
解説
二官能性試薬グルタルアルデヒドの織りなす

多様な科学の世界

受田 浩之＊

グルタルアルデヒドは高い架橋特性を有する二官能性試薬で

ある. 電顕の試料固定剤, 殺菌・消毒剤, 酵素固定化試薬とし

ての実用的な利用をはじめ, 酵素免疫測定などの各種分析試

薬として, また人工弁の調製などの医学的分野でも幅広 く利

用されている. しかし, 応用面での華やかさとは対照的に, そ

の化学的性質や反応の詳細に関する理解は進んでいない. 最

近, グルタルアルデヒドとB型 肝炎ウイルスの感染やアルツ

ハイマー病の病態との関わりも報告されており, グルタルア

ルデヒドの化学的性質の解明は多様な科学分野の発展に大い

に貢献するものと考えられる.

グルダルアルデヒ ド (GA) は, HOC(CH2)3CHOの 構

造を有する二官能性試薬である. 小数点以下 を四捨五入

すると分子量はちょうど100と なるが, その歯切れのよ

い分子量 とは裏腹 に, GAの 有する化学的な性質 はきわ

めて複雑で奥が深い. そのため, 応用面での多様性 とは

対照的に, GAの 作用は本質的には理解 されていないの

が現状であると言 える.

GAが 科学の表舞台に登場したのは1908年 である. 登

場 の仕方は華やかだ った とは言 えないようで, その後

1957年 になって, 皮のなめしに利用できることが報告 さ

れるまで, 比較的目立 った活躍はなかった(1). それが60

年代になって殺菌剤 としての高い活性や(2), 電顕の試料

固定剤 としての有用性(3), あるいは酵素の固定化剤 とし

ての簡便性(4)が次々に明らかにされるに至 って, 文献に

登場する機会 も飛躍的に多 くなった. 70年 代 に入 り, 機

器分析技術の発展 とともに, GAの 化学的性質やア ミノ

化合物, タンパク質 との反応性 も徐々にわかってきた.

ち ょうどその頃, 生化学の分野では, B型 肝炎ウイルス

(HBV) の感染に関わるヒ ト血清アルブミンの翻訳後修

飾反応のモデル としてGAを 利用できることが明 らか

にされ, GAが 医学の領域 とも深 く関わっていることを

強 く印象づけた(5). さらに最近では, アルツハイマー病

の典型的な病態の一つである神経原繊維変化の研究に対

して もGAが 用い られてお り(6), GAの 活躍の場 はさら

に広が りを見せる様相 を呈 している. そこで本稿では,

これ までに明 らかにされてきたGAに 関する化学的性

質 を整理 し, 多様 なGAの 応用分野 とその裏にある化学

的背景について解説する.
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グルタルアルデヒ ドの化学的性質

まず, 溶液中でのGAの 姿について考えてみる(7). アル

デヒド基のC=Oの 紫外吸収 に基づ くと, GAの アルデ

ヒ ド基 の うち, 遊離 の状 態で存在 する割 合 は全体 の

11～16%程 度であると推定される. これはGA分 子の水

化＊によるもので, 一般 的なGAの 構造(1)は 図1の2

～5と 平衡状態にある. 各構造の存在割合 はGA濃 度 に

よって大きく変化 し, 希薄な0.4%濃 度の場合, 1～5は

それぞれ11%, 10%, 3%, 76%, 0%程 度の比率で存在す

る. 市販の70%溶 液では水の濃度が減るため, 平衡 は水

化重合物5の 構造を生成する側に傾いて, 各々の存在比

率は11%, 6.8%以 下, 0%, 50%, 32.5%以 上 となる. 70%

溶液中ではかな りの部分がガラス状態にあるので, その

溶液 を希釈すると濁 りを生 じることがある. しか し, 希

薄溶液中では次第 に水化重合物が減少していき, 1～4の

構造へと変化 してい くために, やがて濁 りはとれていく.

透明になるまでに時間を要するが, これは特 に5が 変化

してい く速度が遅いためである. したが って, GAを 希釈

して用いる場合には, 希釈後の時間を考慮 して使用 しな

ければならない.

光散乱光度法 によるGA溶 液の分子量測定 か ら考 え

て, GA溶 液 は2～7%の 間の濃度ではほとんど単量体 と

して, すなわち分子量100と して存在する. この分子量

はGA溶 液のpHが8以 下であれば, 25℃に おいて数日

間は変化 しない. しかし, それ以上のアルカ リ領域では

アル ドール縮合が起 こり, αβ-不飽和 アルデヒド構造 を

含むGAポ リマーが生成する (図1の 構造6). この縮合

が起 こると, αβ-不飽和アルデ ヒドのC=Cの π-π＊遷

移による235nmの 吸収極大がみられるようになる. し

たが って, GAモ ノマーのC=Oのn-π＊遷 移 に基 づ く

280nmの 吸光度 と235nmの 吸光度の比 (A235/A280) を

アル ドール縮合物の存在量の指標 として用いることがで

きる(8). アル ドール縮合 はpHが アルカリ側になるにつ

れ, また温度やGA濃 度の増加に伴い急速 に起こる. pH

が12～13以 上になる とカニ ッツァーロ反応が起 こり, ア

ルデヒド基はアルコールとカルボキシル基に不均化 して

い く (図1の 構造7)(9). 平均分子量から考えて, 市販の

GA溶 液中にはアル ドール縮合物 はほとんど存在 してい

ない と考 えられる (せいぜい0.05%以 下). アル ドール縮

合 は不可逆反応であるため, いったん起 こると1の 構造

には戻れない. そこで, 市販のGA溶 液はアル ドール縮

合が起 こりにくい酸性pH領 域 (pH3.5～4.0) にある.

GAポ リマーの沈殿物の生成 は, GA由 来の不純物の影

響 を強 く受 ける. pH7.5～8.5の 弱アルカ リ性の2%

GA溶 液中では トリオキサンオ リゴマー (図1の 構造8)

が生成する(10). この物質は280nmに 極大吸収を有す る

ため, 紫外吸収スペク トルの測定か らはGAモ ノマーと

区別で きない. このオ リゴマーが微量存在すると, 沈殿

物の生成が加速 されることから, 長期間の保存の際には

大 きな影響が出る.

グルタルアルデヒドの反応性

GAと 類似の ジアルデヒ ド構造 を有 する物質 として

は, グリオキザール, マロンジアルデヒドなどがある.

またホルムアルデヒドなどのアルデヒド類 も本来, 高い

反応性 を有 しているわけだが, それらと比べてGAが 広

い分野で用いられているのはどうしてなのだろうか. こ

こでは, 特にこの点を考 えなが らGAの 反応特性 を見て

い くことにする.

GAは 一級アミノ基に対 してきわめて高い反応性 を示

す(11). そのため, タンパク質の主に ε-アミノ基 と反応す

ることで, タンパク質 を分子内あるいは分子間で架橋す

る. 後述するGAの 多 くの利用は, このタンパク質 との

高い反応性を利用 したものである.

アルデヒド基 とアミノ基の典型的な反応 はシッフ塩基

図1■グ ルタルアルデヒ ドの溶液中での化学形態(7,9,10)

＊水和のうち特にその結合が化合物の形をとる場合を水化 といい,

生成物を水化物という.
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の生成である (図2の 構造式9). シッフ塩基は通常, 酸

加水分解に対 して不安定である. ところがGAと ア ミノ

基 との間の反応物は酸加水分解 に対 しても安定である.

また, ホルムアルデヒドや他のアルデヒド化合物 と比較

して, GAを アルブミン, コラーゲン, ムコ多糖な どのタ

ンパク質に反応させた修飾物は, 高い安定性を示す.

GAと ア ミノ化合物が反応する場合, 反応 に関与す る

アルデヒド基 に対す るア ミノ基の割合は, アミノ基が過

剰の条件で0.3, 逆にアルデヒ ド基が過剰の場合0.2と

なる(12). このことは, 1つ のアミノ基 と結合するのにGA

のアルデヒド基は3～5個 必要であることを意味する. 特

に, アミノ基過剰の条件でさえ複数のアルデヒド基が関

与 している点は, GAの 反応 を理解する上で重要である.

実は, GAと ア ミノ基の反応物の安定性は, 前 に述べた

GAの アル ドール縮合によることが実験的に明 らかにさ

れている(13). 重合に伴い αβ-不飽和アルデ ヒドが生成す

るが, このアルデヒドにアミノ基がシッフ塩基 を形成 し

て結合すると, 二重結合の共役 により, 酸加水分解に対

して も高い抵抗性を示すようになる (図2の 構造10). こ

の共役構造がシッフ塩基安定化の原動力であることか

ら, さらにアミノ基が10と 反応する場合に, マイクルタ

イプの付加反応 (図2の 構造11) は起 こりにくい と思わ

れる. この安定化機構か ら考 えると, アル ドール縮合物

の濃度が高いほ どアミノ基 との反応には有利になると考

えられるが, 多 くの実験で, アミノ基 との反応速度 は初期

アル ドール縮合物の濃度に依存 していない ことが示され

ている(12). これは一見, GA反 応物の安定化機構 と矛盾

しているように思えるが, GAモ ノマーの溶液に微量の

アミノ化合物 を添加すると, アル ドール縮合物 と考 えら

れ るGAポ リマーが急速に生成す ることも明 らか にさ

れた. したがって, ア ミノ基が共存 して生成 したアル ド

ール縮合物だけが反応 に関与 している可能性 もある(7).

一方, GAを タンパク質, アミノ酸などのア ミノ基含有

化合物 と反応 させると, 反応溶液中の溶存酸素が急速 に

消費 される(14,15). アマ ドリ転移物 を生成 しうる糖 とア ミ

ノ基の組合せな らば, 酸素消費 を伴 う反応 も考えられる

が, アマ ドリ転移物 を生成 しないGAで はこの急速な酸

素消費は説明できない. すなわちこの現象は, 通常のシ

ッフ塩基の生成機構だけでは説明できない他の反応機構

の存在 を意味 しているのである. Hardy らは, Nα-ア セ

チルリジンとGAの 反応物 に, ピリジニウム塩 (図2の

構造 式12) が存在 していることを明らかにした(16). また,

オボアルブミンのGA反 応物を加水分解 して, その部分

構造にやはりピリジニウム骨格 を有する物質が存在 して

いることを示 した (図2の 構造式13,14)(17). この部分構

造から考えて, 前述の酸素消費 は, 中間物質 として生成

するジヒ ドロピリジンのピリジニウム塩への酸化反応に

起因するものと考えられる. 残念なが ら, ピリジニウム

塩の生成に関 して, 定量的な知見 は得 られていないため

に, どのような条件で, どの程度の割合のアルデヒ ド基

が ピリジニウム生成に関与するのかは不明である.

GAと アミノ化合物 との反応 はすべてが不可逆的に進

行するわけではない. たとえば, pH7に おいてグリシ

ン, エチルアミンなどとGAが 反応する場合, 可逆的な

図2■グ ル タ ル ア ル デ ヒ ドと タ ンパ ク 質 の ε-ア ミ ノ基 (R-NH2) と の 反 応(16,17,42)
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反応 も10%程 度関与 している. この可逆的な反応はアル

カリ領域 になるとさらに高まるようである(12).

GAは アミノ基 との反応性が際立 って高いが, システ

インのSH基 とも反応する. しかし, その反応の機構 も

単純ではなく, 反応系の中にアミノ基が存在することが

必要である. したがって, ア ミノ基のないSH化 合物 は

GAと 反応 しない(12).

以上の反応特性か ら考 えて, GAと タンパク質の反応

ではリジン残基の ε-アミノ基が主要な反応部位 となる.

反応 は多段階反応で, シッフ塩基の形成がきっかけとな

り, アル ドール縮合, 酸素酸化反応 を経由したピリジニ

ウム塩の形成を経て, 高分子化 してい くもの と考えられ

る. さらに途中, 可逆的反応 も介在 していることから,

その全貌の解明にはまだ多 くの知見が必要 とされる.

これまでの検討か ら, アミノ基 との反応において, GA

に匹敵する急速な酸素消費 を示すアルデ ヒドは他には認

められていない. したが って, GAが ア ミノ基 との反応

で示す酸素消費反応 は, この試薬の反応特性 を示す重要

な特徴 と位置づけられる. この酸素消費反応 はピリジニ

ウム塩の形成に関わっているものと推定されるため, 架

橋能力の高い12の ような構造体が形成 されることが, 他

のアルデ ヒド化合物 にないGAの ユニー クな反応特性

の源になっているのではないか と考 えられ る.

グルタルアルデヒドの利用分野

GAの 化学的な性質, ならびに反応性 について簡単 に

紹介 した ところで, 次に実際の利用例 を分野毎に概説 し

てい く.

1. 酵素工学への利用

活性 を維持させたまま酵素を水不溶 性の担体 に保持 さ

せる酵素の固定化技術は, 物質生産から分析技術 まで幅

広い用途 をもつ.

GAを 利用する最 も典型的な酵素固定化法では, 末端

にアミノ基を有する多孔性の担体が用い られる. ここに

GAを 作用させ (活性化 と呼ぶ), 一定時間反応させた後,

未反応のGAを 洗浄で除去 し, 酵素を添加する. 操作は

至って簡単で, 何 ら特殊な器具 も必要 としない. この固

定化法の原理 として,「担体のアミノ基 と, 後に加 えられ

る酵素分子のアミノ基をシッフ塩基を介 して結合するの

がGAの 役割である」と従来から説明されてきた(18). し

か し, 反応機構はこの説明ほ ど単純ではない.

GAと アミノ基 との反応で酸素消費が認められ ること

をすでに述べたが, ア ミノ基を有する各種担体でも, GA

との反応で酸素の消費がみ られる(19). 特 に興味深いの

は, 同じ表面アミノ基濃度 をもっていて も, ア ミノ基周

辺の構造, た とえば水酸基の有無などにより, 酸素の消

費速度が大きく異なる点である. この酸素消費が直接 ピ

リジニウムの生成量を反映 しているとすれば, その塩基

性か ら考 えて, 生成量に依存 して担体上の表面電荷が変

化することになる. 担体のアミノ基がGAの 重合を促進

させることも明 らかになってお り(20), GAの 活性化条件

は固定化担体の性質 に少なからず影響 を及ぼすもの と予

想 される.

そこで筆者 らは, パルスインジェクション法を用いて,

GAに よる酵素固定化法の理論的解析 を試みた(21,22). こ

の方法では, 様々な条件でGA活 性化 を行なった担体を

カラムに充填 しておき, そこにタンパ ク質溶液 をパルス

状 に繰 り返 し注入 していく. 当然, 最初の うちは注入 さ

れたタンパク質 はGAで 活性化されたカラムに結合 す

るため溶出して こないが, 繰 り返 し注入してい くと注入

したタンパ ク質の一部が溶出して くる. その溶出パター

ンを解析する理論式 を作成 し, その式の中の未知のパラ

メータを実際の溶出曲線 とのカーブフィッティングで決

定 していった.

ウシ血清 アルブ ミン (BSA) をモデルタ ンパ ク質 とし

て, GAで 活性化 した2種 類の担体で解析 を行 なった と

ころ, BSAは 比較的速い反応速度を有する結合で担体表

面 に捕捉 された後, それよりも遅い別の様式の反応で,

二次的に担体 と共有結合 してい くことが明 らか となっ

た. 速いほうの反応 はイオ ン強度の影響か ら, イオン的

な相互作用に基づ くもの と推定 され, 担体上の電荷 は

BSAの 等電点か ら考 えて陽電荷であると考えられた. そ

の陽電荷の性質は元々担体に存在 していたアミノ基 とは

異なってお り, 筆者 らはその電荷 こそが, GAと ア ミノ基

の間で生成 したピリジニウムではないか と考えている.

遅 い反応 はアルデ ヒド基 の存在 に依存 していることか

ら, この反応がタンパク質のア ミノ基 とのシッフ塩基形

成に相当するものであろう.

一方, GAに よる活性化条件, 特 に反応のpHが 担体の

内部構造にどのような影響を与 えているかを, 本法によ

る解析結果から推定 してみた. GAの 反応pHを アルカ

リ側 にすると, タンパ ク質の拡散が徐々 に制約を受ける

ようになり, さらにイオン的相互作用で担体に結合する

タンパ ク質の割合が減少した. この結果 はどのような内

部構造の変化 を意味するのであろうか.

GAの 活性化反応 を考えていくには, ア ミノ基 との反

応性 と, 孔の内部への拡散 という2つ の因子を考慮 しな

ければならない. GAの アミノ基 との反応 はアルカリ領
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域のほうが速 く, かつGAは アルカ リ領域ではアル ドー

ル縮合により高分子化 しやすい(23). したがって, アルカ

リ領域になるほど, GA分 子は担体の孔の入口付近に集

中 して高分子のアル ドール縮合物を形成 しているもの と

予想される. そのような状態のGA活 性化担体に添加 さ

れたタンパク質分子は, 孔の入口付近から結合 していき,

最初に結合したタンパク質が, その後孔内に入ってい く

タンパク質分子の拡散をさらに制約するもの と考 えられ

る. 一方, 担体上 に形成 されるピリジニウム塩は担体表

面上のア ミノ基を起点 とする. アル ドール縮合が起 こり

やすい条件では, GAポ リマーはその表面上に堆積 し, 一

定のGAポ リマーが担体表面に生成すると, もはやタン

パク質分子はその内部に埋没したピリジニウムの陽電荷

とは相互作用できな くなる (図3). 結果的 に, その相互

作用に依存 していたタンパク質の結合割合が減少 してい

くのではないか と推定される.

このように考えると, アルカリ領域でのGAに よる活

性化 は, 担体の内部構造を不均一にする効果をもつ と言

える. 均一な内部構造 を保持するためには, pHを 下げ,

縮合や反応性 を抑 えることで, GA分 子の孔内部への拡

散を促進 させることが必要である.

この ようにパルスインジェクシ ョン法 を用いて, GA

活性化反応の理論的な解析 を行なってきたが, これまで

に得 られた結果は, 担体内部構造のごく一部分の情報を

与 えているにす ぎない. 酵素 と補酵素 (NAD) の同時固

定化 においては, GAの 重合度 を含めた微妙な活性化反

応の違いが, 固定化担体の性能に大 きな影響 を与えるこ

とも明 らかにされてお り(24,25), より高性能な固定化酵素

の設計には, この研究を出発点 として, さらに詳細な解

析が行なわれる必要がある.

2. 分析化学への利用

ここで は分析試薬 その もの としてGAを 利用す る技

術, ならびに酵素免疫測定法 (ELISA) などのマイクロ

プレー トを利用 した分析法 へのGAの 利用について述

べる.

GAを アミノ基含有の化合物 と混合する と溶液中の溶

存酸素が消費 されるが, ここに2-メ チル-1, 4-ナ フ トキ

ノンを共存 させ ると, 酸素消費速度が増大する(14). GA

とア ミノ化合物 を反応 させはじめてか ら一定時間経過

後, たとえば3分 後の溶存酸素消費量をクラーク型酸素

電極で測定すると, 酸素消費量 とア ミノ基濃度 との間に

直線関係が成立する. 筆者 らはこの関係に着 目して, 食

品中の遊離アミノ基やタンパク質濃度を測定する方法 を

開発 した(14). この分析法は, 食品の分析でしばしば問題

となる試料の着色, あるいは濁 りの影響をまった く受 け

ない. さらに1検 体の分析 に要する時間が数分であるこ

とか ら, 本法はたとえばエキス製造の工程管理法(26)や乳

製品の品質管理法(27)として有用な方法である.

ELISAは 抗体の有する高い分子認識能を利用 した分

析技術であ り, 様々な分野でその有用性が示 されてい

る. GAの この分野での主な用途は, 抗体の酵素標識, な

らびにマイクロプレー ト表面への抗体やハプテンの固定

である. 酵素標識の場合, 酵素 と抗体の共存溶液 にGA

を添加 して, 両者 をアミノ基間で架橋 させる一段階GA

法 と, 過剰のGAで 反応 させた酵素を抗体 と結合させ る

二段階GA法 が知 られている(28). GAの 反応条件はあ く

まで経験的に設定 されているものであり, 重合物の生成

の割合や, GAの 修飾に伴 う酵素活性の低下をどのよう

に制御するかについての理論的研究はなされていない.

図3■グ ル タルアルデ ヒ ド活性化担体への タンパク質の結

合

グルタルアルデヒド活性化担体表面には, ピリジニウム塩由来の正

電荷が分布している. (a) 活性化反応が低いグルタルアルデヒド濃

度, もしくは低い反応pHで 行なわれた場合, グルタルアルデヒド

重合物の形成は少なく, タンパク質分子の孔入口 (右側) か ら内部

(左側) への拡散は制約を受けていない. また, タンパク質は担体表

面の正電荷と相互作用しうるほど接近できる. (b) アル ドール縮合

が起 こるアルカリpHで 活性化を行なった担体では, 孔入口付近か

らグルタルアルデヒド重合物が形成され, 最初に結合したタンパク

質分子により, その後のタンパク質分子の拡散が制約を受ける. ま

たグルタルアルデヒド重合物が担体表面に密集して存在している

ため, タンパク質分子は表面の正電荷に接近できない.
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さらにGAの 標品による変動 も大きいことか ら, 高い簡

便性をもちなが らも, 利用頻度は高 くないようである.

一方, マイクロプレー ト表面への物理的な吸着による

不溶化が難 しい抗体やハプテン性の低分子 を固定する場

合に, GAに よる処理 が有効 で ある(29,30). たとえば,

HBVの 表面抗原 に対する抗体 をプレー トに物理的に吸

着 させて不溶化 し, そこに血清試料を添加すると, その

不溶化 した抗体 の一部が, 血清中のアルブミンの作用に

より脱離する. これに対 して, 2%GA (pH5.0) でプ

レー トを処理 し, 洗浄 した後, 抗体を添加 ・固定させ る

と, 抗体の脱離 を有意に抑 えられる(30). しかし, 標品中

に一定量のアル ドール縮合物が存在 していない場合に

は, 脱離防止効果はあまり期待できない ことも明 らかに

されている. このことはGAの アル ドール縮合物 とプレ

ー ト表面 との間の疎水的相互作用が, 抗体の強固な結合

に必要であることを示唆 している.

筆者 らは, マイクロプレー トの表面にGAを 用いて酵

素を固定 してみた(31). GAを 使 うので, 当然表面 にア ミ

ノ基を有するプレー トでなければ酵素の結合は起 こらな

いと予想 したが, 結果 はプレー ト上のア ミノ基の存在に

は依存 しなかった. これはGAが プレー ト表面 と共有的

に結合 しているのではないことを示す. さらにアル ドー

ル縮合が起 こりやすい条件で固定化 した場合は, 高い酵

素活性が認められたことから, GAは プレー ト表面 に疎

水的な相互作用で結合 しているもの と考 えられた. また

pH12以 上でGAを 反応させ ると, 酵素活性が低下する

現象も認められ, アルデヒ ド基の不均化 による極性基の

形成が両者の相互作用 を弱める働 きがあることも判明 し

た. GAポ リマーとマイクロプレー ト表面 との疎水性相

互作用を様々な生体分子の結合に積極的に利用すること

で, 今後マイクロプレー トを用いた新 しい分析技術の開

発 も可能になると考 えられる.

3. 組織化学への利用

1963年 に Sabatini は, GA, グ リオキザール, ホルム

アルデヒ ドなどの8種 類の反応性の高いアルデヒドを比

較 して, GAが 細胞化学の前固定剤 として最 も有効 なア

ルデヒドであると位置づけた(3). 現在では, その微細構造

の固定のよさから純形態学的研究一般の前固定剤 として

用いられ, その後四酸化オスミウムで後固定を行なうの

が, 生物材料の電顕観察において最 も一般化 した固定法

となっている. GAの 固定は組織のタンパ ク質のア ミノ

基間を架橋することによるものと考えられているが, そ

の化学的な裏づけはまった くなく, 固定の条件はあ くま

で経験的結果に基づいて選ばれている.

GA固 定液 としては, 2～3%溶 液 を使用することが多

いが, 組織内への浸透性は四酸化オス ミウム同様遅 く,

1時 間に組織表面 より約0.4mmし か浸透 しない. した

がって, 浸漬固定 を行なう場合には組織を細切 しなけれ

ばならない. GAの 浸透性が低い理由は, GAが 表層組織

から順次反応してい くため, 後で浸透 して くるGA分 子

の拡散が抑制 されることに起因すると考えられ る. GA

の拡散が制約を受けた条件で固定 された組織は, 当然不

均一なものとなる. したがって, 均一 な架橋が起こるこ

とが望 ましい組織の固定では, GAの 拡散が起 こりやす

い条件 を選ぶ必要がある. 言い換えれば, GAの 拡散が

十分 に保証 されるまで, GAの 反応性を極力抑 える工夫

が必要である.

具体的にどのようにするかとい うと, まず低温, た と

えば0℃で 組織をGA溶 液に浸漬 させる. GAの 反応 は

強 く温度に依存するので反応速度は大 きく低下 し, 本来

ならば架橋が生 じる表層付近で もGA分 子の内部への

自由な拡散が起 こる. 3時 間程度経過 してGAが 十分に

内部へ拡散 した後, 組織試料を高周波加熱装置を使 って

処理することで, GAを その周辺部分を中心に架橋 させ

る. この方法で, きわめて均一な固定の可能なことがモ

デル組織を使 って確かめられている(32).

拡散 と反応性 とのバ ランスがGAを 使用す る場合の

一つのポイントであることを明示している点で, この研

究は重要である. 酵素の固定化な ど, 他のGA利 用分野

において も当然応用する価値のある技術であると考 えら

れる.

4. 医療現場での利用

1) 殺菌 ・消毒剤 としての利用

医療の現場では, 殺菌や滅菌に熱が使 えない場合がし

ばしばある. GAは そのような非加熱状態での殺菌・滅菌

剤 として高い有用性をもっている(33).

重炭酸塩 でpH8付 近 に調整 されたGA溶 液が化学

的殺菌 ・滅菌消毒剤 として市販 されている (商品名: ス

テ リハイ ド, サイデックスな ど). この条件下 において

GAは, 芽胞 を含むあらゆる微生物に対 して殺菌効果 を

示 し, HBVや エイズウイルスのほか, 各種 ウイルスの不

活化効果を有する. さらに耐性菌がで きない上, 他の薬

剤に耐性のある微生物 も殺菌できる. 用い られるGA濃

度は2%, もしくは0.5%で あるが, 芽胞を対象 としない

一般の殺菌には0.2～0.5%で 十分である. 2%溶 液は3

時間で細菌芽胞 を, 30分 間で結核菌 を, 10～30分 間で

HBVを, また2分 間でエイズウイルスや一般細菌を殺

滅で きる. GA溶 液のもう一つの大 きな特徴は, 次亜塩素
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酸ナ トリウムや消毒用エタノールなどと異な り, 種々の

材質を劣化 させに くい ことである. したがって, GA溶 液

は, 滅菌や高度な消毒が必要で, しかも耐熱性のない器

具類の消毒 に汎用 されている. 主な消毒対象 は, 内視鏡

や手術器具である.

GAの 殺菌作用 はpHに 大き く依存 している. 酸性で

は活性は低 く, アルカ リ側で高 くなる. このpH依 存性

はGAの アル ドール縮合が殺菌作用 に深 く関与 してい

ることを示唆する. しかし, pHが 高 くなりすぎるとアル

ドール縮合物が沈殿 し, 溶液の活性が急速に低下 してし

まうことから実用的ではない. その点を考慮 して弱アル

カ リ領域が選ばれているようだが, 同 じ弱アルカリpH

で も, 用いる塩の種類によって活性が変化する. 重炭酸

塩 とリン酸塩を比較すると, 明 らかに重炭酸塩のほうが

高い活性 を示す. これは, 重炭酸塩が微生物の膜構造 に

変化を与 えて, GAの 拡散 を促進することに起因す るも

の と考 えられている.

GAの 殺菌機構 としては, GAが 微生物 の表層 にある

タンパク質を架橋することによると推定されている. 表

層が架橋 されると, 当然 細胞内への物質の取 り込みが

阻害 されるが, この取 り込 みの阻害はGA処 理によっ

て, 50%程 度しか低下 しない. したがって, この作用だけ

ではGAが 示す急速な殺菌作用を説明 し得ない. もう一

つの殺菌機構 として考えられているのは, GAの 酵素に

対する作用である. GAは 酵素表面にある リジン残基の

ε-アミノ基に反応することで, 多 くの酵素を in vitro で

失活 させる. したがって, 微生物の表層にある酵素分子

にも同様 に作用 し, 酵素活性を下げることで, その作用

が発現するのではないかと考えられる. 実用的に幅広 く

利用されているにもかかわ らず, やは りこの分野 で も

GAの 理解は不足している.

2) 人工弁への適用

心臓弁膜症や先天性の心臓病で, 病変のひ どい心臓弁

を切除した後に入れるのが人工弁である(34). 人工弁 には

機械弁 と生物弁の2種 類がある. 機械弁はパイロライ ト

カーボンなどを材質 とするもので, 耐久性 に優れてお り,

我が国での人工弁置換術において95%を 占め る. しか

し, 機械弁は一般 に, 血栓の形成 を防止するために抗血

液凝固剤を続けて服用 しなければならないことが欠点で

ある. これに対 して生物弁は, ブタなどの大動脈弁やウ

シの心外膜を用いるもので, 元来が生体の材料であるこ

とから血栓ができにくい. しか し, 異種の動物組織 に対

する免疫反応が起 こることと, 耐久性が低いことが欠点

である. そこで異種の動物の弁をGAで 処理する技術が

開発 された(35). GAで 処理す ると, 生体組織の主成分で

あるコラーゲンが架橋 されて安定化 し, コラーゲナーゼ

の作用を受 けにくくなる. しか も抗原性 も失われて, 人

体に移植 されて も免疫反応 を起 こさない. さらに, その

処理によって殺菌効果 も期待 される. まったく理想的な

処理方法である. 通常, 0.2～0.6%のGA濃 度が用いら

れるが, 低い濃度では特に殺菌効果が十分でな く, 高濃

度 を用いると組織が硬 くな りすぎるとい う問題が生 じ

る. GA標 品の純度や反応条件 によ り, 生物弁の性能が

大 きく左右 され ることから, この分野でもGAの 反応に

関しての基礎的な研究が求め られている.

GA処 理により製造 された生物弁は弁尖部の石灰化が

泣 き所である. この石灰化 は血液中の様々な物質やカル

シウムなどが沈着する現象を言 う. 石灰沈着が起 こると

弁は硬 くな り, 血栓がつきやす くなる. そのために生物

弁は移植後6～7年 以降になると, 新 しい弁 と再置換する

ことが多い. この石灰化 に, 生物弁中に残存 しているGA

が関与 している という研究結果 も報告されてお り, GA

と石灰化の関連 も早急に解明 しなければならない重要な

問題である.

5. 生化学での利用

生化学の分野では, GAをCa2+-ATPaseな どの酵素

の構造 を解明するために用いた利用法(36)や, タンパク質

の生体内における翻訳後修飾反応の解明に用いた研究が

ある. ここではヒト血清アルブミン (HSA) およびニュ

ーロフィラメン トの生体内修飾反応の解 明に対 して,

GAが 重要な役割を演 じている例 を紹介 したい.

HSAは 肝臓で生合成 された後, 体内を循環 し, 約2週

間の半減期で異化 される. 体内を循環 している時は, 様々

な物質による物理的 ・化学的修飾 を受ける. 肝疾患患者

の血清中には, GA処 理 したHSA修 飾物 (pHSA) を認

識する抗体が存在する(5,37). これまでの知見か ら, GAが

生体内に存在するとは考 えにくいので, この抗体の出現

は, 生体内でHSAが 過度に修飾されることでできる構

造体 と, GA修 飾構造 との間に免疫学的な共通性がある

ことを強 く示唆するものである. 一方, pHSAはHBV

に対 して結合性 を示す(38～40). HBVの レセプターは, そ

の表面抗原の55ア ミノ酸残基か らなるpre-S2領 域 で

ある. ヒトと同様 にHBVに 感染するチンパンジーの血

清アルブ ミンもGAで 処理す るとHBV結 合性 を示す

が, 他のHBV非 感染性の動物由来の血清アルブミンで

は, GA処 理を行なって もHBV結 合性は示さない. した

がって, HBVの 結合性から考えて も, 生体内にpHSA

と類似の構造をもつHSA修 飾物が存在 している可能性

がきわめて強いと考 えられる.
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そこで筆者 らは, pHSAに 対する抗体 をマウスを使っ

て作製 し, その抗体認識能 に基づき, 生体内でpHSAと

類似の構造を形成 し得 る物質の検索を試みた(41). 作製 し

た抗pHSA抗 体 は, HBVの 結合性 に類似 してpHSA

のみに親和性を示し, ネイティブHSA, 他の動物起源の

血清アルブ ミンおよびそのGA修 飾物 には結合 しなか

った. この抗体の親和性 を尺度に, 手始めにGAと 同様

にカルボニル基 をもち, かつ生体内に存在する物質 とし

て, グルコース, フルク トースなどの還元糖の反応 を調

べてみた. その結果, これ らの糖 とHSAと の反応物 に

対 して, 抗pHSA抗 体は親和性を示し, さらにその親和

性は分子間架橋物 に対 して強いことが明 らか となった.

GA, ならびにこれ らの糖は, HSAの 主にリジン残基の

ε-アミノ基 と高い反応性 を有 していることから, 分子間

を ε-アミノ基で架橋 しているもの と考 えられる. カルボ

ジイ ミドや トランスグルタ ミナーゼで分子間架橋 した

HSAに 対 しては, 抗体親和性 はほ とんど認められなか

ったことか ら, 親和性 はリシン残基の ε-アミノ基間を分

子間架橋 させることに基づ くものと推定される. 現在,

同様の架橋機構 を有する生体内物質で, さらにその活性

が高い物質の検索 を行なっているところである.

最近, GAの 反応を生体内における修飾反応のモデル

として利用で きるものが, HSA以 外にも報告された. そ

れはアルツハイマー病の神経原繊維中のニューロフィラ

メン トである(6). アルツハイマー病 には2つ の特徴的所

見, すなわち神経原繊維変化 と老人斑があげられるが,

このうち神経原繊維変化を特異的に認識するモノクロナ

ール抗体の親和性に, GAと の興味深い関わ りが見いだ

されている. この抗体は通常のニューロフィラメン トL

鎖には結合性を示 さないが, GAで 処理する と結合性 を

示すようになる. 抗体親和性はGA濃 度, GA処 理時間

に依存 していることか ら, 生体内においてGA様 の物質

がニューロフィラメン トを修飾することが, アルツハイ

マー病の神経原繊維変化の出現に深 く関与 しているもの

と推察 される.

これらの研究はまだ緒についたばか りであるが, HSA

やニューロフィラメント以外の様々な疾病に関わってい

る他のタンパク質の翻訳後修飾に対 して も, GA類 似反

応が関与 している可能性 もあ り, 今後の展開に注 目した

い.

＊

誌面 の都 合上, 皮 の なめ し(1), 皮膚 病 の治療(42), な らび

に ドラ ッグデ リバ リー(35)な どのGA利 用 につ いて は説

明で きなか ったが, GAが 多 くの分 野で利用 され, そ の化

学的な性質が きわめて複雑であることが ご理解 いただけ

た ものと期待する. この多様 な科学の世界は, 基本的に

GAの 有する高いタンパ ク質 との反応性に基づ くもので

あ り, タンパク質が関与 しているあ らゆる分野で, GAは

今後 も利用されてい くであろう. 最後 に述べたタンパク

質の生体内修飾反応 との関わ りは, 特 に社会問題 となっ

ている疾病の病因とも絡んでお り, GAの 化学的性質, な

らびにそのタンパク質 との反応を積極的に解明 していく

ことが, その問題の解決に対 して大 きな寄与をするもの

と信じる.そ のためには有機化学, 生化学, 分析化学,

医学, 微生物学にわたる幅広い領域での研究者の協力体

制が必要 とされる.

図の作成をお手伝いいただきました高知大学農学部・石井利直氏
に深くお礼申し上げます.
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