
1. はじめに

電離性高分子であるタンパク質はそれぞれ固有のアミノ

酸配列を持ち，固有の機能発現において固有の立体構造を

形成する。どのような“構造”がどのような“機能”を発

現するのか。新しい機能を持つタンパク質を設計するため

にはこの相関の解明が不可欠である。しかし，酵素活性の

至適温度や反応速度にも見られるように，タンパク質が十

分に機能するためには安定性やダイナミクス（揺らぎ）な

どの物理化学的性質（物性）を無視することはできない。

どのような“構造”が，どのような“物性”を持つのか。

どのような“物性”が，どのような“機能”に有効なのか。

この“構造”と“物性”と“機能”の相関を解明すること

が医薬品開発をはじめタンパク質工学の重要な課題となっ

ている。1)

タンパク質の立体構造はペプチド結合，ジスルフィド結

合などの共有結合や，水素結合，疎水的相互作用，静電的

相互作用などの非共有結合で構成され，これらのエンタル

ピー的安定化と構造や溶媒和に起因するエントロピー的不

安定化の微妙なバランスによって水素結合数本分程度の僅

かな安定性で形成されている。このようなタンパク質にと

って，“溶媒”は立体構造を形成するための“場”，機能を

発現するための“場”であり，生命にとって最も重要な溶

媒である水分子の種々の特性が“場”として重要な役割を
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Thermodynamic properties of lysozyme in binary solutions of water + dimethyl sulfoxide

(DMSO) were studied paying attention to the intrinsic viscosity, the partial specific volume,

the activation free energy for viscous flow, and the thermal denaturation of lysozyme. The

thermostability and cooperativity of lysozyme for thermal denaturation was decreased and increased,

respectively, with increasing the molar fraction of DMSO (x2). Lysozyme was stabilized (∆∆G

＝－3 kJ mol－1) through the specific binding of DMSO at x2 ＝ 0.05. In the range of x2 ＝ 0.3

to 0.4, lysozyme was unfolded accompanied with increase in the intrinsic viscosity (∆[η] ＝5.0

cm3 g－1), the partial specific volume (∆vo ＝ 0.023 cm3 g－1), and the activation free energy for

viscous flow ((∆∆µο*3＝1.4×103 kJ mol－1.  It was considered that these changes were due to

interfering water - lysozyme interaction through the strong water - DMSO interaction which

was reflected in the maximum or minimum excess functions of the binary solution. The

apparent partial specific volume of lysozyme was significantly dependent on the concentration

of lysozyme and DMSO, indicating the preferential hydration or solvation to lysozyme. These

results indicate that thermodynamic properties of protein in binary solutions together can sensitively

reflect the conformational change of protein and the interaction with solvent.
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果たしていることが知られている。2,3）変性剤や有機溶媒，

pHなどにより“場”である溶媒に変化が生じると，タンパ

ク質の立体構造を形成している相互作用が直接的・間接的

に大きく影響を受け，タンパク質は容易に構造変化する。

そのため，温度や圧力といった外的要因と同様に“溶媒”

がタンパク質の“構造”，“機能”，“物性”に与える影響を

明らかにすることが重要である。

本実験で用いたジメチルスルホキシド（D i m e t h y l

Sulfoxide：略称DMSO，(CH3)2SO）は極性・非極性基を

持ち，化学やバイオテクノロジー，薬学の分野において，

万能溶媒や生物細胞の不凍剤として用いられる非プロトン

性極性溶媒である。DMSOは対称的な構造をしており，水

とあらゆる割合において混合する。4）水とDMSOの混合溶

液はこれまで蒸気圧測定や熱量測定，分子動力学などの計

算機実験など多くの研究がなされてきており，二成分溶液

中において水とDMSOが強く相互作用していることが明ら

かとなってきている。5-8）二成分溶液は最も単純な混合溶媒

であり，“場”としての溶媒の熱力学的特性を考慮しタンパ

ク質の構造や安定性への影響を分子論的な視点で捉える上

で最も単純なモデルとなる。本解説では，DMSO－リゾチ

ーム系をモデルに二成分溶液中（水＋DMSO）におけるリ

ゾチームの構造変化やその熱力学的測定・解析方法につい

て解説する。

2. 実　験

2.1 試料

ニワトリ卵白由来のリゾチーム（SIGMA, 6回再結晶, lot

No.90K1922）は蒸留水を用いて277 Kで48時間透析脱塩

し原液とした。原液の濃度は280 nmの吸光係数 2,690

cm3 g－1 cm－1を用いて決定した。ニワトリ卵白由来のリ

ゾチームは分子量14,307のモノマータンパク質であり，モ

デルタンパク質としてその構造や性質について多くの研究

がなされている。9-11）DMSO（Kanto Kagaku, spectro-

scopy grade）は0.3 kPa，327 Kで活性化したモレキュラ

ーシーブ4Aを加えて脱水したものを用いた。

2.2 試料調製

本実験ではLysozymeのモル濃度はDMSOや水と比べる

と非常に小さいため，三成分溶液（水＋DMSO＋Lysozyme）

のDMSOモル分率は二成分（水＋DMSO）のDMSOモル

分率とみなした。二成分溶液は質量を基にモル分率10－4の

精度で調製し，三成分溶液は二回蒸留水で透析脱塩し吸光

度で濃度決定したリゾチーム水溶液の原液に，質量比と密

度を用いて溶媒と同じモル分率になるようDMSOと水を加

えて調製した。本実験ではpH調整のための緩衝溶液は用い

ていない。これは，広いモル分率範囲でバッファーを使用

すると，水に対するバッファー濃度やイオン強度，pHなど

様々な要因が変化し，議論が複雑化してしまうためである。

また，リゾチームの粉末結晶は純DMSOに完全溶解しない

ため，モル分率1でのデータは無い。リゾチーム濃度の精

度は10－4(g cm－3)であり，いずれの試料も測定前後で沈

殿は見られなかった。

2.3 測定

蛍光測定は蛍光分光光度計F-4500（HITACHI）を用い，

励起波長 290 nmで芳香族アミノ酸であるTryptophan

（Trp）の溶媒環境変化を (298.15±0.01) Kで観測した。

DSC測定はMCS-DSC（MicroCal）を用い，走査速度は

1 K min－1で行った。全ての溶媒と溶液は測定前に5分間

脱気し，変性中点温度（Tm），変性中点温度における変性に

伴うエンタルピー変化（∆H），熱容量変化（∆Cp），半値幅

（T1/2）の解析は付属の解析ソフト（Origin）を用いて行っ

た。密度測定は振動式精密密度計DMA 512 (Anton Paar)

を用い，(298.15±0.001) Kにおいて 10－6 g cm－3の精

度で決定した。粘度測定は広い範囲での希釈測定が可能な

希釈型ウベローデ粘度計を用いて(298.15±0.001) Kで測

定した。水の流下時間は98.23秒で測定の再現性は0.02秒

である。リゾチーム濃度はそれぞれ蛍光測定0.03(mg cm－3)，

DSC測定1.0(mg cm－3)，密度と粘度測定3～10 (mg cm－3)

に調製した。

3. 結果および考察

3.1 二成分溶液

溶液の混合はそれぞれの溶液を構成する分子の形状や極

性の違いなどを反映し，体積変化や熱エネルギーの出入り

を伴う。また，蒸気圧や熱容量，誘電率，粘性率などの溶

液特性も非理想性のため構成成分に対して加成性が成り立

たなくなる。このような実在溶液の熱力学的性質は理想溶

液からの過剰量として下記のように表現される。

過剰エンタルピー

HE ＝ Q / (n1＋n2) (1)

過剰体積

VE ＝ (x1M1＋x2M2)/ρ12－ (x1M1/ρ1＋x2M2/ρ2) (2)

過剰粘性率

ηE ＝ η12 － exp{(x1lnη1＋x2lnη2)} (3)

ここで，添え字の1と2はそれぞれ第一成分（水），第二成

分（DMSO）を，添え字の12は二成分溶液（水＋DMSO）

を意味している。Qは混合熱であり，nは物質量，xはモル

分率，ρとηはそれぞれ密度と粘性率である。
Fig.1は二成分溶液（水－DMSO）の過剰エンタルピー

12)，過剰体積13)，過剰粘性率14)，粘性流動に対する過剰活

性化自由エネルギー15)（後述 3.6）であり，実線はRedlich-
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Kisterの式によるフィット線である。過剰エンタルピーと

過剰体積は負の値を，過剰粘性率と過剰活性化自由エネル

ギーは正の値を示しており，水－DMSO間に強い水素結合

（S=O…HO）が形成されていることを示唆している。他の

過剰熱力学量5-8,16)においてもモル分率 0.3～0.4付近に極

小や極大が見られることから，水分子とDMSO分子間の相

互作用の結果、分子比が2 : 1～3 : 2の時にその影響が最

大になるといえる。過剰エンタルピーは-3 kJ mol－1と非

常に大きな発熱であり，このような水－DMSO間の強い相

互作用が僅かな安定性で構築されているタンパク質の立体

構造に与える影響は大きいと推察される。

3.2 蛍光スペクトル

疎水性アミノ酸である芳香族アミノ酸Trpの多くは天然

状態においてタンパク質内部に存在しており，変性による

三次構造の崩壊によって溶媒中に露出するとその蛍光スペ

クトルが変化する。このため，二成分溶液中（水+DMSO）

でのタンパク質の蛍光スペクトル測定から，Trpを指標に

した三次構造的な変化を観測することができる。Fig.2は

種々のDMSOモル分率中におけるリゾチームの蛍光スペク

トル（A）と極大蛍光波長（B）である。極大蛍光波長はモ

ル分率0～0.1にかけてDMSO濃度の増加と共に短波長側

に移動（ブルーシフト）した後，0.3～0.4にかけてシグモ

イダルに長波長側に移動（レッドシフト）した。これらの

変化に応じて極大蛍光強度もモル分率0～0.1にかけてゆる

やかに増大し，0.3～0.4にかけて急激に増大した。これら

の転移は可逆的であり，DMSO によるリゾチームの変性過

程が分光学的には水中での天然状態（N），モル分率0.2付

近での中間状態（I），モル分率0.4以降の変性状態（D）の

3状態転移（N⇔I⇔D） であることが分かる。Lehmann

とStanfieldによると，モル分率0.03での中性子結晶構造解

析により6個のDMSO 分子がリゾチームに局所的に結合し，

そのうち2個のDMSO分子がTrp 108とTrp 123付近に結

合していることが示されている。17) Trpの蛍光極大波長は溶

媒の極性が減少するにつれてブルーシフトすること18)と併

せて考えると，溶液と結晶の違いはあるもののI状態は極性

の高い水分子（比誘電率78.54）の代わりにDMSO分子

（比誘電率46.6）がTrp周りに局所的に溶媒和した構造と考

えられる。さらに，D状態へのレッドシフトと蛍光強度の

増大は，Trpが三次構造の崩壊によって極性の低いタンパ

ク質内部から極性の高い溶媒に露出したことにより生じた

ものと考えられる。Jacksonら19）はFTIRを用いてαタン

パク質のミオグロビンやβタンパク質のコンカナバリンA

においてDMSOモル分率0.33付近で二次構造の崩壊と会

合が生じること，また，より高濃度では分子間に架かった

C=O…HNの水素結合がS=O…HNに置き換えられること

により会合が減少することを報告している。このような会

合変化は今回のTrpを指標としたリゾチームの蛍光測定に

は反映されていないが，後述（3.5）する体積変化に反映さ

れている。

DMSO分子によるタンパク質構造への影響を考えるため

には溶媒の熱力学的特性を考慮し分子論的な視点で捉える
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Fig.1 Excess functions of binary solutions, water (1)

+ DMSO (2), at 298.15 K. □, excess enthalpy

(kJ mol－1), ◯, excess volume (cm3 mol－1), ▲,

excess viscosity (mPa s－1), ■, excess activation

free energy for viscous flow (kJ mol－1).

Fig.2 Fluorescence spectra of lysozyme at various x2

(A) and wavelength for maximum emission at

298.15 K (B).
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ことが重要である。DMSOによるリゾチームの変性には以

下の二つの機構が考えられる。（i）両親媒性分子である

DMSOの濃度増加によって疎水性アミノ酸残基の溶媒への

溶解度が増加し，リゾチームの構造変化が誘起された。（ii）

タンパク質の構造形成に用いられていた水分子がDMSO分

子に強く配向（水和）することで水素結合や静電的相互作

用，疎水的相互作用が変化し，リゾチームの構造変化が誘

起された。Fig.1に示されるように過剰熱力学量の極大・極

小を示すモル分率はリゾチームの構造転移中点とほぼ一致

しており，DMSO分子の水への強い相互作用がリゾチーム

の変性の一因になっていると思われる。以下，種々の熱力

学的測定で得られた変性過程について示していく。

3.3 DSC測定

タンパク質のDSC測定から直接的に得られる熱力学的情

報には，熱変性の構造転移に伴うエンタルピー変化∆H，熱

容量変化∆Cp，転移中点温度Tm，半値幅（転移の協同性）

T1/2があり，間接的には自由エネルギー変化∆Gやエントロ

ピー変化∆Sが得られる。二成分溶液中（水＋DMSO）での

リゾチームのDSC曲線をFig.3に示した。DMSOモル分率

は 0, 0.05, 0.10, 0.20, 0.30, 0.40であり，重量パーセン

トに換算するとそれぞれ 0, 18.5, 32, 52, 65, 74 w/w%に

対応する。蛍光測定で示されたようにモル分率 0.4以降で

は室温で変性しており，構造転移に伴う吸熱ピークは見ら

れなかった。得られた熱力学量をTable 1とFig.4に示す。

安定性の指標であるTmはDMSOモル分率が増加するに伴

い減少した。フィット線（Tm ＝ 350.25－ 58.89x2－

115.6x22）より予想される室温での変性中点モル分率は約

0.46であり，蛍光の結果（0.35）よりも若干高いことから，

熱変性状態とDMSO変性状態はエネルギー的に異なるもの

と思われる。DMSOモル分率の増加に伴い∆Hはいったん

増加した後に減少した。似たような∆Hの増加はメタノー
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Fig.3 DSC thermograms of lysozyme in binary solutions

of water and DMSO. The numbers next to the

curves represent the mole fractions of DMSO,

x2. The reversibilities of these measurements

were over 95%.
Fig.4 Dependence of thermodynamic properties for

thermal denaturation of lysozyme on the x2.

x2 Tm ∆H ∆Cp T 1/2 ∆G300 ∆H300 T∆S300

℃ kJ mol－1 kJ mol－1 K－1 ℃ kJ mol－1 kJ mol－1 kJ mol－1

0.00 77.19±0.01 537±3 5.4±0.3 6.88±0.01 56.8 267.1 210.4

0.05 73.87±0.01 583±6 5.7±0.5 6.33±0.01 59.9 315.0 255.1

0.10 69.80±0.02 571±6 6.3±0.3 6.82±0.01 53.8 299.9 246.1

0.20 60.96±0.01 508±5 3.5±0.3 7.30±0.01 45.5 388.4 342.9

0.30 48.95±0.02 445±10 0.4±0.3 7.53±0.01 30.2 437.0 406.8

0.40 － － － － － － －

Table 1 Thermodynamic properties for thermal denaturation of lysozyme in binary solutions of water and DMSO.
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ルやエタノール，アセトン水溶液中でも観測されている。20-

22) このような低モル分率における変化は∆Cpの増加やT1/2

の減少にも反映されており，DMSO分子の局所的なリゾチ

ームへの結合がリゾチームの構造化や安定化に寄与してい

るものと思われる。得られた熱力学量を用いて(4)～(6)式か

ら300Kにおける∆G300，∆H300，∆S300を算出した（Table 1）。

(4)

(5)

(6)

水中（x2＝ 0.00, ∆G300＝ 56.8 kJ mol－ 1）と比べると

DMSOが結合する低モル分率（x2＝0.05）では∆Sの増加

を上回る∆Hの増加によって約3 kJ mol－1安定化しており，

DMSO分子の局所的な結合によるリゾチームの構造化が起

きていることが示唆される。

3.4 固有粘度

溶液中におけるタンパク質の流体力学的な体積は固有粘

度 [η] に反映され，タンパク質の構造変化に伴う構造の広

がりを観測することができる。23)

(7)

ここでη0とηは溶媒と溶液の粘性率，ρ0とρは溶媒と溶液
の密度，t0とtは溶媒と溶液の流下時間である。DMSOモル

分率に対するリゾチームの固有粘度 [η] をFig.5に示した。

DMSO濃度の増加に伴いリゾチームの固有粘度は増加して

おり，三次構造が崩壊して構造が広がっていることが示唆

される。蛍光測定の結果と同様にモル分率0.05以下と0.35

付近に転移点が存在しており，分光学的な構造変化が流体

力学的にも観測されている。天然状態の固有粘度は (2.8±

0.4) cm3 g－1（文献値24：2.66 cm3 g－1）であり，中間状

態は (4.0±0.4) cm3 g－1（モル分率0.1～0.3のゼロ外挿

値）であった。その後，蛍光測定の結果と同様にモル分率

0.3～0.4にかけて大きく増加し，高モル分率では 10.5

cm3 g－1まで増加した。モル分率0.4～0.9におけるDMSO

濃度ゼロへの外挿値は（7.9±0.6） cm3 g－1であり，変性

作用の強い塩酸グアニジンによるリゾチームの変性状態で

の固有粘度6.6 cm3 g－1（文献値23：6.5 cm3 g－1）よりも

大きいことから，モル分率0.4以降の固有粘度の増加は変性

だけでなく会合を伴っていることが示唆される。Maと

Wang25)は光散乱測定からDMSOモル分率の増加に伴いリ

ゾチーム分子の可逆的な凝集化が起こることを指摘してお

り，本実験の結果と一致する。

3.5 部分比容

タンパク質の構造変化は構成原子の空間的な配置や溶媒

露出表面積の変化を伴うため，溶液中のタンパク質の体積

（部分比容や部分モル体積）が変化する。無限希釈における

タンパク質の部分比容（vo）は溶媒，溶液の密度と溶質の

濃度から下式のように求まる。

（8）

（9）

ここでcはタンパク質濃度（cm3 g－1），V0は単位体積の溶

液中の見かけの溶媒体積を表わしている。あるタンパク質

濃度におけるタンパク質の見かけの部分比容（vapp）は一般

に低濃度範囲においてvapp＝vo＋kcのように表され，無限

希釈への外挿値からタンパク質の部分比容voを求めること

ができる。タンパク質の部分比容に及ぼす構造変化の影響

については，月向26)やChalikian27)の総説に詳しいのでご参

照いただきたい。溶液内のタンパク質の部分比容voはタン

パク質の立体構造を反映し，（i）タンパク質構成原子のvan

der Waals体積の和Vc，（ii）タンパク質分子の不完全なパ

ッキングのために生じる空間（cavity）Vcav，（iii）溶媒和

によって起こる体積変化∆Vsol，の三つの成分で表わすこと

ができる。

(10)

タンパク質が構造変化をする場合，構成原子の組成は変

化しないためVcは変わらず，voの変化は（ii）と（iii）の
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Fig.5 Plots of intrinsic viscosities of lysozyme against

the x2 at 298.15 K.
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変化に帰属することができる。一般に，水和水はバルク水

よりも圧縮されているため密度が高く，水中におけるタン

パク質の水和は体積を減少させる方向に寄与する。しかし，

溶媒が二成分系の場合，タンパク質への選択的な水和や溶

媒和の結果生じるバルク溶媒のモル分率の変化に伴い溶媒

密度が変化するため，（ii）と（iii）への帰属は複雑になる。

Fig.6に見かけの部分比容のリゾチーム濃度依存性kと無

限希釈濃度における部分比容voのDMSOモル分率依存性を

示した。Fig.6(A)に見られるように濃度依存性kはDMSO

モル分率によって正負に大きく変化していた。これは，リ

ゾチームへの選択的な水和やDMSOによる溶媒和によって

リゾチーム濃度の増加に伴いバルクのモル分率が変化し，

見かけの溶媒体積 V 0が変化したためと考えられる。

Fig.6(B)に見られるように無限希釈濃度におけるリゾチー

ムの部分比容は蛍光測定や粘度測定の結果と同様にモル分

率0.05以下と0.35付近に転移点が存在しており，中間状態

や変性に伴う構造変化が体積的にも反映されている。低モ

ル分率領域での天然状態から中間状態への転移においては，

∆Hや∆Cp，T1/2のような顕著な変化ではないが，部分比容

の僅かな増加が観測された。いくつかのモノマーアミノ酸

の水－DMSO溶液においては，DMSOのモル分率0.2で部

分比容の微増28)や微減29)が報告されており，DMSOによる

脱水和やリゾチームの構造化によるcavity変化が生じてい

ると考えられる。

水中でのタンパク質の変性はcavity体積の減少と表面積

の増加による水和量の増加を引き起こし，(10)式に従えば

変性タンパク質の部分比容は減少する。しかし，モル分率

0.2から0.42にかけての構造転移において部分比容は大き

く増加していた（+0.023 cm3 g－1）。これは，固有粘度や光

散乱，FTIRで観測された凝集による分子間のcavity形成や，

構造の崩壊に伴う熱的振動の増加による体積増加27)などが

原因と考えられる。また，Fig.6(A)に見られるようにこの

モル分率範囲においてリゾチーム濃度依存性は負に転じて

おり，溶媒の密度が高い（溶媒のみの二成分溶液が大きな

負の過剰体積を示す（Fig.1）））ため相対的に水和や溶媒和

による体積減少の効果が小さくなった（または体積増加に

寄与した）ものと考えられる。

DMSO濃度が増加すると（x2＞0.6），蛍光測定や粘度測

定では見られなかった転移（部分比容の減少）が観測され

た。この減少は他のタンパク質でのFTIR19)に見られた会合

の解離や，水和や溶媒和による体積減少，変性・会合状態

で形成されている疎水コア内のcavityへのDMSO分子の浸

透の可能性が示唆されるが，前述したように（ii）と（iii）

への帰属は複雑であり，これらの体積変化の更なる解析に

は各アミノ酸の広いモル分率範囲での部分比容の決定が必

要である。

3.6 粘性流動に対する活性化自由エネルギー

流動をある位置から隣り合う位置への移動の連続と考え

ると，粘性流動に対して活性化自由エネルギーの概念を用

いることができる。30) Fig.7は溶媒中の溶質流動のイメージ

図である。ある空間に存在する溶質が隣り合う空間に移動

するためには，（i）適度な大きさの空間（ii）溶質‐溶媒間

の相互作用の切断，が必要になる。(i)は溶質のモル体積に，

（ii）は溶質の溶媒露出表面積に比する値となる。溶媒の粘

性流動に対する活性化自由エネルギー∆µo*12は溶媒体積や

溶媒－溶媒間相互作用，溶媒分子の自由度の変化を反映し

以下の式で定義される。29)

(11)

R，T，h，N，V o 1 2はそれぞれ気体定数，絶対温度，

P l a n c k定数，A v o g a d r o数，二成分溶液のモル体積

（m3 mol－1）である。Eyring30)によれば，粘性流動に対す

る活性化エンタルピーは溶媒分子間の結合を切って空孔を

つくるのに要するエネルギーと，分子が空孔へ流れこむた

めに要するエネルギーとを含んでいる。また，溶媒分子と

の結合の切断に伴い溶媒分子の自由度が増加するため，粘

性流動に対する活性化エントロピーは増加することが予想
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Fig.6 (A) The concentration dependences of apparent

partial specific volumes of lysozyme, k, and

(B) partial specific volumes of lysozyme at

infinite dilutions against x2 at 298.15 K.
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される。これらの結果，溶媒の活性化自由エネルギーは溶

媒分子の蒸発エネルギーの約1/3になることが示されてい

る。本研究で得られた二成分溶液（水－DMSO）の∆∆µo*12

のDMSOモル分率依存性をFig.8(A)に示した。∆µo*12の最

大誤差は±0.01 kJ（0.1 %）以内である。二成分溶液

（水－DMSO）を理想溶液として算出した活性化自由エネ

ルギー（Fig.8(A)中の実線）との差である二成分溶液の過

剰活性化自由エネルギーはFig.1に示されるように最大で

約3.4      kJ mol－1であった。これは水やDMSOの活性

化自由エネルギーと比べて約30 %の増加にあたる大きなも

のであり，強い水－DMSO間相互作用が起きていることが

分かる。

溶質の粘性流動に対する活性化自由エネルギー∆µo*3は

溶媒－溶質間相互作用と溶質の流体力学的な体積，自由度

の変化を反映し，下式で表される。29), 31)

(12)

ここで，Vo3はタンパク質のモル体積（m3 mol－1）であり，

BはJones-Doll式（η/η0＝1－Ac0.5＋Bc）より求まる。32,33)

得られたリゾチームの∆µo*3のDMSOモル分率依存性を

Fig.8(A)に示した。∆µo*3の最大誤差は140 kJ mol－1（1.8

%）以内である。全てのDMSO水溶液中において，∆µo*12

と比べると∆µo*3は非常に大きい。これは溶媒のモル体積よ

りもリゾチームのモル体積が大きいことに起因している。

体積効果（i）を規格化するためにそれぞれのモル体積で割

った∆µo*12/Vo12と∆µo*3/Vo3のモル分率に対する依存性を

Fig.8(B)に示した。∆µo*3/Vo3は全モル分率範囲において

∆µo*12/Vo12よりも大きく，溶媒は溶媒間よりも水和や溶媒

和としてリゾチームと選択的に相互作用していることを示

している。∆µo*3は部分比容や固有粘度と同様にモル分率

0.3から0.4にかけて変化していた。体積効果を規格化した

∆µo*3/Vo3も同様な傾向を示していることから，リゾチーム

の構造崩壊による表面積増加に伴う溶媒－リゾチーム相互

作用の増加が主因であるといえる。水中における変性状態

の∆µo*3と∆µo*3/Vo3は変性後のゼロ外挿値で見積もられ，

それぞれ，(9,100±360)kJ mol－1と(0.85±0.03) kJ cm－3で

あった。これは天然状態（7,658 kJ mol－1, 0.75 kJ cm－3）

の1.18倍と1.13倍にあたり，変性・会合によってリゾチー

ムの表面積は十数%増加したと推測される。

Dashらはモノマー疎水性アミノ酸の∆µo*3をDMSO水溶

液中（x2 ＝ 0.2）で決定し，14.4 kJ mol－1（Gly），15.7

kJ mol－1（α-Ala），15.6 kJ mol－1（β-Ala）と見積もっ

た。29) 本研究で求めたリゾチーム（残基数129）の1アミ

ノ酸あたりの平均∆µo*3は約45.8 kJ mol－1 (x2 = 0.1998)

であり，モノマーアミノ酸と比べると約 3倍大きな値

（∆µo*3/Vo3で比較すると約1.5倍）であった。立体構造を持

つリゾチームの1アミノ酸あたりの表面積はモノマーアミ

ノ酸よりも小さいことを考慮すると，この大きな∆µo*3や

∆µo*3/Vo3はタンパク質表面に多く存在している親水性アミ

ノ酸が疎水性アミノ酸よりも強く溶媒（特に水）と相互作

用していることを示唆している。

4. おわりに

本研究で示したように，タンパク質は“場”である溶媒

の影響を受けてその構造や熱力学的性質が大きく変化した。

種々の熱力学量はタンパク質の構造変化や溶媒との相互作

用変化を敏感に反映し，安定性や体積，表面積変化につい

( )[ ]oo

o

oo
312

12

*
12

*
3 VVB

V

RT −−










+∆=∆ µµ

269

二成分溶液中（水＋DMSO）におけるリゾチームの熱力学

Netsu Sokutei 36（（5））2009

Fig.7 Viscous flow model of protein in solution.

Fig.8 Plots of ∆µo*i(A) and ∆µo*i /Voi－1 (B) in various

aqueous DMSO solutions: i ＝ "12" in the absence

of lysozyme (○); i ＝ "3" in the presence of

lysozyme (●)
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て定量的な情報を与えた。このように，分光学などのミク

ロ的情報とあわせ種々の熱力学量を用いることで，溶液中

におけるタンパク質の描像を多角的な視点で描き，溶媒分

子の直接的・間接的影響を捉えることが可能となる。
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要　　旨

二成分溶液中（水＋DMSO）におけるリゾチームの熱力

学的特性を固有粘度，部分比容，粘性流動に対する活性化

自由エネルギー，DSC測定を指標にして明らかにした。リ

ゾチームはDMSO低濃度（x2＝0.05）において安定化を示

し，x2＝0.3～0.4における構造崩壊に伴い，[η]，vo，∆µo*3

が増加した。二成分溶液での過剰熱力学量に反映されるよ

うに水‐DMSO間の強い水素結合により水‐リゾチームの

相互作用が影響を受け構造転移に至ったものと思われる。

また，見かけのリゾチームの部分比容はリゾチームと

DMSO濃度に大きく依存しており，選択的な水和や溶媒和

の存在を示唆している。これらの結果は二成分溶液中のタ

ンパク質の熱力学量が構造崩壊に伴うタンパク質のパッキ

ングや表面積変化に伴う溶媒との相互作用変化を敏感に反

映していることを示している。
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