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キレート剤を包埋したリポソームを用いる

金属イオンの増幅定量

片岡正光締,滝浪雅夫 ,阿部浩久 ,梅津善夫曲*

(Ⅰ990年6月22日受理)

1 緒 言

生体のイオンチャンネルはホルモンや神経系などに存

在し,生体を維持していくうえで極めて重要な役割を演

じている.生体膜におけるこれらのチャンネルのユニー

クな点は,基質の選択的J:=認識とそれに就く情報の増幅

がチャンネルスイッチングにより達成されていることで

ある.著者らはこのようなコンセプトを利用したセン

サーの開発を手掛け,リポソーム上で起こる抗原/抗体/

補体反応を利用したイムノセンサーを開発l)2)した.

又,こ.1-トラルキャリヤーや大環状ポリアミン,シク

ロデ キ ス トリ ンポ リア ミンを包埋 した LB

(Langmuir-BLodgett)累積膜を感応腰としたイオンチャ

ンネル型センサー 3)4)も報告した.

今臥 脂溶性の高いバソフェナントロリンをはじめと

するキレート剤を脂質二分子膜中に包埋したリポソーム

が,外側の膜表面で金属イオンとキレート剤とが選択的

に錯体を形成することにより,膜の陰イオン透過性が急

激に増大することを兄いだした.このことを利用して増

幅を伴う金属イオンの定量法の試みを行った.

2 実 験

2･1 試 薬

リポソーム調製用試薬として,日本精化製ジパルミト

イ)i,ホスフ7チジルコリン (DPPC)とsigma製コレ

ステロール (Chol)を,キレート剤として同仁化学研

究所製 4,71ジフェニル-I,10-フェナ ン トロリン

(BPhen),2-(5-プロモー2-どリジルアゾ)-5-ジエチルアミ

ノフェノール (5lBr-PAT)AP),3-(21ビリジル)-5,かジフ
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ェニルー1,2,4-トリアジン (PDT)及び4,4'-ジオクタデ

シルー2,2′-ジビリジル (DODP)をそのまま用い-た.又

試料溶液の pHの調整には,半井化学薬品製 〃-2-ヒド

ロキシエチルピペラジン-N′-21エタンスルホン酸

(HEPES)を用いた.金属イオン溶液は和光純薬工業製

の特級塩化銅,塩化コバルト及び塩化ニッケルを用いて

調製した.その他の試薬はすべて和光純薬工業製の特級

試薬を用いた.試料溶液は Milli-Q水 (比抵抗 17.5

ME2以上)を用いて調製した.

2･2 装 置

リポソームの調製には東京理化器械裂ロータリーエバ

ポレーター N型,sciendficlnduslries製ボルテックス

ミキサー及びトミー精工冷却遠心分離装置 RS-18ⅣS

を用いた.電位差の測定は東亜電波工業製ポテンシオ

メーターHM一柑Eに理化電機記録計 R-Olを接鹿して
､ヽ

行った.又電極としては,フッ化物イオン選択性電棒と

してナショナルIE-510102を,参照電極としては電気

化学計器製ダブルジャンクション型銀一塩化銀電極

408311型を,薄層ポテンショメトリーによる測定では

参照電極として80×50×2mmの表面を塩化銀で被覆

した鏡板を用いた.

2･3 実験操作

2･3･1 リポソームの調製 本実験で用いたリポ

ソームは,ナシ型フラスコに 25mM l)P一c,50mM

chol及び 10mM BPhenのクロロホルム溶液をそれぞ

れ200,100,50p)加え,内水層溶液を0.5M フッ化ナ

トリウム溶液として常法2)5)により調製した.

2･3･2 測 定 リポソームから外部水屑に輪送さ

れたフッ化物イオン量はフッ化物イオン選択性電極を用

い,少量のリボソ丁ムで一連の実験を行うため試料基

30pJの薄層ポテンショメ トリー6)で測定 した.ただ
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し,pHの影響の実験においては,通常の測定法 (試料

量 2.5ml)を適用した.前者では,遠心分離したリポ

ソームを 0.5M NaCl溶液 1mlにボルテックスミキ

サーで意濁し,その一定量を分取して測定溶液中に加え

た時間を0分とし,10分後に30rLl分取して銀一塩化銀

参照電極坂上に置き,フッ化物イオン選択性電極で挟み

込むようにして 1分後の電位を読みとった.この後懸

濁液に金属イオンを 1016-10~3M になるように添加

し,溶液をかき混ぜ,10分ごとに30ulを分取して銀一

塩化銀参照電極坂上に置き,1分後の電位を測定した,

なお薄層ポテショメトリーでは,試料溶液一参照電極間

の電位を常に一定とするよう試料溶液中の塩化物イオン

濃度が 0.5M となるように注意した.後者では,溶液

をかき混ぜながら金属イオン溶液を加えてリポソーム内

胞からのフッ化物イオンの輪送をモニターした,

3 結果と考察

3･l pHの影曹
キレート剤として BPhcmを用い,リボソ-ムからの

マーカーイオンの輸送の pH依存性について検討し

た.外部溶液は0,5M 塩化ナ トリウムを含むpH3-7

の0.1M HEPES緩衝液とした.Fig.1に示すように,

マーカーイオンのリポソームからの漏れはpH が高く

なるに従って増加するが,金属イオンとして Cu2+を
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10~3M になるように添加した後の輸送の増加はpH7

で最大であった.これはpHの上昇に伴って,キレ-

卜剤の Cu2十イオンに対する錯形成能が増大するため

と考えられる.しかし溶液の pH が･7より大きくなる

とCu2+イオンが水酸化物を作り沈殿する7). 又他のキ

レート剤を用いた場合についても同様の結果が得られた

ので,以後の実験はpH7.0で行うこととした･

3･2 検量線の作成と増幅度の測定

マーカ-であるフッ化物イオンのリボソ-ム内水層か
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ら外部添液への輸送の被分析金属イオン濃度に対する依

存性を薄層ポテンショメトリーによって測定した結果を

Fig.2(A)に示す.被分析金属イオンが外部水層に添加

されるとリポソーム上で錯形成反応が起き,脂質二分子

膜での金属キレート化合物の生成により膜の構造が乱

れ,内水層に封入されているフッ化ナ トリウムの透過性

が増大する.又フッ化物イオンは,リポソーム膜内の銅

錯休陽イオンがキャリヤーとなって外部水層の塩化物イ

オンと交換され輸送されることも考えられるが,むしろ

前者のほうの可能性が大きいと思われる.金属イオン濃

度 Oでのマーカーの輸送量を測定し,これをバックグ

ラウンド(G)とし,金属イオン添加後の輸送量をそれ

ぞれの金属イオン濃度で求め,これを信号 (S)として

∫/Gを縦軸に,金属イオン濃度の対数を横軸として検

量線を作成した lFig.2(Ji)L その結果 Cu2十イオン濃

度が 1016M ではS/Gの値はほとんど )であり応答は
ないが 1015-10~3M の範囲でその濃度の増加に伴っ

てJI昇した.リポソーム調製から定量までの再現性につ

いて検討 したが,Cu2+イオン濃度 2×10~2M でのフ

ッ化物イオンの輪送量は (I.82±1.29)×1015M/min

(A-3,95%信頼限界)であった.信頼限界が比較的大き

いのは,リポソーム調製の収率を一定に保つことが的難

であることが大きな原因であると考えられる.リポソー

ムから外部試料添液中に輸送されたフッ化物イオンの数

(から試験値を差し引いた数)/外部溶液中の金属イオン
の数を増幅度と定義したときの,各キレート系の増幅度

と共に検出下限,選択性をTablelに示す.本セン

サーの最大増幅度は,5-Br-PADAPを用いたとき25.8

であった.

3･3 選択性

キレ- ト剤である 5lBr-PADAPと錯体を形成する

cu2+,co2+,Ni2十を試料金属イオンとして用い,
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マーカ-のリポソーム内水層からの輪送呈を測定した結

果を Fig.3に示す.HEPES緩衝溶液 pH7の条件で

紘,Cu2十イオンの応答が一番強く,以下Co2十,Ni2十

の順であった.被分析金属イオン間の選択性は,外部試

料溶液中の金属イオン濃度がそれぞれ 10~3M になる

ように添加したとき,10分間に輸送されたフッ化物イ

オンの数の比から計算した.結果をTablelにまとめ

て示す.選択性と各キレー ト剤の金属イオンに対する安

定度定数との相関はIrving-Williams規制によれば,同
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Fig･3 SelectivityforF-ionreleaseuponinLerac-

tionofthemembranereceptor(chelating

agent)withdiLrerentmetalions(seetext)

Chelatlng agent:5-Br-PAI)AP; Metal ion
coJICentralion:1013M-pH values of the
samplcsollldonswereadjustedLO7･Owith0,01
M HEPESbuffer.Anarrowshowstheinjec-
tionofametalionsoJution.

Table1 SummariesfordetectionJimit,SeJectlYltyandamplificationfactorofthepresentmethod

C豊 Ig T.enfaq. 鵠 謡 ｡u- selecc.62Vltyb' Ni2+ ,aAcT.p,;,

Bphen
5-Br-PADAP

PDT

DODP

6

6

6

2

9

0

0

0

0

0

3
1
.
1

0

0

0

0

0
a)concentrationormetalion:10-3M;b)selectivity:theratioofthenumberofF-ionsreleasedfromthelipoI
somemembranebyaddingdlLfrerentmetalions;C)amplificadonfactor:thenumberofF-ionreleasedfromthe
liposomemembrane/thenumberorCu2+ionirltheoutersamplesolution(10~5M,30plvolume)
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じ配位 状 態 の場 合,cu2+ 錯 体 が最 も安 定 で

cu2+>Ni2+>co2+の順とJ:iるが,得られた選択係数

の序列はClu2+はよいとしてNi2+とco2+が逆転して

いる･この理由は速度論的因子,膜界面での配位数の違

いなどが考えられる.
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PotentiomcLricdeterminationofmetalionswithlipo-

somesincorporating hydrophobicchelating agentsis

presented･Thinlayerpotentiornetrywasusedtomoni-

torfluorideionrelea.Sefromthemultilamellarliposome.

Severalkindsofchelatingagentssuchas4〉7-diphenyl-

l,10-phenanthroline(BPhen),2-(5-♭rom0-2lpyridylazo)-

5-diethylaminophenol(5-Br-PADAP), 3-(2-pyridy))-5,6-
diphenyト1,2,4-triazine(PDT)and4,4′-diocLadecy1-2,2′-

dipyridyl(DODP)wcrcincorporatedintothelipidbilayer

orIiTX}SOmemembranesasselectivemetaJionreccptors

Torcu2+,co2+andNi2+･Chelatingagentsactedas
carrierswhichenablednuorideionstransportthrough

thebilayermembranebyforminglOn-PalrSWithpositjvel
lychargedmetalioncomplexes.Releasednuoride(F~)
ionsfrom theliposomesweremonitoredbyaF~~ion

se)ectiveelectrode･Themaximum amplificationfactor

ofthepresentassay,dcrlnedastheradoofthenumberor

F10nsreleasedfromtheliposomemembranetothator

metalionsintheoutersamplesolution(30tllvolume),
wasfoundtobe25･8byusing5-Br-PADAPasareceptor
andCu2+asananalyteion･
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