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一 ＊

　生 体細 胞 は，pH ，温 度，浸透 圧 な ど，種 々 の 環境 因 子

の 変化 （外乱，ス トレ ス ） に 晒 され た時 細胞膜 お よび

各種生体素子 が協 同 的 ・自律的 な会合 ・解離を 通 じ て ，

合 目的的に 既存の ，しか し潜在す る細胞機能を誘導 ・発

現 し，損傷を修復す る と 共に恒常性 を維持 して きた．り

こ の よ うに 既存 の シ ス テ ム で 十分 対 応 可 能な外乱 を第 1

種 の ス トレ ス 負荷 と呼ぶならば、既存の シ ス テ ム に よ る

対応 が不 可 能な外乱 は第2 種 の ス ト レ ス 負荷で あ り，膜

融合
・
溶解 を含む細胞膜全体 の ダイナ ミ ッ クな変化や構

造や機能 の 進化を伴 うため，問題 は きわめて 複雑 で あ る．

　ス ト レ ス 応答 に 関 す る 生 理 学的，分 子 生 物学的 研 究 の

発展 に 伴 うス トレ ス バ イ オ テ ク ノ ロ ジー
の 必要性はす で

に 論 じ られ て きた．1−4）現在検討 され て い る 細胞 の
“
品 質

管 理 シ ス テ ム
”

は，細胞 の 機能復元や恒常性維持 に は有

効で あ る が，新機能獲得を含め た ス トレ ス 介在型 進 化 を

説明す る もの で は な い ．生 体細胞 が 千差万 別 の ス トレ ス

条件 に 晒 された時，それが細胞 自身 の 運命を い か に 決定

づ ける 外的因子 で あ る か （第 1種 あ る い は第 2種 の ス トレ

ス 負荷 の 判別）が 問題 に なる．こ れ ま で の 研究 は ，レ セ

プ タ
ー

などシ グナ ル 伝 達に関わ る各種 の 生体素子，すな

わ ち
“
どの よ うな生体素子 が

”
に 研究 が 偏 っ て お り，細

胞膜 全体と して
“
どの よ うに

”
判定 し，応答して い る の

か に つ い て 明確 な回答 が な され て い な い の が 現状 で あ

る．最近 で は
，

レ セ プ ター
の み な らず，特定 の リン 脂質

や各種 の 生体素子 との 協同的な会合 ・解離 ・ラ フ ト形成 ・

崩壊 が ス ト レ ス 応 答 を 担 う と の 示 唆も あ る．5）我 々 は 大

腸菌 の 熱 ス トレ ス 応答に よ りβ
一galatctosidaseの ペ リプ

ラズ ム 輸送を報告 し，全体 と して の 膜 （
“
メ ン ブ レ ン

”
）

を 基盤 に し た ス トレ ス 応答ダイ ナ ミク ス の 重要性 に っ い

て 指摘 した ．6）モ デ ル 細胞 膜 （リボ ソーム ）に よ る膜透過

や変 性 タ ン パ ク 質の 巻 き 戻 り （リ フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ）η

な ど も報告 して き た．細胞膜 に 対す る ホ ス ホ リパ ーゼ群

の 作用も重要 で あ る．こ れ ら は，細 胞 膜特性 を 支配 す る

リ ン 脂質の 化学的変化 な ど の
一

次的作用 に と ど ま らず，

Ca2 ＋
動員，それ に 伴 うホ ス ホ リパ ーゼ D や ホ ス ホ キ ナ ー

ゼ C の 活性 化 な ど，他 の 分 子 に 対す る 二次的作用 も誘起

し，膜上 で の 物 理 ・
化学的変化 を シ グナ ル と して 利用 し

て い る．細胞膜 が 示 す，膜融合 ・
分裂 ・溶解を含む ス ト

レ ス 応答 ダイ ナ ミ ク ス の 理 解の た め に は，根底 に あ る，

細胞膜上 で あ る い は，（モ デル ）細胞膜 全 体 が 示す シ グ ナ

ル の 定 量 的把握 が きわ め て 重要な課題 とな る．そ こ で 本

稿 で は ，ス トレ ス 負荷 に よ る （モ デル ）細胞膜 の ス トレ

ス 応答 の 重要性 と検出手 法 に 関す る最近 の 研 究成果 の
一

端 を 紹介す る．

ス トレス 応答モ ニ タ リン グの こ れまで の 流れ

　メ ン ブ レ ン ・ス トレ ス バ イ オ テ ク ノ ロ ジーに お い て，

ス トレ ス 負荷条件で の タ ン パ ク質の ダイナ ミ ッ ク な構造

変化や メ ン ブ レ ン と の 相 互 作用を モ ニ タリン グ し
， 定量

的に評価す る手法 の 開発が求め られ て い る．筆者 らは，

リ ボ ソ
ー

ム の 膜 特 性 の 変化 を検出原 理 と した，新規 な メ

ン ブ レ ン ータ ン パ ク 質問相 互 作用 の 解析 手法 の 開発 に

よ っ て，タ ン パ ク 質 の 構造変化 を評価する こ とが 可能 で

あ る こ とを報告 し て きた （図 1）β・9）

　（モ デ ル ）細胞膜 が示 す メ ン ブ レ ン
・ス トレ ス 応答ダイ

ナ ミク ス は，外来 ス トレ ッ サ 因子 に よ る
一

次的応答と ス

トレ ッ サ因子
一

メ ン ブ レ ン 問，メ ン ブ レ ン 間の 相互作用

によっ て 誘起 され る一二次的応答 とが複雑 に 絡み 合 っ た非

平 衡応答 を 示 す の で ，プ ロ ーブに よ る 二 次 情報 の 解析 で

は 本来の メ ン ブ レ ン 中 を伝達す るシ グ ナ ル 計測は困難 で

あ り，非浸襲 ・
非破壊 の オ ン ラ イ ン 計測 が 重要 とな る．

　最近の セ ン サ開発 の 焦点は ，
レ セ プ タ

ー
の 特異的相互

作用を利用 した li−TAS （マ イ ク ロ トータル ア ナ ライ ジン

グ シ ス テ ム ） に 向 い て い る．微 量 の 対象分子 を 高感度 で

［カ ラ
ー

頁参 照1

図 1．細胞膜 の ス トレ ス 応答 ダイ ナ ミ ク ス の モ ニ タ リ ン グツ
ー

ル

に 関 す る概 要
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検 出す る た め ，表面 プ ラ ズ モ ン 共鳴法 （SPR ）や Enzyme −

Linked　lmmunosorbent　Assay （ELISA 法）が検討 され

て い る．ELISA 法は ，抗原 ま た は抗体 ・レ セ プ ターを酵

素 で 標識 化 して 対 象 物 質 を 高 感 度 で 検 出 す る 方 法 で ，
“
ど

の よ うな生 体素子 が
”

の 研 究 に 大 きな威力 を 発 揮 して お

り，主 に 臨床検査 や環境ア セ ス メ ン トに使用 され て い る．

ま た，SPR （BIA −CORE シ ス テ ム ）
10）や リフ ラ ク トメー

タ
ー，ll）水晶振動子

12）な どで は，タ ン パ ク 質や DNA ，メ

ン ブ レ ン な どをセ ン サ素子 に 周 定化 し て ，生体分子
一

固

定化分子間相互作用 に 基づ く対 象物質検出手 法 の 開発 が

行 なわ れ て き た．しか し，（モ デル ）細胞膜を固定化 した

従来 の 測 定 手 法 12）は ，固定 化 に よ る 膜 特 性 の 変化 （しな

や か さの 喪失）を考慮 して い ない た め ，しなや か に応答

する細胞膜全 体の 調和 の とれ た 特性 を適切 に 評価す る に

は至 っ て お らず ， 冒頭 で 述 べ た 目的 に 適 っ た 解析手法 の

検討は ほ とん ど行われ て い な い の が現状 で あ る．それゆ

え，細胞膜全体 の 応答 をモ ニ タ リン グす る 要素技術 （図

1＞ が 求 め られ て い る．

メ ン ブ レ ン ・ス トレス 応答ダイ ナ ミ ク ス に 基 づ く

　　 ス トレス モ ニ タ リ ン グ シ ス テ ム の 開発

　上記 の 問題点を克服す る た め に は，し なや か さを維持

した メ ン ブ レ ン 固 定化 技 術 の 開発 が 望 ま れ る．こ れ ま で

に多くの グル
ープ で リボ ソーム を ゲル や 固体表面上 へ 固

定化す る 于法 が 提案 され て い る．8・IB−17）そ の 用 途と し て

は ，原子間力顕微鏡 で の 観察 を 目的 と した もの
IB）か ら，

バ イオ リア クタ
ー

と して の 利用，14＞検 出感度 向 Eの た め

の セ ン サ
ー

増感剤 と して の 利用 8川 ま で 幅広 い ．しか し，

特定 の 組成で あ る が ，リボ ソーム 懸 濁液を 固体表面上 に

滴下 す る と，リボ ソーム が自壊して い く過程が 原 了
一
問力

顕 微鏡 で 観察 され て お り，ls）そ の 特 性 を維 持 した ま ま 固

定化するに は 何 ら か の 工 夫 が 必 要で あ る．現在，大きく

分 けて 4 つ の 手法 が 提案 され て い る．（1）抗原
一

抗体反

応 に よ る 固定化 ， （2）共有結合法 ， （3）疎水結合法 ， お

よび微細な細孔 を有す る担体などの 材料の 場合，（4）・

【
∠：

体的な封 じ込 め，な どがあ る．

　森田ら は，水晶子 マ イ ク ロ バ ラ ン ス 法 （QCM ）に 用い

る 水晶振動子表面 へ の リボ ソーム の 固定化 を検討 し て い

る．t6） リボ ソ
ーム の し な や か さ を失 わ ない た め に，金電

極 を カ ル ボ キ シ チ オ ー
ル 溶液 に浸潤 させ ，チ オー

ル 自己

集合膜 を形成させ た 後，表面の カ ル ボ キ シ ル 基を活性化

させ ，ア ミノ 修飾 した 1一パ ル ミ トイ ル ー2一オ レ オ イ ル ーsn 一

グ リセ ロ ー3一ホ ス ホ コ リ ン （POPC ）！ホ ス フ ァ チ デ ィ ル

エ タ ノ
ー

ル ア ミン （PE） リ ボ ソ
ー

ム を 固定化 した ．こ の

よ うな 固定化 手法を 活用す る こ とで ，細胞膜全体 の 応答

を，リボ ソ
ー

ム と対象 分子間の 相 互 作用 に 基づ い て 簡便

に 評価 で きる 可能性があ る．以下で は，リボ ソ
ー

ム を固

定化 す る 固 定化 リポ ソーム ク ロ マ ラ フ ィ
ー

（ILC ），リポ

ソーム 固定化 セ ン サ ー （ILS），リボ ソ
ー

ム 誘電分散解析

法 （LDDA ）に よ る結果を概説 した い ．

メ ン ブ レ ン
ー

タ ン パ ク質問相互作用 の モ ニ タ リン グ

　 ゲル 担体 に リボ ソ
ー

ム の 特性を維持 し た まま固定化 し

た リ ボ ソ ーム 固定化ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（ILC ）を用 い

て，タ ン パ ク質
一

モ デ ル 細胞膜間相 互 作用 の 定量的 ・網

羅的 な検討 も進 め られ て い る．7・17，18）こ の 手 法 は，タ ン パ

ク 質 の 溶 出挙動 が リボ ソーム との 相 互 作用 の 強 さ に 依存

する こ と に 基づ い て い る．し た が っ て ，ス トレ ス 条件
．
ド

で の 溶出挙動 の 変化 を ，
メ ン ブ レ ン

ータ ン パ ク 質問相 互

作丿．目の 指標と して解釈す る こ とが で き る，ス トレ ス 負荷

に よ る タ ン パ ク 質 の 構造変化に よ り，局所的疎水性 の 増

大 に 伴 うメ ン ブ レ ン との 相 互 作用 の 増加 が 確認 さ れ て い

る．特 に，膜融合や膜透過現象が 誘導 され るの は強い 相

互 作用 が 働 い た ときで あ り，第 2 種 の ス トレ ス 負 荷 に

よ っ て誘導 され る細胞膜上 で の 各種相互 作用が メ ン ブ レ

ン を中心 に 非常 に 強 い もの で あ る こ とが予 想 され る．低

分 子 量 物 質 の 場 合 で も，物 質 の 疎水 性 に 起 因す る バ ル ク

相
一メ ン ブ レ ン 間 の 分配挙動 が溶出挙動 と相関す る こ と

が 報告 され て お り，脂質膜 に 対す る タ ン パ ク 質の 分配挙

動 が （局所的）疎水性 に 支配 され る こ とが こ れま で の 研

究か ら分か っ て い る．17｝さらに，本 于 法 は メ ン ブ レ ン 間

相互 作 用 に も適 用 され ，凝集 ・膜 融合現 象 に 関す る体系

的な 理解が 進 ん で い る．IM

　蛍 光物質を封入 し た リボ ソーム を固定化すると，対象

物質 と の 相 互 作用 に よ り引き起 こ され る 膜撹 乱効果に

より蛍光物質の 漏 出が起き る．これ を利用 して，溶 出挙

動 をよ り高感 度 に 検討す る試 み がな され て い る．17）一

方 ，蛍光物質 の 代 わ りに フ ェ ロ シ ア ン 化鉄 な どの 電解

質を 封入 した 場合，電気化学的手法 で リポ ソ
ー

ム
ー

タ ン

パ ク質問相 互 作 用を検 出で き る，8〕ゲ ル 担体 で は な く電

極表 面 Lに 共有結合法 で 固 定化 し た リ ボ ソーム 固定化

セ ン サ
ー

（ILS） の 場合，電極表 面 で の 電解質漏出量 を

ク ロ ノ ア ン ペ ロ メ ト リー法 に よ る 電 流 値 に よ り計測 で き

る （図 2 （a ））．電流値 α。 。、yCp．）と脂 f｛fi莫一タ ン パ ク質

問相互 作用 の 強 さは 対応 し （図 2 （b）），パ タ ン 解析 に よ

り ス トレ ス 負荷条件 で の タ ン パ ク 質 の 構 造 状 態 を 同 定 で

き る （図 2 （c））．詳 し くは 原 著論文 8＞を 参考され た い ．

E記 の 手法は，相 互 作用 に よ る メ ン ブ レ ン へ の 撹乱
・劣

N 工工
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　 墜
雇 潔 ．饗　．、、

　　　諭義
　 　 　 　 脳 　

’
〆

　 Elediolyie

　　　　　　　 〆
　 TmDトSRM 　　　 Au −IWhede

　 　 （b）
　

6
　 0r）R⊃ 舜

工　　　　h

辜：甑 l
　 　 R ）PC　 l

．、　 ＼　　　　 ’ 　
　　 tCH，’．・，＼　 　 −2
　 　 　 　 ／ 　　　

’
び

　 ．　　　　 ノ，
　 O 　　L ●／尸　　 ，　　 1

　 　 　 の 　　 　　sc　 　　　 　　 ．2 　　 o　 　 　 　　 　
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oC

】　　　　 PC1 ［−1

図 2．リボ ソ ーム 固 定化セ ン サ （［LS） に よ る タ ン パ ク 質 の ス ト

レ ス 応 答 の モ ニ タ リ ン グ （文 献 7）．f．…T ／GP1 は 添加 タ ン パ ク質あ

た り の 電流値．PC 且，　 PC2 は パ タ ン 解析 で 得 られ る パ ラ メ
ー

タ．

化効果を検討 し て い る．水溶性蛍光 プ ロ
ーブ の 透過性 が

一
般的 に 低 い の は，漏出過程 に お い て メ ン ブ レ ン 表面 に

形成 され る静電的な透過障壁 を 超 えなけ れ ばな らな い か

ら で あ る．タ ン パ ク質に よ る膜撹乱 は そ の バ リア ー能 を

物理 的 に低 ドさせ ，劣化 を誘起 し，メ ン ブ レ ン 問相 互作

用による凝集 ・膜融合 が 誘導 され る．生 体内 で は，劣化

部位 の リン 脂質をホ ス ホ リパ ーゼ 群 に よ っ て 化学分解 さ

れ ，リサ イ ク ル され る こ とで メ ン ブ レ ン 組成 ・恒常性 が

維持 され る こ と が す で に わ か っ て い る．また ， ジ ャ イ ア

ン トベ シ ク ル （粒 径 が ミク ロ ン オ
ー

ダ
ー

の リボ ソ
ー

ム 〉

を 用 い て 顕 微鏡 下で 可 視化 す る と，タ ン パ ク質 とび）相 互

作用 で ジ ャ イ ア ン トベ シ ク ル の 生 成過程 が 加速 される こ

と が，粒 径変化 か ら も確認 され て い る．
’2e） し た が っ て ，

膜撹乱 に よ る劣化 の 過 程 で メ ン ブ レ ン に何 らか の 修飾 ・

変化 （シ グナ ル ）が 生 じた こ と が 予 想 され る．

リボ ソ
ーム 誘電分散解析法 に よる メ ン ブ レン の

　　　ス トレス 応 答ダ イ ナ ミ ク ス の 評価

　細胞膜全体 と し て の 特性変化 を シ グナ ル と し て 検出す

る た め ， メ ン ブ レ ン の 構成成分 で あ る リン 脂質分 r・の 並

進 ・回 転運動な どを検 出で きる計測手法 が 必 要 で あ る．

こ れ らの 情報 は リボ ソ
ーム 誘電 分散 解析 法 （LDDA ） や

ナ ノ秒 分解蛍 光分 光法，ESR な ど で も得 る こ と が で き

る．特に我 々 は ，非浸襲性
・
非破壊 で あ る LDDA を 用 い

て 検討 し て い る．劣化 の
一．

つ の モ デ ル と して タ ン パ ク質

の 膜透過 に 着 目し た 結果，図 3 に 示 す よ うに ，メ ン ブ レ

灘 
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§
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図 3 ，誘 電分散解析 に よ るタ ン パ ク質の 膜透過 現象 の モ ニ タ リン

グ （文 献 8）．∫／i，fc2、〔ρ タ ン パ ク質共 存f非共 存 条件下 で の リボ ソ ー
ム の 緩 和 周 波 数．こ こ で，Af，2 ＝f，2 −f，2．u で あ る．　 TR ：膜 透 過 量

ン へ の タ ン パ ク質 の 挿入 に よ る リ ン 脂質の 運 動 の 低 ド

（Afi，2ij1，t，、o）が 観測 され た ．9）fi−galactosidaseの 場合，45 ℃

付近 で ，ウシ 炭酸脱水酵素 （GAB ） の 場合，60°C 付近

で ，リン 脂質分 r一の 並 進
・
回転運動 の 減少が 最 も人きく，

膜透過量 （TR ）が 最 大 に な る こ と と対応 し て い た．　 CAB

の 場合 ， 60°C 付近 で 局 所的疎水性 が最大 に な り，一・種 の

L1
−
i間状態 （nloltcn −globule状態） で あ る と考 え られ て い

る．こ れ は，疎 水 性 蛍 光 プ ロ ーブ に よ る結合実験や 円 二

色 性分光法 な どの 実験事実 か ら も支持 され て い る．こ の

構造状態 で は メ ン ブ レ ン と相 彑 作 用 しやす い こ と が，前

述 の ILC や ILS な ど に よ る 実験 に お い て 確認 さ れ て い

る．したが っ て，メ ン ブ レ ン
ー

タ ン パ ク質問相 互 作用に

よ る タ ン パ ク 質の メ ン ブ レ ン へ の 配向は ，リン 脂質分子

の 運 動 を 阻害す る も の と 考 え られ，（モ デ ル ）細胞膜全体

と して の 特 性 （流動性な ど） の 変化 ・シ グナ ル を検 出で

き た と 考 え られ る．

　 こ れ らの 知 見 は，膜 タ ン パ ク 質 を リボ ソ
ー

ム に 組 み 込

ん だ プ ロ テ オ リポ ソ
ー

ム の 調製 に お け る ス トレ ス 負荷 の

有効 利 用 に もつ なが る と考 え られ ，知 見 が 蓄積 され っ つ

あ る．

　細胞膜 上 で の ス ト レ ス 応答ダイ ナ ミ ク ス の モ ニ タ リン

グ に 関す る こ れ ま で の 知 見 の 一端 を 紹 介 した が，最 近 ，
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金属イ オ ン に よ る酸化 ス ト レ ス が 細胞膜や タ ン パ ク質に

重篤な影響 を及 ぼ し，ア ル ツ ハ イ マ
ー

症 などの 構造異常

疾患 を誘発 して い る可能性が報告 され て い る．細胞膜周

辺 で の 金 属 イ オ ン の 影 響は，金 属 と錯体 を 形 成す る リガ

ン ドを修飾 した リ ボ ソーム を ILC な ど の 各種モ ニ タ リ

ン グ手法 に 応用す る こ とで 解明 に 近 づ くで あ ろ う．ま た

メ ン ブ レ ン
ータ ン パ ク質問相 互 作用 に 及 ぼ す水素結合強

度 に つ い て も検討 が進 め られ て い る．2り 詳細 は別稿 に譲

る が ，こ れ らの 知 見 に 基 づ き，細胞膜 が 発 現 す る ス トレ

ス 応答ダイ ナ ミ ク ス に 立脚した新規な薬物送達戦略の 創

出　
22）や機能材料設計

・
開発 へ の 展開 が

“

メ ン ブ レ ン
・ス

トレ ス バ イ オ テ ク ノ ロ ジー”
の 今後 の

一
っ の 方向性 で あ

る と考えて い る．
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