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

9



序論

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。

10



序論

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
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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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実験方法

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

↓
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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)

仕切り烈 診切り板
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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 。
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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。
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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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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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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
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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

1。/
霧25/
器

0

0.00.10.20.30.4

peptideconcentration×tabletIength/μmolcm-2

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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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。
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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
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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

46



結果

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。

47



結果

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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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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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

54



結 果

0.O

a
-0 .1

-O .2

f

-0 .3

-0 .4

-0 .5

0.000.050.100.15

1「/nmolcm-2

0.O

b
-0 .1

-0 。2

f

-0 .3

-0 .4

-0 .5

0.OOO.050.100.15

r/nmolcm-2

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.
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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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考察

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

63



考察

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。

64



考察

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

5

芒4コ]
ゆ

13鱈 ℃ の 一　
且2.

9
℃
〉
』=1

0

01020

residuenumber

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
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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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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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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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付録A:ATR分 光法の原理

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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付録A.ATR分 光法の原理

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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付録AATR分 光法の原理

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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付録A.ATR分 光法の原理

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

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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付録B分 子の配向と吸光度の異方性

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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付録B分 子の配向と吸光度の異方性

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

85
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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。
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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C:ペ プチ ド 脂質二重膜結合等温線の解釈 について

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。

90



付録Cペ プチ ド 脂質二重膜結合等温線の解釈について

Oo茸

哩 、

○ 寒

O・ 弓

嘉 馨 羅
製 匝Q

器 墾 繋

OO逗 篶
癒○ 鴬

2騨1
馨 馨 蕊

＼1
0尋

○ 糎 函

OO〈 ←〉 蜜
と と=

コ

・ 鎗○ 量
OO埋0

91



謝辞

謝辞

本研 究 の遂行 にあ たって終始御指導 くだ さい ま した京都大 学化学研 究所 の

高橋 傲先 生 に深 く感謝 いた します 。 また多大 な る御協力 と適切 な御助 言 をい ただ

きま した京都大学理 学部 の大西俊一先生 と伊藤忠直先生 に深 く感 謝 いた します 。

本研 究 で用 い られたペ プチ ドの合成お よび精製 とCDス ペク トルの測定 に関 して

は京都大 学化学研 究所 の高橋 敵先生、松本友治君 、京都大学理 学部 の

村 田 昌之先 生、 京都工芸繊維大学 のIeametteLeendersさ ん、沼田佳 博君 、

清水 彩 さんに御協 力い ただ きま した。

ペ プチ ドに よる膜融合 の活性測定 は京都大学理学部 の村 田昌之先 生 に御指 導 いた

だ ききま した。 また本論文 中に借用 させ ていただいた活性測定 のデ ー タは村 田先生

をは じめ とす る旧大西研 究室 の皆様 と京都大学化学研究所 の松本友 治君 による もの

です。

ATRス ペ ク トルの測定法 に関 しては京都大学化学研 究所 の木村 功之先 生 に御指導

い ただ きま した。 また永森浩 司氏 をは じめ とす る 日本 分光株 式会社 の皆様 、 京都 大

学化 学研 究所 の竹 中 亨先 生、梅村純 三先生、木村 功之先生、 岡村恵美 子先 生 と、

旧竹 中研 究 室の皆様 にはFT/IRス ペ ク トルの測定 に関 して便宜 を図ってい ただ きま

した。

LB膜 の調 製 と電子顕微鏡 による観察 については京都大 学化学研 究所 の

松本 陸朗先 生 に御指導 い ただ きま した.ま たこれ らの実験 に関 しては京都工芸繊 維

大学 の清水 彩 さんに御協力 い ただ きま した。

神戸 大学 の赤坂一之先 生 とPeterDubovskii先 生 にはNMRに よるペ プチ ドの構造

情報 お よび有益 な御助 言 をい ただ きま した・

以上 の方 々 に深 く感 謝い た します。

最 後 に、公 私 にわた って御助力 を賜 った高橋研 究室 の皆様 、金久研 究室 の皆様 を

は じめ 、京都大学 の皆様 方 に深 く御礼 申 し上 げ ます 。

92



引用文献

引用文献

高橋 敵(平 成5年)「 膜融合活性ペ プチ ドの膜内配向の決定による融合開始機

構 の研究」 平成3～4年 度科学研究費補助金(一 般研究B)研 究成果報告書

高橋 敵(平 成7年)「 合成ペプチ ドによる膜融合活性に必須の一次構造お よび

立体構造の決定」 平成5～6年 度科学研究費補助金(一 般研究A)研 究成果

報告書

Alford, D., Ellens, H., and Bentz, J. (1994) "Fusion of influenza virus with sialic acid-

   bearing target membranes."  Biochemistry  33,  1977-1987 

Arkin, I. T., Rothman, M., Ludlam, C. F. C., Aimoto, S., Engelman, D. M., Rothschild, 

   K. J., and Smith, S.  0. (1995) "Structural model of the phospholamban ion 

   channel complex in phospholipid membranes." J. Mol. Biol. 248, 824-834 

Arvidson, G. A. E. (1965) "Fractionation of naturally occurring lecithins according to 

   degree of unsaturation by thin-layer chromatography." J. Lipid Res. 6, 574-577 

Bartlett, G. R. (1959) "Phosphorus assay in column chromatography." J. Biol. Chem. 

   234, 466-468 

Bauer, H. H., Muller, M., Goette, J., Merkle, H.P., and Fringeli, U.P. (1994) "Interfacial 

   adsorption and aggregation associated changes in secondary structure of human 

   calcitonin monitored by ATR-FTIR spectroscopy."  Biochemistry  33,  12276-12282 

Blaurock, A. E. (1982) "Evidence of bilayer structure and of membrane interactions 

   from X-ray diffraction analysis." Biochim. Biophys. Acta  650,  167-207 

Born, M., and Wolf, E. (1964) in Principles of Optics, Macmillan, New York 

Brauner, J. W., Mendelsohn, R., and Prendergast, F. G. (1987) "Attenuated total 

   reflectance Fourier transform infrared studies of the interaction of melittin, two 

   fragments of melittin, the  8-hemolysin with phosphatidylcholines." Biochemistry 

   26, 8151-8158 

Brunner, J. (1989) "Testing topological models for the membrane penetration of the 

   fusion peptide of influenza virus hemagglutinin." FEBS Lett. 257, 369-372

93



引用文献

Bullough, P A., Hughson, F.M., Skehel, J.J., and Wiley, D.C. (1994) "Structure of 

   influenza haemagglutinin at the pH of membrane fusion ." Nature 371, 37-43 

Cabiaux, V., Brasseur, R., Wattiez, R., Falmagne, P., Ruysschaert, J.-M., and 

   Goormaghtigh, E. (1989) "Secondary structure of diphtheria toxin and its 

   fragments interacting with acidic liposomes studied by polarized infrared 

   spectroscopy." J. Biol. Chem. 264, 4928-4938 

Carr, C. M., and Kim, P.S. (1993) "A spring-loaded mechanism for the conformational 

   change of influenza hemagglutinin."  Cell  73, 823-832 

Chou, P Y., and Fasman, G. D. (1978) "Prediction of the secondary structure of 

   proteins from their amino acid sequence." Adv. Enzymol. 47, 45-148 

Cornell, B. A., and Separovic, F. (1983) "Membrane thickness and acyl chain length." 

   Biochim. Biophys. Acta 733, 189-193 

Cornell, D.  G.,  Dluhy, R.A., Briggs, M.S., McKnight, J., and Gierasch, L.M. (1989) 

   "Conformations and orientations of a signal peptide interacting with 

   phospholipid monolayers." Biochemistry 28, 2789-2797 

de Jongh, H. H. J., Goormaghtigh, E., and Killian, J.A. (1994) "Analysis of circular 

   dichroism spectra of oriented protein-lipid complexes: Toward a general 

   application."  Biochemistry 33, 14521-14528 

Dempsey, C. E., and Butler, G.S. (1992) "Helical structure and orientation of melittin 

   in dispersed phospholipid membranes from amide exchange analysis in situ." 

 Biochemistry 31, 11973-11977 

Doms, R. W., Helenius, A., and White,  J. (1985) "Membrane fusion activity of the 

   influenza virus hemagglutinin: The low pH-induced conformational change." J. 

   Biol. Chem. 260, 2973-2981 

Doms, R. W., Gething, M.-J., Henneberry, J., White, J., and Helenius, A. (1986) 

   "Variant influenza virus hemagglutinin that induces fusion at elevated pH ." J. 

   Virol. 57, 603-613 

 Dazganes, N., and Shavnin, S.A. (1992) "Membrane destabilization by N-terminal 

   peptides of viral envelope proteins."  J. Membr. Biol. 128, 71-80 

                               94



引用文献

Eisenberg, D., Weiss, R. M., Terwilliger, T. C., and Wilcox, W. (1982) "Hydrophobic 

   moments and protein structure." Faraday Symp.  Chem. Soc. 17, 109-120 

Ellens, H., Bentz, J., Mason, D., Zhang, F., and White,  j.M. (1990) "Fusion of influenza 

   hemagglutinin-expressing fibroblasts with glycophorin-bearing liposomes: Role 

   of hemagglutinin surface density." Biochemistry 29, 9697-9707 

Epand, R. M., Cheetham, J. J., Epand, R. F., Yeagle, P. L., Richardson, C. D., Rockwell, 

   A., and DeGrado, W. F. (1992) "Peptide models for the membrane destabilizing 

   actions of viral fusion proteins."  Biopolymers 32, 309-314 

Erne, D., Sargent, D.F., and Schwyzer, R. (1985) "Preferred conformation, orientation, 

   and accumulation of dynorphin A-(1-13)-tridecapeptide on the surface of neutral 

   lipid membranes."  Biochemistry 24, 4261-4263 

Flournoy, P. A., and Schaffers, W. J. (1966) "Attenuated total reflection spectra from 

   surfaces of anisotropic, absorbing films." Spectrochim. Acta 22, 5-13 

Fraser, R. D. B. (1953) "The interpretation of infrared dichroism in fibrous protein 

   structures." J. Chem. Phys.  21,  1511-1515 

Frey, S., and Tamm, L.K. (1991) "Orientation of melittin in phospholipid bilayers. A 

   polarized attenuated total reflection infrared study." Biophys. J. 60, 922-930 

Fringeli, U. P., Schadt, M., Rihak, P., and  Ganthard, Hs. H. (1976) "Hydrocarbon 

   chain ordering in liquid crystals investigated by means of infrared attenuated 

   total reflection (IR-ATR) spectroscopy." Z. Naturforsch. 31a, 1098-1107 

Fringeli, U. P (1977) "The structure of lipids and proteins studied by attenuated total 

   reflection (ATR) infrared spectroscopy II. Oriented layers of a homologous 

   series: Phosphatidylethanolamine to  phosphatidylcholine." Z. Naturforsch 32c, 

   20-45 

Fringeli, U. P., and Fringeli, M. (1979) "Pore formation in lipid membranes by 

   alamethicin." Proc.  Natl. Acad. Sci.  USA 76, 3852-3856 

Fringeli, U. P. (1980) "Distribution and diffusion of alamethicin in a lecithin / water 

   model membrane system."  J. Membrane Biol. 54, 203-212 

Fringeli, U. P. (1989). "Structure-activity relationship in biomembranes investigated 

                              95



引用文献

   by infrared-ATR spectroscopy." in Biologically active molecules, U. P. Schlunegger, 

   ed., Springer-Verlag, Berlin, 241-252 

Gething, M.-J., Doms, R.W., York, D., and White, J. (1986) "Studies on the mechanism 

   of membrane fusion: Site-specific mutagenesis of the hemagglutinin of influenza 

   virus." J. Cell Biol.  102,  11-23 

Gremlich,  11.-U., Fringeli, U.-P., and Schwyzer, R. (1983) "Conformational changes of 

   adrenocorticotropin peptides upon interaction with lipid membranes revealed 

   by infrared attenuated total reflection spectroscopy." Biochemistry 22, 4257-4264 

Hansen, W. N. (1967) "Electric fields produced by the propagation of plane coherent 

   electromagnetic radiation in a stratified medium."  J. Opt. Soc. Am. 58, 380-390 

Harrick, N. J. (1965) "Electric field strengths at totally reflecting interfaces."  J. Opt. 

   Soc. Am. 55, 851-857 

Harrick, N. J., and du  Pre, F. K. (1966) "Effective thickness of bulk materials and of 

   thin films for internal reflection spectroscopy." Appl. Opt.  5,  1739-1743 

Harrick, N. J. (1967) in Internal Reflection Spectroscopy, Interscience Publishers, New 

   York 

Harter, C., James, P.,  Bachi,  T., Semenza,  G., and Brunner, J. (1989) "Hydrophobic 

   binding of the ectodomain of the influenza hemagglutinin to membranes occurs 

   through the "fusion peptide" " J. Biol. Chem. 264, 6459-6464 

Hauser, H., Pascher, I., Pearson, R. H., and Sundell, S. (1981) "Preferred conformation 

   and molecular packing of phosphatidylethanolamine and phosphatidylcholine." 

   Biochim. Biophys. Acta 650, 21-51 

Huang, C. (1969) "Studies on phosphatidylcholine vesicles. Formation and physical 

   characteristics." Biochemistry 8, 344-352 

 Kalb, E., Frey, S., and Tamm, L.K. (1992) "Formation of supported planar bilayers by 

   fusion of vesicles to supported phospholipid monolayers." Biochim. Biophys. Acta 

   1103, 307-316 

Kemble, G. W., Danieli, T., and White, J.M. (1994) "Lipid-anchored influenza 

   hemagglutinin promotes hemifusion, not complete fusion." Cell 76, 383-391 

                              96



引用文献

Lear, J. D., and DeGrado, W.F. (1987) "Membrane binding and conformational 

   properties of peptides representing the  NH2 terminus of influenza HA-2."  J. Biol. 

   Chem. 262, 6500-6505 

Lee, S., Aoki, R., Oishi,  0., Aoyagi, H., Yamasaki, N. (1992) "Effect of amphipathic 

   peptides with different a-helical contents on liposome-fusion." Biochim. Biophys. 

   Acta  1103,  157-162 

 Liineberg, J., Martin, I.,  Niibler, F., Ruysschaert, J.-M., and Herrmann, A. (1995) 

   "Struct ure and topology of the influenza virus fusion peptide in lipid bilayers." 

   J. Biol. Chem. 270, 27606-27614 

Maeda, T., and Ohnishi, S. (1980) "Activation of influenza virus by acidic media 

   causes hemolysis and fusion of erythrocytes." FEBS Lett. 122, 283-287 

Maeda, T., Kawasaki, K., and Ohnishi, S. (1981) "Interaction of influenza virus 

   hemagglutinin with target membrane lipids is a key step in virus-induced 

   hemolysis and fusion at pH 5.2." Proc.  Natl.  Acad. Sci. USA 78, 4133-4137 

 Marcelja, S. (1974) "Chain ordering in liquid crystals II. Structure of bilayer 

   membranes." Biochim. Biophys. Acta  367,  165-176 

Martin, I., Defrise-Quertain, F., Mandieau, V., Nielsen, N.M., Saermark, T., Burny, A., 

   Brasseur, R., Ruysschaert, J.-M., and Vandenbranden, M. (1991) "Fusogenic 

   activity of SIV (simian immunodeficiency virus) peptides located in the GP32 

   NH2 terminal domain." Biochem. Biophys. Res. Commun. 175, 872-879 

Martin, I., Dubois, M.-C., Saermark, T., Epand, R. M., and Ruysschaert, J.-M. (1993a) 

   "Lysophosphatidylcholine mediates the mode of insertion of the NH
2-terminal 

   SIV fusion peptide into the lipid bilayer." FEBS Lett. 333, 325-330 

Martin, I., Defrise-Quertain, F., Decroly, E., Vandenbranden, M., Brasseur, R., and 

   Ruysschaert, J.-M. (1993b) "Orientation and structure of the  NH2-terminal HIV-1 

 gp41 peptide in fused and aggregated liposomes." Biochim. Biophys. Acta 1145, 

   124-133 

Martin, I., Dubois, M.-C., Defrise-Quertain, F., Saermark, T., Burny, A., Brasseur, R., 

   and Ruysschaert, J.-M. (1994) "Correlation between fusogenicity of synthetic 

                              97



引用文献

   modified peptides corresponding to the  NH2-terminal extremity of simian 

   immunodeficiency virus gp32 and their mode of insertion into the lipid bilayer: 

   An infrared spectroscopy study." J. Virol. 68, 1139-1148 

Matsuzaki, K., Murase,  0. , Tokuda, H., Funakoshi, S., Fujii, N., and Miyajima, K. 

   (1994) "Orientational and aggregational states of magainin 2 in phospholipid 

   bilayers." Biochemistry 33, 3342-3349 

Matsuzaki, K., Murase,  0., Fujii, N., and Miyajima, K. (1995) "Translocation of a 

   channel-forming antimicrobial peptide, magainin 2, across lipid bilayers by 

   forming a pore." Biochemistry 34, 6521-6526 

Merrifield, R. B., Vizioli, L. D., and Boman, H. G. (1982) "Synthesis of the 

   antibacterial peptide cecropin A(1-33)." Biochemistry 21, 5020-5031 

Mitchell, A. R., Erickson, B. W., Ryabstev, M. N., Hodges, R. S., and Merrifield, R. B. 

   (1976)  "tert-Butoxycarbonylaminoacy1-4-(oxymethyl)-phenylacetamidomethyl-

   resin, a more acid-resistant support for solid-phase peptide synthesis." J. Am. 

   Chem. Soc. 98, 7357-7362 

Moore, S., Spackman, D. H., and Stein, W. H. (1958) "Chromatography of amino 

   acids on sulfonated polystyrene resins: An improved system." Anal. Chem. 30, 

   1185-1190 

Morris, S. J., Sarkar, D.P., White, J.M., and Blumenthal, R. (1989) "Kinetics of pH-

   dependent fusion between 3T3 fibroblasts expressing influenza hemagglutinin 

   and red blood cells. Measurement by dequenching of  fluorescence."  J. Biol. 

   Chem. 264, 3972-3978 

Muga, A., Neugebauer, W., Hirama, T., and Surewicz, W.K. (1994) "Membrane 

   interaction and conformational properties of the putative fusion peptide of PH-

   30, a protein active in sperm-egg fusion." Biochemistry 33, 4444-4448 

Murata, M., Sugahara, Y., Takahashi, S., and Ohnishi, S. (1987a) "pH-dependent 

   membrane fusion activity of a synthetic twenty amino acid peptide with the 

   same sequence as that of the hydrophobic segment of influenza virus 

   hemagglutinin." J. Biochem. 102, 957-962 

                              98



引用文献

Murata, M., Nagayama, K., and Ohnishi, S.  (19878) "Membrane fusion activity of 

   succinylated melittin is triggered by protonation of its carboxyl groups." 

   Biochemistry 26, 4056-4062 

Murata, M., Takahashi, S., Kagiwada , S., Suzuki, A., and Ohnishi, S. (1992) "pH-

   dependent membrane fusion and vesiculation of phospholipid large unilamellar 

   vesicles induced by amphiphilic anionic and cationic peptides." Biochemistry 31, 

   1986-1992 

Murata, M., Takahashi, S., Shirai, Y., Kagiwada, S., Hishida, R., and Ohnishi, S. (1993) 

   "Specificity of amphiphilic anionic peptides for fusion of phospholipid vesicles ." 

   Biophys. J. 64, 724-734 

Nieva, J. L., Nir, S., Muga, A., Goni, F.M., and Wilschut, J. (1994) "Interaction of the 

   HIV-1 fusion peptide with phospholipid vesicles: Different structural 

   requirements for fusion and leakage." Biochemistry 33, 3201-3209 

Parente, R. A., Nir, S., and Szoka, F.C. (1988) "pH-dependent fusion of 

 phosphatidylcholine small vesicles. Induction by a synthetic amphipathic 

   peptide." J. Biol. Chem.  263,  4724-4730 

Pastrana, B., Mautone, A.J., and Mendelsohn, R. (1991) "Fourier transform infrared 

    studies of secondary structure and orientation of pulmonary  surfactant SP-C and 

   its effect on the dynamic surface properties of phospholipids." Biochemistry 30, 

   10058-10064 

Rafalski, M., Ortiz, A., Rockwell, A., Van Ginkel, L.C., Lear, J.D., DeGrado, W.F., and 

   Wilschut, J. (1991) "Membrane fusion activity of the influenza virus 

   hemagglutinin: Interaction of HA2 N-terminal peptides with phospholipid 

   vesicles."  Biochemistry  30,  10211-10220 

Rapaport, D., and Shai, Y. (1994) "Interaction of fluorescently labeled analogues of 

   the amino-terminal fusion peptide of Sendai virus with phospholipid 

   membranes." J. Biol. Chem.  269,  15124-15131 

Rothschild, K. J., and Clark, N. A. (1979) "Polarized infrared spectroscopy of oriented 

   purple membrane." Biophys. J.  25,  473-488 

                             99



引用文献

Ruigrok, R. W. H., Wrigley, N.G., Calder, L.J., Cusack, S., Wharton, S.A., Brown, E.B., 

   and Skehel, J.J. (1986) "Electron microscopy of the low pH structure of influenza 

   virus haemagglutinin." EMBO  J.  5,  41-49 

Sarkar, D. P., Morris, S.J., Eidelman, 0., Zimmerberg, J., and Blumenthal, R. (1989) 

   "Initial stages 
of influenza hemagglutinin-induced cell fusion monitored 

   simultaneously by two fluorescent events: Cytoplasmic continuity and lipid 

   mixing." J. Cell Biol. 109, 113-122 

Sauter, N. K., Hanson, J.E., Glick, G.D., Brown, J.H., Crowther, R.L., Park, S.-J., 

   Skehel, J.J., and Wiley, D.C. (1992)  "Binding of influenza virus hemagglutinin to 

   analogs of its cell-surface receptor, sialic acid: Analysis by proton nuclear 

   magnetic resonance spectroscopy and X-ray crystallography." Biochemistry 31, 

   9609-9621 

Schwyzer, R. (1986) "Estimated conformation, orientation, and accumulation of 

   dynorphin A-(1-13)-tridecapeptide on the surface of neutral lipid membranes." 

   Biochemistry 25, 4281-4286 

Seelig, A., and Seelig, J. (1977) "Effect of a single cis double bond on the structure of a 

   phospholipid bilayer."  Biochemistry 16, 45-50 

Siegel, D. P (1993)  "Energetics of intermediates in membrane fusion: Comparison of 

   stalk and inverted micellar intermediate mechanisms." Biophys. J. 65, 2124-2140 

Skehel, J. J., Bayley, P.M., Brown, E.B., Martin, S.R., Waterfield, M.D., White, J.M., 

   Wilson,  I.A., and Wiley, D.C. (1982) "Changes in the conformation of influenza 

   virus hemagglutinin at the pH optimum of virus-mediated membrane fusion." 

   Proc. Natl. Acad.  Sci. USA 79, 968-972 

Smith, S. 0., Jonas, R., Braiman, M., and Bormann, B.J. (1994) "Structure and 

   orientation of the transmembrane domain of glycophorin A in lipid bilayers." 

 Biochemistry 33, 6334-6341 

Smith, R., Separovic, F.,  Milne, T.J., Whittaker, A., Bennett, F.M., Cornell, B.A., and 

   Makriyannis, A. (1994) "Structure and orientation of the pore-forming peptide, 

   melittin, in lipid bilayers." J.  Mol.  Biol. 241, 456-466 

                              100



引用文献

 Spackman, D. H., Stein, W. H., and Moore,  S. (1958) "Automatic recording apparatus 

   for use in the chromatography of amino acids." Anal. Chem. 30, 1190-1206 

Spruce, A. E., Iwata, A., White, J.M., and Almers, W. (1989) "Patch clamp studies of 

   single cell-fusion events mediated by a viral fusion protein." Nature 342, 555-558 

Spruce, A. E., Iwata, A., and Almers, W. (1991) "The first milliseconds of the pore 

   formed by a fusogenic viral envelope protein during membrane fusion." Proc. 

 Natl. Acad. Sci. USA 88, 3623-3627 

Stegmann, T., Doms, R.W., and Helenius, A. (1989) "Protein-mediated membrane 

   fusion." Ann. Rev. Biophys. Biophys. Chem.  18,  187-211 

Stegmann, T., White, J.M., and Helenius, A. (1990) "Intermediates in influenza 

   induced membrane fusion." EMBO J.  9,  4231-4241 

Stegmann, T., Delfino, J.M., Richards, F.M., and Helenius, A. (1991) "The HA2 

   subunit of influenza hemagglutinin inserts into the target membrane prior to 

   fusion." J. Biol. Chem. 266, 18404-18410 

Stegmann, T. (1993) "Influenza hemagglutinin-mediated membrane fusion does not 

   involve inverted phase lipid intermediates." J. Biol. Chem. 268, 1715-1722 

Takahashi,  S. (1978) "Sodium borohydride as a reducing agent for preparing 

   ninhydrin reagent for amino acid analysis."  J. Biochem. 83, 57-60 

Takahashi, S. (1990) "Conformation of membrane fusion-active 20-residue peptides 

   with or without lipid bilayers. Implication of a-helix formation for membrane 

   fusion." Biochemistry 29, 6257-6264 

Tam, J. P., Heath, W. F., and Merrifield, R. B. (1986) "Mechanisms for the removal of 

   benzyl protecting groups in synthetic peptides by trifluoromethanesulfonic acid-

   trifluoroacetic acid-dimethyl sulfide." J. Am. Chem. Soc. 108, 5242-5251 

Tatulian, S. A., Jones, L. R., Reddy, L. G., Stokes, D. L., and Tamm, L. K. (1995) 

   "Secondary structure and orientation of phospholamban reconstituted in 

   supported bilayers from polarized attenuated total reflection FTIR 

   spectroscopy."  Biochemistry 34, 4448-4456 

 Vandenbussche, G., Clercx, A., Clercx, M., Curstedt, T., Johansson, J.,  Jornvall, H., 

                               101



引用文献

   and Ruysschaert, J.-M. (1992) "Secondary structure and orientation of the 

   surfactant protein SP-B in a lipid environment. A Fourier transform infrared 

   spectroscopy study." Biochemistry 31, 9169-9176 

Vogel, H. (1987) "Comparison of the conformation and orientation of alamethicin 

   and  melittin in lipid membranes."  Biochemistry 26, 4562-4572 

Weaver, A. J., Kemple, M. D., Brauner, J. W., Mendelsohn, R., and Prendergast, F. G. 

   (1992) "Fluorescence, CD, Attenuated total reflectance (ATR)  FTIR, and 13C NMR 

   characterization of the structure and dynamics of synthetic melittin and melittin 

   analogues in lipid environments."  Biochemistry 31, 1301-1313 

Weis, W., Brown, J.H., Cusack, S., Paulson, J.C., Skehel, J.J., and Wiley, D.C. (1988) 

   "Structure of the influenza virus haemagglutinin complexed with its receptor
, 

   sialic acid." Nature 333, 426-431 

Wharton, S. A., Ruigrok, R.W.H., Martin, S.R., Skehel, J.J., Bayley, P.M., Weis, W., 

   and Wiley, D.C. (1988a) "Conformational aspects of the acid-induced fusion 

   mechanism of influenza virus hemagglutinin. Circular dichroism and 

   fluorescence studies." J. Biol. Chem. 263, 4474-4480 

Wharton, S. A., Martin, S.R., Ruigrok, R.W.H., Skehel, J.J., and Wiley, D.C. (1988b) 

   "Membrane fusion by peptide analogues of influenza virus hemagglutinin ." J. 

   Gen. Virol.  69,  1847-1857 

White, J., Kielian, M., and Helenius, A. (1983) "Membrane fusion proteins of 

   enveloped animal viruses." Quart. Rev. Biophys.  16,  151-195 

White, J. M., and Wilson,  I.A. (1987) "Anti-peptide antibodies detect steps in a 

   protein conformational change: Low-pH activation of the influenza virus 

   hemagglutinin." J. Cell. Biol. 105, 2887-2896 

White, J. M. (1992) "Membrane fusion." Science 258,  917-924 

Wilson, I. A., Skehel, J.J., and Wiley, D.C. (1981) "Structure of the haemagglutinin 

   membrane glycoprotein of influenza virus at 3 A resolution." Nature 289, 366-373 

Zhang, Y.-P., Lewis, R. N. A. H., Henry, G. D., Sykes, B. D., Hodges, R. S., and 

   McElhaney, R. N. (1995) "Peptide models of helical hydrophobic transmembrane 

                               102



IlfM4f

   segments of membrane proteins. 1. Studies of the conformation, intrabilayer 

   orientation, and amide hydrogen exchangeability of  Ac-K2-(LA)12-K2-amide." 

   Biochemistry 34, 2348-2361 

Zimmerberg, J., Vogel, S.S., and Chernomordik, L.V. (1993) "Mechanisms of 

   membrane fusion." Ann. Rev. Biophys. Biomol. Struct.  22,  433-466

103


	R365_0
	R365a

