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生理活性ペプチドのC-末端アミド化が及ぼす構造化学的影響の解明
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   As a part of a series of elucidation of the structural features of amino acids and peptides caused by 

C-terminal α-amidation, the crystal structures of C-terminal amidated amino acids and di-peptide hydrochloride 

salts were analyzed by the X-ray diffraction method and compared with those of their C-terminal free acids. Their 

conformations are almost the same as the corresponding unamidated ones except side chain. But as for the molecular 

packing feature, the C-terminal amide group tended to form a repeated structure through those hydrogen bonds in which 

both amide NH and O=C groups participate. The chloride ions are located between the neighboring amino acids and 

peptides and are bifurcately hydrogen-bonded to the respective amide NHs, leading to the sheet structure. Furthermore, 

the hydrogen-bonding features between the amide and carboxyl groups and their function in molecular packing were 

discussed based on the results analyzed so far. While in order to clarify the structural function of the C-terminal amide 

group of endomorphin-2 (EM2, H-Tyr-Pro-Phe-Phe-NH
2
), an endogenous µ-opioid receptor ligand, the solution 

conformations of EM2 and its C-terminal free acid (EM2OH, H-Tyr-Pro-Phe-Phe-OH) in trifluoroethanol (TFE), 

dimethylsulfoxide (DMSO)-d
6
, water (pHs 2.7 and 5.2), and aqueous dodecylphosphocholine (DPC) micelles (pHs 

3.5 and 5.2) were investigated by the combination of two-dimensional 1H-NMR measurement and molecular modeling 

calculation and the solid state conformation of EM2OH was determined by X-ray crystal analysis. These results show 

that the substitution of a carboxyl group for the C-terminal amide group makes the peptide structure more flexible and 

leads to the ensemble of folded and open conformers. And the conformational requirement of EM2 for binding to the 

µ-opioid receptor and the structural function of the C-terminal amide group are discussed on the basis of the present 

conformational features of EM2 and EM2OH and a possible model for binding to the µ-opioid receptor, constructed 

from the template structure of rhodopsin.
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　1. 　はじめに

　これまで我々は，海洋生物や微生物が産生する

異常アミノ酸やD-アミノ酸を多く含む生理活性ペ

プチド（アカチン -Ⅰ , Ⅱ， アシジアサイクラマイド

及びその誘導体，パテラマイド-A， B， C，オーレオ

バシジン-A， E，セラトスポングアミド等）の立体
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コンフォメーションに関して X- 線結晶構造解析，

NMRや CD による溶液構造解析，分子動力学計算

等の物理化学的手法を駆使して研究を進めるととも

に，その立体構造と生理活性との相関性について詳

細な検討を重ねてきた．その結果，活性発現の際の

異常アミノ酸及び  D-アミノ酸の重要性をはじめと

して有益な知見を数多く得ることができた．1-16)

　一方，哺乳類や昆虫など動物体内からも

Calcitonin，Gastrin I を は じ め Endomorphin-1 

(EM1)，Endomorphin-2 (EM2) などの生理活性なペ

プチドホルモンが数多く単離されているが，その多

くは C-末端がアミド化されている．これらの生理

活性ペプチドはC-末端がアミド化されることによっ

てその生理機能を発現し，脱アミノ化されてカル

ボキシル基になると著しい活性の低下をひきおこし

たり，活性が全く無くなってしまうことから活性発

現の際の C-末端アミド化の重要性が示唆されてい

る．17-20) しかしながら，現在のところ C-末端アミ

ド化がペプチド自身の安定性に寄与しているという

報告 21,22) 及び C-末端アミド化の生合成メカニズム

についての報告 23) はあるが，活性発現の際に生物

学的あるいは構造化学的にどのように関与している

のかについての詳細な知見は殆ど得られていない．

そこで生理活性ペプチドにおける C- 末端アミド化

の重要性と C-末端アミド化が及ぼす構造化学的影

響を解明する目的で以下の2つの実験を行った．1) 

C-末端アミド基の構造化学的研究として　C-末がカ

ルボキシル基である通常のアミノ酸やペプチド（OH

体）とアミド化したもの（アミド体）について，こ

れらの X- 線結晶構造解析を基にアミド化が分子コ

ンフォメーションや分子間相互作用，水素結合様式

に及ぼす影響を調べた．2) EM2 の C-末端アミド基

の構造化学的研究として EM2とその C-末端 OH体 

(EM2OH) の分子コンフォメーションを 1H-NMR，

分子動力学計算並びに X-線結晶構造解析より決定

し，それらの比較から活性発現における C-末端ア

ミド化が果たす役割について考察した．本稿では 1) 

と 2) の溶液及び固体状態でのコンフォメーション

解析から得られた結果を基に，生理活性ペプチドの

機能発現時における C- 末端アミド基の重要性並び

に構造化学的影響について 2章に分けて述べる．

　2.  C-末端アミド基の構造化学的研究：モノ
アミノ酸及びジペプチドのX-線結晶構造解析

　C-末がアミド化された性質の異なる 8個のアミ

ノ酸 (Ile-NH2，Val-NH2，Thr-NH2， Ser-NH2，Met-

NH2，Trp-NH2，Gln-NH2，Arg-NH2)，及び 4個の

ジペプチド (H-Val-Gly-NH2, H-Ser-Phe-NH2, H-Gly-

Tyr-NH2, H-Pro-Tyr-NH2) の各 HCl 塩の分子コン

フォメーションや分子間相互作用等 X- 線結晶構

造解析より明らかにし，既に解析されている同種

の OH体と比較した．24-37) またアミド基及びカル

ボキシル基が関与する水素結合様式の差異につい

て，本研究で解析したものも含めこれまでに報告

されているモノアミノ酸，ジペプチド，トリペプ

チド等のアミド体とOH体の結晶構造を基に考察

した．その結果アミド基は明らかに分子パッキン

グ様式や水素結合様式においてカルボキシル基と

は異なった影響を及ぼす事がわかった．

　2-1.  分子コンフォメーションの比較
　解析の結果得られた結晶学的データを Table 1

に示す．いずれも最終の信頼度因子は 5%前後で

構造化学的な情報を得るためには十分信頼できる

データが得られた．コンフォメーションの差異を

明確にするために，ジペプチドのアミド体と OH

体の重ね合わせを行ったところ Fig. 1 に示すよう

に，Ser-Phe に僅かに違いが見られただけで主鎖

の構造に関しては大変よく似たコンフォメーショ

ンを有していた．他のジペプチドやモノアミノ酸

のアミド体／OH体の比較においても同様の結果

が見られたことから C- 末端アミド基は分子全体の

コンフォメーションにはほとんど影響を及ぼさな

いことが考えられた．38, 39)

　2-2.  分子間相互作用の比較

　2-2-1.  Cα-H…O による水素結合の比較
　アミド体とOH体の結晶構造で見られるCα-H…
Oによる short contacts を比較したところ，H原
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Table 1. Summary of Crystal Data Collections and Structural Refinements
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子と O原子の van der Waals 半径 (2.6Å) 及び Cα-H
…Oの角度から判断して 47) 水素結合といえるよう

な short contacts が，ThrNH2 を除く全てのアミノ

酸のアミド体の結晶構造で確認された．その一例を

Fig. 2 (a) に示しているが，このような Cα-H…O様
の水素結合はOH体のアミノ酸 (Fig. 2 (b)40))  や生

体分子の結晶構造でも見られることから，41) 必ずし

も C-末端アミド化に起因するものでは無いのかも

しれない．しかしながら，その距離と角度からその

ような相互作用の形成能力は，OH体よりもアミド

体のほうがより大きいことが示唆された．

　OH体の zwitterionic form やアミド体の neutral 

form の場合，Cα-H…O の相互作用は N1-H…O1’

（OH体）あるいは N2-H…O1’（アミド体）の相互
作用を伴うことが多い．そのような対の相互作用は，

OH体やアミド体のHCl 塩の結晶構造では非常にま

れで，ほとんどの場合はどちらか一方のみ見られ

る．このことから，Cα-H…O の相互作用（水素結
合）形成能力はHCl 塩の形成や，アミド基と隣接

する 2個の Cl–との水素結合により優位に強めら

れるのではないかということが考えられる．

　2-2-2.   Cl ‒イオンとの相互作用様式の差異
　Fig. 3 に Ile のアミド体／OH体の結晶構造で見

られる Cl– を介したパッキング様式の一部を示し

ている．両者の分子間相互作用様式を比較すると

アミド体 (Fig. 3 (a)) の場合は，C-末アミノ基同士

が Cl–を介して ‘head-to-head’ タイプで隣接分子

と連続的に二差水素結合を形成していた．それに

対して OH体 (Fig. 3 (b)) の場合は，Cl–を介して

N-末アミノ基と C-末カルボキシル基が交互に存在

する ‘head-to-tail’ タイプのリニアーな水素結合

(a) (b)

(c) (d)

Figure 1. Stereoscopic View of Molecular Conformations of Val-Gly-NH2 (a), Ser-Phe-NH2 (b), Gly-Tyr-NH2 (c) and 
Pro-Tyr-NH2 (d) 
The corresponding C-terminal carboxyl peptides, except for Val-Gly-OH, are superimposed on the respective 
C-amides with thin lines.  Two hydrogen bonds of a neighboring O(2') atom or CL- anion to the amino and 
amide NHs of (a) or (b), respectively, are shown by dotted lines.  Hydrogen atoms were omitted for clarity.
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Figure 2.  Intermolecular Cα-H…O Interactions. (a) MetNH2・HCl and (b) MetOH・HCl 
The thin lines show hydrogen bonds. The open and meshed circles represent hydrogen and carbon atoms. The 
nitrogen and oxygen atoms are shown by the circles marked with crosses and dots, respectively.

(a) (b)

Figure 3.  Interaction Patterns between the Amide NH2 or the carboxyl OH and Chloride Ions, Observed in the Crystal 
Structures of IleNH2-HCl (a) and IleOH・HCl (b)  
The thin lines show hydrogen bonds. The nitrogen atoms, oxygen atoms that contains water solvents and 
chloride ions are shown by the cross, dot and shaded-marked balls, respectively.

(a) (b)



148

を形成していた．同様の傾向が他のアミノ酸やジ

ペプチドのアミド体 /OH体でも確認された．38,39,42) 

このように両者共に隣接分子との会合には Cl– が関

与しているが，その結合様式には明らかに違いが見

られる．

　2-2-3.  アミド基及びカルボキシル基が関与
する水素結合様式の差異
　X-線結晶構造解析より，アミド体と OH 体では

Cl–との間で異なった相互作用を導き，更にその違

いはアミド基とカルボキシル基の水素結合様式の違

いに起因していることが示唆された．そこで，アミ

ド基とカルボキシル基の水素結合様式の差異を明ら

かにするために，両官能基と水素結合しているアク

セプター原子あるいはドナー基の空間的な分布を統

計学的に考察した．Fig. 4 は本研究で解析したアミ

ノ酸，ジペプチドも含め，これまでに解析されてい

るアミド体／OH体のモノアミノ酸，ジペプチド，

トリペプチド等のアミド基及びカルボキシル基が

関与している水素結合を模式的に立体比較したも

のである．アミド体 (Fig. 4 (a)) の場合，NH2 基と

水素結合しているアクセプター原子あるいはイオ

ンはほぼ同一平面上にあって明確に２つの領域に

分かれていることから，NH2 基は結合する相手分

子の位置と方向を限定している．すなわち，相手

分子に対して位置特異性を有することが強く示さ

れた．一方，カルボニルのO原子と水素結合して

いるドナー基はO原子を取り囲む様に幅広く分布

していることから，ある程度相手分子に空間的領

域を許していることが考えられる．それに対して

カルボキシル基 (Fig. 4 (b)) の場合，反対にカルボ

ニルO原子と水素結合しているドナー基の空間的

な配向が，ほぼ２つの領域に分かれていることか

ら，カルボニルO原子の方に相手分子との位置特

Figure 4.  Stereoscopic Views of Spatial Distribution of Acceptor O Atoms or Cl- Ions and Donor OH or NH Groups 
Hydrogen-Bonded to a C-Terminal Amide Group (a) and Carboxyl Group (b) 
The donor groups, acceptor atoms and acceptor ions are shown by the black and gray circles, respectively.

(b)

(a)
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異性が強く示された．そして neutral-OH 基の場合，

水素結合するアクセプターの O原子あるいはイオ

ンは限られた領域，すなわち直線上にあることから

強い水素結合を形成していることが考えられる．一

方， anionic O- の場合，水素結合しているドナー基

は幅広く分布していることから結合の多様性が見ら

れた．

　2-3.   小括
　以上の結果よりアミド体／OH体のコンフォメー

ションそのものに優位な差異が見られないことか

ら，アミド基は分子コンフォメーションに影響を

及ぼさない事がわかった．それに対して隣接分子

との相互作用様式，特に生体アニオンである Cl– を

伴う分子間相互作用様式，Cα-H…O による short 
contacts ，アミド基とカルボキシル基が関与する水

素結合様式等には顕著な差異が見られた．これらの

ことより，アミド基の水素結合様式やアニオンとの

相互作用の優位性が，レセプター分子との特異的な

結合や親和性を示す際の重要な要因となり得ること

から，C- 末端アミド基は活性コンフォメーション

の形成に関与するよりも，受容体との結合に重要な

役割を果たすことを示唆している．また，Cl– は生

体内に広く分布し，かつ重要な生体機能にも関与す

る生物学的アニオンである．それ故，原子レベルで

得られたこれらの知見は，C-末端アミド基とカルボ

キシル基間の生物学的機能の差異を理解する上で，

また，生理活性ペプチドとレセプターが結合する際

のアミド基が及ぼす影響を明らかにする上で重要で

ある．

　3.   EM2 の C-末端アミド基の構造化学的研
究 : EM2とそのC-末端OH体 (EM2OH) の分
子コンフォメーション比較
　エンドモルフィン (EM) は，µ- オピオイド受容
体に対して親和性と agonist 活性が極めて高い内因

性オピオイドペプチドで，Endomorphin-1 (EM1), 

Endomorphin-2 (EM2) (Fig. 5) の 2 種類があり，共

に C-末端がアミド化された 3残基目のみが異なる

類似のテトラペプチドである．43) これら両ペプチ

ドの活性発現における C- 末端アミド化の重要性を

考察するために EM1，EM2 及びそれぞれの C-末

端 OH 体̶EM1OH，EM2OH のオピオイド活性

（µ- 及び δ-レセプターに対する親和性と agonist， 
antagonist の評価）を測定した．その結果（Table 

2） 脱アミド化された EM1OH，EM2OH の µ-レセ
プターに対する親和性，agonist 活性は共に大きく

減少した．そこで EM2と EM2OHの種々の溶液中

でのコンフォメーションを 1H-NMR スペクトル及

Figure 5. Chemical Structures of Endmorphin-1 (EM1) and Endmorphin-2 (EM2) 
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び分子動力学計算により解析し，それらの比較か

ら活性発現における C-末端アミド化が果たす役割

について検討した．また，オピオイド活性を示さな

かった EM2OHについては pH 5.2 の水溶液中から

得られた単結晶を用いて結晶構造を決定し溶液構造

との類似性を調べた．更に同じファミリーに属する

rhodopsin の立体構造44) を雛型として構築した µ-

オピオイドレセプターモデルと EM2 との docking 

study の結果から，EM2 が生体内で存在する可能

性の高いコンフォメーションを推定すると共にその

相互作用様式についても考察した．

　3-1.   EM2，EM2OHの溶液構造解析

　3-1-1.   1H-NMR測定と構造計算
　溶媒として DMSO-d6，コンフォメーションに影

響を及ぼす可能性のある溶媒として TFE，水溶液 

(pH 2.7 and 5.2)，受容体の存在する膜環境を考慮

して擬似膜環境を作るために重水素化 DPC ミセル

溶液 (pH 3.5 and 5.2) の計 6 種類を用い，それぞ

れ 1次元及び各種 2次元スペクトルを測定した．

1次元スペクトルからは，共に Tyr-Pro のペプチ

ド結合に関して trans(tr)/cis- 体が 1:1 ～ 2:1 の存在

比で平衡に共存していることが示された．そして，

Rotating Frame Overhauser Effect Spectroscopy 

(ROESY) スペクトルから得られた距離情報，ペプ

チド結合の二面角，Cα炭素のキラリティー等の
拘束条件を用いて，両ペプチドが溶液中で取りう

る tr/cis-体全ての電荷状態のコンフォメーション

を，シュミレーテッド・アニーリング法 (SA 法 )

を併用した束縛条件付き分子動力学計算により各

50個構築した．45) そして，発生させた 50組のコ

ンフォーマーのうちエネルギー的に安定な 30 組

を，主鎖のコンフォメーションに基づいて重ね

合わせを行ったところ 4個のグループに収束し

た．その例として，Fig. 6 に tr-EM2 の水溶液中 

(pH 2.7 and 5.2) (a) 及び DPC micelles 中 (pH 3.5 

and 5.2) (b) と cis-EM2OH の水溶液中 (pH 5.2) 

(c) 及び DPC micelles 中 (pH 5.2) (d) の fitting を

示したが，他も同様の傾向が見られた．45) 即ち両

ペプチドは，種々の溶液中において溶媒の環境に

依って収束の程度に差は見られたものの tr/cis- の

open conformer と folded conformer に大別でき

た．更に open conformer は rS-type (reverse S-like 

bending) と n7-type (numerical 7-like curve) に，

folded conformer は N-末端と C-末端の極性原子

により水素結合を形成する F1-type と水素結合を

形成しない F2-type  の各々 2種類のタイプに分類

できた．Fig. 7 にグルーピングした 4タイプの各

コンフォーマーのステレオ図を示している．この

ように，溶液中では EM2，EM2OH は tr/cis-の 4

種類のコンフォーマーが平衡状態で存在している

と考えられる．そして，各種溶液中でのコンフォ

メーションの特徴を調べるために，この分類に

基づいて Population 解析を行った．その結果を，
1H-NMR スペクトルによって得られた tr/cis-の存

在比，各種溶液中でペプチドが取り得る電荷状態

Table 2.  Receptor Binding and In vitro Agonist Bioassay
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Figure 6.  Stereoscopic Superimpositions of Backbone Structures of 30 Energetically Stable Conformers of tr-EM2 in 
(a) Water (pH 2.7 and 5.2), (b) DPC Micelles (pH 3.5 and 5.2) and of Zwitterionic cis-EM2OH in (c) Water 
(pH 5.2), (d) DPC Micelles (pH 5.2)
The conformations are overlaid so as to superimpose their Tyr-Pro backbone chains.

(a) (b)

(c) (d)

Figure 7.  Stereoscopic Views of Representative Four-type Conformers: (a) rS-type Open Conformer of  tr-EM2 in 
TFE, (b) n7-type Open Conformer of tr-EM2 in Water, (c) F1-type Folded Conformer of cis-EM2OH in DPC 
Micelles, (d) F2-type Folded Conformer of tr-EM2 in DPC Micelles 

(a) (b)

(c) (d)
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と共に Table 3 に示した．両者の顕著な違いは pH

依存性に見られる．即ち，EM2 は同一溶媒であれ

ば pHの値に拘わらずケミカルシフト，tr/cis- の存

在比は全く同じであったが，EM2OHは同一溶媒で

あっても pHが異なればケミカルシフト，tr/cis- の

存在比は異なっていた．そして，EM2， EM2OHの 

tr/cis- の存在比は，溶媒の種類や pHの違いにより

同じか，もしくは EM2 は tr-体が，EM2OH は cis-

体が優位に存在する傾向にあることがわかった．

　3-1-2.   コンフォメーションの特徴
　溶液中でのコンフォメーションの特徴として

EM2は溶媒の種類や tr/cis-，電荷状態にかかわらず

rS-type の open conformer が優位に存在し，同一

溶媒であれば pHの値が異なっていても全く同じ

NMRスペクトルを示すことから，pHの変化によ

りそのコンフォメーションはほとんど影響を受け

ていないということが考えられる．それに対して

EM2OH は電荷状態に依存して open conformer 

に加えて folded conformer が共存し，特に cis- 体

では F1-type が優位なコンフォーマーとして存在

していた．また，pH 3.5 の DPC micelles 中にお

いて EM2同様ほとんどが tr- 体として存在してい

たが，pH 5.2 では tr : cis = 2:1 の割合で共存して

いた．そして，コンフォメーションの差異が顕著

に見られたのは生理的条件に最も近い pH 5.2 の

DPC micelles 中で，EM2は大部分が tr- 体で open 

conformer がメジャーコンフォーマーとして存

Table 3.  Summary of Overall Conformational Characteristics of EM2 and EM2OH in DMSO, TFE, H2O (pH 2.7 
and 5.2), and DPC Micelles (pH 3.5 and 5.2)

Open and fold represent the open and folded conformations. rS and n7 in parentheses indicate the reverse-S 
and numerical seven-like-open conformations; F1 and F2 represent the  folded conformations in which 
hydrogen bond is formed and not formed between the N- and C-terminal polar atoms, respectively. The 
numbers following these symbols indicate the number of conformers that belong to the respective categories 
from a total of 30 conformers.
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在していたが，EM2OH は  tr/cis- 共に F1-type の

folded conformer しか存在していなかった．

　3-2.   EM2OHの結晶構造解析
　EM2OH の単結晶は NMR の測定条件と全く同

じ pH 5.2 の水溶液中から，蒸気拡散法により解

析可能な無色透明の針状晶として得ることができ

た．解析の結果，得られた Crystal data 及び結晶

構造をそれぞれ Table 4, Fig. 8 に示している．非

対称単位中には結晶学的に独立な EM2OH 2 分子 

（それぞれ Conformer A 及び Conformer B とする）

と 7個の水分子が存在していた．そして両分子共

に zwitterionic form，Tyr1-Pro2 のペプチド結合

が cis- 体の，溶液中でみられたメジャーコンフォー

マーである F1-type の folded conformer を取って

いた．また，水分子を介した水素結合が各コンフォ

メーションの安定化に大きく寄与していることが示

唆された．

　一方，X-線結晶構造解析から得られた結晶構造

と，NMRスペクトルから得られた溶液構造の類似

Table 4.  Summary of Crystal Data Collections and Structural Refinements

Figure 8.  Stereoscopic Views of Conformers A and B Observed in the Crystal Structure of EM2OH, together with 
Hydrogen-Bonding Water Molecules 
Intermolecular hydrogen bonds are shown by broken lines. The displacement ellipsoids are drawn at 70% 
probability level. The atomic numbering of water molecules is also given as W1 – W7.
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性を調べるために，結晶構造の Conformer A, B と

pH 5.2 の DPC micelles 中で得られた cis-EM2OH

の 30 組の構造との重ね合わせを行った．その結果

主鎖間の RMSD が約 0.6 Åと非常に相同性の高い
コンフォメーションを示したことから (Fig. 9)，F1-

type の folded conformer が EM2OH の最安定構造

の一つであることが考えられる．

　3-3.  µ- オピオイドレセプターモデル及び EM2
とのドッキングモデルの構築
　以上の構造と活性相関の結果をふまえて，種々の

溶液中で存在する EM2のどのタイプのコンフォー

マーが活性コンフォメーションとして適しているの

かを検討する為，まず立体構造の明らかにされてい

ない µ-オピオイドレセプターモデルを構築し，つ
いで EM2 との docking study からレセプター分子

との相互作用様式を考察した．

　Fig. 10 はアミノ酸配列によるオピオイドレセ

プターの構造模式図を示している．図に示すよう

に，オピオイドレセプターは N-末端が細胞外領域 

(EL: extracellular loop)，C-末端が細胞内領域 (IL: 

intracellular loop) に位置し，7個の膜貫通部位を

有するロドプシンファミリーに属する受容体で，特

に細胞外領域が各受容体のリガンド選択性に重要

であるといわれている．そこで，これらの一次構

造を基に µ-オピオイドレセプターに対してアミノ
酸配列の相同性が極めて高く，X- 線結晶構造解析

されている膜蛋白質 rhodopsin の立体構造を参

照構造とし，DS Modeling のモジュールである自

動ホモロジーモデリング Modeler46) を用いて立

体構造未知の µ-オピオイドレセプターを構築し
た．得られたレセプターモデル及びリガンドとの 

binding に重要なアミノ酸残基を Fig.11 に示して

いる．更に EM2 とのドッキングモデルを構築す

るために以下のことを考慮にいれた．Fig. 10 及び 

Fig. 11 に示すように，既にMosberg らによって

µ-オピオイドレセプターの変換体を用いた実験か
ら，47, 48)  EL2：Glu229，TM3：Asp147， Tyr148，

TM6：His297，TM7：Trp318，Tyr326 の各領域

のアミノ酸残基がリガンドとの binding に重要で

あることが明らかにされている．特に膜貫通領域

の Asp147, His297 残基はオピオイドレセプター

構造に，細胞外領域の Glu229 残基はリガンドの

選択性に必須要素であるといわれている．また，

内因性オピオイドペプチドの構造と薬理活性との

関係については Schwyzer49) らによって提唱され

た“message-address concept”に基づいて論じら

れている．この概念によれば，リガンド側の Tyr

のフェノール基とカチオン性の N-末端アミノ基

が本来の薬理活性発現（メッセージ：活性発現部

分）に，C-末端アミド基が各レセプタータイプに

対する選択性発現（アドレス：選択性発現部分）

に重要に関与している．これらのことを念頭に

置いて，リガンドとして溶液構造解析より得られ

Figure 9.  Superimpose of EM2OH Conformers by X-ray Crystal Analysis and cis-EM2OH Ones in DPC Micelles 
(pH 5.2) by 1H-HMR Spectra 
Conformers of EM2OH by X-ray analysis and by 1H-HMR spectra are represented by thick line and thin line, 
respectively.
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た EM2 の各コンフォーマーを用い，生体高分子

モデリングソフト Insight II/Discover のモジュー

ル Docking によりレセプターモデルとの種々の

docking model を構築し，エネルギー極小化計算

を行った．その結果，tr-EM2 の rS-type の open 

conformer との docking model がエネルギー的に

も安定で最適であった．そのモデルのステレオ図

及び両者の相互作用様式を Fig. 12，Table 5 に示し

ている．この図からも明らかなように (Tyr1) NH…

OD2 (Asp147)， (Tyr1) OH…imidazole-N (His297)，

Figure 10.   Structural Scheme of Opioid Receptor 
Alphabet and three letters indicate important amino 
acids residue for the interaction with ligand.

Figure 11.  Constructed µ-opioid Receptor Model and Some 
Key Residues (black letter) at the Binding Pocket 
of µ-opioid Receptor

Figure 12.   Stereoscopic View of Possible Docking of rS-
type Open Conformer of EM2 (ball and stick 
model) on the Agonist Binding Site of the µ
-opioid Receptor Structural Model (ribbon 
model) 
The functional residues of the receptor for 
the interaction are shown by a ball and stick 
model. The hydrogen bonds or electrostatic 
interactions are represented by dotted lines.

Table 5.  Interaction Mode of EM2 at The Binding Pocket of 
The µ-opioid Receptor
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(C-末端 amide) NH…OE (Glu229) 間の水素結合に

加えて，(Tyr1) OH…O=C (Ala240)， (Tyr1) C=O…

OG1 (Thr218) 間においても水素結合あるいは静電

的相互作用の可能性が示唆された．更に，Trp293

と Trp318 のインドール環はそれぞれ Tyr1 及び，

Phe3 と Phe4 の各芳香環との間でスタッキング相

互作用を形成しており，EM2 がレセプター分子と

結合する際の安定化に寄与していることが考えられ

る．一方 C-末端にカルボキシル基を含むリガンド

との間ではレセプター分子との binding サイト，特

にリガンドとの選択性に重要である Glu229 間でイ

オン間相互作用が働き，その結果親和性が減少す

ることが示唆される．49)

　以上のことより，tr-EM2 の open conformer が

C-末端アミド基を介したレセプター分子との相互作

用に最も適していることが明らかとなった．

3-4.   小括
　EM2，EM2OH の種々の溶液中でのコンフォメー

ション解析の結果，共に Tyr-Pro ペプチド結合に関

して tr/cis- 体が 1:1 ～ 2:1 の存在比で，各々 2 type

の open と folded conformer がそれぞれ単独あるい

は両方が平衡に共存していた．また，コンフォメー

ションの特徴として，活性体である EM2 は tr/cis- 

体かかわらず open conformer がメジャーコン

フォーマーとして存在しているが，不活性体である

EM2OH はそれに加えて cis- 体では特に N-末端と

C-末端との間で分子内水素結合を形成した folded 

conformer が多く見られた．一方，EM2OH の X-

線結晶構造解析の結果，結晶学的に独立な 2分子

は共に溶液中で見られた folded conformer と極め

て類似のコンフォメーションを有していることか

ら，この conformer が EM2OHの最安定コンフォー

マーの一つであることが考えられる．これらのこと

から EM2 が種々の溶液中で優位に存在する open 

conformer が µ-オピオイドレセプターと結合する
際の構造即ち活性コンフォメーションに適している

ことが推察された．そしてこのことは，rhodopsin 

の立体構造を雛形として構築した µ- オピオイドレ
セプターとEM2とのドッキングモデルの考察から，

tr-EM2 の open conformer が C-末端アミド基を介

したレセプター分子との相互作用に最も適してい

ることからも支持された．

4.   おわりに

　以上のことより，生理活性ペプチドの活性発現

に重要な C-末端アミド基はコンフォメーションの

形成よりもレセプター分子との相互作用に重要に

関与していることが示唆された．また，本研究の

溶液及び固体状態でのコンフォメーション解析の

結果から得られた知見は，生理活性ペプチドの機

能発現時における C-末端アミド基の果たす役割を

構造化学的に解明する上で有益なものであると思

われる．一方，C-末端アミド基を伴うアミド体には，

既述したようにOH体とは異なる水素結合様式や

分子間相互作用様式が見られた．そのため，ペプ

チドのアミノ酸配列によっては特異的なパッキン

グ様式を有し，これまで活性コンフォメーション

であるといわれている構造を崩す可能性があるこ

とも示唆された．それ故 EM1，EM2 あるいは他

の µ-opioid receptor ligand の結晶構造を明らかに
することは極めて興味深いことである．更に今後

は µ-opioid receptor の wild type 及び変換体を大
腸菌等用いて大量発現し単離・精製に着手してい

くことを考えている．この方法が確立すれば，最

も直接的な手段である µ-opioid receptor と各種
ligand との複合体の結晶構造解析が可能となり，

それらリガンドの活性コンフォメーション及びレ

セプターとの結合様式や相互作用様式等更に詳細

な情報が得られるものと期待できる．
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