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Abstract

Giantvesicles(GV)oFaphospholipidcontainingaphotopolymerizablediacetylenegroup,

2-di(10,12-tl-icosadiynoyl)-∫〝-glycero-3-phosphocholine(DTPC),weI.eprepa1-edby a仙Ⅵ

rehydrationtech血queunderthecontrollingconditionssuchastheconcentration,theincubation

temperature,andthetimeoftheDTPCsolutions.ThepreparedGVwereirradiatedat254nmto

form thepolymerGV.An alysisbyaconfbcallaserscannlngmicroscopeshowedthatthe
polymerGVpreparedundertheoptlmizedconditionswereahollowspherewith315lLm in

diameterand<1.0トImthicknesswhichconsistedofanuorescentpolydiacetylenemoietyof

DTPC.
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1.緒言

べシクルは,両親媒性脂質分子が二分子膜構造をと

って集合した閉鎖小胞体である｡二分子膜べシクル構

造は生体膜中で見られ,タンパク質と複合化すること

で細胞膜が桝築されている (SchemeI).)｡また,坐

体由来の両親媒性脂質分子を水中に分散すると,二分

子膜構造を有するベシクルを形成する｡この天然脂質

から構成されるベシクルは特にリポソームと呼ばれ,

物理化学的性質の解明や物質の膜透過性などの生体

膜機能の模倣の観点からリポソームの研究がなされ

ている2)Oしかし,リポソームの利用用途を工学,莱

学あるいは医学などの分野-展開する際,安定性など

の点で問題があった｡1977年,国武,岡畑らは,長鎖
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ジアルキルアンモニウム塩を水中に分散することで,

二分子膜構造を有し,リポソームよりも安定なべシク

ルを形成することに成功した 3)oこれを契機に,様々

な両親媒性化合物が合成され,べシクルの形成が報告

されてる｡例えば,ジアルキル型 4･5)ぁるいは A-Bブ

ロック共重合体型両親媒性高分子 2)を水中に分散させ

た高分子ベシクルの形成が報告されている｡また,ジ

アセチレンやブタジェンなどの重合基をアルキル基

の中央部または末端部に導入した両親媒性化合物か

らベシクルを形成し,高分子化によって両親媒性分子

間を共有結合で結合させている4･5)｡これらの方法によ

って,ベシクルの力学的強度や安定性の増大が図られ

ている｡

0'Brienらは,長鎖アルキル基の中央に光電合性の

ジアセチレン基を導入したリン脂質,I,2-ビス(10,12-

トリコサジイノイル)-S/71ダリセロ-3-ホスホコリン

(DTPC,Scheme2)を水中に分散させ,紫外線照射に

よって高分子ベシクJL,を作製した6).奄合物であるポ

リジアセチレン (Scheme3)は可視光領域に吸収を持

つことから,その色調変化によって重合反応を確認し

ている｡しかし,水中でのベシクルの直接観察には成

功しておらず,透過型電子顕微鏡観察によってベシク

ルの大きさは25-120mmのサブミクロンサイズである

と報告している｡もし,数ミクロンのベシクル (GV)

が形成されれば,べシクルが形成される環境と同じ水

溶液状態での光学頻微鏡観察が可能となる｡また,重

合物のポリジアセチレンは蛍光を生じるため,得られ

た高分子べシクルの形態を蛍光顕微鏡を用いて観察

することができる｡

O o

H̀CH"(2;HtL= "(2;H霊 甘 O-iN7 C-H3

1

O

/ヽ
DTPC H3CCH3

Scheme2.ChemicalstructureOFDTPC.

-:~=十
RI RI Rl

Scheme3. PllOtOPOlymerizationreactionofdiacetylene

1110nOmer.

そこで,本研究では,DTPCを用いた故光性高分子

GVの調製と蛍光視索による解析法の確立を目的とし

て研究を行った｡

2. 実験

2.1 試料および器具

光重合性ジアセチレン基を有するリン脂質DTPCは

AvantiPolarLipids社から購入し,精製せずに使用したO

膜親和性を有する蛍光プローブであるオクタデシル

ローダミンB塩化物 (RhB)は Invitrogen社から購入

した｡4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピペリジンエタンス

ルホン酸 (HEPES)緩衝溶棟 (10nlmOldm~3,pH7.0)

の調製は.Milipore製 Elix3で精製した純水を用いて

行い,孔径 0.20-1mのメンブレンフィルターを通して

不純物を取り除き,アルゴン通気して使用した｡cHC13

および MeOH は同仁化学製のスペクトロゾールを使

用した｡

べシクル調製圭に使用する試料瓶および観察用のス

ライ ドガラスなどのガラス器具は,以下の方法で洗浄

した｡ガラス器具を濃硝酸に浸して90oCで2h加熱

洗浄し,冷却後に純水で洗浄した｡さらに,これを 1

mo)dm~3KOH水溶液に 12h浸し,純水中にて超音波

照射を行って洗浄した｡洗浄後のガラス器具は純水中

にて保管した｡

2.2 装置

共焦点レーザー走査型顕微鏡 (CLSM)は,レーザ

ー光を励起光として使用する蛍光顕微鏡であり,対物

レンズの焦点と共役する位置にピンホールを設ける

ことで,深さ方向に高い解像度での顕微鏡観察を行う

ことができる｡べシクルのCLSM観癖は,オリンパス

製 CLSMFV-300を用いて行った｡100倍の対物レンズ

(開口数 1.3,作動距離 0.10mm)を使用し,HeNeレ

ーザー (波長 543nlⅥ)による光励起によって得られ

た蛍光 (>565nm)から共焦点蛍光像を得た｡また,

対物レンズを下方に移動させることでベシクルの断

層蛍光像を得た｡移動距離をZとし,ベシクル最上面

をZ=Opmとした｡

紫外可視吸収スペク トルおよび蛍光スペクトルの

測定は,それぞれ日本分光淑分光光度計 V1550および

島津製作所製圭蛍光分光光度計 RF-5300PC を用いて行

った｡
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3.結果と考察

3.1 DTPCベシクルの調製

GVの調製はこれまでに数多くの方法が報告されて

おり,両親媒性脂質分子の薄膜の水和 (薄膜法),エ

マルションからの有機溶媒除去,界面活性剤の除去,

および,溶媒置換による方法に大別される 1)｡ここで

は帝膜法を採用した｡琵別弟法とは,べシクルの原料と

なる両親媒性化合物を有機溶媒に溶解させ,フラスコ

を回転させながら添妹を留去することでフラスコの

内壁に薄膜を形成させ,これを水和させることでベシ

クルを形成させる方法である｡0'Brienらは,薄膜の

水和を室温で行 うことでサブミクロンサイズのDTPC

ベシクルを得ている6㌔我々は,DTPCの主相転移温

度である38.5oC7)よりも高温の75oCで超音波照射す

ることで,水和を促進させた｡この場合,水和直後に

形成されるべシクルのサイズは小さいと予想される

ことから,GV形成時には,初期段階で形成された小

型のベシクルを融合させる必要がある｡そこで,薄膜

水和時のDTPC張度([DTPC]),水和後の放位温度(T),

および,放置時間 (/)の三つの調製条件について検討

した｡

べシクル調製手順をScheme4に示す｡CHC13-MeOH

(10:I)混合溶媒にDTpCを溶解 してス トック溶液 (1

m∬101dm-3) を調射した｡10cm3の試料瓶にス トック

溶液から0.05-1cm3を採取し,ロータリーエバポレー

ターを用いて溶媒を完全に留去して,DTPCの薄膜を

得た｡得られた薄膜は75oCで3h真空乾燥させた｡

次に HEPES緩衝溶液 (1cm3) を薄膜に加え,75oC

にて 111超音波照射を行なった｡得 られた溶液の

lDTPC]は 0.0511.0mmoldm~3である｡ この節液を

20叫OoCの一定のrにて,1-3dayの各Jの間恒温放置

し,べシクル溶液を得た｡DTPCべシクル解液を50C

にて lh冷却し,石英セルに移して紫外線 (254mll)

を lh照射してDTPCベシクルを光重合させた｡

3.2 ベシウルのCLSM観察

cLSM観察試料の作製は,以下の方法で行った｡厚

さ50いm,一辺 2cmのシリコンフイルムの中央に一辺

1cmの正方形の穴を開け,これをスライ ドガラスに密

着させた｡ベシクル溶液をスライ ドガラス上の凹みに

漸下し,空気が入らないようにカバーガラスを掛けた｡

得られた観察試料をCLSMのステージに設置した｡紫

Stockso山tionofDTPC

DTPC(10LJmd)wasdissolvedin
CHCl3lMeOH(10:1.10cm3)

1

;saesre/
Thinfi一mDreDaration
Thestocksolution(0.1cm3)wasmovedto10cm3flaskandwasevaporateduntilthesolventsenti｢elyremoved.

劉墓
開聞澗澗公地姓と必出此澗冗澗澗

.㈹ 放沈卜地公地幽比延

Hvdrationofthinfilm

Thefilmwashydratedby
HEPESbuffersolutbn(1cm3)
at750Cundersonication.

∫

Vesiclesolution
Thesolutionwasle托tostand

at20-10oCfor1-3days.

∫

PhotoDOIvmerization
Thevesiclesolutionwascooled
at5oCfor2handirradiated

wi仙UV一ight(254nm)tor1h.

Scheme4. PreparationprocedureorpolymerGV of

DTPC.

外線照射前の DTPCベシクル溶液の観察には,蛍光プ

ローブとしてRhB(1m01%)を添加 して同様の方法で

観察試料を調製した｡

GVの紫外線照射によって得られたDTPC高分子べ

シクルの485nmを励起波長として測定した蛍光スペ

クトルをFigurelに示す｡548nlllに発光極大を有する

自家蛍光が確認されたことから,CLSMを用いた蛍光

像観察が可能となったことが分かった｡Tおよび Iを

それぞれ 20oCおよび2dayに固定し,0.05-1.0mmol

dm~3の[DTPC]で調製したベシクルの形状を観察した

(Figure2)00.05mmoldm-3において,直径 3いmまで

の大きさのGVが観察されたが,数は少ないものであ

った｡[DTPC]が0.5LnmOJdm13では,直径 Ipmほどの

多くのGVが観察されたが,CLSMによるベシクルの

形態観察には大きさが不十分であった｡[DTPC]が 0.I
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mmoldrn-3では,0.5mmoldm~3の場合よりもべシクル

の数は減ったものの,直径315pmのGVが観察され,

CLSMによる形態観察には十分な大きさとなった｡し

かし,【DTPC]が 1.0mm01dl-1~3ではべシクルの形成が

確認されなかった｡ したがって,0.Immoldm~3を

[DTl'C】の最適条件とした｡
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Figure1.FluorescencespectrumorthepolymerGVor

DTPCunder485nllT-eXCitation.

(C) (D)

Figure2. CLSM imagesofpolymerGV ofDTPC

prepared飢)m variouslDTPC]intheaqueousbuffer

solution:[DTPC]=(A)0.05,(B)0.I,(C)0.5,and(D)1.0

mmoLdm-3.

次に,[DTPC]が0.1mmoldm~3において,Tおよびt

を変化させて調製した高分子GVのCLSM像をFigure

3に示す｡Tが40oCの坊合.LdayのJでは4-5Pmほ

どの中空ベシクルが得られたものの,多数の小粒径の

T t(day)

(oC) 1 2 3

40･O E I I p,enpoat,ed

30･0 電 l l l l l

22･5 1 1 『 『

20.0 l l 『 E I

Figure3. CLSM inlageSOfpolymerGV ofDTPC

preparedundervariou;hydl'ationconditions.

ベシクルの混在が観察された｡2dayのJではベシクル

内部からも重合したDTPCの蛍光像が観察され,3day

の /では中空べシクル構造が得られなかった｡rが

30oCの場合,3dayのJでは,べシクルの二分子膜が

多層となったマルチラメラ構造をとるものがあった｡

Tが22.5あるいは20oCの場合,いずれのLにおいて

も直径315pmの中空べシクルが多数観察されたが,T

が22.5oCの方が大きな直径のGVが得られる傾向が

あった｡以上の検討から,[DTPC]-0,1mnoJdml3,T-
20-30oC,および,r=213dayにおいてGVが得られ

ることが分かり,【DTPC]-0.1mn10ldm-3,T-22,5oC,

および,/-2dayを最適条件に設定した｡

上記の最適条件で得られたDTPC高分子GVについ

て,Zを変化させて測定したCLSM断層像をFigure4A

に示す｡円形の蛍光像が得られ,その輪郭部に強い蛍

光が確認された｡さらに詳しく解析を行うため,～-2.8

叩1にて取得したCLSM断層像上の直線に沿った蛍光

強度分布の解析を行った (Figt)re4B)｡その結果,二

つの蛍光強度極大点が見られ.その間隔は5.5トmであ

ることから,この値をベシクルの直径とした｡また,

中心部からの発光が弱いことから,ベシクルの内部に

は重合体 DTPCが存在しないと考えられる｡さらに,
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蛍光強度分布のピークの半値幅から発光部分の厚み

揺,可視光を用いた蛍光顕微鏡の分解能に近い約 1pm

以下であると見積られたOそこで,べシクル調製時の

滞膜形成の段階でRhBを添加して,得られたベシクル

のCLSM解析を行った結果,ベシクル内部からの発光

は確認されなかったことから,ベシクル内部は空洞で

あることが確認された｡以上のことから,最適条件で

調製したDTPC高分子GVは,3-6Hmの直径を有する

中空球状べシクルであることが明らかとなった｡
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Figure4.(A)CLSM hllageSOfFX)1ymerGVofDTPC

obtainedatthespeciRedzand(B)thedistributionof

fluorescenceintensLtya一ongaHneontheimageatz-2.8

卜m･

3.3 吸収スペク トル測定によるベシクルの重合挙動

の解析

最適条件で調製 したベシクル水溶液に紫外線を照

射して得られる高分子GVの吸収スペク トルを測定し

た｡紫外線を 5-60分間照射して重合させた場合,ポ

リジアセチレンに由来する485nmの極大吸収と600

nm 付近のショルダーを有するスペクトルが得られた｡

ジアセチレンの重合は固相重合であることから 8),慕

合前のDTPC分子の会合状態がジアセチレンの重合挙

動に大きく影響を与える｡そこで,485nm の吸光度

(A哨5) と600nrnの吸光度 (A600)を紫外線照射時間に

対してプロットして,重合過程でのスペクトル変化を

検討した.その結果,A485および A6.0共に直線的に増

加することが分かった(Figures)0485nmの吸収帯は,

ポリジアセチレンのエンーイン主鎖骨格の有効共役長

が短い成分に,600nmの吸収帯は長い成分にそれぞれ

対応している9~)2)｡このことから,得られたDTPC高

分子GVの光重合では,有効共役長の長い成分と短い

成分とが光照射初期から一定の割合を保ったまま重
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合 したものと考えられる｡また,DTPC高分子 GVの

吸収スペクトルが,o'Brienらのサブミクロンサイズ

のベシクルの場合 61と一致したことから,ベシク/I,内

でのDTPC分子の会合状憶が,べシクルのサイズによ

って変化していないことが明らかとなった｡

4.まとめ

DTPCべシクルの調製について,0'Brienらのサブミ

クロンサイズの粒径にとどまったベシクル調製方法

を再検討し,調製条件を最適化することで数ミクロン

程度の大きさの高分子GVの形成に成功した｡

得られた高分子 GVは,蛍光プローブを用いずに可

視化されたことから,二分子膜の ドメイン観察や形態

変化などのその場観察によってベシクルの機能化の

研究に役立つことが期待される｡また,観察において

はCLSMが有効な分析装置王であることが示された｡さ

らに,他の高分子ベシクルと同様,安定性と強度の点

で優れていると期待され,GVのサイズを生かしたマ

イクロカプセルおよびマイクロ反応界としての応用

が期待される｡
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