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１　緒　言

　細胞の自己増殖（複製）が考慮される時、多くの研究は、
遺伝情報を担う DNA の親から娘への伝達の素過程に主眼
を据えている。染色体 DNA の複製は、脂質膜の増殖と同
調しバイオクロックに従って進行するため、脂質二分子膜
の分離、融合などと遺伝子の増殖のシステムは親密な関係
にあろう。しかし、脂質膜を視点に据えた細胞膜の中での
DNA の複製や分裂に関する研究はほとんど無く、モデル
系での研究は全くない。本研究は、遺伝子複製システムに

「能動的」に関与できる界面活性剤「人工の脂質膜」を開
発する事を意識している。ここでは、遺伝子の複製の「開
始」プロセスに作用する混合脂質膜のクラスター形成能力

（相分離特性）の重要性について検討した。また、この目
的とは直接関係しないが、本研究と並列して実行していた
フォトダイナミックセラピー（PDT）用のポルフィリン
性色素として混乱（反転）ポルフィリンの一重項酸素発生
効率をコーセー中央研究所の荒金博士に評価して頂いた結
果についても簡単にまとめる。
　DNAの複製を開始するタンパクは、遺伝子の複製開始
点に結合し、二重鎖をゆるめ、そこにヘリカーゼ活性を持
つ次のタンパクを導く１、２）。従って、遺伝子の複製を開始
するタンパクを制御することは、最も効率の良い、細胞複
製の「スイッチング」を意味する。最も複製系が単純で、
且つ、そのプロセスに広く一般性を持つ大腸菌の DNA 複
製の開始は、｢DnaA｣ タンパク質に司られている３〜５）。遺

伝子の複製を開始するこのタンパク質 DnaA の活性発現に
は ATP が不可欠である。ATP の結合を DnaA タンパク機
能の「on—off 制御」の鍵として使用することができる６、７）。
　大腸菌の二分子膜は、単一の脂質でなく数種類の脂質の
混合膜として存在する。具体的には、四本鎖のカルジオリ
ピン型アニオン性の脂質と二本鎖のフォスファチジルエタ
ノールアミン型の双性イオン（中性）の脂質が混合してい
る。これらの中で、アニオン性の天然脂質は、DnaA と
ATP との親和性に影響する事が報告されている。しかし
ながら、その結果は全て単独のアニオン性脂質膜と DnaA
タンパク質との実験から出されており、実際の細胞膜のよ
うな混合膜での取扱いはなされていない。異種の構成成分
からなる混合膜の最大の特徴は、ある特定構成分子が集合
したクラスター形成（相分離）能８—10）があるが、アニオン
性脂質の相分離性と DnaA タンパク質の機能発現との関
係は今まで一切実験されてこなかった。とりわけ、上述し
た四本鎖と二本鎖の脂質の組み合わせのように異なる鎖数
の混合膜は、膜化学的に相分離しやすい事を考えると、相
分離クラスターからの検討が必要なことは明確である。
　合成の脂質膜の特徴は、天然膜と異なり分子設計により
その分子の並び方や流動性を制御できる点から生まれる。
アゾベンゼンを含む一本鎖脂質（1P、1N）は、グルタミ
ン酸型（2P、2N）の二本鎖型脂質の母体膜中で容易に相
分離クラスターを形成することが既に知られている８〜 10）。
本研究では、この明確なクラスター状態の混合膜を利用し
て、その DnaA タンパク質に与える効果を検討した 11 〜 12）。

２　実　験

　実験に用いた合成脂質の構造を図１に示す。これら四種
の化合物は、文献に従って合成した 10、13 〜 15）。脂質粉末は、
プローブ型の超音波照射により、10 〜 20mM の濃度で１
mL の分散液を調整した。リン脂質の場合、等量モルのト
リスヒドロキシメチルアミノメタンを中和のために添加した。
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DnaA タンパク質は、水島らにより文献に従って調整され
た４）。このタンパク質の比活性は、0.7×106 unit/mg であ
る。タンパク質と脂質膜は、50 mM HEPES—KOH（pH8.0）、
0.5mM Mg（OAc）2、0.3mM EDTA、5mM dithiothreitol、 
10mM（NH4）2SO4、17（v/v）％グリセリン、0.005（v/v）
％ Triton X—100 の緩衝液に分散させた。
　示差走査熱量計（DSC）は、Seiko SSC—5200（DSC120）
により、銀製サンプルパンを用いて行った。
　ATP と DnaA タンパク質の親和性は、０℃の結合過程
と、37℃での解離過程を評価した。DnaA タンパク質が、
定量的に Millipore 0 . 45µm の membrane filter に結合す
る事を利用した。ATP の結合かは、α32P—ATP 同位体
を使用して先の良く洗浄された filter をシンチレーション
カウンターにより計測して、定量した。

３　結果と考察

３. １　カチオン性母体膜におけるアニオン性脂質膜
のクラスター相分離特性

　図２は、「単独」膜によりどの程度 ATP の DnaA タン
パク質に対する親和性が低下するのか示している。一本鎖、
二本鎖の鎖数に依らずカチオン性の 1N、2N 膜は ATP を
取り込んだ DnaA タンパク質から ATP の解離をほとんど
促進させない。これに対して、アニオン性の 1P、2P 膜は、
ATP の解離を促進している事が明かである。即ち、カチ
オン性膜は DnaA タンパク質の ATP 親和性に対してサイ

レントなのでマトリックス母体膜として混合膜に使用でき
る事を確認した。
　図３にアニオン性脂質を 1/10 等量ゲスト膜としカチオ
ン性のマトリックス膜に混合した分散液の DSC 吸熱サー
モグラムを示している。二本鎖のマトリックス膜に同じ鎖
数のアニオン性ゲスト膜が混在する場合（2P/2N：図３A）
は、マトリックス 2N 単独膜のゲル−液晶相転移温度の
49℃とほぼ等しい温度に一つのブロード（吸熱幅約５℃）

図１　合成樹脂の分子構造
　　アラニン骨格の一本鎖脂質とグルタミン酸骨格の日本鎖脂

質を「１」と「２」で表わしている。リン酸親水基とアンモ
ニウム親水基を大文字の P と N で示している。

図２　ATP—DnaA タンパク質複合体からの ATP 放出過程の動力学
　　Ct、Co は ATP—DnaA の残存濃度と初濃度を示す。○：

1P、●：1N、□：2P、■：2N、37℃［ATP—DnaA］＝ 0.03
μM、［膜］＝ 30μM

図３　二本鎖型マトリックス膜 2N（A）および一本鎖型マト
リックス膜 1N（B）との混合膜分散液の DSC サーモグラム

　　［アニオン性脂質］＝５mM、［カチオン性マトリックス
膜］＝ 50mM、［トリスヒドロキシアミノメタン］＝５mM、
17％（v/v）グリセリン水溶液



− 26 −

な吸熱ピークを与える。二本鎖のマトリックス膜と異なる
鎖数である一本鎖のゲスト膜が混在すると、マトリックス
膜の 50℃近傍の比較的鋭い（吸熱幅 2.2℃）主転移（80％）
に加えて、35℃前後に約 15％、62℃付近に５％前後の副
転移を持つ。この場合の主転移の吸熱幅は、2N 膜単独に
比較し約二倍と幅広いが、同じ鎖数の混合膜のそれの半分
の鋭さである。これらの DSC 曲線は、次の二つの点を意
味している。
⑴同じ鎖数のアニオン性のゲスト膜がカチオン性のホスト

膜中でクラスタードメインを形成する事無く静電的に分
散して存在している。その結果、マトリックス膜内に分
散したゲスト膜によりマトリックス膜の協同性が低下し
主吸熱ピークのブロード化となっている。

⑵異なる鎖数のゲスト膜は、マトリックス膜から弾き出さ
れクラスター相分離化し主転移以外の吸熱ピークを示し
ている。また、マトリックス内に取り込まれているゲス
ト膜分子が少ないため主転移は比較的鋭い。

　一本鎖脂質はアゾベンゼンを剛直基として含んでいる。
この発色団は、分子会合をその UV—vis 吸収スペクトルか
ら簡単に評価できる。即ち、頭−頭型の会合状態にあれば、
360nm から数重 nm 短波長シフトする。1P ゲスト膜は、
2N マトリックス膜中、37℃で 336nm に λmax を示し、
70℃で完璧に会合が解けた 360nm を示す。この事も、
DSC から得られる相分離クラスターの形成と矛盾しない。
　1N をマトリックス膜として使用したときも同じ傾向が
認められる（図３B）。即ち、マトリックス膜と異なる鎖
数の組み合わせ（1P/2N）ではクラスター形成にともな
う吸熱が 74℃にマトリックス膜の吸熱 81℃に加えて存在
する。これに対し、同じ鎖数の組み合わせの混合膜

（1P/1N）では、84℃に一つの吸熱ピークを示すのみであ
る。疎水基が全く同じ構造のアニオン脂質はカチオン母体
膜に完全に均一分散していることが明かである。
　まとめると、鎖数が同じ組み合わせの混合膜（1P/1N）、

（2P/2N）は、均一分散し、今なる鎖数の混合膜（1P/2N）、
（2P/1N）は、クラスター相分離している。

３. ２　ATPの DnaA タンパク質への結合に与える混
合膜の添加効果

　カチオン性の膜は、ATPと DnaA タンパク質との親和性に
ほとんど影響を与えない事を上述した。図４には、低温での
ATP の結合に対する混合膜の添加効果を示している。横軸
は、アニオン脂質の量である。縦軸が大きい程 ATPとの親
和性が高い事を意味している。アニオン性脂質の添加効果が、
二つのパターンに分類できる。相分離してアニオン脂質のクラ
スターが形成されている組み合わせの混合膜は、アニオン膜
単独に匹敵するATP 結合の阻害効果を示している。これは
一本鎖アニオン膜でも二本鎖アニオン膜でも同じである。

３. ３　ATP—DnaA 複合体からの ATP解離に対する
混合膜の添加効果。

　ATP と DnaA タンパク質との親和性を、高温における解
離挙動からモニターした。図５にその結果を示している。
縦軸は、ATP が結合した DnaA タンパク質の変化量を対数
で、横軸を時間で示している。どの系も直線で減少してい
ることからその直線の傾斜から見かけの一次の反応速度定
数を見積もる事が可能である。1P、1P/1N、1P/2N、2P、
2P/2N、2P/1N 膜の解離速度定数は、各々、8.5m、5.7m、
7.6m、11m、6.6m、9.2m（s—１）である。ATP の解離は、
鎖数の組み合わせに大きく依存している。異なる鎖数の組
み合わせの混合膜（1P/2N、2P/1N）は、同じ鎖数の組み
合わせよりも ATP がより高速に解離している。これらの
傾向は、低温での ATP 結合過程の動向と一致している。
　３. １節で述べたように、異なる鎖数の組み合わせの混
合膜は、アニオン性脂質のクラスター相分離を母体膜中で
取り易い。マトリックス膜中でのアニオン膜のクラスター
構造は、アニオン膜単独と同じように作用する事が推察さ
れる。

図４　DnaA タンパク質の ATP 取り込みに与える脂質膜の添加効果
　図１と同じ濃度条件で行っている。４℃。
　　A，○ 1P；● 1P/2N，□ 1P/1N
　　B，○ 2P；● 2P/1N，□ 2P/2N
　　［アニオン膜］/［カチオン膜］＝ 1/10



DNA 複製開始タンパク質（DnaA）の活性発現と相分離した混合二分子膜の関連性

− 27 −

４　総括（クラスター相分離脂質とDnaA タンパ
ク質との相互作用）

　本研究では、混合膜におけるクラスター形成に焦点を当
て、その DnaA タンパク質との相互作用に与えるインパ
クトを明らかにした。アルキル鎖数について同質でない組
み合わせの混合膜は、アニオン性脂質のクラスターを形成
する。これに対して、疎水部が同じ構造の組み合わせでは
親水基間の静電相互作用によりアニオン性膜はカチオン性
母体膜に分散してしまう。カチオン性の膜成分に取り囲ま
れたアニオン性脂質は、その DnaA タンパク質に対する
親和性を低下させる。これに対し、アニオン性脂質同士が
集合して一塊になりカチオン性膜に分散していれば、アニ
オン性の単独膜と同様な DnaA タンパク質との親和性を
示す。母体膜中のアニオン性クラスタードメインの大きさ
に分布があり、これが、わずかな DnaA タンパク質との
親和性の差として現れていると考えている。

５　その他（反転（N—混乱）ポルフィリンの光に
よる一重項酸素発生効率）

　本プロジェクトと並んで、我々の研究グループは、反転
環をもつ全く新しいポルフィリンを扱っている。一般に、
通常のポルフィリンは、光物理化学適療法（photodynamic 
therapy : PDT）において、癌細胞に濃縮しやすく、さら
に三重項酸素を効率良く一重項酸素へ光増感するため
PDT の治療剤の一つの候補として知られている。癌細胞
近傍での光照射による反応活性な一重項酸素の発生が制ガ
ン効果につながっているものである。いかに効率的な一重
項の発生が可能で代謝に負担が掛からない色素であるかど
うかは、PDT 治療剤としての一つの重要な評価ポイント
である。幸い、本研究助成財団の一つの基礎研究所である
コーセー基礎研究所の荒金久美博士グループが、この一重
項評価システムをたちあげられておられ、ご厚意により、

図５　ATP—DnaA 複合体からの ATP 放出の動力学
に与える脂質膜の添加効 

　　37℃、濃度条件はず４と同じ。
　　［ATP—DnaA（仕込み）］＝ 1.1pmul/40 L、［アニオ

ン性脂質］＝ 30μM、［カチオン性脂質］＝ 300μM
　　A：○ 1P；● 1P/2N；□ 1P/1N
　　B：○ 2P；● 2P/1N；□ 2P/2N 図６　各種ポルフィリンの分子構造と吸収スペクトル
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私どもの新しいポルフ
ィリンの一重項酸素の
発生について定性的な
評価を行って頂いた。
忙しい中で、この様な
門外漢からの申し出を
快く引き受けて頂き感
謝して致します。
　使用した化合物の分
子構造とそれらの吸収
スペクトルを図６に示
す。測定条件は、Arレ
ーザー：波長 514nm（強
度 100mW）、試料濃度
0.1mM で行った。相
対標準化合物として
TPP を利用している。
514nm の吸光度の化合
物間の比は、TPP 1 に
対し、その他の反転体
ポルフィリンは、約
1/3 から 1/4 の強度で
ある。オーダーが異な
る様な差はない。一重項酸素の発生は、その 1268nm の吸光
度の相対比から求めた。図７に化合物１から４の増感剤とし
てのプロファイルを比較している。TPP が明確に 1268nm
にピークとして一重項酸素の存在を示しているのに対し、全
く同じ条件のもと反転環を持つポルフィリンの場合は、肩と
なって現れるのがやっとである事が判る。また、反転体の二
つの互変異性体の効果を検討している。どちらの構造でも著
しい一重項酸素の発生は認められなかった。これ以上、踏み
込んで検討していない。通常のポルフィリンが一重項酸素の
発生能力に優れている事が明かである。
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図７　各種ポルフィリンを光増感剤とした時の一重項酸素の発生の比較


