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緒　言

　ケラチンは上皮系細胞の角質化による生産物で，毛髪，

羽毛，角，蹄，表皮などを構成する構造タンパク質である。

その役割は，主に外界からの刺激に対する，生体の保護に

ある。完全な成熟組織においては，生細胞としての機能は

失われている。　しかし，ケラチン本来の役割はこの状態

で果たされている。

　ケラチンの役割を生物進化の過程で考えると，脊椎動物

の魚類はその生活圏が水中であるが，両生類を中間的な存

在として爬虫類：は完全に陸上に進出したe　陸上生活に適

応するには肺呼吸系の獲得と同時に，生体の乾燥を防ぐた

めに表皮ケラチンが重要な役割を果たしている。　魚類，

両生類もケラチンを持つがまだ未熟で，生体の乾燥防御の

役割を果たすにはほど遠いものである。　さらに，鳥i類，

哺乳類は体温を一定に維持するシステムを獲得し，活動の

場と時期を拡大し進化し，その体温維持に体毛，羽毛のケ

ラチンが必須であった。　特に，羽毛は体温維持のみでな

く，独特の形態と物理的，化学的強靭さが飛翔を可能にし

鳥i類を独特な進化に導いたと言える。　羽毛ケラチンの分

子とその集合体の構造がどのようになっているか，さらに

羽毛の形態形成における遺伝子の発現メカニズム等は興

味ある問題：である。

　ケラチンは，X線回折によるタンパク質の立体構造の研

究において，最初の材料として取り上げられ，先駆的役割

を果たした。　Astbury［1，　2］は，羊毛ケラチンのネイティ

ブ型の子午線反射5．15A，赤道反射9．8Aのものをα一パ

1
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　ターーン，温湯中で引き伸ばしたものの，子午線反射3．3

A，赤道反射9．　7Aと4．65Aのものをβ一パターンと命名

した。　また，羽毛のX線回折は，子午線反射3．1A，赤

道反射9．7Aと4．　7Aを示し，α一パターンを伸ばしたβ一

パターンと似ているが，同一ではないとして，新たに羽毛

パターーン（φ一パターン）とした（Table　1）［3，4］。　これ

らは，後年PaulingとC◎rey［5－7］により提唱された，α

一helixとβ一sheet構造の基礎的データとなった。

　ケラチンは，そのX線回折像に基づき，α型とφ型に区

別される。　α一ケラチンは，α一helix様の基本骨格を持

．ち，毛髪，羊毛に代表され，哺乳類の爪，角もこれに属す

る。　一方鳥類の羽毛，騰，爪，爬虫類のうろこ，親等は

iP　一ケラチンに属し，β一sheet様の基本骨格を持つと考え

られている。また，Fraserら［8］はX線回折データと電子

顕微鏡データに基づいて，α一型ケラチンにはcoiled－coil

ropeモデルをφ一型ケラチンにはtwisted－sheetモデルを

それぞれ提案した（Fig．1）。　このように，　x線回折による

研究には早期に取り上げられたケラチンであるが，その後

のケラチン構造に関する研究は少なく，X線構造解析研究

また，ケラチンの化学的研究は非常に立ち遅れている。そ

の理由は，通常のタンパク質研究に用いられる溶媒には不

溶で，タンパク質分解酵素の作用も受け難いなど，物理的，

化学的に極めて安定な物質であることによる。　したがっ

て，直接ケラチンを分析しようとする試みは余り行われず，

近年は遺伝子による研究に重点が置かれるようになって

きた。

　化学的研究として，羽毛ケラチンを比較的強い変性条件
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で処理し，結合の一部を切断して，可溶化した場合，いず

れも電荷的には不均一であるが分子量的には約10kD程度

の均一な低分子タンパク質群が得られる［9一・一11］。　この分

子量：値は他の繊維性タンパク質と比較して，異常に小さい。

しかし，羽毛ケラチンの電子顕微鏡による観察では，羊毛

ケラチンと同様に明らかな繊維性を示すことから［12，13］，

羽毛ケラチン分子の繊維形成は，他の繊維性タンパク質と

は異なる独特なものであると推測される。　従って，その

構造的特徴は，アミノ酸配列にもある程度反映されている

に違いないe　タンパク質のアミノ酸配列はその働きの分

子的機構を考える基礎であり，立体構造解明にも必要であ

る。　羽毛ケラチンから得られる分子量rokDa程度の可溶

性成分について，これらの分離精製法はAkahaneら
［14－16］によって既に確立されており，また，ニワトリ羽

毛ケラチンの可溶性成分の主成分のアミノ酸配列も決定

されてきた［17携別。　このようにして同一個体，同一種，

関連種の相同ケラチンタンパク質の一次構造データを蓄

積し，比較すれば，タンパク質の働きと同時に，タンパク

質の進化，それを持つ生物の進化についての知見が得られ，

形態分類とあいまってさらなる発展が見込まれるであろ
う。

　一方，羽毛ケラチンには，uaラーゲンのような分子量が

285，QOOkDa，成分数17種，アミノ酸組成は1／3がグリシ

ン，15～30％がプロリンと4一ヒドロキシプロリンというよ

うな際立った特徴は見られないが，強い不溶性繊維を形成

し，独特な羽毛の形態を保持している。　そのような形態

を研究するには，羽毛を化学的に破壊せずにそのまxの状
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態で情報を得る必要がある。本研究はIRから得られる二

次構造情報を中心に，羽毛のSchroederら［19］（Fig．2）の

示した形態学的部位barbs，　calamus，　rachisのネイティ

ブ状態および熱変性状態におけるケラチンの挙動を調べ
た。

　第1章では，羽毛ケラチンの可溶性低分子タンパク質に

関する分析化学的研究をまとめて記述し，第2章では，固

体状態のタンパク質に赤外分光（FT－IR）が利用できるこ

とを確かめた後に羽毛ケラチンに応用し，また，ラマンス

ペクトルから得られた羽毛中の側鎖情報について記述す

る。　第3章では羽毛ケラチンの熱的性質について，ミオ

グnビンを用いて，タンパク質変性をFT－IRで追跡できる

かを検討した後，羽毛ケラチン（calamus）について得られ

たFT－IR情報および示差走査熱量測定（DSC）（barbs，

calamus，　rachis，）の情報を記述する。

飛
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第1章　羽毛ケラチンの可溶性成分の分析化学的研究



第1章　　羽毛ケラチンの可＝溶性成分の分析化学的研究

　羽毛ケラチンは変性剤存在下で，還元処理すると，ジス

ルフィド結合が選択的に切れて可溶化成分が得られる。こ

のことから，羽毛ケラチンの不溶性は一S－S一結合の存在が

大きく影響していると思われる。しかし，一S－S一結合が切

れても羽毛全部が完全に溶解するわけではなく，10～15％

の量は，不溶性のまま残るので，一S－S一結合のみの原因と

も断定できない。羽毛の溶解には変性剤の存在も大きく寄

与しており，可溶性を維持するには，尿素濃度が4～8M必

要であることがわかっている。また，その可溶性の低分子

タンパク質の混合物をゲル濾過法およびイオン交換クロ

マトグラフィーにより単離精製する方法も確立している

［14－16］。これらの手順について，各精製段階の概要を記

述する。
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第1節　可溶化ケラチンタンパク質のアミノ酸組成

　　　　および一次構造

1．　ニワトリ羽毛の調製

　全羽毛を非イオン性界面活性剤を用いて洗浄し，続いて

　流水で十分にすすぎ，最後にナノピュアー水で洗浄し，

　風乾した。乾燥羽毛をアセトンで2回脱脂した。羽毛

　はFig。2に示した形態学的（SchrOederら）に，barbs（羽

　枝），calamus（羽かく），rachis（羽軸）およびmed“11a（羽

　髄）の4部位に切り分けた。この組成は質量比で，barbs

　72％，rachis－medulla　24％，　calamus　4％であった。

2．試料の溶解

　羽毛barbsの溶解は，8M尿素一ホウ砂一リン酸緩衝液

　（pH8．　6），メルカプトエタノールで還元可溶化した。　つ

　いでモノヨード酢酸を加え，S一カルボキシメチル化した。

　baxbsケラチンは変性剤存在下で還元剤を加えることに

　より一一S一一S一架橋が切断され可溶性ポリペプチド鎖の混合

　物となり，約85％が可溶化した。

3．　ゲルおよびイオン交換クロマトグラフィー

　可溶化物をSephadexG－75カラムにかけ，4M尿素一一・1M　NaCl

で溶離し（Fig．3），全体の80％を占める分子量約10kDaの’

主画分（GF－3＞を集め，DEAEセルm一スで分離した。　GF－3

の溶離は4M尿素一トリスー塩酸（pH8．5＞，0一◎．　2M　KC1のり

ニアーグラジェント法で行った（Fig．4）。　ケラチン分子

は，電荷が極端に少なく非常に凝集し易いため，変性，可

8



＝溶化の働きのある尿素の共存により，ケラチンモノマーと

して分離することができた。　各ピーク（Bl～7）をDEAEセ

ルロースで再クmマトグラフィーを行うことにより，

barbsからのケラチン各成分を単離することができた。

　◎。8

董

露◎，6
望
な

轡
菱◎肉
§
婁
　◎．2

v“

s

εドー16F＿窪

GF－g

蔭F一聖

費 se　age　so　6e　7g
　　　　　τ”8E翼慧柵蕊蔑

go　ge

Fig．　3．　Gei　chromatography　of　SCM“preteins　from

whole　fowl　feathers．

迅◎

携嚢

’2Q

O

蔑
鎖
O
q
つ
e
曙
輔
響
露
麟
O
藥
㊤
轟
鋼
O
の
自
識
《

GF－3

B－X

ノ

一一 Q

・一 R

一・

一s

．一　6

e－ V

●嚇■劇繍剛陰　Pt呵　　勧鞘騨廟一嶋　つ一凶　岡　　一

磯0　　　60　　　80　　ユ◎◎

　　　　F畝CTI◎鰻搬猶旺段

i2◎　　狛。

（
蔑
）
諸
O
團
臼
く
餓
駐
㊤
O
篤
◎
Q
｛
O
麟

議◎

◎5
さ

◎
　
　
　
　
　
◎

Fig．　4．　DEAE“cellulose　chromatography　ef　the　fraction

separated　from　bedy　feather　barbs　by　gel　chromatography．

9



4．Fig。4から得られた面分B－1～7および再DEAEクロマ

トグラフィーで精製した面分Bづ～4をディスクゲル電気

泳動により調べた。　OrnsteinとDavisの方法に従い4M

尿素を添加してゲル電気泳動を行い，各画分とも単一なバ

ンドであることを確かめた。　泳動後，10％トリクmロ酢

酸で1hr処理し，　O．　e4％クーマシーブリリアントブルー

R－250を含むメタノール：酢酸：H20（1：1：8）溶液で一昼夜

タンパク染色した。　脱色は，染色剤を除いた溶液を用い

た。

C　　8　・一　X　－2　卿3　　一轟　蘭5　　－6　　－7

（a＞

　　　　C　Bmu’Z　”tu　2　a－3　一dy

（b）　’璽　　　　　購　・欝

欝＿
Fig．　5．　Electroheretic　patterns　of　DEAE　reactions　（Bie－7）

and　GF’3（C）．　a：initially　chromatographed　fractions，　aRd

b：　rechrematographed　fractions．
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5．　アミノ酸組成分析

　装置はJEOL　JLC－5AH　アミノ酸分析機装置を用いた。

Table　2に全羽毛タンパク質，不溶性残渣と可溶：化物を

sephadexG－75カラムで分離iした画分（GF－i～4）（Fig．3）の

アミノ酸組成を示した。　表より溶解物はセリン，プロリ

ン，そしてグリシンに富み，グルタミン酸，リジン，ヒ琴

チジン，チロシン，メチオニンは不溶性二二に比較的多く

存在した。　二分（GF1～4）中においてもアミノ酸の含有量

の違いが見られ，GF－3，4にセリンが多く，GF－1には少な

かった。　プロリンはGF－2に多く，GF－1は，やはり少な

かった。　GF－1には他の画分と比較して，グルタミン酸，

リジン，チロシン，そしてヒスチジンが多く存在していた。

アスパラギン酸に関してもGF－2では100残基当り9。2，

GF一一3では100残基当り4．7と偏りが見られた。　GF－1と

不溶性残渣は類：似した組成を示し，プロリン，セリン，グ

リシンが少なく，リジン，チロシンそしてメチオニンに富

んでいた。　リジン，チロシンそしてメチオニンなどはヘ

リックス構造を形成するのに好ましい残基とされており，

これらの残基が不溶性画分には存在するが，主要成分であ

るGF－3には殆ど存在しないことからも，羽毛タンパク質

がα型ではないことがわかる。
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3。　一次構造の比較

　腹部barbsのGF－3画分をDEAEセルロ・一一…スで分画し（B－1

～6），再クロマトグラフィーにより精製し一次構造の決定

に用いた。　そのアミノ酸組成をTable　3に示す。各成分

とも非常に良く似た組成を示していて，羽毛ケラチンの可

溶化物は極めて複雑な多成分系の低分子タンパク質混合

物であるこ、とがわかった。　ニワトリ，アヒル，ハト，ト

ビ，キジのbaxbs（B一一4）成分について，一次構造解析した結

果をFig。6に示す。　五種羽毛の配列の比較から，羽毛

ケラチンの顕著な特徴が見出される。（1）シスチンがN末

端領域に局在している。すなわち，半シスチンとして全体

で7～8個のうち6個までがN末端領域残基番号（1～26）に

集中している。（2）中央部領域残基番号（30～80）はシスチ

ンが全く存在せず，疎水性アミノ酸が多く，配列の相同性

も非常に高い。　（3）C末端領域残基番号（81～96）の配列は

非常に変化に富んでおり，類似性は44％と低かった。　以

上のような，一次構造上の特徴とChou－Fas醗an［20，21］によ

る経験的な二次構造予測ソフト（GENETYX－SV／RC）を用いた

結果を考え合わせると，羽毛ケラチンのミクロフィブリル

を形成する領域は配列中央部の残基が関与しているもの

と思われる。
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第2節 羽毛ケラチンの電気泳動的挙動と

種：依存性22）

　前節で記述したように，可溶化羽毛ケラチンは分子量が

約10kDaと小さいが一分子中に6～7残基あるシステイン

が分子間架橋を形成して強固な構造を形づくっている。

そしてそのジスルフィド結合を変性剤存在下に切断する

と容易に可溶化し，それらは分子量的には均一であるがア

ミノ酸組成の類似した十数種以上の成分からなっている

ことが電気泳動およびイオン交換クロマトグラフィーに

よる分析で明らかになっている［14－16］。さらに最近ニワ

トリ羽毛ケラチンの遺伝子の分析でケラチン遺伝子がフ

ァミリーを形成し，クラスターとして存在していることも

明らかになってきた［23，243。

　アミノ酸配列に関する研究では，これまでニワトリ［17］，

ハトおよびカモ［18］，キジおよびトビ［25］のbarbsとエミ

ュー m26コ，銀カモメ［27］のcalamusの計7種の主成分に関

するアミノ酸配列が報告されている。　それらの約100ア

ミノ酸残基の中央領域は疎水性残基に富みβシートを形

成しやすい状態となっており，シスチン残基がN末端領域

に集中し，さらにC末端領域にはアミノ酸置換が特に多い

という共通した特徴を持っている。　前節Fig．6にまとめ

た5種のbaybsケラチンのアミノ酸配列の類似性は82％で

あり，鳥類間での配列の違いは鳥類の進化と関係があるか

もしれないと考えられた。　そのような関連を調べるには

より多くのデータが必要であり，本研究では23種にわた

る鳥類の羽毛ケラチンについてキャピラリー電気泳動で
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の挙動を先ず調べた。　その泳動パターンは種により異な

り，ケラチンの多様性の程度が鳥類の進化を反映している

こと，および羽毛の形態学的に異なる部位のケラチンは別

個の遺伝子群に由来していることがわかった。

1。羽毛試料の調製

　各部位に切断した羽毛約10mgを小型試料管にとり，6M

グアニジン塩酸／2mM　EDTA／1。　OMトリス塩酸緩衝液（pH6．

8）の1mlに還元剤としてジチオスレイトール（DTT）10mg

を溶解して加えた。約15分間窒素ガスをパブリングして

密栓をして，一夜40℃恒温水槽でインキュベートした。還

元溶解した後モノヨード酢酸24mgを加え30分間暗所に放

置した。　繊維状の不溶性残渣をピンセットで取り除き，

溶液は透析チューブにいれて4M尿素に対して透析した。

透析後，0．45岬のフィルター（Acrodisc，　GelmaB）でろ

過して泳動用試料とした。　実際の測定用試料の濃度は羽

毛ケラチンの可溶性成分が80～85％，さらに透析時の体積

：増加は約0．5％（w／v）であった。

2．装置および測定

　装置はWaters社Quanta4000，分離i用キャピラリーとし

て内径75μ膿，長さ60cmの溶融シリカチューブを用い，試

料の注入は：静水圧法（10cm，10sec）により約15n1，泳動

電圧は15kV，検出はUV　I　85nmで行った。　泳動用緩衝液は

0．05M　KH2PO4／Na2HPO4緩1衝液（p肌0）に1．　OMトリメチル

アンモニウムプロピルスルフオン酸（AccuP　一　ureTMZ1　一

methyl，　Waters）を添加したものを用いた。　測定を開始
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する前にキャピラリーを0．5M　KOHで5分間，泳動用緩衝

液で10分間平衡化し，さらに泳動用緩衝液で20分問予備

泳動を行い，その後20検体連続分析を行った。　ただし各

検体の分析の前に0．05MKOH洗浄を1分間および緩衝液洗

浄を2分間行った。

3．結果と考察

3－1．ニワトリ羽毛ケラチンの分離

　Fig．7にニワトリbarbsの泳動図を示してある。7分か

ら10分の間に現われているピークはケラチンのものであ

り小さいものまで含めると13ピーク程確認できる。また，

6．5分付近の大きなピークは4M尿素溶液のブランクテス

トから尿素そのもののピークであることが確認された。

キャピラリー電気泳動によるこの分離パターンがイオン

交i換セルロ・・一スカラム（DE52，　Whatman）から4M尿素／ト

リス塩酸緩衝液で溶出したもの（Fig．　4）と殆ど同じである

ことは注目される。　ケラチンは水溶性に乏しく，カルボ

キシメチル化した後でさえ尿素のない緩衝液で透析また

はクロマトグラフィーをすると凝集し白濁してくる。　し

たがってこれまでのケラチンの分離では試料溶液だけで

なく使用する緩衝液中にも尿素の存在が必須であった。

しかしキャピラリー電気泳動は緩衝液に尿素は存在せず，

また試料溶液中の尿素は泳動中にケラチンと完全に分離

していたにもかかわらず，ケラチンは凝集せずに理想的に

分離した。　これは分離が短時間で終了したことや，高濃

度の両性電解質（Z1メチル）の存在が凝集を防ぐ役割をし

ていたためかもしれない。
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　　　　　　　MigxatXoxx　Time　〈maxrx＞
　　Fig．7．　Ekocstrophoretogxmma　of　fowl　feather　barbs　keratin　by
　　high　performance　capi11ary　electrophoresis．　The　keratin　sample
　　＄elution　（about　5　mg／ml）　was　prepared　by　S－carboxymethylat－

　　ion　in　the　presence　ef　6　M　guanidium　hydroehloride　and
　　dialyzed　agaEn＄t　4　M　urea　solution．　Electrephoresis　condition＄
　　weree　as　foll”w＄．　CapiHary　：　75，re　m　i．d．×　60cm，　Buffer　：　O．05．M

　　phosphate　beffer　〈pH　7．e）　with　Z．O　M　AccuPureTM　Z　I－Methyl
　　reasgent〈WaSeer＄），　Xτ寛3豊。之三◎論：XO・sec　hydrestat五。（abo就15籍1），
　　Voltage　：　Xs　kV．　Detection　：　UV　185　nm．

なお，還元アルキル化後4M尿素で透析せずそのまま分析

した場合，ケラチンは分離せず幅広な一つのピークとして

現われた。　カルボキシメチル化に使用した高濃度の緩衝

液および過剰の試薬の存在が分離に影響したと考えられ
る。

　キャピラリー電気泳動法によるタンパク質の分析にお

いて，タンパク質のキャピラリー内壁のシラノール基への

吸着は分離に悪影響を及ぼすことはよく知られている。本

報告のカルボキシメチルケラチンは等電点が約3の酸性タ

ンパク質であり，キャピラリーへの吸着はあまりないと考

えられる。　実際，pH7．0においてZ1メチルを添加した緩

衝液としないものとの比較では分離に大きな違いはなか

ったが，添加したものの方が全体にピークが接近し，泳動

時間もわずかに早かった。　また，Z1メチルの添加により
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泳動時間の再現性は大きく改善された（変動係数約6％）。

さらに安定したデータを得るためには初めにキャピラリ

ーを充分にアルカリ洗浄した後20分間の予備泳動が効果

的であった。

　検出には185nmの吸収を利用するのが有効であった。ケ

ラチンにはトリプトファンがなく，10kDaの1分子中にチ

ロシンが1個しか存在しないため紫外吸収が非常に弱い。

185nmによる検出感度は214nmに比べて約8倍であった。

3－2。各種鳥類barbsの泳動パターンの特徴

　測定した羽毛の鳥類名をTable　4に載せてある。キジ目

婆種，チドリ目6種，スズメ目7種，ハト目，ガンカモ目

Table　4．　List　of　23　species　tested　of　birds．

Order Species

キジ昌Ganlf◎rmes

チドリ昌Charadriiformes

スズメ麩Passeriforrnes

・ゾ員C◎iumb｛f◎rmes

ガンカモ目Anseriformes

コウノトリ目Clconiif◎rmes

キツツキ目Picif◎mmes

キジGr¢e捻Pheas灘（Phtusitsn　ass　versice！oオ

訟ツトリDo；nestic　F。蝦（Gakscs　gallass　var．　demestictgs）

パラワン雛クジャクPalawan　Peacock・Pheasant〈Polyplεctron　e？nPkanvm｝

ライチョウR◎ck　Ptamigan（Z，agePUS辮観κS）

ウミネ3Blacktailed　Gu！1｛Larws　crassirestris）

ウトウHornbilled　Puffin（Cerorkinca　monocerata）

ウミガラスGuiliemot〈び廊aalge）

ウミスズメAncient　Murrelet（助燃励餓襯伽s媚加駕5）

mトpaフウミスズメCrested　Auklet（Aethia‘n’statetla）

ケイマフリSpectac！ed　Guillemet（CePPhess　earbe）

　ゆハシフトカラスJungle　Cr◎w（Corvass　maererhynches）
カケスJay（Gαプ雇欝8纏ど諺蜘母

オナガAzurewlnged　Magpie（Cγanopica　cyana）

ムクドリGrey　Starling（3ぎltrnus　ci”eracelts）

モズBull・headed　Shrike（LaPtiecs　bsccePhalcas）

カワラヒワOriental　Greenfinch（Carduetis　sin　ica）

アオジBiackfaced　Bunting（Emberiia　sPodocePhata）

ノ、ト　Domestic　Pige◎蕊（Co～umδa　livia　var．　domestica｝

サケイPal！as’Sandgrouse（Syrγhaptes　ParadoxetS｝

アヒルDuck（A　nas　Platyrhynckos　var．　domes彦iea＞

オシドジMa鍛da廊D戯（A　ix　galeric”lala）’

ゴイサギBlack・crowned庫ght　Heron（Nycticerex　nycticorax｝

アカゲラGreat　Sp◎tted　W◎odpecker（Piceides　mafer）
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t－e一一一一一lh・毎鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈

。

ど

　一一ptvmnvtuptpm－mo1　一nywr
’　Fig．8．　Eleetrophoreeegrflmas　of　feathex　barbs　keyatins　from
　bird＄　in　Galliforme＄．　a　：　Green　phea＄ant，　b　．：　Domesxic　fow－

　1，　c　：　Parawan　peacock－pheasant，　d　：　Rock　ptamigan．　Experim－

　ental　¢ozaditions　were　the　same　as　described　in　the　legend　to
　Figure　7．

　各21種，コウノトリ目，キツツキ二二1種の7目23種

の羽毛について測定した。

　Fig．8にキジ目キジ科に属する4種：の鳥類：の泳動図を示

す。　ライチョウの泳動図（Fig．8d）は他のものよりピー

クが接近した形であるが，いずれも5～6の近接した主要

ピークがあり，その3または4番目のピークが最大である

ことは類：回している。さらに主要ピークの後に5～6の小

さな成分が連続している。

　Fig．　9に6種のチドリ目鳥類の泳動図を示す。6種のパ

ターンはいずれもキジ目のものとはだいぶ異なっている。

Fig。9aに代表して示したように速く泳動される成分をF

グループ，遅いものをSグループと名付けた。　Fグルー
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a

F ＄

i
o

一一一一・一一一一一一一mp・一一一一一・一

c

e 督

　Fi奮．9．　　笠鍛⑨c加。夏》ho一国◎grama8　　0｛艶識ther　barb＄　k¢ゴa毎漉S　倉。瓢

　birds　in　Charadriiformes．　a　：　BlacktaiXed　guli，　b　：　KornbHled

　puffin，　c　：　GuMemot，　d　：　Ancient　muerrelet，　e　；　Crested　auklet，

　f：　Spectaeied　guillemot．　Bays　in　Fig“re　3　a　indicate　Groups　F

　and　S．　ExperimeRtal　conditiens　were　the　same　as　de＄cribed　in
　the　legend　to　Figure　7．

プの成分はキジ目の主要成分と同等の位置に現われてい

るが，各成分の分布が異なり，前半は顕著なピークがなく

徐々に昇り，後半に　はっきりとしたピークが見られるの

はキジ目と対照的である。　また，Sグル・・一一一一・プのピークは

キジ目よりかなり大きく約10成分のピークがほぼ同じ高

さで現われている。　6種のうちウミネコ（Fig．9a）を除

く5種はウミスズメ科に属し殆ど同一のパターンを示し

ている。　ウミネニのみがカモメ科でありFグループの分

離がシャープでない。　これがカモメ科の特徴である可能

性があるがより多くのカモメ科のサンプルを検討する必

要がある。
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スズメ目7種の鳥類の泳動図をFig．10に示す。　Fig．9

と同様iにFig．10aに代表してFグループとSグループの表

示を示してある。　スズメ目はいずれもSグループのピー

クが顕著に大きくなっているのが特徴的である。　オナガ，

カケス，ハシブトガラス（Fig．10a，　b，　c）は同じカラス

科に属しパターンと成分比がよく似ている。　他の4種は

すべて異なる科に属する。　アオジ（Fig．10g），モズ

（Fig．10e）は明らかにFグループとSグループの成分比

a
　　F　　　＄

”一一Me　一 」

t
o

－o一一一一f一一一”　一一一“一一一vr一一一

c d

e

j

響

一一一一一・一一一一一一 浮宙

9

Fig．　10．　Electrophoretograms　of　feather　barbs　keratins　from

birds　in　Passeriformes．　a　：　Jungle　crow，　b　：　Jay，　c　：　Azurewi－

nged　magpie，　d　：　Grey　starling，　e　：　Bull－headed　shrike，　f　：

Orie就a】greenflnch，9：Blackfaced　bUAting．　Bars　in　Figure　4　a

indicate　Groups　F　and　S．　Experimental　conditions　were　the

same　as　described　in　the　legend　to　Figure　7．

23



は逆転し，特にアオジは圧倒的にSグループの成分が多く

なっている。　スズメ目は基本的に類似した特徴を持って

いながら，そのパターンはかなり多様性に富んでいる。

これはスズメ目が鳥類ではもっとも進化が進み，種の多様

性に富んでいることとも合っている。

　　Fig．11にハト目2種，ガンカモ目2種，その他の鳥類2

種の泳動図を示す。　アヒルとオシドリ（Fig．11c，　d）

a g
m

c

’・一一一一一一
v－th一一一一M一一一一一一・一一一一N

d
i

一一”ma“wwv”’一一’“”’tmesuaxu“th s“wwmu一一一一一一一一一b

鰹 響

’
F塘，X1。　：醜e碗rophoret◎greem磁3◎f　feather　barbs　keratins　fr◎m
◎ther　s至x　birds．臓：D◎mes之豆。　p三冠愈◎簸，　b：Pa茎嚢as’sandgrouse，　c：

Duck，　d　：　Mandarin　duck，　e　：　B1ack－crewned　night　heren，　f　：

Great　spotted　woodpecker．　ExperimeRta1　condition＄　were　the
same　as　described　in　・the　legend　to　Figure　7．
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はキジ目と同様にSグループがないように見える。　しか

しFグループはキジ目のものより幅広で後半のピークがよ

り顕：著である。　ハトとサケイ（Fig．11a，　b）はともにハ

ト目で泳動パターンも基本的に類似している。　しかし、

科レベルではハト科とサケイ科と異なっており，西目同門

のもの同士の類似性よりも劣っている。　ゴイサギ
．（Fig．11e）のSグループの現われ方はややチドリ目に似

ているがFグループの前半のピークの分離がよい点は明ら

かに異なる。　アカゲラ（Fig．11）はまったく独特なパタ

ーンを示した。　顕著な主成分が見当たらず小さなピーク

が連続している。　そのケラチン分子または遺伝子はかな

り独特なものかも知れない。

3－3．各種：鳥類羽毛barbsの泳動パターンの比較

　Fig．12にキジ目，チドリ目，スズメ目鳥類の泳動図を規

格化およびパターン化して表してある。　縦軸は全ピーク

の高さの総和に対する各ピーク高さのパーセント，横軸は

泳動距離を示す。　爾今ごとにS成分の比率が顕著に異な

ることがわかる。　更にTable　5にF成分とS成分の比率

を数値化してのせてある。　全体に対するS成分の比率は

スズメ目58。7％，チドリ目37．9％，キジ目エ4．6％となり明ら

かに有為な差が見られた。　鳥類はキジ目，チドリ目，ス

ズメ目の順に進化が進んでいると考えられている［28，29］。

そしてS成分の存在量が進化の程度に比例していることは

明らかにS成分が鳥類の進化を反映していると思われる。

　また，SグループとFグループの主成分のアミノ酸配列

分析からの比較においてはかなり置換が見られたが基本
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Fig．　12．　Electyophoretic　patteerns　of　feather　barbs　keratin＄
｛ro瓢　birds　of亀he　thr¢e◎rd㊧r＄．認　：Pass¢ri奮。望mes，　b’：Ch鼠r畿《1r直

liformes，　c　：　Ga！liformes．　The　vertical　axis　show＄　per¢entage

◎feach　pea　k　he董ghセt◎t◎ta！peak　he嬉h之．　The　hor至z◎瀧訟童ax三s

is　rnigration　time　of　the　peaks．　Bar＄　indicate　the　ranges　of

Groups　F　and　S．
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Table　5．　Proportions　of　Groups　F　and　S　to　total　keratins．
The　va1ues　were　obtained　by　summation　of　the　values　in　the
ranges　of　the　bar＄　F　and　S　indicated　in　Figure’ @6．

Order Species
F　’
i　“／o） s（o／．）

Passeriforme＄ Jungle　Crow
Jay
Azurewinged　Ma9がe
Grey　Starユ至織9

Bull－headed　Shrike．
Orie漁亀a1　Greenf三nch

B！ackfaced　Bunting

54．4

56．6

54．3

39．9

28．3

38．6

弐9．5

45．6

43．4

45．7

6　0．1

7エ．6

6　1．4

83．3

Average 4　1．7 58．7

Ch譲．：radri置fαr惣急¢s Blacktailed　Gu！1

Hornbilled　Puffin
Gu至nemo竃
Ancient　Murrelet
Crested　Auklet
Spectacled　Guillemot

6　e．5

63．8

6e．7

59．8

57．0

7e．8

39．5

36．2

39．3

4e．2

43．0

29．2

Average 6　2．1 37．9

GagXiformes Green　Phea＄ant
Domestic　Fowl
Peacoc茎ζ葡Ph．⑱asa鶴t

ROC】k　　P1ヒami≦ζ象n

83．2

gze
95．6

88．9

ユ6．8

3．0

　4．4

1　1．1

Average 85．4 14．6

的なケラチンの特徴は保持していた（類似性：オナガ75％，

モズ70％）。F成分はすべての鳥類が保有していること，

および成分数においてSはFとほぼ同じことから考え，S

成分は進化の過程で，F成分が重複したのかもしれない。

タンパク質レベルでの存在量の差は遺伝子の数の葦によ

るのか発現機構の違いによるのか又はその他の原因によ

るのかは遺伝子レベルでの解明を待たなければならない。
，
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3－4．羽毛の形態学的部位における差

　ニワトリとムクドリのcalamusの泳動図をFig．13に示

す。barbsのFグループとほぼ同じ位置に現れ泳動パター

ンもよく似ていた。barbsが鳥類の種間で顕著な差を示す

のに対してca！amusはパターンが単純で殆ど鳥類問の違い

が見られない。　特にbarbsにおいて見られたSグループ

の成分がスズメ目においてさえ見られなかったことは注

目される。barbsのF成分の泳動パターンとcalamusのパ

ターンは類似しているが同一遺伝子から由来するタンパ

ク質分子ではない。　実際，ニワトリcalamusの配列は

barbsと異なっていた（未発表データ）。　Preslandら

［23，24］はニワトリの羽毛ケラチン遺伝子18種がタンデム

に並んでクラスターを構成していることを明らかにし，そ

融

　ny　一一vwwww－nv－tsr一“　Fig．13．　団3C捷ophoτ醜◎解寂澱8　0f黒目熱型¢識1a瓢縫S　keratins　fro職
　fewl　（a＞　andi　staring　（h＞．

の内の3遺伝子の配列がbarbsのものであることを明らか

にした。　ニワトリbarbsの成分数から考えて，それら18’

遺伝子はすべてbarhsケラチンのものでありcalamusのも

のは含まれないと予想される。　従って，calamUSケラチ

ン遺伝子は別の遺伝子クラスターを構成し，羽毛発生の過

程で発現調節も別に行われていると考えられる。
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第3節　小括

　羽毛タンパク質のジスルフィド結合を穏やかな条件で

切断し，尿素存在下で可溶化してくる成分は以下の性質を

示した。

　ゲルろ過による主ピーークはGF－3である。この画分は可

溶性成分のおよそ70％を占めている。．GF－3画分は分子量

的に均一で約1◎kDaである。

　各部位におけるGF－3画分は，ディスクゲル電気泳動で

確認すると主要成分が4種と少量成分が17種以上含まれ

ていた。　主要成分はゲルろ過，DEAEクロマトグラフィー・一・・

を組み合わせることで完全に単離することが出来た。

GF－3画分をDEAEイオン交換クロマトグラフィーにかけ，

単離したB畷品分を一次構造解析に用いた。　ニワトリ，

ハト，アヒル，カモ，キジのアミノ酸配列を比較し（Fig．6），

その中からニワトリ，ハト，アヒルの一次構造情報をまと

めるとFig．14のようになる。

　このように鳥類の可溶化物は類似性の高い低分子タン

パク質の集まりであり，可溶化ケラチンはキャピラリー電

気泳動によるパターン分析がケラチンを理解するうえで

大変有効であった。　分子進化を考察するには多くの種の

タンパク質および遣伝子の配列を明らかにしなければな

らないが，それには多くの時間と労力が必要である。　こ

れまでデータ不足のためケラチンタンパク質と鳥類進化

との相関があるのかどうか不明だったが，本研究の結果か

らかなり密接な相関がありそうであるということがわか

った。　また，ケラチンの構造解析をする場合イオン交換
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クロマトグラフィーで精製する必要があるが，キャピラリ

ー電気泳動で予め分離パターンを予測できることは大変

有用である。
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第2章　　羽毛ケラチンの分光学的研究

　前章には羽毛ケラチンを化学的に処理し，ペプチド以外

の結合を切断して可溶化したものについての研究をまと

めた。　生体におけるケラチンは多くの分子が集合するこ

とによって，物理的・化学的に強靱であるという特質を獲

得している。　従ってその特質を理解するには，試料を破

壊せずに集合状態の高次構造を明らかにすることが重要

である。

　タンパク質の赤外吸収においてアミド1および∬吸収

帯はタンパク質の二次構造を反映している。Susiら〔30，

31］は，球状タンパク質の水溶液の赤外吸収スペクトルを

解析してX線回折からの結果に近い二次構造成分を決定

した。　また，Fraserら〔8］は銀カモメの羽毛rachisの

X線回折と赤外吸収分析からsheet　model（Fig．1）を提案

している。

　本章では結晶球状タンパク質のFT－IR分析により得ら

れた結果が，X線回折の結果と比較して信頼できることを

確め，羽毛rachisおよびcalamusに応用し，それらの定

量的二次構造解析について記述する。また，rachisのラ

マン分光測定によりアミノ酸の側鎖およびS一一S結合の存

在状態について知見が得られたので記述する。

第1簾　：FT・IRによる羽毛ケラチンの二次構造成分の研究

羽毛ケラチンの二次構造は，Lewisら［32］，および

31・



Chou一一FasmaR［20，21］の方法により可溶性成分のアミノ酸

配列データから推定した。　アヒルの配列（Fig．　6）よりβ

一sheet成分が約30％であり，銀カモメのrachis［8］とほぼ

一致していた。ニワトリケラチンは，配列残基番号22－70

のβ　・一構造の多い領域に限るとβ一sheet成分は約47％であ

った。　そこで，羽毛ケラチンを化学的な処理をせずに直

接測定する方法として，顕微FT－IRを選択し，モデルタン

パク質として高次構造がよく分かっている球状タンパク

質をとりあげ，タンパク質の二次構造を推測する手法とし

てFT－IRの有用性をまず検討した。　次いで，羽毛ケラチ

ンのFT一・一IRスペクトルから，二次構造成分を得たので記述

する。

1．試料の調製

　羽毛は可溶化実験の前処理と同様洗浄，乾燥した。

　ミオグnビン（Bov加e　Type　H），リゾチーム（Chickin

Egg　White），コンカナバリンA（Caaavaha　e薮sifo組s，　Jack

Bean）はSIGMA（St．　L◎uis，　MO）から購入したものをその

まま用いた。　羽毛ケラチンcalamus，　xachisはメスで注

意深くスライスして，厚さ約10μ磁以下を1枚のKBr結晶

板（3mmx3mmxO．　5mm）の上に載せ，その上にもう1枚

のKBr結晶板を重ね合わせ，2枚の結晶板が剥がれない程

度にハンドプレス機でシールした。

　球状タンパク質は，試料量：（約0．01mm2，0．5μg）を上記

と同様にKBr結晶板でシールした。

2。装置および測定
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　装置：は日本電子製フーリエ変換赤外分光光度計（JIR－

5500），顕微赤外ユニット（FI－IR・一・MAU110），測定する前に

分光部は乾燥空気で充填した。　サンプルを顕微ステージ

部分に置き，口径（150鱒x150岬）に合わせて，　KBrバッ

クグラウンドを測定後，試料の透過スペクトルを測定した。

検知器は水銀カドミテルル（MCT）を液体窒素で冷却して用

いた。　測定パラメL…一・一ターはビーム方式：シングル，波数

領域：250～4200cm一1，分解能：4crawwi，スキャン回数：500

回，スキャン速度：高速モード，アンプゲイン：オーートゲ

インを用いた。

3．結果と考察

3－1．　球状タンパク質の赤外スペクトルと解析

ミオグロビン（αパターン），リゾチs・一一・ム（α＋βパターン），

およびコンカナバリンA（βパターン）を代表タンパク質

としてIRスペクトルを測定し，　Figほ5に示した。
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Fig．15．　FTmelR　spectra　of　myoglebin，　lysezyme，　and　eoncanaval　in　A．
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形状からもわかるように，ミオグロビンとリゾチームは

1654cm“1に，コンカナバリンAは1635cm”1に極大吸収を示

した。　スペクトル解析には，骨格構造を形成するペプチ

ド結合のC＝0伸縮振動をよく反映している，赤外アミド1

領域（1720～1600cガ）を用いた。

1）　フーリエ・セルフ・デコンボリューション（FSD）による

波形分離解析

　FSDとは，見かけ上の分解能を上げ，幾つかの成分が重

なり合っているバンドを個々の成分バンドに分解する方

法である。　Fig．16にFSD処理したミオグロビンのスペク

トルおよびFig。17に，カーブフィットしたスペクトルを

示した。　それぞれの分離したピーク面積から成分比を算

出する。
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spectrum，　and
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ミオグロビンのFSD処理に用いた各パラメータはアポダイ

ゼーション関数，triangular；半値幅（FWHH），　50cm’1；分解

能向上係数（K），2。1である。FSD処理スペクトルのを波形

分離ソフトを用いて，ピークの数，4；形状，Gauss；位

置：，波数（cガ）；強度，吸光度（abserbance）；半値幅を基に，

実測スペクトルと最もよく一致する値を，最適化計算し，

個々のバンド成分を決定した。　それらのバンド成分は

Dongら［33］の帰属（Table6）に従った。ミオグロビンの成

分は，α一helix　75．7％，β一sheet　7、6％，　turn　16．7％であ

った。　コンカナバリンAの成分もβ一sheet　59．1％，　turn

40。9％と主成分に関してはほぼ満足のいく値が得られた。

しかし，FSDを用いた解析法はピーク位置を一意的に設定

することができず，解析に関し主観の入る可能性が生じた
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ので，算術的に生じたピークを直接二次構造成分に帰属す

る二次微分法からも検討した。

Ta娩e　6。　EstX鵬雛◎獄◎f駕he　S鵬◎麟鍵y　s㌻鷲¢駕糠鐙◎f農1画a，
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2）　二次微分解析

　　基本的にはFig．16から分かるように，FSDと殆ど同じ位

置にピーク（谷〉を検出した。　このピーク高さ又は面積か

ら成分比を算出する。二次微分法はSusiら［30」により球

状タンパク質のピーク高による算出が報告されている。

ここでは，ピーク面積を用いて二次構造成分を算出した。

　　スペクトル解析にはGRAMS／32，　Ver．　5．　0を用い，スムー

ズはSavisky－Golay関数9ポイントをかけ，更に二次微

分は，Savisky－Golay関数アポイントをかけた。　二次微

分スペクトルにベースラインを引き，谷の面積を求めた。

それらのバンド成分は先のDOngら［33］の帰属に従い，ス
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ベクトルを解析し，結果をTable　7に示した。

丁曲1e7．s禽⑳麟齪γs馳醜欝麟A盤1麟囎醜⑬野牛鰍＄鱒醜。
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謬細欝 嬉窟鯉囎 総～灘 翻細舗 《瀞

結晶タンパク質から求めた二次構造の成分比は，X線解析

の結果〔33］とほぼ一致し，固体又は結晶状態のタンパク質

に対してもFT－IR分析が信頼できることを示している。

　このことより水溶液タンパク質の測定データに基づい

たスペクトルの二次構造への帰属表が，固体試料に対して

も適用できることが明らかになった。　また，従来タンパ

ク質の二次構造の簡便な測定法としてCDスペクトル法が

使われてきた。　Table　7にその値PrOvencherら［34］も

参考に載せた。　α一helixが圧倒的に多いmyoglobinに

関してはX線回折の値：に近いが，β　一sheetを含むタンパ

クに対してはかなりの差が生じ，本研究の値の方がよい。

このように近年のFT－IR装置の発達に伴い，赤外分光法は

溶液のみでなく固体タンパク質に対しても信頼できる方

法であることを示している。
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3－2．羽毛ケラチンの赤外分光測定

　羽毛ケラチンのcalamusとrachisのIRスペクトルを’

Fig．18に，二次微分スペクトルをFig．19に示した。

rachisおよびcalamusのオリジナルスペクトルは非常

によく似ており，アミド1吸収帯の極大吸収が1655cガ

を示し，一見したところβ　一sheetに富むコンカナバリンA

よりもα＝helixの多いミオグロビンに似ていた。　しかし

二次微分法による波形解析では球状タンパクのα一helix
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成分とは異なっており，また羽毛ケラチンに膨磁elixは

存在しないというX線回折の報告［8］を考慮して，二次’

構造はrachisに対してβ．一sheet；80．5％，α一helix；

15。2％，turn；3．1％，　ether；1e　1％　calamusについてはβ

一sheet；82．1％，　ev　一一helix；　15．6，　turn；　O．4％，　other；　2．0％

と判定した。
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　ここでは便宜的にβ一sheetと述べたが明らかに羽毛ケ

ラチンのβ　一sheet構造は球状タンパク質のそれと同一で

はない。　Astbury〔3］がX線回折データに基づいて羽毛の

パターンをβパターンと区別してφパターンと報告した

が赤外吸収においても，それを裏付けるものとなった。

またFraser　［8］は羽毛ケラチンのシ・…一・・トがらせん状にね

じれているtwisted－sheet　mode1を提案しているが，本研

究のα一helix約15％という値はそのsheetのtwistを反

映しているのかもしれない。

　Tsuboiら［36］は羽毛barbsをFT－IRで測定し，β成

分を50％，unordered成分を50％と報告おり，本研究の

rac・hi　sおよびcalamusの値とはかなり異なる。　rachis

およびcalamusは羽毛の軸を構成しており物理的強度は

barbsより高い。それは高いβ成分量に由来していると考

えられる。　また，第1章において述べたように，barbs

から単離されたB－4に関して，Chou－Fasman法による一次

構造に基づいた二次構造の予測ではβ一sheetが約30％で
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あり，Tsuboiらの値とかなりの差がある。　これには二つ

の可能性が考えられる。　第一は予測法の信頼度の問題で

ある。これはX線回折法により立体構造が明らかになった

いくつかの球状タンパク質の二次構造中のアミノ酸存在

確率に基づいている方法である。　繊維状タンパクのケラ

チン等に用いることは適切ではないかも知れない。　第二

はbarbs中には一次構造が決定された以外の成分，例えば

不溶性部分などにβ一sheetを高含量に持つ成分があるか

も知れないことである。
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第2節　羽毛ケラチンの側鎖成分のラマンスペクトル

　タンパク質の芳香族アミノ酸側鎖は，高い特性ラマン光を

与えることが知られている［37一一・41コ。羽毛ケラチンの構造が，

β一構造で存在することは，X線回折や分光学的研究によって

既に明らかにされている［8，42－44］が，側鎖の構造について

のラマン研究はこれまで全く行われてこなかった。　ここで

は比較的配向性に富む構造［3］を持つことで知られている羽

毛ケラチンrachisの側鎖の状態について調べた結果を記述

する。

1。　実験

試料調製

　第1章で調製した試料を，さらに乾燥エーテルで2日間還

流して不純物である蛍光物質を抽出除去した。乾燥羽毛を形

態学的部位に，rachis，　barbsそしてcalamusにSchroeder

ら［19］の述べた方法に従って切り分け，rachisを分析に用い

た。　なお重水素化は乾燥rachisの0．1gを5m1のD20に

浸け，真空封管アンプル中で40℃7日間放置した。羽毛試

料は，H→D交i換に数日を要するという報告〔45，46］があるた

め，7日間重水素化処理後凍結乾燥した。

2．　装置及び測定

装置はJASCO　NR－1800ラマン分光計：励起光488nm
（Coherent　lnnoa　70　Ar÷レーザー），70mW，スリット幅6　cm－1，

スキャタリング90。を用いて測定した。試料の蛍光を減ら

すために測定する前に低出力レーザーで照射した。
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3。　アミノ酸分析

　ネイティブ羽毛に3％メルカプト酢酸を含む蒸留塩酸を加

え，110℃，24，48そして72時間真空下で加水分解しそれぞ

れをアミノ酸分析計で測定した。　トリプトファンはPenke

ら［47］の方法により定量した。

4。結果と考察

ネイティブrachisと重水素化rachisのラマンスペクトル

をFig。20に示し，帰属はTable　8にまとめた。
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kble　9。　A血no＆（5d　analyses　of　f｛）wl　body艶a伽欝興畑

Ra8idues　pew　10◎：貯e包ま｛鼠鷺e8

A鶏血。級¢i《叉　　C滋a滋砥＄ 鼠犠。憾s Barbs
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6．6g

X．35
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0．盤

e．29

6．98

2．58

3．74

e．45

0．68

ペプチド骨格振動によるアミド1とアミド皿の帰属は

Hsu［48］に基づいて行った。ラマンスペクトルで強い振動が

見られる芳香族側鎖はニワトリ腹部羽毛ケラチン中に4種あ

るが，シスチンの存在量とくらべて低い（Table　9）。

　トリプトファン残基を含んだタンパク質の3置換インド

ールリングから現れるラマンバンドは，羽毛rachis（Fig．

20a＞から4つのトリプトファンピーク，即ち1620（チロシン

のY8aがオーバーラップしたW1），1554（W3），882（W17）760

cガ（w18）が観察された。　Wl～18と波数の帰属はFig．21に

まとめて示した［41］。

　RachisのW3波数に対する絶対値の値をMiura［49，50］らの．

関係式を用いて求めると約103◎であった。この高い値はア

ミノ酸骨格のC。原子とインドールリングのC2原子とは離れ

る方向に向いていることを示唆している。
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　N、H振動は，　rachisでは882　cm”1に観察されたので，水素

結合の形成は弱いものと思われる［51，52］。N1サイトを重水

素化すると約20cガシフトダウンするが，　rachisの揚合，

試料を7日間重水素化したにも拘らずFig．20bに見られるよ

うに，880cガ付近はそのま5で，20　cガのずれが見られな

かった。　このことからNiサイトは重水が置換できない環境

構造を形成しているものと思われる。

　羽毛rachisの観測結果（Fig．20a）からは強度比10：7の
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510と525cm’i（肩）の二つのバンドが見られた。　タンパク質

の一S－S一架橋結合の回転異性，X－C－S－S－C－Yグループ

のS　一一　S伸縮振動数の帰属は，ゴーシューゴーシューゴーシュ

（GGG）形は約510cガ，トランスーゴーシューゴーシュ（TGG）形

または（GGT）形は約525cガ；トランスーゴーシュートランス

（TGT）形は約540cかとSugetaら［53，54］により報告されてい

る。　したがって，ネイティブ羽毛rachisはモル比10：7の．

GGGとGGT（or　TGG）形の二つのアイソマーを持つことが推測

できた。　羽毛rachisを重水素化したときは，　Fig．20bに見

られるように二つのS－Sは合体して517cゴ1に一つの大きな

ピークとして現われた。　波数と強度の変化はおそらくS－S

架橋の幾何学上の変化が重水素化の過程で生じたものと思

われる。含硫アミノ酸，即ちシスチン，システイン，メチ

オニンの三つはC－S伸縮：バンドを630・・一760cm“iに与える。こ

れら三残基のうち，羽毛ケラチンにはシステインは存在せず，

また，Table　9に示してあるようにメチオニンは非常に少な

い。　この領域で観察されたバンドはシスチングループに帰

属して差し支えないと思われる。　トランスX－C－m－CH2一一一Sの構

造とジアルキルージスルフィドのC－S伸縮振動との相互作用

から，Xが水素（PH）のとき，　C－S伸縮：振動の波数は630・・一670cm”i

付近に，Xが炭素（Pc）のとき700一一745cm”“1に現れる

［41，53，54］。　Fig。20aより746cm““1のショルダーはC－S伸

縮振動のPcに帰属でき，トリプトファンのW18バンド760cm”i

とは，はっきりと分かれていた。重水素化によって，これ

ら二つのバンドは合流してブロードなバンド746cかになっ

たと考えられる。
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第3節　小括

　球状タンパク質の結晶固体試料をFTIRで測定し，アミド

1領域の波形解析から二次＝構造の成分比を推定することが

可能であった。その値はCDスペクトルからのものより結晶

X線回折のデータに近いものが得られた。　スペクトルの二

次構造への帰属は水溶液試料に基づいたものを使用したが

固体試料に対しても有効であった。

　羽毛rachisとcalamusの赤外吸収スペクトルは1655cか

に極大吸収を持ち，α一helixの多いタンパク質のものに似て

いたが，波形解析しβ一sheet様構造と判定した。　明らかに

羽毛ケラチンのsheet構造は球状タンパク質のものとは異な

ると考えられる。Rachis，　calamusともsheet構造の成分比

は約80％と推定した。

　また，rac　hi　sについてラマンスペクトル（400－1800cガ）

を観測した。　その中で，トリプトファンのW17バンドは

882cかに現れ，　NIH基のインドール環が弱い水素結合状態に

あることがわかった。また，それが重水素により置換されな

かったことより水分子が接近できない位置に存在している

と考えられる。　ケラチン分子の集合に重要な役割を果たし

ていると考えられるジスルフィド結合に関するピークも510

および525cm－iに観測され，　GGG形とGGT（or　TGG）形が共存

していると考えられた。初めてラマンスペクトルによるア

ミノ酸側鎖の情報が得られた。しかし，それらが羽毛ケラチ

ンの全体構造の中でどのような役割を果たしているかは，明

らかではなく，今後の研究を待たなくてはならない。
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第3章　羽毛ケラチンの熱的性質に関する研究55）



第3章　羽毛ケラチンの熱的性質に関する研究55）

　　第2章で羽毛ケラチンには一般球状タンパクにみら

れるβ一sheetとは異なる羽毛特有のsheet構造が多く存

在していることを述べた。そしてそれが羽毛の物理的強

靱さを維持する役割を果たしていると考えられる。本章

では実際に羽毛ケラチンの構造安定性を測定する一方法

として加熱による構造変化をFT－IRと示差走査熱量計

①SC）で検討した。　FT－IRは試料室にホットステーージを組

み込むことにより，加熱による構造変化が赤外吸収の変化

としてリアルタイムに観測でき，DSCは構造変化を反映す

る熱の出入りを直接観測できる点で最適である。

第1節では球状タンパク質の固体ミオグロビンをFT・・一IRで

測定し，加熱による二次構造の変化を述べた。　第2節で

は羽毛calamusの加熱FT－IRを行い，ミオグロビンの熱安

定性と比較した。　第3章ではDSCによりbarbs，　rachis，

calamusそれぞれについて乾燥，湿潤，尿素浸漬状態の試

料を測定し，各部位の熱安定性の差と水および尿素の影響

を述べた。　さらに，湿潤試料を機械的に磨砕し，高次構

造が変化するかどうかを試みた。
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第1節 固体状態における熱変性ミオグロビンの

FT－IRによる構造研究56）

1．試料の調製

　ミオグロビン（Bovine　Type■）はSIGMA（St。　LOuis，　MO）

から購入したものをそのまま用いた。

試料調製は，第2章第ユ節の試料調製と同様にKBτ結晶板

に挟んでシールした。

2．装置および測定

　装置は第2章第1節に記したものにミクロスコープホッ

トステージ（Me・tt　1er，　FP・一・82）を組み合わせた。熱分析

コントロールユニット（Me・tt　ler，　FP－90）により温度調

整した。
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Fig．　22．　Microscope　FTww－IR　equipped　with　a　thermo－optical　FP82．

また，加熱分析システムの温度プログラムはTable　9と

Table　10のバッチメニューを併用して30・一・200℃における

スペクトルを測定した。データ処理には，JEOLのJXソフ
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トウエアー…一m・及びNEC　PC9801RXを用いたLotus　1－2－3

で行った。　なお，SD，波形分析はそれぞれTable　11，12

に示してあるパラメータ塗用い実施した。
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3．　結果と考察

　Fig．23aはミオグロビンの30℃から200℃までの温度範

囲で測定したアミド1・町域の吸収スペクトノ噛線を重

ね書きしたものである．この重ね書き曲線を見ると，＿

見してミオグロビンの二次構造が熱変性を受けているこ

とが分かる。　アミド1吸収バンドのスペクトル曲線は

80℃で，1654cm－1を頂点とする正規分布型を示している

が，温度上昇に伴い山の形は崩れ，やがてエ664　cm－1，1629

cガ1を頂点とする明りょうな二つのピークに分かれてい
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る。

これは1654cm“”一1の吸収バンドが熱変性を受け低波数側の

1629cm噸1にシフトしたためと考えられる。　そこで，この

変化の過程をより明確なものとするため，30℃で与えられ

ているスペクトル曲線を対照とし，各温度における曲線の

差スペクトルを描いた。　これらの差スペクトルを多重表

示したのがFig・24である。　Fig．24から温度依存性の高
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い吸収帯は1653cm一　1

と1628cm一　1の2つ

であることが分かる。

1653cゴ1の吸収帯

は30℃から80℃
近くまで，いったん上

昇し，その後，．減少に

転じている。もう一方

の1628cm一一　1の吸収

帯は90℃付近から
上昇を始め，130℃近

くまでその傾向は続

き，130℃を過ぎると

ピークの形が変わるとともに1618cm－1に肩バンドが見

られるようになった。このことから，高温領域において，

再度の変性が予測される。また，α畷elixの減少がアミ

ド1領域（1653cガ1），アミドIII領域（1545　cガ）でも生じ

ていることからor・一helixが変性していることが確認され

た。　さらに定量性を持たせるために，1628cm『1，1653　cm

－1の両ピーク高さの変化を80℃から200℃までのそれぞ
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れの温度に対してプロットした。　これがFig．25である。

　　　　　　　　　　　　　　　　　これをみると，1653
　　x．o
　　　　　　　　　　　　　　　　　cガヱが80℃以上　　。．。孟

　　　　　　　　　　　　　　　　　で一方的に減少し

婁＿x．e　　　　　　　　　　　ているのに対し，

璽＿2．e

醒　　　　　　　　　　　　　　　近から上昇を始め，

　一齢　　　　　　　　　　　　120℃で頂点に達
　　　　　　　　　　　　　　　　　し，以後下降線をた
　一華。◎
　　　8◎　X◎0搬X4e　260×89蹴　　どっている。　した
　　　　　　丁磁職脚聡訪日／℃
　　　　　　　　　　　　　　　　　がって，1628cm一　1
Fig・25・　piots　of　the　X65＄　cm－i　（tw＞　and　R628　em一一X

（de）P・ak　h・ights。f　digff・・…C・・鮮甑S・・四脚3・のこの減少曲線は
agamst　tempeXt醜zzre・

　　　　　　　　　　　　　　　　　再度の変性が起き

　ていることを示唆している。　これらの結果より，ミオグ

　ロビンの固体状態における二次構造の変化は1653cm一　1

　から．1628cガ1へのシフトであり，90℃付近から急激に

　進行していることが分かる。　さらにまた，いったん生成

　した1628cm一　1は120℃付近から再度の熱変性を受け

　ていることが分かる。　Yamamotoら［57］のりボヌクレアー

　ゼAの溶液状態での変性が58℃であることとは大きく

　相違している。　次いで，ミオグロビンのアミド1吸収帯

　をフーリエ・セルフ・デコンボリューション（FSD）処理し

　て，二次構造の推定を行った。FSDは見かけ上の分解能を

　上げ，幾つかの成分の重なり合っているバンドを個々の成

　分バンドに分解する方法であるが，波形分析に支障をきた

　さない程度の条件（Tabie　12）で行った。　Fig．23bはFSD
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処碧した吸収スペクトル曲線を多重表示したものである。

未変性状態（30。）のアミド1バンドカ≧らは1619cm－1，

1629　cm一’i，　1639　cm－i，　1653　cm－i，　1664　cm－i，　1672　cm－

1，1682cガ1，1693　cガ1の波数位置に，それぞれ肩ピー

クが認められた。Dongら［32］は，水溶液タンパク質につ

いて，二次微分とFSD処理によって二次構造成分比を報告

している。　一方，Bylerら［30］によれば，ミオグロビン

のX線解析からの二次構造の含有量はそれぞれ，α一helix：

87％，unordered：8％，　turn：7％であり，FT－IRからの含

有量はそれぞれor　一一helix：76％，　extended　chain：24％で

あるという。　β　一一sheetを含まないということでは一致し

ているが，ev　一一helixの含有量：やextended　cha　in含有量

において相違を見せている。　したがって，FT－IRの結果

　　　　　　　　　　　　　　　　　を主に検討する

　舗　　　　　　　　　　　　　ことにする。　ミ

　2．tl　　　　　　　　　　　　オグロビンの二
凱§　　　　　　　　次構造の
富

へ5　　　　　　FSD処理後のス
。．e

　＄0　　　　　　　　＄｛｝　　　　　　　璽20　　　　　　　160　　　　　　　豊0¢

　　　　　丁醗騨縷聡雛醗／℃

Fig．26。　Plo£s　of鷲亙該縫v総vaユu¢s　of　e就葦瓢at¢d◎o㎡bτ㌔

mational　ch雛9¢S触甜一helix（㊥〉，¢xte織ded　ch灸i獄

（騒）a籠d・舳s漁α・螂（愈〉塞帥嶺颯pe戴㈱．

ペ　ク　ト　ル　を

Curve　Fi　tt　ing法

で波形解析
（Table　13）して，

二次構造の相対

含量を求めた。

30℃での各含量を1として各温度に対してプロットした

のがFig．26である。　Fig．26の3本の曲線のうち2
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本はextended　chainとα一helixにそれぞれ特定されて

いるが，もう1本はこれら2つの構造以外をまとめて表

わしたものである。1628c斑一1（extended　chain），1653　c搬

一”@1 iα一helix）の2本の曲線の動きと，その他から総合

的に判断すると，80℃未満の温度で増加を示したα一helix

は，近傍の側鎖を巻き込み，α様の構造を示し，以後他の

構造へ変化したものと思われる。　ミオグロビンの固体状

態での熱変性は，α一hehxの螺旋が熱によりやや延びた

形のβ一sheetに近いextended　cha・inとなり，更にこれ

がunorderedなど規則性のない形へと変換する2殺階

経由の変性が起こっているものと結論した。　また，

Fig．23aから分かるように200℃でもスペクトル曲線が

描かれていることから，若干の規則性は維持されているも

のと思われる。

　以上のミオグnビンの結果から，固体状態における

FT－IR測定は，タンパク質の高次構造の変化を評価する方

法として有用であることがわかったので，羽毛ケラチンの

熱的性質の検討に利用することにした。
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第2節　熱変性羽毛ケラチンのFT－IRによる

　　　　　　二次構造研究

1．　実験

　1一一1．　試料の調製

　　羽毛試料は，第1章の調製と同様に全羽毛を処理した。

熱変性に使用したネイティブ羽毛calamusはそれ以上の処

理は行わず，測定に用いた。　第2章第1節の試料調製と

同様にKBr結晶板に挟んでシールした。

　1・2．装置及び測定

　　装置は，前節Fig．22に示したとおりである。　calamus

を前節の加熱手順で処理し，80一一200℃のIRスペクトルを

得た。　測定条件はミオグロビン測定と同様にした。

1．結果と考察

　calamusのIRスペクトルとFSDスペクトルをFig．27

に示した。解析には，波数領域1600－1700cmha1を用いて

D◎ngら［32コの方法に従い，次のように帰属した：1655　cガ，

helix；　1628　cm一’1，β一sheet；　1688　c！ガ1，　tu：rn。　 第2
章第1節でも述べたように，1656cガは一一般にはα一helix

に帰属されるが，sheetのtwist構造への帰属が妥当と考

えられた。　Fig．27aに示したように，　calamusは80℃に

おいて，ミオグロビンに近いスペクトルを示し，熱変性後

のピーークは1662cガ，1630cかに存在した。　1652cかに見

られるアミド1領域については12e℃付近から1630cm－1に

小さなピークの出現が観測された。180℃以上でこのピー
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クは急激に減少し，さらにピーク形状も著しぐ変化し，高

波数側ヘシフトした。

縦
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　また，Fig．27bのFSD処理したスペクトルから，

calamusの変性は110℃付近から徐々に起こっているこ

とが確認された。

1630cガの出現温度は，ミオグロビンでは90℃であった

が，calamusでは110℃と20℃高い温度であった。　こ

の変化の過程をより明確なものとするため，ミオグロビ

ンの解析と同様に30℃のスペクトルをリファレンスと

した差スペクトルを多重表示したのがFig．28である。

Fig．28から温度依存性の高い吸収帯は1647cガ
（unordered）と1628cガ（β　一sheet＞であることが分かる。

その面積変化を80℃から190℃までそれぞれの温度に

対してプロットしたのがFig．29である。
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　Fig．　29より110℃までは，構造変化は見られなかった

が，110℃から170℃までは温度に比例して1647cm“iは

減少を示し，1628cガは増加を示した。　球状タンパク

質に基づいたDongらの帰属表によれば1650cガ付近の

tf　ptクはun◎rderedとされるがケラチン特有のsheet構

造によるものと考えられる。　1630cガ付近のピークは

exteRded　cha加かβ一sheetか紛らわしいが、　Fig．　29に

おいて温度上昇と共に規則的な構造を持ったβ　一一sheet

がこれほど増加することは考えにくい。　よって、

1628cゴ1のピークはextended　chainと考えて間違いな

いであろう。　即ち、羽毛calamusの熱による構造変化

は、110℃付近からケラチン特有のsheet構造を保って

いるペプチド二間の水素結合が切れ始め、鎖問に結合の

ない引き延ばされた状態となり、温度上昇とともに、そ

噸一肇647c閉一署

壱毯醜8G鵬一嘩
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れがさらに進行し、180－190℃で頂点に達し、200℃に至

って急激に全く不規則な構造になると考えられる。　さ

らに，Fig。30にこの構造変化を2次微分スペクトルか

らも確認したところ，1628cガ（β一sheet）の存在が

180℃までは確かであったが，以後急激に減少している

ことが分かる。よって，calamusは200℃までスペクト

，ルが存在していたが，規則構造は破壊されているものと

思われる。
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　Fig．　30．　Second一一derivative　FT“一IR　spec£ra　for　the　dry　fowl

feather　calamus　with　heating　from　16eOC　to　2000C．

　固体ミオグmビンの変性温度（90℃）は，水溶液におけ

るリボヌクレアーゼAの変性温度（58℃）Yamamotoら

［57］と比較して約30℃以上高い。さらに，羽毛calamus

は，約20℃高いことになる。このことから，羽毛ケラチ

ンは熱に対しても強い抵抗性を示すことが確認された。
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第3節　二二走査熱量測定による解析

1．　試料

　ニワトリの羽毛を鋏で3部位（barbs，　rachis，　calalus）に

分け，前節と同様にエタノール処理，水置換を行った。水

置換したものを湿潤試料とし，湿潤試料を凍結乾燥して乾

燥試料とした。また，rachis湿潤試料を尿素（2－8M）に40℃，

4h浸漬処理した。湿潤粉砕試料をPOIytron（Kinema　ti　ca，

Switzerland）によって，氷山下で24，　OOO回転30sec粉

砕し，60sec休止する粉砕操作を10回繰り返し，フィルタ

ー（no．101，濾：紙，　Advantech，　Tokyo，　Japan）を用いて

濾過して調製した。　本研究には，このように調製した乾

燥試料，湿潤試料，湿潤粉砕試料および尿素処理試料を用

いた。

2．示差走査熱量測定（DSC）

　湿潤試料，湿潤粉砕試料，乾燥試料および尿素処理試料

のDSCは，　SSC一・5020DSCIOO（Seiko，　Chiba，　JapaR）、を用

いて，5K／面nの四温速度を用いたことを除いては
Takahashiら⊂58］の方法に従って測定した。

　採取した各試料（乾燥重量，約3mg）をカプセル底部に

密着させるために，銀板（厚さ0．　2mm）をかぶせて試料を

押さえ込んで密封した。　湿潤試料および乾燥試料のリフ

ァレンスには，それぞれ水を封入したカプセルおよび空カ

プセルを用いた。DSC測定後，カプセルの蓋を清浄なニッ

パーで切除し，110℃で8h乾燥し，続いて，550℃で8h灰

化した。　カプセル中の試料重量は，灰化後の重量の減量
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から求めた。

3．結果と考察

3－1．ケラチンの水分量

　湿潤試料を凍結乾燥して得たbarbs，　rachisおよび

calamusの乾燥試料の水分は，それぞれ6．3％，8。2％およ

び9．2％であった。

3一一2。アミノ酸組成

乾燥試料のbarbs，　rachis，およびcalamusは，ヒドロキ

シプロリンとヒドロキシリシン（Table　14）が検出されず，

他のコラーゲンのような皮膚由来の硬タンパク質の混入

がないことを確かめた。　全ての試料は，シスチンが非常

に高含量（41－44残基／1000残基）であることを示した。シ

スチンから派生するランチオニンは検出されなかったの

？滋）Xe　1墨．　A魚三no　Acid　Composi短。鵬a　of　Bari）s，　Rachis，　a論d　Calamus

藪て》磁藪）wl欝㊤綾thCf

Barbs　　　Rackis　　　Cala醜us　　　Who1¢b

驚
恥
濫
鑑
鑑
諸
誰
㎞
畿
潔
臨

露
擁
齪
。
蕩
劣
3
男
墓
。
9
罐

。
麸
慧
麟
。
鷺
舞
慮
フ
。
碧
。
8
4
妬

。
署
麗
。
4
◎
舞
蕊
。
蕃
塁
。
釦
。
罐

　
　
　
1
　
　9
置
桶

　
　
　
　
　
　
　
1

。
豊
驚
響
鷺
劣
3
三
塁
三
∂盛Resid鵬s／1，0◎O　resid聡cs．

bAkahan¢6f鳳驚）

63



で，過酷な試料調製がなされていないことを示した。　そ

の他のアミノ酸組成は第1章第1節に述べた通りである。

3－3．　乾燥状態における熱挙動

　乾燥状態で，ニワトリ羽毛barbs，　rachis，　calamus

（6．　3－9．　2％湿度）のDSCの吸熱ピークは，湿潤試料（約

110－160℃〉と比べ170－200℃（Fig．31，Table　15）と著しく

高い温度領域に認められた。　通常の状態で生体高分子を
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　加熱すると，高い温度領域では，次のような反応が起こ

ると考えられる。　（1）高次構造の変化，（2）主鎖の切断，

および／もしくはその限定的再結合（3）構成単位残基を含

む生体高分子の熱分解，および／あるいは無制限な発熱を

伴う酸化分解などである。

ニワトリ羽毛barbs，　rachis，　calamus（2一一3　mg）をDSCによ

る反応終点の温度（160℃）まで加熱し，，室温の水（50m1）で

2min強く擬絆したが，各々の試料においてタンパクの溶解

は認められなかった。　ケラチンのペプチド結合は吸熱転

移の間では実質的に分解されることはないので，吸熱ピー

クは高次構造の変化を検知したものと考えられる。
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3－4．　湿潤状態における熱挙動

　湿潤状態での羽毛rachisの吸熱転移は球状タンパク質

やコラーゲンのようなタンパクより（Fig．32，　Table　16）著

しく高い温度領域110一一160℃に2つの吸熱ピークを示した。

◎
趨
蟹
O
濃
⑪
㈲
崔
の
ぶ
鋼
◎
讐
U

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　黛r讐d獄“鐸

　　　　聯矯　　　　　購織織勘飛

鷺隅懸隙縫’

轟醗欝鍵

懲Mur3a

＄2g 璽3◎　　　　　　餐曝◎　　　　　　餐5◎

　　丁三脚r＆鋤re　1“G》

壌60

Fig。32。　DSC　C囎鴨s郵◎sc　W飢F◎w璽geea癒鍍Rachi§w重癒蹴d♂w蓋撫◎蹴

　　曲eP：即es銀ce◎ぞU鷲隷、

　　　A負eτ雄臨鉱s並9：職。蹴s癬2一呂簸聰rea就40。C負》r轟ぬ，　DSC脚聡s

　　ca㎡ed◎麗聰si蹴墓蓬醗鍾寵ig蹴s量蓋v鉱s雛璽》蓋薫》c期；）s磁e譲tS　kek融蓼職驚e◎f

　　5Kl／歯固。

，66



①
刈

Tahle　玉6．　The囎al　Cha鍛cteristics　of　Barbs，　Rac版s，　a跣d　C＆la鵜“s　f沁m　Fow臣ea鰻ler・w髭h蟹輌艶◎厩U憩e3一駿密atmε鵡。どwith　P擁1vedza縫。簸Eva1“a窪ed

　by　DSC聡繭r㈱We重Co繭t董◎翻

P¢窺k1 Pe翁k　2

TransitioR　temp．　（OC） Enthalpy

（nd／mg）

丁誓a轟s玉tion　temp．（。C）

To ．
恥

Tc To 蹄 Tc

Enthalpy

（認／mg）

Barbs・

　曜lve

　P羅1ve伽d

Rachis

　霊a重lve

　2粥贈a

　4躍㈱a
　8麗黎罫ea囁

puヨv彪ed

Cal蹴繍s

　龍atlve

　P腿蓋ve癖zed

116．2土L1

匪30．2土1．茎

l13．3　±　1，7

」ほ2．6士1．1

110．1　±　2，3

127，1　±　1．4

140．7　±　O，4

124、0圭0．8

922．2　±　e．7

1L26．8士L1

50±96331

【
一
一
一

4α±議13五

7．2士0。8

2．0　±　O，3

4．1士L8

2．6士1．建

83士0．9

143，1圭0．9

132．2　±　e．5

1318士0．6

125．0　±　03

146．4ま：1．6

143．5土L2

140．3土9．3

151．4士0．8

星4＆3±0．4

137．3　±　e．！

135．4　±　O．3

129．8圭05

152．8圭0．7

148．1　±　O．7

1465　±　1．2

147、6圭2．4

叢57．0士0．6

i53．3　1　O．5

隻42．8士0．7

141，1　±　e．3

134．8士0．8

158．5　±　e．7

璽52．4圭0．9

！53．8ま：1，9

17．5　±　e．7

17．0士0．g

18．4士L3

茎0．2土L3

10．9±韮．6

9．4士2，1

14，5ま1．4

9．8ま0．5

20，5　±　e．9

：ro，　o無es¢t　te鵬p，；7覧p，翼繍k　Ie擶p．；7c，　c◎轟c1“sjo盤窪emp．　Me敷鋤士S．D．（盤＝＝7），



低い方のピーク（ピーク1）は比較的弱くブm一ドで，高い

方のピーク（ピーク2）は強く鋭く，ピーク2のエンタルピ
v・一・・ ﾍピーク1の4倍を示した。　したがって，ピーク2は

ニワトリ羽毛rachisの主たる熱転移に相当すると考えた。

はじめのDSC測定後，引き続き室温まで急速に冷却し，再

度同じ感温速度で加熱したが，つぎの測定では吸熱ピーク

は認められなかった（Fig．32）。　したがって，ここで検知

された吸熱転移は不可逆であると考えられる。　2－8M尿素

に40℃で4h浸潰したrachisは，尿素濃度の増加により転

移温度とエンタルピーが著しく減少した（Table　16）。　尿

素濃度（X）と転移温度（ピーク温度，Y）との間には，　Y＝

◎．311×2－4．67X＋147．5（R＝0．978）で示される相関性

の高い関係があることが認められ，エンタルピー（Y）との

間にも，同様iにY＝0．272×2－3．16X＋17．4（R＝0．902）

なる相関性があることが認められた。　これは，おそらく

尿素によって水素結合が破壊されてrachisの高次構造が

不安定になったものと推定した。　ニワトリ羽毛barbsお

よびcalamusも，湿潤状態のDSC曲線は2つの吸熱ピーク

を持ちrachisの熱変性と類似していた。　barbsのピーク

2は，rachisとcaiamusのそれより8℃低い吸熱ピークを
示した（Fi　g．　31，　Table　16）。　barbsとrachisのエンタルピ

ーは類似していたが，calamusはかなり低い値を示した

（Table　l6）。　これはcalamusのアモルファス成分が，

rtichisより高い割合を占めているためと考えられる。
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3－5　粉砕による熱挙動の変化

Fig．33に水中で粉砕した試料のDSC曲線を示す。　粉砕し

た試料は，ネイティブ試料の結果と比較して低い方のピー

ク（ピーク1）はrachisでは減少又は消滅し，高い方のピー

ク（ピーク2）は高い温度にシフトした（Table　16）。　この
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ことは，粉砕による勇断力が加わり，ニワトリ羽毛ケラチ

ン分子に規則的分子再配列をもたらし，わずかに高い安定

性を与えたのかもしれない。calamusの場合，粉砕によっ

て粉末部分と針状部分が形成されたが，粉末部分はろ紙に

固着して取れず回収できなかった。　その結果，粉砕

calamus試料はほとんど針状部分のみであった。　粉砕

calamusの変性温度はネイティブに近い値を示したが，エ

ンタルピーはネイティブの2倍高い値を示したので，これ

らの針状部分が規則構造の熱転移において重要な役割を

担っていると考えられ，粉末部分は事実上アモルファスで

あると考えられた。　barbsとrachisの粉砕試料のエンタ

ルピーは，ネイティブのそれと類似していた。　ケラチン

のペプチド結合は吸熱転移の間ではほとんど分解されな

いので，吸熱ピークの存在は，高次構造の変化を検知した

ものと考えられる。　また，熱転移における水の著しい効

果は，種々のタンパク質［59，　60］，殿粉［61コでも報告されて

いるが，繊維構造かつ不規則な高次構造のケラチンにおい

ても，水分による強い影響が認められた。　羽毛ケラチン

の熱変性挙動を検知して高次構造や形態学的差異を評価

するうえで，DSCは有用であった。
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第4節　小　括

　本章は羽毛ケラチンの構造安定性を検討する一環とし

て，熱的挙動をFT－IRとDSCにより測定した。　第1節に

基礎的検討としてすでに高次構造の確定しているミオグ

ロビンの構造変化を詳細に検討した。固体のミオグuビン

は加熱により3殺階にわたって構造変化を起こした。　即

ち，30－80℃；α一helixの僅かな増加とunordered構造

の僅かな減少，　80－130℃；α一helixの減少に伴う

eXt　ended　cha　inの急激な増加，130－160℃；extended　chain

の急激な減少，である。主要な変化は90℃付近から起こり，

α一helixが壊れて伸びた状態になり130℃以上になるとそ

れが規則性のない形へと2翼々で起きている。　また，

200℃においても1654cm“’1のピークは消失せず残っている

ことから熱安定性の高いhelixも存在することがわかった。

第2節では前節の方法を羽毛calamusに適用し，110℃付

近から構造変化を起こし，180℃以上でさらなる変化を起

こすことがわかった。　これはミオグロビンの場合より約

20℃高く，ケラチンの構造安定性を示していた。

　第3節はDSCにより羽毛各部位の熱挙動および水，尿素

の影響を調べた。　乾燥試料では吸熱ピークがbarbs；約

190℃，rachis；約185℃，　calamus；約180℃に現れた。

湿潤試料ではいずれも150℃付近となり，水分子の存在が

構造変化を起こし易くしていた。　尿素水溶液に浸した試

料ではさらに転移温度は低くなり，また尿素濃度に依存し

ていた。乾燥試料から得られた転移温度はFT一一IRでの測定

の第2三階目の変化に対応していると思われるが，第1農
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階目の110℃付近の変化に対応する吸熱ピークは得られな

かった。
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総　括

　ケラチンは生体保護物質として上皮系細胞の角質化に

よる生産物である。　羽毛ケラチンは表皮や毛髪と著しく

異なり，身体の保護ばかりでなく飛翔の役割を担うため，

非常に強固な形態を形成しているものと思われる。　そし

て羽毛の独特な形態を見ても羽毛ケラチンの分子構造は，

他の繊維タンパク質とは異なる特有なものであると予想

される。　その構造と性質を明らかにするための各種方法

論の開発は，薬学研究も含めて広い研究分野に貢献するば

かりでなく，鳥類の進化を研究する上でも重要なことであ

ろう。　本研究は一次構造と二次構造，さらに羽毛ケラチ

ン分子の集合体の構造安定性を明らかにすることを目的

に行った。

　その構造的な特徴は，アミノ酸配列により裏付けられる。

第1章にはその分離精製法，各精製過程における，タンパ

ク質の種類，数を明らかにした。　それらのアミノ酸，低

分子タンパク質の特性について記述し，アミノ酸配列から，

二次構造の推定を行った。　また，その低分子タンパク質

の数を簡便に調べる方法として，キャピラリー電気泳動が

有効であり，その泳動パターンは，鳥類の種により異なり，

最も進化したスズメ目は最も複雑な成分数を持ち，成分の

多様性の程度が鳥類の進化を反映していること，また，羽

毛の形態学的に異なる部位（barbs，　calamus）のケラチンは

別個の遺伝子に由来していることが明らかになった。　さ

らに，ケラチンの構造解析をする場合イオン交換クロマト

グラフィーで精製する必要があり，キャピラリー電気泳動
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で予め分離パターンを予測できることは大変有用である

ことがわかった。

　第2章は，固体タンパク質の二次構造とアミノ酸側鎖の

状態を知るため立体構造が既知の球状タンパク質および

羽毛の各部位をFT－IRとラマン分光法で測定した結果を述

べた。固体ミオグロビン，リゾチーム，コンカナバリンA

をFT－IRで測定し，解析した結果はいずれもX線デ・・一一・・タと

よく一致し，タンパク水溶液に基づいたDongら［31］の

二次構造帰属表が有効であった。　羽毛calamusおよび

rachisのスペクトルはともにα一helixに富むミオグロビ

ンに似ていた。　しかし，波形解析の結果，約80％のβ

一sheetが存在すると見積もられた。羽毛ケラチンのsheet

構造は明らかに球状タンパク弓馬のそれとは異なること

が分かった。　ラマン分光からは，トリプトファンとS一一S

結合の存在状態が得られた。特に，7日間重水素化しても

NIHサイトのバンドシフトが生じなかったことは，トリプ

トファンが重水に接しにくい構造を形成していると推測

される。

　第3章では，羽毛ケラチンの構造安定性を調べるために，

試料を加熱しその構造変化をFT－IRで観測し，またDSCで

構造変化に伴う熱変化を測定した。

　モデルタンパク質として高次構造がよく分かっている

ミオグロビンを用いて，顕微FT－IRに熱分析システムを組

み込み，温度を連続的に変化させながら構造変化に対応す

るスペクトルをとり，それの解析を試みた。　ミオグロビ

ンの構造変化は室温から80℃までes　一一helix隣接部がわず

かに巻き，その後130℃付近までor　一一helixが引き延ばされ，
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さらに温度が上がると不規則構造になるという3段階で

進むと考えられる。　この方法はタンパク質の熱的構造変

化を観測するのに有効であった。　羽毛caiamUSに応用し

た結果，11e℃付近から構造変化を起こし，180℃以上でさ

らに変化した。　これはミオグロビンの場合より約20℃高

く，ケラチンの構造安定性が高いことを示している。

　DSCの測定では，乾燥状態における羽毛の吸熱ピs・・一一・クは，

高い温度領域（170一一200℃）に認められた。羽毛の各部位の

うちbarbsが他より約10℃高く，ピークのトップは190℃

であった。　また，水分を含んだ状態における羽毛の吸熱

転移は乾燥試料よりも低く，110－160℃の範囲で2つの吸

熱ピークを生じた。　2つの吸熱ピークのうち高温側のピ
・…一一一・一 Nのエンタルピーは，低温側のピークの約4倍であった。

また，尿素存在下における転移温度は湿潤試料よりもさら

に低くなり，尿素濃度に依存していた。　当然の結果なが

らタンパク質の構造変化に水分子および変性剤としての

尿素の役割が大きかった。

　FT・・一・IRにおいても，　DSCで吸熱転移に相当する温度

180・一一200℃において1626－1628cガ（β一sheet）は激的な減少

を示した。　ケラチンのペプチド結合は吸熱転移の間では

ほとんど分解されないので，吸熱ピークの存在は高次構造

の変化を検知したことを反映したものと考えられる。

　DSCの結果においてbarbsの転移温度がcalamus，rachis

よりも高く，エンタルピーも2倍以上大きかったことは推

測の外であった。触覚的にはbarbsは軟らかく，calamus，

rachisは硬い。　また，　sheet構造の含有量がbarbsは

30一一5e％，　calamusとrachisは80％である。　規則構造が多
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ければ高次構造は安定で物理的にも強固になると考えら

れる。　しかし，熱に対する安定性は機械的な強度とは異

なり分子配列の緻：密さが重要であり，barbsは細くても強

度を保つために緻密な組織なのではないだろうか。

　本研究で鳥類特有の羽毛ケラチンの組織学的な部位が

似た性質でありながら，タンパクの成分構成，構造的な違

い，物性の差などがあることが明らかになった。　羽毛の

拡大図Fig．34に示している［19］。鳥類がこのような微細

構造を持った羽毛を進化の過程でどのように獲得して，ど

のように生体内で作り上げているのかという問題を明ら

かにするには，まだ多くの研究を必要とするであろうが，

本研究がその一助となっていることを確信する。
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略　語　表

SCM

DEAE

CE

Z1一メチル

FT一・一IR

MCT

FSD

DSC

S一一カルボキシメチル，

Smcarboxymethyl

ジエチルアミノエチル，

Diethylaminoethyl

キャピラリ・一一・　as気泳動，

Capillary　electrophoresis

トリメチルアンモニウムプロピルスルフォン酸，

Tximethylaramoniumpropansulfonate

フーリエ変換赤外分光々度計，

Fourier　transform　infrared　spectToscopy

水銀一カドミウムーテルル（HghCd。Te），

Mereury－Cadmium－Te！lurium

フーリエ・セルフ・デコンボリューション，

Feuxier　一　Self　一　Deconvolution

示差走査熱量：測定，

Differential　s¢anning　calorimetry
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