
Title 生体膜融合と脂質分子運動

Author(s) 荒磯, 恒久

Citation 電子科学研究, 2, 91-93

Issue Date 1995-01

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/24317

Type departmental bulletin paper

File Information 2_P91-93.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



生体膜融合と脂質分子運動

細胞機能素子研究分野荒磯恒久

生体膜を構成するリン脂質膜の融合過程における分子動態を時間分解蛍光偏光解消により測定し次の結果

を得た。

]) 膜融合過程で逆ミセル形中間体を経由すると考えられる PC/PE/cholesterol系の人工膜において，

cholesterolの分子運動は中間体生成過程で増大した。

2) 酸性リン脂質 PSからなる膜は Ca2+によって融合するが，このとき PS頭部が引き付けられ間隙が狭

くなることが見いだされ，この系においても逆ミセル中間体が生成するものと結論された。

しはじめに

生体膜融合は細胞の食作用や分泌，シナプスに於け

る神経伝達物質の放出など生体機能にとって重要な役

割をもっ O 膜融合は二つの膜が接着し，膜脂質分子の

再配列を経て膜が開裂する過程が含まれる。脂質膜分

子の再配列機構は，膜融合が引き起こされる誘因に

よって大きく異なる O 現在広く研究されている膜融合

過程はおおよそ次のようなものである。

(1)膜構成成分に， PE (phosphatidylethanolamine)， 

DG (diacylglyceroJ)や cholesterolなど極性頭部の

小さい脂質を含む系における融合。

(2) PS (phosphatidylserine)などの酸性リン脂質を含

む膜と Ca~+ イオンによる融合。

(3) ポリエチレングリコールなど外部の高分子による

五0'"与
問E口。

(4) へマアグルチニンなどの融合タンパク質による融

メ与
仁:10

この中で(1)の極性頭部の小さい脂質を含む脂質二重

層は，非二重相構造である逆ヘキサゴナル相を取り易

いことから，逆ミセル形中間体 (inverted micelle 

intermediate)を経て融合が進行するものと考えられ

ている。また(2)の Ca~~ による融合では， Ca'+にPSの

リン酸部がキレートすることによって二つの膜が引き

寄せられ膜聞の水分子が除去され融合にいたることが

知られているが，脂質分子の再配列機構は明かでない。

本研究では(1)に於ける逆ミセル中間体形成に対する

cholesterolの役割，および(2)のCa'→による融合過程

での脂質の動的構造を明らかにすることを目的とし

て，時間分解蛍光偏光解消法を用い各融合過程での脂

質分子運動を測定した。

II.実験

脂質二重層を構成するリン脂質として，生理的条件

に類似させるため牛脳から抽出された PC(phos-

phatidylcholine)， PE， PS (いずれも Sigma社製)を

用いた。蛍光標識脂質には，脂質膜表層に近いグリセ

ロ←ル骨格部の動的構造を測定するために PE頭部に

蛍光製物質である NBD(nitorobenzoxadiazole)が結

合した NBD~PECJ]を，また cholesterol 分子の運動を

測定するため，ほぽ同じ形状の蛍光性分子である

DHE (dehydroergosteroJ)を用いた。

膜小胞体は，研究目的に応じて必要な脂質を混合し

てchloroformに溶かし試験管内で乾燥させた後リン

酸緩衝液を加え，多重層膜小胞体(multilamellarvesi-

c1e)については激しく振渥することにより，また単層

膜小胞体 (unilamellarvesicle)については超音波処理

により構成した。

それぞれの蛍光プロープの分子運動は時間分解蛍光

偏光解消法によって得られる蛍光異方性比の時間変化

から I円錐内揺動運動モデ、ル」を適用して，分子運動

の速さを揺動拡散速度 (Dw)として，また分子運動の
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範囲を揺動角 ((Jc) として評価した九

III.結果・考察

DG誘導による逆ヘキサゴナル相生成過程におけ

るcholesterol分子の挙動
PC/PE/cholesterol (1 : 1 : 1， mol: mo])の多重層

小胞に DOG(dioleoylglycerol) 5 mol%を加えると，

ラメラ相と逆ヘキサゴナル相の混在する状態が小胞膜

内にできる。DOG濃度を高めると逆ヘキサゴナル相の

比率が増加し， DOG 20mol%でほぼすべての脂質が

逆ヘキサゴナル相となる [310 このような系でDOG濃

度を変化させラメラ・逆ヘキサゴナル相の比率を変化

させて， DHEの揺動拡散速度と揺動角を測定すると

表 1のような結果が得られた。これはラメラ・逆ヘキ

サゴナル相混在状態ではcholesterolの分子運動は，

それぞれの相が単独の時より活発になっていることを

示す。脂質鎖や脂質頭部の分子運動にはこのような変

表 1 PC/PE/cholesterol (1・1:1 mol:mol)多重

層膜に導入した DHEの揺動拡散速度 (Dw)と播

動角(8c)に対する DOGの影響

[DOG] (moI%l 

0 

2.5 

5.0 

10.0 
15.0 

20.0 

Dw(x107cl) 

8.0 

8.3 

10.2 

11.1 

10.6 

9.9 

。cC)
36.1 

36.0 

38.0 

39.4 

38.7 

36.1 

化は見られず¥cholesterolに特有の性質である。この

ことからラメラ・逆ヘキサゴナル相移行過程でcholes

terol分子は運動によりその位置を変えながら逆ミセ

ル構造を安定化させ膜構造変化を促進するものと考え

られる(図 1. A)。

-cd+ 

図 1 (A): PC/PE/cholesterol/DG系における逆ミセル中間体形成に対する choles-

terolの役害IJを表すモデル図。 cholesterolはラメラ相では脂質鎖の上部に位置す

るが逆ミセル中間体では脂質鎖の下部に位置を変え，極性頭部の密度を上げ脂質

鎖下部の間隙を埋める。 (8):Ca2+による PS膜融合での Ca2+の役割を示すモデ

ル図。極性頭部を引き付ける Ca2+の結合力により逆ミセル中間体の生成が促進

される。
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Ca1+ 及び |\~g1+ 存在下での PS 膜の分子運動

PSは極性頭部にカルボキシル基を持ち，中性溶液

では負の電価を持つ。 PSの単層膜小胞体は， 1O-3M 

オー夕、ーの Ca'+存在下で接着し融合する。 Mg2+は単

独では PS小胞体の接着のみを誘導し融合には至らな

い。接着に要する濃度は Ca2+，MgHとも約3mMで

あるが，融合に対する効果が両イオンで大きく異なる。

本実験では NBD-PEを蛍光プロープとし， Ca2-及び

Mg2+存在下での PS小胞体の膜脂質表層付近の動的

特性を測定し比較した。結果を表2に示す。 PSベシク

ル接着が誘起されるイオン濃度において， Ca2ーは運動

速度を遅くし (D札減少)，運動範囲を狭めて ({jc減少)

いる。これは隣接する PS分子を強く引き付け運動を

束縛していることを示す。一方MgH存在下では，イオ

ン添加前とほぼ同様の値を示し， Catiーと Mgl+では

PS分子運動に与える効果が大きく異なっていること

が見いだされた。このことから Ca'ーの極性頭部を引

表 2 PS膜に導入した NBD-PEの蛍光部の揺動拡

散速度 (Dw)と揺動角(8c)に対する Ca2+及び

Mg2+の影響

D、、 (xl0'cl) 。cn
Ca'2+， Mg2+ : free 3.4 46 

CaH : 3mM 1.7 38 
Mg2+ : 3mM 2.7 46 

き付ける力が，逆ミセル中間体の生成をもたらすもの

と考えられる(図1. B)。
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