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論 文 内 容 の 要 旨

T iselius らの指摘した卵白アルブ ミソの不均一性に検討を加え, クロマ トグラフ成分の電気泳動分析と

リン酸の定量を行ない, さらに卵白アルブ ミンに種々の m odification を実施して, クロマ トグラフ的性

質の変化を観察し, あわせてタンパク質の リ,/ 酸カルシウムクロマ トグラフィーの機構について考察を加

えている｡

まず試料として周いた卵白アルブミンは白色レグホーン種の鶏卵から硫安法により調製し, これを 3 回

再結晶しのたち蒸留水で透析して硫安を除き,ついでイオン交換樹脂 A m berlite IR A 400と IR A 120との

カラムを用いて脱塩した｡ これをシリカゲル上で減圧, 凍結乾燥して卵白アルブミンの粉末とし, 氷室申

3oC で貯蔵している｡ pH 6.8 において卵白アルブミンの リン酸カルシウムクロマ トグラフィーを実施し

て, 溶出に用いるリソ酸塩緩衝液の濃度により, 卵白アルブミンは 0.03M , 0.05M , 0.075M , 0.1M お

よび 0.2M 溶出区分の少なくとも 5成 分に分かれることを確認した｡ その見かけ上の量比は T iselius の

行なった分析の結果と異なったので, 再結晶をくりかえし, また実験条件も変えて追試しているが, 何ら

の変化も認めていない｡ ただ供試鶏卵の品種を変えると量比が変化したので, このことから T iselius ら

の結果との相違は原料鶏卵の相違に由来するものと結論している｡ そこで上記 5 成分を 実 験の 遂行 上

0.03M リン酸緩衝液により溶出される成分とそれ以上の濃度で溶出される成分との二つに区分し, 前者を

E a I , 後者を E a Ⅱと命名し以下の実験を行なっている｡ なおこの両者の量比は約 70:30 である｡ 酸変性

処理を 行なうと, 処理前後に おいて末変性部分の E a I と E a Ⅱの 量比は変化 しかなった｡ この事実は

E a I と EaⅡがほぼ同じ速度で変性をおこすことを示してお り, 両者が構造的によく似たタンパク質であ

ることを示している｡さらにE a I とEa l【とを分離精製して電気泳動分析とリン酸の定量を行なった結果,

リン酸基の 少ない A 2, A 8成分は E a I に, リン酸基の 多いA l成分は EaⅡに 多く含まれることを確認

した｡ また 0.03M で溶出される区分 (E a I区分) の中 でも, 早く溶出する部分のタンパク質はピリン酸

基の含量が少ないことを明らかにした｡ この結果は りソ酸基の存在がカラムに対する吸着に蚕要な関与を
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していることを示している｡ しかしながらA l, A 2, A 8の3成分は どのクロマ トグラフ成分にも含まれて

いるから, リン酸カルシウムクロマ トグラフィ- に現われる卵白アルブミンの不 均一性を リン酸基の 結

合量の相違だけで説明することはできない｡ 卵白アルブミンは基本的には同一構造をもったタンパク質よ

り違,なっているが,それがこのようなクロマ トグラフ的不均一性を示す原因は, 分子表面における微小な

的とくに解離基の相違によるところが大きいと考えられる｡そこで卵白アルブミンを酵素的あるいは化学

相に m odify することにより解離基の相違がクロマ トグラフ的挙動に及ぼす影響を調べている｡ たとえば

B .subtilisの結晶タンパク分解酵素 もN agarse〝は卵白アルブミンに対L subtilisin と同様の作用をして,

これをプラクアルブミンに転換せしめることを硫安滴定, 窒素の遊離速度の測定ならびに遊離した非タン

パク質部分のアミノ酸分析によって明らかに してい る｡ つぎに種々の解離基のうち, アミノ基に対して

化学的 m odification を施し, その影響を検討している｡ まずホルムアルデヒドを添加して 卵白アルブミ

ンのクロマ トグラフ分析を実施すると, 卵白アル ブミソほカラムから非常に溶 出 し難くなった｡ すなわ

ち 0 .03M 溶出区分はホルムアル デヒ ド無 添加では全体の約70% を占めているのに対し, 1% ホルムア

ルデヒドの存在では60% とな り, 5 % のホルムアルデヒドの存在では 6 % となった｡ この実験において紘

卵白アルブミンは変性していないことを紫外部吸収スペクトルで確認しているから, 上述のクロマトグラ
十

フ的性質の 変化は- N H 3- N H ･C H 2 0 H の変化に よって生じた ものである｡ このほか脱ア ミノ

卵白アルブ ミン, グアニジン化卵白アルブミンのクロマトグラフ的性質についても詳細な研究を行ない,

タンパク質の リン酸カルシウムクロマ トグラフィーの機構について考察を加えている｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

卵白アルブミンが 電気泳動的に A l, A 2, A B の 3 成分に分かれることは 1939年 L ongsw orth らによ

って初めて報告された｡ しかしこの 3 成分は リソ酸基の含量を異にする以外は全く同一のタンパク質であ

ると信じられてきた｡ 最近になって リン酸カルシウムを用いるクロマトグラフィ- により4 成分に分かれ

ることが T iselius らによって報告された｡ このことは 卵白アルブミンの均一性に疑問を投じた もので

ある｡ 著者は0 .03M , 0 .05M , 0 .075M ,0 .1M および0.2M の リソ酸塩緩衝液にて 溶出される少なくとも5

成分に分かれることを確認し, リン酸基の含量に差異のあることを明らかにした｡ リン酸基の存在がカラ

ムに対する吸着に重要な関与を 示して いるが, リン酸 カルシウムクロマトグラフィ- に現われる卵白ア

ルブミンの不均一性を リン酸基の結合量の相違だけで説明することができないので, 卵白アルブミンを醇

的あるいは化学的に m odify することにより, 解離基の相違がクロマ トグラフ的挙動に及ぼす影響を調べ

素た｡ とくにホルムアルデヒド添加の影響のほか, 卵白アルブミンに亜硝酸を作用させてそのアミノ基の

一部を水酸基に変えることによって脱ア ミノ卵白アルブミンを 調製し, ホル モール滴定に より脱アミノ

卵白アルブミンの 2標品のうち,一つ(A )は 仝アミノ基約20個のうち 約 1.3個が,他方(B )は 4 .7個が水酸

基に変っていることを確認した｡ 標品 A はクロマトグラフ的性質を変じなか ったが,B については変化が

諸められ, 0 .03M 溶出区分が61% に減少した｡ この場合も紫外部吸収スペクトル分析によって変性してい

ないことを確かめているので, これは - N H 盲- - O H の変化により卵白アルブミンのカラムに対する吸

着が増大したことを示している｡また卵白アルブミンに 0 - メチルイソ尿素を作用させてそのアミノ基を
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グアニジノ基にかえることによりグアニジン化卵白アルブ ミンを調製し, ホルモール滴定によりア ミノ基

約20個中18個がグアニジノ基に変化したことを認めている｡ グアニジン化卵白アルブ ミンのクロマ トグラ

フ分析を行ない,0 .03M 溶出区分が94% に増加し,また0 .02M の緩衝液でも全体の90% が容易に溶出する

ことを認めている｡ - N H 昌- - N H ･C く器≡昌の変化に よ- て卵白アルブミンは 非常に溶出されや

すくなったこ とを示している｡ もとの卵白アルブミン と グアニジン化卵白アルブミンとの カルボキシル

基の 解離域の 滴定曲線が 全く一致し, かつ pH 6 .8 における 陰イオ ン交換 クロマ トグラフィ- におい

て両者の クロマ トグラムが 全く･一致 した 事実 より, グアニジノ基 - の 転換は pH 6.8 に おける陰イ

オン基の 解離に何ら影響を与えて いない｡ タソバク質の リン酸 カルシウムに 対する結合性は タンパク

質の 側鎖基 の 形状と荷電に よって 著しく左右 されると推定 した｡ カラムに 対する 結合力 の 強さは

- N H ･ C H 2 0 H > ⊥o H > - N H 昌> - N H ･ C く記呂昌の順 序とな- て右側に移るほど弱い｡

種々の解離基のうち, アミノ基に対して各種の化学的 m odification を行なって, クロマ トグラフ的性

質の変化を観察した点は, 非常に高く評価されている研究である｡ 生化学とくにタンパク質化学の進展に

貢献するところきわめて大きい｡

よって本論文は農学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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