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I have pursued research on lysozymes for 42 years. During that time, I made Several new ˆndings, some of them by
chance. My enjoyment of the following areas is reviewed: the story of tryptophan; protease digestion mechanisms; pep-
tide mapping with RPHPLC; gene engineering; renaturation of protein; catalytic residues; ‰uctuation and function;
stabilization; folding; antigenecity; tolerance; and various lysozymes.
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1. はじめに

「これを学ぶものはこれを好むものに如（し）か

ず，これを好むものはこれを楽しむものに如かず」

筆者が最も好きな孔子の言葉である．物事はいやい

ややるのではなくこれを楽しむべきだという意味で

すが，学生に講義する場合にはたいていこの言葉で

始めてきた．研究においても実にこれは正しい．筆

者が 42年間リゾチームの研究を楽しんできた軌跡

を紹介したい．

筆者は今を去ること 42年前 1961年に九州大学農

学部農芸化学科の船津勝教授の下で卒業論文実験と

してリゾチームの研究を始めた．その当時は少し前

に F. Sangerによるインシュリンの一次構造が決定

されて他のタンパク質の構造決定が華々しく行われ

ていた最中で，リゾチームの一次構造決定も着々と

進行している最中であった．1963年に突然米国の

Canˆeldがリゾチームの一次構造を発表し，それま

で伝統的に，この構造を手掛けていたフランスの

Jollesのグループもあわてて一次構造を発表した．

衆知のごとく，リゾチームは酵素タンパク質とし

ては初めての X 線解析が英国の Phillips らにより

1967年に完成され，同時に基質である Nアセチル

グルコサミンオリゴマーとの複合体の解析も行わ

れ，リゾチームの反応機構の詳細な議論がなされ

た．リガンドを結合させて解析すれば生理機能まで

分かるという現在の構造生物学隆盛の糸口を作った

画期的な成果である．この研究に対してノーベル賞

が与えられていないことは実に不思議な結果であ

る．筆者は Phillips 博士と共著で The Enzyme に

1972年までのリゾチーム研究の成果を総説した．1)

この総説においてリゾチームの X線解析結果の座

標をも公表した．それ以来リゾチームはタンパク質

研究の手本としての地位を確保し続けた．このこと

はリゾチームが調製しやすいタンパク質で早期に研

究がスタートしたこともあるが，今ひとつリゾチー

ムが安定で非常に性質のよいタンパク質であること

に起因している．``Lysozymes: Model Enzymes in

Biochemistry and Biology''という本にこれらのこと

が一部集約されている．2)

幸いにも筆者はこの天恵的タンパク質に当初から

出会い，絶え間なく愛でることができた．その過程

でいくつかの偶然にめぐり合い，いくつかのタンパ

ク質研究に役立つ成果を残すことができた．筆者は

最近本誌に「タンパク質研究基盤の確立とその薬学

分野への応用」という総説3)を書いたばかりで，そ

ちらで詳しく解説した部分については本書では軽く

触れるだけにする．
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2. リゾチームのプロフィール

1922年の冬，A. Fleming博士は長い間放置して

いた細菌培養のシャーレを洗っていた．あるシャー

レの一面に生えた細菌の一部が透明になっているの

に気がついた．これは先日風邪のため鼻水を落とし

たところであることを思い出した．細菌を溶かす物

質を見い出した．細菌学者としての博士の長年の

夢，細菌をやっつける物質の発見の幕開けである．

当時まだ抗生物質は 1つも発見されておらず，それ

だけにこれは刺激的な発見なのである．その後の精

力的な研究により，この物質は鼻水に限らず，唾

液，涙などの体液に広く分布する酵素で，その溶菌

作用から， lysis enzyme の意味で lysozyme と命名

された．これがリゾチームの発見である．残念なが

らリゾチームはグラムポジティブの細菌に作用する

が，多くの有害菌がそうである，グラムネガティブ

の細菌にはあまり効果を示さなかった．しかしなが

ら博士は同じような第 2の偶然で青黴から抗生物質

第 1号のペニシリンを見出し，1945 年度のノーベ

ル賞に輝いた．このようにリゾチームの発見は，く

しくも Pasteurの「偶然は準備された心にのみ微笑

む」という言葉を具現するものであった．

ニワトリリゾチームはアミノ酸 129個からなる分

子量約 15 kD の塩基性のタンパク質で，卵白から

容易に精製できる．本書では特に断らない限り研究

材料はニワトリリゾチームと理解していただきたい．

3. トリプトファン物語

まだリゾチームの X線解析が完了する少し前の

1962年，リゾチームに可溶性基質のグリコールキ

チンを共存させると，顕著な紫外部の差スペクトル

が観察されることを見い出した．4)これは基質の結

合でリゾチーム中の Trp残基が影響を受けること

を示していた．ちょうどそのころ，アメリカの

Witokopが Trpを特異的に酸化する Nブロモサク

シイミドと言う試薬を開発した．この試薬を用いて

リゾチームを酸化すると，1 個の Trp の酸化で

80% も活性が低下する．この低下は基質の共存で

やわらげられる．これらのことから，リゾチームに

は 6 個の Trp が存在するが，そのうちの特定の 1

個が基質との結合に関与しており，これが活性の発

現に非常に重要であることを示している．この Trp

は N末端から 62 番目の Trp であることも決め

た．5) 1967年にリゾチームの X線解析が完了し，確

かにこの Trp は基質の結合に重要な役目を果たし

ていることが確認された．

一方，アリゾナ大学の Rupleyのグループは低分

子可溶性基質を用いて差スペクトル，ヨードを用い

て Trp の酸化など，我々と同じような研究を一歩

遅れて追随していた．そして最終的に彼らの酸化さ

れた Trpは Trp108であることを突き詰めた．筆者

はこの酸化に大変興味をそそられた．何となれば我

々の Trp62は最も溶媒に飛び出た Trpで（Fig. 1）

酸化され易いことは納得できる．しかしながら

Trp108はほとんど埋もれており，これがヨードに

より特異的に酸化されるメカニズムは何か．これを

解明すべく筆者はアリゾナ大学に博士共同研究員と

して赴いた．

3 年間の悪戦苦闘の結果分かったことは，この

Trp108のすぐ近くに Glu35のカルボキシル基があ

り（Fig. 1），これがヨードによる Trp の酸化を触

媒することを突き止めた．Trp108以外にこれほど

カルボキシル基に接近した Trpはない．もっと面

白いことにはリゾチームのヨード酸化で酸化の一歩

手前のエステル中間体が生成していた（Fig. 2A）．

このことはこの誘導体が共有結合の導入により非常

に安定になっていることやその他の化学的証拠から

証明し，また共同研究をしていた英国の X線解析

グループによる解析結果からもはっきりと証明され

た（Fig. 2B）．全体的にはほとんど構造変化なしに

エステル結合の生成が実現されている．この結果は

実は偶然に触媒基 Glu35 の理想的な化学修飾とな

っている．触媒基 Glu35 をタンパク質内の別の基

に結びつけることで，外からなんら置換基を導入す

ることなく不活性化できたことになる．当然酵素活

性はほとんどなく，基質との結合力はほとんど損な

われていない．かくして偶然にリゾチームの触媒基

の理想的修飾が実現できたことになった．6)

4. タンパク質のプロテアーゼ消化は変性型で進

む

先の実験より前，すなわち 1961年筆者が卒論実

習の時，テーマはリゾチームの活性フラグメントの

調製であった．活性発現に必要な最小単位をプロテ

アーゼ切断により得ることで，酵素機能を単純化し

て調べようと言うものである．来る日も来る日もリ

ゾチームを色々なプロテアーゼで，色々な条件下で

消化し，カラムで分析することを繰り返したが，結
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Fig. 1. Structure of Lysozyme

Fig. 2. Oxidation of Tryptophan108 with Iodine
A：Reaction mechanism, B：Ester intermediate proved by X-ray crys-

tallography.
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果はいつもずたずたに切れたペプチドと，全く切れ

ていないインタクトのリゾチームが得られるだけ

で，中間的に消化を受けたものは全く得られなかっ

た．結論として，タンパク質のプロテアーゼ消化は

all or none で進み，消化の中間体は得られないと

言うことであった．ここでタンパク質のプロテアー

ゼ消化は変性（D）型で進むのではなかろうかと思

い，何とかこれを証明したいと思った．しかし，

all or noneで進む機構としては 2通りあり，1つは

D 型でのみ消化が起こるためと，今 1 つは，ネイ

ティブ（N）型にニックが入り構造が不安定になり，

それが優先的に消化されると言う機構である．この

2つの機構を区別することは当面難しいと言うこと

で諦めていた．しかしながらいつもこれを証明した

いという気持ちは持ち続けていた．これが準備され

た心というものであろうか．

ここに偶然が顔を出す．前回アリゾナで安定な

Glu35Trp108エステル中間体を調整できたことを

述べたが，プロテアーゼで消化してこのエステル結

合したペプチドをとってこの結合を証明しようと消

化をやってみて，驚いたことにこのエステル中間体

は強くプロテアーゼ抵抗性を示してほとんど消化を

受けなかった．ここで筆者は先のプロテアーゼ消化

機構を解明するために必要な誘導体を偶然にも得る

ことができたことを直感した．そこで筆者はこの結

果を温存して日本に帰った．

この誘導体は強くプロテアーゼ抵抗性を示すが，

全体構造はネイティブと変わらないことが X線解

析結果から示されているので，ネイティブが半分ほ

ど消化される時間消化すると，ニックが入るのであ

ればネイティブと同じようにニックが入ってその先

が安定で進まないはずであるから，ニックが入った

中間体が得られるはずである．ニックが入れば確実
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Fig. 3. Kinetic Analysis of Protease Digestion of Protein8)

Lysozyme was digested with Pronase (△) and subtilisin (○).
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に分離できるクロマトシステムで分離したが，全く

ニックが入った中間体は得られなかった．このこと

はタンパク質のプロテアーゼ消化は D 型で進んで

おり，安定化により D の生成が遅くなったために

消化が遅くなったことを示している．すなわち，タ

ンパク質のプロテアーゼ消化は D型を経て進行す

るのであって，ニックが入って爆発するのではない

ことが証明できた．7)

以前からプロテアーゼ濃度が少し高くなるとタン

パク質のプロテアーゼ消化速度が頭打ちになること

を見い出していた．これはプロテアーゼ濃度が増し

てくると Dのタンパク質はたちまち消化され，実

はタンパク質がほどける速度 k1が見えていたので

あった．偶然は早くから顔を出していたのに気づか

なかった例である．

この観点から，プロテアーゼ消化の式を近似的に

解くと Fig. 3.の(2)式のようになり，プロテアーゼ

濃度の逆数と見かけの消化速度定数の逆数プロット

は直線を与え，基質濃度無限大（1/[P]＝0）に外

挿すると，見かけの速度定数の逆数は 1/k1に収斂

し，タンパク質がほどける速度定数の逆数が得られ

る．2種のプロテアーゼでリゾチームを消化して逆

数プロットしてみると，直線を与えこの式が正しい

ことが分かった．また，Y切片は基質として用いた

リゾチームの変性速度定数の逆数なので同じ点を切

る（Fig. 3）．

いくつかのタンパク質について同様に k1を求め

ることができた．k1 は往々にして緩和法により求

められているが，この方法では限られた変性剤濃度

範囲での測定しかできず，変性剤濃度ゼロの生理条

件下に外挿するのにかなり誤差が入る．両方法で求

めた k1は良い一致を示した．消化法の方が誤差が

一桁小さかった．かくして生理条件下でのタンパク

質のほどける速度を簡単に求める方法を開発でき

た．さらに，いくつかのタンパク質でもこの方法が

成り立ったことは，タンパク質のプロテアーゼ消化

が D型を経て進行していることを普遍的に証明で

きたことにもなる．8)

5. 逆相クロマトグラフィーによるペプチドの分

離

タンパク質の一次構造の決定や，修飾アミノ酸の

位置決定のために，ペプチドマッピングは必須の行

程である．我々も長年リゾチームの修飾位置決定の

際にこの行程で悩まされ続けた．逆相クロマトグラ

フィーの適応によりこの行程が画期的に改善され

た．このペプチドマッピングへの逆相クロマトグラ

フィーの適応を筆者は 1970年代後半に独自に見出

した．

当時，筆者はリゾチームで初期にアセチル化され

るアミノ基の位置を決めていた．アセチル化された

アミノ基を決めるのではなくアセチル化後のフリー

のアミノ基をトリニトロベンジル（TNB）化して

これを決めることにした．このペプチドは着色して

おり，疎水性がかなり大きくなるので逆相クロマト

で簡単に単離できると思った．軽くアセチル化した

後，トリニトロベンゼンスルホン酸で修飾後，SS

結合を切ってアルキル化ブロック後，酵素消化し，

ペプチドを逆相カラムに吸着させ，よく緩衝液で洗

った後，有機溶媒で溶出した．当然，ニトロベンゼ

ンの付いていないペプチドは緩衝液で全部溶出され，

TNBペプチドのみを展開できると思った．ところ

が，ほとんどのペプチドが吸着されていて，有機溶

媒での展開でそれらが溶出されることを偶然にも見

出した．そこでこれはペプチドの分離に使えるので
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はないかと考えた．当時使っていたローバーカラム

RP8 でペプチドの分離システムを作り上げた．9)

ちょうど高速液体クロマトグラフィーが研究室に入

ったので逆相 HPLC でも系を組み上げた．10)これ

が 1979年のことでさっそく報告をと言うことで文

献検索して見ると，残念なことにすでに 2報ほど報

告が出たばかりであった．もう少し早く偶然が顔を

出してくれていたらと，悔やまれるケースである．

しかし，かなり早い時期にこれらの報告を出すこと

ができたので，この分野での開発に貢献した者とし

て，ペプチドの RPHPLC について，Molecular

Cellular Biochemistry に総説，11) CRC Hand Book

にも一章12)を書くことを依頼された．

6. 遺伝子工学

我々は早くからタンパク質工学における遺伝子工

学の重要性を察知して，ドイツの Schultz博士から

ニワトリリゾチームの遺伝子を入手し満を持してい

た．DNA 合成機の普及に及びいち早く 1985 年に

遺伝子工学を開始した．当時高度発現ベクターとし

ては pKK2233しか市販されておらず，これでは発

現がほとんどなかったので，温度感受的にコピー数

が格段に増加する発現ベクター pKP1500 を開発

し，大量のニワトリリゾチームを大腸菌に発現させ

た．13)ついで，酵母での分泌発現系を構築し，ニワ

トリリゾチームを活性型で培地から得られるように

した．14)さらに，Pichia酵母による大量発現のため

のプロトコールを確立した．15)この場合には染色体

DNA への相同組み替えであるため，プラスミド

DNAの場合と異なり，産物は複数で，この中から

分泌効率のよいものを選び出すことがポイントであ

る．このようにして，100 mg/l以上の収率でリゾ

チームが得られるようになり，重原子置換のための

最小培地を用いた場合でも 20 mg/l程度の収率でリ

ゾチームが得られ，詳細な NMR測定のための基盤

を確立した．

タンパク質工学の研究では，ある性質が欠落した

クローンを選択したい場合がある．この場合，目的

遺伝子が入っていないクローンも選択される．スト

レプトマイシン耐性遺伝子を置き換える形で目的遺

伝子を挿入し，このプラスミドをストレプトマイシ

ン要求性大腸菌に形質転換する形で，目的遺伝子を

持たないクローンを確実に排除する系を確立した16)．

7. タンパク質の再生

タンパク質の再生はタンパク質の研究，特にタン

パク質工学において重要な研究テーマである．最

近，タンパク性医薬の生産も，バイオハザードの問

題などで動物細胞での発現が問題視され，大腸菌で

の発現が見直されつつある．大腸菌で外来性タンパ

ク質を発現した場合には往々にしてこの再生が問題

となる．

変性タンパク質は疎水面が表面に露出しており，

そのため会合して沈殿しやすく，タンパク質の再生

はアグリゲーションとの戦いである．最もよく使わ

れるのは無限大希釈で会合を抑える方法である．し

かしこれはあまり効率的方法ではない．そこで高濃

度で再生するために，再生タンパク質の総電荷を多

くして，可溶化，反発により会合を抑えたり，17)安

定化，可溶化のための添加剤を種々検討した．18)

ここで偶然が顔を出した．ある学生が 8M尿素中

でタンパク質を還元後再生操作を行ってあまりにも

少量の外液で透析を行ったため尿素が 1M残ってし

まった．すると意外なことに再生効率が抜群によか

った．尿素はランダムな SS結合を生成させる例と

して教科書にも載っており，尿素中での再生など思

いもよらなかった．しかしよく考えてみると尿素は

よい可溶化剤であり，うまくコントロールすればア

グリゲーションを抑えながら効率的に再生させるた

めのよい試薬である．かくして我々は 8M尿素中で

還元後再生系として，透析により徐々に尿素濃度を

低下させながら再生する方法を開発した．19)

8. リゾチームの触媒基

筆者は 42年前に卒論研究を始めた当時からリゾ

チームの触媒基については当然強い関心を持ってお

り，リゾチーム中に 1 個しかない His に大いに注

目していた．当時 His を修飾する試薬では同時に

Trp が修飾され，先ほど述べたように Trp はリゾ

チームの活性部位にあり基質結合で重要な働きをし

ている．そこでいつも活性が低下して His の関与

を断ち切ることができなかった．修飾による副作用

には注意が必要である．さらに当時（1960 年代前

半）Trpが酵素作用に関与するという意識が全くな

かったことにも起因する．我々のリゾチームの

Trp62が酵素作用に関与するという発見4)は Trpの

酵素作用への関与を指摘した最初のものではないか

と思う．X 線解析が済んでみると His は活性部位
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の裏側に存在しており，活性にそれほど関与しない

ことが明らかになった．触媒基は Glu35 と Asp52

であることが推定された．触媒基の同定を X線解

析に先を越された最大の理由は，当時カルボキシル

基の化学修飾は全く幼稚なもので，塩酸メタノー

ル中でのエステル化くらいであったことに起因する．

化学修飾による触媒基の確認が始まった．化学修

飾による反応基のブロックのためには一般に置換基

を導入してブロックする．カルボキシル基であれば

エステル化によるアルコキシ基の導入のごときもの

である．しかしながら，触媒基の修飾では，かさば

った置換基の導入は立体障害により不適当である．

この意味で先に述べたリゾチームのヨード酸化の中

間体として得られた Glu35Trp108エステル中間体

は，なんら置換基を持ち込まない理想的な触媒基

Glu35の修飾と言える．さらに確実に触媒基 Glu35

と Asp52を証明するために，カルボキシル基のア

ミド化を試みた．アミド化によりたった 1ダルトン

のサイズの減少でカルボキシル基をブロックできる．

Figure 4に示したようにそれぞれのカルボキシル基

を特異的にエステル化した後，低温液体アンモニア

中で加アンモニア分解によりアミド化した．得られ

た Gln35 及び Asn52リゾチームはいずれもほとん

ど活性を示さず，X線解析による推定以来 20年に

して（1986年）やっとリゾチームの触媒基の証明

が完成した．20)我々はこの修飾に 3年を費やした．

しかしこれは Glu を Gln，Asp を Asn と言ったア

ミノ酸の変換であり，これを我々は Chemical

Mutationと呼んだがこの種の変換であれば現在の

遺伝子工学を用いれば 1―2週間でいとも簡単に実

現できる．この結果はアミノ酸の修飾がいかに簡単

になったかを示すよい例である．当然，これが最後

の Chemical Mutation実験となった．詳しい反応機

構の研究結果については先の総説3)を参照いただき

たい．

9. タンパク質の生理機能発現と揺らぎ

タンパク質の生理機能の発現にはその揺らぎが大

切であることをタンパク質工学的手法と構造生物学

的手法を駆使して解明した．幸いにも筆者の研究室

では X 線解析装置，600 MHz NMR 装置，分子グ

ラフィックスコンピュータを自由に使える環境が

10年程前から整備されている．

酵素活性の温度依存性の低温側での立ち上がり

は，主にその酵素が活性を発現するのに十分な揺ら

ぎが実現できたかどうかを反映していることを示し

た．21)さらに，酵素基質複合体の形成で酵素構造は

引き締まり揺らぎが小さくなると思われていたが，

実は揺らぎがむしろ大きくなる部分がかなり広範に

存在することも示した．22)詳しくは先の総説3)を参

照願いたい．

10. タンパク質の安定化

我々は遺伝子工学が導入される以前から化学修飾

によりタンパク質を安定化することを試みてきた．

原子間距離に合わせて 2 価性試薬を合成し，リゾ

チーム分子内に架橋を施した．Lys1 と His15 間23)

や，Trp62と Asp101間24)などである．この時代か

らタンパク質工学を行っていたことになる．その後

遺伝子工学を用いての安定化も種々試みたが，さき

に偶然調製した Glu35Trp108 エステル架橋リゾ

チームの安定性を超えるものは作成できなかった．

Glu35Trp108架橋リゾチームはネイティブより 14

度も安定である．Lys1His15架橋リゾチームはネ

イティブより 5度安定で，この両架橋を同時に持つ

リゾチームを調製したところ，ネイティブより 20

度も安定な 2 重架橋リゾチームを得ることができ

た．25)

一般に安定化と言えば平衡的安定化と理解されて

いる．しかしながら，先ほど示したようにタンパク

質のプロテアーゼ消化は変性型で進行するので，あ

る程度プロテアーゼ濃度が高くなると変性タンパク

質が生成してくる速度が律速となる．このように変

性タンパク質に共役した不可逆変性に対してタンパ
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ク質を安定化するには，平衡的安定化より変性速度

そのものを落とすような速度論的安定化が必要なこ

とを指摘してきた．26)一方長期保存や過激な条件下

でのタンパク質の劣化に対する安定化に対して考察

し，方策を打ち出した．26)

11. タンパク質のフォールディング

我々は今や多くのタンパク質の一次構造，二次構

造，立体構造に関する情報を持ち合わせており，目

的の立体構造を構築させるための一次構造のデザイ

ンは可能と思われる．しかしながらデザインした一

次構造から目的の立体構造を持つタンパク質を組み

上げることは非常に難しい．タンパク質は一本のポ

リペプチドで合成され，それがとてつもなく複雑な

フォールディング過程を経て目的の立体構造へたど

り着く．そこでこのフォールディング過程をうまく

通り抜ける工夫を織り込んでおく必要がある．この

ためにフォールディング情報の蓄積が大切である．

現時点で我々は全くこの情報を持ち合わせていない．

天然のタンパク質には一次構造の中に立体構造の

情報とともにこのフォールディングの情報も組み込

まれている．そのようなタンパク質のみが進化の過

程を生き延びてきたのである．そこで我々は天然の

タンパク質からこのフォールディングの情報を読み

出すべく努力を行っている．

リゾチームの Trp62 を修飾すると，再生にラグ

タイムが見えたり，再生収率が落ちたり，27)ある場

合には再生によりネイティブとは多少異なる構造に

帰結したりする．28)一方，我々はペプチドフラグメ

ント（59105）を用いたフォールディング情報の解

読も行っている．理由は小さい方が解析しやすいこ

と，タンパク質は頑強で多少の修飾では強引にフ

ォールディングするので，ペプチドフラグメントの

方がファインな情報を取り出せるからである．この

研究でも Trp62がなくなると 2個の SS結合の掛け

違いが起こる．29)このように，ネイティブ構造では

外に飛び出している Trp62が（Fig. 1）フォールデ

ィングに強く関与している理由が不明であった．

これに対する答えが，ドイツの Schwalbe博士と

の共同研究で明らかになった．再生開始構造を模し

て，SS 結合を切断して変性剤非存在下でのリゾ

チームの構造を NMRで観測した．いくつかの領域

でクラスターを作っているように見えた．しかし

Trp62Gly変換体ではこのクラスターが一気に消失

した．このことはこのクラスターはいくつかの領域

が集まった 1つのクラスターからなり，Trp62がこ

のクラスターの形成にコアーとして重要な働きをし

ていたことを示している．30)かくしてタンパク質の

再生には再生開始構造が重要であることを初めて示

すことができた．再生開始構造すなわち生理条件下

での変性タンパク質構造は，最近富に注目されてい

るコンフォーメーショナルディジーズにおいても重

視されている．

12. タンパク質の抗原性

タンパク質の性質の向上を目指してのタンパク質

工学による修飾がおおはやりであるが，私ども薬学

分野でタンパク質工学をやっていていつも気になる

ことはタンパク質の抗原性の問題である．筆者が免

疫の教官となった機会（1992年）にこの点に踏み

込んだ．

マウスにとってニワトリリゾチームは抗原で，こ

れの投与で強烈に抗体生産が起こる．自己タンパク

質であるマウスリゾチームでは抗体生産は全く起こ

らない．この両者ではアミノ酸が 130個中 56個も

異なる．Ala114Asn/His115Arg/Gln117Lys の 3 残

基変異でマウスリゾチームをニワトリリゾチームに

似せただけで抗体生産が起こり，31)ある種のマウス

ではたった 1残基（Phe57Leu）ニワトリリゾチー

ムに似せるだけで抗体生産が起こった．32)たったの

1残基の変異でも自己タンパク質のマウスリゾチー

ムが抗原となる可能性を証明した．

13. タンパク質に免疫寛容を付与する

タンパク質は修飾により容易に抗原となり得る

し，新規にデザインして構築したタンパク質は当然

抗原となる．このような状況で，タンパク質を医薬

として利用するためにはタンパク質に免疫寛容を付

与する方法を確立することが必要である．マウスに

未修飾ニワトリリゾチームを投与すると抗体が生産

される．ポリエチレングリコール（PEG）修飾し

たニワトリリゾチームは抗体を生産しなかった．さ

らに驚いたことに，PEG修飾ニワトリリゾチーム

投与後未修飾ニワトリリゾチームを投与しても抗体

は生産されなかった．33)このことは PEG修飾タン

パク質がそのタンパク質に対する免疫寛容を惹起し

たことになる．タンパク質に対し重量比で 1.5倍量

の PEG修飾が最適で，いくつかのタンパク質で普

遍的にそのタンパク質に対する免疫寛容が惹起され
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ることを証明した．34)

PEG 修飾で免疫寛容が実現する理由を追及し

て，画期的な結論に達した．それは PEG修飾で安

定化され，そのタンパク質の血中濃度が長期間ある

レベルに保たれることが免疫寛容の原因の 1つであ

ると言うものである．35)未修飾ニワトリリゾチーム

は 1日で血中濃度が検出限界以下に低下する．とこ

ろが，PEG修飾リゾチームは 28日間も血中濃度が

あるレベルに保たれ，この間は免疫寛容が成立して

いる．この後寛容は薄れるが，再度 PEG修飾リゾ

チームの投与で寛容が成立する．未修飾ニワトリリ

ゾチームでも，高濃度に打ち続ければ血中濃度を維

持でき，寛容が成立する．この原理にたてば，タン

パク質を安定化して血中濃度を保たせれば，そのタ

ンパク質を抗原性の心配なく使用できるというもの

で，タンパク質の医薬としての利用に無限の可能性

を与えるものである．

14. 色々なリゾチーム

タンパク質の一次構造を決定する仕事は骨が折れ

るけれどもほぼ確実に完成できるだけに楽しみも大

きい研究である．色々な起源からの同種タンパク質

の一次構造を決定することで，種の系統樹を形成で

きるのみならず，頑強に保存されている領域から生

理機能に重要な残基を絞り込むこともできるので古

くから比較生化学は重要な研究である．最近ではタ

ンパク質工学で，安定性や活性の向上などの性質の

向上をデザインするためのヒントを得るためにも使

用され，バイオインフォーマティックスの一翼を担

う研究である．

我々もリゾチーム研究をリードするグループとし

て多くのリゾチームの一次構造を決定してきた．報

告したものや報告しないままのものもあるが，モル

モット，ヒツジ，36)ウシ，36)ハト，ウマ，イヌ，ス

ンクス，ウサギ，37)ウサギ腸38)1，2，ハムス

ター，アザラシ，ブタ1，2，3，イノシシ1，

2，インドクジャク，ニホンウズラ2，シロカン，

イヌミルク，ネコミルク，イエバイ，39)アサリ，40)

ミミズの 25種について一次構造を決定した．さら

にニワトリ，ラット，アヒル1，2，3，ニホンウ

ズラ1，ヒチメンチョウについては構造を確認し，

ニワトリ，41)ラットとアヒル3については構造の修

正を行った．大いにてこずってどうしても構造決定

できなかったものに，魚類とナメクジのリゾチーム

がある．

ウサギのリゾチームは他のリゾチームより安定

で，その構造を参考にデザインして，ニワトリリゾ

チームを安定化することができた．42)アサリリゾ

チームは他のリゾチームとは全くホモロジーがな

く，すでに確立されているニワトリ型，ファージ

型，黒鳥型，植物型に加えて新しく無脊椎動物型の

リゾチームファミリーを確立させることができた．

ミミズリゾチームも散々てこずって，つい最近塩基

配列から一次構造を決定した．これも無脊椎動物型

であった．

アサリリゾチームは大変興味あるリゾチームであ

る．ホモロジー検索で唯一，ヒルのデスタビラーゼ

とある程度（46％）ホモロジーがあることが分かっ

た．40)我々のこの報告を見て，デスタビラーゼの研

究者がデスタビラーゼにリゾチーム活性があるので

はないかと調べて，溶菌活性を検出した．そこで我

々も逆転の発想で，このリゾチームにイソペプチ

ダーゼ活性があるかどうかを検討した．確かにイソ

ペプチダーゼ活性が検出された．イソペプチダーゼ

活性とは Glug―eLys結合を切断する活性で，血

栓溶解に関与するもので医薬として大いに興味があ

る．アサリリゾチームは小さな分子（14 kD）で 7

個の SS結合を持ち，安定なタンパク質である．溶

菌（キチナーゼ）活性とイソペプチダーゼ活性を併

せ持ち，しかも両部位は異なった領域に存在してい

ることから，俄然このタンパク質の構造と機能が面

白くなった．血栓溶解酵素としての利用の道も開き

たい……と，リゾチームを楽しむ未練はまだまだ尽

きていない訳である．

15. おわりに

研究に限らず，物事はすべて楽しみに転化して楽

しむことである．42 年間にわたり，リゾチームの

研究を楽しんできたが，その中にはいくつかの新し

い発見があり，しかもこれらは偶然に支配されるこ

とが多々あった．しかしながらやはり常に研究者の

目と心をもってことに接することが大切である．再

度 Pasteurの言葉を掲げたい．「偶然は準備された

心にのみ微笑む」よい偶然に遭遇するためには多く

の実験を行うこと，特に若い研究者はこれが大切で

前例にとらわれず果敢にトライすることである．意

外な結果が出たら失敗と諦めず，とことん原因を追

求することである．偶然を生かすことも大切であ
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る．教科書どおりにいかなかった結果が教科書を書

き変える大発見につながるのである．

最後になりますが，筆者の 40数年にわたる研究

生活には，多くの研究者，学生の方々の絶え間ない

協力がありました．この機に厚く御礼申し上げる．
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