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論 文 内 容 要 旨

ホパノイ ド(hopanoids)は 細菌やある種の植物などに存在するステロール類似構造を持っ5

環 トリテルペノイ ドの総称であ り,そ の命名は熱帯植物Hopeaの 樹脂か ら分離されたことに由

来する。地球化学的ぢ研究によると,そ の類縁化合物は1億5千 万年以前の沈積物(石 炭,石 油,

頁岩,粘 土)中 にも広 く存在 し(geohopane),そ の総量は1011～1012ト ンに達すると推定される。

沈積物中のホパ ン誘導体は150種 以上に達 し,そ の生因は不明であるが,化 学構造からみると,

微生物の最終的分解物ではないかと考え られる。細菌か らも様々な誘導体が発見され,こ れまで

にア ミノ酸,グ ルコサ ミン,カ ルバ ミン酸などの付加体やアデノシンの結合 したものなどが確認

されている。原核生物におけるホパノイ ドの存在意義 としては,物 理化学的性質及び構造類似性

から,真 核生物におけるステロール類と同様,生 体膜の維持に重要な役割を果たしているものと

推定される。本研究は,こ のよ うなホパノイ ドの物理化学的性質を更に明らかとし,こ れを新 し

い膜素材 として利用することを目的とした。

q)ホ パ ノイ ドの分離 ・精製

ホパ ノイ ドは,ほ とん どが疎水 性の基本骨格に極 性物質の付加 した両親 媒性分子 として存在 し,

多 種 の誘導体 の共存 などによ り,単 一 の ホパ ノイ ドを多量 に得 ることは困難であ る。そ こで,ま

ず ホパ ノイ ドの量的確保 を目的 として,そ の分離精製 法にっ いて検 討 した 。 その結 果,放 線菌

8亡rξρ診07ηッcθ8cα避2`ηos`α古`α偲var.F-41か らdiploptene(Dip1),紅 色 非 イオ ウ細 菌Rんodo-

p8θ認o肌oπ α8pαZ臨r`8Aか ら35-aminobacteriohopane-32,33,34-triol(ABHT)及 びbacte-

riohopane-32-mono-01(BHM)の 効 率 的な分離精製法 を確立 した。 これ らのホパ ノイ ドの うち,

BHMはcholesterol(Chol)と の構造類似性 な どか ら,脂 質膜 におけ る基礎的知見 を得 るために

最適 の物質 と考 え,以 下 これを用 いて実験 を行 った。

(2)Bacteriohopaηe-32-mono-olと リン脂 質 との相互作用

ホパ ノ イ ドと リン脂 質 との相互 作用 を 明 らか にす る ことを 目的 と して,dipalmitoylphos-

phatidylcholine(DPPC)で 構 成 され る リボソームにBHMを 組 み込 む ことによ り,そ の安 定性

に及 ぼす影響 を検討 した。 リボ ソー ムは リン脂 質を水 中に懸濁 させた ときに得 られ る閉鎖型 の小

胞 であ り,膜 構造 や膜透過研 究の人工 モ デル膜 として利 用す ることがで きる。 ここでは,蛍 光物

質6-carboxyfluorescein(CF)を 封 入 した リポソームを逆相蒸発法 によ り調製 し,CFの 経 時的

漏出を安定 性の指標 と した。 また,リ ボソームの安定性 は構 成す る リン脂 質の相転移温度(Tm)

を境 に して大 き く変化す るので,DPPCの 相 転移温度(41℃)を 挟んだ2種 の温度(37℃,45℃)
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におけるBHMの 効果をCholの それと比較 した。その結果,BHMもCho1と 同様 リボソームを

安定化する作用のあることが明 らかとなったが,い くっかの点で両者の作用に相違点が認められ

た。特にBHM添 加 リボソームはCholの それに比べ熱感受性が低 く,BHMは 温度に対 して抵

抗性のある膜を形成することが示された。

(3)膜 流 動性 に及 ぼすbacteriohopane-32-mono-olの 影 響

BHMの 膜 安定化作用 はcho1と 比 較 して い くっ かの相違点 を持っ 。 この機構 を明 らかにす るた

め,リ ボソームの安定性 に大 き く寄与す る膜流動性 に着 目 し,こ れ に対す るBHMの 影 響 を電 子

ス ピン共 鳴法(ESR)に よ り検討 した。本法 は,脂 質分子 に安定 な ラジカルを含 むス ピンラベル

剤 を結合 させ た ものを,脂 質膜 に組 み込んでESRス ペ ク トルを記録 し,そ の ラ ジカルな らび に

周辺 の状態 を解析す る方法で ある。 まず,膜 表 面領 域 の状態 に関 す る情報 を得 るた め,5-spin

labeledstearicacid(5-SASL)を 膜 に取 り込 ませ た。一般 に,ニ トロキ シ ド基 が カ ルボ キ シル

基 に近い ときは分子軸 まわ りの回転運動 が主 とな る。膜流 動性 の指 標 と して,膜 内 にお けるラジ

カルの配 向度 に直接関係す るパ ラメーターで あるmaximumsplit七ingvalueを 用 いた。DPPC

で はCho1の 添 加 により,測 定 した温度範囲 で はmaximumsplittingvalueが す べて上昇 し,

膜 流動性 の減少す ることが観察 され た。Cholの 代 わ りにBHMを 添 加 す ると,膜 流動 性 はTm

以上 でわずかに減少 したが,BHM20mo1%添 加DPPCリ ボ ソームで はTm以 下 で膜流 動性 が

著 しく増加 し,さ らに温度 を上昇 させて もその流動性 は大 きな変化 を示 さなか った。ゲル状態 に

ある膜 はChol含 有 率20mol%をcriticalpoin七 と してその性質 を大 き く変 え る ことが知 られ て

いるが,こ れは20mo1%ま で はCho1が 膜 内 に不均一 に分布 して お り,Chol・ リン脂質混合相 の

ほか に リン脂質 のみか らな る相 も共存す るためと考え られて いる。BHMも20mol%ま で は膜 内

にお ける分布 が不均一 とな り,こ れが流動性 を増加 させ る原因 の1っ と考 え られ る。っ ぎに,膜

内部領域 の流動性 におよぼすBHMの 影 響 を検討す るため,16-spinlabeledstearicacid(16-S

ASL)を 用 いて同様 の実験 を行 った。16-SASLは ニ トロキ シ ド基 が カル ボキ シル基 か ら遠 いた

め,そ の運動 は多数 のC-C軸 まわ りの運動や トランスーゴー シュ変換 などの総和 とな る。 また,

膜 流動性の指標 としては,低 磁場側 と中心磁場 の ピー クの高 さの比,す なわ ちh(+1)/h(0)

を用 いた。Chol添 加 リボソームでは,そ の膜流動性 がTm以 下 で は増加 し(fluidizingeffect),

Tm以 上 で は減少(condensingeffect)し た 。 また,そ の効果 はChol含 有 率 の増 加 とと もに大

き くなった。 この よ うな2面 性 を もっCholの 作 用 は,脂 質2重 層 がCholに よ って ゲルで も

液晶 で もない中間状態 にな るため と考 え られてい る。BHM添 加 りポ ソー ムで は,Tm以 下 で の

fluidizingeffectは み られたが,Tm以 上 でのcondensingeffec七 は観察 されなか った。BHMの

膜 内部領域流動性 におよぼす影響 はCholに 比 べて小さ く,特 にTm以 下 で は未 添加 の もの とほ
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とんど変わらなかった。EggPCで は,膜 表面及び膜内部のどちらの領域 においてもその流動性

にほとんど影響を及ぼさなかった。脂質2重 層の炭化水素鎖領域は液晶状態で高い流動性をもち,

それは リン脂質のheadgroupsか ら遠 くなるほど大きくなると考えられる。Cholは アシル鎖の

端部にまでその影響をおよぼすが,BHMで はその効果は小さかった。

Cholは 環構造部分の片側だけにメチル基を持っのに対 し,BHMは その両側にメチル基を持つ。

また,極 性基(一 〇H)の 位置がCho1で は環構造部分に,BHMで は側鎖にあるため,膜 内にお

ける存在状態は互いに逆向 きであると考えられる。このような,構 造上及び膜内における存在状

態の違いが,BHMに 特有の効果をもたらす原因であると推測される。

且uc`400αz面r伽 などの好熱細菌には分岐脂肪酸やω一シクロヘキサ ン脂肪酸を含む リン脂

質が存在 し,こ れ らリン脂質はTm以 上で直鎖の脂肪酸を含むDPPCな どより凝集 し準膜を形

成する。 これはその脂肪酸残基がかさだかで,Tm以 上ではより配列性が高 く流動性の低い液晶

状態を形成す るためと考えられている。 したがって,ホ パノイ ドとこのようなリン脂質を組み合

わせることが,高 温でこれ ら細菌の生体膜を維持するために必要となるのであろう。

(4)Bacteriohopane-32-mono-olの 細胞毒性

BHMを 含む リボソームは高い安定性を示すため,薬 物担体として薬剤学領域への応用が考え

られるが,こ れを動物に投与 しようとするとき,そ の安全性が問題となる。BHMは 構造及び脂

質膜に対する作用がCho1に 類似 しているが,真 核生物における体内動態にっいて は全 く不明で

ある。そこで,ホ パノイ ドの安全性を検討するための予備的実験として,読 読roで マウス白血

病細胞に及ぼすBHMの 影響 にっいて検討 した。マウス白血病細胞L1210及 びP388をBHM存

在下で培養 し,72時 間後の細胞数を計測 して,こ れ ら細胞の増殖 に及ぼすBHMの 影響 を調べ

た。BHMは これ ら細胞の増殖を濃度依存的に抑制 し,そ れぞれの細胞増殖を50%阻 害する濃度

(ICゆ は22μMお よび19μMで あった。また,BHM25μMを 含む培地中でL1210を120時 間

培養 したが細胞の増殖は認め られなかった。位相差顕微鏡による観察結果か ら,BHMは 細胞破

壊的に働 くものと考え られる。細胞障害性のある物質の中で,界 面活性剤様の作用を示す生理活

性物質は,脂 質2分 子膜に構成脂質成分と同様の配向性で取 り込まれ,こ れにより膜のintegrity

が崩れ毒性を示す。BHMは その物理化学的性質などか ら,脂 質膜を直接崩壊に導 くとは考えに

くい。 したが って,BHMの 毒性機構は脂質膜への直接的な障害ではなく,脂 質膜の性質 の変化

によって引き起 こされる2次 的影響によるものと考え られる。Ch。1の 酸化によって生成す るox

ystero1は,細 胞内のDNA合 成やタンパク合成を阻害するが,HMG-CoA還 元酵素 の活性を阻

害す ることから,細 胞のステロール代謝に対する影響 も考えられる。 しか しその詳細な毒性機構

にっいては,未 だ解明されていない。BHMに おいてもCholを 共存 させ ることによ りわずかに
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毒性が抑制されることか ら,Cho1の 代謝に影響を及ぼす可能性が示唆された。

以上のように,BHMは 新 しい膜素材 としての利用が期待できるだけでなく,哺 乳動物細胞に

対す る生理活性物質で もある。 したがってその機構を解明することにより医薬品としての利用 も

考えられる。また,様 々な側鎖を持っ他のホパノイ ドにっいても,そ れぞれが多様な性質を持っ

ことが考えられ,そ の応用範囲は広いと考えられ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

ホパノイ ドは原核生物から分離 されるトリテルペノイ ドの総称であり,細 菌からも種々の誘導

体が検出されている。これらはその化学構造から,ス テロール類似物質として,ス テロール類の

存在 しない生物 の細胞膜の構造維持に重要な役割を果 していると考えられているが,そ の物理化

学的な性質や生理作用にっいての研究 はほとんど行われていない。

本研究は,ま ず数種の細菌か ら種々のホパ ノイ ドを効率 よ く分離精製する方法を検討 し,

diplop七ene,35-aminobacteriohopane-32,33,34一 七riol,bacteriohopane-32-mono-01(BHM)を 分

離するための簡便な方法を確立 した。またその物理化学的性質 と含量や収率の観点から,人 工脂

質膜の素材 として利用が可能であるのは,BHMで あることを明らかにした。

っぎに,BHMをdipalmiもoylphosphatidylcholine(DPPC)を 主構成成分 とす る脂質膜に組

み込んで リボソームを作製 し,得 られるリボソーム膜の性質に及ぼす影響を検討 した。その結果,

BHMの 共存はその含有率の増加に伴い,強 く膜を安定化することを明 らかにした。この作用は,

従来か ら真核生物の膜安定化物質 としてよく知 られているコレステロールよりも強 く,と くに相

転移温度以上の高温において も著 しい膜安定化作用を持 っていた。従 ってBHMは,温 度変化 に

対 して抵抗性のある膜を作製するための素材 として利用できると考えられる。

さらにこのBHMの 膜安定化の機構を知 るため,そ の添加が脂質膜の流動性にどのような影響

を及ぼすかを,ESR法 で検討 した。その結果,DPPC膜 ではBHMの 共存によって,脂 質膜表面領

域および中央領域の流動性のいずれ も,温 度の上昇による変化は未添加の場合の変化と変わ らな

いことが分かった。このような物性変化に対す る影響は,コ レステロールでは認められない効果

であり,ホ パノイ ドの膜中での存在状態はステロール類 とは異なっていることを示唆 している。

従 ってBHMを 組み込むことにより,従 来の膜素材では得 られない人工膜が作製できる可能性が

あり,種 々の細胞の性質 を解明するための新 しい生体膜モデルが構築できるものと考え られる。

また,リ ボソームを薬物担体として薬剤学的に利用す る場合を考え,ホ パノイ ドの安全性を培

養細胞を用 いて検討 した。その結果,BHMに はマウス白血病細胞に対する細胞障害作用が認め

られた。この細胞障害作用は,コ レステロールが共存す ると軽減 されるので,ホ パノイ ドはステ

ロール類などの脂質代謝 に対 して もなん らかの作用を有 していることが示唆された。

以上本研究は,ホ パ ノイ ドを分離 してその生体膜中における存在意義を解析 し,高 等動物に対

する生理活性を初めて明 らかにしたものであり,こ れらを新 しい膜素材 として利用する際に役立

っ研究であると考え られる。ホパノイ ドとして現在多種類の化学構造の物質が分離されてお り,

それぞれが異なった物性 と生理作用を有 しているものと考えられるので,そ の端緒 となる本研究

は,学 位を与えるに十分な内容であると判断す る。
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