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カルシウムイオン濃度依存曲 線を説明する理論モデル系の構 築
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はじめに
近年細胞融合の技術が確立され1)､その技術は､生物､医学､薬学など多くの生物

科学の分野で括用されている｡ その手法としては､電気パルスを用いる電気的方法や
センダイウイルスを用いる生物的な方法などもあるが､polyethyleneGlycol(PEG)
を用いる化学的手法が最も広く用いられている｡融合剤としてPEGを使用するこの
化学的方法においては､融合能を上げる目的で､しばしば融合促進剤を用いることが
ある.融合促進剤として､DimethylSulfoxide(DMSO)やpoly-L-arginine,Poly-L-

1ysine,Ca2+などが報告されている1.2)｡ 我々は､細胞融合やその前段階としての
細胞凝集の機序に興味を持ち､人工細胞膜モデルであるリポソームに対し､PEGな
どの融合剤を投与し､その凝集や融合状態を調べてきた3)｡凝集および融合の研究に
当たっては､凝集と融合を明確に区別することが重要であることから､リポソームが
可逆的に凝集 ･分散を行う現象を凝集反応 (aggrigation-di8aggrigation)､不可
逆的に反応する場合を融合 (fusion)と定義した｡

融合促進剤として用いられているca2十のリン脂質膜に対する効果を調べるために､
表面電荷がほぼ中性の DPPC と負である DPPEの二種類のリン脂質のリポソームを作
製して､ca2+の凝集や融合に及ぼす影響を調べた結果､凝集や融合の転移温度が ca2+

の濃度に依存 して変化し､掛 こ､DPPCでは aggrigation-disaggrigation-aggri甲tion
というリポソームの構造転移を起こすことが解かった｡

本報告では､実験的に得られた､リポソームの起こす aggrigation-di8aggrigation
構造変化の転移温度の ca2+濃度依存生を説明するための統計熱力学的理論の枠組み
についてどのような取 り扱いが可能かを検討する｡

Ⅰリポソーム aggrigation-diSaggrigation構造転移に関する実験

材料および方法

1.試料の調整

リポソームを作製するに当たっては､sigma製のdipalmitoi1-L-a-phoSPhatidy1-
choline(DPPC)と dipalmitoiトト a-phosphatidylethanolamine(DPPE)の二種類の
合成リン脂質を用いた｡cac12はwakoの特級を用いた｡

DPPCまたはDPPEの濃度が10mg/mlになるように超純水を加えて､試験管内に分散液
を調整した｡DPPC分･散液は50℃で､DPPE分散液は75℃で15分間温浴させ､その温度を
保ちながら1分間超音波処理を行い多重層リポソームを作製した｡その後､室温に戻
してからこの多重層リポソームの直径を顕微鏡で測定したところ､大きなものは 1-
3 m､多くのものがサブミクロンのオーダーであった｡

塩化カルシウム溶液の濃度は､超純水を用いて最終濃度の2倍濃度に調整した｡リ
ポソーム-ca2+分散液は､リポソーム分散液と同量の塩化カルシウム溶液を加え､脂
質濃度が5mg/mlとなるように調整した｡

2.装置

混合してから15分間静置した後､この分散液を､ホールスライドグラスに数滴たら
しカバーグラスをかぶせ､顕微鏡観察用温定制御装置4)で温度を制御しながら､光学
顕微鏡 (オリンパス BH-2)で観察した｡温度は0.1℃/minの速さで昇温､降温を
行い､その温度範囲は20℃から主転移温度(Tc)5-8)より10℃程高い温度まで､具体的
にはDPPCリポソームでは20℃～50℃､DPPEリポソームでは20℃～75℃の範囲であった｡
ca2+イオンを取 り除くときは､分散液を遠心し (KOKUSANエー100BC;3000rpm,lo介)

その上澄みを取 りきり同量の水を加えた｡

直碁の検鏡による観察と同時に､この映像データを､顕微鏡用ビデオカメラ (浜松
フォトニクス C-2400)で映像倍号に変換し､その倍号に温度情報をスーパーインポ
ーズさせたものを､テレビ画面で確致しながらビデオテープに記録 した｡
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結果

1.DPPCリ ポソームーCa2+分散液

40mM以下の濃度のca2+では､DPPCリポソーム分散液は､前転移温度 (Tp､約 34℃.
3,5))以下で碇集によるコロニー形成が観察されたが､その試料を昇温するとTpで分
散状態になり､その状態は主臆移湿度 (Tc､42℃,3.5-7))以上でも同じであった｡
次に同試料を降温するとでp以下で再凝集を起こした｡この現象は可逆的であり､同じ
試料で数回昇降温を繰り返しても観察された｡

ca2+濃度が50mMから350mMの範囲では､Tp以下で凝集していたリポソームが､昇温に
より一度分散状態になり､さらに昇温を続けると再度凝集をおこすという現象が観察
された｡ この現象も可逆的であり､同じ試料の温度の昇降温を繰り返す度に､この現
象が観察された｡再凝集を引き起こす温度は､ca2+浪度が100JTtMまでは急激に上昇し､
100mH以上では44℃付近であった｡

ca2+濃度が350mMを越えると､凝集していたリポソーム (Fig.1(a))は昇温により揺
動と融合を起こし (Fig.1(b))､ 斬過に伴いさらに融合が進み､やがてミエリ
形が観察された (Fig.1(C)) ｡ このミエリン形は温度をTp以下に下げても観察されたo
この試料を昇温する前に､ca2+を取り除き､その濃度を350mM以下にすると､350hM以
下のその濃度で観察された反応が見られた｡

Fig.1 1JightmicrographsofDPPCliposomeatconcentrationof5mg/ml
with600mMCa2+.

(a)colonies0fDPPClipo80me8byaggrigationat20C,(b)fusion
ofDPPCliposomeSat42.5Cand (C)myelinfiguresbythefusion
at50C (arrow:thepositionofnyelinfigure,bar:10m).

融合を引き起こす温度は600mMまでは44℃でほぼ一定であるが､600mM以上の濃度で
は温度の上昇がみられた｡分散液の温度の昇降温によって観察されたこれらのca2+濃
度の変化に伴うDPPCリポソームの状態変化の相図をFig.2に示した｡
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Fig･2 TheStateOfDPPCliposomes (5mg/ml)andthetemperaturewhich

aggrigation,disaggrigationandfusionwereobserveduponheating
withchangingCa2+concentration.

2.DPPEリポソームーCa2+分散液

DPPCリポソームと異なり､Tpが0℃8)であるDPPEのリポソームは室温でも､Tc
(63℃)7.8)以上の75℃に昇温しても分散状態であった｡また､この分散液にC･a2+を
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加え濃度を0.1-0.6mMにしても同様の現象が観察さjJLた.
DPPE分散液に､0.7rd4以上のca2+を加えると､DPPEリポソームは室温で凝集しコロ

ニーを形成した｡DPPC-Ca2+分散液でのca2十が350mM以上の場合と同じように (Fig.1)
この試料の温度を昇温すると､Tc付近でコロニーの揺動が起こり融合が観察された｡
さらに､Tc以上に温度を保つと､融合が進みミエリン形が観察さjtた｡DPPC分散液と
同様に､DPPEICa2+分散液を昇温する前に､ca2+を取り除き､その濃度を0.6mM以下に
して昇温すると､融合は観察されなかった｡
0.7mM以上のca2+存在下で､リポソームが融合をおこす温度は､ca2+濃度を増すに

従い徐々に高くなっていった｡DPPEリポソームが昇温により揺動と融合を起こす温度
と､ca2+濃度との関係の相図をFig.3に示した｡
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Fig･3 Thestates0fDPPElipo80meS (5mg/ml)andthetemperatureWhich
aggrigation,disag■grigationandfusionwereobservedopunheating
withchangingCa2+concentrations.

3.補足

我々は､リポソーム-NaCl系の試料を用い､NaCl濃度を100mMから2Mまで100rnM間隔
で変えて､C1-の影響を調べた結果､NaClは凝集や融合に影響を与えなかった.これ
より､本報で得られた結果はca2十による影響であると結論した｡
ca2+を含まない5mg/mlの濃度のDPPCリポソームでは､Tp以下で凝集LTp以上で分散

するという可逆的凝集反応が確認されている3,9).Ca2+浪皮が40m凹までは同様の可逆 .
的凝集反応が観察されたので､イオンの影響は受けないが､50nM以上ではその影響を
受ける｡

50-350mMの濃度範囲では昇温にともない凝集-分散一凝集という､40mH以下のと
きとは異なる可逆的凝集反応が観察された｡ca2+濃度が100-350mMにおいては､昇温
にともなう凝集一分散一再凝集現象の､凝集一分散が観察される温度は34℃から44℃
まで上昇し､濃度が350mMより高くなるとその現象は見られなくなった｡DPPCではca2+

濃度が高くなるとTpがなくなるとの報告があるが10).本実験での凝集一分散温度の
上昇とそれに伴うこの現象の消失も､Tpの消失によるものと思われる｡

ⅠⅠ理論モデル系構築の立場

DPPCが示す､aggrigation-disaggrigation-aggrigation構造転移温度の ca2+依
存性を説明するための理論を､我々は未だ完成していない｡この現象を説明する理論
の枠凍みとして､分配関数を用いる統計熱力学の応用を考えている｡この報告書では､
我々の考えている筋書きの概略を紹介する｡

この系はリポソーム.汰.カルシウムから成っている｡金糸のハミルトニアンを次
のように書 くことにする｡
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ここには､異なる3成分間に働 く相互作用と､同一成分間に働く相互作用の合計 6つ
の相互作用項が現われてくる｡状態方程式は､通常､次のように導かれる｡

アニー(普)T, ド-hTJLl'Z
ただし､Pは圧力､Vは体積､Fは自由エネルギー､Zは分配関数､Tは温度､そし
て､keはボルツマン定数である.

これから解かるように､状態方程式を導くのに運動エネルギー項は関与しない｡関
与するのは相互作用エネルギーの項だけであり､このとき､分子内部のエネルギーは
それが空間体積に直接の効果をもたないので､寄与しない｡従って､相互作用エネル
ギー項の全位相空間に関する積分の評価方法だけを考えればよいことになる｡
相互作用項の位相空間積分は､一成分系の場合､粒子の分布密度を導入して､評価

すると､vanderWaals状態方程式が導かれる 11)
るので､リポソーム分散溶液系にも適用できるであろ
上､体積評価をどのようにするかが教科書的問題でな

方
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二
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く

法は簡便で有効と思われ
だ､多成分系の取り扱い

○
この点の解決が必要で

ある｡金糸の状態は水溶液なので､金糸の状態方程式は単純な vanderWaa18方程式
になるであろう｡ 多成分系の状態方程式としては､部分系の状態を決定する方程式が
必要であり､全系の取 り扱いの中で､不定になっていると思わhる｡このような問題
点を解決してゆくことにより､目的のリポソームの構造転移温度の ca2+依存性を説
明する理論的モデル系に到達できると考えている｡
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