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3DaO5 　球殻 状 タ ンパ ク 質を 用 いた 蛍 光 発 光 ナ ノ粒 子 の 作

製 とバ イ オ ミネ ラ リゼー
シ ョ ン機構の 解明
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3DaO6 　マ イ ク ロ 流路 を用 い た酵素免疫測定法 に よ る培養

　液 か ら めア ポ ト
ー

シ ス 高速 度 検 出

O渋 谷 啓 介，芳 賀 良
一，難波 勝

（冂立
・
電開研）

ア ポフ ェリチ ン タン パ ク質は 直径 12nm 内 部直径 7nm の 空洞 を持 つ 球

殻状 タ ン パ ク質 で ある。我 々 はこ の ような球殴状 タ ン パ ク質の 内部空洞 を

利 用 して様 zaな種類 の均
一

なサ イズ を持つ ナノ粒子作製 を行 うと共 に 、タ

ン パ ク質 に お け るバ イ オ ミネラ リゼ ー
シ ョ ン の メ カ ニ ズ ム 解 明を行 っ て い

る。現 在、特 に ナ ノ電 子デバ イス 作製 に 有用な化合物半導体 ナノ粒子の 作

製 を行 っ て お り、反応 溶液 中に過剰 なア ン モ ニ ウム イオ ン を添加 し テ トラ

ア ン ミン鎌 イ オ ン 形成 を す る slow　chemica ］　reaction 　system （SCRY ）法 を

考案す る事 で 、空洞 内に直径 7nm の CdS．及び （：dS 化 合物半導体 ナノ 粒
．子．の 作製 に 成 功 して い る。この よ うな II・N．1 族化合物半導体 ナノ粒子 は化

合 物特有の 蛍 光発光 を 示 す事が知 られて い る。さらに ナノ粒 子の 粒子径 に

応 じて サ イ ズ効果に よ り蛍光波長が変化 するた め 、光デバ イス 、レ
ー

ザ
ーt

量 f ドッ ト、生体内蛍 光マ ーカ ーとい った様々 な応 用が可能 で ある た め 大

変注 目 され て い る。今回 、我 々 は、SGRY を改 変する こ とで ア ポフ ェ リチ

ン タ ンパ ク 質内部 に新規 の化 合物半 導体 ナノ 粒子で ある ZnS ナ ノ粒子 の

作製を 試 み た 。反 応溶 液条件 の 最適化の 結 果、直径 7nm の ZnS ナノ粒 子

の 作製 に成 功 した 、作 製さ れ たナ ノ粒 子は XRD ，　EDS 分析 に よ り ZnS 立

方 品 で あ る こ とが 確認さ れ、紫外線 ラン プ をN い た励起に より青色の 蛍 光

が 観察 され た 。さ ら に種 々 の リコ ン ビナ ン トフ J．リチン に 対する ZnS ナ ノ

粒 子 の コ ア形 成 比 較 も行 っ た 。これ らの 結果 に もとづ きバ イ オ ミネラ リ

ゼーシ ョ ン の メ カ ニ ズム に関 して も考察す る。

Fabrication　of　a　nano ・particle　with 　photo−luminescence 　in　the 　apof −
erntm 　cavlty
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【背景
・目的 】抗 体医 薬品 製造で は ア ポ ト

ー
シ ス 細胞死を監視 する こ とは 品

質管 埋 の Hで 貢 要 とな るc ア ボ ト
ー

シ ス の 検出法は細胞 染色法等 が 一
般 的

で あ るが ，細 胞 の 前処 理 工 程 を必 要 とす るため，監視装置の 自動 化が 困難

で あ る。そ こで 本 研 究 で は アポ ト
ー

シ ス 検出 装置の 簡易化 を冖的に マ イク

ロ 流路 チ ッ プ を 用 い て 培 養 液 成 分 M30 を指 標 とした 酵 素免疫 測定 法

〔ELISA 法）の 検 討 を行 っ た。
【検出原理 】サ イ トケ ラ チ ン 18はア ボ ト

ー
シ ス に よ り活性化 した酵素に よ

ト，切断 さ れ、M30 エ ビ トープ を持 つ 断 片（M3U ＞が 分 泌 さ れるcM30 を特異

的 に認識 する M3D 抗体 を 用 い た F．1．ISA法 で 培 養液中の M30 を測定す る こ

とで ア ポ ト…シ ス を検 出 で き る．
【実験 方法】マ イ ク ロ 流 路 チ ッ プの流 路 内壁 に は活性 エ ス テル 化処理 を施 し

た 。M5 抗体 を流 路 内 壁 に 共 有結 合 させ 「ブ ロ ッ キ ン グ を行った。次 に ，試

料，ビ オ チ ン 化 MSO 抗体 ．ス ト レブ トア ビジン ーHRP を順 次送液 して反応

さ せ ，発色 基 質 TMB お よ び反 応停止液 （硫酸｝を送液 し，45 〔》nm の 吸光度 を

比色 計で 測 定 した c試 料 で 用 い た ア ボ ト
ー

シ ス 紐胞 の培 養液は、抗体 医薬

品製造 で よ く利 用 さ れ る CHO 細 胞 をGD −CHO 培地で培 養 し，ア ポ ト
ー一

シ

ス 誘導後、フ ィ ル タ（0．2μ m ）で 細胞 を取 り除い て 調製 した。
【結 果及 び考 察】 マ イ ク ロ 流 路チ ッ プ に よ る M30 標準物質を用い た検量 線

は 濃度0〜75DU 几の 範 囲で 良好 な 直線関係 を示 し．培養液の 測定で は、ろ

x104 【；eHs 〆mL 以上 の ア ポ トー一シ ス細 胞 を検 出 で き た。発 色反応の 時間は96

穴マ イ ク ロ ブ レ
ー一トに 対 し 1！10と短 縮 で きた u 本 検出法 で は 細胞の 前処 埋

が 省略 で き る ため 、ア ポ トー一シ ス検出 装 置 の 簡易化が 期待で きる。
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3DaO7 　非対称 2 分子膜 リボ ソ ーム の 構築

O 小 松 佑規，三 浦 陽子，濱 田 勉，尚 木 昌宏

（北陸先端院 ・材料〕

3DaO8 　リ ン脂 質 の構 造に 依存 した膜小胞形 態変化の ダ イ

　ナ ミ ク ス

0 川 口 耕 平，石 井 健
一，濱円 勉，高木 昌宏

〔北陸先端院 ・マ テ リア ル 〕．

【目的 】細胞膜〔脂質 二 分 子膜）の 表裏で は、リン 脂質分
．
r一の 組成が 著し く異

な っ て い る こ とが知 られ て い る。ホ ス フ ァ チジ ル コ リン （PC ）や ス フ ィ ン

ゴ ミ エ リン 〔SM ）は外層 に偏って存在 し 、ホ ス フ ァ チ ジル エ タ ノ ー一ル ア ミ

ン （PE ）やホス フ ァ チ ジル セ リン （SM ）、ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ トール

（PI） は内層に 局在 し て い る。こ の 細胞 膜の 非対称性 は す べ て の 真 核 細 胞

に 共通 して み られる こ とか ら 、非対称性 の制御 メ カ ニ ズム が存 在 し、重要

な生 命機能を担って い る こと 力 示唆さ れ る。生 体 膜の モ デル系 と し て リポ

ソ
ーム が広 く研究に 用い られ て い る が 、この 非対 称性 を考 慮 した 研究 は ぽ

とん ど行な わ れ て お らず、研 究は 未だ 初歩 的 段階 で あ るc そ こで 本研 究で

は、油中液滴 を用い た 非対称 二 分子膜 リボ ソ ーム の 構築 を 試 み た。
【方法 ・結果】ス ライ ドガ ラス 上 に シ リ コ ン ゴ ム製 の 穴 の 開 い た チ ャ ン バ ー
を作製 し、穴の 中に 水 とオ イル の 二相 分離系を 用 意 す る。二 分 子 膜の 外層

とな る脂質分子 をオ イ ル に 溶解 し、一定 時 闘 静 青 す る と、水根 とオ イ ル 相

の 界面 に単分 子膜が 形 成 され るc その 後 ．二 分 子 膜 内 層 とな る脂 質分 子 で

覆わ れ た 液滴 を上 部 か ら加 え る と、液滴が 単分 チ 膜 を 通過 して オ イ ル 相か

ら水 相 に移 行 す る こ とで 、内 外 層 非対 称 の 2 分 子 膜 リボ ソーム が 形成 され

るn 形 成 され た リボ ソーム へ の 浸 透圧印加に よる 膜揺 らぎの 解析か ら二 分

子 膜 の 物性 評 価、蛍 光 色素 に よ る膜染 色実験か ら 非対称 性の 評価 をお こ

な っ た 。また 、多成 分 脂 質膜．トの ラ フ ト様 ドメ イン に 対す る非対称性の 影

響 に つ い て も議論す る。

【背景 ・日的 】細 胞 内 には ミ ト コ ン ドリ アや ゴル ジ 体等の 様 々 な形態の 脂質

膜 構 造 体が存在 し、その 形態 は生物学的機能 に 蜜 に関連 して い る。近年 リ

ボ ソ ーム をモ デル 膜 に用 い た再構成実験が進 められ、細胞内慎構造に 類似

した 種・〜 の膜形態が 観察 され て い る。しか し、膜 を構成す る脂質分子の 梅

造的特徴 が膜 の 形態 お よび変形 ダ イナ ミク ス に与 え る影響 に関 して は ほ と

ん ど 明 ら か に され て い な い 。今回我 々 は、脂質の 構造が 脂質膜形 態 変 化 プ

ロ セ ス に 与える影響 を解明する こ と を目的 と して 、巨大 リボ ソ
ー

ム を用 い

た顕 微鏡 直接 観察 を行 っ たc
【方 法 ・結 果】DOPC （1，2−Diolco ）

’1−sn ・Gl）
’cero −S．Phosphocholin ）、　 DOPG

（1，2−　　　Dioteoyl・sn・Glycero ．3．LPhosphD−rac ・（1・glycerol）］、　 DO
厂
IAP （1．2−

Diac
）
’i・S−Trimethylammonium ．Propane ）の 3種類 の リン 脂質 を用 いて 静置

水和 法で 巨大 リボソ
ー

ム を作製 した。グル コ
ー

ス 水溶液 と混合 させ 、浸透

圧応答 に よる 膜の 形態変 化 を位相 差 顕微鏡 で 直接 観察 し た。そ の 結 果 、
T）opc ：か ら形成 された リボ ソ ー

ム で は球状 の ま ま 次第 に縮小 し内 部に小 胞

を形成す るブ
．
ロ セ ス   と、球状 リボ ソ ーム か ら小 胞が 数珠 状 に伸 びた 後 再

び球状に 戻 る プ
．
ロ セ ス （b）の 2 つ の 形態変化が 観察 され た 。DOPG リボ ソ

ー
ム に 浸透圧 を加え て 観察 した と ころ、（a ）に類 似 した プ ロ セ ス のみ が観察 さ

れ 、E）OTAP リボ ソーム で は （b）に 類似 した プ ロ セ ス の みが 観 察さ れた ．発

表で は 、リ ン 脂質の 構造が 膜形態変化 プ ロ セ ス に 及 ぼす影 響 に つ い て議論

する 。
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　OYuuki　KOMAZ 「SU ，YokQ 　MIURA ，　Tsutomu 　HAMADA ，
　 Mas．　ahiro 　TAKL4G 玉

　〔s〔h．Mat．　sd．，JAIS
「
11）

丑 ans 飴   ation　of 　Giant鞠 icies　Depending 　on 止 e　Structure　of
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