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【緒 言 】生 体 膜 の構成 成分 は 、膜 内 で ．一様 に分 布 して い る と信 じ られ て き た 硫

体 モ ザ イ クモ デル 〉：近 年 、飽 和 脂 質や コ レス テ ロ ール が豊 富 な秩序相 か ら な る

ミク ロ ドメ イ ン 〔ラ フ ト）の 存在 が示 唆 さ れ、機 能 発 現 の 場 と して 注 目 を 集め

て い る 〔1｝。細胞 と同 じ大 き さの 直ff　10pm 以 ヒの 巨大 リボ ソ ーム を、飽 和脂質

と不 飽 和 脂 質、コ レス テ ロ ール を混 合 して作製 す る と 、顕 微 鏡 で直接 ラ フ ト様

の ドメイ ン を観察す る こ とが で き る。こ こ で は、細 胞 サ イ ズ リポ ソ ーム を用 い

た 膜ダ イ ナ ミ ク ス 〔膜 局 在 ・膜 挙動 ）研 究 と、生 き た細胞 を用 い た 研 究の 両 方

に つ い て 紹介 し、生体膜 の構 造変化 と細胞 シ グ ナ ル 伝達 に つ い て 論 じて み た い v
【探 る】生 きて い る細 胞 〔免疫系 T 細 胞） を用 い て 、脂 質ラ フ トの 膜 ヒでの 移動

や 融 合 な どの 「2 次元 的 な動 き、、膜 内で の小 胞形 成 や輸送 な どの 「3次元 的 な

動 き」 と、免疫 細 胞の 成熟化 シ グ ナ ル の関 係 に つ い て し らべ た 。ヒ ト白血 病性

T 細 胞 株 ∫urkat を培 養 し、免 疫 信 号の 活 性 化 に、レク チ ン の コ ン カナ バ リ ン

（ConA ） を、ラ フ 1・の標識 に は、コ レ ラ毒素サ ブ ユ ニ ッ ト B（C
「
PB ）を、ア クチ

ンの標 識 には Rhodamine 　phall。idinを、細 胞 内 カル シ ウ ム に は、　Fluore・3を 用 い 、
共 焦 点 レーザ ー顕 微 鏡 にて 観察 し た。ConA 朝激 に よ り、ア ク チ ン の再 構成、脂

質 ラフ トを中 心 と した 小 胞 CendOSQme）の 形成が 認 め られ たっ小胞 は、ア クチ

ン と共 に移 動 し、細 胞 内部 に 集 積 （crustering ） した 。　 r 細 胞成熟化 信号に 於 い

て 、ラ フ ト依 存小 胞 形 成 、小 胞 輸送 が 重 要 で 、そ こ に細 胞 骨 格が 関 与 して い る

新 た な モ デ ル を作成 した 。
【操 る】細 胞膜 の動 的 構造 変化 に よ っ て 起 こる 出 芽や エ ン ドサ イ トーシス は 、信

号伝 達 に お い て 重 要で あ る 。我 々 は、ラ フ ト領域 を含有す る巨 大 リボ ソ
ームに

対 して 、外 部刺 激 を与え る こ とで 動的 構造 変 化 を起 こす こ とが で きる か に つ い

て 調べ た 。外部刺激 〔例 え ば 浸透 圧 ） を加え 、ラ フ ト ドメ イ ン の 出芽 （
エ ン ド

サ イ トーシス ）を起 こすこ とが で きた 。出 芽小 胞 形 成 過 程 に は 、「ドメ イ ン陥 入

に よる 出 芽」 と 「ドメ イ ン 境 界か らの 連 続 的小 胞 放 出 ．1 の 2 パ ターン が 存在 し

た 。リボ ソ
ーム の み で ラ フ ト依 存型 エ ン ドサ イ トーシ ス の 現象 を 再 現 で きた

（2）。
【創 る】生 体膜 で は 、内 層 と外 層 の 組 成 が 著 し く異 な っ て い る 〔非 対 称 性 ）．我 々

は 生体 膜の 非対称性 を 模倣 した リボ ソ
ーム の 形 成 実 験 を試 み た 。チ ャ ンバ ー中

に水相 と リ ン 脂 質が 溶け た オ イ ル相 を 乗 せ 、油 水 界 面 に 単分 子 膜 を作 製 す る。
そ の 後、オ イ ル 相の リ ン 脂質液滴 を水油 問 の 比 重 に よ り油 水 界面 の 単分 子 膜 介

して水相へ移 行さ せ 、非対称 リボ ソ
ーム を 作 製 した （3，4）。さ らに 光 に よる 脂 質

構 造 の 変化 が膜 ダ イ ナ ミク ス に 与 える 影 響 に つ い て 調 べ た ，光 異性 化 反 応 に よ

り非接触 的 に膜 内の 分 子構 造 を変 化 させ る こ とで 、分 子問 相互 作用 を変化 させ

た 。分 子 構造 の 違 い が 膜 ゆ ら ぎを 変 化 させ 、膜構 造 を円 盤状か ら球状へ と ロ」
．
逆

的 に引 き起 こ させ る こ と、そ して 、膜 小 胞形状 の 曲率安定性を理 論モ デ ル に よ

り予 測 し た （S＞。この 事 は、分 予 レベ ル で 0）微細 な脂 質構 造変化が 、メ ソ ス コ

ピ ッ ク な レベ ル で 大 き な構 造変化 を生 む こ とを示 して い る 。
【ま とめ 】人 工 膜 系 （巨 大 リボ ソ ーム ）研 究 と、細胞 信号伝 達研 究が 歩み 寄る こ

と で、膜 の ダ イナ ミク ス と細 胞 信 写
．
伝 達の 関係 が ．今後 さ らに 解明され、あ ら

た な テ ク ノ ロ ジ ーの シ ーズ ともな る と考えて い る。
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ペ プチ ドア レ イ は、DNA マ イ ク ロ ア レ イ とプロ テ イ ン ア レ イの 問 をつ なぐ大量

解析が 可 能 なバ イ オチ ッ プ と して 捉 える こ とが で き、抗体 エ ビ トープ解折 をは

じめ 、主 に タ ン パ ク質の 機能解析 ツール として 利用 され て い る。DNA ア レ イ で

は、網羅解析 に よ り疾患関 連遺伝子 の 取得は 叮能だが 、タ ン パ ク質の 発現 に は

翻 訳過 程 を経 る た め 、必 ず し も診断や 創 薬 に結 び つ か ない とい うジ レ ン マ が

あ っ た 。一方、プ ロ テ イ ン ア レ イ は 、タ ン パ ク質発 現 や そ の 相互作 用 ネ ッ トワー
ク を調べ る上 で 有用 で ある が 、そ の 安定性や構 造変化、検出感度の 問 題 な どが

あ り、2次元 電気泳動／ LC／MS ，qMS をも っ て し て も難 し い 点 も多 い 。ペ プ チ ド

は 、化学合成が 可能で あ り、タ ン パ ク質の ア ミノ 酸配 列に 基づ い た 機能の
一

端

を保持す る機能性分子 で ある 。タ ン パ ク質に 比べ て 安定性が 高 く、タ ン パ ク質

や 細胞の 機能制御 に関 与する こ とか ら、機能性食品や創 薬分野 をは じめ 、ナ ノ

機能性材料 として も注 目 され て い る 。ペ ブ チ ドア レ イは 従来か ら利用 され て き

た タ ンパ ク質の 相互 作用 部位の 解析 をは じめ 、機能性ペ プ チ ドの 探索や 臨床分

野 にお ける 利 用 な どの展 開 が 期待さ れ て い る 。
ペ プ チ ドは構 成成 分で ある ア ミノ 酸が 20種類 と多 く、バ リ エ ーシ ョン が 豊富な

こ とか ら、有効 な機能性ペ プチ ドの 探索は 難 し い 。我 々 は、Fmoc 固 相合成を利

用 した On　chip 　sp 。 匸合成法に よ リペ プチ ドア レイ を作製 し、情 報解析 を組み合 わ

せ た 目的 指向的な 探索法 を開 発 し、細胞接着ペ プ チ ド、細胞分化誘導ペ プ チ ド、
細 胞 死 誘導ベ ブ チ ドな どの 細胞制 御に 関 与す る ペ プ チ ドを探 索 した 。また 、ア

ミ ラーゼ 活性阻 害ベ プ チ ドや コ レス テ ロ ール低 下 ペ プ チ ドな どの 健康を 志向 し

た メ タボ 予 防 ペ プ チ ド、酸 化 亜 鉛 や 銀 な どの 金属ナ ノ粒 子 に特異 的 に 結 合 す る

ペ プ チ ドな どを 見 出 した 。
ペ プ チ ドア レ イの 臨 床 分 野 へ の応 用 に 園 して は、ミル ク ア レ ル ギ ーに 着 目 し、
思 者 の ア レル ゲ ン エ ピ トープ 解 析に よ る ア レル ギ ー診断 法の 開発 に つ い て 進め

て い る 。ア レル ギ ー疾 患 は 近 年 増加 の
．
途 を た ど り、食物 ア レル ギ ーで は 乳 児

の 10％ に達 す る。現 行 の タ ン パ ク 質 レベ ル で の抗 原特 異 的 lgE 抗体 検査 で は、偽
1場性 が 多 く回 避 すべ き抗 原 の判 断 が 難 し い の が現 状 で あ る。我 々 は 、ミル ク 主

要抗 原 で あ る alphaS1 一カ ゼ イ ン 、　 ulphaS2 一カ ゼ イン 、　beia一カ ゼ イ ン、　kappa一カ ゼ

イ ン、alpha 一ラ ク トア ル ブ ミ ン 、　 bcta一ラ ク トグ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ酸 配列 に基 づ

い た ペ プ チ ドラ イ ブ ラ リーを ア レイ 上 に 固定化 した ミル クペ プチ ドア レイ を作

製 した 。愛知県 内の病 院 を 受診 した患 者に つ い て患 者血 清 中 の tgE．及 び rgG4 エ

ピ トープ を 同 時 検出 した結 果 、ア レル ギ ー患 者に お い て 有意な抗体 エ ピ トーブ

が複 数 見 出 され 、ペ プチ ドア レ イ を用 い た各患者 の 抗体 エ ピ トープ 解析 が可 能

で ある こ とが 示唆 され た。そ こ で 、患者及 び高 lgE陰性検体 における 正gE とTgG4
の 結 合パ タ ーン を比較 した。IgG4は ．　 TgEと同 じ機構で 産生 される 抗体で あ り．
ア レル ギ ーを抑 制す る 中和抗体 として機能す る と示 唆されて い る．，各ペ プチ ド

に お ける IgE結合景に 対する IgG4結合景 をプロ ッ トした結果、1場性検体 で はlgE
高結合、陰性 検体で はlgG4高結合の 傾 向が見 られ、従来 の タ ン パ ク 質レ ベ ル で

の ア レ ル ギ
ー
検 査法 と比較 し高い 止診率が得 られた t．ベ プチ ドァ レ イを臨床検

査分野 に利用す る こ とに よ り、エ ピ ト
ー

プ情報 を詳細 に得 るこ とが で き、新 た

な検査 ・治療法 の 確立が可能 と なる もの と期待 され る。
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