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ト ピ ッ ク ス

非線形振動分光法による

リン脂質二分子膜の構造評価

北海道大学触媒化学研究センター 叶 深

生体膜 は,脂 質 二分子膜を二次元溶媒 として,こ れに様

々な機能 性 タンパ ク質が"溶 けて"い る構造 を してい る

(流動モザ イクモデ ル).脂 質二分子膜の構造性 と機能性 の

関係を解 明す るこ とは,細 胞生物学における重 要な研究課

題である.一 般的 に,脂 質分子の膜面内での側方拡散 およ

び膜 を横 切る縦方 向の移動,い わゆ るフ リップ ・フロ ップ

運動 が,細 胞膜の機能性発現や リン脂質の非対 称分布の維

持に重要 な役割 を担 ってい ると考え られている.し か しこ

れまでの研究 では,主 に色素で標識 した脂質分子の運動 に

ついて調 べ られて きた が,修 飾 された脂質分子 は,生 体膜

にあ る活性脂 質分子 と化学的に も構造 的に も大き く異 なる

ため,分 子 レベ ルでの 直接の観察が期待 されている.

近 年,和 周波 発生(SFG)は,そ の高 い界面選 択性 と

測定感度の故 に注 目を集めて いる1-3).SFGは 二 次非線形

光 学効 果 に基 づ く現 象であ り,周 波 数 ωvisと ωIRの 二 光

子か ら,そ れ らの周波数 の和(ωSFG=ωvis+ωIR)の 一 光

子へ の変 換過程 であ る.SFGは 中 心対 称性 を もつ物質 の

バル クでは発 生せず,中 心対称性が壊れ る界面においての

み発生す るため,界 面 ・表 面に極めて敏感であ る.特 に入

射光 の一 つを赤外領域 に置 くこ とによ り,種 々の界面の振

動 スペ ク トルが高感度 で得 られ る.

最 近,Utah大 学 のConboyら は,溶 融 石英基板 と水の

界 面 に お い て,リ ン 脂 質 分 子 の1,2-dipalmitoyl-sn-

glycero-3-phosphocholine(DPPC),1,2-diheptadecanoyl-

sn-glycero-3-phosphocholine(DHPC)お よび1,2-distearo-

yl-sn-glycero-3-phosphocholine(DSPC)ま た はその重水素

置換体 を用 い,LB法 に よ りそれぞれの単一脂 質分子二 分

子膜 を作製 し,そ のフ リップ ・フロ ップ運動や相転移温度

についてSFG振 動 分光法によ り直接的な評価を試みた4・5).

図1に,一 層 目をDSPC,二 層 目をDSPC-d83で 作製 し

た二分子膜の重水中 におけ るSFGス ペ ク トルを示 す4).C

-H伸 縮 領 域(2750～3100cm-1)で 測 定 したため
,内 層

で あ るDSPC分 子 の構造 について選択 的 に測定 で きる.

2875,2938と2960cm-1に 強 く観測 された ピー クはDSPC

の 脂 肪酸 アルキル鎖末端 にあるCH3基 のC-H対 称 伸縮,

Fermi共 鳴 と非対称伸縮 によるものである.そ れに対して,

CH2基 の 対称 伸縮 が2948cm-1に 弱 く観測 されて いる こ

とか ら,DSPCはall-transの 状 態 で配 列 した こ とが 分か

った.Conboyら は このCH3基 の 対称伸縮 振動 のSFG強

度(ICH3)の 時 間変 化 を指標 として,脂 質二 分 子膜 におけ

るフ リップ ・フ ロ ップ運 動の速 度 を測定 した.図2に 示

図1　 24℃ で観 測 され たDSPC/DSPG-d83二 分 子膜 のSFG

スペ ク トル.右 上 に 模式 図 を 示 す.

図2　 各温度で観測されたIcH3の 時 間依存性である.右 上

に速度定数(lnK)と 温度逆数の関係を示す.

す ように,ICH3は 時 間 ととも指数 的に減衰 した.ICH3は 二

分子膜 内に存 在す るDSPC分 子 の数及 びその配 向に依存

するので,以 下の関 係が成立す る.

ICH 3oC(NT-NB)2(1)

ここでNTとNBは 二 分子膜の 外層 と内層 にあ るDSPC分

子 のモ ル分率 で,NT+NB=1で あ る.ま た,外 層 と内層

にあるDSPC分 子 の配向が逆であ る初期状態 においては,

NT=0,NB=1で あ るが,フ リ ップ ・フロ ップ運動 ととも

に内層のDSPCが 外 層へ と移動 し,平 衡状態(NT=NB=

0.5)に 達 す るまで拡散 し続 ける,そ れ に伴い二分子膜 の

非対称性が低下 し,IcH3が 減 少する.こ こで,DSPCの フ

リップ とフロ ップの速度 が同 じであ る単分子反応 とす る

と,反 応速 度式 は

ICH3=Imax exp(4kt)+1nr(2)

とな る.こ こでkは 速度定数,ImaxとInrはSFG信 号 の最
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図3 DPPC,DHPCお よびDSPC単 一 二分子膜で観測さ

れたIcH3の 温 度依存性である.右 上にTm前 後の膜構

造変化の模式図を示す.

大 強度 と非 共鳴 バ ック グラウン ドであ る.図2に 示 す よ

うに,こ の速度論モデ ルは実験 結果 とよく合い,脂 質二分

子膜の フ リップ ・フロップ過程 は単 分子機構 で起 こるこ と

がわかった.

さ らに,フ リップ ・フロ ップの速 度は温度 にも強 く依存

する.例 えば,25℃ で の反 応半減 期は18日 を要 す るの に

対 して,50.3℃ で は38.1分 ま で と短 くなる.こ の過程 の活

性 化エ ネルギ ーは206±18kJ/molと 求 め られた.一 方,

温 度 上昇に伴 い,脂 質二 分子 膜は相転 移温度(Tm)付 近

でゲル相か ら液 晶状 態(LC)へ と構造変 化 を起 こす こ と

が,示 差走 査熱量 分析(DSC)に よ り知 られて いる.こ

の状態変化 と上記フ リップ ・フロ ップ過程の関連 について

も検討 された.

図3に は,DPPC,DHPCとDSPCの 単 一 脂 質二 分子

膜 を基板表面 に作製 し,溶 液 の温度 を0-2℃/分 の速度で上

昇 させ た際,そ の場 で観測 され たICH3の 温 度依 存性 を示

す5).い ず れの膜で も強 い温度依存性 を示 し,41.0±0.4℃

(DPPC),52.4±0.7℃(DHPC)お よび57.5±0.5℃(DSPC)

にSFG強 度 の最大値 が観測 され た.こ れ まで に報告 され

た 各脂質 分子のTmの 文献値 と近 い ことが分か った.す な

わち,Tm以 下 では,脂 質分子 はゲ ル相 として存在 し,対

称性 に より二分子膜 か らSFGピ ー クは基本的 に観測 され

ない と期待 されるが,こ こで弱 く観 測された こと(図3)

は,膜 内 に欠陥が存在 している こと,ま たは石英基板に接

する内層 と重水に接す る外層 との環境の違 いによ り,対 称

性が一部崩 されている ことを示唆 した(著 者の研究グルー

プでは,こ の場合では殆 ど信号 を観測 していないこ とをこ

こで記 したい)6・7).一 方,Tmに お いて,脂 質分子 の協 同

的相転移 が起 こ り,脂 質二 分子膜の ゲル状態 とLC状 態の

ドメイン転位お よび内層 ・外層 の ドメインサ イズの違 いに

よ り,膜 の局 所対称性 が破壊 され,SFG強 度 の著 しい増

加が観測 された.さ らに,Tm以 上 の温度範 囲では,均 一

相 のLCの 形 成 に よ り,二 分子膜 の対 称性 が増 え,SFG

強 度 が再 び減少に転 じた(図3模 式図).こ の こ とか ら,

ICH3の 温 度依存性 を測 定す る こ とに よ り,こ れま でDSC

で は 測定 で きなか った固体 基板 に担持 した脂質二分子膜の

Tmを 測定 で きることを示 した.こ の研究 か ら脂質 分子 を

基板表面 に固定 して もTmが さほ ど大 き く変 らない ことが

分か った5),

さ らに,DSPC/DSPC-d83で 作製 した非対称二分子膜 で

同 じ測定 を行 った ところ,フ リップ ・フ ロ ップ過程 はTm

よ り低め の温 度で急激 に加速 され,Tmに お いて,フ リッ

プ ・フロ ップはすでに平衡状態 に達 した41.ま た,実 際の

細胞膜には多 くの脂 質分子 があ るため,転 位温度の範囲 も

相当広い もの と予想 される.

以 上 に示 したよ うに,SFG振 動 分光 法は,リ ン脂質二

分子膜のフ リップ フロ ップ過程及び相転移過程の直接 観

察に適用 し,成 功 を収 めた.今 後,生 化学や細胞生物学 の

研究 への この手法の 活用 が大 き く期待 され る ところであ

る7-9).
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