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(Abbreviations) 

ANS: 8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid 

Aβ1-42: amyloid β 1-42 

C: chalaza 

c-Lz: authentic HEWL 

DSC: differential scanning calorimetry 

ESM: eggshell membrane 

EW: egg white 

EY: egg yolk 

FITC: fluorescein isothiocyanate 

HEWL: hen egg-white lysozyme 

h-Lz: human lysozyme 

HS-OVA: heat stable ovalbumin 

N-OVA: native ovalbumin 

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

S-OVA: stable ovalbumin 

TEM: transmission electron microscopy 

ThT: thioflavin T 
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第 1 章	 序論	 	

	 タンパク質は生命を司る上で、生体内で最も重要な分子である。ヒトでは生

体には 10万種類を超えるタンパク質が存在していると考えられ、それぞれが重

要な役割を演じている。タンパク質は遺伝子配列に従って、アミノ酸がペプチ

ド結合によってポリペプチド鎖を形成し、これがさらに 2次構造、3次構造を形

成することによって機能あるものとなる。構造は数十種類のパターンが見られ

るが、機能は多種多様であり、生体内では複雑な構成となっている。	

	 タンパク質は遺伝子、つまり DNAの産物である mRNAの配列に従って合成

され、構造の構築、いわゆるフォールディングが行われ、タンパク質の基本構

造が出来上がり、プロセッシングを経て機能あるタンパク質が完成される。こ

うした経路で完成されたタンパク質は目的の場所へ移動し、生命活動の主役と

なる(Levitt et al, 1997)。このように作られたタンパク質は細胞内外で役割を演じ

るが、役割を終えると分解され、アミノ酸となり、再利用あるいは完全に分解

される。一方、構造あるタンパク質は外部環境により大きく変化をする。物理

的要因、化学的要因および生物的要因によって機能を喪失したり、正しい構造

の損失あるいは不可逆的構造となる。このような状態のタンパク質はアンフォ

ールド（unfold）あるいはミスフォールド(misfold)や変性したタンパク質と言わ

れ、生体内では速やかに処理される。物理的要因としては温度（高温、低温）、
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乾燥、圧力、超音波、紫外線、X線などがある。化学的要因としては強酸・強

塩基、尿素、有機溶媒、界面活性剤、酸化・還元剤、重金属などがあり、生物

的要因としては酵素や微生物によるものがある。タンパク質の構造はかなりデ

リケートなものであり、生体内では正しい構造の維持が図られ、不正な構造の

ものを修復する機構が備わっている。つまり、アンフォールディングやミスフ

ォールディングしたタンパク質は分子シャペロンによってフォールディングさ

れ、再生される。しかしながら、フォールディング出来なかったものは速やか

にユビキチン化され、プロテオソームに運ばれ、分解されてタンパク質として

の生涯を閉じることになる。一方、こうしたフォールディングが出来ず、アン

フォールドあるいはミスフォールドの状態で分解されず、不良タンパク質とし

て細胞内外に蓄積するものも多くある。これらはタンパク質の種類によって蓄

積される場所も細胞に与える影響も異なるが、少なからず細胞にダメージをも

たらすとされる。多くのフォールディング病と呼ばれる疾患は正しくフォール

ディングが出来なかったタンパク質が生体内で分解されずに残り、重合や凝集

して特徴ある構造、いわゆるβ-クロス構造を作り、規則的な線維状構造体である

アミロイド線維を形成し、細胞に毒性や損傷を与えて起こるものを称している。

アルツハイマー病、パーキンソン病やクロイフェルトヤコブ病などの多くの神

経変性疾患、トランスサイレチンやリゾチームの変異体が起こす全身性アミロ
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イドーシスがあり、タンパク質の不良化が原因で起こる疾患は多種多様でそれ

らの治療法は困難にさらされている(Iadanza et al, 1997; Picken	MM, 2020)。	

	 タンパク質のミスフォールディングは先に記述したような要因で起こるが、

生体内はどのように正しい構造、つまりネイティブ構造を維持しているのか興

味が持たれる。例えばニワトリの発生では、卵は 38°Cで 3週間ほど保温される。

発生が進めば胚は成長し、新しいタンパク質が合成され、生体による制御が充

分行われると思われる。しかし、卵白や卵黄のタンパク質は鶏が合成したもの

であり、卵内で胚が制御するのは難しい環境にあると考えられる。卵黄タンパ

ク質はアミノ酸源として活用され、胚の成長に優先的に使われると推定できる

が、卵白のタンパク質はその役割が複雑であり、胚が孵化するまで卵内に残存

している。当然、アミノ酸源として利用されるが、それらが持つ生理機能は胚

発生に重要な役割を担っており、胚のコントロール下にあってタンパク質とし

て機能することで胚の成長に寄与している(Fig. 1.1)。 
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	 Fig. 1.1.	Circumstances of egg white during embryonic development				
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卵白タンパク質の 55％を占めるオボアルブミンはセルピン構造を有するタン

パク質であるが、プロテアーゼインヒビターの活性がないことから non-inhibitory 

serpin属に分類され(Remold-O’Donnell E, 1993)、実際、機能については不明であ

る。しかし、胚発生が進行するとオボアルブミンはネイティブ型と言われる N-

オボアルブミン（N-OVA）から特徴ある中間型のHS—オボアルブミン（HS-OVA）

になり、温度安定性が増す。そして最も熱安定性の高い S—オボアルブミン

（S-OVA）に転換していく。すなわち、受精した直後から HS-OVAの転換は始

まり、発生 48時間後にはほぼ HS-OVAとなり、そして速やかに S-OVAとなっ

て行く。N-OVAの変性温度は 78°C、HS-OVAは 82°C、S-OVAは 86°Cであり、

つまり発生が進行することによって熱安定型に変化していくことが知られてい

る(Fig. 1.2)	(Shinohara et al, 2005)。HS-OVAは中間体と考えられ、この転換が

初期発生に何らかの影響を及ぼすと考えられる。この熱安定型への転換は以下

のように説明されている。セルピンの構造は 3つのβ−シートのクラスター（A、

B、C）およびそれらを取り囲む 8個のα−ヘリックスと表面に突き出した reaction 

center loop (RCL) と呼ばれるペプチド鎖がある。標的プロテアーゼが RCLの内

部のアミノ酸配列を切断することから阻害機序が始まり、最終的には EI complex

の状態で RCLがβ−シート A内に loop insertion	することによって酵素阻害は完

成する	(Kahn et al, 2011)。酵素とセルピンは強いアシル結合で安定しており、
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酵素機能は失われる。オボアルブミンの熱安定型への転換はこの RCLの部分的

insertionによることが明らかにされた(Shinohara et al, 2007)。これまでセルピン

は RCLの構造内部への insertionにより Latent型セルピンとなり、熱安定性が増

すと報告されている。同じように胚発生が進むとオボアルブミンの RCLは分子

構造内部に部分的に挿入され、構造がネイティブ型より熱に対して安定になり、

変性温度が 8°C以上上昇すると考えられる。この上昇が何を意味するかは不明

であるが、胚発生中にこのようなことが起こるのは卵白を取り巻く厳しい環境

に対応するためと思われる。オボアルブミンは胚発生中に構造変化が起こるこ

とは観察されるが、機能が不明であることから、卵白タンパク質で機能が解明

されているタンパク質を取り扱うことでよりタンパク質の安定性という課題に

取り組むことが出来ると考えられた。	
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Fig. 1.2. Changes in heat denaturation of HEWL during the early embryonic 

development(Shinohara et al, Bichim. Biophys. Acta, 2005)	
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リゾチームは卵白タンパク質の 3%を占め、一部のグラム陽性菌の細胞壁プ

ロテオグリカンである N−アセチルムラミン酸と N−アセチルグルコサミンの

グリコシド結合を加水分解する酵素であり(Manchenko, 1994)、このため抗菌性

を示す。卵白リゾチーム（HEWL）は分子量が 1万 4千と小さなタンパク質で

あり、分子内に 4つの S-S結合を持ち、比較的安定性の高いタンパク質であ

る。構造的にはα-ヘリックスからなるα-ドメインとβ-構造からなるβ-ドメイン

の 2つのドメイン構造を持っており、両ドメインを繋ぐ領域はポケットのよ

うになっており、そこに 2つの触媒基を有している（Fig. 1.3）。つまり 35番

目のグルタミン酸（Glu35）と 52番目のアスパラギン酸（Asp52）であり、両

残基が触媒に関与している(Grisham and Garrett, 2007)。 
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Fig. 1.3.	Three-dimensional structure of HEWL: It consists of two domains, an 

α-helix-rich α-domain and α β-structure-rich β-domain, and the active center is situated 

in the region connecting them (red circle). 
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この両残基の領域に、基質であるプロテオグリカンが挟まり、両残基によって

グリコシド結合が切断される。しかしながら、HEWLのムラミダーゼ活性は全

てのグラム陽性菌のグリコシド結合を加水分解するものではない。また、HEWL

は大腸菌などのグラム陰性菌には、外側にリポポリサッカライドを含む外膜が

存在するため抗菌作用はないと考えられている。HEWLはバクテリアの細胞壁

を溶解することで抗菌作用を示すこと以外にも、HEWLは強い塩基性タンパク

質であり、プラス(＋)にチャージした構造表面がバクテリアのマイナス（−）細

胞膜と結合し、細菌の細胞膜に穴（pore）を開けて細菌を溶解させることで抗菌

作用を示すとも言われている（Derde 2013; Zhang et al, 2016）。さらに、加熱され

酵素活性を消失したがグラム陰性菌の生育を阻害するという報告もなされてい

る（Ibrahim HR et al, 1996）。 

	 また、ヒトリゾチームは遺伝的変異により全身性アミロイドーシスを発症す

ることが知られ、HEWLもある条件の下ではアミロイド線維を形成することか

らタンパク質のアミロイド線維形成モデルタンパク質として広く、詳しく研究

されている (Swaminathan et al, 2011)。ヒトリゾチームの遺伝性全身性アミロイ

ドーシスを発症する患者には β-ドメイン内かその周辺のアミノ酸の変異によっ

て起こることが知られ、現在、アミロイドーシスとなる 5種類のアミノ酸変異

が報告されている (Pepys et al, 1993)。β-ドメイン内にはアミロイド線維形成コ
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ア領域という 9個のアミノ酸配列があり、この領域はネイティブの時は分子構

造内部にあるが、変異により構造が変化し、分子構造内部から表面に露出する

ことがアミロイド線維形成に関わっていると考えられている。変異を起こした

リゾチームは凝集しやすく、不安定なタンパク質となって最終的には会合して

線維化するものと思われる。 

HEWLは酸性条件で、55°C程度で保温した場合、2週間程度でアミロイド線

維を形成するとされ、エタノールのような有機溶媒や界面活性剤でもアミロイ

ド線維を形成する (Sassi et al, 2011)。これはこうした処理によりアミロイド線維

形成コア領域の表面への露出が起こり、アミロイド線維形成となっている 

(Swaminathan et al, 2011)。先述したように胚発生では 38°Cで 3週間ほど保温さ

れ、タンパク質にとっては安全な条件ではなく、多かれ少なかれ構造変化が起

こる可能性は大きいと考えられる。オボアルブミンは熱安定型に転換され、構

造が Latent型になっていく。HEWLでは、リゾチームはどのように変化してい

くのか、機能の明確なタンパク質であるため変化を追跡しやすいと考えられる。

もし、構造変化がなく機能を保持・継続しているならば何故そのように出来る

のか？構造変化が起こっているのであればアミロイド線維は形成されるのかな

どリゾチームを対象にした研究は大きな意義があると考える。 

そこで、本研究では、第 2章では、HEWLの胚発生過程での安定性について
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追究した。つまり 38°Cの長時間の環境で、HEWLの構造に変化を起こるのか、

それに伴いムラミダーゼ活性と抗菌性にはどのような影響があるのかに着目し

て、研究を進めた。また、第 3章では、第 2章の研究において発生過程での HEWL

は構造的にも機能的にも比較的に安定性が確認されたので、鶏卵にはタンパク

質の安定を保持する要因があると考え、鶏卵のタンパク質の分解物に注目して

研究を進めた。HEWLはアミロイド線維を形成するタンパク質であることから

アミロイド線維形成のモデルタンパク質として詳しくは研究されており、線維

形成コア領域の存在も知られている（Dobson et al, 1994; Tokunaga et al, 2013）。

また、HEWL分子内にはアミロイド線維化を防ぐ領域の存在が予想されており

（T. Ueda私信）、線維形成阻害にペプチドの役割が期待されている。よって鶏

卵にも HEWLの線維形成を防ぐ要因が備わっていると考え、鶏卵タンパク質の

加水分解物（ペプチド）に注目し、HEWLの線維形成抑制因子の探索を行った。

その結果、カラザと卵白のペプチドに線維形成を抑制するものを見出した。さ

らにこれらはヒトリゾチーム（h-Lz）および amyloid β 1-42（Aβ 1-42）のアミロ

イド線維形成も抑制することが明らかになった。 

	 本論文は、タンパク質の安定性とそれに関わる要因について鶏卵タンパク質

をモデルとしてまとめたものである。 
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第2章	発生過程における鶏卵白リゾチーム（HEWL）の安定性	

	

2.1	 目的	 	 	

ニワトリの発生における卵白の役割は、発生過程の胚や卵黄を保護すること

や胚への栄養素の供給であり、特にタンパク質の役割は大きい。卵白タンパク

質にはオボアルブミン、オボトランスフェリン、オボムコイド、オボムチンな

どの卵白特有のタンパク質を含み、それぞれが重要な働きをすることにより、

胚発生がうまく進行していると考えられている(Freeman, 1974)。発生卵を成長

させ、孵化させるまで約 3週間、38°C前後で保温する必要がある。保温した後、

卵白の pHは、急激にアルカリ側に移行し、4日後に、中性に戻ることが報告さ

れている(Cunningham, 1974)。このような環境の中で、卵白タンパク質がどのよ

うに構造と機能を維持しているのかは興味深い問題である。	

	 オボアルブミンは発生過程に、変性温度 78°Cの Native型から発生初期には変

性温度 82°Cの中間体の HS型、その後変性温度 86°C熱安定性の S型に転換し

ていくことが示された（Sugimoto et al, 1999; Shinohara et al, 2005; Shinohara et al, 

2007）。これは発生過程中にオボアルブミンの reaction center loop (RCL)がオボア

ルブミン本体に partial insertionをして、Latent型の構造を取ると説明された。こ

のようにオボアルブミンは構造変化して熱安定型になるが、その機能が十分解



14	

	

明されてないため、機能変化については不明である。このような発生過程での

タンパク質の構造変化と機能変化についての研究はほとんど行われておらず、

ここでは機能がよく分かっている鶏卵白リゾチーム(HEWL)について発生過程

におけるタンパク質の構造変化と機能変化について追究した。 

	 HEWLは、ムラミダーゼ活性をもち、ある種のグラム陽性菌に対する溶菌作

用を示すことから抗菌性のタンパク質として知られている(Manchenko, 1994)。

ムラミダーゼ活性は細胞壁に構成成分であるペプチドグリカンの糖鎖の N-アセ

チルムラミン酸と N-アセチルグルコサミンのβ1-4グリコシド結合を切断する

（Skujin`s et al, 1973）。この反応には、活性の中心である Glu35と Asp52の 2つ

のアミノ酸残基が関与しており、加水分解機序が明らかにされている（Grisham 

and Garrett, 2007）。HEWLは細菌のペプチドグリカンを加水分解することで細胞

壁を溶解し、細菌を死滅させるとされる。一方、それに加えてリゾチームは酵

素活性とは関係なく、抗菌作用を示すという報告がなされている（Ibrahim, 1988; 

Ibrahim et al, 2001; Nash et al, 2006）。リゾチームは等電点が 11.1〜11.3の塩基性

タンパク質であり、分子表面は（＋）電荷をしており、細菌の細胞膜の	(－)電

荷と電気的に結合し、細胞壁に poreを開けることにより、細菌の細胞質が流出

を起こし、死滅してしまうとされている(Derde, 2013; Zhang et al, 2016)。こうし

たムラミダーゼ活性や抗菌作用が発生過程でどのように維持されるかあるいは
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変化するか、胚にとって重要な問題である。	

	 発生過程におけるタンパク質の変化のモデルとして、ニワトリの発生過程で

は 38°Cと比較的高い温度で長時間曝されることはタンパク質の安定にとって過

酷な状態であると考えられ、今回の研究ではモデルタンパク質として、HEWL

を選び、構造解析、酵素活性および抗菌性の変化を追究した。その結果、発生

後期にやや構造変化が起こり、リゾチーム量は減少したものの酵素活性、溶菌

活性、増殖抑制活性は保持していた。	

	

2.2	 材料および実験方法	

2.2.1	 卵白の調製	

レグホーン種の有精卵(福岡県山形養鶏場、平均 58 ± 2 g)を温度 38°C、湿度

80％でインキュベートして、インキュベート前の 0日目から孵卵 18日目までの

卵白を 7個ずつ採取した。採取日の異なるそれぞれの卵白の重量、タンパク質

量および細菌細胞壁分解活性を測定した。	

	

2.2.2	 HEWLの精製	

	 採取した卵白にそれぞれ 2倍量の水を加え懸濁し、遠心分離(12,000 rpm、15 

min、4°C)を行い、グロブリンなどの不溶物を除去した。その後、上清液を塩酸
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で pH 6.0に調整し、遠心分離(12,000 rpm、15 min、4°C)して不溶物を除去した。

次に、得られた上清液を塩酸で pH 4.0に調整し、再度遠心分離して、不溶物を

除き、粗上清液を得た。得られた粗上清液を 30 mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH	

8.0）を用いて透析し平衡化した。同緩衝液で平衡化したトヨパール CM-650カ

ラム（東ソー(株)、東京）を用いて陽イオンカラムクロマトグラフィーを行っ

た。タンパク質を吸着後、同緩衝液中で NaCl濃度を 0、0.1、0.2、0.3、0.5 Mに

替えて stepwise法にて吸着したタンパク質を溶出させた。HEWLと思われる溶

菌活性のあるタンパク質は 0.3 M NaClで溶出した。次に HiTrap CM FF Sepharose 

カラム(GE Healthcare Life Sciences Co.)を用いて分離を行った。同緩衝液中、0〜

0.4 Mの直線的 NaClグラジエント法で溶出させた。また、コントロールとして

用いるリゾチーム(c-Lz)は、市販のリゾチーム(Wako Co.)を使用した。	

タンパク質濃度の測定は、HEWLの吸光係数（E1％280 nm = 26.6）を使用し

た比色法およびBicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay法（Thermo Scientific Pierce 

Protein Assay Technical Handbook 2010）で行った。タンパク質の純度検定は 15％

ゲルを用いたドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

（SDS-PAGE）（Laemmli, 1970）および 8％ゲルを用いた Native-PAGE（Lewis et al, 

1968）で行った。ゲルの染色は、Coomassie Brilliant Blueで行った。	
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2.2.3	酵素活性およびバクテリアに対する抗菌活性	

	 精製された HEWL 分子量は、低分子標準マーカー（Bio-Rad、Hercules、CA）

を使用して SDS-PAGE によって決定した。リゾチームの酵素活性は、基質とし

てのフルオレセインイソチオシアネート（FITC）標識 Micrococcus lysodeikticus

細胞壁（EnzChek lysozyme assay kit）を使用して測定した。この測定は、細胞壁

ムコ多糖の N-アセチルムラミン酸と N-アセチル-D-グルコサミン残基の間の

β-1,4 グリコシド結合の切断をすることで蛍光を発することに基づく方法である。

蛍光標識した M. lysodeikticusおよび非標識の M. lysodeikticusの細胞壁の混合物

を、所定の基質濃度（1.5〜50 mg/mL、標識と非標識の比 1：20）で調製したも

のを基質溶液とした。これらに 0.05 µMの HEWLを添加することにより酵素反

応を開始した。蛍光マイクロプレートリーダーで 485/530 nmの励起/蛍光を測定

した。酵素 kineticsのKmおよびVmaxは、GraphPad Prismソフトウェア（San Diego、

CA）を使用して解析した。	M. lysodeikticus	の細胞壁に対する溶菌活性は、濁度

（600 nm での光学密度）の減少によって決定した（Imoto and Yagishita, 1973; 

Ibrahim et al, 2001）。黄色ブドウ球菌 Staphylococcus aureuss (S. aureus)（独立行政

法人製品評価技術基盤機構より譲渡）および大腸菌 Escherichia coli BL21 (E. coli)

（タカラバイオ(株)）に対する増殖阻害を見ることで抗菌作用を評価した。バク

テリア溶液（S. aureusおよび E. coli、1.3×106 CFU/mL）に、各ステージからの溶
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液（S. aureus	に対しては 0、2、0.6および 1 mg / mL、E. coli 対しては 1 mg / mL）

を添加し、37°Cで 1時間プレインキュベートした。これからそれぞれ 10 µL培

養液を採り、Luria broth（LB）培地（トリプトン1％、酵母エキス0.5％、NaCl 0.05％、

pH 7.0）寒天プレート（Agar、1.5%）に接種して、37 °Cで 24時間保温し、コロ

ニーを観察した。別の実験では、上記の黄色ブドウ球菌ストックの 10 µL 培養

液（1.3×106 CFU / mL）をそれぞれ 3 mLの新鮮な LB培地に添加し、0〜2 mg /mL

で 16時間培養した。これらの濁度（600 nmでの吸光度）を測定することにより

細菌の増殖の程度を評価した。細菌の増殖阻害は、対数増殖期の濁度（600 nm

での吸光度）を測定することによって評価した。これらの実験を 5 回繰り返し

た。 

	

2.2.4	タンパク質の構造的特徴の分析	

示差走査熱量（DSC）の測定は、Microcal熱量計（VP-DSC、Malvern、UK）

を用いて行った。1mg /mLのタンパク質溶液（20 mMリン酸ナトリウム緩衝液, 

pH 7.4）を脱気した後、1° C/minの加熱速度で測定した（Shinohara et al, 2005）。

表面疎水性は、 8-アニリノ-1-ナフタレンスルホン酸（ANS）を用いて蛍光スペ

クトルを測定することで評価した。各タンパク質の希釈液（50 mMリン酸ナト

リウム緩衝液、pH 7.0）を 100 µM ANS と混合し、波長 380 nmで励起し、波長
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400〜600 nmのスペクトルを測定した（Tokunaga et al, 2013）。 

円二色性（Circular Dichroism: CD）スペクトルは円二色性分散計（Jasco J-820）

を用いて 200〜250nmの範囲でスペクトルを記録した。試料は、20 mMのリン

酸緩衝液、pH 7.0で 0.1 mg/mLに調製した（Sugimoto et al, 1999）。トリプトファ

ン蛍光スペクトルの測定は、0.1 mg/mL（20 mMリン酸ナトリウム緩衝液、pH 7.0）

を励起波長 295 nm、蛍光波長 310〜460 nmとして行った（Tokunaga et al, 2013）。 

アクリルアミドによるトリプトファン蛍光消光の解析は、タンパク質希釈液

（20 mMリン酸カリウム緩衝液、pH 7.0）にアクリルアミド溶液（10 mM 2-シク

ロヘキシルアミノ-エタンスルホン酸、pH 9.0）を少量ずつ加えながら、トリプ

トファンの蛍光強度を測定することで行った。アクリルアミドの最終濃度が 0

〜0.5 Mになるように設定した。混合物をセルに取り、混合し、暗所で 5分間イ

ンキュベートした後、295 nm で励起し、蛍光は 300〜500 nm でスキャンした

（Tokunaga et al, 2013）。蛍光消光データは、Stern-Volmer方程式：F0 / F = 1 + Ksv 

[Q] (Molla, 2009）に当てはめることによって分析した。ここで、F0と Fは、そ

れぞれ消光剤の非存在下と存在下での蛍光強度である。 [Q]はモル消光剤濃度で

あり、Ksvは Stern-Volmer消光定数である。 
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2.2.5 統計解析  

すべての統計分析は、IBM SPSS Statistics ver.21を使用した。データの解析は、

Tukey’s multiple comparison testsで行った。データは平均 ± 標準偏差（SD）とし

て表した。発生 0日に対する Kmおよび Vmax値の有意差の指標を、P < 0.05とし

た。 

	

2.3	 結果	

2.3.1	インキュベーション中の卵白のタンパク質含有量と溶菌活性	

卵白は、0日目(孵卵前)と 3、5、7、11、15、18日目の受精卵から取り出した。

18日目は孵化の 3日前の受精卵となり、胚となるための栄養に卵白が使用され

るため、量としては 1/5程度であった。それぞれの卵白量（g）と、タンパク質

量、	M.lysodeikticus細胞壁に対する溶菌活性を測定した。Fig. 2.1に示すように

インキュベーション日数が増加するとともに、卵白量も、総タンパク質量も減

少した。全体のリゾチームの活性は低下したが、タンパク質あたりのリゾチー

ムの活性は、ほとんど変化が認められなかった。	
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Fig. 2.1. The levels of egg white, its crude protein, and bacteriolytic activity in the hen 

egg during incubation. Fertile eggs of white leghorn hens were incubated at 38 ± 0.5°C, 

and sacrificed on indicated days shown along the abscissa for the collection of 

egg-white specimens, which were measured for the total weight (×), total crude protein 

(■), and the total bacteriolytic activity against M. lysodeikticus (〇). The calculated 

levels of the apparent total bacteriolytic activity per total crude protein are also shown 

(●). Seven independent experiments were conducted using one egg for each time point. 

Each value is expressed as a simple average, thus on a per-egg basis; error bars indicate 

the variation of the data. 
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2.3.2	 孵化中の卵からリゾチームの精製	

0、7、11、15、18日目の受精卵から、分離した卵白タンパク質を前述の方法

で pH処理し、陽イオン交換クロマトグラフィーを行った。さらに、HEWLは

Hi Trap CMFFを使用して分離を行った結果、0日目のピークはコントロールの

リゾチームと一致し、その後受精卵の発生が進むにあたりリゾチームの溶出が

若干遅くなることが確認された(Fig. 2.2)。 

	 それぞれのピークには、リゾチームに見られる M. lysodeikticus の細胞壁を分

解する活性があることが確認された。これらの試料を SDS-PAGE (Fig. 2.3 A)と

Native-PAGE (Fig. 2.3 B) で解析した。Fig. 2.3 Aにおいては、全ての精製したタ

ンパク質においてリゾチームと同じ分子量 14ｋDaを確認した。以上より精製物

は HEWLと判定した。Native-PAGEでは発生の進行に従って、リゾチームはや

や陰極側にシフトしていくことが観察された	(Fig. 2.3 B)。	
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Fig. 2.2. Purification and electrophoretic analyses of the proteins from egg-white 

specimens on the indicated incubation days. Elution patterns of HiTrap CM FF column 

chromatography which was the final step of purification. Each sample showed a major 

peak eluted by ~0.3 M NaCl, and the fractions within the region of the major peak had 

the bacterolytic activity against M. lysodeikticus (cf. Fig. 2.4).	
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Fig. 2.3. Purification and electrophoretic analyses of the proteins from egg-white 

specimens on the indicated incubation days. A, B: SDS-PAGE and native-PAGE, 

respectively, of the specimens after the final chromatography step. c-Lz, authentic ; +, 

anode; −, cathode. Arrowhead points the end of separation gel. 
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2.3.3	 精製したリゾチームの酵素活性、溶菌、増殖阻害活性について	

0日目～18日目の受精卵から精製した HEWLに FITCラベル M. lysodeikticus

細胞壁を作用させたところ、蛍光を発することが観察されたので酵素活性を有

すると判断した(Fig. 2.4)。各ステージのそれぞれに酵素 kineticsを行ったところ、

0日目、7日目のそれぞれの Km値 は約 24 mg/mLおよび Vmax値 は約 0.7 (ΔF/s)

とほとんど差は見られなかったが、Km値と Vmax は 11日目、15日には増加し、

活性効率は低下した。18日目に Vmaxは 0日目と同程度であったが、Km値は上昇

した。以上の結果より、活性効率は、11日目から有意に低下することが分った

(Table 2.1)。 

また、精製したリゾチームの M. lysodeikticus に対する溶菌活性を調べると、0

日目はコントロールと同じように、強い溶菌を示し、0日目から 18日目まで、

明らかな溶菌活性が認められた。溶菌速度は、7日目、11日目、15日目ではや

や遅く、18日目はさらに遅くなった(Fig. 2.5)。 

	 	 すべての精製した HEWLにおいて、S. aureusに対して抗菌活性が認められ

た (Fig. 2.6 A, B)。これらの精製したリゾチームは、濃度依存的に S. aureusのコ

ロニー形成を阻害した(Fig. 2.6 A)。同じく、リゾチームの濃度依存的に黄色ブド

ウ球菌の増殖速度を強く抑制することが確認された(Fig. 2.6 B)。一方、大腸菌に

対しては全てのステージで生育阻害効果がないことが確認された (Fig. 2.6 A)。 
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Fig. 2.4. Enzymatic activity versus the fluorescent-labeled substrate (the M.Enzymatic 

activity versus the fluorescent-labeled substrate (the M. lysodeikticus cell wall) of the 

purified HEWL samples on the indicated incubation days. Assay was made as described 

in Materials and Methods. The simple average data from five independent experiments 

are plotted as a function of the substrate concentration (error bars indicate their 

variation). Using the data, Km and Vmax values were calculated and their statistical 

analyses were made as summarized in Table 2.1. c-Lz, authentic HEWL. 
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Table. 2.1 Enzyme kinetic parameters of purified specimens.  
--------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Age    Vmax        Km 	 	 	 	 Vmax	 /	 Km 

(days)   (ΔF/s)     (mg/mL) 
--------------------------------------------------------------------------------------------------- 

0   0.68±0.03    24.1±1.48           0.028 
7   0.66±0.03    24.3±1.19 	 	 	 	 0.027 

11   0.95±0.08*    61.7±4.30*         0.015 
15   1.01±0.12*    51.8±4.17*         0.019 
18   0.72±0.09    44.3±3.06*          0.016  

c-Lz   0.70±0.04    31.9±1.33*          0.021 
----------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Values were derived from the data illustrated in Fig. 2.3 and presented as means (SD) of 
five independent experiments. The numbers with asterisks within the same column were 
taken to be significantly different (P < 0.05) versus the day-0 value. ΔF/s means 
difference of fluorescence per second. c-Lz indicates authentic HEWL. 
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Fig. 2.5.	Bacteriolytic activity of the purified HEWL samples against M. lysodeikticus 

measured by the reduction in turbidity (i.e., absorbance at 600 nm). Five independent 

experiments were performed and the illustrated patterns are simple averages of data. 

c-Lz, authentic HEWL. 
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Fig. 2.6. Growth inhibition potency of the purified samples at the indicated incubation 

days. A: Inhibitory effects on colony formation by S. aureus (left) and E. coli (right). 

The purified was added to a mixture having a bacterial concentration adjusted to 1x104 

cfu / mL at 0 to 1.0 mg / mL, and the mixture was incubated at 37 °C for 30 minutes, 

and 20 µL of the culture was applied to an LB gar plate. The specimens were incubated 

at 37 °C for 20 h. The numbers 1, 2, 3, 4 and 5 indicate the HEWL samples on days 0, 7, 

11, 15, and 18 of incubation, respectively. N: without . 

No,1 No,2  No,3  No,4  No,5  
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 B: Concentration-dependent growth inhibition rates for S. aureus. The turbidity 

(Absorbance at 600 nm) of the culture was measured by adding 0 to 1.0 mg / mL of the 

purified lysozyme to an adjusted bacterial concentration of 1x104 cfu / mL and 

incubating at 37 °C for 12 hours. The turbidity of the lysozyme-free product was set to 

100, and the ratio of each lysozyme-added product was shown in a bar graph. The 

vertical axis shows the ratio of turbidity. The data are presented as means ± SD of five 

independent experiments. C-Lz, authentic . 

	 	



31	

	

2.3.4	 発生過程におけるリゾチームの構造的特徴	

各ステージから精製したHEWLのTm値をDSCによって測定した (Fig. 2.7) 。

発生0日目から7日目については、無精卵と同様に変性温度が72°Cであったが、

それ以降の発生が進むにつれてわずかに低下し、70°Cであった。 

	 次に ANSによる表面疎水性の分析を行った。発生が進むにつれて、ANSによ

る蛍光強度が上昇しており、表面疎水性が上昇すると推定された (Fig. 2.8)。ト

リプトファン蛍光およびアクリルアミド消光実験の結果を Fig. 2.9と  Fig. 2.10 

に示す。リゾチームのトリプトファンは 6個存在しており(Fig. 1.3)、ほぼ分子内

部にある。また、いくつかは活性中心の近くにあり、触媒機能に関与している

とされている。トリプトファン蛍光を測定してみると発生過程に従って、トリ

プトファン蛍光は弱くなり、トリプトファン残基の表面への移動に伴う溶媒と

の相互作用による量子収率の低下が示唆された（Chen and Barkley, 1998）。これ

を裏付けるようにアクリルアミド消光実験においても発生過程が進むに従って

トリプトファンの蛍光は低濃度のアクリルアミドで消光されるようになり、Ksv

定数は増加した。トリプトファン蛍光スペクトルの変化と併せ、発生過程にお

けるトリプトファンのタンパク質分子表面への移動が推測された。 

	 CDスペクトルにおいても発生過程が進むにつれてそのスペクトルが変化し

て行き、207nmにおける負の極大が小さくなり、18日目では 208nmと 222nmの
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負の極大を持つα-ヘリックスのスペクトルに類似していた(Fig. 2.11)。218 nmに

負の極大を持つβ-構造の変化については解析できなかった。 
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Fig. 2.7. DSC profiles of the purified samples at the indicated incubation days. 

The analysis was conducted with a protein concentration of 0.1 mg/ml. To make 

the comparison of the peak positions (the Tm value) among the different 

specimens easier, the obtained spectra are arranged along the vertical axis, and 

thus the heights of the drawn spectra are without implication. The vertical dotted 

line is drawn at the Tm value of 72°C of authentic. C-Lz, authentic. 
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Fig. 2.8. ANS fluorescence spectra of the purified HEWL samples at the indicated 

incubation stages. The analysis was conducted using a protein concentration of 0.1 

mg/ml. The vertical axis represents the relative values for the protein concentration, and, 

in contrast to Fig. 2.6, the heights of the drawn spectra are with implication, showing 

the difference in hydrophobicity. The vertical line shows the peak position of the 

spectra. C-Lz, authentic HEWL. 
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Fig. 2.9. Tryptophan fluorescence spectra of lysozyme from different incubation days. 

Samples indicated in the legend to Fig. 2.8 were used. a.u (arbitrary unit), comparative 

fluorescence intensity. 

	

Day 0 

Day 7 

Day 18 
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Fig. 2.10. Quenching of tryptophan fluorescence by acrylamide. The lysozyme 

preparations were used as described in the legend to Fig. 2.9, Fluorescence spectra of 

each lysozyme from eggs of day 0, day 7 and day 18. B, Stern-Volmer plots against the 

quencher concentration. Ksv constant was calculated from the equation of F0/F=1+Ksv 

[Q] (right table)). a.u (arbitrary unit), comparative fluorescence intensity. 
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Fig. 2.11. CD spectrum profiles of lysozyme from different incubation days. 

Nonincubated (solid line), 7-day incubated (1-dot dashed line), 11-day incubated (short 

dashed line), 15-day incubated (dot line), 18-day incubated (dashed line). 

	

	



38	

	

2.4	考察	

	 発生中の卵白リゾチーム（HEWL）の構造と機能がどのように変化するかを知

ることは興味深いことだが、Cunninghamが発表して以来、このような研究の論

文はほとんど報告されてない（Freeman, 1974; Cunningham, 1974）。本研究では、

孵卵開始前から孵卵18日間までの卵から精製したHEWLの機能および構造につ

いて解析を行った。HEWLの機能としてはムラミダーゼ活性、M. lysodeikticus

細胞壁の分解あるいはある種のグラム陽性菌に対する抗菌性であり、これらが

発生過程でどのように変化するかを観察した。Fig. 2.1のように、発生過程にお

いては、卵白のM. lysodeikticus細胞壁分解比活性はほとんど変化しなかったが、

Total activityは後期には大きく減少していた。この結果については、Cunningham

の結果（Cunningham, 1974）と一致しており、彼は共存するオボムチンや他の物

質が HEWLを阻害するとしているが、HEWL自体は変化しないのか？そのよう

な疑問が生じる。実際に、HEWLはオボアルブミンと相互作用することにより、

ムラミダーゼ活性を消失することが報告されている（Sugimoto et al, 2011）。0日

目から 18日目の卵白リゾチーム（HEWL） が、他の卵白の因子との相互作用に

より、活性が変動したかどうかを調べるために、0日目と 18日目を 1:1に混ぜ、

M. lysodeikticus細胞壁分解活性を評価する実験を行った。0日目と 18日目を混

ぜても活性にはほとんど差はなく、阻害効果は見られなかった。阻害活性は、0
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日目も 18日目も同様であると考えられ、HEWL自体の活性には変動はないと結

論した。 

	 次に、0、3、7、9、11、15、18日目の卵白からそれぞれ HEWLを精製して、

構造変化といくつかの活性を調べた。HEWL の最終精製は Hi Trap-CMFFカラ

ムクロマトグラフィーを用いて行った。Fig. 2.3に示したように発生 11日目の

HEWLからは若干遅れて溶出しており、これは表面の電荷がわずかにプラスチ

ャージに傾いていると推測された。このことは Fig. 2.4Bの Native-PAGEの結果

において、後期の HEWLは移動度がやや早くなっていることから、表面電荷が

わずかにプラスチャージへ遷移していることを裏付けた。 

また、DSCの Tm値の分析により、HEWLは発生の進行に従って、変性温度は

やや低下し、不安定になることが明らかになった（Fig. 2.7）。 

ANSによる表面疎水性の変化を調べると、発生の進行するに従って表面疎水

性が増加していることを確認できた（Fig. 2.8）。表面疎水性の増加と変性温度の

低下は関連があると推定される。 

	 全ての HEWLは電気泳動（Fig. 2.3, A,B）およびゲル濾過（Sugimoto et al, 未

発表）においてパターンの変動は見られなかったので、大きな分子の修飾や他

の分子との相互作用、あるいは 2量体の形成などはないと結論された

(Sophianopoulos, 1964)。 
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	 発生が進むと卵白が減少していき、特に発生後期では著しい。しかし、そう

した卵白からの HEWLでも酵素および抗菌活性がやや低下しているものの活性

を維持しており、HEWLの生理的機能は働いていると考えられる。つまり、構

造解析での変化に拘わらず、酵素活性部位周辺の構造は保持されており、基質

を捉えて反応する触媒機能は十分働いている。酵素活性と抗菌活性は互いに独

立しているという報告（Ibrahim et al, 1996; Düringetal, 1999）があるが、本研究

では、両活性ともに発生に従って同じような挙動を取ることから独立している

ような裏付けは得られなかった。また、HEWLは不可逆的な変性あるいは他の

分子による修飾により、大腸菌に対しても抗菌性を示すことや熱変性で酵素活

性を失っても抗菌作用は維持しているとの報告（Ibrahim et al, 1996; Düringetal, 

1999）もあるが、発生過程の HEWLにはそのような効果や現象は見られないこ

とから、基本的には分子構造は維持されていると推測された。 

	 しかし、酵素活性には変動があった。酵素と基質の親和性の指標である Km値

と Vmax値（最大反応速度）の値が変化していた。インキュベーション期間の中

期から 18日目には、基質に対する親和性がやや低下してことが確認された。さ

らに、酵素活性自体は 18日目に低下した（Fig. 2.1）。これらの結果について明

確ではないが、11日目以降、活性型リゾチームと不活性のリゾチームが混在し

ていることや、あるいは、活性部位の領域で何らかの構造変化が起こっている
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可能性も考えられる。 

	 発生の進行における HEWLのトリプトファン（Trp）の動きを知るために、蛍

光スペクトル（Fig. 2.8）およびアクリルアミドによる Trp蛍光の消光（Fig. 2.9）

の実験を行い、Trpがやや表面に露出している結果を得た。これは恐らく触媒作

用に関連する Trp68がより表面に表れていると考えられる（Ueda et al, 1990;  

Rothwarf and Scheraga, 1996; Ookuri et al, 2005）。CDスペクトルの解析では二次構

造にも変化が見られ、発生が進行にするにつれて α-ヘリックスが増加している

ことが示唆されたが、詳細は不明である。 

	 オボアルブミンの場合は発生過程で、RCLがタンパク本体へ部分的にループ

を挿入 partial loop insertionするという明確な構造変化が見られるのに対し、

HEWLは、僅かな表面疎水性の増加やトリプトファンの表面移動が認められた

に過ぎなかった。発生過程における HEWLの変化は長期間の 38°Cの保温では、

高温による変性などの不可逆的な変化に比べると、はるかに小さいものである。

しかしながら、熱安定性、表面おける疎水性とプラス電荷の増加は、胚発生の

進行と平行して起こっていると考えられる。 

	 HEWLの胚発生での役割は、胚を外敵微生物から守ることが最も重要と思わ

れ、胚発生の長時間においてやや構造変化するものの、これは機能を維持でき

る変化であると考えられる。ここでは胚発生における HEWLの機能の変化を全
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て追跡したのではなく、例えば、発生過程中に S. aureus以外に対しても抗菌作

用が出現するとか、未受精卵の HEWLの場合は長時間の保存において同様な変

化があるかどうかを調べる必要がある。また、このように HEWLは胚発生中で

も安定になっており、それは HEWLの構造自体の安定性に基づいているのか、

あるいは卵内に安定化に関与する因子が存在するのかに興味が持たれる。一方、

リゾチームはアミロイド線維を形成するタンパク質である。これまでの研究で

はアミロイド線維は形成されてない。第 3章では何故、アミロイド線維が形成

されないのかと言う課題に取り組んだ。つまり、アミロイド線維形成を阻止す

る因子を探索した。 
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2.5小括  

発生過程で卵白タンパク質の機能が維持されているかどうかは非常に興味深

いことである。卵白オボアルブミンが胚発生中に熱安定になることが報告され

ている。ここでは、卵白の総質量とその総タンパク質含有量が発生過程に応じ

て減少することを明らかにした。以前の研究とも一致して、総溶菌活性も低下

した。発生過程において、精製されたリゾチームタンパク質は、Micrococcus 

lysodeikticus に対する酵素活性および溶菌活性、ならびに Staphylococcus aureus 

に対する増殖阻害能を有することが認められた。胚発生が進行するにつれて、

精製されたリゾチームは、Kmと Vmax の変化、変性温度のわずかな低下、および

表面疎水性の増加を示した。また、トリプトファンの環境にも変化が認められ

た。これらの結果は、リゾチームタンパク質がインキュベーションの後期まで

その酵素活性および抗菌活性を維持しながら、多少の構造変化が生じていると

結論した。 
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第 3 章	 鶏卵タンパク質の安定性に関わる要因の探索	

-リゾチームのアミロイド形成を抑制するペプチド-	

	

3.1	 目的	 	 	 	 	 	

第 2章では、発生過程の HEWLの安定性に関して研究を行い、HEWLは僅か

な構造変化をするが、機能を保持していることが確認された。従って、発生過

程の卵タンパク質を安定化させている要因があると推測される。そこで、本章

では、リゾチームのアミロイド形成を抑制する因子を探索し、安定性に寄与す

るペプチドの同定を目指した。 

アミロイド線維は、不良タンパク質が細胞の内外に不溶性の線維化凝集体と

なり、その結果、組織・臓器に沈着して細胞機能を損ない、さまざまな種類の

アミロイドーシスの発症を引き起こす原因となっている。(Knowles et al, 2014; 

Chiti and Dobson, 2017)。これらのアミロイド線維が原因とされるアミロイドーシ

スには、アルツハイマー病、Ⅱ型糖尿病、海綿状脳症などの多くの疾患が知ら

れ、ほとんど決定的な治療法がないのが現状である(Levy, 2007; Chatterjee and 

Mudher, 2018; Kupfer et al, 2009)。アミロイド線維は、β-クロス構造と呼ばれる特

徴ある規則的な構造から出来ており、最終的には線維となり、特定の組織や多

くの組織に沈着して、機能障害をもたらす (Nelson et al, 2005; Fitzpatrick et al,  

2013)。アミロイド線維を形成するタンパク質間には、共通のアミノ酸配列や立
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体構造の共通性はなく（Yoon and Welsh, 2004）、どのようなタンパク質も線維化

する能力を有していると考えられている。 一旦、線維化したタンパク質は分解

されにくく、そのまま組織に留まっていることが多い。このようなアミロイド

線維が原因となるアミロイドーシスの発症を抑える手段の 1つは、アミロイド

線維の形成を阻害するシステムの確立である(Ow and Dunstan, 2014)。アミロイド

ーシスの発症と進行の要因には、遺伝的および物理化学的要因だけでなく、食

物摂取、ライフスタイルおよび加齢が関与していると考えられている (Gomez et 

al, 2018)。したがって、食品の選択はアミロイドーシスを予防するに有効である

と考えられている。実際、活性酸素を除去する機能を有するポリフェノール（カ

テキン、ミリセチンなど）にタンパク質の凝集を抑制する効果が報告されてい

るが(Choi et al, 2014; Stefanescu et al, 2020)、それ以外の食品素材においてもアミ

ロイドーシスを予防するものが探索されている。  

食品素材の中のペプチドには血圧を下げたり、抗菌作用を示したり、ある

いはオピオイド効果を示すなどの機能を有するものが多く見つかっており、病

気の治療・予防に適用されているものもある。鶏卵には卵白、卵黄、カラザと

卵殻膜に良質なタンパク質が豊富に含まれ、有効に利用されているが、タンパ

ク質としての機能でなく、それらの加水分解物、ペプチドに新しい機能として

アミロイド線維の形成を抑制するものがないかに焦点を当てた。本研究では、
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卵白、卵黄、カラザと卵殻膜からのプロテアーゼ加水分解物について、アミロ

イド線維形成タンパク質であるリゾチームの線維形成を抑制する効果を観察し

た。リゾチームはムラミダーゼ活性と抗菌活性を持つタンパク質であり

(Skujiņśetal, 1973)、ヒトではリゾチームの変異体がアミロイドーシスを引き起こ

すことが知られ、そのため HEWLはアミロイド線維形成のモデルタンパク質と

して広く研究されている(Yonezawa et al, 2002; Merlini and Bellotti, 2005)。リゾチ

ームにはアミロイド線維形成に必要である β-ドメイン内に疎水性に富んだコア

領域の 9個からなるアミノ酸配列があり、ヒトのアミロイドーシスを起こす遺

伝変異はコア領域の中や周辺においてアミノ酸置換が見つかっており、それが

原因でタンパク質の不安定化を誘発すると考えられている(Pepys et al, 1993; 

Sugimoto et al, 2012; Tokunaga et al, 2013)。リゾチームのアミロイドーシスではこ

の領域の管理と制御が重要であると推定される。したがって、本章では鶏卵タ

ンパク質の加水分解物のアミロイド線維形成抑制能を見るために HEWLに加え

て、ヒトリゾチーム（h-Lz）およびヒトのアルツハイマー病の原因とされるアミ

ロイドβペプチド 1-42（Aβ1-42）を用いて、研究を進めた。その結果、鶏卵タン

パク質加水分解物にこれらの線維形成に対して阻害効果を示すものを見出した。

特に、カラザタンパク質の加水分解物（C-ペプチド）が最も高い阻害能を示し

た。C-ペプチドはリゾチームだけでなく、Aβ1-42にも効果があることから C-
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ペプチドはアミロイド線維形成抑制に普遍的に効果があると期待される。 

 

3.2	 材料および実験方法	

3.2.1	 卵白、卵黄、カラザおよび卵殻膜のタンパク質の加水分解物の調	 	

	 	 	 製	

	 卵白、卵黄、カラザおよび、卵殻膜からの粗タンパク質の酵素加水分解物は、

以下のように、キューピー株式会社の R＆D部門で調製されたものを使用した。

卵白分解物を EW-ペプチド、卵黄分解物を EY-ペプチド、カラザの分解物を C-

ペプチド、卵殻膜の分解物を EMS-ペプチドとした。EW-ペプチド、EY-ペプチ

ドおよび C-ペプチドは、酵素 Bacillus subtilisプロテアーゼおよびパパイン

（Biocatalysts社、USA）で加水分解した。EMS-ペプチドは、バチルスプロテイ

ナーゼ（Nagase ChemteX、大阪、日本）で加水分解して調製した。卵白の場合、

水で希釈したものを使用した。卵黄は脱脂したものを試料に用いた。カラザは

卵白を除き、水で十分に洗浄した後、シアル酸を Juneja（1991）らの方法で除去

したものを使用した。卵殻膜タンパク質は、卵殻膜乾燥（Lot,No,LSP030）を用

いた。これをリン酸緩衝液 pH 7.0で溶解し、バチルスプロテアーゼで消化した。

それぞれのタンパク質試料を 8％(w/v)濃度になるように調製し、酵素（酵素/タ

ンパク質=0.001）を添加し、50°Cで 24時間反応させた。その間、pH 7.0にキー
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プし、反応は、85°Cで 30分間加熱して終了させた。これらの加水分解物をアミ

ロイド線維形成抑制実験に用いた。 

 

3.2.2	 卵白・ヒトリゾチームの線維化分析のインキュベーション条件  

	 リゾチームの線維形成のために、HEWLおよび h-Lzをそれぞれ 3 mg /mLの

濃度で 50 mMグリシン-HCl緩衝液、pH 2.0に溶解し、55°Cで 14日間インキュ

ベートした（Tokunaga et al, 2013）。ヒトアミロイドβペプチド 1-42（Aβ 1-42） の

線維化では、溶液をそれぞれ 100％ジメチルスルホキシド（DMSO）で溶解し、

50 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 7.0）で 2 mg/mLになるように希釈し、試料

を 37°Cで 48時間インキュベートした。 

	 卵タンパク質加水分解物が線維化に及ぼす影響を観察するために、EW-ペプチ

ド、EY-ペプチド、C-ペプチド、および ESMペプチドをそれぞれ、1〜10 mg/mL

の濃度になるようにリゾチームあるいは Aβ 1-42溶液に添加して、線維形成抑制

効果を見た。ケルセチン（1 mM）は、線維形成を抑制効果のポジティブコント

ロールとして使用した。 

	 また、2価の金属イオンがアミロイド線維の形成を促進するという報告がなさ

れているので（Hane et al, 2013）、本研究では亜鉛（ZnCl2）、カルシウム（CaCl2）、

コバルト(CoCl2)、マンガン（MnCl2）および鉄（FeCl2）と 3価のイオンのアル
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ミニウム（AlCl3）を使用して、これらの金属が線維形成の促進および、卵ペプ

チドによる線維形成の抑制効果を観察した。線維形成にはリゾチームを用い、

それぞれの金属塩溶液を最終濃度 1 mMになるように調製し、55°C、pH 2.0で

10日間インキュベートした。 

 

3.2.3	 チオフラビン T (ThT) 蛍光の測定と蛍光顕微鏡および透過電子顕	

	 	 	 微鏡(TEM)による観察	

	 線維形成実験は蒸発を防ぐために、シール付きの黒い 96マイクロウェルプレ

ートを用いた。試料液（1 mM ThT を含む 200 µL）を所定の温度でインキュベ

ートし、蛍光強度の変化を測定した。ThT蛍光強度は、Corona MTP900Labマル

チマイクロプレートリーダー（日立、東京）を用いて、励起波長 440 nm、蛍光

波長 482 nmで測定した。凝集物および線維の確認はそれぞれ蛍光顕微鏡（Nikon

蛍光顕微鏡 E800）と透過電子顕微鏡（TEM、モデル 7600、日立）で行った。蛍

光顕微鏡での凝集物は上記の試料から一部を取り出し、ThTの蛍光を蛍光フィ

ルター(B-2A, excitation; 470nm、emission; 520nm)を使用して、観察した。TEMの

観察は、試料 2 µL（ThTなし）を formvar /カーボンフィルム（Sigma-Aldrich）

でコーティングされた 200メッシュの銅グリッド上に配置して行った。2％リン

タングステン酸/H2O（w / v）で 2分間ネガティブ染色した後、銅グリッドを室
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温で乾燥させ、透過型電子顕微鏡 80 kVで観察した。 

3.2.4	 統計解析	

すべての実験を 5回繰り返した。統計分析は、IBM SPSS Statisticsを使用して

行った。データは Turkeyの多重比較検定によって分析され、平均 ± 標準偏差

（SD）として表された。統計的有意性は、P <0.05に設定した。 
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3.3	 結果	

3.3.1	 HEWLおよび h-Lz繊維形成に対する鶏卵タンパク質の加水分解  

	 	 	 物の効果  

2つのリゾチーム、HEWLと h-Lzの線維形成をインキュベーション時間経過

における ThT蛍光の増加で評価した。その結果を HEWL は Fig. 3.1に、h-Lz は

Fig. 3.2に示した。 

両タンパク質（コントロール；卵ペプチド無し）とも、インキュベーション

の 7日目から ThTによる蛍光強度が顕著な増加を示し、14日目にほぼ最大に達

した。次に、HEWLおよび h-Lzに 4つの卵タンパク質加水分解物を添加した ThT

蛍光発光を見ると、両リゾチームに対して C-ペプチドが最も強い抑制効果を持

っていることが判明した（Fig. 3.1、Fig. 3.2）。EW-ペプチドは 2番目に強い抑制

活性を示し、一方、EY-ペプチドによる抑制効果は低かった。 ESM-ペプチドは、

HEWLに対してはケルセチンと同等の抑制効果を示したが、h-Lzに対してはほ

とんど効果を示さなかった。 
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Fig. 3.1. The repression effects of egg-protein hydrolysates on fibrosis. 

The ThT assay for the emission of fluorescence by conducted by incubation at pH 

2.0 and 55°C for up to 14 days with the egg-protein hydrolysates (EW peptides etc., 

each at the concentration 2.5 mg/ml in the incubation mixture). Other details were as 

described in the text. Quercetin was used as a positive reference. 

 

 

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	 	

	 	

*P<0.05 
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*P<0.05 

Fig. 3.2. The repression effects of egg-protein hydrolysates on h-Lz fibrosis. The 

ThT assay for the fluorescence emission by h-Lz conducted by incubation with 

egg-protein hydrolysates (EW peptides etc., each at the concentration of 2.5 mg/ml 

in the incubation mixture) under the same conditions as those described in the Fig. 

3.1 legend. 
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従って、最も顕著に抑制するのは C-ペプチドであり、その阻害効果は、ポジテ

ィブコントロールとして適用されたケルセチンの効果と同程度の効果を示した。

また、C-ペプチドは、Fig. 3.3および Fig. 3.4に示すように、濃度依存的に HEWL 

および h-Lzのアミロイド線維形成の指標である ThT蛍光強度の増加を抑制した。 

	 ThTによる蛍光の変化を観察後、蛍光顕微鏡と TEMを使用してタンパク質

凝集体・線維の解析を行った。HEWLおよび h-Lzの両コントロール(リゾチーム

のみ)は 10日間インキュベートにおいて、試料に蛍光顕微鏡で凝集体が確認され、

さらにその凝集体を TEMで観察したところ明確な線維形成を確認した（HEWL: 

Fig. 3.5、h-Lz: Fig. 3.6）。 

卵ペプチドを添加した場合、EYペプチドを除いて他のペプチドでは凝集体は

少なく、明確な線維も見つからなかった（HEWL: Fig. 3.5、h-Lz: Fig. 3.6）。 

特に C-ペプチドは凝集体も線維もほとんど見られず、ThT蛍光の結果と併せ、

C-ペプチドにはアミロイド線維の形成を抑制する因子が含まれていると結論し

た。 
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C peptides (mg/ml) 

Fig. 3.3. The effects of various concentrations (0–5 mg/ml) of C peptides in the 

ThT assay for the fluorescence emission by for 10 days under the above conditions. 

In panel each value (a.i.=arbitrary intensity) is the average of five independent 

experiments; mean ± SE (n=5), and the control assay was done without peptides.  

*, P<0.05(vs. control) **, P<0.01(vs. control). 

. 
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C peptides (mg/ml) 

Fig. 3.4. The effects of various concentrations (0–5 mg/ml) of C peptides on the ThT 

assay for fluorescence emission by h-Lz for 10 days under the above conditions. In 

panel each value is the average of five independent experiments; mean ± SE (n=5), and 

the control assay was done without peptides.  

*, P<0.05(vs. control) **, P<0.01(vs. control). 

. 
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Fig. 3.5. Features of HEWL fibrosis the products observed by ThT fluorescence 

emission microscopy (ThT) and TEM after 14 days of incubation. In panel the 

control was used without egg-protein hydrolysates. 

TEM 
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Fig. 3.6. Features of h-Lz fibrosis the products observed by ThT fluorescence 

emission microscopy (ThT) and TEM after 14 days of incubation. In panel the 

control was done without egg-protein hydrolysates. 

TEM 
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3.3.2	 h-Lzによる ThT蛍光発光および卵タンパク質加水分解物による相

互作用に対する金属イオンの影響  

  Zn2 +などの金属イオンがアミロイドの線維形成の促進を促す報告（Innocenti 

et al, 2010）から、h-Lzにおいても金属イオンによってアミロイド線維の形成

を促進するかどうかを検証した。その結果、h-Lzコントロール（金属無し）

に比べ、Fe2+を除く金属イオン存在下ではアミロイド線維の指標である ThT蛍

光強度は明らかに増大し、時間においても加速していた（Fig. 3.7A）。 

Zn2+、Mn2+、Ca2+および Al3+は、3倍量程度の促進効果が見られた。一方、Na+

などの 1価イオンは線維形成を促進しなかった（未発表）。 

   次に、Zn2 +、Ca2 +、Co2 +、Mn2+または Al3+の存在下で h-Lzによる ThT蛍

光発光を分析した。ここで、4つの卵タンパク質加水分解物すべてを各分析混

合物に別々に添加した(Fig. 3.7 B–F)。カラザ由来の C-ペプチドが、ThT分析

で金属イオンの影響を大幅に抑制したのに対し、他の 3つの卵タンパク質加水

分解物は中程度にしか抑制できなかった。また、h-Lzの ThT蛍光発光に対す

る金属（Zn2+またはMn2+）による促進効果は、C-ペプチド濃度依存的に抑制

された。TEM観察により、C-ペプチドは金属促進条件下でも h-Lzによる繊維

形態の発生を抑制し、他の卵タンパク質加水分解物はほとんど示さなかったこ

とが明らかになった 
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Fig. 3.7. The promotion of h-Lz fibrosis by metal ions and its repression by 

egg-protein hydrolysates (EW peptides etc., each at the concentration of 2.5 

mg/ml in the incubation mixture). The ThT assay was performed by incubation 

at pH 2.0 and 55°C for up to 12 days with Ca2+, Zn2+, Mn2+, Co2+, Al3+, or Fe2+ 

at the concentration of 1 mM. For other details see Materials and Methods. Each 

value is the average of three independent experiments. A: The effects on the 

ThT assay by the metal ions without egg-protein hydrolysates. The control was 

without an additional metal ion. The metal ions except Fe2+ showed efficient 

promotive effects. B–F: The ThT assay in the presence of the promoting metal 

ions Zn2+, Ca2+, Co2+, Mn2+, and Al3+, respectively. A series of tests was 

performed so that each metal ion could meet every egg-protein-hydrolysate 

specimen. Two controls were made: (1) without the addition of a metal ion, and 

(2) with a metal ion but without egg-protein-hydrolysates. 
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3.3.3	 Aβ1-42に対する鶏卵タンパク質加水分解物の効果	

卵タンパク質加水分解物がアルツハイマー病の原因の１つと考えられてい

る Aβ1-42の線維形成に抑制効果を及ぼすかどうかを調べた。Aβ1-42は短期間

で線維を形成するこが知られ、時間単位で観察した。ThT蛍光分析では、C-ペ

プチドが最も顕著な阻害を示し、次いで EY-ペプチドは中程度の阻害性を示し、

他の 2つはほとんど効果が認められなかった（Fig. 3.8）。さらに、蛍光顕微鏡法

および TEMによる形態学的観察でも C-ペプチドには明確な凝集体や線維は見

られなかったのに対し、他のペプチドでは凝集体や線維が観察された（Fig. 3.9）。 
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Fig. 3.8. The repression effects of egg-protein hydrolysates on Aβ1-42 fibrosis.  

The ThT assay for the fluorescence emission by Aβ 1-42 by incubation with 

egg-protein hydrolysates (EW peptides etc, each at the concentration of 2.5 mg/ml 

in the incubation mixture) for up to 48 h at pH 7.0 and 37°C. Details are as 

described in Materials and Methods. Each value is the average of five independent 

experiments; mean ± SE (n=5), and the control assay was done without peptides. 

*, P<0.05(vs. control). 
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Fig. 3.9. The features of Aβ1-42 fibrosis the products observed by ThT 

fluorescence emission microscopy (ThT) and TEM after 24-h incubation. In panels 

A and B, the control was without peptides. 

TEM 



65	

	

3.4	 考察	

アルツハイマー病をはじめ多くのアミロイド病は不良なタンパク質がアミロ

イド線維を形成し、体内の組織に沈着することで、発症し、深刻な病症となる。

これらを予防する方法には、生活習慣の改善であり、特に、食生活の改善が求

められ、毎日摂取する食品素材が重要となり、疾患予防効果が期待できる食材

が求められる。これまで多くの食品素材に疾患予防や治療に有効とされるもの

が報告されてきたが、アミロイド病に関しては数少ない。そうした中で鶏卵は

安価で豊富な栄養素を有する食材であると共に、機能成分を多く含むことから

加工品や医療などに用いられ、今後さらなる応用が期待されている。	

ニワトリ発生卵は長時間 38°Cで保温され、タンパク質にとっては過酷な条件

と言える。リゾチームをモデルタンパク質とした第 2章の実験でリゾチームは、

僅かな構造変化は見られるものの機能は十分に維持していたことから、鶏卵に

はタンパク質の安定化に寄与するもの（因子）が含まれていると推察した。こ

の仮説に基づいて、第 3章では発生に重要な栄養源あるいは多様な機能性を有

する卵タンパク質の加水分解物であるペプチドの機能に注目した。特に、タン

パク質が不良化すると凝集や線維化が起こることから、アミロイド線維形成を

抑制する因子として卵白、卵黄、カラザおよび卵殻膜のそれぞれのタンパク質

加水分解物（EW-ペプチド、EY-ペプチド、C-ペプチドおよび ESM-ペプチド）



66	

	

に着目して、凝集や線維化を阻害するものを探索した。HEWL、h-Lz および

Aβ1-42を使ったアミロイド線維形成実験では ThT蛍光分析とそれぞれに線維の

形成を確認すことが出来、4つの卵タンパク質加水分解物を使った抑制実験では、

カラザ由来の C-ペプチドに最も顕著な効果が認められ、カラザ加水分解物に有

力なペプチドが存在することが期待された。しかし、EW-ペプチドにも効果があ

ることから共通のペプチドである可能性もある。 

二価および三価の金属イオン（Zn2 +、Ca2 +、Co2 +、Mn2+および Al3 +）が h-Lz

の線維化を促進する効果があることを示した。これらの結果は Zn2 +を含む特定

の金属イオンが、タンパク質のアミロイド症の線維化を助長するという報告と

類似している（Bolognin et al, 2011; Huang et al, 2004）。しかし、Fe2+に関して本

研究のように、金属イオンが線維化のプロセスを遅らせるという報告がある

（Abelein et al, 2015; Innocenti et al, 2010）。金属によるアミロイド線維形成の促

進につてはまだ不明な点が多いが、金属が不良タンパク質同士の会合をクロス

ブリッジすることで、会合を促進していると推察される。 

金属の線維形成促進におけるペプチドの抑制効果は、線維形成に金属イオン

は分子同士の架橋に効果を持つことが考えられ、それをペプチドが弱減化させ

ているのではないかと推論した。その中でも C-ペプチドによる金属イオンの架

橋効果の抑制が最も強く、それはペプチドの配列が関係していると考えられる。 
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タンパク質のアミロイド線維形成の過程は、構造変化→会合→凝集→前線維

化→線維の段階を経て行われている。この過程の中で C-ペプチドがどの段階を

抑制しているのかは不明である。 C-ペプチドを高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）逆相カラムクロマトグラフィーで分画すると、線維形成抑制効果を示

す複数のピークが観察された。鶏卵のカラザは中央に卵黄を吊るした一対の帯

で、卵白に似た豊富なタンパク質とシアル酸からなっている（Juneja et al, 1991; 

Nakano et al, 1994）。本研究で使用したカラザは、材料と実験方法で述べたよう

に加水分解前に脱シアル酸を行って調製したことから、シアル酸の影響は小さ

いと考えられる。 

興味深いことに、Linのグループはプロテアーゼ Aで消化した鶏卵カラザ加水

分解物にはラット肝臓における線維形成抑制効果があると報告し（Lin et al, 

2021）、また、in vitroで抗酸化能力を発揮することが報告されている（Chang et al, 

2020）。Yanら（2014）は、鶏のカラザ分解物には、抗酸化ジペプチドに加えて

フリーラジカル除去能や金属のキレート活性を抑制する遊離アミノ酸（ロイシ

ン、アルギニン、フェニルアラニン、バリン、リジン）が豊富であると報告し

た。これらは、アミロイドβペプチドの線維化を阻止する可能性があり、アルツ

ハイマー病の発症予防に何らかの貢献をしていると考えられる。したがって、

C-ペプチドは混合物であることから、どのペプチドあるいはアミノ酸単独が線
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維形成の抑制に有効であるかを単離して、特定する必要がある。C-ペプチドが

脳疾患に有効であるとすれば、脳関門を通過しなくてはならないため、線維化

の抑制メカニズムもまた、重要な今後の研究課題である。 

要約すると、鶏卵タンパク質加水分解物（特にカラザからのもの）は、アミ

ロイド関連の変性疾患を予防するための治療因子の宝庫であると結論付けられ

る。動物実験や人間の介入実験でそれらの効果をさらに実証していく必要であ

る。 
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3.5	 小括  

ニワトリ胚発生における鶏卵における安定性に関わる要因について追究した。 

その要因の 1つとして卵白、卵黄、カラザおよび卵殻膜のタンパク質の加水分

解物に注目した。 

鶏卵タンパク質のプロテアーゼ消化物つまりペプチドにアミロイド線維抑制

効果があるかを調べた。アミロイド線維形成タンパク質である HEWLに対して

ペプチドに効果を観察した結果、卵白（EW-ペプチド）およびカラザペプチド（C-

ペプチド）に強い抑制効果を認めた。さらにヒトリゾチーム（h-Lz）およびヒト

アミロイドβペプチド 1-42（Aβ1-42）の線維形成に対しても C-ペプチドは強い

抑制効果を示した。また、アミロイド線維形成を促進する 2価の金属イオンの

効果を減少させる効果を持つことも確認された。C-ペプチドは HEWLの線維形

成抑制だけでなく、h-Lzおよび Aβ 1-42にも効果があることから、多くのアミ

ロイド形成タンパク質の線維化を抑制する効果があると期待される。 
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第 4 章	 総合考察	

タンパク質はネイティブな構造を維持することで機能を保持して、生命現象

に関わることが出来る。しかし、タンパク質を取り巻く環境の変化やタンパク

質の役割が終了した場合、タンパク質は構造が変化し、再生か分解の選択を受

ける。再生の場合は分子シャペロンの働きによって正しい構造が形成され、機

能が回復する（Kim et al, 2013）。しかし、再生が不能となった場合にはタンパク

質は速やかに分解され、アミノ酸となる。この場合、ユビキチン―プロテオソ

ーム系が主な機動手段となっている（Thibaudeau and Smith, 2019）。この分解を

逃れた場合、タンパク質は細胞内外に蓄積し、細胞に影響を与えることが知ら

れている。現在、ほとんどのアミロイドーシスと呼ばれている疾患はこのよう

な分解を免れたタンパク質が細胞内外に蓄積して起こるとされている。不良化

したタンパク質は分子同士で会合して凝集し、それらが何故かβ－クロス構造と

いう整列した構造を持つ細い線維状の構造体、いわゆるアミロイド線維を作る。

ほとんどのタンパク質はアミロイド線維を形成すると考えられているが、共通

のアミノ酸配列はない。分子構造の変化、特に疎水性に富んだ内部構造の表面

への露出がタンパク質間の相互作用を助長することにより、最終的にアミロイ

ド線維を形成していくものと思われる。 

 こうしたアミロイド線維の形成を抑制する生体機能もあるとされる。アンフォ
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ールドしたタンパク質を再フォールドする分子シャペロンがその主役であるが、

他の機構によってフォールドされ正常な構造に再生されるケースも考えられる。

一方では構造変化しやすい状況になった場合、アンフォールドを阻止するよう

な因子の存在やアンフォールドしたタンパク質の会合を阻止したり、線維化を

抑制する因子の存在も推測される（Sack, 2018）。 

 本研究ではニワトリの発生過程において、長時間 38 �に晒される母性由来の卵

白リゾチーム（HEWL）に注目して、本タンパク質がこの過程でどのような変化

を受けるのか、また、機能を維持することが出来るならばどのようなしくみが

発生卵に備わっているのかを検討した。その結果、HEWLは変化を受けにくい

タンパク質であることが確認された。自体の構造の強さと考えられるが、基本

的構造を維持しており、発生過程ではほとんど機能には変化はない。 

卵白タンパク質の安定性には 55％を占めるオボアルブミンが大きな役割を果

たしていると考えられる。オボアルブミンはセルピンファミリーに属しており、

プロテアーゼに対してある程度の抵抗性を示すことから他のタンパク質の保護

に役立つものと考えられる。HEWLの安定性にオボアルブミンの関与が予想さ

れたが、この両者はある条件で会合し、凝集して HEWLのムラミダーゼ活性を

消失してしまう（Sugimoto et al, 2007）。つまり、オボアルブミンの分子内領域と

HEWLのアミロイド様線維形成コア領域が相互作用し、線維状の凝集体を形成
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する。両者のタンパク質もアミノ酸源として利用されることから分解を受け、

凝集関連ペプチド同士の反応が起こる可能性は大きい。しかしながら、これま

で観察した範囲では発生卵の卵白には凝集体は見られない。今回の実験でカラ

ザのペプチドにアミロイドの線維化を阻害するものを見出した。カラザタンパ

ク質自身が阻害効果を示すかは今後の課題であるが、発生卵にはタンパク質同

士による会合・凝集・線維化を抑制する環境が備わっていると推測される。こ

のことが発生を正常に進行させ、母性由来の栄養素を有効に利用できるシステ

ムになっている。 

	 カラザペプチドはヒトリゾチームやアミロイドβの凝集・線維化抑制にも有効

であった。また、アミロイド線維の形成を助長する金属に対しても抑制効果が

あることから注目できるペプチドと考えられる。それ故に、カラザペプチドは

発生卵だけでなくもっと広いタンパク質の凝集・線維化を抑制するものと結論

した。アミロイド線維が原因の疾患は多くあり、高齢化社会において重大な問

題となっている。それに対する効果的な治療薬はあまりなく、開発が望まれて

いる状況である。また、予防薬の開発も進められているが、その決定的効果に

ついては疑問が多いのが現状である。特に食事における予防は強く期待され、

カテキンやケルセチンなどのポリフェノール類などが候補に挙がっている (Hu 

et al, 2018; Townsend et al, 2018)。そうした中で、カラザペプチドは比較的調製し
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やすく、安価であるため有効利用が期待される。今回使用したカラザペプチド

はサーチライシンとパパインを用いた調製物であり、逆相 HPLCでは 30種以上

のピークを確認した。まだ予備実験の段階ではあるが、いくつかの画分に線維

抑制効果を確認したことから複数存在することが予想された。また、卵白タン

パク質の分解物にもカラザペプチドと同様の効果が見られることからアミロイ

ド線維形成に抑制に有効と考えられる。カラザタンパク質と卵白タンパク質の

組成は非常に類似していることから共通の機能ペプチドもあると期待された。

これらの活性ペプチドの単離・同定を行う必要がある。しかしながら、これら

のヒトへの応用にはいくつかの課題があると思われる。カラザペプチドは再現

性よく調製できるか、経口接種したときペプチドが目的の組織に到達されるか

どうかなどクリアしなくてはならない問題がある。例え、血中に入ったとして

も脳関門を通過できるかという問題もある。これを越えなければアルツハイマ

ー病などの脳疾患への利用は難しい。一方、脳以外のアミロイド病には有効の

可能性があると思われる。カラザペプチドの抑制効果の再現性は今回確認出来

た。別々に調製したサンプルでもそれぞれにアミロイド線維形成を抑制できた

ことで再現性ある調製は可能であると思われる。さらに有効性を確実にするた

めには、生体内でのカラザペプチドの効果を、動物実験やヒト介入実験を行う

ことによって検証する必要がある。 
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	 もう 1つの問題はカラザペプチドのアミロイド線維形成抑制効果のメカニズ

ムである。この問題についてはまだ、推定の域を超えてないが、アミロイド線

維の形成にはいくつかの過程があり、いずれかの段階で線維形成タンパク質と

カラザペプチドが相互作用し、タンパク質の会合や凝集を防ぎ、線維化を抑制

していると考えている。ペプチドの同定が出来れば、線維形成タンパク質との

相互作用の研究を通じて理解することが出来ると思われる。 

	 本研究では鶏卵リゾチーム（HEWL）を使って、本タンパク質の発生過程での

安定性について観察し、HEWLは発生後期でも十分機能を保持しており、タン

パク質の役割を果たしていることと、その安定性に寄与している要因の１つと

して、鶏卵タンパク質の加水分解物（ペプチド）についてまとめた。これらの

結果はタンパク質科学に貢献するだけでなく、アミロイド病という人類にとっ

て深刻な疾患に対する予防にも寄与出来るものと考え、さらなる研究の発展が

期待される。 
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