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学位論文要旨

マガイニン2や トランスポータン 10が誘起する脂質膜中でのポア形成の研究

抗菌性ペプチドというのは、細菌などの微生物を殺す活性のあるペプチ ドで、ヒトなど

の脊椎動物や両生類、無脊椎動物、植物などが分泌する。膜透過性ペプチドは細胞の外か

ら中へ透過するペプチドである。その作用を利用して、薬などを細胞の外からうちへ導入

することができる。これらのペプチ ドと1旨質膜の相互作用の研究は従来、小さな直径

●0‐2∞ noの リポソームであるLIVの懸濁液が用いられてきたが、LIJV懸濁法では反応
の素過程がわからず、物理量は集団の平均値しか求められなかった。それに対し、単一巨

大リポソーム法 (単一 GIW法)では直径 10‖匝以上の GIW l個 とペプチドの相互作用の
結果生じる GIIVの物理量や構造の変化をリアルタイムで測定し、同じ条件で多くの “1個

の GIW"で実験を行い、それらを統計的に解析することにより反応や構造の素過程の分離
や素過程の速度定数を導出する事ができる。本研究では抗菌性ペプチ ドのマガイニン2と

膜透過性ペプチドのトランスポータン 10cつ10と脂質膜の相互作用を単一 Gl「V法を用い
て研究した。

0星⇒ 月旨質膜に結合したマガイニン2がどのようにして脂質膜中に小さな孔 (ポア)を

形成するかは実験的に全く情報がない。しかし、マガイニン2が誘起する脂質膜中のポア

形成のメカニズムを解明するためには、そのポア形成のキネティックパスウェイを明らか

にする事が重要である。本研究ではその目的のためにマガイニン 2カ 誘`起する大きさの異

なる蛍光プロープの GlrVか らの膜透過をEM‐CCDカ メラに接続した蛍光位相羊題微鏡を
用いて研究した。GIWと しては 50%ジオレオイルホスファチジルコリングリセロール
00PO/50%ジオレオイルホスファチジルコリン①OPOの膜を用いた。カルセインの場合
であれば 1∞%の膜透Jinが起こる濃度のマガイニン2を用いた時、テキサスレッドーデキス

トランCTRDp.40L(ス トークスーアインシュタイン半径 I詭 =5.Onmpゃ FITC‐BSA“樋 =
3.5コロ)および AF‐SBTI α娩 =2.8 mmpの場合は一過性(10秒以下)の急速な少量 く全体の
10‐200/0)の膜透過しか誘起されなかった。一方、TRD‐10k(為=2 7nmpゃ TRD‐3k(施
=1.lnω の膜透過では、初期の一過性の少量の膜透過とそれに続く遅い膜透過が観測され
た。以上の実験結果より、マガイニン 2が膜中に誘起するポアは最初は大きな半径を持つ
が、その後小さな半径に変化することがわかる。GUV内部の蛍光強度の対数の時間変化の
解析から初期状態の膜透過速度定数と最終的な定常状態の膜透過速度定数を求めた。初期

状態では単純な拡散により蛍光プロープが膜を透過すると考えて、膜透過速度定数よリポ

アの有効面積を求めた。初期状態にポアが 1個のみできると仮定して求めたポアの半径は
マガイニン2濃度が同じである場合は蛍光プロープの種類によらず同じであつたが、マガ

イニン2濃度や GtWの半径の増加と共に増大した。



また定常状態の膜透過の実験から、7山Iマガイニン2の ときの定常状態のポア半径は、
1.4 nm以上 3.5 nm以下であることが分かつた。この値は中性子散乱から求まつた平衡状

態のポア半径 (1.9nOと 一致する。以上の結果にもとづいてマガイニン2が誘起する脂質
膜中でのポア形成の新しいメカニズムを提案した。まず水溶液中のマガイニン2は GIWの
外側単分子膜の膜界面に静電相互作用で結合する。そこからペプチ ドの界面疎水性を利用

して膜界面に深く入り込み外側単分子膜の面積を増大させる。GIVは球形を保つため、内
側単分子膜には張力がその面積が増大する方向に働く。その張力の結果、熱揺らぎで膜に

ポアが形成される。ポア形成後、脂質に結合したマガイニン 2は拡散によりまずポアの内
壁に移動し、その後、内側単分子膜に拡散する。その結果内側単分子膜に張力が先ほどと

逆側に働き、ポアのサイズが小さくなり、やがて定常状態のポアができる。

(3章)Tp10の脂質膜中のポア形成のメカニズムを解明するために、Ъ 10が誘起する蛍光
プロープのカルセインの GIVからの膜透過や GlrVの構造変化を、EM・CCDカメラに接
続した蛍光位相差顕微鏡を用いて研究した。GIWや LIWの膜として、DOPC膜を用いた。
まず蛍光分光光度計を用いてTp10が誘起するЦЛり らヽのカルセインの膜透過を調べた結

果、ηp10濃度が高くなるほどカルセインの膜透過の速度は急激になり、最終的なカルセイ

ンの漏れた量も増加することがわかった。一方、、 10と カルセインを含む GtIVと の相互

作用を調べると、カルセインの一過性の大きな膜透過や短い時間での膜透過をくりかえし

ながら最後に大きな漏れをしめす形式などが観測された。相互作用の時間がたつにつれて、

また Tp10の濃度が高くなるにつれて調べたすべての GtIVの 中で膜透過が起こった Gl「V
の割合は増カロした。以上の実験結果から、■ 10が誘起するカルセインの膜透過ではЪ 10
が膜中にポアを誘起する素過程が律速段階であることがわかる。さらに、Tp10が膜に結合
した状態からポアを形成した状態へ 2状態転移すると仮定してポア形成の速度定数を求め
た。また、Tploと の相互作用により、GWの 大きさが減少する場合があった。一方ηp10
との相互作用により、GIWの形はチュープが一連真珠形に、精円体が細いチュープで葉が
れた二つの球体に変化した。これらのGIWの変形は可逆的であった。これらのGIWの変
形をADE CArea‐ D置缶ence El田血 ″)理論により考察すると、GIVの外側単分子膜の表
面積が増大したことがわかる。これはTp10が GIIVの外側単分子膜の膜界面に深く挿入し
たために生じたと考えられる。この外側単分子膜の表面積増加による表面圧増大がポア形

成の 1つの要因であると考えられる。



第 1章 序論

11 抗菌性ペプチド

抗菌性ペプチド cAMP;Alltmcroblal peptlde)と は細菌などの微生物を殺す活性のあるペプチド

で、哺乳類を含めた脊椎動物、無脊椎動物や植物などが産生する免疫物質である。アオカビから
ペニシリンを発見したフレミング (HOmmgpと 同じくらい初期に、分泌液の抗菌作用が示された

(Gtt et al,2009)1950年代、血液細胞の抗菌活性が発表された (SkarkS and Watson・ 1957、 感染に

対し、食細胞が抗菌性ペプチドを産生する事が発見された(Gll et al,2009)。 1987年、脊推動物で

最初の抗菌ペプチ ドであるマガイニン2がアフリカツメガエルの皮膚で発見されたcasl。範 1987)。

その後、多くの抗菌性ペプチドが動植物で発見され、現在では 500個以上の抗菌性ペプチドが発
見されている (Zag。■ 2002)。 抗菌性ペプチドは lo_50残基のアミノ酸から構成され、数個のア

ルギニンやリジンを持つものが多いので正味の正電荷をもつ。細菌などの微生物は外側の脂質膜
が負に帯電している脂質が多く、静電相互作用により抗菌性ペプチドは強く結合する。一方ヒト

などの真核生物などの細胞膜では外側の脂質単分子膜は負電荷の脂質は存在しない。そのため、

抗菌性ペプチドは真核生物の細胞とは強く相互作用しない cas10retal,2002)。 けヘリックス構

造をもつものにはマガイニン2、 セクロピンA(CecrOph詢 、LL‐37があり、β‐シート構造を持
つものにはプロテグリン 1、 ラクトフェリシンBな どがある (表 1‐ 1、 抗菌性ペプチドは細菌の細
胞膜との相互作用が、細菌を殺す主要な原因になるものと、DNAと の相互作用がその重要な原因
になるものの 2種類に分類できる。たとえば、マガイニン2は細胞膜の脂質膜領域に作用して、
抗菌活性を発現すると考えられている。そのことを示す重要な実験結果として、自然界には存在
しない D‐アミノ酸のみから合成されたマガイニン2は L‐アミノ酸からなるマガイニン2と 同じ
院菌活性をしめしたことがあげられる oessale et al,199o。 この結果は、マガイニン2は膜タン
パタ質であるレセプターには作用せず、生体膜の脂質膜領域と相互作用すること意味している。
一方、アジアヒキガェルの胃抽出物から得られたブフォリンⅡ ouforhⅡ )は、細胞膜を通り抜け、
細胞質中のDNAや核酸と結合し、抗菌活性を示す。ディフェンシンrdCfenslnlはシステイン基
を多く含み、魚類、鳥類、哺乳類などの脊椎動物や昆虫、植物などで見られる。α―ディフェンシ
ンとβ_ディフエンシンは 3個のジスルフィド結合を持つ特異的な立体構造を持つ。ヒトの正常状
議では小腸、大腸で発現は確認されないが、炎症がおきると、粘膜上皮細胞などで、発現がおき
る。キャセリシジン (Ca■eliCldmlはヒトなどの哺乳類や魚類、爬虫類、鳥類において発見され、
好中球や白血球、などで発現している。また、カェルからえられた抗菌性ペプチドの 990/.が成体
こ由来するものである。マガイ■ン2などの皮膚抗菌性ペプチドを合成、分泌する皮膚腺は変態
がすすまないとできない。変態ホルモンの甲状腺ホルモンにより処理した皮膚は抗菌性ペプチド
つ発現が上昇する (IwamurO,200%

抗菌性ペプチドの抗菌活性を示す生物学的指標として、最小発育阻止濃度 鰤hmm ittlbltory

oncentratlon;MIC)が ある。MIcの測定の際には種々の濃度の細菌に対して抗菌性ペプチドを作



用させ、18時間以上培養する。その後培養液の濁度 (又は吸収)を調べ、培養液に目視で確認で
きる濁度、が見られない最小の抗菌性ペプチド濃度をMcと定義する。マガイニン2の 壼ヽcは
40‐5"Mで ある canuel,2∞ 9)。 オミガナン (omlgananpで は 4‐8 νttI、 インドリシジン
(hd011Cldmlでは 2‐ 16N、 セクロピンPl(CecrOpmPl)で は 03‐171Mである。また月1の指標と
して、直径が 50‐200 nln程度の一枚膜リポソーム (LIJV;Large Umamemar vestle)からの蛍光プ

ロープの漏れを検出する方法もある。

生体膜と抗菌性ペプチドの相互作用について今まで提出されてきたメカニズムの仮説は3つあ
る。1)パ レルスティプモデル、2)ト ロイグルモデル、3)カーペットモデルである。パレルスティー

プモデルでは数個のけヘリックスが脂質膜を貫通し、それらのけヘリックス同士が強く相互作用

して、ポア (小さな孔)を脂質膜内に形成している。イオンチャネルも一例である。トロイグルモ

デルでは脂質膜を貫通したけヘリックス同士が強く相互作用せず、ポアのところで外側単分子膜

と内側単分子膜がつながっている。ポアの内壁は脂質とペプチドにより構成されるQian et嵐 ,

2008)。 カーペツトモデルではペプチドが界面活性剤のように働き、脂質の一部をペプチドが囲む。
このように幾つかの説が提案されているが抗菌性ペプチドと脂質膜の相互作用のメカニズムは解

明されていない。しかし、現時点ではどのメカニズムが正しいか、あるいは他のより正しいメカ
ニズムがあるかについては分かつていない。

マガイニン2は 23個のアミノ酸残基 (GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS)か ら成り、C末はアミ
ド化している。電荷の持つ可能性のあるものは 4個の Lys、 1個の His、 1個のN末のアミノ基、1
個の Gluであり、中性では約 4個の正電荷があることが実験的に示されている。従つて、他のmθ
同様負に荷電した細菌の細胞膜の外側の単分子膜に強く結合する。マガイニン2はグラム陰性菌
とグラム陽性菌だけでなく、真菌や原生動物も殺す。赤血球などの哺乳類の細胞を溶解するのに

はマガイニン2は l mg/mLの高濃度が必要なのに対し、微生物を殺すのには 10‐ 10011g/mLしかマ

ガイニン2は必要ではない。つまり細菌と真核生物に対してマガイニン2は非常に高い選択性を
時つ。マガイニン2は他の抗菌性ペプチド同様、脂質膜に作用する。マガイニン2はホスファチ
ジルグリセロール eO、 ホスファチジルセリン eS)、 ホスファチジックアシッド eAl、 リポポ

リサッカライ ド (LPS)な どの脂質に強く作用する。一方、電気的に中性の脂質であるフォスファ

チジルコリン (PC)やコレステロールにたいしては強く相互作用しない (MatSuzalq,1998)。 マガ

イニン2の構造は水溶液中ではランダムコイルであり、モノマーであるが、脂質膜に結合すると
ルヘリックスを形成し、脂質膜界面に平行に横たわる (Bechnger et」 ,1993ヽ α‐ヘリックスでは

叶側が Lysなどの親水性残基が集まり、反対側に疎水性のアミノ酸残基が集まる両親媒性構造を
とる。疎水性アミノ酸としては Pheな ど膜界面疎水性の大きなアミノ酸が多い。マガイニン2の

売菌性は、脂質膜にポアを形成することが主因であると考えられている。ポアを通るものとして、
ジチチオネート(dthonlte)(Mw 128)、 スクロース (Mw 342)、 カルボキシフルオロセイン (Mw 376)、
クルセイン (Mw 623)が ある。マガイニン2はポア形成時脂質が内側と外側間で流動するといわれ
でいる。マガイニン2の正電荷の数をかえた実験では電荷の上昇とともに、負電荷の脂質膜への

及着は強くおこる。マガイニン2を利用し、薬への発展も考えられている。
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12 膜透過性ペプチド

膜透過性ペプチドは細胞膜を透過して:細胞の外から中へ侵入するペプチドである。その作用
を利用して、DNA、 タンパク質、リポソーム、薬などを細胞の外から内へ導入することができる。

膜透過性ペプチドには 3つの種類があると考えられている。ひとつは両親媒性のペプチドである。

トランスポータン 10(TPlの がある。また、中性脂質と負電荷を持つ脂質に作用する。 2つ目は
ペネ トラチン(Penmato、 pVEC、 M918で両親媒性であるが、構成するアミノ酸残基が 15個程度
の短いペプチドである。3つ 日はアルギニンを多く含むペプチドである。R9、 TAT(48‐ 60)などが

あり両親媒性ではない。強く負電荷の脂質膜に結合する。また、Pc∝臨に R7W,TatP59Wや
TatLysP59Wと い ったペプチ ドはポアをつ くることな く膜 を透過す る といわれてい る (Fatemeh et
al,2011、

膜透過性ペプチドの活性の測定方法としては蛍光プロープや放射性プロープをペプチドに結合

させ、細胞とインキュベーションさせた後、洗浄し、結合していないペプチドを取り除き、蛍光

強度や放射線量を測定する方法がある。TAT“8‐60)に蛍光プロープを結合させ、細胞に添加した

ところ、細胞の内側に透過した clveS etal,1997、 また、LIW懸濁液法の実験がある。
膜透過性ペプチドの膜透過のメカニズムは幾つか考えられている。ひとつは直接脂質膜を透過

するというものである。他にはエンドサイトーシスやピノサイトーシスのように小胞に取り込ま

れるものがある (Fatemeh et d,2011)。 どの経路の場合でも最終的には膜透過性ペプチドは細胞膜

を透過するか、破壊することにより、細胞の中に入る。その膜透過のメカ‐ズムとしては 1)逆 ミ

セルモデル、の フリップフロップモデル、3)ポア形成モデルが提案されている。逆ミセルモデル

では、ペプチドが外側の脂質膜に結合した後、脂質の疎水性コアでペプチドが脂質の親水性頭部

と結合して逆ミセルを作り、その後、内側の脂質膜に結合する cKawamoto etal,2011、 フリップ

フロップモデルでは、ペプチドは外側の脂質単分子膜に結合した後、フリップフロップのように、

内側の脂質単分子膜へ疎水性コアを通つて移行する。ポア形成モデルでは脂質膜に垂直な方向に
ペプチドが配向され、ポアを構成しながら、内側の脂質膜ヘペプチドが移行する (Yandek et a,

2007)。 しかし、それらのメカニズムを支持する決定的な実験方法はないので、メカニズムは確

ぎしていない。

トランスポー タンは、27個のア ミノ酸残基 (orLNSAGYLLGKINLKALAALAML)か らな

りC末はアミド化している。電荷を持つ可能性のあるものは4個のLysと N末のアミノ基である。
トランスポニタンはガラニンの 12残基 (GWTLNSAGYLLoと ハチ毒マス トパランの 14残基

ヽ旧密LAALAKKIL)か らなるキメラペプチ ドで人工的に合成 された膜透過性ペプチ ドである

IPOOga ct d,1998)。 マス トパランは寿命の短いポアを形成し、膜を透過すると考えられている

IPOOga et d,2001)。 一般的に元のペプチ ドとキメラペプチ ドでは作用が異なる。 トランスポータ
ンはラット皮質膜のNちK‐ATPアーゼ o■K‐ATPase)を 阻害するのに対し、ガラニンはそのよう
螢効果をもたない。マス トパランは阻害効果をもつ。ガラニンはインシュリン分泌を阻害するの

こ対し、 トランスポータンは促進する。ガラニンは海馬でアセチルコリンを誘導を阻害するが、



ガルパランは前皮質でその逆の働きをする。'SI―ビオチニル‐トランスポータンをボースーメラノ

ーマ細胞 oowes'melanom∝ 11)に 37℃で作用させたとき、低い濃度でも細胞に取り込まれた

CPOOga∝ d,1998ゝ 5nMでは全体の 163%、 5∞ nMでは 92%取 り込まれた。また、lo「Mビオ
チニル トランスポータンを37℃でインキュベー トして 1分後に細胞はアビジン蛍光プロープで染

まる。5分後には細胞膜と、細胞質の膜にペプチドは移行する。核もわずかに染色される。 15‐30

分後には核膜に集中する。一方、o℃で 30分、10 μMビオチニル トランスポータンと細胞をイン
キユベー トすると、主に細胞膜にペプチドはみられる。これらは Hela、 HEK293、 SAOS‐ 1、 咄 、

U973、 COS、 Jurkat、 姉 5Fな どの細胞でも同様に起こる。つまり膜透過は細胞の種類によらな
い。ビオチニル トランスポータンはアクチン、β‐チュープリン、サイ トケラチンなどとは同じ場

所に存在しない。細胞骨格とは結合しない。ボースーメラノーマ細胞を05Mス クロース中に置
くと、エンドサイ トーシスは起きない。 トランスポータンはこの細胞の膜を透過する。低温、ま
たは05Mス クロース下というエンドサイ トーシスの起こらない環境での膜透過は、 トランスポ
ータンはエンドサイ トーシスで細胞の中に移行するのではないことが示している oooga et al,

1998ヽ また、 トリプシン処理したペプチ ドが膜を透過しないのに対し、細胞にペプチドを作用さ
せたのち細胞をトリプシン処理したものでは膜透過している。これは細胞膜に結合しているだけ

ではないことを示唆する。マストパランはGTPアーゼ cGTPase)活性を増加させるが、 トランス
ポータンはボースーメラノーマ細胞においてαPアーゼ活性を阻害する e∞ga et al,1998)。  ト
ランスポータン処理したのちの細胞を破壊したものの電気泳動により、 トランスポータンは分解
されていなかったことがわかっている。Tp10は トランスポータンの N末側のアミノ酸を削った
21残基 cAGYLLGDLKALAALAKKIり のペプチドであり、Tp10は トランスポータンの膜透過性
能をもち、αPアーゼ阻害を小さくしたものである (Soomets,2000)。 LIWに蛍光プロープANIS
と消光剤 DPXを入れて置き、それに対し、TP10を作用させることにより漏れのメカニズムを調
べている (Yandek d d,2007)。 ANTSと DPXの漏れの速度定数が違うことを利用し、両方の物
質が完全にもれるか (d10r nOne)あ るいは全体のLIWでゆっくりと漏れが起こるか lpdllallヵ毬

調べられている。Tp10を ANTSと DPXを内部に含む HⅣ と相互作用させた後、LIJV懸濁液に
)PXを加え、LIVの外側のANrSの蛍光を消光する。消光後の TP10の作用前と後で蛍光強度に
とがなければ、LUV内での対ⅦSと DPXの比は同じということになり、a■ Or noneの漏れの形式
を示している。実験の結果として、Tploが誘起する蛍光プロープの漏れは 」l or noneではなく
pdualであると論じられている。

3 単一 GIV法

従来の抗菌ペプチドなどの外来物質と脂質膜の相互作用の研究は、小さな直径 (50‐200mう の

川 が多く存在する懸濁液を用いて蛍光分光法、光散乱、電子スピン共鳴 (ESめ などの種々の

勿理的測定法が行われてきた (ЦⅣ 懸濁法)。 しかし、LtV懸濁法の実験では反応の素過程がわ
)ヽらず、物理量は集団の平均値しか求められなかつた。最近、山崎らは外来物質と生体膜の相互

乍用の新しい研究方法として、直径 10岬以上の一枚膜の巨大リポソーム (GllV;Gant Unllmellar



Vesicle)を用いた単一巨大リポソーム法 (単一GtV法)を提案した。単一QJV法では1個のGIW
とペプチドなどの外来物質との相互作用の結果生じる αⅣ の構造や物理量の変化を種々の光学

顕微鏡を用いて、リアルタイムで観測し、同じ条件で多くの「1個の GIW」 で実験を行い、それ

らを統計的に解析することにより反応や構造の素過程の分離や素過程の速度定数を導出する事が

で き る (Y′回 睦 遍 ,2008)。 単 一 GIW法 に よ り、 リポ ソー ム の膜 融 合 canaka and Y血 ″ 嶽 t2004)
や膜分裂 (Tanaka a」 ,2004)、 抗菌ペプチドマガイニンによるポア形成 (Tamba and Y…
2∞5;Tamba et al,2009)な どの実験を行い、LlrV懸濁液法では得られない新しい質の情報が得ら

れている。

LIJV懸濁液法によるリポソーム内容物の膜透過 (又は漏れ)の実験は生体膜や脂質膜とペプチ
ド、タンパク質などの外来物質との相互作用の研究に非常に良く使用されてきた。LIWに高濃度
のカルセインを入れておくと、自己消光により蛍光は小さい。しかし、LIVからカルセインが漏
れると、自己消光が解消されるため、蛍光強度が増大する。マガイニン2をカルセインいりLIJV

懸濁液に添加すると、時間とともに蛍光強度が増大した。また、マガイニン2の濃度が増大する

とともに、蛍光強度は増大した。これは、LIⅣ からカルセインが漏れたことを示唆している。一

般に ,ポソームからの内容物の漏れ (つまり膜透過)が起こる原因として、1)膜融合などの膜構造

変化による膜不安定化、2)ポアやイオンチャネルの形成 、3)リ ポソームの破裂などが考えられる。

最近、抗菌性ペプチドによるリポソーム内部の物質の漏れを測定する単一 GIV法が開発された
(Tamba and Yamazaki,2005)。 細菌の細胞膜を模倣して、電気的に正味の負電荷を持つ脂質ジオレ

オイルホスファチジルグリセロール (DOPGlと 電気的に中性のジオンオイルホスファチジルコリ

ン (DOPC)が 50%mo1/500/● nolの割合の脂質膜のGtVが用いられた。G【Ⅳ はその内部に lmMカ
ルセインとolMス クロースを含み、GIVの外部は01Mグルコースを含む PIPES緩衝液がある。
蛍光顕微鏡下で 1個の GUVを選択し、その近傍ヘマガイニン2の水溶液が入つたマイクロピペッ
ト (直径 20脚ω を近づけ、マイクロピペット内部の圧力を少し陽圧にすることによリマガイニ

ン2の水溶液を静力,こ観察している 1個のGIWの近傍に添カロする。マガイニン2を添加 し始めて
からある時間までは蛍光強度は一定だが、その後蛍光強度は急激に減少し、30秒以内に 0になっ

た。このときの位相差顕微鏡像は GtWの膜のみが保持され、コントラストはなくなっている。ま
たこの間、GIJVの変形や大きさの変化、および GIJVの会合や膜融合や膜分裂などは観察されな

かつた。従つて、このことは脂質膜中にポアが形成され、そのポアを介してスクロースとカルセ

インが漏れたことを示している。従つて、GIW内部の蛍光強度が急速に減少し始めた時刻が、マ
ガイニン2が脂質膜中にポアを形成し始めた時刻である。単一 GUVでは同じ条件で多くの「1つ
のGLV」 で実験が行われる。マガイニン2のポア形成による蛍光強度の減少が始まる時刻はGtW
ゴとにランダムであるが、どのGIWでも蛍光強度の減少開始から30秒以内に蛍光強度は 0にな
つた。これはポア形成が確率過程であることを示している。漏れが確率的に起こるため、確率の

班念が導入されている。GIIVがマガイニン2と相互作用し始めてから′秒後に、漏れが起こって
ハない GIJVの数を調べたすべて GtWの数で割つたものが為mOと 定義された。Pln剛oは時間と
ともに減少した。ここで、マガイニン2が脂質膜界面に結合してまだ漏れが起こっていない状態
をB状態、ポアを形成した状態をP状態とする。マガイニン2によるポア形成の過程として、B



状態からP状態へ転移するという2状態転移モデルが提案された。B状態の割合は調べた GllVの

中で蛍光プロープが漏れていないGIWの割合、P.url、 に等しい。B状態からP状態への転移の

速度定数ち、つまり、ポア形成の速度定数らはPm.ctCのの時間変化の解析によって求まる。2状態

転移の場合は以下の式が成り立つ。

孔″(r)=expC―力′(r―ち)) (1‐
1)

PIMうの時間変化のグラフは上の式で良くフィティングされ、速度定数ちが求まった。マガイニ

ン2濃度が増カロするとともに、ちは増大した。

次にマガイニン2が誘起する脂質膜中のポア形成の膜表面電荷依存性が調べられている

(Tamba and Yamazakl,2∞ 9ゝ 膜表面電荷を変えるためにDOPCと DOPGの混合膜において電気的
に負電荷をもつDOPGの濃度が変えられている (DOPG濃度として30mol●/●から60mo10/0ま で)。
負電荷の密度が低い膜ではポア形成が起こりにくい。0∞7s・ のらを出すのに必要なマガイニン2

の水溶液中濃度は600/0と 300/ODOPGでは50倍違う。PLS(6mo=05と なるマガイニン2の水溶液
中濃度 は 600/ODOPG、 50%DOPG、 40%DOPG、 30%DOPGで は 23、 45、 25、 80山Iと な る。 しか
し、水溶液中の静電相互作用の理論 (ポアッソンーボルツマン理論)と水溶液から膜界面へのマ

ガイニン 2の結合定数を用いて、水溶液中のマガイニン2濃度を脂質膜界面のマガイニン2濃度
Xに変換すると、螺 の X依存性のグラフは膜の脂質の組成によらず、ほぼおなじ曲線上にのる 毎
vs Xの グラフはほぼ直線)。 この実験結果は脂質膜に結合したマガイニン2の濃度がポア形成の速

度定数を決定していることを示している。

マガイニン 2が脂質膜の構造に与える影響を調べるために GIVの変形の研究が行われている
lTmbaandYamazaki,2005)。 マガイニン2をチュープ形のGIWに添加すると、中央がくびれてい
き、一連真珠形になる。また、楕円体のGIVは細いチュープでつながれた二つの球形のGIWに
なる。これらの変形はADE(Area DlfFerence Elastl出 → モデル (HemnCh∝ d,1993:Malet d,1994)

によって説明される。ADE‐モデルは細胞やリポソームなどの形を決定する理論として最も有力な

ものである。一般に曲げ弾性エネルギーと伸びの弾性エネルギーの和であるQ「Vの弾性エネルギ
ーを最小とするようにリポソームなどは変形する。体積一定の条件では、外側単分子膜の表面積

と内側単分子膜の表面積の差が重要になる。その値が上昇するにつれて、上記のような変形が起

こる。つまり、マガイニン2は内側と外側の表面積の差を増大させることが ADEモデルから考え
られる。これはマガイニン2が外側単分子膜に吸着し、深く膜界面に入つて外側の単分子膜の面

蹟を増加させたことを意味している。

4̈ 研究目的

この論文では、抗菌性ペプチドのマガイニン2と膜透過性ペプチドのトランスポータン loと脂

質膜の相互作用を単一 G171V法を用いて調べた。



(2章)マガイニン2の脂質膜中のポア形成のメカニズムを解明するためには、そのポア形成の

キネティックパスウェイを明ら力ヽ こする事が重要である。そのためにマガイニン2が誘起する脂

質膜中のポアの大きさやその時間的変化を明らかにすることを試みた。平衡状態でのポアの大き

さを測定する方法はあるが、ポアの大きさの速い時間変化を測定する方法は今まで存在しなかつ

た。ここでは大きさの異なる蛍光プロープの 1個のαⅣ からの膜透過の速度の時間変化を測定す

ることにより、ポアの大きさの時間変化を測定することを試みた。単一 GtW法をもちいて
50%DOPG/59/ODOPC膜においてさまざまなおおきさの蛍光プロープを使用した。蛍光プロープ
として、様々な平均分子量 (1500‐ 70kま で)をもつテキサスレッドデキストラン cRD)とエフアイ

テイーシーアルブミン (ΠTC‐albmり、アレクサフルオロトリプシンインヒビターKAF‐SBII)を

使用した。これらの蛍光プロープはすべて水溶液中の拡散定数の測定により、ストークスーアイ

ンシュタイン半径が実験的に求まっている。マガイニン2が誘起するこれらの蛍光プロープの

GIVからの漏れ (膜透過)の速度定数を解析することにより、マガイニン2が誘起するポアの大
きさが時間と共に変化する事を発見し、それにもとづいてポア形成のメカニズムを提案した。

o章)Tp10と 脂質膜の相互作用の研究では Ll「V懸濁液法が今までおこなわれてきた (Ymde■ et
誠,2007)。 しかし、それでは物理量の平均値のみしか情報は得られず、反応の索過程や速度定数

などの情報は失われてきた。Tp10が誘起する蛍光プロープの膜透過の素過程やメカニズムを解明

するために、Tp10と脂質膜の相互作用を単一 GIW法で調べた。脂質膜としては電気的に中性で
あるDOPC膜を用いた。 DOPCのみではパッファー中では GIWが作成できないので、PEG‐lipid
法を用いた (Yamashtta et al,2002)。 PEG llpid法では少量の PEG‐llpld(こ こではジオレオイルホス

ファチジルエタノールアミン‐N‐‐ポリエチレングリコール 2000 1PEG2K‐DOPEl)を膜に添カロするこ

とにより高イオン濃度下でもGUVが作成できる。また、G【Ⅳ を固定するために月旨質中にピオチ
ン‐Xジヘキサノイルホスファチジルエタノールアミン(biOtln_x_DIIPE)を加え、ガラス上でピォチ
ン‐BSAに結合したストレプトアビジンと結合させた。TP10が誘起するカルセインのもれや餌
の構造変化を単一 GIV法により研究し、TP10が誘起する脂質膜のポア形成の特性を研究した。
rp10が誘起する GIJVの大きさの変化についても調べた。以上の実験結果にもとづいて Tp10が誘

痙する脂質膜中のポア形成の特性やメカニズムを考察した。



Structure Nalne ofAMPs origin Number
ofaa

Positive aa

α‐helix Cecropin A Sik moth 41 aa 6K+lR

Maganin2 ■og 23 4K

Dermaseptin I ■og 41 4K

LL…37 human 41 4K44R

Buforin Ⅱ vertebrate 22 lK14R

PGLa ■og 21 《

lS‐S bond Bactenesin 1 Cow 12 4R

3S‐S bond α‐defensin human 30 4R

β‐defensin Cow 38 5R

β‐Sheet Protegrm-1 Porcine 18 6R

Lactofericin B Bovine milk 15 2K+5R
linear,non中

oL‐helix

indolicidin Cow 13 lK+2R

贅 1‐ 1

売菌性ペプチドの種類と特性



s珈日ucme Nalne ofCPPs Numeber of aa Positive aa
alnphiphiHc Tp10 21aa 4K

short amphiphlic penetatin 16 3R+4K
pVEC 18 4R+2K
M918 22 7R

hydrophlic R9 9 9R
TAT“8-60) 13 6R+2K

表 1-2

膜透過性ペプチドのまとめ

ロ



第2章  抗菌性ペプチドのマガイニン 2が脂質膜中で誘起するポア形成のキネティック
パスウェイ

2‐ 1 序論

抗菌性ペプチド

“

MDは 細菌を殺す作用をもち、両生類、無脊椎動物、植物、哺乳類
の組織で発見、単離されている。マガイニン2は脊椎動物では最初に発見されたAMPであ
るい 2002;Hwang andVogel,1998、 マガイニン2はアフリカツメガエル物

“
力
“
あ

で単離され α田賦 1987 Zaslofet al.,1988p、 LIW懸濁液やX線回折などで研究されて
きた OLttuzah et al,1995;Bogp et al,2001;GrOgory et al.,2∞ 9;Ludtke et al,

1996;Yang et al,2∞ 0。 D・アミノ酸だけのマガイニン2を作成したら、L‐アミノ酸とほぼ

同じ活性を示した CWade et al.,1990。 一次構造ではリジン残基を4個持ち、二次構造で

は膜界面に結合した時、α‐ヘリックスをとる。マガイニン 2は脂質膜に直接作用し、膜に

穴をあけることでその抗菌作用を果たしていると考えられている。蛍光物質を入れたLUV
ではマガイニン 2により全体の LtIVからゆっくりと蛍光物質が漏れると考えられてきた。
しかし、単一 GIW法を用いた研究により、マガイニン2は一過性の大きな漏れを引き起こ
すことが分かった。漏れは確率的であり、濃度とともに Gl「Vからカルセインの漏れたGW
の確率は増大する CTamba andhmaねЦ 2∞D。 また、マガイニン2のポア形成の速度定
数はマガイニン2の膜表面濃度で決まることが単一 GIW法の研究により分かつたCTamba
and YamazaЦ  2009。  マガイニン2が形成するポアの構造としてはトロイグル構造
(憾Юidal mOdeDと バレルースティブ構造Garrel‐stave mOdeDが 考えられている (Melo et

al,2∞9。 最近の分子動力学シュミレーションは トロイダル構造を支持 している
い ndadOu et al"2006p。

膜に結合したマガイニン2がどのようにして脂質膜中にポアを形成するかは実験的に全

く情報がない。しかし、マガイニン2の脂質膜中のポア形成のメカニズムを解明するため
にはそのポア形成のキネティックパスウェイを明らかにする事が重要である。本研究では

その目的のために単一GtW法を用いてマガイニン2が誘起する大きさのことなる蛍光プロ
ープのGIWからの膜透過を研究した。その結果マガイニン2が誘起するポアの大きさが時
間と共に変化する事を発見し、それにもとづいてポア形成のメカニズムを提案した。

2・2試薬と実験方法

2‐ 2‐1 試料            
‐

ジオレオイルホスファチジルコリンoOPO,ジオレオイルホスファチジルグリセロ
ールoOPOはアヴァンチ社より、テキサスレッドデキストラン(平均分子量はそれぞれ
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3000,10000,40000,70000KTRD・ 3k,TRD・ 10k,TRD40k,TRD700,フ ルオレセインイソ

チアネー トボヴァインセラムアルプミン (■TC・B帥 ,ト リプシンインフロムソイビーン
アレクサフルオロ488コ ンジュゲー ト CAF‐SBTI)はインビトログン社より購入した。牛血

清アルブミン (bOvme semtllalbumlt BSA)は 和光純薬工業 (株)よ り購入した。

22 ペプチドの合成と精製

マガイニン2はペプチドシンセサイザー433A CPE App“ d Blosystem、 Lttter 、ヽCAl
を用いて FastMoc法により合成した。配列は GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNSで カル
ボキシル末端がアミド化されている。l mmolの Fmoc・ L‐アミノ酸をカー トリッジにつめ

て使用し、ペプチドを固定するレジンとしては 01mm。1のアミド化レジンを使用した。活
性化剤として、132mL DMFに 25g HATUを溶解させたものを用いた。

合成されたペプチドをレジンから切り離すために、10 mLト リフルオロ酢酸 ぐ田鱒、250

山 1,2・エタンジチオール、500 μLミ リQ、  5001Lチオアニソール、Q75g結晶フェノ
ールの混合液体とペプチドーレジン 100 mgを 3時間室温で反応させ、その後、ガラスクー

ルでろ過することによリレジンを取り除いた。ろ液であるペプチドのTFA溶液に tert‐プチ
ルメチルエーテル KMTBE)を 60 mL加えて、ペプチ ドを沈殿させ、その後沈殿を 3 mL
ミリQを用いて溶解した。その水溶液を凍結乾燥することによリペプチドの粗精製物を得
た。逆相カラム (ナカライ COSMOSIL 5018-AR 10× 250mmlを用いて HPLC(島
津、SPD‐ 20A,LC20ATlに よリペプチドを精製した。HPLCの溶媒 Aは 0.1%TFAを含む
ミリQであり、溶媒 Bは 01%TFAを含む 90%アセ トニ トリル/10%ミ リQである。1分間
に 05%溶媒 Bが上昇するグラジエントをかけて精製した。精製されたマガイニン2溶液
は凍結乾燥した。

精製されたマガイニン2はエレクトロスプレー質量分析器を用いて分子質量を得た。得

られた質量は 2465± 1であり、目的物であるマガイ‐ン2の平均分子量に相当している。

2‐ 2‐3 単一 GIIV法による実験方法

GtWは脂質の薄い層を水溶液中で静力ヽ こ水和させることにより得る。クロロホルムに溶
解した lmMの リン脂質の混合溶液 (50mol%DOPC/50nlol%DOPG)を ガラス製のサンプ
ル管に 200 pLカロえ、室温で窒素ガスを用いて乾燥し、薄い混合膜の脂質フィルムを作製し

た。さらに回転式真空ポンプにつないである真空デシケーター中に 10時間以上おき、クロ

ロホルムを完全に乾燥した。乾燥した脂質膜フィルムに 10」 の水をのせ、50℃で5分間
のプレハイドレーションをおこなつた。その後、ldの 0.lMス クロースと蛍光プロープ
を含む緩衝液A(10 mM PIPES OH7.Ol,150 mM NaCl,l mM EGTAlを サンプル管に加

え 37℃で 2時間静置した。蛍光プロープとしては TRD‐ 3k、  TRD‐ 10k、 TRD40k、
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TRD‐ 70K、  ΠTC‐BSA、  AF‐SBTIを使用した。
水溶性の蛍光プロープを内包したGIWはグル濾過法を用いてGIV内外にある蛍光プロ
ープを取り除き精製をした。まず、上記の方法で作製した懸濁液に含まれる脂質の塊や多

重層リポソーム (MLDを取り除くためGIW懸濁液を遠心分離 (12000 rpm、 15分間、
2Kl℃)した。次に GUVに内包されなかつたカルセインを取り除くために、遠心後の試料
の上澄み液をセファデックス G75-カ ラム (面積 27.7 cm2x高 さ5.5 cln,容積 4晰

"■
り

でグル濾過した。カルセインの大きさは GIVに比べて非常に小さく、カルセインはグルの
内部の奥にまで入り込み、カラム中のグルを通り抜けるスピードが GUVに比べて遅くなる。
これを利用して GIVと GIWに内包されなかつたカルセインを分離することができる。
蛍光位相差顕微鏡は IX‐70(オ リンパス)を使用した。蛍光位相差顕微鏡での観察では、

スライ ドガラスの上に手製のシリコンスペーサー (コの字型のシリコンシー ト、3 mmX10
mmX12 1nnl、 容積 350 pDをおきカバーガラスをその上にのせたチャンバーを用いた。
その際に、ガラスとGIVが相互作用を起こして GIWがガラスに接着しないようにするた
めに、あらかじめ l mg/mLの ウシ血清アルプミン OSAp水溶液を300ル 入れてガラス
をコーティングしておいた (BsAコーティング)。 顕微鏡に取り付けられた EM‐CCDカ メ
ラ (浜松ホトニクス ;EM‐CCD,C9100をパソコンにつないで、実験の過程を録画し、画
像解析ソフトAQUACOSMOS(浜松ホトニクス)で解析を行った。
マガイニン2の水溶液を一個のGtVに添珈するためにマイクロピペットを用いた。マイ
クロピペ ッ トは内径 1.O mmの ガラス管 C‐1,N館麓Ц∂ を微小管製作器 CPP‐83,
Natthlge,IIbぃ ,」apaoで細く伸ばし、ダイヤモンドカッターでガラスに傷をつけて切断

することにより作製した。実験では 20 μm程度の直径を持つマイクロピペットを用いた。
マイクロピペットは二次元水圧マイクロマニピュレーター (Ntthr,NM肝 2Dに固定
され二次元の方向に任意で操作できる。

水溶液中のマガイ‐ン2濃度は、マガイニン2のアミノ酸配列中に含まれる Phe残基が
260・mの波長の光を吸収することを利用し、マガイニン2の濃度と260■mの波長に対す
る吸光度の検量線を作製 し、それを用いてマガイニン2の濃度を決定した。マガイニン2

は Ql Mグルコースを含む緩衝液A中に溶解させ、マイクロピペットで Gl「Vに添加した。

2‐3結果

2‐3-1マ ガイニン2が誘起する¶D‐3kの GIWからの漏れ

TRD‐3kと は平均分子量 1500のデキストランに蛍光プロープのテキサスレッドが結合

したものである。ストークス‐アィンシュタイン半径 鉱 散定数からもとめられる物質の半

径;島E)は 1.4 nloである (輛ne et al.,2008;VenturOL and ttppe,200D。 図 2.1は 71M
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マガイニン2と 内部に TRD‐ 3kを含む 50%DOPG/DOPCの 相互作用を示している。図 2.1
のo(1)はマガイニン2の添加前のGIWの位相差像であり、GIVの内部が01Mス クロー
ス溶液と外部が01Mグルコースであるため位相差が生じ、高いコントラストが生じている。
GUVの内部の蛍光強度は 170秒間は一定で、その後急速に減少し、220秒後では最初の蛍
光強度の 10%以下だつた (図 2.1(D)。 ポアは 171秒辺りで形成されたと考えられる。一方

マガイニン2添加後のαⅣ は膜のみが観察され、コントラストは大きく減少した (図 21cゝ
これはマガイニン2により、GtrVの内側からスクロースがもれ拡散し、また外側からグル

コースが流入することで GUV内外に物質の差がなくなつたことをあらわしている。また、

膜の形はおなじであり急激な蛍光強度の減少が始まったときにポアが形成されたと考えら

れる。したがって、この現象は膜の破裂や欠損などではなく、脂質膜中に小さな孔(ポア)

が生じ、そこから蛍光プロープやスクロースがもれたと考えられる camba and Yamazak,

2005ヽ また、多くの GIVに対して実験したが、結果は同様で、ポア形成から約 1∞ 秒間
で TRD‐ 3■ の 900/6が漏れでたことがわかった (図 2.10。 多くの調べた 1個の GIIVの中で

蛍光プロープの漏れていない割合、P_o、 の時間変化は図2.1(Dのようになり、次式の
指数関数でフィッティングできた。

Pr,"",(r) = opl *p6 -rr)] 0‐D

ここでわ はポア形成の速度定数、reqはフィッティングパラメーター。reqはマガイニン2が

GIWの膜に結合して、平衡状態になるまでの時間である cambaandYamazat 2005)。 この
ときれ は 0.014± 0.00181であらわされた。

2‐ 3‐2 TRD‐10kの GIVか らの漏れ

m‐ lokと はデキストランにテキサスレッドが結合したもので平均分子量 10000からな
る0商 =2.7n=OCdm etal.,2008p。 図 2.2(0は 7●Mマガイニン2と TRD‐10kを含む 50/●
DOPG/DOPC‐GⅣ の相互作用を示す。GIWの内部の蛍光強度は減少した。7出Iマガイニ
ン 2を添加 したとき、蛍光強度は数秒間急速に減少後、ゆつくりと減少した。TRD‐ 10kが

GtWからの漏れはじめてから、100秒の間に、60%が漏れた。多くの GtWに対して実験
したが、結果は同様で、二相性の蛍光強度減少を示た(図 2.2Ap。

4山Iマガイニン2では二相性の蛍光強度減少をもつとはつきりとしめした徊 2.2D。 対
照的に 151Mマガイニン2では、最初の急速な 5秒間の漏れでm‐ 10kの 70%がもれ、
その後ゆつくりとしたもれが起こつた (図 2.20。

2‐ 3‐3 マガイニン 2が誘起するΠTC‐B乳 TRD‐ 40k,TRD‐ 70kの GIJVか らの漏れ

ΠTC‐BSAの 名Eは 3.6■ m、 TRD40kは分子量が 35000‐50000で 』れ は 5.O nm、
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TRD・ 70kは分子量 60000・90000で 鳥コは 6.4 mnであるCGoins et al.,2000。 図 2.3Aの

ように、15ルWIマガイニン 2を ΠTC‐BSA入 りのGIWに添カロすると、蛍光は強度は短く
5秒間程度の一過性のわずかな減少を示した。減少率は 10%程度だつた。それ以降はまっ
たく減少しなかつた。一方、位相差像の観察からスクロースは 100%も れていた。TRD・ 40k

や TRD・ 70kでも同様の結果がえられた。

2‐ 3‐4 AF・SBTIの GIVか らの漏れ

AF‐SBTIは 島Eは 2.8nmで ある (GrlbbOn and Harangham,1990。 15山Iマガイニ

ン2によるAF・SBTIの GIWか らの漏れは初期状態と定常状態の二相性を示し、TRD‐ 10k
と類似 していた。最初の急速な漏れの後に、ゆつくりとした漏れが続き、100秒間で

AF‐SBTIの 70%が もれた。 (図 2.3B)

一方 711Mマガイニン2では FITC・ BSA同様、急速な、一過性のわずかな漏れを示した。
その後は蛍光強度は変化しなかつた。

2‐4 考察

2.41 マガイニン2が誘起する種々の大きさの蛍光プロープの漏れ

実験結果は GいZからの蛍光物質の漏れが物質の大きさによることを示した。TRD・ 3k、
TRD・ 10k、 AF‐SBTIの ような比較的小さな蛍光物質は最初に急激な一過性の漏れを示した

あと、ゆつくりとした漏れが続いた。つまり漏れ方が初期状態と定常状態の二相性であっ

た。一方、TRD・ 40k、 TRD・ 70k、 ΠTC‐BSAのような大きな蛍光物質では蛍光物質の 1020%
程度の小さな急激な漏れを 10秒間示した。

2.42 蛍光プロープの漏れの定量的解析

蛍光物質の漏れの速度定数、塩 ,は次の式で決定される。

C"(′)=針 CXp(-1幌 r) (2・2

びマ)は時刻″におけるGIW内の蛍光物質の濃度,αhはポア形成前のGIW内の蛍光物質
の濃度を示す。漏れる前の蛍光強度と漏れが起こつてからι秒後の蛍光強度をくo)、 oとお
くと蛍光物質の濃度と蛍光強度はほぼ比例するので、つぎの式が成り立つ。

c" (t)tct = r(t)/r(o)= Fr

14

0・0



″ の対数の時間変化の曲線から漏れの速度定数島はを定量的にもとめることができる。

図24に典型的な実験結果を示した。ポア形成した後の初期状態と最終的な定常状態はふた
つの直線で近似できる(図 2.0。 それぞれの直線の傾きより、初期状態の漏れの速度定数

L鮮 ,と 定常状態の漏れの速度定数、に響 が求まつた。4 ndマガイニン2では TRD3‐k

の場合、4″ =1.2× 102s・ 1ぉょび 』々響"=4.5× 1038‐
1で に響 がた貯 より40倍大き

かつた。TRD‐ 10kの場合硫解 =55X102s‐
1ぉ
ょび 』々絆 =2.2× 1008‐1であつた。

TRD‐41kや Frc‐BsAのような大きなサイズの蛍光プロープは初期状態の漏れのみ起こり、
最終的な定常状態の漏れがどのマガイニン2濃度でも観測されたのはTRD‐ 3kと TRD‐ 10k

のみであった。また、7n4以 下のマガイニン2で TRD‐ 10kが ゆっくり漏れたのは、
TRD‐10kにおいて分子量の分布があつたためだと考えられる。AF‐SBTIは 7碑【以下のマ

ガイニン2で定常状態において漏れなかった。これらのことから、定常状態においてポア

の大きさは7口Л以下のマガイニン2では2.8nmょ リイヽさく1.4nmょ り大きいといえる。
一方 15口dマガイニン2の場合は、AF・SBTIの定常状態の漏れをひきおこしたことから、
ポアの大きさは、2.811m(sBTIの 瑕めより大きく、36nm OSAの nのより小さい。つま
りこの結果、定常状態におけるポアの大きさは濃度と共に増大することがわかる。

初期状態は漏れの速度定数が大きいので単純な拡散により蛍光プロープが漏れると考えら

れる。まず蛍光プロープの流速 Jは、フィックの式より(Schultz,1980、

(2‐0

とかける。ここで力は膜の厚さで、Pは膜透過係数である。GIVの外部は体積が非常に大
きく、GUVの内部から漏れてきた蛍光プロープは拡散するので、C″〔)は 0と近似できる。
よって、

ノ=―P(C"C)― C“←))=―う|(C"(r)_C″ (r))

'禁
=―,SPC"

我劣=eXpC―端の 0‐め

ここで Sはポア領域の有効面積、,はポア内での物質の拡散定数、アは GIWの体積であ
る。

塩=器        00
-方、拡散定数 Dと ストークス‐アィンシュタイン半径 I焔の間には以下の関係が成り立つ
(ス トークス‐アィンシュタインのう 。
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D= ル『  =245x101?″ 2∫ -1
6η鶴   %

(27)

ここで■はボルツマン定数、 7は絶対温度、■は水溶液中の粘性係数である。o6)式を用い

て実験より求めた漏れの速度定数紀晨より、Spを求めた (表 1へ 表 2A)。

表 2.lAにかいてあるように、初期状態においては蛍光物質によらず、島はほぼ同じ大き

さとなった。そして、マガイニン2の濃度の増加とともにおおきくなつた。,の値はポア
中の水とバルク中の水では摩擦のため、異なる。そのため島の値にも誤差が生じる。最初

のポアにおいてはポアが大きいので、摩擦は少ないとして sの値を使用した。次に、初期
状態のポアは 1つ と仮定して、ポアの半径を計算した俵 2.lD。

2.4.3   マガイニン2が誘起するポア形成のメカニズムの仮説

ポア形成の機構について考察する。まず、マガイニン2の正電荷とDOPGの負電荷の静
電相互作用によリマガイニン2が外側単分子膜の界面に結合する。膜界面ではマガイニン

2は α・ヘリックスを形成し、膜面に平行に配置する。マガイ‐ン2を構成するPheな どの

アミノ酸は膜界面疎水性が高いので、マガイニン2は膜界面に深く挿入することができ、

その結果、膜の外側単分子膜の表面積を増大させる。マガイニン2が結合したとき、GW
の形は球形のまま保たれる。そのためには、内側の単分子膜は外側の単分子膜と同じ面積

になる必要がある。その結果、内側の単分子膜も表面積を広げるように張力がかかる (図

50の矢印がこの張力を表わつ 。膜にかかる張力はマガイニン2の表面積とともに増大する。
外力により生じた膜にかかった張力により、膜の横方向の密度の熱揺らぎの結果、ポアが

形成されることは知られている (Sandre et al.,1999;Karatekin et al.,2000(Evams et al.,

2∞う。内側単分子膜は熱揺らぎによる小さな脂質の欠損部位が出来ては消える(図 50)。

そうしたのち、それが大きくなり、その結果膜にポアが形成される。ポアは出来た瞬間か

ら、外側に引つ張られ、ポアの半径は大きくなる。(図 5(D)その後時間がたつと、広がり
すぎたポアを開じる方に力が働きポアは小さくなる。そして別のポアがその他幾つかの場

所に出来る。

使われた蛍光物質の種類に関係なく、同じ濃度のマガイ三ン2に対して、同じポアの大き

さを示した。マガイニン2の濃度が増加するとともにポアの大きさも増大した。また、m
の大きさが増加するともに、ポアの大きさも増大した。以前なされた研究(Tamba

andYamazakl,2009〉のように、外側脂質分子あたりのマガイニン2濃度が 60 mlnO1/molが ポ

ア形成に必要である。イオンチャネルやポア形成をする毒たんぱく質のような特殊なやり

方ならば、これほどの高い濃度は必要とされなかつたであろう。
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2.5結論

マガイニン2が誘起するポアを介しての種々の大きさの異なる蛍光プロープの漏れの解

析から漏れの速度定数を求めた。マガイニン2が誘起するポアにおける蛍光プロープの漏

れの速度定数は初期状態では非常に大きいが、その後小さくなり、やがて定常状態の速度

定数になつた。この結果よリマガイニン2は最初脂質膜に大きなポアを一過性に開けるが、

その後ポアの半径は時間と共に小さくなり最終的には安定なちいさな半径のポアに変化す

る事が推測される。マガイニン2のポア形成のメカニズムの仮説を新たに提唱した。
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図 2.1 マガイニン2によるTШD‐3kの 50°/ODOPG/DOPC‐GUVか らの漏れ
マガイニン2の濃度は 7μM。 25℃で実験を行つた。

ω (1)と (3)は位相差像(2は蛍光顕微鏡像

11秒(1)の時のコンストラクトが 245秒(3)ではなくなつている。膜の形は保持されてい

る。

①)60の GW内 部の規格化した蛍光強度の時間変化
(0他のGUV内部の規格化された蛍光強度変化
1本の曲線は 1個の GUVの結果を表す
(D)50%DOPG/DOPC¨ GUVの Pmtaこ の時間変化。曲線は式(2.1)で最もよくフィットした場
合の結果を表す
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図 2.2マガイニン2によるTRD・ 10kの 50%DOPG/DOPC‐Gl「Vか らの漏れ
マガイニン2との相互作用により誘起された GIWないの蛍光強度幌 格化したもの)の時間
変化 1個の曲線は 1個のGIWの結果を表す。
CA17山I、 (D4山 I、 (015山Iマガイニン2
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15 1tMマガイニン2を 26℃で添カロしたときの蛍光強度の時間変化
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図 2.4 マガイニン 2により誘起されるGIWの蛍光強度の対数の時間変化
TRD‐ 3kと TRD・ 10kを含むGtWに 4出Iマガイニン2を添加したときその蛍光強度を規
格化したものの対数0」りの時間変化

それぞれのグラフは初期状態と定常状態の2つの直線で近似される
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ポア形成のメカニズムの仮説

0マガイニン2が外側単分子膜に結合
内側単分子膜が矢印方向に引つぱられる

(D熱揺らぎによるポア形成
(Ё )脂質分子が拡散

(iv)マガイニン2が内側単分子膜に入ることにより矢印方向に引かれる

0定 常状態のポア形成
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表 21    初期状態のポアにおける漏れの速度定数、ポアの有効面積、半径
rAl

Fluorescent the rate constants ofthe leakage: frHX' G-')
Probes the effective cross-sectional area of the pores: S, (nm2)

the number of GUVs examined: r
Rss (nm) the radius of the pore: 4, (nm)

4 gMmagainin 2 7口νlmttnin 2 15脚Ⅵ呻 面■2

Calcein (3.6 + 1.0)x10-1 N.D. N.D.
014 (1.9 + 0.4)x103

7
24 +2

TRD‐ 3k

14
(1.2 + o.l)x10-t
(1.0 + 9.1;*19:

9
18+ I 26■ 1

1

46± 2

(1.9 + 0.l)rtO.l (22 + 0S)xt0-
(2.1 + 0.l)x103 (6.6 + 0.5)x103

29 t2

D‐ 10k
27

(55■ 05)x10崚

(1.2■ 01)x103
11

20■ 1

(82■ 0.8)x10~2

(20■ 01)× 103
12

25■ 1

(2.4+0.!xfi-l
(4.9 + 0.7)x103

t2
40+3

AF‐SBTI
2.8

(3.6 + 0.7)xl0:'
(8 + 2)x102

6
16+3

aEnlxlo]
(2.2 * 0.3)x1,03

t4
26 +2

(25■ 02)x10~1

(4.7■ 04)x103

17

39■ 2
ITu)‐40k
50

N.D. (4.0 + 0.3tl-a
(1,8 + 0.3)x103

10
24+2

(1.2■ 0.1)X10~1

(46■ 0.4)× 103
17

38± 2
FITC‐BSA
36

ND.

“

.8■ 03)x10″

(1.3■ 0 1)x103

9

20・Ll

(1.9■ 02)x10~1

(6 JL l)x103

7
44■ 4
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③   定常状態のポアにおける漏れの速度定数、ポアの有効面積

Fluorescent

Probes
D (m2 s-1)

the rate constanb of the leakage: ft,Y' (r')
the effective cross-sectional area of the pores: .$ (nm')
the number of GUVs examined: z

4 pM magainin 2 7 pM magainin 2 15 pM magainin 2

Cal∝h
3_3x10~1°

N.D ND.(5.6+2.1)xl}a
(3.3+ 1.2)x102

7
TRD-3K
1.7x10-ro

(4.5+0.4)xl0-3
(3.8 + 0.5)xlot

I

(r.o+o. ri;io'z
(1.1+0.1)x 102

28

Q.0+0.6)x104
(1.9 + 0.gxld

12

TRD-1OK
9.1x l0-1r

Q.2+0.5)xto4
(5 + 1) x101

1l

13.3 + 0.4;x t0'i
(7.7+0.7)xl0l

t2

(?^6 + 09)r10t-
(1.7+0.3)x102

t2
AF-SBTI
8.8 x10-rl

No leabge

6

No leakage

12

Q.6+0.4)x1.04
(6+ 1)x10t

t6
m‐ 40k     ND     No lcakage      No lea■ age
4.9x10~11

10              17
FITC.BSA
6.8x10-rr

ND No leakagc

9

No lcakage

7
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第 3章   膜透過性ペプチドのトランスポータン10が誘起する脂質膜中のポア形成の研究

31 はじめに

トランスポータン 10 KTp10はハチ由来のマストパランとニューロペプチドのガラニンを

リジンによりつなげ N末側のアミノ酸を 6個削つた 21残基のペプチドであるCmoomet8
etal.,2000。 マストパランは単独で、膜透過性能をもつ (Yandek et al,2009ヽ また、ガラニ

ンはシナプスで、神経伝達物質として放出される。そして、脊髄の売進性を抑制する。Tp10

は、ガラニン受容体に作用にしないことから脂質膜に直接作用することが考えられている。

Tp10は膜透過性ペプチドである。細胞に、添加したとき、内側へ移行することが報告されて

いるので、膜透過ペプチドであるCPooga et al.,20001 El・ Anda10ussi et al,200D。 ゅ loに

より、細胞の外から内へ透過し物質を輸送する事が期待できる。

これまでのηp10の実験ではLtW懸濁法が主だった。小さな蛍光プロープを含むLWと
Tp10を相互作用させると時間とともに蛍光プロープはゆっくりとLIVの外に漏れた。また、
LtWに蛍光物質 AblTSと 消光剤 DPXを入れ、それぞれの漏れ方の違いによつて生じる蛍光
強度時間変化も調べられているCYandek et al.,200つ 。その結果リポソームからの蛍光物質の

漏れは急激に起きるものでなく、徐々におきるものであると推測され、ペプチ ドの膜透過性

のフリップフロップ様モデルが提起された。

本章では、Tp10が誘起する蛍光プロープの膜透過の素過程やメカニズムを解明するために、

Tp10と 脂質膜の相互作用を単一 GIW法でしらべた。特にTp10が誘起するカルセインのも
れや GIIVの構造変化を単一 GIV法により研究し、Tp10が誘起する脂質膜のポア形成の特
性を研究した。

3.2 試薬と実験方法

321 試薬

DOPCと 、ジオレオイルホスファチジルエタノールアミン‐N‐ポリエチレングリコー
ル 2000 eEG2K‐DOP助をアバンチ社より、ビオチン‐X‐ジベキサノイルホスファチジルエ

タノールアミン●晟晨X‐DHP動をインヴィ トログン社より、HEPES、 とEDTAを ドージ
ンドーより、牛血清アルブミン (b"血esenlln albmt BSA)は和光純薬工業 (株)よ り

購入した。

32.2ペプチド合成と精製

Tp10は以下のような配列をもつている。AGYLLGШ NLKALAALAKKILam施。FastMoc
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法によリペプチドシンセサイザー433ACPE AppLd Biospteme,Foster Ciし CApで合成し

た。野 10の精製を行なうために、粗精製物の Tp10を ミリQで完全に溶かし、HPLCを用
いて精製した。HPLCに用いるSol.Aは専用のポリ容器に lLの H20を入れ l mLの TFA
を加え作製した。Sol.Bは専用のポリ容器に900mlの AcCN(アセ トニトリル)を入れ 1∞ mL
のミリQと l mLの TFAを加えて作製した。カラムは精製用カラム COSMOSIL 5C18-
AR 10× 250 mmを用いて精製した。ゅ 10のペプチド結合は 214 nmの波長を吸収するの

で、重水素ランプの波長を214 nmで固定した。粗精製物 Tp10を上記プログラムでHPLC
内に流し、一番大きなピークが現れたところの先端だけを集め、アセ トニ トリル溶液に溶け

た精製された 野 10が得られた。またこのときにピークの根元付近のショルダーまで集めな

いように注意した。精製された ヽ 10溶液は液体窒素に10分程度つけ完全に冷凍させ、凍
結乾燥を行った。-30℃で保存をした。

精製されたペプチ ドはィォンスプレー質量分析器rAP1 150ExPE SCIExPE Apphed
BIosysttma Foster Ciし CApで分析された。ηp10の ull定値は2181± 1であつた。化学組成

と同じ分子量が得られた。

ペプチドの濃度決定は吸光光度計をもちいた。280 nmでの 野 10のモル吸光度を 1280

(crlM l)と して計算をした。

3.23 GUVの作製と精製

Gいたは脂質の薄い層を水溶液中で静かに水和 (プレハイ ドレーション)させることによ
り得 る。 クロロホル ムに溶解 した l mMの リン脂質 の混合溶液 (97.5 mol%
DOPC/1.5mo10/OPEG2k‐ DOPE/1mol%bb血‐X‐DHPE)をガラス製のサンプル管に 200ュ
カロえ、室温で窒素ガスを用いて乾爆し、薄い混合膜の脂質フィルムを作製した。さらに回転

式真空ポンプにつないである真空デシケーター中に 10時間以上おき、クロロホルムを完全に

乾燥した。乾燥した脂質膜フィルムに 10 pLの水をのせ、50℃で 10分間のプレハイドレー

ションをおこなつた。その後、l mLの 0.lMス クロースとlmMカルセインを含む緩衝液
A(10 mM HEPES● H7め、100 mM NaCl、 l mM EGTAlをサンプル管に加え 37℃で
2時間静置した。

まず、上記の方法で作製した GtW溶液中に必ず含まれるMLVを取り除くために、GtlV溶
液を遠心分離 (12000 rpm、 15分間、20℃ )した。水溶性の蛍光プロープであるカルセイン

を内包した GUVは 12 μmのフィルターを用いて精製をした。

3.2.4単一 GtrV法の実験方法

おもに 2‐ 2‐3を参照のこと。

26



添カロさせるために使用するTp10緩衝液は、Tp10が 280 nmの波長の光を吸収することを

利用し、Tp10濃度を決定した。、 10は 0.lMグルコースを含む緩衝液A中に溶解させマイ

クロピペットで GIWに添加した。GtrVと マイクロピペットの距離は 70 μmと した。実験
には 10・ 20個のGIWを用い、独立の実験を 3国以上行つた。

32.5  LIVの作製とLIWを用いた漏れの実験

LIIVは 10 mM DOPCを 100 μLサンプル管にいれ、窒素ガス下で乾燥したのち、真空デ
シケーターで一晩乾燥した。乾燥した脂質に 40 mMカルセイン水溶液を加え、激しく震動
させた。フリーズソーイングをくり返し、200 nmの孔径のポアフィルターに 30回通した。

そののち溶液は G‐ 75カ ラムに緩衝液 Aバ ッファーとともにカロえLIVの画分を採取した。

各濃度のTp10を添カロし、攪拌、蛍光を蛍光分光光度計を用いて測定した。最初 LtW内部の
カルセイン濃度は高いので自己消光により、蛍光強度は小さいが、LIW内のカルセインが
LIJV外部にもれると蛍光強度が増大する。100%のカルセインが LIWの外に漏れたとき、蛍
光強度は最大となるが、それはLIW懸濁液に THわn‐X100が最終的に06% i゙うとなるよう
に加えることによつて実現した。漏れの割合は以下のように計算した。

t_昨 (°/0)=丁
瓦fIIテff書薫万

X100
(3‐
1)

ここで几 akag。 (°/。lと は漏れの割合、ス)は Tp10を添加したときの時刻
`に
おける蛍光強度、

FoくのはLIW懸濁液に緩衝液Aのみを加えたときの蛍光強度、昴肺n x100()は hton‐Xl∞ を
LUV懸濁液に加えたときの蛍光強度である。

33  結果

331  TPloが誘起するLIWか らのカルセインの漏れ

カルセインを含むLIV懸濁液に種々の濃度のTp10を加えたときの漏れの割合を図 3.lCAl
に示した。0.l μM以上の濃度の Tp10と の相互作用では漏れの割合は時間とともに増大し、
10分後にはほぼ一定となつた。10分後の漏れの割合はTp10濃度とともに増加した。  o.4
山 I、 1.2山I]ぃ10では開始後 15分以内に 100%近 く漏れをしめした。0.4出I Tp10で は約
2∞秒で約 80%が漏れた。

33.2  1ぃ loが誘起する1個のGIIVか らのカルセインの漏れ
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マイクロピペットを用いて 1.2 1M TP10を l mM蛍光物質カルセインをふくむ 1個の
DOPC‐GIWの近傍に添加 し、その間の GUVの構造と蛍光強度を蛍光顕微鏡で観察した。
淵庁は 25℃で行つた。Tp10の添加前の位相差像では、GlrVの内(0.lMスクロース)と外(0.1
Mグルコース)の位相の差によつて、強いコントラストがあつた(図 3.200)。 このとき同じ
GIIVの蛍光顕微鏡像ではカルセインにより、GW内 部の蛍光強度は高かつた徊 3.ズO②)。
1.2 1MTp10添加後 140秒あたりまで蛍光強度に変化はなかつたが、その後に蛍光強度が急

激に減少した。急激な減少を始めてから 3Cl秒後の蛍光強度は減少前の 1割程度になつた。
このときの GtVの位相差像(図 3.10ゆ③ )は GtrVの形はそのままで、コントラストのみが
なくなつた。これはGtWが壊れることなく、ポアを形成し、GtW内のスクロースとカルセ
インが流出したためと考えられる。従つて蛍光強度が急激に減少し始めた時刻が Tp10が脂

質膜にポアを形成した時刻と考えられる。同様の条件で多くの 1個の GIVを用いて実験を
行つた。ほかの GtrVで も同様の結果がえられた 徊 3.2(0)。 ただし漏れがおこりはじめ

る間は同じでなく、ランダムであった。つまり、野 10のポζ形成はランダムに起こることが

わかる。

多くのGIWからの漏れを評価する場合、カルセインが漏れたGIVの割合を議論する事が
重要である。よって、実験した GIIVの うち、ηp10を添カロし始めてから′秒後においてすめ

ての調べた GIWの中で漏れた GIWの確率を』Lと定義する。カルセインがもれていない
GUVの割合をFmtactと すると、λ機 =1-几Bである。図 3.2 KDl種々の濃度のTp10が存
在するときのJLの時間変化を表わしている。ん は時間とともに増大し、また■p10濃度の

増大とともに JLの増加する速度はおおきくなつていく。1.2μM Tp10存在下では 250秒で
1000/0の GIWがもれた。図 3.2Cのは野 10と相互作用して 5.5分におけるLと Tp10濃度
の関係をあらわしている。濃度上昇とともに、月

"は
増大した。

また、一方で GIVに Tp10を添カロしたとき一過性のもれが多段階でおこる漏れも見られ
た。図 3.3(0 は 150秒程度まで漏れはなく、その後 30秒の間に 2回小さな漏れが起きて
いる。図3.3(Dは図 3.2(Dと 同じような一度に大きく漏れるという形式を示した。

3.3.5 Tp10と の相互作用によるGIWの位相差像の変化

GIWに 08山11ぃ 10を添加すると、GIWの大きさは減少した(図 3・40XD)。 の では125
秒間後に、0では 33秒後にスクロースがもれはじめ、その後 GIWの大きさが数分かけ小
さくなつた。同様にGIWに 04口Ⅳ『助10を添加するとGIVの大きさは変化した(図 3‐晩
289秒後にスクロースが漏れ始め、GIWの大きさは小さくなった。その後数分の後もQ8岬
ほどの大きさの減少率は示さなかった。

GIVが小さくなるのは多段階で起こる場合や、あまり変化しない場合,一度スクロースが
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漏れた後、急激に小さくなる場合があつた。

33.6 Tp10が誘起する GI「Vの変形

Ъ 10と脂質膜の相互作用によるGIWの変形を調べた。まず、楕円体の GIWと 、 10の
相互作用を調べた(図 3.6(0)。 添カロ開始後、53秒で小さな球形 GIWと 大きな球形 GUVが
細チュープで結合した形に変化した。また、添加を止めて、しばらくすると、もとの楕円形

に戻つた。図 A‐2ではチュープ型の GtWに Tp10を添加した。添加開始後 203秒あたりで
形が変形し始め、2ω 秒で一連真珠形に変化した。楕円型と同様に、添カロを止めて、しばら

くすると、もとのチュープ型に戻つた。11個の楕円体の GIWで実験したところ、10個の
GIWで同様の変形がおこつた。
マイクロピペットによりTp10を添カロすると、GtrVの形はチュープが一連真珠形に、楕円

体が細いチュープで繋がれた二つの球体に変化した。また ゅ 10の添加をやめると元の形に

戻つた。つまり、この変化は可逆性であつた。同様の条件で緩衝液のみを楕円体の GUVと
相互作用させたときは変形はおきなかつた。(n=め

3.4 考察

3.41 ■ 10が誘起するカルセインの漏れ

Tp10をカルセイン入りGUVに添加したとき、一過性の大きな漏れや短い時間でのもれを
くりかえしながら最後に大きな漏れをしめす形式などが確認された。GIVで漏れが起こり始
めてから 30・60秒で完全に漏れる。したがって、律速段階は Tp10が膜中でポア形成をする

段階と考えられる。したがって、LIV懸濁液中でもれが時間とともに増大するのはもれた
LUVCも れた LIIVの割合)が時間とともに増大するためと考えられる。ヽ 10の濃度増大によ

り LI「V懸濁液で漏れの速度が増大する。これは GIWで Tp10の濃度増大により、もれた
GUVの割合が早く高まることと一致している。

3.42  Tp10が誘起するポア形成の速度定数

図 3.7は 1.2山 町 10存在下での JLt競 の時間経過を示した図である。時間とともに、
塩  は減少し、300秒では漏れていないGIVの割合は 0になった。
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ヽ 10が膜に結合した状態G状態)と 、ポアを形成した状態0状態)の 2状態があると仮定す
る。B状態からP状態への転移が 2状態転移と仮定すると、B状態の割合は指数関数的に減
衰する。B状態の割合は実験的に求まる P.tactに等しい。したがって Pntaこ は以下の式で表
される。

爆ntact(r)=eXp(-4(′ ―rl)) (39

ちはB状態からP状態への転移が2状態転移 (つまりいいかえればポア形めの速度定数で,ヵ
はパラメーターである。同様の実験を何回か行つてそれぞれの実験であをもとめ、その平均

をとると1.2岬I Tp10の時は、ち=(8± 3)x103S・ (コ =31となった。表3.1はるのTp10

濃度依存性をあらわす。Tp10濃度の増加とともにおは大きくなる。

343 Tp10が誘起するカルセインの漏れの速度

Tp10が誘起する漏れ方はいろいろな形式を示した。一つは小さな一過性のもれを繰り返す
漏れの形式である。 2つ目は一過性の大きなもれの形式である。ここに GIW内の蛍光強度
F(の を考える。2番目の漏れ方においてGtWはある時刻場からポアを形成すると、F(′)の
その値は指数関数で近似できる。以下のような数式を立てた。

F(′)=exp(―為融(′―′
"))

(33)

12●M Tp10が誘起するカルセインの漏れを図 37に表した。蛍光強度の時間変化を(3.9
式によリフィッティングした結果、ムeak=0053o lが 求まった。また、Tp10の濃度依存性

を表 32にまとめた。九akは Tp10濃度にあまり依存しなかった。GIW内の蛍光強度では最
初の GtW蛍光強度の5%程度が数回漏れる形式と一過性の大きな漏れの形式が見られた。

344 Tp10が誘起するGIR7の変形

Tp10を Gttrにマイクロピペットを用いて添加した。GWの 形はチュープが一連真珠形
に、楕円体が細いチューブで繋がれた二つの球体に変化した。この変化は可逆性であった。

トランスポータン 10を添カロすると、GIJVの近傍に トランスポータン 10が分布され、GIIV

の外側の脂質膜に結合する。添加をやめると、Gl力rからトランポータン 10が解離し、元の

GUV膜に戻る (図 3‐ 5‐DoGい rの変形はADEモデルにより、説明される。チュープが一
連真珠形に、楕円体が細いチューブで繋がれた二つの球体に変化するのは GIVの体積が変
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わらず、外側の単分子膜の表面積が増大した場合である。これは GUVの疎水性部位に疎水
性のアミノ酸をもつ 、 10が入り込み、外側の表面積が増大したことが原因であると考えら
れる。

3.4.5 ¶ぃloが誘起するカルセインの漏れのメカニズム

位相差顕微鏡で GUVに Tp10を添加 したとき大きさの変化が多段階で起こり、結局小さな
脂質の塊になる場合や、一度におおきく変化して小さくなってしまう場合、またあまり変化
しない場合があった。一番目はカルセインの漏れが短い時間でのもれをくりかえす場合に対
応していると考えられる。二番目と二番目はカルセインが一過性の大きな漏れを起こしてい

る場合に対応していると考えられる。

以上のことを踏まえ、野 loが誘起するポア形成を考える。アルメイダの研究グループによ
れば、ペプチ ドは徐々に入り込み、その際内側の分子をもらすフリップフロップ 様モデルを
提起している CYandek et al.,200つ 。しかし、Tp10は正電荷を4個もつので誘電率の低い膜
の疎水性コアを通過するのは困難である。
ペプチドの疎水性基がリポソームの疎水性部位に近づき、外側単分子膜の表面圧を増大さ
せる。その結果不安定となり、ペプチ ドがリポソーム内部に入り込むと考えられる。フリッ
プフロップではなく、一度ポアが開きそののち、かさなりあって、小さくなると考えられる。
Tp10はその配列にマストパランを含んでいる。マストパランとその類似体は水中でGUVに
添加すると、GIVが重層構造となり、小さくなるということが最近発表された。彼らは脂質
膜にポアがあいた後、脂質膜がペプチドを介し重なり合い、重層構造をとると解釈している。

3.5 結論

今回単一 GW法 を使用した。Tplo添加により、ポアが形成されたが、その速度定数やも
れの速度定数を求めることができた。Gl昴アの形は外側単分子膜の増大方向に変形する。ポア
形成の後リポソームが小さくなることも新たにわかった。また、ポアの形成のモデルも示し
た。ηp10が作用するヒト細胞はコレステロールを膜に含んでいる。今後はコレステロールを
含んだ膜とTp10の相互作用を研究する予定である。
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図31  TPloに よるLIWからのカルセインの漏れ

グラフは上からTp10の濃度が 12出I、 0.4山 I、 01山I、 0.01山I、 0.001 μMになっている。
Mito・X100が 06%と なるようにいれたものを使用し、規格化した。
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165.8s

36



. .:

,ne{* fr* rt rt : *il "rl
* . i 'i:,t. t

20s

Os       30s

図 3.6

≒
l l

26s 53s     79s

50s     203s

● ノ ′
、

240s

GUVに O.8 HMTp10を添カロしたときの GL「Vの形の変化  バーは 10 μm
位相差像

うえは楕円形、下はチューブ型からの変形

37



ハヽ臥ヽ
工Ｗ、、

＞
⊃
〇

ぢ
“
ヨ
】
」
ｏ
口
ｏ
】゙
路
出

1。0

0.8

0.6

0。4

0.2

0.0

0 100   200
Tilne(s)

300

口3.7 Tp10添カロしたときの漏れていない GUVの割合
。2 11M Tp10を添加したときの漏れていないGUVの割合と時間の関係を示した図である。50秒
F最初にGUVが漏れ始める。300秒では漏れていないGUVの割合は 0になる。ゎ は0.0123~
である。

38



０

　

８

　

６

　

４

　

２

　

０

１

　

０

　

０

　

０

　

０

　

０

、
串
∽
●
０
一
目
】
０
０
●
０
０
黎
】
０
●
嘔

0   20T壼
19(s)60  80  100

図 3.8

1.2 11M Tp10を添カロしたときのGtrVの蛍光強度の時間変化

rp10を添カロすると、カルセインが漏れ蛍光強度変化が起こった。あるGtWにおいて
その値の変化を近似した。
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Tp10濃度 ち(Sう 実験回数

12口Ⅵ (8*3)x 10'3 n=3

0.8 1tM (13+6)x104 n=2

04μ西1 2,3xt}a n-1

0.2●M nd

表 3.1

種 の々Tp10濃度におけるボア形成の速度定数4の平均値
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Tp10濃度 ″leaKs~1) n

1211M 007」L002 25
08 μM 005」L001 17

04 μM 0056=L0007

表 3。2

各濃度におけるム議の値

GUVからのカルセインの漏れの速度定数
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第 4章

マガイニン2と Tp10のポア形成について単一GIW法を用いて研究した。まずマガイニ
ン2では種々の大きさの蛍光プロープをGUVに入れて、マガイニン2と の相互作用をし
らべ た。 711Mマガイ ニ ン 2と TRD-10kを含 む 59/O DOPG/DOPC―GIJVで は、蛍光強度は数
秒間急速に減少後、ゆつくりと減少した。TRD‐ 10kが GIWか らの漏れはじめてから、100
秒の間に、60%が漏れた。多くの GIIVに対して実験したが、結果は同様で、二相性の蛍光
強度減少を示した。一方よりおおきなΠTC‐BSAを含む GIIVと 15 μMマ ガイニン2の相
互作用では、蛍光強度は短く 5秒間程度の一過性のわずかな減少しかしめさなかった。そ
れ以降はまったく減少しなかった。

また、種々の蛍光プロープの漏れの速度定数より、ポアの有効面積を求めた。ポアは大

きな初期状態から定常状態に変化することが考えられる。

η直0は GIWにポアをあけ、GIWを小さくすることがわかった。また、GIVの外側単
分子膜の面積を増大させることも、GtWの変形の実験より考えられる。
二つのペプチドの共通点は配列である。一次配列ではリジンを多く持ち、二次配列では

膜中でα‐ヘリックスをとる。もともと抗菌性ペプチドのリジンを含むグループと抗菌性ペプ

チ度は類似しているCatemeh et a1 2011)。 異なるのは目的の細胞である。マガイニン2は
菌などの負電荷を帯びた脂質膜を対象とするのに対し、町 loはヒトを対象とし、中性脂質
に結合する。マガイニン2はヒトには攻撃しないが、それは負電荷を外側単分子膜にもた
ないことと、コレステロールを含んでいることが原因といわれている。2つのペプチドの類
似点と相異点を表 51にまとめた。
コレステロールはヒトなどの月旨質膜にみられ、膜の弾性率を大きくする。コレステロー

ルを含む膜とトランスポータン 10と の相互作用は今後の課題である。
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マガイニン2 Tp10

1)ターゲット
細菌の外側単分子膜
(負電荷有り)

真核生物の細胞膜(負電荷の
脂質なし、コレステロールあ
り)

2)ポア形成 有り 有り(DOPC)

Эポア形成のため
の膜の条件

負電荷密度大(例
DOPG/DOPC) 負電荷は必要なし(例DOPC)

のポア形成後の
GUVの形

ほぼ同じ大きさと形
10%程度大きさが減少する場
合あり。局所的に密度が高い
膜有り

5)ポア形成の速
度定数

マガイニン2濃度ととも
に増大

Tp1 0濃度ともに増大

0カルセインの膜
透過

一段階で漏れる。濃度
が低いときは二相性

一段階のときと多段階のとき
がある。

つ膜透過の速度
定数

マガイエン2濃度ととも
にheak増大

Tp10濃度にかかわらず塩 k
は一定

D膜の面積変化
マガイニン2によりGUV
の外側単分子膜の面積
増大

Tp10によりGUVの外側単分
子膜の面積増大

表 5.1
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