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    （脂質二分子膜に基づく化学センサーの基礎研究）

    学位論文内容の要旨

  生体膜ではそこに存在するタンバク質によって高感度・高選択的な物質認識，情報

変換が行なわれている・この生体膜を形成し，蛋白質やキャリアーの保持体となって

いるのが厚さ50Aの脂質二分子膜である．この膜は，膜を構成する脂質分子が整然

と配向を保ち，かっ超薄膜であり，従来液膜型イオン選択性電極でキャリアーのメディ

アとして広く用いられている液膜などと比較すると非常に異なる膜といえる，また，

イオノフォアや蛋白質等による物質の選択的認識により，transmembrane signalling

（膜電位の変化や膜透遇性の変化）が生ずるのもこの膜の大きな特徴といえる，私はこ

の様な数々の特徴を有する脂貰二分子膜に基づく化学センサーの可能性を，高木一

Flontal法による平面脂質二分子膜を用いて膜電位変化及び膜透過性変化を指標として

研究・評価した．

（1）  天然 及び 人工イオノフォア含有脂買二 分子膜の電位応答挙動の基 礎研究

  イオノフォアを感応膜とした膜電位の研究は従来液膜型イオン選択性電極を中心に

広く行なわれてきた．私は今回，脂買二分子膜に天然及び人工イオノフォアを含有さ

せ，その応答挙動を観察し，イオン認識の感度，選択性，ダイナミックレンジ等の観

点において液膜のそれらと比較・研究した．また，純人工脂質を用いて高木ーFlontal

法により平面脂質二分子膜の作製に初めて成功し，膜表面電荷の影響についてバリ丿

マイシンを用いて定量的に検討した．これらの検討に基づきセンサー感応膜としての

脂質二分子膜の特徴的な機能を明らかにした．高木一Flontal法による平面脂質二分子

膜憾黒膜，リボソーム，Tip-Dip法による二分子膜に比べて膜構造の制御，操作性，

安定性の面で卓越している，脂質二分子膜は，以下の様に作製した，円形の孔（直経

0.2 mm)をあけたテフロンフィルムで仕切った2っのテフロン製水槽に緩衝溶液を満

たし，両栢の水面に，両性イオン性脂貿としてL-a－phosphatidylcholine(PC)，電荷
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を持たない中性脂貿として1，3-dipaliitolain(DPT)，アニオン性脂貰として  L-ロ‐

phosphatidyl-L-serine(PS)、L-a―phosphatidylinositol(PI)，カチオン性脂貫とし

て(Ciz) z-L-Glu-Ph-C41l゙ ，(C12）2Ill'をそれぞれcholesterol(chol)との混合溶液とし

て展開した．有譲溶媒が揮発した後，両槽の水面を同時に上げ’テフロンフィルムの

小孔中に脂貫二分子膜を作製した．イオノフォアは上記脂貰溶液に適当量添加して膜

中に組み込ませた．目的イオンは，アース儷の水槽に加え，膜電位変化を両槽へ置い

たAg/AgCl電極間の電位差としてェレクトロメーター（入カ抵抗冫1D1'Q）で潤定し

た，

イオノフォアとしては，単環性クラウンエーテル類，ピスクラウンエーテル類，クリ

プタンド類，非環状イオノフォア類，ヘミスフェランド，脂溶性大環状ポリアミンな

どを人工イオノフォアとして，また天然イオノフォアとしてはバリノマイシン（VM），

モネンシン等について検討を行った，VM含有脂貫二分子農はK゙ イオンに対しNernst的

な応答を示し，このときのVMの含有事は感度に大きく影Iした．感度はPCに対してVM

がモル比で5．6：1以上で一定となり’このときの感度及び選択性はVHを用いた液膜型

イオン選択性電極の値と同等であった．次に膜表面負電荷が電位応答ヘ及ぽす影一に

ついて検討した，用いた脂貫と感度との関係はDPT=PC<PS<PIとなり農表面の負電荷密

度が上昇するにっれ感度が良くなることがわかった．膜表面正電荷の影Iは．膜中の

純人工カチオン性脂貿の割台が増加するにっれて電位応答がHarnstian slopeを保っ

たまま抑制された．液膜で広く用いられている人工非環状イオノフォアは’脂買二分

子膜では電位応答を示さなかった．膜透通性の瀾定により，イオノフォアが膜中に存

在し館形成も行われていることが示唆されて｀、るので’電位応答挙動の違いに二分子

膜の特性が反映されていると考えられる．また，クラウン化合物の脂貫二分子膜にお

ける電位応答強度は．単環性クラウンエーテルく〈ビスクラウンエーテル〈クリプタン

ドとなった，これらの結果より，用いた各種イオノフォア及びその錯体の形状と応答

との関係を見てみると，どれだけ3次元的にイオンを包接しうるかが，二分子膜での

応答を支配しているように考えられる，上記イオノフォアは全て液膜では応答するも

のなので，脂貰二分子膜での応答挙動は二分子膜の特徽的な機能によるものだと思わ

れる，

(2)  グ ル タ ミン 駿イオ ンチャン ネルセ ンサー

´ セプ タ ー イオン チャン ネルタ ンパク 貫によ るりガ ンド受 容時のシ グナル 増幅を 伴
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う情報変換は，生体膜が発現する最も興味深い高次機能のーつであり，高感度センシ

ング膜の基本設計にとって重要な原理となる．私は，ラット小脳神経細胞シナプス膜

より単麓精製されたグルタミン酸リセプタ―イオンチャンネルタンバク貫（GluR)を，

感応素子とした脂貿二分子膜センサーのL－グルタミン酸(L-Glu)に対する応答挙動を，

シングルチャンネル型及びマルチチャンネル型にっいて，チャンネル電流時間積分値

（シグナル増幅の直接的指標）に着目して解析を行ない，ダイナミックレンジ，検出限

界を検討した，

  GluRシングルチャンネル型センサーでは脂質二分子膜は，高木-Hontal法によルポ

リイミドフィルムの小孔（直径約20ルm）中に作製した．成膜後GluRをプロテオリポソ

ームとして一方の水槽へ添加し，fusionにより脂貰二分子膜中に包埋させ感応膜とし

た．目的物質であるL―Gluはもう一方の水槽(pH=7．6)に加えた．測定は両槽に設置し

たAg/AgCl電極間に－100 .Vの定電位を印加し，そのときの電流変化を高入カインビー

ダンス増幅器で検出した．モのシグナルはフィルターを介し，コンピューターに取り込

み解析した，GluRマルチチャンネル型センサ―ではGluR含有感応膜は，高木-Hontal

法によって，片方の槽の脂貿層とプロテオリポソームを展開したもう片方の槽の脂貫

層を張り合わせることにより作製 した．ボリイミドフィルムは直径約120メmの孔を

有 す る も の を 用 い た ． 瀾 定 ， 解 析 は 上 記 と 同 様 な 方 法 で 行 な っ た ．

  GluRシングルチャンネル型感応膜の作製に瞭しては検出シグナルがシングルチャン

ネル電流となる様に二分子膜の面積（フィルムの小孔直径），二分子膜支持材質，GluR

の添加量，fusionの時間，溶液のpH,溶液の温度等を検討，その結果，検出電流シグ

ナルはチャンネルの開閉に伴って矩形波を示し，チャンネルを通過したイオン数（クー

ロン数）がL- Glu濃度とともに増加し，特にLーGlu濃度が300nHから約3メMの領域で倣，

顕著な濃度依存性を示した．GluRマルチチャンネル型感応膜におぃては，シグナルは

シングルチャンネル電流の和として検出さ

依存してクーロン数が顕著に増加した．ま

れ，30 nltから300 n}lの範囲でL- Glu濃度に

た，光学異性体であるD－Gluと比較すると

L-Gluに対して顕著な選択性を有することも見出された，このセンサ―の増幅章を，

単位時間（S）当たり一分子の感応素子(GluR)によって誘起された膜透過イオン数の変

化量と定義すると，上記のシングルチャンネル型センサーでは1．9x  l07となり極め

て高いシグナル増幅が示された．上述のマルチチャンネルセンサー（十数個の感応素子

を含む）の検出限界は，3x10-‘Mであったが，これはイオンチャンネルのシグナル増

幅能によるものである．
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学位論文審査の要旨

学   位   諭   文   題   名

Fundaie ntal  Studie s  on  Ch eiical  Sensars  Bas ed

an Bilayer Lipid Xe■ braneS（ 脂 貿 二 分 子 膜 に 基

づ く 化 学 セ ン サ ー の 基 礎 研 究 ）

申 請 者 は 脂 貫 二 分 子 膜 に 基 づ く 化 学 セ ン サ ー の 可 能 性 を 、 単 分 子 膜 貼 り 台 わ せ 法 に

よ る 平 面 脂 貧 二 分 子 膜 を 用 い て 膜 電 位 変 化 及 び 膜 透 迫 性 変 化 を 指 標 と し て 研 究 ・ 評 価

し た 。 す な わ ち 、 種 々 の 合 成 及 び 天 然 イ オ 丿 フ ォ ア を 包 埋 し た 脂 質 二 分 子 膜 を 調 製 し 、

農 電 位 応 答 型 イ オ ン セ ン サ ー を 製 作 し 、   ま た グ ル タ ミ ン 駿 リ セ プ タ ― イ オ ン チ ャ ン ネ

ル 蛋 白 を 包 埋 し た 脂 貫 二 分 子 膜 イ オ ン チ ャ ン ネ ル セ ン サ ー を 製 作 し 、 い ず れ も 基 礎 的

に 重 要 な 結 果 を 得 て い る 。 本 諭 文 は 、 三 っ の 章 か ら な る 。

申 請 者 は ま ず 第 一 章 に お ぃ て 、 化 学 セ ン サ ー の 種 類 、 原 理 、 歴 史 等 に つ い て 概 説 す

る と と も に 、 利 点 と 問 題 点 を 指 摘 し つ つ 、 本 研 究 の 目 的 を 示 し て い る 。

第 二 章 で は 、 申 請 者 は 、 ま ず 種 々 の 合 成 イ オ 丿 フ ォ ア を 包 埋 し た 脂 貫 二 分 子 膜 に 基

づ く 、 膜 電 位 応 答 型 イ オ ン セ ン サ ― を 開 発 し て い る 。   22種 の 天 然 及 び 台 成 イ オ ノ フ

オ ア に つ い て 、 そ れ ら を 単 分 子 膜 貼 り 合 わ せ 法 に よ り 、 穏 々 の 天 然 及 ぴ 合 成 脂 貫 二 分

子 膜 に 包 埋 し た セ ン サ 一 膜 を 初 め て 調 製 し た 。   バ リ ノ マ イ シ ン 包 埋 脂 貿 二 分 子 膜 K゙

イ オ ン セ ン サ ー に つ い て 、 脂 貿 の 負 電 荷 量 は 放 出 感 度 を 上 昇 さ せ カ チ オ ン 性 脂 貫 膜 は

セ ン サ ー の 感 度 及 び ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 滅 少 さ せ る こ と を 見 出 し た 。 イ オ ン 選 択 性
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は 液 膜 の そ れ と 一 致 し て い る こ と を 見 出 し た 。 イ オ ノ フ ォ ア の 種 類 を 変 え た 実 験で は 、

構 造 と 電 位 応 答 の 関 係 の 経 験 則 を 見 出 し た 。 す な わ ち 、 イ オ 丿 フ オ ア の 種 類 に より 、

農 電 位 が 観 潤 さ れ る も の と さ れ な い も の が あ る こ と が わ か っ た 。 電 位 応 答 を 示 さ な か

っ た イ オ ノ フ ォ ア に っ い て 、   イ オ ノ フ ォ ア 包 埋 二 分 子 膜 の ゲ ス ト イ オン 誘 起 に よ る膜

コ ン ダ ク タ ン ス の 潤 定 よ り 、 Hg2゙ イ オ ン に 対 す る 非 環 状 イ オ ノ フ ォ ア の ー つ 、 及 ぴ

dibenzyl-14-croWn-4を 除 く 全 て の イ オ ノ フ ォ ア が 溶 出 せ ず 膜 中 に 存 在 し 、 選 択 的 錯

形 成 も 行 わ れ て い る こ と を 実 証 し た 。 そ れ に 基 づ き 、 金 属 イ オ ン を 三 次 元 的 に 包 み 込

み 、 そ の 結 果 十 分 に 疎 水 的 な 錯 体 が 形 成 し う る か ど う か が 二 分 子 膜 で の 電 位 応 答 の 生

起 に 関 わ っ て い る こ と を 見 出 し た 。 こ れ は 、   液 膜 が こ れ ら す べ て の イオ ノ フ ォ ア につ

い て 電 位 応 答 を 示 す こ と と 対 比 し 、 重 要 な 発 見 で あ り 、 申 請 者 は こ れ を 金 属 イ オ ン ノ

イ オ ノ フ ォ ア 錯 体 の 構 造 と 二 分 子 膜 界 面 で の 電 荷 分 Iの 関 連 と し て 讃 酋 し た 。

第 三 童 で 、 申 請 者 憾 ラ ッ ト 小 脳 神 経 シ ナ プ ス 後 膜 よ り 単 1精 製 さ れ た グ ル タ ミ ン 鹸

´ セ プ タ ー イ オ ン チ ャ ン ネ ル 蛋 白 貿 （ GluR)を 感 応 素 子 と し た 脂 質 二 分 子 膜 セ ン サ ー

を 製 作 し た 。 L‐ グ ル タ ミ ン 酸 （ L― Glu） に 対 する 応 答 を 、   シ ン グ ル チャ ン ネ ル 型 及び

マ ル チ チ ャ ン ネ ル 型 に つ い て チ ャ ン ネ ル 電 流 の 時 間 積 分 値 と し て 潤 定し 、 ダ イ ナ ミ｀ ケ

ク レ ン ジ 、   検 出 限 界 、   選 択 性 等 を 評 価 し た 。   そ の 結 果 GluRシ ン グ ル チ ャン ネ ル 型

感 応 膜 は L－ Glu濃 度 が 300 nHか ら 3pMの 領 域 で 、   ま た GluRマ ル チ チ ャ ン ネ ル 型 感 応

膜 で は 30 nHか ら 300 nHの 範 囲 で 、 傾 き の 鋭 丶 r丶 検 量 隷 を 得 た 。 ま た 申 請 者は こ の セ ン

サ ー の シ グ ナ ル 増 幅 率 を 、 単 位 時 間 (s)当 り 一 分 子 の GluRに よ り 誘 起 さ れ た 膜 遥 遇

イ オ ン 数 と 定 義 し 、   そ の 実 瀾 値 1． 9x iQ7を 得 た 。   ま た 、 マ ル チ チ ャ ン ネ ル セ ン サ

ー の L- Glu濃 度 に 対 す る 検 出 下 限 強 3X10-8H以 下 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。

以 上 の よ う に 申 請 者 は 、 脂 貰 二 分 子 膜 を 比 較 的 安 定 に 制 御 し つ つ 、 穏 々 の 人 工 及 び

天 然 イ オ ノ フ ォ ア 包 埋 二 分 子 膜 イ オ ン セ ン サ 一 及 び グ ル タ ミ ン 酸 リ セ ブ タ ー イ オ ン チ

ヤ ン ネ ル 包 埋 二 分 子 膜 に 基 づ く 、 グ ル タ ミ ン 駿 イ オ ン チ ャ ン ネ ル セ ン サ ー を 初 め て 基

礎 開 発 し た 。 こ れ ら の 研 究 の 、 そ の 基 礎 化 学 に 対 す る 寄 与 は 顕 著 な も の があ り 、   また

参 考 笛 文 4鑷 は い ず れ も 国 内 外 の 権 威 あ る 学 術 雑 誌 に 掲 戴 さ れ た も の で あ る 。 因 っ て 、

審査貝一同は、申請者が博士（理学）の学位を受けるのに、充分な資格を有するもの

と認定した。
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