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論文内容要旨

第一章序論

 現在,主に尿蛋白質及び髄液蛋白質を対象として用いられている蛋臼質定量法の一つである

 S,ulfo8alicylicacid(SSA)及びtrichloroaceむicacid(TCA)による比濁法は,沈殿

 剤あるいは蛋白質の種類により,その定量値に差があることなど,いくつかの問題点が指摘されて

 きた。尿蛋白質については,SSAがTCAよりも高い濁度をあたえるという理由からSSAを用

 いた例が多いが,低分子量の蛋臼質が主体であると思われる尿蛋白質の中には,SSAよりもTCA

 に,より鋭敏なものもあると報告されている。しかしながら・広い種類の蛋臼質については,比濁

 法の検討はなされておらず,したがって比濁法の分子論的考察も皆無である。

 本論文は,SSAを含む芳香族スルホン酸類及びTCA及びdichloroacetlcacld(DCA)の

 塩化酢酸類による種々の蛋白質の濁度を詳細に検討し・上述の諸問題点及び沈殿剤と蛋臼質との相

 互作用と濁度の発現に分子論的検討を加えたものである。

 第二章比濁法の生化学的検討

 蛋白質の諸性質と得られる濁度との関連性を検討した。用いた蛋[ヨ質は,1ysOzyme,α一1乱c

 talbumin・β一1acto91Qbuhn・α一ehymo七ryPsinogenA,pep白in,ovalbumin,serum

 albumin,7+giobulin,flbrlnogen,apo-myoglobin,及びS-S結合還元処理を施した

 8urumalbuminである。濁度は上記蛋臼質の0.5mg/m1溶液1mlに〃1殿剤溶液4m]を加え,日立

 101型光電比色計で波長500nmにて測定したd沈殿蛋臼質の定量はLowry法によった。また,

 光学顕微鏡による沈殿蛋白質の観察も行なった。

 SSA及びTCAによる濁度の沈殿剤添加後の放置時間への依存性を調べたところ,濁度は放置

 時間によって変化することがわかった。同様に温度依存性を調べたところ,温度によって著しく異

 なることがわかった。そこで本実験では濁度はすべて放置時間20分,温度20℃にて測定した。次

 に広い種類の蛋白質について比濁を行なったところ,濁度は蛋白質の種類によって著しく異なるこ

 とがわかった。すべての蛋臼質の濁度は,沈殿蛋白質量が一定であるにもかかわらず沈殿剤特に

 TCAの濃度によって異なった値を示した。光学顕微鏡下に於ける観察から,高い濁度を示す沈殿

 蛋白質は脱水状態にある黒色粒子からなり,一方低い濁度を示す沈殿蛋白質は水を多量に含む白色

 粒子からなることが明らかとなった。

 上述の濁度の沈殿剤濃度依存性は,SSAでは単峰性,TCAでは二峰性を示した。TCAで得

 られる濁度の第一極大値は,SSAの場合の最大値と同様に蛋白質の種類による差が大きく,その

 値は被検蛋臼質の分子量とは無関係で・主に等電点に支配されることが明らかとなった。しかし,
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 S-S結合還元処理をしないserumalbuminは例外で・SSAにより極めて高い濁度を示し,一

 方S-S結合還元処理はserumalbumlnのこの様なSSAに対する高い感度を著しく低下させた。

 Serumalbuminのこの様な高い感度はSSAのほか・2-naphthalenesulfonicacid(NSA)・

 ωluenesulfonicacid(TSA)でもみられたが,DCAでは観察されなかった。

 TCAで得られる濁度の第二極大値は,蛋白質による差が小さく,すべての蛋白質で高い値を示

 した。同様の効果はDCAによってもみとめられ,むしろTCAよりも顕著であった。第二極大値

 での蛋白質と沈殿剤との相互作用は第一極大値での等電点依存性の相互作用以外のものを含み,そ

 の結果同一の蛋臼質及び沈殿剤であるにもかかわらず第一極大値での沈殿と異なった沈殿が形成さ

 れるものと考えられる。

 第三章芳香族スルホン酸類及ぴ塩化酸類の非極性基の疎水的性質

 ・Serumalbu皿inとの相互作用の考察

 前章で述べた・S-S結合還元処理をしないserumalbumlnが,SSAなどで示した特異的に

 高い濁度の分子論的機構を探る目的で,芳香族基及び塩化メチル基の疎水的性質を次に述べる二つ

 の方法で比較検討し,さらにserUmalbUminとこれらの沈殿剤との間の疎水性相互作用の相違を

 考察した。

 用いた第一の方法は,水環境と疎水環境とで吸収スペクトルが異なる色素pinacyanolの変色を

 利用して環境を知る方法である。日立256型光電比色計を用いて,各種沈殿剤中のpinacyanolの

 吸収スペクトルを測定した。第二の方法は,各種沈殿剤の希薄水溶液の電気伝導度からイオンとイ

 オンの近傍の水分子との相互作用を知る方法である。

 その結果,NSA,TSA・TCA及びbenzenesuifonicacid(BSA)の非極性基の疎水性相

 互作用力はNSA〉TSA〉BSA>TCAの順であり,TCAの三塩化メチル基は疎水性相互作

 用力が極めて小さいことがpinacyanolを用いた実験から明らかとなった。一方・電気伝導度の濃

 度依存性及び無限希釈度に於けるモル伝導度から・塩化酢酸類(monochloroace㎏te,dichl-

 oroaceむ巳teltrlchloroacet,a七e)及びメチル酢酸類(iso-butyrate・むrimefhylaceしa七e)の

 非極性基の疎水性の定量化を試みたところ,塩素基はメチル基とはvanderWaals容積が殆んど

 等しいにもかかわらず,その疎水性相互作用力はメチル基のものよりも極めて小さいことが明らか

 となった。これらの結果から,塩素基の疎水性相互作用は,同程度のvanderW巳als容積をもつ

 炭化水素基の疎水性相互作用よりもかなり弱く・かつ質的にも異なっていると結論された。したが

 って,塩素基を含む非極性基と蛋白質の疎水部分との間の疎水性相互作用力は,炭化水素竺非極性

 基と蛋白質の疎水部分との間のものよりも著しく弱いものと考えられる。
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第四章考察

 温度,沈殿剤添加後測定までの時間,被検蛋白質の種類及ぴ沈殿剤の種類,濃度などの諸要因は,

 いずれも蛋白質の濁度に強く影響を及ぼす。これら諸要因が一定の条件下では,比濁法の定量性及

 び再現性は良好であった。また,従来比濁法の沈殿剤として広く用いられてきたSSA及びTCA

 は,広い蛋白質を対象とした場合には必ずしも適当でないと結論された。

 蛋白質の濁度を決める沈殿剤一蛋臼質問相互作用について以下の分子論的考察を加えた。芳香族

 スルホン酸類及び塩化酢酸類いずれの場合も,はじめに沈殿剤アニオンが蛋白質の正電荷に吸着さ

 れ,一方プロトンは蛋白質の負電荷に吸着される。その結果,高い等電点をもつ蛋白質は沈殿剤ア

 ニオンを多量に吸着する為,生じる沈殿は高度に脱水化されたものとなり,光の透過率は低い。一

 方,沈殿剤アニオンを少量しか吸着しない低い等電点をもつ蛋白質由来の沈殿は,水を多く含む光

 の透過率の高いものとなる。即ち,SSA及び低濃度のTCAによる濁度は主に被検蛋臼質の等電

 点で決まると結論された。ただし,被検蛋白質がserumalbUminの時は,芳香族スルホン酸アニ

 オンの非極性基とserumalbUmin表面の疎水領域との間に疎水性相互作用が生じ,その結果これ

 らアニオンは極めて容易にsemmalbUminに吸着され,高い濁度を生じるものと考えられる。塩

 化酢酸アニオンの場合には,serum&lbuminでも低い濁度しか発現しない。その理由の一つとし

 て,沈殿剤アニオンと相互作用をする8erumalbumin表面領域の疎水性は,芳香族基の疎水性と

 質的に等しいが,塩化メチル基の疎水性とは異なっていることが指摘できた。塩化酢酸類は高濃度

 では,イオン型(R-CQO『)の蛋白質正電荷への静電的吸着に加尻て,末解理型(R-COOH)

 が,カルボキシルーペプチト及び側鎖カルボキシル間水素結合により吸着される。そのため低等電点

 蛋白質の塩化酢酸低濃度域における濁度は・高濃度域で増加する。

 これらの考察は,芳香族スルホン酸～DCA混液は,尿蛋白質のスクリーニング法試薬として,

 現在一般に用いられているSSA及びTCAよりも,広い蛋白質に応用しうるという点で,更にす

 ぐれたものである可能性を示唆する。
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 論文審査の結果の要旨

 本研究は,芳香族スルホン酸類および塩化酢酸類による蛋白質の濁度発現を詳細に検討し,沈殿

 剤による蛋臼質濁度発現の分子論的解析を試み,さらに蛋白質定量の簡便法として用いられてい

 る比濁法に使用する沈殿剤の改良を指摘したものである。

 本研究に用いた蛋白質は11種で,分子量14,000dalしonから34、000daiton,等電点は1.0から

 11.1までの広い範囲にわたるよう選択している。

 まず,沈殿蛋白質最が同じでも,その濁度は沈殿剤濃度で異なり,スルフホサルチル酸(SSA)

 濃度に対しては単峰性・トリク口口酢酸(TCA)に対しては二峰性を示すことと観察している。

 また濁度のSSAによる最大値およびTCAでの第一極大値は蛋白質による差が大きく,その値は

 蛋白質の分子量に依存せず,等電点に支配されること,TCAによる第二極大値は蛋白質による差

 は少なく,高い値を示すことを明らかにしている。SSAおよび低濃度TCAによる濁度と,高濃

 度TCAによる濁度を示す沈殿の状態は異り,前者は抱水状態,後者は脱水状態の沈殿であること

 を光学顕微鏡で観察している。

 次に低濃度TCAでは濁度が低いにもかかわらず,SSAで高い濁度を示し,S-S架橋還元に

 より,このSSAによる高い濁度を示す性質を失う,ウシ血清アルブミンの濁度発現機構を解明すべ

 く,沈殿剤の非極性基の疎水性相互作用力を検討している。まず1pin乱(二yanoLの吸収スペクトル

 変化を与える沈殿剤α)濃度域を測定し,pinacy㎝(〕1と三塩化メチル基間の疎水性相互作用は芳香

 族基間とのそれよりも弱いことを明かにし,また電気伝導度の濃度依存性およびモル伝導度から塩

 化酢酸類とメチル化酢酸類の疎水性の定蚤化を試み,えられた結果から塩素基はメチル基とvan

 del・Waals容積が殆んど等しいにもかかわらず,その疎水性相互作用力はメチル基より小さく,ま

 た質的にも異ると結論している。

 以上の実験結果に基づき,沈殿剤による蛋白質の濁度発現機構につき考察している。

 まず・沈殿剤の静電的吸着による沈殿形成と濁度の強度の関係を論じ・TCAによる濁度の二峰

 性は沈殿剤の静電的吸着に加えて非解離型TCAの水素結合での蛋白質への吸着によると説明して

 いる。また,SSAで例外的に高い濁度を与えた血清アルブミンについては,芳香族スルフ、tン酸

 と血清アルブミン表面の疎水領域間の疎水性相互作用により,沈殿剤が容易に吸着されるためであ

 り・この血清アルブミン表面の疎水領域は塩化メチル基のとは性質が異るため,塩化酢酸では低い

 濁度しか与えないと考察している。

 また,これらの研究結果から,広い種類の蛋臼質に対しては,芳香族スルフォン酸とシク・ロ酢

 酸の混液が比濁法の沈殿剤として有効であろうと示唆している。

 以上の論文内容は,沈殿剤による蛋臼質濁度発現機構の解明さらに,蛋臼質沈殿剤として汎用さ

 れているトリク口口酢酸による蛋白質沈殿生成機構の解明に重要な知見を与えるものであり,提出
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 者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。よって蝦

 名恵提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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