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研究成果の概要（和文）：様々な生理作用を有する一酸化窒素と親和性の高い金属錯体の配位子

に、らせん構造をとるペプチドを伸長し、３本のペプチドからなるナノメートルサイズの空洞

を形成することに成功した。この空洞の熱安定性はペプチド長により制御可能であり、２２残

基のペプチドで約３７度まで空洞は安定であった。また、金属イオンが一酸化窒素と結合する

ことによりこの空洞は崩壊した。これらの性質により、熱や一酸化窒素により薬物を放出でき

るドラッグデリバリーシステムのキャリアとしての利用可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：We succeeded in developing an iron complex that can make a three 
helix bundle structure with helical peptides attached to the dithiocarbamate ligand.  
This iron complex has high affinity toward nitric oxide.  Thermal stability of the bundle 
structure can be controlled by the peptide length and the bundle is stable at around 37 °C 
with 22 amino acid residues.  Moreover, the bundle is collapsed with the nitric oxide 
binding to the iron ion.  These results suggest that this complex can be used as a carrier 
for drug delivery system that responds to inflammation and nitric oxide. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 環境中の酸素、一酸化炭素、一酸化窒素
(NO)などの小分子濃度を感知するセンサー
機能を有する金属タンパク質が次々と発見
され、精力的に研究が行われていた。これら

のセンサータンパク質の共通の特徴として、
金属中心に小分子が結合することでタンパ
ク質全体の構造変化を引き起こし、その構造
変化がトリガーとなって下流にシグナルが
伝わることで遺伝子発現などの調節を行っ
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ていることが挙げられる。 
 
(2) 研究代表者らは、様々な生理作用を有す
る内因性 NO の捕捉検出試薬として、NO と
高い親和性を有する鉄—ジチオカルバメー
ト(Fe-DTC)錯体を用いた研究を行ってきた。
この NO 錯体形成反応では、八面体型の
Fe(DTC)3錯体は NO と結合することで DTC
一分子が脱離し、四角錐型の NO-Fe(DTC)2
錯体へと構造変化することがわかっていた。 
 
(3) 1990 年代初めより、金属イオンと短いペ
プチドを利用した人工金属タンパク質構築
に関する研究が始まっており、近年では金属
イオンを利用した自己集積型ペプチド構造
体の構築に関する発表が散見されるように
なっていた。 
 
(4) (1)~(3)の内容を踏まえ、NO の結合により
大きな構造変化を生じるセンサータンパク
質のモデルが構築できる、と考えたのが本研
究である。タンパク質のモデルとしては、多
くの天然のタンパク質にも見られるヘリッ
クスバンドル構造をモチーフとして、錯形成
とともに Three-helix bundle 構造を形成す
るペプチドとFe-DTC錯体のコンジュゲート
の設計より研究を開始し、DTC の一種である
N-(Dithiocarboxy)sarocosine(DTCS)のカル
ボキシル基にペプチドを伸張したDTCS-NH 
-AEQLLQEAEQLLQEL-COOH の配列を有
する peptide-DTCS を用いると、鉄イオンの
共存下でヘリックスバンドル構造となるこ
と、また、このヘリックスバンドル構造は
Fe-DTC 錯体への NO の結合による鉄錯体部
位の構造変化により崩壊することがわかっ
ていた。さらに、この構造遷移を、バンドル
構造内部の疎水性部位に取り込ませた
1-anilino-naphthalene-8-sulfonic acid (AN 
S) の蛍光強度により測定したところ、nM オ
ーダーのNOが検出できることがわかってい
た。 
 
 
２．研究の目的 
本研究開始時には、ペプチド部分の合目的デ
ザインによりNOの結合によるスイッチ機能
を有する人工タンパク質及び新機能性分子
の構築を目指し、基礎・応用のデータを蓄積
することを目的とした。具体的には以下の４
つのテーマについて検討する予定であった。 
(1) ヘリックスバンドル構造の安定性の検討 
(2) ペプチド部位の機能化 
(3) ペプチド C 末端の機能化 
(4)ドラッグデリバリーシステム(DDS)とし
ての利用 
 
３．研究の方法 

 前項で記した４項目を実行する予定であ
ったが進捗状況などにより、実際には以下の
２点に絞って研究を行った。 
 
(1) ヘリックスバンドル構造の安定性の検討 
 本研究の応用面での最終的な目的の１つ
は、本錯体が作り出すナノサイズのキャビテ
ィ（three-helix bundle 構造の内部空間）を
DDS のキャリアとして使用することである。
そのため、体温付近の約 37°C でもバンドル
構造が崩壊（図１）しないように、熱安定性
を上昇させる必要がある。最初に合成した基
本となる 15 残基（AEQLLQEAEQLLQEL）
の崩壊温度を基に、アミノ酸の繰り返し回数
を変えることで、崩壊温度がどのように変化
するかを調べた。崩壊温度は、疎水性環境下
で蛍光強度が増す ANS をプローブとして、
蛍光強度の温度変化をモニターすることに
より求めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図１ ヘリックスバンドル構造と 
その崩壊 

 
(2) バンドル構造内部の修飾 
  バンドル内部のキャビティを機能化する
端緒として、アミノ酸配列を変更して、フル
オレセインを共有結合により導入し、ペプチ
ド部位の動的特性をフルオレセインの蛍光
により評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1)15 残基ペプチドコンジュゲートの性質 
 図２に FeCl3のみ（10 µM; ◆）、15 残基ペ
プチドジチオカルバメート配位子(15pep- 
DTCS)のみ（30 µM;◆）、FeCl3（10 µM）
と 15pep-DTCS（30 µM）を混合したとき(◆)
の ANS（10 µM）の蛍光強度の時間変化を示
す（エタノール中、10°C）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

図２ ANS 蛍光強度の時間変化 



FeCl3のみや 15pep-DTCSのみを溶解したと
きには蛍光強度の時間変化は見られず、鉄３
価イオンと配位子を共存させたときのみ蛍
光強度が徐々に上昇し、一定値に達すること
から、錯形成とともに、疎水性ポケットの形
成、すなわちバンドル構造の形成が起こって
いることがわかる。 
 また、ANS 蛍光強度の温度依存性を調べた
ところ、温度の上昇とともに蛍光強度が減少
した。一般に、蛍光物質の蛍光強度は温度が
上昇すると弱くなるが、観察された結果は単
純な温度の上昇による減少以上に、強度が減
少していた。このことから、温度の上昇とと
もにバンドル構造が不安定化していること
が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図３ ANS 蛍光強度の温度依存性 
  エタノール中 Fe(15pep-DTCS)3 10 µM,  
  ANS 10 µM 
        
 図３に温度を 30°C から 0°C へ、さらに
30°Cへと連続的に変化させたときのANS蛍
光強度変化を示す。この温度サイクルを複数
回行っても、同様のヒステリシス曲線を描い
た。この結果は ANS が（バンドル構造は崩
壊せず維持されたまま）単なる熱平衡でバン
ドル構造内部に出入りしているのではなく、
高温になるとバンドル構造が崩壊し、低温に
することにより再構成されることを示して
いる（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ Three helix bundle 構造の 
可逆的構造形成—崩壊 

 
 また ANS の蛍光強度が半分になる温度を
崩壊温度 Tc と定義すると、温度変化の結果
より Tc = 26.8°C であった。 
 
(2) バンドル構造安定性のペプチド長依存性 
 (1)で記した 15pep-DTCSは 15残基のペプ
チドを有しており、最大４ターンのヘリック

スを巻いている可能性がある。バンドル構造
の安定性をもたらしている最大の要因は、バ
ンドル構造内部に向いた疎水性アミノ酸側
鎖間の疎水性相互作用であると考えられる。
そこで、アミノ酸残基数を変えてヘリックス
ターン数を変更し、同様の方法で Tc を求め
た。 
 AEQLLQEAEQLLの12pep-DTCSを配位
子として用いたときは、Tc = 20.5°C、
AEQLLQEAEQLLQEAEQLLQELの 22pep 
-DTCS を配位子として用いたときは、Tc = 
37.7°C となった（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 22pep-DTCS を配位子として用いた

ときの ANS 蛍光強度の温度依存性 
 
興味深いことに、AEQLLQEAEQLLQEAE 
QLL の 19pep-DTCS の Tc は 15pep-DTCS
の Tc と同じ 26.8°C であった。この結果は、
単純なペプチドの長さではなく、ヘリックス
のターン数に応じて Tc が変化することを示
唆している。12pep と 15pep の差が約 6 度、
15pep と 22pep の差が約 11 度とヘリックス
１ターン分によるバンドル構造安定化の効
果が単純な足し算にならないことについて
は、今後検討を要する課題である。 
 
(3) バンドル構造内部の修飾 
 バンドル内部のキャビティへの機能付加
の端緒として、錯形成するとキャビティ内に
収まるようにアミノ酸配列を変え、蛍光試薬
であるフルオレセインを導入した。フルオレ
セインは親水性環境になると蛍光強度が増
す蛍光プローブで、ANS とは逆にバンドル内
部にあるときは蛍光を出さず、バンドル構造
が崩壊すると蛍光を発する。15 残基のペプチ
ドに１分子のフルオレセインを導入した錯
体では、20°Ｃで蛍光が観測されはじめ、Tc =
約 30°C となった。 
 
(4) 得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト、今後の展望 
 金属イオンとの錯形成を利用した自己集
積型ペプチドバンドル錯体はこれまでにも



何例か報告がある。しかし、本研究で得られ
たような、一酸化窒素によるバンドル構造の
崩壊、または温度による可逆的構造制御につ
いての報告例は初と思われる。 
 NO の結合によるペプチド部位の大きな構
造変化は、センサータンパク質の良いモデル
であり、一分子の結合でどの程度の大きさの
タンパク質を動かすことができるのか、今後
検討していく。フルオレセイン包埋型を用い
れば、NO 検出用蛍光試薬としても用いるこ
とが可能である。 
 脱離していく配位子をシグナル伝達分子
と考えると、ペプチド部位を合目的的に設計
することによりNO応答性シグナル伝達経路
の構築が可能となる。 
 また、バンドル構造内部に薬剤等を包埋す
れば、NO の過剰発生部位や炎症部位で選択
的に薬物を放出する DDS のキャリアとして
の応用も考えられ、ペプチド部分のさらなる
機能化で、ターゲット部位に集積するような
性質を付与することも可能であると考えら
れる。 
 本研究期間で得られた基礎的な知見を活
かして、今後応用面にも研究を進めていく。 
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