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論文内容の要旨

蛋白質に対するアルコールの効果は古くから知られ、アルコールは蛋白質科学のさまざまな分野において使用され

る o 蛋白質の安定性を調べるための変性剤、 X線結晶構造解析のための結晶化剤、ペプチド合成の際に生じる凝集の

溶解剤といった用途があげられる。広範囲使用されているが、アルコールの作用機構は完全には解明されていな L 、。

アルコールの作用機構は蛋白質の構造と機能を理解する上でも重要な課題であるo 蛋白質に対するアルコールの効果

を大きく分けると、以下の 3 つに分けられる。本研究では各効果にそれぞれ注目し、アルコールの効果がアルコール

分子の構造と密接な関係があることを示した。

(1)α ヘリックス構造形成効果

ハチ毒ペプチドであるメリチンを材料とし、円偏光二色性 (CD) を用いてさまざまなアルコールの α ヘリックス

形成効果を調べた。メリチンはアルコールがない条件においてはランダムコイル状態をとるが、アルコールを加える

にしたがって単量体のヘリックス構造に転移する o この構造転移を二状態転移と仮定し、転移の協同性を示す m 値

によって各アルコールの α ヘリックス形成能力を定量化したo 炭素数の大きいアルコールほど α ヘリックス形成能力

が強いことから、炭化水素鎖はアルコールの効果に対して正に寄与する (methanol< ethanol < propanol < butanol)。

また、同じ数の炭素数をもっアルコールでも、水酸基が多いほど効果は弱い (glycerol< propylene glycol く n-prop

anol)。よって、水酸基は α ヘリックス形成効果には負に寄与する。また、ハロゲン原子は F <Cl<Br の順にアルコー

ルの効果に正に寄与する。以上の結果とさまざまなパラメータと m 値の相関を調べた上で、 m 値は次のようにアル

コールの露出表面積 (ASA) で定式化できることがわかった:

m = a xASA (CH) + bxASA (OH) + cxASA ( F ) + dxASA (Cl) + exASA (Br) (a --e は係数)

この式からさまざまなアルコールの α ヘリックス形成能力を予測できた。また、アルコールの作用はメリチンの疎

水性残基とアルコールの疎水性基の直接的な相互作用によっておきることが示唆される。

(2)天然構造を壊す効果(変性効果)

β シート蛋白質である β ラクトグロプリン (BLG) を材料に、上述のメリチンのような手法で、アルコールの天
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然構造を壊す効果を調べた。その結果、効果(1)と同様な傾向が見られ、類似した機構で BLG の変性反応が起きてい

ることが示された。

(3)凝集(アミロイド)に対する溶解効果

長期血液透析患者にみられるアミロイドーシスの原因蛋白質である β2 ミクログロプリン (B2MG) のアミロイド

線維を材料としてアルコールによる凝集溶解効果を調べた。酸性条件下において、 B2MG アミロイド線維に対して

さまざまなアルコールの種類と濃度を添加したときの CD、チオフラビン T蛍光および光散乱の時間変化を調べたo

また、 B2MG の単量体に対しても同様な測定を行ったo CD とチオフラビン T蛍光測定結果から、 hexafluoro­

isopropanol (HFIP) がアミロイド線維溶解効果をもつことがわかった。しかし、溶解は完全ではなく、透過型電

子額微鏡観察によってアミロイド線維が残存していることがわかった。それに対して臨床治療に使用される

dimethyl sulfoxide (DMSO) を低濃度添加した場合、溶解効果が顕著ではないが、約80%以上の濃度では HFIP 以

上のアミロイド溶解効果が見られた。また、電子顕微鏡観察においてアミロイド線維はほとんど観察されなかったo

HFIP は疎水的な溶媒であるのに対し、 DMSO は極性の強い溶媒である o DMSO によってアミロイド線維が溶解す

ることから、アミロイド線維内の蛋白質問は疎水的相互作用に加え、静電的相互作用で結合していることが示唆され

fこo

論文審査の結果の要旨

本論文では、ペプチド、蛋白質、アミロイド線維の構造安定性に対するアルコールの作用を系統的に研究し、アル

コール作用の分子機構を明らかにした。アルコール作用を理解することは蛋白質の構造安定性の分子機構を解明する

ために重要であるが、これまでアルコール分子に立脚した系統的な研究は少な L、。本論文はアルコール作用と蛋白質

の構造安定性の分子機構に新たな知見を与えるものであり、博士(理学)の学位論文として、十分価値あるものと認

める。
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