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2-クロロエタノール(CIEtOH)はタンパク質の変性においてEtOHやプロ

パノールと､1)これらのアルコールはともにタンパク質のヘリックス含有

量を増加させる変性剤として作用するが､CIEtOHはEtOH､プロパノールに･

比べて低濃度ではるかに強い変性効果をもたらす､2)CIEtOHはタンパク質

近傍においてバルクよりもより渦度が高くなる､いわゆる選択的相互作用を

示すが､EtOH と2-プロパノールにおいてはこれは観測されない､という点.

でことなっている｡これまでに報告されてきた CIEtOHによる変性の原因は､

塩素部分をも含めた疎水性のアルキル部分がタンパク質の疎水性部分と相互

作用するというものであった｡しかし､CIEtOHの疎水性はEtOH と1-プロ.

バノールの中間にあることが報告されていることから､疎水性部分に起因す

る機構では､変性についての上の2つの適いを税明できない｡

本研究は､CIEtOH分子が持つ疎水性以外の特徴として､塩素の電子吸引効.

果によってもたらされるアルコールOH基の極性に注目して､アルキルアル

コールには無い CIEtOHのこの極性がその強いタンパク質変性能力に関係が
●

ないかどうかを調べることを始点として､CIEtOHによるタンパク質変性の機.

構を明らかにすることを目的とした｡

実験についての概要は次のようである｡すなわち､本研究の実験でタンパ
●

ク質そのものを用いることは結果の解析を複雑にするばかりであると思われ

たので､L-アミノ酸残基を含むペプチド化合物を合成し､これらのペプチド

化合物とさらにはより単純な構造のいくつかのアミド化合物について､四塩
●

化炭素溶液と､水一重水の溶液中での自己会合におよぼすCIEtOH と EtOH

の効果を調べた｡結果と考案の概略を以下に述べる｡

まずはじめに CIEtOHの水素結合性の大きさについて調べるために､四塩
●

化炭素溶液中で､種々の 2一置換エタノールが N,N-di皿ethylacet-amide と

のあいだに 1:1で水素結合するときのアルコールの.OH伸縮振動の披

数シフトを比較したところ､CIEtOHでは 224cn-1､EtOHでは177cm~l､

またそのときの水素結合形成反応の平衡定数は 21℃でそれぞれ､10.9､

3.6(d㌔ hOl~])であった｡これらの値から CIEtOH の水素結合性が EtOH
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よりもかなり大きいことがわかった｡

っぎにアミノ酸残基としてGly,L-V81,L-Leu,L-Pheを含むペプチド化

合物としてN-aCety卜L-anino&Cid N,,N,-dihethy18mideを合成し､これら

が四塩化炭素溶液中で形成する会合体の構造と会合の平衡定数を､IRと

)Hnmrの方法で調べた｡その結果､これらのペプチド化合物はサイクリッ

ク構造を持つダイマーを形成し､それぞれの会合定数は20℃で8,4(G),

11.0(P),22.4(Ⅴ),22.1(L)(山う血01-1)であった｡クロロホルム溶液中

においても同じ構造のダイマーが形成されるが､水素結合の形成率はかなり

小さくなる｡一方､水一重水中においてのこれらのペプチド化合物の水素結

合による会合を FTnmr 法によって調べた括果､水素椿台形成率はクロ

ロホルム申よりもさらに小さく､水素結合を1組ふくむ構造のものが多く形

成されることがわかった｡

このように､ペプチド基間の水素結合形成は溶媒の水素結合性が低いとき

は多く､高いときは少なく､溶媒の水素結合性を敏感に反映することを実験

的に確認した｡また会合体の構造については､四塩化炭素溶液中では水素結

合の数が多くなるように､一方の水溶液中では疎水性部分の相互作用がより

多くなるような構造をとることを明らかにした｡

つぎに四塩化炭素溶液中でのCIEtOH とペプチドあるいはアミド化合物と

の相互作用について調べた｡まずCIEtOHやEtOHなどと N,N-dimethylac

t8血ideのカルポニル部分との水素結合において､アルコールの渦度を相対的

に高くしてC=0伸縮振動の波数シフトを測定した結果､CIEtOH､EtOHによ

るシフトはそれぞれ､$1,25(川-1)であった｡とれはカルポニル1個に対し

て2分子のアルコールが水素結合することによって非常に安定な水素結合が

形成されるためである｡とくにCIEtOHが形成するこのような水素結合は非

常に安定であること､そのために､8分子あるいは4分子以上が鎖状に水素

結合によって自己会合し､非常に安定な水素結合が形成される N-methy18Ce

tahideの溶液においても､CIEtOH との水素結合のためにアミドの自己会合

が抑制されることを示した｡この結果から､CIEtOHはタンパク質内部の安定

なアミド基間の水素結合をも解離するのに十分強い水素結合性を持っている

ことがわかった｡また､これとは別に､CIEtOHのOH基と塩素がそれぞれブ
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ロトンドナー､アクセプターとなってペプチド化合物とのあいだに2官能基

的な水素結合による相互作用をすることを示した｡

さいごにCIEtOHが水溶液中のペプチド化合物の会合におよぼす効果につ

いて FTnmr法を用いて調べたところ､四塩化炭素溶液中において発揮さ

れたCIEtOHの強い水素結合性はここではまったく発揮されないばかりか､

ペプチド化合物の水素結合による自己会合を促進することがわかった｡した

がって､水溶液中で重要なのは､CIEt川 とペプチド化合物との相互作用で

はなく､CIEtOH と水とのあいだの相互作用であることを明らかにした｡そし

て水と CIEtOHの混合物のOHプロトンのケミカルシフト測定から､CIEtOH

が水の構造を破壊すること､これはペプチド化合物の水溶液においても起こ

ることを示した｡このために水と CIEtOHの混合物の水素結合性は減少し､

さらに CIEtOH の疎水性部分の混合物全体に占める体横の割合も CIEtOHの

増加に伴ってふえるために､混合物全体としての水素結合性はCIEt川の増

加によって減少することを指摘した｡したがってCIEtOHによるペプチド基

間水素結合の促進はCIEtOHを加えたことによって生じる溶媒の水素結合性

の低下の結果であると結論することができた｡そして CIEtOHによる水構造

の破壊の原因として､塩素部分が弱い負電荷を帯びることと関係があると推

定した｡一方Et冊はペプチド化合物の水一重水溶液中において低い濃度

で CIEtOH とは逆に EtOH-水混合物の水素結合性を強くするように作用す

ることを確認した｡この時ペプチド化合物の会合がわずかに進むが､EtOH の

増加にともなってアルキル部分に由来する疎水性も増加し､水-EtOH混合物

の水素結合性の大きさは変わらなくなる｡これに対応して､ペプチド化合物

の会合にも変化が現れなくなり､すなわち､EtOHのペプチド化合物の会合に

対する効果も､溶媒の水素結合性の変化と関連づけることができた｡

以上の水とCIEtOHとの相互作用に加えて､水一重水 中でペプチド化合物と

CIEtOHは等モル付近で疎水性相互作用を起こすことを NOE と TIの測

定から明らかにした｡そして､1-プロパノールに比べても小さい疎水性しか

持たない CIEtOHが疎水性相互作用をする原因として､ペプチド近傍への逃

散によってバルクの 水-CIEtOH混合物中のCIEtO円の繊度が減少すること

によってもたらされる系のエネルギー安定化の効果を指摘した｡このときペ
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プチド化合物近傍ではCIEtOHの増加による溶媒の水素結合性の低下がさら

に進み､その結果としてペプチド化合物のアミド基問水素結合の形成が促進

されると考えることができる｡

タンパク質のα-ヘリックス増加をペプチド基間水素結合の形成とみなして

単純化すると､本研究で得られたCIEtOHの増加によってもたらされたペプ

チド化合物の自己会合の促進の機構をそのまま CIEtOHによる変性に当ては

めることができる｡すなわち､タンパク質の近傍の溶媒である 水一CIEtOH混

合物の水素結合性の低下がタンパク質のペプチド基間の水素結合形成をもた

らすと予想できる｡さらに CIEtOHのタンパク質への選択的相互作用につい

てであるが､この相互作用は単に疎水性相互作用というよりは､タンパク質

の近傍に CIEtO8が集まることによるバルク部分のエネルギー安定化と深く

関係していることを楷輸することができる｡逆に EtOH と水の混合によるエ

ネルギー的安定化の効果を考慮するとEtOHによる選択的相互作用は起きない

と考えることができる｡

本研究のはじめでは､CIEtOHが水溶液中においても水素結合性の溶媒とし

て作用し､タンパク質のペプチドカルポニル基に水素結合した中間体の存在

を仮定していた｡しかしながらこの予想はまったくはずれてしまった｡本研

究の結果はCIEtOH､EtOH によるタンパク質の変性が分子間の相互作用では

なく､溶媒の熟的な安定性と深く関係し､タンパク質近傍の水素結合性の大

きさの変化によってもたらされることを示している｡そして､この結論を踏

まえた上で､水溶液中のタンパク質の構造を安定化している因子について言

及するとすれば､それぞれのタンパク質に特有の2次構造をもたらしている

最も大きな因子はタンパク質のまわりの水の水素結合性の大きさであると言

うことができる｡そしてこのタンパク質の近傍の水の水素結合性を決定して

いるものはタンパク質そのもゐであると言うことができる｡すなわち､側鎖

の疎水性水和やイオンなど種々の原因による水の構造の変化への寄与を考慮

しなければならない｡
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