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酵素蛋白の凍結乾燥における保護物質の役割*

花房尚史

(1民視科学研究所)

(紹和49年 10月受理〉

I.緒言

ある種の酵素蛋白，例えばミオシンやカタラーゼ等は，凍結乾燥によって著しく失活し，

高次構造も破壊される。 しかし， あらかじめ， 0.2-0.02 M程度の糖やアミノ酸を加えておく

と，失活・変性をほぼ完全に悶止出来る1，2)。これまでいくつか報告したように，凍結乾燥によ

る変性は，脱水による疎水結合や水和層の破壊が主要な原因で、はなし、かと推論されるが，糖や

アミノ酸は，この場合の水分子の挙動に大きな影響を及ぼすのではないかと考えられた。従来，

糖やアミノ酸は微生物の凍結乾燥に際して有効な保護物質として使用されており，これらの物

質は親水性が大きいため，細胞の機能保持に必要な水を捕捉しておくことによって保護効果を

示すものと考えられてきた。 しかし，前線1，2)に報告したように，酸素蛋白の凍結乾燥の場合

は，卵アルブミンをモデ、ル蛋白として凍結乾燥後の水分量を測定すると，有効な保護物質が存

在する場合，残存水分量は必ずしも増加していないという結果を示したが，水分測定で用いた

カール・フイッシャ一法は，終点決定の際の測定誤差が避けられないため，はっきりした結論は

得られなかった。

今回の報告は，やはりそデル蛋白として卵アルブミンを用い，各種の物質を加えて凍結乾

燥したのち，直示式微量水分計で残存水分量を測定して保護効果と水分量の関係を明らかに

し，又，各種の物質が存在する場合の残存水分と蛋白分子の相互作用の大きさを熱分析で測定

し，保護物質の作用機構について考察したものである。

II. 材料および方法

材料: 卵アルブミンは，日本生化学Co製 2団結品標品を 20%水浴液とし， 遠心して不溶l頭

分を除いて用いた。

方法: 各種添加物質は全て水溶液として用いた。凍結乾燥の方法は既報と向様であるが，熱測

定に用いる試料は，径 8mm，深さ 2mmの測定用セル(アルミカップ)に 850μ1の試料を分担ミ

し，凍結乾燥用アンプ。ルに入れて凍結乾燥した。

凍結乾燥後の残存水分量は，日立一平沼直示式微量水分計AQ-lにより測定した。原理的

にはカール・フイッシャー法の変法で， 水と反応する I2の賞を電量滴定で測定した電気量に換

算し HzOμgで直接表示するものである。試料は約 20mgを正確に秤量して装置に投入すると
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約 15~20 分で終点に達し，水分量が表示

される。

熱分析は，真空理工製差動走査熱量

計 (DSC)Model DSC 1500を用い，試料

量は乾量8mg，対照は同型のZEのセルを

用い， 昇温速度 10
0

C/minで加熱昇温す

る過程で生じる熱変化のピーク位置の温

度(Tmax)を測定した。叉，データチェッ

クのために用いた熱天秤は，真空理工製

熱天秤ModelTGD 3000を用いた。

III. 結 果

添加物質のない対照としての凍結乾

燥した卵アルブミンは，水分測定の結果，

なお約7%の水が残存している。この試

料を DSCにかけ，熱分析を行うと， 750C

近辺で一簡の吸熱ピークがみられる。こ
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第 1図 差勘定査熱主主計 (DSC)および熱天秤
(DTG)による凍結乾燥した卵アルブミンの

熱分析の結果を示す模式図

T，試料の鼠度。右から左へ温度上昇

C，熱変化。上側が吸熱，下側が発熱
W，試料の重量
L1W，重盈変化。試料の含水量に等しい
Tmax，ピークの極大位置での温度

のピークの高さ，形状は種々な条件でかなりの変動があるが， ピークの出現する温度 (T)は，
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第2図 凍結乾燥した卵アノレブミンの

Tmax値， および残存水分量に及
ぼすショ糖濃度の影響
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第 3図 凍結乾燥Lた卵アノレブミンの Tmax{i直および

残存水分量に対する種々な濃度でのFノレタミン酸

カリおよびピロリン酸の影響

0，グノレタミン酸カリ存在下の水分量;①，ピロリ
ン酸存在下の水分量; ・，:!lノレタミン酸カザ存在

下の Tmax値 :(t，ピロ Pン自主存在下の Tmax値
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試料の量，昇温速度，装置の gain等が一定である限り，試料の稜類によって常に一定の値を

示す。更に同一試料を熱天秤を用いて熱分析を行うと，第 l図に模式的に示したように，この

吸熱ピークの位置は，試料の重量変化 L1W のみられる温度と完全に一致する。 又，この L1W

は，水分計で測定した蛋自の含水量(大部分が水和水と考えられる)とほぼ完全に一致してい

る。従って， DSCで得られるこの吸熱ピークは，変性熱の寄与もある程度は考えられるとして

も，大部分は，加熱した結果蛋自の水和水が蛋出分子から離脱するときの熱変化，即ち離脱熱

と考えられる。そしてこのピーク位置(以下 Tmax)の変化は，蛋白一水和水間の相互作用の強

さの変動を示しているものと考えられる。

以 tの結果に基づいて， 1叩0%ら卵アルブミン7水k溶液に各種濃度で

結乾燥したのちの，残存水分量と Tmaxの館を測定した。用いた添加物質は，前報で用いたの

と同じで，保護物質として有効な糖，アミノ酸，ある程度有効なリン酸緩衝液 (pH7β)，無効

な，もしくは変性剤として働く塩類，尿素である。

第2図は，使用した中で最も有効であったショ糖での結果で，残存水分量と Tmax値の，

ショ糖濃度への依存性を示したものである。図にあげられるように，ショ糖濃度の増加と共に

Tmax値が急激に増加する一方，水分量は次第に減少し，0.lM近辺で極小値に達する。 Tmax値

はその後も増加し，水分量は極小筒に達したのち再び増加する。ブドウ糖， ソルピットでの結

果も全く同様で，T max {i直の急激な増加と，水分量が 0.1M 付近で極小値に達したのち再び増加

というバター γがみられる。アミノ酸についてもまったく同じで，第 3図はその一つであるグ

ルタミン酸カりと，対照としてカタラーゼの場合変性促進に働いたピロリン酸の例を示しであ

る。 Tmax値の増加の度合は全く異なり，グルタミン酸の場合は急激に増加する。水分量は前
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第4図 凍結乾燥した卵アルブミンの Tmax値

および残存水分量におよほす KClの彩饗
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第5図 凍結乾燥した卵アノレプミンの Tmax値および
残存水分量におよぼすリン酸緩衝液の影響

0，残存水分量;・:tTmax値
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者ではやはり O.lMで極小値を示すのに対し， 後者の場合はこの濃度付近まではほとんど変わ

らない。第4図は，保護効果を全く示さない域のーっとしての KClでの結果を示したもので，

Tmax値の増加の程度は小さし水分量は0.1M付近まではむしろ NaCl濃度と共に増加してい

る。 NaClも全く同様な傾向を示す。蛋白変性剤としてひろく用いられる尿素の場合は，水分

量は 10-1M程度までは増加の傾向を示すが，それ以 tの濃度では一方向きの減少の傾向を示

す。しかしこの場合 Tmax値はほとんど増加しない。第5図は，カタラーゼの場合に糖やアミ

ノ酸より弱し、がある程度の保護作用を示したリン酸緩衝液についての結果である。 KCl等の

場合と同様に，水分量は濃度と共に増加の傾向を示し， 一方 Tmax値の増加の程度は丁度，

糖，アミノ酸等と境や変性剤との中間となる。

以上の結果に示したように， 糖， アミノ酸等の保護効果を示す物質は全て水分量が0.1M 

の濃度で極小値を示す。この，添加物質の濃度0.1M は，考察の項で述べるように，蛋白濃度

当たりにすると，カタラーゼの変性を悶止するのに必要な有効最小濃度と非常によく似た値で、

ある。そこで，ここで用いた各種の添加物質の濃度を O.lMにそろえ，卵アルブミン 10%溶液

で同一条件下で凍結乾燥した試料について Tmax値と水分量を比較した1i査が第6閣である。

第6図中の「保護効果」の欄は，カタラーゼについての実際の保護効果の順位である。この図

で明らかなように，対照(保護物質なし)と比較し，保護効果の)1頃に Tmax値の増加と残存水

分量の減少がみられ，保護効果のない物質では Tmax値， 水分量ともに対照とほとんど変わ
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らない。この図には示していないが， リン酸緩衝液はアミノ酸の次の順位に棺当している。

IV. 考察

以上の結果にみられるように，保護物質として有効な糖やアミノ酸が存在すると，凍結乾

燥した卵アルブミンの Tmax値，既ち残っている僅かな水和水が離脱する温度が上昇し， 叉，

保護物質0.1M の濃度で残存水分量が極小になる。 Tmax値の噌加，即ち水和水が蛋白から離脱

する温度が上昇するということは，蛋白一水和水間の相互作用が強くなっていることを示して

いる。この蛋白一水和水間の相互作用の程度が，蛋白の構造・機能と密接な関係にあることは，

熱分析の方法を検討する中で，ヘモグロビン，RNase， リゾチームなどのいくつかの蛋白結晶

の Tmax値を求めた結果， 一般に熱安定性の高いものほど Tmax値も大きくなっていることか

らも支持される。凍結乾燥後もなお残存している水分子は，双極子一双極子相互作用，主とし

て水素結合のような弱い相互作用で蛋自分子表面の極性アミノ酸残基に結合しているものと考

えられる3)。第6図の結果から計算すると，添加物質のない時，アルブミン 1分子当たり約200

箇，極性アミノ酸残基当たり 4)0.75簡の水分子が残っていることになり，極性基が必ずしも全

て蛋白表面に露出しているわけではないことや，測定精度等を併せて考慮すると，この場合，

分子表面に露出している極性プミノ酸残基に 1:1の割合で，つまり分子表面に単分子層吸着の

形で水和していると考えて大きな違いはないと思われる。 O.lMショ糖が存在すると，この水は

蛋白当たり 96笛，極性アミノ酸残基当たり 0.36箇と減少することになる。

保護物質として有効な，糖やアミノ酸は全て非常に水素結合をつくり易り物質であり，こ

れらが存在するとき，残存水分量を減少させるということは，蛋白表商の極性基についている

.}-，..1. 保護物質なし
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保護物質添加

第T図 仮説としての保護物質の作用機構を示す模式図

斜線部分は蛋白分子， その上の「箆出した結合サイ1-Jは蛋白表面の水和水の結合し得る部分(恐らく
極性アミノ酸残基)。布仮lJJ二の凶は保護物質のない時，凍結乾燥後lまぼ単分子吸着に近い形で水分子が残って

いることを示L，右下{l¥IH土それぞれ (1)，保護物質の濃度の低い時， (2)保護物質が最大限水分子と霞換し，

水分子と保護物質が単分子吸着の形で、蛋白表面に吸着工し，水分主主極小となった状態 (0.1M)， (3)は保護物質

が過剰に存在し，いわば多分子吸蒼の形となれ水分査をが再び増加する場合，等々を示す
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水分と，これらの保護物質の分子が置換されて蛋白と結合することを示唆している。勿論，こ

の結合は，水一蛋白聞の結合と同様の弱い結合であり，水に:再浴解すると1写び解離して水分子

と交代するであろう。 このように考えると， 保護物質濃度 0.1Mーこのときの保護物質分子の

数は，蜜自当たり 56笛僅性アミノ酸残基当たり 0.21簡となる のとき水分量が極小値をと

るということは，単分子層の7f~で，立体障害のない範聞で保護物質分子が水分子と最大限置換

されたことを示していると思われる(第7閣下 2)。このとき，なお残っている水分子と保護物

質，蛋自分子の三者間に水素結合等の相互作用のネットワークが形成され，その結合は非常に

強化され， 水分子を離脱させるのにより大きなエネルギーを必要とするであろう。 これが，

保護物質が存在すると Tmax値が増加する理由と思われる。更に保護物質の濃度が増加する

と，保護物質は極性アミノ酸残基に対して大過剰となり，多分子層吸着の形となり，今度はそ

の間に捕捉結合する水分子が噌加し， 総体として残水量は増加し Tmax値はますます増加す

ることとなる(第7図下 3)。このように考えれば，第2図，第3図の結果は非常によく説明出

来る。この仮説会模式化したのが第7図である。

リン酸緩衝液は， 8~~、ながらも保護効果を示すにも拘らず Tmax 値の増加も， 水分量の

減少もみられない。この場合の保護効果は，蛋白一水和水間の相互作用に対する影響よりも，

リン酸基の荷電による静電的な相互作用が蛋白構造を安定化させるのに役立っているものと思

われる。

無機イオンは，静電的相互作用によって水分子をその周聞に配向させ，7J(和層を形成する。

恐らくそれに起閣する桔抗的な作用と考えられるが，塩が存在すると蛋向の極i生基周辺の水和

構造が破壊されるという報告がある3)。ここでの結果で， Tmax値が増加しないのはこのような

影響によるものと考えられ，文，残存水分量の増加は，無機イオン周辺に水和した水の寄与が

効いているものと思われる。

前に述べたように，卵アルブミンは凍結乾燥後もなお，表面の極性アミノ酸残基当たり l

筒の水分子と結合していると見積られる。しかし，この水和層は，凍結，乾燥の段階での，周

囲の氷品との相互作用や，その外)曹の水の完全なm~水によって著しく“~t:"の状態の構造と異

なった形になっているものと思われる。そのことや，脱水による疎水結合の破壊等が，凍結乾

燥による蛋自の変性をもたらすものと考えられる。糖やアミノ酸が，先に述べた推論によって，

水分子の一部分と可逆的な置換結合をするものとすると 3 水分子の一部分を排除しても，相互

に強いネットワークを形成し，相互作用を強化することによって，見掛け上のラいわば偽似的

な水和J習を形成して，蛋白の高次構造を全体として安定化させ，変性防御作用をするものと考

えることが出来る。

前報1)で報告した，ミオシン，カタラーゼに対する，糖やアミノ酸の変性防御の結果から〉

これらの保護物質の有効最小濃度は，ミオシン 1%に対して 0.1M，カタラーゼ0.5%に対して

0.02Mであった。 この有効最小濃度が， ここで水分量を最小にする濃度 0.1Mに担当すると仮

定して計算すると，極性アミノ酸残基当たりの保護物質の分子の数は，カタラーゼで0ムミオ

シンで1.4となる。 カタラーゼは分子量でアルブミンの約6倍 4箇のサブユニット念持ち，

比表面積はアルブミンより大きいと考えられ，叉，へムの影響も考えられる。又， ミオシンは
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俸状の分子で球状分子より比表面積が大きし又，非常に水和量が大き¥，，5)と考えられている。

これらの要素を考慮すると，アルブミンの 0.2とは著しい違いはなし むしろ非常によく似た

値と考えられ，このことはこの時保護物質分子が分子表面に露出した極性基に単分子層の形で

最大限に水分子と置換した状態で、はないかという推論を支持する結果のーっと考えられる。

V.摘要

1. カタラーゼ， ミオシン等の酵素蛋自の凍結乾燥による変性は，糖やアミノ酸を添加するこ

とによって悶止出来る。これらの保護物質の役割を調べるため，モデル蛋白としての卵アル

ブミンに各種の物質を加え凍結乾燥後，残存水分量と，この水分と査自分子の相互作用の程

度 (Tmax)を調べた。相互作用の強さは，残存水分を昇温過程で蛋白から離脱させるのに必

要な温度を熱分析により測定した。

2. 糖やアミノ酸のj農度が増加すると，Tmax ~直は著しく増加し，残存水分量は減少する。水

分量は保護物質濃度 0.1Mで極小値に達し，後再び増加する。 この O.lMの濃度で，有効な

保護物質は水分量を著しく減少させ Tmax {@:をj国加させ， その程度は保護効果に比例して

いる。塩等の保護効果を示さない物質では全く逆の現象を示す。

3. 水分量が極小値を示すような保護物質濃度0.1M で， 極性アミノ酸残基当たりの保護物質

分子の数は0.21である。この値は，カタラーゼやミオシンでの凍結乾燥による変性を閉止す

る保護物質の有効最小濃度で、の，極性アミノ酸残基当たりの数と近似した値である。

4. これらの結果から，保護物質として有効な糖やアミノ酸は，蛋白分子表面の水和水の一部

と可逆的に置換し結合することによって，蛋白 水分子一保護物質問の相互作用を強める働

きをするものと惣像される。
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Summary 

The denaturation by freeze-drying of some enzyme proteins， such as catalase and 

myosin， was protected by the addition of sugars or amino acids. The role of these 

additives was investigated by th巴 measurementof residual water content and the extent 

of the strength of interaction between protein and residual hydration water in freeze-

dried egg albumin， as a representative protein， with and without some additives. The 
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latter measurement was made by the determination of the temperature (T max) to liberate 

residual water molecule from freeze-dried protein during heating by thermal analysis. 

As the additive concentration of sugars or amino acids in freeze-dried protein 

increased， the value of T max increased and the water content decreas巴d. The water 

content reached to minimum value at 0.1 M of additive concentration and then increased. 

At this concentration， the effective additives decreased water cont巴ntand increased the 

value of T max depending on the protective ability. Non-effective additives， such as urea 

and inorganic salts， showed opposit effects. 

In the concentration of additives showing minimum wat巴rcontent， the mole ratio 

of additives per polar amino acids residues of albumin was 0.21. This value well agτeed 

with the mole ratio of effective additives per polar amino acids residues in minimum 

effective concentration for protection of catalase and myosin against denaturation by 

freeze-drying. 

From these results， it is reasonable to consider that effective protective additives 

substitute for some of hydration water in protein molecule and strengthen the interac-

tion between protein molecule and residual wat巴rmolecule. 


