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Figure 1. Preventive effect of amino acids on heat-induced
aggregation of lysozyme. Inserted letters show the single letter
code for amino acids as additives. Soluble lysozyme
concentration after heat-induced denaturation at 98°C for 30 min
with 200 mM (open bars) and 50 mM (shaded bars) of each amino
acid. Data for Q, D, and E at 200 mM could not be determined
because of the low solubility of the amino acids in the buffer. Q,

D, and E at 200 mM could not be determined because of low



= 100} HaN H:N
5
‘s BOL HzN N /k HaN N /k
$ b H NH H NH
—
S 6ol COOH COOCH,
=
(2 40| a Arginine Arginine methyl ester
o
'g 20 —@- Arginine H
o -m- Arginine methyl ester AN
% —— Spermine H‘NMH SN NH:
o |
< ' I ' I ' Spermine
0 40 80 120

Additive Concentration (mM)
Figure 2. Aggregation suppression of lysozyme after the heat treatment at 98°C for 30 min. The samples were 0.2 mg/ml
lysozyme in 50 mM Na-phosphate buffer (pH 6.5) with various concentrations of additives. Arg, closed circles; Arg methyl ester,

closed squares, Spermine closed triangles.
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Figure 4. Turbidity dependence on NaCl concentration in

presence of ANS and ThT. Turbidities after heating for 2000
seconds in the absence (closed circles), or presence of 300 uM

ThT (closed squares), and ANS (closed triangles).

BEARDOEEIX, T/ ~v—TohoOF I VEOENORE L EEO T v AT L > THRDOHILT
W5, TRNETICEEDO O ARSI TWAHNCT I a4 REHENRH D, 7 I oA FHHES
IXERE 10nm FREDOMEVEED & X7 BEERTH Y . £ 20 FEORBOFRE & F 51T
Do T I0A FEHEDIERT DA, X UDICERNEK S, T OBICEINMBE L TRHEC 72
HEN) TEBIERETANEZ LN TND, TIvA NRMEOD X TH I, figtko4) =
v —LEBEZOLNTWD, EREDOL I BRHAEATER SN TWVEON, EOBHVDOREIRO
M2 LN T EFWERICAATSHS S, Lt MlaEtidfErL s b LANI WA Y Tw—N
W ENMBLNTEREY, 4V I~—0BHEATFEEE SN T3,

I HF N v A DIEEERIE R ZBIICBIE LT & 2 A, AIEEO A ) I~ OIFEZ R T
7o, MBVEEKRTERO 7 a2 A2id, Ao+ ) d~— 895 LRKEIZEET 571 Tliize<,
T )N I —IHEAT AL EENTWDZENHLNE o7, DF D, INEEREIR
ERRO 70 2CH T 2 aA MR L FREORIENEENTWDEZ EER LTS, 204
Tv—NT I NEEOERIZEGT 54 I~—LRUNENE WD Z EIFIEFICHBREN
HThD,

A HF RN ADOMBRERIZL T I 0 A REROBEREZENLTWAH Z ERE AT v —T I
LDBEN TR INT-, 7 In A NHEISEEERNETICH 20 TR BHEEICL > TT I 2 A N
HExZElbEs TR0, REEHEIC X2 EMS 7 07 7 —BIC X DMK iEEZ iz v, 72
oA RERHEIZZ 5D 2 2 X7 B T HIpREE CHRAIMICRE S LTCBEERTH 5, 7 a1 R
EMNBEEEAR DL ENEDOEWIIBHEEDOHAIMEIC L b D B2 b b,

[F&0]

AWIEIEL, & 37 B OEERIE R A i3 2 B o BEMSI S ChLHIR I 7T I T I
Mo AT NVERHRA LT, 2D FIRZ XV EOBEENRZ M LSE 5D TIE R, #37
BEH LOKBEMHT D EEx BN, £z, MBBEROIRIZEBIT 5 7o A& fiiT 25 2
& TTMBEERTH RO T ) 2~ — 0N BE T 72, MBGEERONEIC S T 2 o1 FE#HE L
LLOBHEENTFAET H Z L2 LN LT,



[FR3C B K]
Chapter 1
General introduction 1
Chapter 2
Effects of amino acids on the prevention of heat induced aggregation of HEL 9
Chapter 3
Amino Acid Esters Prevent Thermal Inactivation and Aggregation of HEL 22
Chapter 4
Prevention of thermal inactivation and aggregation of HEL by polyamines 33
Chapter 5
Stretched-exponential analysis of heat-induced aggregation of aConA 44
Chapter 6
Thioflavin T and 8-anilino-1-naphthalenesulfonate recognize the thermal aggregation of
aCon A 62
Chapter 7
General conclusion 78
[##&]

Kentaro Shiraki, Motonori Kudou, Shinsuke Fujiwara, Tadayuki Imanaka, and Masahiro Takagi.
Biophysical effect of amino acids on the prevention of protein aggregation. J. Biochem.,
132(2002)591-595.

Motonori Kudou, Kentaro Shiraki, Shinsuke Fujiwara, Tadayuki Imanaka, and Masahiro Takagi.
Prevention of thermal inactivation and aggregation of lysozyme by polyamines. Eur. J.
Biochem., 270(2003)4547-4554.

Kentaro Shiraki, Motonori Kudou, Shingo Nishikori, Harue Kitagawa, Tadayuki Imanaka, and
Masahiro Takagi. Arginine ethylester prevent heat inactivation and aggregation of lysozyme.
Eur. J. Biochem., 271(2004) 3242-3247.

Kentaro Shiraki, Motonori Kudou, Ryusuke Sakamoto, Itaru Yanagihara, and Masahiro Takagi.
Amino acid ester prevent thermal inactivation and aggregation of lysozyme. Biotechnol. Prog.,
21(2005) 640-643.

Motonori Kudou, Kentaro Shiraki, and Masahiro Takagi. Stretched-exponential analysis of
heat-induced aggregation of apo-concanavalin A. Protein J., 24(2005)193-199.

Motonori Kudou, Kentaro Shiraki, and Masahiro Takagi. Thioflavin T and
8-anilino-1-naphthalenesulfonate recognize the thermal aggregation of apo-concanavalin A. in
preparation




	【考察】 
	コンカナバリンAの加熱凝集体形成を動的に追跡したところ、可溶性のオリゴマの存在を確認できた。加熱凝集体形成のプロセスには、可溶性のオリゴマーどうしが単に会合するだけではなく、モノマーがオリゴマーに結合する反応も含まれていることが明らかとなった。つまり、加熱凝集体形成のプロセスにもアミロイド線維形成と同様の反応が含まれていることを示している。このオリゴマーがアミロイド線維の形成に関与するオリゴマーと同じか否かということは非常に興味深い点である。 
	コンカナバリンＡの加熱凝集体にもアミロイド様の構造が含まれていることが蛍光プローブによる観察から示唆された。アミロイド線維は凝集体内部にある分子間β構造によってアミロイド線維は安定化されており、界面活性剤による変性やプロテアーゼによる加水分解を受けにくい。アミロイド線維は多数のタンパク質が分子間構造で規則的に結合した凝集体である。アミロイド線維と加熱凝集体の安定性の違いは構造の規則性によるものと考えられる。 
	本研究は、タンパク質の凝集体形成を抑制する新規の凝集抑制分子であるポリアミンとアミノ酸エステルを発見した。これらの分子はタンパク質の熱安定性を向上させるのではなく、タンパク質どうしの会合を抑制すると考えられた。また、加熱凝集体の形成におけるプロセスを解析することで加熱凝集体でも可溶性のオリゴマーが観察できた。加熱凝集体の内部にもアミロイド線維と類似の構造が存在することを明らかにした。 【論文目次】 
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