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Ⅰ研 究 の成 果(1000字 程 度)

【背景】近年,医 学や生化学をはじめとした広い研究分野において,ア ミロイ ドタンパク質な どの凝集性

変性 タンパク質が注目されている.こ のようなタンパク質の凝集反応は,タ ンパク質の局所的な疎水性表

面間の相互作用が主な原因となっている場合が多い.そ のため,凝 集性変性 タンパク質の表面疎水性を定

量的に評価することは,凝 集反応のメカニズムを解明する上で大変重要である.し かしながら,こ れ らの

タンパク質は,溶 液中で迅速に凝集 し,表 面が埋没 して しまうため,そ の表面疎水性 を定量することが困

難である.そ こで,本 研究では,タ ンパク質を固相上に固定化す ることによって凝集 を完全に抑制 し,そ

の上でタンパ ク質の表面疎水性を定量する手法の開発 を試みた.

【実験方法】疎水性プローブの吸着量を測定することにより,固 定化 タンパク質の表面疎水性を定量した.

吸着量は,表 面プラズモン共鳴(SPR)現 象を利用 したセンサーを用いて測定した.SPRセ ンサーは,セ

ンサー表面近傍の屈折率変化を高感度に測定することが可能であり，セ ンサー表面に固定化した生体高分

子 と化合物との相互作用の測定に広く用いられている.ま た,疎 水性プローブには,タ ンパク質の立体構

造 にほとんど影響 を与えずに,そ の疎水性表面に吸着することが報告 されている非イオン性界面活性剤

TritonX-100(TX)を 用いた.

【結果 ・考察】まず,表 面疎水性の異なる5種 類のタンパク質をセンサー表面に固定化 し,0.25～10mMTX

水溶液を流した際のSPRシ グナルの変化量(△Sprotein)を それぞれ測定した.次 に,BETの 吸着等温式を

用いて△Sproteinを解析 し,単 位固定化量の固定化タンパク質表面へのTXの 第一層吸着量を反映するシグナ

ル変化量(△Sm)を 得た.溶 液中のタンパク質の局所的な表面疎水性を定量した文献値(LH)お よび一般

的な疎水性プローブ法(ANS法)の 結果と△Smと を比較 したところ,高 い相関が見られた(図).こ れよ

り,本 測定方法および解析方法によって,固 定化タンパク

質の表面疎水性が定量できることが示 された.

次に,セ ンサー表面に固定化 した天然型lysozymeに 対

して変性還元操作を施 し,その前後で△Sproteinを測定した.

得 られた結果から△Smを算出した ところ,変 性還元操作に

よって△Smが 大きく増加 した(0→0.038RU/RU).一 方,

溶液中で同様の変性還元操作を施す と,lysozymeは 凝集

性変性タンパク質となることが光散乱測定およびCD測

定 に よ っ て確 認 され た.ま た,同 様 の 結 果 が,

α-glucosidaseに ついても獲 られた.以 上の結果より,本

研究で開発 したTX吸 着量測定法により,固 定化タンパク

質が凝集性変性状態へ構造変化する際の表面疎水性の増

加を追跡できることが示 された.

図　蛍光プローブ(ANS)が 各タンパク質

の疎水性表面へ吸着した際の蛍光強度(●)

および各タンパク質の局所的な表面疎水性

の文献値(■)とTX吸 着量測定法により測

定したΔSmとの関係.

タンパク質は, apomyoglobin(Apo-Mb),

lipase, a-glucosidase (Gluc), hen egg 
lysozyme (HEL), cytochrome c (Cyt c).
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