
(57)【要約】
本発明は、重要な生物学的プロセスに関与しているペプチド又はタンパク質分子の構造－
活性分析のためのモデルシステムに関する。本発明によって提供されるものは、エネルギ
ー安定化コンホメーションにとって好ましい配列を持つジスルフィド制約型環状ペプチド
を含んでなるコンビナトリアルペプチドライブラリーである。本発明の一態様は、溶液中
でβヘアピン構造を示す環状ペプチド骨格に関する。このようなペプチド骨格を選択し利
用する方法がここに提供され、それらは、インビボでの分子相互作用の模倣及び治療的薬
剤の設計に有用である。従って、本発明は生物学的研究や薬剤開発のための意味深い有用
性を有する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 β タ ー ン ヘ ア ピ ン 構 造 を 提 示 す る た め の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 で あ っ て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｃ １
-Ａ １ -Ａ ２ -(Ａ ３ )ｎ -Ａ ４ -Ａ ５ -Ｃ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ）
（ こ こ で 、
Ｃ １ と Ｃ ２ が シ ス テ イ ン で あ り ；
Ａ １ 、 Ａ ２ 、 Ａ ３ 、 Ａ ４ 及 び Ａ ５ が 天 然 に 生 じ る Ｌ － ア ミ ノ 酸 で あ り ；
骨 格 の Ｎ '末 端 が ア ミ ノ 保 護 基 に よ っ て 保 護 さ れ て い て も よ く ；
骨 格 の Ｃ '末 端 が カ ル ボ キ シ 保 護 基 に よ っ て 保 護 さ れ て い て も よ く ；
Ａ １ と Ａ ５ が ア ミ ノ 酸 Ｗ 、 Ｙ 、 Ｆ 、 Ｈ 、 Ｉ 、 Ｖ 及 び Ｔ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
Ａ ２ と Ａ ４ が ア ミ ノ 酸 Ｗ 、 Ｙ 、 Ｆ 、 Ｌ 、 Ｍ 、 Ｉ 、 及 び Ｖ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
Ａ ３ が 任 意 の 天 然 に 生 じ る Ｌ － ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ が ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０
、 １ １ 、 又 は １ ２ の 整 数 で あ り ；
Ｃ １ と Ｃ ２ が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 し て 、 環 状 ペ プ チ ド を 形 成 す る ）
を 含 む 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Ａ １ 又 は Ａ ５ が 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の β 炭 素 に 二 つ の 非 水 素 置 換 基 を 有 す る β 分 岐 残 基 で あ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ａ １ 又 は Ａ ５ が Ｔ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Ａ １ 又 は Ａ ５ が ア ミ ノ 酸 Ｗ 、 Ｆ 、 Ｈ 又 は Ｙ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格
。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ａ １ が Ｈ で あ り 、 Ａ ５ が Ｖ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ａ ２ 又 は Ａ ４ が ア ミ ノ 酸 Ｗ 、 Ｆ 、 又 は Ｙ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Ａ ２ と Ａ ４ が Ｗ で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 ８ 】
　 Ａ ２ と Ａ ４ の 双 方 が Ｗ で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ｎ が 少 な く と も ４ で あ る 、 請 求 項 １ な い し ８ の 何 れ か 一 項 に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ｎ が １ ０ 以 下 で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ｎ が ４ で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 (Ａ ３ )４ が Ｅ Ｇ Ｎ Ｋ 、 Ｅ Ｎ Ｇ Ｋ 、 Ｑ Ｇ Ｓ Ｆ 又 は Ｖ Ｗ Ｑ Ｌ で あ る 、 請 求 項 １ な い し １ １ の
何 れ か 一 項 に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Ａ １ が Ｔ 又 は Ｈ で あ り 、 Ａ ２ が Ｗ 又 は Ｌ で あ り 、 Ａ ４ が Ｗ 又 は Ｌ で あ り 、 Ａ ５ が Ｔ 又 は
Ｖ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 Ａ １ が 、 Ｈ と Ｖ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 Ａ ５ が 、 Ｖ 、 Ｈ 及 び Ｉ か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 (Ａ ３ )ｎ が Ｄ Ｌ Ｌ Ｖ Ｒ Ｈ で あ る 、 請 求 項 １ な い し １ ４ の 何 れ か 一 項 に 記 載 の 環 状 ペ プ チ
ド 骨 格 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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　 ア ミ ノ 酸 配 列 が Ｃ Ｈ Ｗ Ｄ Ｌ Ｌ Ｖ Ｒ Ｈ Ｗ Ｖ Ｃ （ 配 列 番 号 ３ ３ ） で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載
の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 が Ｃ Ｔ Ｗ Ｅ Ｇ Ｎ Ｋ Ｌ Ｔ Ｃ （ 配 列 番 号 ２ ） で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 環 状
ペ プ チ ド 骨 格 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 が Ｃ Ｈ Ｗ Ｅ Ｇ Ｎ Ｋ Ｌ Ｖ Ｃ （ 配 列 番 号 ３ ０ ） で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 環
状 ペ プ チ ド 骨 格 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 般 に 、 タ ン パ ク 質 構 造 活 性 相 関 の 研 究 、 特 に コ ン ホ メ ー シ ョ ン 制 約 型 ペ プ
チ ド の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 及 び 生 物 学 的 及 び 製 薬 的 利 用 の た め の そ の よ う な ラ
イ ブ ラ リ ー の 作 製 と ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 に 関 す る 。  
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 構 造 活 性 相 関 （ Ｓ Ａ Ｒ ） の 研 究 は 、 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と 他 の 生 物 学 的 に 活 性 な 分
子 と の 間 の 分 子 間 相 互 作 用 の 理 解 の た め に 価 値 あ る 知 見 を 提 供 す る 。 そ の 天 然 の 環 境 下 で
は 、 ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 は 、 そ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 認 識 し て 結 合 し 、 そ れ と 分 子 複 合
体 を 形 成 す る た め に 、 独 特 で コ ン ホ メ ー シ ョ ン 的 に 制 約 を 受 け て い る 構 造 を と り 、 そ れ が
特 定 の 活 性 を 誘 導 す る 。 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 パ ー ト ナ ー の 例 に は 、 酵 素 － 基 質 、
リ ガ ン ド － レ セ プ タ ー 、 抗 原 － 抗 体 が 含 ま れ る 。 従 っ て 、 そ の 天 然 形 態 の ペ プ チ ド の コ ン
ホ メ ー シ ョ ン を 決 定 す る こ と は 、 そ の イ ン ビ ボ 活 性 を 厳 密 に 模 倣 し 、 薬 剤 と し て 有 用 で あ
ろ う そ の 類 似 体 を 合 理 的 に 設 計 す る た め に 極 め て 重 要 に な る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 殆 ど の 小 ペ プ チ ド は 、 高 度 に 柔 軟 で 、 典 型 的 に は 、 独 特 の 溶 液 コ ン ホ メ ー シ ョ ン を と ら
な い ； 特 に 、 そ れ ら は 、 同 じ 配 列 が 天 然 タ ン パ ク 質 に お い て と る 構 造 を 維 持 し な い 。 固 定
し た 構 造 の 欠 如 は 、 ペ プ チ ド が 標 的 （ エ ン ト ロ ピ ー の 理 由 か ら ） に 対 し て 有 す る で あ ろ う
親 和 性 を 減 じ 、 分 子 の 活 性 コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 決 定 を 極 め て 困 難 に す る 。 こ の 理 由 か ら 、
多 く の 戦 略 は 、 ペ プ チ ド へ 制 約 を 導 入 す る （ 例 え ば 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 ， ジ ス ル フ ィ ド 又 は 他
の 架 橋 ） 、 又 は ペ プ チ ド の 一 部 を 更 に 強 固 な 非 ペ プ チ ド 骨 格 と 置 き 換 え る こ と で あ る と 記
述 さ れ て い る 。 実 際 、 そ の よ う な ペ プ チ ド 模 倣 物 は 、 特 定 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン へ 適 応 し 、
生 物 学 的 活 性 に と っ て 重 要 な ペ プ チ ド 中 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 又 は 官 能 基 に 関 す る 情 報 を 提 供
す る 体 系 的 な 構 造 － 活 性 研 究 を 行 う た め に 広 く 利 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 対 象 の タ ン パ ク 質 を コ ン ホ メ ー シ ョ ン 制 約 型 ド メ イ ン と し て 表 す こ と が 可 能 な 幾 つ か の
制 約 型 タ ン パ ク 質 骨 格 が 同 定 さ れ て い て 、 そ れ ら は ミ ニ ボ デ イ ー 構 造 （ minibody structu
res)（ Bianchiら  (1994) J Mol Biol 236:649-659） 、 β シ ー ト タ ー ン の ル ー プ 、 コ イ ル
ド コ イ ル 基 部 構 造 （ Myszka及 び Chaiken (1994) Biochem 33:2363-2372） 、 ジ ン ク フ ィ ン
ガ ー ド メ イ ン 、 シ ス テ イ ン 結 合 （ ジ ス ル フ ィ ド ） 構 造 、 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 結 合 構 造
、 環 状 ペ プ チ ド 、 ら せ ん 状 バ レ ル 又 は 束 状 構 造 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー モ チ ー フ （ Martinら  (
1994) EMBO J 13:5303-5309） 等 々 で あ る 。 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 骨 格 の 中 で は 、 β タ ー
ン が 、 多 く の 生 物 学 的 活 性 ペ プ チ ド に お け る 分 子 認 識 に と っ て 重 要 な 部 位 で あ る と 考 え ら
れ て い る 。 Smith及 び Pease(1980) CRC Crit Rev Biochem 8:315-300。 従 っ て 、 コ ン ホ メ
ー シ ョ ン 制 約 型 β タ ー ン を 含 む ペ プ チ ド が 特 に 望 ま し い 。 同 定 さ れ た β タ ー ン 担 持 ペ プ チ
ド の 大 部 分 は 、 天 然 基 質 の 配 列 と 類 似 し た ペ プ チ ド の 環 状 化 に よ っ て 生 成 さ れ た 環 状 ペ プ
チ ド で あ る 。 Milner-White (1989) Trends Pharmacol Sci. 10:70-74。 し か し な が ら 、 こ
れ ら 環 状 ペ プ チ ド は 、 ま だ 顕 著 な 柔 軟 性 を 保 持 し う る 。 こ の た め 、 多 く の 研 究 は 、 β タ ー
ン を 模 倣 す る 強 固 な 非 ペ プ チ ド 化 合 物 を 導 入 す る こ と を 試 み て い る 。 そ の よ う な 非 ペ プ チ
ド β タ ー ン 模 倣 物 を 有 す る ペ プ チ ド は 、 薬 剤 発 見 の た め の 有 用 な 手 掛 か り を 提 供 す る 。 Ba
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ll及 び Alewood(1990) J Mol Recog 3:55-64； 国 際 公 開 ９ ４ ／ ０ ３ ４ ９ ４ (Kahn)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 薬 剤 発 見 に お け る 革 命 的 進 歩 の 一 つ は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 開 発 で あ る 。
コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は 、 合 成 的 に 又 は 組 換 え 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る
ペ プ チ ド の よ う な 、 異 な っ た 分 子 の 集 合 で あ る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー
は 、 全 ア ミ ノ 酸 が 無 作 為 に ペ プ チ ド 配 列 の 幾 つ か の 位 置 又 は 全 て の 位 置 に 導 入 さ れ て い る
ペ プ チ ド を 含 む 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 標 的 分 子 へ 効 果 的 に 結 合 す る ペ プ チ ド 配 列
を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ の よ う な 配 列 を 同 定 す る た め に 、 様 々 な 方 法 で 作 製 さ れ 、 利 用 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の 多 く の 方 法 が 開 発 さ れ 、 記 載 さ れ て き た 。 例 え
ば 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー は 、 Lamら  (1991) Nature 354:82及 び Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｗ
Ｏ ９ ２ ／ ０ ０ ０ ９ １ に よ っ て 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ポ リ ス チ レ ン 又 は ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド 樹 脂 の よ う な 固 体 支 持 体 上 で 行 わ れ る ス プ リ ッ ト 合 成  (split-synthesis） に よ っ て 作
製 で き る 。 Geysenら ， 米 国 特 許 第 ４ ８ ３ ３ ０ ９ ２ 号 に 開 示 さ れ て い る そ の 他 の 方 法 は 、 各
ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の ペ プ チ ド の 配 置 が 、 そ の ペ プ チ ド の 合 成 構 造 に 関 す る 情 報 を 与 え
る よ う に 、 秩 序 だ っ て い て 予 め 決 ま っ た 様 式 で の ペ プ チ ド 合 成 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 メ ン バ ー ペ プ チ ド が 、 そ れ ら の 天 然 対 応 物 へ よ り 近 い も の を 表 す よ う に 、 コ ン ビ ナ ト リ
ア ル ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー へ 構 造 的 制 約 を 導 入 す る こ と に 、 か な り の 努 力 が 捧 げ ら れ て い
る 。 Houstonら の 米 国 特 許 第 ５ ８ ２ ４ ４ ８ ３ 号 は 、 α ら せ ん コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 特 徴 と し
、 よ っ て 互 い に コ イ ル ド コ イ ル 二 量 体 を 形 成 す る こ と が で き る ペ プ チ ド を 含 む 合 成 ペ プ チ
ド ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て 記 載 し て い る 。 McBrideら (1996) J Mol Biol 259:819-827は 、 同
定 さ れ た プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 剤 の 抗 ト リ プ シ ン ル ー プ 領 域 を 模 倣 す る 環 状 ペ プ チ ド の 合 成
ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に 基 づ く 先 導 的 発 見 の 補 完 的 方 法 は 、 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
で の ラ イ ブ ラ リ ー の デ ィ ス プ レ イ で あ る 。 こ の 方 法 は 、 合 成 に よ っ て 調 製 さ れ う る ラ イ ブ
ラ リ ー よ り も 何 桁 も 大 き い １ ０ １ ０ － １ ０ １ ２ ほ ど の 独 特 な ペ プ チ ド メ ン バ ー の ラ イ ブ ラ
リ ー の 調 製 を 可 能 に す る 。 大 き な ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ に 加 え て 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ
の 利 点 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 の 容 易 さ （ Kunkel突 然 変 異 誘 発 ） 、 独 特 の 識 別 子 （ そ の Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 ） へ 結 合 体 （ デ ィ ス プ レ イ さ れ た ペ プ チ ド ） を カ ッ プ リ ン グ す る こ と 、 プ ー ル 中 の
希 な 結 合 ク ロ ー ン の 増 幅 の た め の 選 択 プ ロ ト コ ー ル 、 及 び 生 合 成 の 高 い フ ィ デ リ テ ィ ー （
合 成 法 と の 比 較 ） で あ る 。 更 に 、 迅 速 で 安 価 な 選 択 プ ロ ト コ ー ル が 、 対 象 の 標 的 へ 結 合 す
る こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 同 定 す る た め に 利 用 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 Ｌ －
ア ミ ノ 酸 か ら な る 天 然 ペ プ チ ド の み が フ ァ ー ジ に デ ィ ス プ レ イ さ れ 、 三 次 構 造 － 活 性 相 関
を 形 成 す る 問 題 は 、 非 天 然 的 に 生 じ る ペ プ チ ド 又 は 非 ペ プ チ ド 化 合 物 を 含 む 制 約 型 ペ プ チ
ド 模 倣 物 の 場 合 よ り も 更 に 困 難 で あ る 。 こ の 問 題 に 対 す る 一 つ の 可 能 な 解 決 法 は 、 小 さ な
可 変 ペ プ チ ド セ グ メ ン ト を 提 供 す る た め に 、 折 り 畳 み タ ン パ ク 質 の 構 造 上 の 制 約 を 利 用 す
る こ と で あ る 。 実 際 に 、 幾 つ か の 小 さ な 安 定 タ ン パ ク 質 が 、 ペ プ チ ド デ ィ ス プ レ イ 骨 格 と
し て 提 案 さ れ て い る 。 Nygren及 び Uhlen (1997) Curr. Opin. Struct. Biol. 7:463-469；
Vitaら , (1998) Biopolymers 47:93-100； Vitaら , (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
96:13091-13096； Smithら , (1998) J. Mol. Biol. 277:317-332； Christmannら , (1999) 
Protein Engng. 12:797-806。 残 念 な が ら 、 こ の ア プ ロ ー チ 法 に よ っ て 得 ら れ た タ ン パ ク
質 リ ガ ン ド が 小 分 子 リ ー ド 薬 物 へ 転 換 で き る こ と は 明 ら か で は な い 。 エ ピ ト ー プ の タ ン パ
ク 質 か ら 小 ペ プ チ ド 又 は 非 ペ プ チ ド 小 分 子 へ の 移 動 は 、 極 め て 挑 戦 的 な 課 題 の ま ま で あ る
。 Cochran (2000) Chem. Biol. 7:R85-R94。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 天 然 ペ プ チ ド の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 優 先 度 を 支 配 し て い る 法 則 に 関 す る 広 範 な 研
究 や 幾 つ か の ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 系 の 存 在 に も か か わ ら ず 、 天 然 ペ プ チ ド の 構 造 的 安 定
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性 に 必 要 な 特 徴 は 理 解 が 不 十 分 の ま ま で あ る 。 特 に 、 構 造 に 対 す る 残 基 置 換 及 び 非 共 有 的
相 互 作 用 の 効 果 に 関 す る 体 系 的 又 は 定 量 的 評 価 は 殆 ど な か っ た 。 　
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 確 定 し た ペ プ チ ド 骨 格 の 安 定 性 へ の 個 々 の 残 基 の 貢 献 度 を 評 価 し 、 コ ン ビ ナ
ト リ ア ル ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に 提 示 さ れ た 一 連 の 置 換 を 評 価 す る た め の 新 規 モ デ ル シ ス
テ ム を 提 供 す る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 配 列 内 の 二 つ の シ ス テ イ ン 間 の ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 を 介 し て 環 状 化 さ れ る 。 様 々 な 確 定 さ れ た 残 基 部 位 で の ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 環 状 ペ
プ チ ド の コ ン ホ メ ー シ ョ ン と そ れ ら の 構 造 的 安 定 性 へ 影 響 す る 。 本 発 明 は 、 ま た 、 ペ プ チ
ド へ 更 な る 構 造 的 制 約 を 提 供 す る 特 異 的 二 次 構 造 で あ る β タ ー ン を 持 つ 環 状 ペ プ チ ド を ス
ク リ ー ニ ン グ し 分 析 す る 方 法 を 提 供 す る 。 β タ ー ン を 有 す る 環 状 ペ プ チ ド の 集 団 を 含 ん で
な る 主 題 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は 、 分 子 結 合 ア ッ セ イ に よ る 生 物 学 的 に 活 性 な 候 補 分 子 の
ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 で き る 。 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 方 法 が ま た 本 発 明 に よ
っ て 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 組 成 物 と 方 法 は 、 対 象 ペ プ チ ド の 構 造 活 性 相 関 を 分 析 し 、 よ っ
て 、 治 療 薬 剤 の 合 理 的 設 計 と 同 様 に 、 特 定 の 生 物 学 的 プ ロ セ ス に 関 与 し て い る 分 子 相 互 作
用 の 研 究 の た め に 有 用 な 情 報 を 提 供 す る の に 使 用 で き る 。
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
Ｉ ． 定 義
　 「 β タ ー ン 」 と い う 用 語 は 、 ペ プ チ ド 鎖 に 方 向 を 逆 に さ せ 、 疑 似 １ ０ 員 環 を 形 成 す る ４
' か ら １ 'の 水 素 結 合 を し ば し ば 含 む テ ト ラ ペ プ チ ド 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 二 次 構 造 を
意 味 す る 。 β タ ー ン の 様 々 な コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 最 も 広 く 受 け 入 れ ら れ て い る 分 類 法 は 、
出 典 明 示 に よ っ て そ の 開 示 が こ こ に 明 示 的 に 取 り 込 ま れ る Chou及 び Fasman (1977) J Mol 
Biol 115:135-175に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば Ｉ 、 Ｉ '、 Ｉ Ｉ 、 及 び Ｉ Ｉ '型 を 含 む 様 々 な β
タ ー ン 型 が 定 義 さ れ て い る 。 本 発 明 の 目 的 に 対 し て 、 「 逆 向 タ ー ン 」 と い う 用 語 は 、 β タ
ー ン 、 γ タ ー ン 、 β ヘ ア ピ ン 及 び β バ ル ジ を 含 む 、 良 く 知 ら れ た タ ン パ ク 質 二 次 構 造 を 包
含 す る 一 般 的 な 意 味 で 使 用 さ れ る 。
　 「 細 胞 」 、 「 細 胞 株 」 及 び 「 細 胞 培 養 」 は こ こ で は 相 互 に 交 換 可 能 に 用 い ら れ 、 か か る
標 記 は 細 胞 又 は 細 胞 株 の 全 て の 子 孫 を 含 む 。 よ っ て 、 例 え ば 「 形 質 転 換 体 」 や 「 形 質 転 換
細 胞 」 の よ う な 用 語 に は 、 初 代 対 象 細 胞 と 何 世 代 移 行 し た か を 問 わ ず そ れ か ら 由 来 し た 培
養 と を 含 む 。 全 て の 子 孫 が 、 意 図 的 な 突 然 変 異 あ る い は 意 図 せ ざ る 突 然 変 異 の た め 、 正 確
に 同 一 の Ｄ Ｎ Ａ 内 容 で あ る わ け で は な い こ と も 理 解 さ れ る 。 最 初 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に
対 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た も の と 同 じ 機 能 あ る い は 生 物 的 活 性 を 有 す る 突 然 変 異 子 孫 も
含 ま れ る 。 区 別 し て の 標 記 を 意 図 し て い る 場 合 は 、 文 脈 か ら 明 ら か な は ず で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 「 コ ン ピ テ ン ト 細 胞 」 や 「 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン コ ン ピ テ ン ト 細 胞 」 と い う 用 語 は 、
コ ン ピ テ ン ト （ 適 格 ） な 状 態 に あ っ て 、 様 々 な ソ ー ス か ら Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 込 む こ と が 可 能 な
細 胞 を 意 味 す る 。 こ の 状 態 は 一 過 性 で も 永 久 的 で も よ い 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン コ ン ピ
テ ン ト 細 胞 は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 間 に Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 込 む こ と が 可 能 で あ る 。
　 「 制 御 配 列 」 は 、 発 現 に つ い て 言 う 場 合 、 特 定 の 宿 主 生 物 中 で の 作 用 可 能 に 結 合 し て い
る コ ー ド 配 列 の 発 現 に 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 意 味 す る 。 例 え ば 原 核 生 物 に 好 適 な 制 御 配 列 に
は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 場 合 に よ っ て は オ ペ レ ー タ 配 列 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 及 び お そ ら く
は ま だ よ く 理 解 さ れ て い な い 他 の 配 列 が 含 ま れ る 。 真 核 細 胞 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ア デ
ニ ル 化 シ グ ナ ル 及 び エ ン ハ ン サ ー を 利 用 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
　 「 コ ー ト タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も 一 部 が ウ イ ル ス 粒 子 の 表 面 に 存 在 す る
タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 機 能 的 な 観 点 か ら は 、 コ ー ト タ ン パ ク 質 は 、 宿 主 細 胞 に お け る ウ
イ ル ス 構 築 プ ロ セ ス の 間 に ウ イ ル ス 粒 子 と 会 合 す る 任 意 の タ ン パ ク 質 で あ り 、 他 の 宿 主 細
胞 に 感 染 す る ま で 構 築 ウ イ ル ス に 付 随 し た ま ま で あ る 。 コ ー ト タ ン パ ク 質 は 、 主 要 な コ ー
ト タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い し 、 又 は 小 数 の コ ー ト タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 「 主 要 な
」 コ ー ト タ ン パ ク 質 と は 、 １ ０ コ ピ ー の タ ン パ ク 質 あ る い は そ れ 以 上 の ウ イ ル ス コ ー ト に
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存 在 し て い る コ ー ト タ ン パ ク 質 で あ る 。 主 要 な コ ー ト タ ン パ ク 質 は 、 ビ リ オ ン （ ウ イ ル ス
粒 子 ） 当 た り 何 十 、 何 百 又 は 何 千 の コ ピ ー さ え も 存 在 し て い る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 「 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 」 及 び 「 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を す る 」 と い う 用 語 は 、 細
胞 へ 外 来 物 質 が 取 り 込 ま れ る こ と を 十 分 に 可 能 に す る 条 件 下 で 、 細 胞 へ 電 圧 を 印 加 す る こ
と に よ っ て 細 胞 へ 外 来 物 質 （ タ ン パ ク 質 、 核 酸 な ど ） を 導 入 す る プ ロ セ ス を 意 味 す る 。 外
来 物 質 は 、 典 型 的 に は Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
　 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 と は 、 二 つ の 部 分 が 共 有 結 合 的 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 そ
の 各 部 分 は 異 な っ た 性 質 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 そ の 性 質 と は 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ
ン ビ ボ に お け る 活 性 の よ う な 生 物 学 的 性 質 で あ る 。 ま た 、 そ の 性 質 は 、 標 的 分 子 へ の 結 合
や 反 応 の 触 媒 な ど の よ う な 、 単 純 な 化 学 的 又 は 物 理 的 性 質 で あ り う る 。 上 記 二 つ の 部 分 は
、 単 一 の ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 直 接 結 合 し て い て も よ い し 、 又 は 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残
基 を 含 む ペ プ チ ド リ ン カ ー を 介 し て 結 合 し て い て も よ い 。 一 般 に は 、 二 つ の 部 分 と リ ン カ
ー は 互 い に 読 み 枠 に あ る 。
　 「 異 種 Ｄ Ｎ Ａ 」 は 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る 任 意 の Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ ， ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 、 こ れ ら の 融 合 体 又 は 組 合 わ せ を 含 む 様 々 な ソ ー ス か ら 誘 導
さ れ う る 。 Ｄ Ｎ Ａ に は 、 宿 主 あ る い は 受 容 細 胞 と 同 じ 細 胞 又 は 細 胞 型 か ら の Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は
例 え ば 哺 乳 類 あ る い は 植 物 か ら の 異 な っ た 細 胞 型 か ら の Ｄ Ｎ Ａ が 含 ま れ う る 。 場 合 に よ っ
て は 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 、 温 度 耐 性 遺 伝 子 な ど の 選 択 遺 伝 子 を 含 ん で
も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 」 と は 、 二 つ の 核 酸 断 片 の 間 に リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 を 形 成 す る プ ロ
セ ス で あ る 。 二 つ の 断 片 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン の た め に は 、 断 片 の 末 端 に 互 い に 適 合 性 が な け
れ ば な ら な い 。 あ る 場 合 に は 、 末 端 は エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 後 に 直 接 的 に 適 合 性 が あ る
。 し か し な が ら 、 最 初 に 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 に よ っ て 共 通 に 生 成 さ れ る ね じ れ 末 端
を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン た め に 適 合 性 が あ る よ う に 平 滑 末 端 へ 変 換 す る こ と が 必 要 で あ る 。 末
端 の 平 滑 化 の た め に は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 、 ４ つ の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 の 存 在 下 で
、 約 １ ０ 単 位 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ 又 は Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の ク レ ノ ウ フ ラ グ メ ン
ト で 、 適 切 な 緩 衝 液 中 、 少 な く と も １ ５ ℃ で １ ５ 分 間 に わ た っ て 処 理 す る こ と が で き る 。
次 に 、 Ｄ Ｎ Ａ を 、 フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 及 び エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ っ て 精 製 す る こ
と が で き る 。 互 い に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る こ と に な る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は 、 約 等 モ ル 量 の 溶 液 に
入 れ ら れ る 。 ま た 、 こ の 溶 液 は 、 一 般 に 、 Ａ Ｔ Ｐ 、 リ ガ ー ゼ 緩 衝 液 、 及 び ０ ． ５ μ ｇ の Ｄ
Ｎ Ａ あ た り 約 １ ０ 単 位 の Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ の よ う な リ ガ ー ゼ を 含 む 。 Ｄ Ｎ Ａ が ベ ク タ ー
へ ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る の で あ れ ば 、 ベ ク タ ー は 、 最 初 に 、 適 切 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ に よ る 消 化 に よ っ て 直 線 化 さ れ る 。 直 線 化 さ れ た 断 片 は 、 次 に 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 工 程 中
で の セ ル フ ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 防 止 す る た め に 、 細 菌 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 又 は ウ シ 腸 ホ
ス フ ァ タ ー ゼ に よ っ て 処 理 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 「 変 異 」 と は 、 野 生 型 配 列 の よ う な 基 準 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失
、 挿 入 、 又 は 置 換 で あ る 。
　 核 酸 に 言 及 す る 場 合 の 「 作 用 可 能 に 結 合 」 と は 、 核 酸 が 、 そ の 他 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 関
連 性 で 位 置 づ け ら れ て い る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 関 与 す る プ レ
タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 場 合 、 プ レ 配 列 又 は 分 泌 性 リ ー ダ ー の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ポ リ ペ プ チ
ド の Ｄ Ｎ Ａ へ 作 用 可 能 に 結 合 し て い る ： 配 列 の 転 写 へ 影 響 を 及 ぼ す 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー 又
は エ ン ハ ン サ ー は 、 コ ー ド 化 配 列 へ 作 用 可 能 に 結 合 し て い る ： 又 は 、 翻 訳 を 促 進 す る よ う
に 位 置 す る 場 合 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 は 、 コ ー ド 化 配 列 へ 作 用 可 能 に 結 合 し て い る 。 一 般
に 、 「 作 用 可 能 に 結 合 」 と は 、 結 合 し て い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 隣 接 し 、 分 泌 性 リ ー ダ ー の 場 合
に は 近 接 し て い て 、 読 み 取 り 段 階 に あ る こ と を 意 味 す る 。 し か し な が ら 、 エ ン ハ ン サ ー は
近 接 し て い る 必 要 は な い 。 結 合 は 、 簡 便 な 制 限 部 位 で の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 達 成 さ れ
る 。 そ の よ う な 部 位 が 存 在 し な い 場 合 は 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー 又 は リ ン カ
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ー が 、 常 套 的 な 実 務 に 従 っ て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 「 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 」 は 、 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 例 え ば 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ 粒 子 の
よ う な 、 フ ァ ー ジ の 表 面 の コ ー ト タ ン パ ク 質 へ の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 表 示 さ れ る 技 術 の
こ と で あ る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の 有 用 性 は 、 ラ ン ダ ム 化 さ れ た タ ン パ ク 質 変 異 体 の 大
き な ラ イ ブ ラ リ ー が 、 標 的 分 子 と 高 い 親 和 性 で 結 合 す る 配 列 に つ い て 、 迅 速 か つ 効 果 的 に
識 別 で き る こ と に あ る 。 フ ァ ー ジ 上 の ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー の 表 示 は 、 特
異 的 な 結 合 特 性 を 有 す る も の を 目 的 と し た 数 百 万 の ポ リ ペ プ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用
さ れ て い る 。 多 価 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 は 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ の gene III又 は gene VIII
の ど ち ら か へ の 融 合 を 通 し て 、 小 さ な ラ ン ダ ム ペ プ チ ド 及 び 小 さ な タ ン パ ク 質 を 表 示 す る
こ と に 利 用 さ れ て い る 。 Wells及 び Lowman(1992) Curr. Opin. Struct. Biol B:355-362及
び そ こ に 引 用 さ れ て い る 参 考 文 献 。 一 価 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ で は 、 タ ン パ ク 質 又 は ペ
プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は gene III又 は そ の 一 部 分 へ 融 合 さ れ 、 野 生 型 gene IIIの 存 在 下 で 低
濃 度 で 発 現 さ れ る の で 、 フ ァ ー ジ 粒 子 は １ コ ピ ー を 表 示 す る か 融 合 タ ン パ ク 質 を 表 示 し な
い 。 結 合 活 性 効 果 は 、 多 価 フ ァ ー ジ に 比 例 し て 低 下 す る の で 、 識 別 は 内 在 性 リ ガ ン ド 親 和
性 に 基 づ き 、 Ｄ Ｎ Ａ 操 作 を 単 純 化 す る フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー が 使 用 さ れ る 。 Lowman及 び We
lls(1991) Methods: A companion to Methods in Enzymology 3:205-216。 フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ で は 、 表 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 現 型 は 、 フ ァ ー ジ 粒 子 内
の 遺 伝 子 型 、 フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 に よ っ て 囲 ま れ た Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 フ ァ ー ジ ミ ド 」 と は 、 バ ク テ リ ア の 複 製 開 始 点 、 例 え ば ColE1、 及 び バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ の 遺 伝 子 間 領 域 の コ ピ ー を 有 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で あ る 。 フ ァ ー ジ ミ ド は 、 繊 維
状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 含 む 、 任 意 の 既 知 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に 基 づ い て も よ い 。 ま た
、 プ ラ ス ミ ド は 、 一 般 に 、 抗 生 物 質 耐 性 の 選 択 マ ー カ ー を 含 む 。 こ れ ら の ベ ク タ ー へ ク ロ
ー ニ ン グ さ れ る Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 は プ ラ ス ミ ド と し て 増 殖 で き る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー を 内 に 有
す る 細 胞 へ フ ァ ー ジ 粒 子 の 生 産 に 必 要 な 全 て の 遺 伝 子 が 提 供 さ れ た 場 合 、 プ ラ ス ミ ド の 複
製 方 式 は 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 一 本 鎖 の コ ピ ー を 生 成 し フ ァ ー ジ 粒 子 を 包 む ロ ー リ ン グ サ
ー ク ル 複 製 へ 変 わ る 。 フ ァ ー ジ ミ ド は 、 感 染 性 又 は 非 感 染 性 の フ ァ ー ジ 粒 子 を 形 成 し う る
。 こ の 用 語 は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド が フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 に 表 示 さ れ る よ う に 、 遺 伝 子 融 合
体 と し て 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 へ 結 合 し た フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 遺 伝 子 又 は そ の 断
片 を 含 む フ ァ ー ジ ミ ド を 含 む 。 Sambrookら , 4.17。
　 「 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 」 と は 、 異 種 遺 伝 子 を 含 み 、 複 製 が 可 能 な 二 重 鎖 の 複 製 型 バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ を 意 味 す る 。 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー は 、 フ ァ ー ジ 複 製 及 び フ ァ ー ジ 粒 子 形 成 を 可 能
に す る フ ァ ー ジ 複 製 開 始 点 を 有 す る 。 フ ァ ー ジ は 、 好 ま し く は 、 Ｍ １ ３ 、 ｆ １ 、 ｆ ｄ 、 ｐ
ｆ ３ フ ァ ー ジ 又 は そ の 誘 導 体 の よ う な 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 ラ ム ダ 、 ２ １ 、 ｐ ｈ ｉ
８ ０ 、 ｐ ｈ ｉ ８ １ 、 ８ ２ 、 ４ ２ ４ 、 ４ ３ ４ な ど の よ う な ラ ム ド イ ド フ ァ ー ジ 、 又 は そ の 誘
導 体 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 又 は そ の 誘 導 体 、 Ｔ ４ フ ァ ー ジ 又 は そ の 誘 導 体 、 Ｔ ７ フ ァ ー ジ ウ
イ ル ス 又 は そ の 誘 導 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 細 胞 か ら の Ｄ Ｎ Ａ の 「 調 製 」 と は 、 宿 主 細 胞 の 培 養 か ら の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 を 意
味 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ の 調 製 に 一 般 的 に 利 用 さ れ て い る 方 法 は 、 Sambrookら の セ ク シ ョ ン １ ． ２
５ － １ ． ３ ３ に 記 載 さ れ て い る 大 規 模 及 び 小 規 模 プ ラ ス ミ ド 調 製 法 で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ の 調 製
の 後 、 Sambrookら の セ ク シ ョ ン １ ． ４ ０ に 記 載 さ れ て い る よ う な 当 該 分 野 で 良 く 知 ら れ た
方 法 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
　 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 既 知 の 方 法 に よ っ て 化 学 的 に 合 成 さ れ る 短 い 単 鎖 又 は 二 重
鎖 ポ リ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る （ 例 え ば 、 リ ン 酸 ト リ エ ス テ ル 、 亜 リ ン 酸 エ ス テ
ル 、 又 は ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学 な ど の 知 ら れ た 方 法 に よ っ て 、 １ ９ ８ ８ 年 ５ 月 ４ 日 に 公 開
さ れ た Ｅ Ｐ ２ ６ ６ ０ ３ ２ に 記 載 さ れ た も の の よ う な 固 相 技 術 を 用 い て 、 あ る い は Froehler
ら ,(1986) Nucl. Acids Res. 14: 5399-5407 に 記 載 さ れ た よ う な デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド
Ｈ -ホ ス ホ ネ ー ト 中 間 体 を 介 し て 化 学 的 に 合 成 さ れ る ） 。 更 な る 方 法 は 、 下 記 に 明 記 さ れ
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る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 、 及 び 他 の オ ー ト プ ラ イ マ ー 法 、 及 び 固 体 支 持 体 上 で の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 合 成 を 含 む 。 こ れ ら の 方 法 は 全 て Engelsら ,(1989)Agnew. Chem. Int. Ed. E
ngl. 28:216-734に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 遺 伝 子 の 全 核 酸 配 列 が 知 ら れ て い
る 場 合 、 又 は コ ー ド 鎖 に 対 し て 相 補 的 な 核 酸 配 列 が 入 手 可 能 な 場 合 に 使 用 が 可 能 で あ る 。
あ る い は 、 標 的 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 が 知 ら れ て い る 場 合 、 各 ア ミ ノ 酸 残 基 の 知 ら れ て お り
好 ま し い コ ー ド 化 残 基 を 使 用 し て 潜 在 的 な 核 酸 配 列 を 推 測 す る こ と が 可 能 で あ る 。 次 に 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 」 又 は 「 Ｐ Ｃ Ｒ 」 は 、 核 酸 、 Ｒ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は Ｄ Ｎ Ａ の 特 定 の
切 片 の 少 量 が １ ９ ８ ７ 年 ７ 月 ２ ８ 日 発 行 の 米 国 特 許 第 ４ ６ ８ ３ １ ９ ５ 号 に 記 載 さ れ た よ う
に し て 増 幅 さ れ る 方 法 又 は 技 術 を 意 味 す る 。 一 般 に 、 対 象 と す る 領 域 の 末 端 か ら の 又 は そ
れ を 越 え る 配 列 情 報 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 設 計 を 可 能 に す る よ う に 利 用 可
能 で な け れ ば な ら な い ； こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 増 幅 さ れ る テ ン プ レ ー ト の 反 対 鎖 の 配 列 と
同 一 又 は 類 似 し て い る 。 ２ つ の プ ラ イ マ ー の ５ '末 端 ヌ ク レ オ チ ド は 増 幅 さ れ た 物 質 の 末
端 と 一 致 し う る 。 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 、 全 細 胞 性 Ｒ Ｎ Ａ 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 又 は プ ラ ス ミ
ド 配 列 等 か ら 転 写 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び 全 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 特 異 的 Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 Mullisら , Cold Spring Harbor Symp. Q
uant Biol. 51: 263 (1987); Erlich, Ed., PCR Technology, (Stockton Press, NY, 198
9)を 参 照 の こ と 。 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 プ ラ イ マ ー と し て 既 知 の 核 酸 を 、 そ
し て 核 酸 の 特 定 の 切 片 を 増 幅 又 は 生 成 す る た め に 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る こ と を 含 む
核 酸 試 験 試 料 を 増 幅 す る た め の 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 法 の 唯 一 で は な い が 一 つ の 例 で あ る
と 考 え ら れ る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ が 非 核 酸 不 純 物 か ら 分 離 さ れ た 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ は 「 精 製 」 さ れ る 。 不 純 物 は 、 極 性
、 非 極 性 、 イ オ ン 性 な ど で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 制 限 酵 素 消 化 物 か ら の 与 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 「 回 収 」 又 は 「 単 離 」 と は 、 電 気 泳 動 に
よ る ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 又 は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の 消 化 物 の 分 離 、 分 子 量 が 知 ら れ て
い る マ ー カ ー Ｄ Ｎ Ａ 断 片 と の 移 動 度 の 比 較 に よ る 対 象 断 片 の 同 定 、 所 望 す る 断 片 を 含 む ゲ
ル 部 分 の 除 去 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ か ら の ゲ ル の 分 離 を 意 味 す る 。 こ の 方 法 は 一 般 的 に 知 ら れ て
い る 。 例 え ば 、 Lawnら  (1981) Nucleic Acids Res., 9:6103-6114、 及 び Goeddelら  (1980
) Nucleic Acids Res., 8:4057を 参 照 の こ と 。
　 「 転 写 制 御 エ レ メ ン ト 」 は 、 以 下 の 構 成 物 の 一 又 は 複 数 を 含 む ： エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン
ト 、 プ ロ モ ー タ ー 、 オ ペ レ ー タ ー 配 列 、 レ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 、 及 び 転 写 終 結 配 列 。 こ れ ら
の 構 成 物 は 、 当 該 分 野 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。 米 国 特 許 第 ５ ６ ６ ７ ７ ８ ０ 号 。
　 「 形 質 転 換 体 」 と は 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ に 関 連 し た 表 現 型 の 発 現 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ
ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 に よ っ て 与 え ら れ る 抗 生 物 質 耐 性 ） に よ っ て 証 明 さ れ る よ う に 、 Ｄ
Ｎ Ａ を 取 り 入 れ て 維 持 し て い る 細 胞 で あ る 。
　 「 形 質 転 換 」 又 は 「 形 質 転 換 す る 」 と は 、 細 胞 が Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 込 み 、 「 形 質 転 換 体 」 に
な る プ ロ セ ス を 意 味 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ の 取 り 込 み は 、 永 久 的 あ る い は 一 過 性 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 開 始 ポ リ ペ プ チ ド の 「 変 異 体 」 又 は 「 突 然 変 異 体 」 、 例 え ば 融 合 タ ン パ ク 質 又 は 異 種 ポ
リ ペ プ チ ド （ フ ァ ー ジ に 対 し て 異 種 ） は 、 １ ） ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 開 始 ポ リ ペ プ チ ド の そ れ
と は 異 な る も の を 有 し 、 及 び ２ ） 天 然 又 は 人 工 （ 人 為 的 ） 突 然 変 異 誘 発 の ど ち ら か に よ っ
て 開 始 ポ リ ペ プ チ ド か ら 誘 導 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 例 え ば 、
対 象 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 残 基 の 欠 失 、 及 び ／ 又 は 挿 入 、 及 び ／ 又 は 置 換 を 含
む 。 最 終 構 成 物 (コ ン ス ト ラ ク ト )が 所 望 す る 機 能 的 特 徴 を 有 す る な ら ば 、 欠 失 、 挿 入 、 及
び 置 換 の ど の 組 み 合 わ せ で も 、 最 終 変 異 体 又 は 突 然 変 異 体 構 成 物 に 到 達 す る よ う に 生 成 さ
れ う る 。 ま た 、 ア ミ ノ 酸 変 化 は 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 の 数 又 は 位 置 を 変 え る よ う に 、 ポ リ ペ
プ チ ド の 翻 訳 後 プ ロ セ ス を 変 え る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を 生
成 す る 方 法 は 、 出 典 明 示 に よ り こ こ に 明 示 的 に 取 り 込 ま れ る 米 国 特 許 第 ５ ５ ３ ４ ６ １ ５ 号
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に 記 載 さ れ て い る 。
　 「 ペ プ チ ド 類 似 体 」 と い う 用 語 は 、 上 に 定 義 し た よ う に 、 ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 そ の 結 合
能 及 び ／ 又 は 特 異 性 に 関 し て 、 特 異 的 分 子 と 類 似 す る 分 子 又 は そ の 一 部 を 意 味 す る 。 こ の
よ う な ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 タ ン パ ク 質 工 学 技 術 に よ っ て 発 見 あ る い は 構 築 さ れ 、 そ の よ う
な 方 法 は 当 業 者 に は 良 く 知 ら れ て い る 。 あ る い は 、 こ の よ う な ペ プ チ ド 類 似 体 は ス ク リ ー
ニ ン グ プ ロ セ ス に よ っ て 見 出 す こ と が で き 、 そ れ は 、 例 え ば 特 定 分 子 の 天 然 結 合 パ ー ト ナ
ー （ 特 定 分 子 は 、 必 ず し も タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド で は な い ） 、 又 は そ の 一 部 が 、 こ こ に
記 載 の よ う に （ す な わ ち キ メ ラ タ ン パ ク 質 に お い て ） 、 そ れ へ 結 合 す る 能 力 に 関 し て ペ プ
チ ド 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 さ れ る 。 二 番 目 の ス ク リ ー ニ ン グ 段 階 で は 、
新 し く 見 出 さ れ た ペ プ チ ド 化 合 物 （ 又 は そ の 一 部 ） は 、 そ れ 自 体 が 、 天 然 結 合 パ ー ト ナ ー
の 類 似 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 中 で 特 定 分 子 の ペ プ チ ド 類 似 体
と し て 利 用 さ れ る 。 ペ プ チ ド 類 似 体 を 見 出 し 又 は 作 製 す る 他 の 方 法 も 当 業 者 に は 明 ら か で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 抗 原 決 定 基 と し て 抗 体 と 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 又 は
そ の 一 部 を 意 味 す る 。
　 「 結 合 パ ー ト ナ ー 複 合 体 」 と は 、 特 定 の 検 出 可 能 形 式 で 互 い に 結 合 し て い る 二 つ 以 上 の
分 子 の 会 合 を 意 味 し て い る ： 従 っ て 、 リ ガ ン ド と レ セ プ タ ー 、 抗 体 と 抗 原 、 及 び キ メ ラ タ
ン パ ク 質 と そ れ が 結 合 す る 化 合 物 の 結 合 で あ る 。
　 「 直 接 又 は 間 接 的 に 標 識 化 」 と い う 用 語 は 、 分 子 が 、 放 射 性 同 位 体 、 染 料 、 又 は 蛍 光 あ
る い は 化 学 発 光 部 分 の よ う な 検 出 可 能 シ グ ナ ル を 発 す る 標 識 成 分 、 又 は そ の も の 自 体 は 検
出 さ れ な い が 、 あ る 付 加 的 な 反 応 を 通 し て 化 合 物 の 存 在 を 示 す こ と が 可 能 な 、 ビ オ チ ン 、
酵 素 基 質 、 エ ピ ト ー プ 、 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の よ う な 付 着 酵 素 、 リ ガ ン ド の よ う な 成 分
を 含 み う る こ と を 意 味 す る 。
　 「 リ ガ ン ド 」 と は 、 他 の 与 え ら れ た 分 子 又 は 分 子 複 合 体 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き
る 分 子 又 は 多 量 体 分 子 複 合 体 を 意 味 す る 。 必 ず し も そ う で は な い が 、 し ば し ば 、 リ ガ ン ド
は 可 溶 性 で あ る 一 方 、 細 胞 膜 へ 埋 め 込 ま れ た ア ン カ ー ド メ イ ン に よ る よ う に 、 そ の 標 的 が
固 定 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 レ セ プ タ ー 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 膜 に 埋 め 込 ま れ た 他 の ア ン カ ー ド メ イ ン を 有 し 、 与
え ら れ た 分 子 又 は 分 子 複 合 体 へ 結 合 す る こ と が で き る 少 な く と も 分 子 の 一 部 又 は 多 量 体 分
子 複 合 体 を 意 味 す る 。 例 え ば 二 量 体 の よ う に 、 レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド の ど ち ら か 、 あ る
い は 両 方 が ホ モ 又 は ヘ テ ロ 多 量 体 型 で あ る 場 合 、 多 く の レ セ プ タ ー は 、 特 に 高 い 親 和 性 を
リ ガ ン ド に 対 し て 有 し て い る 。
　 「 固 体 支 持 体 」 と い う 用 語 は 、 限 定 を 受 け ず に 、 細 胞 又 は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 粒 子 の よ
う な 天 然 の 生 物 学 的 な も の 、 又 は 、 限 定 を 受 け ず に 、 ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 、 セ ル ロ ー ス
、 ナ イ ロ ン 、 シ リ カ な ど の 合 成 的 な も の の ど ち ら か 、 及 び 磁 化 粒 子 で 、 可 溶 性 分 子 が 結 合
あ る い は 連 結 し う る 不 溶 性 マ ト リ ッ ク ス を 意 味 す る 。
　 「 天 然 に 生 じ る 」 と は 、 通 常 は 自 然 に 見 出 せ る こ と を 意 味 す る 。 一 般 に は 、 化 学 物 質 は
自 然 に 発 生 し う る が 、 如 何 な る 特 定 の 場 合 で も 天 然 源 か ら 生 成 又 は 誘 導 さ れ る 必 要 は な い
。
　 「 非 天 然 生 成 」 に よ っ て と は 、 殆 ど 又 は 決 し て 自 然 に 見 出 さ れ る こ と が な く 、 及 び ／ 又
は 有 機 合 成 法 を 利 用 し て 生 成 さ れ る こ と を 意 味 す る 。
　 「 修 飾 さ れ た 」 と は 、 非 天 然 生 成 か 又 は 天 然 に 生 じ た 化 合 物 と は 逸 脱 す る 形 で 改 変 さ れ
る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
Ｉ Ｉ ． 概 略
　 本 発 明 は 、 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 制 約 型 ペ プ チ ド 、 及 び 生 物 活 性 分 子 の 構 造 － 活 性 分 析 及 び
薬 剤 リ ー ド 化 合 物 の 発 見 の た め に 有 用 な ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に 関 す る 。 本 発 明 の ペ プ チ
ド は 、 互 い に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 二 つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 従
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っ て 、 ペ プ チ ド は 、 溶 液 中 で β ヘ ア ピ ン 骨 格 の 形 成 を 容 易 に す る 環 状 形 を と る 。 多 く の ペ
プ チ ド の 構 造 を 制 約 す る の に は 十 分 で は な い も の の 、 ジ ス ル フ ィ ド 環 状 化 は 有 益 で あ る 。
ペ プ チ ド の 残 り の 残 基 は 更 に 選 択 さ れ て ヘ ア ピ ン 構 造 の 形 成 へ 有 意 に バ イ ア ス さ れ る 。 更
に は 、 例 え ば β タ ー ン の よ う な 、 生 物 学 的 プ ロ セ ス に お け る 重 要 性 が 証 明 さ れ て い る 同 定
済 み の 二 次 構 造 を 有 す る 種 々 の 生 物 活 性 ペ プ チ ド を 模 倣 す る た め の 相 対 的 な 多 様 性 を 提 供
す る た め に 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 内 の 残 基 の サ ブ セ ッ ト が 変 え ら れ る 。
　 一 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 構 造 制 約 型 環 状 ペ プ チ ド の 集 合 を 含 ん で な る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ
リ ー を 包 含 す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 各 ペ プ チ ド メ ン バ ー は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｃ １ -Ａ １ -Ａ ２ -(
Ａ ３ )ｎ -Ａ ４ -Ａ ５ -Ｃ ２ ［ 配 列 番 号 ： １ ］ を 含 み 、 こ こ で 、
　 Ａ １ 、 Ａ ２ 、 Ａ ３ 、 Ａ ４ 及 び Ａ ５ は 、 天 然 に 生 じ る Ｌ － ア ミ ノ 酸 で あ り ：
　 シ ス テ イ ン Ｃ １ の 末 端 は 、 場 合 に よ っ て は ア ミ ノ 保 護 基 に よ っ て 保 護 さ れ ；
　 シ ス テ イ ン Ｃ ２ の 末 端 は 、 場 合 に よ っ て は カ ル ボ キ シ 保 護 基 に よ っ て 保 護 さ れ ；
　 Ａ １ 及 び Ａ ５ は 、 ア ミ ノ 酸 Ｗ 、 Ｙ 、 Ｆ 、 Ｈ 、 Ｉ 、 Ｖ 及 び Ｔ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 Ａ ２ 及 び Ａ ４ は 、 ア ミ ノ 酸 Ｗ 、 Ｙ 、 Ｆ 、 Ｌ 、 Ｍ 、 Ｉ 、 及 び Ｖ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ ；
　 Ａ ３ は 、 任 意 の 天 然 に 生 じ る Ｌ -ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ は ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、
１ ０ 、 １ １ 及 び １ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 整 数 で あ り ；
　 Ｃ １ 及 び Ｃ ２ は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 互 い に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 環 状 ペ プ チ ド を 形 成 し
て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 位 置 Ａ １ 又 は Ａ ５ あ る い は 両 方 の ア ミ
ノ 酸 残 基 の β 炭 素 に 二 つ の 非 水 素 置 換 基 を 有 す る β 分 岐 残 基 を 有 す る 。 発 明 の 好 ま し い ペ
プ チ ド は Ａ １ 又 は Ａ ５ 又 は 両 方 に 分 岐 脂 肪 族 残 基 Ｉ 又 は Ｖ 又 は Ｔ を 持 つ 。 更 に 好 ま し く は
、 Ａ １ 又 は Ａ ５ は ス レ オ ニ ン （ Ｔ ） で あ る 。 更 に よ り 好 ま し く は 、 Ａ １ 及 び Ａ ５ の 両 方 が
ス レ オ ニ ン 残 基 で あ る 。
　 そ の 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 に よ る と 、 ペ プ チ ド は 、 位 置 Ａ １ 又 は Ａ ５ 又 は そ の 両 方 に 芳
香 族 残 基 Ｗ 、 Ｙ 、 Ｆ 又 は Ｈ を 有 す る 。 更 に 好 ま し く は 、 Ａ １ 又 は Ａ ５ は Ｗ で あ る 。 好 適 な
一 ペ プ チ ド は Ａ １ に Ｈ を 、 Ａ ５ に Ｖ を 含 む 。
　 そ の 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 位 置 Ａ ２ 又 は Ａ ４ あ る い は 両 方
に 芳 香 族 残 基 Ｗ 、 Ｙ 、 又 は Ｆ を 有 す る 。 更 に 好 ま し く は 、 Ａ ２ 又 は Ａ ４ は Ｗ で あ る ： ま た
更 に よ り 好 ま し く は 、 Ａ ２ 及 び Ａ ４ は Ｗ で あ る 。 そ の 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 位 置 Ａ ２
又 は Ａ ４ あ る い は 両 方 に 非 分 枝 脂 肪 族 残 基 Ｌ 又 は Ｍ を 含 む ： よ り 好 ま し く は 、 Ａ ２ 又 は Ａ
４ は ロ イ シ ン で あ る 。 更 な る 他 の 好 ま し い ペ プ チ ド は 、 位 置 Ａ ２ 又 は Ａ ４ あ る い は 両 方 に
分 枝 脂 肪 族 残 基 Ｉ 又 は Ｖ を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド で は 、 Ａ ３ 残 基 の 数 ｎ は 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １
、 又 は １ ２ ； 好 ま し く は ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 又 は １ ０ ； よ り 好 ま し く は ４ 、 ５ 、 又 は
６ を と る こ と が 可 能 で あ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 ｎ は ４ で あ り 、 生 じ る ペ プ チ ド は 十 量 体 で
あ る 。 こ れ ら の 十 量 体 で は 、 残 基 部 位 Ａ １ 、 Ａ ２ 、 Ａ ４ 及 び Ａ ５ は 、 そ れ ぞ れ 上 記 に 記 し
た ア ミ ノ 酸 残 基 の 選 択 群 か ら の も の で あ る が 、 中 央 の (Ａ ３ )４  は 、 種 々 の ア ミ ノ 酸 の テ
ト ラ ペ プ チ ド 配 列 で あ る 。 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 (Ａ ３ )４  テ ト ラ ペ プ チ ド 配 列 は 、 限 定
さ れ る も の で は な い が 、 Ｅ Ｇ Ｎ Ｋ 、 Ｅ Ｎ Ｇ Ｋ 、 Ｑ Ｇ Ｓ Ｆ 、 Ｖ Ｗ Ｑ Ｌ 及 び Ｇ Ｐ Ｌ Ｔ を 含 む β
タ ー ン 構 造 を 好 ま し く は 形 成 す る も の か ら 選 択 さ れ る 。
　 一 側 面 で は 、 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 少 な く と も 約 １ ０ ２ メ ン バ ー の ペ プ チ ド を 含 み
、 そ れ ぞ れ は 他 に 比 べ て 少 な く と も 一 の ア ミ ノ 酸 変 異 を 有 す る 。 好 ま し く は 、 ラ イ ブ ラ リ
ー は 、 少 な く と も 約 １ ０ ４ ペ プ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 約 １ ０ １ ０ ペ プ チ ド 、 更 に よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 約 １ ０ １ ２ ペ プ チ ド を 含 む 。 種 々 の 実 施 態 様 に よ る と 、 ア ミ ノ 酸 変 異 は
、 ペ プ チ ド の 確 定 し た 位 置 で 生 じ る 。 例 え ば 、 変 異 は 、 水 素 結 合 （ Ｈ Ｂ ） 鎖 部 位 （ 例 え ば
Ａ １ ／ Ａ ５ ） 又 は 非 水 素 結 合 （ Ｎ Ｈ Ｂ ） 鎖 部 位 （ 例 え ば Ａ ２ ／ Ａ ４ ） で 生 じ う る ； 残 基 及
び そ の 交 差 ス ト ラ ン ド 対 （ 例 え ば Ａ １ ／ Ａ ５ 又 は Ａ ２ ／ Ａ ４ ） は 、 同 じ 又 は 異 な っ た ア ミ
ノ 酸 を 有 す る こ と が で き る 。 変 異 は 中 央 部 位 (Ａ ３ )ｎ で も 生 じ 、 Ａ ３ は ２ ０ の 天 然 に 生 じ
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る Ｌ -ア ミ ノ 酸 の ど れ で も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 環 状 ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ 末 端 及 び ア ミ ノ 末 端 は 、 （ Ｌ ） 及 び （ Ｄ ） 型 の 両 方 に お い て
、 従 来 の ア ミ ド ペ プ チ ド 結 合 を 通 し て 、 任 意 の 既 知 の 保 護 基 で 保 護 さ れ る か 、 又 は 他 の ア
ミ ノ 酸 残 基 （ 一 般 的 に は 、 天 然 に 生 じ る 残 基 ） へ 結 合 す る 。 保 護 基 及 び 付 加 的 残 基 は 、 常
套 的 な ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 利 用 し て 加 え る こ と が 可 能 で あ る 。 一 般 的 に 、 １ か ら 約 ５ ０ 、
好 ま し く は １ か ら ２ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 各 カ ル ボ キ シ 及 び ア ミ ノ 基 末 端 位 置 に 独 立 し て
存 在 し う る 。 こ れ ら の 付 加 的 残 基 は 、 対 象 と な る β タ ー ン を 含 む 既 知 の タ ン パ ク 質 の 一 部
で あ っ て も よ い し 、 又 は 任 意 の 他 の 所 望 す る 残 基 配 列 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 付 加 的 残
基 は 、 ペ プ チ ド 全 体 の 構 造 に 対 す る β タ ー ン の 効 果 を 決 定 す る た め 、 又 は β タ ー ン 環 状 ペ
プ チ ド と 対 象 タ ン パ ク 質 の 結 合 に 対 す る 付 加 的 残 基 の 効 果 を 決 定 す る た め に 加 え て も よ い
。
　 あ る い は 、 Ａ １ 、 Ａ ２ 、 Ａ ４ 及 び ／ 又 は Ａ ５ の 一 又 は 複 数 が 独 立 に 固 定 さ れ 、 残 基 Ａ ３
が 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 既 知 の 方 法 を 用 い て 変 化 さ れ る 本 発 明 の 環 状 ペ プ チ
ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る こ と が で き る 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 好 ま し い 方 法 は 、 フ
ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ で あ る 。 そ の 更 な る 詳 細 が 下 記 に 説 明 さ れ て い る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ
イ の ど の 既 知 の 方 法 で も 本 発 明 の 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は β タ ー ン ヘ ア ピ ン 構 造 を 提 示 す る た め の 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 を 包
含 す る 。 環 状 ペ プ チ ド 骨 格 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｃ １ -Ａ １ -Ａ ２ -(Ａ ３ )ｎ -Ａ ４ -Ａ ５ -Ｃ ２ （
配 列 番 号 ： １ ） を 含 み 、 こ こ で 、 Ｃ １ と Ｃ ２ は シ ス テ イ ン で あ り ； Ａ １ 、 Ａ ２ 、 Ａ ３ 、 Ａ
４ 及 び Ａ ５ は 天 然 に 生 じ る Ｌ － ア ミ ノ 酸 で あ り ； シ ス テ イ ン Ｃ １ の 末 端 は ア ミ ノ 保 護 基 に
よ っ て 保 護 さ れ て い て も よ く ； シ ス テ イ ン Ｃ ２ の 末 端 は カ ル ボ キ シ 保 護 基 に よ っ て 保 護 さ
れ て い て も よ く ； Ａ １ と Ａ ５ は ア ミ ノ 酸 Ｗ 、 Ｙ 、 Ｆ 、 Ｈ 、 Ｉ 、 Ｖ 及 び Ｔ か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ ； Ａ ２ と Ａ ４ は ア ミ ノ 酸 Ｗ 、 Ｙ 、 Ｆ 、 Ｌ 、 Ｍ 、 Ｉ 、 及 び Ｖ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
； Ａ ３ は 任 意 の 天 然 に 生 じ る Ｌ -ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ｎ は ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １
０ 、 １ １ 、 又 は １ ２ の 整 数 で あ り ； Ｃ １ と Ｃ ２ は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 互 い に 結 合 し
て 、 環 状 ペ プ チ ド を 形 成 す る 。
　 好 適 な 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 骨 格 は 、 位 置 Ａ １ 又 は Ａ ５ 又 は そ の 両 方 の ア
ミ ノ 酸 残 基 の β 炭 素 に 二 つ の 非 水 素 置 換 基 を 有 す る β 分 岐 残 基 を 有 す る 。 本 発 明 の 好 適 な
ペ プ チ ド 骨 格 は Ａ １ 、 Ａ ５ 又 は 両 方 に 分 岐 脂 肪 族 残 基 Ｉ 、 Ｖ 又 は Ｔ を 有 す る 。 よ り 好 ま し
く は 、 Ａ １ 又 は Ａ ５ は ス レ オ ニ ン （ Ｔ ） で あ る 。 更 に よ り 好 ま し く は 、 Ａ １ と Ａ ５ の 双 方
が ス レ オ ニ ン 残 基 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 そ の 他 の 実 施 態 様 に よ る と 、 ペ プ チ ド 骨 格 は 、 位 置 Ａ １ 又 は Ａ ５ 又 は そ の 両 方 に 芳 香 族
残 基 Ｗ 、 Ｙ 、 Ｆ 又 は Ｈ を 有 す る 。 更 に 好 ま し く は 、 Ａ １ 又 は Ａ ５ は Ｗ で あ る 。 好 適 な 一 ペ
プ チ ド は Ａ １ に Ｈ を 、 Ａ ５ に Ｖ を 含 む 。
　 そ の 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 骨 格 は 、 位 置 Ａ ２ 又 は Ａ ４ あ る い は
両 方 に 芳 香 族 残 基 Ｗ 、 Ｙ 、 又 は Ｆ を 有 す る 。 更 に 好 ま し く は 、 Ａ ２ 又 は Ａ ４ は Ｗ で あ る ：
ま た 更 に よ り 好 ま し く は 、 Ａ ２ 及 び Ａ ４ は Ｗ で あ る 。 そ の 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 位 置
Ａ ２ 又 は Ａ ４ あ る い は 両 方 に 非 分 枝 脂 肪 族 残 基 Ｌ 又 は Ｍ を 有 す る ペ プ チ ド 骨 格 を 含 む ： よ
り 好 ま し く は 、 Ａ ２ 又 は Ａ ４ は ロ イ シ ン で あ る 。 更 な る 他 の 好 ま し い ペ プ チ ド は 、 位 置 Ａ
２ 又 は Ａ ４ あ る い は 両 方 に 分 枝 脂 肪 族 残 基 Ｉ 又 は Ｖ を 有 す る 。
　 本 発 明 の ペ プ チ ド で は 、 Ａ ３ 残 基 の 数 ｎ は 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １
、 又 は １ ２ ； 好 ま し く は ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 又 は １ ０ ； よ り 好 ま し く は ４ 、 ５ 、 又 は
６ を と る こ と が 可 能 で あ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 ｎ は ４ で あ り 、 生 じ る ペ プ チ ド は 十 量 体 で
あ る 。 こ れ ら の 十 量 体 で は 、 残 基 部 位 Ａ １ 、 Ａ ２ 、 Ａ ４ 及 び Ａ ５ は 、 そ れ ぞ れ 上 記 に 記 し
た ア ミ ノ 酸 残 基 の 選 択 群 か ら の も の で あ る が 、 中 央 の (Ａ ３ )４  は 、 種 々 の ア ミ ノ 酸 の テ
ト ラ ペ プ チ ド 配 列 で あ る 。 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 (Ａ ３ )４  テ ト ラ ペ プ チ ド 配 列 は 、 限 定
さ れ る も の で は な い が 、 Ｅ Ｇ Ｎ Ｋ 、 Ｅ Ｎ Ｇ Ｋ 、 Ｑ Ｇ Ｓ Ｆ 、 Ｖ Ｗ Ｑ Ｌ 及 び Ｇ Ｐ Ｌ Ｔ を 含 む β

10

20

30

40

50

(11) JP 2006-503088 A 2006.1.26



タ ー ン 構 造 を 好 ま し く は 形 成 す る も の か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 環 状 ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ 末 端 及 び ア ミ ノ 末 端 は 、 （ Ｌ ） 及 び （ Ｄ ） 型 の 両 方 に お い て
、 従 来 の ア ミ ド ペ プ チ ド 結 合 を 通 し て 、 任 意 の 既 知 の 保 護 基 で 保 護 さ れ る か 、 又 は 他 の ア
ミ ノ 酸 残 基 （ 一 般 的 に は 、 天 然 に 生 じ る 残 基 ） へ 結 合 す る 。 保 護 基 及 び 付 加 的 残 基 は 、 常
套 的 な ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 利 用 し て 加 え る こ と が 可 能 で あ る 。 一 般 的 に 、 １ か ら 約 ５ ０ 、
好 ま し く は １ か ら ２ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 各 カ ル ボ キ シ 及 び ア ミ ノ 基 末 端 位 置 に 独 立 し て
存 在 し う る 。 こ れ ら の 付 加 的 残 基 は 、 対 象 と な る β タ ー ン を 含 む 既 知 の タ ン パ ク 質 の 一 部
で あ っ て も よ い し 、 又 は 任 意 の 他 の 所 望 す る 残 基 配 列 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 付 加 的 残
基 は 、 ペ プ チ ド 全 体 の 構 造 に 対 す る β タ ー ン の 効 果 を 決 定 す る た め 、 又 は β タ ー ン 環 状 ペ
プ チ ド と 対 象 タ ン パ ク 質 の 結 合 に 対 す る 付 加 的 残 基 の 効 果 を 決 定 す る た め に 加 え て も よ い
。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 ａ ） 上 述 の よ う な 本 発 明 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 し ；
ｂ ） 特 定 位 置 Ａ １ 、 Ａ ２ 、 Ａ ３ 、 Ａ ４ 又 は Ａ ５ の 一 つ の ア ミ ノ 酸 に 相 違 の あ る 少 な く と も
二 つ の ペ プ チ ド を コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 し ； ｃ ） ペ プ チ ド の コ ン ホ メ ー
シ ョ ン を 確 定 し ； ｄ ） ペ プ チ ド の 相 対 的 安 定 性 を 測 定 し 、 比 較 し ； ｅ ） コ ン ホ メ ー シ ョ ン
的 に 安 定 な β ヘ ア ピ ン 骨 格 を 有 す る ペ プ チ ド を 選 択 す る 工 程 を 含 ん で な る 、 コ ン ホ メ ー シ
ョ ン 的 に 安 定 し た β ヘ ア ピ ン 骨 格 を 有 す る ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 包 含 す る
。 ペ プ チ ド の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 及 び 安 定 性 は 、 Ｎ Ｍ Ｒ 、 分 子 モ デ リ ン グ 、 結 晶 学 及 び 自 由
エ ネ ル ギ ー 計 算 な ど の 当 該 分 野 で 知 ら れ た 多 く の 方 法 を 用 い て 確 定 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 Cavanaghら  (1995) Protein NMR Spectroscopy, Principles and Practice (Acade
mic Press, San Diego)を 参 照 の こ と 。 ペ プ チ ド の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 及 び 安 定 性 を 確 定 す
る 特 定 の 方 法 は 、 実 施 例 に よ っ て 以 下 に よ り 詳 し く 記 載 す る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド を 含 む β
タ ー ン は 、 そ の 結 合 活 性 に つ い て 天 然 生 物 活 性 タ ン パ ク 質 を 模 倣 す る の に 有 用 で あ り う る
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 β タ ー ン 残 基 Ａ ３ の 同 一 性 は 、 既 知 の タ ン パ ク 質 構 造 を 研 究 し 、 次 に 既 知 の 構 造 配 列 を
本 発 明 の 構 造 化 さ れ た β ヘ ア ピ ン 化 合 物 へ 置 換 す る こ と に よ っ て 確 定 で き る 。 こ の 実 施 態
様 で は 、 残 基 Ａ ３ は 既 知 の タ ン パ ク 質 よ り 得 ら れ る が 、 残 基 Ａ １ 、 Ａ ２ 、 Ａ ４ 及 び Ａ ５ は
本 発 明 に つ い て 記 載 さ れ て い る 通 り で あ る 。 こ の よ う に し て 、 本 発 明 の 固 定 化 残 基 は 、 対
象 の タ ン パ ク 質 か ら 特 定 の タ ー ン を 構 造 化 す る た め に 利 用 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 、
既 知 の タ ン パ ク 質 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る た め に 、 又 は 関 連 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相
互 作 用 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る た め に 、 タ ン パ ク 質 の タ ー ン が 十 分 か ど う か を 試 験 す る こ と
が 可 能 に な る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 ａ ） 上 述 の よ う な コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 し ； ｂ ） コ ン
ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 結 合 パ ー ト ナ ー と 接 触 さ せ ； ｃ ） 結 合 パ ー ト ナ ー と 非 共 有 複
合 体 を 形 成 す る こ と が 可 能 な ペ プ チ ド を ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 し ； ｄ ） 場 合 に よ っ て は 前
記 ペ プ チ ド を 単 離 す る 工 程 を 含 ん で な る 、 特 定 の 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る こ と が 可 能 な
ペ プ チ ド を 同 定 す る 方 法 を 含 む 。 ペ プ チ ド 結 合 活 性 を 評 価 し 対 象 ペ プ チ ド を 単 離 す る た め
の 方 法 及 び 技 術 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て お り 、 下 記 に よ り 詳 し く 記 載 さ れ る 。
　 本 発 明 の ペ プ チ ド の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 ペ プ チ ド と 結 合 し 場 合 に よ っ て は 生 物 活 性 を 発
揮 す る こ と が で き る 任 意 の 既 知 又 は 未 知 の ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 他 の 高 分 子 又 は 化 学 物
質 を 含 む 任 意 の 分 子 の 少 な く と も 一 部 で あ る こ と が で き る 。 レ セ プ タ ー 、 リ ガ ン ド 、 抗 原
、 抗 体 、 酵 素 及 び 酵 素 基 質 と そ の 断 片 又 は 一 部 の よ う な タ ン パ ク 質 分 子 は 、 「 結 合 パ ー ト
ナ ー 」 に 包 含 さ れ る 。 ま た 、 他 の 非 タ ン パ ク 質 化 学 的 化 合 物 は 、 有 機 で あ れ 無 機 で あ れ 、
ペ プ チ ド の 結 合 パ ー ト ナ ー と な り う る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
Ｉ Ｉ Ｉ ． β ヘ ア ピ ン ペ プ チ ド
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 は 、 溶 液 中 で β ヘ ア ピ ン コ ン ホ メ ー シ ョ ン を と る 環 状 ペ プ チ ド 骨 格
を 含 む 。 β ヘ ア ピ ン 構 造 の 構 成 成 分 は 、 対 と な っ た 逆 平 行 β ス ト ラ ン ド 、 好 ま し く は β タ
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ー ン を 含 む 。 β ス ト ラ ン ド に お け る 非 水 素 結 合 部 位 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 シ ス テ イ ン 対 の 好
ま し い 置 換 が 研 究 さ れ 、 少 な く と も タ ン パ ク 質 に お い て は 、 そ れ は 、 統 計 的 に 好 ま し い 交
差 ス ト ラ ン ド 残 基 の 特 定 の 対 （ 水 素 結 合 又 は 非 水 素 結 合 部 位 の ど ち ら か ） と さ れ て い る 。
一 つ の 研 究 は 、 近 接 す る 逆 平 行 ス ト ラ ン ド の 水 素 結 合 部 位 へ 種 々 の 残 基 対 が 導 入 さ れ て い
る 変 異 タ ン パ ク 質 の 実 験 的 安 定 性 測 定 を 記 載 し て い る 。 Smith & Regan (1995) Science 2
70:980-982。 β ス ト ラ ン ド の 幾 何 学 的 性 質 に 適 し た コ ン ホ メ ー シ ョ ン を と る 為 の 個 々 の ア
ミ ノ 酸 の 内 在 的 優 先 度 を 確 定 す る た め の 試 み が 、 β ス ト ラ ン ド の 残 基 内 容 の 分 析 （ Chou &
 Fassman(1978) Annu. Rev. Biochem. 47:251-276） 、 又 は 種 々 の ア ミ ノ 酸 を タ ン パ ク 質
の β ス ト ラ ン ド へ 置 換 し て 取 り 入 れ 、 変 異 体 の 相 対 的 安 定 性 を 測 定 す る こ と （ Kim & Berg
(1993) Nature 362:267-270； Minor & Kim(1994) Nature 367: 660-663； Minor & Kim(19
93) Nature 371:264-267； Smithら , Biochemistry(1994) 33:5510-5517） の ど ち ら か に よ
っ て 行 わ れ て き た 。 残 基 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 指 定 す る た め の 改 良 統 計 方 法 は 、 種 々 の 実
験 的 性 向 の 規 模 と の 相 関 を 改 善 し た （ Munoz &　 Serrano(1994) Proteins 20:301-311） 。
ト リ プ ト フ ァ ン へ 割 り 当 て ら れ る 傾 向 は 、 全 て の 報 告 済 み の 規 模 の 中 で 中 程 度 で あ る 。
　 最 近 、 幾 つ か の 短 い 直 鎖 状 ペ プ チ ド （ ４ － １ ６ ア ミ ノ 酸 ） で は 、 ヘ ア ピ ン コ ン ホ メ ー シ
ョ ン が 水 溶 液 中 で 部 分 的 に 存 在 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 設 計 さ れ た ペ プ チ ド 及 び タ
ン パ ク 質 配 列 か ら 得 ら れ た ペ プ チ ド の 両 方 が こ の 性 質 を 示 し て い る 。 一 般 に 、 こ れ ら の 研
究 は 、 統 計 的 に 強 い タ ー ン 配 列 （ 例 え ば 、 ｉ ＋ １ 、 ｉ ＋ ２ に お い て ａ ｓ ｎ -ｇ ｌ ｙ ） を 有
す る ペ プ チ ド を 含 む 。 し か し な が ら 、 ヘ ア ピ ン の 総 数 は 、 水 溶 液 中 に お い て ４ ０ － ５ ０ ％
を 越 え る こ と は 殆 ど な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 統 計 的 に よ り 共 通 の タ ー ン 配 列 （ Ｍ Ｑ Ｉ Ｇ Ｖ Ｋ Ｎ Ｐ Ｄ Ｇ Ｔ Ｉ Ｔ Ｌ Ｅ Ｖ ） を 伴 う こ と を 除
い て 、 ユ ビ キ チ ン タ ン パ ク 質 か ら 誘 導 さ れ た １ ６ マ ー (１ ６ -ｍ ｅ ｒ )ペ プ チ ド は 、 水 中 （
約 ８ ０ ％ ） で は 、 高 頻 度 で 存 在 す る ヘ ア ピ ン を 形 成 し な か っ た が 、 ヘ ア ピ ン は 天 然 タ ン パ
ク 質 に お け る の と 同 じ ス ト ラ ン ド レ ジ ス タ ー を 持 っ て い な か っ た （ Searleら  (1995)Nat.S
truct.Biol. 2:999-1006） 。 別 の グ ル ー プ は 、 タ ー ン 領 域 が 幾 つ か の 配 列 （ Ｍ Ｑ Ｉ Ｇ Ｖ Ｋ
Ｓ Ｘ Ｘ Ｋ Ｔ Ｉ Ｔ Ｌ Ｋ Ｖ ， こ こ で Ｘ Ｘ ＝ ｐ ｒ ｏ -ａ ｌ ａ 又 は ｐ ｒ ｏ -ｇ ｌ ｙ ： Haque & Gellma
n (1997) J. Am. Chem. Soc.119:2303-2304） で 置 き 換 え ら れ た 類 似 の ペ プ チ ド を 研 究 し
た 。 天 然 ス ト ラ ン ド レ ジ ス タ ー を 伴 う ヘ ア ピ ン 構 造 の 証 拠 は 、 Ｌ -ア ミ ノ 酸 配 列 で は な く
Ｄ -ア ミ ノ 酸 を 含 む タ ー ン に つ い て 観 察 さ れ た 。 総 数 の 推 定 は 、 こ の 研 究 で は 与 え ら れ て
い な い 。
　 幾 つ か の グ ル ー プ は 、 本 来 は タ ン パ ク 質 tendamistatか ら の 配 列 に 基 づ く モ デ ル ペ プ チ
ド を 研 究 し て き た 。 ペ プ チ ド Ｙ Ｑ Ｎ Ｐ Ｄ Ｇ Ｓ Ｑ Ａ は 、 水 中 に お い て 小 数 の ヘ ア ピ ン の 存 在
を 示 す Ｎ Ｍ Ｒ の 証 拠 を 示 し た （ Blancoら  (1993) J. Am. Chem. Soc. 115: 5887-5888； de
 Albaら  (1995) Eur. J. Biochem. 233:282-292； Constantineら  (1995) J. Am. Chem. S
oc. 117:10841-10854； Friedrichsら  J. Am. Chem. Soc. (1995)v 117, pp 10855-10864
） 。 よ り 高 く 期 待 さ れ る β 性 向 （ Ｉ Ｙ Ｓ Ｎ Ｐ Ｄ Ｇ Ｔ Ｗ Ｔ ） の 鎖 残 基 を と も な う こ の ペ プ チ
ド の 変 異 体 は 、 異 な る タ ー ン 配 列 （ Ｉ Ｙ Ｓ Ｎ Ｓ Ｄ Ｇ Ｔ Ｗ Ｔ ） を と も な う 二 番 目 の ペ プ チ ド
と 比 較 さ れ た 。 両 ペ プ チ ド は 、 Ｎ Ｍ Ｒ に よ っ て 、 水 中 に お い て ３ ０ ％ ヘ ア ピ ン で あ る と 見
積 も ら れ た （ de Albe ら  (1996)Fold. Des. 1: 133-144） 。 こ の ペ プ チ ド の さ ら な る 変 異
は 、 ほ と ん ど が タ ー ン 配 列 に あ り 、 種 々 の 構 造 及 び 混 合 集 団 の ヘ ア ピ ン を 生 じ る 。 一 般 的
に 、 ５ ０ ％ を 越 す コ ン フ ォ ー マ ー 集 団 は 一 つ も な い （ de Albe ら  (1997) J. Am. Chem. S
oc. 119:175-183） 。 最 後 の 研 究 で は 、 ペ プ チ ド Ｉ Ｔ Ｓ Ｎ Ｓ Ｄ Ｇ Ｔ Ｗ Ｔ の 三 つ の Ｎ 末 端 残
基 が 種 々 の 配 列 で 置 き 換 え ら れ て い る 。 再 び 、 混 合 コ ン フ ォ ー マ ー が 頻 繁 に 観 察 さ れ 、 与
え ら れ た ヘ ア ピ ン コ ン フ ォ ー マ ー の 集 団 は 、 一 般 的 に ５ ０ ％ よ り 低 か っ た ： 一 つ の ペ プ チ
ド （ Ｙ Ｉ Ｔ Ｎ Ｓ Ｄ Ｇ Ｔ Ｗ Ｔ ） は 、 高 頻 度 の レ ジ ス タ ー シ フ ト ヘ ア ピ ン を 形 成 し な か っ た （
８ ０ ％ ： de Albe ら  (1997) Protein Sci. 6:2584-2560） 。 こ れ ら の 研 究 の 著 者 ら は 、 少
な く と も こ れ ら の 短 い モ デ ル ペ プ チ ド に お い て 、 タ ー ン 残 基 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 好 み が
、 ヘ ア ピ ン の 安 定 性 の 決 定 に お い て 交 差 ス ト ラ ン ド 相 互 作 用 を 支 配 す る も の と 結 論 付 け た
。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 結 晶 構 造 に お け る ヘ ア ピ ン 配 列 の 分 析 は 、 異 な る 一 連 の β ヘ ア ピ ン の 設 計 を 可 能 に す る
。 標 的 構 造 は 、 三 残 基 鎖 が 隣 接 す る Ｉ '型 タ ー ン で あ っ た 。 ａ ｒ ｇ -ｇ ｌ ｙ 配 列 が 、 溶 解 度
を を 向 上 さ せ る た め に 末 端 に 加 え ら れ た 。 ペ プ チ ド  Ｒ Ｇ Ｉ Ｔ Ｖ Ｎ Ｇ Ｋ Ｔ Ｙ Ｇ Ｒ は 、 部 分
的 に ヘ ア ピ ン コ ン ホ メ ー シ ョ ン （ 約 ３ ０ ％ ） へ 折 り 畳 ま れ る こ と が Ｎ Ｍ Ｒ に よ っ て 確 定 し
た （ Ramirez-Alvaradoら  (1996) Nat. Strruct. Biol. 3:604-612） 。 鎖 残 基 の 重 要 性 は
、 ｉ ｌ ｅ 及 び ｖ ａ ｌ 、 ｌ ｙ ｓ 及 び ｔ ｙ ｒ 、 又 は ４ つ 全 て の 残 基 を ア ラ ニ ン へ 置 き 換 え る こ
と に よ っ て 示 さ れ た 。 ア ラ ニ ン 置 換 ペ プ チ ド は 、 ど れ も ヘ ア ピ ン を 形 成 す る 傾 向 を 示 さ な
か っ た 。 同 じ 著 者 ら は 、 位 置 ｉ ＋ １ の タ ー ン が 変 え ら れ た （ asnを asp、 ala、 gly、 又 は se
rへ ） 第 二 シ リ ー ズ の 実 験 を 報 告 し て い る 。 ａ ｓ ｎ を タ ー ン に 有 す る 最 初 の 配 列 よ り も 構
造 化 さ れ た ペ プ チ ド は な か っ た （ Ramirez-Alvaradoら  (1997) J.Mol. Biol. 273:898-912
） 。 こ の 研 究 を 記 載 し た 総 説 は 、 ｇ ｌ ｙ -ｌ ｙ ｓ 対 を モ デ ル ペ プ チ ド の 末 端 に 加 え る こ と
で ヘ ア ピ ン が 安 定 化 し た こ と を 示 し て い る が 、 更 な る 詳 細 は 提 供 し な か っ た （ Ramirez-Al
varadoら  (1999)Bioorg. Med. Chem. 7:93-103） 。
　 も う 一 つ の モ デ ル ペ プ チ ド シ リ ー ズ （ Ｒ Ｙ Ｖ Ｅ Ｖ Ｘ Ｇ Ｏ ｒ ｎ Ｋ Ｉ Ｌ Ｑ ） は 、 水 中 で の ヘ
ア ピ ン 形 成 の 証 拠 を 与 え て い る 。 Ｄ -ｐ ｒ ｏ 又 は Ｌ -ａ ｓ ｎ で あ る 残 基 Ｘ は 、 特 徴 的 な Ｎ Ｏ
Ｅ ｓ 及 び α -Ｈ シ フ ト を 与 え る が 、 Ｌ -ｐ ｒ ｏ ペ プ チ ド は ア ン フ ォ ー ル ド で あ る 。 集 団 推 定
値 は 与 え ら れ て い な い が 、 Ｄ -ｐ ｒ ｏ は よ り 安 定 な ヘ ア ピ ン を 与 え る と 思 わ れ る （ Stanger
 & Gellman (1998) J. Am. Chem. Soc. 120:4236-4237） 。 後 の 研 究 で は 完 全 に 折 り 畳 ま
れ た ヘ ア ピ ン の モ デ ル と し て こ の ペ プ チ ド の ジ ス ル フ ィ ド 環 化 及 び 骨 格 環 化 型 が 用 い ら れ
、 未 環 化 類 似 体 に お け る ヘ ア ピ ン 集 団 の 推 定 が 可 能 に な っ た （ ３ ０ － ７ ０ ％ ） 。 Syudら  (
1999) Am Chem Soc. 121:11577-11578。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ｍ ｅ ｔ レ プ レ ッ サ ー Ｄ Ｎ Ａ 結 合 領 域 に 基 づ い て 設 計 さ れ た １ ６ 残 基 ペ プ チ ド （ Ｋ Ｋ Ｙ Ｔ
Ｖ Ｓ Ｉ Ｎ Ｇ Ｋ Ｋ Ｉ Ｔ Ｖ Ｓ Ｉ ） は 、 ３ ０ ３ Ｋ で ５ ０ ％ の 集 団 推 定 値 で 水 中 で ヘ ア ピ ン 構 造 を
形 成 し た 。 程 度 は よ り 低 い （ ３ ５ ％ ） が 、 一 つ の 鎖 の 切 断 は 、 タ ー ン が 鎖 の 相 互 作 用 な し
で 集 団 化 し て い た こ と を 示 し て い る 。 ヘ ア ピ ン 形 成 の 熱 力 学 的 パ ラ メ ー タ ー の 分 析 は 、 ２
９ ８ Ｋ に お い て Δ Ｇ ＝ ０ ． ０ ８ ｋ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ で 、 フ ォ ー ル デ イ ン グ は エ ン タ ル ピ ー 的
に は 指 向 性 は 不 利 で あ り 、 エ ン ト ロ ピ ー 的 に は 推 進 さ れ る こ と を 示 し た （ Maynard & Sear
le (1997) Chem. Commun. 1297-1298； Griffiths-Jonesら  (1998) Chem. Commun. 789-79
0； Maynardradら  (1998) J. Am. Chem. Soc. 120:1996-2007） 。 Griffiths-Jonesら  (199
9) J. Mol Biol. 292:1051-1069。
　 タ ン パ ク 質 Ｇ （ Ｇ Ｂ １ ） の Ｂ １ ド メ イ ン に 由 来 す る 最 終 ヘ ア ピ ン ペ プ チ ド （ Ｇ Ｅ Ｗ Ｔ Ｙ
Ｄ Ｄ Ａ Ｔ Ｋ Ｔ Ｆ Ｔ Ｖ Ｔ Ｅ ） は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド に 関 連 す る 幾 つ か の 特 徴 を 有 す る 。 上 述
の モ デ ル ヘ ア ピ ン と は 異 な り 、 Ｇ Ｂ １ は 、 一 つ の ｔ ｈ ｒ -ｔ ｈ ｒ 交 差 ス ト ラ ン ド 対 を 含 む
、 ４ つ の ス レ オ ニ ン 残 基 を 鎖 内 の 水 素 結 合 部 位 に 有 し て い る 。 こ れ は 、 好 ま し く な い 対 形
成 で あ る と 一 般 に は 考 え ら れ て い る 。 更 に 、 相 互 作 用 し て 小 さ な 疎 水 性 コ ア を 形 成 す る か
も し れ な い 近 接 す る 非 水 素 結 合 部 位 に 、 ｔ ｒ ｐ -ｖ ａ ｌ 及 び ｔ ｙ ｒ -ｐ ｈ ｅ 対 が あ る 。 報 告
さ れ た デ ー タ は 、 Ｇ Ｂ １ ペ プ チ ド が 水 中 で 良 く 集 団 化 し た ヘ ア ピ ン （ 約 ５ ０ ％ ） を 形 成 し
た こ と を 示 す 。 デ ー タ は 、 天 然 の 鎖 対 形 成 と 一 致 す る （ Blancoら  (1994) Nat. Struct. B
iol. 1:584-590） 。 Ｇ Ｂ １ ペ プ チ ド の 変 性 研 究 は 、 ２ ７ ３ Ｋ に お い て ８ ０ ％ の ヘ ア ピ ン の
推 定 値 を 与 え 、 デ ー タ の 分 析 （ Δ Ｃ ｐ ＝ ０ と 仮 定 ） は 、 Δ Ｈ ＝ － １ １ ． ６ ｋ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ
ｌ 、 Δ Ｓ ＝ － ３ ９ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ Ｋ を 与 え た ： す な わ ち フ ォ ー ル デ ィ ン グ は 、 エ ン タ ル ピ
ー 的 に 推 進 さ れ 、 エ ン ト ロ ピ ー 的 に 好 ま し く な い （ Munozら , Nature(1998)v390, pp.196-
199） 。 エ ン タ ル ピ ー 及 び エ ン ト ロ ピ ー の 相 対 的 役 割 は 、 上 述 の ｍ ｅ ｔ レ プ レ ッ サ ー ペ プ
チ ド に 比 較 し て 逆 で あ る 。 Ｇ Ｂ １ ペ プ チ ド の 熱 変 性 の Ｎ Ｍ Ｒ 研 究 か ら 同 様 の 結 果 が 報 告 さ
れ て い る 。 Hondaら  (2000) J. Mol. Biol. 295:269-278。 同 じ グ ル ー プ の 突 然 変 異 誘 発 研
究 （ Kobayashiら  (2000) Biochemistry 39:6564-6571） で は ヘ ア ピ ン 安 定 性 に 対 し て 特 に
重 要 な も の と し て 交 差 ス ト ラ ン ド フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 及 び チ ロ シ ン 残 基 が 同 定 さ れ た 。 最 後
に 、 こ の グ ル ー プ は Ｇ Ｂ １ ペ プ チ ド の ジ ス ル フ ィ ド 環 化 類 似 体 を 報 告 し て い る （ Ｃ Ｅ Ｗ Ｔ
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Ｙ Ｄ Ｄ Ａ Ｔ Ｋ Ｔ Ｆ Ｔ Ｖ Ｔ Ｃ Ｋ ； Kobayashiら  (1999) Biochemistry 38:3228-3243） 。 こ の
類 似 体 の 構 造 は 記 述 さ れ て い な い ； し か し な が ら 、 そ れ は 、 未 環 化 ペ プ チ ド よ り も Ｇ Ｂ １
タ ン パ ク 質 の 残 り に ７ 倍 強 く 結 合 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 幾 つ か の 設 計 さ れ た 三 重 に よ り 合 わ さ っ た シ ー ト が 報 告 さ れ て い る ： そ れ ら の 一 つ は 、
タ ン パ ク 質 に 生 じ る 通 常 の ２ ０ の ア ミ ノ 酸 の み を 含 み 、 水 中 で 折 り 畳 ま れ る （ Kortemmeら
 (1998) Science 281:253-256） 。 そ の 設 計 の 一 側 面 は 、 非 分 岐 ア ミ ノ 酸 の 隣 の 鎖 の 二 つ
の 非 水 素 結 合 残 基 を も 変 え る 一 方 で 、 ｔ ｒ ｐ を 非 水 素 結 合 位 置 へ 加 え る こ と で あ る （ Ｗ Ｗ
ド メ イ ン と の 類 推 ） 。 著 者 は 、 ｔ ｒ ｐ 側 鎖 が 隣 り の 鎖 へ と 密 集 す る こ と を 、 分 岐 残 基 が 妨
げ る と 述 べ て い る 。 変 性 デ ー タ の 熱 力 学 的 分 析 は 、 ２ ７ ８ Ｋ に お い て － ０ ． ６ ｋ ｃ ａ ｌ ／
ｍ ｏ ｌ の フ ォ ー ル デ イ ン グ 自 由 エ ネ ル ギ ー を 与 え る （ フ ォ ー ル デ イ ン グ 集 団 の 推 定 値 ＝ ８
０ － ９ ０ ％ ） 。
　 タ ン パ ク 質 ヘ ア ピ ン を 模 倣 す る こ と を 意 図 し た 、 又 は デ ノ ボ 設 計 ヘ ア ピ ン と し て の ジ ス
ル フ ィ ド 制 約 型 ペ プ チ ド に つ い て の 多 く の 例 が 報 告 さ れ て い る 。 多 く の 場 合 、 ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 幾 何 構 造 が ヘ ア ピ ン の 交 差 ス ト ラ ン ド 幾 何 構 造 と 適 合 し な い と 当 初 考 え ら れ て い た
の で 、 設 計 は 一 又 は 両 末 端 に Ｄ -シ ス テ イ ン を 含 む 。 し か し な が ら 、 Ｌ -ｃ ｙ ｓ を 利 用 す る
幾 つ か の 例 が あ る 。
　 ジ ス ル フ ィ ド 環 状 ペ プ チ ド の 殆 ど の 研 究 に お い て 、 構 造 の 証 拠 を 欠 い て い る 。 こ こ で 列
挙 さ れ た 例 は 、 実 験 的 に 確 定 さ れ て き た も の か 、 生 物 学 的 ア ッ セ イ に お い て 正 常 で な い ア
ミ ノ 酸 を 使 用 せ ず に 、 よ り 大 き な ヘ ア ピ ン 含 有 タ ン パ ク 質 に 近 い 効 力 を 有 し て い る も の で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ヘ キ サ ペ プ チ ド （ Ｂ ｏ ｃ -Ｃ Ｌ -Ａ ｉ ｂ -Ａ Ｖ Ｃ -Ｎ Ｍ ｅ ） の 構 造 が 、 結 晶 学 的 に 決 定 さ れ
、 Ｉ Ｉ '型 タ ー ン 及 び β シ ー ト 幾 何 学 が 明 ら か に さ れ た （ Karleら  J. Am. Chem. Soc. (19
98)v110, pp1958-1963） 。 同 じ シ ス テ イ ン 間 隔 を 有 す る オ ク タ ペ プ チ ド （ Ａ Ｃ Ｓ Ｐ Ｇ Ｈ Ｃ
Ｅ ） は Ｎ Ｍ Ｒ で 研 究 が な さ れ 、 ｐ ｒ ｏ -ｇ ｌ ｙ の 中 心 に あ る タ ー ン と 類 似 の 構 造 を 有 し て
い る （ Walseら  (1996) J. Comput.-Aided Mol Des. 10:11-22） 。 Ａ ｃ -Ｃ Ｘ Ｐ Ｇ Ｘ Ｃ -Ｎ
Ｈ Ｍ ｅ 形 の ペ プ チ ド は ジ ス ル フ ィ ド 交 換 平 衡 の 測 定 に よ っ て 評 価 さ れ 、 １ ｋ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ
ｌ と 同 程 度 の ペ プ チ ド 間 の タ ー ン 指 向 性 を 示 し た （ Milburnら  (1987) J. Am. Chem. Soc.
 109:4486-4496） 。
　 Ｍ １ ３ の 遺 伝 子 ５ タ ン パ ク 質 （ gene 5 protein） に 基 づ い た １ １ 残 基 環 状 ペ プ チ ド （ Ｃ
Ｇ Ｖ Ｓ Ｒ Ｑ Ｇ Ｋ Ｐ Ｙ Ｃ ） は 、 水 溶 液 中 で 安 定 的 に 構 造 化 さ れ る こ と が Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に よ っ て
実 証 さ れ た 。 環 状 ペ プ チ ド は 、 対 応 す る タ ン パ ク 質 ル ー プ へ か な り 類 似 の 構 造 を と る 。 著
者 は 、 明 確 な β ヘ ア ピ ン 構 造 は 、 こ れ ま で は ど の 非 保 護 ジ ス ル フ ィ ド 制 約 型 環 に お い て も
報 告 さ れ て い な か っ た と 主 張 す る （ Rietmanら  (1996) Eur. J. Biochem. 238:706-713）
。 こ の ペ プ チ ド は 、 シ ス テ イ ン へ 最 も 近 接 す る 非 水 素 結 合 部 位 に お い て ｖ ａ ｌ -ｐ ｒ ｏ 対
を 有 す る 。
　 Ｘ 線 構 造 に 基 づ く カ ブ ト ガ ニ 抗 リ ポ 多 糖 因 子 （ Ｌ Ａ Ｌ Ｆ ） の ル ー プ に 一 致 す る ペ プ チ ド
の 環 状 化 は 、 強 力 な リ ピ ッ ド Ａ バ イ ン ダ ー を 産 す る 。 こ れ ら ペ プ チ ド の 構 造 に 関 す る 証 拠
は な い 。 幾 つ か の ペ プ チ ド は 、 シ ス テ イ ン へ 最 も 近 接 す る 非 水 素 結 合 部 位 に 芳 香 族 -芳 香
族 対 を 有 す る ： し か し な が ら 、 最 も 強 力 な も の （ Ｇ Ｃ Ｋ Ｐ Ｔ Ｆ Ｒ Ｒ Ｌ Ｋ Ｗ Ｋ Ｙ Ｋ Ｃ Ｇ ） は
、 ｐ ｒ ｏ -ｔ ｙ ｒ 対 を 有 す る （ Riedら  (1996)J. Biol. Chem. 271:2820-28127） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ウ サ ギ デ フ ェ ン シ ン の ヘ ア ピ ン 領 域 の ジ ス ル フ ィ ド 環 状 化 ペ プ チ ド は 、 そ の 線 状 類 似 体
を 上 回 る 抗 菌 活 性 （ 約 ５ か ら １ ０ 倍 ） を 有 す る 。 円 偏 光 二 色 性 分 光 法 は 、 リ ン 酸 緩 衝 液 内
の 幾 つ か の 非 ラ ン ダ ム 構 造 を 示 し た 。 よ り 強 力 な ペ プ チ ド （ Ｃ Ａ Ｇ Ｆ Ｍ Ｒ Ｉ Ｒ Ｇ Ｒ Ｉ Ｈ Ｐ
Ｌ Ｃ Ｍ Ｒ Ｒ ） は 、 シ ス テ イ ン へ 最 も 近 接 す る 非 水 素 結 合 部 位 に ｇ ｌ ｙ -ｐ ｒ ｏ 対 を 有 す る
（ Thennarasu & Nagaraj(1999) Biochem. Biophys. Res. Commun. 254:281-283） 。
　 最 後 の 研 究 は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ の ド メ イ ン １ の ル ー プ の 幾 つ か の ペ プ チ ド を 記 載 す る 。 ジ ス
ル フ ィ ド 制 約 に 加 え て 、 著 者 ら は 、 ペ プ チ ド 末 端 へ 環 外 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 を 加 え た 。 例 え ば
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、 Ｃ Ｄ ４ 残 基 ３ ９ － ４ ４ を 覆 う ペ プ チ ド は 、 Ｆ Ｃ Ｎ Ｑ Ｇ Ｓ Ｆ Ｌ Ｃ Ｙ と し て 制 約 さ れ て い る
。 構 造 に 関 す る 証 拠 は 与 え ら れ て い な い が 、 一 つ の 環 状 ペ プ チ ド （ Ｆ Ｃ Ｙ Ｉ Ｃ Ｅ Ｖ Ｅ Ｄ Ｑ
Ｃ Ｙ ） が 、 正 常 な Ｃ Ｄ ４ 相 互 作 用 及 び Ｈ Ｉ Ｖ に よ る Ｃ Ｄ -４ 媒 介 細 胞 侵 入 に 関 与 し て い る
Ｃ Ｄ ４ 相 互 作 用 の 両 方 と 拮 抗 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Zhangら  (1996) Nature Biotec
hnology 14:472-475； Zhangら  (1997) Nature Biotechnology 15:150-154） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
Ｉ Ｖ ． ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー
　 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の 多 く の 方 法 は 、 本 発 明
の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 一 実 施 態 様 で は 、 ペ プ チ ド ラ イ
ブ ラ リ ー の メ ン バ ー は 、 Lamら ,(1991) Nature 354:82及 び Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 WO92/00091に よ っ て
記 載 の よ う な ポ リ ス チ レ ン 又 は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 樹 脂 な ど の 固 体 支 持 体 上 で 行 わ れ る ス
プ リ ッ ト 合 成 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 環 状 ペ プ チ ド の ラ イ
ブ ラ リ ー は 、 一 つ 以 上 の 残 基 Ａ １ 、 Ａ ２ 、 Ａ ４ 及 び ／ 又 は Ａ ５ が 独 立 に 固 定 さ れ 、 残 基 Ａ
３ が 産 す る よ う に 調 製 で き る 。
　 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 好 ま し い 方 法 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 で あ る 。 フ
ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 で は 、 本 発 明 の 環 状 ペ プ チ ド は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 形 成 す る た め に
、 少 な く と も フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 の 一 部 分 に 融 合 さ れ る 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、
下 記 に 記 載 の よ う な フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の 既 知 の 技 術 を 利 用 し 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 融 合 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と に よ っ て 作 製 で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 環 状 ペ プ チ ド
の 一 つ 以 上 の コ ピ ー が 粒 子 の 表 面 に 表 示 さ れ て い る フ ァ ー ジ 又 は フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 の 一 部
分 を 形 成 し う る 。 環 状 ペ プ チ ド 又 は 融 合 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 遺 伝 子 は 発 明 の
範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 複 数 個 の 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー を 含 む ラ イ ブ ラ リ
ー を 構 築 す る 工 程 を 含 ん で な る 方 法 で 、 各 発 現 ベ ク タ ー は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
遺 伝 子 融 合 体 へ 作 用 可 能 に 結 合 し て い る 転 写 制 御 エ レ メ ン ト を 含 み 、 そ の 遺 伝 子 融 合 体 は
、 本 発 明 の 環 状 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 最 初 の 遺 伝 子 と フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 の 少 な く
と も 一 部 を コ ー ド す る 二 番 目 の 遺 伝 子 を 含 み 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 変 異 体 環 状 ペ プ チ ド 融 合 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 複 数 個 の 遺 伝 子 を 含 む 。 変 異 体 の 一 番 目 の 遺 伝 子 及 び 変 異 体 環 状 ペ
プ チ ド を コ ー ド す る そ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 下 記 に よ り 詳 細 に 記 載 す る 既 知 の 突 然 変 異 誘 発
技 術 を 利 用 し て 調 製 さ れ る 。
　 本 発 明 は 、 更 に 、 上 述 の 融 合 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 並 び に こ れ ら ベ ク タ ー の ラ イ
ブ ラ リ ー を 含 む 。 ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 形 態 、 融 合 遺 伝 子 の
ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む ウ イ ル ス （ フ ァ ー ジ 又 は フ ァ ー ジ ミ ド ） 粒 子 の ラ イ ブ ラ リ ー 、 又 は 発
現 ベ ク タ ー あ る い は ウ イ ル ス 粒 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 宿 主 細 胞 の ラ イ ブ ラ リ ー の 形 態 で
あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 含 ま れ る も の は 、 （ ａ ） 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 融 合 へ 作 用
可 能 に 結 合 し て い る 転 写 制 御 エ レ メ ン ト を 含 む 変 異 体 の 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー の ラ イ ブ
ラ リ ー を 構 築 す る 工 程 で あ っ て 、 遺 伝 子 融 合 体 は 本 発 明 の 環 状 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 一 番
目 の 遺 伝 子 と 、 フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 を コ ー ド す る 二 番 目 の 遺 伝 子
を 含 み 、 変 異 体 発 現 ベ ク タ ー は 変 異 体 の 一 番 目 の 遺 伝 子 を 含 む 工 程 ： （ ｂ ） ベ ク タ ー で 適
切 な 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る 工 程 ： （ ｃ ） 粒 子 が 一 つ 以 上 の 融 合 タ ン パ ク 質 の コ ピ ー を 粒
子 の 表 面 に 表 示 す る よ う に 、 少 な く と も 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 分 を 含 み 、 宿 主 細 胞 を 形 質 転
換 す る こ と が 可 能 な 組 み 換 え 体 フ ァ ー ジ 又 は フ ァ ー ジ ミ ド ウ イ ル ス 粒 子 を 形 成 す る の に 適
切 な 条 件 下 で 形 質 転 換 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ： （ ｄ ） 粒 子 を 標 的 分 子 と 接 触 さ せ 、 少 な く と
も 粒 子 の 一 部 が 標 的 分 子 へ 結 合 す る よ う に す る 工 程 ： 及 び （ ｅ ） 結 合 す る 粒 子 を 結 合 し な
い 粒 子 か ら 分 離 す る 工 程 、 を 含 ん で な る 新 規 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 す る 方 法 で あ る 。 本
発 明 の 方 法 で は 、 フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は Ｍ １ ３ の よ う な 繊 維 状 フ ァ ー
ジ の 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ （ geneIII） 又 は 遺 伝 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ （ geneVIII） コ ー ト タ ン パ ク 質 で あ る
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。 さ ら に 、 好 ま し く は 、 形 質 転 換 宿 主 細 胞 の 培 養 は 、 組 換 え 体 フ ァ ー ジ 又 は フ ァ ー ジ ミ ド
粒 子 の 形 成 に 適 切 な 条 件 下 で 行 わ れ 、 少 量 に す ぎ な い フ ァ ー ジ 又 は フ ァ ー ジ ミ ド が 粒 子 の
表 面 に 一 つ 以 上 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 表 示 す る よ う に （ 一 価 の 表 示 ） 条 件 が 調 整 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 述 の 工 程 （ ａ ） か ら （ ｅ ） を 利 用 し 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ
ラ リ ー へ 構 造 バ イ ア ス を 導 入 す る 方 法 を 含 む 。 本 発 明 は 、 更 に 、 標 的 が ベ ー タ ー ヘ ア ピ ン
ペ プ チ ド 構 造 へ 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い て 、 好 ま し く は タ ン パ ク 質 標 的 が 結 合 す る こ と
が 知 ら れ て い る 場 合 に 、 上 述 の （ ａ ） か ら （ ｅ ） の 工 程 を 利 用 し 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ
ラ イ ブ ラ リ ー か ら ペ プ チ ド 構 造 を 形 成 す る ベ ー タ ー ヘ ア ピ ン を 選 択 す る 方 法 を 含 む 。
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ （ フ ァ ー ジ ） デ ィ ス プ レ イ は 、 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド が 、 バ ク テ リ オ
フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 の コ ー ト タ ン パ ク 質 へ 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 表 示 さ れ る 既 知 の 技 術 で
あ る （ Scott, J.K.及 び Smith, G.P.(1990) Science 249:386） 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の
有 用 性 は 、 選 択 的 に ラ ン ダ ム 化 さ れ た タ ン パ ク 質 変 異 体 （ 又 は ラ ン ダ ム に ク ロ ー ニ ン グ さ
れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） の 大 き な ラ イ ブ ラ リ ー が 、 高 い 親 和 性 で 標 的 分 子 と 結 合 す る こ れ ら 配 列 の
た め に 迅 速 か つ 効 率 良 く 分 類 で き る と い う 事 実 に あ る 。 フ ァ ー ジ 上 の ペ プ チ ド （ Cwrilaら
 (1990)Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6378） 又 は フ ァ ー ジ 上 の タ ン パ ク 質 （ Lowmanら  
(1991)Biochemistry 30:10832； Clacksonら  (1991) Nature 352:624； Marksら  (1991) J.
Mol. Biol.222:581； Kangら  (1991) Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88:8363） ラ イ ブ ラ リ ー
の 表 示 は 、 特 異 的 結 合 特 性 を 持 つ も の に 対 し て 、 何 百 万 も の ポ リ ペ プ チ ド の ス ク リ ー ニ ン
グ に 利 用 さ れ て き た （ Smith.G.P. (1991) Current Opin. Biotechnology 2:668） 。 ラ ン
ダ ム 変 異 の フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の 分 類 は 、 非 常 に 多 く の 変 異 体 の 構 築 及 び 増 殖 の た め の
戦 略 、 標 的 レ セ プ タ ー を 利 用 し た ア フ ィ ニ テ イ ー 精 製 の 手 順 、 及 び 結 合 濃 縮 の 結 果 を 評 価
す る 手 段 を 必 要 と す る 。 米 国 特 許 第 ５ ２ ２ ３ ４ ０ ９ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ４ ０ ３ ４ ８ ４ 号 ； 米
国 特 許 第 ５ ５ ７ １ ６ ８ ９ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ６ ６ ３ １ ４ ３ 号 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 典 型 的 に は 、 本 発 明 の 環 状 化 合 物 の よ う な 変 異 体 ペ プ チ ド は 、 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ （ ｇ ｅ ｎ ｅ
Ｉ Ｉ Ｉ ） タ ン パ ク 質 へ 融 合 し 、 こ れ が ウ イ ル ス 粒 子 の 一 末 端 に 表 示 さ れ る 。 あ る い は 、 変
異 体 ペ プ チ ド は 遺 伝 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ （ ｇ ｅ ｎ ｅ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ ） タ ン パ ク 質 へ 融 合 が 可 能 で 、 こ れ は
ウ イ ル ス 粒 子 の 主 要 な コ ー ト タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の よ う な 多 価 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ
ー は 、 フ ァ ー ジ 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ （ ｇ ｅ ｎ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ ） を 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ （ ｇ ｅ ｎ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ ） タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 へ 融 合 し た 外 来 配 列 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 置 き 換 え る こ と に よ っ て
構 築 さ れ る 。
　 一 価 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ は 、 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド 配 列 が 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ （ ｇ ｅ ｎ ｅ
Ｉ Ｉ Ｉ ） タ ン パ ク 質 の 一 部 分 へ 融 合 し 、 野 生 型 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ （ ｇ ｅ ｎ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ ） タ ン パ ク
質 の 存 在 下 で 低 レ ベ ル で 発 現 し 、 そ の 結 果 、 粒 子 が 主 に 野 生 型 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ （ ｇ ｅ ｎ ｅ Ｉ
Ｉ Ｉ ） タ ン パ ク 質 及 び 一 つ の コ ピ ー を 表 示 し 、 あ る い は 融 合 タ ン パ ク 質 を 全 く 表 示 し な い
プ ロ セ ス で あ る （ Bassら  (1990)Proteins 80:309； Lowman. H.B.及 び Wells. J.A.(1991) 
Methods: a Companion to Methods in Enzymology 3:205） 。 一 価 デ ィ ス プ レ イ は 、 多 価
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ に 対 し て 利 点 が あ り 、 後 代 フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 が 全 感 染 力 を 保 持 す る
。 ア ビ デ ィ テ ィ ー 効 果 は 低 下 し 、 分 類 は 内 在 性 リ ガ ン ド 親 和 性 に 基 礎 を 置 き ， Ｄ Ｎ Ａ 操 作
を 単 純 化 す る フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー が 利 用 さ れ る 。 米 国 特 許 第 ５ ７ ５ ０ ３ ７ ３ 号 及 び 米 国
特 許 第 ５ ７ ８ ０ ２ ７ ９ 号 を 参 照 の こ と 。 他 者 も 、 タ ン パ ク 質 、 特 に 抗 体 を 表 示 す る た め に
フ ァ ー ジ ミ ド を 利 用 し て い る 。 米 国 特 許 第 ５ ６ ６ ７ ９ ８ ８ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ７ ５ ９ ８ １ ７
号 ； 米 国 特 許 第 ５ ７ ７ ０ ３ ５ ６ 号 ； 及 び 米 国 特 許 第 ５ ６ ５ ８ ７ ２ ７ 号 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 方 法 、 及 び こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は
、 米 国 特 許 第 ５ ７ ２ ３ ２ ８ ６ ； 米 国 特 許 第 ５ ４ ３ ２ ０ １ ８ ； 米 国 特 許 第 ５ ５ ８ ０ ７ １ ７ ；
米 国 特 許 第 ５ ４ ２ ７ ９ ０ ８ ； 及 び 米 国 特 許 第 ５ ４ ９ ８ ５ ３ ０ に 開 示 さ れ て い る 。 ま た 、 米
国 特 許 第 ５ ７ ７ ０ ４ ３ ４ ； 米 国 特 許 第 ５ ７ ３ ４ ０ １ ８ ； 米 国 特 許 第 ５ ６ ９ ８ ４ ２ ６ ； 米 国
特 許 第 ５ ７ ６ ３ １ ９ ２ ； 及 び 米 国 特 許 第 ５ ７ ２ ３ ３ ２ ３ を 参 照 の こ と 。
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　 Ｍ １ ３ フ ァ ー ジ 上 に 表 示 さ れ る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー か ら 高 親 和 性 リ ガ ン ド を 選 択 す る
た め に 、 二 工 程 法 を 利 用 し て も よ い 。 低 親 和 性 リ ー ド 物 質 が 、 最 初 に 主 要 コ ー ト タ ン パ ク
質 （ タ ン パ ク 質 VIII） 上 に 表 示 さ れ た 未 処 置 の 多 価 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ る 。 低 親 和
性 セ レ ク タ ン ト （ selectant） は 、 次 に 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ の 小 さ な コ ー ト タ ン パ ク 質 へ 移 さ れ
、 一 価 の 型 で 高 親 和 性 へ と 成 熟 し た 。
　 殆 ど の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ は 繊 維 状 フ ァ ー ジ を 利 用 し て い る が 、 ラ ム ド イ ド フ ァ ー ジ
デ ィ ス プ レ イ シ ス テ ム （ Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ３ ４ ６ ８ ３ ； 米 国 特 許 第 ５ ６ ２ ７ ０ ２ ４ 号 ） 、 Ｔ ４ フ
ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ （ Renら  (1998) Gene 215： 439； Zhu (1997) CAN 33:534； Jiangら  (
1997)CAN 128:44380； Renら  (1997) CAN 127:215644； Ren (1996) Protein Sci 5:1833；
Efimovら  (1995)Virus Genes 10:173） 及 び Ｔ ７ フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ シ ス テ ム （ Smith &
 Scott (1993) Methods in Enzymology 217:228-257； 米 国 特 許 第 ５ ７ ６ ６ ９ ０ ５ 号 ） は
， ま た 良 く 知 ら れ て お り 、 本 発 明 の 環 状 ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 に 利 用 が 可 能 で あ
る 。
　 本 発 明 の 環 状 ペ プ チ ド の デ ィ ス プ レ イ の た め の 適 切 な 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ は 、 ｆ Ｕ Ｓ Ｅ ５ （ Sc
ott. J. K.,及 び Smith G.P.(1990) Science 249:386-390） ； ｆ Ａ Ｆ Ｆ １ （ Cwirlaら  (199
0) Proc. Natl. Sci. U.S.A. 87:6378-6382） ； ｆ ｄ -Ｃ Ａ Ｔ １ （ McCaffertyら  (1990) Na
ture (London)348:552-554） ； ｍ ６ ６ ３ （ Fowlkesら  (1992) Biotechniques 13:422-427
） ； ｆ ｄ ｔ ｅ ｔ Ｄ Ｏ Ｇ ， ｐ Ｈ Ｅ Ｎ １ （ Hoogeboomら  (1991) Nucleic Acids Res. 19:4133-
4137） ； ｐ Ｃ ｏ ｍ ｂ ３ （ Gramら  (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:3576-3580）
； ｐ Ｃ Ａ Ｎ Ｔ Ａ Ｂ  ５ Ｅ （ Pharmacia） ； 及 び Ｌ ａ ｍ ｄ ａ Ｓ ｕ ｒ ｆ Ｚ ａ ｐ （ Hogrefe(1993) 
Gene 137:85-91） を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 融 合 体 へ 作 用 可 能 に 結 合 し て い る 転 写 制 御 エ レ メ
ン ト を 含 む 複 製 可 能 な ベ ク タ ー 変 異 体 の フ ァ ミ リ ー の 構 築 し 、 適 切 な 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換
し 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 に 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 表 示 す る フ ァ ー ジ 粒 子 を 形 成 す る た め に 形
質 転 換 細 胞 を 培 養 し 、 組 換 え 体 フ ァ ー ジ 粒 子 を 標 的 分 子 と 接 触 さ せ て 、 粒 子 の 少 な く と も
一 部 分 を 標 的 と 結 合 さ せ 、 結 合 す る 粒 子 を 結 合 し な い 粒 子 か ら 分 離 す る こ と を 含 む 、 タ ン
パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 及 び そ の 突 然 変 異 体 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 は 知 ら れ て お り 、 本 発
明 の 方 法 と 共 に 利 用 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 ５ ７ ５ ０ ３ ７ ３ 号 ； Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ０ ９ ４
４ ６ ； 米 国 特 許 第 ５ ５ １ ４ ５ ４ ８ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ４ ９ ８ ５ ３ ８ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ５ １ ６
６ ３ ７ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ４ ３ ２ ０ １ ８ 号 ； Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ２ ２ ３ ９ ３ ； 米 国 特 許 第 ５ ６ ５ ８ ７
２ ７ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ６ ２ ７ ０ ２ ４ 号 ； Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ２ ９ １ ８ ５ ； O'Boyleら  (1997) Virol
ogy 236:338-347； Soumillionら  (1994) Appl. Biochem. Biotech. 47:175-190； O'Neil 
及 び  Hoess.(1995) Curr. Orin. Struct. Biol. 5:443-449； Makowski (1993) Gene 128:
5-11； Dunn(1996) Curr. Opin. Struct. Biol. 7:547-553； Choo 及 び  Klug (1995) Curr
. Opin. Struct. Biol. 6:431-436； Bradbury及 び Cattaneo (1995) TINS 18:242-249； Co
rteseら  (1995) Curr. Opin. Struct. Biol. 6:73-80； Allenら  (1995) TIBS 20:509-516
； Lindquist及 び Naderi(1995) FEMS　 Micro. Rev. 17:33-39； Clarkson及 び Wells (1994)
 Tibtech. 12:173-184； Barbas (1993) Curr. Opin. Biol. 4:526-530； McGregor (1996)
 Mol. Biotech. 6:155-162； Corteseら  (1996) Curr. Opin. Biol. 7:616-621； McLaffer
tyら  (1993) Gene 128:29-36を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 フ ァ ー ジ の コ ー ト タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 所 望 す
る 環 状 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 （ す な わ ち 、 フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 へ 融 合
し て い る 本 発 明 の 環 状 ペ プ チ ド ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 当 該 分 野 に お い て 知 ら れ て い る
方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る （ 一 般 的 に は 、 Sambrookら を 参 照 の こ と ） 。 そ の 遺 伝 子 を
コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ は 、 化 学 的 に 合 成 （ Merrfield(1963) J.Am.Chem.Soc. 85:2149） し
た 後 に 、 下 記 に 記 載 の よ う な 変 異 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る た め に 変 異 さ れ て さ れ て も
よ い 。
　 遺 伝 子 融 合 体 を 含 む 機 能 的 ベ ク タ ー を 形 成 す る 目 的 で Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る
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に は 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 末 端 は 互 い に 適 合 化 さ せ な け れ ば な ら な い 。 幾 つ か の 場 合 で は 、 末 端
は 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 の 後 で 直 接 に 適 合 す る 。 し か し な が ら 、 通 常 は エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ 消 化 に よ っ て 生 成 さ れ る 粘 着 末 端 を 、 そ れ ら を ラ イ ゲ ー シ ョ ン に お い て 適 合 せ し め
る た め に 平 滑 末 端 へ 最 初 に 変 換 す る こ と が 必 要 で あ る 。 末 端 を 平 滑 末 端 化 す る た め に 、 Ｄ
Ｎ Ａ は 適 切 な 緩 衝 液 中 に て 少 な く と も １ ５ 分 間 、 １ ５ ℃ で 、 ４ つ の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
三 リ ン 酸 の 存 在 下 で １ ０ 単 位 の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ の ク レ ノ ウ 断 片 （ ク レ ノ ウ ） に よ っ
て 処 理 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 次 に フ ェ ノ ー ル -ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 及 び タ ノ ー ル 沈 殿 又 は 他 の
Ｄ Ｎ Ａ 精 製 技 術 で 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 切 断 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は 、 大 き さ に よ っ て 分 離 し 、 Ｄ Ｎ Ａ ゲ ル 電 気 泳 動 を 利 用 し て 選 択 さ れ う
る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ア ガ ロ ー ス 又 は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド マ ト リ ッ ク ス の ど ち ら か に よ っ て 電 気
泳 動 し て も よ い 。 マ ト リ ッ ク ス の 選 択 は 、 分 離 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 大 き さ に 依 存 す る 。 Sa
mbrookら の セ ク シ ョ ン ６ ． ３ ０ － ６ ． ３ ３ に 記 載 の よ う に 、 電 気 泳 動 の 後 、 Ｄ Ｎ Ａ を 電 解
溶 出 （ electroelution） に よ っ て マ ト リ ッ ク ス か ら 抽 出 す る か 、 低 融 解 ア ガ ロ ー ス が マ ト
リ ッ ク ス と し て 利 用 さ れ て い る 場 合 に は 、 ア ガ ロ ー ス を 融 解 し 、 Ｄ Ｎ Ａ を ア ガ ロ ー ス か ら
抽 出 す る 。
　 互 い に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る べ き Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ そ の 前 に 適 し た 制 限 酵 素 で 消 化 し 、 ラ イ
ゲ ー シ ョ ン さ れ る べ き 各 断 片 の 末 端 が 適 合 性 で あ る も の ） は 、 約 等 モ ル 量 で 水 溶 液 に 加 え
ら れ る 。 ま た 、 こ の 溶 液 は 、 Ａ Ｔ Ｐ 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 緩 衝 液 及 び リ ガ ー ゼ 、 例 え ば ０ ． ５
μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 当 た り 約 １ ０ 単 位 の Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ を 含 む 。 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が ベ ク タ ー へ ラ
イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る の で あ れ ば 、 ベ ク タ ー は 、 最 初 に 適 し た 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ
っ て 切 断 さ れ て 直 線 化 さ れ る 。 次 に 、 直 線 化 さ れ た ベ ク タ ー は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
又 は ウ シ 腸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ っ て 処 理 さ れ る 。 脱 リ ン 酸 化 は 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 工 程 で の
ベ ク タ ー の セ ル フ ラ イ ゲ ー シ ョ ン （ 自 己 連 結 ） を 防 ぐ 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 、 外 来 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー は 、 精 製 さ れ 、 適 切 な 宿 主 細 胞 へ
形 質 転 換 さ れ る 。 好 ま し い 形 質 転 換 方 法 は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン で あ る 。 エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ９ １ ０ １ ４ ０ ； 米 国 特 許 第 ５
１ ８ ６ ８ ０ ０ ； 米 国 特 許 第 ４ ８ ４ ９ ３ ５ ５ ； 米 国 特 許 第 ５ １ ７ ３ １ ５ ８ ； 米 国 特 許 第 ５ ０
９ ８ ８ ４ ３ ； 米 国 特 許 第 ５ ４ ２ ２ ２ ７ ２ ； 米 国 特 許 第 ５ ２ ３ ２ ８ ５ ６ ； 米 国 特 許 第 ５ ２ ８
３ １ ９ ４ ； 米 国 特 許 第 ５ １ ２ ８ ２ ５ ７ ； 米 国 特 許 第 ５ ７ ５ ０ ３ ７ ３ ； 米 国 特 許 第 ４ ９ ５ ６
２ ８ ８ に 記 載 の 方 法 、 又 は 他 の 既 知 の バ ッ チ あ る い は 連 続 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン プ ロ セ
ス を 利 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 一 以 上 （ 複 数 ） の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン が 、 宿 主
細 胞 へ 形 質 転 換 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ の 量 を 増 加 さ せ る た め に 行 わ れ て も よ い 。 繰 り 返 し エ レ ク ト
ロ ポ レ ー シ ョ ン が 、 当 該 技 術 分 野 で 記 載 さ れ て い る 通 り に 行 わ れ る 。 Vaughanら  (1996) N
ature Biotechnology 14:309-314を 参 照 の こ と 。 付 加 的 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 数 は 、
数 個 （ ２ ， ３ ， ４ ． ． ． ． ． １ ０ ） か ら 十 位 （ １ ０ ， ２ ０ ， ３ ０ ， ． ． ． ． ． １ ０ ０ ） 及
び さ ら に は 百 位 （ １ ０ ０ ， ２ ０ ０ ， ３ ０ ０ ， ． ． ． ． ． １ ０ ０ ０ ） ま で 、 所 望 す る 通 り に
変 化 し う る 。 繰 り 返 し エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 、 宿 主 細 胞 へ 形 質 転 換 さ れ る コ ン ビ ナ ト
リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 大 き さ が 増 大 さ せ る た め に 望 ま し い 。
　 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 の た め に は 、 好 ま し く は 、 Ｄ Ｎ Ａ は ２ ５ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ Ｌ 又 は
そ れ 以 上 の 濃 度 で 存 在 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 約 ３ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ Ｌ 又
は そ れ 以 上 の 濃 度 で 存 在 し 、 よ り 好 ま し く は 約 ７ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ Ｌ 又 は そ れ 以 上 、
更 に よ り 好 ま し く は 約 １ ０ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ Ｌ 又 は そ れ 以 上 で さ ら に 数 百 マ イ ク ロ グ
ラ ム ／ ｍ Ｌ ま で の 濃 度 で Ｄ Ｎ Ａ は 存 在 す る 。 一 般 的 に は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン で は 、
約 ５ ０ か ら 約 ５ ０ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ Ｌ の 範 囲 の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 が 使 わ れ る 。 ３ ． ０ ミ リ 秒
（ ｍ ｓ ） よ り 大 き な エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 中 の 時 定 数 は 、 高 い 形 質 転 換 効 率 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ は 、 好 ま し く は 、 夾 雑 物 を 除 く た め に 精 製 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ど の 既 知 の 方 法 に
よ っ て も 精 製 さ れ る が 、 好 ま し い 精 製 方 法 は Ｄ Ｎ Ａ ア フ ィ ニ テ イ ー 精 製 法 の 利 用 で あ る 。
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Ｄ Ｎ Ａ 結 合 樹 脂 及 び 親 和 性 試 薬 を 利 用 し た Ｄ Ｎ Ａ の 精 製 、 例 え ば 組 換 え 体 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ
Ａ は 、 よ く 知 ら れ て お り 、 そ の 既 知 の 方 法 の 何 れ も 本 発 明 で 利 用 で き る （ Vogelstein.B.
及 び  Gillespie.D.(1979) Proc. Natl. Acad. Sci.USA 76:615； Callen.W.(1993) Strate
gies 6:52-53） 。 ま た 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ 単 離 及 び 精 製 キ ッ ト は 、 Stratagene(C
LEARCUT Miniprep Kit)及 び Life Technologies(GLASSMAX DNA Isolation Systems)を 含 む
幾 つ か の ソ ー ス か ら 入 手 可 能 で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 精 製 の 適 切 な 非 限 定 的 方 法 は 、 カ ラ ム ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー （ 米 国 特 許 第 ５ ７ ０ ７ ８ １ ２ 号 ） 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 シ リ カ ポ リ マ ー （ 米 国 特
許 第 ５ ６ ９ ３ ７ ８ ５ 号 ） 、 再 水 和 シ リ カ ゲ ル （ 米 国 特 許 第 ４ ９ ２ ３ ９ ７ ８ 号 ） 、 ホ ウ 素 化
ケ イ 酸 塩 （ 米 国 特 許 第 ５ ６ ７ ４ ９ ９ ７ 号 ） 、 修 飾 ガ ラ ス 繊 維 膜 （ 米 国 特 許 第 ５ ６ ５ ０ ５ ０
６ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ４ ３ ８ １ ２ ７ 号 ） 、 フ ッ 化 吸 収 剤 （ 米 国 特 許 第 ５ ６ ２ ５ ０ ５ ４ 号 ； 米
国 特 許 第 ５ ４ ３ ８ １ ２ ９ 号 ） 、 珪 藻 土 （ 米 国 特 許 第 ５ ０ ７ ５ ４ ３ ０ 号 ） 、 透 析 （ 米 国 特 許
第 ４ ９ ２ １ ９ ５ ２ 号 ） 、 ゲ ル ポ リ マ ー （ 米 国 特 許 第 ５ １ ０ ６ ９ ６ ６ 号 ） 及 び Ｄ Ｎ Ａ 結 合 試
薬 を と も な う カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 の 利 用 （ 米 国 特 許 第 ５ ２ ３ ４ ８ ０ ９ 号 ） を 含 む 。 精 製 後 、
Ｄ Ｎ Ａ は 、 本 発 明 で の 濃 度 で の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン で の 利 用 の た め に 、 溶 出 さ れ る か
、 そ う で な け れ ば 水 、 好 ま し く は 蒸 留 水 又 は 脱 イ オ ン 化 水 に 再 懸 濁 さ れ る 。 低 塩 緩 衝 液 溶
液 の 利 用 も 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て 形 質 転 換 で き る 任 意 の 適 切 な 細 胞 を 、 本 発 明 の 方 法 に
お け る 宿 主 細 胞 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 形 質 転 換 が 可 能 な 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 大 腸
菌 の よ う な グ ラ ム 陰 性 細 菌 を 含 む 。 適 切 な 大 腸 菌 株 は 、 Ｊ Ｍ １ ０ １ 、 大 腸 菌 Ｋ １ ２ 株 ２ ９
４ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 ３ １ ４ ４ ６ ） 、 大 腸 菌 株 Ｗ ３ １ １ ０ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 ２ ７ ３ ２ ５ ） 、 大 腸
菌 Ｘ １ ７ ７ ６ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 ３ １ ５ ３ ７ ） 、 大 腸 菌 Ｘ Ｌ -１ Ｂ ｌ ｕ ｅ （ Stratagene） 、 及
び 大 腸 菌 Ｂ を 含 む が 、 大 腸 菌 の 多 く の 他 の 株 、 例 え ば Ｘ Ｌ １ -Ｂ ｌ ｕ ｅ Ｍ Ｒ Ｆ 、 Ｓ Ｕ Ｒ Ｅ
、 Ａ Ｂ Ｌ Ｅ  Ｃ 、 Ａ Ｂ Ｌ Ｅ  Ｋ 、 Ｗ Ｍ １ １ ０ ０ 、 Ｍ Ｃ １ ０ ６ １ 、 Ｈ Ｂ １ ０ １ 、 Ｃ Ｊ １ ３ ６ 、
Ｍ Ｖ １ １ ９ ０ 、 Ｊ Ｓ ４ 、 Ｊ Ｓ ５ 、 Ｎ Ｍ ５ ２ ２ 、 Ｎ Ｍ ５ ３ ８ 、 及 び Ｎ Ｍ ５ ３ ９ が 同 じ く 利 用
さ れ る 。 細 胞 は 、 既 知 の 方 法 を 利 用 し て コ ン ピ テ ン ト （ 形 質 転 換 受 容 性 ） に さ れ る 。 Samb
rookら , 上 掲 . 1.76-1.81, 16.30。
　 約 １ ０ １ ０ コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ cfu)/mL） 及 び そ れ 以 上 の 濃 度 の 生 存 可 能 細 胞 は 、 好 ま
れ て エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に 利 用 さ れ る 。 更 に 好 ま し く は 、 生 存 可 能 細 胞 は 、 約 １ ｘ １
０ １ １ か ら ４ ｘ １ ０ １ １ ｃ ｆ ｕ ／ ｍ Ｌ へ 濃 縮 さ れ る 。 こ の 範 囲 へ 濃 縮 し て も よ い 好 ま し い
細 胞 は 、 下 記 に 記 載 の Ｓ Ｓ ３ ２ ０ 細 胞 で あ る 。 細 胞 は 、 場 合 に よ っ て は ３ ７ ℃ で 約 ６ － ４
８ 時 間 （ 又 は Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ＝ ０ ． ６ － ０ ． ８ ま で ） の 間 、 標 準 的 培 養 液 の 培 養 で 生 育 し 、 次
に 培 養 液 は 遠 心 分 離 さ れ て 上 清 を 取 り 除 か れ る （ 例 え ば 、 容 器 を 傾 け て 上 清 が 移 さ れ る ）
。 最 初 の 精 製 は 、 好 ま し く は 細 胞 ペ レ ッ ト を 緩 衝 液 溶 液 （ 例 え ば Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） へ 再 懸 濁 で あ り 、 再 遠 心 分 離 及 び 上 清 の 取 り 除 き が そ の 後 に 続 く 。 生 じ た 細 胞 ペ レ ッ ト
は 、 希 グ リ セ ロ ー ル （ 例 え ば ５ － ２ ０ ％ v/v） に 再 懸 濁 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 形 成 す る た め
に 再 び 遠 心 分 離 さ れ 、 上 清 は 取 り 除 か れ る 。 最 終 の 細 胞 濃 度 は 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 水 又 は 希
グ リ セ ロ ー ル へ 再 懸 濁 し て 所 望 す る 濃 度 と す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に 特 に 好 ま し い 受 容 細 胞 は 、 フ ァ ー ジ Ｆ 'エ ピ ソ ー ム を 含 む コ
ン ピ テ ン ト 大 腸 菌 株 で あ る 。 菌 株 に お い て フ ァ ー ジ の 複 製 を 可 能 に す る ど ん な Ｆ 'エ ピ ソ
ー ム で も 本 発 明 で 利 用 す る こ と が で き る 。 適 切 な エ ピ ソ ー ム は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ へ 寄 託 さ れ た 菌
株 よ り 入 手 可 能 で あ る か 、 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る （ Ｃ Ｊ ２ ３ ６ 、 Ｃ Ｓ Ｈ １ ８ 、 Ｄ Ｈ ５ ａ
ｌ ｐ ｈ ａ Ｆ '、 Ｊ Ｍ １ ０ １ 、 Ｊ Ｍ １ ０ ３ 、 Ｊ Ｍ １ ０ ５ 、 Ｊ Ｍ １ ０ ７ 、 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 、 Ｊ Ｍ １
１ ０ ） 、 Ｋ Ｓ １ ０ ０ ０ 、 Ｘ Ｌ １ -Ｂ Ｌ Ｕ Ｅ 、 ７ １ － １ ８ 及 び 他 ） 。 Ｓ Ｓ ３ ２ ０ 株 は 、 Ｘ Ｌ
１ -Ｂ Ｌ Ｕ Ｅ の 稔 性 エ ピ ソ ー ム （ Ｆ 'プ ラ ス ミ ド ） を Ｍ Ｃ １ ０ ６ １ 細 胞 へ 転 移 さ せ る た め に
十 分 な 条 件 下 で 、 Ｍ Ｃ １ ０ ６ １ 細 胞 を Ｘ Ｌ １ － Ｂ Ｌ Ｕ Ｅ 細 胞 と 交 配 さ せ る こ と に よ り 調 製
さ れ た 。 一 般 的 に は 、 二 つ の 細 胞 型 の 培 養 を 混 合 し 、 ３ ７ ℃ で 約 １ 時 間 で 培 養 培 地 の 混 合
物 を 生 育 さ せ る こ と は 、 交 配 を 可 能 に し 、 エ ピ ソ ー ム 転 移 を 起 こ す た め に 十 分 で あ る 。 新
し く 生 じ た 大 腸 菌 株 は 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 耐 性 染 色 体 マ ー カ ー を 有 す る Ｍ Ｃ １ ０ ６ １ の
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遺 伝 子 型 、 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 を 与 え る Ｆ 'プ ラ ス ミ ド の 遺 伝 子 型 を 有 す る 。 こ の
交 配 の 後 代 は 、 両 抗 生 物 質 に 対 し て 耐 性 で あ り 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 及 び テ ト ラ サ イ ク リ
ン の 存 在 下 で 選 択 的 に 生 育 す る こ と が 可 能 で あ る 。 Ｓ Ｓ ３ ２ ０ 株 は 、 １ ９ ９ ８ 年 ６ 月 １ ８
日 に 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） , 10801 University
 Boulevard, Manassas, Virginia, USAへ 寄 託 さ れ 、 寄 託 受 託 番 号 ９ ８ ７ ９ ５ が 割 り 当 て
ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ の 菌 株 Ｓ Ｓ ３ ２ ０ の 寄 託 は 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ
ペ ス ト 条 約 及 び そ の 規 則 (ブ ダ ペ ス ト 条 約 )の 規 定 に 従 っ て 行 わ れ た 。 こ れ は 、 寄 託 の 日 付
か ら ３ ０ 年 間 、 寄 託 の 生 存 可 能 な 培 養 が 維 持 さ れ る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。 寄 託 物 は
ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 条 項 に 従 い 、 ま た ジ ェ ネ ン テ ッ ク 社 と Ａ Ｔ Ｃ Ｃ と の 間 の 合 意 に 従 い 、 Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 す る こ と が で き 、 こ れ は 、 ど れ が 最 初 で あ ろ う と も 、 関 連 し た 米 国 特 許 の
発 行 時 又 は 任 意 の 米 国 又 は 外 国 特 許 出 願 の 公 開 時 に 、 寄 託 培 養 物 の 後 代 を 永 久 か つ 非 制 限
的 に 入 手 可 能 と す る こ と を 保 証 し 、 米 国 特 許 法 第 １ ２ ２ 条 ３ ５ 及 び そ れ に 従 う 特 許 庁 長 官
規 則 （ 特 に 参 照 番 号 ８ ８ ６ Ｏ Ｇ ６ ３ ８ の ３ ７ Ｃ Ｆ Ｒ 第 １ ． １ ４ 条 を 含 む ） に 従 っ て 権 利 を
有 す る と 米 国 特 許 庁 長 官 が 決 定 し た 者 に 後 代 を 入 手 可 能 と す る こ と を 保 証 す る も の で あ る
。
　 本 出 願 の 譲 受 人 は 、 寄 託 し た 培 養 物 が 、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 さ れ て い た 場 合 に 死 亡 も し
く は 損 失 又 は 破 壊 さ れ た な ら ば 、 材 料 は 通 知 時 に 同 一 の 他 の も の 即 座 に 取 り 替 え る こ と に
同 意 す る 。 寄 託 物 質 の 入 手 可 能 性 は 、 特 許 法 に 従 い あ ら ゆ る 政 府 の 権 限 下 で 認 め ら れ た 権
利 に 違 反 し て 、 本 発 明 を 実 施 す る ラ イ セ ン ス で あ る と み な さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 突 然 変 異 誘 発 は 、 本 発 明 の 置 換 、 欠 失 、 及 び 挿 入 変 異 体 を 調 製
す る た め に の 好 ま し い 方 法 で あ る 。 こ の 技 術 は 、 Zollerら  (1987) Nucl. Acids Res., 10
: 6487-6504に 記 載 の よ う に 、 当 該 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 要 約 す る と 、 タ ン パ
ク 質 融 合 又 は 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 所 望 す る 変 異 を コ ー ド す る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト へ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と で 改 変 し 、 そ の テ
ン プ レ ー ト は 、 遺 伝 子 の 未 改 変 又 は 天 然 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド の 一 本 鎖 型 で あ る 。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 取
り 入 れ 、 遺 伝 子 内 の 選 択 改 変 を コ ー ド す る 、 テ ン プ レ ー ト の 完 全 な 二 番 目 の 相 補 鎖 を 合 成
す る た め に 利 用 さ れ る 。 一 般 的 に 、 少 な く と も ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 長 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
が 利 用 さ れ る 。 最 適 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 変 異 を コ ー ド し て い る ど ち ら か の 側 の ヌ ク
レ オ チ ド 上 の テ ン プ レ ー ト に 対 し て 完 全 に 相 補 的 な １ ２ か ら １ ５ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
こ れ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 正 確 に 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト 分 子 へ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン す る こ と を 確 か な も の に す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば Creaら  (1978)Pro
c.Natl. Acad. Sci. USA 75:5765に よ っ て 記 載 さ れ た 当 該 分 野 で 知 ら れ た 技 術 を 利 用 す る
こ と で 容 易 に 合 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト は 、 例 え ば バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｍ １ ３ ベ ク タ ー （ 商 業 的 に 入 手 可 能
な Ｍ １ ３ ｍ ｐ １ ８ 及 び Ｍ １ ３ ｍ ｐ １ ９ ベ ク タ ー は 適 切 ） の よ う な フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ シ
ス テ ム で 利 用 さ れ て い る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ よ り 誘 導 さ れ る ベ ク タ ー 、 又 は 一 本 鎖 フ ァ ー
ジ の 複 製 開 始 点 を 含 む ベ ク タ ー に よ っ て 生 成 さ れ る ： 例 は 、 Vieraら  (1987)Meth. Enzymo
l. 153:3に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 従 っ て 、 変 異 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ は 、 一 本 鎖 テ ン プ レ ー ト を
生 成 す る た め に 、 こ れ ら ベ ク タ ー の う ち の 一 つ へ 挿 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。 一 本 鎖 テ ン
プ レ ー ト の 生 産 は 、 Sambrookら の セ ク シ ョ ン ４ ． ２ １ － ４ ． ４ １ に 記 載 さ れ て い る 。
　 天 然 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 改 変 す る た め に は 、 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 一 本 鎖 テ ン プ レ ー ト へ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 。 次 に 、 通 常 は Ｔ ７ Ｄ
Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 又 は Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ の ク レ ノ ウ 断 片 で あ る Ｄ Ｎ Ａ 重 合 化 酵 素 が 、
合 成 の プ ラ イ マ ー と し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て テ ン プ レ ー ト の 相 補 鎖 を 合 成 す る た
め に 加 え ら れ る 。 従 っ て 、 ヘ テ ロ 二 重 鎖 は 形 成 さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ の 一 つ の 鎖 は 変 異 型 を コ ー ド
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し 、 他 の 鎖 （ 元 の テ ン プ レ ー ト ） は 遺 伝 子 の 天 然 、 未 改 変 配 列 を コ ー ド す る 。 こ の ヘ テ ロ
二 重 鎖 分 子 は 、 次 に 通 常 は 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ １ の よ う な 原 核 生 物 で あ る 適 切 な 宿 主 細 胞 へ 形
質 転 換 さ れ る 。 細 胞 を 生 育 さ せ た 後 、 細 胞 は ア ガ ロ ー ス プ レ ー ト へ 播 か れ 、 変 異 Ｄ Ｎ Ａ を
含 む 細 菌 コ ロ ニ ー を 同 定 す る た め に 、 ３ ２ -リ ン 酸 で 放 射 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 直 ぐ 上 に 記 載 し た 方 法 は 、 プ ラ ス ミ ド の 両 鎖 が 変 異 を 含 む ホ モ 二 重 鎖 分 子 が 作 製 さ れ る
よ う に 改 変 さ れ て も よ い 。 こ の 改 変 は 以 下 の 通 り で あ る ： 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
上 述 の よ う に 一 本 鎖 テ ン プ レ ー ト へ ア ニ ー ル さ れ る 。 デ オ キ シ リ ボ ア デ ノ シ ン （ ｄ Ａ Ｔ Ｐ
） 、 デ オ キ シ リ ボ グ ア ノ シ ン （ ｄ Ｇ Ｔ Ｐ ） 、 及 び デ オ キ シ リ ボ チ ミ ジ ン （ ｄ Ｔ Ｔ Ｐ ） の 三
つ の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 は 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ -（ ａ Ｓ ） と 呼 ば れ る 修 飾 チ オ -デ オ
キ シ リ ボ シ ス テ イ ン （ Amershamよ り 得 る こ と が で き る ） と 混 ぜ ら れ る 。 こ の 混 合 物 は 、 テ
ン プ レ ー ト － オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 へ 添 加 さ れ る 。 こ の 混 合 物 へ の Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー
ゼ の 添 加 に よ っ て 、 変 異 塩 基 を 除 く テ ン プ レ ー ト と 同 一 の Ｄ Ｎ Ａ の 鎖 が 生 成 さ れ る 。 さ ら
に は 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ の 新 し い 鎖 は 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ に 代 わ っ て ｄ Ｃ Ｔ Ｐ -（ ａ Ｓ ） を 含 み 、 こ れ が
新 し い 鎖 を 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 か ら 保 護 す る 。 二 本 鎖 ヘ テ ロ 二 重 鎖 の テ ン プ レ ー
ト 鎖 に 、 適 し た 制 限 酵 素 で 切 れ 目 を 入 れ た 後 、 テ ン プ レ ー ト 鎖 は Ｅ ｘ ｏ Ｉ Ｉ Ｉ ヌ ク レ ア ー
ゼ 、 又 は 変 異 誘 発 さ れ る 部 位 を 含 む 領 域 を 通 過 し た そ の 他 の 適 切 な ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て
消 化 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。 そ し て 、 反 応 は 、 単 に 部 分 的 に 一 本 鎖 化 さ れ た 分 子 を 遊 離
す る よ う に 止 め ら れ る 。 次 に 、 完 全 な 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の ホ モ 二 重 鎖 は 、 全 ４ つ の デ オ キ シ リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 、 Ａ Ｔ Ｐ 、 及 び Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ の 存 在 下 で Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を
用 い て 形 成 さ れ る 。 そ し て 、 こ の ホ モ 二 重 鎖 分 子 を 、 上 記 さ れ て い る 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ １ の
よ う な 適 切 な 宿 主 細 胞 へ 形 質 転 換 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 一 つ 以 上 の 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 を と も な う 変 異 は 、 幾 つ か の 方 法 の う ち の 一 つ の 方 法 で
生 成 さ れ う る 。 ア ミ ノ 酸 が ポ リ ペ プ チ ド 鎖 内 に 近 接 し て 位 置 し て い る 場 合 は 、 ア ミ ノ 酸 は
、 所 望 す る ア ミ ノ 酸 置 換 の す べ て を コ ー ド す る 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 同 時 に
変 異 さ れ る 。 し か し な が ら 、 ア ミ ノ 酸 が 各 々 か ら あ る 距 離 で 位 置 し て い る 場 合 は 、 所 望 す
る 変 異 の す べ て を コ ー ド す る 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る こ と は よ り 困 難 で あ る
。 代 わ り に 、 二 つ の 代 替 法 の う ち の 一 つ を 用 い て も よ い 。
　 最 初 の 方 法 で は 、 置 換 さ れ る 各 々 の ア ミ ノ 酸 に 対 す る 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 生 成
さ れ る 。 次 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 本 鎖 テ ン プ レ ー ト Ｄ Ｎ Ａ へ 同 時 に ア ニ ー ル さ れ
、 テ ン プ レ ー ト か ら 合 成 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ の 二 番 目 の 鎖 は 、 所 望 す る ア ミ ノ 酸 置 換 の す べ て を
コ ー ド す る 。 代 替 法 は 、 所 望 す る 変 異 体 生 産 す る た め の を 二 回 以 上 の 突 然 変 異 誘 発 を 含 む
。 一 回 目 は 、 単 一 の 突 然 変 異 体 の た め に 記 載 さ れ て い る ： 野 生 型 Ｄ Ｎ Ａ は テ ン プ レ ー ト の
た め に 使 用 さ れ る 。 最 初 の 所 望 す る ア ミ ノ 酸 置 換 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ
の テ ン プ レ ー ト へ ア ニ ー ル さ れ 、 ヘ テ ロ 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 生 成 さ れ る 。 二 回 目 の 突 然 変
異 誘 発 は 、 一 回 目 の 突 然 変 異 誘 発 で 生 産 さ れ た 変 異 Ｄ Ｎ Ａ を テ ン プ レ ー ト と し て 利 用 す る
。 従 っ て 、 こ の テ ン プ レ ー ト は 、 既 に 一 つ 以 上 の 突 然 変 異 を 含 む 。 次 に 、 さ ら な る 所 望 の
ア ミ ノ 酸 置 換 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ の テ ン プ レ ー ト へ ア ニ ー ル さ れ 、 生
じ る Ｄ Ｎ Ａ 鎖 は 、 今 回 は 、 一 回 目 及 び 二 回 目 の 突 然 変 異 誘 発 の 両 方 か ら の 変 異 を コ ー ド す
る 。 こ の 結 果 と し て 生 じ た Ｄ Ｎ Ａ は 、 三 回 目 の 突 然 変 異 誘 発 の テ ン プ レ ー ト と し て 利 用 で
き 、 以 後 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま た 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 は 、 本 発 明 の 置 換 、 欠 失 及 び 挿 入 変 異 体 を 調 製 す る た め に
好 ま し い 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 Wellsら  (1985)Gene 34:315に よ り 記 載 さ れ た 方 法 に
基 づ く 。 出 発 材 料 は 変 異 さ れ る 遺 伝 子 を 含 ん で な る プ ラ ス ミ ド (又 は 他 の ベ ク タ ー )で あ る
。 変 異 さ れ る 遺 伝 子 の コ ド ン が 同 定 さ れ る 。 同 定 さ れ る 変 異 部 位 の 各 側 に 独 特 な 制 限 エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 が な け れ ば な ら な い 。 そ の よ う な 制 限 部 位 が 存 在 し な い 場 合 は 、 遺 伝
子 の 適 切 な 位 置 に そ れ を 導 入 す る た め に 上 述 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 突 然 変 異 誘 発 法
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を 使 用 し て こ れ を 産 生 し う る 。 制 限 部 位 が プ ラ ス ミ ド へ 導 入 さ れ た 後 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ
は こ れ ら の 部 位 で 切 断 さ れ て そ れ を 線 形 化 す る 。 制 限 部 位 間 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を コ ー ド す る が
所 望 の 変 異 を 含 ん で い る 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 常 套 的 な 手 順 を 使 用 し て 合 成 さ れ る
。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 二 本 の ス ト ラ ン ド が 別 個 に 合 成 さ れ 、 つ い で 標 準 的 な 方 法 を 使 用
し て 共 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 こ の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は カ セ ッ ト と 呼 ば れ る 。
こ の カ セ ッ ト は 線 形 化 さ れ た プ ラ ス ミ ド の 末 端 と 適 合 性 で あ る ５ '及 び ３ '末 端 を 有 す る よ
う に 設 計 さ れ 、 プ ラ ス ミ ド に 直 接 に 結 合 で き る 。 し か し て 、 こ の プ ラ ス ミ ド は 遺 伝 子 の 変
異 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 ん で い る 。 変 異 さ れ た 変 異 体 を 含 む ベ ク タ ー は 、 上 述 の 適 切 な 宿 主 細 胞
へ 形 質 転 換 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 形 質 転 換 細 胞 は 、 ベ ク タ ー に ｔ ｅ ｔ 及 び ／ 又 は ａ ｍ ｐ 耐 性 遺 伝 子 が 存 在 し て い る こ と に
よ っ て 耐 性 が 付 与 さ れ て い る こ と か ら 、 一 般 的 に は 、 抗 生 物 質 、 通 常 は テ ト ラ サ イ ク リ ン
（ ｔ ｅ ｔ ） 又 は ア ン ピ シ リ ン （ ａ ｍ ｐ ） 上 で 生 育 さ せ て 選 択 す る 。
　 本 発 明 で の 使 用 に 適 切 な フ ァ ー ジ 及 び フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ
の た め の 全 て の 既 知 の ベ ク タ ー を 含 む 。 さ ら な る 例 は 、 ｐ Ｃ ｏ ｍ ｂ ８ （ Gramら  (1995) Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 89:3576-3580） ； ｐ Ｃ ８ ９ （ Feliciら  (1991)J.Mol.Biol 222
:310-310） ； ｐ Ｉ Ｆ ４ （ Bianchiら  (1995) J.Mol.Biol. 247:154-160） ； Ｐ Ｍ ４ ８ 、 Ｐ Ｍ
５ ２ 、 及 び Ｐ Ｍ ５ ４ （ Iannolo.(1995) J.Mol.Biol. 248:835-844） ； ｆ ｄ Ｈ （ Geenwoodら
 (1991)J. Mol. Biol. 220:821-827） ； ｐ ｆ ｄ ８ Ｓ Ｈ Ｕ 、 ｐ ｆ ｄ ８ Ｓ Ｕ 、 ｐ ｆ ｄ ８ Ｓ Ｙ 、
及 び ｆ ｄ Ｉ Ｓ Ｐ Ｌ Ａ Ｙ ８ （ Malik & Perham(1996) Gene 171:49-51） ； 「 ８ ８ 」 （ Smith(1
993) Gene 128:1-2） ； ｆ ８ ８ ． ４ （ Zhongら  (1994)J. Biol. Chem.269:24183-24188） ；
ｐ ８ Ｖ ５ （ Affymax） ； Ｍ Ｂ １ 、 Ｍ Ｂ ２ ０ 、 Ｍ Ｂ ２ ６ 、 Ｍ Ｂ ２ ７ 、 Ｍ Ｂ ２ ８ 、 Ｍ Ｂ ４ ２ 、
Ｍ Ｂ ４ ８ 、 Ｍ Ｂ ４ ９ 、 Ｍ Ｂ ５ ６ ： （ Marklandら  (1991) Gene 109:13-19） を 含 む 。 同 様 に
、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ シ ス テ ム で フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー が 用 い ら れ た 場 合 、 任 意 の 既 知
の ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 利 用 し て も よ い 。 適 切 な ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ の 例 に は 、 Ｍ １ ３ -Ｋ Ｏ
７ （ Pharmacia） 、 Ｍ １ ３ -Ｖ Ｃ Ｓ （ Stratagene） 、 及 び Ｒ ４ ０ ８ (Statagene） が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 形 質 転 換 細 胞 の 選 択 後 、 こ れ ら の 細 胞 は 培 養 に よ っ て 生 育 さ れ 、 つ い で ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ
が 単 離 さ れ う る 。 フ ァ ー ジ 又 は フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば Sambrookら , Mole
cular Cloning: A Laboratory　 Manual, ２ 版 (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Pr
ess. Cold Spring Harbor, NYに 記 述 さ れ て い る よ う に 、 当 該 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 を
用 い て 単 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は 、 上 掲 の Sambrookら の セ ク シ ョ ン １ ． ４ ０ に 記 述 さ れ 、 上 述 さ れ た
よ う な 当 該 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 に よ っ て 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 つ い で 、 精 製 さ
れ た Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 決 定 法 に よ っ て 分 析 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 決 定 法 は 、 Me
ssingら  (1981)Nucleic Acids Res. 9:309の 方 法 、 Maxamら  (1980)Meth. Enzymol. 65:49
9の 方 法 、 又 は そ の 他 の 既 知 の 方 法 に よ っ て 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
Ｖ ． 応 用
　 本 発 明 の 種 々 の 側 面 及 び 実 施 態 様 は 、 構 造 的 特 徴 が 明 確 化 さ れ て い る ペ プ チ ド の 合 理 的
設 計 及 び 分 析 の た め の 新 規 モ デ ル シ ス テ ム の 利 点 を 証 明 す る 。 そ の よ う な ペ プ チ ド 及 び そ
れ を 利 用 す る 方 法 を 含 ん で な る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は 、 殆 ど す べ て の 生 物 学 的
分 子 相 互 作 用 に 関 与 し て い る 基 礎 的 構 造 － 活 性 相 関 を 探 索 す る た め に 、 有 用 な 情 報 及 び 手
段 を 提 供 す る 。 こ こ で 開 示 さ れ た 又 は 本 発 明 の 開 示 に 従 っ て 生 成 さ れ た ペ プ チ ド は 、 限 定
さ れ る も の で は な い が 、 酵 素 阻 害 剤 、 リ ガ ン ド ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 リ ガ ン ド ア ゴ ニ ス ト 、 毒
素 、 及 び 免 疫 原 を 含 む 種 々 の 生 物 学 的 又 は 治 療 的 薬 剤 の 候 補 と な り う る 。
　 次 の 実 施 例 は 、 例 示 的 な 方 法 を 提 供 す る も の で あ っ て 、 限 定 す る も の で は な い 。 こ こ で
引 用 す る 文 献 の 開 示 の 全 て が 、 出 典 明 示 に よ り そ の 全 体 が こ こ に 取 り 込 ま れ る 。
【 実 施 例 】
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【 ０ ０ ６ １ 】
実 施 例 １ ： 構 造 化 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド 制 約 型 β ヘ ア ピ ン ペ プ チ ド 骨 格 の 構 築
　 こ の 実 施 例 で は 、 我 々 は β タ ー ン デ ィ ス プ レ イ の た め の 骨 格 と し て Ｃ Ｘ ８ Ｃ の 形 態 の デ
カ マ ー (decamer)の ジ ス ル フ ィ ド 制 約 型 β ヘ ア ピ ン を 調 べ る こ と を 選 ん だ 。 我 々 の 目 的 の
た め に は 、 多 く の タ ー ン 配 列 と 適 合 性 の あ る 構 造 を 構 築 す る こ と が 必 須 で あ る 。 つ ま り 、
タ ー ン の 残 基 以 外 の 残 基 は 、 ペ プ チ ド 構 造 を ヘ ア ピ ン の 方 へ か な り 偏 ら せ な け れ ば な ら な
い 。 ジ ス ル フ ィ ド 環 化 は 、 多 く の ペ プ チ ド を 構 造 化 さ せ る の に は 充 分 で は な い が 、 役 に 立
つ 。 我 々 の 初 期 の 目 的 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 共 有 結 合 的 制 約 と し て の み な ら ず 、 β 鎖 の
更 に 広 い 範 囲 の 相 互 作 用 の 中 核 を 成 す よ う に す る た め に も 使 用 さ れ う る か ど う か を 決 定 す
る こ と で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
材 料 と 方 法
　 ペ プ チ ド の 合 成 。 　 ペ プ チ ド を 、 パ イ オ ニ ア シ ン セ サ イ ザ ー （ PE Biosystems） で 標 準
的 Ｆ ｍ ｏ ｃ 化 学 を 用 い て 合 成 し 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｆ Ａ ） 中 の ５ ％ ト リ イ ソ プ ロ ピ ル
シ ラ ン で 樹 脂 か ら 分 離 し 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ ア セ ト ニ ト リ ル ／ Ｈ ２ Ｏ ／ ０ ． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ ） に
よ り 精 製 し た 。 ペ プ チ ド 同 一 性 は 質 量 分 析 に よ り 確 認 し た 。 ペ プ チ ド は 、 Ｉ ２ の 飽 和 酢 酸
溶 液 を 滴 下 す る こ と に よ っ て 環 状 ジ ス ル フ ィ ド に 転 換 さ せ 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て 再 精 製 し た
。 精 製 し た ペ プ チ ド は Ｃ １ ８ 分 析 用 カ ラ ム （ ０ － ４ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル で ４ ０ 分 ） で 単 一
の 対 称 ピ ー ク と し て 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 シ ス テ イ ン 有 効 濃 度 の 測 定 。 　 グ ル タ チ オ ン 原 液 を 、 ３ 定 量 の ０ ． ２ Ｍ の 還 元 グ ル タ チ
オ ン （ Ｇ Ｓ Ｈ ） を １ 定 量 の ０ ． １ Ｍ の 酸 化 グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｓ Ｇ ） と 混 合 す る こ と に よ
り 調 製 し た 。 分 量 し た も の を － ８ ０ ℃ で 保 存 し た が 、 数 ヶ 月 は 安 定 で あ っ た ： 単 一 の バ ッ
チ の 使 用 に よ り 、 全 グ ル タ チ オ ン 濃 度 の 変 動 か ら 生 じ う る Δ Δ Ｇ 値 の あ ら ゆ る 誤 差 を 排 除
し た 。 チ オ ー ル ジ ス ル フ ィ ド 平 衡 は 、 ５ ０ μ Ｌ の ペ プ チ ド 貯 蔵 物 （ 水 中 に 、 お よ そ ３ ｍ Ｍ
） を ５ ０ μ Ｌ の グ ル タ チ オ ン 貯 蔵 物 と 混 合 し 、 フ ァ イ ア ス ト ー ン バ ル ブ か ら 真 空 ／ ア ル ゴ
ン 循 環 で 酸 性 溶 液 を 脱 酸 し 、 つ い で シ リ ン ジ で ３ ０ ０ μ Ｌ の 脱 酸 し た 緩 衝 液 を 添 加 し た 後
（ ０ ． ２ Ｍ ト リ ス 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ ； １ ｍ Ｍ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ； グ ル タ チ オ ン を 滴 定 す る た め の ６ ７ ｍ
Ｍ ト リ ス ベ ー ス ） 、 更 に 混 合 物 を 脱 酸 す る こ と に よ り 合 成 し た 。 全 反 応 混 合 物 の 最 終 ｐ Ｈ
は ８ ． １ ０ ± ０ ． ０ ５ で あ っ た 。 溶 液 を 、 ア ル ゴ ン 下 で 撹 拌 し 、 ウ ォ ー タ ー バ ス に ２ ０ ℃
で 保 っ た 。 １ ． ５ 時 間 後 、 連 続 し て 分 量 物 （ １ ０ ０ μ Ｌ ） を 、 気 密 性 シ リ ン ジ で 取 り 出 し
、 直 ち に ４ ０ ０ μ Ｌ の ３ １ ｍ Ｍ  Ｈ Ｃ ｌ 中 に 放 出 す る こ と で ク エ ン チ し 、 最 小 の 遅 れ で Ｈ
Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 分 析 し た 。 Ｃ ｅ ｆ ｆ 値 を 、 グ ル タ チ オ ン モ ノ マ ー は 全 体 で ０ ． ０ ２ ５ Ｍ と み
な し て （ つ ま り 、 ペ プ チ ド と 混 合 し た ジ ス ル フ ィ ド 中 に 存 在 す る 僅 か な 量 （ ＜ １ ％ ） の グ
ル タ チ オ ン を 無 視 し て ） ペ プ チ ド 及 び グ ル タ チ オ ン モ ル の 還 元 及 び 酸 化 型 の モ ル 比 か ら 計
算 し た （ ピ ー ク 面 積 比 は 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 測 定 さ れ た 吸 光 度 の 違 い で 補 正 し た ） 、 ：
　 　 Ｃ ｅ ｆ ｆ ＝ ([ペ プ チ ド 酸 化 型 ]/[ペ プ チ ド 還 元 型 ])× ([Ｇ Ｓ Ｈ ]２ /[Ｇ Ｓ Ｓ Ｇ ])
　 　 　 　 [Ｇ Ｓ Ｈ ]＋ 2[Ｇ Ｓ Ｓ Ｇ ]＝ 0.025M
　 　 　 　 [Ｇ Ｓ Ｓ Ｇ ]＝ 0.025M/{2＋ 3.26(Ｇ Ｓ Ｈ ピ ー ク 域  / Ｇ Ｓ Ｓ Ｇ ピ ー ク 域 )}
　 　 　 　 [ペ プ チ ド 酸 化 型 ]/[ペ プ チ ド 還 元 型 ]＝ 平 衡 ピ ー ク 面 積 比  / 吸 光 度 比
　 各 反 応 混 合 物 か ら の ２ 又 は ３ の サ ン プ ル を 分 析 し た ； 経 時 的 な 数 の 変 化 は 無 く 、 計 算 さ
れ た Ｃ ｅ ｆ ｆ 値 は 、 典 型 的 に ５ ％ 未 満 と 変 化 し た （ Δ Δ Ｇ で ３ ０ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ に す る 確
か さ に 相 当 す る ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 Ｎ Ｍ Ｒ 分 光 法 。 　 Ｎ Ｍ Ｒ サ ン プ ル は 、 ９ ２ ％ Ｈ ２ Ｏ /８ ％ Ｄ ２ Ｏ  ｐ Ｈ ５ ． １ 中 の ５ － １
０ ｍ Ｍ の ペ プ チ ド 及 び 化 学 シ フ ト 基 準 と し て の ０ ． １ ｍ Ｍ の １ ,４ -ジ オ キ サ ン を 含 む 。 全
て の ス ペ ク ト ル は 、 １ ５ ℃ で BrukerDRX-500又 は Varian Unity-400ス ペ ク ト ル 計 で 得 ら れ
た 。 2QF-COSY、 TOCSY及 び ROESYス ペ ク ト ル は 、 （ Cavanaghら  (1995) Protein NMR Spectr
oscopy, Principles and Practices(Academic Press, サ ン デ ィ エ ゴ )に 記 載 さ れ る よ う に
し て 、 グ ラ ジ ェ ン ト コ ヒ ー レ ン ス 選 択 法 (van Zijlら  (1995)J. Magn. Reson. 113A:265-2
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70)、 又 は 水 サ プ レ ッ シ ョ ン に 対 し て 励 起 像 ス カ ル プ テ ィ ン グ 法 (Hwang及 び Shaka, (1995)
J. Magn. Reson. 112A, 275-279)で 取 得 し た 。 プ ロ ト ン 共 鳴 は 標 準 的 な 方 法 （ Wuthrich (
1986)NMR of Protains and Nucelic Acids (John Wiley and Sons, New York） に よ り 与
え た 。 ３ Ｊ Ｈ Ｎ -Ｈ α は 、 Ｆ ２ の 高 デ ジ タ ル 解 像 度 で 処 理 さ れ た ２ Ｑ Ｆ -Ｃ Ｏ Ｓ Ｙ ス ペ ク ト
ル の Ｈ Ｎ － Ｈ α の ピ ー ク 逆 位 相 二 重 線 に Lorentzianラ イ ン に フ ィ ッ ト さ せ る こ と に よ り 得
た 。 ３ Ｊ Ｈ Ｎ -Ｈ α は ペ プ チ ド の Ｄ ２ Ｏ 溶 液 で 得 た Ｃ Ｏ Ｓ Ｙ -３ ５ ス ペ ク ト ル か ら 導 き 出 し
た 。 距 離 及 び 二 面 角 拘 束 は 、 (Skeltonら  (1994) Biochemistry 33:13581-13592)に 記 載 さ
れ る よ う に し て 生 成 し た 。 １ ０ ０ の 初 期 構 造 を 、 ハ イ ブ リ ッ ド デ ィ ス タ ン ス ジ オ メ ト リ ー
法 ／ シ ュ ミ レ ー テ ッ ド ア ニ ー リ ン グ プ ロ グ ラ ム Ｄ Ｇ Ｉ Ｉ （ Havelら  (1991) Prog. Biophys
. Mol. Biol. 56:43-78） を 用 い て 計 算 し た ； こ れ ら の う ち ８ ０ は 、 既 に 記 載 さ れ て い る
よ う に （ Skeltonら  (1994)Prog. Biophys. Mol. Biol. 56:43-78） DISCOVERで 実 施 さ れ る
AMBER全 原 子 フ ォ ー ス フ ィ ー ル ド を 用 い て 分 子 動 力 学 に よ り 更 に 精 製 さ れ た 。 最 も 低 い 拘
束 バ イ オ レ ー シ ョ ン エ ネ ル ギ ー の ２ ０ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 各 ペ プ チ ド の 溶 液 コ ン フ ォ メ
ー シ ョ ン を 表 す た め に 選 択 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 構 造 計 算 。 　 構 造 は 、 ７ ８ の Ｒ Ｏ Ｅ -誘 導 距 離 拘 束 （ １ ０ の 中 間 及 び ２ ８ の 長 距 離 拘 束
； ５ ． ４ 、 ４ ． ３ 、 ３ ． ４ 又 は ３ ． ０ Å の 上 限 ） 及 び １ ２ の 二 面 角 拘 束 で 計 算 し た 。 最 終
的 な ２ ０ 構 造 は 、 そ れ ぞ れ ０ ． ０ ５ ± ０ ． ０ ２ Å 及 び ０ ． ７ ± ０ ． ２ ° の 距 離 及 び 二 面 角
の 平 均 最 大 バ イ オ レ ー シ ョ ン を 有 し ； 実 験 上 の 距 離 及 び 二 面 角 か ら の Ｒ Ｍ Ｓ 偏 差 は 、 そ れ
ぞ れ ０ ． ０ ０ ７ ± ０ ． ０ ０ ２ Å 及 び ０ ． ２ ９ ± ０ ． ０ ８ ° で あ っ た 。 残 基 の ７ ５ ％ が ラ マ
チ ャ ン ド ラ ン プ ロ ッ ト の 最 適 な 部 分 で Φ Ψ 値 を 有 す る （ 否 認 又 は 容 認 さ れ た 領 域 に 何 も な
い ） 一 方 、 平 均 構 造 の 平 均 Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ は 、 残 基 Ｃ ｙ ｓ １ -Ｃ ｙ ｓ １ ０ の Ｎ 、 Ｃ α 、 及 び Ｃ 原
子 に 対 し て ０ ． ２ ８ ± ０ ． ０ ４ Å で あ る （ Laskowskiら  (1993)J. Appl. Crystallogr. 26
:283-291） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 。 Ｃ Ｄ ４ ペ プ チ ド の Ｎ Ｍ Ｒ サ ン プ ル は 、 化 学 シ フ ト 基 準 と し て ５ ０ μ Ｍ の ３
-(ト リ メ チ ル シ リ ル )-１ -プ ロ パ ン -１ ,１ ,２ ,２ ,３ ,３ ,-ｄ ６ -ス ル ホ ン 酸 （ Ｄ Ｓ Ｓ ） で ９
２ ％ の Ｈ ２ Ｏ ／ ８ ％ Ｄ ２ Ｏ 、 ｐ Ｈ ３ ． ５ 中 に ～ ２ ｍ Ｍ の ペ プ チ ド を 含 有 し て い た 。 ス ペ ク
ト ル は 前 記 の よ う に し て 得 て 、 分 析 し た 。 ｃ ｄ ２ の 構 造 を 、 ８ ４ の （ １ ３ の 中 -及 び ２ ３
の 長 -距 離 を 含 む ） Ｒ Ｏ Ｅ 誘 導 距 離 拘 束 及 び １ ３ の 二 面 角 拘 束 か ら 計 算 し た 。 距 離 及 び 二
面 角 拘 束 の 平 均 最 大 バ イ オ レ ー シ ョ ン は 、 そ れ ぞ れ ０ ． ０ ５ ± ０ ． ０ １ Å 及 び ０ ． ６ ± ０
． ４ ° で あ り ； 実 験 上 の 距 離 及 び 二 面 角 拘 束 か ら の Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ は 、 そ れ ぞ れ ０ ． ０ ０ ９ ± ０
． ０ ０ ２ Å 及 び ０ ． ２ ± ０ ． １ ° で あ る 。 共 有 幾 何 学 は 良 好 で 、 Φ Ψ 角 の ７ ４ ％ が 最 適 の
範 囲 で 、 ラ マ チ ャ ン ド ラ ン プ ロ ッ ト の 否 認 又 は 容 認 さ れ た 範 囲 に は 何 も な い （ Laskowski
ら  (1993) J. Appl. Crystallogr. 26:283-291） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 側 鎖 回 転 異 性 体 の 分 析 。 　 ６ － ９ Ｈ ｚ の 範 囲 の ３ Ｊ

Ｈ α -Ｈ β １ 及 び ３ Ｊ
Ｈ α -Ｈ β ２ の

両 方 の 観 察 に よ り 、 側 鎖 は 単 一 の 古 典 的 な 回 転 異 性 体 （ χ 1 ＝ － ６ ０ ° 、 ＋ ６ ０ ° 又 は １
８ ０ ° ） を 占 有 し な い こ と が 示 さ れ 、 大 体 に お い て サ ン プ ル は ３ つ 全 て が 回 転 異 性 体 の く
ぼ み （ well） を 揺 ら し た 。 こ れ が 、 ｂ ｈ ｐ Ｗ の Ｔ ｒ ｐ ３ 及 び Ｌ ｅ ｕ ８ 及 び ｃ ｄ ２ の Ｇ ｌ ｎ
４ 、 Ｐ ｈ ｅ ７ 及 び Ｌ ｅ ｕ ８ の 場 合 の 状 態 で あ る 。 こ れ ら の 側 鎖 に 見 ら れ る Ｒ Ｏ Ｅ ピ ー ク は
、 サ ン プ リ ン グ し た χ 1 値 の 範 囲 に 対 す る 時 間 平 均 を 表 す 。 こ れ ら の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン
の 全 て が 、 す ぐ に 観 察 で き る Ｒ Ｏ Ｅ ピ ー ク を 生 じ る わ け で は な く 、 従 っ て 、 構 造 計 算 過 程
は 、 拘 束 が 得 ら れ る 回 転 異 性 体 の 方 に 偏 り う る 。 例 え ば 、 ｃ ｄ ２ の Ｐ ｈ ｅ ７ か ら の Ｒ Ｏ Ｅ
は 、 逆 ス ト ラ ン ド の プ ロ ト ン に 見 ら れ 、 従 っ て ＋ ６ ０ ° の 回 転 異 性 体 の く ぼ み に Ｐ ｈ ｅ ７
を 強 制 的 に 位 置 さ せ る 。 多 く の バ ッ ク ボ ー ン -バ ッ ク ボ ー ン の 距 離 及 び Φ 二 面 角 拘 束 が 与
え ら れ る と 、 ｂ ｈ ｐ Ｗ 及 び ｃ ｄ ２ に 対 し て 計 算 さ れ た 構 造 は 、 い く つ か の 側 鎖 の 方 向 性 の
過 剰 決 定 以 外 に お い て は 、 こ れ ら の ペ プ チ ド の 溶 液 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 正 確 に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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　 ９ ２ ８ の 非 余 剰 タ ン パ ク 質 構 造 の 集 合 か ら の β シ ー ト の 我 々 の 調 査 で は 、 隣 接 し た ス ト
ラ ン ド に お け る 残 基 の 水 素 結 合 対 と 非 水 素 結 合 対 の 間 の 平 均 Ｃ β -Ｃ β 距 離 は 、 そ れ ぞ れ
４ ． ８ ２ ± ０ ． ５ ８ 及 び ５ ． ３ ７ ± ０ ． ５ ６ Å で あ っ た が 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 シ ス テ イ ン
の 平 均 Ｃ β -Ｃ β の 距 離 は 、 ３ ． ８ ４ Å で あ っ た 。 従 っ て 、 逆 平 行 鎖 の 逆 残 基 の Ｃ β 原 子
は 、 通 常 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 の た め に は あ ま り に か け 離 れ て い る 。 そ れ に も か か わ ら ず
、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 は 、 時 々 、 β シ ー ト の 非 水 素 結 合 レ ジ ス タ ー の シ ス テ イ ン の 間 で 見 い
だ さ れ て い る 。 我 々 は 隣 接 し た 逆 平 行 鎖 を 結 合 し て い る ２ ３ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 シ ス テ イ
ン を 見 つ け た 。 ２ ３ の う ち １ ４ の 場 合 に お い て 、 ジ ス ル フ ィ ド は シ ス テ イ ン の １ つ （ 又 は
両 方 ） の 前 に ２ つ の 残 基 を 疎 水 性 側 鎖 に 対 し て し っ か り と 詰 め 込 む （ 図 １ ａ ） 。 ５ つ の 更
な る 場 合 に お い て は 、 こ の 疎 水 性 部 位 は 極 性 又 は 荷 電 し た 残 基 に よ り β 及 び γ -メ チ レ ン
で （ Ｅ 、 Ｑ 又 は Ｒ ） 占 有 さ れ て い た 。 特 に 、 ロ イ シ ン 又 は 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の ど ち ら か の 側
鎖 は 、 こ の 特 性 を 有 す る ジ ス ル フ ィ ド コ ン ホ メ ー シ ョ ン に 良 好 な 形 の 相 補 性 を 提 供 し た 。
そ の 結 果 、 我 々 は 、 我 々 の モ デ ル ペ プ チ ド の 残 基 ８ と し て ロ イ シ ン を 選 択 し （ 図 １ ｂ ） 、
拡 張 し た 主 鎖 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 促 進 す る た め に 位 置 ２ 及 び ９ で ト レ オ ニ ン を 含 み 、 更
に 非 常 に 強 力 な タ イ プ Ｉ Ｉ 'β タ ー ン で は な く 、 代 わ り に タ ー ン 配 列 Ｅ Ｇ Ｎ Ｋ を 選 択 し た
。 ロ イ シ ン と 対 を な す 最 良 の 交 差 ス ト ラ ン ド 対 合 を 決 定 す る た め に 、 位 置 ３ が 変 え ら れ た
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ジ ス ル フ ィ ド の 存 在 は 、 ヘ ア ピ ン 安 定 性 の た め の 簡 便 な プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 チ オ ー ル
-ジ ス ル フ ィ ド 平 衡 を 、 基 準 チ オ ー ル グ ル タ チ オ ン に 関 し て 測 定 し 、 シ ス テ イ ン 対 の 効 果
的 濃 度 （ Ｃ ｅ ｆ ｆ ） を 得 た 。 Ｃ ｅ ｆ ｆ の 大 き い 方 の 値 は 、 増 加 し た 近 似 値 を 、 シ ス テ イ ン
チ オ ー ル の 平 均 値 で 示 し 、 ヘ ア ピ ン 構 造 の 形 成 と 一 致 す る 。 こ の 方 法 は ヘ ア ピ ン 安 定 性 に
対 す る β タ ー ン 中 の 残 基 置 換 の 効 果 を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ て い る 。 Stroup及 び Gieras
ch (1990) Biochemistry 29:9765-9711。 ペ プ チ ド Ｃ ｅ ｆ ｆ 値 は 、 位 置 ３ の 異 な る 残 基 の
た め に か な り 変 化 し た （ 図 ２ ａ ） 。 著 し く 、 位 置 ３ の ト リ プ ト フ ァ ン は 酸 化 型 の 方 に ペ プ
チ ド 平 衡 を 強 力 に シ フ ト し た ： こ の 挙 動 は ペ プ チ ド 凝 集 に よ っ て は 引 き 起 こ さ れ な い 。 ア
ニ リ ン 類 似 物 （ -Ｒ Ｔ １ ｎ {Ｃ ｅ ｆ ｆ ， ｘ /Ｃ ｅ ｆ ｆ ， ａ ｌ ａ }） の Ｃ ｅ ｆ ｆ 値 の ス ケ ー リ ン
グ は 、 折 り 畳 み の た め の ペ プ チ ド の 関 連 性 質 と 解 釈 さ れ う る ＞ ０ ． ８ ｋ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の
範 囲 で あ る 自 由 エ ネ ル ギ ー 相 違 （ 図 ２ ｂ ） を 引 き 起 こ す 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の デ ー タ
は ペ プ チ ド の 折 り 畳 ま れ た 及 び 折 り 畳 ま れ て い な い 状 態 の 効 果 の 間 で 相 違 し な い 。 例 え ば
、 与 え ら れ た 置 換 は 酸 化 ペ プ チ ド に 詰 め 込 ま れ て い る 好 ま し い 側 鎖 を 促 進 し う る か 、 又 は
、 還 元 し た ペ プ チ ド の 拡 張 し た 主 鎖 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 方 に 単 に 偏 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ペ プ チ ド が 実 際 に β ヘ ア ピ ン を 形 成 す る か ど う か を 判 断 す る た め に 、 そ れ ら の い く つ か
を 、 １ Ｈ  Ｎ Ｍ Ｒ 分 光 法 に よ り 評 価 し た （ 表 １ ） 。 ト リ プ ト フ ァ ン ペ プ チ ド （ bhpW） は 、
強 力 に つ な が っ た Ｈ α -Ｈ Ｎ Ｎ Ｏ Ｅ 、 多 数 の 主 鎖 交 差 ス ト ラ ン ド Ｎ Ｏ Ｅ 及 び ス ト ラ ン ド 残
基 の 大 主 鎖 ス カ ラ ー カ ッ プ リ ン グ 定 数 （ ３ Ｊ Ｈ Ｎ -Ｈ α ＞ ８ ． ０ Ｈ ｚ ） の 点 で 、 高 度 に 凝
集 し た β ヘ ア ピ ン の 特 徴 の 全 て を 表 す 。 Ｃ ｙ ｓ １ 及 び Ｃ ｙ ｓ １ ０ の Ｈ α 化 学 シ フ ト は 、 組
織 化 さ れ て い な い ペ プ チ ド で 得 ら れ る 値 に 関 し て 低 磁 場 （ downfield） で あ り 、 逆 平 行 鎖
は こ れ ら の 末 端 残 基 に 含 ま れ る こ と が 示 さ れ た 。 他 の ペ プ チ ド 研 究 で は 、 少 な い 数 の ヘ ア
ピ ン 構 造 を 有 す る こ と が 判 断 さ れ た （ 表 １ 参 照 ） 。 興 味 深 い こ と に は 、 Ｎ Ｍ Ｒ デ ー タ は Ｃ

ｅ ｆ ｆ と 相 関 し て い る （ 表 １ ） ： 従 っ て 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 ア ッ セ イ は 、 酸 化 ペ プ チ ド の
ヘ ア ピ ン 構 造 の 角 度 の 有 用 な 量 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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３ Ｊ Ｈ Ｎ -Ｈ α ＞ ８ Ｈ ｚ の ス ト ラ ン ド 残 基 の 最 大 値 は ８ ； ト リ プ ト フ ァ ン ペ プ チ ド (bhp W)
の 第 ８ ロ イ シ ン の 共 役 定 値 は ７ ． ９ Ｈ ｚ で あ る 。 ラ ン ダ ム コ イ ル の 共 役 定 値 は Smith ら (S
mithら (1996)J. Mol. Biol.225:494-506)に よ る 。 ラ ン ダ ム コ イ ル Ｈ α 化 学 シ フ ト は Wisha
rtら (Wishartら (1992)Biochemistry 31:1647-1651)に よ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
実 施 例 ２ ： 選 択 的 テ ト ラ ペ プ チ ド タ ー ン 配 列 の ヘ ア ピ ン 骨 格 へ の 移 動
　 実 施 例 １ に よ っ て ｂ ｈ ｐ Ｗ に 対 し て 計 算 し た 構 造 は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ 'タ ー ン と 逆 平 行 ヘ ア
ピ ン を 形 成 す る く ぼ み （ Ｇ ｌ ｙ ５ － Ａ ｓ ｎ ６ ） 及 び Ｃ ｙ ｓ １ 、 Ｔ ｒ ｐ ３ 、 Ｌ ｅ ｕ ８ 及 び Ｃ
ｙ ｓ １ ０ の 側 鎖 の 間 の 疎 水 性 接 触 を 明 ら か に し た （ 図 ３ ） 。 ｂ ｈ ｐ Ｗ 安 定 性 の 熱 力 学 分 析
は 、 高 温 又 は 化 学 変 性 剤 の 存 在 の ど ち ら か で 完 全 に ほ ど く た め の 酸 化 ペ プ チ ド の 不 足 に よ
り 、 複 雑 で あ っ た 。 し か し な が ら 、 我 々 は 、 １ ５ ℃ で お そ ら く は ＞ ８ ０ ％ と 、 高 い 密 度 で
あ る と ヘ ア ピ ン コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 推 定 す る 。 そ の 構 造 安 定 性 の た め 、 我 々 は タ ー ン デ
ィ ス プ レ イ 骨 格 と し て の 研 究 の た め に ｂ ｈ ｐ Ｗ を 選 ん だ 。 従 っ て 、 我 々 は 、 異 な る タ ー ン
配 列 が ｂ ｈ ｐ Ｗ ス ト ラ ン ド 配 列 に よ り 構 築 で き る で き る か ど う か 試 験 し た 。
　 中 和 抗 体 及 び ヒ ト Ｃ Ｄ ４ に 結 合 し た Ｈ Ｉ Ｖ ｇ ｐ １ ２ ０ の 最 近 の 結 晶 構 造 か ら 接 触 表 面 の
詳 細 が 明 ら か に な っ た （ Kwongら , (1998) Nature 393:648-659.） 。 多 数 の 突 然 変 異 研 究
か ら 予 想 さ れ る よ う に 、 ｇ ｐ １ ２ ０ 結 合 に 最 も 重 要 な Ｃ Ｄ ４ 領 域 は 、 タ ン パ ク 質 表 面 か ら
伸 び る 重 要 な Ｐ ｈ ｅ ４ ３ 側 鎖 を 有 す る 、 Ｃ '-Ｃ "ヘ ア ピ ン ル ー プ （ 残 基 ３ ７ － ４ ６ ） で あ
る 。 実 際 、 Ｃ Ｄ ４ 残 基 ４ ０ － ４ ８ は 境 界 面 に 埋 ま っ た 表 面 積 の ６ ３ ％ に 寄 与 し 、 全 体 の ２
３ ％ に Ｐ ｈ ｅ ４ ３ が 貢 献 し て い る （ Kwongら , (1998) Nature 393:648-659） 。 意 外 に も 、
Ｐ ｈ ｅ ４ ３ 結 合 部 位 の 後 に ｇ ｐ １ ２ ０ に は 大 き な 穴 が あ り 、 そ の 内 側 に は 疎 水 性 残 基 が あ
る 。 Ｃ '-Ｃ "タ ー ン に 基 づ い て 構 築 さ れ た ペ プ チ ド は ｇ ｐ １ ２ ０ に 結 合 し て い る か も し れ
ず 、 も し そ う で あ れ ば 、 結 晶 構 造 に 見 ら れ る 穴 内 に 伸 び る リ ガ ン ド を 設 計 す る た め の 開 始
点 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 我 々 は 、 Ｃ Ｄ ４ ヘ ア ピ ン の 天 然 構 造 に 基 づ い て ジ ス ル フ ィ ド 拘 束 ペ プ チ ド を 合 成 し （ 表
２ 中 の ｃ ｄ １ 残 基 ３ ８ － ４ ５ ） 、 そ れ が 溶 液 中 で 本 質 的 に 構 造 化 さ れ て い な い こ と が 分 か
っ た （ 図 ４ ａ ） 。 つ い で 我 々 は 、 ｂ ｈ ｐ Ｗ の 相 当 す る 残 基 （ ｃ ｄ ２ 、 表 ２ ） に 適 合 す る よ
う に 、 置 換 Ｇ ２ Ｔ 及 び Ｎ ３ Ｗ を 作 っ た ； 残 基 Ｌ ８ 及 び Ｔ ９ は 既 に 天 然 Ｃ Ｄ ４ 配 列 中 に 存 在
す る 。 ペ プ チ ド ｃ ｄ ２ は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ 'タ ー ン を 有 す る ヘ ア ピ ン 構 造 を 取 り 入 れ て 、 き ち
ん と 整 列 し て い る （ 図 ４ ） 。 図 ４ Ａ に 、 ｃ ｄ ２ の ピ ー ク 表 示 が 見 ら れ た ： ｃ ｄ １ の 対 応 す
る ク ロ ス ピ ー ク の 位 置 が 示 さ れ る 。 ３ Ｊ Ｈ Ｎ -Ｈ α ＞ ８ ． ３ Ｈ ｚ を 有 す る こ れ ら の ｃ ｄ ２
残 基 に 下 線 を 引 い た ； 全 て の ｃ ｄ １ 残 基 が ５ ． ９ と ７ ． ７ Ｈ ｚ の 間 の 骨 格 カ ッ プ リ ン グ 定
数 を 有 す る 。 測 定 さ れ た Ｃ ｅ ｆ ｆ 値 か ら 、 Ｃ Ｄ ４ タ ー ン （ Ｑ Ｇ Ｓ Ｆ ） は 、 ０ ． ５ ｋ ｃ ａ ｌ
／ ｍ ｏ ｌ だ け モ デ ル ヘ ア ピ ン （ Ｅ Ｇ Ｎ Ｋ タ ー ン ） を 不 安 定 化 し 、 我 々 は Ｔ ２ 及 び Ｗ ３ 置 換
の 両 方 が 安 定 し た ヘ ア ピ ン 構 造 に 必 要 で あ る こ と を 発 見 し た （ 表 ２ ） 。 重 要 な こ と に は 、
ペ プ チ ド 構 造 を Ｃ Ｄ ４ の も の と 比 較 す る と 、 骨 格 コ ン ホ メ ー シ ョ ン は 、 構 造 決 定 の 不 確 実
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さ の 範 囲 内 に あ り 、 実 質 的 に 同 じ で あ る （ ０ ． ９ ３ Å Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ ； 図 ４ Ｂ ） 。 図 ４ Ｂ は 、 ｇ
ｐ １ ２ ０ 結 合 Ｃ Ｄ ４ の 結 晶 構 造 か ら Ｃ Ｄ ４ 残 基 ３ ７ － ４ ６ （ 赤 ） 上 に 重 な っ て 示 さ れ た ｃ
ｄ ２ の Ｎ Ｍ Ｒ 構 造 全 体 （ ２ ０ モ デ ル ； ２ つ の 垂 直 図 ） を 示 す 。 ２ ０ モ デ ル の Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ は 、
残 基 １ － １ ０ の 骨 格 原 子 の 平 均 座 標 に 関 し て 、 ０ ． ５ ０ ± ０ ． ０ ９ Å で あ り ； 結 晶 構 造 か
ら の Ｃ Ｄ ４ の 残 基 ３ ７ － ４ ６ を 有 す る 残 基 １ － １ ０ の 平 均 座 標 の 比 較 は ０ ． ９ ３ Å の Ｒ Ｍ
Ｓ Ｄ を 生 じ る 。 ｃ ｄ ２ の Ｐ ｈ ｅ ７ の ３ Ｊ Ｈ α -Ｈ β カ ッ プ リ ン グ 定 数 は 、 側 鎖 が 全 体 に 見
ら れ る 回 転 異 性 体 を 固 定 し な い こ と を 示 し ； Ｐ ｈ ｅ ７ 側 鎖 は 、 共 結 晶 構 造 で 見 ら れ る も の
を 確 実 に サ ン プ リ ン グ し て 、 溶 液 中 の 複 数 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 取 り 入 れ る こ と に 留 意
の こ と 。 こ れ は 、 ペ プ チ ド 骨 格 が Ｃ Ｄ ４ β タ ー ン を 正 し く 示 す こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 [n.d.： 未 決 定 ： Ｃ ｙ ｓ Ｎ Ｈ α ： よ り 多 い Ｎ -末 端 シ ス テ イ ン の Ｈ α 化 学 シ フ ト （ Ｃ ｙ ｓ
１ 又 は Ｃ ｙ ｓ ２ ） ： Ｃ ｙ ｓ Ｃ Ｈ α ： よ り 多 い Ｃ -末 端 シ ス テ イ ン の Ｈ α 化 学 シ フ ト （ Ｃ ｙ
ｓ １ ０ 又 は Ｃ ｙ ｓ １ １ ）
　 末 端 の セ リ ン 及 び リ ジ ン 残 基 は 、 そ う し な い と 荷 電 し て い な い Ｃ Ｄ ４ ペ プ チ ド の い く つ
か の 変 異 体 の 溶 解 性 を 改 善 す る た め に 加 え た 。 同 様 の 修 飾 は 、 コ ン ト ロ ー ル と し て の ｂ ｈ
ｐ Ｗ に も 行 っ た 。 ｂ ｈ ｐ Ｗ と Ｃ Ｄ ４ の 間 で 異 な る 非 タ ー ン 残 基 に は 下 線 を 引 い た 。 還 元 ペ
プ チ ド と 酸 化 ペ プ チ ド の 共 溶 離 は 、 Ｃ Ｄ ４ ペ プ チ ド の Ｔ ２ 、 Ｎ ３ 変 異 体 の Ｃ ｅ ｆ ｆ の 測 定
を 妨 げ た 。 環 状 ２ 色 性 ス ペ ク ト ル は Aviv Instruments. Inc.の モ デ ル ２ ０ ２ 分 光 光 度 計 で
１ ０ ℃ に て 得 ら れ ： ペ プ チ ド 濃 度 は ２ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ 中 、 ２ ０ μ Ｍ で
あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 評 価 し た ２ つ の 他 の タ ー ン 配 列 は 、 ヒ ト Ｆ ｃ -ε -Ｒ Ｉ の ド メ イ ン ２ の Ｆ -Ｇ ル ー プ か ら
の Ｖ Ｗ Ｑ Ｌ 、 及 び Ｅ Ｐ Ｏ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド Ｅ Ｍ Ｐ １ か ら の Ｇ Ｐ Ｌ Ｔ で あ っ た 。 ３ つ の タ
ー ン の 全 て は 、 ｔ ｒ ｐ ペ プ チ ド 骨 格 で 、 そ の 配 列 が 天 然 親 ヘ ア ピ ン ル ー プ に よ り 近 接 し て
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適 合 し て い る 環 化 ペ プ チ ド で 評 価 し た 。
　 SCGNQGSFLTCK-NH 2 　 (配 列 番 号 :10)　  CD4ペ プ チ ド 　 　 　  a
　 SCTWQGSFLTCK-NH 2 　 (配 列 番 号 :11)　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  b
　 Ac-CTKVWQLWTC-NH 2  (配 列 番 号 :12)　  Fc-ε -RIペ プ チ ド 　 c
　 SCTWVWQLLTCK-NH 2 　 (配 列 番 号 :13)　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  d
　 SCHFGPLTWVCK-NH 2 　 (配 列 番 号 :14)　  EMP1ペ プ チ ド 　 　 　 e
　 SCTWGPLTLTCK-NH 2   (配 列 番 号 :15) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 f
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 環 状 ２ 色 性 ス ペ ク ト ル は 、 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 、 設 計 さ れ た ｔ ｒ ｐ ヘ ア ピ ン 骨 格 が
更 に 構 築 さ れ た ペ プ チ ド を 生 じ る こ と を 示 す （ 図 ５ ａ -ｃ ） 。 Ｎ Ｍ Ｒ デ ー タ は 、 ペ プ チ ド
で 増 加 し た ヘ ア ピ ン 構 造 と 一 致 し 、 骨 格 は 構 築 状 態 の 向 け て 様 々 な 「 異 な る 」 タ ー ン を バ
イ ア ス し 得 る こ と を 証 明 し て い る 。
　 ヘ ア ピ ン 骨 格 上 に 存 在 可 能 な 他 の 通 常 の タ ー ン は 、 γ タ ー ン （ ３ ア ミ ノ 酸 ） 、 バ ル ジ (
膨 ら ん だ )タ ー ン （ ５ 又 は ６ ア ミ ノ 酸 ） 、 及 び よ り 長 い ヘ ア ピ ン （ ８ ア ミ ノ 酸 ） を 含 む 。
他 の タ ー ン の 長 さ は 既 知 で 、 ま た 骨 格 と 適 合 す る 。
　 実 施 例 １ 及 び 実 施 例 ２ の 結 果 は 、 小 ジ ス ル フ ィ ド 拘 束 ヘ ア ピ ン の １ つ の ス ト ラ ン ド 位 置
の 最 適 化 が 、 非 常 に 不 完 全 に 構 築 さ れ た 分 子 を 高 度 に 構 造 化 さ れ た （ -Δ Δ Ｇ ＞ ０ ． ８ kca
l/mol） も の に 置 き 換 え る の に 充 分 で あ る こ と を 実 証 し て い る 。 構 築 さ れ た ヘ ア ピ ン の ス
テ ム 位 置 、 -Ｃ Ｔ Ｗ ----Ｌ Ｔ Ｃ -は 、 最 適 化 さ れ た タ ー ン 配 列 を 必 要 と し な い ； 従 っ て 、 β
タ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー の デ ィ ス プ レ イ に と っ て 、 ま た そ う で な け れ ば 高 度 に 集 合 し て い な い
か も し れ な い 特 定 の タ ー ン の 研 究 に と っ て 適 し た 骨 格 で あ る 。 重 要 な こ と は 、 単 な る 天 然
ア ミ ノ 酸 が 必 要 と さ れ 、 タ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー は フ ァ ー ジ に 表 示 さ れ う る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 我 々 が こ こ で 報 告 し た 置 換 エ ネ ル ギ ー を β シ ー ト シ ス テ ム の 先 の 研 究 と 比 較 す る こ と は
興 味 深 い 。 エ ネ ル ギ ー の 相 違 の 大 き さ は 同 様 で あ る が 、 我 々 が 得 た 順 序 は 、 経 験 的 な β 性
向 の ス ケ ー ル と 、 又 は 既 知 の β シ ー ト の 得 ら れ た 残 基 対 頻 度 と 相 関 し て い な い （ Hutchins
onら  (1998) Protain Sci. 7:2287-2300, Wouters, M. A. & Curmi. P.M.G. (1995)　 Pro
teins 22:119-131） 。 特 に 、 ト リ プ ト フ ァ ン は そ の よ う な ス ケ ー ル の 例 外 で は な い 。 こ れ
ら の 差 は 、 典 型 的 な タ ン パ ク 質 ド メ イ ン に お け る 平 均 的 な 傾 向 は 、 ほ と ん ど の 残 基 が 高 度
に 溶 媒 に 暴 露 さ れ る 小 ペ プ チ ド に は 直 接 に は 適 用 で き ず 、 デ ノ ボ 設 計 で の そ の よ う な 情 報
の 使 用 を 複 雑 化 し て い る こ と を 強 調 す る 。 更 に 、 Δ Δ Ｇ 順 序 は 、 側 鎖 の 非 極 性 表 面 積 の 増
加 に 良 好 に は 相 関 し な い が 、 好 ま し い 残 基 は 疎 水 性 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 最 後 に 、 ヘ ア ピ ン ス テ ム は 非 常 に 小 さ い が 、 ジ ス ル フ ィ ド 及 び 交 差 ス ト ラ ン ド ３ 次 接 触
の 組 合 わ せ は 、 例 え ば Ｃ Ｘ ４ Ｃ の よ う な ジ ス ル フ ィ ド の み の も の を 越 え る 構 造 的 偏 り を 与
え る 。 い く つ か の 特 定 の 配 列 （ 例 え ば Ｖ Ｖ Ｖ Ｖ ） （ Milburnら  (1998) Int. J. Peptide P
rotein Res. 31:311-321） が 我 々 の ヘ ア ピ ン と 適 合 す る タ ー ン コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 取 り 入
れ る こ と が で き な い こ と が 知 ら れ て い る が 、 ま た タ ン パ ク 質 に 観 察 さ れ る 非 常 に 少 な い タ
ー ン 配 列 が 、 単 離 さ れ た ペ プ チ ド に 良 好 に 定 ま っ た タ ー ン コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 取 り 入 れ る
こ と を 示 し た の も 真 実 で あ る 。 我 々 は こ の 数 を 増 加 さ せ る 簡 単 な 方 法 を 示 し た 。 我 々 は 、
ラ ン ダ ム 化 さ れ た タ ー ン 配 列 （ 例 え ば Ｘ Ｃ Ｔ Ｗ Ｘ ４ Ｌ Ｔ Ｃ Ｘ ） を 有 す る ヘ ア ピ ン ラ イ ブ ラ
リ ー は 、 結 合 決 定 基 が 小 さ い 合 成 タ ー ン 擬 態 に 直 ぐ に 移 る こ と が で き る か 、 ま た は 高 度 な
処 理 能 力 の 親 和 性 最 適 化 の た め の 小 分 子 リ ー ド 体 を 同 定 す る の に 直 接 使 用 さ え さ れ る （ Ro
hrerら  (1998)science 282:737-740） 構 築 リ ガ ン ド を 生 じ う る と 考 え る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
実 施 例 ３ ： タ ー ン 及 び 交 差 ス ト ラ ン ド 相 互 作 用 か ら の 相 対 的 貢 献 度 の 定 量 化
　 上 記 の 実 施 例 １ に お い て 、 置 換 は モ デ ル ペ プ チ ド ｂ ｈ ｐ （ ペ プ チ ド １ ） の 位 置 ３ （ Ｘ ）
に 導 入 さ れ た 。 こ の ゲ ス ト 部 位 は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ 'タ ー ン に 空 間 的 に か な り 近 い （ gly-asn、
図 １ ） 。 異 な っ た タ ー ン 配 列 及 び 幾 何 構 造 を 有 す る ヘ ア ピ ン が 異 な る 残 基 優 先 度 を Ｎ Ｈ Ｂ
ゲ ス ト 部 位 に 持 つ か ど う か を 更 に 調 べ る た め に 、 モ デ ル ペ プ チ ド １ の 中 央 ｇ ｌ ｙ -ａ ｓ ｎ
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配 列 を タ イ プ Ｉ 'タ ー ン ａ ｓ ｎ -ｇ ｌ ｙ （ ペ プ チ ド ２ ） 及 び タ イ プ Ｉ Ｉ 'タ ー ン Ｄ -ｐ ｒ ｏ -
ａ ｓ ｎ 及 び Ｄ -ｐ ｒ ｏ -ｇ ｌ ｙ （ ペ プ チ ド ３ 及 び ４ ） と 置 き 換 え る 。 位 置 ３ （ Ｘ ） で の 置 換
は 、 我 々 が ｇ ｌ ｙ -ａ ｓ ｎ 列 で 観 察 し た ヘ ア ピ ン 安 定 性 の 範 囲 を ス パ ン す る た め に 選 択 し
た 。 Ｃ ｅ ｆ ｆ は 、 実 施 例 １ に 既 に 記 載 し た よ う に し て 測 定 し た 。 異 な る タ ー ン か ら 我 々 が
得 た 値 を 図 ６ で 比 較 す る 。
CTXEGNKLTC　 　 1　 II'　 　 配 列 番 号 :16
CTXENGKLTC　 　 2　 I'　 　  配 列 番 号 :17　 　
CTXEpNKLTC　 　 3　 II'　 　 配 列 番 号 :18　 　  
CTXEpGKLTC　 　 4　 II'　 　 配 列 番 号 :19
X=W,Y,L,V,T,D又 は p=D-pro。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 全 て の 場 合 に 、 位 置 ３ の ト リ プ ト フ ァ ン は 、 与 え ら れ た タ ー ン の 最 も 大 き い Ｃ ｅ ｆ ｆ 値
を 生 じ 、 そ の 安 定 化 作 用 が 一 般 的 で あ る こ と を 証 明 し て い る 。 異 な る 交 差 ス ト ラ ン ド 相 互
作 用 （ 横 軸 ） と タ ー ン 配 列 （ 縦 軸 ） の Ｃ ｅ ｆ ｆ の 大 き な 変 化 は 、 両 方 が こ れ ら の 環 状 ヘ ア
ピ ン ペ プ チ ド に お け る 安 定 性 に 有 意 に 貢 献 し 得 る こ と を 示 し て い る 。 最 後 に 、 デ ー タ セ ッ
ト 間 の 著 し い 線 形 相 関 が あ り 、 ス ト ラ ン ド 位 置 ３ の 置 換 と タ ー ン 置 換 が 環 状 ヘ ア ピ ン の 安
定 性 に 独 立 し て 貢 献 す る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ヘ ア ピ ン の 折 り 畳 み が か
な り モ ジ ュ ラ ー で あ っ て も よ く 、 ヘ ア ピ ン 設 計 を 有 意 に 単 純 化 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
　 相 対 的 な タ ー ン エ ネ ル ギ ー は 、 ペ プ チ ド の 適 切 な 対 の Ｃ ｅ ｆ ｆ を 比 較 す る こ と に よ り 計
算 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 図 ６ の 相 関 は 、 勾 配 か ら の 相 対 タ ー ン エ ネ ル ギ ー の
計 算 を 可 能 に し 、 そ れ は 実 験 誤 差 に 対 し て 低 い 感 度 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら の 値 は 表
３ に 示 す 。 ａ ｓ ｎ -ｇ ｌ ｙ （ タ イ プ Ｉ '） と 比 較 し て 、 ｇ ｌ ｙ -ａ ｓ ｎ （ タ イ プ Ｉ Ｉ '） は 安
定 性 が よ り 低 い が 、 Ｄ -ｐ ｒ ｏ 含 有 タ ー ン （ ま た タ イ プ Ｉ Ｉ '） は ヘ ア ピ ン 安 定 性 を 促 進 す
る 。 ａ ｓ ｎ -ｇ ｌ ｙ 対 Ｄ -ｐ ｒ ｏ -ｇ ｌ ｙ で 比 較 が な さ れ て も よ い 一 つ の 場 合 に は 、 こ こ で
得 ら れ た Δ Δ Ｇ 値 が 、 Ｎ Ｍ Ｒ に よ り 得 ら れ た も の と 適 度 に よ く 一 致 す る 。 こ れ は 、 Syudら
 (1999) J AM Chem Soc 121:11577に よ っ て あ て が わ れ た 基 準 状 態 及 び ２ つ の 状 態 の 折 り
畳 み の そ の 仮 定 が そ の モ デ ル シ ス テ ム に 適 し て い る ； し か し な が ら 、 そ の よ う な 基 準 状 態
を 定 め る こ と が 常 に 実 現 可 能 と は 限 ら な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 あ る い は 、 ス ト ラ ン ド 位 置 に 対 す る 置 換 エ ネ ル ギ ー は 、 残 基 Ｘ （ 図 示 せ ず ） に よ る 代 わ
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り に 、 分 類 さ れ た 同 じ デ ー タ を プ ロ ッ ト す る こ と に よ っ て 得 て も よ い 。 相 関 性 は ま た す ば
ら し く 、 勾 配 が 自 由 エ ネ ル ギ ー 変 化 を 生 じ て い る （ 表 ４ ） 。 エ ネ ル ギ ー の 範 囲 は ペ プ チ ド
１ に 関 し て 実 施 例 １ で 報 告 し た も の よ り も 大 き い （ １ ． ４ ２ 対 ０ ． ８ ５ ｋ ｃ ａ ｌ ・ ｍ ｏ ｌ
－ １ ） 。 差 異 の 多 く は 安 定 性 ス ケ ー ル の 底 の 置 換 ま で さ か の ぼ る （ 特 に ａ ｓ ｐ ） 。 ｇ ｌ ｙ
-ａ ｓ ｎ タ ー ン ペ プ チ ド の 安 定 性 の 低 さ は 検 知 可 能 に 構 造 化 さ れ て お ら ず 、 Ｃ ｅ ｆ ｆ ア ッ
セ イ は そ れ ら の 間 の 如 何 な る 差 異 も 記 録 し な い 。 よ っ て 、 よ り 強 い タ ー ン 配 列 を 持 つ ペ プ
チ ド に お い て 得 ら れ る デ ー タ が 、 ス ト ラ ン ド 置 換 エ ネ ル ギ ー の よ り 完 全 な 概 要 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 タ ー ン の タ イ プ が 如 何 に ヘ ア ピ ン 構 造 へ 影 響 を 及 ぼ す か を 評 価 す る た め に 、 ２ と ３ の ト
リ プ ト フ ァ ン 類 似 体 が Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に よ っ て 特 徴 付 け さ れ 、 ペ プ チ ド １ に つ い て 実 施 例 １ に
記 載 し た よ う に し て 構 造 が 算 定 さ れ た 。 図 ７ の 最 小 化 平 均 構 造 の 比 較 に よ り 、 骨 格 及 び 側
鎖 コ ン ホ メ ー シ ョ ン が 、 存 在 す る タ ー ン の タ イ プ に か か わ ら ず 、 非 タ ー ン 残 基 （ Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ
～ ０ ． ３ Å ） に 対 し て 非 常 に 類 似 し て い る こ と が 明 ら か で あ る 。 よ っ て 、 Ｃ ｅ ｆ ｆ の 線 形
相 関 性 と 一 致 し て （ 図 ６ ） 、 こ れ ら の 三 種 の タ ー ン は 隣 接 す る ス ト ラ ン ド に 対 し て 如 何 な
る 構 造 的 影 響 も 及 ぼ さ な い 。
　 ヘ ア ピ ン 構 造 に 対 す る タ ー ン 配 列 と 良 好 な 交 差 ス ト ラ ン ド 対 合 の 重 要 性 は 多 く の モ デ ル
研 究 に お い て 着 目 さ れ て き た 。 し か し 、 残 基 置 換 の 定 量 的 な デ ー タ 又 は 体 系 的 な 評 価 は 殆
ど 存 在 し な い 。 我 々 の デ ー タ は 、 こ れ ら の 簡 単 な 環 状 ペ プ チ ド に 対 し て 、 ス ト ラ ン ド 部 位
の 置 換 と タ ー ン の 置 換 は 簡 単 な 線 形 自 由 エ ネ ル ギ ー 関 係 と 一 致 し 、 ヘ ア ピ ン 安 定 性 に 対 し
て 独 立 し た 相 加 効 果 を 有 し て い る こ と を 示 し て い る 。 こ れ は 、 そ の 構 造 の 近 接 性 が 示 さ れ
（ 図 ３ 及 び ７ ） 、 タ ン パ ク 質 固 着 の 特 徴 に 対 し て の 算 定 タ ー ン エ ネ ル ギ ー の 敏 感 性 が 報 告
さ れ て い る こ と か ら （ Mattosら (1994) J. Mol. Biol. 238:733） 、 意 外 な こ と で あ る 。 し
か し な が ら 、 こ れ ら の タ ー ン と ス ト ラ ン ド の 間 の 対 合 は 、 そ れ ぞ れ が 単 独 で 及 ぼ す 大 き な
影 響 に 比 較 す る と 無 視 で き る よ う で あ る 。 こ れ は 、 こ れ ら の 成 分 の 別 個 の 解 析 に よ り β ヘ
ア ピ ン の 安 定 性 が 理 解 さ れ う る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
実 施 例 ４ ： 交 差 ス ト ラ ン ド 残 基 か ら の エ ネ ル ギ ー 寄 与 の 定 量 化
　 上 記 の 実 施 例 の 結 果 か ら 、 ト リ プ ト フ ァ ン が 、 交 差 ス ト ラ ン ド の ロ イ シ ン と 対 合 す る と
ペ プ チ ド １ の 非 水 素 結 合 （ Ｎ Ｈ Ｂ ） ス ト ラ ン ド 部 位 Ｘ に お い て か な り 安 定 化 す る こ と が 明
ら か に な っ た 。 ト リ プ ト フ ァ ン ペ プ チ ド （ ｂ ｈ ｐ Ｗ ） は 水 中 で 高 度 に 構 造 化 さ れ 、 意 図 し
た ヘ ア ピ ン 高 次 構 造 を 採 っ て い る （ 図 ３ ） 。 こ こ で は 、 我 々 は Ｎ Ｈ Ｂ 交 差 ス ト ラ ン ド 残 基
間 の 関 係 を 調 べ る 。 顕 著 な こ と に は 、 我 々 は 、 二 種 の 構 造 的 に 等 価 で な い 部 位 に 対 す る 残
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基 の 優 先 傾 向 は 同 じ で あ り 、 特 異 的 な 対 の 相 互 作 用 が 単 一 部 位 の 寄 与 か ら の ほ ん の 僅 か な
偏 差 を つ く り 出 す こ と を 見 出 す 。 従 っ て 、 ト リ プ ト フ ァ ン -ト リ プ ト フ ァ ン 交 差 ス ト ラ ン
ド 対 が ヘ ア ピ ン 安 定 性 に 対 し て 最 適 で あ る よ う に 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ト リ プ ト フ ァ ン か ら の 安 定 化 寄 与 の 我 々 の 知 見 は 、 効 果 が 如 何 に 一 般 的 で あ る か を 問 う
こ と を 我 々 に 促 し た 。 ペ プ チ ド ｂ ｈ ｐ Ｗ の ト リ プ ト フ ァ ン （ 図 ３ ） は Ｉ Ｉ ’ 型 タ ー ン の 残
基 の 側 鎖 と 交 差 ス ト ラ ン ド ロ イ シ ン の 双 方 に 空 間 的 に 近 接 し て い る 。 よ っ て 、 ト リ プ ト フ
ァ ン の 効 果 は こ れ ら の 他 の 残 基 と の 安 定 化 接 触 に 依 存 す る こ と が あ り う る よ う に 思 わ れ る
。 こ の 問 題 に 取 り 組 む た め に 、 我 々 は 疎 水 性 対 （ ペ プ チ ド ５ ） を 逆 に し 、 ３ 位 に ロ イ シ ン
を 固 定 し て ８ 位 （ ジ ス ル フ ィ ド に 最 も 近 い 、 図 ３ ） の ア ミ ノ 酸 を 変 化 さ せ た 。 シ ス テ イ ン
チ オ ー ル の 有 効 濃 度 （ Ｃ ｅ ｆ ｆ ） は 我 々 の 過 去 の 研 究 に あ る よ う に 決 定 し た 。
CTXEGNKLTC　 　 1　 　 配 列 番 号 :20
CTLEGNKXTC　 　 5　 　 配 列 番 号 :21
CTXEGNKWTC　 　 6　 　 配 列 番 号 :22
CTWEGNKXTC　 　 7　 　 配 列 番 号 :23
X=W,Y,F,L,M,I,V又 は A
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 我 々 は 、 ８ 位 の ト リ プ ト フ ァ ン が 、 試 験 し た こ れ ら の 残 基 の 中 で 最 も 安 定 化 す る こ と を
見 出 す （ 図 ８ Ａ ） 。 重 要 な こ と に 、 Ｃ ｅ ｆ ｆ 値 は ｔ ｒ ｐ -ｌ ｅ ｕ 対 と ｌ ｅ ｕ -ｔ ｒ ｐ 対 と で
か な り 近 い こ と で 、 こ の 二 つ の 配 置 が エ ネ ル ギ ー 的 に お よ そ 等 価 で あ る こ と を 示 し て い る
。 こ の 結 果 は 、 ロ イ シ ン を 持 つ 他 の 残 基 対 に も 成 り 立 つ と 思 わ れ る ： 二 つ の 群 に お い て Ｃ

ｅ ｆ ｆ の 数 値 と 順 序 は 類 似 し て い る が 、 正 確 で は な い （ 図 ８ Ａ ） 。
　 逆 に し た 疎 水 性 対 の 等 価 性 が よ り 一 般 的 か ど う か を 試 験 す る た め に 、 我 々 は 、 残 基 が 代
わ り に 交 差 ス ト ラ ン ド ト リ プ ト フ ァ ン と 対 合 し て い る ペ プ チ ド 群 ６ 及 び ７ を 調 べ た （ 図 ８
Ｂ ） 。 ロ イ シ ン 対 の 場 合 の よ う に 、 密 接 な 対 応 が 、 順 序 と Ｃ ｅ ｆ ｆ の 数 値 の 双 方 に つ い て
二 群 の ト リ プ ト フ ァ ン の 間 に 見 ら れ る 。 我 々 は 、 タ ー ン と ジ ス ル フ ィ ド に 対 す る 側 鎖 位 置
の 差 異 に か か わ ら ず 、 二 つ の 交 差 ス ト ラ ン ド 部 位 が 本 質 的 に 等 価 で あ る と 結 論 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 二 つ の ロ イ シ ン 群 （ １ 及 び ５ ） が ト リ プ ト フ ァ ン 群 （ ６ 及 び ７ ） と 比 較 さ れ う る 。 二 つ
の デ ー タ の 傾 向 は 顕 著 に 類 似 し て お り （ 図 ８ Ａ 及 び Ｂ ） 、 交 差 ス ト ラ ン ド 残 基 が 独 立 し て
安 定 性 に 寄 与 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 考 え を 探 求 す る た め に 、 我 々 は ペ プ チ ド
群 の 各 々 に お い て そ の 群 の 基 準 ペ プ チ ド に 対 し て の 、 置 換 に 対 す る 自 由 エ ネ ル ギ ー 差 を 計
算 し た （ Δ Δ Ｇ ＝ － Ｒ Ｔ ｌ ｎ (Ｃ ｅ ｆ ｆ , Ｘ ／ Ｃ ｅ ｆ ｆ , ｒ ｅ ｆ )） 。 代 表 的 な 比 較 は 図 ９ に
プ ロ ッ ト す る 。
　 線 形 の 自 由 エ ネ ル ギ ー 関 係 は ４ つ の デ ー タ セ ッ ト の 間 に 存 在 す る 。 こ れ は 、 Ｎ Ｈ Ｂ 部 位
３ 及 び ８ の 間 で 切 り 替 え ら れ る 特 定 の 交 差 ス ト ラ ン ド 対 の 比 較 と 、 同 じ 配 向 の ｌ ｅ ｕ 対 と
の ｔ ｒ ｐ 対 の 比 較 に も 見 ら れ る （ 図 ３ ） 。 （ 後 者 の 相 関 性 に は よ り 多 く の 散 乱 性 が 存 在 す
る 。 ） 勾 配 （ ρ ） は 各 群 の 二 つ の 異 な る 基 準 ペ プ チ ド に 対 し て 計 ら れ た Δ Δ Ｇ 値 を 使 用 し
て 決 定 し た （ Ｘ ＝ ａ ｌ ａ 及 び ｔ ｒ ｐ ） 。 得 ら れ た ρ 値 は 大 き く は 異 な ら な か っ た （ 表 ５ ）
。
【 ０ ０ ８ ９ 】
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【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ３ 位 と ８ 位 が 等 価 で あ る と い う 考 え と 一 致 し て 、 こ れ ら の デ ー タ を 比 較 す る プ ロ ッ ト で
は ρ は １ に 近 い 。 こ れ に 対 し て 、 ｌ ｅ ｕ 対 を ｔ ｒ ｐ 対 と 比 較 す る と 、 ρ は 約 ０ ． ４ で あ る
。 こ れ は 、 与 え ら れ た 残 基 対 Ｘ に 対 し て 、 ヘ ア ピ ン 安 定 性 の 予 想 さ れ る 差 異 が 、 交 差 ス ト
ラ ン ド パ ー ト ナ ー と し て の ｔ ｒ ｐ の ～ ２ ． ５ 倍 大 き い こ と を 意 味 し て い る 。 こ れ ら の 簡 単
な 関 係 が 与 え ら れ る と 、 Δ Δ Ｇ は 、 交 差 ス ト ラ ン ド パ ー ト ナ ー の ρ を 置 換 エ ネ ル ギ ー σ ｘ
に 乗 じ る こ と に よ り 基 準 対 に 対 す る 任 意 の 置 換 に つ い て 計 算 さ れ う る （ 以 下 を 参 照 さ れ た
い ） 。 こ れ は 、 こ れ ら の 残 基 が 接 触 距 離 内 に あ る の で 驚 く べ き こ と で あ り 、 β ヘ ア ピ ン の
設 計 に 重 要 な 意 味 を 有 し て い る 。
　 β シ ー ト タ ン パ ク 質 に お け る Ｈ Ｂ 及 び Ｎ Ｈ Ｂ 交 差 ス ト ラ ン ド 対 の 統 計 的 解 析 で は 、 多 く
の 残 基 対 が 高 い 信 頼 性 で も っ て 正 又 は 負 に 相 関 し て い る こ と が 見 い だ さ れ る 。 主 と し て 統
計 的 な 優 先 性 に 従 っ て 、 タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 誘 発 の 研 究 に よ り Ｈ Ｂ 対 間 に １ ｋ ｃ ａ ｌ ・
ｍ ｏ ｌ － １ の 大 き さ の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 特 定 し た 。 タ ン パ ク 質 に お い て 好 ま れ る 交 差
ス ト ラ ン ド 対 を 含 め る こ と が 、 安 定 性 を 改 善 し 、 又 は 単 離 さ れ た β ヘ ア ピ ン に ス ト ラ ン ド
レ ジ ス タ ー を 固 定 す る か も し れ な い こ と が 提 案 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 こ れ ら の 効 果 を 調 べ る た め に 、 我 々 は 対 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 計 算 し た （ 図 １ ０ ） 。 Ｃ

ｅ ｆ ｆ 比 は 単 一 の 又 は 二 重 の 置 換 に 対 し て Δ Δ Ｇ を も た ら す 。 典 型 的 に は 、 二 重 置 換 に 対
す る Δ Δ Ｇ と 単 一 の 置 換 に 対 す る Σ Δ Δ Ｇ の 差 が 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー と 見 な さ れ る 。 示 さ
れ た 実 施 例 で は 、 こ れ は 、 ｌ ｅ ｕ -ｌ ｅ ｕ 基 準 状 態 に 対 す る ｔ ｒ ｐ -ｔ ｙ ｒ 対 に つ い て － １
３ ６ ｃ ａ ｌ ・ ｍ ｏ ｌ － １ と な ろ う 。 単 一 置 換 エ ネ ル ギ ー が 連 続 的 に 計 算 さ れ る 場 合 は 、 第
二 工 程 で ρ の 倍 率 を か け る と 、 不 一 致 は ＋ ４ １ ｃ ａ ｌ ・ ｍ ｏ ｌ － １ の み で あ る （ こ れ ら の
実 験 で は 有 意 で は な い ） 。 ｐ ｈ ｅ -ｔ ｒ ｐ 対 に 対 し て （ 図 ２ の 上 部 と 底 部 を 比 較 さ れ た い
） 、 同 様 な 分 析 に よ り ρ が 含 ま れ る 場 合 、 Δ Δ Δ Ｇ ＝ － ２ ５ ３ ｃ ａ ｌ ・ ｍ ｏ ｌ － １ が 得 ら
れ る 。 こ の 不 一 致 は 有 意 で あ り 、 （ ｔ ｒ ｐ の 一 般 的 な 優 位 性 を 越 え て ） ｔ ｒ ｐ と の ｐ ｈ ｅ
の 対 合 に あ る 種 の 特 定 の 構 造 的 利 点 が 存 在 し て い る か も 知 れ な い こ と を 示 唆 し て い る 。 単
一 の 部 位 置 換 に 対 し て 見 ら れ る 全 エ ネ ル ギ ー 範 囲 と 比 較 し た 場 合 、 不 一 致 が 小 さ い こ と は
興 味 深 い （ 図 ９ ） ； 我 々 は 、 こ の よ う な 対 特 異 的 効 果 （ 及 び 実 験 誤 差 ） が 我 々 の 相 関 性 に
お け る 散 在 性 を 説 明 し う る と 考 え る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 我 々 の 実 験 は 、 交 差 ス ト ラ ン ド 三 次 接 触 が ヘ ア ピ ン 安 定 性 を 向 上 さ せ る こ と を 明 ら か に
示 し て い る 。 顕 著 な こ と は 、 ｔ ｒ ｐ -ｔ ｒ ｐ 対 の 導 入 に よ り 、 我 々 の 元 の ペ プ チ ド ｂ ｈ ｐ
Ｗ と 比 較 し て 大 な る 安 定 化 が 得 ら れ て お り （ 図 ３ 及 び ８ ） 、 我 々 は 、 タ ン パ ク 質 中 で 希 で
あ る に も か か わ ら ず 、 ｔ ｒ ｐ -ｔ ｒ ｐ が 単 離 さ れ た ヘ ア ピ ン に 対 し て 最 適 な Ｎ Ｈ Ｂ 対 で あ
る と 考 え る 。 大 抵 の 場 合 、 一 般 的 な 二 重 変 異 分 析 に よ っ て 我 々 が 得 る 対 相 互 作 用 エ ネ ル ギ
ー は ρ の 差 に よ っ て 十 分 に 説 明 さ れ る 。 つ ま り 、 こ れ ら の エ ネ ル ギ ー は 単 一 の 対 に 特 異 的
で は な い が 、 代 わ り に 与 え ら れ た 交 差 ス ト ラ ン ド パ ー ト ナ ー と は 反 対 に 全 て の 残 基 置 換 に
対 し て 程 度 の 差 は あ れ 感 受 性 を 示 す 。 よ っ て 、 我 々 は 、 組 み 合 わ せ た 単 一 部 位 優 先 性 （ σ
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及 び ρ ） が ヘ ア ピ ン 安 定 性 を 予 想 す る の に 最 も 重 要 で あ る と 結 論 す る 。 顕 著 な こ と は 、 実
験 デ ー タ の 限 ら れ た 基 礎 と な る 集 合 か ら こ れ ら の 予 想 を 行 う こ と が 可 能 で あ ろ う こ と で あ
る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
実 施 例 ５ ： ｔ ｒ ｐ ペ プ チ ド 骨 格 に 基 づ く フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
　 糸 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｍ １ ３ の 遺 伝 子 ８ タ ン パ ク 質 に 融 合 し た ラ ン ダ ム ペ プ チ ド の ラ
イ ブ ラ リ ー を 、 ｐ Ｓ ３ ４ ９ の 誘 導 体 で あ る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ １ ３ ０ ２ ｂ （ 出 典 明 示 に よ り こ
こ に 取 り 込 ま れ る 米 国 特 許 出 願 第 ６ ０ ／ １ ０ ３ ５ １ ４ 号 及 び 同 第 ６ ０ ／ １ ３ ４ ８ ７ ０ 号 ）
の ク ン ケ ル 突 然 変 異 誘 発 に よ り 作 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ １ ３ ０ ２ ｂ は ｐ Ｓ ３ ４ ９ の ｔ ａ
ｃ プ ロ モ ー タ ー と ｍ ａ ｌ Ｅ リ ー ダ ー 配 列 を 含 む 。 ｈ Ｇ Ｈ 配 列 と ｐ Ｓ ３ ４ ９ の Ｇ ｌ ｙ ／ Ｓ ｅ
ｒ リ ッ チ リ ン カ ー 配 列 は 次 の 配 列 に よ っ て 置 換 し た ：
　 5'-TAA-TAA-TAA-ATG-GCT-GAT-CCG-AAC-CGT-TTC-CGC-GGT-AAA-GAT-CTG-GGT- GGC-GGT-AC
T-CCA-AAC-GAC-CCG-CCA-ACC-ACT-CCA-CCA-ACT-GAT-AGC-CCA-GGC-GGT-3' （ 配 列 番 号 ： ２
４ ）  　 　 　 　
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 挿 入 配 列 は ３ つ の 停 止 コ ド ン 、 Ｇ Ｄ エ ピ ト ー プ タ グ 、 及 び ｈ Ｇ Ｈ の 高 レ ベ ル の デ ィ ス プ
レ イ の た め に 選 択 さ れ た リ ン カ ー を コ ー ド す る 。 プ ラ ス ミ ド は ま た ｐ Ｓ ３ ４ ９ か ら の ｌ ａ
ｃ リ プ レ ッ サ ー （ ｌ ａ ｃ Ｉ ｑ ） と ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す
る た め に 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 次 の 通 り で あ っ た ：
　  5'-TCC-GCC-TCG-GCT-TAT-GCA-NNS-TGC-ACT-TGG-NNS-NNS-NNS-NNS-CTG-ACT-　 TGT-NNS-
ATG-GCT-GAT-CCG-AAC-CGT-3' （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ）
　 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド の 形 態 は よ っ て Ｘ Ｃ Ｔ Ｗ Ｘ ４ Ｌ Ｔ Ｃ Ｘ で あ っ た 。 １ ０ ９ か ら １ ０ １ ０

の 個 々 の 形 質 転 換 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 過 去 に 記 載 さ れ て い る 方 法 （ 米 国 特 許 出 願 第 ６ ０ ／
１ ０ ３ ５ １ ４ 号 及 び 同 第 ６ ０ ／ １ ３ ４ ８ ７ ０ 号 ） に よ っ て 調 製 し た 。 個 々 の ク ロ ー ン の お
よ そ 三 分 の 一 が 機 能 性 ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド し て い た 。 残 り は 開 始 鋳 型 で あ り 、 停 止 コ ド
ン を 含 み 、 又 は 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 を 含 ん で い た 。 よ っ て 、 ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ は
そ れ ぞ れ の 可 能 な ラ ン ダ ム 配 列 の 幾 つ か の コ ピ ー を 含 む の に 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
実 施 例 ６ ： 構 造 的 に バ イ ア ス さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 結 合 ペ プ チ ド の 選 択
　 Ｎ ｕ ｎ ｃ の Ｍ ａ ｘ ｉ Ｓ ｏ ｒ ｐ プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ 中 ２ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の ｒ ｈ ｕ Ｆ ｃ -ε -Ｒ Ｉ -
Ｉ ｇ Ｇ 融 合 体 で 終 夜 被 覆 し た 。 つ い で 、 プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ 中 ０ ． ５ ％ の Ｂ Ｓ Ａ （ シ グ マ の
Ａ -７ ６ ３ ８ ） で 室 温 に て １ 時 間 の 間 ブ ロ ッ ク し た 。 ０ ． ５ ％ の Ｂ Ｓ Ａ だ け で 被 覆 す る こ
と に よ っ て 陰 性 の ウ ェ ル を 準 備 し た 。 フ ァ ー ジ （ １ ウ ェ ル 当 た り １ ０ １ １ ｉ ｆ ｕ ） を １ ０
の 各 正 及 び 陰 性 の ウ ェ ル に 添 加 し 、 室 温 で ２ ０ 時 間 の 間 振 と う し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 非 特 異 的 に 結 合 し た フ ァ ー ジ を 除 去 す る た め に 十 分 に 洗 浄 し た 後 、 ０ ． ２ Ｍ の グ リ シ
ン 、 ｐ Ｈ ２ で ５ 分 間 処 理 す る こ と に よ っ て バ イ ン ダ ー を 溶 出 さ せ た 。 溶 出 さ れ た フ ァ ー ジ
を つ い で ト リ ス 塩 基 を 添 加 し て 中 和 さ せ 、 大 腸 菌 の 培 養 物 を 感 染 さ せ る た め に 使 用 し た （
Ｘ Ｌ １ -ブ ル ー 、 ス ト ラ タ ジ ー ン ） 。 結 合 、 溶 出 及 び 増 幅 の 数 サ イ ク ル （ 全 体 で ３ － ５ ）
を 同 様 の 条 件 下 で 実 施 し た 。 １ ９ ２ の 個 々 の ク ロ ー ン を 、 フ ァ ー ジ ソ ー テ ィ ン グ に 対 し て
記 載 さ れ た よ う に し て 調 製 さ れ た プ レ ー ト で の フ ァ ー ジ 上 清 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り
、 標 的 レ セ プ タ ー へ の 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 洗 浄 後 、 ウ ェ ル を α -Ｍ １ ３ -Ｈ
Ｒ Ｐ コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ フ ァ ー マ シ ア ・ バ イ オ テ ッ ク ２ ７ -９ ４ ２ １ -０ １ ） で 処 理 し 、 結 合
し た 抗 体 を Ｏ Ｐ Ｄ 基 質 （ シ グ マ Ｐ -９ １ ８ ７ ） で 検 出 し た 。 プ レ ー ト 吸 光 度 （ Ａ ４ ９ ２ －
Ａ ４ ０ ５ ） を 陽 性 プ レ ー ト と 陰 性 プ レ ー ト の 間 で 比 較 し て レ セ プ タ ー 結 合 に 対 し て 陽 性 の
ク ロ ー ン を 同 定 し た 。 １ ２ の そ の よ う な ク ロ ー ン を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 陽 性 の ク ロ ー ン の 配 列 を 、 コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ を 配 列 決 定 す る こ と に よ り 同 定 す る 。 デ ィ ス
プ レ イ さ れ た 配 列 に 対 応 す る ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 １ ２ マ ー ） を 標 準 的 な 固 相 法 を 使 用 し
て 合 成 す る 。 つ い で 、 ペ プ チ ド を 、 適 切 な 生 物 学 的 又 は 結 合 ア ッ セ イ を 使 用 し て ア ッ セ イ
し て そ の 効 力 を 測 定 す る 。 ペ プ チ ド は 、 上 で 概 説 し た 既 知 の 方 法 ： 円 偏 光 二 色 性 、 Ｎ Ｍ Ｒ
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、 又 は ジ ス ル フ ィ ド 平 衡 の 何 れ か を 使 用 し て ヘ ア ピ ン 構 造 に つ い て 評 価 す る こ と が で き る
。 つ い で 、 ペ プ チ ド に 置 換 を 行 っ て 、 選 択 さ れ た タ ー ン 残 基 の 結 合 へ の 相 対 寄 与 を 決 定 す
る こ と が で き る 。 理 想 的 に は 、 こ れ ら の 置 換 は 骨 格 構 造 を 乱 さ な い 。 結 合 モ チ ー フ の 性 質
が 理 解 さ れ れ ば 、 つ い で 、 タ ー ン 配 列 を 更 な る 最 適 化 の た め の 好 適 な 有 機 骨 格 上 に 移 す こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 ７ ． 特 異 的 Ｈ Ｂ 残 基 を 持 つ 十 量 体 ｂ ｈ ｐ 骨 格 の 安 定 性
　 本 実 施 例 は ｂ ｈ ｐ 骨 格 の 水 素 結 合 （ Ｈ Ｂ ） ス ト ラ ン ド 位 置 ２ （ つ ま り 、 Ａ １ ） 及 び ９ （
つ ま り 、 Ａ ５ ） に お け る 置 換 を 研 究 す る 。 結 果 は 、 こ れ ら の 部 位 に お け る 安 定 性 決 定 要 因
は 非 水 素 結 合 （ Ｎ Ｈ Ｂ ） 位 置 ３ （ つ ま り 、 Ａ ２ ） 及 び ８ （ つ ま り 、 Ａ ４ ） に お け る も の と
は 異 な る こ と を 示 し て い る 。 位 置 ３ 及 び ８ の 観 察 さ れ た 等 価 性 と は 著 し く 異 な り 、 位 置 ２
及 び ９ は 互 い に 非 常 に 異 な る 残 基 優 先 度 を 有 し て い る 。 特 に 、 環 状 ヘ ア ピ ン に 対 す る 非 常
に 大 き な 安 定 化 は 位 置 ９ の バ リ ン 残 基 か ら 折 り 畳 む ； 更 に 少 な い 安 定 化 は Ｖ ａ ｌ ２ 変 異 体
で 生 じ る 。 こ の 効 果 は 、 自 由 エ ネ ル ギ ー 差 及 び Ｖ ａ ｌ ９ 及 び Ｖ ａ ｌ ２ ｂ ｈ ｐ 類 似 体 の Ｎ Ｍ
Ｒ 構 造 分 析 か ら 明 ら か で あ る 。 更 な る 証 拠 は 、 ｂ ｈ ｐ ペ プ チ ド に お け る Ｖ ａ ｌ ９ の 強 い 安
定 化 効 果 が 交 差 ス ト ラ ン ド ジ ス ル フ ィ ド に そ れ が 近 接 す る 結 果 で あ る こ と を 示 唆 し て い る
。 興 味 深 い こ と に 、 Ｖ ａ ｌ ９ は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ
た ジ ス ル フ ィ ド 環 状 化 β ヘ ア ピ ン に し ば し ば 存 在 し て お り 、 そ の 安 定 化 効 果 は こ の フ ォ ー
ル ド に 一 般 的 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 β ヘ ア ピ ン の 水 素 結 合 ス ト ラ ン ド 位 置 に お け る 残 基 優 先 度 を 評 価 す る た め に 、 以 前 に 記
載 し た 環 状 ペ プ チ ド ｂ ｈ ｐ Ｗ を 宿 主 と し て 使 用 し た 。 こ の ペ プ チ ド は 明 確 に 定 ま っ た ヘ ア
ピ ン コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 採 っ て お り 、 そ の Ｎ Ｍ Ｒ 構 造 は 図 ３ に 示 さ れ て い る 。 ｂ ｈ ｐ Ｗ の
ジ ス ル フ ィ ド は ヘ ア ピ ン コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 安 定 化 さ せ る の に 役 立 ち 、 同 時 に 構 造 の ア ッ
セ イ を 提 供 す る 。 ヘ ア ピ ン 安 定 性 の 変 化 は チ オ ー ル -ジ ス ル フ ィ ド 平 衡 の 位 置 の 変 化 に よ
っ て 定 量 す る こ と が で き る 。 ｂ ｈ ｐ Ｗ の 残 基 ２ 及 び ９ は 互 い に 交 差 す る ス ト ラ ン ド で あ り
、 骨 格 水 素 結 合 を 形 成 す る 。 つ い で 、 幾 つ か の 置 換 を ｂ ｈ ｐ Ｗ の 位 置 ２ 及 び ９ に 導 入 し た
：
bphW　 　 　 　 　 　 　 CTWEGNKLTC　  配 列 番 号 :2
X2列 　 　 　 　 　 　 　 CXWEGNKLTC　  配 列 番 号 :26
X9列 　 　 　 　 　 　 　 CTWEGNKLXC　  配 列 番 号 :27
KGNEタ ー ン 　  　  　 CTWKGNELTC　  配 列 番 号 :28
V2H9対 ("VH") 　 　  CVWEGNKLHC　  配 列 番 号 :29
H2V9対 ("HV") 　 　  CHWEGNKLVC　  配 列 番 号 :30
HV,X3列 　 　 　  　 　 CHXEGNKLVC　  配 列 番 号 :31
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ｂ ｈ ｐ Ｗ 変 異 体 の 相 対 的 安 定 性 を シ ス テ イ ン チ オ ー ル の 有 効 濃 度 （ Ｃ ｅ ｆ ｆ ） か ら 決 定
し （ 実 施 例 １ の 実 験 セ ク シ ョ ン を 参 照 ） 、 図 １ １ に 示 す 。 双 方 の 位 置 で の 置 換 は ヘ ア ピ ン
安 定 性 に 大 き な 効 果 を 有 し て い る 。 安 定 性 の 範 囲 は 位 置 ２ の 置 換 に 対 し て １ ｋ ｃ ａ ｌ ・ ｍ
ｏ ｌ － １ で あ り （ 図 １ １ Ａ ） 、 位 置 ９ で の 同 じ 置 換 に 対 し て ０ ． ７ ｋ ｃ ａ ｌ ・ ｍ ｏ ｌ － １

で あ る （ 図 １ １ Ｂ ） 。 こ れ ら の 位 置 の 各 々 に お け る 残 基 優 先 度 の 順 番 は 、 Ｎ Ｈ Ｂ 位 置 ３ 及
び ８ に 対 し て こ れ ま で に 観 察 さ れ た も の （ 実 施 例 ４ 参 照 ） と は か な り 異 な っ て い る 。 有 意
な こ と に 、 位 置 ２ に 対 す る 安 定 性 変 化 の パ タ ー ン は 位 置 ９ の も の と は 完 全 に 異 な っ て い る
。 こ れ に 対 し て 、 残 基 優 先 度 は 位 置 ３ 及 び ８ に 対 し て 同 じ で あ る 。 従 っ て 、 残 基 ２ 及 び ９
の 間 の 交 差 ス ト ラ ン ド 水 素 結 合 の 影 響 に 加 え て 、 ｂ ｈ ｐ ヘ ア ピ ン は こ れ ら の 部 位 に お け る
残 基 優 先 度 分 析 の 局 在 化 し た 非 対 称 性 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 位 置 ２ 及 び ９ の 残 基 優 先 の 非 対 称 性 は 隣 接 す る 側 鎖 と の 密 着 性 の 差 を 反 映 す る 。 バ リ ン
残 基 が ス レ オ ニ ン の 代 わ り に 交 差 ス ト ラ ン ド ヒ ス チ ジ ン と 対 を な し て い る ペ プ チ ド を 調 製
し た 。 我 々 は 側 鎖 が 残 基 ２ 及 び ９ と 同 じ ヘ ア ピ ン 面 に あ る 残 基 ４ 及 び ７ を ま た 交 換 し た 。
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別 の ヘ ア ピ ン モ デ ル 系 で は 、 こ こ の Ｈ Ｂ 残 基 ４ 及 び ９ の よ う に ス ト ラ ン ド 間 の ね じ れ に よ
っ て 近 接 し て 位 置 し て い る Ｎ Ｈ Ｂ 残 基 の 側 鎖 間 の 「 対 角 」 の 相 互 作 用 が ヘ ア ピ ン 安 定 性 に
影 響 を 及 ぼ す た め に 提 案 さ れ て い る 。 Syudら  (2001) J. Am. Chem. Soc. 123:8667-8677
。 何 れ の 場 合 に も 、 位 置 ９ の バ リ ン の 強 い 安 定 化 効 果 が 残 っ て い る （ 図 １ ２ ） 。 従 っ て 、
特 定 の 側 鎖 -側 鎖 接 触 以 外 の 何 ら か の 構 造 的 特 徴 が こ の 効 果 を 生 じ せ し め て い る と 思 わ れ
る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 Ｎ Ｈ Ｂ ス ト ラ ン ド 位 置 の ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 が β ヘ ア ピ ン 構 造 の 明 確 な ね じ れ に 関 連 し
て い る ； こ れ が 局 所 的 な コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 歪 み を つ く り 出 し 、 隣 接 位 置 の 残 基 優 先 性 に
影 響 を 及 ぼ し て い る 。 こ れ を 調 べ る た め に 、 我 々 は 残 基 ２ 及 び ９ を よ り 安 定 化 さ せ る 「 Ｈ
Ｖ 」 の 組 合 わ せ に 固 定 し た 後 、 位 置 ３ を 変 え た 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の 相 対 的 安 定 性 を 図 １
３ の 類 似 Ｔ ２ Ｔ ９ ペ プ チ ド の も の と 比 較 す る 。 Ｈ Ｖ タ ン パ ク 質 は 、 そ の よ り 高 い Ｃ ｅ ｆ ｆ

値 に 示 さ れ る よ う に 、 そ の Ｔ Ｔ 対 応 物 よ り も 一 律 に よ り 安 定 で あ る 。 注 目 す べ き は 、 各 列
内 の 自 由 エ ネ ル ギ ー 差 は 線 形 に 相 関 し て い る こ と で あ る 。 こ れ は 、 バ リ ン ９ の 置 換 に よ り
も た ら さ れ る 大 き な 安 定 化 は 隣 接 す る Ｎ Ｈ Ｂ 部 位 に お け る 特 定 の 残 基 の 存 在 に 依 存 し な い
こ と を 証 明 し て い る 。 興 味 深 い こ と は 、 プ ロ ッ ト の 傾 き は １ で は な い が 、 代 わ り に 、 Ｈ Ｖ
宿 主 が 位 置 ３ の 置 換 に ２ 倍 、 感 応 性 が 高 い こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら を 併 せ て 考 慮 す る と
、 図 １ １ － １ ３ の デ ー タ は 、 位 置 ９ の バ リ ン に よ る 強 い 非 対 称 安 定 化 が Ｃ Ｘ ８ Ｃ ジ ス ル フ
ィ ド 制 約 ヘ ア ピ ン の 一 般 的 性 質 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ヘ ア ピ ン コ ン ホ メ ー シ ョ ン に 対 し て Ｈ Ｂ 部 位 の 置 換 が 有 し て い た 効 果 を 評 価 す る た め に
、 １ Ｈ  Ｎ Ｍ Ｒ デ ー タ に 基 づ い て Ｈ Ｖ 及 び Ｖ Ｈ の 構 造 を 決 定 し た 。 Ｈ Ｖ の Ｎ Ｍ Ｒ デ ー タ は
、 こ れ が 高 度 に 構 造 化 さ れ た β ヘ ア ピ ン で あ る こ と と 完 全 に 一 致 し て い る ： １ Ｈ  Ｎ Ｍ Ｒ
二 次 化 学 シ フ ト （ 観 察 さ れ た シ フ ト と ラ ン ダ ム コ イ ル シ フ ト 間 の 差 異 ） は ｂ ｈ ｐ Ｗ に 対 し
て よ り も 更 に 大 き く 、 ３ Ｊ Ｈ α - Ｈ β 結 合 定 数 値 は ３ 対 の ス ト ラ ン ド 残 基 （ Ｃ ｙ ｓ １ -Ｃ ｙ
ｓ １ ０ 、 Ｈ ｉ ｓ ２ -Ｖ ａ ｌ ９ 、 Ｔ ｒ ｐ ３ -Ｌ ｅ ｕ ８ ； 表 ６ ） に 対 し て 明 確 な 側 鎖 回 転 異 性 体
を 示 し て い る 。 特 に 、 Ｈ ｉ ｓ ２ 及 び Ｖ ａ ｌ ９ は 、 疑 い な く 、 そ れ ぞ れ ＋ ６ ０ ° 及 び １ ８ ０
° の χ １ 回 転 異 性 体 を 採 る よ う に 割 り 当 て る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド Ｖ Ｈ に 対 し て は 、 Ｎ
Ｍ Ｒ デ ー タ か ら 得 ら れ た 拘 束 は 明 ら か に コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 定 め る が 、 Ｈ α 二 次 化 学 シ フ
ト は Ｈ Ｖ に 対 し て よ り も 極 端 さ は 少 な い 。 更 に 、 ３ Ｊ Ｈ α - Ｈ β 結 合 定 数 値 は 、 Ｖ ａ ｌ ２
、 Ｈ ｉ ｓ ９ 、 Ｔ ｒ ｐ ３ 及 び Ｌ ｅ ｕ ８ 側 鎖 に 対 し て の 運 動 平 均 化 を 示 し て い る （ 表 ６ ） 。 こ
れ ら の 特 徴 の 全 て が 、 Ｃ ｅ ｆ ｆ 測 定 値 と 一 致 し て 、 Ｈ Ｖ と 比 較 し た Ｖ Ｈ に 対 す る 安 定 性 の
低 下 を 示 し て い る 。 Ｈ Ｖ 及 び Ｖ Ｈ の 相 対 的 構 造 安 定 性 は 、 ヒ ス チ ジ ン の 存 在 に は 依 存 し て
い な い ； 非 常 に 類 似 し た Ｎ Ｍ Ｒ パ ラ メ ー タ が 、 ヒ ス チ ジ ン を ス レ オ ニ ン に 置 き 換 え た ペ プ
チ ド に 対 し て も ま た 観 察 さ れ る （ 表 ６ ） 。 つ ま り 、 Ｔ Ｖ は 明 確 に 定 ま っ た 側 鎖 コ ン ホ メ ー
シ ョ ン を 有 し て い る が 、 Ｖ Ｔ は 側 鎖 レ ベ ル で の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 平 均 化 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】

10

20

30

(36) JP 2006-503088 A 2006.1.26



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
　 Ｈ Ｖ 及 び Ｖ Ｈ に 対 し て 決 定 さ れ た 構 造 は 骨 格 レ ベ ル で は か な り 類 似 し て い る （ 平 均 構 造
間 で ０ ． ３ ７ Å の Ｒ Ｍ Ｓ 差 ） ： ｂ ｈ ｐ Ｗ に 対 し て こ れ ま で に 見 ら れ た よ う に 、 双 方 の ペ プ
チ ド が Ｉ Ｉ '型 タ ー ン を 採 り 、 か な り 右 巻 き の ス ト ラ ン ド ね じ れ を 有 し て い る 。 ス ト ラ ン
ド 間 の ね じ れ 角 を 計 算 す る と 、 環 化 ヘ ア ピ ン に 対 し て ね じ れ は 一 様 で は な く 、 ジ ス ル フ ィ
ド に 隣 接 し た ね じ れ は 少 な く （ Ｃ ｙ ｓ １ 、 Ｃ ｙ ｓ １ ０ 対 及 び ２ 、 ９ 対 間 で Θ ＜ ２ ０ ° ） 、
Ｎ Ｈ Ｂ 対 Ｔ ｒ ｐ ３ 、 Ｌ ｅ ｕ ８ の 前 後 で ね じ れ が 大 き い （ Θ ～ ３ ０ ° ） こ と が 示 さ れ る 。 こ
れ ら の 測 定 は 両 ス ト ラ ン ド か ら の 原 子 を 含 む の で 、 各 個 々 の ス ト ラ ン ド に 存 在 す る ね じ れ
度 は Θ か ら 明 ら か で は な い 。 あ る い は 、 一 残 基 か ら の ψ と 続 く 残 基 か ら の φ の 合 計 （ ψ ｉ

＋ φ ｉ ＋ １ ） が 同 じ ス ト ラ ン ド に お け る 連 続 α 炭 素 間 の ね じ れ の 指 標 を 付 与 し 、 非 ね じ れ
ス ト ラ ン ド は ゼ ロ 値 で 、 右 巻 き ね じ れ の ス ト ラ ン ド は 正 の 値 で あ る 。 図 １ ４ で は 、 Ｈ Ｖ 及
び Ｖ Ｈ ア ン サ ン ブ ル に 対 す る ね じ れ デ ー タ が ｂ ｈ ｐ Ｗ と 比 較 さ れ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、
大 き な ス ト ラ ン ド 間 Θ 値 に 寄 与 す る 大 半 の ね じ れ が Ｎ Ｈ Ｂ 疎 水 性 残 基 の Ｎ 末 端 側 で 生 じ る
（ Ｔ ｒ ｐ ３ 及 び Ｇ ｌ ｕ ４ 間 と 、 Ｌ ｅ ｕ ８ 及 び Ｖ ａ ｌ ／ Ｈ ｉ ｓ ／ Ｔ ｈ ｒ ９ 間 の ＜ ２ ０ ° と 比
較 し て 、 Ｈ ｉ ｓ ／ Ｖ ａ ｌ ／ Ｔ ｈ ｒ ２ 及 び Ｔ ｒ ｐ ３ 間 と 、 Ｌ ｙ ｓ ７ 及 び Ｌ ｅ ｕ ８ 間 の ４ ５ －
６ ５ ° ） こ と を 明 ら か に 示 し て い る 。 こ れ ら の ア ン サ ン ブ ル 内 の ψ ｉ ＋ φ ｉ ＋ １ の 範 囲 は
オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る が 、 図 １ ５ の デ ー タ は 、 Ｖ Ｈ と 比 較 し て 、 Ｈ Ｖ が Ｎ Ｈ Ｂ 部 位 の 前
に 僅 か に よ り 顕 著 な ね じ れ を 有 し 、 Ｃ ｙ ｓ １ の 廻 り に 顕 著 さ が 少 な い ね じ れ を 有 し て い る
こ と を 示 し て い る （ 各 ア ン サ ン ブ ル 内 の ２ 面 角 の 正 規 分 布 を 仮 定 す る と 、 独 立 サ ン プ ル ｔ
-検 定 は 、 Ｈ Ｖ と Ｖ Ｈ に 対 す る 平 均 ψ ｉ ＋ φ ｉ ＋ １ が 、 ０ ． ０ １ 未 満 の ｐ 値 で 、 残 基 １ －
２ 、 ２ － ３ 、 及 び ７ － ８ に 対 し て 異 な っ て い る こ と を 示 し て い る ） 。 こ れ は 、 Ｈ ｉ ｓ 及 び
Ｖ ａ ｌ 側 鎖 の 位 置 の 交 換 が 骨 格 の 幾 何 構 造 に 微 妙 な 影 響 を 有 し て い る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 Ｈ Ｖ 及 び Ｖ Ｈ ア ン サ ン ブ ル 間 の 主 な 差 異 は 側 鎖 次 数 の 度 合 い で あ る 。 Ｃ ｙ ｓ １ 、 Ｔ ｒ ｐ
３ 、 Ｌ ｅ ｕ ８ 及 び Ｃ ｙ ｓ １ ０ は Ｈ Ｖ 及 び Ｖ Ｈ に お い て 同 じ χ １ を 採 る け れ ど も （ Ｃ ｙ ｓ １
、 Ｔ ｒ ｐ ３ 及 び Ｃ ｙ ｓ １ ０ に 対 し て － ６ ０ ° ； Ｌ ｅ ｕ ８ に 対 し て １ ８ ０ ° ） 、 ３ Ｊ Ｈ α -

Ｈ β の 大 き さ は 後 者 で 極 端 さ が 少 な く 、 Ｖ Ｈ の 側 鎖 が 交 互 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 一 過 性 に
採 取 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 よ り 重 要 な こ と は 、 Ｈ Ｖ で は 、 Ｈ ｉ ｓ ２ 及 び Ｖ ａ ｌ ９
の χ １ 回 転 異 性 体 が 固 定 さ れ （ そ れ ぞ れ ＋ ６ ０ ° と １ ８ ０ ° ） 、 こ れ ら の 二 つ の 側 鎖 を 、
交 差 ス ト ラ ン ド 水 素 結 合 上 で フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 接 触 さ せ る 。 ス ト ラ ン ド の ね じ れ に よ り
、 Ｖ ａ ｌ ９ の γ ２ メ チ ル 基 が ま た Ｇ ｌ ｕ ４ と Ｌ ｙ ｓ ７ の 双 方 の 側 鎖 メ チ レ ン 基 と フ ァ ン デ
ル ワ ー ル ス 接 触 さ せ ら れ る 。 し か し 、 Ｖ Ｈ で は 、 Ｖ ａ ｌ ２ が － ６ ０ ° 及 び １ ８ ０ ° の 回 転
異 性 体 ウ ェ ル の 双 方 を 集 合 さ せ 、 ア ン サ ン ブ ル の 構 造 の 殆 ど が Ｈ ｉ ｓ ９ に 対 し て － ６ ０ °
の χ １ を 有 し 、 側 鎖 を タ ー ン の 向 き に 配 向 さ せ る 。 更 に 、 ス ト ラ ン ド の ね じ れ は Ｖ ａ ｌ ２
側 鎖 を ペ プ チ ド の 末 端 に 向 け て い る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 側 鎖 間 に 接 触 は 殆 ど な い か 全 く な
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く 、 こ れ ら の 残 基 間 の 骨 格 水 素 結 合 は 溶 媒 に よ り さ ら さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 Ｈ Ｖ ペ プ チ ド に 対 し て 見 ら れ る 非 対 称 安 定 化 が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 課 せ ら れ る ス ト
ラ ン ド 間 ね じ れ の 差 に 関 係 し て い る か ど う か を 評 価 す る た め に 、 ペ プ チ ド Ｈ Ｖ 及 び Ｖ Ｈ を
還 元 後 に Ｎ Ｍ Ｒ に よ っ て 調 べ た 。 驚 い た こ と に 、 還 元 さ れ た Ｈ Ｖ は 観 察 可 能 な 残 基 構 造 を
有 し て い る ： ４ の ３ Ｊ Ｈ Ｎ - Ｈ α 結 合 定 数 が ８ Ｈ ｚ を 越 え 、 Ｌ ｅ ｕ ８ メ チ ル 化 学 シ フ ト は
ラ ン ダ ム コ イ ル と 比 較 し て ０ ． ４ １ ｐ ｐ ｍ 及 び ０ ． ３ ３ ｐ ｐ ｍ 高 磁 場 で あ り 、 ３ つ の 骨 格
交 差 ス ト ラ ン ド Ｎ Ｏ Ｅ が 観 察 さ れ る （ Ｃ ｙ ｓ １  Ｈ α か ら Ｃ ｙ ｓ １ ０  Ｈ α 、 Ｈ ｉ ｓ ２  Ｈ
Ｎ か ら Ｖ ａ ｌ ９  Ｈ Ｎ 及 び Ｇ ｌ ｕ ４  Ｈ Ｎ か ら Ｌ ｙ ｓ ７  Ｈ Ｎ ） 。 こ れ に 対 し て 、 還 元 さ れ
た Ｖ Ｈ は 好 ま し い コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 有 し て い る と い う 指 標 は な い 。 お そ ら く は 、 Ｖ ａ ｌ
９ は 酸 化 形 態 に お け る よ う に 還 元 さ れ た ペ プ チ ド に お い て 類 似 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 採 る
一 方 、 位 置 ３ の 前 の ス ト ラ ン ド の 強 い 右 巻 き ね じ れ （ 上 記 を 参 照 ） は 何 れ の 形 態 の Ｖ ａ ｌ
２ 側 鎖 も Ｃ 末 端 ス ト ラ ン ド と 相 互 作 用 さ せ 得 な い で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 併 せ る と 、 デ ー タ は 、 ジ ス ル フ ィ ド 環 化 β ヘ ア ピ ン を 、 Ｃ 末 端 シ ス テ イ ン の 直 ぐ 前 の バ
リ ン 残 基 に よ っ て 顕 著 に 安 定 化 さ せ る こ と が で き 、 イ ソ ロ イ シ ン が ほ ぼ 同 様 に 安 定 化 し て
い る と 思 わ れ る 。 こ の 効 果 は Ｖ ａ ｌ ９ と Ｃ ｙ ｓ １ ０ の 間 の 好 ま し い コ ン ホ メ ー シ ョ ン 関 係
の た め で あ ろ う 。 安 定 な β タ ー ン フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ に 対 し て は 、 位 置 ３ 又 は ８ の Ｔ ｒ
ｐ 残 基 と こ こ で 報 告 さ れ た ま さ に 安 定 化 し て い る Ｈ ｉ ｓ -Ｖ ａ ｌ ２ ， ９ 対 の 組 合 わ せ が 特
に 有 用 で あ ろ う 。 明 確 な ヘ ア ピ ン 構 造 が 検 出 可 能 な 最 も 安 定 性 が 低 い 組 合 わ せ と 比 較 す る
と 、 こ れ ら の 置 換 は １ ． ５ ｋ ｃ ａ ｌ ・ ｍ ｏ ｌ － １ だ け 折 り 畳 み 構 造 を 安 定 化 さ せ る 。 最 適
な Ｗ ３ -Ｗ ８ 対 の 導 入 は 安 定 性 を 更 に 増 大 さ せ る べ き で 、 構 造 化 さ れ る か も し れ な い β タ
ー ン の 範 囲 を 拡 大 す る 。 デ ー タ は 、 固 定 さ れ た Ｃ Ｘ ｎ Ｗ Ｖ Ｃ モ チ ー フ を 持 つ ラ イ ブ ラ リ ー
が 構 造 化 さ れ た ヘ ア ピ ン リ ガ ン ド を 生 成 さ せ る の に ま た 有 用 で あ る か も し れ な い こ と を 更
に 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
実 施 例 ８ ． ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ ペ プ チ ド の 構 造 と 活 性
　 こ の 実 施 例 は Ｂ Ｒ ３ レ セ プ タ ー の そ の リ ガ ン ド Ｂ Ａ Ｆ Ｆ へ の 結 合 を 模 倣 す る タ ー ン ペ プ
チ ド を 生 成 す る た め の ｂ ｈ ｐ 骨 格 の 使 用 を 記 述 す る 。 Ｔ Ｎ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 最 近 明 確 に な っ
た メ ン バ ー で あ る Ｂ Ａ Ｆ Ｆ （ Ｂ Ｌ ｙ Ｓ 、 Ｔ Ａ Ｌ Ｌ -１ 、 ｚ Ｔ Ｎ Ｆ ４ 、 Ｔ Ｈ Ａ Ｎ Ｋ 及 び Ｔ Ｎ
Ｆ Ｓ １ ３ Ｂ と し て も 知 ら れ て い る ） は マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 単 球 及 び 樹 状 細 胞 に よ っ て 発 現 さ
れ る ホ モ 三 量 体 ２ 型 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Mooreら  (1999) Science 285:260-263； Sc
hneiderら  (1999) J. Exp. Med. 189:1747-1756。 Ｂ Ａ Ｆ Ｆ は 末 梢 Ｂ 細 胞 の 発 達 と 生 存 に
対 し て 重 要 で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 Grossら  (2001) Immunity 15:289-302； Schiem
annら  (2001) Science 293:2111-2114。 興 味 深 い こ と に 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ Ｓ Ｌ
Ｅ ） 、 関 節 リ ウ マ チ 及 び 主 に 腎 臓 、 関 節 及 び 唾 液 ／ 涙 腺 に そ れ ぞ れ 末 端 器 官 損 傷 が あ る シ
ェ ー グ レ ン 症 候 群 を 含 む 自 己 免 疫 症 候 群 に 罹 っ て い る ヒ ト で は 、 血 清 Ｂ Ａ Ｆ Ｆ レ ベ ル が 高
い 。 更 に 、 Ｂ Ａ Ｆ Ｆ レ ベ ル は 、 疾 患 の 重 症 度 と 相 関 し て お り 、 こ れ ら の 障 害 を 起 こ す 病 弊
の 原 因 に お け る 可 能 な 役 割 と 一 致 し て い る 。 Cheemaら  (2001) Arthritis Rheum. 44:1313
-1319； Groomら  (2002) J. Clin. Invest. 109:59-68； Zhangら  (2001) J. Immunol. 166
:6-10。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 Ｂ Ａ Ｆ Ｆ に 対 す る ３ つ の レ セ プ タ ー の な か で Ｂ Ｒ ３ だ け が 特 異 的 で あ る ； 他 の 二 つ の Ｔ
Ａ Ｃ Ｉ と Ｂ Ｃ Ｍ Ａ は ま た 関 連 し た リ ガ ン ド Ａ Ｐ Ｒ Ｉ Ｌ に ま た 結 合 す る 。 Grossら  (2000) N
ature 404:995-999； Thompsonら  (2001) Science 293:2108-2111； Yanら  (2001a) Curr. 
Biol. 11:1547-1552； Yanら  (2000) Nat. Immunol. 1:37-41。 Ｔ Ａ Ｃ Ｉ の 細 胞 外 ド メ イ ン
は 、 Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の 特 徴 で あ る 二 つ の シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン （ Ｃ Ｒ Ｄ
） を 包 含 す る 特 徴 的 な Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ 様 構 造 を 有 し て い る 。 こ れ ら の お よ そ ４ ０ 残 基 の 疑 似 反 復
は 、 ６ つ の 高 度 に 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン を 含 む ３ つ の 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド を 典 型 的 に は 特 徴
と す る 独 特 に 二 次 構 造 を 有 し て い る 。 Ｂ Ｃ Ｍ Ａ は 、 単 一 の 限 界 Ｃ Ｒ Ｄ の み を 含 む 点 で 普 通
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で は な い 。 し か し な が ら 、 Ｂ Ｒ ３ は 、 そ の 細 胞 外 ド メ イ ン が 、 こ れ ま で に 特 徴 付 け ら れ て
い る 他 の Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ モ ジ ュ ー ル と は 区 別 さ れ る 間 隙 を 持 つ ４ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 部 分
的 な Ｃ Ｒ Ｄ の み か ら 構 成 さ れ る 点 で 更 に 一 層 相 違 す る 。 Bodmerら  (2002) Trends Biochem
. Sci. 27:19-26； Naismith及 び Sprang (1998) Trends Biochem. Sci 23:74-79。 Ｔ Ｎ Ｆ
Ｒ フ ァ ミ リ ー の 一 般 的 な メ ン バ ー は リ ガ ン ド の 結 合 に 対 し て 二 つ の Ｃ Ｒ Ｄ を 利 用 す る ； リ
ガ ン ド 上 の 二 つ の 別 個 の 表 面 パ ッ チ と 相 互 作 用 す る 各 Ｃ Ｒ Ｄ か ら の 類 似 の ル ー プ か ら 接 点
は 主 と し て 由 来 す る （ Bodmerら , 2002に お い て 概 説 ） 。 よ っ て 、 Ｂ Ａ Ｆ Ｆ へ の 高 親 和 性 結
合 が Ｂ Ｒ ３ の も の と 同 様 に 単 一 の 又 は 部 分 的 な Ｃ Ｒ Ｄ の み に よ っ て 如 何 に し て 達 成 さ れ る
か は 明 ら か で は な い 。 Ｂ Ａ Ｆ Ｆ の 最 近 の 結 晶 構 造 は 幾 つ か の 識 別 性 の あ る 特 徴 を 有 す る 三
量 体 Ｔ Ｎ Ｆ 様 折 り 畳 み 構 造 を 明 ら か に し て い る （ Karpusasら  (2002) J. Mol. Biol. 315:
1145-1154； Liuら  (2002) Cell 108:383-394； Orenら  (2002) Nat. Struct. Biol. 9:288
-292） が 、 何 れ の Ｂ Ａ Ｆ Ｆ レ セ プ タ ー の 構 造 も 記 載 さ れ て い な い 。
【 ０ １ １ ０ 】
方 法 と 材 料
ペ プ チ ド 合 成
　 ミ ニ Ｂ Ｒ ３ 及 び ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ を 標 準 的 な Ｆ ｍ ｏ ｃ 化 学 を 使 用 し て パ イ オ ニ ア ペ プ チ ド 合
成 機 （ Ｐ Ｅ バ イ オ シ ス テ ム ズ ） で Ｃ 末 端 ア ミ ド と し て 合 成 し た 。 そ の 配 列 は 次 の 通 り で あ
る （ 図 １ ５ Ａ に も 示 す ） ：
ミ ニ BR3: TPCVPAECF CVACGLLRTPR (配 列 番 号 32)
bhpBR3: CHW WVC (配 列 番 号 33) 
【 ０ １ １ １ 】
　 ミ ニ Ｂ Ｒ ３ に 対 し て は 、 シ ス テ イ ン １ ９ 及 び ３ ２ の 側 鎖 チ オ ー ル を 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸
(Ｔ Ｆ Ａ )安 定 ア セ ト ア ミ ド メ チ ル (Ａ ｃ ｍ )誘 導 体 と し て 保 護 し た 。 室 温 で １ ． ５ － ４ 時 間
の 間 、 Ｔ Ｆ Ａ 中 ５ ％ ト リ イ ソ プ ロ ピ ル シ ラ ン で 処 理 を し て 樹 脂 か ら ペ プ チ ド を 切 断 し た 。
ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー に よ っ て Ｔ Ｆ Ａ を 除 去 し た 後 、 エ チ ル エ ー テ ル を 添 加 し て ペ プ
チ ド を 沈 殿 さ せ た 後 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ ア セ ト ニ ト リ ル ／ Ｈ ２ Ｏ ／ ０ ． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ ） に よ っ
て 精 製 し た 。 ペ プ チ ド の 同 定 は 熱 ス プ レ ー 質 量 分 析 法 に よ っ て 確 認 し た 。 ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ は
Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 画 分 に Ｉ ２ の 飽 和 溶 液 （ 酢 酸 中 ） を 滴 下 す る こ と に よ っ て 環 状 ジ ス ル フ ィ ド に 転
換 さ せ た 。 凍 結 乾 燥 後 、 酸 化 さ れ た ペ プ チ ド を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て 精 製 し た 。 還 元 さ れ た ミ
ニ Ｂ Ｒ ３ を 含 む Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 画 分 を Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ を 用 い て ～ ９ の ｐ Ｈ ま で 調 節 し た ； つ い で 、 シ
ス テ イ ン ２ ４ 及 び ３ ５ 間 に ジ ス ル フ ィ ド を 、 若 干 過 剰 の Ｋ ３ Ｆ ｅ (Ｃ Ｎ )６ の 添 加 に よ っ て
形 成 し 、 酸 化 さ れ た ペ プ チ ド を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て 精 製 し た 。 若 干 過 剰 の Ｉ ２ を 用 い て ～ ４
時 間 に わ た っ て Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 溶 出 液 を 処 理 す る こ と に よ っ て （ 第 二 の ジ ス ル フ ィ ド を 同 時 形 成
す る と 共 に ） Ａ ｃ ｍ 基 を 除 去 し た 。 酸 化 の 進 行 を 、 分 析 用 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て モ ニ タ ー し 、
最 終 生 成 物 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て 再 び 精 製 し た 。 ミ ニ Ｂ Ｒ ３ は 樹 脂 上 に あ る と き に ア ミ ノ 末
端 が ビ オ チ ン 化 さ れ た 後 、 未 変 性 ペ プ チ ド に つ い て 上 述 し た も の と 正 確 に 同 じ よ う に し て
切 断 し 、 精 製 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
Ｎ Ｍ Ｒ 分 光 分 析 法
　 化 学 シ フ ト 基 準 と し て ０ ． １ ｍ Ｍ の Ｄ Ｓ Ｓ と 共 に ２ ． ９ ｍ Ｍ の ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ 、 ｐ Ｈ ４ ．
５ を 含 む 試 料 に 対 し て ２ ９ ３ Ｋ で Ｂ ｒ ｕ ｋ ｅ ｒ の Ｄ Ｒ Ｘ -６ ０ ０ を 使 用 し て 、 Starovasnik
ら , (1996) Biochemistry 35:15558-155569に 記 載 さ れ た よ う に し て 、 二 次 元 (２ Ｄ )Ｎ Ｍ
Ｒ 実 験 装 置 を 入 手 し 分 析 し た 。 距 離 の 制 約 は ２ Ｄ  Ｎ Ｏ Ｅ Ｓ Ｙ ス ペ ク ト ル か ら 誘 導 し た (τ

ｍ ２ ５ ０ ｍ ｓ )； 二 面 角 制 約 は ９ ２ ％ Ｈ ２ Ｏ ／ ８ ％ Ｄ ２ Ｏ 中 で 獲 得 し た ２ Ｄ  Ｄ Ｑ Ｆ -Ｃ Ｏ
Ｓ Ｙ ス ペ ク ト ル と １ ０ ０ ％ Ｄ ２ Ｏ に 溶 解 し た 試 料 で 獲 得 さ れ た ２ Ｄ  Ｃ Ｏ Ｓ Ｙ -３ ５ ス ペ ク
ト ル の 分 析 か ら 誘 導 し た 。 共 鳴 割 当 と 結 合 定 数 値 は 追 加 デ ー タ に 含 め る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ の 三 次 元 構 造 を 、 ７ ８ の Ｎ Ｏ Ｅ 誘 導 （ ２ ６ の ロ ン グ レ ン ジ を 含 む ） 距 離 制
約 及 び １ ７ の 二 面 角 制 約 に 基 づ い て 計 算 し た 。 １ ０ ０ の 初 期 構 造 を Ｄ Ｇ Ｉ Ｉ を 使 用 し て 計
算 し た ； こ れ ら の ８ ０ を 、 記 載 さ れ た よ う に し て (上 掲 の Starovasnikら , (1996))、 Ｄ Ｉ
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Ｓ Ｃ Ｏ Ｖ Ｅ Ｒ を 使 用 し て 制 約 分 子 動 力 学 に よ っ て 更 に 精 巧 に し た 。 最 も 低 い 制 約 バ イ オ レ
ー シ ョ ン エ ネ ル ギ ー と 良 好 な 幾 何 構 造 を 持 つ ２ ０ の 構 造 が ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ の 溶 液 コ ン ホ メ ー
シ ョ ン を 示 す 。 ア ン サ ン ブ ル の 平 均 座 標 に 対 し て 最 低 ｒ ｍ ｓ 偏 差 (Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ ) の モ デ ル を
代 表 的 な 構 造 と し て 選 択 し た (Ｐ Ｄ Ｂ フ ァ イ ル の モ デ ル １ )。 ２ ０ の モ デ ル の 最 終 ア ン サ ン
ブ ル が 入 力 デ ー タ を よ く 満 た し 、 ０ ． １ Å 又 は １ ° を そ れ ぞ れ 越 え る 距 離 又 は 二 面 角 制 約
バ イ オ レ ー シ ョ ン が な い 。 構 造 は よ く 定 ま り 、 平 均 座 標 に 対 す る 平 均 骨 格 Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ は ０ ．
４ ２ ± ０ ． ０ ７ Å で あ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ Ｃ Ｈ Ｅ Ｃ Ｋ に よ っ て 判 定 し て 良 好 な 共 有 的 幾 何 構 造 を 有
し て い る (φ ψ 空 間 の 最 も 好 ま し い 領 域 で ８ ７ ％ の 残 基 、 許 容 さ れ る 領 域 で ９ ％ 、 広 く 許
容 さ れ る 領 域 に お い て ４ ％ ） 。 Laskowskiら ,(1993) J. Appl. Crystallogr. 26: 283-291
。 ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ の 構 造 は Ｒ Ｃ Ｓ Ｂ プ ロ テ イ ン デ ー タ バ ン ク か ら 入 手 で き る で あ ろ う (Ｉ Ｄ
コ ー ド ｘ ｘ ｘ ｘ )。
【 ０ １ １ ４ 】
競 合 置 換 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 ヌ ン ク Ｍ ａ ｘ ｉ ｓ ｏ ｒ ｐ ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を ｐ Ｈ ９ ． ６ の 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 中 Ｂ Ａ Ｆ
Ｆ ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 溶 液 を １ ０ ０ μ ｌ 用 い て ４ ℃ で 一 晩 被 覆 し た 。 そ の プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ で
洗 浄 し て 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 １ ％ の 脱 脂 乳 で ブ ロ ッ ク し た 。 Ｂ Ｒ ３ 変 異 体 の 連 続 希 釈 物 を 、 ３ ｎ ｇ
／ ｍ ｌ の ビ オ チ ン 化 ミ ニ Ｂ Ｒ ３ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ ／ ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 中 で 調 製 し た 。
Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ で の 洗 浄 後 に 、 １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル の 各 希 釈 物 を 移 し 、 室 温 で １ 時 間
の 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 、 Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ で 洗 浄 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｔ ｗ ｅ
ｅ ｎ 中 ０ ． １ Ｕ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -Ｐ Ｏ Ｄ （ ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム ） を １
０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 用 い て １ ５ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ の 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ に
よ っ て 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー ト を 、 ０ ． ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｏ Ｐ Ｄ （ シ グ マ ） 及 び ０ ． ０ １ ％ の
Ｈ ２ Ｏ ２ を 含 む １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 基 質 溶 液 を 用 い て ５ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を １
０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル の １ Ｍ  Ｈ ３ Ｐ Ｏ ４ を 用 い て 停 止 さ せ 、 ４ ９ ０ ｎ ｍ で プ レ ー ト を 読 み 取
っ た 。 Ｉ Ｃ ５ ０ 値 は 競 合 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ シ グ ナ ル の ４ パ ラ メ ー タ フ ィ ッ ト に よ っ て 決 定 し た
。 ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ の 初 期 原 液 溶 液 の 濃 度 を 記 載 さ れ て い る よ う に し て (Gill及 び von Hippel,
 (1989) Anal. Biochem. 182: 319-326)分 光 光 度 法 で 決 定 す る 一 方 、 ミ ニ Ｂ Ｒ ３ 及 び Ｂ Ｒ
３ 細 胞 外 ド メ イ ン の 濃 度 を 定 量 ア ミ ノ 酸 分 析 法 に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
タ ー ン ペ プ チ ド ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ は Ｂ Ａ Ｆ Ｆ に 競 合 的 に 結 合 す る
　 Ｂ Ａ Ｆ Ｆ -Ｂ Ｒ ３ 相 互 作 用 を 乱 す 薬 剤 の 開 発 に 向 け て の 第 一 ス テ ッ プ と し て 、 Ｂ Ｒ ３ の
細 胞 外 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン の Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 を 実 施 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 タ ン パ ク 質 の 中
央 の 三 分 の 一 だ け が 溶 液 中 で 安 定 な 構 造 を 採 る ； こ の コ ア は Ｃ ｙ ｓ ｌ ９ ／ Ｃ ｙ ｓ ３ ２ と Ｃ
ｙ ｓ ２ ４ ／ Ｃ ｙ ｓ ３ ５ を 連 結 す る ２ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 安 定 化 さ れ る 。 従 っ て
、 １ ： ３ ， ２ ： ４ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 パ タ ー ン を 導 入 し て 、 ２ ６ 残 基 の ミ ニ Ｂ Ｒ ３ ペ プ チ ド
を 合 成 し 、 構 造 的 に 特 徴 付 け し た （ 図 １ ５ Ａ ） 。 確 か に 、 ミ ニ Ｂ Ｒ ３ の Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル
は 、 こ の ペ プ チ ド が 完 全 長 タ ン パ ク 質 の 場 合 と 本 質 的 に 同 じ 構 造 を 採 る こ と を 示 し て い た
。 重 要 な こ と に 、 ミ ニ Ｂ Ｒ ３ は ま た Ｂ Ａ Ｆ Ｆ に 完 全 長 Ｂ Ｒ ３ と 同 じ 親 和 性 で 結 合 す る （ ～
７ ０ ｎ Ｍ  Ｉ Ｃ ５ ０ ； 図 １ ６ Ａ ） 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 高 親 和 性 Ｂ Ａ Ｆ Ｆ 結 合 が ２ ６ 残 基 コ ア 内 に 含 ま れ る 場 合 、 Ｂ Ｒ ３ の Ｂ Ａ Ｆ Ｆ 結 合 部 を 更
に 描 写 す る 試 み を 行 っ た 。 他 の Ｔ Ｎ Ｆ 様 リ ガ ン ド ／ レ セ プ タ ー 複 合 体 の 結 晶 構 造 に お い て
、 Ｂ Ｒ ３ 残 基 ２ ６ Ｄ Ｌ Ｌ Ｖ Ｒ Ｈ ３ １ に 類 似 の レ セ プ タ ー ル ー プ が リ ガ ン ド と の 直 接 の 接 触
点 の 形 成 に 関 与 し て い る 。 Bodmerら  (2002) Trends Biochem. Sci 27:19-26。 完 全 長 及 び
ミ ニ Ｂ Ｒ ３ の 双 方 に お い て 、 Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 は 、 配 列 ２ ６ Ｄ Ｌ Ｌ Ｖ Ｒ Ｈ ３ １ が Ａ ｓ ｐ ２ ６ と Ｈ
ｉ ｓ ３ １ の 間 に 骨 格 水 素 結 合 を 持 つ Ｉ 型 β タ ー ン を 表 し て い る こ と を 示 唆 し て い た 。 従 っ
て 、 Ｂ Ｒ ３ か ら の ６ の 残 基 が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 β ヘ ア ピ ン （ ｂ ｈ ｐ ） 骨 格 内 に 埋 め 込 ま れ
た １ ２ 残 基 の ペ プ チ ド を 合 成 し た （ 図 １ ５ Ａ ） 。 こ れ ま で に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 こ れ
ら の 骨 格 に お け る 強 い ス ト ラ ン ド -ス ト ラ ン ド 相 互 作 用 は 様 々 な β タ ー ン を 構 造 化 す る こ
と が で き る 。
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【 ０ １ １ ７ 】
　 ペ プ チ ド ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ は 高 度 の 化 学 シ フ ト 分 散 、 骨 格 及 び 側 鎖 結 合 定 数 の 多 く の 極 値 、
及 び そ の Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル 中 に 存 在 す る 多 数 の ロ ン グ レ ン ジ Ｎ Ｏ Ｅ に よ っ て 示 さ れ る よ う
に 、 溶 液 中 で 顕 著 に 安 定 な コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 採 る 。 ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ の 三 次 元 構 造 は 、 予 期
さ れ た よ う に 、 Ｂ Ｒ ３ タ ー ン 配 列 が Ｉ 型 β タ ー ン 構 造 を 採 る β ヘ ア ピ ン か ら な り 、 Ａ ｒ ｇ
３ ０ は 正 の φ 角 を 採 り 、 Ａ ｓ ｐ ２ ６ 、 Ｌ ｅ ｕ ２ ８ 、 Ｖ ａ ｌ ２ ９ 、 及 び Ｈ ｉ ｓ ３ １ の 側 鎖 は
β タ ー ン の 面 に 突 出 し て い る （ 図 １ ５ Ｂ 及 び １ ５ Ｃ ） 。 Ｂ Ｒ ３ が 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ 及 び Ｄ Ｒ ５ に
対 し て 観 察 さ れ た も の （ Hymowitzら , (1999) Mol. Cell 4 : 563-571） に 相 同 の 相 互 作 用
を 使 用 し て Ｂ Ａ Ｆ Ｆ に 結 合 す る な ら ば 、 こ の 面 （ 図 １ ５ Ｃ に 示 す タ ー ン の 「 底 」 面 ） が Ｂ
Ａ Ｆ Ｆ に 接 触 す る こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ は Ｂ Ｒ ３ タ ー ン を 構 造 的 に 模 倣 す る の で 、 Ｂ Ａ Ｆ Ｆ へ の 結 合 に 対 し て ミ ニ
Ｂ Ｒ ３ と 競 合 す る そ の 能 力 を 競 合 的 置 換 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 検 査 し た （ 図 １ ６ Ａ ） 。 顕 著 な こ と
に 、 １ ２ 残 基 ペ プ チ ド が よ り 大 き な コ ア ド メ イ ン の 結 合 を 阻 害 し (Ｉ Ｃ ５ ０ ＝ １ ５ μ Ｍ )、
図 １ ５ Ｃ に 示 さ れ る ６ 残 基 タ ー ン に 重 要 な 結 合 決 定 因 子 が 確 か に 存 在 し て い る こ と を 示 し
て い る 。 更 に 、 ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ の 活 性 を 生 物 検 定 で 確 認 し た ： ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ は 一 次 Ｂ 細 胞 に
お い て Ｂ Ａ Ｆ Ｆ 媒 介 Ｎ Ｆ -κ Ｂ ２ ／ ｐ ５ ２ 誘 導 を ブ ロ ッ ク し た が 、 コ ン ト ロ ー ル ヘ ア ピ ン
ペ プ チ ド は ブ ロ ッ ク し な か っ た （ 図 １ ６ Ｂ ） 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 Ｂ Ｒ ３ か ら の β タ ー ン 構 造 が Ｂ Ａ Ｆ Ｆ に 対 し て 有 意 な 親 和 性 を 有 し て い る と い う 知 見 は
そ の 他 の レ セ プ タ ー に よ る Ｂ Ａ Ｆ Ｆ の 認 識 に 対 し て 意 味 を 持 っ て い る 。 Ｔ Ａ Ｃ Ｉ 及 び Ｂ Ｃ
Ｍ Ａ は 、 Ｂ Ｒ ３ の も の に 類 似 の タ ー ン コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 採 る こ と が 予 想 さ れ る こ の ル ー
プ 領 域 に 相 同 的 配 列 を 共 有 し て い る 。 従 っ て 、 リ ガ ン ド と の こ の タ ー ン の 相 互 作 用 は す べ
て の Ｂ Ａ Ｆ Ｆ ／ レ セ プ タ ー 複 合 体 の 保 存 さ れ た 特 徴 で あ る と 思 わ れ る 。 そ の よ う な 焦 点 の
認 識 エ ピ ト ー プ の 驚 く べ き 同 定 に よ り Ｂ Ａ Ｆ Ｆ -Ｂ Ｒ ３ 相 互 作 用 の 小 分 子 ペ プ チ ド 模 倣 イ
ン ヒ ビ タ ー を 開 発 す る た め の 枠 組 み が 提 供 さ れ る で あ ろ う ； こ れ ら の イ ン ヒ ビ タ ー は 狼 瘡
の よ う な 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 に お け る 治 療 薬 と な る 可 能 性 を 有 し て い る 。 　
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 を 必 要 的 に 好 適 な 実 施 態 様 と の 関 連 で 説 明 し た が 、 当 業 者 で あ れ ば 、 上 述 の 明 細
書 を 読 ん だ 後 に 、 こ こ に 記 載 さ れ た 主 題 事 項 に 、 そ の 精 神 と 範 囲 か ら 逸 脱 し な い で 、 様 々
な 変 化 、 均 等 物 と の 置 換 及 び 改 変 を 施 す こ と が で き る で あ ろ う 。 よ っ て 、 本 発 明 は こ こ に
特 に 記 載 し た も の 以 外 の 方 法 で 実 施 す る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ １ 】
【 図 １ Ａ 】 １ ０ ア ミ ノ 酸 モ デ ル β ヘ ア ピ ン ペ プ チ ド で あ る ｂ ｈ ｐ の 設 計 を 示 す 。 （ Ａ ） 重
な っ た タ ン パ ク 質 構 造 は 、 ジ ス ル フ ィ ド と 最 も 近 接 す る 非 水 素 結 合 残 基 の 側 鎖 の 間 の 充 填
状 態 を 示 す 。
【 図 １ Ｂ 】 １ ０ ア ミ ノ 酸 モ デ ル β ヘ ア ピ ン ペ プ チ ド で あ る ｂ ｈ ｐ の 設 計 を 示 す 。 （ Ｂ ） 示
し た 非 水 素 結 合 残 基 １ 、 ３ 、 ８ 及 び １ ０ の 側 鎖 を 持 つ ｂ ｈ ｐ モ デ ル β ヘ ア ピ ン ペ プ チ ド の
概 略 図 。 Ｘ は 、 ２ ０ の 天 然 Ｌ -ア ミ ノ 酸 の 中 の １ ９ か ら 選 択 さ れ る 種 々 の 残 基 （ Ｃ ｙ ｓ を
除 く ） を 表 す 。
【 図 ２ Ａ 】 ｂ ｈ ｐ ペ プ チ ド 配 列 の 置 換 Ｘ の 相 対 ヘ ア ピ ン 安 定 性 を 示 す 。 （ Ａ ） グ ル タ チ オ
ン に 対 す る シ ス テ イ ン 有 効 濃 度 （ Ｃ ｅ ｆ ｆ ） 。 エ ラ ー バ ー は ± １ 標 準 偏 差 の も の で あ る 。
【 図 ２ Ｂ 】 ｂ ｈ ｐ ペ プ チ ド 配 列 の 置 換 Ｘ の 相 対 ヘ ア ピ ン 安 定 性 を 示 す 。 （ Ｂ ） ア ラ ニ ン ペ
プ チ ド に 対 す る 平 衡 自 由 エ ネ ル ギ ー 差 。
【 図 ３ Ａ 】 ジ ス ル フ ィ ド 環 化 β ヘ ア ピ ン ｂ ｈ ｐ Ｗ の 最 小 化 平 均 Ｎ Ｍ Ｒ 構 造 の 図 を 示 す 。 （
Ａ ） 非 水 素 結 合 （ Ｎ Ｈ Ｂ ） ス ト ラ ン ド 残 基 Ｔ ｒ ｐ ３ 及 び Ｌ ｅ ｕ ８ に ハ イ ラ イ ト を 施 し て い
る 。
【 図 ３ Ｂ 】 ジ ス ル フ ィ ド 環 化 β ヘ ア ピ ン ｂ ｈ ｐ Ｗ の 最 小 化 平 均 Ｎ Ｍ Ｒ 構 造 の 図 を 示 す 。 （
Ｂ ） 水 素 結 合 （ Ｈ Ｂ ） ス ト ラ ン ド 残 基 ハ イ ラ イ ト を 施 し て い る （ Ｔ ｈ ｒ ２ 、 Ｔ ｈ ｒ ９ 、 Ｇ
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ｌ ｕ ４ 及 び Ｌ ｙ ｓ ７ ） 。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ Ａ は Ｃ Ｄ ４ ペ プ チ ド の Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 を 示 す 。 （ Ａ ） ｃ ｄ １ 及 び ｃ ｄ ２ の Ｃ Ｏ
Ｓ Ｙ ス ペ ク ト ル の 指 紋 領 域 の オ ー バ ー レ イ 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ Ｂ は Ｃ Ｄ ４ ペ プ チ ド の Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 を 示 す 。 （ Ｂ ） ｇ ｐ １ ２ ０ 結 合 Ｃ Ｄ ４ の
結 晶 構 造 の Ｃ Ｄ ４ 残 基 ３ ７ － ４ ６ 上 に 重 ね て 示 す ｃ ｄ ２ の Ｎ Ｍ Ｒ 構 造 ア ン サ ン ブ ル （ ２ ０
モ デ ル ： 二 つ の 直 交 視 ） を 示 す （ Ｐ Ｄ Ｂ エ ン ト リ ー １ Ｇ Ｃ １ ） 。
【 図 ５ Ａ 】 実 施 例 ２ の ペ プ チ ド 対 の 円 偏 光 二 色 性 ス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ５ Ｂ 】 実 施 例 ２ の ペ プ チ ド 対 の 円 偏 光 二 色 性 ス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ５ Ｃ 】 実 施 例 ２ の ペ プ チ ド 対 の 円 偏 光 二 色 性 ス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ６ 】 実 施 例 ３ の ペ プ チ ド の 置 換 Ｘ の 有 効 濃 度 （ Ｃ ｅ ｆ ｆ ） を 示 す 。 ス ト ラ ン ド 置 換 Ｘ
は グ ラ フ の 一 番 上 に 示 さ れ 、 タ ー ン の 中 央 残 基 は 右 側 に 示 さ れ て い る 。
【 図 ７ 】 残 基 １ － ３ 及 び ８ － １ ０ の 骨 格 原 子 に オ ー バ ー レ イ さ れ て い る 実 施 例 ３ の ペ プ チ
ド の ト リ プ ト フ ァ ン 類 似 体 の 最 小 化 平 均 構 造 を 示 す （ ２ 及 び ３ に 対 す る １ に 対 し て そ れ ぞ
れ ０ ． ３ ６ 及 び ０ ． ３ ０ Å の Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ ） 。 ペ プ チ ド １ は 灰 色 ； ペ プ チ ド ２ は 黒 ； 及 び ペ プ
チ ド ３ は 白 で あ る 。 明 確 さ の た め に 、 非 プ ロ リ ン 側 鎖 原 子 は 、 ４ つ の タ ー ン 残 基 で は 示 さ
れ て い な い 。
【 図 ８ Ａ 】 図 ８ Ａ は 、 実 施 例 ４ に 記 載 さ れ た 非 水 素 結 合 （ Ｎ Ｈ Ｂ ） 鎖 位 置 の 疎 水 性 対 を 有
す る ペ プ チ ド の 有 効 濃 度 （ Ｃ ｅ ｆ ｆ ） を 示 す 。 交 差 ス ト ラ ン ド ロ イ シ ン と 対 を な す 置 換 の
値 を （ Ａ ） に 示 す 。
【 図 ８ Ｂ 】 図 ８ Ｂ は 、 実 施 例 ４ に 記 載 さ れ た 非 水 素 結 合 （ Ｎ Ｈ Ｂ ） 鎖 位 置 の 疎 水 性 対 を 有
す る ペ プ チ ド の 有 効 濃 度 （ Ｃ ｅ ｆ ｆ ） を 示 す 。 交 差 ス ト ラ ン ド ト リ プ ト フ ァ ン と 対 を な す
置 換 の 値 を （ Ｂ ） に 示 す 。
【 図 ９ 】 実 施 例 ４ の ペ プ チ ド 間 の 置 換 自 由 エ ネ ル ギ ー 差 を 比 較 し た ハ メ ッ ト プ ロ ッ ト を 示
す 。
【 図 １ ０ 】 Ｌ ３ Ｌ ８ に 対 す る Ｗ ３ Ｙ ８ の 安 定 性 の 二 重 変 異 分 析 を 示 す 。
【 図 １ １ Ａ 】 図 １ １ Ａ は ｂ ｈ ｐ Ｗ 類 似 体 の 相 対 安 定 性 を 例 証 す る 。 自 由 エ ネ ル ギ ー 差 （ ２
９ ３ Ｋ ） は 、 関 係 式 － Δ Δ Ｇ ＝ Ｒ Ｔ ｌ ｎ (Ｃ ｅ ｆ ｆ ， Ｘ Ｘ ／ Ｃ ｅ ｆ ｆ ， Ｔ Ｔ )を 用 い て ｂ ｈ
ｐ Wの も の （ Ｔ Ｔ 対 ） に 対 す る 各 ペ プ チ ド の シ ス テ イ ン 有 効 濃 度 (Ｃ ｅ ｆ ｆ )の 比 か ら 計 算
す る 。 （ Ａ ） 位 置 ２ の 置 換 （ Ｘ ２ 列 ） 。
【 図 １ １ Ｂ 】 図 １ １ Ｂ は ｂ ｈ ｐ Ｗ 類 似 体 の 相 対 安 定 性 を 例 証 す る 。 自 由 エ ネ ル ギ ー 差 （ ２
９ ３ Ｋ ） は 、 関 係 式 － Δ Δ Ｇ ＝ Ｒ Ｔ ｌ ｎ (Ｃ ｅ ｆ ｆ ， Ｘ Ｘ ／ Ｃ ｅ ｆ ｆ ， Ｔ Ｔ )を 用 い て ｂ ｈ
ｐ Wの も の （ Ｔ Ｔ 対 ） に 対 す る 各 ペ プ チ ド の シ ス テ イ ン 有 効 濃 度 (Ｃ ｅ ｆ ｆ )の 比 か ら 計 算
す る 。 （ Ｂ ） 位 置 ９ の 置 換 （ Ｘ ９ 列 ） 。
【 図 １ ２ 】 位 置 ２ 又 は ９ に バ リ ン を 持 つ ｂ ｈ ｐ ヘ ア ピ ン の 相 対 安 定 性 を 例 証 す る 。 実 線 の
バ ー は ｂ ｈ ｐ Ｗ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に お け る 置 換 を 示 す 一 方 、 斜 線 バ ー は 改 変 さ れ た タ ー
ン 配 列 Ｋ Ｇ Ｎ Ｅ を 持 つ ペ プ チ ド に 対 応 す る 。 自 由 エ ネ ル ギ ー 差 （ ２ ９ ３ Ｋ ） は 適 切 な Ｔ Ｔ
類 似 体 の も の に 対 す る ペ プ チ ド Ｃ ｅ ｆ ｆ の 比 か ら 計 算 す る （ － Δ Δ Ｇ ＝ Ｒ Ｔ ｌ ｎ (Ｃ ｅ ｆ

ｆ ， Ｘ Ｘ ／ Ｃ ｅ ｆ ｆ ， Ｔ Ｔ )） 。
【 図 １ ３ 】 Ｔ Ｔ ｂ ｈ ｐ 類 似 体 及 び Ｈ Ｖ 、 Ｘ ３ 列 に 対 す る 位 置 ３ の 置 換 自 由 エ ネ ル ギ ー 差 の
相 関 を 示 す 。 位 置 ３ の 置 換 残 基 が 示 さ れ 、 プ ロ ッ ト の 傾 き は １ ． ９ ６ （ Ｒ ＝ ０ ． ９ ５ ） で
あ る 。
【 図 １ ４ 】 ｂ ｈ ｐ Ｗ （ 円 ） 、 Ｖ Ｈ （ 三 角 ） 、 及 び Ｈ Ｖ （ 菱 形 ） に 対 し て 決 定 し た ア ン サ ン
ブ ル の ２ ０ の 構 造 に 対 す る 位 置 特 異 的 ス ト ラ ン ド ね じ れ （ ψ ｉ ＋ φ ｉ ＋ １ ） を 示 す 。
【 図 １ ５ Ａ 】 図 １ ５ Ａ － １ ５ Ｃ は 、 Ｂ Ｒ ３ 変 異 体 の 配 列 及 び ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ の 構 造 を 示 す 。
（ Ａ ） こ の 研 究 で 使 用 さ れ た Ｂ Ｒ ３ 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 図 １ ５ Ｂ 】 図 １ ５ Ａ － １ ５ Ｃ は 、 Ｂ Ｒ ３ 変 異 体 の 配 列 及 び ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ の 構 造 を 示 す 。
（ Ｂ 及 び Ｃ ） Ｎ Ｍ Ｒ 分 光 法 に よ っ て 決 定 し た ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ の 三 次 元 構 造 。 ２ ０ の モ デ ル の
骨 格 原 子 を 、 側 鎖 の 方 向 に 位 置 し た 残 基 ラ ベ ル と 重 ね 合 わ せ て 示 す （ Ｂ ） ； Ｂ の 場 合 と 同
じ 配 向 に Ｂ Ｒ ３ タ ー ン 残 基 （ Ｃ ） を ハ イ ラ イ ト す る 代 表 的 な 一 構 造 。
【 図 １ ５ Ｃ 】 図 １ ５ Ａ － １ ５ Ｃ は 、 Ｂ Ｒ ３ 変 異 体 の 配 列 及 び ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ の 構 造 を 示 す 。
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（ Ｂ 及 び Ｃ ） Ｎ Ｍ Ｒ 分 光 法 に よ っ て 決 定 し た ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ の 三 次 元 構 造 。 ２ ０ の モ デ ル の
骨 格 原 子 を 、 側 鎖 の 方 向 に 位 置 し た 残 基 ラ ベ ル と 重 ね 合 わ せ て 示 す （ Ｂ ） ； Ｂ の 場 合 と 同
じ 配 向 に Ｂ Ｒ ３ タ ー ン 残 基 （ Ｃ ） を ハ イ ラ イ ト す る 代 表 的 な 一 構 造 。
【 図 １ ６ Ａ 】 図 １ ６ Ａ は Ｂ Ａ Ｆ Ｆ に 対 す る Ｂ Ｒ ３ 変 異 体 の 結 合 を 示 す 。 （ Ａ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
に よ っ て 測 定 し た ビ オ チ ン 化 ミ ニ Ｂ Ｒ ３ の 競 合 的 置 換 （ 方 法 を 参 照 ） 。 デ ー タ は Ｂ Ｒ ３ 細
胞 外 ド メ イ ン （ 塗 り つ ぶ し た 三 角 ） 、 ミ ニ Ｂ Ｒ ３ （ 白 抜 き の 四 角 ） 、 及 び ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ （
塗 り つ ぶ し た 円 ） に 対 し て 示 す 。 近 似 曲 線 か ら の Ｉ Ｃ ５ ０ は そ れ ぞ れ ７ ０ ｎ Ｍ 、 ６ ５ ｎ Ｍ
、 及 び １ ５ μ Ｍ で あ る 。
【 図 １ ６ Ｂ 】 図 １ ６ Ｂ は Ｂ Ａ Ｆ Ｆ に 対 す る Ｂ Ｒ ３ 変 異 体 の 結 合 を 示 す 。 （ Ｂ ） Ｄ Ｒ ４ の デ
ス ド メ イ ン に 融 合 し た Ｂ Ｒ ３ の 細 胞 外 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン か ら な る キ メ ラ レ セ プ タ ー を
発 現 す る Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を 処 置 の １ ６ 時 間 前 に 播 い た 。 Ｂ Ａ Ｆ Ｆ （ ２ ｎ Ｍ ） を 細 胞 に 単 独 で
、 又 は ミ ニ Ｂ Ｒ ３ （ ３ μ Ｍ ） 、 ｂ ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ （ １ ０ ０ μ Ｍ ） 又 は 同 じ ｂ ｈ ｐ 骨 格 に 無 関 係
の タ ー ン 配 列 を 持 つ コ ン ト ロ ー ル ヘ ア ピ ン ペ プ チ ド （ ｂ ｈ ｐ Ｃ 、 １ ０ ０ μ Ｍ ） と 共 に 室 温
で ３ ０ 分 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 加 え た 。 ア ポ ト ー シ ス を ２ ４ 時 間 後 に 評 価 し た 。 ｂ
ｈ ｐ Ｂ Ｒ ３ 及 び ｂ ｈ ｐ Ｃ の タ ー ン 配 列 を 対 応 す る バ ー の 上 に 示 す 。
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【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】
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【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ Ａ 】

【 図 １ １ Ｂ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ Ａ 】

【 図 １ ５ Ｂ 】

【 図 １ ５ Ｃ 】

【 図 １ ６ Ａ 】
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