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ポ リペ プチ ド凝集テク ノ ロ ジー

タ ン パ ク質凝集抑制剤の構造

　タン パ ク質 の 熱 による凝集 と，それ を抑制す る小分 f
の 特徴 に つ い て紹介す る．タ ン パ ク質の 凝集は，変性 タ

ン パ ク質の 溶解性 の 低
．
下が主な要因 とな っ て起 こ る．つ

ま り，変性タ ン パ ク質の 溶解性を上げる小分子を共存 さ

せ る と凝集を防 ぐこ とが で きる．しか し，アン モ ニ ウム

塩 は，塩溶 ・塩析と い っ た 指標 だ けで は説明 で きな い ぼ

ど凝集を高度に抑制する，ア ル ギニ ン な どの タ ン パ ク質

凝集抑制は ア ミ ノ 基 を持つ もの が 多い よ う に 思 え る が ，

それ と関係があ る の だ ろ うか．

タ ン パ ク質の熱凝集

　タ ン パ ク質溶液を加熱する と白濁する， こ れが簡単に

再現で きるタン パ ク質凝集 であ る．タ ン パ ク質凝集体は，

凝集前駆休が形成 されたあ と，それ らが会合して 生 じる

（LUInr ア
・Eyring モ デル ）．

U2AA

十 Am → Am ＋ 1

（1）

（2）

　こ こで u は 可溶性 タ ン パ ク質 A は 凝集前駆体 とな る

可溶性タ ンパ ク 質，Am は不溶性の タ ン パ ク質凝集体で あ

る．この モ デル に よ る と，凝集は一
分子 内で生じ る構造

変化と，続い て 生 じる 多分子間の会合が関 ケ．する反応で

ある．つ まりタ ン パ ク質凝集は，高次の反応速度式に従

うように思えるが，実際には
一

次 の 速度式に従うよ うに

見え る 場合が 多 い ．ニ ワ トリ由来リゾチーム や ウ シ 由来

カ タ ラーゼ，ウ シ 由来クエ ン 酸 合成酵素な どの 熱凝集は，

測定開始直後 の タ イム ラグの あ と，　
’
次 の 速度式に従 っ

て進む 1）．熱に よ る 凝集に 限 らず，リフ ォ
ー

ル デ ィ ン グ

過程や酸性溶媒に よる凝集 も，
一

次の速度式に従 うよう

に観察され る もの が多い 1−s｝．凝集過程が
一

次 の 速度式

に従うように観察される とい うこ とは，凝集前駆体A へ

の構造変化 〔1）が 律速 に な っ て お り，続い て 生じ る 凝

集体の形成 （2）は速やか に進む と考え る と矛盾しない．

　熱 に よ る 凝集形成 の 典 型的な例 を図 IA に示 す．リゾ

チ
ー

ムを 98°C に 加熱して お くと，タイ ム ラグの あ と
一一

次

の 速度式 に 従 う過程 で凝集が形成 され る、タ イム ラグは，

溶液温度が
一

定 に なる時間 の ズ レ や，検 出できな い 凝集

形成 とい っ た アーテ ィ フ ァ ク トだ とす る考え方とT 凝集

核の 形成が必須だ と す る 考 え方があるが，い ずれ に せ よ
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凝 集が 炊 の 速 度式 に 従 うよ う に 見え る こ とは興味深

い ．加熱 して 形成 させた タ ン パ ク質凝集体で さ え，疎水

性領域が ラ ン ダム に会合 して で きた構造な の で はな く，

特異的な構造変化 を伴 っ て 形成 され る こ とを示唆す る．

塩 の効果

　まず塩 を考えよ う，塩は，高分子 の溶質を塩析 させ る

傾向が強 い もの か ら塩 溶 さ せ る 傾向が強 い もの まで さま

ざ まな特徴 を持 つ ，沈殿誘 起能 力の イ オ ン 順 列 は，

Ilo丘ncistcr 系列 と呼ばれ る．た とえば典型的な塩析効果

をもっ 硫酸イオ ン は，塩化物イオ ン に比べ て高分子を溶

か しに くい 特徴を持 つ ．こ の よ うな溶解性は，タ ン パ ク

質凝集へ の影響を訓 べ る指標に な る の だ ろ うか．

　図 IA は塩溶液中で の リゾチーム の 熱凝集を調 べ た も

の だが，共存 させ る 塩 に よ っ て凝集速度が 異な る，リゾ

チ
ー

ムは，硫酸ナ トリウム溶液では，同じ濃度の 塩化ナ

トリウム 溶液 よりもわずかだが速 く凝集が進む．つ ま り，

硫酸ナ トリウム の 方が塩 化ナ トリウムに比 べ てタ ン パ ク

質 を塩析 させ やすい とい う平衡論的な指標に よ っ て，速

度論的な実験結果をあ る程度説明す る こ とを示唆する．

　こ こ で，陽イ オ ン をナ トリウム イ オ ン か ら ア ン モ ニ ウ

ム イオ ン に変え る と，凝集がかな り抑制され る こ とがわ

か る （図 IA）．ア ン モ ニ ウ ム イオ ン はナ トリウ ム イ オ ン

と比べ て，リゾチーム の 凝集速度を速度定数で 5 倍ほ ど

遅 くす る．っ ま り，凝集の しやす さ は，タ ン パ ク質の 塩
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図 1，〔A ＞リゾチー
ム の 凝集過 程，98°C に 保っ と リゾチー

ム は凝

集 す る （× ）が，0，4M の塩 を添加 してお くと凝 集速 度が 異な る．
●，塩化ナ トリウム ；○．硫酸ナ ト リウム ；■．塩化 ア ン モ ニ ウ

ム ；口．硫 酸ア ン モ ニ ウム．〔B）塩溶媒中で の リゾチームの 熱凝

集速度 と熱変性温度．白丸は ア ン モ ニ ウ ム塩．黒丸は それ 以外の

塩．

＊

著者紹介　筑波大学大学院数理物質科学研 究科電子 ・物理 T ．学 専攻 （助教 授 ）　E−mail ： shiraki ＠bk．tsukuba ．ac ．jl〕

2006年　　第 10号 3gs

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

特 集

溶
・塩析 と い っ た 溶解性だ けで は説明で きな い こ とを示

唆す る．タ ン パ ク質と塩 との 何 らか の 特異的な相互作用

まで考え る 必要があ る の だ ろ う．

　さ ら に考察を深め る た め に，さまざまな種類 の 塩溶液

中で の リゾチ
ー

ムの 熱凝集速度 と熱変性温度 の 関係 を図

示した （図 IB），ア ン モ ニ ウム塩以外の 塩 （図IB 黒丸）

にまず注 目する と，変性温度 を高める塩ほ ど，凝 集速度

が増加する関係 に あ っ た．言葉を変 え る と，タン パ ク質

を凝集させ やす い 塩は，直感か ら外れ る が，タ ン パ ク質

を安定化させ る こ とを意味す る．占くか ら知られ て い る

考え方に よ る と，塩が タ ン パ ク質に結合しに くい 特徴を

持 つ 場 合，タ ン パ ク質は 選択的水和が誘起さ れ て 安定化

しT 同時に溶解性が低下 して 塩析す る が 4），こ の ような

平衡論的解釈で，速度論的現象で あ る凝集形成を考察で

き る の か もしれな い ，しか し興味深 い 点は，ア ン モ ニ ウ

ム 塩 （図 1B 白丸）は，こ の 関係図か ら外れて，高度 に凝

集を抑制す る こ とで あ る，

　 まとめる と次 の よ うになる．タ ン パ ク質 を塩溶 させ や

すい イオ ン は，タ ン パ ク質凝集を抑制す る．典型 的 に は，

ホフマ イス タ
ー系列 の 塩溶させ やす い 性質の イ オ ン ，た

とえばチ オ シ ア ン 酸 イ オ ン や塩素酸イ オ ン は，タ ン パ ク

質凝集の抑制が期待で きる，興味深 い の は，ア ン モ ニ ウ

ムイオ ン が，それ以外 の イオ ン が従 うように 見 える 塩溶・

塩析の 規則か ら外れ て，凝集を高度に抑制する こ とで あ

る．

凝集抑制剤の構造

　ア ン モ ニ ウ ム イオ ン は，塩溶 ・塩析だけで は説明 で き

な い ほ どタ ン パ ク質凝集を抑制する こ とが分か っ た．と

こ ろ で，タ ン パ ク質を変性 させな い 新しい タイプの 凝集

抑制剤は，どれ もア ミ ノ基を持 っ てい る．こ れ と関係す

る の だ ろ うか．

　タ ン パ ク質凝集 の 抑制 に は，古 くか ら界面活性剤や，

高濃度 （数M ） の 尿素や グア ニ ジ ン が使われ て きた．こ

れ らの 水 溶液は ペ ブ
．
チ ド結合や疎水性側鎖を溶か す特徴

を持 つ の で，タ ン パ ク 質凝集を確か に 抑制す る，しか し

変性作用 を併せ 持つ の で ，本来の タ ン パ ク質の働 きがな

くな っ て しまうとい う重大な欠点があっ た．そ こ で タ ン

パ ク質を変性させずに凝集を抑制で きる添加剤の 開発が

期待さ れ て きた．

　ア ミ ノ酸の 種 で あ る ア ル ギニ ン は，タ ン パ ク質を変

性さ せずに凝集を抑制す る だけで な く，比較的安価で安

全 とい う強み を持っ た 添加剤 で，応 用 の ・∫能性が広 く探

られ て きた．リフ ォ
ール デ ィ ン グ時にアル ギ ニ ン を共存

させ て お くと収率があが る 5｝ほか，凝集を抑制する こ と

396

が知 られ て い る 6・7）．本特集で も津本 らが紹介 して い ると

お り，ア ル ギニ ン を利用 した ク ロ マ トグラフ ィ も開発さ

れて きて い る
S・9）．アル ギ ニ ン とペ プチ ドの 相互作用 と凝

集抑制 の 分子機構は，現在で も興味深 い 論点になっ て い

るが，  タ ン パ ク質 を変性 させ る作用 が少な く
fi・IO・ll〕，

  塩濃度 の 高 い 条 件 で は凝集抑制の 効果が な くな り
12），

  トリブ トフ ァ ン に結合 し やすい IS）などが わ か りつ つ

あ る．た だ し，ア ル ギニ ン を添加剤と して使用する場合

に は，O．2　M か ら lM 程度 もの 高濃度が必要に な る．

　そ こで 数十 mM で も効果がある新しい 凝集抑制剤が，

リゾチーム の 加熱凝集をモ デル に 開発されてきた，ア ミ

ノ酸の 主鎖カ ル ボ キ シ ル 基をエ ス テル 化 した ア ル ギ ニ ン

エ チ ル エ ス テル
t2）や ア ミノ酸 アルキル エ ス テル

14），リ

フ ォ
ー

ル デ ィ ン グに効果 があるア ミド
15｝をカル ボキ シ

ル 基 と置換 した ア ル ギ ニ ン ア ミ ド
16） は T

い ずれ もリゾ

チ
ーム の 加熱凝集 をよく抑制する．ほか に，典型的なポ

リア ミン である ス ペ ル ミジ ン や ス ペ ル ミン
3｝ も，リゾ

チ
ーム の 加熱凝集 とい う指標で はアル ギニ ン やグアニ ジ

ン よ り も効果が高 い ．こ れ ら は Lmmry −Eyring モ デル の

（2） の凝集過程を高度に抑制する s・12）．な お リゾチーム

の熱凝集の 抑制 とい う指標で は，モ ノ ア ミン やジオール

に は効果がな く，ジ ア ミン だ けが効果があ る とい うク リ

ア な結果 も得られ て い る 17｝．

リフ ォ
ール デ ィ ングへ の利用

　熱による凝集抑制剤を，還元変性させ た状態か らの リ

フ ォ
ール デ ィ ン グ液に 共存 させ ると，収率が増加す るの

で はな い か，この ような単純な発想の もと，リゾチ
ーム

をモ デ ル に系統的 に調 べ て きた．そ の 結果，熱凝集を抑

制す る小分子 と，リフ ォ
ール ディ ン グ収率を増加させ る

小分 子はt特 徴が違 うらしい こ とが分か っ て きた （図 2）．

　現在分か っ て きた情報 を整理 す る と次 の よ う に な る，

熱凝集を抑制する 小分子 は， L述の とお り，ア ミ ノ 基を

持 つ 必 要 が あ る．しか も複数の ア ミノ基 （プ ラ ス グア ニ

ジ ウ ム 基 で も構わ な い ）が必要 で あ る 量5・17）．しか し リ

フ ォ
ール デ ィ ン グ収率を増加 さ せ る小分子は，グ ア ニ ジ

ウム基が必要で あ る，

　た とえばポ リア ミン の
一
種で あ る ス ペ ル ミジン は，グ

ア ニ ジウム基 を持たな い の で リフ ォ
ー

ルデ ィ ン グには効

果がな い が，複数の ア ミノ 基 を持つ の で熱凝集 の 抑制に

は効果があ る．グア ニ ジ ノブ ロ ピ オ ン 酸は．グアニ ジ ウ

ム 基 を持 っ て い る の で リフ ォ
ー

ル デ ィ ン グには効果があ

る が，グア ニ ジ ウ ム 基をひ とつ しか持たない の で熱凝集

の 抑制には効果がな い ，ア ル ギニ ン エ チル エ ス テ ル は，

ア ミノ基 とグアニ ジ ウム 基 の 両方を持 つ の で，い ずれ に
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も高い 効果がみ られる，リゾチーム をモ デル に数 卜種類

を調べ た 限 り，い まの と こ ろ こ の 規則 に従うようだ．

　な お，分類 した中に も効果の 大小はもち ろんある，ア

ル ギ ニ ン と比 べ る とア ル ギニ ン エ チル エ ス テル やアル ギ

ニ ン ア ミドは，熱凝集の 抑制や リフ ォ
ール デ ィ ン グへ の

効果 の い ずれ もが高い ．グ ア ニ ジ ン も，数 M もの高濃度

を用 い る と タ ン パ ク 質凝 集 を抑 制す る が ，そ れ は 100

mM 程度で効果があるか を比較検討 して い る この 相関図

とは，また別 の 問題 の 裡 に あ る．

　もっ とシ ン プ ル な規則 が見つ かる の か T リゾチ
ー

ム以

外 の タ ン パ ク質 に も適応 で きる規則な の かを調べ る こ と

が，今後の課題 として残 されて い る．

「
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1丿フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ凝集抑制

効果あ り

　　
　 　
⊃

　　

＿）

効果な し

図 2、熱に よ る凝 集抑制効 果 と．リフ ォ
ール デ ィ ン グに伴 う凝集

抑制効 果の 比較．
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おわり に

　 タ ン パ ク質は もともと凝集しやす い もの である．新規

な酵素をク ロ
ーニ ン グした の は良 い が，精製が難 しか っ

た り保存で きなか っ たり と，凝集抑制が鍵に な る こ とが

多い．タ ン パ ク質精製の 失敗 に 関す る経緯が詳細 に 記さ

れ た 修 士 論文 は，今 で も世 に あ ふ れ て い る．

　タ ン パ ク質の限 りない 可能性と，私た ち の 研究対象と

して の期待 と は う らは ら に，タ ン パ ク質溶液をデザイ ン

しよう とい っ た試みは不思議と少な い 気がする，Tris緩

衝液は遠紫外 CD に ノイズ を出すの で リン 酸緩衝液に し

ておこうな どと，深 く考えずに溶液成分を泱め る こ とが

多 い が，それで良い の だ ろうか．

　最後に
・
言．タ ン パ ク質溶液 に い つ もの習慣 として 塩

化ナ トリウムを 〔〕，lM ほど添加す る こ とはナ ン セ ン ス で

ある ，凝集を抑制す る とい う視点 で は．塩化 ア ン モ ニ ウ

ム か硫酸ア ン モ ニ ウム をオ ス ス メする．
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