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第 l章 序論

生体膜は流動モザイクモデル[1]に代表されるように、脂質二分

子膜にタンパク質が組み込まれた構造が基本である。細胞はこのよ

うな膜で区切ることにより、外界とは異なるシステムを構成してい

る。生体膜の特徴は、単なる隔壁としての役割だけではない。重要

なことは、膜を介して細胞の外部と内部が、特異的な連結をしてい

ることである。つまり、生体膜上で物質の輸送、エネルギーの変換、

情報の受容、変換などが行われることにより、細胞は一個体として

'生きた状態'が維持できるのである。これらの援能は生体膜に組

み込まれたタンパク質を介して発現される。たとえば膜輸送では、

膜を貫いて輸送をつかさどるタンパク質が存在すると考えられてい

る。このタンパク質を介してイオンが細胞内外を移動すれば、膜電

位(膜で隔てられた二水相関の電位差)が発生する。また情報の受

容に伴って、膜電位変化が起こることが報告されている。このよう

に多くの細胞活動において、模様能の発現は膜電位変化を伴うこと

が示されている。なかでも次に述べる化学浸透圧説は、生体機能に

おげる膜電位の重要性を確立したものである。酸化的リン酸化は有

機化合物の酸化によって ATPが合成されることであり、研究の初期

には細胞内可諮性醇素によると考えられた。しかし現在では、膜上

に配列された種々の醇素によって有援化合物が酸化され、向蒔に起

こるV輸送によって、 ATP合成の駆動力が生じることが明らかにさ

れている。代謝反応と鞍送がcoupleしているので、ベクトル的代謝



とも呼ばれている。このようにしてFが輸送されると、膜主主役が生

じる。同様に能動翰送やベン毛の運動でも膜電位が重要であること

がわかっている。

Mitchell[2，3Jの化学浸透庄説によれば、酸化的リン酸化、光リ

ン酸化において、電子伝達系で生じたエネルギーは、膜を隔てたプ

ロトンの電気化学ポテンシャル差ム μH+に変換される。ム μH+は膜

電位(ム ψ)とpH差(ムpH)の項からなる。ム μH+は膜内のH十世ATPase

のプロトンポンプによって ATP合成に使用される。ム μH+と ATP合

成の共役犠構は次の4つの仮定からなる。(1)ム μVを保持できる

膜構造である、 (2)電子伝達系は膜内で異方的に配列している、 (3)

ムμH+で駆動される H+輸送性の ATPaseが膜に存在する、 (4)ムμH+

を利用したイオンなどの輸送担体が膜に存在する。この仮設はミト

コンドリアやチラコイド膜などで確かめられている。但しATP合成

モル数と移動したVのモル数との化学量論的解析に関しては、さか

んに議論されている [3-7]。

能動輪送は、物質が膜内外の電気化学ポテンシャル勾配に逆らっ

て輸送される現象である。能動輸送は大別して第一次能動輸送と第

二次能動翰送に分けられる。前者はH九 ATPase、Na+，K+-ATPaseなど

の膜内 ATPaseにみられる現象で、 ATP加水分解のスカラー的エネ

ルギ一変化を、物質輸送のベクトル的エネルギーに変換する輸送機

構である。また光エネルギーをイオン翰送の駆動力に変換する担体、

たとえば高度好塩菌のバクテリオロドプシンは光駆動性のVポンプ

であり、前者に分類される。援者は第一物質の電気化学ボテンシャ

ル勾配に従った受動穀送に共役して、同時に存在する第二物質が翰

送される援構である。また第二物質の輸送方向によって、共斡送と
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対向結送に分けられる。

細胞の膜電位を直接測定するには微小電極を刺入する方法がある。

この方法は薬物処理によって毘大化したEscherichiacoliに対して

用いられた報告[8]がある。しかし一般にバクテリアやオルガネラ

レベルの小胞は微小電極を適用するには小さすぎるため、この方法

は使用できない。

これまでの微小細胞ないしは小胞の膜電位測定法は、次の 3つの

方法に分類できる。

(1)微小電器を刺入して膜電位を直接部定する

( 2)接電位指示薬(プロープ)を導入する

(3)細胞膜に内在している膜電位応答性色素を利用する。

ここで (3)は特定のバクテリア、たとえば光合成細菌[10，11]など

に対して用いられる。この膜にはカロチノイドが含まれている。カ

ロチノイドの吸収スベクトルは電場によってスベクトルシフトをお

こすので、これを利用して膜内定場変化を知ることができる。 (2)

の方法は、(1)の微小電極が使えない小胞に対して、間接的に推定

する方法として有効である。(2)の中に蛍光プロープを用いる方法

と脂溶性イオンの小路内外の分配を用いる方法があり、部定原理は

それぞれ異なる。蛍光プロープは膜電位による蛍光強度変化を郡定

し、市販の蛍光分光光度計で容易に実験が行えるので、よく使われ

るようになってきた。しかし蛍光強度変化に与える因子が膜電位だ

けでないため、膜電位絶対債を求めるには原理的に不明な点、が多い。

それに対して、脂溶性イオンを用いる方法は測定原理が明確である。

これまで用いられてきた脂溶性カチオンは，valinomycin+ KべRbつ，

dibenzyldimethylammonium(DDAり， Triphenylmethylphosphonium 
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(TPMPつ， Tetraphenylphosphonium(TPPつなどがある。これらの脂

溶性イオンは生体膜を自由に透過できる[1ト16]。最初これらのプ

ロープがミトコンドリアやバクテリアに適用され、呼吸の活性化に

より内部へのとりこみが観測された[12，13]。小胞内外のプロープ

の分布から、膜電位が推定できる。

outer 

Co 

ψo 

membrane lnner 

Ci 

ψi 

小胞内外の電位を ψi 、ψoとする。膜電位ム ψは外液を基準と

して ψi 四 ψ。で定義する。内部負の膜電位が発生しているとき、

脂溶性のカチオンは膜電位勾配に従って電気泳動的に内部にとりこ

まれる。平信状態において、小胞内外のプロープの電気化学ポテン

シャルは等しくなるので次式が成立する。

RT ln C 0 + z Fψo = RT ln Ci + z Fψl 

ここで Ci ，C。は小胞内外のプロープ濃度、 R，T，Fは気体定数、絶対

温度、ファラデ一定数、 Z はプロープの電荷数(符号を合む)であ

る。この式を変形すると

ムψ=ψi-ψ 。=(RT/zF)ln(Co/Ci) (ト 1)

が得られる。従って小胞内外のプロープ濃度Ci ，Coがわかれば、外
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液を基準とした膜電位ム ψを知ることができる。プロープ濃度の測

定法には、(1)吸光法[13]、 (2)アイソトープラベルしたプロープを

用いる方法[14]、(3)脂溶性イオン選択性電極による方法 [6，28]等

がある。

脂溶性イオンで得られた膜電位と微小電極で直接測定した値の比

較が行なわれている。これらの膜電位はよく一致するという報告[1]

があるが、他の報告 [17]では一致しなかった。この理由はトl式が

適用できないのではなく、むしろ本論文で問題にするように、 Ciの

推定に誤差があること、及び小胞に微小電極を刺入して測定された

債が不正確であるためであると考えられている。また蛍光プロープ

と脂語性イオン (va1inomycin+ K+ (Rb+)，TPMP+，TPP+ )を用いて

推定したそれぞれの膜電位の比較が報告されている [18-25]。定性

的には同様な結果であるが、異なる方法で得られた膜電位は、一致

しないと報告されている [13，19 ，20， 22 ， 23， 25 ， 26] 。また脂溶性イ タ

オンの種類が異なると、間一条件で測定しても一致しないことが明

らかになった [28]。このように脂溶性イオンを用いる方法の部定原

理は明確であるが、用いたプロープによって庭電位が異なるという

問題点がある。この原由として考えられることは、プロープの吸着

である。これまでの測定法は膜あるいは紹胞内器官への吸着量を無

視し、 Ciは内部へのとりこみ霊 (mo1e)すべてを内部体積(1)で割っ

て計算するか、または吸着補正しても膜電位に対して不変であると

仮定する場合が多かった。しかしながら正確な膜電位を測定するに

は、脂溶性イオンの吸着の問題を明らかにすることが必要であると

考えられる。
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本研究は脂溶性イオンを用いたバクテリアやオルガネラなどの小

胞の膜電位測定法の確立を目的として、生体膜への脂落性イオンの

吸着現象の解析をまとめたものである。本論文は、 7章から構成さ

れている。

第 1章:序論。

第 2章:リポソームへの脂溶性イオンの吸着現象を解析する。リポ

ソームは脂質ニ分子膜からなる小胞で生体膜モデルとしてしばしば

用いられる。そこでこのモデル膜を用いて括溶性イオン吸着犠構に

関して明らかにした基本的事項について述べる。

第 3章:高度好塩菌膜ベシクルへの脂溶性イオン吸着を測定し、膜

電位推定のための各種吸着モデルの比較を行なう。

第 4章:高度好塩菌膜ベシクルへの脂溶性イオン吸着の補正法につ

いて考察する。 さらに'吸着のない状態、'への外挿法を理論的に

明らかにし、吸着補正した膜電位計算式を提出する。

第 5輩:ミトコンドリア膜への指溶性イオン吸着を測定し、第4章

で提出した膜電位計算式の適用性について論ずる。

第 6章:高度好塩菌膜ベシクルへの脂溶性イオンとりこみの速度論

について議論する。

第 7章本研究の総括。
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第 2章 リボゾームへの脂溶性イオンの吸着現象

2-1緒言

脂活性イオンは、バクテリアやオルガネラなどの小胞に発生する

膜電位を推定するためのプロープとして、広く使用されている。こ

の測定原理は、第 l霊で述べたように、プロープが膜を自由に透過

でき、小胞内外に分布することを利用する。しかしながら、脂溶性

イオンをプロープとする膜電位推定法には、膜へのプロープ吸着の

ために、膜電位の測定誤差が生じるという問題がある。正確な膜電

位を求めるための吸着の補正法を明らかにするには、脂溶性イオン

の生体膜への吸着権構を明らかにすることが、まず必要である。そ

こで本章では、生体膜モデルとしてリボソームを用い、各種脂溶性

イオンの吸着現象について解析する。実際、の生体膜の主な構成要素

は、脂質とタンパク質であるが、本章では脂質のみから成るリボソ

ームで、吸着の基本的事項を明らかにする。膜電位のプロープとし

てしばしば用いられるTPP¥TPMP+およびその同族体 (Phe)3 田 p+珊

(CHz)n-CH3(n=ト 5) を使用して、脂溶性イオン選択性電箆でリボソ

ームへの吸着量を求める。またスピンラベルした脂溶性イオンを合

成し、電子スピン共鳴(ES R)から、吸着量を調べる。これらの測

定から、脂溶性イオン吸着にともなう熱力学量を示す。またスピン

プロープの吸着サイトを、 ESR測定から明らかにする。使用した
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スピンプロープを以下に示す。

O 
I¥ 

3 宮)11・十d

スピンプロープ♂
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2-2実験材料

ト2-1 1)ポソームの調製

リボソームには 2種類の脂質、 dipalmitoylphosphatidylcholine

(DPPC ， SIm仏 Chemic旦1Co.) 、egglecithin(egg phosphatidyl-

choline， Aldrich Chemical Co.)を使用した。 egglecithin は 手号'J
Zミ

して使用した。精製はシリカゲルカラムクロマトグラフィーを用い

て行った(展開活様;クロロホルム:メタノールコ 10: 1 i。花雲

はシリカゲル薄層クロマトグラフィー(溶様、クロロホルム:メタ

ノール:28%アンモニア:水口 120:80:10:5)で検定した。

リボソーム作裂はつぎの方法で行なった。 100mH NaCl， 10回目

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperadineethanesulfonic acid(HEPES)/OH 

(pH 7.0)の溶液に脂質を分散させ、超音波処理(20 kHz，120 W，15 

min)後、遠心 (100000x g ，60 min)で上清をとり、単一膜リボソ

ームを得た。

2-2-2脂溶性イオンおよびスピンプロープの合成

脂溶性イオンはつぎのものを使用した。

triphenylm邑thylphosphonium(TPMPつ

triphenyl邑thylphosphonium (TPEPつ

triphenylprorylphosphonium (TPPPつ

triphenylbutylphosphonium (TPBPつ

triphenylamylphosphonium (TPAPつ

triphenylhexylphosphoniuill (TPHPつ

tetraphenylphosphonium (TPPつ

-11-



TPP+は向仁化学、その他は東京化成より購入した。

スピンプロープの合成[1，2] 

(a) probe 1 

tripheny1phosphine (60 m mo1)とγ時 ch1orobuty1icacid (60 m 

mo 1) を1400C，20時間加熱し、白色国体を得た。生成物をエーテ

ルで洗浄し、エタノール:エーテル=3: 2から再結晶した(収率

3 9 7~) 。再結晶物 (20 m mo 1) をアセトニトリル 40m1に加え、帽100C

に氷冷、撹持しながら thiony1ch1oride10 m1(140 m mo1)を滴下

した後、室温で30分間反応させた。溶媒留去後、アセトニトリル10

m1を加えた。これを、 4-amino時 2，2，6，トtetramethyトpiperidine

(60 m mo1)、アセトニトリル30m1溶液中に滴下(氷冷、援持)し

た後、室温で15時間反応させた。シリカゲルカラムクロマトグラフ

ィー (0-30%メタノール/クロロホルム)で生成物を分離した(収率

35%)。シリカゲルTLCで純度を検定し、工 R，NMRで向定した。

図ト1と図2-2に1R， N MRのチャートを示す。

生成物(0.96m mo1) ， EDTA 86 mg，10 N NaOH 0.12 m1， Na2W04 

0.1 g ， 30% H202 1.26 m1，水 5m1を混合し、室温で 1日反応さ

せた。 1N NaOHでpHを10に調整し、 30%H202 1. 26 m1を加えてさ

らに 2日反応させた。スターラで激しく撹持した後、溶媒留去、エ

タノール、ベンゼンで共沸した。ロ遇、溶媒留去後、水を 1m1加

J手 ・去ら
〆'"，-。

陽イオン交換樹脂カラム (SP-SephadexC-25)を 1M ammonium 

hydrogen carbonateでNH4+型にした後、サンプルを吸着させ、カラ

ム体積の 2倍量の水で 2囲洗浄後、 0.5 M ammonium hydrogen 
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図2-2 probe 1 (nonイ adical)のプロトン核磁気共鳴
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carbonateで-黄色バンドを溶出させた。溶媒留去後、エタノールを

加え、析出した塩をロ過した。水を加え、 1N HClでpH3に調整し、

激しく撹枠後、水を留去した。エタノール添加、留去を 2回行ない、

減圧乾燥して、生成物を得た。 ESRより NOラジカルを同定した。

シリカゲルTL C (クロロホルム:メタノール= 3: 1 )で、単一ス

ポットであることを確認した。元素分析値(計算値 C31H39N20PCl 

C，69.20; H，7.31; N，5.21.実測値 C，66.20; H，7.56; N，4.39)。

(b) probe II 

Molecular Probes Co.により合成されたものを使用した。

(c) probe m 

践に報告されている方法 [2]で、田辺により合成されたものを使

用した。
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2-3脂溶性イオン吸著の測定法

トトl脂溶性イオン選択性電極による方法 [3] 

リポソームへの脂溶性イオンの吸着量は、脂溶性イオン選択性電

箆を用いて測定した。トト2に示した脂諮性イオンに、それぞれ選

択的な電極を作製した。作製法はTPP+選択性電極 [4，5]の場合と同

様である。函ト3に測定装置の略図を示す。この電極は小型化され

ているため、測定液は 1mlで十分である。また電気ノイズを低下

させるため、ステンレスチューブ(5mm)でシールドしてある。電

極は使用前に10mMのそれぞれの脂諮性イオン溶液に浸せきし、感応

膜のイオン交換を行なった。参照電極はAgI AgCl電極を使用し、測

定液と塩橋で連結した。塩橋は2%寒天を含む3M KClで作製した。

選択性電極と参照電極間に発生する電極電位は、脂溶性イオン濃度

が5x 10 -? Mから0.1 ~fの間で Nernstの式に従った。測定に際して、

そのつど脂溶性イオン濃度既知の測定液で電極電位のチェックを行

なった。測定液は二重キュベット内に入れ、恒温水で温度を一定に

保って測定した。電極電位はelectrometer(TakedaRiken TR 8651) 

で測定し、シグナルはA/Dconverter(A&DElectric Co.Tokyめから

コンビュータ (NECPC-9801)に取り込んだ。吸着量はコンビュータ

でrealt imeに計算した(付録申Aにプログラムを示す)。

吸著量の計算は次の方法で行なった。 V1 mlのストックリポソー

ムサスベンジョン (Pmg lipid/ml)をプロープ濃度Coの郡定液Voml 

(=1 ml)に加えると電極電位差ム Eが観測できる。ム Eはつぎのふ

たつの原因による。(1)ストックリポソームサスベンジョンを加え

たことによるプロープ護度の希釈， (2)リボソームへのプロープの吸

- 16-
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脂溶性イオン選択性電誌は5X 10-7 Mから0.1MまでNernst応答す

この電極と参照電極間に発生する電極電位をコンピュータに入..，. 
匂。

力した。電位の経時変化はディスプレイにグラフィック表示して観

測し、同時に吸着震の演算を行なった。
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着による測定液中のfreeに存在するフロープ法度の減少。(1)の効

果は (RT/F)ln((Vo+ Vl)/Vo)として計算できる。従って単位脂質あ

たりの吸着量Ub (mo 1/mg)は次式から求められる。

Ub = (COVO/PV1) [トexpトFムEa/RT)] (2申 1)

ここでムEtJ =ム E-(RT/F)ln((Vo + Vl)/Vo)である。吸着平穏で

freeに存在するプロープ濃度cは C= C 0 expトFムE/RT) より計算

できる。また吸着量は2-1式からわかるように， CoVo [l-expトF

ムEa/RT) ] (mo 1e)である。この値はリボソーム量に比例した。

従って吸着量はmo1e量を全リボソーム量で害uった値Ubで、表わした。

2-3-2電子スピン共鳴 (ESR)による方法

脂溶性イオンにスピンラベルしたプロープ(probe I ， II， III 

トl緒言参照)を使用し、 CafisoとHubbe11の方法 [6]で解析した。

ESR測定はJEシFE3X(Nihon Denshi，Tokyo)で行なった。マイク

ロ波 9.20GHz(出力5m日)，modu1ationamp1itude 100 KHz，l G， 

fie1d 3290G z 50G、測定温度は窒素気流でcontro1 した。

図ト4にスピンプロープのESRスベクトルを示す。ニトロキシ

ドラジカルの超微細構造によりスベクトルは 3本に分裂する。破綜

はプロープNomo1eがすべて水溶液中でfreeに存在しているときの

スベクトルである。高磁場側のシグナルの高さHi。は，freeに存在し

ているスピンプロープ量Noに比例し、 No =βHi 。が成立する。実

線はリボソーム存在下で測定したスベクトルである。プロープはリ

ボソームに吸着すると分子運動が束縛されるためスベクトルは高磁
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1 a
d
a司
h
d
r
H
H
川

H.: 

和田園田回目聞吋

lOgauss 

d
p
J
P

・a-
，hH
H
宮喝

" ，. ・E.. 
" ・.
句

- '  

図ト4スピンラベルした脂溶性イオンのESRスペクトル

ニトロキシドラジカルは 3本のシグナルに分裂する。(一一)プロー

ブがすべて水溶液中にfreeに存在するときのスベクトル。(一一)

リボソーム存在下でのスペクトル。リボソームに吸着したプロープ

は自由匝転が束縛されるためシグナルはブロードになる。高磁場側

のシグナル高さ Hf ，Hから 2-3式で吸着量が求まる。
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場側程ブロードになる。高磁場側のシグナルの高さHは水溶液中に

freeに存在するプロープによるシクナルHfと、リボソームに吸着し

たプロープによるシグナルHbの和となる。

H = Hi + Ht. (2-2) 

シグナルHb，H fは各々の領域のプロープ量に比例し、それぞれ

Nb =αHb， Ni =βHiで示される。 α，βはそれぞれ比例係数である。

吸着量れ (mole)は全プロープ霊Noから freeに残っているプロープ

量Nfを引いた霊である。

Nb = N日-Nf (2時 3a)

また2-3a式は N0 =βHfO ，Nb =αHb，Ni =βHfで書き換えると

αHt.=βHf 。ー βHfであり、この式を2-2式に代入すると

Hf = (H 巴 Hf。β/α)/ ( 1申 β/α) (2-3b) 

である。吸着量Nb(mole)はシグナルからH を測定し、 2-3b式でHtを

求め、ト3a式から算出する。比例係数 β，αは予め求めておいた。

βはプロープのみが存在する状態でNo=βHf。から求めた。 αはリ

ボソームにプロープがすべて吸着した状態のシグナルが必要である

が実験上は実現できないので、リポソーム存在下のシグナルの高さ

Hを測定し、リポソーム濃度の逆数に対するプロットから縦軸に外

掃して求めた。また吸着量はB (mol!mg lipid)で表わした。
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ト4結果と考察

2-←lリボソームへの脂溶性イオン吸着

脂溶性イオン選択性電極を用いて吸着震を求めた。 DPPCリボソー

ムへの脂洛性イオンの吸着等温綜を図ト5に示す。吸着量はTPMP+く

TPEP+く TPBP代 TPPべ TPAP+のj壌であり、この序列をTPMP+の同族

体の構造と比較すると、アルキル基の長さの!頃と一致している。リ

ボソームへの吸着景はプロープの脂溶性と関連していると考えられ

る。プロープ渥度が高くなると、いずれのプロープでも能和吸着現

象が現われる。このような吸着現象はLangmuir型の吸着等温式で取

り扱うことができる。

Ub = AC/(K + C) (2田 4)

ここで Aは最大吸着量、 K1ま解離定数である。ト4式を変形すると

次式が得られる。

C/Ub = K/A + C/A (2-5) 

この式により C/Ubを Cに対してプロットすると、産綜関係になる。

(D ix 0 n p 10 t [7] )。図2-6は吸著量を2-5式に従ってプロットした

ものである。どのプロープもほぼ直線で示すことができる(ただし

TP詰わ， TPEP +についてはばらついている)。表2-1は非線形最小二

乗法で決定した各プロープの吸着定数K，Aである。吸着量の多いプ

ロープほど Kが小さい。すなわちリボソームとプロープとの親和性

- 21-
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表ト1 DPPCリボソームへの各種脂溶性イオンの吸着定数(300C)

K，Aは 2-4式から非線形最小二乗法(付録寸)で決定した。

PROBE 

TPMP+ 

TPEP+ 

TPBP+ 

TPAP+ 

TPP+ 

K (羽01/1)

1. 05・10齢 3

9.46・10罰 4

6.56・10命 4

4.62・10-4

1. 08・10-3

- 24-

A (mo l/mg) 

2.84・10-9

4.84・10-9

5.60・10-9

9.25・10-9

1. 00・10-8



は脂洛性が高いほど大きくなることを示している。

図2-7はESRより求めたprobeIIのegg1ecithinリボソームへ

の吸着等温綜である。 5，15 ， 25， 350 Cの温度での結果は、図2-5と同

様にLangmuir型である。図2-8はprobeIIについて Dixonp10tし

たグラフである。このプロットの箆線牲は良好で、最小二乗法で求

めた決定係数ば、 0.991である。他の測定温度についても同様の結

果であった。表ト2BにprobeIIの吸着定数K，Aをまとめた。 egg

1eci thinリボソームへの吸着霊は温度が上がると増加するが、 K11痘

は温度依存牲があまり大きくない。このような吸着現象はprobe1 

についても同様であった(表ト2A)。

probe IIIの200Cでの測定結果を図2-9に示す。 probe血はprobe

1， II に比べ脂溶性が高く、吸着量は非常に多い。 吸着等温線を

Dixon p10tで表わしたのが図ト10である。他のプロープの吸着と異

なり probe理では直綜関係が 2成分からなる。これはリボソームと

probe IIIの系では高親和性と低親和性のふたつの吸着サイトが存在

することを示唆する。このような吸着は20九以外でも同じであった。

各温度での吸着定数を高親和性と低親和性に分けて求めた結果を表

2-3に示す。高穀和性吸着サイトのK，Aはともに撮度を変えても変

化しない。一方、低親和性吸着サイトではパラメータの温度依存性

はわずかにある。

これまで膜電位プロープとして使用されてきた脂溶性イオンの吸

に関する熱力学量は報告されていない。吸着量測定から求められ

た解読定数Kの温度変化から熱力学的解析を行なった。

温度T，圧力P一定の条件で吸着に伴う自由エネルギ一変化ム Gは

次式で表わされる。

- 25-
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表2-2A Egg lecithinリボゾームへの probeIの吸着定数

K，Aは 2-4式から非線形最小二乗法で決定した。

T CO C) K (mol/l) A (mol/mg) 

p

h

u

p

h

M

F

h

d

-

h

J

V

 

句
ょ
っ
ゐ

q
u

1. 18・10-3

1. 29・10“ 3

1. 12・10-3

1. 28・10-3

8.43・10-8 

1. 64・10-7 

1. 7 0 ・10-7

1.45・10-7 

表ト2B Egg lecithinリボソームへの probeIIの吸着定数

K，Aは 2-4式から非線形最小ニ乗法で決定した。

T (0 C) K (mol/l) A (mol/mg) 

p

h

d

w

h

u

w

h

叫

p
h
u

1
4

勺

ι

q

u

1. 34・10ω4

1. 58・10-4

1. 79.10-4 

1. 81 ・10時 4

2.08.10-8 

2.39・10-8

2.69，10-8 

2.76・10-8 
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表2-3 Egg 1ecithinリボソームへの probeIIIの吸着定数

測定液:100 mM NaCl， 10mM HEPES/NaOH(pH 7.0)0 K，Aは2-5式

から決定した。

K (mo 1/1) A (mo l!mg) 

T(OC) HIGH LO y! HIGH LOW 

5 6.62・10-f.i 7.64・10-5 1. 72・10奇? 4.72・10ω7 

10 6.37・10-6 8.52・10-5 1. 70・10働 T 4.97・10-7

15 6.31.10-(; 1. 06・10-4 1. 71・10時? 5.43・10-7

20 5.82・10-6 1. 20・10-4 1. 67・10-7 5.73・10-7

25 5.75・10-6 1. 24・10曲 4 1. 67・10-7 5.83・10司?

30 5.76・10-6 1. 26・10-4 1. 66・10-7 5.88・10時?

35 5.94・10冊 B 1. 16・10-4 1. 68・10-7 5.75・10酌?

40 6.26・10-(o 1. 25・10-4 1. 71・10-7 5.81・10-7

HIGH = HIGH AFFINITY. LOW = LOW AFFINITY. 
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ムG=ムH世 TムS (2 -6) 

ここでムHはエンタルビー変化、ムSはエントロビー変化である。

ムG，ム H，ムSはそれぞれ

ムG= RT ln K 

ムH= R d(ln K)/d(l/T) 

ムs= (ムH四ム G) IT 

(2田 7)

(2田 8)

(2田 9)

で求まる。図2-11は各プロープの Kの対数を温度の逆数でプロット

した結果である。 probeillは高穀和性吸着サイトに関する Kについ

てフ。ロットした。どのフeローフεでもスローフ。はほ:まセeロであること

から、ムH= 0である。表2-4に各プロープの吸着の熱力学量をま

とめた。ムGは吸着のしやすさを表わす尺度である。表2-4からも

わかるようにームG泣I<II<illbく illaの関係があり、比較的脂

溶性が低いと考えられる probe1が最も小さく、 probeillの高親和

性サイトが最も大きい。ム GはムH項とTムS墳からなる。ム誌に

ついては図2時 gからも明らかになったよう{こ1，II， illaではゼロ

である。 probeillの低親和性サイトのムHは負値であり、ム Gの約

40 %を占める。一方、ムSはいずれも大きく増加している。すなわ

ちリボソームへの脂溶性イオンの吸着に伴うムGには、ムHよりも

TムS項の寄与が支配的であり、吸着前後のエントロビー変化が吸

着の主な原因といえる。

一般に水相から非極性溶媒相への電荷を持たない脂搭性物質の移

- 32-
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表2-4 各プロープのegglecithinリボソームへの吸着に関する熱

力学量 (250C)。ム G，ムH，ムSはそれぞれ2-7，ト8，2-9式で計算した。

probe mは (a)高親和性吸着サイトと(b)低親和性吸着サイトに分

けて計算した。

PROBE ムG(Kcal/mol) ムH(Kcal/mo 1)ムS (cal/mol'deg) 

1 -4.0 0 +13.5 

II -5.1 '"'-0 +17.1 

田a 由 7.1 0 +23.9 

mb -5.3 -2.3 +10.1 

a) high affinity binding site. 

b) low affinity binding site. 
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行はエントロビー変化に起因していると理解されている[8， 9，10， 

11] 0 脂溶性物費が水相に存在している状態、では、そのまわりの局

所的な水の構造化がすすむ。この場合水の秩序牲が高くなり、エン

トロビーは減少する。この状態は脂溶性物覧にとってエントロビー

的に不利である。移行のム Gのうちエンタルビー項よりもエントロ

ピー項が上まわるほど大きければ脂諮性物質の水相から非極性溶媒

相への移行が起こる。この現象は疎水性効果と呼ばれる。 KaUZIDann

[9]はアルカン類と芳香族について水相から非極性溶媒相への移行

の熱力学量を求めている。いずれもムSの寄与が大きいこと、また

ムHはアルカン類ではゼロでないが芳香族ではゼロであることを示

している。水から sodiumdodecyl sulfate CSDS)ミセル内へのアル

カン類の移行の熱力学量の測定がWishnia[12] によってなされてい

る〈表2-5参照)炭素鎖がある程度配向しているミセル系では均一

な非極性溶媒相に比べて移行のムGはわずかに小さくなる。これは

移行エントロビーが小さくなっているためである。またアルカン分

子が大きくなるにつれてム耳の符号が変わる。分子サイズによって

水との接触界面が変化し、水構造の安定性に影響していると考えら

れている。

脂溶性物震が電荷を持つ場合、リボゾームへの吸着力としてふた

つ考えられる。ひとつは電荷による静電的相互作用、他はこれまで

述べて来た疎水位相互作用である。 probeI，II ，Illのリポソームへの

吸着がエントロピ一変化ムSによって支配されている結果から、吸

着力に寄与しているのは疎水性効果であるといえる。だだし probe

Eのように吸着霊が多い場合、吸着にエンタルビーの寄与が現われ

る。 probeIII の最大吸着量は probe1， II に比べてー桁以上多く、

- 35 -



表ト5 水からのアルカン類移行の熱力学量 [Wishnia， 12] 

A;水から均一非極性溶媒へのアルカン類移行の熱力学量

B; 7}くから SDSミセルへのアルカン類移行の熱力学量

A 

Ethane 

Propane 

Butane 

Pentane 

B 

Ethane 

Propane 

Butane 

Pentane 

ムG(Kcal/mo1) ムH(Kca l/mo 1) ムS(cal/mol.deg) 

-3.90 

-4.85 

-5.82 

国 6.62

2.0 

1.0 

+23 

+23 

ムG(Kcal/mol) ムH(Kca l/mo 1)ムS(cal/mol・deg)

ー3.45

-4.23 

-5.13 

-5.72 

- 36-

2.00 

1. 00 

0.0 

-1. 08 

+18.3 

+17.5 

+17.2 

+15.6 



egg lecithinとのモル比で40%に遣する。巴gglecithin は中性脂質

であり在住基の電荷は電気的に中和されている。しかしながらカチ

オン性のprobeIIIがリボソーム内で多くなれば、静定的相互作用は

無視できない。 probeIIIに関するエンタルビーの効果が静電的なも

のなのか、あるいは他の効果たとえば水の構造変化、リボゾームの

組成変化に起因するのかは明らかではない。
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2-←2脂溶性イオンの吸着サイト

リボソームに吸着した脂溶性イオンの膜内での存在位置を明らか

にするため、 ESR測定から得られるスピンースピン交換相互作用

を利用する方法を考案した。スピンースピン交換はすでに知られて

いる現象[13，14]で、試料内のラジカル間距離が近いときの相互作

用のひとつである。これはふたつのラジカル間でスピンどうしの相

互作用があると、それぞれのスピンベクトルが互いに変化する現象

をいう。ニトロキシドラジカルの超微細構造は、電子スピンが窒素

の核スピンと桔瓦作用しているため、 ESRスベクトルは 3本綜と

なる(国2-12参照〉。 これは電子スピンが感じていた窒素の核スピ

ンの内部訟場に 3種類の状態、があるためである。この状態、に電子ス

ピンのまわりの内部磁場をきしす条件をつくりだすと、 ESRスベク

トルが変化する。この条件は外部からスピンを接近させることで実

現できる。すなわちスピン間の距離が短くなると、局所的な内部磁

場に影響するために、 3本綜の綜幅が増大しスベクトルのシグナル

高さが減少する。これをexchangebroadingという。従ってスピン

どうしの距離がシグナルの高さから推定できる。

リボソーム膜内部での脂活性イオンの厚さ方向の存在位置付奈さ)

を測定するには、上述の原理に基づいてふたつのスピンプロープを

用いる。ひとつは脂溶性イオンにスピンラベルしたprobe1 、もう

ひとつはn-doxylstearicacid (nDSA)である。 nDSAは脂質膜の流動

性を測るためのプロープとしてしばしば用いられる。これをリボソ

ームに組み込むことによって、膜の表面から一定の涼さにスピンラ

ベルすることができる。またスピンの深さはカルポニル基からの炭

素数nを変えることで、種々のものが得られる。これらのプロープ
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スピンースピン交換相互作用による ESRスベクトルの変図2-12

〈一一一)nDSAを合んだリポソーA; (一一〉リボソーム存在下、化。

probeI濃度と中央シグナル高さのB; ム存在下でシグナルが減少、

リポソーム存在下ではプロープprobeIのみでは比例関係、関係。

吸着のために勾配は減少 (H1)、nDSAを含んだリボソーム存在下では

とする。 nの異なをRelativeheight さらに減少 (H2)する。 H2/H1 

るnDSAを合んだリポソームではRelativeheightが小さいリポソー

ムほどnDSAと吸着したプロープが接近している。
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のスピンースピン交換から，吸着したprobeIの膜内位置をつぎの

方法で推定した。図2-12にスピンースピン交挨相互作用のため得ら

れるシグナル強度を模式的に表わした。図ト12BはprobeIの濃度

を変えて中央シグナルの高さHを測定した例である。 probeIが水

溶液中ですべてfreeであるとき、シグナルHはprobeIの濃度に比

例する。リボソーム存在下(破線)では、濃度増加によるシグナル

H 1の増加は小さくなる。これはリボソームにプロープが吸着したこ

とによる。 nDSAを一定量含んだりポソーム寄在下(nDSAの濃度は

probe Iより少なく、またほとんどが膜中に存在するためシグナル

はpr0 b e Iに比べではるかに小さい)では、 nDSAを含まないリボゾ

ームの場合よりさらにシグナルH2は低下する。これは膜内のスピン

どうしの交換相互作用による。任意のprobeIの濃度でのH2/日1 を

Relative heightとする。 H2IH1が小さくなるほど、吸着している

probe Iと nDSAのスピンとのスピン間距離が近いことを表わす。

図ト13は膜内のスピンラベルの涼さをいろいろ変、えたリボソーム

を用いて、 Relativeheightの変化を測定した結果である。 probe

IとnDSAのスピンースピン相互作用がないとき、 Relativeheight 

は 1となる。 3DSA，5DSA，7DSA，12DSAをそれぞれ含んだリボソームに

ついて比較すると、 probeIの濃度を増加するに従って、いずれも

Relative heightは減少傾向である。この中でとくに3DSAの場合が

著しく低下していることがわかる。この結果はprobeIのスピンと

最も接近しているnDSAのスピンは、 3DSAの場合であることを示す。

pr 0 b e Iの分子内のニトロキシドラジカルとホスフォニウムイオ

ン簡の長さから推定すると、オ、スフォニウムはちょうど脂質の極性

墓、すなわち膜の表面付近であると考えられる。
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脂溶性イオンが脂質膜内でどのように分布しているかという問題

は、これまで理論的には推定されていた。 Benzら[17]は、黒膜の

tertraphenylboron(TPB-)の透過をcharge-pulserelaxationから

解析し、実験結果をよく説明する透逸機構モデルはTPBーが膜の表面

に存在する場合であると推定した。また最近、 AltenbachとSeelig

[15]は脂質在住基を選択的に霊水素化し、核四琵子分裂がTPP+の吸

によって変わることを示した。これはTPP+が経性萎付近に存在す

ることと矛盾しない。これらの報告では脂溶性イオンが援の表面付

近に存在することに関しては支持するが、膜の中央部に関して直接

的な情報は得られていなかった。本研究はこの点について重要な結

果を与える。すなわち、膜内のスピンースピン交換が 5DSA，7DSA， 

12DSAではいずれも3DSAに比べて起こりにくいという結果は、膜中

央部には脂溶性イオンのprobe1が存在しない (ES Rの観測時間

内で〉か、もしくは膜表面よりはるかに少ないことを示している。

2-←3脂搭性イオンの吸着と脂質の相転移

DPPC リボソームは410C吋近に相転移温度(Tc)がある。 Tcより低温

側では脂費アシル萎の記向性は高く、結品状態にある。 Tcより高温

側では液晶状態となり、流動性が増す。図ト14はDPPCリ;ffソームへ

のprobeIIの吸着量の湿度変化である。吸着量は相転移混度以上で

念、訟に増加する。国2-15は2，2，6，6-tetramethylpiperidine田トoxyl

(T EMPO)のTEHPOfactorの温度変化をDPPCリボソームで測定したも

のである。測定条件はprobeIIと問じである。 TEMPOは脂震の涜動

性測定のプむーブとしてよく使用される。 TEMPOfactor;ま水相から

脂質相への TEl1POの分配係数にほぼ比例する値で、 factorが大き
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いほど、膜栢へ溶け込んだ量が多いことを表わす。膜相に存在する

プロープ量の相転移温度での急激な変化はprobeII，とTEMPOで向

じであるが、相転移混度以下の挙動がことなる。 TEMPOでは昇温過

翠と降混過程でfactorは同様な変化を示す(ただし相転移温度付近

でヒステリシスがみられる)。これに反し、 probeIIの昇混過程と

降温過程では相転移温度以下で吸著量が約 2倍の差がある。この原

国はプロープの透過性の違いによると考えられる。相転移温度以下

でリボソームに添加されたprobeII は、結晶状態の践の透過性が低

く、最初外部表面に主に吸着し、全吸 サイトの約半分を占めてい

る。相転移温度以上へ昇湿し、液品化が起こるとリボソーム内部へ

の透過牲が増し、内部表面への吸着が起こりやすくなると考えられ

る。一方TEMPOは電荷を持たないので、脂溶性イオンより膜中央部

に分配しやすく、脂質ニ分子膜を透過するための膜内ポテンシャル

障壁がないためであろう。

図2-16はDPPCリボソームへの各種脂溶性イオンの吸着量を450Cで

測定した結果である(300 Cでの結果は図ト5参照)。これらの脂溶

住の異なる一連のプロープについても相転移湿度以上の450Cで、吸

着霊が増加する。最大吸着量 Aを300Cと450Cで比較した。図ト17

は TPl!P+の同族体について Aの増加率[=A(450C)/A(300C)] とプ

ロープの炭素鎖長の関係をプロットしたものである。炭素鎮の長い

プロープほど増加率は大きくほぼ比例している。このプロープのな

かでTPHP+が lを下まわっている。つまり相転移温度以上で最大吸

着量が減少する。解離定数Kの300Cから450Cへの増加率は、 TP自p+=

0.6，TPEP+=2.3，TPBP+=2.7，TPAP匂 3.0であった。 TPEP+，TPBP¥TPAP+

では間程度の増加率である。一方TPHP+は減少した。脂質の結晶状
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態から液晶状態への相転移に伴って脂溶性イオンの吸着量が増加す

ることの原因として、定性的に次のように考案できる。脂質相の状

態が温度で変化するとき、 TPEド，TPBP+，TPAP+では Kは温度変化に

対し間程度の増加率であるにもかかわらず吸着量はプロープの脂溶

性にしたがって増加しやすくなる。この結果は、脂質の栢転移に対

応した吸着変化は最大吸着量Aの変化と関連していると考えられる。

probe回は炭素数12のアルキル基を持つ脂溶性イオンであるため

egg lici thinへの吸着にたいする疎水性効果が大きいことを示した

(図2サ参照〉。図2-18はDPPCリボソームへのprobeillの吸着等温

線である。 egg1ecithinの場合と吸着景のオーダーは同じである。

棺転移温度以上(45
0

C)での吸着量が最も多く、 200Cから謡度が上昇

するに従って爺々に吸着霊が増加する。またこの吸着曲線は相転移

温度以下において、プロープ法度を増加させると吸着霊が急訟に増

加する濃度があることがわかる。この;震度は測定温度が高いほど低

;震度倒にシフトする。図2-14では脂質の桔転移温度に対応して吸着

量が急患に増加することを示した。ト18図では吸着量が多くなると、

相転移温度(約410 C)以下で吸着霊の急激な増加がみられ、相転移

温度が低下していると考えられる。国2-19はDPPCリポソームサスベ

ンジョンの 90。光散乱強度の温度変化を測定した結果である。相転

移に伴い、リポソームの体積あるいは屈折率は念、訟に変化する。こ

のため光散乱強度は相転移温度で減少する。脂溶性イオンが葬在し

ていないときは、相転移温度は41.40 Cであるが、脂溶性イオンを添

加すると、相転移混度が変化する。 0.5mMの脂溶性イオンを添加

したときの光散乱変化から求めた相転移混度を表ト6にまとめた。

probeillでは310Cに低下している。また SDSはprobeillと間じ長さ
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表2寸 脂溶性イオン存在下のDPPCリボソームの相転移温度Tc

脂溶性イオン濃度(0.5mM) ，栢転移温度は光散乱測定(図2-19参

照)し、散乱強度変化速度のもっとも大きい温度から求めた。

Lipophilic ions Tc CC) 

No added 41.4 

TPP+ 42.0 

TPHP+ 40.5 

ProbeID 31.0 

TPB伊 34.6 

SDS 32.2 
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の炭素鎮をもち、アニオン系の能性基である。 SDSでも probe IIIと

ほぼ間程度の温度まで低下している。またTPB-とTPP+を比較すると

前者は低下するが後者は低下しない。 TPHP+もまたほとんど低下し

ない。脂溶性イオンの吸着量は、 probe皿)) TPB -) TP自p+ ) TPP+ 

であり、吸着震と栢転移温度の低下が関連していると考えられる。

豊島ら[16]はDPPCリボソームへのTPB-の吸着による相転移温度の低

下は、脂覧極性暴の静電場への影響であると報告している。しかし

ながら、脂溶性カチオン (probeIll)と脂溶性アニオン (SDS) の場合、

電荷は逆でありながら間程度に相転移温度が低下している。この場

合、吸着したプロープの静電場への効果よりも、むしろプロープの

脂質アルキル銭への透入によって、膜脂質分子のモル分率が低下し、

凝罰点降下に似た現象が起こっているのではないかと考えられる。
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2-5まとめ

リボソームへの脂活性イオンの吸着現象を解析した。

1.リボソームへの脂溶性イオン吸着はLangmuir型であり、脂溶性

の高いプロープほど吸着蓑は多く、解離定数は小さい。 ESRによ

る吸着量測定の温度変化から吸着に伴う自由エネルギー変化ム Gを

計算した。吸着に伴うムHはほぼゼロであり、ムGへの寄与はない。

吸着に伴うム Gはエントロビー変化ムSが支配的であることが示され

た。すなわち脂溶性イオンのリボソームへの吸着は疎水性効果が大

部分を占めることを表す。

2. スピンースピン交換相互作用の測定からスピンプロープのリボ

ソーム内の吸着サイトを明らかにした。その結果、プロープ分子内

の?は括質膜の表窟付近に存在することを支持した。

3. DPPCリポソームを用い、脂溶性イオンの吸着量の温度変化を測

定した。吸着量は脂童相転移温度付近で著しく変化した。温度上昇

に伴う棺転移での増加の割合は、脂活性の高いプロープほど大きい

ことカi明らカ瓦となった。
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第 3章

ト 1緒言

高度好塩菌膜ベシクルへの脂溶性イオンの吸着および

膜電泣推定債の比較

バクテリアやオルガネラなどの小胞の膜霞位[1，2]は、それらが

微小竜極が使用できるほど大きくないので、間接的な方法により推

定される。この方法のひとつとして、膜透過性の脂諮性イオンを用

い、膜内外の分布状態、から推定する方法がある [3-7]。この方法の

有用性については、第 l章で述べたとおりである。プロープとりこ

みが平衡状態に達した時、小胞内外のプロープの電気化学ポテンシ

ャルが等しくなるので、膜電位ム ψは次式で示される。

ムo= (RT/F)ln(Co/Ci) 

ここでし，Ciは小胞外部、内部のプロープ法度である。従ってし，Ci 

がわかればム ψが推定できる。脂溶性イオン濃度C。は直接測定でき

るが、 Ciはとりこみ霊を内部体積で割った値で定義される。しかし

実際のとりこみ量は内部ですべてfreeに存在しているのではなく、

膜への吸着量が含まれる。そのため膜電位を正しく測定するには吸

着の補正が必要である。

本章では高度好塩菌 }Ialobacteriumhalobiurr1膜ベシクルへの脂

溶性イオン吸着の測定について述べる。脂溶性イオンはTPP+およ
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び向族体 (Phe)3由 p九 (CH2)n-CH3を使用する。高度好塩菌は光駆動

性のイオンポンプを含んでいる。そのため、光照射で内部負の膜電

位を発生し、光消去で膜電位が消失でき、また光強度を変化させる

ことで膜電位の大きさが変えられるという特鍛がある。

まず躍電位がない状態(暗所下)で、膜ベシクルへの吸着量を測

定する。次いで光照射で膜電位を発生し、プロープのとりこみ量か

ら膜電位を推定する。吸着補正のモデルを用い、脂溶性の異なるプ

ロープで向ーの値が得られるかどうかを比較検討する。

またプロープとりこみ量およびとりこみ速度への tetraphenyl-

boron(TPBつ添加の効果について考察する。
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3時 2実験材料および方法

3-2-1実験材料

高度好塩菌H.halobiurEはKH-10椋を使用した。この株lまハロロド

プシンを含んでおり、パクテリオロドプシンは欠損している。ハロ

ロドプシンは光駆動性のクロライドポンプであり [1ト20] 、光照射

によって内部負の膜電位を発生できる。高度好塩菌の培養および膜

ベシクルの詞裂は常法[21]に従って行なった。調製したサンプルの

ベシクル内体積は3.0 μ1!mg proteinで90%以上がright-side-out

vesic1eである[18]。タンパク質は牛血清アルブミンを標準として

Lowry らの方法 [35]で定量した。ベシクルは測定液と同じ組成の4

r! NaCl、10mM HEPES /NaOH(pH 7.0)にストックした。プロープ吸

着のpH効果を郡定するときは、それぞれのpHに調整した3.5M NaCl 

に分散し、ベシクル内の緩衝液を交換して使用した [21]0 pH 5か

ら7では10mM MES、7から8では10mM Tris-HClを使用した。

TPP+，TPKP+ ，TPEP+ ，TPPP+ ，TPBP+ ，TPAP+ ，TPHP+の脂溶性イオ

ンをプロープとして使用した。

トト2測定方法

プロープのベシクルへのとりこみは脂溶性イオン選択性電極で測

定した [36]。電器の作製法および測定法は、ト3-1 に示した方法と

同じである。参照電極と連結した塩橋は、 2%寒天を含む測定議と

同じ壌組成の諮液で作製した。

ベシクルに膜電位を発生するための光は1kWプ口ジェクターラ

ンプ光をcut-offfilter(500 nm以上〉をとおして照射した。
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1 mM octy1g1ucosideをベシクル溶液に添加し膜を1e al~y にする

と、光を照射しでも電極霞位が変化しなかった。これにより電極電

位を観測するうえで光照射による妨害がないことを確認した。光強

度は neutral density filterで変化させ、 radiometer(ModelA26， 

YS1四 Kettering)で測定した。

光誘起性膜電位は、プロープ初濃度10μHで測定した。 図3-1

にベシクルを測定液に添加してからの電極電位の経時変化の一例を

示す。ストックベシクルをプロープj震度10μHの鴻定液に添加

(暗所下)すると、電極電位が減少する。図3-1は電誌電位の減少

方向を上向で表わした。電箆竜位変化の平衡f震とトl式から膜電位

がないときの吸着量 Ub (0)が計算できる。ここで (0)は膜電位ゼ口、

ムψ=0を表わす。(この値はプロープ濃度が吸着平衝で内外向じと

きのUbと等しい)。光を照射すると内部が負の光誘起膜電位が発生

しベシクル内へのプロープとりこみが起こるため、電器電位が減少

する。とりこみは数分で平衡する。この平衡僅から膜電位によって

ベシクル内へとりこまれた霊が計算できる。

脂諮性イオン選択性電箆でベシクル外譲のプロープj震度変化を連

続的にモニタできる。電極の応答時間はプロープ濃度の2倍変化で

4イ秒であった。電極電位の経時変化を測定し、プロープのとりこ

み速度を解析した。速度定数，kはつぎの l次反応速度式で計算し

-弘，-。

む(t)= Ue [ 1 -exp(-kont)] (on kinetics) (3骨1)

U(t) = Ue exp(四 k(，f i t)] (0 ff kinet iCs) (3‘ 2) 
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ここでU(t)は光を照射 (on)してからまたは消去(0ff) してからのと

りこみ量の経時変化、しは光照射でのとりこみ量の平衡値である

(付録-Dに解析プログラムを示した)。

- 60-



し→
ξ 
ON: 

EOFF 

?一一一守一一一一一一一一一一一?一一一一一一一
V ON OFF 

図ト1 高度好塩菌膜ベシクル添加による電極電位Eの経時変化

暗所下(膜電位なし)でベシクルを測定液に添加すると、外液のプ

ロープ濯度が減少する (上方向への変化)。 この変化は膜へのプロ

ーア吸着による。光照射でベシクル内負の膜霞位が発生するため、

プロープはさらに内部へ取り込まれ、外渡の濃度減少が起こる。光

消去で膜電位はなくなり、プロープは外液に排出される。 この平衡

f直は光照射前と同じである。 Eon，Eofiからそれぞれ膜電位がないと

きの吸着量Ub(0)と膜電位ム ψが計算できる [36]。
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3寸結果と考察

3-3-1高度好塩菌膜ベシクルへのプロープ吸着

図ト2は種々のプロープの吸着霊を吸着平衡でのfreeのプロープ

濃度に対してプロットした吸着等温線である。吸着量を同じ濃度で

比較すると、 (Phe)3-P九 (CH2)n-CHSの炭素鎖が長いプロープほど

吸着量は増加する。またプロープ濃度が高くなると吸着は箆和する

傾向であることがわかる。この吸着変化は第 2章であつかったりポ

ソームの場合とほぼ同様であり、 Langmuir型の吸着式(2-4式〉に従

うと考えられる。 Langmuir型吸着式はまた2-5式のDixonplotで示

すことができる。図ト3AはTPP¥TPEP¥TPMP+についてプロットした。

いずれも直綜性は良好である。最小二乗法で求めた決定係数は0.99

5 またはそれ以上であった。 TPBP¥TPAP¥TPHP+のように比較的炭

素鎖の長いプロープではふたつの吸着サイト(高親和性、低親和性)

があることを示している(図3-3B) 0 2直綜の交点、でのプロープ法

度をCtとする。表3-1にLangmuir吸着定数を各プロープについて求

めた結果をまとめた。解設定数Kは炭素鎮の長い(脂溶性の高い)

プロープほど低下している。この傾向もリボソームの場合と同様で

ある。図3-4はpHを変えたベシクルについてプロープの吸着量を測

定した結果である。吸着量は測定液のpHに対して不変である。高塩

濃度 (4M， 3.5 M NaCl)では吸着の静電的な効果がシールドされ

ているためであると考えられる。

ベシクルに光照射するとハロロドプシンによるクロライドイオン

穀送がおごり、ベシクル内負の膜電位が発生する。膜電位に従って

プロトンは電気泳動的にベシクル内へ取り込まれる。しかしベシク
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表3-1脂溶性イオンの高度好塩菌膜への吸着定数

KH-10株を使用した。測定液:4封NaCl，10mM HEPES/NaOH(pH 7.0) 

測定撞度:30oC， K，A債はト5式で決定した。

K (mol!l) 

Probe 自igh Low 

TPP+ 1. 95・10-4

TPMP+ 4.48・10-4

TPEP+ 5.40・10-4

TPBP + 1. 61・10-4 3.43・10時 4

TPAP + 1.01.10時 4 4.51・10時 4

TPHP + 4.72・10-5 4.29・10-4

High = High affinity site. 

Low = Low affinity site. 
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A (mo l!mg) 

High Low 

6.08・10-8

3.38・10-8

4.92・10-8

3.89・10-8 6.45・10-8

5.99・10-8 1. 29 ・10-7

8.26・10-8 1. 57・10-6
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ル内外はプロトンの緩衝能があるためpHは変わらない。仮にpHが変

わっても、図3-4に示したように吸着は変わらないので、吸着定数

のpH依存性は考慮しなくてよい。

ト3-2膜電位推定とプロープ吸着モヂルの比較

障雷イウに依存し沿い販着モヂル (A)

光を照射するとベシクル内負の膜電位が発生し、プロープはベシ

クル内へ取り込まれる。これまで、摸電位がないときの吸着につい

て明らかにしたが、膜電位によって内部にプロープが蓄積されても

吸着量が膜電位がないときと変わらないと仮定すると、膜電位が計

算できる。図ト5はこの仮定で推定した膜電位を各プロープの吸着

量Ub(O) にたいしてプロットした。このモデルは吸着補正としてよ

く使用される[丸山，16，2ト28]0 Ub (0)の測定はトト2の方法で行

なった。膜電位の推定は光強度を変えて実験した。吸着量の見積り

が正しければ、同一条件で求めた膜電位はどのプロープでも同じに

なるはずである。しかし推定憶は用いたプロープによって異なって

いる。 光強度が 1120H/m2 の場合について比較すると、最大値は

TPP+で-148mV，最小f痘はTPMP+で-129mVである。 Ub(O) はTPMP+

より TPP+の方が大きいことから、 Ub(O) の大きいプロープほど膜電

位は大きめに見積られていることを表わしている。膜電位によって

内部に蓄積されたときの吸着はむ (0) の大きいプロープほど吸着し

やすいということから(プロープ濃度目 μHでは図3-2からわか

るように吸着は飽和していない)、膜電位によって引き起こされた

プロープの内部蓄積による吸着霊の変化を考える必要がある。
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ベシクル肉部への服着モデル (B) 

-120 mVの膜電位(内部負)があるとき、カチオン性プロープは

ベシクル内で外液の 100倍に濃縮されている。従って膜電位が大き

いとき、ベシクルの吸着はほとんど内側のプロープ濃度Ciで表わさ

れると考えることができる。そこで膜電位ム ψがあるときの吸着量

Ub(ムψ〉を次式で表わす。

Ub(ムψ)= (1/2) A C i / (K + C i ) (3四 3)

ここで(1/2) はベシクル膜が内外対称であると仮定し、ベシクル内

の吸着サイトが表ト1で示した最大吸着量Aの1/2であるとした。

しかしこのモデルでは膜電位がわからないと Ci はわからないので、

U b (ム ψ〉を解析的に求めることは不可能である。そこでコンピュ

ータを使い、反復法で膜電位と Ci を計算した。図3寸に計算のア

ルゴリズムを示す。最初に初期信Ci(test)を決める。この値は吸

着霊をゼロと仮定し、とりこみ量と内部体積から決める。次に Ci

(test)を使って3寸式でむb(ム ψ) を計算する(吸着定数は表3寸

を使用、吸着定数がCtで・変わる場合はCi(test)にあわせて変えた)。

全プロープ牽から仮の吸着量 Ub(ムψ) を引き、内部濃度の推定値

Ci (estimated)を計算する。 Ci(estimated)と Ci(test)が等しくな

ければ、初期値を変えて再び計算する。これらの Ciの誤差が 0.1

%以内になるまで反復計算し、 Ci、Ub(ムψ〉を決めた。

C i ，C 。から計算した膜電位を Ub(ムψ〉に対してプロットした結

果を図3-7に示す。膜電位は用いたプロープによって異なっている。

プロープ間のプロットは震綜的であり、勾配はモデルAとは道で、
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Ub(ム申)model

Cf a U 唖 Ub(ムゆ)

V; 

門embranePotεntial 

図ト5吸着景 UL(ムψ) ，膜電位ム ψを推定するための計婁アルゴ

リズム(本文参照、付録4にプログラムを示す)。
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Ub(ムψ)の多いプロープほど膜電位が小さい。この原因は吸着奮の

見積りが多すぎるためである(くわしくは以下に述べる)。

C iどしの平均イ直接向いた時着モニヂル

次に吸着がふとしの両方に{衣帯して起こる場合 [29，30]
___ ..::t乙 2三可

モピ句 λQ。

ここで吸着はCiとしのある平均謹度に従って起こると仮定する。以

下の平均濯度をあてはめた。

算術平均: む=( Ci + Co )12 

幾何平均 Cm= ( CiCo )1/2 

調和平均 Cm= 2CiCo/( Ci + Co ) 

Ub(ムψ)= ACm/( K + CrrJ ) 

幾何平均は均一なイオン交換膜の膜現象を解析するため:こよく用い

られる。反復法で仏、(ム ψ) を求め、膜電位を推定した。結果を国

ト?に示す。どの平均の場合もプロープによって膜電位は異なる c

謂和平均は脂溶性の高いプロープほど推定値は大きくなる。一方、

他の平均では逆に変化する。

指数平均モヂル (c) 

Zari tsl，y [ 9]らは庭内のプロープ霊を表わすモデルを提出してお
り、 'exponentialmean model'と呼んだ(この平均はSchlogl[31] 

によって元来詳しく取り扱われていたものである)。このモデルは

次の仮定が用いられる。(1)膜は均ーである、 (2)膜内の電位勾配

は定電場である、 (3)膜内の厚み方向の位置xにおける吸着霊泣
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C (， ex p トFψ(x) IRTJに比例する。ここで ψ(x) はx における電位で

ある。高度好塩菌の場合、図3-2、表3-1 にみられるように飽和吸

着がおこるので仮定 (3)はあてはまらない。この仮定はxでの吸着

量がLangmuir型であるとして次のように変えられる。

ou t au 
nu a
 

T2
・

噌

hum
 

p
v
 m
 

ln 

O ム ψ

G L X 

膜電位ム ψの膜内x における電位 ψ(x) は定電場の仮定より

ψ(x) = ムψx/L、Lは膜の厚さである。 xでの吸着量Ub(X) は

Ub(X) = (A/L)C(x)/( K + C(x) ) (3由 4)

だだし C(x)= CoexpトFムψx/LRT]である。膜内の全吸着量は膜の厚

さLにわたっての積分として求められる。

Ub(ムψ) = A ln[(K+Ci)/(K+Co)]/ln[Ci/Co] (3皿 5)

このモデルを用いて反復法(モデルB参照)で Ub(ムψ) とム ψを

計算した。結果を図ト?に示す。プロープによってム ψが違う。こ

のモデルでは吸着量の見積りが多すぎることを表わす。

'服着しない状熊'への机措法 [36，37]

図3-7にみられるように同ーの光強度で測定しても、プロープに
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よってム ψが異なるが、プロットが直結で示されることがわかる。

さらにいえることはどのモデルでも縦軸への外挿値がほぼ等しいこ

とである(だだし算術平均濃度とモデルBの場合はずれる)。同じ

結果は他の光強度でも得られることがわかった。外挿で求められる

値は吸着が起こらないような'仮想的'なプロープで推定した膜電

位であると考えることができる。ベシクルへの吸着がないのならば、

とりこみ霊がすべて内部でfreeに存在するので、吸着補正しないで

も膜電位が決まる。図ト?のように Ub(ムψ)=0へ外挿した{震が仮

想的なプロープで推定した接電位であると考えられる。どのモデル

でも縦軸への外挿僅がほぼ等しいことは、実際の膜電位と外挿{直が

非常に近いことを示唆している。簡易な方法としては、 Ub(O)を用

いるモデルAで外挿する方法がよい。またこの外挿は生菌でも同様

に取り扱うことができる。

図ト5からわかるようにTPP+でもとめた膜電位よりもTPMP十の方

が外挿{直により近い。しかしながらプロープの透過速度はTPMP+の

方が多少遅い。 TPHP+の透過はtetraphenylboron(TPBつの添加で速

められることがよく知られている[3，4]。以下にプロ』プとりこみ

速度と膜電位へのTPB-の効果について考察する。

トト3プロープ吸着およびとりとみへのTPB自の効果

TPB-を高度好塩菌膜ベシクルに添加したときのプロープの吸着

を測定した(図3-8 )。プロープに対するモル比でTPBーを 10%まで

添加しでも Ub (0)は変化しない。また Bakker[11]は同様に大腸菌へ

のTPHP+の吸着量はTPB-存在下でも変わらないことを示している。

表ト2は吸着が膜電位に依存しないモデル(A )を用いて TPB-存
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表 3-2膜電位に依存した脂活性イオンとりこみへのTPB-の効果

KH-10ベシクル(lmgpro te in/m 1)は4MNaC1，10mM HEPES/NaOH ( pH 

7.0)の測定液に分散した。測定温度:30 0 C，プロープ初;震度は 10

μトi光照射(500nm以上、 1120H/rn2 )でベシクル内負の膜電位が

発生し、プロープがとりこまれる。膜電位は吸着モデルAC吸着が

膜電位に依存しない)で推定した。

Mernbrane potentia1 estimated with Mode1 A(rnV) 

TPB-

(mo1 ratio，%) TPMP+ TPEP+ TPPP+ TPBP+ TPP+ 

。 -122.6 -126.6 同 128.6 -139.8 世 144.1

0.5 -125.9 -128.2 明 128.5 -140.4 -144.5 

1.0 世 125.7 由 129.2 -130.9 四 139.7 -145.1 

5.0 -120.3 -125.1 時 131.4 時 138.1 -144.7 

10.0 時 121.0 島 125.5 由 130.7 -137.9 -145.4 

-77-



在下で膜電位を計算した結果である。ホスフォニウムプロープを使

用する限りではベシクルへのとりこみ量にTPB-添加の妨害は認めら

れない。この結果は膜電位推定鑓がTPB-~加で変化しないことを意

味する。表3-2は光強度1120W/m2でのデータであるが、光強度を

変えても同様な結果であった。

3-3-4 とりこみ速度へのTPBーの効果

プロープとりこみの速度定数はTPB時存在下で変化する。表ト3は

各プロープの光onとoff状態でのそれぞれの速度定数kUIl， kotfへの

TPB-の効果を示した。 TPMP+の場合、 TPBーを0.2μM( TPMP+の 2

%)存在下で、 kon はTPB伶の存在しない場合に比べて約 3信大き

くなる。またここで使用したアロープのなかでTPMP+が最もTPB-に

よる効果が大きく、速度定数増加の割合が多い。一方TPP+はほとん

ど影響を受けない。 koffに関しでもこの傾向は同じである(表3-3

参照)

透過係数はふたつの因子、膜栢への分配係数と膜内の移動度によ

って決まる [32]0TPBーが存在しない場合の速度定数(表3-3、TPB-

が 0%の場合)は脂搭性の高いプロープほど大きい。この変化は吸

着定数(表3-1) Kの変化と対芯している。 つまり kf痘は吸着しや

すいプ由一ブほど小さい傾向である。従ってプロープ間の速度定数

の遣いは分配{系数の違いによるものであると考えられる。図 3-8の

結果からわかるように、 TPB-添加によってプロープ吸着蓋には影響

しない(これは分配係数は変らないことを示す)。一方、送還速度

定数はTPB-添加で大きくなることから、援内のプロープ移動度が増

加していると考えられる。従ってTPB-の作用は吸着量を変えるよう
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な表面電位あるいは膜内定位分布 [34]を変化するように霞jくのでは

なく、プロープのキャリアー [33]として儲くものと考えられる。比

較的とりこみが速いTPP+とTPBP+がなぜTPB-の効果が少ないのか、

まだ明らかではない。いまのところ考えられることとして、膜内の

脂溶性部位におげるキャリアー (TPBつとプロープの会合性が脂溶性

の高いプロープほど低いことがあげられる。
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表3-3プロープとりこみ速度定数、 ON-KINETIC(kon)，OFF-KINETIC

(k 0 f f)へのTPB-の効果.実験条件は表ト2と同じである。速度定数

は3-1，ト2式で計算した。 ndは測定値がないことを表す。

kO Il TPB-(却01%) TPMP+ TPEP+ TPPP+ TPBP+ TPP+ 

(s時 1) 

G 0.022 0.045 0.074 0.131 0.16 

0.1 0.031 nd nd nd nd 

0.5 0.059 0.053 0.081 0.14 0.16 

1.0 0.065 0.079 0.10 0.14 0.17 

2.0 0.075 nd nd nd nd 

5.0 0.066 0.091 0.10 0.14 0.15 

10.0 0.073 0.11 0.13 0.15 0.15 

koff TPB-(mo1%) TP自p+ TPEP+ TPPP+ TPBP+ TPP+ 

(s -1 ) 

G 0.040 0.079 0.13 0.17 0.16 

0.1 0.06 nd nd nd nd 

0.5 0.14 0.098 0.16 0.19 0.16 

1.0 0.14 0.20 0.21 0.20 0.17 

2.0 0.20 nd nd nd nd 

5.0 0.23 o .27 0.23 0.22 0.16 

10.0 0.25 0.31 0.30 0.24 0.16 
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ト4まとめ

高度f)子塩菌 }{alobacteriumhalobiulE摂ベシクルへの脂活性イオ

ン吸着を測定した。脂溶性イオンは向族体 (Phe)3-P~-(CH2)n-CH3

と TPP~を使用した。

震電位がない状態、で膜への吸著量を測定した。 n=O，n=l，TPP+につ

いてはLangmuir型吸着を示す。地のプロープでは高親和性と低親和

性の吸着サイトの存在を示唆した。

光照射でベシクル内負の膜電位が発生し、プロープがとりこまれ

る。膜電位推定のための各種吸着補正モデルを比較した。

膜電位に依存しない吸着モヂルでは脂溶性の高いプロープほど大き

な膜電位を与える。ベシクル内部への吸着モデル、 Ci ，C 0 の平均謹

度に依存する吸着モデル、指数平均モデル、これらのそデルではい

ずれも用いたプロープに依存しない向ーの膜電位は得られなかった。

震電泣を推定するための実験法を提出した。各フεロープで推定し

た膜電位をそれぞれの吸着量でプロットする。縦軸へ外掠は'プロ

ープの吸着しない状態'への外挿である。この{震が実際の膜電位に

より近いf震であると考えられる。

膜電位推定およびプロープ透遅速度へのTPB時の効果について測定

した。 TPB-の添加はプロープ吸着量には影響せず、透過速度を促進

するキャリアーとしての効果があることが明らかとなった。
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第 4章

4-1緒言

高度好塩菌膜ベシクルへの脂溶性イオン吸着を補正した

膜電位測定

小胞の膜電伎は、微小電極で直接測定するには小さすぎるため、

膜電位プロープで間接的に推定される。プロープのひとつとして諜

透過性の脂語性イオンが使用される[ト5]。第 1章に述べたように、

この測定原理は明確であるため、すでに膜電位推定の報告 [7-11]が

なされている。しかしながら、フロープ吸着による膜電位の過大評

価の問題点を考慮しないものが多い。第3章では、高度好塩菌膜ベ

シクルへの路溶性イオンとりこみを測定した。同一条件で膜電位を

発生させたとき、膜電位が存在していても吸着量が変らないと仮定

すると、脂溶性の高いイオンほど推定した膜電位が大きめに見積ら

れることを訳した。これらの結果より、実際の膜電位を推定する実

験法を提出した。各プロープでの膜電位を吸着係数または膜電位が

ないときの吸着量でプロットすると、縦軸への外挿値は吸着しない

状態、の膜電位であり、実際の膜電位を表すと考えられる。

本章では、この外持法を理論的に解析し、膜電位に依存した吸着

機嬉について議論する。膜電位依存性の吸着式からプロープ吸着を

補正した膜電位計算式を導出する。
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4-2実験材料および方法

←2-1実験材料

高度好塩菌H.halobiUIEはKH-10株を使用した。これは光駆動性の

クロライドポンプ(ハロロドプシン)をもっ[13]ので、光照射で膜

電位(内部負)を発生できる。膜電位の大きさは光強度を変えて調

整できる。培養および膜ベシクルの作製は常法[12，13] にしたがっ

て行なった。ベシクル内体積は3.0μ l/mgproteinであった[15]。

タンパク憂は牛車清アルブミンを標準としてLowry らの方法[16]で

定量した。測定液は4MNaClを10mMHEPES/NaOHでpH7.0に調整し

て使用した。

脂溶性イオンプロープはTPHP+，TPEP+ ，TPPP+ ，TPBP+ ，TPAP+ ， 

TPP+を使用した。

トト2測定方法

ベシクルへのプロープのとりこみは、脂溶性イオンに選択的な電

極をそれぞれ作製して測定した[12，17，21] (詳しくは2・3-1 と3-2-

2参照)。光照射法、吸着量およびとりこみ量の計算方法はト3・1

に示した方法と同じである。

←2-3 ger溶性イオン吸着モデル

リボソームあるいは脂質二分子膜において、脂溶性イオンに対す

る膜内のポテンシャルエネルギープロファイルには、水相一膜相の

界面に極小値があることが広く受け入れられている[1針。そのため

脂溶性イオンは膜表面付近に存在すると考えられている [20，22]。
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CafisoとHubbell [20]はこの概念をもとにして スピンラベルした

ホスフォニウムイオンのリボソームへの膜電位に依存した吸着を解

析した。本研究の第 2 意 2-4-2 で、 g~ 活性イオンの吸着サイトはり

ポソーム膜の表面付近であり、中央部には存在しないことを実験的

に示した。このプロファイルは膜構造を形成する両親媒性分子(脂

質)の配列状態、に起因する。生体膜は主に脂質とタンパク質から構

成されている。タンパク質は脂質ニ分子膜に埋め込まれたものある

いは膜を貫いているものもある。生体膜の基本構造は脂質二分子膜

であるが、援内プロファイルは脂震ニ分子膜のように簡単には表わ

せないと考えられる。膜電位があるとき、吸着の問題をさらに複雑

にしている要国は、膜両界面のプロープ濯度が異なることである。

従ってここで萎本構造に立ち返り、膜内をふたつの領域、膜の外部

表面、内部表面に分けて考える(図4-1参照)。また高度好塩菌膜

ベシクルへの吸着はLangmuir型で起こることを、第 3章3-3-1で示

した。以下はプロープ濃度が希薄で、吸着量がプロープ渡度に比例

する範囲で議論する(Langmuir型吸着についての解析は後述)。

脂溶性イオンが主に存在する部分を 4つの領域、外液栢(0)、膜

の外部表面(mo)、践の内部表面 (mi)、内液相(i)に分ける。各領域

のプロープ霊 (moles) をそれぞれれ，Xmo，Xrni，Xi 、体積をv(0 ，V mo， 

V"， i， Vi 、濃度をCo，Ctn(o， Cmi，Ci とする。函4ぺに示した各領域

間のプロープ移行の速度定数をkr ( r = 1---6 )とする。 Xo ，Xrno， 

X"， i， Xi の速度式は次のように書ける。
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図4-1 脂溶性イオンの吸着およびとりこみの←コンパートメント

モデル. (0)外痕相、 (mo)膜外部表面相、 (mi)膜内部表面相、 (i)

内j夜相.それぞれのプロープ量(moles)は し，Xmj恥 i，Xi 

各ステップの速度定数は、 kr(r = 1 申 6) 
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dXo Idt =昨 K1XoIVo + k2Xmo/Vmo (4-1) 

dXtno/dt = klXo IVo -k2Xmo/Vmoー k3XmD/Vmo+ k4Xmi/Vmi(4-2) 

dXrnildt = k3Xmo/V rn o 由 k~Xmi/V 町 i 時 k5Xmi/V m i + kOXi IVi (4-3) 

dXi Idt = k5Xmi/V四i-k6Xi IVi (4田 4)

定常状態、ではdXr/dt=O(r = o，mo，mi， i )となるので、 4-1，4-4よ

りCmoとC(.およびCmi とCiのそれぞれの比が導ける。

Cmo/Co = (Xmo/V刊。)/(Xo/Vo)= kl/k2 

Crni/Ci = (Xrni/Vtni)/(Xi/Vi) = k6/k5 

(4申 5)

(4時 6)

従って吸着したプロープ量(Xmo+ Xmi)はCo，Ciの関数として次の

ように表わせる。

Xmo + Xmi = Vmo(kl/k2)Co + Vrni (ks/k5)Ci (4由 7)

この式はCD，Ciの交差墳はなく、外部表面への吸着はしのみの関数

として、また内部表面への吸着はCiのみの関数としてそれぞれ表わ

される。脂溶性イオンは膜内を透過して内外に分布しているにもか

かわらず、定常状態、では、 mo領域とおi領域間の連結はない。
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4-3結果と考察

←3-1プロープ吸着およびみかけの膜電位

第 3章3-3-1では膜電位がないとき(暗所下)のプロープ吸着は、

TPMP t， TPEP t， TPptではLangmuir型の吸着等温線で示せること、また

地のプロープでは高親和性と低親和性のふたつの吸着サイトで起こ

ることを明らかにした。 Langmuir型の吸着式(2-4)からわかるよう

に、プロープ濃度が希薄であれば吸着量はプロープ濃度に対して比

例する。そこで吸着の解析に←7式を使うために、希薄濃度範囲で

吸着量の測定をおこなった。国←2に、膜電位ム ψ=0における各プ

ロープの吸着量Ub(O) を吸着平衡でfreeに存在するプロープ濃度C。

に対してプロットした結果を示す。ここでむb(0 )のGはム ψ=0を示

す。プロープ初濃度は 2μHから 20μHである。どのプロープも

吸着筆は濃度に比例している(だだしTPAPヘTPP¥TPBP+については

10μH以下において)。

光を照射するとベシクル内負の膜電伎が発生し、ホスフォニウム

カチオンはベシクル内へさらにとりこまれる。プロープ初濃度を1，

2，4，6，10，15，20μHに変えて、同一強度の光照射によるとりこみ

量を測定し、膜電位を計算した。結果を図←3に示した。ここでム

ψapp は吸着補正しないで求めた膜電位である。すなわちベシクル

内へとりこまれたプロープが内部ですべて freeに存在していると仮

定して計算した。図4-3Aの横車自はとりこみが平衡したときの外液プ

ロープ濃度しである。プロープ濃度を増加すると、ム ψapp が低下

する。特にTPAド，TPP+などの路溶性の高いプロープほど、低下が著

しい。プ口一ブとりこみの駆動力は膜電位である。言い換えれば、
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図4-3 みかげの膜電位ム ψflP P のプロープ濯度による変化。

ムψep pは吸着補正しないで計算した。プロープ初濃度は 1μHか

ら20μHまで(1，2，4，6，10， 15 ，20μM )変化させた。ベシクル添

加後電箆電位が安定してから光照射した。光照射後、とりこみが定

常状態になったときの外涜法度をしとする。とりこみ霊は文献12の

方法で計算した。測定温度:300 C。光強度:1120 Vl/m2 

A ム ψapp 対 Coプロット。

B ム ψ 叫 P 対 Ciappプロット。 Ci a p p は吸著補正しないでとり

こみ量すべてをfreeとしたみかけの内部法度。

0， TPMP+ 態 ;TPEP+ ム，TPPP+ ム，TPBP+;[コ，TPAP+; <D， TPP+ • 
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プロープは膜電位の電気持;動的な力で受動的にとりこまれるので、

等価回路的には、プロープの移動は電気的ショートに等しい。従っ

て、透過速度が大きいプロープほど、膜電位を低下させる。事実、

プロープ初濃度をlμ誌から 10μMに増加したときの膜電位の減少

は、各プロープの透過速度定数にほぼ比例する(図←4 )。理想的

にはプロープ法度むをゼロにすれば、プロープ透過による膜電位減

少はおこらない。さらに指溶性イオンの吸着による膜タンパク援能

への妨害の可能性についても取り除くことができる。 ムψ6P P を

C i e p P に対してプロットすると、 Ci !lP P が小さいときは、ム ψepp

は一定している(図4-3B) 0 Ciepp は吸着補正しないでとりこみ量

をすべてCiに換算したみかけの内部濯度である。図← 3A，Bでは縦

軸への外挿{震が一致する。またプロープの脂溶性が高くなるほどム

ψ6PP は大きい。これは脂溶性の高いプロープほど吸着しやすいた

めで(図4-2 )、吸着補正しないと膜電位を過大評価することにな

る[12]0 

プロープ初;震度が 2μHではプロープ法度の影響はみられず、

外挿値とほぼ一致する(図4-3参照)。そこでプロープ初濯度2μ

Hで光強度を変え、各プロープについてみかけの膜電位を求めた

(表4-1 )。この場合もみかげの膜電位は用いたプロープに依存す

る。最も脂溶性の低いTPl-IP+でもとめた膜電位が最小で、脂溶性の

最も高いTPAP+が最大値を与える。これらの膜電位の誤差は同一光

強度で約60mVに遣し、吸着補正が必要である。

4-3-2プ0-ブ吸着しない状態への外持法

第 3章3ート2においてプロープの吸着補正法として膜電位に依存
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の{直を用いた。測定条件は図←3横軸の速度定数は第 3章、表3申 3

と同じである。

0， TPI1P+ 惨，TPEP+ ム，TPPP+ ム，TPBP+; CD ， TPわ.
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表←l 各種プロープをもちいて計算したみかけの膜電位(mV)。

みかげの接電位ム ψapp (mV)は吸着補正しないで計算した。すなわ

ち膜電位によってベシクル内へとりこまれたプロープはすべてfree

に存在していると仮定した。プロープ初濃度は 2μHである。膜

ベシクル(0.61mg protein/m1)は4百NaC1，10m自 HEPES/NaOH(pH

7.0) に分散した。測定温度:300 C。 光強度(500 nm以上)は

neutra1 density fi1terで変えた。 1380W/m2 を 100%光強度と

した。最右列の外挿値(E.V.)は4-14式から得た。

Light(%) TPHP+ TPEP+ TPPP+ TPBP+ TPAP+ TPP+ E.V. 

4.1 時 78 -88 四 98 -110 由 139 -124 -36 

9.5 時 83 -93 -103 由 117 世 145 目 130 -13 

17.8 -95 骨 99 申 111 由 125 -152 骨 139 国 32

23.6 時 99 自 110 自 116 -129 -155 -146 -70 

32.2 自 105 -115 -122 -136 自 162 時 151 由 65

40.0 -109 -121 -128 -139 巴 166 自 156 ー74

51.6 自 119 自 128 時 135 -146 申 173 -163 恒 97

64.9 -122 -130 早 139 世 150 -176 -167 同 94

74.6 -125 申 134 -141 -154 -179 時 169 -93 

81.9 -127 由 137 -144 時 156 時 181 -171 -101 

90.6 -128 -138 自 145 -158 -183 申 173 信 SO

100.0 時 131 -140 四 147 四 160 -186 -175 ー100
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しない吸着モデル(A) を示した[12]。このモデルは膜電位がない

ときの吸着が最大吸着量であり、膜電位によって内部にプロープが

蓄種されても吸着量は増加しないと仮定して接電位を求める。表4-

1の結果をモデルAで再計算した(表←2 )。正確な膜電位が測定

されていることの判断基準は、用いたプロープによらない向ーの膜

電位が求められることである。しかしながら吸着が膜電位に依存し

ないとするモデルAでは、膜電位はプロープによって異なっている

ことがわかる。この補正法で求めた膜電位のプロープ間の誤差は、

光強度で変化する。低光強度すなわち膜電位が小さいときは補正の

効果は大きく、膜電位が大きいと小さくなる。指数平均モデル [7]

あるいは他の補正モデルでもプロープによらない同ーの膜電位は求

められなかった。第 3章3-3-2で正確な膜電位を求める補正法とし

て、 '吸着しない状態への外持法'を提出した。プロープごとに求

められた膜電位を吸着に関する童、たとえば膜電位がないときの吸

着量、あるいは吸着係数に対してプロットする。プロットを縦軸に

外挿した値が実際の膜電位を表わすと考えられる。

みかけのベシクル内プロープ濃度Ci Ô~' P は

ViCiapp = Xrno + Xrni + Xi = U (4-8) 

ViCi8PP 泣Uに等しい。←7式、とム ψ=(RT/F)ln(Co/Ci)の関係

を用いて上式を書き挨えると次式を得る。

U/(ViCO) = Ci8PP/Co = Vねokl/Vik2+ Vniko/Vik5・exp(世 FムψIRT)

+ exp(-FムψIRT) (4-9) 
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表4-2膜電位に依存しない吸着モデルで推定した膜電位(羽V)

膜への吸着が膜電位のないときとおなじ、すなわち、膜電位で内部

にプロープが蓄積されても吸着量は増加しないと仮定する(第3章

3-3-2、モデルA参照)。測定条件は表←lと向じである。

Light(%) TPMP+ TPEP+ TPPP+ TPBP+ TPAP+ TPP+ 

4.1 申 32 ー34 -48 -52 -74 -67 

9.5 -53 世 63 由 70 時 81 -104 世 99

17.8 時 79 -83 由 92 同 103 島 124 骨 118

23.6 時 87 自 96 回 101 -112 -131 四 128

32.2 -96 -104 -111 時 122 申 141 由 137

40.0 -101 自 111 町 119 -128 同 148 時 144

51.6 -112 -122 申 127 -137 -158 -153 

64.9 申 117 時 124 -133 -141 -162 -157 

74.6 時 121 -128 -135 -147 -166 -161 

81.9 四 123 -131 時 139 -149 時 168 由 163

90.6 -124 -133 -140 -151 -171 -165 

100.0 -127 時 136 -143 由 153 -174 -167 
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E室電位がないとき、速度定数を次のように表わす。

Krr.白o= k 1 /k 2 ，Kι = kiJk5 

膜電位があるとき、吸着係数は電位差の影響を受けるとの考えかた

もある。すなわち電位勾配が内部負であるとき、膜の外部表面 (mo

領域〉では吸着を促進するように、また内部表面 (mi領域〉では膜

からの脱着が促進されてもよい。以下に吸着係数あるいは速度定数

の膜電位依存性について考察する。

平衡状態では o領域と mo領域との関に次式が成立すると仮定する。

μo + RT ln Co =μrn 0 + RT ln C "'0 + n Fムψ(4由 10)

ここで nはm領域に作用する膜電位fraction、μO とμmはそれぞ

れ外液と膜外部表面における標準電気化学ポテンシャルである。ム

ψは外援相(ロ)を基準とした膜電位である。この式から

Cr;o/Co = exp [(μoμno)RTJ expトnFムψ/RTJ

←5式と対比すると下の関係が導げる。

kl/k2 = Kmoexp(-n Fムψ/RT)

Klto = exp[(μ。骨 μrno)/RTJ

同稜におi領域と i領域間では平衡状態、で、
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μmi + RT ln Cmi + (1申 n) Fムψ=μ(> + RT 1n C i + Fムψ

(4-11) 

が成立し、次式が得られる。

ku/k5 = KmieXp(n Fムψ/RT)

これらの仮定を用いて4-9式を変形すると、

Ci8PP/CO = (Vmo/Vi)KmoexpトnFムψ/RT]

+ (V引 /Vi)Krriexp[(n時 1)Fムψ/RT]

+expト Fムψ/RT] (4づ2)

膜電位ム ψ=0ではし=Ci であるので、吸着量Ub(0) は次のように

表わせる。

Ub (0) = 、rIl.mo + Xrni 

= (VrnoKrno + VrniKmi)Co = KbCo (4-13) 

図←2では吸着量Ub (0) はCoに比例していることを示した。この比

例定数がKbて:・ある。またKb= VmoKmD. + VmiKmiである。 fを

f = VmoKmo/(VrnoKrno + VmiKmi) 

と定義して、←12式を書き換えると
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Citlpp/Co = [ fexp(-nムψIRT)

+ (1-f) ex p ( (n -1) FムψIRT) 1 Kt./V i 

+ exp(時 FムψIRT) (4-14) 

同一条件で求めた各プロープの Ci'8pp/C。をそのbでプロットしたと

き、プロットを結んだ直線の縦軸との切片はexp(申 FムψIRT)である。

これが前章で'吸着しない状態への外持法'として提出した方法に

あたる。縦軸への外挿値はKto=0，すなわち吸着しない仮想的なブロ

一アで求めた値と考えることができる。

←14式でプロットした結果を図←5に示す。どの光強度でもプロ

ットの直線性は良好である。ところがTPP+，TPAP+の場合、プロット

はこの直線よりも多少上側にずれた。この理由は次のように考えら

れる。図4-2に示したように脂溶性の高いプロープほど吸着の車線

領域が狭く、吸着の飽和はより低濃度側からおこる。たとえばム ψ

=時120mVでCo=1μHのとき、 Ciは100 μ自である。この謹度では

吸着は濃度に対して直線ではなく、 4-14式で示した関係からずれる

と考えられる。一方、図←5に示した脂溶性が低いプロープは、吸

着が比例する濃度範盟内に Ciが入る。表←1こ外挿僅から計算し

た接電位をまとめた。 これが実際の膜電位であるとしたときのみか

げの震電位との差は、 とりこみ量の内の吸着量に相当する。 TPAP+

では 100%の光強度で86mVの差があり、ベシクル内に取り込まれ

たプロープの90%以上が吸着していることになる。とりこみ量(光

強度 100% )のうち実際、の吸着量の割合はTPMP+72 %、 TPEP+78 %、

TPPP+ 82%、TPBP+90%、TPP+93%、TPAP+95%である。この序列
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0， TPHP+ ; e ，TPEP+ ム，TPPP+; A..， TPBP+ 

- 102 -



はプロープの脂溶性と一致する。 Shenら[19]はミトコンドリア震に

対する TPP+吸着はおよそ85%であることを示している。かれらは

va1inomycin + Rb+を用い、 Rb+のとりこみから膜電位を決定した。

高度好塩菌膜ベシクルの場合TPP+に関してかれらの鑓よりわずかに

大きい。この原因は溺定液が高イオン強度(4M NaCl)であるため、

水相の脂活性イオンの溶解度が抵く、震へ吸着しやすいためである

(ミトコンドリア膜への吸着の詳細については第 5章で述べる)。

表←1の結果は、光強度を増加すると外挿健から計算した膜電位

は大きくなることを示すが、わずかにばらつく。高度好塩菌の場合、

外持法は精度よく膜電位を推定するに詰屈難である。図←5の縦軸

は、外挿で膜電位を決定するにはプロットの幅が大きすぎるためで

あろう。そこでこれらの膜電位を第一次近似として取り扱う。この

膜電位を用い、膜電位存在下の吸着霊が計算できる。これを Ub(ム

ψ)と表わす。国4-6に膜電位による吸着嚢変化を示す。膜電位が

ないときと同様に、脂洛性の高いプロープほど吸着量は多い。膜電

位が大きくなるとベシクル内のプロープ渥度が高くなるため、吸着

量は膜電位に依存して増加する。←14式から吸着量 (Xrno+ Xrni)は

U b (ム ψ)=X~lo+Xmi

= IexpトnFムψIRT)

+ (トOexp((n-1)FムψIRT)]K b C 0 ( 4 -15) 

4-15式からわかるように、 Ub(ムψ)I(KbCo) を膜電位に対してプ

ロットすると、各プロープの吸着量の膜電位による変化は 1本の吸

着曲線で示せる。このプロットを図←?に示す。どのプロープでも
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ほぼ同じような吸着増加を示す。

前に述べたように脂溶性の高いプロープは吸着の直線性がおちる

ので、 4-14式で厳密には取り扱えない。しかし図←?のプロットは

この場合でもそれほどずれない。図←?のプロットに理論式4-15を

c u rv e f i tt i n g し、ふたつのパラメータ f，nの最適値を非綜形最小

ニ乗法で決定した。 f= 0.85 ， n = 0 、またはf= 0.5 ， n = 0.5 

のふたつの組み合わせの可能性が示された(図4-7参照)。プロー

プに共通した吸着のマスターカーブはこれらの組み合わせの場合が

最も誤差が少ない。

←ト3プロープ吸着を補正した膜電位式

CaIi so と Hubbell [20] はスピンラベルしたホスフォニウムイ

オンの膜電位に関連した吸着を報告している。 Rottenberg[11]は

va1inomycin + Rb+で膜電位を発生させたミトコンドリアへの脂溶

性イオンのとりこみを測定した。彼らは膜電位依存性のプロープ吸

を解析し、吸着係数は膜電位に影響されないこと(これはお=0に

あたる)を示した。また Casadioら[8]と Lo1kemaら[10]は吸着係

数が膜電位に依存しない吸着モデルを示した。 ni霞は次の因子によ

って決まる。(1)膜内でのプロープ分子が存在する位置、 (2)膜内

の電位分布。←10式から明らかなように、膜内プロープの存在する

位置での電位が外液相の電伎と等しいならば、吸着係数は膜電位に

影響されない。←14式からn=O とすると次式が得られる。

ムψ=(時RT/F)ln[(U/Co-fKb)/((トf)Kh+ Vi)] (4-16) 
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図←7の解析からf= 0.85と得られた。別の方法から f値を決めた。

膜電位が十分に大きいとき Ci>>Coであるので、 Ub(ムψ〉はほと

んど内部の吸差霊hi と等しい。従ってこの条件で Ub (ム ψ)/Ciか

ら内側の吸着係数(Vtn i Krn i)が求められるので、 fが決められる(4ω 

15式でn=0， C i = C 0 ex p (-FムψIRT)の関係を用いる)。表4-3が計

算結果である。 0.83< f < 0.86が得られ、国4-7の非綜形最小ニ

乗法から求めた値とよく一致する。これらふたつの方法から f=0 . 85 

であると結論した。 fが0.5ではないことは膜の両界団の吸着係数

Kli1oVc:oとKmi V li1iが等しくないためで、これはたぶん膜の非対称性に

起因するためと考えられる。表←4にf=0.85とし、プロープ吸着を

補正した膜電位式(4-16式)から計算した膜電位をまとめた。

図4-7の非線形最小二乗法の解析から、{也のn，fの組み合わせ

( n=0.5，f=0.5)の可能性を示した。 n=0.5のとき、 4-14式のfは

消去できるので次式のように変形できる。

ムψ=(-2RT/F) 1n トKb/2Vi + (Kb2/4Vi2 + U/CoVi)1/2] (4-17) 

この式から計算した膜電位を表←5に示す。

表←4(n=0，f=0.85)、表4-5 (n=0.5，f=0.5) とも吸着を補正する

と、用いたプロープにほとんど依存しない膜電位が得られる。光強

度の小さいところでは、表4-4の方が多少計算僅が大きめである。

また各光強度での平均値は、外持法(表4-1 )から求めた膜電位に

:まぼ等しい。
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表4-3 n=Oにおける fの計算

Kb，Ub(ムψ)IC iの単位は1/mgproteinである。光強度は1380 ~llm2 

(表ト1の100%光強度にあたる)。この方法では膜電位が十分に大

きい値である必要がある(本文参照) 0 C iはC"とム ψ(=-100mV，表

4-1)から計算した。 fは4-15式を用い、 n=O，Xmoを省略した式

f = 1-[Ub(ムψ)/CiJ/Khで求めた。

PROBE L
U
 

W
A
 

Ub(ム ψ)/Ci Z
ム

TPMP + 5.0・10-5 6.8・10-6 0.86 

TPEP+ 7.2・10-5 1.1・10時 5 0.85 

TPPP+ 1.0 ・10-4 1.5・10-5 0.85 

TPBP+ 1.9・10-4 2.7・10伶 5 0.86 

TPAP+ 4.7・10司 4 7.9・10-5 0.83 

TPP+ 3.0・10骨 4 5.1・10-5 0.83 
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表←4プロープ吸着を補正した膜電位(n= 0 ) 

f=0.85として←16式から計算した。震竜位 (mV)は外液を基準とした

{霞である。各プロープから計算した膜電位の平均値と標準偏差s.D. 

を求めた。プロープ初濃度は 2μH。実験条件は表←1と同じで

ある。

Light(%) TPMP+ TPEP+ TPPP+ TPBP+ TPAP+ TPP+ Average 

9.5 -26 -31 -36 時 33 -41 時 34 -34土3.7

23.6 ー56 -61 -59 -56 -59 四 62 -59土1.8

51.6 -82 伽 84 -84 -80 -84 -85 -83 :t1. 3 

81.9 -91 -93 -95 俗 91 -93 由 95 -93 :i:1.3 

100.0 申 95 同 97 -98 時 96 -99 由 99 -97土1.2
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表←5プロープ吸着を補正した膜電位 Cn=0.5) 

←17式から計算した。膜電位(m¥1)は外液を基準とした鑓である。各

プロープから計算した膜電位の平均値と標準偏差S.D.を求めた。プ

ロープ初濃度は 2μH 。実験条件は表4-1と同じである。

Light(%) TPMP+ TPEP+ TPPP+ TPBP+ TPAP+ TPP+ Averaεe 

9.5 田 14 -17 宇 22 -18 -24 時 18 -19 :1:2.6 

23.6 -44 -50 -47 -42 -45 -49 -46 :1:2.2 

51.6 時 79 -81 -81 同 75 -80 -82 時 80土1.8

81.9 -92 -95 -98 -93 -95 -99 時 95:t2.0 

100.0 -98 -100 目 103 ゆ 100 -101 -106 -101土2.0
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吸着の補正が正しく行なわれたとき、求められる膜電位はプロー

ブによらない同ーの値となる。接電位に従った吸着が4-15式で表わ

されるとき、最適のn，f とは各プロープの吸著補正後の膜電位の信

差が最小の場合である。図4-8はnとfを任意にとり、各プロープ

(6種類)で求めた膜電位の標準偏差(s.D.)の変化をシュミレーシヨ

ンした鳥版図である。図←9Aは図4-8のn=Oでfを変えたとき、ま

た図←9Bはf=0.85でnを変えたときのそれぞれのS.D.の変化を示す。

これらの解析からS.D.はおご0，f=0.85で最小値をとることがわかる。

厳密にはプロープ吸着はLangmuir型の吸着式(2-4) に従う(第3

章トト1)。膜の両界面の吸着がそれぞれLangmuir型であるとして、

パラメータ n，fを用いて表わすと

む(ム ψ)= fACo/[Kexp(nFムψ/RT) + Co] 

+ (l-f)ACi/[Kexp(-nFム ψ/RT) + Cil (4-18) 

反復法(第3章トト2)で吸着霊 Ub(ムψ) 、ム ψを求めた。各プロ

一ブ (6種類)の標準偏差 (S.D.)の変化を図←10に示す。この場合、

n=O， f=O. 9でS.D.は最小となり、吸着がプロープj震度:こ比例する吸

着式←15の結果とほとんど同じn，f憶である。これらの吸着式でど

ちらもn=Oである結果は、吸着係数が膜電位の影響を受けないこと

を支持する。またスピンプロープ(第 2 ト:参照 prube 1)を用

い、高度好境菌膜ベシクルの膜電位と吸着霊の関係を部定している

( J. Go aa卒業論文、北海道大学) 0 E S Rから膜電位存在下の吸

着量を直接測定した結果、 n=O，f=0.8で最もよく実験結果を説明

することが示された。 E菱電位計算の実用面を考えると、吸着矯正:立、
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S. D. 

n 

O 0.5 
，.. 

図←8 f対 n対S.D.プロット(鳥獄図)。

4-15式のn，fを任意にとり (X，Y方向)、そのときの吸着量を補正し

て求めた膜電泣のプロープ間の億差を Z方向にプロットした。光強

度1380¥:l/m2 。他の測定条件は表←1と同じである。
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円
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む

n
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ω1  

O 0.2 0.6 1.0 0.8 0.4 
4
1
 

4 

3 

O 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

n 

函4-9 パラメータf， nと接電位計算値のプロープ間標準偏差

函4-9A;函4-8のn=Oでfを変えたときのS.D.の変化、図4-9B;f= 

0.85でnを変えたときのS.D.の変化。これらの解析からS.D.はn=O，

f=O.85で最小債をとる。
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S. D. 

n 

O 0.5 
T 

図←10 f対 n対 S.D.プロット

Langmuir型吸着式(4-18式)でf，nを任意に取り、吸著量を補正して

計算した膜電位のプロープ間の信差をZ軸方向にプロットした。 j期

定条件は表4-1と同じである。ぉ=O，f=O.SでS.D.は最小値をとる。
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4-18式よりも、解析的に計算できる4-16式で行なう方が便利である。

用いるプロープのサンプルへの吸蕃係数Khとパラメータ fが明らか

なとき、 4-16式を用いれば実測{産U，Coから実際、の膜電位が計算でき

。。
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4-4まとめ

高度好塩菌膜ベシクルへの脂溶性イオン吸着を膜電位のない状態

とある状態でそれぞれ測定した。脂溶性イオンはTPドおよび同族体

(P he) 3千九(CH2)口由CH3(n= 0四 4)を使用した。プロープ涯度が希

薄なとき、吸着量はプロープ濃度に比例する。光照射で、内部負の

膜電位が発生し、プロープが内部へとりこまれる。膜電位測定のた

めのプロープ温度は2μHとした。真の膜電位は、吸着しない状態

への外持法で求められる。各プロープのCjtlpp/C。を吸着係数でプロ

ットする。ここでCj e p pはみかけの内部濯度で、とりこみ量から吸

着補正しないで求めた値である。縦軸への外挿震は膜電位に従って

内外に分布した真の;震度比である。従ってこの儲から膜電位が計算

できる。

膜電位に依存した吸着量変化を理論的に明らかにした。膜相の吸

着サイトは外部表面と内部表面に分離できる。それぞれのサイトへ

の吸着は、これと掻する水相のプロープ濃度に比例する。この吸着

援構の解析から、プロープ吸蕃を補正した膜電位式(←16)を得た。

ムψ=(四RT/F)ln[(U/Co- fKb)/((トf)Kb+ Vi)] 

ここでU，Cc"Kb， Vi ，f はそれぞれとりこみ量、外法濃度、吸着係数、

内部体積、吸着係数れのうち、外部表面で占める割合である。あら

かじめサンプルのKbとfを測定しておけば、実測値U，C。から膜電位

が計算できる。
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第 5主主 ミトコンドリアへの脂溶性イオン吸着を補正した

摸電位測定

5-1諸言

今日、バクテリアやオルガネラなどの微小細胞には膜電位が発生

しており、代謝系や運動に関係していることが広く認められている。

Mitchellの化学浸透圧説では、酸化的リン酸化の駆動力は、膜を隠

てて存在するプロトンの電気化学ポテンシャルム μH+である。また

ムμH+= Fムψ-2.3RTムpHである。 Mitchell[16]はミトコンドリ

アに膜電位ム ψがあることをvalinomycin+ K+を使い、呼吸活性化

に伴う外液ド濃度の減少で示した。すなわちこの減少は、外液を基

準としてマトリックス内負の摸電位に従って、ヤが内部へとりこま

れるためである。このとりこみがVの電気化学ポテンシャル勾配に

従っていれば、次式から膜電位が求められる。

ムψ=(RT/F)ln(Co/Ci) 

ここでCi ，C 。はマトリックス内外のK+~震度である。しかし K+のとり

こみに代謝と関連した能動翰送系があると、単に受動輸送だけで内

外に分布しているとは言い難く、上式が適用できるか疑問視する向

きもある[17]。そこでSchlachevら[18]はプロープとして人工的な

脂溶性イオンを用い、膜内外の分布Co/Ciから膜電位を推定した。



なぜなら、生体に元来存在しない分子では、特定の輸送権構がない

と考えられるからである。現在、脂諮性イオンとして、 TPP+，TPMP+ 

がおもに使われている。第 1輩で示したように、小胞の膜電位を推

定するプロープとして、これらの脂活性カチオンは広く使用されて

いるにもかかわらず、この方法には膜への吸着の問題点が残されて

いる。第 4章では、この問題を解決するために、高度妻子塩麗膜ベシ

クルを用いて、プロープの吸着と膜電伎の関連を考察し、プロープ

吸着を補正した膜電位計算式を提出した。

本章ではミトコンドリアへの脂溶性イオンの吸着を測定し、 4音

で示したプロープ吸着を補正した膜電位計算式の適用を行う。脂語

性イオンはTPMP+， TPEP¥TPPP+， TPBP¥TPAP¥TPP+を使用する。脱エ

ネルギー状態、 (gramicidin処理で膜電位がない状態)のミトコンド

リアに対する各プロープの吸着係数を求める。さらに、 succinate

でミトコンドリアを高エネルギー化し、プロープとりこみ量から膜

電位を計算する。

- 120 -



5-2実験材料および方法

5-トl実験材料

ラット肝践ミトコンドリアは常法[1]に従って単離した。 250mM 

sucroseで単離し、 3国洗浄後、測定液 (125mM KCl， 10 mM MgC12， 

5 mM Pi，0.4 mM EDTA，50 mH Tris世 C1，pH7.4)に分散した。タンパ

ク質は午血清アルブミンを標準とし、 Lowryらの方法[2]で定量し

た。ミトコンドリアのマトリックス内体積は、 [3H]叶later、 [14Cト

sucroseを用いて部定された値上4μ l!mgprotein [ 1]を使用し

七

脂溶性イオンはTPMP¥TPEP¥TPPP¥TPBP¥TPAPヘTPP+を寵用した。

ミトコンドリアの脱エネルギー化はつぎのように行なった。

2μM gramicidin Dを含む測定液にミトコンドリアを分散 (2mg

protein/m1)し、インキュベーション (250C，10min)した。処理後、

遠心(6000x g，10 min)で脱エネルギー化したミトコンドリアを得

た。単離したミトコンドリア分散液は測定前まで氷冷しておいた。

トト2測定方法

ミトコンドリアの酸素消費量はクラーク型酸素電極(YSICo.)で

測定した。脂溶性イオンのミトコンドリアへの吸着、とりこみは脂

活性イオン選択性電極で測定した。この電極の作製方法および諒i定

方法[1，3]は第 2章2-3-1に述べた方法と同じである。測定液に酸

素電程、脂溶性イオン選択性電罷をそれぞれ別々に、または同時に

浸せきし、電極電位を測定した。それぞれの出力はコンビュータ

( NEC PC-980 1 )にとりこみ、データ解析した。
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ミトコンドリアの高エネルギー状態、での膜電位の測定は、 5mM

succinate， 2.5μM rotenoneを含んだ測定液を使用した。測定は

いずれも250Cで行なった。

プロープ吸着を補正した膜電位ム ψの計算 [4]には次式(第4輩、

4-16式)を用いた。

ムψ=(申RT/F)ln[(U/Co-fKb)/((トf)Kb+ Vi )] (5-1) 

ここで Uはとりこみ量(mo1e/mg)、Coはとりこみが平衡したときの

ミトコンドリア外液のプロープ濃度(M)、Viはマトリックス内体積

(l/mg)、Kbは吸着係数(l/mg)、fは吸着係数Kのうち膜の外部表面

に関する割合、 R，T，Fは通常の熱力学定数である。
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5-3結果と考察

トトl脱エネルギー状態、のミトコンドリアへのプロープ吸着

ミトコンドリア呼吸速度を測定した(図ト1) 0 ADP添加による

呼吸速度増加(状態3)が観測され、呼吸調節率(R.C. R.)は約5--7

であった。図5-2は5mM succinate存在下でミトコンドリアへの膜

電位によるTPP+とりこみを測定した結果である。ミトコンドリアを

測定液に添加すると外譲のTPP+法度は急患に減少し、とりこみは一

定レベルで安定する。この状態、は ATP/ADP比が最も高く、高エネル

ギー状態(状態4)にある[1，5]。ミトコンドリアは内膜に存在す

る電子程遠系で膜の外液、内液間にプロトン濃度勾配を形成し、内

部負の膜電位が発生する。

状態4のミトコンドリアにgramicidinを添加すると、とりこまれ

ていたTPP+は速やかに排出され、問時に呼吸が速くなる。しかし外

液のTPP+濃度はミトコンドリア添加前まではもどらない。第3輩、

第4章において高度好塩菌震ベシクルへの脂溶性イオン吸着ととり

こみを測定した。 E菱電位によるとりこみ量にはベシクル内でfreeに

存在する量だけでなく、膜への吸著量が含まれることを明らかにし

た[3，4] 0 gramicidin はアルカリ金属イオンなどの透過性を促進さ

せるイオノフォアである日4，15]0gramicid何事在下では呼吸がリ

ン酸化から開放され、呼吸速度は大きくなり、膜電位が消失する。

この状態のTPP+とりこみ量は膜電位がないときのミトコンドリア膜

への吸着量である。この吸着量はuncoupler(FCCP0.1 μ11)存在下

の吸着景とほぼ同じであった。思ト3は gramicidin処理(実験材

料 5-2ぺ参照)したミトコンドリアへの各種脂溶性イオンの吸着
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ミトコンドリアの酸素消費速度図5-1

，125 mM KC1，10 mM μM rotenone， 5 mM succinate 調定液(2.5 

pH 7.4)にミトコ5 mM Pi，O.4 mM EDTA，50 mM Tris-C1 HgC12 ， 

ンドリア (1mg protein/ml)を添加した (a)。呼吸速度が一定した後、

と状態、4での呼吸速度を測定した。(0.2 mM)を加え (b)、状態3
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状態、4におけるTPP+とりこみと酸素消費図ト2

ミトコンドリアへのTPP+とりこみと綾素消費を同時に測定した。

ミトコンドリアを入れる前の測定薮ムEはTPP+電罷電位の変化で、

μれからの電位変化である。上方向の電器電位(TPP+初濃度は 2

と同じである。

μH)を添加した。

の変化は外液法度の減少を表す。部定条件は図ト1

TPP+とりこみが安定してからgramicidin(1 
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図ト3膜電位のないミトコンドリアの脂溶性イオン吸着

吸着葦Ub(O) を吸着平衡濃度 Co でプロットした。 gramicidin処理

(実験材料ト2-1参照)したミトコンドリアは脱ユネルギー化され

ているので、膜電位はない。
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量を測定した結果である(このミトコンドリアには膜霞位は発生し

ていない)。脂溶性の高いフロープほど吸着霊が多く、またプロー

プ法度を増加させると飽和吸着現象を起こす。この吸着はLangmuir

型の吸着であり、高度好塩菌膜ベシクルの場合[3，4]と同様である

〈図3-2参照)。しかし同一プロープ濃度での吸着蓋を比較すると、

ミトコンドリアの方が少ない。 Langmuir型吸着式は濃度が低いとき、

吸着量Ub (0) は濃度Coに比例する。

Ub(O) = (A/K)CQ = KbCo (5-2) 

ここでKは解離定数、 Aは最大吸著量である。またKbを吸着係数と

する。図5-4はプロープ濃度が希薄な範囲(20μH以下)で測定

した吸着等温綜である。図5-4についてLangmuir型吸着式の非線形

最小二乗法によるcurvefi ttingからK，Aを決定し、吸着係数れを

求めた(表ト1)。脂溶性の高いプロープほどKb は大きい。ただし

高度好塩菌膜ベシクル(表←2参照)に比べてどのプロープもおよ

そ一括小さい。

トト2高エネルギー状態のミトコンドリアの接電位

プロープは膜電位ム ψの測定j原理に従ってミトコンドリア内外に

Ci/Coの濃度比で分布するはずである。 5mM succinateで膜電位

を発生したときのCi8T>P/COをプロープ濃度を変えて淵定した(図ト

5 )。ここでCi e p p はとりこみ量Uを内部体積Viでわって求めたみ

かけのミトコンドリア内部プロープ濃度で、吸着を無視したときの

濃度である。同一条件で測定しているにもかかわらず、 Ci8pr'/Co:ま
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でプロットした。プロープ法度がを吸着平衡濃度 Co吸着量Ub (0) 

μH以下)な領域で測定した。
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表5-1ミトコンドリア膜への賂溶性イオン吸着定数K.A及び

吸着係数Kb(250 C) 

Langmuir型吸着式の非線形最小二乗法によるcurvefittingから吸

着定数K.Aを求め、吸着係数Kbを算出した。

PROBE K (mo 1/1) A (mo1/mg) Kb (l/mg) 

TPMP+ 1. 31・10-1 7.95・10-7 6.07・10-6

TPEP寸 8.93・10-( 9.53・10-8 1. 07・10-5

TPPP+ 7.68・10-5 1. 20・10-fl 1. 56・10嗣 5

TPBP+ 6.09・10ゅ 5 1. 21・10-8 1. 98・10-5

TPAP+ 4.03・10-5 1. 60・10-O 3.98・10-5

TPpt 3.96・10-5 1.19.10-fl 3.00・10-5
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図5-5 C i a P p / C。 のプロープ濃度しによる変化

5 mM succinate， 2.5μM rotenoneを合んだ部定液で高エネルギー

状態にしたミトコンドリアの膜電位によるプロープとりこみを測定

した。 Ci 8 P P はとりこみ量Uを内部体積Viでわって求めたみかけの

ミトコンドリア内部プロープ法度で、吸着を無視したときの援度で

ある。 Coはとりこみ平衡での外液濃度である。吸着係数の大きいプ

ロープほどCi8PP/C。は増加する。

0， TPr!P+ 欝，TPEP+ ム，TPPP+ ム，TPBP+ ロ，TPAP+ ①， TPP+ 
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脂溶性の高いプロープほど大きい。この序列は吸着係数と同じであ

る。またプロープ護度のCi8PP/CO変化に与える影響は脂溶性の高い

ものほど大きい。これらの現象は高度好塩菌膜ベシクルの場合 [4] 

と同じである。前者は吸着量がフロープによって異なるためで、後

者はプロープの膜透過係数が違うために起こる。

第 4輩において'吸着しない状態、への外持法， (4田 14式〉を理論的

に導出し、実験結果をよく説明できることを示した。外挿式は

Ci8r'p/Co = [ I8Xp(-n Fムψ/RT)

+ (トo8Xp( (n四 1)Fムψ/RT)] Kb/Vi 

+巴xp(-Fムψ/RT) (5-3) 

である。ここでnは膜外部表面に吸着しているプロープへ作用する

膜電位 Iractionである。同一条件で測定したCi8PP/れをKbで、プロ

ットしたとき、縦軸への外挿僅から膜電位が求まる。この式はプロ

ープ濃度が希薄で、吸着が濃度に比例するときの外挿式である。

Ci8PP/Coのプロープi震度による影響が全くない状態は図ト5のプロ

ットをCo=Oへ外挿して求められる。この植を求め、ト3式でプロッ

トした(函5-6 )0 Ci6PP/C<，とKbは直線関係で示される。外挿{直

Ci/C。から計算した膜電位は-147mVであった。このi菌はRottenberg

[ 6]によって求められた億 (va1inoJilycin+Rb+法による)と:三宮

等しい。 Ci/C。と Ci6PP/C<，の差は各プロープの吸着量を表わす。

表5-2はとりこみ量のうちの吸着している割合を示した。最も少な

いTPHP+で60%、 TPAP+では97%に達する。 TPP+の場合、 Shen[ 7] 

はミトコンドリアへの吸着量が約85%である結果を得ており、:まま
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表ト2膜電位存在下でのプロープ吸着量

5 mM succinate， 2.5μM rotenone条件での膜電位は図ト6の外挿

法から求めた。プロープ初濃度は2μ 話。

PROBE U (n mol/mg) Ub(ムψ)/U

TPMP+ 0.90 0.59 

TPEP+ 1.09 0.70 

TPPP+ 1.18 0.73 

TPBP+ 1.25 0.82 

TPAP+ 1.48 0.97 

TPP+ 1.44 0.87 

-1つつvv 



一致している。

第4章で述べたように、膜電位存在下のプロープ吸着量 Ulo(ムψ)

は次式(第 4章←15式)で示される。

U h (ム ψ)= Iexp←nFムψIRT)

+ (1-0exp((n-1)FムψIRT)] KbCo (5-4) 

高度好塩菌の場合、 5-4式では n=Oであることを示した[4]。各プ

口一ブの吸着量が正しく補正されたとき、求められた膜電位はプロ

ープによらない同ーの鑓となる。 n，I を任意に変えることで最適の

n， I (各プロープの吸着震をト4式で補正後、膜電位のプロープ関

の儒差が最小となるときのn，I)を推定できる。図5-7 1まn，I を任意

にとった場合の各プロープ(6種類〉から求めた膜電位の標準信菱s.

D.の変化を鳥臨函で表わした。 S.D.が最小となる組み合わせはn=O，

f=O.7である。すなわちミトコンドリアの場合、 nに関しては高度

好塩菌膜ベシクルと同じである。吸着係数は膜電位に依存しないと

する条件で膜電位の測定誤差は最小となる(n=O のときト3式の勾

配から同様に f=0.7がえられる)。また f{霞はミトコンドリアの方

が高度好塩菌膜ベシクル(I=O.85) [ 4]より若干小さい。ミトコンド

リアは外膜、内膜から構成されている。膜電位は内膜で発生し、外

膜:こは膜電位:i生じない。このような膜の構造上の違い(たとえば

膜の非対称性)が f憶に影響すると考えられるが、詳細については

明らかでない。

n= 0の条件でプロープ吸着を補正した践電位計算式はト1式で示

される。この補正式を使い、 f=O.7 として膜電位を計算した(表ト
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図5-7 I対 n対 S.D.プロット(鳥慰留)。

{壬意のn，I (X，Y方向)でト4式から求められる吸着量を補正した膜

電位のプロープ間の偏差を、 Z方向にプロットした。 n=O.f=O.7で

偏差は最小となる。
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3 )。同一条件で求められた膜電位は、 gramicidin法度を諮整して

膜電位を変化させてもプロープによらない同じ債が得られる。 5-1

式はミトコンドリアの膜電位測定に有効な実験式として使用できる。

Mi tchell [ 8]の化学浸透圧説では ATP合成の駆動力は、膜を隔て

て存在するプロトンの電気化学ポテンシャルム μH十である。またム

μH+ = Fムψ ー 2.3RTムpHである。状態4では呼吸鎮と ATP合成系

は平衡に近い状態、であると考えられている[9]。従って ATP加水分

解の自由エネルギー変化ム Gp とム μH勺立つぎの関係が成立する。

ムGp = nFムμH+ (5-5) 

nは自由エネルギーの容量因子で、 ATP 1分子生成するために必要

な膜を横切るV数を意味する。ト3式から決定した状態、4のム ψは

-147 mVである。この憶と、ム Gp ，ム pHに加茂ら[1]の測定穏を用

いると、 5-3式からn=3となった。 n穫についてはさまざまな報告

[1， 10-13] があり、いまだ不明な点が多い。酸化的リン酸化犠構

の化学嚢論的な解析にはム ψ、ムpHをそれぞれ精度よく部定するこ

とが不可欠である。脂搭性イオン選択性電極でム ψを簡易的:こ精度

よく、しかも連続的に求められる方法が確立したことで、さらにミ

トコンドリアのエネルギー産生機構を定量的に解明できることが期

待できる。
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表5-3プロープ吸着を揺正した膜電位

f=0.7 としてト1式から膜電位を計算した。膜電位はgramicidin濃

度 (G)を調整して変化させた。同一条件で各プロープから計算した

膜電位の平均値と標準偏差を求めた。単位(mV) 

G(nM) TPMP+ TPEP+ TPPP+ TPBP+ TPAP+ TPP+ Average 

o -147 -145 -141 -141 -140 時 145 -143土2.6

0.2 -142 時 146 -143 -140 -136 四 143 -142土3.1

2.0 -118 -116 -118 由 115 -115 -121 -117土2.4

20.0 -59 叩 54 -61 世 55 nd nd -57土2.9

- 137 -



5-4まとめ

ミトコンドリアへの脂溶性イオンの吸着を測定した。脂活性イオ

ンはTP自P¥TPEP¥TPPP¥TPBP+，TPAP¥TPP+を使用した。

gramicidinで脱エネルギー状態、にし、膜電位のないミトコンドリ

アを得た。各プロープの吸着はLangmuir型であり、希薄謹度領域で

の吸着量は濃度に比例した。

succinateで高エネルギー状態にしたミトコンドリアの、膜電位

によるプロープとりこみを測定した。 4章で導出したプロープ吸着

を揺正した膜電位計算式を適用した。この式でプロープによらない

同一の膜電位が計算でき、吸着を補正した膜電位計算式が適用でき

ることを明らカ瓦:こした[19]0 
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第 6章 高度好塩麗膜ベシクルへの脂搭性イオンとりこみの速度論

6-1緒言

脂活性イオンは接電位プロープとして、しばしば用いられる。特

に微小電径で直接測定できないような細胞、ベシクルなどの膜電位

を推定するには有効な方訟である[1-5] 

震電位プロープとして'よい'条件は

(1)膜あるいは細胞内器官に吸着しない(膜電位が正確である)

(2)膜透過が速い(膜電位に対する応答が速い)

これらの条件をみたすプロープが理想的である。しかしながら(1)， 

(2) は相反する条件であり、吸着の問題は前述のいずれの方法でも

免れない。前章まで脂溶性イオンの吸着について論じて来た。第 2

章ではリボソームについて、第 3，4意では高度好塩霞について、

第 5章ではミトコンドリアについてそれぞれの吸着について考察し

てきた。 TPP+と TPMP +の同族体(Phe)3-p+ -(CH2)n昨日3(n=ト5)

については、プロープの炭素銭が長く(脂語性が高く)なるほど吸

着霊が増加することが明らかとなった。この序列は膜電位の有無で

同ーであった。第4章で'吸著しない状態、'への外持法を提出した。

また吸着矯正した膜電位計算式は用いたプロープによらない値が得

られ、実験式として有効であることを示した。

本章では高度好塩菌膜の脂溶性イオン透過速度の測定を行なう。

上に述べたように'よい'膜電位プロープを選択するためには、透

遺速度の測定が必要である。高度好塩菌践には光駆動性のイオンポ
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ンプ(ハロロドプシン)が含まれている[7，8]。光照射でタンパク

震のコンフォメーション変化が起き、励起状態、になる。励起状態、は

光なしで基底状患に数十ミリ秒で緩和し、この光化学サイクルでク

ロライドイオンが能動鞍送される。従って膜の電荷分離は光照射

(定常光)で速やかに起こり、膜電位は短時間(数百ミリ秒)で定

常状態に遣する。事実、膜電位に高速応答する膜内カロチノイドス

ベクトルから明らかにされている[K.Watanabe (1984)修士論文、

北海道大学]。カロチノイドとハロロドプシンを含むベシクルにフ

ラッシュ光を照射したときのカロチノイドスベクトルのシフトは数

百ミリ秒のオーダーで起こる。光消去でイオンポンプはすみやかに

停止する。クロライドイオンが給送されてはいるがベシクル内外は

4 H NaClで高塩;震度になっているので、光照射によりイオン組成が

大きく変わることは考えられない。従って光消去で膜電位は速やか

に消失する。この実験材料はプロープ透過の速度を解析するのに適

している。なぜなら膜電泣が光で制御できるため、同一サンプルで

繰り返し測定が可能だからである。特に光消去だげで膜電位がl'lP産

になくなるので、プロープ濃度勾配だ:すしかないときの透過接携が

解析できる。光消去でのプロープとりこみをoff}，inetic、光照射

時をonkineticとし、とりこみ速度の比較から透過係数の膜電位依

存性が得られる。

- 142 -



ト2実験材料および波定方法

トトl実験材料

高度好塩菌の培養およびベシクルの詔裂は常法[8，9]:こ従って行

なった。使用した椋はKH-10で、光駆動性のイオンポンプとしてハ

ロロドプシンだけが含まれる[8] 0 脂溶性イオンはTPMP+ ，TPEP+ ， 

TPPP¥TPBP¥TPAPヘTPP+を使用した。 TPP+は向仁化学、他のプロー

ブは東京化成から購入した。

トト2測定方法

ベシクルへの各脂溶性イオンのとりこみの測定には脂活性イオン

選択性電極をそれぞれ使用した。測定液は 4M NaCl， 10 rnM HEPES 

/ NaOH(p託 7.0) を使用した。電箆の作製法およびとりこみ測定[5， 

6，8，10-13]は第 2章、第 3章の部定方法:こ述べた方法と同じである。

脂溶性イオン選択性電在はベシクル外液のプロープ謹度変化を逗続

的にモニタできるので、ベシクル内へのプロープ透過接携を速度論

的に解析できる。電話の応答時間:まプロープ;震度2f音変化で4・7秒で

あった。電怒電位はコンビュータ (NECPC-9801) に入力し、速度定

数kは第3章で使用した次の一次反応速度式で計算した。

U(t) -Ub(O) = (Ue -Dh(O)) [ 1 四 exp(-kon t)] ( on kinetics) 

U(t) -Ub(O) = (U" 世 Ub (0)) ex p (由k0 f f t) (off kinetics) 

(ト 1)
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ここでU(t)はonkineticsの場合光照射開始からの、 offkinetics 

の場合光消去してからのそれぞれの時刻tにおけるとりこみ量、し

は光照射時のとりこみ量の平衡館、 Ub (0) は光照射前のとりこみ量

で、 (0) は膜電位ム ψ=0を表わす。光消去後のとりこみ量の平衝{直

は光照射前の{霞Ub(O) と同じである。 Eo，El，E2をベシクル添加前、

光照射前(暗所下)、光照射後のそれぞれの平街電極電位とする

(図6-1参照)。

U(t)，Ut:<，Ub(O)は次式から求められる[6]。

U(t) = (CoV日IPVl)[ 1 四 exp←FムEa/RT)] (ト 2)

ここでム EfI = ( E(t) 申 Eo)時(RT/F )1n(( Vo + Vl)/Vo )である。

E (t)は光照射あるいは消去後の時刻t における電箆電位 (V) 、Coは

プロープ初濃度。o、Voはベシクル添加前の測定液の体積(m1)、V1

は測定援に添加したストックベシクルサスベンジョンの体程(ぉ1)、

Pはベシクルのタンパク j震度(mg/m1) である。 Ue，UL(めはそれぞれ

れt)=E2，E(t)=El として計算できる。
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6-3結果と考案

図6-1に電箆電位の経時変化のー伊jを示す。上方向の電{立変化は

ベシクル外液のプロープ法度減少に対応した変化、すなわちベシク

ルへのプロープとりこみ景の増加を表わす。ベシクル添加前の各プ

ロープ初涯度はC口封である。電極電位が安定したらストックベシク

ルサスベンジョン(20........ 40 mg protein/m1 )を小量添加した。震

へのプロープ吸着とサスベンジョン添加による測定液希釈のために、

電器電位が減少する。後者による変化霊はすでに第 2章に述べた方

法[6]で計算できる。膜への吸着が平街してから光照射した。電極

電位はさらに減少(外液プ百一ブ濃度の減少)し、数分で安定する。

光を消去すると、電極電位は光照射前のレベルまで回復(ベシクル

内に蓄穫していたプロープの排出)する。光照射あるいは光消去し

てからのプロープのとりこみと排出の経時変化をそれぞれ

on kinetics，off kinetic5とする。

ON KINETI CS 

図6-2は光照射したときのプロープとりこみ速度である。プロー

プ初濃度は10μHである。 6-1式から速度定数を求めた。図ト2に

おいて -ln[(Ue 自 U(t))/(Ue-Ub(O))]対 t のプロットの勾配か

らonkineticの速度定数が求まる。 t初期ではプロットは直線とな

るが、 U(t)がしに近くなると直綜性は落ちる。この領域での速度定

数の計算は正確でない。そこで以後の考察では初期の勾配から計

算した返度定数をonkineticでの値として用いた。速度定数へのプ

ロープ濃度Coの効果を調べた(図ト3) 0 C 0は 1μHから 20μE
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図ト1脂溶性イオン選択性電器の電怒電位変化

上方向の変化がベシクル外液のプロープ濯度減少に対応する、すな

わちベシクルへのとりこみを表わす。↑ (ON)， ↑(0 FF)でそれぞれ

光照射、消去した。 E0， E 1，れはそれぞれベシクル添加前、時間下、

光照射後の電箆電位の平街{産である。これらの測定からト2式でと

りこみ速度が計算できる。
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初期の勾配からonkineticの速度定数を求めた。五日ー10ベシクル

(1.8 rngiml)を4K NaC1，10 mM HEPES(pH 7.0)の部定液に分散した。

プロープ初涯度は10μH。部定温度300C。光強度(500nm以上)は

1120日1m2 0 1，2，3，4，5，6 はそれぞれTPt-IPヘTPEPヘTPPP¥TPBP¥ 

TPP¥TPAP+を表わす。
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kon は6-1式で解析した。測定条件は図ト2と同じである。
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まで変化させた。 Coが201音違うにもかかわらず、速度定数はほとん

どプロープ濃度の影響を受けない。この結果は理論的に予測[文献

5参照]されていたように、プロープとりこみが一次反応で進むこ

とを示唆する。ただしプロープ;震度が希薄な領域でTPAP+ とTPBP+

がわずかにむに依存している。この原因については明らかではない。

速度定数はC日が15μH または20μHでTPMP+くTPEP+くTPPP+く

TPP+ < TPBP+ < TPAP+の!漫に大きく、 1μH または 2μHでは

TPi1P +く TPEP+ < TPPP +く TPBP+く TPAP+く TPP+である。この序列

はほぼ吸着霊の大きさと同じである。事実、プロープとりこみの速

度定数を吸着係数(表←2)でプロットすると、直線関係が得られ

る(図ト4 )。

光強度を変えて速度定数の測定をした。ベシクルへ照射する光強

度を変えると、援電位が変化する[14]0 膜電位は第4章でのベた方

法[6，17]で郡定することができる。プロープ初濃度c0 = 2μHで

の結果を函ト5 に示す。各プロープの速度定数Kon を膜電位の関数

としてプロットした。どのプロープでも Kon は膜電{立世80から四90

mVで箆小f直をとる。このような結果はCo=10μHのときでも同様

の領向であった。

OFF KINETICS 

函ト6はoffkineticでの速度定数koffをC日で‘プロットした結果

である。 kuffは比較的一定した穫である。しかしONKINETICの場合

と同様に、 TP BP + ， T P P + ， T PA P +のkoffのj萎序はCoに法存する。能のプ

ロープについてはドn と!須序は同じである。また kon はC日が増加す

るにつれてわずかに大きくなったが、 koffでは道の傾向である。図
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速度定数k(0 n (プロープ初濃度 2μM)を吸着係数日(表←2)に

対してプロットした。 TPAP+の直線住からのずれは解析上の誤差と

考えられる。
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位は第 4章、ト16式を用い、 f=0.85μ目。膜プロープ初濃度は2

ムψ=0での速度定数は図ト?に示した各プロープとして計算した。

ごとのkoftの平均値をプロットした。
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koffは6-1式で解析した。郡定条件は図6-2 



6-7にkotfと膜電位の関係を示す。ここでの膜電泣は光消去前に発

生していた値である。どのプロープでもkoffは光消去前の膜電位に

は依存しない。この原思は光消去後には膜電位は発生していないた

めと考えられる。言い換えれば、 offkineticにおけるプロープ透

過(排出)の駆動力はベシクル内外の;震度差だけである。しかも、

k(d fが濃度差に無関係に一定であることは、反応次数が一次である

ことを裏づける。またkonに比べkoiiの方が大きいことが注目され

.... 
Q 。

6-1式で定義される一次反応速度定数を onkineticとoffl，inetic 
について測定した。 koffはプロープ濃度勾認にかかわりなく一定で

ある。一方、 koれは膜電位に依存する。 konを膜電位に対してプロ

ットすると極小を示す。プロープとりこみの駆動力が膜電位である

なら、震電位を大きくするに従ってkonが大きくなることは理解で

きる。 しかし膜電位が小さい領域では逆の傾向が観測される。この

現象はつぎのように説明することができる。光を照射したとき、膜

を透過するプロープの涜束 Jon はe1ectrochemica1activityに

比例すると考えてよい[5，15 ]。

Jon :: pon[ Co 申 Ci ex p ( Fムo/RT) ] (ト 3)

ここでpon，Co，Ci，ム ψはそれぞれ透過係数、外液のプロープ濃度、

内液のプロープ濃度、外液を基準とした膜電位である。 R，T， Fは気

体定数、絶対温度、ファラデ一定数である。膜への吸着を考えない

[ 5，16] とき、膜電位:ごよるとりこみは
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膜電位は光消去前に発生していた鑓である。測定条件は図ト5と同

じである。
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-ln[(Ue. -む(t))/Ue]=αpon[ Vi/Vo + exp(FムψIP.T) ] t (6-4) 

で示される。ここで αはベシクルの表面積と Viに関する比例定数で

ある。 Vi ， V 0 はベシクル内、外の体積である。 6-1式で定義した速

度定数は次式に比例する。

k 0 n =αpon[ Vi/Vo + exp(Fム ψIRT)] (ト 5)

exp(FムψIRT)は退分極(ベシクル内負の膜電位の絶対{霞が増加)

すると減少する。たとえば膜電位が Oから由120mVまで変わると、

ex p(FムψIRT)は lから 0.01に減少する(一方、 Vi/V。は通常の条

件(1羽gprote in/ml)で0.003であり、この変化に比べ小さい)。従

って上の説明で図ト5にみられた膜電位の絶対舘増加による konの

減少は理解できる。しかしながら-80"-由90mV以上でkonが増加

した結果の説明はこれだけでは不十分である。ここでponが膜電位

(絶対値)増加にともなって大きくなることが推察される(以下参

照、)。

ト1式で定義したkoffは6-5式と向様の取り扱いから次式と比例

...... .，. 
9 OQ 0 

k 0 f f =αpoif[ Vi/Vo + 1 ] (6-6) 

ここで光消去後の測定の問、膜電位は発生していないと仮定した。

図ト?でk(1 f iは膜電位によらず一定であることを示した。 6-6式に

従うと、この実験系ではpoftはプロープ濃度勾毘に依存しないこと
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を意味する。 kon，koff ，Vi ，Vo ，ム ψはわかっているので、 ko日と

k 0 f fの比からponのpoffに対する比が計算できる。 pOfl/pc，ffを膜電

位の関数としてプロットした(図ト8) 0 ponは膜電位に従って増

加し、ム ψZ 由 100mVで50倍前後大きくなる。 1n(por，/poff)を膜

電位に対してプロットすると、図ト9のように直線が得られる。内

音5負の膜電位が増加するに従ってponが指数的に大きくなることを

示している。さらにプロープの脂活性が異なっても透過係数の膜電

位依存性はほぼ向じであると考えられる。しかしながら図ト8では

脂搭性の高いプロープ迂ど若干Pon/Po IIが大きい。ト5，6-6式の取

り扱いは遅過係数への吸着の寄与を考慮しなかった。このためプロ

ープ間の違いが現れたと考えられるが詳細についてはさらに検討が

必要である。前に述べたように、ト5式の右辺第二項は膜電位増加

で減少する。そのためonkineticの速度定数konはponに比べてそ

れほど大きくならないと考えられる[18]。
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図6-8の縦軸を対数に書き換えた。プロットの縦綜泣6種類のプロー

ブの寝準偏差である。
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ト4まとめ

高度好塩菌膜の脂溶性イオン透過速度の測定を行なった。高度好

塩菌膜には光駆動性のイオンポンプ(ハロロドプシン)が含まれて

いる。この笑験材料はプロープ透過の速度を解析する百的に適して

いる。

脂溶性の異なるホスフォニウムイオンの向族体を用いて光照射、

消去に伴うとりこみ速度を解析した。とりこみ速度は吸着量と同様

に、プロープの脂溶性が高いものほど大きい。膜電位存在下のとり

こみ速度konは骨80mVから斗omVで極小穏をとる。一方、光消去後

の排出速度 k0 f fは光消去以前の温度差に依存しないことが明らか

となった。

とりこみ速度の比較から透過係数の膜電泣依存性を解析した結果、

プロープの透過係数は膜電位に対して、指数的に増加することが示

唆された。とりこみ速度の取り扱いでは透過係数への吸着の寄与を

考慮しなかったが、地の方法との比較など、詳細についてはさらに

検討が必要である。

震電位プロープとして'よい'条件は緒言で述べたように

(1)膜あるいは細胞内器官に吸着せず、 (2)膜透過が速いことであ

る。しかしながら(1)， (2) は相反する条件であり、吸着の問題は免

れない。吸着量の補正は、第 4章の方法で行える。また脂溶性イオ

ンの膜電位応答蒔間はプロープで異なるが、高度好境菌膜の場合、

平衡値;こ達するまでにTPP+で1分以内、 TPMP+で2，3分であった。極

短時間の応答を重視しない場合、脂溶性イオン選択性電極は膜電位

の経時変化を観却する百的には非常に優れた方法である。

- 159 -



引用文献

1 Grinius，L.L.，Jasaitis，A.A. ，Kadziaaskas，Yu.P.，Liberman，E. 

A. ，Skulachev，V.P.，Topali，V.P.，Tsofina，L.M. and 

Vlaoimirava，M.A. (1970) Biochim.Biophys.Acta 216，1時 12

2 Harold，F.M. and Papineau，D.(1972) J.Membrane Bio1. 8，27-

44 

3 Ramos，S. ，Schuldiner，S. and Kaback，H.R.(1976) Proc.Natl. 

Acad.Sci.USA 73，1892-1896 

4 Rottenberg，H. (1975) Bioenerg. 7，61-74 

5 Kamo，N.，Muratsugu，M. ，Hongoh，R. and Kobatake，Y. (1979) 

J.Membrane Bio1. 49，105-121 

6 Demura，M.，Kamo，N. and Kobatake，Y.(1985) Biochim.Biophys. 

Acta 812，377由 386

7 Stoeckenius，W. and Bogomolni，R.A.(1982) Ann.Rev.Biochem. 

51， 587-616 

8 Hazemoto，N.，Kamo，N.，Kobatake，Y.，Tsuda，K. and Terayama，Y. 

(1984) Biophys.J. 45，1073四 1077

9 Lanyi，J.K. and MacDona1d，R.E.(1979) Methods Enzymo1. 56， 

398-407 

10 Kuroki，H.，Kamo，N.，Kobatake，Y.，Okimasu，E. and Utsumi，K. 

(1982) Biochim.Biophys.Acta 693，326由 334

11 Kamo，N.，Racane11i，T. and Packer，L. (1982)Methods Enzymol. 

88，356-360 

12 Muratsugu，M.，Kamo，N. ，Kobatake，Y. and Kimur五，K.(1979)

- 160 -



Bioelectrochem.Bioenerg. 6，477-491 

13 Kamo，N.(1982) Seibitsu Butsuri 22，59-69 

14 Kamo，N.，Takeuchi，M.，Hazemoto，N. and Kobatake，Y.(1983) 

Archiv.Biochem.Biophys. 221，514-525 

15 Johnson，F.M.，Eyring，H. and Po1issar，M.J. (1954)"Kinetic 

Basis of Molecu1ar Bio1ogy"，p545 John Wiely and Sons， 

New York 

16 詰uratsugu，M.，Kamo，N.，Kobatake，Y. and Suda，Y. (1979) 

Membrane 4，323由 330

17 Demura，M.，Kamo，N. and Kobatake，Y.(1985) Biochim.Biophys. 

Acta 820，207-215 

18 Damura，M.，Kamo.，N. and Kobatake，Y.(1985) Bioelectrochem. 

Bioenerg.14，in press. 

- 161 -



ヴ
t第

バクテリアやオルガネラなどの小胞の膜電位を微小電極で直接測

定することは、一般に困難であるので、プロープを導入して間接的

に推定する方法が適用されている。脂溶性イオンはプロープのひと

つであり、接電位測定原理が明確であるという利点があるため、こ

れまで多くの小胞に対して適用されてきた。しかしながら脂活性イ

オンを用いる方法は、定量性が劣るという問題点があった。この原

因は脂溶性イオンが膜に吸着するためである。これまで、吸着補正

の方法が確立されていなかった。そこで本研究では脂溶性イオンを

用いたバクテリアやオルガネラなどの小胞の膜電位測定法の確立を

自的として、生体膜への脂溶性イオンの吸着現象を解析した。脂溶

性イオンは tetraphenylphosphonium (TPPっと triphenylmethyl

phosphonium(TPHPつの同族体、およびスピンラベルした脂溶性ホス

フォニウムイオンを用いた。 TPP+とTP百p+の同族体の吸着は脂溶性

イオン選択性電話で、またスピンプロープは ESRで吸着を測定し

た。その結果、以下に述べることが明らかとなった。

1. リボソーム、高度好塩菌膜ベシクル、ミトコンドリアへの脂溶

性イオンの吸着はLangmuir型の吸着式に従う。吸着霊は高度好塩麗

膜ベシクルの場合が最も多い。これは mediumが高イオン強度(4M 

NaCl)であるために、脂溶性イオンのmediumへの諮解度が低いこと

による。また吸著霊の多いプロープは高穀和性と低穀和性の吸着サ

イトの存在を示唆した。
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2. スどンラベルした脂溶性イオンの吸着に伴う熱力学量を測定し

た。吸着の自由エネルギー変化，ム Gはエンタルピー変化，ム日がほぼ

ゼロであり、エントロビー変化，ム5が支配的である。すなわち吸着

カは疎水性効果の寄与が大部分を占めることが明らかとなった。

3. 脂溶性イオンの吸着サイトをスピンースピン交換相互作用から

推定した。プロープ分子は脂質二分子膜の表面付近に吸着している

ことが示唆された。また膜の両界面への吸着は吸着速度式の解析か

ら、それぞれの膜表面と接する水相のプロープ渥度のみの関数で表

されることを示した。

4. 脂質のゲル状態から液晶状態への相転移において、吸着景が著

しく増加した。この現象は吸着サイトの増加に関係すると考えられ

る。

5. 高度好塩菌膜ベシクルの光誘起膜電位を脂溶性イオンとりこみ

から推定した。吸着補正しない膜電位は、間一条件で測定したにも

かかわらず、プロープの脂溶性が高いほど大きな僅となった。この

原因はとりこみ霊の中に吸着農が含まれているためである。真の膜

電位を計算するには吸着量を差し引かなければならない。この吸着

蚤は3.に述べたように震の両側の濃度に依存する。すなわち膜の両

側でプロープ濃度差がある場合の吸着権構から、補正量を克積るこ

とが必要である。本研究では脂溶性の異なる一連の同族体を使用し

た。これらのプロープで推定した膜電位の間には規則性がある。そ

れは上述したように、プロープの脂溶性が高いほど、過大評価とな

ることである。言い換えれば、脂溶性が低く吸着しない仮想的なプ

ロープがあると、正確な膜電位が求められることを表す。プロープ

の脂溶性(吸着のしやすさ)と膜電位によるとりこみ蓋の関係は次
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式で示すことができる。

U/(COVi) :: Ci8Pp/Co :: [ f + (1-f)Ci/Co ]Kb/Vi + Ci/Co 

ここでUはとりこみ量、 Ci ，C(Iは膜内外のプロープ濃度、 Viは内部体

種、 Khは吸着係数、 fはKbのうちの膜外部相の割合を表すパラメー

タである。 Ci 8 P Pはとりこみ量を吸着補正しないで算出したみかけ

の内部プロープ濃度である。従って Ci8Pp/CoをKbに対してプロット

し、縦軸へ外挿した僅が膜電位によって内外に分布した真の濃度比

Ci/Coである。上式とム ψ::(RT/F)ln(Co/Ci)から次式を得る。

ムψ=(由RT/F)ln[(U/C(I巴 fKb)/( Vi + (1-f)Kb )] 

測定系のVi、Kb、fを予め求めておげば、実測f直む，Coからプロープ

吸着を補正した膜電位が計算できる。この計算式を高度好塩菌膜ベ

シクル、ミトコンドリアに適用した結果、同一条件で求めた膜電位

はプロープの種類に依存しない同じ膜電位が得られた。この式は膜

電位を求める実験式として有効であると考えられる。 fll直はサンプ

ルの膜構造に依存する。事実、高度好塩菌膜ベシクルとミトコンド

リアでは異なる値が得られた。第 4，5章ではf値を数意類、の方法

で決定した。この膜電位計算式をより使いやすくするための課題は、

f寵の簡易的決定法である。脂搭性イオン選択性電箆には、プロー

プ濃度を連続的に部定できる利点があるため、プロープとりこみ速

度の測定が可能である。この方法で、吸着を考慮した透過穣構が明

らかにできれば、 ff直に関する知克が得られると考えられる。
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付録

測定および解析のコンビュータプログラム

犠種:NEC PC-980 1 

A/Dconverter:AD-5312CA&D E1ectric Co). 

言語:N8ト BASIC

A.電極電位測定

[ADC X5] …一一一一--._------手一一一一一一一一一一一一一一一一 1 

B.非線形最小ニ乗法

[NON-E1] 

[SX1007] 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 27

C. 反復法

[B時 f&nllll]一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一…-------19

D.一次反応速度定数の解析

[K 3311]--一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一21

[K FPF4] 一一一一一一一一一一-------_.--ー一一一一一一一一一一一25

[SX1007] 一一一一一一一一一一一---------噂…一一一一一一一 27
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1000 'save IIADC X5"，A 
1010 '*********** ADC X5木本本**('85/08/21) for mitochondria ****米
本******，ドコド***本
1020 W1DTH 80，20:CONSOLE 0，25，0，0:D1M P(4500)，A$(15)，C$(4，15)，C(4 
，15):GOSUB *S 
1030 FOR 1=1 TO 12:READ A$(工):PR1NT A$(工):NEXT:GOSUB *B:PR1NT:PR1 
NT 
1040 1NPUT "OK? H1T RETII，A 
1042 CLS:P設INT "RELATIVE POTENTIAL COEFF1CIENT (RPC)" 
1044 PRINT: PR1NT" RPC = de1taE(25)/de1taEO(25)=X/17.80811 

1046 PRINT:PRINT:INPUT IIRPC =[1.0000]";RPC:IF RPC=O THEN RPC=l 
1048 CLS:FOR 1=1 TO 4:READ A$(1):PR1NT A$(工): NEXT 
1050 GOSUB *B:LOCATE 22，6:PRINT "SELECT No.lI; :X$=INPUT$(l):PRINT 
X$; 
1060 1F X$=1I111 THEN INPむT 11 CH ";CH :LOCATE 50，6:PRINT IICHII;CH 
11 OK?II 

1070 CN=VAL(X$):1F CNく1 OR CN>4 GOTO 1050 
1080 LOCATE ，8 :1NPUT IIELECTRODE POTENTIAL RANGE( mV ) = [20]II;YR 

1090 1F YR=O THEN YR=20:LOCATE 34，8:PRINT "20 " 
1100 PR1NT IISAMPL1NG TIME (";CN;"=く?=く 1000 sec/point) "; :1NPUT 
;ST 
1110 1F ST=O OR ST<CN THEN LOCATE ，9:GOTO 1100 
1120 1NPUT "NUMBER OF DATA P01NTS FOR AVERAGE=[4]";N 
1130 1F N=O T茸ENN=4:LOCATE 34，10:PRINT "4  " 
1140 PRINT:FOR 1=1 TO 4:READ A$(1):PRINT A$(工): NEXT 
1150 PR1NT:1NPUT "ONL1NE OK?・・・・・・・・・・ [RET] 瓦eyll，A :CLS 
1160 =========================================================== 
ーー骨骨骨申ーーーー・・ー甲骨由由時司時ーー曲四由

1170 FOR 1=1 TO 15:READ A$(1):NEXT :GOTO *SAMPLE 
1180 GOSUB *B:PRINT:1NPUT "1. SAMPLE COND1T10N 2. BASEL1NE C宜
ECK II;A 

1190 ON A GOTO *SAMPLE，*BASE :GOTO 1180 
1200 本SAMPLE :W1DTH 80，20 
1210 FOR 1=1 TO CN :CLS:PRINT IICHANNEL 11;工時l:PR1NT
1220 FO宜 J=l TO 12:PR1NT A$(J);C$(1，J):NEXT:GOSUB *B 
1230 FOR J=2 TO 12:LOCATE 37，J+1:L1NE 1NPUT !I"，Z$ :1F Z$OIl!l THEN 
C$(1，J)=Z$ 
1240 NEXT J:NEXT 1 :CLS 
1250 FOR 1=1 TO CN:LOCATE 20*(工申l)，l:PR1NT "CHANNEL ";1-1:NEXT:FO 
R J=l TO 12 
1260 FOR 1=1 TO CN:LOCATE 20*(1-1)，J+1:PR1NT C$(1，J):NEXT:NEXT:GO 
TO 1180 
1265 *BASE:1F C$(l， 5)=FF$ THEN PR1NTII CHANGE F1LE No. !II:GOTO 
1180 
1270 PR1NT:PR1NT"START OK?・・・・・・・・・・ [SPACE]keyll;:X$=1NPUT$(l) :B 
=1 
1280 *GRAPH '=================================================== 
ーー由司ー『山崎勝時申告由明白叩司甲骨骨骨司四時申

1290 OPEN IICOM:083NN" AS #1: GOSUB *S :W1DTH 80，25 XAX1S=2 

司

I申



1300 FOR ~=O TO 2:SCREEN "S:L1NE(34，0)ー(34，320)，，BF:L1NE(34，320) 
ー(634，320)"BF
1310 FOR 1=0 TO 9:L1NE(32，320/10ネヱ)司(36，320/10本1): NEXT 1 
1320 FOR 1=1 TO 10:L1NE(34+(634-34)/10*1，318)叩 (34+(634-34)/10*1，3
22):NEXT 1 
1330 L1NE(40，352)ー(116 ， 3 6 8) ， ，B : NE X T S 
1340 LOCATE O，O:P宜1NT司 YR:PR1NT "E/mV":LOCATE 35，21:PRINT "T1ME/mi 
n. " 
1350 1F B=l THEN FOR 1=0 TO CN-l:LOCATE 0，16由 4*I:PR1NT "CH"i工:NEX
T:LOCATE 20，1:PR1NT "CHECK BASEL1NE. OK? [SPACE]KEY" 
1360 FOR 1=0 TO 78 STEP 15:LOCATE 1，20:PR1NT US1NG "##学##";ST*2*工
/15/XAX1S:NEXT 
1370 LOCATE 50，21:PR工NT "SAMPL1NG T1ME";STi"sec":LOCATE 5，23 
1380 PR1NTItPAGE: [O]CHO [l]CHl [2]CH2&CH3 [3)ALL. [SPACE 
]NEXT JOB" 
1390 T1ME$="OO:OO:OO":LOCATE 6，22:PR1NT T工ME$ ================= 
--唱曲ーーーーーーー申
由ーー恒申時四時四時ーー

1400 FOR 1=1 TO CN 
1410 1F 工>1 T珪ENPR1NT #l，"SET"+STR$C工):FORJ=O TO 1000:NEXT 
1420 PR1NT #l，"DT1N":1NPUT #l，P(1):1F 工>2 OR CH>l THEN P(1)=P(工)/
10 
1430 NEXT :1=1 
1440 T=3600*VAL(LEFT$(T1ME$，2))+60*VAL(M1D$(T1ME$，4，2))+VAL(RIGHT 
$(TIME$，2)) 
1450 X$=INKEY$:IF INP(&HEO)=254 OR X$="l" OR X$="2" OR X$="3" THE 
N SCREEN i， ，1+VAL(X$)*Cl+VAL(X$))/2 
1460 ON 由 (1NP(&HE9)=191) GOTO *AA :1F 工=T/ST THEN 1470 ELSE 1440 
1470 FOR K=l TO CN :M=K+1*CN 
1480 1F CN>l THEN PRINT 学1，"SET"+STR$(K) :FOR J=O TO 999:NEXT 
1490 PRINT #l，"DT1N":1NPUT #l，P(M) :1F K>2 OR CH>l THEN P( 
M)=P(M)/10 
1500 X=34+工*XAXIS: Y=320+(P(M)時 P(K))/YR本320000!-64*五本B
1510 1F X>634 THEN X=X-600 ELSE 1F YくoTHEN Y=Y+320 ELSE 1F Y>320 
THEN Y=Y-320 
1520 IF X>634 OR Y<O OR Y>320 THEN GOTO 1510 
1530 SCREEN ，， (K-l)̂ .7:PSET(X，Y):LOCATE 6，22:PR1NT TIME$ :LOCATE 
16，22:PR1NT US1NG "CH学学:学学学学学.#学学mV";:区一1，P(M)*1000
1540 NEXT K: 1=1+1: GOTO 1440 

1550 ========================================================コ公立
申申司明世・・ー叩申時時ーー
時申甲骨ー曲目ー由時由申由

1560 *AA: 工F CNOl THEN PR1NT #1， "SET 1" 
1570 GOSUB *B:FOR J=l TO 400:X$=1NKEY$:NEXT :CLOSE #1 :DN=I四 l
1580 LOCATE 20，10:1NPUT "l.DATA 1NPUT 2.DATA F1LE ";A 
1590 IF A=l THEN B=O:GOTO *GRAPH ELSE IF A=2 GOTO *DF1LE ELSE 158 
O 
1600 *DFILE '===========================三2222Z222=========2222Z2
骨骨骨ーーー由明白ーー由時
ーーー由由『甲骨一時軒目ー

1610 GOSUB *CALCU 
1612 A=DSKF(2):PRINT " 
EEP:F1LES 2 

data memory=";A:IF Aく5 THEN GOSUB *B:B 

ワ制



1614，- 1NPUT tI RET"，A 
1620 CLS:FOR 1=1 TO CN:PR1NT 
1630 1F C$(1，5)="" THEN BEEP:PR1NT 
1580 
1640 OPEN tl2:tI+C$(1，5) FOR OUTPUT AS 
1650 FOR J=2 TO 12 :PR1NT #l，C$(1，J) 
，N 
1660 FOR 
C$(1，5) 
1670 PR1NT:PR工NT
; : X$=1NPUT$ (1) 
1680 GOSUB *S:GOTO *SAMPLE 
1690 *CALCU =================================================== 

1700 CLS: R=8.314:F=96484.6 
1710 FOR 1=1 TO CN:FOR J=7 TO 
1720 FOR 1=1 TO CN 
1730 E1=0:FOR M=l 
1740 E2=0:FOR M=DN-N+l 
)=E2-E1 
1750 C1=C(1，7):V1=C(1，8)/1000:C2=C(1，9)*1000:V2=C(1，10)/lE+06:V1= 
C(I， 11)/lE+06 
1760 VES=C2*V2:CVES=VES/(V1+V2):T=273.15+C(1，12):EA=E(1)+R*T/F*RP 
C*LOG((V1+V2)/V1) 
1770 C3=C1*EXP(EA*F/R/T/RPC):UE=(C1*V1-C3*V1)/VES 
C3 
1780 LPR1NT tI=====F1LE 
1790 LPR1NT US1NG "& 
$(工， 6)，C(1，12)
1800 LPR1NT US1NG 
1NT A$(14) 
1810 LPR1NT 
LPR1NT 
1820 NEXT :LPR1NT:RETURN 
1830 *S:CLS:FOR 1=0 TO 2:SCREEN 
REEN，O:NEXT:RETURN 
1840 *B:FOR F=O TO l:BEEP l:FOR 
o 70:NEXT G:NEXT F :RETURN 
1850 END: '==========な----コ===zz=222==========22===z=Z222Z22====zz

1860 DATA "PROGRAM OF ELECTRODE 
HANNEL A/D CONVERTER"，"" 
1870 DATA "1. The uptake 
measured by means of an 

tI:GOTO 
tI;C$(1，5) 
F1LE No.? 

市ムN
 

'I蜘R
 

D'-
m
4
 

V
A
 

門
H
UN
 

‘・4
4
T
 

F1LE No. 
NOT DEF1NED " 

" 

#l，CN，YR，ST，DN 

:FF$= :NEXT τム
品
守:NEXT:CLOSE #l，P(工+M本CN):PR1NT DN TO M=O 

[SPACE]REY" RESTART? F1LED. DATA " 

12:C(1，J)=VAL(C$(1，J)):NEXT:NEXT 

N :E1=E1+P(工+M本CN):NEXT:E1=E1/N
DN:E2=E2+P(工+M*CN):NEXT:E2=E2/N

TO 
TO :E(1 

:C1CO=むE/V工/

N0.":Cs (I，5);"222===zzzzzzz=22=====" 
&##.4字。 C":C

A$ (13) ; C ( 1，7) ， C (1，8) ， C (I ， 9) ， C (1， 10) ， C (I， 11) : LPR 

A$(15);E(1)*1000，EA*1000，C3，CVES/1000，むE，C1CO

l:SC 

T G=O 

399:ROLL 

。:FORG:BEEP 

2，0，1:SCREEN，3:ROLL 

70:NEXT TO G=O 

US1NG 

C 

1ipophi1ic ions by vesic1es etc. are 
e1ectrode se1ective respective ions. 

FOUR WITH MEASUREMENT POTENTIAL 

。f

com 

1880 DATA "2. The potentia1 difference between the se1ective ele 
ctrode and the reference e1ectrode is measured with an e1ectr 
ometer(output;normal or tenfold).tI 
1890 DATA "3. With this program the signal is 
puter through an A/D converter." 

this 工nstored 

3 



1900 DATA "4. Set the disket for data stock on drive-2." "" 
1910 DATA "な=ヱま= A/D CONVERTER (CHO， CH1， CH2， CH3) =====" 
1920 DATA "CHO ELECTROMETER (NORMAL OUTPUT)" 
1930 DATA "CHl ELECTROMETER (NORMAL OUTPUT)" 
1940 DATA "CH2 ELECTROMETER (TEN-FOLD OUTPUT)" 
19oO DATA "CH3 ELECTROMETER (TEN-FOLD OUTPUT)" 
1960 DATA "1. CHO or CHl or CH2 or CH3"，"2. CHO，CH1"，"3. CHO，C 
Hl，CH2"，"4. CHO，CH1，CH2，CH3" 
1970 DATA "SET MULTI LOGG工NGMETER(AD-o312)."，" 
ーーーー(DCV]"，" RANGE--申ーーーーーー(AUTO]，[HI SAMPL]"，" 
P SELECT--[CHO]" 
1980 DATA "======== SAMPLE CONDITION ========= " 
1990 DATA "Date 
2000 DATA "Channel No. 
2010 DATA "Exp. No. 
2020 DATA "File No. 
2030 DATA "Comment 
2040 DATA "Concn.( initia1 probe ) /mol/l" 
20oO DATA "Volume( initial probe soln.) /m1 
2060 DATA "Concn. ( stock vesic1e susp.) /mg/m1 " 
2070 DATA "Volume( added vesicle susp.) /u1 
2080 DATA "Volume( intra vesic1e ) /u1/mg" 
2090 DATA "Temp. /oC 
2100. DATA "PROBE SOLN##.##̂ ^̂ m̂o1/1，#学.，宇m1. VESI SUSP###.#mg/m1， 
学学学.#u1，##.#ul/mg"
2110 DATA " Emeas/mV 
mg Ciapp/Co" 
2120 DATA "#学#.4tt#

ーー/-甲/ー叩 " 
" 
" 
" 
" 

" 

" 

" 

Eup/mV Co/mo1/1 Cves/mg/ml 
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1 'save "NON-El" 
100 REM NON-1INEAR 1EAST SQUARE ANA1YSIS PROGRAM (Km DETERMIMATIO 
N) 
110 REM WITTEN BY BI11 FINKENSTADT 03;02;77 
120 REM REVISED FOR NEC PC申 9801F世 2 BY MISAO TASHRO & KIMIKAZU HAS 
HINO 
130 WIDTH 80，25:CONS01E 0，25，0，0:SCREEN 2 
140 C1EAR 
150 M9=20 
160 F3=0 
170 N9=9 
180 NO=1 
190 N2=1 
200 N=100 
210 D工M X1(100)，Y1(100)，A7(10，10)，A9(10，10)，D9(10)，I9(10)，J9(10) 
220 DIM X2(4)，A(10)，F9(11)，I8(10)，L9(6)，B9(10) 
230 DIM A1$(10) 
240 FOR 1=1 TO N9 
250 A(工)=0
260 18(1)=0 
270 F9(工)=0
280 NEXT 工
290 F9(lO)=0 
300 L9(2)=.001 
310 C1S :R011 399:R011 1 
320 PR1NT "NON-11NEAR 1EAST SQUARE ANA1YS1S (瓦m CA1CU1AT10N )" 
330 PR1NT 
340 19(3)=.001 
350 PR1NT "CURRENT MAX1MUMS: NUMBER OF PARAMETERS"; N9 
360 PRINT " NUMBER OF P01NTS "; N 
370 PR1NT " NUMBER OF 1TERAT10NS";M9 
380 PR1NT "CONVERGENCE CR1TERION DE1TA ";19(2) 
390 PR1NT " EPS110N ";L9(3) 
400 PRINT "AVA工1ABLE FUNCT10NS ARE :" 
410 PR1NT" 1. Simp1e Michaelis Menten" 
420 PR1NT" 2. Two Enzyme Variation of Michae1is Menten" 
430 PR1NT 
440 PR1NT "REQUESTED FUNCT10N NUMBER 1S "; 
450 1NPUT F9(1) 
460 PR工NT
470 F9(1)=1NT(F9(1)) 
480 PR1NT "ENTER TIT1E :"; 
490 1NPUT D$ 
500 工F LEN(D$)く=0 THEN 520 
510 T$=D$ 
520 工F F9 (1)く1 OR F9(1)>2 THEN 540 
530 GOTO 560 
540 PRINT "YOU HAVE MADE A TYP1NG ERROR!! TRY AGAIN !!!" 
550 GOTO 440 
560 L=F9(1) 

疋
叫



570 ON L GOTO 580，660 
580 REM S1MPLE M-M=======================な Z=ZZZ222222Z22==zzz==2Z

590 N9=2 
600 H$="[S]" 
610 V$="Ve1ocity" 
620 B$="[S] and Ve1ocity" 
6 3 0 A 1 $ (l ) = " V ( m ax ) 
640 A1$(2)="Km 
650 GOTO 750 
660 REM TWO ENZYME 

670 N9=4 
680 H$="[S]" 
690 V$="Ve1ocity" 
7 0 0 B $ =" [ S] an d Ve 1 0 c i t y" 
710 A1$(l)="V(max) [1] 
720 A1$(2)="Km[1] 
730 A1$(3)="V(max)[2] 
740 A1$(4)="Km[2] 
750 REM 1NPUT DATA 

760 1F F9(9)=1 THEN 950 
770 1F F3=1 THEN 950 
780 PR1NT 
790 PR1NT "工s
800 1NPUT D$ 
810 1F D$="N" THEN 
820 GOSUB 3120 
830 GOTO 950 
840 PR1NT 
850 PR工NT
860 1NPUT 
870 PR工NT
880 PR1NT 
890 PR1NT 
900 FOR 1=1 TO 
910 PRINT 1; 
920 INPむT X1(工)， Y1(1) 
930 NEXT 1 
940 PR1NT 
950 PRINT "ENTER 
960 F9(9)=0 
970 FOR J=1 TO N9 
980 PRINT Al$(J); 
990 1NPUT A(J) 
1000 PRINT "TYPE 
1010 1NPUT D$ 
1020 工8(J)=0
1030 IF D$="N" 

'
'
 

'
'
 

•.• 

VAR1AT10N=============怠--怠怠======Z2222222====友

OF 
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18(J)=1 
NEXT J 
PR1NT 
PRINT " 
PR1NT 
PR1NT "1. 
1NPUT D$ 

ANSWER Y/N" 

DO YOU WANT TO LIST/ED1T THE DATA"; 

工F D$="N" THEN 1130 
GOSUB 1740 
GOSUB 1570 
PR1NT "2. DO YOU WANT TO STORE THE DATA ON D1S瓦"
1NPUT D$ 
工F D$="N" THEN 1180 
GOSUB 3010 
PR1NT "3. DO YOU WANT TO EXCUTE THE FIT"; 
1NPUT D$ 
工F D$="N" THEN 1430 
GOSUB 3230 
LOCATE 0，24:PRINT "RETURN KEY! !"; 
1NPUT D$ 
工F LEN(D$)=O THEN 1260 
GOTO 1220 
CLS :ROLL 399:ROLL 1 
PR1NT "1. L1ST THE DATA" 
PR1NT "2. L1ST THE RESULT" 
PR1NT "3. PLOT THE RESULT" 
PR1NT "4. RESTART THE PROGRAM" 
PR1NT "5. END THE PROGRAM" 
PRINT 
PRINT "REQUESTED FUNCT10N NUMBER 1S"; 
1NPUT FO(l) 
FO(l)=1NT(FO(l)) 
Q=FO(l) 
工F Q=4 THEN 1460 
1F Q=5 THEN 1560 
ON Q GOSUB 2120，5640，6140 
工F FO (1)く1 OR FO(1)>5 THEN 1420 
GOTO 1220 
PR1NT "YOU HAVE MADE A ERROR!! TRY AGA1N!!" :GOTO 1330 
PR1NT "DO YOU WANT TO RESTSRT THE PROGRAM"; 
1NPUT D$ 
1F D$="N" THEN 1560 
PR1NT "USE OLD DATA "; 
1NPUT D$ 
IF D$="N" THEN 140 
PR1NT "USE D1FFERENT FUNCT10N "; 
INPUT D$ 
1F D$="N" THEN 1540 
F3=1 
GOTO 400 

ー 7 叩



1540 PRINT "CORRENT PARAMETERS OR DATA ASUMMED " 
1550 GOTO 1070 
1560 CLS 3:END 
1570 REM SUBROUTINE REORDER DATA FOR PRESENTATION ON CRT========= 
時ー時四ー暗号骨骨哩ー-
--ーー骨骨時唱曲目時『

1580 N=N1 
1590 M1=X1(N) 
1600 FOR 1=1 TO N 
1610 IF M1>X1(I) THEN 1640 
1620 M1=X1(I) 
1630 M2な Z
1640 NEXT 工
1650 X1(M2)=X1(N) 
1660 X1(N)=M1 
1670 M1=Y1(M2) 
1680 Y1(M2)=Y1(N) 
1690 Y1(N)=M1 
1700 N=N吋 1
1710 IF N=1 THEN 1730 
1720 GOTO 1590 
1730 RETURN 
1740 REM SUBROUT1NE LIST/EDIT==================================== 
世帯骨骨申ー四世帯叩由由

自由骨骨骨---苧申甲南

1750 PR1NT "LIST/EDIT SUBROUTINE ANSWER ALL QUESTIONS Y OR N" 
1760 PRINT 
1770 PR工NT "DO YOU WANT TO SEE THE DATA"; 
1780 INPUT D$ 
1790 1F D$="N" THEN 1810 
1800 GOSUB 2120 
1810 PRINT "DO YOU WANT TO EDIT DATA"; 
1820 INPUT D$ 
1830 IF D$=!fN" THEN 2110 
1840 PRINT "IS THE NUMBER OF DATA POINTS CORRECT"; 
1850 INPUT D$ 
1860 IF D$="Y" THEN 1880 
1870 GOSUB 2340 
1880 PRINT "DO YOU WANT TO SEE THE DATA AGA工N"; 
1890 INPUT D$ 
1900 1F D$="N" THEN 1920 
1910 GOSUB 2120 
1920 PR1NT "ARE ALL OF THE DATA ENTRIES CORRECT"; 
1930 INPUT D$ 
1940 工F D$="Y" T耳EN 1960 
1950 GOSUB 2570 
1960 PRINT "DO YOU WANT TO SEE THE DATA AGAIN"; 
1970 INPUT D$ 
1980 1F D$="N" THEN 2000 
1990 GOSUB 2120 
2000 PRINT "ARE THE PARAMETERS.F1XED CHOICES CORRECT"; 
2010 INPUT D$ 

。u



2020 IF D$="Y" THEN 2040 
2030 GOSUB 2780 
2040 PR1NT "DO YOU WANT TO SEE THE DATA AGA1N"; 
2050 1NPUT D$ 
2060 IF D$="N" THEN 2080 
2070 GOSUB 2120 
2080 PR1NT "!! !LAST CHANGE TO MAKE CORRECT10NS!!! START ED1T AGA1 
N" ; 
2090 1NPUT D$ 
2100 IF D$O"N" THEN 1740 
2110 RETURN 
2120 REM SUBROUTINE LIST 
2130 CLS 1 
2140 GOSUB 1570 
2150 PRINT "T1TLE :";T$ 
2160 PRINT 
2170 PR1NT " PARAMETER 
2180 FOR J=l TO N9 
2190 D$="NO" 
2200 1F I8(J)=0 THEN 2220 
2210D$="YES" 
2220 PRINT A1$(J); 
2230 PR1NT TAB(22);""; :PR1NT US1NG"##.#####̂ ^̂ "̂;A(J);:PR1NT TAB( 
40);D$ 
2240 NEXT J 
2250 PRINT 
2260 PR1NT " 
2270 PRINT B$; 
2280 PR1NT 
2290 FOR 1=1 TO N1 
2300 PR1NT 1; :PR1NT TAB(15);""; :PRINT むSING門学学.学学学学学^^^^" X1(工); 
2310 PRINT TAB(31);""; :PRINT US1NG"##.#####̂ ^̂ "̂;Y1(工)
2320 NEXT 1 
2330 RETURN 
2340 REM SUBROUT1NE CORRECT THE NUMBER OF DATA POINTS============ 

F1XED" 

" . ， 

骨骨由甲骨骨四叫由・-

F 甲骨ー・・・・ー『司由

2350 PRINT "THE NUMBER OF DATA P01NTS 1S ";N1 
2360 PRINT "CHANGE THIS NUMBER TO "; 
2370 1NPUT N2 
2380 IF N2>N1 THEN 2490 
2390 N3=N1-N2 
2400 FOR J=l TO N3 
2410 PR1NT "DELETE DATA P01NT NUMBER "; 
2420 INPUT N4 
2430 FOR I=N4 TO N1-1 
2440 X1(1)=X1(I+1) 
2450 Y1(工)=Y1(I+1)
2460 NEXT 1 
2470 NEXT J 
2480 GOTO 2550 

GJE 



249 0 P R I N T .B $ ; 
2500 PRINT 
2510 FOR I=N1+1 TO N2 
2520 PRINT I 
2530 INPUT X1(工)， Y1(I) 
2540 NEXT I 
2550 N1=N2 

2560 RETURN 
2570 REM SUBROUTINE CORRECT DATA POINT ENTRIES=================== 
時ー骨ー曲目甲骨骨骨叩ー

唱曲噛ーー時・・ーーー司直
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時晴ーー.蜘甲骨ー甲骨骨世

ー骨骨時四ーーーー申『申

2790 ‘PRINT " PARAMETER FIXED" 
2800 FOR J=l TO N9 
2810 PRINT 
2820 P宜工NT A1$(J); 
2830 D$="YES" 
2840 IF I8(J)=1 THEN 2860 
2850 D$="NO" 
2860 PRINT A(J)，D$ 
2870 PRINT 
2880 PRINT "工S THIS CORRECT "; 
2890 INPUT D$ 
2900 IF D$O"N" THEN 2990 
2910 PRINT 
2920 PRINT A1$(J); 
2930 INPUT A(J) 
2940 PRINT "TYPE Y/N TO FIX THIS PARAMETER "; 
2950 INPUT D$ 
2960 I8(J)=0 
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2970 IF D$="N" THEN 2990 
2980 I8(J)=1 
2990 NEXT J 
3000 RETURN 
3010 REM SUBROUT1NE STORE DATA ON DISK ========================== 
ー申ーー申ーーー甲骨叩ー甲
骨骨ー自由晴骨骨骨曲目時ー

3020 PRINT "工NSERT DATA DISK ON D-2!! WHAT IS THE DATAFILE NAME " 

3030 INPUT D1$ 
3040 OPEN "2:"+D1$ FOR OUTPUT AS #1 
3050 PR1NT #l，T$ 
3060 PRINT #1，N1 
3070 FOR J=l TO N1 
3080 PRINT #1，X1(J)，Y1(J) 
3090 NEXT J 
3100 CLOSE #1 
3110 RETURN 
3120 REM SUBROUTINE 1NPUT THE DATA FROM DISK ============之江===2ZZ
申ーー世田恒由申四時四由申
曲目甲骨ー曲四世由ーーーー

3130 PR1NT "1NSERT DATA D1SK ON D-2 !! ":F1LES 2:PRINT "WHAT 1S T 
HE DATAFILE NAME "; 
3140 工NPUT D1$ 
3150 OPEN "2:"+D1$ FOR INPUT AS #1 
3160 1NPUT #l，T$ 
3170 INPUT #1，N1 
3180 FOR J=l TO N1 
3190 INPUT #1，X1(J)，Y1(J) 
3200 NEXT J 
3210 CLOSE #1 
3220 RETURN 
3230 REM TH1S SUBROUT1NE EXCUTES THE FIT ======================== 
曲目町四四世帯時同時司『時

ー申申叩ーーー『骨骨世由ー

3240 PRINT 
3250 PR1NT "BEG1NNING NON-L1NEAR LEAST SQUARE F1T " 
3260 PRINT 
3270 L9(1)=.001 
3280 L9(4)=0 
3290 X2(l)=0 
3300 X2(2)=0 
3310 X2(3)=0 
3320 N2=1 
3330 NO=l 
3340 FOR M8=1 TO M9 
3350 PRINT "RUNNING ITERATION NUMBER ";M8 : 'BEEP 
3360 GOSUB 3900 
3370 工F F9(10)=1 THEN 3650 
3380 PRINT 
3390 PRINT "1TERAT10N NUMBER ";M8;" DONE" 
3400 PR1NT 
3410 X2(1)=X2(3)-X2(2) 

一11 -



3420 S9=X2(1)/X2(2) 
3430 PRINT "#  PARAMETER PREV工OUS DE1TA IR 
E1 DE1TA" 
3440 P琵INT
3450 FOR J=l TO N9 
3460 J9(J)=ABS(D9(J)/A(J)) 
3470 PRINT J; :PRINT TAB(5);""; :PRINT USING"##.#学学##̂ ^̂ "̂;A(J)
3480 PRINT TAB(20);""; :PRINT USING"##.#####̂ ^̂ "̂;B9(J); 
3490 PRINT TAB(35); :PRINT USING"学学.4t###4FAAAAH;D9(J ); 
3500 PRINT TAB(50);""; :PRINT USING"##.#####̂ ^̂ "̂;J9(J) 
3510 NEXT J 
3520 FOR J=l TO N9 
3530 IF J9(J)>19(2) THEN 3570 
3540 NEXT J 
3550 REM =================な---ご----な222zzz=======Z222Z2======22==
暗唱ーー・.

ー骨骨骨骨

3560 19(4)=1+19(4) 
3570 REM ======================================================== 
骨骨申司由

ー叫『帽噛

3580 IF ABS(S9)>19(3) THEN 3600 
3590 19(4)=19(4)+2 
3600 X2(3)=X2(2) 
3610 IF 19(4)く>0 THEN 3680 
3620 NEXT M8 
3630 PRINT "'" ITERAT工ONCOUNT EXCEEDED !!!" 
3640 GOTO 3700 
3650 PRINT "EMERGENCY!!!!! EXIT !!!" :BEEP:BEEP:BEEP:BEEP 
3660 F9(10)=0 
3670 GOTO 3700 
3680 PRINT "CONVERGED(MODE= ";19(4);" )" :BEEP:BEEP:BEEP 
3690 PRINT 
3700 FOR K=l TO N9 
3710 FOR J=l TO N9 
3720 A9(K，J)=A7(K，J) 
3730 NEXT J 
3740 NEXT K 
3750 GOSUB 4880 
3760 FOR J=l TO N9 
3770 IF I8(J)=0 THEN 3790 
3780 A9(J，J)=0 
3790 I9(J)=SQR(X2(2)*A9(J，J)/N8) 
3800 NEXT J 
3810 PRINT "DO TOU WANT TO 1IST THE RESU1TS "; 
3820 INPUT D$ 
3830 工F D$="N" THEN 3850 
3840 GOSUB 5640 
3850 PRINT "DO YOU WANT TO P10T THE RESU1TS"; 
3860 INPUT D$ 
3870 IF D$="N" THEN 3890 
3880 GOSUB 6140 

- 12 時



3890 RETURN 
3900 REM CURVEFIT BEVINGTON STAT. ANAL. PG 238-239 
四--時ーー----ー-申骨骨ー・・--ー・・申申申ー四

3910 REM A7 ALPHA(N9，N9) 
3920 REM A9 ARRAY(N9，N9) 
3930 REM B9 BETA(N9) 
3940 REM Y DEPENDENT VARIABLE(N) 
3950 REM D9 DERIV(N9) 
3960 REM X2 CHI-SQ(3) 
3970 REM WGT=l FOR ALL N 
3980 REM Y1 OBS(N) 
3990 FOR K=l TO N9 
4000 FOR J=l TO N9 
4010 A7(K，J)=0 
4020 A9(K，J)=0 
4030 NEXT J 
4040 NEXT K 
4050 X2(l)=0 
4060 FOR K=l TO N9 
4070 B9(K)=0 
4080 NEXT K 
4090 N7=(N1-NO+1)/N2 
4100 N8=N7時 N9
4110 FOR I=NO TO N1 
4120 X=X1(I) 
4130 GOSUB 5900 
4140 W1=Y 
4150 FOR L1=1 TO N9 
4160 D9(L1)=0 
4170 NEXT L1 
4180 FOR J=l TO N9 
4190 IF I8(J)く>0 THEN 4250 
4200 AO=A(J) 
4210 A(J)=A(J)*1.001+.000001 
4220 GOSUB 5900 
4230 A(J)=AO 
4240 D9(J)=(Y-W1)/(AO*.001+.000001) 
4250 NEXT J 
4260 FOR J=l TO N9 
4270 IF I8(J)く>0 THEN 4330 
4280 B9(J)=B9(J)+(Y1(I)斗日)*D9(J)
4290 FOR K=J TO N9 
4300 A7(J，K)=A7(J，K)+D9(J)*D9(K) 
4310 NEXT K 
4320 GOTO 4340 
4330 A7(J，J)=1 
4340 NEXT J 
4350 X2(1)=X2(1)+(Y1(I)司 W1)̂ 2
4360 NEXT 1 
4370 FOR J=l TO N9-1 
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4380 FOR K=J+1 TO N9 
4390 A7(K，J)=A7(J，K) 
4400 NEXT K 
4410 NEXT J 
4420 FOR J=l TO N9 
4430 FOR K=l TO N9 
4440 A9(J，K)=A7(J，K)/SQR(A7(J，J)*A7(K，K)) 
44OO NEXT K 
4460 1F 18(J)<>0 THEN 4480 
4470 A9(J，J)=1+19(1) 
4480 NEXT J 
4490 GOSUB 4880 
4OOO FOR 11=1 TO N9 
4o10 19(11)=A(11) 
4o20 NEXT 11 
4o30 FOR J=l TO N9 
4o40 FOR K=l TO N9 
4ooO 工9(J)=I9(J)+B9(K)*A9(J，K)/SQR(A7(J，J)*A7(K，K))
4o60 NEXT K 
4o70 NEXT J 
4o80 FOR 11=1 TO N9 
4o90 J9(11)=A(11) 
4600 NEXT 11 
4610 FOR 11=1 TO N9 
4620 A(11)=19(11) 
4630 NEXT 11 
4640 X2(2)=0 
46OO FOR I=NO TO N1 
4660 X=X1(I) 
4670 GOSUB o900 
4680 X2(2)=X2(2)+(Y1(I)-Y)̂ 2 
4690 NEXT 1 
4700 1F X2(2)く=X2(1) THEN 4770 
4710 1F F9(l0)時 1=>0 THEN 4770 
4720 19(1)=10*19(1) 
4730 FOR 11=1 TO N9 
4740 A(11)=J9(11) 
47oO NEXT L1 
4760 GOTO 4420 
4770 FOR L1=1 TO N9 
4780 D9(L1)=J9(L1)-A(L1) 
4790 B9(L1)=J9(11) 
4800 NEXT 11 
4810 FOR K=l TO N9 
4820 FOR J=l TO N9 
4830 A9(K，J)=A7(K，J) 
4840 NEXT J 
48OO NEXT K 
4860 19(1)=L9(1)/10 
4870 RETURN 

- 14 時



4880 REM MATR1X 1NVERS10N BEV1NGTON STAT. ANAL. PG 302-303 
ー時四時・・ー骨骨ー--甲田

・・ー骨骨時申司自ーー申甲南

4890 REM A8 AMAX 
4900 REM A9 ARREY 
4910 REM D8 DET 
4920 REM 19 1R 
4930 REM J9 1J 
4940 REM 1，J，R，L ARE 1ND1CES 
4950 D8=1 
4960 FOR R=l TO N9 
4970 A8=0 
4980 FOR 1=R TO N9 
4990 FOR J=K TO N9 
5000 1F ABS(A8)>ABS(A9(1，J)) THEN 5040 
5010 A8=A9(I， J) 
5020 工9(瓦)=1
5030 J9(K)=J 
5040 NEXT J 
5050 NEXT 1 
5060 工F A8く>0 THEN 5110 
5070 FOR L1=1 TO N9 
5080 D9(L1)=0 
5090 NEXT L1 
5100 RETURN 
5110 1=19(R) 
5120 1F 1く瓦 THEN 4980 
5130 1F 1=R THEN 5200 
5140 1F 1>K THEN 5150 
5150 FOR J=l TO N9 
5160 S9=A9(K，J) 
5170 A9(R，J)=A9(1，J) 
5180 A9(I， J)=一S9
5190 NEXT J 
5200 J=J9(K) 
5210 1F J<瓦 THEN4980 
5220 1F J=K THEN 5290 
5230 1F J>K THEN 5240. 
5240 FOR 1=1 TO N9 
5250 S9=A9(I， K) 
5260 A9(1，K)=A9(工， J) 
5270 A9(1，J)=-S9 
5280 NEXT 1 
5290 FOR 1=1 TO N9 
5300 IF 1=K THEN 5320 
5310 A9(1，K)=苧 A9(I，K)/A8
5320 NEXT 1 
5330 FOR 1=1 TO N9 
5340 FOR J=l TO N9 
5350 1F 1=K THEN 5380 
5360 IF J=K THEN 5380 
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5370 A9(1，J)=A9(1，J)+A9(1，K)*A9(K，J) 
5380 NEXT J 
5390 NEXT 1 
5400 FOR J=l TO N9 
5410 1F J=K THEN 5430 
5420 A9(K，J)=A9(K，J)/A8 
5430 NEXT J 
5440 A9(K，K)=1/A8 
5450 NEXT K 
5460 FOR L=l TO 
5470 K=N9由 L+1
5480 J=19(K) 
5490 1F J<=K THEN 5550 
5500 FOR 1=1 TO N9 
5510 S9=A9(I， K) 
5520 A9(I， K)零時A9(I， J) 
5530 A9(I， J)=S9 
5540 NEXT 1 
5550 1=J9(K) 
5560 1F 1く2瓦 THEN5620 
5570 FOR J=l TO N9 
5580 S9=A9(K，J) 
5590 A9(K，J)=-A9(1，J) 
5600 A9(1，J)=S9 
5610 NEXT J 
5620 NEXT L 
5630 RETURN 
5640 REM SUBROUT1NE 

5650 CLS 1 
5660 PR1NT 
5670 PR1NT 
5680 PR1NT "PARAMETER 
5690 FOR J=l TO N9 
5700 PR1NT A1$(J)j 
5710 1F 18(J)=0 THEN 5740 
5720 PR1NT TAB(22)j""j :PR1NT 
43)j"F1XED" 
5730 GOTO 5760 
5740 PR1NT TAB(22)j""j :PR1NT 
5750 PR1NT TAB(42);""j:PR1NT 
5760 NEXT J 
5770 PR1NT 
5780 PR1NT 
5790 PR1NT 
V1AT10N" 
5800 FOR 1=1 
5810 X=X1 (I) 
5820 GOSUB 5900 
5830 PR1NT 1j :PR工NT

RESULTS F1NAL L1ST 

N9 

-・ー甲骨甲骨同ーー四時四ーー時時由申申時幅一--由回

世田申由骨骨申申ーー申ー曲四ー甲骨骨骨曲四時四ー--

TAB ( 

ERROR" 

US1NG"##.;宇学学学#̂ ^̂ "̂jA(J);:PR1NT 

VALUE 

RESULTS:";T$ "F1NAL 

US1NG"学学..;宮#学学#̂ ^̂ "̂;A(J);
US1NG"##.#####̂ ^̂ "̂;19(J) 

F1T" THE AND 
[ S ] 

DATA 官“
官
“
品
骨
川

市ム

DE BEST 

US1NG"#学.4宮学###̂ ^̂ "̂;X1(1)j

Y Velocity 

TAB(5);""; :PR1NT 
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N1 TO 



5840 PRINT TAB(20);"";:PRINT 
5850 PRINT TAB(35);""; :PRINT 
5860 PRINT TAB(50);""; :PRINT 
5870 NEXT I 
5880 PRINT 
5890 RETURN 
5900 REM SUBROUTINE 
5910 L=F9(1) 
5920 ON L GOTO 
5930 REM SIMPLE 

5940 Y=A(1)*X/(X+A(2)) 
5950 RETURN 
5960 REM TWO 

5970 Y=A(1)*X/(A(2)+X)+A(3)本X/(A(4)+X)
5980 RETURN 
5990 REM SUBROUTINE 

6000 IF N9=4 THEN 6030 
6010 DEF FNM(X)=A(1)*X/(X+A(2)) 
6020 GOTO 6040 
6030 DEF FNM(X)=A(1)*X/(A(2)+X)+A(3)*X/(A(4)+X) 
6040 LINE(100，0)由 (635，345)，，B 
6050 LINE(100，25)一(105，25)
6060 LINE(100，105)時(105，105)
6070 LINE(100，185)申(105，185)
6080 LINE(100，265)ー(105，265)
6090 LINE(230，345)ー(230，340)
6100 LINE(360，345)ー(360，340)
6110 L工NE(490，345)ー(490，340)
6120 LINE(620，345)時 (620，340)
6130 RETURN 
6140 REM SUBROUTINE 

6150 SCREEN 2:CLS 1 
6160 V=LOG(Y1(N1))/LOG(10) 
6170 Vo=工NT(V)
6180 VO=ABS(VO) 
6190 IF V=>l THEN VO=10̂ (-VO) 
6200 IF V<l THEN VO=10̂ VO 
6210 W=LOG(X1(N1))/LOG(10) 
6220 WO=INT(W) 
6230 WO=ABS(WO) 
6240 IF W=>l THEN WO=10̂ (-WO) 
6250 IF Wく1 THEN WO=10̂ WO 
6260 O=Yl(Nl)ネVO
6270 OO=INT(O) 
6280 IF 0時 00=0
6290 IF 0く0-00
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5930，5960 
M-M ========コ==========22=zz====22ZZ22222=====222

SETUP 

由時申苧ーーー甲骨骨ーー・・ー叩ー世田町ーー・・---時ー由時ー幅四世帯申自由ー・・-----ー世帯甲山ーーー時晴働時ーーー明白ー甲山曲目『甲町一ー

ーーー申ーー司自由ー申由時ーーー由ー『ーー一・・ー甲田由申申ー甲骨・・ーー由ー"・ー甲骨四申ーーー一時司自申『・--即時世ーー『自由ーー甲骨曲山ー四ーーーー

VARIATION 

GRAPHIC 

ENZYME 

明暗・・ー--ーーー『・胸骨・・一--由時一ーーーーーーー時世ー・・申叩
4 ・"ー・・一世由時時四・・ー由時時由一ー甲山一一一時由時ーー叩ー--

09=00+.2 

17 

RESULTS 

THEN 

PLOT 

THEN 09=00 
AND 0-00=<.2 



6300 IF .2 くO 時 00 AND 0 ・岬00=(.4 THEN 09=00+.4 
6310 IF .4く0-00 AND 0-00=く.6 THEN 09=00+.6 
6320 IF .6く0・剛00 AND 0-00=(.8 THEN 09=00+.8 
6330 1F .8く0-00 AND 0-00<1 THEN 09=00+1 
6340 P=Xl(N1)*WO 
6350 PO=1NT(P) 
6360 1F P叩 PO=O THEN P9=PO 
6370 1F 0くP由 PO AND P-PO=(.2 THEN P9=PO+.2 
6380 1F .2くP-PO AND P由 PO=く.4 THEN P9=PO+.4 
6390 1F .4くP-PO AND P-PO=(.6 THEN P9=PO+.6 
6400 1F .6くP-PO AND P-PO=く.8 THEN P9=PO+.8 
6410 工F .8くP-PO AND P叩 PO<l THEN P9=PO+1 
6420 01認 09/VO
6430 P1=P9/WO 
6440 GOSUB 5990 
6450 FOR X宗oTO P1 STEP P1/520 
6460 Y=345由 (320/01)*FNMCX)
6470 PSET(X*C520/P1)+100，Y) 
6480 NEXT X 
6490 FOR 1=1 TO N1 
6500 U1=X1(I)*(520/P1)+100 
6510 U2=345-(320/01) 

*Y1 (I) 
6520 FOR J1=一2 TO 2 
6530 FOR J2=-2 TO 2 
6540 PSET (む1+J1，む2+J2)
6550 NEXT J2 
6560 NEXT J1 
6570 NEXT 1 
6580 LOCATE 7，1:PRINT USING"##.学学";09
6590 LOCATE 8，6:PRINT USING"#.##";09*.75 
6600 LOCATE 8，11:PRINT むSING"#.学学";09*.5
6610 LOCATE 8，16:PRINT USING"#.~含#";09*.25
6620 LOCATE 11，21:PRINT "0" 
6630 LOCATE 0，10:PRINT IVe1ocity" 
6640 LOCATE 1，11:PR工NT "X" 
6650 LOCATE 0，12:PRINT USING"##.#̂ ^̂ "̂;VO 
6660 LOCATE 27，22:PRINT USING"学.##";P9*.25
6670 LOCATE 43，22:PRINT USING"#.##";P9*.5 
6680 LOCATE 60，22:PRINT USING"#.~宇#";P9 米 .75
6690 LOCATE 75，22:PRINT USING"##.;宮学";P9
6700 LOCATE 40，23:PRINT "[S] X" 
6710 LOCATE 46，23:PRINT USING"##.#̂ ^̂ "̂;WO 
6720 LOCATE 20，1:PRINT T$ 
6730 RETURN 

- 18 由



1000 'save "B時 f&n1111"
1010 'mitochondria B1ND1NG (B-f&n) 85/11/01 末末米本*本本木本本求**本求
本コ~~ドコt コド本**

1020 E=l :D1M UE(E，6)，CO(E，6)，B(E)，E(E)，A(1324，2) :SEM工N=lE+30
1030 FOR 1=1 TO 6 :READ K1(1)，A1(1):PR1NT A1(1)/K1(工):NEXT 1 
1040 FOR J=l TO 6 :READ P$(J)，CO(l， J)，UE(l，J) :NEXT 
1070 1NPUT "vi=";V:INPUT "f[O叫?]， n[O四?] " ; FD ， ND : INPUT "s t ep o. 
1 OR 0.05";DF 
1080 F=96484.6:R=8.314:T=298.15 

1090 ====================================================コ222===
ー・--申『ー申骨骨申世ーーー四時四『叩ー

1100 
1110 
1120 
1130 
NN 
1140 Z=Z+1:A(Z，1)=FF:A(Z，2)=NN :N1=0 :A8=0:A9=0 
1150 FOR J=l TO 6 瓦=K1(J):A=A1(J):IF K=O GOTO 1300 
1160 :COコCO(S，J):U=UE(S，J)
1170 IF CO=O GOTO 1300 
1180 C1=CO :C2=U/V : 'PR1NT CO，U 
1190 'ー由時時申ー四ーーー時時時時一ーーー由時時ーーーー--ー叩ーー甲ーーー一ーー

1200 N1=N1+1:1F N1く200 THEN C1A=(C1+C2)/2 ELSE BEEP:GOTO 1270 
1210 'ON ERROR GOTO 2100 
1220 E(S)=R*T/F*LOG(CO/C1A) :C1=CO*EXP(-F*E(S)/R/T) 
1230 'B(S)=FF*A求CO/(瓦本EXP(NN*F*E(S)/R/T)+CO)+(l由 FF)*A*C1/(K*EXP(-
NNネF*E(S)/R/T)+C工)
1232 B(S)=(FF*EXP(-NN本F*E(S)/R/T)+(工品FF)*EXP((NN-1)*F*E(S)/R/T))本

A/瓦*CO
1240 C1B=(U-B(S))/V 
1250 1F CIBくCIA THEN C2=CIA :GOTO 1200 
1260 1F ABS(l-C1B/C1A)く.001 THEN GOTO 1270 ELSE C1=C1A :GOTO 1200 

DD=15 : ST=l 
S=l 
FOR NN=O 
FOR FF=O 

: 'M1N. VALUE OF DN&DF =0.05 

TO ND+.01 
TO FD+.01 

STEP DF 
STEP DF :PRINT:PRINT "S，f，n";S，FF， 

1270 'PR1NT "E =";E(S)*1000; 
1280 C(J)=E(S)*1000 
1290 N=N+1:A8=A8+C(J) A9=A9+(C(J))̂ 2 
1300 NEXT J 
1310 A(Z，0)=A(Z，0)+SQR((A9-(A8)̂ 2/N)/N/N) 
1320 PRINT "EE";A8/N，A(Z，0):N=0 :IF SEMIN>A(Z，O) THEN SEMIN=A(Z， 
O):FM=FF:NM=NN 
1330 NEXT FF 
1340 NEXT NN :Q=Z:Z=O:CLS:GOTO 1420: 
1350 END :'時一時ー時一ー骨骨骨時一一一一一一四四一ー一時時時申一一四時一ー一一一一同一由時時一一一ー一時時司一時一一一

1360 ==================コ之=============================コ=之2==22ココ
自申自由・・ーーーーー申骨骨曲目申ーー『申申骨骨由由自由也

1370 ' 
1380 ' 
1390 ' 
1400 ' 
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:Zl=A(Z，O) 

1440 
1440 
1440 
1440 
1440 
1440 

00=00-20 :GOTO 
00=00+20 :GOTO 
PY=PY-20 :GOTO 
PY=PY+20 :GOTO 
PZ=PZ*1.2:GOTO 
PZ=PZj1.2:GOTO 
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1000 'save "K 33A"，A :***コドコドコド本京本*本*求*本コド*
1005 DATA "TIME(sec.) MIN."，" MAX." 
，"lnU'=ln{(Ue-U)/Ue} MIN."，" MAX.":FOR 

K=1 TO 5:READ A1$(K):NEXT K 
1010 W工DTH 80，25:CONS01E 0，25，0，0:SCREEN 2，0:SCREEN ，3:C1S 3:SCRE 
EN ，O:DIM T(2410)，U(2410):I=0:N=0:SP=0:R=8.314:F=96484.4:GOTO 103 
0 

1020 *BBEEP:FOR BB=O TO 2:BEEP 1:FOR BBB=O TO 100:NEXT BBB:BEEP 0 
:FOR BBB=O TO 100:NEXT BBB:NEXT BB:RETURN 
1030 *DATAINPUT 
1040 FILES 2:GOSUB *BBEEP:INPUT "Fi1e name 隆盛翠盤翠麹";FI$:FFI$="2:"+
FI$ 
1050 OPEN FFI$ FOR INPUT AS #1 
1060 FOR J=l TO 6:1INE INPUT #l，B$(J):NEXT J:FOR J=2 TO 6:B(J)=VA 
1(B$(J)):NEXT J: INPUT 学1，SY，PC，V，TT(0)，H
1070 FOR J=l TO H:INPUT #1，TT(J)，AB(J)，E(J)，CO(J)，UE(J):NEXT J 
1080 工F EOF(l) GOTO 1100 E1SE INPUT #1，T(工)， U (工)
1090 IF T(工)=0 AND U(I)=O THEN I=I-1:GOTO 1100 
1095 I=I+1:GOTO 1080 
1100 *GRAPH 
1110 10CATE 10，17:PR1NT "CA1CU1AT1NG !":T=B(2)+273.15 
1120 FOR K=TT(O) TO 1 
1130 1F UMAX くむ(瓦) THEN UMAX=U(K) 
1140 1F UMIN > U(K) THEN UM1N=U(K) 
1150 NEXT K 
1160 SCREEN ，3:CLS 3:SCREEN ，0 
1170 FOR K=O TO 10:1工NE (37，344/10*K)-(41，344/10*瓦): NEXT K 
1180 FOR K=O TO H:LINE (39+600ネ(TT(K)-TT(0))/(TT(H)-TT(0))，342)一(
39+600*(TT(K)-TT(0))/(TT(H)-TT(0))，346):10CATE (39+600ネ(TT(K)-TT(
0) ) / ( T.T (H)時 TT(0)))/8宇 1，22:PRINT USING "#";K+l :NEXT K :10CATE 1，0 
:PRINT 1:10CATE 1，21:PRINT 0 
1190 10CATE 0，5:PR1NT "E/Emax":10CATE 35，23:PRINT "TIME SCA1E NO. 
" 
1200 FOR K=TT(0)*2 TO 1-1 
1210 X=(T(K)時 TT(O))/(TT(H)-TT(O))本600+39 :Y=344-U(K)/UMAX本344:PSE
T(X，Y) 
1230 NEXT K :GOSUB *BBEEP 
1240 10CATE 6，2 :1NPUT "Compensation of base1ine (y/n)";COMP$:10C 
ATE 6，2:PRINT SPC(40) 
1250 工F COMP$="N" OR COMP$="n" THEN GOTO 2000 E1SE GOSUB *COMPENS 
ATION 
2000 *CA1CULAT10N :T=B(2)+273.15 
2010 FOR K=TT(O) TO 1 
2020 DE1=U(K)-R*T/F*LOG(V/B(4))*1000 
2030 U(K)=(B(4)/1000*B(3)-B(4)/1000*B(3)*EXP(-F*DEl/1000/R/T))/PC 

2040 IF UMAX < U(K) THEN UMAX=U(K) 
2050 1F UMIN > U(K) THEN UMIN=U(K) 
2060 NEXT K 
2070 DEl=UMAX-R*T/F本LOG(V/B(4))*1000
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2080 UMAX1=(B(4)/1000本B(3)-B(4)/1000*B(3)*EXP(-F判)E1/1000/R/T))/P
c 
2090 *GRAP荘1 :SCREEN ，3:C1S 3:SCREEN ，0 
2100 FOR K=O TO 10:1INE (37，344/10*K)時 (41，344/10*K):NEXT K 
2110 FOR K=O TO H:1INE (39+600*(TT(瓦)-TT(O))/(TT(H)時 TT(0))，342)申(
39+600*(TT(K)喧 TT(O))/(TT(H)司 TT(0))，346):10CATE (39+600*(TT(K)叫 TT(
0))/(TT(H)-TT(0)))/8-1，22:PRINT US1NG "挙";K+1 :NEXT K :10CATE 1，0 
:PRINT 1:10CATE 1，21:PRINT 0 
2120 10CATE 0，9:PRINT "U/Umax":10CATE 35，23:PR1NT "Time sca1e No. 
" 
2130 FOR K=TT(0)*2 TO 1-1 
2140 X=(T(瓦)申TT(O))/(TT(H)時 TT(0))*600+39 :Y=344時 U(K)/UMAX1*344:PS
ET(X，Y) 
2150 NEXT K :GOSUB *BBEEP 
2160 LOCATE 6，2:1NPUT "Lprint compensated data(y/n)";LC$:1F LC$=" 
y" OR LC$="Y" THEN GOSUB *11PRINT 
2170 LOCATE 6，2:PRINT SPC(72):GOSUB *BBEEP 
2180 LOCATE 6，2 :INPUT "Copy(y/n)";CP$:IF CP$="y" OR CP$="Y" THEN 
LOCATE 6，2:PRINT SPC(20):COPY 
2190 LOCATE 6，2:1NPUT "TIME SCALE No・ :[min.]，[max.] ";TS1，TS2 
2200 R(l)=TT(TS1時 1):R(2)=TT(TS2-1):R(5)=0:R(4)=申 10: TR=R(2)-R(l): 
UR=R(5)-R(4):GOTO *CHANGE2 
2210 *SELECT :GOSUB *BBEEP 
2220 LOCATE 7，0:1NPUT "l.Graph size change 2.copy 3.Start point 
4.Least squares method";GGL :FOR K=O TO 200:NEXT K :10CATE 7，0: 
PR1NT SPC(72) 
2230 IF GG1=1 GOTO *CHANGE1 
2240 IF GGL=2 THEN COPY:LPRINT CHR$(12) :GOTO 2210 
2250 IF GG1=3 GOTO *PPOINT 
2260 IF GGL=4 GOTO *LEAST ELSE GOTO 2210 
2270 *CHANGE1 
2280 FOR K=10 TO 14:LOCATE 10，K:PRINT A1$(K-9):NEXT K 
2290 FOR K=10 TO 14:LOCATE 36，K:IF K=12 GOTO 2300 E1SE 1NPUT R(K時
9) 

2300 NEXT K 
2310 TR=R(2)一R(1):UR=R(5)-R(4)
2320 *CHANGE2 :SCREEN ，3:C1S 3:SCREEN ，0 
2330 L11叩 (39，0)ー(39，344):LINE (39，344)ー(639，344)
2340 FOR K=O TO 9:L1NE (37，344/10本瓦)ー(41，344/10*瓦): NEXT K 
2350 FOR K=l TO 10:L1NE (39+600/10*K，342)ー(39+600/10*K，346):NEXT
E 
2360 LOCATE 0，10:PRINT "lnU''':LOCATE 35，23:PRINT "Time (sec.)" 
2370 10CATE O，O:PRINT USING "###.#";R(4):10CATE 0，21:PR1NT USING 
H学学学.学";R(5)

2380 10CATE 73，22:PR工NT US1NG "学学#.学学";R(2):LOCATE 3，22:PRINT USI 
NG"#t#.##";R(l ); 
2390 FOR K=R(1)*2 TO R(2)*2 
2400 ON ERROR GOTO 2470 
2410 IF TS1=1 THEN Y芯 LOG((UE(TS2-1)-U(瓦))/UE(TS2-1)):GOTO 2440 
2420 IF TS1>1 AND UE(TSl由 1)<UE(TS2-1) THEN Y=LOG((UE(TS2-1)時 U(K))
/(UE(TS2-1)-UE(TS1時 l))):GOTO 2440 

時ワワー
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2430 IF UE(TSl-l)>UE(TS2-1) THEN Y=LOG((む(K)ーむE(TS2-1))/(UE(TSl-1
)-UE(TS2時 1))) 
2440 YY=344+(Y-R(5))/UR*344 :XX=(T(K)-R(l))/TR本600+39
2450 PSET(XX，YY) 
2460 NEXT K 
2470 IF ERR=5 THEN RESUME 2460 
2480 MM=K:IF SPく>0 GOTO *1EAST2 ELSE GOTO *SE1ECT 
2490 *PPOINT 
2500 Y=344:X=39 
2510 IN$=INKEY$:IF IN$="" GOTO 2510 
2520 IF INP(&茸E8)=251 THEN PSET(X，Y):X=X+1:PRESET(X，Y) 
2530 IF INP(&HEA)=251 THEN PSET(X，Y):X=X-1:PRESET(X，Y) 
2540 工F INP(&HE1)=127 THEN SP=R(1)+(X-39)/600本(R(2)-R(1)):LOCATE
0，23:PRINT "Start point="SP:GOTO 本SELECT ELSE GOTO 2510 
2550 *LEAST 
2560 FOR K=10 TO 14:LOCATE 10，K:PRINT A1$(瓦-9):NEXT K 
2570 LOCATE 36，10:PRINT SP:R(1)=SP 
2580 FOR K=11 TO 14:LOCATE 36，K:工F K=12 GOTO 2590 E1SE INPUT R(瓦由
9) 
2590 NEXT K 
2600 GOTO 2310 
2610 *LEAST2 
2620 10CATE 7，0:INPむT "l.Graph size change 2.1east squares metho 
dl!;GL 

2630 IF GL=1 GOTO *1EAST 
2640 IF G1=2 THEN 10CATE 7，0:PRINT SPC(72):GOTO *LEAST3 E1SE GOTO 
本LEAST2
2650 *1EAST3 
2660 X1=0:X2=0:Y1=0:Y2=0:XY=0:N=0:K=TT(TS1-1)*2 
2670 IF T(K)>=SP THEN GOSUB *BBEEP:GOTO 2680 ELSE K=瓦+1 :GOTO 267 
0 
2680 IF TS1=1 THEN Y=LOG((UE(TS2-1)ーむ(K))/UE(TS2-1)):GOTO 2710 
2690 IF TS1>1 AND UE(TS1司 1)くUE(TS2申 1) THEN Y=LOG( (むE(TS2-1)-U(K))
/(むE(TS2叫 1)-UE(TS1-1))):GOTO 2710 
2700 IF UE(TS1時江)>UE(TS2-1) THEN Y=LOG((U(K)-UE(TS2-1))/(UE(TS1-1 
)-UE(TS2-1))) 
2710 YY=344+(Y-R(5))/UR*344 :XX=(T(瓦)-R(l))/TR末600+39
2720 PRESET(XX，YY):FOR M=O TO 100:NEXT M:PSET(XX，YY):FOR M=O TO 1 
OO:NEXT M 
2730 IF INP(&HEO)=&HFD THEN GOTO 2760 
2740 IF INP(&HEO)=&HFE THEN K=瓦+1:GOTO 2680 
2750 IF INP(&HE1)=&H7F THEN GOTO 2800 E1SE GOTO 2720 
2760 *LEAST4 
2770 CIRCLE (XX，YY)，l 
2780 X=T(K)-SP:X1=X1+X:X2=X2+X本X:Y1=Yl+Y:Y2=Y2+Y*Y:XY=XY+X*Y:N=N+
l 
2790 K=瓦+l:GOTO 2680 
2800 S1=XY-X1*Y1/N:S2=X2-X1*X1/N:S3=Y2-Y1本Y1/N
2810 R2=(S1/SQR(S2*S3))̂ 2:B=S1/S2:A=(YI-B*Xl)/N 
2820 GOSUB *BBEEP :LOCATE 7，1:PRINT "1n{(むe時む)/Ue} = ("A")+("B") 
.t r2="R2 
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2830 FOR I=l TO I:A$=INKEY$:NEXT I:GOSUB *BBEEP :GOSUB *111 
2840 10CATE 7，0:PRINT SPC(72):10CATE 7，0:INPUT "1.0nce more 2.c 
opy "jOC 
2850 工F OC=l THEN GOSUB *BBEEP:SP=O:GOTO 2190 
2860 IF OC=2 THEN 10CATE 7，0:PRINT SPC(70):10CATE 7，0:PRINT FI$，B 
(3)，"Ue="むE(TS2由 1):COPY:1PRINT CHR$(12):GOTO 2840 E1SE 2840 
2870 *COMPENSATION 
2880 10CATE 6，2:PRINT "Compensation of base1ine E(min.)=E(max. 

2890 10CATE 8，4:INPUT "Time range(sca1e No.) [min.]， [max.] "jA1， 
A2 
2900 B1=AB(A1-1):B2=AB(A2-1) 
2910 10CATE 10，10:PRINT "CA1CU1ATING !" 
2920 A=B1-(B2-B1)*TT(A1申 1)/(TT(A2-1)-TT(A1-1)) :B=(B2-B1)/(TT(A2-
1)由 TT(A1由 1)) 
3000 FOR K=TT(A1時 1)*2 TO TT(A2-1)*2 
3010 U(K)=U(K)四 (A+B*T(瓦)由B1) 
3020 NEXT K 
3030 FOR K=l TO H:N=O :AB=O 
3040 FOR J=TT(瓦)*2-10*2 TO TT(瓦)*2-2 :AB=AB+U(J):N=N+1:NEXT J: 
AB(K)=AB/N 
3050 E(K)=AB(K)-R*T/F*10G(V/B(4))*1000 
3060 CO(K)=B(3)*EXP(叩 F/R/T*E(瓦)/1000)
3070 UE(瓦)=(B(4)*B(3)-B(4)*B(3)*EXP(-F*E(K)/1000/R/T))/PC/1000

3100 
3110 
3120 
3500 
3130 
3500 
4000 
5000 
5010 
5020 
5030 
m1) 
5035 
5040 
，、，、 J、

5050 
5060 
6000 
6010 

UB=UE(l)由 B(6)*.000001*CO(1)
DUE(K)=UE(K)-UB 
CI(瓦)=DUE(瓦)*lE+06/B(6) IF DUE(K)=く oTHEN DE(K)=O:GOTO 

DE(瓦)=R*T/F本10G(CI(K)/CO(K))*1000
NEXT K :K=O 
RETURN 
本11PRINT:1PRINT :1PRINT 
1PRINT ..本****末本本末末* Compensated data 本末*****本来***"
1PRINT "Fi1e name :"jFI$，B$(l) 

1PR工NT "Time(sec.) Ca1cu.E(mV) 
Ci(mo1/1) dE(mV)" 
FOR K=l TO H 
LPRINTむSING 11 学学#学.~宇:;; ##学学.4t学学 学学.4宇#^^^^
#学 .##AAAA####.#学II;TT(K)，E(K)，CO(K)，UE(K)，CI(K)，DE(K)
NEXT K 
RETURN 
*LLL:LPRINT 
LPRINT IIStart point=lIjR(l)jll 

Co(mo1/1) Ue(mg/ 

A
 
4
申
U

H
-
-
H
 

4
?
 

品
四
H

"jll[II;T(K-1)時 INT(N/2);"] ー[
";T(瓦-1); " ] " 
6050 LPRINT "ln{(Ue-U)/Ue} = ("AII)+("B").t 
6090 RETURN 

r2=IIR2 
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1 'save"瓦 FPF4
1000 '*米*~宮本*** K FPF2 RAPH コドコドコド***************本来末*
1010 W1DTH 80，25:CONSOLE 0，25，0，0:CLS:FOR 1=0 TO 2:SCREEN 2，0，1，7 
:ROLL 399:ROLL l:NEXT:SCREEN ，0，0 
1012 DATA "T1ME(sec.) M1N."，" MAX." 
" "， "Ue MAX."，" M1N.":FOR 
K=l TO 5:READ A1$(瓦): NE XT K 
1014 INPUT "Have you treated data for simp1ex(y/ )";X$:工F X$="y" 

GOTO *E 
1020 D1M T(1000)，U(1000)，TX(1000)，CY(1000)，C$(12)，C(12):1=0:N=0:S 
P=0:R=8.314:F=96484.6:GOTO 1040 
1030 *BBEEP:FOR BB=O TO 2:BEEP l:FOR BBB=O TO 100:NEXT BBB:BEEP 0 
:FOR BBB=O TO 100:NEXT BBB:NEXT BB:RETURN 
1040 *DATA1NPUT : '=================之ま===========Z22===322Z2z======
甲骨骨ー・・ーーーーー骨骨骨
四曲目白『由明ー唱申申骨骨

1045 1NPUT "SET OR1G1NAL DATA DISKET ON D-2 AND NEW D1SKET D-l. 
[RET]"，X 
1050 CLS:FOR 工=0 TO 2:SCREEN 2，0，I，7:ROLL 399:ROLL l:NEXT:SCREEN 
，0，0 
1052 PRINT:FILES 2:GOSUB *BBEEP:INPUT "Fi1e name -ーー一一時ーー一";F1$:F
F1$="2:"+F1$ 
1060 OPEN FFI$ FOR INPUT AS #1 
1065 FOR J=2 TO 12:L1NE INPUT #l，C$(J):NEXT J:1NPUT #1，CN1，YR1，SA 
MPT，DN1，N1 
1067 FOR J=2 TO 12:C(J)=VAL(C$(J)):NEXT J 
1070 FOR J=O TO DN1:1NPUT #l，U(J):NEXT J :CLOSE #1 
1100 *CALCULATION : '=========================之zzzzz==========22=
'・・ーーー・・申申申申申申申

----ー・瞬時白骨冊目骨骨

1105 LOCATE 10，17:PRINT "CALCULATING !":T=C(工2)+273.15
1110 TV=R*T/F*LOG((C(8)+C(10)/1000)/C(8))! P=C(9)*C(10)/1000 
1112 E1=0:FO丑瓦=0 TO N1-1:E1=E1+U(瓦):NEXT:E1=E1/N1
1120 E2=0:FOR K=O TO N1-1:E2=E2+U(DN1時五):NEXT:E2=E2/N1
1130 FOR K=O TO DN1 
1170 DE1=U(K)-E1+TV: む(K)=(C(8)/1000*C(7)ーC(8)/1000*C(7)*EXP(F*D
E1/R/T))/P 
1172 NEXT 
1174 DE1=E2-E1+TV: UE=(C(8)/1000本C(7)ーC(8)/1000本C(7)末EXP(F*DE1/R
/T))/P 
1180 TR=(工NT((DN1*SAMPT)/60)+1)*60:UR=UE:R(2)=TR:R(4)=UE:GOTO *CH 
ANGE2 
1200 *SELECT :GOSUB *BBEEP : '==================================== 
申ー四--司唱曲甲骨『申申由

ー時--自由--ー・・由時四ー

1210 LOCATE 7，1:1NPUT "l.Graph size change 2.copy 3.Start point 
4.Data fi1e ";GGL :FOR K=O TO 100:NEXT K 
1220 IF GGL=l THEN LOCATE 7，1:PR工NT SPC(72):GOTO *CHANGE1 
1230 IF GGL=2 THEN LOCATE 7，1:PRINT SPC(72):COPY:GOTO 1200 
1235 IF GGL=3 THEN LOCATE 7，1:PRINT SPC(72):GOTO *PP01NT 
1240 IF GGL=4 THEN LOCATE 7，1:PRINT SPC(72):GOTO *DFILE ELSE GOTO 
1210 
1300 末CHANGE1

"。
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1310 FOR K=10 TO 14:LOCATE 10，K:PRINT A1$(K-9):NEXT K 
1320 FOR K=10 TO 14:LOCATE 36，K:工F 豆=12 GOTO 1330 ELSE INPUT R(K-
9) 

1330 NEXT K 
1340 TR=R(2)-R(1):UR=R(4)由 R(5)
1350 *CHANGE2 :IF GGL=4 GOTO 1360 ELSE SCREEN ，3:CLS 3:SCREEN ，0 
1360 LINE (39，0)時 (39，344):LINE (39，344)時 (639，344)
1370 FOR K=O TO 9:LINE (37，344/10*K)一(41，344/10*瓦):NEXT K 
1380 FOR K=l TO 10:LINE (39+600/10*K，342)ー(39+600/10*K，346):NEXT
K 
1385 LOCATE 0，10:PRINT "Ue":LOCATE 35，23:PRINT "Time (sec.)" 
1390 LOCATE 5，0:PRINT USING "##.##̂ ^̂ "̂;R(4):LOCATE 0，21:PRINT US 
ING "##学.挙";R(5)
1400 LOCATE 73，22:PRINT USING "#学学.学学";R(2):LOCATE 3，22:PRINT USI 
NG"###.4t#";R (l); 
1500 FOR K=O TO DN1 :X=(SAMPT米K-R(1))/TR*600+39:Y=344-U(K)/
UR本344
1510 IF Yくo GOTO 1560 ELSE PSET(X，Y) 
1560 NEXT 
1570 GOTO 本SELECT
1600 *PPOINT 
1610 Y=344:X=39 
1620 IF INP(&HE8)=&HFB THEN PSET(X，Y):X=X+1:PRESET(X，Y) 
1630 IF INP(&HEA)=&瓦FB THEN PSET(X，Y):X=X-1:PRESET(X，Y) 
1640 工F INP(&HE1)=&H7F THEN SP=R(1)+(X-39)/600*(R(2)-R(1)):LOCATE 
0，23:PRINT "Start point="SP:GOTO 本SELECT ELSE GOTO 1620 
4000 *DF工LE =================================================== 
骨骨ー・刷ーー--明時申骨骨申ーーー・・ー・.申骨ーーーー

6500 FOR K=O TO DN1 
6505 T=K*SAMPT 工F TくSP GOTO 6560 ELSE IF z=o THEN DSP=T-SP:Z=l 
6510 X=(T-R(l))/TR末600+39 :Y=344申(む(K)宇 R(5))/UR*344
6540 IF Yくo GOTO 6560 ELSE CIRCLE(X，Y)，2 
6555 MM=MM+1:CY(MM)=(UE-U(K))/UE:IF MM=500 GOTO 6570 
6560 NEXT K 
6570 LOCATE 7，1:LOCATE 47，0:PRINT SPC(25):LOCATE 30，0:PRINT "a11 
p1ots=";DN1j"fi1e points=";MM; : LOCATE 7，1:INPUT "DATA FILE (y/n)" 
;D$ 

7000 =========================================================== 
ー申骨・・ーーーーー四時骨骨骨骨ーーーー回申申叩由

7010 INPUT FILE ON D-2(YES=0) ，，; X:工F X=O THEN N$="2:" E 
LSE N$="l:" 
7012 FILES 2:PRINT:PRINT FI$:INPUT "fi1e name";Q$:OPEN N$+Q$ FOR 
OUTPUT AS #1 
7020 PRINT #l，MM，SAMPT，DSP:WRITE #1，FI$，C$(6) 
7030 FOR K=l TO MM:PRINT #l，CY(K):NEXT K :CLOSE #1 
7070 *E:CLS:INPUT "O.RESTART 1.RUN SIMPLEX ";X 
7080 IF X=l THEN RUN "SX1007" ELSE IF X=O THEN MM=O:GGL=O:GOTO 10 
50 ELSE 7070 
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1000 'save "SX1007"，A 
1010 GOTO *START : '**** 1030 ....CHANGE FROM [工=1] TO [ 
1=0] !!!! 
1020 '===== Ca1cu1ation of SS =之---之之zz=====222==222222=====zzz==
時申骨骨時申ーー・・ーー

ーーーーーーー時四ー時

1030 *SS: SS=O:FOR 1=0 TO N: SS=SS+(Y(工)-FNY)̂ 2jY(1)̂ W :NEXT :RE 
TURN 
1040 ===== Simp1ex Method ====================================== 
自由ーーー唱曲申申曲目甲

南申喧ー暗唱ー骨骨喧ーー

1050 *S工MPLEX AA=1:BB=.5:CC=2:SG=lE+10: 'PC=.OOOOl 
1060 FOR 1=1 TO P A(1，l)=P(1) NEXT 
1080 FOR J=2 TO P+1:FOR 1=1 TO P:A(工，J)=(l+ER本(2*RND(l)叩1)/100)*A
(1，l):NEXT:NEXT 
1090 FOR瓦=1 TO P+1:FOR 1=1 TO P :P(1)=A(1，K) :NEXT:GOSUB*SS: A(O 
，K)=SS:NEXT 
1100 *DISPLAY:PRINT:FOR 1=1 TO P+1: PR1NT "SS";1;" = ";A(O，1):NEX 
T:PR1NT TU1E$， 
1110 ==== CHECK =============================================== 
ーー申ーーーーー時申時申
申ーーーーー四時甲山ーー

1120 SR=O FOR 1=1 TO P+1 SR=SR+A(O，1) :NEXT :SSS=ABS(SR-SG)/S 
G:PR1NT SSS 
1130 1F SSSくPC THEN FOR 1=1 TO P:P(工)=A(工， JL):NEXT:SS=A(O，JL):RET
URN 
1140 ======================なコ========222=======22====22========コ
骨世帯由ーー--甲骨時卓司
ーーーー申『同時申時四ーー

1150 SG=SR SR=O SL=lE+10 
1160 FOR J=l TO P+1 
1170 1F SRくA(O，J) THEN JH=J SR=A(O，J) 'Maximum SS 
1180 1F SL>A(O，J) THEN JL=J SL=A(O，J) 'Minimum SS 
1190 NEXT :SR=O 
1200 FOR J=l TO P+1:1F J<>JH AND SRくA(O，J) THEN JS=J SR=A(O，J) 
， second SS 
1210 NEXT:FOR 1=1 TO P:Z(O，工)=O:FOR J=l TO P+1 
1220 1F J く>JH THEN Z(O，1)=Z(O，1)+A(I，J) 
1230 NEXT: Z(O，工)=Z(O，1)/P :NEXT :FOR 1=1 TO P 
1240 A(1，O)=(l+AA)*Z(O，1)-AA*A(1，JH) :P(工)=A(1，O): NEXT :GOSUB *S 
S: SR=SS 
エ250 1F SRくなA(O，JS) THEN *TREAT 
1260 1F SRく A(O，JH) THEN GOSUB *CHANGE 
1270 FOR 1=1 TO P: A(1，O)=(l-BB)*Z(O，工)+BB*A(1，JH) :P(工)=A(I，O):
NEXT 
1280 GOSUB *SS SR=SS 
1290 1F SRくA(O，JH) THEN GOSUB *CHANGE GOTO *D1SPLAY 
1300 FOR K=l TO P+1:FOR 1=1 TO P:A(1，K)=(A(1，K)+A(1，JL))/2:P(1)=A 
(I， K) : NEXT 
1310 GOSUB *SS A(O，K)=SS :NEXT :GOTO 末D1SPLAY
1320 *TREAT: 1F SR>=A(O，JL) THEN GOSUB *CHANGE GOTO *D1SPLAY 
1330 FOR 1=1 TO P: Z(l，1)=CC*A(1，O)+(l一CC)*Z(O，1):P(工)=Z(l， 1):NEX
T 
1340 GOSUB *SS SL=SS: 1F SLくSR THEN FOR 1=1 TO P:A(1，JH)=Z(l，工)
:NEXT:A(O，JH)=SL ELSE GOSUB *CHANGE 
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1350 GOTO *D1SPLAY 
1360 米CHANGE FOR 1=1 TO P A(1，JH)=A(1，O) NEXT A(O，JH)=SR 
RETURN 
1370 *START ==================================================== 
時四司甲骨ー同時四時

晴叫 4 ・・・・ー・・ー骨骨

1380 SCREEN 2:CLS:ROLL 399:ROLL 1 
1382 INPUT "1.sing1e ana1ysis 2.mu1ti ana1ysis ";X:1F X=2 THE 
N RUN "SXI009" 
1390 LOCATE 9，2:PR工NT "00 Non1inear 1east squares fitting by Simp 
1ex method 00" 
1400 LOCATE 9，4:PRINT "y = P(l)'exp(P(2)・X) + P(3)'exp(P(4).X) +・
" 

1410 LOCATE 12，6:INPUT "Number of parameters(2，4，6)・・・4
":p 
1412 1F P=O THEN P=4:LOCATE 56，6:PR工NT "4" 
1420 N=500: 'LOCATE 12，7:1NPUT "Number of points = 500 

OK";N 
1430 '工F N=O THEN N=500 :LOCATE 56，7:PR1NT "500" 
1440 LOCATE 12，8:1NPUT "Weight of data(0，1，2) 
";W 
1450 LOCATE 12，9:1NPUT "Max. error of initia1 parameters = 100% 0 
K";ER 
1460 工F ER=O THEN ER=100:LOCATE 56，9:PRINT "100" 
1462 LOCATE 12，10:INPUT "Convergenceく0.00001
OK";PC:PRINT 
1464 IF PC=O THEN PC=.OOOOl:LOCATE 56，10:PRINT "O.OOOOl":PR工NT
1470 DIM P(P)，X(N+1)，Y(N+1)，A(P，P+1)，Z(1，P)，YL(N+1) : 'YL for grap 
h 
1480 ON Pj2 GOTO *Y1，末Y2，*Y3
1490 *Y1 :DEF FNY=P(1)*EXP(P(2)*X(工)) :GOTO 1 
520 
1500 *Y2 :DEF FNY=P(1)*EXP(P(2)*X(I))+P(3)求EXP(P(4)*X(工)) : GOTO 1 
520 
1510 *Y3 :DEF FNY=P(1)*EXP(P(2)*X(工))+P(3)*EXP(P(4)本X(工))+P(5)*EX
P(P(6)*X(工)) 
1520 '===== INPUT DATA =========================ヱヱ===222222=22な--
-骨骨骨ーー唱曲申申

ーーー冊目甲骨骨骨申

1530 INPUT "Set DATA disket on DRIVE-2 [RET]"， ZZ 
1540 FILES 2:PRINT :1NPUT "fi1e name ";F$ :F2$="2:"+F$ 
1550 OPEN F2$ FOR INPUT AS #1 
1555 INPUT #l，N，SAMPT，DSP:INPUT #1，F$，B$(2) 
1570 FOR I=l TO N :INPUT #l，Y(1):NEXT :CLOSE 学工
1580 FOR I=l TO N :X(1)=I*SAMPT+DSP :YL(1)=Y(工):NEXT :Y(O)=l:YL 
(0)=1 
1590 '===== INPUT PARAMETER ======之222====2222==========Z22zz====
世ーーーーーー曲目甲骨骨

骨『時四四時申『ーーーー

1640 FOR K=l TO Pj2 
1642 LOCATE 9:工NPむT "Estimation of P(工 O.direct 1.graph";ZZ:IF 
ZZ=l GOTO 1645 
1643 FOR I=K*2-1 TO K*2:LOCATE 9:PR工NT "Initia1 P(";工;")=";: INPUT 
P(1):NEXT:GOTO 1745 
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1645 1F K=1 THEN XYM=1:GOSUB *GRAPH:YMMAX=YMAX:YMM1N=YM1N 
1650 FOR J=O TO N:1F YL(J)く>0 THEN YL(J)=LOG(ABS(YL(J))) 
1652 NEXT 
1670 LO=1:XYM=0:GOSUB *GRAPH 
1680 FOR J=O TO 10:L1=50+J*48 
1690 L1NE(L1，20)一(L1，340)，，， 8738: LOCATE L1/8，12:PR1NT J*10 :NEXT 

1710 LOCATE 20， K*2: PR1NT K;: 1NPUT "Log-1inear portion from ? ~~ " 
LP1(K) 
1720 LOCATE 20: 1NPUT " to ? % 
LP2(K) 
1730 工F LP1(瓦)>LP2(K) THEN SWAP LP1(K)，LP2(瓦)
1740 GOSUB *LSM 
1742 1F Y(1)くoTHEN P(瓦求2時 1)=-P(K*2-1)
1745 FOR J=O TO N: YL(J)=Y(J)-P(K*2時 1)*EXP(P(K*2)*X(J)) :NEXT 
1750 NEXT 
1760 FOR 1=0 TO N:YL(1)=Y(1):NEXT 
1770 LO=O:XYM=O:GOSUB *GRAPH 
1780 FOR 1=1 TO P:LOCATE 20，1+工:PR1NT "P(";工;")=";P(工); 
1785 1F 1 MOD 2=0 THEN PR1NT " t1/2(ms)=";LOG(2)/P(1) 
1788 NEXT 
1790 LOCATE 40，9:1NPUT "O.START l.NO 2.Lprint";22 
1800 1F 22=1 GOTO 1640 ELSE 1F 22=2 GOTO 1861 
1805 RANDOM12E VAL(R1GHT$(T1ME$，2)) :22=0 
1810 T1HE$="OO:OO:OO":GOSUB *SIMPLEX :T$=T1ME$ 
1820 ===== OUTPUT ============================================== 
自由時骨骨骨ー甲骨申申申

ーーー世世骨骨由由時.働時

1830 BEEP :K=P/2+1 :GOSUB 末GRAPH
1850 FOR 1=1 TO P:LOCATE 20，1+I:PR1NT "P(";I;")=";P(工); 
1855 工F 1 MOD 2=0 THEN PR工NT " t1/2(s)=";LOG(2)/P(工)
1858 NEXT 
1860 LOCATE 40:PR1NT "SS=";SS， T$ :LOCATE 0，23:1NPUT "1? ";X 
1861 LPR1NT "fi1e ";F$:FO茸 1=1 TO P:LPR1NT "P(";工;")=";P(1);
1862 1F 1 MOD 2=0 THEN LPR1NT " t1/2(s)=";LOG(2)/P(工)
1863 NEXT 
1864 1F 22=0 THEN LPR1NT "SS=";SS， T$ :LOCATE 0，22 ELSE 1790 
1870 END 
1880 *LSM : '====コ2222222=ヱ22==========================z==22z=====
申時一『甲骨ー『甲骨唱曲

目世世』由由時ー申苧骨骨

1890 NN=0:X1=0:X2=0:Y1=0:Y2=0:XY=0 
1900 FOR J=N*LP1(瓦)/100+1 TO N本LP2(K)/100 :X=X(J) Y=YL(J) 
1920 X1=X1+X: X2=X2+X̂ 2: Y1=Y1+Y: Y2=Y2+Ŷ 2: XY=XY+X*Y: NN=NN+1: 
NEXT J 
1940 VR=NN*XY-X1*Y1: VX=NN本X2-X1*X1: VY=NN*Y2-Y1*Y1 
1950 P(瓦本2)=VR/VX P(K*2-1)=EXP((Y1申 P(K*2)*X1)/NN)
1960 RETURN 
5000 *GRAPH : '=========なコ==========222======222=222==============
骨骨ーー申『申叩申・・ー申ー時

四時・・ーー曲四ーー時ーーー・.

5010 '一時一一- Xmax & Ymax -一一一一一一一一一

5020 XMAX=-lE+30:XMIN=lE+30:YMAX=時 1E+30:YM1N=1E+30:LOCATE 67:PRIN 
T "Wait !" 
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5030 FOR J=O TO N :X=X(J):Y=YL(J) 
5040 IF XMAX<X THEN XMAX=X 
5050 1F XM1N>X THEN XM1N=X 
5060 IF YMAX<Y THEN YMAX=Y 
5070 1F YM1N>Y THEN YM1N=Y 
5080 NEXT J: 1F XYM=l THEN RETURN 
5090 I YMAX=YMAX+ABS(YMAX-YM1N)*.l 
5100 1F YM1N<>O THEN 1F YMAXjYM1N>3 THEN YM1N=O 
5110 1F XM1Nく>0 THEN 1F XMAXjXM1N>3 THEN XM1N=O 
5120 1F YM1Nく>0 THEN YM1N=YM1N.世 ABS(YMAX-YMIN)*.l
5130 YM1=1NT(LOG(ABS(YMAX由 YM1N))jLOG(10)):YM2=YMAX*10̂ -YM1:YM3=YM
工N*10̂ -YMl
5140 XM1=1NT(LOG(ABS(XMAX-XM1N))jLOG(工0)):XM2=XMAX本10̂ -XM1:XM3=XM
1N*10̂ -XM1 
5150 SCREEN 2:CLS:ROLL 399:ROLL 1 
5160 L1NE(50，20)ー(530，340)"B :'X求Y=480*320
5170 1F LO=O T耳EN A$=" Sj10̂ " ELSE. AS="ln(S)jlÔ " 
5175 LOCATE O，O:PR1NT A$iYM1:FOR 1=0 TO 10:L1NE(45，20+1*32)叩 (50，2
0+1*32):LOCATE 0，(20+工*32)j16:PR1NT US1NG "##.##";YM2由工*ABS(YM2-Y
M3)j10:NEXT 
5180 LOCATE 29，23:PR1NT"Timej10̂ ";XM1;"s.":FOR 1=0 TO 10:L1NE(50+ 
1*48，340)ー(50+工*48，345):LOCATE (50+1*48)j8-2，22:PR1NT US1NG"##.## 
";XM3+工*ABS(XM2-XM3)j10:NEXT
5182 LOCATE 15，0:PR1NT "fi1e，";F$;" ";B$(2) 
5190 ===== PLOT =================立2zzz======22==22ZZ22=========コ
ーーー申骨骨叩
骨骨ー時ーーー

5200 FOR 1=0 TO N 
5210 Xl=50+480本ABS((X(I)-XM1N)j(Xt、1AX-XM工N))
5220 Y1=340苧 320*ABS((YL(1)ーYMIN)j(YMAX-YM1N))
5230 1F N>lOO THEN PSET(Xl，Y1) ELSE C工RCLE(X1，Y1)，2
5240 NEXT :1F Kく=Pj2 GOTO 5300 
5250 FOR X=XMIN TO XMAX STEP (XMAX-XM1N)j100 :X(1)=X:YL(工)=FNY
5260 Xl=50+480*ABS((X(工)-XM1N)j(XMAX時 XM1N))
5270 Y1=340-320*ABS((YL(工)司YM1N)j(YMAX四 YM1N)) 
5280 1F X>XM1N THEN L1NE(X1，Y1)由 (X2，Y2)
5290 X2=Xl:Y2=Yl:NEXT 
5300 RETURN 
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