合する際に協同的に相互作用し、同種四量体-DNA複合体が形成されるo Ptashneらは、

二量体とひとつのオペレーターとの複合体形成において得られる各熱力学的パラメーターの数

値と、四量体-DNA複合体形成における値とを比較することで協同性の起源を探究した (8)。

この研究から、協同的に四量体-DNA複合体形成を行うことで二分守の二量体-DNA複合

体形成に比べて、 2-3kαl/mol程度の自由エネルギーの減少が得られることが示された。ま

た、リフ。レッサータンパク質の二量体は単量体2う汗との平衡状態にあるので、 二量体タンパ

ク質のオペレーターへの結合も協同的におこなわれていることになる。 Ackersらは、 二量体

タンパク質ーオペレーター複合体形成に対する単量体タンパク質問の親和性の影響について検

討している (9、10)。彼等は単量体タンパク質問の親和性を変化させるために、 二量体形成

部位にアミノ酸置換を施した数種類の変異タンパク質を作成した。そのあと、それぞれの単量

体タンパク質問の親和性を測定し、各変異二量体タンパク質-DNA複合体の安定性との相関

性を調べた。しかし筆者は、この単量体タンパク質問の親和性の影響に関して詳細な考察を行

うにはリプレッサータンパク質の系は不適切だと考える。なぜなら、タンパク質の DNAへの

結合によって、二量体形成に関わるタンパク質部分の構造が変化する可能性も十分ある。この

タンパク質構造の変化様式が、結合する DNAの塩基配列によっても異なるかもしれない。こ

のような場合、 DNA非存在下で測定した単量体タンパク質問の親和性は、 二量体タンパク質

-DNA複合体形成時の単量体タンパク質問の親和性と大きく異なることが予想される。この

ため、リプレッサータンパク質の系では、二量体タンパク質-DNA複合体形成時に発揮され

る協同性に対する、単量イ本タンパク質問の親和性の役割を純粋に評価できない。そこで、上述

した不確定要素を解消した角卒析系として、著者は個々の相互作用が独立して存在する DNA結

合性二量体ぺフチドを用いた (Fほure0-2A)。

二量体ペプチドの DNA相互作用部位には、転写活性化因子 GCN4のベーシック ・ロイ シ

- 4-
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Figure 0・2(A) A possible structure of a complex between the 
basic region peptide dimer and DNA. (B) An X-ray structure of a 
complex between the GCN 4 b-Zip domain and APl (32). 
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ンジッパーDNA結合ドメイン内の塩基性領域由来のオリゴペプチドを用いた (Fほure0-2 B) 

(11)。このペプチドをリンカーで連結した二量体は GCN4の認識塩基配列に特異的に結合

することが分かつていたので (12)、これを用いることで二量体ペプチドに天然のタンパク質

の塩基配列翻|肢を与えることができる。さらに、このペプチド2う汗が協同的に DNA結合

をおこなうことを期待して、ペプチド間相互作用部位として、戸-シクロデキストリンあるい

はそのゲストづ汗をペプチドに導入した (13)。ホストゲスト両う汗は非共有結合で1対1の

包接錯体を形成するので (14、15)、特異的タンパク質問相互作用部位の代わりとして機能

する。これまでに、ホストゲスト両う汗を DNA相互作用部位であるペプチドの末端に導入し

た場合、 GCN4結合配列に二量体として協同的に結合することがわかっている (13)。また、

s-シクロデキストリンとともに、安定性の異なる包接錯体を形成しうるゲストク汗は数種類

存在しているので、リプレッサータンパク質の系と異なり、この系ではゲスト分子の種類を変

えることで二量体形成部位の安定性だけが異なる二量体ペフチドが得られる利点がある。

これまでに、上述の非共有結合によって二量化するペフ。チド以外にも、様々な二量体形成部

位を介して共有結合で二量化しているペプチドを用いて、塩基配列識別能に対してペプチド問

相互作用がどのような影響を及ぼすのかについて研究がおこなわれている。二量体形成部位と

して有機鋳型分?を用いた系では、二量体形成部位に対するペフチド 2う汗の 3次元的な位置

関係が異なる二量体ペプチドについて調べられた (16-18)。これら二量体ペプチドの塩基配

列識別能を比較した結果、二量体形成部位には、ペフチド部分を DNA結合に適した空間配置

に固定する役割があることが示された。この知見は、金属錯体を介して二量化している DNA

結合性ペプチドを用いた研究からも得られている (19-21)。

Znフィンガータンパク質やOct-1といった単量体として塩基配列特異的に DNAに結合す

るタンパク質も、同一ペフチド鎖内に複数のDNA結合モジュールを有していることから、共

有結合を介した二量体とみなすことができる (22、23)。このように考えると、塩基配列の

識別をおこなうタンパク質のほとんどが、共有結合あるいは非共有結合を介して複数の DNA

結合部位を有していることになる。では、この DNA結合部位の連結様式の違いがDNA結合

タンパク質の塩基配列識別能に何らかの影響を及ぼしているのであろうか。 Paboらは複数の

-6一一

Znフィンガーモチーフをアミノ酸リンカーで連結した Znフィンガーモチーフ共有結合多量

体 (24)、および同じく Znフィンガーモチーフに Gal4タンパク質の二量化部位を導入した

非共有結合二量体 (25)をそれぞれ作成し、この問題解決を試みようとしている。非共有結合

二量体は、亜鉛フィンガードメインの結合配列が隣り合っている DNAに対して協同的に結合

した (25)0 Gal4タンパク質は同種二量体を形成するので、 1種類の亜鉛フィンガー/Gal4

融合タンパク質を用いて同種二量体タンパク質の塩基配列識別能を調べるには有効な系である。

ところが、 2種類の融合タンパク質を用いて異種二量体タンパク質についてDNA結合を調べ

る際には問題がある。このとき、系中には 1種類の異種二量体以外に2種類の同種二量体が形

成されうるからである。実際、ほとんどの場合、異なる種類のタンパク質が協同的に DNAに

結合して塩基配列を識男リしているため、異種二量体の塩基配列識別能について検討する必要が

ある。この点に関してもホストゲスト分子を二量体形成部位に用いることで角卒決できる。ホス

トゲスト両分子をそれぞれ別の種類のペプチドに導入することで、系中に 1種類の異種二量体

ペプチドだけを存在させることができるため、異種二量体の塩基配列識別能について調べるこ

とができる (26)。また、ホストゲスト分子を導入する位置によって DNAに協同的に結合

したときのペフチドの配向を規制できる利点がある (27)。

本研究では、このホストゲスト包接化合物形成を二量体形成に用いる系の利点を生かして、

DNA相互作用部位に変化を引き起こすことなく、 二量体形成部位の性質だけを変化させた二

量体ペプチドと各種塩基配列DNAとの相互作用を調べた。具体的には、

1. 二量体形成部位の熱力学的安定性が変化した場合

2. 二量体形成部位の平衡反応が存在しない場合

についてモデル系を構築した。 2では、天然のタンパク質と同様の空間配置にペプチドを固定

させることができる有機鋳型づ汗 (16-18)を二量体形成部位にもつ共有結合二量体を用いた。

これらの二量体形成部位の性質の異なる二量体ペフ。チドの、特定の塩基配列に対する結合を比

較することで、複合体形成における協同性発現のメカニズムについて検討したo さらに、塩基

配列を変化させた場合の二量体ペフ。チド-DNA複合体の安定性の変化を比較することで、二

量体ペプチドによる塩基配列識別能に対して二量体形成部位がどのような影響を及ぼすかを検
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討した。これらの結果を総合的に解釈することで、実際の複数の生体う汗による特定ク汗の識

別において協同性の果たす役割について考察した。
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第一章

二量体ペプチドと DNAの複合体形成における

二量体形成部位の熱力学的安定性の役割
(A) 

G23: Ac・DPAALKRARNTEAARRSRARI王LQX・NH2

二量体タンパク質による DNA塩基配列識別能は、二量体タンパク質と様々な DNAとの複

合体の安定性の差によって決定される。序論で考察したように、二量体タンパク質-DNA複

合体の安定性は、 DNA-単量体タンパク質問の親和性だけでなく、単量体タンパク質問の親

和性によっても支配されていると考えられる。では、タンパク質問の親和性の変化に応じて、

二量体タンパク質-DNA複合体の安定性や二量体タンパク質の DNA塩基配列識別能はどの

ように変化するのであろうか。この疑問を解くために、第 1章では、ホストゲスト包接化合物

を二量体形成部位に持つ二量体ペプチドを用いて、二量体形成部位の熱力学的安定性が、 二量

体ペプチド-DNA複合体形成時にみられる協同性および二量体ペプチドの塩基配列識別にど

のような影響を及ぼしているかについて考察する。

(B) 

G23Cd: X= I 

第一節 ホストペフチドおよび各種ゲストペフチドの設計と合成

Hケco川

ヘ
H

必

H

T H I 

ltY'ピ dY'ピ

ー

~
j
s

生

HHF
Figure 1・1 (A) Amino acid sequence for the G23 peptide and (B) structures of the 
modified C-terminal Cys residue (X). The cysteine residues were modified with 6-
deoxy-6-iodo-s-cyclodextrin for G23Cd and with bromoacetyl derivatives of the guest 
molecules for G23Ad， G23NAd，G23NrA， G23Nb and G23Ch. Abbreviations for the 
amino acid are: A， Ala; C， Cys; D， Asp; E， Glu; K， Lys; L， Leu; N， Asn; P， Pro; Q， Gln; 
R，Arg;S，Ser;T，Thr. 

戸-シクロデキストリンは数種類のゲストラ汗と熱力学的安定性の異なる包樹じ合物をする

(14， 15)。そこで、二量体ぺフチドの二量体形成部位の熱力学的安定性を変化させるため

に、。ーシクロデキストリンとの複合体の角補佐定数の異なる 5種類のゲストラ汗を、二量体ペ

プチドの二量体形成部位として用いることにした。 5種類のゲス怖に子は、アダマンタン(Ad)、

N-アダマンタン (NAd)、ノルアダマンタン (NrA)、ノルボルナン(Nb)、そしてシクロ

ヘキサン (Ch)である (Fほure1-1 B) 0 Eftinkらの完験によると、これら 5種類、のゲスト

ラヨ?と戸-シクロデキストリンとの包樹七合物の角離定数は 1X 10-5 Mから 1X 10--4 Mの聞に

分布しているので (14)、二量体形成部位の角璃住定数の 10倍の差が、二量体ペプチドの塩基

配列選択的結合および識別能におよぼす効果について検討できると期待した。

DNA結合部位としてベーシックロイシンジッパータンパク質GCN4の塩基性領域由来のぺ
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プチド(以下、 GCN4ペプチド)を共通に用いた (Fほure1-1 A) (11)。これまでに、 s-

シクロデキストリンとアダマンタンからなる二量体形成部位を有する GCN4ペプチドが二量

体で GCN4の結合配列に特異的に結合することが分かっているので、 (13)、ア夕、マンタンと

は別のゲスト分?を有する二量体ペプチドも GCN4の結合配列に特異的に結合すると期待し

た。 GCN4ペプチドはFmoc固相合成法によって合成した (28)0 GCN4ペプチドは特異的

な DNA塩基配列結合時にほぼ 100%のα-ヘリックスに構造変化するのだが、ペプチド末端

に電荷が残っているとα-ヘリックスを不安定化させる可能性がある (29)。そのため、アミ

ノおよび、カルボキシル末端をそれぞれアセチル化、アミド化した。この GCN4ペプチドに二

量化部位であるs-シクロデキストリンおよび、各ゲストラフに子を修飾するために、ペプチドのカ

ルボキシル末端にシステインを導入した。システインの側鎖のチオール基に、 6位の水酸基の

1つをトシル化したのちヨウ素化ナトリウムでヨウ素化した6-ヨード-s-シクロデキストリ

ンを反応させて (30)、日-シクロデキストリンをもっホストペフチドを合成した。またチオ

ール基とブロモアセチル化した各種ゲストづ汗のアミン誘導体を反応させることで、各種ゲス

ト分子をもっゲストペフチドを合成した (Scheme1， 2)。これらのペフチドではホストおよ

びゲスト分守はカルボキシル末端に存在するので、 DNAに結合する際、ペプチド単量体はカ

ルボキシル末端同志で二量化するように規制される。ベーシックロイシンジッパー型 DNA結

合ドメインにおいても、ロイシンジッパ一部分は塩基性領域のカルボキシル末端側にあるので、

本章で用いるすべてのこ量体ペプチドでの GCN4ペプチドの配向は天然のタンパク質と同じ

である。

ここで用いる二量体ペフチドでは、天然に存在するタンパク質とは異なり、塩基配列認識部

位と二量体形成部位がそれぞれ独立して機能すると考えられる。そのため、二量化部位を構成

するゲストラ汗の種類をかえることで、ペプチドの DNA相互作用の性質を変えることなく、

二量体形成部位の熱力学的安定性だけを変化させ、 二量体ペプチドの塩基配列識別能の変化を

検討できると考えられる。

一 12-

OH 

Scheme 1 Synthesis of mono-6-deoxy-6-iodo-s-cyclodextrin. Reagents: (a) p-
toluenesulfonyl chloride， dry Pyridine. (b) NaI， dry DMF， 70oC. 

。

Scheme 2 Synthesis ofN-(bromoacetyl)-l-adamantanemethylamine. 
Reagents: Bromoacetyl succinimide， l-Hydro勾rbenzotriazole，dηDMF，OOC. 
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第二節 ホストゲスト二量体形成部位の熱力学的安定性の測定

ここで用いた 5種類のゲストラコ?とs-シクロデキストリンとの結合定数は、 Eftinkらによ

って報告されているが、 GCN4ペプチドへ導入したことによりそれらの値が変化している可能

性がある。そこでまず、各ゲストペプチドとs-シクロデキストリンをもっホストペフチドの

1対 1の複合体の角補佐定数、すなわち各ペプチド二量体における二量体形成部位の熱力学的安

定性を測定した。

測定には、 BIACORE社のBIAcore2000を用いた。 BIAcoreシステムは、金属表面に接触

している溶液の濃度変化を、光の反射角度(屈折率)の変化として検出する表面プラズモン非

鳴現象を応用して解析する (F~e 1-2) (31)。この測定機のセンサ一部分では、ガラス

の一方の表面に金属の薄膜が施してあり、その薄膜上に対象の分子が固定化される。この測定

機は、センサ一部分にガラス側から全反射する様々な角度の光を当てて、その反射光の強度が

減少する入射光の角度を検出する。この光の減衰は、ガラス表面で生じるエバネッセント波と

金属薄膜で生じる表面フラズモン波との波数の一致による共鳴からおこる。減衰する光の角度

は金属薄膜の外側に接する溶液の屈折率、すなわち媒体濃度(濃度)に依存しているので、こ

の角度の変化を追うことで、金属薄膜上に固定イじされているう汗に結合しているサンプル中の

相手方のう汗の物質量の変動を検出できるのである。この測定器では、屈折率の変化が SPR

信号(単位 :RU、1RU=lpg/mm2
) の変化として検出される。

センサーチッフには金属薄膜表面にリンカーを介してストレプトアビジンをコートしである

Sensor Chip SAを用いた。この表面にホストペフチドを固定化させるために、 BG23Cdを合

成した (Fほure1-3) 0 BG23Cdはホストペプチドと同様にカルボキシル末端にs-シクロデ

キストリンを、 N末端にビオチンを導入してある。そこでまず、 BG23Cd溶液を流路に加え、

非常に安定なビオチン-ストレフトアビジン複合体形成を介してセンサーチップ上に固定化し

た。このとき BG23Cdの国定化量の異なる 2つのセンサーチップを調製し、固定化量の違い

の影響を検討した。次に、各ゲストペフチド溶液を加え、チップ上のホストペプチドとの結合

-14-
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Sensorgram 

Figure 1・2 The Principles of binding detection with the BIAcore instrument. The 
SPR phenomenon occurs in the gold film at the tip of a sensor probe. White light 
passed into the optical fibre of the probe is totally internally reflected at the surface 
interfaces. Binding events on the surface of the gold film cause changes in the 
re合activeindex close to the surface and the wavelength of the reflected light 
intensity minimum shifts. By monitoring the output spectrum of the reflected light 
this instrument is able to detect binding occurring at the probe surface. 

い勺fし~ぺ(DPA

Figure 1・3The structure of BG23Cd. X corresponds to the s-cyclodextrin 
modified Cys residue. 
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量をRU値の変化量として検出した。測定時の温度は 100Cに保った。このRU値には、セン

サー表面上の金属薄膜、リンカ一部分、あるいはストレプトアビジンへのゲ、ストペプチドの非

特異的な吸着に起因する変化量もふくまれているので、これを見積もるために表面のストレプ

トアビジンをビオチン分子でキャッピングしたセンサーチップにゲストペプチド溶液を加えた

ときのRU値の変化量も同時に測定した。

Fほure1-4にアダマンタンを修飾したゲストペプチド溶液を、濃度を 6点変化させて加え

たときのセンサ一グラムを示した。このセンサ一グラムは、 BG23Cdを固定化したセンサー

チップにて得られたセンサ一グラムから、ビオチン分子でキャッピングしたセンサーチップに

て得られたセンサ一グラムを差し引いたものである。すべてのゲストペフチドの場合で同様の

操作をして得られたセンサ一グラムをもとにこれ以降の角卒析を行なった。 o秒で流路にゲスト

ペプチド溶液を加え、 240秒後に祈必をトリス緩衝液(完験の部を参照)に交換した。 6種類

の濃度すべてのセンサ一グラムが、ゲストペプチド溶液を加えてから 50秒後にはプラトーに

達していることから、この時点でホストゲスト両づ汗聞の結合反応が平衡状態となっているこ

とが分かる。また、ア夕、マンタン以外のゲストづ汗を持つペプチド溶液を加えた場合でも、 240

秒以内でホストペフチドとの結合反応は平衡に達した。

そこで、 5種類のゲストペフチドにおいて、ゲストペプチドの濃度に対して平衡時の RU値

をプロットした滴定曲線に対して、 1: 1複合体形成の理論式(等式 1、実験の部参照)を最

小二乗法でフィッティングを行ない (Fほure1-5)、それぞれの二量体形成部位の解離定数を

算出した (Table1-1)。これらの値は、 BG23Cd固定化量の異なるセンサーチップを用いた

場合でも、ほとんど一致していた。アダマンタンと Nーアダマンタンではほぼ等しい解離定数

が、ノルアダマンタンとノルボルナンではアダマンタンと N-アダマンタンの場合の 2~2.5

倍、シクロヘキサンではアダマンタンの約10倍の角璃住定数が得られた。
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Figure 1・4 Sensorgram showing the interactions between G23Ad and G23Cd at 
various concentrations at 10 oC. Serial injections of G23Ad at concentrations from 
bottom 1， 2， 5， 10， 20， 50 PM over the surface with G23Cd immobilized are shown. 
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Figure 1・5 Comparison of the binding of G23Ad， G23NAd， G23NrA， G23Nb and 
G23Ch to G23Cd. The response at equilibrium was plotted versus the 
concentration for G23AdJG23Cd Copen circles)， G23NAdJG23Cd C五lledcircles)， 
G23NrAlG23Cd Copen triangles)， G23Nb/G23Cd Cfilled triangles) and 
G23Ch/G23Cd Copen squares). The curves represent the titration binding 
isotherms calculated from equation 1 using the mean dissociation constants 
obtained from individual experiments (see Experimental Section). 



第三節 二量体形成部位の熱力学的安定性と

二量体ペプチド-DNA複合体の安定性の相関

前節において得られた、ホストペプチドと各ゲストペプチドの間の二量体形成部位の熱力学

的安定性に関するデータをもとに、各二量体ペプチド-DNA複合体の安定性を比較すること

で、二量体形成部位の熱力学的安定性が二量体ペプチド-DNA複合体形成に及ぼす影響につ

いて検討できる。

DNAは、 GCN4タンパク質の特異的認識配列AP-1(5'-ATGACfCAT-3')を含む 2本鎖

DNA、AP20を用いた。 GCN4タンパク質のベーシック・ロイシンジッパー DNA結合ドメ

インは、 DNA相互作用部位である塩基性領域のカルボキシル末端にあるロイシンジッパ一部

分で二量化する (32-34)。過去の報告によると、 GCN4ペプチドのC末端どうしを、ジスル

フィド結合 (12、35-37)や金属錯体 (19-21)で二量化させたペプチドも AP-1配列に安定

に結合する。また、 s-シクロデキストリンとアダマンタンからなる二量体形成部位を有する

GCN4ペプチドが二量体でGCN4の結合配列に特異的に結合することが示されている (13)。

よって、ここで用いる 5種類の二量体ペフチドも、カルボキシル末端に導入したホストゲスト

両ラフに子問で二量化するので、 AP-1配列に安定に結合すると期待した。

ペプチドの DNA結合はゲルシフトアッセイによって調べた (38、39)。ゲルシフトアッ

セイでは、 5'末端を 32p放射標識した DNAを用いた。そして、反応溶液中のペプチドが結合

している DNAと結合していない DNAを、ゲル電気泳動での移動度の違いを利用して分離し、

それぞれのDNAの存在比を定量した。この定量は、ゲ、ルに対する感光によって生ずるX線フ

ィルム上の各バンドの濃さを定量することにより行なった。

Figure 1-6に、前節で求めた二量体形成部位の解離定数が異なる 3種類の二量体ペプチド

と、 32pで標識したAP20DNAとの結合をゲルシフトアッセイで調べた際の感光したX線フ

ィルムの図を示す。ホストペフチドおよび各ゲストペプチドを、 AP20DNAと共存させたと

ころ、ここに示した3種類の全ての場合で、単量体ペプチドと DNAとの複合体形成を経由せ
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Guest Peptide K d (M) 

G23Ad 1.34 :t 0.25 x 10-6 

G23NAd 1.32 :t 0.19 x 10-6 

G23NrA 2.68 :t 0.42 x 10-6 

G23Nb 3.09 :t 0.47 x 10-6 

G23Ch 1.47 :t 0.33 x 10-5 

Table 1・1Equilibrium dissociation constants for the G23-guest/G23Cd complexes 
determined by the surface plasmon resonance technique. 

A 

B 
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Figure 1・6Autoradiograms showing the electrophoretic mobility shift titrations 
of G23Ad/GCd (A)， G23Nb/GCd (B)， G23Ch/GCd (C) to AP20. Binding reactions 
were carried out as described in the experimental section. 
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ずに、協同的に二量体ペプチドと DNAの複合体が形成された。しかしアダマンタンおよびノ

ルボルナンをもっ二量体ペプチドに比べて、シクロヘキサンの場合では、 二量体ペプチドの

DNA結合量の変化がペプチド濃度の変化に対してなだらかであり、また、 DNA結合が飽和

点に達しなかったことから、安定な二量体ペプチド-DNA複合体は効率よく形成されていな

いと考えられる。

ゲルシフトアッセイから得られた滴定曲線 (Fほure1-7)に対して、 2分子のペプチドが会

合したのち 1分子のDNAと結合するという平衡反応 (Figure1 -8 A)をもとにした理論式(等

式 17、完験の部参照)を用いてフィッティングを行い、各二量体ペプチドと DNA複合体形

成における自由エネルギー変化 (dG)を求めた (Table1-2)。第2節にて得られた解離定数

を考慮すると、ゲルシフトアッセイで用いる 10-9から 10-7Mのペプチド濃度では95%以上の

ペプチドが2量化せずに単独で存在しているので、ホストペプチドとゲストペプチドはそれぞ

れ別々にDNAに結合し、 DNA上で2量体を形成するという平衡式 (Figure1-8 B)も考え

られる。この結合様式はLeXAタンパク質 (40)やベーシックロイシンジッパー型ドメイン (41、

42)のDNA結合に関しても提唱されている。しかし、ゲルシフトアッセイにおいて二量体ペ

プチド-DNA複合体由来のバンドしか観察されなかったことから、本研究ではFigure1-8 A 

の平衡式をもとにフィッティングを行なった。

ペプチド聞の二量体形成部位の角補佐定数、 ~l に、第 2 節で求めた各二量体形成部位の解離

定数を導入し、フィッティングで K也を求め、両角補佐定数をもとに単量体ペプチドが二量体ペ

プチド-DNA複合体を形成する際の自由エネルギー変化 (dG)を算出した (Table1-2)。

二量体形成部位の安定性が、角補佐定数で 2から 2.5倍、自由エネルギー変化で 0.5kcal/ mol 

の差があった 4種類の二量体ペプチドでは、 AP20への結合における自由エネルギー変化の違

いも 0.6kαl/mol程度であった。一方、これら 4種類の二量体ペプチドと比べて、 二量体形

成部位の解離定数が 5から 10倍大きいシクロヘキサンを導入した二量体ペプチドでは、極端

にAP20DNAとの複合体の安定性が低くなった。

以上の結果から、二量体ペプチド-DNA複合体の安定性は二量体ペフ。チド聞の熱力学的安

定性によって支配されているようである。 GCN4ペプチドを DNA結合部位にもつ二量体ペフ。
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Figure 1・7 Semilogarithrnic plots show the fraction of 32P-labeled AP20 DNA 
bound to G23AdlG23Cd (open circles)， G23NAdlG23Cd (filled circles)， 
G23NrAlG23Cd (open triangles)， G23Nb/G23Cd (filled triangles) and 
G23Ch/G23Cd (open squares) as a function of peptide concentrations. The data 
points represent the average of three experiments. The sigmoidal curves 
represent the titration binding isotherms calculated from equation17 using the 
me出 1dissociation constants obtained from individual experiments. 

Figure 1・8 Complex formation of peptide dimers and DNAs can be described 
by two kinds of pathways. Two kinds of rectangles show G23-guest and GCd 
peptides and lines correspond to DNAs. In the case of (A)， peptide dimer 
formation precedes DNA binding of peptide monomers， and the order is reverse 
in (B) 
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チドが AP20に安定に結合するためには、最低でもノルボルナンと日-シクロデキストリ ンで

構成されるこ量化部位の角補佐定数 (3.09X 10-6 M)程度の熱力学的安定性が必要であることが

わかった。しかしながら、さらに低い二量化部位の解離定数をもっアダマンタンや N-ア夕、マ

ンタンをもっ二量体ペプチドでは、 AP20DNAとの複合体の安定性が増加するどころか少し

減少していることから、二量化部位の熱力学的安定性が高ければ高いほどDNAとの複合体が

安定になるとは限らないことがわかった。

Peptide Dimer Kd1 (M) Kd2 (M) ~G (kcal/mol) 

G23Ad/GCd 1.34 :t 0.25 x 10-6 2.32 :t 0.06 x 10-11 ー20.9

G23NAd/GCd 1.32 :t 0.19 x 10-6 1.22 :t 0.06 x 10-11 -21.3 

G23NrAlGCd 2.68 :t 0.42 x 10四 6 4.31 :t 0.47 x 10-12 時 21.5

G23Nb/GCd 3.09 :t 0.47 x 10-6 6.93 :t 0.59 x 10-12 -21.1 

G23ChJGCd 1.47 :t 0.33 x 10-5 8.48 :t 2.77 x 10・10 -17.6 

第四節 塩基配列識別能

本節では、 二量体形成部位の熱力学的安定性の異なる二量体ペプチドの塩基配列識別能を検

討する。ここでは、第3節においてAP20DNAに安定に結合することが分かつた4種類の二

量体ペプチドのうち、 二量体形成部位の角補佐定数が一番小さいアダマンタンと、一番大きいノ

ルボルナンをもっ 2種類について塩基配列識別能を比較した。

ここでは、 AP-1に変異を加えた塩基配列を含む2種類のDNAを用いた (Figl1Ye1 -9)。

AP-1配列の まん中の GC塩基対のとなりに CG塩基対を挿入した CRE配列 (5'-

ATGACGτ'CAT-3')、および CRE配列のまん中にさらに GC塩基対を挿入した CGG配列

(5'-ATGACGGTCAT -3')である。 CRE配列は AP-l配列と共に、 GCN4タンパク質の特

異的認識配列であり、 GCN4タンパク質は両塩基配列に同程度の親和性を有している (43-45)。

CRE配列は 10塩基対からなる完全な回文配列であり、 2つの GCN4単量体ペプチドが特異

的に認識する、 5塩基対からなるハーフサイト配列を C2対称に配した配列となっているo ハ

ーフサイト配列の問の塩基対の数が異なる 3種類の配列を有する DNA仏P20、CRE21、

CGG22)を用いて二量体ペプチド-DNA複合体の安定性がどのように変化するかを調べるこ

とで、 2種類の二量体ぺフチドのハーフサイト問塩基配列の識別能を評価できると考えた。

ゲルシフトアッセイで求めた滴定曲線に対して、第2節で得られた二量体形成部位の解離定

数および第3節と 2: 1複合体形成の理論式(等式 17、実験の部参照)を用いてフイツテイ

ングを行い (F泡ure1-10)、各二量体ペプチドと DNA複合体形成における自由エネルギー

Table 1・2 Equilibrium dissociation constants Kdl and Kd2 for the G23AdJG23Cd， 

G23NAlG23Cd， G23Nb/G23Cd， G23NrAlG23Cd and G23Ch/G23Cd complexes with 
AP20. Kdl and Kd2 are dissociation constants of peptide dimers and peptide dimer-

DNA complexes， respectively. Kdl were determined by the surface plasmon resonance 

technique. Kd2 were determined by electrophoretic mobility shift titrations. ~G were 

calculated for 277 K. All values reported represent the means of at least three 
deterrninations土 SEM.

AP20 

CRE21 

CGG22 

: 5'-CGG ATGAC TCAT TTTTTTTC -3' 

: 5'-CGG ATGACGTCAT TTTTTTTC -3' 

: 5'-CGG ATGACGGTCAT TTTTTTTC -3' 

Figure 1・9Nucleotide sequences ofthe top strands of AP20， CRE21 and 
CGG22 DNAs. 
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変化 (~G) を求めた (Table 1-3)。そして、二量体ペプチドの塩基配列識別能を評価するた

めに、 AP20との結合時の自由エネルギー変化に対する、 CRE21および CGG22との結合時

の自由エネルギー変化の差 (MG) を算出した (Table1-3)。ア夕、マンタンあるいはノルボ

ルナンを有するこ量体ペプチドはともに CRE21に最も強く結合した。 CRE21への結合にお

けるMGは両方の二量体ペフチドの場合で等しかったのに対して、さらに変異を加えた

CGG22 DNAへの結合におけるMGの値には有為な違いが確認された。

この結果は、二量体形成部位の熱力学的安定性の違いが、二量体ペフチドの塩基配列識別能

に差を生じさせるととを示唆している。またこの塩基配列識別能の差は、最も安定な CRE21

との複合体の安定性の差ではなく、それよりも不安定な CGG22との複合体の安定性の差に起

因していた。

ここで用いた二量体ペフチドはともに、 AP-1よりも CREに対してより安定に結合してい

たが、この識別能の起源、は何であろうか。天然の GCN4タンパク質では両方の塩基配列に対

してほぼ等しい安定性を示す (43-45)。また、これまでに多くのグループが、様々な二量体

形成部位を導入した GCN4二量体ペプチドを用いてこれら 2種類の塩基配列に対する識別能

を評価しているが、どちらの配列により安定に結合するかはそれぞ、れ場合で異なっている。ジ

ヒドロフェナンスレン誘導体をもっ共有結合二量体ペプチドは、 AP20および CRE21に対し

て、それぞれ3.5x 10-10M、2.5x 10-10Mの角調住定数で結合する (17) 0 GCN4ペプチドにグ

リシン-グリシンーシステイン(Gly-Gly-Cys) のリンカーを導入して、ジスルフィド結合

で連結させた二量体ペフチドも、 CREとAP-1配列に対して同程度の親和性を示す (12、19-21、

35)。一方、金属錯体を介して共有結合で二量化した GCN4ペプチドは、 AP-1配列よりも

CRE配列に対してかなり高い特異性 (MGニ 3.3kαl/mol)を有していた (19-21)。これら

の報告を考慮すると、 s-シクロデキストリンとゲストづ汗からなる二量体形成部位における

非共有結合という相互作用様式が、 AP-1配列よりも CRE配列に対してより安定に結合する

ことの原因ではないようである。むしろ、二量体形成部位の構造に依存した、 2つのペプチド

の配置や自由度、そしてペプチド問の距離という要因が原因であると考える方が道理にあう。

これは、。ーシクロデキストリンとゲストづ汗からなる包接化合物や遷移金属錯体といった、
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Figure 1・10 Semilogarithmic plots show the仕actionof 32P-labeled CRE21 (open 
circles)， AP20 (日ledcircles) and CGG22 (open triangles) bound to G23AdJG23Cd (top) and 
G23Nb/G23Cd (bottom) as a function of peptide concentrations. The data points 
represent the average of three experiments. The sigmoidal curves represent the titration 
binding isotherms calculated from equation 17 using the mean dissociation constants 
obtained from individual experiments. 

Peptide Dimer_DNA Kd2 (M) ~G ~~G 

G23Ad/GCd AP20 2.32 :t 0.06 x 10-11 -20.9 

CRE21 2.13 :t 0.15 x 10・12 -22.2 -1.3 

CGG22 5.97 :t 0.65 x 10-11 -20.4 +0.5 

G23Nb/GCd AP20 6.93 :t 0.59 x 10-12 -21.1 

CRE21 6.68 :t 0.39 x 10-13 ー22.4 -1.3 

CGG22 4.76 :t 0.46 x 10-12 -21.3 ー0.2

(kcallmol; 277K) 

Table 1・3Equilibrium Dissociation Constants Kd2 and the Binding Free Energy for the 
G23AdJG23Cd and G23Nb/G23Cd Complexes with AP20， CRE21 and CGG22. 
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比較的かさ高い二量体形成部位をもっ二量体ペプチドと、 Gly-Gly-Cysリンカーやジヒドロ

フェナンスレン誘導体などの、構造も小さくかっ比較的自由度が高い二量体形成部位をもっ二

量体ペプチドとでは、 AP-1、CRE両配列への識Bリ能が異なっていることから支持される。

第五節

協同的相互作用エネルギーの起源

ア夕、マンタンを導入したGCN4単量体ペフチドと 1つのハーフサイトを有する DNA(HS) 

の複合体の熱力学的安定性、企G(G23Ad-HS)=-9.2kαl/mol (40C) (11) と、ここで得ら

れた二量体ペフチド-DNA複合体の熱力学的安定性 (tlG(G23guest-GCd-HS))をもとに、

すべてのこ量体ペプチド-DNA複合体の協同的形成に要する相互作用エネルギーを見積もっ

たぐrable1-4)。これらの値をもとに、協同的な二量体ペプチド-DNA複合体形成、そして

二量体ペプチドの塩基配列識別能の起源を考察する。この協同的相互作用エネルギー

(tlGc∞p)は、以下のように表される。

tlGcoop =企G(G23ωest-GCd-HS)-tlG (G23guest-HS) -tlG(GCd-HS) 

この計算の際、ホストペプチドとすべてのゲストペプチドは、等しい自由エネルギー変化

(δG=-9.2 kωl/mol、40C)でハーフサイト DNAに結合すると仮定した。ほとんどの複合体

において、協同的相互作用エネルギー (tlGc∞p)は 2.5-3.1kαl/molの範囲に含まれてい

たぐrable1-4)。この値は、リフレッサー・タンパク質の協同的DNA結合 (8)やオリゴヌ

クレオチドの協同的な 3重鎖形成 (46-51)の場合に得られた協同的相互作用エネルギーとほ

ぼ等しいものであった。一方、第3節でも言及したように、シクロヘキサンを二量化部位にも

つ二量体ペプチドとAP20との複合体形成で、は協同的相互作用エネルギーが得られていないこ

とから(企Gc∞p=+O.8kαl/mol)、この系において安定な二量体ペプチド-DNA複合体を

協同的に形成するためには、 7kαl/mol以上のs-シクロデキストリンとゲストクコ?聞の結合

自由エネルギーが必要なようである。しかしこの値は、塩基配列認識部位として GCN4の塩

基性領域由来のペフチドを用いた場合であって、ハーフサイトとの親和性や塩基配列識別能の

-26--

tlG(host-guest)α tlG(coop)b tlG (anti-coop)C 

G23AdJG23CdlAP20 -7.4 -2.5 4.9 
G23AdJG23CdJCRE21 ー7.4 -3.8 3.6 
G23AdJG23CdlCGG22 ー7.4 -2.0 5.4 

G23Nb/G23CdJ AP20 -7.0 -2.7 4.3 
G23Nb/G23CdJCGG22 自 7.0 -2.9 4.1 

G23Nb/G23CdJCRE21 -7.0 -4.0 3.0 

G23NAdJG23CdJAP20 -7.5 -2.9 4.6 

G23N r AlG23CdJ AP20 ー7.1 -3.1 4.0 

G23Ch/G23CdJ AP20 時 6.1 0.8 6.9 

Table 1-4. Estimated Cooperative Interaction Energy (kcallmol) for Dimer-DNA 

Complexes.αdG(host-guest) were determined by the surface plasmon resonance 

technique as described in Experimental Section. b dG(COOp) were determined as 
dG(G23巳lest-G23Cd-DNA)ー dG(G23Ad-HS)ー dG(G23Cd-HS)with dG(G23guest-G23Cd-
DNA) values taken from Tables 1-2 and 1-3 and dG(G23Ad-HS) = dG(G23Cd-HS) = -9.2 

kcal.mol-1. C dG (anti-coop) were culculated as dG(COOp)ーdG(host-guest).
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異なる、他のベーシックロイシンジッパータンパク質由来のペフチドを用いた場合には違う結

果が得られるかもしれない。この点について明らかにするには、さらなる研究が必要である。

ここで用いた二量体ペプチド-DNA複合体形成の系では、二量体形成部位であるホストゲ

スト錯体形成によって得られるエネルギー (~G (host-guest); Table 1-4)が協同的相互作

用エネルギーのもとになっているのだ、が、その大部分は失われている (~G (anti-o∞p); Table 

1-4)。この協同的結合を妨げる相互作用は何であろうか。

Schepartzらの報告によると、 GCN4二量体ぺフチドによるハーフサイト間にある塩基対の

数の識別には、ペプチド内の二量体形成部位が修飾されている付近が関与しているようである

(21) 0 GCN4ペプチドは非特異塩基配列 DNAと相互作用しでもヘリックス性の低い構造

のままであるが、特異塩基配列 DNAと結合すると完全なα-ヘリックスを形成することが分

かっている (12、32-35、52-55)。そこで、 AP20、CRE21ならびにCGG22の3種類のDNA

上でのアダマンタンを持つ二量体ペフチド (G23Ad/GCd)のヘリックス性を円二色性偏光ス

ペクトル測定によって調べてみた (F辺ure1-11)。測定用の溶j夜にはペプチドが4μM、DNA

が 5μMそれぞれ含まれているので、これまで得られている三量体ペプチド-DNA複合体に

関する熱力学的パラメーターから、溶液中のすべてのこ量体ペプチドは DNA上に結合してい

ることになる。全くランダムな塩基配列を持つDNA(NON)を共存させても二量体ペプチド

は全く構造変化しなかったが、 CRE21に結合した場合では、過去に GCN4のベーシックロイ

シンジ、ツバードメインペフチド (32，52-55)や他の GCN4ペプチド二量体 (12、13、19、

20、35)の場合で観察されたような、ほぼ100%のα-ヘリックス構造が確認された。そして、

この二量体ペフチド-DNA複合体の安定性の)11貢序は、それに対応する DNAに結合したとき

のこ量体ペプチドのヘリックス性の)1慎序と一致していた。いいかえれば、ヘリックス性の減少

に伴い、 ~G (anti-∞op)の値が増加していた。この円二色性偏光スペクトル測定の結果と

Schepartzらの報告から、ペフチド内の二量体形成部位が修飾されている付近で、 α-ヘリッ

クス構造が変形していることが、二量体ペプチドの協同的 DNA結合を妨げる要因の一つであ

ると考えられる。

このα-ヘリックス構造の変形は、二量体ペプチドが DNAと結合する際に、 ( 1) 2つの

。
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Figure 1・11 Circular dichroism difference spectra for G23AdJG23Cd in the 
absence or presence of various DNA indicate that G23AdJG23Cd is helical when 
bound to the CRE21， AP20 or CGG22 DNA. Spectra in the absence of DNA (solid 
line)， and in the presence of CRE21 (open circles)， AP20 (白lledcircles)， CGG22 
(open triangles)， and NON (open squares). Spectra of the peptides in the presence 
of oligonucleotides were calculated as the difference between the bound spectrum 
and a spectrum of the respective free oligonucleotide. CD spectra were obtained as 
described in the Experimental Section. 
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ハーフサイト DNA内の特定の面と 2つの単量体ペプチド内の特定のアミノ酸との特異的な相

互作用、および (2)二量化部位であるホストゲスト錯体形成という、 3つの特異的相互作用

から最大の安定化エネルギーを得るための結果であると考えられる。 2つのハーフサイト聞に

塩基対が挿入された CGG22のような場合は、変形するα-ヘリックス構造の範囲が広くなる

のに対して、ハーフサイト間が狭くなっているAP20上では、ペフチドの末端同志の立体障害

が生じるためにその部分でのα-ヘリックス性が減少するのかもしれない。

第一章の研究では、本来注目していた二量体形成部位の熱力学的安定性が、 二量体ペプチド

の協同的 DNA結合や塩基配列識別能を決定する重要な要因であることを示しただけでなく、

DNAとは直接結合しない、二量体形成部位やそれを導入しているペフチドの末端付近の構造

的要因も二量体ペプチドの塩基配列識別能に影響を及ぼすという興味深い知見が得られた。

ハU



第二章

非共有結合および、共有結合により二量体を形成したペプチドの

DNA塩基配列認識

特定の塩基配列部分を認識する際にみられる、タンパク質群-DNA複合体の安定性は、各

タンパク質-DNA問、およびそれぞれのタンパク質問に存在する多くの会合平衡によって支

配されている。一方で、、単量体として塩基配列特異的に DNAに結合するタンパク質のほとん

どは、同一ペプチド鎖内に複数の DNA結合モジュールを有していることから、共有結合を介

した多量体とみなすことができる。このように、多くの DNA結合タンパク質は、共有結合あ

るいは非共有結合によるタンパク質問相互作用部位を有していると考えられる。では、これら

タンパク質問の会合平衡の存在がタンパク質群による DNA認識機構をどのように変化させる

のであろうか。第2章では、この問題について追究するために、ホストゲスト相互作用によっ

て二量化する非共有結合ペプチド二量体および有機鋳型う汗を介して二量化する共有結合ペプ

チド二量体を用いて、二量体ペフチドの DNA結合における協向性、および塩基配列識別能が、

単量体ペプチド間での会合平衡の有無によってと、のように変化するかを検討する。

第一節 非共有結合および、共有結合二量体ペフ。チドの設計と合成

単量体ペプチド問の解離反応を失わせた場合の、二量体ペプチドの塩基配列識別能への影響

を調べるために、 1種類の共有結合ペプチド二量体と 2種類の非共有結合ペプチド二量体を設

計した (F泡ure2-1、2-2)。すべてのペプチド二量体において、塩基配列認識部位として、

ベーシック・ロイシンジッパータンパク質 GCN4の塩基性領域由来のぺフ。チドを共通に用い

たD

二量化部位として、共有結合二量体ではジヒドロフェナンスレン誘導体を用いた (F泡ure

2-2)。このジヒドロフエナンスレン誘導体をもっ共有結合二量体は、 GCN4タンパク質と同

-32-

A川敷~-A弘湯治~守も
5'-A T G A C -A  T G A C-3' 
3'-T A C T G -T  A C T G-5' 

Figure 2・1 Schematic representations showing the binding orientation of 
GAdCd (top)， GAdJGCd (middle) and G2RDHP (bottom) dimers to a direct repeat 

of two GCN4 binding half-sites (T2). The helices denote the basic region peptides 
and N and C indicate the N-terminal and C-terminal of the peptide， respectively. 
Half-circles，日lledspheres and a filled oval represent the artificial dimerization 
domains， s-cyclodextrin， the adamantyl group and 9，10-dihydrophenanthrene 
derivative， respectively. 
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様の塩基配列識別能をもつようにデザインされてある (16-18)。ジヒドロフェナンスレン部

分の、リンカーを介して GCN4ペプチドを連結している 9位と 10位の水酸基に立体異性が

あり、これにより GCN4ペプチドがGCN4タンパク質内の塩基性領域部分と同様の空間配置

に存在するように規制されている。

一方、非共有結合二量体ではs-シクロデキストリンとアダマンタンからなるホストゲスト

包接化合物を二量体形成部位として用いた (13、26、27)。アダマンタンを選んだ理由は、

第 1章でも示したように、 DNA結合部位として GCN4ペプチドを有するこ量体ペプチドが

特定の塩基配列 DNAと結合するために必要な安定性を、二量体形成部位に与えることができ

るからである (13)。ここでは、 DNA結合ペプチドおよび二量体形成部位が同じである、二

種類の非共有結合二量体を設計、合成した。異種二量体ペプチド (13、26)はアダマンタン

をもっペプチド (GAd) と戸ーシクロデキストリンをもっペプチド (GCd)から、また同種二

量体ペプチド (27)は同ーのGCN4ペプチド内にアダマンタンとs-シクロデキストリンもつ

GCN4ペプチド (G払 dCd) 2分守から構成されている(Figure2-1)0 G2AdCdのように 1

ペプチド内にホストゲスト両タ汗を修倉市するためには、ゲスト分子をあらかじめ特定のアミノ

酸の側鎖に導入しておいて、ホストラ汗を回相合成および脱保護した後から化学修飾するのが

得策である。ここでは、側鎖のε-アミノ基にアダマンタン酢酸を縮合した Fmocリジン誘導

体 Lys(Ad)を合成し、固相合成で GCN4ペプチドに導入した後 (28)、ペプチド内のシステ

インに、 6位をヨウ素化したs-シクロデキストリンを反応させてG2AdCdペプチドを合成し

た。 G2Adや GCdでも、同様の手法でホストゲストク汗を導入した。また、同種二量体ペプ

チドではペプチド単量体がC末端とN末端で二量化するので、他の二量体でも同様の配向で二

量化するようにC末端とN末端にそれぞれの二量化部位を導入した。

同種二量体ペフチドを構成する GAdCdは、ペプチド両末端にホストゲストク汗をもっとと

から、ラフに子内でホストゲスト錯体を形成した環状構造をとることが期待された (F泡ure2-3)。

そしてこの仮説は円二色性偏光 (CD)スペクトル測定によって証明された (F泡ure2-4)。

ア夕、マンタンしかもたない GAdが、その CDスペクトルが 222日 n付近で[8]値が-26000

(deg cm
2 

/ dmol)程度の極小値をもつことから、部分的にα-ヘリックス構造をとっている

G A d C d: Ac-DXAALKRARNTEAARRSRARKLOZ-NH2 

X = Lys(Ad)， Z = Cys(Cd) 

G A d: Ac-DXAALKRARNTEAARRSRARKLOZ-NH2 

X = Lys(Ad)， Z = Cys(acetamide) 

G C d: Ac-DXAALKRARNTEAARRSRARKLOZ-NH2 

X = Pro， Z = Cys(Cd) 

ム;;了
Cys(Cd) = 

了ー
へfヘs

5 

t:: 
Cys(acetamide) = 

G2RDHP: 

ん~tyPR1

tγ目、〈目んR2

R 1 = Ac-DPAALKRARNTEAARRSRARKLOC-NH2 

R2 = Ac-CPAALKRARNTEAARRSRARKLO-NH2 

Figure 2・2 Structures and amino acid sequences for the basic region peptide dimers 

with covalent (G2RDHP) and noncovalent (GAd/GCd and GAdCd) dimerization 

domains. Abbreviations for the amino acid are: A， Ala; C， Cys; D， Asp; E， Glu; K， Lys; 

L， Leu; N， Asn; P， Pro; Q， Gln; R， Arg; S， Ser; T， Thr. 

一 34- 戸ヘU
円
ペ
リ



のに対して、 GAdにPーシクロデキストリンを導入した GAdCdは、 222nm付近で-10000

(deg cm2 / dmol)程度の吸収しか示さないことから、 GAdよりもα-ヘリックス性が低い構

造をとっていることがわかる。このGAdCd溶液をアダマンタン酢酸で滴定したところ、ア夕、

マンタン酢酸の濃度が高くなるにつれて、 CDスペクトルの 220町 n付近での吸収が増加し、

かつスペクトルの形状が GAdペプチドのものに近づいてきた。この結果は、溶液中に加えた

アダマンタン酢酸と GAdCdペプチドのs-シクロデキストリンとの問でホストゲスト錯体が

形成すると、 GAdCdペプチドのα-ヘリックス性が増加することを反映しており、 GAdCd

ペプチドが環状構造と部分的α-ヘリックス構造の問で平衡状態にあること、そしてその平衡

が環状構造の方に大きく偏っていることを示唆している (Fほure2-4 B)。この GAdCdペフ

チドが二量体で DNAに結合するためには、環状構造からう汗内錯体制補佐した状態へ構造を

変化する必要があるのに対して、異種二量体ペプチドを形成する G23Ad/GCdペプチドは、

溶液中で部分的α-ヘリックス構造をとっていることから、この 2種類の非共有結合二量体を

用いることで、単量体ペプチドの構造変化という要因が二量体ペプチドの塩基配列識別能にお

よぼす影響を明らかにできる。

次節では、同じDNA結合ペフチドをもちながら二量化部イ立だけが異なるこれら 3種類のペ

プチド二量体の塩基配列認識を比較することで、二量化という平衡反応が存在する場合、さら

に二量化に伴うペプチドの構造変化の平衡反応が存在する場合に、二量体ペフチドの塩基配列

識別能がどのように変化するかついて検討した。

第二節 二量体形成部位の解離平衡と二量体ペプチドの塩基配列識別能の相関

3種類の共有結合および非共有結合ペフチド二量体の塩基配列識別能を調べるために、 4種

類の塩基配列DNAを用意した (Fほure2-5)。第 1章で用いた、カルボキシル末端どうしで

二量化するペプチド二量体は、回文配列CRE(5'-ATGAC GTCAT -3')を特異的に認識した。

その際、各単量体は 5'-ATGAC-3'の5塩基対からなるハーフサイトを特異的に認識している

と考えられるので、本章で用いるN末端とC末端で二量化するペプチド二量体は 5'-ATGAC

-3G-
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Figure 2・3A schematic representation 
illustrating that GAdCd can form two 
types of structures， the intramolecular 
inclusion complexex and a partial α-
helix. Half-circles and filled ovals 
represent s-cyclodextrin and the 
adamantyl group， respectively. 

B 

ア込

• 
Figure 2・4 (A) Circular dichroism difference spectra for GAdCd in the absence or 
presence of l-adamantaneacetic acid: spectra of GAdCd in the absence of 1-
adamantaneacetic acid (solid line) and in the presence of 10 mM  (open circles)， 100 
mM  (filled ciecles)， and 500 mM  (open triangles) 1-adamantaneacetic acid and the 
spectrum of GAd (filled triangles). CD spectra were obtained as described in the 
Experimental Section. (B) A schematic representation showing that the 
intramolecular inclusion complexe dissociates in the presence of 1-adamantaneacetic 
acid. 

T2: 

G3A: 

5'-CGGATGACATGACTTTTTTTC-3' 

5'-CGGATGACATAACTTTTTTTC-3' 

HS: 5' -CGGATGACACTGCTTTTTTTC-3 ' 

T2S: 5'-CGGATGACCATGACTTTTTTTC-3' 

Figure 2・5A specific DNA sequence for peptide dimers consisting of a direct repeat 
of two GCN4 binding half-sites (T2) and its mutated DNA sequences (G3A， HS， T2S). 
G3A and HS contain mutations within the half-site of 1 and 3 base pairs， respectively. 
T2S possesses an additional base-pair between two half-sites. 

-37-



A 

ATGAC -3'という繰り返し配列 (τ'2配列)に対して安定に結合すると期待される。このこと

は、 GCN4ペプチドの N末端と C末端をジスルフィド結合で連結した多量体ペプチドがこの

繰り返し配列に安定に結合したという、Guddardらの報告からも支持される (36、37、41)。

このT2配列を含むT2DNAに加えて、T2配列に変異を加えた3種類の塩基配列を含むDNA

を設計した。 G3AとHSはそれぞれ、 τヨ配列の 1つのハーフサイト内に lあるいは3塩基対

の変異をもっ配列、そしてτ'2Sはτヨ配列のハーフサイト聞に 1塩基対を挿入した配列である。

前者は、二量体ペプチド内のペプチド部分が直接接して認識する DNA部分において、後者は、

第 1章で言及したように、二量体形成部位によって直接結合せずに間接的に認識されている部

分において、それぞれ変異をもっ配列となっている。これら性格の異なる変異をもっ塩基配列

DNAとそれらの原形のT2DNAを用いて、各二量体ペプチドの塩基配列識別能を評価した。

第 1章と同様にゲルシフトアッセイによって、 3種類の二量体ペプチドと4種類の塩基配列

DNAの組み合わせから得られる、 1 2種類の二量体ペプチド-DNA複合体形成を調べた

(F氾ure2-6)。この実験を 3回以上繰り返し、その結果得た平均値をもとに滴定曲線をプロ

ットした (Figure2-7)。これら滴定曲線をもとに各DNAに対するこ量体ペプチドの親和性

を比較すると、当初の期待通り、すべてのこ量体ペプチドが、 τ'2DNAに対してもっとも安定

に結合し、それに変異を加えた DNAに対してはτ'2DNAよりも低い親和性を示していたこ

とから、とれら 4種類の塩基配列 DNAを用いて3種類の二量体ペフチドの塩基配列識別能を

評価できると考えた。 τ'2DNAの変異配列の中でも、ハーフサイト内に変異を持つ 2種類の

DNA (HSと G3A)に対して、非共有結合二量体のうち同種二量体が、ここで調べたペプチ

ド濃度範囲では全く結合を示さないという顕著な例もみられたが、この点については後に述べ

る。

これら滴定曲線の形状を比較すると、傾きの程度に違いがあることがわかる。全体の傾向と

して、 2種類の非共有結合二量体がともに、共有結合二量体よりも狭いペプチド濃度の範囲で

各DNAに対する結合がほぼ完了していた。すなわち、二量化という平衡反応の存在によって、

二量体ペプチドによるDNA結合のON/OFFを達成させるのに必要なペプチドの濃度変化

の範囲が小さくなることが示された。実際、転写や複製などの ON/OFFも、それに関与する

4 咽 Peptidedimer-DNA 

勝 詳報勝輔副附勝、剣勝輸3州予報ぷ叫唱 4 咽 FreeDNA 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

4 ・・ Free DNA 

B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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4・Peptidedimer-DNA 

4 ・・ Free DNA 
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制ぶ湾総世絵鱒欝轍軽量F議舗展灘普段 4・Peptidemonomer-DNA 

棚勝輸鱒:輸職端機愉検川 -咽 FreeDNA 
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可守阪 ド幾語;
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Figure 2・6 Autoradiograms showing the electrophoretic mobility shift titrations of 
GAdCd (A)， GAd/GCd (:8)， and G2RDHP (C) to T2 (top) and G3A (bottom). Binding 
reactions were carried out as descrwed in the Experimental Procedures. (A) No G2AdCd 
was added to the reaction in lane 1. G2AdCd concentrations in lane 2-9 (top)， respectively， 

were 1， 2， 4， 6， 10， 20， 30 and 50 nM for T2， and in lane 2-9 (bottom)， respectively， were 5， 
10， 20， 30， 50， 75， 100 and 150 nM in the case of binding to G3A. (B) No peptide was 
added to the reaction in lane 1. Concentrations of G2Ad/GCd in lane 2-9 (top)， 
respectively， were 0.5， 1， 1.5， 3， 5， 7.5， 10 and 20 nM for T2， and in lane 2-9 (bottom)， 
respectively， were 5， 10， 20， 30， 50， 75， 100 and 150 nM for G3A. (C) No G')RDHP was 
added to the reaction in lane 1. Concentrations of G2RDHP in lane -2-10 Ctop)， 
respectively， were 0.025， 0.1， 0.25， 0.5， 1， 2.5， 5 and 10 nM for T2，紅ldin lane 2-10 
(bottom)， respectively， were 0.1，0.25，0.5，1，1.5，2.5，7.5 and 10 nM for G3A. 
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Figure 2・7. Semilogarithmic plots showing the仕actionsof 32P-labeled T2 (open 
circles)， G3A (filled circles) and HS (open triangles)， bound to the GAdCd (A) 

GAd/GCd (B) and G2RDHP (C) dimers as a function of peptide concentration. The 

solid curves represent the best fit for the titration data obtained as described in 
Experimental Procedures. 
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タンパク質のごくわず、かな濃度変化によっておこなわれていることから、今回の二量体ペプチ

ドを用いた実験結果から、生体内制御の鋭敏さが、複数のタンパク質問の非共有結合相互作用

に起因することが示唆された。

この滴定曲線の傾きの違いは、二量体ペプチドの塩基配列識別能を決定する要因の一つであ

る。 3種類の二量体ペフチドが、 80%のτ'2DNAに結合するのに必要なペフチド濃度におい

て、変異配列 DNAにどの程度結合するかを比較してみると、共有結合二量体および異種二量

体ではすべての変異配列に対してそれぞれ30%および20%、そして同種二量体では、T2SDNA

に対しては20%、HSDNAおよび、G3ADNAに対しては0%で、あった。これらの数値の比較

から、非共有結合二量体の方が塩基配列識別能が高いことが示唆された。

滴定曲線に対してそれぞ、れの複合体形成の理論式をフィッティングして、自由エネルギー変

化を算出した (Table2-1)。フィッティングの際、共有結合二量体の場合は 1対 1複合対形

成の平衡式Aに基づく等式 21、非共有結合異種二量体の場合は 1対 1対 1の複合体形成の平

衡式Bに基づいた等式 17、そして非共有結合同種二量体の場合は2対 1の複合対形成の平衡

式Cに基づいた等式34をそれぞれ用いた(完験の部参照) (Fほure2-7)。得られた値をも

とに、最も安定な複合体を形成する τ'2DNAにおける自由エネルギー変化とその各変異配列

DNAにおける自由エネルギー変化の差 (MGHS、必GC3.A..、 MGηs)を算出し、比較すること

で、各二量体ペプチドの塩基配列5靭IJ能を検討した (Table2-2)。同種二量体ペプチドはHS

DNAとG3ADNAに対して、ペフチド濃度を 200nMまであげても全く結合が確認されなか

ったので、これら複合体が形成される時の自由エネルギー変化を、 200nMで50%のDNAが

-量体ペプチドと結合した場合の~G (=-17.8kαl/mol)以上の値とした。

共有結合二量体と 2種類の非共有結合二量体では、すべての変異配列 DNAで後者の方が高

い自由エネルギー変化の差 (MG)を示した。この結果と、滴定曲線の傾きの違いから、二量

体形成が平衡反応によって支配されている方が、二量体ペフチドの塩基配列識別能が高くなる

と考えられる。しかし、第 1章で得られた結論を考慮すると、二量体形成部位の構造の違いが

ここでの二量体ペプチドの塩基配列識別能の差に影響をおよぼしている可能性がある。また、

これまでのタンパク質 (24)、ペプチド (19-21、27)ならびに合成ポリアミド (56)の多

-41-



Peptide Dimer 
dG Ckcal/mol; 277K) 

T2 G3A HS T2S 

G2RDHP -11.5 -10.4 -10.3 -10.4 

GAd/GCd -20.8 -18.5 -18.9 -19.3 

GAdCd -20.0 >-17.2 -20.4 -17.9 

Table 2・1Free energy change associated with head-to-tail dimer complex formation for 
GAdCd， GAd/GCd， and G2RDHP with T2， G3A， HS， and T2S. dG were calculated for 277 K. 

Selectivity Ckcallmol; 277K) 
Peptide Dimer 

MGG3A 企~GHS MGT2S 

G2RDHP 1.1 1.2 1.1 

GAd/GCd 2.3 1.9 1.5 

GAdCd >2.8 >2.8 2.1 

Table 2-2 Differences of free energy change associated with head-to-tail dimer complex 
formation for GAdCd， GAd/GCd， and G2RDHP with G3A， HS， and T2S for T2. 
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量体と DNAとの相互作用に関する研究からも、 DNA結合部位を連結するリンカ一部分は複

合体全体の安定性を大きく左右する要因であることが報告されている。ところが、二量体形成

部位の構造の違いの影響が最も反映すると推測されるハーフサイト問への 1塩基対挿入による

自由エネルギー変化の差 (MGT2S) が共有結合二量体では、1.1 kαl/mol、非共有結合異種

二量体では1.5 kαl/molと、その差が 0.4 kαl/molしかなかった。第 1章の結果では、

この 2種類の二量体ペプチドと同様の GCN4ペプチドを DNA結合部位にもつ G23Ad/GCd

ペプチド二量体では、 AP20とCRE21との問での自由エネルギー変化の差が1.3kαl/mol、

CRE21とCGG22との問では1.8kαl/molであり、 G23Nb/GCd二量体の場合でもそれら

の値が 1kαl/mol以上であったため、今回もこの程度の値になると推測していたが、実際は

その半分以下であった。また、この 0.4kαl/molという値は、共有結合二量体と非共有結合

異種二量体との聞のMGHSの差 (2.3-1.1= 1.2 kαl/mol)、やMGG3.-¥の差 (1.9-1.2=0.7

kαl/mol)よりも小さいものであり、仮に二量体形成部位の構造の違いが二量体ペプチドの

塩基配列識別能の差に有為に影響をおよぼしているならば、前者の値の方が大きくなるとも考

えられる。以上の議論をもとにすると、ペプチドが今回のように N末端と C末端で二量化し

ている場合、二量体形成部位の構造の違いが二量体ペプチドの塩基配列識別能に大きく影響を

およぼさないと推測されるが、この点については同じ構造の二量体形成部位をもっ共有結合お

よび非共有結合二量体を用いてさらに検討する必要があるだろう。

2種類の非共有結合二量体のうち、滴定曲線の比較から明らかであったように、同種二量体

はハーフサイト内の変異に対して抜群に高い識別能をもつことが、 MGの値からも示された。

この結果から、二量体形成という平衡反応に加えて、ペフチドの構造変化という別の平衡反応

を存在させることで、二量体ペプチドの塩基配列識別能が劇的に上昇することが明らかとなっ

た。
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第三節 ペプチドの構造変化と二量体ペプチドの塩基配列識別能の相関

前節では、二量体形成に伴うペプチド単量体の構造変化という別の平衡反応を存在させるこ

とで、二量体ペプチドが、ペプチド部分が直接結合するハーフサイト内の 1塩基対の変異に対

しでも高い識別能を発揮するという、興味深い知見が得られた。では、この構造変化の平衡の

偏り、すなわち環状構造の安定性が変わることで、ペプチド二量体の塩基配列識別能は変化す

るのであろうか。

この点について検討するために、 G3AdCdペプチドを設計、合成した (Fほure2-8 A)。

G3AdCdもGCN4ペフチドの N末端にアダマンタン、 C末端にs-シクロデキストリンを有

するので、 GAdCdと同様に、環状構造と部分的α-ヘリックス構造の問で平衡状態にある。

G3AdCdでは、 GAdCdとは2残基分ずれた位置にアダマンタンを側鎖にもつリジンが導入

されているのだが、その結果、 GAdCdの場合よりも構造変化の平衡反応が部分的α-ヘリック

ス側に偏っていた。とのことは、この 2種類のペプチドと、そこからs-シクロデキストリン

を除いた構造をもっペプチド (GAdおよび G3Ad)の CDスペクトルを測定することによっ

てわかった (Fほure2-8 B) 0 CDスペクトルの 220nmでの[θ]値の絶対値と、その波長付

近でのスペクトル形状から溶液中のペフチド構造のヘリックス性を評価できる。 G3AdCdの

CDスペクトルは、 222日孔付近でヘリックス構造特有の極小値をもち、ペプチドのヘリック

ス性の指標となる 222日nでの[θ]値の絶対値が 13000程度であるのに対して、 GAdCclで

はスペクトル形状が同様の波長付近でフk平になってはいるが下向きのカーブ、にはなっておらず、

222日nでの[8]値の絶対値も 8000程度しかなかった。この 222目立での[8]値の差は、両

ペプチドの環状構造のヘリックス性、部分的α-ヘリックス構造のヘリックス性、そして両構造

の存在比率に依存するのだが、 23残基のペプチドである GAdCdとG3AdCdの環状構造には

ほとんどヘリックス性はないと考えられる。また、 s-シクロデキストリンを除いた構造をも

っペプチド (GAdおよびG3Ad)は222日nにおいでほぼ等しいθ値を示したことから、GAdCd

とG3AdCdの部分的α-ヘリックス構造のヘリックス性は同程度であると考えられる。よって、

GAdCdとG3AdCdの222日立での[θ]値の差は、環状構造と部分的αーヘリックス構造の存
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X = Lys(Ad)， Z = Cys(Cd) 
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X = Lys(Ad)， Z = Cys(Cd) 
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Figure 2・8(A) Structures and amino acid sequences for GAdCd and G3AdCd. (B) 

Circular dichroism spectra of GAd and GAdCd (left)， and G3Ad and G3AdCd (right). 
Spectra ofthe basic region peptides possessing only the adamantyl group (GAd and 

G3Ad， solid lines) and both s-cyclodextrin and the adamantyl group (GAdCd and 
G3AdCd， broken lines). 
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在比率を反映しているといえる。ここで新たに合成したG3AdCdの構造変化の平衡は、GAdCd

よりも部分的αーヘリックス側lご偏っていることが示されたわけである。

次にG3AdCdとGAdCdの塩基配列j靭IJ能を比較した (Fほure2-9)。ここでも、第2節

で用いた4種類の塩基配列 DNAについて検討した。 T2DNAに対しては、両ペプチド二量

体とも同程度の親和性を示したが、 GAdCdが全く結合しなかったハーフサイト内に変異を

もっHSDNAやG3ADNAに対してG3AdCdは二量体で結合していた。以上の結果から、

GAdCd二量体ペプチドの高い塩基配列識別能の起源は、ペプチドの構造変化という平衡反応

が存在することに加えて、構造変化する前の環状構造の安定性が高いことであることがわかっ

た。
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Figure 2・9 Semilogarithmic plots showing the仕actionsof 32P-labeled T2 

(open circles)， G3A (filled circles) and HS (open triangles) bound to the 

G3AdCd dimer as a function of peptide concentration. The solid curves 

represent the best fit for the titration data obtained as described in 

Experimental Procedures. 
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総括

本研究では生体分子聞の識別能を支える要因を探求することを目的とした。この識

別の過程で、複数の生体分子による協同的な複合体形成みられることから、協同的複

合体形成を支配する要因について知ることは、生体分子問の識別機構を理解する上で

基礎的な知見を提供すると考えられた。そこで筆者は、協同的複合体形成をともなう

生体分子問の識別について調べるために、天然の生体分子問の相互作用に存在する複

雑な要因を含まない一方で、天然の生体分子と同等の分子認識能を有する分子群とし

て、 2つの DNA結合ペフチドにホストゲスト相互作用を導入した二量体ペプチドを

設計した。本研究では、この非共有結合ペプチド二量体に加えて、有機鋳型分子を二

量体形成部位に有する共有結合ペプチド二量体について、 DNAとの複合体形成を調べ

ることで、 ( 1 )二量体形成部位の熱力学的安定性および(2 )二量化部位の会合平

衡が、ペプチド二量体-DNA複合体形成時にみられる協同性、および二量体ペプチド

の塩基配列識別能にどのような影響を及ぼしているかについて検討した結果、以下の

ような興味深い知見を得た。

二量体ペプチドと DNAの複合体形成におけるこ量体形成部位の熱力学的安定

性の役割 (57)

二量体ペプチドでは、ペプチドに導入するゲスト分子の種類を変えることで、 二重

体形成部位の安定性が異なる二量体ペプチドを得ることができる。本研究では 5種類

の二量体ペプチドを用いて、それぞれの二量体の熱力学的安定性が、二量体ペプチド

の協同的 DNA結合と塩基配列識別に及ぼす影響について検討を行った。その結果、

二量体ペプチドが特異的な塩基配列 DNAに対して協同的に結合し、安定な DNA複合

体を形成するためには一定値以上の二量体の熱力学的安定性が必要であることがわか

った。一方で、二量体の安定性が高いほどタンパク質二量体と特異的 DNAの複合体

の安定性が高くなるわけでないことも明らかとなった。また、二量体形成部位にしき
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い値以上の熱力学的安定性を有する 2種類の二量体ペプチドで DNA塩基配列識別能

の差がみられた。その識別能の差が非特異的塩基配列 DNAに対する、両ペプチド二

量体の親和性の差に起因することが示された。

非共有結合および共有結合により二量体を形成したペプチドの DNA塩基配列

認識 (58)

複合体の安定性はそれぞれの分子問の会合平衡によって支配されていると考えられ

るが、その会合平衡の存在が複合体形成における協同性発現や分子問の識別において

どのような役割を果たしているのだろうか。この問題を追求するために、ホストゲス

ト錯体形成を介して非共有結合で二量化する二量体ペプチドと、 2分子の DNA結合

ペプチドを有機鋳型分子を介して共有結合で二量化するこ量体ペプチドの DNA相互

作用を比較した。その結果、二量体形成を非共有結合によって平衡反応にすることで、

より小さいペプチド濃度変化で二量体ペプチドの DNA結合が完了し、二量体ペプチ

ドの DNA塩基配列識別能が上昇することが示された。さらに、単量体ペプチドに DNA

結合性および DNA非結合性の 2つの構造の平衡を存在させることで、二量体ペプチ

ドが協同的に DNAに結合する際の塩基配列識別能が上昇することがわかった。この

結果は、実際のタンパク質でも塩基配列識別能に構造変化という要因が重要な役割を

果たしている可能性を提示するものである。

これまでの研究では複数のタンパク質の塩基配列識別において、 DNA-タンパク質

問相互作用の重要性が注目されていたが、本研究では DNAとは直接相互作用しない

タンパク質問相互作用も、協同的な複合体形成や複数のタンパク質の塩基配列の識別

に重要な役割を果たしていることを示された。これらの知見は、タンパク質による DNA

塩基配列の識別に限らず、生体機能の制御に関わる生体分子問の相互作用を理解する

上で重要な概念を提示すると考えられる。
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実験の部

第一章に関する実験

試薬

側鎖を保護した Fmoc(9-fl uoreny lme thoxycarbony 1)アミノ酸と PyBOP(Br0I110-

tris-pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphate)は)Jovabiochemから、 HOBt(1-

Hydroxylコenztriazole)はナカライテスクから、 FlTIOC-P AL -PEG樹脂は PerSeptive

Biosystemsからそれぞれ購入した。ナカライテスクから購入したジメチルホルムアミドを水

素化カルシウムで乾燥した後、ニンヒドリン (4-5g)を加え減圧蒸留した。モレキュラーシ

ーブス 4Aを加えて保存した。DNA合成用の NucleosidephosphoramiditeはPerSeptive

から、 N-Hydroxysuccinimidyl-6-(biotinamido) hexanoateは¥Tector Laboratories， Inc. 

から、 T4ポリヌクレオチドキナーゼは NewEngland Biolabから、[y--32P]Adenosine-5'-

triphosphate (>6000 Ci/ mmol)はAmershamからそれぞれ購入した。アミノ酸分析用のAccQ

Taq Chemistry PackageはWatersから購入した。すべての実験にて?、t1illi-Q水を用いた。

他のすべての試薬は精製せずにそのまま用いた。

装置

逆相 C-18カラム (20x 250 mm，じltronVX-Peptide， Sin¥va Chemical InclustDァ)はペ

プチド精製用に用いた。分析用には、逆相 C-18カラム (4.6x 150 mm，じltronVX -Pcpticlc， 

Sinvva Chemical Industry)を用いた。オリゴヌクレオチドは逆相 C-18カラム (6x 150 mn1， 

Ultron VX-Nucleotide， Sinwa Chemical Industry)を用いて精製した。表面プラズモン共

鳴スペクトルは PharmaciaBIAcore2000 biosensorを用いて測定した。イオンスプレー式質

量分析は Perkin-ElmerSciex API IIIを用い、陽イオンモードで測定した。

GCN4塩基性領域由来ペプチドの合成

Fmoc固相合成法によって化学合成した。樹脂は Fmoc-PAL-PEGresin (0.16mmol/g) 

を用いた。縮合は、樹脂に対して 2.5当量の Fmocアミ ノ酸、2.5当量の HOBt、2.5当量の

PyBOP、そして 3.75当量の N-メチルモルフォリンを加え、30から 60分撹枠することでお

こなった。但し、カルボキシル基が Pfp基で活性化されている Fmocアミノ酸を用いる場合

はHOBtだけを加え、 Dhbt基で活性化されている Fmocアミノ酸を用いる場合は他には他に

-50-

何も加えずに縮合反応をおこなった。 X 末端のアミノ酸の Fmoc 基を脱保護した後、~- アセ

チルイミ夕、ゾールをもちいてぺフチドの N末端をアセチル化した。反応の進行は、各縮合反

応終了後、カイザーテストで確かめた。樹脂からの切り出しおよび脱保護は、氷上、窒素雰囲

気下にて、 TMSBr(1.35 mL)、チオアニソール(1.2mL)、エタンジチオール (0.6mL)、

m-クレゾール (0.2mL)を縮合後の樹脂に加え、氷上にて 3時間撹枠した。ろ過後、樹脂

をトリフルオロ酢酸で洗浄し、ろj夜を減圧濃縮した。氷上にて水を加え 30分間撹枠し、エー

テル抽出で精製した後、ゲルろ過 (G-10Sephadex， 5% 酢酸-水)を行ない、最後に逆相

クロマトグラフィー(移動相A、0.1% トリフルオロ酢酸-水 ;移動相 B、0.1% トリフルオ

ロ酢酸-水/50%アセトニトリル;グラジエント、 50-75%移動相 B(40分):流速、

6mL/min)で精製した。

ホストペプチド (GCd) の合成

Mono-[6-0-tosyl]-s-cyclodextrin (1)の合成

ピリジン (50mL) に溶かしたβシクロデキストリン (5.7g，5mmol)に室温にて p-トル

エンスルフォニルクロリド (478mg， 2.5mmol)を加え、室温で 2時間撹作した後に、減圧

濃縮した。残さに氷水 (50mL) を加えた後、析出した結晶をろ過し、氷水で洗浄した。再結

晶(水)を行ない、 1(2.2 g， 36%)を得た。

Mono-6-deoxy-6-iodo-s-cyclodextrin (2)の合成

ジメチルホルムアミド (10mL) に溶かした 1 (2.0 g， 1.5 mmol)を、アルゴン雰囲気下

にてヨウ素化ナトリウム (2.5g， 6.0 n1mol)に加えた。遮光し、 700Cに加熱しながら 4時間

撹枠した。室温まで冷却後、ゲルろ過 (SephadexG-10、5%酢酸)で精製した。発色試験(硫

酸 :アニスアルデヒド:エタノ ール:酢酸=2.5: 90 : 2.7 : 1)で陽性のフラクションを集め、

減圧濃縮後、再結晶(水:エタノール=2: 1)を行ない、 2 (1.1 g， 59%) を得た。

GCdの合成

リン酸二ナトリウム溶液 (0.5ivl， pH 9.0， 400μL)、ジメチルホルムアミド (400μL)、

水酸化ナ トリウム(11¥t1， 60μL)に溶かした 2 (124 mg， 100 mmo1)に、氷上および窒素雰

囲気下にて、水 (200μL) に溶かしたGCN4ぺフチド(10mg) を加え、撹枠した。反応の

進行を逆相ク ロマ トグラフィー (0.05% トリフルオロ酢酸、10-40% アセ トニトリル)で

確認した後、2-メルカプ トエタノール(100μL)を加えて撹砕した。15分後、酢酸 (100μL)

を加えて pH 試験紙で酸性を確認後、ゲルろ過 (G-10Sephadex : 5% 酢酸-水)を行なっ

た。ニンヒドリン発色したフラクションを回収し、逆相クロマトグラフィー(移動相 A、0.05%



トリフルオロ酢酸-水;移動相 B、0.05% トリフルオロ酢酸-水/50%アセトニトリル;流

速、 5mL/min:グラジエント、 20-80%B(35分))を行ない、回収したフラクション(溶

出時間、 18分)をトリエチルアミンで中和した後、生じた塩を Sep-pakC-18カラムで除い

た。凍結乾燥し GCd(5.5 mg， 38%)を得た。この固体を pH8の 1/10xTE緩衝液 (10n1I¥tI 

Tris-HCl、1mM EDTA)に溶かし、アミノ酸定量分析によって濃度を決定した。最終生成物

の同定は lH-~~lR、アミノ酸分析およびイオンスプレー式質量分析によって行なった。

各種ゲストペプチド (G23Ad，G23NAd， G23NrA， G23Nb， G23Ch) の合成

九T-(bromoacetyl)-l-aclamantanemethylamine(3)およびブロモアセチル化した各穐ゲスト

分子のアミン体

ジクロロメタン (8mL)に溶かしたブロモアセテート (2.8g， 20 n1n101)に、氷上にてジ

クロロメタン (8mL)に溶かした DCC(ジクロロヘキシルカルボジイミド:10 n1111(1)を加

えて 2.5時間撹枠した後、吸引ろ過を行なった。冷ジクロロメタンで洗い、 j戚圧濃縮した後、

ジメチルホルムアミド (8mL)を加えた。そこに、ジメチルホルムアミド (8mL) に溶かし

たアダマンタンメチルアミン (100mg， 1.2 mmol)を加え、室温にて 30分間撹枠した後、 4

-ジメチルアミノピロリドン (0.15g， 1.21 mmol)を氷冷下にて加えた。反応液が黄色から

赤紫色に変化した後に、室温に戻しさらに 1時間撹枠した。吸引ろ過および減圧濃縮後、ジク

ロロメタン(10mL)を加え、炭酸水素ナトリウム (4%)、クエン酸(10%)で洗った。有

機層を分離した後、硫酸マグネシウムで乾燥し、減圧濃縮した後に、シリカゲルクロマトグラ

フィー(ジクロロメタン)によって精製し、 3(95.0 mg， 27.4%)を白色の油状物質として得

た。他のブロモアセチル化した各種ゲスト分子のアミン体は、アダマンタンメチルアミンのか

わりに、アミノアダマンタン、アミノノルアダマンタン、 2-アミノエチルノルボルナン、シ

クロヘキシルアミンを用いて、合成した。

G23Adおよび各ゲス トペプチド

リン酸緩衝液 (pH9.0，0.5 M， 600μL) と水酸化ナトリウム(1~， 50μL) を混ぜた溶液

に、うt<l:、窒素雰囲気下にて、ジメチルホルムアミド (200μL)に溶かした 3(1 7 mg， 60 111n101) 

を加えた後、さらに、水 (200μL)に溶かした GCI'¥4ペプチド(10mg，3.6 mmo1)を加え、

1 時間撹枠した。反応液に 2-メルカプトエタノール(100μL)を加えた後、酢酸(100μL)

をくわえ、ゲルろ過 (SephadexG-10， 5%酢酸-水)によって精製した。ニンヒドリン反応

のあるフラクションを回収し、逆相クロマトグラフィーで精製し、 G23Acl(8mg， 74%) を得

た。他のゲストペプチドも 3のかわりに、ブロモアセチル化した各種ゲスト分子のアミン体を

用いることで合成した。最終生成物の同定は lH-NMR、アミノ酸分析およびイオンスプレー

式質量分析によって行なった。

ピオチン化したホストペプチドの合成

GCN4塩基性領域由来ペプチドの合成時の0J-アセチルイミダゾールのかわりに、入L

Hydroxysuccinimidyl-6-(biotinamido) hexanoateをペプチドの N 末端に縮合した。脱保

護および精製後、 GCclの場合と同様に十シクロデキストリンを C末端に修飾した。

二量体形成部位の解離定数の測定

BIAcore biosensorの操作原理はすでに報告されている (31)。 トリス緩衝液 (20m.¥l 

Tris-HCl， 150 mivf KCl)を測定時およびサンプル調製時に用いた。N 末端をビオチン化した

ホストペプチドを、ストレプトアビジンでコートされたセンサーチップ (SA，Phannacia 

Biosensor)上に、レスポンス・ユニットが約 800になるまでインジェクトした。また、セン

サーチップ表面に対するゲストペプチドの吸着量を測定するために、ビオチンを固定化したセ

ンサーチップも用意した。測定は、 6通りの濃度の各種ゲストペプチドの溶液(1， 2，5，10，20，

50μM)を 12分間流路に流した後、 トリス緩衝液を 18分間流すことで行なった。流速は毎分

30μLであり、測定時の温度は 10
0

Cに設定した。毎回の測定の後、 トリス緩衝液に溶かし

たs-シクロデキストリンをインジェク卜して、センサーチップ上に結合したゲストペプチドを

除き、次の測定を行なった。

データの解析は BIAevaluationversion 3.0を用いた。得られたすべてのセンサ一グラムか

ら、ビオチンが固定化されているセンサーチップから得られたセンサ一グラムを差し引いて解

析を行なった。ゲストペプチド濃度に対して平衡時のレゾナンス・ユニットをプロットし、 l

エ

R=(町nax. C) / (I(dl + C) [lJ 

を用いて最小二乗法で、解析を行ない、解離定数を算出した。 R は平衡時のレスポンス・ユニッ

ト、Rmaxはレスポンス・ユニットの最大値、そして Cはゲストペプチドの濃度である。

オリゴヌクレオチドの合成

オリゴヌクレオチドは PerSeptive社の DNA合成装置を用いて回相フォスファアミダイド

法により合成した。縮合後、 20%アンモニア水によってカラムから切り出し、 550Cで 8時間

放置した。減圧濃縮後、じltronVX -Nucleotideカラムを用いて、逆相クロマトグラフィーで

精製した。溶出はトリエチルアミンー酢酸緩衝液 (pH7.0， 0.1 M)中、 5-30%アセトニトリ

ルの直線濃度勾配 (40分、流速毎分 1mL)で行なった。減圧濃縮後、酢酸 (80%) を加えて

30分間室温に放置下後に、さらに減圧濃縮を行ない、最後に逆相クロマトグラフィーで精製

した。凍結乾燥後、 pH8の 1/10xTE緩衝液(10mM Tris-HCl、1mM  EDTA) に溶かし

た。
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ゲルシフトアッセイ

オリゴヌクレオチドの 5'末端標識

[y一:32PJATP(>6000 Ci/mmol)と T4ポリヌクレオチドキナーゼ (Takara) を用いて、オリ

ゴヌクレオチドの 5'末端の放射標識反応を行なった後、 Sep-pakで精製した。減圧濃縮後、 4

倍当量の相補鎖の非標識オリゴヌクレオチドを加え、アニーリング反応条件ド (25 ln~1 Tris-

HCl， 100 mM  :¥'aCl， 1 mM  EDTA (pH 8.0)) にて、 850Cで 1分開放置後、室温に徐冷した。

て D~A の濃度を示す。 CGD はペプチド二量体-D~A 複合体の濃度を、 [GJ 、 [CJ t 、 そして[DJ t

は、反応溶液中に存在するすべての各ゲストペプチド、 G23Cd、そして D~A の濃度を示す。

κ1Iおよび K【12はペプチド一二量体およびペプチド二量体-D:¥A複合体のそれぞれの解離定数

を表している。等式 7と8から得られる、

!(cl11(cl2 = [GJ[CJ[DJ/[CGDJ 

に等式 6を代入し、次式を得た。

[9J 

ゲルシフト電気泳動

標準的な反応は、結合反応条件下 (20ml¥1 Tris-HCl (pH 7.6)， 4 m~1 KCl， 2 m~1 l¥lgC12， 1 

m:.v1 EDTA (pH 8.0)， 6% sucrose) にて、様々な濃度のホストペプチドとゲストペプチド、お

よび約 20p:.v1の 5'末端標識した 2本鎖オリゴヌクレオチドを加えた全量 20μLの溶液内で行

なった。すべての結合反応において、ホストペプチドとゲストペフチドの濃度が等しくなるよ

うに設定した。各温度で 30分間放置した後、各反応溶液の 8μLを 10%非変性アクリルアミ

ドゲル(アクリルアミド:ビスアクリルアミド=29: 1) に直接ロードし、各温度で TBE緩

衝液中 (20mM  Tris-HCl， 20 m:tvl boric acid， 0.1 m}.1 EDTA) にて電気泳動を行なった。電

気泳動は、 ATIO社の AE-6410gel boxesキットで行ない、泳動温度は、水-メタノール混

合液の循環による温度コントローラーによって制御した。泳動後のゲルを、Bio-Rad社の Model

583Gel Dryerで乾燥した後、-700Cで約 12時間X線フィルム (FujiMedical X -ray Films RX) 

に感光させた。

[CGDJ = [GJ[CJ[DJ /(Kcl1 Kd2 + [GJ[CJ) 

等式4と5をあわせて、

[CGJ = [GJ + [CJ -[GJ一[CJ-2[CGDJ 

[10J 

「

l
i
J

1
t
i
 

--ム
「
1
1
1
」

を導いた。本結合反応条件では[CJt>>[CGDJかつ[GJt>>[CGDJなので、 [CJt-[CGDJと[G]t-

[CGDJはそれぞれ、 [CJと[GJtに等しいとすると、等式 11は

2[CGJ = [GJ + [CJt -[GJ -[CJ [12J 

と近似できる。ここに等式 7を代入することで

2[GJ[CJ/ Kll = [GJ t十 [CJt -[GJ -[CJ [13J 

を求め、さらに本実験条件に基づいた等式、 [GJt= [CJtおよび[GJ= [CJを代入して

[GJ 2 + Kcll [GJ -Kcll [GJ = 0 

を求め、さらに変形して、

[GJ = {-!(c1 1 十 (I~11 2 + 4 1~ ll [GJ t)1 2}/2 [15J 

を得た。二量体ぺフチドが結合している D:¥Aフラクション (θ) は

[14J 

。=[CGDJ / [DJ t [16J 

ゲルシフト電気泳動データの解析

現像したフィルムを、 DeskscanIIと :¥IH-image(¥Tersion 1.55) で解析し、各バンドの

濃さを定量した。G23Cd、ゲストペフチド、そして D:¥Aの 3因子からなる複合体形成は次の

平衡反応によるものとして解析した。

!(dl 

CG 二二三 C + G [2J 

と表されるので、ここに、等式 10と15および[GJ= [CJを代入することで、

。=[CJ[GJ / (1¥11 1{c12 + [GJ[CJ) 

= [G]2 / (ベ1Iκ12 + [GJ2) 

= 1/[1 + 2 1{cl2/{広11+ 2[GJt一(1(112+ 4 Kc11 [GJ t)1/2}J [17J 

を導いた。 κ12 の値は、ゲルシフト電気泳動から得られたθ値を、理論式 17 を用いて、非 IA~線

最小て乗法で求めた。各ペプチド二量体の κ1Iの値には Table1-1の値を導入した。解析ソフ

トにはほolPro2.02 (Wave~letrics Inc.， Lake OS¥A/ego OR) を用いた。K12 
CGD三一:0.. CG + G [3J 

また、この平衡関係において、以下のような関係式が成り立つ。

[GJt=[GJ + [CGJ + [CGDJ [4J 

[CJt=[CJ + [CGJ + [CGDJ [5J 

第二章に関する実験

[DJt=[DJ + [CGDJ 

I乞11=[GJ[CJ/[CGJ

[6J 

[7J 

共有結合二量体 G2RDHPの合成

引用文献 24の実験項に基づいて合成した。ただし、鋳型分子との縮合において、 Figure2-

2に示したようにシステインの位置が異なる 2種類の GCN4の塩基性領域由来ペプチドを用い

た。

!{d2=[CGJ[DJ/[CGDJ [8J 

G、C、そして D はそれぞれ、反応溶液中に単独で存在する各ゲストペプチド、 G23Cd、そし
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非共有結合同種二量体 (GAdCd，G3AdCd) の合成

Xα-Fmoc-Nt:-adamantyl-L -lysineの合成、 GAdおよび G3Aclの合成、そして GAclCd

および G3AdCdの合成は、引用文献 11に従っておこなった。

ゲルシフトアッセイ

オリゴヌクレオチドの 5'末端標識およびゲルシフト電気泳動

第 1章に関する実験でのゲルシフトアッセイの方法に準じて行った。

ゲルシフト電気泳動データの解析

現像したフィルムを、 DeskscanIIと NIH-image(version 1.55) で解析し、各バン ドの

濃さを定量 した。

(1)共有結合ぺフチド二量体と DNAからなる 1: 1複合体形成の場合

結合反応は次式に従う。

Kcl 

PDミ=士 P + D [18J 

KI = (P) (D) / PD [19J 

P、D、PDはそれぞれ共有結合ペプチド二量体、 2本鎖 DNA、ペプチド二量体-D:¥TA 複合体

を表し、 Kclはこの平衡反応を支配する解離定数を意味する。ペプチド二量体が結合している

D:¥TAフラクション (8)

。=[PDJ /( [DJ + [PDJ) 

に等式 19を代入すると、

。=[Pl / (凡+[PJt ) 

[20J 

[21] 

が求まる。[PJtは共有結合ペプチド二量体の全濃度である。KIの値は、ゲルシフト電気泳動か

ら実験的に得られたθ値を理論式 21に代入し、非直線最小二乗法で求めた。解析ソフトには

IgolPro 2.02 (WaveMetrics Inc.， Lake Os¥vego OR) を用いた。

(2)非共有結合ペプチド異種二量体と DNAからなる 2: 1複合体形成の場合

第 l章のゲルシフ ト電気泳動データの解析法と同様に行った。

(3)非共有結合ペプチド同種二量体と DNAからなる 2:1複合体形成の場合

結合反応は次式に従う。

Kcll 

G2 ~さ 2G [22J 
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Kcl2 

G2D ぇ七ごさ G2 十 D 

また、この平衡関係において、以下のような関係式が成り立つ。

[GJ= [GJ + 2[G2J + 2[G2DJ 

[Dl = [DJ + [G2DJ 

Kd1 = [G]2 /[G2J 

[23J 

[24J 

[25J 

[26J 

Kd2= [G2J[DJ/[G2DJ [27J 

[GJおよび[DJ はそれぞれ、 反応溶液中に単独で存在するペプチドおよび D~A の濃度を示す。

G2D はペプチド二量体 -DI¥'A 複合体の濃度を、 [GJおよび[DJtは、反応溶液中に存在するペ

プチドおよび DNi¥の全濃度を示す。Kcllおよび Kcl2はペプチド二量体およびペプチド二量体

-DNA複合体のそれぞれの解離定数を表している。等式 26と27から得られる、

Kcll Kcl2 = [GJ2 [DJ/[G2DJ [28J 

に等式 25を代入し、次式を得た。

[G2DJ = [G]2 [DJ t/(KIl ~12 + [GJ2) [29J 

本結合反応条件では [GJt>> [G2DJなので、 [GJt-[G2DJは [GJtに等しいとすると、 等式 2-1

は、

[G2J = ([Gl -[GJ -2[G2DJ) / 2 

= ([Gl -[GJ) / 2 

と近似できる。 ここに等式 26を代入することで

2 [GJ2 / Kll = ([Gl -[GJ) / 2 

を求め、さらに変形して、

[30J 

[31J 

[GJ = {-Kcll + (J(cll 2 + 16 !(c11 [GL)1/2}/8 [32J 

を得た。二量体ぺフチドが結合している DNAフラクション (θ)は

。=[G2DJ / [DJ l [33J 

と表されるので、ここに、等式 29と32および[GJ= [CJを代入することで、

。=[GJ2 / (Kcl1 Kω+ [G]2) 

= 1/[1 + 8 Kcl2/{ KIl + 4[GJ l一(Kcl1
2+ 8 Kcll [GJ t)1/2}] [34J 

を導いた o Kcl2の値は、ゲルシフト電気泳動から得られたθ値を、理論式 34を用いて、非直線

最小二乗法で求めた。各ぺフチド二量体の κ11の値には Table1-1の値を導入した。解析ソフ

トには IgolPro2.02 (WaveMetrics Inc.， Lake Oswego OR) を用いた。

円二色性偏光 (CD) スペクトル測定

日本分光社の J-720spectrometerを用いて CDスペクトルを測定し、このとき同社の

PTC-343 temperature controllerによって、セルを 40Cにて一定に保った。1mmセルを用

いた。測定条件は、波長範囲 :200-300 nm、感度:200 mdeg、解像度:1 nm、積算回数:
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32回、バンド幅:1 nm、レスポンス:0.5sec.、スキャン速度:100nm/minとした。測定用

溶液の測定は、 20mM  Tris-HCl (pH 7.5)、4m:¥1 KCl、2mJ¥1 rv1gC12、1111M EDTA (pH 8.0)、

そして 4μMペプチドとした。
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