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略語表

3JHH            vicinal proton―
proton spin coupling constant in Hz

AFM            atomic force microscope

β‐CD      β―cyc10dextrin

Boc             たrriαη‐butOxycarbonyl

broad

bSM sphingomyelin extracted from bovine or porcine brain
tBu tertiary-butyl

oGMP-PED cyclic guanosine monophosphate-phosphodiesterase

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate

CHAPSO 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-2-hydroxy-1-propanesulfonate

Chol cholesterol

COSY correlation spectroscopy

CP cross polarization

CSK C-terminal Src kinase

d doublet

6 NMR chemical shift from tetramethylsilane in ppm

DANTE delay alternating with nutation for tailored excitation

DBU 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene

DCC N, N-dicyclohexylcarbodiimide

DFT density functional theory

DHPC l, 2-dihexanoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine

DHSM dihydro sphingomyelin

DMAP ,Al, N-dimethyl-4-aminopyridine

DMF ,44 N-dimethylformamide

DMPC 1, 2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine

DOPC 1, 2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine

DPPC 1, 2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine

DRM detergent resistant membrane

DSS 3trimethylsilyl-l-propanesulfonic acid



E.COSY exclusive correlation spectroscopy

EDC 1-ethyl-3-(3-dimethyaminopropyl)carbodiimide hydrochloride

EGF epidermal growth factor

eNOS endothelial nitric oxide synthase

ESR electron spin resonance

Et ethyl

ESI electrospray ionization

FAK focal adhesion kinase

FID free induction decay

FRET fluorescence resonance energy transfer

GFP green fluorescent protein

GPI glycosylphosphatidylinositol

GUV giant unilamellar vesicle

HIV human immunodeficiency virus

HPLC high performance liquid chromatography

IR infrared

La liquid disordered phase

Lo liquid ordered phase

m multiplet

MAS magic angle spinning

MD molecular dynamics

MDCK Madin-Darby canine kidney

Me methyl

MEGA-9 nonanoyl-N-methylglucamide

MEGA-I0 Decanoyl-N-methylglucamide

MMFF Merk molecular force field

MS mass spectrometry

NBD 7-nitroberuo-2-oxa-I,3-diazole

NCAM neural cell adhesion molecule

NMM N-methylmorpholine

NMR nuclear magnetic resonance

NOE nuclear Overhauser effect



NOESY nuclear Overhauser effect spectroscopy

PC phosphatidylcholine

PDGF platelet-derived growth factor

PE phosphatidylethanolamine

Ph phenyl

PI phosphatidylinositol

Piv tertiary-butanecarbonyl (pivaroyl)

PLP proteolipid protein

POPC 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine

PS phosphatidylserine

REDOR rotational echo double resonance

RMSD root mean standard deviation

rt room temperature

s singlet

SDS sodium dodecyl sulfate

SM sphingomyelin

& gel phase

SPT single particle tracking

SSM D-erythro-N-stearoyl sphingomyelin

t triplet

TBAF tetrabutylammonium fluoride

TBS tertiary-butyldimethylsilyl

Tf trifluoromethansulfonyl (triflyl),

TFA trifluoroacetic acid

THF tetrahydrofuran

TLC thin layer chromatography

T^ phase transition temperature

TPPM two pulse phase modulation

Ts p-toluenesulfonyl (tosyl)



第 1章 序論

1…1生体膜モデル

1‐ 1‐a生体膜

すべての生物は細胞から成り立っている。細胞は細胞膜と細胞質で構成されており、内

部は様々な物質を高濃度で含む水溶液で満たされ、種々の生命現象の起こる場となつてい

る。細胞膜は単に細胞内外を隔てる物理的障壁として機能しているだけではない。細胞膜

にはタンパク質からなる極めて選択性の高いチャネルやポンプが埋め込まれており、イオン

や低分子を特異的に膜透過させる。また、受容体タンパク質を介してのシグナル伝達、エン

ドサイトーシスなど、細胞が生き続け成長するための重要な機能を担つている。このように

様々な機能が知られているが、細胞膜の基本構造はたった二層の分子層から成つている。

細胞膜は脂質およびタンパク質から構成され、その種類や割合は生物種やその器官によ

つても異なる。脂質分子は親水性の頭部と疎水性の尾部からなる構造をしており、頭部を外

側に、尾部を内側に向けて整列することで脂質二重膜を形成している。細胞膜を構成する

脂質はスフィンゴ脂質、グリセロリン脂質およびステロールが主な成分である(図 1… 1)。 動物

細胞ではスフィンゴ脂質のほとんどは細胞膜に局在している。またコレステロール (Chol)も

細胞膜で最も濃度が高く、細胞膜におけるCholの割合は 30%程度と推定されている。

1-1-b流動モザイクモデル D

現在、考えられている生体膜のモデルとなつているのは、1972年に Singerと Nicolsonら

によつて提唱された流動モザイクモデル (図 1…2)りである。このモデルでは、リン脂質が流動

的な二重膜を形成しており、その中に埋め込まれたタンパク質は流動的な脂質二重膜中を

自由に動き回つている。脂質は荷電した分子に対する半透性の障壁として働く二次元流体

であり、膜中にタンパク質を溶かしこむ溶媒として考えられてきた。この考えは広く受け入れ

られ、生体膜のモデルを考える上での基礎となつている。しかし、このモデルでは生体膜の

脂質の多様性は考慮されていなかつた。生体膜を形成する脂質は数千種類にも及び、細胞

ごとに異なつた月旨質組成を示す。また、ホスファチジルコリン(PC)、 スフィンゴミエリン(SM)、

ガングリオシドは細胞膜外葉に、ホスファチジルエタノールアミン(PE)、 ホスファチジルセリン

(PS)、 ホスファチジルイノシトール (PI)は細胞膜内葉に局在するように、脂質分布の非対称

性 のはもちろんのこと、スフィンゴ脂質とグリセロリン脂質の区別、アシル鎖の炭素鎖長や不

飽和度の違いも無視されていた。



POPC
(3)

赫武

D-€rythrc.N-stoaroyl sphlngomyelin (SM)

chdesterd(Chd)

図 1‐1代表的な細胞膜構成脂質 (→パルミトイルオレオイルホスファチジルコリン(POPC)、

G)スフィンゴミエリン(SM)、 (C)コレステロール (Chol)、 通常PCは飽和脂肪酸と不飽和脂肪

酸を1本ずつ有するのに対し、SMは飽和脂肪酸が結合していることが多い。

流動モザイクモデル
1)

図 1‐2



1-1-c脂質ラフト
3)

流動モザイクモデルから考えられる、低いイオン透過性や高い拡散係数といった膜の物

理学的性質は単純な脂質混合物を用いても再現できることから、脂質の多様性、非対称性

分布は流動モザイクモデルからだけでは十分に説明できない。これに対し、近年細胞膜は

単なる二次元流体ではなく、特定の脂質が細胞膜上でマイクロドメインを形成することが明ら

かとなってきた。

1988年 SimOnsらにより、イヌ腎臓尿細管上皮 (MDCK)糸田胞において細胞膜の外葉と内

葉で脂質分子が非対称に分布していることが明らかとなった 。。また、MDCK細胞を界面活

性剤 TritOn X… 100で処理すると、スフィンゴ脂質や Chol、 グリコシルホスファチジルイノシトー

ル (GPI)アンカータンパク質を豊富に含んだ不溶性画分が得られ つ、さらに、SMと Cholを

等モルずつ含んだモデル膜においても同様の結果が示された 0。 こうした背景をもとに

Simonsらは、細胞膜上において特定の脂質が集合しドメインを形成することで不均一な膜

構造をとっていると考えた。それは絲田胞膜という海に特定の脂質およびタンパク質が凝集し

た状態で浮かんでいるいかだ構造"、 すなわち¶旨質ラフト"と 呼ばれるモデルである
3、 2006

年の脂質ラフトと細胞機能に関するKcystonc symposiumで は、ラフトは``直径 10-200111nの

不均一で非常にダイナミックなステロールとスフィンゴ脂質に富んだ膜ドメイン"と定義されて

いる つ。脂質ラフトは、スフィンゴ月旨質同士もしくはスフィンゴ脂質とChol間 の比較的強い相

互作用によつて形成されると考えられている。すなわち、スフィンゴ脂質はそのアシル鎖とし

て比較的長鎖の飽和脂肪酸を有することが多く、脂肪酸部分で相互作用することでマイクロ

ドメインが形成される。Cholはスフィンゴ脂質の間に入り込み、ドメインの構造を保持する役

割を担っていると考えられている(図 1-3)。

スフィンゴミエリン(SM) コレステロール (Chol)

タンパク質 スフィンゴ糖脂質

図 1-3脂質ラフトの概念図



一方、同じく細胞膜に存在するマイクロドメインとして古くから知られるものに、カベオラが

ある(図 1-4)。 カベオラはフラスコ状の細胞膜上のくばみでその直径は50-1001111n、 cavcolin

(-1,-2,-3)と いうタンパク質により細胞膜内葉から構造が裏打ちされて、比較的安定な構造と

考えられているめ。cavcolinに はChol結合活性があり、カベオラも脂質ラフトと同様Cholやスフ

ィンゴ脂質に富むことから、脂質ラフトのサブタイプとして捉えられることが多いが、すべての

細胞がcaveolinを発現している訳ではなく、カベオラを持たない細胞も多い。また、caveolin

はそのスキャフォールディング活性によりめ、様々なシグナル伝達関連物質を特異的にカベ

オラに局在させることが報告されているが、カベオラに含まれる脂質の組成や局在する分子

群は脂質ラフトと必ずしも同一ではない。GPI結合タンパク質などは脂質ラフトに濃縮するが、

カベオラには他の膜領域と同じ程度にしか存在しないと考えられており
9'1の

、caVeolinの働き

によりその違いが生まれている可能性も考えられる。

L

，

７

図 1¨4大動脈内皮の免疫電子顕微鏡像 (カベオラを矢印で示している)11)

脂質ラフトは、細胞内小胞輸送
lυ

、神経突起進展
13)、

免疫応答
10な

ど、多種多様な生理

機能発現に関与することが報告されている
15)。

また、インフルエンザや HIVなどのウイルス

の感染
16,1つ

、発ガンやアルツハイマー病
182の

とぃった様々な疾病との関連も指摘されている
21,2の

。さらに、特定のタンパク質を集積することで細胞情報伝達を効率的に行うためのプラッ

トホームとしての機能を担っている可能性が様々な実験的証拠の積み重ねによつて示され

てきた
23‐25、

そのため、月旨質ラフトは医学的観点からも非常に関心が集まっている。



1-2脂質ラフトの性質・特徴

1-2¨a界面活性斉J不溶性

脂質ラフトは当初、細胞膜を低温下 1%の非イオン性界面活性剤 TritOn X…100で処理し

た際に単離される不溶性膜ドメインとして提唱されたこともあり
3)、

界面活性剤不溶性の画分

(DRNI)に 脂質ラフトの構成分子が濃縮されるという考えが生まれた
5,2o。

細胞を TritOn

X-100で処理しショ糖密度勾配にて超遠心を行うと、低密度のフラクションに DRNIIが得られ

る5,27L DRNIIに はスフィンゴ脂質や Cholが濃縮して存在することから、脂質ラフトを含む画

分の生化学的な分離法として現在汎用されている(図 1… 5)28L DRNII中 には、Cholは全脂質
の 30-50%、 SMは 10-15%、 糖月旨質は 10-20%含まれている

5,29。
また月旨質膜中におよそ60%

存在しているPCや PEなどのグリセロリン脂質は DRNIに 30%以下しか含まれない。この画

分には SMと Cholの ほかに、膜貫通タンパク質などのシグナル伝達に関与するタンパク質も

含まれている
30、

界面活性斉J処理による分画は、脂質ラフトにアプローチするほとんど唯一

の生化学的手法であり、cavcolinを はじめとする新しいタンパク質
31,3の

ゃ月旨質
33)が この方法

で見つかつた。界面活性剤処理により膜が再編成される可能性があるのでラフトが細胞膜

中に存在することを必ずしも裏付けるものではないが 34‐3o、
現在ではDRNIには細胞膜上で

実際観察される脂質ラフトに相当する画分が含まれているものと理解されつつある
37ゝ

(A)
図1-5界面活性斉J

不溶性画分 (DRNI)

DRM の単離
2め

(A)TritOn x_100で

処理した細胞

(NG108-15)を ショ糖

密度勾配にて超遠

心を行うと、低密度

の画分にDRIIが得

らオLる。

(B)脂質ラフトマー

カーである■o■ilin-1

の免疫ブロット

3mror.5Tosucrose 

E n
4m,or35%sucrosel 

l#
:#;"*T;:'" [,'br16hrsa'l4"c

(13)
Fr 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 H

― ―Flotillin‐ 1 →



1… 2‐b秩序液体相 (L。 )

スフィンゴ脂質のように長鎖飽和炭化水素鎖を持つ脂質は室温でゲル相 (S。)をとる。この

状態では、脂質分子の炭化水素鎖はお互いに疎水性相互作用が働きやすいように、ほぼト

ランス配座で伸長している。そのため脂質分子が密にパッキングされ、側方拡散運動は抑

制されている
3o。

ぁる温度以上になると、脂質分子の運動性が上昇し膜の物理的性質が大

きく変化する。この温度は相転移温度 (為 )と呼ばれ、主に脂質の炭化水素鎖の長さに依存

する。鑑 以上になると、ゲル相は相転移を起こし、無秩序液体相もしくは液晶相 (Ld)と呼ば

れる相状態となる。脂質分子は無秩序に配列しており、側方拡散運動が盛んに起こる
381。

不飽和脂肪酸を有する脂質は、シスニ重結合によるアシル鎖の折れ曲がりによつて密にパ

ッキングすることが困難であるため、端 は低く室温でも液晶相をとる。

一方、脂質ラフトにはスフィンゴ脂質だけでなくCholも高濃度で含まれている。脂質分子

間に Cholが挿入されることにより、隣接する脂質の炭化水素鎖の立体配座は大きく制限さ

れ、ゲル相と同様のトランス配座をとる。一方で、ゲル相に見られる規則正しく配列した脂質

分子の格子をとることができないため、液晶相と同程度の流動性を示す。このように脂質ラフ

トでは、脂質の炭化水素鎖の動きは制限されているが、膜における脂質 自体の側方拡散は

速い。このような相状態は秩序液体相 (L。 )と呼ばれ、脂質ラフトの特徴の一つである。秩序

液体相は、ゲル相と液晶相の両方の性質を併せ持つており明確な 端 を示さない 3,。

(A) s。

rく 石m

(8)  Ld

T>7Ъ

質琳
　
　
ｈｏ‐
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(C)
L。

聞聞

図 1-6脂質の相状態

相転移温度以下 (r<為)ではゲル相体 )、 それ以上 (r>rm)では液晶相(B)をとる。Cholが

存在すると、秩序液体相(C)となり、明確な相転移温度を示さない。



1…2-c脂質ラフトに局在するタンパク質

脂質ラフトには特定の脂質のみならず、様々なタンパク質も局在することが明らかになつ

てきた (表 1-1)。 例えば、GPIアンカータンパク質はアンカー部分に存在する脂肪酸が飽和

型であることが多いため脂質ラフトに挿入される。また、ミリスチン酸やパルミチン酸などの脂

肪酸による修飾を受けているタンパク質も秩序液体相に対して高親和性を有することから、

脂質ラフトに分配される
4o。

翻訳後の糖鎖修飾が脂質ラフトヘの会合に何らかの関与をして

いる可能性も報告されている
41、

また、カベオリンはカベオラ構造の裏打ちとしてだけでなく、

スキャフォールドタンパク質としての機能を有しているめ。このため、様々なタンパク質が自身

の有するカベオリン結合モチーフを介してカベオリンに結合し、その結果カベオラに局在す

ることが報告されている
8,42,43、 このような脂質ラフトやカベオラに存在するタンパク質は細胞

接着やシグナリングに関与しており、脂質ラフトは細胞接着分子やシグナリング分子が集積

し、効果的にシグナル伝達を行う場となっていると考えられている。これらタンパク質は常に

脂質ラフトに局在するというわけではなく、その出入りが外部刺激などによつて制御されてい

ることも多い 44‐4つ
。脂質ラフトヘのシグナル分子の局在は時間・空間的に制御されており、脂

質ラフトは刺激に応じた迅速かつ効率的なシグナル伝達に重要な役割を果たしていると考

えられる。

表 1-1脂質ラフト/カベオラに局在するタンパク質

膜貫通タンパク質      cave01in… 1,…2,-3,flotillin-1,-2,PLP,stomatin,ctc.

GPIアンカータンパク質   alkalinc phosphatase,etc.

Gタンパク質 Gi, Gs, Gq, Gt, H-Ras, Rho A, Rac 1, etc.

受容体 EGF-R, PDGF-R, insulin-R, Trk, p75, RET, etc.

Gタンパ須 共役型受容体
謝 質 ll二L:聾慧Fに

卜R力dyH」‐R

7u74>+J--€ Fyn, Lyn, c-Src, CSK, Erk-2, C-kinase, FAK, etc.

細胞骨格関連 tubulin, SCGl0, annexin VI, gelsolin, etc.

細胞接着分子 TAG-I, NCAMI2O, Thy-l, Ll, etc.

イオンチャネル K*-channel, nicotinic-R, etc.

その他
eNOS, cGMP-PDE, Grb-2, amyloid-B,

B-secretase, y-secretase, plasmin, prion, etc.



1-3脂質ラフトに関する研究

1… 3‐a脂質ドメインの可視化

細胞膜上の脂質ドメインを可視化するため、特定の脂質を認識するプローブが利用され

ている。コレラ毒素 BサブユニットはガングリオシドGMlに特異的に結合することから、蛍光

標識したコレラ毒素 Bサブユニットがよく用いられている
48‐ 50。

また、シマミミズ由来のタンパ

ク質毒素である lyscninは SMを特異的に認識する
51‐53、 これらを用いて、Jurk誠 細胞の細

胞膜を二重標識したところ、SMと GMlがそれぞれ別々の脂質ドメインを形成していることが

示唆された (図 1-8)5o。 またGFPをタグとして付加した膜タンパク質を発現させ、蛍光顕微鏡

で細胞膜での動向を観察する方法や
54)、

蛍光共鳴エネルギー移動 (ΠこT)55,5oゃ_粒子

追跡法 (SPT)57‐
5り

などにより生細胞においても動的に変動するマイクロドメインの存在を示

唆する結果が得られている。また、カベオラの場合にはその形態の特徴から、古くから電子

顕微鏡による観察が行われており、金コロイド標識した抗体を用いた免疫電顕法により、

様々な分子のカベオラヘの局在が報告されている(図 1…4)llt

モデル膜を用いた実験では、ニトロベンゾー2-オキサー1,3…ジアゾール (NBD)で標識した不

飽和リン脂質を用いて、SM/DOPC/Cholの 3成分系で蛍光測定を行い、GUV上に円形のド

メインを見ることに成功している
6o。

また、2光子蛍光顕微鏡を用いて、GぴVおよび平面膜

上でのドメインを観測した報告もある
5り
。蛍光測定のほかに、原子間力顕微鏡 (AFM)によっ

てもドメインが観沢Jされている(図 1-7)61‐
63)。
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図 1-7 DOPC/Cho1/SM/ceramide=1:1:0。 76:0.24の AFNII像 61)
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図 1-8 Jurkat細胞膜での月旨質ドメイン50、

細胞をライセニン(緑)とコレラ毒素 Bサブユニット(赤)で二重標識した。光学顕微鏡 (A、 バ

ーは 10 μm)では分離されないが、電子顕微鏡ではそれぞれ異なったドメインを形成する(B、

ライセニンを赤、コレラ毒素を青で表示。バーは 100 rlm)。 Cは分布を解析した結果を示す。

横軸はドメインが存在するときのドメインの半径、縦軸は分布の度合いを示している。赤いグ

ラフが実験結果で、ドメインを形成していない場合にはデータは青いグラフで囲まれた領域

に入り、青で囲まれた領域より大きな値を示すときはドメインを形成している。ライセニンは半

径 60側m程度、コレラ毒素は半径 50 rlm程度のドメインを形成している。
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1-3-b脂質膜中における脂質分子間相互作用

赤外分光法 (IR)64‐
66)、

重水素固体 NMR67‐
69、

電子スピン共鳴 (ESR)64,6りなどの分光法

や、蛍光異方性測定
70‐7助

、単分子膜を用いた表面圧測定
70‐72,7o、

示差走査熱量測定 (DSC)
70,71,7つ

とぃった様々な手法により、モデル膜中で SMと PCが相分離することが報告されてい

る。また、Cholが PC相よりもSM相に多く分配されることや、β…シクロデキストリン (β―CD)に

よるリポソームからの Chol引き抜き実験などから、Cholは PCよりもSMとの親和性が高いこ

とが示されている
73,74,7o。

SMは、頭部は PCと同じホスホリルコリン構造であるが、骨格およびアシル鎖部分は異な

つた構造を有する(図 1-1)。 SMの骨格はスフィンゴシン塩基であり、2位にアミノ基、3位にヒ

ドロキシ基、4-5位にはトランスニ重結合を持つ。2位のアミノ基には通常、炭素数 16から24

の長鎖飽和脂肪酸がアミド結合を介して連結している。PCはグリセロールの s″-1位に飽和

脂肪酸、s″-2位にシスニ重結合を有する不飽和脂肪酸が連結することが多く、炭素鎖長も

16から18と SMと比較して短い。

SMは界面部分にアミド結合およびヒドロキシ基を有する。これらは、水素結合のドナーと

してもアクセプターとしても機能することが可能である。一方、PCのエステル結合は、水素結

合アクセプターとしての性質しか有していない。したがって、この界面部分の水素結合能の

違いが Cholとの親和性の違い、ひいてはマイクロドメインの形成に関与すると考えられてい

る。また、トランスニ重結合はこの水素結合に影響し、二重結合を還元したジヒドロスフィンゴ

ミエリン(DHSM)は 、分子間水素結合は SMよりも強くなる一方で、分子内水素結合は弱く

なることが報告されている
77,78)。

このような構造上の特徴が着 目され、SMの構造とCholに対する親和性との関係が調べ

られている。SMの 3位ヒドロキシ基をメトキシ基 (3-OMc…Mstcaroyl SM)お よび水素 (3…

dcoxy―N―stearoyI SM)に 置換しても、リポソームからの Cholの解離速度に変化がなかったこ

とから、SMの 3位ヒドロキシ基は SM―Chol分子間相互作用に大きく関与しないことが示され

た
79。 この結果を受け、deOxy SMに エステル結合を導入した誘導体 (3-deoxy-0-stearoyl

SM)を用い、コレステロールオキシダーゼによる Cholの 酸化速度を調べた結果、アミド結合

が SM―Ch01間 相互作用に重要であることが報告された
80)。

しかし、SMの 3位のジアステレ

オ混合物を用いた DSC、 β―CDによるChol引き抜き実験などから、ジアステレオ混合物では

Cholとの親和性が低下することが示唆されている
70)。

また同様に、DHSMは Cholと の親和

性が高いこと
71)、

不飽和脂肪酸を持つ SMよりも飽和脂肪酸を持つ SMの方が Cholとの親

和性が高いこと
7oも

報告されている。さらに、SMのコリン部分のメチル基の数が減少するほ

ど、Cholとの親和性が低下することが示唆されており
72,81)、 sMの構造全体がCholとの相互

作用に重要であると考えられる。
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図 1…9 SM誘導体

SMのアミド水素と3位ヒドロキシ水素を重水素置換して、重水素固体 NMRを測定したと

ころ、温度が高くなるにつれてヒドロキシ水素のシグナルが消失したのに対し、アミド水素の

シグナルは変化しなかった
8a。 これは温度上昇に伴いヒドロキシ水素は軽水素との交換が

起こつたが、アミド水素は水素結合を形成していたために交換が起こりにくかつたためである

と考えられる。つまり、SM膜中では、SMはアミド部位で水素結合を形成していることが示唆

される。また IRでも、SM同士がアミド部位で水素結合を形成することが示されている
65,6o。

さらに、Cholの添加によって SMのアミドIバンドが低波数シフトすることから、SMのアミド部

位とCholの 3位ヒドロキシ基との間で水素結合が形成されることが示唆されている
64‐6o。

分

子動力学 (MD)計算では、SMのアミド部位とCholのヒドロキシ基間で分子間水素結合が形

成された
83,8o。

加えて、SMの 3位ヒドロキシ基とCholのヒドロキシ基間にも水素結合が形成

されている。また、SM分子間水素結合によつて最大で 8分子のクラスターが形成されたが

(図 1-10)8つ 、sMどうしのアミド部位での水素結合は、Cholの共存によつて減少することも示

唆されている
83)。

さらに、SM頭部のトリメチルアンモニウム基と Cholのヒドロキシ基間で

charge―pair相 互作用が働くことも示されている(図 1-H)8o。

HNYC,7H35

0
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HN 
" 
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o
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図 1-10 SM膜中で分子間水素結合によつて

形成された SMクラスター中の 1分子
8"

図 1-H Cholと相互作用するSMの
スナップショット

8o

表 1-2 SM膜中で形成される水素結合の割合
8"

SM   Sヽ4/Chol

Chol― SM OH…―O=C
HO……HN
OH…―OH
OH――O―P

OH……O―P

OH……Oα

OH……01

18.40/0

14.30/0

10.80/0

6.9%

3.8%

1.8%

0.7%

SM分子間 C=0……HN
HO……HN

30%

110/0

15%

110/0

SM分子内 OH―-01

0H― -Oα

57%

2%
71%

10/0

９

“
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このように膜中における脂質分子間水素結合の存在を示唆する結果が種々得られている

が、その相互作用部位はいずれも推測の域を脱していない。当研究室では、分子間相互作

用を分子・原子レベルで明らかにすることを目的とし、これらが膜中で形成する複合体の構

造解析を試みている。これまでに、SM…Chol分子間相互作用解明を目指し、安定同位体で

標識した SMと Cholを用いてリポソームを調製して固体 NMR測定を行つた。しかし、標識

原子間の磁気双極子相互作用の確認には至らなかった (図 1-12A)87,8め 。これは脂質分子

は膜中で速い運動をしており、相互作用を観測するには会合状態の寿命が短すぎるためだ

と考えられる。一方、SM―SM分子間相互作用解析のために、同様に同位体標識 SMを調製

して固体 NMR測 定を行つたところ、SMのアミド部位間に双極子相互作用が観測され (図

1-12B)、 SMがアミド部位で水素結合を形成していることが示唆されている
88,8り

。また、重水

素固体 NMR測 定から、膜中で両者の動的挙動は一致しておらず、Cholは SMよりも運動

性が高いことが示されており、SM―Chol分子間相互作用は比較的弱いことが示唆されてい

る(図 1-12C)88)。

^

封―Ⅲe

図 1-12固体 NMR測定から予想

される膜 中での脂質分子間相互

作用

2-15N…SM/4-13c_ch。 1分子間では

双極子相互作用は観測されなか

つたが(A)8η 、2…
15N―SM■ '-13c_sM

分子間には双極子相互作用が観

測された(B)891。 sMはアミド部位で

水素結合しており、Cholは SMより

も速い運動をしている(C)88ゝ

舟
⇔
椰
榔
郷

13



1-4 SMの 配座

MD計算では SM―SMおよび SM/Chol分子間水素結合に加えて、SM分子内水素結合

が形成されることも示唆されている。3位ヒドロキシ基とOl間の水素結合が最も報告例が多く、

他にもヒドロキシ基と Oα(O"1)間 およびヒドロキシ基とカルボニル酸素間にも水素結合の形

成が想定されている
83,85,8o。 これらの水素結合は Cholと相互作用することで増加する(表

1-2)。 ヒドロキシ基とリン酸ジエステル部との水素結合により、頭部の運動は抑制され、ホスホ

リルコリンが Cholの上方の空間を埋めるように傾く。これは、ホスホリルコリンが“傘"の役割を

して、Cholが水と接触するのを防いでいるという考え(umbrellaモデル 90)を
支持するもので

あり、SMのNMc3と Ch01ヒドロキシ基間の charge―pair相互作用にカロえ、NMc3とカルボニ

ル酸素間の分子内相互作用もこの構造の安定化に寄与すると考えられる
86ゝ

このような SMの 3位ヒドロキシ基とリン酸エステル酸素原子間の分子内水素結合は、

NMR実験によつても示唆されている。
lH NMRスピン結合定数による配座解析から、重メタ

ノール中でSMは図1-13のような配座をとると報告されている91ヽ
Cl―C2結合の回転が抑制

されているのは、3位ヒドロキシ基とリン酸エステル酸素間に分子内水素結合が形成されるた

めである。また、重クロロホルム中、濃度および温度変化による SMの lHの
化学シフトの変

化から、同様の水素結合形成が示唆されている(図 1… 14)7め。クロロホルム溶液中で低濃度

の SMは単分子で存在し、濃度が高くなると集合して逆ミセルを形成するが、この水素結合

は単分子状態でも集合状態においても形成される。逆ミセル中では、SM同士がアミド部位

で水分子を介した水素結合を形成することも示唆されている
7め
。

図 1-13重メタノール中で予想される

SMの極性部の立体配座
91)

図 1-14重クロロホルム中の SMの立体配座
7め
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1-5研究 目的

前述のように脂質ラフトは細胞における様々な機能や、種々の疾病、ウイルス感染といつ

た多岐にわたる生命現象に深く関与していると考えられており、非常に注 目を集めている。

しかし、脂質ラフトの形成は脂質分子が集合と離散を繰り返す動的平衡に支配されているた

め、その原子・分子レベルで相互作用解析を行つた例はほとんどない。脂質ラフト形成に関

して、SMと PCの最も大きな違いは膜界面領域の水素結合能にある。すなわち、PCのエス

テル結合は水素結合アクセプターとしてしか機能しないのに対し、SMはアミド結合およびヒ

ドロキシ基を持つため、水素結合のドナーとアクセプターのどちらにもなり得る。この水素結

合を通した SM分子間相互作用により、脂質ラフトが形成されると考えられる。またヒドロキシ

基とリン酸エステル酸素原子間の分子内水素結合は SM頭部の運動性を抑制し、umbrella

モデル 90)の
ような構造の安定化に寄与すると考えられる。このように水素結合が重要な役割

を担っていることが示唆されているものの、その相互作用部位は未だ推測の域を出ていない。

脂質ラフトの分子基盤を明らかにするためには、その構成要素である SMの構造解析は必

要不可欠である。

脂質二重膜のような生体膜試料は、その非結晶性のためにX線結晶構造解析のような従

来構造解析に用いられてきた手法は必ずしも有効ではない。また、脂質分子間相互作用の

ような比較的弱い相互作用の場合、立体構造を解析する方法論が確立されていなかつたた

め研究は遅れている。SMに限らず、脂質分子の立体配座は X線回折による静的構造
鯰

'931

や計算化学的手法
83‐86)に

よる少数の知見が得られているに過ぎず、これらの手法では生体

膜中の脂質分子の配座が反映されているとは限らない。このような弱い相互作用に基づく動

的な構造解析を行うには NMRが適当である。通常脂質膜サンプルは、水に不溶で異方的

な環境であるため、高分解能溶液スペクトルを得ることは困難である。そこで本研究では、ラ

フトにおける相互作用およびラフトのモデルを考える上でも重要な、SMのアミド部位からリン

酸部分の配座、配向解析を行うことを目的とした。Cholの有無により、ラフトを形成した場合

とそうでない場合の SMの立体配座の違いを比較することで、ラフト形成を可能にするSMの

構造的要因を明らかにすることを目指した。したがつて固体 NMRによつて SMの立体配座

を解析することを計画した。固体NMRで測定可能な磁気双極子相互作用や核四極子相互

作用などは、距離や角度などの構造情報を有しており、これらを観測することで分子の配座

や配向を知ることができる
94‐99)。

固体 NMR測定を行うためには
13cゃ 15Nな

どによる標識が必要不可欠であり、標識体の

調製に多大な時間と労力を要することは否めない。脂質膜系に溶液 NMRを適用できれば、
lH NMRの

測定が可能であり、標識体を用意する必要はない。また固体 NMRのような特別

な装置の必要はなく、通常の溶液 NMRを使用できるので測定も容易である。さらに、
lH溶

液 NMRによる構造解析ではスピン結合定数や NOEを利用する方法がすでに確立されて
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いるため、これを月旨質膜系に適用した。本研究では、長鎖リン脂質としてSMを用いたバイセ

ルの調製に初めて成功し、SMバイセルを用いた高分解能
lH NMR測

定から、脂質二重膜

中におけるSMの膜界面部分 (C2-C6およびアミド部分)の立体配座解析を行つた。

以上のように本研究では、相互作用の分子基盤である脂質膜中におけるSMの立体配座

を固体 NMRだけでなく、バイセルを利用した溶液 NMRも用いて解析することを目的とし、

同時に SMのようなフレキシブルな膜構成分子の膜中における配座 0酉己向解析のための方

法論を確立することを目指す。
lH溶

液 NMRは 同位体標識体を調製する必要はなく、サン

プル調製、測定が容易であるが、
lHの

化学シフト範囲は狭いため、しばしばシグナルが重

複し解析が曖味になってしまう。重水素置換などによリシグナルを消去する手法も考えられ

るが、非常に多くのシグナルが重複している場合はあまり現実的ではない。また溶液 NMR
では分子の配向を求めるのは一般に困難である。これに対し、固体 NMRで は同位体で標

識する必要はあるものの、標識部位の情報を選択的に得ることが可能であるため、より正確

な配座 0配向情報が得られると期待される。このように溶液 NMRと固体NMRは相補的な手

法であり、両手法を用いることでより詳細な構造解析を行うことができる。本方法により、X線
回折などによつて得られる静的構造とは異なる、より実際の生体膜を再現した動的な構造を

得ることができると期待される。

16



参考文献

1)Singer9 s.J.;Nicolson,G.L.ScJθ
“
θθ 1972,ゴ 75,720‐731.

2)Op den KampJ.И ″′ν.RθッBJοεttθ

“
.1979,イ∂,47‐ 71.

3)SimonS,K.;Ikonen,E.ハリ″″ 1997,3∂ 7,569… 572.

4)SimonS,K.;van Meeち G.BJοεttι

“
おrry 1988,27,6197‐ 6202.

5)Brown,D.A.;Rose,J.Ko Cθ 〃1992,“ ,533‐544.

6)Ahmed,So N.;Browll,Do A.;London,E.β′οεttθ

“
おrry 1997,3a10944‐ 10953.

7)Pike,Lo Jo J二 ″′グRθ S・ 2006,イア,1597‐ 1598.

8)OkamOtO,■;Schlegel,A.;Scheret R;Lisanti,M.J BJο i Cttθ″.1998,273,5419‐5422.

9)SChnitzet J.ハ 4ChtOSh,D.;Dvorak,A.;Liu,J.;Oh,R Sθ ′θ″εθ 1995,269,1435‐ 1439.

10)Stue....er,C.A.;Lang,Do M.;Kirsch,F。 ;Wiechers,M.;Deininger,S,0.;Plattner,H.ν bl

B′οi Cθ〃2001,f2,3031-3045.

11)FttimotO,T;Nakade,S.;Miyawaki,A.;Mikoshiba,K.;Ogawa,KoJ Cθ〃β′οl 1992,ff9,

1507¨ 1513.

12)Browll,Do A.;Crise,B.;Rose,J.K.;Sθ′θ′cθ 1989,2イ5,1499‐ 1501.

13)Da Silva,J。 ;Hasegawa,T.;Miyagi,T.;Dotti,C.;Abad‐ Rodriguez,J.ハリ1ハセッ″οscJ.2005,

∂,606-615。

14)JaJInes,R VЙ ;Ley9 S.C.;Magee,A.I.;Kaollndis,RS.Sθ
“
加.物″″″ο12000,f2,23‐ 34.

15)SimonS,K.;Ehehalt,RoJ CV′″.ル2ッθs1 2002,ffθ ,597‐603.

16)DaIIm,Eo M.;Pelkmans,L。 ;Kartenbeck,J。 ;Mezzacasa,A.;Kurzchalia,T.;Helenius,A.

J Ce′′β′ο12005,ノ 68,477‐ 488.

17)Puri,A.;Hug,P.;Jerllugan,K。 ;Barchi,J.;Kim,H。 ―J。 ;Halnilton,J。 )ヽiels,J.;Mllrray,G.

J.;Brady,R.〇 .;Blllmenthal,Ro Prο σ.ハb″ Иσα″ Sc′.υS4 1998,95,14435‐ 14440。

18)F市az,M.;Abrarni,L.;van der Goot,RG.Pra′ ψ′αs″α1999,2f2,8‐ 14.

19)Kakio,A.;Nishimoto,S.;Yanagisawa,K。 ;Kozutsumi,Y;Matsuzaki,Ko J BJο i Cttθ″.

2001,276,24985‐24990.

20)Kakio,A.;Nishimoto,S.;Yanagisawa,K.;Kozutsumi,Y.;Matsllzaki,K.β Jοc力θ″おrry

2002,イ f,7385‐ 7390。

21)Schenguld,C.;DasGupta,B.;Ringler,No Jハ レッrοσttθ″.1991,57,1024… 1032.

22)Baron,G.;Wchrly,K。;Domard,D.;Chesebro,B。 ;Caughey,B.EttO J 2002,2f,1031¨

1040。

23)HoesSll,D。 ;Ilangumaran,S.;Soltellllalm,A.;Robinson,P.;Borisch,B.;Nasir‐ Ud―Din

C′ンοCοグ J2000,f7,191‐ 197.

24)Parpal,S.;Karlsson,M.;Thom,H.;Stralfors,Po J BJο i Cttθ

“
.2001,276,9670‐9678.

17



25)Alonso,M.;Millan,J.J CaJ′ Sし,.2001,ffイ ,3957‐ 3965。

26)Ficdleち K.;Kobayashi,T;Kurzchalia,■ V;Simons,K.BJοθ力θ″おrry 1993,32,6365‐

6373.

27)Fukasawa,M.;Nishttima,M.;■ abe,H.;Takano,T.;Hanada,K.JB′ οムCttθ

“
.2000,275,

34028-34034.

28)Nakahata,N.;Ohkubo,So N物 りο′乃λ
“
″′gαtt Zass″ 2003,f22,419‐ 425。

29)Prinetti,A.;Chigorllo,V;Tettanlanti,G。 ;Sollmno,SoJ β′οi C力θ
“
.2000,275,11658‐

11665.

30)Li,S.;Couet,J.;Lisanti,M.P.Jβ ′οi Cttι ″.1996,27ゴ ,2918229190。

31)Kurzchalia,■ V;Duprcc,R;Parton,R.G.;Kellnet R.;Virta,H.;Lchnert,M.;Simons,K.

J Cθ〃BJοl 1992,ff∂ ,1003‐ 1014.

32)Sacki,K.;Millra,Y;Aki,D。 ;Kurosaki,T.ハゐshilnllra,A.EttO J 2003,22,3015-3026.

33)Nagatsuka,Y;Hara… Yokoyalna,M.;Kasalna,■ ;Takekoshi,M.;Maeda,F.;Ihara,S.;

Fttiwara,s。 ;Ohshima,E.;Ishii,K.;Kobayashi,T;Shimizu,K.;Hirabayashi,Y Prac

助 ′スИ
`α

d.Sc′ . し嗜レ12003,fθθ,7454‐7459。

34)MayoL S・ ;NIlaxfleld,F.R.力 わムB′οムCθ〃1995,t924-944.

35)Hcerk10tZ,Ho β′ηわパ.J2002,∂ 3,2693‐ 2701.

36)Lichtenberg,D。 ;Goni,Fo M.;Hcerklotz,H.ル ι′冶 β′οcttθ″.■′.2005,3θ,430-436.

37)Foster,L.J.;De Hoog,C.L.;Marlll,M.P/ο σ.ハワ″ Иcαa Sθ′.uB4 2003,fθθ,5813-

5818.

38)Alecio,M.R。 ;Golan,D.E.;Veatch,WR.;Rando,Ro R.P″ c.“″Иσα″SCi幽 。1982,

79,5171-5174.

39)de Almeida,R.R;Fedorov9 A.;Prieto,M.β J″りな.J2003,∂ 5,2406-2416。

40)Wedegacrmer9 Rデ wilsOn,R;Bollme,H.Jβ′οムCttθ″.1995,27θ ,503-506.

41)Kolmo,■デMma,A.;Ifarashi,Y″ SEBJ 2002,f6,983‐ 992.

42)Couet,J・ ;Li,S.;Okalnoto,T;Ikezll,■ ;Lisanti,M.Jβ ′οi Cttθ″.1997,272,6525‐ 6533.

43)OstrOm,R.;Post,S。 ;Insel,R Jo P力 鮮積αεοl l致′.:″

'θ

κ 2000,29イ,407… 412.

44)Sabollrin,■ ;Bastien,L.;Bachvaroち D。 ;Marceau,Fo νbム Pttα″
“
αcο1 2002,6ノ ,546…553.

45)OstrOm,R.;Grego五an,C.;Drenan,R.;Xiang,Y;Regan,J.;Ittsel,RJIけ οi Cttθ″.2001,

276,42063-42069.

46)Lasley9 R.;Narayan,R;Uittenbogaard,A.;Smart,E.J βJοi Cttι″.2000,275,4417‐

4421.

47)Nait K.;Balasubramalluan,N.;Slepak,VC″ rr BJο1 2002,12,421…425。

48)HardeL T;Scheiffele,R;Verkade,R;Simons,KoJ Cθ 〃BJοl 1998,ノ イf,929… 942.

49)Pang,H・ ;Lc,R;Nabi,IoJ Cθ 〃Sθ′.2004,ff 7,1421‐ 1430。

18



50)Kiyokawa,E.;Baba,■ ;Otsuka,N.;NIIakino,A.;Ohno,S.;Kobayashi,■ J BJο i Cttθ″.

2005,2∂θ,24072… 24084.

51)Yamtti,A.;Sekikawa,Y;Emoto,K.;Sakuraba,H.;Inoue,K.;Kobayashi,H。 ;Umeda,M.

J βJοムC力θ
“
。1998,273,5300… 5306。

52)Yamai―Hasegawa,A.;Makino,A.;Baba,T.;Senoh,Y;Kimura‐ Suda,H.;Sato,S.B.,

Terada,N。 ;Ohno,S.;Kiyokawa,E.;Umeda,M.;Kobayashi,■ JB′οi Cttθ″.2003,27∂ ,

22762-22770。

53)IshitSuka,R.;Yamtti― Hasegawa,A.;Makino,A.;Hirabayashi,Y;Kobayashi,■ β′りヶ .

J2004,∂α296-307.

54)Stauffer,T.P。 ;Meyer,T.Jo Cθ ″B′οl 1997,f39,1447‐ 1454.

55)Zacharias,D.;Violin,J.;Newton,A.;Tsien,Ro Scた ″εθ 2002,29晩 913‐916.

56)Rao,M.;MayoL S.β Jοc力J″.B′″ヶ .Иε″ 2005,I″晩 221…233.

57)Dietrich,C.;Bagatolli,Lo A.;Volovyk,Z.N.;Thompson,N.L.;Le宙 ,M.;Jacobson,K.;

Gratton,E.B:Ψあノs.J2001,∂θ,1417-1428.

58)Dietrich,C.;Yang,B。 ;Fttiwara,■ ;Kuswni,A.;Jacobson,K.β′qカガ.J2002,∂ 2,274…

284.

59)Mllrase,K。 ;Fttiwara,■ ;Umelnllra,Y;Suzuki,K.;Iino,R。)ヽ ashita,H.;Saito,M.;

Mllrakoshi,H。 ;Ritchie,K.;Kusllmi,A.Bれ η々ズ.J2004,∂晩 4075…4093.

60)VeatCh,S.L.;Kellet So Lo Pり s.RθツZθ″ 2005,9イ,148101‐ 148104.

61)Chiantia,S.;Kahya,N.;Ries,J.;Schwille,Rβ ′″ bys.J2006,9θ ,4500…4508。

62)Nicolini,C.;Baranski,J.;Schlll― et S.;Palomo,J.;L― bierres―Burgues,M.;K」 m■s,

M.;Kuhlmallll,J.;Sanchez,S.;Gratton,E.;Waldmallll,H.;Winter9 Ro J И″.Cttθ″.Sοε.

2006,f2∂,192-201.

63)Rinia,H.A.;Snel,M.Mo E。 ;van der Eerden,Jo R Jo M.;de mJtt B.FBSZθ ″ 2001,

5θf,92-96.

64)Veiga,M.R;Arrondo,J.Lo R.;Go■ ,F.M.;Alonso,A.;]Ⅵ arsh,D.β′οσttθ″おrry 2001,イθ
,

2614-2622.

65)ノ鼈sot Z・ ;QuarOni,L.B′οσ″″.B′叩り s.Иε″ 2008,f7,り ,880‐889.

66)Lamba,Oo R;Borchman,D.;Sinha,S.K.;Lal,S.;Yappert,M.C.;Lou,M.F.Jルの1

srr″εl 1991,2イ∂,1‐24.

67)Soni,S.R;LoCascio,D.S.;Liu,Y;Willialns,J.A.;Bittman,R.;Stillwell,W;Wassa11,S.

R.B′6P乃ソs.J2008,95,203‐214.

68)BartelS,■ ;Lankalapalli,Ro S.;Bittman,R.;Beyet K.;Browll,M.RJИ ″。C乃′″.Saa

2008,Iヨ θ,14521‐ 14532.

69)Bllnge,A.;M■ 1leL R;Stё ckl,M.;He.....ann,A.;HusteL D.B′ ″ bys.J2008,9イ ,2680-

19



2690。

70)Ramstedt,B.;Slo■e,J.RB′ q9″ガ.J1999,77,1498-1506.

71)Kuikka,M.;Ramstedt,B。 ;Ohvo‐Rekila,H.;Tuut J.;S10tte,J.Rβ ′6フリs.J2001,∂θ,

2327-2337.

72)TёroVa,B。 ;Heczko,R.;Slotte,JoR B′ 6PりS.J2005,∂∂,2661-2669.

73)Halling,K.K。 ;Ramstedt,B.;Nystrom,J.H.;Slo■e,J.R;Nyholm,■ Ko M.B′″″s.J

2008,95,3861… 3871.

74)Ramstedt,B.;Slotte,Jo R BJqp々 ガ.J1999,7亀 908-915.

75)町ёrkbOm,A.デhmallnOto,■ ;Ktti,S.;Harada,S.;Katsllmllra,S.;Slotte,Jo R B′οε乃′″.

β′Ψ″S.ИC″ 2008,f7露,1501-1507.

76)Lё mfors,M.;Doux,J.RR;Killian,J.A.,Nyholm,■ K.M.;Slotte,J.R βJηケ .J2011,

fθθ,2633-2641.

77)Ferguson…Yankey9 S.R.;Borchman,D.;Tayloち K.G.;DuP“,D.B.;Yappert,M.C.

B′οc力′″.BJ6P均パ.ИC″ 2000,fイσ7,307‐ 325.

78)TalbOtt,C.M.;Vorobyov9 1。 ;Borchnan,D.;Tayloち K.G.;DuPrё ,D.B.デ践ppert,M.C.

βJοσ乃′″.β′6Pりs.Иεた 2000,fイσ7,326-337.

79)Kan,C.C。 ;Ruan,Z.;Bittman,R.BJο c力θ″お′ッ 1991,3θ ,7759-7766.

80)Bittman,R.;Kasireddtt C.R.;Mattus,R;S10tte,Jo R β′οcttθ″おrry 1994,33,11776-

11781.

81)巧ёrkbOm,A.;閾g,■ ;Kaszuba,K。 ;Kurita,M.;Yamaguchi,S。 ;Lёmfors,M.;Nyholm,T

K.M。いぬ血 lainen,I。 ;Katsllmllra,S.;Slotte,JoR B′ q,乃ガ.J2010,99,3300‐ 3308.

82)SteittbaueL B。 ;Mchnert,Tt Beyer9 K.B′θpりs.J2003,∂5,1013-1024.

83)Khelashvili,G.A.;Scott,H.L.J Cttθ ″.Pゎド.2004,f2θ ,9841‐9847.

84)Mg,T;Pasenkiewicz‐ Gierula,M.β J″均パ.J2006,9f,3756… 3767.

85)MombClli,E.;MIorns,R.;Tayloち Ⅵ4;Fratenali,F.β ′6リカメ.J2003,∂イ,1507‐ 1517.

86)Aittoniemi,J.;Niemela,RS.;Hyvё nen,M.■ ;Karttmen,M.;Vattulainen,I.B′ ″わパ.J

2007,92,1125-1137.

87)野津浩平 大阪大学大学院理学研究科化学専攻 平成 18年度修士論文

88)岡崎宏紀 大阪大学大学院理学研究科化学専攻 平成 19年度修士論文

89)前 田佳子 大阪大学大学院理学研究科化学専攻 平成 22年度修士論文

90)Huang,J.;Feigenson,GoW β′6Pりs.J1999,76,2142-2157.

91)BrllZik,K.S.β ′οθ乃′″.B′6pりs.∠θ″1988,939,315… 326。

92)Paschet l.;Lllndmark,M.;Nyholm,R― G.;Slmdell,S.B′οc力

'″

.B′qρ′ンs.И c″ 1992,fff3,

339-373.

93)HitchCOCk,RB.;Mason,R。 ;Thomas,K.M.;Shiley9 G.Go P“ ε.ハb″ Иεα″ 〔セ′.しM

20



1974, 7 I,3036-3040.

94) Li, Y.; Poliks, B.; Cegelski, L.; Poliks, M.; Gryczynshi, Z.; Piszczek, G.; Jagfap, P. G.;

Studelska, D.R.; Kingston, D. G. I.; Schaefer, J.; Bane, S. Biochemistry 2000,39,

281-29t.

95) Paik, Y.; Yang, C.; Metaferia, B.; T-g, S.; Bane, S.; Ravindra, R.; Shanker, N.; Alcaraz, A.

A.; Johnson, S. A.; Schaefer, J.; O'Connor, R. D.; Cegelski, L.; Snyder, J. P.; Kingston, D.

G. I.l Am. Chem. 9oc.2007, 129,361-370.

96) Toke, O.; Maloy, W. L.; Kim, S. J.;Blazyk, J.; Schaefer, J. Biophys. J. 2004, 87,662-674.

99) Toke, O.; O'Connor, R.D. Weldeghiorghis, T.K.; Maloy, W.L.; Glaser, R.W.; Ulrich, A.

S.; Schaefer, J. Biophys. J. 2004, 87, 67 5-687.

97) Matsumori, N.; Kasai, Y.; Oishi, T.; Murata, M.; Nomura,K. J. Am. Chem. 5oc.2008, 130,

4757-4766.

98) Su, Y.; DeGrade, W. F.; Hong, M. J. Am. Chem. Soc.2010, 132,9197-9205.

21



第 2章 本論 I固体 NMRによる配座解析

脂質二重膜のような生体膜試料は非結晶性であるため X線結晶構造解析が適用できな

い。さらに水に対する溶解度も小さく基本的には水に溶けないため、溶液 NMRの適用も困

難である。そこで本章では、固体 NMRを用いて脂質膜中の SMの配座 0配向解析を行つた。

重水素固体NMR測定から得られる四極子分裂幅は分子の配向に依存することから、SMの

アシル鎖の 2'位および 3'位における重水素 NMRを 測定し、C2'‐C3'結合の配座および

C2‐C3'結合の膜に対する配向を決定した (2‐1節 )。 また核間に働く磁気双極子一双極子相

互作用からは、原子核間距離や配向の情報が得られる。これを利用して、脂質膜中の SM
のアミド部位からリン酸部にかけての配座、膜に対する配向解析を行つた (2-2、 2‐ 3、 2‐4

節 )。

2‐1重水素固体 NMRによるC2'‐C3'の配座解析

SMのアルキル鎖 (C6-C18)お よびアシル鎖 (Cl'― C18')がオールトランスで伸長している

とすれば、それらは異なる方向を向くため、二重膜の形成は困難だと考えられる。したがつて、

SMが安定に二重膜を形成するためには、アシル鎖またはアルキル鎖のどちらかが、どこか

の位置で折れ曲がらなければならない。PCでは s″-2鎖の C2'―C3'位がゴーシュ酉己座となつ

ていることが知られている
1)。

そこで同様に、SMのアシル鎖の方向を決定する上で重要であ

ると考えられるC2'‐C3'結合の配座解析を
2H NMRに

よつて行うことを計画した。

重水素固体 NMR
スピン量子数 fが 1/2より大きな核は原子核の電荷分布が球対称からずれることに起因す

る核四極子モーメントθOをもつている。この四極子モーメントは核のまわりに分布する電子

によつて生じる電場勾配 /と相互作用し、

.7fQ=ぅ音≒J・ /・・

で示される核四極子結合相互作用を持つ。ここで電場勾配

(2-1)

∂
2/

(2-2)%= ∂幾β

は実対称テンソル量であるので、そのトレースは 0になる。したがつて |%|>|'気 |>1/yy lヽ
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θ9=ん z、 行 (Z晨―/yy)/%と 定義すると(2-1)式は

(2-3)

と書ける。ここで θ
292は

核四極子結合定数であり、η(0≦ η≦1)は非対称因子と呼ばれる。

核四極子結合定数は核のまわりの電荷の分布に敏感であり、化学結合の状態や対称性の

情報を与える。

静磁場 30が主軸座標系において極座標(2のの方向を

向くとき(図 2… 1)、 一次のエネルギーの摂動項は

冗Q=画面そ:争:≒下[3/22_」 (I+1)■
‐
:ηこ、

2+f_211

E″
(1)=些生色L13 cos2 

ν′
_1+η Sin2/COS2ζ )[″

2

で表され、二次の摂動項は次式で表される。

ヽ
「

川

可
＋０／

１

一
３

一 (2-4)

図 2‐1ベクトル 助 の実験室座標系

は,光ぅに対する極座標表示

E“
(2)=_霧

:争
l13 sin 2/― ηlsin2″ cos2ζ +2′ sin/sin2ζ ll

x [3 sin 2ty - r1,rin2ty cos2( - 2i siny sin2()ftm' - +t(t + r) + r]
(2-5)

―13sin2/+η lll+cos2″ cos2ζ +2′ cos/Sin2ζ〕

×13sin2″ +η lll+cos2″ )cos2ζ -2,cos/Sin2ζ
I12″

2_2/6r+1)+1]

ここで、ッ。〓
扇影ク1ァ

ンヽLはゼ~マン相互作用の周波数である。スピン磁気量子数″か

ら″-1へのNMR許容遷移の周波数ン″ ら・
~ら

に対する遷移エネルギーの中で、ゼ

ーマン相互作用の周波数は、ソ″
⑩)=ン

ιであり、一次および二次の周波数は、

ッ
“

(1)=―

与
13cos2,″

_1+η
 Sin2,″ cos2ζ

l(″
―
:)

(2-6)
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ソ″(2)=_些∠互l{13sin2″―ηlsin2/cos2ζ +2Jsin/sin2ζ ll

×13sin2ψ
′―ηlsin2/cos2ζ -2,sin lグ sin2ζ ll[″ (″

,-1)一
f。 +1)+:]

_[sin2″ 十ηlll+cos2,″ cos2ζ +2′ cosy/sin2ζ 〕

xl[sin2 ψ′+η lll+cos2/)cos2ζ
″-2Jcos/Sin2ζ][“

〔%~1)一
Y+:]:

と表される。

重水素核 (2H,D)は卜1の核種であるが (表 2-1)、 比較的小さな核四極子結合定数 (～250

kI‐Iz)を持つことから、脂質膜サンプルの運動性解析などによく利用されている。重水素のよ

うな卜1の核種では一次の項より、ッLを中心にして対称に 2拗(1)で分裂し、二次の項の影響

で中心が吃から約
。)シフトする(図 2-2)。 また、重水素核は電場勾配が軸対称であるため、

非対称因子η=0である。つまり、重水素固体 NMRで観測される四極子分裂幅△Йま

△ッ=νP=:雫宰

(2‐
7)

(2‐
8)

で表される。θは外部磁場 30と C‐
2H結

合のなす角度に相当する。すなわち、
2H NMRスペ

クトルの四極子分裂幅△ブまaこ依存し、分子の配向情報を含む。粉末状態やリポソームのよ

うなサンプルの場合、スペクトルは図 2-3に示すような Pake doubletと呼ばれる形状を示す。

これは分子がランダムに分布しているためで、(2‐8)式においてみ 0° のときに△Йま最大となる

ために一番外側のシグナルを与え、み 54.7° (マジック角)のとき、△ン=O kHZとなリセンターピ

ークを示す。C-2H結合が等方的に存在すると考えると、み 90° が最も存在割合が高くPake

doubletにおけるピークトップを与える。すなわち、粉末状態での四極子分裂幅△拗は

(2…9)

と表される。実際の脂質膜系では分子の揺らぎや回転 0拡散運動のためαま一義的に決定

できない。NMR測 定において膜中の分子の側方拡散運動は分子の回転運動と等しく観測

されるため、脂質分子は膜中で一軸回転しているとみなすことができる。このとき、分子の揺

らぎの度合いをオ‐―ダーツ ラヾメータSθ =(整翌
守

生三

)(<>は
時間平均)と定義し、

“

タト:郭

△1/0=―
:響
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磁場30と膜法線
“
のなす角度ψ、膜法線″と分子回転軸Rのなす角度α、回転軸Rと C…

2H

結合のなす角度な 表すと(図 2‐4)、 助はそれぞれの角度のオーダーパラメータの積

(2‐
10)

で表される。測定サンプルがリポソームの場合ヶ90° であり、通常膜法線″と回転軸Rは一

致すると考えるが(FO°)、 分子の揺らぎを考慮すると(2-8)式は

と書くことができる。ここでSは分子全体の揺らぎを表すオーダーパラメータであり、運動性が

高いとき小さい値、低いとき大きい値を示す。すなわち四極子分裂幅△Й らヽ、オーダーパラ

ータSおよび分子回転軸 R(膜法線 ″)と C‐
2H結

合のなす角度た 決定することができる。

(1凛νoc2)

νL               νL               ンL

図 2‐2/=1の核のエネルギー準位と共鳴線の位置

(第 4版 実験化学講座 5(1991)p70)

Sθ =Sφ Sα S/  (1£聖生

:望

生二1)(1121:g生二1)(旦fttE:2竺二1)

△ツ=△ンOS宰

S=(宰

)

(2-11)

(2-12)

〃

　

・
１

2ソ Orl)

一

|=|

2ッ」:)

一

1′
L‐ νO(1)
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図 2-3 Pakc doublct
図 2…4外部磁場 (30)、 膜法線 (“ )、

転軸 (■)および C‐
2H結

合の関係

回

表 2-1四極子核の性質

同位体  スピンf 天然存在比

(%)

四極子モーメント NMR周 波数* 相対感度**

110-28 m2) (MHZ)
2H

6Li

llB

14N

170

23Na

27Al

33s

35cl

37cl

59c。

1

1

3/2

1

5/2

3/2

5/2

3/2

3/2

3/2

7/2

0,015

7.42

80。42

99。63

0.037

100

100

0.76

75.73

24.47

100

2.8 x 10-3

-8.0 x 104

4.1 x 102

1.0 x 10-2

-2.6 x l0'2

0.10

0.15

-5.5 x 10-2

-0.1

-7.9 x l0-2

0.38

1.45× 10‐
6

6.31× 10‐
4

0.13

1.01 ×10‐
3

1.08× 10‐
5

9.27× 10‐
2

0。21

1.72× 10‐
5

3.55× 10‐
3

6.63× 10‐
4

0。28

61.4

58.9

128.3

28。 9

54.2

105.8

104.2

30。 7

39。 2

32.6

94.5

*lH NMRで 400 MHz(9。4T)での値 ,
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2… 1…al'‐
13c…

3',3'…め―SM(1)の合成

重水素固体NMRで得られる四極子分裂幅の大きさ△Йま、(2… 11)式で示されるように回転

軸とC-2H結合のなす角度ノこ依存する。すなわち、隣り合うメチレン炭素上に2Hを
導入後、

2H NMRからそれぞれの C…
2H結

合の方向を解析することで、それぞれのメチレンの方向を

決定することができる。すでに当研究室でアシル鎖の 2'位を位置選択的に 2Hに
置換した

SMを合成し、
2H NMR測定が行われている2)。 そこで、アシル鎖の 3'位での2H NMRを

測

定し、2'位、3'位のメチレンの向きを求めることにより、SMアシル鎖の C2'‐C3'結合の配座解

析を行うことを計画した。このとき、後の斑DOR測定に用いるために、
13cも

同時に導入する

こととし、1'-13c_3',3'‐あ S̈M(1)をデザインした(スキーム 2‐ 1)。

↓

スCyrarion

赫氏 ｀ ↓ C繊7+甲0°籠
戯1

NHBoc

↓蠍憮
OH

T3SOr^｀
了
″` ノ`′

NHBoc
3

IStereoserecri1/e redaCti19″

５

ｎ
Ｈ
＝
炒

0

HOギ oH
NH2

L‐seJne 4

スキーム 2… 11'‐
13c¨

3',3'‐あ―SM(1)の逆合成解析

過去の報告りに従い、L‐se五ne 4を出発物質とし、アミノ基のBoc保護、メトキシメチルアミ

ンとの脱水縮合、ヒドロキシ基の TBS保護を経て、Weilllreb alnide 9を 得た。この Weillreb

alnide 9に対し、塩化ビニルマグネシウムを作用させることでビニルケトン 10へと導いた。ビ

13c aη ご2月
rabe′

o

HqAr'c.rrFl.l

margaric acid 6
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ニルケトン 10を水素化トリた′ルブトキシアルミニウムリチウムを用いて の形Ю 選択的に還元

することで、アリルアルコール 3を得た。続いて、第二世代 Grubbs触媒を用いた 1‐

pentadeceneと のクロスメタセシス反応
4)に

よつて、スフィンゴシン保護体 11を得た。TBS基の

脱保護、1級ヒドロキシ基選択的ピバロイル化、2級ヒドロキシ基のTBS基による保護、ピバロ

イル基の脱保護を経て、1級アルコール 15へと誘導した。1位ヒドロキシ基のリン酸化
5,o、

続くトリメチルアミンによる開環反応を経て、スフィンゴシン‐1-ホスホリルコリン保護体 2の合

成に成功した。リン酸コリン化 (15→2)の際、3位のTBS基が一部脱保護されたが、続く反応

において問題にならないので、混合物のまま反応を行つた (スキーム 2-2)。

o
IxofoH

NHz

L-serine 4

(BOC)20:NaOH

1,4‐ dioxane

O oCt 30 min

then rti 6 h

0

H#OH
NHBOC

7

OH

NHBoc

ll

NH(Me)OMe Hc!
NMM,EDC

CH2Ci2
‐15°C,1.5h

H。早 甲
′OMe

BocHN 8 Me  z教
」∴p→

TBSO′
へヽ

γ
」liY′。Me    

ググ` MgClヽ

BocHN9   e         rth勢

TBSO″
へヽ

r」

l、
多′

  鼎   TBsO≠

‖:B°
C     ‐78」

`1,lh           NHBoc

:%        3

TBS01■ 2:6‐lutidine

RV… %3Hη
NHBoc

14

2:R=TBS(270/● )

2':R=H (53%)

ｎ

２

ｍＣＨ２Ｃ『螺
０

つ〔К
Et3N,DMAP
benzene,rt,3.5h

励
H。

絆 %」″

rt=33h
89%

NHBoc

15

2)Me3N,CH3CN
80°C,3d

スキーム 2-2スフィンゴシン保護体 2の合成

TBso^Ygci3H2z

?gt.H., V eq)

Grubbs 2nd cat. (2.5 molo/o)
p-quinone (0.1 eq)

CH2C12
reflux,1.5h

61%

TBAF

THF
rti l.5h

95%

Grubbs 2nd cat.

′  ヽ

MeSillll:|:IiS
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続いて、
2H、 13c標

識アシル鎖 5の合成を行つた (スキーム 2‐ 3)。 マルガリン酸 (ヘプタデ

カン酸)6を出発物質とし、メチルエステル 16へと誘導後、メタノールーグ1中、ナトリウムメトキシ

ドを作用させることで、α位の軽水素を重水素へと置換した。重水素化率を
lH NMRお

よび
13c NMRか

ら求めたところ 78%であつたため、再度同様の条件に伏し重水素化率の向上を

目指した。反応後、再び NMR測 定から重水素化率を求めたところ 85%であり、これ以上の

向上は望まれなかつたため続く反応を行つた。メチルエステル 17を水素化アルミニウムリチ

ウムによつて還元してアルコール 18へと変換後、トシル化を行いトシラート19へと誘導した。

このトシラート19に対し、[BC]シアン化カリウムを作用させることにより、
2H,13c二

重標識ニト

リル 20を得た。この際、アルコール 18が二量化したようなエーテル 21が副生し、低収率と

なつてしまつた。ニトリル 20をカロ水分解してカルボン酸 22へと誘導後、ルニトロフェノールと

の縮合反応を経て、活性エステル 5の合成に成功した。なお、反応の各段階において、
lH

ぉょび
13c NMRに

よつて、軽水素置換・重水素化率の低下が起きていないことを確認した。

・７
□

p-nitrophenol, DCC

スキーム 2‐32H,13c二重標識アシル鎖 5の合成

o
go.t--cruH'
margaric acid 6

TSOttC“H"

DD
19

CH30Hi COnc.H2S04

rt,14h
quant.

NaOMe,CH30D

relux,24h
88%

K13cN,18-crown‐ 6‐ether

DMF
rt,25h
59%

MettQ5H34
16

NaOMe,CH30D

relux,27h
66%

ＨＯ」やハＤＤ・７

０Ｍ 〒
H。欲

偽5H"

D D
rt,7h

1893%

TsCI,Et3N,OMAP

CH2C:2

0。C→ rt,9h
quant.

J3oC“ H釧

DD
20

ヽ

ヽ

「

ノ

／

ＨギＣ

／

ノ

ー

ヽ

、

H爾 凸

relux,18 h    O
2291% り0°

「

議1¨
THF

rt,14h
72%
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スフィンゴシン保護体 2(2')に対して、Boc

との縮合反応を行つた。最後に、3位 TBS

SM(1)の合成に成功した(スキーム2-4)。

基の脱保護を行い、二重標識活性エステル 5

基の脱保護を行うことによつて、1'‐
13c_3',3'効…

Me3為、ノハ`:ン
く
:/ヽ

Yチ
くし′`ct3H27

NHBoc

2:R=丁BS
2.:R=H

1)TFA,CH2C12,0° C,lh 眈3為―多く/ギレQ州2
HN窪 %5H鎌

o DD
23:R=TBS
l:R=H

2)5,Et3N,DMAP,THF
rt,4.5h

丁BAF

THF
rt,13h

51%(3 steps)
OJ3c

1,_13c_3'13'‐ d2~SM(1)

スキーム 2-41'-13c_3',3'‐ め‐SM(1)の合成

2-1…bl'‐
BCi3',3'…

あ―SM(1)の重水素固体 NMR測定

合成した 1'…
BC‐

3',3'‐あ‐SM(1)を用いて重水素 (2H)固体 NMR測定を行つた。初めに、

粉末状態で
2H NMRを

測定し、静止状態の四極子分裂幅△均=116.4 kHzを得た (図 2-5)。

続いて標識 SM(1)のみのリポソームを調製し、
2H NMR測

定を行つた (図 2¨6、 表 2-2)。 45

°C以上では、粉末状態と比較して四極子分裂幅の小さいシグナルが観測され、SMが膜中

で高い運動性を持つことが示された。40°C以下ではシグナルがブロードニングしており、明

確な四極子分裂を示さなかつた。
2H NMRに

お

いて、分子の回転運動の相関時間がNMRのタ

イムスケールと同程度 (～μs)になるとシグナルは

ブロードニングする。C18:0…SMの相転移温度は

45°Cつであることから40°C以下ではグル相であ

り、運動性が低下したことによつてシグナルがブ

ロードニングしたと考えられる。

一方、標識 SM(1)/Ch01(1/1)リ ポソームで
2H

NMR淑J定を行つたところ(図 2-7、 表 2-2)、 45

°Cにおいて、Cholの添加によつて四極子分裂

幅は大きくなつた。これは Cholの添加によつて

Mぶ― 》弓

図 2‐51'‐
13c_3'‐

め‐SM(1)粉末状態

の2H NMRスペクトル
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グル本目からL。 相になり、SMの運動性が低下したためであると考えられる。また、SMのみの

リポソームの場合とは異なり、40°C以下でも明確な四極子分裂が観測された。SMκhol

(1/1)膜はいずれの温度においてもL。相であり、運動性の高い状態が保たれているためであ

ると考えられる。温度が高くなるにつれてSMの運動性が上昇することにより、四極子分裂幅

はガヽさくなつた。

これまでに 2',2'‐め‐SMを用いて 2H NMRの
測定が行われており(図 2-8、 表 2…2)2)、

1'‐
BC‐

3',3'―あ―SM(1)と同様の温度および Chol依存的な挙動が示されている。しかし、1'‐

13c_3',3'―
あ―SM(1)の 2H NMRスペクトルでは 1組の四極子分裂幅のみが観測されたのに

対し、2',2'a‐SMでは 2組の大きさの異なる分裂幅が観測された。2'位または 3'位を位置

選択的に重水素化した C16:0-SMを用いても同様の結果が報告されており8)、
回転軸に対

する C‐
2H結

合の違いで説明されている。2つの 2'位メチレン重水素は、回転軸に対してそ

れぞれ異なった角度を持つのに対し、3'位の重水素は回転軸に対して同じ角度を持つ。す

なわち、SMの C2'‐C3'結合はゴーシュ酉己座をとつていると考えられる。

(B)40°C

(C)45°C (D)50°C

図 2‐61'‐
13c_3'―

あ―SM(1)リポソームの
2H NMRスペクトル、(A)30°C,(B)40°C,(C)45° C,

(I))50°C

(A)30°C
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(A)10°C o)20°C

1あ     轟

c)45℃

占  あ  鴻2  あ  ¬
“

図 2-71'-13c_3'―め‐SM(1)/Ch01リポソームの
2H NMRスペクトル、(A)10°C,(B)20°C,(C)

30°C,(D)40°C,(E)45°C

(C)30°C
(D)40℃
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図 2-845°Cにおける 2'‐あ―SMの 2H NMRスペクトル
2)、

(A)SM、 (B)割″Ch01(1/1)

表 2‐22H NMRより得られた四極子分裂幅△ッ/kIIz

l'-l3c-3', 3'-d2-sM (1) 2' ,2'-d2-$lYl2)

SNνChol(1/1) SM/Chol(1/1)

10°C
20°C
30°C
40°C
45°C

50°C

(粉末サンプル )

a

33.3

30。 8

(116.4)

42.1

42.1

41.8

41.6

39。 8

-b

a

25.6,17.3

25.8,17.6

(113.1)

b

34.1,7.8

29。 1,8.6

29.6,9.8

27.6,9。 9

-b

めシグナルのブロードニングのため、四極子分裂幅が観測されなかつた b)測定していない

2‐ 1‐c C2'―C3'結合の配座解析

観測された四極子分裂幅△絆まから(2… H)式を用いて、オーダーパラメータおよび回転軸

Rと各 C-2H結合のなす角度た 求めることによつて、C2'‐C3'結合の配座および回転軸に対

する配向が分かる。四極子分裂幅の実測値△v°
bSと理論値△vCJCの差から二乗平均平方根

(RMSD)を求め、RNIISDが最小になるように各パラメータを決定することで、実測値を最もよ

く再現する配座 e酉己向を求めることとした。RMSDが小さいほど実測値と理論値が良く一致す

ることを意味する。

ところで、s″‐2鎖の2'位を重水素置換したDPPCの 2H NMRが
測定されており、SMの場

合と同様に2組の分裂幅が観測されている9)。 さらに2'位の2つの水素のうち片方だけを立
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体選択的に重水素置換することで(2[2R‐
2H]DPPC)、 1組のみの分裂幅が得られており、よ

り大きい分裂幅を与えているのは〃ひRの重

水素だと帰属された 9)。
本解析でもこれに従

い、2'位で観測された 2組の分裂幅のうち、

より分裂幅の広い方を′Ю―Rの重水素由来

であると仮定した。

解析の詳細は実験項に記した。図 2-9の

ように回転軸の方向をβ、た 定義し、βおよ

び磁知°から180° まで 5° ずつ変化させた。2'

位と3'位では異なるオーダーパラメータSc2'、

SC3'(0≦ S≦ 1)を用い、0.05ずつ変化させた。

翼lぶ搭職Lttt増ね碁X

えて、RMSDを計算した (図 2-10)。 また各成

分からの寄与を等しくするため、実測値に対

する相対値を用いた。

図 2-9C2'‐ C3'結合に対する回転軸 R

:|(

△ ソ
″れR― △ ツ

維RySD= (2‐
13)

tvi?":_n

RMSDが最小になるように、各パラメータを表 2-3のように求めた。Cholの有無に関わら

ず C2'―C3'結合はゴーシュ(+酒己座であり、C2'― C3'結合で折れ曲がつた構造をとつているこ

とが明らかとなつた (図 2‐■)。 また回転軸は、SM膜では C2'‐C3'結合に対して 30° であるの

に対して、SM/Chol膜では 10° であり、Cholが共存することによつて若千配向が変化する。こ

れは Cl'‐C2'結合まわりの回転配座の変化を示唆している。

オーダーパラメータは Cholの共存によつて 2'位、3'位ともに増加し、Cholによつてアシル

鎖の運動性が抑制されたことが示された。また Cholの有無に関わらず、2'位よりも 3'位の方

が大きい。アシル鎖を位置選択的に重水素置換した SMを用いた SM/Chol膜の 2H NMR

測定より、四極子分裂幅は 10'位付近で最大値をとり、アシル鎖の上方になるにつれて減少

することが示されており
10、 この結果と一致する。
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(A) 1“

15`J

12('

β 9'

6●

30

図 2-10 RIISD

SC3'=0・ 85)

(B)18)

15()

121)

β 9)

6●

30

61,    9,   12●    l,て  ヽ  181,              (
δ

等高線プロット(A)SMのみ (Sc2'=0・ 45,

30     60     90     12(,    lSO    :8r)

δ

SC・3'=0・ 60)、 (B)SⅣνCh01(ScN2'=0・ 60,

表 2-3重水素解析結果

C2'― C3'結合 SC3'SC2'

SMのみ

SⅣ1/Chol

ゴー シユ(+)

ゴーシユ(+)

０

　

０

７

　

６

５

　

０

４

　

６

０

　

０

0.60

0.85

30°

10°

図 2-H SMのアシル鎖の配向とC2'―C3'の配座、(A)SM膜中 (C2'―C3'結合 :ゴーシュ(+))、

(B)SM/Ch01(1/1)膜 中 (C2'― C3'結合 :ゴーシュ(+))
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2-2磁気双極子―双極子相互作用に基づくリン酸部の配座解析

NMR、 IR測定、分子動力学 (MD)計算などによつて、SMの 3位ヒドロキシ基とリン酸エス

テル酸素 Ol間の分子内水素結合が示唆されており、Cholが共存することでこの水素結合

は増加することが報告されている11‐ 14t ch。
1によつてSMのヘッドグループの配向が変化す

ることも示唆されており、Cholがある方が膜法線に対するコリン部の角度が大きくなることも

報告されている
13)。

これはヘッドグループと Chol間相互作用、またはラフトにおける

umbrclla効果
15)を

支持するものであるが、実際の膜系において直接観測された例はなく、

推測の域を出ていない。そこで、脂質ラフトのモデルを考える上でも重要であるリン酸部の

配向を磁気双極子相互作用に基づいて解析することにした。

図 2…12 SMの 3位ヒドロキシ基とリン酸エステル酸素 Ol間分子内水素結合
10

磁気双極子相互作用

2つの核スピン間の磁気双極子一双極子相互作用は、1つの核スピンが生じる局所磁場

ともう1つの核スピンとの相互作用により生じ、ノ核とS核間に働く磁気双極子相互作用のハ

ミルトニアンは

均=∠響生[r.s

Ｉ

一
っ

だ

「
―
―
―
Ｉ
Ｊ

S・ r3(r
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と表わされる。ここで′は」核とS核を結ぶベクトルであり、この相互作用は原子間距離およ

び核間ベクトルと静磁場のなす角aこ依存する。このハミルトニアンを極座標(r,α ので表すと

Ъ =/1/Sプ レ+B+C+D tt E+F]

И=fzSzll-3 cos2 θ)

B=―
:{'+S―

+f―S+Xl-3oos2 θ
)

C〓 ―
:ilf+Sz+ノ

zS+)sin θcos θθ
~:ψ

D=―
:('―

Sz+fzS― )sin 
θ cos θ θ′ψ

E=_ユ f+s+sin2 θθ-2ψ

4

F=_ユ r― s― sin2 θθνψ
4

が得られる。これらの項のうち、И,3はゼロ量子項、C,Dは一量子項、E,Fは二量子項と呼

ばれる。B項はフリップフロップ項とよばれ、2つの核のエネルギー差が小さい場合には、2

つの核間でスピン交換が生じる。通常の NMRの実験では、磁気双極子相互作用はゼーマ

ン相互作用に対して小さいので、摂動項として扱うことができる。同種核 2スピンの場合、磁

気双極子相互作用は一次の摂動項まで考えればよく、A項とB項のみを含む次のハミルト

ニアンで表される。

ら,ゎ御=字宰 仏・12~3朝

Jfb,れθιθr。 =/1/S力

2 13cos2θ
_1ン

z Sz

(2‐
16)

ム,12は同種核スピン、/1は I核の磁気回転比である。一方、異種核間 (ム めの場合は、f

核とS核のゼーマン相互作用の差は大きくスピン交換は起こらないため、一次の摂動項に寄

与するのはИ項のみであり、異種核問双極子相互作用の有効ハミルトニアンは

(2…
15)
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と表される。磁気双極子相互作用は 3cos2θ _1の空間依存性を持つため、空間平均をとると

0になる。したがつて、溶液 NMRでは直接双極子相互作用を観測することはできない。また

固体 NMRに おいてはシグナルをブロードにする要因となるため、通常は試料をマジック角

で回転することにより、この相互作用を取り除いて測定を行う(MAS法 )。 MASによつて、化

学シフト異方性や 1次の四極子相互作用などの他のシグナルをブロードにする要因も合わ

せて消去できるためシャープなシグナルが得られる。しかし、磁気双極子相互作用には距

離 /や角度θといつた分子の構造解析を行う上で非常に有益な情報が含まれている。そこ

で、MAS条件下で双極子相互作用を観測する手法が多く報告されている
16‐ 22)。

回転エコーニ重共鳴 (斑]DOR)法 222o(図
2‐ 13,14)は、MASの回転周期に合わせて照

射核に 180° パルスを照射することによつて異種核間双極子相互作用を復活させる手法であ

る。MAS条件下、粉末試料やリポソームのように試料中の分子がランダムに存在する場合、

(2‐ 17)式は次のように書ける。

/1/s乃
グ=‐

2π ″
3

ここで、の は MASの 回転速度、αおよびβはそれぞれ iSベクトルの方位角および極角、

物(のは時間 ′におけるf核とS核間の双極子相互作用の大きさを表す。(2‐ 19)式を″0から

″猟 =2π/a)で合計すると0となり、試料が MASによらて 1回転すると双極子相互作用が消

去される(図 2-14A実線下の面積の和が 0)。 ここで′=η /2で、S核に 180° パルスを照射す

ると、NIAS下でも双極子相互作用は消去されず、r核は双極子カップリングで展開し続ける

(図 2‐ 14B)。 このときMASl回転後の f核の位相のずれΦは

tfrs= atoQ)I,5,

t^
ataQ)= dtir,' p cos2(a + o,t)- J2 sin 2B cos(a + t,t1l

Φ =fω グ(′ )α′-lωグ(′ )α′

2

=望 J】 sin2β sinα
π

(2-18)

(2-19)

(2-20)

となり、ずれた位相分だけ観測される r核のシグナル強度が減少する(REDOR減衰 )。 これ

を展開時間 Nc写 まで拡張すると
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となる。REDOR減衰の大きさは、S核に 180° パルスを照射スペクトルしないスペクトル SOと、

照射しシグナルが減衰したスペクトル Sの比は S/SO=cos(Φ)で表される。粉末試料の場合、α

およびβはすべての角度をとり得るので

q =NcT'd.Dsin 2psina
E

寺=券∬∬COS(Φ)Shβ″″

と表され、ベッセル関数 島は)を用いて

(2‐
21)

(2‐22)

1_」L〓 全二=1_lJOI,比
`み

DIF+2Σ
頂孫|=T[L15比 `ら

DIF    (2‐ 23)

と書きかえることができる。すなわちREDOR減衰の大きさAS/SOは 、双極子相互作用の大き

さD調/2πと展開時間Ncrrに依存するため、展開時間に対する斑3DOR減衰の大きさをプロ

ットし、(2…23)式より得られる理論曲線に対してフィッティングすることで、Dを求めることがで

きる。

図 2… 13/{S}REDOR xy8パルスシークエンス23)

lH

S
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J―S間双極子相互作用

②

①

④/ (BIΨ
180。パルス有

｀
、l⑤

■

\ (o)t+rl8oo/tl,z,*

(A)Sttrtso"t\tvzff.

(Br核 1800パルス有
① y  ② y

観測される
f核シグナル

図 2¨ 14 REDOR法 22‐24)

S核に 180° パルスを照射しない場合は、MASl回転の間に iS間双極子相互作用は平均

化され消去されるが (A)、 F■ /2で S核に 180° パルスを照射すると、双極子カップリングで

展開し続けシグナル強度は減少する(B)。

y 観測される
f核シグナル

斑DOR減衰
③ y ④ y
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さらに、膜中の脂質分子のように分子が一軸で回転運動をしているとみなすことができる

場合、観測される双極子カップリング Dob,は、2原子間を結ボベクトルと回転軸のなす角度

に依存する。すなわち、2つの原子 ムS核間距離を r ls、 iSベクトルと回転軸のなす角度をθ

としたとき、Dob,は

3cosz 0 -lDobr.:Drrori"lt" 
Z

n -TtTshltoustatic -G;E

(2…24)

で表される。ここで、Sは iSベクトルの揺らぎを表わすオーダーパラメータ(0≦ S≦ 1)、 Dst“ c

は静止状態における双極子カップリング、胸 は真空の透磁率である。分子内の 2原子間距

離は結合によつて束縛されているため、その分子の配座によつて一義的に決定される。した

がつて分子内の 2原子間に働く双極子相互作用を観測することで、配座および回転軸に対

する分子の配向を求めることが可能である。

SMのリン酸部の配座・酉己向を求めるために、リン酸部のリン原子と、アミド部の Cl'、 C2'

原子間およびスフィンゴシン骨格部の C3原子間の双極子相互作用を
31P(Bc}斑3DOR測

定から求めることを計画した。
31Pの

天然存在比は 100%であるため、改めて標識体を合成す

る必要はない。1'位
BC標

識体として 2… 1-a項で合成した 1'‐
13c_3',3'…

あ‐SM(1)を、2'位お

よび 3位 BC標
識体は 2'-13c_sMぉ よび 3…

BC…
SM25)をそれぞれ用いた。3種類の 13c標

識

SMを用いて、SMリポソームおよび SM/Chol(1/1)リ ポソームを調製し、45°Cで 31P{Bc}

REDOR測定を行つた (図 2‐ 15,16)。 いずれの測定においても有意な REDOR減衰が見ら

れ、
31P… Bc間

双極子相互作用が観測できた。Cl'標識体の場合では、SM膜 の方が SM
Chol膜よりも斑DOR減衰が大きいのに対し(図 2‐ 16A,B)、 C3標識体を用いた場合では、

SM/Chol膜 の方が大きかつた (図 2-16E,F)。 これは SM膜中では、リン酸部が Cl'側を向い

ているのに対して、SM/Chol膜 中ではリン酸部は C3側に配向を変化させたことを示唆して

いる。

続いて、斑DOR減 衰を(2‐23)式から得られる理論曲線に対してフィッティングを行つたが、

うまくフィッティングできなかつた (図 2‐ 16破線 )。 これは観測された双極子相互作用が、分子

間相互作用の寄与などにより多スピン系になつている、もしくは 2種類以上の REDOR減衰

が 足 し合 わ され て い るた め で あ ると考 え られ る。そ こで 、1'‐
13c_3'中

あ…SM(1)ま た は 3-BC‐ SM

を
BC非

標識 SMと混合した希釈試料を用いて、同様にREDOR測定を行つた。その結果、
13c標

識 SMのみを用いた場合とほぼ同程度の減衰が見られたことから、多スピン系ではな
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いことが分かつた。通常、分子間相互作用より分子内相互作用の方が強く働くので、
31P{13c}REDOR測 定で観測される双極子相互作用は分子内の2スピン系によるものである

と考えられる。したがつて、フィッティングがうまくいかなかつたのは、大きさの異なる2種類以

上の双極子相互作用が存在するためであると考えられる。すなわち、膜中で SMのリン酸部

には2種類以上の安定な配座が存在すると考えられる。MD計算ではSMの頭部は2種類

の配向をとつており、Cholの有無により変化することが示唆されている13)。 また、DMPCの結

晶中には2種類の結晶構造があることが報告されている 1ヽ

SM/Chol膜 において、SMはアミドまたはヒドロキシ基による水素結合を介して分子間で相

互作用することで膜上にマイクロドメインが形成されると考えられている
2628)。 しかし、SM膜

中でも SM/Chol膜よりは弱いものの、SMどうしの比較的長寿命の分子間磁気双極子相互

作用が観測されている
25)。 これは Cholの有無に関わらず、SMどうしは膜中で相互作用して

おり、Cholが共存することで相互作用するSMの割合が増加することを示唆している。

図 2‐ 151'-13c_3'―め‐SMの 31P{13c}REDORス ペクトル、(左 )SOスペクトル、(右)Sスペクト

ル、展開時間 16 ms、 測定温度 45°C
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(D)2'-t3c-slwchol (l/1 )
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図 2‐ 16 REDORプロット(A)1'…
13c_3'―

あ‐SM、 (B)1'-13c_3'…め‐SM/Ch01(1/1)、 (C)2'‐
13c_sM、

(D)2'-13c_sM/Chol(1/1)、 (E)3‐
13c_sM、

(F)3‐
13c_sM/Chol(1/1)、

(●)REDOR:寿 測イ直、(‐
―)

(2-23)式 、(一)(2‐25)式でフィッティングした理論 曲線



以上より、SMは膜中でSMどうしが相互作用した状態としていない状態の平衡状態となつ

ており、それぞれ安定な配座が存在すると考えられる。そこで、この2つの状態のSMを SMA

および SMBと呼ぶことにし、それぞれ 1種類ずつの配座を考え、以下のようなモデルをおい

た。

・膜中の SMAと SMBの割合は一定であり、Cholの添加によつてその割合が変化する

°SMAと SMBの 割 合 を PA、 PBとす る。PA・PBのとき SMBは す べ て SMAと交 換 し、SMAの

うち 、CA~PB)だ け は 交 換 し な い (PAKPBの と き は 、SMBの うち ば B―PADだ け 交 換 し な い )

°SMAと SMB(の配座)は瞬間的に交換し、中間の状態は存在しない

°SMAと SMBの交換速度 (寿命)は ⅢDOR測 定のタイムスケールより十分に短い

2つの配座間の交換が十分に速いとき、斑DOR測 定で観測される双極子カップリング Dob,

は各配座の存在割合に応じた加重平均として観測される。したがつて、このモデルにおいて、

双極子カップリングを DA、 DBとしたとき観測される斑DOR減 衰の理論曲線仝1(Dobs)は

仝旦(Dobs)=(為 ―為)ittl(1)И )+2為

堅l(Dob.)=(為 ―為)∠
旦

(Dβ )+2鳥

堅 l(D/+D3)(ら ≧為 )

杢 l(DИ
+DB)(P/≦

為 )

(2-25)

と2つの曲線の足し合わせとして表わされる。

２

輩

華

2-17膜モデル

SMAとSMBの 交 換

一

諷
Ｑ

輩

憂
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測定値を(2-25)式でフィッティングを行い、各配座の割合および双極子カップリングを求め

た (図 2-16実線、表 2-4)。 SM膜では SMAと SMBの存在割合がほぼ等しく、SMAと SMBの

間で配座交換が起こると考えられる。Cholを添加すると、SMBの割合が大きく増加した。

Cholの共存により、SM分子どうしの相互作用が安定化されることを考慮すると、SMBが sM

同士で相互作用した状態であると考えられる。求めた双極子カップリングとRMSDによる理

論値との比較からリン酸部の配向解析を試みたが、パラメータが多すぎて困難であつたため、

初めに SMの分子回転軸を求めることにした。

表 2-4 REDORフィッティングより得られた割合および双極子カップリング

SM tt    SM/Chol膜 Cl' C2' C3

SMA
SNIIB

以

島

％

％

０

　

０

６

　

４

な

為

20%

80%

60■ 10 Hz

30■ 5 Hz

20■ 5 Hz -60■ 20 Hz

16± 4 Hz 60上 10 Hz
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2-313c{15N)IEDOR測 定によるアミド・スフィンゴシン部の配向解析

2¨ 3‐a13c{15N}REDOR測 定

これまでに固体 NMR用いた化学シフト異方性、磁気双極子相互作用観測によつて SM
のアミド平面に対する分子回転軸の方向が求められている25、 しかしこの解析では、Cholの

有無によつて1種類ずつの配向のみを考えていること、また異なる手法に対して共通のオー

ダーパラメータを用いていることから、上記のようにSMが 2状態の平衡下にあるモデルを用

い、磁気双極子相互作用に基づいて再解析を行うこととした。

15N―
L‐ se五neよ り合 成 され た 2…

15N‐
SM25,29)を 用 い て 、2‐

15N…SMリ ポ ソー ム お よび

2‐
15N‐

SM/Chol(1/1)リ ポソームを調 製 し、
13c{15N)REDOR測

定 を行 つた。シグナル の帰 属 は

文献値を参考に行った (表 2‐5)3oo sM膜では Cl'、 C3、 Clおよび C2に有意なREDOR減

衰が観測された (図 2… 18,19)。 C2'に関しては、
15Nと 2結合 (2.4Å)しか離れていないにも

関わらず、ほとんど ⅢDOR減 衰は観測されなかつた。これは、N‐C2'ベクトルと回転軸のな

す角度がマジック角 (57.4°)に近い角度であることを示唆している。

一方 SIWChol(1/1)膜では、Cl',C3,Clお よび C2に有意な REDOR減衰が観測され、

SMのみの膜のときよりも減衰が大きかつた。C2'に関しては、Cholのシグナルとの重複のた

め正確に 斑DOR減 衰を求めることはできなかつたが、2'…
13c_2-15N‐SMを用いた測定では

減衰が観測されている
2の

。これは Cholの添加によつて、SMの配座もしくは回転軸の方向が

変 化 したことを示 唆す る。Cl'に 関しても 1'…
BC-2‐ 15N―SMを 用 いて、同様 に

BC

{15N}斑]DOR測定が行われており、斑DOR減衰が観測されている
25)。

図 2‐ 19の Cl'、 C2'

(図 2¨ 19A,B,C,D)は標識体を用いたデータを示した。
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図 2-182-15N‐SM/Chol(1/1)の
BC{15N}IEDORスペクトル、(上)SOスペクトル、(下)AS×4ス

ペクトル、展開時間 16 ms、 測定温度 45°C
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表 2-5 13c NMR化学シフト

2…
15N―SM 2-1sN-slvuchol (t/l)

α

γ,2

2'

31

18,18'

176.7

135。 9

132.4

73.4

68。 4

67.5

61.7

56.4

38.7

28。6

15.9

177。 1

135。 8

132.6

73.3

68.5

67.5

61.8

56。 4

39.0

29.0

16。0

ｒ

５

４

３

β

ｌ
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(A)SM tt Cl'25)

展開時間/ms N/S0

0.8

0.6

AS/S00.4

0.2

3.2

4.0

4.8

5.6

6.4

7.2

8.0

0。24

0.35

0.48

0.58

0.68

0。78

0.81

0

(B)SM/Ch01膜

5     10     15    20
展 開時間 /ms

cl,25)

3025

展開時間/ms s/S0
0.8

0.6

/S/S00.4

0.2

0.8

0.6

S/凡
0.4

0.2

10     15    20

展 |‖ IIキ |||1/ms

0.8

1.6

2.4

3.2

4.0

4.8

0.05

0。 19

0。35

0。57

0.76

0.96

展開時間/ms As/S0

6.4

10.0

12.8

16.0

24.0

32.0

40.0

48.0

0.01

0.02

0.03

0.02

0.07

0.08

0.06

0.00

10 20      30

展|‖ ||キ |||1/ms
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(D)SヽグCh01膜 C2'25)

0.8

0.6

∬ |ミ`
0.4

0.2

(E)SM月莫 Cl

0.8

0.6

SI｀ヽ  0.4

0.8

0.6

AS/SO。
.4

0.2

展開時間/ms N/S0

20.0

40.0

0。 12

0.29

20      30

展開時間 /ms

10     15    20

ルモ|;H‖ キ|||1/1ns

● ′

●

10     15     20

展開時間 /ms

504010

0.2

展開時間/ms N/S0

1.6       0.01

4.8       0。 15

6。4       0.21

8.0      0。 32

12.8      0.68

16.0      0.80

19.2      0.83

24.0      0.87

展開時間/ms s/S0

1.6

4.8

6.4

8。0

12.8

16.0

19。 2

24.0

0.09

0。 17

0。 16

0。29

0.58

0.82

0。 73

0.80
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(G)SM tt C2

0.8

0.6

A,S/S' 0.4

0.2

0

(H)SNych。1鵬さ c2

展開時間/ms N/S0

6.4

8.0

12.8

16.0

19。2

24.0

0.05

0。 17

0.22

0。 31

0。 58

0。69

0。74

0。60

0.01

0.07

0.16

0.24

0.38

0.36

0.61

0。79

展開時間/ms s/S0

1.6

4.8

6.4

8.0

12.8

16.0

19。 2

24.0

展開時間/ms N/S0

1.6

4.8

6.4

8.0

12.8

16.0

19。 2

24.0

0,00

0.07

0。 16

0.28

0。26

0.38

10     15    20

展開時間 /ms

30ξ
フ

う
乙

0.8

0.6

S/S00.4

0.2

(I)SM tt C3

0.8

0.6

∬ IS｀
0.4

0.2

10     15    20

展開時間 /ms

,/:
●

10     15    20

展開時間 /11111s

30ミ
′

つ
″

52

25 30



(J)SM/Ch01鵬誕 C3

1

0.8

0.6

5/S00.4

0.2

0

10     15    20

展 開時間 /ms

展開時間/ms s/S0

1.6

4.8

6.4

8.0

12.8

16.0

19.2

24.0

0.05

0.05

0.06

0.07

0。 16

0。35

0。29

0。 37

30

図 2-19駆DORプ ロット、(A,B)Cl'25),(c,D)C2'25),(E,F)Cl,(G,H)C2,(I,J)C3,(A,C,E,

G,I)SM膜、(B,D,■ H,J)SMκ h01(1/1)膜

測定した 斑DOR減 衰の大きさを展開時間に対してプロットし、(2-25)式 にフィッティング

することで SMAおよび SMBの割合 (PA,、 PB)および双極子カップリング (DA、 DB)を求めた

(表 2-5)。 SM膜中では SMAの割合が高く、Cholの 共存によりSMBの割合が多くなつた。リ

ン酸部とは異なり SMの アミド部周辺では、SM膜 中では大部分が SMAの状態であり、

SM/Chol膜 中では SMBであつた。先のモデルにあてはめて考えると、SMAが SMどうしが相

互作用していない状態、SMBが SMどうしで相互作用している状態であると考えられる。

表 2-5フィッテイングにより得られた各炭素の双極子カップリングD/Hz

●

SM tt SMChol膜 Cl' C3    Cl

SMA PA 90%    10%
SMB PB 10%   90%

DA ‐160■ 10 45± 5 ‐70■ 10

DB  320■ 20  30± 5 ‐60■ 10

70■ 10  ‐12± 3

…95± 15 -14± 3
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2‐3‐bアミド平面の配向解析

図 2¨20アミド平面に対する回転軸Rの定義

初めに、
13c{lSN}REDOR測 定から求めたCl',C2'お よび C2における双極子カップリン

グ(表 2‐6)からアミド平面の配向を求めることとした。図 2‐20のように、アミド平面に対して分

子回転軸 Rをαおよびκ 定義した。また回転軸の揺らぎだけでなく分子の内部回転もオー

ダーパラメータに寄与すると考えられることから、それぞれの炭素に対して異なる大きさのオ

ーダーパラメータを用いた。Cl'および C2'は、ともにアミド平面内の原子であることから同一

のオーダーパラメータを用いてScl,=島 2'べふ とした。2‐24)式において回転軸とC‐Nベクト

ルのなす角度0をα、βで表し、各α、β、Sc2、 S面
“
に対する双極子カップリングの理論値Dcda

を求めた。Dcdcと実測値 Dobまとの差からRMSDを計算し(図 2‐21)、 RMSDが最小になるよ

うに実測値 Dob鶴を最もよく再現するパラメータを得た(表 2‐7)。

R・イ勁D=l::|(¥)2+(屏)2+(鱚〕
21    (2‐

26)
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(A)1、・

15(リ

12(1

`と

ヽ
'(1

3t,

()   3(,   ム(}

図 2-21 RNIISD

Samidc=0.95)

('●     12●     151,

β

等高線プロット、

(B)lド ,

15(1

12(,

α ′`

3u

18■             ()     3j

(A)SMA(跳 2=0・ 55,

(,(,  ('で ,   lコ()  151'   180

β

Smide=0.35)、 (B)SMB(Sc2=0・ 95,

表 2-6アミドのオーダーパラメータおよびアミド平面に対する回転軸の角度

Scz Samide a
S｀4A

SNIIB

0.55

0.95

0.35

0.95

130°

175°

50°,130°

40°,140°

図 2-22アミド平面に対する回転軸の方向、(緑)SMA(aF130°,β生50° ,130° )、 (黄 )SMB

(α=175°,ル40°,140°)
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βと 180°…βま区別されないため、それぞれアミド平面 ∽=90°)に対して対称な 2種類の配

向が得られた (表 2-6、 図 2‐22)。 Sc2、 馳耐cともに SMAよりも SMBのほうが大きく、Cholが共

存することでアミド部分の揺らぎが抑制されることが示された。アミド部での水素結合を通し

て SMどうしが分子間相互作用をしていると考えると、Cholの共存によつてアミド部の揺らぎ

が抑制された結果、分子間相互作用が安定化されたと考えられる。

2-3-cスフィンゴシン骨格部の配向解析

アミド部で配向を求めたのと同様に、Cl,C2および C3における双極子カップリング(表

2‐5)からスフィンゴシン部の配向を求めた。図 2-23のように回転軸を定義し、同様に RMSD
による比較から、各種パラメータを決定した (図 、2…24、 表 2… 7)。 C2はアミドと共通なので同

一 の Sc2を 用 い 、Clお よ び C3の オ ー ダ ー パ ラ メー タ は ScI Sc3=Ssphhル とし た 。Ssphmgoは

Ch01の有無によつて、SMAと SMBであまり差はなかつた。Cholによってスフィンゴシン部の

オーダーは変化しないが、配 向が変化することを示している。Cholの有無によらず、民phnp

は SC2、 跳耐eと比べて小さな値を示したことから、スフィンゴシン部分はアミド部分よりも比較

的揺らぎが大きいと考えられる。

X

図 2-23スフィンゴシン骨格部に対する回転軸Rの定義

R(″ )
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(A)、ぃ

/,'

血
3(   で1,   1,   12■    15(り    l｀ 1

δ

図 2…24 RNISD等 高 線 プ ロット、(A)SMA

民phhg。 =0.30)

:1    3:    でメ,    :,,   |](    15(ナ    1ド
'

δ

(SC2=0・55, StphlngO=0・ 45)、 (B)SMB(Sc・ 2=0・ 95,

表 2-7スフィンゴシンのオーダーパラメータ、回転軸の角度および H―N―C2-H2二面角ψ

Sspnngo.

SNIIA

SⅣIB

0.45

0.30

30°

10°

35°

40°

-157°

176°

図 2-25ス フィンゴシン部 に対する回転軸 の方 向、(緑)SMA(万 30°,お 35°)、 (黄)SMB

(万 10°,お40°)
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(′ )ゝ

アミド平面 (図 2‐22)およびスフィンゴシン部 (図 2‐25)でそれぞれ回転軸の方向を求めた

が、両者は一致するはずである。これらの回転軸が一致するように N‐C2結合を回転させて、

H‐N‐C2,彫 二面角に 求めた(表 2‐7、 図 2‐26)。 アミド平面で回転軸が2種類得られている

ことから、ヶO°,180° の 2通りが考えられるが、通常′まアンチとなることが多いことを考慮し、

ヶ 180° とした。以上より、SMのアミド周辺の配座・配向解析に成功した。

図 2‐26アミド周辺の配座・配向、体)SMA、 C)SMB
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2-4リン酸部の配座解析

2‐3節で
13c(15N}REDOR測

定から求めた SMのスフィンゴシン部の配座・酉己向 (図 2-26)

を用いれば、リン酸部の配向は Cl‐C2結合および 01-Cl結合によつて決定される。よつて、

この 2つの結合における回転配座を求めることで、リン酸部の配向を決定することができる。

2-2節では、
31P{13c}REDOR測

定よりSMのリン酸部と各炭素 (Cl'、 C2'、 C3)間 の双極子カ

ップリングを求めた (表 2‐4)。 そこで 2-3節でスフィンゴシン部の配向を求めたのと同様に、

(2‐25)式から双極子カップリングの理論値を計算し実測値と比較することで、Cl―C2結合お

よび 01-Cl結合の回転配座を求めた (表 2-8、 図 2¨27)。 その際、Cl'および C2'はともにアミ

ド平面内の原子であることから、共通のオーダーパラメータ smideを用い、C3に関しては

ユphngα とした。また、Cl‐C2結合は炭素―炭素結合であることからねじれ型配座をとると考え

られるため、01…Cl―C2‐C3二面角″ 60°、180°、300° の 3通りを考え、P-01-cl… C2結合を

1° ずつ変化させて最も実測値を再現するパラメータを求めた (図 2-27、 表 2-8)。 以上より脂

質二重膜中の SMの立体配座を図 2‐28のように推定した。リン酸部の配向は Cholの有無

で大きく変化することが分かつた。またオーダーパラメータに関しては、
13c{15N}IEDOR測

定と同様に、助綱eは Ch01の添加によつて上昇したのに対し、Ss山hg。は若干の減少が見られ

た。これは、Cholによってスフィンゴシン部分のオーダーは変化しないが、アミド部分の揺ら

ぎが抑えられたことを表している。

(A)
36(,

(11    ●6    18     :●        ●●

Smidc

等高線プロット、体)sMA(Cl‐ C2:180° ,

Smde

民phhg。 =0.55)、 (B)SMB(Cl‐ C2:60° ,図 2‐27 RblISD

&phhg。 .=0。47)
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表 2‐831P{Bc}REDOR測 定から得られた Cl‐C2および 01‐Cl回転配座

01‐Cl‐C2‐C3二面角 P‐01‐Cl‐C2二面角/  Smide    S… .

」

晦

Ｓ

Ｓ

18ぴ

60°

5°

170°

0。 13

0。 73

0.55

0。47

図 2‐28 REDOR測定から推定されるSMの立体配座、゙ がMA、 B)SMB
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2‐5考察

脂質ラフトを形成の分子基盤を考えるうえで、その構成分子であるSMの立体配座を考え

ることは必要不可欠である。そこで本研究では、分子内磁気双極子相互作用に基づいて、

SMのアミド部からリン酸部にかけての立体配座、分子回転軸に対する配向を求めることを

目的とした。

リン酸部の配向を求めるために
31P{13c}REDOR測

定を行い、(2‐23)式より得られる理論

曲線に対してフィッティングを行つたが、あまりうまくいかなかつた。これは ⅢDOR演 J定のタ

イムスケールよりも長寿命の磁気双極子相互作用が複数存在することを示唆している。すな

わちSMは膜中で複数の配座が安定に存在していると考えられる。これより脂質膜中におい

て SMどうしが相互作用している状態と相互作用していない状態の 2状態 (SMA、 SMB)の平

衡下にあるとするモデルを考え、分子内磁気双極子相互作用に基づいて、SMのアミド部か

らリン酸部にかけての配座・配向を求めた (図 2-28)。

REDOR測定の結果から、SM膜中では SMAの割合が高いのに対して、SMκhol膜中で

は、SMBが優位に存在することが分かつた。SM/Chol膜 中では
BC{15N}REDOR、 31P(Bc)

REDOR測定ともに大部分が SMBであった。一方 SM膜中では、
31P{Bc)REDOR測

定では、

SMAが 60%であつたのに対し、
BC{15N)REDOR測

定では 90%であつた。SM膜中ではアミ

ドおよびスフィンゴシン部はほぼ単一の配座であるのに対して、リン酸部は 2つの配座が同

程度存在し交換が起きていると考えられる。

アミドの配向は Cholの有無によつてあまり変化しなかつたが、Cholの共存によリオーダー

パラメータ馳耐cが上昇することが示された。これは Cholによつてアミド平面の揺らぎが抑制

されたことを表している。SMどうしのアミド部位での相互作用を考えると、Cholによつて揺ら

ぎが抑制されることで、SMどうしのアミド部での水素結合を通した相互作用が安定化される

と考えられる。

スフィンゴシン部も同様に Cholの有無によつてあまり配向は変化しなかつたが、オーダー

パラメータSsphhgαもあまり変化していない。3位重水素化 SMを用いた
2H NMR測

定におい

てもCholの有無により四極子分裂幅はあまり変化していない31、 すなわち、SMの Clから

C3は Cholの有無による影響をあまり受けないと考えられる。しかし、スフィンゴシンの C6以

降では2H NMRの四極子分裂幅はCholの共存によつて顕著に増加しており10)、 Cholは膜

中で SMの比較的深い位置と相互作用しオーダーを上昇させることが示唆される。

1,…
13c_3'―

め―SMおよび 2'‐め‐SMを用いた2H NNIRの四極子分裂幅に基づいた解析より、

アシル鎖の C2'‐C3'結合は Cholの有無によらずゴーシュ酉己座をとつていることが分かつた。

PCでもアシル鎖の C2'―C3'結合でゴーシュ配座をとつていることが報告されており
1)、 SMも

PCと同様に C2'‐C3'結合でゴーシュ配座をとることで、アシル鎖とアルキル鎖の向きをそろ

えて脂質二重膜を形成していると考えられる。さらに、2'位よりも 3'位のほうがオーダーが高
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いこと、また Cholの 共存により2'位、3'位ともにオーダーが上昇することが示された。アシル

鎖の位置選択的
2H NNIIR測

定より、SM/Chol膜 中において SMのアシル鎖の 10'位付近で

最もオーダーが高くなることが分かつている
10)。

以上より、Cholは SMのアシル鎖の 10'位付

近で相互作用し、SMのアシル鎖からアミドにかけてのオーダーを上昇させ、揺らぎを減少さ

せる。それにより、アミド部位での水素結合を通した相互作用が安定化され、膜上のマイクロ

ドメインが形成される可能性がある。

一方 SM頭部のリン酸部分は、Cholの共存によつてオーダーだけでなく大きく配向が変

化した。SMのみの場合では、リン酸部はアシル鎖側を向いているのに対し、Cholが共存す

る場合ではスフインゴシン側を向く。2',2'‐F2‐SMを用いた REDOR測定においても、2'位の

19Fとコリン部分の炭素原子 (Cβ )間に磁気双極子相互作用が観測され
2)、 sM膜中では SM

頭部はアシル鎖側に配向していると考えられる。一方で Cholの添カロによつて、SMのリン酸

エステル酸素 (01)と 3位ヒドロキシ基間で分子内水素結合が形成されることも示唆されてお

り
11‐ 13)、 sM/Chol膜中では SM頭部はスフィンゴシン側に配向すると考えられる。Cholの 添

加によつてリン酸部の配向は、膜平面に平行な方向から垂直方向に変化した。この構造は

DMPCの結晶構造と近く
1)、 SM頭部の断面積を小さくしパッキングをよくすることによつて、

SM分子間相互作用の安定化に寄与していると推測できる。また分子内水素結合によりSM

の頭部の揺らぎが抑制される。MD計算より、SM頭部とChol間 の相互作用も示唆されてお

り、頭部が固定されることによつてこの相互作用も安定化される可能性がある。

本研究で REDOR測定より求めた SMの配座および分子回転軸 (図 2‐28)、
2H NMR測

定より求めた C2'―C3'結合に対する回転軸 (図 2‐ H)にカロえて、3‐´SM、 5-みSMを用いた
2H

NMRの 四極子分裂幅
31)ぉ

ょび 5,6¨
13c2‐SMを用いた磁気双極子相互作用の観測

25)か
ら

得られたスフィンゴシン部 (C3‐C6)における回転軸の方向
25)を

考慮すると、脂質二重膜中の

界面付近からリン酸部にかけての SMの配座は図 2-29のように推定される。

以上より、脂質二重膜中の SMの立体配座を解明し、Cholの有無によるSMの立体配座

の変化を明らかにし、2つの配座のみで説明することに成功した。実際はさらに多くの配座

が存在すると考えられるが 2状態で説明できたことから、膜中では脂質分子のような鎖状で

フレキシブルな分子であつても、有意な配座が安定に存在することが示された。本手法を他

の脂質に適用し、膜中における構造解析からSMと他の脂質との差異を明確にすることで、

SMや他の脂質による生体膜上のマイクロドメイン、脂質ラフト形成機構の解明につながる。

生体膜上に存在するマイクロドメイン形成の分子基盤を明らかにすることで様々な疾患・生

命現象への理解が進むことが期待される。
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(A)

(13)

，
ハ

図 2‐29固体 NMR測 定より推測された SMの立体配座 、(A)SMA、 (B)SMB
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第 3章 本論 Ⅱ 溶液 NMRによる配座解析

脂質膜サンプルは、非結晶性や異方的環境であることから、X線回折や溶液 NMRを適

用するのは困難である。第 2章では、固体NMRによつて膜中の SMの配座解析を試み、ア

ミドからリン酸部にかけてのSMの立体配座を求めることに成功した。しかし、固体NMRを利

用するためには
BCや 15Nといつた安定同位体標識が必須であり、標識の導入に時間と労

力を要することは否めない。本章では膜中の脂質分子の容易な構造解析法の確立を目指

し、溶液 NMRによるSMの構造解析を計画した。脂質膜系に溶液 NMRを適用することが

できれば、
lH観

測が可能となるので必ずしも同位体標識をする必要はない。
lH NMR測

定による溶液中の分子の構造決定には、スピンースピン結合定数および核オ

ーバーハウザー効果 (NOE)がよく用いられる。ビシナル水素間スピン結合定数 (3JH/H)は

Kattus式 りで知られるように水素核の二面角に依存する(図 3-1)。 したがつて、高分解能
lH NMRスペクトルを得ることができれば、

3JH/Hか
ら配座を求めることができる。またNOE実

験から距離情報を得ることも可能である。

3JH/H

9～ 12■lz               2～ 4■【z

Large                  Sm■ 11

図 3‐1ビシナル水素間スピンースピン結合定数 (3JH/H)と二面角

ところで、現在よく使用されている膜モデルとしてはミセルとリポソームがある(図 3…2)。 ミセ

ルは界面活性剤の集合体で、そのサイズの小ささから溶液 NMRで高分解能スペクトルを得

ることが可能であるが、その高い曲率や二重膜構造の欠損といつた欠点を持つ。一方リポソ

ームは、二重膜構造を有してはいるものの、その巨大な集合体サイズのため、溶液 NMRヘ
の適用は難しい。そこで、両者の利点を併せ持つ新たな膜モデル、すなわち脂質二重膜構

造を持つミセルとしてバイセルに着 日した (図 3‐2)。 バイセルは DMPCなどの長鎖のリン脂

質、および DHPCや CルPSなどの界面活性剤からなる脂質会合体であり、長鎖リン脂質は

平面部、界面活性剤は縁の部分に存在しディスク状構造をとる。長鎖リン脂質が形成する平

面部分が二重膜構造を有していることから、最小の二重膜モデルと考えられており、ミセル

lil
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より膜環境を再現すると言われている の。また、バイセルは長鎖脂質と短鎖脂質の割合 (9)

によつてサイズを変化させることが可能である。長鎖月旨質の割合の多い大型のバイセル (2>
2)は、磁場に対し配向する性質を持ち、以前より固体 NMRによる分子特性解析などに用い

られてきた3、 それに対し、短鎖脂質の割合の多い小型のバイセルは、脂質二重膜モデルと

しての性質を保持したまま磁場に対して等方的に存在する。この等方性バイセルを用いれ

ば、脂質膜系の高分解能
lH溶

液NMRスペクトルを得ることが可能である。実際、膜作用性

分子が脂質二重膜に結合した状態での構造が報告されている
4‐o。 この手法を脂質膜それ

自体に適用することで膜構成脂質分子の立体配座解析が可能であると考えられる。

(→

(C) (d)

9 ,ifr6 n = 12 DMP. ?
);,,.vo-1-o-,.-"JdJ* 

"=l onpc ?

③
いｏ珀

↑

ゴ

刊

―

バイセル 大型パイセル  小型バイセル

図 3…2ミセル(a)、 リポソーム(b)、
バイセル(c)の構造

長鎖リン脂質が平面部に存在し脂質二重膜を形成する。一方短鎖リン脂質は縁の部分に

存在する(c)。 長鎖脂質の割合の多い大型バイセルは磁場配向性を有し、小型バイセルは

等方的に存在する(d)。

67



本章では、長鎖脂質として SMを用いたバイセルの lH溶
液 NMR測定から、脂質膜中の

SMの立体配座解析を行うことを目的とした。バイセルの長鎖脂質としては通常 PCが用いら

れており、SMバイセルは未だ報告されていない。そこで初めに、長鎖脂質として SMを用い

た SM/DHPCバイセルの形成を
31P NMR、 2H NMRおよび動的光散乱実験によつて確認し

た。続いて、小型 SMDHPCバイセルの J、測定および NOE実験からバイセル中の SM

の立体配座の推定に成功した。

3…1配向バイセルの形成確認

3-1…a31P NMR沢 J定

バイセルを用いて SMの配座解析を行う前に、SMを用いても他の PCと同様にバイセル

が形成することを確認する必要がある。バイセルの形成、配向や形状を確認するには
31P

NMRが有用である
7)。 DMPC/DHPCバイセルなどでは、外部磁場に対して配向したバイセ

ルが形成されると、
31P NMRスペクトル上では明確に分離した 2本のシグナルが観測される

ことがわかつている。縁の部分を形成した DHPCなどの界面活性斉Jは磁場に対して等方的

に存在するため、
31P NMR測

定では O ppm付近の等方的シグナルを与える。一方で、膜法

線を磁場に垂直に配向していることによる異方性のため、平面部を構成する長鎖脂質は高

磁場側にブロードなシグナルを示す。そこで、長鎖脂質として SM、 界面活性剤としてDHPC

を用い、SM/DHPCバイセルの形成を
31P NMRで

確認した。
31P NMRの

測定には大量の SMが必要となるため、ウシまたはブタ脳由来の SM(bSM,

16:0(2%),18:0(49%),20:0(5%),22:0(8%),24:0(6%),24:1(20%)め )を使用した。初めに、

DHPCに対するbSMの割合 SMDHPC(9)=4、 月旨質濃度 (bSM+DHPC)500 mMの bSM

/DHPCバイセルにおいて
31P NMRを

測定したところ、37°Cにおいて 2つのシグナルが観

測された (図 3-3)。 2 ppm付近のシグナルは DHPC、 -10 ppm付近のシグナルは SMに由

来するものである。これは、配向バイセルの形成を示唆している。一方、35°C以下ではブロ

ードな等方シグナルがみられたことから、35°C以下では配向バイセルはできていな形成さ

れていないことがわかった。また 40°C以上では、ベシクルの形成が示唆された。同様に,=4、

脂質濃度 100 mMで 31P NMR測
定を行つたが、測定したいずれの温度においても、配向バ

イセルの形成は確認されなかつた (図 3‐3)。 脂質濃度 100 mMから500 mMで同様に
31P

NMR測定を行い、bSM/DHPC系 が配向バイセルを形成するには200 mM以上の脂質濃度

が必要であることがわかつた。
31P NMRの

結果から、bSNI1/DHPCバイセルの配向は、温度だ

けでなく、脂質濃度にも依存することが明らかとなつた。特に ,=4の bSM/DHPCバイセルは

37°C付近の非常に狭い温度域でしか配向しないことが示された。これはアシル鎖の長さの
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(A)35°C

異なつた SMの混合物を用いたことによる可能性がある。
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(E))35°C
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10!0    5b     6    ‐510   ‐1♂0   _1510

図 3…3 bSM/DHPC(4/1)バイセルの 31P NMRスペクトル、(A)500 mM,(B)400 mM,(C)300

mM,(D)200 mM,(E)100 mM

3‐ 1‐b動的光散乱測定

bSMりHPCバイセル (7=4)の 大きさを見積もるために、動的光散乱測定を行った。動的

光散乱法とは、溶液中の粒子がブラウン運動によつて拡散する速度から、その粒子径を測

定する方法である。溶液中の粒子の拡散速度は、大きな粒子では遅く、小さくなるほど速く

なる。一定の温度で所定の粘度を持つ溶液において、球状粒子の拡散係数 Dは

D=た Br
3″ηグ

(3-1)

と表される。これは Stokes― Einsteinの式とよばれ、拡散係数 Dと粒子の直径グの関係を表し

ている。ここでηは溶媒の粘度である。動的光散乱法は、液体中に分散した粒子にレーザー
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光を照射し、粒子により散乱された光の周波数強度分布から粒径分布を求める方法である。

液体中でブラウン運動している粒子に一定周波数のレーザー光を照射し、粒子からの散乱

光を観測する。散乱光の周波数は、ブラウン運度によるドップラー効果により、わずかに入

射光の周波数からずれる。つまり大きい粒子はゆつくり動き、小さい粒子は速く動くため、

個々の粒子の速さに応じた周波数のずれを生じ、全粒子からの周波数のずれの総和が散

乱光強度のゆらぎとして観測される。このゆらぎは、粒子の相対位置の時間変化を反映して

おり、ゆらぎの速さは粒子のブラウン運動の速度と関係づけられる。時刻 ′と汁τでの散乱光

強度をくのとくr■うとしたとき、散乱光強度の2次の自己相関関数 Q(ぅは

G2(τ )=立
堅

1書 ;;二

2
(3-2)

と定義される。勁 小`さいときには粒子はあまり移動しないため、散乱光強度変化は小さく相

関が高くなるが、働 大`きくなると粒子の位置は不確定になるため散乱光強度もランダムに変

化し、相関はほとんど見られなくなる。このため G2(う はJこ対して指数関数的減衰を示す。

すなわち、

G2(τ)=1+β lGl(τ】
2(□は定数) (3-3)

と書くことができる。ここで、Gl(うは一次の自己相関関数と呼ばれ、粒子が単分散の場合、

Gl(ぅ は単一指数減衰曲線となり、減衰定数
「

を用いて

Gl(τ)=exp←
「

τ)

と表わされる。さらに、
「

はDを用いると

(3‐
4)

「
=夕D2

9=回 =等 dn:

(3-5)

(3‐
6)

となる。ここで■は散乱ベクトル、″は溶媒の屈折率、えはレーザー光の波長、θは散乱角で

ある。よつて、Dを求めることによつて(3-1)式より粒子径 グが得られる。
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前節で
31P NMRに

用いたバイセルの粒子径を測定した (図 3-4)。 すべての試料で単一の

分布を示したことから、溶液中で SMと DHPCがリポソームとミセルのような異なる会合体を

形成しているのではなく、単一の会合体を形成していることが示された。9=4、 脂質濃度 500

mMでは、会合体のサイズは温度が上がるにつれて大きくなつた。
31P NMRと

合わせて考え

ると、37°C、 500 mMの直径 100111nの ピークが配向バイセルの大きさに相当する。この大き

さはDMPC/DHPCバイセルとほぼ一致している
9)。

40°C以上では会合体サイズはより大きく

なり、
31P NMRか

らも推測されているように、ベシクルの形成が示唆された。100 mMでは、

500 mMの場合よりもサイズは小さくなつた。これも
31P NMRと一致する。動的光散乱実験か

らも bSN1/DHPCバイセルの配向は温度だけでなく、脂質濃度にも影響されることが示され

た。

(A) (B)

図 3…4 bSMDHPC(4/1)バイセルの動的光散乱、(A)500

(実線 )37°C、 (点線 )40°C

1∞       1000

particle size/111m

mM,(B)100 mM、 (破線)35° C、

3-1-c2H NMR測 定

さらに SM/DHPC(4/1)バイセルが磁場 中で配向することを確かめるために、10',10'¨め―

stearoyl SM(SSM)10)を 用いて
2H NMRを

測定した。(2-8)式で示されるように、
2H NMRに

お

ける四極子分裂幅△vは外部磁場とC-2H結合のなす角 aこよって決まる。
2H NMRスペクト

ルは、粉末試料やリポソームなどのように分子がランダムに分布するときは図 2‐3のような

Pake doubl∝ スペクトルとなるが、配向膜を用いるなどして外部磁場に対する分子の方向が

揃えば、鋭い二重線として観測される。また溶液中のように分子が等方的に運動をしている

場合、スペクトルの中心にセンターピークとして観測される。すなわち、バイセルが配向して

おり、且つ 2H標
識した脂質が平面部を構成している場合に

2H NMRに
おいて鋭い二重線

t00

particle size / nm
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力潮級Jされる。

(2-8)

月旨質濃度 500 mM、 10'‐あ‐SSM/SSMDHPC(1/3/1)バイセルの 2H NMRスペクトルを図

3-5に示す。37°Cではスペクトルのセンターピークは観測されず二重線が観測された。すな

わち、このスペクトルは SMDHPCバ イセルが酉己向していることを示しているだけでなく、SM
がこのバイセルの平面部を形成していることを示している。また

31P NMRお
よび動的光散乱

では 37°C付近のごく狭い温度でのみ配向バイセルが形成したのに対し、
2H NMRで

は 30

°Cおよび 40°C以上においてもバイセルの配向が示唆された。この違いは、
31P NMRおよ

び動的光散乱測定の際には、アシル鎖長の異なる SMの混合物であるbSMを用いたのに

対して、
2H NMR測

定の際にはアシル鎖長が単一な SSMを用いたためだと考えられる。ア

シル鎖の長さの異なる長鎖脂質混合物は配向バイセルを不安定にする可能性がある。

△ツ=イ =:午ユ堅至
:ヨ
三二

(A)28°C (B)30°C

祐0 あ 話⇒ ‐あ J“

(C)37°C
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((〕)

Me3鳥―》く ?HO        ::l増
:7

R=lH:N―stearoy:‐ SM(SSM)
R=2H:10o,100…d2~SSM

図 3‐510'‐あ―SSlWSSMDHPC(1/3/1)バイセルの 2H NMRスペクトル、(A)28° C、 (B)30° C、

(C)37° C、 (D)40°C、 (E)45°C、 (F)50° C、 (G)SSMおよび 10'‐あ‐SSMの構造
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3‐2等方バイセルの形成確認

3‐2‐a31P NMR

g=0.5の bSM/DHPCでも同様に
31P NMRを

測定した (図 3‐ 6)。 等方的な 2本のシャープ

なシグナル (aM=2.7 ppm,あHPc=2.l ppm)が観測され、これは月ヽ型の等方バイセルの形

成を示唆している。SMは 3位のヒドロキシ基による分子内水素結合によつて、より低磁場側

にシグナルがシフトしている
H'2)。

9=0.5バイセルではいずれの温度、濃度においても
31P

NMRシグナルは変化しなかつた。

35°C

37°C

40°C

100        50

図 3-6 bSMDHPC(1/2)バイセル の
31P NMRスペ クトル 、体 )500 mM、 (B)100 mM

(13)

76



3‐2-b動的光散乱

7=0。5 bSM/DHPCバイセルの動的光散乱実験からバイセルのサイズを測定したところ、
31P NMRと

同様に温度および濃度の影響はなく、201111n程度の大きさであることが分かつた。

これは DMPCバイセルと同程度の大きさである。以上より、9=0.5の ガヽ型 bSMDHPCバイセ

ルは、広い温度・濃度範囲で安定に形成され、その形状・会合体サイズに変化はないと考え

られる。後述の配座解析のための溶液 NMR測定は脂質濃度 100 mMおよび測定温度 37
°Cで行つた。

以上のように、長鎖脂質として SMを用いても、バイセルが形成可能であることが示され

た。

(A)                                             (13)

1
Jt

,1

r,
11

1

:

4

1

,

1

, 1
′ 1
′   、

10       1∞        10m

particle size/nln

1∞       llXXl

particle size/11m

図 3…7 bSMDHPC(1/2)バイセルの動的光散乱、(A)500 mM,(B)100 mM、 (破線)35° C、

(実線)37°C、 (点線)40°C
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3‐3コレステロール含有バイセルの調製

SMの配座をラフト・非ラフトのそれぞれの場合で比較を行うために、Chol含有バイセルの

調製を試みた。初めに、固体 NMRと同じ割合で bSM/Cho1/DHPC(2/2/1または 4/4/1)バイ

セルの調整を試みたが、すべて白色沈殿が生じバイセルは形成されなかつた。また、DHPC

以外の各種界面活性剤 (図 3‐8)を用いたが、いずれもバイセルの形成は確認できなかつ

た。

wos03Na
sodium dodecyl sultate (SDS)

X=0,R=C8H170dけlgiucopyranoside

X=S,R=C7H15 heptyithiogiucopyranoside

X=SI R=C8H170dり ithiOglucopyranoside N｀
怯 。3

H。ギ
tYR

OH OH    O
R=C8H17 MEGA・ 9

R=C9H19 MECA‐ 10

図 3-8バイセル調製に用いた界面活性斉J

R=H CHAPS
R=OH CHAPSO

バイセルにCholを含有させると、バイセルが安定化することが報告されているが、Cholの

割合は長鎖脂質に対して10%程度である9'BL Cholを SMに対して10%、 20%、 30%(moν

mol)の割合で bSM/DHPCバイセルの調製を試みたところ、20%,30%では沈殿が生じたの

に対し、10%Cholでは自色沈殿は生じなかつた。そこで、10%CholosoSM)含有 bSl西

DHPC(4/1)サンプルの31P NMRを
測定した(図 3-9)。 脂質濃度 500 mMでは 35°Cから45°C

で配向バイセルの形成が確認された。また 100 mMにおいても配向バイセルが形成した。こ

れは、10%Cholの 添カロによつて、バイセルが安定化したことを示唆している。また、10%Chol

含有小型バイセル(S]WChO1/DHPC=1/0.1/2)の形成も同様に
31P NMRか

ら確認した (図

3-10)。 Chol含有小型バイセルは Chol非含有バイセルと同様に、温度、濃度によつて変化

しないことも示された。
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35°C

37°C
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100       50        0       ‐50      ‐100      -150
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79



45°C

図 3-9b跡″Cho1/DHPC(4/0.4/1)バイセル の
31P NMRスペ クトル (A)500 mM、 (B)100 mM

(A)

35°C

ぼ。 :Ъ  3 Jo 4♂ o JJ0
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37°C

図 3-10 bSM/Cho1/DHPC(1/0.1/2)バ イセルの 31P NMRスペクトル、(A)500 mM、 (B)100

mM

このバイセルを用いて Cholの有無による配座の比較を行うに当たり、SMに対して 10%

Cholでバイセル上にラフトが形成するのかが問題となる。蛍光顕微鏡のよる膜上のドメイン

の観察から、SIWChol系 においておよそ 8%程度の Cholによつて、SMの一部が L。 相となり

始め、30%程ですべて L。 相となることが報告されている
14)。

当研究室でもいくつかのラフト形

成評価試験を行つているが、なかでも
2H固

体 NMRがよい指標になる。Cholが共存するこ

とによつて、アシル鎖の四極子分裂幅が増加、すなわち運動性が低くなることが示されてお

り、中でもアシル鎖の 10'位においてその変化が最大になる
10)。

そこで 10%Cholを含む

10'…あ…SSM/SSM/DHPC(1/3/1)バ イセルを調製し、
2H固

体 NMRを測定した (図 3… 11)。 Chol

の添加によつて、四極子分裂幅の増加が観測されたことから、バイセル上で L。 相が形成さ

れたことが示唆された (表 3-1)。 しかし、その増加量はリポソームの場合と比較して小さく
10、

10%Cholではすべての SMが L。 相になっているわけではないと考えられる。

:    :    :    :    :    :
100       50        0        ‐50      -100      ‐150 紀0 5b  6 JO お0 45b
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(IB)33°C

(D)37°C

(F)45°C

■0 あ 融⇒ ―あ J“

(G)50°C

図 3-11 10'… あ―S帥″S跡〃Cho1/DHPC(1/3/0。4/1)バイセルの
2H NMRスペクトル(A)30°C、

(B)33° C、 (C)35° C、 (D)37°C、 (E)40°C、 (F)45° C、 (G)50°C
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表 3‐ 110'―め―SMの 2H NMR測 定から得られた四極子分裂幅△v/kI‐ Iz

バイセル

SNI1/DHPC   SM/Cho1/DHPC

(4/1)           (4/0.4/1)

リポソーム 10)

SM
SM/Chol

(1/1)

28°C        ―a

30°C         37.0            -a                _a            54。 3

33°C                    ―a

35°C                  37.1
37°C         33.6           35.3

40°C         28.8            33.5                 -a             52.9

45°C         25。 1            30.0                30.9            51.9

50°C         22.8           27.3               27.4
aシグナルのブロードニングにより四極子分裂が観測されなかった

以上、10%Chol含有バイセル●s.SM,mOν mol)の調製に成功した。10%CholではSM
すべてが L。 相になっているわけではないが、少なくとも一部はバイセル上で L。 相を形成し

ていると考えられる。したがつて、この 10%Chol含有バイセルはラフト・非ラフトにおけるSM
配座の比較を行うために有用であると考えられる。
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3…4バイセルを用いた SMの配座解析

3‐4‐aSSMDHPC(1/2)小型バイセルの
lH NMR測

定

bSMのように、アシル鎖長の異なる SM混合物を用いることによつて、バイセルが不安定

化される可能性が示された。またアシル鎖長によつて相転移温度などの物理的性質に差が

あり、配座解析を行うに当たり、アシル鎖長の違いが SMの配座に影響を与えかねない。そ

こで、バイセルを用いた SMの酉己座解析には、bSMからHPLCで精製した SSM(図 3-12)を

用いた。

図 3-12D―物
“

―r_stearoyl‐SM(SSM)の構造と炭素番号

初めに、脂質濃度 (SSM+DHPC)100 mM、 測定温度 37°Cで SSM/DHPC(1/2)バ イセル

の lH NMRを
測定した (図 3‐ 13)。 DHPCのシグナルが強く観測されたが、SMのシグナルも

比較的シャープに観測されており、各種 2Dスペクトルよりすべてのシグナルを帰属すること

ができた (表 3…2)。 測定した
lH NNIRよ

り、ビシナル水素一水素スピン結合定数 (3JHm)を得

た (表 3‐3)。 lDスペクトルで読み取れなかつたものは Exclusive COSY(EoCOSD15‐
17)スペク

トルから求めた。
3JHn3は

10。 7 Hzと大きな値をとつていることから、C2‐C3結合はアンチ配座

が優勢であると考えられる。重メタノール 中の値と比較すると(表 3-3)、 バイセル 中のほうが

3JH2/H3は
大きな値をとつており、SMの C2‐C3結合は膜 中でよリアンチ配座が増加すると考え

られる。同様に、報告されているアミド部分におけるKarpluS式 1めから考えると、しw地の値

は N‐C2結合においてもアンチ配座が優勢であることを示唆している。

続いて、プロトン間の距離情報を得るために、NOESY測定を行つたところ (図 3‐ 14A)、

H2/H4および H3/H5にクロスピークが観測された。またアミドプロトン(7.83 ppm)は 4 ppmの

シグナルとのクロスピークを与えたが、このシグナルは Hlと H3のシグナルが重複しているこ

とから、どちらのプロトンとの相関か帰属できなかった。アミド周辺の配座を知るためにはこの

部分の帰属は必要である。そこで、3-´SMり)を用いて同様に NOESY測 定を行つたところ、

クロスピークの強度は 50%程度に減少した (図 3¨ 14B,C)。 すなわち、SM/DHPCバイセルの

NOESYスペクトルにおけるアミドプロトンとのクロスピークに、Hlと H3はほぼ等しく寄与して

いることが示唆された。
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8

図 3-13 SSM/DHPC(1/2)バ イセルの
lH NMRスペクトル (37° C、 標準物質 DSS)

表 3-2 SSM/DHPC(1/2)バ イセル における SSMの lH NMR化
学シフト(標準物質 DSS)

5/ ppm ∂ppm

NH

H5

H4

Hα

Hl

H3

H2

7.83

5.72

5.41

4.28

4.02

4.02

3.90

Hβ

H7

H2'

H6

H3'

CH2

H18,18'

3.66

3.20

2.21

1.98

1.60

1.22

0.80

表 3…3バイセルおよびメタノール中の SSMのスピン結合定数 (3ιttH)/Hz
3JH2/H3 3JH3/H4 3JNWH2

SSM/DHPC(1/2)

SSM/Cho1/DHPC(1/0.1/2)

SSヽ4in CD30D

10.7

10.5

8.4

7.7.

7.7

7.6

9.1

9.0

-a

85

aNH→NDへの交換



．
‘

　

　

　

．

40           30           20               40           30           20

図 3-14(A)SSヽ便 )HPC(1/2)バイセルの NOESYスペクトル、(B)拡大図、(C)3-″SM/DHPC

(1/2)バイセルの NOESYスペクトルの拡大図
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3-4-b10%Chol含 有 SM/DHPC(1/2)小 型バイセルの lH NMR測
定

同様に SM/Cho1/DHPC(1/0.1/2)バ イセルの 1次元、2次元 NMR(E.COSy NOESY)を 測

定した (図 3-15,16)。 化学シフトおよび
3JH/Hは Choリト含有バイセルと比較してほとんど差異

はなかった (表 3… 3)。 これは Chol添加 によってSMの配座は変化しないことを示唆している。

また NOESYスペクトルもChol非含有バイセルとほぼ変化がなく、やはりChol含有 リト含有

バイセル中において SMの配座に差はないことを示している。

図 3-15 SSM/Cho1/DHPC(1/0.1/2)バ イセルの lH NMRスペクトル

図 3-16 SSM/Cho1/DHPC(1/0.1/2)の NOESYスペクトル

Ｖ
　
一́
一
　
　
　
　
　
　
　
′

●

●
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3-4-c 酉己歴E角牢り斤

SMDHPCバ イセルの lH NMRに
おいて

3JH2/H3が
大きな値を示したことから、SMの

C2-C3結合はアンチ配座が優勢であることが示唆される(表 3… 3)。 またペプチドのアミドプロ

トンとCロ プロトンの二面角に関する Karplus式 18)か
ら判断すると、N¨C2結合 (H―N―C2-H2

二面角)においてもアンチ配座が優位であると考えられる。

一方 C3-C4結合に関しては、ペプチドやタンパク質中にそのような構造が見られないため、

c(sp2)¨c(sp3)結合におけるKarplus式は報告されていない。B3LYP/6-31G(d,p)基底関数を

用いて密度汎関数法 (DFT)より、C3-C4結合における KaTlus式を求めた。図 3-17に示し

た SMの構造の一部を用い、C3-C4結合を 30° ずつ回転させてそれぞれの構造における
3JH3/H4を

計算した。得られた
3JH3/H4か

ら次式に対してフィッティングを行い、KarpluS式 を得た。

得られた Karplus式より、観測された
3JH3/H4(=7.7 Hz)は

C3…C4結合においてアンチ酉己座が

優位であることを示しており、NOESY測定において、H3/H5にクロスピークが観測されたこと

と一致する。

∝

HO十 CH3
HNYCH3

0

3J″
3/″ 4=И C°S2(θ +ψ)十 B COS(θ  tt ψ)+C

=6。95 cos2(θ +4.78° )-0.34 cos(θ +4.78° )+1.84

図 3-17 DFTよ り求めた H3-H4二面角に対するKattlus曲 線

８。
　
　
釧

１

　

名

・０^
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3-5考察

本章では、より容易な膜構成脂質の構造解析手法の確立を目指し、溶液NMRによるSM
の配座解析を行つた。通常脂質膜において構造解析を行う場合には、非結晶性や異方的

環境といった理由から固体NMRが用いられる。しかし固体NMR測定を行うためには、分子

の同位体標識は必要不可欠であり、その標識体の調製に多大な時間、労力、費用がかかる

こともあり、必ずしも効率の良い方法であるとは言えない。脂質膜系に溶液 NMRを適用す

れば容易に構造解析を行うことができると考えられることから、バイセルを用いることとした。

しかしSMバイセルは報告がなく、従来バイセルによく使用されるPCと同様にバイセルを形

成可能かは不明であつた。
31P NMR、 2H NMR、

動的光散乱実験から、SMDHPC系におい

て、SMがバイセルを形成することを初めて明らかにした。また 10'―め―SSM/DHPCバイセル

の2H NMRに
おいて鋭い二重線が観測されたことから、SMがバイセルの平面部を構成して

いることがわかった。

続いて脂質ラフト形成時とそうでない場合での SMの配座の違いを比較するため、Chol

含有バイセルの調製を試みた。脂質ラフトの大きな特徴として、界面活性剤 TritOnX-100に

対する不溶性が挙げられる
20)。

これは、脂質ラフト以外の脂質膜成分が TrironX-100に よつ

てミセル化し可溶化するのに対し、ラフト成分は TritolⅨ 存在下でも二重膜としての形状を

保つていることによる。このような不溶化したラフト成分は、その周りをTritOnXに よって取り囲

まれた構造をとつていると予想される。同様にバイセルも長鎖脂質の形成する二重膜の周り

を界面活性剤が取り囲んだ構造 (図 3-2)をしていることから、両者は類似した形状をしてい

ると考えられる。このことはバイセルで脂質ラフトを再現できる可能性を強く示唆している。し

かし、実際は Chol含有 SM/DHPCバイセルの調製は困難であった。Chol濃度が SMに対

して 20%以上になると、Cholはバイセル中に含有されず沈殿となって析出した。この状態で
lH NMRを

測定すると、DHPCに対するSMのシグナルも減少しており、SMも Cholとともに

沈殿したと考えられる。これはまさに脂質ラフトの性質である界面活性剤に対する不溶性を

表しており、Cholの添加によつて SM同士の相互作用が強められた結果、DHPCに対して

不溶になつた可能性がある。

一方、10%Chol含有 SSM/DHPCバイセルの調製は成功した。重水素標識した Cholを

用いて SSM/J― Cho1/DHPC(4/0.4/1)バイセルの 2H NMRスペクトルは二重線を示し、Cholも

バイセルの平面部に存在することが分かつている。10'―め―SSMDHPCバイセルの 2H NMR

から得られた四極子分裂幅は、Cholの添加によつて増力日しており、Cholによってバイセルの

二重膜中の SMのオーダーが上昇したことが示唆された。これはバイセル上にラフト様ドメイ

ンが形成されたことを示唆している。

SSM/DHPCバイセルおよび SSM/Cho1/DHPCバイセルを用いて
lH NMR測

定を行い、ス

ピン結合定数およびNOE実験からバイセル中の SMの立体配座を推定した。バイセル中の
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SSMでは、H2/H3、 H3/H4および H2/NHはすべてアンチ配座が優位であり、この配座は

Cholの有無によって変化しないことがわかった。すなわち、スフィンゴシン部分の配座はラフ

ト・非ラフトによらず一定であることが示された。NOEおよびスピン結合定数から得られた構

造をもとにエネルギー最小化を行い、バイセル中のSMの立体配座を図3-18のように推定し

た。これは固体 NMRより得られた構造 (図 2‐29)とほぼ同じ構造である。しかし C3‐C4結合

に関しては固体NMR測定では Cholの有無による配座変化が示唆されている(図 2…29B)21、

バイセル (溶液 NMR)とリポソーム(固体 NMR)では、測定温度や Chol濃度が異なるため、

単純に比較することは難しいが、10%Ch01含有 SM/DHPCバイセルの 2H NMR測
定より、

バイセル中で SMは Cholと相互作用していると考えられることから、10%Cholで は C3…C4

結合の配座変化が月ヽさすぎて観測できなかつた、もしくは Cholは SMのスフィンゴシン側

(C3,C4)よりもアシル鎖側 (C10')と の親和性が高いと考えられる。

____ 3」HH

――― NOESY

図 3-18バイセル中の SMの推定配座 (MacroModel version 8.6,力 場 MMFFs)

以上より、本研究で SMを用いてバイセルが形成可能であることを初めて明らかにした。

SM/DHPCバイセルを用いて、
lH溶

液 NMRのスピン結合定数および NOE測定から、バイ

セル中の SMの立体配座を推定することに成功した。SMのスフィンゴシン部は Cholの有無

によつて変化しないことが示された。本手法では分子を同位体標識することなく膜中の構造

を解析することが可能であり、膜構成脂質の構造解析において非常に有用な方法である。

今後、他の脂質に関しても本法を適用することによつて、脂質が膜上で形成するマイクロドメ

インの分子基盤が明らかになることが期待される。一方で現状では Chol濃度が 10%程度が

上限であり、種々のバイセル形成条件の検討や、バイセルに含有可能な Chol誘導体の開

発などが期待される。
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第 4章 結論

固体 NMR測定によつて求めた磁気双極子相互作用解析より、脂質膜中で SMは異なる

配座が安定に存在することが明らかとなつた。また、SMのアミド部からスフィンゴシン部の配

向は Cholの有無にかかわらず、あまり変化しないのに対し、リン酸部の配向は Cholの 添カロ

によつて大きく変化することが示された。一方、Cholによつて SMの揺らぎは大きく抑制され

ることが分かつた。これにより、アミド部位を通しての SM分子間相互作用が安定化されマイ

クロドメインの形成につながると考えられる。

また、長鎖脂質として SMを用いてバイセルが形成可能であることを初めて明らかにした。

また、10%Chol含有バイセルの調製にも成功した。この SMバイセルを用いることで、従来

困難であると考えられてきた、脂質膜系に溶液 NMRを適用し、高分解能
lH NMRスペクト

ルの取得に成功した。スピン結合定数および NOEに基づいて、脂質膜中の SM界面部分

の立体配座を明らかにした。Cholの有無によつて SMの界面部分の配座はほとんど変化し

なかつたことから、ラフトを形成した場合でも、していない場合でも SMの界面部分の構造は、

ほぼ一定に保たれることが示唆された。

固体 NMRでは、Cholの有無によつて、C3‐C4結合の回転配座の変化が示唆されており、

バイセル中の結果とは若干異なるが、これは Chol濃度が異なるためであると考えられる。す

なわち、固体 NMRの条件では SIWChol=1/1であるのに対し、バイセルでは SIWChol=10/1

であることから、バイセルでは Cholによつて(観測可能なほど)十分に起こつていないことが

考えられる。今後、より高濃度の Chol含有バイセルの調製が期待される。

本研究では、固体 NMRで観測される磁気双極子相互作用に基づいて、脂質膜中の SM
の酉己座、配向を解析した。また固体 NMRの相補的な手法として、溶液 NMRを用いてバイ

セル中の SMの立体配座を明らかにした。両手法によつて推測された SMの界面部分の配

座はほぼ一致しており、本手法は膜中の脂質の立体配座解析に有用な手法であることが示

された。今後同様の手法によつて、Cholの有無によるSMのコリン部分の配座、配向解析を

行うことによつて、脂質膜中の SM―SMおよび SM‐Chol分子間相互作用解明に繋がることが

期待される。また PCやスフィンゴ糖脂質など、他の脂質にも本手法を適用し、SMの構造と

比較することで、脂質ラフト形成の分子機構、構造的基盤の解明への糸 口となることが期待

される。
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第 5章 実験項

5‐1使用機器等

カラムクロマトグラフィー

MERCK  Silica Ge1 60 N(100‐ 210 mesh ASTM)

薄層クロマトグラフィー

MERCK   Silica Ge1 60 F254

溶液 NMR
lH NMR

JEOL   ECA‐500(500 MHz)

reference:CDC13(CHC13)7.24

CD30D(CHD20D)3.30
H20/D20(DSS)0

13c NMR

JEOL   ECA…500(125 MHz)

reference:CDC13(13cDC13)77.0

CD30D(13cD30D)49.0

H20/D20(DSS)0
31P NMR

JEOL   ECA…500(202 MHz)

reference:H20/D20(80%H3P04)0

固体 NMR
駆 DOR

Chemagnetic CMX‐ 300(プローブ :Varianh

reference:1‐
BC‐Gly(外部標準)176.03

31P NMRの
等方値 0

2H NMR

Chemagnetics CMX… 300(プローブ :Otsuka Electronics)

NIIS

Te..1.o QueSt LCQ DECA
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動的光散乱

HORIBA LB-500
HPLC

島津 LC-10ADvp、 SPDM10Avフォ トダイオー ドア レイ検出器

密度汎関数計算

Gaussian 09W

エネルギー最小化

MacroModel

乾燥溶媒等

また各反応は、特に記述のない限り、アルゴン雰囲気下で行つた。

TLCは CeS04‐MO(P04)2水 溶液、もしくはニンヒドリンーメタノール溶液に浸した後、カロ熱する

ことで発色させた。
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5-2 1'-r3c-3', 3'-dz-SM(1)DAFF,

Me。ん Q5H釧

16

NaOMe, CH3OD

鵬0～ Jヽ創

D D
17

2,2‐″2‐Methyl heptadecanoate(17)

1_ヘプタデカン酸メチル 16(316.4 mg,1.17 1111mol)を メタノール4(5 mL)に溶解し、ナトリ

ウムメトキシド(94.8 mg,1.75 1111nol)をカロえて、27時間カロ熱還流した。35wt%重塩酸をカロえ

て反応停止後、酢酸エチルで抽出し、飽和塩化ナトリウム水溶液で洗浄した。無水硫酸マグ

ネシウムで乾燥し、乾燥剤を濾別して溶媒を減圧留去後、残澄をシリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー (ヘキサンー酢酸エチル、10/1)で精製し、重水素化ヘプタデカン酸メチル ー17(221.5

mg,0。 773 11mol,66%)を無色結晶として得た。
lHお

よび
13c NMR測

定より、重水素化率は、

89%(あ 78%,422%)であつたため、再度同様の条件に伏した。メチルエステル 17(重水

素化率～90%,221.5 mg,0.819 nlmol)を メタノールイ1に溶解し、ナトリウムメトキシド(66.4 mg,

1.23 mmol)を加えて、24時間加熱還流した。35wt%重塩酸をカロえて反応停止後、酢酸エチ

ルで抽出し、飽和塩化ナトリウム水溶液で洗浄した。無水硫酸マグネシウムで乾燥し、乾燥

剤を濾別して溶媒を減圧留去後、残澄をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (ヘキサン/酢酸

エチル、10/1)で精製し、2,2-あ―ヘプタデカン酸メチル 17(194.9 mg,0。 680 11mol,88%)を無

色結晶として得た。
lHお

よび
13c NMR測

定より、重水素化率は、92.5%(め 85%,グ115%)で

あつた。

colorless crystal:RfO.46(1/10,Cthyl acetatc/hexaneヽ
lH NMR(500 MHz,CDC13)δ 3.60

(3H,s,OMc),2.22(0.15H,tt,2JHD=2.O Hz,3JIIII〒 6.6 Hz,H2),1.55(2H,t,3JHH=6。6 Hz,H3),

1.27… 1。 17(26H,CH2),0・ 83(3H,t,3JHH=6。 9 Hz,H17);13c NMR(125 MHz,CDC13)δ 174。 1

(Cl),51.2(OMc),33.7(quintet,lJcD=19・ 2 Hz,C2),31.9,29.7,29。 6,29.5,29。 4,29。3,29。2,

29.0,24.8,22.6,14.0;MS(ESI)309[M+Nal+

鵬歳 C45H34

D D
17

2,2‐″2‐heptadecanol(18)

2,2‐め‐ヘプタデカン酸メチル 17(194.9 mg,0。 680 11mol)を無水テトラヒドロフラン(3.4 mL)

に溶解し、氷冷下、水素化リチウムアルミニウムLiAlH4(19・ 4 mg,0。510 111mol)を加え、室温

Hoγ %5H"
THF

D D
rt,7h

18
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で 1.5時間攪拌した。さらに、LiAlH4(6.O mg,0。 158 rnmol)を加え 1時間攪拌したが、TLC

上でエステル 17が確認されたので、LiAlH4(12.5 mg,0。329 trllnol)を 加え、室温で 3時間攪

拌した。しかし、依然としてエステル 17が確認されたため、さらに LiAlL(11.6 mg,0.306

11mol)を加えて、室温で 30分攪拌したところで、TLC上でエステル 17の消失を確認した。

H20をカロえて反応停止後、生じた沈殿をセライト濾過で濾別し、酢酸エチルで洗浄した。溶

媒を減圧留去後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー (ヘキサン/酢酸エチル、3/1)で精製し、

2,2‐め‐ヘプタデカノール (162.9 mg,0.630 11111nol,93%)を 無色結晶として得た。

colodess crystal;Rf O.H(1/10,cthyl acetate/hexane);lH NNIR(500 MHz,CDC13)δ 3.81

(2H,br s,Hl),1.33-1.21(28H,CH2),0・ 86(3H,t,3JHH=6.9 Hz,H17);MS(ESI)281[M+Nal+

TsCI,Et3N,DMAP
Hottq5H"

D D
18

CH2C12

00C→ rt,9h
quant.

Ts喩 %5H釧

D D
19

2'929‐あ‐heptadecyl′‐loluenesulfonate(19)

2,2‐あ―ヘプタデカノール 17(160.O mg,0。 619 111mol)をジクロロメタン(5 mL)に溶解し、氷

冷下、トリエチルアミン(172.6 μL,1.24 1111nol)、 二 μジメチルアミノピリジン(7.6 mg,61.9

μmol)、 塩化′―トルエンスルホニル (177.O mg,0.929 1111nol)を カロえ、室温で 3時間した。トリ

エチルアミン(86 μL,0.6211111n01)、 塩化ρ―トルエンスルホニル (119.5 mg,0.627 111mol)を追

加して室温で 6時間攪拌後、H20を加えて反応を停止した。酢酸エチルで抽出し、飽和炭

酸水素ナトリウム水溶液、飽和塩化ナトリウム水溶液で洗浄した。無水硫酸マグネシウムで

乾燥し、乾燥剤を濾別後、溶媒を減圧留去した。残澄をシリカゲルカラムクロマトグラフィー

(ヘキサン酢酸エチル,1/10)で精製して、トシラート19(292.4 mg,quant。 )を 自色粉末として

得た。

white powdeち RfO.36(1/10,Cthyl acetate/hcxane);lH NMR(500 MHz,CDC13)δ 7.77(2H,

d,3JHH=8.6 Hz,Ts),7。 32(2H,d,3JHH=8.6 Hz,Ts),3.99(2H,s,Hl'),2.43(3H,s,Ts),

1.30-1.16(28H,CH2),0。 86(3H,t,3JHH=7.2 Hz,H17')
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K13cN,18-crown-6‐ ether

Tsoγ %5H釧

D D
19

3,3‐あ‐octadecanenitrile oO)

トシラート19(292.4 mg)を N,N―ジメチルホルムアミド(3 mL)に溶解し、氷冷下、18-クラウ

ンー6…エーテル (327.2 mg,1。24 11mol)および[BC]シアン化カリウム (60.5 mg,0。 929 11mol)を

加え、室温で 25時間攪拌した。H20を加えて反応を停止した後、酢酸エチルで抽 出し、飽

和炭酸水素ナトリウム水溶液および飽和塩化ナトリウム水溶液で洗浄した。無水硫酸ナトリウ

ムで乾燥後、乾燥剤を濾別し、溶媒を減圧留去した。残澄をシリカゲルカラムクロマトグラフ

ィー (ヘキサン 酢酸エチル ,50/1)で精製し、3,3-め…オクタデカンニトリル 20(98.3 mg,0。 366

11mol,59%)を 自色固体として得た。

white solid;RfO。 66(1/10,Cthyl acetate/hexane);lH NMR(500 MHz,CDC13)δ 2.29(2H,d,

子たH=-9.5 Hz,H2),1.40(2H,br t,3JHH=6.6 Hz,H4),1.32… 1。 15(26H,CH2),0。 85(3H,t,3JHH

=6.9 Hz,H18);13c NMR(125 MHz,CDC13)δ  l19.8(Cl),31.9,29。7,29.6,29.5,29。 4,29.3,

29。2,28。 7,28.4,28.3,24.6(quintet,lJcD=20.4 Hz,C3),22.6,16.8(d,lJcc=56.4 Hz,C2),

14。 1;MS(ESI)291[M+Nal+

NaOH"o

ｈＤＭＦ岬賜

卍3cttQ5H"
D D
20

ヾ3cγ q5H釧

D D
20

Ю
写℃ ℃

EtOH
relux,18h

91%

1_13c…3,3‐み octadecanoic acid o2)

ニトリル 20(98。 3 mg,0.366 1nmol)をエタノール (3 mL)に溶解し、12.5M水酸化ナトリウム

水溶液 (l mL,12.5 1nmol)を 加えて、18時間加熱還流した。lN塩酸で反応停止後、酢酸エ

チルで抽出し、飽和塩化ナトリウム水溶液で洗浄した。無水硫酸マグネシウムで乾燥後、乾

燥剤を濾別し、溶媒を減圧留去した。残澄をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (ヘキサン/

酢酸エチル,5/1)で精製し、1‐
13c_3,3¨

め‐オクタデカン酸 (ステアリン酸 )(96。 3 mg,0。 335

1111mol,91%)を 自色粉末として得た。

white powdet RfO.46(1/1,ethyl acetate/hexanc);lH NMR(500 MHz,CDC13)δ 2.31(2H,d,
2JcH=_6。

9 Hz,H2),1.32‐ 1。20(28H,CH2),0・ 86(3H,t,3ぬ H=7.2 Hz,H18ゝ
13c NMR(125

MHz,CDC13)δ 179。 1(Cl);MS(ESI)286[M― H]~
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p-nitrophenol, DCC
Ю

π

J釧

22

丁HF
rt,14h
72% 叩0°7出 。」c

′…nitrophenyl l‐
13c¨

3,3‐J2‐OCtadecanoate(5)

カルボン酸 22(92.l mg,0.320 mmol)をテトラヒドロフラン(1.2 mL)に 溶解し、氷冷後、二

vジシクヘキシルカルボジイミド(85。9 mg,0.416 11mol)お よび′‐ニトロフェノール (57.9 mg,

0。416 11unol)を カロえて、室温で 14時間攪拌した。生じた沈殿をセライト濾過で濾別し、酢酸

エチルで洗浄後、溶媒を減圧留去した。残澄をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (ヘキサン

/酢酸エチル,3/1)で精製し、1‐
13c_3,3-あ―オクタデカン酸 ′―ニトロフェニル (93.l mg,0。 228

1111nol,71%)を 自色固体として得た。

white solid;RfO。48(1/3,cthyl acetate/hexane);lH NMR(500 MHz,CDC13)δ 8。25(2H,d,
3JHH=9。2 Hz,Pり ,7.25(2H,d,3JIH=9.2 Hz,Pり,2.56(2H,d,2JcH=_7.5 Hz,H2),1.38(2H,t,
3」

HH〓6.3 Hz,H4),1.36‐ 1.20(26H,CH2),0。 86(3H,t,34Ⅲ=6.3 Hz,H18);13c NMR(125

MHz,CDC13)δ 171。3(Cl)

鵬3｀―》弓⌒́ シ、」2
NHBoc

2:R=TBS
21:R=H

TBAF

THF
rt,13h

51%(3 steps)

1)TFA,CH2C12,0° C,lh
Me3高、プ′̂〔

:〕
P(:′ ^、、″

'(lグ

グ、、
c13H27

Et3N,DMAP,THF
rt,4.5h

赫氏 Kh版%鋤Ⅲ
哺

凸 。メc

嗣

箭

」
"

23:R=TBS
l:R=H

1■
13c…

3,3:―d2¨SM(1)

1,_13c_3',3'‐あ‐N‐Stearoyl‐ D‐ιり乱″ S̈phingomyelin(1)

スフィンゴシン保護体 2(2')(118.O mg,0.196 1rllnol)をジクロロメタン(3 mL)に溶解し、氷冷

下、トリフルオロ酢酸 (l mL)を加えた。0°Cで 1時間攪拌した後、トルエンを加え、トリエチル

アミンで中和後、溶媒を減圧留去した。再度トルエンを加え、減圧留去を繰り返すことで、過

剰のトリフルオロ酢酸およびトリエチルアミンを完全に留去した。残澄をテトラヒドロフラン (1

mL)に溶解し、氷冷後、トリエチルアミン(81.8 μL,0.587 111mol)、 ニ ルジメチルアミノピリジン

(23.9 mg,0。 196 11unol)、 ′‐ニトロフエニルエステル 5(96.O mg,0.235 nlmol)を カロえて、室温

で 4.5時間攪拌した。反応溶液にアセトンをカロえて、生じた沈殿をクロロホルム/メタノール
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(1/1)で洗浄し、溶媒を留去することで、スフィンゴミエリン保護体 23(およびスフィンゴミエリ

ン 1)を得た。母液は、溶媒留去後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー (クロロホルムメタノー

ル/H20,65/35/8)で 精製し、先の沈殿から得られたものと合わせて、スフィンゴミエリン保護

体 23(およびスフィンゴミエリン 1)(87.9 mg)を得た。スフィンゴミエリン保護体 23とおよびス

フィンゴミエリン 1は混合物のまま次の反応を行つた。混合物 (87.9mg)をテトラヒドロフラン

(2 mL)に溶解し、氷冷下、lMフ ッ化テトラブチルアンモニウムーテトラヒドロフラン溶液

(414 μL,0.414 111unol)を 加え、室温で 13時間攪拌した。メタノールを加えて反応停止後、反

応液にアセトンを加え、生じた沈殿をセライト濾過で濾別し、沈殿をアセトンで洗浄した。濾

別した沈殿をクロロホルム/メタノール (1/1)に溶解して回収した。溶媒を減圧留去した後、残

澄をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (ク ロロホルム/メタノール/H20,65/25/4)で 精製し、

1,_13c¨ 3',3'‐め‐スフインゴミエリン 1(73.6 mg,0。 100 mmol,51%from sphingosine 2 o')for 3

steps)を 自色粉末として得た。

white powder;RfO.32(65/35/8,chlorofottmethano1/H20);lH NMR(500 MHz,CD30D)δ

7.87(lH,dd,3JHH=9.O Hz,2JcH=_3.9 Hz,NH),5.69(lH,dt,3JHH=15。 2,6.6 Hz,H5),5。45

(lH,ddt,3JHH=15。 2,7.7,1.4 Hz,H4),4.27(2H,bち Hα),4。 10(lH,ddd,2JHH=_10.6 Hz,

5、=6.O Hz,3ふH=4.6 Hz,Hl),4.04(lH,dd,3」 HH=8.0,8.O Hz,H3),3。 99‐3.89(2H,m,Hl,2),

3.63(2H,br t,3JHH=4.58 Hz,Hβ )、 3.22(9H,s,H7m、 2.16(lH,dd,2JHII=-13.8 Hz,1え H=-5,7

Hz,H2'),2。 15(lH,dd,2JHH=_13.8 Hz,2JcH=_6.O Hz,H2'),2.02(2H,dt,3JHH=7.5,6.6 Hz,

H6),1.45¨ 1.22(50H,CH2),0・ 89(6H,t, 」、 =7.2 Hz,H18,18');13c NMR(125 MHz,

CD30D)δ 175。8(Cl'),135.0(C5),131.3(C4),72.5(C3),67.5(Cβ ),65.9(Cl),60。 4(Cα ),

55。 3(C2),54.7(Co,37.2(d,lJcc=49.2 Hz,C2'),33.5,33.1,30。 90,30.87,30。 85,30.83,

30。 80,30。 79,30。 74,30.6,30.49,30。45,30。 34,30.32,26.5(quintet,c3'),23.8,14.5;MS

(ESI)756[M+Na]+
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5-3C(18:0)‐ SMの精製

市販のウシまたはブタ脳由来の SM(bSM,16:0(2%),18:0(49%),20:0(5%),22:0(8%),

24:0(6%),24:1(20%))からC18:0‐ SM(SSM)りをHPLCによつて精製・分取した幼。

200

A-205 nml
20080417_SM  I

-2∝細妥1■SM001■一一一

⊃

1 loo

0           20          40          60          80          100         120         140

Column:cosmosi1 5C18~AR¨ H(20× 250 mm),Eluent:McOH,

Flow rate:4.O mL/min.,UV:205 nm,Щ jeCtiOn:2.75 mg/50 μL

図 5…3 porcine brain SMの HPLCクロマトグラム

⊃

1∞ 〔
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5…4固体 NMR測定

5-4‐aサンプル調製

2H NMR測
定 :1'…

13c_3',3'―
め‐SM(1)(5.4 mg,7.4 1tmol)お よび SSM(14.8.O mg,20.2

μЮl)または、1'-13c_3',3'―あ―SM(1)(5。 l mg,6.9脚nol)、 SSM(15.O mg,20.5 μmol)、 Ch01

(10.6 mg,27.4牌 lol)をクロロホルムメタノールに溶解後、溶媒を減圧留去して脂質膜フィル

ムを形成した。6時間以上真空乾燥して溶媒を完全に留去したのちに、milliQ水 (600 μl)を

加えて脂質懸濁液とした。凍結融解 (-196°C～ 60°C)を 3回繰り返した後、12時間以上凍結

乾燥した。得られた脂質残澄に、脂質重量と等量の軽水 (2H depleted water)を 加え、脂質

水和物が均一になるまで試験管ミキサーで激しく攪拌した。粉末サンプルは、1'-13c_3',

3'‐め‐SM(1)(Ca。 5mg)をセライトと混合し、

REDOR測定 :脂質混合物りをクロロホルムメタノールに溶解後、溶媒を減圧留去して脂質

膜フィルムを形成した。6時間以上真空乾燥して溶媒を完全に留去したのちに、脂質重量の

およそ 300倍の milliQ水 をカロえて脂質懸濁液とした。凍結融解 (-196°C～ 60°C)を 3回繰り

返した後、12時間以上凍結乾燥した。得られた脂質残澄に、脂質重量と等量の重水 (D20)

を加え、脂質水和物が均一になるまで試験管ミキサーで激しく攪拌した。

中
脂質混合物の組成

i)1,_13c… 3',3'…あ―SM(1)(10.2 mg,13.9 μmol)

五)1,_13c_3',3'―め‐SM(1)(11.6 mg,15。 8 μmol)/Ch01(6。 lmg,15。 8 μmol)

面)2'‐
13c_sM(7.9 mg,10.8 

μmol)

iv)2'‐
13c_sM(7.3 mg,10.0岬 ol)/Chol(3.9 mg,10.O μmol)

v)3‐ 13c_sM(7.2 mg,9.8 
μmol)

宙)3-13c_sM(5。 l mg,7.O μmol)/Ch01(2.7 mg,7.O μmol)

宙i)2‐ 15N‐
SM(13.9 mg,19,O ltmol)

viii)2…
15N‐

SM(8。 9 mg,12.2 μmol)/Ch01(4.7 mg,12.2 μmol)
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5‐4…b固体 NMR測定

2H固
体NMR測定は、CMX‐300(Chemagnetics,300 MHz)を 用いて行つた。スペクトル幅

は 500 kHz、 データポイントは 8192ポイント、温度を 10°Cから50°Cまで変化して測定を行

つた。四極子エコーパルスシークエンス 3)を
使用し、90° パルス幅 0。 l μs、 パルス間隔 30 μs

に設定し、約 24000回積算を行つた。測定した FIDに対しexponential関 数 (ブロードニング

ファクター 2000 Hz)、 ゼ■フィリング 4回、FT処理してスペクトルを得た。

REDOR測定は CMX-300(Chemagnetics,300 MHz)、 REDOR xy8パルスシークエンス 4)

を用いて 45°Cで行つた。
13c{15N}REDOR測

定では、スペクトル幅は 400 ppm、 データポイ

ントは 4096ポイント、MASは 5 kHzに設定した。展開時間を 1.6 ms,4.8 ms,6.4 ms,8.O ms,

12.8 ms,16.O ms,19。 2 ms,24.O ms,32.O ms,40。 O msと変化させて、約 30000回積算を行つ

た。化学シフトは、グリシンのCl(176.03 ppoに 対する値で示した。
31P{Bc}REDOR測

定で

は、スペクトル幅は 30.003 kI― Iz、 データポイントは 4096ポイント、MASは 6 kHzに設定し、

展開時間を4.O msから40.O msまで変化させて、約 30000回積算を行つた。化学シフトは、

等方値を0とした。

表 5‐12H NMRよ り得られた 1'-13c_3',3'― あ―SM(1)の四極子分裂幅 /kIIz

SMのみ  SMκ hol(1/1)

10°C
20°C
30°C
40°C
45°C
50°C

(粉末サンプル )

al

al

al

al

33.3

30.8

(116.4)

42.1

42.1

41.8

41.6

39.8

b)

→シグナルのブロードニングのため四極子分裂幅が観測されなかつた、b)測定していない
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表 5…2 BC(15N}REDOR測 定結果 (Cl')

2‐
15N―SM 2…

15N…SMChol

展開時間 /ms S0 AS N/S0 S0 AS/S0

1.6

4.8

6.4

8.0

12.8

16.0

19。 2

24.0

32.0

40.0

274.87  244.30  30.57

345。 51  244.73  100.78

329.95  116.04  213.91

366.26  78.07  288.19

321.79  29.39  292.40

419.33  43.04  376.29

439.62  44。 99  394.63

517.21   5。39   511.82

543.52  37。 72   505。 80

401.57  37.20  364.37

323.62  265.07

270。 18  115.75

265。41   30.51

309.68  38.65

356.41   77.19

324.69  28。 32

289。 83   15.00

413.36  15。 38

359。 11   5。 79

442.12   5。 83

58.55  0.181

154。43  0。 572

234.90  0.885

271.03  0.875

279.22  0.783

296.37  0.913

274.83  0.948

397.98  0。 963

353.32  0.984

436。 29  0。987

0.111

0。292

0。648

0.787

0。909

0.897

0。 898

0。990

0.931

0。907

表 5‐313c{15N)Ⅲ]DOR測定結果 (C3)

2-15N―SM 2…
15N‐ SM/Chol

展開時間 /ms S0 S/S0 S0 AS N/S0

1.6

4.8

6。4

8.0

12.8

16.0

19.2

24.0

32.0

40.0

462.30 455。95  6.35

543.21 504.05  39.16

408.04 343。 13  64.91

500.57 379。 32 121.25

336。 42 207.82 128.60

373.81 237.66 136。 15

370。65  145。 28 225。 37

432.80  89.87  342.93

315。 37  94。 14  221.23

161.33  23.98  137.35

0.014

0.072

0.159

0。242

0。382

0。364

0。608

0。792

0。701

0.851

1157.98

832.75

890.06

793.28

728.20

594.65

486。90

578。95

346。70

332.61

1101.12   56.86  0.049

789。 59   43.16  0.052

833.71   56。 35   0.063

736.74   56.54  0.071

611.50   116。70  0。 160

383.86  210。 79  0.354

347.71   139。 19  0。 286

364.31   214.64  0。371

141.23   205。 47  0。 593

153.13   179.48  0.540
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表 5-4 BC{15N}REDOR測 定結果 (Cl)

2-15N-sM 2-15N‐SWChol

展開時間 /ms S0 AS S/S0 S0 AS N/S0

1.6

4.8

6。4

8.0

12.8

16.0

19。 2

24.0

32.0

40.0

307.64  305.86

438。98  373.80

294。 12  231.40

347.92  236.32

276.43   87.93

280。51   56.94

259.61   43.79

289。07  36.64

220。23   2.21

128.16   8.30

1.78   0.006

65。 18  0.148

62.72   0。 213

111.60  0.321

188.50  0.682

223.57  0.797

215。82  0.831

252.43  0.873

218.02  0。 990

119.86  0。 935

379.90  345。 42

326.66  271。 10

348:33  291.41

359。60  256.65

299.87  127.05

344.53   63.29

197.89   53.74

391.07  77.89

145.67  32.67

166.69  ‐13。 90

34.48  0.091

55。 56  0。 170

56.92   0。 163

102.95  0.286

172.82  0.576

281.24  0。 816

144。 15  0。 728

313。 18  0.801

113.00  0。 776

180.59  1.083

表 5-513c(15N}Ⅲ]DOR測定結果 (C2)

2-15N‐SM 2‐
15N―SM/Chol

展開時間 /ms S0 N/S0 S0 AS AS/S0

1.6

4.8

6.4

8.0

12.8

16.0

19。 2

24.0

32.0

40.0

594.61  623.71

450.15  476.60

445。47  445。39

567.31  528。 88

382.79  321.00

484.54  350。 14

501.10  370.75

591.89  368.52

486.44  330.50

344.49  230.17

…29。 10  -0.049

…26.45  …0.059

0.08   0.000

38。43   0.068

61.79   0。 161

134.40  0。277

130.35  0.260

223.37  0.377

155。 94  0。321

114.32  0。332

472.86  447.99

416.09  344.89

478。91  373.02

471.37  325。 87

454.62  190.35

398。 11  124.09

345.25  89。74

463.68  183.90

240.98  52.57

239.69  53.38

24.87  0.053

71.20  0.171

105.89  0.221

145.50  0.309

264.27  0.581

274.02  0.688

255。 51  0。 740

279,78  0.603

188.41  0。 782

186.31  0。 777
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表 5‐613c(15N}REDOR測 定結果 (C2')

2-15N-sM 2-15N‐SM/Chol

展開時間 /ms S0 S S/S0 S0 S/S0

1.6

4.8

6.4

8.0

12.8

16.0

19。 2

24.0

32.0

40.0

442.45 437。93

610,40 608.48

436。69 450。 66

554.10 534.86

396.30 346.92

409.38 368.20

449.44 446.85

564.19 515。 92

499。32 485.25

320。81 333.23

4.52   0.010

1。92   0.003

1̈3。97 ‐0.032

19。24  0。 035

49。 38  0。 125

41.18  0。 101

2.59   0.006

48.27  0.086

14.07  0.028

‐12.42 ‐0.039

-0。75   0.000

‐7.18   …0.004

2̈3.78  …0.011

-124.90  -0,058

‐124.56  ‐0.068

208.40  0.102

59,05   0.040

133。 50  0.052

135。 25  0。 089

185。 96  0。 109

2236.63

1718.02

2210.52

2157.00

1826.59

2043.70

1471.40

2589.00

1516。 46

1701.20

2237.38

1725.20

2234.30

2281。90

1951.15

1835。 30

1412.35

2455.50

1381.21

1515.24

107



盤鐵齢黒畿鹸嚢締1,|111:|■|二1
rmp・,Slつ-1,47,|

中rr■‐■11111,1'2X2
yJCa“ 11,|=,611210011

||ltel17イ 4′ 2,11      1■ ||■   |‐

|■■e■0,|,4119   ‐||||||||

1難事軒|

1癬 [轟FI
I嚢頸

‐‐|
1蛛■
鐘絣|
tOtal l,,time thⅢ Ⅲ17●●||

lt=“■■|● ||●|,,   ■|||‐

|:=1鑽鯛資臨
'■

mi:=
1雛纂鷲■
|||ス 80111鶴 ,■■11,0● |

露買嬉:梅tu l

騨蒙l
:職嶽1露:Ⅲ ‐|
rec● 1●●●¨ ||●・ 90C  ■

211'N:SMI■ |‐ |■■■■|■

1'0ぜ|ヽ)|●|10ヽ |ネ

^タ

トル
1展 1開時1間 |■6.轟||■■■|

SO‐ネ|パクトィン■■■ |■■|‐

‐轟鑽嘉隷春轟轟黒t,二ニニ■|■‐
IⅢF7,1‐ ユ1,47■

態童:=:富 ll:3諾。:6

2.15NISM
13cぜ―、}RE10R‐不パクトル

展‐開1時間|■6 iS‐
‐

SIスペクトル
ー ‐■| ■|

108



Chemag口 eti●●

響警下郵趙鑑111∵TII
I節寵評姿Flll ‐■

‐
■|■ ■|■|

1議
C覇

郡子:キ11ギ :T■ ■|  ‐  ■||  ‐ ■  ■ ‐_

1翻難||||||ISolネ
^´

|″||||||||
1,11躍キ::お

―
 || |  ‐‐ ||‐ |■|||||| |‐ |||||‐

‐   ‐ ‐‐ ‐  |
1:=協:::瑚:3 111‐■■ ■‐| ■ |■|| | | .■ |‐ ■ | ■‐

策諧|=よ i;:::|::■ ||||■■ |■■‐■‐|■■| | |‐ ‐||■■|■ ■■|

ll::ir鶴 1‐ 1:"撃‐||■ ‐| ‐|||■ ||||||||| ■||■   |||■■|||||||||||

=擦

Ⅲ

=誠

:理 :::ち: ・  ・ ‐ ‐ ‐‐  ・ ‐■■■  ■ ‐.‐  ‐ |     
■‐■| ‐‐||

諸調::轟::す ■゙|||■  ||‐ ||||||■ ||■・ ‐ ‐| | ■■■||■ ■ ‐

嶽聾墓轟1■ |‐

‐■■■||‐ |‐

‐
|■ |

|||■ IⅢ I Ⅲll■ 01● |●01                   ‐ ‐     ‐     |■ ‐ |‐ ■

翼霊出γiお寒1`。 |■‐.
■

`●

|=|‐ |||||100● け●|   ■

し0■■12,ltint t●
=●

,■ 1,11‐|を ,

■
●‐‐‐‐―・」一”

■I■
11

■2SI

IChmag●●tlie`  |  ■      ‐.‐ |‐|| |      |    |  ‐   ‐‐  |

晰 瞥壌欝緋|||||||IⅢI
暮:1=:::;:i::|れ ,|

鷹顎出轟雛孵ギ11
8P● |l tre●・ ,||■●|171n■■|

聯静灘←IⅢⅢⅢ
■,■●|`|IⅢIIII'a7127HHa■ ||

“'● "■

EⅢⅢl,Cu■■■| ■■

,Pn ldc●●●●|■ ||ヽ Oul l■
■3tep● ●●●●lr‐・

`01  11r●

",pert●
●・ 20,loCu■  ■

1編:霊銑ti翠鑓:¨凛 ‐

翼篭鍵l雛]盤P'|‐ ■‐|
ll.,0 ‐ 17= 0● ●0   111■   |

1::‐ 露i:辟器:3‐ |■‐

轟jttI瀞護'卜|
;:島謡 |:::ド T‐ ‐ |‐

mli
l輔軽I二

211'NIsM

,cぜ5N}Ⅲ]DoRスペクトル
展開時1間 1418‐mS ‐■

Sスペクトル|||‐■■ ■‐ |

」”

109



●●●■嵐●●●t■13

:螺醐慰琴′鐵熙翻謡 |′ⅢⅢⅢ lⅢⅢⅢⅢI

綱 :轟::::よ
‐ rre●|コ

=●
‐ 0■

'2X,

lpprlll…■′。―
"・

VaCp

t=躍置|111:燎ド響
'  |1議,=,,富 :}'1311T● ‐■

1墓撃:聾臨夢帯I
IIIlepllュⅢI●|lr―・ l10 1

"t■
l perI碑 011●Ou■■|

`|■

0● |(Chl11■ 1`:,● ull  l

機詰
=議

:謬讐111●■|

1諸著議群鶴譴:':111

1舜糧還選静||■
●10,4● pl1011"●  ■||   |

1鐘蟄奮ぽ〉‐|
lyl■●|■ⅢⅢⅢλ■■1■000Q   ‐
|●

““

|=01● 00● ||  ■ ‐

ぽ誌
=零

::|:∵ |■■
‐翻轟i銃亀「 ‐■■
t“o工¨■

“

麒n・

'000110■t●■
"‐

4oty10102●■ | |■ ■|
S"TⅢ ■‐tC)■ |':●011■ ■■

1漁書「響糠1桑116

1翻蠣≒
|口

"|1曖

1lII,■ 2    1■ ■‐ ||

鷺轟選‖ll
,PⅢ I Ⅲ ●●●11Ⅲ

`'10●

||

:慮:犠楓 品 轟 霊 |‐‐ ||

ス 11117110■ |||||||    || |‐    |

‐策
=簿

::L"踏 .。 0。ul

警職鐵藩ギツi
H 90 ●_l● 11 00111111   1 11
x cp aゅ 1■ |●●0● ■

"C'1‐
1■∝‐

|10,■ |‐  ‐
ampl‐■||● ビ12■

“
101● 0

1i奎麟硫瀞1‐ ||‐

11鯉::濯路:彗お891111 1‐ |
■●c■■ver‐ ⅢⅢⅢ●・・90.011  1
■■ |●haFe・ |=|●|   |■   |
aCo■Ⅲ ヽヽ|`0,●   ‐|‐

…
1・

`・・ ・ =‐
‐  |‐  |

:辮 1醐 詰
■ Z

IⅢⅢI● tt■1010aC I
16o●|―■1●}||,'0■ |■

譜:凛1島:::監 :::
|“ |●●,tu● |マhr81‐ 1'■ 11`

chongnet111111 111  ‐||||||■ ||||■ | ‐ |||| ||‐ |||‐  ‐ ||||||

穿響暉歌:「|∵∵∵

211'NISM■ |■■■|‐ ■■■

1,ctliヽ)|==10=|ネ |^ク

ー
ト
'レ展開1時間164‐ml‐ |■■|■

|

SOネパクト′́||~‐ ■■■

2115NiSM

Pcぜ
5N)RE10良

|ス

^ク

トー″
展1開1時間

`4issスペクトル

■
“
一

‐　
　
ロ

110



Chmagnetie3

ITTT翻期声∵∵■|
=導

識
=電

躊諄|ヤ| |      |■ | |   ||| | ■

饉轟||||■ ■農蘭|■10111‐| ‐‐
篤笛離鎌りllllll■‐So不

^タ

ト

'´

||||||‐ |‐ ||
論

"`1縮

:11::お|■|■
‐  ‐ ‐

||||‐・  | ||  |||||  |   ||
●‐q■ -3・ 01110,‐                 |             | |‐    |||■        |   |■ |■‐|        :

1凛躍鰐難■■ ■■■ ‐■■ |‐
|‐ ■■■|■ |

111=`0■ Ⅲ lll■,0011  
‐
 ||||||   ||||||||■ || |   ||   |||||         || ・   |     ||| ■|  ‐

X.“ caIIF● 011110● ■|‐ ‐ ■|| |  | ‐  |         ‐    ■‐ ■|      |

軋 il111111111111111‐ |||||||||||||||||||||||

お岬』襲lI■

Ch― metic●

議鶏
=轟

電ドヽ 11・■

II者職l響h真

■1■| ■
”

．
一一・」一”

1■ ||■ 11■ 1111
‐

l1 1■ 11111■ 1

231 1■ ■| |||||

‐翻 辮V警Ⅷ瀦》Ⅲ
I∵|■■| ‐

l

175 一一」卿

■
“

l・
:|11111■

1

'5      
‐| ‐|

■

”

■

”
l‐

1

■25

111



1腑1羹粂驀|11■|||||
"■

■|=Ⅲ 2C・ 819,x,

磐I薮瓢I‐

警翼:ittFI

ギ猾 .響|
|||‐ 1110itlヽ

",■

16 ,Oullllll

l襲甕罐撫ま:i轟‐‐
‐
織::1録銃揺P■■ ‐

1鷲

‐
難1麟》■ |

1驚轟奮討11
11:i瀑ま:翼卜||■
議電:議驚::1111■■|

理墓言轟墓二二i
覆質軽撥薩b:二

211‐

'N:SM甲ё(11ヽ)尊,10=|ネ

^ク

ト″
展開1時1間■‐23轟|

SOネパクト′́ |‐ ■■

‐――
”一

”̈

■ 11‐ '

■25

:・
11 1‐ 11■11■ Ⅲ

II■ 0■  | ‐ |  ‐
||■

111:■ ‐1■
1

23111  11■ |‐

雛 |1灘漁m■  | | ■ ‐■
tF‐■■dlll■ ||||●

護赫曇曜l轟二
t : | ; : : l

■00         1
1ppm

l12



Chemagnetl● 3 ‐‐ |  ‐     ‐ ■  ‐‐ ||‐  || |||||  || |||||| |

華鞭l紳警甲警霧鯖11111111■|
●|=|II・ |二11■ |11,オ .■ 2

たICall■ 12'12“ |● 10000

"■
lnd●|～8_1哄 v●中

拭::L像難1翼:糧■
襲

=:職
辱;::||。 1:轟

陽唱:難L議IⅢ■
|●ntal■ t■Ⅲ I,101●●l

:露選撚■ |

轟輔 ||||
10● tヽ●●■

`0111¨
■■■■ ■■■

憑1鷲1織111
11:翼:調 1::::ギ 111111

=:島
織 |:れ :'1■■■|

rec●||■■

“

●・ |'01● ||■ ||

:=1確織ま城認:・ ■|  ‐
‐

懇 .ま篠轟:=二 ::嵐 |

=¨
1lVe■ ¨ュ||10● ●:0● | ||

鞍電轟
=お

:駕 :。こ| ‐|
1::L嘉:霊 :::::懇 1″ |■
tO●●2,|● l̈tⅢI,|,7● ||,●

ll曇●1,● 311'0■ ■■|■■■
‐
 ||

ヤ:=t雪摯看ヨ3認おI,7. ‐
撃trl出警曇:5‐轟|‐

露鍵すれ:群譲iお :;。 1轟 :

轟,11出::Ⅲ:,証 |

:ゝ:霊::錢翼温 . ||
,PHi● cか,ユI“IⅢ ,Ou l‐

H驀端:警警:。

|‐

ヤ I● 0 (cb3,Fl1110こ ||  | ||
awetl● 31:,30v■ ■■■| ■■■

“

●

“

1■■131ololl■ | ■■|

rec● itr d● la・yl■ St'00● ■
‐
寵 鵠 寧 窯 誌:',3kH4‐

11:器 ll:::::ト
ー
|■ ■|

響灘 鵡■|
X おこ41● r.o16100     11‐  | ||
V i101 Ⅲp, FI:0● 00   11

籍誌 :霊P'1° |
‐館譜:錦籠鵬:i,||‐ |■

認盤出需託1ふ:品

==:蹴
撃:協 ::キ :卜■ |

諄
囃 :経h二

2115NISM■ |■■|■
111せ

OヽRE10=ネ

^ク

トィレ
1展 1開1時‐間116●五●■■■‐|
SO‐ ス|パクト′L/.|‐ |■|‐ ■■■|

１１‐――
”一一一」一”

Chetumeti●
・|||| |||‐ ||     |    |  ■||| ■|  |||■ |  ■ ■ ‐

m壌 書癬 等臨 ふ
IⅢⅢ警■摯,中～摯

―・・
'|,・

31,4'2‐        |

2窯ヨ::=::ζ 露:::誌 iお::

21‐15NisM

l'C{ド 1ヽ1REDOR‐不

^タ

ト″
展1開1時間|に0五|

Sスペクトル   |

卜

７５一」”

` ll
l■75

113



菫孵絆!警警軍轟靱
=ITIII摯

.|||‐‐
“●41401‐ ■■■|||■|■

壼露:|:::ポ :。I:11‐  ‐■|‐ ■ |■
||||

ppⅢ redOtXyに 12■Ⅲ
…

          ‐■■| |■ ‐■||■ |

1総埋鼻親職塩| ‐|  ■|||■ |||||‐ ‐|■

●●●■●●●etiCI

=::■
:串 :::3:。「 :≒ ■‐

|,|ヽ|… |11,'■ 45 0ol ll   ■

1聾:職F駆犠1摯 i:島:
■
お

■
”

―
‐
一
一

一・０‐酔

勒 | ||||
‐

"rn.reaO率

ylこ2o「_VA■ ‐
|●●●'■ ‐

`|‐

||,|,|1000
pp● 1● m■ tX:.b● 1■■・‐

1鷲

=車
亀1翼::為|

1羅£難確:::1111111

灘癬:事
'‐

|
lnc■Tr tlnT● =1'|■   |
IV110● lChl,・ 1`:,0● ||    ||
●■II11■,3,コ ,Ou  ‐ |||| |   ||

1畿
網 群 ね 誇義 11

穐種l轍|■
1為露|:路),距::13.:島。| ||

l抵戴:ム炉:|‐
■13CalartO:`00111 1  ■|
|11,pl●コ●11=1100101      1 

‐

二ご::=難 |:|。

'「

  |
鑑雪輩揚1「 |‐

||

難嘲百1
t,F1112●|ヽ4nclt“

=01■
1'1.● 2,

2二1'NiSM■ |■■|■■■■
13c{1,N)REDORIスベタトル

展開時間 1免2血ζl‐ ■ |‐ ■

sスペクトル | |■ |■ |■■■

■
７５
一

，●コ

|■ 11■
‐1■

1 11
50 ・  |‐  ||■ ||

■■
'|:■

l l

2‐5111   1

114



:h€eagB€ttca
:i l.r@r1 I 062.*r 5s!L2G_qryDrtrtiOoO00
r tr' I 4.ra lbe / teuru/d!b/|tmFdd/wi/e/llo5:t_15tr!*:?nllffi tuLa5C:@1ilil mEFR SHz 2@ {:Ohllt-210.000000
!ia.6/20/20tr 4.r5.!19rt2:&t08,11.00 e-l?d.0J0o00

■翼譜ま::3,:::駕。れる。
″Fn,F● dOr,,3●__V● ●pl

鶴
Cま

経`議:::::'||‐
,pect‐ tr""||■ t3',,ta13■ ||

‐雛 IL黒露,.:``|::li:

|●CCI■
…

■10 34,,|,轟 ■■|

■,0‐ puュ |●・ 250● ■‐

r贅』:ィl轟:::島 :器 ||
ri:計:「1響 1甲|■|
乳J〈器 鷹計 ■

:議織島言:露:ま :::I II

驚::ヽ

=:諾
1::F,警||

1ヽ :1議奮:11::お ||‐|| |‐

:::霧疇|:::31■ |‐
・

町 簸鶴 紺≒ ‐|

:‐●■a‐016●0●
‐  ‐

11盤 i震鶴1島凛,,1‐ |‐ .||

豪1競築撃::|'「
。■■

蹴 謝:::::■ |■ ■■■‐
1露:1舘 1撻籠繊:::::1:ふ「
翻 :=:絆:■:撃 11:° ■■|
指:1官宅

`:品

8:配ヽ ||

■::Ъ,霊「霊:i:::21,.

2,

1'C{l'ヽ }‐尊 DO良 ス

^ク

ト′レ

1展開1時1間124.O ms ■■|
SOメ|パクトル■■ ■|:■ ■■

C●e■●g●●tiel=

書響1  著::∵∵■■
"Ⅲ

ⅢedOnve 2● _vacp l■ |■||       |■ |■ ||| |■ ■ ■  | ■  ||_
1●

":"|`下
11)11110● 0111 1 ■■ |‐

|        |  |■  ■‐ |■   |  ‐ ■| |■ |■ ■■

鷺毒1燎:111ⅢⅢ■■■|  |||‐ ||‐ ■ ‐|■ |
囃驚≪節菫:‖l露11■ 1 215NISMI‐ ■ |‐■‐ |

雄瑾轟轟|ll■ ||こtlヽ

'■

b6責メ|´トル
‖肛轟嘉轟|■| |‐展開時間124o●s ll‐

1灘訳彎 ず
ス
ず↑
ル

■|‐

i編 1ヽ:糞:嗜::'111¨|■ |||||‐       ‐    || ||‐     
‐■■|||

．一０
四

1■
:li ll‐ 111 ‐1‐ ‐l

l l  l1 751■ | ‐|
・ ||11■ ■ l l

30‐ ■|■‐
|:■

1■ 11‐
‐
1■ 1

23  11■   ‐|■|

摯譜寵 :鐙 |・″■
: |‐ 1

・ ■50

115



Shemametics   ■‐ |||||||■
|‐
| ‐        |  ||||||.||||||■ |

m計∵|∵
″:諄識窮疑誡器Va'■‐
1難群《1輩 ::,illl甲 ||
1掛薄乳露蠍||
1撃製:す轟|:‰詰

‐ |
11霊群 轟 :鑑趨 ||||

ri篤ぶ:「 11,11。
°. ■|

"it群
`』
雰二lぎ:ttll l‐

‐
Ⅲ ll111=,10● ||||||■        ■

lmン|
提驚≫||
`illlaFplllllll101■

  |

書凛麟:デキ11‐ ‐|
ヽ
"|■

engⅢⅢ
"`■

|■ ‐ ‐
|

業纂:ざ臨 二:::鳳l.轟
1犠饉t■||

1麟‐L議
:粽

il:ユ

1議れ縄ヽ二

2115N_sM
13cぜ

、)尊ュ10=|ネ

^ク

ト″

展開時間1320‐h■■■■|■

SOスパクトル■‐■■■■■‐■

―

”一一一」”

轟:鶴曹磯|■      ■ ■■

禁鞣 び≒■  | ‐‐ ■・■
攀i轟鳥1=| |‐・ ||■ |

Chmagneti●●

[==:=:"概 ::。

。ザ ー
ge■lr__● ,・ 45.0●

畿:ヤ舞1鍛驚露道Ls島
■
“

ll ll:[■ 1

■2511■ ‐    |
ll● 111 :
■0011
1111   

‐
 ="ロロ

‐111111111;■
11■

‐
1

50    1 ■| |
1■ 1‐

 1 ]11

25       1 1

116



驚覇翔 電織|′TIす∵摯摯|■|
ic・ looo31 1‐  ■  ‐■||'■

Calef171'■ :'。 |||| ‐       ‐     ‐   |

薔1豪:害いギ1‐|  ■| | | |‐ ■‐‐ 1■ |‐ |
●|●|■ tres1713,1,|フ 田2  ‐ |             ‐      |       | |

1醐覇∫尋■|■●∵ヽζⅢII I‐■■|
鶴幾鮮議響 ‐■■|:9ず

―下

'中

10ヽ|171ィン
塾彙鶉Iトー■ |■辱甲■り

'年'|■

|■■
鰺 .紗鷲摯 |■ ||¨ ,́タト4■■■■■||
遷:難華麟ittII■■‐‐‐‐.|||■ ||■‐||
贈感鶴鮮■‐‐■.■ |・ ■|‐■||■ |‐ .

ltti諄 :端 8:P,ヽ ■|‐■ ‐_||‐■‐|■■■| |■ |■  | ‐||‐ | ‐
言議議譜F∵|||‐ | ||||■

|‐ ■‐||■|‐ |||||
=翼

諄litttrll ll l■  |‐ |■■ | |||■・ ■■||||||
=|■

llⅢI■

“

■1● ■`ヨ
'ln■

              ‐   ■■ ‐
 |‐       ■‐ ■‐

chenagnGtl.ca

Chmagn●ti●・|

薫警轟 茅甲llT‐
,ltllrempll`o,・●|=101111

“
0●

=こ
|●■

'=●

01n7● ■
1,●

"|`●
Iれ ,■■0,:41,

1濶甲嚇鋏■■■Ⅲ■■
| |■ ■■| |   ||‐   ||■ |■ rrat_● ltet01'2■ |'|‐  |・    | |  ‐■| | |      |||||

|:=れおよ|■ |‐ ‐||■ ■■■|■
■

'4113■
8.50,,,,■ ■■‐  || ■  ‐ |  |||

1脚11諄FII‐■|||| ■|||‐ |||・ |■■
18P"■ ●●●77,11‐ 1,,,7● ●■  |l t ‐       ■ ■‐   ||     ■     |

1雛辮
=■

プⅢⅢ■■
曇難辮 |■‐|‐ ■rlで、,ⅢPo=^^クト″
懸鞣聾ず|■ |■‐■‐

=申
時間‐|||‐平| ‐■|.‐

農鐵 1浄|||||| |,ネ

^タ

ツ́||■|■||
漁糠霧1難■■■■| ■■‐ |■|■|‐|■■ |
健躍事撫■■■■| ・ |‐ ■|■ ■| ■|
l選h掛:新111■ ||■| |■‐■‐  ■■‐ ‐‐‐

NL「 ‐■ ‐■ ■ ‐■ |

霧螢響:i撫lill
tll111 2● .t"‐ th131■ 172,03

117



警尚‐1言lTI::11111∵111
駆鰤瓢1 ■■|‐■‐■■|■■

ch― gneti``

難磯撫轟■
1蠅鞣よ二

■
”

一
一一一」”

1■ lll

l■23

喩 計IⅢ
1綱鱚
1馨J盤罵霜

'

1朧獅「 |

|■ 11“ t,1,OⅢ   I    ■■

“

■
"lt●

nⅢ ,■1   ■|‐

1翻:1貸:::l',1,' |||

薔|〕翌1:=::諾 ::,T‐ ||‐

==離
:=賓:|":° |

鶉ナ
ゆtal1 2● ||―    (■●●,■

''夕

.|● 4

2115NISWChO:て

'71)
BC(|ヽ

}‐
RE10=|ネパクトル

展1開時間■6●●■■■|■|

Sスペクトル| |■|■■■|■

118



難覇響1lll鰯翔響∵1轟守|∵
enR_41c

‐ |■  ‐  ■■■| ■■ |"rtOnし 811e・ 3192‐
=|     |   | 

■
|||||‐ |     |   |||     |||■ IY 31■ tlメ a′ ||,″o12"|101 111■   | ||||||  || |  | |

壼
=:宙=露

臨 TP
繭 lcnl`xl●●8}11■ |||

醜i覆事二帯1‐

1輩:ヽfi麓
=:::rT:ザ

|■
IⅢp・●●■

="■
|10●●u■ ■

雄
=騒 =編

P■■

“

■tl“ |■

"||||   |‐Y1110■
`cb3,■

16.00“       |
Ⅲ ll■ ,,I,,Ou   ‐.‐

‐
鑽 :雛 ]麟証::!嘉 」|‐
Ⅲl● |‐ lel18y111oll● ■|||‐ ■
■
"|13m・

●●1lⅢ■|■
|‐   |

11::1鎌識::::路: ||‐  |

露::議■郷 :∴‐

`計

 |
11誌 1露震::li::::|||‐ ‐ ‐
1:=::壼 ::::::|  |

=盤
:霊卜:鵠響1・ |■

1鼈||
i:1:i患 1織i謂 !:i::::11 ■
t6tl■‐″bヒ

'■`thだ
8)||フ

=:02,

2-t5N-s]r,flchol (l/1)

1'Cぜ

'ヽ

)IREDORス

^ク

トル

展開時1間 48‐mS ・‐■・
SOス|パクトル■■■|■■ |

■
”一一」・一”

che●こ0●●tiC●

":|・

reaOI“

`■
■こlacp

儀電[11路響::≒ |‐

■p●c■ |●■●17争 13119511暉 ■|  |

|●●●||口 11●
'11111 

‐
 |||

1暦覇:笛::11T,'1:讐

1整壺II露輩:嘱IITll
lT=康・::嘔1記謂:|■|

‐n●■Tr thTr)・ 3  ‐

●Ⅲll13●
=33●

u   ‐■■|‐    |

急辮灘継難轟二|
織毬整:ボ

"■
|

18鐵i::1:ll. ‐

1礁犠驚総lT■ |
■|13●●ユar・ olllol■ ■■   ■|

IY 11111‐ ●田い11・ユ
`|100111    1 1,|||IⅢ 1015● 01‐

‐|■   |
寵
=ぶ=::無

::ず
。

111‐
 ・ |

‐搬:撃職難111.|
●●c● 1■■珈 |`ath・・|,:o瘍 =
:鑑議

‐
霊凛絆話撃キ

''||
:識虚1簡」::鶴 ::111‐ |‐
tlot● ■

'●

■1“

`ヽ

r● ,■7■
=●

“

2ギNISM/Chor(1/1‐ ,‐ ||■
1,C{|ヽ

}IREDO良
―
ス

^タ

トル
1展 1開時1間481is lll
Sスペタトフレ    ■■

卜
“
■

‐，」”

「
”
一

119



鼈 轟義轟轟轟||11111凛摯|
露ヨ;:::::::「 |

暮燎
=::;::お

::|:|れ

■ t●
=0′

■●′20■  ■|■  ■■

難難軒|

濶彗|

聰訳摯‐
鷲魔l識計■‐
II:器 i霧 ::“ :::'‐ ■||■

1鏃卜|

1軋食

211'ヽISWCh61(1/‐ 1‐)● |||‐

1,|ぜ )ヽ1騨]10RIスがタレレ
1展開1時‐間|`● lis‐ ■■|‐ |■ |

SOIス

^ク

トル |‐■■|‐‐■|‐

■
７５
●

一一・」”

Che“ュgoeti●●

蛛 1,1

黎 瓶̀
∝”

120



::=鷲奪辞:躙轟驚鍵鋪:騒痛調潔翻‰ふ′slc“レ11。 |■l_15… 鍵
“
に事

轟醤!覇落ITTfTlit戦義::器「
1‐ |‐ ||‐■■‐|‐|||

Ⅲ
=|●

nt_3`Ⅲ ⅢⅢ■|● 2

1v_“|||■
`10●

5■|10● 0● 0

鰤 l,llillF 

‐

纂1顎邦糟;ⅢⅢⅢⅢI
お:¶搬置::こ ::11,lサ||

1:=もおll,譜轟翡■
F● ||● perA● ■,●0:01●

|“●Trit‐|“,',3

れ燿:」請::議 |・・讐| ||

輻 午
1編}:認lgi翌

&`iぅ。■‐
1飾1議:=お ::●|■ |

F編l潔 ::露おoll■■
‐
ⅢI11,||■ |"ⅢⅢ

'0=0■
   ‐‐

軋 :iill

=譜
籠:密吉:穆:lキ:=■ |

お00■■口,■ltO'■10100■■ |‐ ■‐
3pt● ■ IⅢ IIII10“●■■| |■

tl● ●●1■|●lti● ●111=■ ,|‐■92:ツa`

=総
..:疑S■17●

".Chl● `工

|●|■

'11■

 |■■| ■
1部r二::"Fillキ ::。

1∵|||

1雲卜霧嘉L::翼:鮮
‐

“

 10 pu】 le=a.6。 |||||‐   |
lcontac■ ti“■5:011● | ■■|

驚 組
鐘

鳩 瑠 ■
‐

“

■営 ●entr,■   | ‐■
v,311(ch3,|,■ 100● ■| ■|
0り01ふ |'313,OⅢ IIII   II■   |||■

剌嶽:難111

1驚理獅■|

鸞 ぶトー|‐
F●‐ A●●

`lpha8●

■90:●      |

聾鶴轟ti‐

菫難氣:I「|■
'0●

|●●●(nln,■う011.フ
=41  
■

211 「ヽSwc101(1′1,■■|

1,|ぜ|ヽ)RE10=ネ

^ク

トル
1展 1開時1問|&01msl ll■■■■|

SOI不|パクトル ー■ ‐■■|■‐■

10●●面●|●●11● 311‐ |||||‐
|||      ‐   ■|| ||||‐ ||||| |||||■ |||

1愕   :||∵∵i

'■
‐1■ 11■ ll● 11■

11
‐  |■  ■501 ‐■|

2二 lfヽISWCh01(1′ 1)

1,ct15N}REDO良 |ネ

^タ

トル

展開時間 &01ⅢI■■■|‐ |

Sスペクトル■■|   |■■‐

]■ ‐■I■ 1

111 ■,SII
ｌ

”

■

“

―

”

・
Ｆ””

121



経 簿
翼

ド 軍 ■ 竿 申 .T‐
‐す

―

:||す ||
■|■ ■■■|■■‐■■■ ■●●ⅢⅢⅢ

“

Ⅲllll11,■ ■ 41‐ ■ |  ■■■ ■■|■ ■|■
|‐ ||■ | ■‐■ ■ ‐  ,■¨

'■ ',■

2265:う 01● |● | ■   ‐   ■■ ‐

ppllll“||^vl_Ppp_VacP■

1鎮群1鼻親::H:1.Ⅲ I‐
1額:群騨 ::|:品

``轟

|

ppg ctlJ`"■
|‐ ■ ‐‐ ‐■■  |

13● el● FrCq・ 31:→
`',か

,“●
■ ,,‐

",■
■2150■ | ■ ‐

1織意認「
■‐

驚ドピi:雛 ,18■ |■ ■||

Y,|●■chl)■ 11:IQt■ ■.|■■

1潟:霊鐵 翠 ::1...・ |

|lpe`tnt,1● th111・ 001● L
I織ltttl證

瑯 ギ11■ |

"|,0…
|`10000■ ■■|‐ ■ |

■10,IⅢⅢヽ 1011,● ■ ■■|| ・
■●■laplⅢ II●●,■ ■■■|‐

‐

轟 千霊:i場誌:|:ザ 11‐
*11111Ⅲ ll111111● |  |■||

111餞 l:=:::器 :||.|||
γ■10:anp■ ■11001■ ■| |■ |

rec● 1■■pharer,。 |●||■ |‐ |
ac■

"art・

・ ll.,■ ■■■■‐|
|¨●|:|"■■19,● | ‐■■■  ‐|
‐a3_IⅢlllll● ■ ‐■|

`,m2■ "|'●
n9■■1 1■ |

IⅢ●IV●|●肇
'|lo■

01

=議
凛 ■ :蓄:itlll‐ |

3●

"1‐

ratel■loolⅢ■■■■ |
■●11■ 1“●,|■1“

`ヽ

5■  |
|■|“ 12,■ 1“●(ヽ

"“ '■

1''1● ″
'

211'N:sWCh61.(1/1)|||||

1'C(1。
N}‐REDoネ |ネ|^ク

|卜

'レ1展 1開1時1間112181轟●■■■li■

SOスパタトル ■‐ _■ ■
|‐ ‐

■
”
一

」一
一い

●

０１
‐

‐‐
，

―

却

一

Chemagne■ ■●|

. CFLeRmlLalc

“

轟|:`,2111● ||‐   |

‐翻 蟷 |
篠詳凛 ::∴:島|`鳥I■

曇機 蹴|‐
|

鶏 撃 鐸 :帯 1‐ |
".Ⅲ t-1・|| ‐ | |
v iO● ‐tc● s,■

"``,o●

||

癬款ツ
‐

HL躍覆::機::ⅢⅢI
X1111● ●llplil■ 1011011  111

,暇'葛ヤ製:::o「 ‐||
rec1lver‐ |"|le・●|=| ■‐

鑑1犠雛:|;:‐

‐ ‐

饉 :癬主漑:ム.39.Ok"

群
=:電

撃:ヽ::l,'1 1‐

澪
『

鶴註1%お 1組ヽ
th::鶴電計i雄缶li1 411

■1:器漱:1'錯 ::::瀞 ::ら

211｀IS面Chol(1′ 1)● |

1,cぜ
5N)RE10Rスパクトル

展開時間112:8‐ ●s l
Sスペクトル |‐

■
”一・」”

122



chemag●●tic,|.

難築i       lTTll131TTず ITT
‐

“

|■nt_● 121101,■ |■ |
v_3“ 1■,2,2,411710100

=路
ア識副揺:観11'■ |‐

驚:すL熱舞:1,:鳥し,|
‐議ポ

':出

部|=れ

`:島

R‐

颯難|
llo、 ■■

“

|… 1ヽ1● |■ ■■■■|

IⅢ ll■ 11131● ■  ■ ■ |

IW警 ||
■

'01‐
― l・

==010●
 1    ‐

誠 :鷲 懇 l慾 :||

't“
|ユ aF101'||● ■ ‐ |  |

`|● “

laF● 0116● |●■|  ■   |
r,“ |‐ Ⅲ l■■■9"0 11

鼈 註
1霊

:義凝減賓驚:|‐1:i島・

211,NlsWChO:(1/1)
1,crl、)●ooRス

^ク

トル
1展開時

‐
問 160轟ζ

SOIスパクト′レ■■|

■

７５ｒ」沖

ch.tlag|a tLcr
Fユ

"-3●
。,1■

`0,11●

|,IISuch● _|`Ⅲ嘔=呻叫 ,3●

翻 瓢r‐ |

器
=rL望

::3,::品 :o品品| |

鍮灘菫驚か|
i織麟磨:i絆■|

":,rlllmri・
111

■ 1101●●||・ 11.0● ● |
||■ 111● 33.31111

1豪饉輔》Ⅲ2

1難蝙
‐

I題鐵選|:ⅢII
護贈嶽驚:露11111

篤ぽ編 轟:■

1鼈
=i

2115、lswchll(1′ 1)|‐ ■■|
1,c‐

{lヽ )REう0=|ネパタト/1/
展開時1問1160 ms‐ |■

Sス |ペクトル
ー
| ‐|||  |

123



鐵響 1癬部午■■||■1
■ |‐  ■■■■■ | |■ ■■ 1  0111`Ⅲ Ⅲに●1=|`11'2● 2   ‐    ■■ ■|■ ■■■

"Ⅲ
ⅢedOr_|_2● ― va"■

‐繭 1響 iギl卜||
3pec■‐

`r…
2"141● 01● I● I● |■

油 ⅢⅢ■10,■| ■■■■ ■ ‐

1纂 i議
輩:嘱蕉Ti

撃燿轟轟群■
争::l考慮署素観1・ |‐

職i静基::彙 i`∴:■ |

3peCI― IⅢ dthB,,す 003ⅢⅢ I

鶏「麟節諭ぽ1‐ |||
X CIIⅢⅢl101‐ 5500■ |■ ■ ■||

“
IⅢ IⅢ●119=う 01● ■ |

澤癬 1就ll
ll澁露卜::::1'「 ■■
rel●●磁 ●●●

“

|,● `,|■
| |

機
‐
1磁誌 ::|:||||■ ‐

‐

…

‐‐

"―
。311■ ■■ ■■■■|

|=“||■

“

●engl● |●‐ |■ |■

1事轟報1嗜 :11∵ ||
1警:識:警二::蹴1611
1to■●2● tt轟

`br8)●

1'317● 0

"「
Ⅲ

…
■中口 D_0に

"cp
pp● ・cht くxす 。●こ

'=↓

■■
■

"¨

,■ r●●・ ,,131,957申 ●
|"‐ CIII I`“ ,・2■  |

櫛 請:ぷ:輩 i

L:L駐l:=れ翼:“IIII‐
■IHldOp● ,,ス ●●■4■●●

織静勢FI警1■‐‐
111●|`Ⅲll11`|||● u■  ‐|■
awl,1■,13,● ●■■■■ ■■‐ |
oC● ■●

"●

■
^':011u■

 ■■|‐

摩霧 1機許:と郡‰■
職,1:露 :首::`躍

■ |
■|,01ⅢⅢ●1・ 110●●●|

11:ユ |=識 :::::::‐ . |
嵩誕::島 il:“路8ザ

11‐

1::li鷲 ::島辟。1‐

薔:駕i禦鑑:諾o計
。
1・

‐

彗議鋼
°■ |

辮 電識:1:" ■
‐

1震L薔1薔驚露路Ltt」 .。b`

|=群翡疑鉾|%:翠11TI I

I鸞響撃L九.

211,ヽlsWCh11(1‐イー1)
1'C(1'N)IREDORIネ|^ク |卜′レ

展開時‐間.192轟■■||■■|

SOスペクトル ■■|‐■■■・ ‐

ChⅢⅢ●0●●tl103■ ||||■ |■  |||      | ‐|  ■||■ ||■ |||||||||||||||

難翻難群覇鐸簿鶴語ⅢⅢⅢⅢlⅢⅢⅢⅢ

藝蓄妻書I魏二1

2115NISM/Chol.(1/1)
t3c1t\;nrDoR z^-2btv
展開時1間119'●ζ

S‐ |ス
ー
ペクトル |‐ |‐

124



Cb€n gEetl.cE

翻酔岬 :罐囃鱈■IⅢ
いぜ・‐T守||

舞臨轟鷺‐1言TTll.|||‐ ||| |‐‐‐‐
鼈 ‐‐|‐|1字鎖豊::集

'||

賊脱蕪諄温|■ ・  ■1展 1開1時‐間.240五||||■
翼鸞囃轟轟轟11‐ ■‐1島ス|^″トル|‐■||||■■|

輔 筆難‐■ |■‐|■ ■ |■■‐■
糧篭躍勇Ⅲ■ |■■■||‐ ■■ ‐■■■

Chenape,ユ 0● |‐ ‐|||  
‐
     ||■ | |

1畿輩議導翼護轟寄澤蹴饉翠躍響鶴轟筆ャ
`ll・

1‐摯SIISIICh° .24■■師…∵T
盤素翼盤::i,,■ 1
V_●●●|||="''¨

`:109。"

211'N:SヽИノCh01(1/1)

静::li潔卜::::'「 .■

`●
●●Iar・ o.6●

" 
■|||■ ■

::島霊:嗜♂・ヽ ||■

NttI
I●●11墨■Ⅲ n・|● |●:00 ■
ⅢⅢⅢ●●Lv→ :031 ■  |
sOt r●ヮ. `c,,3o,● |‐  ||

霞 携 職 ギ 1簿卜襲:1:ニ

tim●・ ●,,OSil=‐
‐

鰈 ・・‐‐
麟 L裁オ||
lk..1串≒||
n● .Tr111oTr,|ス ||■ |‐  |■
●11● Ich3)11● :|●u■ ■■ ‐

翻綺騨識:二「
::ヽ 1彗露キ調 :|■‐■ |
■O■■lⅢ I,1001■ ■■ ‐
■ICPI●ぃ1■ 01S00●  ■ ‐

綱 :ヽ:為摯串:オ1,|■

`ユ

101ⅢⅢⅢ
=■

11110●‐ ||  ‐|‐

1鶴l場tW::6o ll‐
■le■vor pha8■ 口●:0■■ |

“

|lplla● ●・ t,|● ■■1 11■  |
|■ 111"||■ 0,■■|‐ ■|‐  |
dte l辮Ⅲ Ⅲ■■■|‐ ■‐

1霊

“

諄1認識:=島|::==

蹴蹴:"協響キ
',■

|

1嶽囃戦車二

13c{|、}REDO=|ネペクトル
展1開1時1間1240 ms■ ■|

Sス|ペクト,レ
ー   ■|‐

■
・”
一

‐‐‐‐一」”

125



IChen3meti03

菫臨 器 静器
揺 臨 ■・.・・

・

:藁1棒
・ T響湖 響ギ1等篭簿締孵

暮謝
=::露

::::i晋.::

懸響鷲|

1鷲:鐘嵐Fll
l,p申 |ICp● Ⅲll●

“

●lui ■

l鱗紳響 |■
"|■ ～

ltantrl孝 。1■■||

1亀:毒観 理 無 1鳥

「

■

●leCtr_|■ 1●い|,01003訥 営‐
 |

0●||||● |ヽ ■ヽ1‐||10■ || | ・●
"|●

1‐ |||="`OIC■ ■■ ||■

1‐諸鏑淵卜|‐ |
IW●tl● tOi■ 111■|:011● ■‐
|■ |●●●●.…1■0● ,31o■ ■|■ |

1■
'。
遭雲::1:絆

。

'‐

||||‐

|11111111111,|lo● ol    ‐
‐

i::ii::i:i:::::i'llllllll‐ |‐
|

滋選‐壼器:雄轟it鳥

辞編宝象編::'。
.°

"■
・

諄縞器黎L61■|

||●■7011`01         111111‐      |
pp:Ⅲ■rdOⅢ

"_2●
_AVaO

llaC●
'3 (X 41,10410●

|||■
pp● ●h4は :ob8'最 1  ‐

議鶴籠ドキザl'1警 1‐

議督雪翠1響ΨII

馘:盟電議:ヽ:凛| |
r,Pll■■は・ 興 3■ 61`0●   ‐

L:ヨ
=l輩

:ぷ蹴さ
'|‐ri:Fぶ

=lず

3蔽 ||
d■0,1■,3150o● |  

‐

轟議ざ1割路田‰1‐ ‐
高鶴資奮お|■

彗[難tttli∴「■●■ :‐●110,91●●■■‐ ‐

11盤壺露:::鵠 :,9'|‐ |‐

I轟癬鶴 ::¨
 ‐

mll‐
r‐●III´ 1011■ 2011=● ● ・ ||
Ⅲ
…

14● 中 01ol● ■||

輩
=1=:11鶴

:躍1 1
t:よ押:``螢継・器::;::♀;``:

2二
1。NISMCh11.(1/‐1)|■|■

1'こぜ|ヽ)IREDO二 不‐

^タ

トル
展開時1間 32●轟■|■ |■■■
SOIスパクトル||■ |■

■■■■|

Chenagneticl l‐    ||■ ■|||||■ | |||||||||   |||| |||||||||||

菫難簿呻鰯鋏|ふIⅢIIⅢI

蹄 1::=:::れ 銘誌

2・

15N‐
SNyc161て ,′1).||||

13c{15N}REDORス ー

^タ

トル

展開1時1間 ‐32:O is 
‐
 |

Sスペクトノンー‐||■
‐■‐||‐

J :

126



琴雫ギ:iT甕蠍|∬IITITI■
申:密奢電■Li蹴||   ‐●■||||   |||| |||||||||||||   ||
轟オ::幕

=:::L5'品

:  |||||||‐    ||||||| ||||||||‐ |    ‐

鼈 ■1榔繁
～
■

科
=鱗

轟FI‐■ |■ 展開1時間1411五ぎ■ ||‐ ■
●●■111■310,0● ■| ■■ |    |    |    | |     |‐    || ||■ ‐■| ■      ~

‐Chmameti●●

Chmametic●

織 |:`::`::.::

減11露群れ響|■ |
■|||11■

`工

■11010111 11111

樵醐 1111
=|lc●

,arl11610●      ■
,110車 ■ヽヽ 001
v●C● 1● rlol1111● | ■■||  |
IⅢ C■Ver Ⅲ IⅢ,91■■|| ‐

蝙 :i
l葬嘉 1革|||
,011:Ⅲ tコ

`■
)・||'■ |||`■ ■

‐
|

轟瞭蹴織織轟11■ |■ |‐SOネ

^タ

トル

締嶽響 1鋼饗潮ⅢII摯|■ず。■サlT

…
176.0310001   1  11

器 贅
=お

::揚 ::発。::

菫電蓄驚LirCPI
"||●

fF"■ ||111,,21● 12

詢 |●●2● (“ ,■2■ ■   ■■

書電締書11智
|:響千

「 器ヽ 11=翠:ピrFrl‐
cOrtac■ IⅢⅢ■|10●1811■ ■

r:観
=:織

:::轟場■|
lretO■ ●●r“■100:01u ■‐

r‐ 1。 olol,■ 16t,lu■  ‐

祓 ||
鷲:1轟1駆[二::■ |‐

‐
“

aBc.●
「

●●・ ●・|ユ0●|| ■‐
‐

 ヽ110 中■●1,「 1.0●01

■|●●●■■セ■●|||● 01     ‐
●■●●■■■11■ 1100つ 0  1    1

Ⅲ ⅢII■ ph●

“

||● .011■

無1盤総れ:「 | |‐ |

螂 l臨
=証

|

="●:||■

"●
130●011● ‐ ■■|

trl“ ‐

“"",017 1■書繹1締蝦tll

2‐
1'NIS面C“:(1‐/1,■■

fC(1ヽ}RE10=|ネ

^ク

トル
展開時間40:σ五s‐

|■|

Sス
ー
ペクトノン| |‐  |■| ‐

127



表 5…71'…
BC‐

3'―あ―SM(1)の
BC{31P)REDOR測

定結果

展開時間/ms S0 AS S/S0

4.0

6.7

10。 7

13.3

17.3

20.0

26。7

237.7

702.2

203.8

347.2

207.6

117.3

571.3

226。9

612.4

163.5

187.4

83.44

39。 36

74.51

10.8

89.8

40.3

159.8

124。 16

77.94

496.79

0.045

0.128

0。 198

0.460

0.598

0.664

0.870

表 5-81'-13c_3'‐あ‐SM(1)/Ch01の BC(31P}REDOR測
定結果

展開時間/ms S0 AS/S0

6。7

13.3

20.0

26.7

40.0

53.3

66.7

139.9

139.4

369.8

299.8

320.6

425。 7

196.6

124

102.5

201.3

111。 1

94.22

96。 73

27.56

15。 9

36.9

168.5

188.7

226.38

328.97

169.04

0。 114

0.265

0.456

0.629

0。706

0。773

0。 860

表 5-92'¨
BC― SM(1)の

13c{31P)REDOR測
定結果

展開時間/ms S0 AS S/S0

6.7

13.3

20.0

26.7

33.3

40.0

451.6

476.1

918

464.6

395。 8

332.3

431。 3

445.4

811.9

359。 7

272.7

244.7

20。 3

30.7

106.1

104.9

123.1

87.6

0.045

0.064

0.116

0。226

0.311

0.264
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表 5-102'‐
BC‐SM(1)/Ch01の 13c(31P}REDOR測

定結果

展開時間/ms S0 AS N/S0

2.7

6.7

13.3

20。0

26。7

33.3

40.0

表 5-113‐
13c_sMの BC{31P}REDOR測

定結果

展開時間/ms S0 AS AS/S0

207.4

173.7

362.6

359.9

417.2

602.6

1404

204.7

172.6

335。 5

312.8

343.6

440.9

1038

2.7

1。 1

27.1

47.1

73.6

161.7

366

0.013

0。006

0.075

0。 131

0.176

0。268

0.261

6。 7

13.3

20.0

26。7

40.0

53.3

66.7

176.3

81.69

74.43

138。9

111.9

284.2

59.01

167.1

71.37

64.72

107.4

81.09

185.6

31。 13

9。 2

10。32

9。 71

31.5

30.81

98.6

27.88

0.052

0。 126

0。 130

0.227

0。275

0.347

0.472

表 5… 123…
13c… sM(1)/Ch01の BC{31P}REDOR測

定結果

展開時間/ms S0 S/S0

6.7

13。 3

20.0

26。7

40.0

53.3

66。 7

192.8

141。 1

167.9

163.6

170.5

137.7

168.0

172.8

92.69

79。 21

66。 82

67.89

58.0

96.01

20.0

48.41

88.69

96.78

102.61

79.7

71。99

0.104

0。343

0。 528

0.592

0.602

0.579

0。429
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5-4…c2H NMRによるC2'―C3'結合の酉己座 0西己向解析

1'―
BC‐

3'―あ…SM(1)を用いて、SMリポソームおよび 跡″Chol(1/1)リポソームの 2H NMRを

測定し、四極子分裂幅を得た (表 5‐ 1)。 2'―あ―SMの 2H NMRも
測定されており、四極子分裂

幅が得られている(表 5‐ 1)。 さらに、それぞれの粉末サンプルにおける四極子分裂幅も測定

した。
2H NMRで

観測される四極子分裂幅△vは次式で表される。

△ン=△ツOS宰 (5‐
1)

2'位、3'位それぞれで観測された四極子分裂幅□□
°b｀

から(5‐ 1)式を用いて、オーダーパ

ラメータSおよび回転軸 Rと各 C‐
2H結

合のなす角度□ を求めることにより、C2'―C3'結合の

配座および配向が決定できる。解析のために以下のように座標を導入した (図 5¨4)。

・C2'を原点 0とし、C2'… C3'結合を z軸、Cl'―C2'‐ C3'平面を y…z平面上におく(Cl'が‐y

方向)

0回転軸 Rを、z軸からの角度□、x‐y平面に投影した時の y軸からの角度□ とする(0° ≦

β≦180°,0° ≦δ≦180° )

図 5-4C2'‐ C3'結合の配座解析のためにアシル鎖に導入した座標および回転軸R
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このとき2'位の重水素0“毯′Ю―R)の座標はそれぞれ

０８ｏ
，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユアに

と表わされる。ここで、回転軸 R上の任

οDみ。_I・ 薇 =10イr。 _III薇 ICOSypr。 _R

∴COSろ
"―

R〓
~0・ 816sinβ sinδ +o.471sin βCOSδ +0。334cosβ     (5-2)

同様 に

COS/′″_s=0.816sinβ sinδ +o.471sin βCOSδ +0。334oosβ      (5‐ 3)

となる。したがつて、C2'における四極子分裂幅は(5-1)式より

(5‐
4)

3 cos2/ρ″_R-1
△ン′"_R=113。

lx SC2'×
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3cos2 Tpro4 -l
(5‐5)

で表わされる。実際に観測される四極子分裂幅の正負は区別できないため右辺は絶対値と

した。また C2'―C3'結合で内部回転が起きている場合、2'位と 3'位での揺らぎの大きさが異

なる可能性があるため、それぞれ異なるオーダーパラメータを用いることとした(∫
2',メ 3')。

同様に、3'位では

cosf s,G) =-0.8l6sin psnS -0.471sin pcosd -0.334cos8

△ン′.。_s =1113.1× SC21×

銑Jい%

COS/α′=0・ 943sinβ cOSδ -0.334cosβ

COS/g′(_)=0・
816sinβ sinδ ―o。471sinβ COSδ -0。334cosβ

(5…
6)

(5‐
7)

(5-8)

であるから、

3cos2 Tg,e1 -l
(5‐

9)

(5-10)け卜“
α×字

|

L'r'<-l
3 cos2 T e,el -l

(5‐
11)

で表される。C2'―C3'結合がゴーシュ(+)西己座 (Cl'¨ C2'‐C3'―C4'二面角が 60°)のとき、3'位の

2つの重水素は、Da'および Dg'←)であるから、(5‐7)、 (5‐ 8)、 (5‐ 10)、 (5-11)式から 3'位の四極

子分裂幅の理論値□□
Cacが

計算できる。

(5…2)‐ (5‐■)式において、ル よびδを 0° から180° まで 5° ずつ変化させ、またノ2'ぉょび

∫3'を 0から1まで0.05刻みで変化させることで、各組み合わせにおける四極子分裂幅の理

論値△ジdCを計算した。理論値△′」αと実測値△ノbSの
差△△ソ=△ノb'一△プdQから、次式で表さ

れるRNIISDを計算した。

|い
%
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RySD=
(5‐

12)

RNIISDが 小さいほど実測値と理論値が良く一致することを意味する。

同様に、C2'―C3'結合がアンチ配座 (180° )の場合、(5-6)、 (5‐ 8)、 (5-9)、 (5‐ 11)式から、ゴー

シュ配座 (―)(300°)の場合、(5‐6)、 (5-7)、 (5-9)、 (5-10)式 より、理論値△vCdCが計算でき、実測

値△v°
bSとの差△△vからRNIISDが計算できる。

s″‐2鎖の 2'位を重水素置換した DPPCの 2H固
体 NMRが報告されており、SMの場合と

同様に 2組の分裂幅が観測されているつ。さらに 2'位の 2つの水素のうち片方だけを立体

選択的に重水素置換することで (2[2R‐
2H]DPPC)、 1組のみの分裂幅が得られており、より

大きい分裂幅を与えているのは′Ю択 の重水素だと帰属される
5)。

本解析でもこれに従い、2'

位で観測された 2組の分裂幅のうち、より分裂幅の広い方を′Ю択 の重水素由来であると仮

定して、解析を行うこととした。

β、δ、∫
2'、

∫
3'ぉ

ょび cl'‐ C2'結合の組み合わせによる RMSDを表 5‐に示した。RMSD
が最ガヽ値をとつたのは SM膜、SIWChol膜ともに C2'‐C3'結合がゴーシュ(―)のときであつた

が、これらはともにメ3'=1.00であり、3'位において揺らぎが全くないことを表している。しかし、

全く揺らぎがないとは考えにくいため除外し、次にRMSDが小さいゴーシュ(+)を選んだ。

表 5‐13 RMSD最小となるβ,δ,メ
2',メ3'ぉ

ょび c2'―C3'結合 の組み合わせ とその時の RNIISD

C2'… C3'結合 ∫2  ∫ず

SM膜 ゴーシユ(+)

ゴー シユ(―)

アンチ

0.45

0.55

0.55

0.60

1.00

0。 85

30°

5°

135°

70°

115°

35°

0.03

0.02

0.10

SM/Chol膜 ゴーシユ(+)

ゴーシユ(―)

アンチ

0。60

0.25

0.35

0.85

1.00

0.80

10°

110°

20°

60°

120°

140°

0.03

0.02

0.24
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表 5‐14 SM膜 ゴーシュ(+)∫
2'/∫3'に対するRMSDの最小値

∫2レ∫3'
1.00  0.95  0.90  0.85  0.80  0。 75  0,70  0.65  0.60  0.55  0.50  0.45  0.40  0.35  0.30  0.25  0.20  0.15  0.10  0.05  0.00

1.00

0。95

0.90

0.85

0.80

0。75

0.70

0.65

0.60

0.55

0.50

0.45

0.40

0.35

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

0.09  0。 10  0.13  0.15  0.18  0。 19  0.21  0.23  0.24  0.27  0.29  0。 31  0.34  0.38  0.40  0.43  0.48  0.54  0.60  0。 66  0。71

0.07  0.09  0.12  0.15  0.18  0.19  0。 21  0.22  0.24  0.26  0.28  0.30  0.33  0.37 0.38 0.41  0.46  0.52  0.59  0.66  0,71

0.08  0.10  0.12  0.15  0.16  0.17  0.18  0.20  0.22  0.25  0.27  0.30  0.33  0.35  0.36 0.40  0.45  0。51  0.58  0.65  0.71

0.10  0.11  0.10  0.11  0。 12  0.13  0.15  0.17  0.20  0.23  0.26  0.30  0.33  0.34 0.35  0.39  0.44  0.50  0.57  0.64  0.71

0.10  0.07  0.06  0.07  0.10  0.11  0.14  0.15  0.18  0.21  0.24  0.28  0.31  0.33  0.35  0.38  0.43  0.50  0.57  0.64  0,71

0.09  0.05  0.03  0.05  0.08  0.11  0.13  0.14  0.17  0.19  0.23  0.25  0.28  0.31  0.33  0.36  0.42  0.48  0.56  0.63  0.71

0.10  0.07  0.05  0.06  0.09  0.09  0.11  0.12  0.14  0.17  0.20  0.22  0.25  0.30  0.32  0.35  0.41  0.48  0.55  0.63  0.71

0.11  0.09  0.08  0.08  0.04  0.04  0.07  0.10  0.11  0.15  0.17  0.21  0.24  0.28  0.31  0.35  0.40  0.47  0.55  0.63  0.71

0.12  0。 09  0.07  0.07  0.04  0.03  0.06  0.07  0.09  0.12  0.14  0.19  0.22  0.25  0.28  0.33  0.39  0.46  0.54  0.62  0,71

0.14  0.11  0.09  0.09  0.08  0.06  0.05  0.06  0.07  0.10  0.13  0.15  0.19  0.23  0。 27  0.32  0.39  0.46  0.54  0.62  0.71

0.16  0.15  0.13  0.13  0.10  0.06  0.06  0.06  0.05  0.07  0.10  0.12  0.17  0.20  0.25  0.31  0.38  0.46  0.54  0.62  0.71

m9m8側 6田 4m3mO m8山 7□ ∞ 5m8m m6"0"5剛
"8田

6い 4%2剛

0.23  0.21  0.20  0.18  0.16  0.14  0.11  0.09  0.07  0.07  0.08  0.12  0.17  0.21  0.26 0.32  0.39  0.47  0.55  0.63  0.71

0.26  0.24  0.23  0.21  0.20  0.18  0。 16  0.14  0.11  0.08  0.09  0.12  0.16  0.21  0.28 0.34  0.41  0.48  0.56  0.63  0.71

0.30  0.29  0.27  0.25  0.24  0.23  0.20  0.18  0。 16  0。 13  0.12  0.13  0.16  0.21  0.27 0.33  0.40  0.48  0.55  0.63  0.71

0.33  0.33  0.32  0.30  0.28  0.27  0.25  0.24  0.23  0.21  0.20  0.20  0.22  0.25  0.29 0.35  0.42  0.49  0.56  0.64  0。71

0.39  0。 39  0.38  0。 36  0.34  0.32  0.30  0.29  0.28  0.29  0.30  0.29  0.30  0.32 0.36 0。 40  0.46  0.52  0.59  0.67  0.74

0.40  0.40  0.39  0。 38  0.38  0.37  0.36  0。 35  0.36  0.36  0.38  0.39  0.40  0.41  0.44 0。 48  0.53  0.58  0.64  0,71  0.78

0.47  0.47  0.46  0.46  0.45  0.45  0.45  0.45  0.45  0.46  0.48  0.50  0.51  0.52  0.54  0.57  0.61  0.66  0.72  0.78  0.83

0.58  0.58  0.57  0.57  0.57  0。 57  0.57  0.57  0.58  0.58  0.59  0.61  0.62  0.63  0.64 0.67  0。71  0.75  0.80  0.86  0.91

0。71  0.71  0。 71  0.71  0.71  0.71  0。 71  0.71  0.71  0.71  0.71  0.72  0.72  0.73  0。 75  0.77  0.80  0.84  0.89  0.94  1.00
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表5-15 SM膜 ゴーシュ(―)∫
2'/∫ 3'に対するRMSDの最小値

評

「

〕
1.00  0.95  0.90  0.85  0.80  0。 75  0。 70  0.65  0.60  0.55  0.50  0。 45  0.40  0.35  0。 30  0.25  0.20  0.15  0.10  0.05  0.00

1.00

0.95

0.90

0.85

0。80

0.75

0.70

0.65

0.60

0.55

0.50

0.45

0。40

0.35

0.30

0.25

0。20

0。 15

0.10

0.05

0.00

0。24  0.24  0.25  0.26  0.27  0。 29  0.31  0。 31  0.32  0.34  0.36  0.39  0。 42  0.42  0。 43  0.46  0.50  0.55  0.61  0.66  0.71

0。 21  0。22  0.22  0.24  0.25  0.27  0.29  0.31  0.32  0.33  0.36  0.38  0.41  0.41  0。 42  0.45  0。 49  0.54  0.60  0.66  0.71

0.20  0.20  0.21  0.22  0.24 0.26  0.28  0.29  0。 31  0.33  0.35  0.38  0.40  0。 40  0.42  0.45  0.49  0.54  0.59  0.66  0.71

0.19  0.19  0.20  0.21  0.23  0.25  0.26  0.28  0.29  0.32  0.34  0.37  0.40  0.40  0.41  0.44  0.48  0.53  0.59  0.65  0.71

0.17  0.18  0。 19  0.21  0.22  0.24  0.25  0.26  0.28  0.30  0.33  0.36  0.40  0.39  0.40  0.43  0.47  0.53  0.59  0.65  0.71

0.16  0.17  0.18  0.19  0.21  0。 22  0。 23  0.25  0.27  0。 30  0.33  0.35  0.38  0.38  0.39  0.42  0.47  0.52  0.58  0.64  0.71

0.13  0.13  0.14  0.16  0.17  0.19  0。 21  0.23  0.25  0.28  0.30  0.32  0.36  0.38  0.39  0.42  0.46  0.51  0。 57  0。 64  0。 71

0.10  0.10  0。 11  0.13  0。 15  0。 17  0。 19  0.21  0.23  0。 26  0。28  0.31  0.34  0.37  0.37  0.40  0.45  0.50  0.57  0。 64  0。 71

0.07  0.07  0.09  0.11  0.13  0.15  0.16  0。 18  0.21  0.24  0。 27  0。 30  0.33  0.35  0.36  0.39  0.44  0.49  0.56  0.63  0.71

コ
m3m6m8m9m2m4m6m8剛

"4鑢
6“ 0“ 3"4"8畔 3M9師 6%3m

O.06  0.06  0.05  0.06  0.07  0.08  0.11  0.14  0.16  0.18  0.21  0.24 0.27  0.30  0.32  0。 36  0.42  0。 48  0.55  0.63  0.71

0.12  0.09  0.08  0.08  0.09 0.09  0.08  0.09  0.12  0.15  0.18  0.21  0。 24  0.27  0.31  0.36  0.41  0.48  0.55  0.63  0.71

0。 15  0.13  0.11  0.12  0。 12 0.09  0.07  0.08  0.08  0.11  0。 15  0.19 0。21  0.25  0.30  0.35  0.42  0.48  0.56  0.63  0。 71

0.18  0.16  0。 16  0.16  0.13  0.11  0.10  0.07  0.06  0.07  0。 12  0.17  0.21  0。 25  0。 30  0.36  0.42  0.49  0.57  0.64  0.71

0.24  0.23  0.22  0.20  0.18  0。 15  0。 11  0.07  0.03  0.06  0.11  0。 17  0.23  0.28  0.33  0.38  0。44  0.51  0.58  0.65  0.71

0.26  0.25  0.23  0。 21  0.19 0.16  0.14  0.13  0.12  0.14  0.18  0.22  0.27  0.32  0.37  0。 42  0.48  0.54  0.60  0.66  0,71

0.31  0。30  0.29  0.27  0.26  0.24  0.23  0.23  0.23  0。 25  0。27  0.30  0.33  0。 36  0.40  0.44  0.50  0.56  0.62  0.69  0.74

0.40  0.38  0.38  0.37  0.36  0.35  0。 34  0。 34  0。 35  0.36  0。 38  0.39  0.40  0.42  0。45  0.48  0.53  0.59  0.65  0.72  0.78

0.49  0.49  0。 48  0.48  0.47  0.47  0。46  0.46  0.47  0.48  0。49  0.49  0.50  0.51  0.53  0.56  0.60  0。 65  0,71  0.77  0。 83

0.60  0。60  0.59  0.59  0.59  0.59  0.59  0.59  0.59  0.59  0.60  0。 60  0.61  0.62  0.63  0.66  0.69  0.74  0。 79  0.85  0。 91

0.71  0。71  0.71  0.71  0.71  0。 71  0.71  0。71  0.71  0。71  0.71  0.72  0。 72  0。 73  0.75  0。 77  0.80  0.84  0。 89  0.94  1.00
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表5-16 SM膜 アンチ ∫2'/J3'に
対するRMSDの最小値

∫2ン∫3'
1.00  0.95  0.90  0.85  0.80  0。75  0.70  0。 65  0.60  0.55  0.50  0.45  0。 40  0.35  0.30  0.25  0.20  0.15  0.10  0.05  0.00

1.00

0.95

0.90

0.85

0.80

0,75

0.70

0.65

0.60

0.55

0.50

0.45

0.40

0。35

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

0.23  0.24

0.21  0.23

0.19  0.21

0.16  0.18

0.14  0.16

0.13  0.15

0.12  0.12

0.10  0.10

0.10  0.10

0.13 0.11

0.16  0.14

0.20 0.18

0。24  0.23

0.29  0.27

0.35  0.33

0.41  0.39

0。47  0.45

0.53  0.52

0.59 0.58

0.65  0.65

0,71  0.71

0.26  0.28  0.31

0.25  0.27  0.29

0.22  0.24  0.27

0.20  0.22  0.25

0.18  0.21  0.23

0。 17  0.18  0.20

0.13  0.15  0.17

0.11  0.12  0.14

0.10  0.11  0.12

mO回 m

O.13  0.11  0.10

0.16  0.14  0.12

0.20  0.18  0.16

0.25  0.23  0.21

0.31  0.29  0.27

0.37  0.35  0.33

0.44  0.42  0.41

0.51  0.49  0.48

0.58  0.57  0.56

0。64  0.64  0.64

0.71  0.71  0。71

0。33  0.35

0.31  0.34

0.29  0.32

0.27  0.30

0.25 0.28

0.22  0.25

0.20  0.22

0.17  0.20

0.14  0.16

0.11 0.13

0.10 0.11

0.11 0.10

0。 14  0.12

0.18 0.16

0.24  0.22

0.31  0.29

0.39 0.36

0.47  0.45

0.55  0.54

0.63  0。 62

0.71  0。 71

0.38  0.40

0。36  0.39

0.34  0.37

0.32 0.35

0.30 0.33

0.28  0.31

0.25  0.28

0.22  0.25

0.19  0.22

0.16  0.19

0.13  0。 15

0。 10  0.12

0.10  0.10

0.13 0。 11

0.19  0.16

0.26  0.23

0.34  0.32

0.43  0.41

0.52 0.51

0.62  0.61

0。71  0。71

0.43  0.45

0.41  0.44

0.40  0.42

0.38 0.41

0.36 0.39

0.34  0.37

0.31  0.35

0.28  0.32

0.25  0。 29

0。22  0.26

0.18  0.22

0.15  0.18

0。 H O.14

0.10  0.10

0.13  0.12

0.21  0.19

0.30  0.29

0.40  0.39

0.50  0.49

0.60  0.60

0,71  0.71

0.48  0。 50  0.53

0。47  0.50  0.52

0.45  0.48  0.51

0.44  0.47  0.50

0.42  0.45  0.49

0.40  0.43  0.47

0.38  0.42  0.45

0.36  0.39  0.43

0.33  0。 37  0.41

0.30 0.34 0.38

0.26  0.31  0.35

0.22  0.27  0.32

0。 18  0.22  0.27

0.13  0。 17  0.22

0.12  0.15  0.20

0.19  0.20  0。22

0.28  0.28  0.29

0.38  0。 38  0.39

0.49  0.48  0.49

0.60  0.60  0.60

0.72  0.72  0,73

0.56 0.58

0.55  0.58

0.54  0.57

0.53  0.56

0.52  0.55

0.50  0.54

0.49  0.53

0.47  0.51

0.45  0。 50

0.43  0.48

0.40  0.45

0.37  0.42

0.33  0.39

0.28  0.35

0.25  0.32

0.26  0.32

0.32  0.37

0.41  0.45

0.51  0.54

0.62  0.64

0.75  0.77

0.61  0.63

0.60  0.63

0.60  0.63

0.59  0.62

0.58  0.62

0.57  0.61

0.56  0.60

0。 55  0.59

0.54  0.58

0.52  0.57

0.50  0.56

0.48  0.54

0.45  0.52

0.42  0.49

0.39  0.47

0.39  0.47

0.43  0.50

0.50  0.56

0.58  0.63

0.68  0.73

0.80  0.84

0.66  0.68  0。 71

0.66  0.68  0。 71

0.65  0.68  0.71

0.65  0.68  0.71

0.65  0。 68  0.71

0.64  0.68  0.71

0.64  0.67  0.71

0.63  0.67  0.71

0.63  0.67  0.71

0.62  0.66  0.71

0.61  0.66  0.71

0.60  0.65  0。 71

0.58  0.65  0.71

0.56  0.64  0。 71

0.55  0.63  0.71

0.55  0.63  0。 71

0.58  0.66  0.74

0。63  0。70  0.78

0。69  0.76  0.83

0.78  0.84  0.91

0.89  0.94  1.00
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表 5‐17 SM/Chol膜 ゴーシュけ)∫
2'/∫ 3'に対するRMSDの最小値

∫2ン∫〕
1.00  0.95  0.90  0。 85  0.80  0。 75  0`70  0.65  0.60  0.55  0。 50  0.45  0。 40  0.35  0.30  0.25  0.20  0.15  0.10  0.05  0.00

1.00

0.95

0。90

0.85

0.80

0.75

0。70

0.65

0.60

0.55

0.50

0.45

0.40

0。35

0.30

0.25

0。20

0。 15

0.10

0.05

0.00

0。 13  0.15

0.12  0。 14

0.13  0。 15

0.14  0.16

0.16 0.18

0.18  0.17

0。 16  0。 13

0.14  0。 10

0.13  0.10

0.11 0.10

0。 13  0.12

0.17  0.16

0.20  0.20

0.23  0。 22

0.27  0.26

0.31  0.30

0.35  0.34

0.39 0。 38

0.43  0.43

0.51  0.51

0.71  0.71

0。 17  0。 20  0.21

0。 17  0。 19  0.19

0.17  0。 17  0.17

0。 18  0.17  0.16

0.18  0。 17  0.16

0.15  0.14  0。 14

0.10  0.09  0.09

0.06  0.04  0.05

∞ 6□ m5

0.08  0.07  0.07

0.11  0。09  0.09

0.14  0.12  0.10

0。 17  0。 15  0.13

0。21  0。 19  0.17

0。24  0.23  0.21

0.29  0.27  0.26

0.33  0.32  0.31

0。38  0。37  0。 36

0.42  0。41  0.41

0.51  0.51  0.51

0,71  0。71  0。 71

0.22  0.23  0.26

0.20  0。21  0.24

0.18  0。20  0.22

0.17  0。 19  0.21

0.17  0.18 0.20

0。 14  0.15  0.17

0.11  0.13  0.15

0.08 0.12 0.15

0.08  0。 11  0.13

0.09  0.11  0.11

0.07  0.08  0。 11

0.07  0.07  0.09

0.10  0.10  0.09

0。 15  0.14  0。 13

0。20 0.18 0。 16

0。24  0。23  0.21

0.30  0.28  0.27

0.35  0.34  0.33

0.40  0.40  0.41

0.52  0.52  0.53

0.71  0.71  0。 71

0.28  0.30

0.26  0.28

0.25  0.27

0.24  0.26

0.22  0.25

0.19  0.23

0.18  0.22

0.17 0.18

0.13  0。 15

0。 12  0。 14

0.13  0.16

0.12  0.15

0.H O。 12

0.H O.12

0。 15  0.15

0.20  0.19

0.25  0.24

0.33  0.32

0。42  0.44

0。 54  0。 55

0.71  0.71

0.32  0。34  0.37

0.30  0。32  0。 35

0.28  0.31  0.34

0.27  0.30  0.33

0.27  0.30  0.32

0.27  0.28  0。 30

0.25  0.26  0。28

0.21  0。 23  0.26

0.18  0.21  0.24

0。 16  0。 18  0。23

0.16  0。 18  0.21

0.17  0。 18  0.22

0.16  0.20  0。24

0.14  0.18  0。22

0。 16  0.18  0.21

0.19  0。20  0.22

0.24  0.25  0。27

0。 33  0。 33  0。 35

0.44  0.45  0.47

0.57  0.59  0.60

0.72  0。73  0.74

0.39 0.42

0.37 0。 41

0.36 0.39

0.35 0.39

0.35 0.39

0.32 0。 36

0。30 0。34

0。29 0.33

0.29 0.33

0.26 0。 31

0.25  0.30

0.26 0.31

0.28  0.33

0.27 0。 33

0.26 0.31

0.26 0.31

0.30 0.34

0.38 0.41

0.49 0.52

0.62 0.64

0.75  0.77

0.46  0。 51

0.45  0.49

0.44  0.48

0.43  0.48

0.43  0.48

0.41  0.46

0.39  0.45

0.38  0。 44

0.38  0.44

0.37  0.44

0.36  0。 43

0.37  0.43

0.38  0.45

0.39  0.45

0.37  0。 43

0.37  0.43

0.40  0.45

0.46  0.51

0.55  0.60

0.67  0.71

0.80  0.83

0.56  0.61  0.67  0.71

0.55  0.60  0.66  0.71

0.54  0.59  0.65  0.71

0.53  0.59  0.65  0.71

0.53  0.59  0.65  0。 71

0.52  0.59  0.65  0.71

0.51  0.58  0。 65  0.71

0.51  0.57  0。 64  0。 71

0.51  0.57  0。 64  0.71

0.50  0.57  0.64  0.71

0.50  0.56  0.64  0.71

0.50  0.57  0.64  0.71

0.51  0.58  0。 65  0。 71

0.51  0.58  0.64  0.71

0.50  0。57  0.64  0.71

0.50  0.57  0.64  0.71

0.52  0。58  0。65  0.71

0.56  0.62  0.68  0.74

0.64  0.70  0.75  0.80

0.75  0.79  0.84  0.87

0.86  0.90  0,95  1.00
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表 5-18 SM/Chol膜 ゴーシュ(―)∫
2'/∫ 3'に対するRMSDの最小値

∫2レ∫〕
1.00 0。 95 0。 90 0.85 0.80 0。 75 0.70 0。65 0。 60 0.55 0.50 0.45 0.40 0.35 0.30 0.25 0.20 0。 15 0。 10 0.05 0.00

1.00

0.95

0。90

0.85

0.80

0.75

0.70

0.65

0。60

0.55

0.50

0。45

0.40

0。 35

0。30

0.25

0。20

0。 15

0。 10

0.05

0.00

0。40 0。 40 0。41 0.41 0.40 0.40 0。41 0.41 0.42 0.44 0.45 0。 47 0.47 0.48 0.49 0.52 0.55 0.59 0.63 0.68 0.71

0。 39 0.40 0。 40 0.40 0.40 0。 40 0.41 0。42 0。 43 0。 44 0。44 0。45 0。 45 0.46 0。 48 0.51 0.54 0.58 0.62 0.67 0。 71

0。39 0。 40 0.39 0.39 0.39 0.39 0.40 0.41 0。 42 0。 43 0.44 0。44 0。 44 0。 45 0。 47 0.50 0.53 0.57 0.61 0。 66 0.71

0.37 0.38 0.37 0.37 0.38 0.38 0.39 0.40 0。 41 0。43 0。43 0。44 0.44 0。 45 0.47 0.49 0.53 0.57 0.61  0.66 0。 71

0.35 0。36 0。 36 0.36 0。36 0。 37 0.38 0.39 0.41 0。 42 0。43 0。44 0.44 0。 45 0。 46 0。49 0.52 0.56 0。 61 0.66 0.71

0.34 0.35 0.35 0.35 0。 36 0。 36 0。 37 0。 39 0。 40 0.41 0.42 0.44 0.44 0.45 0。 47 0。 49 0。53 0。 57 0。61  0。66 0。71

0。 32 0。 33 0.33 0。33 0.34 0.35 0.37 0.38 0.39 0.40 0。 42 0.43 0.44 0.44 0.46 0.49 0.52 0.57 0.61 0.66 0。 71

0。29 0.30 0.32 0。 32 0。 33 0。 34 0。 35 0。 36 0。 38 0.39 0。 40 0。41 0.43 0.43 0。 45 0。 48 0。52 0.56 0.61 0.66 0.71

0.27 0。28 0。30 0.31 0。 32 0。 33 0.34 0。35 0.37 0。 38 0.39 0.40 0。 41 0.43 0.45 0。 48 0.52 0。56 0。61  0。66 0。71

0。25 0.26 0。28 0。29 0。 30 0。 31 0。 32 0.34 0.35 0.37 0.38 0。 39 0。40 0.41 0.43 0.47 0.50 0.55 0.60 0.66 0。 71

0.23 0.23 0。 25 0。26 0.27 0.29 0。 31 0.32 0.33 0.35 0。 36 0.38 0.39 0。 41 0。 43 0.46 0.50 0.55 0.60 0.65 0.71

0。20 0.21 0。 23 0。24 0.25 0。 27 0。28 0。30 0。 32 0。 33 0.35 0。37 0。 38 0.40 0.43 0.46 0.50 0.55 0.60 0.66 0。 71

0。 16 0。 18 0。 19 0.21 0.22 0。 24 0.26 0。28 0。30 0.33 0.34 0.35 0.37 0。 39 0。 42 0.46 0.50 0.55 0.60 0.66 0。 71

0.16 0。 17 0.18 0。 18 0.19 0.20 0.22 0.24 0。 27 0.30 0.33 0。 35 0。 37 0。39 0。 42 0.46 0.51 0.56 0。 61  0.67 0.71

0.14 0.15 0。 15 0.16 0.16 0。 16 0。 18 0.20 0。 23 0.26 0.30 0.34 0.37 0.40 0.43 0。 47 0.51 0.57 0.62 0.67 0。 71

回
∞ 5∞ 4m6∞ 8 mO m3山 田 9"3"7囲

“

6“ 0“ 3餌 8師 3師 8%2%7剛

0.14 0。 12 0。 12 0。 12 0。 12 0.13 0.15 0.17 0。21 0.24 0。28 0。32 0.36 0.41 0.45 0.50 0.54 0.59 0。 63 0.67 0,71

0.27 0。26 0。26 0。25 0.25 0.25 0。 26 0。28 0.30 0.32 0.35 0。 38 0.42 0.46 0.49 0.53 0.58 0.62 0.66 0.71 0。74

0。42 0.41 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.41 0.42 0.43 0.44 0。 45 0。 47 0。 49 0.52 0.56 0.60 0.65 0。 70 0。76 0。 80

0.56 0.56 0。 56 0.55 0.55 0.55 0.55 0.56 0.56 0。 55 0.56 0。56 0.57 0.58 0。 61 0.64 0。67 0。 72 0。76 0.82 0。87

0。71  0.71  0.71  0.71  0,71  0。 71  0。71  0.71  0。 71  0。 71  0.72 0。 73 0.74 0。 75 0.77 0.80 0.83 0。 86 0。90 0。95  1.00
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表 5‐19 SM/Chol膜 アンチ ∫2'/∫ 3'に対するRMSDの最小値
∫2'/∫ダ

1.00  0。 95  0。90  0.85  0.80  0.75  0.70  0.65  0.60  0.55  0.50  0.45  0.40  0.35  0.30  0.25  0.20  0.15  0.10  0.05  0.00

1.00

0。95

0。90

0.85

0.80

0,75

0.70

0.65

0.60

0.55

0。 50

0.45

0.40

0.35

0.30

0.25

0.20

0。 15

0。 10

0.05

0。00

0.38  0.40  0.41  0.42

0.37 0.38 0。 39 0.41

0.35  0.37 0.38 0.39

0.34 0。35  0.37 0.38

0.33  0.34  0.35  0.37

0.32  0.33  0.34  0.35

0。30  0.31  0.32  0.33

0.28  0.29  0。 31  0.32

0.27  0.28  0.29  0.30

0.26  0.27  0.27  0.28

0.25  0.25  0.26  0.27

0.25  0.25  0.25  0.25

0.24  0.25  0。 24  0.25

0.44  0.45

0.42  0.44

0.41  0.42

0.39 0.41

0。38 0.39

0.37  0.38

0。35  0.36

0.33  0.35

0.31  0.33

0.30  0.31

0.28  0.29

0.26  0.27

0.25  0.26

0.25  0。 25

0.27  0.26

0.31  0.29

0.37 0。 36

0.47  0.45

0.58 0.58

0.71  0.71

0.46  0.48

0.45  0.47

0.44  0.46

0.43  0.44

0.41  0.43

0。40 0.41

0。38  0.40

0.36 0.38

0。34 0.36

0.32  0.34

0。 30 0。 32

0.28 0.30

0.26  0.27

0.25  0.26

0.24  0。25

0.25  0.25

0.28  0。27

0.34  0.33

0。44  0.43

0.57  0.56

0.71  0。71

0.50  0.51

0.48  0.50

0.47  0.49

0.46  0.48

0.45  0.47

0。43  0.45

0.42  0.44

0。40  0.42

0.38  0.40

0.36 0.38

0.34 0.36

0.31  0。 33

0.29  0.31

0.27  0.28

0。25  0.26

0.24  0.25

0.26  0.25

0.32 0.31

0.43  0。 43

0.56  0.55

0.71  0。 71

0.53  0.55

0.52  0.54

0.51  0.53

0.50  0.52

0.49  0.51

0.47  0.49

0.46  0.48

0.44  0.46

0.42  0.45

0.40  0.43

0.38 0.40

0.36 0。 38

0。33  0.35

0.30  0.32

0.27  0。 29

0.25  0.26

0.24  0。 25

0.31  0.31

0.43  0.43

0.55  0.55

0,72  0,73

0.57  0.59

0.56  0.58

0.55  0.57

0.54  0.56

0.53  0.55

0.52  0.54

0.50  0.53

0.49  0.52

0.47  0.50

0.46  0.48

0.43  0.46

0.41  0.44

0.38 0。 41

0.35  0.38

0。31  0.34

0.28  0.30

0.26  0.29

0.32  0.35

0。44  0.46

0。55  0.57

0。74  0.75

0.60  0.62

0.59 0.61

0.59 0.61

0.58  0.60

0.57  0.60

0.56  0.59

0.55  0.58

0.54  0.57

0.53  0.56

0.51  0.55

0.50  0.53

0.47  0.51

0.45  0.49

0.42  0.46

0.38 0。 42

0。34 0.39

0.33  0。38

0.39  0.43

0。49  0.53

0.59  0.62

0,77  0.80

0.64  0.66

0。63  0.65

0.63  0.65

0.62  0.64

0.62  0。64

0。61  0.64

0.60  0.63

0.60  0.62

0.59  0.62

0.58  0.61

0.57  0.60

0.55  0.59

0.53  0.57

0.51  0.55

0.47  0.53

0.44  0.51

0.44  0.51

0.49  0.55

0.57  0.63

0.66  0.71

0.83  0.86

0.67  0.69  0.71

0.67  0.69  0.71

0.67  0.69  0.71

0.67  0.69  0.71

0.66  0.69  0.71

0.66  0.68  0.71

0.66  0.68  0.71

0.65  0.68  0.71

0.65  0.68  0.71

0.64  0.68  0.71

0.64  0。67  0.71

0.63  0.67  0。 71

0。62  0.66  0.71

0.60  0.66  0.71

0.59  0.65  0.71

0.57  0.64  0。 71

0.57  0.64  0.71

0.61  0.68  0,74

0.68  0。74  0.80

0.76  0.81  0.87

0.90  0.95  1.00

観5陀4回
"5

0.27  0.27  0.26  0。 25

0.31  0.30  0.29  0。 28

0.36  0.35  0.33  0。 32

0.43  0.41  0.40  0.39

0.51  0.50  0。49  0.48

0。61  0.60  0.60  0.59

0.71  0。71  0。 71  0.71



5‐4-eアミド平面の配向解析

13c{15N}REDOR測
定からCl',C2'および C2における双極子カップリングを求め、アミド

平面の配向を解析した。観測された双極子カップリング Dobまは次式で表される。

(5…
13)

解析のために、下図のようにアミド平面に対して座標を導入した。

・アミド窒素ぃ )を原′点

・アミド平面(C2-N― Cl'―C2平面)を x‐y平面

・N→ C2を+y軸

・Cl'の x座標が正

図 5-5のように定義すると、各原子の座標は

N《
)′

m′

(幸 )′

(単位はÅ)

と表わされる。またこの時、回転軸 Rの極角を□、方位角を□と定義すると(0° ≦α≦180°,0°

≦β≦180° )、 回転軸上の任意の点 Rの座標は、

転FI聟パ×主宇
|

ヽ

、

‐

′

ノ

７

０

・

４

０

１

／

′

‥

ヽ

＼

２Ｃ

ヽ

、

‐

′

／

０
・
９．

・
２
．
２５

０

／

′

‐

ｌ

ヽ

２Ｃ

図 5‐5アミドの配向解析のための座標
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←は任意の実数 )

と表わすことができる。N―Cl'ベクトルと回転軸のなす角度□cl,は 、これらの内積より、

+ '+'N-cl'.d: lN-cr'l lOTl cos d.,'tl

.'. cos d.,, =
1.15 sin a sin / - 0.75 cos a sin /

1.37

となる。同様に、

ヽ

、

‐

′

／

β

β

・ｍ
・ｍ
２
Ｐ

αＳ

αＳ

ＯＳ

，ｍ

ｏｓ

ｒｃ

ｒｓ
　
ｒｃ

／

′

‐

ヽ

＼

Ｒ

(5‐
14)

cos0r, - 1.47 cosasin B

(5-15)

(5‐
16)

1.47

と表わすことができる。また、結合長や結合角、二面角の揺らぎを考慮して、それぞれの炭

素に対して異なる大きさのオーダーパラメータを用いることとした。N―C2ベクトルの揺らぎを

分子全体の揺らぎと同程度であるとみなし、C2のオーダーパラメータSc2~Smd(0≦Smd≦ 1)と

した。Smdは分子 (回転軸)の揺らぎを表わすオーダーパラメータである。Cl'および C2'に関

しては、ともにアミド平 面 内の原 子 であることか ら同一 のものを用 いることとし、

SCl'■C2'｀猛dc(0“猛id≦ 1)とした。Cl',C2',C2は Nとの距離が一定であることから、観測

された双極子カップリング島 bsはオーダーパラメータおよび C‐Nベクトルと回転軸のなす角

度θ にのみ依存する。(5‐ 13)― (5‐ 16)式において、□、□□を 0° から 180° まで 5° 刻み、端 d、

凡耐eを 0¨ 1まで 0.05刻 みで変化させ、それぞれの組み合わせに対する理論値 adαを計算

した。Dc江。と実測値 Dobsとの差からRMSDを計算した ((5‐ 17)式 )。 RMSDが最小になるよう

に各パラメータを求め、実測値をもつともよく再現するパラメータを得た。

COS%ν =0°
91sinα sinβ -2.25cosα sinβ

RySD==‖|:|(屏)2+(屏)2+(7)21       (5‐
17)
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5-4-fスフィンゴシン骨格部の配向解析

13c{15N)斑]DOR測定からCl,C2および C3における双極子カップリングを求め、スフィ

ンゴシン骨格部の配向を解析した。

解析のために、下図のようにアミド平面に対して座標を導入した。

・アミド窒素o)を原′点

・N→ C2を■y軸

・H2を x―y平面上

y eClの z座標が正 (C3の z座標は負 )

(単位はÅ)

と表わされる。またこの時、回転軸Rの極角をょ方位角をた定義すると(0° ≦δ≦180°,0° ≦

/≦ 180° )、 回転軸上の任意の点 Rの座標は、
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と表わすことができる。N‐Clベクトルと回転軸のなす角度□clは、これらの内積より、

∴cosθa=0・
69shγ shδ +1.92cosγ shδ +130cosδ

2.41
(5‐

18)

(5‐
19)

(5‐20)

(5…
21)

となる。同様に、

cos0r, =
1.47 cosysin|

1.47

0.7 4 sin y sin d + 1.98 cos Tsin d - 1.20cos d
cos9., =

2.45

と表わすことができる。また、結合長や結合角、三面角の揺らぎを考慮して、それぞれの炭

素に対して異なる大きさのオーダーパラメータを用いることとした。C2は前述のアミド平面と

共通なので、同一の臨d(05猛1≦ 1)を用いた。Clおよび C3に関しては、Scl=Sc3=SsphmgO・

(OSspЫngO≦ 1)とした。(5‐ 13),(5‐ 18)― (5‐20)式において、%ど泊を 0° から 180° まで 5° 亥Jみ、

Ssphnp.を 0-1まで 0.05刻みで変化させ、それぞれの組み合わせに対する理論値 Dcacを計

算した。Dc」αと実測値 absとの差からRMSDを計算した ((5-21)式 )。 RNIISDが最小になるよ

うに各パラメータを求め、実測値をもつともよく再現するパラメータを得た。

RySD=11:|(屏

)2+(鱚 )2+(屏 )21
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5…4‐gリン酸部分の配向解析

31P{Bc}REDOR測
定より求めた、P… Cl'、 P―C2'、 P―C3間双極子カップリングDob,からリン

酸部の配向を推定した。リン酸部分の配向解析に際して、
13c{15N)REDOR力 も求めたアミ

ド部分の配座および回転軸を用いれば、リン酸部分の配向は O―Cl結合および Cl‐C2結合

によつてのみ決定される。Cl‐C2結合に関しては、炭素一炭素結合であることからねじれ型

配座を考え、ゴーシュ(+)、 アンチ、ゴーシュ(―)の 3通りを考えた。O‐Cl結合に関しては、0°

から360° まで 5° 間隔で回転させて、それぞれの場合におけるPの座標を考えた。求めた P

の座標をもとに、Pと Cl'、 C2'、 C3間距離 rP_cおよび P‐Cベクトルと回転軸のなす角度のを

計算した。(5… 13)式に従つて理論値 Dc」cを求め、実測値 Dobまとの差からRMSDを計算した。

このとき、Cl'、 C2'に関しては Smde(OSmmc≦ 1)、 C3に関しては SsphhgO.(OSsphhg。 ≦1)をオー

ダーパラメータとして用いた。RMSDが最月ヽとなるように各パラメータを決定した。
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5…5溶液 NMR

5‐5‐aバイセル調製

バイセルの調製は報告に従い、以下のように行つた。
31P NMR、

動的光散乱測定 :市販の bSMを精製せずに使用した。bSM(ca.220 mg

(9=4バイセル
)、 ca.90五g(7=0.5バ イセル))または bSl″Chol(10/1,caoH mg(7=4バイャ

ル
)、 ca。 5 mg(g=0.5バイセル))をクロロホルムメタノールに溶かし、溶媒留去後一晩真空で

乾燥した。milliQ水 (600 μL(7=4)、 245 μL(g=0。5))を加えて、試験管ミキサーで激しく攪拌

した後、男り途調製した 0.5 M DHPC水 溶液 (150 μL(7=4)、 495 μL(9=0。 5))をカロえた。この

脂質混合液を加熱 (60°C)、 冷却 (0°C)を繰り返し、溶液が透明になるまで激しく攪拌した。

脂質濃度 (bSM+DHPC)は ,=4、 9=0.5バイセルともに500 mMに調製した。溶液をのIllmの

NMRチューブに移し
31P NMRを

測定し、その後、光路長 lcmのプラスチックセルに移し替

えて動的光散乱測定を行つた。測定終了後、milliQ水を加えて順次希釈し(400 mM,300

mM,200 mM,100 mM)、 31P NMR、
動的光散乱測定を繰り返した。

2H NMR測
定 :10'―あ―SSM(4.8 mg,6.5 μmol)および精製した SSM(14.5 mg,19.8 μmol)、

または 10'‐ぁ―SSM(3.8 mg,5.2 μmol)、 SSM(15。 2 mg,20。 8 μmol)、 Ch01(1.O mg,2.6脚 nol)

をクロロホルム/メタノールに溶解した。一晩真空で乾燥して溶媒を完全に留去後、0.5M
DHPC水溶液 (13.2 μL(6.6脚Юl)または 13.O μL(6.5 μmol))、 milliQ水 (200 μL)をカロえて、

溶液が透明になるまで加熱 (60°C)、 冷却 (0° C)、 試験管ミキサーで攪拌を繰り返した。この

溶液を一晩凍結乾燥して溶媒を完全に留去した後、脂質重量の 3倍の軽水 (2H depleted

wateち 62.4 μLまたは 63.6 μL)を加え、激しく攪拌した。均一な溶液であることを確認後、50

μLのセルに入れ
2H NMRを

測定した。最終的に脂質濃度は 493 mMに調製した。
lH NMR測

定 :精製した SSM(10。 3 mg,14.1脚Юl)、 または SSM(10。 3 mg,14。 1卜mol)お

よび Chol(0.545 mg,1.41 μmol)をクロロホルムメタノールに溶解し、溶媒を減圧留去した後、

6時間以上真空乾燥して、溶媒を完全に留去した。別途調製した O.l M DHPC水 溶液 (282

μL,28.2脚ool)を加えて、溶液が透明になるまで試験管ミキサーを用いて激しく攪拌した。

凍結乾燥後、H20/D20(380 μL/42 μL)に溶解して、脂質濃度 (SSM+DHPC)を 100 mMに

調製した。溶液をのIrlln NMRチューブに移し換え、
lH NMRを

測定した。
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5‐5‐b NMR測定

バイセルの lH NMR測
定は ECA‐500(JEOL,500 MHりを用いて行つた。全ての測定に

おいて温度は 37°C、 アミドプロトンのシグナル観測のために、溶媒を H20/D20(9/1)と し、

DANTE事前飽和によつて溶媒シグナルを消去して測定を行つた。化学シフトは 3中トリメチ

ルシリル‐1‐プロパンスルホン酸ナトリウム (DSS)を O ppmとして表した。スピン結合定数

(3JHm)は 1次元
lH NMRスペクトルまたは 2次元 exclusive COSY(EoCOSY)ス ペクトル

6‐ 8)

から抽出した。
3JHHの

小数点第一位までを実測値として使用するため、デジタル分解能が

0.l Hz以下となるように、1次元スペクトルでは、データポイント数を65536ポイント、スペクト

ル幅を 10 ppmに設定して、誤差範囲を0.076 Hzと した。EoCOSY測定は、スペクトル幅を

10 ppm、 データポイントを4096(F2)× 256(Fl)、 4ごとに 24回積算した。測定した FIDに対

し、ウィンドウ関数として squared sinbell関数を用い、F2軸、Fl軸それぞれに2回、4回のゼ

ロフィリングを行つた後、高速フーリエ変換 (FT)して EoCOSYスペクトルを得た。EoCOSYス

ペクトル中の、対象の交差ピークのスライススペクトルを逆 FT後、8回のゼロフィリング、再度

FTを行つて得た 1次元 lHスペクトル (デジタル分解能 0.076 Hz/point)か ら
3JHHを

抽出し

た。NOESYスペクトルは、スペクトル幅を 10 ppm、 データポイントを4096(F2)× 256(Fl)、

混合時間を 30 ms、 積算回数 12回に設定して測定を行つた。
31P NMRは ECA-500 fJEOL,500MHz)で測定した。スペクトル幅を50 ppm、 データポイン

トを 2048ポイントに設定し、温度を 25°Cから50°Cまで変化させて、測定を行つた (デジタ

ル分解能 4.9 Hz/point)。 化学シフトは、85%リン酸 (O ppm、 外部標準)に対する値として示

した。配向バイセル・等方バイセルともに、月旨質濃度 500,400 mMのバイセルは 64回、300,

200 mMバイセルは 128回、100血Mバイセルは 256回の積算を行つた。ウィンドウ関数に

exponential関 数 (ブロードニングファクター 25 Hz)を用いて FIDを処理してスペクトルを得

た。
2H NMRの

測定は ECA-400(JEOL,400 MHz)で 測定した。四極子エコーパルスシークエ

ンスを使用し、90° パルス幅 0。 l μs、 パルス間隔 30 μs、 スペクトル幅 500 kI・ Iz、 データポイント

を 8192ポイントに設定し、温度を 25°Cから50°Cまで変化させて、約 24000回積算を行っ

た。測定した FIDに対しexponential関 数 (1000 Hz)、 ゼロフィリング 4回、FT処理してスペ

クトルを得た。
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5-5…c KarpluS曲 線

H2/H3二面角

SMの H2…H3結合の配座解析には、ビシナル水素間の二面角に加えて、置換基の立体

配置と電気陰性度の影響などの構造パラメータを導入することで、KarpluS式 の精度の低さ

を改善した改良 Karplus式(5-22)9)を 用いた。

tJr,, - P, cos2 Q + Prcos1 + r, +la,x,{ro *P, cos2 (€,A * prltz,l)\ G-22)

′まH/H二面角、χは置換基の電気陰性度 Ю‐3)、
夕ま置換基の向きを表している。ρ 値に

はHugginsによつて求められた電気陰性度И)を用い、K`叩lus曲線を求めた(図 5‐7)。

14

12

10

8

6

4

2

0

図 5‐7 SMの H2/H3二面角に関するKaplus曲線

HN/H2二面角

Kaplus式は、ビシナル水素系 H―C(sp3xc(sp3)_Hに おける水素間スピン結合定数との

関係を表したものである。したがつて、HttN―C―H系には適用できない。そこで、SMの I‐IN/

H2二面角に関しては、ペプチドの構造解析より導かれた Karplus式 15,10を
用いた (図

5-8)。

H3/H4二面角

同様に、SMの H3/H4二面角に関しても、上記の改良 Ka91us式は適用できない。また、

ペプチドやタンパク質中にそのような構造が見られないため、C(sp3)_c(sp2)結 合に関する

KarpluS式は報告されていない。そこで、密度汎関数法 (DFT)に より、Kιttlus式を求めた。

図 5…9に示した SMの部分構造を持つモデル分子の C3-C4結合を、0° から360° まで 30°
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ず つ 回転 させ た計 13個 の構 造 に対 して、Gaussian 09W so師 are17)を 用 いて、

B3LYP/6‐ 31G(d,p)1°を基底関数として構造最適化を行つた。最適化した構造に対し、

B3LYP/6-31G(d,p)基底関数を用いて H3/H4間 のスピン結合定数を計算した。各 H3/H4二

面角に対して求めたスピン結合定数をプロットし、O五gin 6.1を用いて、一般的な K叩lus式

(5-23)にフィッティングを行い、H3/H4二面角に関するKarpluS式 (5‐24)を得た。

2

0
‐180

3」
翻/〃2=6.64cos21_60° )-1.43cosl-60° )+1.86

図 5‐8 SMの HN/H2二面角に関するKttlus曲 線
15)

(5…23)

(5‐23)

(5…
24)

ilu
9H

Ho^y:v\cH!
HNYcHs

o

3J″
3/″4=∠ C°S2(θ +ψ )十 B COS(θ +φ )十 C

=6.95 cos2(θ +4.78° )-0.34cos(θ +4.78° )+1.84

図 5-9 DFT計 算に用いたSMの部分構造 (右下)および DFTより求めた H3‐H4二面角に

対するKarpluS曲線
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