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ウシ血清アルブミンのpH落解度曲線におよぼす

ドデシル硫酸ナトリウムと尿素の影響

村 田 護*

Effects of Sodium Dodecyl Sulfate and Urea on pH-Solubility 

Profiles of Bovine Serum Albumin 

Mamoru MURAT A 

要 旨 ウシ血清アルブミンの3MKCl中でのpHー溶解度をドデ、ンル硫酸ナトリウムおよび尿素の在在

で調べ，血清アルブミンの N-F異性化におよぼすこれらの物質の影響を再検討した. pH 溶解度曲線はド

デシル硫酸ナトリウムの存在で、モJレ混合比4までは酸性側にシフトしたが， 4を越えると急に効果が無くな

った. 1~4Mの尿素の穿在で、pH 溶解度曲線は大きく高い pH側iζシフトした.平衡の水素イオン依存性は

尿素の無いとき 12次，尿素の存在で 5次であった.

1 緒言

ウシ血清アルブミンが等篭点の酸性側の狭い pH領域

(pH4.5~3.5) でN-F異性化とよばれる可逆的な立体

構造の変化を起ζすことはよく知られている固青木と

Fosterは電気泳動法を用いて血清アルブミンの N-F異

性化について詳細に検討し，この異性化平衡がつぎの式

に従っていることを見出した.

N十nH+三 F (1) 

ここで Nは pH4.5以上で存在する正常在状態の分子

(N型〉吾表わしており， Fは水素イオンの結合によっ

て立体構造の変化した分子 (F型)である. nの値は2~

3である. pH3.5以下ではF型のみになり，また pH3.5

以下ではF型が酸膨張する ζとも見出した Fosterと青

木はさらに N-F異性化におよぼす各種の陰イオン1) ， 

界面活性剤2)および尿素の影響3)を調べ，これらの物質

の添加が平衡の位置を変えることを示した.

その後，血清アルブミンの高濃度出中での溶解度が N

F異性化と同じ pH領域で変化することが知られた.

この溶解度の変化は本質的に N← F異性化と同じである

と考えられ， pHを下げると N型は沈殿しないが F型は

沈殿すると結論づ、けられた:

高濃度塩中でのウシ血清アルブミンの pH溶解度の挙

動については，界面活性剤の影響については Sogamiと

Foster!こよって部分的になされているが，尿素の影響に

ついての報告はみあたらない.

本実験はpHー溶解度法が電気泳動と比較して実験が容
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易であり，また正確であること与を利用し， 3MKCl 溶液

中でのウシ血清アルブミンの溶解度におよぼすドデシル

硫酸ナトリウムおよび尿素の影響を調べ， N-F異性化

の平衡の位置について電気泳動によって得られている結

果と比較検討してみた.

2 実験

結晶ウ、ン血清アルブミン(以下BSAと略記する)は，

Armour社のLotNO.J 72104を脱脂肪酸する乙となく

そのまま用いた. ドデシル硫酸ナトリウム(以下SDSと

略記する)は岐阜大学工学部合成化学教室で合成された

高純度のものを，同教室青木幸一郎教授の好意で得た.

他の試薬はすべて市販の特級試薬を使用した.

pH溶解度の測定法は SogamiとFoster の万法に

準じて行なった.すなわち，まず3.3MKCl200JUtにgぢ

BSA水溶液 20mtを加え，タンパク質濃度を 0.091%，

KCl濃度を 3Mとした原液を調製する.この原液各10ntt

在ピペっトで共栓試験管にとり， O.lN HClをマイクロ

シリンジで必要量加え pHを調整する.これを振り混ぜ

機で4時間以上振り混ぜたのち，溶液の pHを正確に測

定する. pH測定後直ちに遠心分離管に移し， 15，000 ~ 

16，000rpmで10分間遠心分離して洗殿を取り除く.上澄

液を試験管にとり， 1N KOH 10μlを加える.ついで分

光光度計を用いて279mμでの吸光度を測定し，上澄液中

のBSAの濃度を求める.政光度の値について加えた 0.1

NHClおよび1NKOHの量による差を補正する.

尿素の影響を調べる場合には，必要とする濃度の1.1

倍の濃度を含む3.3MKCl溶液を調製しておき， BSA溶
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図1 3M KCl中でのBSA-SDS複合体のpH-溶解度曲線 (10土rc)
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液と混合した.SDSの影響を調べる場合は 2%BSA水溶

液とSDS溶液とを等量混合して所定のモル混合比にした

BSA-SDS複合体を用いた.この場合， BSAの分子量

は69，000と仮定した.

使用した pHメータは目立一堀場F-7ss型.分光光度

計は目立EPS-3型自記分光光度計.遠心分離機は佐久

間製作所のものであった.

3 結果と考察

3. 1 ドデシル硫酸ナトリウムの影響

BSAとSDSの混合物のpH溶解度を SDS/BSAモル

混合比を 0~12 の範聞に限定して調べてみた.図1 はそ

のpHー溶解度曲線の例であり，図2はpH4.4での泌殿し

ない BSAの百分率とモル混合比の関係を示したもので

ある.SDSが存在しない場合に比較してSDSを添加する

とpHー溶解度曲線は酸性側に移動する.モル混合比が 4

まではこの傾向が増大する.しかしモル混合比が4を越

えると急に ζの傾向が失われ， pHー溶度曲線はSDSが存

在しない場合とほとんど変らないものになった.ただし

曲線の中点より低い pHの部分ではわずかに曲線がシフ

トする傾向があった.

Fosterと青木はN-F異性化におよぼす SDSの影響を

電気泳動で調べた結果， SDSは平衡を Nの方向に顕著に

移動する効果をもつことを報告している.この ζ とと本

実験のSDSがpHー溶解度曲線を酸性側に移動させる傾向

は，すく往くともモル混合比が4までは一致している.

しかしながら，混合比が4を越えると ζの効果が全く無

くなる事実は予想外の乙とであった.電気泳動の結果は

モル比12までSDSの効果を認めている.Sogamiらの溶
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図2 SDS/BSA (モJレ混合比)と溶解成分

の百分率 pH4.4，10土rc
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解度の実験はモル比5までの範闘であり，乙の範囲では

ほぼ一致しているが，それ以上のモル比については検討

されていないので比較できない.乙の実験において，モ

ル混合比が 4~5を越えるときの3MKCl中でのSDSの溶

解度の低下が原因とも考えられる.事実モJレ混合比が 6

以上では 3MKClの存在で溶液にわずかながら濁りが観

察される.しかしSDSとBSAの強い結合が N-F異性化

平衡をシフトさせる原因であるとすれば， 3M KCl 中で

ζの結合が全く無くなるとは考え難い.他の原因が考慮

されなくてはとEらないだろう .ζの場合， BSA-SDS 

混合物が等電点の酸性側で洗殿する (KClが存在したtく

くても)という事実は，この程度の低いモル比では起こ

り得ないので考慮する必要は無いであろう.

従来 BSAとSDSはこの実験のモル混合比の範囲では

ADm (A:血清アルブミン， D:陰イオン活性剤)なる

複合体を形成し， mの値は 1から連続的に増加し，最高

1O~12に達するが， 乙の1O~12 個の結合 sites は全く同

等で，相互に影響をおよぼさないと考えられてきた 6)し

かし著者らは先にBSAの尿素変性におよぼす SDSの変

性防止効果について結合数との関係を検討した際に，結

合数4までと，それ以上のSDSの結合では結合の強さ，

性質が異なるのではないかという疑問をいTごいた.最近

ζの考えを裏づけるいくつかの報告がだされている8)9)

JO) これらの報告はいずれも SDSとBSAの結合にお

いて，はじめの 4個の強力な結合を認めている.今回の

実験結果とあわせて考えると， 4個の結合によって何か

協同的変化が BSAの構造にお乙れその結果として溶

解度に影響が現われるのかもしれない.いずれにせよ12

個の結合の sitesのうち，いくつかの異なる結合sitesの

組が存在するととが今回の実験結果を解釈するカギにな
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ると考えられるが，乙れ以上の考察はいまのと ζろでき

ない.

3.2 尿素の影響

1~4Mの尿素を加えた3MKCl 溶液中でのBSAのpH

溶解度について調べた結果を図 3に示した. 1~4M尿素

の添加で， pH-溶解度曲線は高いpH側に大きく移動し

た.また尿素中でのpH一溶解度曲線は尿素が存在しない

場合よりとrだらかな曲線となった.

N-F異性化平衡が(リ式に従うとすれば平衡定数Kは

つぎのようになる.

CF) (2) 
(N) (H+)n 

乙乙で (N)はN型の濃度， (F)はF型の濃度であ

る. (F) / CN) =1となる点，すなわちF型と N型が

等濃度で存在する点のpHをpH-溶解度曲線から求め， n 

の値を適当に仮定して描いた理論曲線と実測曲線の比較

から nの値を決定する乙とができる.同時に平衡定数K

の値も求められる.表1にその結果を示した.

尿素が存在しない場合のnの値は12であり，尿素中で

は 4~5 である.これは Fost町と青木が電気泳動の結果

から求めた n=2~3 の値と大きく異なっている. BSA 

の滴定曲線から求められる N型および F型に結合する

水素イオンの平均数の差は約12個であると報告されてい

る11)尿素が無いときの n=12の値はこの事実と一致し

ている.また尿素が荏在する場合のN型と F型の電荷の

差は 6電荷単位と報告されているり したがって 1~4M

尿素の存在で n=5となった ζ とは乙のこととほぼ一致

している.Fostぽらは電気泳動の結果から得られた aの

値と，滴定曲線と霞気泳動移動度から予想された nの値

の大きな相異を解釈するのに， BSAは4つのサブユッ
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図 3 3MKcl中での pHー溶解度曲線，尿素の影響

o :QM; ム:1M; 口2M; マ:3M; • :4M 圃:2M， AD4; ... : 3M， AD4 



82 村 田

表1 N-F異性化平衡の定数

尿素濃度 (M) 中点のpH n K 

。 4.43 12 1053・2

1 4.47 5 1022 •4 

2 4.55 5 1022・8

3 5.01 5 1025・1

4 5.37 4~5 1021-2マ

2 (AD4) 4.43 12 1053・2

3 (AD4) 4.73 12 1056・8

ニトからなるというモデルを想定し .N-F転移が4段

階に起きると仮定して説明した.しかし本実験から得ら

れた結果からは，そのような 4段階の転機を仮定する必

要がない.高濃度の電解質の存在での N-F転移と，低

いイオン強度での N-F転移では転移機構が大きく異な

る可能性があるので，同じように議論することには問題

があるが，いまあるデータだけからはこれ以上解釈でき

ない. 尿素の存在での pHー溶解度曲線の移動の大きさ

は， 4M尿素で0.94pH単位である.電気泳動からは 2M

尿素で約 0.9pH単位の移動があると報告されているの

で， 3M KCl中でのN-F転移のpHの移動は全般にかな

り小さい.3MKClという高濃度の電解質の存在では B

SA 1<:対する尿素の作用が大きく抑制される可能性があ

る.
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また電気泳動の結果からは， pH溶解度曲線に，組成

がpHIζ依寄しない部分すなわち平坦部分が存在するで

あろうと予想されたが，乙のような平坦部分は全くみら

れなかった.乙の相異が何t乙帰因するのか分らない.電

気泳動の結果が尿素中でのN-F異性化平衡を正しく反

映していないようにも考えられる.

3. 3 .AD4複合体の尿素中でのpH-溶解度

SDS添加の影響の結果から，もっとも pH溶解度曲

線を酸性側にシフトさせる SDS/BSAモル比が4の場

合，すなわち AD4複合体の 3MKCl中での溶解度を2

M，3M尿素の寄在で調べてみた.結果は 2Mおよび3M

尿素で， SDSが寄在しとEい場合と比較して曲線の中点が

それぞれ 0.12pHおよび 0.28pH単位だけ低い pH側に

移動した.同時に平衡の水素イオン依容性は 5次 (n=

めから12次 (n=12)になった. (図3の波線で示した

曲線および表1). ζの場合の SDSの効果は， SDSが

BSAの尿素変性を抑制する効果をもつことと同じであ

ると解釈される.尿素中で水素イオン依在性が低下する

ことは尿素による BSAの変性または他の構造変化に帰

因しており， SDSの存在で，その作用が抑制されるため

であると考えられる.

最後に本研究に協力された天野景元君に謝意を表しま
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