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‐amnoanda-carboWlgro叩sTherehavebeen，however§fewstudiesonthestructureand
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ResultsofmyworkcanbesummarizedasfbllCWS，
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ZCIystaUineandamorphouscomponentsofB-PLwereseparatelyobservedintllesolidstateI3C

ＮＭＲ,andthefbnnertakesparallel6-sheetstructuresimilartolhcY-fbnnofnylon-6

aSolidstate15NNMRspectradiffbrentiatedcleadythebmdingmodeｓｏｆ８－ＰＬ/ＭＯａｎｄ

ｓ－ＰＬ/DCandcabbcusedasaqUantitativeanalysis

4、s-PL/DCinDMSOSolutionmducedahypsochromicshiftoftheabsorptionmaxlmumanda

splitCDsignaluponadditionofwatezTheseObservatlonspointedoutthat8-PL/，Cfbnns

H-aggregatesandazochromohpresinteractwithachiralaIrangement・

aDabs-AAsaggregatetofbnndimerswithchromophoresalTangcdinanegativechiralityin
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【1】緒言

負荷低減材料とし五生分解性ﾎﾟﾘﾏｰに㈱＋冊-藍c〔);Ｔ
近年、石油由来プラスチックに替わる環境

心が集まっている。ポリアミノ酸は単一のア
ｆｍ
ｆＬａＰＬミノ酸がアミド結合で繋がったバイオポリマ

ーであり、天然にはBacillus属の産生するポリ
１m’

グルタミン酸と、Strcptomyces属由来のＥ－ポ ＭＩ２

リリジン（E-PL）が知られている。Ｅ－ＰＬはポロ

歌山県の士壌中…､,.､MLmの培養器MHL-cL-…-Fc･光
液より酒井平一、島昭二博士によって初めて Ｅ－ＰＬ ＮＨ２

発見された。ＥＰＬでは、必須アミノ酸L-Dジ

ンのＥ位アミノ基とα位カルポキシル基とでＦｉｇｌポリリジンの一次構造

ペプチＦ結合を形成する（Ｆｉｇｌ)。側鎖のアミノ基が水溶液中でポリカチオンになり、

プラス電荷を帯びることによって抗菌効果を示す。さらに、ラットを用いた経口投与試

験からも高い安全性が確認されており、現在では、食品保存料としてレトルト食品など
に添加されている。

α-アミノ基とα-カルボキシル基とでペプチド結合を形成しているα-ポリリジン

(a-PL）は、溶液のｐＨ条件によりランダムコイル、α-ヘリックス、βシート構造をと

ることから、ペプチドの二次構造のモデル物質として詳細に研究されている。一方、Ｅ

ＰＬでは、主鎖のメチレン基により柔軟な二次構造をとると予測されるが、溶液や固体

状態の分子構造やコンフォメーションに関する報告は少ない。また、Ｅ－ＰＬは、側鎖に

反応性のα-アミノ基を有しており、化学修飾により誘導体を容易に合成でき、機能性
材料の開発が期待できる。

本研究では、Ｅ－ＰＬ溶液及び固体状態における二次構造をFTL、、Rama､、及びＮＭＲ

スペクトルを用いて解析した。また、機能化の一環としてアゾ色素による化学修飾を行

い、その固体の構造解析を行った。さらに、水溶液中での挙動についはUVVis吸収、

円二色性(CD）スペクトルを用いて検討した。

THblelE-PL及びＥＰＬ/HC1の物性値【2】ＥＰＬの溶液中での二次構造

ＥＰＬは微生物の培養液から何段階かの精製

を経て、塩酸塩（ＥＰＬ/HC1）の白色の結晶性粉

末として得られる。Ｅ‐PL/IIC1を中和後、脱塩

することで得られる遊離型ＥＰＬとＥＰＬ/HC1の

物性についてｎｂｌｅｌにまとめた。ＥＰＬのガラ

ス転移点沌は８８℃、融点Ｔｍは1728℃で一次

構造の類似しているナイロン６（r９５６℃、Ｔｉｎ

PmpertiesE-PLE-PL/HC1Nylon6汕胸“Ⅶ
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10

221℃）とIまぼ対応している。また、数平均

分子量および分子量分布はそれぞれＭｎ＝８

劉粥側二二轍二・卜菫三工譽.
り､`-PLは重合度Ｍ３~32に最大値をも‐』
つ、重合度分布を有することが確認された。２

ＣＤ（円二色性）スペクトルはタンパク質０
やポリペプチドの二次構造を反映すること

が知られている。Ｅ－ＰＬ溶液のＣＤスペクトユ「ザ〃､、五二勾凹～■￣。'。ニーユーＵＦＦＵＵレー￣￣～ｸﾞ▲”￣、￣〆０ ２００２１０２２０２３０２４０２５０

ルのｐＨ依存性を検討した｡ｐＨを2.2から10.2Wavelength/nｍ

へ変化させると高ｐＨ側で、215～217,ｍで極Ｆｉｇ２Ｅ－ｐＬ溶液のＣＤスペクトルｐＨ依存性
小値をとる負の楕円率を示し､短波長側で正の

楕円率を示した（Fig.2)。これより、酸性ｐＨでは、プロトン化した側鎖α-アミノ基（α

NH3+)のイオン反発により静電気的に広がったコンフォメーションを、また、塩基性

ｐＨでは逆平行βシートのような構造をとることが示唆された。

【3】Ｅ－ＰＬの固体状態での二次構造

α-ペプチドを有するタンパク、ペプ

チドの二次構造は、アミドの特性振動

数に反映されることが知られている。

Ｅ－ＰＬ、ＥＰＬ/HＣｌの固体状態の

FIL、、及びRama、スペクトルの測定

を行った。Ｅ－ＰＬでは、主にＮＨ伸縮

の性質を持つAmideAAmideBが3326、

3081cm-1に観測されることからアミＦＺｏｏ

基問の分子間水素結合の存在が示唆さ

れた。また、ＡｍｉｄｅＩ、AmideⅡはそ

れぞれ１６３３ｃｍ~１，１５３５ｃｍ~'に見られること

よりＥ－ＰＬの二次構造はβ-Sheet構造である

と考えられ、このことはＮ〕don6に対応して

いた。

Fig.３にｅ－ＰＬおよびe-PL/HC1の固体高分

解能Ｉ３ＣＮＭＲスペクトルを示す。ｅ－ＰＬのカ

ルポニル基（C=O）のピークは、e-PL/HCIと

比較して低磁場シフトし､e-PLはＣ=O…ＨＮ

で水素結合していることが裏付けられた｡ま

150１００５０ｏｐｐｍ

Ｅ－ＰＬとＥＰＬ/HC1の固体高分解能

ｌ３ＣＮＭＲスペクトル

Fig.３

露mmDi1rmql,二#１ｉｉｉ,ｌ１ｌｌｍｉ;`|》JiiWi,､１，

霧轌wil膠圃超以.`liL.;iLm,;;卜,`iA`..（；曇'1ｍ
瀞．￣電

Ｆｉｇ４Ｅ－ＰＬのコンフオメーシヨンモデル
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た、Ｅ－ＰＬのＣＹとＣ８のピークに対して、８‐PL/IIC1のＣＹとＣ６のピークは重なって観
測された。この脂肪族ピークの違いは主鎖構造に違いがあることに起因している。さら

に､Ｂ－ＰＬとナイロン６とを比較すると､e-PLのＣｕ,ＣＩＢの化学シフトには20ppm､８ppm
の低磁場シフトが観測された。これらのシフトは側鎖α-アミノ基（Cu出NH2）の電子吸引
性による置換基効果から説明することができる。また、ナイロン６には、分子間水素結

合が逆平行に形成されているα-形と分子間水素結合が平行に形成されているγ‐形を取
る２つの結晶形が知られており、以上のスペクトルからｅ－ＰＬの固体構造は、γ‐形ナイ
ロン６のような平行β‐シートコンフオメーシヨンをとると考えられる（Fig.4)。
さらにＩ３ＣＮＭＲの緩和時間測定により、Ｂ－ＰＬには結晶相と非晶相が存在することが明
らかとなり、結晶相が６３％を占めていることが確認された。

【4】色素修飾ＥＰＬの固体構造

Ｅ－ＰＬの機能化を目的として、Ｅ－ＰＬのα-アミ

ノ基をアゾ色素で化学修飾し、その分光学的特性

について検討した。アゾ色素には､ｐＨ指示薬の一

つであるメチルオレンジ（ＭＯ）及びアミノ酸分’'３
折試薬であるダブシルクロライＦのC）を用い

+H-cHr…-dL-fH了CO犬
ＮＨ３，

０ SO3-

０
た。ＭＯとの反応によりイオン性の複合体ＥＨ３Ｃ Ｅ－ＰＵＭＯ

鯛lii6D二二藤'7騨鯛篭-(NH-cHrcHrc…-fH-c⑥
ＮＩＩ

素|こよるα-アミノ基の修飾率|土ＩＨＮＭＲスペク

結合に関する直接的な知見を得るためにJ篤N:>０－NｼﾞN-oji-⑥
トルからおよそ７０％と見積もった。

ＥＰＬ/ＤＣＮＭＲの測定を行った｡それぞれの色素修飾Ｅ－ＰＬと

その誘導体の化学シフトをｎｂｌｅ２にまとめた。 Ｆｉｇ５色素修飾EPL

e-PL/ＭＯにおいて、ｅ－ＰＬの２６．６ｐｐｍに観測されたα-アミノ基由来のピークとe-pL/HC1の

α-アンモニウムイオン由来の４３．９ppmのほぼ中間である３４２ppmにピークが観測された。

このことより、e-PLとＭＯのイオンコンプレックス形成が示唆された｡e-PLDCでは側鎖OL＿

スルホンアミド基（cLNHSO2）由来ピークが１０３６ppmに観測され、ｅ－ＰＬとＤＣが共有結合
を形成していることが確認

された。さらにe-pL/ＤＣにnble2E-PLとその誘導体のlsNNIvm化学シフト値(ppm）

夫
○

○

は354ppm前後に幅広の＿CompdE~NHCOZmlm~両ＴＩﾖ手下7丁ＴＩ; Ｎ(CH3)２

小さなピークが観測され、Ｅ－ＰＬ116.9２６．６

この値はe-PL/ＭＯのイオE-PL/HC11227４３９

ンコンプレックス形成に起E-PL/ＭＯ116.1３４２

因する化学シフトに近い値Ｅ－ＰＬＤＣ１２０７103.6３５４

602

62.7
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lであり、このことから、e-PLとＤＣは完全に共有結合しているのではなく、ＤＣの一部が反

応中に加水分解してＭＯとなり、部分的にe-PL/ＭＯのイオンコンプレックスを形成して側

鎖α-アミノ基と結合していることが明らかとなった。

４．０

【5】色素修飾ＥＰＬの水溶

液中での会合挙動

E-PL/ＤＣの水溶液中での宮

競裏繍懸譽
弓

定した。E-PL/DCのＤＭＳＯＩ５
溶液のスペクトルはE

-Boc-L-LysDCのスペクト

ルに類似しており、モノマ

ー状態であることが示唆さＣＯ
３００４００５００

れた゜希薄濃度のE
Wavelengtll／nm

-Boc-L-LysDC溶液にHP
Fig6UVBVis吸収スペクトルＤＭＳ0％濃度依存性

を添加すると、最大吸収波

600

長（几…）は450ｍnから480ｍ、

へ長波長シフトするのに対し、Ｅ

－ＰＬＤＣでは几maXは短波長シフ

トし、ＤMSO/H２０＝１/９の溶媒比

では４００，ｍに観測された（Fig.

6)。さらに、ＥＰＬ/ＤＣの

DMSO/H2０混合溶媒でＣＤスペク

トルを測定したところ、４００，ｍ

付近に分裂型コットン効果が観

測された。

!:zi彰臺

謬繍

ｍＤＭｓｏｍＤＭｓｏ/Ｈ２０Ｘ歩ＩＵＣ４しノー。

このよう7:jﾐ、Ｈ20％濃度増大}［
Ｆｉｇ７Ｅ－ＰＬ/ＤＣの相互作用モデル図

よるＵＶⅥsスペクトルの短波長

シフト及び誘起ＣＤはそれぞれ、Kashaらによる励起子分裂モデルおよび励起子キラリ

ティー法を用いて考察すると、水溶液中で色素部位の疎水性相互作用によりキラリティ

ーを持ち、Ｈ－会合体を形成していると考えられる。以上のことから、水溶液中でのE

-PL/ＤＣの会合モデル図をＦｉｇ７のように推察した。

【6】ダブシルアミノ酸の会合挙動

E-PL/ＤＣのモデル化合物として一連のダブシル化アミノ酸（Dabs-AA）を合成し、

-228-



UVBVisスペクトルおよびＣＤスペクトル

を測定し、Dabs-AAの水溶液中での会へロ

挙動を検討した｡IJVLVisスペクトルにお

いて、希薄水溶液では、Dabs-AAの可視

部の吸収はジメチルアミノアゾベンゼン

色素特有のｐＨ依存性を示す。Dabs-AA

の濃度上昇に伴い、Dabs-AAのモノマー

由来の吸収は減少し、360-400,ｍ領域に

ダイマーに由来するピークが観測される。

ダイマーの形成は共溶媒として用いた

りＭＳＯ濃度、溶液温度及びアミノ酸側鎖

Ｆ｣

ダイマーに由来するピークが観測される。 Fig8Dabs-AAの会合モデル図

ダイマーの形成は共溶媒として用いた （Dabs-L-Phe：R-CH2-Ph）

DMSＯ濃度、溶液温度及びアミノ酸側鎖(R）に依存する結果を得た。Dabs-L-Pheの場合、

UVMsスペクトルでの３６３，ｍに観測されるダイマーの吸収帯に対応して、３７９，ｍに負の

第一コットン効果、３５９，ｍに正の第二コットン効果をもつ強い誘起分裂型ＣＤスペクトル

が観測された。これらの結果から水溶液中では､Dabs-L-Pheは負のキラリテイーを示す配向

でダイマーを形成していることが示唆された（Fig.８)。

学位論文審査結果の要旨

提出学位論文に関して各審査委員が個別に審査を行うとともに、平成１８年２月３曰に口頭発表会と論文
審査委員会を開催し、学位論文並びに資料を検討した。その結果、以下のとおり判定した。

本論文では、放線菌Streptomycesalbulusが産生するポリアミノ酸である８－ポリリジン（ＢＰＬ）の溶

液および固体状態での二次構造を分光法に基づき明らかにしている。すなわち、ＢＰＬが水溶液中でβ‐シー
ト構造をとり、固体状態でナイロン６のγ‐型結晶類似の構造をとることをFT-IRRaman、溶液ＮＭＲ、固
体高分解能'3Ｃおよび'5ＮＮＭＲスペクトルに基づき明らかにしている。

さらに、ＢＰＬの機能化の一環としてアゾ色素によるα‐アミノ基の化学修飾を行い、色素修飾ポリリジ

ン(ＢＰＬ/DC)の水溶液中での会合挙動について検討している。紫外可視吸収(W-Vis)および円二色性(CD）

スペクトルに基づき、e-PL/ＤＣが水溶液中でＨ型で自己会合し､会合体における色素の配置にはキラリティ
が誘起されることを見出だしている。

本論文により得られた知見は、これまで研究例が少なかった側鎖型ポリアミノ酸であるｅ－ＰＬの溶液およ

び固体の二次構造に関して基本的な情報を与えている。また、色素修飾ポリリジンが溶液中でキラルな配置
で会合するという知見は、材料設計の観点からも重要なものである。以上、本論文は十分に博士の学位論文
に値すると考え、審査員一致で合格と判定した。
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