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5. リポソームの電気穿孔現象の研究

重 盛 正 哉

1.細胞電気穿孔

生物の体を構成 している細胞は､細胞膜で他の細胞と区切られている｡細胞

膜は主に脂質二重層 と膜タンパク質からできている｡

細胞に外から電場を加えると､細胞の内と外はイオンにより伝導性があり､

細胞膜は絶縁体なので､膜が電荷をせき止め内外の電位差を支える形に~なって､

細胞膜には (細胞の大きさ)× (電場の大きさ)程度の膜電位が発生する｡今､

図 1のように球形の細胞に電場を加えたときに膜に誘起される膜電位AVは､以

下の式であらわされる｡
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△Ⅴ=1.5aEcos∂ (卜expトー/T))

T=aC(rI+re/2)

a:細胞の半径 E:電場の大きさ

C:膜容量 re,rl:細胞内外の比抵抗

図 1 外敵電場の印加による膜電位の誘起

外から加える電場を大きくしていき､膜電位があるしきい値を超えると､あ

たかも膜に穴が問いたかのように膜のイオンや分子に対する透過性が急に高まる

現象が知られている｡この現象は細胞電気穿孔現象 (Electroporation)と呼ばれ､

膜電位がしきい値に連するとマイクロ秒以内に細胞膜の脂質二重層部分で起こる

といわれているが､穴の本質や､その稜橋はまだはっきりとは解明されていない｡

この電気穿孔が起こるための膜電位の しきい値は､細胞の種類によらず約 1Vで

ある｡

本研究では､細胞の簡単なモデルである､脂質分子のみからなるリポソーム

をサンプルとして､バ~ルスレーザー蛍光顕微鏡を用いて､細胞電気穿孔現象の研

究を行った｡
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2.方法

1)リポソーム

脂質二重層の膜が､内側に水溶液を含んで球形になっているものをリポソー

ムという (図2)o リポソームは比較的簡単に作ることができ､細胞や細胞膜の

モデルとして､それらの性質などを調べるのに利用されている｡実貨では Nuell

erらの方法1 にしたがいアゾレクチンという脂質から､直径20-100JLmの

リポソームを作った｡

図2 リポソーム
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図3パルスレーザ-蛍光顕微鏡

2)パルスレーザー蛍光顕微鏡

顕微鏡とテレビカメラを組み合わせ､顕微鏡像をテレビカメラでとらえる､

といった研究が盛んにな ってきている｡ しかし､テレビカメラは一画面を走査す

るのに数十ミリ秒かかるので､普通は時間分解能はそれ以上には上げられない｡

細胞電気穿孔はマイクロ秒の時間オ'-ダーで起こる非常に速い現象である｡この

ため細胞もしくはリポソーム一つ一つについて顕微鏡下でこの現象をとらえよう

とすると､その顕微鏡のシス≠ムにはマイクロ秒の時間分解能が必要になる｡パ

ルスレーザー蛍光顕微鏡は､光源にパルスレーザ-を用い､その強力なパルス光

で顕微鏡の像をテレビカメラの両面に焼き付けるといった､一種のストロボ撮影

を行うことのできる装置である｡ 2･3･4 このため時間分解能はレーザーのパルス

幅に依存し､テレビカメラには依存 しない｡実額にはパルス幅0.3マイクロ秒

のパルスレーザーを光源としたパルスレーザー蛍光顕微鏡を使用した｡こうして

とらえた顕微鏡像をデジタル画像処理装置に取り込み､そこで解析を行った｡
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3.結果と考察

膜に入り込み･膜電位に反応 して蛍光強度を変化させる "膜電位感受性蛍光

色素"でリボソームを染めて実験に使用 した｡ウニの卵をサンプルとした同じ夷

験では､この色素の蛍光強度の変化から電気穿孔現象が見えている｡2･3･4 しか

し､ リポソームにおいては､色素の蛍光強度の変化からは､電気穿孔は起きてい

るらしいがはっきりとはわからなかった｡ しかし､加える電場の大きさを大きく､

また時間を長くしていくと､ リポソームの膜の一部が消失して顕微鏡下でも目に

見えるほとの大きな穴が開いているのが観察された｡このような現象はいままで

ほとんど報告されたことがなく､直接顕微鏡下でみたのは本研究が最初である｡

穴の開いたリポソームは､そのまま壊れてしまうものもあるが､元に戻るも

のもあり､元に戻ったリポソームは穴の開く前より少 し小さくなっていることか

ら､この現象は膜の一部が消失して穴が開いていると確認された｡これらのリポ

ソームを図4に示す｡

図4 膜の一部が消失 しているリポソーム

(左は電場を加える前のリポソーム)

リポソームの膜の消失は､陽極に向いた側で起こりやすいが､陰極側の膜が

消失しているものもあり､また両方で消失しているものもある｡さらに､一ヶ所

だけでなく､一度に数ヶ所の膜が同時に消失しているものもある｡膜の消失した

リポソームは､計算上膜電位が約 1V程度になる電場を数十マイクロ秒加えたあ

たりから現れ始め､加える電場を大きく､また電場の加わっている時間が長くな

るにつれてその割合は多くなっていく｡膜の回復に要する時間は､数十～数百ミ
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リ抄であった｡

また､ リポソームに電場を加えると､リポソームが電極方向に引っ張 られた

かのように延びて楕円形になる現象も班辞された (図5)｡この現象は､電場に

よって腰に誘起される膜電位とは直指は関係がなさそうであり､加える電場を大

きくしていくと変形の度合いは大きくなっていき､リポソームが大きくなると変 ､

形の度合いは小さくなっていく｡

図5 電場によって変形したリポソーム

これらのことから､リポソームの膜の消失は､電場によるリポソームの変

形が原因ではなく､電気穿孔のより極端な場合を見ていることがわかった｡この

ことは逆に､細胞電気穿孔現象は細胞膜の脂質二重層の部分で起こっているとい

うことを示 している｡
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