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イ オ ン選択電極法 によ る脂 質二 分子膜の 相転移観測
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　Somc 　aromatic 　amine 　local　anesthctics 　are 　a　kind　of　amphipllilic 　ion．　 Binding 　of 　local　anes −

thctics ，　dibucaille（DC ），bupivacaine （BC ），and 　lidocainc（LC ）to　a 　dipalmitoylphosphatidyl −

ch く）liIle（DPPC ）bilayer　memblane 　was 　studicd 　by　p〔｝tentiometry 　with 　ion−selccdve 　clectrodes

sensitivc 　to　DC ，　BC 　and 　LG 　cations ，　rcspecdvely ．　 The　DPPC 　membrane
−buffヒr　partition　coeffi

−

cientwas 　directlv　determiIled　as 　a　hmction 　of 　thc 　anesthetic 　concentration 　and 　the 　tempcrature ．

The 　DPPC 　bilaycr　underwcllt 　a　thermotropic 　pretransition　from 　thc 　lamellar　gel　phase　to　the

ripplc 　gel　phasc　as　well 　as　a　main 　transition 　ffom　thc 　ripple 　gel　phase　tQ　the 　liquid　crystal 　phase．

The 　partition　coefficients 　of　anesthetics 　at 　pH 　．5．5　varicd 　with 　the 　temperature ，　namely 　the 　bilay・

cr 　phases．　 PotentioIIletry　using 　an 　ion−selective 　electrode 　sensitivc　to 　amphiphilic 　ions　is　effec −

tive　fbr　the 　de宣．ection 　of 　a 　bilayer　phase　transition　through 　partition　c（》efficien 鰓 ・

K砂ω o 噛 ： ion　scnsor ；local　anesthetic ；lipid　bilayer　membrane ；phase 　transition ；partition
　 　 　 　 　 COC 伍 ciCllt．

1　 緒
「
口

　生体膜は 脂 質 分子 と タ ン パ ク 質分子か ら構成 され て い る

た め，生 体 膜 の モ デ ル 系 と し て 脂質二 分 子膜 が 広 く
・
般 に

＊

若 手研 究者 の 初 論文特集
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　町 2−1

利用 され て い る．こ の 脂質二 分子膜 は温 度
n
や圧 力

2）／i）eeの

影響 に よ り，様 々 な 相挙 動 を 示 す こ と が 知 られ て お り，現

在の と こ ろ そ れ ら の 相挙動の 観測 手法 と して
，

x 線散乱測

定
4〕
や 光透過率測 定

S〕
，示 差 走 査熱量測定

“｝
な どが 用い られ

て い る，

　とこ ろで ， 麻酔薬は代表的な膜作用性薬物で あ り， そ の

作用 解明の た め に 脂質分子 と麻酔薬 分 子 との 相互 作用 に つ

い て 詳細な研究 が 行わ れ て い る
S）fi）．脂質二 分子膜 か ら成

る 生 体モ デ ル 膜 へ の 麻 酔 薬 の 結 合 量 の 測 定 に は，限 界 言戸過

法
7）
，透 析平衡 法

S）
や 光透過 率測 定

5）
な どが用 い られ て い る．

麻酔薬 の 一
種 で あ る局 所麻 酔 薬 は構 造 上 両 親 媒性 イ オ ンで
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あ る た め 溶液中の 麻酔薬濃度測定に イオ ン 選択性 電 極法 を

用 い る こ とが で き，検量 線 と脂質溶液中で の 応 答曲線 の 電

位差か ら，脂質二 分子膜 へ の 局所麻 酔 薬 の 分 配係 数 が測 定

で き る
／；）．こ の イ オ ン 選 択 性 電 極 を用 い る 電 位 差 測 定は，

他の 手法
5｝7）S）

に 比 べ 簡易 な装 置 で ，また 短 時 間で 局 所 麻酔

薬 カチ オ ン の 活量 測 定が 可能 とい う利便性が あ る
9 〕．こ こ

で ，麻酔作 用機 構解 明 に 向 け た 脂 質 分 子 と麻 酔 薬 分 子 と の

相互作用解析 の た め，麻酔薬分子存在下 で の 生体モ デ ル 膜

の 相挙動の 観測が 重 要で ある．そ こ で 本研 究 で は，相 挙 動

に よ り麻酔薬の 膜へ の 分 配 量 が 変 化 す る こ とが 確認 され て

い る
「’）

こ とか ら，イ オ ン 選 択 電 極 法 に よ る 脂質 二 分 ｝膜へ

の 局所麻酔薬分配 計測を行い ，分配係数の 変化を相転移 と

対 応 させ，麻 酔 薬 存 在 下 で の 脂 質 膜 の 相 挙 動 測 定技法 と し

て の 有用性に つ い て検討を行 っ た．

2　実 験

セ ル 構 成 は 以 ドの とお りで あ る．

　局所 麻 酔薬 カ チ オ ン電 極 ／試料溶液／緩衝溶液
一寛 解隔

膜／飽 和塩化 カ リ ウ ム ／銀
一
塩化銀電極

3　結果及び考察

　3・1　脂質二 分子膜 へ の局所麻酔薬 の分 配 係数の算出

　Fig．1 に 局 所麻酔薬 に BG を用 い た 35℃ で の 緩 衝 溶 液

及 び DPPG 二 分子膜溶液中に お ける 電極 電 位
一応 答曲 線 を

示 す．麻 酔薬の 全濃度　C、に お ける 電極電位 と等 しい 電 位

を示 す検量線上 の 濃度 G は，脂質二 分子膜 と結 合 平衡 に

あ る 遊 離の 麻 酔薬 濃 度 とみ なす こ とが で き るた め ，脂 質 二

分予膜中及び 緩衝溶液中の 麻酔薬の モ ル 分率 はそ れ ぞ れ，

　　　　CrG
x 津＝一
　 　 （Cl− G ）＋ Gn

（1）

　2・1 試 　薬

　局所麻酔薬 に は ジブ カ イン （DC ），ブ ビバ ヵ イ ン （BG ）

及 び リ ドカ イ ン （LC ） の 各塩 酸塩 を，脂質 に は ジパ ル ミ

トイ ル ポ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （DPPC ） を用 い た （以一ヒ，

す べ て シ グ マ 製）．脂質二 分子 膜 の 調製 は，DPPC を pH

S，5 に調 整 した リ ン 酸緩衝溶液 に 5mInol 　dm
−

／1
の 濃度 で 溶

解 させ た 後，粒 ｝径 が 約 200 〜30011m に 均一
に な る よ う

に超音波処理を施 し調製 した．

及 び，

X 笥＝一一　 　 　 Gl

壓塩 ・ c・
＋ α

（2 ）

と表 せ る．こ こ で ，C、T、は リ ン 脂質濃度，　 M 、は 水 の 分子

量 ，（；，は 緩 衝 溶液濃 度で あ る ．ま た ，麻酔薬 の 脂 質 二 分

子膜／緩衝溶液分配係数 κ は，両式 の 比 と して

　2・2　電極の 作製

　被覆線型イオ ン 選択性電極 の 作製 は既報 に準 じた
V｝− 11）．

テ フ ロ ン 管 に 銅線 を通 しエ ポ キ シ 樹脂で 固定 し，更 に，銅

線 の 片方 の 先端 に エ ポ キ シ 樹 脂 の 球 をつ け，固定 した 部 分

か ら球 に か けて 感応 膜 を膜厚が 0．3〜O，6mm とな る よ う

に被膜 し た．感応 膜 は ポ リ塩 化 ビ ニ ル をマ トリ ッ ク ス と し

て，各局所麻酔薬 イ オ ン 対 及 び 叮塑 剤 と して ニ トロ フ ェ ニ

ル フ ェ ニ ル エ
ー

テ ル を そ れ ぞ れ テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン に溶解

し作製 した．な お，各局所麻酔薬 イ オ ン 対 の カ ウ ン タ
ー

イ

オ ン に は ，局所麻酔薬 （価 数 1） と反 応 モ ル 数 が 大 き い も

の を用 い た場合 に 感度の 高い 安定 した電極 が作製で きる こ

とか ら
11｝
，本研 究 で は リ ン タ ン グ ス テ ン 酸を用 い ，各局所

麻酔薬 と リ ン タ ン グ ス テ ン 酸 の 混 合溶 液に よ る 沈殿 物 を単

離精製 した もの を各局所 麻 酔薬イ オ ン対 として使用 した．

　2・S　電 極 電 位 の 測 定

　25〜45℃ に設定 した恒温水を循環 した 容器 に緩衝溶液

あ る い は 脂質 1分子膜溶液 ．aml を 取 り，イ オ ン 選 択 性

（局所麻酔薬 カ チ オ ン）電極及 び自作の ダブ ル ジ ャ ン ク シ

ョ ン 型 銀
一
塩化銀電極 を浸 した 後，各麻酔薬 標 準溶 液 を 最

終濃度が 10
−7〜 10

−2mol
　dln

−
s
とな る ように滴下 し，添

加 毎の 電 極 電 位か ら 応答曲線 を作成 し た．なお，電 気 化学

＞

E卩
、
一
り
駟

《
1
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甸

｝

一7 一6　　　　　　−5　　　　　　−4　　　　　　−3
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」
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Fig．　I　Rcspollse α lrvcs 　of 　the 　bupivacaille　electrode

at　35℃

（A ）Calibration　cur 丶
・e　ill　the 　phosphate　bLiffer，　pH 　5．5；

（B）RespQnse　curve 　in　the　prescnce疋）f　DPPC 　bilayer

membrane
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　 　 xeK
≡

　 　x ミ
（B ）

と表す こ とが で きる．

　Fig．1 か ら算 出され た それぞ れ の モ ル 分率 に つ い て，

X 、1’を 岨 の 関数 と して Fig、2 に示 した．分 配 係 数 κ は
一一一

定に な ら ず濃度依存性 を示す もの の ，麻 酔 薬 の 低 濃 度 領域

で は X 無 ノsXX プ ロ ッ トは直線 と な り ，
こ の 傾きか ら麻酔

薬の 無限希釈 に お け る 分配 係数 と して 決 定 す る こ とが で き

る
91．

　なお，本研究 で 用 い た 局所麻 酔 薬 は 第 3 級 ア ミ ン の 塩

酸塩 で あ る た め，pH 環境 に よ り カチ オ ン 型 あ る い は 中性

型分子種 で 存在す るが，本研究の pH　5．5 環境下 で は各麻

酔薬の p瓦 の 値 （E5℃ で の p瓦 値 は DG ： 8．72，　BG ： 8．16，

LC ： 7．91 ）
1L｝

か ら，ほ ぼ すべ て が カチ オ ン 型 分子 種 で 存在

すると考えられ る．

　3 ・2 分配係数の 推移 に よ る脂 質 二 分 子 膜 の 相 転 移 現 象

の 観測

　DPPC 二 分子 膜 は温度上昇 に 伴い 相転移現象をお こ す．

本測定温度範囲に お い て ，DPPC 二 分 子膜 は 温 度 上 昇 に 伴

い 34 ．1℃ に ラ メ ラ ゲ ル （Lβ
’
）相 か ら リ ッ プ ル ゲ ル （Pβ

「
）

相へ の 前転移及 び 412 ℃ に Pβ
’
相 か ら液 晶 （L α ） 相 へ の

主転移が 観測 され る ．その 模式図を Fig．3 に 示す．

　種 々 の 温度 に お ける DPPC 二 分 子 膜 へ の 各麻 酔 薬 の 分

配係数を算出し，Fig．4 に 各麻酔薬毎 に 温度
一
分配 係数 曲

線を作成 した ．Fig．4 か ら DPPG 二 分子膜 の 各相転移 温 度

近辺 に て 分配係数に 大きな 変化が確認 され，また，同一
の

相状態間 で は ほ ぼ
一

定の 値 を示 す こ とが確 認 され た．分 配

係数 の 大 きな 変化か ら読 み 取 られ る 相転移温度 は，DPPC
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Fig．2　A　rdationship 　between　anesthetic 　mole 　frac−

tions 　ill　DPPC 　bilayer　mcrnbrane （X ．k
「’
）and 　anesthetic

mole 　fractkms　in　buffer　solution （X 濁）at　35℃

The 　slope 　of 　a 　broken　hne　refers 　to　the 　limiting　parti−

tion　c （》ef 目cient
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Fig．4　Effect　of 　temperature 　on 　the 　limiting　partition
c 【》efficients 　of 　anestchtics 　into　DPPC 　bilayer　mem −

branes

（a ）DC ，（b ）BC 　and （c ）LG ．　 Bilayer　phases ： liquid

α ystal（Lα ），ripple 　gel（Pβ）and 　iamellar　gel （Lβ
「
）
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Hg ．3　Schematic　representat めns 　of 　the 　phase　transition 　of 　DPPC ，　bilayer　membrane
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二 分 子 膜 の み で 観 測 され る相 転 移 温 度 と若 下 異 な る が ，こ

れ は 麻酔薬 に よ り相転移温 度が 変 化 した こ と に よ る
／1）E／）．

算出され た 分配係数 の 大 きさ の 川頁は，DPPc 二 分子 膜 の 各

相 に 対 して は Lβ
’
相 く Pβ

’
相 く Lα 相 と な り，麻 酔 薬 問 で

は す べ て の 相に お い て LC 〈 BG 〈 D （：の 順 で あ っ た，こ れ

ら分配係数の 大きさの 川頁序 は ，相転移温度降 ドか ら熱 力学

的 に 見積 も られ た 以前 の 結果
5
乏 良い

一
致 を示 した，

　こ の よ うに 麻酔薬 の 脂質二 分子膜へ の 分 配 係数 は麻酔薬

の 種類 や 膜 の 相状態 に よ っ て 変化す る こ と か ら，麻 酔 薬 の

種類別に ，膜相状態間の 分配係数 の 差か ら膜 相 転 移 の 観 測

が 可 能 で あ る．ま た，こ の 分配 係数測定 に は，簡便 な装 置

で，か つ 短 時 間 で測 定 が 可 能 な イ オ ン 選択性電極法が 利便

性 に優 れ有用 で あ る，

　本研究 は 財 団法 人 日本科学 協会の 笹 川 科 学 研 究 助 成 を得 て 行わ

れ たこ とを付記い た し ます．
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