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研究成果の概要（和文）：DNA 結合性タンパクの結合ドメインをモチーフとしたジアリールエ

テン架橋ヘリカルペプチドを開発した。架橋ヘリカルペプチドとDNAを相互作用させた際、水

晶発振子マイクロバランス（QCM）を用いて解析したところ、相互作用が光制御されることを

リアルタイムで観測することに成功した。また、ジアリールエテンを骨格とする非天然アミノ酸

を合成し、短鎖ペプチドの主骨格に光反応部位を導入することにも成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：I developed photoresponsive helical peptides bridged with a 

diarylethene-based cross-linking agenet on the basis of the binding domains of DNA-binding 

proteins.  Quartz crystal microbalance (QCM) analysis showed real-time monitoring that 

DNA-peptide interaction was photoregulated with a fluorescent lamp.  Additionally, 

diarylethene-based non-natural amino acids were developed and were introduced into short 

peptides. 
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１．研究開始当初の背景 

タンパクのα‐ヘリックス構造は、その活
性中心部位や膜タンパクの膜貫通ドメイン
に多く見られ、生体機能を司る鍵構造の一つ
である。この構造を制御することは、生体機
能の解明ならびに制御、さらには次世代医薬
品の創製につながる。ならば、タンパク中で

α‐ヘリックス構造を形成しているアミノ
酸配列を抽出し、短鎖ペプチドを合成すれば、
目的は達せられるのか？答えは、「否」であ
る。主な理由として二つ考えられ、一つは、
合成した短鎖ペプチドはタンパク中で形成
していたα‐ヘリックス構造ではなくラン
ダムコイル構造をとってしまうことにある。
タンパク中では、幾つかの二次構造を形成し
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ているドメインがお互い支えあうことで自
身の二次構造が安定化されるが、短鎖ペプチ
ド単独ではヘリックス構造を形成するため
のエントロピー損失の方が大きくなってし
まう。もう一つは、天然アミノ酸のみからな
るランダム構造のペプチドは in vivo で酵素
による分解を受けてしまうことにある。よっ
て上記の目的を達するためには、安定なα‐
ヘリックス構造を形成し、かつ酵素耐性を示
す短鎖ペプチド、もしくはそれに準ずるミメ
ティック分子が要求される。本申請者らは、
種々のクロスリンク剤を合成し、短鎖ペプチ
ドの側鎖間を架橋することでα‐ヘリック
ス構造を安定化させることに成功している。
側鎖間を架橋されたペプチドは、安定なヘリ
ックス構造と酵素耐性という二つの要件を
満たし、他の研究者らが開発したヘリカルペ
プチドやミメティック分子に比べ格段に化
学修飾が容易である（図１）。 

 

図１ 研究開始時における研究構想 

２．研究の目的 

本若手研究において、この化学修飾の容易
さを活かしてバイオツールを開発し、実例を
もってその有用性を示す。具体的には、光反
応基の導入に焦点を絞り、その導入法・導入
位置を検討し、架橋ペプチドのヘリックス構
造やその機能に与える影響を詳細に調べる。
光反応基を有するヘリカルペプチドは相互
作用する分子との間に共有結合を形成する
ことが可能で、相互作用の解析、会合体の結
晶化への応用が考えられる。さらには、難治
疾患に関係するタンパク‐タンパク相互作
用に適用する場合、次世代医薬品への応用が
期待される。 

研究期間内において、アミノ末端、クロス
リンク剤骨格、アミノ酸側鎖における光反応
基の導入手法を確立させる。光反応基を導入
した側鎖間架橋ヘリカルペプチドに関して
は、実例を持ってその有用性を実証し、これ
を用いた共同研究を期間内に立ち上げるこ
とを最終目標とする。 

３．研究の方法 

図１に示した“クロスリンカー”、“アミ
ノ末端”、“相互作用に関係しないアミノ酸
側鎖”のうち、“クロスリンカー”、“アミ
ノ末端”に光反応基を導入することにした。 

ジアジリン等の光反応基を導入する前に、
クロスリンカーとして代表的なフォトクロ
ミック色素であるジアリールエテンを導入
し、光反応基を導入したペプチドの光物性を
評価することにした。また、アミノ末端には
種々の蛍光団を導入することでその光物性
を調べることにした。 

４．研究成果 

 以下に、本若手研究期間に達成した成果に
ついて記す。 

1) ジアリールエテンをクロスリンカーと
する DNA 結合性架橋ヘリカルペプチド
の開発と相互作用の光制御 

図２a) に示したように、両端にスク
シンイミジルエステル基を有するジア
リールエテンクロスリンク剤を合成し
た。このクロスリンク剤を用いて、b) に
示す架橋ペプチドを合成した。参照ペプ
チドとして同じ配列からなる非架橋ペ
プチドを用いた。 

 

図２ a) ジアリールエテンクロスリンク剤の合成、b) 

合成した架橋ペプチドのアミノ酸配列、c) オルニチン

の化学構造、d) 標的 DNAの配列、e) on/off 型制御、

f) off/on 型制御 

DNA 結合部位を有する二種類の架橋
ペプチド qk^Dae と hnf^Dae を用いて、
これらの高次構造を光照射によって制
御した。いずれの場合も紫外光を照射す
ることで、ジアリールエテン部位が開環
体から閉環体構造へ異性化し、可視光を
照射することで開環体構造に戻ること
が、紫外可視吸収スペクトルからわかっ
た（図３）。同様の光照射実験を CD ス
ペクトル測定時に行うと、ジアリールエ
テン部位が開環体構造の時に架橋ペプ



 

 

チドは安定なヘリックス構造を形成し、
紫外を照射することでヘリックス構造
が不安定化されることがわかった（図
４）。すなわち、ジアリールエテン部位
が閉環構造をとると、全体のヘリックス
構造が不安定化される。 

 

図３ 光照射による a) qk^Dae と b) hnf^Dae の
UV/vis スペクトル変化 

 

図４ 光照射による a) qk^Dae と b) hnf^Dae の
CD スペクトル変化 

qk^Dae と DNA との相互作用を光照
射によって制御することを試みた。相互

作用の評価には、水晶発振子マイクロバ
ランス（QCM）を用いた。センサーチ
ップに DNA を固定化し、そこにジアリ
ールエテン部位が開環構造を取った
qk^Dae を加えたところ、周波数の減少が
観測された。測定途中に可視光を照射す
ると、周波数はされに減少した（図５）。
図５は、可視光照射によってジアリール
エテン部位が開環体へと異性化するこ
とでヘリックス構造が安定化され、相互
作用が強められたたことを示す。今回、
DNA・ペプチド間相互作用の光制御をリ
アルタイムでモニターすることに成功
した。 

 

図５ qk^Dae と DNA との相互作用の光制御
の QCM による観測結果 

2) ジアリールエテンを骨格とする非天然
アミノ酸の開発とそのペプチド骨格へ
の導入 

ジアリールエテンを骨格とする新規
非天然アミノ酸（Daa）を合成し、これ
をペプチド鎖の主鎖に組み込むことに
成功した（図６）。固相合成、液相合成
のどちらにも適用可能で、鎖状ペプチド
だけでなく環状ペプチドにも Daa を容
易に導入することが可能である。 

図６ Daa の合成スキーム 

図７に示す鎖状、ならびに環状の光応
答性ペプチドを合成した。これらのペプ
チドは、ジアリールエテンに由来するフ
ォトクロミック特性を示すことがわか
った。 



 

 

 

図７ Daa を含む光応答性ペプチドの配列 

3) アミノ末端を蛍光団で修飾した架橋ヘ
リカルペプチド 

ジイン骨格からなるクロスリンク剤
で架橋したヘリカルペプチドのアミノ
末端を種々の蛍光団で化学修飾するこ
とに成功した（図８）。疎水性の高い蛍
光団の場合、架橋ヘリカルペプチドが自
己集積してしまうが、ほとんど蛍光分子
に関して蛍光特性が大きく変化するこ
とはなかった。 

 

図８ 蛍光性架橋ヘリカルペプチドの構造 
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