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第１章	
 序論 
 

	
 界面活性剤研究の歴史は長く、食品・生活・工業など多岐に渡る分野でその

検討がなされている。また近代では、ナノテクノロジー分野や生体模倣工学の

分野においても、人工的に設計された界面活性剤 (両親媒性分子) を用いたボト
ムアップ的手法の研究が進んでいる。そもそも生体内には様々な両親媒性分子

が存在しており、様々な界面で物質や情報などの交換に関与し生命活動を担っ

ている。例えば細胞膜の主要な構成物であるリン脂質は代表的な両親媒性分子

であり、このリン脂質は細胞膜中で図 1 のように親水基を外側に向け、疎水鎖
同士で寄り添うことで二分子膜構造を形成していることが知られているが、

1977 年、國武先生らはリン脂質分子を単純化して模倣した人工両親媒性分子 
(図２) がリン脂質のように二分子膜を形成することを明らかにした 1)。以降様々

な分子骨格の合成両親媒性化合物が検討され、それらの会合形態も多種存在す

ることが明らかとなった。例えば山田先生らは図３の分子がナノチューブ状の

会合となることを示している 2)。 
 

   
図１ 生体膜モデル図とリン脂質の構造 図 2リン脂質分子を単純化した人工両親媒性分子 

 

 

 

図 3 リン脂質を模した二本鎖型人工両親媒性分子 (左) とこの分子が形成するナノチュー
ブ構造のモデル図 (右) 
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 2 

	
 また植物の葉緑体のチラコイド膜や光合成細菌の細胞膜を形成する主成分で

ある糖脂質もまた代表的な両親媒性分子である。これらを模倣した、最も簡単

な糖系界面活性剤としてはオクチルグルコシド (図 4) が挙げられる 3)。オクチ

ルグルコシドやその類縁体は膜蛋白質の可溶化や結晶化に用いられている。ま

た、膜蛋白質を糖脂質の二分子膜中へ再構成する検討もなされており、フィタ

ニル基をもつ合成糖脂質 Mal3(Phyt)2 (図 5) はリン脂質に比べ二分子膜の安定性
が高く、バリアー能が高いことが明らかとなったが 4)、この膜中に光化学系 Ⅱ
蛋白質を再構成するとリン脂質膜に比べ 6 倍高い酸素発生活性を示すことが分
かった 5)。 
 

  
図 4 オクチルグルコシドの構造 図 5 Mal3(Phyt)2の構造 

 

	
 一方、生体由来分子のペプチドを用いた両親媒性分子の開発も検討されてい

る。ペプチドはアミノ酸が縮合し繋がった分子であり、特にポリペプチドにお

いてはアミド結合同士の水素結合により α-へリックスや β-シートなどの二次構
造を形成することが知られている。S. I. Stuppらは、このような二次構造を形成
しやすいアミノ酸残基であるグルタミン酸やフェニルアラニンを含んだペプチ

ド含有界面活性剤を設計し、それらがヘリカルリボン状の会合を形成すること

を明らかにした (図 6)6)。 
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(a)  

 
(b) 

 

(c) 

 
図 6 (a) 設計されたペプチド含有界面活性剤の構造 (b) (a)の分子の溶液中での会合状
態を観察した Cryo-TEM画像 (c) (b)で見られた会合体のモデル図 

 

また S. Santoso、S. Zhangらは、図 7のようなペプチド骨格のみからなる両親媒
性分子が自己組織的にナノチューブや棒状の二分子膜を形成することを示した

7)。 
(a) 

 

(b) 

 
図 7 (a) 設計された両親媒性ペプチドの分子モデル (b) (a)のそれぞれの分子の溶
液中での会合状態を観察した Cryo-TEM画像 
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 ところで、ペプチドをこのような自己組織化材料に用いる利点は、単にそれ

らが特異な組織化能を持つためだけではなく、水素結合や構造的な相補性を駆

使して、細胞表面や蛋白質、無機材料などと相互作用する能力を利用できる点

がある。S. Zhangらはこの点に着目し、この両親媒性ペプチドを用いて膜蛋白質 
(グリセロール-3-リン酸デヒドロゲナーゼ、光化学系 Ⅰ など) を可溶化し評価を
行った。その結果、これらの熱安定性を上昇させることに成功した 8-13)。 
	
 現在再構成系に広く用いられているリン脂質については、膜蛋白質の機能制

御や集合形態の制御までは至っておらず、また官能基修飾をするにも単離精製

が難点となっており、精製の簡便さと機能性を両立した二分子膜形成分子が求

められている。S. Zhang.らの研究は「ペプチド」が膜蛋白質の機能制御を可能に
するカギとなりうることを示した意味から、興味深いものであった。 
	
  

	
 一方で、膜蛋白質は天然に存在する蛋白質の約 30％を占め、細胞膜を介した
情報伝達・物質輸送・エネルギー変換など様々な生体膜機能を担っている。近

年、これらの膜蛋白質機能を利用した半人工分子素子開発に興味がもたれてお

り、研究が行われている。そのために必要な要件として、①膜蛋白質機能を維

持したまま生体膜から単離精製すること、②膜蛋白質機能を維持したまま某か

の担持担体に固定化すること、③固定化担体上での膜蛋白質の長期安定性を上

げること、などが挙げられる。しかしながら、依然としてこれらを満たす報告

例は限られており、特に後半２点に関しては様々な方法論の検討が模索されて

いる段階にある。仮に様々な膜蛋白質に適応可能な技術が確立できれば、現在

創薬ターゲットとして大きな注目を集めている G 蛋白質共役受容体(G-Protein 
Coupled Receptor、GPCR)に対して、安定にドラッグスクリーニングが可能な新
たなシステム構築に繋がることも期待される。 
	
 膜蛋白質機能を利用した半人工分子素子開発において、植物などの光合成の

明反応（光照射により起こる反応）において中心的な役割を果たしているのは、

光化学系 I（PSI）、光化学系 II（PSII）といわれる超分子膜蛋白複合体である。
これはいずれも光エネルギー利用の量子収率がほぼ100％14)と優れていることに

より、人工光合成システム構築への応用が検討されている。金ナノ粒子 15)やメ

ソポーラスシリカ 16)などの無機材料に固定化することで太陽エネルギーを用い

て水から酸素ガスを生産するシステムも行われている。このような固体担体中

での人工光合成システムを構築するためには、膜蛋白質を安定に固定担体に導
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入する技術が必要となる。 
これまでに、いくつかのペプチドベースの界面活性剤が、膜蛋白質の可溶化

のための界面活性剤として使用するために検討されている 17)。McGregorらは二
本の長いアルキル鎖をもつ 24-merの両親媒性ペプチドからなる界面活性剤が、
膜蛋白質の膜貫通ドメイン、および両親媒性ペプチドの疎水性表面間の疎水性

相互作用を介して熱的安定性を増加させることを報告している 18)。S. Zhangらは
両親媒性ペプチドの界面活性剤 A6Dを用いた熱安定性の同様の増加を報告して
いる(図７)19)。しかしながら、依然として膜蛋白質可溶化のための報告例は限ら

れている。ペプチドを含む界面活性剤の多くは、ペプチド部位のアミド結合間

の水素結合、導入した疎水鎖間での強い疎水性相互作用により、様々な会合種

（ファイバー、シート、ラメラ、さらにこれらが凝集することでのゲル形成な

ど）を取りやすいことも、これまでにペプチド配列の機能を活かした界面活性

剤の開発が進んで来なかった原因の１つと考えられる。 

 
図 8 PG-surfactantの構造 

 
表 1 評価を行ったペプチドジェミニ界面活性剤（PG-surfactant）の一覧 

 PG-surfactant X部のペプチド配列  Y部のペプチド配列  

二分子膜形成 DnC12 -[Asp]n- Ac- 

 Cr-DnC12 -[Cys-(Asp)n-Cys]- Ac- 

膜蛋白質可溶化 DKDKC12K -[Asp-Lys-Asp-Lys]- Ac-Lys 

 DKDKC12D -[Asp-Lys-Asp-Lys]- Ac-Asp 

膜蛋白質抽出 NPDGC12KK -[Asn-Pro-Asp-Gly]- Ac-Lys-Lys- 

 DPDGC12KK -[Asp-Pro-Asp-Gly]- Ac-Lys-Lys- 

 

	
 そこで私は、親水性コアペプチドから構成される新規ペプチドジェミニ界面



 6 

活性剤（ PG-surfactant）の設計に取り組んだ。親水性コアペプチドは
dodecylamidomethyl 鎖のコネクタとしても、極性頭部基としても作用するので、
これらの界面活性剤は、コアペプチド配列に由来するユニークな両親媒性を有

すると期待された。また、これまでのリポペプチド系両親媒性分子（ペプチド

＋アルキル鎖の構造を持つ分子）と異なり、様々なペプチド配列を用いた場合

においても、比較的ミセル以外の高次会合体を形成しにくい性質が見られた。

これは、従来のペプチド配列を含む界面活性剤の開発を抑制してきた問題解決

につながるため、ペプチド配列の性質を活かした、様々なペプチド配列を含む

新規界面活性剤の創出も可能であった。 
	
 そこで本研究では第 2 章で膜蛋白質を内包固定化出来る新規二分子膜形成分
子として、親水性のオリゴ-Asp のペプチドコアからなる PG-surfactant を合成し
評価を行った。続いて第 3章では膜蛋白質可溶化試薬として、Lysと Aspの交互
配列のペプチドコアからなる PG-surfactant の開発と、これを用いた機能性分子
修飾膜蛋白質可溶化試薬の開発と、機能評価を行った。 
	
 また、第４章では、生体膜からの膜蛋白質の効率のよい抽出が可能な、膜蛋

白質抽出試薬の開発を、β -ターン構造をとることが知られている
-[Asn-Pro-Asp-Gly]-配列を PG-surfactantのコア配列に組み込むことにより行った。 
第５章では、次の第６章にて検討を行う、PEG 鎖を導入しても膜蛋白質可溶化
試薬としての機能を維持できる、高分子量化膜蛋白質可溶化試薬を、

-[Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)]-のコア配列を多量化することで設計した。
第６章では、実際に PEG鎖を導入した高分子量化膜蛋白質可溶化試薬を設計し、
水和ゲル担体中での膜蛋白質の長期安定性への効果を検討した。また、第７章

では反応性官能基を修飾した PG-surfactant の設計合成を行い、膜蛋白質の機能
を保持したまま、膜蛋白質とは直接反応しない(生体直交性)反応を利用すること
で、膜蛋白質の集合化（ゲル化）が可能か検討を行った。 
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第２章	
 二分子膜形成分子としての PG-surfactantの設計 
 

2-1緒言 
 

	
 膜蛋白質は天然蛋白質の約 1/3を占め、生体膜上においてシグナルの受容と変
換、物質輸送、情報伝達、エネルギー生産といった数多の重要な生命機能を担

っている 1)-4)。それら膜蛋白質は以前より着目されており機能解明が進んでいる

が、さらなる構造解析や、生体膜模倣デバイス等への応用を達成するためには、

膜蛋白質の構造変性を起こさずに機能活性を維持したまま人工二分子膜中に固

定化する（再構成する）ことが有効である。これまで膜蛋白質の再構成膜作製

には、生体内の細胞膜を構成するリン脂質が主に用いられてきた 5)-8)。一方で、

膜蛋白質の集合形態の制御のために両親媒性ブロック共重合体や非天然の低分

子両親媒性物質などを用いる試みも近年報告されている 9),10)。これら分子の利点

としては、リン脂質に比べ官能基修飾などの合成プロセスが容易であることが

挙げられる。また、合成ポリマーや無機材料などとの適合性が上がる可能性も

考えられる。 
	
 これまで二分子膜形成能の獲得を狙った両親媒性分子の設計は多くなされて

きた。しかしながら、それら分子の形成する二分子膜中に膜蛋白質を固定化で

きた事例は限られている。その中で、近年ペプチド配列を分子骨格に含む界面

活性剤が注目されつつある 11)-19)。これはペプチド配列を含むことで生分解性を

獲得する、あるいはペプチドの持つ自己組織化能に起因してユニークな会合挙

動を示しうるからである。またこれまで検討されてきた多くのペプチド含有界

面活性剤は、ペプチド配列部同士の相互作用、あるいは主鎖アミド基間の水素

結合により、特に非極性溶媒中でゲルを形成するという報告が数多くなされて

きた 19)。一方でリン脂質のように二分子膜構造（溶液中における球状二分子膜、

あるいは基板上における平面二分子膜など）を形成するペプチド含有界面活性

剤の報告例は非常に限られている 20)-22)。もし膜構造形成能を獲得することがで

きれば、生体膜を模倣する新たなツールとしての応用に大きく期待できると考

えられる。ペプチド配列を多種多様に選択できることで、これまで用いられて

きたリン脂質の二分子膜ではできなかった会合形態の制御や生理活性の調節、

膜蛋白質との相互作用などが可能となるかもしれない。この膜構造形成能の獲

得のため、我々はジェミニ型界面活性剤に着目した。 
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 ジェミニ型界面活性剤とは親水頭部に対して、2つあるいはそれ以上の疎水部
を持つ界面活性剤の総称であり、一本鎖型界面活性剤に比べて一般的に会合能

が高いという特徴を持つ 23)-26)。さらには、その分子骨格の形状から二分子膜構

造を形成しやすいという報告もなされている。このことから、図２−１に示すよ

うなペプチド骨格を含むジェミニ型界面活性剤(以下 PG-surfactant と略す) は高
い自己組織化能と膜形成能を有するのではないかと考えた。 

 
図 2-1	
 設計した PG-surfactantの分子構造 

 

	
 この新規界面活性剤の基本的な分子骨格としては、親水性アミノ酸であるア

スパラギン酸(Asp)を連続させたオリゴ Aspペプチドをスペーサーとすることで、
このスペーサー部位が界面活性剤における親水頭部としての働きをすることを

期待した。またこのスペーサーの両末端にシステイン(Cys)を配置、この SH 基
に疎水鎖となるアルキルアミン誘導体を接続することで 2 本の疎水鎖を導入す
る。導入する疎水鎖には、この PG-surfactant がミセルやベシクル等の会合体を
形成した際、隣り合った分子同士で水素結合を形成し安定化されることを期待

し、アミド結合を有する長鎖アルキル鎖を採用した。 
	
 膜形成に対するペプチドスペーサーの Asp 残基数の最適化を検討するため、
Asp数が1~5個(n=1~5)で疎水鎖の炭素数12のPG-surfactant (D1C12、D2C12、D3C12、

D4C12、D5C12) を、また疎水鎖長による影響を調べるため Asp数が 3個で炭素鎖
数 14, 16の PG-surfactant (D3C14、D3C16) も設計合成した。また、より安定的な二
分子膜が形成可能な分子としてオリゴ Asp ベースであったペプチドスペーサー
の配列に 2つのシステインを導入し [-Cys-(Asp)n-Cys-] (n=2, 3, 4) とすることで、
分子内でジスルフィド架橋を形成すると考えられる構造とした。なお名称は Asp

CysAc (Asp)n Cys NH2

S

HN
O

S

NH
O

DnC12: n=1-5
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数が 2, 3, 4のものを順に cr-D2C12、cr-D3C12、cr-D4C12とし、総称を cr-PG-surfactant
とする。 
	
 まず本章ではこれらの新規化合物であるこれら PG-Surfactant の基礎的な物性
や会合能を明らかにするため、表面張力法による PG-Surfactant の臨界会合濃度 
(cac) 値測定、原子間力顕微鏡 (AFM) ・動的光散乱 (DLS) ・透過型電子顕微鏡 
(TEM) による固定基板上や溶液中での会合挙動の評価を行った。 
	
 その後、これらの PG-surfactant を用いてこの二分子膜中への膜蛋白質の固定
化を試みた。膜蛋白質には Rps. Acidophila由来の光収穫アンテナ複合体 2 (LH2) 
を用いた 27), 28)。 
	
 LH2 はこれまでにリン脂質を用いた再構成膜構築のプロセスや平面二分子膜
中での観察例が報告されており、PG-surfactantを用いて同様の評価が可能である
と考えられたため用いることとした。また実験として、膜の流動性を調べる光

褪色後蛍光回復法 (FRAP測定)、共ミセル法による PG-surfactantと LH2の複合
化、ショ糖密度勾配法・DLSによる PG-surfactant/LH2複合化溶液の評価、AFM
による基板上での PG-surfactant/LH2 複合形態の観察を行ったため、以下に述べ
る。 
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2-2 実験項 
2-2-1 PG-surfactantの合成 
 

	
 PG-surfactant の合成方法として、長鎖アルキルアミド基をあらかじめ
Fmoc-Cys-OH 側鎖に導入した Fmoc-Cys(C12)-OH 誘導体を合成し、PG-surfactant
をすべて固相上で合成する方法をとった。 
 

2-2-1-1 アルキル鎖を修飾したシステイン誘導体を用いた固体担体上での
PG-surfactantの合成 
2-2-1-1-1 トリチル基で保護されたシステイン(Fmoc-Cys(Trt)-OH)からのトリチ
ル基の脱保護 29)	
  

 
	
 窒素気流下、丸底フラスコにジクロロメタン(250 ml)、Fmoc-Cys(Trt)-OH（10.0g, 
17.12mmol）、TFA（12.5ml, 溶媒に対し 5 %）を加え、次いでトリエチルシラン
(TES)(7.5ml, 溶媒に対し 3 %)を加え 2 時間撹拌した。反応後エバポレーターで
溶媒留去し、得られた白色固体にヘキサンを加え洗浄することでトリチル基由

来の副生成物を除き、吸引濾過をすることで目的物 Fmoc-Cys-OHを得た（5.5 g, 
94%）。化合物の同定は、1H-NMRにて行った。 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, r.t.) 3.04 (t, 2H, -CH2-SH), 4.24 (t, 1H, Cys-Ha), 4.55 (d, 
2H, Fluorenyl-CH2-O-), 4.71 (brs 1H, Fluorenyl-H-9), 5.58 (brs, 1H, amide-NH), 7.33 
(d, 2H, Fluorenyl-H-2, 7), 7.41 (d, 2H, Fluorenyl-H-3, 6), 7.61 (d, 2H, Fluorenyl-H-1, 
8), 7.77 (d, 2H, Fluorenyl-H-4, 5). 
 

2-2-1-1-2 ハロゲン化アルキルアミド誘導体 
2-2-1-1-2-1 C12-brの合成 

O
NH

O
OH

O

S

O
NH

O
OH

O

SH

2hCH2Cl2

5 % TFA 3 % TES

Fmoc-Cys(Trt)-OH Fmoc-Cys-OH
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 窒素気流下、二口フラスコにジクロロメタン（200 mL）、ドデシルアミン（10.0 
mg, 46.8 mmol）、ピリジン（5 mL、61 mmol）を加え、１時間氷浴で冷却撹拌し、
その後ジクロロメタン (50 mL)で希釈したブロモアセチルブロミド（4.5 mL、
51.5 mmol）をゆっくりと滴下した。これを２時間氷浴下撹拌した。その後反応
液を分液漏斗へ移し、3 M塩酸で洗浄を行った。有機相を無水硫酸ナトリウムで
乾燥した後、エバポレーターで溶媒留去することにより組成生物として白色粉

末を得た。その後少量のジクロロメタンで溶かしジエチルエーテル：ヘキサン

＝1:１の混合溶媒で再沈殿を行う。その後吸引ろ過により沈殿をろ別し、ろ液を
エバポレーターで溶媒留去することにより目的物として白色粉末を得た。これ

らは薄層クロマトグラフィー（SiO2、CH2Cl2/MeOH = 4/1）により単一成分であ
ることを確認した(10.2 g, 71 %)。1H-NMRと ESI-HRMSにて同定を行った。 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, r.t.) 0.88 (t, 3H, -CH3), 1.26 (brs, 18H, -CH2-), 1.56 (qv, 
2H, -CH2-CH2-NH), 3.30 (pseudo-q, 2H, -CH2-NH), 3.90 (s, 2H, CH2-Br), 6.56 (brs, 1H, 
-NH-). HRMS (ESI-TOF, [M+H]+): calcd. for C14H28BrNO, 305.1354; found, 305.1381. 
 

2-2-1-1-2-2 C14-brの合成 
 

	
 二口フラスコにジクロロメタン（30 ml）、テトラデシルアミン（1 g、4.69 mmol）、
ピリジン（0.75 ml、9,37 mmol）を加え 1時間氷浴で冷却し、その後ジクロロメ
タン（10 ml）で希釈したブロモアセチルブロミド（0.45 ml、5.15 mmol）をゆっ
くりと滴下した。これを 2 時間氷浴で冷却しつつ撹拌した。これらは窒素気流
下で行った。その後反応液を分液漏斗に移し、1 N塩酸で洗浄を行った。有機相
を無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、エバポレーターで溶媒留去することによ

り目的物を白色粉末として得た。（1.2 g、78%） 
これらはシリカゲルクロマトグラフィー（SiO2、CH2Cl2/MeOH = 20/1–10/1）に
よって単一成分であることを確認した。1H-NMR と ESI-HRMS にて同定を行っ

NH2
Br

Br

O
N

N
H

Br

O

CH2Cl2 4h



 14 

た。 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, r.t.) 0.880 (t, 3H, -CH3), 1.256 (brs, 22H, -CH2-), 1.520 (qv, 
2H, -CH2-CH2-NH), 3.275 (pseudo-q, 2H, -CH2-NH), 3.889 (s, 2H, CH2-Br), 6.489 (brs, 
1H, -NH-). HRMS (ESI-TOF, [M+H]+): calcd. for C16H32BrNO, 333.1667; found, 
333.1657. 
 
 
 

2-2-1-1-2-3 C16-brの合成 
 

	
 二口フラスコにジクロロメタン（30 mL）、ヘキサデシルアミン（1.5 g、6.22 
mmol）、ピリジン（1.0 ml、12.5 mmol）を加え 1時間氷浴で冷却し、その後ジク
ロロメタン（10 ml）で希釈したブロモアセチルブロミド（0.59 ml、6.85 mmol）
をゆっくりと滴下した。これを 2 時間氷浴で冷却しつつ撹拌した。これらは窒
素気流下で行った。その後反応液を分液漏斗に移し、1 N塩酸で洗浄を行った。
有機相を無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、エバポレーターで溶媒留去するこ

とにより目的物を白色粉末として得た（1.5 g、67%）。これらはシリカゲルクロ
マトグラフィー（SiO2、CH2Cl2/MeOH = 20/1–10/1）によって単一成分であるこ
とを確認した。1H-NMRと HRMSにて同定を行った。 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, r.t.) 0.880 (t, 3H, -CH3), 1.255 (brs, 26H, -CH2-), 1.538 (qv, 
2H, -CH2-CH2-NH), 3.275 (pseudo-q, 2H, -CH2-NH), 3.889 (s, 2H, CH2-Br), 6.494 (brs, 
1H, -NH-). HRMS (ESI-TOF, [M+H]+): calcd. for C18H36BrNO, 361.1980; found, 
361.1995. 
 

2-2-1-1-3 Fmoc-Cys-OHへの Cn-br付加による Fmoc-Cys(Cn)-OHの合成 30) 

2-2-1-1-3-1 Fmoc-Cys(C12)-OHの合成 
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 窒素気流下、丸底フラスコにメタノール（250 ml）、Fmoc-Cys-OH（5.0 g、14.6 
mmol）、C12-br（7.32 g、21.9 mmol）を加え、Tris（4.42 g、36.5 mmol)を添加後 2
時間室温で撹拌した。反応後エバポレーターで一旦溶媒留去し、得られた黄色

固形物をジクロロメタン（100 ml）に溶解して分液漏斗に移し、3M塩酸と少量
のメタノールを加え洗浄した（目的物が、ジクロロメタン＋メタノールの混合

溶媒によく溶解するため少量のメタノールを添加した）。有機相を無水硫酸ナト

リウムで乾燥した後、エバポレーターで溶媒留去し、得られた黄色残渣をシリ

カゲルクロマトグラフィー（SiO2、CH2Cl2/MeOH = 10/1–8/3）にかけることによ
り、目的物 Fmoc-Cys(C12)-OHを単一成分で分取した（7.28 g、83 %）。化合物の
同定は、1H-NMR、ESI-HRMSにて行った。 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, r.t.) 0.88 (t, 3H, CH3-CH2-), 1.22-1.33 (s, 18H, -CH2-), 
1.48-1.59 (brs, 2H, -CONH-CH2-CH2-), 3.07 (d, 2H, -CH2-S-), 3.29 (s, 2H, 
-S-CH2-CONH-), 3.37 (pseudo-q, 2H, -CONH-CH2-), 4.39 (d, 2H, Fluorenyl-CH2-O-), 
4.59 (t, 1H, Fluorenyl-H-9), 6.00 (brs, 1H, Cys-NHCO), 6.76 (brs, 1H, C12-NHCO), 
7.32 (d, 2H, Fluorenyl-H-2, 7), 7.40 (d, 2H, Fluorenyl-H-3, 6), 7.60 (d, 2H, 
Fluorenyl-H-1, 8), 7.77 (d, 2H, Fluorenyl-H-4, 5): HRMS (ESI-TOF, [M+H]+): calcd. 
for C32H44N2O5S+Na, 591.2869; found, 591.2872. 
 

2-2-1-1-3-2 Fmoc-Cys(C14)-OHの合成 
 

	
 窒素気流下、丸底フラスコにメタノール（150 ml）、Fmoc-Cys-OH（2.4 g、7.0 
mmol）、C14-br（3.5 g、10 mmol）を加え、Tris（2.1 g、17.5 mmol）を添加後 3時
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間室温で撹拌した。反応後エバポレーターで一旦溶媒留去し、得られた黄色固

形物をジクロロメタン(100 mL)に溶解して分液漏斗に移し、1N塩酸と少量のメ
タノールを加え洗浄した（目的物が、ジクロロメタン＋メタノールの混合溶媒

によく溶解するため少量のメタノールを添加した）。有機相を無水硫酸ナトリウ

ムで乾燥した後、エバポレーターで溶媒留去し、得られた黄色残さをシリカゲ

ルクロマトグラフィー（SiO2、CH2Cl2/MeOH = 10/1–8/3）にかけることにより、
目的物 Fmoc-Cys(C14)-OHを単一成分で分取した（3.83 g、91.8 %）。化合物の同
定は、1H-NMRにて行った。 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, r.t.) 0.88 (t, 3H, CH3-CH2-), 1.25-1.30 (s, 22H, -CH2-), 
1.52-1.54 (brs, 2H, -CONH-CH2-CH2-), 3.07 (d, 2H, -CH2-S-), 3.31 (s, 2H, 
-S-CH2-CONH-), 3.37 (pseudo-q, 2H, -CONH-CH2-), 4.38 (d, 2H, Fluorenyl-CH2-O-), 
4.58 (s, 1H, Fluorenyl-H-9), 6.01(brs, 1H, Cys-NHCO), 6.51 (brs, 1H, C12-NHCO), 
7.32 (d, 2H, Fluorenyl-H-2, 7), 7.41 (d, 2H, Fluorenyl-H-3, 6), 7.60 (d, 2H, 
Fluorenyl-H-1, 8), 7.76 (d, 2H, Fluorenyl-H-4, 5): HRMS (ESI-TOF, [M+H]+): calcd. 
for C34H48N2O5S+Na, 619.3182; found, 619.3196 
 

2-2-1-1-3-3 Fmoc-Cys(C16)-OHの合成 
 

	
 窒素気流下、丸底フラスコにメタノール(150 ml)、Fmoc-Cys-OH（1.65 g、4.80 
mmol）、C16-br（2.6 g、7.2 mmol）を加え、Tris（1.45 g、12.0 mmol）を添加後 3
時間室温で撹拌した。反応後エバポレーターで一旦溶媒留去し、得られた黄色

固形物をジクロロメタン(100 mL)に溶解して分液漏斗に移し、1N塩酸と少量の
メタノールを加え洗浄した（目的物が、ジクロロメタン＋メタノールの混合溶

媒によく溶解するため少量のメタノールを添加した）。有機相を無水硫酸ナトリ

ウムで乾燥した後、エバポレーターで溶媒留去し、得られた黄色残さをシリカ

ゲルクロマトグラフィー（SiO2、CH2Cl2/MeOH = 10/1–8/3）にかけることにより、
目的物 Fmoc-Cys(C16)-OHを単一成分で分取した(2.99 g、99.4 %）。 
化合物の同定は、1H-NMRにて行った。 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, r.t.) 0.88 (t, 3H, CH3-CH2-), 1.25-1.30 (s, 26H, -CH2-), 
1.51-1.54 (brs, 2H, -CONH-CH2-CH2-), 3.06 (d, 2H, -CH2-S-), 3.30 (brs, 2H, 
-S-CH2-CONH-), 3.34 (pseudo-q, 2H, -CONH-CH2-), 4.38 (d, 2H, Fluorenyl-CH2-O-), 
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4.57 (s, 1H, Fluorenyl-H-9), 6.00 (brs, 1H, Cys-NHCO), 6.53 (brs, 1H, C12-NHCO), 
7.32 (d, 2H, Fluorenyl-H-2, 7), 7.41 (d, 2H, Fluorenyl-H-3, 6), 7.60 (d, 2H, 
Fluorenyl-H-1, 8), 7.76 (d, 2H, Fluorenyl-H-4, 5): HRMS (ESI-TOF, [M+H]+): calcd. 
for C36H52N2O5S+Na, 647.3495; found, 647.3502. 
 

2-2-1-1-4 Fmoc-Cys(C12)-OHを用いた固相担体上での PG-surfactantの合成 31) 

 

	
 樹脂担体として Rink-amide AM resin (200–400 mesh、樹枝上のアミノ基濃度 ~ 
0.9 mmol/g、Novabiochem社)を用い、一般的な Fmoc固相合成法によりを合成し
た。N-(9-フルオレニルオキシカルボニル) (Fmoc)基により主鎖アミノ基を保護し、
側鎖を t-ブトキシ基で保護した L-アスパラギン酸（Fmoc-Asp(OtBu)-OH、
Novabiochem社）、側鎖をトリチル基で保護した L-システイン（Fmoc-Cys(Trt)-OH、
Novabiochem 社）、1-2-1-1-2 で合成を行ったアルキル鎖を修飾したシステイン
（Fmoc-Cys(C12)-OH）を固相合成用のアミノ酸誘導体として用いた。縮合剤とし
て 1-ヒドロキシベンゾトリアゾール（HOBT、渡辺化学）、2-(1H –ベンゾトリ
アゾール-1-ニル)-1,1,3,3-テトラメチルウロニウムヘキサフルオロホスフェイト 
（HBTU、渡辺化学）を用い、縮合の際の塩基として N,N-ジイソプロピルエチル
アミン（DIEPA、渡辺化学）、反応溶媒として NMP（渡辺化学）、固相合成の途
中での Fmoc基の脱保護を行うのに 30 % ピペリジン（渡辺化学）/NMP溶液を
用いた。また、樹脂の洗浄にはジクロロメタン（関東化学）と DMF（関東化学）
を用い、乾燥にはジエチルエーテル（関東化学）を用いた。N-末端アミノ基の
アセチル化には、10 % 無水酢酸（和光純薬）/NMP溶液を用いた。樹脂担体か
らのペプチドの切り出しは、トリフルオロ酢酸（TFA、和光純薬）/1,2-エタンジ
チオール（EDT、和光純薬）/H2O（95/2.5/2.5）の混合溶液中（樹脂 100 mgあた
り 1 mL）に、樹脂を室温で 2時間懸濁することにより行った。樹脂から切り出
したペプチドを含む反応液は、綿を利用した濾過により樹脂と濾別し、その後

ペプチドに対する貧溶媒である冷ジエチルエーテルを入れた遠沈管中に滴下す

ることで目的物を析出させた（樹脂 300 mgあたり再沈殿に用いるジエチルエー
テルは100 mL以上）。遠心分離機にかけることで白色沈殿として目的物を得た。 
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2-2-1-1-5	
 種々の PG-surfactantの固相担体上での合成 
 

	
 それぞれ合成した PG-surfactantは次のような配列をもつ。D3C14、D3C16の合成

に際しては、予めアルキル鎖を導入したシステイン誘導体として、

Fmoc-Cys(C14)-OH、Fmoc-Cys(C16)-OHをそれぞれ利用して合成を行った。 
	
 D1C12については溶媒に対し不溶であったため同定を含め評価はできなかった。

以下に合成した D2C12、D3C12、D4C12、D5C12、D3C14、D3C16、cr-D2C12、cr-D3C12、

cr-D4C12の収量と ESI-HRMSによる同定結果をまとめる。 
 
D2C12 (Ac-Cys(C12)-Asp-Asp-Cys(C12)-NH2) (85.2 mg, 44.8 %) 
HRMS (ESI-TOF, [M+Na]+): calcd. for C44H78N7O11S2, 944.5201; found, 944.5186. 
D3C12 (Ac-Cys(C12)-Asp-Asp-Asp-Cys(C12)-NH2) (167 mg, 74.1 %) 
HRMS (ESI-TOF, [M+Na]+): calcd. for C48H83N8O14S2, 1059.5470; found, 1059.5474. 
D4C12 (Ac-Cys(C12)-Asp-Asp- Asp-Asp-Cys(C12)-NH2) (171 mg, 68.2 %) 
HRMS (ESI-TOF, [M+Na]+): calcd. for C52H88N9O17S2, 1174.5740; found, 1174.5743. 
D5C12 (Ac-Cys(C12)-Asp-Asp-Asp- Asp-Asp-Cys(C12)-NH2) (99.2 mg, 36.1 %) 
HRMS (ESI-TOF, [M+Na]+): calcd. for C56H94N10O20S2Na, 1313.5985; found, 
1313.5980. 
D3C14 (Ac-Cys(C14)-Asp-Asp-Asp-Cys(C14)-NH2) (123 mg, 51.6 %) 
HRMS (ESI-TOF, [M+Na]+): calcd. for C56H99N8O14S2Na, 1137.5916; found, 1137.5920 
D3C16 (Ac-Cys(C16)-Asp-Asp-Asp -Cys(C16)-NH2) (174 mg, 69.7 %) 
HRMS (ESI-TOF, [M+Na]+): calcd. for C60H107N8O14S2Na, 1193.6542; found, 
1193.6523 
cr-D2C12 (Ac-Cys(C12)-Cys-Asp-Asp-Cys-Cys(C12)-NH2) (82.3 mg, 33.6 %) 
HRMS (MALDI-TOF, [M+Na]+): calcd. for C50H87N9O13S4Na, 1172.5198; found, 
1172.5211. 
cr-D3C12 (Ac-Cys(C12)-Cys-Asp-Asp-Asp-Cys-Cys(C12)-NH2) (116 mg, 43.1 %) 
HRMS (MALDI-TOF, [M+Na]+): calcd. for C54H92N10O16S4Na, 1287.5468; found, 
1287.5165. 
cr-D4C12 (Ac-Cys(C12)-Cys- Asp-Asp-Asp-Asp-Cys-Cys(C12)-NH2) (115 mg, 39.3 %) 
HRMS (MALDI-TOF, [M+Na]+): calcd. for C58H97N11O19S4Na, 1402.5737; found, 
1402.5438. 
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2-2-2 PG-Surfactantの cac値測定 
2-2-2-1 表面張力法による PG-Surfactantの cac値測定 
 

	
 各 PG-surfactantの cacは、全て 50 mM carbonate buffer（pH 10）を測定溶媒と
して測定を行った。界面活性剤溶液を満たすシャーレの中に、あらかじめに 10 
mLの 5 mM PG-surfactant溶液（50 mM carbonate buffer（pH 10））を満たし、こ
こへWilhelmyプレートをつけた。50 mM carbonate buffer（pH 10）を順次加える
ことにより、それぞれの PG-surfactant 溶液の測定濃度に薄めながら、表面張力
をそれぞれ測定していった。測定装置には Dynamic contact angle tensiometer 
（DCAT 21, Dataphysics社）を用い、測定温度は 30 ± 1 °Cで行った。測定に用
いるガラス器具は表面の汚れを除くため、洗剤で洗浄後、超純水により洗浄し

た。またWilhelmyプレートは超純水で洗浄後、アルコールランプで強熱するこ
とで有機物を除去後、室温に戻るまでおいて利用した。PG-surfactantの各濃度に
おける表面張力を測定し、対数濃度 対 表面張力をプロットし、変曲点前後の 2
本の線形近似直線の交点から臨界会合濃度（cac）の値を算出した。 
 

2-2-2-2 蛍光プローブ法による PG-Surfactantの cac値測定 32) 
 

	
 各 PG-surfactantの cacは、蛍光プローブとして 8-anilino-1-naphthalene sulfonic 
acid（ANS）を用い測定を行った。PG-surfactantストック溶液として、1 mMの
50 mM carbonate buffer（pH 10）溶液を調製した。また ANSストック溶液として、
2 mMの 50 mM carbonate buffer（pH 10）1 mlを調製した。これらを用いて、各
PG-surfactantの所定の濃度に ANS濃度 10 μMとなるように加え、最終溶液量は
2 mLに統一した。蛍光スペクトル測定には FP-6200（日本分光製）を使用した。 
	
  

2-2-3 AFMによる PG-Surfactantの固定基板上での会合挙動観察 
  

	
 セロテープを利用し表面から数層を剥離することできれいな表面を露出した

マイカ基板上に、ポリ-L-リジン臭素酸塩水溶液 0.1 ml（Mw. 30000–70000, 
100mg/ml、SIGMA）をマウントし、室温で 1時間半置いた後この溶液を取り除
き、その後Milli-Q水で複数回洗浄することで、マイカ基板上にのっている過剰
のポリ-L-リジン塩を除いた。ポリ-L-リジンコートしたマイカ基板を液中 AFM
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観察用のホルダーに固定し、300 µL の Milli-Q 水を満たした。ここへ、球状二
分子膜化した PG-surfactant溶液 10 µL（1 mM）またはエマルジョン法により調
製した cr-PG-surfactant溶液 10 µL（1 mM）または PG-surfactant/LH2複合化溶液
10 µL（PG-surfactantの濃度が約 1 mM、LH2の OD860は約 1.0）を添加し 30分間
置くことで、マイカ基板上への平面二分子膜化を行った。基板上に残った過剰

の PG-surfactant分子を取り除くために、再度マイカ基板をMilli-Q水で複数回洗
浄した（ただし、作製された平面二分子膜を崩壊させないために、完全にMilliQ
水は取り除ききらない（表面を乾燥させない））。最後に 300 µLの Milli-Q水で
満たし、カンチレバーにバイオレバーBL-AC40TS-C2（resonant frequency of 110 
kHz in air、tip radius < 10 nm、spring constant of 0.1 N/m、オリンパス社）、装置に
PicoPlus™（molecular imaging）を用い、Acounstic AC mode（AAC mode）で、室
温において測定を行った。 
 

2-2-4 エマルジョン法による二分子膜形成サンプルの調製 33) 

 

	
 PG-Surfactant（1 mg）を流動パラフィン（0.5 mL）に超音波（バス型）分散後、
内水相溶液 (175 mMグルコース、75 mMスクロース, 50 mM NaOH) 30 µLを加
えた。その後超音波ホモジナイザー（プローブ型）によりこの溶液を乳化させ

た（DUTY 4、Interval 60、30秒 × 3）。1.5 mL遠心チューブに入れた外水相溶液 
(250mMグルコース, 50 mM 炭酸バッファー) 0.5 mLの上に先に乳化した溶液を
乗せ、遠心分離機にかけることにより球状二分子膜の作製を行った（13000 rpm × 
20 min.、作製された球状二分子膜は二層分離した下層（水層）に作製される）。
その後注射針で遠心チューブの底に穴を開けるなどして、下層（水相）のみを

とりだし、球状二分子膜溶液として評価を行った。 
 

2-2-5 DLS測定による溶液中での会合体挙動の評価 
 

	
 S-S結合を分子内に形成しない PG-surfactant（1 mM）は全て 50 mM carbonate 
buffer（pH 10）に溶解し、1週間室温でエイジングさせた後に測定を行った。一
方、各 cr-PG-surfactant（1 mM）は全てエマルジョン法により調製し測定を行っ
た。粒径測定には、Zetasizer Nano ZS (MALVERN社製) を用い、光源は He-Ne
レーザー（λ＝632.8 nm）、非接触後方散乱光学系 (NIBS) 、動的光散乱法(DLS)
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にて行った。 
 

2-2-6 透過型電子顕微鏡（TEM）による会合体の形態観察 
 

	
 S-S結合を分子内に形成しない PG-surfactant（1 mM）は全て 50 mM carbonate 
buffer（pH 10）に溶解し、1週間室温でエイジングさせた後に測定を行った。一
方、各 cr-PG-surfactant（1 mM）は全てエマルジョン法により調製し測定を行っ
た。また cr-D2C12/LH2複合化溶液は 2-1-12項に記載した方法で調製を行った。
このサンプル溶液を、濾紙上においたプラスチック支持膜（フォルムバール

PVF-C15 STEM Cu150P仕様、応研商事）に 15 µL × 2回 (液滴が潰れるように) の
せ、デシケーターで 2 時間減圧乾燥を行った。その後染色のため、この銅グリ
ッドにリンタングステン酸水溶液（1.7 wt%）を 15 µL滴下し、さらに洗浄のた
めMilli-Q水を 15µL滴下し、過剰の染色剤を濾紙に吸わせることで除いた後に、
さらにデシケーターで 2時間減圧乾燥を行った。測定は JEM-2500 SE microscope
（日本電子製)を用い、加速電圧は 100 keVに設定した。 
 

2-2-7 Ellman試薬による SH基の定量 34) 
 

	
 1 mM cr-PG-surfactantの carbonate buffer溶液（50 mM、pH 10）1 mLに対し
5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)（DTNB）を 10 mMとなるように加え、1時間
置いた後の溶液の吸収スペクトルを測定することで、cr-PG-surfactant が塩基性
溶液中で持つフリーの SH基の定量を行った。 
 

2-2-8 ジチオトレイトール（DTT）による還元雰囲気下の影響 
 

AFM測定においては、10 mM DTTのMilliQ水溶液を予め作製し、マイカ基
板上に作製した cr-PG-surfactantの平面二分子膜サンプル上に 200 µLほど満たし、
そのまま 30 分ほど置くことに S-S 結合の還元を試みた。この際に、cr-PG- 
surfactant の形成する平面二分子膜構造への影響を AFM 測定により確認した。

AFM測定前には、過剰の DTT溶液をMilliQ水でよく洗浄し、最後にMilliQ水
で覆った後 AFM測定を行った。DLS測定においては、10 mM DTTの carbonate 
buffer溶液（50 mM、pH 10）を調製し、cr-PG-surfactant溶液（1 mM）に、1:1
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で混合したサンプルを調製し、この DLS測定を行うことにより DTT還元の効果
を評価した。 

 

2-2-9 Rh-DOPEを混合した PG-surfactantの二分子膜サンプル調製 
 

各 PG-surfactantは、エマルジョン法（2-2-4項）を用いることで、二分子膜サ
ンプルを調製したが、流動パラフィン中にクロロホルムで溶解させたローダミ

ンをラベルしたジオレオイルホルファチジルエタノールアミン（Rh-DOPE、
Avanti Polar Lipids, Inc.）を PG-surfactantに対し 1 mol%の濃度となるように予め
加えることで、各 PG-surfactant（1mg）の形成する２分子膜への Rh-DOPE の導
入を行った。 
 

2-2-10 ジオレオイルホスファチジルグリセロール(DOPG)の二分子膜溶液調製 
 

 DOPGの二分子膜溶液調製は、薄膜水和法を用いた。ガラス試験管（13 X 100 mm、
Fischer Brand社）内で DOPG 1 mgをクロロホルム少量（~ 1 mL）に溶かした後、
窒素フローにより溶媒留去して試験管内壁で薄膜とした。これを 6 時間以上真
空乾燥することで完全にクロロホルムを留去し、MilliQ水1 mlを加え水和させ、
室温（DOPG の相転移温度以上）で３０分おくことで内壁から脂質薄膜を剥が
した。その後ボルテックスによる振とうと液体窒素で凍結させる操作を交互に

４回程度に繰り返した (凍結融解法)。この溶液をポリカーボネートフィルター 
(ポアサイズ、100nm) を固定化したミニエクストルーダー（Avanti Polar Lipids, 
Inc.）を、１１回通す（最後に、はじめにフィルターを通す前の溶液を充填した
マイクロシリンジと反対側のマイクロシリンジに溶液をあつめて終わる）こと

によりサイズの 100 nmへの調整とユニラメラ化を行った。 
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図 2-2 Avanti Polar Lipids社のミニエクストルーダー 

 

2-2-11 蛍光顕微鏡による光褪色後蛍光回復の観察 
 

	
 10 N KOH水溶液に 3時間以上浸漬したカバーガラスをMilliQ水で洗浄した後、
窒素フローで乾燥し、片面にポリジメチルシロキサン (PDMS) ゲルで作った枠
を吸着させた。このガラス基板にポリ-L-リジン臭素酸塩水溶液 0.1 ml (Mw. 
30000–70000, 100 mg/mL, SIGMA)をのせて 1時間半置いた後、この溶液を除き、
過剰の試薬をMilli-Q水で複数回洗浄することにより取り除いた。その後 PDMS
枠の中にMilli-Q水を 300 µL満たし、調製した各ベシクル溶液 10 µl（約 1 mg/ml） 
を添加し、30 分置くことで、ベシクルの基板表面への吸着及び平面二分子膜化
を行った。その後過剰の試薬を、Milli-Q 水で複数回洗浄することで除いた（こ
の際に、ガラス基板上面は完全に乾燥しないようにしながら洗浄は行う）。最後

に PDMS枠内をMilli-Q水で満たし、微分干渉倒立顕微鏡 ECLIPSE TE 2000-U、
超高圧水銀ランプ電源装置 C-SHG1 (以上、Nikon)、デジタル CCD カメラ
C4742-95-12ER (浜松ホトニクス(株))を用いて、ガラス基板表面の蛍光観察を行
った。観察・データ解析には、画像解析ソフトウェア AQUACOSMOS (浜松ホ
トニクス(株))を使用した。画像データはレーザー照射直後から 5 分後までの 1
分毎と、その後 5分毎に撮り、最大 30分後まで測定した。５０％蛍光回復時間
（thalf）の算出は、測定データに対して、以下の式で非線形カーブフィッティン

グを行い求めた。 
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F = A(1-exp(-t/thalf)) 

F:消光後 t秒後の蛍光強度 
A:消光前の蛍光強度 
t:消光後の時間 
thalf:消光後５０％の蛍光が回復までの時間 

 

	
 測定データとして、(F, t)を利用し、Aと thalfを非線形カーブフィッティングに

より算出 
 

2-2-12	
  PG-surfactant二分子膜と LH2の複合化評価 
2-2-12-1	
 ダンシル化 D3C12の合成 
 

	
 樹脂担体 Rink-amide resin (300 mg)を用い、Fmoc固相合成法により N末端をア
セチル化していない D3C12（H-Cys(C12)(Asp)3Cys(C12)-NH2）を樹脂担体上で合成

した。ここにダンシルクロリド (291 mg、1.08 mmol) を他のアミノ酸と同様に
縮合させてダンシル基を修飾した。樹脂からの目的物の切り出しは、合成後の

樹脂を TFA/H2O (95/5)の混合溶液中に室温で 2時間懸濁することにより行った。
脱樹脂した反応液から綿を用いた濾過により樹脂を濾別後、貧溶媒である冷ジ

エチルエーテル（45 mL）を入れた遠沈管 2本の中に滴下することで目的物を析
出させ、遠心分離機にかけることで黄色沈殿の目的物、ダンシル化 D3C12（200mg, 
72.7 %）を得た。ESI-HRMSにて同定を行った。 
 
ESI-HRMS (ESI-TOF, [M+Na]+): calcd. for C58H93N9O15S3Na, 1274.5845; found, 
1274.5749. 
 

2-2-12-2 PG-surfactantの形成する二分子膜への LH2の導入実験 
 

	
 D3C12（1 mg）または cr-D2D12（1 mg）をダンシル化 D3C12の 50 mM NaOH水
溶液（0.5 mg/mL）100 µLでよく溶かした後、50 mM Tris HCl buffer（pH 8）400 
µLを加えて中和し、ここへ 0.5 mLの 1.56 wt% n-オクチル-β-D-グルコシド（OG）
の Tris HCl buffer溶液（20 mM、pH 8）を加えた（最終 PG-surfactant 濃度 1 mg/mL, 
OG濃度 0.78wt%）。上記方法により調製したPG-surfactant溶液を、膜蛋白質（LH2）
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溶液（O.D.878 = 約 200）を PG-surfactant/LH2 = 500/1（mol/mol）となるように添
加し、4℃で 1時間静置した。その後この溶液を 500 mLの 20 mM Tris HCl buffer
（pH 8）で最低 24時間（途中 3回溶液を交換）透析を行ことで、OGを除いた。
UV スペクトル測定を行う事により、D3C12または cr-D2D12の形成する二分子膜

に導入された LH2の変成度合いの評価を行った。 
 

2-2-12-3 ショ糖密度勾配法による PG-surfactant二分子膜/LH2複合体の評価 
 

前項の透析によりOGを除去し調製した PG-surfactant/LH2複合化溶液 1 mLに
60 wt%スクロース水溶液 1 mL（20 mM Tris-HCl（pH 8））を静かに加えた (最終
スクロース濃度 30 wt%)。遠心チューブに、40 wt%スクロース水溶液 1 mlを入
れ、その上にスクロース濃度 30wt%の D3C12/LH2 複合化溶液あるいは、
cr-D2D12/LH2複合化溶液 2 mLをのせた。さらに 26 wt%スクロース水溶液 2 ml、
23 wt%スクロース水溶液 2 ml、20 wt%スクロース水溶液 2 ml、10 wt%スクロー
ス水溶液 1 ml と順番にのせていった（図２−３）。これを超遠心分離装置
（HITACHI himac CP 70MX, P70AT2ローター）で 46500 rpm、3時間以上遠心分
離を行った。その後上面より 1 mlずつ分取し、それぞれ吸収スペクトルを測定
した。 

                 
図 2-3	
 遠心チューブに調製したサンプルモデル図 (記載濃度はスクロース濃度) 

 

 

	
 また比較として、LH2が複合化されていない D3C12あるいは、cr-D2D12の二分

子膜サンプル、OG に可溶化された LH2 のバッファー溶液も同様に、ショ糖密
度勾配法により移動度の分析を行った。具体的には、5 mol% ダンシル化 D3C12
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を加えた D3C12（1 mg）あるいは、cr-D2D12（1 mg）をエマルジョン法（2-2-4項）
により二分子膜溶液としたサンプル 1 mLと、0.78 wt% OGにより溶解した LH2
のサンプル（O.D. ~ 1.0）1 mLを用意し、それぞれに、60 wt%スクロース水溶液
を 1 mL（20 mM Tris-HCl（pH 8））ずつ静かに加えた（最終スクロース濃度 30 
wt%）。これを 40 wt%から 10 wt%までスクロースの濃度勾配を作製した遠心チ
ューブに入れて、同様に超遠心による分析を行った。 
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2-3 結果と考察 
2-3-1 二分子膜形成能をもつ PG-surfactantの機能評価 
2-3-1-1 表面張力法による cac値の測定 
 

	
 臨界凝集濃度 cac（あるいは臨界ミセル濃度 cmc）は、界面活性剤のキャラク
タリゼーションにおいて重要である。臨界ミセル濃度の算出法には、表面張力

法、伝導度法、ANS を用いた蛍光測定などの方法が知られているが、ここでは
表面張力法を用いて評価を行った。電気伝導度法では、バッファー成分のイオ

ン濃度に大きく影響を受け満足な結果が得られなかった。表面張力法の概略は、

図２−４に示した。 
 
 

  
図 2-4	
 表面張力法の概略 

 

	
 以下に表面張力測定の測定結果を示す。 
 

  
図 2-5 D2C12の対数濃度 対 表面張力のプロット 図 2-6	
 D3C12の対数濃度 対 表面張力のプロット 
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図 2-7	
 D4C12の対数濃度 対 表面張力のプロット 図 2-8	
 D5C12の対数濃度 対 表面張力のプロット 

  
図 2-9	
 D3C14の対数濃度 対 表面張力のプロット 図 2-10	
 D3C16の対数濃度 対 表面張力のプロット 

 

 変曲点前後の 2直線の交点より算出された各 PG-Surfactantの cac値を以下の表
にまとめた。 

表 2-1	
 各 PG-Surfactantの cac値 

PG-surfactant CAC/mM 

D2C12 0.017 

D3C12 0.0030 

D4C12 0.21 

D5C12 0.23 

D3C14 0.65 

D3C16 0.35 

 

	
 いずれのサンプルに関しても、１つの明確な変曲点がみられたことから、あ

る濃度を境に溶液中で、ミセルやリポソームなどの何らかの会合体が形成され

ることが明らかとなった。また、D2C12、D3C12、D4C12 に関しては、変曲点より
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高濃度側で、さらに表面張力の減少が見られた。通常の１本鎖型の界面活性剤、

あるいはアルキル鎖をスペーサーに持つジェミニ型界面活性剤ではこのような

挙動は見られない（変曲点以降は表面張力に変化はない）ことから、これら

PG-surfactantは単純なミセル様の会合体のみではなく、リポソームなどのより高
次な会合体の形成が考えられた。 
	
 ペプチドスペーサーの長さの違いに関して比較を行うと、D3C12が最も低い濃

度から会合しはじめることが分かった。最もスペーサー長の短い D2C12に関して

最も低い cac値が観測されなかったことから、ペプチドスペーサーにより構成さ
れる親水頭部の大きさには、アルキル鎖のパッキングに対して至適なサイズが

存在することが示唆された。しかし一方で、今回の分子設計では、ペプチドス

ペーサーそのものが親水頭部として働き、スペーサー長の違いはすなわちアニ

オン電荷数の違いにもなるため、親水頭部の電荷数も含めた解釈が必要に思わ

れる。 
	
 また３つの Asp 残基で構成されるペプチドスペーサーを持つ PG-surfactant に
関して、炭素鎖長の影響を比較したところ、意外なことに炭素数 12 が最も cac
値が小さくなり、14と 16ではそれほどの差が見られなかった。一般的な界面活
性剤においては疎水鎖が長くなるほど cmc（cac）値が小さくなる傾向が見られ
るため、このような性質は、PG-Surfactant 特有の性質と思われるが、現状では
厳密なメカニズムの説明は難しい。ひとつこの原因として考えられることに、

特に D3C14 に関して測定中に表面張力の値が安定せず徐々に減少していく現象

が見られた。従って、表面張力測定からはうまく cac値の算出ができていない可
能性も考えられた。このことは D3C14が、ある濃度を境に単純なミセル様の会合

体を形成しているだけではなく、膜構造を作りWilhelmy プレート上に吸着して
いることが示唆された。 
 

2-3-1-2 DLSによる水溶液中での会合体挙動の評価 
 

	
 いずれの PG-surfactantについても、表面張力法により算出された cac以上の濃
度において、何らかの会合体の形成が示唆された。そこで、溶液中での各

PG-surfactantの会合挙動を、DLSにより具体的に評価を行った。 
	
 ここでは、1 mMの濃度で各 PG-surfactantをバッファー中に溶解し、その溶解
直後と１週間エイジングした後のサンプルについて会合体の粒径評価を行った。 
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図 2-11	
 DLSによる D2C12会合体の粒径分布評価 

左：バッファーに溶解直後	
 右：バッファーに溶解後、室温で 1週間エイジング 

  
図 2-12	
 DLSによる D3C12会合体の粒径分布評価 

左：バッファーに溶解直後	
 右：バッファーに溶解後、室温で 1週間エイジング 

  
図 2-13	
 DLSによる D4C12会合体の粒径分布評価 

左：バッファーに溶解直後	
 右：バッファーに溶解後、室温で 1週間エイジング 
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図 2-14	
 DLSによる D5C12会合体の粒径分布評価 

左：バッファーに溶解直後	
 右：バッファーに溶解後、室温で 1週間エイジング 

  
図 2-15	
 DLSによる D3C14会合体の粒径分布評価 

左：バッファーに溶解直後	
 右：バッファーに溶解後、室温で 1週間エイジング 

  
図 2-16	
 DLSによる D3C16会合体の粒径分布評価 

左：バッファーに溶解直後	
 右：バッファーに溶解後、室温で 1週間エイジング 
 

	
 まず、いずれのサンプルに関しても、溶解直後に比べて１週間エイジングす

ることで、より大きなサイズを持った会合体に成長する傾向がみられた。溶解

直後に関して比較を行うと、D2C12に関してはミセル様会合体の形成に対応する

と思われる 10 nm以下の粒径の会合体が主成分としてみられたのに対し、D3C12、
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D3C12、D4C12では 40 nm程度、D5C12では 400 nm程度の会合体が選択的に形成さ
れた。一方で、D3C16に関してはバッファー中への溶解度の低さからか、溶解直

後から不均一な会合体の分布が見られた。 

	
 １週間エイジング後のサンプルで比較を行うと、D2C12、D5C12は 200-300 nm
程度の会合体、D3C12、D4C12に関しては 70-80 nm程度の会合体への、選択的な
収束がみられた。一方 D3C14、D3C16 に関しては、バッファー中での溶解度の低

さのためか、エイジングに伴うサイズの変化は観測されなかった。 
 

2-3-1-3 AFMによる PG-surfactantの固定基板上での会合挙動観察 
 

一般的に界面活性剤は固定基板上と相互作用することで、単分子膜や二分子

膜を形成することが知られている。また、リン脂質が形成する球状二分子膜（リ

ポソーム）を固定基板上にラプチャーした場合には、その二分子膜構造を保ち

ながら球状の構造が割れ、平面状の二分子膜が基板表面に広がることが知られ

ている。 

 
図 2-17 リン脂質二分子膜（リポソーム）からの、PLL（ポリリジン）被覆マイカ基
板上での平面二分子膜形成 

 

  そこで、今回検討を行っている新規の界面活性剤分子である PG-Surfactant が
どのような構造で基板表面に組織化されるか、検討を行った。なお、今回検討

を行っている PG-surfactant は、いずれもオリゴ Asp 残基をスペーサー部位に持
つため、特に中性付近ではアニオン電荷を持つことが予測される。そこで基板

との相互作用を高めるため、予めポリ-L-リジン（PLL）を基板表面に吸着させ
ることで正電荷を基板表面に持たせた後で、PG-surfactantの組織化の評価を行っ
た。 
	
 D3C12、D4C12について図２−１８にマイカ基板上に PLLコートを行いその上に
二分子膜の作成を行ったサンプルについての AFM像を示す。 
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図 2-18	
 カチオン修飾したマイカ基板上で各 PG-Surfactantが形成する 

平面二分子膜の AFM画像（左：D3C12, 右：D4C12） 
 

	
 その結果D3C12、D4C12について一様に高さの揃ったテラス構造が観察された。

これらテラス構造のマイカ表面からの高さは、ちょうど PG-Surfactant 2 分子分
の長さに一致したことから（1分子＝約 2.5 nm）、平面二分子膜であると考えら
れた。 

 
図 2-19	
 D3C12の推定される分子長と二分子膜形成モデル 
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図 2-20	
 固定基板上で平面二分子膜を形成しない PG-Surfactantの AFM画像 

（左：D2C12, 右：D5C12） 
 

	
 一方、D2C12、D5C12については平面二分子膜構造の形成が確認されなかった。 
この理由として、ペプチドスペーサーの長さが短い、あるいは長い場合には、

膜構造を取る際のアルキル鎖間のパッキング形成に対して、親水頭部の大きさ

が適切でなく、安定的な二分子膜形成を行えなかったことが考えられた。 

  
図 2-21	
 疎水鎖長が異なる PG-Surfactantが形成する平面二分子膜の AFM画像 

（左：D3C14, 右：D3C16） 
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 D3C14、D3C16に関しては基板表面に対する吸着量が多かったため、島状のドメ

イン形成は見られなかったものの、所々に残っていた（穴状の）マイカ表面か

らの高さ情報（約 5 nm）から、平面二分子膜の形成が示唆された。また D3C14

に関しては、形成された平面二分子膜の上に、高さ（直径）5 nm程度の繊維状
の会合体の吸着も見られた。こちらは、D3C14により形成される棒状ミセルのよ

うに思われた。 
 

2-3-1-4 TEMによる会合体の観察 
 

	
 バッファー溶液中で確認された、100 nm前後の会合体の形態を直接的に評価
観察するため透過型電子顕微鏡（TEM）測定を行った。 

  
図 2-22	
 TEMによる D2C12の会合体観察 図 2-23	
 TEMによる D3C12の会合体観察 
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図 2-24	
 TEMによる D4C12の会合体観察 図 2-25	
 TEMによる D5C12の会合体観察 

  
図 2-26	
 TEMによる D3C14の会合体観察 図 2-27	
 TEMによる D3C16の会合体観察 

 

	
 カチオン修飾されたマイカ基板上で平面二分子膜を形成することが明らかに

なった D3C12、D4C12 について、溶液中ではリポソーム様の球状二分子膜が形成

されていることが示唆されていたが、TEMによる直接観察から、確かにベシク
ル様の球状二分子膜が形成されていることが確認できた。従って、これらが平

面二分子膜を形成する過程は、リン脂質二分子膜（リポソーム）から平面二分

子膜が形成される過程と類似していることが予測された。 
	
 一方 D2C12に関しては、DLSから 200-300 nm程度の会合体の形成が確認され
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たが、TEM測定からは、このサイズに対応する明確な会合体は観測されなかっ
た（D3C12、D4C12のように、二分子膜構造を持ったものではない）。この解釈と

しては、溶解直後に生成が確認されたミセル様の構造物（粒子径＜10 nm）がぶ
どう状に寄り集まったぶどう状会合体が、エイジングと共に生成したことが考

えられる。この場合、TEM 測定用の Cu グリッドにのせた後、サンプルの脱塩
をするために MilliQ 水で洗浄する際に、分子同士の会合力が弱いが故にすぐに
はがれる、あるいは単分子に分散してしまい、TEM測定時には目立った会合体
として観測できなかったことが考えられた。この結果は、平面二分子膜の形成

を試みて AFM測定を行った際に、二分子膜の形成が見られなかったこととも一
致する。 
	
 D5C12では、DLS で観測された 200-300 nm 程度のサイズを持つ球状の会合体
の生成が TEM測定からも確認できた。球状会合物の外側辺縁に二分子膜の形成
を示唆する薄膜は観測することができなかったが、ぶどう状ミセル会合体のよ

うな複雑な凝集物とも異なっていたことから、D3C12、D4C12と同様に、溶液中で

球状二分子膜が形成されていると思われる。一方で D5C12に関しては、AFM 測
定から平面二分子膜の形成は確認されていない。これに対する解釈としては、5
つの Asp残基からなり大きな親水頭部を持つ D5C12に関しては、平面二分子膜を

形成するために平らな表面と相互作用する場合には、このサイズや形が不利に

働いたことが考えられた。 
	
 D3C14、D3C16では、いずれも明確な会合形態の観察には至らなかった。これは

アルキル鎖長の増加に伴い溶液中でのミクロなレベルでの溶解度の低下が見ら

れたためと考えられる（TEMグリッド上に、凝集体の生成もみられた）。ただ
D3C14に関しては、ファイバー状の会合体も若干ではあったが見られた。一方で

このような結果は、AFM測定において、両者から平面二分子膜の生成が見られ
た結果と矛盾してみえる。これに対する解釈としては、TEM測定では非常に頻
度が小さくみいだせなかったが、ごく少量生成している球状二分子膜が平面二

分子膜化していた、あるいは濃度は低いが、溶液中に単分子で分散しているこ

れら分子が、球状二分子膜の生成を経ずに平面二分子膜化したことも考えられ

る。しかしながら、現状これ以上の解釈を与えることは難しい。 
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2-3-1-5	
 エマルジョン法による選択的なベシクル調製の検討 35) 
 

	
 これまでの、1 mM程度の濃度でバッファー溶液中に溶かしてエイジングを行
う方法の検討から、特に D3C12、D4C12には二分子膜形成能が高いことが分かっ

てきた。しかしながら、リン脂質などでリポソームを調製する場合には、有機

溶媒（クロロホルムなど）やエタノールに一旦溶解し薄膜の形成を経て水和さ

せる薄膜水和法 37)や、エタノールに溶かした溶液をバッファー溶液中に注入す

るエタノールインジェクション法 38)を用いることで、選択的な球状二分膜の形

成が可能である。今回検討を行っている PG-surfactantに関しても、選択的な二
分子膜調製を目指し、同様な方法を検討してみたが、D3C12をはじめとするいず

れの PG-surfactantも、これらの溶媒に対して溶解性が悪いために実行は難しか
った。一方で、S. Pautotらにより 35)、エマルジョン法と呼ばれる手法を用いたジ

ャイアントリポソーム調製法報告されていたため、この方法を利用した球状二

分子膜の調製に関して検討を行った。 
 

  
図 2-28	
 エマルジョン法によるベシクル調製のイメージ 

 

図２−２８に示したエマルジョン法ついて説明をする。まず、ステップ Aで流
動パラフィン中に両親媒性分子を分散させ、そこに極少量の水系溶媒を加え超

音波ホモジナイザーにより乳化（逆エマルジョン）することで、両親媒性分子

の親水部を内側（水滴側）に向け水滴表面に吸着させた状態を作製する。ステ

ップ B で、外水相となる水系溶媒の上に乳化した流動パラフィン溶液を乗せる
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ことで、エマルジョン表面に吸着しなかった両親媒性分子が水界面に並び、そ

の上に両親媒性分子が吸着した水滴が載った状態となる。なお、このとき内水

相溶液にはスクロース＋グルコース、外水相溶液にはグルコースのみをそれぞ

れ同濃度になるよう混ぜ、内水相と外水相の浸透圧を同じにしておく。その後

ステップ C で遠心分離機にかけることにより、比重の大きい内水相溶液を含ん
だ逆エマルジョンが両溶媒の界面に並んだ両親媒性分子を巻き込みつつ外水相

溶媒に沈降する。このようにして、球状二分子膜を形成させる方法である。 
	
 S. Pautotら 35)は脂質をクロロホルムに溶かし流動パラフィンと混合した後、ク

ロロホルムを留去させているが、内水相溶液に PG-surfactant が可溶な塩基性水
溶液を用いれば、これに溶けた PG-surfactant がパラフィンとの界面に並び逆エ
マルジョンを作ることができると考えた。 
	
 実際に、D3C12、D4C12をエマルジョン法により球状二分子膜化したものに関し

て、DLSによる評価を行った結果を図 2-29 に示した。その結果、前節までに検
討を行ってきた、溶液中でエイジングする手法（エイジング法）で得られた会

合体とは大きく異なり、100 nm程度の粒径をもつ均一な会合体の生成が確認さ
れた。エイジング法と異なり、エマルジョン法では得られる球状二分子膜の粒

径が若干大きくなったが、これはエマルジョン法ではじめに PG-surfactant のエ
マルジョン溶液を作る際に利用した溶液の量（PG-surfactant 1 mgに対して、内
水相溶液を 30 µL）や、超音波分散の度合いに依存すると思われる。この辺りの
条件の影響に関しては、ここでは詳細な検討までは行っていない。しかしなが

ら、得られる球状二分子膜の単分散性に劇的な改善が見られたことから、

PG-surfactantで選択的に球状二分子膜を調製する手法として、エマルジョン法が
有効であることが分かった。 

 
図 2-29	
 DLSによる会合体の粒径分布評価 (エマルジョン法で調製した(a) D3C12, (b) D4C12) 
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表 2-2 エマルジョン法とエイジング法による調製で得られる球状二
分子膜の平均粒子径と多分散度（PDI）の比較 

 平均粒径 (nm) PDI 

エイジング法	
 D3C12 99.1 0.35 

エマルジョン法	
 D3C12 159 0.20 

エイジング法	
 D4C12 70.1 0.26 

エマルジョン法	
 D4C12 175 0.20 

 

 
図 2-30	
 エマルジョン法により調製を行った D3C12,の球状二分子膜の TEM画像 

 
 

2-3-2 PG-surfactantの形成する二分子膜形成のキャラクタリゼーションと膜蛋白
質の内包挙動の観察 
2-3-2-1	
 光褪色後蛍光回復法 (FRAP) による膜流動性の評価 
 

	
 D3C12、D4C12がカチオン修飾したガラス基板上に形成した平面二分子膜につい

て、膜の流動性の有無を確認するため FRAP 測定を行った。図２−３１に D4C12

二分子膜の、図２−３２に DOPG二分子膜のレーザー照射直後・1分後・3分後・
5分後・10分後・15分後の褪色箇所の画像の変化をそれぞれ示した。 
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図 2-31  蛍光顕微鏡による光褪色後の D4C12平面二分子膜観察 

(上段左からレーザー照射直後・1分後・3分後	
 下段左から 5分後・10分後・15分後) 
 

 
図 2-32  蛍光顕微鏡による光褪色後の DOPG平面二分子膜観察  

(上段左からレーザー照射直後・1分後・3分後	
 下段左から 5分後・10分後・15分後) 
 

	
 またこの観察画像から求められる褪色部分の領域の蛍光強度を用いて、蛍光

回復した面積比率を求め時間毎にプロットしたグラフを図２−３３に示した。 
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図 2-33  消光後の時間に対する光褪色部分の蛍光回復率（％）(a) D3C12 (b) D4C12 (c) DOPG 

 

 図２−３３のデータを元に、thalf (min.)を算出した結果を表２−３に示した。 
 

表 2-3  FRAP測定から算出された thalf (min.) 
二分子膜形成分子 thalf (min.) 

D3C12 >1000 
D4C12 >1000 
DOPG 4.3 

 

	
 こちらからも明らかなように、DOPG 二分子膜では照射後１５分程度でほぼ
完全に蛍光回復が見られたが、D3C12、D4C12の形成する二分子膜では蛍光回復が

ほとんど見られなかった。これより、D3C12、D4C12の形成する二分子膜では膜の

流動性はほとんど無いことが分かった。この原因としては、オリゴ Asp からな
る極性基を通した隣接分子との相互作用、あるいは長鎖アルキル鎖の根元にあ

るアミド結合間の水素結合などが、リン脂質などに比べて強いことが考えられ

た。 
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2-3-2-2 PG-surfactant二分子膜と LH2の複合化評価 
 

	
 D3C12 が形成する二分子膜中に膜蛋白質 LH2 を変性させることなく固定化す
ることを目指し、透析を用いた複合化を試みた。図２−３４には D3C12を用いて

LH2を溶解し、透析した後の複合化した溶液の吸収スペクトルを示した。 
 

 
図 2-34	
 D3C12二分子膜と LH2を複合化した後の吸収スペクトル 

 

	
 LH2の BChlaに基づく２種類の特徴的なピークは B800と B860の 2つのピー
クであり、この両者の比が変性度合の指標となることが知られている。図２−３

４から、D3C12による LH2複合化後のこの 2つのピークを確認すると B800のピ
ークトップが約 20 %減少していることから、若干の変性（B800の色素の離脱）
が起きていると考えられる。ただし、一般にリン脂質により形成されるリポソ

ーム膜に再構成した場合であっても、B800の吸光度は若干減少が起きることが
知られている。またリン脂質のリポソームに再構成した場合には、B800と B860
のそれぞれの吸収バンドが 2 nmほどの長波長シフトが起こることが知られてい
るが、D3C12においてはむしろ僅かに短波長シフトしていることから、球状二分

子膜の形態を保ったまま、複合化されてはいないことが示唆された。 
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2-3-2-3 ショ糖密度勾配法による複合化溶液の評価 
 

続いて D3C12と LH2 が複合化し共存しているかどうかの確認するため、ショ
糖密度勾配法により評価を行った。超遠心装置による遠心分離を行った後の各

遠心チューブの画像を図２−３５に示す。 

  
図 2-35	
 D3C12/LH2複合化溶液のショ糖密度勾配法による分析 

左：明所	
 右：暗所で UVランプ照射下	
 	
 (a) LH2 (b) D3C12/LH2 (c) D3C12 
 

	
 図２−３５に見られるように、D3C12/LH2複合化溶液は LH2単独に比べ下方向
にブロードしたバンドとなっていた。またD3C12単独のバンド (ダンシル化D3C12

による蛍光バンド) は LH2単独に比べ下の位置に見られ、D3C12/LH2複合化溶液
のバンドと大部分は一致しているように見えた。 
次にこれら遠心チューブの上面より 1ml ずつ分取して、上から順にフラクシ
ョン 1, 2…とし、それぞれの吸収スペクトルと蛍光スペクトルを測定した。 
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図 2-36	
 LH2単独と D3C12/LH2複合化溶液の各フラ
クションの A860における吸収スペクトル（赤：LH2

単独	
 青：D3C12/LH2複合化溶液） 

図 2-37	
 D3C12単独と D3C12/LH2複合化溶液の各フ
ラクションの 506 nmにおける蛍光スペクトル（赤：

D3C12単独	
 青：D3C12/LH2複合化溶液） 

 

図２−３６より、LH2単独は主にフラクション 4, 5に存在していることが分か
る。それに対し D3C12/LH2複合化溶液もフラクション 4, 5に多くの LH2が多く
存在しているが、6と 7にも存在していることが分かった。また図２−３７より、
D3C12単独のフラクションと複合化溶液を比べるとほとんど同じ位置に存在して

いることが分かる。このことから、D3C12/LH2複合化溶液中で LH2は D3C12によ

って可溶化され、D3C12単独の密度に依存して、若干下のフラクション（低い比

重のフラクション）に移動したものと考えられる。 
 

2-3-2-4 DLSによる複合体の粒径分布測定 
 

	
 LH2を複合化させることで、D3C12の溶液中での会合状態に影響があるのか調

べるため DLSによる粒径分布測定を行った。結果を図２−３８に示す。 

 
図 2-38	
 DLSによる D3C12/LH2複合化溶液の粒径分布測定 
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 D3C12単独の溶液と比較して、複合化溶液では大幅に多分散化していることが

分かった。これは、LH2が D3C12のミセルによって１分子、あるいは複数の凝集

体の状態で可溶化されているものや、可溶化しきれなかった LH2が大きな粒径
のピークとなったもの、あるいはわずかながらに、当初の目的であった、D3C12

の形成する二分子膜に LH2が取り込まれたもののなどが混在していること考え
られる。 
	
 	
  

2-3-2-5 AFMによる基板上での複合体の観察 
 

	
 二分子膜中への LH2の固定化ができていた場合、最も直接的にその形態を評
価できる方法として、基板上へ平面膜化させて AFMで観察する方法が挙げられ
る。図２−３９には膜蛋白質を固定化した平面二分子膜の形成モデルを示した。

理想的な状態であれば、高さの揃ったテラス状の膜ドメイン中に、膜外領域を

突出した LH2が確認されると考えられる。そこで D3C12/LH2複合化溶液をカチ
オン修飾した基板上へラプチャーし AFM で観察を行った。結果を図２−４０に
示した。 

 
図 2-39	
 プロテオリポソームを経由した膜蛋白質固定化のモデル 

 
図 2-40	
 AFMによる基板上での D3C12/LH2複合形態の観察 
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 観察の結果、まとまった平面二分子膜のテラス構造は確認できず、基板上に

粒状に分散し吸着した会合体しか見られなかった。ショ糖密度勾配法による評

価や DLS測定の結果と合わせて考えると、D3C12二分子膜がその構造を保ったま

ま LH2を固定化することは困難であると考えられた。 
 

2-3-3 クロスリンク PG-surfactantによる二分子膜形成 
 

	
 2-3-2 項の検討から、D3C12の形成する二分子膜中への膜蛋白質 LH2 の固定化
は困難であるという結論が得られた。よって 2-3-3項ではより安定的に二分子膜
が形成可能な分子設計を目指す。具体的には、オリゴ Asp ベースであったペプ

チドスペーサーの配列に 2 つのシステインを導入し —Cys(Asp)nCys－ (n=2, 3, 
4) とすることで、分子内でジスルフィド架橋を形成すると考えられる構造とし
た。なお名称は Asp数が 2, 3, 4のものを順に cr-D2C12、cr-D3C12、cr-D4C12とし、

総称を cr-PG-surfactantとする。 

 
図 2-41	
 cr-PG-surfactantの構造式 

 

	
 これまでの PG-Surfactant ではペプチド部分に構造規制を加えていないことか
ら、ペプチドの構造により 2 本の疎水鎖が柔軟に向きを変えてしまい、膜構造
の安定性を欠いている可能性が考えられた。分子内でジスルフィド架橋を形成

することで、ペプチドの構造が環状に制限され 2本の疎水鎖は同じ方向に向き、
結果膜蛋白質の導入が可能な安定性のある二分子膜が形成できるのではないか

と考えた。 
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図 2-42	
 非架橋 PG-Surfactant と cr-PG-surfactantのとりうる分子骨格の違い 

 

	
 2-3-3項ではこの分子内架橋を施した cr-PG-surfactantの合成と、これらの基礎
的な物性や会合能を明らかにするため、ANSを用いた cac値の算出、AFM、DLS、
TEM 測定を用いた固定基板上や溶液中での会合挙動の評価を行った。また

Ellman 試薬を用いることで、cr-PG-surfactant が塩基性溶液中でジスルフィド結
合をどの程度生成しているのか、フリーの SH基を定量することにより評価した。 
 

2-3-3-1 Ellman試薬による SH基の定量 
  

	
 合成した各 cr-PG-surfactant に含まれる 2 つのシステイン側鎖の SH 基が、塩
基性溶液中でジスルフィド結合をしているかどうか調べるため、SH基定量試薬
DTNBを用いて SH基の定量を行った。DTNBはフリーの SH基が存在すると SH
基の量に相当する量の S-S 結合が切れて、安定な 5-メルカプト-2-ニトロ安息香
酸を生成する。この生成した 5-メルカプト-2-ニトロ安息香酸の吸光度（λmax= 412 
nm、ε = 1.55×104）から SH基を定量する。 

 
図 2-43	
 DTNBの構造式 
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Acalcd.= ε・C・L（L : セル光路長）、（A obs./Acalcd.）×100より SH基残存率を求めた。 
 

cr-D2C12：(1.025/62) × 100 = 1.7 % 
cr-D3C12：(1.006/62) × 100 = 1.6 % 

cr-D4C12：(1.145/62) × 100 = 1.8 % 
 

 これより各 cr-PG-surfactantの SH基残存率はそれぞれ 2%以下と算出された, 
ほぼ全ての分子がジスルフィド架橋を形成していることが分かった。 
 

2-3-3-2 蛍光プローブ法による cac値の測定 
 

	
 非架橋 PG-surfactantと同様に、各 cr-PG-surfactantについて cac値の測定はANS
を用いた蛍光強度変化により行った。環境応答性の蛍光色素である ANSは、分
子周辺が疎水性環境となることで蛍光強度が大きく増加する特徴を持つ。界面

活性剤と共存させた系では、ANS が界面活性剤ミセル中に取り込まれ疎水性環
境に置かれることでこれに応答する。このことから、界面活性剤溶液の濃度に

対する ANSの蛍光強度が大きく変化する変曲点から CMC値の概算が可能とな
る。以下に ANSの構造式を載せる。また各 cr-PG-surfactantの濃度変化に対する
ANSの蛍光スペクトル変化と、各 cr-PG-surfactant対数濃度 対 ANSの相対蛍光
強度のプロットを、次ページ以降に示した。なお後者の縦軸の相対蛍光強度に

ついて、界面活性剤が非存在下での ANS溶液の蛍光強度を 1とした。 
 

 
図 2-44	
 ANSの構造式 
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図 2-45	
 (左)cr-D2C12の各濃度における ANSの蛍光スペクトル, 

 (右) cr-D2C12の対数濃度 対 ANSの相対蛍光強度のプロット 

 

  
図 2-46	
 (左) cr-D3C12の各濃度における ANSの蛍光スペクトル, 

 (右) cr-D3C12の対数濃度 対 ANSの相対蛍光強度のプロット 
 

  
図 2-47	
 (左) cr-D4C12の各濃度における ANSの蛍光スペクトル, 

(右) cr-D4C12の対数濃度 対 ANSの相対蛍光強度のプロット 
 

	
 図２−４５、４６、４７より、cr-PG-surfactantの濃度上昇時に、ある濃度を境
に蛍光スペクトルの最大強度が大きくなっていくことが確認できた。それに加
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え、ピーク位置が徐々に短波長シフトしていくことも明らかとなった。これは

ANSがより疎水的環境である cr-PG-surfactantの会合体内に取り込まれたことを
示していると考えられる。変曲点前後の 2 直線の交点より算出された各
cr-PG-surfactantの cac値を以下にまとめる。 
 

表 2-4	
 各 cr-PG-surfactantの cac値 
PG-surfactant cac/mM 

cr-D2C12 0.050 

cr-D3C12 0.097 

cr-D4C12 0.20 

 

ここに示すように、cr-PG-surfactant においても濃度の上昇に伴い、測定して
いる物理量に一つの変曲点が見られ、ミセルあるいは何らかの会合体の形成が

示唆された。親水頭部別の比較をすると、それほどの差は見られないものの

cr-D2C12が最も会合能が高いという結果となった。また非架橋 PG-surfactantとの
比較をしても大きな差は見られないが、cr-D2C12、cr-D3C12 についてペプチドス

ペーサーが同残基数の D4C12, D5C12と比べ若干 cac値が小さくなっているのは、
ジスルフィド架橋により長鎖アルキル鎖の会合を促進する効果が見られたと考

えられた。 
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2-3-3-3 DLSによる水溶液中での会合体挙動の評価 
 

非架橋 PG-surfactantと同様にエマルジョン法により二分子膜化をしたサンプ
ルに関して、バッファー溶液中で形成している会合体の粒径分布を DLSにより
評価した。溶媒には 50 mM carbonate buffer (pH 10)を用いた。 

 

  
図 2-48 cr-D2C12会合体の粒径分布評価 ;[cr-D2C12] = 
c.a. 1 mM, 50 mM carbonate buffer (pH 10) 

図 2-49 cr-D3C12会合体の粒径分布評価 ;[cr-D3C12] = 
c.a. 1 mM, 50 mM carbonate buffer (pH 10) 

 

 

図 2-50 cr-D4C12 会合体の粒径分布評価[cr-D4C12] = 
c.a. 1 mM, 50 mM carbonate buffer (pH 10) 

 

 

	
 その結果 cr-D2C12、cr-D3C12については直径 100nmオーダーの会合体のピーク
が単独で得られたのに対して、cr-D4C12については直径～10nmのミセル様会合
体と思われるピークと 400 nm程度のサイズを持つ会合体の形成がそれぞれ観測
された。これは、cr-D4C12については親水頭部が大きく分子形状が円錐型となっ

たことで、二分子膜形成能が下がり、代わりに球状ミセル形成の選択性が上が

ったものと考えられる。 
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2-3-3-4 TEMによる会合形態の観察 
 

	
 前述の DLS測定から、架橋型の PG-surfactant（cr-D2C12、 cr-D3C12）に関して、

非架橋 PG-surfactantと同様に、100 nm程度の会合体の形成が確認され、球状二
分子膜の形成が示唆された。そこで、TEM測定から、溶液中での形態の確認を
行った。測定サンプルは、DLS 測定に用いたサンプルと同様に、エマルジョン
法により 1 mg/mlの濃度でサンプル調製を行った。測定溶媒には 50 mM carbonate 
buffer（pH 10）を用いた。 
 

  
図 2-51 TEMによる cr-D2C12の形成する会合体観察 図 2-52 TEMによる cr-D3C12の形成する会合体観察 

 

 

図 2-53 TEMによる cr-D4C12の形成する会合体観察  
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 TEM 測定の結果から、cr-D2C12、cr-D3C12については DLS で確認された直径
100 nmの会合体が、球状二分子膜であることが確認された。サイズのばらつき
は見られたものの、大まかなサイズに一致も見られた。またこれらの形態は、

D3C12、あるいは D4C12で観測されたものとも類似していた。 
一方で、cr-D4C12については、全体的には何も写らない箇所が多く見られたが、

図２−５３に見られるように一部で巨大な網状の構造物が見られた。DLSからは、
400 nm程度の会合体の形成が示唆されたが、こちらとの一致は見られていない。
これらを総合的に考察すると、DLSや TEM 測定で見られているものは、cr-D4C12

の形成するミセル同士が集合しペプチド部分の水素結合により、不均一な凝集

体が形成されているのではないかと考えられる。いずれにしても、cr-D4C12の大

きな極性基部位の構造が、それらが会合しリポソーム様の球状二分子膜を形成

するのには向いていないことが推測された。 
 

2-3-3-5 AFMによる基板上での会合挙動観察 
 

	
 合成した cr-PG-surfactantについて非架橋 PG-surfactantと同様、平面二分子膜
形成能を有しているかどうか評価を行った。PLL を予め固定化しカチオン修飾
したマイカ基板上に、cr-PG-surfactant の形成する球状二分子膜溶液をラプチャ
ーし、平面二分子膜化を行った後に、液中 AFM観察を行った。エマルジョン法
により調製した球状二分子膜の cr-PG-surfactant 濃度は 1 mg/mL で、50 mM 
carbonate buffer（pH 10）を溶媒とした。AFM観察の際には、MilliQ水で覆った
マイカ基板上に、cr-PG-surfactant 球状二分子膜溶液を少量加え、カチオン化し
たマイカ基板上に固定化し、測定サンプルとした。 
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図 2-54	
 AFMによる基板上での平面二分子膜形成能観察 
左上：cr-D2C12	
 右上：cr-D3C12	
 左下：cr-D4C12 

 

	
 その結果 cr-D2C12、cr-D3C12については D3C12などと同様、一様に高さの揃っ

た分子膜のテラス構造が観察された。マイカ表面からの高さ（約 5 nm程度）情
報から、ちょうど cr-D2C12,あるいは cr-D3C12の２分子長と一致したことから、平

面二分子膜が形成されているものと思われる。ただし、D3C12、D4C12などに比べ

ると、若干ではあるが、平面二分子膜の高さが低くなる傾向も見られた。これ

は、架橋構造のあるなしによる、ペプチド鎖部分の立体構造の違いに起因する
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のかもしれない。 
	
 一方 cr-D4C12では、2-3 nm 程度の細かい凝集体の吸着は見られたものの、平
面二分子膜の形成は見られなかった。原因としては親水頭部が大きすぎるため、

平面状にうまく集積化しにくいことや、親水性が高すぎることで基板表面に吸

着されにくいなどの原因が考えられた。 
 

2-3-3-6 DTTによる還元雰囲気下の影響 
 

	
 cr-PG-surfactantが分子内に S-S結合による架橋構造を持つことから、還元雰囲
気下では分子内の S-S結合解裂による架橋構造の消失が期待される。またその
場合、cr-PG-surfactantの形成する会合体も酸化、還元に対して応答性が予測さ
れた。そこで、マイカ基板上に cr-PG-surfactantを平面二分子膜化したサンプル
に対して、過剰の還元剤（DTT）を添加することによる AFM画像への影響を次
に調べた。ちなみに、会合した cr-PG-surfactant分子のいくつかの分子内ジスル
フィド架橋が隣り合った分子間の架橋に掛け変わってその構造を形成していた

場合にも、同様の応答性をもつ可能性は考えられた。 
 

  

 

 

図 2-55	
 AFMによる基板上での cr-D2C12の会合挙動観察 (左上:DTT添加前 右上: DTT添加直後左下: DTT
添加 60分後) 
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 これらの結果より、DTT 添加前にマイカ基板上に形成されていた平面二分子
膜は DTTを添加して時間が経過した後も特に大きな変化を見せることはなかっ
た。 
	
 続いてバッファー溶液中における cr-D2C12の会合体に対する DTT添加の影響
を、DLSで粒径を測定することにより評価した。 

 
図 2-56	
 DLSによる DTT添加時の cr-D2C12会合体の粒径分布評価 

青：添加前	
 赤：添加 10分後	
 緑：添加 180分後 
 

	
 その結果、AFMの結果と同様に DTTを添加して時間経過した後も、若干の粒
径の減少は見られたものの、粒径分布が大きく変わることはなかった。 
	
 これら AFMと DLSの結果から、cr-D2C12が膜構造を形成した際、ジスルフィ

ド架橋した部分はより疎水鎖側に存在しており、還元雰囲気条件下においても

還元されずに構造の変化を起こさなかったのではないかと考えられた。 
 

2-3-3-7 光退色後蛍光回復法 (FRAP)による膜流動性の評価 
 

cr-D2C12、cr-D3C12がカチオン修飾した基板上に形成した平面二分子膜につい

て流動性の有無を確認するため、FRAP 測定を行った。図２−５７に cr-D2C12二

分子膜、図２−５８に DOPG二分子膜へのレーザー照射直後、1分後、3分後、5
分後、10分後、15分後の褪色箇所の画像変化をそれぞれ示した。 
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図 2-57	
 蛍光顕微鏡による光褪色後の平面二分子膜観察 (サンプル：cr-D2C12 

上段左からレーザー照射直後・1分後・3分後	
 下段左から 5分後・10分後・15分後) 

 
図 2-58	
 蛍光顕微鏡による光褪色後の平面二分子膜観察 (サンプル：DOPG 

上段左からレーザー照射直後・1分後・3分後	
 下段左から 5分後・10分後・15分後) 

 

	
 またこの観察画像から求められる褪色部分の面積を用いて、蛍光回復した面

積比率を求め時間毎にプロットしたグラフを図２−５９に示した。 
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図 2-59	
 時間に対する光褪色部分の蛍光回復率 
(a) cr-D2C12 (b) cr-D3C12 (c) DOPG 

 

	
 図２−５７には cr-D2C12の結果を載せたが、図２−５８に示した DOPG の結果
とは大きく異なり、光退色後蛍光強度の回復は見られなかった。なお、測定結

果は載せていないが、cr-D3C12についても同様に蛍光回復は見られなかった。 
 

表 2-5  FRAP測定から算出された thalf (min.) 
二分子膜形成分子 thalf (min.) 
cr-D2C12 >1000 
cr-D3C12 >1000 
DOPG 4.3 

 

	
 表２−５に具体的に thalf (min.)の結果を纏めたが、非架橋 PG-surfactantと同様に
cr-D2C12、cr-D3C12 の形成する二分子膜についても、蛍光回復が見られないこと

から、膜の流動性はほとんど無いことが分かった。 
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2-3-4 cr-PG-surfactant二分子膜中への膜蛋白質の固定化 
2-3-4-1 cr-PG-surfactant二分子膜と LH2の複合化評価 
 

	
 cr-D2C12が形成する二分子膜中に膜蛋白質 LH2 を変性させることなく固定化
出来るか、透析を用いた複合化を試みた。図２−６０には OG共存下、cr-D2C12、

LH2を共に溶解した溶液から、OGを透析により除いて複合化したサンプルの吸
収スペクトルを示した。 
 

 
図 2-60	
 cr-D2C12と LH2の複合化後の吸収スペクトル 

 

	
 cr-D2C12と LH2を複合化後の B800の吸光度を確認すると、やはり透析前の吸
光度に比較して若干の吸収強度の低下は見られるものの、ほとんど強度変化が

見られなかったことから、LH2 の構造変性は大分抑えられていることが確認さ
れた。D3C12での結果に比べるとその変性度合には明らかな差が見られ、LH2の
変性を抑えた複合化が可能となると示唆された。 
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2-3-4-2ショ糖密度勾配法による複合化溶液の評価 
	
 続いて cr-D2C12と LH2 が複合化されて共存していることを確認するため、シ
ョ糖密度勾配法により評価を行った。超遠心装置による遠心分離を行った後の

各遠心チューブの画像を図２−６１に示す。 
 

 
図 2-61	
 cr-D2C12/LH2複合化溶液のショ糖密度勾配法による分析 

左：明所	
 右：暗所で UVランプ照射下	
 	
 (a) LH2 (b) cr-D2C12/LH2 (c) cr-D2C12 
 

	
 図２−６１に見られるように、cr-D2C12/LH2複合化溶液は比較サンプルである
LH2 単独に比べ下の位置（比重がより重い）でバンドとなって現れた。また
cr-D2C12単独のバンド (内包させたダンシル化 D3C12による蛍光バンド) も LH2
単独に比べ下の位置に見られた。 
次にこれら遠心チューブの液面より 1ml ずつ分取して上から順にフラクショ
ン 1, 2…とし、それぞれの吸収スペクトルを測定した。なお、265 nmに置ける
吸収強度 A265（ダンシル化 D3C12のダンシル基由来の吸光度）を、cr-D2C12の濃

度評価に利用した。 
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図 2-62	
 LH2単独と cr-D2C12/LH2複合化溶液の各フ
ラクションの B860における吸収スペクトル 
赤：LH2単独	
 青：cr-D2C12/LH2複合化溶液 

図 2-63	
 cr-D2C12単独と cr-D2C12/LH2複合化溶液の
各フラクションの A265における吸収スペクトル 

赤：cr-D2C12単独	
 青：cr-D2C12/LH2複合化溶液 
 

図２−６２より、LH2単独は主にフラクション 5に最も存在していることが分
かる。それに対し cr-D2C12/LH2 複合体はフラクション 6 が極大となっているこ
とが分かった。また図２−６３より cr-D2C12単独は主にフラクション 5に最も存
在しており、それに対し複合化溶液はフラクション 6 が極大となっていること
が分かった。cr-D2C12と LH2 は単独ではフラクション 5 付近に分画されるが、
複合化することでそれらが共にフラクション 6 付近に分画される、というこれ
らの結果から考えて、同程度の密度をもつ両者がプロテオリポソーム様に複合

化することでその複合体 1 つ当たりの密度が大きくなり、より下のフラクショ
ン（比重の重い分画）で共存する結果となったのではないかと考えられる。こ

れらの結果は、cr-D2C12の形成する二分子膜構造内に LH2 が複合化されている
ことを強く示唆するものであった。 
 

2-3-4-3 DLSによる複合体の粒径分布測定 
 

	
 LH2を複合化させることで、cr-D2C12の溶液中での会合状態に影響があるのか

調べるため DLSによる粒径分布測定を行った。結果を図２−６４に示す。 
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図 2-64	
 DLSによる cr-D2C12/LH2複合化溶液の粒径分布測定 

 

	
 cr-D2C12単独がエマルジョン法により形成する 100 nm程度の会合体と比較し
て、透析により複合化された溶液では 40 nm 程度と若干粒子径の低下が見られ
たが、D3C12の場合と大きく異なり、均一なサイズの会合体が形成されているこ

とが分かった。この結果は、 cr-D2C12の形成する二分子膜構造を崩すことなく、

膜蛋白質 LH2を安定に固定化できていることを示唆するものであった。 
 

2-3-4-4 TEMによる複合体の形態観察 
 

	
 DLS による粒径分布測定の結果、二分子膜構造が崩れていないことが示唆さ
れた。これを裏付けるため、TEMにより形態観察を行った。ポバール支持膜を
持つ Cuグリッド上に cr-D2C12/LH2複合体のサンプルをキャスト後、リンタング
ステン酸水溶液 (1.7wt%)により染色を行い測定を行った。 
  

100 nm 

40 nm 
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図 2-65	
 TEMによる溶液中での cr-D2C12/LH2複合形態の観察 

 

	
 図２−６５より、プロテオリポソーム様の袋状の会合体と思われる、粒径の揃

った球状会合体を多数観察することができた。むしろ cr-D2C12単独での TEM測
定よりもはっきりとベシクル様の会合体が観察できたことから、LH2 が組み込
まれたことで膜の安定が増強し、粒子径のサイズが小さく規定され、さらにベ

シクル構造も安定化された可能性が考えられた。 
 

2-3-4-5 AFMによる基板上での複合体の観察 
 

	
 D3C12/LH2複合体と同様に、cr-D2C12/LH2複合化溶液を、PLLを予め吸着させ
カチオン修飾したマイカ基板上へラプチャーし、AFM にて液中観察を行った。

結果を図２−６６に示す。 
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図 2-66	
 AFMによる基板上での cr-D2C12/LH2複合形態の観察 

 

	
 観察の結果、一様に高さの揃ったテラス構造の平面二分子膜と、その膜中に

点在する 1~2 nm程度の高さの突起が複数観察された。LH2の高さが膜外領域を
含め約 6~7 nmと推測され、cr-D2C12の二分子膜高さが 5 nm程度であることから、
この突出が膜に固定化された LH2 であると考えられる (図２−６７) 。D3C12の

結果と比べ明らかに膜構造が保たれており、DLS、TEM の結果と合わせて考え
るに、LH2 を固定化できうる安定性をもった二分子膜の作製に成功したといえ
る。 
 

 
 

 

  
図 2-67	
 LH2の推測される高さ (左) と LH2が固定された cr-D2C12二分子膜モデル (右) 
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2-4 まとめ 
本研究では新規のペプチド含有界面活性剤として、オリゴ Asp 残基をスペー
サーとしたジェミニ型骨格の新規界面活性剤分子 PG-surfactant を設計し、また
それらの機能評価を行った。 

2-3-1項では直鎖状のオリゴ Asp残基をスペーサー部位とした PG-surfactant、
D2C12、D3C12、D4C12、D5C12、D3C14、D3C16 の合成と二分子膜系性能に関して評

価を行い、これらの実験結果を示した。 
	
 合成法に関しては、長鎖アルキルアミド基を予め Fmoc-Cys-OHの側鎖に導入
した Fmoc-Cys-OH 誘導体を合成し、PG-surfactant を全て固相上で合成する方法
を適用したことで、一連のオリゴ Asp ペプチドをスペーサー部位に持つ
PG−surfactant を全て十分な収率、純度で得ることができた。この合成法は今後
様々なペプチド配列の PG-surfactant合成に適応可能と期待させた。 
物性評価として、表面張力法を用いた臨界凝集濃度 (cac) の算出を行った。
今回検討を行った全ての PG-surfactant について、濃度上昇に伴う表面張力値の
変化に、１つの変曲点が見られ、cac値の算出が可能であった。一方で、いずれ
も変曲点以降も表面張力値の減少が観測されたことから、単純にミセル様の会

合体が形成するだけではなく、それより高次の会合体（球状二分子膜や、ぶど

う状ミセル会合体など）の形成が示唆された。また、最も低い cac値を与えたの
は D3C12であり、会合に対して最適なペプチドスペーサー部位の長さが存在する

ことが分かった。さらに、３つの Asp 残基からなるペプチドスペーサーを持つ
PG-surfactant（D3C12、D3C14、D3C16）に関して、長鎖アルキル基部位の長さの影

響を検討したところ、意外なことにより炭素鎖長の短い、C12のもの（D3C12）に

ついて、最も低い cac値を与えた。これはアルキル鎖長の長さの増加に従い水溶
媒中での溶解度が減少する効果が主たる原因と考えられた。すなわち D3C14、

D3C16などが、溶液の見た目ではなくミクロなレベルで凝集が起こり、うまく表

面張力測定ができていないことである。 
次に、PG-surfactantの基板表面への二分子膜形成能に関して評価を行った。リ
ン脂質の球状二分子膜を基板上に平面二分子膜化させる方法と同様に、ポリ-L-
リジン臭素酸塩をマイカなどの基板表面に予め吸着させ、ここに PG-surfactant
溶液をラプチャーする方法を検討した。作製したサンプルを原子間力顕微鏡 
(AFM) により観察したところ、D3C12、D4C12、D3C14、D3C16に関してのみ平面二

分子膜の形成が確認できた。ペプチドスペーサー間の距離が短い、D2C12や、逆
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に長い D5C12に関して平面二分子膜の形成が見られなかったことから、親水頭部

の荷電数や長さが平面二分子膜形成能に大きく影響を及ぼしていることが分か

った。 

さらに、このような平面二分子膜形成能の違いを理解するため、溶液中での

会合挙動に関して、動的光散乱（DLS）測定、透過型電子顕微鏡（TEM）測定
を行った。その結果、平面二分子膜の形成に成功している D3C12、D4C12に関し

て、DLS、TEM測定いずれからもリポソーム様の球状二分子膜の形成が確認さ
れた。一方で D5C12に関しては、溶液中で同様に球状二分子膜の形成が示唆され

たが、一方で AFM測定からは平面二分子膜の形成は見られなかった。このよう
な挙動の不一致は、親水頭部の大きさの影響が考えられ、球状のモルフォロジ

ーであれば構造的に許容であるが、平面上に集積される場合には不安定化され

たものと思われる。 
また、PG-surfactantによる球状二分子膜の選択的な作製法として、エマルジョ
ン法の検討を行った。有機溶媒への溶解度が低いために水和法、エタノールイ

ンジェクション法などのリン脂質における球状二分子膜作製法が適用できなか

ったことからこの方法を検討した。この方法により調製したサンプルの粒径分

布を DLSで測定したところ、ベシクル様会合体のものと思われる直径約 100 nm
のピークが 1ピークで得られ、溶解後室温で一週間エイジングすることにより
二分子膜の形成を行ったサンプルに比べて粒子径の分散度も小さくなった。こ

のことから PG-surfactantを用いた二分子膜形成には、エマルジョン法が適して
いることが明らかとなった。 
	
 2-3-2 項では、PG-surfactant が形成する二分子膜を用いた各種評価を行った。
FRAP測定の結果、D3C12、D4C12二分子膜はどちらも流動性をほとんど持たない

ことが明らかとなった。隣接分子同士がアルキルアミン誘導体の接続部分のア

ミド結合により水素結合をしている可能性があり、これによって流動性が抑制

されていることが考えられる。D3C12二分子膜と LH2の複合化を透析により行っ
た結果、その溶液状態から可溶化はできているものの、吸収スペクトルから LH2
が 20 %程度変性していることが示唆された。またこの溶液をショ糖密度勾配法
により評価したところ、LH2 単独に比べ下のフラクションまでブロードしてい
たことから、D3C12と LH2が相互作用していることは示唆された。しかし、DLS
による粒径分布測定の結果、直径 10 nm 程度のミセル状態と思われるピークと
凝集しているようなピークが観測され、AFMによる基板上での観察の結果から
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も粒状に吸着した会合しか見られなかったことから、D3C12の二分子膜性が失わ

れ LH2 の固定化ができていないと考えられ、D3C12二分子膜中への LH2 の導入
は困難という結果となった。 

2-3-3, 2-3-4 項ではこの結果を踏まえ、膜蛋白質の固定化が可能な二分子膜形
成分子の構築を目指した。そこで疎水鎖の向きを揃えるため分子内架橋を施し

た PG-surfactant、cr-PG-surfactant を設計合成し、物性評価を行った。 
DTNB による SH 基の定量の結果、各 cr-PG-surfactant のバッファー溶液中で
のフリーの SH基残存率はそれぞれ 2%以下と算出されたことから、ほぼ全ての
SH基が分子内ジスルフィド架橋を形成していることが分かった。 
次に cr-PG-surfactant の濃度変化に伴う ANS の蛍光強度変化から各

cr-PG-surfactant の cac 値の算出を行った。その結果、全ての cr-PG-surfactant で
濃度に対する蛍光強度にひとつの変曲点が見られ、cac値を定義することができ
た。その中でも cr-D2C12で最も低い cac値が観測されたことから、cr-PG-surfactant
の中で最も高い会合能を持つと考えられた。また蛍光色素を用いた cac値測定は、
今回の cr-PG-surfactant のような表面張力法や電気伝導度測定などが適用できな
いサンプルに対しても適応可能であり、今後も様々な PG-surfactant に有用であ
ると考えられた。 
	
 DLS による溶液中での会合体の粒径分布評価の結果、cr-D2C12、cr-D3C12につ

いては直径 100 nmオーダーの会合体のピークが単独で得られ、一方で cr-D4C12

については直径～10 nm のミセル様会合体と思われるピークが主として観測さ
れた。また TEM による観察でも、cr-D2C12、cr-D3C12については DLS の結果と
対応のつくサイズの球状二分子膜の形成が観察された。 

AFMによる cr-PG-surfactantのマイカ基板上での会合挙動観察の結果、cr-D2C12、

cr-D3C12について一様に高さの揃った（ちょうど二分子長の高さ）の分子膜のテ

ラス構造が観察されたことから、非架橋型 PG-surfactant D3C12、D4C12と同様に、

平面二分子膜の形成が明らかとなった。ちなみに FRAP測定の結果、D3C12、D4C12

二分子膜と同様に cr-D2C12、cr-D3C12の形成する平面二分子膜も膜流動性をほと

んど持たないことが明らかとなった。 
平面二分子膜形成能を確認できたため、D3C12二分子膜と同様、cr-D2C12の形

成する二分子膜中へ LH2の固定化を試みた cr-D2C12二分子膜と LH2の複合化を
透析法により行った結果、その溶液状態から可溶化はできており、さらに吸収

スペクトルから D3C12と複合化を試みた場合と異なり、LH2の変成は大分抑えら
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れていることが確認された。またこの溶液をショ糖密度勾配法により評価した

ところ、LH2 単独 cr-D2C12単独と比べて異なる比重を持つ成分となっているこ

とが確認され、プロテオリポソーム用の会合体の形成が強く示唆された。次い

で DLSによる粒径分布測定を行ったところ、40 nm程度で均一に粒径の揃った
会合体が形成されていることが分かり、これを TEM で観察したところ DLS で
の結果と対応のつくサイズのベシクル様会合体が多数観察された。これらの結

果を踏まえると、cr-D2C12の二分子膜構造が崩れることなく LH2が内包された、
プロテオリポソーム様の複合体となっているために、LH2 変性度合の低減、ベ
シクル 1 つあたりの密度の増加、粒径の均一化が起きたと考えられる。このプ
ロテオリポソームを、ポリ-L-リジン臭素酸塩を吸着させたマイカ基板にラプチ
ャーすることにより形成される平面二分子膜の AFMによる観察からも、一様に
高さの揃った cr-D2C12 のテラス構造の平面二分子膜と、その膜中に固定化され

た LH2の膜外領域と思われる 1~2 nmの高さの突出が確認された。 
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第 3章	
 新規膜蛋白質可溶化試薬としての PG-surfactantの設計 
3-1 緒言 
 

	
 現在、膜蛋白質可溶化試薬として種々の界面活性剤が用いられている。膜蛋

白質可溶化試薬とは、元々生体膜に埋め込まれている膜蛋白質の疎水表面に結

合することで、膜蛋白質を水溶液中に可溶化できる界面活性剤であるが、ドデ

シル硫酸ナトリウム(SDS)のような通常のイオン性界面活性剤と異なり、蛋白質
に変性を及ぼすことはない。そのため、通常の界面活性剤とは明確に区別され

ている。現在、膜蛋白質可溶化試薬として主に用いられているものには、親水

部 に 単 糖 あ る い は 二 糖 類 を 持 つ 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る

n-Dodecyl-β-D-Maltoside (DDM)やn-Octyl-β-D-Glucoside (OG)、正と負の電荷を共
に 持 ち 、 電 荷 が 分 子 内 で 中 和 さ れ た 両 性 イ オ ン で あ る

Lauryldimethylamine-N-oxide (LDAO)、さらに飽和炭化水素鎖の代わりにコール
酸部位を持つ3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio] propanesulfonate (CHAPS)
などがある。これらの可溶化試薬は比較的古くから用いられており、膜蛋白質

可溶化の成功例が多い可溶化試薬として広く知られている1)。 
 

  
 
 

 

 
図 3-1 (a) n-Octyl-β-D-Glucoside (OG)の構造, 
	
 	
 	
 (b) n-Dodecyl-β-D-Maltoside (DDM)の構造 
	
 	
 	
 (c) N,N-dimethyldodecylamine-N-oxide (LDAO)の構造 
      (d) 3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]propanesufonate (CHAPS) 

 

	
 しかしながら、依然として膜蛋白質可溶化の成功例は限られており、例えば

薬剤開発のターゲットとして注目されている G 蛋白質共役受容体(G-Protein 

(a) (b) 

(c) (d) 
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Coupled Receptor、 GPCR)では、既存の膜蛋白質可溶化試薬では変性を抑えた可
溶化は不可能であるとさえ報告されている。このような状況の改善のためには、

可溶化試薬として利用可能な試薬の選択肢を増やすことが、合理的な解決法の

一つと考えられる。しかしかといって、無作為に異なる分子構造をもった化合

物をスクリーニングするのでは、実際に新規膜蛋白質可溶化試薬として利用可

能な試薬にヒットする確立は、非常に低いという問題点もあった。 
	
 そこで、種類を膨大な数に増やすことが可能な新規界面活性剤の開発を目指

す上で、我々はペプチド配列を含む界面活性剤に着目した。界面活性剤の分子

構造内にペプチド配列を含むことで、ペプチド部分のアミノ酸配列の選択によ

り、疎水-親水性のバランスから立体構造まで、性質の大きく異なる一連の試薬
ライブラリーが容易に構築できると考えた。またさらに、高効率な可溶化能を

もたせる上で、アルキル鎖を２つ持つ分岐型の分子骨格の利用にも着目した。

アルキル鎖を２つ以上含む界面活性剤は一般的に「ジェミニ型界面活性剤」と

呼ばれ、疎水鎖を複数持つことで、一本鎖型の界面活性剤に比べて一般的に会

合能が高いという特徴をもつ 2)-5)。より低い濃度からミセル形成が可能であれば、

可溶化に必要な界面活性剤の使用量が少なくなり、蛋白質に変性を招く因子が

減らせるため、可溶化試薬開発のプラットフォームとしての優位性も期待され

た。 
	
 我々は以上の 2点を考慮し、ペプチド骨格を含むジェミニ型界面活性剤(以下、
PG-surfactantと呼ぶ) が、新規の膜蛋白質可溶化試薬の分子骨格として有用では
ないかと考え、検討を行った。可溶化試薬として利用可能な PG-surfactant のコ
アペプチド部分の配列には、親水性アミノ酸であるアスパラギン酸(Asp)やリジ
ン(Lys)を連続させたオリゴペプチドを選択することで、このコアペプチド部位
が界面活性剤における親水頭部としての働きをすることを期待した。またこの

コアペプチドの両端に疎水鎖として働くアルキルアミド鎖を修飾したシステイ

ン(Cys(C12))を配置することで 2 本の疎水鎖を導入した。導入する疎水鎖には、
この PG-surfactant がミセル様の会合体を形成した際に、隣り合った分子同士で
安定な水素結合も形成しうることを期待し、アミド結合を末端に有する長鎖ア

ルキル鎖 C12を採用した。 
	
 また、今回我々が新規に設計合成した PG−surfactant が膜蛋白質の可溶化試薬
として利用可能か検討するための膜蛋白質には、好熱性シアノバクテリア T. 
elongatus由来の光化学系 I (PSI)6),と T. vulcanus由来の光化学系 II (PSII)7)を用い
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た。これらの膜蛋白質はチラコイド膜中に存在し光合成の明反応に関与してい

る。 
	
 簡単にチラコイド膜内における光化学反応について説明する。チラコイド膜

には４つの巨大なタンパク質複合体が存在し、光化学系 II 複合体のアンテナク
ロロフィル（Chl a）が光を吸収すると励起エネルギーが反応中心（P680）に伝
達される。P680 で励起された電子は反応中心を離れ，膜内に存在するプラスト
キノン（PQ）に伝達される。P680 が電子を失いホール（正孔）が生成すると，
このホールは膜外ドメインに存在する酸素生成複合体の Mn-Ca クラスター
（Mn4CaO5）に運ばれ、酸素発生を伴う水分解が起こる（４電子酸化反応）。PQ
は光化学系 II から電子を受け取ると同時に，チラコイド膜外側の H+と結合し，

膜内を移動する。PQ はチトクロム b/f 複合体に電子を渡し，H+を膜外に放出す

る。さらに電子はチトクロム b/f複合体からはプラストシアニン（PC）を経て光
化学系 I 複合体の反応中心（P700）に伝達される。光化学系 I では光化学系 II
同様に反応中心（P700）での電荷分離を経て，電子が膜外に存在するフェレド
キシン（Fd）に伝達される。Fdはフェレドキシン-NADP 酸化還元酵素（FNR）
を媒介することで、NADP＋に電子を渡し、NADPHが生産される 8)。(図３−２) 

 

図 3-2 チラコイド膜での光化学反応の概略図 
 

	
 PSI、 PSII は蛋白質の形成する超分子複合体内に多数の色素成分、電子アク
セプターとなる[4Fe-4S]クラスターなどを含み、分光学的な測定データから、そ
れぞれの PG-surfactant ベースの可溶化試薬が膜蛋白質のどの位置に構造的ダメ
ージが及ぼされているのか検討がし易いという利点を持つ。例えば、光誘起電
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子移動に伴う、酸素発生あるいは酸素減少などの反応速度を介して、電子移動

効率の評価が酸素電極を用いて簡便に評価が可能である。そこで本章では、吸

収スペクトルや蛍光スペクトル、過渡吸収スペクトル測定になどの分光法と、

酸素電極を用いた電子移動活性の測定により、PG-surfactantベースの新規界面活
性剤の膜蛋白質かようか試薬としての機能評価を行ったので以下に述べる。 
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3-2 実験項 
3-2-1 PG-surfactantの合成 
 

第 2 章 2-2-1 項で示したものと同様に長鎖アルキルアミドをあらかじめ
Fmoc-Cys-OH側鎖に導入した Fmoc-Cys(C12)-OHを合成し、PG-surfactantをすべ
て固相上で合成する方法をとった。 
 

3-2-1-1 種々の PG-surfactantの固相合成用担体上での合成 
 

	
 それぞれ合成した PG-surfactantは次のような配列をもつ。 
以下に合成した D3C12、D4C12、K3C12、K4C12、DKDKC12、DKDKC12D、DKDKC12K
の HRMSによる同定結果をまとめる。 
D3C12 (Ac-Cys(C12)Asp3Cys(C12)-NH2) (62 mg、29 %) 
HRMS (ESI-TOF, [M+Na]+): calcd. for C48H83N8O14S2, 1059.5470; found, 1059.5474. 

D4C12 (Ac-Cys(C12)Asp4Cys(C12)-NH2) (84 mg、35 %) 
HRMS (ESI-TOF, [M+Na]+): calcd. for C52H88N9O17S2, 1174.5740; found, 1174.5743. 

K3C12 (Ac-Cys(C12)Lys3Cys(C12)-NH2) (75 mg、33 %) 
HRMS (EI-TOF, [M+H]+): calcd. for C54H106N14O8S2, 1100.7667; found, 1100.7656. 

K4C12 (Ac-Cys(C12)Lys4Cys(C12)-NH2) (73 mg、29 %) 
HRMS (EI-TOF, [M + Na]+): calcd. for C60H117N13O9S2 + Na+, 1250.8436; found, 
1250.8412. 

DKDKC12 (Ac-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-NH2) (95 mg、38 %) 
HRMS (EI-TOF, [M + H]+): calcd. for C56H104N11O13S2, 1202.7256;found, 1202.7253. 

DKDKC12D (Ac-Asp-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-NH2)(113 mg、41 %) 
HRMS (EI-TOF, [M + Na]+): calcd. for C60H108N12O16S2 + Na+,1339.7345; found, 
1339.7338. 

DKDKC12K (Ac-Lys-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-NH2) (110 mg、40 %) 
HRMS (EI-TOF, [M + H]+): calcd. for C62H116N13O14S2, 1330.8206; found, 1330.8197. 
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3-2-1-2 MV-DKDKC12Kの合成 
3-2-1-2-1 カルボキシ基修飾メチルビオロゲンの合成 
3-2-1-2-1-1 モノメチルビオロゲンの合成 9) 

 
 

	
 窒素気流下、丸底フラスコにベンゼン(100 mL)、4,4’-bipyridyl (10 g、64 mmol )
を加え、撹拌した。4,4’-bipyridylが溶けた後、ヨードメタン(2.6 mL、42 mmol)
を約 15分かけ滴下した。すべて加え終わったら、48時間窒素気流下室温で撹拌
を行った。反応後エバポレーターにて溶媒留去し、残った黄色固形物をジクロ

ロメタンで洗浄し(100 mL × 5回)、目的物を得た。(7.32 mg、59%) 
化合物の同定は 1H-NMRにて行った。 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, rt) 4.39 (s, 3H, CH3−), 8.05 (d, 2H, pyridine-H-2′), 8.63 
(d, 2H, pyridine-H-3′), 8.87 (d, 2H, pyridine-H-2), 9.15 (d, 2H, pyridine-H-3). 
 

3-2-1-2-1-2 カルボキシ修飾メチルビオロゲンの合成 9) 

 
	
 丸底フラスコにメタノール(100 mL)、3-2-1-1-1項で合成したモノメチルビオロ
ゲン（2.0 g、6.7 mmol）、3-ブロモプロピオン酸（1.22 g、8.0 mmol）を加え、窒
素気流下、還流条件で 36時間反応を行った。反応後桐山漏斗にて黄色沈殿物を
ろ取しメタノールで洗浄を行い、目的物を得た。(665.2 mg、22%) 
化合物の同定は 1H-NMRにて行った。 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, rt) 3.18 (t, 2H, CH2−COOH), 4.45 (s, 3H, CH3-), 4.91 (t, 
2H, pyridine-CH2-), 8.79 (d, 2H, pyridine-H-2′), 8.81 (d, 2H, pyridine-H-2), 9.31 (d, 2H, 
pyridine-H-3′), 9.42 (d, 2H, pyridine-H-3). 
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3-2-1-2-2 固相合成の担体上でのMV- DKDKC12Kの合成 
 

	
 樹脂担体 Rink-amide resin (300 mg)を用い、Fmoc 固相合成により MV- 
DKDKC12K (MV-Lys-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-NH2)を合成した。メチル
ビオロゲンを修飾させるため、DKDKC12Kの最後のリジンを縮合した後、N-末
端アミノ基のアセチル化は行わず、代わりに 3-2-1-1項で合成を行ったカルボキ
シ基修飾メチルビオロゲンを縮合した。合成した MV-DKDKC12K の収量と

ESI-HRMSによる同定結果を以下にまとめる 
 

MV−DKDKC12K (95 mg、30.7 %) 
HRMS (EI-TOF, [M + H]+): calcd. for C74H128N15O14S2, 1514.9215; found, 1514.9294. 
 

3-2-2 蛍光プローブ法による PG-surfactantの cac値測定 10) 
 

	
 第２章 2-2-2-2 項に記述したのと同様の方法で、蛍光プローブに ANS を用い
て cac値の算出を行った。今回は 20 mM phosphate buffer（pH 7）を用いて測定
を行った。 
 

3-2-3 DLS測定による各 PG-surfactantの水溶液中での会合サイズの評価 
 

	
 各 PG-surfactantを 20 mM phosphate buffer（pH 7）に所定の濃度で溶解させ、
測定を行った。粒径測定には、Zetasizer Nano ZS （MALVERN社製）を用い、
光源は He-Neレーザー(λ= 632.8 nm)、非接触後方散乱光学系（NIBS）、動的光散
乱方 (DLS)により行った。 
 

3-2-4 シアノバクテリア由来の光合成膜蛋白質、光化学系 I（PSI）、光化学系 II
（PSII）の単離精製 
3-2-4-1シアノバクテリア由来の光化学系 I（PSI）の単離精製 6) 
 

	
 膜蛋白質 PSI は、好熱性シアノバクテリア T. elongatus のものを用いた。T. 

elongatus のチラコイド膜（クロロフィル濃度 1.0 mg-Chl/mL）を、1 wt% 
β-n-dodecyl-D-maltopyranoside（β-DDM）を含む緩衝液 [20 mM HEPES- NaOH (pH 
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7.2]、10 mM MgCl2、25％（w/v）グリセロール] を用いて暗所で 30分間 0 ℃に
てインキュベートをすることにより、PSIを含む膜蛋白質成分の可溶化を行った。
可溶化処理を行ったチラコイド膜サンプルを超遠心分離（107,000 x g、30 min）
にかけることにより、チラコイド膜残渣と、膜蛋白質の可溶化された上清成分

を分離した。PSIは天然型ではホモ３量体の構造をとっており、天然型の PSI単
離精製のためには、これが壊れることでできる PSI 単量体との分離も必要であ
る。ここでは低圧陰イオン交換クロマトグラフィー（イオン交換樹脂：Toyo Pearl 
DEAE650S, 東ソー製）により単離精製を行った。４℃にて行い、溶離液には
buffer C50（30 mM MES-NaOH(pH 6.2）、 0.03 wt％ β-DDM、3 mM CaCl2、0〜500 
mMの NaCl）を用いた。NaClの塩濃度を 100 mMまで増加させることで PSI単
量体および PSII が先に溶出され、150 mM まで増加させることで最終的に天然
型の３量体型 PSIが溶出された。純度確認は BN-PAGEによって行った。 
 

3-2-4-2シアノバクテリア由来の光化学系 II（PSII）の単離精製 7) 
 

	
 膜蛋白質 PSII は、好熱性シアノバクテリア T. vulcanus のものを用いた。T. 
vulcanus チラコイド膜からの PSIIの単離精製は、まずは 1 wt% β-DDMを含む緩
衝液 [40 mM MES-NaOH（pH 6.5）、100 mM NaCl、15 mM CaCl2、25％（w/v）
グリセロール] を用いてチラコイド膜からの抽出可溶化を行い、その後２回低圧
陰イオン交換クロマトグラフィー（イオン交換樹脂：Toyo Pearl DEAE650S, 東
ソー製）にかけることで精製を行った。PSII は天然型ではホモ２量体の構造を
とっており、天然型の PSII の単離精製のためには、これが壊れることでできる
PSII単量体との分離も必要である。単離精製を行い得られた天然型 PSIIは、20 
mM MES-NaOH（pH 6.0）[20 mM NaCl、3 mM CaCl2、25％（w/v）グリセロール
を含む]に懸濁し、使用するまで液体窒素にて凍結保存した。 
 

3-2-4-3	
 本実験で使用した buffer一覧 
 

	
 可溶化用 buffer 
	
 	
 PSI可溶化；Buffer K2（40 mM HEPES-NaOH（pH 7.8）、100 mM NaCl、 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 15 mM CaCl2、15 mM MgCl2） 
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    PSII可溶化；Buffer L2（40 mM MES-NaOH（pH 6.5）、100 mM NaCl、 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 15 mM CaCl2、15 mM MgCl2） 
 

	
 酸素電極測定用 buffer 
	
 	
 PSI ；Buffer K4（40 mM HEPES-NaOH（pH 7.8）、100 mM NaCl、 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 15 mM CaCl2、15 mM MgCl2、0.4 M スクロース) 
    PSII；Buffer L4（40 mM MES-NaOH（pH 6.5）、100 mM NaCl、 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 15 mM CaCl2、15 mM MgCl2、0.4 M スクロース) 
 

3-2-5 界面活性剤置換法を用いた各 PG-surfactant により可溶化された膜蛋白質
サンプルの調製 
 

	
 3-2-4に記載した方法で単離精製された PSI、PSIIのバッファー溶液（0.1 wt% 
β-DDMを含む）に 50%（w/v）PEG 145011)（Sigma-Aldrich）を終濃度 17%（w/v）
となるように添加した。10分間氷上で静置することで、PSI、PSIIが沈殿化し溶
液が濁ってくるので、遠心分離（104,000 × g、30 min）にかけることで、沈殿化
した PSI、PSIIを得た。遠心後上清を捨て、さらにβ-DDMを含まないバッファ
ー（PSIの場合 Buffer K2、PSIIの場合 Buffer L2）で３回程洗浄を行うことで、
完全にβ-DDMを除いた。その後、沈殿化した PSI、PSIIに対して 0.1 %（w/v）
のβ-DDM, または 0.1 %（w/v）の各 PG-surfactantを含む緩衝液を加え、暗黒下
氷上で 30min 静置することで、各 PG-surfactant により可溶化された PSI、PSII
サンプルの調製を行った。 
 

 
図 3-3	
 界面活性剤置換法による膜蛋白質可溶化試薬の置換 
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3-2-6 PG-surfactant で可溶化された PSI、PSII の吸収スペクトル測定による変性
度合いの評価 
 

	
 3-2-5 に記載した方法で、PG-surfactant に界面活性剤が置換された PSI、PSII
の溶液サンプルを調製し、吸収スペクトル測定を行った。PSIの測定溶液は、PSI
濃度 24 nMとなるように Buffer K2で希釈することにより調製した。PSIIの測定
溶液は、PSII濃度 32 nMとなるように Buffer L2で希釈することにより調製した。
いずれの場合においても、PG-surfactantの濃度は 0.1 wt％とした。 
	
 これらのサンプルで得られた吸収スペクトルを、0.1 wt% β-DDMを含む緩衝
液で可溶化された PSI、PSIIサンプルの吸収スペクトルと比較することで、それ
ぞれの膜蛋白質の変性度合いを評価した。PSI、PSIIは、0.1 wt% β-DDMを含む
緩衝液で可溶化された場合において、Native 状態を保ち変性していないことが
報告されており、全ての実験における Native状態のコントロールとして用いた。 
 

3-2-7 PG-surfactantで可溶化された PSIの 77Kにおける蛍光スペクトル測定によ
る、PSIへの構造的影響の評価 12) 

 

	
 3-2-5に記載した方法で界面活性剤の置換された PSIサンプルについて、77 K
における蛍光スペクトル測定を行った。専用のデュワー瓶中に液体窒素を注ぎ、

セルを液体窒素温度で冷却しながら測定を行った。濃度消光をさけるため、薄

い PSI濃度（0.005 mgChl/mL）となるように Buffer K2にて希釈をした。測定に
は分光光度計 F-2500（Hitachi社製)を用いた。励起波長は 430 nmを用いた。 
 

3-2-8 過渡吸収測定による PSIの P700+・の寿命評価を利用した、PG-surfactantで
可溶化することの PSIへの構造的影響の評価 13) 
 

	
 3-2-5 に記載した方法で界面活性剤の置換された PSI サンプルについて、605 
nm でのパルス励起後のスペシャルペア P700 由来の吸収帯 A698の室温における

経時変化測定を、split beam分光光度計を用いて行った。フラッシュはキセノン
フラッシュを用い、５μsパルスでほぼ飽和させる強度（300 W）で用いた。Buffer 
K2を用い、反応溶液として 10 µM DCIP、1 µM PMS、10 mM アスコルビン酸ナ
トリウム、[PSI] = 24 nMで測定は行った。A698の経時変化測定は、100回の測定
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を積算し平均したものを測定結果として用いた。 
 

3-2-9 酸素電極による PG-surfactantで可溶化された PSIの光誘起電子移動活性の
評価 14) 
 

	
 25℃における PSI の光誘起電子移動活性は、クラーク型の酸素電極（米国
Hansatech Instrument社製、DWI、Oxygen Electrode Unit）を用い、溶存酸素濃度
の減少速度から見積もった。光源は 550 Wのハロゲンランプを用い、レッドフ
ィルター（R-62、Hoya社製）を通すことでクロロフィルやフィコビリンなどに
吸収される長波長側の光を選択し利用した。また光源による熱の発生を緩和さ

せるため、熱線カットフィルター（HA-50、Hoya 社製）や 12cm 程度の水槽を
通すことで熱をカットした。サンプルは体積 1 mL直径 1 cmの円柱状の測定セ
ル（外部にウオータジャケットを備えている）にいれた。 
	
 まず Buffer K4を測定セルに 1 mL満たし、そこへ電子移動メディエーターと
して dichloroindophenol (DCIP)、電子受容体として methyl viologen (MV2+)をそれ
ぞれ終濃度 0.5 mMになるように加え、装置が（溶存酸素濃度の測定値が）安定
するまでしばらく待った。ついで、PSIの終濃度が 24 nMとなるように PSI溶液
を加え、最後に還元的犠牲試薬であるアスコルビン酸ナトリウムを終濃度 2 mM
となるように加えた。その後光源を点灯することで、溶存酸素濃度変化の測定

は開始した。 
 

3-2-10 PG-surfactantで可溶化された PSIIの、酸素電極を用いた光誘起電子移動
活性の評価 14) 
 

	
 PSIIの場合も 3-2-6と同様にクラーク型の酸素電極（米国 Hansatech Instrument
社製, DWI, Oxygen Electrode Unit）を用いて測定を行った。PSIIの場合は、光誘
起電子移動に伴い酸素が生成するため、溶存酸素濃度の上昇速度から光誘起電

子移動活性を見積もった。バッファーL4 を 1 mL 円柱状の測定セルに満たし、
そこへ電子受容体として終濃度 0.5 mM となるように phenyl-p-benzoquinone を
加え、溶存酸素濃度の測定値が安定するまでしばらく待った。PSII の終濃度が
24 nMとなるように PSII溶液を加えた。試薬をすべて入れ終えたら、光源を点
灯することで、溶存酸素濃度の上昇速度を評価した。 
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3-2-11 酸素電極によるMV-DKDKC12Kで可溶化された PSIの活性評価 
 

	
 基本的に 3-2-9項に述べた方法を用いて行った。測定には、クラーク型の酸素
電極（米国 Hansatech Instrument社製、DWI、Oxygen Electrode Unit）を用いた。
ここでは MV-DKDKC12K によって PSI 周囲に集積された MV2+の影響について

評価を行うため、MV2+濃度に対する PSI の比を一定（167 等量）にして評価を
行った。ちなみに PSI１ユニットを緩衝液中に可溶化するのに必要な、β-DDM
の最小分子数は 200分子程度と報告されている 15)。測定に用いた PSI濃度は 12、
24、36、48、72 nMで、それぞれに対して MV2+あるいは MV-DKDKC12K の濃
度を 2、4、6、8、12 µMとし評価を行った。まず、バッファーK4 [40 mM HEPES
−NaOH（pH 7.8）、100 mM NaCl、15 mM CaCl2、15 mM MgCl2 、0.4 M スクロー
ス ] を反応容器に 1 mL 満たし、そこへ電子移動メディエーターとして
dichloroindophenol（DCIP）を終濃度 0.5 mMとなるように加えた。β-DDMを可
溶化試薬として用いたサンプルの測定をする場合は MV2+も所定の濃度（2、4、
6、8、12 µM）になるように加え装置が安定するまでしばらく待った。ここで各
MV2+濃度に対応する PSI濃度（12、24、36、48、72 nM）となるように PSIの可
溶化溶液（MV-DKDKC12Kで可溶化されたものかβ-DDMで可溶化されたもの）
を加えた。さらに、最後に還元的犠牲試薬であるアスコルビン酸ナトリウムを

終濃度 2 mM となるように加えた。試薬をすべて入れ終えたら、光源を点灯す
ることで、測定を開始した。 
 

3-2-12 ITO基板上に吸着させたMV-DKDKC12Kで可溶化された PSIの光誘起 
      電子移動挙動の評価 16) 
3-2-12-1 MV-DKDKC12Kで可溶化された PSIの ITO基板上への吸着固定化 
 

	
 ITO 基板は、UV オゾンクリーナー（NL-UV253、日本レーザー＆エレクトロ
ニクス研究室）を用いて洗浄を行い、さらにクロロホルムにより洗浄を行った。

その後 100 µMの 7-carboxy-1-heptanethiol（同仁化学研究所）クロロホルム溶液
中に１６時間浸漬を行う事で自己組織化単分子膜（SAM）による表面修飾を行
った。その後、過剰の試薬をクロロホルム洗浄により取り除き、N2 ガスで乾燥

することで、COOH末端 SAM修飾 ITO電極を得た。MV-DKDKC12K で可溶化
した PSI溶液（40 mM HEPES-NaOH（pH7.8)、100 mM NaCl、15 mM MgCl2、15 
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mM CaCl2）に浸漬し、16 時間室温で静置する事で電極表面への吸着を行った。
浸漬後、ITO電極を慎重に緩衝液（40 mM HEPES-NaOH（pH7.8)、100 mM NaCl、
15 mM MgCl2、15 mM CaCl2）で洗浄した後、N2ガスで乾燥させた。 
 

3-2-12-2 ITO基板上へ吸着された PSIの吸収スペクトル測定 
 

	
 ITO電極上に固定化された PSIの吸収スペクトルは、乾燥条件下で紫外可視分
光光度計（UV-1800、島津製作所製）を用いて測定した。 
 
 

3-2-12-3 ITO基板上へ吸着された PSIの光電流測定 
 

	
 3-2-12-1で準備した、COOH末端 SAM修飾 ITO基板上へ吸着された PSIから
の光電流測定を行った。光電流は、3つの電極が含まれているセルを用いて測定
した：（1）作用極として PSI 固定化電極（2）参照電極として銀/塩化銀（飽和
KCl）（3）対極として白金線。支持電解質に 0.1 M過塩素酸ナトリウムを含む 0.1 
Mリン酸緩衝液（pH 7.0）を用いた。入射単色光は、SM-250 hyper-monolight system
（分光計器社製）を用い 440 nmを選択した。 
 

 

 

図 3-4	
 ITO基板上への吸着および光電流測定の模式図 
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3-3 結果と考察 
3-3-1新規膜蛋白質可溶化試薬の開発 
 

	
 膜蛋白質の可溶化に対するペプチドスペーサーの最適化を検討するため、Asp
数が 3、4つのもの(D3C12、D4C12)、Lys数が 3、4つのもの(K3C12、K4C12)のもの
Asp と Lys を交互に並べたもの(DKDKC12)、これに電荷を偏らせるためさらに
Lys、Asp を追加したもの(DKDKC12K、DKDKC12D)を Fmoc 固相合成により合
成した。 
 

 

表 3-1評価を行ったペプチドジェミニ界面活性（PG-surfactant）の一覧 

PG-surfactant X部のペプチド配列  Y部のペプチド配列  

D3C12 -Asp-Asp-Asp- Ac- 

D4C12 -Asp-Asp-Asp-Asp - Ac- 

K3C12 -Lys-Lys-Lys - Ac- 

K4C12 -Lys-Lys-Lys -Lys- Ac- 

DKDKC12 -Asp-Lys-Asp-Lys- Ac- 

DKDKC12K -Asp-Lys-Asp-Lys- Ac-Lys- 
図 3-5 PG-surfactantの構造 DKDKC12D -Asp-Lys-Asp-Lys- Ac-Asp- 

 
	
  

3-3-1-1 緩衝溶液中での PG-surfactantの溶解挙動に関する考察 
 

	
 膜蛋白質可溶化試薬として PG-surfactantを用いるためには、中性で水に可溶、
もしくはミセルをとることで水中に分散していることが望ましい。そこで、そ

れぞれの PG-surfactantを各 pHの緩衝溶液（pH 3、7、10）に溶かした。溶解度
の判定は目視とした。以下表 3-2に結果をまとめた。 
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表 3-2 各 PG-surfactantの溶解性 

PG-surfactant 
溶解性(緩衝溶液) 
pH 3 pH 7 pH10 

D3C12 × × ○ 
D4C12 × × ○ 
K3C12 ○ × × 
K4C12 ○ × × 
DKDKC12 △ △ × 
DKDKC12K ○ ○ × 
DKDKC12D × ○ ○ 

 

	
 ペプチド配列の Xの部分（図３−５）に酸性アミノ酸であるアスパラギン酸の
オリゴマーを用いた、D3C12、D4C12は、pH 3、pH 7の緩衝液には溶解せず、pH 10
の緩衝液には溶解した。対照的に、塩基性アミノ酸であるリジンのオリゴマー

を用いた K3C12、K4C12では pH 7、pH 10の緩衝液には溶解せずに pH 3の緩衝液
に溶解した。しかし、どちらの場合も目的とする中性 pHの緩衝液には溶解しな
かった。そこで、酸性のアミノ酸と、塩基性のアミノ酸を互い違いに配列した

zwitter ion型の DKDKC12を作製した。この PG-surfactantは pH 7の緩衝液に溶解
するようになったが、電荷を中和させてしまったために、溶解した数分後には

凝集、沈殿化が見られた。これを解消するため、PG-surfactantのペプチド配列の
N-末端側にリジンやアスパラギン酸を導入し（DKDKC12K、DKDKC12D）分子
全体の電荷を偏らせることで、pH 7の緩衝液中でも溶解できるのではないかと
検討を行った。その結果、中性条件でも溶解可能となった。これは、新たに追

加したアミノ酸の電荷が、ミセル形成後にミセル表面に配置されることで互い

に反発し、ミセル同士の凝集が緩和されることで水中での分散性が向上された

ためと思われる。 
	
 これらの結果から、膜蛋白質の可溶化試薬として応用が可能であると考えら

れるのは、中性の pHで溶解可能な DKDKC12K、DKDKC12Dであると考えられ、
膜蛋白質可溶化試薬としての機能評価を行っていった。 
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3-3-1-2 表面張力法による PG-surfactantの cac値測定 
 

	
 臨界ミセル濃度 cmc（あるいは臨界凝集濃度 cac）は、界面活性剤のキャラク
タリゼーションにおいて重要である。臨界ミセル濃度の算出法には、表面張力

法 5)、伝導度法 17)、蛍光プローブを用いた蛍光測定などの方法 10)が知られている

が、ここではまず表面張力法を用いて評価を行った。以下に表面張力測定の測

定結果を示す。 
 

  
図 3-6 K3C12の対数濃度 対 表面張力のプロット 図 3-7 K4C12の対数濃度 対 表面張力のプロット 

  
図 3-8 DKDKC12K の対数濃度 対 表面張力のプロ
ット 

図 3-9 DKDKC12D の対数濃度 対 表面張力のプロ
ット 

 

	
 変曲点前後の 2 直線の交点より算出された各 PG-Surfactant の cac 値を以下に
まとめた。また D3C12、D4C12 については第２章にて表面張力法にて評価を行っ

たので、値のみ以下に示す。 
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表 3-3 各 PG-surfactantの表面張力法による cac値 

Surfactant cac/mM 

D3C12 0.0030 

D4C12 0.21 

K3C12 5.040 

K4C12 11.500 

DKDKC12K 0.00031 

DKDKC12D 0.00037 

 

	
 いずれのサンプルに関しても１つの明確な変曲点がみられたことから、ある

濃度を境に、溶液中でミセルやリポソームなどの何らかの会合体が形成されて

いることが推測された。ただし、DKDKC12K、DKDKC12Dに関しては、変曲点
より高濃度側で、さらに表面張力の減少が見られた。通常の１本鎖型の界面活

性剤、あるいはアルキル鎖をスペーサーに持つジェミニ型界面活性剤ではこの

ような挙動は見られない（変曲点以降は表面張力に変化はない）ことから、こ

のような挙動の見られる PG-surfactant に関しては、単純なミセル様の会合体の
みではなく、リポソームなどのより高次な会合体の形成、さらにWilhelmy プレ
ートのような基板表面に対して、特異的な吸着をしていることにより、うまく

測定そのものが出来ていないことも考えられた。そこで、DKDKC12K、
DKDKC12D については、蛍光プローブを用いる蛍光プローブ法による cac 値の
算出を行うこととした。 
 

3-3-1-3	
 蛍光プローブ法による PG-surfactantの cac値測定 
 

DKDKC12K、DKDKC12Dについて、ANS、ローダミン Bなどを蛍光プローブ
に用いた蛍光プローブ法にて cac値の算出を試みた。環境応答性の蛍光色素であ
る ANSは、分子周辺が疎水性環境となることで蛍光強度が大きく増加する特徴
を持つ。界面活性剤と共存させた系では、蛍光プローブが界面活性剤ミセル中

に取り込まれ疎水性環境に置かれることでこれに応答する。このような挙動は、

ANSほど劇的な蛍光強度変化はないものの、ローダミン Bなどの蛍光色素にお
いても観測可能である。このことから、界面活性剤溶液の濃度に対して蛍光プ

ローブの蛍光強度が大きく変化する変曲点から、cac値の概算が可能となる。 
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 各 PG-surfactantの濃度変化に対する蛍光プローブの蛍光スペクトルの変化と、
各 PG-surfactant の対数濃度に対する蛍光プローブの相対蛍光強度変化のプロッ
トを、図３−１０〜図３−１３に示した。なお後者の縦軸の相対蛍光強度は、界

面活性剤が非存在時での蛍光プローブ溶液の蛍光強度を 1とした。 
 
 

 
 

図 3-10 DKDKC12K の各濃度におけるローダミン B
の蛍光スペクトル(上図；全体像、下図；拡大図)  

図 3-11 DKDKC12Kの対数濃度 対 ローダミン Bの
相対蛍光強度のプロット 

 

 
 

図 3-12 DKDKC12D の各濃度における ANS の蛍光
スペクトル 

図 3-13 DKDKC12Dの対数濃度 対 ANSの相対蛍光
強度のプロット 
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 以上の図より、いずれの PG-surfactant についても、濃度が上昇した際に、あ
る濃度を境に蛍光スペクトルの最大強度が急激に大きくなることが確認された。

ANSに関してはピーク位置の短波長シフトも見られたが、これは ANSが疎水環
境となる PG-surfactantミセル内に取り込まれたことを示していると考えられる。
図の変曲点前後の 2本の近似直線の交点から、各 PG-surfactantの cac値を算出し、
以下にまとめた。 
 
 

表 3-4 各 PG-surfactantの cac値 
Surfactant cac/mM 

DKDKC12K (蛍光法) 0.0083 

	
 	
 	
 	
 	
 (表面張力法) 0.00031 

DKDKC12D (蛍光法) 0.0079 

	
 	
 	
 	
 	
 (表面張力法) 0.00037 

 
 

	
 測定法により cac値が異なっているが、表面張力法の挙動を考えると表面張力
法で求められた cac 値は不適切であると考えられ、蛍光法で求めた値が正確な
cac値であると考えた。 
 

3-3-1-4 DLS測定による水溶液中での会合挙動の評価 
	
  

	
 いずれの PG-surfactantについても、cac以上の濃度において何らかの会合体形
成が示唆されたことから、溶液中での各 PG-surfactantの会合挙動を DLS測定に
より評価した。ここでは中性条件下で可溶な DKDKC12K、DKDKC12Dのみにつ
いて評価を行い、20 mM phosphate buffer（pH 7）中での各界面活性剤濃度（1〜
0.0001%（w/v））での評価をおこなった。結果を以下に示した。 
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図 3-14	
 DLSによる DKDKC12Kの会合体粒径分布評価: a) 0.1%(w/v) (0.75 mM), b) 0.01%(w/v) (0.075 mM), 
c) 0.001%(w/v) (0.0075 mM), d) 0.0001%(w/v) (0.00075mM), e) 0.00001%(w/v) (0.000075 mM)) 
 



 92 

  

  

 

 

図 3-15	
 DLSによる DKDKC12Dの会合体粒径分布評価: a) 0.1%(w/v) (0.75 mM), b) 0.01%(w/v) (0.075 mM), 
c) 0.001%(w/v) (0.0075 mM), d) 0.0001%(w/v) (0.00075mM), e) 0.00001%(w/v) (0.000075 mM)) 
 

	
 DKDKC12K、DKDKC12D のどちらの PG-surfactant についても、cac 値以上の
濃度では、約 6 nm オーダーの粒径を持つ会合種の生成がみられた。これは

DKDKC12K、DKDKC12Dが串状のコンホメーションをとったときの長軸方向の
分子サイズのほぼ２倍に一致し、緩衝液中でミセル様の会合体を形成している

ことが示唆された。また cac値以下の濃度では、単分子で溶解していることに対
応するピークのみ（〜1 nm）が観測され、蛍光法で求めた PG-surfactant の cac
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値が、分子の会合挙動と関連性があること、また蛍光法で求めた cac値が適当で
あることを裏付けていると考えられる。 
 

3-3-2 PG−surfactantを用いた PSI、PSIIの可溶化 
3-3-2-1 シアノバクテリア由来の光合成膜蛋白質 PSI、PSII 
 

	
 T. elongatus由来の PSIは、ホモ三量体型の超分子複合体である。各 PSI単量
体ユニットには、12個のタンパク質サブユニット、 96個のクロロフィル a （Chl 
a）、及び 3 つの[4Fe-4S]クラスターが含まれている 6)。 
	
 T. vulcanus由来の PSIIは、ホモ二量体型の超分子複合体である。各 PSII単量
体ユニットには、20個のタンパク質サブユニット、35個のクロロフィル a （Chl 
a）、及び 1つの Mn4CaO5クラスター（酸素発生錯体）が含まれている

7)。 
 

  
図 3-16	
 光化学系 I、 IIの立体構造（左：PSII、右：PSI） 

 

	
 PG-surfactantを用い PSI、PSIIを可溶化した際の影響評価のために、これらの
膜蛋白質は各シアノバクテリアのチラコイド膜からβ-DDM により抽出可溶化

し、陰イオン交換クロマトグラフィーにより単離精製したものを用いた。これ

は、native 状態で単離精製された各膜蛋白質を、評価のしたい PG-surfactant で
可溶化しなおすことで、具体的に native 状態の各膜蛋白質に対してどのように
影響を与えているのか（分光学的性質などにどのような変化があるか）、評価し

易いためである。各膜蛋白質サンプルは 0.1 wt% β-DDMにより可溶化された状
態で単離精製されるので、本実験では界面活性剤置換法によりβ-DDM からそ

れぞれの PG-surfactantに置き換え評価を行った。 
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3-3-2-2 吸収スペクトル測定からの PSI、PSIIへの構造的影響の評価 
 

	
 界面活性剤置換により 0.1 wt%の PG-surfactant（DKDKC12K、DKDKC12D）を
含む各緩衝液で可溶化された PSI、PSIIサンプルを調製し、吸収スペクトル測定
を行った。native 状態のコントルールとして、PSI、PSII を変性させずに可溶化
出来る条件とされる 0.1 wt%のβ-DDMを含む緩衝液で可溶化した PSI、PSIIサ
ンプルの吸収スペクトル測定も行い、これと比較した。吸収スペクトルの測定

結果は、図３−１７、３−１８に示した。 
 

  
図 3-17	
 それぞれの PG-surfactantで可溶化した PSIの吸収スペクトル (左：青-DKDKC12K, 赤-,-DDM 右：
青-DKDKC12D, 赤-,-DDM) 
 

  
図 3-18	
 それぞれの PG-surfactantで可溶化した PSIIの吸収スペクトル (左：青-DKDKC12K, 赤-,-DDM 右：
青-DKDKC12D, 赤-,-DDM) 
 

	
 その結果、PSI、PSIIともに PG-surfactant（DKDKC12K、DKDKC12D）で再可
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溶化後の吸収スペクトルは、β-DDM で再可溶化したときとλmaxの位置やスペ

クトル概形などに一致がみられ、各膜蛋白質に対して変性が促されている挙動

は見られなかった。なお吸収スペクトルでは、主に膜貫通領域に存在するアン

テナクロロフィル色素に由来するスペクトルが観測されるため、ここで評価し

ているのはアンテナクロロフィル色素の脱離に伴う変性がない事を意味する。

また各 PG-surfactantで PSI、PSIIを可溶化した場合に、短波長側でのみベースラ
インの若干の上昇が確認されたが、これは PG-surfactant由来の吸収によるため、
各膜蛋白質の変性を示唆するものとは異なると考えられた。 
       

3-3-2-3 77 Kにおける蛍光スペクトルによる PSIへの構造的影響 
 

	
 液体窒素温度での測定には、専用のデュワー瓶を使用した。普通のデュワー

瓶は保温性を上げるために表面にメッキが施されているが、分光測定用ではメ

ッキが施されていないものが用いられる（図３−１９左）。サンプルホルダーは、

図３−１９中に示したようなものを用いた。図３−１９右はサンプルホルダー全

体を横から見た図である。これは，金属板に四角く窓を開けたものに、サンプ

ル保持用の金属枠をアクリル板で挟んだ構造になっている。サンプルはこのア

クリル板の間の隙間に注入して凍らせる。試料を凍らせるには、液体窒素を入

れた別のデュワー瓶にサンプルホルダーを静かに入れる。最初は液体窒素が沸

騰するが、全体が低温になるとおさまるので、測定用のデュワー瓶に移して測

定を行う。 
 
  



 96 

 

   
図 3-19	
 低温測定用サンプルホルダー(左;デュワー瓶にセットしたところ, 中;横から見た図, 右;正面から
見た図) 

 

	
 光化学系 Iにおいては、液体窒素温度（－196 ℃、77 K）まで冷却すると、レ
ッドクロロフィル a状態と呼ばれる P700より長波長側（708〜714 nm）の光を
吸収できる「アンテナ Chl a色素の状態」が生成し、この S0状態から S1状態へ
の光遷移から S0状態への緩和にともない、715-735nmに蛍光発光が観測される
ようになる。このレッドクロロフィル状態は、アンテナ Chl a色素の集合状態が
維持されていないと観測されず、また Chl a色素の離脱が起こった場合には、680 
nm 付近に、フリーの Chl a 色素由来の蛍光発光ピークが観測されるため、PSI
の変成状態の評価に有効である。 
	
 430 nm の光励起により測定は行った。対照実験として、PSI を変性させる事
なく可溶化できる 0.1 wt%β-DDMを含む緩衝液に可溶化された PSI、アルキル鎖
をスペーサーに持ちカチオン性のジェミニ型界面活性剤である 12-6-12 で可溶
化された PSIを用いた。以下にこれらの結果を示す。 
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図 3-20	
 12-6-12の構造式 図 3-21	
 各 0.1 wt% surfactantで可溶化した PSIの 77Kにおける蛍光スペ

クトル (青:β-DDM, 赤:DKDKC12K, 緑:DKDKC12D, 紫:12-6-12) 
 

	
 いずれの PG-surfactant（DKDKC12K、DKDKC12D）を用いた場合にも、735 nm
にのみ蛍光スペクトルのピークトップが確認された。この蛍光最大波長は、PSI
のレッドクロロフィル a状態に特徴的な波長であり、PSIに変性がないことを意
味している。実際に、PSIを変性させないと報告されている 0.1 wt% β-DDMを
含む緩衝液で可溶化された PSIサンプルについても、同様に 735 nmにのみ蛍光
スペクトルのピークトップが観測された。一方で、アルキル鎖をスペーサーに

持つカチオン性ジェミニ界面活性剤である 12-6-12 では、680 nm 付近にもピー
クが確認され、PSIから離脱したフリーの Chl a色素が生成している事から、膜
貫通領域のアンテナ色素部位において変性が促されていることが示唆された。 
 

3-3-2-4 PG-surfactantで可溶化された PSI、PSIIの DLS測定による可溶化状態の
評価 
 

	
 種々の PG-surfactantの濃度において、PSI、PSIIが凝集状態で可溶化されてい
るのか、あるいは単分子（この場合は、超分子複合体１ユニット単位で）で可

溶化されているのか評価するため、DLS による溶液中での粒径分布の評価を行
った。 
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図 3-22	
 各界面活性剤で PSI を可溶化した溶液の DLS ピーク: DKDKC12K (a), DKDKC12D (b), and β
-DDM (c) on 0.0001% (purple line) 0.001 wt % (green line), 0.01 wt % (red line), and 0.1 wt % (blue line) in buffer 
K2 
 

  

 

 

図 3-23	
 各界面活性剤で PSII を可溶化した溶液の DLS ピーク: DKDKC12K (a), DKDKC12D (b), and β
-DDM (c) on 0.0001% (purple line) 0.001 wt % (green line), 0.01 wt % (red line), and 0.1 wt % (blue line) in buffer 
K2 



 99 

	
 それぞれの膜蛋白質可溶化試薬で検討を行った。可溶化試薬の濃度が濃い条

件下（0.01 wt%）では、いずれの膜蛋白質可溶化試薬を用いた場合についても、
約 25 nm程度のサイズが確認された。PSI 1ユニットのサイズが 20 nmであるの
で、凝集などの非特異的な会合体形成はみられず、膜蛋白質可溶化試薬に可溶

化されたサイズであることがわかる。より高濃度の条件下（0.1 wt%）では、ピ
ークの低粒径サイズ側へのシフトやブロード化が見られた。これは可溶化試薬

のみからなるミセルのピークが優先的に観測されたためと考えられる。 
	
 また界面活性剤濃度がより薄い条件下 0.001%では、依然として cac 以上の濃
度となる DKDKC12K、DKDKC12Dでは PSI、PSIIには凝集がみられなかったが、
cac以下の濃度となるβ-DDM（0.15 mM、0.08 %）では凝集がみられた。 
 

3-3-2-6 過渡吸収スペクトル測定による PSIの P700+•の寿命評価を利用した、

PG-surfactantで可溶化された PSIへの構造的影響の評価 13) 
 

	
 PSI の膜外ドメインの１つである PsaC には２つの[4Fe-4S]クラスターサイト
FAと FBが存在し、P700の光励起により生成される電子を受け取る最終アクセプ
ターとして機能している。PSI は、光励起により最終的に FBサイトで電子を保

持し、一方で P700サイトにホールを持つことで長寿命の電荷分離状態（τが 30 
ms）が達成され、その後のフェレドキシンを介した NADPH 還元酵素への効率
の良い電子伝達がなされている。もし PSIの変性により PsaCが離脱した場合に
は、膜内ドメインに存在する[4Fe-4S]クラスターサイト FX が、代わりに最終電

子アクセプターとなるため、ここから P700+•への逆電子移動速度は、３０倍程度

早くなる事が知られている（τが 30 msから 1 msになる）。そこで、光励起によ
り生成する P700+•が P700 へ戻る速度を評価する事は、PSI の主に膜外ドメイン
の変性情報を得る有効な手段となる（図３−２４と３−２５）。 
	
 また、PSIに短い時間の熱変成を施した場合には、膜外ドメインにあるサブユ
ニット蛋白質 PsaC、PsaD、PsaEが離脱する変性が優先的に起こる事が知られて
いる 13)。もし新たな膜蛋白質可溶化試薬によって、この熱変成を抑える効果が

見られれば、PSIの新規膜蛋白質可溶化試薬としてより優れた試薬という事がい
える。そこで、今回検討を行う PG-surfactant（DKDKC12K、DKDKC12D）とβ-DDM
で PSIを可溶化し、熱処理（60℃、70℃、 80℃、いずれかの温度に溶液を５分
浸け、その後氷上に１５分おく）後の変成度合いを、各界面活性剤を用いた場
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合で比較を行った。以下結果をまとめた。 
 

  
図 3-24 光化学系 Iの反応中心模式図 図 3-25	
 PsaCが脱離した場合の光化学系 Iの反応中

心模式図 

 

  

  
図 3-26 0.1 wt% β-DDMに可溶化された PSIの A698の時間変化測定 a) 熱処理前（25℃）、b) 60℃で熱処理後、
c) 70℃で熱処理後、d) 80℃で熱処理後 
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図 3-27 0.1 wt% DKDKC12Kに可溶化された PSIの A698の時間変化測定 a) 熱処理前（25℃）、b) 60℃で熱処
理後、c) 70℃で熱処理後、d) 80℃で熱処理後 
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図 3-28 0.1 wt% DKDKC12Dに可溶化された PSIの A698の時間変化測定 a) 熱処理前（25℃）、b) 60℃で熱処
理後、c) 70℃で熱処理後、d) 80℃で熱処理後 
 

 上図の結果を、３成分の寿命を持つ理論式で非線形カーブフィッティング（解
析ソフト Origin）を行った結果を表３−５に示す。 
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表 3-5	
 各 surfactantで可溶化された PSIの、熱処理前と熱処理後の P700+•寿命の評価と、それを元に

した PSIの変性割合の比較 

 
 

	
 表３−５の結果より、熱処理前では、いずれの PG-surfactant（DKDKC12D、
DKDKC12K）を用いた場合でも PsaCの離脱に伴う変性は見られなかった。同様
の結果は、PSIを変性させない場合のコントロールとなるβ-DDMを用いた場合
でも観測された。一方 60℃にて熱処理を行った場合では、β-DDM で可溶化さ
れた場合に比べて、DKDKC12Kと DKDKC12Dを用いた場合に、変性される割合
の低下が見られた。特に DKDKC12Dを用いた場合では、β-DDMを用いた場合
に 30％の変性がみられたのに対して、13％だけの変性に抑えられた。しかしな
がらこの効果は、70℃での熱処理を行った場合には、どの PG-surfactant
（DKDKC12D、DKDKC12K）でもβ-DDM を用いた場合と変わらなくなり（い

ずれも 40％程度）、さらに熱処理温度を 80℃に上昇した場合には、むしろβ
-DDM を用いた場合よりも、変性する割合の上昇が見られた（β-DDMで 45％、
DKDKC12Kで 67％、DKDKC12Dでは 60%）。残念ながら効果は限定的であった
が、DKDKC12D は PSI に対して、β-DDM よりもむしろ優れた膜蛋白質可溶化
試薬である事が示唆された。 
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3-3-2-7 酸素電極による PG-surfactantで可溶化された PSI、PSIIの光誘起電子移
動活性評価 14) 
3-3-2-7-1酸素電極による PG-surfactantで可溶化された PSIの光誘起電子移動活
性の評価 
 

	
 酸素電極を用いて溶存酸素濃度の減少速度をモニタリングすることにより、

PSIの光誘起電子移動活性の評価を行った。PSIのスペシャルペア P700が光励
起されると、励起電子は系内に存在するクロロフィルやフィロキノンを経由し、

最終的に膜外ドメインに存在する[4Fe-4S]クラスター(Fa、Fb)まで渡る。この時
に溶液中に電子受容体となるメチルビオロゲンMV2+が存在した場合、直ちにこ

ちらに電子が移動し、一電子還元体となる。この時にMV2+の１電子還元体は非

常に不安定であるため、溶液中に存在する酸素により直ちに酸化される。従っ

て、P700の光励起に伴う溶存酸素濃度の減少速度を酸素電極により追跡するこ
とで、PSI内部での電子移動速度を擬似的に見積もることが可能である。そこで、
この溶存酸素の減少速度による電子移動速度の評価から、PSIの変成度合いの評
価を行った。 
 

 
図 3-29	
 PSIの電子移動模式図 
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図 3-30 PSIへの光照射に伴う溶液中の酸素濃度の減少挙動 a）0001 wt% DKDKC12Kにて可溶化した場合、 
b) 0.001 wt%β-DDMにて可溶化した場合、c) 0.001 wt% DKDKC12Dにて可溶化した場合 
 

	
 酸素電極により観測された、PSIの光励起に伴う溶存酸素濃度の変化を、図
3-30に示す。用いる膜蛋白質可溶化試薬の濃度は、一般的に酸素電極を用いて
PSIの光電子移動活性の評価を行う場合に利用される 0.001 wt%(w/v)と、通常 PSI
をβ-DDMで可溶化する場合に用いる 0.1 wt%(w/v)の濃度で共に評価を行った。 
	
 図３−３０より酸素減少の速度を求め(mM･O2 /mgChl･h)、 PSI １ユニット当
たりの電子伝達速度（PSI-1 s-1 ）を求めた。 
            	
  

(PSI!!s!!) =
2

3.886×10!!×3600
×
1
3
(µμMµμO!  /mgChl×h) 
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表 3-6 各膜蛋白質可溶化試薬に可溶化された PSIの光誘起電子移動速度の比較 

 界面活性剤濃度(%) 電子伝達速度（PSI-1s-1） 

β-DDM 
0.001 41 ± 2.1 

0.1 39 ± 1.2 

DKDKC12K 
0.001 42 ± 0.7 

0.1 42 ± 1.0 

DKDKC12D 
0.001 44 ± 1.5 

0.1 41 ± 2.3 

 

	
 上記の表３−６の結果から、いずれの PG-surfactantを用いた場合も、PSIが変
性していない状態のコントロールとなる 0.1 wt%β-DDMを含む緩衝液で可溶化
された場合と同程度の 40 PSI-1 s-1程度の電子移動活性が保たれていることが確

認された。すなわち、PSIの光誘起電子移動活性の面からも、今回検討を行って
いる PG-surfactantは優れた膜蛋白質可溶化試薬であることが分かった。また、
図３−２２の結果より 0.001 wt%の濃度でβ-DDMを用いる場合は PSIが会合し
た状態で可溶化されている事が確認されているが、PSIの光誘起電子移動活性の
面からは影響がないことも分かった。 
 

3-3-2-7-2 酸素電極による PG-surfactantで可溶化された PSIIの光誘起電子移動活
性の評価 
 

	
 PSIの場合と同じように、PSIIについても光誘起電子移動活性を酸素電極にて
評価を行った。PSIIはスペシャルペア P680の光励起に伴い、P680にホールが生
成され、このホールは膜外ドメインに有る酸素発生錯体のマンガンカルシウム

クラスターまで移動する。こちらで４つのホールが蓄積されたあと、水の４電

子酸化が起こることで酸素が発生する。マンガンカルシウムクラスターにおけ

るホールによる水の酸化反応効率がほぼ１００％であることから、P680の光励
起に伴う光誘起電子移動速度を、溶液中の酸素濃度の上昇速度から擬似的に見

積もることが可能である。実際の測定の際には、図３−３１のような系を組み、

キノンの代わりに電子受容体であるフェニル-p-ベンゾキノンを酸化的犠牲試薬
として過剰に添加し測定は行った。 
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図 3-31	
 PSIIの電子移動模式図 

 

	
 各種 PG-surfactantにより可溶化された PSIIに光照射した時の、酸素発生挙動
の結果を以下に示す。 
 

  

 

 

図 3-32 各膜蛋白質可溶化試薬に可溶化された PSIIに光照射を行う事で乾燥される溶存酸素の濃度変化；
a) 0.001 wt% DKDKC12Kにて可溶化、b) 0.001 wt%β-DDMにて可溶化、c) 0.001 wt% DKDKC12Dにて可溶
化 
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以上の結果から、酸素増加の速度の傾き(mM･O2 /mgChl･h)から PSII １ユニット
当たりの電子伝達速度（PSII-1 s-1）を求めた。 
 

(PSII!!s!!) =
4

15.99×10!!×3600×
1
2 (µμMµμO!  /mgChl×h) 

 
表 3-7	
 各種界面活性剤に可溶化された PSIIの光誘起電子移動速度の比較 
 界面活性剤濃度(wt%) 電子移動速度(PSII-1s-1) 

β-DDM 0.001 156 ± 0.9 

DKDKC12K 0.001 153 ± 3.6 

DKDKC12D 0.001 144 ± 4.9 

 

	
 上記の結果から、いずれの PG-surfactant を用いた場合も、PSII が native 状態
を保っているとされるコントロールとである 0.001 wt%β-DDMで可溶化された
場合と同程度の 150 PSII-1 s-1程度の電子移動活性が保たれていたことが確認され

た。すなわち、PSII の光誘起電子移動活性の面からも、今回検討を行っている
PG-surfactantは優れた膜蛋白質可溶化試薬であることが分かった。 
 

3-3-3 機能性分子を修飾した PG-surfactantの設計 
3-3-3-1 光照射時に PSIからの電子引き抜き効率を向上させる PG-surfactantの設
計 
 

	
 前述の検討から、PG-surfactant DKDKC12K、DKDKC12Dが新規の膜蛋白質可
溶化試薬として利用可能であることが分かった。また一方で、このような試薬

で膜蛋白質を可溶化した際には、「膜蛋白質可溶化試薬が膜蛋白質の疎水表面に

選択的に集積している」と考えることができる。これは、見方を変えれば「膜

蛋白質に対する選択的な結合分子」とみなすことも可能であり、膜蛋白質可溶

化試薬を介して、種々の分子や官能基を膜蛋白質表面に集積するためのアンカ

ー分子として利用可能ではないかと考えた。PG-surfactantはこれまでに報告され
ている一般的な膜蛋白質可溶化試薬（β-DDM: Mw = 510、LDAO: Mw = 229な
ど）と異なり、分子量が比較的大きい事（Mw = 〜1000）やアルキル鎖を１つ
の分子内に２本保持しているため、直接膜蛋白質の可溶化に寄与しない新たな

官能基を導入したとしても、元々の膜蛋白質の可溶化能が維持できると期待さ
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れた。もし仮にこれが可能となれば、膜蛋白質表面に様々な官能基を簡便に集

積させる新しい方法論となる。すなわち、合理的な膜蛋白質表面修飾試薬の開

発法につながる。 
	
 そこで、これまでに一般に用いられている膜蛋白質と異なり、安定に可溶化

する以外の機能を保持した、機能性膜蛋白質可溶化試薬の開発に取り組んだ。

具体的には、光誘起電子移動活性を持つ PSI から蛋白質外への電子移動を促す
膜蛋白質可溶化試薬の開発である。電子受容体である MV2+を DKDKC12K の N
末端側に修飾する事で、PSIの光励起により生成される還元力の高い電子を、蛋
白質の外部に存在するMV2+部位に効率よく取り出す事を期待した。 
 

 
図 3-33 MV-DKDKC12Kの構造式 

 

	
 一方がエチルカルボキシル基で修飾された MV2+誘導体(C2MV)を用いること
で、DKDKC12Kの N末端側に固相上で修飾することが可能である。なおこの誘
導体の名称は、MV-DKDKC12Kとした。 
 
 

X = Lys-Asp-Lys-Asp 
 
Y =C2MV2+-Lys �

C2MV2+�
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図 3-34 擬似分子内電子移動系（右）と分子間電子移動系（左）の比較 
 

	
 MV-DKDKC12Kで PSIを可溶化することにより、PSIの周囲にMV2+を濃縮さ

せることができるため、β-DDMで PSIを可溶化している緩衝液中にMV2+を添

加した系（単にMV2+を溶液中に分散させたもの）に比べて、MV2+への効果的な

光誘起電子移動が起こると期待された。いうならば、前者が擬似分子内反応で

あり、後者は分子間反応でとなる。 
	
 はじめに、MV2+ユニットを可溶化試薬として機能する DKDKC12K の N-末端
側に導入した際の影響を評価するため、MV-DKDKC12K の基本的なミセル形成
挙動を蛍光法による cac 値の算出、DLS による溶液中での会合サイズの評価か
ら行ったので以下に述べる。 
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3-3-3-2 蛍光プローブ法によるMV-DKDKC12Kの cac測定 
  3-3-1-3項で述べた方法と同様の方法でMV-DKDKC12Kの cac測定を行った。 
 

 
 

図 3-35 MV-DKDKC12Kの各濃度におけるローダミ
ン Bの蛍光スペクトル 

図 3-36 MV-DKDKC12Kの対数濃度 対 ローダミン
の相対蛍光強度のプロット 

 

図３−３６の変曲点前後の 2 本の近似直線の交点より MV-DKDKC12K の cac 値
は次のように算出された。 
 

表 3-8 MV-DKDKC12Kの cac値 
PG-surfactant cac/mM 

MV-DKDKC12K 0.0068 

DKDKC12K 0.0083 

 

	
 図３−３６に示すように、MV-DKDKC12Kにおいても濃度の上昇に伴い、蛍光
強度上昇の際に 1 つの変曲点がみられ、この濃度を境にミセルあるいは何らか
の会合体形成が示唆された。MV2+という大きな芳香族カチオン性基が修飾され

ているにもかかわらず、元の DKDKC12Kと比べて cac値は若干小さい値であっ
た。これは、DKDKC12Kよりも芳香族カチオン-アニオン間の付加的な相互作用
が働いたことで、より会合しやすくなったためであると考えられる。 
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3-3-3-3 DLS測定による水溶液中での会合体挙動の評価 
 

	
 MV-DKDKC12Kを 3-3-1-4項で行った方法と同様に、異なる濃度のサンプルが、
20 mM リン酸緩衝液（pH7.0）中で形成している会合体の粒径分布を DLSによ
り評価した。 

  

 
 

 

 

図 3-37 DLSによるMV-DKDKC12Kの会合体粒径分布評価; a) 0.1%(w/v) (0.66 mM), b) 0.01%(w/v) (0.066 
mM), c) 0.001%(w/v) (0.0066 mM), d) 0.0001%(w/v) (0.00066mM), e)0.0001%(w/v) (0.000066 mM)) 
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 図３−３７の a)〜c)に示すように、cac値以上の濃度領域では直径約 6 nmの会
合体のピークがみられ、MV-DKDKC12K が串状のコンホメーションをとったと
きの長軸方向の分子サイズのほぼ２倍に一致し、ミセル形成が示唆された。一

方で、cac値以下の濃度領域では図３−３７の c)〜e)に示すように 1 nm程度のサ
イズのみが観測され、単分子での溶解分散が示唆された。これらの濃度依存的

な傾向はMV2+の修飾を行っていない PG-surfactantと類似していた事から、メチ
ルビオロゲンのような官能基を修飾したとしても、PG-Surfactant DKDKC12Kは、
元々のミセル形成能を維持できる事が分かった。 
 

3-3-4 MV-DKDKC12Kを用いた PSIの可溶化及び機能評価 
 

	
 3-3-3-1 項から電子移動メディエーターとなるメチルビオロゲンを複合化した
新規の膜蛋白質可溶化試薬（MV-DKDKC12K）の合成を行い、界面活性剤とし
ての基礎物性の評価を行った。その結果、興味深い事にメチルビオロゲンを未

修飾の膜蛋白質可溶化試薬DKDKC12Kと同様なミセル形成能の維持がみられた。
そこで本章では、さらにMV-DKDKC12Kの膜蛋白質可溶化試薬としての機能評
価を行った。もし、新たに導入されたメチルビオロゲン部位に影響なく

MV-DKDKC12K が膜蛋白質を変性させることなく可溶化できれば、今回検討を
行っている新規膜蛋白質可溶化試薬 DKDKC12Kが、膜蛋白質表面に様々な官能
基や置換基を提示可能な新規分子骨格として有用である事の証明となる。 
	
 また、MV-DKDKC12Kで膜蛋白質である光化学系 I（PSI）を可溶化した場合、
PSIの近傍にメチルビオロゲンが濃縮された状態になるため、PSIからメチルビ
オロゲン部位への効率の良い光誘起電子移動が起こると期待された。そこで、

この電子移動効率に関して、溶液中での酸素電極を用いた検討と、ITO 電極基
板上での光電流測定からの評価も行った。 
 

3-3-4-1 吸収スペクトル測定による MV-DKDKC12K により可溶化した際の PSI
への構造的影響の評価 
 

	
 0.1 wt% MV-DKDKC12Kで可溶化された PSI の吸収スペクトルを、PSIを変性
させる事なく可溶化できる条件である 0.1 wt% β-DDM で可溶化された PSI の
吸収スペクトルと比較することにより、膜内ドメインにあるクロロフィル色素
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の脱離に伴う変性が起こっているか評価を行った。測定は、いずれも室温にて

行った。 
 

 
図 3-38 MV-DKDKC12K とβ-DDM で可溶化された PSI の吸収スペクトルの比較	
 (青; 0.1 wt% 
MV-DKDKC12K, 赤;0.1 wt%β-DDM) 

 

	
 図３−３８より、0.1 wt% MV-DKDKC12Kを含む緩衝液で可溶化された PSIの
吸収スペクトルと、0.1 wt%β-DDMを含む緩衝液で可溶化した場合の吸収スペ
クトルに完全な一致が見られたことから、DKDKC12Kや DKDKC12Dと同様に、
MV-DKDKC12Kも膜蛋白質可溶化試薬として利用可能である事が示唆された。 
 

3-3-4-2 MV-DKDKC12K で可溶化された PSIの DLS測定による可溶化状態の評
価 
 

	
 MV-DKDKC12Kで可溶化した際のPSIの溶液中での会合状態を評価するため、
DLSによる粒径分布測定を行った。 
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図 3-39 DLSによるMV-DKDKC12Kで可溶化した PSIの会合体粒径分布評価； a)0.1%(w/v) (0.66 mM)、(b) 
0.01%(w/v) (0.066 mM)、(c) 0.001%(w/v) (0.0066 mM)、(d) 0.0001%(w/v) (0.00066 mM) 

 

	
 図３−３９から、MV-DKDKC12K濃度 0.0001 wt％(w/v) (0.66 µM)では、1000 nm
より大きな直径を有する PSI 凝集体の形成が確認された。これは、
MV-DKDKC12Kの cac値以下の濃度であるために、PSIを可溶化できていないた
めと思われる。一方で、MV-DKDKC12Kの濃度を 0.001 wt％(w/v) (6.6 µM) – 0.01 
wt% (66 µM)に増加させると、約 25nmの DLSピークが生じ、このサイズが PSI
１ユニットの長軸方向の直径と MV-DKDKC12K２分子の分子サイズ一致した事
から、PSI が１ユニットごとに分散され可溶化されている事が分かった。また
0.1 wt％(w/v) (660 µM)では、相対的に PSIよりもMV-DKDKC12Kの濃度が過剰
となるため、MV-DKDKC12Kミセルの粒径のみが 6 nm付近に観測された。以上
の事から、PSIの可溶化挙動に関しては、MV-DKDKC12Kは DKDKC12Kと同様
の性質が維持されている事が分かった。 
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3-3-4-3 酸素電極による MV-DKDKC12K で可溶化された PSI の光誘起電子移動
活性の評価 
 

	
 図３−３４で述べた、PSIと MV2+の間のMV-DKDKC12K を用いた擬似分子内
相互作用の効果を確認するため、PSIからの光誘起電子移動効率を酸素電極によ
り評価した。MV-DKDKC12K は、可溶化試薬として使用される場合 MV2+基が

PSIの周囲に集積すると考えられ、分子間で作用する分子間システムと比較して、
この擬似分子内システムにおける PSIとMV2+との間の電子移動が効率よく起こ

ると考えた。MV-DKDKC12K を用いた際の光誘起電子移動は、犠牲的還元剤と
してアスコルビン酸ナトリウム（2 mM）、電子メディエーターとして DCIP（0.5 
mM）の存在下で測定を行った。溶存酸素が MV2+の一電子還元体を素早くクエ

ンチするため、PSIからのMV2+基またはMV2+分子へ電子移動した速度は、酸素

電極を用いて溶存酸素の減少速度から見積もる事が可能である。 
	
 PSI に対する MV-DKDKC12K の比は、可溶化に関与しない遊離

MV-DKDKC12Kの効果を低減するため、PSI１ユニットあたり 167当量で一定と
した。ちなみにこれまでの報告から、β-DDMの場合 PSI１ユニットあたり約 200
分子が結合することが考えられるため、今回 PSI１ユニットあたりを 167当量の
MV-DKDKC12Kで可溶化する事はそれなりに妥当性があると考えた。 
	
 12 nM PSI ／ 2 µM MV-DKDKC12K の 濃 度 か ら 、 72 nM PSI ／
12 µM MV-DKDKC12Kの濃度まで、1：167の分子数比を維持しつつ総分子数を
増加させ、光誘起電子移動速度の比較を行った。3-3-4-2 項から、この実験で検
討を行うMV-DKDKC12Kの濃度範囲は、一部 PSIの凝集を引き起こす濃度であ
ると懸念されたが、3-3-2-7 項からみられるように酸素電極を用いた光誘起電子
移動活性の評価においては、PSIに多少凝集が起こっていても正確な電子移動速
度が見積もれることが確認されているため、充分に電子移動速度を評価可能と

考えた。以上のことをふまえ、酸素減少速度の初速度から電子移動速度を概算

し、濃度依存性を確認した結果を、図３−４０に示した。 
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図 3-40	
 光誘起電子移動速度の濃度依存性 

 

	
 分子間電子移動の系（MV2+分子の系）では MV2+の濃度を減少させることで

PSI から MV2+への電子移動速度は単調な減少を示し、このような挙動は、二分

子間反応に特徴的な性質であった。MV2+の濃度が 2 µM まで減少することで、
電子移動速度は 15 PSI-1s-1 まで減少がみられた。一方擬似分子内電子移動の系

（MV-DKDKC12Kの系）では、MV-DKDKC12Kの濃度が減少したとしても、電
子移動速度の維持がみられ、8 µM以下の濃度領域でも約 23 PSI-1s-1の電子移動

速度が観測された。このことは、擬似分子内電子移動の系では、MV2+の濃度（す

なわち、MV-DKDKC12Kの濃度）を減少させても、PSIがMV-DKDKC12Kに可
溶化されることで、自動的にMV2+基が PSI近傍に存在し、分子間の系に比べて
効率のよい電子移動が達成できたためと考えられた。しかしこのような効果は、

MV2+の濃度が高い領域では顕著にみられなかった。これは、MV-DKDKC12Kに
おける DKDKC12K の部位と MV2+部位の間のリンカー長さや構造が完全に最適

化されていないために、擬似分子内反応の効果が活かしきれていないためと考

えられる。 
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3-3-4-5 ITO基板上に吸着させたMV-DKDKC12Kで可溶化された PSIの光電流測
定 
 

	
 7-carboxy-1-heptanethiolで SAM修飾を行った ITO基板上に吸着した PSIにつ
いて、紫外可視吸収スペクトルを測定することで、クロロフィル色素の脱離に

伴う変性がみられるか評価を行った。PSI は、MV-DKDKC12K により可溶化さ
れたサンプルを用いた。 
 

 
図 3-41  ITO電極上に吸着した PSIの吸収スペクトル	
  

 

	
 図３−４１に示すように、MV-DKDKC12Kにより可溶化された PSIの溶液中の
吸収スペクトルと、ITO基板上の吸収スペクトルの比較から、680 nmに存在す
る Qyバンドのλmaxに一致がみられ、PSIがクロロフィル色素の脱離なく ITO基
板上に固定化できていることが分かった。全体的に吸光度が小さいのは、基板

上に単層で吸着させたことで、単位断面積当たりの PSI 濃度が薄くなったため
である。 
 

3-3-4-6 ITO基板上へ吸着された PSIの光電流測定 
 

	
 前項の検討から、7-carboxy-1-heptanethiol で SAM修飾を行った ITO基板上に
MV-DKDKC12K により可溶化された PSIを変性させることなく固定化できてい
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る事が確認されたため、次にこの PSIからの光電流測定を行った。 
	
 PSI は、アニオン性の基板表面に対して P700 側から優先的に吸着する事が知
られており、光励起された場合には、電子移動により生成される P700+•に電子を

補完するため、電極から電子が供給される（その結果、光電流はカソード電流

として観測される）。一方で、光照射により生成される電子は、電解液中に存在

するメチルビオロゲンなどの電子受容体に移動し、最終的に対極に渡される。

このため、作用電極上で観測される光電流は、カソード電流となる。今回は、

MV-DKDKC12K により可溶化された PSI を ITO 基板上に固定化するため、PSI
の近傍に MV2+基が存在する事で、PSI からの効率の良い電子の引き抜きと、そ
れに伴う電極からのカソード電流応答が期待された。 
 

 
図 3-42	
 光電流測定模式図 

 

	
 まず、コントロールとなるβ -DDM で可溶化した PSI を 7-carboxy-1- 
heptanethiol で SAM修飾を行った ITO基板に固定化したサンプルからの光電流
の評価を行った。7-carboxy-1-heptanethiol で表面 S修飾を行った ITO電極上にβ
-DDMに可溶化された PSIを吸着させた後、電解液中に電子メディエーターとし
て 0.1 mM MV2+分子を導入し、ITO電極に負電位（−0.2 V vs Ag / AgCl）を印加
しながら、光電流測定を行った。 
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図 3-43	
 β-DDMにて可溶化を行ったサンプルについての光電流測定 

 

	
 	
 その結果を図３—４３に示した。440 nmのパルス型の光照射に応答し、矩形
型の光誘起電流（光電流）応答が観測された、また電流の方向は、予想通りカ

ソード方向に観測された。このことは、P700側が比較的優先的に ITO電極側に
面していることも示唆している。また、光照射に伴い観測される光電流の立ち

上がりが、ポルフィリンなどの低分子を吸着して観測される光電流応答に比べ

て、遅延する傾向が見られた。これは、PSI から電解液中に存在する MV2+分子

への電子移動効率が悪い事によると、予測された。 
 

 
図 3-44	
  MV-DKDKC12Kにて可溶化を行ったサンプル
についての光電流測定 

 

	
 同様にMV-DKDKC12Kを用いた系について、次に評価を行った。ITO電極上
に PSI/MV-DKDKC12Kを吸着させた後、ITO電極に負電位（−0.2 V vs Ag/AgCl）



 121 

を印加しながら、440 nmの光照射を行い、光電流を観察した。β-DDMにより
可溶化された PSI を吸着させた ITO 基板と同様に、カソード電流として光電流
が得られた事から、PSI の P700 側が優先的に電極に面していることが示唆され
た。また光電流は、β-DDM を用いた系と比較し、光照射後の応答が素早くな

る事がわかった。これは、PSIの近傍にMV-DKDKC12Kに付加されたMV2+が存

在する事で、PSI から MV2+への効率の良い電子移動が達成された事によると推

測された。また、光エネルギー変換の量子収率を計算すると 0.03％であった。 
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3-4 まとめ 
 

	
 本章では新規膜蛋白質可溶化試薬の開発を行った。その基本骨格としてとし

てアルキルアミド鎖を側鎖に持つシステイン残基を２つ持つリポペプチド誘導

体であるペプチドジェミニ型界面活性剤（PG-surfactant）を選択し、ペプチド部
位の配列スクリーニングにより、中性で安定化に溶解できる誘導体として、

DKDKC12K及び DKDKC12Dの取得に成功した。 
	
 当初、アルキルアミド鎖を側鎖に持つ２つのシステイン間のペプチド配列と

して、水溶性アミノ酸であるアスパラギン酸、リジン、アルギニン、ヒスチジ

ン、セリン等が３つあるいは 4つ連続したオリゴペプチド配列を選択し、これ
らの溶解度の検討を行ったが、意外な事にいずれも中性の緩衝液中では溶解し

なかった。一方で、リジンとアスパラギン酸を交互に２回並べ、N-末端側にリ
ジンやアスパラギン酸を一つ導入した誘導体である DKDKC12K、DKDKC12Dで
は、中性条件下で充分な溶解度を示すことがわかった。これは、酸性、塩基性

のアミノ酸を交互に配置したことにより、確実にカチオン、アニオンが生成し

てイオン性を帯びる事で、上手く中性の緩衝液中で溶解することができたと思

われる。 
	
 物性評価の方法として、表面張力法、蛍光プローブ法を用いて臨界凝集濃度

（cac）の算出を行った。表面張力法について、今回検討を行ったすべての
PG-surfactantについて濃度上昇に伴う表面張力の変化に、1つの変曲点がみられ、
cac 値の算出が可能であった。しかし、DKDKC12K、DKDKC12D では変曲点以
降も表面張力の減少がみられたため、プレート上への強い吸着挙動が正確な cac
値の算出を困難としていることが推測された。そのため、DKDKC12K、
DKDKC12D については、蛍光プローブ法を用いて cac 値の算出を行った。
PG-surfactant の濃度上昇に対して、蛍光強度変化に 1 つの変曲点がみられ、cac
値を定義することができた。この方法では変曲点以降に蛍光強度の減少はみら

れず、cac値を算出する事が可能であった。２本のアルキル鎖を一つの分子内に
持っているため、膜蛋白質可溶化試薬として広く用いられているβ-DDM に比

べて遥かに低い cac値が算出された。このことは、より少ない量で膜蛋白質を可
溶化できることを意味し、膜蛋白質の変性を抑えた可溶化に対して優位な物性

と考えられた。 
	
 中性緩衝中での DKDKC12K、DKDKC12Dの会合挙動に関して、動的光散乱
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(DLS)測定により検討を行った。その結果、いずれの界面活性剤も、cac値以上
の濃度でミセル様の会合体形成が確認された。1 mMの濃度以上の領域でも引き
続きミセル形成のみしか観測されなかった事から、従来のペプチド配列を含む

界面活性剤と異なり、ペプチド部位同士での意図しない会合は抑制できること

が示唆された。 
	
 続いて PG-surfactant DKDKC12K、DKDKC12Dをもちいて、光合成関連膜蛋白
質である光化学系 I、光化学系 II（PSI、PSII）の可溶化の実験を行うことで、新
規膜蛋白質可溶化試薬としての機能評価を行った。特に個々の膜蛋白質への影

響を詳細に検討するため、ここでは界面活性剤置換法による検討を行った。室

温での吸収スペクトル測定、77K での定常光蛍光スペクトル測定では、膜貫通
領域に存在するアンテナクロロフィル色素の集合状態に関して、その変成度合

いの評価が可能であるが、まずはこれらの測定から DKDKC12K、DKDKC12Dが
PSI、PSIIを変性させる事なく可溶化できている事が分かった。 
	
 光照射により生成する P700+•の電荷分離状態の寿命を過渡吸収スペクトル測

定により見積もる事で、PSI膜外ドメインに存在するサブユニット蛋白質 PsaC、
PsaD、PsaE の離脱に伴う変性が、PG-surfactant で可溶化することにより起こっ
ているか検討を行った。その結果、室温で扱う範囲では、全く変性が起こって

いない事が確認された。これらのことから、DKDKC12K、DKDKC12Dは非常に
良い、新規の膜蛋白質可溶化試薬である事が確認された。また DKDKC12Dを用
いた際にはβ-DDMを用いた際に比べて、熱耐性の向上も見られている。 
	
 さらに、PSI、PSIIの機能である光誘起電子移動について評価を行ったところ、
β-DDMにより可溶化された場合と同様な値が得られ、機能の面からも PSI、PSII
の新規膜蛋白質可溶化試薬として有用である事が分かった。 
	
 これらの結果を踏まえ、PSIの機能である光電子移動活性を経て生成される還
元電子を受け取る事が可能な電子受容体(メチルビオロゲン)を新規の膜蛋白質
可溶化試薬 DKDKC12Kに修飾したMV-DKDKC12Kを合成し、ミセル形成能な
どの基本物性から、膜蛋白質可溶化試薬としての機能評価、MV2+部位への電子

移動効率の評価などを行った。 
	
 MV-DKDKC12K の濃度変化に伴う蛍光プローブの蛍光強度変化から、

MV-DKDKC12K の cac 値の算出を行った。その結果、MV2+部位を未修飾の

DKDKC12K と同様に濃度に対する蛍光強度変化に 1 つの変曲点がみられ、cac
値を定義することができた。また、その算出された cac 値は、MV2+部位を未修
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飾の DKDKC12Kとほぼ同様の値を示した。 
	
 DLS測定によりMV-DKDKC12Kの水溶液中での会合挙動の検討を行った結果、
cac値以上の濃度では約 6 nmオーダーの DLSピークのみが観測され、MV2+部位

を未修飾の DKDKC12Kと同様にミセル様会合体のみの形成が示唆された。 
	
 そこで次に、MV-DKDKC12K の膜蛋白質可溶化能について評価を行った。方
法は MV2+部位を未修飾の DKDKC12K と同様に、界面活性剤置換法により行っ
た。コントロールとなるβ-DDMを用いて可溶化した PSIの吸収スペクトルとの
比較から、膜内ドメインに存在するアンテナクロロフィルの集合構造を維持し

た可溶化がなされている事が確認された。この結果は、PG-surfactant DKDKC12K
の分子骨格を用いる事で、メチルビオロゲンの様な膜蛋白質の可溶化には直接

関与しない機能分子を修飾しても、膜蛋白質可溶化能を失わないことを意味し、

他の機能性分子を修飾することも可能であることが示唆された。 
	
 MV-DKDKC12Kを用いることよる PSI周辺領域へのMV2+の濃縮効果（擬似分

子間反応）を確認するため、酸素電極を用いた PSIからMV2+部位への光誘起電

子移動活性の評価を行った。その結果、β-DDMを用いて PSIを可溶化した系に
MV2+分子を同濃度添加した系（分子間反応）と比較し、特にMV2+濃度が低い領

域にて、擬似分子間反応の効果が顕著に見られる結果となった。これは

MV-DKDKC12Kで可溶化を行うことでPSIの周辺領域にMV2+が自発的に濃縮さ

れ、分子間反応の系よりも衝突頻度が高くなる事で効率よく電子を受け取るこ

とができたためと考えられる。 
	
 ITO 基板上に吸着固定化したあとの、PSI からの光電流測定では、
MV-DKDKC12K で可溶化したものに関して、β-DDM で可溶化し電解液中に同
濃度のMV2+分子を添加した系と比較して、電子移動効率やエネルギー変換効率

の向上、さらに光照射に対するシャープな電流発生挙動などが観測された。 
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第 4章	
 膜蛋白質抽出試薬としての PG-surfactantの設計 
4-1 緒言 
 

	
 膜蛋白質は天然の生体膜中で、物質輸送や細胞接着、細胞間のシグナル伝達

などの幅広い生理学的機能を担っている。そのため、現在膜蛋白質機能に着目

した研究が進められている。例えば、G 蛋白質共役受容体（G-Protein Coupled 
Receptor、GPCR）（図４−１）1), 2)が注目を集めている。GPCRは細胞外の刺激を
細胞内部に伝える刺激受容とシグナル伝達に関与する膜蛋白質であり、GPCRを
ターゲットとしてシグナル伝達を制御する医薬品の研究が行われている。しか

しながら、膜蛋白質の結晶化や膜蛋白質を用いた研究のためには、安定に膜蛋

白質を可溶化し、単離精製する必要があるが、膜蛋白質の単離精製に用いるこ

とができる界面活性剤の報告例は少ない 3)。そのため、膜蛋白質の単離精製に用

いることができる「膜蛋白質抽出試薬」の開発ニーズは依然として高い。 
 

 
図 4-1 GPCRの結晶構造の一例 (ヒト・ムスカリン M2受容体)1) 

 

	
 これまでの検討から、2 種類の PG-surfactant（DKDKC12K、DKDKC12D）は、
光化学系 I（PSI）、光化学系 II（PSII）などの膜蛋白質を、変性を抑えつつ、水
中に可溶化させることが可能であると分かった。しかし一方で、PSI、PSIIが組
み込まれている生体膜（シアノバクテリアのチラコイド膜）からの抽出には利

用できなかった。我々は、前者の膜蛋白質を水中に凝集させることなく分散可

溶化させることを「可溶化（Solubilization）」、後者の生体膜を崩して膜蛋白質を
バッファー溶液中へ取り出すことを「抽出（Extraction）」と区別しているが、膜
蛋白質の単離精製の際に用いる試薬には「可溶化」の能力とともに「抽出」の

能力も求められる（このような試薬のことを、一般に膜蛋白質抽出試薬と呼ぶ）。

そのため、膜蛋白質の単離精製の際に用いることを目的とした PG-surfactant ベ
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ースの膜蛋白質抽出試薬の開発のためには、膜蛋白質の変性を抑えた「可溶化」

の能力に加えて、「抽出」能力を備えた DKDKC12K、DKDKC12D とは異なる新
たな分子の設計が必要であった。 

我々は DKDKC12K、DKDKC12Dが生体膜から PSI、PSII を「抽出」できない
原因として、チラコイド膜を構成する脂質に着目した。チラコイド膜は主に

Monogalactosyl diacylglycerol（MGDG）や Digalactosyl diacylglycerol（DGDG）ら
（図４−２）の糖脂質からなることが知られている 4)。これらの糖脂質は親水部

である糖の部分が分子間で水素結合することで、他の脂質膜と比較しより強固

な会合状態を形成することが考えられている。一方で、これまでに検討を行っ

ていた 2 種類の PG-surfactant（DKDKC12K、DKDKC12D）は、いずれも極性基
部分が親水性アミノ酸のみから構成され、また特徴的な２次構造も形成しない、

言わば柔軟な構造をもつ膜蛋白質可溶化試薬であった。そのため、これらの

PG-surfactant は強固な会合状態を形成しているチラコイド膜構造を乱すことが
できず、膜蛋白質の抽出を行うことができないのではないかと考えた。 

 

 

図 4-2 チラコイド膜を構成する主な糖脂質分子 
       (左) Monogalactosyl diacylglycerol (MGDG)の構造 
       (右) Digalactosyl diacylglycerol (DGDG)の構造 

 

	
 そこで本研究では、リンカーペプチド部位に比較的疎水性が高く、且つ特定

の２次構造をとることで剛直性を持つペプチド配列を含んだ PG-surfactant ベー
スの新規界面活性剤の設計合成を検討した。具体的には、ターン構造をとるペ

プチド配列に着目した。β-ターンモチーフを形成する配列の例には、ユビキチ
ンの分子内に存在する「-Thr-Leu-Thr-Gly-Lys-」配列が知られている 5)-7)。また

Searleらによって、「-Asn-Pro-Asp-Gly-」配列も同様にβ-ターン構造をとること
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が報告されている（図４−３）5)。我々のこれまでの検討から、PG-surfactantのリ
ンカーペプチド部位のアミノ酸配列は３から４残基程度が良いということが分

かっているため、ここでは後者の「-Asn-Pro-Asp-Gly-」配列を PG-surfactant分子
内のリンカーペプチド部位（X の部分）に導入することとした。一方で疎水性
のペプチド配列を含むことで懸念される中性緩衝液への溶解性減少を改善する

ために、Y の部分に Lys または Asp を導入した NPDGC12K、NPDGC12KK、
NPDGC12D、NPDGC12DD を設計し検討することとした。また、β-ターン構造
を形成する効果を明らかにするために、「-Asn-Pro-Asp-Gly-」配列の内の Asnを
Aspに変えたβ-ターン構造形成能を下げた DPDGC12KKも同様に合成した。ま
た、他に非天然のアミノ酸 8)からなる「-β-Ala-Nip(-)-Nip(+)-β-Ala-」配列が β-タ
ーン構造をとることが知られているため 9)、こちらをリンカーペプチド部位（X
の部分）に導入した PG-surfactant AβNp(−)Np(+)AβC12K、AβNp(−)Np(+)AβC12Dにつ
いても、同様に検討を行った。 

 

 
図 4-3 β-ターン構造を形成するペプチド配列 [-Asn-Pro-Asp-Gly-] 

 

 
図 4-4 β-ターン構造をとるペプチドの化学構造 
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 はじめに、新規化合物であるβ-ターン構造をとるペプチドモチーフを導入し
た PG-Surfactant の基礎的なミセル形成能や臨界会合濃度、会合能を明らかにす
るため、蛍光プローブ法を用いた PG-surfactantの臨界会合濃度（cac値）の算出、
動的光散乱（DLS）を用いた溶液中での会合挙動の評価を行った。	
 次に、具体
的にこれらの膜蛋白質の抽出能力の評価のためには、チラコイド膜（図４−５）

からの PSI、PSII の膜蛋白質抽出系を用いた。中性緩衝液中で十分な溶解度と、
PSI、PSIIに対して可溶化能を示した PG-surfactant（NPDGC12KK、DPDGC12KK、
AβNp(−)Np(+)AβC12K）について、チラコイド膜からの PSI、PSIIの抽出を行い、吸
収スペクトル、Native PAGEにより抽出成分の評価を行った。 
 

 
図 4-5 チラコイド膜の模式図 
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4-2 実験項 
4-2-1 PG-surfactantの合成 
	
 第２章 2-2-1 項の方法と同様に、長鎖アルキルアミド鎖をあらかじめ
Fmoc-Cys-OH 側鎖に導入した Fmoc-Cys(C12)-OH 誘導体を合成し、PG-surfactant
はすべて Fmoc固相合成用の樹脂担体上で合成する方法をとった。 
 

4-2-1-1 種々の PG-surfactantの樹脂担体上での合成 
	
 本章で検討した PG-surfactant は、次のような配列をもち、それぞれの収量、
収率、高分解能質量分析による同定データも以下に示した。 
 

 
図 4-6 PG-surfactantの構造 

 
表 4-1 評価を行ったペプチドジェミニ界面活性剤（PG-surfactant）の一覧 

PG-surfactant -X-部のペプチド配列  Y-部のペプチド配列  

NPDGC12K -Asn-Pro-Asp-Gly- Ac-Lys 

NPDGC12KK -Asn-Pro-Asp-Gly- Ac-Lys-Lys 

NPDGC12D -Asn-Pro-Asp-Gly- Ac-Asp 

NPDGC12DD -Asn-Pro-Asp-Gly- Ac-Asp-Asp 

DPDGC12KK -Asp-Pro-Asp-Gly- Ac-Lys-Lys- 

AβNp(−)Np(+)AβC12K -β-Ala-(−)Nip-(+)Nip-β-Ala- Ac-Lys- 

AβNp(−)Np(+)AβC12D -β-Ala-(−)Nip-(+)Nip-β-Ala- Ac-Asp 

 

NPDGC12K: HRMS (EI-TOF, [M + H]+): calcd. for C57H103N12O13S2, 1227.7209; found, 
1227.7206 
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NPDGC12D: HRMS (EI-TOF, [M + Na]+): calcd. for C55H95N11O15S2+Na, 1236.6348; 
found, 1236.6323 

NPDGC12DD: HRMS (EI-TOF, [M + Na]+): calcd. for C59H100N12O18S2 + Na, 
1351.6618; found, 1351.6609 

DPDGC12KK: HRMS (EI-TOF, [M + H]+): calcd. for C63H114N13O15S2, 1356.7999; 
found, 1356.7997 
AβNp(−)Np(+)AβC12K: HRMS (ESI-TOF, [M + H]+): calcd. for C60H110N11O10S2, 
1208.7879; found, 1208.7887. 

AβNp(-)Np(+)AβC12D: HRMS (EI-TOF, [M + Na]+): calcd. for C62H107N11O15S2 ＋ Na, 
1332.7287; found, 1332.7264. 
 

4-2-2	
 蛍光プローブ法による PG-surfactantの cac値測定 10) 
 

	
 第 3 章 3-2-2 項に記述してあるのと同様に、ANS を蛍光プローブに用いる方
法にて評価を行った。 
 

4-2-3 DLS測定による水溶液中での会合体挙動の評価 
 

	
 第 3章 3-2-3項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

4-2-4 シアノバクテリア由来の光合成膜蛋白質、光化学系 I（PSI）、光化学系 II
（PSII）の単離精製 
	
 本章で用いた PSI、 PSIIは、第３章 3-2-4項と類似の方法で単離精製したもの
を用いた。PSI11)- 13)、PSII11), 14)ともに、好熱性シアノバクテリア T. vulcanusのも
のを用いた。 
 

4-2-4-1 本実験で使用した buffer一覧 
 

	
 第 3章 3-2-4-3項に記述してある bufferと同様の組成のものを用いた。 
 

4-2-5 界面活性剤置換法による膜蛋白質可溶化 
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 第 3章 3-2-5項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

4-2-6 PG-surfactant で可溶化された PSI、PSII の、吸収スペクトル測定による変
性度合いの評価 
 

	
 第 3章 3-2-6項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

4-2-7 PG-surfactantで可溶化された PSIの 77Kにおける蛍光測定による、PSIへ
の構造的影響の評価 15) 

 

	
 第 3章 3-2-7項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

4-2-8 過渡吸収測定による PSIの P700+•の寿命評価を利用した、PG-surfactantで
可溶化された PSIの構造的影響の評価 16) 
 

	
 第 3章 3-2-8項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

4-2-9 酸素電極による PG-surfactantで可溶化された PSIの光誘起電子移動活性の
評価 17) 
 

	
 第 3章 3-2-9項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

4-2-10 酸素電極による PG-surfactantで可溶化された PSIIの光誘起電子移動活性
の評価 17) 
 

	
 第 3章 3-2-10項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

4-2-11 シアノバクテリア由来のチラコイド膜 
実験には T. vulcanus由来のチラコイド膜を用いた。集菌したシアノバクテリ
ア T. vulcanusを Lysozyme処理、フレンチプレス処理あるいは浸透圧ショックに
より外膜を破壊し、これを除去することによりチラコイド膜サンプルは得た。

得られたチラコイド膜サンプルは、使用するまで極低温冷凍庫（-78℃）にて保
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存した。 
 

4-2-12 抽出実験で使用する buffer一覧 
	
 洗浄用 buffer；Buffer C（20 mM HEPES-NaOH（pH 7.2）、100mM MgCl2） 
	
 抽出用 buffer；Buffer D（20 mM HEPES-NaOH（pH 7.2）、100 mM MgCl2、 

	
 	
 	
 25 %(w/v)グリセロール) 
 

4-2-13 チラコイド膜からの膜蛋白質抽出 
  4-2-11 に記載した方法で得られたチラコイド膜の懸濁溶液 (0.1 mg Chl a)に
100 mLの Buffer Cを加え、懸濁した後に遠心分離にかけた。遠心分離後上澄み
は捨て、再度 100 mLの Buffer Cを加え懸濁した後に遠心分離にかけた。この操
作を 3 回繰り返すことで、膜結合性の水溶性蛋白質フィコビリソームのサブユ
ニットであるアロフィコシアニンの大部分を除去した（この操作では完全には、

除けない）。その後、洗浄を終えたチラコイド膜に対して Buffer C に溶かした
1 %(w/v)の PG-surfactantを加えて懸濁し、暗黒下氷上で 30 min静置することで、
膜蛋白質 PSI、PSIIの抽出を行った。この溶液を遠心分離し（15,000 × g、45 min）、
可溶化された膜成分を上清溶液に得た。PSI、PSIIの抽出効率は、メタノールを
用いて PSI、PSII内の Chl aを抽出し、紫外可視吸収スペクトル測定により定量
をすることにより行った（ε665 = 79.95 mgChl a -1L cm-1 in methanol）18),19)。 
	
  

4-2-14 吸収スペクトル測定によるチラコイド膜から PG-surfactant で抽出された
成分の評価 
	
 4-2-13に記載した方法で、PG-surfactantにより抽出された成分について、吸収
スペクトル測定により評価を行った。1 wt%β-DDMを含む Buffer Cにより抽出
された成分とスペクトルを比較することで、PSI、PSIIなどの Chl aを含む膜蛋
白質成分の抽出量および抽出効率について評価した。 
 

4-2-15  Native-PAGEによるチラコイド膜から PG-surfactantで抽出された成分の
評価 18),20),21) 
	
 4-2-13 に記載した方法にて、PG-surfactant により抽出された蛋白質成分を、
Native-PAGEにより分析をおこなった。10 mg Chla色素成分を含む膜蛋白質量を
泳動した（濃度を変えた場合に、Native-PAGEの泳動パターンが変化してしまう
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ため）。PG-surfactantにより抽出された成分については、泳動パターンがβ-DDM
で可溶化されたサンプルと変わらなくするため、4-2-5 に記載された方法にて
0.1% β-DDMに界面活性剤置換したサンプルを準備し、泳動サンプルとして用
いた（界面活性剤を変えると、Native-PAGEの泳動パターンが変化してしまうた
め）。電気泳動は、4 mAで 90分間、その後 300 Vで 6時間泳動した。泳動後の
ゲルは、クロロフィル色素などにより色を持つ膜蛋白質成分の分離パターンを

未染色で評価するとともに、CBB で染色しそれ以外の混在する蛋白質成分につ
いても評価を行った。 
	
  
 

4-2-15-1 Native-PAGEで使用する Buffer一覧 
	
 泳動 Buffer 
	
 Cathode Buffer：50 mM トリシン、7.5 mMイミダゾール、0.05 %（w/v) 
                 デオキシコール酸ナトリウム 
  Anode Buffer：25 mM イミダゾール（pH 7.0）（HClを添加し pH7.0に調製） 
 

	
 ゲル作成用 Buffer 
	
 3× Gel Buffer ：75 mM イミダゾール（pH 7.0）、1.5 M 6-アミノヘキサン酸  
	
 AB conc (37.5:1)：60 % アクリルアミド、1.6 % ビスアクリルアミド 
	
  

4-2-15-2 ゲルの組成 
	
 Native-PAGEで使用する、ゲルの組成を次の表に示す。 
 
       表 4-2 ゲルの組成 

 Stack gel Gradient separation gel 

 4.0 % AB conc 5 % ABconc 12 % AB conc 

AB conc 0.4 ml 0.75 ml 1.8 ml 

3× Gel Buffer 2.0 ml 3.0 ml 3.0 ml 

グリセロール - - 2.0 g 

水 3.6 μl 5.25 μl 2.62 ml 

10% APS 50 μl 40 μl 30 μl 
TEMED 5.0 μl 4.0 μl 3.0 μl 
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4-3 結果と考察 
 

4-3-1 β-ターンペプチド配列を導入した PG-surfactant 
4-3-1-1 pH 7の中性緩衝溶液中での PG-surfactantの会合挙動に関する考察 
	
  

	
 膜蛋白質抽出試薬として PG-surfactant を用いるためには、中性で水に可溶、
もしくはミセルのような会合構造をとり水中に分散していることが必要である。

そこで、それぞれの PG-surfactantを pH 7の 20 mM リン酸緩衝溶液に溶かした。
溶解度の判定は目視観察とした。以下表に結果をまとめる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

	
 今回合成を行った PG-surfactant の中で、中性のバッファー中に溶解したのは
NPDGC12KK、DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)AβC12K のみであった。ペプチド配列
の X の部分にβ-ターン構造をとるペプチド配列のみを導入した NPDGC12、さ

らにペプチド配列の Y の部分にリジンまたはアスパラギン酸をいくつか導入し
た NPDGC12K、NPDGC12D、NPDGC12DD、NPDGC12DK、AβNp(-)Np(+)AβC12な

どは、電荷の中和、もしくは導入する親水性アミノ酸残基の数が足らなかった

ためか、中性のバッファーに溶解しなかった。AβNp(-)Np(+)AβC12Dについては始
め溶けているが、30 分ほどで凝集してしまう挙動が確認され、こちらも同様の
理由が考えられた。以上の結果から、中性 pHの条件下で十分な溶解度を示した
NPDGC12KK、DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)AβC12Kを用いて今後の評価を行った。 
 
  

表 4-3 各 PG-surfactantの溶解性 

PG-surfactant pH 7における溶解性 

NPDGC12K × 
NPDGC12KK ○ 
NPDGC12D × 
NPDGC12DD × 
DPDGC12KK ○ 

AβNp(-)Np(+)AβC12 × 

AβNp(-)Np(+)AβC12K ○ 

AβNp(-)Np(+)AβC12D △ 



 136 

4-3-1-2 蛍光プローブ法による PG-surfactantの cac値の算出 
 

2-2-2-2と同様に、ANSを蛍光プローブとして用いて cac値の算出を行った。ま
た各 PG-surfactant の対数濃度 対 蛍光プローブの相対蛍光強度のプロットを、
以下の図４−７に示した。なお縦軸の相対蛍光強度については、界面活性剤非存

在下における蛍光強度を 1とした。 

 

 
図 4-7 各界面活性剤における対数濃度 対 ANS の相対蛍光強度のプロットNPDGC12KK (a), 
DPDGC12KK (b), AβNp(-)Np(+)AβC12K 
 
	
 図４−７から、いずれの PG-surfactantについても濃度が上昇した時に、ある濃
度を境に蛍光強度が急激に大きくなることが確認された。図の変曲点前後の 2
近似直線の交点から算出される各PG-surfactantのcac値を、表４−４にまとめた。 
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表 4-4	
 各 PG-surfactantの cac値 

PG-surfactant cac /mM 

NPDGC12KK 0.0337 

DPDGC12KK 0.0353 

AβNp(-)Np(+)AβC12K 0.0089 

 

	
 各 PG-surfactant について、濃度の上昇に伴い蛍光強度変化に 1 つの変曲点が
みられ、単分子分散している状態からミセルあるいは何らかの会合体への相転

移がおこっていることが示唆された。第３章にて評価を行った膜蛋白質可溶化

試薬として機能する PG-surfactant DKDKC12K と比較をすると、cac値が上昇す
る傾向があることがわかった。これは β ターン構造に用いているアミノ酸配列
「-Asn-Pro-Asp-Gly-」や「-β-Ala-Nip(-)-Nip(+)-β-Ala-」が、DKDKC12K に含ま

れる「-Asp-Lys-Asp-Lys-」に比べて構造的に硬く、分子同士の会合がしにくく
なったためと考えられた。 

 

4-3-1-3 DLS測定による水溶液中での会合体挙動の評価 
 

	
 いずれの PG-surfactantについても、cac以上の濃度において単分子での分散状
態から何らかの会合体への構造転移が示唆された。そこで、溶液中での各

PG-surfactant の会合挙動を、DLS 測定により評価を行った。ここでは、中性条
件下で水に可溶で、膜蛋白質抽出試薬としての検討を考えている、NPDGC12KK、
DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)AβC12K に関して評価を行い、各界面活性剤濃度（1
〜0.0001%(w/v））にて評価をおこなった。測定結果を、図４−８に示した。 
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図4-8 各界面活性剤におけるDLSピーク: NPDGC12KK (a), DPDGC12KK (b), AβNp(-)Np(+)AβC12K (c) on 
0.01 wt % (black line), 0.1 wt % (red line), and 1 wt % (blue line) in 20 mM phosphate buffer (pH 7). 

 

	
 以上の結果から、NPDGC12KK、DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)AβC12Kは、いず
れも cac値以上の濃度では、7 nm程度の粒径のみしか観測されなかった。これ
は NPDGC12KK、DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)AβC12Kなどが２分子対合したサ
イズと一致するため、いずれの PG-surfactantについても、緩衝液中でミセル様
の会合体のみを選択的に形成していることが示唆された。 
 

4-3-2 βターン形成配列を含む PG-surfactantを用いた PSI、PSIIの可溶化 
 

続いて中性 pH緩衝液内でミセル形成能を持つ NPDGC12KK、DPDGC12KK、
AβNp(-)Np(+)AβC12Kについて、膜蛋白質可溶化試薬としての評価を行った。 
 

4-3-2-1吸収スペクトルによる PSI22)、PSII23)への構造的影響 
 

界面活性剤置換により 0.1 wt%の各 PG-surfactant（NPDGC12KK、DPDGC12KK、
AβNp(-)Np(+)AβC12K）で可溶化された PSI、PSII サンプルを調製し、PSI、PSII
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に変性がみられるかどうか吸収スペクトルにより検討を行った。比較対象とし

て、PSI、PSIIを変性させないことが知られている 0.1 wt% β-DDMで可溶化した
サンプルを準備し、比較を行った。これらの吸収スペクトル測定結果を、図４−

９、４−１０に示した。 
 

 
図 4-9 それぞれの PG-surfactant で可溶化した PSI の吸収スペクトル 0.1 wt % β-DDM (black line)	
  
(NPDGC12KK (a), DPDGC12KK (b), AβNp(-)Np(+)AβC12K (c))(red line) 
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図 4-10 それぞれの PG-surfactant で可溶化した PSII の吸収スペクトル; 0.1 wt % β-DDM (black line)	
  
(NPDGC12KK (a), DPDGC12KK (b), AβNp(-)Np(+)AβC12K (c))(red line) 

 

これらの結果より、PSI、PSIIともにいずれの PG-surfactantを用いた場合にお
いても、β-DDMで可溶化したスペクトルと一致が見られたことから、膜蛋白質
の膜貫通領域に存在するクロロフィル色素の脱離に基づく変性はみられないと

いうことがわかった。 
 

4-3-2-2 77 Kにおける蛍光スペクトルによる PSIへの構造的影響   
 

	
 第３章 3-3-2-3 項で記述したように、PSI は液体窒素温度（-196℃、77 K）ま
で冷却すると，レッドクロロフィル a 状態と呼ばれる P700 より長波長側（708
〜714 nm）の光を吸収できる「アンテナ Chl a色素の状態」が生成し、この S0
状態から S1 状態への光遷移から S0 状態への緩和にともない、715-735nm に蛍
光発光が観測されるようになる。このレッドクロロフィル状態は、アンテナ Chl 
a色素の集合状態が維持されていないと観測されず、また Chl a色素の離脱が起
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こった場合には、680 nm付近に、フリーの Chl a色素由来の蛍光発光ピークが
観測されるため、PSIの変成状態の評価に有効である。 

 

界面活性剤置換により各 PG-surfactant（NPDGC12KK、DPDGC12KK、Aβ

Np(-)Np(+)AβC12K）で可溶化された PSI サンプルについて、PSI に変性がみられ
るかどうか 77Kにおける蛍光スペクトル測定を行った。光励起は 430 nmにより
行った。比較対象として、PSI を変性させないことが知られている 0.1 wt% 
β-DDMで可溶化したサンプルについても測定を行った。これらの 77Kにおける
蛍光スペクトルを、図４−１１に示した。 

 

 
図4-11	
 それぞれのPG-surfactantで可溶化したPSIの77Kにおける蛍光測定結果 (0.1 wt % β-DDM 
(black line), NPDGC12KK (red line), DPDGC12KK (blue line), AβNp(-)Np(+)AβC12K (green line) 

 

	
 いずれの PG-surfactant（NPDGC12KK、DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)AβC12K）を
用いた場合にも、735 nmに蛍光スペクトルのピークトップが確認された。この
蛍光最大波長は、PSI のレッドクロロフィル a 状態に特徴的な波長であり、PSI
に変性が促されていないことを意味している。実際に、PSIを変性させる事がな
いと報告されている 0.1 wt%β-DDMで可溶化された PSIでも同様な蛍光スペク
トルが観測された。 
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4-3-2-3 過渡吸収スペクトル測定による PSI の P700+•の寿命評価を利用した、

PG-surfactantで可溶化された PSIの変性度合いの評価 
 

	
 第 3 章 3-3-2-6 項と同様の操作を行い、P700+•への逆電子移動速度を観測する

事で膜外ドメインの変性の確認をおこなった。界面活性剤置換により 0.1 wt%の
PG-surfactant（NPDGC12KK、DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)AβC12K）を含む緩衝液
で可溶化された PSIについて A698の時間変化を測定し、3成分の寿命を持つ理論
式で非線形カーブフィッティング（解析ソフト Origin）を行った。結果を以下に
まとめた。 
 

表 4-5 各 surfactant で可溶化された PSI の P700+•寿命の評価と、それを元にした PSI
の変性割合の比較 

Surfactant P700+•の寿命 

β-DDM 1ms (0%), 30 ms (30%), 270 ms (70%) 
NPDGC12KK 1ms (0%), 30 ms (48%), 392 ms (52%) 
DPDGC12KK 1ms (0%), 30 ms (18%), 289 ms (82%) 

AβNp(-)Np(+)AβC12K 1ms (0%), 30 ms (62%), 101 ms (38%) 

 

	
 もし仮に、PsaCの離脱に伴う変性が見られる場合は 1 msの寿命成分が見られ
るようになり、一方で変性が見られない場合には 30 ms の寿命成分のみが観測
される。また溶液中に添加している、電子移動メディエーター（DCIP や PMF）
を経由したアスコルビン酸ナトリウムによる直接還元が 100〜400 ms の成分と
して見られるが、今回の測定では、これら成分は無視しても問題とならない。

表４−５の結果より、いずれの PG-surfactant（NPDGC12KK、DPDGC12KK、Aβ

Np(-)Np(+)AβC12K）を用いた場合でも PsaCの離脱に対応する 1 msの成分は見ら
れず、膜外ドメインに関する変性は観測されなかった。同様の結果は、PSIを変
性させない場合のコントロールとなる 0.1 wt%の β-DDMを含む緩衝液で可溶化
したサンプルについても観測された。 
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4-3-2-4 PG-surfactantで可溶化された PSI、PSIIの酸素電極を用いた光誘起電子移
動活性評価 
4-3-2-4-1 PG-surfactant で可溶化された PSI の酸素電極を用いた光誘起電子移動
活性評価 

 

前述のように酸素電極を用いて酸素濃度の減少速度をモニタリングすること

により、PSIの光誘起電子移動活性の評価を行った。PSIの光誘起電子移動活性
の測定結果を以下に示す。界面活性剤濃度は、この測定方法で一般に用いられ

ている 0.001 %(w/v)の濃度で評価を行った（本来 cmc 値以下の条件となるが、
グリセロールが溶媒に溶けているためか、評価は可能である）。以下の式を用い

て、酸素減少速度の傾き（mM･O2 /mgChl･h）から PSI １ユニット当たりの電子
伝達速度（PSI-1 s-1）を求めた。  

 

(PSI!!s!!) = !
!.!!"×!"!!×!"##

× !
!
(µμMµμO!  /mgChl×h) 

 
表 4-6 各膜蛋白質可溶化試薬に可溶化された PSI の
光誘起電子移動速度の比較 

Surfactant 
電子移動速度 

(PSI-1s-1) 

β-DDM 41±2.1 
NPDGC12KK 44±1.4 
DPDGC12KK 49±1.7 

AβNp(-)Np(+)AβC12K 41±0.7 

 

表４−６の結果から、いずれの PG-surfactant を用いた場合も、PSI を変性させ
ないコントロールとなる0.1 wt% β-DDMで可溶化された場合と同程度の40 PSI-1 
s-1程度の電子移動活性が保たれていたことが確認された。すなわち、PSIの光誘
起電子移動活性の面からも、今回検討を行っている PG-surfactant は優れた膜蛋
白質可溶化試薬であることが分かった。 
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4-3-2-4-2 PG-surfactantで可溶化された PSIIの酸素電極を用いた光誘起電子移動
活性評価 

 

PSI の場合と同じように PSII についても、光誘起電子移動活性を酸素電極に
て評価を行った。以下の式を用いて、溶存酸素濃度の増加量の時間に対する傾

き(mM･O2 /mgChl･h)から PSII １ユニット当たりの電子伝達速度（PSII-1s-1）を求

めた。 

(PSII!!s!!) =
4

15.99×10!!×3600×
1
2 (µμMµμO!  /mgChl×h) 

 

結果を次のページに示す。 
表 4-7 各膜蛋白質可溶化試薬に可溶化された PSII
の光誘起電子移動速度の比較 

Surfactant 
電子移動速度 

(PSII-1s-1) 

β-DDM 156 ± 0.9 
NPDGC12KK 152 ± 7.0 
DPDGC12KK 160 ± 0.3 

AβNp(-)Np(+)AβC12K 140 ± 9.1 

 

	
 上記の表４−７の結果から、PSIIについてもいずれの PG-surfactantを用いた場
合も、PSIIを変性させないコントロールとなる 0.1 wt% β-DDMで可溶化された
場合と同程度の 150 PSII-1 s-1程度の電子移動活性が保たれていたことが確認され

た。すなわち、PSII の光誘起電子移動活性の面からも、今回検討を行っている
PG-surfactantは優れた膜蛋白質可溶化試薬であることが分かった。 
 

4-3-3 チラコイド膜からの PSI, PSIIの抽出 11) 
4-3-3-1 チラコイド膜 
 

T. vulcanus のチラコイド膜は主に Monogalactosyl diacylglycerol (MGDG)や
Digalactosyl diacylglycerol (DGDG)らの糖脂質(図４−１２)からなる脂質二重膜で
あり、グラナと呼ばれるチラコイド膜の積層構造が、ラメラと呼ばれるチラコ

イド膜が細長く伸びたものによって結び付けられている(図４−１３)。 
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図 4-12 チラコイド膜を構成する主な糖脂質分子(左) Monogalactosyl diacylglycerol (MGDG)の
構造 (右) Digalactosyl diacylglycerol (DGDG)の構造 

 

 
図 4-13 チラコイド膜のグラナ構造とラメラ構造 

 

	
 チラコイド膜を構成する膜蛋白質は主に、PSI、PSII、シトクロム b6f、ATP合
成酵素から構成される。本章では PG-surfactant を用いて抽出された、色素含有
膜蛋白質 PSI、PSIIについて主に評価を行った。 
 

4-3-3-2 吸収スペクトル測定によるチラコイド膜から PG-surfactantによって抽出
された成分の評価 
 

	
 1 wt%の PG-surfactantを含む緩衝液により抽出された成分について、紫外可視
吸収スペクトル測定を用いて評価を行った。コントロールとして、1 wt%の
β-DDMを含む緩衝液用いて抽出した成分の評価も行った。吸収スペクトル測定
は、抽出成分をバッファーにて 100倍に希釈し測定した。結果を以下に示す。 
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図4-14 PG-surfactantによりチラコイド膜より抽出された成分の紫外可視吸収スペクトル
による評価 (1 wt % β-DDM (black line), DKDKC12K (light green line)、DKDKC12D (purple 
line)、NPDGC12KK (red line)、DPDGC12KK (yellow line), and AβNp(-)Np(+)AβC12K (blue 
line).) 

 
表 4-8 チラコイド膜からの抽出効率 

Surfactant Chl濃度 
(mgChl/ml) 抽出効率 (%) 

β-DDM 0.305 31 

NPDGC12KK 0.278 28 

DPDGC12KK 0.024 2.4 

AβNp(-)Np(+)AβC12K 0 0 

 

	
 紫外可視吸収スペクトル測定より、NPDGC12KKを用いることで β-DDMを用
いた場合と同様に、チラコイド膜からクロロフィル成分を含む膜蛋白質の抽出

が可能であることが確認された。また、各 PG-surfactant で抽出された成分のス
ペクトル概形が一致していることから、抽出される膜蛋白質成分の割合は、

β-DDM を用いた場合と大きく変わらないことが示唆された。一方で、β-turn 構
造を不安定化させる変異を導入した DPDGC12KK を用いた場合に抽出効率の大
きな低下がみられたことから、高い抽出能を与えるためには、β-turn構造を含む
ことが必須であることがわかった。しかし β-turn 構造を含んでいても、異なる
配列である AβNp(-)Np(+)AβC12Kでは、クロロフィル成分を含む膜蛋白質の抽出は
されなかった。これらのことは、界面活性剤に膜蛋白質抽出能力を与えるため

には、構造安定化と共に親水性-疎水性のバランスが重要であることが示唆され
た。  
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4-3-3-3 Native PAGEによるチラコイド膜から PG-surfactantで抽出された成分の
評価 24), 25) 
 

	
 PG-surfactant によりチラコイド膜からの抽出された成分が何であるか同定す
るため、Native-PAGEにより検討を行った。比較対象として、すでに Native-PAGE
分析を行った際に、各バンドがどの膜蛋白質成分であるか報告されている、

β-DDMを用いて抽出されたサンプルについても、同様に評価を行った。結果を
以下に示す。 
 

  
図 4-14	
 チラコイド膜より抽出された成分の Native PAGEによる評価(左；CBB染色前、右；CBB染色後)	
 
各レーン；β-DDM (左)、NPDGC12KK (中央)、DPDGC12KK (右) 

	
 NPDGC12KK により抽出された各色素成分を含む膜蛋白質は、いずれも

β-DDMにより抽出した場合とパターンが似ており、また各バンドの濃度からも
効率の良い抽出がされていることがわかった。一方で、β-turn構造を不安定化さ
せることで抽出能力が低下した DPDGC12KK を用いて得られたサンプルでは、
膜蛋白質成分の抽出はほとんど見られず、チラコイド膜表面に残存しているフ

ィコビリソーム由来のアロフィコシアニンのバンドのみが優先的に確認された。

また、CBB 染色から、Native-PAGE で観測された色素成分を含むバンドが、た
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しかに膜蛋白質由来であることが確認され、それ以外の蛋白質成分の抽出は殆

ど見られなかった。また PG-surfactant を用いて抽出した際に、カロテノイドの
バンドに重なって濃いバンドが確認されたが、これは系内に残存している

PG-surfactant由来のバンドであると考えられた。 
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4-4 まとめ 
 

	
 本章では、PG-surfactantをベースとした新規膜蛋白質抽出試薬の開発を行った。
第3章における検討から、2種類のPG-surfactant（DKDKC12K、DKDKC12D）が、
PSI、PSIに対して、変性を抑えつつ水中に単分子分散できる（すなわち可溶化で
きる）、新規の膜蛋白質可溶化試薬として機能することは明らかなった。しかし

一方でPSI、PSIIが組み込まれている生体膜（チラコイド膜）からの抽出には利
用できなかった。我々は、膜蛋白質を水中に凝集させることなく分散可溶化さ

せることを「可溶化（Solubilization）」、生体膜を崩して膜蛋白質をバッファー溶
液中へ取り出すことを「抽出（Extraction）」と区別して考えているが、膜蛋白質
の単離精製の際に用いる試薬には「可溶化」の能力とともに「抽出」の能力も

求められる（このような試薬のことを、一般に膜蛋白質抽出試薬と呼ぶ）。そこ

で本章では、PG-surfactantのリンカーペプチド部位にβ-ターン構造を形成するペ
プチド配列「-Asn-Pro-Asp-Gly-]あるいは「-β-Ala-(-)Nip-(+)Nip-β-Ala-」を選択し
た。膜蛋白質抽出試薬として用いるためには中性の緩衝液中に溶解する必要が

ある。今回合成を行ったPG-surfactantの中ではNPDGC12KK、DPDGC12KK、Aβ

Np(-)Np(+)AβC12Kのみがこの要件を満たしたために、以降の可溶化試薬、抽出試
薬としての機能評価を行った。リンカーペプチドXの部分にNPDGC12を持ち、周

辺ペプチドYの部分にリジンまたはアスパラギン酸をいくつか導入した
NPDGC12K、NPDGC12D、NPDGC12DD、DPDGC12KKについては、中性の緩衝
液 中 に は 溶 解 し な か っ た 。 リ ン カ ー ペ プ チ ド X の 部 分 に 
[-β-Ala-(-)Nip-(+)Nip-β-Ala-]、Yの部分にアスパラギン酸を導入したものに関し
ても、中性バッファー中での溶解度は悪かった。 
	
 ミセル形成能の評価として、まずは臨界凝集濃度（cac）の算出を行った。蛍
光プローブ法では PG-surfactant の濃度を上昇した時に、ある濃度を境に蛍光ス
ペクトルの最大強度が急激に大きくなるため、この前後の測定データに対する

近似曲線の交点から、cac値の算出が可能である。NPDGC12KK、DPDGC12KK、
AβNp(-)Np(+)AβC12K についても、濃度上昇に対して蛍光強度上昇の変曲点がみら
れ、cac 値を算出することができた。続いて動的光散乱(DLS)測定により、溶液
中での会合挙動に関して評価を行った。その結果、cac 値以上の濃度では
NPDGC12KK、DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)AβC12K はミセル様の会合体を形成す
ることがわかった。 
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次に、NPDGC12KK、DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)AβC12K が膜蛋白質可溶化試
薬としての機能を保持するか検討を行った。機能評価を行う膜蛋白質としては、

PSI、PSIIを用いた。各 PG-surfactantで可溶化した PSI、PSIIサンプル調製は、
PEG1450を沈殿剤に用いる界面活性剤置換法を用いた。単離精製されたPSI、PSII
質を利用し、native状態の PSI、PSIIの諸物性と比較をする事で、新規膜蛋白質
可溶化試薬の性能評価が可能となった。はじめに室温での紫外可視吸収スペク

トル測定と 77 Kにおける蛍光測定による評価を行った。これらの測定は、膜貫
通領域に存在するクロロフィル色素の集合構造の変成度合いの評価を可能とす

るが、NPDGC12KK、DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)AβC12K いずれの PG-surfactant
を用いた場合にも、β-DDM を可溶化試薬として用いた場合と全く同じスペク

トルを与えた事から、PSIの膜貫通領域に存在するクロロフィル色素の集合構造
に対する変性は観測されなかった。次に、光照射により生成する P700+•の電荷分

離状態の寿命を過渡吸収測定により見積もる事で、PSIの膜外ドメインに存在す
るサブユニット蛋白質 PsaC、PsaD、PsaEの離脱に伴う変性が、NPDGC12KK、
DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)AβC12Kで可溶化することにより起こっているか検討
を行った。その結果、室温で扱う範囲では、全く変性が起こっていない事が確

認された。更に、PSI、PSII の持つ光誘起電子移動活性に於ける変性度合いを、
酸素電極を用いて検討を行った。NPDGC12KK、DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)Aβ

C12K で可溶化された PSI、PSII の酸素吸収速度、酸素発生速度による間接的な
評価から、いずれの膜蛋白質についても、光誘起電子移動活性に於ける変性は

見られなかった。以上のことから、 NPDGC12KK、DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)A
βC12Kは PSI、PSIIに対して利用可能な、新規膜蛋白質可溶化試薬として有望で
ある事が分かった。 
上記の検討から可溶化試薬として機能することがわかった PG-surfactant
（NPDGC12KK、DPDGC12KK、AβNp(-)Np(+)AβC12K）について、チラコイド膜
からの膜蛋白質の抽出能力の評価を行った。紫外可視吸収スペクトルから、

NPDGC12KKを用いた場合でのみ、β-DDMを用いた場合と同様にクロロフィル
色素成分を含む膜蛋白質の抽出が確認された。一方でリンカーペプチド部位の

二次構造を不安定化するように Asn残基を Aspに変異を加えた DPDGC12KKを
用いた場合では、抽出効率の大きな低下が見られ、PG-surfactantの二次構造の違
いが抽出効率に影響を与えていることがわかった。β-turn構造をとること知られ
ているが異なるアミノ酸配列を持つ[-βAla-Nip(-)-Nip(+)-βAla-]をリンカーペプ
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チド部位に用いた場合にも抽出効率の大幅な低下がみられたことから、界面活

性剤に膜蛋白質抽出能力を与えるためには、単純に構造の硬さを与えるだけで

はなく、それと共に親水性-疎水性のバランスなどのチューニングも重要である
ことが示唆された。続いて、Native PAGEにより、NPDGC12KKにより抽出され
た膜蛋白質成分の詳細な分析を行った。その結果、1 wt% β-DDMを用いて抽出
を行った場合と各膜タンパク質のバンドパターンが一致していたことから、抽

出性能に関して、特定の膜蛋白質を多く抽出できるなどの特異性は見られない

ものの、β-DDMと同様な膜蛋白質の抽出能力を持つことがわかった。 
以上の結果から、NPDGC12KKはチラコイド膜から PSI、PSIIを、変性を抑え
つつ抽出できる新たな膜蛋白質抽出試薬として有効であることがわかった。本

論文ではチラコイド膜からの膜蛋白質抽出のみ検討を行っているが、他の生体

膜からの膜蛋白質抽出にも利用可能と期待される。 
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第 5章	
 分子量の大きな膜蛋白質可溶化試薬の開発 
5-1 緒言 
 

	
 第３章における検討から、我々の開発した PG-surfactant 骨格ベースの新規膜
蛋白質可溶化試薬 DKDKC12K、DKDKC12Dは、可溶化試薬としての新規性だけ
ではなく、膜蛋白質表面への種々の官能基の集積化を可能とすることも明らか

となった。しかし、より大きな官能基（例えば高分子鎖や蛋白質 1）、そのリガン

ドペプチド 2)など）を PG-surfactantに修飾し、これにより導入した官能基を膜蛋
白質表面に集積させるには、分子量が 1 kDa程度の DKDKC12K、DKDKC12Dで
は膜蛋白質との結合力が弱いことで、表面修飾ができないことが危惧された。

そこでこれまでの知見を生かしつつ、より大きな官能基の導入を可能とする膜

蛋白質表面修飾試薬の開発を目指す方向性として、「より分子量の大きな膜蛋白

質可溶化試薬の開発」を検討した。 
 
 

 
 

 
 

 

PG-surfactant X n 
Bis-K3-DKDKC12 Ac-Lys-Lys-Lys 1 
Bis-D3-DKDKC12 Ac-Asp-Asp-Asp 1 
Tris-K3-DKDKC12 Ac-Lys-Lys-Lys 2 
Tris-D3-DKDKC12 Ac-Asp-Asp-Asp 2 
図 5-1 設計した高分子量化 PG-surfactantの分子構造 
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高い分子量をもつ新規膜蛋白質可溶化試薬の設計指針として、図５−１のよう

な分子設計を考えた。我々が既に開発に成功している DKDKC12Kや DKDKC12D
の分子構造内にあるジェミニ骨格のコア部分に当たる[-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp- 
Lys-Cys(C12)-]の部分を柔軟なりンカーである(Gly)4 でタンデムに２つあるいは

３つ連結し、一方で N-末端側に親水性を確保するための親水性クラスター 
(Asp)3、あるいは(Lys)3を連結した（なお Gly は、アミノ酸の一般的なヘリック
ス傾向から特定の立体構造を取りにくくなると考えられたため、ジェミニ骨格

のコア部分の連結に用いた）。膜蛋白質を DKDKC12Kや DKDKC12Dで可溶化し
ている際には、複数の[-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-]の部分が直接膜蛋白
質表面に結合集積しているため、これらの相互作用を邪魔しないように柔軟な

リンカーで結べば、膜蛋白質を変性させることなく疎水表面に結合できる

DKDKC12Kや DKDKC12Dの性質を活かしつつ、界面活性剤の総分子量の増加が
期待できる。そこで、これらの高分子量化 PG-surfactant（Bis-K3-DKDKC12、

Bis-D3-DKDKC12、Tris-K3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12）を Fmoc固相合成法に
より合成した。 
	
 はじめに高分子量化 PG-Surfactant のミセル形成能や会合挙動を明らかにする
ため、蛍光プローブ法による臨界会合濃度（cac値）の算出、動的光散乱 (DLS)
を用いた会合サイズの評価を行った。次に膜蛋白質 PSI、PSIIを用い、これら高
分子量化 PG-Surfactant が膜蛋白質可溶化試薬としての機能を維持しているか検
討を行った。最後に、これら高分子量化 PG-Surfactant と膜蛋白質との親和性の
向上を評価するために、通常の膜蛋白質可溶化試薬が使用される、0.1 – 0.01 wt%
の濃度範囲より、１０倍から１００倍薄い濃度条件下での可溶化能の評価を行

った。仮に、多量化による親和性の上昇により、高分子量化 PG-Surfactant が持
つ cac値よりも低い濃度で可溶化が可能となれば、この親和性向上の証明になる
と考えた。 
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5-2 実験項 
5-2-1 多量化 PG-surfactantの合成 
 

	
 2-2-1項と同様に多量化 PG-surfactantについても、長鎖アルキルアミド基をあ
らかじめ Fmoc-Cys-OH 側鎖に導入した Fmoc-Cys(C12)-OH 誘導体を合成し、
PG-surfactant をすべて固相合成用の樹脂担体上で合成する方法をとった。また、
精製は RP-HPLC で行い、化合物の同定は ESI-MS による高分解能質量分析法
（HRMS）により行った。 
 
Bis-K3-DKDKC12 

(Ac-(Lys)3-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-(Gly)4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cy
s(C12)-(Gly)4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-NH2) 
HRMS (ESI-TOF, [M+H]+): calcd for C136H250N31O32S4, 2957.7771; found, 2957.7988.  
 
Bis-D3-DKDKC12 

(Ac-(Asp)3-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-(Gly)4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cy
s(C12)-(Gly)4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-NH2) 
HRMS (ESI-TOF, [M+H]+): calcd for C130H229N28O38S4, 2918.5730; found, 2918.5793. 
 
Tris-K3-DKDKC12 

(Ac-(Asp)3-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-(Gly)4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cy
s(C12)-(Gly)4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-(Gly)4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-
Cys(C12)-NH2) 
HRMS (ESI-TOF, [M+H]+): calcd for C198H360N45O48S6, 4328.5576; found, 
4328.5437. 
 
Tris-D3-DKDKC12 

(Ac-(Asp)3-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-(Gly)4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cy
s(C12)-(Gly)4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-(Gly)4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-
Cys(C12)-NH2) 
HRMS (ESITOF, [M+H]+): calcd for C192H339N42O54S6, 4289.3396; found, 
4289.3745. 
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5-2-2 蛍光プローブ法による PG-surfactantの cac値測定 3) 
 

	
 第 3章 3-2-2項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

5-2-3	
  DLS測定による水溶液中での会合体挙動の評価 
 

	
 第 3章 3-2-3項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

5-2-4 シアノバクテリア由来の光合成膜蛋白質、光化学系 I（PSI）、光化学系 II
（PSII） 
	
 今回の章で用いているPSI, PSIIは第３章3-2-4項にて説明を行ったものと同じ
もので、PSI4)-6)、PSII4), 7)ともに好熱性シアノバクテリア T. vulcanusのものを用い

た。 
 

5-2-4-1 本実験で使用した buffer一覧 
	
 第 3章 3-2-4-3項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

5-2-5 界面活性剤置換法による膜蛋白質の各 PG-surfactantによる可溶化 
 

第 3章 3-2-5項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

	
 5-2-6 PG-surfactant で可溶化された PSI、PSII の、吸収スペクトル測定による
変性度合いの評価 
 

第 3章 3-2-6項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

5-2-7 PG-surfactantで可溶化された PSIの 77Kにおける蛍光測定による、PSIへ
の構造的影響の評価 8) 

 

	
 第 3章 3-2-7項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
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5-2-8	
 過渡吸収測定による PSI の P700+・の寿命評価を利用した、PG-surfactant
で可溶化された PSIの構造的影響の評価 9) 
 

	
 第 3章 3-2-8項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

5-2-9	
 酸素電極による PG-surfactant で可溶化された PSI の光誘起電子移動活性
の評価 10) 
 

	
 第 3章 3-2-9項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

5-2-10 酸素電極による PG-surfactantで可溶化された PSIIの光誘起電子移動活性
の評価 10) 
 

	
 第 3章 3-2-10項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

5-2-11界面活性剤に溶解された PSI、PSIIの透過型電子顕微鏡（TEM）観察とエ
ネルギー分散型 X線（EDX）分析 
 

TEM測定、EDX測定は、フォルムバール支持膜を貼った銅グリッド（PVF-C10、
STEM Cu100Pグリッド仕様、応研商事株式会社）に、PSI、PSIIの界面活性剤を
含むバッファー溶液をキャストしたものを用いた。具体的には、膜蛋白質濃度

を 5 µgChl/ml（19 nM）とし、0.1-0.0001 wt%の各 PG-surfactantを含むバッファ
ー溶液で可溶化した可溶化溶液を Cuグリッド上に 30 µL滴下し、室温で 5分静
置した。その後液滴をろ紙で吸い取り、リンタングステン酸にて染色を行った。

過剰のリンタングステン酸を取り除くため３回純水で洗浄を行い、その後乾燥

させることで測定サンプルを作成した。測定は JEM-z2500 (日本電子社製)を用い、
加速電圧 100 kVにて観察を行った。 
	
 EDX 測定も同じサンプルを用いて観察をおこなった。電子線をサンプルに照
射した際に発生する特性 X 線を検出することで、観測範囲内にある成分の元素
分析をおこなった。今回 Cuグリッドに由来するピークが確認されたが、これは
膜蛋白質には存在しない元素であるため、無視して考えた。 
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5-3 結果と考察 
5-3-1 多量化 PG-surfactantの設計と機能評価 
5-3-1-1 蛍光プローブ法による cac値測定 3) 
 

	
 ANSを蛍光プローブとして用い、cac値の算出を行った。環境応答性の蛍光色
素である ANSは、分子周辺が疎水性環境となることで蛍光強度が大きく増加す
る特徴を持つ。界面活性剤と共存させた系では、蛍光プローブが界面活性剤ミ

セル中に取り込まれ疎水性環境におかれることで、これに応答し蛍光強度は短

波長シフトと共に増大する。このことから、界面活性剤溶液の濃度に対して蛍

光プローブの蛍光強度が大きく変化する変曲点から、CMC値の概算が可能とな
る。各 PG-surfactantの対数濃度 対 蛍光プローブの相対蛍光強度のプロットを、
図５−２に示した。なお後者の縦軸の相対蛍光強度は、界面活性剤が非存在下で

の蛍光強度を 1とした。 
 

 
図 5-2 各界面活性剤の対数濃度 対 ANSの相対蛍光強度のプロット 
 (a) Bis-K3-DKDKC12、(b) Bis-D3-DKDKC12、(c) Tris-K3-DKDKC12、(d) Tris-D3-DKDKC12 
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 図５−２から、いずれの PG-surfactantについても、濃度上昇時にそれぞれある
濃度を境に蛍光強度が急激に大きくなっていくことがわかった。これは、この

濃度を境に、ミセルあるいは何らかの会合体の形成を示唆するものであった。

変曲点前後の 2つの近似直線の交点から、各 PG-surfactantの cac値を算出した（表
５−１）。 
 

表 5-1 各 PG-surfactantの cac値 
Surfactant CAC/mM 

Bis-K3-DKDKC12 0.0088 

Bis-D3-DKDKC12 0.0079 

Tris-K3-DKDKC12 0.0084 

Tris-D3-DKDCC12 0.0021 

cf. DKDKC12K 0.0083 

cf. DKDKC12D 0.0079 

 

	
 二量体型 PG-surfactant となる Bis-K3-DKDKC12および Bis-D3-DKDKC12では、

単量体型の PG-surfactantとなるDKDKC12KおよびDKDKC12Dに近い値となる、
7.9 および 8.8 µM にそれぞれの cac 値は算出された。これらの結果は、
Bis-K3-DKDKC12 および Bis-D3-DKDKC12 に含まれる  [-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp- 
Lys-Cys(C12)-]部位の疎水パッキングが、 (Gly)4 リンカーが十分に柔軟であるが

故に阻害されていないことを示唆した。対照的に、三量体型の PG-surfactant と
なる Tris-D3-DKDKC12では、単量体型、二量体型 PG-surfactant と比較し、若干
低い cac 値（ 2.1 µM）が見積もられた。この cac 値の減少は、
[-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-]ユニットが 1 つの分子へまとめられたこと
による、多量体化の効果が顕在化したものと思われた。 
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5-3-1-2 DLSによる会合水溶液中での会合挙動の評価 
 

	
 いずれのPG-surfactantについてもcac以上の濃度において何らかの会合体の形
成が示唆された。ここでは膜蛋白質可溶化試薬としての利用を考えているため

ミセル様の会合体のみを形成することが望ましい。多量化 PG-surfactant が、ど
の様な会合形態を中性緩衝液中で形成しているか、DLS 測定によって検討を行
った。界面活性剤濃度が 1、0.1、0.01 wt%の 50 mM リン酸緩衝液（pH 7）を作
成し、それぞれの濃度における会合体の粒径評価を行った。この測定結果を以

下の図５−３に示した。 
 

 
図 5-3 DLSによる会合体粒径分布評価	
 1 wt % (青)、0.1 wt % (赤)、0.01 wt % (緑) in 50 mM phosphate buffer 
(pH 7) [(a) Bis-K3-DKDKC12、(b) Bis-D3-DKDKC12、(c) Tris-K3-DKDKC12、(d) Tris-D3-DKDKC12] 
 

	
 Tris-K3-DKDKC12を除くいずれの多量化 PG-surfactantも、1〜0.01 %(w/v)の濃
度範囲では、5 〜 8 nm程度の単一の会合体形成を示唆する DLSピークのみが
観測された。このサイズは、多量体化 PG-surfactant に対して、単量体型
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PG-surfactantといえる DKDKC12K、DKDKC12Dがミセルを形成した場合の会合
サイズ（約 6 nm）とよい一致が見られたことから、広い濃度範囲に於いて、多
量化 PG-surfactantも同様に、ミセル様の会合体のみを形成することが分かった。
一方で、Tris-K3-DKDKC12では、約 50 nm 程度の水和直径を持つ会合体の（比
較的選択的な）形成が見られた。会合形態を決定する要因として、ペプチド配

列に基づく特異的相互作用の他に、分子内の親水性と疎水性のバランスが考え

られる。Tris-K3-DKDKC12では [-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys -Cys(C12)-]部位３つに
対して、N-末端側に (Lys)3が存在する。しかし、同様に [-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp 
-Lys-Cys(C12)-]部位３つに対して  (Lys)3 の代わりに (Asp)3 を持つ Tris-D３

-DKDKC12ではミセル形成のみしか見られなかったことから、現状単純な解釈を

与えることは難しい。しかし、これらが集合した形態をとったときの各アミノ

酸側鎖の電離状態が、微妙に異なること、あるいは特異的な水素結合の形成な

どが、このような集合形態の変化を生んでいると考えられる。 

	
  

	
 以下の実験では、広い濃度範囲においてミセル様の会合体のみを形成した

Bis-D3-DKDKC12、Bis-K3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12についてのみ、膜蛋白質

に対する可溶化試薬としての機能評価を行った。 
 

5-3-2 多量化 PG-surfactantを用いた PSI、PSIIの可溶化 
5-3-2-1 界面活性剤置換法による PSI、PSIIの可溶化 
 

	
 Bis-D3-DKDKC12 、 Bis-K3-DKDKC12 、 Tris-D3-DKDKC12 な ど の 多 量 化

PG-surfactantが、ミセル様の会合体のみを選択的に形成することが確認されたた
め、次にこれらの試薬の膜蛋白質可溶化試薬としての機能評価を行った。ここ

では、代表的な膜蛋白質として PSI、PSIIを用いた。これらの膜蛋白質は 2-1-3-2
項に記載してある通り、その構造中に非常に多くの色素を含み、これらの色素

に特徴的な分光学的性質の変化から、膜蛋白質の具体的にどの位置にダメージ

があるのかの評価も可能となる。これらの膜蛋白質を 3-2-5項に記載した界面活
性剤置換法により、β-DDMから各多量化 PG-surfactantに置き換え、膜蛋白質機
能への影響評価を行った。 
	
 その結果、負電荷を持つ Bis-D3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12では PSIの可溶
化が確認されたのに対して、正電荷を持つ Bis-K3-DKDKC12では PSIの可溶化が
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できなかった。これは、PSI 表面がトータルで負に帯電していることにより 12)、

界面活性剤で可溶化された際に全体の電荷が中和され、凝集沈殿化してしまっ

たからと考えられた。一方で PSIIに関しては、負電荷を持つ Bis-D3-DKDKC12、

Tris-D3-DKDKC12、正電荷を持つ Bis-K3-DKDKC12ともに、可溶化が可能であっ

た。 
 

5-3-2-2 吸収スペクトルを用いた、各多量化 PG-surfactantの PSI、PSIIへの構造
的影響の評価 
 

	
 PSI、PSIIはクロロフィル aやカロテノイドなどの多くの色素成分を含むこと
から、吸収スペクトルが native 状態のスペクトルと一致していることは、蛋白
質が適切な立体構造を維持していることの大きな証明の一つとなる。そこで、

300-800nmの範囲の吸収スペクトル測定を行い、0.1 wt% β-DDMを含む緩衝溶
液中における PSI、PSII の吸収スペクトルと比較を行った（図５−４）。これは、
PSI、PSIIともに、0.1 wt% β-DDMを含む緩衝溶液中では、native状態を維持で
きることが知られているためである。 

 
図 5-4 (a) Bis-D3-DKDKC12 (赤)と β-DDM(青)で可溶化を行った PSIの吸収スペクトル  
(b) Tris-D3-DKDKC12 (緑)と β-DDM(青)で可溶化を行った PSIの吸収スペクトル  
(c) Bis-K3-DKDKC12 (紫)と β-DDM(青)で可溶化を行った PSIの吸収スペクトル  
(d) Bis-D3-DKDKC12 (赤)と β-DDM(青)で可溶化を行った PSIIの吸収スペクトル  
(e) Tris-D3-DKDKC12 (緑)と β-DDM(青)で可溶化を行った PSIIの吸収スペクトル  
(f) Bis-K3-DKDKC12 (紫)と β-DDM(青)で可溶化を行った PSIIの吸収スペクトル 
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 PSI、PSIIなどの膜蛋白質からからクロロフィル色素（Chl a）の脱離がみられ
る場合、680nm のアンテナクロロフィル a 由来の吸収バンドがブルーシフトす
ることが知られている。しかし、Bis-D3-DKDKC12と Tris-D3-DKDKC12ともに、

0.1wt% β-DDMを含む緩衝溶液中のスペクトルと完全な一致が見られ、クロロフ
ィル色素（Chl a）を脱離させることなく可溶化できることがわかった。 
	
 PSII については、負電荷を持つ Bis-D3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12、正電荷

を持つBis-K3-DKDKC12ともに0.1 %β-DDMを含むバッファー溶液中のスペクト
ルとの一致が見られ、同様にクロロフィル色素（Chl a）を脱離させることなく
可溶化出来ることがわかった。 
 

5-3-2-3 77Kにおける蛍光スペクトルによる PSIへの構造的影響 
 

	
 Bis-D3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12で可溶化された PSI についてさらに詳細
な検討を行うために、77K における蛍光スペクトル測定を行った。3-1-3-2-4 項
に記載されている様にここで得られる蛍光スペクトルは、PSI骨格内で形成され
るレッドクロロフィルに由来するものであり、アンテナ色素として働くクロロ

フィル a（Chl a）に離脱が見られた場合、native状態が維持された場合に観測さ
れる 720 nm のスペクトルピークの代わりに、フリーのクロロフィル由来の

680nm にスペクトルピークを持つ蛍光スペクトルが観測される 13)。以下に測定

結果を示す。 
 

 
図 5-5 (左) Bis-D3-DKDKC12 (赤)と β-DDM(青)で可溶化を行った PSIの 77Kにおける蛍光スペクトル	
 (右) 
Tris-D3-DKDKC12 (赤)と β-DDM(青)で可溶化を行った PSIの 77Kにおける蛍光スペクトル 
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 0.1wt% Bis-D3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12を含む緩衝溶液に可溶化されたい

ずれの PSIサンプルについても、0.1 wt% β-DDMを含む緩衝溶液中のスペクト
ルと同様に 720nm にのみ蛍光スペクトルピークが観測され、PSI に変性は見ら
れなかった。 
 

5-3-2-4 過渡吸収スペクトル測定による PSI の P700+•の寿命評価を利用した

PG-surfactantで可溶化された PSIの構造的影響の評価 
 

	
 さらに膜蛋白質の膜外ドメイン構造への影響を詳細に評価するために、PSIに
ついてスペシャルペア P700の光励起後の、P700由来の過渡吸収スペクトル測定
を行った 11), 14), 15)。3-1-3-2-6項に記載した通り、PSIのスペシャルペア P700が光
励起された場合、光励起により生成された励起電子は、PSI内のクロロフィルや
フィロキノンを経由し、最終的に膜外ドメインにある PsaC の[4Fe-4S]クラスタ
ー（Fa、Fb）まで運ばれる。一方で電子の移動とともに P700にはホールが生成
し（P700+•）、この状態が電荷分離状態と呼ばれる。このとき、電子受容体とな

るフェレドキシンや酸化活性な分子が系内に存在しない場合、不安定な電荷分

離状態解消のために、逆電子移動 による電荷再結合が起こる。もし、膜外ドメ
インの変性により PsaCの離脱、あるいは[4Fe-4S]クラスター（Fa、Fb）機能の失

活が見られた場合には、膜内ドメインに存在する[4Fe-4S]クラスター（Fx）まで
しか電荷分離が起こらないため、この再結合の速度は、1 ms程度となる一方で、
膜蛋白質に変性が見られず[4Fe-4S]クラスター（Fa、Fb）まで無事に電子が運ば

れた場合には、この寿命は 30 msと長くなる。従って、P700+•の寿命を過渡吸収

スペクトル測定から評価することで、膜外ドメインに関する変性の度合いを評

価可能である。A698の経時変化から非線形カーブフィッティングによる求められ

る P700+•の 1ms（変性状態）、30 ms（native状態）さらにそれより長い寿命の成
分の割合に関して、表にまとめた。 
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表 5-2	
 各界面活性剤で可溶化された PSIの P700+•の寿命 
 P700+•の寿命 (ms) 

(各寿命成分の割合) 
変性割合(%) 

β-DDM 1 (0)、30 (0.22)、179 (0.78) 0 
DKDKC12D 1 (0)、30 (0.36)、 80 (0.64) 0 
DKDKC12K 1 (0)、30 (0.32)、135 (0.68) 0 
Bis-D3-DKDKC12 1 (0)、30 (0.12)、120 (0.88) 0 
Tris-D3-DKDKC12 1 (0)、30 (0.11)、123 (0.89) 0 

 

	
 30 msより寿命の長い成分は、溶液中に存在するアスコルビン酸から電子移動
メディエーターを介して直接 P700+•が還元された際の寿命に対応するので、今回

の評価とは関係がない。この結果、0.1 wt% Bis-D3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12

いずれを含む緩衝液に PSIを溶かした場合においても、PSIの膜外ドメインの変
性に対応する 1 msの寿命成分が見られず、30 msの成分のみしか観測されなか
ったことから、膜外ドメインに変性はみられないことが分かった。以上のこと

から、多量化 PG-surfactant Bis-D3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12は、PSI の膜内
ドメインの立体構造、膜外ドメインの立体構造ともに、変性を促さないことが

確認された。 
 

5-3-2-5 酸素電極による PG-surfactantで可溶化された PSI、PSIIの光誘起電子移
動活性評価 10), 16) 
 

	
 続いて、酸素電極を用いた光誘起電子移動活性に関して評価を行った。3-3-2-7
項で記載した通り、P700 の光励起に伴う溶存酸素濃度の減少速度を酸素電極に
より追跡することで、PSI内部での電子移動速度を擬似的に見積もることが可能
である。この酸素減少速度から、多量化 PG-surfactant Bis-D3-DKDKC12、

Tris-D3-DKDKC12に可溶化されたPSI１ユニットあたりの光誘起電子移動速度を
見積もった結果を表 5-３にまとめた。 
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表 5-3多量化 PG-surfactantに可溶化された PSIの光誘起電子移
動速度の比較 

Solubilization 
surfactant 

Electron transfer rate in 
PSI (PSI-1 s-1) 

β-DDM 35.8±1.1 

Bis-D3-DKDKC12 37.0±0.6 

Tris-D3-DKDKC12 39.4±0.7 

 

native状態のコントロールとなる 0.1 wt% β-DDMを含むバッファー溶液で可溶
化された PSIの電子伝達速度は、35.8±1.1 PSI-1s-1 であり、これに対して 0.1 wt% 
Bis-D3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12 を含むバッファー溶液に可溶化された PSI
の光誘起電子移動速度は、それぞれ 37.0±0.6 PSI-1s-1、39.4±0.7 PSI-1s-1であった。

このことから、いずれの界面活性剤を用いた場合においても、PSIの光誘起電子
移動活性に関しても維持されていることが分かった。 
 

	
 同様に PSII の光誘起電子移動活性に関しても酸素電極を用いて評価を行った。
こちらも 3-3-2-7項で記載した通り、P680の光励起に伴う光誘起電子移動速度を、
溶液中の酸素濃度の上昇速度から擬似的に見積もった。この上昇速度を酸素電

極により測定することで算出された光誘起電子伝達速度を、表５−４にまとめた。 
 

表 5-4多量化 PG-surfactantに可溶化された PSIIの光誘起電子移
動速度の比較 
Solubilization  
surfactant 

Electron transfer rate in 
PSII (PSII-1 s-1) 

β-DDM 156.3±8.4 

Bis-D3-DKDKC12 151.9±7.6 

Tris-D3-DKDKC12 157.1±4.6 

Bis-K3-DKDKC12 151.8±3.6 

 

	
 PSIIの native状態のコントロールとなる 0.1 wt% β-DDMを含む緩衝溶液で可
溶化された PSIIの電子伝達速度は 156.3±8.4 PSII-1 s-1 であるのに対して、負電荷
を持つ Bis-D3-DKDKC12と Tris-D3-DKDKC12で可溶化された場合が、151.9±7.6 
PSII-1 s-1 、157.1±4.6 PSII-1 s-1、正電荷を持つ Bis-K3-DKDKC12 で 151.8±3.6 PSII-1 
s-1 であったことから、PSII に関してもいずれの多量化 PG-surfactant を用いた場
合においても、光誘起電子移動活性の維持が確認された。 
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 以上分光学的な性質や光誘起電子移動活性などの詳細な評価から、今回検討

を行った多量化 PG-surfactantは、PSI、PSIIの構造や機能を維持したまま可溶化
出来る優れた可溶化試薬として機能することが明らかとなった。 
 

5-3-3多量化 PG-surfactantの低濃度領域での膜蛋白質可溶化能力の評価 
 

	
 種々の分光学的測定により、多量化 PG-surfactant についても、単量体型の
PG-surfactantと同様に 0.1 wt%程度の濃度において膜蛋白質を変性させることな
く、単一ユニットごとに（膜蛋白質を凝集させることなく）可溶化できること

が確認された。そこで次に、より薄い濃度領域における多量化 PG-surfactant の
可溶化能力について、主に DLSを用いた評価を行った。これは、もし多量化に
より膜蛋白質可溶化試薬と膜蛋白質の親和性が増加しているのであれば、より

低い濃度領域においてこそ、単量体型の界面活性剤の膜蛋白質可溶化能力に対

して優位性が発揮されると考えたためである 17)。それぞれの界面活性剤につい

て 0.1-0.0001wt%まで濃度を振り、この範囲内のそれぞれの濃度の界面活性剤を
含む緩衝溶液中に可溶化された膜蛋白質の、水和直径を評価する方法をとった。

もし水中にうまく膜蛋白質が凝集することなく分散できていれば、膜蛋白質の

分子サイズに対応する水和直径が観測されると予測した。ちなみに今回用いて

いる PSI、PSII は、Ｘ線結晶構造解析による評価から、長軸側の直径は約 20nm
と見積もられている 17),18)。所定の濃度の各多量化 PG-surfactant で可溶化された
サンプル調製は、前述したような界面活性剤置換の手法を用いてあらかじめ 0.1 
wt%の濃度で可溶化した溶液を調製後、所定の界面活性剤濃度へ薄めることで作
成した。 
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5-3-3-1 低濃度の多量化 PG-surfactant で可溶化した際の PSI, PSII の水和直径の
DLS測定による評価 
 

	
 異なる濃度の各種界面活性剤を用いて PSI を可溶化した際の、DLS 測定結果
を表５−５（次ページ）にまとめた。全ての界面活性剤において、0.1wt%の濃度
条件下においては 7 nm程度の位置にのみ、DLSピークが観測された。このピー
クは、膜蛋白質と相互作用していない界面活性剤の分子数が、膜蛋白質の分子

数に比べて相対的に多いため、結果として界面活性剤の形成するミセルに基づ

く水和直径のみが優先的に観測されたためと考えられる。一方で、0.01 wt%の界
面活性剤濃度の条件下においては、いずれの界面活性剤を用いた場合において

も、約 20 nm前後の位置にのみ DLSピークが観測された。これは、界面活性剤
濃度が 0.01 wt%以下の濃度条件であれば、PSIに由来する分子サイズ 17)を観測可

能で有ることを示すと同時に、この濃度条件下ではいずれの界面活性剤を用い

た場合においても PSI が単分子で分散可溶化されていることがわかった。しか
し、さらに 1/10の濃度（0.001 wt%）まで界面活性剤濃度を下げると、PSIを変
性させることなく可溶化出来る試薬として一般に用いられているβ-DDM、さら
に単量体型の PG-surfactantである DKDKC12D、DKDKC12D でも、PSIを単分子
として分散可溶化できなくなり、凝集体に由来する１０００nm 以上サイズの
DLS ピークのみが観測されるようになった。これは、可溶化試薬の濃度が臨界
ミセル濃度以下になることで、膜蛋白質の疎水性部分（膜貫通領域）に結合す

ることで、膜タンパク質どうしの凝集を抑制できる効果が失われたためと示唆

された。一方、多量化 PG-surfactantでは、それよりもさらに 1/10の界面活性剤
濃度となる 0.0001wt%の濃度の条件下においても、数 10 nmの分子サイズを維持
しており、膜蛋白質を十分に分散可溶化できていることが示唆された。この結

果は、多量化することで膜蛋白質の疎水部分（膜貫通領域）への PG-surfactant
の相互作用が強くなり、その結果膜蛋白質から界面活性剤が剥がれにくくなる

ことで、より低い濃度領域においても膜蛋白質を可溶化出来る機能が発現した

ためと思われる。 
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表 5-5 各界面活性剤濃度におけるそれぞれの PG-surfactantにより可溶化された PSIが形成する水和直径 
Concentration 
(wt%) 

Size/nm 

β-DDM DKDKC12D DKDKC12K Bis-D3-DKDKC12 Tris-D3-DKDKC12 
0.1 6.9 7.1 6.9 6.7 7.1 

0.01 18 23 21 15 19 

0.001 2000 2000 1500 37 32 

0.0001 3500 3100 1300 68 57 

 
 

表 5-6 各界面活性剤濃度におけるそれぞれの PG-surfactantにより可溶化された PSIIが形成する水和直径 

Concentration 
 (wt%) 

Size/nm 

β-DDM DKDKC12D DKDKC12K Bis-D3-DKDKC12 Tris-D3-DKDKC12 Bis-K3-DKDKC12 
0.1 5.9 6.2 6.4 7.6 7.8 9.2 

0.01 1200 23 12 16 12 13 

0.001 1900 1600 19 25 26 29 

0.0001 2000 1100 220 32 28 980 
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 一方各試薬の cacは表５−１に示すように、β-DDM、DKDKC12D, DKDKC12D、
Bis-D3-DKDKC12、Bis-K3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12、Tris-K3-DKDKC12で、

それぞれ 180 µM、7.9 µM、8.3 µM、7.9 µM、8.8 µM、8.4 µM、2.1 µMであった。
例えばβ-DDMあれば、0.01 wt%と 0.001 wt%の界面活性剤濃度は、196 µMと
19.6 µMと換算され、cac以上となる 0.01 wt%の界面活性剤濃度においては分散
可溶化できているのに対して、cac以下となる 0.001 wt%では膜蛋白質が可溶化
出来ないことは、DLS の測定結果と合理的な一致が見られる。単量体型の
PG-surfactantであるDKDKC12D、DKDKC12Kも同様に、cac以下の濃度（0.001 wt%
で 7.5 µM）になると可溶化できなくなり、これはDLSの測定結果とも一致した。
ところが多量化 PG-surfactantの場合、0.001 wt%の濃度は、二量体型 PG-surfactant
が 3.4 µM, 三量体 PG-surfactantが 2.3 µMと換算され、これは cac以下の濃度で
あるにもかかわらず、膜蛋白質を単分子で分散可溶化できていることがわかる。

これは cacが、界面活性剤どうしの相互作用のしやすさを示す指標であるのに対
して、膜蛋白質の可溶化に於いては、膜蛋白質の疎水性部位と界面活性剤の相

互作用の強さが重要となり、これが多量化効果によりに強くなることで、より

低い濃度領域においても膜蛋白質の可溶化が可能となったと示唆された。 
 

	
 同様に PSII についても評価を行い、DLS の測定結果を表５−６に示した。
DKDKC12K を用いた場合を除き、PSIIでもβ-DDMや単量体型の PG-surfactant
では低濃度領域（＞0.001 wt%）では、単分子で分散可溶化することができなか
った一方で、多量化 PG-surfactantではさらに 1/10の低濃度領域（0.0001 wt%）
であっても、単分子で分散可溶化することが可能であることが分かった。

Bis-K3-DKDKC12については、他の多量化 PG-surfactantに比べて凝集しやすい傾
向が見られた。これは、可溶化の際にも述べていたように正電荷の界面活性剤

は今回の膜蛋白質が負電荷を帯びているために、全体の電荷が中和されること

で、低濃度条件において相互作用が弱くなり凝集しやくなったためと考えられ

る。また、多量化 PG-surfactantを用いることで、PSIを可溶化する場合と同様に、
cac以下の濃度領域（0.0001 wt%）であっても、膜蛋白質を可溶化できているこ
とは、非常に興味深い。 
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5-3-3-2 低濃度で可溶化を行った際の TEMによる形態観察 
 

	
 DLS測定により観測された数十 nmの DLSピークが、PSIや PSIIを単分子で
確かに可溶化できていることに因るかを更に考察するために、多量化

PG-surfactantの濃度が 0.01 wt%と 0.0005 wt%の条件下で PSI、PSIIを可溶化した
サンプルに関して、TEMでその粒子直径の評価を行った。図５−６、図５−８に
各多量化 PG-surfactantを用いて可溶化された PSI、PSIIの TEM像を示したが、
いずれのサンプルに関しても、約 20 nm 程度の粒径をもつ粒子しか観測されな
かった。PSIIを 0.0005 wt%Bis-D3-DKDKC12にて可溶化を行った場合は凝集物と

みられる TEM像が得られた。これは、サンプル調製の際に溶液を乾燥させるこ
とで銅グリッド上に吸着させるが、その際に凝集してしまったと考えられる。

またここで観測されている粒子が、PSI、PSIIあるいは多量化 PG-surfactantの会
合体に由来することを確認するために、 Energy-Dispersive X-ray (EDX) 
spectroscopy の測定を行った。その結果、ここで観測された粒径約 20nm の粒子
には、有機化合物に由来する C, N, Oの他に、PSI、PSIIに特徴的な金属元素（PSI
の場合 Fe 18）, PSIIの場合Mn19））が確認されたことから（図５−７、図５−９）、

ここで観測されている粒子は PSI、PSIIが多量化 PG-surfactantにより単一分子で
分散可溶化されているものを観測しており、DLS を用いた考察と矛盾しないこ
とが分かった。 
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図 5-6 各濃度の界面活性剤に可溶化された三量体 PSIの TEM画像。各試料はリンタングステン酸によりネ
ガティブ染色を行った。（a）0.01 wt％β-DDM、(b) 0.01 wt％Bis-D3-DKDKC12、（c）0.01 wt％Tris-D3-DKDKC12、

（d）0.0005 wt％β-DDM（e）0.0005 wt％Bis-D3-DKDKC12、（f）0.0005 wt％Tris-D3-DKDKC12 

 
図 5-7 各濃度の界面活性剤に可溶化された三量体 PSIの EDXスペクトル。各試料はリンタングステン酸に
よりネガティブ染色を行った。（a）0.01 wt％β-DDM、 (b) 0.01 wt％Bis-D3-DKDKC12、（c）0.01 wt％
Tris-D3-DKDKC12、（d）0.0005 wt％β-DDM（e）0.0005 wt％Bis-D3-DKDKC12、（f）0.0005 wt％Tris-D3-DKDKC12 
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図 5-8 各濃度の界面活性剤に可溶化された二量体 PSIIの TEM画像.各試料はリンタングステン酸によりネ
ガティブ染色を行った。（a）0.01 wt％β-DDM、(b) 0.01 wt％Bis-D3-DKDKC12、（c）0.01 wt％Tris-D3-DKDKC12、

（d）0.0005 wt％β-DDM（e）0.0005 wt％Bis-D3-DKDKC12、（f）0.0005 wt％Tris-D3-DKDKC12 

 
図 5-6 各濃度の界面活性剤に可溶化された二量体 PSII の EDX スペクトル。各試料はリンタングステン酸
によりネガティブ染色を行った。（a）0.01 wt％β-DDM、(b) 0.01 wt％Bis-D3-DKDKC12、（c）0.01 wt％
Tris-D3-DKDKC12、（d）0.0005 wt％β-DDM（e）0.0005 wt％Bis-D3-DKDKC12、（f）0.0005 wt％Tris-D3-DKDKC12 
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5-4 まとめ 
 

 この章では、第３章で新規の可溶化試薬として見出した DKDKC12D および
DKDKC12K のコア配列を、柔軟な(Gly)4 リンカーでつないで多量化することに

より、高分子量化した Bis-D3-DKDKC12（Mw 〜3 kDa）、Bis-K3-DKDKC12（Mw 
〜3 kDa）、Tris-D3-DKDKC12（Mw 〜4.3 kDa）の設計を行った。PG-surfactant
の多量化を行った際に親水性・疎水性のバランスに変化が生じ界面活性剤の性

質が失われていないことを確認するため、蛍光プローブ法を用いて臨界凝集濃

度（cac）の算出、また中性緩衝中での会合挙動に関して、動的光散乱(DLS)測定
により検討を行った。cac値の算出を行ったところ、二量体型の Bis-K3-DKDKC12

および Bis-D3-DKDKC12では、単量体型 PG-surfactantと近い値となった。対照的
に、三量体型の PG-surfactant となる Tris-D3-DKDKC12では、単量体型、二量体

型 PG-surfactantと比較し、若干低い cac値が見積もられた。この cac値の減少は、
[-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-]ユニットが 1 つの分子へまとめられたこと
による、多量体化の効果が顕在化したものと思われた。 
	
 中性緩衝液中での会合挙動に関して、動的光散乱(DLS)測定により検討を行っ
た。その結果、Tris-K3-DKDKC12を除くいずれの多量化 PG-surfactant について
cac値以上の濃度で、ミセル様の会合体のみを形成することが分かった。一方で、
Tris-K3-DKDKC12では、約 50 nm 程度の水和直径を持つ会合体の比較的選択的
な形成が見られた。会合形態を決定する要因として、ペプチド配列に基づく特

異的相互作用の他に、分子内の親水性と疎水性のバランスなどが考えられる。

Tris-K3-DKDKC12では、これらが集合したときの各アミノ酸側鎖の電離状態が、

微妙に異なること、あるいは特異的な水素結合の形成などが、このような集合

形態の変化を生んでいると考えられた。 
	
 続いて高分子量化 PG-surfactant Bis-D3-DKDKC12、 Bis-K3-DKDKC12、

Tris-D3-DKDKC12が、膜蛋白質可溶化試薬として機能を維持できているか評価を

行うため、界面活性剤置換法を用い PSI、PSIIの可溶化実験を行うことで、機能
評価を行った。なお、PSIに対しては、Bis-D3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12のみ

が、十分な可溶化能力を示した。一方で、PSII に対しては、上記３種類
Bis-D3-DKDKC12、Bis-K3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12全てにおいて、十分な可

溶化能力が見られた。室温での吸収スペクトル測定、77K での定常光蛍光スペ
クトル測定により、膜貫通領域に存在するアンテナクロロフィル色素の集合状
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態に関して、PSI、PSIIを変性させる事なく可溶化できている事が分かった。光
照射により生成する P700+•の電荷分離状態の寿命を過渡吸収スペクトル測定に

より見積もる事で、PSI膜外ドメインに存在するサブユニット蛋白質PsaC、PsaD、
PsaEの離脱に伴う変性が、Bis-D3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12で可溶化するこ

とにより起こっているか検討を行った。その結果、多量化 PG-surfactant 
Bis-D3-DKDKC12、Tris-D3-DKDKC12は、PSIの膜外ドメインの立体構造の変性を
促さないことが確認された。さらに、PSI、PSIIの機能である光誘起電子移動に
ついて評価を行ったところ、β-DDMにより可溶化された場合と同様な値が得ら
れ、機能の面からも PSI、PSIIの膜蛋白質可溶化試薬として有用である事が分か
った。 
	
 PG-surfactant を多量化しても可溶化試薬として機能することが確認されたこ
とから、多量化による膜蛋白質との親和性の増加を、より薄い濃度領域で DLS
を用いることで確認を行った。全ての界面活性剤において、0.1 wt%の濃度条件
では界面活性剤の形成するミセルに基づく水和直径のみが優先的に観測され、

0.01 wt%の濃度条件では PSI, PSIIが単分子で可溶化されているサイズが観測さ
れた。0.001 wt%まで濃度を下げると β-DDM、さらに単量体型の PG-surfactant
である DKDKC12D、DKDKC12Dでは PSIを単分子として分散可溶化できなくな
り、凝集体に由来する 1000 nm以上サイズの DLSピークのみが観測されるよう
になった。多量化 PG-surfactantではさらに薄い濃度となる 0.0001wt%においても
数 10 nm の分子サイズを維持しており、膜蛋白質を十分に分散可溶化できてい
ることが示唆された。この結果は、多量化することで膜蛋白質の疎水部分（膜

貫通領域）への PG-surfactant の相互作用が強くなり、その結果膜蛋白質から界
面活性剤が剥がれにくくなることで、より低い濃度領域においても膜蛋白質を

可溶化出来る機能が発現したためと思われる。DLSにより観測されたピークが、
PSI や PSII を単分子で確かに可溶化できていることに因るかを更に考察するた
めに、TEM や EDX により評価を行った。その結果、薄い濃度であっても多量
化 PG-surfactantを用いることで PSI、PSIIが単一粒子で分散可溶化されているこ
とが観測でき、DLS を用いた考察と矛盾しないことが分かった。以上のことか
ら、多量化 PG-surfactant は基本ユニットとなる [-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp- 
Lys-Cys(C12)-]のユニットを多量化することで、膜蛋白質との相互作用が向上し
（多量化効果）、これにより膜蛋白質の特に疎水領域との相互作用が強くなるこ

とで、より低濃度領域においても PSI、PSIIといった膜蛋白質を、単一分子で水
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中に分散可溶化できる試薬として働くことが分かった。 
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第 6章	
 高分子ゲル中での膜蛋白質安定性を向上させる界面活性剤の開発 
6-1 緒言 
 

	
 現在膜蛋白質を機能分子として応用する研究が進められている。これは、リ

パーゼ1)などの加水分解酵素やペルオキシダーゼ2)のような酸化酵素、抗体3)とい

った水溶性蛋白質だけではなく、光エネルギー変換機能を持つ光合成関連膜蛋

白質4)、ホルモンなどに対するレセプター膜蛋白質5)、イオンチャンネルやポン

プなどの膜蛋白質6)などの機能も利用した半人工分子デバイス構築へと興味が

広がっているためと考えられる。通常生体膜内に収まっている膜蛋白質を機能

分子として利用するためには、某かの担体材料へとどめることが望ましい7)-9)。

これは操作性の向上と共に、担体への固定化により膜蛋白質の安定性向上、機

能性向上も期待されるためである（例えば、膜蛋白質のトポロジー制御した固

定化は、固体担体上での膜蛋白質の機能向上に重要である）。有機-無機ハイブリ
ッドからなるメソポーラス構造の内部表面に、光合成関連膜蛋白質を吸着固定

化する報告が稲垣らによりされている10)。伊藤らにより、ナノ細孔を内部に持っ

たガラスの細孔表面に、同様に光合成関連膜蛋白質を固定化する報告もされて

いる11)。レセプター膜蛋白質やイオンチャンネルは、MEMS技術により作製され
たナノパターン化された固体流路内に脂質膜を伴って固定化され、例えば電気

信号により特定の有機物やイオンを検出可能な半人工デバイスの構築なども検

討されている12),13) 
	
 しかし、これまでに報告されている膜蛋白質を用いた半人工デバイス構築の

系の問題点として、多くの系が固体担体の「表面への固定化」を利用している

点が挙げられる。この方法では、固定化された膜蛋白質が常に外的環境に晒さ

れ続けざるをえないため、本質的に膜蛋白質の長期安定性、実用的な利用要件

は期待できない。また、元々生体膜に存在することを意識し、単分子膜を形成

させた固定化に固執するあまり、例えばセンサーデバイス構築の際に必要とさ

れる、「十分な検出感度を得るために必要な分子数」が、固体担体の「表面への

固定化」では稼げないなどの、本質的矛盾もある。私は、これに対する解決策

として、担体の「表面」ではなく「内部」に固定化する手法を検討したい。こ

れは、担体内部に固定化することで上記２点の問題点を解決できると期待した

為である。例えば、固定化される膜蛋白質が担体に覆われることで、外的環境

に曝される機会が大幅に減り、外部環境変化（溶媒、塩強度、温度の変化、膜
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蛋白質機能を阻害する酵素や阻害剤の添加）に基づく変性失活の緩和が期待さ

れる。また担体内部に固定化することで、固定化担体の単位体積あたりに固定

化出来る膜蛋白質の分子数を格段に向上させることが可能となり、デバイス化

の際に問題とされる感度の確保も可能となる。 
	
 しかし一方で、担体内部に固定化する際には以下の２つの問題点解決が必要

となる。１つ目は、担体内部に固定化することにより、担体成分（担体を構成

する高分子材料や無機材料など）と固定化する膜蛋白質の間の直接的な相互作

用頻度が増えることで起こる、膜蛋白質の変性失活である。２つ目は、担体内

部に固定化することで、膜蛋白質が機能を果たすために直接相互作用しなくて

はならない分子やイオンなどの担体内部での拡散速度が制限、あるいは遮断さ

れることによる、膜蛋白質機能の阻害である。２点目は、網目構造を内部に持

ったナノ繊維、あるいはナノフィルム状に成型した架橋性高分子からなるハイ

ドロゲルなどを担体として利用することで、ある程度解決可能と考えられる。

しかしこれまでに、具体的に１点目の問題点を直接的に解決できている方法論

は存在しない。そこで本章では、この１点目の、「担体内部に固定化」した時に

問題となる、「担体成分（担体を構成する高分子材料や無機材料など）との直接

的な相互作用頻度が増えることで起こる膜蛋白質の変性失活」を緩和すること

が可能な試薬開発に取り組んだ。 
	
 ここで我々が着目したのは、膜蛋白質可溶化試薬の利用である。第３章でも

検討を行ったが、膜蛋白質可溶化試薬は「膜蛋白質の膜貫通領域に選択的に結

合する分子」ともみなすことが可能である。そこで、ここに意図する官能基や

機能分子を修飾した誘導体を用いることで、これらの分子の膜蛋白質表面への

集積化が期待される。ただこの時に、この膜蛋白質可溶化試薬そのものの分子

量がある程度大きくないと、さらに膜蛋白質可溶化試薬が膜蛋白質表面と比較

的強く結合していない場合には、導入する機能分子によっては膜蛋白質表面か

ら剥がれ、それらの分子の効果で膜蛋白質に変性失活が促されてしまうなどの

問題がある。そこで、第５章にて検討を行った、高分子量化したPG-surfactant
ベースの膜蛋白質可溶化試薬の利用を考えた。また、膜蛋白質の固定化する担

体成分との直接的な相互作用を緩和できる機能分子として、ポリエチレングリ

コール（PEG）鎖の利用を検討した。PEG鎖は、一般に膜蛋白質から水和に寄与
する水分子を奪うことで沈殿剤として機能するが、膜蛋白質の変性失活を積極

的に促すことはない。また仮にPEG鎖と高濃度に混在した状態においても、膜蛋
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白質に対して変性失活を積極的に促すこともない。そこで、このPEG鎖で膜蛋白
質表面を被覆することが可能となれば、膜蛋白質の担体成分との直接的な相互

作用を緩和できることが期待された。 
	
 高分子量化した PG-surfactant ベースの膜蛋白質可溶化試薬には、第 5 章にて
検討を行った Bis-D3-DKDKC12を用いた。また、PEG鎖には、分子量 2000、5000
ものを検討した。Bis-D3-DKDKC12の N末端側に分子量 2000の PEG鎖を修飾し
たものは PEG2000-Bis-D3-DKDKC12、分子量 5000 の PEG 鎖を修飾したものは
PEG5000-Bis-D3-DKDKC12と名付けた。いずれも、Fmoc固相合成により、樹脂担
体上で合成し、樹脂から切り出し後逆相 HPLC により単離精製を行ったものを
用いた。また、比較として、高分子量化していない PG-surfactant となる、コア
配列 DKDKC12を１つのみ持ち、PEG鎖を修飾した PEG2000-mono- D3-DKDKC12, 
PEG5000-mono-D3-DKDKC12も同様に Fmoc固相合成により、固相担体上で合成し、
単離精製を行ったものを用いた。 
	
 はじめに PEG修飾 PG-Surfactantのミセル形成能や会合能を明らかにするため、
蛍光プローブ法での臨界会合濃度 (cac 値)の算出、動的光散乱 (DLS) による溶
液中での会合サイズの評価を行った。また同様に PEGを修飾した PG-Surfactant
も膜蛋白質に対して可溶化能を失わないか、PEG 修飾 PG-surfactant にて可溶化
を行うことで膜蛋白質に変性を促さないかについて、これまでの章と同様に光

合成関連膜蛋白質である PSI を用いた検討を行った。その後、この PEG 修飾
PG-surfactantで可溶化した PSIをアクリルアミドゲル中に導入し、アクリルアミ
ドゲル中での PSIの長期安定に関しても検討を行った。 
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6-2 実験項 
6-2-1	
 PEG修飾 PG-surfactantの合成 14) 
 

	
 第２章 2-2-1項と同様に多量化 PG-surfactantについても、長鎖アルキルアミド
基をあらかじめFmoc-Cys-OHの側鎖に導入したFmoc-Cys(C12)-OH誘導体を合成
し、Fmoc固相合成用の樹脂担体上で合成する方法をとった。 
  

6-2-1-1アミノ化 PEGを用いた樹脂担体上での PEG修飾 PG-surfactantの合成 
 

樹脂担体上で、PG-surfactantのN末端側にはじめにカルボキシル基を導入し、
次にアミノ基を持つ PEGと縮合した。カルボキシル基の導入には、無水コハク
酸、アミノ基を持つ PEG には、m-PEG2000-NH2、m-PEG5000-NH2（Nanocs 社製）
を用いた。ペプチド部位のアミノ酸の縮合では、2-2-1-1-4 と同様の縮合剤、反
応溶媒を用いた。 

 
 

 
 

図 6-1  a)無水コハク酸の分子構造  b)アミノ化 PEG分子構造 
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PG-surfactant X n 
PEG2000-mono-D3-DKDKC12 

 

0 
PEG5000-mono-D3-DKDKC12 0 

PEG5000-Bis-D3-DKDKC12 1 
PEG5000-Bis-D3-DKDKC12 1 

図 6-2 設計した高分子量化 PG-surfactantの分子構造 
 
PEG2000-mono-D3-DKDKC12 
(CH3O-PEG2000-NHCO-(CH2)2-CONH-(Asp)3-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-NH

2) 
PEG5000-mono-D3-DKDKC12 
(CH3O-PEG2000-NHCO-(CH2)2-CONH-(Asp)3-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-NH

2) 
PEG5000-Bis-D3-DKDKC12  
(CH3O-PEG2000-NHCO-(CH2)2-CONH-(Asp)3-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-(Gl
y)4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-Gly4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-NH

2) 
PEG5000-Bis-D3-DKDKC12  
(CH3O-PEG5000-NHCO-(CH2)2-CONH-(Asp)3-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-(Gl
y)4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-Gly4-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-NH

2)

S

HN

-Cys

O
S

NH
O

Cys NH2(Gly)4
n

-Lys-Asp-Lys-Asp-X

S

HN

Cys

O
S

NH
O

Cys-Lys-Asp-Lys-Asp-

O
O

H
N

n

O

O
(Asp)3m�



 184 

6-2-2 蛍光プローブ法による PG-surfactantの cac値測定 15) 
 

	
 第 3章 3-2-2項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

6-2-3	
  DLS測定による水溶液中での会合体挙動の評価 
 

	
 第 3章 3-2-3項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
  

6-2-4 シアノバクテリア由来の光合成膜蛋白質、光化学系 I（PSI） 
  

	
 今回の章で用いている PSIは第３章 3-2-4項にて説明を行ったものと同じもの
で、PSIは好熱性シアノバクテリア T. vulcanusのものを用いた 7)-9)。 
 

6-2-4-1 本実験で使用した buffer一覧 
	
 第 3章 3-2-4-3項に記述してある PSI に用いる buffer（Buffer K2, BufferK4）を
用いた。 
 

6-2-5 界面活性剤置換法による膜蛋白質可溶化 
 

	
 第 3章 3-2-5項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

6-2-6  PG-surfactant で可溶化された PSI の、吸収スペクトル測定による変性度
合いの評価 
 

	
 第 3章 3-2-6項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

6-2-7 PG-surfactantで可溶化された PSIの 77Kにおける蛍光測定による、PSIへ
の構造的影響の評価 19) 

 

第 3章 3-2-7項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
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6-2-8	
 過渡吸収測定による PSI の P700+・の寿命評価を利用した、PG-surfactant
で可溶化された PSIの構造的影響の評価 20) 
 

	
 第 3章 3-2-8項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

6-2-9	
 酸素電極による PG-surfactant で可溶化された PSI の光誘起電子移動活性
の評価 21) 
 

	
 第 3章 3-2-9項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

6-2-10 PSIや各種蛍光色素を内部に固定化したポリアクリルアミドゲルの調製 
 

表 6-1 ポリアクリルアミドゲルの調製に用いた各溶液の組成 

  最終濃度 

30%アクリルアミド溶液 a) 50 µL 15 % 

500 mM APS 3 µL 15 mM 

500 mM TEMED 3 µL 15 mM 

10×Buffer K2 10 µL 1×に希釈 
H2O 34 µL  

Total volume 100 µL  
a) 30%アクリルアミド溶液（acrylamide : Methylene-bis-acrylamide =  
	
 29:1の水溶液） 

 

またポリアクリルアミドゲル内に担持させる分子として、分子量の異なる蛍光

色素（フルオレセイン、ローダミン B、FITC-PEG1000
22）、FITC-PEG2000

22）（ゲル内

での終濃度は 0.2 mMとした））、PEG修飾した PG-surfactantか β-DDMで可溶化
を行った PSI溶液（ゲル内での終濃度は 50 µg Chla/mL）を用いた。 
  

6-2-11 ポリアクリルアミドゲルから、ゲルを浸漬するバッファー溶液中への蛍
光色素分子の漏えい評価 
 

	
 作成したゲル（24 mm × 32 mm×130 µm）を buffer K2 10 mL中に浸漬し、所
定時間（1〜5 min）振とう後、この溶液の吸収スペクトル測定を行い、各蛍光色
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素のゲルからの漏洩量の評価を行った。100 %漏えいした場合の蛍光色素の量は、
作成時にゲル（24 mm × 32 mm × 130 µm）当たりに導入した蛍光色素を、buffer K2 
10 mLに溶解し、こちらの吸収スペクトル測定を行うことで計算した。 
 

6-2-12 ゲル中に固定化された PSI の光誘起電子移動活性の酸素電極を用いた評
価 21) 
	
 第３章 3-2-9 項に示すような酸素電極を用いて評価を行った。まず Buffer K4
を測定セルに（1 mL）満たし、そこへ電子移動メディエーターとして終濃度 0.5 
mM になるように dichloroindophenol（DCIP）、電子受容体として methyl viologen
（MV2+）を終濃度 0.5 mMになるようにそれぞれ加え、装置が（溶存酸素濃度の
測定値が）安定するまでしばらく待った。ついで、PSIが固定化されたポリアク
リルアミドゲル（24 mm × 32 mm × 130 µm）を入れ、最後に還元的犠牲試薬であ
るアスコルビン酸ナトリウムを終濃度 2 mM となるように加えた。ゲル内部に
試薬が浸透するまで約５分攪拌し、その後光源を点灯することで、光誘起電子

移動活性の測定を、溶存酸素濃度の変化を追うことにより開始した。また、今

回はポリアクリルアミドゲルをあらかじめ buffer K2に 1時間、24時間浸漬させ
たものと、予め浸漬させずにそのまま用いたものについても測定を行った。 
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6-3 結果と考察 
6-3-1 ポリエチレングリコールを修飾した PG-surfactantの合成 
 

	
 Fmoc固相合成用の樹脂担体 Rink-amide-AM-resin上で、通常の Fmoc-固相合成
法のプロトコールに従い多量化 PG-surfactant部位のペプチド部分の合成を行い、
この N-末端アミノ基に対して無水コハク酸で処理することで、まずはカルボキ
シル基の導入を行った。ついで、m-PEG-NH2をアミド結合により縮合を行った。

PEG鎖の分子長による影響を評価するため、分子量 2000と 5000の PEGの修飾
を行った。樹脂から切り出したあとは、逆相 HPLCにより単離精製を行った。 
 

 
図 6-3 PEG2000-Bis-D3-DKDKC12精製時の HPLCのクロマトグラム 

 

  
図 6-4 PEG2000-mono-D3-DKDKC12精製時の HPLCのクロマトグラム 
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図 6-5 PEG5000-Bis-D3-DKDKC12精製時の HPLCのクロマトグラム 

 

 
図 6-6 PEG5000-mono-D3-DKDKC12精製時の HPLCのクロマトグラム 

 

	
 膜蛋白質可溶化試薬として PG-surfactantを用いるためには、中性で水に可溶、
もしくは、ミセルを形成して水中に分散していることが望ましい。そこで、そ

れぞれの PEG修飾 PG-surfactantを 20 mM phosphate buffer（pH 7.0）に 0.1 wt %
の濃度となるように溶かし、まずは溶解性の確認を行った。溶解度の評価は、

目視により行った。以下表に結果をまとめる。 
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表 6-2 各 PG-surfactantの溶解性 

PG-surfactant 20 mM phosphate buffer pH7 

PEG2000-mono-D3-DKDKC12 ○ 
PEG5000-mono-D3-DKDKC12 ○ 
PEG2000- Bis-D3-DKDKC12 ○ 
PEG5000- Bis-D3-DKDKC12 ○ 

	
 	
 	
 	
 	
 	
  

mono体、Bis体ともに、pH 7の phosphate buffer中に十分な溶解度で溶解した。
高分子量を持つ PEG修飾を行っても PG-surfactant部分が界面活性剤としての機
能を有しているか、あるいは PEG鎖の水溶性により単分子で溶解しているかは
わからないため、cac値の算出及び、DLSによる分子会合サイズの評価を次に行
った。 
 
 

6-3-1-1 蛍光プローブ法による cac値測定 15) 
 

	
 ANS を用いた蛍光強度変化による cac 値測定を行った。各 PG-surfactant 対数
濃度 対 蛍光プローブの相対蛍光強度のプロットを、図６−７に示した。なお縦
軸の相対蛍光強度については、界面活性剤が非存在下のときの蛍光強度を 1 と
した。 
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図 6-7 各界面活性剤に対する対数濃度 対 ANSの相対蛍光強度のプロット 
[(a) PEG2000-mono-D3-DKDKC12 、 (b) PEG5000-mono-D3-DKDKC12 、 (c) PEG2000-Bis-D3-DKDKC12 、 (d) 
PEG5000-Bis-D3-DKDKC12] 
 

	
 図の変曲点前後の 2直線の交点から算出される各 PG-surfactantの cac値を、表
６−３にまとめた。 

表 6-3 各 PG-surfactantの cac値 

Surfactant cac/mM 

PEG2000-mono-D3-DKDKC12 0.62 

PEG5000-mono-D3-DKDKC12 0.096 

PEG2000-Bis-D3-DKDKC12 0.0082 

PEG5000-Bis-D3-DKDKC12 0.0018 

DKDKC12D 0.0079 

Bis-D3-DKDKC12 0.0079 

 

a)�
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 PG-surfactantの濃度の上昇に伴い、測定している物理量に 1つの変曲点がみら
れ、ミセル形成が示唆された。mono 体については、PEG を修飾することで cac
値が 100 倍近く大きくなった。これは、PEG 鎖が存在していることで、疎水性
と親水性のバランスが崩れ、薄い濃度では会合体形成ができなくなったためと

思われた。また、PEG鎖の分子量を 2000から 5000へ高分子量化することで cac
値が小さくなることがわかった。これは、PEG 鎖の分子量増加による疎水性増
加がその原因と考えられた。一方で Bis 体に関しては、PEG 修飾を行ったとし
ても、元の Bis-D3-DKDKC12と比較し大きく cac 値の低下は見られなかった。こ

のことは、PG-surfactant を多量化することで PEG 鎖を修飾しても、基本的な性
質維持が起こるためと推定された。なお、PEG 鎖の分子量を 2000 から 5000 へ
高分子量化することで cac値が小さく減少は、同様にみられた。	
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6-3-1-2 DLSによる水溶液中での会合挙動の評価 
 

	
 いずれのPG-surfactantについてもcac以上の濃度において何らかの会合体の形
成が示唆された。そこで、合成した PEG修飾 PG-surfactantがどの様な会合形態
を中性バッファー中で示すか、動的光散乱測定により、検討を行った。界面活

性剤濃度が 0.1〜0.001%(w/v)にて、50 mM リン酸緩衝液（pH 7）において評価
を行った。この測定結果を図 6-8に示す。 
 

  

  
図 6-8	
 DLSによる会合体粒径分布評価	
 0.1 wt % (青), 0.01 wt % (赤), 0.001 wt % (緑) in 50 mM phosphate 
buffer (pH 7) [(a) PEG2000-mono-D3-DKDKC12, (b) PEG2000-mono-D3-DKDKC12, (c) PEG2000-Bis-D3-DKDKC12, 
(d) PEG5000-Bis-D3-DKDKC12]. 
 

	
 いずれの PEG修飾 PG-surfactantについても、cac値以上の濃度で 5 〜 10 nm
程度の単一の会合体に由来するピークのみが確認された。このサイズは、単量

体に対応するDKDKC12K、DKDKC12Dがミセルを形成した場合の会合サイズ（約
6 nm）と一致していたことから、PEG修飾 PG-surfactantも同様にミセル様の会
合体のみを形成することが分かった。mono体である PEG2000-mono-D3-DKDKC12、

PEG5000-mono-D3-DKDKC12 については cac 値が Bis 体である PEG2000- 
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Bis-D3-DKDKC12、PEG5000- Bis-D3-DKDKC12と比べ大きく、薄い濃度ではうまく

ミセルを形成できないことが確認された。また一般的な傾向として、PEG を修
飾しても cac以上の濃度であれば、PG-surfactantの水溶液中での会合挙動は大き
く変わらないこともわかった。 
 

以下の実験では、より薄い濃度範囲においてもミセル様の会合体のみを形成し

た PEG2000-Bis-D3-DKDKC12、PEG5000-Bis- D3-DKDKC12を用いて検討をおこなっ

た。 
 

6-3-2 PEG-PG-surfactantを用いた PSI可溶化 
 

	
 PEG 修飾 PG-surfactant が、ミセル様の会合体のみを選択的に形成することが
確認されたため、次にこれらの試薬の、膜蛋白質可溶化試薬としての機能評価

を行った。ここでは、前述の章と同様に PSI を機能評価を行う膜蛋白質として
用いた。PSI は 2-1-3-2 項に記載した通り、その構造中に非常に多くの色素を含
み、これら色素の分光学的な性質の変化から蛋白質の変性度合いの評価が容易

である。2-2-5 項に記載した界面活性剤置換法により、β-DDM から PEG 修飾
PG-surfactantに置き換え、PSIの膜蛋白質機能への影響評価を行った。 
 

6-3-2-1 吸収スペクトルを用いた、PEG修飾 PG-surfactantに可溶化された PSIの
変性度合いの評価 23) 
 

	
 界面活性剤置換法により、β-DDM（0.1 wt%）から PEG 修飾 PG-surfactant 
PEG2000-Bis-D3-DKDKC12、PEG5000-Bis- D3-DKDKC12（0.1 wt%）に置換を行った
PSIサンプルに関して、PSIに変性がみられるかどうか吸収スペクトル測定によ
り評価を行った。PSIに変性が見られないコントロールとして、0.1 wt% β-DDM
を含む緩衝液に可溶化した PSIの測定も行った。以下に測定結果を示す。 
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図 6-9 PEG2000-Bis-D3-DKDKC12で可溶化した PSIの
吸 収 ス ペ ク ト ル ( 青 ; β-DDM 赤 ; 
PEG2000-Bis-D3-DKDKC12) 

図 6-10 PEG5000-Bis-D3-DKDKC12 で可溶化した PSI
の 吸 収 ス ペ ク ト ル ( 青 ; β-DDM 赤 ; 
PEG5000-Bis-D3-DKDKC12) 

 

	
 膜蛋白質から色素の脱離がみられる場合 680nmのアンテナクロロフィル a由
来の吸収バンドがブルーシフトすることが知られているが、PEG 修飾

PG-surfactantでは、0.1 wt% β-DDMを含むバッファー溶液中のスペクトルとの一
致が見られ、色素の脱離なく可溶化できていることがわかった。 
	
  

6-3-2-2 77Kにおける蛍光スペクトル測定を利用した、PEG修飾 PG-surfactantに
可溶化された PSIの変性度合いの評価 19) 
 

	
 PSI についてさらに詳細な変性度合いを評価するために、77 K における蛍光
スペクトル測定を行った。2-1-3-2-4 項に記載されている様に、ここで得られる
蛍光スペクトルは PSI 骨格内で形成されるレッドクロロフィルに由来するもの
である。アンテナ色素として働くクロロフィル aに離脱が見られた場合、native
状態で観測される 720 nmのスペクトルピークの代わりに、フリーのクロロフィ
ルに由来する 680nm に蛍光スペクトルピークが観測されることが知られている
24)。以下に測定結果を示す。 
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図 6-11 TritonX-100 の構造式 

 

結果を図 6-12に示す。 
 

 
図 6-12	
 各 surfactant で可溶化した PSI の 77K における蛍光スペクトル 
(青:β-DDM, 紫:TritonX-100, 赤: PEG2000-Bis-D3, 緑: PEG5000-Bis-D3 ) 

 

	
 0.1wt% PEG修飾した PG-surfactantを含むバッファー溶液に可溶化されたいず
れの PSIサンプルについても、720nmにのみ蛍光スペクトルピークが観測され、
いずれの界面活性剤を用いた場合においても、PSIに変性は見られなかった。対
照実験として、一般的に PSI 可溶化に用いられている β-DDM、PEG 修飾
PG-surfactantと同様にポリオキシエチレン骨格を持つ Triton X-100を用いた。そ
の結果、PEG 修飾 PG-surfactant と同様にポリオキシエチレン骨格を持つ Triton 
X-100では、680 nm付近にもピークが確認された。これは、クロロフィル aが
PSI内から脱離したことによりエネルギー準位に違いが生じ、スペクトルのピー
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クが変わったと考えられる。このことから、ただ単に PEG鎖を界面活性剤の分
子骨格内に含むだけでは、膜蛋白質を変性させせることなく可溶化ができない

ことがわかった。これは PG-surfactant の分子骨格が、PEG 鎖のような大きな官
能基との直接的な相互作用を緩和できる機能も保持していることが、考えられ

た。 
 

6-3-2-3 過渡吸収スペクトル測定による PSIの P700+•の寿命評価を利用した PEG
修飾 PG-surfactantで可溶化された PSIの変性度合いの評価 
 

	
 さらに PEG修飾 PG-surfactantで可溶化することの、膜蛋白質膜外ドメインへ
の影響を評価するために、PSIについてスペシャルペア P700の光励起後の、P700
由来の過渡吸収スペクトル測定を行った 25), 26), 27)。3-3-2-6項に記載した通り、PSI
のスペシャルペア P700が光励起された場合、光励起により生成された励起電子
は、PSI内のクロロフィルやフィロキノンを経由し、最終的に膜外ドメインにあ
る PsaCの[4Fe-4S]クラスター(Fa、Fb)まで運ばれる。一方で電子の移動とともに
P700にはホールが生成し（P700+•）、この状態は電荷分離状態と呼ばれる。この

とき、電子受容体となるフェレドキシンや酸化活性な分子が系内に存在しない

場合、不安定な電荷分離状態解消のために、逆電子移動 による電荷再結合が起
こる。もし、膜外ドメインの変性により PsaC の離脱、あるいは[4Fe-4S]クラス
ター（Fa、Fb）機能の失活が見られた場合には、膜内ドメインに存在する[4Fe-4S]
クラスター（Fx）までしか電荷分離が起こらないため、この再結合の速度は、1 
ms 程度となる一方で、膜蛋白質に変性が見られず[4Fe-4S]クラスター（Fa、Fb）

まで無事に電子が運ばれた場合には、この寿命は 30 ms と長くなる。従って、
P700+•の寿命を過渡吸収スペクトル測定から評価することで、膜外ドメインに関

する変性の度合いを評価可能である。A698の経時変化から非線形カーブフィッテ

ィングによる求められる P700+•の 1 ms（変性状態）、30 ms（native状態）さらに
それより長い寿命の成分の割合に関して、表にまとめた。 
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表 6-4	
 各界面活性剤で可溶化された PSIの P700+•の寿命 

 P700+• の寿命 (ms) 
(各寿命成分の割合) 

Denaturation 
degree (%) 

β-DDM 1 (0)、30 (21.8)、179 (78.2) 0 
PEG2000-Bis-D3-DKDKC12 1 (0)、30 (23.4)、172 (76.6) 0 
PEG5000-Bis-D3-DKDKC12 1 (0)、30 (12.6)、134 (86.4) 0 

 

	
 30 msより寿命の長い成分は、溶液中に存在するアスコルビン酸から電子移動
メディエーターを介して直接 P700+•が還元された際の寿命に対応するので、今回

の評価とは関係がない。表６−４の結果から、0.1 wt% PEG2000-Bis-D3-DKDKC12、

PEG5000-Bis-D3-DKDKC12いずれを含むバッファーに PSI を溶かした場合におい
ても、PSIの膜外ドメインの変性に対応する 1msの寿命成分が見られなかったこ
とから、膜外ドメインに変性はみられないことが分かった。以上のことから、

PEG 修飾 PG-surfactant PEG2000-Bis-D3-DKDKC12、PEG5000-Bis-D3-DKDKC12は、

PSIの膜内ドメインの立体構造、さらに膜外ドメインの立体構造ともに、変性を
促さないことが確認された。 
 

6-3-2-4 酸素電極を用いた、PEG修飾 PG-surfactantで可溶化された PSIの光誘起
電子移動活性評価 21) 
 

	
 続いて、酸素電極を用いた光誘起電子移動活性に関して評価を行った。3-3-2-7
項で記載した通り、P700 の光励起に伴う溶存酸素濃度の減少速度を酸素電極に
より追跡することで、PSI内部での電子移動速度を擬似的に見積もることが可能
である。この酸素減少速度の速度から、PEG 修飾 PG-surfactant に可溶化された
PSI１ユニットあたりの光誘起電子移動速度を見積もった結果を表６−５にまと
めた。 
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表 6-5PEG修飾 PG-surfactantに可溶化された PSIの光誘起電子移動速度
の比較 
Solubilization  
surfactant 

Electron transfer rate in 
PSI (PSI-1 s-1) 

β-DDM 39.1±1.2 

PEG2000-Bis- D3-DKDKC12 37.3±1.3 

PEG5000-Bis- D3-DKDKC12 38.6±2.0 

 

	
 PSIが native状態を維持している場合のコントロールとなる、0.1 wt% β-DDM
を含むバッファー溶液で可溶化された PSIの電子伝達速度は、39.1±1.2 PSI-1s-1 で
あり、これに対して 0.1 wt% PEG2000-Bis- D3-DKDKC12、PEG5000-Bis- D3-DKDKC12

を含むバッファー溶液に可溶化された PSI の光誘起電子移動速度は、それぞれ
37.3±1.3 PSI-1s-1、38.6±2.0 PSI-1s-1であった。このことから、いずれの界面活性剤

を用いた場合においても、PSIの光誘起電子移動活性に関しても維持されている
ことが分かった。 
 

	
 以上分光学的な性質や光誘起電子移動活性などの詳細の評価から、今回検討

を行っている PEG修飾 PG-surfactantは、PEGを膜蛋白質周辺に集積させつつも
PSI の構造や機能を維持したまま可溶化出来る可溶化試薬として機能すること
が明らかとなった。 
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6-3-3 ポリアクリルアミドゲル内部に固定化した膜蛋白質 PSIの機能評価 
6-3-3-1 膜蛋白質 PSIを内部に固定化したポリアクリルアミドゲルの作製 
 

	
 高分子のバルク材（フィルムやブロック）内部へ膜蛋白質を導入固定化した

場合、バルク材由来の高分子鎖との相互作用から、膜蛋白質が変性失活してし

まうことが危惧される。しかし、PEG などの膜蛋白質に対して変性を促さない
高分子鎖で予め膜蛋白質表面を被覆することで、高分子担体内部においても、

適度な水和状態の維持とともに、担体由来の高分子鎖との相互作用が緩和され

担体内部においても機能活性の維持が期待される。ここでは、このような担体

「内部」での固定化の検討が初めてという状況から、比較的膜蛋白質に対して

ソフトな固定化担体として、ポリアクリルアミドゲルの利用を検討した。ポリ

アクリルアミドゲルは一般的に蛋白質の電気泳動分析に用いられており、泳動

条件を選択することで、膜蛋白質の超分子複合体構造を壊すことなく泳動でき

ることも知られている（Native-PAGE のように、SDS などの界面活性剤を用い
ない泳動法による）。しかし、依然として長期間の保存条件下では、やはり膜蛋

白質に変性失活を促すことが危惧される。そこで、このような長期間の保存条

件下での、PEG鎖被覆の効果の検討を行っていく。 
	
 ポリアクリルアミドゲルは、モノマーとしてアクリルアミド、架橋剤として

N-N’-メチレンビスアクリルアミド、重合開始剤として過硫酸アンモニウム＋N, 
N, N’, N’-テトラメチルエチレンジアミンを用いた、フリーラジカル重合により
行った。なお、種々の分光学的測定法や、酸素電極による光誘起電子移動活性

の評価の都合上、２枚のガラス板の間で薄膜化したゲルを作成し、利用した。 
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手順として、 
①カバーガラス（24 mm×m して、）上に重合開始剤を添加したモノマー溶液
（100 µL）を滴下する 
②ゲルが固まる前に同じ大きさのカバーガラス（24 mm×32 mm）で挟む 
③カバーガラスで挟むことで、２枚のカバーガラス（24 mm × 32 mm）の間にモ
ノマー溶液を均一な厚みで拡げ、ゲルの硬化を待つ。 
④ゲルの硬化後にカバーガラスを取り除くことで、薄いゲルを作成した 
	
 用いた溶液は100 µLであり、24 mm × 32 mm のカバーガラスを使用したため、 

ゲルの厚さ =
0.1×10!!𝑚!

24×32×10!!𝑚! ≈ 1.3×10!!𝑚 

約 130 µmの厚さのゲルの作成を行った。 
 

6-3-3-2 ゲル内部に固定化した各種蛍光色素の漏えい挙動の評価 
 

	
 前述したポリアクリルアミドゲルの中へ、蛍光色素としてローダミン B、フ
レオロセイン、PEG1000-FITC22)、PEG2000-FITC22)を終濃度 0.2 mMとなるように加
えて固定化した。色素を内包したゲル（24 mm×32 mm×130 µm）を buffer K2（10 
mL）へ浸すことで、外液に色素が漏洩する。この漏洩量の時間変化を、外液に
滲み出た蛍光色素の吸収スペクトルを測定することで評価を行った。この測定

は、PSIをポリアクリルアミドゲル内に固定化し光誘起電子移動活性を評価する
際に、電子移動メディエーターDCIP、電子受容体MV2+、還元的犠牲試薬である

アスコルビン酸ナトリウムなどの、ゲル内に固定化された PSI とやり取りをし
なくてはいけない分子の拡散速度がどの程度影響をするか、事前評価をするた

めに行った。 
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Rhodamine B Fluorescein PEG1000-FITC 
PEG2000-FITC 

図 6-11 蛍光分子の分子構造 
 

 

 

図 6-13作成した蛍光色素内包ポリアクリルアミドゲル 
（左：Rhodamine B右：Fluorescein） 

 

  

  
図 6-14 各時間における外液へ漏えいした蛍光色素分子の吸収スペクトル	
 (左上：ローダミン B、右上：
フレオロセイン、左下：PEG1000-FITC、右下：PEG2000-FITC) 
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表 6-6 各蛍光色素の漏えい割合の比較 

 漏えい割合 (%) 

フルオレセイン (Mw = 332.31) 72.3 % 

ローダミン B (Mw =479.02) 66.8 % 

PEG1000-FITC (Mw =1388.3) 63.5 % 

PEG2000-FITC (Mw = 2388.3) 60.5 % 

 

	
 各種蛍光色素を内部に固定化したポリアクリルアミドゲルを浸漬した外液の

吸収スペクトルの時間変化を図６−１２、５分後における蛍光色素の漏えい割合

を表６−５に示した。まず基本的に、分子量の小さいものの方がより漏えい割合

が大きくなる傾向が確認された。また時間変化に若干のばらつきはあるものの、

いずれも５分以内にその漏洩は止まる傾向が見られた。漏洩量に固定化した分

子の分子量依存性がでるのは、ポリアクリルアミドゲルの持つ３次元ネットワ

ーク構造に起因する、分子の拡散しやすさに影響されたものと考えられた。ま

た一方で、この漏洩が５分以内に止まり、さらに漏洩量に分子量依存性がある

というのは、ゲルが外液に接している表面から、物質拡散が可能な深さが、固

定する分子の分子量に依存しており、この深さまでの分子は比較的早い時間に

移動が可能であると考えられた。この測定では外液を交換していないため、５

分以内に各蛍光色素の分配が、外液とゲル内部の間で平衡状態に落ち着いた現

象を観測しているという解釈もあるが、外液を順に交換して測定したとしても

全ての固定化した分子が漏洩し切ることはなかった。そこで、現在のところは

前者の解釈をしている。なおこの測定では、ゲルの内部から浸漬した外液への

移動を観測したが、この時に観測される分子量に依存した分子の移動挙動は、

外液からゲル内部への物質拡散過程にも反映されると推測された。したがって、 
PSI をポリアクリルアミドゲル内に固定化し光誘起電子移動活性を評価する際
に問題となる、電子移動メディエーターDCIP（Mw 268）、電子受容体MV2+（２

塩化物の状態で Mw 257）、還元的犠牲試薬であるアスコルビン酸ナトリウム
（Mw 198）などは、十分な拡散速度が得られる分子量範囲に有ることがわかっ
た。 
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6-3-3-3 ポリアクリルアミドゲルへの PSIの導入 
 

	
 PSI を PEG 修飾 PG-surfactant（ PEG2000-Bis-D3-DKDKC12、 PEG5000-Bis- 
D3-DKDKC12）にて可溶化したサンプルを、ポリアクリルアミドゲル内部に固定

化した。ゲルの前駆体溶液 100 µL（表 6-1参照）に PSI可溶化溶液を PSIのゲ
ル内での終濃度が 5 µgChl/mlとなるように添加し、その後重合開始剤を入れて
素早く２枚のカバーガラス間に挟んだ。これにより、フリーラジカル重合によ

り PSI を固定化した薄膜状のゲルサンプルを作製した。PEG 修飾 PG-surfactant
を用いる効果を評価するため、コントロールとして β-DDM あるいは PEG 修飾
を行っていない PG-surfactant（Bis-D3-DKDKC12）により可溶化した PSIを用い、
同様に薄膜状のポリアクリルアミドゲルサンプルの作製も行った。いずれの作

成したゲルも、PSIのクロロフィル a色素に由来する緑色のゲルとなった（図６
−１５）。 
 

 
 

図 6-15作成を行った PSI内包ポリアクリルアミドゲル 
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6-3-3-4 吸収スペクトル測定を用いた、ゲルへ封入することの PSIへの構造的影
響 
 

	
 アクリルアミド、ビスアクリルアミドのフリーラジカル重合により、PSIを内
部に固定化したポリアクリルアミドゲルの作成を行っているため、ラジカルに

よる膜蛋白質の変性失活が懸念された。そこでゲル作成の前後で吸収スペクト

ル測定を行い、PSIの変性に伴うスペクトル変化が見られないか検討を行った。 
 

 
図 6-16 ポリアクリルアミドゲル中に内包した各界面活性剤で可溶化を行った PSIの吸収スペクトル
と β-DDM溶液で可溶化を行った PSIの吸収スペクトルの比[(blue line) β-DDM, (red line) PEG2000-Bis 
-D3-DKDKC12, (green line) PEG5000-Bis-D3-DKDKC12, (purple line) Bis-D3-DKDKC12, (orange line) 
β-DDM at buffer] 

 

	
 各可溶化試薬を用いて可溶化して作成した PSI ゲルの吸収スペクトル測定の
結果を、図６−１６に示した。なお、「溶液」と表記をしているのは、0.1 wt%の
β-DDM に可溶化された PSI サンプルの吸収スペクトルであり、PSI が変性失活
をしていない場合のコントロールとなる。いずれの可溶化試薬を用いて作成し

たゲルサンプルのスペクトルにおいても、コントロールとなる「溶液系」の吸

収スペクトルと、クロロフィル色素の吸収極大波長、吸光度比などに一致が見

られ、ラジカル重合にて作成するゲル内部に固定化することにより、色素の脱

離に伴う顕著な変性失活は見られなかった。 
	
 また、作成した PSI固定化ゲル（24 mm × 32 mm × 130 µm）を、buffer K2（10 
mL）中に 1時間、24時間浸漬させ、その後の吸収スペクトルを浸漬前のものと
比較することで、外液に PSI が漏えいしているかどうかの確認を行った。この
測定結果を図 6-14に示した。 
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図 6-17 アクリルアミドゲル作成後直後と１時間 buffer に浸漬した状態でのゲルの吸収スペクトル（blue 
line）ゲル作成直後、（red line）buffer浸漬 1時間、（green line）buffer浸漬 24時間、[(a) PEG2000-Bis -D3-DKDKC12, 
(b) PEG5000-Bis -D3-DKDKC12, (c) β-DDM, (d) Bis-D3-DKDKC12] 
 

	
 １時間、24時間と buffer K2に浸漬することでゲルの膨潤度が変化しノイズが
大きくなってしまったが、buffer K2浸漬前後の吸収スペクトルには、いずれの
可溶化試薬を用いたサンプルについても大きな形状変化は見られなかった。こ

れは、buffer K2への浸漬が、PSIの膜貫通領域に存在するアンテナ Chl aの脱離
に伴う変性失活を促していないことを示唆している。また吸光度そのものもほ

とんど変化が見られなかったことから、ゲル内部からの PSI の漏えいは観察さ
れなかった。これは、アクリルアミドゲルの３次元ネットワーク構造が、PSIを
ゲル内部に留めるために十分機能していることを示唆している。 
 

6-3-3-5 77K における蛍光スペクトル測定を用いた、ゲル内部に固定化した PSI
の変性度合いの評価 
 

	
 ゲルに内包された PSI についてさらに詳細な変性度合いを評価するために、
77K における蛍光スペクトル測定を行った。2-1-3-2-4 項に記載されている様に
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ここで得られる蛍光スペクトルは、PSI骨格内で形成されるレッドクロロフィル
状態に由来するものであり、アンテナ色素として働くクロロフィル a に離脱が
見られた場合、native状態で観測される 720 nmのスペクトルピークの他に、フ
リーのクロロフィルに由来する蛍光スペクトルピークが 680 nmに観測されるこ
とが知られている。ここでは、サンプルホルダー内に作成したゲルを詰めるこ

とで評価を行った。   
図６−１８に、各種可溶化試薬を用いて作成した PSIゲルの測定結果をまとめた。 
  

 
図 6-18	
 アクリルアミドゲル中へ内包した各 surfactantで可溶化した PSIの 77Kにおけ
る蛍光スペクトル [β-DDM（blue line）、PEG2000Bis-D3-DKDKC12 (red line)、 PEG5000-Bis- 
D3-DKDKC12 (green line)、Bis-D3-DKDKC12 (purple line)] 

 

	
 色素の脱離が起きていると 680 nm付近にフリーのクロロフィル色素に由来す
る蛍光スペクトルが観測されるが、β-DDM で可溶化されているもの、

PEG2000-Bis-D3-DKDKC12、PEG5000-Bis-D3-DKDKC12 によって可溶化された PSI
に関しては、色素の脱離に伴う変性が見られなかった。これは、前項の吸収ス

ペクトルの測定結果を反映したものと推測された。一方で PEG修飾がされてい
ない多量化 PG-surfactant （Bis-D3-DKDKC12）によって可溶化された PSIに関し
ては、若干では有るが色素の脱離に伴う変性が見られた。より分子量の小さい

可溶化試薬である β-DDM を用いた際には変性が見られなかったことを含めて

解釈を行うと、ゲル形成にともなう PSI に対する物理的ストレスを Bis- 
D3-DKDKC12が緩和できなかったことがその原因として考えられた。 
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6-3-3-6 ゲルへ内包された PEG修飾 PG-surfactantで可溶化された PSIの、酸素電
極による光誘起電子移動活性の比較 
 

	
 ゲル内部へ固定化された PSI が機能を維持しているか評価を行うため、酸素
電極を用いた PSI の光誘起電子移動活性の評価を行った。また、ゲル内部に長
時間固定化された場合の長期安定性への効果を評価するため、1 時間、24 時間
と Buffer K2への事前の浸漬時間を変えた PSIゲルについても、同様に PSIの光
誘起電子移動活性の評価を行った。この溶存酸素減少速度から計算した、各サ

ンプルにおける PSIの光誘起電子移動速度を表６−７にまとめた。また比較とし
て、溶液状態の PSIについても室温で 24時間置くことによる変性度合いの確認
を行った（表６−８）。 
 

表 6-7 ポリアクリルアミドゲル中の各可溶化試薬に可溶化された PSIの光
誘起電子移動速度の比較 

 電子移動速度 [PSI-1s-1] 

浸漬なし 1h 24h 

β-DDM 29.8 27.0 13.7 

Bis-D3-DKDKC12 28.6 22.5 14.4 

PEG2000- Bis-D3-DKDKC12 27.5 27.2 19.5 

PEG5000- Bis-D3-DKDKC12 29.0 29.7 23.7 

 
表 6-8 Buffer K2溶液中の各可溶化試薬に可溶化された PSIの光誘起電子移
動速度の比較 

 電子移動速度 [PSI-1s-1] 
0h 24h 

β-DDM 39.1±1.2 38.7±2.0 

Bis-D3-DKDKC12 37.3±1.3 37.5±1.5 

PEG2000- Bis-D3-DKDKC12 40.5±0.7 39.8±2.6 

PEG5000- Bis-D3-DKDKC12 38.9±2.0 39.2±0.3 

 

	
 まず、溶液状態で 24時間室温に置いたサンプルについて、光誘起電子移動活
性の評価を行ったところ、可溶化後すぐに測定を行ったものと、活性が変わら

ないことが分かった。 
	
 次にポリアクリルアミドゲル中に固定化し、時間をおかずに（Buffer K2への



 208 

事前の浸漬なしに）光誘起電子移動活性を評価した際にも、いずれの可溶化試

薬を用いた場合でもその活性に大きな違いは見られなかった。一方で、１時間

Buffer K2 への事前の浸漬を行った PSI ゲルについては、PEG 修飾をした
PG-surfactantである PEG2000- Bis-D3-DKDKC12、PEG5000- Bis-D3-DKDKC12では全

く活性低下が見られなかったのに対して、Bis-D3-DKDKC12、β-DDMを用いた際
には、Bis-D3-DKDKC12 >>β-DDMの順に光誘起電子移動速度の活性低下が見ら
れた。Bis-D3-DKDKC12についてより大きく活性が低下した原因として、前項の

蛍光スペクトル測定から示唆されていたように、Bis-D3-DKDKC12がゲルマトリ

ックスからの物理的ストレスを緩和できない影響がその原因として考えられた。

さらに Buffer K2への事前の浸漬時間を 24時間に延ばしたサンプルに関しては、
Bis-D3-DKDKC12、β-DDMを用いたサンプルではいずれも 60%近くまでの大きな
活性低下が見られたのに対して、PEG2000- Bis-D3-DKDKC12を用いた際には 30 %
程度、PEG5000- Bis-D3-DKDKC12を用いた際には、活性低下を 20%程度に抑制で
きることがわかった。 
PEG鎖の分子量を5000から2000への小さくしたPEG2000- Bis-D3-DKDKC12では、

PEG5000- Bis-D3-DKDKC12に比べてこの緩和効果が低くなったことから、PEG鎖
の分子量による違いが大きく現れた。PSI の周辺に PEG 鎖が被覆されることで
ポリアクリルアミドゲル中の安定性の向上が発現していると考えているが、こ

の効果が、分子量が大きくなることでより顕著に安定性向上に寄与できたと考

えられた。 
	
 以上の結果から、PG-surfactant を介して PSI 表面を PEG 鎖により被覆するこ
とが、この膜蛋白質のポリアクリルアミドゲルマトリックス中での長期安定性

に、大きく寄与していることが示唆された。 
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6-4 まとめ 
 

	
 本章では第５章にて検討を行った高分子量化 PG-surfactantに PEG鎖を修飾し
た PEG 修飾 PG-surfactant（ PEG2000-mono-D3-DKDKC12、 PEG5000-mono-D3- 
DKDKC12、PEG2000-Bis-D3-DKDKC12、PEG5000-Bis-D3-DKDKC12）を新たに設計

合成し、膜蛋白質を高分子担体内部に固定化する際に、膜蛋白質の変性失活を

緩和できる「高分子の表面修飾試薬」として機能するか評価を行った。 
	
 まず PEG 鎖を修飾した PG-surfactant であっても、未修飾の PG-surfactant 
（DKDKC12Dなど）と同様に中性pHの緩衝液中で十分な溶解度が維持された。
これらの臨界凝集濃度（cac）を算出したところ、mono 体型のものに PEG を修
飾した PEG2000-mono-D3-DKDKC12 では、DKDKC12D と比較し 100 倍程度、
PEG5000-mono-D3-DKDKC12では 10倍程度大きくなった。これは、PEG鎖が追加
されたことで、疎水性と親水性のバランスが崩れ、薄い濃度では会合体を作る

ことができなくなったためと考えられた。Bis体型では、PEG鎖を導入したとし
ても、未修飾の Bis-D3-DKDKC12と同様の cac値が維持された。これは、コア骨
格[-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-]を二量化することで、PEG 鎖導入の影響
を緩和できたためと考えられた。また、導入する PEG鎖の分子量を大きくする
ことで cac値は低下することがわかった。このことから、多量化した PG-surfactant
を用いることで PEGを修飾しても元々のミセル形成能を維持でき、薄い濃度で
あってもこのミセル形成能は維持されることも確認された（cac以上の濃度では
約 6～10 nmオーダーの会合体ピークのみが確認された）。	
 
	
 こ れらのことから、薄い濃度領域でもミセル形成能を示した

PEG2000-Bis-D3-DKDKC12、PEG5000-Bis- D3-DKDKC12について、次に膜蛋白質可

溶化試薬としての機能評価を行った。 
	
 0,1 wt%の各 PEG修飾 PG-surfactantを含むバッファー溶液で可溶化された PSI
の吸収スペクトルを 0,1 wt%β-DDM を含むバッファー溶液で可溶化された PSI
の吸収スペクトルと比較をすることで、アンテナクロロフィル a の脱離に伴う
変性が促されていないか検討を行ったところ、いずれの PEG 修飾 PG-surfactant
を用いた場合についても、アンテナクロロフィル aの脱離に伴う PSIの変性は促
してはいないことが明らかとなった。この結果は、77K におけるレッドクロロ
フィル由来の蛍光スペクトル測定からも示唆された。ちなみに、PEG 修飾
PG-surfactant と同様にポリオキシエチレングリコール骨格を持つ界面活性剤で



 210 

ある TritonX-100を用いた場合では、アンテナクロロフィルの脱離に伴う PSIの
変性に伴う 680 nm付近の蛍光スペクトルピークが観測された。したがって、同
じように PEG鎖を持つ界面活性剤であっても大きく性質が異なっていることが
わかった。次に、酸素電極を用いた PSIの光誘起電子移動活性の評価を、各 PEG
修飾 PG-surfactant により可溶化された PSI サンプルに関して評価を行った。そ
の結果、いずれの PEG 修飾 PG-surfactant で可溶化された PSI に関しても、PSI
が native 状態を保っており、光誘起電子移動活性の面からも、PEG 修飾

PG-surfactantは PSIを変性させることなく可溶化出来ていることがわかった。以
上のことから、PEG修飾 PG-surfactantは通常の膜蛋白質可溶化試薬と同様に PSI
を変性失活させることなく、PEG 鎖を膜蛋白質表面に集積可能であることがわ
かった。 
	
 そこで次に、PEG 修飾 PG-surfactant を介した膜蛋白質表面への PEG 鎖の集
積・被覆が、実際に高分子担体内部に膜蛋白質を固定化した際の膜蛋白質機能

の維持に効果があるか、検討を行った。ここでは、このような高分子担体「内

部」への膜蛋白質固定化の検討が初めてという状況から、比較的膜蛋白質に対

してソフトな固定化担体として、ポリアクリルアミドゲルの利用を検討した。

ポリアクリルアミドゲルは一般的に蛋白質の電気泳動分析に用いられており、

泳動条件を選択することで、膜蛋白質の超分子複合体構造を壊すことなく泳動

できることも知られている（Native-PAGE のように、SDS などの界面活性剤を
用いない泳動法による）。PEG修飾 PG-surfactantにより可溶化された PSIをポリ
アクリルアミドゲルの前駆体溶液に混合し、フリーラジカル重合により各 PSI
固定化ゲルの作製は行った。 
	
 まずは、ゲル内部に固定化された PSIの吸収スペクトル、蛍光スペクトルを、
PSIが native状態を保っている場合のコントロールとなる 0.1wt%の β-DDMを含
むバッファー溶液で可溶化されたスペクトルと比較をすることで、PSIに対して、
どの程度のアンテナクロロフィルの脱離に由来する変性失活が起こっているか

検討を行った。その結果、PEG 修飾を行っていない PG-surfactant に関してはア
ンテナクロロフィルの脱離に伴う変性失活が見られたのに対して、PEG 修飾
PG-surfactantを用いた場合には、この変性失活が一切見られなかった。この結果
は、PEG修飾 PG-surfactantを介して PSI表面へ PEG鎖を集積、被覆することが、
ポリアクリルアミドゲル内での、ゲルマトリックスを構成する高分子鎖による

PSIへのダメージを緩和する効果が機能していることを示唆した。 
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 さらに、酸素電極を用いた光誘起電子移動活性の評価から、PEG 修飾

PG-surfactantを用いることによる、ポリアクリルアミドゲル内部に固定化した際
の長期安定性への寄与の評価を行った。ゲルを作成し、時間をおかずに（Buffer 
K2への事前の浸漬なしに）光誘起電子移動活性を評価した際には、いずれの可
溶化試薬を用いた際にもその活性に大きな違いは見られなかった一方で、１時

間 Buffer K2 への事前の浸漬を行った PSI ゲルについては、PEG 修飾をした
PG-surfactantである PEG2000- Bis-D3-DKDKC12、PEG5000- Bis-D3-DKDKC12では全

く活性低下が見られなかったのに対して、Bis-D3-DKDKC12、β-DDMを用いた際
には、光誘起電子移動速度の活性低下が見られた。さらに Buffer K2への事前の
浸漬時間を２４時間に延ばしたサンプルに関しては、Bis-D3-DKDKC12、β-DDM
を用いたサンプルでは、60%近くまで活性の低下が見られたのに対して、PEG2000- 
Bis-D3-DKDKC12を用いた際には 30 %程度、PEG5000- Bis-D3-DKDKC12を用いた

際には、20%程度に抑制できることがわかった。PEG の分子量を小さくした
PEG2000- Bis-D3-DKDKC12では、この効果が低くなったことから、PEG鎖を PSI
に表面修飾することが、ポリアクリルアミドゲル中における安定性向上に寄与

していることが示唆された。 
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第 7章	
 反応性官能基を修飾した PG-surfactantを用いた 
新規膜蛋白質ゲル化手法の開発 

7-1 緒言 
現在膜蛋白質を機能分子として応用する研究が進められている。これは、水溶

性蛋白質だけではなく、生体膜で機能を果たしている膜蛋白質なども半人工分

子素子構築における機能分子として興味が持たれるようになったためと考えら

れる。通常生体膜内に収まっている膜蛋白質を機能分子として利用するために

は、某か担体材料へとどめることが望ましい 1)-3)。これは操作性の向上と共に、

担体への固定化により膜蛋白質の安定性向上、機能性向上も期待されるためで

ある。第 6 章においては、架橋性高分子からなるハイドロゲル内部へ膜蛋白質
を固定化する際の、長期安定性向上に寄与できる、膜蛋白質に対する PEG鎖表
面修飾試薬の開発と機能評価を行った。本章では、化学反応性の官能基を保持

した膜蛋白質可溶化試薬を利用した、膜蛋白質を変性させることなくゲル化さ

せる新たな手法を検討した。膜蛋白質可溶化試薬の本来の機能は、疎水性の膜

貫通領域表面に結合することで、水に溶けない膜蛋白質を水溶媒中に単分子で

分散可溶化することである。しかし見方を変えると、あらゆる膜蛋白質が持つ

「疎水性の膜貫通領域に選択的に結合可能な分子」とも考えられる。そこでこ

の膜蛋白質可溶化試薬に化学反応性の置換基を導入すれば、この置換基を膜貫

通領域に膜蛋白質の変性を抑えて自発的に集積可能となり、さらにこれらの官

能基を介した化学反応によって、膜蛋白質表面の修飾、集積化などが期待され

た。そこで、第３章にて開発を行った PG-surfactant ベースの膜蛋白質可溶化試
薬 DKDKC12Kを利用し検討を行った。 
 

 
図 7-1 銅(Ⅰ)触媒下でのアジド-アルキン特異反応(ヒュスゲン環化反応) 

 

	
 また化学反応性の置換基としては、生体直行反応の１つとして知られている

アジド-アルキン間の銅触媒下での Hüisgen 環化付加反応に注目した（図７−１）
4)-8)。そこで、アルキニル基を PG-surfactant ベースの膜蛋白質可溶化試薬
DKDKC12K に１つ、あるいは２つ導入した誘導体 Alk-DKDKC12K、
Bis-Alk-DKDKC12Kを設計合成した（図７−２、表７−１）。 
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図 7-2 PG-surfactantの構造 

 

表 7-1	
 評価を行ったペプチドジェミニ界面活性剤（PG-surfactant）の一覧 

 X部のペプチド配列 Y部のペプチド配列 Z部のペプチド配列 

DKDKC12K -Asp-Lys-Asp-Lys- Lys -NH2 

DKDKC12D -Asp-Lys-Asp-Lys- Asp -NH2 

Alk-DKDKC12K -Asp-Lys-Asp-Lys- 

 

-NH2 

Bis-Alk-DKDKC12K -Asp-Lys-Asp-Lys- 

 

 

	
 これらのアルキニル基を含む膜蛋白質可溶化試薬で膜蛋白質を可溶化してい

る状態で、アジド基を両端に持つ PEG誘導体と Hüisgen環化付加反応により反
応させることで、膜蛋白質同士の擬似的な架橋を介して膜蛋白質のゲル化が可

能か検討を行った。なおこの方法によっても、膜蛋白質はゲル状の固定化担体

の「内部」にそのまま固定化されるため、「担体内部」に固定化することで外部

環境変化（溶媒、塩強度、温度の変化、膜蛋白質機能を阻害する酵素や阻害剤

の添加）に基づく変性失活の緩和も期待される。 
	
 さらにこのゲル化のプロセスを押出形の３D プリンターと組み合わせること
で、膜蛋白質の固定化された立体格子状のゲル構造体の構築も検討した。 
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7-2 実験項 
7-2-1 反応性官能基を修飾した PG-surfactantの合成 
	
 2-2-1-1項と同様に、長鎖アルキルアミド基をあらかじめ Fmoc-Cys-OH側鎖に
導入した Fmoc-Cys(C12)-OH 誘導体を合成し、PG-surfactant をすべて樹脂担体上
で合成する方法をとった。5-ヘキシン酸を用いることで、アルキニル基の導入は
行った。樹脂から切り出し後は、RP-HPLCにより単離精製を行った。化合物の
同定は、HRMSにより行った。構造については図７−２、表７−１に記載した 
 
Alk-DKDKC12K 
(Alk-Lys-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-NH2) 
HRMS (ESI-TOF, [M+H]+): calcd for C66H118N12O15S2, 1382.83; found, 1382.86. 
 
Bis-Alk-DKDKC12K 
(Alk-Lys-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-Lys(Alk)-NH2) 
HRMS (ESI-TOF, [M+H]+): calcd for C78H138N15O16S2, 1604.98; found, 1604.99. 
 

7-2-2 蛍光プローブ法による PG-surfactantの cac値測定 9) 
 

	
 第 3章 3-2-2項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

7-2-3 DLS 測定による反応性膜蛋白質可溶化試薬の水溶液中での会合挙動の評
価 
 

	
 第 3章 3-2-3項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

7-2-4 Hüisgen環化付加反応による反応性膜蛋白質可溶化試薬溶液のゲル化 4)-8) 
 

	
 Hüisgen環化付加反応は、PG-surfactantのもつアルキニル基と、架橋剤となる
アジド基を両端に持つ PEG鎖の間で反応させた。これにより、高分子ネットワ
ークが形成され、溶液のゲル化は進行していく。反応条件の最適化から、アジ

ド基を両末端に持つ PEGには分子量が 2000の bis-azide-PEG2000を用い、アジド

基とアルキニル基の比が、１：２になる割合で各試薬は利用した。なお、実験
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の都合上、アルキニル基を１つ持つ PG-surfactant Alk-DKDKC12K と２つ持つ

PG-surfactant Bis-Alk-DKDKC12K を混合して用いた（2.5 wt% Alk-DKDKC12K、
2.5 wt% Bis-Alk-DKDKC12Kに 8 wt% bis-azide-PEG、2.5 mM 塩化銅(II)二水和物、
25mM アスコルビン酸ナトリウムを以下の組成で混合し利用した。） 
 

表 7-2	
 Hüisgen感化反応を用いたゲルの調製に用いた各溶液の組成 

 最終濃度 
5 wt% Alk-DKDKC12K 2.5 % 

5 wt% Bis-Alk-DKDKC12K 2.5 % 

bis-azide-PEG2000 8 % 

CuCl2 25 mM 

アスコルビン酸ナトリウム 125mM 

Total volume（bufferK2にて希釈） 100 µL 

 

7-2-5 シアノバクテリア由来の光合成膜蛋白質、光化学系 I（PSI） 
  

	
 今回の章で用いている PSIは第３章 3-2-4項にて説明を行ったものと同じもの
で、PSIは好熱性シアノバクテリア T.vulcanusのものを用いた 10)-12)。 
 

7-2-5-1 本実験で使用した buffer一覧 
 

	
 第 3章 3-2-4-3項に記述してある PSI に用いる buffer（Buffer K2, BufferK4）を
用いた。 
 

7-2-5 界面活性剤置換法による反応性膜蛋白質可溶化試薬による膜蛋白質可溶
化 
 

	
 第 3章 3-2-5項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。 
 

7-2-6 3Dプリンターによる立体ゲル格子構造体の作製 
 

	
 3Dプリンターを用いることで、プログラム制御により任意の構造体形成が可
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能となる。ここでは、繊維状の膜蛋白質ゲルを格子状に積み上げた 3D格子状ゲ
ル構造体の作製を行った。アルキニル基を１つ持つPG-surfactant Alk-DKDKC12K
と２つ持つ PG-surfactant Bis-Alk-DKDKC12K、bis-azide-PEG2000、塩化銅(II)、
アスコルビン酸ナトリウムなどを 2 液に分け、この 2 液を、マイクロキャピラ
リーを介して混合することで、（１）銅(II)イオンから銅(I)イオンへの還元、（２）
Hüisgen 環化反応によるゲル化の進行、が連続的に起こる系を組むことで、3D
格子状ゲル構造体の作製を行った。より強固な 3D格子状ゲル構造体の作製を行
うため、格子状ゲル構造体の印刷途中で 5 wt%グルタルアルデヒドを用い
Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12K の分子内に存在するアミノ基のどうしの

架橋反応による二次架橋を施した。最終的に 6 段まで積み上げた３D 格子状ゲ
ル構造体の作製を行った。 
 
 

7-2-7 反応性膜蛋白質可溶化試薬で可溶化されたPSIの吸収スペクトル測定によ
る変性度合いの評価 
 

	
 第 3 章 3-2-6 項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。Hüisgen
環化付加環化反応によりゲル化を行った PSI サンプルについては、透明ガラス
板上にゲルを薄く塗布したものを用いて、評価を行った。 
 

7-2-8 反応性膜蛋白質可溶化試薬で可溶化されたPSIの77Kにおける蛍光測定に
よる、PSIへの構造的影響の評価 13) 

 

	
 第 3 章 3-2-7 項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。Hüisgen
環化付加環化反応によりゲル化を行った PSI サンプルについては、測定セル中
でゲル化を行ったものを用いて、評価を行った。 
 

7-2-9 過渡吸収スペクトル測定による PSIの P700+•の寿命評価を利用した、反応

性膜蛋白質可溶化試薬で可溶化された PSIへの構造的影響の評価 14), 15) 
 

	
 第 3 章 3-2-8 項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。Hüisgen
環化付加環化反応によりゲル化を行った PSI サンプルについては、測定セル中
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でゲル化を行ったものを用いて、評価を行った。 
 

7-2-10 酸素電極による反応性膜蛋白質可溶化試薬で可溶化された PSI の光誘起
電子移動活性の評価 16) 
 

	
 第 3章 3-2-9項に記述してあるのと同様の方法にて、評価を行った。まず Buffer 
K4（1 mL）を測定セルに満たし、そこへ電子移動メディエーターである
dichloroindophenol（DCIP）、電子受容体である methyl viologen（MV2+）を終濃度

0.5 mMになるようにそれぞれ加え、装置が（溶存酸素濃度の測定値が）安定す
るまでしばらく待った。ついで、反応性膜蛋白質可溶化試薬で可溶化された PSI
の終濃度が 24 nMとなるように PSI溶液を加え（ゲル化したサンプルについて
は PSIゲルを）、最後に還元的犠牲試薬であるアスコルビン酸ナトリウムを終濃
度 2 mM となるように加えた。その後、光源を点灯することで、光電子移動活
性の測定を溶存酸素濃度の変化を追うことにより開始した。 
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7-3 結果と考察 
7-3-1 反応性官能基としてアルキニル基を修飾した PG-surfactant 
 

	
 第３章において、PG-surfactant の N-末端側へ機能性官能基としてメチルビオ
ロゲン（MV2+）を導入した MV-DKDKC12K の設計合成を行った。こちらは

DKDKC12K の持つ膜蛋白質可溶化試薬としての機能を失うことなく MV2+の導

入に成功した例であるが、本章では化学反応性の官能基の導入を試みた。具体

的には、生体直交性反応として知られている Hüisgen環化付加反応に利用可能な、
アルキニル基を選択した。膜蛋白質可溶化試薬にアルキニル基を導入すること

で、膜蛋白質の疎水表面に化学反応性のアルキニル基を集積可能となり、それ

により膜蛋白質表面近傍での Hüisgen 環化反応を介した機能性分子の導入が期
待された。膜蛋白質可溶化試薬である DKDKC12Kをベースとし、これに対し
て 5- ヘ キ シ ン 酸 を １ つ あ る い は ２ つ 導 入 し た Alk-DKDKC12K 、
Bis-Alk-DKDKC12K の設計合成を行った（図７−２、表７−１）。5-ヘキシン酸を
２つ導入した Bis-Alk-DKDKC12K については、DKDKC12K の C 末端側に Lys
を追加し、側鎖にヘキシン酸を修飾させることにより行った。１つの分子内に

２つのアルキニル基を持つことで、Alk-DKDKC12K よりも、より効率よく

Hüisgen環化反応が進行すると期待した。 
 

7-3-1-1蛍光プローブ法による cac値の算出 9) 
 

	
 蛍光プローブとして環境応答性の蛍光色素である ANSを用いて cac値の算出
を行った。図７−３に、各 PG-surfactant対数濃度 対 ANSの 480 nmにおける相
対蛍光強度のプロットを示した。なお縦軸の相対蛍光強度は、界面活性剤が非

存在下での蛍光強度を 1とした。 
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図 7-3 Alk-DKDKC12K の対数濃度 対 ANS の相対
蛍光強度（480 nm）のプロット 

図 7-4 Bis-Alk-DKDKC12Kの対数濃度 対 ANSの相
対蛍光強度（480 nm）のプロット 

 

	
 図７−３、図７−４から、Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12K ともに、濃度

上昇時に、ある濃度から蛍光強度が急激に大きくなる挙動が確認された。この

変曲点前後の２本の近似直線の交点からそれぞれの各PG-surfactantのcac値を算
出し、以下の表 7-3にまとめた。 
 
 

表 7-3 各 PG-surfactantの cac値 

Surfactant cac/mM 

Alk-DKDKC12K 0.0263 

Bis-Alk-DKDKC12K 0.0225 

DKDKC12K 0.0083 

 

	
 ここに示すように、測定している物理量に変曲点が１つのみ観測されたこと

から、単分子分散している状態からミセル様会合体へと相転移が起こっている

ことが示唆された。今回アルキニル基を導入する際の、元の PG-surfactant とな
る DKDKC12Kと比べ、Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kともに cac値は３
倍ほど大きくなった。これは、疎水性の 5-ヘキシン酸を修飾することで、ジェ
ミニ骨格同士のミセル様会合体への分子の集合が、立体障害や疎水性官能基修

飾などにより、若干悪くなったためと思われる。 
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7-3-1-2 DLSによる水溶液中での会合挙動 
 

	
 Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12K ともに cac 以上の濃度においてミセル
様の会合体形成が示唆されたが、実際に溶液中での DLSによる粒径評価から、
実際にミセル様会合体を形成しているかどうかの確認を行った。界面活性剤濃

度が 1〜0.01%(w/v)の濃度範囲となる、0.1、0.01、0.001 wt%の各濃度の 50 mM リ
ン酸緩衝液（pH 7）サンプルを各々調製し、DLS測定を行った。この測定結果
を以下の図７−５に示した。 
	
  

  
図 7-5	
 DLSによる会合体粒径分布評価	
 1 wt % (青), 0.1 wt % (赤), 0.01 wt % (緑) in 50 mM phosphate buffer 
(pH 7) [(左) Alk-DKDKC12K、(右) Bis-Alk-DKDKC12K] 
 

	
 Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12K が、共に蛍光プローブ法にて算出され

た cac値以上の濃度では、約 7-8 nm程度のサイズの会合体のみを形成している
ことが確認された。cac値以下の濃度で大きな粒径のものが確認されたが、これ
は濃度が低くなることで、相対的にゴミ由来のピークを観察したためと思われ

るため、今回の議論とは関係ない。以上のことから、DKDKC12K はアルキニル
基を１つあるいは２つ導入した誘導体 Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12K と
しても、元々DKDKC12K が保持している選択的なミセル形成能を維持している
ことが明らかとなった。 
 

7-3-2 Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kを用いた PSIの可溶化 
 

	
 Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kを用いた PSIの可溶化を行う際において
も、界面活性剤置換の手法を用いた。PEG1450 を用い一旦沈殿化された PSIに
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対して、1 wt%の Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kを含むバッファー溶液を
添加し可溶化することで、Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12K に可溶化され

た PSIサンプルの調製は行った。このサンプルに関して、種々の分光学的測定、
光誘起電子移動活性などを評価することで、これらのアルキニル基修飾

PG-surfactantが PSIに変性失活を促しているかの確認を行った。 
 

7-3-2-1 吸収スペクトルを用いた、Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kで可溶
化することによる PSIへの構造的影響の評価 17) 
 

	
 PSI はクロロフィル a やカロテノイドなどの多くの色素成分を含むことから、
吸収スペクトルが native 状態のものと一致していることは、蛋白質が適切な立
体構造を維持していることの大きな証明の一つとなる。そこで、300-800 nmの
範囲の吸収スペクトル測定を行い、0.1 % β-DDMを含むバッファー溶液中にお
ける PSI の吸収スペクトルとの比較を行った（図７−６）。これは、PSI は 0.1% 
β-DDMを含むバッファー溶液中において native状態を保っていることが知られ
ているためである。 
 

 
図 7-6 β-DDM(青)、Alk-DKDKC12K(赤)、Bis-Alk-DKDKC12K (緑)で可溶
化を行った PSIの吸収スペクトル 

 

	
 PSI からクロロフィル色素の脱離がみられる場合、680 nm のアンテナクロロ
フィル a 由来の吸収バンドがブルーシフトしたり、吸光度の低下が見られたり
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するが、0.1 wt%の濃度の Alk-DKDKC12K、 Bis-Alk-DKDKC12Kを用いて可溶
化された PSIは、ともに、0.1 % β-DDMを含むバッファー溶液中のスペクトル
との一致が見られ、色素の脱離なく可溶化できていると考えられた。短波長側

に向けてベースラインの若干の上昇が見られたが、これは Alk-DKDKC12K、 
Bis-Alk-DKDKC12Kに由来する吸収体によるものと思われる。 
	
  

7-3-2-2 77Kにおける蛍光スペクトルによるAlk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12K
で可溶化された PSIの変性度合いの評価 
 

	
 さらに詳細な変性度合いを評価するために、77 Kにおける PSIの蛍光スペク
トル測定を行った。ここで得られる蛍光スペクトルは、PSI骨格内で形成される
レッドクロロフィル状態に由来するものであり、アンテナ色素として働くクロ

ロフィル aに離脱が見られた場合、native状態で観測される 720 nmのスペクト
ルピークの他に、フリーのクロロフィルに由来する 680nm に蛍光スペクトルピ
ークが観測されることが知られている。 
 
 

  
図 7-7 (左) Alk-DKDKC12K (赤)と β-DDM(青)で可溶化を行った PSIの 77Kにおける蛍光スペクトル	
 (右) 
Bis-Alk-DKDKC12K (赤)と β-DDM(青)で可溶化を行った PSIの 77Kにおける蛍光スペクトル 

 

	
 図７−７にそれそれの測定結果をまとめた。0.1 wt%の Alk-DKDKC12K、ある
いは Bis-Alk-DKDKC12K を含むバッファー溶液に可溶化されたいずれの PSI サ
ンプルについても、0.1 wt% β-DDMにて可溶化された PSIサンプルの蛍光スペ
クトルと一致し、720 nmにのみ蛍光スペクトルピークが観測された。これは、
前項の吸収スペクトル測定からも示唆されていたように、どちらの界面活性剤
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を用いた場合においても、膜貫通領域のクロロフィル色素の脱離に伴う PSI の
変性は見られないことが分かった。 
 

7-3-2-3 過渡吸収スペクトル測定による PSI の P700+・の寿命評価を利用した、

PG-surfactantで可溶化された PSIへの構造的影響の評価 14), 15) 
 

	
 さらに PSIの膜外ドメインへの影響を詳細に評価するために、PSIのスペシャ
ルペア P700の光励起後の、過渡吸収スペクトル測定を行った。P700は光励起後
電荷分離を起こし P700+•が生成するが、逆電子移動により元の P700へ戻る速度
（この逆数が、P700+•の寿命）を解析することで、膜外ドメインの変性割合の評

価が可能となる。 
 

表 7-4	
 各界面活性剤で可溶化された PSIの P700+•の寿命 
 Lifetime of P700+• (ms) 

(それぞれの寿命成分の比率) 
β-DDM 1 (0)、30 (0.45)、447 (0.55) 
Alk-DKDKC12K 1 (0)、30 (0.17)、306 (0.83) 
Bis-Alk-DKDKC12K 1 (0)、30 (0.47)、846 (0.53) 

 

	
 もし仮に、膜外ドメインに存在する PsaCの離脱に伴う変性が見られる場合は
1 msの寿命成分が見られるようになり、一方で変性が見られない場合には 30 ms
の寿命成分のみが観測される。また溶液中に添加している、電子移動メディエ

ーター（DCIPや PMF）を経由したアスコルビン酸ナトリウムによる直接還元が
100〜1000 msの成分として見られるが、今回の測定では、これら成分は無視し
ても問題とならない。３成分の寿命を仮定した非線形カーブフィッティングに

より、得られた結果について、表７−４にまとめた。その結果、Alk-DKDKC12K
か Bis-Alk-DKDKC12Kを 0.1 wt%の濃度で含むバッファーに PSIを溶かした場合
では、PSIの膜外ドメインの変性に対応する 1 msの寿命成分が見られなかった。
これは、0.1 wt% β-DDMで可溶化している状況と同様に、膜外ドメインに変性
をきたしていないことを意味した。以上のことから、アルキニル基を１つ、あ

るいは２つ修飾した PG-surfactant Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kは、PSI
の膜内ドメインの立体構造、さらに膜外ドメインの立体構造ともに、変性を促

さないことが確認された。 
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7-3-2-4酸素電極によるPG-surfactantで可溶化された PSI, PSIIの光誘起電子移動
活性評価 
 

	
 続いて、酸素電極を用いた光誘起電子移動活性に関して評価を行った。光照

射下での溶存酸素濃度の減少速度から、Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kに
可溶化された PSI１ユニットあたりの光誘起電子移動速度を見積もった結果を
表７−５にまとめた。 
 

表 7-5各可溶化試薬で可溶化を行った PSIの光誘起電子移動速度 
Solubilization  
surfactant 

Electron transfer rate in PSI 
(PSI-1 s-1) 

β-DDM 40.5±0.3 

Alk-DKDKC12K 41.1±0.1 

Bis-Alk-DKDKC12K 39.7±0.3 

 

	
 PSIが native状態のコントロールとなる、1 wt% β-DDMを含むバッファー溶
液で可溶化された PSIの電子伝達速度は 40.5±0.3 PSI-1s-1 であり、これに対して 1 
wt% Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12K を含むバッファー溶液に可溶化され
た PSIの光誘起電子移動速度は、それぞれ 41.1±0.1 PSI-1s-1、39.7±0.3 PSI-1s-1であ

った。このことから、いずれの界面活性剤を用いた場合においても、PSIの光誘
起電子移動活性の維持が確認され、機能の面からも今回のアルキニル基を持つ

界面活性剤は、PSIに変性失活を全く促していないことが証明された。 
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7-3-3 Azide-PEGとの Hüisgen環化付加反応による PSIのゲル化 
	
  

	
 今回設計を行ったアルキニル基を修飾した PG-surfactant は、アジド基を持つ
分子と Hüisgen環化付加反応をすることが可能である。ここでは Hüisgen環化付
加反応を介した、ゲル化を目指す。そのため両末端にアジド基を持つ PEG誘導
体となる Polyoxyethylene bis(azide)（Bis-Azide-PEG）を用い、膜蛋白質を可溶化
している PG-surfactant同士を、PEG鎖を介して架橋することで、PSIのゲル化を
試みた。 
 

7-3-3-1 Hüisgen環化付加反応 4)-8) 
 

	
 はじめに、可溶化試薬に修飾したアルキニル基に対して Hüisgen環化付加反応
が進行するか評価を行った。こちらは、 Alk-DKDKC12Kと Bis-Alk-DKDKC12K
を共に 2.5 wt%ずつ含むバッファー溶液に対して、触媒となる塩化銅(II)二水和
物（12.5 mM）、銅を還元するためのアスコルビン酸ナトリウム（125 mM）、両
末端にアジド基を持つ PEG誘導体 Bis-Azide-PEG2000（36.2 mM）を加え、軽く攪
拌した後氷上に 10分静置することで行った。反応後遠心分離によりゲル状反応
物の存在を確認した。 
 
 

 

 
図 7-8	
 Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kと Bis-Azide-PEG2000

の Hüisgen環化付加反応による溶液のゲル化挙動 
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7-3-3-2 IR測定を用いた、ゲル作製に対する各試薬濃度の最適化 
 

	
 Hüisgen環化付加反応により系内のアジド基が消費されると、アジド基由来の
約 2100 cm-1の IRピークが減少する。そこで定量用の基準ピークとして、一定量
のポリアクリロニトリル（2250 cm-1に IRピークを持つ）を作製後のゲルに混合
し、このピークを基準にしてゲル内に存在するアジド基の反応割合の定量化を 
 

  

  

  
図 7-9 アジド基の濃度を振った際における反応前後の IRスペクトル変化	
 (青)反応前 (橙) 反応後[(a) 1等
量 bis-azide-PEG2000 (b) 2等量 bis-azide-PEG2000 (c) 3等量 bis-azide-PEG2000 (d) 1等量 bis-azide-PEG5000 (e) 2等
量 bis-azide-PEG5000 (f) 3等量 bis-azide-PEG5000] 
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行った。IR 測定用のサンプルは、各条件でゲルを作成後凍結乾燥により溶媒を
除去して一定量のポリアクリロニトリルを加え、これを KBr 法によりペレット
として行った。反応条件の最適化のため、アルキニル基に対してアジド基を１

等量、２等量、３等量と変化させ（表 7-6）、各条件時の反応割合を算出した。
両端にアジド基を持つ PEGの誘導体には bis-azide-PEG2000の他に、より分子量の

大きな bis-azide-PEG5000も用いて評価を行った。 
	
 図７−９に、それぞれの条件下で反応したサンプルに関する IR スペクトル測
定結果を纏めた。まずいずれのサンプルに関しても、Hüisgen環化付加反応の反
応後にアジド基由来のピーク強度の減少が確認され、たしかに Hüisgen環化付加
反応が進行していることがわかった。また、この測定結果を元に算出された、

アジド基の残存率から見積もられた、アルキニル基の実際の反応率を表 7-7にま
とめた。 
 
表 7-6 ゲル作成時に使用した各試薬の量のまとめ 

 １等量 ２等量 ３等量 

Alk-PG-surfactant 2.5 wt% (18.1 mM) 2.5 wt% (18.1 mM) 2.5 wt% (18.1 mM) 

Bis-azide-PEG2000 4 wt% (18.1 mM) 8 wt% (36.2 mM) 12 wt% (54.3 mM) 

Bis-azide-PEG5000 10 wt% (18.1 mM) 20 wt% (36.2 mM) 30 wt% (54.3 mM) 

ポリアクリロニトリル 0.24 M 0.37 M 0.45 M 

 
表 7-7 アルキニル基に対してアジドの反応効率 

アジド基:アルキニル基 1:1 2:1 3:1 

Bis-azide-PEG2000 69 % 83 % 63 % 

Bis-azide-PEG5000 82 % 98 % 62 % 

 

	
 表 7-7の結果から、分子量の大きな Bis-azide-PEG5000を用いた方が、全体的に

反応効率が高いことがわかった。これは、両端のアジド基がより離れているこ

とで、アジド基どうしの自由度が大きくなり反応効率が上昇したためだと考え

られる。しかし、分子量の大きな Bis-azide-PEG5000を用いた場合には溶液の粘度

が高くなりすぎてしまい、その後の 3Dプリンターでの操作を行うにあたり不具
合が出てきてしまうことが懸念された。このことから、今後の Hüisgen環化付加
反応に関しては、ほどほどの粘度を維持することができる分子量 2000 の
Bis-azide-PEG2000を用い、この条件下で最も反応率の高い、アジド基をアルキニ
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ル基に対して２等量となる量を添加し、ゲル作製を行うこととした。 
 

7-3-3-3 Hüisgen環化付加反応の PSIへの影響 
 

	
 アルキニル基を修飾した PG-surfactant Alk-DKDKC12Kと Bis-Alk-DKDKC12K
が、膜蛋白質である PSI を変性させることなく可溶化できることが、前項まで
の検討で明らかとなっている。このことは、PSIを変性させることなく、膜蛋白
質の膜貫通領域表面に多量のアルキニル基を集積できたことも意味する。そこ

で、続いて Hüisgen 環化付加反応によって、Bis-azide-PEG2000を膜蛋白質表面の

アルキニル基と反応させた時に、PSIに変性をきたさないか確認を行った。実験
項に記述したように、可溶化を行った PSI溶液（2.5 wt% Alk-DKDKC12Kと 2.5 
wt% Bis-Alk-DKDKC12Kを共に含む緩衝液で可溶化した）に Bis-azide-PEG2000溶

液を添加し、その後塩化銅(II)二水和物、アスコルビン酸ナトリウムを加えるこ
とで PSIのゲル化を行った（下表参照）。こちらも遠心分離をかけることでゲル
の回収を行った。 
 

表 7-8 Hüisgen感化反応を用いたゲルの調製に用いた各溶液の組成 

 最終濃度 
5 wt% Alk-DKDKC12K 2.5 % 

5 wt% Bis-Alk-DKDKC12K 2.5 % 

Bis-azide-PEG2000 8 % 

CuCl2 25 mM 

アスコルビン酸ナトリウム 125mM 

Total volume（Buffer K2にて希釈） 100 µL 

 

	
 ゲル化された PSI を種々の分光学的手法により測定するため、透明なガラス
板（EAGLE XG、米国コーニング社製）にゲルを塗布し、そのサンプルを用い
て検討をおこなった。 
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図 7-9 Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kにより可溶化された PSIと Bis-Azide-PEG2000の Hüisgen環化付
加反応による溶液のゲル化挙動（左）、得られたゲルをガラス板に塗布したもの（右） 

 

7-3-3-3-1 吸収スペクトル測定を用いた、ゲル中での PSIの変性割合の評価 
 

	
 ガラス板に塗布した PSIゲルのサンプルについて、ゲル化により PSIが変性を
起こしていないか、反応前後の吸収スペクトル測定を行い、この比較を行った。

これらの吸収スペクトル測定結果を以下の図７−１０に示した。 
 

 
図 7-10	
 Hüisgen環化付加反応前後での吸収スペクトルの変化(青:Hüisgen
環化付加反応前, 黄:Hüisgen環化付加反応後) 

 

 膜蛋白質からアンテナクロロフィル色素の脱離がみられる場合 680nm のアン
テナクロロフィル a 由来の吸収バンドがブルーシフトしたり、吸光度が低下し
たりすることが知られている。しかし、両スペクトルを比較した際に各ピーク

波長の一致と共に、吸光度の維持が見られたことから、Hüisgen環化付加反応後
に PSI が変性しているということは考えられない。ゲル中へ内包させたことに
よる光散乱により短波長側のベースライン上昇が若干見られたが、クロロフィ
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ル色素の脱離にともなう変性なく Hüisgen 環化付加反応が進行したと考えられ
る。 
 

7-3-3-3-2 77 Kにおける蛍光スペクトル測定を用いた PSIの変性度合いの評価 13) 
 

	
 前項と関連するが、アンテナクロロフィル色素の脱離に伴う変性が見られる

か検討を行うために、Hüisgen環化付加反応前後の 77 Kにおける蛍光スペクト
ル測定を行い、この比較を行った。アンテナクロロフィル色素が蛋白質変性に

伴い脱離し、フリーのクロロフィル aが存在する場合には、680 nmに新たなピ
ークが確認され、変性が見られない場合には、アンテナクロロフィル色素のレ

ッドクロロフィル状態に対応する 720 nmの蛍光スペクトルピークのみが観測さ
れると知られている。 

 
図 7-11	
 Hüisgen環化付加反応前後での 77Kにおける蛍光スペクトルの変
化(青:Hüisgen感化付加反応前, 黄:Hüisgen感化付加反応後) 

 

	
 測定結果を、図７−１１に示した。Hüisgen 環化付加反応後にゲル内部に PSI
が取り込まれたサンプルに関しても 680 nmに蛍光スペクトルピークが確認され
なかったことから、Hüisgen環化付加反応によりアンテナクロロフィル色素の脱
離に伴う変性は起こらなかったと言える。しかし、720 nmに観測されるピーク
の、数 nm程度の長波長側へのシフトが確認された。これは PSIをゲルに固定化
したことによるものと考えられる。ポリマーフィルムなどの中に内包すること

で、蛍光タンパク質などにおいて、若干蛍光最大波長位置が変化することが知

られている 18)。これは蛋白質骨格に対してゲルなどの媒体からの力学的ストレ

スがかかることで、微妙に構造摂動を受けることによると考えられる。今回の
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系でも、ゲル中に内包したことにより若干の物理的ストレスが加わることで、

蛍光の最大蛍光波長のシフトが確認されたが、フリーのクロロフィルに由来す

るピークは確認されなかった。したがって、ゲル内部の PSI に変性はきたされ
てはいないと考えられる。 
 

7-3-3-3-3 過渡吸収スペクトル測定による PSI の P700+•の寿命評価を利用した、

PSIへの Huisgen環化反応の構造的影響の評価 14), 15) 
 

	
 Hüisgen環化反応を介してゲル化した PSIについて、膜外ドメインの脱離に伴
う変性が起こっていないか確認をするため、過渡吸収スペクトル測定による

P700+•の寿命評価を行った。3-3-2-6項に記載したように、PSIの膜外ドメインの
１つである PsaCに脱離がある場合の P700+•の寿命（1 ms）とない場合の寿命（30 
ms）の割合を観測データから見積もることで、PSIの膜外ドメインに関する変性
割合の評価が可能となる。 
  

表 7-9	
  Hüisgen環化反応を介したゲルに内包された PSIの P700+•の寿命 

 Lifetime of P700+• (ms) 

(各寿命成分の割合) 

PSIゲル 1 (0), 30 (0.17), 306 (0.18), 4235 (0.66) 

 

	
 30 msより寿命の長い成分は、溶液中に存在するアスコルビン酸から電子移動
メディエーターを介して直接 P700+•が還元された際の寿命に対応するので、今回

の評価とは直接関係がない。しかし今回特に、明らかに長い寿命成分（4235 s）
として観測されたことは、電子移動メディエーターが溶液の時と比較しゲル内

部では拡散しにくい影響を反映したものと考えられた。 
	
 一方で、ゲル中に内包していても膜外ドメインの脱離に伴う変性を示唆する

1msの寿命成分が全く観測されなかったことから、Hüisgen環化反応を介してゲ
ル化された PSIについては、膜外ドメインである PsaCの脱離に伴う変性も起こ
っていないことがわかった。 
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7-3-4 3Dプリンターを用いた立体的なゲルの作成 
 

	
 Hüisgen環化付加反応は、高収率かつ高い官能基選択性で進行する 4)。また蛋

白質表面に存在する、いかなるアミノ酸側鎖との反応も起こらない。適切な銅(I)
触媒の添加によって、末端アルキンの場合には内部アルキンと比較し 100 万倍
近く反応が加速されることも知られている 19), 20)。したがって適切な反応条件を

選択することで、アルキン化合物の溶液とアジド化合物の溶液を混合するだけ

で、素早く架橋反応が起こせると期待される。前項までの検討から、

Alk-DKDKC12K や Bis-Alk-DKDKC12K といったアルキン化合物の溶液と

bis-azide-PEG2000 からなるアジド化合物の溶液を混合することで、ゲル化が起こ

ることが分かってきた。さらに数 µL ずつと少量の体積同士で混合することで、
非常に素早く Hüisgen 環化付加反応を介したゲル化が起きることも分かってき
た。そこで、この反応を押出形の３D プリンターに適応し、それぞれの溶液を
混合直後に３D プリンターのノズルから射出できる系を構築することで、様々
な立体構造を持った PSIゲルの作製が可能と期待された。 
	
 ゲル担体内部に PSI のような膜蛋白質を固定化する場合、担体内部に固定化
することで、膜蛋白質機能を外的環境の変化から保護できることが期待できる。

しかし一方で、膜蛋白質の機能を発揮させるために必要な、有機分子、蛋白質、

リガンドペプチドなどのゲル媒体中での拡散速度の低下が問題点となり、膜蛋

白質機能の発現阻害が危惧される。この問題を回避する方法として、膜蛋白質

を含むゲルをナノ或いはマイクロサイズの繊維状に成形し、浸漬されたバッフ

ァー溶液との接触面積を大きくする方法が考えられる。そこで本項では、3Dプ
リンターを用いて射出成形を行うことで、数 µmのファイバーを積層したファイ
バー積層立体構造を構築することを目指した。これにより、試薬の PSI ゲル中
での拡散速度を稼ぐことで、膜蛋白質機能の効率良い発揮を期待した。 
 

7-3-4-1 3Dプリンターを用いた立体的なゲルの作成条件の最適化 
 

	
 溶液を２通り用意し、これらを、マイクロキャピラリーを介して混合するこ

とで瞬時にゲル化が進行する系の設計を行った。溶液①として [2.5 wt% 
Alk-DKDKC12K、2.5wt% Bis-Alk-DKDKC12K、8 wt% bis-azide-PEG2000（アルキニ

ル基に対してアジド基が２等量）、125 mM アスコルビン酸ナトリウムを混合し
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た溶液]、溶液②として[ 2.5 wt% Alk-DKDKC12K, 2.5wt% Bis-Alk-DKDKC12K、8 
wt% bis-azide-PEG2000、25 mM塩化銅(II)水和物を混合した溶液]をそれぞれ 100 µL
ずつ準備した。これらをキャピラリーのコネクターを介して混合することで、

アスコルビン酸ナトリウムにより Cu(II)が Cu(I)へ還元され触媒として働くよう
になり、Hüisgen環化付加反応が進行する。さらにこれら２つを、シリンジポン
プで押し出すことで、ゲルが瞬時に固まりながら、任意のパターン構築が可能

と期待された。 
 

 
図 7-12 ３Dプリンターをマイクロキャピラリー流路を組み合わせた装置の概略図 

 

7-3-4-2 3Dプリンターを用いた立体格子ゲルの作成 
 

	
 前述した系を用いて、3D プリンターを用いた立体格子ゲルの構築を行った。
具体的には、連続的な矩形のパターンにゲルを押し出し、それを積層していく

ことで格子状の立体格子を積み上げていった。しかし、残念ながら形成される

ゲルの硬度が足らないために、１段目のパターンはうまく構築することが可能

であるが、２段目以降のパターンを積み上げていく際に、ゲルの強度が足りな

いために１段目と溶融してしまい、それ以降の積み上げが不可能であった。そ

こで１段目ごとのパターンを構築するたびに二次架橋を行い、ゲルの強度をま

す方法をとった。これにより、２段目以降の積層が可能となった。１段目を構

築したのちにグルタルアルデヒド溶液（0.56 M、1回につき 1 mL）にゲルを室
温で 10分つけ、その後グルタルアルデヒド溶液を取り除いた後で再び、２段目
を積み上げた。グルタルアルデヒドは、Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kに
含まれる Lys 側鎖のアミノ基同士を架橋させることが期待され 21)、この２次架

橋により強固なゲルになることで、２段目以降の積層が可能となった。ここで

は、計６段目までの積層体の構築を行った。 
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 また、PSIを固定化したゲルについても、同様の方法をとることで、立体格子
ゲルとして構築することに成功した。 
 

 
PSIなし 

 
PSIあり 

図 7-13 作成した立体格子ゲル（左：PSIなし、右：PSIあり） 

 

7-3-4-3 立体格子ゲル中に内包された PSIの光誘起電子移動活性の評価 
	
  

	
 立体格子ゲルにしたことにより、分光学的手法での変性評価は光散乱が大き

くなりすぎてしまうために難しい。そこで PSI の活性である光誘起電子移動活
性を酸素電極により評価することで、ゲル内部に固定化された PSI の変性度合
いの評価を行った。3-3-2-7項で記載したように、P700の光励起に伴う溶存酸素
濃度の減少速度を酸素電極により追跡することで、PSI内部での電子移動速度を
擬似的に見積もることが可能である。今回 7-3-4-2項にて作成を行った PSI内包
立体格子を酸素電極のセル中にいれ、溶存酸素の減少速度から光有機電子移動

活性の評価を行った。この酸素減少速度を表７−６にまとめた。 
 

表 7-6 可溶化溶液と立体格子ゲル中での酸素減少速度 

 酸素減少速度 
(µM•O2 /mgChl•h) 

1 wt% β-DDM溶液中の PSI 263.1 

立体格子ゲル中の PSI 231.1 

 

	
 1 wt% β-DDM溶液中のPSIと比較して、格子ゲル内での酸素減少速度は87.8 %
と見積もられた。これまでの種々の分光学的な評価から、Hüisgen環化付加反応
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を介して作製された PSIゲル中の PSIには、膜内ドメイン、膜外ドメインともに
変性は起こっていない。したがってここで観測された酸素減少速度の低下は、

ゲル内部での物質拡散速度の低下によるものと考えられた。現状は、ゲル化条

件の最適化がまだ不充分であるがゆえに、3Dプリントのベストスペックとなる
数 10 µm径のゲルファイバーからなる積層構造の構築には成功していない。し
かし、Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kと Bis-Azide-PEG2000により形成
されるゲルの架橋密度がそれほど高くないせいか、比較的高い溶存酸素減

少速度が維持された。しかし、今後より細いゲルファイバーを積層した立体

格子ゲルの作製が可能となれば、ゲル内部に固定化しているのにも関わらず溶

液中と大きく機能が低下しない、膜蛋白質のゲル構造体内部への新規の固定化

法としての確立も期待される。 
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7-4 まとめ 
 

	
 本章では、膜蛋白質を用いた半人工分子素子開発につながる新たな膜蛋白質

固定手法の確立を目指し、化学反応性を備えた膜蛋白質可溶化試薬の開発と利

用法を考案した。膜蛋白質可溶化試薬の本来の機能は、疎水性の膜貫通領域表

面に結合することで、水に溶けるない膜蛋白質を水溶媒中に単分子で分散可溶

化することである。しかし見方を変えると、あらゆる膜蛋白質が持つ「疎水性

の膜貫通領域に選択的に結合可能な分子」とも考えられる。そこでこの膜蛋白

質可溶化試薬に化学反応性の置換基を導入すれば、この置換基を膜貫通領域に

膜蛋白質の変性を抑えて自発的に集積可能となり、さらにこれらの官能基を介

した化学反応によって、膜蛋白質表面への修飾、あるいは膜蛋白質同士の集積

化などが期待された。ここで用いるベースの膜蛋白質可溶化試薬としては、第

３章にて開発を行った PG-surfactantベースの膜蛋白質可溶化試薬DKDKC12Kを
利用した。第３章においても少し検討したが、一般に利用されている一本鎖型

の膜蛋白質可溶化試薬と異なり、分子量がある程度大きいことで（Mw ~ 1000）、
様々な官能基を導入したとしても、元々の膜蛋白質可溶化能力の維持が期待さ

れた。また、化学反応性の置換基としては、生体直行反応の１つとして知られ

ているアジド-アルキン間の銅触媒下での Hüisgen 環化付加反応に注目した。そ
こで、アルキニル基を PG-surfactantベースの膜蛋白質可溶化試薬 DKDKC12Kに
１つ、あるいは２つ導入した誘導体 Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12K を設
計合成し機能評価を行った。これらのアルキニル基を含む膜蛋白質可溶化試薬

で膜蛋白質を可溶化している状態で、アジド基を両端に持つ PEG 誘導体と
Hüisgen環化付加反応により反応させることで、膜蛋白質同士の擬似的な架橋を
介した膜蛋白質のゲル化が可能か、検討を行った。さらにこのゲル化のプロセ

スを押出形の３D プリンターと組み合わせることで、膜蛋白質の固定化された
立体格子ゲルの構築も検討した。 
	
 DKDKC12KのN末端にアルキニル基を導入した新規の化学反応性の膜蛋白質
可溶化試薬 Alk-DKDKC12Kを設計合成した。さらに C末端に Lysを追加し、こ
の Lys 側鎖のアミノ酸に対してアルキニル基をもう１つ導入した（１分子内に
２つのアルキニル基を保持した）Bis-Alk-DKDKC12Kの設計合成も行った。いず
れのアルキニル基を導入した PG-surfactant についても、親の PG-surfactant とな
る DKDKC12Kと同様に、中性バッファー溶液中で、広い濃度範囲に於いてミセ
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ル様の会合体のみを形成した。また、若干ミセル形成能は低下したものの、

DKDKC12Kと同様に数 10 µM程度の低い cac値を示した。次に、アルキニル基
を導入した PG-surfactant Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kについて、膜蛋白
質可溶化試薬としての機能評価を行った。代表的な膜蛋白質として PSI を用い
て検討を行ったところ、PSIに対する種々の分光学的測定、酸素電極を用いた光
誘起電子移動活性などの評価から、いずれのアルキニル基を導入した

PG-surfactantについても、膜蛋白質を変性させることなく可溶化出来ることが確
認された。これは、PG-surfactantに導入したアルキニル基を、変性をさせること
なく、膜蛋白質表面に高度に集積化させることにも成功したことを意味した。 
	
 そこで続いて、銅触媒下での Hüisgen環化付加反応を試み、適切な反応条件を
選択することで、アルキニル基を導入した PG-surfactant Alk-DKDKC12K、
Bis-Alk-DKDKC12K のアルキニル基とアジド基を含む PEG誘導体が、水溶媒中
で効率よく特異的な付加環化反応を起こすことが、IR スペクトル測定から確認
された。ここで用いるアジド基を含む化合物として PEG鎖の両末端にアジド基
を持つ Bis-Azide-PEG2000を選択することで、PEG 鎖を介した架橋反応により、
溶液全体をゲル化させることにも成功した。そこで次に、PG-surfactant 
Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kで PSIを可溶化しているサンプルに対して
Bis-Azide-PEG2000を添加し、さらに Cu2+イオンとアスコルビン酸を添加すること

で、PSIのゲル化の検討を行った。その結果、PG-surfactantに導入したアルキニ
ル基を介した PEG鎖によるクロスリンクにより、同様に PSI溶液のゲル化に成
功した。ゲルに固定化された PSI について、種々の分光学的測定を行い評価を
行ったところ、一連の過程で PSIには全く変性が起きていないことがわかった。
すなわち、これまでに全く報告例のない、新たな膜蛋白質ゲル化手法の確立に

成功した。 
	
 そこで最後に、この Hüisgen環化付加反応により PSIをゲル化させるプロセス
と、押出形の 3Dプリンターと組み合わせることで、細いゲル繊維を積層するこ
とでできる立体格子ゲルの作製を検討した。3Dプリンターにて積層構造を作成
するためには、押し出されたゲルは、直ちに十分な硬さのゲルになる必要があ

る。今回検討した Huisgen環化付加反応を用いた系は、混合されると同時に素早
くゲル化が進行するため、3Dプリンターによるゲルの造形に向いていると考え
られたが、本検討では押し出して作製されたゲルの強度が足らなかったために、

グルタルアルデヒドを用いた、Alk-DKDKC12K、Bis-Alk-DKDKC12Kに含まれる
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リジン残基同士の２次架橋反応によって、十分な硬度を持ったゲルとなるよう

に工夫した。最後に、この格子ゲルの内部に固定化された PSI に関して、光誘
起電子移動活性による機能活性の評価を行ったところ、ゲル内部の試薬の拡散

速度に基づく見かけの活性低下は見られたが、85%以上の活性維持が確認された。
以上のことから、反応性官能基を保持した膜蛋白質可溶化試薬を用いた、膜蛋

白質のゲル内部への固定化手法は、今後様々な膜蛋白質を用いた半人工分子素

子の構築に応用できる新手法となることが明らかとなった。 
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第８章	
 結言 
 

	
 ペプチド部位を含む界面活性剤の開発は、バイオテクノロジー分野において

利用可能な、様々な機能分子の創出を期待させる。本論文では特に、膜蛋白質

の可溶化、あるいは膜蛋白質を用いた半人工分子素子構築をサポートする新規

試薬の開発に、ペプチド部位を含む界面活性剤を利用することを着想した。さ

らにその分子骨格には、これまでに報告の非常に限られていた、ペプチド配列

を含むジェミニ型界面活性剤（PG-surfactant）を利用した。従来のペプチド部位
を含む界面活性剤（両親媒性分子）は、ペプチド部位間の強い水素結合、疎水

鎖同士の強い疎水性相互作用などにより、ファイバー、ラメラ、シートといっ

た非常に複雑精緻なナノ会合体を作製できる反面、「特定の蛋白質に対する高い

親和性」といった「ペプチド配列本来の持つ生理活性を活かした機能分子の創

出」には不向きという欠点も兼ね備えていた。しかし、ジェミニ型分子骨格の

リンカー部位にペプチド配列を持つ PG-surfactant では、大抵のペプチド配列を
リンカー部位に選択した場合でも、ミセル様の会合形態のみしか水中で取らな

いという特異な性質により、様々なペプチド部位を含む機能分子の創出を可能

とした。本論文では具体的には、ペプチド配列を含む新規の膜蛋白質可溶化試

薬の開発、新規の膜蛋白質抽出化試薬の開発、膜蛋白質を内包可能な新規二分

子膜形成分子の開発、またさらに膜蛋白質を用いた半人工分子素子構築をサポ

ートする、膜蛋白質に対する PEG鎖の表面修飾を可能とする膜蛋白質表面修飾
試薬の開発、膜蛋白質表面近傍での化学反応を可能とする新規化学反応性膜蛋

白質可溶化試薬の開発などに成功し、これらを各章にて論じた。以下に、各章

の内容を簡潔にまとめた。 
 

	
 第１章は序論であり、本研究着想の研究背景についてまとめた。 
 

	
 第 2 章では、二分子膜形成分子としてリンカーペプチド部分にオリゴアスパ
ラギン酸の配列を持つ PG-surfactant DnC12, cr-DnC12を合成し、これらの二分子膜

形成挙動の評価を行った。その結果、分子内にジスルフィド結合を有し、分子

コンホメーションを固定化した cr-D2C12 が、膜蛋白質である LH2
（Light-Harvesting Complex 2）を、自身の形成する二分子膜中に安定に固定化出
来ることを見出した。 
 



 244 

第 3章では、PG-surfactantの分子骨格を持つ新規膜蛋白質可溶化試薬の開発を行
った。主に、リンカーペプチド部位の配列スクリーニングにより、中性で安定

に溶解し、膜蛋白質可溶化試薬として機能する DKDKC12K 及び DKDKC12D の
開発に成功した。光化学系 I、II (PSI、II)といった膜蛋白質を用い検討したとこ
ろ、これら試薬が膜蛋白質を変性させることなく可溶化できることを見出した。

また、膜蛋白質に対する表面修飾試薬としての応用利用が可能かの検証のため、

電子受容体（メチルビオロゲン、MV2+）を導入した、MV2+修飾誘導体

MV-DKDKC12Kも設計した。この試薬により可溶化することで、MV2+分子は自

発的に膜蛋白質表面に集積するため、光照射時の PSI 内部からの電子引き抜き
効率向上が見られた。 
 

第４章では、PG-surfactantの分子骨格を持つ新規の膜蛋白質抽出試薬の開発を行
った。二分子膜からの膜蛋白質抽出能の向上のためには、界面活性剤そのもの

の疎水性の増加とともに、アルキル鎖の脂質膜への挿入効率の上昇が必要と推

測された。そこでリンカーペプチド部位に、より剛直な立体構造となる β-ター
ン構造をとるペプチド配列を導入し、PG-surfactant NPDGC12KKを開発した。シ
アノバクテリアのチラコイド膜を用いた膜蛋白質抽出実験を検討したところ、

PSI、PSIIなどに対して効率の良い抽出に成功した。 
 

第 5 章では、第３章で少し検討した PG-surfactant ベースの膜蛋白質可溶化試薬
を「膜蛋白質表面への官能基修飾試薬」へ応用する方法論を、より大きな官能

基、機能分子（高分子鎖、リガンドペプチド、蛋白質など）でも可能とするた

めに、分子量の大きな PG-surfactant ベースの膜蛋白質可溶化試薬の開発を行っ
た。第３章で開発した膜蛋白質可溶化試薬 DKDKC12D および DKDKC12K のコ
ア配列部分[-Cys(C12)-Asp-Lys-Asp-Lys-Cys(C12)-]を柔軟な(Gly)4 リンカーにより

二量化、三量化した PG-surfactant Bis-D3-DKDKC12（Mw 〜 3 kDa）、
Bis-K3-DKDKC12（Mw 〜3 kDa）、Tris-D3-DKDKC12（Mw 〜4.3 kDa）を設計し
検討を行った。その結果、多量化による分子量増加の効果により、それぞれの

試薬の cacよりも低い濃度領域であっても、膜蛋白質と親和性を保ち、結果可溶
化できるという、特異な機能の発現が見られた。この結果は、これら分子量の

大きな膜蛋白質可溶化試薬が、膜蛋白質の膜貫通領域と高い親和性を持つため

に、膜蛋白質表面への様々な官能基修飾を可能とする土台分子として有効であ
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ることを示唆するものであった。 
 

第6章では、第５章にて開発を行った分子量の大きな膜蛋白質可溶化試薬Bis-D3- 
DKDKC12の N-末端側に PEG鎖を導入した、PEG修飾高分子量化 PG-surfactant 
PEG2000-Bis-D3-DKDKC12、PEG5000-Bis-D3-DKDKC12の開発を行った。この試薬で、

膜蛋白質 PSI を可溶化した際には、PSI を変性させることなく PEG 鎖が PSI 表
面に集積されていることが推定された。そこで、この状態の PEG修飾 PSIをハ
イドロゲルであるポリアクリルアミドゲルに固定化し、２４時間後の光誘起電

子移動活性の評価を行った。その結果興味深いことに、β-DDMや、PEG鎖未修
飾の高分子量化 PG-surfactant Bis-D3-DKDKC12といった PEG 鎖を持たない可溶
化試薬で可溶化された PSIでは、６割程度の PSIに変性が見られたのに対して、
PEG5000-Bis-D3-DKDKC12を用いた場合では、２割程度しか PSI に変性は見られ
なかった。これは、膜蛋白質表面が PEG鎖で安定に被覆されることにより、ハ
イドロゲルを構成する高分子鎖との過渡な相互作用が緩和され、結果ポリアク

リルアミドゲル内での PSIの長期安定性が向上されたと考えられた。 
 

第７章では、膜蛋白質を用いた半人工分子素子開発につながる新たな膜蛋白質

固定手法の確立を目指し、化学反応性を備えた膜蛋白質可溶化試薬の開発と利

用法を考案した。アルキニル基を PG-surfactant ベースの膜蛋白質可溶化試薬
DKDKC12K に１つ、あるいは２つ導入した誘導体 Alk-DKDKC12K、
Bis-Alk-DKDKC12K を設計合成し、Bis-Azide-PEG2000との銅触媒下での Hüisgen
環化付加反応により、PSIを擬似的に架橋することでそのままゲル化可能か検討
を行った。その結果、それぞれの溶液の混合後迅速なゲル化が観測され、特に

それぞれの溶液量を µLサイズまで下げることで、混合後瞬時にゲル化が可能と
なった。 そこでさらに押出形の 3D プリンター技術に、マイクロキャピラリー
を利用したそれぞれの溶液の微量混合系を組み合わせることで、Hüisgen環化付
加反応を利用した PSIゲルの３次元構造化にも成功した。 
 

第 8章は，結言であり，本研究の成果をまとめた。 
 

以上のように，本論文では新規のペプチド配列を含むジェミニ型界面活性剤

PG-surfactantの合成と機能評価から始まり、新規の膜蛋白質可溶化試薬の開発、 
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膜蛋白質抽出試薬の開発、膜蛋白質を内包可能な新規二分子膜形成分子の開発、

またこれらを応用することで、膜蛋白質を用いた半人工分子素子構築をサポー

トする新規試薬の開発へと取り組んだ。本研究で行ったペプチド配列を含む界

面活性剤では、ペプチド配列の違いにより、様々な機能を有することが確認さ

れた。膜蛋白質を集積させ、デバイス化を行うためには、ただ集めるだけでな

く、膜蛋白質の配向性や、複数の膜蛋白質を組み合わせて使用する必要性が出

てくる。今回の研究では１種類の膜蛋白質をもちいて集積化（ゲル化）させる

検討にとどまったが、これらの知見は今後様々な膜蛋白質の固定化と機能制御

を可能とする PG-surfactant 誘導体の設計と検討において有用な知見を与えるも
のであると考える。また、自然界の中で様々な酵素反応を担っている複数の膜

蛋白質を組み合わせる事で、高度な機能を持った半人工分子素子を作製する事

に対する学術的興味は古くからあったが、これまでその実現にはなかなか至っ

てこなかった。本研究で提案した様々な機能を持つ膜蛋白質可溶化試薬の開発

を元にした戦略が、今後これらの課題解決の一助になる事を期待する。 
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