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　　Residual　biologica］activity 　 of 　lactate　dehydrogenase （LDH ）freeze−dried　in　present　 of 　four　kinds　of

disaccharides〔i．e．　trehalose （TRE ），　sucrose （SUC ），　maltose （MAL ）and 　lactose （LAC ））was 　examined ，　 and 　the

stabilizing 　effect 　of 　dissacharides　was 　compared 　 and 　discussed　based　on 　water 　replacement 　 and 　glass　transition

hypothesis．　 Every　disaccharide　protected　LDH 　from　stress 　induced　by　freeze−drying，　 although 　the　protecting

ability　 was 　almost 　same 　degree　among 山em ，　 However ，　the　more 　residual 　moisture 　content 　of 　sample 　raised 　the

LDH 　residual 　 activi1
’
y，　 Thjs　 result 　will 　be　explained 　by　steric 　hindrance　of 　water 　replacement 　by　dissacharide．

Although 　LDH 　lost　all　of 　the　activity　within 　one 　month 　during　storage 　at　the　temperature 　above 　T
，，　when 　thc

sample 　was 　in　glassy 　state 　at　the　same 　temper 跏 re，　the　activity 　 was 　enough 　kept．　 This　will 　result 　from　the

immobilizing　effect 　by　glass　transilion．　On 　the　other 　hand，　when 　the　sample 　was 　stored 　below　the　Te，　TRE　and

SUC 　enough 　protected　LDH 　during　at　leasUhree　months ，　However，　MAL 　and 　LAC 　destabilized　LDH 　by　the

browning　reaction 　to　LDH ．　It　is　thought 　that　TRE 　has　non −reactivity 　to　protein　and 　high　T
，
　will　work 　to　protein　as

the　most 　ef ゼective 　lyoprotect劭nt　among 　four　disaccharides　through 　the　current 　research ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　Septenber　5，2003）

1．緒 言

　凍結乾燥 は不 安定な タ ン パ ク質を安定化す る技術

と して 利用 さ れ る．しか し多くの タ ン パ ク質 は
“
凍

結
”

と
“

乾燥
”

プ ロ セ ス に お い て 不可逆的 な ダ メ
ー

ジ を受けて し まう．従 っ て ，こ の 様な タ ンパ ク 質へ

の ス トレス を緩和す る為 に は保護物質を添加す る必

要があ る ，凍結 に 対す る タ ン パ ク質保護効果 は，比
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［Key 　words ：LDH ，　Glass　transition，　Disaccharide，　Freeze−

dエy，　Browning　reaction ；LDH ，ガ ラ ス 転移，二 糖類，

凍結乾燥，褐変反 応 ］

較的多くの 物質 （e．g．単糖類，二 糖類，ア ミノ 酸，

高分子）が有す る事，保護物質 の 溶質濃度 に 依存す

る事 な ど が 見出 さ れ て お り，こ の メ カ ニ ズ ム は 選 択

的水和説 に よ っ て 説明 さ れ て い る L2 ／．一一・
方，乾燥 に

対す る 保護効果 は こ れ よ りも少 し複雑で ある ．例 え

ば，凍結に対 して有効 な 保護効果 を示す物質で あ っ

て も，乾燥 に 対 し て は ほ と ん ど効果がない 場合が 多

く，特 に 二 糖類が有効 で あ る事が 実験的 に示 さ れ て

い る
1・t’／／．こ の 二 糖類 の 乾燥保護 メ カ ニ ズ ム は 水置

換＆ ガ ラ ス 転移説 に よ っ て 理 解 さ れ て い る．即 ち，

タ ン パ ク質 に 二 糖類 が 結合 し，水 の 代替 と して 振舞

うと共 に，ガ ラ ス 化す る 事 で 分子運動を抑制 す る と

い う考 え 方で あ る ：・　3／．しか し二 糖類 の 中 で 凍結乾 燥
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保護効果 を比較 した と き，最 も有効 な もの は何 な の

か，具 体 的 に示 した例 は 少 な く，ま た こ うい っ た研

究の 多くは 凍結乾燥前後 で の タ ン パ ク 質の 活性変化

か ら評価 した もの で あ り，貯蔵時の 安定性まで 十分

に議論され て は い ない ．そ こ で本研究 で は モ デ ル タ

ン パ ク と して 乳酸脱水素酵素 （LDH ）を用 い ，4 種

の 二糖類 （トレ ハ ロ ース （TRE ），
ス ク ロ ー

ス （SUC ），

マ ル トー
ス　（MAL ），ラ ク ト

ー
ス　（LAC ）） の 共存下

で 凍結乾燥 した LDH の 残存活性 か ら，貯蔵安定性

を 3 ヶ 月に渡 り追及 した．

2 ．材料お よび方法

　 LDH 　from　rabbit 　muscle ，　sucrose ，　lactose　monohydrate

は和 光 株式会 社 よ り，maltose 　monohydrate は 国産 化

学株式会社 よ り購入 した．Trehalose　dehydrateは 林

原株式会社 よ り提供 して 頂 い た．

　リ ン 酸ナ トリ ム 緩衝液 （pH 　7，5）に対 して LDH

懸濁液 を 5 ℃ で 24hr透析 した，280nm で の 吸光度 よ

り LDH 濃度 を決定 し
，

100
μ 暫 m1 に 調製 した．100

，a 　gfml の LDH 溶液 に各 二 糖類 が 100mg 〆

「
ml 含 まれ

る よ うに 調製 し，2ml プロ ピ レ ン チ ュ
ー

ブ に 1　 m ］

採 っ た。液体窒素下 に 約 1分間浸漬 して 凍結 し，あ

らか じめ 棚冷却 を行 っ て お い た 凍結乾燥機 に 入れ

た ．− 40℃か ら15℃ に昇温 し なが ら 2 日間か けて 凍

結乾燥 した．更 に サ ン プ ル の 残存水分 を 調整 す る た

め ，相対湿度 0 ％ 下 の 真 空 デ シ ケータ，及 び22％ の

デ シ ケ
ー

タ 内で 1 週間放置 し た．得 ら れ た サ ン プ ル

を60，40，20℃で 3 ヶ 月間貯蔵 し， 1 ヶ 月 ご と に残

存活性 を測定 した，活性測 定は サ ン プ ル の 復水後，

bufferで NADH を0，2mM ，ピル ビ ン 酸ナ トリ ウ ム を

O．98mM に 調 製 し た 基質溶液 3ml に 10 μ g〆ml の

LDH 溶液を50μ
1 加え，25℃で 340nm で の 吸光度変

化か ら求め た．各 3 サ ン プル 測定 し，その 平均値 を

求 め た．貯蔵前 の 活性 を 基準 に活性保持率 （％ ） を

評価 し た．

　サ ン プ ル の ガ ラ ス 転移 温 度 （T、）は DSC （SIMADZU

DSC50 ） に よ っ て 調 べ た．サ ン プ ル ，及 び 基 準 物質

の α
一ア ル ミナ 粉 末を10mg 程度耐圧 ア ル ミ ニ ウ ム

DSC セ ル に封 入 した．蒸留水 と イ ン ジ ウム で 校正 し，

5 ℃ ／min で 0 〜120℃付近まで 昇温走査 し た．

3 ．結果お よ び考察

3． 1　 凍結乾燥前後で の LDH 活性変化

　凍結乾燥前後 で の LDH 残存活性変化を Fig．1に

示 す，凍 結 の 段 階 で は 二 糖類 を含む もの は ほ ぼ

100％，含まな くて も80％ の 活性 を保 っ て お り，凍

結 に よ る ダ メ ージ少 な か っ た，凍結乾燥後 の 残存活

性 に 着目す る と，二 糖類 を含 ま な い LDH は 残存活

性 10％ まで 減少 した が ，二 糖類を含む LDH は 活性

を60− 80％ 程度保持 して お り，顕 著 な凍結乾燥保護

効果が 見 られ た．二 糖類間で 保護効果 を比較 して も，

こ の 段階 で は 明確 な差 は 見出せ な か っ た．しか し，

RH 　 O ％ と RH 　22 ％ を 比較す る と，全体的 に RH

22％ の 方が 残存活性 は 高 か っ た ．こ の 結果 は 以 下 の

よ う に考え られ る ．本来 タ ン パ ク質は水を含め た

（水和した）状態が 天 然状態 で あ り，脱水 に よ る 水

和 シ ェ ル の 崩壊 は 大 きな負荷 と なる．その 際 二 糖類

の 存在 が擬似水和 を促す事で タ ン パ ク 質 を安定化す

る わ け だ が，水 と二 糖類 の 分 子 サ イ ズ は 大 まか に見

積 も っ て 約20倍異なる わけ で ，立体障害的 に水の 代

替 と して 完全 に タ ン パ ク質の 水和 サ イ トを満 た して

い る と は 考 え に くい ．しか し凍結乾燥 を完全脱水 で

な く，若干の 残存水分を残す程度を終了と した場合，

二 糖類 に よ っ て カ バ ーしきれ な い タ ン パ ク質水和サ

イ トに も水 が 存 在す る わ け で ，タ ン パ ク質構 造 を安

’
定化で きる か も しれ な い ．　 般 に 凍結乾燥 タ ン パ ク

製剤 に と っ て 残存水分 は 邪魔者 と して 扱 わ れる．こ

れ は水 が 加水分解 などの リア ク タ ン トと して，或 い

　 120

§ loo

誉
ヌ　 80
驀
＝ 　 60
臼
需 　 40
弖

歪 20

　 　 0

　 　 　 　 bufl｝，r　　trehalase　　sucrose 　　malto ＄e　　塩ctose

Fig．1．　LDH 　biological　activity　with 　or　wi 山out 　disaccharides

　 　 　 after　freeze−thawing　and 　rreeze−drying．

口 A 負er 丘eeze −thawing
■　Afモer 食eeze −dry　R上｛0％
飄 After舵 eze −dry　RH22 ％
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は 可 塑剤 と し て 振舞う事で 分 子 運 動 を高 め る，な ど

の 理 由 に よ る
31．しか し タ ン パ ク 質構造 の 観点か ら

見 た 場合，あ る程度 の 水 の 存在が有利 なわ けで ，結

果的 に これ ら の 条件が
．一

致す る，最適残存水分含量

があ る か も しれ な い ，尚，続 く貯蔵試験 で は Fig．1

の 残存活性 を 100 と して そ の 活性 変化 を ％ と して 評

価 した．

3 ，2　 DSC に よ る サ ン プル の Tgの 決定

　Fig．2 −
a，

−bに RH 〔〕％，及び RH 　22％ に水分調

製 し た サ ン プル の DSC 昇温曲線 を示す，ど の サ ン

プ ル に もガ ラ ス 転移 に よ る吸熱 シ フ トが 確認 で き，

それ ぞ れ の T，．を シ フ トの onset か ら決定 し た．　 RH

22％ の サ ン プ ル は 水 の 可塑効果 に よ り RHO ％ の も

の よ り T
、
は 減少 した．本研究 で 用い た 4 種 の 二 糖類

の うち，若干 SUC の T
，
は低か っ た．こ れ らの サ ン

プ ル は 60℃，40℃ ，2〔［℃ で 貯蔵 さ れ た の だ が ，RH

22％ に 調整 し，60℃ で 貯蔵 し た サ ン プ ル は T ＞ Tg，

同 じ く RH 　22％ に 調 製 し，40℃で 貯蔵 した サ ン プ ル

は T≧T
，
そ れ 以外の サ ン プル は T ＜T

、
とい う条件 に

なる．

3．3　 T＞Tgに お け る LDH 貯蔵安定性 の 評価

　Fig．3 に は RH 　 O ％ に 調製 し た サ ン プ ル を 60℃ ，

40℃ で 貯蔵 し た 際の LDH 活性 の 経時変化 を
，
　 Fig．4

に は RH 　22％ に 調製 したサ ン プ ル を60℃，40℃ で 貯蔵，

及 び RH 　O ％ に 調製 し た
一．
糖 類 を含まない bufferの

み の サ ン プ ル を20℃ で 貯蔵 し た 際 の LDH 活性 の 経

時変化を示す．まず，T ＞T
、
の サ ン プ ル に 着 目す る

（Fig．4 ），「 糖類 を含 ま な い も の ，二糖類を含むが

T
，
以 上 で放置 さ れ たサ ン プ ル （60℃） は 1 ヶ 月以 内

に完全 に失活した （Fig．4 ）．
一
般 に

，
二 糖類が 過冷去II

状態 に あ る場 合，分 子 運 動 は 急激 に高 くな り，そ れ

に 伴 い 結晶化速度 も急激 に 高 くな る事が 知 られ る
4
’
．

タ ン パ ク質 と水 素結合 した 二 糖類 は ガ ラ ス （或い は

過冷去［腋 体）状態に あ る わけだが ，こ の 糖が結晶化

す る と タ ンパ ク質
一

糖問水素結合は糖一糖間水素結

合へ と変化す る
’1’．従 っ て 二 糖類が 結晶化す る と タ

ン パ ク質の 擬似水和圏が崩壊す る た め 活性 も激減す

る もの と考 え ら れ る fi／．貯蔵 中 に 二 糖 類 が 結 晶 化 し

て い た か ど うか を調べ る た め，復水前 の サ ン プ ル を

DSC 測定した．こ こ で は結果 を示 さない が，60℃ で

1 ヶ 月貯蔵の RH 　22％ サ ン プ ル は LAC 以外，ガ ラ

ス 転移が確認 で きた．従 っ て ，この 失活 は 二糖類 の

結晶化が直接的 な原因 で は ない と い え よ う，同 じ

60℃ で も 二 糖類 が ガ ラ ス 状 態 に あ る場 合 （Fig．3 ），

LDH 活性 は 保持 さ れ て い た 事 （但 し，活性保持率は

二 糖類間で 大 きく異な る．こ れ に つ い て は次節 で 述

べ る．）か ら，二糖類 の ガ ラ ス 化 に よ る immobilizing

効果 の 重要性が 伺 え る．　
一
方，T

、
よ りわ ずか に高い

温度 なら （Fig．4 ， RH　22％ at　40℃）， 少な くと も 3

ヶ 月 は安定で あ っ た．しか し，先に も述べ た よ うに

結晶化 の 問題 な ど を 考 え る と，長期安定性 と い う意

味 で は や は りガ ラ ス 状態 に ある 事が 望 ま しい とい え

よ う．
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Fig．5．−a　Absorbance　at　280nm．and −b　at　42Unm．　Euch　absorbance 　indicates　thc　degree　of　browning　reaction ．

3 ．4　 T＜ Tg に お け る LDH 貯蔵安定性 の 評価

　続い て T ＜ T
、
で の LDH 活性変化 に 着 回す る 〔Fig，

3 ）．TRE と SUC は 貯蔵温度 に ほ とん ど影響 な く，

どの 状態にお い て も十分 に 活性 を保持 して い た，し

か し RH 　 O ％ で 60℃貯蔵の MAL と LAC は 復水後の

溶液を見 る と明 ら か に褐変 して お り，LDH 活性保

持率 も時 間 と共 に 低下 し，3 ヶ 月で 50％以 下 と な っ

た．こ れ は 還元 糖
．
で あ る MAL と LAC が タ ン パ ク 質

と褐変反応 （i．e．メ イ ラ
ード反 応） した結果 に よ る

もの と 考え られ る．こ の 褐変反 応 の 進行 を 検出 す る

た め ，活性測 定後 の サ ン プ ル に 関 し て 280nm と

420nm で の 吸 光 度 を 測 定 した，褐 変 反 応 は 数 段 階 か

ら な る複雑な化学 反 応 で あ るが ，実験 的 に 初 期 の 反

応 牛 成 物 は280nm で，後期 の 反応 生 成 物 は420nm で

吸光す る 事 が 知 ら れ て い る 7．．こ の 結果 の 例 と して

RH 　 O ％ に調整 した サ ン プ ル の 60℃，40℃貯蔵，　 RH

22％ に 調整 し たサ ン プ ル の 40℃ ，20℃ 貯蔵 の 2 ヶ 月

目の 280nm ，及 び420nm で の 吸 光度変化を Fig．5 −a

と
一b に 示す．280nm，・120nm の どち らの 吸 光度 に

関 して も明 らか に MAL ，　 LAC は TRE ，　 SUC よ りも

高 い 値 を示 した．また
，
RH 　 O ％，60℃ の MAL と

LAC を比較する と LAC の 方が 吸 光度 は 高 く，LDH

活 性 保 持 率 は 低 か っ た ．褐 変 反 応 は ガ ラ ス 状 態

（T ＜ T 、） に あれ ば その 反応速度 も遅 くなる と報告 さ

れ る
コ1，．しか し，長 い 時間 ス ケ

ー
ル で 観察す る と，

ガ ラ ス 状態下 で あ っ て も褐変反応 は 徐 々 に 進行 して

お り，タ ン パ ク 質構造 に ダメ
ージ を．与え た 結果 ， 活

性保持率 は 低下 し て い っ た もの と考 え ら れ る ．一方，

RH22 ％ の 40℃ 貯蔵 と RH 　 O ％ の 60℃ 貯蔵 サ ン プ ル

を比較す る と，RH 　22％ ，40℃ の サ ン プ ル の 方が T
、
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に 近い 温度 （Tg−T が低 い ）で あ っ た に もか か わ らず，

褐変反応 は RHO ％，60℃ の 方が よ く進行して い た．

一
般 に ， 褐変反応 は

“
diffusion　lirnit　reaction

”
と考 え

られ て い る が 7／，
，だ か ら とい っ て 単純 に Tg の み で 褐

変反応 速 度 を説 明 で きな い よ うに思 える．ガ ラ ス 状

態下 で 進行す る 褐変反応速度 と T，の 関連 に つ い て

は 現在検討中で ある．

4 ．ま と め

　 4種 の 二 糖類，TRE ，　 SUC ，　 MAL ，　 LAC の 凍結

乾燥保護効果 は 凍結乾燥直後 で は 同程度 で あ っ た．

しか し MAL ，　 LAC は タ ン パ ク 質 との 反応性 に優 れ，

更に そ の 反応 は ガ ラ ス 状態下 に あ っ て も進行する た

め，貯蔵安定性 まで 考慮する とむ しろ 不安定化物質

とな っ て しまう，　
・
方，タ ン パ ク質の 貯蔵安定性 に

は ガ ラ ス 化 に よ る immobilizing効果 が 重要 な 因子の

一
つ で あ る．SUC の Tg は 二 糖類 の 中で 最 も低 く，

残存水分 の 影響に よ っ て は T
、
が貯蔵温度よ り低 く

な る か もしれ ない ．そ うい っ た意味 に おい て，や は

り少 しで も T．は高い 物質が 望 ま し い ．以 上 の 議論

を ま とめ る と，最終的 に TRE が 最 も有効 な保護物

質 で あ る とい え よ う，
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