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総合緒言

科学･技術の進歩に伴って､これまでに多種多様な人工医用材料が開発さ

れてきた｡医用材料は､それぞれがその本来の役割を達成するためには､代

替を必要とする臓器の機能と同様の基本機能を持つことが必要である｡一般

的に人工医用材料の機能､性能は､物理的機能､化学的機能および高次生体

機能に分類される｡現在までの人工医用材料は､Tablelに示す様に物理的あ

るいは化学的基本機能を一応は備えているが､本来の臓器と同等の役割を果

たすには､さらに高次の生体的機能を付与することが必須であるとされる｡

このためには生体成分とのハイプリット化が必要である｡以下に具体的に､

代替材料に求められる諸機能と生体臓器と諸組織との関係について解説する｡

これらの諸機能とその具体的内容および応用例を概説するとともに､それら

をTab[elにまとめた｡

骨や歯などの硬組織修復用材料には､強度支持と構造保持が最も重要であ

り､そのため当初は金属材料が用いられたが､その後､セラミックス材料が

登場した｡しかし､前者は腐食が起こり易く､後者は弾性率が高すぎて脆い

という欠点があり､現在では高強力繊維で強化した高分子複合材料の開発が

なされている｡

軟組織の披覆､閉鎖用には高分子エラストマーや繊維織物が用いられるが､

これらは生体用導管も含めて､まず､柔軟性が要求される｡また､人工心臓

や人工弁では､高強度､耐疲労性および耐摩耗性が必要である｡このように､

その目的とする内容によって､それぞれ要求される基本機能は広く異なって

くる｡

生体組織同士あるいは生体組織と人工医用材料とを接合する方法には機械

的な固定による物理的方法と医療用接着剤を用いた化学的方法とがある｡血

液中の病因物質や炭酸ガスを除去するには､高分子膜と吸着剤が用いられる｡

血液浄化用材料として､濃度差による溶質の拡散作用に基づく透析膜と圧力

差に基づく限外濾過膜が広く用いられる｡また､吸着剤としては､活性炭､

イオン交換樹脂などがあるが､吸着剤表面に精細な化学修飾を施すことが必

要となる人工肺などには高性能ガス交換膜の開発が必要となる｡



Tablel生体機能性の分類124)

機能性の分類 内 容 応 用 例

物理的機能

強度支持■構造保持 人工骨､人工歯根､人工関節

被覆･閉鎖 損傷皮膚表面､組織欠陥部閉鎖､縫合糸､

ステーブル､ネジ

チューブ■ポンプ･ 人工血管､人工食道､人工気管､シャント､

バルブ カテーテル､人工心臓､人工弁

電気的特性 ペースメーカー､人工感覚器

光学的性質 コンタクトレンズ､眼内レンズ

化学的機能

接合･充填 骨セメント､医療用接着剤

物質移動 血液浄化､人工弁､コンタクトレンズ

選択吸着 人工肝臓､アフィニティークロマト

高次生体機能 化学計測･化学反応･ バイオセンサー､バイオリアクター､

■生体機能 ハイブリッド人工臓器

生体は､自己修復､恒常性､フィードバック性などの､人工医用材料では

不可能な高次機能を備えている｡従って､情報伝達や代謝などを含む高次生

体機能を人工的に付与するためには､最終的には､生体組織と人工医用材料

とを組合せたハイブリッド型人工臓器を開発することが必要となる｡-24)

そこで今回､上述した機能を併せ持つ人工医用材料の一つであるコンタク

トレンズ材料に着目し､本研究に用いたので､コンタクトレンズ材料の持つ

物理的および化学的機能それぞれの特性について以下に述べる｡

眼球は､外界の光を網膜まで光を正確に伝達し､同時にその光を一点に集

光する役目を果たしている｡光が屈折するためには､まず､物質が透明であ

ることが必要である｡透明体の一次的屈折要素としては､屈折率､境界面の

曲率､中心厚みがあげられる｡しかし､眼球は､単一レンズではなく､いわ

ゆる複合レンズと考えられ､眼球の屈折率の算出には､角膜､水晶体などの

屈折率､曲率半径､厚みのほかに､それぞれの屈曲面の位置と眼軸長を考慮

する必要がある｡更には､眼球の全屈折率をもとめるには､二次的屈折要素

である涙液､角膜､房水､水晶体､晴子体などの屈折力の総和としての､一

体の合成虚折率をもとめなければならない｡屈折率は､水晶体(1.386～1.406)

>角膜(1.376)>涙液=房水=硝子体(1.336)の順になり､曲率の大きさは､

境界層となる角膜､水晶体である｡中心厚みは､硝子体>水晶体>房水>角



膜>涙液の順になる｡

光屈折を目的とした人工医用材料には､コンタクトレンズと眼内レンズな

どがある｡現在までは､生体安全性､適合性､耐久性､加工性､光透過性の

点で優れているポリメチルメタクリレート(屈折率:1.490)系素材が用いられ

てきた｡近年の代表的なコンタクトレンズ材料を以下Table2,3に示す｡

角膜細胞は､大気中より涙液を介して直接酸素を取り込んでおり､必要な

酸素を角膜に供給するために､酸素透過性の高い材料(ポリシロキサニルメタ

クリレート､ポリフルオロメタクリレートなど)が開発されてきた｡一方､ソ

フトコンタクトレンズでは､ポリ 2-ヒドロキシエチルメタクリレートから

始まり､装用感の向上､酸素透過性の向上(含水性ソフトコンタクトレンズで

は､コンタクトレンズ中の水を介して酸素が透過するため､酸素透過性は含

水率に依存する｡)を目的として､ポリメタクリル酸､ポリビニルアルコール､

ポリビニルピロリドンなどの高吸水性ポリマーが使用されている｡

近年､装用者が著しく増加している使い捨てコンタクトレンズいわゆるデ

ィスポーザブルコンタクトレンズも同様な材料が使用されている｡最新の技

術として､ソフトコンタクトレンズの優れた装用感と高酸素透過性ハードコ

ンタクトレンズの性能を併せ持つ高酸素透過性の含水性ソフトコンタクトレ

ンズ(シリコーンハイドロジェルコンタクトレンズ)がすでに欧米で開発､商

品化されている｡これらのコンタクトレンズは､前出のポリシロキサニルメ

タクリレートと高吸水性ポリマーからなるハイブリッドコンタクトレンズ材

料から構成されている｡また､本邦におけるハードコンタクトレンズ材料に

おいては､より酸素透過性の高い､ポリトリストリメチルシロキシリルスチ

レンが開発され新規素材として上市されている｡70)
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Table2 ハードコンタクトレンズの主な材料

商品名(メーカー)商品名(メーカー) 主な材料
_

酸素透過係数

Z(メニコン) シロキサニルスチレン/ 250

フルオロメタクリレート

シロキサニルメタクリレート./ 105

メタクリル酸

シロキサニルメタクリレート/ 125

フルオロメタクリレート

シロキサニルメタクリレート/ 150

フルオロメタクリレート

酸素透過係数:単位は10.11(cm2/sec)･(mLO2/mLXmmHg)

Table3 ソフトコンタクトレンズの主な材料

商品名(メーカー)商品名(メーカー)+___r

lデイアキュビュー 2-ヒドロキシエチル

(ジュンソン&ジョンソン) メタクリレート/

メタクリル酸

含水率(%)

58

フォーカスデイリーズ

(チパピジョン)

ポリビニルアルコール

ソフトS

(メニコン)

シークエンス

(ボシュロム)

アクリルアミド/

ビニルピロリドン

2-ヒドロキシエチル

メタクリレート

72

上述した様に､優れたコンタクトレンズ材料には物質移動が可能な膜､即

ち膜透過性能がもとめられる｡膜内物質移動における膜の透過性能を評価す

る場合､膜に接する流体の境膜抵抗とそれに影響する因子を考慮する必要が

ある｡

Fickの第1法則によると､物質dの分子拡散の速度(流速ん)は拡散方向に

おける濃度勾配に比例し､次式で表される｡
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ノ月ニーβ月dc月/dZ=β月｢C7-C2ノ/Z〝 …‥式(り

ここで､DAは拡散係数(diffusioncoefficient)､dcA/dZはZ方向の

濃度勾配､Z〃は膜の厚さ､C,,C2は膜の両面の膜内における濃度である｡

拡散係数DAの値は固相や液相では濃度に依存するが､気相では圧力に反比

例し､組成によって変わらないことが多い｡一般に､温度が高いほどDA値は

大きくなり､液相のDAは拡散する物質や溶媒のモル体積が大きいほど小さく､

また､溶媒の粘度が高いほど小さくなる｡

孔のない膜に溶けた物質が､濃度差を推進力として膜内を拡散するのが拡

散的透過であり､その場合の物質移動速度は式(1)に従う｡

一方､細孔のある膜を圧力差によって流体の体積流が起こるのが水力学的

透過であり､一般に膜の単位面積を単位時間に透過する体積流､すなわち透

過流速J｣は膜の両側の圧力差∠hPに比例し､膜厚Z〟と流体の粘度叩に反比

例し､式(2)式で表される(Darcyの法則)｡

ノ月ニ｢0/〝ノズ｢∠P/Z〟ノ …‥式(2)

∠hPが流量と粘度に比例するのは層流の特性である｡QはDarcyの水力学

透過係数で､膜の諸特性の影響をすべて含んでいる｡

本研究における試料として用いた生体医療用高分子材料(コンタクトレン

ズ材料)において､問題となるものは､涙液中にあるタンパク質の吸着にある｡

コンタクトレンズ材料にタンパク質が吸着することに伴い､

①光線透過率の低下による視力低下

②角膜への物理的な作用による障害に伴う感染症,アレルギー反応

が上げられる｡

医療に用いられる高分子材料はその使用目的によって異なるが､何れの場

合にもその材料が生体側に悪影響を与えたり､生体側から損傷を受けたりす

ることなく､目的とする機能を十分発揮する事が基本条件である｡人工材料

が体液と接触した場合､最初のステップとして材料表面に体液中のタンパク



質が吸着し､その後細胞との相互作用が起こる｡りタンパク質が吸着した高

分子材料では表面改質が生じるため､高分子材料の生体適合性はタンパク質

吸着に大きく左右されることになる｡2)従って生体適合性医療用高分子材料

の開発のためには､吸着の機構を探る必要がある｡吸着機構の解明には表面

の形態､表面及び吸着分子の構造を分光学などの手法を用いて測定し､同時

に吸着過程を熱力学や速度論的解析などのいろいろな角度から把握すること

によって､固体表面の状態及び吸着相互作用を総合的に考察しなければなら

ない｡

従って本研究では､

①第1部としてフーリエ変換赤外(FT一川)スペクトル測定法を用いた研究

②第2部としてPSF(Point Spread Function)アナライザーを用いた研

究

を行った｡



第1部 フーリエ変換赤外(FT-1R)スぺクト

ル測定法を用いた研究

第1章.緒言

これまで気相一液相､液相一液相の界面における吸着現象は界面活性物質

を中心として､液体構造論などの分野で盛んに研究されてきた｡しかし固相

一液相の界面における吸着現象に関する研究は､前者に比べ立ち遅れ､今な

お不明な点が多い｡その理由は固体表面という特殊な環境のため理論との比

較に耐えうる実験データを得ることが困難であったためである｡一般的に､

表面に吸着した高分子の形態を表すには､

①単位面積当たりの吸着量あるいは分子数

②界面に接している1高分子当たりのセグメント数乃と重合度Pの比勅P

③表面吸着サイトの被覆率 ♂

④吸着層の厚さf

⑤吸着層中のセグメント密度の分布β

の5個の値が必要となる｡乙3)

それに加え､その時の/iルクに存在している高分子の平衡濃度がわかれば､

吸着平衡を表す全てのデータがそろうことになる｡それぞれの値の測定に関

して述べると､吸着量と/1ルク高分子濃度との関係は測定しやすいが､βと

♂の測定には全表面積の広いシリカ表面などへの吸着実験が必要である｡ま

た厚さJを求める手段としてエリプソメトリーがある｡これは平坦で光を反

射する金属板への吸着実験に用いられる光学的方法であって､偏光解析法と

もいわれる｡吸着層の平均屈折率乃と箱型のセグメント分布を仮定したとき

の厚さJがもとめられ､乃と書から吸着量をもとめることができる｡もしセ

グメント密度の分布βの測定が可能であるならば､理論とその実験データと

の比較が最も望まれる値であるが､有用な測定法は確立されていない｡

タンパク質のような生体高分子における吸着現象は､その環境に大きく影

響を受ける｡その中でもpHの影響は大きい｡PHによって高分子表面の荷電
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が変わる場合､タンパク質と表面の静電的反発や引力の影響をうけるため､

吸着量に大きな違いが生じる｡また､タンパク質の吸着形態は､上述したセ

グメント密度の分布だけでは表せられない｡合成高分子はタンパク質と同じ

ように会削犬の分子ではあるが､溶液中では糸まりのようにその鎖が絡み合っ

ているか､伸びており､分子ごとに別々の立体構造をとるのが普通である｡

ところが､タンパク質は生理的な環境下において､アミノ酸配列に応じて決

まった立体構造をとるため､タンパク質の吸着形態を表すためには､タンパ

ク質に特異的な立体構造の寄与を考慮する必要がある｡タンパク質は固体表

面に吸着すると多少なりとも変形あるいは変性することが知られている｡例

えばポリカチオンとポリアニオンからなる膜へのウシ血清アルブミンの吸着

において､ポリアニオン過剰から中性表面への吸着量は少なく､吸着に伴う

ウシ血清アルブミン分子中のα-ヘリックス含量の低下も少なくないが､ポ

リカチオン過剰表面では吸着量の増大に伴いα-ヘリックス含量が急激に低

下し､界面変性の程度が大きくなる｡更に吸着に対する温度効果の例として､

ポリスチレンラテックスヘのと卜血清アルブミンの吸着が温度上昇と共に増

加することが観察されている｡この理由としては､温度上昇によるタンパク

質分子内の構造的再配列変化により疎水性の高い成分がタンパク質分子表面

に出現したためと考えられている｡従って､高分子表面へのタンパク質の吸

着挙動は､タンパク質表面と高分子表面との化学的な親和性だけでなく､タ

ンパク質の溶液中､及び高分子表面上におけるそれぞれの立体構造の安定性

にも大きく影響を受けることになる｡以上のような界面における現象を考慮

して高分子表面へのタンパク質の吸着挙動の考察を行うことが望まれる｡…)

表面分析は､種々の材料の表面･界面物性を原子･分子オーダーでの理解

するための必須の手段であり､基礎研究からトラブル解決に至る幅広い用途

で重要な役割を果たしている｡おもな表面分析方法をTable4に示す｡

高分子材料の多くは､電気絶縁性の高分子から構成されており､導電性を

有する金属･半導体材料とは異なる性質を有する｡TabJe4の方法のうち､

XPS,AES,S)MS,TOF-S[MS,EPMA,SEM,FE-SEMおよびSTMでは､プローブ･検出信

号のいずれかにおいて荷電粒子(イオン･電子)を使用している｡これらの方

法を高分子材料に適用する場合は､帯電を解決する配慮が必要である｡
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Table4 おもな表面分析方法69)

手 法 情 報

①x線光電子分光法(XPS,ESCA) 元素,縮合情報(分布)

②オージェ電子分光法(AES) 元素,分布(結合状態)

③二次イオン質量分析法(SIMS,TOF-SIMS) 元素t分布(構造情報)

④電子プローブ微小部分析法(EPMA) 元素,分布

⑤走査電子顕微鏡(SEM,FE-SEM) 表面形態

⑥走査型プローブ顕微鎮(SPM,STM,AFM) 表面形態t粗さ,局所物性

⑦レーザーラマン分光法 化学結合,配向,結晶性,同定

8フーリエ変換赤外分光法(FT一IR) 化学結合,配向,ニ次構造一同定

9接触法(液滴法,Wilhe]my法) 濡れ性.表面自由エネルギー

】QPointSpreadFunction測定法(PSF) 光学特性

XPS X-ray Photoelectron Spectroscopy,

ESCA EJectron Spectroscopy for ChemicalAna(ysis,

AES Auger E[ectron Spectroscopy,

SIMS SecondaryJon Mass Spectrometry,

TOF-SIMS:Time of Fight S]MS,

EPMA Electron Probe Micro AnaIysis,

SEM Scanning EIectron Microscope,

FE-SEM Fie)d Emission SEM,

SPM Scanning Probe Microscope,

STM Scanning Tunneling Microscope,

AFM Atomic Force Microscope,

FT-1R Fourier TransformInfrared Spectroscopy,

PSF Point Spread Function,

また､有機材料は､一般に光･電子･イオンなどに対する耐性が低く､観

測による損傷の恐れが大きい｡一方､高分子材料の組成分析では､単なる元

素組成ではなく､官能基(化学結合)に関する情報がもとめられる｡また､個々

の分子の構造および分子集合体の配列に関する情報も期待される｡従って､

高分子材料の表面分析においては､金属･半導体などで有効な手段をそのま

ま適用するのではなく､調べたい材料の特性に応じた方法を適用する必要が

ある｡69)



本研究では固体試料表面における吸着現象という特殊な環境であるため､

Harrick､Fahrenfortらによって提唱されたATR(Attenuated Total

RefIection)法を利用しtFトIR(FourierTransformlnfraredSpectrometry)

を用いた｡ATR法はバルク分析はもとより､ATRプリズム表面からmFLオーダ

ーの分析が可能であり､表面への吸着挙動を調べるために広く利用されてい

る｡ATRプリズム表面に吸着する高分子の赤外活性な各構造から､高分子の高

次構造の情報を得ることも可能である｡また時間変化を含めた吸着量を追跡

できる特徴があり､吸着もしくは脱着速度の測定にも有用である｡‖～柑)

タンパク質の吸着表面としてコンタクトレンズの基礎材料であり､ポリス

チレンを基本構造とするシリコーン系ポリマーであるPofy-Tris(tri-methyI

Si10Xy)silylstyrene(以後PTTSSSと略す｡)を用い､吸着タンパク質として

は､以下のTabte5示す涙液中に多く含まれるリゾチーム並びに血清アルブ

ミンに着目し､球状タンパク質であるニワトリ卵白リゾチーム(以後リゾチー

ムと略す｡)並びにウシ血清アルブミン(以後血清アルブミンと略す｡)を用い

た｡

TabIe5 人涙液に含まれるタンパク質

構成成分

全タンパク質量

主なタンパク質

リゾチーム

ラクトフェリン

血清アルブミン

濃度(m釘ml)

5～9

2.4±0.7

1.5±0.4

0.054

そこで本研究では､ポリマー表面に吸着したリゾチームおよび血清アルブ

ミンの

①吸着量の決定

②吸着機構の分析

③立体構造分析

④濃度依存性

⑤速度論的解析
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⑥立体構造変化

をATR/FT-IRにより追跡し､評価を行った｡
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第2章.実験

らユH昆陀口芯日

本研究に用いた高分子PTTSSSは､P-Vinylpheny]magnesium(化合物①)と

TrimethoxychlorosiIane(化合物②)との反応により得られる

P-Trimethoxys‖y]styrene(化合物③)をTrimethylch10rOSilane(化合物④)

と反応させ､得られたTris(tr卜methylsi10Xy)silylstyreneを以下に述べる

方法により重合を行い､吸着実験に供した｡

Tris(tr卜methyIsi[oxy)s=yIstyrene(以後TTSSSと略す｡)は､川上ら鋸丁)

の方法によって合成を行った｡TTSSSの構造式をFig.1に示す｡

2-トlモノマー(TTSSS)の合成

CH=CH2

?H｡¢?H｡CH3-Si-0-Si-0-Si-CH3

1 1 l

CH3
?

CH3-Si-CH3

1

CH3

CH3

Fig.1ChemicaIstructure of Tris(tri-methylsi[oxy)si]yIstyrene

2-l-卜1モノマー(TTSSS)の合成方法

1･P-ビニルフェニルマグネシウムクロライドは､テトラヒドロフラン(85ml)

中にてマグネシウム(ほ6g,148m moりとクロロスチレン(10.5g.75m

moりを室温にて反応させ､得られた｡構造式をFig.2の①に示す｡

2.p一トリメトキシシリルスチレンは､50℃においてp-ビニルフェニルマグ

ネシウムクロライド(36mmoり丁目F溶液(40mりにトリメトキシクロロシ

ラン(8.5g,54mmoりを滴下し､その後､反応溶液を60～65℃に保温し､
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3時間反応させ､得られた｡反応溶媒を留去した後､脱水処理したエチルエ

ーテル(90mりを加え塩を生成させ､窒素雰囲気下にて濾過を行い､P-トリ

メトキシシリルスチレンを得た｡収率は､36%であった｡得られたp一トリ

メトキシシリルスチレンは､核磁気共鳴スペクトル法(NMR)にて確認を行っ

た｡(1HNMR(CC(.)6:3.40ppm(s,9H,Cせ3).5.05ppm(q,1H,J.:10.8Hz,J2=1.5Hz

牒-C=C-),5.60ppm(q,1H,J.=17.2Hz,J2=1.5Hz,坦-C=C-),6.50ppm(q,1H,J.=10

,8Hz,J2=17.2Hz,C=C一団,7.08ppm(d,2H,J:7.8Hz,C6せ5Si),7.40ppm(d,2H,J=7

.8日z,坦5C6Si))｡構造式をFig.2の③に示す｡
3.トリス(トリーメチルシロキシ)シリルスチレンは､P-トリメトキシシリル

スチレン(0.9g,4m mol)とトリメチルクロロシラン(1.3g,12m moりとの

混合溶液を蒸留水(4.4mりとジエチルエーテル(4.2ml)の混合溶液に15℃

下にて1時間かけ滴下し､その後1昼夜反応させることにより得た｡得ら

れたトリス(トリーメチルシロキシ)シリルスチレンをエーテルにて抽出し

た後､カラムクロマトグラフ法にて分取し､その収率は､25%であった｡

得られたトリス(トリーメチルシロキシ)シリルスチレンは､核磁気共鳴スペ

クトル法(NMR)にて確認を行った｡

(1H NMR(CCl.)6=0･20ppm(s,27日,SiCせ3),5.25ppm(q,1H,J.:10.8Hz,J2=1.5日z

牒-C=C-),5･73ppm(q,1H,J.=17･2Hz,J2:1･5Hz,せ-C=C-),6.72ppm(q,1H,J.=10

.8Hz,J2=17.2Hz,C=C牒),7.33ppm(d,2H,J=7.8Hz.C6せ5Si),7.51ppm(d,2H,J=7

.8日z牒5C6Si))｡
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(D CH=CH2

ぬ
CH2MgCl

P-VinyIpheny[magnesium

CH=CH2

疫
CH3-0-

H

S
i
-
0
-
C

-0-CH3

3

P-Trimethoxysilylstyrene

② Cl

l
CH3-0-Sト0-CH3

1

0

1

CH3

Trimethoxych10rOSi[ane

CI

t
CH3-Si-CH3

1

CH3

TrimethyJchlorosi[ane

Fig.2Chemicalstructures of compounds used for the

Synthesis of Tris(trトmethylsiJoxy)s=yIstyrene
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2一卜2ポリマー(PTTSSS)の合成

2一卜2-1PTTSSSの合成方法

本研究では､プリズム表面にポリマー薄膜を形成させることによって､実

験を行う為､未架橋の線状ポリマーを合成した｡溶媒への溶解性を考慮する

と､得られるポリマーの分子量は､約200,000程度が望ましい｡ポリマーの

分子量は､重合開始剤量と反応温度に依存する為､各種の条件下において実

験を行った結果､分子量制御されたPTTSSSを以下のように乳化材を使用せず

溶液重合法によって合成可能であることが明らかになった｡以下にPTTSSSの

合成法を記す｡

メタノール 450山に､蒸留生成したTTSSSを50gと､ラジカル重合触媒

である2,2'-aZObis(2,4-dimethy[-Valeronitr=e)0.2gを量り採り､窒素

雰囲気下で50℃､捜拝速度350rpm前後で24時間捜押して重合し､PTTSSS

を得た｡得られたPTTSSSの分子量は､ゲルバーミエーションクロマトグラム

にて測定を行い､分子量は約200,000であることを確認した｡また､密度測

定を行い､密度1.19g/cm3であることを確認した｡得られたポリマーは､高

酸素透過性コンタクトレンズの基礎材料である｡構造式をFig.3に示す｡

せCん溌
H

3
HC

C
-
S
-

0Si-0

CH3 0

C廿〒i~CH3
CH3

?H3
Si-CH3

1

CH3

Fig.3ChemicaJstructure of the PTTSSS

2-ト3リゾチーム(hen eggIysozyme)

リゾチームの立体構造に関する研究は古くから行われ､X線解析により立

体構造が解明され､詳細な立体構造が明らかにされてきた｡それらの結果を

以下にまとめた｡本研究に使用したニワトリ卵白リゾチーム(hen egg
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Iysozyme)は､129個のアミノ酸残基からなる1本鎖のポリペプチドで､S-S

結合が4ケ所にあり､分子量14バ00､等電点11､l%溶液の吸光度d…㌫研が

26.9のタンパク質である｡

リゾチームのヘリックス含量は､ミオグロブリンなどに比べて少なく､は

つきりと規則的なヘリックスを形成している残基は約40個である｡しかし､

ヘリックス含量を正確に定義することは難しく､不規則な水素結合で形成さ

れているヘリックスも含めると､57個の残基がヘリックス形成にあずかって

いることになり､ヘリックス含量は､44%になる｡規則的なヘリックスを形

成している領域､およびこれらのヘリックスの特徴をTable6にまとめた｡

Table6 ニワトリ卵白リゾリームのヘリ.ックス部分のパラメーター

(Blakeら,1967)

ヘリックス 残基 残基あたリ 残基あたリ 1回転あたりの

の進み(Å) の回転(度) 残基数

A 5～15 1.51 100.2 3.59

B 24～34 1.48 98.3 3.66

C 80～85 1.66 106.6 3.38

D 88～96 1.45 96.7 3.72

この表にみられるように､5～15､24～34､88～96のヘリックス部分では､1

残基あたりの進み､および1回転あたりの残基の数は､P机=ngらの提案した

α-ヘリックスのパラメーター1.5Å､および3.6残基に近い｡しかし､これ

らのヘリックスでも何箇所かでα-ヘリックスのひずみがみられ､各ペプチ

ド基が回転して､CO基はわずかにヘリックス軸から外に､NH基は内に向いて

いるのが知られ､典型的なα-ヘリックスからのずれは､分子内部にある24

～34のヘリックスで最も大きく､5～15のヘリックスでは小さい｡この回転

によって､各円H基は4残基あとのCOの方を向いているのではなく､3残基あ

とのCOと4残基あとのCOとの間を向いたような形になっている｡α-ヘリ

ツクスでは､NH基は4残基目のCOと水素結合をつくるが､リゾチームのある

種のヘリックスでは､α-ヘリックスと3.0-ヘリックス.の中間の構造となる｡

80～85の短いヘリックスは3.0-ヘリックスに近く､119～122はただ1回転

だけの3.0-ヘリックスである｡また5～15のヘリックスのC末端側は3.0-
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ヘリックスに近い｡

リゾチームのポリペプチド鎖の規則構造には､上述のヘリックスの他に､

逆平行β構造が42～54の残基にありまた､17～20､20～23､36～39､54～57､

60～63､74～77､98～101､104～川7､115～1柑､124～127にはβ一夕ーンが

存在することが知られている｡

リゾチームの一次構造から疎水性残基は一様に分布しているのではなく､

とくに､39～52の残基はほとんどすべて親水性である｡N末端から40番目ま

でには疎水性と親水性の残基があり､疎水性残基はおおよそ3～4残基ごとに

出現している｡α-ヘリックスが3.6残基で1回転するラセンであるとする

と､ヘリツクスの片面に疎水性側鎖が集まることになる｡5～15､24～34のヘ

リックス部分はα-ヘリックスに近く､これら2ケ所のヘリックスの片面に

集まった疎水性残基は､互いに相互作用して疎水性領域をつくることができ

る｡同様のことは､ミオグロビンやヘモグロビンのグロブリン部分のヘリッ

クスについても知られている｡

35に続く12個の残基はすべて親水性であり､この領域では逆平行β構造が

形成されている｡生合成の場において水とのみ相互作用して､N末端から40

番目までの間のヘリックス部分によってつくられた疎水領域とは相互作用す

ることはできないとされる｡しかし､55､56番目に疎水性のIIeとLeuとが

結合すると､初めて水との接触を避けて､すでに形成されていた疎水領域と

相互作用する･ことができ､41～54の鎖は折れ曲がって逆平行β構造がつくら

れるとPhillips-27)は提案している｡

55に続く56～86の鎖は､かなり不規則にβ構造の部分と接触しながら折り

たたまれている｡このようにしてでき上がった1～86の鎖は､全体として二

つの翼をもったような構造になっている｡88～100の間には88～96の間にヘ

リックスがあり､ここでも部分的ではあるが疎水性の面を形成しているのが

みられる｡このヘリックスは二つの翼の間の隙間を橋渡しするような位置に

あって､疎水性の面は分子内部に埋もれている｡しかし､この隙間は88～96

の間のヘリックスで完全に満たされることはなく､そのために深い溝が分子

中央にできており､この溝は､リゾチームの酵素作用にとって重要な活性部

位を形成することになる｡最後のC末端側の20個ほどの残基は､N末端側の
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40残基で形成されている球状構造のまわりに巻きついている｡

ニワトリ卵白リゾチームの分子内部には､Tyr23､Trp28､108､=で囲

まれたMetlO5があって､疎水性の箱を形成している｡細

2一卜4血清アルブミン(boYine serum
albu爪in)

血清アルブミンもリゾチームと同様､最もよく研究された代表的な水溶性

タンパク質である｡以下に血清アルブミンの構造および特徴を簡単に述べる｡

血清アルブミンは一本鎖のタンパク質であり､本研究に用いたウシ血清アル

ブミン(BSA)は､582個のアミノ酸残基からなる吋 その一次構造､即ちアミ

ノ酸の配列順序は､Brown76)によって1975年にはじめて発表された｡その後､

Peters126)によって正確なアミノ酸組成が報告されたその結果をTable7に示

す｡

Table7ウシ血清アルブミンのアミノ酸組成126)

アミノ酸 BSA

Asp 41

Asn 13

Thr 34

Ser 28

Glu 59

Gln 20

Pro 28

Gly 16

Ala 46

VaI 36

harf-Cys 35

Met 4

Ile 14

Leu 61

Tyr 19

Phe 27

Lys 59

His 17

Try 2

Arg 23

計 582

窒素原子数 779

PH7における実効電荷(計算値) -18

平均残基量 113.86
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構造的特長は､3個のドメインと9個のループから成るものである｡7ト80)17

個のS-S結合のうち1番目のドメインを除けば他はすべて2個ずつ隣り合っ

て存在する｡一次構造から計算するとウシ血清アルブミンの分子量は､66,267

となる｡

血清アルブミンは血渠という複雑な混合物から単離されるので､精製後も

微量の不純物が混ざっている｡結晶性血清アルブミンであっても純度は95～

98%程度であるとされる｡血清アルブミンは長鎖の脂肪酸を強く結合してお

り机､脱脂の操作をしなければ､血清アルブミン1分子あたり少なくとも1

～2個の脂肪酸を結合している｡市販の結晶性血清アルブミンをさらに精製す

るにはセファデックスG-150によるゲル濾過によって会合体やグロブリンを

除き､さらに脱脂の操作をすることによって脂肪酸を除くことがもとめられ

る｡脱脂の一つの方法はpH3で血清アルブミンを活性炭処理することである｡

…2)その他の脱脂方法も提案されている｡83)

市販の血清アルブミンは二重体や三重体が混ざっていたり､メルカプトア

ルブミンとノンメルカプトアルブミンの混合物である｡更に等電点の異なる

ものが混ざっていたりする｡このようなことを血清アルブミンのマクロな不

均一性(macroheterogeneity)と呼ばれている｡84～H)また､血清アルブミン分

子は生体内でCys35以外の他のアミノ酸残基側鎖の一部が化学的に修飾さ

れたり､S-S結合対の組合せが異なる成分に変化するなど､血清アルブミンそ

のものが不均一な組成あるいは構造を持つ分子の集団といわれている｡従っ

て血清アルブミンの純度が100%であると仮定しても分子オーダーでの純度

を基準にすると純品ではないことになる｡分子オーダーにおける不均一性は

ミクロ不均一性(microheterogeneity)と呼ばれている｡125)

ウシ血清アルブミンは､その溶液のX線小角散乱89)､Kerr効果の緩和の測

定結果など9…2)によると長軸140Å､短軸40Åの扁長回転楕円体であり､

蛍光偏光の測定から血清アルブミンは､三つの部分からなるとするモデルが

提唱されている｡93朋 これは前述のBrownによる三ドメイン･モデルと一致

している｡シャドウイング法によって得られた血清アルブミンの電子顕微鏡

写真によっても､同じオーダーの値が得られている｡95)

ウシ血清アルブミン溶液について測定された主要な物理化学的性質の値を
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Table8に示す｡d慧の値は､ウシ血清アルブミンの濃度を決めるときに用い

られる｡表中の値は､中性のPHでの値である｡

Table8 ウシ血清アルブミンの物理化学的パラメーターー26)

物理化学的パラメーター 値

分子量

66,267一次構造から
沈降平衡法 66,700

沈降係数 最｡.伊×川-3(S)

4.5単量体

二重体 鱒.7
拡散係数 β2∂.伊×10丁(cm2/sec) 5.9

部分比容 レ2〃 (ml/g) 0.733

固有粘度 〔叩〕 (dl/g) 0.0413

摩擦比 〟カ 1.3

比屈折率増分(578nm),×10~3 1.90

吸光係数 d慧 (279nm) 6.67

血清アルブミンの等電点は通常pH4.2～4.8の間にある｡等電点の値は正

確にはTiseliusの移動界面電気泳動法によって決定されるが､その値は溶媒

の種類とそのイオン強度の影響をうけて変化する｡96)これは主として溶媒中

のイオン､特に陰イオンが血清アルブミンに結合するためである｡若干は温

度の影響もうける｡等イオン点の値はpH5.2～5.3である｡97,98)

タンパク質のα-ヘリックス､β構造の含量は円二色性からの平均残基楕

円率の値からもとめられ､相川)血清アルブミンに対するα-ヘリックス含

量の値としては55～70%程度の値が得られている｡l…04)Reedら川りは

PH7･4においてα-ヘリックス含量68%､β構造の含量18%を得た｡

またα-ヘリックス含量は､旋光分散に対するMoffitt-Yangの式における

定数み〃の値､平均残基旋光度〔′が〕23｡の値からもとめられている｡川5)また

ラマン分光法-0…7)によっても､もとめられている｡ヒト血清アルブミンの

X線構造解析結果がCarterら128T129)によって発表された｡その結果は､上述

した三ドメイン構造からなり､全体の形はハート型(heartshape構造)であり､

流体力学的測定結果と明らかに異なる形である｡水溶液における形態と結晶

状態における形態とは異なるのかもしれないし､またヒトとウシの種差によ

20



る相違であるかもしれないが､何れにしろドメイン構造は広く受け入れられ

ている｡

2-2実験操作

2-2-1リゾチーム溶液の調製

本研究では､試薬としてSigma社製､L-6876､Lot No.65H7025を精製する

ことなくそのまま使用した｡リゾチーム溶液はリン酸緩衝重水溶液として調

製した｡溶液の調製に水ではなく重水を使用したのは､アミド吸収帯領域で

の水の強い吸収を避けるためである｡また､重水溶媒使用のその他の利点と

して､吸着によるタンパク質の変性をより明確にすることがあげられる｡溶

媒が水の場合､タンパク質の二次構造のα-ヘリックス､ランダムコイルそ

れぞれの吸収帯が重複して現れる｡その点､重水置換した溶液中においては

α-ヘリックスとランダムコイルの吸収が､置換によりそれぞれシフトする

ため分離がしやすくなる｡

まず溶液の調製に先立ち､Na2HPO.(無水)､NaH2PO.(無水)を重水に溶かし､

凍結乾燥機(lWAKIFREEZE DRYER)を用いて凍結乾燥することによリリン酸塩

の重水素置換を行った｡重水素置換したリン酸塩及びNaClを用いて､川OmM

NaCL､10mM Na2DPO./NaD2PO.のリゾチーム重水溶液を調製した｡溶液の重水素

イオン濃度は､NaOD及びDClの重水溶液を用いてpD=7(pH=6.6)に調製した｡

PDの測定にはDIG[TAL pH METER HM-20B(東亜電波工業製)を用いた｡

2-2-2血清アルブミン溶液の調製

本研究では､試薬としてSerologicals社製のBovineAlbuminCrysta=zed

(Lot No.102)を精製することなくそのまま使用した｡アルブミン溶液は､リ

ゾチーム溶液の調製と同様に､調製した｡

2-2-3ポリマー溶液の調製

ヘキサンに塊状のPTTSSSを溶解し､0.03gnのPTTSSS/ヘキサン溶液を調

製した｡PTTSSSは完全に溶解させるため､超音波で30分処理した後一晩放置

した｡
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ト2-4ポリマー薄膜の製腐

本研究では､ポリマー薄膜の製膜はすべてcasting法を用いて行った｡

CaSting法とは調製されたポリマー溶液の一定量を基板上､もしくはプリズム

上に直接滴下し乾燥させることにより製膜する方法である｡基板として､透

過FT-IRスペクトル測定にはCaF2の円板(半径1cm)､ATR/FT一暮Rスペクトル測

定にはZnSeプリズム(反射回数:N'=10､屈折率:n=2.43(1705cm--～1575

Cm~り,n=2.42(1485cm--～1425cm-り)を使用した｡

2-2-5フーリエ変換赤外(Fト1R)スペクトル

タンパク質の吸着の評価は､タンパク質の赤外吸収におけるアミドl,吸

収帯(1705cm~-～1595cm~1)の測定から行った｡

フーリエ変換赤外分光法とは､マイケルスン干渉計を用いて光源からの赤

外光を各波数成分に比例する周波数に変調した交流借号(インターフェログ

ラム)として出力し､これをフーリエ変換することによって光の強度の波数依

存性(スペクトル)を得る方法である｡フーリエ変換赤外分光法は､構造解析､

定性及び定量分析に非常に有効な手段である｡その理由としては､次のこと

があげられる｡

①干渉計の移動鏡の位置をレーザーで測距しているため､分光に回折格子を

用いる分散型分光法に比べてスペクトルの波数精度が非常に良い｡それに

より同一試料を同一条件で何回測定しても吸収ピークの位置は変化しな

いため､定量分析に優れている｡

②スペクトル全域にわたって一定で高い分解能の測定ができる｡それにより

試料本来の持っている吸収/iンドの形を表現することが可能である｡

③ 多数回の積算が可能であり､弱い吸収についても精度の良いスペクトル

を得ることができ､面積強度､ピーク強度を精度皐くもとめることがで

きる｡川)

本研究では､透過法及びATR法を用いてF十｣Rスペクトル血走を行った｡

フーリエ変換赤外分光光度計として､PERKIN-ELMAR社のSYSTEM2000を使用

した｡また､透過FTLIRスペクトル測定､ATR/FT-1Rスペクトル測定にはMCT(水

銀一カドミウムーテルル半導体)検知器を使用した｡
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赤外吸収測定法では､空気中の水蒸気の存在に注意しなくてはならない｡

水蒸気は3000cm~1付近､2000～1300cm-1､400cm~1以下に吸収を示すため､

これらの鏡域での赤外光のエネルギーは分光器内で減少する｡川)そのため､

試料の吸収強度測定が不正確になることがあり得る｡そこで本研究では分光

器内部を乾燥させるため､モレキュラーシープトラップを通過させた乾燥窒

素を分光器内に流すことにより､分光器内の水蒸気を除去した｡加えて､水

蒸気のスペクトルを別に測定し､試料のスペクトルから差し引くことで窒素

により除去できなかった水蒸気による吸収を差スペクトルにより除去した｡

ト2-5-1透過FT-IRスペクトル測定

本研究では､リゾチーム､血清アルブミン及びポリマーの吸光係数をもと

めるために透過法によるFトIRスペクトル測定を行った｡試料の吸光度面積

A｡,u.分子吸光係数をE､試料濃度をC､光路長をlとするとLamber卜Beer

の法則よリ

4m=gJC …式(3)

が成立する｡-6)式(3)よりわかるように試料濃度と吸光度面積は比例関係に

ある｡そのため目的成分を様々な濃度で調製した標準試料を使用して､検量

線を作成することによりそれぞれの吸光係数を算出した｡(試料濃度CX光路

長カを横軸に､指定した吸収バンドの吸光度面積4mを縦軸にとることで､

吸光係数gがもとめられる｡

2-2-5-トaリゾチーム､血清アルブミンの透過FT-川測定

透過法用セルの窓板としてCaF2円板(半径1cm)を使用した｡様々な濃度の

リゾチーム､血清アルブミン溶液各20山を､2枚のCaF2板ではさみサンプル

とした｡この時､CaF2板と同サイズにカットした厚さ0.01cmのテフロンシー

トの中心をくりぬき､スペーサーとして使用した｡また重水のみのFT一川ス

ペクトルをバックグラウンドとした｡測定条件は､積算回数400回､分解能

を4cm~-とし､測定前にN2ガスパージを51血inで10分間行った｡
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2-2-トトbポリマーの遭遇Fト川測定

リゾチーム､血清アルブミンの場合と同様のCaF2板を使用した｡CaF2板上

にcasting法にて､厚みの異なるポリマー薄膜を製膜するために､0･03gn

濃度のポリマー溶液の滴下圭を調製して､板上に存在するポリマー量を調製

した｡CaF2板のみで測定したFT-1Rスペクトルをバックグラウンドとした｡

測定条件は､積算回数800回､分解能4cm-1とし､測定前にN2ガス/トジを

51/minで10分間行った｡

2-ト5-2 ATR/FT-1Rスペクトル淵定

ATR法は固体試料の表面分析用に最も頻繁に用いられる方法である｡

[RE([nternaJRefIectanceEJement)と呼ばれる屈折率の大きいプリズムに試

料を接触させ､IREに赤外光を入射した際､IREと試料の界面に発生するエバ

ネッセント波が試料に吸収され､結果として川Eを通過する光量に変化が生

じる現象を観測する装置である｡この概要図をFig.4に示す｡

屈折率の異なる物質(それぞれの屈折率を乃ハ乃2として乃J>乃2であるとす

る｡)の界面において､大きな屈折率乃Jを持つ物質側から､小さな屈折率乃2を

持つ物質側へ入射角βで光が入射するとき､町乃2で決まる臨界角β｡より

大きい入射角(β>βc)では光は100%反射される｡臨界角は次式で表される｡

♂c=血-J乃2ルり
･･･式(4)

この全反射の様子を微視的に見ると､光は界面で反射するのではなく､ある

深さだけ試料側にしみ込んでから全反射している｡このしみ込んだ光をエバ

ネッセント波といい､試料に吸収のない波数領域では光は全反射するが､吸

収のある領域では100%全反射するのではなく､吸収の強さに応じてエバネ

ッセント波は減衰する｡このエバネッセント波の減衰が全反射吸収スペクト

ルとして測定される｡またプリズムに台形型結晶を用いることで､光に多重

反射を行わせ信号強度の増大をはかることができる｡多重反射による入射光

のエネルギー損失は､積算回数を増やし､検出器として通常用いられるTGS(熟

電対)検知器よりも感度が高く､また測定時間の短いMCT検知器を使用するこ
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とで容易に補うことができる｡‖)本研究ではプリズムとして台形型ZnSeプ

リズムを､検出器としてMCTを使用した｡

Fig.4 ATR法原理の概要図

n:屈折率nl>【2
Å:ÅTR結晶 8:試料 dp:しみ込み深さ

β:入射角

2-2-5-2-a ポリマー薄膜のATR/FT-1Rスペクトル測定

ATR測定用のZnSeプリズム上に製膜したポリマー薄膜の厚みの確認のため

に､ATR/FトIRスペクトル測定を行った｡プリズムのみのATR/FT-1Rスペクト

ルをバックグラウンドとした｡測定条件は､積算回数100回､分解能4cm~1

とし､測定前にN2ガスパージを51/minで10分間行った｡

2-2一計2-b 吸着リゾチーム､血清アルブミンのATR/FT一川スペクトル測定

ポリマー薄膜上へ吸着するリゾチーム､血清アルブミンのATR/FT-用測定

を次の行程で行った｡

① znseプリズムを蒸留水､エタノール､ヘキサン､テトラヒドロフラン(THF)

等を用いて洗浄した｡

② プリズムのみのATR/FT-1Rスペクトルを測定し､ポリマー薄膜スペクトル

のバックグラウンドとした｡測定条件は積算回数川0回､分解能4cm~1と

し､測定前にN2ガスパージを51/minで10分間行った｡

③ znSeプリズム上にポリマー薄膜を製膜し､ポリマー薄膜のATR/FT-JRス

ペクトル測定を行った｡測定条件は②と同様である｡

④ ポリマー薄膜上を重水緩衝溶液で満たし､テフロンシート及び蓋を用いて

パッキングし､スペクトル測定を行った｡得られたスペクトルを吸着リゾ

チーム､血清アルブミンスペクトルのバックグラウンドとした｡測定条件

は②と同様である｡
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⑤緩衝溶液を取り除き､ポリマー薄膜上を濃度既知のリゾチーム､血清ア

ルブミン溶液で満たし､④と同様にパッキングした｡タンパク質溶液を充

填した時点を吸着開始時間とした｡

⑥リゾチームに関しては､吸着開始後､15分でスペクトル測定を行った｡

測定条件は②と同様である｡以後､30分､1時間､2時間､4時間､8時

間､16時間､24時間後に同様のスペクトル測定を行い､吸着の経時変化

を測定した｡血清アルブミンに関しては､吸着開始後､15分でスペクト

ル測定を行った｡測定条件は②と同様である｡以後､30分､1時間､2時

間､4時間､8時間､川時間後に同様のスペクトル測定を行い､吸着の経

時変化を測定した｡サンプルの調製手順の模式図をFig.5に､ATR/FT-IR

スペクトル測定の模式図をFig.6,7に示す｡
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もク這≡

､ヂ∴こ二＼､t､こヾ,♂㌔ヂ′:7♂-Jも

一--てnSe プリズム

タンパク質溶液

(〈I (〉)
:-■

l~-

⊂)rr(二)(こ)`⊃((} 〔㌧J

/

(l
(〉 lJ

‥
‥(}

‥ =

=

ll ) (()({l({=(~)l〈) (｢ ((l

一

トポリマー
薄膜

/

一卜 吸着タンパク質

Fig.5 吸着タンパク質のATR/FT-[Rスペクトル測定のサンプル調整手順

の模式図

1.ポリマー溶液をZnSeプリズム上にキャスティング

2.ポリマー薄膜の調整

3.ポリマー薄膜上にタンパク質溶液を充填

4.吸着タンパク質のATR/FT-IRスペクトル測定
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ネジ付きの蓋

テフロンシート

液体測定用ZnSeプリズム

[目早

Fig･6 ATR/FT-1R測定法模式図(試料溶液測定用)
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ポリマー薄膜居→

加Seプリズム→､

●J
uCT検知器

〔｢∃=

=
｢

ヰ~~吸着タンパク質層

Fig.7 ATR/FT-1R測定模式図(吸着タンパク質の測定)
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第3章.結果と考察

3-l_透過FT-1Rスペクトル淵定

3-トlポリマーの吸光係数g′の決定

透過FT-1Rスペクトル測定によりえられたPTTSSSのスペクトルをFig.8に

示す｡

501〇.

¢U亡dqJOSき1

050〇.

150014801460144014201400

Wavenumber(cm-1)

Fig･8TransmissionFT-IRabsorption

SPeCtraOfPTTSSS

享……董≡妻妾芸……;…§;…

本研究ではPTTSSSの吸収帯(1485cm~-～1425cm~りに注目してスペクトル解析

を行い､吸光度面積dを得た｡得られたd値を用いて､2-2づ-1に記述した

式(3)のLambert-Beerの法則により検量線を作成し吸光係数E,をもとめた｡
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式中の右辺=c(試料濃度)×パ光路長)はCaFz円板表面に存在するポリマーの

量に相当し､これを表面密度｢,(単位面積当たりのポリマーの量)とした｡横

軸に表面密度｢-､縦軸に吸光度面積dとして作成した検量線をFig.9に示す｡

0.00005 0.0001

｢1(釘Cm2)

Fig.9CalibrationcurveofPTrSSS

憲,=3.56×1｡3

く0.2

検量線の傾きからPTTSSSの吸光係数g,=3.56×岬cmソgを得た｡
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トト2リゾチームの吸光係数g～の決定

リゾチームのペプチド鎖のアミド結合(RCONH2)による吸収帯領域のスペク

トルの一例をFig.10に示す｡

.〇1
0

uO已dqJOS萄

180017001600150014001300

Wavenumber(cm.1)

Fig･10FT-IRspectraoflysozymeinamidereglOn

-:1.93×10-9M

Fig･川で示すようにアミドによる吸収帯領域のピークをそれぞれ､アミド

l'(1650cm~1)､アミドIl'(1450cm-1)に分類することができる｡アミドI,

吸収帯は主にペプチド結合部のC=0伸縮振動に起因する｡またアミドIl,は､

水素一重水置換の起こった結合部のN-D変角振動に起因する吸収帯である｡

これらの吸収帯の帰属はGreenらの記述に従った｡4)

特にアミドl'吸収帯は､タンパク質の二次構造の情報となる｡アミドl,

吸収帯は､タンパク質の二次構造であるα-ヘリックス､β-シート､ラン

ダムコイルなどにそれぞれ帰属される吸収ピークの複合吸収ピークである｡

…)そのためアミドl'吸収帯の変化を追跡することで､タンパク質の定量

分析とともに構造分析にも有用である｡それに対しアミドl暮,吸収帯におい
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ては重水溶媒中に混入したH-0-D変角振動に起因する吸収による大きな影響

を受ける可能性がある｡以上の理由から本研究では､リゾチームのFトIRス

ペクトルにおけるアミドI'吸収帯による面積強度から､リゾチームの吸着

挙動を追跡した｡透過FT-1Rスペクトル測定により得られた種々の濃度のリ

ゾチームのスペクトルをFig.11に示す｡

申
じ
已
出
q
】
O
S
β
d
l

1800 1700 1600

Wavenumber(Cm-1)

Fig･11TransmissionFT-IRabsorpt10n

SPeCtraOflysozyme

冒:……;壬3二;0課
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3-卜1と同様に式(3)を用いて､アミドl'吸収帯の吸光度面積dとリゾチー

ム溶液濃度cとの関係から吸光係数g～をもとめた｡横軸に(c:リゾチーム溶

液濃度×J:光路長=0.01cm)､縦軸に吸光度面積dとして作成した検量線を

Fig.13に示す｡

cxl(mol/cm2) [×10-9]

Fig･13CalibrationcurveOflysozyme

A

Cl

g
:1ightpasslengthofthecell(Cm)

:震芸畏恕ア讐謡安治

農悪霊悪霊三軍Cm~1)

検量線の傾きからリゾチームの吸光係数g～=2.09×109cmソmolを得た｡
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トト3 血清アルブミンの吸光係数g～の決定

3一卜2項で述べたリゾチームの吸光係数 g2の決定法に従い､透過FT-1R

スペクトル測定により得られた種々の濃度の血清アルブミンのスペクトルを

Fig.12に示す｡

Wavenumber(cm-1)
Fig･12TransmissionFT-IRabsorption

SPeCtraOfBSA

二…;:芸壬;壬3二;0諾;二詣㍊柑
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3一卜1と同様に式(3)を用いて､アミドI'吸収帯の吸光度面積dと血清アル

ブミン溶液濃度cとの関係から吸光係数g～をもとめた｡横軸に(｡:血清アル

ブミン溶液濃度×J:光路長=0.01cm)､縦軸に吸光度面積dとして作成した

検量線をFig.14に示す｡

g2=8･31×109

cxl(mol/cm2)【×10-9】

Fig.14CalibrationcurveOfBSA

含…蕊浩三……芸霊諾浣討595cm~1)
l:1ightpasslengthofthecell(cm)

g2:窓モ慧悪童琵冒;讐静tof

検量線の傾きから血清アルブミンの吸光係数g～=臥31×109cmソmolを得

た｡

36



叫スペクトル淵定

3-2-1ATR/FTIRスペクトルの解析方法

ATR/FT-1Rのスペクトル解析はHarrickらの方法に従って行った｡12)前述し

たように､全反射条件で赤外光は100%反射するのではなく､光は界面より

わずかながらしみ込んでエバネッセント波を生じる｡エバネッセント波は吸

収のない媒体中でもその強度が､界面からの距離によって指数関数的に減衰

する定在波である｡Fig.4において波長入の光のエバネッセント波の電場が､

界面での強度のJ々になる距離をエバッセント波のしみ込み深さちと定義す

ると､

sin2∂-¢2/〝1)2
…式(5)

が与えられる｡乃ハ乃2は媒質の屈折率､βは入射角度である｡

ATRスペクトルの吸光度は試料の濃度や吸光係数だけでなく､エバネッセン

ト波の強度と､試料へのエバネッセント波のしみ込みの程度に依存する｡従

って､エバネッセント波の強度やしみ込み深さちが､プリズムや試料の屈折

率及び入射角度によって変化するのに伴って､吸光度が影響を受けることを

考慮しなければならない｡また､試料の厚さと赤外光のしみ込み深さちとの

関係によっても､ATRスペクトル測定による吸光度の解析方法は異なってくる｡

そのことから､膜の厚さの違いによる解析方法の違いを次に述べる｡

ん 《厚腐試料》

厚膜とはエバネッセント波のしみ込み深さちより膜厚dが十分に厚い膜を

意味する｡ここでは､プリズム(媒質1)と厚膜試料(媒質2)との界面の､媒質

1側の全反射を考える｡

直交座標系のZ軸を界面に垂直に､Y軸を入射光に垂直にとる｡Fresnelの

反射と屈折の式に従って媒質1内の入射光及び反射光についてのMaxwellの

方程式を定義すると､その足し合わせによって界面に垂直な定在波が媒質1

37



内に合成される｡その界面における電場の振幅劫は､各方向成分について考

慮すると､

月蝕=且正

β砂=且少

且ぬ=居た

2cosβ

(1…212)sin2β一花212

2cosOsinO

2cosβ

(1…212)sin2∂一花212

…式(6)

で表される｡ここで尉ま入射光の電場の振幅､椚ま入射角度､乃2∫=乃れは

媒質2の屈折率払2)と媒質1毎)の比､添字のズ､γ､Zは各方向成分を示す｡

この且βの値を境界条件として媒質2側における電場の分布を計算すると､プ

リズム表面から距離ち(式5)で減衰する定在波として表される｡

一般に光が吸光係数αを持つ厚さdの媒質を通過するとき､透過率は

Lambertの法則に従って､

吉=eXp(-d)芦1-8d ･･･式(7)

と表される｡ん､′はそれぞれ入射光と透過光のエネルギーである｡これと同

様にATR分光法における反射率月(透過率に対応している)と蝶質の吸光係数

との相関を

月=1-α7e
…式(8)

とおき､また台形型の多重反射プリズムを用いてN回の内部反射による測定

をした場合は

尺〃=(1-de)〟年1一肌吼
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と書き直すことができる｡(式)5と(式)7を比較すると〃ぁがdに対応してお

り､deは反射1回あたりの見かけの光路長である｡Harrickはdeを､エバネ

ッセント波による媒質2へのしみ込み深さちを振幅昂の光が媒質2を通過し

た距離に換算したものとみなし､エバネッセント波のしみ込み深さち及び入

射角βより､deを､

de=志(帥
と表した｡ここでめ及びαが異方性を持つことを考慮にいれて

(式)9を変形すると

1n月〃=-Ⅳ♭∫,αァ,αヱ)･k,d甲,dα)

…式(10)

…式(11)

となり､さらに吸光度d=一わg尺Ⅳ､吸収体分子の吸光係数g=α砕J乃Jり及び

濃度cを用いて

d=此k,gァ,gヱ)･転,d甲,dα) …式(12)

とすることができる｡以上をまとめて､入射光としてP偏光(偏光面が入射面

に平行)､S偏光(偏光面が入射面に垂直)を用いた場合に対してそれぞれ吸光

度は次式で与えられる｡

4=
2cosβ

4=
2cosβ
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8.《薄展試料》

薄膜とは膜厚dがちより十分に小さい膜のことである｡この場合､プリズ

ム(媒質りと試料(媒質2)に加え､試料に接する第3層(媒質3)を考慮しなく

てはならない｡厚膜の場合と同様にFresne暮の反射と屈折の式に従って､媒

質2内及び媒質3内における界面に垂直な定在波を計算すると､そのプリズ

ム･試料界面での電場の振幅は

β0ェ =Eix

且0γ =Eiy

且0ヱ =Eiz

2cosβ

世相312)sin2β一乃312

2cosβ

2乃322cosβsin∂

(1…312)sin2β-乃312

･･･式(14)

次に有効光路長deをもとめる｡この場合膜厚dはちに比べて非常に小さく､

またエバネッセント波の電場の振幅は一定であると仮定すると､

de=封書)d
…式(-5)

これらの式を用いて､プリズムの反射回数Nとして厚膜試料の場合と同様に

偏光スペクトルの吸光度を計算すると

Ap=

As=

肋21Cd

COSβ

肋21Cd

COSβ

ト酎塘2‡
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ト2-2吸着リゾチーム､血清アルブミンのATR/FトIRスペクトルにおける､

非吸着成分の寄与の補正

今回用いた45度入射のZnSeプリズム表面から重水中へのエバネッセント

波のしみ込み深さちは､アミド領域において8･77×102nmと計算される｡そ

れに対し､今回調製したポリマー薄膜の厚みは約30mm以下であり､タンパ

ク質の吸着層を考慮したとしてもちに比べ充分に薄いと考えられる｡従って､

本研究のタンパク質の吸着実験で得られるATR/FT-1Rスペクトルの吸光度は､

ポリマー/タンパク質溶液界面に吸着するタンパク質のみならず､バルク中

に存在するタンパク質(非吸着成分)の吸収の寄与も含まれる｡そのため､吸

着タンパク質のみによる真の吸光度を得るために､バルク中のタンパク質に

よる吸収を差し引かなくてはならない｡そこで赤外光のしみ込み深さが吸光

度に影響を及ぼすことを考慮し補正を行った｡5)ポリマーを調製していない

プリズム上に添加したタンパク質溶液全体を厚膜試料､そのうち､プリズム

表面からの距離d(<ち)以内のタンパク質溶液を薄膜試料に想定し､それらの

差として膜厚dのポリマー表面上に添加したタンパク質溶液による理論吸光

度を算出した｡

んバルク溶液中に均一に存在するリゾチーム､血清アルブミン(非吸着成分)

の寄与

プリズムから比較的遠いJ≧ちのバルク溶液中に均一に存在するタンパク質

の吸光度算出には厚膜試料測定の理論を適用した｡この場合媒質1はプリズ

ム､媒質2は重水となる｡本研究で偏光を考慮しなかったため､

d=穐h4Jβ

とした｡また吸光係数の異方性はないと近似して

gェ=gγ=どz=g
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とした｡従って､厚膜の吸光度d此たは

d′址k=
1肋21Cdク

4 cos∂ 碑僧2塘)2‡…式(-7)
で表される｡

/〈ルク溶液中に均一に存在するタンパク質による吸光度dの決定には､乃∫

にプリズムの屈折率､乃2に重水の屈折率､反射回数帖8.10を使用した｡

反射回数が前述したものと異なっているが､これはプリズムを液体サンプル

用の装置にパッキングすることにより生じた反射回数の変化を考慮し､校正

した値である｡プリズムの反射回数の校正には､タンパク質重水溶液を用い､

透過法とATR法の測定によって得られる吸光係数が異なることを利用して､

それぞれの吸光係数を比較することにより導出した｡ここでちは入射角度45

度として算出した｡またリゾチームの吸光係数は､検量線より得られた

ど～=2･09×109cm2/mol､血清アルブミンの吸光係数は､g～=8.31×109

Cm2/molを用いた｡各屈折率はTab)e9に記す｡なお､今回の解析で使用した

絶対屈折率の値はFreyらの論文から引用した｡15)

Table9 ATRスペクトルの解析において使用した屈折率nの値

(Freyらの論文から引用15))

Absorbance area Wavenumber/nm.1 ZnSe

アリス●ム

PTTSSS N2 D20

Al両del' 1700cm-l～1600cm●1 2.43 1.27 1 1.32

Si-0 1485cm~1～1425c肘1 2.42 1.17 1
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8.ポリマー薄膜の吸光度､及びバルク溶液中のリゾチーム､血清アルブミン

のうち､プリズム表面からの距#屯以内に存在する成分の寄与

プリズム上に製膜したポリマー薄膜の厚さ決定､及びポリマーを製膜して

いないプリズム上に添加したバルク溶液のうち､プリズムからポリマー厚

(=ち｡少)分以内に存在するタンパク質による吸光度の算出に薄膜試料の測定

理論を適用した｡厚膜の時と同様､偏光を考慮しなかったため

d=他山Jβ

どょ=gγ=gz=g

である｡また

とした｡従って､吸光度4旭は

1肋21C`7

4仙=盲一義訂 樹･(訓告)2‡…式(-8)
となる｡ATRプリズム上に製膜したポリマー薄膜の厚さを確認するためのATR

スペクトル測定では､第3層はN2ガスにあたることから乃jはN2ガスの屈折率

である｡反射回数帖8･川であり､卸は入射角度45度として算出した｡また

吸光係数E,はPTTSSS:3.56×103cm2/gであり､ポリマーの密度はPTTSSS:

1.19g/cm3である｡この場合､

cxd=ポリマー密度×ち｡少 …式(19)

として､ポリマーの膜厚を算出した｡

吸着タンパク質のATRスペクトル測定における､ZnSeプリズム表面からポ
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リマー厚(ち｡少)分以内に存在するバルク中のタンパク質による吸光度の算出

の場合､第3層は重水にあたり､〝Jは重水の屈折率となる｡また反射回数=

8･川であり､d=‰少とした｡

3-2-3ポリマー薄膜のATR/FT-1Rスペクトル淵定

ZnSeプリズム上に製膜したポリマー薄膜の膜厚を確認するために､

ATR/FT-1Rスペクトル測定を行った｡吸収帯(1615～1575cm-1)のピークにべ

-スラインを設定し､吸光度面積4ゆをもとめた｡4p｡&からATR/FT-1Rスペ

クトル解析方法で述べた《薄膜試料》の解析方法における､式(18)､(19)を

用いてポリマー厚ち｡少を決定した｡

3-2-4ポリマー薄膜上に吸着するリゾチーム､血清アルブミンのITR/FT-1R

スペクトル測定

種々の濃度のタンパク質溶液におけるATR/FT-1Rスペクトル測定により得

られたポリマー表面への吸着タンパク質のスペクトルをFig.11,12に示す｡

アミド暮'吸収帯(1705～1595cm~り領域にべースラインを設定し､吸光度面

積血をもとめた｡しかし前述したようにここでもとめられた吸光度面積d上

は真の吸着タンパク質によるものではなく､バルク溶液中のタンパク質の吸

収による寄与も含まれている｡そのためATR/FT-1Rスペクトル解析方法で述

べた《厚膜試料》､《薄膜試料》の解析法をもとに吸光度補正を行った｡ポリ

マー薄膜が製膜されていないプリズム上に添加されたバルク溶液中に均一に

存在するタンパク質による吸光度を､《厚膜試料》と仮定することで算出した

吸光度面積をd此たとする｡そのうちの､プリズム表面からポリマー膜厚晦｡少)

分以内に存在するタンパク質による吸光度を､《薄膜試料》と仮定することで

算出した吸光度面積を4旭とする｡実際にポリマー薄膜が製膜されていると

きには､プリズム表面からち｡少までの領域にはタンパク質は存在しないのだ

から､バルク溶液中に存在するタンパク質による吸光度の総和をん放とする

と､
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db〟丑=dぬた-4旭

として近似した｡従って､吸着タンパク質のみによる吸光度面積を4軋として､

4乱=dェ一月占〟丑

と算出した｡このようにバルク溶液中のタンパク質の吸収による寄与を考慮

し､差スペクトル法により補正した吸着タンパク質の種々のバルク濃度にお

けるスペクトルをFig.15～Fig.21に示す｡
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ト2-5リゾチームの吸着tの決定

吸着リゾチームのスペクトルより得られたアミドl'吸収帯による吸光度

面積血を補正操作して吸光度面積4乱を算出し､ポリマー薄膜表面上に吸着

したリゾチームの単位面積当たりの分子数を決定した｡種々の濃度における

吸着量の経時変化をFig.22に示す｡
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グラフの横軸は吸着時間､縦軸はリゾチームの吸着量である｡Fig.22よりポ

リマー表面においてリゾチームの吸着量は濃度と共に増加しているのがわか

る｡吸着時間初期の段階(15分以内)で吸着速度が速い吸着過程があり､その

後十数時間にわたる綬やかな吸着過程が観察できる｡
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リゾチームは約4.6×3×3nm3の大きさの球状タンパク質である｡4)仮に､

リゾチームがすべて横長の状態で､ポリマー表面上に密に吸着したとするな

らば､あるいはすべて縦長の状態で密に吸着したとすると､それぞれ0.07

mo[ecuJes/nm2､及び0.11molecu[es/nm2の吸着量を示すと予測される｡この

値と測定により得られた吸着量を比較すると､リゾチームの配向は考慮しな

いとしてもかなり密な状態で､あるいは1層をわずかに越える層状構造で各

ポリマー表面上に吸着していることが予測される｡

3-2-6 血清アルブミンの吸着上の決定

屈折率〝∫=ZnSe､乃2=ポリマー､〝j=D20､反射回数N=8.1､吸光度

面積4乱(補正により得られた吸着血清アルブミンのみによる吸光度面積)を

用い､薄膜条件の解析方法に従って､ポリマー薄膜表面上に吸着した血清ア

ルブミンの単位面積あたりの分子数を決定した｡血清アルブミンの単位面積

あたりの分子数を吸着圭とし､グラフの横軸に吸着時間､縦軸に血清アルブ

ミンの吸着量をとり､種々の濃度における吸着量の経時変化をFig.23に示す｡

血清アルブミンの吸着量は濃度と共に増加し､吸着の初期段階(15■分以内)

では速い吸着過程があることがわかる｡これは､リゾチームの系と同様であ

った｡

但し､血清アルブミンの系における吸着過程は､リゾチームの系において

観察された吸着時間初期段階(15分以内)の吸着速度が速い吸着過程以後にみ

られる数時間にわたる緩やかな吸着過程が観察されず､吸着の初期段階(15

分以内)で概ね吸着過程が完了していることが観察された｡
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3-3リゾチームの吸着機れの分析

=-1吸着リゾチームの立体構造分析

ポリマー表面への吸着に伴うリゾチームの立体構造の変化を調べた｡まず､

吸着リゾチームの各測定時間のスペクトルから測定15分のスペクトルを差し

引いた差スペクトルを導出した｡即ち二次吸着過程に相当するスペクトルを

得た｡またここで､例えば吸着開始から24時間経過した試料として測定24

時間後あるいは24h･と表記する｡測定24時間後に/†ルクのリゾチーム溶液を

重水緩衝溶液で無限希釈(洗浄)し測定したスペクトルについても､吸着15分
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後のスペクトルとの差スペクトルを併せて比較した(Fig.24～Fig.27)｡
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それぞれの差スペクトルの形状を観るとFig.10に示したような天然リゾチー

ムの形状とは明らかに違うことがわかり､時間とともにβ-シート構造に帰

属される吸収帯領域が主に増加しているように観察される｡構造の詳細につ

いては､後述する｡また､洗浄後の各スペクトルの形状から見てもβ-シー

ト構造の脱離が一番少ないことから､β-シート構造はリゾチームのポリマ

ー表面への吸着において最も安定な二次構造であると考えられる｡この結果

を受けて､吸着リゾチームの二次構造変化の形態を探るために､吸着時間15

分で前述したように洗浄し､その後の経時変化を調べた(Fig.28)｡
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Fig.28の洗浄後のスペクトルの経時変化から､立体構造にあまり変化は観ら

れない｡従って､Fig.24～27にみられる吸着15分以降の構造変化は､ポリマ

ー表面上に吸着したリゾチームにおいて自発的に起きているのではなく､吸

着する際に安定な立体構造をリゾチームがとっているか､あるいは新たなリ

ゾチームの吸着によって､既に吸着していたリゾチームの構造変化が誘導さ

れたと考えられる｡

次に立体構造の変化を定量的に示すためにFig.15～18に示したポリマー表

面における吸着リゾチームのスペクトルを二次構造成分について分離した｡

この分離の解析には､各二次構造に帰属されるピークをローレンツ関数分布

と仮定し､各ピークの高さ､半値幅､波数領域を変数としてフィッティング

するというVeroniqueCabiauxら60)によって提唱された方法により行なった｡

その例をFig.29に示す｡
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3-3-2リゾチームの吸着速度の解析

吸着量の経時変化や差スペクトルの解析から吸着過程が吸着速度の速やか

な一次吸着過程と緩やかな二次吸着過程の二段階のものであり､それぞれ一

定の吸着速度と､二次構造をもつと仮定した｡まず3-3-1で分離した各二次

構造成分の経時変化及び､その和がどのような吸着速度式として表されるか

検討した｡

最初にLangmuirの吸着速度理論をもとに､一次吸着過程における吸着リゾ

チームの二次構造成分の吸着速度について検討する｡ポリマー表面にα-ヘ

リックス､β-シート､ランダムコイル構造が吸着できる平衡吸着サイト数

をそれぞれ4､βハCJとし､吸着した二次構造成分の数をそれぞれ勘､yト

z∫とする｡吸着リゾチーム間に相互作用がないとすれば､一次吸着過程の

時定数をた∫とすると､ニ次構造成分の吸着速度はそれぞれ､

α-ヘリックス構造について

生=ち(dl-ズ1)
df

β-シート構造について

包=た1(β1-γ1)
dJ

ランダムコイル構造について

色=た1(Cl-Zl)
め
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で表され､吸着数はそれぞれ､

α-ヘリックス構造について

ズ1=4(1-eXp(-た1り)

γ1=β1iトexp(-ちり)

β-シート構造について

ランダムコイル構造について

Zl=Cl(トexp(ヰり)

･･･式(23)

…式(24)

…式(25)

と表すことができる｡従って､一次吸着成分の吸着リゾチームの数を上Jとす

ると､

ち=ズ1り1･Zl=毎1+β1+Cl女1-eXp(卑)) ‥･式(26)

と表すことができる｡

続いて､ニ次吸着過程における吸着リゾチームの二次構造成分の吸着速度

について検討する｡一次吸着過程と同様に､α-ヘリックス､β-シート､

ランダムコイル構造が吸着できる平衡吸着サイト数をそれぞれd2､β2､Gと

し､吸着した二次構造成分の数をそれぞれ∬2､γ2､勿とし､吸着リゾチームの

数を上2､時定数をわとすると､

エ2=ズ2り2･Z2=桓2+β2+C2桓-eXp(-り))･t･式(27)

と表すことができる｡(式)24､25から総和の吸着量をエとすると
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=卓1十β1十C血一叩(-ち瑚十日2十β2十C血-eXp(一桓))…式(28)

という関係式で表すことが出来る｡従って式(28)の第一項は一次吸着過程､

第二項は二次吸着過程について表しており､各濃度の吸着リゾチームにおけ

る各二次構造成分の経時変化を式(28)にフィッティングすることで各数値を

算出し､吸着曲線を作成した(Fig.30～33)｡
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但し､式(28)はそれぞれ吸着過程が独立に進行している場合について成立す

る式であり､リゾチームの吸着層が積層になっている場合､あるいは一次吸

着層の生成によって二次吸着のサイトが生じる場合は厳密には異なる｡しか

しながら吸着量の経時変化の結果から､それぞれの吸着過程における吸着速

度の値が大きく異なることが予想されるため､近似的に式(28)を解析に使用

した｡

この結果により得られた時定数た仇~り値をFig.34､35に示す｡
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各吸着過程における時定数は､バルクのリゾチーム濃度が異なってもほぼ一

定の値を示した｡
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=-3リゾチームの吸着tの濃度依存性

リゾチーム溶液の濃度に対する､吸着時間15分および24時間後の吸着量､

加えて24時間後の吸着重から15分後の吸着量を差し引いたものをプロット

したグラフをFig.36に示す｡
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吸着速度の解析から吸着時間15分では既に一次吸着は終了していた｡そのこ

とから15分後の吸着量はおおよそ一次吸着によるものである｡それに対して

24時間までの増加した吸着量は､一次吸着以降の吸着によるものであると考

えた｡従ってグラフにプロットした吸着量の差は､二次及び三次吸着による

吸着量を示していることになる｡Fig.36によると1.0)く10~4Mを境とした低濃

度領域では､24時間後の吸着量の濃度依存性は吸着時間15分以降の吸着成分

によるものであると判断でき､これは二次もしくは三次吸着によるものであ

ると考える｡それに対し高濃度側における24時間の吸着量の濃度依存性に見
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られる増加は､15分以降の吸着成分によるものだけでなく､15分までの吸着

量の増加もまた大きく影響していることが判断できる｡このことから高濃度

領域においては､15分間までの間にも､一次吸着以外の吸着成分が存在する

ことが予測できる｡

3-3-4リゾチームの吸着に伴う立体構造変化

吸着速度論的解析から得られた理論上の平衡吸着量を用いて､一次吸着過

程､二次吸着過程､全吸着過程に分けて吸着等温線を作成した(Fig.37～39)｡
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これらの吸着等温線は全吸着量とは別に各二次構造成分に対してプロットし

た｡また､一次吸着過程､二次吸着過程における各二次構造成分のフラクシ

ョンをプロットしたものをFig.40～42に示す｡
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PTTSSS表面ではFig.37～39によると､バルク濃度によって吸着の際に生じ

る立体構造の違いはあまり見られない｡

これらの結果を受けて､PTTSSS表面においては､全/†ルク濃度に対する二

次構造成分のフラクションの平均値を一次吸着過程､二次吸着過程について

算出した｡この値を天然リゾチームの二次構造成分のフラクションと併せて

TablelOに示す｡

TablelO Fraction of secondary stru(:ture

PTTSSS表面 α-HeJix β-Sheet

一次吸着過程
0.31±0.03 0.43±0.03

二次吸着過程 0.10±0.07 0.50±0.08

天然リゾチーム 0.38 0.36
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TablelOを見ると､一次吸着過程はポリマー表面において､天然リゾチー

ムと比較するとα-ヘリックス構造成分が減少し､β-シート構造成分が増

加していることがわかる｡二次吸着過程ではポリマー表面において､天然リ

ゾチームと比較するとα-ヘリックス構造成分が更に減少し､その代わりに

β-シート､ランダムコイル構造成分が増加していることがわかった｡上述

した事項を､時間と吸着量に対するリゾチームの二次構造成分をフラクショ

ン毎にプロット(Fig.58～60)することで､各フラクション毎の変化量を明

確に評価することが可能となった｡
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ト3-5リゾチームの吸着等温一別こついて

3-3-4の速度論的解析において､ポリマー表面における吸着速度はバルクの

リゾチーム濃度に対して変化しなかった｡これに対し､吸着等温線ではポリ

マー表面におけるリゾチームの平衡吸着量がバルク濃度の増加と共に増加し

ている｡Langmuirの吸着速度論によれば速度定数とバルクの濃度とは相関関

係にあるが､今回の吸着速度解析の場合には見られなかった｡この原因はリ

ゾチームのような生体高分子におけるポリマー表面への吸着現象を考える場

合､拡散律速以外の律速段階が吸着過程にあることが考えられる｡例えば､

吸着に安定な立体構造をとる際の活性化エネルギーによる影響､あるいは以

下の3-3-6で記述する静電的斥力作用による影響などであると考えられる｡

77



3-3-6リゾチームの吸着の要眉について

吸着の要因としては疎水性相互作用､静電的相互作用､フアンデルワール

ス相互作用が考えられる｡ポリマー表面と溶媒との界面自由エネルギーを減

少させるために､リゾチームが吸着したとすれば､一次吸着過程は強い疎水

性相互作用により速やかに吸着したと考えられる｡また､ニ次吸着過程も同

様に疎水性相互作用による吸着であるが､PD=7.0(pH=6.6)の溶液中で､等電

点(isoeIectricpoint)がpH=11のリゾチームは正に帯電しているはずであり､

ポリマー表面に吸着したリゾチーム分子とバルクのリゾチーム分子の間には

静電的斥力作用が生じるため､一次吸着過程に比べて吸着速度が遅くなると

考えられる｡また､各吸着過程において吸着に有利な立体構造に変化する事

により安定化し吸着すると考えられる｡今回の解析結果から考察すると､吸

着に伴ってβ-シート構造成分が増加することにより表面の疎水性が高くな

り､疎水的な引力で吸着したと考えられる｡

叫の分析

ト4-1吸着血清アルブミンの濃度依存性

Fig.43は､15分後､10時間後の血清アルブミンの吸着量および､15分か

ら10時間の間に吸着した血清アルブミンの吸着量の濃度変化をプロットした｡
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Fig.43から血清アルブミン溶液の濃度の増加に伴って15分後､川時間後

吸着量が増加していること､10時間後-15分後の吸着量は血清アルブミン濃

度に依存しないことが確認できた｡

3-4-2吸着血清アルブミンの立体構造分析

非吸着成分の補正を行ったATR/FT-1RスペクトルFiJ!.19～Fig.30のアミド

l'吸収帯に対して二次構造解析を行った｡これらのピークの分離は､吸着

リゾチームの立体構造分析と同様に､Veronique CabiaLuXら60)によって提唱

された方法により行なった｡それぞれの二次構造に関する周波数領域は､α

-ヘリックス;1661～1648cm~1､β-シート1;1689～1682cm~1､β-シート
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2;1638～1628cm~'､β-シート3;1628～1615cm~-､ランダムコイル;1645

～1638cm~-､β一夕ーン;1682～1661cm~lとした｡この解析によって得られた

ピーク分離の結果の例をFig.44に示す｡
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解析結果より､α一ヘリックス､β-シート1､β-シート2､β-シート

3､ランダムコイル､β一夕ーンそれぞれの面積とフラクションの値を得た｡

ここでβ一シート=β-シート1+β-シート2+β--シート3+β一夕ーン

とした｡得られた10時間後のα-ヘリックス､β-シート､ランダムコイル

の吸光度面積をタンパク質分子数に換算した値の濃度変化をプロットし
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Fig.45に示した｡
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Fig.45より､濃度の増加に伴ってランダムコイルの量はほぼ直線的に増加し､

α-ヘリックスの量は約1.0×10~5Mまでは濃度の増加に伴って増加するが､

それ以上の濃度ではほぼ平衡に達していることが確認できた｡また､β一シ

ートの量は濃度の増加に伴って緩やかなカーブを描いて増加していることが

確認できた｡この結果より濃度増加に伴う吸着量の増加は主にβ-シートと

ランダムコイルの増加であることが推測できる｡

ト4-3血清アルブミンの吸着速度の解析

二次構造解析によって得られたα-ヘリックス､β-シート､ランダムコ

イルのそれぞれに帰国する吸着量の経時変化の速度論的解析をリゾチーム吸

着速度の解析と同様の方法で行った｡
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フィッティングの結果の例をFig.46～49に示す｡
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BulkconcentrationofBSAis8.61×10-6M
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但し､式(28)はそれぞれ吸着過程が独立に進行している場合について成立

する式であり､血清アルブミンの吸着層が積層になっている場合､あるいは

一次吸着層の生成によって二次吸着のサイトが生じる場合､厳密には異なる｡

しかしながら､2つの速度定数の値が大きく異なる場合には近似的に同様に

取り扱うことができる｡解析結果より得られた時定数.た仇~り値をFig.50､

51に示した｡
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Fig･50､51よリー次吸着過程､二次吸着過程において吸着速度の濃度依存

性は見られなかった｡理由として拡散律速(濃度)以外に､構造の変化が起こ

るための活性化エネルギーによって生じる律速段階が吸着過程にあるためで

あると考えられる｡
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ト4-4血清アルブミンの吸着に伴う立体横道変化

速度論的解析より得た値を用いて､一次吸着過程､二次吸着過程において

濃度に対する各二次構造成分に帰因する吸着量を血清アルブミンにおいてプ

ロットした(Fig.52～53)｡
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また､時間と吸着量に対する血清アルブミンの二次構造成分をフラクション

毎にプロットした(Fig.56～57)｡
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血清アルブミン溶液中の二次構造の割合は､Fig.12の透過スペクトルより

α-ヘリックス37%､β-シート+β一夕ーン39%､ランダムコイル24%

である｡Fig･56～57によれば､ネイティブに比べてα-ヘリックスは減少し､

β-シート並びにランダムコイルが増加することが確認できた｡また､吸着

量の増加に伴いα-ヘリックスの割合は減少し､かわりにβ-シート並びに

ランダムコイル構造の割合が増加していることが分かった｡15分後と10時間

後を比較すると同じような変化をしていることから､一次吸着過程に引き続

き同じような構造変化が二次吸着過程でも起きていることが分かった｡β-

シート並びにランダムコイルは一次吸着過程､二次吸着過程において同じよ
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うに増加していることが確認できた｡また､吸着量の増加に伴う構造変化は

あまり見られなかったが､15分後と川時間後を比較すると､15分後に比べ

て10時間後ではα-ヘリックスの割合が減少し､ランダムコイルの割合は増

加し､β-シートの割合には変化が見られなかった｡このことは､吸着速度

論解析による各吸着過程における二次構造含量のバルク濃度による変化が､

血清アルブミンでは大きく変化していることに対応している｡これらのこと

から､PTTSSS表面上に吸着した血清アルブミンの二次構造は時間に伴う変化

はあまりおこらず､吸着量(吸着密度)に伴って変化すると考えられる｡

上述したリゾチームと血清アルブミンの吸着過程を模式図に表すとFig.61

に示す様になると考えられる｡
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第2瓢PSFアナライザーを用いた研究

第1章.緒言

コンタクトレンズ(以後CLと略す｡)装着眼のmoduJation transfer

function(以後MTFと略す｡)による光学特性の評価に関しては､これまでに､

バイフォーカルCLデザインに関して中心部分が近用､遠用どちらが適してい

るかを計算機シミュレーションにより検討した報告川…9)､偏位した場合のバ

イフォーカルCLの光学特性について回折型と屈折型との比較に関する報告

=)､試作模型眼を用いた網膜の結像状態の光学的評価法とその評価条件につ

いての報告111)などがある｡また､実際に人眼にCLを装着した状態でのMTF

の評価に関しては､モノフォーカルCLの装着による角膜の非点収差の改善効

果をdoubIe-PaSS測定法によって示した報告‖2)､デ1rスポーザルCLを1ケ

月間装用した場合の光学的変化を､正視の人のMTFから導かれるひとつの代

表値であるメリット関数の変化に関して検討した報告‖3)､正視の人のメリッ

ト関数､コントラスト感度､視力等の基準値をディスポーザルソフトCL装着

眠が満たしていることを示した報告=)がある｡これらの報告が示すように､

実際にCLを装着した眼のMTFを他覚的に測定し､その光学特性の客観的評価

を行うことは重要であり､さらに､自覚検査のパラメータである視九コン

トラスト感度等との対応を見ることで､眼光学系の光学系部分から､大脳神

経系の特性まで､総合的な評価が可能となる｡

今回われわれは､double-PaSS法によるpoint spre;ad function(以後PSF

と略す｡)測定法を用いて､CL装用眼の光学特性の評価を行った｡doubJe-PaSS

法によるPSF測定法の原理は､点光源からの光を眼球光学系に投影し､網膜

に点像をつくり､再度眼球光学系を通って出てくる網膜からの反射光をフォ

ーカシングレンズを使ってCCD(charge coupled device)上に結像させ､そ

の像から､網膜上の点像を導出するというものであり､2回眼球光学系を通

るので､一般にdouble-PaSSと呼ばれる｡double-PaSSの点像をフーリエ変換

することで､光学系のMTFが求められる｡しかしながら､従来報告されてい
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るdouble-PaSS測定法では網膜での散乱光をすべて使っているため､それに

よりもとめられるMTFは自覚的な測定から得られるM●｢Fにくらべて､若干低

い値となることが報告-15)されている｡

今回の測定に用いた新たに開発されたPSFアナライザー‖6～118)は､

doub)e-PaSS測定法において､網膜での散乱光の代わりに､入射偏光を保持

した反射光のみを用いる方法であり､いくつかの眼球光学系の特性評価にお

いて､その有効性がこれまでに報告されている｡本研究では､PSFアナライザ

ーでモノフォーカルハードCLバイフォーカルハードCL装着眼のPSFを測定

し､そのときの網膜像のコントラストを導出し､自覚検査であるコントラス

ト感度の測定結果と比較することにより､コンタクトレンズ装着眼の光学特

性の評価を第1部との関連において行うこととした｡
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第2章.対象および測定方法

2-1PSFアナライザーの測定原理

本研究で使用した装置は､double-PaSS PSF測定法に改良を加えた装置で､

その実験装置測定部の概略をFig.62--6)に示す｡まず､披験者が自動雲霧用固

視標(TA)を固視することで､被験眼(SE)が雲霧状態に保たれる(但し､今回

の実験は､全て散瞳下で行ったので､この機能は用いていない)｡波長840nm

のSLD(superluminescentdiode)照明による直径5.1)FLmのピンホールを測

定用点光源(PS)とし､この点光源からでた光をレンズLl(焦点距離;f=30mm)

によって平行光線宋とした後に眼球に入射させ､網膜上に点像を作る｡この

点像は､眼球光学系の光学特性を反映した像といえる｡この点像からの反射

光は再び眼球光学系を通り､もう一度平行光に近い状態にもどり､1/4波長板､

ロータリープリズム､偏光ビームスプリックー､人工射出瞳(APO)(直径2mm

から直径6mmまで可変)を経て､レンズL2(焦点距離;f=150mm)により､CCD

上に眼底からの鏡面反射成分のみによる点像(doubJe-･PaSSPSF)が形成され

る｡

2-2測定したPSFからの他党的網膜像のコントラストの導出

得られた点像つまリdouble-PaSS PSFから網膜像のコントラストをもとめ

る方法を示す｡まず､得られたdoub)e-PaSS PSFをフーリエ変換すると

double-PaSS MTFが得られる｡このMTFの平方根をとると､Single-PaSS MTF

が得られる｡Single-PaSSとは､角膜､水晶体､網膜までの光学系の片道分で

あり､これが実際の眼球光学系を反映するMTFとなる｡SingJe-PaSS MTFを

逆フーリエ変換すると､Single-PaSS PSFを得ることができる｡Fig.63117)

には､乱視のある場合の処理の流れを示した｡前後焦線それぞれに垂直な方

向の断面の点像強度分布(spreadfunction)から､矯正により正視となった

場合のdoubIe-PaSS PSFをもとめ､フーリエ変換､逆フーリエ変換を経て

SingIe-PaSS PSFが導出される｡今回のハードコンタクトレンズ装用眼の評

価についても同様の手法でPSFを導出した｡
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このようにして得られたsingIe-PaSS PSFを用いてシミュレーション網膜

像の他覚的コントラストをもとめるには､網膜に映す図形の輝度分布に

singIe-PaSS PSFを合成積(コンボルーション)演算を行う｡

即ち､PSFそのものは点光源の光学系によるボケを表しているので､物体の

輝度分布をPSFでぼかすことになる｡ここでは網膜に映る物体としてランド

ルト環視標を想定した例をFig.64117)に示す｡網膜像の他覚的コントラストは

Fig.65に示すようにLandolt環の切れ目の部分の輝度の最大値と最小値を使

って｣コントラスト=(最大値一最小値)/(最大値1一最小値)をもとめた｡

MTFの数値だけからは､被験眼の網膜像を客観的に創造することは困難である

が､このように視標の網膜像をシミュレーション画像として示すことによっ

て､また網膜像のコントラストを数値化することによって網膜像の光学特性

を明確に把握することが可能となる｡

ト3披鹸眼と測定条件

被験眼は1眼で､オートレフラクトメーターによる屈折測定値は､S-4.75,

C-0.5,Ax390､検査距離5mでのランドルト環視標による視力は､

V.A.=0.1(1.2×-4.5D=C-0.5D Ax400)である｡今回､実験用に我々が試作

したCLは､モノフォーカルハードCL(ベースカーブ:7.95mm.屈折力:-3.75､

直径:9.4mm､中心厚み:0.12mm)とバイフォーカルハ･-ドCL(ベースカーブ:

7.95mm､屈折力:-3.75､直径:9.8mm､中心厚み:0.151nm､付加度数:2D)で､

実験に用いたバイフォーカルハードCLの光学デザインは､Fig.66のごとくで

ある｡これらのCLの素材は､トリストリメチルシロキシシリルスチレンを主

成分とするコポリマーで､人工涙液(総タンパク質量:4.65mg/mI)に浸漬した

際､タンパク質の飽和吸着量は､30分でほぼ飽和吸着什13〝g/cm2)に達する

ことを蛍光分光光度計による測定において確認されている｡また､PSFアナラ

イザーを用いたCL装着眼測定に際して問題となるコンタクトレンズと角膜と

の位置関係に関しては､使用したCLの直径がそれぞれ9.4mmと9.紬mと大き

く､また､瞬目による位置ずれは殆ど生じていないことを細隙灯顕微鋲検査

により予め確認した上で今回の測定を行った｡
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まず､PSFアナライザーのCL装着眼への適応の有効性を検討する目的で､

PSFより他覚的に導出された網膜像コントラストと自覚的検査結果であるコ

ントラスト感度を比較検討した｡方法は､これら2種類のCL挿入眼それぞれ

について､PSFアナライザーを用いて､散瞳下で直径3,4,6mmの各人工入射瞳

径におけるPSFを測定し､得られたPSFからそれぞれの網膜像コントラスト

をもとめた｡なお､網膜像のコントラスト値は100倍して%の表示とした｡

一方､自覚的検査として､同被験眼で､PSF測定と同条件下の直径3,4,6mm

の人工瞳孔径において､CL装用時および眼鏡矯正時のそれぞれにおける視力

とコントラスト感度をCSV-1000(VECTOR VIS(ON社)を用いて測定した｡検

査距離は2･5m(検査距離が2.5mであるため､S-4.25,C-0.5,Ax400で矯正

を行った)､視力検査にはLandoIt環10g MAR視力測定用チャート:

CSV-川00LanCを用いて10gMAR視力を､コントラスト感度検査にはコントラ

スト感度測定用チャート:CSV-1000Eを用いて3,6,12,18c/degにおけるコン

トラスト感度を測定した｡

そして､PSFアナライザーから推定した網膜像のコントラストと自覚検査に

よるコントラスト感度の関係をみるために､測定した各空間周波数において､

自覚的コントラスト感度(×川0%)/推定網膜像のコントラスト(%)の演算

を行った｡

さらに今回は､CL装着後､CLに吸着した涙液中のタンパク質が光学特性に

与える影響について検討すべく､CL装着直後､30分後､1時間後のPSFを経

時的に測定し検討した｡
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第3章.結果

はじめに､モノフォーカルハードCLおよびバイフォーカルハードCL装着

眼におけるPSFアナライザーにより得られたシミュレーション網膜像コント

ラストの解析結果について示す｡Fig.67は､モノフォーーカルハードCL装着眼

のシングルパスPSFからもとめたLandolt環視標のシミュレーション網膜像

である｡瞳孔径が大きくなるに従って像のコントラストが低下するのがわか

る｡このシミュレーション像での切れ目(垂直方向)(Dコントラスト変化を

Fig.68のグラフに示す｡グラフの横軸は本来空間周波数(c/deg)で表すべき

であるが､自覚検査である視力検査結果との比較を容易にするため､ここで

は対応する小数視力値で示してある(その対応小数視力0.1,1はそれぞれ､

約3c/deg,30c/degの空間周波数に対応させている)｡縦軸は､コントラスト

(%)を対数目盛りで示してある｡瞳孔径が3,4,6mmと大きくなるに従って､全

体的にコントラストが低下している｡ここでは示さないが､水平方向のコン

トラスト変化は垂直方向とほぼ同じであった｡

Fig.69 にバイフォーカルハード CLの Sing[e-PaSS PSFからもとめた

Lando[t環視標のシミュレーション網膜像を､Fig･.70にシミュレーション網

膜像からもとめられたコントラストの結果を示す｡Fi藍r.70のごとく､バイフ

ォーカルハードCL装着眼のシミュレーション網膜像のコントラストは同様に､

瞳孔径が3,4,6mmと大きくなるに従って全体的に低下するが､特に低周波数

においてコントラストの低下が著明であった｡

また､この結果をFig.68に示すモノフォーカルハー･ドCLの結果と比較す

ると､3mmの瞳孔径では､バイフォーカルハードCLのほうが周波数によらず

全体的にわずかに低かったのに対して､瞳孔径6mmでは特に低周波数でバイ

フォーカルハードCLの低下が著明であるが高周波数では両者にあまり差がみ

られなかった｡また､図には示さないが､バイフォーカルハードCL装着眼に

おいても､水平方向のコントラスト変化は垂直方向とほぼ同様であった｡

自覚検査の結果について示す｡まず､視力検査の結果､モノフォーカルハ

ードCL装着眼の視力は10gMARで(一0.1×C-0.5D Ax400)､すなわち小数視
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力換算で(1.25)､バイフォーカルハードCL装着眼の視力はlogMARで(-0.1

×C-0･75D Ax700)､すなわち小数視力換算で(1.25)､眼鏡矯正下による視

力は(1･25)で､いずれも矯正視力に差がなかった｡コントラスト感度の測

定結果はFig･71のごとくで､3mmの瞳孔径ではモノフォーカルハードCL装着

眼､バイフォーカルハードCL装着眼､眼鏡矯正下ともに同程度のコントラス

ト感度であったが､瞳孔径6mmではバイフォーカルハーードCL装着眼のコント

ラストは､モノフォーカルハードCL装着眼および眼鏡矯正下よりも低周波数

でコントラスト感度が低かった｡

つぎに､PSFアナライザーから推定した網膜像のコントラストと自覚検査に

よるコントラスト感度の関係をみるために､(コントラスト感度)/(網膜像の

コントラスト)の演算を行った結果をFig.72に示す｡図に示される如く､こ

の値の特性においてモノフォーカルハードCL装着時と/†イフォーカルハード

CL装着時での違いは殆どなく､低周波数でピークをもつ形をしており､瞳孔

径によって異なることが分かる｡さらに瞳孔径3mmと6mmでは6mmの方が低

周波数で高い値を示した｡

Fig･73にモノフォーカルハードCL装着眼において､PSF測定より求めたシ

ミュレーション網膜像のコントラストの経時的変化を示す｡測定時の瞳孔径

は3mmである｡図のごとく､導出された網膜像のコントラストは経時的にほ

とんど変化がなかった｡
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第4章.考察

バイフォーカルハqドCL装着眼のPSF像は､CLの連用部を通過した光は広

がりのない鋭い点像となるが､近用部を通過した光は広がるため､全体の点

像は広がった光の中心に鋭いピークをもった形となる｡瞳孔径が大きい場合

には､近用部の面積が増えるので､ボケの量が多くなり､そのことが､低周

波領域のコントラストの低下に寄与していると考えられる｡一方､モノフォ

ーカルハードCL装着眼の場合は､すべて遠用部であり､この広がりをもった

光は生じない｡その為､低周波領域のコントラストはバイフォーカルハード

CL装着眼よりも高いものと考えられる｡

PSFにより求めた網膜像コントラストと自覚的検査結果である視力､コント

ラスト感度の関係であるが､前者は､眼球光学系のみの特性値､後者は眼球

光学系､網膜､大脳神経系の特性を含めた視覚系全体の特性値であると考え

られる｡従って､(自覚検査によるコントラスト感度)./(推定網膜像のコント

ラスト)の値は網膜から大脳神経系の伝達特性を示すと考えられ119)､CampbeL]

l弼らが干渉縞を網膜に直接投影して求めた特性に対応するものであるともい

える｡実際､今回得られた､低周波数でピqクを持つ形は､CampbeIIの求め

たカーブに類似している｡この特性が､今回の実験の結果から示されたよう

に光学特性の異なるモノフォーカルハードCLおよびバイフォーカルハード

CL装着眼の条件で差が生じず､装着眼の瞳孔径に依存し､瞳孔径6mmの時の

方が低周波数で高い特性が得られたことは､この特性が網膜照度で変わるこ

とを意味している｡また､網膜から大脳神経系における伝達特性は個人､網

膜照度によって変わるものではあるが､ある平均的な特性を用意すれば､PSF

アナライザーから推定される網膜像コントラストよリコントラスト感度をあ

る程度推定することが可能であることも示唆された｡また､PSFによりもとめ

たコントラストは､モノフォーカルハードCL装着眼およびバイフォーカルハ

ードCL装着眼のいずれにおいても高周波数領域では､双方で一致していた｡

一方自覚検査である矯正視力もモノフォーカルハード(:L装着眼およびバイフ

ォーカルハードCL装着眼で一致していた｡従って､網膜から大脳での開値を
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超えることで視力が得られるものと考えられる｡

今回は､被験眠が1眼のみであったこと､並びに1批/deg以上のコントラ

スト感度は測定していないため､高空間周波数での他覚値と自覚値の比較を

行っていない｡今後､さらに被験眼を増やしかつ､高空間周波数におけるコ

ントラスト感度測定も併せて比較検討することにより､.PSFによるシミュレー

ション網膜像のコントラストとコントラスト感度､視力との関連をさらに明

確にできると思われる｡さらに､今回はモノフォーカルハードCL装着眼とバ

イフォーカルハードCL装着眼について検討したが､今後はソフトCLや､デ

ザインの異なるバイフォーカル､マルチフォーカルCL等の装着眼の光学的機

能評価などを行うことにより､最適なCLの開発に役立つデータが得られるも

のと期待される｡

最後に､今回のもう一つの検討項目であるCLに吸着した涙液中のタンパク

質が光学機能の及ぼす影響については､起こりうる光学的な変化は主として

散乱光の増加であり､これによリコントラストが低下する可能性が考えられ

る｡しかし､今回の測定では､タンパク質の吸着量がほぼ飽和吸着に達する

と考えられる30分後および､さらに60分後においてもCL装着眼のPSFによ

り導出されるコントラストには経時的変化はほとんど認められず､装着後の

涙液中のタンパク質が光学特性に及ぼす影響は少ないものと考えられた｡
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Fig.62 実験装置測定如概略図

(TA:自動雲霧用固視標,Ll:コリメータレンズ,APl:人工入射瞳,PLBS=偏光ビームスプリックー,

RP:ロータリープリズム,QWP‥1/4波長晩SE:被験眼,P[:点像APO:人工射出瞳.L2:フォーカシングレンズ

DP-PSF:ダブルパスPSFイメージ 小林他,視覚の科学,Vol.22,No.2,P47,2001)
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フーノエ変換 ･√l

Si-1gl叩竺ゝMTI二■

Fig.63 Single-Pass PSFの算出の手順

小林.他.IOL&RS,Vol.15,No.3:P207,2001
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視標

一分

コンピュータ処理

Single-PaSSPSF シミュレーション網膜像

Fig.64 コンピューターによる網膜像のシミュレーション

小林.他,IO｣&RS,Vol,15,No.3:P207.2001
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直線に沿った

データ取得

ー
○
心

シミュレーション網膜像

強度

距離(直線上)

Fjg.65 コントラストの計算
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Fig･66パイフォーカルハードCLのレンズデザイン

ベースカープ:7.95mm､屈折力:一3.75､直径:g.細m､中心厚み:0.15帆

付加度数:2D､連用部直径2.Om､移行部直径4.5mm､近用部直径8.5mm
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Fig･6丁 モノフォーカルハードCL装着眼でのランドルト環視標の網膜像シミュレーション
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Fig.68 モノフォーカルハードCL装着眼のコントラスト変化
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Fig･69 バイフォーカルハードCL装着眼でのランドルト環視標の網膜像シミュレーション
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Fig.70 パイフォーカルハードCL装着眼のコントラスト変化
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Fig･71 眼鏡矯正下､モノフォーカルハードCL装着眼､

バイフォーカルハードCL装着眼のコントラスト感度
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Fig.73 PSFアナライザーにより測定したモノフォーカルハードCし装着眼のコントラス
ト特性の経時変化
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第3部.総括

リゾチームの系

1.ATR/FトIRによる赤外スペクトル測定により､得られたアミドl'吸収領域

におけるスペクトルの吸光度面積の解析から吸着量が算出され､リゾチー

ムの吸着量は濃度増加および吸着時間の増加と共に増大することが確認さ

れた｡

2.吸着速度論的解析からポリマー(PTTSSS)表面における吸着機構は速やかな

吸着過程(一次吸着過程)に続く､緩やかな吸着過程(二次吸着過程)が確認

され､少なくとも一次､二次吸着過程からなることが得られた｡しかしな

がら吸着は､24時間経過しても定常状態に達しないことが観測され､緩や

かな三次吸着過程の存在が示唆された｡

3.吸着リゾチームの構造は､吸収スペクトルの形の変化から解析し､吸着と

共にα-ヘリックス構造が減少し､β-構造(β-シート,ターン)およびラ

ンダムコイル構造が増大することが知られ､またそれらの構造変化は全吸

着量に対する二次吸着量の比に依存しており､吸着層の階層構造が示唆さ

れた｡
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血清アルブミンの系

1･リゾチームの系と同様に､血清アルブミンの吸着量は濃度の増加および吸

着時間の増加と共に増大することが確認された｡血清アルブミンにおいて

は10時間でほぼ平衡吸着量に達することが確認された｡

2･吸着量の経時変化と､時定数がバルクの血清アルブミン濃度に依存しない

ことおよび二次構造の解析結果から吸着機構は､主に一次吸着過程のみか

らなることが明らかとなった｡

3･ポリマー(PTTSSS)表面上に吸着した血清アルブミンの二次構造は､時間に

伴う変化はおこらず､吸着量(吸着密度)に伴って変化することが確認され

た｡このことは血清アルブミンのポリマー(PTTSSS)表面上における一層吸

着を示唆するものである｡

人眼装着時の系

1･モノフォーカルハードコンタクトレンズ装着眼において､PSF測定より求め

たシミュレーション網膜像のコントラストの経時変化測定を行ったところ､

導出された網膜像のコントラストは経時的にほとんど変化がみられず､光

学的に影響を及ぼすまでのタンパク質の吸着は認められなかった｡
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