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研究成果の概要（和文）： 
 申請者らは、代謝産物が生体高分子の安定化、活性化に及ぼす作用機構を解明するため
に、代謝産物の特徴的な構造であるベタイン構造を有するアナログを合成し、それらが溶
解した溶液の物性を調べた。その結果、ベタイン誘導体を水に溶解させると、両親媒性で
電荷を有するにも関わらず、これらの化合物はモノマー状態として溶液に分散しているこ
とが明らかとなった。また、溶液に溶解すると構造に依存して、蒸気圧、誘電率、密度な
どを変化させ、その変化の割合は生体高分子の安定化や活性化の序列と一致することが明
らかとなった。一方で、生体高分子との直接的な相互作用は確認されず、このような溶媒
の物性変化が安定化や活性化に影響を及ぼしていることが強く示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In order to clarify the mechanism of stabilization and activation for biomolecules 
induced by cellular metabolites, the analog possessing betaine structure characteristic 
of cellular metabolites were synthesized. These betaine derivatives dissolved in water 
as the monomer at high concentration range even though they possess amphiphilic 
property. Furthermore, when they are dissolved in water, they strongly change the 
solvent property such as vapor pressure, dielectric constant, solvent density and so on. 
The order on changing solvent property is in good agreement with that of the 
stabilization and activation for biomolecules. On the other hand, these molecules 
scarcely interact with biomolecules. The present results strongly suggested that 
stabilization and activation for biomolecules induced by the addition of metabolite 
analogs are ascribed to the change in the solvent property by dissolving the analogs in 
water. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞内には、タンパク質や核酸のような生
体高分子や栄養素の他に、酵素が代謝活動に
よって作りだした糖、有機酸、アミノ酸など
数千種類に及ぶ代謝物質が存在する。これら
代謝産物を網羅的に解析するメタボローム
解析は、その上流の細胞機能である酵素活性
や遺伝子発現を知る重要な手がかりとして
今、注目を集めている。数ある代謝物質の中
には、単に糖質、アミノ酸、脂質、核酸など
の酵素代謝過程で産生した老廃物ではなく、
産生されることで積極的に細胞内の機能制
御を行っている物質群がある。この物質群は、
時に数 mol/L という高濃度で細胞内に蓄積さ
れるにも関わらず、細胞機能を阻害せず、浸
透圧調節、細胞膜の安定化、尿素変性緩和、
レドックス調整、活性酸素の除去等の細胞保
護に使われる。細胞機能に適合性を示すこと
から、これらの物質群は特別に“適合溶質”
と呼ばれる。 
 この適合溶質が急激に細胞内に産生され
るのは、細胞が高温、高圧、高塩、乾燥など
の水ストレスを受けた場合であり、遺伝子レ
ベルで、その生成、蓄積が制御されている。
また、特定の代謝物質だけが産生されるわけ
でなく、生育環境や外部環境によって産生さ
れる代謝物質は使い分けられ、組み合わされ
ている。例えば、Yancey らが行った適合溶質
産生に関する調査では、深度が 0.5 km に生
息する二枚貝ではα－アミノ酸が 35％、タウ
リンが 28％、グリシンベタインが 26％とい
う割合で細胞内に蓄積されるが、深度が 4km
の生息する同種の二枚貝では、セリンホスホ
エタノールアミンが 37％、グリシンベタイン
が 26％、α－アミノ酸が 20％と、同じ二枚貝
でも生息する環境によって使われる代謝物
質の種類やその産生される割合は異なるこ
とが報告されている（J. Exp. Biol., 208, 
2819, 2008）。同様のことは軟骨魚類や哺乳
類の臓器などでも確認、報告されており、未
だその理由は明らかではないが、生物はこれ
ら適合溶質を使い分けていることを窺い知
ることができる。 
 適合溶質は細胞機能を制御できる新しい
“バイオマテリアル”として注目されている
が、これまでの研究は、個々の適合溶質に焦
点をあてるのみで、数千にも及ぶ代謝物質群
全体の機能は比較検討されてこなかった。申
請者は、細胞がなぜそれらの代謝物質を使い
分ける必要があったのか、なぜ組み合わせて
使う必要があったのかを解明できるよう、適
合溶質の化学構造と機能の総合的理解に関
する研究を展開してきた。 
 構造的類似性に乏しい代謝産物群である
が、多くの分子は構造中にカチオンとアニオ

ンを併せ持つ。さらに、対イオン化合物とい
っても、グリシンとタウリンのようにカチオ
ンとアニオンの距離の離れたものや、プロリ
ンベタインとグリシンベタインのようにア
ンモニウム基の嵩高さが違うもの、タウリン
とグリシンベタインのようにアニオン基が
カルボン酸とスルホン酸とで違うもの、など
があり、その化学構造は多様性に富んでいる。
申請者はこの構造の類似点と相違点に着目
し、グリシンベタイン（N,N,N-トリメチルグ
リシネート）を基体とした人工適合溶質ライ
ブラリーを合成した。合成した適合溶質の存
在下、DNA 二重鎖の安定性を検討したところ、
適合溶質の化学構造によって不安定化の度
合いに差異が確認された（Tetrahedron, 64, 
168, 2008）。また、酵素活性に関しても類似
した構造相関があることも明らかとなって
いる。グリシンベタインのメチル基をブチル
基に置換した N,N,N-トリブチルグリシネー
トは 50 mM の濃度で、酵素活性を３倍~１０
倍向上させることも明らかとしている。酵素
反応における速度パラメータ解析より、適合
溶質が生体分子へ及ぼす作用機構は基質と
酵素との結合促進にあることが示された。ま
た、円二色性スペクトルに変化がなかったこ
とから、適合溶質の働きは間接的な作用であ
り、水分子の関与が示唆されている。本研究
では、この適合溶質の生体分子に対する作用
機構を明らかにすることを目的として研究
を遂行する。得られた知見は、細胞内で産生
される未知の代謝物質の機能予測や、天然物
よりも高機能の適合溶質の設計に還元され
ることが期待される。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、適合溶質が核酸や酵素のよう
な生体高分子へ作用するメカニズムを明ら
かとする。これまでの研究から、適合溶質の
存在下、生体高分子の円二色性スペクトルに
変化がないことから、3 mol/L を超える溶解
度を持つ適合溶質が媒体中の水和環境を変
化させることで安定性や活性に影響を及ぼ
すことを推察している。本研究では、適合溶
質の水和や会合、それに伴う生体高分子の水
和環境の変化を定量的に解析し、なぜ生体高
分子の安定性や活性に適合溶質が影響を及
ぼすかを解明することに注力する。他の研究
者が行ってきたこれまでの研究では、天然の
代謝物質をそのまま使っていたため、適合溶
質の化学構造が与える影響についての総合
的な知見は得られなかった。申請者は有機合
成的手法によって化学構造とそれがもたら
す機能の相関を初めて明らかとした。本申請
に関する研究によってその作用機構が明ら
かとなれば、細胞内で産生される適合溶質が



 

 

それぞれどのような役割を担っているか、ま
た、産生された物質の組み合わせがどのよう
な効果をもたらすのかを、適合溶質の化学構
造から予見することも可能となるだけでな
く、人為的に酵素活性や細胞機能を外的に制
御できる新規バイオマテリアルの創製へも
つながることが期待される。 
 
３．研究の方法 
 
 適合溶質を溶液中に添加することによっ
て、核酸二重鎖は不安定化を起こし、酵素は
反応速度が上昇する。また、酵素反応の速度
パラメータ解析によって、適合溶質の添加に
よって Km 値が低下することが活性上昇の因
子であることが解明されている。Km値の低下
に関しては、適合溶質添加に伴う排除体積効
果によって説明することもできるが、一方で、
分子会合が促進されるにも関わらず核酸二
重鎖は不安定化されており、一概に排除体積
効果だけですべての現象を説明することは
できない。これまでの研究から核酸の熱力学
的安定性は、水和に強く影響されることもわ
かっており、適合溶質、もしくは核酸、酵素
の水和状態の変化がもたらしている現象と
推測することもできる。実際、適合溶質の溶
解度は 3 mol/L を超え、有機化合物の溶解度
よりは無機塩の溶解度に近い。つまり、強く
水分子と結びつき、媒体の水和環境を積極的
に変化させている可能性は高い。本研究では、
適合溶質と核酸、酵素の“水和状態”を明ら
かとすべく実験を行い、適合溶質が生体高分
子の安定性や活性に及ぼす作用機構に迫る。 

①   適合溶質の水和、会合挙動の解析 
 適合溶質の水和は、媒体の密度や蒸気圧に
強く影響を及ぼす。また、分子内にカチオン
とアニオンを併せ持つため、適合溶質の化学
構造によっては適合溶質同士での会合が起
こる可能性もあり、会合が生体高分子への効
果の一因となっている可能性も否めない。そ
こで、適合溶質の水和、会合挙動に関する一
連の測定を行い、適合溶質の溶液中での挙動
を調べる。対象とするのは、カルボキシベタ
イン、新たに合成するスルホベタインの誘導
体を予定している。 
 適合溶質の水和に関しては、溶液の密度、
蒸気圧測定や、D2O に溶解させた適合溶質の
核磁気共鳴スペクトルにおける HDOのケミカ
ルシフト変化などから総合的に評価する。ま
た、分子会合についてはアニリノナフタレン
スルホン酸（ANS）を使った蛍光プローブ法
と動的光散乱測定（DLS）から解析する。最
終的に、適合溶質の化学構造（カチオン近傍
の嵩高さやカチオン、アニオン間のスペーサ
ー長など）が水和挙動や会合特性にどのよう
な影響を与えるか評価する。 

② 適合溶質と生体高分子との直接相互作
用の解析 
 酵素や核酸は表面電荷を有している。また、
適合溶質もカチオンとアニオンを併せ持つ
分子であり、電荷を有している。円二色性ス
ペクトルでは直接的な相互作用を確認する
ことはできなかったが、仮に適合溶質が生体
高分子の表面に吸着している場合には、表面
電荷の変化が生じると考えられる。本解析で
は、適合溶質の濃度と酵素や核酸の表面電荷
の変化についてゼータサイザーを利用して
解析する。 

③ 適合溶質添加に伴う生体高分子の水和
状態の定量的解析 
 共存溶質の添加に伴う水の活量変化は DNA
の安定性に強く影響を及ぼす。申請者の所属
する機関では、これまでに濃厚溶液中におけ
る水の活量変化が核酸の構造安定性に及ぼ
す影響を評価してきた（ JACS,126,14330 
(2004), JACS,128,7957 (2006), Bull Chem. 
Soc., Jpn,80,1987 (2007), Chem. Lett., 37, 
864 (2008)など）。その際に算出される水和、
脱水和パラメータΔnw値は熱力学的パラメー
タ△G 値と水の活量から算出することができ、
DNA の高次構造形成時における溶液中での水
和環境を知る手がかりとなる。合成した人工
適合溶質ライブラリーを用いて DNA二重鎖を
含む種々の DNA構造や酵素などを用いた定量
的な解析を予定している。また、図４に示す
数多くの適合溶質を用いて一連のデータを
比較検討するためには、多くの測定が必要と
なる。従って、分光光度計（島津製作所社製、
UV-1800）を申請し、測定を効率的、且つ、
円滑に進める予定である。 
 
４．研究成果 
 
 本研究の成果として以下の点が得られて
いる。 
(Ⅰ) スルホベタインライブラリーの合成 
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図１ カルボキシベタインに対して新たに
合成したスルホベタインライブラリー（2-1
~2-4） 

 天然の代謝産物には、グリシンベタインや
プロリンベタイン、エクトインに代表される
ようなカルボキシベタインに加えて、タウリ
ンのようなスルホン酸をアニオンとするス
ルホベタインが存在する。そのような置換基
の影響を考察するために、新たにスルホベタ
インのライブラリー（図１）を合成し、その
挙動を検討した。α-グルコシダーゼに対し
てその添加効果を評価したところ、図のよう
に、構造が類似したカルボキシベタインとほ
ぼ同じ濃度範囲に活性化濃度が現れた（図
２）。一方で、他の酵素に対する添加効果を
確認する中では、酵素が変性、沈殿するケー
スも見られ、カルボキシベタインと比較して
アニオン性が強く、いくらか酵素変性効果を
誘起することも示唆された。 

図２ スルホベタインとカルボキシベタイ
ンの活性化濃度の比較 
 
 (Ⅱ) ベタイン誘導体の溶液中での挙動 
 これまでの研究より、ベタイン誘導体を酵
素反応溶液に添加すると、酵素と基質の解離
定数（Km）が 1/5 程度まで低下することが明
らかとなっている。また、Vmax は、濃度依存
的に上昇した後、ベタイン濃度が高くなると
その値は低下する。このベタイン添加濃度に
対する Vmaxの極大値は、酵素活性の極大値と
一致していた。また、本研究によってその活
性化は活性化エネルギーの大幅な低下によ
ることが明らかとなった（図３）。ベタイン
誘導体は、直接的、もしくは、間接的に酵素
に作用し、結果として酵素の速度論パラメー
タに影響を及ぼしていると推察される。 
 
 本研究では、ベタイン誘導体溶液の蒸気圧
測定、誘電率測定、動的光散乱測定、密度測
定などを行い、ベタイン誘導体の溶液物性に
与える影響、分散挙動などを解析した。蒸気
圧変化を調べてみると、図４のような強度を

示す。ヘンリーの法則に従えば、プロットは
直線関係を示すが、図より濃度が高くなると
直線性は乱れ、プロットは湾曲していった。
変化から推察すると、ベタイン誘導体の分子
サイズにはそれほど違いはないものと考え
られるが、ベタイン誘導体によって水分子と
の水和挙動に違いがあり、酵素活性を顕著に
上昇させるものほど、強く水和される傾向が
あることが示唆された。 
 

図３ α－グルコシダーゼの活性化エネルギ
ーに及ぼすベタイン誘導体の添加効果 

図４ ベタイン誘導体添加に伴う蒸気圧変
化 
 
 一方で、溶液中でのベタイン誘導体の会合
挙動を動的光散乱によって解析したところ、
図４と同じ濃度範囲では、1~2 nm の分子し
か確認されず、イオン性官能基をもっている
が、これらの分子は溶液中ではモノマーとし
て分散していることが明らかとなった。また、
水の密度はほとんど変わらず、水和されてい
るが、電解質のように水が高密度で水和して
いるのではなく、やはり疎水性界面での粗い
水和をしていることも示唆された。 
 これらを総合して考えると、ベタイン誘導
体は、水に溶解することで水の物性を大きく
変化させ、結果として、それが間接的に生体
分子に働きかけていることを示唆するもの
と考えられる。 
 
(Ⅲ) ベタイン誘導体と生体分子との直接
相互作用の解析 
 生体分子の円二色性スペクトル、ゼータ電
位、ゲル電気泳動によるゲルシフトアッセイ
などを利用して直接的な相互作用を解析し
たが、円二色性スペクトルは、核酸の場合も
タンパク質の場合もスペクトル変化は見ら
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れなかった。また、ゼータ電位測定やゲルシ
フトアッセイからも直接的な相互作用を示
唆するデータは得られなかった。ベタイン誘
導体によって引き起こされる効果は、ベタイ
ン誘導体が水に溶解することによって変化
する水溶液の物性変化による間接的な相互
作用による効果であることが強く示唆され
た。 
 
 以上を纏めると、ベタインの誘導体の添加
に伴って、生体分子の安定性や活性は大きく
変化することが示されてきた。本研究からそ
の影響は直接的なものではなく、水に溶解す
ることによる間接的な効果であることが強
く示唆されている。水に溶解させることで水
の物性を大きく変化させるが、ベタイン誘導
体によっては僅か数 µMでも効果を発現する。
水和環境の変化が、メカニズムに影響してい
ると考えられるものの、断定するには、もう
少し間接的な証拠を積み重ねていく必要が
あるものと考えられる。 
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