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1 章

序 論

1.1 タンパク質と 2-Chloroethanolをめぐる従来の研究の概

タンパク質は20種類のアミノ酸がペプチド結合したものであること(1930-

1940)､タンパク質は小分子物質の凝集したものではなく､真の高分子物質であるこ

と(1940-1950)の研究成果を基礎に､さらにはタンパク質のアミノ酸配列(一次

構造)の決定法の確立(1945-1960)という実験面での進展も加わって､1950年代か

らはタンパク質の｢構造｣と｢機能｣の間の関係を明らかにするという課題が研究

者をひきつけるようになってきた｡1)Anfinsen等(1957)はリボヌクレアーゼA

を尿素で変性させ､そのS-S結合をメルカプトエタノールで過元した後に､溶媒

を生理条件にもどすと､S-S結合の形成をも含めたタンパク質の変性前の正しい

立体構造が再び形成され､酵素活性も回復してくることを見いだした｡2)これは､

タンパク質の一次構造と立体構造､さらにその特異的な機能とのあいだに密接な関

連があることを明快に示した実験としてよく知られている｡そして､この頃から現

在にいたるまで､タンパク質の一次構造と高次構造､さらにはその特異的機能がど

のように関連しているかを明らかにするために多くの研究者がタンパク貿と取り組

んできたし､これから先も､これらの間の関連性をより辞しく調べることがタンパ

ク質の研究における重要な課題の一つであることに変わりはないと思われる｡

ところで､タンパク質の立体構造という場合にはまずX繰回折によって得られる

結晶中のすべての原子の三次元的な配置をさすであろう｡しかし､膜タンパク質な

どは別としても多くのタンパク質は血液､リンパ液などの体液や細胞液中に溶質と

して存在しており､いわば水溶液中でそれぞれに固有の機能を発揮すると言うこと

ができる｡このような細胞中のタンパク質の構造や安定性､寿命などについての研

究は最近になってようやく活発になりつつあると言うことができる｡しかし､in
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Vivoでの実験の前に､in vitroでの実験として､タンパク質の立体構造と機能の

関係を調べようとする多くの化学者や物理学者は水溶液中のタンパク質の立体構造

をCDやORD,赤外分光法などの方法を用いて調べてきた｡特にこの問題につい

ての核磁気共鳴分光法を用いた最近の研究の発展はめざましい｡

この一方で､研究者たちは水溶液中のタンパク質の構造を可能にしている構造安

定化因子にも興味を持ち続机化学的､熱力学即〉､あるいは統計力学的方法4〉な

どを用いて､この問題と取り組んできたと言うことができる｡水溶液中の球状タン

パク質の構造安定化因子を｢化学的に｣調べる方法とは､安定化因子の構造維持へ

の寄与を化学物質で強制的に断ち切ることによって安定化の原因を明らかにしよう

とするもので､一つは｢変性剤｣によってもたらされるタンパク質のコンフォメー

シロン変化の機構の解明､もう一つは､変性状態から天然の状態への｢巻き戻し｣

過程の解明という形で行われてきた｡=〉代表的な変性剤として尿素やグアニジン

塩酸塩が用いられてきた一方で､アルコールやジメチルスルホキシド､ジオキサン

などの有機溶媒による変性の研究も数多くなされてきた○そして､種々の有機溶媒

の中でも､ハロゲノアルコール､特に､2-Chloroethanol(以後CIEtOH)は､変

性とタンパク質への
preferentialbindingとの関連性が広範囲に研究されてきた

変性剤であると言うことができる｡ここでタンパク質とCIEtOHをめぐる研究の歴

史を簡単に述べてみたい｡

CIEtOHによるタンパク質のcoformation変化をORD,CDなどの方法で調

べた研究の報告は1960年頃からごく最近にいたるまで数多くある｡7〉 以下に簡単

にまとめてみたいo FrenkeとHorn(1960)はOvalbuminがCIEtOH溶液中で完全

なヘリックスコンフォメーシロンに相当する大きな比旋光度を示し､溶液の粘度が

増加することを報告した｡8)Hamaguchiと Kurono(1963)はCIEtOH による

Lysozymeの変性を調べ､Lysozyme内部の疎水性領域の構造がこわれている中間体

を経て､ヘリックスが非常に多い構造へと変化する過程を提出している｡g〉このよ

うに､尿素やグアニジン塩酸塩にみられるようなunfoldingをもたらすのではなく､

ヘリックスの形成をもたらす変性剤としてのCIEtOHについての報告が次々と出さ

れているうちにTimascheffとInoue(1968)によるpreferentialbindingについ

ての報告がなされた｡すなわち､水一有機溶媒系におをナる､タンパク質(ここでは
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ラクトグロブリン)の近傍とバルクとの有機溶媒の濾度の適いを量的に示すpre-

ferentialbindingを測定したところ､正のpreferentialbindingを観測した｡

すなわち､タンパク質の近傍に､バルク にくらべてより多くのCIEtOHが存在する

ことになる｡重要なことは､この正のPreferentialbindingが､タンパク貿のヘ

リックス含有量の増加と並行して起こることであった｡川､仁‖ タンパク質の脂肪

族側鎖とCIEtOHの疎水性部分との相互作用がこのbindingに対する原因であると

された｡12､13〉 すなわち､CIEtOHとタンパク質の疎水性部分のあいだの相互作用

がタンパク質の変性に関係づけられたことになる｡これから後の別の研究グループ

によるpreferentialbindingの研究においても同じように､CIEtOHとタンパク質

との疎水性部分どうしの相互作用がその原因として･挙げられてきた｡11~‖‖ そし

て､以後のCIEtOHによるタンパク質の変性についての多くが､この疎水性部分ど

うしの相互作用を変性の原因であるとしてきた｡

1975年頃になって CIEtOHの疎水性は､タンパク質へのpreferentialbinding

の原因にはできないという実験結果が出されるようになった｡すなわち､Shindo

等(1974)は､後に詳しく述べるように､疎水性の異なるハロゲノアルコールのタ

ンパク質変性能力が､疎水性の大きさによらず､しかもアルキルアルコールに比べ

てはるかに大きいことを報告した｡19)Ebina等(1982)は CIEtOHや 2,2,2-

trifluoroethanol､と 卜propanolとのchymotrypsinに対する変性能力の比較か

ら､ハロゲノアルコールによる変性ではアルコールの疎水性よりもむしろ､ハロゲ

ン基の極性がタンパク質の水素結合や疎水結合に影響を与えているのではないかと

している｡28〉 white と Wright(1984)もまた､CIEtOHの疎水性は S-S結合を切

断したLysozymeの巻き戻しにおいて何等の重要な役割を果たしていないとしてい

る｡21〉

このように､タンパク質と CIEtOHをめぐる研究の歴史は 20数年にもなるにも

かかわらず､変性の原因となる因子の決定や詳しい変性機構の確立にまで至ってい

ないのが現実であると言わなければならない｡
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1.2 研究の目的

本研究の目的について述べる前に､本研究を行ってきた研究室での本研究に先立

つ Bovine serutn albumin(BSA)と Lysozymeの種々の有機溶媒による変性につい

ての実験と,著者の実験と並行して始められたアルキルアルコールのこれらのタン

パク質への preferentialbindingについての実験結果について述べなければなら

ない｡

1
,
､
･
-
1
▼
-
!
一
己
′

本研究を始めたのは1974年であったが､これより先にShindo等は､CIEtOHの

ほかに 2-bromoethanol,3-Chloro-1-PrOPanOl,1-Chloro-2-prOPanOl,2,3-

dichloro-l-PrOPanOl,l,3-dichloro-2-PrOpanOlなどのハロゲノアルコールによ

る BSA と Lysozymeの変性を ORD の測定によって調べ､その結果をアルキル

アルコールの場合と比較した｡== 実験の結果は次のようにまとめることができた｡

すなわち､

1)用いたハロゲノアルコールはいずれも対応するアルキルアルコールに

比べて､かなり低洩度で､しかもより強い変性能力を示す｡

2)アルキルアルコールにおいては､すでにそれまでにも報告されてきた

と同じように､疎水性の大きさと変性能力の強さとの間に関係がみら

れたが､ハロゲノアルコールにおいては､この関係はほとんど見いだ

されなかった｡■

この結果にもとづいて Shindo等はハロゲノアルコールによる変性においてハロ.

ゲン部分の果たす役割を調べるために､ハロゲン以外の電子吸引性の原子である酸

素､窒素を原子団中に含むアルコールとして､ Rl-0-R2-OH(Rl:CH3,

C2H5, C3H7, R2: C2HJ, C3H6)で示されるアルコキシァルコール､

(Rl)2N-R2-OH(Rl:CH3,C2H5,R2:C2H4,C3H6)で示される

アミノアルコール､さらには､アセトイン､ジアセトンアルコールなどのケトアル

コールによる BSA と Lysozymeの変性を調べた｡その結果､これらのアルコールは

いずれもハロゲノアルコールのような強い変性能力を持たないことが明らかになっ

た｡
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(△)Water+CIEtOH

(○)Water+ EtOH

(●)Water+ 2-PrOPanOl

(▲)Water+2-ethoxyethanol

(1)Water+ 2-methoxyethanol

(unpublished data by Shindo et.al)

Fig.l-1Dependence of preferentialinteraction parameter

on soIvent component for the preferentialinteraction of

lysozyme with soIvent component.(cited
from ref.22)

さらに Shindo と Kimura(1984)は､屈折率の大きさが非常に接近しているた

めにそれまでは測定ができなかった (水-エタノール)および(水-2-プロパノ

ール)の混合系での Lysozymeへのpreferentialbindingを密度の測定から求め､

Timasheff等の､(水-CIEtOH)の結果と比較した｡22) その結果をFig.l-1に

引用してある｡これより明かなように CIEtOH と上の2種類のアルキルアルコール

の preferentialbinding 曲線は全く異なっており､CIEtOH において見られた正の

preferentialbinding はアルキルアルコールではまったく見られなかった｡

以上の結果からは､CIEtOHとアルキルアルコールでは変性の機構がまったく異な

ることが予想された｡それまで,アルキルアルコールによる変性ではアルキル基の

大きさにともなって変性能力が増加することから､アルキル部分がタンパク質内部

の疎水性領域を破壊するとして説明されてきた｡実際､たとえばLapanije6〉 の本

には CIEtOH による変性についてかなり多くのことが引用されていると言うことが

できるが､CIEtOH はアルコールとして取り扱われることは当然としても､アルキル

アルコールと全く同じ仲間の化合物であり､したがってその変性の機構についても

区別がされていない｡Inoue と Timascheffの提出した CIEtOHの preferential

bindingの研究においても塩素はアルキル部分の一部と見なされ､したがって変性

の原因も本質的にはアルキルアルコールの場合と変わらないものとされてきた｡こ
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の場合に一番の問題になるのは､CIEtOHの疎水性の大きさであるが､これについて

は De Li印y等(1975)がガスクロマトグラフィの方法を用いて､炭化水素である

ヘキサデカンやオクタデカンへの溶解性を比較したデータがある｡23)これによる

と､CIEtOH のこれらの溶媒への溶解性はエタノールよりは大きく､1-プロパノー

ルよりは小さい｡このような炭化水素への溶解性は疎水性と密接に関連していると

考えることができるから､これらのアルコールの疎水性もこの順におおきいという

ことができる｡しかし､CIEtOHの変性能力はエタノールはもちろん,1-プロパノ

ールに比べてもはるかに大きい｡したっがて､この疎水性の大きさの比較という点

からも CIEtOHの強い変性能力を疎水性部分のタンパク質との相互作用によって説

明することばできない｡

本研究は､上に述べてきたようなこれまでの疎水性部分の相互作用によっては説

明できない CIEtOH の強いタンパク質変性の機構を明らかにすることを目標として

始めた｡そのために､CIEtOH分子が持つ疎水性以外の特徴として､水酸基と塩素が

持つ極性に注目して､これらの､アルキルアルコールには無い特徴がCIEtOHの持

つ変性能力に寄与するかどうか､さらにはどのような機構をとおして寄与するかを

明らかにすることを目的として開始した｡そして最終的には､得られた結果を基礎

にして水溶液中のタンパク質の構造安定化因子についての情報を得ることを期待し

た｡

1.8 本研究の実験的な構成と本論文の構成

上に述べてきた研究の目的を得るためにはまず､CIEtOH分子の持つ特徴として､

電子吸引性の原子である塩素が導入されたことによってもたらされる 81coholic

hydroxyl基(以後 OH基と略)の極性の大きさを見積ることが重要であると考え

た｡そしてこのCIEtOHのOH基の持つ極性の大きさは具体的には水素結合性の強

さとなって現れるので､N,N-dimethylacetamide との水素結合による分子間相互作

用の強さを測定し､さらに先に述べたハロゲノアルコール､対応するアルキルアル

コール､さらにはアルコキシァルコール､アミノアルコールについても測定し､得
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られた結果を比較した｡この結果を第2章に述べる｡

本研究ではタンパク質そのものを実験に用いることは結果の解析を複雑にするば

かりで適当ではないと思われた｡そのために､タンパク質の代わりに､タンパク質

のモデル化合物として､N-aCety卜L-aminoacid-N,.N,-dimethylamide,

CH3CONHCHRCON(CH3)2,

(R:H,CH(CH3)2,CH2CH(CH3)2,CH2C6H6)

で示される4種のペプチド化合物を用いた｡そして､これらのペプチド化合物の分

子間水素結合による会合がCIEtOHによってどのように影響されるのか､また､ど

のような機構で影響されるのかを､四塩化炭素溶液と水溶液の両方において調べ､

比較することを本研究における実験の主要な部分とした｡そのためにはまず､これ

らのペプチド化合物の自己会合について調べる必要があり､第8章でこれについて

述べる｡

第四章では､第三章で調べたペプチド化合物の自己会合についての情報を基礎に､

ペプチド化合物と CIEtOH をはじめとする種々のアルコールとの四塩化炭素溶液中

での相互作用について調べたことを述べる｡この四塩化炭素溶液中での相互作用を

調べることは､水溶液中での相互作用との比較という意味で､本研究では重要な実

験であった｡

第5章では水溶液中でのペプチド化合物の自己会合に対するアルコールの影響を

調べ､相互作用の機構を明らかにする｡そして､四塩化炭素溶液中ではCIEtOHは

ペプチド化合物と直接に分子間で水素結合するのに対し､水溶液中においては

CIEtOH と 溶媒である水との相互作用がペプチド化合物の会合に影響を与えること

を明らかにする｡

第六章に本研究で得られた実験結果をまとめ､結論を述べる｡そしてこれらが

CIEtOHによるタンパク質の変性とどのように関連付けることができるかについて述

-7-



ベる｡最後に､今後の深慮を述べる｡
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2章

種々の 2
一置換エ

タ ノ ールの

水素結合一挺巨の上ヒ較

2.1 序 論

1章で述べてきたように､CIEtOHの疎水性はethanol(EtOH)よりは大きいが

l-PrOPanOlに比べて小さい｡したがって､CIEtOHの示すl-PrOPanOlにくらべ

てもはるかに強いタンパク質変性能力は､EtOHに塩素が導入されたことによっても

たらされると考えなければならない｡電子吸引性の塩素で置換されたことによって

CIEtOH はEtOH に比べて分子がより強く分極し､その結果EtOHではほとんど問題

にならないと思われる水素結合を形成するプロトンドナーとしての能力を持つよう

になるであろう｡そしてこのような 水素結合の形成能力はCIEtOR にたいしてタン

パク質との相互作用においてEtOH とはまったく異なる挙動を可能にすると予想さ

れる｡

このような推論にもとづいてCIEtOHによるタンパク質のヘリックス形成のお

まかな過程として､著者らが最初に予想したのは､CIEtOHの増加にともなってタン

パク質のペプチドカルポニルにCIEtOHが水素結合した､いわばヘリックス状態へ

の中間体の存在であった｡そしてCIEtOHがある溝度にまで達し､ペプチドカルポ

ニルとの水素結合が最大になったのち､CIEtOHはタンパク質との水素結合を解離し

始め､その結果として自由になったタンパク質のペプチド基どうしが水素結合する

ことによってヘリックスを形成する過程を考えた｡

このような仮説についての議論を進めるためには､CIEtOH をはじめとするハロゲ

ノアルコール､対応するアルキルアルコール､さらには一章で述べたようにタンパ

ク質の変性能力を ORD の測定から比較したアルコキシァルコール､アミノアル
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コールをも含めたアルコールのプロトンドナーとしての水素結合性を定量的に比較

することがまず第一に必要であると考えた｡このための実験として､共通のプロト

ンアクセプターとそれぞれのアルコールとの水素結合の形成によって観測される

0-H伸縮振動の波数シフトと水素結合形成の平衡定数を比較することにした｡

アルコールのOH基と水素結合できるタンパク質のプロトンアクセプター基とし

てはまず第一にペプチドカルポニル基が予想できることから､用いるプロトンアク

セプター分子としてはタンパク質のペプチドカルポニルにできるだlナ似たカルポニ

ル基を含む化合物が適当であると思われた｡しかし､ペプチド化合物や第一および

第ニアミドのNH基はOH基と同じ波数領域に伸縮振動を持つことからOH基の伸

縮バンドと重なり､正確なスペクトルの解析は期待できない｡そのため本実験では

これらの化合物を共通のプロトンアクセプターとして使うことをあきらめ､第三ア

ミドの N-カルポニル基を含むN,N-di血ethylacetamideを選んだ｡

t
･
･
-
-

■

■

2.2 実 験

2.2.1 試薬と精製､脱水および測定拭料の調整法

アルキルアルコールとして､methanol,EtOH,卜propanol,卜butanol(いずれ

も和光純薬,試薬特級)､ハロゲノアルコールとして､CIEtOH(和光､特級)､

2-bromoethanol,3-Chloro一卜propanol(和光､一級),アルコキシァルコールと

して 2-methoxyethanol,2-ethoxyethanol,2-n-PrOPyloxyethanol,3-methoxy-

l-prOPanOl,アミノアルコールとして 2-dimethylaminoethanol,2-diethy卜

aminoethanol,3-dimethylamino一卜propnaol(いずれも和光一級)を､さらに

N,N-dimethylacetamide(DMA)(和光特級)､溶媒に四塩化炭素(和光赤外スペクト

ル用)を用いた｡

アルコールと DMAはいづれも強い吸湿性を持ち､四塩化炭素もまたかなりの波皮

で水を溶解することができる｡読料溶液中の水による3600cm-1付近の吸収は

アルコールのOH基による吸収の定量的な測定を妨げるので､ていねいな脱水が本

実験では不可欠であった｡そのために､脱水と蒸留による試薬の精製､さらには測
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定試料の調整をグリースレスコック付きの真空ライン申でおこなった｡脱水剤とし

ては､アルコールにMgSO小DHAにB80､四塩化炭素にP206を用いた｡測定用試

料溶液の水分は10-8mol/1以下であった｡アルコールは四塩化炭素溶液中では非

常に自己会合しやすく､ほぼ1xlO-2mol/1以上の渦度になると会合し始める｡

この条件下では､アルコールーアルコール間で水素結合したOHバンドがアルコー

ルーDMA間で水素結合したバンドと重なるために､目的とする正確な波数シフトや

平衡定数は得られない｡したがって､アルコールの濾度は自己会合の起きない膿度

であるところの1xlO-2mol/l以下とした｡また､アルコールに比べて
DMAの

濃度が相対的にほぼ2倍以上大きくないと､アルコール:DMAが 2:1の水素結合

体が形成されはじめることが予備実験でわかったので､アルコール:DMAが1:1

での水素結合が保証されるようにDMAの濃度を十分に高くした｡2:1の水素結合

形成については4章で述べる｡

2.2.2 赤外吸収スペクトルの測定

赤外吸収スペクトルの測定は､日本分光社製A-3型を使用した｡波数の補正を

indene,POlystyrene filmの測定から行った｡測定用セルには光精良が20mmの

IR用石英製枝つき太鼓型を使用した｡測定波長範囲は4000-2800 cm~lであった｡

2.8 結 果 と 考 察

2.8.1 アルコールと DMAとの水素結合による』レoH の測定

EtOH-DMA､CIEtOH-DMAを含む試料溶液の赤外吸収スペクトルを Fig.2-1に示

す｡EtOHの 3638 cm-1の吸収は､水素結合していないフリーのモノマーアルコー

ルの 0-H伸縮振動によるものであり､ピークの波数を り｢… とする｡CIEtOH

では trans と gauche の回転異性体があり､tranS体の OH基はフリーで363l

cm-1にシぎルダーとして現れている｡CIEtOH
の 3603

cm-1における吸収は分

子内水素結合している gauche体によるものでl･2〉､ピークの波数をLJl｡t,a とす

る｡吸収バンドの相対的な面積の比較から､分子内水素結合している g8uChe体の
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Fig.2-1Infrared spectra of O-H b8nds.(-)[CIEtOHコ=6.40xlO~3M.

[DHAコ=1.67xlO~2H,(･‥)[EtOH]=4.50xlO-きH,[DHAコ=2.$5xlO-2H.
､
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:軋ニa｡｡｡e･二淵H｢芯呈a∴s
方がフリーのtr8nS異性体にくらべてより多く存在することがわかる｡ EtOHの

3450cm~l､CIEtOHの8400cm-1付近のブロードバンドはDMAと分子間水素

結合している OHによる伸縮振動であり､ピークの波歎を シー｡t｡rであらわす｡

3250¢m~l付近のシFルダーはDMAの C=0伸縮振動の倍音による吸収である｡

測定した15種類のアルコールの レrr｡｡,レ…trい レht｡r,△りr｡｡=

(リーr｡.-レht｡r),△シ=,い｡=(レ=,い.-シー｡t｡｢)をT8b18.2-1にまとめた｡

3種のアミノアルコールでは分子内水素結合によるOHバンドがブロードで非常に

低披数にまでひろがって､DHAとの分子間水素結合しているバンドと重なるために

レl｡t｡｢を測定できなかった｡
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フリーのアルコールがDMA と水素結合するときのOH伸縮振動の波数のシフトで

ある △レrr｡｡の大きさと置換基の電子吸引性とのあいだの関係を調べるために､

電子吸引性をあらわすパラメーターとしてT8ft の極性置換基定数Jlを用い3〉､

2一置換エタノールについて得られた △シーr… の値を げlに対してプロットして

みた｡得られた結果はFlg.2-2のようであった｡すなわちこの両者のあいだにはよ

い直線関係が得られ､このことから､これらのアルコールはそれぞれの置換基の持

つ電子吸引性に対応するプロトンドナーとしての性質を持つことが明らかになった｡
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Fig.2-2 Plots of Az/(,..･YS.P)for X-CH2CH20H;X are

(1)CH3,(2)H,(3)CH2Cl,(4)CH30.(5)C2H60,(6)Cl,and(7)Br.
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-
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ここでアルキルアルコールを除くアルコールの分子内水素結合について述べてお

きたい｡T8ble.1に示してある分子内水素結合形成によって生じる披数のシフト､

』レ=(レrr…-レIntr,)の大きさを比較して注目されることは､アミノアルコー

ルの』レ がハロゲノアルコールやアルコキシァルコールに比べて非常に大きいこ

とである｡これは次のようにして説明することができる｡すなわち､下図に示した

2一定換エタノール(1)および3-置換プロパノール(2)において､

C - C

(∂~)X..
′(∂~)

●･H(∂◆)

(1)

C - C

C＼
/0(∂~)

(∂~)X･‥H(∂◆)

(2)

分子内水素結合の強さを支配する要素を考えてみると､1)Xの電子吸引性の大き

さに依存するHの∂◆の大きさ､2)XのHへの電子供与性の強さ､8)0およびX

の電気陰性度の差に依存する0(∂-)-H…X(∂◆)で示される極性構造の安定性､

4)0-H…Xの幾何学的な直線性の増大､の4つが挙げられる｡一〉 2-置換ハ

ロゲノエタノールとアルコキシエタノールでは1ヽ2､3i4による寄与に大きな
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差が無いために､』レの値にも大きな違いは見いだせない｡しかし､アミノアルコ

ールについては3の要素の寄与によって､すなわち､N にくらべて 0 の電気陰性

度が大きいことから生じる 0(∂-)-H…N(∂+)の安定な分極構造の寄与によ

って分子内水素結合は非常に強くなり､従って』レ
も飛躍的におおきくなってい

る｡また(2)の構造を持つアルコキシプロパノール､アミノプロパノールではア

ルコキシュタノール､アミノエタノールに比べて分子内水素結合の強さがそれぞれ

2倍から8倍の大きさになっている｡これは4)の効果が大きく寄与しているため

と考えることができる｡

2.8.2 アルコールと DHA との水素結合形成の平衡定数の測定

つぎにアルコールと DMA との間の水素結合形成の平衡定数を求めた実験結果につ

いて述べる｡
､

-

1
-
L
-
一
t
'
～
T
-
r

R-OH + DMA

[A8-C] [B8-C]

において､平衡定数 K は

R-OH…DMA (Eq.1)

[ C コ

K = [C]/〈[A8-C][B8-Cコ〉 (Eq.2)

で表すことができる｡ここでA8,B8 はそれぞれ混合前のアルコール､DMAの全

濃度,C は水素結合体の洩度である｡実験はアルコールの金波度A8 を一定に保

って､DHA を増加させながら､DMA と分子間水素結合していないモノマーのアルコ

ールによる OH バンドの吸光度を測定した｡この場合､吸光度を測定する波数に

まで水素結合しているOHバンドの端の部分が広がってモノマーのバンドと重なら

ないことが必要条件であるが､観測されたスペクトルはいずれもこのような重なり

は無かった｡DHAと混合する前後の吸光度をそれぞれDい Dとし､吸光係数をg

とすると､光精良は 20mmなので､混合前後のアルコールモノマーの鴻度A8
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および A は,

となり

A8 = D8/28 ､ A = D/28

C = A8 - A = (D8-D)/28

これらを K に代人すると､

K =(D8-D)/[D(B8-(D8-D)/28)] (Eq.8)

となる｡

､
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モノマーのOHバンドの吸光度と£についてであるが､アルキルアルコー

ルの場合はリーr… での吸光度を測定すればよいが､分子内水素結合をするア

ルコールについては次のようにして実験を進めた｡すなわち､ CIEtOH と

2-bromoethanol､1-Ohloro-2-PrOPanOlおよび 8種の 2-アルコキシュタ

ノールではいずれも､分子内水素結合をしていて レ=,いa をピークの波数に

持つOHバンドにフリーのOHバンドがシFルダーとなって重なって現れる｡

したがって レ=,tr｡での吸光度を用いてモノマーの全渦度を定量することを

めざして､このことが可能かどうかを調べるために シー｡trさ での吸光度をア

ルコールの全滅度に対してプロットし､検量線を作ってみた｡結果はいずれ

のアルコールについてもいい直線性が得られた｡このことより､測定した渦

度範囲内で分子内水素結合の平衡がほとんどずれないと考えてよい｡このよ

うにして､レ圧tr｡の吸光度よりモノマーの全損度を決定することが可能で

あることがわかったので､これらのアルコールについては上の式の £ は

レl｡tr｡での値である｡

それぞれのアルコールについて6から7組づつのB8 と Dから得られたKの

値の平均値をT8ble.2-1に示してある｡
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Fig.2-3An example of the plots of(Eq.4)for the dat80f CIEtOH.
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(Eq.3)を書きかえると､

DB8/(D8-D) = D/28 + 1/K (Eq.4)

となり､左辺を D についてプロットして得られる直線の切片から K を求めるこ

とも試みた｡CIEtOHについてのプロットの例を Fig.2-3 に示す｡これから得られる

Kの値は測定から得られた£を用いて(Eq.3)より計算したKの値の平均値とよい一

致を示した｡

DHA との分子間水素結合におけるアルコールの OH のプロトンドナーとしての

強さを表すパラメータとして先に求めた』レrr｡.は､水素結合の結合エネルギー

の大きさと関係づけられる量であると言うことができる｡これにたいしてここで求

めた K の値は AG=-RTlnK の式によって水素結合エネルギーの項と､

さらに分子間水素結合を形成する際のエントロピーの減少の項をふくむ量である｡

エントロピーの項をアルコールの種類によらない星であると仮定した場合にはした
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Fig･2-4 Plots of-∠G=RTlnE vs∠=ノーr｡.(○)or∠上レ…t.…(●)for

the complex formation between DMA and alcohol;(1)CH30H,(2)C2H50H,

(3)CH3(CH2)20H,(4)CH3C(CH3)(OH)CH3,(5)Cl(CH2)20H,(6)Br(CH2)20H,

(7)Cl(CH2)30H,(8)CH30(CH2)20H,(9)C2H50(CH2)20H,(10)CICH2CH(OH)CH3.
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がって､披数のシフト』りr｡｡と』Gのあいだには比例的な関係があるはずで

あるから､この両者をプロットしてみるとFig.2-4が得られた｡(○)で示したア

ルキルアルコールについては 確かに直線関係が得られた｡したがって得られた直

線性から逆に､エントロピーがアルコールの種類によらな■いとした仮定は妥当であ

るということができる｡しかし､その他の分子内水素結合が可能な置換アルコール

についてはこの直線上にはまったくのらなかった｡そのためにこれらの置換アルコ

ールについては』シーr｡｡のかわりに』レ=,い8 を用いてプロットしたところ

Fig.2-4に(●)で示したような関係が得られた｡すなわち､アルキルプルコール

のつくる直線に近くプロットされたことから､これらの置換アルコールでは

山一‥｡のかわりに･』シInt=をプロトンドナーとしての強さのパラメータとし

て用いることができることが明らかになった｡この理由として次の2つが考えられ

る｡すなわち､』レ1｡t‖を用いることによって､分子内水素結合エネルギーを分

子間水素結合エネルギーから差し引くことになること､分子内水素結合しているモ

ノマーの分率はいずれのアルコールにおいても 0･8 程度で6〉大きいことである｡

従って､これらのアルコールでは分子内水素結合していないフリーのアルコールと

ー20-
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DMA との水素結合を実質的には無視することができることになる｡

以上のようにして得られた結果から､アルコールの水素結合性と変性剤としての

強さの関係について考えてみたい｡まずアルキルアルコールについてであるが､ア

ルキルアルコールではアルキル部分が大きくなるのにつれて水素結合性は小さくな

る｡アルキルアルコールのタンパク質変性能力はこれとは逆に大きくなることから､

したがって､アルキルアルコールにおいては変性はアルコールの水素結合性に依存

しない機構で起きているということが本実験からも確かめられたことに.なる｡つぎ

にハロゲノアルコール､アルコキシァルコール､アミノアルコールについてである

が､強い変性能力を持つハロゲノアルコールでは D川A との分子間水素結合性が大き

い｡アルコキシュタノール R10-CH2CH20H においては水素結合性はハロゲ

ノアルコールに比べてはるかに小さく変性能力も小さい｡さらに注目されるべきこ

とば､Rlが大きくなるにつれて変性能力はわずかづつではあるが大きくなったのに

対して､水素結合性は逆にわずかづつではあるが小さくなっていることである｡こ

れは､Rl部分の電子押し出し効果のためにRlが大きくなるにつれてアルコキシ酸

素の電子供与性が増し､その結果分子内水素結合がより強くなって最終的にはOH

基の分子間水素結合におけるプロトンドナーとしての強さが小さくなるためである｡

ほぼ同じことがアミノアルコールについても言える｡すなわち､アミノ基のアルキ

ル部分の大きさと変性能力のあいだには関係がみられたが､アミノアルキル部分が

大きくなるにつれて､もはやDMA と分子間水素結合が起きないほどにアミノアルコ

ールの分子内水素結合は強くなる｡これらのことから､アルコキシァルコール､ア

ミノアルコールの変性機構はCIEtOH などのハロゲノアルコールとは異なっている

ものと考えられる｡いっぽうハロゲノアルコールでは､ハロゲンを導入したことに

よって生じる強いプロトンドナーとしての性質が変性に関係があるのではないかと

予想することが可能である｡すくなくとも､EtOHなどのアルキルアルコールには見

られない分子の分極が変性能力が大きいことに関係しているものと考えられる｡
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3章

タ ンノヾ ク質モデルイヒ合物の

四境イヒ炭素溶亨夜中と水溶亨夜中での

自己会合

8.1 序 翰

前章ではCIEtOHをはじめとするハロゲノアルコールがプロトンドナーとして

の強い水素結合性を持つことを示してきた｡本章ではタンパク質中のアミノ酸残基

のモデルとなる分子として4種のペプチド化合物を合成し､四塩化炭素溶液中およ

び水溶液中での自己会合について調べたことを述べる｡この自己会合についての実

験は､4章と5章で述べるこれらの化合物とアルコールとの分子間相互作用を調べ

るための準備として､不可欠であった｡

タンパク質のモデルになる化合物として､多くの研究者によって様々の大きさの

ペプチド化合物が実験の目的に応じて使い分けられてきたということができる｡タ

ンパク質により近いという意味では､含まれるアミノ酸の種類がより多く､分子が

より大きいほうがよいが､実験の容易さという観点からは逆に､より単純でより小

さいことが望ましい｡本研究の目的にあったタンパク質のモデル化合物としてどの

ようなものを選ぶかは､このような意味からかなり重要な問題であった｡本研究で

は､モデル化合物の持つべき最低の条件として完全なアミノ酸残基を1個ふくむこ

ととし､

CH3-CONH-C●H(R)-CON(CH3)-CH3 (Ⅰ)

R = H,CH(CH3)2,CH2CH(CH3)2,CH2C6H5

で表される四種の N-Acetyl-L-aminoacid N',N'rdimethylamide を選んだ｡これは

完全なアミノ酸残基とペプチド結合を1組づつ含んでいる｡完全なべプチド結合を
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2個含んでいるつぎの構造

CH3-CONH-C'H(R)-CONH-CH3 (ⅠⅠ)

で表される化合物は(Ⅰ)に比べてタンパク質申のアミノ酸残基の分子構造により

近いという点では本研究においてより望ましい構造であるが､2個のNH基の存在

は実験結果の解析を複雑で困難なものにすると予想された｡アミノ酸残基の種類に

ついては上記の4種を選んだ｡この理由として､側鎖に水素結合性の基を含む場合

は結果の解析が複雑になることと､これらの疎水性側鎖を持つアミノ酸残基は α-

ヘリックスや β-構造のようなタンパク質のペプチド基のあいだに水素結合を形成

する二次構造を形成しやすい残基として知られておりl〉､したがって､CIEtOHによ

るタンパク質のヘリックス形成の機構をさぐる実験のためには適当であると思われ

たからである｡アラニン残基を含む(Ⅰ)については合成に成功できなかった｡
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本章の実験の目的は次のようである｡

1)(Ⅰ)の溶液にアルコールを加えることによって､どのような相互作用が

起きるか､すなわち､(Ⅰ)とアルコールとの分子間水素結合が形成され

るのか､あるいは逆に､アルコールを加えると(Ⅰ)の自己会合がより進

むのかなどについて調べるためには､アルコールを含まないときの(Ⅰ)

の会合状態について調べることが必要であり､これを行う｡

2)溶媒として､四塩化炭素と水を用い､溶媒の遠いによる会合状態の遠いを

調べる｡得られる結果から､水溶液中のタンパク質の立体構造の安定化に

対する疎水性側鎖の寄与についての情報を得ることを期待した｡

実験の結果は次の2つに分けて述べる.

1)赤外分光法､1Hnmr 法による､四塩化炭素溶液中で形成される(Ⅰ)

のダイマーの構造決定とその会合定数の測定

2)1Hおよび13c FTnmr法による水溶液中での会合体の構造の推定

一24-



8.2 実 験

8.2.1 タンパク質モデル化合物の合成

N-Acetylglycine N',N'-dimethylamide(AGDA), N-Acety卜L-Valine N,,N,-

dimethylamide(AVDA),N-Acety卜L-1eucine N,,N,-dimethylamide(ALDA),N-

Acetyl,L-Phenylalanine N',N'-dimethylamide(APDA)の合成はApplewhite等の

方法に従い2〉､次に示す順序で行った｡

l
･
･
-
-
･
†

●,

NH2-C●H(R)-COOH

I(CH3CO)20

CH3CO-NH-C●H(R)-COOH

I N2CH2

CH3CO-NH-C●H(R)-CO-OCH3

Iexcess NH(CHさ)2

CH3CO-NH-C●H(R)-CO-N(CH3)2

反応の進行をそれぞれの段階ごとにIHnmrの測定で確認した｡ALDA以外の試料

は酢酸エチルとエチルエーテル (1:10の容量比)で数回再結晶し､ALDAは液

体なので真空ライン中で120℃､10~2mmHgの条件で8回蒸留して精製した｡

TLC と GCの測定から純度を確認した｡融点と比旋光度をTable.8-1に示す｡

8.2.2 測定試料の調製と測定の方法および装置について

1)四塩化炭素溶液については

a)4種のペプチドの減皮を10~1-10-1mol/1の範囲で 変化させながらNH

基の伸縮振動による赤外吸収スペクトルを20±1℃で､日本分光製A-8型赤外分

光光度計を用いて測定した｡四塩化炭素には赤外吸収用(和光)を用い､脱水剤と

して少量の五酸化リンを加えて真空ライン申でかくはんしたのちに試料用のアンプ

ルに真空蒸留した｡試料溶液中の水分は10-6mol/1以下であった｡測定用セル
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は光路長 2…､および10 mmの赤外用石英製の枝つきたいこ型で､試料用アンプ

ルにガラス細工で接続したものを用いた｡

b)ALDAを除く3種のペプチドの洩度を10-2-10-1mol/1の範囲で変化させ

ながら､20-50℃の温度範囲でIHnmrを測定した｡測定には日本電子社製

4H-100型を使用し､TMSを内部基準に用いた｡

2)水溶液については､

AGDAを除く8種のペプチドの(水一重水)の混合溶媒溶液中での溝度を10-2

-1nol/lの範囲で変化させながら､日本電子社製 GX-270型 FTnmr

測定装置を用いて1H および13c の nmr を測定した｡重水は99.88tO摘

(Aldrich)をそのまま用いた｡水はイオン交換水をパイレックスガラス製の多段式

蒸留装置で蒸留して用いた｡ケミカルシフトはTri山ethysilylpropanesulphonate

(TMP)を内部基準として決定した｡さらにプロトンのスピンー格子緩和時間Tl

を通常の(180● -t-90● -T)｡インヴァージロンリカヴアリー法で測定した｡

核オーバーハウザー効果の測定も行った｡

8.8 結 果 と 考 察

8.8.1 四塩化炭素溶液中のペプチド会合体の構造と会合定数の決定

5xlO~1mol/1以下の洩度で4種のペプチドはいずれも 3500-34000山一1の

波数領域で鋭い吸収バンドを示す｡Neel等3〉 は(Ⅰ)で表されるこれらのペプチド

のNHバンドを(Ⅰり(ⅠⅠⅠ)で示されるペプチドのバンドと比較した｡

CH3-CONH-CH(R)-CON(CH3)-CH3 (Ⅰ)

CH3-CONH-CH(R)一CONH-CH3 (ⅠⅠ)

CH3-CON(CH3)-CH(R)-CONH-CH3 (ⅠⅠⅠ)

その結果､(Ⅰ)のペプチドは溶液中で分子軸が延びたコンフォメーシ｡ンをとる

こと､Rが小さいペプチドでは観測されるNHバンドは分子内で5貞環を形成して

-26-
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非常に弱く水素結合しているNH基によるものであることを結論し､これをC6で表

示した｡このように分子内で水素結合をしているコンプォメーシぎンがFig.3-2に

示してある｡AGDAで観測されるNH基はこの C5 に帰属されてきた｡これに加え

てさらにNeel等は､R基の大きい(I)では C6 よりも高い波数にシロルダー

が現れ､これは分子内水素結合していないフリーの NH による伸縮振動に帰属さ

れることを報告した｡後者は L,で表示された｡そして APDA で観測されるNH基

は鋭いひとつの吸収のみであるがこのL,に帰属されてきた｡著者等が測定したと

ころ､ALDA ではこのように高波数側にシぎルダーが観測されたが､AVDA において

はより高波数の吸収 L,が主ピークで C6 の方がシぎルダーとなって観測された｡

観測した披数を T8ble.8-1に示してある｡

ペの洩度が10~1mol/1のあいだは､これらの C6 または L,による吸収極

大の吸光度は鴻度の増加とともに直線的に増加し､したがって分子間の会合は観測

されなかった｡この時の吸光係数を £n としてT8ble.$-1に示す｡洩度をこれよ

りさらに高くすると､3300cm-1付近に吸収極大を持つブロードバンドが現れはじ

め､同時に C6 またはL,の吸光度の直線性は当然のことながら失われる｡したが

って､低波数のブロードバンドは会合体を形成しているペプチドの
NH 伸縮振動

によるバンドであると帰属できる｡Fig.3-1にはこのような洩度での吸収スペクト

ルが示してある｡会合が始まる前後のモノマーのバンドの形に､変化はまったく現

れなかった｡

Table･3-1Summaryof thephysicalandIRspectroscopicdataof the four

PePtides.

Peptide
Ⅲ･p･[αコ(inethanol)C5 L,D AzJNH 8m K

(●c)(degree･Temp･･C)(cm-1)(cm-1)(c皿-1)(c山一1)(l/nolom)(dm3ⅢOl-1)

AGDA 49

APDA 99 +34.1

(25● c,1.099)

3415 3326 89 162 3.4

(163)

3425 3305 120 123 11.0

(123)
AVDÅ119

-2･27 3415 34313298117,133 92 22.4

(20●c,0･967)(shoulder) (91)
ALDA 30

-26･6 34213436 3301120,135 79 22.1

(25●c,l.055) (shoulder) (79)
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アルコールの四塩化炭素溶液においてアルコール鴻度考増加していくと､アルコ

ールの会合体によるブロードバンドは洩度の増加にともなって低披数側へとひろが

っていく｡これはアルコールの会合体の構造がダイマーからオリゴマーへと大きく

なっていき､これにともなう水素結合の協調(co-OPer8tive)効果によるものとさ

れてきた｡そして同様のことが N-methylformamide,N-methylacetaJnideなどの

アミド化合物の会合についても観測されてきた1)｡しかしながら､本研究で用いた

4種のペプチドは10~3-10■lnol/1の測定範囲においては会合体によるNHバ

ンドの吸収極大の波数は一定で､したがって観測した渦度領域ではダイマーの形成

のみが起きているものと考えることができた｡ダイマーのNHバンドの吸収極大の

波数をD で表示し､T&ble.3-1に Cい L,とともにリストする｡T8ble.3-1の
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Fig.3-2Three possible dimer species and equilibria for

the self-aSSOCiation of the peptidesin CC14 SOlutions.

AレNH=C5(または L,)- D はダイマー形成にともなう波数シフトを示す｡

(Ⅰ)のタイプのペプチド2分子からできる会合体の構造としてFig.$-2に示し

た3種が予想できる｡これをそれぞれ､Dl,D2,D3 としてどれが形成されてい

るのかを以下のようにして調べた｡

はじめにそれぞれのペプチドの濃度を増加させ､1Hnmrの測定から得たケミカ

ルシフトの変化について述べる｡濃度に対応するケミカルシフトの値をFig.8-$に

示してある｡まずNHプロトンであるが､いずれのペプチドにおいても濃度の増加

とともに大きく低磁場シフトし､分子間水素結合が起きていることが確認できる｡

そしてその NH の水素結合の相手についてであるが､CH3CO メチルのプロト

ンは全く低磁場シフトをしないことから､CH3CO カルポニルは NH プロトン

のアクセプターではないことがわかる｡したがってD2の構造を持つダイマーは形成

されていないことが明らかである｡いっぽう､ >NC=0 カルポニルについてで
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あるが､2個の N-メチルプロトンは N-CO 結合軸のまわりの回転が不完全で

あるために2本になってあらわれる｡この2個の N-メチルプロトンの中点のケミ

カルシフト､NCHい はわずかづつではあるが渦度の増加にともなって低磁場シフ

トし､NHプロトンのアクセプターになっていることがわかる｡また､CαHプロ

トンとNHプロトンとのカップリング定数は渦皮の増加に対してもほとんど変化し

なかったので､ダイマーを形成しているペプチドのコンフォメーシロンはモノマー

のコンフォメーシビンと変わりがないことが明らかになった｡

つぎに Dlと D3 のどちらが形成されているかを知るために､渦皮を増加させ

ながらモノマーのNH伸縮バンドの吸光度を測定し､Dl,D3 形成に対応する会

合平衡定数を求めてみた｡Dlのサイクリックダイマ一については

Kl= Cd/C㌔ (e q.1)

ここで Cd,Cmはそれぞれダイマー､モノマーの鴻度である｡溶液中のペプチド

金波皮を C8 とすると
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C8 = Cm + 2Cd (eq.2)

の関係がある｡ところでFig.8-1から明らかなようにモノマーのNHバンドの吸

収極大はダイマ一によるブロードバンドと重ならないので,吸光係数を£m,セルの

光跨長さを1｡ とおくと､

Am = £m l｡ C用 (e q.3)

と書くことができ､e q.3 と e q.2 より e q.1は

Kl= 8m l｡(8n l｡CB
-

Am)/2Am2 (e q.4)

となって､これを書き直すと､

1｡C8/Am = 1/8m + (2K)/8m2)A几/1｡ (e q.5)

､
･
‥
-
･
†

▲r

となる｡したがって､もし Dlが形成されているならば(e q.5)の左辺を

Am/1｡に対してプロットしたとき直線が得られるはずである｡実際のプロットを

Fig.3-4に示す｡いずれのペプチドについてもよい直線関係が得られた｡そして切

片の読みから得られる £m の値は､希薄溶液の渦度と吸光度から得られた値とよく

一致した｡これをT8ble.$-1の ら.にかっこをして示してある｡このようなよい

Fig.3-4 Plots
of(Eq.5)for A:AGDA,B:AVDA,C:APDA,and D:ALDA.
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直線性と £m の値のよい一致は Dlが形成されていることを示しているものと考

えることができる｡Fig.8-4のプロットから得られたKlの値をT8bl8.$-1に示す｡

いっぽう D3 についてであるが､Fig.8-2に示したように､D8 が形成されると

フリーの NH基が生じるはずである｡しかしながら､AGDAの濃度を0.1mol/1ま

で増加させてもフリーのNH基に対応する吸収は現れなかった｡したがってDさは

形成されていないことがわかるが､さらにAPDAについて得られた吸光度の値を利

用して､Da形成の平衡定数を計算し､一定の値が得られるかどうかを調べてみた｡

D3 には分子内水素結合したNHとフリーのNHが1個づつ含まれており､また

APDAではモノマーはフリーのままなので､観測されるモノマーによる吸光度は

Am = £m l｡(Cm + Cd)

､
･

--

1

1

(e q.8)

となり､これと(e q.2)を K3 = Cd/Cm2(e q.1)に代人すると､

K3=em l｡(8m l｡C8-Am)/(2Am-8m l｡C8)2

(e q.7)

となる｡£m にT8ble.3-1の吸光度から得られた値を使ってAPDAについて得られ

たデータを代人した結果は､渦度の変化にともなって極端に大きな極大値を持つよ

うに変化し､一定の値は得られなかった｡この結果からも D3が形成されていない

ことが確認できた｡以上の考察から Dlが形成されていることが明らかになった｡

以上のようにしてダイマーとして Dlが形成されていることが明らかになったの

で､つぎに0.03-0.3mol/lの濃度範囲で温度を23,∽,40,50℃と変化させて

IHnmr を測定し､NHプロトンのケミカルシフトの変化から Dl形成の際の

』Hと』Sの大きさを求めてみた｡観測されたケミカルシフトの変化をFig.$-5に

示す?

Dlが形成されている会合平衡反応において､観測憧れるNHプロトンのケミカル

シフト､〃｡b5 は

レ｡b,= (z)mC｡+ 2LJdCd)/C8 (eq.8)
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と表される｡ここで ンm,レdはそれぞれモノマーとダイマーのNHプロトンのケ

ミカルシフトである｡(eq.1)､(eq.2)と(eq･8)から

〈(レ｡bヨーレm)/C8〉レ2 =〈2(レd-レm)Kl〉レ2

(2Kl/(レd一レm)〉レ2(レ｡b,-レm)(eq･9)

∠レ=(レ｡b,-レm)とおくと (e q.9)は

(Aレ/C8)l/2 = a
- bAz} (eq.10)

の形をしているので､左辺を』レに対してプロットすると直線が得られるはずであ

る｡レmの値はFlg.‡-5 において洩皮を0に補外して得られる値を用いたo

Flg.$-8はプロットの結果を示している｡(eq.9)と(eq.10)より

Kl= a b/2 (e q.11)

であるから､切片と傾きより Klを求め､1nKlを1000/T に対してプロット
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and(4)50'c. A:AGDA,B:AVDA,C:APDA.

したところ､Fig･8-7 に示す結果を得た｡このプロットから得らゎた熱力学的な

量をT8ble.8-2 に示す｡

3.2 33 31

1000/T

3.l

Fig.8-7 Ahrenius plots for the dimerization of

the peptides.;A:AGDA,B:AVDA,and C:APDA.
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Table.3-2 Thermodynamic data and the frequency shifts of the NH band

for the dimeriz8tion of the peptides.

PePtide -AH -AS26･C -AG AzJNH

(kc81/山Ol)(c81/deg mol)(kc81/mol) (om-1)

2

9

7

一
4
-
0
0
▼

■00

も
一
-
1
▼
I
て
一
r
■

つぎに､側鎖が会合にどのように寄与しているかを知るために､浪皮と温度を変

化させて得られるアミノ酸残基の側鎖のIHnmr シグナルの形の変化を調べてみ

た｡AVDAの2個の C-CH3 プロトンについての結果をFig.$-8 に示した｡渦

度が高くなるにつれて､また温度が低くなるにつれて､2個の C-CH3 プロトン

はdoubletから quartetへと変化する｡これは Ca-Cβ 結合のまわりの回転

が過度の増加とともに束縛されるためと考えることができる｡逆に､漉皮が小さく､

温度が高くなるにつれて観測される quartetは Caの光学活性が CβH をとお

して2個の C-CH3 プロトンに影響を与えているものと考えられる｡APDAの側

鎖のCβH2プロトンもまた同様に濃度､温度によって異なる多重度をあたえ､いず

れの場合もダイマーの形成によって側鎖の自由な運動が束縛されることが明らかに

なった｡サイクリックダイマー Dlの構造においては側鎖同士は立体的に離れてい

ることから考えて､側鎖はN-メチル部分との相互作用によって回転が束縛される

ようになるものと考えられる｡

以上の結果をまとめると､アミノ酸の側鎖がAGDAのHからA†DA､ALDA､APDA

のように大きくなったことによって､Kい.』Hともに非常に大きくなった｡この理

由として次のように考えることができる｡
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Flg.8-8 Variationin the signalof side chain nethyl

protons of AVDA with concentration and te山Perature.

まず､側鎖が立体的に大きくなったことによって分子全体の骨格がねじれ､その

結果として分子内水素結合している分子の分率が小さくなり､すべての分子が分子

内水素結合しているAGDAにくらべると､モノマーの状態での熟的な安定性が低く

なることが挙げられる｡つぎにダイマーを形成している分子のNH伸縮振動の波数､

D､を比べてみると､側鎖の大きいペプチドではいずれもAGDAにおけるよりは低

波数にあり､したがってダイマーの水素結合はAGDAのダイマ一におけるよりはよ

り強いと考えることができる｡この2つのことが重なって､大きい側鎖のペプチド

ではダイマーがより形成されやすいことがあきらかになった｡後者のより強い水素

結合のダイマーが形成される原因としてアルキル基の側鎖による電子押し出し効果

が>N-C=0 カルポニルの電子密度をより高くしていることが考えられる｡
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8.8.2 水溶液中のペプチドの会合

､
･
‥
-
i
-
一
≠

ÅVDA,ALDA,APDAはいずれも水に非常によく溶ける｡これらのペプチドが水溶液

中で水素結合によって会合体を形成するのか､また形成する場合にはどのような構

造であるかを以下のようにして調べた｡

はじめにべプチドが水素結合を形成することによって会合が起きるのかどうかに

ついて調べた｡Fig.3-9に 水一重水(4:1容量比)を溶媒としたときのIH の

nmrの測定例を示した｡いずれのスペクトルもα-プロトンが水のピークと重なる

ために観測されていない｡NHプロトンは水のプロトンおよび重水のDとの交換で

ほとんど観測されないが､しかし弱く観測されるシグナルはα-プロトンとのカップ

リングを残したdoublet として識別できる｡しかもこのNH=プロトンのケミカル

シフトはごくわずかではあるが漉度とともに変化する｡Fig.$-10にべプチドの渦皮

を変化させた時の､NHプロトンと2つのカルポニル炭素のケミカルシフトの値を

洩度に対してプロットしてある｡非常にわずかではあるが､NHプロトンは濃度の

増加につれて高磁場にシフトした｡2つのカルポニル炭素は CH8CO カルポニル

炭素のC-H ロングレンジカップリングの観測によって容易に帰属できるのである

が､これらのカルポニル炭素のケミカルシフトもまたペプチドの渦度の増加にとも

なって非常にわずかではあるが高磁場にシフトした｡観測されたケミカルシフトの

変化量は測定条件下での分解能の十倍以上であったことからこれらのデータは実験

的に意味のあるものとして解析できる｡

それぞれのペプチドの希薄水溶液中ではペプチド分子はモノマーとして水和して

いるのでペプチド結合の N-H および C=0基は十分に分極していると考えら

れる｡したがって､渦度の増加につれて高磁場シフトが観測されたのはペプチド結

合のまわりから水分子が離脱していったことを意味し､これは N-H…0=C

の水素結合が形成されたことによるものと考えられる｡すなわち3種のペプチドは

いずれもわずかではあるが水溶液中で水素結合を形成することによって会合してい

るものと考えられる｡しかも観測されるNHプロトンはα-プロトンとのカップリン

グを残していることから考えて､会合体の寿命はかなり長いものと予想される｡し

かしFig.$-8に示した四塩化炭素溶液中での渦度の増加にともなう NH プロトン
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Fig.3-9(A)1Hnmr spectra of the peptidesin H20-t)20(4:lin YOlu皿e)

solutions.1)[AVDA]=0.16M,2)[ALDAコ=0.29M｡
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SOlutions.3)[APDAコ=0.OIM.4)[APDA]=0.75M.
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のケミカルシフトの変化に比べると水溶液中での変化皇は非常に小さい｡このよう

に水溶液中での変化量が小さい原因のひとつには､ペプチド基が分子間の水素結合

を形成しても NH基の水素結合の相手は水分子の酸素からカルポニル酸素に変わる

だけで分極の大きさに決定的な適いを生じないためと考えられる｡この意味では四

塩化炭素溶液中でのケミカルシフトの変化量と水溶液中での変化量とを単純に比較

はできないが､しかしいずれにしても水溶液中で会合体を形成しているペプチド分

子の割合はモノマーのままの分子に比べて非常に小さいと言うことがで.きる｡

会合体が形成されていることを示すもうひとつの実故的証拠として､Flg.8-9に

示した測度の異なるふたつの1PDAのIHnmr を比較してみる｡N,N-di山ethy-

form8mideをはじめとして多くのジメチルアミド化合物復〉>N-C(=0)結合の

回りの回転障壁が2個のN-メチルプロトンのシグナルのケミカルシフトの羞､

』∂NCHa､を測定することによって見積られてきた｡ただAVDAと ALDAではこの

値は側鎖が立体的に大きいために､会合が生じていないと予想されるような非常に

小さい洩皮においても大きな値を示し､繊度を増加させてもほとんど変わらない｡

しかしAPDAではFig･8-9(8)に示したように鴻度が低いときは』∂HCHさの値は
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はとんど0に近く､したがって >N-CO 結合のまわりは回転が自由であること

がわかる｡このような自由な回転は >N-CO カルポニルの十分な水和､すなわ

ち水分子との水素結合のために C-N結合の電子が使われ､電子密度が小さくな

った結果と考えることができる｡Fig.3-9(B)の4で示したように減度が増加するに

つれて ∠∂NCH3の値は0よりも大きくなりはじめる｡しかしながら､Fig.3-10に

示したように過度の増加にともなう >NC=0 カルポニルの高磁場シフトはごく

わずかである｡したがって､濃度の増加につれて』∂NCH3の値が大きくなったの

は､>NC=0 カルポニルと NH基との水素結合によって >N-CO 結合のま

わりの電子密度が増加したためとは考えられないず､渦度の増加にともなってペプ

チド分子間の会合が進み､立体障害のためにジメチルアミノ部分の回転がしにくく

なったものと考えられる｡

このように水溶液中でペプチド分子間に相互作用が起きることをさらに別の実験

的方法で確認するために､減皮を増加させながらプロトンのTlを測定してみた｡

Fig･3~11にCH3CO,NCH3,および側鎖のCCH3プロトンのT一 を繊度

に対してプロットしてある｡いずれのペプチドのどのメチルプロトンにおいても､

はじめにわずかな適度の増加でTlは急激に短くなる｡これはNHプロトンやカ

ルポニル炭素のケミカルシフトの変化には見られなかった変化の仕方であり､した

0 0.4 0.8 0 0.4 0.8 0

〔amid e〕(moldm-5)

0.4 0.8

FIg･3-11The
plots of TlOf the methylprotons of the amides vs.

theconcentration
at24±0･1●c･:(●)CH3CO,(■)NCH3,

(▲)CCH30f AVDA and ALDA or phenylprotons of APDA.
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がって分子間の水素結合による会合ではなくて､分子間のアルキル部分どうしの相

互作用によるものと考えられる｡その後の過度の増加によるTlの減少が分子間の水

素結合による会合と関係づけられるものと考える○このことから､水溶液中では水

素結合の形成によるよりもアルキル基による相互作用の方が分子間の相互作用に寄

与していることがわかる｡

つぎに､水溶液中に水素結合によって形成されている会合体の構造について考え

る｡先に四塩化炭素溶液中ではそれぞれのペプチドはサイクリックダイマーDlを

形成し､会合体のCH3CO カルポニルは会合に関与していないことを明らかにし

てきた○いっぽう水溶液中ではFig.8-10に示したようにそれぞれの2つのカルポ

ニル炭素はいずれも高磁場シフトし､しかもCH,CO カルポニルの方が>NCO

カルポニルにくらべてより大きくシフトしている｡このことから､水溶液中で形成

される会合体の構造は四塩化炭素溶液中のものとは全く異なって､主として

CH3CO カルポニルの方が>NCO カルポニルよりも NH プロトンのアクセ

プターとして分子間の水素結合に関与していることが明らかになった｡

これをさらに別の実験的な方法で確認するために､NHプロトンを照射しながら

カルポニル炭素の核オーバーハウザー効果(以後13c-NOE)を測定してみた｡

ノイズデカップリングをしないで13cnmr の測定を行うことから､得られたシ

グナルは弱く､したがって差NOEは積算回数を500回としても非常に雑音の

多いものになった0この原因としてさらにNHプロトンが重水の重水素と部分的に

交換すること､したがって､カルポニル基と水素結合しているNHプロトンもま

た交換されるために有効に照射が行われないことと､会合している分率の大きさが

絶対的に小さいことが挙げられる｡APDAについて測定した結果をFig.3-12に示

した｡溶媒の水のOHプロトンを照射して同じ測定をおこなった結果も示してあ

る｡NHプロトンの照射ではCH3COカルポニルが､逆にOHプロトンの照

射では>NCOカルポニルのNOEの方がより大きく､互いによく反対に対応

した大小関係を得たo AVDA､ALDAについても同様の結果を得た｡したがって､これ

らの13c-NOEの測定結果はCH3COカルポニルの方が >NCOカルポ

ニルよりもより多くNH基と水素結合し､逆に>NCOカルポニルの方がはり

多く水和していることを示している0以上の結果から予想される水溶液中の会合体
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C H3CO N CO C=3CO NCO

Fig･3-1213c NOE of the two carbonyls onirradiating(A)NH and

(B)OH protons at[APDi]=0.30mol/lat19±0.lO c.:(1)■with

irradiation,(2)withoutirradiation,and(3)difference NOE.

の構造はFig.3-2に示した D2である｡
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このように､四塩化炭素溶液中で形成されるサイクリックダイマーが水溶液中で

は形成されていないことをCH3COメチルプロトンの照射によって得られる

1H-NOEの測定によって確認した｡測定の例を AVDA､ÅPDA について

Fig･3-13に示してある｡2つのN-メチルプロトンはCH3COプロトンの照射

によるNOEを示さず､したがって立体的に近い関係にはないことがわかる｡一方､

ここでは省略するが､重水素化クロロホルム溶液中で同じ測定を行うと､2個の
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AVDA

OrlC.H NCH5 C115CO C(Cr15)

APDA

Fig･3-13】H NOE ofiVDA and APDA onirradiating CH3CO protons

at[^VDl]=0.12mol/land[APDAコ=0.45mol/lat19 ± 0.10 c.

:(A)withoutirradiation,(B)difference NOE.
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N-メチルプロトンには正の NOE が観測された｡ ペプチドの分子内では

CH3CO メチルプロトンと N-メチルプロトンは互いに立体的に離れていること

からスピン相互作用は観測されない｡したがって観測された N-メチルプロトンの

NOE は Dlを形成しているペプチド分子間の NOE によると考えられる｡し

たがってこれが観測されない水溶液中ではDlは形成されていないと考えられる｡

8.3.8 四塩化炭素溶液中と水溶液中でのペプチドの会合の適い

これまで述べてきたように四塩化炭素溶池中と水溶液中での会合は会合率と会合

体の構造がともに非常に異なることが明らかになった｡この原因について考える｡

アミド基間の水素結合形成によるペプチドの会合率が水溶液中では四塩化炭素溶

液中に比べてはるかに小ざいことから､溶媒の水素結合性の大きさの適いがペプチ

ド間の水素結合のしやすさに支配的な影響を与えていることがわかる｡水素結合性

の強い溶媒である水はアミド基と水素結合(水和)することによ.ってアミド基間の

水素結合を阻止するためにペプチドの会合率は非常に小さくなると考えることがで

ー44-



きる｡つぎに会合体の構造の速いについてであるが､四塩化炭素溶液中では先に述

べてきたように会合体の形成による熟的な安定化の原因はそのほとんどが水素結合

の形成によると考えられる｡従って､水素結合の数がより多いサイクリックダイマ

ーが最も安定な構造として形成されていると言うことができる｡一方､水溶減中で

は会合体を安定化させているのは水素結合よりもむしろアルキル基同士の相互作用

であると考えられる｡会合体は水素結合の数よりもアルキル部分同士の相互作用が

より多くなる構造をとると考えることができる｡この章に述べてきた実験結果から､

Val､Leu､Pheなどの疎水性の側鎖がタンパク質の水溶液中でとる安定な構造にお

いても同様の役割を果たしていることが予想される｡
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4章

タ ンノヾ ク質モデルイヒ合物と

アル =コ ール と の

四塩イヒ炭素溶羽安中での

不日互作用

2章でアルコールのプロトンドナーとしての水素結合性について､3章でタンパ

ク質モデル化合物の自己会合について調べてきたので､これらの両方をふくむ系に

ついての実験の準備が整ったことになる｡本章ではまず､アルコールとタンパク質

分子内の主としてペプチド基部分のためのモデル化合物としての次の3種類のアミ

ド化合物､1)N,N-dimethylacetamide(DMA)､2)N-methylacetamide(NMA)､3)

N~aCetylglycine N',N'-dimethylamide(AGDA)､との四塩化炭素溶液中での相互作用

について調べたことを述べる｡タンパク質とアルコールの実際の系は水溶液である

が､非極性溶媒申での相互作用を調べることによって､次章で述べる水溶液中での

相互作用の特徴をより明確にできることが期待されること､またタンパク質の内部

は四塩化炭素溶液中とはかなり異なるにしても疎水性であると言われていることか

らも､四塩化炭素溶液中での相互作用を調べることは意味のあることと考えること

ができる｡
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4.1)カルポエル伸縮振動の波数シフトの測定による

アルコールーDMA 2:1Complexの構造決定

4.1.1 序 翰

2章でアルコールの水素結合におけるプロトンドナーとしての大きさを比較する

ために､DMAと分子間水素結合する際のOH基の伸縮振動の波数シフトを測定して

きたが､この時のアルコールと DM^の相対的な渦皮は1:1Conplexの形成が保

証されるようにt川Aを過剰に含む系であった｡1:1Complex形成の見かをナの平

衡定数を溶液中に水素結合しないでフリーのままで残っているアルコールの渦度の

測定値から計算すると､アルコールの洩度がD川Aの洩皮に近くなるにつれて大きく

なりはじめ､1倍を越えるとさらに急激に大きくなる｡これはアルコールと DHAの

あいだに 2:1Complex が形成されはじめるためで､この 2:1Complex に

対してつぎに示す2つの構造が提出されてきた｡ト6〉

､
･
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･
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一
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H-0

＼
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Complex-Ⅰ
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>C=0…H-0

■
●

H-0

＼

Complex-‖

Fig.4-1Structures
of2:lcomplexes between alcohol,A-OH,and DMA.

アルコールによるタンパク質の変性を調べる場合においてもアルコールが過剰に

ある条件ではペプチドカルポニルとのあいだに 2:1Complexの形成を予想する

ことができるので､どのような構造が形成され､またそのときのComplexの安定性

あるいは水素結合の強さについて調べることは本研究において重要なことであると

考えられた｡これらを調べるためにはアルコールとペプチドカルポニルとの2:1

Complex形成の際のカルポニルの波数シフトを観測するのが望ましいが､8章でも
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ク質の変性を調べる場合においてもアルコールが過剰にある条件ではペプチドカル

ポニルとのあいだに 2:1Complexの形成を予想することができるので､どのよ

うな構造が形成されるのか､またそのときのComplexの安定性あるいは水素結合の

強さについて調べることば本研究において重要なことであると考えられた｡これら

を調べるためにはアルコールとペプチドカルポニルとの2:1Complex形成の際の

カルポニルの披数シフトを観測するのが望ましいが､8章でも述べてきたように､

ペプチド化合物の自己会合すなわちNH基との水素結合による波数のシフトとかさ

なるために､かわりに >NC=0カルポニルを含むDHAを使って､アルコールの

減度を増加させながらDHAのカルポニル伸縮振動のスペクトルを測定した｡

l

･
-
･
!
-
-
.

2:1Complexの構造を決定する要因として上に述べたように､

1)アルコールA-OHのA部分の立体的な大きさと､

2)アルコールのOH基の酸素の水素結合におけるプロトンアクセプターとして

の強さ､

の2つを考えることができる｡後者はCo叩Iex-ⅠⅠを形成するかどうかについて考

える時の重要な因子である｡まずはじめに､A部分の立体的な大きさが2:1

Complexの構造に及ぼす効果を調べるために､

1)一級アルコールとして､CIEtOH､2,3-dichloropropane一卜01を､

2)2級アルコールとして､1-Chloropropane-2-01､1,8-dichloropropane-

2-01､l,1,l-trichloropropane-2-01(C13iPrOH)を､

3)3級アルコールとして､l,1,卜trichloro-2-methylpropane-2-Ol

(Cl3tBuOH)を用いた｡

さらに､OH基の酸素のプロトンアクセプターとしての大きさが異なるアルコール

として､EtOH､PrOPane-2-01(iso-PrOPanOl)､2-methylpropane-2-01(tert-BuOH)

の8種のアルキルアルコールを用いた｡

去_塵

DMA(和光試薬特級)は2章に述べたのと同じ方法で脱水､精製した｡アルコー

ル､四塩化炭素の脱水､赤外吸収スペクトル測定のための試料の調整､測定法など

はすべて前章までに述べたのと同じであった｡測定時の試料溶液中の水分は10-8
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mol/1以下であった｡カルポニルの伸縮振動領域の測定には光路長0.5mmの岩

塩窓板の液体用セルを用い､データの処理､書き出しなどをDEC社製ラボラトリ

ーミニコンピュータ MINC-11/23 を用いて行った｡7)

4.1.2 結 果 と 考 察

DMAの鴻度を0.020mol/1に固定し,CIEtOHの渦度を増加させた時のDMAの

C=0伸縮振動のスペクトルの変化をFlg.4-2に示した｡1659.5cm-1にピーク

を持つ水素結合していないDMAのカルポニルはCIEtOHの増加につれて吸収が小さ

くなり､より低披数側にシフトした吸収が新たに現れる｡CIEtOHの減皮が DMAの

渦皮より低いときの吸収は等吸収点 a を通ることから､この等吸収点は1:1

､
∴
こ
■
▼
-
-
一
`
r
.
′

Fig･4-2 Spectralchangesin the C=O band of DMA caused

byincreasing CIEtOH
at[DMAコ=0.020mol/1;

[CIEtOH]/[DMi]=(0)0･(1)0･50.(2)0.80,(3)1.0,(4)2.0,

(5)3･0･(6)4･0･(7)5･0･(8)5･8,(9)6.75,(1….75,(11)

10･0,(12)25.0,(13)50.0,(14)80.0.

a and b areisosbestic points.
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Table.4-1Spectrralproperties of O一日bands of alcohoIs

8nd frequency shifts of the C=O band of DMA.
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a･frequency of O-H band of free mononer,b.frequenoy of O-H band of

alcoho卜DMAl:lcomplex,C･u(ree-レJntor d.only theintr…01ecularly

hydrogen bonded O-H band was observed and theレ(r.0value for卜chloro-PrOPane

-2-01(3)is used for the calculation.

Co叩Iex形成の平衡に対応する等吸収点と考えることができる｡渦度が高くなると

もはや等吸収点は如くなることから､1:1Complex と 2:1Complexの形成が

同時に起きていることがわかる｡bで示した等吸収点は､フリーのDMAがもはやな

くなり1:1Complexから2:1Complexが形成される平衡反応のみが起きてい

ることに対応するものと考えられる｡アルコールの渦皮を高くしても波数のシフト

が観測されなくなった時のピークを レC=02 とし､アルコールを加えない時の

フリーのDMAのピークである1659.5cm■lからのシフトを 』.レC=02 とする

と､それぞれのアルコールについてT8ble.4-1に示す値が観測された｡

Fig･4-1に示したようにCo叩1ex一Ⅰは2分子のアルコールがカルポニルに水素結

合しているので､この時の∠=ノC=02の大きさはアルコールの持つプロトンドナ

ーとしての水素結合性の強さに比例するはずである｡このプロトンドナーとしての

強さをあらわすパラメータとして､先に2章で実験的に求めた∠ル=朋 すなわち､
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Fig.4-3 Plots of Az)c.02vs.Aレ,,｡｡for the alcohoIslisted

in Table.4-l.The18bels areidenticalto thosein Table.4-1.

れを横軸にとり､縦軸に』ンC=02をとるとFig.4-$ に示すプロットが得られ

た これを見ると､8種の2級アルコールを含む6種のアルコールについての点は

1つの直線を与え､残りの8種のアルコールについての点も直線になることがわか

るo Compkex-ⅠとCo叩1ex-ⅠⅠの構造の適いの比較から､同じ強さのプロトンドナ

ーによってもたらされるdレC=02の大きさはCompl㍑-Ⅰの方がより大きいと考え

ることができる○したがってFig.4-8の2つの直線はそれぞれ上がComplex一Ⅰに､

下がComplex-‖に対応することを示しているように思われる｡ここでCIEtOH(1)

とCl3iPrOH(5)､Cl3tBuOH(6)によって生じるAレC=02について考ネてみたい｡

CIEtO日の∠り｢｡｡は8個の塩素をふくむ大きなA部分を持つ他の2つのアルコー

ルに比べてより小さい｡それにもかかわらず､より大きな一∠ンC=02を生じるの

は､CIEtOHがComplex-Iを､C13iPrOHとCl3tBuOHがComplex一ⅠⅠを形成してい

るからと考えなければならない｡したがって6種のアルコールはComplex-Ⅰを､3

種のアルコールはComplex-ⅠⅠを形成することが明らかになった｡この結果から注

目されることば2:1Complexの構造がアルコールのA部分の立体的な大きさに

よって決定されることで､アルキル基による電子押し出し効果のためにOH基の酸

素のプロトンアクセプターとしての性質がCIEtOHよりもより強いEtOH､PrOPane

-2-01においても8〉co叩1ex-Ⅰが形成されることである｡
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4.2 アルコールと N-methylacetamideとの相互作用

1
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T

■ヂ

ペプチド基が鎖状に並んで連続した水素結合を形成する場合､¢0-Oper8tive効

果によって非常に安定な水素結合となること､そしてタンパク質のα-ヘリックスや

β一構造ではこのように鎖状に連なった安定な水素結合が形成されていることがよく

知られている｡タンパク質とCIEtOHのあいだに水素結合を介した相互作用が生じ

るかどうかの可能性について知るためには､CIEtOHの持つ水素結合性がタンパク質

分子内に形成されているこのように十分に安定なべプチド基間水素結合を切断する

のに十分に強いかどうかを調べることが重要になる｡そこでこれを調べるために､

アミド基が鎖状に水素結合することによって非常に安定な会合体を形成することが

知られている N-アルキルアミドの中から N一山ethylacetamide(NMA)を選び､いく

つかのアルコールとの相互作用をIHnmr の測定によって調べた｡州Aの会合に

よる水素結合のco-Operative効果の程度について田隅等9〉はヘリウムマトリック

ス法による測定からつぎに示す波数を割り当てている｡

H-N-C=0･･･H-N-C=0 (AJJc;0= 2'8 cm.1)

H-N-C=0(…H-N-C.=0)2…H-N-C=0

(』〃c●…0=66 cm~l)

これによると､4分子の会合体ではフリーのNMA分子が2分子で会合する際のカル

ポニルの波数シフトのほぼ8ばいのシフトに対応する安定な水素結合が形成される

ことになる｡

去_.艶

NMA(和光特級)はcalcium hydrideで脱水し､2回真空蒸留して用いた｡アル

コールとして meth8nOl,EtOH,2-Jnethoxyethanol,CIEtOH､2-bromoethanol,

3-Chloroprop8ne-1-01の6種のアルコールを選び､脱水､精製は前章までと同じ方

法で行った｡IHnmrの測定には日本電子製4H-100型を用い､TMSを内部

基準とした｡
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碍畢と考翠

M仙の繊度を0.25mol/1に固定して､アルコールの洩皮を増加させながら

NMAの NH および CH3CO プロトンのケミカルシフトの変化を測定した結果を

Fig.4-4に示す｡この繊度においてNMAは80%が会合体として存在することが

NH基の赤外吸収スペクトルの測定から計算された｡会合体のNH伸縮振動の吸収

は広い披数範囲に広がり､3塁体以上の会合体が形成されていることがわかる｡3

種のハロゲノアルコールの渦皮を増加させて行くとNHプロトンの高磁場シフトと

CH3COプロトンの低磁場シフトが並行して起きる｡これはアミド基間の水素結合

が解離した結果フリーのNH基が増加し､一方CH3CO カルポニルほより強

水素結合を形成するようになることを示している｡カルポニルと水素結合している

プロトンドナーとしてはアルコールのOH基以外には考えられないから､ハロゲノ

帥Ohoi】鶴野】｢｡､i｡)
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アルコールが存在すると MAは自己会合するかわりにアルコールと水素結合するこ

とがわかる｡一方､methanol､EtOH､2一山ethoxyethanolを加えた場合には NH

がわずかに高磁場シフトし､CH3CO プロトンも高磁場シフトすることから､

NMAの自己会合率がわずかに低くなるのみでアルコールとの強い相互作用はみられ

ない｡ 以上の結果から､NHA とハロゲノアルコールが共存する四塩化炭素溶液中

ではハロゲノアルコールの水素結合性は十分に大きく､そのために NMA とアルコー

ルとの分子間水素結合がMAの自己会合にきっ抗して起きることが明らかになった｡

4.8 アルコールと N-&Cetylglyoine N,.N,-dlmethyl&nide との相互作用

ー
･
‥
-
･
†

▲ヂ

さいごに､N-aQetylglycine N',N'-dimethylamide(AGDA)とCIEtOH､EtOH､

2-methoxyethanolの8穫のアルコールとの相互作用について調べた｡

2章で明らかにしたように CIEtOH をはじめとするハロゲノエタノール､ハロゲ

ノブロバノールはアルキルアルコール､アルコキシァルコールに比べて強い水素結

合性を持っているが､これに加えてこれらの分子内水素結合をするハロゲノアルコ

ールやアルコキシァルコールは分子内に水素結合のプロトンドナーであるOH基と､

電気陰性皮が大きくプロトンアクセプターとして作用できるハロゲン､または酸素

原子の両方を持っている｡したがってこれらのアルコールは プロトンアクセプター

であるタンパク質のペプチドカルポエル､プロトンドナーであるペプチドNH基と

のあいだに､Fig.4-5に示したような二官能基的相互作用18〉をする可能性を持って

いる｡そこでこのような相互作用が実際におきるかどうかをタンパク質のモデル化

合物としてAGDAを用い､赤外吸収スペクトルおよぴIHnmr の測定によって調

べた｡EtOH はこのような相互作用ができないアルコールとして､比較のために用い

た｡

宝_塵

AGDA とアルコールの脱水､精製､測定溶液の調製は前章までに述べてきたのと

同じ方法で行った｡OHおよびNH結合の伸縮振動領域の赤外吸収スペクトルの測
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Fig･4-5 B卜functionalinteraction of CIEtOH with protein.

定は2章に述べたのと同じ方法で､赤外用石英製タイコ型セルの光路長は試料の渦

皮に応じて20mmと2mmのものを使って行った｡IHnmrの測定には日本電子

製4H-100型を用い､TMSを内部基準とした｡

鮭果阜考翠

前章で述べたように10~3mol/1のオーダーの洩皮ではアルコールとAGDAはと

もに四塩化炭素溶液中でモノマーとして溶解している｡はじめにこのようなモノマ

ー領域の渦皮でAGDAとCIEtOH､EtOH､2一皿ethoxyethanol(MeOEtOH)をそれぞ

れ混合したときの赤外吸収スペクトルを測定した○結果をFlg.…に示した｡モノ

マーのCIEtOHのOH基による伸縮振動の吸収が減少し､モノマーのAGDiの

NH基による吸収の両端にブロードな吸収が現れているo EtOHヽMeOEtOHとの混合

の場合にはこのようなスペクトルの変化がまったく現れず､混合系のスペクトルは

混合前のスペクトルを重ね合わせたものに一致した｡
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Fig.4-6 Changesin theIR spectra caused by nixing AGDA and alcohol.

befor¢mixing,････‥･･･‥ 8fter mixing.

(A)[ÅGDAコ=1.9xlO~8 軋[CIEtOHコ=4.6xlO-3H;

(B)[AGDAコ=2.OxlO■さ H,【MeOEtOHコ=2.2xlO-8H;

(c)[AGDAコ=l.2x10~3 M,[EtOH]=S.5xlO.3M.

つぎに AGDA,アルコールともに自己会合の起きる濃度である10-2mol/1のオ

ーダになるように両者を混合すると､それぞれの系においてスベクいレの変化が現

れた｡渕定の結果の例をFlg.4-7に示す｡モノマーのアルコールのOH基､AGDA

のNH基がともに減少し､分子間水素結合の結果としてあらたに低波数側にシフト

したブロードバンドとしてあらわれている｡
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Flg･4-7 Changesin theirspectra caused by mixing AGDA and81cohol.

before mixing,･………･･…･after mixing.

(A)【AGDAコ=1.8x10~2M,[CIEtOH]=5.8x10-2M;

(B)[AGDAコ=1.5xlO~2軋.【≠沌EtOHコ=3.4xlO-2日;

(c)[AGDA]=2.1xlO-2M,[EtOH]=3.7xlO-2日.

つぎに､AGD^の繊度を0･086mol/lに保ち､それぞれのアルコールを相加させ

ながらIHnmrを測定した｡この時のAGDAのプロトンのケミカルシフトの変化

をFlg･=に示した｡この洩此において自己会合しているAGDAの分率は0.28で

あることがNH基の伸縮振動の吸収から計算された○したがって上の洩皮でAGDA

の多くの分子が二官能基的相互作用をしやすいモノマーとして溶液中に存在してい

ることになる｡AGDAのNHプロトンはEtOHヽMeOEtOHヽ
CIEtOHのいずれのアルコ

ールを加えても低磁場シフトし､アルコールとの水素結合を形成することを示して

いる｡そしてFig･4-7の赤外吸収スペクトルもまたNH伸縮振動の低披数側へのシ
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Shi†t8 0†AGDA.帽.8loohol

¢Ontent8t【lDDAコ=0.088H.

(○)CIEtOH

(△)HeOEtOH

(口)EtOH

フトを示し､これを蓑づけている｡EtOHにおいてNHプロトンのアクセプターとし

て機能できるのはOH基の酸素のみであることから､AGDAではFlg.4-9に示した

(Ⅰ)が形成されていることがわかる｡また､いずれのアルコールによっても

CHさCO プロトンの低磁場シフトが見られることから､(ⅠⅠ)が形成されること

も明らかである｡

>NC=0カルポニルとアルコールとの水素結合についての情報を与え-ることの

できる2個のN-CHラブロトンのピークの中心のケミカルシフト∂NCHさとそれ

らの間隔の大きさd∂NCH3 は､Flg.4-8に示したようにCIEtOHの増加によって

のみ変化し､しかもその低磁場への変化は>NC=0カルポニルとCIEtOHが水

素結合することを示している｡ところで､Flg.4-8に示した低い渦皮での相互作用

は､CIEtOHによってのみ起きる｡先にも述べてきたように､OH基の酸素のプロト
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Fig･4-9Structures of hydrogen-bonded conplexes betweeniGDA and alcohol.

ンアクセプターとしての強さはEtOHの方がCIEtOHに比べてかなり強い｡したが

って､Fig･4-8にみられるCIEtOHの増加によるNH伸縮バンドの低披数側へのシ

フトと､さらにFlg･4-8'にみられるCIEtOHの増加によるNHプロトンのEtOH､

MeOEtOHの増加によるよりも大きな低磁場シフトは､NH基とOH基の酸素との水

素結合の結果であるとは考えられず､したがって､CIEtOHの塩素との水素結合によ

るものとしなければならない｡CIEtOHでは分子内水素結合している分子の分率が､

トランス型で分子内水素結合していない分子の分率に比べてかなり大きいことをも

考慮すると､Fig･4-9の.(III).で示したCIEtOHとiGDlとのあいだの二官能基的

相互作用が生じているものと結納される｡
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5章

水溶豹変中の

タ ンノヾ ク質モデルイヒ合物の

自己会合石こおよる諾す

C I E t O Hの効果と その原因

5.1 序 姶

前章では四塩化炭素溶液中のCIEtOHの水素結合におけるプロトンドナーとして

の性質は非常に強く､非常に安定な自己会合体を形成する N-methylacetamide とも

水素結合して､その自己会合を抑制することを明らかにしてきた｡本章では溶媒を

水と重水の混合物とし､タンパク質のモデル化合物として先に3章で自己会合につ

いて調べた N-aCetyl-L-Valine-N',N'-dimethylamide(AVDA)､ N-aCetyl-L-

1eucine-N'N'-dimethylamide(ALDA)､およびN-aCetyl-L-Phenylalanine-N,,N,-

dimethylamide(APDA)の8種のペプチドの自己会合におよぼすCIEtOHの効果を

FTnmr法を利用して調べた｡その結果､･四塩化炭素溶液中とは逆に CIEtOH は

これらのペプチドの自己会合を促進することが明らかになった｡はじめにこの結果

について述べる｡つぎに､このように水溶液中ではペプチドの自己会合に対して四

塩化炭素溶液中とは全く逆の効果をおよぼす原因として､水溶液中で重要なのはペ

プチドと CIEtOH との分子間相互作用ではなく､溶媒の水素結合性の変化であるこ

とを､本研究でこれまでに得てきた実験結果からみちびきだす｡そしてこのことが

水-CIEtOHの系についても成立することを明らかにするために､CIEtOHが水の構

造に対してどのような効果をもたらし､さらに､ペプチドが存在するときにはこの

CIEtOHの水構造への効果はどう変化するかを調べたのでその結果について述べる｡
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5.2 実 験

ペプチド,アルコール,水,重水はこれまでに用いてきたのと同じ物を用いた｡

nmrの測定は日本電子社製GX-270型FTnmr装置を利用した｡スピンー

格子緩和時間(Tl)の測定､核オーヴァーハウザー効果(NOE)の測定も8章で

述べてきたのと同じ方法で行った｡

5.3 結 果 と 考 察

5･8･1CIEtOHがペプチドの会合におよぽす効果

水と重水を4:1の容積比で混合して溶媒とし､ペプチドの洩度を一定に保ちな

がらCIEtOHの渦度を増加させてIHおよび13cのnmr を測定した｡先に

Fig･3-9で示してきたのと同じように､α-プロトンとのカップリングによって

doubletに分かれたNHプロトンが非常に小さいシグナルではあるが観測された｡

重水申に溶かしたTrimethylsilylpropanesulphon8te(TMP)を外部基準として測定

した NH プロトンと2個のカルポニル炭素のケミカルシフトの変化をFig.5-1

に示した○ その結果､NHプロトンとカルポニル炭素はCIEtOHの増加にともなっ

ていずれも高磁場にシフトした｡

先に3章で述べてきたように､この両者のケミカルシフトの高磁場シフトはペプ

チドの分子間で >NH…0=C< の水素結合の形成によって会合が進んでいる

ことを意味する｡四塩化炭素溶液中でCIEtOHの濃度を増加させた時にペプチド分

子間の会合が抑制されるのとは逆に､水溶液中ではこのようにペプチド分子間の会

合が促進されることをさらに実軟的に確認するために､以下に述べる2つの実験を

行った｡

まずNHプロトンまたはOHプロトンを選択的に照射しながらカルポニル炭素

のNOEを測定した｡NHプロトンの照射によるNOE(一3c-NOE〈NH)

とあらわす)の大きさはペプチド基どうしの水素結合の形成の程度に､OHプロ

トンの照射によるNOE(13c-NOE(OH)とあらわす)の大きさはペプチ

ドカルポニルの水和の程度に対応させることができる○このようにして2個のカル
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(CLEtO軋伯mide〕
0 5 10 15

(CIEtOH路mlde)

Flg.5-1Effects ofincre8Sing CIEtOH content onlH and13c

ChemicalBhift80f NH and the two carbony180f the peptides

8t240c.:(○●)[APDAコ=0.87H,(□■)【AVDAコ=0.80H.

(△▲)[lLDA]:0.80M.(○□△)CH3CO,(●Jr▲)>NCO.

ポニル炭素のNOEを測定することはすでにべプチドの自己会合を調べるために8

草で行ってきたが､非常机､さい差NOEしか観測されなかった｡本実験では8章

で得た結果にくらべるとはるかに大きく､定立的な取扱いが可能な程度の大きさの

差NOEが観測された｡測定例をFig･6-2に示す｡この測定例に見られるように､

OHプロトンの照射によっ■ては>NC=0カルポニルの､NHプロトンの照射に

よってはCH3COカルポニルのNOEがそれぞれ残りのカルポェルよりも大き

く現れ､したがって自己会合の場合と同じように会合は>NH…0=CN<の水

素結合よりもむしろ>NH…0=CCH3 という組合せで､逆に水和については

>NC=0 カルポニルにおいてより生じていることがわかる｡

APDAの測度を一定に喋ってqlEtO日の測度を増加させながら､NHプロトンおよ

びOHプロトンをそれぞれ照射し､13c-NOE(NH)と13c-NOE(OH)

を測定した｡lさC-NOE〈0=〉の実験値の方がよりよい精度で得られるのでこ
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2･辿>NCO C=3CO-

→highfield

Fig.5-2 Example80f the nea8ureⅡent80f13c-NOE(OH)&nd13c-NOE(NH)

at19士0.10 c,Where bold8nd thinlines represent the re8OnanO

CurVe8meaSured withirradi8tion8nd withoutirradi8tion,re8PeCtiYely.

[APDA]=0.65M,[CIEtOHコ/[lPDl]=2.5.[1LDA]=0.70M,[CIEtOHコ/[ALD^コ=2.3.

l
･
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･
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1
▲
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■
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モ
■

れをFie.6-8に示した｡CIEtOHとIPDAの測度の比､【CIEtOHコ/[APDA]の値

が1付近では13c-NOE(OH)の値はCIEtOHを加えない時に比べてわずかに

大きくなり､その後はCIEtOHの繊度の増加につれて小さくなった｡このときの

3 6

(ROHレ払両dd)

Flg･6-8 Effects ofincre8Sing the conctent of CIEtOH or

EtOH on13c-NOE(OH)Yalues of the two c&rbonyl80†1PDA

8t[APDA]=0.85M8t15士0.1●c.:(○)CHきCO,(●)>NCb.
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13c-NOE 〈NH)の値は逆に大きくなった｡これはCIEtOHの増加につれてカ

ルポニルの水和の程度が減少し､逆にべプチド基間の水素結合が増加することを表

しており､したがってCIEtOHがペプチドの自己会合を促進することを確認できた

ことになる｡

つ引こもう1つの失敬として､ペプチド測度を一定にしてCIEtOHを増加させな

がらペプチドのメチルプロトンのTlを測定した｡結果をFlg.6-4に示す｡それぞ

れのペプチドの CH3COおよびNCH3 メチルプロトン､さらに側鎖のメチルプ

ロトン(1PDAの場合はフュエルプロトン)は､測度の比､[CIEtOHコ/[peptideコ

の値が1付近で極大になり､その後小さくなる｡8章で述べてきたように､ペプチ

ドの会合が進むにつれてTlが小さくなることから､Tlの測定結果もまたCIEtOH

がペプチドの自己会合を促進することを示している｡

5 10 15 0 1 2

〔CJEtOH)火Peptide〕in m｡Je

Flg･6-4 Effect80fincreasingCIEtOH
content on theTlOf the

nethylprotonsofthepeptidesat24士0･1｡c･:(●)CH3CO,

(◆)NCH3･(▲)CCH3･[^PDA]=0･37M,【^VDA]=0.30M,[ALD^コ=0.80M.
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以上の実験結果からCIEtOHは四塩化炭素溶液中ではペプチドの自己会合を抑制

し､水溶液中では逆に促進することが明らかになった｡四塩化炭素溶液中における

会合の抑制は､CIEtOHとペプチドの分子間水素結合の形成という､CIEtOHとペプ

チドのあいだの分子間相互作用によって説明することができた｡そして､水溶液中

においても程度の差はあるにしても同様にべプチドとCIEtOHのあいだに分子間の

水素結合による相互作用が生じるものという予想をたてて実験を始めた｡しかしな

がらこの予想ははずれ､単に程度の差にはとどまらずヽ会合の抑制と促進という逆

の効果をもたらすことが明らかになった｡水溶液中でのCIEtOHによるペプチドの

自己会合の促進は､もはやCIEtOHとペプチドの分子間相互作用によっては説明す

ることができないので､促進を説明できる別の機構を見出さなければならない｡な

おFig･5-3とFig･5-4のいずれにおいても[CIEtOH]/[peptide]の大きさが1付

近で極大値を持っている｡これについては後に述べる｡

5･3･2 CIEtOHが水の構造におよぽす効果

先に3章でペプチドの自己会合率が溶媒の水素結合性に大きく依存することを明

らかにしてきた｡水溶液中での会合率は四塩化炭素溶液中に比べて非常に小さく､

これは溶媒である水がペプチド基を水和することによってペプチド基間の水素結合

を抑制する結果であると説明することができた｡したがって水溶液中のペプチドの

会合率がCIEtOHを加えていくことによって変化するのは溶媒である水-CIEtOH

混合物の水素結合性が変化している､より詳しく言うならば､小さくなっているこ

とによるのではないかと予想することができる｡

アルコールなどの中性で極性を持つ有機化合物が水の構造l〉にどのような効果を

もたらすかを調べるためにさまざまの方法が試みられてきた引｡水和熟､熱容量､

熱伝導度､などの測定､誘電率､誘電緩和の測定､表面張力の測定､タンパク実の

溶解度､変性温度､変性の程度の測定､あるいはミセルの溶解度､臨界ミセル渦度

の測定､等のさまざまの方法に加えて､分光学的方法として､赤外吸収スペクトル

法によるOH伸縮振動の基準､および倍音の吸収の測定とnmr法によるOHプロ
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トンのケミカルシフトの測定が有力な方法として用いられてきた｡そしてそれぞれ

の測定方法に応じて､個々の化合物は純水が持っている3次元榊遵をより増加させ

る｢水桶造形成子｣(structure maker)と水桶造の発達程度を阻害する｢水桶遵破壊

子｣(structure breaker)に分現されてきた｡3〉

StruCture m8kerはまわりの水分子間の水素結合をより強くするので水の OHプ

ロトンのケミカルシフトを低磁場に､StruCture breaker は逆にまわりの水分子間

の水素結合を弱くするので高磁場にシフトさせる｡アルキルアルコールの水構造に

対する効果をケミカルシフトの変化から調べた報告はかなりの数になるがト8〉､ハ

ロゲノアルコールについての紺碧は見あたらない｡そこでまずCIEtOH一水の系で､

CIEtOHの繊度を変えて OH プロトンのケミカルシフトを 200Cで測定した｡測

定には同心軸の2重管を用い､内管にTHPを溶解した重水を入れて外部基準とした｡

水とCIEtOHのOHプロトンは全測定淵度領域で一本に収束した｡測定結果を

Fig.6-5に示す｡

VoLumefractionofCLEtO?00 0.5

M｡Iefracti3･宍｡fCLEt｡H
l.O

Xc

エ

｢4.7

Fig･6-6 ThelH chemicalshifts of the OHin water-CIEtOH

SyStem With different molar ratios at20±0.10c.
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Fig.5-5の X｡=1､すなわち CIEtOHの OHプロトンのケミカルシフトを

∂cIEtOHで表すと､この値は､Ⅹ｡=0のときの値､すなわち水のOHプロトンの

ケミカルシフト(∂…t｡｢で表す)よりも少し低磁場にある｡しかしながら､水-

CIEtOHの混合物の OHプロトンは広い混合領域にわたって､∂…t｡rよりもさら

に高磁場に観測された｡

CIEtOHのモル分率X｡で観測されるケミカルシフトx∂｡b5はこの時の混合物

中のCIEtOHのケミカルシフトx8｡とそのモル分率X｡,混合物中の水のケミカ

ルシフト
x∂H

によって

×∂｡b3
= X｡×∂｡ + (1-X｡)x∂u (eq.5-1)

の関係で表される｡Fig･5-5の点線で示したケミカルシフトの値は水とCIEtOHが混

合によって分子間の相互作用を生じないと仮定したときの値で､これをx∂●で表

すと､

x∂●
= X｡∂cl【tOH + (1-Ⅹ｡)∂…t｡.(eq.5-2)

の関係で表される｡Fig.6-6で表した実験結果は､(eq.5-2)-(eq.5-1)がすべての

X｡において正であることを示した｡すなわち

x6● -x6｡b,=X｡(6cIEtOH-x6｡)+(1-X｡)(6…t｡,-x6u)>0

(eq.5-3)

と書くことができる｡ところで本研究の実験でペプチドの水溶液に加えたCIEtOH

の減皮は､CIEtOHが溶液全体に占める体横が40vol%程度を最大の減度とした｡

これを水-CIEtOHの混合物申のCIEtOHのモル分率に換算するとはば0.2のあた

りである｡X｡が0に近い､すなわちCIEtOHの溝皮が小さいときこの差の値に

主として寄与するのは第2項である水のケミカルシフトであるから､これが正であ

ることより､

x∂● rx∂｡b3≒(1-X｡)(∂…t｡r-×∂u)>0

すなわち
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∂…t｡r
X∂u

> 0

∂…t.r >
x∂u

したがって

(eq.5-4)

と書くことができる｡これより､CIEtOHを含まないときにくらべて水のケミカルシ

フトは小さい値を持っていることになる｡したがってCIEtOHは水のstructure

bre8ker として作用しているということができる｡X｡の値が大きい､すなわち

CIEtOHの繊度が商いときの甫磁場シフトについては水と CIEtOHがそれぞれOHプ

ロトンの甫磁場シフトにどのように宵卑しているのかが本来験の結果からは明らか

ではないが､すべての淵皮哨囲にわたってOH基の水素結合性が弱くなっているこ

とは明らかである｡Gierycz等は水と CIEtOHの混合熟を測定し､CIEtOHの広い

渦度範囲にわたって混合が吸熱過程であることを報告している7)｡分子間の水素結

合が弱くなるのは吸熱過程であるから､Flg.6-6の測定結果はこの報告の結果とも

よく一致する｡

つぎに CIEtOHが8種のペプチド水溶液中の水の構造にもたらす効果を調べるた

めに､ペプチド浪皮を一定に保ち､CIEtOHの漉皮を増加させた時のOHプロトンの

ケミカルシフトを測定した｡ペプチドを溶解していない系と同様に､水と CIEtOH

の OHプロトンは一つに収束した｡測定の結果がFig.6-8 に示してある｡この図

の変化からも明らかなように､OHプロトンはペプチドを含まない時と同様に高磁

場にシフトし､水素結合性が小さくなっている｡CIEtOH の渦度は最も高い場合でも

CIEtOH一水の混合物のモル分率で表すと 0.2程度であるので､観測された高磁場シ

フトは主として水のOHプロトンからの寄与と考えることができる｡したがって､

ペプチド水溶液中においても CIEtOHは水の8truCture bre&ker として作用するこ

とが明らかになった｡

さらにこのようにして得られたCIEtOHがペプチドの会合とペプチド水溶液中の

水構造におよぼす効果をEtOHによる効果と比較するために､同じくペプチド漉皮

をそれぞれ一定にしてEtOHめ繊度を増加させ､NHプロトンとOHプロトンのケ

ミカルシフトを測定した｡EtOHと水のOHプロトンは1つのピークに収束して観

測された｡その結果をFig.5-7に示す｡
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chemica18hift of OH at240c,at(●)[lPDlコ=0.37M
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Fie･6-7 Effect8･ofinbrea占ingEtOHon thelH chenic&18hift80f

NHandOHofthepeptidesolutions8t22●c.:(●)【APDAコ=0.65M,

(■)[AVDÅコ=0.45H,8nd(▲)[ALDAコ=0.70日.
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EtOHなどのアルキルアルコールが低い繊度で水の構造を安定化することはよく

知られてきたことである｡そして､観測される水のOHプロトンの低磁場シフトは

これを実証する実験的な証拠として挙げられてきた｡Coooi8等はこの原因として､

水と EtOH分子との水素結合､およびエチル基部分の疎水性水和の2つを報告して

いる8〉｡Flg.6-7に示した結果は､EtOHがペプチドの会合にほとんど影響をあたえ

ないことと､この時､EtOHはペプチド水溶液中の水の8truCture maker として作

用することを示している｡

さらに CIEtOHの場合と同様に EtOHの濃度の増加にともなうIPDAの2つのカ

ルポニルのlさC-NOE(OH〉の変化を測定した縛果が Fig.6-$に示してある｡

2つの13c-NOE〈OH)の値はEtOHを増加させていくとわずかにおおきくな

り､したがって､ペプチドの会合体がわずかに解離するが､さらにEtOHを増加さ

せるとほとんど変化が見られなくなる｡

以上のCIEtOH と EtOHがペプチドの会合におよぽす効果を比較すると､効果の

適いは水の構造に対する効果の適いによって生じることが明らかである｡CIEtOH

によってペプチドの自己会合が促進されるのは､溶媒である 水-CIEtOHの混合物

の水素結合性がCIEtOHの増加にともなって弱くなるためであると結論することが

できる｡この原因として2つの要素を考えることができる｡ひとつほ上に述べてき

たOHプロトンの水素結合性が弱くなることであり､もうひとつはCIEtOHの増加

に伴って､そのアルキル部分が混合物全体に占める体積が急激に増加することであ

る｡このアルキル部分の増加は 水-CIEtOH 混合物の疎水性を増加させ､水素結

合性を低下させると考えることができる｡一方､EtOHによる効果は次のように考え

ることができる｡すなわち､低い EtOH減皮では 水-EtOHの混合物の水素結合性

が強くなるためにペプチドの会合体の解離が観測される｡しかしながら､EtOHの繊

度が高くなるにつれて炭化水素部分のエチル基が混合物に占める体横が増加し､こ

れによる疎水性が､強くなった水素結合性を弱くする方向に作用し､水-EtOH混合

物の水素結合性はある大きさに留まるために､ペプチドの会合にも変化が現れない

ものと予想することができる｡
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5.3.8 CIEtO耶こよる水構造破填の機構についての考察

CIEtOHによって水の構造が破壊され,水の水素結合におけるプロトンドナーとし

ての性質が弱くなる原因について考察してみたい.

､
･
･
-
ノ
f
一
r

EtOHのアルキル水素のうちの1原子だけが塩素で置換されることによって水の

StruCture makerは破壊子に変わる原因として､はじめにOH基の酸素の水素結合

におけるプロトンアクセプターとしてのb8Sioityの強さを比較してみたい｡これ

までにも述べてきたように､EtOHの OH基の酸素のbasicityはアルキル部分の

電子押し出し効果が原因となって水に比べてかなり大きい｡したがってEtOHの酸

素は回りの水分子を分極させ､すなわち水のプロトンドナーとしての性質を強くす

る｡EtOHによる水構造の形成には､アルキル基部分によるいわゆる疎水性水和によ

る効果のほかに､このようなOH基の酸素による効果も考慮されるべきであろう｡

このような basicityの大きさを量的に比較できるデータとしてXa皿Iet と Taft

がsolvatochromic法で得た値は､EtOH､CIEtOH,水に対してそれぞれ 0.77､

0.3l､0.14である｡e)したがって､CIEtOHの場合にはEtOHの場合のような

OH基の酸素による水構造の形成はほとんど考えられないが､逆に破壊への寄与も

無いと考えなlナればならない｡このことから､CIEtOHによる水構造の破壊は塩素原

子の存在と関係があると考えなければならない｡

Cl~,Br~,Ⅰ~ などのハロゲンイオンが水のstructure bre8ker として作用する

こと､そして､これらのbre8ker としての強さは Cl~ <Br~ <Ⅰ- の順に大き

いことはよく知られてきた｡1･2〉 ところで､CIEtOH分子中の塩素原子は水溶液中

において､その電子吸引性の性質のゆえに､電荷を持って存在していると予想する

ことができる｡したがって､これらのハロゲンイオンによる水構造の破壊の機構に

ついての研究はCIEtOHによる破壊についての情報を与えるのではないかと期待で

きる｡ Chandarasekhar等は9)希薄なCl~の水溶液について､クーロン項と

Lennard-Jones項からなる分子間相互作用にもとずいたモンテカルロシミJLL/-シ

ロンの結果を報告している｡この中で､Cl~イオンのまわりの水1分子の厚さに相

当するfirst shellとこれより外側をbulkとした場合､分子間のエネルギーは
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1)first she11には6から10個の水分子が含まれ､H原子がClの方を向いた

ようにして配向する､2)first sh811内の水分子どうしのあいだには斥力が働く､

すなわち水桶造の破域の方向に分子間力が寄与する､8)fir8t8hむ=内の水分子

と bulkの水分子との相互作用はfir8t She11内の水分子が配向しているために

Cl~がない場合にくらべて引力としての相互作用エネルギーがより小さくなる､す

なわちこれも水構造破域の方向に寄与するという結果を得ている｡CIEtOHにおいて

もClがイオン性を帯びていると考えれば､大きさの程度は別にしても同様の効果

を予想することができる｡これに加えてCIEtOHの場合には塩素原子によって電子

を引っ張られているCH2CH2部分が水の構造にどのような影響をおよぼすのかに

ついても考慮する必粟がありそうである｡この間慮をもふくめてCIEtOHによる水

構造破壊の機構については今後の課題としたい｡

し
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5.8.4 CIEtOHとペプチドとの疎水性相互作用

Fig･6-$とFig.5-4に見られるように､CIEtOHとペプチドのモル比が1当りの

付近でペプチドの会合体の解離が起きている｡しかしながら､これは先に述べてき

た水-CIEtOH混合物の水素結合性の変化によっては脱明できない変化であり､こ

れに対する原因を明らかにする必要がある｡

用いた8種のペプチドはいずれも比較的大きい疎水性部分を持っている｡いっぽ

うCIEtOHはぃプロパノールに比べれば小さいがEtOHよりは大きい疎水性を示す

ことが報告されている=‖｡したがってペプチドとCIEtOHは疎水基同士が水溶城中

で相互作用する可能性を持っている｡このような疎水性相互作用が実際に起きて､

しかもこれがFig.6一$とFig.6-4に見られるCIEtOHの低い濃度でのペプチド会

合体の解離に関係があるかどうかを調べるために､用いた8種のペプチドに比べて

疎水性部分が十分に小さく､従ってCIEtO日と疎水性相互作用をしないと考えられ

るN一山ethylacetanide(NMA)の会合に及ぼすCIEtOHの効果を調べた｡
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まず州Aの洩度を 3 mol/1とし､この繊度でMAのある分率が自己会合してい

ることを確認するために､1Hnmrとメチルプロトンの Tlを測定し､希薄溶液

の時に得られる値と比較した｡その結果､NHプロトンのピーク幅は広く､またケ

ミカルシフトは高磁場に移動しており､さらに Tlも大きく減少していることから､

この濃度でM岨のかなりの分率が自己会合していることを確認した｡

つぎに､CIEtO8 を増加させながら､NH､および OHプロトンのケミカルシフ

トとメチルプロトンの Tlを測定した｡結果をFlg.6-8に示す｡NHプロトンお

よび OHプロトンの高磁場シフトから明らかなように､MAはCIEtOHの増加にと

もなって溶媒の水素結合性の低下とともにより自己会合率を高くしていく｡しかし

ながらこの時､3種のペプチドにおいて見られた Tlの増加は全く見られず､従っ

てCIEtOHの増加にともなう会合体の解離は観測されなかった｡この結果から､

[peptide]/[CIEtOH]の値が1付近で観測されたペプチド会合体の解離は､ペプチド

の疎水性部分と CIEtOH との相互作用によってペプチド分子間の相互作用が阻害さ

れ､その結果､ペプチド会合体の見かけの解離を観測したものと結論される｡

Fig.5-$ と Fig.5-4に見られるように､8種のペプチドの繊度の大きさに関係なく､

いずれのペプチドにおいても CIEtOH とペプチドとのモル比が1の付近で見かけの

解離が観測されたという実験結果からも､この見かけの解離がペプチドと CIEtOH

との分子間相互作用にもとずくものであることを示すと考えることができる｡

ここで注目するべきことは､このようなペプチドと CIEtOH との疎水性相互作用

がバルクの 水-CIEtOH混合物のCIEtOHの組成を減少させ､その結果としてバル

クの構造をエネルギー的により安定化させるということである｡一方､ペプチド分

子の周辺では､疎水性相互作用が起きなくても溶媒である 水-CIEtOH混合物の水

素結合性は水のみに比べて減少するのに加えて､バルクから移動してきたCIEtOH

によってさらに減少し､その結果ペプチド分子間の水素結合が容易になる｡この結

果として､観測されたように疎水性相互作用による見かけのペプチド会合体の解離

は逆に会合の促進にとって変わることになる｡以上のことから､逆にCIEtOHとペ

プチドとの疎水性相互作用が起きる原因として､水-CIEtOHの混合によるバルクの

エネルギー的な不安定化を回復するためにCIEt叩がバルクからペプチドの近傍へ

逃散したという見方もできる｡
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6.8.5 CIEtOHのOHプロトンの多重度から見た

四塩化炭素溶液中での水とCIEtOHの相互作用

､
･
-
･
!
-
_
.

これまでに述べてきたように､本研究では水と CIEtOHが混合することによって､

混合する前にそれぞれが持っていた水素結合性がより小さくなることが､水溶液中

のペプチド化合物の会合に重大な影響をおよぽすことを明らかにしてきた｡ここで

は､四塩化炭素溶液中においてもCIEtOHと水とは特異な相互作用をすることを示

す実験結果として､CIEtOHのOHプロトンの多重度が測定試料の水分含有量に依

存することについて述べる｡この実験は本研究の最もはじめの頃に行ったもので､

日本電子社製4H-100型CWnmr測定装置を用いて行った｡

はじめに､水分含有皇の異なる方法でCIEtOHの四塩化炭素溶液を鋼製した場合

の測定結果をT8ble.6-1に示してある｡すなわち､蒸留したCIEtOHにあらかじめ

0･1机%の水を加え､蒸留直後の四塩化炭素を溶媒として測度の異なる溶液を調倒

した場合(鵬thodり､CIEtOH､四境化炭素ともに蒸留直後のものから溶液を調

製した場合(HethodIり､CIEtOH､四境化炭素の硫酸マグネシウムによる脱水､蒸

留､さらに溶液の調製をすべてグリースレスコックを使った真空ライン申で行った

場合川ethod‖Ⅰ)へと試料申の水の含有量を変化させると､OHプロトンのケミ

カルシフトは8重項から1重項へと変化した｡

T&ble.5-1Multiplicityl〉of OH proton of CIEtOH&t24● c

in CCllSOlutions prepared by the di†ferent皿ethod82〉.

CIEtOH](山01/1) 0.10 0.08 0.08 0.04 0.02

monomerfr80tion8〉 0.782 0.825 0.828 0.8$$ 0.83

HethodI T T T T T

Hethod ‖ T T S
-

S S

HethodIII 5 S S S 5

1)T:triplet,S=Singlet.2)see the text.8)Y81ue8determi.ned
fromIR spectra10f OH Yibr8tion bands.

-78-



上の実験結果をさらに確絶するために､MethodIIIで調製したCIEtOH溶液に

なる畳の水を加えてOHプロトンのケミカルシフトと多重皮を測定した｡結果を

T8blo.6-2に示してある｡この結果からも水を含まない拭料のOHプロトンは1重

項を示し､水を加えていくと3重項へと変化することが確認された｡

T8ble･5-2 Chemicalshiftl)and theMultiplicity2〉ofOHprotonof

CIEtOH at21'cinCCllSOlutions with different content ofw8ter3}

1)HzfrontheinternalTMSnea8uredatlOOMHz.2)S=8inglet,BS=broad

Singlet･T:triplet･8)numberof〃18ddedto50皿lofsanples｡1uti｡n.

5locum等=‖は分子内水素結合しているCIEtOHの回転異性体は8重項を示すと

考え､低い鴻皮の時のCIEtOHの0=プロトンが四塩化炭素やシクロヘキサン溶液

中で8重項を示す原因として→CIEtOHの渦度が低くなるにつれてヽ分子内水素結合

しているgauche型申分率が増加するためであると考えた｡彼らはCIEtOHが66

モル%の渦度においてもなお8重項を観測している○しかしながら､この洩皮での

赤外吸収スペクトルの測定から､この洩度では分子内水素結合種のg8uOh8体より

は分子内水素結合していないtr8nS体の方がはるかに分率が高い｡･したがって､

8重項を分子内水素結合種によるものとすることにはかなりの疑問が残るばかりか､

上に示した本研究での実験結果は､8重項が水分の存在と密接に関係していること

をはっきりと示している｡
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まず､測定試料の調製の途中で水分の入り込む余地の無いHethod=Ⅰで調製し

た試料が3重項ではなく1重項として観測されたことについて考えてみる｡このた

めに､T8ble･5-8に示したように､温度を変化させて測定してみると､温度の上昇

にともなってOHプロトンは1重項から8重項へと変化した｡

T8ble.6-8Temper8ture dependence of the chenic&18hi†tI)

and the multiplicity2)of OH proton o†CIEtOHin CC14

SOlutlons prep8red by the MethodII&nd MethodI･II.

､
.
‥
-
-

■r

[CIEtOHコ 8nd thenethodo†8&nPleprep&r&tion

0.042(山01/1),HethodIIIき〉 0.060(m01/1), HethodIIl〉

Temp.(Oc)60H multiplicity Temp.(Oc)∂oH multiplloity

2‡ 171.8 S 28 171.8 S

62 165.5 BS 50 181.8 8S

78 158.1 T 100 164.7 T

l)Hz fron theinternalTMS measured atlOO MHz,

2)S=Singlet,BS:broad singlet,T=triplet,3)YaCuumlinenethod,
4)YOlumetric preparation using freshlydistilledCIEtOH8ndCCIJ.

もし観測された1重項が酸性の不純物の混合によって起きるプロトン交換にもとず

く場合には､温度の上昇によってプロトン交換反応はさらに加速されるはずである

からこの原因によるものではなく､アルコール分子間の会合が原因となって観測さ

れることがわかる｡四塩化炭素溶液中のCIEtOHは0.01mol/1の当りの測度か

ら自己会合が始まり､IRで観測されるOH伸縮振動は低枚数側にシフトした広い

バンドを示す｡これはメタノールやエタノールのようなアルキルアルコールにも見

られるスペクトルであり､CIEtOHの会合はOH基どうしの水素結合形成によって

起こり､塩素は会合の水素結合形成に関与していないと考えることができる｡しか

し､塩素の電子吸引の効果により､会合体中の水素結合していないOH基の水素は

下図に示すように十分に∂十性を持つようになりヽ会合体どうしヽあるいは会合体
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とモノマーのCIEtOH分子とのあいだで交換反応を起こしていると考えることがで

きる｡

C卜C2Hl-0-H…0-C2Hl-Cl +

占｡(∂･)

l†

C卜C2H4-0-臣･･0-C2HJ-Cl
l

H8(∂◆)

C卜C2H4~……P~肌~Cl+Cl~C2日一~0~H…?朝~Cl
恥(∂◆) HA(∂◆)

1
■
･
▼
･
-
1
1
1▲〆

温度の上昇にともなって会合体を形成するCIEtOHの分率は少なくなり､モノマ

ーとして溶液中に存在する分率が増加する｡これにともなってCIEtOHが分子状態

で本来もっていたCH2プロトンと OHプロトンとのスピンースピンカップリング

が回復し､8重項が観測されると考えることができる｡実際､nmrを測定した最

低の濃度､0.02Mにおいても室温で20モル%が会合体として存在することが

IRスペクトルから計算される｡

このように考えていくと､HethodI､すなわち水を加えた溶液において8重項が

観測されたこと､あるいはT8b18.6-2に示した結果から､溶液中の水分子が上に述

べたCIEtOHのOHプロトンの交換を抑制するのではないかと予想される｡これを

実験的に示すために､まずはじめに､加えた水が四塩化炭素溶液中でどのようにし

て溶解しているかを明らかにしようと試みた｡このためにCIEtOH溶液に水を加え

てIRスペクトルを測定したところ､CIEtOHのモノマーのOH伸縮バンドには水

を加えたことによる変化が全く現れず､また四塩化炭素溶液中の水の吸収としても

現れなかった｡したがって､加えた水はCIEtOHの会合体に取り込まれていること

がわかった｡水分子をふくむ会合体の構造としてつぎのようなものを予想すること

が可能である｡

C卜C2H4-0-H…0-C2H4-Cl

f
H
●

H-∂-H
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水を加えた溶液で8重項が観測されたということから､水がCIEtOHの会合体が

関与するOHプロトンの交換を､CH2とOHプロトンのスピンースピンカップリン

グが観測されるのに十分な程度に減速させた結果と考えることができる｡そして上

の構造は交換しやすいOH基の水素が水分子の酸素と水素結合することによって交

換できなくなることから､観測された実験結果を満たしている｡

さらにここで注目したいことは､水-CIEtOHの2成分系の溶液の場合とは逆に､

四塩化炭素溶液中では水を加えるとOHプロトンのケミカルシフトがT8bl¢.6-2に

示したように低磁場へとシフトすることである｡この結果は四塩化炭素溶液中の

CIEtOHのOHプロトンの水素結合性が水との相互作用によって少し強くなることを

意味しており､上の構造はこの実験結果をも弼たす｡先に水-CIEtOHの2成分系

溶液における水構造の破壊の原因として水と塩素部分との相互作用を考え､OH基

の部分との相互作用は破壊には寄与しないものと考えて重たが､上の考察はこの水

構造破壊の機構を間接的に支持する｡
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∈;章

ま と め

6.1 実験結果のまとめと結論

且飽

本研究はCIEtOH によるタンパク質変性の機構を明らかにし､EtOHによる変性の

機構との違いを明確にすること､さらにはこれらのアルコールによるタンパク質の

変性機構から､水溶液中のタンパク質の構造安定化因子についての情報を得ること

を目標とした｡

､
･
L
-
-
一
l

■,

これまでに報告されてきたCIEtOH と EtOHやプロパノールによるタンパク質の

変性との違いをまとめてみると次のようになる｡

1.これらのアルコールはともに､尿素やグアニジン塩酸塩のようにタンパク

質のunfoldingをもたらすのではなく､ヘリックス含有量を増加させる､

いわゆる structure-making変性剤であるが､CIEtOHはEtOH､プロパノ

ールにくらべて低洩皮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洩皮が高くなる､いわ

ゆる選択的相互作用を示すが､EtOH､2-プロパノールにおいてはこれは観

測されない｡

これまでに報告されてきたCIEtOHによる変性の原因としては､塩素原子をも含め

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-プロパノールの中間にあることが報

告されていることから､疎水性の違いによる理由では変性についての上の2つの適

いを全く説明できない｡

-82-



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あるのではないかと

いう予想を実験的に示そうとすることから始めた｡

巽畢の問塞

実験は､CIEtOHなどの種々の2一置換エタノールといくつかのペプチド化合物あ

るいはアミド化合物を用いて進めてきた｡まずアルコールの水素結合性の定量的な

比較を行った｡次に､異なるレアミノ酸残基を含むペプチド化合物を合成し,これ

らの四塩化炭素溶液､水一重水の溶液中での自己会合について調べた｡次に､これ

らの性質の異なる溶媒申でのペプチド化合物､あるいはより簡単な構造を持つアミ

ド化合物の自己会合がCIEtOHやEtOHによってどのように変化するのかを調べて

これを比較し､またその変化がどのような原因に基づくのかを明らかにしようと試

みた｡

箪畢と考察

1.CIEtOH の水素結合性の大きさについて

四塩化炭素溶液中で､アルコールがN,N-deimethylacetatnide 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基の伸縮振動の波数のシフトを比

較したところ､CIEtOHでは 224cm~1､EtOHでは177cm,l､また水素結合形成反応

の平衡定数は21℃でそれぞれ､10.9､3.6(dm3mol~l)であった｡そして披数

のシフトの大きさから平衡定数の値を推定する実験式を得た｡平衡定数の大きさの

比較からは CIEtOH の水素結合性がEtOH などのアルキルアルコールよりもかなり

大きいと言うことができる｡

2.ペプチド化合物の自己会合について

アミノ酸残基としてGly,L-PheL,L-Leu,L-Pheを含むペプチド化合物､
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CH3CO-NHC●H(R)CO-N(CH3)2

て･･--･一丁･.▲･r-

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.会合の平衡定数をヽ

IRとIHnmr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(Ⅰ)を形成し､それぞれのペプチドの会合定数は20℃

で$,4(G),11.0(P),▲22.4(Ⅴ),22.1(L)(山3h01-1)であった｡クロロホルム

溶液中においても(Ⅰ)●が形成一されるが､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FT

nmr法によって調べた結果､水素結合形成率はクロロホルム中よりもさらに小さ

く､しかも(Ⅰりに示すように水素結合は1組しか形成されず､水素結合しないで

残っているカルポニル､あるいはNH基が多い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高いと

きは少なく､低いときは多く､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､四塩化炭素溶職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｡
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＼
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Fig･6-1Struoture80f the8S80Ci&ted co叩Iexe80f the peptide8.

8･四塩化炭素溶瀾申での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

CIEtOHやEtOHなどの1級アルコール､2-プロパノールなどの2級アルコール､

2-メチルー2イロバノールなどの8級アルコールとN,=im¢thyhoot8mid｡のカ

ルポニル部分との水素結合において､アルコールの鴻皮をカルポェルよりも相対的
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に高くしてC=0伸縮揺動の波数シフトを測定した結果､1扱およぴA部分の小さ

い2級アルコールではComplexrIで示した水素結合体が､8扱およびAの大きい2

級アルコールではConplex-ⅠⅠが形成されることを明らかにした｡CIEtOH､EtOHに

よるシフトはそれぞれ､8l,25(om~l)であった｡

A

/
H-0

■

●

>C=0
■

●

H-0

＼
A

Complex-Ⅰ

>C=0…H-0/
●
●

H-0

＼

Complex-‖

Fig.6-2The2:1complexes formed from alcoholand oarbonyl.

さらに､CIEtOHが形成するComplex-Ⅰの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-methylacetamideの削酎こおいても､CIEtOHと

の会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｡この実験結果から､

CIEtOl=ま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､CIEtOHのOH基と塩素がそれぞ

れプロトンドナー､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｡

4･CIEtOHが水一重水溶液中でのペプチド化合物の会合におよぼす効果について

FTnmr法を用いた測定から､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押されないばかりか､ペプチド化合物のペ

プチド基間の水素結合による自己会合を促進することを示した｡したが･って､水溶

液中で重要なのはCIEtOHとペプチド化合物との相互作用ではなくヽ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｡
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5.CIEtOH による水構造の破壊について

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､そしてこれはペプチド化合物の水溶液に削､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CIEtOHの増加によって減少するこ

とを指摘した｡したがって2に得られた結論､ペプチド基間の水素結合形成は溶媒

の水素結合性が高いときは少なく､低いときは多くなることより､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CIEtO=こよる水構造の破

壊の原因として､電子吸引性の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EtO日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､EtOR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｡

6･CIEtOHとペプチド化合物との疎水性相互作用について

水一重水中でCIEtOHは疎水性部分の小さいN一皿ethylaceta皿ideとはそのアミ

ド基間水素結合を促進するのみで疎水性相互作用をしないのに対して､疎水性部分

がかなり大きいペプチド化合物とはペプチド化合物とCIEtOHが等モル付近で相互

作用を起こすことをNOEとTlの測定から明らかにした｡したがってこの相互

作用は疎水性相互作用であると結論した｡そして､ト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､バルクからペ

プチド近傍へめCIEtOHの逃散によってバルクの水-CIEtOH混合物中のCIEtOH

の膿度が減少するために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間水素結合の形成が促進され
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ると考えることができる｡

6.2 本研究の結始とCIEtOHによるタンパク質変性の機構との関連

t･･-■■一t

■-

タンパク質のヘリックス形成はあらためて言うまでもなくタンパク質内部のペプ

チド基間の水素結合を意味する｡β一構造の形成もまたペプチド基間の水素結合を意

味するが､CIEtOHがβ-構造を増加させるかどうかについての報告は見あたらない｡

α-ヘリックスを採るかβ-構造かについてはアミノ酸残基の種類との関係が広い範

囲で研究されていることから､CIEtOHによる変性がα-ヘリックスをもたらす.かβ-

構造を増加させるかもまた､このアミノ酸残基の種類との関係で議論されるべきで

あるように思われる｡重要なことは､CIEtOHが尿素のようにunfoldingをもたら

す､すなわち､タンパク質分子内の水素結合解離をもたらすのとは逆に形成をもた

らすことである｡したがって本研究では､CIEtOHを加えたことによるヘリックス部

分の増加をペプチド基間の水素結合形成として単純化して捕らえてみた｡すなわち

本研究で用いたペプチド化合物のペプチド基間の水素結合形成はタンパク質におけ

るヘリックスの形成に対応するものとして､以下にCIEtOHによるタンパク実の変

性と本研究で得られた実験結果との関連性を述べる｡

本研究で用いてきたペプチド化合物はタンパク質にくらべると余りにも小さく､

単純な分子であるが､それにもかかわらずこれらはCIEtOHによるタンパク質の変

性の機構についての重要な情報を与えるものと考えることができる｡まず上に述べ

たようにα-ヘリックスの形成をペプチド基間水素結合の形成とみなすと､CIEtOH

の増加によってもたらされたペプチド化合物間の会合の促進の機構をそのまま当て

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-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

することが可能である｡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､結論の6に述べてきたように､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CIEtOHが集まることによるバルク部分のエぅりレギ
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ー安定化と深く関係していることを指摘することができる｡このような

CIEtOHとの混合による水-CIEtOH混合物のエネルギー的な不安定化

I

CIEtOHのタンパク質分子近傍への移動によって

もたらされるバルク部分のCIEtOHの減少

I

これにともなうバルク部分のエネルギー的な安定化

､
･
-
‥
t
一
1
1

■r

を考慮しない限り､疎水性の大きさとの比較からのみでは､CIEtOHのEtOHやプロ

パノールとの変性剤としての強さの適いを説明することができない｡逆にこのバル

クの安定性について考慮することによって､EtOH､2-プロパノールでは選択的相互

作用が起きないという Shindo等の実験結果を説明することができる｡すなわち､

これらのアルキルアルコールではCIEtOH とは逆に水との混合物として存在する方

が安定であり､疎水性も非常に大きいということがないために､選択的相互作用は

起きないものと考えることができる｡

6.8 タンパク実の構造安定化因子についての予想

Phe,V81,Leuの残基をふくむペプチド化合物の四塩化炭素溶液中と水一重水溶液

中での水素結合による自己会合の会合率と会合体の構造の適いは､~これらの残基が

水溶液中のタンパク質の安定化に果たす役割を明確にしている｡すなわち､疎水性

の側鎖による相互作用である｡しかしこれにも増して興味深いのは溶媒の水素結合

性の適いによる会合率の大きな違いであろう｡

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｡このことはまた､タンパ

ク質の変性が変性剤との分子間相互作用によって起きるものとした前提そのものの

間違いでもあったことを指摘しなければならない｡本研究の結果はCIEtOH､EtOH
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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の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｡

6.4 今後の課題

これまでにも述べてきたように､本研究は CIEtOH によるタンパク質の変性機構

を明らかにすることを目標にして進めてきた｡そしてタンパク質にくらべてはるか

に小さい分子を用いた系で実験を進め､CIEtOH による水構造の破壊がタンパク質の

変性に関係すること示す実験結果を得てきた｡したがって､本研究で得られた結論

を実証するためには､実際にタンパク質を含む系においてもまた CIEtOHがバルク

の水構造を破壊していることを実験的に何らかの方法で調べる必要がある｡

CIEtOH による水構造破壊の原因として本研究では､CIEtOH分子中の塩素部分と

関係があるのではないかと推論した｡この原因についての問題をも含めて､種々の

ハロゲノアルコールについて､水の構造におよぼす効果を調べ､その原因を明らか

にすることが必要であると考えられる｡この間麿はまた､アルキルアルコールが水

の構造におよぼす効果との比較において興味をひかれる問題であるばかりではなく､

ハロゲンを含む麻酔剤､医薬あるいは農薬などの生体内での膜やタンパク質との相

互作用という面でも非常に興味ある内容をふくんでいると言うことができる｡
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Onthe Hydroxy Proton Multip]icityinthelH Nuc[earMagnetic Reson鴫

anceSpectraof2-CMoroethanolinlnertSorvents

ByKazukoMizunoandYohjiShindo/TextileResearchJnstitute,Fuku=｣niversity,Fukui′Japan910

ThehYdroxYPrOtOnmuItipIic,tYOf2,Ch[oroethanolhasbeenstudiedininertsoIvents･IthasbeenfoundthatonlY

as.ngletisobservedinfullYdehydratedsamp暮esoJutionsfromneattoO･02MCOnCentrationatroomtemperature.A

traceofwaterpresentinthesamplesofutionscausesamultipletstructureatlowera[cohoIconcentrations.The

SingletcanbeexplainedintermsofprotonexchangewithjntheassociatedspeciesoftheaJcohorasaresultofthe

increasedaciditYOfthehYdroxYPrOtOnduetochForinesubstitution･ThetrlPletisinterpretedastheresuItofthe

reductioninprotonexchangewithintheassociatedspeciescausedbYWatermOfecuJeswhichareincorporatedinto

theassociatedspeciesofthealcohor.

THEinfluence ofintramolecular hydrogen bonding on

the multiplicity of the hydroxy proton has beenin-

VeStigatedfor2-ChloroethanoIs.1Itwasconcludedthat

intramolecularhydrogen bondinglS reSpOnSible forthe

hydroxyproton multiplicity observed atlower-concen-

trations,While theinfluence of proton acidity becomes

important at higher concentrations as shown by the

Observation of tl-e broad slnglet structure.In this

Paper,WePreSenteXPerimentalresultsshowlngthatthc

hydroxy proton multiplet of2-Chloroethanolatlower

COnCentrationsis caused bv a trace amount of water

remainlnginthesolutions･

EXPERIMENTAL

2-Chloroethanol,Carbon tetrachloride,all(lcy(:1oheェalle

Were allWako Chemicals guaranteeし1reag■el-tS■ TetraT

methylsilane(TMS)waspurchasedfromMerck･To()btain
fully dehydrated sample solutions,dehvdratioIl an(1

Purificationofthealcohol,thesoIvents,and TMS,andthe

PreParation of the sample solutions were allcarried out

Carefullyln a greaSe-free vacuumline･The alcoholan(1

SOlvents,dried over MgSO4,and TMS､､'ere Putinto

ampoules on the vacuumline with a smallamount of

MgSO4,and dried thoroughly by magnetiしStirring overT

night･The fore-run Of the reagents was taken o丘 by

VaCuum distillation for each preparationr To prepare

SamPle solutions,the alcoholand soIvent were condense(1

into an ampoule by vacuum distillation,tO Which an j.r.

Celland alH n.m.r.tube were connected.In a(1ditjon,

VOlumetricsamplepreparationwasalsocarriedout.Each

SamPle solution thus prepared was submitted to both]rI

n.m.r.andi.r.measurements.TMS,COndensedinto the

n･m･r･tubeduringsamplepreparation,WaSuSedasinternal

reference.In severalcases,tO COnfirm the absence;Of

WaterinthesolutionscontainingTMS,thealcohoi,SOIvent,

and TMS were condensedinto the ampoule and theni･r･

and n･m･r･meaSurementS Were made･The n･m･r･SPeCtra

WereObtainedwithaJEOLmode14▼H-10010OMcspectro-
meter･I･r･SPeCtra Were Obtained with aJASCO model

A-3spectrometerwithfusedsilicacellshavingO･5,2･0,20,

andlOOmmpathlengths･Ⅰ.r.spectrainthewavenumber

reglOn4000h2800cmLIwereutjlizedtoobtaininformation

about alcohoIconcentrations▲the degree ofalcoholassoci-

ation,and the presence of water.AIcohoIconcentrations

Were determined bY uSing calibration curves constructed

forthealkylpartofthealcohol･Theabsenceofwaterin

Carbon tetrachloride was con丘rmed from thei･r･SPeCtra

obtained with alOO mm cell.

Theexperimentalresultsobtainedfor2-Chloroethanol

in carbon tetrachloride can be summarized as fり1lows.

(1)AsshowninTablel,thenlultipletforthehydroxy

TABLEI

Changes of the hv(1roxy proton multip】icity,t of2-Clllorov

ethanolinCC14Withthemetl-Odofsamplepreparation,

at三三1±(1.5つC

CollCentratioI-Of2-Chloroethanold(M)
Metho(lofsamI)1e O･lO O･08 0.06 O.O4 0.02

1)rePar;Iti=1 (什78ゴ)(什825)(什828)(り･833)(0.835)
ヽ'01t‖コ1etric!ん

ヽtoltlllletricll

ナ ナ t t

l ヽ ヽ S

ln a
vactlumljm､ ト S S S S

′一s=Singlet■ tニtriplet▲ hゴーCl11oroetllal-OI containing
{}･1､TtO′一)Of~､､▼aterこ1i一〔1CC14freshly disti11edwcrcuscd･The

Water COntLll-t､､■aS(Ietビrmil-e(1by the KarlFischer titration

metho(1･C130th alcoholan(1soIvent were freshly distilled

aIl(lt-SedL dT加valuesinparenthesesaremonomerfractions

determille(1frollli･r･SPeCtra･

proton depends uI)On the degree of dehvdration of the

SチmPle solutions･(2)At room temperature,Only

Slngletisobserved jn the samplesolutionsprepared on

the vacuumline,the concentration range being from

Ileat tO O.02M.For our n.m.r.measurements,0.02Mis

thelowest concentration used.At this concentration

the monomer fractionis found to be ca.0.84from the

OH band ofthe monomeralcoholin thei･r･SpeCtrum,

(3)Withanincreaseintemperature,thesingletobserved
at thelower concentrations changes to a broad singlet

andtl】ent()atripletinthesamplesolutionsI)reparedin

the､▼acuumline.Thisis also the case for the sample

SOlutit)nSOflowerconcentrationspreparedvolumetrically

With freshlv distilled reagents･The temperature at

Which a triplet appearslbecomes higher as the alcohoI

COnCentrationincreases and at conccntrations greater

thanO.1Mtheslngletremainsuncl-angedevenatlOOOC.

Table2illustratessomeoftheseresults.(4)Asimilar

Changeinthemultiplicity,i.e.fromaslnglettoabroad

Singletandthentoatriplet,WaSPrOducedat21士0.50C

bythestepwiseadditionofwatertothesamplesolutions

PreParedonthevacuumline(Table3)･(5)Thesharp
Slnglet of neat 2-ChloroethanoIchanges to a broad

ヲingletuponadditionofwaterat21士0･5CC･(6)The
l.r.SPeCtraOfthesamplesinresult(4)showanincrease
in the absorbance of the OH band of the self-aSSOCiated
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TA鼠u已 2

Changesofthechemicalshifta(C･S.)andmultiplicitybof
thehydroxyprotonof2-ChloroethanolinCCl4Withan

increaseintemperature

Concentrationof2-Chloroethanolandmethodofsample

PreParation
0.042(M)
(Intbe

VaCuumline)
Temp.

(OC) C.s.

23 171.8(S)
52 165.5(bs)

0.060(M)
(VolumetricII)e

Temp.

(0) C･S■

26 171.9(s)
50 161.8(bs)

0.11(M)
(Intbe

VaCuumline)
Temp･

(OC) C･S･

23 195.5(S)
53 172.9(S)

78158.1(t) 100 154･7(t) 68 165･7(bs)
100 168.6(bs)

aChemicalshift values are reported
as Hz downfield from

internal tetramethylsilane･ bs=Singlet, bs=broad

Singlet,t=triplet･CSeeTablel･

TABLE 3

Changesofthechemicalshifta(C,S.)andthemultiplicityb

Ofthehydroxyprotonof2-ChloroethanolinCC14With

anincreasein the amount of water added,C at21土

0.50C

Concentrationof2-Chloroethanol(M)

0.030 0.20 0.22

Water Water Water

(tLl) C.s. (tLl) C･S･ (tLl) C･S･

0170.7(S) 0 235･7(s) 0 242･5(S)

4174.1(bs) 10 237･5(S) 20 249･6(bs)

S175.3(t) 60 238･6(t) 40 251･3(bs)
60 253･9(t)

4Chemicalshift values are reported as Hz doⅥ▼nfield from

internaltetramethylsilane･bs=Singlct,bs=broadsinglet･

t=tripiet･eTheamountofwaterisreportedasthevolhmc

addedto50mlofeachsamplesolution･

alcohoIsuponadditionofwatertothcsaml)1esolutions･

thoughnochangeoccursintheOHbandofthemono-

meric alcohol.At the concentrati()nS below O.008M

wherenoalcoholassociationoccurs,theadditionofwater
does not affect the OH band of the alcohol,indicating

that the monomeric alcoholand water are present

independentlyincarbontetracilioride･Theabovecon-

centrationsareinfactlnuChlowerthanthoseusedinthe

n･m･r･eXPeriments･Allthesemeasurementsshowthat

whatis formedin
result(4)is not al‥1cornPlex of

water with the monomeric alcoholbut a more stable

COmPlexofwaterwiththeself-aSSOCiatedspeciesofthe

alcobol.

Resultssimilartothosein(1)-(6)werealsoobtained
for2-Chloroethanolincyclohexane･

The absence of multiplet structures of alcohol

hydroxy protonsin carbbn､tetrachloride has been

reporte¢･,2and the relationship to theimpuritiesin

carbon tetrachloride which are not easilyremoved has

beendjscussed.3 However,theslnglet observedinour

result(2)is not due toimpurities such as anacidin

2-Chloroethanol,butisinherentin the alcoholitself as

indicated by result(3)･If the singlet observed were

due to the proton exchange between the alcoholand

impurities,PrOtOneXChangeshouldbeacceleratedwith

anincreaseintemperature,andthustheslngletshould

remain unchanged･The only reasonable explanation

for the triplet observed at high temperatureis the

J.C.S.PerkinII

monomericalcoholresulting from a dissociation ofall

self-aSSOCiated speCleS Of the alcohol.Thisindicates

that the alcoholmonomer should show a triplet.

Results(1)-(3)canbe■condensedintotheexperimental

Observation(Ⅰ)‥theaヲSOCiatedspeciesofthealcoholis
responsible for the slnglet observedin almost fully

dehydrated sample solutions at room temperature･

Furthermore,Ouriesults(l)and(4)-(6)can be con-

densedintotheexperimerttalobservation(ⅠⅠ):atraCe

ofwaterpresentinthesamplesolutionsformshydrogen
bondswiththeself-aSSOCiattdalcohoIspeciesandcauses

themultipletstructureforthealcoholhydroxyproton･

It should be noted from these observations that there

aretwosourcesofthetriplet,i･e･Onefromthealcohol

monomer and the other from the alcohoIsol11tions con-

tainmgtheassociatedspeciesofthealcoholintowhich

WatermOleculesareincorporated･
The experimentalobservation(Ⅰ)seems

to be chaト

acteristic of 2-ChlQrOethanoIwhich has an additional

protonaccepting･groupOtherthanthehydroxy,because

theelectronegativeatomintroduced,Chlorine,nOtOnly

increases the acidity of the hydroxy proton of the

alcohol,4butcan alsoactasastrongprotonaccepting

groupintheformationofahydrogenbond･Thus,the
intermolecularhydrogenbondformedintheassociated

speciesofthealcoholisstrongenoughtoinduceproton
exchange,within the associated species･Proton ex-

Change,here,refers to a state of hydrogen bonding

Wherethehydroxyprotonstransferbetweentheproton

acceptinganddonatinggroups･Itisawellknownfact
for alcohoIsolutions that only one resonance peakis

Observed for the hydroxy proton because of rapid

exchangebetweenmonomcrandassociatedspecies･It

isreasonabletoassumethattherateofprotonexchange

within theassociatedspecies(bonding-Siteexchange)is
fasterthanthat

ofmolecularexchan写e(monomerto
n-mer eXChange).Consequently,a Smglet must be

Observedforthehydroxyprotonaslongasthelife-time

Ofthealcoho】m?nOmerisshorterthanthetimeneeded

forthespln･一SplnCOuPlingofthehydroxyprotonwith

CH2prOtOnS･Atthelowestconcentrationusedforour

n.m.r.measurements(0.02M),the monomer concen-

trationis stilllow enough to
satisfythe condition of

Observlng a Slnglet･Thus,Our mOdelnicely explains

OurObservationofthesingletinful1ydehydratedsample

SOlutionsatroomtemperature･

Theexperimentalobservation(II)canbeexplainedin
terms of the abilitv of water to form extensive three-

dimensionalnetworksbymeansofalmosttetrahedrally

arranged hvdrogen bonds･S When a trace ofwateris

introducedinto the alcohoIsolutions,Water mOlecules

mustbeincorpora･tedintotheassociatedspeCiesofthe

alcohol,formlngintermolecular hydrogen bonds which

maybe differentinna･turefromthoseinvolvedinthe

structure cTf the associated alcohoIs･6 According to

Kamlet and Taft,7the base strength of water as a

hydrogen bond acceptorismuch smallerthan that of

SeVeralalkylchlorides･Therefore,When the hydroxy

PrOtOnS Of the self-aSSOCiated alcoholform hydrogen
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bondswiththeoxygenofwatermolecules.theoxygenof

Wateris not su鍋ciently basic toinduce the hydroxy

PrOtOnOfthealcoholtoexchangeasrapidlyasinassoci-

atedR-OHspeCleSinwhichthehydroxyprotoncannO

longerbesaidtobepreferentiallyboundtoRO~.We

believethatallthosefactorsmay,insomeway,reduce

the rapid hydroxy proton exchangein the associated

SPeCiesenoughtopermittheobservationofthehydroxy
PrOtOnCOuPling･

We know our explanation conAictswith the data

indicatingthatthehydroxypeakappearSaSatripletin

then.m.r.speCtraOfneatunsubstitutedalcohoIswhere

associated speCleS are PreSentin highconcentrations.
However,WemuSttakenoteofthefactthatsubstituted

alcohoIssuch2-Chloroethanol,Which havean additional

PrOtOnaCCePtinggroupotherthanhydroxy,havemany

PrOPertiesdifferentfromthoseofunsubstitutedalcohoIs

SuChasethanol･FurthermOre,WePOintoutthepaper

byKirschandCo伍n8whichreportsonlyonehydroxy

PrOtOn Slgnalfor severalaliphatic alcohoIsin carbon

tetrachloride.Theyhaveexplainedit asthe result of

rapidmolecularexchangeofthehydroxyprotonbetween

allthehydrogenbondedspeciesinthesolution.Slocum

andJennings have attributed the multiplet of the

hydroxyprotontoanintramolecularhydrogenbondin

2-ChloroethanOl.1Thisis,however,nOtlikely because

theyhave reportedthat the triplet structure has been

477

0bserved even at66mole%concentration.Judging
fromouri･r･meaSurementS,thespeCleSPredominantat

this concentration are not gauche-isomers which have

intramolecularhydrogenbonds,butlrans-isomerswhich

formSelf-aSSOCiatedspeCleS･FurthermOre,thepresence

Ofwaterisverypossibleduetothemethodofprepar-

ationoftheirsamples･9 Thesefactsmightmaketheir
COnClusion doubtfu1.We think that more extensive

Studiesshouldbe donewithfu11ydehydratedalcohoIs

andtheirsolutions.

[8/770 月βCめβd,2β′ん』クriJ.1978]
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AssociationStudiesofN-Acetyl-AminoAcidNiN-

DimethylamidesinCarbonTetrachloride
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Synopsis

The self-aSSOCiatiol-OfN-aCetylglycine N,N-dimethylamide,N-aCetyl-L-ValineN,N-

dimethylamide,andN-aCetVl-IJ-PhenylalanineN,N-dimethylamideincart)OntetraChloride

WaSinvestlgatedl)yuSlnglrandlH-nmrmethods.Itwasconcludedfromirmeasurements

thattheass()Ciat′edspeciesisthedimerf()rmedasaresultofthesimultaneousf()rmationof

lw()intermolecularhydrogenbonds･ThisissupportedbytheresultsoflH-nmrmeaSure-

ments･Thermodynamicquantitiesfortheass()Ciationweredeterminedfromthetemperature

andc()l-CeI止rati()ndependenceoftheNHpr()tOnChemicalshiftsofthesamplesolutions.

ComparedwiththeGlyderivative,I:ValandIJ-PhederivativeshavelargervaluesoトーiIl

l■()raSS()Ciati()n,Whichshowsg()()dc()rrelationwith上L′NHValues,thedifferencebetweenthe

maximaofthem()n()meranddimerbands,Obtainedfr()mirspectra.Thisisduetotheless

Stablem()nOmerCOnf■ormationandtothestrongerintermolecularhydrogenbondingofthe

dimersinL-ValandIJ-Phederivatives･Thelineshapesofbothmethylprotonresonances

OfLしValresidueandmethyleneprotonres()nanCeSOfL-Pheresiduewerefoundtovarywith

C()nCentrati()nandtemperature()fthesamplesolutions.Thesedataindicatethattherotation

ab()uttheC(Y-C/ブb()ndisrestrictedbythesterichindrancepresentintheassociateddimers.

AlltheseexperimentalresultscanberelatedtothefactthatしValandL-Phederivativeshave

awarpedframew()rkbecause()fthehulkysidechains,WhereastheGlyderivativehasaplanar

l'ramew()rk.

INTRODUCTION

Itisinterestingtostudythecontributionofhydrophobicaminoacid

residuestothestabilizationofthesecondarystructureofproteins.Since

itisdifficulttodeterminethecontributionofeachaminoacidresiduein

aprotein,SOmeattemptShavebeenmadetodosoinmoresimplifiedsys-
tems,SuChascopolymersofaminoacids.Ithasbeenconcludedfromthe

StudiesofaseriesofcopolymersofL-LysandneutralaminoacidsthatL-
Val,I:Phe,andL-Ileresiduesstabilizetheβ-StruCture.1,2Inordertoin-

VeStigatetherootofthestabilizationcausedbythoseaminoacidresidues,

itisbettertousesimplecompoundsthatcanberegardedasamodelof

PrOtein･Dipeptidelikecompoundsaresuitableforthispurpose,andthe

typeofcompoundwithtwo-CONH-grOupS,aSShownforCH3-

CONH-CHR-CONH-CH3(compoundI),hasbeenwidelyusedin

manytheoreticalandexperimentalstudies.3Instudiesontheself_aSSO_

CiationofcompoundIwithlJ-Ala,L-Val,andL-Nvaresidues,ithasbeen

reportedthatself-aSSOCiateddimershaveamoleculararrangementsuch

Biop()1ymers,Vol.18,693-708(1979)

､Cr1979J()hnWiley&S()nS,Inc. 0006-3525/79/0018-0693$01.00
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andthatthedimerformationisreducedbythesterichindrancebetween

thebulkysidechainsoftheL-ValandL-Pheresidues.4

Inourstudiesonthedenaturationabilityof2-Chloroethanol,Wehave

investigatedtheinteractionbetweencompoundssuchasCH:ミLCONH-

CHR-CON-(CH:1)2(compoundII)andvariouskindsofalcohoIsbyusing

irandlH-nmrSpeCtrOSCOpy.5 CompoundIIismoresuitableinthisstudy,

becausecompoundIhasfourdifferentkindsofNqHstretchingvibrational

modesinitsirspectracorrespondingtothedifferentstatesofhydrogen

bonding.6 Thismightmaketheanalysisofdataobtainedtoocomplicated.

In ourinteractionstudiestheself-aSSOCiationconstantofcompoundII

Seemedtobeaffectedlargelybythekindofaminoacidresidue.Fur-

thermore,ithasbeenconcludedthatthecomplexbetweencompoundII

and2-Chloroethanolhasthestructure

H

H

/｢
N

/

ハし‖=

∩)

＼
RH〔し

/
N

-
H

＼

(り

=
ハし

/
てH(

CI H

!
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WhichsuggeststhatanassociateddimerofcompoundIIhasamolecular

arrangementthatcanberegardedasamodelforantiparallelβ-StruCture

protein.Inthispaperwedescribethemolecularstructureofassociated

SPeCiesofcompoundIIwithGly,IJ-Val,andL-Pheresiduesformedininert

soIventsandexaminetheeffectoftheaminoacidsidechainsonthesta_

bilization of their self-aSSOCiated species usingir andlH-nmr SpeC-

troscopy.
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'MaterialsandMethods

N-AcetylglycineN,N-dimethylamide(Ac-Gly-NMe2),N-aCetyl-L-Valine

N,N-dimethylamide(Ac-Val-NMe2),and N-aCetyl-L-phenylalanine

N,N-dimethylamide(Ac-Phe-NMe2)wereobtainedfromSakaiChemicals

andrecrysta11izedthreetimesfromethylacetate/ethylether(1:10).The

meltingpoints,determinedfromDSCcurves,Were490CforAc-Gly-NMe2,

1280C払rAc-Val-NMe2,and980CforAc-Phe-NMe2.AbroadDSCcurve

wasobtainedinthecaseofAc-Gly-NMe2becauseofthelargehygroscopic

property･

Asitisessentialtoremovewatercompletelyfromsamplesolutionsfor

theassociationstudy,thesamplepreparationwascarriedoutcarefullyin

agrease-freevacuumlineasfollows.Theexactamountofamidecom-

pound dissoIvedin ethylacetate was crystallized and dehydrated by

freeze-dryingintheampulA,tOWhichanirce11andlH-nmrtubewere

connected.Carbontetrachloride,havingbeendriedwithP205,WaSput

intotheampulBwithasmallamountofP205anddriedmorethoroughly

bystirringoveramagneticstirrerovernight.Afterbeingdegassedby

pumpingoutlO-15%oftheinitialvolume,Carbontetrachloridewascon-
densedintotheampulA.ForlH-nmrSamples,tetramethylsilane(TMS)

wasalsocondensedintosamplesolutions.Theconcentrationofamide

compoundwasdeterminedbygravimetry.Volumeswerecalculatedas-

SumlngZerOVOlumechangeonmlXlng.Theabsenceofwaterinthesample

solutionwasconfirmedbytheabsenceofabsorptionbandsofwaterinthe
irspectra.

IRMeasurements

TheirmeasurementsweremadewithaJascoA-3spectrometerusing

the5×abscissaexpansionovertherangeof4000-2500cm-1at21土0.50C.

Theconcentrationdependenceoftheabsorptionintensityofmonomer

N-HstretchingbandwasinvestigatedintherangeoflO~4-10-1M.Fused

SilicacellshavingpathlengthsoflOO,20,2.0,andO.5mmwereusedas

Sampleandreferencecells.Referencece11swerefilledwithfullydehy-

dratedanddegassedcarbontetrachloride.

1H-NMRMeasurements

ThelH-nmrSpeCtraWeremeaSuredwithaJeo14H-100100-MHznmr

SpeCtrOmeterbyuslngTMSasaninternalstandard.Chemicalshiftswere

measuredforNHandseveralotherprotonresonancesovertheconcen-
trationrangeofO.03-0.3Mat20L500C.
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RESULTS AND DISCUSSION

IRStudies

上月軸ecけα0/β血fe50Juとわ托5

Intheconcentrationrangelowerthan5×10T4M,theNHvibrationof

COmpOundIIexhibitsanabsorptionbandat3400-3500cm-1.Fromthe

COmparisonofirspectraofcompoundIIwiththoseofcompoundIand

COmPOundssuchasCH;3-CON(CH:3)-CHR-CONH-CHニ3,ithasbeen
COnCludedthatcompoundIIassumesanextendedmolecularconfbrmation,

andthebandhasbeenassignedtotheNHofthehydrogen-bondedfive-

memberedring(C5).6 ForsomeofcompoundII,Withabulkysidechain,

ashoulder(L′)appearsonthehigh-frequencyedgeoftheC5bandandhas
beenattributedtothefreeNH.6InAc-Val-NMe2,however,themainband

isL′,andtheC5bandappearsasashoulder.Furthermore,Onlyonepeak

isobservedinthecaseofAc-Phe-NMe2.Sincethefrequencyofthisband

isnearertothatoftheL′bandofAc-Val-NMe2,WeaSSignedittoL′.The

frequenciesofC5andL′ofthethreeamidesareshowninTableI.The

ValuesreportedbyNee16areshowninparentheses.Theabsorbanceat

入max,thefrequencyofmaximumabsorption,islinearlyproportionaltothe

amideconcentrationintherangeoflO-4M.Themolarabsorptivitiesem

(TableI)weredeterminedfromtheslopeandwereusedtodeterminethe

monomeramideconcentrationofsamplesolutions.InthecaseofAc-

Val-NMe2,alinearrelationshipwasobservedbetweentheabsorbanceof

the入m｡XOftheL′bandandthetotalamideconcentration.Thustheab-

SOrbanCeOftheL′bandcanberegardedasshowingthetotalmonomer

COnCentrationquantitatively.

TABLEI

SpectralPropertiesoftheNHBandsofAc-Gly,NMe2,Ac-Val-NMe2,andAc-Phe-NMe2

inCCl4at21士0.50C

C5 L′ D iEJNH (mC (md

C()mP()und (cmLl) (cm~1) (cm-1) (cm~1) (1.mol-1cm-1)

Ac-GlyLNMe') ;3415 3326 89

(:う412)a

AcqVal-NMe･) :3415shb 34:31 3298 117e,133f

(3415sh) (:i4:う1)

Ac-Phe-NMeり :う425 :う:う05 120

(ニ]424)

162 163

92.0 91.7

123 123

aValuesinparenthesesarefrequenciesreportedbyNeel(Ref.6).
bAbsorptlOnaPPearSaSaSh()ulderoftheL′band.

(lValuesdeterminedfromirspectraofdilutesolutions.

dvaluesdeterminedfromtheintercept()fthepIotsofEq.(5).

eFrequencydifferencebetweentheDbandandtheshoulderpeak.

(FrequencydifferencebetweentheDbandandtheL′band.
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Withincreaslngamideconcentrations,anOtherabsorptionbandappears

atalowerfrequencyregionthantheC50rL′band;itcanbeattributedto
theNqHvibrationofself-aSSOCiatedamide･Theirspectraoftheamides

ataboutO･1MconcentrationareshowninFig･1･Thefrequenciesofthe

Self-aSSOCiatedNHband(Dband)and△〃NH,thedifferenceinfrequency

betweenthemaximaofC50rL′bandandDband,arealsoshowninTable

I･TheDbandofAc-Gly-NMe2isatahigherfrequencythanarethe
frequenciesoftheothertwobands.Itisobservedthattheincreaseinthe

COnCentrationdoesnotshiftthe入maxoftheDbandtothelowerfrequency

andalsohasnoinnuenceontheshapeoftheDbandinanyofthreeamides.

Thisthenindicatesthatonlytheself-aSSOCiateddimerisformedinthe

COnCentrationrangestudied,becauseithasbeenreportedthattheassoci-

atedtrimerortetramerexhibitsitsabsorptionmaximumatthelowerfre-

quencythanthatofthedimerinthecaseofN-methylamidecompounds

SuChasN-methylacetamide･7Weconsiderthattheweakshoulderpeaks

Observedatabout3230cmTlintheirspectraofFig.1arenotrelatedtoa

trimerortetramer,becausetheseshouldersareobservedevenatc｡nCen_

trationsaslowaslO-4M･WespeculatethesemaybetheovertoneofC=O

StretChingvibration.

Inthedimern)rmationofthethreeamides,itisnecessarytotakeaccount

Ofthreekindsofdimerspecies,Dl,D2,andD=う(Fig.2).DICOntainstwo

3600ノ(孟讐･)3200
Fig･1･TheirspectraofthethreeamidesinCC14SOluti()nSmeaSuredwith2-mrnCells:A,

【Ac-Gly-NMe2】=0･118M,B,[Ac-Val,NMe2]=0.124M,C,【Ac-PheLNMe2】=0.125M.
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Fig･2･Threep()SSibleequilibriaanddimerspeciesinself-aSS()Ciation()rN-aCetylamino

acidN,N-dimethvlamide.Inthecase()fAc-Phe-NMe2andtheL′conformer()fAcrVaトNMe2,

theintramolecularhYdr(唱enbondisn()tformed･

intermolecularhydrogenbondings,andD2andD:うCOntainoneintermo-

1ecularhydrogenbonding･Hereitshouldbepointedoutthatallthe

monomersofAc-Phe-NMe2taketheL′conformation,andinAc-Val-NMe2

boththeC5andL′confbrmersparticipateinthedimer払rmation･Wehave

determinedwhichofthedimerspeciesisformedintheassociationequi-

1ibriumfromthefollowlngCOnSideration.

AssociationEquilibriumI･IntheassociationequilibriumI,theequi-

1ibriumconstantKlisglVenby

〟1=Cd/Cま (1)

whereCmandCdaretheconcentrationsofmonomeranddimerintheso-

1utions.CmandCdarerelatedtoCo,thetotalconcentration,by

C(-=C〝～+2Cd (2)

Fromtheirspectraofthethreeamidesolutions,itisclearthattheab-

sorptionat入maxofthemonomerNHbandisfreefromanoverlapwiththat

ofthedimerNHband.ThusAm,theabsorbanceat入m｡XOfthemonomer
NHband,isglVenby

Am=(mJC′れ (3)

where(misthemolarabsorptivityandlisthepathlengthofthece11used･

FromEqs.(1)L(3),KICanbeobtained:

〟1=∈mH∈m～CローAm)/2A孟

′Co 1 2打1Am
-=-+一丁--
A汀- (〝- (完-

′

Thisisarrangedas

(4)

(5)
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(mandKICanbeevaluatedfromtherectilinearplottingoflCo/AmvsAm/l.
TherectilinearplotsoftheirdataforthethreeamidesglVeStraightlines

(Fig･3)･The(mValuesevaluatedfromtheseplotsaretabulatedinTable
I･Thesevaluesareinfairagreementwiththeemvaluesdeterminedpre-

Viouslyfromtheirdataofdilutesolutions･TheKlValuesobtainedfrom

theplotsare3･301/molfbrAc-Gly-NMe2,21.Ol/molforAc-Val-NMe2,and

12･Ol/molforAc-Phe-NMe2at21土0.50C.

AssociationEquilibriumII･InD2,CH:iCOcarbonylformsaninter-

molecularhydrogenbondwiththeNHgroup.Asdescribedinthenext

SeCtion,however,thelH-nmrdatashowthatCH:うCOcarbonyldoesnottake

partinthehydrogen-bondformationoftheassociatedspeciesina11three

amides･Therefore,itisconcludedthatD2isnotformedintheassociation

equilibrium.

AssociationEquilibriumIII･IntheassociationequilibriumIIIofAc-

Gly-NMe2,afreeNHbandshouldbecontainedinD3･However,thefree

NHbanddoesnotappearintheirspectraofAc-Gly-NMe2SOlutioneven

at～10~1Mconcentrations･ThisindicatesthatD3isnotformedinthe

associationofAc-Gly-NMe2･IntheassociationequilibriumIIIofAc-

Phe-NMe2,itisreasonabletoassumethatthefreeNHofD3hasachar-

acteristicsimilartothatoftheL′NHofAc-Phe-NMe2mOnOmer,andthus

themolarabsorptivitiesofthosetwoNHbandshavethesamevalueatthe

Same入max･Then,fbrassociationequilibriumIII,At｡t,thetotalabsorbance

at入maxofmonomerNHband,isglVenby

At(,t=(mJ(Cm+Cd)

Fig∴i･Pl()tS()flCo/AmvsAm/l()nthet)aSisofirdataat21土0･50C:A,Ac-Gly-NMe2,B,

Ac-Val-NMe2,C,Ac-Phe-NMeリ.
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FromtherelationshipsK3=Cd/C孟,Co=Cm+2Cd,andEq･(6),K3isgiven
by

g3= 〔mH〔m′Co-At｡t)
(2At(,t-亡mJCo)2

(7)

FormanysamplesolutionsofAc-Phe-NMe2,theK3Valuewascalculated

byusingtheCoandAtotobtainedfromirspectraintheconcentrationrange

ofO.00ト0.3Mat21土0.5OC.Someresultsofthecalculationaretabulated

inTableII.TableIIshowsthattheK3Valuesarefarfromconstant.This

indicatesthatD3isnotformedintheassociationofAc-Phe-NMe2･

IntheassociationequilibriumIIIofAc-Val-NMe2,themolarabsorptivity

ofthefreeNHbandisnotequalto(m,anditisdifficulttodeterminethis

valueexperimentally･Wecannot,therefore,CalculatetheK3Valueof

Ac-Val-NMe2inordertocheckthepossibilityofD3formation･However,

wespeculatethatD3isnotformedintheassociationofAc-Val-NMe2,

judgingfromthefactsthattheD20fAc-Val-NMe2isprobablyinalmost
thesameenergystateasD3,andD:3isformedneitherinAc-Gly-NMe2nOr

inAc-Phe-NMe2.

1H_NMRStudies

Co柁βrmαわ0托0/亡んeAβざOCよαわ0托〟ecんα托i5m

TableIIIshowsthedataoflH-nmrmeaSurementSat23士0.20C.The

spln-SplnCOuplingconstantsJcH-NHOftheC(YHprotonwiththeNHproton

obtainedarealmostequaltothosereportedbyNeel,6andfurthermore,they
donotvarywiththeincreaseinconcentrations･Itisreconfirmedthatthe

bulkinessofthesidechainhasalargeinfluenceontheJcH_NHValue,and

thatAc-Gly-NMe2hasaplanar,intramolecular,andfive-memberedring,

TABLEII

EquilibriumConstantsK3CalculatedfromIRDataofAc-Phe-NMe2inCC14at

21土0.50C

Concentration

(〟)

0

0

0

1

4

6

8

1

9】

4

6

8

1

2

3
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TABI｣EIII

ChemicalShiftsf-ortheProtonResonancesofAc,Gly-NMe2,Ac-Val-NMe2,andAc-Phe-

NMe2inCC14at23j=0.20Ca

Conc･ NCHこう

Compound (M) CH:iCO NH JcH_NH (center) ∂,′(NCHこ3)

Ac-Gly-NMe2 0.0:32

0.064

0.110

0.159

0.204

0.286

Ac-Val-NMe., 0.028

0.057

0.091

0.148

0.190

0,228

0.こill

Ac-Phe-NMeり 0.040

0.064

0.086

0.101

0.194

0.253

0Jう38

194.5 654,2

194.6 669.8

194.7 674.2

194.5 694.9

194｣う 706Ji

194.1 715.0

190.1 702.0

190.0 706.8

188.9 7ニう5.:i

189.0 761.5

188.7 762.1

188.7 762.2

188.6 764.0

191.5 708.0

191,0 7ニi7.5

190.9 751.9

191.5 754.8

190.5 775.5

190.1 780.9

190.:う 788.6

0

7

1

5

4

6

4

4

4

4

4

4

5

5

0

7

ハU

只U

9

4

5

り】

1

0

3

1

8

8

8

7

8

7

〔′

〔0

ハ1.〇

8

只U

8

8

8

298.9

299.0

299.8

299.6

:iOO.0

299.8

305.5

305.8

ニiO6.9

307.0

こう07.1

307.1

三iO7.7

270.9

273.2

274.3

274.4

275.8

276.5

276.7

3

4

ウ】

6

8

0

7

9

9

1

3

0

1

7

3

0

9

2

0

9

8

9

9

9

9

1

4

4

5

7

7

7

7

9

6

4

3

ウ】

0

(8

1

(
ソ
】

り｣

2

〈ソ】

(
ソ
】

(ソ】

2

1

1

1

1

1

1

aChemicalshifts(Hz)frominternalTMSatlOOMHz.

althoughAc-Val-NMe2andAc-Phe-NMe2havewarpedframeworksbe-

CauSeOfthebulkysidechains.Ourobservationsindicatethatthecon_
formationofthemonomerremainsalmostunchangedintheassociated

dimerofthethreeamides.

CH:iCOmethylprotonchemicalshiftsareunchangedorshiftonlyslightly

tohighfieldwithanincreaseinconcentration.Thisfactindicatesthat

CH:3COcarbonyldoesnottakepartinthehydrogen-bondformationofthe

associatedspecies.

NCH=うgrOupSOfN,N-dimethylamidecompoundsareinanonequivalent

magneticenvironmentbecauseofahighrotationalbarrierabouttheamide
C-Nbond,andthenonexchanglngChemicalshift∂〃(NCH:弓)betweentwo

NCH:3grOupSisconsideredasameasureoftherotationalenergybarrier

abouttheC-Nbond･8The∂〝(NC11:i)Valuesofthethreeamidesobtained

indilutesolutionsareinthefo1lowlngOrder･Ac-Gly-NMe2<Ac-Phe-

NMeヮ<Ac-Val-NMe2･Thisindicatesthatthebulkinessofthesidechain

iscloselyrelatedtoasterichindrancetotherotationoftheN(CH3)2grOup

andthatthesidechainoftheValresiduewithtwoCγatomscausesalarger

SterichindrancethanthatofthePheresidue.DetailedlH-nmrStudies
havebeencarriedoutontheself-aSSOCiationofseveralN,N-dimethylam-

ideshavingnohydrogen-bondingprotonsuchasN,N-dimethylacetamide

innon-hydrogen-bondingsolvents･8Itiswe11recognizedinthosesystems
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thatthe∂〃(NCHこ3)decreaseswiththeincreaseintheconcentrations,although

theNCH3doubletcenterdoesnotvarywithconcentration.9 Thesefacts

areinterpretedtoresultfromthedipolarinteractionbetweentwoamide

molecules,Whichisthedrivingforceoftheself-aSSOCiationinnon-hydro-

gen-bondingsoIvent.In protonating soIvents,On the other hand,the

protonationof

O

l】

→-Nく
0ⅩygenOCCurS,reSultinglnthedownfieldshiftoftheNCH;idoubletcenter

withanarrowlngandcollapseofthetwoNCH;】peaksowingtothede-

CreaSlngrigidityoftheC-Nbond.10Inthecaseofthethreeamidesin-

vestigated,theNCH3doubletcentershiftsdownfieldmoreorlesswiththe

increaseinconcentration.Concerningtheconcentrationdependenceof

the∂〝(NCHこi),COnSiderabledecreaseisobservedonlyinAc-Phe-NMe2･This

indicatesthattheprotonationorhydrogen-bondformationsatthe

O

ll ノ

ぺ-Nく
OXygen.Itis,then,apparentinAc-Phe-NMet)that

O

!l /

~~で~Nし

Carbonyltakespartinthehydrogen-bondformationintheassociation

equilibrium･The∂〝(NCH:})OfAc-Gly-NMe2andAc-Val-NMe2,however,

increasesonlyslightly,Whichshouldbeduetotheincreaseintherotational

barrierbythesterichindrancewithintheassociateddimers.Togetherwith

theresultsindicatingthattheCH:ミCOcarbonyldoesnotparticipateinthe

hydrogen-bondformationoftheassociatedspecies,itis reasonableto

COnCludethateveninthecaseofAc-Gly-NMe2andAc-VaトNMe2,

0

】l

→-Nく
Carbonylplaysanimportantroleintheassociationequilibriumthrough

theintermolecularhydrogen-bondformationwithNHgroup.Allthese

resultssupporttheassociationmechanismIconcludedfromtheresultsof

irmeasurements.
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E〝ecfざ0/5よdeCんαよ几ざ0托Co几/ormαと加α托d5eげ-Assocよα占わ托0/とんe
Amよdeざ

ForthesolutionofAc-Val-NMe2,thelineshapeofthemethylprotons

Ofthesidechainvarieswithconcentrationandtemperature(Fig.4).The

methylprotonsexhibitaquartetatthehigherconcentrationsandadoublet
atlowerconcentrationsat230C･Thequartetobservedat230Cchanges

intothedoubletonincreaslngthetemperature･Thischangeofthemethyl

protonslgnalfromaquartettoadoubletresultingfromdilutionorrisein

temperaturecanbecorrelatedtotheassociationofAc-Val-NMe2mOlecules

asfollows:thedoubletsobservedcanbeassignedtothemolecularcon-
formationin whichthe rotation aboutthe C(Y-Cβbondis free.The

quartetsatthehigherconcentrations,Ontheotherhand,Canbeattributed
tothemolecularconformationinwhichthefreerotationabouttheC(r_C/3

bondisreducedbythesterichindranceresultingfromtheformationofthe

dimer･Thedoubletsobservedinlowerconcentrationsolutionschange

tothequartetsonincreaslngthetemperature･Thesequartetsaredueto

thesplnSyStemSinwhichtheopticalactivityoftheC(Yaffectsthemethyl

protonsthroughtheCβHprotonofthesidechain.Itisalsoobservedin

Ac-Phe-NMe2thatthelineshapeoftheC/3H2prOtOnSOfthesidechain

Varieswithconcentrationandtemperature(Fig.5).TheAA′spinsystems

Observedatthelowerconcentrationscanbeassignedtothemolecular

COnformationinwhichtherotationabouttheC(YHqC/]H2bondisfree,

280∩}

P.)m

C

3

e

●

つ`

T

(

Con⊂∩.(M)

0.057 0.091

≠
八
≠

≠八…八∴∴･こ∴∴

70≠几几≠Fig･4･C()nCentratl()nandtemperaturedependence()f･theC=(C=:1)umethylpr()t()nreS-

()nanCeS()fAc-Val-NMeゥinCC14SOluti()11S.
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Conc
n.(M)

0.040 0.】01 0.19ん

Temp

(Oc)

23

人丸≠

50血≠≠
70ル≠九Fig･5･C()1-Centrati()nandtemperaturedependenceofCH2Pr()t()nreS()nanCeS()fLAcrPhe-

NMe2inCC14SOluti()nS.

WhileABspinsystemsatthehigherconcentrationscanbeasslgnedtothe

molecularconformationinwhichtherotationabouttheC(YHTCLブH2bond

isreduced･Asmentionedpreviously,the∂〃(NCH;i)ValueofAc-Phe-NMe2

decreaseswiththeincreaseinconcentration.Alltheseexperimentalresults

Canbeexplainedasfollows:inthemonomer,therotationoftheN(CH:一)2
groupishinderedbythefreerotationofthebulkysidechain

-----一二
inthedimer,however,thetwobulkysidechainsoccupyonlyacertainpo-

Sition thatinduces no stJeric hindrance between the side chains and si-

multaneouslypermitsthefreerotationofN(CH;i)2grOupS,althoughthe

Warpedconformationremainsunchanged,aSmentionedpreviously.

Tんermodγ托αm∠c恥α打とよと～es/orとんe5eげ-A550C血よ0托

NHprotonchemicalshiftsofthethreeamidesweremeasuredoverthe

COnCentrationrangeO.03-0.3Mat23,30,40,and500C.Figure6showsthe

Plotsofthechemicalshiftobserved,〃(,t,S,againsttheconcentrationofthe

threeamides･InassociationequilibriumI,〃｡bshasthefo1lowlngrela-

tion:



0 0二1 0.2 0.3

Concn.(M)

Fig.6.PlotsofLJ｡hsVSC()nCentrationf()r(A)Ac-Gly-NMe2,(B)Ac-Val-NMe2,and(C)Ac-Phe-NMe2at(1)23,(2)30,(:3)40,and(4)500C.
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〃｡t)S=(〃mC〝-+2〃dCd)/Co (8)

WhereLJmand〃darethechemicalshiftscharacteristicofthemonomerand

thedimer.FromEqs.(1),(2),and(8),WeObtain

〃(1bs-〃m

1/2=[2(〃d-〃誹]1/2-(諾ヨ1/2(〝()t)S-〃m)(9)
whichhastheform

=α-わ△〃 (10)

whereAL/isthedifferencebetweenmonomerchemicalshift,andobserved

chemicalshiftforaparticularCt)Value.Aplotoftheleft-handsideofEq.

(10)vsAl′Shouldgiveastraightline,Withslope-bandintercepta.Figure
7showstheplotsofthedataat23,30,40,and500Cforthethreeamides.

The〝mValueswereevaluatedfromextrapolationof〃(,bsVSCoplotsinFig.

6.FromEqs.(9)and(10),Klisgivenby

∬1=1んαわ (11)

TheKIValueswerecalculatedfromaandbdeterminedbytheleast-SquareS

method.Theenthalpychangeofdimerformationwascalculatedfromthe

slopeofthelnKIVSlOOO/Tplots(Fig.8),andtheentropychangeofthe

50 100 150

年∩~㌔bs (Hz)

Fig.7.Pl()tSOf､【(LJ‖t,､-L′m)/〔1()]l/2∇S(L′｡l,S-L′m)f()r(A)Ac-Gly-NMe2,(B)Ac-Val-NMe2,

and((二)Ac-Phe-NMe2at(1)2:3,(2):3O,り)4O,and(4)5nOC.
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TABlノEIV

｢IlhermodvnamicDat･aandFreque】1CyShif-tsintheSelf-AssociationofAc-Gly-NMe2,Ac-

ValTNMe2,andAcLPhe-NMe2inCC14

ー⊥〃 -上5250C 一上(プ
上l′NH

Compound (kcal/mol) (cal/degm()1) (kcal/mol) (cm~1)

Ac-Gly-NMeリ

Ac-VaトNMe2

Ac-Phe-NMeリ

り′】

9

7

4

8

8

0.58 89

1.7 119,alニう:うt)

1.4 120

aFrequencvdifferencet)etWeenI)bandandC5Shoulderpeak.

t-Frequencvdif■ferencebetweenI)bal-dandI｣′band.

reaction was then calculated from the usualthermodynamic relations.

TableIVgivesthevaluesof-ユG,-ユH,and-ASat230Cfortheself-

associationofthethreeamidesincarbontetrachloridesolutions.TheA〃NH

valuestabulatedfromTableIarealsoshowninTableIV.

Theparameter-AH,Whichcanbeconsideredasameasureofenergy

Stabilizationonassociation,istwotimeslargerforAc-Val-NMe2andAc-

Phe-NMe2thanforAc-Gly-NMe2.These-△Hvaluescanbecorrelated

Withthebulkinessofthesidechainsasfollows:OWingtothebulkyside

Chains,the monomers ofAc-Val-NMe2andAc-Phe-NMe2aSSume the

Warped conformation,reSultingin alessstable conformationthanthe

Ac-GlyTNMe2mOnOmerWithaplanarC5COnfbrmation.Thisisconfirmed

bytheexperimentalfactthatthe入m｡XOftheAc-Gly-NMe2mOnOmerband

isatalowerfrequencythanthebandsofAc-Val-NMe2andAc-Phe-NMe2.

Onthecontrary,theintermolecularhydrogenbondofdimersofAc-Val-

NMe2andAc-Phe-NMe2ShouldbestrongerthanthebondofAc-Gly-NMe2

dimer,becausethe入m｡XOfAc-Gly-NMe2dimerisatahigherfrequencythan

31 3.2 33 34

1000/T

Fig･8.PIotsof-1nKIVSlOOO/Tfor(A)Ac-Gly-NMe2,(B)Ac-Val-NMe2,and(C)Ac-Phe-

NMeリ.
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thoseoftheothertwodimers.The-AHvaluescalculatedonthebasis｡f

lH-nmrdatathuscorrespondwelltothevaluesof△yNHObtainedfromthe

irstudies,Whichcanberegardedasameasureofenergystabilizationon

association.

CompoundII,WithtwoCH3grOupSattheN-terminal,SeemSunSuitable

asamodelcompoundofproteincomparedwithcompoundI.However,

ithasbeenreportedthatthewarpedconformationofcompoundIIwith

abulkysidechainisalmostthesameasthatofcompoundIaslongasthe

twocompoundshavethesameaminoacidresidue･6Thisissupportedby

OurreSults.Furthermore,ithasbecomeclearthatthemonomerc｡nf｡r_

mation ofeach compound studied remains unchangedin the dimer.

Therefore,itisreasonabletousecompoundIIasthemodelofproteinin

OuraSSOCiationstudies･Fromourexperimentalresults,itisconcludedthat

themoleculararrangementintheassociateddimerofcompoundIIcanbe

regardedasamodelofunitstructureofantipara11elβ-StruCtureOfprotein.

ItisalsofoundthatAc-Val-NMe2andAc-Phe-NMe2Canformamore

StabledimerthanAc-Gly-NMe2andthattheffeerotationofthesidechains

inthosetwodimersisconsiderablyreduced.Thesefactsindicatethe

moleculesinthosedimersarepackingtogethermuchmorecloselythanin

theAc-Gly-NMe2dimer,reSultingintheformationofstrongerintermo-

1ecularhydrogenbonding･Ourresultsareveryinterestinginconnection

WiththereportlthattheL-Val,しPhe,andL-Ileresidueshaveastrong

tendencytoformβ-StruCtureincopolymerwithL-Lys･Sincethestudy

OfassociationofcompoundIIcanbeusedasoneofthemethods｡fdeter_

mlnlngthecontributionofeachaminoacidresiduetothestabilization｡f

SeCOndarystructureofprotein,itisnecessarytoinvestigatetheself-aSSO-

CiationofL-AlaandL-Ilederivatives･Thisisnowunderinvestigation.
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Studies oftheInteractionbetweenAIcohoIsandAmidesto

IdentifytheFactorsintheDenaturationofGlobular
ProteinsinHalogenoalcohol+WaterMixtures

BYKAZUKOMIZUNO,HIROKOKAIDO,KAZUNORIKIMURA,KENJIMIYAMOTO,

NoBUTOSHIYoNEDA,TAKASHIKAWABATA,T^KAOTsuRUSAKI,

NoRIOHASHIZUMEANDYoHJISHINDO*

ResearchInstitutefbrMaterialScienceandEngineerlng,

FukuiUniverslty,Fukui910,Japan

只eceわed127月九ウ,1983

Thee鮎ct ofwater-miscible halogenoalcohoIs,alkylalcohoIs,alkoxyalcohoIs and amino-

alcohoIs on the confbrmationalstability ofbovine serum
albumin(BSA)and egg white

lysozyme(Lys)hasbeenexaminedbyo.r.d.tofindoutwhy2-Chloroethanolbindspreftrentially
toproteinatlowconcentrationsandactsasastronghelix-fbrm1ngreagent.Theresultshave

beensummarizedasfbllows;(l)atlowalcohoIconcentrationstheorderofhelix-fbrmingability

fbr.BSAishalogenoalcohol>alkylalcohol>OthersubstitutedalcohoIs;(2)onLys,fbra11

COnCentrations,thehalogenoalcohoIsarestrongerhelix-fbrmlngreagentSthantheothers.In

Order to seeif hydrogen bonding of the halogenoalcohoIs might
be

responsible
fbr the

denaturation,the molecularinteraction between the above alcohoIs and N-aCetylglyclne-

N′,N′-dimethylamide,N-methylacetamideandN,N-dimethylacetamideinsolutionsofcarbon

tetrachloridewerestudiedbyi.r.andlHn.m.r.spectroscopy.

Our results show that only the halogenoalcohoIs have a proton-donatlng ability strong

enoughtobreaktheinter-amidehydrogenbondsandfbrmhydrogenbondswiththeamide

Carbonyl,and2-halogenated ethanoIs may act as bifunctionalhydrogen-bonding soIvents.

Thusit has been concluded that,in the denaturation of'protein by halogenoalcohoIs,the

fbrmationofhydrogenbondswiththeproteinshouldbeconsideredasapredominantfactor

inducingconfbrmationalchangesintheprotein.

Thequestionofwhyglobularproteinsarestableinaqueoussolutionsisstillnot

COmPletelyanswered.1TheproblemofproteinstabilitylSCloselyrelatedtothatof

PrOteindenaturation,becauseitisnecessarytodestroythenativestructureofthe

PrOteininordertoobtaininfbrmationconcernlngltSStability.Thus,manydi丘brent

OrganicsoIventshavebeenusedfbrstudyingthedenaturationofglobularproteins･2
SinceweattemptedtointerpretthedenaturationofproteinbyorganicsoIvents

uslngaStatistical-meChanicalmodel,3wehavebeeninterestedinthespecificbehaviour

Of2-Chloroethanol(CIEtOH).Ithasbeendemonstrated,ftompreftrentialbinding
Studiesofdioxane,ethyleneglycol,2-methoxyethanol(MeOEtOH)andCIEtOH,that
CIEtOH bindsprefbrentiallytoproteinatlowconcentration,reSultinglnalarge

increaseinthehelixcontentoftheprotein.4,5

AIcohoIsaresuitablesoIventsfbrstudyingthedenaturationofproteincausedby

OrganicsoIventsasboththehydrophobicandhydrophilicpropertiescanbevaried.

Halogenatedethanolandpropan-2-01suchasCIEtOHandl-Chloropropan-2-01are

interestlngbecausetheycontainbothahydroxygroupasaprotondonoranda

halogenatomasaprotonacceptor･CIEtOHpossessesthefbllowlngCharacteristics

thataremissinginethanol:(1)itcanfbrmanintramolecularhydrogenbond,6(2)

879
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itisastrongerproton-donatingacidthanethano17and(3)itcanactasabifunctional
hydrogen-bondingsoIvent･2Thuswewishedtoexaminewhetherornotthespecific

behaviourofCIEtOHisrelatedtotheseproperties･ThisisbecausedisruptlOnOf

thehydrophobicinteraction8,9ratherthanthenearest-neighbourinteractionisnow

emphasisedinthedenaturationofglobularproteinsbyorganicsoIvents,although

thereremaindi能rencesinoplnion.10

Wehavetherefbreinvestigatedthisproblembythreemethods‥(1)anultrasopic

absorpt10nStudyofwater+alcohoIsystemstoshedlightontheroleofbulksolutlOn

StruCtureintheconfbrmationalstabilityofglobularproteins,1l,12(2)astudyofthe
PreftrentialinteractionbetweenproteinandalcoholtolnVeStlgatetheroleofthelocal

PrOtein-alcoholinteracti9nintheconfbrmationalchangeoftheproteinlland(3)a
Study ofthe molecularlnteraCtion between alcohoIs and amides to examine the

POSSibilityofdirectinteractionbetweenproteincomponentsandalcohoIs.

Inthiswork,Wehavecarriedouttwokindsofexperimentstofindthefactorswhich

PlayadecisiveroleinthedenaturationofproteinbyCIEtOH･First,Wehaveexamined

thee鮎ctofaseriesofwater-misciblealkylalcohoIsandhalogenoalcohoIsonthe

COnfbrmationalstabilityofbovineserumalbumin(BSA)andeggwhitelys?Zyme(Lys)
uslngO･r･d･meaSurementS･ThesameexperimentwasalsocarriedoutuslngaSeries

OfalkoxyalcohoIsandaminoalcohoIsassubstitutedalcohoIscontainlnganelectron-

WithdrawlnggrOupOtherthanhalogen･Secondly,Wehaveexaminedthemolecular
interactionbetweenthosealcohoIsandmodelproteincompoundsincarbontetra-

Chlorideuslngl･r･andlHn･m:r･SPeCtrOSCOPy･

EXPERIMENTAL

Waterwaspreparedbydistillingdeionizedwaterinanall-Pyrexstillofspecialdesign･BSA

(NutritionalBiochemistry)and Lys(recrystallized six times,Seikagaku Kogyo)were used

Withoutfhrtherpurification･CommerciallyavailablealcohoIs,DMAandNMA,Werea11doubly

distilledunderreducedpressurebefbreuse･3-Methoxypropan-1-01and3-ethoxypropan-l-01

WereSynthesizedaccordingtothemethodofSmithandSprung･13Themethodo｢Hartman14

WaSadoptedtosynthesize3-diethylaminopropan-l-01･AllpuritieswerecheckedbylHn･m･r･

and g･1･C･Ac-Gly-NMe2and Ac-L-Val-NMe2Were ffom SakaiChemicals･CCl4WaSi･r･

SpeCtrOSCOplCgrade.

Theconcentratedstocksolutions(ca･2gperlOOcm3)ofBSAorLysweremadeupin

aqueousO･02moldmJ3NaClandO.01moldm-3HClandallproteinsolutionsusedfbro.r.d.

measurements contained O･002moldm-3NaCland O･001moldm-3HCl･The protein

COnCentrationwasmeasuredonaShimadzuQR-50spectrophotometer,uSinganabsorptivity
ValueofO･66dm3g-1cm-1at280nmfbrBSA15and2･635dm3g-1cm-1at281･5nmfbrLys･16

Theo･r･d･meaSurementSWereCarriedoutat365,405,436,546and578nmuslngamOdified

JascoDIP-SIspectropolarimeterat25±0.lOC.Therefhctiveindexateachwavelengthwas

measuredwithaShimadzuPulflichreftactometerat25±0.lOC.UsingthedatafbrthespeCific

rotationandrefractiveindexthusobtained,therotatorydispersionparameters,aOandbo,Of

theMo伍tトYangequation17werecalculated.

Ⅰ.R.ANDIH N.M.R.STUDIES

Asitisessentialtoremovewatercompletely丘omthesamplesolutionsfbrthisinteraction

Study,thedehydrationofallreagentsandthepreparationofstocksolutionswerecarriedout

Carefu11ylnagreaSe-ffeevacuumsystemwiththesameprocedureaspreviouslyreported･18

Sample solutions were prepared by
mixlng the stock solutions thus obtained under an

atmosphereofdriednitrogeninadrybox.
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I･r･SPeCtraWereObtainedwithaJascoA-3spectrometerat21±0･50C･Inftaredsilicace11s

of20mmpathlengthwereusedtomeasurethespectraoftheO-Hvibrationbandoverthe

range4000-2800cm-1,andtheabsorptlOnintensltyOftheOHbandsandthefrequencyshift

weredetermined.OntheassumptlOnthatal:1hydrogen-bondedcomplexisfbrmedbetween

alcoholandDMA,theequilibriumconstant,K,WaSCalculatedftomthealcoholandDMA

concentrationsdeterminedbyweight.TheinitialalcohoIconcentrationwasadjustedtobe
betweenO.002andO.007moldm-3topreventselflassociation,WhereastheDMAconcentration

wasvariedovertherangeO･Ol→)･1moldm-3･TheKvalueswerefbundtobeindependentof

DMAconcentrationwithintheaboveconcentrationrange･The丘equencyshiftoftheC=O

bandofDMAcausedbythealcohoIswasmeasuredovertherange1800L1600cm~1byuslng

NaCIcellsofO･1,1･Oand5･Ommpathlengths･TheDMAconcentrationwaskeptconstantat

O.01moldm-1throughouttheexperimentandthealcohoIconcentrationwasincreasedstepby

stepftomzerotoca･20timestheDMAconcentration･

1Hn･m･r･SpeCtraWeremeaSuredwithaJeo14H-100n･m･r･SpeCtrOmeterat21±0･20Cusing

TMSasaninternalstandard.

RESULTSANDDISCUSSION

The results ofthe o.r.d.measurements fbr BSAand Lysin aqueous solutions

containlngalkylalcohoIs,halogenoalcohoIs,alkoxyalcohoIsandaminoalcohoIsare

showninfig･1-l,reSPeCtively,byplottlng-aoand-bo,therotatorydispersion

parametersoftheMo伍tt-Yangequation,17againstalcohoIconcentration･

Fromfig･1一‡thee鮎ctsofthealcohoIsontheconfbrmationofBSAandLyscan

besummarizedasfbllows.(1)ForBSA,allthealcohoIsinvestigatedarefbundtoact
ashelix-fbrmlngreagentS,Sincethevalueof-bo,aparameterOfhelixcontent,

increaseswithincreaslngalcohoIconcentration･Thevalueof-bofbllowstheorder

halogenoalcohoIs干alkylalcohoIs>aminoalcohoIs>alkoxyalcoholat20vol%
alcohoIconcentratlOn,and the order halogenoalcohoIs矢～alkylalcohoIs>alkoxy-

alcohoIsat60and80vol%.At80vol%ofaminoalcohoIs,BSAwasobservedto
precipitateasanaggregatefromthesolutions･(2)For.Lys,Ontheotherhand,the
valueof-boincreaseswithincreaslngalcohoIconcentrationonlyinhalogenoalcohoI

solutions,Whereasitremainsunchangedordecreasesat20and40vol%andthen
increasesat60vol%fbrthealkylalcohoIsandalkoxyalcohoIs･FortheaminoalcohoIs,

-b｡decreasesat20and40vol%andthenLyswasobservedtoseparateasan

aggre芦ateat>60vol%･Thisdihrenc?中thedenafurationpro9eSSbetweentwo
protelnSmaybeinherentinthecharacterlStlCSOfprotelnCOnfbrmatlOn,becauseBSA
hasalargernumberofintrachaindisulphidebondswhichservetolimitthenumber

andkindofconfbrmationsavailabletothemolecule.19(3)Thevaluesof-a｡arefbund
tochangeinthesamefashionasthevaluesof-bointhealcohol+waterSOlutions

fbrbothBSAandLys.

Thee鮎ctofalkylalcohoIsonproteinshasbeenstudiedfbrseveralproteins20J23and

thee鮎ctivenessofthealcohoIsfbrproteindenaturationhasbeenreportedtoincrease

withincreaslngChainlengthorhydrocarboncontent･Inourexperiments,aSShown

infig･1,PrOpan-1-01and2-methylpropan-2-01are,fbrBSA,StrOngerhelix-fbrmlng

reagentsthanethanolatloweralcohoIconcentrations,Whilemethanolistheleast

e丘もctive,inagreementwithearlyobservation･

Itis generally accepted that the denaturation ofproteins by alkylalcohoIsis

causedbythedissoIvingoutofapolarresiduesffomtheinteriorbythealkylgroup･24

Thisis,however,nOtthecasefbrthehalogenoalcohoIs･ThehalogenoethanoIsand

halogenopropanoIsinvestlgatedactasmuchstrongerhelix-fbrmlngreagentSthan

ethanolandpropanol,reSpeCtively,althoughtheyarelesshydrophobicbecauseofthe
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Fig.2.

Fig･1･Dependenceofao(OPen警ymboIs)andbo(fi11edsymboIs),theconfbrmationalparameters
OftheMofhttandYangequatlOn,fbrBSAandLysonconcentrationofalkylalcoholinthe

mixedsoIventswithwater:(○,●)methanol,(△,▲)ethanol,(□,4)propan-1LOl,(◇,◆)
2-methylpropan-2-01.

Fig･2･Dependenceofa｡(○△□回)andb｡(●▲lrロ)fbrBSAandLysonconcentration

Ofhalogenoalcoholin the mixed soIvent with water:(○,●)2-Chloroethanol,(△,▲)
2-bromoethanol,(□,b)3-Chloropropan-1-01,(EZ],Eii)1-Chloropropan-2-01.

greaterelectronegativltyOfthehalogenatom･Inadditiontothis,thefburhalogeno-

alcohoIsusedintheo･r･d･meaSurementShavealmostequalabilityfbrdenaturation,

asshowninfig･2,althoughtheydi丘もrintheirhydrocarboncontent･Therefbre,the

StrOngdenaturationabilityofthehalogenoalcohoIsshouldbeattributedtofactors

Otherthantheirhydrophobicity.

Frank and Egland25have emphasized that hydrophobic solutes do not cause

PrOteindenaturationbydissoIvingoutpolarresiduesftomtheinterior,neitherisit

CauSedbythedirectactionofthesoIventonproteinresidues,butrathertheproperties

OfthesoIventsystemplayacrucialroleintheconfbrmationalstabilityoftheprotein

inmixedsoIvents･WehavecarriedoutanultrasonicabsorptlOnStudyofwater+alcohol
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Fig.3.Dependenceofa｡(○△◇□)andb｡(●▲◆4)fbrBSAandLysonconcentration

ofalkoxyalcoholin themixed soIventswithwater:(○,●)2-methoxyethanol,(△,▲)
2-ethoxyethanol,(◇,◆)2-n-PrOpyloxyethanol,(□,■)3-methoxypropan-1-01･

Fig.4.Dependenceofa｡(○△口◎)andb｡(●▲4㊥)fbrBSAandLysonconcentration

ofaminoalcoholin mixed soIvent with water:(○,●)2-dimethylaminoethanol,(△,▲)
2-diethylaminoethanol,(□,T)3-dimethylaminopropan,1-01,(◎,㊥)3-diethylamino-

propan-1-01･

systems and a preftrentialinteraction study between protein and alcohoIs to

investigatetheroleofbulksolutionstructureandlocalprotein-alcoholinteraction

intheconfbrmationalstabilityofproteinsinmixedsoIventsystems･Thedetailshave

beenpresentedpreviously,11,12andthedataobtainedsuggestthatinwater+aliphatic

alcoholandwater+alkoxyalcohoIsystemsthechangesinthebulkwaterstructureon

theadditionofthesealcohoIsleadtoachangeinthestrengthofthehydrophobic

interactioninsidetheproteinandthuscauseconfbrmationalchanges;inotherwords

subtlesoIvente丘もcts25playacrucialrole･Ontheotherhand,inthewater+CIEtOH

system,themainreasonfbrtheconfbrmationalchangeoftheproteinisthedirect

interactionbetweenCIEtOHandtheprotein,andsoIvente鮎ctsplayaminorrole･

FurthermOre,theresultsobtainedinthisstudysupporttheaboveconclusionthat

thepropertiesofthesoIventsystemarecloselylinkedtotheconfbrmationalstability
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Tablel･Spectralproperties(c汀｢1)ofOHbandsoralcohoIsandequilibriumconstants

(dm3moILl)inalcohol+DMAsolutionsincarbontetrachlorideat21±0.50Ca

no. alcobol

l CH3-OH

2 CH3-CH2-OH

3 CH3一(CH2)2-OH
4 CH3-C(CH,)2-OH
5 Cl-(CH2)2-OH
6 Br-(CH2)2-OH
7 Clh(CH2)3-OH
8 ClqCH2-CH(CH3)-OH
9 CH30-(CH2)2-OH
lO CH｡CH20-(CH2)2-OH

llCH3(CH2)20-(CH2)2-OH
12 CH｡0-(CH2),-OH

13(CH3)2N(CH2)2-OHC

14(C2H5)2N-(CH2)2-OHd
15(CH3)2N-(CH2)3-OHd
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vfree,VintraandvinterarethefrequencyattheabsorptlOnmaXimaoffteeandintra-and

inter-mOlecularlyhydrogen-bondedOHbands,reSpeCtively.Av(=V,ree-Vintra)isthe丘equency

Shift uponintramolecular hydrogep bonding･Avfr｡｡(=Vf,｡e-Vint｡,)and Avintra(=Vintra

-Vinte,)aretheftequencyshiftuponlntermOlecularhydrogenbondingbymonomericffeeand
intramolecularly hydrogen=bonded

alcohoIs,reSpeCtively･bAppreciable change was not

ObservedinthemonomericfreeOHbandtocalculatetheequilibriumconstant.CAstheintra-

andinter-mOlecularhydrogen-bondingOHbandsoverlapeachother,thelatterbandandvinter

WeredeterminedbysubtractlngthespectrumofalcohoIsolutionftomthatofalcohol+DMA

SOlution･d NochangewasobservedinthespectraontheadditionofDMA.

Oftheproteininalkylalcohol+water,alkoxyalcohol+waterandaminoalcohol+

Water SyStemS,butinhalogenoalcohol+watersystems factors other than soIvent
e17tcts,mOStlikelynearest-neighbourinteractions,arereSPOnSiblefbrthedenaturation.

Itisthusnecessarytoexaminewhetherornotnearest-neighbourinteractionsbetween

the protein and halogenoalcohoIs are related to the three characteristics ofthe
halogenoalcohoIsmentionedintheintroduction.Therefbretheinteractionbetween

alcohoIsandamidesofmodelproteinsiヮcarbontetrachloride(CC14)solutionミWere
StudiedinordertoidentifythefactorslnthedenaturationofglobularprotelnSln
halogenoalcohol+watersystems･

STUDIESOFTHEINTERACTIONBETWEENALCOHOLSANDAMIDESASPROTEINMODELS

WerecognlZethatthereremaindoubtsastowhetherornotalcohol+amidesystems

inCCl4SOlutionscanbetreatedasamodelfbrstudyingthestabilityofrealproteins

in alcohol+water systems,because,fbr example,the selflassociation of N-

methylacetamideinwaterhasbeenreportedtobemuchles亭thaninCCl4･26Itis,

however,POSSibletoobtaininfbrmationonthehydrogen-bondingabilityofthe

alcohoIsbystudyingthemolecularinteractionofalcohoIswithamidesinCC14

SOlutions,andthevaluesobtainedcanbeusedasaguidefbraqueoussystems･Thus,

theresultsobtainedareusefulinadiscussionoftheconfbrmationalstabilityof

PrOteinsinalcohol+watersystems･
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Fig.5.PlotofAvfr｡｡againstqIforX-CH2CH20H;Xis(1)CH8,(2)H,(3)CCIH2,(4)CH30,
(5)C2H50,(6)Cl,(7)伽･

INTERACTIONBETWEENALCOHOLSANDDMA

I.r.MeasurementsintheO-HStretchingVibrationRegion:Theproton-donatlng

abilityofthealcohoIsinhydrogen-bondfbrmationwasexaminedbydeterminlng
AvoE,theftequencyshiftoftheOHstretchingvibrationband,andK,theequilibrium

constantfbrfbrmationofal:1hydrogen-bondedcomplex,1nalcoholandN,N-

dimethylacetamide(DMA)solutionsinCCl4fromi･r･meaSurementS･Theresults
obtainedfbrfifteenalcohoIsaresummarizedintablel,Where,Vfree,Vintraandvinter

are the ffequencies ofthe free,theintramolecularly and theinterm01ecularly

hydrogen-bondedOHband,reSPeCtively･Asshownintablel,thealcohoIs,eXCept

thealkylalcohoIsand3-Chloropropan-1-01(CIPrOH),arefbundtofbrmintramolecu-
1arhydrogenbonds･Thefrequencyshifts,Avfree=(vfree-Vinter)andAvintra=(vintra-

vint｡r),arelistedintablel･Thesevaluesareameasureoftheenergystabilizationas
theresultofthemolecularinteraction ofDMAwithftee andintramolecularly

hydrogen-bondedalcohoIs･ThevaluesofAv=(vfree-Vintra),theftequencyshiftupon
intramolecularhydrogenbonding,arealsoshownintablel･

InordertoexaminethecorrelationbetweenthevalueofAvfreeandtheelectron-

withdrawlngabilityofthesubstituents,therelationshipbetweenAvfreeandtheqI,

theparameteroftheTaftequation,27wasexaminedbyplottlngAvfreeagainstJIfbr

the2-SubstitutedethanoIs.Theplotsareshowninfig･5andastraightlineisobtained

whichcanbeexpressedasAvf,ee/Cm~1=126･4qI+177･0･Thisindicatesthatthe
hydroxygroupsofthesealcohoIspossessaproton-donatlngabilitycorrespondingto

theelectron-Withdrawlngabilityofeachsubstituent･Infig･5,PrOHandCIPrOHare

alsotreatedas2-SubstitutedethanoIs.

AlinearrelationshipbetweenAvfreeandAG=-RTlnKisalsofoundfbrthe

alcohoIswhichcannotfbrmintramolecularhydrogenbonds･However,thisisnotthe

casefbrthealcohoIswhichcanfbrmintramolecularhydrogenbonds･Inthiscase,

AvintralSChosenratherthanAvfreebecauseoftheenergystabilizationowlngtO

intramolecularhydrogenbondingandthepredominanceofthatspecies,theffaction

ofthespeciesbeingreportedasO･85,0･87andO･77fbrCIEtOH,BrEtOHand

MeOEtOH,reSPeCtively,1nCyClohexane,28andthevaluefbr2-N,N-dimethylamino-

ethanoliscalculatedtobeO.92inCC14･29Inthecaseofl-Chloropropan-2-01,the

predominanceofthespeciesisconfirmedbythestronglntramOlecularhydrogen-
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Fig･6･Plotof-AG=RTlnKagainstAvf,｡e(○)orAvintra(●)fbral:1complexfbrmed

betweenDMAandalcohoIs‥(l)methanol,(2)ethanol,(3)propan-1-01,(4)2-methylpropan-2-01,

(5)2-Chloroethanol,(6)2-bromoethanol,(7)3TChloropropan-l-01,(8)2-methoxyethanol,

(9)-ethoxyethanoland(10)1-Chloropropan-2-Ol(Seetablel).

bondingOHbandinitsi･r･SPeCtra･Asaresult,afairlygoodlinearrelationshipIS

Obtained,aSillustratedin丘g･6,Where-AG=RTlnKisplottedagalnStAvfreeOr
Avintra･Inthecasesof3-methoxypropan-1-01andthethreeaminoalcohoIs,thevalue

OfKcouldnotbeobtainedbecauseoftheabsenceofanyappreciablechangeintheir

i･r･SPeCtra･Fig･6indicatesclearlythatAvintraShouldbetakenasthemeasureof

interm01ecularhydrogen-bondingabilitylnSteadofAvfreelnthehalogenoethanoIs,

alkoxyalcohoIsandaminoalcohoIsinvestlgated･Inotherwords,thefbrmationofan

intramolecularhydrogenbondisconsideredtoreducetheinterm01ecularhydrogen-

bondingabilityofthealcohoIs.

Onthebasisoftheseresults,thereasonwhyCIEtOHandBrEtOHhaveamuch

largervalueofKthanthe2-alkoxyethanoIsand2-aminoethanoIscanbeinterpreted

intermSOfthelargevalueofAvfreeandthesmallvalueofAv,reSultinglnalarge

Value ofAvintra･The situationlS,however,the oppositein alkoxyalcohoIs and

aminoethanoIs･InthecaseofalkoxyalcohoIs,thesmallinterm01ecularhydrogen-
bondingabilitycanbeascribedtothesmallelectron-Withdrawlngabilityofthealkoxy

groups(seefig･5)･Inthecaseof3-methoxypropan-1-Ol･inparticular,thestrongintra-
molecularhydrogenbondingthroughasIX-memberedringreducesthenetinter-

molecularhydrogen-bondingabilityandresultsinasmallKvalue.
WhatisslgnificantinaminoalcohoIsistheveryweakintermolecularhydrogen-

bondingabilityshownintablel.Thiscanbeascribedtoboththeweakelectr｡n_

Withdrawlng ability of the alkylamino groups and the strongintramolecular
hydrogenbondingbetweenOHand:NくgrOupS･Ithasbeenreportedthatthis

type ofhydrogen bondis very strong because ofa stable polarized structure
O∂--H･･･N∂+,reSultingfナomthegreaterelectronegativltyOfoxygencomparedwith

nitrogen･30Inparticular,thisisi11ustratedinthelargeAvvalueof3-dialkylaminopropan-
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1-01.Thisis also due to the fbrmation ofa six-membered ring as the result of

intramolecularhydrogenbondingshownby-OH…N<･

Inadditiontoourresults,therearethedataofHensonandSwenson31concernlng

theabilityofwatertohydrogenbondtoDMAinCC14･Theyhavereportedthatthe

valueofKfbrthefbrmationofal‥1hydrogen-bondedcomplexbetweenH20and

DMA,>CO…HOH,is8.66±2･45dm3mol-1at250C･Ofcourse,theinterm01ecular

hydrogenbondingofalcohoIswithDMAinaqueoussystemsisnotnecessarilythe

sameasinCC14SOlutions･However,thereisnoreasonwhyitshouldbegreatly
di能rentfromthatinCC14SOlutions･

Theresultsobtained,therefbre,Canbeinterpretedbyrelatingthedenaturation

abilityofthealcohoIswiththenetintermolecularhydrogen-bondingabilitytakenas

Kvalues･ThealmostequalandlargeKvaluesofthehalogenoalcohoIscorrespond

wellwiththeirlargeandalmostequaldenaturationabilities,indicatlngthatnearestr

neighbourinteractionsplaythemaJOrrOleinthedestabilizationofproteinconfbrm-

ation.Onthecontrary,fbrthealkoxyalcohoIsandaminoalcohoIs,adirectinteraction

isnotlikelytooccurjudging丘omtheverysmallvaluesofK･Inthesesystems,mOre
subtlesoIvente鮎cts25playamaJOrrOleintheconfbrmationalstabilityoftheprotein･

I.r.MeasurementsintheC=OStretchingVibrationRegion:Averyusefu1method

ofstudyingtheinteractionofalcohoIswithproteinsistocomparethestrengthofthe

hydrogenbondfbrmedbetweenthealcoholhydroxyandamidecarbonylgroupswith

thatfbrmedbetweenamidebonds.Thiscanbecarriedoutbymeasurlngthefrequency

shiftin the amideIband,AvamideI,because the amidecarbonylis thecommon

proton-aCCePtlnggrOuPOfthehydrogenbonds･Therefbre,Wetriedtomeasurethe

丘equencyshiftoftheamideIbandinseveralN-methylacetamide(NMA)+alcohoI

systems･Itwas,however,dinculttoanalysethespectraoftheamideIbandbecause

ofthecomplexoverlapofthebandscausedbytheself-aSSOCiationofNMA･Thus,
DMAwaschosenastheamidecompoundtomeasuretheftequencyshiftoftheCON

carbonylstretchingband,Avc=0,aStheresultofinteractionwithalcohoIs･

Itwasfbund,fbralcohol+DMAsystems,thatthespectralchangeintheC=Oband

becameappreciableonlywhentheDMAconcentrationwaslessthanthealcohoI

COnC?ntration･Therefbre,【DMA]wasfixedatl･0×10~2moldmr3throughoutthe
experlment,WhereasthealcohoIconcentrationwasvariedfromca･0･5×10~2to
2×10-1moldm-3.The alcohoIs used were MeOH,EtOH,PrOH,MeOEtOH,

CIEtOH,BrEtOHandCIPrOH･Fig･7illustratesthespectralchangesintheC=O

bandofDMAwithincreaslngCIEtOHconcentration･Asisshowninfig･7,thepeak

at1659.5cmrl,Whichisasslgnedtothenon-hydrogen-bondedC=Oband,Vc=0,

decreasesgraduallywithincreaslngalcohoIconcentration,Whereastwonewbands

appear,Vも=｡aSaShouldertolowerfrequency,and咤=OaSabandtoevenlower
frequency･Thisindicatesthefbrmationoftwokindsofhydrogen-bondedspecies

betweenthealcohoIsandDMA,fbrwhichtheratioofalcoholtoDMAisdi鮎rent･

TheoveralltendencyofthespectralchangeissimilarfbrallthealcohoIslistedabove･

However,theextentoftheffequencyshiftandthespectralchangearedependentupon

thekindofalcohol.ThemostinterestlngfindingisthatthealcohoIwhichhasthe

largesthydrogen-bondingability,i･e･thelargestvalueofRlinducesthelargestchange

in theC=Oband ofDMA.

WetriedtodeterminethefrequencyshiftsAvt=｡,ffomvc=｡tOVt=0,andAvB=0,
fromvc=｡tO咤=｡,fbreachalcohol+DMAsystem.However,Sincethevt=Oband

wasobservedasashoulderinallthesystemsitwasnotpossibletodeterminetheAvt=O

valuesprecisely.Table21istsA咤=｡Valuesobtainedattheconcentrationratiofbr
alcohol:DMAof20:1.
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Fig･7･SpectralchangesoftheC=ObandofDMAwithincreaslngalcoholinCIEtOH+DMA

SOlutionsinCCl.;[DMA]=0･010moldmT3,[CIEtOH]/[DMA]=(1)0,(2)0.86,(3)2.8,(4)
8.3,(5)25.

Table2･Frequencyshifts(CmTl)oftheC=Ostretchingbands(Avc=｡)andamideIband

(Avamid｡I)indi能rentsystemsa

SyStem alcohol frequencyshift

DMA+alcohol CH30H

CH,CH20H

CH3CH2CH20H

CH30CH2CH20H

CICH2CH20H

BrCH2CH20H

CICH2CH2CH20H

棍
1
8
1
7
1
6
1
6
2
4
2
4
2
4

▲山

Ac-L-Val-NMe2>N一定0･･･H-ん-占=O
A γc=0

11

NMA

I l* 11
H-N-C=0･･･H-N-C=0

I l ll* l I

H-N-C=0･･(･H-N-C=0･)h･H-N-C=0

(〃=1,2)

△γ8mldeI

22わ

48

a
C=OgroupISmarkedwith+whenthegroupsindi恥rentstatesarepresentinthesolution･

わRer.(34).
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Themethodofcontinuousvariation32wasappliedtotheCIEtOH+DMAsystems

fbrthevB=｡bandandwefbundthatthebandcanbeasslgnedtoa2:1alcohol-DMA

COmPlex.Consequently,thevも=｡bandwasattributedtoal:1complex.
Thefbllowingthreestructures,(I),(II)33and(III),Canbeconsideredfbrthe2:1

COmplex:

C
‖
0

H H

(Ⅰ)

/
R-0 0-R

＼ /

C

lt
O

H-0…H-0-R

(ⅠⅠ)

>甲-Cも..
H ●H

＼0-R ＼0-R

(ⅠⅠⅠ)

Table2andfig･7,however,SuggeStthatthefbrmationofbothl‥1and2:lcom-

plexesisduetohydrogenbondingbetweenamidecarbonylandalcoholhydroxy

groups,andsuchlargFValuesofAv%=OCannOtbeexpectedfbrstructures(II)and(ⅠII)･
Therefbre,theseexperlmentalresultsimplythatthe咤=Obandobservedinoursystems

shouldnotbeassignedtostructures(II)and(III)buttostructure(I)･
From our previous studies of modelprotein compounds represented as

CH3-CONH-CHR-CON(CH3)2[R=H,CH(CH3)2,CH2C6H5】ithasbecomeclear
thatthesecompoundsdimerizebyfbrmlngtWOinteramidehydrogenbondsasshown

below:

2CH3-CONH-CHR-CON(CH3)2≠

j､モcご:/N(C恥
C"3買 ¢

O H

lt l

(CH3)2N/註c･;H＼呂/C"3
Therefbre,thei･r･SPeCtraOfAc-L-Val-NMe2inCC14SOlutionsweremeasuredover

awiderangeofconcentrationstodetermineAvc=Offominteramidehydrogen-bond

fbrmation,CONH…0=CN<,becausethiscompoundhasthesameendstructure,

CON(CH3)2,aSDMAandalsohasalargeassociationconstantfbrdimerization･
Ⅰ･r･SPeCtraOfNMAsolutionsinCC14WerealsomeasuredtoobtaintheAvamideI

valueduetointeramidehydrogen-bondfbrmationbetweenCONHgroupsinorder

toestimatetheenergystabilizationininteramidehydrogenbondsasaresultofthe

fbrmationoflinkinghydrogenbonds･Table2summarizestheffequencyshiftsofthe

C=Ostretchingbandinthesystemsinvestigated･

ItisreasonabletoassumethattheAvc=OValuesftomthefbrmationofinteramide

hydrogenbondswithintheproteinshouldbelargerthanthevalueobtainedin

Ac-L-VaトNMe2SOlutionsbecauseoftheenergystabilizationfromthefbrmationof

linkinghydrogenbonds･Infact,aSShownintable2,theAvamideIValueftomthe

fbrmation of associated polymeris twice aslarge as the AvamideIValue丘om

dimerization.34Therefbre,inthestudyoftheinteractionofproteinwithalcohol,the

Avc=OValues,Whichrepresentthestrengthoftheinteramidehydrogenbonds,Should

beatleastonetotwotimeslargerthantheAvc=OValuesobtainedinAc-L-VaトNMe2

solutions.ThisvalueshouldbecomparedwiththeAvc=｡Valueobtainedinalcohol

+DMAsolutions.

Itis clear ftom table2that the A咤=｡Values fbr MeOH,EtOH,PrOH and

30 FARl



890 DENATURATIONOFPROTEINSINHALOGENOALCOIlOL+WATERMIXTURES

0 2 4 6
【alcohol]/[NMA](molarratio)

Fig･8･DependenceofprotonchemicalshiftsofNMAonalcohoIconcentrationinalcoholand

NMAsolutionsincarbontetrachlorideat【NMA]=0.25moldm-3,atWhichthemonomer
fractionofNMAwascalculatedtobe<0･21ffomthei･r･SpeCtraOftheNHstretching

Vibrationband;(○)methanol,(△)ethanol,(口)2-methoxyethanol,(●)2-Chloroethanol,(▲)
2-bromoethanol,(■)3-Chloropropan-1-01.

MeOEtOHarewithinthisrange,WhereasCIEtOH,BrEtOHandCIPrOHhavevalues

>22cm~1･Furthermore,alcohoIshavingstrongerhydrogen-bondingabilityshowa

greatertendencyfbr2:1complexfbrmation･Onthebasisofthesefindings,itcanbe

COnCludedthathalogenoalcohoIsmayfbrmahydrogenbondwiththeamidecarbonyl

group,thestrengthofthebondbeinggreaterthanthatoftheinteramidehydrogen

bonds.

INTERACTION BETWEEN ALCOHOLSAND NMA

ChangesinthelHn･m･r･SpeCtraOfNMAinducedbythealcohoIshavebeen

measuredinCC14SOlutionstoconfirmtheaboveresultbyuslnganamidecompound

COntainlngaCOMHamidegroup･Fig･8showsplotsofthechemicalshiftsofNH

andCH3COprotonsagalnStalcohoIconcentration･ThealcohoIsusedwereMeOH,
EtOH,MeOEtOH,CIEtOH,BrEtOHandCIPrOH･WithincreaslnghalogenoalcohoI

COnCentration,thechemicalshiftoftheNHprotonmovestohigherfield,Whereas

theCH3COprotonshittstolowerfield･Theseup-fieldanddown-fieldshiftscanbe

interpretedastheresultofdissociationoftheinteramidehydrogenbondsofNMA

andhydrogen-bondfbrmationbetweentheamidecarbonylandalcoholhydroxy

groups,reSPeCtively･Theseresults,tOgetherwiththosesummarizedintable2,indicate
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that the hydrogen-bonding ability ofthe halogenoalcohoIsis strong enough to

dissociatetheinteramidehydrogenbondandtofbrmaninterm01ecularhydrogen

bondwiththeamidecarbonyl.IncaseofMeOH,EtOHandMeOEtOH,bothNH

andCH3COprotonsshifttohigherfield,Whichindicatesthatneitherdissociationof

theinteramidehydrogenbondnorfbrmationofaninterm01ecularhydrogenbond

occursbecauseoftheweakhydrogen-bondingabilityofthealcohoIs･

INTERACTIONBETWEENALCOHOLSANDAc-Gly-NMe2

N-aCetylglycine-N′,N/-dimethyamide(Ac-Gly-NMe2)caninteractbifunctionally
withCIEtOH:

?Hr
Cl･‥･ 等十叫釘払/CH3=ヽc=3

C
H
l
口
～
R
-
N

′
東
リ

≠C 札一C
/

N

㍗0や･･0"C

′

＼

CH3

(1)

Therefbre,WehavestudiedtheinteractionofAc-Gly-NMe2WithCIEtOH,MeOEtOH

andEtOHinCC14bymeasurlngthelHn･m･r･SPeCtra･Fig･9showsthechangesin

thechemicalshifts ofAc-Gly-NMe2Withincreaslng alcohoIconcentration･The

down-fieldshiftoftheCH2prOtOnCanberelatedtochangesintheelectronicstate

ofthevicinalNHandCOgroupsbecauseoftheinteractionwiththealcohoIs･The
down-fieldshiftoftheacetylmethylprotoncanbeattributedtohydrogen-bond

fbrmationbetweentheacetylcarbonylandthealcoholhydroxy･Thedown-fieldshift

oftheacetylprotonofthethreealcohoIsisintheorderCIEtOH>EtOH>MeOEtOH,

whichisconsistentwiththeorderoftheinterm01ecularhydrogen-bondingabilityof

these alcohoIs determined ffom theinteraction between alcohoIs and DMA(See

tablel).Thedown-fieldshiftoftheNHprotonoccurswithadditionallinebroadening
fbrthethreesystems･ThisindicatesthattheNHgroupofAc-Gly-NMe2aCtSaSa

protondonorfbrthethreealcohoIsandmeansthatthehydroxyoxygenofEtOHacts

asaprotonacceptor･Thissuggeststhatthechlorineandmethoxyoxygenatomsare

notnecessarilytheonlyprotonacceptorsinCIEtOHandMeOEtOH,reSPeCtively,

asshowninreaction(1).Inotherwords,thehydroxyoxygenmayalsofunctionas
aprotonacceptor･

Thedown-fieldshiftoftheNHprotonbyCIEtOHislargerthanthatproduced

byMeOEtOHandEtOHatloweralcohoIconcentrations･Thiscannotbeexplained

onlyonthebasisofhydrogen-bondfbrmationbetweenNHandthehydroxyoxygen

becausethehydrogen-bondingbasicityofthehydroxyoxygenofCIEtOHissmaller

thanthatofMeOEtOHandEtOH.35Thelargedown-fieldshiftmustalsoberelated

toadditionalcauses,e.g.hydrogen-bondfbrmationbetweenNHandCl･

Hydrogen-bondfbrmationin-CO-N<Carbonylcanbeconfirmedn･Omthe

changesinthechemicalshiftatthecentreoftheN-methyldoublet,∂NCH3,andthe

di能renceinthechemicalshiftsoftheN-methyldoublet,A∂NCH3,becauseprotonation

ofthe-CO-N<OXygenbytheprotonatlngSOIventreducestherotationalbarrier

abouttheC-Nbond,reSultinglnCOllapseoftheN-methyldoubletandadown-field

shift･36SlightnarrowlngOfthemethyldoubletandthedown-fieldshiftof∂NCH30CCur

only fbr CIEtOH atlower concentrations,SuggeStlng hydrogen-bond fbrmation

between CIEtOH and the-CO-N<Carbonyl.Therefbre,the fact that both

narrowlngOftheNCH3doubletandexcessdown-fieldshiftinNHareoccurnng

simultaneouslyindicates the possibility of a bifunctionalinteraction between

Ac-Gly-NMe2andCIEtOH･

30-2
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Fig･9･DependenceofprotonchemicalshiftsofAc-Gly-NMe20nalcohoIconcentrationin

alcohol+Ac-Gly-NMe2SOlutionsincarbontetrachlorideat[Ac-Gly-NMe2】=0.086mol;
(○)2-Chloroethanol,(△)2-methoxyethanol,(口)ethanol･∂NCH3isthechemicalshiftatthe

CentreOftheNCH3doubletandA∂NCH3isthedilTtrenceinthechemicalshiftbetweentheNCH3

doublet.
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InthecaseofMeOEtOH,however,thesmallconcentrationdependenceof∂NCH3

andA∂NCH3indicatesthatahydrogenbondisnotfbrmedbetweenthe-CO-N<

carbonylgroupandthehydroxygroup･Theslightup-fieldshiftof∂NCH3Canberelated

tothedissociationoftheintramolecularhydrogenbondofAc-Gly-NMe218caused

byinterm01ecularhydrogen-bondfbrmationbetweenNHandthehydroxyoxygen

ofMeOEtOH.FurthermOre,Sterichindrancedueto themethoxygroupmay be

responsiblefbrreducingthechanceofinteractionbetweenNHandmethoxyoxygen･

Thus,thebifunctionalinteractionisunlikelytooccurbetweenAc-Gly-NMe2and

MeOEtOH.

CONCLUSIONS

OurresultsindicatethatthehalogenoalcohoIshaveaninterm01ecularhydrogen-

bondingabilitywhichisstrongenoughtodissociatetheinteramidehydrogenbonds

insideproteinsandtheymayalsointeractbifunctionallywithproteins,Whichresults

丘omthestrongproton-donatlngabilityofthehydroxygroupandtheparticipation

ofthehalogenatominthefbrmationofintermolecularhydrogenbonds･Thus,the

reasonswhyhalogenoalcohoIsarestrongdenaturationsoIventsfbrproteinscanbe

attributedtothedirectinteractionbetweenthehalogenoalcohoIsandtheproteinin

additiontothedisrupt10nOfthehydrophobicinteractioninsidetheprotein,because

ofthechangeinthebulkwaterstructureinducedbyhalogenoalcohoIs,although

nearest-neighbourinteractionssuchashydrogenbondsandsaltbridgesaregenerally

considerednottocontributesubstantiallytothedenaturationofproteinsbyalcohoIs･

Thisworkwassupported,inpart,byResearchGrants(A579164andCO-538028)
toF.U.ffomtheJapaneseMinistryofEducationandCulture･
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Structure$Of2:1Complexe$betweenHalogenatedAIcoh01$and

JV,JV-DimethylacetamideorAcetone

Ka2:ukoMi2:unO,MasaharuSaito,SohkichiUchida,andYohjiShindo*
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SpeCtralchangesinthecarbonylvibrationbandofN,N-dimethylacetamide(DMA)causedby2-Chloroethanol(CIEtOH),
2,3-dichloropropan-l-01(DCPrOH),andl,1,l-trichloro-2-methylpropan-2-01(TCMPrOH)weremeasuredinsolutionsof
carbontetrachloridetodeterminethestructureof2:1complexesbetweenthealcohoIsandamide･Ithasbeenshownthat

CLEtOHandDCPrOHforma2:1complex(I)inwhichtwoalcoholhydroxylsattachdirectlytothecarbonyloxygen,WherヲaS
TCMPrOHmakesa2:1complex(II)inwhichthesecondalcoholhydroxylattache$tOtheoxygenofthenrsthydroxylformlng
ahydrogenbondwiththecarbonylgroup･IthasbeenalsoshownthatethanolfbrmsIwithDMA･Thefrequencyshifts

uponthefbrmationofIbythesealcohoIsarefbundtocorrelatelinearlytotheproton-donatingacidityofthealcohoIs,Which
isdeterminedfromthefrequencyshiftintheOHvibrationbandduetothel:1complexfbrmationbetweenalcohoIsand

DMA.FromthespeCtralchangesofthcacetonecarbonylbandcausedbyCIEtOH,itisconfirmedthatacetoneformsI

withCIEtOH.

Imtr桝lⅦetion

Since Kagarise and Whetselsuggested the fbllowlng tWO

possibilitiesfbrthestructureof2:1complexesbetweenphenoIs

andacetoneorcyclohexanonel

二二::‥0=C
工

-0-H･･･0=C
●

●

●

H

1
0

工工

eitherstructureIorIIhasbeenasslgnedtothe2:1complexes
fbrmedbetweendifftrentprotondonorsandacceptors;StruCture

Iisasslgnedtocomplexesofo-CreSOl-methylacetate,<thyl

acetate,and-CyClohexanone,2phenol-Ormethanol-N,Nldi-

methylacetamide,3phenoトacetophenone,3andwater-aCetOne,4

whilestructureIIisasslgnedtoo-CreSOl-Phenylacetateand

-methylethylketone,2p-CreSOl-methylethylketone,2and

methanol-aCetOne.5Inthesestudies,however,themolecular

characteristicsofthesecompoundsastheprotondonorandac-

ccptor,WhichpromotetheformationofIorII,arenOttakeninto

Inourpreviouswork,6weinvestigatedthemolecularinteraction

betweenN,ルdimethylacetamide(DMA)andhalogenatedalco-

hoIssuchas2-Chloroethanol(CIEtOH),2-bromoethanol,and
3-Chloropropan-1-01andproposedtheformationofIonthebasis

oflargeffequencyshiftsinthecarbonylvibrationband･Recently

wehavereexaminedthestruCtureOfthe2:1complexesfromthe

viewpointthatitmightdependonthebasicityofthehydroxyl

oxygenofalcohoIsandthepresenceofalonepairattheneigh-
boringatomofacarbonylgroup,SuChasamidenitrogen･Inthis

paper,WerePOrteXperimentalresultsthatcon丘rmthestructure

ofthe2:1complexespresentedinourpreviouspaper･

Ex匹rlmemtalSectiom

MaterialsandSaTq,[ePrq,aTation･DMA,CIEtOH,2,3-di-

chloropropan-1-01(DCPrOH),andl,1,1-trichloro-2-methyl-
propan-2-01(TCMPrOH)wereallspeCialgradesofWakoPure
Chemicals.CarbontetrachloridewasIRspectrogradeofWako･
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TABLEI:Spectr&lProperticsofOHB&ndsoIAIcohoIs&rLd

F一明ⅦenCySbiftsoItheCOB8mdoIDMA〃

alcobol 〝打恍 γint.8 血oE △〝c≠0,2 血c工0,1

CIEtOH 3631 3603

TCMPrOH 3591

DCPrOH 3637 3559

EtOH 3638

4
′0

′b

7

2

つJ

4

7

つ▲

2

2

1

1

4

4

5

3

つ▲

3

2

O

1

2

00

2

2

2

1

Dvfrccandvintraarethefrequenciesatthepeaksoffreeandintramo-

lecularlyhydrogen-bondingOHbandsofthealcoholmonomerincar-

bontetrachloride.AvoHisthefrequencyshiftoftheOHbandonthe

formationofal:1complexwithDMA.Avcコ0,2andAvc;軋Iarethe

frequencyshiftsoftheCObandofDMAontheformationof2:1and

l:1complexes,reSPeCtively･

Thedehydrationofallreagentsandthepreparationofstock

solutionsWereCarriedoutcarefu11yinagrease-h-eeVaCuumSyStem

withthesamepr∝dureprevious1yreported･7Magne$iumsulfate,
bariumoxide,Calciumhydride,andphosphoruspentOXidewere

usedasdryingagentsfbralcohoIs,DMA,aCetOne,andcarbon
tetrachloride,reSpeCtively･FromIRspectra,thewatercontent

ofeachreagentwasconbmedtobele$SthanlO-6moldm-3befbre

mlXlng･SamplesolutionswerepreparedbymlXlngthestock

solutionsunderanatmosphereofdriednitrogen･

1RSbeciraMeasurements.IRspeCtraWeremeaSuredatr00m
temperaturewithaJascoA-3inffaredspectrophotometerinter-

faccdwithaMINCll/23minicomputer(DigitalEquipment)･
Hardwareandsoftwarefbrdataacquisitionanddataprocesslng

werealldevelopedinourlaboratory･8
NaCIcellsofO･5-mm

pathlengthwereusedthroughouttheexperiment･

Res血ItsandDiscussiom

郎ec加JC加〃㌍∫Cα〟∫ed如月ムわge〃〃JedJJco力oJ∫･(J)
Proton-DonatingAcidiO,qrtheAIcohoIs･Inordertodetermine

thestructureof2:1complexesbetweenthehalogenatedalcohoIs

andDMA,WeuSedTCMPrOHandDCPrOHinadditionto
CIEtOH.Thisis bccauseTCMPrOHisatertiaryalcoholhaving

thepossibilityoffbrmlngOnlyIIowlngtOitsspacialbulkiness,

andDCPrOHisaprlmaryalcohoIwithaproton-donatingacidity

almostequaltothatofTCMPrOH･

Wereportedpreviouslythatwecanusethefrequencyshiftof

theOHvibrationbandofalcohoIsupontheformationofal:1

complexwithDMA,AyoH,aSameaSureOfproton-donatlngaCidity

ofalcohoIs.Thus,血′｡HValuesofTCMPrOHandDCPrOHwere

examinedincarbontetrachloridesolutionsbyuslngthesame

procedure･6TableIsummarizesthefrequencyoffreeandin-

(7)Mizuno,K.;Nishio,S.;Shindo,Y･BEqpob,merS197,,J8,693-708･
(8)Uchida,S.;Saito,M.;Shindo,Y.Bu[l･Res･Ins･MDter･Sci･Eng･,Fbc･

助gリ凡た〟JUJ血.1983,2J,3ト44･
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F｡E6∪己気筑(｡正･)-600FigtJrel･SpectralchangesintheC=ObandofDMAcausedbyin-

CreaSingtheconcentrationofCIEtOH;【DMA】=0･020moldm,3,
【CIEtOH】/【DMA]=(0)0,(1)0.5,(2)0.8,(3)1,(4)2,(5)3,(6)4,
(7)5,(8)5.8,(9)6.75,(10)8.75,(11)10,(12)25,(13)50,and(14)

60･aandbareisosbesticpoints(seetext).
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FigtIre2･SpectralchangesintheC=ObandofDMAcausedbyin-

CreaSingtheconcentrationofTCMPrOH;【DMA]=0.020moldm~3,
【TCMPrOH]/[DMA]=(0)0,(1)0.3,(2)0.6,(3)0.9,(4)l.2,(5)3,
(6)5,(7)8,(8)11,(9)15,(10)30,(11)40,and(12)55.aandbare

isosbesticpoints(seetext).

tramolecularlyhydrogenbondingOHbands,Vf,eCandzlintra,and

the frequency shift,△voH.TCMPrOH has only one O-H

StretChingvibrationbandat12-Cm~1lowerfrequencythanthat

OftheintramolecularlyhydrogenbondingO-HbandofCIEtOH

belowconcentrationsoflO-2moldm-3･Asabandcorresponding

tothefreeOHvibrationcannotbefoundatabout3600cm~1,a11

TCMPrOHmoleculesincarbontetrachloridesolutionsarecon_

Sideredtoformintramolecularhydrogenbonds･Fromacom･

parisonof△yoHValues,TCMPrOHandDCPrOHareverified

tobestrongerprotondonorsthanCIEtOH,aSisexpectedfrom

theamountofchlorineatomsintroduced.

(2)S♪ectralCたaT郡S･Figuresland2showthespetralchange$

OftheC=ObandofDMAcausedbyincreaslngtheconcentration

OfCIEtOHandTCMPrOH,reSpeCtively･Theconcentrationof

DMAwas丘ⅩedatO･020moldm-3throughoutallexperiments

andtheconcentrationsofCIEtOHandTCMPrOHwereincreased

upto60and55timesthatofDMA,reSpeCtively･Thepeakat

1659･9c汀｢l,Whichisassignedtothenon-hydrogen-bondedC=O

bandofDMA,decreasesgraduallyinheightandatthesametime

newbandsappearatlowerfrequency.Afurtherincreaseinthe

alcohoIconcentrationscausedaslightredshiftofthepeak,but
anincreaseinthepeakheightwasobserved･Changescausedbv

DCPrOHweresubstantia11ythesameasthoseobservedwith

CIEtOHexceptforalargerredshiftthanCIEtOH.

WhenthealcohoIconcentrationissmallerthanthatofDMA,

thespectraalwayspassthroughtheisobesticpolnta,aSShown
bothinFiguresland2･Inourpreviouspaper,6weconcluded

theformationofal:1alcohol-DMAcomplexinthisalcohoI

COnCentrationrangeftomtheresultthattheequilibriumconstant

乃eJo〟′〃〃Jq/朗γ∫i"JC力e椚由ワ,rb/.β夕,凡).〃,J夕βJ2295
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Figure3･SpeCtraOftheC=のbandsofDMA;(A)丘ee,(C)2:1comple

WithCIEtOH,(D)1:1complexwithCIEtOH,(T)2:1complexwith
TCMPrOH,and(S)1:1complexwithTCMPrOH.【DMA]=0.020

moldm.3forA,C,andT,0.003moldm-3fbrD,andO.004moldm-3
forS･Candtare△vc=の,2anddandsare△vc≡司,1.

basedonal‥1reactionisconstant,Wheretheequilibriumconstant

WaSdeterminedfromthechangeintheabsorptionstrengthofthe

OHbandofthe丘･eealcohol.Thus,WeCaninterprettheisobestic

POintsaasindicatinganequilibriumbetweenfreeDMAandl:1

hydrogen-bondedDMA.

WithanincreaseinalcohoIconcentration,thespectrapassno

longerthepolnta･Inourpreviusexperiments,6weobservedthe

rapiddecreaseintheconcentrationoffreealcohol,reSultingln

aslgnificantincreaseintheapparentequilibriumconstantfbrl:1

COmplexfbrmationinthisalcohoIconcentrationrange.Thesetwo

Observationsindicatethattheformationofa2:1compiexisoc-

CurrlngSimultaneouslyinadditiontothel:lreaction.

WhenthealcohoIconcentrationsbecomeHfteentimeslarger

thantheDMAconcentration,anOtherisobesticpointbbeginsto

appear･Sincethebandsatthelowestfrequencyhavebeenas-

Slgnedto2:lcomplexesonthebasisoftheresultsobtainedby

uslngthecontinuousvariationmethd,6thispointarisesfromthe

equilibriumbetweenl:1and2:1hydrogen-bondedDMA.The

frequencyshiftfromthebandofnon-hydrogen-bondedDMAto

thatof2:1complex,Avc=の,2,1SSummarizedinTableI･

Themostinteresting凸ndingisthattheorderofthemagnitude

Of△vc=0,2,DCPrOH>CIEtOH>TCMPrOH,isdiffbrentfrom

thatoftheproton-donatingacidity,DCPrOH>TCMPrOH>

CIEtOH.FromthisresulttogetherwiththefactthatDCPrOH

andCIEtOHareprlmaryalcohoIsbutTCMPrOHistertiary

alcohol,Wethinkthatthestructureofthe2:lcomplexformed

byTCMPrOHisdifferentfromthatformedbytheothertwo.

InI,tWOalcoholhydroxylsattachtocarbonyloxygen,While,in

TT,aSeCOndhydrogenbondisfbrmedatthehydroxyloxygenof

thealcohoIwhichisformlngal:1complexwithDMA.Thus,

therelativevalueof△vc;0,2tOApc=0,1,thefrequencyshiftof

theC=Obanduponfbrmationofal:lcomplex,Shouldbelarge

fbrIcomparedwithII･Therefbre,itisusefultocomparethe

ratiosofAz/c=0,2:△vc=0,1fbrthehalogenatedalcohoIsinorder

todeterminethestructureoftheir2:lcomplexes.Thespectra

inFiguresland2,however,areinpracticemixturesoftwoor

threeC=Obandsduetofree,1:1hydrogen-bonded,and2:1

hydrogen-bondedDMAmolecules･Then,theproblemishowdo

Wegetthespectrumofl:1hydrogen-bondedDMA.Wehave

SOIvedthisbysubtractingthespectrumoffreeDMAfromthat

measuredatasumcientlylowalcohoIconcentrationrangewhere

Onlyl:1complexformationispossible.Thisisbecausewecan

knoweasilytheconcentrationoffreeDMAfromthefollowlng

relationshiD

g=ズパ(｣n-ズ)(β｡-ズ)!

WhereAoandDoaretheinitialconcentrationofalcoholandDMA,

respectively,andKistheequilibriumconstantforl:1complex

formationreportedinourpreviouspaper･6wecarriedoutthe

SubtractionofspeCtrausingourMINCll/23minicomputor.The
SppeCtrumOfthel:1complexthusobtainedisshowninFigure
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FigⅦre4･SpeCtralchangesintheC=ObandofDMAcausedbyin-

creasing the concentration ofEtOH;【DMA]=0･020moldm-3,

【EtOH]/[DMA]=(0)0,(1)2,(2)4,(3)10,(4)15,(5)20,(6)30･(7)
40,(8)80,(9)160.(10)C=Obandofthel:1complexbetweenDMA

andEtOHataboutO.002moldm.3.

3togetherwiththespeCtraOffreeDMAand2:1complexes･The

△vc=司,1ValuesobtainedarelistedinTableI･

Anoticeable丘ndingisthatthevaluel･lobtainedastheratio

Avc=㊥2:△vc=0,1forTCMPfOHismuchsma11erthanl･5forboth

CIEtOHandDCPrOH.ThisresultindicatesthatCIEtOHand

DCPrOHformI,WhileTCMPrOHfbrmsII･Thisconclusion

isconsistentwiththepredictionbasedonthefactthatTCMPrOH

isstericallytoobulkytofbrmI･Inordertogetafurthercon-

firmationofthe aboveconclusion wecompared theratio of

△voH:Ayc=の,2betweenCIEtOHandDCPrOHfbrthefb1lowlng

reason:Astwoalcoholhydroxylgroupsareattacheddirectlyto

thecarbonyloxygenincaseofI,△vc=の,2Shouldbecloselycor-

relatedtotheproton-donatingacidityofalcohoIs･Therefbre,the

ratioshouldbeindependentofthekindofalcohoIsolongasAvoH

isusedasameasureoftheproton-donatingacidityofthealcohol･

We丘ndtheratioof7.2fbrbothCIEtOHandDCPrOH,Which

connrmsthefbrmationofIbythesetwoalcohoIs･

SpectralChangesCdusedb,Ethanol･Asthehalogenated

alcohoIsinvestigatedhavelargerproton-donatingacidityand

smalleroxygenbasicity9thanthecorrespondingalkylalcohoIs,

thesecharacteristicsofthealcohoIs,eSpeCia11ytheweakbasicity

oftheirhydroxyloxygen,arepOSSiblyrelatedtothefbrmation

ofI.AsthebasicitylSenhancedatthehydroxyloxygenofal:1

complexastheresultoftheelectronicpolarizationoftheO-H

bondresultingfromhydrogenbonding,10thebasicityofthehy-
droxyloxygenseemstobeaninfluentialfactorLbrthefbrmation

ofII.Thus,thefbrmationofIImaybefavorablefbrthealkyl

alcohoIsbecauseoftheirstrongoxygenbasicity･9Fromthispoint
ofview,WemeaSuredthespectralchangescausedbyethanol

(EtOH)toinvestigatetheefftctofhydroxyloxygenbasicityon
thestructureofthe2:lcomplex.

ThespectralchangescausedbyEtOHareshowninFigure4

togetherwiththespectrumofthel:1complex･Thechangesare

substantiallythesameasthoseobservedinFiguresland2･The

valuesofAvc=0,1andAvc=0,2arelistedinTableI･Asigni丘cant
hdingisthatAvc=0,2islessthanthatcausedbyCIEtOH,but

slightlylargerthanthatcausedbyTCMPrOH･
Ifelectronsfromthehydroxyloxygeninthel:1complexplay

animportantroleasaprotonacc甲tOrOnfbrmationofthesecond

hydrogenbondofII,nOeffectivechangewillbeinducedin

carbonyldoublebond･Thistendencyshouldbecomemoreap-

preciableasthehydroxyloxygenbasicitybecomesstronger,be一

見tuSetheproton-donatlngaCiditybecomesweakerwithanincrease

inthebasicity,Whichresultsinaweakersecondhydrogenbond･

Inthisrespect,△vc=の,2CauSedbyEtOHistoolargetoconsider

itastheresultofthefbrmationofIIcomparedwiththevalue

causedbyTCMPrOH･Thus,WeCheckedtheAvoH:A〝c=0,2ratio

(9)Kamlet,M.J.;Taft,R.W.1980,98,377-89･
(10)Tse,Y.-C.;Newton,M.D.J.Am･Chem･Soc･1977,99,611-13･

Mizuno et al.

Figure5･SpectralchangesintheC=Obandofacetonecausedby

increasingtheconcentrationofCIEtOH;【acetone]=0･020moldm-3,

【CIEtOH】/【acetone]=(0)0,(1)5,(2)10,(3)26,(4)37,(5)75,(6)
130.(7)C=Obandofthel:lcomplexbetweenacetoneandCIEtOH

ataboutO.004moldm-3.

fbrEtOHandobtainedavalueof7.l,Whichisveryclosetothe

ratioforCIEtOHandDCPrOH.Fromtheabove丘ndings,We

concludethatIisformedbyEtOHandthatthebasicityofthe

hydroxyloxygenhasnoactiveroleinformlng2:1complexesof

pnmaryalcohoIs･Sincethestrengthsasprotondonorandacceptor

oftheprlmaryalcohoIsarenotcorrelatedtofbrmationofI,the

verybulkystructureofTCMPrOHshouldberesponsiblefbrthe
formationofIIbyTCMPrOH･Wethinkitwouldbeinterestlng

toexaminethestructureof2:lcomplexesofsecondaryalcohoIs･

∫pgc加JC力α〃卵∫加〟ほdce伽eCα′占0町J助〃dCα〟∫ed如
CIEtO打.Intheliteraturesofarreported,eSterS,ketones,and

amideshavebanusedascarbonylcompounds･Althoughthee$ter

andamidegroupsaredifferentfromketonesinhavingalonepalr

attheoxygenornitrogenatomadjacenttothecarbonylgroup,
thisdifferenceinmolecularstructureoftheprotonacceptorhas

notbeendiscussedintheliterature.l-5Thus,Wehaveexamined

thespectralchangesoftheacetonecarbonylbandcausedby

CIEtOHinordertoexamineifthelonepairoftheamidenitrogen

playssomeroleinfbrmlngIwithCIEtOH･

Figure5showsthespeCtralchangeintheacetonecarbonylband

causedbyCIEtOH,tOgetherwiththespectrumOfthel:1complex

withCIEtOHobtainedbythesamedataprocesslngdescribed

above.Thespectralchangeissubstantiallythesameasthat

observedinDMAexceptthatthefrequencyshiftismuchsmaller

thanthatofDMAasawhole.Valuesof4.Oand7.8cm~1are

obtainedasAvc=の,1and△vc=0,2,reSpeCtively･Theratioof

A〃c=司,2:Avc=の,1fromthosevaluesisl･9･Thisvalueislarger

thanthatobtainedfbrthefbrmationofIbetweenDMAand

CIEtOHorDCPrOH.Therefore,WeCOnCludethatIisformed

betweenCIEtOHandacetoneandthatthelonepairoftheamide

nitrogendoesnotplayanimportantroleinthefbrmationofIfbr

DMA with CIEtOH.

Conclusiom

WeconcludefromtheresultsobtainedthatIisfbrmedbetween

DMAandCIEtOH,DCPrOH,andEtOH,andbetweenacetone

and CIEtOH,and thatIIis formed between DMA and

TCMPrOH.ThefbrmationofIIbyTCMPrOHcanbeascribed

tothestructureofTCMPrOHwhichist00bulkytoformI.The

resultsalsoshowthatthebasicityofthehydroxyloxygenof

alcohoIsandthelonepairoftheamidenitrogenofDMAdonot

playanyslgnincantroleintheformationofI,Whilethetwolone

palrSOfcarbonyloxygenofDMAandketonehavethepotentiality

offbrmlngtWOhydrogenbonds･Furthermore,Wefindthatthe

frequencyshift△vc=増,20fDMAuponthefbrmationofIcanbe

correlatedwiththeproton-donatlngaCidityofthealcohoIsmea-

suredbyAvoH,thefrequencyshiftofOHbandofalcoholdue

tothefbrmationofal:1complexwithDMA･

RegistryNo.CIEtOH,107-07-3;DCPrOH,616-23-9;TCMPrOH,

57-15-8;EtOH,64-17-5;DMA,127-19-5;aCetOne,67-64-1･
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Fourier-tranSformNuclearMagneticResonanceStudiesor

theEf托ctsor2-ChloroethanolontheAssociationof

N-Acetyl-L-aminoAcidN′,N′-Dimethylamidesin

AqueousSolutions

K鋸川k｡ト′1izuno,TomokoT血gt,YohkoIked…ndYobjiShiロdo★
丁了,ピ助川r｡/.♪-∫J仙ナビノ♭r〟加血J∫d仰=′-d伽g机晋r如g,伽油γげ助g血〝叫凱

凡た扉UJI加r∫廟β州たγけ,凡た〟′pJ仇ノ叩αI†

Thee恥ctsor2-｡ttloroethanot(CIE1011)onthesclr-aSSOCiatjonorthreeN-

acelyトレaminoacidN′､N′一dimelhylamides(Val,Leu･Pheasaminoacids)
have been studiedin water-｣euterium oxide so]ulions by tH and13C

F.l.n.m.r.These amides were fbund to se7r-aSSOCiale through hydrogen

bondingtoasmaltextent･=ydrogen-bondingassocialionortheamides

takesplacewhenlC]E10日J/tamideJ>l･Thehydroxy]pro10npeak
or

wate卜CIELOtImixturesshirtstohighReldregardlessorlhepresenceo=he

amideowing101hedisruptionorwaterstructurebyCIE10日･Thedecrease
inthehydrogen-bondingcapabilityorlhesoTventIeadstolhehydrogen-

bonding associalion orthe amide and CTEtOHinduceslhe hydrogen-

bondingassocialion orlheamides bydecreastngthehydrogen-bondi一一g

capabilityo川1eSOTvcnlaroundlheanlides･
AnappとIrenldissociationo=heamidecompTexeswasfbundtooccur乙It

Iow concentrations or
CIE10日.Thisis attribuled10the flydrophobic

interactionbetwcenCIE10日andthealkyTpartortIleilnlidestominimize

theenergylossdL把tOthedisruplionorwaLerslructure･andtIleinteraclion

rcsu]lsilla
rurther decreilSein the hydrogcn-bonding capabitity orttle

sofventitrOund the;lmides andleads to the slart or hydrogen-bonding

associalion orllle amides.

2-CMoroelhanol(CtELOTl)is wellknown as a strong helix-fbrmlng reagent rbr

proteins･tTimaschefT乙IndTnouereportedthatCIE10日bindspreftren症川ytoproleins

and sinluItaneousTyinduces alarge changein protein conbrmation due101fle

interactionbetweennon-POtargrOuPSOrPrOleinandCfE10H2･汀inthesamewayasin

theheTixlbrmationinducedbyと11kanoIs.=lnlaterstudiesontheprel七renliafbi11ding

orcIEtOHIoproleinsandpolypeptides.疇thesameexplanationhasbeenpresenled･
The solubiIity measttrements or2-Substituted ethanoIsin10 hexildecane 乙Ind

octadecaneshowedltlatt[1ehydropIIObicpropertyorCIE10HisaTitlfeTargerthanthilt

oretllanOl(EtOH).but
Tess thiln tIlこItOrflrOPan-トoT.7weex;tmined tfledenaturing

ab肋iesorseveraHlalogenoetl-anOIsandhalogenopropitnOIs･itndcomparedtllemWMl

thoseorltleCOrreSPOndingillkilnO]s.MW占discoveredlhilt theIlitTogenoとIIcohoTs have

aTmosttfleSamedeniltLlrlngilbiTilyirrespectiveortheirTlydrophobicityitnd thilt they

inducefilrgeCOnFbrmとttion之IIcI一とIngeSinproleinsittmuChlowerconcentriltionsthttntfle

correspondingiltkanoTs.Furthermore.westudiedtIlePreltrentiとIlbindingorE10日itnd
prop…tn-2-Oltolysozyme;tndlbundlh乙Itlhepreftrenli;tlbindingdoesnotoccurupto

60vol%orilIcollOlin tlleSeillkitnOl-Wilter mixtures.叩

TlleSereSuflssuggesltIl紬トWenlitynOtbeitbfetoil=ributetl-ePref七rentia)bindingor

CIEtOH10PrOteillSOtelyloLt-einterilCLionbetweenIlydrophobicgroLtPSilndthittlhe

mecflunism or helixlbrm;ttion should di(7tr belween the hとIIogenoiITcollOIsilnd the

illkilnOIs.=owever.tllereilrettl七wworkssludyingthedif7trencein themecllitnism or

helix rormationinduced bytIleIl乙tIogenoiI]cohofsitndcorrespondingi川くilnOIs.M･=
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Wenoticedtheproton-donatingacidityorC]EtOHismuchtargerthantTlatOrEtOH

because orthee]ectron withdrawalby thechIorine atom.8TlluS,in thedenaturalion

process orprotein by CIEtOH,WeCan aSSume anintermediate state berore helix

fbrmation.where CIEtOH fbrms a hydrogen bond両th the carbonyt groups orthe

protein･According)y.wellaVeStudiedtheinteractionbetweenthealcohotsandsome

amide compollnds,aSlhe modeImolecutes oramino-aCid residues withh protein.in

carbontetrachtoridesolutionsandrbundlhatC]EtOHandotherhalogenoalcollOIshave

proton-donatingaciditystrongenoughtodissocia(everystableinter-amidehydrogen
bonds.8日owever､these findings are not necessarily appTicab]e to aqueous systems,

afthoughthesesuggestthepossibilityorhydrogen･bondinginleractionorCtEtOHwith

PrOlein.
lntlliswork.weextendourstudytotheaqueoussoTutionsorsomeamides,Witflthe

intentionorpresentingamecha一一ismorhelixfbrmationinduced byCIE10H･Fortflis

PurPOSe.Weinvestigatedthee恥ctsorCIEtOHontheassociationorthreeN-aCetyトL-

anlinoacidN′.N′-dimethyIamidesinwateトdeuteriumoxide(D℡0)usingF.t･n■m･r･We

ChoseL-VaI,L-LeuandL-PhesincetheseareknowntohaveIleIix-fbrm]ngCaPab川ty.12
TheentctsorE10Hwerealsoexaminedfbrcomparison.Theresu]tsarediscussedftom

lherb1lowingrburstandpoints:(f)whelherinter-amidehydrogen-bondingassociation

Ortheamidesoccurs,(2)whetherhydrogen-bondinginteractionoccursbetweenC]EtOH

andtheamides.(3)whetherahydrophobicinteractionoccursbetweenC)EtOHandthe

amidesand(4)whe111erCtEtOHcausessomesigniEicantchangeinwaterstructureand
ttleChangeisinsomewayreIatedtolheassocialionortheamides.Thehstpointarose
because we fbundit necessary to consider theinteraction between C]EtOH andllle
SOtVent,Water,tOinterpretourresuIts.

Experimental

TIlethreeN-aCetyトL-aminoacidN′,N,-dimethyIamideswerethesameasLhoseusedin

Our PreVious work18and are abbreviated as VMe..LMeq.and PMe4･Tl-e SpeCi(ic

rotationswereasrbHo､VS:LMe空;【αJ富子,-26･6((･=I.655ine(fl…lnOT).VMe空;lα綴-2.27
(c=0･967inethanol)･PMe2:【αJ…亨7+34･l(C=l･099inetllanO().D望0(99.8iltOnl%D)
､VaSPurChasedrrom^ldrich･WaterwとISPreParedbydisti11ingdeionizedwaler.CIEtOH

∈1一一dN-metflylacetamide(Wako Chemicals･guara-1teed-reagent grade)were doubIy

dis州edunderhighIyreducedpressureberbreuse･EtOH(Wako.Speclrograde)was

used asilwas.

ThelHandtnCF･t･n･m･r･5PeCtraWeremeaSuredwit■1aJEOLGX-270speClrometer

Operalingat270MHzrbr一日and67･5MHzfbrl:Ic･TlleratioorD.,OIoH,Owasl:4
by voIume･The cIlemicとtT shins…lre rerbrred re(ative-y to externa)sodiumlrim-

ethylsilyTpropanesuTphonatedissoIvedinD40conRned(OaCOaXia=ubewilhthesampfe

tube･Spin-latticereTaxationtimes(T)were~obtainedbyl-1euSuaT(■800-(L90O-T)..puIse
SequenCe･TlledirTtrencenucTe;lrOverhauserefTbct(NOE)0=hetwocarbony.sarising
rromirradialionorNHorOHprotonswasmeasuredunderofT二noise-decoup‖ngby

repeatinguIlernuliveaccumuTationswithandwithoutLheirradiati｡n.

ResulIsand D‡scu5S‡on

Selトa5SOCia血norlheAmidesthroughHyd-Ogent,ond5

WemeilSuredLhe一日ilnd†:Icn･m･r･SPeClri10reilChitrTlidewiLhincreilSlngCOnCentriltion

toinvestigiIteWhe(hcrtheとl■一1idesitSSOCiatethroughinleト;t-ilidehy(.rOgenbonds･Fig.l

SI-0､VSt(1etHche一一1icillshnsorN-1protons…･COnCenlrillion･TTleN=pellksshirtto
I-igherneldsIighlTywithincreilStnglfleCOnCentritlion･TfleC-1:1COi川dNC=:IPrOtOnS

aTsoshirtverysTighLlyLohigI-erReIdrnRg･21thechemicil-shirlsor(hetwocilrbonyts



Fig･l･nelHchemicalshifto｢NHoreachamide
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VMeミニ▲,LMe.,.

0 0.2 0.4 0.6 0.81.0
【血kl/moldm一】

Rg･乙meplo【SOrlbelユCchemicalshi鮎or【hetwo

也rbonyls or each amide 打.【he coロCenlm【ion 山

王4±0･ヱOC:(○･●)PMeユ･(□,1)VMeミュnd(△.▲)
LMet..wheretheopensymboIsurefbrC軋COandlhe

鮒dsymboIsa托ぬr>NCO.〕
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Fig.3.ErTtctsorincreasitlgCIE10‖conlenton(Hchcmic;tlshirlsorNH(u)undOf-](h7oreilCh

amide soTulions at 24±0･2OC:●.LPMeJ=O･37moldnl-‥,;▼､【VMe,J=0･30mo]dm~汀:
▲,lLMe!】=0･80moldm~汀･

ilrePlouedL一･一･COnCentritlion.T]一eitSStgnmentOrthetwoc乙IrbonylscunbeeitSiTymade

byobservTngtIlenneSlr"Ct"reOrtIICC町COcnrhonyl(J"etO(IleTong-m.1gCC-fl
COuPfings･TlleeXtentO=hel-igh-fieTdshnortheNHilnd(hecarbonylsisverysnla‖,
bulitistentimesTとtrgertIluntl-eSPeClrillresolu(ion undert]1emeaSur.ngCOndilions.
Thus.weconcILtdethilt(hesh汀Isnrelargeenoughtobeitnitlysed.

Weconsi【1ertllilltheN-Ilit一一dC=Obondsortflel…1idcsarepolilrizedtoitgrCitt

extentinverydilute…lqueOuSSOtutionsbecituSeOrlhelargehydr;l(ionorthemonomer.

Tfle rbrnlittion orilninler-iImide hydrogen bond>NH‥･0=C<ShouId resu((init
decreilSein the polilriz;ltion or bo(h N-=ilnd C=O bonds.This must be more

PrOminentrbr(heC=Obond･becituSeNHisthoL.ghttobeitWeilkerprotondonorthとIn

thewilterhydroxyT･The叩fieIdsIlnObservedrbrbothNHitndcilrbonyIgroupscitnbe

ilttributedtointer-ilmidehydrogenbonding･Th1.SIWeCOnCtudethとtthydrogen-bonding
ussociiltion or theitmides occursin uqueous sofL■tions.illthough the exte11t Or the

ilSSOCiulionis smil".
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円g･4･ErTtcIsori口CreaSingCTELOHconlen10nt3CchemicaIshnsorlhelwocarbonylsoreach

amidcat24±0･20C:(0･●=PMe空J=0･37mofdm-3.(□,■=VMe,J=0.30moldm,‥一.and
(△1▲=LMe,J=0･80moTdm-:一.wheretheopensymboTsarerbrCH,COandlhe(i‖edsymbofs

are br>NCO.

E恥亡tSOrCIEtOH011theSeIトassociation01theAmIde5

WethenmeasuredthecllemicaIshnsorttleNHandthetwocarbonylsoreachamide
byincreaslng the con(ent or CTEtOH under a constant amide concentration.The
PerCentagebyvolumeorCIE10日was"1･40%atthehighestconcentration.Theresults

itreShownin Rg･3and4･E)otIl(he NHand thecarbonyIsshin10high fie,dw仙
increaslngCIEtOH･Whichcan bein(erpretedastheresu,torinter-amidehydrogen
bonding on tIle basis orLhe reilSOn,ng mentioneditbove.This meanslhalCIEtOH
PrOmOteSinter-amide hydrogen bondingin aqueous soIulions.conlrilry tO(he
dissocia(ionortheamidecompIexesobservedincarbontelracMoridesoIutionsin｡ur

PreViouswork.-

[n order to connrm((1isconcIusion.we me之ISured(hcl:tC NOE di11もrence or(fle
Carbonvfsresullingrromtl-eSelecliveirradiationort■1eN=protonwiLhincreus-ng

CtEtOH concentralion under…lCOnSlunLitmide concentriItion.The vil(ues obt最ned
(;lbhrevi…ttediISHc-NOEINH!IcilnbedirectTycorrelatedto(heextento=nter-itmide

flydrogenbonding･WhiletlleVitluesobservedbyirr;tdiittingt一一eOHproton(ilbbreviとt(ed

;1Sl:lc-NOE･!OHけC乙1nbecorrelittedtolheextentorhydrとILionorthecilrbonyIs.Thet:で-
NOElOH!v之Iluesilrelilrgerthitn tIlOSeOrt‥Ic-NOEiNH!itndsomoresLlilublerbr

quan(ilativeanalysis･Fig･5showstIleChangesinthel:Ic-NOE‡OH!orPMe望･Avery

5
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Ffg･5･EfTtctsorhcreasingtl-eCOntenlorCIE10日orEtOHonl:tC-NOEfOⅢvaluesortfletWO

carbonyTs or PMe,at tPMe,)=0･65moldm,汀and f5±0･TOC;CIE10日(○･CH｡CO:

●､>NCO),andE10日(0.CH≡一CO:●,>NCO)･

si-11itarresuJtwasobtainedFbrVMe2andLMe空･t)yaddingasma])amountorCIEtOH,

the‖c-NOE†0川=ncreases slightlyin >NCO and remains atmost unchangedin

CH:lCO､indicating that the amide complexes dissociillelo a sma)lexlentilnd the

carbonylsarehydratedorcoordinated toCIEtOHhydroxylgroups･Byaddingmore

CIE10fi.thel‥,c-NOE†0叩vaTues began to decrease.;lnd simultaneousIy tfle,:JC-

NOE‡N叩vaTuesbegantoincreitSe.aTthoughaquantitativelrealmentwitSnOtPOSSible･

T]leSereSultssupportthepromotionorlfleinter-amideflydrogenbondingbyCIEt0日.

TtwasnecessarytoconfirmtheiniliaTdissociutionortheitmidecomplexesconcluded

rrom thel:一C-NOE†Oti!meilSurementS.Thus wecarried ou(7imeasurements orthe

methyTprotonsortIleamideswithincreilSlngC]EtOHconcentration underaconstant

とImideconcentralion.AsIorthemelflylproIonsistakentobeameasureortherreedom
OrrOtationorthemethyTgroups,itreflec(SttleeXtentOrintermolecufarassociationor

theamides.i･e･T;becomeshrgerorsmaTlerとtSlheexlentortheassociiltiondecreasesor
increilSeS.TheresuftsitreShowninng.6.Wenotethilt T;increilSeSinitiaHyandhasa
milXimumataconcentriltionriltioor(･(1.1irrespectiveorlfleanlideconcentriIlion,thus

SuPPOrt.ngtheconcIusionderivedrromtlleHc-NOEmeasurements･

Efrects oICTEtOH on Water Slructure

So丘Ir We hとIVeinvestig;tled whelher hydrogen-bondinginleruction occurs belween

C陀10日Etndtheamides行=tqlteOuSSOfutions.However.whil(WeObservedinttliswork

isthehydrogen-bondinginleractionbetweenamidemofecufespromotedbyCIELOH.To

discover the decisive nlCtOrdeternlin川唱Iheextent ori-1ter-itmide hydrogen-bonding

ilSSOCii-tioninv;lrioussoIvcnts,Were-eXilminedtheexperhlCIltitlresultsobt乙Iinedinotlr

PreVioLIS Studies.We exilmined the sefトitSSOCiitlion or VMe..itnd PMe..in c;trbon
tetritChforidesolulions usTng n･m･r･ilndi･r･l:IThe N=protonsshirled50times more

thaninthisworkandtIledegreeoritSSOCiiltioncalcufiltedrromthei.r.diltiIWilSO.21in



〟.〟た〃〃Oet al.

5 10 15
1CIEtOH川VM句I
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0 1 2
1CIE10叩/lLMell

叫.6.ErTbctsorincrcilS.ngCIE10‖contcnlon7;orthemelIlylprotonsore;tCTlamidea1

24±0.IOCatl(.=PMcJ=0.37moldm~:一,(b=VMeJ=0･30moldm,:.and((･=LMeJ=0･80mof
dm-:一:+.C=:tCO:◆･NCトI:l:▲1PllCnylprotonsorPMc･･･andCCH汀PrO10nSOrVMc4and

LMe岬.

VMe.,andO.14inPMe..;tLO.3moldm~:一ilnd2lOC.ATlhoughwecunnotdelermine(he

degreeorassoci乙IlioninDL･0-WitterSOlutionsinthiswork･itisreasonitbletoitSSLtme

much sma‖ervulues thiln thoseinc乙Irbon telrilCMoridesoIutions.Anotherstudy wus

perrbrmed on(heitSSOCiとItion oramidecompoundsinitfcohoトc乙trbon tetrilChloride

I11ixttlreS.H Dissociiltion orlIleinter-itmide hydrogen bo11d occurs withincreitSlng

C]EtOH contentin the nlixed soIvent.whereilS the degree orinter-amidellydrogen

bo=dingre-T"ined unch乙Inged､VitIlincre乙tS.ngEtOHconcenlr乙Ition･

FromitT]lheseresuTts.welindthutthehydrogen-bondingcとtPilbitityorsoIventsisthe

rilC10r determin.ng the extent orlhe hydrogen-bondi叩itSSOCiittio-10ritmides･Tlle

7
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0 0.5 1.O
moTc†ractionorC]EtOH

Fig･7･ThelHchemicalshnsortheOHinthewater-CIE10HsystemwiLhdifTtrenlmoIarralios

a120±0.IOC.

degree orassociationincreases with decreastng hydrogen-bonding capability or ttle

soIvent and L,ice uer､†a.Tllisis because a soIvent with a strong hydrogen-bonding

CaPabiTitysoIvatesamidegroupsstronglythrough hydrogenbondinganddisturbsthe

inter-amidehydrogenbonding.whereasinter-amidehydrogenbondingpredominatesin

SOIventswtlich haveweakhydrogen-bondingcapab川ty.

Wemeasured thecflemicalsh汀tortheOH protoninwateトCIE10日ITlixluresata

Seriesordi恥rentmoferraclionsorC]EtOH.Weobservedas=1gfehydroxyTpeakonly,

thechemicalshnorwhictlisaweightedaverageo=hevaluesrbrthealcoholandwater
l-ydroxyts･Thedataobt乙IinedarepIottedinfig.7.ThehydroxylorpureCIEtOHisat

STighりylowerfiefdtIlanlhepure-Waterhydroxyl.TlleadditionorCIEtOHtowaterdoes

notshirtthecoalesced hydroxylpeilktoIowerfleld than thepure-Waterhydroxyf bLtt

doesshir==ohigherIiefdovertlleWiderangeorthemoleralioorC]EtOH.Sincetfle

I-igh-fieldshirtoccursovertheenlireconcentrationrangeorCTEtOH.weconsiderlhat

boththewalerandC]EtOHitrereSPOnSibTefbrlhehigh-Re]dshnor(hecoaIescedpeak･

TfluS.We know that the hydrogen-bonding capabilities or＼柑ter and CIEtOH are

decreasedbymtxTngIIIlerefbreCIEtOHactsaswとIlerstructure-breitker･‖Gierycze,(tI.

measuredtheenthitlpyormixingortfleWa(eトCTE10日systemandobservedthatmTX.ng
is an endothermic process over the wide ritnge OrCIE10H･15As the weukening or
hydrogenbondsisanendotflermicprocess､theresuILsorourn.m.r.datailreCOnSistent

With tllOSebasedonlhelIlermOdynitmicdali).
WemeilSured(hechemicitlsflinorthehydroxylpeitkiIIWitteトC陀tOHsoIulio11SOr

theamideswitflincreilSTngCIE(OHconcentr;ltion･TIleWitterilndilTcoholhydroxyTs

COilIesceintoとIPeilkovertheと1]coflOIconcentrillioTISmeilSured(fig･3).TheflydroxyI

Peilkshi｢tstohighlieIdwithincreitS=gC]E10=concentriltion･indicatingthillC陀tOH

We=lkensthehydroge†1-bondingcilPilbirityorwittCrilSWe.lilSWil(erinilmidesolulions.

TtIlilSbeenreportcd(hとttilIkitnOIsst;tbiTizewillerslruclure;l=owconcentriltiontlitnd

lhu(theIow-neIdshnortfleWitterllydroxytisevidenceorlTleenhitnCCmentOrlVitter

Slructure･川-1McocciilC(`II･iltLribuledthelow-neTdsh肌LoIlydrogenbondingbelween
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Ffg･胃･E恥ctsorincreasingE10l-Icontcntonl[1cflerTlicalsllirlsorNf-I(小1ndOfl榊oreitCJl

amide solution a122±O･2OC･●･tr,Mc竺】=O･65rnoldrn.1:r.(VMeゴl=0.45moldm一汁:
▲.ILMc竺l=0.70m01dm~1.

WaternndE10Tlilndtotfleen(1itnCedIlydrogenbondingbetween､ViltermOIeculesow=g
tolhehydrophobic[一ydr;ttionoretflyIgroup5.川WeuTsoexilmi11edtheentctsorEtOH

Onbotlltheassocialiono‖lleurTlidcsundthewaterstructlIreOrtheamidesoIulionsrbr

lIleCOmParison両thtIIOSeOrCIEtO‖.WerneitSuredthechemicilIsflirtsorNHandOH

PrO10nSWitIlincreilSing EtOl†(ng･8)･TIle NH pe;lk hitrdlycIlungeSOVertIleentire

COnCentralionrangeex乙1mi-1ed.soweknowthatEtOHllardfyarTtctstlleilSSOCiationor

tllea-nides･ThewiIler州d EtO=hydroxyTscoalesceovertheaIcollOIconcentratioIIS

rneusuredandsh汀ItoIowerneldwMli■1CreilS■ngELOHconcentriltion･^ccordingIy.we
know tIlat EtOH actsasn wi)lerstructure-mnkerhtheitmidesolutions.

WeitTsomeilSuredlhel:Ic-NOE!OH7orllletWOCltrbonylsorPMe･･WithincreilS.ng

E10日concentritlion悔･5)･TIlet:一c-NOE10H7vitTuesort.1etWOCiんbonylshcreitSe
SIightlyit=owE10日concentrntions･in(Iiciltingthedissoci乙Itiono一･l■1eilmideco一叩reXeS
to;tSmitIIexteTlt･FurtIlerincreitSei-1E10=concentrl一"Ondoesno=ntlucei川yC-1州geS

i11thet:一-COE10H!vitlues.initgreementWilfltheconstuntcllemicillsIlil-torNHsfl｡Wn

inlig.R.

Wei-1terPret!tTT tlleSereSu(tsitSlb"ows･TflehcreitSeinCIEtOI-IconcenL川tionill

iIqlIeOuSSOTl-tio,1SOre乙一Cl川mideIeudst0日decreuseinthehydrogen-bondhlgCitPi.b…ty

Orthe､Vuter-CIEtOHmixturesbecitL.SeOrtIledisrup"ono.､thew;lterStruCtureilndLlle

9
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1CIEtOH)/LNMAI

Fig.9.ErTbctsorincreasingC]EtOHconten10ntfleaSSOCialionorNMAat(NMA7=3moldm-:..

(Ll)ChangesinT;o=heCH‥lCO(●)andNCH,(▲)proIons,(b)changesinthelHchemicaJshirt
OrNHand(c)changesinlhelHchemica)shnorthewalerhydroxyT.

increaseinthehydrophobicpropertyarlS.ngrrOmthealkylpartorCTEtOH.ThisresuJts

in promotion orthe hydrogen-bonding association ortheとImides､aS demonstrated

experimentaTIyabove.lnthewater-EtOHmixtures,Ontheotherhand.weconsidertwo

OPPOSite hctors aETtcting the hydrogen-bonding capabi]ity or the mixture.(li=.

enhancementorthewa(erstructureandincreasein thehydrophobic propertyorthe

SyStem･AtIowEtOHconcentrとttionsIWate卜EtOHmixtureshaveincreilSedl-ydrogen-

bondingcapabiTitybecauseorthelargecontributionrromtheenhancementorthewater

StruCture,leadingtotheinitialdissociiltionortheamidecompfexとISShowninRg･5･

However,rurtheradditionorEtOHincreasesthehydrophobicpropertyorthemixture

ando恥etsthehydrogen-bondingc叩abiTityorthemixture･Consequent[y､theextentor

amideassociationremainsalmostunchanged(fig.5).

^MechanismfbrDisruptionorWaterS(ruc(urebyC]E(OH

WemustconsiderthereasonwhyCTEtOHbehとIVeSとISとIWaterStruCturebreLlker.wIlereaS

EtOHactsasastructure-mと一ker･So丘IrWehaverbcussedonlyontheproton-don乙ttTng

acidityoratcohoIs.However,rrOm Lhe rhclthat EtOH;lCtSilSとIStruCture-mと1ker,the
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enhancementorwaterstruclureseemstobecorrefatedto(heproton-aCCePtingbasicity

Or the hydroxy]oxygen oraTcoho]s･Kam]eland TarldeFined the hydrogen-bond

accepting basicity ormany organic so]vents based on the data obtained by ustng

SOIvatochromiccomparison.川They reported that EtOH hasamuchgreaterbasici(y

than water because
ortheeIectron-rePe=ngcapab川ty oritselhylgrollP.Thus,the

hydroxyT oxygen or EtOH shotlTdinduce poTarization or the neighbour.ng water

ITlOteCu]esandresu7=ntheenhancementorthewaterstructure.onlheotherhand.the
basicityorC]EtOHisonTyslight]ylargerthanlhatorwater.t9Therefbre.wecanassuTTle

thatttlehydroxyIoxygenorCIE10日hardIya恥ctsthepolarizationortheneighbour.ng

Water mOIecutes･However,We Should(ake the presence orthe cMorine a10minto
account.

Itiswe=knownthatCr,Br~and rionsactasawaterstrl]Cture-breakersandtheir

SlrengthassuchisintheorderCI~<Br一<t-･14ThesurFbcechargedensilyortheseions

isintheorderCl.>Br->l-･Asthereisagoodcorrelationbetweenthesurfbcecharge

densityandtheircapabilityasstructure-breakers･WeeXpeCtanionwithaTou,erCharge

density to be a stronger structure-breaker.We consider that the chIorine atom or
CfEtOHcarriesaweaknegativechargebecauseoritselectron-WithdrawTngPrOperty,

butitssurfbcechargedensityis‥SmafTerthan thatorCT-.Thus,thechlorheatomor
C)ELOHshouldbeastrongerstructure-breakerthanC]-･AccordingIy,WeCOnSiderthat

Ll-eChlorineatomisresponsibferbrthedisruptionorlhewaterstructurebyCIEtOH.

tTydrophobfcTnteractionbetweenCIEtOHandthe^mMe5

Asshownbytf-e13c-NOEEOH!andT;measurementsinRg.5and6,dissociationorthe

amidecompTexesoccursa(aratioor(C(EtO叩/【amideJ七T.Sinceweca■lnOteXPIain
thisin terms orthe changein the hydrogen-bondingcapabifity orwaleトCfEtOH

mixluresdescribedabove.weshouJdrinddnothercauserbrlIlis.
ThelhreeamidesusedIlitVeraL[1erlargeafkylgroups･Ontheother]1and,CIE10His

morehydrophobicthanE10日lbu=esshydropflObicl-1anPrOPan-トof･7c.ELO=may
thenbeabTetoiIlleracthydrophobicaIfywiththeamides.wflileitbe(1aVeSaSaWater

S【ructure-breaker･Todiscoverwhethertheinitialdissocialionortheamidecomp-exes
Can becorrelated

w州1tIlehydrophobicinleraction.weexamined whetherasimi7ar
in汀ねIdissociationoccursasinthecomprexesorN-methy,acetamide(NMA),Which

SeemStOhavetoosmarIaM)kyImoietytointeracthydrophobica■Tyw=1CTEtOH.We

SettheconcentrationorNMAto3moldm一汀andconRrmedthatinter-amidehydrogen-

bondingassocialionoccurstosomeexlenl･Thiswasdonebymeasurtng(hechemical

Sllirto=fleNHprotonandT;orlhemethylprotonsandcompとtr.ngt(1emW仙thedata
OrVerydiTutesofutionsorNMA･ThenwemeasuredthecllemicaIshinsor(heNHand

OHprotonsilndTwithincreasingCIE10日(Rg.9).Thehigh一円eldshirtorbo(hNHand
OHobservedindica(eslhal(heinler-amidehydrogenbonding-SPrOmOledbyC陀tOH

FbrtrleSamereaSOnaSmen(ionedubove･However･T;decreitSeSmOn(Onicit.fy.showlng
thattIleinitialdissocialionortheilmidecomprexesdoesno(OCCurinNMA.From(hese

resL.1ts･WeCan COrrelilte(heinili;tldissociation ortheitmidecomplexes wilh the
hydrophobicin(eraction between cTE10=and(he amides.We consider tha(the
interlbrenceortheinteritCtionbetweentheamidemofeculesrromCTE10HshouTdleud

(OtlleaPParentdissocialionorthe乙ImideconlP-exes･ThenJCttha=lleini(iilldissociとIlion

OCCLIrSatt[1eSameratio(",･f)irrespec(iveortheilmideconcenlrittioni-Tsosupportsthe
ideut(1ilt(hedissociutioniscorreI乙ItedtomoTecuhrinteritCtionbe(Ween(heitmidesilnd

CtEtOH.

NotethattIlein(eritCtionbetweentheilmideとtndCIEtO=IeitdstoitdecreitSeinthe

CTELOHcontentinlhebulkwitteトC,E(OHmix(L.reilndtoLheres1.1titnLenergetic

StilbiTiza(ionorthebL,lkmixture(rig･7)･On(,1eOtherhand.(fleincreitSeinCfEtOH

COnlen=ntheneighbourhoodorllleamidebringsi-bouludecreilSeinthehydrogen-

11
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bondingcapabilityortheCIEtOH-Watermixturesaroundtheamide,andconsequently

leadsto thepromotion ortheinter-amide hydrogen-bondingassociation･Thus,We

observeapparentdissociationortheamidecomplexesonlyat]owconcentrationsor
CIEtOH.

Concluslon

Ourresultscanbesummarizedasfbllows:(1)CIEtOHpromotesinter-amidehydrogen
bondinginaqueoussoIutions.(2)CIEtOHbehavesasawaterstructure-breakerand
decreasesthehydrogen-bondingcapabilityorwater,(3)thepromtionorinter-amide

hydrogenbondingcanbeattributedtoadecreaseinthehydrogen-bondingcapabi]ityor

the wateトCIEtOH mixture around the amide molecules,(4)at verylow CIEtOH

concentrations,C]EtOHmayinteracthydrophobical]ywiththelargealky]partofthe

amides,reSultingintheapparentdissociationortheinter-amidehydrogenbond･
TherelationshipbetweentheconfbrmationaIchangeinproteinsandthestructureor

water-OrganicsoIventsystemshasbeeninvestigatedusingalkanots,POlyoIs,amidesand

urea.14･20-22However,Wehavenotasyetbe6nabletodrawclearconclusionsconcernlng

thereJativeimportanceorthedi能rentcontributions,SuChashydrogenbonding･10nic

interactionsandthehydrophobicinteraction.23

Withtheintentionorpresentingamechanismorhelixfbrmationinproteinsinduced

byCIEtO=,WehavecarriedoutourstudyfbcustngontheeHtctsorCIEtOHonthe

inter-amide･hydrogenbondingbetweentheamidemolecules･Comparedwithproteins,

thethreeamidesusedin thisstudyareverysmallmo)ecu]arfy.Ourresults,however,

suggestthatthechangeinthehydrogen-bondingcapabi]ityorasoIventisanimportant
fbctorindetermlnlngtheconfbrmationaIchangesinproteins,andisclose)yreJatedto

thefbrmationanddissociationortheinter-amidehydrogenbondswithinproteins.
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