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水性二 相分配法に よるタンパ ク質の 表面疎水性の 評価 と

疎水性差 に 基 づ く分 離

矢野浩二 ，若山昭大，久保井亮一〇
，駒沢　勲

＊

（1993 年 6 月 21H 受理 ）

　 タ ン パ ク質表面全体 の 疎水性 を，ポ リエ チ レ ン グ リコ
ー

ル ／デキス トラ ン （PEGIDex ）系を用 い る水

性二 相分配法 に よ り，一方表面 に 局在す る結合部位 の 疎水性 を，PEGIDex 系 に 非イオ ン性界面活性剤

Triton を 添 加 し た Triton 添 加法 に よ り 体 系 的 に 評 価 し た．タ ン パ ク 質 と し て は，　 lipase
，

α 一

chymotrypsin ，　cytochrome 　c な ど を用 い た．こ れ ら タ ン パ ク 質の 疎水性 は各 々 特徴 が あ り，構造変化 や

環境 と の 相 互 作用 に よ り 変化 す る．こ の 差 を用 い て ，タ ン パ ク質 の 効 果 的 な 分 離が 可能 で あ る．チーズ

ホ エ
ー

中 の 主 タ ン パ ク質 で あ る α 一lactalbu皿 in と β一lactoglobulinを例に と り，表面疎水性 の 分析結 果
に 基 づ い て ，両者 を 効 果的 に 分 離 で き る こ と を示 し た．EDTA に よ る GaZ ＋

イオ ン の 除去 に よ っ て 生

成す る ア ポ タ ンパ ク質 の 局所的 な疎水性 に 基 づ く分離 は 特 に 効果的 で あ っ た．

1 緒 言

　酵素 ・タ ン パ ク 質 ・機能 性 ペ プチ ドな ど の 生 理 活性物

質の 表面疎水性 は表面電荷と共 に 高次構造 と生 理機能 の

発現の た め に
， 最 も重要 な 因子の

一
つ で あ る．例え ば，

油脂 分 解能 を有 す る 各種起源 の リパ ーゼ の 場合，活性部

位 や 表面 の 疎水性 が 酵素活牲 に 直接影 響 す る．又，遺

伝子産物 の 細胞内封入体 （変性状態）か ら活性型 へ の 巻

き 戻 し ・分 離 ・回 収 プロ セ ス に お い て は ，巻 き 戻 し中間

体 の 表面疎水性変化 が 大 き な 問題 とな っ て い る
3）14）．

又 ，タ ンパ ク質の 分離精製を合理的 に 行 う た め に も，タ

ン パ ク質 の 表 面特性，特 に 表面疎水性 の 正 確 な 情報 を得

る 必 要が あ る ．こ れ ま で ，疎水 ク ロ マ ト法，沈殿法 ， 表

面張力法 な ど 多 くの 測定法 も 報告 され て い る
U）9）． し か

し，こ れ ら生 体高分子 の 表面特性 は 高次構 造 に よ っ て 複

雑 に 変化 す る
1η．従 っ て

， 従来の 多くの 測定法や測定

結果 に つ い て は，高次構造 の 変化 を考慮 して 検討 す る必

要 が あ る．表面疎水性 に つ い て も，タ ン パ ク 質表 面 に 存

在 す る残 基 の 疎水性 の 和 で あ る 表面全体 の 疎水性 と
， 局

所的 に 疎水基 の 集 中 し た結合部位の 疎水性 の 二 つ を明確

に 区別 して 検討 した報告 は ほ とんど見 られ な い ．

　水性二 相分 配 系 は ポ リエ チ レ ン グ リ コ ー
ル （PEG ＞，

デ キ ス トラ ン （Dex ）な どの 親水性ポ リマ ーが 自己 組織

的 に相分 離し て 形成す る水
一
水 系 の こ 相分配 系 で あ る

＊
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　 兼 山町 1−1

が，タ ン パ ク 質 の 高次構造 に 及 ぼ す 影響 を最小 限 に で

き，タ ン パ ク 質 を安定 に 保持 し な が ら表面特性 を 解 析 す

る こ とが で き る と い う特徴が あ る ．異 な る 疎水性差を持

つ 各種 の 水性 ニー二相分 配 系を用 い て ，タ ン パ ク質 の 二 相間

分 配 か ら表面全体の 疎水性 を，又，非 イオ ン 性界面活性

剤 で あ る Triton と の 疎水結合 の 大 き さ よ り局所的 な 結

合部位 の 疎水性を求め る 方法 に つ い て は，先 に 提案 し

た
］s〕．Triton は，タ ン パ ク 質 の 高次構造 を変 化 さ せ る

こ とな く オ リ ゴ マ
ー

タ ン パ ク 質 や 膜 タ ン パ ク 質 と 疎水結

合す る こ とが知 られ て い る
2｝61．

　本研究 で は
，

二 相間 の 疎水性差 （分 配系の 疎水性，

∫fF） を，疎水性 が 既知 で あ る ア ミ ノ 酸の 分 配 係 数 か ら

定量 す る と共 に，こ れ に 基づ い て
， 各種 ペ プチ ド・タ ン

パ ク質 の 表 面 疎 水性 の 定 量 を行 っ た．2 種類 の 水性二 相

分配法 を用 い ，各種 タ ン パ ク 質 の 表面 全 体 の 疎 水 性及 び

局所的 な 疎水性を区別して ，両者を定量化した，更 に，

こ れ ら 2 種類 の 疎水性差 に 基づ く タ ン パ ク質 の 分離精

製 の 具体例 と し て，チ
ーズ ホ エ

ー
中の 主 タ ン パ ク 質 で あ

り，Ca2 ＋
と の 結合部位 を も つ こ と が 知 られ て い る α．

ラ ク トア ル ブ ミ ン と β一ラ ク トグ ロ ブ リ ン の 新 し い 分離

プロ セ ス を提出 した．

2 実 験

　2 ・1　試薬 ・溶液

　2 ・ 1 ・ 1 ポ リエ チ レ ン グリ コ ール （PEG ）　 水 性 二

相分配系 を構成 す る 水溶性ポ リマ ーと して 用 い た PEG
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は
， PEG1540 ，4000，6000，2eOOOで ， 平均分子 量 は そ

れ ぞ れ 1500， 3000 ， 7500 ， 20000 で あ り，和光純薬工

業 （以下，和光製 と略記｝
一

級 試薬 で あ る．

　2 ・ 1・2 デ キ ス トラ ン （Dex ）　 水性二 相を 構 成 す

る もう
一

つ の 水溶性ポ リマ ーと して 用 い た Dex は
， 分

子P■ ．　6000e 〜gOOoo
，
　 I　OOOOO− 2000  0 の 和光製で あ る ．

　2 ・1・3 塩 　リ ン 酸 カ リ ウ ム （KPi ）（リ ン 酸 二 水

素 カ リ ウ ム ＋ リ ン 酸水素ニ カ リウ ム ）， 硫酸 ナ ト リウ ム

（Na2SO4 ＞（以上和光 製 特級 試 薬 ），硫酸 マ グ ネ シ ウ ム

（MgSO4 ・7H20 ），（石 津製薬製特級試 薬，以 下，石津製

と 略記）， 塩化 ナ トリウ ム （NaCl ）（富田製薬製特級試 、

薬 ） をそ れ ぞ れ使 用 した．

　 2・1・4 　ア ミノ 酸　　分 配 物 質 と して 用 い た ア ミ ノ 酸

は，　 glycine （G ｝y ），　L −threonine （Thr ），　L −mcthionine

（Met ），　 L −valine （Val），　 L −phcnylalanine （Phe）， 1．−

tryptophan （Trp ）で あ り ， 石津製で あ る．

　2・1・5　ペ プチ ド　　分 配 物質 と して 用 い た ペ プチ ド

は，Gly−Gly （G −G ），　 Trp −Gly（W −G ＞，　 Phe−Phe （F−F＞，

Trp−Phe （W −F），　 Gly−Gly−Gly（G −G −G ），
　 Gly−Phe−Ala（G ・

F −A ），Giy −Phe −Phe（G −F−F ）で あ り，　 Sigma 製 で あ る ．

　2・1。6　タンパ ク 質　　分 配物質と して 用 い た タ ン パ

ク質 は，（）hromobacterium　visc・sum 　lipase（東洋醸造製，以

下 C ．　V ．　Lipase と 略 記 ），　 lysezyme
，

α
一chymotrypsin （以

」：，和光製）， malate 　dehydrogenase（MDH ，オ リエ ン

ト酵母製 ）で あ る．そ の 他 の タ ン パ ク 質 は ，Sigma 製で

あ る．Apomyoglobin の 調製 は，2一ブ タ ノール に よ る

myoglobin か らの ヘ ム の 抽出に よ り行っ た
51、

　2・1 ・7　その 他 の 試薬　　PEG ／Dex 系 へ の 添 加 に

は，非 イ オ ン性界面活性剤 で あ る Triton 　X −405 （Sigma

製 ）を用 い た．そ の 他 の 試薬 は和光製特級で あ る．

　2・2　操　作

　2・2・1 二 相分配系の調製　　分 配 系 の 疎 水 性

（HF ）を変化 さ せ る た め ， 各 種 分 子 量，濃度 の PEG

と，Dex あ る い は塩 を 混合 し，分配物質 を含 む所定 の

分 配 系 を調製 し た
12 〕．振 り 混 ぜ た 後 ， 遠 心 分 離 （5000

rpm
， 20　min ， 25℃ ）に よ り二 相 に 分離 し た ．二 相分配

系 の pH 調整 は 少量 の HCI 及 び NaOH の 添加 に よ り

行 っ た．又 ，Trit。n 添 加 系 で は，二 相系調製時に
，
　 Tri−

ton　 X −405　を　PEG 　 4000 〔9 ％ ）／Dex 　100000− 20｛）〔｝‘）0

（9％）系 に O〜5mM の 濃度 で 添加 した．

　 2 。2 ・2　 分 配 物 質 濃 度 の 定 量 　 　 ア ミ ノ 酸 濃 度 は ，。一

フ タ ル ア ル デ ヒ ド （OAP ）反 応 を 用 い た 高 速 液 体 ク ロ

マ トグラ フ （島津製作所製，ア ミ ノ 酸分析 シス テ ム ）を

用 い て 定 量 し た，ペ プ チ ド濃度 は ニ ン ヒ ド リ ン 反応 を用

い て 定量 し た
D．又，タ ン パ ク 質濃度 は，マ イ ク ロ TP

テ ス ト ワ コ
ーを 用 い て 600nm の 吸光 度 よ り 測定 し

た
4）．

　2・2・3　cr一ラ ク トア ル ブミン と β一ラ ク トグ ロ ブ リ ン

の分離　　2・2・1 の 水性二 相分配系を用 い ，各タ ン パ ク

質 濃 度 は 1〜2．4mg 　ml
−

］

と し た．又，　 Triton添加系 に

よ る 分 離 で は ， タ ン パ ク質表面 に結合 して い る Ca2 ＋

イオ ン を除去 す る た め に ，100mM の EDTA を添加 し

た．本実験 は，実験操作 上 各 タ ン パ ク 質単独系の 分配 に

つ い て 検討 して い る が，混合 タ ン パ ク質 の 分配が 単独系

の 分 配 と よ く 対 応 し て い る こ と を，島津 製作 所製

Shim −pack　 DIOL −150 カ ラ ム を 用 い た HPLC

〔LC −6AV ，島津製作所製）に よ り確認 して い る．

3　結果及 び考察

　3 ・1 水性二 相分配系の疎水性

　液一
液 二 相系に お い て ，．溶質の 分配平衡 が 成立す る条

件 で は
，

二 相 に お け る溶質 の 化学ポ テ ン シ ャ ル が等 し

く
， 溶質 の ．

．
湘 問 分 配 係数 を K とす る と ， 自由エ ネ ル

ギ ー
変化 は 式（1）で 表 され る．

一
△oo＝1〜コ「’lnK （1 ）

　水性 二 相分配系 に お ける 分配係数 は ，既往 の 研究
2°）

に よ り低塩濃度条件 で は，塩析効果 を無視 で き，式（2 ）

で 表 す こ と が で き る．

lnκ ＝ lnκ，1、＋ lnκ hph 。 b． （2 ｝

右 辺 第
一

項 は 静 電 効 果 に よ る寄与 を表 し，分 離物質 の 表

面電荷 と 二 相間 の 静電 ポテ ン シ ャ ル 差 に 依存 す る．等電

点 に おい て は ，こ れ らの う ち第
一

項 を無視 す る こ と が で

き，第二 項 の 疎水効果 に よ る 寄与 の み で 近似 で き る．従

っ て ，分 配 系の 疎水性 を HF ， 分 離 物 質 の 表 面 疎水性 を

HFS とす る と，分配係数 は次式 で 与 え られ る
Il ）．

Inκ ＝1n　Khph。 b．＝HF ×　HES （3 ）

こ こ で ， 分 離物質 が ア ミ ノ酸 の 場合，HFS は Tanford

ら
1［’》が 水／ジ オ キサ ン 系及 び 水／エ タ ノ

ー
ル 系 に お い て

測定し た ア ミ ノ 酸側鎖 の 疎水性 RH に 対応す る．従 っ

て ，異 な る RH を 持 つ ア ミ ノ 酸 を水性ご．
．
二相分 配系 で 分

配 し，そ の 分 配 係数 を測定 す る こ と に よ り，分配系の 疎

水性 （册 り を一
義 的 か つ 簡便 に 定量 す る こ と が で き

る
121 ．

　PEGIDex 系及 び PEG ／KPi 系 に 7 種 類 の ア ミ ノ 酸 を

分配 し た と き の ，分配係 数 に 対 す る RH の 依存性 を

Fig．1 に 示 す ．い ず れ の 系 に お い て も，ア ミ ノ 酸 の 分 配

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Fig．2　HF 　ladder　of 　PEGIDex 　and 　PEG ／salt 　sys
−

tems 　 measured 　 under 　different　conditions

Fig。　l　Effcct　of 　the　relative 　hydrophobicity　（RH ）

defined　by　Nozaki　 and 　 Tanfbrd　on 　the　 partition
coef 丘clents 　 of 　amino 　 acids （Kaa）三n （a ）PEG ／Dex

and （b）PEGIKPi 　systems

（a ）○ ： PEG1540 （10，8％＞／Dex　loo　K −200　K （9 ％ ），
△ ；PEG4K （9％）／Dex 　loo　K −200　K （9％），口 ：PEG6K

（9 ％）／Dex　lOO　K −200　K （9％ ）； （b） ○ ： PEG 　1540

（14％）／KPi （14％）、　pH ；6
，

▲ ：PEG4K （lo％）／KPi

（14％ ）pH ＝ 6
，

△
： PEG4K （14％）／KPi （14 ％）pH

＝

6，　口 ：PEG6K 　（14％ ）／KPi 　（14％ ）　pH ・・6，▽ ：

PEG20K （14％ソKPi （14％ ）pH
＝6

係数 K
。、

と RH の 間 に は直線関係が 成立 し，こ の 直線

の こ う配 が 分配系 の 疎水性 （HF ）と な る．本実験 で 使

用 し た PEG ／Dex 系及 び PEG ／塩系 に お い て ，　 HF を ど

の 程度の 範 囲 で 変 化 で き る か を Fig．2 に 示 す．　 PEG ／

Dex 系 の HF は ， 異 な る分 子 量 や 濃度 の ポ リマ
ー

を組

み 合 わ せ る こ と で 変化 さ せ る こ と が で き る が，PEG ／塩

系 と比 べ て ，絶対値及び変化 で き る 範囲 の 両者 は ともに

小 さ い ．PEG ／塩系 で は，一
価と二 価 の 塩 の 濃度比が変

化す る 場 合，系 の pH に よ っ て も HF が 変化 す る．

又，系 を構成す る 塩 以外 の 塩 を第三 成分 と し て 添加 す る

こ と に よ っ て 大 き く変化 させ る こ とが で き る ．例え ば
，

PEGIMgso4 系 へ の Na2so4 の 添加 の 場合 ， 从 F は o．1

か ら 0．35　mol 　kJ
− L

と な る．

S ・2 ペ プチ ドの 疎水性

　各種 の ジ ペ プ チ ド及 び ト リペ プ チ ドの 分 配 係 数 Kp，

を，3・1 で 求 め た 分 配 系 の 疎水性 HF に 対 し て プロ ッ ト

し た 結果 を，Fig．3 に 示 す．各 ペ プ チ ドに 対 し て
，

丶
・
q

101

100

10
−1

10
−26

O．1　　　　0．2　　　　0．3
HF　！mol ・kJ

−1

Fig．3　Effect　of 　HF 　of 　phase　systems 　 on 　the　parti・

tion　coeff ）cients 　of　peptiCles（1（pe）

　　　　　　　　　　　　　　　　　L

（HF ，　 ln　Kp 。〉
＝（0，0） を 通 る 直線 関係 が得 ら れ る こ と

か ら，ペ プチ ドに 対 し て も式 （3 ）が成立す る こ と が 分 か

る．直線 の こ う 配がペ プチ ドの 疎水性 HP’S を表 す．こ

れ よ り 求め た ペ プチ ドの 疎水性 HFS と Tanford　
19 ＞に よ

る ア ミ ノ 酸側鎖 の 疎水性 （RH ）の 線形和 と し て 求め た

計算値 とを比較す る と，両者 の 間 に は良好 な相関関係が

得 ら れ た ．従 っ て 本法 に よ っ て ，直接 か つ 簡便 に ペ プチ

ドの 疎 水性 の 定 量 が 可 能 で あ る ．
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　3 ・3　 タ ンパ ク質 の 疎水性

　3 ・3 ・ 1 表面 全体 の 疎水性 　　幾 つ か の タ ン パ ク 質の

等 電点 に お け る 分配 係数 （Kp．） を分 配系 の 疎水 性

（HF ）に 対 し て プ ロ ッ ト した結果を Fig．4 に 示 す．分

子 量 や 等電点の 異 な る各 種 の タ ン パ ク 質 に つ い て も，ア

ミ ノ酸 や ペ プチ ドと同 様 ， 式（3 ＞の 直線関係 が成立 して

い る．従 っ て ，こ の こ う配 よ り，タ ン パ ク質の 表面全体

の 疎 水 性 と し て HFS を 求 め る こ と が で き る．橦 々 の タ

lO1

100

　

　

　

　

　

　

　

　

爿

　

　

　

　

　

　

　

　

10

−

丶
』

2

10
−20

　 　 　 1　 　 　 　 　 　 2

HF　x　102！mo1 ・kJ
−1

Fig・4　Effect　of 　HF 　of 　phase　systems 　on 　the　parti−

ti。 n　C・ efflCien しS ・f　pr・teinS （κ
卩
．）

HFS ！kJ

200

100

0

一iOO

一200

一300

一400

一500

40

60

80

00

Lysozyme
Chymopapain

Ribonuclease　a

α 一Chymotrypsin
Ovalbumin
Cytochrome　c

Fig。5　HFS 　laddcr　of 　protcins　and 　cnzymes

ン パ ク 質
・酵素に つ い て 本定量法 に より求め た HFS を

Fig．5 に 示 す．．
搬 的 に ，タ ン パ ク質 は疎水 基 を 内側 に

折 り 畳 む よ う に 高 次 構 造 が 形 成 さ れ る た め ，α
一

chymotrypsin ，
ヘ モ グ ロ ビ ン，各種脱水素酵素な ど， 分

子 量 の 大 きい 大部分 の タ ン パ ク質の H 鮒 は負 の 値とな

り親水的 な 表面 を もつ ．一
方 ，

1ysozyme は 比較的疎水

性 が強 く，又，基質 との 疎水結合部位 を有 し，酵素活性

の 高い 微生物起源 の C，V ．　Lipasc や papain は表面全体

と して も疎水性 が 大 き い．以 上 の よ うに ，各 タ ン パ ク質

は 特有 の 表面疎水性 IIFS を もち，　 HFS に 差 が あ る 場 合

に は，疎水性 （〃F ）の 大 き な 分配系 を選 択 す る こ と に

よ っ て，効果的 に タ ン パ ク 質を分離す る こ とがで き る．

　3・3 ・2　局所的 な疎 水 性　　PEG ／Dcx 系 に Trit｛）n

X −405 を添加 す る と ， Triton は PEG 相 に 偏 っ て 分配 す

る た め に ，Triton と疎水結合するタン パ ク質 は PEG 相

に 偏 っ て 分配 す る
la｝．従 っ て

，
こ れ を利用 し て ，　 Triton

濃度 の 増加 に対 す る タ ン パ ク 質の 分配係数の 変化 の 大 き

さ か ら，
「
rritonとの 疎水性相互作用 の 強 さ を定量 す る

こ と が で き る
ls ） （Triton添加法〉．本法 は タ ン パ ク 質 と

疎水的ブロ ーブ との 相互 作用 を利用 して い る た め
， 従来

法 で あ る疎水 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー ）や PEG の末端を疎

水 性 リガ ン ドで 修飾 し た 水性 二 相系 を 利用 す る方法
16）

と同様，タン パ ク質 の 局所的な疎水性を定量 す る こ と が

可能で あ る．

ミ
．
f
三

丶
、
f

1

10

io

10
−
0 　 2　 　 　 　 4

Triton　X − 4051mM
6

Fig．6　Effect　of 　the　addition 　of 　Triton　X −4050n

（a ）the 　in・・c・・e　in　the　n ・ m ・ al 　l・ ga ・ithm ・f　the　parti−

tion　ceeMcients 　of 　proteins，　△ln　1（p，　and 　（b）　the

partiti・ n　c・ efficient ，　Kp．
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　Triton濃度 を増加 さ せ た と き の 各 タ ン パ ク 質 の 分配

係数変 化 と Trit。 n 非添加 時 と の 分 配 係数 の 差 （△ln

Kp
，）を 併せ て Fig．6 に 示 す．各 タ ン パ ク質 は表面全体

の 疎水性 （HFS ）が 異 な る た め に
，
　 Triton非添加時 の 分

配係数の絶対値 は異な るが，Trit。 n （5mM ＞添加時 と

非添加時 の 分配係数の 差 を と る こ とで，局所的な疎水性

を統
・．．・

的 に 表 す こ と が で き る と考 え られ る．種 々 の タ ン

パ ク質 ・
酵素 に つ い て 本定量法 に よ り 求 め た △ln　K

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 P「
〔5mM ＞を Fig．7 に 示 す ．　 Fig．5 と比 較 す る と，局所

的な 疎水性 は 表面全 体 の 疎水性 （HFS ）の 順列 と は ， そ

の 傾向が大 き く異な っ て い る．ちな み に
， myogi ・bin と

そ の ア ポ タ ン パ ク 質 で あ る apomyoglobin で は HFS が

ほ と ん ど同 じ で あ る に もか か わ らず，局所的 な疎水性 は

ア ポ体 の ほ うが 7倍程度大 き い ．

　高 次構 造 に ゆ ら ぎ の あ る 巻 戻 り 中 間 体 で あ る mol −

ten −gl・bulc状 態 や 高次構造 の 壊 れ た変性状態 の タ ン パ

ク質 は，局所的な疎水性は強い．又，単量体で ある が疎

水 結合部位 を もつ こ と が 知 られ て い る BSA ，及 び 各種

脱 水素酵 素 な ど の 多量体 は
， 表面全体の 疎水性 （HFS ）

は小 さい が，局所的 な疎水性 は 強 い ．こ れ らオ リ ゴ マ
ー

タ ン パ ク 質 は サ ブ ユ ニ ッ ト接 触界面付近 に 強 い 疎水結 合

部位をもつ と考 え られ る．一
方 ，

ほ と ん ど の 単量体で は

局所 的 な 疎 水性 は 小 さ く，HFS の 大 き な papain，
lysozyme も例外 で は な い ．従 っ て ，　 UFS に 差 が な い 場

合で も，局所的 な 疎水性 に 差 が あ る と きや ア ポ 体 に 変換

で き る場合 に は ，Triton添加条件 で の ，分 配係数変化

を利用す る 分離が 可能とな る．

　3 ・4 　α一ラ ク トア ル ブ ミン （cr−LA ） とβ一ラ ク トグロ

ブ リン （β一LG ）の 疎水性差に基 づ く分離法

　タ ン パ ク 質 の 2 種類 の 疎水性差 を 利用 し た 分 離 の 具

体例と して ，α
一LA と β一LG の 分離プ ロ セ ス の 検 討 を行

っ た．こ れ らは，ミ ル クな ど の 食品 の 添加剤と して 利用

さ れ て い る チ
ーズ ホ エ

ー
中 の 主 タ ン パ ク質 で あ り，

Ca2
＋

との 結合部位 を もつ こ と が 知 られ て い る
7）10｝．

　α 一LA と β一LG の PEGfDex 系 に お け る 疎水性プロ ッ

ト （分 配 係数 Kp．　vs．分 配 系の 疎水性 HF ） を Fig．8 に

示 す．α
一LA ，β一LG の HFS は ，各々 ，− 31．4，− 83．8
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kJ　mol
−

’
で あ り，い ずれ も親水性 の 表面 をもつ が，両

者を 比 較 す る と，α 一LA の ほ うが 2 倍程度疎水性 が 強

い ．両者の 分離係数 α i1ぐ（α ・LA ）／K （β一LG ）1 は，系の

疎水性 （1fF）の 増加に つ れ て増加 し ，
　 PEGIDcx 系 に お

い て 5 ま で 増加 し た．更 に ，HF の 大 き な PEG ノ塩系 を

用 い る こ と に よ り ， 分離係数 の 改善 は 可能 と考 え られ

る ．

　両 タ ン パ ク 質 の Trit・n 添加効果 を Fig．9 （a ） に 示

す．局所的 な 疎水性 に対応 して，Triton添加効果 は 二

量体 で あ る β一LG の ほ うが 大 き く，分離係数 は Trit・ n

濃度の 増加 に よ り逆に 減少 し た．そ こ で ，局所的な 疎水

性 に よ る 分 離 法 を 改 善す る た め，タ ン パ ク 質 の ア ポ 体 へ

の 変換 を検討 し た ．EDTA は Ca2 ＋
と 錯体 を 形 成 す る

こ と か ら ， Ca ？
‘
ト

と相互作用す る タ ン パ ク質か ら Ca2＋

を 除去 し，ア ポ タ ン パ ク 質 を 形成 す る こ と が で き

る
101．EDTA を 添 加 し た と き の 、　Triton 効果 を Fig．9

（b）に 示 す．100μM の EDTA を 添加 す る こ と に よ り

ア ポ 体 が 生成 し，α 一LA で は 局所的な 疎水性 が 増加 し ，

逆 に ，β一LG で は減 少 した．従 っ て ，両 タ ン パ ク 質 の 分

離係数 は 飛躍的に増加し，

一段の 操作で α一LA とβ一LG

を ほ ぼ 完全 に 分離 で き る こ と を示 して い る．本分離法 は

表 面 全 体 の 疎 水 性 差 を利 用 し た プ ロ セ ス よ り もは る か に

効率的 で あ る，

　 本研究 は 平成 5 年度文部省科 学研 究 費 補助 金 （日本 学 術

振 興会 特 別研 究 費 No、5−1333 ） の 援 助 を 受 け た．こ こ に 謝
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　Asystcmatic　invcstigation　of 　the 　surface 　hydrophobicity　of 　proteins　was 　carried 　out ．

Hydrophobicity　can 　be　classiiicd 　into　at 　lcast　twG 　groups： one 　is　thc 　sur 魚ce　nct 　
hydro −

phobicity，　which 　can 　be　quanti丘ed 　by　examining 　the　partition　behavior　of 　various 　pro−

teins　with 　differing　propertics　in　polyethylene　glyco1（PEG ソdextran （Dcx）systems ；the

I油 er 　is　 thc 　local　hydrophobicity　 originating 　from　the 　 hydrophobic 　binding　site 　on 　the

surI 註cc ，　and 　can 　bc　evaluated 　from　the　lncrement 　in　the 　partit｝on 　coefflcient 　of 　protcins　in

PEG ／Dex　caused 　by　a　nonionic 　surfactant
，
　Triton．　Some　of　the 　protcins　examined 　were

lipase
，

α 一chymotrypsin 　and 　cytochrome 　c．　 Each　protein　has　its　own 　characteristic 　hydro−

ph・ bi・ n ・t・・e　d・p・ ndi ・g ・ n 　b・ th　it・ c・ n 飾 ・ m ・ti… ｝・hang・ and 　th・ i・ t・・ acti ・ n 　with 　it・

environmcnt ．　These　hydrophobicity　di鉦brcnces　can 　be　systematically 　exploited 　in　order
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to achieve  zn  ell'ective  separation.  As a  case  study,  the  separation  of  cr-lactalbumin  and

B-Lactoglobulin, the  major  preteins in eheese  whey,  was  examined.  A  highly effective

scparation  was  achieved  by an  enlarged  diffcrcnce in the  local hydrophobicities of  the

apo-proteins  formed by removing  calcium  ion using  EDTA.

                                                     (Received June 21, 1993)
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