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1 はじめに

生物分類学において，全生物を大きく３つのドメ

イン，すなわち，真核生物，真正細菌，古細菌の３

つに分類する考え方が定着してきている。原核生物

において，古細菌は，リボソーム RNA 遺伝子の塩

基配列の違いによって，真正細菌と区別される[1]。

古細菌の細胞を形作る生体膜脂質がエーテル結合型

脂質であることも特徴の１つである[2,3]。さらに，

古細菌の膜脂質に特異な特徴として，エーテル結合

リン脂質分子がフィタニル鎖の単一または二重の中

間層ブリッジを介して架橋され二量体，すなわち，

1 分子に２つの極性頭部を持つ大環状化合物となっ

ている点も挙げられる[2,3]。真核生物，真正細菌の

普通の膜脂質は，疎水鎖はエステル結合で繋がって

おり，環状にもなっていない。

古細菌は，熱水近くの高温環境や高イオン強度の

塩湖など，極限環境に生息していることが多い。上

記に述べた古細菌の生体膜脂質の特徴が，古細菌の

生体膜に高い熱安定性と低い膜透過性を与え，古細

菌が高温や高塩濃度環境に適応できたと考えられて

いる[2,3]

しかしながら，エーテル結合，それに環状である

ことが分子機構的に，どう生体膜の安定性に寄与し

ているかの詳細は十分には研究されていない。そこ

で，本研究では，環状であることの効果の詳細を調

べる目的で，あえて擬環状，つまり，リン脂質の 2

本の疎水鎖の内一方だけを結びつけた擬環状エーテ

ル結合型リン脂質を合成し，その膜物性と膜におけ

る分子パキングを調べた[4]。

生体膜の機能の直接的な担い手は，脂質膜に埋め

込まれた膜タンパク質であるが，膜脂質も間接的に

生体膜の機能に関与すると考えられている。実際，

モデル膜系では，膜タンパク質の周囲を取り囲む脂

質の分子種を変えることで，膜タンパク質の機能が

調整されることが知られている[5]。

最も多くの研究が成されている膜タンパク質は，

高度好塩菌の紫膜に存在する光ポンプ機能を持つバ

クテリオロドプシンドプシン(bR)である。膜タンパ

ク質の膜貫通部分と脂質膜の疎水性領域の長さは一

致する必要があり[5]，そのため，bR を用いたモデ

ル膜系の実験では，炭化水素鎖における炭素の数が

14 個のリン脂質を使用することが普通である。哺乳

動物の細胞膜に最も多く含まれる膜リン脂質は，ホ

スファチジルコリン（PC）である。14 個の炭素原

子を含む飽和の脂肪酸側鎖を持つ 2 本鎖の PC は，

ジミリストイルホスファチジルコリン（DMPC）

（図１(a)）であり，DMPC は，エステル結合で疎水

鎖をグリセロ骨格に繋いでいる。DMPC のエステル

結合をエーテル結合に代えたリン脂質は，1,2-di-O-

tetradecyl-sn-glycero-3-phosphocholine（di-O-C14PC）

（図１(b)）であり，本研究では，新たに，この di-

O-C14PC の一方の炭化水素鎖を繋げた擬似環状エー
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テル型リン脂質 1,1’-O-octacosamethylene-2,2′ -di-O-

tetradecyl-bis-(sn-glycero)-3,3′ -diphosphocholine（AC-

(di-O-C14PC)2）を合成して実験を行った。

AC-(di-O-C14PC)2 膜の相転移挙動を熱測定で，膜

における分子パッキングは X 線回折で調べた。さら

に，界面活性剤でベシクルを不安定化させた時に，

ベシクル内に閉じ込めた蛍光物質が，ベシクルから

どれほどの量漏出するかを調べ，ベシクルの安定性

を評価した。これらの結果を，通常のエステル型リ

ン脂質DMPC，エーテル型リン脂質 di-O-C14PCから

なる膜で同じ実験を行った際に得られた結果と比較

し，擬似環状構造にしたことの効果を考察する。

図１：本研究で使用したリン脂質の化学構造。(a)

エステル型リン脂質 DMPC, (b)エーテル型リン脂質

di-O-C14PC, (c) 擬環状エーテル型リン脂質 AC-(di-
O-C14PC)2

2 実験

リン脂質 DMPC と di-O-C14PC は，Avanti Polar
Lipids 社から購入したものを，精製せずそのまま使
用した。擬似環状エーテル型リン脂質（AC-(di-O-
C14PC)2）は，[4]で報告した方法で合成した。

示差走査熱量（DSC）測定は，SEIKO-DSC6100装
置を用いて，温度走査速度 1.0 Kmin-1 で行った。放
射光を用いた X 線回折測定は BL6A[6]および
BL10C[7]ビームラインで行った。 X 線の波長は 0.15
nm (BL-6A) と 0.10 nm (BL-10C)であった。X 線回折
パターンは，X 線光子計数型ピクセルアレイ検出器
（PILATUS）を用いて記録した。サンプルの温度は，
Ｘ線回折用に改良した示差走査熱量計（FP 84,
Mettler-Toledo）を用いて制御した[8]。

ベシクルの安定性の評価は，水溶性蛍光色素であ
る Carboxyfluorescein （CF）を利用して行った。CF
は高濃度になると消光する性質を持つ。ベシクルに
CF を内包させた後，そのベシクルに界面活性剤を
作用させベシクルを不安定化させ，CF をベシクル
外に漏出させる。ベシクルに内包されている時は，
ＣＦは高濃度で存在するので蛍光強度は弱いが，ベ
シクルから漏出して，外液中に存在するようになる
と消光効果はなくなり，蛍光強度が増大する。実験
では，DMPC と di-O-C14PC は，4.5 mM の濃度に，
AC-(di-O-C14PC)2 は，di-O-C14PC の二量体であるこ
とを考慮し 2.25 mM の濃度になるように CF 内包ベ
シクルを調製した。濃度 0.1%TritonX-100（界面活性
剤）を加えて CF 内包ベシクルを不安定化させた。
日立ハイテクサイエンスの F-4500 蛍光分光計を用い
て，励起波長 495 nmで,波長 520 nmの蛍光強度を測
定した。

3 結果および考察

図２に，DSC 測定の結果を示した。脂質濃度は，

50 から 100mM で，十分に水和し，過剰水が存在す

る条件で測定が行われた。この図の DMPC と di-O-

C14PC の結果を比較すると，通常のエステルをエー

テル結合に代えても，転移温度は大きくは変化しな

いことが分かる。エーテル化に加えて，擬環状化す

ると大幅に転移温度が上昇した。また，二量体化す

ることで転移エンタルピーは 2 倍以上に増加した。

これらの結果より，di-O-C14PC と比較すると擬環状

の AC-(di-O-C14PC)2 分子の膜における分子パッキン

グがより秩序だっていることが推定される。

図 2：DSC 測定で得られたサーモグラム。ベースラ

インの位置が見やすいようにシフトしてある。

上記の推定は，X 線回折により正しいことが確認

された。図３に，di-O-C14PC 膜と AC-(di-O-C14PC)2

膜の疎水鎖のパッキング構造を反映する広角領域の

Ｘ線回折像を示した。両サンプルとも，転移温度以

下で測定したもので，疎水鎖の規則格子の回折ピー

クが観察されている。ピーク幅を比較すると，AC-

(di-O-C14PC)2 の方が明らかに鋭く，分子が高い秩序

度でパッキングしていることが分かった。

図 3： AC-(di-O-C14PC)2(30 ℃)および di-O-

C14PC(20 ℃)の広角 X 線回折像。
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図４は，界面活性剤により不安定化したベシクル

から漏出した蛍光物質 CF の割合の時間変化を示し

たものである。実験は，すべてのベシクルが流動相

の状態にある温度60℃で行った。ここに示していな

いが，転移温度以下の10℃では，調べた全てのサン

プルにおいて CF の漏出率は 500 分後でも 10%程度

のほぼ同じ数値を示し，ベシクルの安定性に関して

差は認められなかった。一方，図４から分かるよう

に，転移温度以下の 10 ℃の場合と比較すると，CF

漏出率は全てのサンプルで増大しているが，擬環状

の AC-(di-O-C14PC)2 ベシクルの CF 漏出率は，di-O-

C14PCベシクルおよび DMPCベシクルと比較すると

半分程度に抑えられていることが分かる。片側の 1

本だけでも疎水鎖を繋ぐことは，ベシクルの安定性

に大きく寄与することが示された。

図４：温度 60℃における DMPC（黒），di-O-

C14PC（赤），AC-(di-O-C14PC)2（青）のそれぞれ

のベシクルからの CF 漏出率の時間変化。

4 まとめ

古細菌の膜脂質の多くは，他の生物と異なり，エ

ーテル結合を持ち，連続した疎水鎖で２つの極性頭

部を結ぶ環状化合物である[2,3]。このことが高温環

境などの極限環境に，古細菌が適用できた要因の一

つであると考えられてきている。本研究により，エ

ーテル結合であることよりも，疎水鎖を繋ぐ効果の

方が，流動相（高温相）のベシクルの安定性への貢

献度が高いことが示唆された。

また，1 本鎖のみをポリメチレン鎖を介した架橋

でも，転移温度は約50℃（図２）に上昇したことか

ら考えると，2 本の疎水鎖をこの方式で結合させて

生じる大環状エーテル結合型リン脂質は，極めて高

い転移温度を持ち，と同時に，極めて高い剛性を持

った膜を形成すると推測される。あまりにも高い剛

直性は，生体膜の機能発揮には反って不利であると

考えられる。実際の古細菌の膜脂質では，疎水鎖の

架橋部分に，フィタニル鎖とシクロペンタン環を含

むことが多く[2,3]，それにより，分子パッキングを

適度に緩め，膜の剛直性が減少し，膜タンパク質の

機能に適した膜物性を提供するようになっているも

のと想像される。
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