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第 l章序論

1-1 生体分子問相互作用

1-I-a 生理活性物質(毒物と薬物) 1，2) 

ヒトを含めた生物になんらかの作用を及ぼす化合物を「生理活性物質Jという。天然には，

t! J値物や微生物の生産する多く の 「生理活性物質」が存在している。そして，これらの生理

活性物質が，ヒトに都合の良いようにはたらく場合を「薬J ，そして都合が惑いようにはた

らく場合を「毒」といっている。動物に由来するものとして，有名なのはフグ毒である。こ

れはフグの主として肝臓，卵巣に濃度が高く，その本体であるテ卜ロドトキシン(tetrodotoxin ， 

TIX ，図 トJ) は，神経や筋の電位依存性ナトリウムチャネルをブロックして，神経の刺激伝

達を妨害する。このため，曜吐， 頭痛，腹痛から四肢の麻痩，呼吸困難をきたして死に至る。

このほかにも，南方海域で捕れる魚介類にみられるシガトキシン kiguatoxin ，図 ト2) や，

サキシトキシン (saxito xin， 図 トJ) のような麻療性貝毒，オカダ酸 (oka daic acid ，図 1- 3) ， 

ディノフィシストキシン (dinophysistoxin ，I坦I1・3) やペクチノトキシン (pect 叩 otOXtn ，図 1-3)

などの下痢性貝毒が知られているが，これらは，渦鞭毛藻が生産する有毒物質を員類が蓄積

することによって毒化すると言われている。また，へヒ¥サソリ，ハチなどの持つ毒も古く

から知られている動物起源の毒である。このうち，メリチン (mel 仙民 図 ト4) はハチ (A pis

mellij 告ra) 毒の主要成分として単離された塩基数 26 の塩基性ペプチドである。

植物界では強力な薬理作用を持つアルカノイドや配糖体を含有する植物が数多く，その種

類は動物由来のものよりはるかに多い。中でも主にアへンに含まれるモルヒネ (morphine ，図

ト5) やト リカブトに含まれているアコニチン (a∞mtlne ，図 1- 5) などのア/レカノイドは，鎮

痛薬や強心剤など薬剤として使用される一方で，毒性が非常に高く，副作用としてしばしば

中毒事故を引き起こす。また，テングダケ属の産生するキノコ毒も毒性が高いことが知られ

ている。

食物に発生したカピの代謝産物が摂取されて，種々の中毒症を起こすことがあり，カピ毒(マ

イコトキシン)とよ ばれている。その中でもアフラ トキシン B 1 (a flatoxin B 1，図 ト5) は最

も急性毒性が強いのみならず，その慢性毒性として強い肝癌の発症性が認められている九
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図 1・1 テトロド トキシンおよびサキシトキシンの化学構造
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図 1・3 主な下痢性貝毒原因物質の化学構造
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Melittin (MW 2846) : Gly- I1← Gly-Al a- Val-Leu-Lys-V al- Le ト Thr- Thr-Gly-Leu-Pr ←Ala 

-Leu-II ←Ser-Tr p-I1← Ly ト Ar g- Ly ト Arg-G Irト Gln-NH ，

Morphine 

図 1・4 メリチンのペプチ ド配列とそのワボン構造
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図 1-5 モルヒネ，アコニチンおよびアフラトキシン B Iの化学構造

l-l-b バイオセンサー

ヒトの生命現象を生物学的および化学的に正しく 理解することは，医薬品の開発や病気の

治療には不可欠である。生命現象の正しい理解のためには，生命を構成する生体分子を様々

な角度から解析する必要がある。 近年，化学や生物学の分野で，ハイオセンサ}に注目が集

まっている。生体分子問相互作用を検出するバイオセンサーとは，微生物，酵素， 抗体，脂

質膜， DNA ， RNA 等の生物物質の分子認識能を利用， あるいは模倣した化学センサーのこ

とである。バイオセンサーは，基質認識部(酵素， 抗体，脂質膜，一本鎖 DNA など)と信

号変換部( トランスデューサー)からなる。基質認識部は 測定対象である基質を認識して何

らかの変化，例えば，物質変化，発色や発光などの色変化，吸発熱，質量変化などを起こし，

生じた変化を信号変換部 (電極，受光素子，感熱素子，圧電素 子など)によって電気信号に

変換する。こうして得られた電気信号を処理することにより ，基質の濃度や親和性などを知

-3 -



ることが可能となる。

I-I-c バイオセンサーの分類と特徴 4)

生物の示す様々な生体反応は，生体を構成する分子同士の特異的相互作用によって引き起

こされ，制御されている。基質特異的な酵素反応，抗原抗体反応，レセプターとそのリガン

ドとの結合，あるいは転写因子と DNA 複合体の形成などの例に示されるとおり，すべての

生体反応は生体分子の特異的結合，解離反応に集約されると言っても過言ではない。従って，

生体反応を分子レベルで理解するためには，生体分子聞の相互作用解析が不可欠である。こ

うした相互作用を測定する方法として，抗原抗体反応の場合にはラジオイムノアッセイ

(RIA) ，酵素標識固相免疫測定 (ELISA) 法，レセプターとそのリガンドの結合にはフィ

ルターパインディングアッセイ，転写因子と DNA の結合にはゲルシフトアッセイ等が従来

用いられてきた。これらの方法はいずれも， 一方の分子を放射性同位元素，あるいは蛍光色

素などにより標識し，結合反応が平衡に達した状態での複合体の量を測定する手法であり，

結合の時間変化を追跡するには適していなしい)。

また，等温滴定カロリメトリ法は検出のためのプロープ導入の必要がなく，分子問中目互作

用により発生する微小な熱量の変イ七から結合定数や結合の熱力学定数が得られる。しかし，

結合の時間変化は追跡できないことが多い。最近，生体分子間相互作用の経時変化をプロー

ブなしで検出する方法として，表面プラズモン共鳴 (SP R， surfuce plasmon resonance ) 法制2)

や水品発振子マイクロバランス (QCM ，quartz crystal microb a1 ance ) 法 13 14 )が生化学ならびに

分子生物学の分野で注目されている。両者とも表面における物質量の変化を計測するものだ

が，その物質量は SPR センサーの場合は屈折率(誘電率)であり， QCM センサーの場合は

質量(共鳴振動数)である。生体分子問相互作用の検出に関して 言えば，センサー表面への

特異的な吸着などにより，表面における屈折率や質量など物質量の変化が同時に起こる。 SPR

センサーは屈折率だけの変化を検出し， QCM センザーでは質量だけの変化を検出すること

によって，最終的には両者とも生体分子問相互作用を検出することになる。ただし，観測し

ている物質量が異なるため，全く同じ結果になるとは限らない。 表 1-1 にそれぞれの生体分

子間相互作用の検出方法とその特徴を簡単に示したが，いずれの方法も一長一短があり，そ

の長所と短所を認識して使い分けることが必要である。

4 -



表 1・1 生体分子間相互作用の検出方法め

方法 フ。ロープ(標識) 感度 経時変化

ラジオアイソトープ
相対的 ゲルシフトアッセイ -----100 pg × 

定量
(RI) 

酵素標識固相免疫測定 (ELISA) 酵素結合抗体 -----100 pg × 

等温滴定カロリメトリ (ITC) 不要 -----1 mg × 

絶対的
水晶発振子マイクロバランス

不要 -----lO ng O 

定量
(QCM ，古典力学)

表面プラズモン共鳴
不要 -----10 ng O 

(SPR ，電磁力学)

-5 幽



1- 2 

1・2-a

センサーは，表面感応型センサーの一つであり， SPR 現象が

金属表面における屈折率変化に対して高感度に応答することに基づいた化学・生化学センサ

表面プラズモ ン共鳴

表面プラズモ ン共鳴法の概要

表面プラズモン共鳴 (SPR )

ーである。金属として金や銀などの厚さ 50nm 程度の薄膜が使われ，金属薄膜の表面から数

百 m 付近の屈折率 (誘 電率)を測定するものである。 市販の SPR 装置では測定する際に，

対象となる生体分子の一方をセンサーチップ上の金薄膜表面に固定化 し， これに作用する分

子を含む試料をカセット式のマイクロ流路系を介して添加する。 2 分子問の結合，解離に伴

うセンサ}チップ表 面での微量な質量変化を，屈折率の変化から SPR シグ、ナルとして検出し，

そのシクーナルの経時変化を図 1-6 に示すようなセンサーグラムとよぶグラフとして表示する。

タンパク質や DNA などの生体分子を色素SPR センサーが現在広く用いられている理由は，

しかもりアルタイムで観測できるため，生体分子問相互作用の速度

定数を比較的正確に決定できること による 11. 12)。

などの標識を必要なく，

~".". 

ヱエヱ
③平衡状態 ④注入終了

⑤解離過程 、F 曹

司F 可V

主ヱ

(コg
d
n
入
包
h
d
円ム

①アナライト注入

時間(秒)

一般的な SPR センサーグラム
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①アナライト(試料溶液)注入=今②特異的結合反応に伴うレゾナンスシグナル上昇=今③平

衡状態=今④アナライト注入終了=今⑤解離の状態変化をリアルタイムに観測することができ

る。得られたセンサ一グラムを以下に示す式で解析することにより，結合 (association) と

解離 (dissociation) のカーブから，それぞれ結合速度定数ιと解離速度定数h を算出するこ

とができる。さらに，これらの定数から，親和性(結合定数 K A および解離定数K D ) を求め

ることができる。

A+B ご AB

d[AB]/dt = ι[A][B]-k d [AB] 

=丸 [A]{[B]t- [AB]} -k d [AB]: 

=丸 [A][B]t- {丸 [A]+ ん}[AB]

(式 1・1)

(式 1-2- 1)

(式 1・2-2)

(式 1・2-3)

このとき A はアナライト， B はセンサーチップ上の結合していないリガンド， AB は複合

体，括弧はそれぞれの濃度を表す。また伊]t はリガンドの全濃度を表す。この式を実際の測

定値に置き換えると，

dRl dt= 丸[A]R 問問一 {ka [A]+ ん}R (式 1-3)

となる。 R はレスポンス (RU) 値，Rm ax; はセンサーが飽和したときの RU 値である。縦軸に

舵 /dt ，横軸に R をとってグラフを描くと直線になり縦軸との切片を 1，傾斜を S とすれば，

ka=I/[A]R m 叫

ん=S-k a [A] 

(式 1-4)

(式 1-5)

となる。フローシステムを持つ装置においては，移動相中のアナライトは常に補給されてい

るので， [A] は一定とみなすことができる。速度定数が求められれば，結合定数K A および解

離定数 K D は式 1・6 のように求めるととができる。

KA=kal んおよびK D = ん/ka (式 1-6)

-7 -



¥、
流路系 / 

図 1-7 典型的な SPR センサー実験装置の概念図 10)

また， 図 1-7 に，生体分子問相互作用に用いられる， SPR センサーの典型的な実験配置

を示した。 SPR とは金属薄膜を塗布したプリズムに光を全反射以上の角度で入射させると，

プリズム表面において発生したエパネッセント波と金表面において励起された表面プラズ

モン波が共鳴し，反射光が減少する現象である。 SPR 現象を起こす入射角度は試料溶液の誘

電率によって変化するので，金属薄膜の表面に測定対象物と相互作用する物質を固定化する

ことで，界面における様々な分子問相互作用を観測することが可能である。

1- 2-b 表面プラズモンの歴史

表面プラズモンの歴史を振り返ってみると，その発端は，20 世紀初めに Woo dが回析格子

の反射光のスペクトルに暗線を観測したことにある。その頃，理論的にも，前期量子論の研

究で著名な Sommerfe ld が地表面に沿った電磁波伝婚の問題で表面プラズモンに相当する表

面モー ドを導いている 15 )。そのため， SPR 現象は古くから知られていると思われがちである

が，歴史的な約二余曲折を経て， SPR 現象が報告されたのは 196 0 年代末であり，比較的最近

のことである 161 。その理由として実験の難しさが挙げられる。それは，表面プラズモンが

空中を伝播する光では励起できないととに起因する。
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ト2・c 表面プラズモン

金属は自由電子固体とよばれ，その中では電子(ーイオン)と原子核(+イオン)が自由

に動き回ることが出来るため，固体のプラズマ状態とみなすことができる。このプラズ7 の

定義は，正および負の荷電粒子が不規則に動き回っているが，全体として中性な状態，すな

わち電子と陽子が共存しながらも電子が陽子から解き放たれて自由に動き回れる状態であ

る。これら電子は金属内を集団で波のように進行する。この時，電子密度の勾配(電荷密度

の波あるいは振動)に より金属表面付近でプラズマ波が生じる (図 ト8) 。プラス‘7 波の振

動数はプラズマ振動数とよばれ，これを量子化して考える時は，プラズモンとよぶ。さらに，

金属表面で起こる時に，表面プラズモンとよび，これは金属表面を伝播する電磁気的な波で

ある。

この表面プラスモンの振動数が高ければ，電波は光の領域とな りE すなわち光が発生する。

すなわち，表面プラズモンが存在すれば，必ず光が存在する。ただし，この光は金属表面を

走るだけで，離れたところへは放射されない。外部へ伝わらない光の表面波をエパネッセン

ト波 (ev an es cent wa ve) という。このエパネッセントは I急激に消失する」としづ意味を

持つ。 一般に，表面プラズモン現象の観測に用いられる，金，銀およびアルミニウムのプラ

ス、マ振動数は，それぞれ 2.4 eV ， 3.9 eV および 15 .8 eV 程度であり，銀の場合，紫外線 320 nrn 

に対応する。この表面プラズモンは，金属表面上では，それに接する媒質(誘電体 .空気，

水，無機塩や生体分子など)によって，その進行速度が 制限される。

プラズモン 表面プラズモン
金属表面

-& 白・e
金属肉部

. 電子

図 1-8 表面プラズモン

1・2・d SPR 検出装置の光学配置

現在，表面プラズモンを外部からの光と共鳴させるための光学的な 3 つの配置が知られて

いる。いずれの方法も，回折光やプリズム等を用い，また入射角。を変えることにより，普

通に伝搬する光よりも速度が遅い光を発生させる工夫が取られており，表面プラズモンに伴

うエパネッセン ト波と共鳴することができる(全反射光学配置， 図 ト9) 。まず， Wood 配置
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は，金属表面に細かい溝が刻まれており，高次の回折光がエバネッセント場化している。こ

のためプリズムを設置することなく，エパネッセン ト波を発生させることが可能である(図

1・9A ) 。また， Ott o 配置 16 ) では，プリズム底面と金属の聞に波長程度の広さのギャップを

設けることにより，全反射条件下でプリズ、ム底面にエパネッセント波を発生させることが可

能である(図 1- 9B ) 。そして一般に広く採用されている Kretschmann 配置では，数十四n の

金属薄膜を用いることにより ，この金属薄膜底面での媒質の変化を屈折率の変化として捉え

ることができる(図 1-9 C ) 。また，このとき，全反射角で入射した光は一旦低屈折率媒質側

にしみだして，境界面に添って伝播した後，入射 した位置からは少しずれて，入射側に戻っ

ていくと考えられている。これをGoo s-Han sc hen シフトとよぶ(図 1- 10 ) ， 

A 

W o叫配置

入射先 、、 I I ;< 反射光

、i 入射角 oa 且/

、、，-aA ・a
-ー一 一 ーーーーー

高'"の凶街先による

Z パ*';.1セント場 ヱパ;t.，，，:t?:ント場

この2つが失瞬象件を泊たせ I~

表面ブラズモン共鳴が鍵刻される

入射光

B 

。蜘配置

入射光

ギャッブi率的

/ 

この2つが次繍条件を着たせぽ
理量萄プラズモン共鳴が観測される

図 1-9 全反射光学配置

プリズム

C 

入針先 反射光

金反射による

ニの2つが共鳴条件を演たせI~
表面ブラズモン共鳴が鰻測される

ガラススライド

日間s-H 出 chenシフト金薄蛾

d (.，- ' = 100- 2日onm) 

媒質 エパヰレンセント場

図 1-10 Go os -Han schen シフトの概念図

全反射角で入射した光は一旦低屈折率媒質側にしみだして，境界面に添って伝播した後，

入射した位置からは少しずれて，入射側に戻っていく。 また光源が可視光の場合， skin dep th 

(光強度が e- 1になる深さ) d は， 10 0- 200 nm になる。
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1- 2-e 全反射と臨界角 17 )

A 

屈折と反射

屈折

B 

臨界角における
屈折と反射

C 

全反射 全反射によって生じた
エパネッセント場

屈折

水層

一一一一・-

光源 プリズム 反射 光源 プリズム

D 4‘ 臨界角
100 % 

凶
町
蕊
M
同

0% 

反射 光源 プリズム 反射

全反射

53
0 入射角

図 1・11 屈折と反射 (A) ，臨界角 (B ) ，全反射 (C) および入射角と反射率の相関 (D )

プリズムを通して金薄膜に光(1'偏光)を照射すると，J/(と刀、ラス問の屈折特性の違いの

ために光は屈折し，その角度は変化する。プリズムを通過する入射光の角度によって，屈折

するか反射するか決まる。屈折とは，進行波が波長に比べて滑らかな境界面を超えてもとの

媒質と異なる媒質中に進む場合，あるいは同一媒質でも温度差によって波の速度が変化する

時に，進行方向が変わる現象を言う(図 トllA ) 。臨界角では，屈折の代わりに光は反射し，

界面に平衡に進行する。つまり，全ての光は屈折せずに，内部反射する(図 トllB ) 。また，

入射角が臨界角より大きければ，光が全反射する(図 1-11 C ) 。

このとき，エパネッセント波と呼ばれる磁場が生じるが，これは表面から急激に減衰する。

との全反射とは， 絶対屈折率 nl の媒質中の光が絶対屈折率 n2])~ nlより小さい媒質(絶対屈折

率が n，/n)< l) との境界面に入射するH寺，入射角が一定の角 I より大きい(臨界角)と光線が全

て反射される現象のととをいう。zを臨界角と言い，境界面が平面の時 sin i= n'/ n，である。
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1・2・f 表面プラズモン共鳴と共鳴角のシフト

プリズム表面で常時発生している表面プラズモンのエバネッセント波と，全反射条件下金

表面において励起された磁場エネルギー(エバネ ッセン ト波)が 一致すれば，エネルギーの

移動が起こり，共鳴が起こる。チップと試料の界面に，光源として発光ダイオー ドを用いた

波長 760 nm のP 偏光をくさび型の光に集光し，全反射条件下で照射すると，金属薄膜側に

エパネッセント波が生じる。このエパネッセント波は金属l漢の自由電子の表面プラズモンと

共鳴し，光のエネルギーの一部が表面プラズモンの波動エネルギーに変化する。その結果と

して，反射光のある特定の角度に Iのような反射光強度の減衰した「光の谷」が認められる。

反射光の消失角度(共鳴角)は 金薄膜近傍での媒質の屈折率に依存して変動する(図 1-12)。

SPR バイオセンサーはこの現象を利用して， 2 分子の結合，解離を測定する。例えば， リ

ガンドを固定化したセンサーチップに， このリガンドに特異的に相互作用する測定対象 (ア

ナライト)を含む試料を添加すると，分子間 相互作用によりセンサーチップ表面の質量が増

加すると ともにセンサーチップ表面の屈折率が増加する。その結果， 図 1-12B に示す通りこ

の屈折率の変化に応じて r光の谷」 は Iから II (結合時)あるいは II から 1 (解離時) へ

と移動する。この移動の経時変化をセンサーグラムと して表示することによ り，センサーチ

ップ表面での分子の相互作用をリアルタイムにモニターする(図 1・13) ， SPR 角度の 0.1。の

変化を 1，000 レスポンスユニット (Response unit ヲ RU ) と定義する。 1，000 RU はセンサーチ

ップ表面で約 1 nglmm 'の質量変化に相当する。実際の測定においては， 10 RU 程度 (約 10

pgl mm ろ からの変化を観測することができる。センサーチップ上に観測する二つの分子のう

ち片方(リガ ンド)を 固定化しておき，そこにもう片方の分子(アナライト )を 流す。相互

作用による二分子の結合が起こるとセンサーチップ表面の濃度が変化し，それが表面プラズ

モンを起こすこ とのできるレーザー光の入射角の変化として測定される。この方法を用いる

ことで，数十ナノモル程度の少量のサンプルにおいても リアルタイムでの親和性の測定が可

能となる。
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1-2-g SPR カーブと共鳴角 101

SPR センサーの原理を理解する上で重要な概念は， rSPR カーブ」である。 SPR カーブは，

入射光を単色光として，入射角と反射率の関係である。 SPR カーブの最小反射率を与える入

射角度は 「共鳴角J とよばれ，共鳴角は表面屈折率の変化に対して比例した応答を示す。現

在，この共鳴角を測定することで生体分子間相互作用の観測を可能にしているのが，本研究

でも使用した Biacore AB 社(現 GE ヘルスケアバイオサイエンス社)から市販されている

BIACORE@ とし寸測定装置である 問。その測定条件(入射波長 760nm ，金薄膜 50nm ，プ

リズム屈折率 15 1)で水(屈折率 1333) を観測すると， 図ト14 の図中に示すような SPR

カーブが得られ，数値計算によるシミュレーション結果と良く一致することがわかる c

LU 

0.8 

持 O.( j

~ 

lli 0.4 

。ワ訓

り0

(j() ι『

)口
(} 30 f刊 fJO

7ll 7S 何?

玉、則自iI主

図 1-14 SPR カーブと共鳴角(理論曲線と実測値)

栗原一嘉，鈴木孝治 (2002) rぶんせき J 4， 161-167 より転載

1-2-h 分散曲線 10)

共鳴角は， SPR カーブ、の最小反射率に対応する角度で、あり，この共鳴角の理解には， SPR 

現象の波動力学的な理解を必要とする。具体的には，エパネッセント光による表面プラズモ

ンの共鳴励起を分散関係(周波数 ωと波数k の関係)で理解することである。この分散関係

における真空中の光の波数k は次式で与えられる。

k= ω/c (式 1-7)

真空中の光速 C に対して，屈折率 n の媒質中では，光の速度は c/n である。誘電率 εは電

東密度D と電場E より D=eE と定義されるが，誘電率εと屈折率 n にはε=n2 の関係がある。
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図 ト15 に数値計算によって求められた SPR 現象に関連する分散曲線を示す。測定条件は，

図 1-1 4 と同様に，金薄膜 50 nm ，プリズム屈折率 1.5 1で，水(屈折率 13 33) を観測した

ものである。

人午f向θの 入射向 (θ →90 I且)の
エパネソセ/ 卜光 エパネッセン ト光

h ω B _  _ _  b ω =， aJS M 

真空中の光
' 司トサ プ t- 0.5 

k=自ーJー _ .
C 

1 1 f f A I H ト(L6~3 
， 

¥ 匂F日公戸・

r 11 'k= ー
c 。7 も" 

d C-3 2 
x 

3 

語読返

5 [  

。

0.7 白山1

， 

0.0 0.5 1. 0 1. ， 2.0 2.5 3.0 
波数 k{x lO: i cm -l) 

O.R 主主
討を

凪9 S 
電訟

1 0 2  ，l l 

( 

τ= 
;， 
) 

2.0 

図 1-15 数値計算による表面プラズモンと SPR 現象に関連する分散曲線

栗原一嘉，鈴木孝治 (2 002 ) rぶんせき J 4， 16 ト167 より転載

図 ト15 において，表面プラズモンの分散曲線と真空を伝播する光の分散曲線は交差してい

ないことがわかる。このことは，表面プラズモンは真空中を伝播する光では励起できないこ

とを意味する。従って，表面プラズモンを励起するためには，金属表面に局在するエパネッ

セン ト光(波)を使う必要がある。屈折率 n のプリズムに入射角。 (ラジ アン単位)で光が

入射 して金薄膜で反射するとき E エパネッセント光(波)が反射面と反対側に発生する 。そ

のエパネッセント光(波)は，プリズム 界面に平行な方向に波数ベクトルを持ち，その分散

関係は次式で与えられる。

k = n i sM 
c 

(式 1- 8)

入射角が 90 度 (8 = 900
) の極限において，その分散関係は次式で与えられる。
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αJ 
k=n -

c 
(式 1- 9)

すなわち，屈折率n のプリズム中を伝播する光の分散関係と全く同じになる。

表面プラズモンの波数んは，センシング層の屈折率 n.. 誘電率九を使って，

白r - t:: n _2 、lf2r e _ n. 包 1

ko= τート→十了 l
- <'m' fl S 

(式 1-10 )

と表わせる。図 1-1 5 において，波数は実部だけを示 しているので，複素数から実部だけを取

り出す関数 Reを使って，表面プラズモンの波数の実部を以下のように記す。

OJ r- F: n _2 可 112r G_n ，，- ， 
k= 一-Re I一二L 二十 l 

C L e m + n; J 
(式 ト11 )

エパネッセント光(波)と表面プラズモンの分散曲線が交わるため，すなわち，エパネッセ

ント光(波)で表面プラズモンを 励起させるためには， (式 1- 9) と(式 1-1 I)において，

共通の周波数ωと波数 k を持つような入射角。を決定すれば良い。(式 1- 9) と(式 ト1])

の右辺を等しいと置き， ωを消去して，

I 空 11 2
r G_n 箆 ー冒

sin D= 一-Re 1-ー」ムム← l (式 1-12 )
n L G m + n. t J 

より得られる共鳴角 。で入射すれば，表面プラズモンを共鳴的に強く励起できる。

図 1- 15 では，入射波長 760 nm において，入射角 67.65 度の場合に， エパネッセント光と表

面プラズモンの波数が一致していることを示している。

1- 2-i 表面プラズモン共鳴の長所と短所

この方法lこは，従来の測定法と比べて，以下に述べるような大きな長所がある。

①センサー表面で起こる媒質の屈折率の変化がその場で( リアノレタイムに)検出できるので，

実験の状況が常に見え，また速度論的解析も可能である。

②光は試料溶液の中を通らない。従って，試料の着色，不透明さ，不要物や気泡の存在から

影響を受け難い。

③目的物の光学特性とは無関係に光の吸収が起こるので， 目的物の吸収スベクトルなどを考

慮する必要がない。
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④屈折率の変化(主として誘電率の変化を反映する)を検出するので，対象物に光親和標識

や放射性標識などをつける必要がない。

⑤センサー表面から I 間以内というごく狭い範囲内の媒質の性質だけが寄与するので，試

料溶液の必要量はきわめて少ない。セルの容量もきわめて小さくてすむ。

⑥閉じ理由から，センサーに充分近づいた(センサー表面に濃縮された)成分についての情

報だけを抽出でき，パックグラウンドノイズが少ない。

⑦本質的に面が関与した現象なので，特異的リガンドを固定化するのにその面を利用できる。

また，分子が相互作用の場まで速やかに到達できる。固定化そのものの成否，固定化された

量などの情報も直ちに得られる。

特に，①速度論的解析，②精製不要，④標識不要，そして⑤微量測定可能なことから，生

物，化学および薬学の分野で生体分子相互作用解析に広く用いられるようになった。

一方，他の測定法との共通点も一部あるが，その短所には，

①ー般的に広く用いられるリガンドーアナライト間の直接測定法の場合，共有結合を介した

リガンドの固定化を行う際に，その活性部位を損なう恐れがある。

②特異的結合と非特異的吸着の区別が難しく，測定結果を正しく判断するためには複数濃度

での繰返し実験や阻害実験などを必要とする。

③ランニングバッファーとして使用する溶媒に制限があり，疎水性の高い化合物に関しては，

測定が難しい。

④近年，生物，化学および薬学の分野の研究者に広く使用されつつあるが，まだ汎用性は十

分とは言えず，また専用の試薬，器具および装置が高価で，一測定当りのランニングコスト

が高い。

SPR 用いて相互作用解析を行う際に，ここで示した長所ならびに短所を理解し，その上で

適した測定方法を実施し，解析結果を判断することが不可欠と言える。
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1-3 表面プラズモン共鳴を用いた生体分子問相互作用

1-3-a 表面プラズモン共鳴の適用 問 とその精度および信頼性叩)

表面プラズモン共鳴 (SPR) は，以前からタンパク質，抗体，レセプター，ペプチドやオ

リゴヌクレオチドなどの相互作用解析に広く用いられてきた。また最近では，生命科学研究

や創薬などの分野においても 3 このバイオセンサーの有用性が広く知られるようになり，脂

質や自己集合単分子膜，細胞外7 トリックス，糖質や薬物などの低分子化合物の研究におい

ても，益々利用されるようになってきた。さらには，生産工程の追跡，品質コントロールや

食品や環境中の成分の定量・定性試験にも次第に適用されるようになっている。

多くの研究者によって，この表面プラズモン共鳴は，反応速度論解析や相互作用親和性評

価に広く用いられている。また，定性分析，すなわち結合パートナーの特定，エピトープマ

ッピング(抗原性を示す部位の特定) ，分子集合や結合メカニズムの解析や比較に用いられ

ている。また，食品中の栄養成分や薬物，農薬や毒物などの定量のほか，熱力学的相互作用

解析にも用いられている。このように広範な分野で，多種多様の試験目的に使用されている

ことからも， SPR バイオセンサーの信頼性と汎用性が高いことは明白である。また， SPR に

よる測定結果を評価する上で，その実験誤差による変動を検証することは重要である。

Myszka らは測定結果の変動と等温滴定カロリメトリ法 (ITC) との親和性の比較，検証を行

った 却) 。その結果，異なる測定者，異なる測定機器における実験誤差は小さく，また ITC

の解離定数および測定誤差とよく 一致している (K D
SP R =0.90 土 0.22μM および K D

ITC = 1. 00 土

0.22μM) ことが示された。

1・3・b 低分子化合物ータンパク質相互作用

また， Day ら11) は， carbonic anbydrase II (CAII) をリガンドとして固定化し， 2種類のア

リルスルホンアミド化合物をアナライトとして， SPR を用いた低分子化合物 タンパク質相

互作用解析を行った。同時に，リガンドとアナライトが溶解した状態で行う等温滴定カロリ

メトリ法 (ITC) やストップドフローフルオレセンス法 (SFF) との比較実験を行った。その

結果，測定結果が良く一致していることを明らかにし， SPR 表面修飾の際に用いたデキスト

ランの高い柔軟性と低い立体障害を証明した。また， SPR においては他の測定法と比べて，

結合および解離速度定数のほか，エントロピーやエンタピーも算出可能であり，相互作用解

析における有益な情報が得られるという利点もある(表 i・2) 。
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表 1-2 Day らにより実施された 3 種の異なる測定法での解離定数 (K D ) ，結合 (ka)

および解離速度定数 (kd) I1 G O， l1H 。およびl1SOの 比較 :m

測定方法 化合物 ka( lQ'fMs) kd(IO-'!s) K D( rホめ Ll GO (k回 IImol) t.H" (kcal!mol) ムデ(callmol K) 

SPR CBS 4_8 土 0.2 3.650100.006 760 士 30 -8.3 0100.3 ー11. 6 士 0.4 ー11 土 I

ITC CBS 730 土 20 -8 .4土 0.2 -1 1. 90100 .4 -12 土 l

SPR DNSA 39 士 5 !3 土 1 340 土 40 -8.8 土 0.9 -5.7 土 0.4 11 010 1 

ITC DNSA 360 土 40 -8 .8土 0.9 -4 .8土 0.4 13 土 I

SFF D N SA 38 0109 16 土 3 420 土 100

一 :ij!l J定不可能， CBS : 4-c arboxyben ze nesulfonamide ， DNSA: dansylamid e 

lふ c 表面プラズモン共鳴を用いた生理活性物質と脂質二重膜との相互作用研究

タンパク質やペプチドをはじめ，体内に投与された薬物や毒物などの生体分子は，細胞膜

に作用し，あるいは内部に取り込まれ，その生理作用を発現する。したがって，生体膜の基

木構造である脂質二重膜と生理活性物質との相互作用は重要な研究課題である。 BIACORE 岳

では，生体分子との相互作用を解析するために， 脂質二重膜が固定可能な，センサーチップ

を市販 している。センサーチップHPA は疎水表面にリ ポソームを融合させることによって，

ノ、イプリット脂質二重膜(単分子 膜)を作成するのに使 用される。ただし単分子膜を形成す

るため，貫通型ペプチドやタンパク質の取り込みには制限がある c 一方，センサーチップ L1

は，金表面上に脂溶性化合物によって修飾された薄いデキストランマト リックスからなり，

脂溶性化合物によるリポソームのキャプチャーを通じて脂質二重膜が得られる(図 1-16 ) 。

この他にも図 ト17 に示すように，センサーチップ上に脂質二重膜を形成する様々な研究 22)

が行われてきた。
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図 1-16 センサーチップ HPA とセンサーチップ 11 の概要
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図 1-17 SPR センサーチップ上に様々な膜を形成する方法 22 )
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図トげ に示す通り，これまで (A) センサーチップ HPA にそのままハイブリット二分子

膜(単分子膜)を形成する方法(試薬に対する安定性は商いが，極めて疎水性が高く，流動

性が低し、)， (B ) リンカーを経由して，自由度の高い脂質二重膜を形成する方法， (C ) 一

旦ス卜 レプ トアピジンを介してピオチン化リ ポソームを捕捉する方法， (D ) 抗原抗体を利

用しリポソームを捕捉する方法， (E) 最も一般的なアルキル鎖を持つ市販のセンサーチッ

プ LI に直接リポソームを捕捉する方法および (F) DNA 交配により リポソームを捕捉する

方法などの研究が行われてきた。

ト3-d センサーチップL1表面上での脂質二重膜の状態

現在，特に抗原抗体や DNA などを用いた誘導化を必要としないことから. 1-3.cで示した

センサーチップLl上で の脂質二重膜の形成が，最も広く利用されている(図 1- 16 ) 。 しか

し，リポソームがセンサーチップ表面に原型を保った状態であるか，あるいは平面脂質二重

膜を形成しているのか不明である 却。

An derluh ら24} は，センサーチップ Llに蛍光剤と してカルセイン (calsein) を取り込ませ

たリポソームを捕提させた後，膜中にポアを形成し，蛍光剤の流出効果を持つ Equi l1 atoxin

の作用を，コントロールと比較した。その結果，リ ポソーム捕捉過程において SPR センサー

チップ上で蛍光が観測され，一方， Eq 山田.t o山口添加過程においては蛍光が観測されず， ポア

の形成によりカノレセインの流出が生じたことを示した。このことは，このセンサーチップ上

にリポソームが原型のまま保持されていることを示唆している。さらに Honing ら25) は，電

子顕微鏡を用いてはじめてセンサーチップLl上にリ ポソームが捕捉されているこ とを明ら

かにした(図 1-18) 。

図 1・18 電子顕微鏡を用いたセンサーチップ 11 上のリボソームの観測

(A; センサーチップ上方からの観測 B センサーチップ側面からの観測)

Honing et al. Mo lecul ar Ce 1l 2005 ， 18 ， 519-531 より転車lt
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ト3-e 膜作用分子と脂質二重膜との相互作用解析

膜作用分子，タンパク質やペプチドとリポソームとの相互作用解析は，その作用機構や膜

中での複合体構造形成を理解するうえで重要である。 Abdiche ら 26)は，薬物と脂質二重膜と

の相互作用を SPR ハイスループット解析により，様々な薬剤候補と脂質二重膜との親和性の

ランキングや分類に適用した。その際，異なるリン脂質からなる脂質二重膜においても同様

に比較し，その親和性から薬斉IJ の効果や作用機構の評価を行った。また，タンパク質やペプ

チドと脂質二重膜との相互作用解析における定性および定量データから，タンパク質やペプ

チドの脂質特異性を明らかにすることが可能である。SPR が提示する最も有用な情報の lつ

は，特定のアミノ酸側鎖が，膜との結合や解離に関わる影響である。 Papo らめは，メリチン

(図 1-4 ) とマガイニンのポリベプチドと脂質二重膜との相互作用解析からその作用機構の

解明を試みた。その際に 3 メリチン，メリチンのミュータン ト (D- アミノ酸)やマガイニン

を用い，また，ヘッドグループの電荷の異なるリン脂質を用い，異なるセンサーチップで単

分子膜(センサーチップ田 A) と二分子膜(センサーチップLl)を調製して，解析を行 っ

た。その結果'7ガイニンとメリチンで挙動が異なることを明らかにした。また，メリチン

のミ ュータントはz メリチンとは異なり，マガイニンと類似した挙動を示すことを明らかに

した。すなわち，このようなペプチドは， (A) 膜表面にカーペット状に広がり，濃度を上

げると， (B ) PC/ コレステロール膜では7 ガイニンは表面に堆積するのみである。 一方，(C) 

負電荷を持つ PE /P G (7 ・3) 膜では'7ガイニンは膜を崩壊する。 (0) メリチンは二分子

膜中に挿入し，ポアを形成すると考えられる。このとき，メリチンのミュータントは α ヘ

リックスを形成できないので，メりチンとは異なる挙動を示したと考えられる。その結果，

これらペプチドが-.e.膜表面に結合したのち，膜内部に挿入されるという二状態反応モデ

ル (Two-state reaction mode j)により膜と相互作用していることが示された( 図ト19 ) 。
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合

図 1・19 膜作用ペプチド(メリチンおよびマガイニン)と脂質膜との相互作用モデル初

Papo et al. Biochemistry 2003 ， 42 ， 458-466. より転載
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1-4 研究目的

l-l-a で示 した化合物をはじめ，様々な生理活性物質が天然物として報告され，これらはヒ

トに対して， ときには「毒J として，ときには「薬J として作用する。現在，多くの研究者

が，様々なアプローチから，これら生理活性物質の作用機矯解明を目指した研究を行ってい

るが，未だ解明されていない部分が多い。ラジオイムノアッセイ (RIA ) ，酵素標識固相免

疫測定 (ELIS A) 法や等温滴定カロリメトリ法(I TC) などが，従前より広く採用されてき

たが，これらの方法は，一般性が高いものの試験方法が煩雑である。そこで私は，より簡便

で，迅速な相互作用解析法として，表面プラズモン共鳴法 (SPR ) に注目し，生理活性物質

の作用機構解明ならびに親和性評価法の構築を 目指すことに した。

その際，数多くの生理活性物質のなかで，放線菌により生産されるアンフォテリシン B

(Am B ) に注目した。 AmB は，現在抗真菌剤として広く 用い られているポリ エンマクロラ

イド化合物である。 AmB は，ヒト細胞におけるコレステロールを含む脂質二重膜よりも真

菌細胞におけるエルゴステロールを含む脂質二重膜に対して高い親和性を持つことにより

選択毒性を発現する ことが知られている。さらに，生体膜中でイオン透過性チャネノレ複合体

を形成すると考えられているが，これらの作用機構は未解明であり，その解明は Am B の医

薬品と しての特性を高めるために重要である。そこで，アシル鎖の異なる脂質二重膜を用い，

また異なるステロール(コレステ ロールおよびエルゴステローノレ)を 用いて，脂質二重膜に

対する親和性の違いを評価することを試み， AmB の作用機構ならびに Am B 会合体について

分子問相互作用を定量的に評価することを目指した。

一方，数多く報告されてきた梯子状ポリエーテル化合物のなかで，ブレベトキシン (BT X)

類やシガトキシン類 (CT X) が，神経細胞膜の電位依存性ナトリウムイオンチャネル (V SSC )

に特異的に結合することが知られているが，これら以外の天然物は未だ毒性と作用標的との

関連は不明な部分が多い。そこで，一般的な梯子状ポリエーテルとタンパク質や脂質二重膜

などとの作用機構の解明を試みるとともに， 簡便な親和性評価法，さらには梯子状ポリエー

テルの簡便な検出法の構築を目指すことにした。
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第 2 章 アンプオテリシン B と脂質二重膜との親和性評価

2・l 序 論

2・1・a 抗真菌剤!として のアンプォテリシン B

政線菌によって生産されるポりエンマクロライド化合物鮮は幅広い抗菌スペクトルをもっ

強力な抗生物質として知られている (1 刈2- ]) 。ポリエン抗生物質は比較的強固な分子配座を

もっており ，マクロライド環の片側が親水的なポリオーノレ部分，他方が疎水的なポリエン部

分からなる特異な分子構造を有する。現在臨床的に使用可能なものはアンフォテリシン B

(AmB ) ，ナイスタチン，ナタマイシンである。 中でも最も広く 知られている AmB は重症

の真菌感染症の治療薬として約 50 年間使用されている 1-3 )。長年にわたる臨床での使用から

AmBは 非常に耐性菌ができにくい性質を持っていることが明らかとなっており，その作用メ

カニズムは多くの科学者の興味を惹きつけてきた。また近年，臓器移植や後天的免疫不全症

候群 (AIDS) の増加にともない，人為的あるいは病的に免疫機能が低下した!患者の潜在性真

菌症が問題となっている。特に全身感染症は治療が困難であり ，AmB はこれに対する有効な

治療薬として使用されている 九

強い抗真菌活性と耐性菌の少なさからAm B はきわめて優秀な抗真菌剤と言える。しかし，

医療薬としては，水難溶性および腎臓毒性が問題となり，溶解性の向上と副作用の軽減が長

年の研究課題とされてきた。薬物輸送と化学誘導の両面から研究が進められ，溶解性の向上

については幾つかの成功例が知られている。すでに市販されている代表的な AmB 製剤として

はリポソーム製剤lんnB isome (NeXstar Pharmaceuticals ， ln c.) ， Am B リン脂質複合体 A belect

(Th e Lip oso me Company ， lnc ) ， Am B- 界面活性剤混合物 Fungizone (Bristol-Myers Scuibb 

Compa 且y) などが挙げられる(表 2-1)。これらの医薬 品は， AmB をリン脂質や無害な界面

活性剤と混合することで可溶化し， 血液中のAm B 濃度を薬効量まで高める工夫がなされてい

る 5.6 )。 しかし，調製が煩雑でありコストが高いことが問題となっている。また，依然として

腎臓毒性は強く， 現在も副作用の軽減が望まれでいる九このほかにも， Am B を化学修飾す

ることで，選択毒性を向上させる研究も行われており m ν'i tro では良好な結果を示す誘導体

も報告されているものの，医薬品として利用されるには至っていない。

-27 -



COOH 

グ〆グ〆グ〆

。

COOH 

OH 

HO 

Pimaricin 
(N atamycin) 

H;: コ
グン

Am photericin B 

デ7グン~ グfづ7

。
OH 

'C OOH 
'COOH 

HO 

:::OJ 
デYグン

Rim odin 

グ〆グ〆
Me 

H::; 〔コ::
グ〆グf

Nysta 由lA1

グfデY~ 
Me 、、、、、

OH OH OH OH OH OH OH 

HO 、。メ、Me COOH 
HO 

'OH 
Me' “ 

Me 

グンダYグ〆~ 。HMe 

::OL 
~ ダY~ ~ グンデY~ 

Filipin 

図 2・1 ポリエン抗生物質

Candidin 

代表的な医療用Am B 製剤表 2-1

組成Am B 製剤(製造会社)

Am BI deoxycholate (Bristol-Myers Scuibb Company) Fungizone 

、、，，，，'EA ，，F 
'
E
A 

'''t、
Am B/cholesteryl sulfate (Sequus Pharmaceuticals ， Inc.) Am photec 

AmBIDMPCIDMPG (3/1017) (The Liposome Company ， In c，) 

(NeXstar Pharmaceuticals ， In c，) 

Abelect 

Am BIHSPC/cholesterollDPPG (211 015/4) Am Bisome 

初期の活性機構研究

耐性菌ができにくいポリエン抗生物質の作用機構は古くから注目され，

指した数多くの研究が行われてきた。 1959 年に真菌感染症に対するAm B 使用例が報告され

その機構解明を目

2-1-b 

作用標的を探索する研1960 年代初頭，当時は作用機構も作用標的も不明であった。

圃 28 ・
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究が盛んに行われ，ポリエン抗生物質の毒性がステロールを細胞膜に含む生物に限定される

ことが判明し，ステローノレが Am B の作用標的分子である可能性が指摘された 鉱山)。その後の

人工リン脂質二重膜を用いた作用機構研究からコレステロールが卵黄ホスファチジノレコ リン

(eggPC ) 膜中のAm B によるイオン透過能を増大することが確認された 11.1 2)。また，イオン

透過性の大きさが AmB の濃度の 5~IO 乗に比例することが明らかとなり， AmB の会合体が

イオン透過能をもつことが予想された 13 .1 4)。

2・1・c AmB の分子構造から推定されるチャネノレ構造

1971 年，G 叩 lS らによってN- ヨー ドアセチルAm B のX 線結品解析から A mB の全立体配置

が決定されると 15) 次に Am B の会合体構造に注目が集まった。先の研究から Am B は会合体

としてチャネル活性を発現するこ と，およびステロール要求性を持つことが知られていた。

An dreoli らは AmB のイオン性官能基もしくはコレステロールの 3p-OH を化学修飾すると活

性が低下することを明らかにし， Am B とコレステロールがそれぞれのカルボキシ基と ヒドロ

キシ基の問で形成される水素結合により安定化し，チャネル会合体を形成することを推定し

た 16) 。さらに Demel らは space- 自lling モデルを用いたシミュ レーションにより Am B とステロ

ールの 16 分子会合体の存在を推定した (図 2-2) 1九 現在，一般的に広く受け入れられてい

るこれらのモデルは， Am B とコレステロールの自己会合によりチャネルを形成するという独

特の概念で5あったために多くの科学者の興味を惹きつけ，以後の Am B の活性機構研究はこの

モデルに従って解釈されるようになった。

ステロール

図 2-2 Demel および De Kru ijiff の提唱した AmB ーステロール会合モデル 17)
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2 目 l-d 選択毒性発現機構

Am B の選択毒性は，AmB ステロール会合体の形成とその構造によって説明できると考

えられている。日甫乳類と真菌では細胞膜に含まれる主なステロールの構造が異なる。前者で

はコレステロールが主成分で、あるのに対し，後者ではエルゴステロールが主成分である。 1975

年， Archer らによりコレステロールおよびエルゴ、ステロールを含有する培地でステロール依

存性バクテリアんか'coplasma mycoides subsp. capri が培養され， ポリエン抗生物質の毒性が調べ

られ， AmB のメチルエステノレ誘導体(Am E) がコレステロールよりもエルゴ、ステロールを含

む培地でλ今coplasma に対して高いカリウムイオン透過活性を示すことが明らかにされた 18 )。

この結果から， AmBは真菌細胞膜に含まれるエルゴ、ステロールに対してより強く結合し，安

定なAm Bーステロール会合チャネルを形成して高いイオン透過性を示すと考えられた。さら

に人工りン脂質二重膜を用いた実験から様々な構造のステロールに対する親和性が求められ

た。Bittman らの報告では，ステローノレを 25% 含有する卵黄フオスファチジルコりン (eggPC)

リポソームに対する結合定数は，コレステロール含有膜の K A =(5 .2 土1. 4)x 10 4 M に対して，エ

ルゴ、ステロール含有膜では K A = (6.9 土l.1 )xlO' M であり， 10 倍ほど、エルゴ、ステロール含有膜の

方が親和性が高くなっている(図 2・3) 19 )。

， 
J 

J 、h

HO 

HO 

Cholesterol (コレステロール Ergosterol (エルゴステロール)

K A = (5.2 士1. 4)x 10 4 M K A = (6.9 士1.1 )xl0'M

図 2-3 P甫乳類(コレステロール)および真菌細胞( エルゴステロール)における

主要ステ ロール成分と AmB の結合定数 (K A ) 19) 

2-1-e A m B ステロール会合体モデ、ルの妥当性

Am B ーステロール会合モデ、ルによる AmB の活性発現機構の解釈は 1980 年代にすでに提出

されていた。その後，会合体の存在を直接またはシミュレーションにより証明しようとした

研究は多いが， AmB とコレステ ロールの聞に強い相互作用が認められたこ とはなかった。

Dufourc らは DMPC 二分子膜中の 'H 標識コレステロールの運動性を固体 NMR 測定により観

測し，Am B 添加前後での 'H 標識コレステロールの分子運動の変化からAmBとの直接相 互作
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用を検出しようとした。しかし， Am B の添加によって運動性が低下したのはコレステロール

ではなくリン脂質であ り，コレステロールとの相互作用は確認できなかった 20 21 k また，

Baginski らは分子力場 (MD ) 計算によ り， AmB ーコレステロール会合体の最安定構造を求め

た。初期構造として AmBー ステロール会合モデルが設定されたにもかかわらず， Am B ーコレ

ステロール聞に特異的な相互作用は見られなかった 22 )。さらに，ステロールを含まない リン

脂質二重膜中で形成されるAm B チャネルも数多く 報告されており， Am Bーコレステロール

会合モデ、ルの妥当性に疑問が持たれており ，現在も議論が続いている 2333 k

2・I-f AmBーステロー ル会合体モデ‘ルの形成

これまで， I立I2-4 に示すような樽板モデルをもとに， Am B ステロール会合体モデ、ルを明

らかにするための多くの研究が行われてきた。Fujii ら 34) は， Am B と脂質の割合を変えて，そ

の UV /CD スベクトノレの変化を調べ， Am B の比率が高まるほど， Am B 会合体が形成しやすく

なることを見い出した。

図 2-4 Am B ーステロール会合体の樽板モデル

また， Bolard ら 35) は， UV /CD スベクトルの変化とステロール含有膜での活性発現に必要な

Am B 濃度を比較し，エルゴステロール含有膜 (ergostero l-eg gP C ) では AmB が水中で自己会

合する濃度以下で活性を発現する一方， コレステロール含有膜(c holesterol-eggPC ) での活性

発現には Am B が自 己会合濃度以上であることが必要であることを明らかにした。

さらに， Foun 1I er ら 36 )は， FTIR スペクトルを用い， リン脂質アシル鎖の運動に由来する極

大吸収のシフトを観測することにより， んηB が DPPC 膜と相互作用し，DPPC 膜中で単分子

ではなく会合体として存在すること，さらにステロール選択性を明らかにした。すなわち，

DPPC には 3 種類の状態が存在する。①Am B の影響を受けていない状態， ②AmB 会合体付近
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に位置している状態，③AmB 会合体同士の聞に挟まれている状態。コレステロールはAm B

と相互作用していないが，エルゴステロールはAmB付近に位置し，相互作用をしているもの

があることを示した(図2・5) 。

40.5"C または 41.5 "C DPPC 0) ， 42 アC または 43 .5"C DPPC (0) ， 45 .3 "C DPPC e) ，血nB に::>) ， Chol (③) ， E'g (~) 

図 2-5 DPPC+ AmB (+stero l)の相状態の模式図 同

(A) DPPC+ Am B， (B) DPPC+ AmB +Cholesterol および (C) DPPC+A mB +Ergosterol 

2-1 ・g 研究目的

以上述べてきたように，種々試験方法によって， AmB とステロールや脂質二重膜との作用

機構の解明を目指した研究が行われてきた。それにもかかわらず，いまだにAm B チャネル会

合体の構造解明には至っていない。一般に，複合体構造を解明する手段として， X 線結晶構

造解析や NMR が用いられている。ところが，このAm B チャネル会合体の場合は， NMR 測

定が非常に困難であり，その報告例はあまりなしけ九それは，主に化学シフト異方性の存在

およびAm Bーリン脂質， AmBーステロール，およびリン脂質 ステロールの分子間相互作用

が弱いことに起因する。そこで本研究では，この比較的弱し、分子問相互作用を，簡便に観測

する方法として，表面プラズモン共鳴法 (SPR) を採用することにした。すなわち， AmBと

ステロールの濃度を変化させた脂質二重膜や異なるステロールを含む脂質二重膜との相互作

用を， 実時間で観測することにより， Am B の選択毒性や作用機構を明らかにすることを目的

とし，合わせてこのような低分子化合物と脂質二重膜との親和性評価法に最適な実験条件の

確立を目指したc
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2-2 表面プラズモン共鳴実験

アンフォテリシン B (Arn B ) と種々脂質二重膜との親和性評価および A mB の脂質二重膜

に対する作用機構を解明するために，表面プラズモン共鳴 (SPR ) 装置を用いた。SPR 装置

はピアコア X (GE ヘルスケアバイオサイエンス社製)を 用い，センサーチップは市販のセン

サーチップ 11 およびセンサーチップ CM5 (G E へルスケアバイオサイエンス社製)を 用いる

ことにした。このうちセンサーチップ L1 は，金薄膜上のデキストラン層に予め脂質アンカー

が固定しであり 』リポソーム JS) を加えることにより脂質アンカーを介してセンサーチップ上

に脂質二重膜を固定化することが可能となる。続いて膜作用分子である AmB を含む溶液を添

加すると， Arn Bー脂質二重膜聞の結合及び解隊に伴 うセンサーチップ表面での微量な質量変

化を SPR シグナルと して検出することができる。今回の実験において非特異的吸着および機

械的ノイズを抑えるために，レフアレンスと してリガンド(ここでは脂質二重膜)を固定し

ていないフローセルを用い，そこにアナライト (Arn B 溶液)を添 加し，測定した。これを脂

質二重11 葵を固定したセンサーグラムから差し引いたものを使用した。特に指示のない限り，

ランニング、バッファーは，超音波処理により十分に脱気した 5%DMSO-PBS 緩衝溶液(J 37 

m M  NaC l， 2.7 m M  KCl ， 5% (v/v) DMSO を含む lOmMリン酸 緩衝溶液， pH 7.4 )を 用い，

流速 10μ Ll min ，25
0
C で測定を行った。

2・2・a AmB のセンサーチップに対する非特異的吸着の影響の検証

前述の通り， SPR の測定原理は，センサーチップ表面での微量な質量変化に基づいており，

添加する化合物によっては，得られたセンサーグラムには特異的相互作用に加えて，測定試

料そのものによる質量変化 (バルクレスポンス)およびデ キス トラン層や脂質アンカーに対

する非特異的吸着が含まれる場合がある。そこで，まず最初にセンサーチップ C M5 (カノ レボ

キシメチルデキストラン層) とセンサーチップL1( カルボキシメチルデキストラン層+脂質

アンカー)を 用意 し，それぞれのセンサーチップに対して 20 凶1 Arn B 溶液を添加した。その

時のセンサ一グラムを図 2-6 に示した。その結果，センサーチップ CM5 において，AmB の

非特異的吸着はほとんど観測されなかった (図 2- 6A )のに対 し，未処理のセンサーチップ Ll

表面 (脂質アンカー， 図 2-6B ) においては， Arn B は脂質二重膜を固定化したフローセル(脂

質アンカー+脂質二重膜， 図 2-6 C ) と同程度の非特異的吸着が観測された。この現象は， ポ

リエチレングリコール (PEG ) のような親水性の高い化合物においては起こらないことから E

センサーチップLl 表面の脂質アンカーに対する Arn B の疎水性相互作用に起因するものであ

ると考えられる。以上の結果，センサーチップLl を用いたArn B の親和性評価において，レ

ファレンスを差し引くことができないことが判明した。
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したがって. A mB のセンサーチップ表面に対する非特異的な疎水位相互作用を抑制 し，

Am B のような疎水性が高い化合物においても，正確にレファレンスを差し引くことができる

センサーチップの作製を試みた。センサーチップLl は，カルボキシメチルデキストラン層に

オクタデシル基 (C ，，)を導入したセンサーチップであることが知られている 39 10 そこで，疎

水的相互作用を抑制するために 3 センサーチップ CM5 に比較的少量のドデシルアミン (C J2 )

を共有結合させた新規センサーチップ(センサーチップ C1 2) をアミンカップリング法によ

り作製し. AmB の非特異的結合の影響を比較，検証した。調製したセンサーチップ C l2 に

Am B 溶液を添加 (図 2-6D ) したところ. AmB による非特異的吸着は，センサーチップ Ll

の場合(図 2-6B ) と比べて低かったが，完全に抑制する ことはできなかった。 ド、デ、ンル基を

導入したフローセルに，リ ポソームを添加したところ，センサーチップ Ll と同等のレスポン

スでリポソームを捕捉することができた。さらに，リポソームを捕捉 したフローセノレに対し

て Am B 溶液を添加した場合， センサーチップLl と同等のレスポンスが得られることがわか

った (図 2-6E ) 。また，センサーチップ Cl2 において，脂質二重膜固定化後，さらにリポソ

ームを加えたが，更なる レスポンスの上昇は見られないことから， 脂質二重膜の固定化の際

に，ドデシノレ基は十分にフゃロックされており . Am B の脂質二重膜固定化センサーチップ表面

への非特異的吸着は起こ らないことが示された。以上の結果から，本研究では，市販のセン

サーチップ Ll の代わりに，今回新たに作製したドデシノレアミン固定化センサーチップ(サン

プルセル，ドデシルアミン固定化，レフアレンスセル，未処理の CM5 ) を用いる ことにより，

レファレンスを差し引し、て相互作用解析を行うことにした。
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AmBとアシル鎖の異なる脂質二重膜との SPR 測定

種々のリポソーム懸濁液(脂質濃度，

2-2-b 

。0.5 mM)をセンサーチップ CI2 に固定化した後，

SPR センサーチップに対~50 凶-1 AmB 溶液を添加した。各々脂質二重膜を固定化した際の，

する脂質二重膜固定化量に違いが見られたので (POPC ，10 ，848 RU; DLPC ， 5，515 RU; DMPC ， 

8，510 RU; DPPC ， 8，102 RU; DSP C， 6，083 RU) ， SPR レスポンスはそれぞれ脂質二重膜 10 ，000

RU あたりに換算した結果を用いた。得られたセンサーグラムを図 2-7 に示した。また， Am B 

加えたAm B 溶液の濃度(凶-1)を

(図 2-8) 。

を縦軸に，(RU) 添加後 100~ 1l 0 秒間の平均レスポンス

横軸にフ。ロットし， 各種脂質二重膜に対するAm B の結合レスポンスを比較した
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(RU ) (赤， POPC ;マゼンタ， DLP C; 青， DMPC ;水色 DPPC および緑，DSPC 脂質

二重膜)

以上の結果， DSPC を除きAm B は添加した濃度に依存して脂質二重膜に結合することが示

された。さらに Am B は DSPC (C I8 ) <く DLPC (C I2) く POPC (C 16 ， C 18) = DPPC (C I6) くく DMPC

(C I4 ) の順で脂質二重膜に対してより多く結合することが示された。今回使用したリン脂質

は全てフオスファチジノレコ リン (PC) であり，このことは Am B がリン脂質のアシル鎖の違

いを認識し， 脂質二重膜と相互作用する 岨42) ことを示しており ，非常に興味深い結果といえ

る。その詳細については， 2-3 でさらに解析を行うことにする。

2-2-c Am B とステローノレ含有脂質二重膜との SPR 測定

2-2-b の結果から，AmB がリン脂質のアシル鎖の違いを認識し，脂質二重膜と相互作用し

ていることが明らかとなった。また本宣言序論で述べた通り ，AmB はヒト細胞中に存在するコ

レステロールよりも真菌細胞中に存在するエノレゴステロールに対して強い親和性を持つこと

で選択毒性を発現する。したがって1 これらの作用機構を解明するために，コレステロール
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あるいはエルゴステロールを含む脂質二重膜を調製し，表面プラズモン共鳴装置を用いた

AmB との相互作用解析を行った。ステロール選択性を検証するために， リン脂質はAmBと

強く相互作用した DMPC と，あまり強くはないがAm B 濃度依存的に相互作用した POPC を

選択した。

それぞれステロール非含有脂質二重膜および 20% ステロール(エルゴステロールまたはコ

レステロール)含有脂質二重膜を調製した。また， POPC については，さらに 10% ステロー

ル含有脂質二重膜もあわせて調製した。前項と同様に表面プラズモン共鳴にはピアコア X と

センサーチップ C12 を用い，ランニンクゃバッファーとして 5%DMSO-PBS 緩衝溶液を使用し

た。各々 0.5 mM脂質 二重膜懸濁液をセンサーチップ C12 に捕捉した後， 0~50μMAmB 溶液

を添加した。

2-2-cl Am B とステロール含有 POPC 脂質二重膜との SPR 測定

各々ステロール含有 POPC 脂質二重膜を固定化した際に， SPR センサーチップに対する固

定化量に若干の違いが見られたので (POPC ，14 ，068 RU; 10% コレステロール含有 POPC ，15 ，457 

RU;20% コレステロール含有 POP C， 15 ，572RU;10% エルゴ、ステローノレ含有 POPC ，15 ，061 RU; 

20% エノレゴ、ステロール含有 POPC 脂質二重膜， 14 ，836 RU) ， SPR レスポンスは，それぞれ脂

質二重膜 10 ，000 RU あたりに換算した結果を用いた。得られたセンサ一グラムを図 2-9 に示し

た。また， 図 2- 9 の各々センサーグラムにおいて， AmB 添加後 550~560 秒間の平均レスポ

ンス (RU) を縦車111 に，加えたAm B 溶液の濃度 (μM) を横軸にプロットし，比較した(図

2・10 ) 。

図 2θ において， Am B はそれぞれの脂質二重膜に対して濃度依存的に相互作用することが

示された。また， POPC にステロールを添加することによりそのステロール含有率に比例し

て，脂質二重膜に対するAm B 結合量が増加することが示された。また，その効果はコレステ

ロールよりもエルゴステロールの方が大きいことが示された。
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図 2-10 ステロールの種類および含有率が異なる POPC 脂質二重膜に対する 0~50 凶4

Am B 溶液添加時のレスポンス (RU) (赤， POPC; マゼンタ， 10% コレステロール含有

POPC; 育， 20% コレステロール含有 POPC; 水色， 10% エルゴステロール含有 POPC およ

び緑， 20% エルゴステロール含有 POPC 脂質二重膜。)

2-2-c2 turru3とステローノレ含有 DMPC 脂質二重膜との SPR 測定

次に， DMPC に対して 20% の含有率でステローノレを加えた DMPC 脂質二重膜を用いて，

POPC と同じ測定条件で試験した。固定化の際に，各々脂質二重膜に対して，以下に示す結

合量が得られたので， POPC の場合と同様に 10 フOOORU に補正した (DMP C， 8，510 RU ; 20% 

コレステロール含有 DMPC ，11 ，822 RU; 20% エルゴステロール含有 DMPC 脂質二重膜， 10 ，754 

RU) 。得られたセンサーグラムを図 2ー11 に示した。また， AmB 添加後 100~110 秒間の平均

レスポンス (RU) を縦軸に，加えた AmB 溶液の濃度(凶 1) を横i袖にプロットし，比較した

(図 2-1 2) 。その結果， POPC の場合とは異なり， DMPC においてはステロールの添加によ

り結合量が少なくなるという結果が得られた。一方ステロールの違いについては，わずかで

はあるが， AmBは コレステロールよりもエルゴステロール含有 DMPC 脂質二重膜の方に対

して結合量が大きいという結果が得られた。
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図 2・12 種類の異なるステロールを含む DMPC脂質二重膜に対する 0~50 凶1 AmB 溶液

添加時のレスポンス (R ul (赤 ，D MPC ;マゼンタ，20% コレステロール含有 D M PC お

よび青，20% エルゴステロール含有 DMP C 脂質二重膜。)
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2-3 速度論的解析

2-2-c において， AmB は P OPC 脂質二重膜に対してステロール選択性，すなわちステロー

ルを含まない POPC よりもステローノレを含む脂質二重膜に対して結合量が多く，その効果は

エルゴステロールを含む POPC 脂質二重膜の方がコレステロールを含む POPC 脂質二重膜よ

りも大きいことが示された。これまで脂質二重膜中における Am B ーステロール会合体モデル

として， 図 2-4 に示した樽板モデ、ルが広く知られているが，その会合体形成の分子機構の解

明には至っていない。 AmB が膜中でその毒性を発現する際には， 脂質二重膜の表面または内

部と相互作用し，膜物性の改変あるいはチャネル会合体の形成が必要である。そこで今回，

Am B と脂質二重膜との相互作用において，図 2-1 3 に示す 3 種類の相互作用モデ、ルを仮定し，

先ほど得られた Am B と 20% ステロール含有および非含有 POPC 脂質二重膜との相互作用結

果(センサ一グラム)をモデルフィットすることにより，最適な相互作用モデルを推定する

ことにした。実験の部に示す計算式を用い，分配モデノレはソフトウェア O rigin ⑧ 6. 1 (Originlab 

corpora t1 0n 社製)を 』また吸着および二状態反応モデルは，ソフ トウェア BIAe valua 世.o n (GE 

ヘルスケアバイオサイエンス社製) を用いて理論曲線を作成した。
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図 2-13 Am B と脂質二重膜との相互作用モデル

(A ，分配モデル B ，吸着モデルおよび C ，二状態反応モテ守ル)
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また，それぞれの解析において，当初Am B濃度を変化させて得られるグローパルフィッテ

ィング法を試みたが，定量的な親和性評価には至らなかったo この原因としてそれぞれ濃度

が異なるAm B 溶液中での Am B の会合状態が異なることが考えられた。したがって今回は，

十分な SP R レスポンスおよび良好な S別 (signal-to-n oise ) 比が得られる一方で，マストラン

スポー トリミテーション効果(図 2・14 上，濃淡はアナライトの濃度を示す)を避けることが

可能な濃度として. 20 凶1Am B 溶液を試験に用いた。この7 ストランスポートリミテーショ

ン効果とは，アナライトのセンサーチップ表面への供給が反応の律速になっている状態をい

う。具体的にはセンサーチップ上のリガンドが多過ぎる場合，アナライト濃度が薄いあるい

は流速が遅い場合にこの現象が起こる。この状態で反応速度論定数を求めると実際よりも小

さな値を与える。図 2-14 下にマストランスポー トリミテーションが生じたセンサ一グラムを

示す。5および 20 凶1AmB 溶液の場合とは異なり. 1凶1AmB 溶液において， 直線的なレス

ポンスの ヒ昇が得られているが，このことはアナライトの拡散速度によって，アナライトの

結合に制限が掛かっていることを示唆している。

通常の相互作用

アナライ トが十分Lこ拡散
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トランスポートリミテーションが生じたセンサ一グラム(下:黄 1凶1;茶 5 凶4および7

ゼンタ. 20 ~lM AmB と 20%エルゴステロール含有 POPC 脂質二重膜とのセンサーグラム)
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2-3-a 分配モデルによる解析

まず最初に，低分子薬剤と脂質二重!撲 との相互作用解析に， 広く 用いられている 「分配モ

デル」の適用を試みた。 これは，溶液中のAmB がその濃度と分配係数に比例 して脂質二重膜

に分配されるモデルを仮定している (12i 12-1 3A ) 。図 2・15 は，ステローノレ非含有 POPC 脂質

二重牒 (A および B) ， 20% コレステロ}ノ レ含有 POPC 脂質二重膜 (C および 0) および 20%

エルゴステロール含有 POPC 脂質二重膜 (E および F) に対するAm B の結合を計測した SPR

センサーグラムおよび理論曲線を示している (A，C および E: 0~20 秒間の解析結果 ;B ， D

および F: 0~500 秒間の解析結果.赤， 5凶，f; 青，20μM および緑， 50 凶1Am B 溶液)。解

析の結果， 0~20 秒間においては，すべての脂質二重膜について分配モデルの式で良い理論

曲線が得られた。 Am B 溶液 (20 μM) を加えた際に得られた分配係数は，ステロール非含有

POPC 脂質二重膜に対して 110 ，20 % コレステロール含有 POPC 脂質二重膜に対して 401 およ

び 20 % エルゴステロール含有 POPC 脂質二重膜に対して 1，330 であった(ぷ 2・2) 。一方， 0 

~500 秒間においては，その理論曲線にわずかにずれが生じた。この原因として， 20 秒間に

おいては，脂質二重膜中にAmB の結合サイトが十分に存在しているため，この分配モデルに

おいて，良好な理論曲線が得られたのではないかと考えられる一方， 500 秒間では， 時間経

過とともに結合サイトの減少が起こり ，この分配モデルは結合サイ トの飽和を考慮していな

いモデノレのために，良好な理論曲線が得られなかったのではないかと考えられる。

表 2・2 分配モデルにより求めた AmB 溶液 (2 0μM ) 添加時の速度定数および分配係数

脂質二重膜の種類 k， k.， k， I k.， 
POPC 48.9 0.4 45 110 

POPC Iコレステロール 8・2 26 .4 。.0659 401 

POPC ェルゴステローノレ 8:2 65.9 0.0 497 1，330 
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図 2-15 SPR センサーグラムおよび分配モデル解析による理論曲線。A および B ，ステ ロー

ル非含有 POPC 脂質二重膜 ;C および D，20% コレステロール含有 POPC 脂質二重膜， E およ

び F : 20% エルゴステロール含有 PO PC 脂質二重膜。 A，C および E: 0~20 秒間の解析結果，

B ， D および F: 0~500 秒間の解析結果。ArnB 溶液の濃度。赤， 5 凶1 .青， 20 凶4 および緑 3

50μM 。
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2-3-b 吸着モデ‘ルによる解析

次に， 図 2-13 B に示した「吸着モデル」による解析を試みた。これは，有限の結合サイト

が脂質二重膜に存在し，そこに溶液中のArn B が吸着するモテ、ルを仮定している。図 2-1 6 は，

ステロール非含有 POPC 脂質二重膜 (A) ，コレステロール含有 POPC 脂質二重膜 (B) およ

びエノレゴステロール含有 PO PC 脂質二重膜 (C) に対するArn B の結果を計測した SPR センサ

一グラムと理論曲線を示す。 図 2- 16A のフイツティング結果から，ステロール非含有 POPC

脂質二重膜において，良好な理論曲線が得られることが示されたD ところが，ステロール含

有 POPC 脂質二重l漢の場合は， 300 秒以降の結合過程および解隣過程において，良好な理論

曲線は得られなかった。このことは，ステロール含有 POPC 脂質二重膜，とりわけ 20% エル

ゴステロール含有 POPC 脂質二重膜においては，添加したArn B が脂質二重膜に吸着後，さら

に状態変化を引き起こしている可能性を示唆している。
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図 2-16 SPR センサ一グラム(黒)と吸着反応モデル解析による理論曲線 (赤) 0 20 凶!I Arn B 

とステロール非合有 POPC 脂質二重膜 (A) ，コレステロール含有 POPC 脂質二重膜 (B) お

よびエルゴステロール含有 POPC 脂質二重膜 (C)
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2-3-c 二状態反応モデ‘ルによる解析

前述の通り， Am B が脂質二重膜と相互作用し，安定な複合体を形成することが広く支持さ

れている。また，これまでのモデルフイツティングによる解析結果から， Am B が脂質二重膜

へ吸着後，更なる状態変化が起こっていることが示唆された。そこで， 図 2-13C に示した「二

状態反応モデル」による解析を試みた。これは， Am B が一旦脂質二重膜の表面に吸着し，中

間体 AB を形成後，脂質二重膜の内部に取り込まれ，例えばイオンチャネルのような状態変

化 AB* を形成するモデルを仮定している。 図 2-17 は， Am B とステロール非含有 POPC 脂質

二重膜 (A) ，コレステロール含有 POPC 脂質二重膜 (B) およびエルゴステローノレ含有 POPC

脂質二重膜 (C) との SPR センサ一グラムと理論曲線を表わしている。その結果，全ての脂

質二重膜に対して良好な理論曲線との一致が認められた。
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図 2-17 SPR センサ一グラム(黒)と二状態反応モデル解析による理論曲線(赤) 0 20 凶f

AmB とステロール非含有 POPC 脂質二重膜 (A) ，コレステロール含有 POPC 脂質二重膜 (B)

およびエルゴステロール含有 POPC 脂質二重膜 (C)
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また，得られた理論曲線を』脂質二重)J 莫との吸着過程 AB と脂質二重膜への内部化過程 AB*

内ステローノレ非合有 POPC 脂質二重膜において，のセンサ一グラ ムに成分分離したところ，

ステロール含有 POPC部化過程がほとんど起こらないこ とが確認された (図 2- 18A ) 0 また，

と脂質二重

膜への内部化過程[AB*) のセンサ一グラムに成分分離したととろ， 非常に高い割合で AB* が形

成し，脂質二重膜中で Am B が安定に存在するこ とが示唆された

得られた理論曲線を脂質二重膜との吸着過程 AB脂質二重膜についても同様に，

。(図 2- 18B および C )
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2-3-d 二状態反応モデ‘ルにおけるAmBと POPC 脂質二重膜との速度論的解析

以上理論曲線によるフイツティング結果から， Am B が脂質二重膜表面と相互作用し，中間

体を形成した後，ステロールの効果により脂質二重膜内部へと取り込まれることが示唆され

た。そこで， Am B とそれぞれの POPC 脂質二重膜について得られた理論曲線から，速度論的

解析を行った。 表 2-3 に解析結果を示す。脂質二重膜表面への吸着過程に注目すると，結合

速度定数んの結果から， AmBがステロール濃度に依存して脂質二重膜表面への吸着を起こ

し，さらにコレステロールよりもエルゴステロール含有 POPC 脂質二重膜に対してより大き

な結合速度定数を持つことが確認された。その結果として， 20 凶~AmB 溶液中から脂質二重

膜表面への結合定数 K A は，ステロール非含有 POPC 脂質二重膜 (2 ，56 x 10
3 M -') よりもコレ

ステロール含有 POPC 脂質二重膜 (10% および 20% コレステロール含有 POPC 脂質二重膜に

対して， 3.4 8x 10
3 M "および 4，05x10 3 M -') の方が大きく またエルゴステロール含有 POPC

脂質二重膜 00% および 20% エルゴ、ステロール含有 POPC 脂質二重膜に対して， 26 ，Ox 10
3 M -' 

および 44 ，5x 10
3 M-') の方がはるかに大きいという結果が得られた。次に，脂質二重膜への内

部化過程に注目すると ，結合速度定数向の結果から，一且脂質二重膜内部へ取り込まれた

AmBは，ステ ロール濃度に依存して，脂質二重膜からの解離が抑制され，さらにコレステロ

ールよりもエルゴステロール含有 POPC 脂質二重膜に対してより小さな解隊速度定数を持つ

ことが確認された。ステロールの添加により，脂質二重膜への内部化 (k ，，) が促進され，ま

たステロール濃度に依存して，膜内部からの解隣が遅くなり，その結果親和性が商くなるこ

とが示された。

表 2-3 二状態反応モデ』ルにおけるAm B とPOPC 脂質二重膜との速度論的解析結果

リンsil'I司ステロール 九、(1M.) k出(1.) X10" K，，(I 問 x10 3 k
il2
(/s)X 10. 4 k

d2
{ls)X10"" K .， KA(IM)X1 0' 

POPC 29 .2 1.14 2.56 3.08'1 官8.2'1 0.17" 0.44'1 

POPα コレスデロー)1- 9・1 73.1 2.10 3.48 官8.4 唱1.0 1.67 5.81 

PO PCJ ユレステ口-)レ 8:2 118 2.91 4.05 官3.7 7.90 1.73 7.01 

POPCJ 工)1-ゴステ ロール 9:1 307 1.18 26.0 15.0 4.96 3.02 78.5 

POPα 工)1-ゴステ口-)1- 8:2 579 1.30 44 .5 12.9 1.86 6.94 309 

結合速度定数k" および k山解離速度定数 kd]および kd2 ，結合定数 K A 】 (k ，，/k d1 ) ， K. 日 (k ，，jkd2 )

およびK A (K A， X K A2 ) ， *1:ステローノレ非合有 POPC 脂質二重膜においては，内部化は起こ

り難い。
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2-3-e 二状態反応モデルにおけるおnBとその他の脂質二重膜との相互作用解析

2・3・d の結果から，AmB は脂質二重膜の膜表面と一旦結合した後に，ステロールの効果に

より膜内部へと取り込まれ，安定化される ことが示唆された。そこで次に，前に示したアシ

ノレ鎖の異なる脂質二重膜 (DLPC ，DMPC ， DPPC および DSPC) やステロール含有 DMPC 脂

質二重11 莫についても同様に， 二状態反応モデ、ノレを用いた理論曲線を作成し， Am B の脂質二重

"莫に対する親和性評価を行った。ランニングバッファーには，前項と同様に 5% DMSO -PBS 

緩衝溶液を用い，センサーチップ C 12 のセンサー表面に各種脂質二重膜を捕捉し， 20 μMAmB

溶液を加え，得られたセンサ一グラムから理論曲線を作成した。図 2-19 に 20 凶1: Am B 溶液

と種々脂質二重膜とのセンサ一グラムおよび理論曲線を示した (A ，DLPC ; B， DMPC; C， 

20% コレステロール含有 DMPC; D ， 20% エルゴステロール含有 DMPC および E，DPPC 脂質

二重膜)。その結果， DSPC (レスポンスが低いため， 図 2-7E ) を除いて良好な理論曲線が得

られた。したがって，図 2-19 に示した様々な脂質二重膜においても， POPC 脂質二重膜と同

傑に， AmB は二状態反応モデルで脂質二重膜と相互作用していることが示唆された。これら

の理論曲線から得られた速度論的解析結果を表 2-4 に示した。
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表 2-4 二状態反応モデルにおけるAm B と種々脂質二重膜との速度論的解析結果

リン自信号ステロール ι(/Ms) k
d1
(/s)X10 ・2 K

A1
(I M} X10 3 九2(/s}X10 -4 k

d2
(ls) X10- 4 κ

A2 凡(IM)X 10S 

DLPC 62.1 0.36 17.3 <0.02 

DMPC 247 0.46 114 18.2 0.14 130 14 ，800 

DMPCI コレステロール 8:2 371 0.15 247 0.42 1.82 0.23 56.8 

DMPα ヱルゴスチロール 8:2 442 0.10 44 唱 1.30 0.12 10.8 4，760 

DPPC 官61 3.11 44.5 <0.02 

結合速度定数ka1 およびk山解離速度定数kd1 およびん，結合定数 K A1 (k a/k d1 ) ， K A2 (k azlk d2 ) 

および K A (K A1 X K A2 ) 0 DSPC については，レスポンスが低いため，解析不可能で、あった。

また， DLPC および DPPC については，結合速度定数んが低いため，膜内部化過程は解析不

可能で、あった。

以上の結果から， Am B のアシル鎖の分子長が異なる脂質二重膜 (DLPC ，DMPC ， DPPC お

よび DSPC) に対する速度論的解析結果を比較すると，膜表面への吸着時の結合定数K A1 およ

び膜内部への取込み時の結合定数 K A2 は共に，DMPC が非常に高く，特に膜内部への取込み

時の結合定数 K A2 は他の脂質二重膜と比べて 1，000 倍以上高い親和性が観測された。また，

DLPC および DPPC については，結合速度定数んが低いため，膜内部化過程の解析は不可能

であった。なお， DSPC については，レスポンスが低いため解析不可能であった。

この親和性の傾向は，結合量とほぼ一致している。また， POPC の場合と同様にステロー

ル非合有 DMPC 脂質二重膜と 20% コレステロール含有 DMPC 脂質二重膜および 20% エノレゴ

ステロール含有 DMPC 脂質二重膜について比較したところ，膜表面への吸着過程においては，

POPC の場合と同様にステロール含有脂質二重膜の方が高い親和性を示し (k a1 ，kd1 および、K A1

全てにおいて) ，またエノレゴステロール含有 DMPC 脂質二重膜の方がコレステロール含有

DMPC 脂質二重膜と比べてより高い親和性を示した (K A1 ; ステロール非含有 DMPC 脂質二

重膜 114 xI 03瓜11<20% コレステロール含有 DMPC 脂質二重膜 247x10 3/M <20% エルゴステロ

ール含有 DMPC 脂質二重膜 441x10 3/M)。ところが，膜内部への取り込み過程においては，

ステローノレ含有 DMPC 脂質二重膜は，ステロール非合有 DMPC 脂質二重膜と比べて非常に取

り込みが遅く，また取り込まれたAm B は素早く解離するという結果が得られ，その影響はエ

ルゴステロールよりもコレステロールの方が顕著で、あった。
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2-4 考 察

従来は，センサーチップLl を用いて， 脂質二重l瑛と膜作用ペプチ ドとの相互作用解析が研

究されてきた 唱唱し 本研究において. SPR を用いて簡便な脂質二重膜と生体分子の相互作用

解析を試みた結果，センサーチップ Ll では Arn B についてはその疎水性の高さの問題から，

レファレンスセノレへの結合が生じ，正確な相互作用解析を行うことができなかった(図 2-20 )。

そこで，センサ}チップ CM5 のフローセル 2 のみに ドデシル基を導入したセンサーチップを

作製することにより ，その問題を解決することができた(図 2-21) 。このセンサーチップ C I2

に対する POPC 脂質二重膜の固定化は. 15，800 士100 RU であり ，繰り返し再現性においても問

題はなかった。ただし， リン脂質の種類が異なる脂質二重膜を固定した場合，その固定化量

に違いが観測されたので，固定化量を全て 10 ，000 RU に換算して，相互作用解析を行った。

また速度論的解析には，レスポンスの安定性およびマストランスポートリミテーション(図

2-1 3) を考慮した結果. 20 凶~AmB溶液について，解析を行うこと に した。

邑~ ::t?Sl7':-- ル基

リー⑮↓サンプルセル

叫ス ポンスf

~ 
レファレンスセル

顕著な非特異的吸着を観刻

~雪
レファレンスセル

~ 

ブランクを
差し引けない

~ 
サンプルセルーレファレンスセル

図 2-20 センサーチップ LI の非特異的吸着の影響
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図 2-21 ドデ、シル基を導入した CM5 (C I2) の非特異的吸着の影響

次に，この新規センサーチップを用いて，リン脂質選択性を検証した。すなわち，閉じリ

ン脂質へッドグループ(フォスファチジルコリン基， PC ) を持ち，それぞれリン脂質のアシ

ル鎖の長さおよび種類が異なる脂質二重膜 {DLPC (C 12 ) ， DMP C (C '4) ， DPP C (C ，，) ， 

DS PC (C 1，) ， POPC (C I6 /C 1，) }を調製し， SPR センサーチップに捕捉した。このセンサー

チップに Am B 溶液を添加 したところ， DMP C>> DPP C = POPC > DLPC >> D SPC の11 慎に高い

レスポンスが得られた(図 2-7 および関 2-8) 。

そこで次に，高いレスポンスが得られた D MPC とレスポンスは低いが濃度依存性が得られ

た POP C を用い，ステロール選択性を検証した。まずは POP C 脂質二重膜について， 図 2-14

に示した 3 種類の相互作用モデルを仮定しモデルフイツティングを行った。分配モデルは，

一般に低分子薬剤と膜との相互作用解析に広く採用されている。その結果， 0~20 秒間でモ

デルフィッティングした場合理論曲線との良好な一致が認められたが，長時間 (500 秒間)

でモデルフィッテイングした場合は良好な一致は認められなかった(図 2-1 5) 。この原因と

して，分配係数が Am B の膜への結合量に依存していることが考えられるが，しかしこの分配
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モデルは分配係数の変化を考慮していないために，良好な理論曲線が得られなかったのでは

ないかと推定した。そこで次に， Am B が有限の結合サイトに吸着するモデル(吸着モデ、ル)

で解析したところ，ステロール非合有 POPC 脂質二重膜について，理論曲線との良好な一致

が認められたのに対し，ステロール含有 POPC 脂質二重膜においては，特に解離過程におい

てフィッティングにずれが生じた(図 2・16 ) 。このことから，ステロール含有 POPC 脂質二

重膜において， Am B は脂質二重膜内表面に吸着後，更なる状態変化が起とることによって，

膜への親和性が噌大していることが示唆された。

最近 3 センサーチップLlを用いて，膜作用ベプチドであるメリチンと脂質二重膜問の相互

作用解析が行われ，メリチンはまず静電的相互作用により膜表面と相互作用した後，疎水部

位を膜内部に挿入し，その結果，膜にボアを形成するという ニ状態反応モデルによる解析結

果が報告された 43) 。そこで本研究においても，二状態反応モデルによる解析を試みたところ，

良好な理論曲線が得られ，速度定数の算出が可能となった(表 2-3 ) 。その結果，脂質二重膜

表面への吸着過程ではz ステロール濃度に依存して，脂質二重膜に対する吸着が促進され，

またコレステロールよりもエルゴステロール含有脂質二重膜との親和性が高いととが確認さ

れた。また，内部化過程に注目すると，ステロールの添加により，脂質二重膜への内部化が

促進され，またステロール濃度に依存して，膜内部からの解離が遅くなり，その結果，親和

性が高くなることが明らかとなった。 SPR 測定は， 25
0
C で実施しており，この測定温度にお

いて POPC 脂質二重膜は無秩序液体(l d) 相である。このときステロールが含まれると，その

PC アルキル鎖の秩序は増加することが知られている(図 2-22 )判。また過去の研究から， AmB 

は無秩序液体(l d) 相よりも秩序液体(1 0) 相に対して高い親和性を有することが知られてい

る 33.4 7) 。したがって，ステロールの添加による濃度依存的な親和性の増加は，相状態の変化

が原因の一つであると考えられる。また，これらステロールは 3s 位にヒドロキシ基を有して

いることから z これが膜表面に向いている場合，ステロールの添加により AmB の脂質二重膜

表面への吸着時の親和性が増大したと考えられる。また，エルゴ、ステロール添加による，特

に膜内部化過程における顕著な親和性の増加は， UV!CD スベクトル測定 47品)やカリワムイオ

ン透過活性試験 日)の結果と良く 一致している。エルゴステロールがコレステロールよりも

AmB との相互作用が大きい原因は，そのわずかな構造上の違いにある。すなわち，エルゴス

テロールはコレステロールと比べて不飽和結合を多く有し， Am B へフヲタエン部位とのファン

デルワールス相互作用が大きいためであると考えられる 37 凡 52 -54 )。
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図 2-23 AmB とPOPC 脂質二重膜 との相互作用機構の推定

回
議

以上の結果， A mBの POPC 脂質二重膜との相互作用機構を図 2-23 のように推定した。す

なわち，ステロール非含有 POPC 脂質二重膜においては， 脂質二重膜の表面への吸着は弱く，

さらに脂質二重膜中への内部化もほとんど起きないと考えられる。一方，ステロール含有

POPC 脂質二重膜では，膜表面への吸着は促進され，またステロールは脂質二重膜中への内
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部化を促進することによって膜からの解離を抑制し，その安定化に寄与している。その効果

はコレステロールよりもエルゴステロール含有 POPC 脂質二重膜の方が大きい。

以上の結果を踏まえ，へッドグ、ループは共通のフォスファチジノレコリン基 (PC) を持ちア

シル鎖の分子長のみが異なる脂質二重膜 (DLPC ，DMPC ， DPPC および DSPC) についても

同様に， 二状態反応モデルで、理論曲線を作成し，速度論的解析を行ったととろ，膜表面への

吸着時の結合定数 K A Jおよび模内部への取込み時の結合定数 K心は共に，DMPC 脂質二重膜

において高く，特に脂質二重膜中への内部化の結合定数 K且は他の脂質二重膜と比べて非常

に高い親和性が観測された (DLPC および DPPC は膜内部への取り込みは殆ど起こらない，

DSPC は解析不可能)。この原因として，二分子膜の相状態と疎水領域の長さが考えられる。

表 2δ に二分子膜の疎水領域の長さを示した 55 ，56)。二分子膜の疎水領域の長さと親和性の関係

を図 2-24 に示した。Am B 分子の長軸方向は約 24A であるが，へプタエン疎水領域は 22A で

ある 35 )。 したがって， DMPC 二分子膜の疎水領域長とほぼ一致していることから， 11 莫を貫通

したとき非常に強い親和性を持つことが示唆される。 DLPC においては二分子膜の疎水領域

の長さが短すぎるため，膜内部との相互作用 (K A2 ) は弱し、と考えられる。また POPC におい

ては幾分二分子膜の疎水領域の長さが長いため，わずかな膜内部との相互作用 (K A2 ) が観測

され， さらに DPPC および DSPC においては，二分子膜の疎水領域の長さが長過ぎるため，

膜内部との相互作用 (K. 日)はほ とんど起こらなかったと推定している。

また， POPC の場合と同様にステロール非含有 DMPC 脂質二重膜と 20% コレステロール含

有 DMPC 脂質二重膜および 20% エノレゴステロール含有 DMPC 脂質二重膜について比較した

ところ，膜表面への吸着過程においては， POPC の場合と同様に，ステローノレ含有脂質二重

膜の方が高い親和性を示 し (k ，J，kdJ および K A J全てにおいて)。これは，ステロールの添加

により相状態の秩序が高くなったこと 叫，およびステロールの 3s 位のヒドロキシ基を有して

いることから，これが膜表面に面し， AmB の脂質二重膜表面への吸着時の親和性が増大した

と考えられる。一方，膜内部化過程において，その親和性はステロール非含有 DMPC 脂質二

重膜が最も高く，次いでエルゴステロール含有 DMPC 脂質二重膜3 コレステロール含有 DMPC

脂質二重膜と続く。これには幾つかの要因が重なっていると考えられる。まず，第一に POPC

の場合と同様にステロールの添点目によりAm B の脂質二重膜に対する親和性が高められ 3 その

効果はファンデルワールスカに起因 37 ，叩，52 -54 )し，エルゴ、ステロールの方がコレステロールより

も高い親和性を示していると考えられる。ところが，実際の親和性はステロール非含有 DMPC

脂質二重膜が最も高く，エルゴ、ステロール含有 DMPC 脂質二重膜， コレステロール含有 DMPC

脂質二重膜の11闘に親和性は下がっている。これは 3 二分子膜の疎水領域の長さで説明できる。

すなわち，ステロール非含有 DMPC 脂質二重膜の疎水領域の長さは，最もAmBの疎水領域
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の長さと一致しており， AmB は非常に安定して脂質二重膜中に存在していると考えられる。

ところが，ステロールを添加することにより，この疎水領域の長さが一致していた DMPC 分

子はステロールに押し退けられ，またステロールの添加によ り，脂質二重膜の疎水領域の長

さは長くなり ，親和性が減少したと考えられる。これらの効果が組み合わさった結果， PuPC 

の場合とは異なるステロールの効果が発現したと考えられる。また，この DMPC へのステロ

ール添加による AmB 親和性の減少は， Dufourc らによる，コレステロール含有 D恥1P C 脂質二

重膜に対する Am B の添加によって運動性が低下したのがコレステロールではなくリン脂質

であったという報告と一致している叩j21h

表 2-5 AmBま たは二分子膜の疎水領域の長さ

AmBま たは二分子膜 疎水領域の長さ (A )

Am B 22 

PUPC (1 6:0 ， 18 :]) 25.8 

DLPC (1 2:0) 19.5 

DMPC ([4:0 ) 23 

DPPC (1 60 ) 26 

DSPC (1 8:0 ) 29 .5 

山

l

山
DLPC DMPC ステロール含有DMPC

短い く 二分子膜の分子長 ヘ
〆
拍

(
V
U
U
U 

アンフォデリシンB

図 2-24 二分子膜の疎水領域の長さと親和性の関係

-59 -

川
山

間
川
川
山
側
DPPC ，DSPC 

長い

?レロ-アス
--a
 

......
 
， 



2・5 結論

- ドデシル基を導入したセンサーチップを作製することによって，アンフォテリシン B の

脂質膜以外への吸着を軽減し，この新規センサーチップを用いたアンフォテリシン B の

脂質二重膜に対する親和性評価を可能にした。

- アンフォテリシン B と脂質二重膜との相互作用機構についての速度論的解釈に成功し，

アンフォテリシン B が一旦脂質二重膜の表面に吸着した後，膜内部化を起こすことによ

り，二状態反応モデ、ルで相互作用していることを推定した。

- 上記センサーチップを用いて，脂質二重膜中におけるステロール選択性を定量的に評価

し，特に内部化過程において，アンフォテリシン B がステロール非合有 POPC 脂質二重

膜やコレステロール含有 POPC 脂質二重膜と比べて，エノレゴステロール含有 POPC 脂質

二重膜に対して親和性が高いことを明らかにした。

- アシル鎖が異なる脂質二重膜中において，アンフォテリシン B の内部化の起こりやすさ

と二分子膜の疎水領域長の関連性を調べ，アンフォテリシン B と脂質二重膜の疎水領域

長の一致が，内部化過程における親和性に重要であることを明らかにした。
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梯子状ボリエーテルと膜タンパクとの相互作用解析第 3 章

序論

梯子状ポリエーテル化合物

3-1 

3-1-a 

太平洋，インド洋のサンゴ礁海域で発生する主に魚類による食中カリブ海zシガテラは，

血圧降下や脈拍のその症状は下痢を主体とする消化器系の症状，知覚神経障害，毒であり，

減少に見られる循環器症状の三つに分けられる。世界的な患者発生数は毎年 4.6 万件に及ぶ

自然毒食中毒としては世界最大の規模であり， 現在でも公衆衛生および水産業と推定され，

この食中毒の原因物質として，脂溶性のシガトキシン類に多大な被害を与え続けている。

また藻食魚による中毒に関与すると考えられている水溶性図 3・1) 14) CTX ， (ciguatoxin ， 

のマイトトキシン 渦鞭

毛藻 Gambierdiscus 臼泊四sや Gambierdiscus polynesiensis などの二次代謝産物であり，食物連鎖

食中毒は藻食魚および肉食魚いずれでも発生する。

これらは，図 3-2) 5.6 )が単離，構造決定された。MTX ， (m 剖 totoxm ，

toxicus f土G なお，の過程で蓄積され，

CTX4B が食物連鎖を介し 2 代CTX lBは CTX4A ，

謝の過程で酸化されて生成すると考えられている η

CTX4B などを産生し，CTX4A ， CTX3C ， 

Me 

Me 

l，1 e CTX3C 

t

H 
P

白
Hロ

OH 

明eCTXIB 

『
と ~

CTX4B CTX4A 

シガトキシン類の化学構造
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一方， G toxicus からは CTX 類， MTX 以外に， アンフォテリシン B (amphotericin B， Am B) 

の 2000 倍もの強力な抗カビ活性を有するガンヒ‘エル酸 (g 訓 bieric acid) 8.9) 神経毒性を有す

るガンピエロール (gambieroll 10-12) などが単離・構造決定されているが

毒との関連は明らかではない。

(図 3-2)， シガテラ中

HO 

づク

Me 

OH Me 

OH 
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Me 

。S03 Na
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H H 
:...-0 ¥ 

H 
H 。

M e. _ 

MeV-? 

6 ~H 
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Me H Na03SQ 9~ H H H 9H 
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f.-- O，~竺

〆
"-OH 

「 \、~OH

H '?_I ¥--1../ 
MUH07 
，.- Ho_n 

子。三二;一二二三 UT 。y
H H = H H I H H H H H H 

OH OH 凸H
HO 

白H

Maitotoxin 

OH 

図 3-2 ガンピエロールP ガンピエル酸およびマイトトキシンの化学構造

また， フロリダ沖で赤潮を形成し魚類の大量へい死を起こすととでよく知られた渦鞭毛藻

Ka 問問αb問 VlS

BTX ，図 3-3)

(1日称 Gymnodinium breve) 

の化学構造は 13.1 4)

により生産されるブレベ トキシン類 (brevetoxin ，

1981 年に Nakanishi らの X 線結晶構造解析により決定され

た 13) 。エーテル環が梯子状に連結した特異な分子構造の最初の例として有名である。それ以

降， プレベトキシンA (brevetoxin A) 14)
や， プレペトキシンB (brevetoxin B) の骨格を持つ

た類縁体が単離， 構造決定されている。
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O 

H 

Me 

Me 

O 
B 日vetoxin B 

CHO 

H 01t 
H 
~ 

Brevetoxin A 

図 3-3 ブレベトキシン類の化学構造

CHO 

その他にも K brevis からはへミブレペトキシン B (hemibrevetoxin s， 1989 年，清水ら 15) )

ブレベナール (brevenal ，2004 年， Baden ら 16 ，17)) など，比較的分子長の短い化合物が単離，

構造決定されている(図 3-4)。このうち，ブレベナーノレは，最近，佐々木らの全合成 1S， 19) に

よって，最初の提出構造の誤りが改正された五環性化合物であり(図 3-4 には改訂後の構造

を記した) ，それ自体の魚毒性は非常に弱し、が，ブレベトキシン類の毒性を阻害することが知

られている 16)。

OHC 

oJσ 向e

Hemibrevetoxin B 

--:/ 

ダク

OHC 、
h 

B田 V叩 al

図 3・4 へミブレベトキシン B およびブレベナーノレの構造

三三シd

F ゼエ

ますこ，赤潮を形成するその他の渦鞭毛藻からも同様の天然物が単離されている。 K ，αrenlQ

mikimotoi が生産するジムノシン類 2日 2) (g 戸llllocm ，図 3-5 ) は， 14~15 のエーテル環が縮環

した分子で，ブレベトキシンなどと比べて魚毒性は弱し、ものの 3 マウス白血病細胞に対して

細胞毒性を有することが知られている (EC50=U~L7 μダmL， P388" ウス白血病細胞) 20) 。

構造の面では飽和の六，七員環からなる点に特徴があり，またジムノシン B のエーテル環の

縮環数は 15 であり，このクラスの天然物の中で最多である。これら一連の化合物は五~九員

環のエーテル環が trans/'ynltr ，αns に縮環した共通の構造を有することから，梯子状ポリエーテ

ル化合物と呼ばれている。
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O H C、CP

OHC 、CP

G)mn ocin -B O H 

図 3-5 ジムノシン類の構造

3-1 -b イエッソトキシン

渦鞭毛藻 P rotoceratium reticulatum や Li ngulodinium po lyedrum などにより生産されたイエッ

ソトキシン (y essotoxin ，YT X 図 3-6 )は ，198 6 年に陸奥湾産の毒化 したホタテガイ

(Patinopecten yessoens ;s) の中腸腺から単離された梯子状ポリエーテノレ化合物の I つである

23 刊。その構造は， 1987 年に相対配置が二次元 NMR を用いて決定され 23，24) その後 1996 年

にキラ/レ異方性試薬を 用いた実験によって絶対配置が決定された 功。 当初下痢性貝中毒

(Diarrheic Shell fis h Poison ， DSP ) の I っとして考えられていたが，その後の研究から実際に

は下痢毒性を示さず，む しろ神経毒性を示すことが明らかとなった 23 ，28- 30) 。その生物活性に

関しては，マウスに対する急性致死毒性 23 ，30 )は腹腔内投与で 10 0 μglkg と高いものの，経口毒

性は低く，人体に及ぼす影響については明らかにされていない。構造上の特徴として，分子

中央部に七，六，八員環エーテル E，F， G 環部が連続し F 環部には いージアキシヤル結合

した 2 個のメチル基を持つ。また， A 環末端に 2 個の硫酸エステル及び K 環末端にトリエン

側鎖を有することも特徴的である。また， 基本骨格が類似した傑々な同族体(図 3-6) も二枚

貝から単再1I .構造決定されている 23 -24. 3ふ功 。

• 
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R2 

Yessotoxin (YTX) : n = 1， R1 = S03 Na ， R2 = 

45 ・HydroxyYT X: n= 1，R1 = S03 Na ，R2= 

45 ，46 ，47 ・ TrinorYT X: n = 1， R1 = S03 Na ， R2 = 

ペ
trJ「

CarboxyYT X: n= 1，R1=S03Na ，R2= ~~ 

1心 esulfo YT X: n = 1， R1 = H， R2 =ペ
HomoYT X: n=2 ，R1叫叫2= べ
45 ・Hydro 可homoYT X: n = 2， R1 = S03 N a， R2= 同

Hd 

Na03sq 

Adoriatoxin (AT X) 

図 3・6 イエッソトキシンおよびその同族体の化学構造

3-1-c 梯子状ポリエーテル天然物の作用機構と分子認識機構

これまで述べてきたように一連の梯子状ポリエーテル天然物が海洋より単離・構造決定さ

れてきた。ブレベトキシンを初めとしてシガトキシンや，イエッソトキシンなどのエーテル

環が連結した構造の分子では，共通して分子中央に七~九員環が存在して分子に柔軟性を与

えており，活性発現に必要な要因ではないかと考えられる。しかし，天然から得られる試料

は極微量のために，詳細な作用機構はあまり解明されていない。

作用標的が解明されている数少ない梯子状ポリエーテル天然物として，ブレベトキシン

(BTX) 類，シガトキシン (CTX) 類およびガンピエロール類がある。 BTX と CTX は神経
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細胞膜の電位依存性ナトリワムチャネル (VSSC) に特異的に結合することで毒性を発現する

35 -4 1) 。またガンピエロールに関しては，低濃度ではカリウムチャネルを限害し，高濃度ではナ

トリウムチャネルを活性化すること，さらにカルシウムチャネルにも関与している可能性を

示唆する結果も出ている 429) 。VSSC に結合する毒としてテトロドトキシン (TIX) を第 I章

に挙げたが 44) チャネルを阻害する TIX に対し， BTX 類や CTX 類はチャネノレを活性化しナ

トリウムイオンの流入を促進することによって神経毒性を発現すると推定されている。

これら以外の天然物は未だ毒性と作用標的との関連が不明な部分が多い。活性は弱いもの

の，ガンピエロールおよびガンピエル酸は， VSSC のサイト 5 と呼ばれる部分に対して， BTX

と競争的に結合することがトリチウム標識化実験で確認されている(ガンピエロール: Ki = 

1. 4μM ，ガンピエル酸: Ki = 0.11 凶11) 45) 。その他，マイトトキシン (MTX) はカルシワムイ

オンの細胞内への過剰流入を引き起こして毒性を発現することが分かつている 46 -4 9) 。

また，梯子状ポリエーテル天然物としては二枚員や渦鞭毛藻から調達可能な YTX に関して

は，近年の研究によって様々な生理活性が明らかになっている。まず，ヒトのリンパ細胞に

YTX を投与すると，カルシウムイオンの流入が認められ，細胞内カルシウムイオン濃度を増

加させることが確認された 50 ，51) 。また，カルシウムイオン存在下， YTX をヒトリンパ細胞に

投与すると細胞内セカンドメッセンジャーである環状ヌクレオチド (c 泊四)の濃度が減少す

る 52) 。環状ヌクレオチドホスホジエステラーゼ (phosphodiesterase ，PDE) は， ATP からアデ

ニル酸シクラーゼにより生成した c泊四を， 5'-AMP に加水分解し，その濃度を調節し，シグ

ナノレ伝達に重要な役割を担っている 53) 。PDE は，多くの昨ヘリックスを有する水溶性タンパ

ク質であり， 11 種類の PDE ファミリー (PDE1"-'11) の存在が明らかになっている。 c品。

は二価金属イオンとキレートし， PDE の触媒ドメインで酵素反応をうける。 PDE の中にはカ

ルシウムイオンによって活性化を受けるものがあり， YTX によるカルシウムイオンの流入が

PDE の活性化を招き c. 品 1P の分解を促進していると考えられている(図 3-7) 。

ぷ一O O H l 佃佃

U cAMP PDE 5' ・AMP

糊七(カルシウム流入 )J TI U ( 活断(結合)

YTX 
図 3・7 YTX による cAMP 加水分解促進の模式図
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また， Botana らは YTχ が PDE 混合物のほか，ゥ、ンの脳および隣臓に存在する PDEI およ

び PDEII (それぞれ，デーおよび 3'-エクソヌクレアーゼ)に対して，それぞれ解離定数 KD

=2.80 ，，1. 21μ M および K D =7.36 士0.60 μM などの親和性をもつことを報告した H55k すなわち，

PDE の活性化はカルシウムイオン以外に， YTX が直接 PD E と相互作用した結果とも考えら

れる (図 3・7)。

そのほか，アポトーシスはプロテアーゼの一種であるカスパーゼが活性化されて起こる細

胞の自然死であるが， YTX がヒトガン細胞のアポトーシスを誘引することがわかってきた 56) 。

3-1-d 梯子状ポリエーテノレ天然物の作用機構と分子認識機構の解明

このように，渦鞭毛藻が生産する梯子状ポリエーテル天然物は，その強力な生理活性から，

生理学者の興味を惹き，現象論的には様々なことが分かりつつあるが， 一方分子レベルで作

用標的との相互作用に言及した報告はあまり多くない。Ga wley らは， 1995 年ブレベ トキシン

B の活性発現には，約 30A の分子長が重要で5あることを提唱した 57) 。また中員環が分子全体

の柔軟性を増すことで活性発現に重要であると言われており 58 ，59 ) さらに角間メチル基も同

様の効果により活性発現に重要であると言われている。 vssc に対する結合阻害実験を通し

て，梯子状ポリエーテルのエーテル酸素原子が水素結合アクセプターとして機能することで，

vssc と相互作用するのではないか，という仮説も提起されている 明。 この時点では作用標

的として vssc のみを想定していたが. 2005 年，我々のグループ回)と大栗ら 61，62) は時期を同

じくして，同様の仮説を提唱した。すなわち，梯子状ポリエーテノレ骨格に存在するエーテル

酸素原子聞の距離が，膜タンパク質に多く存在する αーヘリックスのピッチに近い (約 5A )

ことから，多点水素結合を介して膜タンパク質の膜貫通領域に多く含まれる α ヘリックス

と相互作用するのではないか，というものである (因子8)。
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約 5A

α，ヘリックス
梯子状ポリエーテル

図 3-8 梯子状ポリエーテルと αーヘリックスの相互作用仮説

この仮説は現在最も広く受け入れられているものであり，作用標的が未知である多くの梯

子状ポリエーテル化合物が，イオン流入に関わる生理活性を有し，また毒性の高い化合物の

分子長が生体膜の厚さに近いことからも妥当であると言える。この仮説に基づき，当研究室

の森らは，梯子状ポリエーテルモデルとして脱硫酸化イエッソトキシン (dsYTX) を，また膜

タンパク質モデルとしてグリコフォリン A (GpA) を用いて，これらの聞に相互作用があるか

を SDS -PAGE 実験によって調べたべ Gp A は赤血球膜に存在する分子量約 38 KDa の糖タン

パク質で， ミセノレ中などの疎水的環境下多点、水素結合によりホモ二量体を形成することが知

られている 臼64) 。もし梯子状ポリエーテルが， 図 3-8 に示したような多点水素結合を膜タン

パク質との問に形成するならば，梯子状ポリエーテルは競争的にGp A の二量化を阻害し単量

体へと解離すると考えられる。実際に， Gp A の多量体および二量体が単量体へと解離する様

子が，天然物(プレベトキシン B およびイエッソトキシン)で処理した場合に加え， dsYTX で

処理した場合にも観測され(図 3-9A l，dsYTX はGp A 脱会合活性を示すことが明らかになっ

た (図 3-9B ) 60) 。この結果は VSSC 以外の膜タンパク質と梯子状ポリエーテノレの相互作用の

存在を実験的に示した初めての例であり，同時にポリエーテルと膜タンパク質との相互作用

を一般的に評価する方法論の確立という見地からも有意なものであったと言える。
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B 

梯子状ポリエーテル

， -・・・・・・ .. 

GpA 多量f本 二貴体 単量{本

図 3-9 森 らによる梯子状ポリエーテルの Gp A 脱会合活性試験

A: ブレベトキシン B (BTX -B )， YTX および dsYTX など梯子状ポリエーテル化合物の Gp A

脱会合活性，B :多点水素結合による梯子状ポリエーテル化合物の GpA 脱会合スキーム

3・1・e 研究目的

現在までに，ブレベ トキシン (B1χ) 類，シガトキシン (CTX ) 類およびガンピエロール

類が膜タンパク質である電位依存性カチオンチャネルに結合することが明らかになっている。

その他の梯子状ポリエーテルについても同様にイオンの流入にかかわることで生理活性を示

しており，このうちガンピエロールおよびガンピエル酸はブレベトキシンの毒性を阻害する

ことが明らかになっている c さらに，当研究室の森，氏原らは SDS-P A GE 実験あるいは SPR

測定により，イエッソトキシンがグリコフォリン A 会合体を脱会合すること，さらに K D =27

μM の親和性を持つことを明らかにしている。以上のことから，梯子状ポリエーテルが広く 膜

タンパク質と相互作用 していることが示唆されている。これら梯子状ポリエーテルの毒性は，

我々ヒトをはじめ，魚類，海洋輔乳類等，多くの生物にとって，深刻な被害をもたらすため，

作用標的分子の同定および毒性発現機構の解明は急務であり ，これらが達成されれば，毒の

検出，摂取予防，解毒法の開発へとつながることが期待でき る。 現に， 作用標的分子が明ら
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かになっているシガトキシン類や，徐々に研究が進んできているイエッソトキシンに関して

は，サンドイツチ ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent A 田 ay) 法 65-<5 乃やマイクロプレート

蛍光検出法 51，68)などにより，梯子状ポリエーテル化合物の検出が可能になりつつあるが，ま

だ操作が煩雑である。そこでこの章では，簡便で，迅速な相互作用解析法として，表面プラ

ズモン共鳴法 (SPR) を採用し，様々な梯子状ポりエーテル化合物とタンパク質問の親和性

を定量的に評価する方法を確立する。それを用いて，分子レベルでの梯子状ポリエーテルの

作用標的認識について定量的評価を行うことを目指した。

3・2 渦鞭毛藻の培養とイエッソトキシンの精製および dsYTX の調製

タンパク質との相互作用を調べるためには，数 mg の梯子状ポリエーテルを入手する必要

がある。そこで，本研究では梯子状ポリエーテルのモデール分子として，渦鞭毛藻の培養によ

って調達が可能なイェッソトキシン仔TX) を用いることにした。また， YTX は他の梯子状

ポリエーテルであるシガトキシンやブレベトキシン等と比較して，骨格部分は類似している

が，倶u鎖に 2つの硫酸基を持つために高い極性を有する o そこで，以前の研究叫に習って YTX

の側鎖に存在する硫酸基を除去した脱硫酸イェッソトキシン (dsYTX) を調製し，これも同

時に梯子状ポリエーテルのモデル分子として使用するととにした (実験項参照)。
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3-3 梯子状ポリエーテルとタンパク質との表面プラズモン共鳴測定

SPR 測定および SDS-PAGE 実験においてイエッソトキシンぼTX) および脱硫酸化イエッ

ソトキシン (dsYTX) が膜タンパク質であるグリコフォリン A (Gp A) と相互作用し，その

結果Gp A 会合体を脱会合するととが既に報告されている(図 3-9) 刷。これは，梯子状ポリ

エーテノレが膜タンパク質の膜貫通領域に多く含まれる α ヘリックス，さらにはグリシンジ

ッパー陥χxxG) 69 -73) と相互作用するためであると考えられている 74) 。その後の研究におい

て氏原らは， Gp A 膜貫通ペプチド(Gp ATM ，GJL '<X ul とGp A 膜貫通ペプチド変異体

(GpATM2G/2 I， IxxxI)を合成し， SPR 実験により梯子状ポリエーテルがむしろGp A 膜貫通

ベプチド変具体に対して強い親和性を有することを明らかにした 75) 。このことは，梯子状ポ

リエーテル化合物が必ずしもグリ、ンンジッパー (GxxxG) のみを標的としているわけではな

く，膜貫通領域全体を広く認識していること示唆している。ところが，その詳細な分子認識

機構についてはまだ明らかにされてはいない。したがって，この一般性を確かめるために，

GpA 以外の膜タンパク質として， APHIB ， NIP3 BH3 Domain peptide (BH3) および BCL2 を

用い，また膜タンパク質以外では，ストレプトアピジンを用いて，梯子状ポリエーテル化合

物との相互作用解析を SPR 測定により実施した。 AP Hl B および BH3 は GpA と同様に，その

膜貫通領域にグリシンジッパーを持っており』一方 BCL2 はグリシンジッパーを持たない膜

タンパク質として本実験に用いた。今回の実験において非特異的な吸着，機械的ノイズを抑

えるため，解析に用いるセンサ一グラムは 3 リガンドを固定化していない個所にも同時にア

ナライトを流し，これをリファレンスとして差し引し、たものを使用した。またランヱング、バ

ッファーとしては，梯子状ポリエーテルの溶解性および膜タンパク質のセンサーチップ表面

での安定性を考慮、し， DMSO 1 % および 0_05% Tween 20 を含む HEPES 緩衝液

O%DMSO- 田 SEP) を用いた。特に記載のない場合は，測定温度は 25
0

C ，流速は 10μ Ll山口

で， 20 ドL のサンプル溶液を添加した。

本実験では梯子状ポリエーテルとして， YTX ， dsYlχ( 図 3・10 )，ALPIB ， AL P4 B ， ALP7B ， 

ALP4A ， ALP7 A および ALP lO A (図 3-1 ]) 74 .76) を用いた。 YTX は梯子状ボリエーテル天然物

として， dsYTX は YTX の 2 つの硫酸基を化学的に除去することにより調製し，一般的な梯

子状ポリエーテルモデルとして使用した。 ALP 1B， ALP4B および ALP7B (ジオール，ジベン

ジル体)は，側鎖に主主通の置換基である 2 つのヒドロキシ基とベンジノレ基 (Bn) を持ち，分

子長のみが単環性， 4 環性および 7 環性とその環の数が異なるために，分子長のみの影響を

見積もるために使用した 74 ，76) 。また， ALP4A および ALP7A (テトラオール体)は，そのジベ

ンシル体との比較により，傾u鎖置換基の影響(疎水性)を見積もるために使用した。また，

非環状ポリエーテルモデル化合物としてトリプロピレングリコール (TPG) およびそのジベ
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ンジル体であるト リプロピレングリコールジペンシルエーテル (TPG2Bn ) を使用した ([ 京l

3-1 2)。トリプロピレングリコールは， ALP テ トラオール体とは異なり，悌子状ではない直鎖

のポリエーテル骨格を持ち，さらにト リプロピレング リコールジベンジルエーテルは， AL P 

ジベンジル体と同様に側鎖にベンジル基を持つことから，梯子状構造の影響を調べるために

用いた。

RO  

H 
0/ト」ー/ 、Me

Me- Me 

R=S03Na ; yessotoxin (YTX) 
R=H ; desulfatedYTX (dsYTX) 

、

図 3-10 イエッソトキシン (YTX ) と脱硫酸化イエッソトキシン (dsYTX ) の化学構造

H : 1 L : O B n  

ALP1B HO H 

ド
HO OR 

HO H 
OR 

ALP4A (R=H) and ALP4B (R=Bn) 

ALP10A 

ALP7 A (R=H) and ALP7B (R=Bn) 

H 
=/OH 

OH 

OR 

図 3-11 人工梯子状ポリエーテル単環性 ALP lB，四 環性 ALP4A とALP4B ，七環性 ALP7A

とALP7B および十環性ALPIO A の化学構造 74，問

- 77-



HOγ v人。γ 恥oγ よ。γn
Tripropyleneglycol (TPG) Tripropyleneglycol dibenzylether (TPG2Bn) 

図 3-12 非環状ポリエーテルトリプロピレングリコール (TPG) およびトリプロピレングリ

コール、ジベンジルエーテル (TPG2Bn) の化学構造

3-3-a 梯子状ポリエーテル YTX および dsYTX とタンパク質との相互作用解析

3-3-al APHIB 77
，78) 

AP Hlは ，線虫 Caenorhabditis elegans の遺伝子に確認された 7 回通過膜貫通タンパク質で

あり，その 4番目の膜貫通領域 (PSMRLLAYVSGLGFQ 盟主宣VFSFVN) にはグリシンジッパ

ー (GxxxG) を有し，このグリシン、ジッパーを介してプレセニリンとヘテロダイマーを形成

し，さらに NCT や PEN-2 とへテロタンパク複合体である y- セクレターゼを形成するととが

知られている。この yーセクレターゼはアミロイド Fからアミロイド Fペプチドを切り出し，

このペプチド、の蓄積がアルツハイ 7 ーに関与していると考えられている。膜タンパク質であ

ること，グリシンジッパーが複合体形成に関与していることなど， Gp A との共通点も多く梯

子状ポリエーテノレ化合物との親和性評価に興味が持たれる c

3-3- a2 APH lB -YTX 相互作用解析および APH lB -dsYTX 相互作用解析

センサーチップ CM5 の基板上にアミンカップリング法を用いて共有結合により APHIB を

固定化した。このセンサーチップにアナライ トとして種々の濃度でy1叉を流し，相互作用測

定を行った。得られたセンサーグラムを図 3-13A に示す。 YTX 添加開始直後にセンサーグラ

ムは上昇し，ほぼ一定値で平衡となった後，ランニング、バッファーに切り替わると素早くも

との値に戻った。 全体として「箱型」のセンサ一グラムが得られたが，これは YTX がセンサ

ーチップ上の APHIB と速い結合，解離をしている事を示すものである。以上の結果から，

YTX は APHIB と相互作用するととが分かつた。また YTX の濃度(横軸)と平衡に達した時

の RU 値(縦軸)をプロットし，用量依存曲線を作成した( 図 3- 13B )。実験項に示した平衡

値解析法に従ってフイツテイングしたところ，解離定数 K D =56 μM となり， Gp A 以外の膜タ

ンパク質においても親和性を定量的に求めるととに成功した。
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図 3-13 (A) YTX の APHIB に対するセンサ一グラム， YTX 濃度; 0 (グレー)， 10 (赤) ， 

20 (7 ゼ、ンタ)， 30 (青)， 40 (水色)および 50 (緑 )μM ， (B) YTX の濃度 (横軸)と平衡

値に達したときの RU 値(縦軸)のプロットおよび YTX - AP Hl B 用量依存曲線

次に種々の濃度で dsYTX を添加し， YTX と同様に相互作用測定を行った。得られたセン

サーグラムを図 3-14A に示す。その結果， y1叉と同様に 「箱型」のセンサ一グラムが得られ

た。また dsYTX の濃度(横軸)と平衡に達した時の RU 値(縦軸)をプロットし，用量依存

曲線を作成した(図 3- J 48 )。実験項に示した平衡値解析法に従ってフィッティングしたとこ

ろ，解離定数K D =24 μM であった。
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図 3-14 (A) ds Y1叉の AP Hl B に対するセンサ一グラム， dsYTX 濃度 o(グレー)， 10 (赤) ， 

20 (マゼンタ)， 30 (青)， 40 (水色)および 50 (緑 )μM ，(B) dsYTX の濃度(横軸)と平

衡値に達したときの RU 値(縦軸)のプロットおよび ds Y1文一 APH lB用量依存曲線

3-3-a3 BCL2 および BH3 ドメインペプチド

BCL2 ファミリーはリンパ球などの細胞死(アポトーシス)の制御に不可欠であり，ミトコ

ンドリア外膜中でアポトーシスを促進あるいは阻害することが知られている。 Apoptotic

peptidase activating factor 1 (Apa f1)は，カスパーゼ 9 さらにはカスパーゼ 3 を活性化し，ア

ポトーシスを引き起こす。 BCL2 は，との Ap af1と相互作用することにより，細胞死を阻害す

る。その一方， BH3 ドメインペプチド (BH3) は，この BCL2 と相互作用することにより，

BCL2 の制御機能を阻害し，その結果としてアボトーシスを活性化する。 B聞は，その模貫

通領域付近 (PSLLLSHLLAIGLGIYIG) にグリシンジッパー(Gx xxG) を持ち安定なホモダイ

マーを形成している。一方， BCL2 は膜貫通領域 (DFSWLSLKTLLSLALVGAC lT LG) にグリシ

ンジッパー (Gxxx G)を持たないが，これらはホモダイマーを形成し，安定化していること

が知られている。そこで， APH lBと同様にグリシンジッパーを持つ BH3 ペプチドと持たな

い BCL2 について同様に梯子状ポリエーテル化合物との相互作用解析を行い，比較した。
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BCL2 ・YTX 相互作用解析および BCL2-dsYTX 相互作用解析3-3-a4 

前項と同様に作製した BCL2 固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度で YTX

を流し，相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムを図 3-15A に示す。 YTX 添加直後

ランニンクゃバッファーに切り替わにセンサーグラムは上昇しほぼ一定値で平衡となった後，

これはのセンサ一グラムが得られたが，ると素早くもとの値に戻った。全体として「箱型J

YTX がセンサーチップ上の BCL2 と速い結合，解離をしている事を示すものである。以上の

YTX はグリシンジッパーを持たない BCL2 とも相互作用することが分かつた。ま結果から，

と平衡に達した時の RU 値(縦軸)をプロットし，用量依存曲線を作た YTX の濃度(償軸)

実験項に示した平衡値解析法に従ってフィッティングしたところ，解離

定数 K D =45 μM であった。
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次に同様に種々の濃度で dsYTX を流し，相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラム

を図 3- 16A に示す。その結果， YTX と同様のセンサ一グラムが得られた。また dsYTX の濃

度(横軸)と平衡に達した時の RU 値(縦軸)をプロットし，用量依存曲線を作成した( 図

3- 16B )。実験項に示した平衡値解析法に従ってフィッティングしたところ，解離定数 K D = 12

μM であった。
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図 3・16 (A) dsYTX の BCL2 に対するセンサーグラム， dsYTX 濃度; 0 (グレー)， 10 (赤) ， 

20 (マゼンタ)， 30 (青)および 40 (水色 )μM ，(B) dsYTX の濃度(横軸)と平衡値に達し

たときの RU 値(縦軸)のプロッ トおよび也YTX-BCL2 用量依存曲線
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3-3-a5 BH3- YTX 相互作用解析および BH3-dsYTX 相互作用解析

前項と同様に作製した BH3 固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度で YTX

を添加し，相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムを図 3-17A Iこ示す。 YTX 添加直

後にセンサーグラムは上昇しほぼ一定値で平衡となった後，ランニングバッファーに切り替

わっても APHJB および BCL2 の場合とは異なりベースラインまで下がらなかったo しかし，

高塩濃度のバッファー (2M 塩化ナトリウム溶液)および界面活性剤 (0.5% SDS 溶液)を添

加すると，ベースラインまで下がった。全体として「箱型J のセンサ一グラムが得られ，こ

れは YTX がセンサーチップ上の BH3 と速い結合，解離をしている事を示している。以上の

結果から， YTX は BH3 と相互作用することが分かつた。また YTX の濃度(横軸)と平衡に

達した時の RU 値(縦軸)をプロットし，用量依存曲線を作成した( 図 3・17B )。実験項に示

した平衡値解析法に従ってフィッティングしたところ，解離定数 K D =78 μM であった。
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図 3-17 (A) YTX の BH3 に対するセンサ一グラム， YTX 濃度; 0 (グレー)， 5 (黄)， 10 

(赤)， 20 (マゼ、ンタ)， 30 (青)， 40 (水色)， 50 (緑)および 100 (紫 )μM ，(B) YTX の濃

度(横軸)と平衡値に達したときの RU 値(縦軸)のプロット及び YTX - BH3 用量依存曲線
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作製した BH3固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度で dsYTX を添加し，

相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムを図 3- 18A に示す。 dsYTX 添加開始直後に

センサ一グラムは上昇し，ほぼ一定値で平衡となった後，ランニングバッファーに切り替わ

ると素早くもとの値に戻った。全体として「箱型」のセンサーグラムが得られ，これは dsYTX

がセンサーチップ上の BH3 と速い結合，解離をしている事を示すものである。以上の結果か

ら， dsYTX は BH3 と相互作用することが分かった。また dsY1 ヌの濃度(横軸)と平衡に達ー

した時の RU 値(縦軸)をプロットし，用量依存曲線を作成した( 図 3-18B )。実験項に示し

た平衡値解析法に従ってフィッティングしたところ，解離定数 K D =55 μM であった。
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ストレプトアピジンーYTX 相互作用解析3-3 ・a6

(SA) 固定化センサーチップにアナライトとし前項と同様に作製したストレプトアピジン

て種々の濃度で YTX を添加し相互作用調IJ 定を行った。得られたセンサ一グラムを図 3・19A に

一一ンラほぼ一定値で平衡となった後，示す。Y TX 添加開始直後にセンサーグラムは上昇し，

ングバッファーに切り替わっても APH 1B およびBCL2 の場合とは異なりベースラインまで下

がらなかった。しかし，高塩濃度溶液 (2M 塩化ナトリウム溶液)および界面活性剤 (0.5% SDS 

のセンサ一グラムがベースラインまで下がった。全体として「箱型Jを添加すると，溶液)

得られ，これは YTX がセンサーチップ上の SA と速い結合，解離をしている事を示している。

以上の結果から， YTX は SA と相互作用することが分かつた。また YTX の濃度(横軸 )と平

(図 3-19B )0 実験項用量依存曲線を作成したをプロットし，衡に達した時の RU 値(縦軸)

に示 した平衡値解析法に従ってフ ィッティングしたところ，解離定数 K D =60 μM であった。
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作製したストレプトアピジン (SA) 固定化チップにアナライトとして種々の濃度でおYTX

を添加し，相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムを図 3・20A tこ示す。その結果 3

dsYTX を添加しでもレスポンスの上昇はほとんど観測されずz また濃度依存性も観測されな

かった。以上の結果から， dsYTX とストレプトアビジンとの相互作用は非常に弱し、(ほとん

ど相互作用しない)ことが分かつた。またお YTX の濃度(横軸)と平衡に達した時の RU 値

(縦軸)をプロットし，用量依存曲線を作成した( 図 3-20B )。実験項に示した平衡値解析法

に従ってフィッティングしたところ，解離定数 K D > 1，000 μM で、あった。
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図 3-20 (A) dsYTX のストレプトアビジン (SA) に対するセンサ一グラム， dsYTX 濃度，
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存曲線
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3・3・a7 これまでの相互作用解析のまとめ

これまで SPR によって求められた梯子状ポリエーテル YTX および dsYTX とタンパク質と

の親和性を，表 3-1にまとめた。

よー 3・1 から YTX および dsYTX はIJ 莫タンパク質 AP Hl B および BCL2 ，あるいは膜ペプチド

BH3 に対して中程度の親和性を有することが分かつた。また，その親和性は， 全てにおいて

YTX よりも dsYTX の方が高かった (2~4 倍程度) 。 これは， 2 つの硫酸基を持っている YTX

と比べて』その脱硫酸体であるのYTX は疎水性が高いため，この親水的な測定条件(ランニ

ングバッファー; 1% DMSO ， 0.05% Surfac 回 120 を含む HEPES 生理水) では，疎水性相互作

用の強さにより，膜タンパク質との親和性に違いが表れたと推測される。また， BH3 - YTX 

の相互作用においては，他の膜タンパク質の場合とは異なり ，添加終了時のレスポンスがベ

ースラインまで下がらなかった。これは，BH3 が分子内に多くのリ シン (L ) とアルギニン

(R ) を持ち，これらのアミノ基と YTX 側鎖の 2 つ硫酸基との聞に静電的相互作用が生じた

結果，添加終了後もレスポンスが下がらなかったと考えられる。実際に，高塩濃度バッファ

ー (2 M 極化ナトリウム溶液)や界面活性剤 (0.5% SDS 溶液)を添加すると レスポンスはベ

ースラインまで下がったこと，および dsYTX ではこの現象が起こらなかったことからも，こ

の YTX におけるレスポンスが静電的相互作用によることが示唆される e

また，水溶性タンパク質であるスト レプトアビジン (SA ) においては， YTX は膜タンパク

質と同程度の親和性を示したのに対し， dsY 立はストレプトアビジンとほとんど親和性を示

さなかった。これは， YTX の 2 つの硫酸基によって溶液中で 2 価のアニオンとして存在して

おり， JE 電荷を帯びたスト レプ トアピジンとの静電相互作用に起因するものであると考えら

れる。また，dsYTX との親和性は非常に~~ v 、 (YTX の解離定数 KD=60 凶4 に対して， dsYl 文

の解離定数 K D > 1，000 ト削)ことからも，梯子状ポリエーテルとの特異的な相互作用ではない

ことは明らかである。

以上の結果，梯子状ポリエ}テル YTX および dsYTX は，膜タンパク質と広く相互作用し，

中程度 (KD=10~ 100 μM) の親和性を示すことが分かつた。さらに， dsYTX は 2 つの硫酸基

を有する YTX とは異なり z 静電的相互作用の影響を排除することができるため，膜タンパク

質を標的とした一般的な梯子状ポリエーテルモデルと して有効なととが示された。この様に

梯子状ポリエ}テル構造が広範な膜たんぱく質に対して親和性を示すことが示唆されたので，

次により 一般性の高いモデル分子を用いて，分子長(エーテル環の数)や側鎖置換基の影響

を評価することにした。
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表 3-1 梯子状ポリエーテル YTX および dsYlχ とタンパク質との親和性

梯子状 解離定数K D (μM) 

ポリエーテル APHIB BCL2 BH3 SA 

YTX 56 45 78 60 (静電的結合)

dsYTX 24 12 55 > 1，000 

3-3-b 梯子状ポリエーテノレモデ、ル化合物と膜タンパク質 APH lBとの相互作用解析

これまで，梯子状ポリエーテル YTX および dsYTX が，グリシンジッパーに限らず広く膜

タンパク質の構造モチーフを認識し，さらに静電的相互作用の影響を排除した点目ヌが膜タ

ンパク質を標的とした一般的な梯子状ポリエーテルモデルとして有効であることが分かつた。

次に，梯子状ポリエーテル合成モデル化合物 (ALP) や非環状ポリエーテルを用いて， 3-3-a 

と同様に APH IB との親和性を比較し，膜タンパク質との相互作用に必要な構造的要因につい

て調べることにしたc

3-3-b 1 単環性ジベンジル体 ALP1B との相互作用解析

3・3-a で作製した AP Hl B 固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度で単環性ジ

ベンジル体 ALPIB 溶液を添加し相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムを図 3-21A

に示す。 ALP IB 添加開始直後にセンサーグラムは上昇し，ランニンクeバッファーに切り替わ

ると素早くもとの値に戻った。全体として「箱型Jのセンサ一グラムが得られ，これは ALPIB

がセンサーチップ上の APHIB と速い結合，解離をしていることを示すものである。以上の結

果から， ALPIB は APHIB と相互作用することが分かつたが，特に低濃度の AL PIB 溶液にお

いてセンサーグラムがあまり安定していないことから， dsYTχ の場合とは異なり非常に弱い

相互作用であると考えられる。また ALPIB の濃度(績軸)と平衡に達した時の RU 値(縦軸)

をプロットし，用量依存曲線を作成した(図 3-2lB )。実験項に示した平衡値解析法に従って

フィッティングしたところ，解離定数KDI 士約 130μM であったc
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(A) 単環性ジベンジル体 ALP1B の AP Hl B に対するセンサ一グラム， ALP1B 濃度，図み21

1O(赤 )， 20 (マゼ、ンタ)， 30 (青)， 40 (水色)， 50 (緑)および 100 (茶 )μM.。(グレー) ， 

(B) ALP1B の濃度(横軸)と平衡 値に達したときの RU 値 (縦 軸)のプロット および ALP lB

APH1B 用量依存曲線

四環性ジベンジル体 ALP4B との相互作用解析3-3-b2 

前項と同様に作製した APH lB固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度で

ALP4B を添加し相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムを凶 3-22A に示す。 ALP4B

ランニング、バッファーに切り替わると素早くもと添加開始直後にセンサーグラムは上昇し 3

これは AL P4 B がセンサーチのセンサ一グラムが得られ，の値に戻った。全体として「箱型J

ップ上の AP H lB と速い結合，解離をしていることを示すものである。以上の結果から .ALP4B

と平衡に達した時のまた ALP4B の濃度(横軸)は AP Hl B と相互作用することが分かつた。

(図 3・22B )。実験項に示した平衡値

解析1去に従ってフイツティングしたところ，解離定数 K D =77 凶fであった。
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ときの RU 値 (縦軸)のプロットおよび ALP4B - APH1B 用量依存曲線

3・3・b3 七環性ジベンジノレ体 ALP7B との相互作用解析

前項と同様に作製した APH IB 固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度で

ALP7B を添加し，相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムを図 3・23A Iこ示す。 ALP7B

添加開始直後にセンサ一グラムは上昇し，ほぼ一定値で平衡となっ、た後，ランニング、バッフ

ァーに切り替わると素早くもとの値に戻った。全体として 「箱型J のセンサ一グラムが得ら

れ，これは ALP7B がセンサーチップ上の AP Hl B と速い結合，解離をしていることを示すも

のである。 以上の結果から， ALP7B は AP Hl B と相互作用することが分かつた。また ALP7B

の濃度(横軸)と平衡に達した時の RU 値(縦軸)をプロットし，用量依存曲線を作成した

(図 3-23 B)。実験項に示した平衡値解析法に従ってフイツティングしたところ，解離定数 KD

=67μM であった。
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図 3・23 (A) ALP7B の AP Hl B に対するセンサ一グラム， ALP7B 濃度; 0 (グレー)， 10 (赤) ， 

20 (マゼンタ)， 30 (青)， 40 (水色)および 50 (緑)μM ， (B) ALP7B の濃度(横軸)と平

衡値に達したときの RU 値(縦軸)のプロットおよび ALP7B - APH lB用量依存曲線

3・3・b4 四環性テトラオール体 ALP4A との相互作用解析

前項と同様に作製した AP Hl B 固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度で

ALP4A を添加し相互作用測定を行った。得られたセンサーグラムを図 3・24A に示す。 ALP4A

添加開始直後にセンサーグラムは上昇し，ランニング‘バッファーに切り替わると素早くもと

の値に戻った。全体として「箱型」のセンサーグラムが得られ，これは ALP4A がセンサーチ

ップ上の APH1B と速い結合，解離をしていることを示すものである。以上の結果から， ALP4A

は AP Hl B と相互作用することが分かつたが， ALP lBと同様に センサ一グラムが安定してい

ないことから 3 弱い相互作用であるといえる。また ALP4A の濃度(横軸)と比較的平衡に達

した時の RU 値(縦軸)をプロットし，用量依存曲線を作成した( 図 3-24B )。実験項に示し

た平衡値解析法に従ってフィッティングしたところ，解離定数 K D は約 290μM であった。
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図 3-24 (A) ALP4A の APHIB に対するセンサーグラム， ALP4A 濃度; 0 (グ レー)， 10 (赤) ， 

20 (マゼンタ) ，30 (青)， 40 (水色 ) μM， (B) ALP4A の濃度(横軸)と平衡値 に達したと

きの RU 値(縦軸)のプロットおよび ALP4A - APHIB 用量依存曲線

3-3-b5 七環性テトラオーノレ体 ALP7A との相互作用解析

白liJ 項と同様に作製した APHIB 固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度で

ALP7A を添加し，相互作用測定を行った。得られたセンサーグラムを図 3・25A に示す。 ALP7A

添加開始直後にセンサ一グラムは上昇し，ランニングバッファーに切り替わると素早くもと

の値に戻った。全体として「箱型J のセンサーグラムが得られ3 これは ALP7A がセンサーチ

ップ上の APHIB と速い結合，解離をしている事を示すものである。以上の結果から， ALP7A 

は APH lBと相 互作用する ことが分かったが， ALP7A 溶液において添加中のセンサ一グラム

が安定していないことから，弱い相互作用であるといえる。また ALP7A の濃度(横軸)と比

較的平衡に達した時の RU 値(縦軸)をプロッ トし，用量依存曲線を作成した(図 3-25B )。

フィッティングにより解離定数 (K D ) を算出すると ，K D は約 190μM であった。

-92-



A 叩

90 

10 

o 

10 

50 

B 叩 O

80 

吉田
区

噌凶

E 
2 

~ 40 

E 

Z 

20 

D 

------ ι 

4ι芦 1ご す 盟 主

D 50 100 150 目。

Time (sec) 

o Se-6 1e ト5 1.SE ト5 2e-5 2.5e-S 3e-5 3.5e -5 4e-5 4.5e-5 5e -5 

Concentra 首。n of Al P7A (M) 

図 3-25 (A) ALP7A の APH1B に対するセンサ一グラム， ALP7A 濃度; 0 (グレー)， 10 (赤) ， 

20 (マゼンタ)， 30 (青)， 40 (水色)および 50 (緑 )μM ， (B) ALP7A の濃度(横軸)と平

衡値に達したときの RU 値(縦軸)のプロットおよび ALP7A-APH1B 用量依存曲線

3-3-b6 十環性テトラオーノレ体 ALP lO A との相互作用解析

前項と同様に作製した AP Hl B 固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度で

ALP10A を添加し，相互作用調u定を行った。得られたセンサ一グラムを図 3-26A に示す。

ALP10A が流れ始めるとすぐにセンサ一グラムは上昇しほぽ一定値で平衡となり 2 また流れ

終わってランニングバッファーに切り替わると素早くもとの値に戻った。全体として「箱型j

のセンサ一グラムが得られ，これは ALP10A がセンサーチップ上の APH 1B と速い結合，解

離をしていることを示すものである。以上の結果から， ALP10A は AP Hl B と相互作用するこ

とが分かつた。また ALP10A の濃度と平衡に達した時の RU 値をプロットし，用量依存曲線

を作成した(図 3-26B )。実験項に示した平衡値解析法に従ってフィッティングしたところ，

解隊定数 K D =51 μM であった。
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図 3-26 (A) 
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(赤) ， 20 (7 ゼンタ)および 30 (青)凶 1，(B) ALPI0A の濃度(横軸) と平衡値に達した

ときの RU 値(縦軸) のプロットおよび ALP lO A-APH IB 用量依存曲線

3-3-b7 トリプロピレングリコールとの相互作用解析

前項と同様に作製した APHIB 固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度でト

リプロピレングリコール (TPG) およびトリプロピレングリコールジベンジルエーテル

(TPG2Bn) を添加し，相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムをそれぞれ図 3-27A

と図 3-278 に示す。 TPG においては濃度依存的なセンサーグラムの上昇は観測されなかった。

一方 TPG2B n の場合は， 添加直後に濃度依存的にレスポンスの上昇が観測されたが，すぐに

解離が始まり添加終了直前にはレスポンスがほぼゼロに近づいた。ベンジル基の寄与により

一時的にセンサーチップ表面への濃縮が起こったが，相互作用が非常に弱いために，すぐに

解離が始まったことが原因と考えられる。以上により 3 非環状ポリエーテル TPG および

TPG2Bn は APH lBと相 互作用しないことが分かつた。
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3-4 考察

梯子状ポリエーテル化合物とタンパク質との相互作用解析結果から，梯子状ポリエーテノレ

YTX と dsYTX は広く膜タンパク質と相互作用することが分かつた。また， Ylχ は今回用い

たタンパク質(ストレプトアピジン)やペプチド (BH3) との聞に，静電的相互作用を生じ

やすいことが分かつた。 一方， dsYTX はその影響が観測されなかったため， 一般的な梯子状

ポリエーテル化合物のモチーフとして有効であることが分かつた。また YTX および dsYTX

は，今回用いた膜タンパク質および膜ペプチドに関して，グリシンジッパーを持つ APH lBお

よび BH3 とグリシンジッパーを持たない BCL2 の両方に親和性を持つことから，氏原らの報

告 町と同様に，梯子状ポリエーテルはグリシンシッパーに限らず広く膜タンパク質と相互作

用することが分かつた。

次に，種々合成ポリエーテルモデル化合物と APH lBとの相互作用解析を行い，膜タンパク

質との相互作用に必要な構造的要因を検証した。ポリエーテル化合物の構造上の特徴と

AP Hl B との相互作用解析結果を表 3-2 にまとめた。 表 3-2 から，梯子状ポリエーテル合成モ

デ‘ル化合物 (ALP) が膜タンパク質 APHIB と相互作用することが分かつた。まず側鎖の置換

基に注目すると，ジベンジル体 (ALP4B および ALP7B) は，テトラオール体 (ALP4A およ

び ALP7A) と比べて，それぞれ約 3 倍程度強い親和性を持つことから，側鎖置換基の疎水性

が膜タンパク質との相互作用に重要であることが明らかとなった。また，分子長(エーテノレ

環の数)に注目すると，ジベンジル体については， ALPIB (単環性) <ALP4B (四環性)く ALP7B

(七環性)の順に親和性が高くなっており，またテトラオール体についても同様に， ALP4A 

(四環性)く ALP7A (七環性)く ALP lO A (十環性)の順に親和性が高くなっていることから，

その親和性には分子長も大きく影響することが分かった。なお，十環性ジベンジル体 ALPIOB

は溶解性の問題から，測定不可能であった。さらには，非梯子状ポリエーテルトリプロピレ

ングリコール (TPG) およびそのジベンジル誘導体で、あるトリプロピレングリコーノレジベン

ジルエーテル (TPG2Bn) とAP Hl B との相互作用解析の結果，共に親和性を持たないことが

示され，側鎖置換基の疎水性のみでは親和性を持つことができず，梯子状構造が重要である

ことが分かつた。

以上の結果，梯子状ポリエーテル化合物は，膜タンパク質との相互作用において，その梯

子状ポリエーテル構造が不可欠であり，またその親和性を高める要因として，側鎖置換基の

疎水性と分子長が重要であるこ とが分かつた。

このように梯子状ポリエーテル構造が様々な膜タンパク質に対して親和性を示す事実は，

膜タンパク質中に相互作用にかかわる構造モチーフが広く存在することを示唆 している。次

章では，さらにこの分子認識の特異性を調べるために， dsYTX を梯子状ポリエーテルモデ、ル
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化合物として用いた阻害測定法の開発を行うことにした。

表 3-2 種々ポリエーテル化合物の APH1B に対する親和性

ポリエーテル化合物 特徴 解離定数K D (ドM)

YTX 2 つの硫酸基 56 

dsYTX 脱硫酸 YTX 24 

ALP1B 単環性，ジベンジル体 130 

ALP4B 四環性，ジベンジル体 77 

ALP7B 七環性，ジベンジル体 67 

ALP4A 四環性，テトラオール体 290 

ALP7A 七環性，テトラオール体 190 

ALP10A 十環性，テトラオール体 51 

TPG 非梯子状，ジオール体

τ'P G2Bn 非梯子状，ジベンジル体

一:解析不可能
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; 3-5 結論

• SPR を用いた梯子状ポリエーテル YTX および ds Y1、 X と種々タンパク質との相互作用解

析結果から， YTX および dsYTX が広く膜タンパク質と相互作用することが分かり，また

その親和性を定量的(解離定数 K D = 10"'-'100 μM程度)に求めることに成功した。また，

2 つの硫酸基を持つ YTX の場合とは異なり， dsYTX は静電的相互作用を排除できるため，

タンパク質と相互作用する一般的な梯子状ポリエーテルモデル化合物として有効である

ことが示された。

- 種々ポリエーテル化合物と膜タンパク質 APH1B との親和性を定量的に求めることに成

功し，またその親和性評価の結果から，二分子間の相互作用には梯子状ポリエーテル構

造が不可欠であり，さらに親和性を高める要因として，.分子長(エーテル環の数)およ

び側鎖置換基の疎水性が重要であることを明らかにした。
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第4章 固定化梯子状ポリエーテル化合物を用いた阻害測定法の開発と

ホスホジエステラーゼに対する親和性評価

4-1 序 論

第 3 章で示したブレベトキシン類(図 3-3 ) やシガトキシン類(図 3-1) は神経細胞膜の電

位依存性ナトリウムチャネル (VSSC) に特異的に結合して毒性を発現すると言われている 1-3 )

また，ガンピエロールやカンピエル酸 (図 3・2) は，この VSSC に対してブレベトキシンと競

争的に結合することが確認されている牛肉。さらにマイトトキシンは細胞膜に作用してカルシ

ウムイオンの細胞内への過剰流入を引き起こし，非常に強い毒性を発現することが知られて

いる 7.8)。また，当研究室の森，氏原らは梯子状ポリエーテル化合物として脱硫酸化イエッソ

トキシン (dsYTX ，図 3-10 ) を，膜タンパク質としてグリコフォリン A (Gp A ) を用いて，

これらの間に相互作用があるかどうかを SDS-PAGE 実験 9 川 z 表面プラズモン共鳴法 (SPR)

10)および NMR 10
)によって調べ，相互作用の結果Gp A 会合体が脱会合されることを確認した。

このように梯子状ポリエーテル化合物は膜タンパク質と相互作用して z その活性を発現する

ことが示唆された。 第 3 章では，膜タンパク質をリガンドとしてセンサーチップ表面に固定

化し，イエッソトキシンぼTX ，図 3・10) および dsYl ヌなどの梯子状ポリエーテル化合物を

含む溶液をアナライトとして加え，この二分子聞の相互作用(直接測定 法) を，表面プラズ

モン共鳴装置を用いて解析し，梯子状ポリエーテル化合物のタンパク質モチ} フの探索を試

みた。その結果，これら YTX および dsYTX の様々な膜タンパク質に対する相互作用を定量

的に評価することに成功した。また同時に，当研究室の鳥飼らによって合成された人工梯子

状ポリエーテル (ALP ，図 3-1 1)あるいは非梯子状ポ リエーテルについても相互作用解析を

行い，その分子長(エーテノレ環の数)および側鎖置換基の疎水性ならびに梯子状骨格が，こ

れら膜タンパク質との相互作用に重要であることを明らかにした。ところが，このとき用い

た直接測定法(その詳細は 4-I- aで解説)には以下に示すような幾つかの間題点が挙げられる。

① 非特異的吸着等の影響を受け易く，擬陽性が生じやすいこと。

② SPR はセンサーチップ表面で相互作用した分子の質量を認識していることから，より信

頼性の高い測定を行うためには，アナライトが 1，000 Da 以上の分子量であることが望ま

しし、こと。

③ 梯子状ポリエーテノレ化合物とタンパク質との相互作用解析において，アナライトに対し

て複数のタンパク質を解析したい場合f その都度センサーチップにタンパク質を固定化

する必要があり煩雑であること。
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• 

④ 共有結合により固定化した場合，タンパク質の活性部位を損なう恐れがあるこ と。

⑤ センサーチップ上に固定したタンパク質の劣化に注意を払わなければならないこと。

これらの問題点を解決することは，より信頼性の高いデータの取得につながると考えられる。

4・1・a SPR 測定に用いられる測定モー ド 11 )

これまで SPR 測定において，様々な測定モードが研究に用いられてきた。測定モードは，

対象となるアナライト分子の大きさや相互作用分子聞の結合特性，測定する濃度範囲，サン

プルのマトリックスなど多くの要因に基づいて選択可能である。このうち主な方法は， 図 4- 1

に示す4 種類のモードである。

A 直接潤定法

空ソパク質 アナライト
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図 4-1 4 種類の測定モード (A; 直接測定法 B サン ドイツチ測定法 c 競合測定法およ

び D; 阻害測定法)
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直接測定法(図 4-1A 1 は，一方の相互作用分子(例えば抗体など)を SPR センサーチップ

表面に固定化 し，アナライト(測定対象 分子)溶液を 加え固定化した抗体との相互作用を観

測する方法である。その結果として， SPR センサーは相互作用に伴う質量(屈折率)の変化

を SPR レスポンスとして測定することができ，その単純さおよび簡便性のために，最も広く

使用されている方法である。しかし前述の通り，その測定には①擬陽性が生じやすく，また

②アナライトが低分子量の場合に検出が困難であることなど、幾つもの問題点が挙げられる。

また，サンドイツチ測定法(図 4-1B 1 は，①特異性と②検出限界 (LOD ，limited of detection1 

に関して改良した方法であり ，固定化した抗体に低分子量アナライトを加え~..E!.相互作用さ

せた後，高分子量の二次抗体を加えることにより間接的ではあるがより高感度に相互作用を

観測する方法である。またこの方法では，非特異的に結合した分子の影響を回避できる。し

かし， 2 種類の抗体を準備する必要があり ，またアナライトに対して一次および二次抗体が

お互いに同ーの結合サイト(エピトープ)を持たないこと，一次抗体とアナライトとの親和

性が高いことなどが必須条件となる。低分子量 0，000 Da 以下)のアナライトを使用した場

合，しばしば十分な(センサー表面の質量変化に伴う)レスポンスが得られないことがある。

その場合，競合測定法(図 4-1C l かあるいは阻害測定法(図 4-ID l が有効である。

競合測定法(図 4-1C 1 は，予めセンサーチップ表面にアナライトと相互作用する抗体など

を固定化しておき，例えば BSA などのタンパク質と共有結合で連結したアナライトを加え，

そのレスポンスを観測する。タンパク質と結合したアナライトを一定にし，フリーのアナラ

イトの濃度を少しずつ高くすると，この 2 種類のアナライトの競合により，結合レスポンス

は低分子アナライトの濃度に反比例して減少するので，とれを観測することにより低分子ア

ナライトの親和性評価が可能となる。

阻害測定法 (図 4-10 1 ではz まずアナライトあるいはその誘導体をセンサーチップ上に固

定化する。次にアナライトに対して親和性を持つ抗体などのタンパク質を 定にし，アナラ

イトをサンプルとして添加し，インキュベー卜する。この溶液を，アナライトあるいはその

誘導体を固定したセンサーチップに加えると，インキュベートの際にアナライトと結合して

いないフりーのタンパク質のみが，固定したアナライトあるいはその誘導体と相互作用する。

この結合レスポンスは，加えたアナライトの濃度に反比例する。

図 4-1A- C に示した 3 種の方法に共通する問題点は，一次抗体などのタンパク質を固定しな

ければならないことである。一般にタンパク質や抗体の固定化は，その末端アミノ残基のア

ミノ基やカルボキシル基の他，官能基であるリシンのアミノ基3 システインのチオール基な

と";ò~結合にかかわっている。その問題点として，タンパク質がランダムに結合され，タンパ

ク質の結合状態が不均一になってし、る恐れがある。また， リシンやシステインは，分子間相
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互作用において重要な役割を持つことが多く，センサーチップ表面に対する固定化により結

合(活性)部{立を損なう恐れがある 。一方， 図 4- lD に示した阻害測定法は，溶液中での 2 分

子間相互作用をセンサーチップ上に固定したアナライトあるいはその誘導体によ って間接的

に観測する方法である。すなわち，測定対象は一般に高分子量のタンパク質であるため，高

いレスポンスが得られ，またセンサーチップ上に回定した場合とは異なり，タンパク質は常

に非変性状態で使用でき，さらに非特異的吸着も抑制される。表面化学である SPR の欠点で

あった測定対象の固定化を回避でき，溶液中での反応のため，結合または活性部位を損なう

心配もない。また，同じ結合部位(エピトープ)に結合する異なるアナライトについても，

先に作製した同じセンサーチップを用いて評価可能であることが大きな利点と言える。

4-1-b 阻害測定法の実験例

SPR を用いた阻害測定法は，食品の品質管理や毒素による食品の汚染に対する安全性試験，

例えば食品中のビタミン類の検出やカピ毒(マイコトキシン )の 一つであるアフラトキシン

BI (3 12 .2 7 Da) の検出に使用されている。 Caelen らはビタミン B 2 (りポプラピン， 376 .36 Da) 

の定量法を開発している。誘導化したリボフラピンをセンサーチップ表面に固定化し， ミル

クのようなマトリックスが複雑なサンプノレとりボフラビン結合タンパク質(鶏卵卵自由来)を

インキュベート後，先ほどのセンサーチップに加え，フリーのリボフラピン結合タンパク質

を観測することにより間接的にミルク中に含まれるリボフラビンの定量に成功した。その結

果，広い濃度範囲 (3~ 1，000 ng/ mL)と低検出限界 (LOD ，17.1 ng/mL)で良好な検量線が得

られ， ミルク中のリボフラピンの定量結果は，従前より広く採用されている HPLC 法とほぼ

一致していることを示した(図 4-2) 12) 。このほかにも，様々なビタミンの定量が行われてい

る。例えば，ビタミン B I2 (シアノコパラミン， 1，355 .4 Da) は通常食品や生体内に微量しか

存在せず，サンプルマ トリクスの複雑さもあってその定量は非常に困難である。そのため，

ビタミンプレミックスなどビタミン BI2が高濃度含まれるサンプルのみしか HPLC 法での測

定はできず，通常大抵の食品の場合，定量には微生物定量法が用いられている。この微生物

定量法は，感度が良く， 目的の成分を総量(例えば 3 ピリドキシン， ピリドキサーノレおよび

ピリドキサミンなどをビタミン B6 総量として， [詞 4-3) として算出できるなどの長所がある

一方，微生物の管理，操作が煩雑，有効な検量線の範囲が狭い，測定(培養)に時間が掛か

る (2 日)などの短所がある。ピタミン B I2 (シアノコパラミン)においても，ピタミン B I2

結合タンパク質を用いて同様に阻害測定法による研究が行われた。この測定法は，操作が簡

便で，測定時間も数時間で実施され， 0 .08~2.40 ng/ mL の範囲で良好な検量線が得られ，従前

より実施されている微生物定量法に対して，相関係数 0.999 以上の良好な結果が得られた(凶
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Daly らは BSA と結合したアフラトキシン B 1を用いてポリクローナノレ抗体を得

た後，BSA と結合したアフラトキシン B 1をセンサーチップ表面に固定化し，先ほどのボリク

4-4 ) 。また，

ロ一ナノレ抗体とアフラトキシン B 1をインキュベートした溶液を添加することにより，食品中

(図 4・5) 13 )。のアフラトキシン B 1の定量に成功した
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C 

a

‘ 

+ 
LOQ 

o 50 1曲 1叩 2曲 2同 3∞350 ，叩 4剖

Rfcon 田 ntratlon (nglm L) 

1. 0 れ

B 

{
ヨ
時

}
@
ω
z
o
a
a
o
g

A 

。

1000 

Rf concentra 針。n(n g/ mL) 

101 

リボフラピン結合タンパクを用いた限害測定法による食品中のリボフラビンの定量

キャリプレーションカーブ (200~I ， OOO ng/ mL 

リボフラピン) ， LOD (検出限界， limited of detection) ， LOQ (定

(B)キャリプレーショリボフラピン) ， 

図4-2

(A) 

ンカーブ12) (3~400 ng/ mL 

limited of quantification (LOQ) と(c)リボフラビンの化学構造量限界，

ピリドキサミンピリドキサ吋レ

ビタミンB6 の化学構造
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図 4-4 (A) 表面プラズモン共鳴法 (SPR ) と微生物定量法 (MBA ) におけるピタミン B l2 (シ

アノコパラミン)の定量結果の比較， (B) シアノコバラミン (R =CN) の化学構造
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また，本方法は医療診断の現場でも広く研究されている。例えば Li らはヒスタ ミンのよう

な低分子量(ll U 4 Da ) の化合物においても阻害測定法を用いることにより， 抗アレルギー

試験を可能にした(図 4-6 ) lt
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図 4・6 ヒスタミンおよび抗ヒスタミン抗体の阻害測定法の原理 (A) ヒスタミンをセンサー

チップ表面に回定化し，抗ヒスタミン抗体と測定対象のヒスタミンを予めインキュベー トし

た溶液を 2 先ほどのセンサーチップに加えると， 測定対象のヒスタ ミン濃度に反比例してレ

スポンスが減少する (B) このときのヒスタミン濃度に対するレスポンスをプロッ トしたキャ

リプレーションカーブ 問

また環境分野においては，三浦らは爆薬や地雷の原料でもある 2，4， 6-トリニトロトルエン

(TNT ， 227 .13 Da ) やその同族体 068 .11-2 87. 14 Da ) の阻害測定法による検出に成功した。

当初， 抗 TNT 抗体をセンサーチップ上に固定化し， TNT 溶液を加え相互作用解析 (直接測定

法)を試みたが ，十分なレスポンスは得られなかった。そこで，アラニンと結合させた 亦汀

をセンサーチップ上に固定化し，百IT および同族体と抗 TNT 抗体をインキュベートした溶液

を加えるととにより ，定量を可能にし，さらには明司T および同族体の固定した TNT に対す

る 50% 阻害濃度 IC 50 の算出にも成功している(図 4・7，表 4-1 ) 15 )。
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図 4-7 TNT 同族体の化学構造
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表 4-1 試験に用いた百ぜT 同族体の固定化したτNT に対する IC 50 値 lめ

TNT 同族体 50% 阻害濃度 IC 50 [n g/ mL] 

2人6・トリニトロトルエン (TNT)

ヘキサヒドロー1，3，5・トリニトロー1，3，5・トリアジン

2，4・ジニトロトルエン

1，3・ニトロベンゼン

4-1 ・c 研究目的

0.7 

1420 

82 

185 

近年，食品中に含まれるビタミンをはじめ様々な生理活性物質や環境物質において，表面

プラズモン共鳴法 (SPR) を用いて，定量および解析が行われてきた。第 3 章でも示した通

り，当研究室においても， SPR の簡便性および迅速性から，梯子状ポリエーテル化合物とタ

ンパク質との相互作用解析に使用してきた。しかし，そこで用いた直接測定法は，検出感度

や特異性の問題があるために，さらに信頼性の高い測定法の開発が望まれる。また公衆衛生

の観点からも，梯子状ポリエーテル化合物による汚染食品の迅速，微量測定法の開発は急務

であるといえる。したがって，この章では限害測定法による梯子状ポリエーテル化合物の検

出法および評価法を開発し，その手法を適用することにより，梯子状ポリエーテルとタンパ

ク質との親和性評価を行うことを目指した。
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4・2 直接測定法による梯子状ポリエ}テル化合物とホスホジエステラーゼとの

相互作用解析

4・2-a ホスホジエステラーゼ

環状ヌクレオチドホスホジエステラーゼ(ホスホジエステラーゼ， phosphodiesterase ， PDE) 

は細胞セカンドメッセンジャーである環状ヌクレオチド (c 品。および cGMP) をそれぞれ

5'-AMP および 5にGMP に加水分解し，そのシグナル伝達を調節している。 c泊四は，細胞内

のアデ、ニノレ酸シクラーゼが活性化されることにより生産され，一方 cGMP は一酸化窒素によ

り活性化される細胞質型グアニノレ酸シクラーゼ，または膜結合型グアニル酸シクラーゼによ

り生産される。 PDE は酵素化学的性質，触媒部位のアミノ酸配列の相同性，および構造モチ

ーフに基づいて 11 種類のファミリー (PDE1'"'-'11) に分類される。さらに PDE ファミリーに

よってはアミノ酸配列の相向性の高いアイソザイムが存在し，ゲノム(遺伝子)上の区分け

としては， PDE ファミリーは 21 遺伝子から構成されることになる(例えば， PDE4 ファミリ

ーは， PDE4A ， PDE4B ， PDE4C および PDE4D に分かれる)。

第 3 章で述べた通り，カルシウムイオン存在下， YTX をヒトリンパ細胞に投与すると細胞

内セカンドメッセンジャーで、ある環状ヌクレオチド (c 泊四)の濃度が減少する 16-18) ことが

報告されている。また， Botana らは YTX が PDE 混合物のほか，ワシの脳および勝臓に存在

する PDEI および PDEII に対して相互作用し，それぞれ解離定数 K D =2.80 :1: L21μM および、K D

=7 .3 6士0.60 凶4 の親和性をもつことを報告した 19 ，20) 。すなわち， PDE の活性化はカルシウム

イオン以外に， YTX が直接 PDE と相互作用した結果であることが示唆されている。第 3 章で

は，梯子状ポリエーテル化合物が広く膜タンパク質と相互作用することが示された一方で，

水溶性タンパク質であるストレプトアピジンとは相互作用しなかった。したがって，この水

溶性タンパク質であるホスホジエステラーゼとの相互作用は，膜タンパク質に対する一般的

な疎水性相互作用とは別の基質特異的な作用が働いていることが考えられる。そこで，まず

梯子状ポリエーテル化合物と PDE との相互作用解析を直接測定法を用いて行い，その親和性

および活性について調べた。また，限害測定法を適用するにあたって PDE が梯子状ポリエー

テル化合物を検出するためのタンパク質モチーフとして有効かどうか検証した。

4・2・b 直接測定法による梯子状ポリエーテル化合物と PDE4D および PDEII との相互

作用解析

本実験では市販の PDE4D (Abnova 社製， Full-length human Recombinant with GST -tag (28 

KDa) ， 82.72 KDa ， 0.13 陪 /μL) とPDEII (Sigma- Al drich 社製， phosphodiesteraseII ， bovine spleen ， 

5 山首ts/mg ，25 units) の 2 種類の PDE を用いた。また，梯子状ポリエーテル化合物は， PDE4D 
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AL P4 A および ALP7A (岡

を用いた。y1ヌ は天然梯子状ポ リエーテル化合物として， dsYT X は YTX の 2 つの硫

酸基を除去することにより 一般的な梯子状ポリ エーテルモデル化合物と して使用 した。

ALP7B ， ALP 4B， ALPIB ， dsYTX (1 週3・10 )YTX ， に対して，

3-11) 

ジベンジル体)は，側鎖に共通の 置換基である 2ALP4B および ALP7B (ジオール，ALPIB ， 

4 環性および 7 環分子長のみが単環性，を持ち，つずつのヒドロキシ基とベンジノレ基 (Bn )

非梯また，分子長のみの影響を見積もるために使用した。性 とその環の数が異なるために，

子状ポリエーテル化合物として，今回はサ リノマイシン塩酸塩 (以下，サリノマイシンと呼

PDE とポリエーテノレ化合物との相互作用解析は SPR 測定装置を用い

(BTX-B ) に

図 4・8) を使用し，ぶ，

ブレベトキシン BdsYT X のほか，YTX ， 一方 PDEII に対しては，て実施 した。

ついても相互作用解析を行った。今回の実験において非特異的な吸着，機械的ノイ ズを抑え

リガンドを固定化 していない個所にも同時にアるために，解析に用いるセンサ一グラムは，

これをリファレンスとして差し引いたものを使用した。またラニング、バナライ トを添加 し，

ッファーとしては，様子状ポリエーテル化合物の溶解性およびタンパク質のセンサーチップ

を含む HEPES 緩衝液

を用いた。特に記載のない場合は，測定温度は 25 "C，流速は 10

DMSO 1 % お よび 0.005 % Tween 20 表面での安定性を考慮 し，

(I % DMSO-HBSEP 溶液)

20μL のサンプル溶液を添加した。μL加皿 で，

c s u-qB 
H C / 3 

U
H C 

11:も/
。

O H 

'CH ， 

O 

H 
/ 。

H3C 

H~C' 
H O 

CH 3 

の化学構造

Salinomycin 例a+ salt) 

サリノマイシン塩酸塩(サリノマイシン)図 4-8

YTX および dsYTX と PD E 4D との相互作用解析4-2-bl 

作製した PD E4 D 固定化センサーチップにアナライトと して種々の濃度で YT X および

dsYT X を添加 し相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムを図 4-9A および図 4・10A

に示す。 YT X および dsYT X 添加開始直後にセンサ一グラムは上昇し， ほぼ一定値で平衡と
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ラエンク、バッファーに切り替わると素早くもとの値に戻った。全体としてともに

「箱型」のセンサーグラムが得られ，これは YTX および dsYTX がセンサーチップ上の PDE4D

と速い結合，解離をしていることを示すものである。以上より， YTX および dsYTX は PDE4D

なった後，

と相互作用することが分かつた。また YTX および dsYTX の濃度(横軸)に対して平衡に遠

した時の RU 値(縦軸)をプロットし，用量依存曲線を作成した( 図 4-9B および関 4-10B ) 。

YTX および dsYTX にお実験項に示した平衡値解析法に従ってフィッティングしたところ，

いてそれぞれ解離定数 K D = 1. 0凶4および K D =2.0 μMであった。
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図 4-10

dsYTX の濃度(横軸)

のプロッ トおよび dsYTX - PDE4D 用量依存曲線

(B ) 1O( 水色)および 20 (緑 )μ M ，

と平衡値に達したときの RU 値(縦割 il

5 (青) ， 2 ('7ゼ、ンタ) ， (赤) ， 

ALP と PD E4 D との相互作用解析4-2-b2 

前項と同様に作製した PDE4D 固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度で

ALP7B ， ALP4A および ALP7A) を添加し，相互作用測定を行った。ALP4B ， (ALPIB ， ALP 

得られたセンサ一グラムを図 4-11A~ 15A に示す。ジベンジル体ALPIB ， ALP4B および AL P7B

ほぼ一定値で平衡となサンプル溶液が添加開始直後にセンサーグラムは上昇し，において，

のセラニング、バッファーに切り替わると素早くもとの値に戻った。全体として「箱型」り，

ンサ一グラムが得られ，とれはジペンシル体 AL P がセンサーチップ上の PD E4D と速い結合，

テトラオール体 ALP 4A および ALP7 A において
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は，添加開始後ゆっくりとセンサ一グラムが上昇し， 100 秒後にはほぼ一定値で平衡となり，

ラニング、バッファーに切り替わるとゆっくりとセンサーグラムは減少が観測された。ジベン

ジル体 ALP と比べて，テトラオール体 ALP は，非常に低いレスポンス (30 凶f のとき，ジベ

ンジル体 ALP4B および ALP7B でそれぞれ約 30 または 60 RU に対して，テトラオール体

ALP4A および ALP7A では約lO RU 以下)が観測されたが，濃度依存性は全ての ALP におい

て確認された。以上より，今回用いた ALP は PDE4D と相互作用することが分かつた。また，

ALP の濃度(横軸)に対して平衡に達した時の RU 値(縦軸)をプロットし，用量依存曲線

を作成した(図 4-11B~ 15B ) 。実験項に示した平衡値解析法に従ってフィッティングしたと

ころ， ALP1B ， ALP4B ， ALP7B ， ALP4A および ALP7A に対して，解離定数 K D はそれぞれ

80μM ， 11μM ， 4.8μM ， 29μM および 24 11M -Cあった。

A 田

40 

30 
2 

'" 
官 20
2 

o 

" 后

&. 10 
胴-'" 

1
4
明。o 

す

50 

Tlme (sec) 

100 15C 
1 

200 

B 日

40 

;! 
o 5e -6 1e-5 1.58-5 2&-5 2.5e-5 3e-5 3.5日~-5 4e -5 4.59-5 59-5 

Concen 釘副o of ALP1B (M) 

図 4-11 (A) ALP1B の PDE4D に対するセンサ一グラム， ALP1B 濃度; 0 (グレー)， 10 (赤) ， 

20 (マセ、ンタ)， 30 (青)， 40 (水色)および 50 (緑)凶，{， (B) ALP1B の濃度(横軸)と平

衡値に達したときの RU 値(縦軸)のプロットおよび ALP1B-PDE4D 用量依存曲線
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のプロットおよびALP7B-PDE4D 用量依存
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20 (-vゼンタ) . 30 (青). 40 (水 色)および 50 (緑 ) μM. (B ) AL P4 A の濃度(横軸 )と平

衡値に達したときの RU 値(縦軸)のプロ ットおよび ALP4A - PDE4D 用量依存曲線
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図 4-15 (A) ALP7A の PDE4D に対するセンサーグラム， ALP7A 濃度; 0 (グレー)， 10 (赤) ， 

20 (マゼンタ)， 30 (青)， 40 (水色)および 50 (緑)凶 1， (B) ALP7A の濃度(横軸)と平

衡値に達したときの RU 値(縦軸)のプロッ トおよび ALP7A-PDE4D 用量依存曲線

4-2-b3 サリノマイシンと PDE4D との相互作用解析

前項と同様に作製した PDE4D 固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度でサ

リノマイシンを添加し，相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムを図 4-16 に示す。

サリノマイシンを加えても，ほとんどレスポンスの上昇は見られず，センサーグラムが安定

しなかった。以上の結果，サリノマイシンとセンサーチップ上の PDE4D との問の相互作用は

非常弱く，親和性を求めることはできなかった。
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図 4・16 サリノマイシンの PD E4 D に対するセンサ一グラム，サリノマイシン濃度; 0 (グレ

ー)， 10 (赤)， 20 (マゼンタ)， 30 (青)， 40 (水色)， 50 (緑)および 100 (紫)~

4-2-b4 YTX および dsYTX と PDEII との相互作用解析

前項と同様に作製した PDEII 固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度で YTX

および dsYTX を流し，相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムを図 4- 17A および閃

4-18 に示す。y1ヌおよび dsYTX を添加すると，低いレスポンスのセンサーグラムが得られ

たが， YTX においては濃度依存性が確認された。このととから YTX がセンサーチップ上の

PDEII と非常に弱し、が相互作用をしていると考えられる。一方， dsYTX においては，得られ

たレスポンスは非常に低く，相互作用解析は不可能であった。 YTX の濃度(横軸)に対して

平衡に達した時の RU 値(縦軸)をプロットし，用量依存曲線を作成した( 図 4-17S ) 。実験

項に示した平衡値解析法に従ってブイッティングしたととろ，解離定数 K D =25 凶fであった。
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20 (マゼンタ) ， 30 (青) ， 40 (水色)および 50 (緑)凶 4

4-2-b5 BTX-B と PDEII との相互作用解析

前項 と同様に作製した PDE If固定化センサ ーチップにアナライトとして種々の濃度で

BTX-B を添加し，相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムを以14-19に示す。 BTX-B

を加えると，非常に低いレスポンスのセンサ一グラムが得られ，相互作用解析は不可能であ

った。
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4-2-b6 サリノマイシンと PDEII との相互作用解析

前項と同様に作製した PDEII 固定化センサーチップにアナライトとして種々の濃度でサリ

ノマイシンを添加し，相互作用測定を行った。得られたセンサ一グラムを図 4-2 0 に示す。サ

リノマイシンを加えると，非常に低いレスポンスのセンサ一グラムが得られ，相互作用解析

は不可能であった。
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Time (s) 

図 4・20 Salinomycin の PDEII に対するセンサーグラム， Salinomycin 濃度; 0 (グレー)

1O(赤) ， 20 (マゼンタ) ， 30 (青) ， 40 (水色)および 50 (緑)凶 4

4-2-c 直接測定法によるポリエーテル化合物と PDE との相互作用解析結果のまとめ

これまで直接測定法による SPR 測定によって求められたポリエーテル化合物と PDE4D と

の親和性を， 表 4-2 にまとめた。y1ヌおよび ds Y1ヌは， PDE4D に対してそれぞれ K D=1. 0μM 

および K D =2.0 凶4の比較的強い親和性を持つことが示された。また，人工梯子状ポりエーテ

ノレ ALP においては，まずジペンジル体に注目すると，分子長(エーテル環の数)が長くなる

ほど，より強し、親和性を持ち (ALP 1 B ; K D=80 凶1， ALP4B; KD=ll 凶~， ALP7B; KD=4.8 凶~) ， 

ALP7B においては， ds Y1叉と同等の親和性を持つことがわかった 。またテトラオール体で、は，

ジベンジノレ体と比べてやや親和性は劣るが，比較的強い親和性を持ち，またジベンジル体の

場合と同様に分子長が長い方が親和性は高いことがわかった (ALP4A ; KD=29 凶~， ALP7A; 

KD =24 μM) 。一方，非梯子状ポリエーテル化合物であるサリノ 7 イシンでは，得られたレス

ポンスは低く，また親和性を求めることはできなかった。このことから，梯子状ポリエーテ

ル化合物と PDE4D との相互作用には，梯子状骨格が重要であることがわかった。第 3 章で求

めた膜タンパク質と YTX および dsYTX との親和性は，KD=IO~IOO μM程度であったことか

ら， YTX および dsYTX が PDE4D を膜タンパク質と比べて1O~50 倍程度高く認識して相互
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作用していることが示された。また ALP においても同様に，膜タンパク質である APH1B と

比べて， 5"'10 倍程度高い親和性を持つことが示された。これらの結果は，梯子状ポリエー

テル化合物が膜タンパク質以外の水溶性タンパク質である PDE4D に対して高い親和性を持

ち，特異性の高い分子認識をしていることを示唆している。一方， PDEII については，得ら

れたレスポンスは低く， Yτ 文に関してはわずかに濃度依存性が観測されたが， ds Y1 χ ゃ

BTX-B との親和性は見られなかった(解析不可能)。また，サリノマイシンにおいても同様

に得られたレスポンスは低く，親和性は見られなかった(解析不可能)。

表 4-2 ポリエーテル化合物と PDE4D ，APH lBとの親和性の比較

ポリエーテル化合物

YTX 

dsYTX 

ALP1B 

ALP4B 

ALP7B 

ALP4A 

ALP7A 

Salinomycin 

PDE4D 

1. 0 

2. 。
80 

11 

4.8 

29 

24 

解離定数 K D (凶，f)

一;解析不可能
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24 
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4-3 阻害測定法による梯子状ポリエーテル化合物とホスホジエステラーゼとの相互

作用解析

直接測定法による SPR 測定結果から，種々梯子状ポリエーテノレ化合物が PDE4D と相互作

用し，その親和性 (KD=I~30 凶1) は膜タンパク質の場合 (KD=10~300 凶1) と比べて約 10

倍程度高く，特異的に認識していることが示唆された。 PD E4 D は，第 3 章で示した膜タンパ

ク質と比べて，ランニング、バッファーに対する溶解性が高く，また梯子状ポリエーテル化合

物に対する親和性も高いので，阻害測定法の検討に用いることにした。また， PDEII におい

ては，得られたレスポンスが非常に低く，親和性評価には至らなかった。この原因として，

実際に親和性が低いことのほかに， PDEII のセンサーチップ上への固定化量が少ないこと

(PDE4D ; 9，800 RU ， PDEII; 4ラ600RU) ，あるいは固定化により結合(活性)部位が損なわ

れており，相互作用出来なかったことなどが考えられる。そこで，この PDEII に対しでも同

様に阻害測定法による SPR 測定を行い，親和性評価を試みることにした。

したがって，本実験では 4- 2 と同様に， PD E4 D とPDEII の 2 種類の PDE を測定タンパク質

として用いた。また，梯子状ポリエーテル化合物としては， PDE4D に対して， YTX ， dsYI ヌ

(図 3-10 ) ， ALPIB ， ALP4B ， ALP7B ， ALP4A および ALP7A (図 3-1 1) を用いた。 YTX は

天然梯子状ポリエーテル化合物として， dsYTX は YTX の 2 つの硫酸基を除去することによ

り一般的な梯子状ポリエーテルモデルとして使用した。 ALP lB， ALP4B および ALP7B (ジオ

ール，ジベンジル体)は z 側鎖に共通の置換基である 2 つずつのヒドロキシ基とベンジル基

(Bn) を持ち，分子長のみが単環性， 4 環性および 7 環性とその環の数が異なるために，分

子長(エーテノレ環の数)のみの影響を見積もるために使用した。 一方， PDEII に対しては，

梯子状ポリエーテル化合物として， YTX ， dsYTX (図 3-10 ) ， ALPIB ， ALP4B ， ALP7B ， ALP4A 

(図 3-11 )のほかに BTX-B (図 3- 3) を用いた。また，非梯子状ポリエーテル化合物として，

サリノマイシン(図 4-8 ) を用いたD

第 3 章において一般的な梯子状ポリエーテル化合物のそチーフとしてのYTX が有効である

ことが示唆された。そこで，この dsYTX のピオチン誘導体であるピオチン化脱硫酸 YTX を

センガーチップ上に固定化し， PDE (PD E4 D および PDE II)に対する梯子状ポりエーテル化

合物(アナライト)とピオチン化脱硫酸 YTX との阻害測定を行った。まず，市販の NHS -PE04

Biotin 1 と3- アミノプロピオンアノレデヒドジエチルアセタール 2 を反応させ， ピオチン化ジ

エチルアセタール 3 を調製し(スキーム 4- ]) ， CSA 存在下得られた 3 とdsYTX を混合する

ことにより，ビオチン化脱硫酸 YI 文を調製した(スキーム 4-2 ) 。同様に，ネガティブコン

トロールとして， ALP1B についても dsYTX の場合と同様に調製した(スキーム 4・3) 。この

ようにして得られたピオチン誘導化梯子状ポリエーテル化合物を 3 実験項に示す通り，予め
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アミンカップリング法でストレプトアピジンを固定化したセンサーチップに添加し，ピオチ

ン誘導化梯子状ポリエーテル化合物をセンサーチップ上に固定化し，阻害測定法に用いた。

ん〉J r - u J o ，R。
¥一 '-H

/8'1\\\\\\ハ~N~O'-...-"へO~O'-...-"へO~N/\入OEt
¥一J.... H H 

川NH
Biotinylated diethylacetal 3 

スキーム 4・1 ピオチン化ジエチルアセタールの調製

o 0 OB 

lへ~N~O'-./へO/'..ゾ0'-.，/へO~N/'..人OEt
¥J.- H H 

H剖y N H Biotinylated diethylacetal3 
o 

I Oesulfated yessotoxin (dsYTX) 

I C8A 

いO~、/0\/\目Jしへ/句，，(8')

? 日 明

。J
人人

Biotinylated dsYTX 

スキーム 4-2 ピオチン化脱硫酸 YTX の調製
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スキーム 4-3 ピオチン化 ALPIB の調製

今回の実験において非特異的吸着，機械的ノイズを抑えるため，解析に用いるセンサーグ

ラムは， リガンドを固定化していない個所にも同時にアナライトを流し，これをリファレン

スとして差し引いたものを使用した。またラニングバッファーおよびアナライトの溶解には，

梯子状ポリエーテルの溶解性を考慮し， DMSOl %および 0.05% Tween 20 を含む HEPES 緩

衝液 (I%DMSO-l 王BSEP+) を用いた。特に記載のない場合は，測定温度は25 "C，流速は 10μ Ll min

で， 20μL のサンプノレ溶液を添加した。

4-3-a ピオチン化脱硫酸YTX 固定化センサーチップを用いた PDE4D とビオチン化脱

硫 酸 YTX との親和性評価

作製したピオチン化脱硫酸 YTX 固定化センサーチップを用いて， PDE4D に対する梯子状

ポリエーテル化合物とピオチン化脱硫酸 YTX との競争阻害実験を行うために，まず固定化し

たピオチン化脱硫酸 YTX とPDE4D との親和性測定を行った。

すなわら，作製したピオチン化脱硫酸 YTX 固定化センサーチップにアナライトとして種々

の濃度で PDE4D (I ~5 凶1:， 1 %DMSO-lffiSEP+ 溶液)を添加し，相互作用測定を行った。得

られたセンサ一グラムを図 4-21 に示す。センサーグラムは PDE4D が流れ始めるとすぐに結

合と解離を繰り返しながらレスポンスの上昇が起こり，また流れ終わってラニング、バッファ

ーに切り替わるとゆっくりとした解離によるレスポンスの減少が起こった。全体として「抗

体 抗原反応J のようなセンサ一グラムが得られ，これは PDE4D がセンサーチップ上のピオ

チン化脱硫酸 YTX と強くそして特異的に相互作用していることを示唆している。以上より，

- 130-



直接測定法の結果と 同様に， PD E4 D が固定化したピオチン化脱硫酸 YTX と相互作用するこ

とが分かった。この曲線を実験項に示したラングミュア吸着モデル(1種類の リガンドと 1

種類のアナライ トの反応) でフィッティングにかけ解離定数 (K o) を算出する と，K o= 0.20 

:t O. ll 凶1 (k .=3.9 :t 1. 4 X 10 4 IMs およびん，=6.7 :t 1. 7 X 10 .' /s) であった。
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図 4-21 PDE4D の固定化したビオチン化脱硫酸 YTX に対するセンサーグラムとラングミュ

ア吸着モデルによるフ ィッティングカーブ， PD E4 D 濃度 ;0 (グレー) ， 2 (赤) ， 3 (マゼ

ンタ) ， 4 (青)および 5 (水色) ゆf

4-3-al ピオチン化脱硫酸 YTX 固定化センサーチップを用いた PD E 4D に対する梯子

状ポリエーテル化合物とビオチン化脱硫酸 YTX との競争阻害実験

以上の結果から，作製したビオチン化脱硫酸 YTX 固定化センサーチップに対して， PDE4D 

が強く相互作用すること が示された。また，数凶1PDE4D 溶液についても十分なレスポンス

が得られることがわかった。そこで，このピオチン化脱硫酸 y1ヌ 固定化センサーチップを

用いて， 1 nM PDE4D を測定タンパク質とし， 種均の梯子状ポリ エーテル化合物の競争阻害

実験を行った。

測定に用いた PD E4 D ー梯子状ポリエーテル溶液の調製は， 0.13 ~g!μLPDE4D 溶液を 10μL

とり， 1% DMSO-HBSEP +溶液 1，56 1μL 加えて調製した (1 0 nM PDE4D 溶液)。また，各々

梯子状ポリエーテル化合物を 10 ，20 ， 50 および 10 0 凶4 になるように， 1% DMSO-HBSEP+ 

溶液で希釈した。 10 ，20 ， 50 および 100μM悌子状ポリ エーテル溶液 1O~をとり， それぞ

れ 10 nM PD E4 D 溶液 10μL を加え， さらに 1% DMSO-HBSEP +溶液 80μL を加え， ボノレテッ

クスで均質化した後， 遠心分離した。この溶液を室温 (2 5"C)で 30 分間インキュベー トし，

l凶4 に希釈した PD E4 D 溶液 (l弟子状ポリエーテル添加なし)と共に試験溶液とし，それぞ

れ 20μL をピオチン化脱硫酸 YTX 固定化センサーチップに添加 し 相互作用解析を行った。
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PDE4D に対する種々梯子状ポリエーテル化合物と固定化したピオチン化脱

硫 酸 YTX との競争阻害実験結果

固定化したピオチン化脱硫酸 YTX を用いた PDE4D と種々梯子状ポリエーテル

4-3-a2 

(アナライ

添加したポリエーまた，との競争限害実験のセンサーグラムを図 4・22~28A に示した。ト)

実験項

(関 4-22~28B) 。

をプロットし，の RU 値(縦軸)

に示した 4ーパラメーターフィッテイングにより阻害曲線を作成した。

と平衡時(添加 100~1 1O秒後)テルの濃度(横軸)
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のブ。ロットと平衡時 (添加 IOO~110 秒後)
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(A ) 阻害測定法による ALPIB図 4-24

と平衡時 (添加 100~1 1O 秒後)(B ) ALPIB の濃度 (横軸)

と阻害曲線
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一グラム (グレー ，ベースライン，赤，0 ;マゼンタ 1，青 ;2 ，水色; 5 および緑，10 凶1ALP4B )

の RU 値 (縦軸)のプロッ トと平衡時(添加 100~ 110 秒後)
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(B ) ALP4B の濃度(横軸 )
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図 4-28

と平衡時(添加 100~ 1l 0 秒後)(B ) ALP7A の濃度(横 軸)

と阻害曲線

と

ピオチン化脱硫酸 Y TX を固定したセンサーチップに， PDE4D とYTX をインキュベートし

た溶液を添加したところ，結合量が小さく SIN 比がよくないものの YTX の濃度増加に伴って

レスポンスが減少し，10 flM の濃度でほぼベースラインに達した

および ALP7B の場合も同様の結果が得られ，実験項に示した 4- パラメータフィッティングで

dsYIχ (図 4- 22 ) 。また，

1. 4 および 1. 9 μM の

50%~.且害濃度 IC日(固定化したピオチン化脱硫酸 YIX と溶液中の PDE4D との結合を 50%阻

害する濃度)

それぞれ1.2，dsYIX および ALP7B に対して，YTX ， 解析したところ，

ALP4B および ALP7A においては，加えた ALP の濃度に伴が得られた。また，

って中程度レスポンスが減少 し，得られた IC ，.はそれぞれ 5.5 および 7.6 凶4であった。一方，

レスポンスの減少は小さく ，得られた IC "値はそれぞれ

17 および 13μM であった。競争阻害実験より得られた各々梯子状ポリエーテルの IC" 値を，

4・2 で得られた直接測定法の結果と合わせてぷ 4・3 に示す。その結果3 梯子状ポリエーテルの

ALP lBおよ び AL P4A においては，

構造的特徴による傾向は，第 3 章で得られたタンパク質との親和性に関する知見(側鎖置換

50% 阻害濃度 IC ，.と解離定数 K D は IC ，.=とほぼ一致 した。また，基の疎水性および分子長)

K o+C/2 で表され， PDE4D の濃度である C が IC ，.や Ko と比べて低い場合(今 回は 1nM )は ，

したがって，阻害測定法によって得られた IC ，o値と直接測

定法による K D 値が一致していることが分かった。以上の結果，本研究で実施した阻害測定法

により，梯子状ポリエーテル化合物と PD E4 D との親和性評価に成功し，また本研究で実施し

IC ，o= K o とみなすことができる。

た阻害測定法が有効であることが示された。
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表 4-3 競争阻害実験より求められた PDE4D における各々梯子状ポリエーテルの

1C 50 (μM) と直接測定実験より求められた PDE4D に対する解隊定数 K D (，.，M)の比較

梯子状ポリエーテル
50% 阻害濃度 1C 50 (，.，M) 解離定数 K D (，.，M) 

(アナライト)

YTX 1. 2 1. 0 

dsYTX 1.4 2.0 

ALP lB 17 80 

ALP4B 5.5 11 

ALP7B 1. 9 4.8 

ALP4A 13 29 

ALP7A 7.6 24 

4-3・b ピオチン化脱硫酸 YTX 固定化チップを用いた PDEII とビオチン化脱硫酸 YTX

との親和性評価

前節の結果から，作製したビオチン化脱硫酸 YTX を固定化したセンサーチップが PDE4D

と相互作用することが示された。また， PDE4D と種々梯子状ポリエーテル化合物をインキュ

ベー トした溶液をこのセンサーチップに流すことにより，溶液中の PDE に対して，固定化し

たビオチン化脱硫酸 YTX と溶液中の梯子状ポリエーテル化合物の聞に競争阻害が起こり，そ

の親和性を求めることに成功した。前述の通り，この阻害測定法は直接測定法と比べて，一

般に高い特異性と高感度のレスポンスが得られることがわかっている。そこで，このビオチ

ン化脱硫酸YTX 固定化センサーチップを用い， 直接測定法においてほとんどレスポンスが得

られなかった PDEII を測定対象分子として 3 固定化したピオチン化脱硫酸 YTX と溶液中の梯

子状ポリエーテル問における阻害測定実験を PD E4 D の場合と同様に行った。

作製したピオチン化脱硫酸 Yl 文固定化チップを用いて， PDEIJ に対する梯子状ポリエーテ

ル化合物とピオチン化脱硫酸 YTX との限害実験を行うために，まず固定化したピオチン化脱

硫酸 YTX とPDEII との親和性測定を行った。

すなわち，作製したピオチン化脱硫酸 YTX 固定化センサーチップにアナライ トとして種々

の濃度で PDEII (r ~5μg/mL， 1 %DMSO -I王BSEP+ 溶液)を添加し，相 互作用測定を行ったD

得られたセンサ一グラムを図 4-29 に示す。センサ一グラムは PDEII が流れ始めるとすぐに結

合と解離を繰り返しながらレスポンスの上昇が起とり，また流れ終わってラニングパッフア

ーに切り替わるとゆっくりとした解離によるレスポンスの減少が起こった。全体として「抗

体一抗原反応」のようなセンサ一グラムが得られ，これは PDEIJ がセンサーチップ上のピオ
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チン化脱硫酸 YTX と強くそして特異的に相互作用していることを示唆している。 以上より，

直接測定法の結果とは異なり PDEII は固定化したピオチン化脱硫酸 YTX と相互作用すること

この曲線を実験項に示したラングミュア吸着モデ〉レ(J種類のリガンドと I 種が分かつた。

類のアナライトの反応)でフィッティングにかけ解離定数 (K D ) を算出すると，K D = 10.7 flg/mL 

であった。
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および 5 (青 )μg/mL

図 4-29

2 (7 ゼ、ンタ)

ピオチン化脱硫酸 YTX 固定化チップを用いた PDEII に対する梯子状ポリエー

テノレ化合物とピオチン化脱硫酸 YTX との競争阻害実験

以上の結果から，作製したピオチン化脱疏酸 YTX 固定化センサーチップに対して， PDE4D 

4-3-b 1 

PDEII は強く相互作用することが示された。また， 5μg/ mL PDEII 溶液につ

いて卜分なレスポンス (60RU 程度)が得られることがわかった。そこで， 5 問 ImL PDEII を

測定タンパク質濃度とし，種々の梯子状ポリエーテル化合物と固定化したビオチン化脱硫酸

の場合と同様に，

20 および

YTX との競争阻害実験を行った。

1 % DMSO-HBSEP+ 溶液を 100ι 加え溶解した 0，000 附'mL PDEII 

溶液) 0 1，000μg/ mL PDEII 溶液 50μL とり， 1% DMSO-HBSEP+ 溶液を 950μLIJO え， 50μg/mL 

PDEII 溶液を調製した。また，各々梯子状ポリエーテル化合物を 1，10 および 100μM( また

は 200μM) になるように 1% DMSO-HBSEP +溶液を用いて調製した。 50μE 加 LPDEII 溶液 10

μL をとり，梯子状ボリエーテル溶液の終濃度がそれそ、れ 0.2，

50 (+100)ρ4 となるように 2 先ほど調製した梯子状ポリエーテル化合物の溶液を加え z

らに 1% DMSO-HBSEP+ 溶液で 100 ~に定容した。
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心分離した。この溶液を室温 (25'C) で 30 分間インキュベートし， 5 ド.g/mLに希釈した PDEII

それぞれ 20μL をピオチン化脱と共に試験溶液とし，溶液(梯子状ポリエーテル添加なし)

硫酸 YTX 固定化チップに加え，相互作用解析を行った。

PDEII に対する種々梯子状ポリエーテルと固定化したピオチン化脱硫酸 YTX4-3-b2 

との競争阻害測定結果

固定化したピオチン化脱硫酸 YTX を用いた PDEII と種々梯子状ポリエーテル化合物(アナ

ライ ト)との競争阻害測定のセンサーグラム(ここでは， 0， 0.5 ， 2 および 20μM のみを表示)

を図 4-30A~37A に示した。また，添加したポリエーテノレ化合物の濃度におけるの RU値(添

加 100~ 1l 0 秒後)をプロットし，実験項に示した 4-パラメーターフイツティングにより阻害

曲線を作成した(図 4-30B~37B) 。阻害曲線から YTX ， dsYTX ， BTX-B および ALP7B に対

して 3 実験実施し，標準誤差 (SEM) を求めたところ，それぞれ 3.5 ::l: 0.7 ，2.1 ::l: 0.4， 2.4土 0.5

および 5.6 土0.7μM の 50% 阻害濃度 IC 50 が得られ，これら梯子状ポリエーテル化合物が PDEII

に対して強い親和性を持つことが確認された(表 4-4) 0 また， ALP4B においては 20 ::l: 1.2凶 4

ALP4A お

よび Salinomycin における阻害活性は弱かった(> 100μM ，表 4-4) 。以上の結果，

化脱硫酸 YTX を用いた阻害測定法により，直接測定法では求められなかった PDEII と梯子状

ピオチン

ALPIB ， PDEII と中程度の親和性を持つことが示された一方で，の IC 50 が得られ，

ポリエーテル化合物との親和性の評価に成功した。
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」入

競争阻害測定実験より求められた PDEII における各々 ポリエーテノレ化合物の 50% 阻害

濃度 IC叩 (凶~)

表 4-4

ポリエーテル化合物 50% 阻害濃度 IC 5o :t SEM (μM) 

3.5:t 0.7 YTX 

2.1 :t 0.4 

2.4 :t 0.5 

dsYTX 

BTX-B 

ALPIB 

20 ::t 1.2 ALP4B 

5.6 ::t O.7 

ALP4A 

Salinomycin 

(標 準誤差)

ALP7B 

; IC " > 100μM ; 3 回の測定結果から算出，SEM 

ピオチン化脱硫酸 YT X 固定化チップの有効性の検証4・3-b 3

ピオチン化脱硫酸 YTX 固定化センサーチップを用いる ことにより ，梯子状ポ以上の結果，

リエーテル化合物とPDEII との親和性を評価することができた。その結果，dsYTX や ALP7B

疎水性が高い梯子状ポ リエーテルは PDEII に対し高い親和性を持ち，など分子長が長く，

方単環性 ALPIB においては親和性が低いととが明らかとなった。この阻害測定法ならびにセ

ンサーチップの有効性を検証するために，ネガティブ、コ ント ロールと して， ALP1B をdsYTX

その相互作用解析を行PDEII 溶液を加え，と同様にこの手法でセンサーチップに固定化 し，
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った。そのときのセンサーグラムを図 4-38 に示した。

レとは異な り，ピオチン化脱硫酸 YTX 固定化センサーチップの場合(図 4-29 )その結果，

ビオチン化脱硫酸 YTX 固定化センサースポンスの上昇は確認されなかった。 このことから，

チップが PDE など梯子状ポリエーテルと相互作用するタンパク質の観測に有効であり， 同時

にビオチン化 ALP1B 固定化センサーチップがそのネガティ ブ、コント ロールと して使用可能

であることが示された。
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， 4-4 梯子状ポリエーテノレ化合物とホスホジエステラーゼとの結合親和性の考察

直接測定法を用いて， PD E4 D と種々梯子状ポリエーテノレ化合物との相互作用解析を行い，

梯子状ポリエーテル化合物が，水溶性タンパク質である PDE4D と相互作用することを明らか

にした。その相互作用には，側鎖置換基の疎水性および分子長(エーテル環の数)が重要で

あることがわかった。また，その親和性は，第3 章で測定した膜タンパク質よりも 10 倍程度

高く，膜タンパク質の場合とは異なり， ALP4A や ALP7A などテトラオール体においても，

比較的強い親和性が得られたことから， PDE4D が強く梯子状ポリエーテル構造を特異的に認

識していることが示唆された。

次に PDEII についても同様に，種々梯子状ポリエーテル化合物との相互作用解析を試みた

が，得られるレスポンスが低く，解析不可能であった。この原因として， PDEII の固定化量

(4 ，600 RU) が PDE4D (9 ，800 RU) と比べて少ないこと，梯子状ポリエーテル(アナライト)

の分子量が小さいこと(約 300'"'-' 1，200 Da 程度) ， PDEII 固定化の際に結合(活性)部位を損

なっていることなどの理由が考えられ，これらは一般的に直接測定法を実施する上で常に問

題となっている。したがって，これらの問題点を解決するために，阻害測定法の検討を行っ

た。

まず，ピオチン化脱硫酸 YTX の合成を行い，ストレプトアピジンを介したセンサーチップ

上への固定化に成功した。次に，直接測定法において既に梯子状ポリエーテルとの親和性が

求められている， PDE4D をこのセンサーチップに添加したところ，結合量は小さいものの強

い親和性が認められた。そこで，測定分子を PD E4 D とし，種々梯子状ポリエーテル化合物と

インキュベートした溶液をピオチン化脱硫酸 Yτχ 固定化センサーチップに添加したところ，

それぞれ 50% 阻害濃度 IC so が求められ，その結果は直接測定法で求められた結果と良く一致

し，このセンサーチップを用いた阻害測定法の有効性が認められた。

直接測定法では親和性評価ができなかった PDEII を用いて同様に測定したところ，固定化

したピオチン化脱硫酸 YTX との相互作用が観測された。次にこの PDEII を用いて，固定化し

たピオチン化脱硫酸 YTX と種々梯子状ポリエーテル化合物との競争阻害測定実験を行った

結果，その親和性を評価することに成功した。直接測定法でできなかった原因として以下の

ことが考えられる。すなわち，直接測定法で常に問題視される固定化量とアナライトの分子

量に関しては， PDEII の固定化量は PDE4D と比べて半分程度であるため，得られるレスポン

スが半分で、あっても，十分観測可能であることが推測されるが，ほとんど観測されなかった

(PDE4D-20μMYTX において 50RU のレスポンス得られたのに対して， PDEII-20μMYTX

において 3RU 程度)。また分子量に関しても，同じポリエーテルを用いた際に PDE4D で十

分なレスポンスが得られていることから，大きな原因とは考え難い。やはり，固定化による
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結合(活性)部位を損なったことがその主な原因で、あったと考えられる。 Botana らは， Resonant 

Mi rror Optical Biosensor を用い， PDEII を固定化し， YTX との相互作用解析を行い， K D 

=7.36 土0.60μM という親和性を得ている 19) 。彼らは， PDEII の固定化にタンパク質のカノレボキ

シ基を介しているのに対し，本研究ではアミノ基を介して直接測定法を試みた。したがって，

この固定化の際の結合部位の違いにより，親和性に大きな違いが出たことが考えられ， リガ

ンドの固定化が必要な直接測定法ではその固定化法にも注意を払う必要が出てくることが考

えられる。

本研究で実施した競争阻害測定実験のメリットは他にも，検出感度の高さ，非特異的な吸

着を軽減できること，センサーチップにタンパク質を固定化する必要がないため，センサー

チップ保存中のタンパク質の劣化を避けることができることなどが挙げられる。検出感度に

ついては，高分子量のタンパク質を測定分子にすることにより， 0.2μ .M YTX を加えた PDEII

溶液と加えていない PDEII 溶液におけるレスポンスの違いを十分に観測できた。また，分子

量，構造および、分子全体の疎水性が類似したサリノマイシンにおいて，擬陽性が見られない

ことからも，非特異的相互作用の影響が低い測定法であることがわかる。また，本研究を行

うにあたり，直接測定法において固定化してから時間の経った PDE4D 固定化センサーチップ

(I年以上)を使用した際に，センサーチップに固定したタンパク質の劣化が原因と考えら

れる非特異的な吸着が観測され，当初の測定結果と比べて親和性が著しく下がるという結果

が得られた。このような理由からも，直接測定法と比べて阻害測定法は信頼性の高い手法で

あるといえる。

PDEII はサリノマイシンとほとんど相互作用しないのに対して， YTX をはじめ， BTX 品 や

ALP などの梯子状ポリエーテルは広く認識することが，この競争阻害測定法によって示され

た。また前述の通り， SPR は迅速性および簡便性の高い測定法で，実時間で、のハイスループ

ット分析が可能である。したがって，今回作製したピオチン化脱硫酸 YTX 固定化センサーチ

ップおよび PDEII を用いることにより，また同時にピオチン化 ALPIB をネガティプコントロ

ールとして用いることにより， YTX や BTX-B などの梯子状ポリエーテル化合物による汚染

の可能性がある魚貝類など海産物を迅速に信頼性の高い試験を実施することができ，渦鞭毛

藻がもたらす食中毒による漁業被害を最小限に食い止めることができるのではないかと考え

られる。
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4・5 梯子状ポリエーテル化合物によるホスホジエステラーゼ活性化試験

これまでの直接測定法および阻害測定法による結果から，梯子状ポリエーテル化合物が。

ホスホジエステラーゼ PDE4D およびPDEII と相互作用し，その結合親和性 (KD=1~数 10 凶1)

には，分子長(エーテル環の数)および側鎖置換基の疎水性が重要であることが明らかとな

った。 前述の通り，ホスホジエステラーゼは cAMP を AMP に加水分解することが知られて

おり，カルシウムイオン存在下， YTX をヒトリンパ細胞に投与すると細胞内セカンドメッセ

ンジャーである cAMP の濃度が減少することが報告され，それを定量的に求める研究が行わ

れてきた 16-18) 。また， Botana らは YTX が PDE 混合物のほか，ウシの脳および勝臓に存在す

る PDEI および PDEII に対して相互作用し，それぞれ解離定数 K D =2.8 0士1.2 1 凶4 および K D

=7.36 土0.6 0μM の親和性を持ち，その結果 YTX がホスホジエステラーゼによる c品。の加水

分解を活性化することを報告した 19 .20)。そこで次に，以下に示す PD E Assay Ki tを用いて，種々

梯子状ポリエーテル化合物と PDE との結合親和性と c. 品 1P 加水分解の活性化との関連性に

ついて調べ，分子長や倶1) 鎖置換基の影響を評価することにした。

4-5-a PDE Assay Kit 

市販の Transcreener™ PDE Assay Ki t (Bellbrook Labs 社製)を用いて，梯子状ポリエーテル

化合物のホスホジエステラーゼ (PDE ) 活性化について調べた。このキットの原理は， cAMP 

または cGMP から，ホスホジエステラーゼによる加水分解により生じた AMP または GMP を，

競合蛍光偏光法を用いて測定する。このキットは一般に c.品。 または cGMP を加水分解す

る PDE の測定のためにデザイ ンされているが，AMP または GMP を生成する犠々な酵素の測

定のほか，それらの阻害測定や活性化測定にも使用可能である(際14-39 ) 。測定原理の詳細

は以下の通りである。キットに同梱の AMP/GMP 結合抗体とそれに対して親和性を有する蛍

光標識化 (Alexa ⑧ 633 ，Ex =63 5nm ， Em = 670nm) トレーサーを予め混合すると l 強い蛍

光強度を生じる。この溶液に cAMP あるいは cGMP とPDE などの酵素を予め混合した酵素反

応溶液を添加する。この酵素反応によって cAM P あるいは cGMP は， AMP あるいは GMP に

加水分解されるのであるが，その加水分解された AMP あるいは GMP は AMP /GMP 結合抗体

に対して， トレーサーと比べて約 1，000 倍もの親和性を持つことがわかっており， したがっ

て混合により，蛍光標識化ト レーサーは次第に AMP あるいは GMP と置換され，蛍光標識化

トレーサーが抗体から解離することにより次第に蛍光強度は減少する。すなわち，酵素活性

が高いほど蛍光強度が減少することになる。したがって， この蛍光強度の減少をモニターす

ることにより，酵素活性の強さを観測することが可能となる。さらに， 一定濃度の c品。

酵素溶液あるいは cGMP ー酵素溶液などに酵素反応限害剤または酵素反応活性化剤(ここで
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は，梯子状ポリエーテル化合物)を添加することにより， PDE と梯子状ポリエーテル化合物

との結合親和性が酵素反応に及ぼす影響を評価することができるので、はないかと考えられる。

図 4-40 に Matt ら 21 )により実施された阻害実験例を示す。 PDE4A4 特異的阻害剤の

Rolipram ， PDE 非 特 異 的 阻 害 剤の IBMX を用いて， PDE4A4 の選択的阻害を

検証している。アッセイには 1 ~ cAMP 及び 25mU!mL PDE4A4 を使用し，

種々濃度で阻害剤を使用し，用量依存曲線を作成している D その結果，

Rolipram (・ )および IBMX (. )の IC 50 値はそれぞれ ，4 .4 μM および 29.1μM

と求められた。一方， PDE5 特異的阻害剤の MMQZ (企 )による PDE4A4 の阻

害は観測されなかった。

AMP/GMP-producing 

enzyme 

Substrate 一一一一一一+- AMP/GMP 
cA MP ， cGMP orρ :T P ~\ 

告 T市 AMP/G 忠弘 謙一Tracer

7S 

霊z。2 §0 

"# 

25 

目.001

図 4-39 Transcreen 町別 PDE Assay Ki tの測定原理 21)

重 T 
E T 

‘ー

'" 
0.0司

E 

日.1

Inhibitof (μM} 

，。

10D 

7S 

50 

25 

。
100 

図 4-40 PDE4A4 の選択的阻害実験 21) 種々濃度で添加した特異的阻害剤 Rolipram

(・ ) ，非特異的阻害剤 IBMX ( ) および PDE5 特異的阻害剤 MMQZ ( .A. ) 

の添加濃 度 (横軸 )と阻害率 (縦軸 )のプロットおよび用量依存曲線 。
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4-5-b Transcreener™ PDE As sa y Kit を用いた梯子状ポリエーテル化合物によるホス

ホジエステラーゼ (PD E 4D ) 活性化試験

実験項に示す通り'7イクロプレート (g rein er bio-one 社製， 96 ウエノレ， 容量 200 μL，ブ

ラック/ク りアボトム)のウェル 中， 種々濃度に調製した cAMP 溶液， PDE4D 溶液および梯

子状ポリエーテノレ溶液を混合し，室温 (25 0C ) で 30 分開放置した。この溶液に，前述の

A M P/GMP 抗体および蛍光標識化 トレーサーを混合した溶液を一定量加え，さらに室温で 60

分開放置した。 この溶液に EDTA を含む Stop&Detect 溶液を加え， 30 分間放置し， 酵素反応

を失活させた後，蛍光プレー トリーダー (Sp ectr ，必<1: ax M5 microplate reader ， M ol ecular D evi ces 

社)を 用いて， 励起波長 635 nm ，測定波長 670nm で測定した。0.1 ，0.2 5， 1および 10 酬 AMP

溶液における AMP 濃度 (横軸)と 0 凶-1 AMP における蛍光強度を 100 % としたときの，それ

ぞれの AMP 濃度での蛍光強度の割合(縦軸)をプロッ トし，用量依存曲線を作製した (図

4-41 - 1回目および図 4-42 - 2 回目)。次に，種々ポ リエーテル溶液において得られた蛍光強

度 (% FP ) および図 4- 41 または図 4-4 2 の検量線から，それぞれ溶液中において加水分解され

た AMP 含量を求めた(表 4-5 および表 4-6 ) 。

nU
 4 

a
Hh渓

100 

80 

60 

20 回 一

o 
1e- 8 1e-6 

Concentration of AMP (M) 

図 4-41 0. 1， 0.2 5， 1および 10μ M AMP 溶液における AMP 濃度 (機軸)と 0μMAMP に

おける蛍光強度 (FP ) を 100 % としたときの，それぞれの AMP 濃度での蛍光強度の割合(縦

軸) のプロッ トおよび用量依存曲線 (YT X ，ALP1B および Salinom ycin は検量線外のため測

定不能)
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閉山

o 
1e-8 

60 

↓ 0 4 

R

地
比
ポ

20~ 

1e-7 1e -6 

Concentrat ion of AMP (M) 

1e-5 1e-4 

図 4-42 0. 1， 0.25 ， 1および 10μMAMP 溶液における AMP 濃度(横軸)と of! MAMP に

おける蛍光強度 (FP) を 100% としたときの，それぞれの AMP 濃度での蛍光強度の割合(縦

軸)のプロットおよび用量依存曲線

表 4-5 1 凶 1 PDE4D-10μM cAMP- 種々ポリエーテル化合物混合溶液における蛍光強度

(%FP) と検量線(図 4-4 U より求められた AMP 定量結果(f!M)

ポリエーテル %FP' l AMP 濃度(凶~)

1 nM PDE4D のみ 69.6 0.02 

16.7μMYTX 33.8 > 1 

16.7μMdsYTX 42.6 0.60 

16.7μMBTX-B 53 .2 0. 19 

16.7 凶~ALP1B 84.7 く 0.01

16.7μMALP4A 75.8 0.01 

16 .7 ドMALP4B 73.3 0.02 

16.7μMALP7A 65.9 0.04 

16.7 f!M ALP7B 67.1 0.03 

10 凶1ALP 10A 63.0 0.06 

16.7μM Salinomycin 96.6 < 0.01 

ペ;n2あるいは n3 の平均値
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表 4-6 I nM PDE4D ー 10 iJM cAMP 種々ポ リエーテノレ化合物混合溶液における蛍光強度

(% FP ) と検量線(凶 4-42 ) より求められた AMP 定量結果 (凶1)

ポリエーテル % FP ・1 AMP 濃度 (iJM )

1 nMPDE4D のみ 55 .3 。.3 3

8.3 凶，f YTX 59.3 0.27 

16 .7μMYTX 28 .3 1.3 6 

4.2μMdsYT 文 50 .2 0.4 2 

8.3凶，f dsYτ ヌ 44 .7 0.57 

16 .7 凶t1 dsYTX 39 .3 0.75 

16.7μMBTX -B 54 .0 0.3 6 

16 .7μMALP lB 73. 3 0.12 

16 .7 凶，f ALP4A 64 .3 0.20 

16 .7μMALP4B 41.8 0.66 

16.7μMALP7A 70 .0 0.14 

16 .7μMALP7B 49 .2 0.4 5 

印刷 ALPIOA 36 .7 0.87 

16 .7μM Salinomycin 85 .4 0.04 

*1 ; n2 あるいは n3 の平均値

4・5-c Transcreener™ PDE Assay Kit を用いた梯子状ポ リエーテノレ化合物によるホス

ホジエステラーゼ (PDE4D ) 活性化試験の結果および考察

表 4-5および表 4-6 から， SPR を用いた結合親和性が認められなかったサリノマイシンにお

いては，測定 PD E4 D の活性化は観測されなかった。一方，SPR 測定において『わずかに結合

親和性が認められた単環性 ALPIB ジベンジル休，4環性 ALP4A および 7 環性 ALP7A テトラ

オール体においても，PDE4D の活性化は認められず， これらの相互作用は非特異的吸着に起

因するのではないかと考えた。ところが，4 環性 ALP4B ，7環性 ALP7B ジベンジノレ体，およ

び 10 環性 ALP lO A テトラオーノレ体においては，とりわけ表 4-6 の結果からわかるとおり 1.5

~2.5 倍程度の (PDE4D のみ ， AMP 濃度 0.33 凶，f ;ALP4B ， AMP 濃度 0.66 μM ; ALP7B ， AMP 

濃度 0.4 5μM および ALPI0A ，AMP 濃度 0.87 凶1) PDE4D の活性化が観測され，PDE4D との

結合に伴いホスホジエステラーゼの活性化を引き起こしていることが示唆された。また表 4-6

の結果から，YTX および dsY TX 溶液においても同様に，2~4 倍程度の (PDE4D のみ， AMP 

濃度 0.3 3ゆ1; YT X ， AMP 濃度 1.3 6 凶4および dsYTX ，AMP 濃度 0.75 μM) PDE4D の活性化

が観測され，これらの結果から，梯子状ポリエーテル化合物の分子長および側鎖置換基の疎
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水性が SPR 測定により観測された PDE4D との結合親和性のみならず， PDE4D のホスホシエ

ステラーゼ作用の活性化に重要であることが示された。また， 表 4-6 に示した通り， YTX お

よび dsYTX の濃度を変化させた場合，その濃度に反比例して蛍光強度 (%FP )が小さ くなり，

すなわち加水分解された AMP の濃度が上昇することが確認された。このことからも， YTX 

および dsYTX が PDE4D を認識し，ホスホジエステラーゼ作用を活性化していることが示唆

される。
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， 4':'6 結論

- 直接測定法を用いて， PDE4D と種々梯子状ポリエーテルとの相互作用解析を行った結果，

梯子状ポリエーテル化合物が，水溶性タンパク質である PDE4D と相互作用し，側鎖置換

基の疎水性，分子長および梯子状ポリエーテル構造が重要であることを明らかにした。

- ピオチン化脱硫酸 YTX を合成，センサーチップ上への固定化に成功し，阻害測定法を用

いた PDE4D と種々梯子状ポリエーテルとの相互作用解析に成功し，得られた親和性が直

接測定法の結果と良く一致することを明らかにした。

- 直接測定法においてレスポンスが低いため解析不可能で、あった PDEll と種々梯子状ポリ

エーテル化合物との親和性評価を，ピオチン化脱硫酸 YTX 固定化センサーチップを用い

た阻害測定法を用いることにより成功した。

• Transcreener 別 PDE Assay Ki tを用いた梯子状ポリエーテル化合物によるホスホジエステ

ラーゼ (PDE4D) 活性化試験を実施したところ， SPR 測定を用いて求められた結合親和

性の傾向と一致する結果が得られ，分子長(エーテル環の数)および側鎖置換基の疎水

性がホスホジエステラーゼの活性化に対しても重要であることを明らかにした。
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第 5章結論

これまで，多くの生理活性物質が天然物として発見され，様々なアプローチからこれら生

理活性物質の作用機構解明を目指した研究が行われてきたが，未だ解明されていない部分が

多い。そこで本研究では，生理活性物質とタンパク質や生体膜などの生体分子との相互作用

解析の手法として，表面プラズモン共鳴法 (SPR) を用いることにした。

まずは，脂質二重膜中におけるアンフォテリシン B の作用機構を解明するために，アンフ

ォテリシン B と様々な脂質二重膜との親和性を簡便に解析する測定法の開発を目指した。

その結果， ドデ、シノレ基を導入したセンサーチップを作製することによって，アンフォテリ

シン B の脂質膜以外への吸着を軽減し，この新規センサーチップを用いたアンフォテリシン

B の脂質二重膜に対する親和性評価を可能にした。

次に，アンフォテリシン B と脂質二重膜との相互作用機構についての速度論的解釈に成功

し，アンフォテリシン B が一旦脂質二重膜の表面に吸着した後，膜内部化を起こすことによ

り，二状態反応モデルで相互作用していることを推定した。

また，上記センサーチップを用いて，脂質二重膜中におけるステロール選択性を定量的に

評価し，特に内部化過程において，アンフォテリシン B がステロール非含有 POPC 脂質二重

膜やコレステローノレ含有 POPC 脂質二重膜と比べて，エルゴステロール含有 POPC 脂質二重

膜に対して親和性が高いことを明らかにした。

さらに，アシル鎖が異なる脂質二重膜中においても同様に，二状態反応モデノレを用いて，

アンフォテリシン B の内部化の起こりやすさと二分子膜の疎水領域長の関連性を調べ，アン

プオテリシン B と脂質二重膜の疎水領域長の一致が，内部化過程における親和'性に重要であ

ることを明らかにした。

次に; SPR を用いた梯子状ポリエーテル YTX および dsYTX と種々タンパク質との相互作

用解析を行った結果， YTX および dsYTX が広く膜タンパク質と相互作用することが分かり，

またその親和性を定量的(解離定数 K D = 10"-'100 μM程度)に求めることに成功した。また，

2つの硫酸基を持つ YTX の場合とは異なり， dsYTX は静電的相互作用を排除できるため，タ

ンパク質と相互作用する一般的な梯子状ポリエーテルモデル化合物として有効であることが

示された。

また，種々ポリエーテル化合物と膜タンパク質 APH1B との親和性を定量的に求めることに

.成功し，その親和性評価の結果から，二分子間の相互作用には梯子状ポリエーテル構造が不

可欠であり，さらに親和性を高める要因として，分子長(エーテル環の数)および側鎖置換

基の疎水性が重要であることを明らかにした。
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さらに直接測定法を用いて， PDE4D と種々梯子状ポリエーテノレとの相互作用解析を行った

結果，梯子状ポリエーテル化合物が，水溶性タンパク質である PDE4D と相互作用し 3 側鎖置

換基の疎水性，分子長および梯子状ポリエ}テル構造が重要であることを明らかにした。

次に，ピオチン化脱硫酸YTX を合成，センサーチップ上への固定化に成功し，阻害測定法

を用いた PDE4D と種々梯子状ポリエーテルとの相互作用解析に成功し，得られた親和性が直

接測定法の結果と良く一致することを明らかにした。

また，直接測定法においてレスポンスが低いため解析不可能で、あった PDEII と種々梯子状

ポリエーテル化合物との親和性評価を，ピオチン化脱硫酸YTX 固定化センサーチップを用い

た阻害測定法を用いることにより成功した。

さらに， Transcreener™ PDE Assay Ki t を用いた梯子状ポリエーテル化合物によるホスホジエ

ステラーゼ (PDE4D) 活性化試験を実施したところ， SPR 測定を用いて求められた結合親和

性の傾向と一致する結果が得られ，分子長(エーテル環の数)および側鎖置換基の疎水性が

ホスホジエステラーゼの活性化に対しても重要であることを明らかにした。
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第 6 章実験項

6・1 試薬，使用機器等

6・1・a 使用機器

表面プラズモン共鳴装置:

HPLC システム 1 : 

HPLC システム 2:

UV 測定器:

MS スベクトル装置:

NMR 測定:

クリーンベンチ:

インキュベーター:

オートクレーブ:

純水製造装置:

電子天秤:

pH メーター:

ロータリーエパホ。レーター:

マイクロプレートリーダー:

遠心分離器:

電気泳動装置

泳動槽:

パワーサプライ:

泳動ゲル:

振とう器:

BIACORE@X (GE ヘルスケアバイオサイエンス)

SCL- lO Avp ， SPD ・M lO Avp ，LC- lO ADvp ， LC ・10ADvp ，

DGU-12A (島津製作所)

SCL- lO Avp ， SPD ・10 Ai， LC ・10Ai ，LC ・10Ai

DGU ・12A (島津製作所)

uv ・2500 (島津製作所)

LCQ deca (百 lermo electron) 

JNMGSX400 ・spectrometer ，JNM ECA500 ・spectrometer . 

(日本電子)

MCV-711ATS (サンヨー)

FLI-301N (東京理化器械)

BS-325 (TOMY) 

Elix-UV ， Simpli Lab (MILLIPORE) 

G R: ・202 ，HF 開 3200 (研精工業)

E弘ι40S (東亜ディーケーケー) ， 

TwinpH B-212 (堀場製作所)

N-1000 ， WATERB A: τHSB ・350 ，COOLACE CA ・1111

(東京理化器械)， NVC-2000 (テクノシグマ)

SpectraMax M5 microplate reader (Molecular Devices) 

KUBOTA5200 (クボタ)， CENTRIFUGE (HSIANGTAI) ， 

E・centri 白ge (WEALTEC) 

ミニリアルゲ、ルスラブ電気泳動装置

BE ・210 (バイオクラフト)

Power Supply EPS-I00l (Am asham) 

ミニリアルゲ、ルフ。レート

SDG ・591( バイオクラフト)

SHl¥ ι100 (旭テクノグラス)
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s 蛍光プレートリーダ

プレート遠心器:

凍結乾燥器:

ボルテックスミキサー:

超音波発生装置:

マグネチックスターラー:

リポソファスト

マイクロピペット:

6・1ゐ試薬および溶媒

6-1-bl 試薬

Spectr aM ax M5 microplate reader (Molecular Devices) 

Plate Spin (クボタ)

FRD ・50M (旭テクノグラス)

NS ・80 (アズワン)， VORTEX GENIE-2 (エムエス機器)

BRANSON 1200 (ヤマト科学)

CORNING (旭テクノグラス)

LiposoFast Basic@ (Avestin) 

Nichipet EX (ニチリョー)

Am photericin B ，塩化ナトリウム，塩化カリウム，コレステロール，リン酸水素二ナトリウ

，ム・ 12 水和物， リン酸水素カリウム，水酸化ナトリウム， {3 ・0・コールアミドフ。ロピノレ)ジメ

チルアミノ}・ 1・プロパンスルホン酸 (CHAPS) ，シスタミン二塩酸塩，炭酸水素ナトリウム，

無水硫酸ナトリウム，エチレンジアミン四酢酸二水素ナトリウム 2 水和物，水素化ナトリウ

ム，チアミン塩酸塩(ビタミン B j) ピオチン，シアノコパラミン(ビタミン B12 )，プレステ

インドタンパク質マーカー (Law range) ，塩化マグネシウム・ 67k 和物， HEPES{2-[4 同(2 同ヒド

ロキシエチノレ)胴 1・ピペラジニノレ]エタンスルホン酸}およびストレプトアピジン (60 KDa) はナ

カライテスクから購入した。

エルゴステロール，パラトルエンスルホン酸 I水和物，臭化ベンジル(蒸留後使用) ，サリ

ノマイシン塩酸塩，硝酸カリウム，グリセロリン酸二ナトリウム 5.5 水和物，三塩化鉄，ほ

う酸，塩化マンガン 4 水和物，塩化鉛，二塩化コバルト 6 水和物，亜セレン酸および、小麦脹

芽レクチン(Wh eat germ agglutinin ， WGA) は和光純薬工業から購入した。

1- ェチノレ・3・0・ジメチルアミノプロピノレ)カノレボジイミド塩酸塩 (EDC) ， N- ヒドロキシスク

シンイミド (NHS) ，センサーチップ Ll およびセンサーチップ CM5 は GE ヘノレスケアバイオ

サイエンスから購入した。

APHIB (Full-length human Recombinant ， 16 KDa + 28.5 KDa-tag ， 100 ng/ !!L) ，および BCL2

(Full-length human Recombinant ， 26.3 KDa + 7 KDa-tag ， 100 ng/ μL)はAm erican Proteomics か

ら購入した。 NIP3 BH3 Domain peptide (B H3， sequence; CPSLLLSHLLAIGLGIYIGRRL ， 2，377 

Da) は ABGENT から購入した。 PDE4D (Full-length human Recombinant ， 82.72 KDa with GST-tag 

(28 KDa) ， 0.13 陪午.L)は Abnova から購入した。マイクロプレート (96 ウェル，容量 200 !!L， 

ブラック/クリアボトム)は greiner bio-one から購入した。
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POPC は日本油脂から， DLPC ， DMPC ， DPPC ， DSPC はAvanti から購入した。

Transcreener 1M PDE Assay Ki t はBe l1 brook から， Nl:I S-PE04 ・Biotin はτ'h enno Fisher Scientific 

から， 3・アミノプロヒ。オンアルデ、ヒドジエチルアセタールは東京化成工業から， MARINEART 

聞は富田製薬から， HP20 は三菱化学から， Silica gel 60 (0.040-0.063 mm) はMerck から，ドデ

シルアミン， トリプロピレングリコール，グリコホリン A (From blood type MM) ， cAMP ， 

BTX-B および PDEII (phosphodiesteraseII ，企om bovine spleen ， 5 山首ts/mg ，25 units) は

Sigma-Aldrich から，ペプチドマーカーキットは amasham から購入した。

ふ1・b2 溶媒

Dimethyl sulfoxide (DMSO) は Sigma-Aldrich 社より， HBS-EP ， HBS ・EP+bu 自己r 10xl M エ

タノールアミン (pH 8.5)，酢酸緩衝液(l O mM酢酸ナトリウム， pH4.0) ，酢酸緩衝液(l Om M

酢酸ナトリウム， pH4.5) ，酢酸緩衝液 (10 mM酢酸ナトリウム， pH5.0) ， 0.5% SDS 溶液お

よび 50 m M NaOH は GE ヘルスケアバイオサイエンス社より購入した。塩酸 (35%) ，酢酸エ

チル，メタノーノレ，クロロホルム，ジクロロメタン， 1，4・ジオキサンおよびはナカライテスク

の HPLC 用のものを使用した。

無水反応用に使用したジクロロメタンおよびテトラヒドロフランは関東化学から購入した。

また，水は Elix-UV (MILLIPORE) ，続いて Simpli Lab (MILLIPORE) により精製した超純

水を使用した。

6・1・c 試液の調製

6・1・cl ランンングバッファー， HPLC 移動相および TLC 展開溶媒の調製

・リン酸緩衝液 (PBS ，pH7 .4)の調製

lL 容メスフラスコに塩化ナトリウム 8.00 g，塩化カリウム 0.20 g， リン酸水素二ナトリウ

ム・ 12 水和物 2.90 g およびリン酸水素カリウム 0.2 0 g を量り取り，超純水 800 mLを加え溶

解した。 1M 塩酸および 1M 水酸化ナトリウムを用いて， pH7 .4に調整後，超純水で lL に定

容した後，超音波をかけて脱気した。

.5% または 10% DMSO-PBS 溶液の調製

500mL 容メスフラスコに， DMSO を25 または 50mL とり，先ほど調製したリン酸緩衝液

を加え， 500 mLに定容した後，超音波をかけて脱気した。

• 1 %DMSO-HBSEP 溶液の調製

DMS05 mLをとり， HBS-EP 溶液を加え， 500 mLに定容した後，超音波をかけて脱気した。
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.， 1 %DMSO-HBSEP 溶液の調製

DMS05 mLをとり， HBS-EP+ 溶液を 50 mL加え超純水で 500 mLに定容した後，超音波

をかけて脱気した。

.35 mMリン酸ナトリワム緩衝溶液の調製

リン酸水素二ナトリワム 12 水和物 0.730 g とリン酸水素ナトリウム 0.714 g をとり，超純水

300 mLを加え，溶解した 0

・メタノール: 35 mMリン酸ナトリウム緩衝溶液 (HPLC 条件1)の調製

35 mMリン酸ナトリウム緩衝溶液 300 mLとメタノーノレ 700 mLを混合し，かくはん後，超

音波をかけて脱気した。

.85% メタノール溶液 (HPLC 条件 2) の調製

メタノール 850 mLと超純水 150mL を混合し，かくはん後，超音波をかけて脱気した0

.20% メタノール溶液の調製

メタノール 200 mLと超純水 800mL を混合した0

.70% メタノール溶液の調製

メタノール 700 mLと超純水 300mL を混合した。

6・1・c2 固定化試薬の調製

・5 mMドデ、シルアミン固定化溶液の調製

ドデシルアミン 9.2 7 mg をDMSO 1 mL に溶解した。との溶液 20μL に DMSO 80μL を加え

た後，酢酸緩衝液(l O mM酢酸ナトリウム， pH4.5) を 100μl 加え， 5 mMドデシルアミン

溶液 (pH 4.5 ， ドデシルアミン固定化用溶液)を調製した。

• 10 問ImL APH1B 固定化溶液

100 問ImLAPH1B 溶液を 10 f.I，Lとり，酢酸緩衝液 (pH4.0) 90μL を加え 10 陀 ImL APH1B 

固定化溶液を調製した。

• 10μ g/ mL BCL2 固定化溶液

100 開 ImL BCL2 溶液を 10μL とり，酢酸緩衝液 (pH5.0) 90μL を加え 10 陀 ImL BCL2 固定

化溶液を調製した。

• 50μ g/ mL BH3 固定化溶液

BH3100 問をとり， DMSO を200μL 加え溶解した後，この溶液を 10μL をとり，酢酸緩衝

液 (pH4.0) 90μL を加え， 50μ g/ mL BH3 固定化溶液を調製した。
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• 400 陪ImL ストレプトアピジン固定化溶液

ストレプトアピジン (SA) 1 mg をとり，超純水 1mL を加え 1mgl mL ストレプトアピジン

溶液を調製した。この溶液 40μL をとり，酢酸緩衝液 (pH4.0) 60μL を加え， 400 陪ImL スト

レプトアピジン固定化溶液を調製した。

• 100 陪ImL ストレプトアピジン固定化溶液

ストレプトアピジン (SA) 1 mg をとり，超純水 1mL を加え 1m g/ mL ストレプトアピジン

溶液を調製した。この溶液 10μL をとり，酢酸緩衝液 (pH4.0) 90μL を加え， 100 J.L gl mLスト

レプトアピジン固定化溶液を調製した。

• 20μ .g lmL PDE4D 固定化溶液

0.13 陪/μL PDE4D 19.7μL をとり，酢酸緩衝液 (pH4.0) 42 .4 μL を加え， 20 陪ImL PDE4D 

固定化溶液とした。

• 100 陪ImL PDEII 固定化溶液

PDEII 100 陪をとり，超純水 100μL を加え l陪/μLPDEII 溶液を調製した。さらに，この溶

液 20μL をとり，酢酸緩衝液 (pH4.0) 180 ~を加え， PDEII 固定化溶液を調製した。

固定化には PDEII (Sigma- A1 drich 社製， phosphodiesteraseII ， bovine sp1een ， 5 unitslmg ， 25 units) 

.20 陀 ImL ピオチン化脱硫酸 YTX 固定化溶液

0.5 mg/ mLピオチン化 ds YTX (メタノール溶液)を 4μL とり，溶媒留去後， l%DMSO-

HBSEP+ 溶液 100μL に溶解し， 20 陪/mL ピオチン化 dsYTX 溶液を調製した。

6・1・c3 その他の試薬の調製

.400 m M EDC 溶液の調製

1・エチノレ-3-(3 ・ジメチノレアミノプロピノレ)カルボジイミド塩酸塩 (EDC) 750 mg をlOmLの

超純水に溶解し，マイクロヒ。ペットを用いて 0.6mL マイクロチューブに 100μL ずつ分注し，

-20 0
C で冷凍保存した。

.100 m M NHS 溶液の調製

N- ヒドロキシスクシンイミド (NHS) 115 mg を 10 mLの超純水に溶解し，マイクロピペッ

トを用いて 0.6 mLマイクロチューブ、に 100 μLずつ分注し，・20 0C で冷凍保存した。

.20 m M CHAPS 溶液の調製

{3 ・(3- コールアミドフロピノレ)ジメチルアミノ }-1 ・プロパンスルホン酸 (CHAPS) 123 mg に

超純水を加えて溶解し， lOmLに定容した。
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• 0.1 M ほう酸緩衝液の調製

ほう酸 618 mg を 80 mL の超純水を加え溶解し，1M 塩酸及び 1M 水酸化ナト リウム溶液を

用いて， pH 7.4 に調整した後，超純水を加えて 100 mL に定容した。

• 40 n制 シスタミン溶液の調製

シスタ ミン二塩酸塩 90. 1 mg に 0. 1 M ほう酸緩衝液を加え溶解し，lO mL に定容した。

. 1 % DMSO 含有 50 m M  HEPES ， 150 m M 塩化ナトリウム， 2 m M  EDTA ， 10 1凶 4 塩化マグ

ネシウム溶液の調製

HEPES{2 ・[4 ・(2 ・ヒドロキシエチル)ー lーピペラジエfレ]エタンスルホン酸} ]]9 mg ，塩化ナトリ

ウム 87. 7 mg ，エチレンジアミン四酢酸二水素ナトりウム 2 水和物 (EDTA ) 7.4 4 mg および塩

化マグネシウム・ 6 水和物 20.3 mg を加え，さらに DMSO 100μL を加えた後，超純粋で、 10 mL

に溶解した。

• GSe スト ック溶液

表 6・lの組成で調製した溶液をクリ ーンベンチ内でメンブレンフィルターをつけたメジウ

ム瓶に漏過をした。 クリ ーンベンチ内で蓋をした後，冷蔵庫で保存した。

表 6-1 栄養塩 (GS e) ス トック溶液の組成

栄養塩類 終濃度

無機境類

硝酸カリウム

グリ セロリン酸二ナト リウム 5.5 *和物

エチレンジアミン四酢酸二水素ナトリウム 2 水和物

三塩化鉄

ほう酸

塩化マンガン 4 水和物

塩化鉛

二塩化コバルト 6水平日物

更セレン酸

0.2 M 

20 m M  

8.06 m M  

0.54 m M  

55 .5 m M  

1. 72 m M  

0.2 2 m M  

60μM 

1 m M  

ビタミン類

D -ピオチン(ビタミン H)

シアノコパラミン(ビタミン B¥ ，)

チアミン塩酸塩(ビタミン B ¥)

刷

耐

州
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6・2 試験用溶液の調製およびセンサーチップの作製

6ふ a 試験用溶液の調製

6・2・al アンプオテリシン B 溶液

アンフォテリシン B4.62mg (AmB， 5μmo I)を量り取り， 1mLの DMSO を加えて溶解し，

5 mMAm B 溶液 (100%DMSO 溶液)を調製した。 5 mMAm B 溶液 50μL をとり， DMS0200 

μL を加え， l mMAm B 溶液 (100%DMSO) を調製した。さらに， l mMAmB 溶液を 50~

をとり， PBS (137 mM塩化ナトリウム， 2.7 mM塩化カリワムを含む O.OlM リン酸緩衝溶

液， pH 7.4) 950μL を加え， 50 凶tl Am B 溶液 (5%DMSO 四リン酸緩衝溶液)を調製し，試験

溶液とした。また， 50 凶tl AmB溶液を 5%DMSO- リン酸緩衝溶液で適宜希釈し， 5， 10 ， 20 ， 

30 および 40μM Am B 溶液 (5%DMSO- リン酸緩衝溶液)を調製し，試験溶液とした。なお，

5 mMAm B 溶液を保存溶液として冷蔵庫にて保管した。

6ふ a2 YTX 溶液の調製

1 mg/ mL YTX を 59.3μL とり，溶媒留去後， I%DMSO-PBS ， l%DMSO-HBSEP または

1 %DMSO-HBSEP+ 溶液 500μL に溶解し， 100μMYTX 溶液を調製した。この溶液を，ランニ

ングバッファーで適宜希釈し，種々濃度の YTX 溶液を得た。

6-2 ・a3 dsYTX 溶液の調製

1 mg/ mL ds YTX (メタノール溶液)を 49.2μL とり，溶媒留去後， 1 %DMSO-PBS ， 

l%DMSO 岡田SEP または 1%DMSO-HBSEP+ 溶液 500 !!Lに溶解し， 100 ，..M dsYTX 溶液を調製

した。この溶液を，ランニングバッファーで適宜希釈し，種々濃度の dsYTX 溶液を得た。

6-2 ・a4 ピオチン化 dsYTX 溶液の調製

0.5 mg/mL ピオチン化 dsYTX( メタノール溶液)を 37.8μL とり，溶媒留去後， 1%DMSO-PBS ，

1 %DMSO-HBSEP または 1%DMSO-HBSEP+ 溶液 500 !!Lに溶解し， 50μM ピオチン化 dsYTX

溶液を調製した。この溶液を，ランニングバッファーで適宜希釈し，種々濃度のピオチン化

dsYTX 溶液を得た。

6・2・a5 BTX-B 溶液の調製

2 mg/ mL BTX-B (メタノール溶液)を 44.8μL とり，溶媒留去後， l%DMSO 乎BS ，

1 %DMSO-HBSEP または 1%DMSO-HBSEP+ 溶液 500μL に溶解し， 100 μMBTX 四B 溶液を調製

した。この溶液を，ランニングバッファーで適宜希釈し，種々濃度の BTX ・B 溶液を得た。‘
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， 6-2 ・a6 ALPIA 溶液の調製

12 mM ALP lA (DMSO 溶液)を 10μL とり， PBS ， HBSEP または HBSEP+ 溶液 990μL を加

え， 120 凶t1 ALPIA 溶液を調製した。この溶液を，ランニングバッファーで適宜希釈し，種々

濃度の ALPIA 溶液を得た。

6-2 陶 a7 ALP4A 溶液の調製

12 mM ALP4A (DMSO 溶液)を 10μL とり， PBS ， HBSEP または HBSEP+ 溶液 990μL を加

え， 120 凶t1 ALP4A 溶液を調製した。この溶液を，ランニングバッファーで適宜希釈し，種々

濃度の ALP4A 溶液を得た。

6・2-a8 ALP7A 溶液の調製

12 m M  ALP7 A (DMSO 溶液)を 10μL とり， PBS ， HBSEP または HBSEP+ 溶液 990μL を加

え， 120 凶t1 ALP7A 溶液を調製した。この溶液を，ランニングバッファーで適宜希釈し，種々

濃度の ALP7A 溶液を得た。

6ふ a9 ALPIOA 溶液の調製

6 m M ALPI0A (DMSO 溶液)を 10μL とり， PBS ， HBSEP または HBSEP+ 溶液 990μL を加

え， 60 凶t1 ALPI0A 溶液を調製した。この溶液を，ランニングバッファーで適宜希釈し，種々

濃度の ALP lO A 溶液を得た。

6-2 ・al0 ALPIB 溶液の調製

ALPIB を 3.72mg とり， DMSO 500μL に溶解し， 20 mM ALPIB 溶液を調製した。この溶

液 10μL をとり， PBS ， HBSEP または HBSEP+ 溶液 990μL を加え， 200 !JM ALPIB 溶液を調

製した。この溶液を，ランニングバッファーで適宜希釈し，種々濃度の ALPIB 溶液を得た。

6ふ all ALP4B 溶液の調製

12 mM ALP4B (DMSO 溶液)を 10μL とり， PBS ， 1由 SEP または HBSEP+ 溶液 990μL を加

え， 120μMALP4B 溶液を調製した。この溶液を，ランニングバッファーで適宜希釈し，種々

濃度の ALP4B 溶液を得た。
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6ふ al2 ALP7B 溶液の調製

12 mM ALP7B (DMSO 溶液)を 10μL とり. PBS . HBSEP または HBSEP +溶液 99 0μL を加

え. 120μMALP7B 溶液を調製した。この溶液を，ランニング、バッファーで適宜希釈し，種々

濃度の ALP7B 溶液を得た。

6-2 -aJ3 Salinomycin 溶液の調製

SaJin omycin を 9.09 mg とり. DMSO 500μL に溶解し. 20 m M  Salinomycin 溶液を調製した。

この溶液 10μL をとり. PBS. HBSEP または HBSEP +溶液 990μL を加え. 200 凶1 SaJin omycin 

溶液を調製した。この溶液を，ランニングバッファーで適宜希釈 し，種々濃度の Sa linomycin

溶液を得た。

6・2・al4 トリプロピレングリコーノレ溶液の調製

トリプロピレング リコールを1. 92 mg とり. DMS0500 叫 に溶解し. 20 mM トリプロピレ

ングリコール溶液を調製した。この機液 10μL をとり. PBS. HBSEP または HBSEP+ 溶液 990

μL を加え. 200 凶f トリプロピレングリコール溶液を調製したc この溶液を，ランエング、バ

ッファーで適宜希釈し，種々濃度のトリプロピレングリコール溶液を得た。

6・2・al5 トリプロピレングリコーノレジベンジルエーテル溶液の調製

トリ プロピレングリコールを 3.72 mg とり. DMSO 500μL に溶解し.20 m M トリプロピレ

ングリコールジベンジルエーテル溶液を調製した。との溶液 10 μL をとり. PBS . HBSEP ま

たは HB SEP +溶液 990μL を加え. 200μM トリプロピレングリコーノレジベンジルエ}テル溶

液を調製した。この溶液を，ランニングバッファーて、適宜希釈し， 種々濃度のトリプロピレ

ングリコールジベンジルエーテル溶液を得た。

6-2・b リポソームの調製

図 6・IA に本研究で使用したアシノレ鎖の異なるリン脂質を示 した。POPC は，標準的なリン

脂質として選択した。また. DLPC. DMPC. DPPC 及び DSPC は，それぞれ飽和アシル鎖の

長さが， C12• C'4J C 16及び C 18 であり . AmBと の親和性に及ぼす二重膜の厚さの影響を見積

もるために使用した。 10 mL 容ナス型フラスコにそれぞれの脂質を量り取り，クロロホルム 2

mL を加え溶解した。さらにステロール含有脂質二重膜を調製するときは，目的の割合にな

るようにステロールを添加し，さらにメタノール 1 mLを加え て同様に溶解した。室温で遮

光下，エパポレーターを用いて溶媒を留去した後，さらに真空ポンプにより 2 時間以上減圧
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させ，ナス型フラスコ内壁に脂質フィルムを調製した。これに， リン酸緩衝液 (PBS ) を加

え水和させた後，超音波発生装置及びボルテックスミキサーを用いて脂質フィルムを壁面か

ら剥がして懸濁させた。さらに凍結 (-80 "C)と融解 (60'C) を 3 回以上繰り返し， 5 mMの

MLV 懸濁液を調製した。さらに孔径 100 nm のポリカーボネート製フィルム (Av 自国社製)

を取り付けたリポソファスト 1)を用い， 5 m M  LUV 懸濁i夜を調製した(図 かlB )0 また，表

6-2 に， 5 m M リポソーム懸濁液 1 mLを調製した際の，各々リン脂質の採取量を示した。ま

た， 表 6- 3 に，コレステロールまたはエルゴ、ステロール含有 5 mMリ ポソーム (POPC また

は DMPC) 1 mL を調製した際の，ステロールの添加;量を示した。これらのリポ Y ーム懸濁液

を，保存溶液として 2 ヶ月間保存した。種々リポソームをセンサーチップへ捕捉する際は，

この溶液をランニングバッファーで 10 倍に希釈した 0.5 mMLUV 懸濁液を用いた。
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+ 
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5 m M  LUV 懸濁液

図 6・1 試験に用いたアシル鎖の異なる様々なリン脂質 (A) とリポソーム調製 (B)
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表 6-2 5 mMリ ポソーム懸溺液町調製時の各種リン脂質の採取量

脂質 採取量

POPC 

DLPC 

DMPC 

DPPC 

3.81 m g 

3.11 mg 

3.3 9 mg 

3.67 mg 

DSP C 3.95 mg 

勺最終的に 1 mL の PBS に溶解

表 6-3 ステロール含有 5 m M リポソーム懸濁液『調製時のステロール添加量

脂質 コレステロール エルゴステロール

問%ステロ ール含有 POP C 0.1 9 mg 0.2 0 mg 

20 % ステロール含有 POPC 0.3 9 mg 0.4 0 mg 

20% ステロール含有 DMPC 0.39 mg 0.4 0 mg 

勺 POPC または DMPC は，それぞれ 3.81 m g または 3.3 9 mg 採取

最終的に 1 mL の PBS に懸濁

6ふ c センサーチップの作製

センサーチップの作製は，特に記載のない限り，フローセル 2 に対して行い 5μL 加皿の

流速で、行った。センサーチップ CM5 をビアコア X に設置した後，ランニングバッファーを

流し，ベースラインが安定化後，アミノカップリング法により 実施した。使用したランニン

グバッファーは， ドデシノレアミン固定化の際は 10% DMSO -PBS 溶液を，その他の固定化は

1 % DMSO -HBSEP 溶液を用いた。

6-2・cl ドデシルアミ ン固定化センサーチップ(センサー チ ップ C12 ) の作製

アミノカップリング試薬 (50 m M NHS+200 m M  EDC 混合液) 35μL (7 分間)で活性 化 し

た後，5 m M ドデシルア ミン溶液を 35μL (7 分間) 加え， ド、デ、ンルアミンをセンサーチップ

上に固定した。さらに 1 M エタノ ールアミンを 35 ~ (7分間) 加え，残余活性カルボキシ基

をブロッキング後，0.5 % SDS 溶液で物理的にチップ上に吸着しているドデシルアミンを洗い

流 し， ドデシノレアミン固定化センサーチップ(図 6・2，センサーチップ C12 ，ド、デシルアミン

固定化量 1，720 RU ) を作製 した。
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APH lB固定化センサーチップの作製

アミノカップリング試薬 (50 凶il EDC +200 iJM NHS 混合液) 35μL (7分間 ) で活性化した

後， 10 問 ImL APH1B 固定化溶液を 35μL (7分間)添加し， AP Hl B をチップ上に回定化した。

山4 エタノールアミンを 35μL (7 分間)加え，

6-2-c2 

さ残余活性カノレボキシ基をブ、ロッキング後，

APH lB固定化(図 6・3，APH1B 固定化センサーチップを作製したらに 0.5% SDS で洗浄し，

量 11 ，640 RU) 。
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AP Hl B 固定化センサ一グラム図 6-3

BCL2 固定化センサーチップの作製6-2-c3 

で活性化した

BCL2 をチップ上に固定化した。

アミノカップリング試薬 (50μMEDC+200μ ¥11 NHS 混合液) 35μL (7 分間)

10 陀 ImL BCL2 固定化溶液を 35μL (7分間) 添加し 2
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1M エタノールアミンを 35μL (7分間) 加え，残余活性カルボキシ基をプロッキング、後，さ

らに 0.5% SDS 溶液で洗浄しBCL2 固定化センサーチップを作製した(図 6-4 ，BCL2 闘定化

最 6，220 RU )。
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6・2・c4 NIP3 B H3 Domain peptide (BH3 ) 固定化センサーチップの作製

アミノカップリング試薬 (50 凶1 EDC+200 IJM NHS 混合液) 70μL (1 4 分間)で活 性化し

た後， 50μg 加LBH3 固定化溶液を 50μL ([0 分間) 添加し，BH3 をチップ上に固定化した。

1M エタノールアミンを 70μL (1 4 分間)を 2 回加え，残余活性カルボキシ基をブ、ロッキング

後，さらに O.5 %SDS 溶液で洗浄し， BH3 固定化センサーチップを作製した(図 6・5，BH3 固

定化量 8，350 RU )。
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図 6-5 BH3 固定化センサ一グラム
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6-2-c5 ストレプトアビジン固定化センサーチップの作製

アミノカップリング試薬 (50 11M EDC+200 凶1NHS 混合溶液)を 35μL (7 分間)で活性

化した後， 400 陪 ImL ストレプ トアピジン固定化溶液を 35 i!L (7 分間)添加し，ストレプト

アビジンをチップ上に固定化した。次に， 2 M 塩化ナ トリウム溶液を 10μL (2 分間)を 2 回

加え，非特異的に結合したストレプトアピジンを除去し， 1 M エタノールアミンを 35 ~ι(7 

分間)加え，残余活性カルボキシ基をブロッキング後，さらに 0.5%SDS で洗浄しストレプト

アビジン固定化センサーチップを作製した(図 6-6 ，ストレプトアビジン固定化量 9，990 RU) 。
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図 6・6 ストレプトアピジン (SA) 固定化センサ一グラム

6-2 ・c6 PDE4D 固定化センサーチップの作製

アミノカップリング試薬 (50μMEDC+200μMNHS 混合液) 35 i!L (7 分間)で活性化した

後，次いで 20μg/mLPD E4 D 固定化溶液を 35 μL (7 分間)添加し， PDE4D をチップ上に固定

化した。 1 M エタノールアミンを 35μL (7 分間)加え，残余活性カルボキシ基をブロッキン

グ後，さらに 50mMNaOH で洗浄し， PDE4D 固定化センサーチップを作製した(図 6-7，PDE4D

固定化量 9，800 RU) 。
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図 6-7 PDE4D の固定化

6 -2-c7 PDEII の固定化

アミノカップリング試薬 (50 凶1 EDC + 200 ~M NHS 混合液) 35μL (7分間) で活性化した

後，次いで 100 附 /mLPDE lI固定化溶液を 35 μL (7 分間) 添加したところ， PDE4D と比べて

固定化量が少なかったのでさらに 100 陪/mL PDEll 固定化溶液を 35μL(7 分間)添加し， PDE lI 

をチップ上に固定化した。 1M エタノールアミンを 35 ~ (7 分間) 加え，残余活性カルボキ

シ基をブロッキング後，さ らに 0.5%SDS で洗浄し， PDEII 回定化センサーチップを作製した

(図 6-8，PDEII 固定化量 4，600 RU )， 
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図 6-8 PDEII の固定化
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6-2-c8 ピオチン化脱硫酸 Y T X の固定化

固定化にはストレプトアビジンおよび調製したビオチン化脱硫酸 YT X を使用した。フロ

ーセル 2 (Fc2 ) に対して，ストレプトアピジンを固定化した後，ピオチン化脱硫酸 YI ヌを

加え，ピオチンーアピジンアフイニティ結合により ，ピオチン化脱硫酸 YTX の固定化を行っ

た。また，アナライ トのストレプトア ピジンへの非特異的結合の影響を除去するため，フロ

ーセル 1 (Fc1 )に 対してストレプトアピジンのみを固定化 し，レファレンスセルとした。

両フローセルに対して，アミノカップリング試薬 (50μMED C+ 200μMNHS ) 40 ドL (8分

間)で活性 化 した後，次いで 100 fl g/ mL ストレプトアピジン固定化溶液を 40 ~ (8分間)添

加し，ス トレプトア ビジンをチップ上に固定化 した。次に， 1M エタノールアミンを 40 μL

(8 分間) 加え，残余活性カノレボキシ基をブロッキングした。フローセル 2 についてはさら

に， 20 μ.g /mL ピオチン化脱硫酸 YTX 溶液を 70 μL加え，ピオチン化脱硫酸 YTX を固定化 し

た。 両フローセルに 0.5% SDS を加え，物理的に結合したス トレプ 卜アビジンおよびピオチン

化脱硫酸 YT X を除去し，ビオチン化脱硫酸 YTX 固定化センサーチップを作製 した。 Fcl (図

6-9 上 ，ストレプトアピジン固定化量 4，550 RU ) および Fc2 (図 6-9 下 ，ス トレプトアピジン

固定化量 3，840 RU ，ピオチン化脱硫酸 YTX 固定化量 220 RU )。
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関 6-9 ス トレプトアビジン (SA ) 固定化センサーグラム(上， Fcl ，レフアレンスセル) と

ス トレプトアビジン十ビオチン化脱硫酸 YTX (BiodsYTX ) 固定化センサーグラム(下， Fc2 ， 

サンプノレセル)

6・2・c9 ピオチン化 ALP lBの固定化

固定化にはストレプトアピジンおよび調製したピオチン化 ALP1B を使用し，ビオチン化

脱硫酸 YTX と同様に行った。

すなわち， 両フローセルに対して，アミノカップリング試薬 (50μM EDC+200 pM NHS ) 

70 μL (1 4分間)で活性化した後，次いで 100 μ.g/ mLスト レプ トアビジン固定化溶液を 70μL

(]4 分間)を 2 囲添加し，ス トレプ 卜アピジンをチップ上に固定化した。次に， 1 M エタノ

ールアミンを 70μL (]4 分間) を 2 回加え，残余活性カルボキシ基をブロッキングした (図

6-10 上)。フローセル 2 についてはさらに， 100 凶4 ピオチン化 ALP1B 溶液を 60μL を2 回加

え， ピオチン化 ALP1B を固定化した。両フローセルに 0.5%SDS を加え，物理的に結合した

ストレプ トアピジンおよびピオチン化 ALP lBを除 去し， ビオチン化 ALP lB固 定化センサー
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チップを作製した。 Fc1 (図 6-10 上 ，ストレプトアピジン固定化量 3，650 RU) および Fc2 (図

6-10 ;ストレプ トアピジン固定化量 3，3 10 RU ，ピオチン化脱硫酸 YTX 固定化量 140 RU) 。
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図 6-10 ストレプ トアビジン (SA) 固定化センサ一グラム(上 2 レブアレンスセル Fc1 ;赤，

サンプルセル Fc2 ;緑)とピオチン化 ALP 1B (BioALP lB)固定化センサ一グラム(下， Fc2 ， 

サンプルセル)

ふ2-d センサーチップ表面へのリポソームの固定化

センサーチップLlまたはセンサーチップ C12 をピアコア X に設置した後， 10μL/min の流

速で 40mM シスタミン溶液および 20 mM CHAPS 溶液をそれぞれ 40 ~L (4 分間)加え，セン

サーチップを洗浄した。さらに一晩超純水を流し，センサーチップ表面のデタージェントを

除去した。次に 3 フローセル 2 のみに対して， 2 件 /min の流速でランニンク守バッファー (5%

DMSO -PBS 溶液)を流し，ベースラインを安定化させた。続けて， 6-2-b で調製した種々 0.5 n由4

リポソームを 60 此 (30 分間)加えた。添加終了後，流速を 20μ Ll min に変更し， 50 mM NaOH
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40 トι (2分間)加え，非特異的に結合したリ ポソームを除去し，表面を均一にした。この除

去操作を 3 回繰り返し，リポソームを捕捉した安定なセンサーチップを得た (~16，000 RU ， 

得られるレスポンスは加えるリポソームの種類，添加量およびセンサーチップの状態により

大きく異なる)。

またセンサーチップ C l2 に対して， 0.5 mM POPC リボソームを 5 回添加したところ， リポ

ソームの結合量は 15 ，800 土 100RU にまで遣し，良好な繰り返し再現性が確認された。

6-3 71向鞭毛藻の培養および YTX の精製，誘導化 口)

6ふ a 培地の調製・植え継ぎ

ニュージーランド沖の海水より単離した渦鞭毛藻 Protoceratium re 百四lalum 4
)の培養液には，

人口海水を用いた。蒸留水にMAR1N E ART HJ を 30 gIL の濃度で添加し，塩駿により pH 7.9 

に調整した。その後，微量の不溶化物は自然指過により取り除いた。溶液を 2 L または 3 L 

カブ型フラスコに入れ， 120 "C， 20 分間のオ}トクレイブにより滅菌した。

室I昆に戻した後， 24 時間以内にクリ ーンベンチ(予め ，紫外線を 2 時間以上照射し滅菌し

た)内で GSe ストック溶液(1 0 mLIL) を添加し，培養 2~3 週間目 の渦鞭毛藻 (50 mL IL ) 

を植え継いだ。また，栄養塩の添加，植え継ぎの操作は，乾熱滅菌(J 50"C， 2 時間以上)し

た器具を使い，クリーンベンチ内で、行った。

6ふ b 培養条件および収穫

渦鞭毛藻の培養は， 20
0
C のインキュベーター内で，光照射は 16 時間一明， 8時間一暗で行

った。フラスコのふたには，通気性があるが滅菌状態を保てるシリコ栓を用いた。

藻{本は結え継ぎ後， 7~10 週間目に吸引ろ過により収穫した。藻体を除いた培地は，藻体の

収穫産後にポリスチレン樹脂である HP20 に流速 1 L/hで通した。

ふ3・c YTX の抽出および精製

6-3 -c l 培地からの抽出 口)

YTX を吸着させた HP20 をグラスフィルター上に吸引浦、過して集め，水 500 mL を流して脱

塩後， YTX をメタノール 100 mL で 5 回抽出した。溶媒を減圧留去後， 残澄を水 2mL に溶か

し， ODS カラムに吸着させた。これに水 10 mL を流した後，メタノールで抽出 し，粗精製を

行った。 6-3-c2 に示すYτχ 固相精製条件検討の結果から，メタノール抽出液に含まれる塩は，

従来法に加え， Sep-pak p1us C 18 カー トロッジカラムを用いたプレ精製を加えたスキーム 6-2

の手順で除去し， YTX を精製することにした。
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6-3 ・c2 YTX 精製条件の検討

従来の HP20 を用いた脱旗および精製操作 3) では，十分な脱塩および精製が行えず，測定時

の HPLC カラム圧の上昇および HPLC カラムの劣化が起こっていた。そこで， HPLC 精製前

の YT 文固相精製条件検討 (脱塩および精製)を行 った。使用したカートリッジカラムは，

Waters Sep-Pak plus C18 (充填剤量 130 mg) で， スキーム 6-1 に示す方法で，フラクションを

分画し， HPLC でそのピーク面積値を求めた (表 6-4 )。すなわち， Sep-Pak plus C 18 カートリ

ッジをメタノール 5 mL で洗浄後，20% メタノール溶液を加えコンディシヨニングを行った。

このカラムに YTX 含量が 1mg 未満になるように，未精製YTX-20 % メタノーノレ溶液を加え吸

着させた。このカラムに 5 mL の 20% メタノール溶液を 4 回加え，溶出させた(フラクショ

ン 1~4)。さらに ， 5 rr止 の 70%メタ ノール溶液を 5 回加え，溶出させた (フラクシヨン 5~9 ) 。

最後に，メタノール 5 mL で溶出した(フラクション 10 ) 得られたフラクシヨンのうち 3 そ

れぞれ 50μL について HPLC 測定 (HPLC 条件 1，6-3-e2 l を行った。

Sep-Pak plus C18 cartridge column 

Washed with methanol 5 mL 

Conditioning with 20% methanol 

Added 20% methanol solution 5 mL (YTX content < 1 mg) 

Eluted with 20% methanol 5 mL four-times (Frc1-4) 

Eluted with 70% methanol 5 mL five-times (Frc5 ・9)

Eluted with methanol 5 mL (Frc1 0) 

HPLC 
Injected 50μL Frc1 ・10

HPLC conditions 

Column: Cosmosil 5C 18 AR-IIφ4 .6 x150 m m  

Mobile phase: methanol/35 mM phosphate buffer (pH 6.5) = 7/3 
Flow rate: 1 mL 1 min 
Wavelength: 230 nm 

Comparison of YTX content 

スキーム 6-1 Sep-pak plus C 18 カートリッジカラムを用いたプレ精製操作

以上の結果， スキーム 6-1 の条件で，フラクション 5 と6 を回収することにより， 95% 程

度の割合で YTX が得られることが確認された。ただし， フラクション 4 と 7 にも 1 ~2%程

度の Y TX が含まれている(フラクション 5 と6 と比べて，爽雑ピークも見られる)ことから 3

これらのフラクションは別に集めておき，後からまとめて再精製することにした。
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表 6・4 各分画における YTX のHPLC ピーク面積

分画
l回目 2 回目

ピーク面積値 割合(%) ピーク面積値 割合(%)

107929 

2 53172 

3 92450 

4 317348 

5 13660193 

6 1345638 

7 264361 

8 72813 

9 52503 

10 10832 

Extracts of HP20 (culture media) 

Evaporated by Ar flow 

0.7 5774 

0.3 12283 

0.6 29711 

2.0 220258 

85.6 18173027 

8.4 2845428 

1. 7 258907 

0.4 75713 

0.3 64550 

く0.1 25507 

↓ Added 20% methanol solution ， containing 0.1 mg/mL YTX 

Sep-Pak plus C18 cartridge column (pre-purification and desalting) 
Washed with methanol 5 mL 

Conditioning with 20% methanol 

Added 20% methanol solution 5 mL 

Washed with 20% methanol 5 mL four-times 

Eluted with 70% methanol 5 mL twice 

Evaporated 

Dissolved in methanol 0.5 mL 

HPLC 
HPLC conditions 
Column: Cosmosil 5C 18 AR-IIφ4.6 x150 m m  

<0 .1 

<0.1 

0.1 

1. 0 

83.9 

13.1 

1. 2 

0.3 

0.3 

0.1 

Mobile phase: methanol/35 mM phosphate buffer (pH 6.5) = 7/3 
Flow rate: 1 mL 1 min 
Wavelength: 230 nm 

Sep-Pak plus C18 cartridge column (desalting) 

Conditioning with 20% methanol 

YTX 

Added 20% methanol solution 5 mL 

Washed with 20% methanol 5 mL four-times 

Eluted in 70% methanol 5 mL twice 

Evaporated 

Dissolved in methanol 0.5 mL 

スキ)ム 6・2 培地抽出物からの YTX 抽出
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6-3-c3 藻体からの抽出

藻体を収穫した液紙を細かく切り，ビーカーに入れ，これにアセトン，メタノーノレを加え

YT 文を抽出した。溶媒を減圧留去後，残溢を 80% メタノール溶液に溶かし，ヘキサンを加え

て，分液操作を行った。メタノール層の溶媒を減圧留去し， 50% メタノール溶液に溶解した。

同量の 5% 酢酸鉛含有 50% メタノール溶液を加え，かくはん・遠心分離後，上清をデカンテー

ションした。この操作をさらに 2 回繰り返し，上清を合わせ，溶媒留去後，残澄を 20% メタ

ノール溶液に溶解した。これを 6-2 -clと同様にカートリッジカラム Sep -p紘 plus Cl8 を用いて，

脱塩およびフ。レ精製処理を行った(カラム条件 Sep-pak ， 6-2-e J) 後，再度 HPLC で精製を

行い(カラム条件 HPLC 条件1， 6・2-e2 )，再度 Sep-pak plus C18 を用いて，脱塩処理を行った。

(スキ一ム 6-3)
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Dinoflagellate Protoceratium reticulatum 
Hervested by filtration 

Extracted with 1) Methanol 
2) Acetone 

Evaporated 

Dissolved in 80% methanol 

Partitioned between methanol and Hexane 

Methanol layer Hexane layer 

l…d 
Dissolved in 50% methanol 
Added 5% lead acetate-50% methanol 

Centrifuge separation 

of the same quantity 

+ 
Sup …川 P斗Fよよふよムi
し Combined I Added 肌 methanol and w 制 ed twice 

斗陥ωcartridge column (ωp 陪降吋聞やp川
Conditioning with 20% methanol 

Added 20% methanol solution 5 mL 

Washed with 20% methanol 5 mL four-times 

Dissolved in 70% methanol 5 mL twice 
Evaporated 
Dissolved in methanol 0.5 mL 

HPLC 
HPLC conditions 
Column: Cosmosil 5C18 AR-IIφ4.6x150 m m  

Mobile phase: methanoll 35 mM phosphate buffer (pH 6.5) = 7 13 
Flow rate: 1 mL I min 
Wavelength: 230 nm 

Sep-Pak C18 cartridge column (desalting) 

Conditioning with 20% methanol 

YTX 

Added 20% methanol solution 5 mL 

Washed with 20% methanol 5 mL four-times 

Dissolved in 70% methanol 5 mL twice 

Evaporated 

Dissolved in methanol 0.5 mL 

スキーム 6・3 藻体からの YTX 抽出
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6・3・d ポリエーテル化合物の誘導化

6・3-d! dsYTX の調製 3，5)

YTX はその側鎖に 2 つの硫酸基を持ち，第 3 章で示 L た数多くの悌子状ポリ エーテルの中

でも特徴的である。したがって，梯子状ポリエーテル化合物としての一般性を高めるために，

他の梯子状ポリエーテル化合物と極性を揃え，すなわち YTX の側鎖に存在する 2 つの硫酸基

を除去した。すなわち， YTX 0，382 mg ， 1.1 64 山田]) ，パラ トルエンスルホン酸 l水和物(1， 382

陪，7.274 凶nol) を 1，4- ジオキサン 300μL に溶解し，室温で 2 時間撹持した。飽和炭酸水素ナ

トリクム溶液を 500μL 加えることで反応をクエンチし，生成物は酢酸エチノレで抽出した。酢

酸エチル層を飽和食塩水 2 mLで洗浄後，無水硫酸ナトリウムで脱水した。得られた酢酸エ

チル庖を減圧留去させ，残澄をメタノールに溶解し，HPLC で精製し(HP LC 条件 2，6-3-e 3)， 

目的物である おYTX を得た(スキーム 6-4 および表 6・5，925 陀 0.9 41 ~ol ， 781 % )。この

ようにして調製したの百文 2 は， 以後梯子状ポリエーテル化合物のモデ、ノレ分子と して使用し

た。 Co !orle ss; Rf 0.28 (クロ ロホルム .メタノール= 2: 1); LN Am眠 230 nm (E m u 10 600); MS (ESI) 

mlz 1006.3 (M+Na) 十

、

p- TsOH ・H 20

Yesso!oxin (YTX) 

1，4-d ioxane ， rt ， 2h ， 78% HO 

desulfa!ed Yesso!oxin (dsYTX) 

スキーム 6-4 dsYTX の調製付TX の脱硫駿化)

表 6-5 dsYTX の調製 (YTX の脱硫酸化)

YTX YTX p-TsOH p-TsOH Reac 白on dsYTX Yield 
Entry 

(μ .g) uuno l) (時) U.lll1 ol) 旬 ne (h) (μg) (% ) 

I 1，000 0.842 1，000 5.2 6 2 559 67 .5 

2 640 0.539 640 3.36 l 329 62.0 

3 1，382 1.1 64 1，382 7.27 2 925 781 

4 2，315 1. 952 2，315 9.91 2 1，362 71. 0 
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6-3 ・d2 ピオチン化ジエチ/レアセタ ーノレ (Biotinyla te d diethylaceta Ilの調製

N HS-PE04-Biotin 1(20 m g， 34.0 阿国1) および 3・ア ミノブロピオンアルデヒドジエチノレアセタ

ール 2 (¥0 0 mg ， 679 阿国1) をジクロロメタン 500 叫 に溶解し，室混で 3 時間撹排した。酢酸

緩衝液を 4 mL 加えるととで反応をクエンチし，過剰な 3・アミノプロピオンアルデヒドジエチ

ノレアセタール 2 を水層に転溶し，生成物はジクロロメタンで抽出した。ジクロロメタン層を

飽和食塩水 2 mL で洗浄後，然水硫酸ナトリウムで脱水した。得られたジクロロメタン層を

減圧留去させ，残澄をクロロホルム メタノーノレ= 8 : 1に溶解し，シリカグノレカラムクロマ

トグラフィ ー (シ リカゲノレ 1 g を充填，溶離液はクロロホルム メタノール= 8: 1l で精製

し， 目的物であるピオチン化ジエチルアセターノレ3 を得た(スキーム 6-5 および表 6-6，20.3 mg ， 

32.7 凶nol ，96.2%) ， Co lorless ; Rf 0.3 8 (クロロホノレム;メタノール = 8 ・1) ;MS (E SI) m! z 643 .3 

(M +Nat 

En 廿y

2 

3 

4 

5 

6 

H科〉dH~ エ;ζ;ii;;: へAA
吋↓ ::E::;;%
/S')~\'\'\~N/'..ゾ0"，-"，へo戸'-./O~Oハ〉人N~人OEt
¥ _H H 

問、(N H

Biotinylated diethylacetal 3 

スキーム 6-5 ビオチン化ジエチノレアセタールの調製

表 6-6 ビオチン化ジエチノレアセタールの調製

Reaction 
1 (mg) 1 (阿 nol) 2 (同) 2(μnol) 

time (h) 
3 (mg) 

6.6 1l .2 3.0 20 .4 3 5.5 

8.3 14 .1 4.1 27.8 7 5.2 

8.0 13.6 5.0 34.0 3 8.8 

13.1 22 .3 IL3 76.8 3 10.1 

20 .0 34.0 100 679 3 20.3 

13 .4 22.8 11.5 78.1 3 10.2 
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6-3-d3 ピオチン化 dsYTX の調製

dsYTX (626μ .g，0.637 凶1101) ，ビオチン化ジエチノレアセタール 3 (BioPEG ， 3，954 μg， 6.37 ~U1101) 

をジクロロメタン 1 mL に溶解し，さらに CSA (444 陪，1. 91μ 皿 01) を加え，18 時間撹枠した。

飽和炭酸水素ナトリウム溶液を 500μL を加えることで反応をクエンチし，生成物はジクロロ

メタンで抽出した。シクロロメタン層を飽和食塩水 2 mL で洗浄後，無水硫酸ナトリウムで

脱水した。得られたジクロロメタン層を減圧留去させ，残溢をメタノ ールに溶解 し， HPLC 

で精製し(I-IP LC 条件 2，6-3唱 3)，目的物であるピオチン化 dsYTX (BiodsYTX ) を得た(ス

キーム 6-6 および表 6・7，572 陀，0.3 78 阿110 1，59 .4%) 0 Colorless ; UV 10 m副 230 凹 11 (Err， ，，， 1 0600) ; MS 

(ES りm! z 1533.5 (M +Nat 

/ S f 〉 viN ~ ふげい JNJT;Et
¥ ..H H H 

H- ←ー「
州、J N H

i'i Biotinylat 凶 diethylacetal3
o 

Desulfated yessot oxin (dsYTX) 

I CSA ， CH ，CI" 同，18h ，59%

fo ~ OU〈目んVJL-
( Hいけ

口J 、
人入。

Biotinylated dsYTX 

スキーム 6-6 ビオチン化 dsYTX の調製

表 6-7 ピオチン化 dsYTX の調製

dsYTX dsYTX Re明白 011 BiodsYTX 
Entry 

(μ 邑) (阿 nol)
3(μ.g) 3( ト凹10 1)

time (h) (μg) 
yield (%) 

l 90 0.092 1，115 1.8 0 36 70 .8 51.3 

2 126 0.128 1，560 2.5 1 18 110 56 .9 

3 626 0.637 3，954 6.3 7 18 572 59 .4 
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6ふ d4 ビオチン化 ALP lB の調製

AL PIB (l. 9 mg ， 5.10 fUlI ol) ，ピオチン化ジエチ/レアセタール 3 (BioPEG ， 3.2 m g， 5.1 5μno 1) 

をジクロロメタン 320μL に溶解し，さらに CSA (2. 3 mg ， 9.90 問 10 1) を加え，12 時間撹枠し

た。 トリ エチルアミンを 2滴および飽和食塩水 5mL を加えることで反応をクエンチし， 生成

物は 5mL ジクロロメタン 3 回で抽出 した。ジクロ ロメタン層を飽和食塩水 5 mL で洗浄後，

無水硫酸ナトリウムで脱水した。得られたジクロ ロメタン層を減圧留去させ，残溢をクロロ

ホルム メタノーノレ=8 : 1溶液に溶解し，シリカゲルを 0.5 g 充填したカラムに負荷した。

クロロホノレム :メタノール =8 : 1 溶液 5mL ずつ溶出，分画し，分画 4~6 を集めることによ

り目的物であるビオチン化 ALP lB (BioALP lB )を 得た(スキーム 6-7，3. 0 mι 3.3 3 fUlI ol ， 65 .2 %) 。

Colorles s; MS (ESI) m! z 923. 8仰 +N at

人。、\~人目~Oゾγ'-../0，-"，へo〈JLH〈〉人OEt
H ¥ ーJ... H r1 

H肉、ノNH Biotinylated diethylacetal 3 

い H:立ごBn

CS A ALP1B 

人へ~N~O\ハO~O'-./へo/dN 

H\ ~H H 

i H Bi 州 a叫 L円 B

スキーム 6・7 ピオチン化 ALPIB の調製

6-3-d5 トリプロピレングリコーノレジベンジルエーテル (TPG 2Bn ) の調製

臭化ベンジル(747.8 m g， 4.3 7 nunol) をとり ， THF2 mL を加え，さらに トリプロピレング

リコール (TPG ) 280 .2 m g (I.4 6 mmo 1)を加え， OOC でかくはんした。水素化ナ トリ ウム 233 .2

m g (5.84 mmo I) をTHF 2 mL で洗い込んだ後， 45 分間かくはんした。水を 10 mL加 えるこ

とで反応をクエンチし，生成物はジクロロメタン 5 mL X 4 回で抽出した。ジクロロメタン層

を飽和食極水 5 mL で洗浄後，無水硫酸ナトリウムで脱水した。 得られたジクロロメタン層

を減圧留去させ，残澄をヘキサン 酢酸エチノレ= 4 ・ Iに溶解し，シリカゲノレカラムクロマト
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グラフイ-(シリカゲル 7 g を充填，溶離液はヘキサン :酢 酸エチノレ= 4: 1) で精製し，目

的物であるト リプロピレングリコールジベンジノレエーテル (TPG2Bn ，5 mL ずつ溶出し，分

画 5~10) と 副生成物と してトリプロピレングリコールモノベンジルエーテル (TPGlBn) を

得た(スキーム 6-8 ，137 mg ， 438 凶nol ，25.2%) ， Co10rless oil; Rf O.77 (ヘキサン酢酸エチノレ =2:

1); MS (ESI) m! z 390.1 (M+H 30t 

H~00oH BnBr ，NaH ー Bo~00oBCTHF ， O'C ， 45 min. 40% 

スキーム 6-8 ポリ エチレングリ コーノレジベンジルエーテルの調製

6-3-e カラム条件

6-3-e1 Sep-pak plus CI8 

カラム: Waters Sep-pakC 18 

コンディ ショニング メタノール 5 mL→超純水 5 mL→ 20% メタノーノレ 5 mL

吸着: YTX 粗精製溶液 (YTX 0.2mg 加 L 以下，メタノール含量 20% 未満水溶液) 5 mL 

洗浄: 20% メタノール 5 mL x5 回

溶出 70% メタノーノレ 5 mL x2 回

カラム洗浄 メタノール 5 mL

6ふり 田LC 条件 1')

カラム: Cosmosi l 5C w AR- II 中4.6x 150 mm 

溶出液・ メタノール 35 mMリ ン酸ナト リウム緩衝溶液 (pH6 .5) = 70 ・30

流速 0.5 mL /min 

検出。 UV230nm

6ふり HPLC 条件 2')

カラム Cosmosil5CwAR -II <l' 4.6 x 150 mm 

溶出液: 85% メタノール溶液

流速 1 m Ll min 

検出 UV 230 nm 
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6・4 梯子状ポリエーテル化合物によるホスホジエステラーゼ活性化試験

第 4 章で実施した Transcreener™ PDE Assay Ki tを用いた梯子状ポリエーテル化合物による

ホスホジエステラーゼ (PDE4D ) 活性化試験は，キット付属の取扱説明書に準じて以下のフ

ローに従って試験した。

マイクロプレート (96 ウ ェノレ， 容積 200~， ブラ ック/ク リアボ ト ム)

①ブランク用 HEPES 緩衝液 30 ドL，

②検量線作成用 0，0.4， 1， 4，および 40 州 AMP -HEPES 緩衝液 15μL+HEPES 緩衝液 15μL ，

③PDE4 D 活性試験プランク用 HEPES 緩衝液 15μL+40 凶i{ cAMP-HEPES 緩衝液 15μL ，

④PDE4D 活性試験用 HEPES 緩衝液 10μL + 40μMc 品。ー田PES 緩衝液 15μL + 1 nM 

PDE4D -HEPES 緩衝液 5μL ，

⑤ PDE4D -Pol yethel 活性試験用 40 11M cAMP -HEPES 緩衝液 15μL + 1 nM PD E4 D -HEPES 緩衝

液 5μL + 100μM LSP ¥0 μLσTX ， ds Y1文 ，BTX -B， ALPIB ， ALP4B ， ALP7B ， ALP4A ， ALP7A ， 

ALP lO A ， Salinomyc 皿)

↓ 

インキュベー ト (2 50 C，30 分)

↓ 

遠心分離，振とう

↓ 

酵素反応 (25 0 C，60 分)

↓ 1 xAMP/GMP Stop & Detect 溶液 30~

酵素反応停止・ AMP /GMP 検出反応(3 70C ，30 min ) 

↓ 

測定 lnstrument : Spectr aM ax M5 microplate reader (Molecular Devices 社)

Wavelength : Ex 635 ， Em 670 

Endpoint measurement 
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I 6，.5 データ解析

第 2 章に示したAm B と脂質二重膜との相互作用に関しては，以下に示す 6-5 ・a (分配モデ

ノレ)， 6・5・.b (ラングミュア吸着モデル)および 6-5 ・c (二状態反応モデ、ル)を用いて解析を行

った。また，第 3 章および第 4 章に示した直接測定法による梯モ状ポリエーテノレ化合物とタ

ンパク質との相互作用のような親和性が低く，特に解離が極めて早く平衡状態へと移行する

場合は， 6-5-d (アフイニティ解析モデ、ノレ)による平衡値解析を行った。一方，第 4 章後半に

示した梯子状ポリエーテルを固定化し，タンパク質 PDE をアナライトにした相互作用におい

ては， 6・5七(ラングミュア吸着モデ、ノレ)を用いて解析を行った。同じく第 4 章後半に示した

梯子状ポリエーテルを固定化し， PDE を用いた溶液中での競争阻害実験においては， 6ふ e (4 ・

パラメータモデル)を用いて解析を行った。

6・5-a 分配モデ、ル 6)

溶液(水層)中のAm B がリポソーム(有機層)に対して，結合速度定数 h と解離速度定

数k. 1で分配が生じていると仮定すると，その反応は以下の式で表される。

h 
Am B f z= Am Bb (式 6- 1)

k. 1 

ここで， Am B f
および、 Am Bb は，それぞれ溶液中フリーのAm B およびリポソームに分配した

Am B を示す。したがって， リポソームに分配したAm B の変化量は，式 6-2 で定義される。

d[ Am Bbl 
= k1[ AmBr] -k_1[ Am Bbl 

d旨

[Am Bbl = ~ [Am Br] (1 -e -k 4 ) 

k_l 

(式 6-2)

(式 6-3)

[Am Bbl と[AmBr]は，それぞれ溶液中のフリーのAm B 濃度とリポソームに分配したAm B 濃度

を表している。

ここで， 1 RU はセンサーチップ表面上において， 1 pg/mm 2 に相当し 7) Am B の分子量は

924 g/mol であり， リポソームの密度を 1 g/mLと仮定すると，センサーチップ表面 1 m m
2 に

結合した Am B のモル数は，捕捉したリポソームを 10.000 RU に換算しているので 10 pLl m m
2 

あたり ，RU/924x lO・ 9 mo lとなり，式 6・3 は以下の式に変換できる。

kl _1_. 
RU=9 .2 4o- ι [Am B r] (1 -e "-1') (式 6・4)

k. 1 
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したがって， リポソームに対するAm B 結合の経時変化は指数関数で示され， Origin @ 6.11 

(Originlab Corporation) で求めたカーブフィッティングから，結合速度定数h と解離速度定

数 k_I と分配係数kI/k_ Iを算出した。

6-5 七 ラングミュア結合モデ、ル

有限のレセプターであるリポソームに対するAm B の結合において，溶液中のフリ}のAm B

(A) と固定したリポソーム (B) 聞に有限サイトへの 1 : 1 の吸着が起こっていると仮定す

ると， Am B がリポソーム表面への吸着あるいは内部への分配 (AB) に式 6-5 に示すラングミ

ュア型吸着等温式が適用可能である 8) 。

日中ι↓↑んB + A (式 6・5)

このモデ、ノレにおいて，結合および解離速度定数 (k a およびん)は，以下の式で表すことが

できる。

dB /dt =-ka[A][B] +ん [A 町 (式 6・6)

dAB/dt = ka[A][B] -kd[AB] (式 6・7)

ここで， [A] ， [B] および仏町は，それぞれフリーのAm B ，固定したリポソームおよびその

複合体の濃度を表している。 K A (= kJk d) とK D (= ん/ι) は，それぞれ結合定数および解離定数

を表している。

従来の溶液反応では， A，B の濃度は AB 複合体の形成に伴い減少するために，一般的には

どちらか片方の濃度を大過剰にして，その減少量を無視し，擬似一次反応として取り扱うこ

とが多い。本実験では， リガンド (B) の量は固定化量として一定であり，

[B] 企ee = [B]total 一[AB] (式 6・8)

で表わすことができる。

またアナライト (A) 濃度 C も送液によって一定に保たれるので， AB 複合体形成は以下の

式 6-9 で与えられる。
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dRJ dt =k ，C(R"，，， - R) - kdR (式 6-9)

ここで，R"，臨は最大結合量， R はある時点、でのレスポンス (RU) および C はアナライトの

モル濃度を表している。

まず，数段階の濃度のアナライトで相互作用の解析を行う(図 6-11A )。式 6-9 は，次のよ

うに展開されるので，

dR! dt= kaC Rmox - (kaC ート kd)R (式 6・10 )

得られたセンサ一グラムから，dRJ dt を求め，これを R に対してプロットし(図 6-11B )，干

の直線の傾きを K ，とし，次に K ，を C に対してプロットする。

K，=kaC+kd (式 6-11 )

得られた直線の傾きが結合速度定数 Ka であり，切片が解離速度定数んである(図 6-11C )。

最後に Ka 及び Kd から，結合定数ん(=kjk d)と解離定数 KD(=kd/k a) が求められる。

このようにして吸着モデルによる解析は， BIAevaluation software (GE ヘルスケアバイオサ

イエンス社)で求めたカーブフイツティングを用いて，親和性を評価した。

A 

ツゴ
l jf rJ 一 一〈 B 

C 

-/~~ 

l/ { 
図 6-11 ラングミュア吸着モデルにおける解析法 9)
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6・5-c 二状態反応モデ、ル

この二状態反応モデルは，二段階の薬剤と脂質二重膜との相互作用を含んでいる。最近，

Am B が脂質二重膜中で 2 つの配向状態(一つは膜平面に対して平衡，もう一つは膜平面に対

して垂直)をとることが明らかになってきている 10) 。すなわち，一段階自において， AmB (A) 

は膜脂質 (B) の表面に平衡(あるいはランダム)になって吸着し複合体 (AB) を形成した

後，二段階目において，複合体 (AB) は再配向し膜内部に取り込まれ膜に対して垂直に安定

複合体 (AB 穴例えばチャネルのような)を形成する(式 6・12) 。

kaI ka2 
A+B ご AB 二 AB* (式 6・12)

kdI kd2 

ここで， kaI および kdI は，それぞれ溶液中でフリーの Am B の脂質二重膜表面への結合およ

び解離速度定数を表し，またんおよび、kd2 は，それぞれAmBの脂質二重膜表面と脂質二重膜

内部との分配に関する結合および解離速度定数を表している。したがって，二状態反応モデ

ルにおける反応速度式は以下のように表される。

dA/ dt= ーん[A][B] +ん [AB] 式 6・13)

dABldt = (k aI[ A][B] -kdI[AB]) 一 (kdAB]-k d2 [AB 勺) (式 6・14)

dAB キIdt = kdAB]-k d2 [AB牢式6・15)

K A1 = (ka1/k dI ) ; K山口(ん Ik d2 ) ; K A = (k.l/kdI)(ka z/ kd2) 式 6・16)

ここで， [A] と[B] は，それぞれフリーのAm B と固定したリポソームの濃度を表しており，

[AB] と[AB 牢]は，それぞ、れコンブオメーション変化を起こす前後の複合体の濃度を表している。

KA I> K A2
および、 K Aはそれぞれ，一段階目，二段階目および全体の結合定数を表している。

BIAevaluation software (GE ヘルスケアバイオサイエンス社)で求めたカーブフィッティング

から，その親和性を評価した。

なお，このモデルの詳細については， Morton et al によって報告されている1I)。
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6-5 ・d 平衡値解析法

解隊定数 K D の簡便な推定方法として，アナライトの結合飽和量の半値から推定する方法が

ある。センサ一グラムが平衡に達した時のレゾナンスユニット R をその濃度 C におけるアナ

ライト結合量とする。 C に対する R をプロットし，最大結合容量民閣が求められるように解

析幽線をフィッティングさせ，この時の R.n， x の 112 となる濃度を見かけの解離定数 KD とする

(図 6-12 )。

A (アナライト) -B (リガンド) 2分子聞の結合，解隊はラングミ ュア吸着モデルの場合

と同様に，以下の反応式で表される。

四
四

九
↓」ん

B + A (式 6-5)

K A = [AB )!( [A )合間 X [B )free) (式 6・17)

ここで[B lt ota lは固定化リガンドなので一定であり，ラングミュア吸着モデルの場合と同様に，

[B) f'閏 = [B )""l ー [AB) (式 6-8 )

と表わすことができる。したがって，式 6-17 は以下のよ うに表される。

KA = [AB )!{[A)free X ([B )凶 1ー [AB])} (式 6-1 8)

ここで[A)は相液により一定濃度 C. [B )"'''l = R"，~. AB = R， q と表すことができるので，

K A=R ，/{CX( 民醐 R， q)} (式 6-1 9)

このとき，解離定数は KD= l!K A
より求めるこ とができる。

BIAev alu at ion so 合w are (GE ヘルスケアバイオサイエンス社)で求めた用量依存曲線から，

その親和性を評価した。
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図 6・12 平衡値解析法の概要

6・5・e 4- パラメーターフィッティング

阻害測定法におけるカーブフィッティングと 50% 阻害濃度 IC 50 の計算は，BIAevaluation 

software (GE ヘルスケアバイオサイエンス社)を用いて，用量反応ロジスティック方程式 (4 ・

パラメーターフイツティング)で解析した 12) 。

y=( αーの/ {1 + (X / c)b }+ d 式 6-20)

ここで， y は測定分子(ここでは PDE) の SPR レスポンス， X はアナライト(ここでは梯

子状ポリエーテル)濃度，。は X=o (アナライト濃度がゼロ)のときの SPR レスポンス， d 

はX が無限のときの SPR レスポンス c は 50% 阻害濃度 IC 5o ， (例えば， SPR レスポンスが

半分のときの，X の濃度)，そして b はそのカーブフィッティングによって求められたスロ}

プファクターを表している。

また，一般に式6・21 が成り立つ。

IC 50 = K D + C / 2 (式 6-2 1)

ここで， IC 50 は 50% 阻害濃度， K D は解離定数，C は測定分子(とこでは PDE) の濃度を表

している。

とのとき， C が IC 50 と比べて非常に小さくて無視できる場合，

IC 50 = K D (式 6-22)

と見なすことができる。
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dsYTX の lHNMR スベクトノレデータ (CDCh)

poslt lO n 8H pos It ion 8H pos ItlO n 8H 

3.77 18 1. 77 34 3.67 

3.84 1. 77 35 1. 54 

2 1. 81 19 2.10 

1. 88 CH 3・19 1. 24 36 3.79 

3 20 3.26 37 3.4 1 

CH 3・3 1. 25 21 1. 74 38 2.4 8 

4 3.67 1. 79 39 

5 1. 62 22 3.30 CH2 =39 4.87 

2.1 8 23 5.00 

6 3.01 CH 3-23 1. 14 40 3.93 

7 3.29 24 1. 67 41 

8 1. 40 1. 75 CH3・ 41 1. 34 

2.21 25 1. 42 42 5.72 

9 3.09 1.4 7 43 6.33 

10 3.07 26 1. 69 44 

11 1. 43 CH 3-26 1. 01 CH2 =44 5.07 

2.28 27 2.72 5.07 

12 2.97 28 3.22 45 2.92 

13 3.08 29 1. 54 2.92 

14 1. 45 2.2 8 46 5.82 

2.31 30 3.59 47 5.00 

15 3.25 31 3.09 5.00 

16 3.17 32 3.90 

17 1. 80 33 

1. 96 CH 3-33 1. 23 

53 
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ピオチン化ジエチルアセタールの 1HNMR スベクトルデータ (CDCh)

pos ItlO n 8H pos ItlO n 8H pos ItlO n 8H 

2.73 17 (3.3 ・3.7) 30 1. 19 

2.88 (3 .3・ 3.7) 1. 19 

2 4.30 18 (3.3 ・3.7) 1. 19 

3 6.05 (3.3 ・3.7) 31 (3 .3・ 3.7)

4 19 (3 .3・ 3.7) (3.3 ・3.7)

5 5.10 (3.3 ・3.7) 32 1. 19 

6 4.47 20 (3.3 ・3.7) 1. 19 

4.4 7 (3.3 ・3.7) 1. 19 

7 3.13 21 (3.3 ・3.7)

8 1. 67 (3.3 ・3.7)

1. 67 22 (3 .3・ 3.7)

9 1. 44 (3.3 ・3.7)

1. 44 23 (3 .3・ 3.7)

10 1. 81 (3.3 ・3.7)

1. 81 24 

11 1. 81 25 6.72 

1. 81 26 3.31 

12 3.3 1 

13 6.86 27 1. 81 

14 (3 .3・ 3.7) 1. 81 

(3.3 ・3.7) 28 4.53 

15 (3.3 ・3.7) 29 (3.3 聞 3.7)

(3.3 ・3.7) (3.3-3.7) 

16 (3 ふ 3.7)

(3.3 ・3.7)

5HN~ふ
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ピオチン化 ALP1B の 1HNMR スベクトルデータ (CDCb)

pOSit lO ll oH pOS 託lO ll oH pOSlt lO ll oH 

2.73 17 (3.3 ・3.7) 30 1. 19 

2.88 (3.3 ・3.7) 1. 19 

2 4.3 0 18 (3 .3・ 3.7) 1. 19 

3 6.05 (3.3 ・3.7) 31 (3.3 ・3.7)

4 19 (3 .3・ 3.7) (3.3 ・3.7)

5 5.1 0 (3.3 ・3.7) 32 1. 19 

6 4.4 7 20 (3.3 ・3.7) 1. 19 

4.4 7 (3.3 ・3.7) 1. 19 

7 3.1 3 21 (3.3 ・3.7)

8 1. 67 (3.3 ・3.7)

1. 67 22 (3.3 ・3.7)

9 1. 44 (3.3 ・3.7)

1. 44 23 (3.3 ・3.7)

10 1. 81 (3 .3・ 3.7)

1. 81 24 

11 1.81 25 6.72 

1. 81 26 3.31 

12 3.3 1 

13 6.86 27 1. 81 

14 (3 .3・ 3.7) 1. 81 

(3.3 ・3.7) 28 4.5 3 

15 (3.3 帽 3.7) 29 (3.3 ・3.7)

(3 .3・ 3.7) (3 .3田 3.7)

16 (3.3 ・3.7)

(3.3 ・3.7)
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付録

公表論文

Complex Formation of Am photericin B in Sterol-Containing Membranes As Evidenced by 

Surface Plasmon Resonance. Mouri ， R.; Konoki ， K.; Matsumori ， N.; Oishi ， T.; Murat a， M. 

Biochemistry 2008 ， 47 ， 7807 ・7815.

Surface plasmon resonance-based detection ofladder-shaped polyethers by competitive 

binding method. Mouri ， R.; Oishi ， T.; Torikai ， K.; Ujihara ， S.; Matsumori ， N.; Murata ， M.; 

Oshima ， Y In revie w. 
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Structure of Diethyl(2 ・pyridyl)boranes Ri gid Cyclic Dimers. Murafuji ， T.; Mouri ， R.; 

Sugihara ， Y 及。αhedron 1996 フ52 ，13933-13938. 



sio chemi ，o; tη2008 ，4ス7807-78 15

Complex Formation of Amphotericin B in Stero l-Containing Membranes A s  

Evidenced by Surface Plasmon Resonance
t 

Ryota Mo 町 i: Keiichi Konoki ， Nobuaki Mat sumori ， Tohru Oi shi ，加d Michio Murat が

D epartment 01 Chemistry ， Graduate Sc.加 ot oJ Sci ellce ， Osa 如 U肌 川 町，1-] Machikane yama ， Toyonaka ， 
Osaka 560 -0043 ， Japan 

Rec 仰がd February 28. 2ω 8; Revised Manuscript Recei 附 d May 29 ， 200 8 

ABST IミACT: Ampho t田 icin B (A mB) is a membrane -acti ve antibiotic that incr e回目白e permeability of 

fungal membranes. 百四s，the dynamic pr 叫国s of its inte 団 ction with membranes pose s intriguing que stions ， 
which prompted us to elaborate a qllick 四 d reliable method for real-time observation of th e drug' s binding 

topho 唱phOlipid liposomes. We focused on surface plas 皿on resonance (SPR) and devised a new modification 
m eUlod of sensor chips ， whic h led to a significanl reduclion in the le ve l of non speci 自c bi nding of the 

dru g in a contro llan e. Wi tb Ulis method in hand ， we exa l1l. ined 山e a[fi nity of A mB for vanous mβ 皿brane

preparations. As expe cted ， A 皿 B exhibited mucb higher affinily for stero l- ∞n t祖国19 palmiloylol eoy lpb os-

phatidyicholine membran 回出an those without stero l. The seD sorgra l1l S recorded under varioll s conditions 

parUy fitted theoretical cu刊 es ，which were based 00 three inl eract ion models. Am ong tho se， a two-state 
reaction mode l reproduced well the sensorgr am of A mB binding to an ergosterol-containing me l1l brane ; 

回出is mode l， tw o states of membrane -bound co 田plexes ，AB and A B"， are assumed ， which con 芭 spond

to a simple binding to 由e smface of the membrane (AB) and for l1l ation of another as sembly in the 

membrane (AB 勺 suc h as an ion cl 】annel complex . Kinetic analysis demonstr ated that the association 

constant in ergos terol-cont 田 ning POPC lip osomes is larg er by 1 order of magnitude 出an that in the 

cholesterol .-conlain 旧 g counlerpart 百1ese 且ndings suppor l the previous notion that ergos lerol stab ili zes 

the membrane -bound assembly of AmB 

" Me . 

H口、ノー D O H O H DHOH O ， J 九 οH
J35M% 伺 2 O .l 1f “

Me"" ~んへん戸γψザγ 。判 NH，

7807 

Amphot ericin B (AmB) ，' a polyene aDtibiotic produced 

by Str eptomy ce ... llodos 叫 is clinically used for treatment of 

systemic fungal infectioll s (1-4). Its molec ul ar SU1 1C 国民

σigure 1) is charactcrized . by a glycosy lated 38-member 

laccone enc ompa 叩 ng an amphiphilic polyhydroxy part ， a 
CO I】Ij ugated heplaenc chromophore ， and an amp hoteric ion 

pair (5 ， 6). It is gener a¥ ly accepted 曲目白1 ion-permeable 

ch ‘lllnel fomled acro ss the bi1 ayer membrane is respon sible 

for the biologica l activily of AmB (えの. In the well-known 

“barre .トstave" hypo 出回目(F igme 2) ， approximately eight 
molecnles of AmB assemb le to form an ion channel ， where 
the polybydroxy region of AmB composes 由e linin g of a 

channel pore whilc its heptaene moiety fa ces the hydrophobic 

rnembrane intcrior (9 ， j 0). The antibiotic activity of AmB 

is usually "1 tributed to a higher affinity for ergosterol ， a 
plimary fung aJ stero l，血岨 for cholesterol 回出e mammalian 

... 
口、 F 下↓勺"'0

Am photeric in B (AmB 1) 可刊でM;

...../、/ヘ、/~，，，

。，、-/¥、" HO 

Fi GURE 1: Struclures of amphotericin B， chol cst crol ， and ergosterol 

す111 isw ork w as supp orl 民1by Grants 叩Ai d for Scientilic Rese arc b 
(A ) (l5 20 1 (4 8) and (5) (IS 101010 )， for Pri ority Ar ca (A ) (1607 3211 J 
and for You ng Sci enlI s凶 (A )(176 81027 )世0皿島征江T，Japan . We are 
gra te ful to Japan Food R出 国民h La bo 四 回 目 白 forgenerou s support of 
R .M 

事1' 0 w ho m co rrc spo nd ence should be addr e.. <;s ed. Telephon e: +81 -
6-6 850 -5775. F叫 + 81-6 -6 850-5785. E-mail: m 山吉岡@ ch .w nni .o saka

membra nes (1 1-14) . Des pite exten siv e phy sicoc hemic a¥ 
凶 ve stigations of 出is cha nn el over man y year 止にIe wi 1s of its 

arc hit ec 町 'erem 田 n unelu cida ted except for some bin lO lec ular 

interactions betwec ll AmB 叩 d Am J3 (1 5-17) ， AmB and 

pho spholipid (1 8-20) ， and AmB and sterol (21 ， 22) 
u.ac. JP 

奪Joinr App ninun enl Wil~ Japa~ Food Re search La borar orie s， 3- 1 
Toyot su， Suu-a ， O sak a 56 4- 0051 ， Japan 

1 Abbr cvimIon s: AmB ， amphot cric 皿 B; CD ， circulnf di chroi sm ; 
DM50. dimedlyl 叩 lf oxidc; LUV ， larg 巴 unilamellar ve sicl c; ).1 L V. 
mul Li lameUar ve side; NM R，凹 clc 紅 magnetic _re.~onance; PBS ， pho 叩hat e-
buff crちd saline: PC . phosphatidylc holin e; POPC ， l-palmitoyl ・2・oleoyl -
.m _glycero _3_p!J os phocholine; RU ， resonance U I1It; SPR. 叩 rface plas 
m on re針。l1 anc e

羽田 preference of 白 ngus srerol over human stero l 回

目 ported to be 110 more lh叩 lO -f old (1 3) ， wh ich is presum-

ab ly re spon sible for the se riou s side effects of 由巳【lrug such 

出 ncp hroloxici ty or hypok aJ emia (23 ，24)ー To develop a new 

drug based on 由e Arn B skeleto ll with bCL Le r antibiotic 

efficacy and fewer side cffects ， we mu st exam ine diverse 

drug candidates for membnme afiinity. FOI 山is purpose ， it 

10.1021 1b i8 ∞334p CCC:$40 ，75 .. @ 2 QQ. 8_f¥ll1 crican Che 皿ical Soci ety 
Published On Web 07/0312008 
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FIGURE 2: Schematic 田present~tion of the barrel-stave model for 
the AmB ion channel 

is particularly important to estab Ii sh a simple and reliable 
method for quantitativcJy evaluating drug-mcmbrane 
llltera .ctI on 

Drug-mcmbrane interaction is one of the most important 
subjects in phamlacokinetics (25-31). Neveltheless ， practical 
methods for quanti 白白vely evaluating 也eaf 且nity 01' small 
moleιules for biomembranes 町 e 岡山er uncxploitcd. For 
drug-membrane intcruction under equilibl1um ， calorim ct ric 
mc 出 U出回目白 (27 -29) were 5uccess 白IIy applied to reve aJ 

somc 出ermodynamic propertjes ， yet these mcthods are 110t 
suitable for measuring 出c timc course or th e intcra ct io l1 s 
Recently ， surface plasomon resonance (SPR) has emerged 
as a vcrsatile tool for assessing interactions be 開 een
biomolecules (3 0- 34). Membrane-bound peptides and drugs 
have becn inve st igated by SPR (32-34) ， some of which 
produced otherwisc unobtainable information about 由eげ

mode of ac tIon. For cationic amphiphilic drugs such as 
chlorproma zine and desipramine (32) ， SPR sensor chips with 
a hydrophobic surface were successfu Il y utilized to evaluate 
the binding a何nily of 由自e dmgs for membranes. To extend 
this method to complex amphiphilic mo Ie cules such as 
坦nphotericin s， the level ofnonspeci 且cbind 皿 g to tlle basi s 
of a sensor chip ， which sometimcs preven 回 出e observation 
of membrane i nteractions ， ha.<:; to be reduced 
ln 出is srudy ， we devised a new SPR mβtl lO d for reducing 

the extent of non 叩配i且c intcraction between analytes 加 d
sensor chip basis ， which led to a simple ， quick ， and sensitive 
metl lO dology for ev aJ uating interaction betw 田 n A mB and 
lipid bilayers. Thi s method greatly facilita 肥d kinetic analysis 
for AmB binding to stero l・conlaining PC mcmbrane s 

MATERIALS AND METHODS 

Mater 叫 ls. l-Pa Imitoyl-2-oleoy 1-.m -glycero-3-pho spho-
choline (POPC) wus purcha sed from NOF Corp. (Tokyo ， 
Japan). Amphotericin B (A mB)， chole sterol ， chloroform ， 

sodium chloride (NuCl) ， pota ss iu ll1 chloride (KC1) ， di so-
dium hydrog en pho sphate ， pota ss i um d出ydrogen phos-
phate ， [3-(3-cholamidopropyl)dime 由ylamm onio] ーl-pro-
pallesulfonat e (CHAPS) ， and cyst 剖 lline dihydrochloride 
were purchased fro ll1 Nac aJ ai Tesque ， IllC . (Kyoto ， Japan) 
Ergo sterol wus purchased from W AKO Pure Chemi c:u 
Industries ， Ltd. (Osaka ， Japan). l-Ethyl 3-[3-(dimcthy 
lamino)propyl]carbodiimide hydrochloride (EDC) ， N-

hydroxysuc 口 nimide (NHS) ， 10 m M  acetate buffer (p H 
5.0) ， 1 M e由anolamine hydrochloride (pH 8.5) ， and 50 

Mouri et aJ 

nホ1 sodium hydroxide (50 mM NaOH) werc purchased 
from BIAcore AB (Uppsala ， Swedcn). Dimcthylsulfoxidc 
(DMSO) 叩 d dodecylamine were purchased from Sigma-
Aldrich Co. (S I. Louis ， MO). All of these chcmicals werc 
of tl1e highest grade and used without furtllcr punfication 
Water was purified with a M ilI ipore Simpli Laboratory 
system (M iII ipore lnc. ， Bedford ， MA) and uscd within a 
few hours 
Preparation of L i- posomes. Large unilamellar v田 icles

(LUV 5) were prepared according to 血e protocol of Herve 
et al. (35). POPC and sterol (cholesterol or ergosterc l) were 
nux 把d in chloroform (1 mL) in a round-bottom l1 ask. The 
llllXru 児 was evaporated and dried in vacuo for more 出血

2 h， alld then hydrated with 10 II ホ1 phosphatc buffer (pH 
7.4) containing KCl (2.7 mM) and NaCI (137 mM) (PBS 
bu げer ，1 mL). The mixturc was VQT 出xcd and sonicated to 
prepare multilarnc l1 ar v巴siclcs (MLVs) 百】cn しsullant suspen-
sioo was sul 百ccted to 【hr 田 cy cI es of freezing (-80 OC) ， 

thawing (60 oc)， and vort 巳xing (5 s) to fonn LUVs 刀lC
LUVs wcre pu ssc d through double 100 nm polycurbonate 
創ters 19 times with LiposoFast-Basic (AVESTIN Inc. ， 
Onawa ， ON) at r∞m temperature and dilmcd with PBS 
buffer to furnish a LUV sol 【Jl ion with a lipid conccntration 
ofO.5 mM 
Sw 戸ce Pl ，山num Re .¥'O nan ι'e Experunents. AmB (4.62 mg ， 

5μmol) w 出 dissolved in DMSO (l mL) and sto 悶 d as a 5 
mM AmB stock so lution. For SPR me a.s ure 泊lenl S，Ihe stock 
solution was lirst diluted wi 血 PBS buffer 10 250μM and 
then diluted again with PBS buffer co 町田ning 5% DMSO 
to give 5， 10 ， 20 ， and 50μM AmB solutio 【lS. Th e experi 
ments were performed at 25 oC using either the Ll sensor 
chip or the CM5 sen 50 r chip mounted in a B lA core X 
amlytical system (BIAcore AB). A washing solution was 
comprised of 20 ll1l¥1 CHAPS ， 40 rr 也1 cys 阻mine 唱 and 50 
mM sodium hydroxide. After a routine pret 問 aUn 田1t of 由巳

BIA ，ι'ore mstrum 田1t ，the sen50r chip was washed with 
distilled water ovemight to remove trace amounts of 
detergent. The sensor chip surface was treated with 20 n合f
CHAPS (40μL) and 40 ll1l¥1 cystamine (40μL) at a flow 
rate of 20μUmin. Dodecylarnine was immobi Ii zed to one 
of the flow ce lI lanes in 血e CM5 sensor chip by 皿 ammo
couplillg me 血od ，wh iI e 吐】e other lane was left intact as a 
control1ane. Th e immobilization reactio l1 was performed at 
aftow 四 le of5μUmin; briefly ，出e sensor chip was activated 
for 7 min by injecting a solution mix 回目 (1:1 ，v/v ， 35μL) 
of 390 m M  EDC and 100 nホ1 NHS. Dodecylamine (50μg/ 
mL) in 10 mM acetate bu 紅白 containing 10% D MSO (pH 
5.0 ，35μL) was 出e



SPR Detection of A mpho te ricin B Binding Bi ochemu try ， V. ο1. 4スN，ο30，2ω'8 7809 

[A mB hD [AB]) b:L 叩 gm 山 rbinding m odcl ([ A] +[s] 

九=~

題 1

FIG lJRE 3: Schematic illmtrations of three im 田 action mode ls whic h may account f，印 the binding of AmB to Jiposome me mbrane s: (a) 
distributiOD mode l， (b) Langmuir binding mo c1 el， <l nd (c) tw o- state reac ti on mode l 

in thc running bll ffl 白 (100μL) was introduced to th e se nso r 
clJ ip a¥. a ft ow rate of 10μUmin ，田1d 血e time CQUIse of its 
associat ion and dissociation was monito 日d
Dal αAllaly: 、is. As show n 皿Fi grue 3， we assume d thr ee 

reac ti on mode ls fo r A mB bind ing to lip osome membrru 阻 S
In 出e disl ributi on rn ode l， the binding pr 回国s can be 
expre ss ed by lWO kinetic constants for phase tran sfel 
regard les s of th e co nce ntrati Ol f of a dru g in 由e membrane 
(F igur e 3a). 1n lh e L剖 gm 四 bind in g m odel， where a finife 
amount of rιepl or for drug binding is assurned 、a si rnple 
m 印刷 is prov ided by hypoth esiz in g s阻 ichi ome tri c in teractio ll 
bclween A rnB (A ) and a grollp of lipid rnolecules in 
im mob ili ze d lipo somes (B ) (Figure 3b). In the two-state 
reac LIoll mo ucl ， two ste ps of dJ1J g- m em brane int eracti onお
are asslI mcd . Thi s fir st slep where analytes (A) bind lO a 
finit e numb er of Ii pid mol ecule s (B) 品目oichiom cu'ic as ts 
血e case w ith 由じ Lal】gmuir mode l. Th e seco nd ste p in vo lve s 
co nve rsion from lh c initi al comp lex (AB) to anot hcr com ple x 
(AB '~ ) whcre in Lc ract ions betwee n山e comp lex (As 01' AB 勺
叩 d un comp lexed Ii pid s are not rate-limit 皿 g (F igurc 3c) as 
reported for m emb mne-l yti c peplides (3 3). 0 目白led dc scII p-
tiOll S of how 回 de 阻rmin e kinetic parame te rs 011 the ba 日sof 
th 田 c model s are give n in 由e Supporting Inf orrnation 剖 d

li te ra lurc (33 ， 36) 

RES U LTS 

N eI νly De vis ed Sensor Chip jor D etec ting AmB -Liposome 
bzterac[ums. Jn SP R expe rimen 匝. choice of a senso r chip is 
paru 山 larly imp or tant. 官官re are tWQ types of se nso r chip s. 
LL and HPA ， w hich are fre 司uently lI sed for membrane 
syslcms; in the L1 chip ， lipophilic group s are covale ntl y 
attac hed to cru'boxymet hylated dextran ， makin g th e surf ace 
suita ble fo r dir ec t attac hm ent ofliposornes ， and in the HPA 
chip ， a ft at hydropbob ic senso r surfa 田 conSls 回 g of long 
chain alkane 山io l is 訓阻cbed dire cUy lo ihe go ld 創m .The 

hydrophobic surfacc is supposed to facililale adsorption of 
lipid monolayer ち

The Ll se nsor chip s with no pr eu'eat m ent we re fust used 
f0 1" imer ac ri on m eas urem ents ， resulrjn g in a large amount of 
nOllspec 凶c bindin g of AmB (F igu陪 4a) .The c..M' 5 chip ， 

w hi ch consisted of carbo 来yme 由ylated de xtr 百 1 cova lentl y 
anac hed 10 a go ld surface ， was alky laled w i出 dodecy lamin e
to prepar e a modifi ed sUl fa ce ， w hich mimick ed 山at of an 
Ll chip but probably po sse ssed fewer alk yl sub stirnen15. Th is 
chip also ex llibit ed signi 自印 刷 nonspecific bind ing oF AmB 
O n Ul e 0山er hand .日n IInmoditied C恥15 ch ip gave ri sc to a 
ncg li gible amo un t of AmB bo und to lhe chipσ1 9U問 4b )
We deduced Ih al Ih e hydr op hob ic chain s of Ih e modified 
CM5 (or Ll) chip were res ponsibl e for 山e non speci fic 
bind in g of Arn B . Thll S， one of tw o f'I ow cell lanes in 出e
C JI，在 5 chip was m od ifi ed wilh dodccyl amin e， w hil e Ihe Olhcr 
lan e rema ined Intact for the use of a co ntr ol run. In thc 
ll1肌 lificd lane ， POPC li po 叩 m es wc re stab ly伺.Jl 1ured (F i呂町e
5). Wh en lh e lipo so m es at a ph osph oli pid co nce ntra lion of 
0.5 mM wc re in trod ll ce d， the SPR re spon se du e to lip oso me 
assoc iati on rea ched 15800 土 100 R U. Th e se nsor chip was 
to leranl of Na OH tnea 皿 .en15 (50 mM) ， and lhe am ount of 
ca pl1J陀 d Ii po somes was es sentiall y un chall ge d after repe titi ve 
use 剖】d wa sh. For k:i netic anal ysis ， lhe bind 凹 g of AmB to 
lip osom e membra nes was smndurdizιJ as an amo unt of Ams 
凹 RU bound to 由e an lOlI nt of Ii pid s equival ent to 10 ∞O 
RU 

Inlemction between AmB and Li posomes on a Modijied 
CM 5 Chip. Using this ne w ly devised se nso r chip ， we 
eva lu a出d A rnB binding lo Ii posomes w hich were com 
po se d of var iou s lipid consliluents. The SPR response in 
th e con 町ollane was subtract ed fro111 thal in the liposom e 
ca p回目d lane. The sen so rgr a. ms showed A mB co nc entra-
tion-dependent re spon ses (Figure 6). A rnB bO llod prefe ト

enti alI y to ste rol-cont ai nin g lip osomes as compared w ith 
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Fi GURE 4: Bin ding of A mB (20μM )旬L1 (a-lru 叫 .-2) ，unmodified CM 5 (b-O) ， and modified CM5 (b- l and b-2) ，en ，or chips. Do decy l阻 me
W 師団1lll 0bilized on the chips of b-l 叩 d b-2τ11C unmo ヨ温ed CM5 chip w坦 run wi. tb tbe ot her 10t of a CM5 chip; ;1 sim ila r sc nso rgram 
whe re the trace alway s stayed below 5 R U wa s obtained with 出e same chip 出at was used for for b-l and b-2 

tho se of pure POP C. Th ese lllarked di fference s un alllbig u-
ously demon strat e tbat tb e drug spe ci li ca ll y in te ra cts wi th 
lip osomes but not w ith the dodecylam 川le moi ety 出at wa s 
in trod uce d to capt ur e lip os ome s. Thu s， the RU changes 
upo n AmB additioll are largel y re spoosible for th e 
dru gーlipo some int erac tion. Sensorgrams for 5， 20 ， and 
50μM AlllB so lutio l1 s are shown in Figure 6a with pure 
POPC lipo somes ， Figure 6b with 20 % cholest erol-conta 川一

ing POPC lip os om es ， and Pi gur e 6c with 20 % ergos terol-
cont 副 nin g POPC li posollles. Th ese traces cle arly reveal ed 
出e dose-d ependent bi ndin g ()f A mB ， w here either cho-
les terol or ergoste rol signi 画ca nll y increa sed Ih e leve l of 
AmB bindin g. We next ca lT ied out kineti c anal ys is of 出e
drug's bi l1 ding tO m embrane usi ng OR IGIN fm 
出e di stributiotl mod el and BIAevaluatioll sof twar e for the 
L angumiur binding and two- state reactio n Jl1 odcls. The 
di stribution model 自IS cx cellently lh e ex perimenlal sen-
so rgram in the initi al 20 s 出 shown in Figurc 7τ 11 e pl ots 
clearl y re vea l that AmB bind s 皿 nch mor e effici ent1 y to 
sterol- containing POPC m embrane s and ergoste rol 白r由er
enh ances membran c bindin g as compared w i出 cho lestero l
The partiti on coenic ients tbus det ermin ed were 110 for 
pur e POPC lipo so m es ， 401 for 20% cholestero l- contai nin g 
oncs ， and 1330 for 20 % ergos tero l-containin g ones at 20 
μM A mB (S upp orting Infor matio n， Tab le Sl). On the 
oth er hand ， th e fittin g usin g th e di stribution 皿odel for a 
long er time peT iod did DO t wo rk wc ¥l ， thu s sugges tillg tbat 

th e partition coeffici cnt dcpcndS on an amoun t. of mem 
bran e-bo und AmB (S up po Tl in g Infoπnati on， Figur 巴 S 1) 
ln add ition ，山e coeffic ienl tumcd outto be inllu cnced also 
by th e co ncentr atio D of A mB in th e aqueo us ph ase (T able 
SI); in particular ， the assoc iation rate (kil marke dl y 
decrea se d as th e co nccm rat ion incr eased . This may be 
asc l' ibed (0 出e concentr ation-dependent formatio n of 
aggrega tes in the aq ueo us phase ， who se size should 
significantly affecl AmB binding to m cmbran es . This 
charac te ris ti c feature of AmB pre ve nts us from eva lu at in g 
killetic p訂苗ne阻rs in dClail usin g thc globa l filtin g m e(ho d， 
io w hi ch th c p山町ncLe rs ar e usual ly dete rmin ed by 
chan gin g 出e co nce ntratio n of aD analyte (36) 
Drug - Membrwz e !nl era ct ioflS As An a. lyzed hy tJz e Two 

Stale Reac tion MI οde l. W c 出en examin ed the ol her two 
mo dels for tb eir fitting to th e experi 皿 ental data . The 
Langmu ir bi nding and two- state reaction mode ls are ba sed 
upon 出e stoic hiometric in tera ，ιti on between li ga nd s and 
a finite DUl1l ber of recc pl ors (F igur e 3). Both of Ih e mode ls 
cl ose ly mimic the ex pcrim ent al se nsorgrams (F igur c S2 
of th e Sup po rtin g lnf orm ati on) . Since the two -state 
reac tion mo del theo retica lI y includes the Langmu ir mode l 
(w heD k. 2 = 0) ， we determi ne kinetic par a. m 目白s of AmB 
bindin g to sterol-cont ainin g membran es on th e basis of 
the two-state react ion l11 odel. Since 由e pararnete rs ap-
peared to d巴pe nd 00 A mB conce ntr ati oll ， we adopled 
se nso rgrams at 20 μM A mB to obtain a be tte r sign al-to ー
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Fl GURE 6: SPR se nso rgrams for AmB binding to li posomcs 回 p回目d on tbe dodecyla 皿皿c-皿 odificd CM5 s副首or chip. (a) PlI re POPC 
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nOl SC ralio and to reduc 巴 mass Lr an sport effects. 111 the 
two-sta le reactio n model ， lwo s出ps 訂 e assumed io 
f0 11Jl alion of t. he ligand.bound complex; 由e fir st step 
rep rcscnLS the initial binding of A mB (A) 回出e Ii posome 
(B) by dircct int eractio n be twee n Am J3 and the head 
group s oF POPC ， and the seco nd step correspon ds to 出e
insertion o[ A mB from the lipo some interface into 出e
Jipo some in te r】or to form Lh e othe r ty pe 0 1' co mpl ex (AB 勺

lhat may corres pond to an 10n chann el assc mbl y 田 shown

in F igur c 3c. Figure 8 sho ws curve 白ttin g of the SP R 
se nsorg rams to the two-sta 民間ctiO I1 model (i n 由e top ) 
and thr ee co mponen ts in 由c two-state reaction mod el (io 
thc botto m ). Ta ble llists kinctic constants obtained from 

the ana lys is of AmB bind ing to chol es terol- or ergos tero l 
containing POP C lip osomes as we II as those for the pure 
POPC membrane ， w here ku and kd2 co uld not be ac 

cur al.e ly detennined due to lo w binding affi ni ty of Am B 
Int erest in gly， the ergosteroI has drastic effects on binding 
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FIGURE 8: Curve 自tting of the SPR se ns orgrams to the two-s 凶 e TCJc 1i on modcl: (a) pr 田 POPC lipos ome ， (b) 20 1% ， ch olesterol -co ntainin g 
POPC liposom es 弔 and (c) 20% ergos te ro l- co nt aining POPC li posomes. Exper im ental RU valu e，.c; we 問問co rded for 20μM Am 日 [n the top 
trac 田 . a- l， b-l ， and c-l ， eぇperimental senso rgrams are presented as d田 hed lin 酎 ao d theo re ti ca J curves as so lid lines. 1n tl1 c botlom trace s， 
a-2 ， b-2 ， and c-2 .由民e com poncllls in th e two -state 陪 action model are scparated: (一) 101 叫，(ーー) AB ， (・・・) bulk effe ct of the solvent ， and 
(一 ーー) A B *. No te th e 罰cales of the y-a 目 s are diffe rent 

or AmB to membrane and the SLubili ty of tlt e membrane-

bound comp lex ， AB *， as revealed by k' l and k心，
respec tl 、，e] y

DISCUSSION 

In 出is study ， we aim ed to establish a simpl e and quick 

me thod 出atco uld bc utilized in th e scree ning of m embran e-
active age nt s. Sevcra I S PR studi es havc been ca rried out 

for detec ting int eractio ns of antimicrobi al peptides and 

li pid bi laye r membra nes (32 -34) ， most of w hi ch adopted 

HP A and /or L1 senso r chips. In our ex pcrim ent s， the 

slr o11g n011spe Cl且 c bi11 ding of AmB hamp ered the l1 se of 

山e Ll ch ip ， cbiefly du e to 由e stron g a皿 phiphilici ty of 

an AmB mo 1e cu 1e ， whcre hydroph ob ic polye nc and 

hyd rop hili c pol yo l faccs are cJear Jy scgrcgated. W c bui lL 

a ll ove l se nso r chip by modif yin g a CM5 田 nso r chip w i Lh 
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fabl e 1: Kin~lic and A品川 y Constan t:雪 for Int eractioll betwe en Am B (2 0μM) and Stιro l-C on 凶 nin g POPC Li posomes Ob laincd fro w th e Tw o-Stale 
Rca cti oD Mod el" 

tipo som e/ stc ml kal (M - I 5- 1) k.J. (x 10 -2 c l) kal (x 10 -3 5-1) kd2 (x lO-~ c l) KA1 (x m 1 M -l ) K A 2 KA (x l肘'.1-' )

POPC 29 .2 1.1 4 0.256 
9: I POP C/c ho les terol 73. [ 2.10 1. 84 [[0 0.348 1. 67 0.5 8[ 
8:2 POPC/cho l e~lerol [ [8 2.91 1.3 7 79.0 0.405 1. 73 0.70[ 
9: 1 POP C/ ergos terol 307 1.1 8 1. 50 49.6 2.60 3.02 7.R5 
8:2 POP Cl ergo stero) 579 1.3 0 1. 29 [8.6 4.45 6.94 30.9 

(l Th e as soc iati on 悶 re constants (k ，1l and kd. the di 照 ociation rate cons tants (kd1 and k，12) ， and 出e equilibration co ns t.an ωKAJ (ka1/k d l)， K， u (k ，d k.J2)， 
and K A (kn1/k dl X k;\~Ik，JÛ 

dodecylamine i11 one of the two flow cell lanes ， which 
mark edly reduc ed the level of nonspecific binding 01 
A mB. Wi 由 this sensor chip in hand ， we succeeded in 
sele c: tive 1y observing the interaction of AmB with slcrols 
embedded in Ii pid hilaycrs. To the best of our know 1e dgc ， 
出回目白e fir SI examp Je of SPR observation of AmB-
membrane interac tI ons. Wc also dcmon slra ted lhaL AmB 
ba s hi gber a値 nily for ergosterol-conlaining POl >C lipo-
so me s由an choJe stcrol-containing ones (Figures 6 and 7) ， 
which is consis 匝 nt Wl 出 previous reporls (22 ， 37 -39). We 
performed 由e SPR expcrimen 回 at 25 oC where POPC 
liposomes were in Ihe fluid phase and stero ls in creased 
由e order of POPC 1i pid hilayers (40). Th us ， the enhanced 
affinity for slerol mcmbranes can be ascribed to nol on ly 
direct int eraction s as describcd later but also ， in pan ，由巳

previo l1 s obs erva tion Ihat AmB has a higher affini[y 1' 01 
ordered membranes than disordered on 口 (37 ，41) 百1e
efficaciolls co ncentration of the drug is assumed 10 be at 
出e submicromo lar level ， where the distribution model is 
pote ntially applicable. The mark~dly hi gh af 品目ty for 
ergoste rol mcmbrane s， which was dcmonstrated in a real-
time and direct munn er in 曲目 S回 dy ，suppor 日 出e prev lO us 
ob servalion s chiefly ob tained from mea sur eme nt s of ion 
permeab 山tyac 回話membra l1 esor lN CDspectra(22 ， 37-39 ， 42) 

We attempted 回 dctennine ki l1 etic parameter s impli-
cated in rormat ion 01' the A mB complex from 由e SPR 
experi m ent s. We fitled se l1 sorgrams to 吐lfee different 
models which were usua lly use d for membrane systems. 
Th co retical Cllrves from the di stribution modelmimicked 
the experimental se nsorg r剖 11 S very clo se ly during the 
ini Li al 20 s (Figure 7). Fitting over a !onger period w ith 
lhe di st ribution model ， however ， did 110t work wel l. We 
l1 cxt compared 血e other two models (Figure 3b ，c) which 
were expecte d to account for the drug - mcmbran c imcrac-
tion s in a more realistic m. anne r. The two- state reacli on 
mnd el provided signi 畳cantl y closer 直tliog ，particularly [01 
S悼 rol-conl 山 ning POPC Ii posomes (Fi gure S2). We lhu s 
hypot hes ized lhe pre se nce of anotl Je r state for AmB up oo 
mlcr aC tI On W J由 lipid bilayer membrancs (Fi gure 9) 
R ecent ly， the interaction betw 田 n melittin and lipid bila yer 
membranes was observed by SPR experiments using HPA 
and Ll sen sor chip s and analyzed wit h [he tw o-s tal e 
react ion model (34); 皿 e1i llin first bind s 10 th e Oll l. cr 
m CJnbra ne surface mainly by eJectrostatic imeraction s， 
then penetrates into the hydrophobic interior of lipid 
b 

havc previous!y disclosed that AmB elicit s an all-or-none 
lype K + flux in el' go stcr ol- co ntainin g PC liposomes ， 
imp!ying lhe presence of highly conductive and slab le ion 
channels (43). In either purc PC or cholestcrol-contai l1 ing 
PC liposome 丸 ho weve r，le ss conducLive ion channel s are 
dominantly forrned (4 3). Thes e previoll s findings agree 
well with our re sult s which sho w 由atthe se cood complex 
AB 本 ass umed in th e two- state reaction model is sta blc in 
lhe ergosterol-containing POPC 1i posomcs; lhe kinetic 
parameters estima 【.cd in Table 1 impl y 曲目 白e AmB 
assembly in 出e ergosterol membrane di ss ociates slow ly 
(Figure 9) ー It has been sugg 酎 ted in the previou s study by 
Bolard et al 出at the CD spec 町um of mcmbrane-bound 
A mB is being gradually changed over hours (44) and in 
lhc clcctrophysiological stu dy that the m 即日 opcmng tlme 
()f AmB channels is markedly longcr in ergosterol 
membran 巴s thao io cholesterol ones (45). These observa 
tions for 町 go stero lmem bra ncs sup port the direct involve-
ment of ergosterol in AmB assemb li es (22 ， 43 ， 46 ， 4η 
Moreover ，出e for01ation or comp lcx AB へw hich may be 
implicated in conductivc ion channeJ s， is approxima tely 
1 or 2 orders of magnitud e high er in ergostero l m embranes 
than in choJesterol one s as depicL ed by lhc K A values in 
Table 1. This difference agree s well W ilh th e different 
magni 回des of ioo conductivity of AmB bclween ergosterol 
and cho!esterol membranes (22). The high er affinity of 
AmB for erg ostero l as opposed to chol cstero l is ca use d 
by mInulc differc l1 ce s in their strucl Ul 官民 one is a hydrogen 
bond between the 3s-OH group of stero ! and the amino 
sugar moiety of A mB either directly 0 1' mediated by walel 
molecules (1 0， 22 ， 48 ， 49) ， and lh e olh er is a van der 
Waals contact between AmB heptaene chromophore and 
hydroph obic stcroid rings (46 ， 48 ， 50). The hi gh al'fi ni[y 
of AmB for ergosterol ove r cho 1c ste rol is exp lain ed by 
出e presence of 四 additional conjugated double bond ， 

which allows 出e molecular proximit y nec essary to 
maximize the van der Waal s in teractions with AmB (1 0， 50 ) 

Th e K A val ue of A mB in 20 % crgo sterol-containing 
membranes excceds 出at in thc cholesterol co unterpa 口by
40-fold (Table 1)， which roughl y correspo nd s to 2.3 kca l! 
mol τ'h is energy stabilizalioll m ay be derived from lhe 
difference in the van der Wa a1 s F()rιe between A mB and 
ergo ste rol and between AmB and cho]e stcro l. 

1n conclusion ， we dcvised a l1 ew SPR sc nso r c1 lip which 
enabled capturc of PC liposomc s and fac 
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