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論文要旨

イ ンフルエ ンザウィルスは膜 タンパク質、hemagglutirUnを 用 いて ウ ィルス膜 と

宿 主細胞 とを融合 させ、宿主細胞に感染する。hemagglutirdnは 酸性pH環 境 下 で

活性 化す るが 、hemagglutininの 活性部位 と目される疎水性領 域(融 合 ペ プチ ドと呼

ばれ てい る)と 同 じア ミノ酸配列 を持つ20残 基長 の合成 ペ プチ ドもまた、酸性pH

におい て、共存す る中性 リン脂質 のリボソーム(人 工脂 質二重膜 小胞)の 融合 を引 き

起 こす 。 これ まで に、このペプチ ドのアミノ酸配列 をもとに多 くの類似ペ プチ ドが

合成 され、その立体構造や膜融合活性についての研究がなされて きた。これらのペ

プチ ドはリボソームに結合 して両親媒性 αヘ リックス構造 をとるが、その膜融合活

性はアミノ酸配列に大 きく依存 してお り、それらのアミノ酸配列上の特徴が脂質二

重膜内におけるペプチ ドの どのような挙動につなが り、 どのようにして膜融合活性

を引 き起 こすのかは不明であった.

今 回ATR(attenuatedtotalreflection)法 を用いて、基板 上 に調製 した中性 リン脂

質(phosphatidylcholine)の 平面脂質二重膜 の赤外線 吸収 スペク トルを測定 し、ペプ

チ ドの脂質二重膜への結合 に伴 うスペク トルの変化を解析す ることによって、膜融

合活性ペプチ ドの脂質二重膜 との結合挙動 と、膜平面に対す るペプチ ドの αヘ リッ

クス軸の配向、およびペプチ ドの結合による脂質の炭化水素鎖の配向の変化 を決定

した。

その結果、膜融合活性ペプチ ドは活性 を示す酸性pHに お いて脂 質二重膜 との協

同 的な結 合挙動 を示 し、その結合等温線の解析か ら、膜内においてペプチ ドが2量

体 化す る こ とが示唆 された。 また、ペプチ ドの αヘ リックス軸は膜平面に対 してほ

ぼ平行であった。同時に、脂質の炭化水素鎖の配向はペプチ ドの結合量に伴 って変

化 してお り、膜融合活性ペプチ ドの結合によって脂質二重膜構造 が不安定化する過

程が観察 された。一方、活性 を示 さない中性pHで は、ペ プチ ドと脂 質二重 膜 との

結 合 に協 同性は観察 されず・また・ペプチ ドの αヘ リックス軸は酸性pHの 場合 よ

りも傾 くか 、 また は配 向性 が低下 した。



次 に、様 々な両親媒性 αヘリックス型ペプチ ドに対 して同様の解析 をお こなった

ところ、膜融合活性 を持つペプチ ドではペプチ ドの2量 体化 に よる脂 質二重膜 との

協 同的結合が観察 されたのに対 し、膜融合活性 を持たないペプチ ドではそのような

協同性 は観察 されなかった。また、両親媒性ペプチ ドの αヘリックス軸はいずれも

膜平面に対 してほぼ平行な配向をとったが、膜への結合の初期課程 において、膜融

合活性 を持つペプチ ドでは結合に伴 ってその配向性が向上 したのに対 し、膜融合活

性 を持 たないペ プチ ドでは結合に伴って配向性は低下 した。

以上のようなペプチ ド・脂質二重膜の相互作用 と膜融合活性 との相関か ら、膜融

合を誘起するのに必要な両親媒性 αヘ リックス型ペプチ ドの構造的特徴や膜内挙動、

お よびhemagglutirdnに よって引 き起 こされる膜融合過程 における融合ペプチ ドの

役割について考察する。
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1.膜 融 合 と タ ン パ ク質

本研 究 の対象 である膜融合 とは、脂質二重膜 によってつ くられた複数の小胞が会

合 し、一つの小胞へ と再構成 される現象である。この とき、複数の小胞の内水相お

よび脂質分子が一つの小胞内で混合 される。膜融合の詳細 な機構は未 だに不明であ

るが、親水部の電荷の中和や浸透圧の変化、炭化水素鎖の相転移等 によって引 き起

こされる物理化学的な現象 として捉えられている。

脂質二重膜は生体 を機能単位(細 胞 や細 胞内小 器官 な ど)に 分割 す る生体膜 として

用 い られ てお り、膜融合はそれ らの機能単位間で脂質二重膜を介 した物質の輸送や

交換 をおこなうための重要な手段の一つである。受精、エ ン ドサイ トーシス、 タン

パク質の細胞内輸送 と細胞外分泌、シナプスにおける神経伝達物質の放出、細胞融

合、 ウィルスの感染などにおける一過程 として膜融合現象が観察、または推定 され

ている。 しか し、生体 を外界か ら分離 し、さらに機能単位 に分割す る生体膜本来の

役割 とは相反する現象であるか ら、生体内での膜融合はその対象 と時期 を制御 され

なければな らない。多 くの場合、生体内の膜融合は膜融合活性 タンパ ク質によって

誘起 され、その活性はpHやGTP、Ca2+濃 度 な どに よって制御 されてい る。

近年、X線 結晶構造解析 な どによる タンパク質の高次構造に関する知識 の膨大 な

蓄積 に後押 しされ、 タンパク質を分子機械 として捉え、その立体構造お よび物性が

いかにして機能を発現 しているのかを理解 しようとする動 きが活発 になって きた。

ここで注意 しなければならないのは、タンパク質の構造やその安定性(動 的性 質 を含

む)に 関す る問題 は、高分子物理化 学や統計熱力学などの巨視 的な視点か らはい くら

かの解釈が可能であるが、量子化学や量子統計力学などの微視的な視点か ら扱 うに

は系 がやや複雑す ぎるということである。一方・酵素などに見 られる化学反応の触

媒活性 などの機構は量子化学的な解釈 を必要とす る問題を本質的に含 んでお り、こ

れ らを立体構造上の特徴か ら説明するのは容易なことではない・現在 のところタン

パク質の構造 ・機能相関の研究は・立体構造か ら説明 される基質特異性や・静電ポ
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テ ンシャルによるイオンや電子の移動などの比較的簡単な問題に対象が絞 られてお

り・酵素の反応機構等の より複雑な問題に対 しては反応経路 の推定や反応速度 につ

いての定性的な解釈 にとどまらざるを得ない状況である
。

冒頭 に述べた ように膜融合は巨視的な現象であ り、タンパク質の構造や物性 との

相関を高分子物性の観点か ら解釈することが理論的に可能な生理活性である。この

意味で膜融合活性 タンパク質は、 タンパク質の構造 機能相関の研究対象 として理

想的である。その反面、脂質二重膜を含む実験系は他の水溶性 タンパ ク質の場合 と

は異 な り、均一系 とはなり得ない。そのため、一部の分光学的手法が使用 で きな

い、あるいは結晶試料の調製が困難であるなど実験方法に多 くの制約があ り、新 し

い方法論の開発が特 に望 まれる研究分野である。

2.イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィル ス の 膜 融 合 活性 タ ンパ ク質=HA

生体 内 の膜 融合現象 の中で、 イ ンフルエ ンザウィルスの感染機構 における膜融合

は非常 によく研究がなされた一例である(Whiteetal.,1983;Stegmannetal.,1989;

White,1992;Zimmerbergeta1.,1993)。 イ ンフルエ ンザ ウ ィルス はエ ンベロープゥィ

ルスとして分類 され、 らせ ん対称を持つヌクレオキャプシ ドが ウィルス膜(脂 質二重

膜)で 覆 われ た構造 を持 つ。 ウ ィルス膜にはスパイク型膜 タンパク質、HAが 存在

し、宿主へ の感染 の初期過 程 において重要な役割を果た している。

まずウィルス粒子はHAを 介 して宿主細胞膜 と結合 し、細胞 のエ ン ドサイ トーシ

スによってエ ンドソーム内に取 り込まれる。エ ンドソーム内のpHが その膜上 に存

在 す る プロ トンポ ンプによって低下するとHAの 膜融合活性 が発 現 し、 ウ ィルス膜

とエ ン ドソーム膜が融合す る。その結果、ヌクレオキャプシ ドが宿主細胞内に放出

される。 リン脂質の リボソーム(人 工脂 質二 重膜小胞)や 赤血 球 を用 い た実 験 に よる

と、HAはpH5。5以 下 で膜融合活性 または溶血活性 を示す(Maeda&Ohnishi,1980;

MaedaetaL,1981ρomsetal.,1986)。

HAはHA1鎖 とHA2鎖 の、二つ のペ プチ ド鎖 が ジスル フィ ド結合でつなが った

サ ブユニ ッ ト3つ か ら構成 され るホモ3量 体 であ り、HA2鎖 のC末 端付 近 を ウィル

ス膜 に貫通 させ 、HA2鎖 のN末 端側 の大 部分 とHA1鎖 をウ ィルス膜 の外側 に配 置
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させ て い る。HAの 膜 外 ドメ イ ン は プ ロ メ ラ イ ン処 理 に よっ て水 溶 性 フ ラ グ メ ン

ト・BHAと して切 り出 す こ とが で き、X線 結 晶構 造 解 析 に よ っ て 中性pHに お け る

立 体 構 造 が 明 らか に され て い る(図1a
,b)(Wilsonetal.,1981)。 こ こでHAの 構 造 お

よび 物 性 と膜 融 合 活 性 との相 関 に つ い て現 在 まで に得 られ て い る知 見 を ま とめ て お

く。

HAの 、 膜 融 合 活 性 の標 的 で あ る脂 質 二 重 膜 との結 合 の形 式 に は 二 種 類 あ る。 一

つ は感 染 の 第 一 段 階 で 見 られ る 、HA1鎖 に よ る細 胞 表 面 との結 合 で あ る。 こ の結 合

は細 胞 膜 の糖 脂 質 や 糖 タ ンパ ク質 の シア ル酸 残 基 に特 異 的 で あ り(Weisetal .,1988;

SauteretaL,1992)、 脂 質 の脂 肪 酸 部位 との相 互作 用 は な い 。 も う一 つ はエ ン ドソ ー

ム内 の 酸 性pHに 誘 発 され る、 膜 融 合 を伴 う結 合 で あ る(Domsetal ,,1985)。 疎 水 性

光 反 応 修 飾 の実 験 に よる と、 この と きの結 合 部 位 はHA2鎖 のN末 端20残 基 ほ どの

疎 水 性 領 域 で あ り、 中性 リ ン脂 質二 重 膜 と疎 水 性 相 互 作 用 で結 合 して い る(Brurmer.

1989;Hartereta1.,1989;Stegmameta1.,1991)。 この領 域 は、 ア ミノ酸 配 列 が 変 異 株

間 で よ く保 存 され て い る こ と、 また、 ア ミノ酸 置 換 に よっ てHAの 膜 融 合 活 性 が 影

響 を受 け る こ とか ら(GethingetaL,1986)、 膜 融 合 に直 接 関与 す る部 分 で あ る と考 え

られ て お り、 融 合 ペ プチ ドと呼 ば れ て い る(図2)。

BHAのX線 結 晶構 造 に よる と、 中性pHで は 、融 合 ペ プチ ドは タ ンパ ク質 内 部

の 、HAの ス パ イ ク構 造 の根 元 の あ た り(ウ ィル ス 膜 に近 い 部 分)に 埋 もれ て い る

(図1a,b)。 したが って 融 合 ペ プ チ ドが 標 的脂 質 二 重 膜 と相 互 作 用 す る た め に は 、 酸

性pHに お け るHAの 大 幅 な立体 構 造 変 化 が必 要 で あ る。pHの 低 下 に よ っ て 引 き起

こ さ れ るHAの 構 造 変 化 は 、 プ ロテ ア ー ゼ耐 性 、抗 体 の 認 識 、 トリ プ トフ ァ ンの蛍

光 ス ペ ク トル な どの 変 化 や 電 子 顕 微 鏡 像 な どに よっ て示 唆 され て い る(Skeheletal.,

1982ρomsetal.ノ1985;Ruigroketal・ ノ1986;White&Wilson/1987;Whartonetal.ノ

1988a)。Carrら とBulloughら は合 成 ペ プ チ ドを用 い た研 究(Carr&Kim,1993)と 、

BHAか ら疎 水 性 部 分(融 合 ペ プチ ドを含 む)を 除 い た フ ラ グ メ ン ト、TBHA2の 酸 性

pHに お け るX線 結 晶 構 造 解 析(Bulloughetal・ ・1994)か らそ れ ぞ れ独 立 に ・ 融 合 ペ プ

チ ドにつ な が る αヘ リ ッ クス ール ー プ ー αヘ リ ック ス構 造 がpH低 下 に応 答 して 一

本 の αヘ リ ッ クス 構 造 へ と転 移 し・ サ ブユ ニ ッ ト間 で3本 鎖 コ イ ル ド コ イ ル を形

成 す る こ とで 安 定 化 す る とい うモ デ ル を提 出 した(図1c,d)。 融 合 ペ プ チ ドは こ の構
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図 ユ:X線 結晶構造解析 による、HAの 水溶性 フラグメン トの立体構 造((Bu110ugh

eta1ワlgg4)よ り転載)。aは 中性pHに お けるHAの 膜外 ドメイ ン(BHA)の3量 体 構造

で あ り、bは そのサ ブユ ニ ッ トの構1造である。図中のHAIN,HA2N,HAIC,HA2Cは

それぞれBHAのHA1,HA2鎖 のN,C末 端 を示す。bの 実線で 囲まれてい る部分 は主 に

HA2鎖 か らなる ドメイ ンであ り、HAで はそのC末 端で膜貫通 αヘ リックス とつ なが っ

て いる。 また、そのN末 端 には融合 ペ プチ ドと呼 ばれる疎水性領域(太 線で フ オロー し

て ある)が あ り、3量 体 内部で はサ プユ ニ ッ ト間の隙間に挟 み込 まれ ている。点線 で囲 ま

れ てい る部分 は主 にHA1鎖 か らな る ドメ インであ り・細胞 表面 のシ アル酸 残基 と特異 的

に結合す る。(次 ペ ージへ続 く)
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図1(前 ペ ージの続 き)cは 酸性pHに おける、BHAか らシアル酸結 合 ドメイ ンお

よび融 合ペ プチ ド領 域 を除い たフラグメ ン ト(TBHA2)の3量 体構 造で あ り、dは そのサ

ブユ ニ ッ トの構 造であ る。a,bに お ける αヘ リックスールー プー αヘ リ ックスの部分が

c,dで は一本 の長 い αヘ リックスになってお り・それ らが3量 体内で3本 鎖 コイル ド

コイルを形成す るこ とによって、HA2鎖N末 端の融合ペ プチ ドがHAの スパ イク構i造

の頂点 まで移 動す る と考 え られてい る。
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造 変 化 に伴 って100Aも の距 離 を移 動 し、 ス パ イ ク構 造 の頂 点 へ 達 す る と考 え られ

る 。

さ らに 、膜 融 合 活性 の速 度 論 的 、 あ る い は化 学 量 論 的解 析 か ら、膜 融 合 活 性 の発

現 に は上 述 の構 造 変 化 お よび標 的脂 質 二 重 膜 との結 合 に つづ い て3～5分 子 のHA

の 会 合 が 必 要 で あ る こ とが 明 らか に な り(Morrisetal .,1989;Sarkaretal・,1989;

Ellensetal・,1990;Stegmametal .,1990)、 この 会合 体 の 中央 に融 合 孔 が 形 成 さ れ る

とい うモ デ ル が 提 出 され て い る。 融 合 孔 とは膜 融 合 の 中 間段 階 にお い て存 在 す る と

予 想 され る、 二 枚 の脂 質 二 重 膜 を貫 通 す る チ ャネ ル構 造 で あ り、 こ の孔 を通 じて 内

水 相 の混 合 が は じま る と考 え られ て い る。Spruceら は 電気 測 定 に よっ て 融 合 孔 の 形

成 過 程 や そ の 内径 につ い て研 究 をお こな い、 こ のモ デル を支 持 す る結 果 を得 て い る

(Spruceetal.,1989,1991)。

15101520

AIPR18134G灘 評GA苫AG嬰 策EGG'縦TG驚 工DG1硬 輩G…

AIJAP1305157G勘 野GA宏AG翠 τEGG栂 ΩG漸VDG聾 調rG

AIAICHy2168G滋 炉GA'諺AG嬰 叢ENG1畔EG讐 工DG1興¥G。 ・ ・

AIFPVIROSTOCK134G鋤 嬰GA零AG響.零ENG辮EG無VDG斑 驚G。 ・ ・
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図2イ ンフルエ ンザウィルス各株のHAの 融合ペプチ ド領域のアミノ酸配列 と、

A/PR/8/34株 のペプチ ドの αヘリックス投影図(ヘ リックス軸方向か ら見たアミノ酸残

基の空間配置図)。 陰影をつけた記号は疎水性残基 をあらわす。
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HAに よって引 き起 こ される脂質二重膜の物性の変化については、今のところ、

あま り研究成果はあがっていない。一般に膜融合過程は、脂質の層状構造か ら中間

状態 としての別の構造(ヘ キサ ゴナルH構 造や逆 ミセル構造 、茎状構 造 な ど)へ の相

転 移 を経 由す る と考 え られている。最近の熱力学的な研究によれば、HAに よる膜

融合 にお け る この中間状態 はヘキサゴナルH構 造や逆 ミセル構造 で はな く

(Stegmam,1993;Alfordetal.,1994)、 茎 状構 造であ るとされてい るが(Siegel,1993;

Kembleetal.,1994)、 決定 的な証拠が挙 げ られているわけではない。

3.融 合 ペ プ チ ド と脂 質 二 重 膜 の 相 互 作 用

融合ペプチ ドと標的脂質二重膜 との結合が膜融合活性の重要な要因であるとし

て、 これ らのペプチ ドは脂質二重膜内でどのような構造や物性 を示すのであろう

か。 また、それ らの性質が脂質二重膜に対 してどのような影響があ り、膜融合過程

全体 のなかでどのような役割を果たすのであろうか。

Brunnerら は彼 らの疎水 性光反応修飾 の実験において、炭化水素鎖部に修飾剤 を

導入 したリン脂質二重膜 とBHAと を酸性pH下 で結合 させ 、修 飾剤 の局在位 置 と修

飾 されたアミノ酸残基の結果か ら、HAの 融合ペ プチ ドが両親媒性 αヘ リ ックス構

造 をとり(図2)、 脂 質二重膜 の外 側 の一重膜 中に偏在 していることを示 した

(Brurmer,1989澗artereta1.,1989)。20残 基か らなる αヘ リ ックスは約30Aの 長 さ

であ り、 これ は脂 質二重膜の炭化水素鎖層の厚さとほぼ同 じであるか ら、す くな く

とも融合ペプチ ドは膜貫通型ではないことになる。

村田 らはA/PR/8/34株 のイ ンフルエ ンザ ウ ィルス のHAの 融合 ペ プチ ドと同 じ

ア ミノ酸配列 を持つ20残 基 のペ プチ ド(図3の ペ プチ ド1)を 合成 し、eggPCリ ポ

ソーム との相互 作用 を観察 した(Murataetal.,1987a)。 その結 果、 この合成 ペ プチ ド

がHAと 同様 にeggPCリ ボ ソー ムに対 してpH依 存性膜融合 活性(pH6・2以 下で活

性 を もち、pH4,8で 最大活性 を示す)や ・ リボソーム内包物 の漏 洩活性 を持つ ことが

わかった。 ところで、このペプチ ドは側鎖に電荷 を持つアミノ酸残基 としてはグル

タミン酸 とアスパ ラギン酸 しか持っていない。村田 らは・やは り酸性pHで のみ膜

融合活性 を持 つ ス クシニル化メリチン(メ リチ ンの4個 の ア ミノ基 をス クシニ ル化 し

7



序 論
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図3二 本研 究で用い られ た合成ペ プチ ドのア ミノ酸配列 と・その αヘ リックス投影 図。

陰影 をつ けた記号 は疎水性残基 をあ らわす。 また・(+)は ペプチ ドが膜融合 活性 を もつ こ

と、(一)は膜融合 活性 を もたないこ とを示す。膜融合活性 の有無 の判断 につ いては 「結

果」 の表3を 参照 されたい。
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た もの)に つ い て の研 究 をお こな っ て お り、 そ の カル ボ キ シル 基 のpKがeggPCリ

ボ ソ ー ム の共 存 に よっ て高pH側 に シ フ トして い た こ とか ら、 酸 性pHに お け る こ

れ らの ペ プ チ ドの カ ル ボ キ シル 陰 イ オ ンの プ ロ トン化 が 膜 融 合 を引 き起 こす と考 え

た(MurataetaL.1987b)。

他 の株 のHAの 融合 ペ プチ ドにつ い て も同様 の結 果 が 報 告 され て お り(Lear&

DeGrado,19871Whartonetal.,1988b;Rafalskietal.,1991)、 また 、 他 の膜 融 合 活 性

タ ンパ ク 質 の 融 合 ペ プチ ドにつ い て も合 成 ペ プチ ドを用 い た研 究 が お こ な わ れ て い

る(Martineta1.,1991,1993a,1993b,1994;D蔵zgUnes&ShavrUn,1992;Epandetal.,

1992;MugaetaL,1994;Nievaetal.,1994♪Rapaport&Shai,1994)。 リ ン脂 質 二 重 膜

と の相 互 作 用 は ペ プ チ ドに よっ て異 な るが 、 これ らのペ プ チ ドす べ て に共 通 して い

る の は膜 構 造 を不 安 定 化 す る は た ら き(リ ボ ソ ー ム内 包 物 の漏 洩 な ど)で あ る。

Epandら はHAの 融 合 ペ プチ ドを模 した合 成 ペ プチ ドが 、酸 性pH下 で リ ン脂 質

の 、 二 重 膜 構 造 か らヘ キサ ゴナ ル構 造 へ の相 転 移 温度 を下 げ る こ と を示 した(Epand

etal.,1992)。 先 に述 べ た よ うにHAに よ る膜 融 合 現 象 にお い て 、 脂 質 は ヘ キサ ゴナ

ル構造 を 中 間状 態 と して とっ て お らず 、 この実 験 事 実 の意 味 す る とこ ろ は 明 瞭 で は

な い が 、 す くな く と も融 合 ペ プチ ドが 脂 質 の一 状 態 と して の 二 重 膜 構 造 を不 安 定 化

して い る こ とは 明 らか で あ る。 同 時 に、 これ らの合 成 ペ プチ ドが 膜 融 合 を引 き起 こ

す 場 合 で も、 そ の融 合 過 程 が膜 融 合 活性 タ ンパ ク質 の そ れ と同 じで あ る保 証 は な い

こ と に留 意 す べ きで あ ろ う。

と こ ろ で これ らの ペ プチ ドは い ず れ も脂 質 二 重膜 に結 合 して二 次 構 造 を と るが 一

イ ン フル エ ンザ ウ ィル ス のHAや セ ンダ イ ウ ィル ス のFタ ンパ ク 質 の よ うに αヘ

リ ック ス 構i造 を とる もの もあ れ ば 、精 子 と卵 の膜 融合 を制御 す るPH-30の よ うに β

構 造 を と る もの 、 ヒ ト免 疫 不 全 ウ ィル ス の9P41や サ ル免 疫 不 全 ウ ィル ス の9P32の

よ う に環 境 に よ って どち らの構 造 もと りう る もの もあ る。 本研 究 はHAの 融 合 ペ プ

チ ドに 関 して お こな わ れ た た め 、 以 下 の議 論 は αヘ リ ッ クス構 造 を と るペ プ チ ドに

焦 点 を絞 っ て い る 。
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4・ α ヘ リ ッ ク ス 型 膜 融 合 活 性 ペ プ チ ドの構 造 的特 徴

膜融合を引 き起 こす合成ペプチ ドが もつべ き構造の特徴 とはどのような ものであ

ろうか。上記の融合ペプチ ドの例か ら考 えると、両親媒性 αヘ リックス構造が必要

であることが予想 される。Parenteら やLeeら は、単純 な繰 り返 し配列 か らなる両親

媒性 αヘ リックス型の合成ペプチ ドが リン脂質のリボソームに対 して膜融合活性 を

もち得 ることや、そのような単純な系では両親媒性の乱れや αヘ リックス含量の低

下が膜融合活性の低下につながることを示 し(ParenteetaL,1988;Leeetal.,1992)、

す くな くと も両親媒性 αヘ リックス構造が膜融合活性 の必要条件であることを明 ら

かにした。

村田 らは前述のペ プチ ド1の 研 究 をさらに押 し進 め、各 ア ミノ酸残基の物理化学

的性質を保ちつつアミノ酸配列 を単純化することによって、融合活性ペプチ ドの構

造的特徴 をより明瞭にすることを試みた(Takahashi,1990;Murataeta1.,1992)。 も

ともとペ プチ ド1は 疎水 性が非常 に高 く、難水 溶性であった。そのため、活性測定

やCDス ペ ク トルの測定 にお ける取扱 いが困難であ り、またペプチ ドの非特異的な

会合によって溶液内のペプチ ドの実質的な濃度が低下 し、これらの測定結果 に影響

を与 えている可能性があった。そこで、 まず水に溶けやす くするために αヘ リック

ス投影図上で特 に親水性が強いと思われる領域の5残 基 をすべ て グル タミン酸 と

し、 また、副生物の生成を除外するためにメチオニ ンをロイシンとしたペ プチ ドを

合成 した(図3の ペ プチ ドIII)。 さらに、 ア ミノ酸組成 を簡略化するためイソロイシ

ン、フェニルアラニンをすべてロイシンとした(図3の ペ プチ ドW)。 この二つ のペ

プチ ドはいず れ もペ プチ ド1と 同 じくeggPCやDOPCの リボ ソー ムに対 してpH依

存 性膜 融合 活性 お よび漏 洩活性 を持つ。中性pHの 水 溶液 中では ランダム コイル で

あ るが、酸 性pHの 水溶 液 中で は αヘ リックスお よび β構造から構成 されると思わ

れる二次構造 をとり(ペ プチ ドIVは 、αヘ リ ックス構 造指向性 の高 いロイシン残基

のため、中性お よび酸【生pHに おけ る αヘ リックス含量が ペ プチ ド1や1【1よ りも

高 い)、 その二次構造含 量が濃度 に依存することから・ペ プチ ドの会合が二次構造 を

安定化 していると考 えられる。また・ どちらのペプチ ドもpHに よ らず リボ ソーム

に結 合 して αヘ リックス構造 をとる。
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さらに村田 らはペプチ ドIIIのN末 端 とC末 端のそれぞ れ10残 基 の配列 を様 々 に

組み合 わせ たペ プチ ドや、配列内に αヘ リックス構造阻害因子 としてプロリンを入

れたペプチ ドを合成 し、ア ミノ酸配列 とヘ リックス含量が合成ペプチ ドの膜融合活

性や漏洩活性 に与 える影響についての研究をお こなった(Murataeta1.,1993)。 そ の

結果 は以 下 の ように ま とめ られる。ペプチ ドIIIの 膜 融合 活性 には安定 な αヘ リック

ス構造 とC末 端 側10残 基 のア ミノ酸配列 が必 要であ る。 ところがC末 端側10残 基

は αヘ リックス構 造指 向性 がそれほ ど高 くな く、それ自身 として安定 な αヘ リック

ス構造 をつ くり得ないため、αヘ リックス構造指向性 の高いN末 端10残 基 との共存

が必 要 となる らしい。逆にN末 端側10残 基 はペ プチ ドの αヘ リックス構 造 を安定

化す るものの、やは り単独では膜融合 を引 き起 こさない。 また、アミノ酸配列 をよ

り単純化 したペプチ ドVHI(図3の 、 グル タミン酸 とロイシ ンのみか らなる両親媒性

ペ プチ ド)が 漏 洩活性 を示 しなが らも膜融合活性を示 さなかったことか ら、単なる脂

質二重膜構造の不安定化 とも異なる膜融合につながるはたらきがア ミノ酸配列 に依

存 して引 き起 こされることが示唆 される。

他に もタンパク質のアミノ酸置換技術や合成モデルペプチ ドを用いた、HAの 融

合 ペ プチ ドに要求 されるア ミノ酸配列に関する研究が多 くのグループによっておこ

なわれてお り(GethingetaL,1986;Whartoneta1.,1988b;Rafalskietal.,1991)、 例 え

ば融合 ペ プチ ドのN末 端(1残 基 目)の グ リシ ンをグル タ ミン酸 に置換 したHAや 合

成 ペ プチ ドが膜融合活性 を失 ったという結果が得 られている。

5.本 研 究 の 目的

ア ミノ酸残基 の二次構造指向性 と疎水性 を考慮すれば、様 々な両親媒性 αヘ リッ

クス型ペプチ ドを設計することが可能である。 しか し、それ らのうちの限 られたも

のだけが限 られた環境下(酸 性pHな ど)で 膜融合活性 を持 ち、あ るいは膜融合活性

タンパク質の機能部位の一つ とな りうると考 えられる。それでは、脂質二重膜内の

両親媒性 αヘ リックス構造のどのような挙動が膜融合を引 き起 こしうるのであろう

か。 また、その挙動は膜融合活性 を持たない場合 とどのように異な り・あるいはそ

の違いがアミノ酸配列やpHと どの ように結びつ くので あろ うか。
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本研究ではこれ らの点 を明 らかにするために、先 に述べた村 田らの設計 した膜融

合活性ペプチ ド(図3)の 、酸 性お よび中性pH下 、eggPCやDOPCの 脂 質二重膜 内

にお ける挙 動 を赤外(IR)-ATR分 光法 を用 いて解析 した。 また、ペプチ ド111と 部分

的 に異 な るア ミノ酸配列 を持 つペプチ ドのうち、リボソームに対する膜融合活性や

漏洩活性が有意 に減少 したペプチ ドIII-GIEとIII-G13L(高 橋 ,平 成7年)、 お よび

典 型的 な両親媒性 αヘ リ ックス構造をもちなが ら膜融合活性をもたないペプチ ド

VIIIに つ いて も同様 の測定 をお こない、膜融合活性 とペプチ ドの膜内挙動 との相関

を明 らかにすることを試みた。

脂質 としてeggPCお よびDOPCを 選 んだのは、親水部 の大 きさが二重膜構造 を

とるのに適当で、かつ電荷が中和 されているため膜の安定性がpHや カチ オ ンの存

在 な どの影響 を受 けないこと、二重膜 の炭化水素鎖層の厚みが生体膜 と近いこと

(DOPCは 一 カ所 の不飽和結合 を持つC1,の 脂肪酸残基 か らな り、eggPCも 全 体 の3

割 を占め る最 も主要 な脂肪酸残基 は不飽和C1,で ある)、 また、 どち らもゲル ・液晶

転移 温度が低いため(DOPC,-22℃;eggPC,-15℃ 一一7℃)、 生体膜 と同様 に常 温で

液晶状 態(二 重膜構 造 を保 ちなが ら、液相 のように横方向の流動1生を保 って いる状

態)で あ る ことな どを考慮 したためである。

6.ATR分 光 法 に つ い て

分子 の基準振 動(分 子 内におけ る原子配置 の変位 を調和振動 として分離 したもの)

が双極子 モ ーメ ン トの変化 を生 じるとき、その振動数 と遷移モーメン トに対応 した

赤外光の吸収が起 こる。基準振動の振動数は原子団に特異的であるため、分子構造

を反映 した赤外吸収スペク トルを得ることがで きる。また、基準振動は水素結合な

どの非共有結合力の束縛 によって影響をうけるため、特定の吸収帯 の振動数のシフ

トから、分子間相互作用の変化や高分子の高次構造の情報 を得ることが可能であ

る。

タンパク質やペプチ ドの構造解析において、赤外分光法は構造情報 の空間分解能

とい う点でX線 結 晶構 造解析やNMRに 、あ るいは感度 とい う点で紫外 分光法 に

劣 っている。その反面、結晶試料を必要 としない・核種 を選ばない、分子運動な ど

12



序論

による緩和現象 を必要 としない、紫外光に比べて波長が長 く比較的散乱の影響 をう

けない、などの特徴のため、試料の種類や形状にあまり制限 されることな く簡便な

測定 をお こな うことが可能である。ATR分 光法 は、試料 の形状 を選 ばない という赤

外分光法の長所 を最大限に伸ば した測定法のひとつである。

ATR分 光法 は、 内部 反射 を利 用 した一種の吸収スペク トル法である。その測定原

理 を模式的に図4に 示す。 プ リズ ム上 に試料 を密着 させ、プリズム側か ら入射光を

入れる。 このとき、入射角9が 臨界角 よ りも大 きければプ リズム 試料界面で入射

光の全反射が起 こるが、導体面での反射ではないか ら自由端反射であ り、従って界

面における電場 は零ではない。そのため試料側に、界面か らの距離によって減衰す

る定在波が うまれる。 この界面 における試料側への光の浸み出 しのため、全反射面

において試料 による光の吸収がおこり、それが吸収スペク トル としてあ らわれる。

入射光 を全反射 させるにはプリズムの屈折率が試料のそれよりも大 きい必要があ

り、屈折率の高い光学材料が得 られる赤外分光に適 した測定技術であると言 える。

ATR分 光法 は試料 に入射光 を透過 させ る必要がなく、プリズム面 に試料 を密着 さ

せるだけで試料表面の吸収スペク トルを得ることがで きる。そのため加工困難な試

料 を測定することができ、生体組織や本研究の試料である平面脂質二重膜 などの複

雑な構造体 を非破壊の状態で測定することが可能である。また、 フーリエ変換赤外

定在波

入射光

図4:ATR法 による赤外分光法の模式図。
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分光光度計 を用いてスペク トルの積算 をおこない、台形プリズムを用いて試料面の

反射回数 を増やす ことによって、赤外分光法の感度の低 さを補 うことがで きる。

ATR分 光法 の もう一 つの利 点 は、入射光に偏光を用いることによって、試料の特

定の吸収帯 について吸光度の異方性 を決定 し、その吸収帯か ら帰属 される遷移モー

メン トの、プリズム平面に対する配向を見積 もることがで きる点である。注 目して

いる分子の立体構造に対する遷移モーメン トの位置や角度が既知ならば、分子の配

向に関す る情報 をも得ることができる。

今 回用いたペプチ ドが膜内で主に αヘ リックス構造をとっていることは過去 の実

験か ら明 らかである。本来剛直な αヘ リックスが膜融合活性の有無 に対応 して挙動

の違 いを示すな らば、その違いはペプチ ドの会合状態や αヘ リックス軸の配向角度

の変化などにあらわれると考えられる。本研究ではATRプ リズ ム上 に平面脂 質二重

膜 を調製 し、膜に結合するペプチ ドの赤外吸収スペク トルを測定することによっ

て、膜平面 に対するペプチ ドの αヘリックス軸の配向、およびペプチ ドの結合 に伴

う脂質二重膜構造の配向の変化を決定 した。 さらに、スペク トルを定量的に解析す

ることによってペプチ ド 脂質二重膜の結合等温線を決定 し、ペプチ ドと膜 との親

和性や膜 との結合 に伴 うペプチ ドの会合についての知見 を得た。

ATR分 光法 の原理 につい ては、 「付録A'ATR分 光法 の原理」 、 「付録B:分 子

の配 向 と吸光度 の異方性」 を参照 されたい。
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実験方法

1.ペ プ チ ドの 合 成 と 精 製

本 研 究 に お い て用 い られ た ペ プチ ド(図3の ペ プチ ド1,III,IV,VIII,お よびHIの ア

ミノ酸 残 基 置 換 体)は 固相 法 に よ って合 成 し、 液体 ク ロマ トグ ラ フ ィ ー に よ っ て精 製

した。 こ の作 業 は京 都 大 学 化 学 研 究所 の 高橋 傲教 授 を は じめ 、多 くの 方 々 の協 力

に よ っ て お こな わ れ たが(MurataetaL ,1987;Takahashi,1990;Murataetal..1992;

Murataeta1.,1993)、 こ こで は私 が 特 に 中心 とな って お こ な っ た ペ プチ ドIVの 合 成

と精 製 に つ い て述 べ る。

ペ プ チ ドIVの 固 相 合 成Merrifieldら の 方 法(Mitchelletal ..1976;Merrifield

etal.,1982)に 従 い、PAM樹 脂 を担体 と し、α ア ミノ基 をBoc基 で保 護 した ア ミ ノ酸

を用 い て 固 相 合 成 をお こな っ た 。担 体 上 で の ペ プチ ド鎖 の伸 長 は、DCCに よ る ジ ク

ロ ロ メ タ ン溶 媒 中 で のN-Boc化 ア ミノ酸 の カ ップ リ ング(対 称 酸無 水 物 を主 中 間体 と

して進 行 す る)と 、TFAに よる担体 上 のペ プチ ド鎖N末 端 の 脱 保 護(Boc基 の 除 去)

の 反 復 に よ っ て お こ な わ れ た。 担 体 上 で合 成 され た ペ プチ ドはTFMSA/TFA/

DMS混 合 液 に よ って 担 体 か ら切 り出 した(Tametal.,1986)。 ペ プチ ド鎖 の伸 長 の

間 、 グ ル タ ミ ン酸 残 基 と トリプ トフ ァ ン残 基 の側 鎖 は そ れ ぞ れ ベ ン ジ ル基 とフ オル

ミル基 に よ っ て保 護 され て お り、 これ らはペ プチ ドの 担 体 か らの切 り出 しに伴 っ て

除 去 され る。

高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(H肌C)に よ るペ プ チ ドIVの 精 製 切 り出 した ペ

プチ ドをCOSMOSIL5Cl8-ARカ ラム(ナ カ ラ イテ ス ク)を 用 い た逆 相HPLC(日 本 分

光 のTRIROTAR-IIIを 使 用)に よっ て精 製 した 。溶 媒 と して10mM酢 酸 ア ンモ ニ ウ

ム水 溶 液 と ア セ トニ トリル の 混合 液 を用 い ・ そ の 混 合 比 を(80/20)か ら(60/40)ま

で 連 続 的 に 変 化 させ る こ とに よっ て溶 出 をお こ な っ た。 図5に 精 製 前 と精 製 後 の ペ

プチ ドIVの ク ロマ トグ ラ ム を示 す 。
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そ の他 の ペ プ チ ド 本研 究 で用 い られ た そ の他 の ペ プ チ ドは手 動 操 作 ま た は ペ

プチ ド自動 合 成機(ApPliedBiosystemsの431APeptideSynthesizerお よびMilliGen

の9050PepSynthesizer)に よ り、Boc法 やFmoc法 な どを用 い て合 成 した 。 ほ とん ど

の ペ プチ ドは逆 相HPLCに よっ て精 製 したが 、特 に難i水溶 性 の ペ プチ ド1に 限 り

SephadexG-25medium(PharmaciaFineChemicals)を 用 い た ゲ ル濾 過 に よる精 製 に

と どめ た。 ま た切 り出 し後 お よび精 製 後 のす べ て の ペ プチ ドは凍 結 乾 燥 に よっ て保

存 した 。

2.ペ プ チ ドの 定 量

実 験 に際 して調 製 した溶 液 のペ プ チ ド濃 度 は以 下 の手 順 に従 い 、 イ オ ン交 換 樹 脂

に よ る ア ミ ノ酸 分 析(日 本 分 光 の ア ミノ酸 自動 分析 機 プ ロ トタイ プ を使 用)に よ っ て

決 定 した 。 ペ プチ ド溶 液 の 適 当 量 を酸 加水 分解(6N塩 酸 に溶 か して 減 圧 封 管 中、

120℃ で24時 間加 熱 す る)に よっ て ア ミ ノ酸 に分 解 し、ShodexHGO95(昭 和 電 工)

ab
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図5:ペ プチ ドIVのHPLCク ロマ トグラム。10mM酢 酸 アンモニ ウム水溶 液/ア セ

トニ トニ ルの混合溶媒 を混 合比(80/20)か ら(60/40)ま で30分 間か けて勾 配溶 出 し、

流 路上 の フローセルで280nmの 吸光度 を測定 した もの。aは 精製前 の もの、bは 上記 と

同 じ溶 出条件 で精製 した ものである。bで は、周辺小 ピークが消失 してい る。`
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の カ ラ ム を用 い 、Moore-Steinの 溶 出条 件(Mooreetal .,1958;Spac㎞anetal.,1958)

に従 っ て各 ア ミ ノ酸 に分 離 した 。 分離 した ア ミノ酸 を高橋 の ニ ン ヒ ドリ ン発 色 法

(Takahashi,1978)に よ って 発 色 させ 、流 路 上 の フ ロー セ ル を用 い て定 量 した

(570㎜ の吸 光 度 を測 定 す る)。

3.リ ボ ソ ー ム の 調 製

eggPCやDOPCの 小 型1枚 膜 リボ ソ ー ム(SUV)懸 濁 液 を超 音 波 処 理 法 に よ って

以 下 の よ うに調 製 した、eggPCお よびDOPCはAvantiPolarLipidsよ り購i入 し、

薄層 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ って純 度 を確 認 した(Arvidson,1965)。 こ れ らの 脂 質

の ク ロ ロ ホ ル ム溶 液 を減 圧 乾 燥 す る こ とに よっ て ガ ラス容 器 内壁 上 に脂 質 薄 膜 を調

製 し、Vortexミ キ サ ー を用 い て実 験 用 緩 衝 水 溶 液 ま た は水 中 に 分 散 させ た 。 つ づ い

て窒 素 気 流 下 、OoCで トミー精 工 のUD-200型 超 音 波 発 生 機 を用 い て30Wの 超 音 波

照 射 をお こ な う こ と に よ り、 直 径 数 百AのSUVを 得 た(Huang,1969)。 調 製 した

SUV懸 濁 液 の濃 度 はBartlettの リ ン定 量 法(Bartlett,1959)に よ っ て決 定 した 。

4.ペ プ チ ドの 膜 融 合 活 性 測 定

リボ ソ ー ム を用 い た膜 融 合 活 性 測 定 には大 き くわ け て2種 類 あ る。 一 つ は複 数 の

リボ ソ ー ム 上 に あ る脂 質 の混 合 を測 定 す る もの 、 も う一 つ は複 数 の リボ ソ ー ム の 内

水 相 の 混 合 を測 定 す る もの で あ る。 いず れ の場 合 も蛍 光 色 素 な どの プ ロ ー ブ分 子

(脂 質 混 合 測 定 の場 合 は 脂 溶 性 の もの、 内水 相 混 合 測 定 の場 合 は水 溶 性 の もの)が 用

い られ る。

膜 融 合 活 性 測 定 法 本 研 究 にお い て 用 い られ たペ プ チ ドの 膜 融 合 活 性 測 定 は京

都 大 学 理 学 部 の村 田 昌之 博 士 をは じめ とす る多 くの方 々 の協 力 に よっ て お こな わ れ

た(Murataetal.,1987a;MurataetaL,1992声Murataetal・,1993)(高 橋,平 成5年,平

成7年)。 脂 質 混 合 測 定 に は脂 溶 性 蛍 光色 素 で あ るR18とNBD-PEを と も に含 む リ

ボ ソ ー ム とそ れ ら を含 ま な い リボ ソー ム を混 合 した系 が 用 い られ 、R18へ の エ ネ ル
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ギー移動によって抑 えられていたNBD.PEの 蛍光 強度 が、脂質混合 に伴 う蛍光色素

の希釈 によって増加す る過程が測定 された(NBD-PEの 励 起波長 は 一470㎜ 、蛍 光

波 長 は 一530mn、R18の 励起 波長 は 一560㎜ 、蛍光波長 は 一590㎜ であ る)。 内

水 相混 合 は水 溶性蛍 光色 素 であるANTSを 内水相 に含 む リボ ソーム とその消光剤で

あるDPXを 内水相 に含 む リボ ソームの混合系 において、ANTSとDPXの 混合 に伴

う蛍 光 の消 光 と して測 定 された(ANTSの 励起波長 は ～350㎜ 、蛍光波長 は

一520㎜ であ る) 。 また リボソームの漏洩 はANTSとDPXを ともに内水 相 に含 む リ

ボ ソームの系において、内水相の希釈による蛍光消光の解消 として測定 された。

脂質混合の測定 以下に私がおこなった、酸性pHに おい てペ プチ ドが ひ きお

こす脂質 混合の測定 についてより詳細に述べる。 「3.リ ボ ソームの調製」 に従 っ

てNBD-PEとR18を それぞれモル比 で1%ず つ含 むDOPCのSUV(標 識 リボ ソー

ム)と 蛍光色 素 を含 まないSUV(無 標識 リボ ソーム)を 調製 し、 これ らをモル比

1/1で ふ くむ測 定系(DOPC(SUV),1。5mM;KCl,100mM;sodiumcitrate,50mM;

pH5.0)を 調製 した。 この水溶液 にペ プチ ド水溶液(KCI,145mM;HEPES,5mM;

peptide,～1mM;pH7.4)を 加 え、 日本 分光のFP-550型 分光蛍光光度計 を用 いて励

起 波長470㎜ 、蛍光波長535㎜ で の蛍光1鍍(NBD-PEの 蛍光)の 変化 を測定 し

た。 ペ プチ ドを加 える前の蛍光強度 を脂質混合率0%レ ベ ル、0.3%(W/V)当 量 の

TritonX-100(30%(W/V)水 薯容液)を 加 えてすべ てのSUVを 可 溶化 した と きの蛍 光

強度 を脂 質混合率100%レ ベル として測定結 果の処理 をお こない、ペ プチ ドによる

脂質混合率の値 を評価 した(ペ プチ ドやTritonX400の 水 溶液 を加 えた ことによる希

釈 の効 果 をも考慮 した)。

5.円 偏 光 二 色 性(CD)ス ペ ク トル

CDス ペ ク トル は 日本分光 の1-20型 自記旋光分散計 の、偏 光変調素子 をポ ッケル

セルか ら石英偏歪素子に改変 し、EG&GPRINCETONAPPLIEDRESEARCH社 の

MODEL5209LOCK-】NAMPLIFIERに 接続 した もの を用 いて測定 した。セルは光路

長が0.1mmか ら10mmの もの を使用 した。
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実験方法

6.平 面 脂 質 二 重 膜 の 調 製

脂 質二重膜 の赤外(IR)-ATRス ペ ク トル の測定 にあた り、以下 の手順に従 ってゲル

マニウム製の多重反射式(台 形)ATRプ リズ ム上 に平面脂質二重膜 を調製 した。

平面単層脂質二重膜 平面単層脂質二重膜はLangmuir-Blodgett法 とべ シクル

融合現 象 を組 み合 わせ た方法(Fringeli,1989;Frey&Tamm,1991;Kalbetal.,1992)に

よって調製 した。 図6に その手順 を模 式的 に示す。

ATRプ リズ ム はあ らか じめク ロロホルム/メ タノールの体積 比4/1の 混合 溶媒

で洗 浄 し、使用 す る直前 にプラズマ洗浄(日 立製作所 のE101型 イオ ンスパ ッター を

使 用)を お こな うこ とに よって、 プリズム表面上の有機物 を取 り除いた。つ ぎに

Wilhelmy型 表面圧計 お よびLangmuir水 槽(山 友 技術 製作)を 用 いてeggPCお よび

DOPCの 水面 単分子膜 を調 製 し、垂直引 き上げ法 によってATRプ リズ ム上 にLB膜

と して転 写 した。 図7に 単分子膜調製装置 の概略 を示す。Langmuir水 槽 とは表 面 を

テ フロ ン加 工 した浅 い角形の水槽であ り、 またWilhelmy型 表面圧計 とは、天秤 か

ら垂直 に吊 るしたWilhelmy板 と呼 ばれ る親水性 薄板(こ こで はす りガ ラス の板)の

下端 を水 面 に接触 させ、板 にはたらく下向きの力を水面の表面張力 として測定す る

装置である(板 の重力 お よび浮力 は差 し引 く)。 本研 究 ではヘ キサ ン/ク ロロホルム

/メ タノール のモル比3/3/1の 混合溶媒 に溶 か したPCを この水槽 には った水 面

上 に展 開 して脂質の水面単分子膜を調製 し、表面圧を測定 しなが らやは りテフロン

加工 した仕切 り板 で圧縮制御 した。水面単分子膜の表面圧(脂 質分子 間 の反発 に よる

平 面 内の圧力)は 単分子膜展 開前 と展 開後 の水 面の表面張力(25℃ にお け る水 の表面

張力 は72mNm-1)の 差 として現 れ、その値 は脂 質分子の構造 と1分 子 あ た りの表面

占有 面積 によって決まる。図8に 、 この装置 を用 いて測定 したeggPC水 面単 分子膜

の表 面圧 と分子 占有 面積 の相関関係(π一A曲 線)を 示す。表 面圧 は膜 の圧 縮 に伴 って

増加 し、40A2付 近 で上 限(42mNm-1)に 達す る。 この ときの 占有面積が 単分子膜 と

しての最小 の値であ り、これ以下の値では膜の多層化が起 こっていると考 えられて

いる。eggPCお よびDOPCのATRプ リズ ムへ の転写 は表面圧 を32mNm　 1に 保つ

ように単分 子膜 を圧縮制御 しなが らおこなわれ、その転写率(転 写 に伴 う水 面 の圧縮
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実験方法

水面単分子膜

↓
一甘甘脳u肥8肥 肥甘甘朋一 ヨ 薯≡

==)(==

==)(==
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水 プリズムiヨ 臣

甘甘甘蒔 易闘
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罫 雀 動蒔 脂質二重膜
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図6:平 面単層脂質二重膜の調製手順。まず、脂質の水面単分子膜を調製 し(a)、 垂

直引 き上げ法によりATRプ リズム上にLB膜 として転写する(b)。 このLB膜 をSUV懸

濁液に浸 してSUVとLB膜 の自発的融合 を促 し(c)、余剰のSUVを 水および測定緩衝液

を用いて洗い流す(d)。
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実験方法

引き上げ用

天秤へ 駆動系へ

霜 熱 念(転 写基板ATRプリズム)
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図7:単 分子膜 調製装 置(L㎜gmuir水 槽 とWi置helmy型 表面圧計)の 略図 。

,_40覧
　

∈

Z

∈
　

2
コ

沼20

9
α

8

碧
房
0

50100150 ロ
areapermolecule/A2

図8eggPCの π一A曲 線・。縦軸 は水面単分子膜 の表面圧 ・横軸 は脂 質1分 子 あた りの

表 面 占有面積 を意味す る。実線 と点線は異なる測定 によって得 られ た結果 であ り一 よい

再現性 を示 してい る。
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実験方法

面積 に対す るプリズムの表面積の比)は1±0.05と なった。π一A曲 線 による とこの と

きの脂 質1分 子 あた りの表面 占有面積 は約50A2と 見積 もられ るが一 これはPC親 水

部 の 占有面積 と して報告 されている値であ り(Hauseretal.,1981)、LB膜 内のPCの

炭化水 素鎖 につ いてほ ぼ最適 な配 向状態が得 られると期待 される 。またカーボン支

持膜上に転写 したLB膜 を電子顕 微鏡(日 立製作所 のH300型 透過 型電子顕微鏡 、加

速 電圧70kV)を 用 いて倍率3000、 暗視 野法で観 察 し、垂直引 き上 げ法 による脂質

のLB膜 が均 一 であ るこ とを確認 した。

図6や 図7に 示 した ように、垂直引 き上 げ法によって調製 したLB膜 はその表面 に

疎 水部(炭 化水 素鎖)を 向けてい る。 この単分子膜 を脂質二重膜 の半片 と考 え、

1mMのSUV懸 濁 液(sodiumphosphate,10mM;KC1,150mM♪pH7.5)に 浸す こ と

に よってSUVとLB膜 の疎水性相互作用 に よる 自発 的融合 を促 し、 プリズム上に脂

質二重膜 を形成 させた。5時 間後 、残 りのSUVを 水 で洗 い流 し、接触溶 液(平 面脂

質二重膜 と接す る溶液)をpD6.8ま たはpD5の スペ ク トル測定用 重水緩衝 溶液

(MES,10mM;KCI,150mM)で 置換 した。

脂 質二重膜 にペ プチ ドを結合 させ るために、調製 した平面単層脂質二重膜を、既

知量のペプチ ドを溶か した上記のスペク トル測定用重水緩衝溶液に浸 して平衡化 さ

せた。ペ プチ ドの結合 に伴 う脂質二重膜のATRス ペ ク トルの時間変化 の測 定 に よれ

ば、平衡化 には約5時 間 を要す るが、ペ プチ ドが脂 質二重膜に結合す ることによっ

て溶液内のペプチ ドの濃度が減少するため、溶液の交換 に伴 う新たなペプチ ドの結

合が起 こらな くなるまで同様の操作 を繰 り返 した。これ らの、脂質単分子膜 とSUV

との融合や 、平 面単層脂 質二重膜 へのペプチ ドの結合 を促すプリズム接触溶液の交

換 をお こなうために、アクリル製のプリズムホルダーを自作 し、分光器にプリズム

を設置 したままでの溶液の交換 を可能にした。

この平面単層脂質二重膜は過剰の水の存在 によっては じめて安定になる構造であ

るため、測定中はプリズム表面が常に(溶 液 の置換 の際 に も)接 触溶液 に浸 か って い

る ことに留 意 した。また本研究におけるIRス ペ ク トルの解析 で はお もにペ プチ ドの

ア ミ ド1吸 収帯(1600～1700cm-1)に 注 目 してい るが、 同 じ領域 に水 の変角振動の強

い吸収があるため、測定溶媒には水の代わ りに重水 を用いた・
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実験方法

平面多層脂質二重膜eggPCの10mMSUV懸 濁液0 .5mlと1mMペ プチ ド水

溶 液0・2ml(ど ち らもpH緩 衝剤 を含 まない)の 混合物 のpHをHClお よびNaOH

を用 いて調整 し、窒 素気流下 で蒸発乾固させてATRプ リズム表面(1 .8cm×5cm)上

に平 面多層 脂 質二 重膜(eggPC/ペ プチ ドの モル比 は25/1)を 調 製 した(図9) 。 こ

の膜 を窒 素気 流 お よび飽和水蒸気下、常温で24時 間静置 し、再 び乾燥 させ る こ とに

よって膜内の脂質の配向性を向上 させた。 この乾燥膜 と、これを重水の飽和蒸気 と

平衡化 させることによって調製 した水和膜についてATRス ペ ク トル の測定 をお こ

な った。脂質二重膜内でのeggPCの 一分子 あた りの表面 占有 面積 を70A2、 二重膜

一層 の幅 を45Aと す る と(Bl
aurock,1982;Cornell&Separovic,1983)、 平面多層 脂

質二重膜 の厚 さは約5興mと 計算 で きる。

7.フ ー リ エ 変 換 赤 外(FTIIR)ス ペ ク トル

IR-ATRス ペ ク トル の測定 には以下 に述べ る二つのフーリエ変換赤外分光光度計 を

使用 した。 フー リエ変換赤外分光法 とは、マイケルソン干渉計 を用いて光源か らの

赤外光 を各波数成分に比例する周波数に変調 した交流信号(イ ンター フェログ ラム)

と して出力 し、 これ をフー リエ変換することによって光の強度 の波数依存性(ス ペ ク

トル)を 得 る方法 であ る。干渉計 の移動鏡の位置 をレーザーで測距 しているため、分

光に回折格子 を用いる分散型分光法 に比べてスペク トルの波数精度が非常 によい。

そのため、多数回の積算が可能であ り、弱い吸収 を検知 しなければならない場合 に

有効 である。

平面単層脂質二重膜の測定 平面単層脂質二重膜のIR-ATRス ペ ク トルの測定

は 日本 分光 のFT/IR-7300型 フー リエ変換赤外分光光度計 を用いてお こなった.

MCT検 知器(Hgl -、Cd、Te半 導体 を用 い た長波長用光伝導検知器)を 用 いて イ ンター

フェ ログ ラム を6400回 積算 し、分解 能4cm-1の スペ ク トル デー タを得 た。 アポ ダイ

ジング関数(イ ンター フェログラムにスペ ク トルとともに畳み込 まれている と仮定 さ

れる近似的装置関数。移動鏡の移動距離、つまり干渉計の光路差に制限があるた

め、 このような関数の定義が必要になる)に はmodifiedcosinecurveを 用 いた。 ぺ
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実験方法

SUV/ペ プチ ド溶液
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図9平 面多層脂質二重膜の調製手順。pHを 調整 したSUV/ペ プチ ド溶液を窒素気

流下、ATRプ リズム表面上で蒸発乾固 して平面多層脂質二重膜(eggPC/ペ プチ ドのモ

ル比は25/1)を 調製す る。

24



実験方法

プチ ドの吸収帯(ア ミ ド1)付 近 に存在す る水(水 蒸気)の 強 い吸 収 を除 くため、 スペ

ク トル の測定の間、分光器内部を乾燥空気で置換する必要がある。そこで、空気圧

縮機(日 立製作所 の0.20P-5S型 小 型空気 圧縮機)か ら分光器へ の空気 の流路 に、水

分子選択透過膜(PERMAPUREDRYER,modelPD-625-24AF)を 用 い た空気 乾燥 機

(ジーエ ルサ イエ ンス社 のAD-214型Airド ライヤー、 出口露点 一10℃)、 東京理化

のECS-50型 投 げ込 み クーラーを用 いた 一50℃ の冷却 トラ ップ、分子飾 型乾燥 剤(和

光純薬 の合 成ゼ オ ライ ト、A-4型)の カラム(出 口露点 一70℃)を 順 につ な ぐことに

よって、流 量51/minの 乾燥 空気 を分光器内に導入 した。

脂 質二重膜 のIR-ATRス ペ ク トルの測定系 の概略 を図10に 示す。ATRプ リズ ムに

は多 重反射 式(台 形)の ゲルマニ ウム製 の もの を選 び、日本分光の入射角45.、 試料

面 にお ける反射 回数が5の もの と、Spectra-Tech社 の入射角30.、 反 射 回数 が21

(脂質二重膜 が は られた部分の反射 回数は17)の もの を用 いた。 またKRS-5板 上 につ

くられた ワイヤー グ リッ ド型の偏光子 を用いて入射偏光(P偏 光,偏 光面 が入射面

に平行;s偏 光,偏 光面 が入射 面 に垂直)を 得 た。

平 面多層脂 質二重膜 の測定 平面多層脂質二重膜のIR-ATRス ペ ク トルの測定

はNicolet社 の6000C型 フー リエ変換赤外 分光光度計 を用いておこなった。積算回

数 を2000回 と し、ATRプ リズ ムに入射角45.、 反射 回数が12の もの を用 い たほ

か、測 定条件 は平面単層脂質二重膜の場合 と同じである。

測定用緩衝液

単層脂質二重膜一llllllllll旺lllllllll

ATRプ リズムー'P偏 光

検知器へ 孝 添 光源

＼
s偏 光 偏 光 子

図10:入 射光に偏光を用いた脂 質二重膜のIR-ATRス ペク トル測定系。
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実験方法

スペ ク トルの計算機処理 アミ ド1吸 収帯 の波数 は リン脂質 のC=0伸 縮振 動 に

起 因す る吸収 帯 と近 く、すその部分で重なっている。また、その波数はペプチ ドの

二次構二造 によって異なるため、ペプチ ドが複数種の二次構造を持つ とすればその吸

収帯 は幾つかのピークの重ね合わせとなる。そこで、平面多層脂質二重膜 のスペク

トルのア ミド1吸 収帯 を含 む領 域 に対 し、Nicolet社 か ら供給 され た波形処 理 プ ログ

ラム"FOCAS"を 用 いてFourierself.deconvolutionお よび ピー クの当て はめ をお こ

ない、 スペク トルか らア ミド1吸 収帯 お よびその各 二次構 造成分に帰属 されるピー

クを分離 した。Fourierself.deconvolutionと はスペ ク トルのあ る設定領域 を時間軸

に逆変換 し、適当なアポダイジング関数(解 析 に用 いた もの よ りも長 い光路差 をもつ

干渉計 を仮定 したもの)と ともに再 び波数軸 に変換す ることによって、すべての ピー

ク幅を狭 くしたスペク トルを得る方法である。この操作によって埋 もれていた ピー

クの位置 を決定 し、各 ピークをローレンッ曲線 と仮定 して、 もとのスペク トルに対

し最小 自乗法による各 ローレンッ曲線の当てはめをおこなった。

一方、平面単層脂質二重膜のスペク トルは吸収の絶対値が小 さいため、 ピークの

分離 はで きなかった。 また、移動鏡やプリズム設置位置の誤差 による位相のずれが

インターフェログラムに畳み込 まれるためにフーリエ変換赤外分光光度計 によって

得 られるスペク トルには微少 な干渉縞が重ね合 わされているが、今回の ように吸収

の小 さなスペク トルではこれ らはしばしば無視 しがたい レベルとなって現れる。そ

こで、 日本分光か ら供給 された再フーリエ変換プログラムを用いてこれらの干渉縞

を除去 した。

平面単層脂質二重膜のATRス ペ ク トルの信頼性 平面単層脂 質二重膜や脂質単

分子膜 を観察するには非常 に高感度のATR測 定が必要 になる。 これ らの薄膜 の吸収

は試料 のスペク トルか らリファレンス スペク トル(膜 が調 製 される前 のATRプ リ

ズ ム を用 いて測定 した ブラ ンクのスペク トル)を 差 し引 くこ とに よって得 られ るた

め、 リファレンス ・スペク トルの精度が特に重要になる。 この場合の 「精度」 とは

試料のスペク トルの測定の際に、 リファレンス スペク トルの測定条件(検 知 器や光

路 な どの分光器 内の状態)が いか に精 度 よ く再現 で きるか・ とい うことを意味する。

ところが プリズム上に平面単層脂質二重膜 を調製す るためには、リファレンス ス
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実験方法

ペ ク トルの測定後、プリズムを分光器か ら取 り外す必要がある。その結果、試料測

定時のプリズムの再設置に際 して光路の微妙なずれが伴い、本来ならリファレン

ス ・スペク トルとの差 し引 きによって消失するはずの分光器内部の吸収の一部や

ベースラインのうね りがスペク トル上に現れる(こ の分光 器内部 の吸収 はMCT検 知

器 に よる リフ ァ レンス スペ ク トル上で通常的に確認で きるものであ り、検知器の

組立において付随するものか、または気相の有機化合物が検知器や窓板な どに吸着

したものと思われるが、同定はで きなかった。無論その吸収は微弱な ものであ り、

リファレンス スペク トル との差 し引 きによってほとんど消失するため、分光器の

一般的な使用 に際 してはなんら問題はない)
。平 面単層脂 質二重膜 では多層 膜 に比べ

て光路上の分子数が非常 に少 ないために試料の吸光度が非常 に小 さくな り、スペク

トル上に現われる分光器内部の吸収が試料の吸収に比べて無視で きない レベルとな

る。そのため、脂質単分子膜や平面単層脂質二重膜のスペク トルの精度はあ まり高

くな く、そこか ら得 られる配向のデータにも不確実性が残 る。 しか しなが ら、脂質

単分子膜の調製 されたプリズムを一旦分光器内に設置 して しまえば、以後 の操作

(SUVと 単 分子膜 との融合 に よる脂質二重膜の調製や、接触溶液の交換 による脂質二

重膜へのペプチ ドの導入)は プ リズ ムの再設置 による光路 のずれを伴わない。 した

がって、調製直後の平面単層脂質二重膜のスペク トルを基準 としてそれ以後の操作

によるスペク トルの変化を解析することにより、充分な精度の結果 を得ることがで

きた。詳細 については 「結果」の各節において述べる。
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結果

1.フ ー リ エ 変 換 赤 外(FrlR)-ATRス ペ ク トル の 解 析

平面 多層脂 質二重膜および単層脂質二重膜の偏光IR-ATRス ペ ク トルの解析 は

Harrickら の方 法 に従 ってお こなった(Harrick&duPr6,1966;Harrick,1967)(「 付 録

AOATR分 光法 の原理」 お よび 「付録B分 子 の配 向 と吸光度 の異方性」 を参照 さ

れたい)。ATR法 に よって得 られ る赤外 吸収 スペ ク トルにおいて、ある物質の吸光

度は、その分子吸光係数、試料 とプリズムの相対屈折率、入射角、 プリズム表面に

発生す るevanescentwave(プ リズム表面か らの距離 に よって減衰する定在波)の 電

場 の振 幅 に よって決定 され る。さらに、入射光 として直線偏光 を用いることによっ

て特定の吸収帯の吸光係数の異方性 を求めることができ、そこか ら分子の平均配向

角度 を計算す ることができる。本研究では、ペプチ ドのアミ ド1お よびア ミ ドH吸

収帯 と脂質 のCH、 逆対称 お よび対 称伸 縮振動吸収帯 に注 目し、そのp偏 光(偏 光面

が入 射面 に平行)とs偏 光(偏 光面が入射面 に垂直)の 吸 光度 の比A
,/A、(二 色比)か

ら、ペ プチ ドの αヘ リックス軸 と脂質の炭化水素鎖の膜平面に対する配向を調べ

た。配向を表すパ ラメーターは、分子軸の秩序パラメーター1と 、分子軸 が膜平面

の法線 となす 平均 の角度 γである。∫ とγの関係 は(B3)式 に よって定義 され てい

る。

平面 多層脂質二重膜のIR-ATRス ペ ク トル 図11aにpH2.5のSUV懸 濁液 よ

り調 製 し、重水 飽和 蒸気下 で水和 させた、ペプチ ドIVとeggPCの 平面多層 脂 質二

重膜(eggPC/ペ プチ ドのモ ル比 は25/1)のPお よびs偏 光ATRス ペ ク トル を示

す。3100-2800cm-1にC-H結 合 の伸 縮振 動吸収帯(図11b)、2500cm一1付 近 に重水

の伸 縮振 動 に起 因す る強力な吸収帯、1800-1400cm-1に エステ ルのC=0結 合 の伸

縮振 動 お よびア ミ ドの振動 に起因する吸収帯(図11c)、1400cm-1以 下 に重水 の変角

振 動(1200cm-1)、PO、 の対称伸 縮振 動(1090cm-1)・ リン酸エ ステ ルのGOの 伸 縮

振 動(1050cm-1)、 また図11aで は重水 の吸収 に隠 れているが・PO、 の逆対 称伸 縮振
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図11eggPCSUVと ペ プチ ドIVの 混合液(eggPC,7・14mM2peptidelV,0・29m地

pH2.5)か ら調製 した平面多層脂 質二重膜 のIR-ATRス ペク トル・ 実線 と破線 はそ れぞれ

入射 光 にP偏 光 とs偏 光 を用い た もので ある・bはC-H結 合の伸縮振 動領域 ・cはC=0

結合 の伸縮振 動領域 お よび ア ミ6ド領域 を示す・ また・bとc内 の一点 鎖線 はそれ ぞれ

CH2逆 対 称お よび対 称伸縮振動 とア ミドII吸 収帯 の吸光 度の決定 に用い たベ ース ライ ン

であ る。
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動(1240cmつ や エ ス テ ル のC-0伸 縮 振 動(1180cm-1)な どに起 因 す る多 くの吸 収 帯

が あ る 。 図11bお よび 図11cを さ らに詳 細 に解 説 す る と、高 波 数 側 か ら順 に、

・{H=CH一 のC -H逆 対 称 伸 縮 振 動(3010cm-1)
、CH3の 逆 対 称伸 縮 振 動

(2950cm-1)、CH,の 逆 対 称 伸 縮 振 動(2920cm『1)、CH3の 対 称 伸 縮 振 動(2870cm-1)、

CH2の 対 称 伸 縮 振 動(2850cm-1)、 エ ス テ ル のC=0伸 縮 振 動(1720cm-1)、 ア ミ ド1

(主 にペ プチ ド結 合 部 のC=0伸 縮 振 動 に起 因す る)(-1650cm-1)、 ア ミ ドH(主 に ペ

プ チ ド結 合 部 のN-H面 内 変 角 振 動 に起 因す る)(～1550cm-1)な ど の吸 収 帯 が 観 察 さ

れ る 。 ま た1460cm-1付 近 に見 られ る吸 収 帯 は、 水 素 重 水 素 交 換 の 起 こ っ た ペ プ チ

ドの ア ミ ドH、CH2変 角 振 動 、HOD(D20の 混 入 物 と して存 在 す る)の 変 角振 動 に

起 因 す る吸 収 帯 の 重 ね 合 わせ と考 え られ る。 これ らの吸 収 帯 の帰 属 はFringeliの 記

述(Fringeli,1977)に 従 っ た。

平 面 多 層 脂 質 二 重 膜 に お け る脂 質 の 炭 化 水 素 鎖 の 配 向 の 計 算 「付 録B'分 子

の配 向 と吸 光 度 の異 方 性 」 の(B4)式 を用 い る こ とに よ り、 適 当 な 吸 収 帯 のA
戸/A,か

ら、 膜 平 面 に対 す る分 子 軸 の 配 向 パ ラ メ ー タ ー、fお よび γ を計 算 す る こ とが で き

る 。 こ の場 合 、 遷 移 双 極 子 モ ー メ ン トと分 子 軸 の なす 角 αが 小 さい ほ ど配 向 を精 度

よ く決 定 で きる が 、 炭 化 水 素 鎖 の配 向 を決 定 す る の に最 も よ く用 い られ るCH2の 横

揺 れ 振 動 の 吸 収 帯(-1200cm-1)(遷 移 モ ー メ ン トは炭 化 水 素 鎖 に平 行 で あ り、α=0.)

は今 回 の よ う な液 晶状 態 の系 で は ほ とん ど消 失 して し ま う。 そ の た め 、 今 回 はCH2

の逆 対 称 伸 縮 振 動(2920cm-1)お よび対 称伸 縮振 動(2850cm-1)(ど ち らの 遷 移 モ ー メ

ン トも炭 化 水 素 鎖 に対 して 垂 直 で あ り、β=90.)を 用 い 、 図11bの よ う にベ ー ス ライ

ンを引 い て そ れ ぞ れ の吸 収 帯 頂 点 の 吸 光度 を読 み と り、 そ れ らの値 を用 い てA/A
戸5

を決定 した。

平面多層脂質二重膜 におけるペ プチ ドの αヘ リックス軸の配向の計算 高橋 ら

の結果 によれば、本研究で用いたペプチ ドはすべてpHに よ らず脂 質二重膜 に結 合

して主 に αヘ リックス構造 をとり、CDス ペ ク トルの結 果か らその含量 は少な くと

も6～7割 と見積 もられ る(Takahashi,1990;Murataetal.,1993)。 したが って その

二次 構造 のす べて を αヘ リックスと仮定すれば、炭化水素鎖の配向決定 と同様 にア
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ミ ド1(～1650cm-1沼=27.)お よ び ア ミ ドII(-1550cm-1;β=90.)の 、4/ハ 値 か ら
、

P5

αヘ リックス軸の プお よび γを計算することができる。ア ミドHに つい ては図11c

の ようにベース ライ ンを引 いて吸収帯頂点の吸光度 を読みとり、A/孟 値 を決定 し
P5

た 。 と ころ が ア ミ ド1吸 収 帯 は 、 図11cの よ う にエ ス テ ル のC=0伸 縮 振 動

(1720cm　 1)と 重 な って い る た めベ ー ス ライ ン を引 くこ とが 困 難 で あ っ た 。 そ こで 、

Fourierself-deconvolutionお よ び最小 自乗 法 に よ る ピー ク分 解 をお こ な っ て ス ペ ク

トル か らア ミ ド1吸 収 帯 お よび そ の各 成 分 を分 離 した 。

図11のP偏 光 ス ペ ク トル の ア ミ ド1吸 収 帯 の ピー ク分 解 の結 果 を 図12に 示 す 。

αヘ リ ック ス お よび ラ ンダ ム コ イル に帰 属 され るア ミ ド1吸 収 帯 の波 数 は どち ら も

1660～1645cm-1で あ り、 両 者 をそ の波 数 に よっ て 区別 す る こ と は困 難 で あ るが 、 重

水 中 で ア ミ ドの水 素 が 重水 素 と交 換 す る こ とに よって ラ ンダ ム コ イル の波 数 が

1645～1635cm-1ヘ シ フ トし、 αヘ リ ックス と区別 で きる よ う に な る。 一 方 、

ア ミ ドH吸 収 帯 は水 素 重水 素 交 換 に よって 一1550cm-1か ら ～1460cm-1へ と大 幅

に シ フ トす る た め 、 ～1550cm-1の 吸 光 度 変 化 をペ プチ ドの重 水 素 交 換 率 の指 標 と し

て用 い る こ とが で き る。 ア ミ ド1と ～1550cm『1の ア ミ ドHの 強 度 比 の 変 化 の観 察 に

よ る と、 重 水 の 飽 和 蒸 気 下 で の3～4時 間 の平 衡 化 に よ って 平 面 多 層 脂 質 二 重 膜 内

の ペ プ チ ドの ア ミ ドの水 素 の約3割 が 重 水 素 と交 換 し、 定 常 状 態(24時 間経 過 後 も

変 化 しな い)に 至 っ た 。 ラ ンダ ム コイル 内 で の水 素 ・重 水 素 交 換 は 規 則 構 造 内 に比 べ

迅 速 にお こ る と考 え られ て い る ため 、 この時 点 で ほ とん どの ラ ン ダ ム コ イ ル の ア ミ

ドの水 素 は重 水 素 と置 換 して い る とみ なす こ とが で きる。 図12の 各 ピー ク の 波 数 は

そ れ ぞ れ1680.2,1668.6,1656.9,1643.0,1629.9cm-1で あ り、Cabiauxら に従 っ て そ れ

ぞ れ ター ン(ま た は β構 造)、 ター ン、αヘ リ ックス 、 ラ ン ダム コ イル 、 β構 造 に帰

属 で き る(Cabiauxetal.,1989)。 こ の うち αヘ リ ッ クス に帰 属 され る ピー ク の 吸 光

度面積 を用いてア ミ ド1吸 収帯 の ・4〆・4,値を決定 した・一方 ・(重 水 素交換 をお こ

なってい ない)乾 燥膜 の場合 には1645～1660cm-1の ピークをすべ て αヘ リックス に

よる もの と仮定 して、4戸/A、値 を決定 した。

平 面単層 脂質二 重膜における脂質及びペプチ ドの配向と、ペプチ ド結合量の計算

平面単層脂質二重膜における分子配向の解析 も基本的には多層膜 の場合 と同様
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図12:eggPC/ペ プチ ドIV平 面多層脂 質二重膜 のIR-ATRス ペ ク トルの ア ミド1吸

収帯 をFourierself-deconvoluhonお よび最小 自乗 法 によって ピーク分解 した結果。実線

は図11cのp偏 光スペ ク トル と、 それを ピーク分解 して得 られた各吸 収帯(ロ ー レンッ曲

線 として近似 されている)で あ り、破線 は分離 した吸 収帯 を再び重 ね合 わせ た もので あ

る。ス ペ ク トルか ら分 離 された各 ア ミド1吸 収帯の波数 はそれぞ れ1680.2,1668.6,1656.9.

1643.0,162g.gcm-1で あ り、 この うち1659.6cm-1の ピー クが αヘ リックス に帰属 され、α

ヘ リ ックス構 造 に対応す るア ミド1吸 収帯の吸光度 の決定 に用い られた。
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であ り・CH
、逆 対称 お よび対 称イ幅 振動 とア ミ ド1の 吸収帯 のA〆A、 値 をスペ ク ト

ルか ら決 定 し、 「付録B分 子 の配 向 と吸光度 の異方性」 の(B5)式 に代 入す る こと

によって脂質 の炭化水素鎖お よびαヘリックス軸の膜平面に対する配向パ ラメー

ター、 プお よび γを計算 した。

図13aにeggPCの 平 面単層脂 質二重膜のIR-ATRス ペ ク トル(C-H結 合 の伸 縮振

動領 域)を 示す 。図 中に記 したベース ラインをもとにCH
、逆対称伸縮振 動 お よび対

称伸 縮振動 の吸収帯頂点における吸光度 を読みとり、4/A値 を決定 した。
ア ヨ

「実験方法」 において述べたように、平面単層脂質二重膜のATRス ペ ク トル には

分 光器 内の吸収 な どの強いバ ックグラウン ドが重なってお り、定量的な解析 を直接

お こなうことには疑問が残る。そこで平面単層脂質二重膜内におけるペ プチ ドの

ATRス ペ ク トル は、ペ プチ ド溶 液 との平衡化によってペプチ ドを結合 させた脂質二

重膜 と、ペ プチ ド結合前の脂質二重膜 との差スペク トルとして得ることにした(ペ プ

チ ド溶液 との平 衡化 の操作 にはプリズムの着脱 を要 しないため、 「光路のずれ」は

生 じない)。 以上 の ように して得 た、平面単層脂質二重膜に結合 したペ プチ ドIVの

ATRス ペ ク トル を図13bに 示す。図中 に記 したベース ライ ンをもとにア ミ ド1吸 収

帯 の吸光度 面積 を読 み と り、4ρ/A,値 を決定 した(平 面単層脂 質二重膜 のスペ ク トル

で は吸光度 の絶対値が小 さす ぎてピーク分解 をおこなうことがで きず、ア ミド1吸

収帯 のすべ て を αヘ リ ックス に起因するものと仮定 して計算 した)。 同様 な理 由か

ら、本研究 で は平 面単層脂質二重膜内における脂質の炭化水素鎖の配向(/)の 絶対

値 につい てはあ ま り厳密 な考察をおこなわず、ペプチ ドを含 まない平面単層脂質二

重膜のスペ ク トルを基準 にした、ペプチ ドの結合 による∫の変化(△ ∫)に つ いて考

察 す る に とどめ た。

また、平面単層脂質二重膜の実験におけるペプチ ドはは じめか ら重水溶液 として

調製 されるため、ア ミドIIは ほぼ完全 に1460cm-1に シ フ トしてい る。既 に述べ た

よ うに この吸収帯は重水 に混入 しているHODの 変角振 動 と重 なってい るため、単

層膜 のスペク トルについてはアミ ドIIの 解析 はお こなわなかった。

さ らに、以上のようにして得 られたペプチ ドの αヘ リックス軸の プ値 を(B2)式 に

代 入 して分子 吸光係 数 ε.・『ゾε,をそれぞれ計算 し・(A12)式 お よび(A13)式 を用い て

平 面単層 脂 質二重膜 に結 合 しているペプチ ドの表面密度r(膜 平面 の単位 面積 あ た り

33



0.
06
0

.0
16

ab

O.
01
2

0.
04
i

～
Φ
1へ
Ol
、

器
0・
00
8ハ

Ω
ll 歪
α
・
2　

〔
」⊃

、
11
1

雲
05
-、

烈
k、
::
:1
∴
,興

.鶉
、 、

30
00
29
00
28
00
18
00
17
00
16
00
15
00
14
00 wa
ve
nu
mb
er
/c
m司

図
13
:a
は
eg
gP
C平

面
単
層
脂
質
二
重
膜
の
IR
-A
TR
ス
ペ
ク
}ル
(C
-H
結
合
の
伸
縮
振
動
領
域
)、

bは
0.
33
μ
Mの

ペ
プ
チ
ド
IV
重
水
溶
液
(M
ES
,1
0m
M;
KC
I,
15
0m
M;
pD
5)
と

の
平
衡
化
に
よ
っ
て

eg
gP
C平
面
単
層
脂
質
二
重
膜
に
結
合
し
た
ペ
プ
チ
ド
の
IR
-A
TR
ス
ペ
ク
ト
ル
(ア
ミ
ド
領
域
)で
あ
り
、
ペ

プ
チ
ド
を
結
合
さ
せ
た
脂
質
二
重
膜
と
、
ペ
プ
チ
ド
結
合
前
の
脂
質
二
重
膜
と
の
差
ス
ペ
ク
ト
ル
と
し
て
得
ら
れ

た
も
の
で
あ
る
。
実
線
と
破
線
は
そ
れ
ぞ
れ
入
射
光
に
p偏
光
と
s偏
光
を
用
い
た
も
の
で
あ
り
、
一
点
鎖
線

は
そ
れ
ぞ
れ
CH
2逆
対
称
お
よ
び
対
称
伸
縮
振
動
と
ア
ミ
ド
1吸
収
帯
の
吸
光
度
の
決
定
に
用
い
た
ベ
ー
ス
ラ

イ
ン
で
あ
る
。



結果

のペプチ ドのモル数)を 決定 した。 この場合、 ア ミ ド1吸 収帯 の遷 移モ ー メ ン トが持

ち うる最大 の分子吸光係数 ε
,,値が必 要にな る。本研 究で はKBr錠 剤法 を用 いてペ プ

チ ドの透過IRス ペ ク トル を測定 し、ア ミ ド1吸 収帯 の吸光度面積 とKBr錠 剤 内 のペ

プチ ド濃度 かけ る錠剤 の厚 さの検量線 を作成す ることによって ε加を決定 した(KBr

錠剤 内 にお けるペ プチ ドが完全 な無配向状態であるとすると、(B2)お よび(B3)式 よ

り、 この と きの分子吸光係数 は ε=ε=ε=ε/3と 計算 で き、 この値が検 量線 の傾
ヱ ン ヱ じロ

きとして現れる)。 図14に ペ プチ ドIVの 検量線 を示す。 この傾 きか ら、ペプチ ド

IVの ㌦ と して501興mol-lcm2が 得 られた.

2.平 面 多 層 脂 質 二 重 膜 内 で の 脂 質 お よび ペ プ チ ドの配 向

上記の手順に従 って解析 した平面多層脂質二重膜内におけるeggPCの 炭 化水素鎖

と、膜融合 活性 ペ プチ ドIVお よびIIIの αヘ リ ックス軸の配向 を表1に 示す。 ペ プ

チ ドrvとHIは どち らもpH6以 下 で リボ ソームの膜融合 を誘起 するが、炭化水素鎖

50
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図14:KBr錠 剤法 による透過IRス ペ ク トルの解析 か ら得 られた、ペ プチ ドIVの ア

ミ ド1吸 収帯 の検 量線。縦軸 はア ミ ド1吸 収帯の吸光度面積、横軸 は錠剤 内のペ プチ ドの

濃 度か ける錠 剤 の厚 さであ る。
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結果

の配向はこれらのペプチ ドの有無やpH、 水 和状態 に よらず ほ とん ど変化 しなかっ

た(∫ は0.2～0.4、 γは40.付 近)。 この配 向値 はNMRやESRを 用 いて測定 された

液 晶状態 にお ける脂質の脂質炭化水素鎖の配向 とよく一致 してお り(Marcelja,1974♪

Seelig&Seelig.1977)、 今 回調 製 され た膜が確 か に多層 二重膜構造をとっていること

が確認で きた。また、ペプチ ドの配向にも明 らかなpH依 存性 は見 られず 、 αヘ

リ ックス軸 は膜平面に対 してほぼ平行であった(∫ は 一〇.3～-0.4、 γは70.付 近)。

測定 に用 い られた平 面多層脂 質二重膜におけるeggPC/ペ プチ ドのモ ル比 は

25/1で あ る。 この値 はペプチ ドIVお よびIIIの リボソームに対す る膜融合 活性 が

蛍光 プローブ法や電子顕微鏡観察などによって確認 されている範囲内(脂 質/ペ プチ

ドのモ ル比が20/1～80/1)で 、 よ り高い吸光度 を得 られ る条件 として選ばれた も

のである。その結果、アミ ド1吸 収帯 につ いては解析 に充分 な吸光度が得 られた

が、アミ ドHの デ ー タはば らつ きが大 き く、解析には適 さなかった。 これは、 もと

もとアミ ドHの 吸 光度が ア ミ ド1に 比べ て小 さい こと、α値 が大 きいために ∫値 に

対するA/、4の 感度 がア ミ ド1の 場合 よ りも低 い こ とな どに よる。
戸5

表1中 のpHは プ リズ ム上 で蒸発 乾固す るSUV/ペ プチ ド水 溶液 につい て調整 し

た値 であ り、 この値の、乾燥多層膜や重水和多層膜の系における意味は明 らかでは

ない。 しか しなが ら、序論で述べ たようにこれ らのペプチ ドの膜融合活性 はそのグ

ルタミン酸側鎖 の解離状態 と密接な関係があることが予想 されてお り、水溶液中の

ペプチ ド側鎖の解離の割合が多層膜内において も保存 されているとすれば、多層膜

内のペプチ ドのふるまいはリボソーム上のそれを反映するもの と思われる。 また、

pH8で 調 製 された多層膜 は重水 の水和 によってプリズムか ら剥離 して しまい・水和

膜 としての測定がで きなかった。これはおそ らく膜 に結合 しているペプチ ドの親水

面の電荷 によって単層二重膜間で電荷反発が起 こり、二重膜 の多層構造が不安定 に

なったため と考 えられる。

3.脂 質単分子膜 と平面単層脂質二重膜の物性

ATRプ リズ ム上 にお ける脂質単分子膜 や平面単層脂質二重膜の形成は、IRス ペ ク

トル に よって確認 された。 「実験方法」 において述べたように・脂質単分子膜(脂 質
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結果

二 重 膜 の 半 片 の 一 重 膜 に対 応 す る)の ス ペ ク トル の吸 光度 値 に は い く らか の不 確 実 性

が あ るが 、Langmuir-Blodgett法 は既 に よ く確 立 され た手 法 で あ り、脂 質 単 分 子 膜 の

形 成 につ い て は 疑 う余 地 は な い 。 また 、SUVの 脂 質 単 分 子 膜 へ の 融 合 に伴 っ て 脂 質

の吸 光度 は約2倍 に な り、 この増 加 はすべ て の実 験 にお い て 同 レベ ル で あ っ た 。 こ

れ らの 事 実 はATRプ リズ ム上 に お け る平 面 単 層 脂 質 二 重 膜 の 形 成 を示 唆 す る もの で

あ る 。

脂 質 単 分 子 膜 と平 面 単 層 脂 質 二 重膜 内 にお け る、eggPCお よびDOPCの 炭 化 水 素

鎖 の 配 向 パ ラ メ ー ター 、fお よび γ を表2に ま とめ る。 表2に よれ ば、 平 面 単層 脂

質二 重 膜 中 に お け る脂 質炭 化 水 素鎖 は 、 デ ー タの ば らつ きの た め にや や信 頼 性 は低

い もの の、 前 出 の平 面 多 層 脂 質 二 重膜 のIR-ATRス ペ ク トル に よ る結 果 や 、NMRや

ESRに よ る リボ ソー ム内 の脂 質 につ い て の結 果(∫ 駕0.4,γ 廻40.)と 比 べ て 明 らか に

配 向性 が低 か っ た 。 一 方Fringeliら はIR-ATR法 を用 い て 、液 晶 状 態 に あ る平 面 多

層 脂 質 二 重 膜(PCで は ない)内 にお け る炭化 水 素鎖 が無 配 向 状 態 に近 い こ と を示 して

お り(∫=0～0。1)(Fringelietal..1976)、 今 回 の結 果 と一 致 して い る。 液 晶 状 態 に あ

る平 面 単層 脂 質 二 重 膜 や 脂 質単 分 子 膜 内 にお け る脂 質 配 向 は未 だ報 告 され て い な い

た め 、 こ れ らの 不 一 致 は実 験 系 の違 い に よる可 能 性 もあ るが 、上 述 の 脂 質 単 分 子 膜

ス ペ ク トル の吸 光 度 決 定 に 関す る不 確 実 性 に よる可 能 性 もあ り、現 時 点 で は平 面 単

層 脂 質 二 重 膜 に お け る脂 質 の配 向値 の決 定 は 困難 で あ る と判 断 した 。

表2脂 質単分子膜および単層脂質二重膜内における月旨質炭化水素鎖の配向

CH2逆 対称伸縮振動CH2対 称伸縮振動

fγ プ γ

DOPC二 重膜0。03±0.1154±40.09±0.1551±6

DOPC一 重膜0.22±0.0846±30.27±0.0745±3

eggpC二 重膜0.14±0.0349±10.19±0.0447±2

eggpC一 重膜039±0.1640±60.27±0.0745±3

/は 膜平面に対する炭化水素鎖の配向の秩序パラメーター・γは ∫か ら導かれる平均配向角度(膜

平面の法線 と炭化水素鎖のなす角度)で ある。複数回の実験間のデータのばらつ きを付記する。
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4.平 面 単 層 脂 質 二 重 膜 へ の ペ プ チ ドの結 合

本節 では平而単層脂質二重膜のIR-ATRス ペ ク トルの解析 よ り得 られた、膜に結

合 している膜融合活性ペプチ ドIVの 表面密度rと 、膜 と平衡状 態 にあ る重水溶 液の

ペ プチ ド濃度 との結合等温線 の形状から、脂質二重膜への結合挙動 とそのpH依 存

性 につ いて述べ る(「 付録C● ペ プチ ド 脂質二重膜結合等温線の解釈 について」 を

参照 されたい)。 高橋 によれ ば、ペ プチ ドIVは 一連 の膜 融合活性 ペ プチ ドの うちで

最 もαヘ リックス含量が高 く(Takahashi,1990)、 ア ミ ド1吸 収帯 のすべ て を αヘ

リックスに起因す るもの と近似せざるを得ない平面単層脂質二重膜の実験系 に最 も

適 したペプチ ドである。図15に ペ プチ ドr▽ のCDス ペ ク トル を示す。 これ らはpH

の低 下や リボ ソーム との共存 によってペプチ ドIVの αヘ リックス含 量が増大 す る こ

とを示 してお り、酸性pHに 特異的 な膜融合活性 に αヘ リックス構造が関与 してい

るというモデルを支持するものである。

中性pHに おけるペ プチ ドIVの 脂質二重膜 への結 合 中性pH(pD6.8)に おけ

るペ プチ ド】VとeggPC平 面単層脂 質二重膜 との結合等温線 を図16に 示 す。高橋 ら

の研 究 に よれば(高 橋,平 成5年)、 一連の膜 融合 活性 ペ プチ ドは中性pH下 、1mM

以上 の高濃度 範囲 においてペ プチ ドの会合 によると思われる二次構造含量の増加 を

示すが、図16の よ うな低濃度 においてはその効果は現れない。従って、溶液内にお

けるペプチ ドの濃度依存性会合が結合等温線に与 える影響 については考 えな くとも

よい。 この結合等温線には、結合定数Kが425mM-1、 飽和 表面密度 ㌃ が

0.0325㎜olcm4のLangmuirの 吸着等温線((C3)式)を 当て はめ る ことが で きる

(図16)。 これ ら二つ のパ ラメー ターは、c/rのcに 対 す るプロ ッ トか ら最小 自乗法

に よって得 られた直線の切片 と傾 きから求めたものである。Langmuirの 吸着等 温線

に従 うこ とは、す なわち吸着分子(こ の場合 な らばペ プチ ド)が結合 定数Kに 従 って

それぞ れ独 立 に界 面(脂 質二重膜)に 結合 し、かつその結 合 には協 同的な効果がない

ことを意味 している。

また脂質のC=0伸 縮振動吸収帯 の観察 による と、ペプチ ドの結合が進み、表面密

度rが 飽和 表面密度 君,に 近づ くにつ れて・脂 質二重膜 中のeggPCの 分子 数 は減少
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図15:ペ プチ ドIVのCDス ペ ク トル((Takahashi,1990)よ り転載)。1(pH7.26)と2

(pH4.95)は 、MES,5mM;KCI,100mM緩 衝溶液 中・ペ プチ ド濃度9.25×104Mで 測定

した もの、3(pH7.02)と4(pH5.37)は 同緩衝 溶液中・eggPCSUV4mMの 共存 下 で、

ペ プチ ド濃度1.98x1〔}4Mで 測定 した ものであ る。共存す るSUVの 散乱の影響 を考慮 す

る と【θ】(残基 モル楕円率)の 値 にあ まり信頼 をお くこ とはで きないが 、スペ ク トルの形状

か ら判断 して、 リボ ソーム共存下のペ プチ ドIVの 二次構 造は明 らか に αヘ リ ックス優

勢 であ る。散 乱の影響 を無視 するな らば、 たとえば酸性pH、 リボ ソーム共存下 でのペ

プチ ドの αヘ リックス含量 は約7割 と見 積 もるこ とがで きる(通 常、波長222nmに お け

る楕円率 は αヘ リ ックス含量 にほぼ比例 す ると考 えられてお り、αヘ リックス含量100

%の 楕円率 として 一33000が よ く用い られ る)。
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してい き・ついには外側の一重膜の5割 に も及 ぶeggPCが 脂質二重膜 上 か ら消失 し

た(図16)。 これ は、ペ プチ ドが脂 質二重膜 に結合することによって脂質分子 と置換

したか、あるいは脂質分子を可溶化 したためと思われる。ア ミノ酸側鎖のか さ高 さ

を考慮 して αヘ リックスのモデルを構築すると、20残 基長 のペ プチ ドIVは 半径

5A、 長 さが30Aの 円筒 とみ なす こ とがで き、ペ プチ ド単量体当た りの表面占有面

積 はその配向や脂質二重膜への結合の深 さによって80～300A2の 値 を とる。従 っ

て・r=㌃ の場合 、ペ プチ ドは脂質二重膜 の外側の一重膜の17～65%の 脂 質 と置換

す るこ とが可能 であ る。

酸性pHに お けるペ プチ ドIVの 脂質二重膜への結 合 一方 、酸性pH(pD5)に

お け るペ プチ ドIVと 平面単層脂 質二重膜 との結合等温線は図17の ように なった。

0・04・
.100

㌣ α・39
∈o～9
窪 ・.・275さ

ミ

0.01

0.0050

0.000.020.040.060.080.100.12
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図16:中 性重水 溶液(MES,10mM;KC1,150mM」pD6。8)中 で のペ プチ ドIVのeggPC

平 面単層脂 質二重膜 との結 合等温線。横軸cは 脂 質二重膜 と平衡化 している接 触溶液 中の

ペ プチ ドの濃 度であ る。縦軸 は白丸がr(ペ プチ ドの表面 密度 、脂 質二重膜 の単位 面積 当

た りのペ プチ ドのモ ル数)で あ り・実線 は これにLangmuirの 吸 着等 温線 を当てはめ た もの

であ る。 また、誤差 幅 はスペ ク トルのノイズ レベ ルか ら見積 もられた。黒丸 はDと して、

脂 質のC=0伸 縮振動 吸収帯(1690～1770cm-1)の 吸光度 面積 をペ プチ ド結合前 の脂 質二重

膜 との比 と して計算 した もので あ り、ペ プチ ドの結合 に よる脂 質分子 の減少 を表す。
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ペプチ ドは中性pHの 場合 の100倍 以上薄 い濃度 で、 よ り大量 に脂質二重膜に結合

す ることができ、その結合は1一が小 さい範 囲にお いて協 同的な性質を示 した。 また

中性pHの 場合 と対照 的 に、ペ プチ ドと脂質分子 との置換は観察 されなかった。

図18に 、CDス ペ ク トル を用 いて測定 した、酸性pHに お けるペ プチ ドIVの

αヘ リックス含量 の濃度依存性 を示す。この結果によると、ペプチ ドIVはpH5に

お いて、濃度 依存 性 の会合 によって αヘ リックス構造 を安定化 させていると思われ

るが、1μM以 下 の濃度 におい てはその兆候 を示 さなかった。 したがって、ペプチ ド

IVは 結合 等温線 の濃度範 囲 において溶液内ではランダムコイル構造 をとる単量体で

あ り、前述のように脂質二重膜 に結合 して αヘ リックス構造をとると考 えられる。

従って、図17の 結合等温線 は溶液内 におけ るペ プチ ドの濃度依存性会合の影響 をう

けていない。

溶液中で単量体 として存在す るペプチ ドIVが 、脂質二重膜 に結 合 して η量体 を形

成すると仮定すると、rが 小 さい範囲 での結合等温線 は(c8)式 の よ うに表 され、結

合 等温線 を両対数表示すれば、傾 きπの直線を得ることがで きるはずである。

図19は 図17の 結合等温線 を両対数表 示 した ものである。傾 きはDOPCとeggPC

o

O.20

ね

と
2ロ ロ

量α1。.8宣 □
L口

自 ロ

自 ロ
0.00
0.00.20.40.60.81.01。2

c/μM

図17:酸 性 重水溶 液(MES,10mMKCI,150mM二pD5)中 でのペ プチ ドIVの 平面単

層 脂 質二重膜 との結合等温線。丸 はDOPC、 四角 はeggPCの 場合 を表す。 スペ ク トル

の ノイズ レベ ルか ら推定 され る誤差 は、印の幅 よ りも小 さい。
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図18:酸 性 水 溶 液(MES,10mM♪KC1,150mM;pH52水 と重 水 の違 い を 除 け ば 、 組成

お よびpH(pD)は 図17と 同 じで あ る)中 で の ペ プ チ ドIVの 、波 長222nmに お け る[θ 】

(残 基 モ ル 楕 円 率CDス ペ ク トルの 測 定 値)の ペ プチ ド濃 度 依 存 性 。 縦 軸 の 大 き さは α

ヘ リ ッ ク ス含 量 に ほ ぼ比 例 す る と考 え られ て い る 。
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図19:図17の 両対 数表示。丸 はDOPC、 四角 はeggPCの 場合 を表す。実線 お よび

点線 は、r「が小 さい範囲(黒 塗 りの印で示す)に 対 して最小 自乗 法で 当てはめた直線 であ

り、それ ぞれ1.75,1.99の 傾 きを もつ。
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の場合 に対 してそれぞれ1 .75,1.99と な り、 この ことか ら脂 質二重膜上 におけるペプ

チ ドの会合数は2で あ る と推定 され、 この会合 のために脂質二重膜 との結合が協同

的になると考 えられる。

5.平 面 単 層 脂 質 二 重 膜 内 で の ペ プ チ ドの配 向 お よび 脂 質 の配 向

本節ではIR-ATRス ペ ク トル に よって観察 された、膜融合活性ペプチ ドの結合量

に依存す るペプチ ドと脂質の配向の変化について述べる。 これ らの変化は各結合過

程 におけるペプチ ドと脂質 との相互作用 を反映 していると考 えられる。

ペ プチ ドIVの αヘ リックス軸 の配向 平 面単層脂質二重膜内におけるペ プチ ド

IVの αヘ リ ックス軸の配向 を図20に 示す。 中性pH(pD6.8)の 接触溶 液 中での

eggPC脂 質 二重膜 内の αヘ リックス軸 は、ほとんど無配向であるか、 または膜平面

の法線 と約54.7.の 角度 をなす、傾 い た配向 を とった(「 付 録B.分 子 の配 向 と吸光

0。25

0.00

f

-～

-0 .50

0.000.100.20

r/nmolcm-2

図20:重 水 溶液(MES,10mM;KCI,150mM)中 、平面単層脂 質二重膜内 におけ るペ

プチ ドIVの 配 向。rは ペプチ ドの表面密度 、1は αヘ リックス軸の秩序パ ラメー ターで

あ る。 丸 はDOPC、 四角 はeggPC、 白抜 きはpD5、 黒塗 りはpD6.8の 場合 を表す。 誤

差 幅 はスペ ク トルの ノイズ レベルか ら見積 もられ た。
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度の異方性」参照 されたい)。 一 方、酸性pH(pD5)下 でのeggPC内 の αヘ リ ック

ス軸 の配 向 は膜平 面 に対 してより平行 にな り、DOPC内 では さらに平行 になった。1・

が小 さい範 囲 では、ペ プチ ドの結合がすすむにつれて αヘ リックス軸の配向は膜平

面 に対 してよ り平行 になるが、r・0 。05㎜olcm-2を 越 えたあた りで急激 に傾 くか、

あ るいは配向性が低下 した。αヘ リックスのモデルか ら、膜平面に対 して平行に結

合するペフoチ弾 量体 当 た りの表面 占有面積 を300A2と 仮定す る と、r=0 .05㎜ol

cm　2は 膜平 面 に対 して平行 に結合す る ことができるペプチ ドの最大のrと 見積 もら

れる。従 って、 それ以上のペプチ ドが脂質二重膜に結合するためには、図20の よう

な配 向角度 の変化 が必 要 となるのであろう。

脂質の炭化水素鎖の配向 図21に 酸性pH(pD5)下 、ペ プチ ドIVの 結合 に よ

る脂 質 の炭 化水 素鎖 の配 向の変化 を示す。eggPCお よびDOPCの 炭化水 素鎖 はペ プ

チ ドの結合 に伴 って、膜平面に対 してより垂直になった。 この配向の変化は、例 え
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図21酸 性重水 溶液(MES,10mMKC1,150mM;pD5)中 、平面単層脂 質二重 膜内 に

お ける脂 質の配 向に対 す るペ プチ ドIVの 影響 。ムノ はCH2逆 対称(白 抜 き)お よび対称

(黒塗 り)伸 縮 振動吸収帯 の 、4戸ん4、か ら計 算 した、脂 質の炭化水 素鎖 の秩序 パ ラメー ター

fの 変化 であ り(ペ プチ ドが結合 してい ない脂 質二重膜 につ いての値 を基準 に してい る)、

rは ペ プチ ドの表面密度 であ る・丸 はDOPC、 四角 はeggPCの 場合 を表す 。
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ば図8の π一A曲 線 にお ける脂 質1分 子 あ た りの表面 占有面積 の減少 と、膜の表面圧

お よび表面エネルギーの増大、つまり膜表面の不安定化を意味す る。 また、脂質の

配向変化 はr=0.05㎜olcm-2付 近 で最大 になるが、 それ以上 のペプチ ドの結合には

あま り影響を受けなかった。これは上述のペプチ ドの配向性の低下に対応 してお

り、脂質二重膜の不安定化が、ペプチ ドが膜平面に対 して平行に結合で きるときに

最 も効率 よ くおこなわれることを意味 している。

6.膜 融 合 活 性 と膜 へ の 結 合 、 お よ び 膜 内 配 向 との相 関

ペ プチ ドと平面単層脂質二重膜 との結合等温線やそれ らの分子の配向の変化 に

よって表 されるペプチ ドと脂質二重膜 との相互作用は、ペプチ ドの構造や膜融合活

性 によって異なって くる。本節では一連の合成ペプチ ド(膜融合 活性 を持 つ ものお よ

び持 たない もの)に つい てお こなった各種測定 の結果についてまとめる。

膜融合活性のア ミノ酸配列依存性 表3に 、本研究 において と りあげた両親媒

性 αヘ リックス構造をとる一連の合成ペプチ ド(図3)の 、酸性pH(pH5)に お け る

リボ ソームに対 す る活性 をまとめる。測定値のば らつ きのためにやや信頼性に欠け

るところもあるが、傾向を概説すると、ペプチ ド1,III,IVは いずれ も膜融合 と思 わ

れ る活性(リ ボ ソームの脂 質混合 、内水相混合、および漏洩)を 示すが一 ペ プチ ド

VIIIで はそ の活性 は低 下 した。 また、ペプチ ドのN末 端側 に グリシ ン残基 を伸 ば し

て も(III-GIG2)、 活性 には影響 しなかった。

高橋 らはペ プチ ドmを 基本 に して、ア ミノ酸残基 の置換が膜融合活性 にもたらす

影響 について調べたが(高 橋,平 成7年)、 その中で最 も特徴 的な例 は、13残 基 目の

グ リシ ンの ロイシ ンへの置換である(III-G13L)。 図3の αヘ リ ックス投影 図 に よる

とこの グリシン残基は疎水性表面側に位置 してお り、ロイシンに置換 されることに

よってペプチ ドの疎水性および両親媒性が増大 し、かつ αヘ リックス構造が安定化

す る(グ リシ ンは αヘ リックス構造 を最 も不安定化するアミノ酸残基 として知 られて

いる)と 予想 され るに もかかわ らず・ このアミノ酸残基置換 は膜融合活性 を低下 させ

た。また、多 くのグループがHAの 残 基置換実験 や合成ペ プチ ドを用いておこなっ
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表3酸 性pHに おけるペプチ ドの膜融合活性測定結果

脂 質 混 合(SUV)脂 質 混 合(LUV)内 水 相 混 合 漏 洩

ペ プ チ ドDOPCIeggPC≧3DOPC4eggPC3eggPCz3DOPC4eggP(フ β 判 定

(L/P=20)(L/P=40)(L/P=40)(L/P=40)(L/P=40)(L/P=40)(L/P=40)

11.7±0.11+

III1.0±0.01.0± α01.01.01.0±0.01.01.0±0.0+

III-GIG1.0±0.ll.〇+0.713±0.41.0+
2-

III-GIEO.6±0。70.1±0.4Ω 鋤 Ω 一

III-G13LO.7±0.10。6±0.7Ω 埋 ΩZ』LΩ畠Ω 一

IVL9±0.11.11.31.71.0+

23±070.8±0.41,0±0.O

VIIIl.1±0.10.20.7一

数値 はペ プチ ドIIIの 活性 を1.0±0.0と おい た ときの他のペ プチ ドの相対 的な活性 で あ り、 さ らに

測定値 のば らつ きか ら予想 される誤差 を付 記 した ものである。L/Pは 脂 質 とペプチ ドのモル比 を表

す。ペ プチ ドIIIを 下回 る活性値 は下線 で表 されている。 ペプチ ドIIIの 活性 測定 の絶対値 は、脂 質混

合お よび内水 相混合 が10-20%、 漏洩 が ～80%で ある。

最右 列 の判 定 は脂 質混合、 内水相 混合 、漏洩 の結果 を総合 して、ペプチ ドの膜融合活性 の有無 を判

断 した ものであ る。 ペ プチ ドIIIと 比較 して、同様 以上の活性 を保持 した もの を 「膜融 合活性 を示

す1(+)、 活性 が有意 に抑 制 され た ものを 「膜融合活性 を示 さない」(一)と み な した。

GIGは ペ プチ ドのN末 端 にグ リシ ンをつ なげた もの、GIEは1残 基 目の グ リシ ンをグル タ ミン酸
2

に置換 した もの、G13Lは13残 基 目の グリシンをロイシンに置換 し、 さ らにN末 端 にグ リシンをつ

なげた もので あ る。

これ らのデー タは京 大理 学部の村 田昌之博士 をは じめ とす る多 くの方々の協力 に よってお こなわれ

た ものであ り、表2行 目の右 上付 の数字 によって以下 の出典で ある ことを示 す。1石 黒 本研 究 にお

け る未発 表論 文;2松 本,未 発表論文(高 橋,平 成7年);3村 田,(Murataetal・,1992);4村 田,

(MurataetaL,1993)。 また・付 記 されてい る誤差 はすべ て私が見積 もった もので ある。
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た実 験 の結 果 と同様 に(Gethingetal .,1986;Whartonetal.,1988;Rafalskieta1.,

1991)・N末 端(1残 基 目)の グ リシ ンの グル タ ミ ン酸 へ の 置 換(III-GIE)も 膜 融 合 活

性 を低 下 させ た 。

高 橋 らはCDス ペ ク トル を用 い て これ らの ペ プチ ドの溶 液 構 造 につ い て の研 究 を

お こ な っ た(Takahashi,1990;Murataetal.,1993)。 例 と して 、 ペ プ チ ドmのCDス

ペ ク トル を図22に 示 す 。 また本 研 究 にお い て新 た に測 定 した、 ペ プ チ ドIII-G13Lと

ペ プ チ ドIII-GIEのCDス ペ ク トル を 図23に 示 す 。 これ らの結 果 に よ る と、 一 連 の

合 成 ペ プチ ドは膜 融 合 活 性 の有 無 に関 わ らず 酸性pHと リボ ソ ー ム との 共 存 に よ っ

て(程 度 の差 は あ れ)そ の αヘ リ ック ス構 造 が 安 定 化 され て お り、α ヘ リ ック ス構造

が膜 融 合 活 性 の十 分 条 件 で は な い こ と を示 して い る。

脂 質 二 重 膜 へ の結 合 特性 の ア ミ ノ酸 配 列 依 存 性 図24a,b.c,dに 、 酸 性pH

(pD5)に お け る これ らの ペ プチ ドのDOPC平 面 単 層 脂 質 二 重 膜 との 結 合 等 温線 を示

す 。 ま た 図25に 、CDス ペ ク トル を用 い て測 定 した 、酸 性pH(pH5)に お け るペ プ

チ ドの αヘ リ ック ス含 量 の 濃度 依存 性 を示 す 。 この 結 果 に よる と、 ペ プチ ドIII-GIE

を除 くペ プチ ドが 単 量 体 の会 合 に よ る と思 わ れ る構 造 転 移 を示 して い る 。 ペ プ チ ド

IIIの 構 造 転 移 は 図24の 結 合 等 温線 の 濃度 範 囲(1μM以 下)で は まだ は じま っ て い な

い 。 ま た 、 ペ プ チ ドVm,III-G13Lの 場 合 につ い て は低 濃 度 側 の構 造 転 移 開 始 点 を正

確 に特 定 す る こ と はで きな か っ た が(CDの 感 度 の制 限 に よ り、1μM以 下 の 濃 度 で

の測 定 が で きな か っ た)、 結 合 等 温 線 の解 析 は さ らに低 い濃 度 領 域(c=0-0.2μM)

に つ い て お こ な わ る ため 、 図17の 場 合 と同様 に 、 図24の 結 合 等 温 線 に対 す る これ

らの ペ プ チ ドの会 合 の 影 響 は な い もの と した 。

そ れ ぞ れ の ペ プ チ ドの結 合 等 温 線 を比 較 す る と、以 下 の よ う に ま とめ られ る 。r

が小 さい 範 囲 にお い て 、膜 融 合 活 性 を もつ ペ プチ ド(ペ プチ ド1,III,IV)が 協 同 的 な

結 合挙 動 を示 した の に対 し、膜 融 合 活 性 を持 た な いペ プチ ド(ペ プチ ドVnI,

III-G13L,III-GIE)は 協 同効 果 を示 さな か っ た。 この こ とは結 合 等 温 線 を両 対 数 表 示

す る こ とに よ っ て よ り明 瞭 に な り(図26)、 ペ プチ ド1,III,IVの 直線 の 傾 き(そ れ ぞ

れ1.65,1.70,1.75)か ら、 これ らの膜 融 合 活 性 を もつ ペ プ チ ドは 脂 質 二 重 膜 上 で 会 合

し、2量 体 を形 成 して い る と思 わ れ る・

48



結果

騨}};

0

α

㌣
9.

40×

ε

δ
溜
桑,鱒10

雷
)!

,`

20/

了 〆　 ノ
oノ

ξ1伽k _∴ 一_

巷15・ ・67
σ)亀

go脚 卿「"… 一 フ ー一

§lt石/〃
＼ll1,

冤 竜1/ヂ11/
,

ll"
判/!

-10/'

}2ノ'
、 ノ'

ぱび ノ
、'一 喩麗π,

覧!,

覧'
、
、ノ

・3

のロヤ ノ
…205覧!ノ 、・鴨!鋼

ミ ノ
、∠
.L_⊥._L.

τ90200210220230240

wavelength/nm

図22:ペ プチ ドIIIのCDス ペ ク トル((Takahashi,1990)よ り転載)。1(pH7.0)、2

(pH5.73)・3(pH5・28)は ・MES,10mM;KC1,100mM緩 衝水 溶液 中・ペプチ ド濃度

7.34x104Mで 測定 した もの、4(pH7.0)と5(pH5.6)は 同緩衝水溶 液 中、eggPCSUV

5mMの 共存 下で測定 した もので ある。挿入 されている図は220nmに おけ る 【θ】(残基

モル楕 円率)のpH依 存性 であ り、 白丸 と実線 はSUVが 共存 してい ない場 合、黒丸 と破

線 はSUVが 共存 している場合 を表す。
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図23:aは ペ プチ ドIIIq3LのCDス ペク トル(松 本,未 発表論文)。nobuffer;KC1,

100mM;pH5水 溶液 中、ペ プチ ド濃度3.75x10曹5Mで 、DOPCSUV1,5mMを 含 まない

場合(1)と 、含 む場合(2)に ついて測定 した もの。bは ペ プチ ドIII-GIEのCDス ペ ク ト

ル。MES,10mM;KCI,150mM;pH5水 溶液中・ペプチ ド濃度3・33x10弓Mで 、DOPC

SUVI.33mMを 含 まない場合(1)と 、含 む場合(2)に つ いて測定 した もの。
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図24:酸 性重水 溶液(MES,10mM∫KCI,150mMpD5)中 、一連 の合成 ペ プチ ドの

DOPC平 面単層脂 質二重膜 との結合等温線。膜融合活性 を持 つペプチ ド(ペ フ。チ ド1,III,

IV)は 白抜 きの印 、膜融 合活性 を持 たないペプチ ド(ペ プチ ドVIII,III心13L,III-GIE)は

黒塗 りの 印 と して表 されている。a:白 丸,ペ プチ ドrv;白 四角,ペ フ.チドIII.b:白

三角,ペ プチ ド1.(次 ページへ続 く)
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図25酸 性 水 溶液(MEs,ユomM;Kcl.150mMpH5♪ 水 と重水の違い を除1ナば、組 成お よびpH(pD)は 図

24と 同 じであ る)中 、 ペプチ ドIII,IV,V田,In-G13L,III-GIEの 、 波長222nmに お け るle】(残 基モル楕 円率:CD

ス ペ ク トルの測定値)の ペ プチ ド濃度 依存 性。 白四角,ペ プチ ドHI;黒 丸,ペ プチ ドvm;黒 四 角,ペ プチ ド

m-Gl3L;黒 三 角,ペ プチ ドm-GIE.こ れ らの表記 は図24と 統一 してあ る。
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図26.図24の 両 対数表 示(そ れぞれにつv》て・rが 小 さ く、直線 を当てはめ るこ とがで きる範 囲のみ を示

す)と 、最小 自乗法 を用 いて 当てはめた直線。 白抜 きの 印お よび実線 と・黒塗 りの印お よび点線 は・そ れぞれ膜

融合活 性 を もつペ プチ ドと持 たないペ プチ ドを表す。 白丸,ペ プチ ドIV(傾 き ユ・75);白 四 角,ペ プチ ドm(傾 き

1.70);白 三 角,ペ プチ ド1(傾 き1・65);黒 丸 ・ペ プチ ドVIH(傾 き1・14);黒 四 角・ ペプチ ドHI-Gl3L(傾 き

1.19);黒 三 角,ペ プチ ドIII・GIE(傾 き1、15).
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ペプチ ド1(図24b)は もと もと難水 溶性 で あ り、特 にペ プチ ドが電荷 を失 う酸性

pH下 での取 り扱 いが大 変 困難 であった。そのため、水溶液中のペ プチ ドが析出 し、

実質上のペプチ ド濃度が溶液調製において決定 される値 よりも低 くなる恐れがあっ

た。実際、 このペプチ ドについてはその強い疎水性にもかかわ らず

「=0.04㎜olcm-2以 上の脂質二重刀莫へ の結合 は観察 されなかった。 しか しなが ら、

上述の濃度決定のずれは結合等温線上で見かけの負の協同性 として現れることが予

想 されるにもかかわらず、c=0.15μM以 下の濃度 において協 同的結合挙 動が観察 さ

れた。

ペ プチ ドVHIで はc=0 .15μM以 上 と以下 の濃度範 囲において結合等温線の形状が

異 なってお り(図24c)、 このこ とか らc=0.15μM以 上の濃度 にお いて溶 液 内でペ プ

チ ドが会合 し、結合等温線 に影響 を与 えていることが推定 される。

また、ペプチ ドIII-GIEはN末 端 のグ リシ ンのグル タミン酸へ の置換のため、全

体の疎水性 はペプチ ドHIよ りも低 い に もかか わ らず、本研 究で用い られたペプチ ド

の中で、脂質二重膜 との親和性が最 も強かった(図24d)。

ペ プチ ドおよび脂質 の膜 内配向のア ミノ酸配列依存性 酸性pH(pD5)下 、

DOPC平 面単層 脂 質二重膜内 における これらのペプチ ドの αヘ リックス軸の配向 を

図27a,bに 示す。 どのペ プチ ドも、多少 の違いはあれ/=0--0.5の 値 を とった こ

とか ら、αヘ リックス軸は脂質二重膜に対 してほぼ平行であると結論で きる。

膜融合活性 との相関関係 を見てみると、rが 小 さい範 囲において、膜融合 活性 を

もっペプチ ドでは結合がすすむにつれてその αヘ リックス軸の配向は膜平面に対 し

て より平行 になるが、膜融合活性 をもたないペプチ ドでは結合がすすむにつれて傾

くか、あるいは酉己向性が低下 した。 また、r-0.02㎜olcm-2(PCの 表 面 占有 面積 を

75A2/moleculeと 仮定 す る と、DOPC/ペ プチ ドのモル比 が25/1の 場合 に対 応

す る と計 算 で きる)に お いて比較 す る と、膜融合活性 を持つペプチ ドの配向が

プ=0__0.3(γ=55㌦69.)の 値 を とるのに対 し、膜融合 活性 を持たないペ プチ ドで

は/=-0.4--0.5(γ=75。 ～90。)となった。

個 々 のペ プチ ドを比 較す ると、膜平面に対 して全般的に最 も平行な配向をとった

ものはペ プチ ドVIIIで あ り、最 も傾 いた、あ るい は配 向性が低 かった ものはペプチ
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図27重 水 溶 液(MES,10mM;KCI,150mM♪pD5)中 、DOPC平 面 単 層 脂 質 二 重 膜 内

に お け る 一 連 の合 成 ペ プチ ドの配 向 。rは ペ プ チ ドの 表 面 密 度 、/は αヘ リ ッ クス 軸 の

秩 序 パ ラ メ ー タ ーで あ る。 膜 融 合 活 性 を持 つ ペ プチ ド(ペ フ.チ ド1,III,rv)は 白 抜 き の

印 、膜 融 合 活 性 を持 た な い ペ プチ ド(ペ プチ ドVIII,III<313L,III-GIE)は 黒 塗 りの 印 と し

て 表 され て い る 。a白 丸,ペ プ チ ドIV;白 四 角,ペ プ チ ドIII;白 三 角,ペ プ チ ド1.

b:黒 丸,ペ プチ ドVIII;黒 四 角,ペ フ.チ ドIII-G13L;黒 三 角,ペ プ チ ドIII-GIE.
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ド1で あ っ た 。 また 、 ペ プ チ ドIIIは ペ プチ ドIVほ ど膜 平 面 に対 して平 行 に な り得

な か っ た が 、 ペ プチ ドIVと 異 な り、 そ の酉己向 性 はr>0.05㎜olcm-21こ お い て もあ

ま り低 下 しな か っ た。 これ は、 ペ プ チ ドHIの 配 向 がr▽ よ り も斜 め で あ る た め に、

表 面 占有 面 積 がIVよ りも小 さい ため で あ る と理 解 で きる。

次 に 、 こ れ らの ペ プチ ドの結 合 に よる脂 質 の炭 化 水 素 鎖 の 配 向 の変 化 を 図28に 示

す 。 ど の ペ プチ ドの場 合 に も、 脂 質 の炭 化 水 素 鎖 の配 向 は ペ プチ ドの結 合 に よ り膜

平 面 に対 して よ り垂 直 に な り、 膜 平 面 の不 安 定 化 が 示 唆 され た。

個 々 の ペ プチ ドの場 合 を比 較 す る と、r=0-0.05㎜olcm-2に お い て1よペ プチ ド

VIIIが 最 も効 率 よ く脂 質 二 重 膜 と相 互 作 用 してお り、 つ い で ペ プチ ドHI-GIEと 続

き、 ペ プ チ ド1,III,III-G13L,IVの 膜 との相 互作 用 は最 も小 さか っ た 。 こ の こ と は 、
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図28:酸 性 重水 溶 液(MES、10mM;KC1,150mM;pD5)中 、DOPC平 面単層脂 質二重

膜 内にお ける脂 質の配向 に対す る一連 の合成 ペプチ ドの影響 ・ムノ はCH2逆 対称伸 縮振動

吸 収帯 のA戸/・4,か ら計 算 した・脂質の炭化水素鎖の秩序パ ラメー ター プの変化 で あ り

(ペ プチ ドが結合 してい ない脂 質二重 膜についての値 を基準 に してい る)、rは ペ プチ ドの

表面密 度 であ る。膜融 合活性 を持つペ プチ ド(ペ プチ ド1,III,r>)は 白抜 きの印お よび実

線 、膜 融合活性 を持 たないペ プチ ド(ペ プチ ドVIII,III-G13L,III-GIE)は 黒塗 りの印お よび

点線 と して表 されてい る。 白丸,ペ プチ ドIV;白 四角,ペ プチ ドIII;自 三角,ペ プチ ド

1;黒 丸,ペ プチ ドVIII;黒 四角,ペ プチ ドIII-G13L;黒 三角,ペ プチ ドIII-GIE.

56



結果

脂 質 二 重 膜 の 不 安 定 化 が 必 ず し も膜 融 合 活性 と結 びつ か な い こ と を示 して い る。 ま

た 、 膜 融 合 活 性 ペ プ チ ドHIとIVの 膜 との相 互 作 用 を比 較 す る と、

r=0-0.05㎜olcm-2で は ほ とん と"差は見 られず 、r>0.05㎜olcm一2に お い て ペ プ

チ ドHIは ペ プチ ドIVよ り も効 率 よ く脂 質 二 重 膜 と相 互 作 用 す る こ とが で き た。
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村 田 ・ 高 橋 らが 合 成 した ペ プチ ド1,III,IVは 、 酸性pHで リボ ソー ム の融 合 を引

き起 こす が 、 中性pHで は そ の 活 性 を持 た な い(Murataetal.,1987a,1992)。 しか

し・ これ らの ペ プチ ドはpHに よ らず リボ ソ ー ム と相 互 作 用 して 、 主 と して α ヘ

リ ック ス構 造 を とる(Takahashi,1990)。 した が っ て 、膜 融 合 誘 起 の引 き金 は両 親 媒

性 α ヘ リ ッ クス の親 水 性 表 面 に存 在 す る カル ボ キ シ ル基 の プ ロ トン化 で あ る こ とが

予 想 され た(Murataetal.,1987b)。 この プ ロ トン化 が残 基 の疎 水 性 を増 大 させ 、 そ

れ に よっ て ペ プチ ドと脂 質二 重 膜 との相 互作 用 が 変化 し、 結 果 的 に膜 融 合 を引 き起

こす こ とは 可 能 で あ ろ う。

これ らの ペ プ チ ドが リボ ソ ー ム の融 合 を誘 起 す る には 、 リ ボ ソ ー ム の 会 合 、脂 質

の 混 合 、 リボ ソ ー ム接 合 面 に お け る融 合 孔 の形 成 と、 そ れ に続 く内 水 相 の 混 合 が必

要 で あ る 。 ま た 、 ペ プチ ドの膜 融 合 活 性 は両 親 媒 性 や ア ミノ酸 組 成 だ け で な くア ミ

ノ酸 配 列 そ の もの に も大 き く依 存 して お り、 配列 に特 異 的 な相 互 作 用 が 存 在 す る と

思 わ れ る(Murataetal.,1993)(高 橋,平 成7年)。 こ れ らの現 象 に伴 うペ プチ ドの挙

動 を直 接 に観 察 す る こ とは不 可 能 で あ るが 、αヘ リ ック ス は剛 直 な棒 状 の構 造 体 で

あ る た め 、pHや ア ミ ノ酸 配列 に よ る(膜 融 合 活性 に関係 す る よ うな)脂 質 二 重 膜 と

の相 互 作 用 の 違 い は 膜 との結 合 過 程 や膜 内 にお け る αヘ リ ッ クス 軸 の傾 き に反 映 す

る もの と思 わ れ た 。 そ こ で本 研 究 で は 、IR-ATRス ペ ク トル を用 い て こ れ らの ペ プチ

ドの脂 質 二 重 膜 との結 合 等 温 線 や αヘ リ ックス 軸 の配 向 を決 定 した 。

IR-ATRス ペ ク トル は 、 オ ピオ イ ドペ プ チ ド、 ホ ル モ ン、生 体 内 界 面 活 性 物 質 、 タ

ンパ ク 質 の 輸 送 先 を決 定 す る シ グ ナ ルペ プチ ドな ど、 さ ま ざ ま な生 理 活 性 ペ プチ ド

の 二 次 構 造 、 お よ び脂 質二 重膜 内 にお け る そ れ らの配 向 の決 定 に用 い られ て きた

(Gremlichetal・,1983;Erneetal・,1985;Schwyzer,1986;Cornelletal・,1989;Pastrana

etaL,1991;Vandenbusscheetal.,1992;Baueretal.,1994)。 また 、 膜 タ ンパ ク 質 の 膜

貫 通 αヘ リ ック ス と 目 され る幾 つ か の フ ラ グ メ ン トや そ の モ デ ルペ プチ ドに つ い

て 、 そ の α ヘ リ ッ ク ス軸 の 配 向 が 実 際 に膜 平 面 に垂 直 で あ るか ど うか の 確 認 に も し

ば しば用 い られ て い る(Smith,S.0.etal.,1994;Arkinetal.,1995;Tatulianetal.,
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1995;Zhangetal .,1995)。

本章 では、両親 媒性 αヘ リックス型ペプチ ドが膜融合活性 をもつ場合、およびも

たない場合 についてのペ プチ ド 脂質二重膜の結合等温線や αヘ リックス軸の配向

などの結果か ら、膜融合活性 を誘起す るペプチ ドと脂質 とのより詳細 な相互作用の

推定 を試みる。 また、 これらのペプチ ドによる膜融合 とHAに よる膜融合 が本 質的

に異 なる ものである可能性 を考慮 に入れたうえで、HAに おけ る融合ペ プチ ドがHA

に よる膜 融合過 程 にお いて果 たす役割について も可能な限 り考察 したい。

1.ペ プ チ ド ・脂 質 二 重 膜 相 互 作 用 のpH依 存 性

一連 の膜 融合 活性 ペ プチ ドの中で もっともαヘ リックス含量が高いペ プチ ドIVを

例 と して、そ の脂 質二重膜 との相互作用のpH依 存性 について考察す る。

ペ プチ ド ・脂質二重膜の結合特性 ペプチ ドr▽ は膜融合活性 を もつ酸性pH

で、平面単層 脂 質二重膜 と協 同的 に結合する(図17)。CDス ペ ク トルの結果(図18)

や結 合等 温線 の解析(図19)な どによれば、ペ プチ ドIVはpH5の 水溶 液内 におい

て、濃度1μM以 下 で ラ ンダムコイル構造 の単量体 であり、脂質二重膜 と結合 して

αヘ リックス構造 をとり、引 き続いて膜内で会合 して2量 体 を形成す る と考 え られ

る。 この ような協同的な結合はアラメチシンやマガイニンについても観察 されてい

るが、これ らはどち らも抗菌活性ペプチ ドであ り、会合 によって αヘ リックス バ

ンドル型イオ ンチャネルを形成すると考 えられている(Fringeli,1980;Matsuzaki

etal.,1994,1995)o

また、r>0.10㎜01cm-2に お いては、αヘ リックス の表面 占有面積 の見地か らも

図17の 結合 等 温線 の形状 か らも、ペ プチ ドの結合が単分子層吸着 の限度 を超 えてお

り、多分子層吸着(膜 に結合 してい るペ プチ ドに対 してさらにペプチ ドが結合す る)

が は じまってい る と考 え られるが、この現象は本研究の対象ではないためここでは

考察 しない。

それに対 して、ペプチ ドIVが 膜融合活性 を持 たない 中性pHで は、結 合 に際 して

協 同的 な性 質が観察 されなかった(結 合等 温線 にLangmuirの 吸 着等温線 をあて はめ
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ることがで きた)こ とか ら(図16) 、CDス ペク トルに よる研 究の結果 とも併せて

(高橋,平 成5年)、 中性pHの 溶液 内お よび脂 質二重膜 内 にお いてこのペプチ ドは

単量体 を保っていると推定 される。 また中性pHに おけ る結合 は酸性pHの 場合 と

比較す る と非常 に弱 く、結合定数で約100倍 の開 きが ある。 さ らに、脂 質膜 内のペ

プチ ドの量が飽和表面密度 に近づ くと、ペプチ ドと脂質分子 との置換、あるいはペ

プチ ドによる脂質の可溶化が起こる。 これはペプチ ドの親水性表面に存在する電荷

のためにペ プチ ドが界面活性剤 的な振る舞いをするためと考 えられる。 この時点で

平面単層脂質二重膜が既に生体膜のモデルとしての役割 を果たさな くなっている可

能性があるため、以後のペプチ ドの配向の問題などにおいては、中性pH、r駕r 海

にお け る実験 の結果 について の考察はお こなわない。

αヘ リックス軸の膜内配向 ペプチ ドIVが 膜融合活性 を示す 酸性pHで は、 そ

の αヘ リックス軸 は膜 平面 に対 してほぼ平行である。eggPC平 面単層 脂 質二重膜 の

結 果 に よれ ば、 この配向はペプチ ドの表面密度 に依存 して変化 し、た とえば

r鐸0.01㎜01cm-2お よびr>0.1㎜olcm-2で はほ とん ど無配 向状 態 であ るか 、ある

いは傾いてお り(γ鐸55.)、r窩0。05㎜olcm-2に おいて最 も平行 にな る(γ 廻63.)

(図20)。 ペ プチ ドの配 向角度 はDOPC平 面単層脂質二重膜 内で は よ り平行 に近 くな

り、γは62～78.と な る。 これ はeggPCが 様 々な炭化水 素鎖長 を持 つPCの 混合 物

であ るのに対 し、DOPCは 単一 の分子種 か らのみ構成 されてお り、そのために

DOPC脂 質二重膜 表面がeggPCに 比べて よ り平坦で あるこ とが原 因であると考えら

れる。また、ペプチ ドの結合に伴って脂質の炭化水素鎖は膜平面に対 して より垂直

な配向をとるようにな り、r駕0.05nmolcm-2に おいて最 も垂直 になる(図21)。 一

方、eggPC平 面多層脂 質二重膜中で は脂質/ペ プチ ドのモ ル比が25/1

(r乞0.02nmolcm-2に 対応 す る)の とき、ペ プチ ドの αヘ リックス軸の配向は

r鐸0.02㎜olcm-2の 単層膜 の場合 よ りもよ り平行 になる(γ=70.)(表1)。

中性pH(ペ プチ ドIVが 膜融合活性 をもたないpH)で は・単層膜 と多層膜 で の結

果 は よ り大 きく食い違 う。eggPC単 層膜 内での αヘ リックス軸 は ほ とんど無配向で

あるか傾いている(γ=50～60.)の に対 し(図20)、eggPC多 層膜 内 では酸 性pHの

場合 とほぼ 同様 に γ訂70.の 配 向 をとる(表1)。
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単層膜系 と多層膜系での結果の違いには次の2つ の理 由が考 え られ る。第一 に、

pH調 整 の 問題 が あ る。平面単層脂 質二重膜では接触溶液にpH緩 衝剤(MES)を 用

い る ことに よってpHを 正確 かつ直接 に制御 す るこ とが できるが、多層膜では膜調

製前のSUV/ペ プチ ド溶液 のpHを 調整す るこ とに よってペ プチ ドの解離状態 をあ

らかじめ制限することしかできない。 しかも中性pH条 件 として調 製 した多層 膜 は

乾燥 膜 としてのみ測定が可能で、水和状態での測定がで きなかった(「 結 果」 の2を

参照 されたい)。 この よ うな乾燥膜系 におけ る解離基の状態(解 離基 が プロ トンと結

合 して いるのか、それ とも他の対イオンと塩 を形成 しているのか)と 、あ るpHに 調

整 され た水 溶液 中 にお ける リボ ソーム上の解離状態 とを関係づけるのは困難であ

る。

第二に、単層膜 と多層膜の物性そのものの問題がある。同 じ水和膜同士であって

も、飽和蒸気下で平衡化 させただけの多層膜 と、常に水相(こ の場 合 は重水)に さら

されてい る単層 膜 とで は、膜内に侵入 して くる水分子の数や脂質分子 との相互作用

などが異なって くる可能性は非常に高い。 また、Kalbら の全反 射蛍光顕微鏡 技術 を

用 い た実験 によると、本研究において採用 した平面単層脂質二重膜ではリボソーム

上 においてみ られる脂質分子の横方向の流動性が よく保存 されているが(Kalbetal.,

1992)、 それが多層 膜 において どの程度 再現で きているるかは不明である。

今 回のように、脂質二重膜内におけるペプチ ドの構造や配向の測定結果が、生体

膜のモデル として採用 した実験系 によって異なって しまった例 として、メリチンと

アラメチシンがある。メリチンはハチ毒か ら単離 された26残 基 か らな るペ プチ ドで

あ り、 中心付近に折れ曲が りを含む両親媒性 αヘ リックス構造 をとり、脂質二重膜

に対 して漏洩活性 を持つ。 また、アラメチシンは電位感受性のイオンチャネル活性

を持つペプチ ドであ り、脂質二重膜貫通型の αヘ リックス構造 をとり、 さらに会合

して αヘ リックス バン ドル型の孔 を形成することによって、イオンの膜透過を助

けていると考 えられている。CDス ペ ク トル、NMR、IR-ATRス ペ ク トル を用 い た

研 究 に よる と、乾燥平面多層脂質二重膜内でのメリチンおよびアラメチシンの αヘ

リックス軸 は膜平面に対 して垂直であった(Fringeli&Fringeli,1979;Braunereta1.,

1987;Vogel,1987;Weaveretal・,1992;deIonghetal・'19941Smith'R・etaL'1994)。 そ

れに対 して、IR-ATRス ペ ク トル を用い て決定 した、平 面単層脂質二重膜内でのメリ
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チ ンの αヘ リックス軸の配向は膜平面に対 して平行であ り(Frey&Tamm,1991)、

NMRを 用 い たア ミ ドの水 素 ・重水 素交換の実験によっても、リボソーム上 に結合 し

ているメリチ ンの αヘ リックス軸がやは り膜平面に対 して平行であることが示唆 さ

れた(Dempsey&Butler,1992)。 また、Vogelは 多層 膜内 にお けるメ リチ ンや アラメ

チシ ンの αヘ リックス軸の配向が膜の水和状態や温度に依存 して、膜平面 に対 して

垂直～無配向～平行、 と大 きく変化することを示 し(Vogel,1987)、 さ らにFringeli

らはア ラメチシ ンの場合 について、膜の水和状態がペプチ ドの二次構造にす ら影響

を及ぼすことを明 らかに した(Fringeli&Fringeli,1979)。

これ らの事 実 は、基板 上 に調 製 した平面単層脂質二重膜や多層脂質二重膜 を生体

膜のモデル系 として扱 うことの危険性を示 している。前述のように、pH調 整 、水和

状態 、流 動性 な どの点 か ら見れば平面単層脂質二重膜の方が より生体膜や リボソー

ムの脂質膜に近い と思われるため、今回のように単層膜 と多層膜で結果が異なった

場合は、単層膜 による結果 を採用せざるを得ない。 しか しなが ら、VogelやFringeli

らが メ リチ ンや アラメチ シ ンの場 合について考察 したように、異なる実験系 によっ

て得 られた異 なる二次構造や配向は、それらのペプチ ドが潜在的に持 っている性質

でもあ り、例 えば生理活性に必要な単寿命の構造などがそれ らの実験系によって安

定化 された と考 えることもできる。

以上のことを踏 まえて、ペ プチ ドIVの αヘ リ ックス軸の配向 につ いて あらためて

考察する。 αヘ リックス軸の秩序パラメーターfに 関 しては平 面単層 脂 質二重膜で

の結果を採用するとして、その場合のfの 持 つ意味 を以下 の ように解釈 した。平面

多層脂質二重膜内において αヘ リックス軸の配向がpHに よ らず膜平面 に対 してほ

ぼ平行 であることと、その αヘ リックスが両親媒性をもつ ことを考慮すると、ペプ

チ ドの αヘ リックス軸の配向は基本的には膜平面に対 してほぼ平行 であ り、プが0

に近づ くのは配向角度 が傾 くため ではな く、揺 らぎによって配向状態そのものが乱

される(配 向性 が低 下す る)た め である と考 えられる・

中性pHで はペ プチ ドは側鎖 に電荷 を持 っているため・脂質二重膜 の疎水 性層の

深部 までは到達で きず、膜 との結合力が弱いために配向性は低い。 また、乾燥 した

多層膜 の場合には脂質二重膜間の間隔が制限されるため・膜 との結合が浅いペプチ

ドの αヘ リックス軸は膜平面に対 して平行 にならざるを得ない。
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酸性pHで は、 ペ プチ ドの結合量が少 ない ときには脂質の流動性 のためにペプチ

ドの配向は大 きく乱 されている。ペプチ ドの結合がすすむと、疎水性 アミノ酸側鎖

が脂質二重膜内に挿入 されて脂質の表面圧および表面エネルギーが増加 し(脂 質二重

膜構 造 の不安定 化)(図21)、 その結果、脂質分子 の流動性が抑 えられ、ペ プチ ド本来

の、膜平面に対 してより平行 なαヘ リックス軸の配向が観測で きるようになる。そ

してペプチ ドが膜平面に平行 に結合できる上限、r澤0.05nmolcm-2に おいてそ の配

向状態 は最 も理想 的になる。それに対 して、多層膜では脂質の流動性が保存 されて

いないために、 このような配向の乱れは起こらない。

また、平面単層脂質二重膜のIR-ATRス ペ ク トルの解析 に よる と、今 回用い られ

た膜融合活性ペプチ ドの αヘ リックス軸は、程度の差はあれいずれ も膜平面に対 し

て平行な配向をとるが、これと対照的に幾つかの αヘ リックス型膜融合活性ペプチ

ドについて、膜平面に対 して傾いた、 もしくはほぼ垂直 な配向値が得 られている。

L"nenbergら は本研 究 と独立 に、IR-ATRス ペ ク トル を用 いて多層脂 質二重膜内のペ

プチ ド1の 配 向 を決定 し、γ=45.と い う結果 を得 た(LUnenbergetal.,1995)。HrV

ウ ィルス の膜 融合活性 タンパ ク質gp41やSIVウ ィルスの膜 融合活性 タンパク質

gp32の αヘ リックス型融合ペ プチ ドについても、同様 な傾いた配向が多層脂質二重

膜のIR-ATRス ペ ク トルの解析 か ら得 られてい る(Martinetal.,1991.1993a.1993b,

1994)。 しか しなが ら、 これ らの測定 はいずれ も平面多層膜 についておこなわれてお

り、今回得 られた単層膜の結果 と単純 に比較す ることはで きない。

2.ペ プ チ ド ・脂 質 二 重 膜 相 互 作 用 の ア ミノ酸 配 列 依 存 性

ペプチ ドと平面単層脂質二重膜 との相互作用 を、酸性pHに お いて膜 融合活性 を

示す ペ プチ ド1,III,IVと 膜融合活性 を示 さないペ プチ ドV皿,III-G13L,III-GIEに つ

いて比較 し、 そ れ らのア ミノ酸配列依存性や膜融合活性 との相関を調べた。

ペ プチ ド・脂質二重膜の結合特性および膜内配向 酸性pHに お け る結 合等温

線 に よる と(図24)、 膜融合 活性 を持 つペ プチ ドは脂質二重膜 との結合において協同

性 を示 し、膜融合活性を持たないペプチ ドではその傾向は見 られない。 このことは
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結合等温線 を両対数表示することによってより明瞭にな り(図26)、 膜融合 活性 ペ プ

チ ドが膜 上 で2量 体 を形成 す るこ とが示唆 される。 また、結合の強 さで比較する

と、ペ プチ ドIII-GIEが これ らのペ プチ ドの うち、最 も低濃度で脂質二重膜 と結合す

ることがで きる。

つ ぎにペプチ ドの αヘ リックス軸および脂質の炭化水素鎖の膜内配向について比

較す る(図27,28)。 上述 のペ プチ ドrvに ついて の考察 に用 いた仮定 をそのまま適用

すると、膜融合活性 を持つペプチ ドは結合量が少ない場合にはその配向は大 きく乱

されているが、結合がすすむにつれて本来の、膜平面に対 してより平行な配向が と

れるようになる。 また、そのときの、膜平面に対 してほぼ平行な配向角度がペプチ

ドの両親媒性の強 さや疎水性のバランスなどによって決 まり、ア ミノ酸配列 に依存

して異 なることは容易 に予想で きる。

この観点か らペプチ ド■1とIVを 比較す る と、ペ プチ ドIVはr>0.05㎜olcm-2

にお いて、 その表面 占有 面積 の ために最適な配向状態をとれな くな り、脂質 との相

互作用 も頭打 ちになる。それに対 し、ペプチ ドmはr▽ ほ ど膜平 面 に対 して平行 に

酉己向で きない代 わ りに表面占有面積がノ」・さく、そのためr>0.05㎜olcm-2に お いて

も配 向が あ ま り乱 れず、脂質 との相互作用 もペプチ ドの結合量 に比例 してさらに大

きくなる。 また、r<0.05㎜olcm-2に お いてペ プチ ド1【1とIVの 脂 質二重膜 との相

互作用 の大 きさにはほ とんど差がない。 これらのことは、膜融合活性ペ プチ ドが最

も効率 よ く膜 と相互作用で きるペプチ ドの配向角度がアミノ酸配列 によって異なる

ことを示 している。

対照的に、膜融合活性 をもたないペプチ ドでは、その結合量が小 さい場合 に膜平

面 に対 して最 も平行な配向をとり、結合がすすむにつれて配向性は低下する。 この

ことか ら、これ らのペ プチ ドが膜融合活性 をもつペプチ ドよりも効率 よ く、脂質の

流動性 を抑 えていると考察できる。脂質の流動性は脂質の配向 と単純 に結びつける

ことはで きないが、ペプチ ドVHIやm-GIEは 他 のペ プチ ドよ りも脂 質 の配 向 に与

える影響が大 きく、膜融合活性をもつペプチ ドともたないペプチ ドとで脂質二重膜

との相互作用の性質が異なる可能性は高い。 また、膜融合現象の本来の性質か ら考

えて も、(も しで きるな らば)脂 質 の流動性 をなるべ く保持 しなが ら二重膜構造 を不

安定化す ることが、膜融合活性ペプチ ドの性質として最 もふ さわしい と思われる。
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ア ミノ酸配列 などか ら推定 されるペプチ ドの性質 ペプチ ドの脂質二重膜への

結合 は、ペプチ ドの溶液構造に大 きく依存すると思われる。CDス ペ ク トルの結果 に

よれ ば(図18,25)、pH5に お ける これ らのペプチ ド(難水溶性 の ため、絶対 濃度 が

明確 でないペ プチ ド1を 除 く)の 濃度依存性会合 による構造転移は結合等温線実験の

濃度範囲ではは じまっていない と思われるが、その単量体構造はペプチ ドによって

異 なる。pH5、 濃度1μMに おけるCDス ペ ク トルに よって比較 す る と、 これ らの

ペプチ ドのうち、ペプチ ドHI-GIEは 最 もラ ンダム コイル に近 い。 ペ プチ ドmやIV

で は αヘ リ ックスや β構 造 と思 われる構造が部分的に残ってお り、ペプチ ドVHIや

III-G13Lで は全二次構 造 の約50%が αヘ リックス である。

図29に 、 これ らのペ プチ ドのア ミノ酸配列の各部分の もつ αヘ リックス構造指向

性 を示す。ここで用いる αヘ リックス構造指向性 は、Chouら が タ ンパク質 の立体

構造 や ア ミノ酸配列のデータから統計的に算出した、各アミノ酸残基の αヘ リック

ス構造指向性(Chou&Fasman,1978)を7残 基 のウ ィン ドウ毎 に平均 して得 た値で
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図29一 連 の合成 ペ プチ ドの各部分が持つ αヘ リックス構 造指向性 。縦 軸 はChou

らが統 計 的 に求 めたそれぞれ のア ミノ酸残基 の αヘ リックス構 造指向性 を、横 軸 に表 示

した残基 番号 を中心 と した7残 基 につい て平均 した もので ある。 白丸,ペ プチ ドIV;白

四角,ペ プチ ドIII;白 三角,ペ プチ ド1;黒 丸,ペ プチ ドVIII。 影 のつ い た部分 はペ プ

チ ドIIIを 残基 置換(III-GIE,III-G13L)し たこ とによる αヘ リックス構造指 向性 のず れ を

意味す る。
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ある。 この図によると、ペプチ ドVHIとIII-G13Lが 最 も αヘ リックス構 造指 向性が

強 く、CDス ペ ク トルの結 果 と一致 している。 しかし、IIIよ りも αヘ リックス構 造

指 向性 が 強いはずのペ プチ ドIII-GIEは 、CDス ペ ク トル によれ ば最 もラ ンダム コイ

ルに近い構造を持つ。おそ らく、N末 端 に存在 す るグル タミン酸 と他 のグル タミン

酸 との反発 によって、 コンパ ク トな構造をつ くりに くくなっているのであろう(pH5

では、 まだ半分 以上 のグル タ ミン酸側鎖が解離 したままだと考 えられる)。 また、 こ

の性 質 の ためにペ プチ ドIII-GIEの 疎水性残基 は他 のペ プチ ドよ りも外部に露出 して

お り、結果 として図24の ように、他 のペ プチ ドよ りも脂質二重膜 との結合が強いの

ではないか とも想像 できる。

次 に、脂質二重膜内でのペプチ ドの構造について考察する。高橋による、CDス ペ

ク トルやIRス ペ ク トル を用 いた酸i生pH、 リボ ソーム共存下 での これ らのペプチ ド

の溶液構造の研究によると、(ペ プチ ドの種類 にもよるが)α ヘ リックスに混 じって少

量 の β構 造 らしきものが観察 された(Takahashi,1990)。 また今 回測定 され た平 面多

層 脂 質二重膜 のIR-ATRス ペ ク トル(図12)に も、p構 造 が確認 されてい る。結 合等

温線 の結果 によれば、酸性pH溶 液では これ らのペ プチ ドの ほ とんどが リボソーム

に結合 しているとみなす ことがで きる。 しか しなが ら、溶液試料 の測定 においては

溶液内のペプチ ドの絶対濃度が十分 に濃いことが必要であるため、 リボソームに結

合 したペ プチ ドに起因するスペク トルに、溶液内会合のため リボソームに結合で き

な くなったペプチ ドによるものが重ね合わせ られている可能性がある。図30に 、本

研 究 にお いて新 た にATR法 を用 いて測定 された、酸性pHに お けるペ プチ ドHIの

IR-ATRス ペ ク トル を示す 。 この結果 に よれば、 リボソームが共存 しない酸性pH溶

液 中のペ プチ ドHIが 最 も多 くの β構 造 を含 み、 リボソーム共存下ではその割合はや

や減少 し、平面脂質二重膜 に結合 しているペプチ ドでは β構造に起因するピークは

確認で きなかった。このことか ら、 リボソームに結合 しているペプチ ドの二次構造

はほとん どが αヘ リックスであ り、ペ プチ ド/SUV混 合溶液 のスペ ク トル な どにお

いて観 察 される β構造はリボソームに結合 していないペプチ ド会合体 による もの と

推定で きる。ただ し、平面単層脂質二重膜のIR-ATRス ペ ク トルの精 度 では、膜 に

結 合 しているペプチ ドの二次構造中にランダムコイルやご く少量の(全 体 の1割 を き

る ような)β 構 造 が存在す る可能性 は否定 できない。
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図30:酸 性pDに おけるペプチ ドIIIのIR-ATRス ペ ク トル。実線 は本論 文 におい て

記述 され て きた、DOPC平 面単層脂質二重膜 に結合 したペ プチ ドのスペ ク トル(脂 質二重

膜 を0.11μMの ペ プチ ドIII重 水溶液(MES,10mM;KCI,150mM;pD5)と 平衡化 させ る

こ とによって調製 した もの。ペプチ ドの膜への吸 着量 に比べ て溶液内 のペ プチ ドの濃度

が充分 に小 さい ため 、溶液 内のペ プチ ドの寄与 は無視 で きる)、 点線 はpD5の 重水 溶 液

中(pH緩 衝 剤 、塩 な どを含 まない)・5mMのDOPCSUV共 存下 一〇.25mMの ペ プチ ド

IIIの ス ペ ク トル(平 面単層脂 質二重膜 を調製 してい ないATRプ リズ ムを用 いて測定 した

もの)、 破 線 はpD5の 重水 溶液中(pH緩 衝剤 、塩 な どを含 まない)、0.25mMの ペ プチ

ドIIIの スペ ク トル(測 定条件 はSUVを 含 まない点 を除いて、点線のスペ ク トル と同 じで

あ る)。 スペ ク トル の比較 を容 易 にす るため、 これ ら3つ の ア ミ ド1吸 収帯 は、それぞれ

適 当な補正 因子 を掛 け合 わせ るこ とによって面積強度が そろえ られ ている。1650cm-1付

近 の ピー クは αヘ リックス また はランダムコイルに、1620,1690cm-1付 近の ピークは β

構 造 に帰 属 される。
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図31に 、 これ らのペ プチ ドのア ミノ酸配列の各部分の もつ疎水性を示す。 ここで

用 いる疎水 性は、Eisenbergら が、 これ まで に提 出 され た5種 類 の疎水性 指数(実 験

的 に得 た ものや統計 的 に算 出 した ものを含む)の コンセ ンサ ス と して得 た各 ア ミノ酸

残基の疎水 性指数(Eisenbergetal.,1982)を7残 基の ウィ ン ドウ毎 に平均 して得 た値

である。 この図によると、平均 して最 も疎水性の高いのはペプチ ド1で あるが、 そ

のため に難水 溶性 を示 し、他のペプチ ドとの比較は難 しい。膜融合活性 を持 ち、構

造や脂質との相互作用 も共通 していると予想 されるペプチ ドHIとIVに つ いて比較

す ると、脂 質二重膜 に対 してより強 く結合するペプチ ドmの ほ うが疎水性 も高 い。

ペ プチ ドのN末 端側 とC末 端側 の疎水性 のバ ランスについて比較すると、N末 端 か

らC末 端 にかけて最 も均 一 な疎水性 をもつペプチ ドはペプチ ドVIIIで あるが、最 も

偏 ってい るの はペ プチ ド1で ある。膜融合活性 を持 つペ プチ ドで比較すると、ペプ

チ ド1,III,IVの 順番 に疎水性 のバ ランスが よ くなる。この傾向が、ペプチ ドの

αヘ リックス軸が膜平面に対 して最 も平行に近 くなるときの配向の順番 に対応 して

いることか ら(図27)、 この ような疎水 性のバ ランスが、ペプチ ドの配向角度がア ミ
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図31:一 連 の合成 ペプチ ドの各部分が持つ疎水性 。縦軸 はEisenbergら が用 い たそれ

ぞ れの ア ミノ酸残 基の疎水性指 数 を、横 軸 に表示 した残基番号 を中心 とした7残 基 につ

いて平均 した ものであ る。 白丸,ペ プチ ドIV;自 四角,ペ プチ ドIII;白 三角,ペ プチ ド

1;黒 丸,ペ プチ ドVIII.影 のつい た部分 はペ プチ ドIIIを 残基 置換(III-GIE,III-G13L)し

た こ とに よる疎水性 のずれ を意味す る。
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ノ酸配列 によって異なることの一因であると考 えられる(膜 融合活性 を持 つ もの と持

た ない もの とでは、配向のr依 存性 が異 なるため、比較 は難 しい)。 また、 ペ プチ ド

1,III,IVは いず れ もN末 端側 の方が疎水 性が強 いため、これらのペプチ ドは主 に

N末 端側 に よって脂 質二 重膜 の炭化水素鎖層 と相互作用すると考 えられる。

図32に 、 これ らのペ プチ ドのア ミノ酸配列 の各部分の もつ疎水性モーメ ン トを示

す。疎水性モーメン トとは αヘ リックスや βシー トなどにおける疎水性残基の配置

の偏 りを示す ものであ り、両親媒性の強 さを定量的に表すためにEisenbergら に

よって提 唱 された概 念 であ る(Eisenbergeta1 .,1982)。 αヘ リ ックス フラ グメ ン ト

の疎水 性 モーメン トμ
Hは 次式 に よって表 され る。

μH={[ゑ 瑞 ・i・(δ・)]2+[か …(δ ・)]2}"2(・)

Nは フ ラ グ メ ン トの残 基 長 で あ り・ 図32の プ ロ ッ トで は7を 用 い た 。H
.は η番 目
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図32一 連 の合成 ペプチ ドの各部分が持つ疎水性 モー メン ト。縦軸 はEisenbergら の

定 義 した αヘ リ ックスの疎水性 モーメ ン トを、横 軸 に表示 した残基番号 を中心 と した7

残 基 につ い て計算 した ものであ る。 白丸,ペ プチ ドIV;白 四角,ペ プチ ドIII;白 三角,

ペ プチ ド1;黒 丸,ペ プチ ドVIII.影 のつ いた部分 はペ プチ ドIIIを 残基 置換(III-GIE,

III-G13L)し たこ とによる疎水 性モー メ ン トのず れを意味す る。 また、破 線 はポ リア ラニ

ンについ て計算 した結果で あ る。
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のア ミノ酸残基の疎水性指数である。δは αヘ リックス構造において、連続するア

ミノ酸残基の相対位置 をヘ リックス軸まわ りの回転角度 として表示 した ものであ

り、普通100.が 用 い られ る。本研 究 で用 い られたペ プチ ドはすべて、脂質二重膜 に

結合することによって αヘ リックス構造が安定化するため、それらの疎水性モーメ

ン ト(両 親媒 性 の強 さ)を ペ プチ ド毎 に、 または同 じペ プチ ド内の各部分について比

較することは非常 に興味深い。

これらのペ プチ ドの中で疎水性モーメン トが最 も大 きいのはペプチ ドVHIで あ

り、最 も小 さいの はペ プチ ド1で あ るが、 これ らは全 体的 な疎水性の高 さその もの

が異 なるため、単純 に比較はで きない。比較的配列の似ているペプチ ドIV,IIIお よ

びそ のア ミノ酸置換体 につ いて比較すると、ペプチ ドIV,IIIと もにN末 端側 に比べ

てC末 端 側 の疎水 性 モー メン トが小 さい。これは図3の ア ミノ酸配列 か ら容易 に想

像 で きるように、13残 基 目のグ リシ ンが両親媒性 αヘ リックスの疎水性表面側 に存

在 しているか らである。ペプチ ドIII-G13Lで はC末 端側 の疎水性 モ ーメ ン トがペ プ

チ ドIIIよ りも大 きくな り、ペ プチ ドのN末 端側 とC末 端側 のバ ランス もよ くな

る。 これ らの疎水性モーメン トのバランスの違いがペプチ ドIIIとm-G13Lの 膜 内 の

高次構造 や配向 の違 い を生み、結果 として膜融合活性に影響 を与 えていると考えら

れる。

結合等温線 の解析 によれば(図24,26)、 膜融合活性 を持つ ペ プチ ドは脂 質二重膜

内で会合 して2量 体 を形成す る。 それでは、 この会合において用い られる相互作用

とはどのような種類の ものであろうか?ペ プチ ドHIの13残 基 目の グ リシ ンをロイ

シ ンに置 換 したペプチ ドIII-G13Lが 膜 融合 活性 お よび膜 内で の会合能 を失 ったこと

か ら、13残 基 目のグ リシ ンをふ くむ領 域が その相互作用 に関与 していることは明 ら

かである。

第一に、ペプチ ドIII-G13LはN末 端 側 とC末 端側 の疎水 性及 び疎水性 モ ーメ ン ト

のバラ ンスが よいために、溶液内で既に2量 体 を形成 してい る、 とい う可 能性があ

る。 この場合、溶液内での会合は両親媒性 αヘ リックスの疎水性表面間の相互作用

が用い られ、そのために脂質二重膜との親和性が抑えられて しまうことが予想 され

るが、ペ プチ ドHIとm-G13Lの 脂 質二重膜 との親和性 にはあ ま り大 きな差は見 られ

ないことか ら、 この可能性はないと判断 した。
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第二 に、 これ らのペプチ ドは主にN末 端側 に よって脂 質二 重膜 と相互作用 し、C

末 端側 は脂 質二重膜 内のそ れほ ど深 くないところには位置す るため、C末 端側 を用

い て疎水 性相 互作用 で会合で きる、 という可能性である。 しか し、同じく膜融合活

性 を示すペプチ ドIVで はその αヘ リックス軸 は膜平面 に対 してほとんど平行 にな

り、N末 端側 とC末 端側 との脂 質二重膜 内 におけ る深 さの差は期待で きない。 ま

た、第一の可能性 について も言 えることであるが、これらの相互作用はア ミノ酸

1残 基 の置 換 で ドラス テ ィックに変化するものとは考 えに くい。その意味では、ペ

プチ ドmとm-G13Lの 間に二次構造上 の違 いが存在 す ると考 えた方がつ じつまが合

う。

第三に、ペプチ ドのC末 端側 で αヘ リックスが ほ ぐれ、分子 間 β構造などの水素

結合 によって会合が起こっている可能性がある。本研究において測定 されたIR-ATR

スペ ク トルで は脂 質二重膜 に結合 しているペプチ ド中に β構造を確認す ることはで

きなかったが、1～2残 基長 の短 い β構 造 に起 因す るピークならばその他の αヘ

リックスやランダムコイルのピークに埋 もれてしまい、その存在 を検知で きない可

能性 は高い。図29に おいて示 した ように本研究 で取 り上げた膜融合活性ペプチ ド

はいずれ もC末 端側 において αAリ ックス構 造指 向性 が低 下 している。また、両親

媒性の αヘ リックス構造への寄与を考えると、13残 基 目のグ リシ ンは明 らか に両親

媒 性 を乱 してお り、 さらに、グリシン残基は αヘ リックス構造 阻害因子 として知 ら

れている。 ここで仮に、ペプチ ドIIIの αヘ リックスが13残 基 目の グ リシ ンか ら数

残 基 の領 域 でほ ぐれ、他の構造 を形成 しているとしよう。図33に 、αヘ リ ックス の

「ほ ぐれ」 と疎水性モーメン トの相関を示す。ペプチ ドHIの13～14残 基 目を縮め

た配列 や、13～15残 基 目を縮 め た配列では疎水性 モーメントは大 きく低下するが、

13残 基 目の グ リシ ンのみ を削 った配列では疎水性モーメントはあまり変化せず、む

しろ全体的にはペプチ ドHIよ りも疎水性 モー メ ン トは高 くなる。 αヘ リックスの分

断や短い β構造は一般にはエネルギー的に不利であるが、 このような疎水性界面に

おける相互作用がそれ らを安定化 しうると考えられる。Dubovskiiら のNMRス ペ ク

トル を用 い た結 果 に よる と(Dubovskii&Akasaka,personalcommunication)、 界 面

活性剤 の ミセル懸濁液 中、酸性pHに おいて、ペ プチ ドIIIのN末 端 側 は αヘ リッ

クス構造 を とったが、C末 端側 は伸 び た構造 を とる。 この結果 も上記の可能性 を支
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持 していると考 えられる。

3.膜 融 合 活 性 と ペ プ チ ドの 膜 内 挙 動

膜融 合活性ペプチ ド 本研究における結果やその解釈 を総合 し、脂質二重膜内

における膜融合活性ペプチ ドの挙動について以下のように推察 した(図34)。

これ らのペ プチ ドは脂質二重膜 に結合 して αヘリックス構造をとり、そのヘ リッ

クス軸は膜平面 に対 してほぼ平行である。 この時の配向角度はペプチ ドの疎水性バ

ランスによって決 まり、 また、N末 端側 のほ うがC末 端側 よ りも膜 との疎水 性相 互

作用 が強 く、脂質二重膜内により深 く沈み込んでいる。 さらに、C末 端側 の αヘ

リックスの一部が ほ ぐれてお り、その領域の分子間 β構造などの水素結合によっ

て、脂質二重膜上で2量 体 を形成 している。

これ らのペ プチ ドの疎水性は脂質二重膜構造を不安定化するが、ペプチ ドは膜平

面に対 して平行 に配向 しているため、ペプチ ドが直接相互作用で きるのは外側の一

5

葛4

琴
∈3

岩
2
Q.2
9

9
」=1

0

01020

residuenumber

図33α ヘ リックス のrほ ぐれ」 が疎水性 モーメ ン トに与 える影響・縦軸 と横 軸は 図

32と 同 じ計 算法で得 た疎 水性 モ ーメン トと残基番号で ある。 白四角 はペ プチ ドIII、 黒

塗 りの印 は、ペ プチ ドIIIの13残 基 目の グリシンか ら71残 基 を縮 めた配列 に対 して計 算

した結 果。黒丸,π=1;黒 四角,π=2;黒 三角,π=3.
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αヘ リックス

而而濡 蒲だ∵:1
川 興川川

脂質二重膜側面図

○()○()(x)○ ○()○ ○ ○

○ ○()○()(×)く)○()○ ○

%鏡 諭錨 餓論 ペプチド.

鷺燃潔 瀦
○()○ ○ ○()()○()○(×)

(x)○ ○ ○ ○(x)○ ○ ○ ○

脂質二重膜上面図

図34脂 質二重膜内における膜融合活性ペプチドの予想図
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重膜 のみである。 しか しなが ら、脂質二重膜構造はその炭化水素鎖 の層がPCの 親

水性残 基 に よって水相 か ら隔て られることによって安定化 しているため、二重膜構

造の不安定化はペプチ ドが一重膜 と相互作用するだけでも十分に可能である。

以上のようなリボソーム表面の不安定化や異なるリボソームに結合 しているペプ

チ ド間の会合が リボソームの会合を引 き起こし、 さらに膜融合へつながると考 えら

れる。

HAの 融合 ペ プチ ド 最後 に、イ ンフルエ ンザのHAに よる膜融合 現象 にお け

る融合 ペ プチ ドの役割について考察する。HAは 酸性pH下 にお いて立体構 造変化 を

起 こ し、 それによってタンパ ク質表面に露出 した融合ペプチ ドを介 して脂質二重膜

に結合で きるようになる(GethingetaL,1986;Brunner,1989;Harteretal.,融 合 ペ プ

チ ドは、合 成 ペ プチ ドの場合 と同様に脂質二重膜構造 を不安定化すると考 えられる

が、それに引 き続いて膜融合活性 を完了させるための他の融合活性機構が存在す る

という仮説が多 くの研究者によって提出されている(Morrisetal.,1989;Sarkaretal.,

1989♪Spruceetal.,1989,1991;Ellensetal.ノ1990;Stegmannetal.ノ1990)。 彼 らはそ れ

ぞれ の実験 結 果(様 々な条件 下での速度論 的お よび化学量論的解析や脂質膜の電気測

定 など)か ら、脂 質二重膜 に結合 したHAの3～5分 子が会合 してチ ャネル型 の融合

孔 を形成するとい うモデルを構築 した。

私 は今 回の結果か ら、融合ペプチ ドの2量 体化 がHAの 会合 の原動 力 であ る とい

う可能性 を提示 しようと思 う(図35)。HAは 同一種 のサ ブユ ニ ッ トか ら構成 される

3量 体 タンパ ク質であ るか ら、HAは1分 子あ た り3本 の融合 ペ プチ ドを持 つ。

従 って、 これ らの融合ペプチ ドが脂質二重膜上で2量 体化す れ ばHAが 膜上 で会合

す る こ とにな り、結 果的にHAの 多量体化 を促す ことにな る。Stegmannら は、HA

が会合す るため にはそれ らが既 に標的脂質二重膜に結合 していることが必須 である

ことを示 してお り(Stegmameta1.,1990)、 これは本研 究において明 らか になった膜

融合活性ペプチ ドの会合挙動 と一致する。また、Rapaportら はセ ンダイウ ィルス の

融合 ペ プチ ドに関 して、同様な考察をおこなっている(Rapaportetal.,1994)。
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ll灘 …照 舗 霊灘ll← 宿主エンドソーム膜

＼ 融合ペプチド

ー 一一 ヘマグルチニン

1糠lll麟1-一 ウイノレス膜

融合ペプチ ドを介 したHAと 脂質二重膜 との結合

融合孔

ヘマ グルチニン

姶 ペプチ ド

融合ペプチ ドを介 したHAの 会合

(脂質二重膜上面図)

図35脂 質二重膜に結合しているHAお よび融合ペプチドの予想図
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付録AATR分 光法の原理

付録A=ATR分 光法の原理

ATR分 光法 の原理 はHarrickの 著書 によ くまとめ られて いる(Harrick,1967)。 序

論 の図4の よ うにATRプ リズ ム と試料 との界面 に対 して プリズム側か ら入射光をい

れて全反射 させ ると、界面か ら試料側に向けて減衰定在波が発生する。 この全反射

光のプリズム外への浸み出 しによって試料 の吸収スペク トルを測定することがで

き、 さらに入射光に偏光 を用いることによって吸光度の異方性 を求め、試料内の分

子 の配向に関する情報 を得 ることがで きる。本章ではATR分 光法 の理論 的な背景 を

紹 介す る とともに、本研究 においてATRス ペ ク トルの解析 に用 い られ る式 の導出を

おこなう。

本研究ではプリズム上に調製 した多層および単層の脂質二重膜試料の測定 をおこ

なっているが、膜の厚 さによって解析法が若干異なるため、それぞれの場合につい

て節 を分けて述べることにす る。

またATRス ペ ク トル の解析 において使用 した絶対屈折率の値 はFreyら の論 文(Frey

&Tamm,1991)か ら借用 した ものであ る。その値 を表4に 示す。

表4ATRス ペクトルの解析において使用した絶対屈折率πの値

π π π123

波 数/cm-1吸 収 帯ATRプ リズ ム 試 料N2D20

(ゲ ル マニ ウム)(脂 質二重膜)

-2920CH
2逆 対 称 伸 縮振 動4.0蔦01.001.20

～2850CH,対 称 伸 縮 振 動4.01.501」DOL20

_1650ア ミ ド14.01.401.001.32

-1550ア ミ ドII4。01.40
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付録A:ATR分 光法の原理

1.厚 膜 試 料(平 面 多 層 脂 質 二 重 膜)

い まプ リズ ム(媒 質1)と 試料(媒 質2)の 界面 にお ける媒 質1側 の全反 射 を考 える

(図36)。 直交 座標系 を、Z軸 を界 面 に垂直 に、Y軸 を入射 光 に垂直 に とる。Fresne1

の反 射 と屈 折 の式 に従 って媒 質1内 の入射光 お よび反射光 についてのMaxwe11の 方

程式 を定義 す る と、 その足 し合 わせ によって界面 に垂直な定在波が媒質1内 に合 成

され・ その界面 で の電場 の振幅E。 は

2cosgsln29一 η212E

oκ=E㍑

蒋(1+・ 、12)・・n29-・212

E・・=昂・農

E画 蒋2

(COSgSlng1+。212)、i。・9-。212(Aユ)

とあ らわ され る(Harrick,1965)。 ここでE、は入射光 の電場 の振 幅、gは 入射角、

π21=π2/π 、は媒質2の 屈 折率(π2)と 媒 質1の 屈折率(π1)の 比 、添字x,y,zはEoま た

は εfの各座標 成分 をあ らわ してい る。

全 反射条件下(gが 臨界角 よ り大)で は媒 質2中 にあ らわれ る屈折 光 の電場 の振幅

は複素関数 とな り、電場の位相項を時間を含 む部分 とz(界 面 か らの垂直距離)を 含

む部分 とに分 割す る と、zに 伴 って指数 関数 的に減衰す る関数であることがわかる。

この媒質2側 にあ らわれた定在波 の電場 の振幅Eは

E!=Eoexp(-z/4戸)(ノ ロ)

とあ らわ され る。4戸は光 の媒 質2側 へ の浸 み込 みの深 さ(界 面の電場 の振幅Eoが

1/θ に減衰す る深 さ)と して

ら=2
_1s蓋 ・9-。212(A3)

と定義 され(Born&Wolf,1964)、 λは真 空 中で の入射光 の波長 を意味する。 この減

衰定在波のエネルギーの時間平均 を計算すると零にな り・界面 を通過するエネル

ギーの流れがない ことが確認できる。また反射率R(入 射光 と反射光 のエ ネル ギーの

比)は1に な り、全 反射 においてエネルギーの損失がなかった ことがわかる。
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Z

X定 在 波

Y

l
■

反射光 入射光(ε1)

「
l

E。l

q

媒質1

ミミ.獣 ＼(ATRプ リズム)ミ

暢
i

媒質2

(試料)

i

i

i

図36ATRプ リズム表面における全反射 についての模式図。左上は本文中で用い ら

れる座標系の向 きを表す。
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付録A:ATR分 光法の原理

つ ぎに媒 質2が 吸光係数 を もつ場合 を考 える。一般 に光が吸収係数 αをもつ厚 さ

4の 媒 質 を通過 す る とき、透過率 はLambertの 法則 に従 って、

1!10=exp(一 αの 島1一 α4(A4)

とあ らわ される(た だ し、吸収が小 さ く、α4<<1の と き)。1σ1は そ れぞれ入射光 と

透 過光 のエ ネルギー(ηE2)で あ る。 これ と同様 にATR分 光法 にお ける反 射率R(透

過率 に対 応 してい る)と 媒 質の吸収係 数 との相 関を

R=1一 α4θ(A5)

とお き、 また台 形 の多重 反射 プ リズムを用いてN回 の内部反射 に よる測 定 を した場

合 は

RN=(1一 α48)1》窟1-Nα4θ(A6)

と書 き直す ことが で きる とす る。(A4)式 と(A6)式 を比較す る とN4 ,が4に 対応 し

てお り、4 ,を 反 射1回 あた りのみか けの光路 長 とみ なすことがで きる。Harrickは4

を、減衰 定在 波 による媒質2へ の浸入の深 さを振幅Efの 光 が媒質2を 通過 した距離

に換算 した もの とみな し、次のように定義 した(Harrick,1965)。(A4)式 に よれ ば

α4は 試料 に よって吸収 される光 のエネルギー分率(lo-1)/Ioに 等 しい。ATR分 光 法

で は もとも と試料 に侵入 して くる光のエネルギーが入射光の(η2E2)/(π1El2)で あ る

か らまず その補 正 をお こない、また浸み込みの深 さに対 して入射角による光路 の延

長の補正(1/cosg)を お こな うと

喘!(謝4・(A7)

が得 られ、さらに(A2)式 を代入すると

4=轟(雛(A8)

が 得 られ る 。 こ こで4,お よび αが異 方 性 を持 つ こ と を考 慮 に 入 れ て(A6)式 を変 形

す る と

1・RN=-N(α 晒,α 。)・(4。。,喝,4。 、)(A6')

とな り、 さ らに 吸 光 度A=-logRN、 吸 収 体 分 子 の モ ル吸 光 係 数 ε=α/(cln10)お

よび モ ル濃 度cを 用 い て
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A=N・(ε 励,ε 。)(4,。,喝,4,、)(A6")

と書 き直 す こ とが で きる。

以 上 を ま とめ る と、 偏 光 ス ペ ク トル の吸 光 度 に関 して次 式 を得 る。

A・=機 ξ許{ら翻2+亀 倒2}

馬=讐 誰(割2(A9)

・A〆・A,は それぞ れ入射光 と してP偏 光(偏 光面が入射面 に平行)・s偏 光(偏 光面が入

射面 に垂 直)を 用 い た場合 の吸光度 をあ らわす。本研究では次章 「付録B:分 子 の配

向 と吸 光度 の異方性」 に述べる方法に従って ε.・εy・ら を分子 の秩序 パ ラメー ター プ

(分子軸 の配 向性 の指標)の 関数 としてあ らわ し、 それ らを(A9)式 に代 入 して

A/Aの 実験値 か ら脂 質二重膜内 にお けるペプチ ドの αヘ リックス軸や脂質の炭化
P5

水素鎖の配向を解析 している。

またHansenとFlournoyら は複素屈折率の概 念(屈 折率 の虚数項 として消衰係 数

を導 入 し、媒質 による光の吸収 を表現する)を 用 いてFresne1の 式か ら反射率Rに 対

す る媒 質2の 吸 光係 数 の効果 を直接導 き出 し、同様の結果 を得ている(Flournoy

eta1.ノ1966♪Hansen,1967)。

ところで以上 の計算 は試料 の厚 さが光の浸み込みよ りも厚い という仮定の下にお

こなわれている。減衰定在波の試料 に対する浸み込みの深 さ4戸 は(A3)式 によって計

算 で き、例 えばg=30.の ゲルマニ ウム製 プリズム(η,=4.0)を もちいて脂 質二重膜試

料(π2鐸1・5)の測定 をお こな う場合4戸 は波長 の0・12倍 とな り・1650㎝ 層1(アミ ド1

吸収帯)の 光 で は0.75μmと な る。本研究 において調製 した平面多層脂質二重膜では

膜厚は5μmに お よび、光 の浸 み込 み の深 さよりも充分 に厚い。一方、平面単層脂質

二重膜では膜厚は5㎜ 程 であ り、光 の浸 み込 みに くらべて非常 に薄い。 したがって

(A9)式 は多層脂 質膜系 の解析 には用 いることができるが・単層脂質膜系 の解析には

次節で述べ るような別 の仮定が必要になる。
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2.薄 膜 試 料(平 面 単 層 脂 質 二 重 膜)

ここでは プリズム(媒 質1)と 試料(媒 質2)に 加 え、試料 に接 す る第三 の層(媒 質

3)を も考 慮せ ねばな らない。本研 究 における媒質3と は空気 や溶媒(重 水)で あ る。

厚膜試料 の場合 と同 じようにFresne1の 反射 と屈 折 の式 に従 って媒 質1内 お よび媒質

2内 にお け る界 面 に垂 直な定在 波 を計算すると、そのプリズム ・試料界面での電場

の振幅 吾。は

瓦。.=E、κ2…g・ ・n29-・312

蒋(1+・312)・ ・n29-・312

瓦・=E・・器

賊 壽 篶 舞;'叢睾
9　 1、(A・ ・)

とあ らわされる(Harrick,1966)。

つ ぎに(A7)式 を用 いてみか けの光路長4 ,を求 め る。 この場合膜 厚4は4,に 比べ

て非常 に小 さい のだか らzの 積分範 囲は0-4で あ り、 また この 間の定在波 の減衰 を

無視できるとする と次式を得ることができる。

晦淵 謝24(A・ ・)

これらの式を用いて厚膜試料の場合と同様に偏光スペク トルの吸光度を計算する

と、

A,=鵠4{ら(割2+剰

馬=讐 句(謝2(A・2)

が得られる。

本研究における平面単層脂質二重膜の実験では(A12)式 を用いてペプチ ドや脂質

の秩序パラメーター ノを決定するほか・水溶液から膜に結合してくるペプチ ドの絶

対量を表面密度r(膜 平面の単位面積当たりのペプチドのモル数)と して決定 してい
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る。rは

r=c4(A13)

に よっ て(A12)式 と関 係 づ け られ る
。
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付録B=分 子の配向と吸光度の異方性

分子による特定波長の光の吸収は、一定周期で振動す る交流電場 によって誘起 さ

れる分子内電気双極子 によるもの として古典的に説明することがで きる。たとえば

赤外光は分子振動 とおな じ周波数領域の光であ り、そのために分子振動 に伴 う誘起

双極子(遷 移 双極子)に よって吸収 され る。

電磁 波 に よって電気双極子が誘起 される場合、誘起双極子方向の成分の電場 をも

つ電磁波 のみが分子分極 に用い られて吸収 され、直交成分は分極 に寄与 しない。 ま

た誘起双極子は分子構造 に依存 し、その向 きは分子内で固定 されている(分 子構 造 そ

の ものが固定 され ていない場合は別 とす る)。 したが って試料 中の分子 が全 くの無配

向状態でな く、なんらかの配向性 を持つとすれば、試料の分子吸光係数は異方性 を

示すはずであ り、異なる偏光面 をもつ電磁波に対 して異なる吸光度 を与 えるであろ

う。Fraserは 平 面膜試料 内 において試料平面 の法線に対 し一定の配向角で分布す る

分子 を仮定 し、その配向角度 によって生 じる吸光係数の異方性 を計算 した(Fraser,

1953)。 以下 にその方法 を紹介す る。

直交座標系 を、Z軸 を試料平面(本 研究 の系 では脂質二重膜平面 やATRプ リズ ム

平面 に対応 す る)に 垂直 に とる。い ま注 目分子 の分子軸MがZ軸 に対 し角度 γで一
　

様 に分布 してお り、さらに遷移双極子モーメン トμが分子軸に対 し角度 αで一様 に

分布 しているとす る(図37)。 遷移 モーメ ン トβが それ と平行 な電場 を持つ電磁波 に

対して分子吸光係数 ε用を持つとすると・任意の直線偏光に対する吸光係数 εは

・=・用←・s2θ〉(B1)

であ らわ され る。θは β と電場 ベ ク トルのなす角をしめ し、β成分の電場のみが吸

収によって減衰することを意味する。

(B1)式 を用いて各座標成分の電場を持つ電磁波に対するεを球面積分によって計

算すると以下の結果を得る。

鵬 二砺{去ノ・i・2・+去(1イ)}

咳=弗 …2α+去(1イ)}(B2)
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Z

M(分 子軸)

　

μ

(遷移双極子 モーメン ト)

aγ

X

Y

図37:Z軸(脂 質二重膜平面 の法線)に 対す る分子軸 の配向 、お よび分子 軸 に対す る

遷移双極 子 モーメ ン トの配向 の模式 図。 それぞ れが軸 との角度 γπを保 って一様 に分布

してい る。

1.0

0.5

f

O.0

-0 .5

0102030405060708090

γ/degree

図38秩 序パ ラメー ター プ と分子軸 の配 向角 γとの相 関。
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ここで、∫は秩序パ ラメーターとして次のように定義で きる。

プ=3coslγ 一1(B3)

参考のために ノ とγの相関をあらわすグラフを図38に 示す。

(B2)式 を 「付 録A'ATR分 光法 の原理」 の(A9)式 に代 入す る と、厚膜 試料 の解析

に関 して次の式が得 られる。

生=翻2+離 ・・s2・+去(1一ア)}
馬(舞)2(籍)2{麦

!・i…+圭(1一 ア)}(磁)

く

本研究ではこの式 にペプチ ドの アミ ド1お よび ア ミ ドH吸 収 帯や脂質 のCH2逆 対

称お よび対 称伸縮振 動吸収帯 のA/Aの 実験値 を代入す るこ とに よって、平面多層
ア ど

脂質二重膜内におけるペプチ ドの αヘ リックス軸や脂質の炭化水素鎖の ∫を計算 し

ている。また、(B2)式 を(A12)式 に代入す るこ とによって、薄膜試料の解析 に関す

る同様の計算式を得ることがで きる。

生=(甕L馳 ・・s2・+圭(1-∫)}
馬(謝2馳

ノ・㎞・α+去(1-!)}(B5)

(B2)式 をペ プチ ドの ア ミ ド1吸 収帯(～1650cm-1)の 場合 に当 てはめ るとつ ぎの よ

うにな る。アミ ド1吸 収帯 はポ リペ プチ ドの最 も主 要な基準振動 に対応する もので

あ り、主 にアミ ドのカルボニル基のC=0伸 縮振動 の寄与 による とされてい る。 αヘ

リックス構造は3個 隔 てたア ミノ酸残 基間で主鎖 のC=0とN-Hが 水素結合 をつ く

る ことによって形成 されているため、C=0結 合軸お よびその伸縮振動 によって生 じ

る遷移双極子モーメン トは αヘリックス軸に対 してほぼ平行 に固定 されていると考

えられる(図39a)。 遷移双極 子 モーメ ン トと αヘ リ ックス軸のなす角度 については

多 くの実験やモデル計算がなされているが・本研究ではRothschildら に よる27.と

い う値 を αと して使 用 した(Rothschild&Clark,1979)。 また ア ミ ドH吸 収帯

(-1550cm-1)は ア ミ ドのN-Hの 面内変角振動 の寄与 に よる とされているため・ この
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↑ 杢

!i

〆鱒1>}:烈

撫 峯
イ ㌻l
ab

図39aは ペフ.チドの αヘ リックス構造、bは 脂質の飽和炭化水素鎖の全 トランス構

造。中央の一点鎖線は本研究において仮定 しているそれぞれの分子軸を表す。

86
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場 合 の αは90。 となる。

次 に脂 質 のCH、 逆対称伸 縮振動(～2920cm-1)お よび対 称伸縮振動(～2850cm-1)吸

収帯 の場 合 を考 える。脂質 の飽和炭化水素鎖が全 トランス構造 をとっていると仮定

す ると、そのC-H結 合軸 お よびそ の伸 縮振動 に よって生 じる遷移双極子モーメン ト

は炭化水素鎖 の軸に垂直である(図39b)。 従 って この場 合 の μは90.で あ る。

以 上 の計算 は γが一定 であるという仮定の下におこなわれている。実際の γには

ある分布の幅が存在すると予想 されるが、それをεの異方性か ら見積 もることはで

きない。いま仮に試料中の注 目分子が完全 な無配向状態であると仮定 して(B1)式 を

計算 す ると(B2)式 にお けるfは0に な る。 ところが(B3)式 に よれ ば ∫=0は

γ=54.7.に 対応 してお り、 この場合 には完全無配向状態 と γ=54.7。の完全 配向状態

との区別が で きないことになる。対照的に、プ=-0.5と プ=1の 点 ではそ れぞれ

γ=90.、 γ=0.の 配 向角 しか とり得ず、角度 の分布はあ り得ない。本研究では プが

負の場合には脂質二重膜平面に対 して分子軸が 「平行である」、∫が正の場合 には

「垂直である」 とみなし、プが0に 近づ く場合 には分子軸 の 「配 向角度が傾 く」 の

か 「配向性が低下す る(配 向が乱 され る)」 のかの明言 は避 け、 どち らの可能性が高

いかを考察するに とどめている。
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付録Clペ プチ ド・脂質二重膜結合等温線の

解釈 につ いて

「等温線」 とは、物質の状態関数のうち、温度 を一定 に保 って、他 の2変 数 の関

係 を示 す 曲線 を表す もので、実験データの熱力学的な解釈 をするうえで重要な表示

法である。 また、 「吸着等温線」 とは、ある溶液 と一つの界面が接触 して平衡状態

でい るとき、溶液内のある溶質の濃度 とその溶質の界面への吸着量を表示 したもの

であ り、その曲線の形か ら吸着過程 についての情報 を得ることがで きる。

本論文では平面単層脂質二重膜へのペプチ ドの結合 を界面への吸着 とみな し、そ

の 「結合等温線」 を解析することによってペプチ ドと膜 との結合過程 を考察 してい

る。

1.Langmuirの 吸着等温 式

溶液内から界面への溶質分子の単分子層吸着(一 つの吸着座席に一個の分子 しか吸

着できないような吸着様式)を 考える。一定温度では、吸着平衡は溶質分子の界面へ

の結合速度と界面からの遊離速度が等しいときに達成される。いま界面の吸着座席

の表面密度をr醒 とし・溶質の濃度がcの とき・吸着密度がrで あるとする。古典

的反応速度論の考え方を用いると、界面への溶質分子の結合速度 τ↓はその衝突回数

と空いた結合座席数とに比例すると考えるられるから、

v↓=々 ↓c(τ 涜1・)(C1)

とな る。 一 方 、 界 面 か らの分 子 の遊 離 速 度 っ↑は吸 着 密 度 にめ み比 例 して 、

v↑=た ↑r(C2)

とな る 。 こ こで 、k↓お よび た↑は そ れ ぞ れ の速 度 定 数 で あ る。吸 着 平 衡 下 で は

τ↓=η↑で あ る か ら、 結 果 と して

r=「 翫κ・(C3)1
+κc

を得る。Kは 溶質と界面の結合定数であり・
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v↑
κ ㍉ τ(C4)

と表 され る。(C3)式 はLangmuirの 吸着等温式 として知 られてお り、そのrとcの

関係 は 「結 果」 の図16の 曲線 の ようになる。

(C3)式 お よび図16の 曲線 の特徴 を挙 げる と以下 の ようになる。cを 無 限大 に近づ

ける とrは 孔,に 近づ く。 したが って、r摺 は飽和 吸着密度 と呼 ばれる。 また・cを0

に近づ け ると吸着等 温線 は次第 に一次関数的になり、

r=r翫1(c(C5)

に近づ く。

実際 の吸着 現象 は単 分子層吸着だけでは記述で きず、特 にcが 大 きい範 囲 におい

て、吸着 した溶質分子に対 して更に溶質が吸着する、多分子層吸着の概念 を必要 と

す る場合が多 い。 しか し脂質二重膜上にペプチ ドが折 り重なるという図は、リポ

ソーム/ペ プチ ドの比が比較 的大 きな場合でも膜融合を引 き起 こす ことがで きると

いう膜融合活性ペプチ ドの性質に照 らし合わせるとあまり現実的ではない。 した

が って、本研究では吸着等温線の、rお よびcが 比較 的小 さな範 囲 に焦 点 を絞 って解

析 をお こなうことにした。

2.結 合 に お け る協 同 性 に つ い て

Langmuirの 吸着等 温式 は、それぞれの吸着座席に対 してそれぞれの溶質が独立

に、等 しい結合定数Kに よって相 互作用 してい る とい う仮定のもとに導かれた もの

である。 しか しなが ら、界面上の吸着量によって見かけの結合定数が変化 し、溶質

が協 同的な吸着挙動を示す場合がある。これには二つの場合が考 えられる(た だ し

実験範 囲 でのcが 十 分 に小 さ く、溶液 内における溶質の会合状態は1種 類 しか ない

とす る)。

まず 一つ に は溶 質 自身が大 きな電荷 を持ってお り、吸着がすすむにつれて界面の

イオン雰囲気が変化す る場合がある。 この場合にはrが 大 きいほ ど結 合 は阻害 さ

れ、吸着 は負の協同性 を示す。 しか し、rが 小 さい範 囲ではあ ま り大 きな効果 を期

待で きないので、特に解析はお こなわなかった・
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もう一つは、溶質が界面上で会合する場合である。界面上 における会合体 の量は

当然rに 依存 し、 また最初 の仮定 か ら、溶質は溶液内では安定 な会合体 をつ くり得

ないのだか ら、会合体のままでの界面からの遊離 もあ り得ない。その結果、rが 大

きいほ ど界 面か らの遊 離が 阻害 され、吸着は正の協同性 を示す。

界面上での溶質の会合がLangmuir吸 着等温線 に与 える影響 を考 える と以下のよ

うになる。図40に 示 した ように溶 質は溶液 内において単量体であ り、吸着座席 との

結合定数 をKと す る。吸着 した溶 質は界面上 で会合 して π量体 を形成 し、その会合

定数をK .と す る。 また、単純化 のため に会合体には1種 類 しか ない とす る と、吸着

密度rは

]「=r1+ηr》(C6)

と表 される。孔,君,は そ れぞ れ単量体及 び π量体 の密度であ り、

η=κ 。(r1)〃(C7)

という関係が成 り立つ。rが 小 さい範 囲では 孔 に対 して(C5)式 が成 り立 ち、 また

K .が 十分 に大 き く、(C6)式 において η が無視 で きる とす る と、

r=η 、κ。(塩Kcγ(C8)

が得 られる。溶質が会合 しない場合には ηお よびK.が1に なるわけだか ら、(C8)

式 は(C5)式 と等 し くな る。

以上 のべ て きた近似的な解釈 によって、溶質の会合によって生 じる協同的な吸着

現象を少な くとも定性的に表現す ることが可能である。その吸着等温線は、Fが 小

さい範 囲で は(C8)式 の ような多次元関数的 になるために、全体 としてはシグモイダ

ルな形状 をとる。 また(C8)式 によれ ば、rとcを 両対数表示す ればそ の傾 きは ηに

等 しくなるはずである。実際の吸着は、異なる π値を持つ(C8)式 の重 ね合 わせ と し

て表 され る と考 えられるが、本研究では実験か ら得たlnrとlncの プロ ッ トのrが

小 さい範 囲で の傾 きか ら、平均 の、または主要な会合体 の会合数 として ηを見積 も

ることに した。
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