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論文内容の要旨

本研究者が研究対象としたアンフィジノール類は渦鞭毛藻が生産する二次代謝産物のひとつで、非常に強力な生物

活性を有している。 1991 年に初めて Amphidinol 1 (AM1) が報告されてから今までに、 8 種類の同族体が報告され

ている。近年、これら同族体の中でも最も活性の強し\ AM3 について、その絶対構造が決定された。また、その活性

は脂質二重膜に結合し、そのイオン透過性を増大させることで発現することが分かつた明。同様にして活性を発現す

る化合物として、膜中で会合体を形成するAlamethicin、 Magainin、および AmphotericinB (AmB) などが、二重

膜構造を破壊する界面活性剤などが知られている。アンフィジノールも含め、これら化合物の共通点は親水基と疎水

基が局在化した両親媒性の構造を有している点で、あった。そこで本研究者は、より詳細な活性発現機構の解明を目指

し、 AmB との活性発現機構の比較、アンフィジノール同族体を用いた構造活性相関、および生体膜環境下における

配座解析を行った。

まず初めに、 AM3 の脂質二重膜に対するイオン透過活性発現を AmB と比較した。 AmB はこれまで数多くの研究

が報告されており、脂質二重膜中で膜ステロールの一種である、エルゴステロールと選択的に相互作用することで会

合体を安定化させ、直径が 0.8 nm の内孔をイオンが流れていることが知られている。 23Na NMR 測定によるステロ

ール選択性試験、散乱を利用した界面活性試験、コロイド浸透圧保護実験、脂質二重膜中における uv 測定など行っ

た結果、 AM3 は膜ステロールによってその活性が阻害されるが、会合体を形成し直径が約 2.4 nm の内孔を通ること

でイオンが流れることが分かつた。

脂質二重膜中で会合体を形成し、イオン透過性を増大させるメカニズムとしては“toroidal" および“barrel-stave"

モデ、ルが知られている。 “toroidal" はまわりの脂質分子を抱き込み、親水面を内側にした会合体を形成する。一方、

“barrel-sta ve" は脂質二重膜の構造を保ったまま親水面を内側にして会合し、樽状の会合体を形成する。これらモ

デ、ルの違いは、その内孔の直径で“toroidal" の方が大きい。また、“toroidal" は正電荷を帯びた分子(例: Magainin) 

が、 “ barrel-sta ve" は中性の分子 (AmB、Alamethicin) が形成することも知られている。アンフィジノール分子

は中性であるにもかかわらず、その会合体が形成する内孔の直径は大きいことから、どちらのモデ、ルの特徴も見られ

ず、また、このような例もアンプィジノールが初めてであった。
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次に、どのようなメカニズムで、活性を発現するのか調べるため、同族体を用いた構造活'性相関を行った。用いた同

族体として AM3 に加えて AM4 (末端のブタジエンがビニル)と AM2 (先端に THP 環)を用いた。これら同族体の

イオン透過活性は、強い方から AM3、 AM4、 AM2 の順になる。膜への分配係数、および形成する会合体の内孔の直

径を調べた結果、末端がピニルになることでその分配係数が 1/10 に、先端に THP 環があることで内孔の直径が小さ

くなることが分かつた。

さらに、詳細なメカニズムの解明を目指して Sodiumdodecyl sulfate (SDS) ミセル中における配座解析を行った。

ミセルは膜環境を再現するだけでなく、溶液 NMR 測定において高分解能のスベクトルが得られることから数多くの

膜透過化ペプチドの配座解析に用いられてきた。重水中で AM3 と重水素化 SDS (SDS-ぬ5) (1: 10) と混ぜた試料

を調製し、 2DNMR スペクトル (DQF-COSY、 TOCSY、および NOESY) を測定した。得られた二面角および距離

情報を基に配座計算を行った結果、分子中央付近で曲がった配座を取り、また、それはヒドロキシル基聞の水素結合

で安定化していると考えられる。得られた配座は親水基と疎水基が隣接したAmB のような構造になり“barrel叫ave"

モデ、ルに似たメカニズムで、その活'性を発現すると考えている。

論文審査の結果の要旨

生体膜の主要成分は脂質および膜タンパク質であるが、近年、マイクロドメインやラフトの生理機能の重要性が指

摘されるにようになり、脂質二重膜自身が研究対象として重視されるようになった。なかでも、脂質膜と相互作用す

る低分子化合物は、自然免疫との関連で注目を集めており、生体膜の機能解明のためのプロープ分子としても重要で

ある。蓬台君は、博士論文研究において海洋単細胞藻類である渦鞭毛藻 Amphidinium klebsiiが産生するポリエンポ

リオール化合物・アンフィジノールの膜透過化作用の解明を行った。すなわち、アンフィジノールは、今まで知られ

ている膜透過化活性化合物とは化学構造が大きく異なることから、新たな作用機構が想定されていた。本博士論文で

は、アンフィジノールがリン脂質二重膜中に形成するイオン透過性チャネルを様々な角度から精査した。具体的には、

アンフィジノール 3 について、イオン透過化活性の膜含有ステロール依存性を調べ、さらに赤血球を用いた浸透圧保

護実験によるチャネルの大きさを見積もっている。その他、独自の試験法を創出して脂質二重膜との相互作用の解明

を進めた。特に、核磁気共鳴法 (NMR) を用いて、アンフィジノール 3 のミセル中で、の配座を明らかにし、従来ラ

ンダム構造を取ると考えれていたテトラヒドロピラン環周辺部分が脂質環境中では屈曲した形が比較的安定してい

ることを示し、特異な膜作用の解明に向けた重要な知見を加えた点が評価できる。

以上のように、本論文は博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める。
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