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学 他 論 文 内 容 の 要 旨

細 胞 膜や 細 胞 内 職系 な どの生 体職は 基本的 に鵬頁 とタン パク買 との非 共有的結 合に

よっ て m成 さ れ 、 その 捕 造 と して Slnぢ erと Nlcalsonによる 「流勣 モザイ クモデ ルJが

広く 受け入 れられている。っまり、  リン脂貫が厚さ4～5 ntiの二重層を形成し、タンパ

ク 貫 は その 二 重 眉を貫通 するか あるい は一部 埋めこ まれた 形で存 在し、 全体とし て流

動 性 を持 っ も の である 。酵案 や受容 体など の楓能 タンバ ク頁が 適切な臓 能を発 押する

に は 至 適 な職 の 流 動性、 及び膜 表而での 立体捕 遣や電 荷分布 が必要 である 。この 流動

性 はり ン 胎 霞 の分 子 運動に よって 决めら れる。 さらにり ン脂貞 二重層 では、 水と接 す

る 表 而 用 は親 水 性の襾 性顛部 からな り巾央 部の層 は疎水 性の脂 貫講によ って作 られる

た め，両 者の性 貫は大 きく異 なる。 従って 穫の競能 を研究するにはこれらの両層にっい

て そ の 立 体構 造 を 知ると ともに 分子レ ベルで の動的 過程を も知る 必要が ある。本 研究

て は 、緬 性 頭 部 のり ン 酸 基 に直 接 蛍 光 体を 結台 させた りン脂 頁DPPU（ 図1）を 新たに

合 成 し ビコ 秒 レ ー ザーを 用いた 時間分 解蛍光 偏光解 消法に より表 面層の 分子運勣 並び

に モ の 流動 的 性 買を 明らか にした 。巾央 の脂頁 鋪部の分 子運動 にっい ては脂 買鎮部 に

螢光体 を持っ りン脂 貫DPHpPC（図 1）を用 いて表 両用の 運動性と比較、検言寸した。

Jン 鵬貫 二 重 層 の主 要 な 役 剖の ー っ は タンパク 頁の機 能を効 率良く 発現さ せる度 応

場を幵 j成する ことに あるが 、さち にりン 脂貫分子 自身も タンバ ク買の 特定な 部位と 重

要 な相 互 作 用 を持 っ など 積俺的 に生命 現象を 支える 機能性 物貰と しての 翻きをす るも

の も多 い 。 こ のよ う なり ン脂買 ―タンバ ク買相 互作用 研究の ーっと して、 新たに ホス

ホリパ―ゼA2の基頁となるピレン標識リン鵬貫を系統的に合成し、酵素活性の瀾定
法にっいて検討した。
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【 1】 リ ン 脂 買 二 重 層 に お け る 犠 性 頭 部 の 動 的 捕 造 及 び コ レ ス テ ロ ― ル 効 果

二 爾層 巾の りン 脯頁 分 子は 、ナ ノ～ ビコ 秒（｜f)-.～l0-1z秒 ）領城で分子運動を纈

り 返 し て い る た め 、 そ の 励 的 微 細 構 造 の 解 析 に ピ コ 秒 の 時 間 分 解 能 を も っ 蛍 光 偏 光 解

消 法 を 用 い た 。 蛍 光 異 方 度 r(t)は 、 偏 光 し た 光 を 励 起

光として用いた場合、励 起偏光と平行な発光成分Ii,（t）

と 垂直 な 発光 成分 I． L（ t）と から 次 式で 定義 され る 。

  r（t）：11iJ（t）-1上（t）1/【Ill（t）+21亅．（t）】  （1）

こ の時 蛍 光ブ ロー ブの 助 きが 制限 され てい れ ば、 r (t)

の時間変化は、実験的に次のように示される。

  r（t）：（ro－rW）exp（ーt／f）+rー  （2）

こ こ で roは 時 間 t＝ 0で の 蛍 光 再 方 度 、 r駟 は 十 分 に 時

間が 遇ぎ た時 の 蛍光 異方 度で あり 、チは滅轟の 時定敷で

DPHpPC
  一

回 転 相 関 時 間 と 呼 ば れ る 。 1Vobbling-in-cone■ odelを 用   囲 1

い て解 析 する こと によ り 蛍光 プロ ーブ の揺 動 角鮎 及び 揺動 拡散 速度Dwを求めることが

で き る 。 DPPC二 重 層 に DPPU及 び DPFlpPCを 導 入 し 、 ビ コ 秒 時 間 分 解 に よ る 蛍 光 の 偏 光 解

消 を 瀾 定 し た 。 DPPC二 重 層 の 相 転 移 は 42℃ で あ り 洞 定 は そ の 前 書 壹 is℃ - 50℃ の 温 度 範

岡で瀾定した。蛍光プローブの異方性初期値ro` 轟終値rカ゛及び回転相関時間チ

はコンボリューション法によって求めた。PPHpPCの同転相関時間チは数nsであるが、

DPPUの回転相闇時間チはDPHpPCの1/10程度で約100psという小さな値を示した。また、

各プローブの運動範囲の指標となる揺助角ecの温度依存性は、二つのブローブで大き

く異なった。DPHpPCの堝台は脂買二重暦の相転移をはさんで大きく変化したがDPPUの

場合はそのような変化は観澗されなかった。これらの事は脂買ー水界面においてりン

脂買瓶性頭部の運勘速度が脂貫鎮部分よりも10倍程度速いことを示している。またDP

PUの揺動角ecが各温度において，DPHpPCに比べ約2倍程度の大きな値を示したことから

運動範囲に関しては極性頭部の方が脂買鎮部分より液晶層では約25．、ゲル層では約

35．程度の大きな自由度を持っことが明らかとなった。

  DPPUの揺動角はコレステロールの増加にともなって増大した。このとき揺勘拡散速

度Dwもわずかに増大した。この事はりン脂貫短性願師付近の帖性（ストークスーアイ

ンシュタインの式より評価）がわずかに減少したことを意味する。一方、DPHpPCの揺
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木 論 文 は 2帝 か ら 成 っ て お り 、 第 1帝で は 撤光 偏yc解jH法を 用 いて ビコ 捗一 ナノ 秒

領域 にお ける 生 体膜 脂買 分子 の動 的 挙動 を襾 性頭 部 及び 非瓶 性尾部で独立に洲定す る

F法を確立し 、  リン脂買ベシクルの桝 転f事及びコレステ口ール添 加効果を解f斤した結

粟 を ま と め た 。第 2章 では 生 体職 捕成 成分 てあ る りン 鵬頁 に作 用す る ホス ホリ パー ゼ

の 酵素 馮件 を測 定 し得 る新 しい 螢 光プ ロー ブを 合成 し モの 結果 を種 々の 特異性を持っ

り バー ゼに 作用 さ せ、 本活 性測 定 法の 生化 学分 野で の 有用 性を 示し た。 以上、螢比ブ

口 一ブ 法の 持っ 動 的性 買と 高感 度 性を 利用 した 生体 腹 研究 の節 しい アプ ローチを示し

たのが本論文の主霞な内容である。

  細胞 膜や 細胞 内 微小 器育 を形 作 る生 体膜 tま 舉本 的に りン 購 買二 爾屑 と蛋白n分'Tか

ら で き て お り 、通 常 「流 動モ ザイ クモ デ ルJが 広 く受 け入 れら れて い る。 この りン 騰

頁 二田 胴は 水と 接 する 外側 は親 水 性の 緬性 頭部 から 成 り、 一方 内刪 は疎 水性の脂顧鋪

か ら作 られ 、両 者 の性 買は 大き く 異な る。 本研 究は 襾 性頭 部の りン 酸萃 に直接クマリ

ン 誘導 体の 螢光 ブ ロー ブを結合させた りン鴨買、  D P PUを合成し 、  ビコ秒領贓ての

時 間分 解蛍 光偏 光 解消 法に より 分 子運 動と 流動 性を 明 らか にし た。 内師 の脂頁鋪師の

分 ナ 想 鋤 は 購 買 鋪 師 に 蛍 光 プ ロ ー ブ を 聹 入 し た DPIIPCを A成 し、 同 嶺な 洲定 ナLr行

い表面用と比較検討した。

    セfホ噸の主饗な役吉lIを担っている穏々のりン脂鸚はホプ、ホリバーゼによって加水分

解 され る。 この 時 酵素 であ るり パ ーゼ とり ン脂 買と の 柳互 作用 が特 異性 発現の慕木て

ある。  こ のようなりン脂買一タンパク貫相rr rr用研究のひとっとして、  新たにホ7、ホ

リ パー ゼの 基ぬ と なる ビレ ン標 識 リン 脂買 を合 成し 、 酵素 活性 洲定 の系 統的な研究を
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行った。

  リン鵬頁二重眉における儀性願部の動的構造及びコレステロ←ル効果をクマリン骨

格を肖するりン脂頁、DPPUを用いて螢光ブ口ーブの揺動角、揺動拡散速度、回転

栩 閥 時間 を 鵬 頁 二重 層 ベ シ クルで 求める と、特 に回転 梱闇時 間は約 l00psで、リ ン脂

頁 二 囀屑 内 部 に 比ベ 1/ 10程度で あった 。この ことは 砥性頭 部の運 動性は非 俺性脂 貫

部よ り10倍 以上大き いとい える。 リン脂 買二重 層穫は 42℃のところで相転移があり、

非爾 性脂買 部の蛍光 プロー ブはこ の温度 の前f臺 で流動 性が大 きく変化することを示す

が 、而性 頭部の 運動性 は大き な変化 を示さな かった 。また 、生体 膜の流 鋤性を 変える

：1レス テロー ルを添 加する と、俺性 頭部の 運動性 は増加 するの に対し、非概性脂頁部

は む し ろ 運 動 が 制 限 さ れ る 。

以 上 本 論文 におぃて 、蛍光 プロー ブ法を 用いり ン脂貫 二重層 での缶 性頭部と 非儀性

脂 頁部の 流動性 を独立 に瀾定 するこ とが可能 となり 、モの 瀾定結 果より 生体職 表而と

内部 ではモの 動的挙 動がま ったく 異なる という 新いヽ 知見を f尋た。この内容は理学博

士 を 受 け る も の と し て 十 分 な も の で あ る 。
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