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論文要旨（2000字程度） 

凝集は、分子の濃度が溶解限界濃度（以下、溶解度）以上になると起きる現象であり、タ

ンパク質やペプチドの凝集は産業利用においてしばしば問題となるほか(Frokjaer S et 

al, Nat Rev D.D. 2005)、種々の神経変性疾患の病因であると考えられている(Ross CA, 

Nature Med 2004)。現在、ペプチドやタンパク質の溶解度は構成アミノ酸の親水性・疎水

性で決まるというのが定説であるが、本来このモデルは、水溶液及び非極性の有機溶媒に

対する相対的な「溶けやすさ」を示す理論であり、水溶液中での溶解度を解析するための

理論ではない。また、高濃度の分子の溶解度を正確、かつ再現性よく測定することが極め

て困難であるため、疎水性・親水性の代わりとなるアミノ酸の「溶解性」の真の指標はま

だ開発されていない。本博士論文では、高濃度では測定が難しいアミノ酸の溶解度そのも

のを測定するのではなく、変異体解析によって、アミノ酸の水溶液中での相対的な「溶解

性」（以下、溶解傾向性）を測定する手法を開発している。 

第 1章「緒論」では、タンパク質の溶解性及び凝集に関する研究の背景を説明した。溶解

性に関する物理化学的な研究、親水性・疎水性と溶解性との関係に関して詳しく述べ、本

研究で対象とした溶解傾向性の定義を行った。さらに、タンパク質の凝集に関連する研究

を概説し、現在までに開発されている、物理化学的な視点による研究を紹介した。次に、

様々な変異体解析においてタンパク質科学で一般的に用いられるホストゲスト法や置換の

効果の加算性について説明を行った。最後に、アミノ酸置換によるタンパク質の溶解性変
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化の予測を行うことの意義について述べ、各章の意義と目的について述べた。 

大 2章では、20種類中 Arg、Ile、Lys、Ser、Asp、Asn、Gln、Glu、Pro、Hisの 10種類の

アミノ酸の溶解傾向性の測定とその結果を説明した。溶解傾向性の測定では、解析対象と

なるアミノ酸を、「基準ペプチド」に 5個付加した変異体を構築し、溶解度を遠心分離法を

用いて測定した（アミノ酸を 5個付加するのは、現在までの研究で 1、3、5個のアミノ酸

と付加した結果、5個の時が溶解度変化の測定が最も容易であったためである）。溶解傾向

性は、変異体ペプチドと基準ペプチドの溶解性比と規定した。遠心分離法は、白濁が少々

見られる状態のサンプルを 20,000gで 30分間遠心し、可溶性画分に残るペプチド濃度をト

リプトファンの吸光度から測定し、その値をペプチドの溶解性と規定する。本研究では、

溶解傾向性を pH4.7と 8.7の 2つの pHで測定したことで、親水性・疎水性モデルでは考慮

されていなかった pH依存性をアミノ酸の溶解傾向性に初めて取り入れた。 

第 3章では、凝集形成の速度を調べた。凝集形成速度は、前章で説明した遠心分離法を用

いた手順で、サンプルを溶解して 0分～96時間経過したのちに溶解性を測定した。その結

果、ペプチド濃度があるしきい値より低い場合は、凝集は見られず、溶解性は変化しなか

った。一方、ペプチド農度がしきい値以上のサンプルの溶解度は時間が経過するにつれて、

低下し、最終的にはしきい値以下の濃度に落ち着いた。さらに、しきい値は付加したアミ

ノ酸種によって異なり、前章で求めた各アミノ酸の溶解傾向性と相関が高いことを明らか

にした。以上のことから、タンパク質を高濃度で可溶化する際には、そのタンパク質特有

のしきい値濃度以下に調整することで、溶解した状態を長期に保てることが明らかとなっ

た。その為、それぞれのタンパク質のしきい値濃度が長期保管に於いて、重要な指標であ

る。さらに、理論的な観点からは、しきい値濃度の存在は、凝集形成には核の形成が必須

であることを強く示唆している。凝集は Oosawa & Kasai（1962）が提唱した Helical 

Polymerization Modelに従って成長すると、第一次近似的に考えられる。 

第 4章では、2章と 3章で説明した結果を総括した。今後、全 20種類のアミノ酸の溶解傾

向性を測定することで、任意のアミノ酸配列からなるペプチドの溶解性を pH依存的に予測

することが可能となると結論付けた。 

 


