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論文内容要旨

 脂質分子は親水性頭部と疎水性尾部からなる両親媒性分・了であり,水中では疎水的効果等により自己集

 合する。脂質分子集合体の一つである脂質二分子膜は生体膜の基本構造である。生体膜を構成する脂質の

 主要成分であるホスファチジルコリン(PC)やスフィンゴミエリン(SM)は水中で脂質二分子膜が袋状に閉

 じた小胞(リボソーム)を形成する。なかでも細胞サイズ(およそ直径10μm以上)のリボソームはジャイア
 ントリボソームと呼ばれ,光学顕微鏡下での形態,物性測定に用いられている。

 脂質分解酵素スフィンゴミエリナーゼ(SMase)は,SMから親水性頭部を切り離し,セラミド(Cer)に変

 換する酵素である。SMは細胞膜を構成する主要な脂質であり,コレステロールとともに脂質マイクロド

 メイン(ラフト)を形成し,シグナル伝達や蛋白質の選別に関わっていると考えられている。また,Cerは

 シグナル伝達物質としてよく知られた脂質であり,細胞の分化やアポトーシスにおいて重要な役割を担っ

 ている。

 SMとCerでは分子の形状や膜内での分JP・の占有面積が大きく異なるため,SMれse処理によりSMから

 Cerへ分子が変換されれば,その集合体である膜の形態や物性が変化することが予想される。これまでに,

 SMaseを細胞あるいはリボソームに処理することにより膜の一部が内側へ陥入し小胞化することや,膜の

 透過性が上昇することが報告されている。

 本研究では,ジャイアントリボソームにSMaseを顕微鏡下で作用させ,形態,物性,相分離ドメインの

 変化をビデオレートで観察した。結果,ある瞬間にリボソームが崩壊するという現象を見い出し,また,

 膜の透過性増加の機構はリボソームに開いた孔からの分子の拡散であることを明らかにした。さらに,

 SMase処理が相分離ドメインを変化させることを直接明らかにし,そのときのダイナミクスについての知

 見を得た。

 本論文は以ドの様に構成される。

 第1章「序論」では,本研究の背景および目的を述べた。

 第2章「SMase処理による膜の形態および透過性変化」では,脂質分子の幾何学的な形状の変化が,そ

 の集合体であるリボソームの形態,物性をどう変化させるのかに着目した。i-stearoyi-2deoyi-5η一glycero-

 3-phosphoclldille(SOPC)/N-paImitoyl-D-e!・ythr〔)一sphingosylphosphorylcholine(CIISM)3:1mol%から成るジャイ

 アントリボソームを主に用いてリボソームの形態および透過性変化を観察した。

 その結果,SMase処理により,まずジャイアントリボソームの表面積減少と形の球形化が見られ,同時

 に膜の熱ゆらぎが見られなくなった。一続いて,ある瞬間にリボソームが崩壊し,無数のより小さな小胞や

 それらが繋がったものに変形するという現象や,リボソーム内に封入した水溶性の分1ヘカルセインおよび

 デキストラン(M.W.70(〕0(〕)が数分にわたり徐々に漏出するという現象を見出した.カルセインおよびデキ

 ストランは,数分以内にリボソーム内からほとんど全て漏出するが,その問,リボソームの大きさにはほ

 とんど変化は見られなかった「■したがって,漏出はリボソームに開いた孔からの分f・の拡散により起こる

 ことがわかった「一そこで,溶液の流出は無視し拡散のみを考'えて,カルセインの漏山の速さからリボソー

 ムに開いた孔の総面積を見積った、多数のリボソームについてそれぞ'れ孔の総面積を見積ったところ,孔

 の総面積とリボソームの表面積にはrKの相関がみられた.孔の総面積とリボソームの表面積との比はおよ

 そ10`'であった,、

 これらは,1,リボソームの曲げ弾性エネルギーを増加させる,2,リボソームの表lrll積を減少させ,浸透
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 れた現象の説明を試みた。

 リボソームの崩壊現象は,膜に曲げ弾性エネルギーが蓄積され,膜の一部が破れ張力が消失することを

 引き金として,一気に形態変化を引き起こしたものと考えられる。また,リボソーム内容物の漏出現象に

 おいて,膜に孔が開き,それが長時間維持されるためには,膜のエッジエネルギーが低い値をもつ必要が

 ある。そのためには,Cerが非.二分子膜構造を形成する,あるいはSMaseがエッジに吸着する等の何らか

 のエッジエネルギーの値を減少させる機構を考えなければならない。

 第3章「SMase処理によるモデル膜ラフトの変化」では,膜の脂質組成変化による相状態の変化と,そ

 のダイナミクスに着目した。1,2-dioleoy1-5∫1-glycel・o-3-phosphocholhle(DOPC)/C!6SMICholesteroll:!:1mo1%

 の組成比をもつリボソームは室温で1iquid-ordelでdphase(Lo相)と1iquld-disolてiel℃dphase(Ld相)の二相共存
 状態にあり,生体内での脂質マイクロドメイン(ラフト)のモデル系として位置付けられている。この二相

 共存状態にあるジャイアントリボソームにSMaseを処理し,リボソーム外葉でSMをCerに変換したときの

 ドメインの変化,そのダイナミクスについて,Ld相に選択的に分配する蛍光色素TR-DPPE,および環境

 感受性色素Laurdこulによるgellerahzedpolarizatioll(GP)測定により観測した。
 その結果,SMase処理により膜の外葉の脂質を分解するだけで,数分の内にリボソームの内外葉ともほ

 ぼ同時にドメインが消失することがわかった。SMaseがLo相とLd相の二相共存状態に作月1し変化させる

 能力があることが直接的に明らかになった,,

 本実験系では,内葉の組成が変化するには脂質分子のフリップフロップ運動を考えねばならないが,こ

 れまで知られているフリップフロップ運動の日、y定数からは,数分で内外葉の脂質分・予が混ざり合うことは

 考えにくい.したがって,本実験系では何らかの機構によりフリップフロップ運動が促進されている可能

 性がある。

 第4章「バクテリオクロロフィル。〔BChlc)一DPPC系の相挙動とBChlc会合体1r∫現化の試み」では,ジャ

 イアントリボソームを用いた柑分離の可視化の応用として,クロロフィル類のなかでも特に会合体を形成

 する能力が高いと考えられているBChlcと,リボソーム研究によく用いられる脂質であるDPPCを用いて,

 DPPC中でのBChlc会合体を可視化することを,試みた。その際,Diffel・encla[scanningcalo]・imetry(DSC)測

 定とBChlcの吸収,蛍光スペクトル測定を用いて,BChlc-DPPC系の相挙動を調べ,相図を作成した.

 BCh]cの吸収スペクトルから,BChlcが5.2〔)mol%において37℃"、下でBChlc会合体が形成されること

 がわかったが,光学顕微鏡で観察できる大きなドメインは形成されないことがわかった.また,BCh]c

 20mo1%以しでは温度によらず生体内の会合体と類似の吸収スペクトルを示す会合体が形成されるが,こ

 の組成ではジャイアントリボソームは形成されず,おそらく一1分子膜構造ではない別の構造をとっている

 ことが考えられる一、

 第5章「結論および今後の展望.」では,本研究の結論と今後の展望について述べた.,
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 論文審査の結果の要旨

 細胞の脂質代謝で重要な役割を果たす脂質分解酵素スフィンゴミエリナーゼ(Sphlngomyelinase)処理によ

 り,細胞膜を構成する主要な脂質のスフィンゴミエリン(Sphingomyelin)はセラミドに変換される。本研究

 では,脂質集合体であるリボソームをスフィンゴエミリンで調製し,スフィンゴミエリナーゼ処理による

 形態および透過性に関する知見を得ることを目的としている。生体膜の機能は,細胞が生命活動を営む一し

 で欠くことのできない重要なものである。その中でも,形態変化(トポロジーの変化)を利用した,細胞

 内生体物質の分布と濃度勾配の制御,シグナルの伝達と制御,膜構造体の小胞化,膜融合などの現象は重

 要な役割を果たしている。しかし,実際の生体膜は,脂質と膜蛋白質から成る多成分系であること,さら

 にそれらが複雑に相互作用しているために,その本質的な現象および機構を理解することは難しい。

 そこで,生物物理分野では,より単純化した人工的に作成したモデル膜での研究が進んでいる。そのよ

 うな流れの中で,本研究においては,顕微鏡"卜'での観察が可能なジャイアントリボソーム(GiantliposOme)

 を用いて,スフィンゴミエリナーゼ処理による形態および透過性の変化に関する知見を得ることに成功し

 た。ジャイアントリボソームは,直径数十ミクロン程度であり,個々のリボソームについて,光学顕微鏡

 下にビデオ観察することが可能である。先に,エレクドロフォーメーション法により作成された試料によ

 る一部の報告があるが,本研究では,静置水和法により袋状に閉'じたリボソームを用いており,水中に浮

 いた状態での観察を可能にした。その結果,個々のリボソームの崩壊と内容物の漏出の2つの現象を観測

 した。始めに,スフィンゴミエリナーゼ処理によりリボソームの表面積の減少と形の球状化,熱揺らぎの

 減少を観測した。ついで,(1)崩壊するものと(2)内容物(カルセイン,デキストラン)の漏出が観測され

 た。(1)に関して,力学的考察から,表面の占有面積の減少による応力の増加から起こると結論した。(2)

 に関してtellsioncoupledporemodelを用い,穴の総而積の評価と密度の関係を議論している。

 以上の成果は本人が自立して研究活動を行うに必要な研究能力と学識を有していることを示している。よ

 って,谷口幸範提出の博士論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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