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トリク ロール醋酸 に よる多 角体 蛋 白の

ア ル コ ー ル へ の 溶 解

江 藤 守 総

Dissolution of Polyhedral Protein in Alcohol 

 by Trichloroacetic Acid. 

Morif usa Eto

著者は先に家蚕 バイラ スの 封入体であ る多角体 中の核酸を定量 した際,ト リク ロール酷

酸(TCA)処 理 後,多 角体 の約70%が ア ル コールに溶解す るのを認 め,更 にそのアルコ

ール可溶物が蛋白質に外 な らぬ事 を確めた .3)

本 報 では,こ の現象 を蛋 白質,酸 及び 溶媒 の面 より検討 し,ア ル コールへの この様 な可

溶化は多角体蛋白 自体 の特 性であ り,存 在す る特珠な酸に よつて 惹起 され る事 を明 らかに

した.こ の酸効 果はTCAが 最 も強 く,溶 解蛋白量 とTCAの 間 に一定の関係 が存在す

る.該 蛋白 とTCAと の結 合は比較的弱 く透 析に よつて後者が除去 され る.

実 験 法

多角体蛋 白の調製

家蚕支 × 日及びP21よ り常法に よつて得 られ た純 白多角体標品 を200倍 量 の0.008M-

Na2CQ,十 〇.05M-NaClに 浮 か し,25。 に2.5時 間 置いて溶解 し,不 溶分 を3COOrpmで

遠 心除去 し,上 澄液 を氷冷 し予 じめHC1で 中和 してあ る1/8容 の2%Na、CO3を 加 え,*

稀醋酸 でpH5と して生ず る白沈 を集め,時 々換水 しつつ氷室中で 大量 の蒸溜水 に対 し3

～4日 間透析す る.沈 渣 を集め,氷 冷市販無水 アル コール(以 下単 にアルコール と称す)で

洗滌脱水 して実験 に供す.

蛋 白溶解度の測定

2m1の 標 線 を有す る遠沈管に約1.5m1の ア ルコールを入れ,0.5Nの 酸0.1mlを 加

へ,氷 冷 しつつ多角体蚕 白を 少量の不溶分 を認 め るに至 る迄添加 し,最 後 にアル コールを

概線迄満 たす.10分 間3000rpmで 遠 沈 し,上 澄液の窒素をミクロ ・ケルグ ール法 で測

定す る.

ピ ク リン酸 の場 合には,そ の難溶性 の為,終 濃度の0.025Nアルコール 溶液 をそのまま使

用 し,且 つ窒素定量に当つては,酸 自休の窒素 を除去 する為,充 分流水で透析 してピク リ

ン酸 の黄色 を認めぬ迄に至 らしめた.

*イ オン強度を適当にする為である.こ の処理をしないと,plI5と しても蛋白の沈澱は生じない.
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TCAの 場合には種々の酸濃度で溶解度測定を行つた.

添加酸が適当であれば,多 角体蛋白 は極めて速かに溶解する.蛋白 の溶解度測定 に際

Table 1. The effect of excessive protein on 

       its solubility.

 TCA concentration : 0.01 N

し注意すべきは,蛋 白を大過剰に加える

事なく,僅 少の不溶物を認めるに至れば

直ちにその添加を止める事である.過 剰

に加え過ぎると,却 つて溶解度を減ずる

(表1).

溶解蛋白 と不溶蛋白との問に何 らか

の相互作用がある様に思われ る.

トリク ロール醍 酸の定量

Tibbitts及 びHolmの 比 色法7)を 多 少改変 した.

即 ち,40～300γ のTCAを 含 有す る試料0.5m1を 試 験管 に入れ,50%NaOH0.06S

m1を 加 え,次 いで ピ リヂ ン7.5mlを 加 え る.コ ルク栓を附 し,10分間振盪 後,5分 間

沸騰水 中で加熱 し,直 ちに流水で3分 間冷却 する.赤 紫色に発色 した ピ リヂ ン液を小遠心

管 に移 し,硫 酸紙で蓋 して4分間2000rpmで 遠 心す る.加 熱後10～30分 に光電光度

計 に緑色 フィル ターを附 して測光す る.

結 果

蛋白質の特異性

微量のTCAの 存在でアルコールに溶解する事は多角体蛋白の特性であ り,多 角体がそ

の中に生産される宿主細胞核にはかか る

蛋白が認められないことは既報のとお り

である.

ここでは数種の純蛋白質と比較した.

使用した卵アルブミンはMerck製 純 白

粉末,馬 血清アルブミンは結晶凍結乾燥

標品,カ ゼインはHammarsten法 によ

るMerck製 純白粉末である.

表2に 示す如 く,蛋 白のTCAに よる

アルコ'ル 可溶化現象は多角体にのみ認

められる.

Table 2. The comparison in the solubility 

        of polyhedral protein and some 

         other proteins.

 TCA concentration : 0.01 N

酸 の 特 異 性

酸の存在により多角体蛋白は初めてアルコールに可溶とな り,且 つ この酸効果は酸の種

類で異る事を前報で述べたが,こ こでは之を定量的に更に多くの酸について検討した.

表3に 各酸濃度0.025Nの 時アルコ 一ルに溶解する窒素量を示す.
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Table 3. The dissolution of polyhedral protein in alcohol by various acids.

 Acid concentration : 0.025 N 

This acid is regarded as dibasic acid.

試験 した酸の中ではTCAが 最 も強い効果を有する.一 般に蛋白沈澱剤として使用され

る酸に効果の大きいものが多い.然 し全ての蛋白沈澱剤に効果があるわけではなく,ピ ク

リン酸,表 には示さないが タンニン酸等は全 く効果無 く,叉 重金属類も同様に無効果であ

る。本効果の強弱によつて蛋白沈澱剤を幾つかの型に分類 し,更 に その作用機作を考察す

る事 も可能であろ う.

   Fig. 1. The relationship between TCA concentration 

and the solubility of polyhedral protein in alcohol.



酸効果を示す ものは 或る程度 以上の

強駿であるが,酸 としての強 さ(解 離恒

数)と 該効果の間には必ずしも直接的関

係は認められず,む しろ陰イオンの影響

の方がより強い様である.然 し,水 索イ

オンも又不可欠の要素である事がTCA

を中和すると全 く効果が無 くなる事から

示 され る(表4).

 Table 4. The effect of hydrogen ion 

on the solubility of polyhedral protein 

in alcohol.

 TCA concentration : 0.05 N 
' Calculated from Fig 1.

酸 濃 度 の 影 響

多角体蛋白 のアルコールへの溶解度は酸の濃度と共に増加する.第1図 に示す如 くTCA

濃度と溶解度 との間に は,ほ ぼ直線的関係が認められる.TCA0.01モ ル当 り1gの蛋白

窒素が溶解する.考 察の部に 述べる如 く,溶 解 蛋白中に含 まれ る塩基性アミノ酸の推定

量がTCAと 等量関係にある事は興味深い.

多角体蛋白と トリクロール醋酸 との反応

TCA濃 度 と溶解蛋白量の間に直線的関係が存在する事は,TCAと 多角体蛋白 の一定の

基 との間に化学量論的反応が生起する事を示唆している.

TCAが 実際に多角体蛋白と附加化舎物を作るか否かを検討する目的で 次の様な透析笑

験を行つた.

TCA処 理蛋白を蒸溜水に対 し氷室で透析すると,新 たに酸を加えな くてはアルコール

に溶解しなくな り,酸 効果は透析によつて除去 され ることを示す.然 し,TCA処 理蛋白

    Table 5. The removement of TCA 
  by dialysis against alcohol from the 

  freshly prepared alcoholic solution of 

  polyhedral protein and TCA.

 The initial solution contained 4000 r /m1 
or 5490 r /ml of TCA and 2000 r /ml or 3640 
r/m1 of nitrogen in experiment 1 or 2 
respectively.

アルコール溶液を水に対 し透析す ると,

やがて白沈を生ずるが,こ れはTCA・

アルコールへの溶解性を著 しく減 じてい

る.之 等の事は,TCAが 多角体蛋白と

固く結合する事なく,叉 それのみでは蛋

白に強い変化を与えず,ア ルコールの共

存で蛋白が変性する事を示す.

一定のTCAに 対する蛋白の飽和

アルコール溶液を,調 製後直ちに氷窒中

で100倍 容のアルコールに対して透析す

ると,TCAは 速やかに除去され(表5),

同時にゲルが生成沈澱する.

溶 媒 の 種 類

Ho110way等5)はSchmidt-Thannhauser法 に よる核酸定量に際 し,網 状赤血球 の蚕

白がアル コールに よつ て ゲル化す る事を認め,且 つ この現象はアセ トンの代用 に より避け
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られる事を確めた.然 し,多角体蛋白 はエ タノールの外 メタノールやアセ トンにも溶解す

る.水,グ リセ リン,エ ーテル,ベ ンゼン等には溶けない.

考 察

以上の如 く,多 角体蛋白 はTCAに より最もよくアルコールに溶解する事が示された.

HarfcnistとCraig'i〕 は向流分配法によるインシュ リンの研究に際して溶媒を1検討 し,

TCAを 添加するとインシュ リンの水相への溶解度を減 じ,ア ルコール相(2一 ブタノ 一ル)

への溶解度を著 しく増す事を認めた.叉Katz6)は 三弗化醋酸(乾 燥,液 体)に 多 くの蛋

白質が殆んど変性す る事なく溶解する事を示 した.

之等の事は,多 ハ ・ゲン化脂肪酸が蛋白の有機溶媒への溶解度を増加 させる事を示唆す

る.一 般に酸変性によつて蛋白のアルコールへの溶解性が増す と云われるが,多 角体蛋白

とTCAの場合 はその様に簡単には説明されない.例 えば酸に特異性がある事やTCA処

理多角体蛋白が水に対する透析で元に戻る事等から単なる一般的な酸変性 とは考えられな

い.TCAの 効果はアルコール溶液中で初めて現われ るのである.

上記実験 結果に示される様に,こ の溶解現象を考察するには,蛋 白質の特性,酸 の特性

及び溶媒の特性の三者を綜括的に検討しなければならない.

蛋白質の溶解性については,そ の有するア ミノ酸残基の種類,数 及び分布,並 びにそれ

らの間に形成される二次構造が重要 な因一ゴになると考えられる.Wellington8)に よる多角

体蛋白の アミノ酸 分析結果を検討すると,シ ステインが その最少成分で,ア ミノ酸残基

156ケ に対 して1ケ の割合でしか存在せず,該 蛋白には恐 らくS-S結合 が無いか 若 しく

は極めて稀にしか存在しないと思われ る.更 に酸性及び塩基性アミノ酸が多 く存在する事

は,水 素結合の外に,そ れらの間に形成される成塩結 合が この蛋白の二次構造を造 り上げ

ていると考えられる.

この様な結合 はより強い酸によつて破壊されるであろう.第4表 に示す如 く,水 素イオ

ンが蛋白のアルールへの溶解に必要であ り,且 つ 或る程度以上の強酸が この溶解現象に必

要である事 も首肯 される.か かる成塩結 合の切断が起るとすれば,添 加酸と溶解蛋白中の

塩基性ア ミノ酸との間に一定の関係がある筈である.第1図 に示す様に,TCAと 蛋白窒

素の間に直線的関係があるが,Bergoldi)に よると本蛋白の窒素含量は14.8%な ので蛋

白1009を 溶解する為には,図 からTCA約0.15モ ルが必要 となる.一 方Wellington

のアミノ酸分析結果から該蛋白1009に は塩基性アミノ酸が0.147モ ル存在することにな

り,両 者の間にほぼ化学量論的関係が存在する.

この溶解現象に酸の陰 イオンが亜:要な因子である事は第3表 から明らかである.最 も効

果の強いTCAと 過塩素酸とが電子論的に類似構造を有する事は興味深い.即 ち両者とも

3対 の遊離電子 を有する極性基を中心の原fの 周 りに3ケ 有 している.一 方,四 塩化炭素

と醋酸の混合物には全 く効果が認められない.こ の事は アニオン自体がこの特徴ある電子

構造を必要 とする事を示す.
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さて,先 に酸 と多角体蛋白の反応は プロトンによる塩結合の分解に始まると述べたが,

この結果,蛋 白表面は強 く陽性に荷電する事にな り,ア ニオンが結合するであろ う.こ の

為,酸 としてTCAや 過塩素酸を用 うれば,強 い極性を有す る基が多数蛋白表面に外側に

向つて配列する事になる.こ の為に蛋白は適当な極性を有する有機溶媒に溶解するに至る

であろ う.

以上の反応はイオン性である為,速 かな筈で観察と一致する.

この様な蛋白とTCAと の結びつきは強固なものではあるまいと思われるが,第5表 に

示す様に,TCAは 透析によつて容易に除去される・

綜 括

多角体蛋白は微量の特殊な酸を含有する無水アルコールに溶解する.こ の現象は蛋白質

及び酸の特異性に帰せられる.エ タノールの外 メタノt-…一ル・アセトン が溶媒 として有効で

ある.有 効な酸はある程度以上の強酸であるが,一 般に酸の強 さと該効果の間には一定の

関係は認められない.こ の酸効果はトリクロール醋酸(TCA)が 最 も強い・TCAと 溶解

蛋白量の間に は直線的関係がある.多 角体蛋白のアルコt-'一ル溶液から,TCAが 透析によ

つて除去された.こ の様な多角体蛋白の溶解機作について考察を加えた.

結晶血清 アルブミンを分与頂いた九大農芸化学教室船津助教授 に謹んで謝意を表 します.
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                            Summary 

   In the course of the procedure to determine nucleic acids in the polyhedral 

 bodies,  or the inclusion bodies of virus particles, of silkworms, it was observed 

that the major part of the bodies treated with trichloroacetic acid (TCA) 

immediately dissolved in alcohol. The material dissolved in alcohol was proved 

to be protein in the previous paper3) 

   By the presence of TCA, the polyhedral protein dissolves in acetone and 

in methyl alcohol as well as in ethyl alcohol, but does not dissolve in water, 

ether, and benzene. 

   This phenomenon can be attributed to the specialities of both the protein 

and the acid. Only the polyhedral protein dissolved in alcohol containing TCA, 

and no protein having such a property was observed (Table 2). 

   The dissolution of the protein in alcohol is caused by a minute amount of 

some special acids (Table 3). TCA has the strongest effect. The acids which 

have stronger effect are generally stronger acids, and hydrogen ion is an in-

dispensable factor to dissolve the protein in alcohol (Table 4). However, the 

effectiveness of acids has no direct relationship to their dissociation constants, 

and the kind of anions seems to be more important. 

   It is very interesting to note that the two most effective acids, TCA and 

perchloric acid, are similar to each other in their structures on the electronic 

aspects. They have likewise three polar radicals around an atom. 

   A linear relationship is observed between the concentration of TCA and 

the solubility of the polyhedral protein (Fig. 1). The protein dissolves in 

alcohol by 1 g. of its nitrogen per 0.01 mole of TCA. 

   The polyhedral protein treated with TCA became insoluble in alcohol by 

dialysis against distilled water in the refrigerator. But the dialysed protein 

dissolved in alcohol by a new addition of TCA. From the freshly prepared 

alcoholic solution which was saturated with the protein upon the definite 

amount of TCA, the latter was rapidly removed away and gel-formation was 

brought about by dialysis against alcohol in the refrigerator (Table 5). 

   A hypothesis to explain these phenomena was proposed. 
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