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研究成果の概要（和文）：分子認識能を有する自己組織化膜材料を合目的的に設計するための方法論について検
討した．各種の蛍光プローブより得られた情報を体系的に比較する事で，脂肪酸(オレイン酸)分子集合体の集合
挙動と膜特性の相関を明らかにした．脂肪酸/モノオレイン分子集合体は，巨視的にはゲルであり，微視的(ミク
ロ~メソスケール)には秩序高い膜場が形成されている事を明らかにした．これはCubosome集合体の特徴の１つで
あり，自己組織化膜を基本骨格とする材料“Cubosomalゲル”の調製手法を明らかにした．生体高分子認識にお
いて，膜場視点では脱水和が誘導され，協奏的にターゲット分子の高次構造が変化する事を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：In the present research project, a novel membrane-based material has been 
developed. The ordered phase of self-assembled lipid membrane showed significant molecular 
recognition ability of L-amino acid. By using multiple fluorescent probes, various kinds of 
self-assembly systems were systematically characterized. In oleic acid/monoolein systems, a 
gel-phase like ordered membrane properties was observed (in microscopic view): these properties were
 common to cubic phase (cubosome) assemblies. These systems are gel states (in macroscopic view), 
thus they can be utilized as hierarchical membrane materials. To increase molecular recognition for 
protein (ex, amyloid beta) and nucleic acid (ex, tRNA), the membranes modified with phosphoserine 
and guanidinium ligand were effective, respectively. In their interactions between target, the 
membrane was dehydrated together with concerted conformational changes of target molecules. 

研究分野： 自己組織化膜の物理化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脂質膜特性について，各種の分光法やプローブ法が開発されてきた一方，情報を俯瞰につなぐための方法論は未
だ不十分である．最も知見の豊富なリン脂質膜（リポソーム）を基準として，脂肪酸分子集合体や，機能性官能
基修飾リポソーム，脂質膜担持Auナノ粒子など，各種の膜場特性を体系的に評価・比較した初の研究例である．
生体分子の分子認識においてその推進力はエントロピー的であり，脂質膜場においては“極性環境”の制御が鍵
となる．Cubosomalゲルはミクロ膜特性が制御されたバルク材料であり，pH条件を制御する事で簡便に集合挙動
(相挙動)を制御できる事から，新規な“膜担持型材料”の設計として応用が期待される．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 生体内の分子認識機構（例：抗原-抗体反応）では，ナノサイズの認識点において非共有結合
が集積化されている．また，酵素反応においてはアロステリックな構造変化が基質あるいは補
酵素との結合を制御し，分子認識に伴う構造変化が変換反応プロセスに大きく影響する．近年，
モノづくりの関心が従来のバルクケミカルから多品種少量生産(ファインケミカル)にシフトし
つつあり，分子レベルで反応・分離を達成できる単位操作が注目されている．一方，生体分子
の多くは環境変化に対して脆弱であり，より温和な条件で種々の単位操作を行う必要がある．
構造変性タンパク質やキラル化合物については，従来の分子分配（液-液二相系抽出）や分子篩
（電気泳動，膜分離）に基づく分離操作が困難であり，これらを効率的に“識別”可能なツール
の開発が注目されている．従って，ナノサイズかつテーラーメイド型の分子認識点を構築する
事は，次世代のバイオ技術を支える重要な課題といえる． 
 ナノサイズの「場」を構築する方法論の一例として，両親媒性分子の自己組織化が挙げられ
る．例えばリン脂質の場合，水中でベシクル（二分子膜）を形成し，その膜界面においてタン
パク質や酵素の機能が制御される可能性が報告されている[Walde, et al. Chem. Comumn. 2014]．
自己組織系界面において創発される機能として，分子認識，生体高分子の高次構造変化，低分
子化合物の変換反応がある．  
 
２．研究の目的 
 
 本研究では，自己組織化膜界面を利用して自由自在に生体分子を認識するための「場」を構
築する事を目的とする．気液界面に形成される単分子膜（厚さ：約 2 nm），水溶媒中の二分子
膜（厚さ：約 5 nm），自己組織系の三次元ネットワーク（Cubic 相など）（厚さ：~ µm）など，
様々なスケールで自己組織化膜を設計する事ができる（Fig. 1）．Cubic 相は膜タンパク質の結晶
化技術にも応用されている一方，膜場のスケール変化に伴う物理化学的な特性（膜流動性など）
については，まだまだ解明の余地がある．単分子膜ならびに二分子膜レベルでミクロな膜特性
（膜流動性，ミクロドメイン形成）を評価し，分子認識によって誘発されるマクロな溶液特性
（粒子凝集，ゲルネットワークによる粘度増大など）を定量的に解析する事で，協奏的な生体
分子の識別分離に挑戦する． 
 
３．研究の方法 
 
１） 自己組織化膜材料の調製 

 リン脂質膜（リポソーム）を標準として，各種の両親媒性分子集合体を調製した．脂肪
酸（例：オレイン酸）は pH に応じて多様な集合体を形成する事が知られている．その性
質に着目し，pH 滴定法により各種の脂肪酸分子集合体を調製した．また，脂肪酸モノグ
リセリド（例：モノオレイン）を導入し Cubic 相形成条件について検討した． 
 

２） 蛍光プローブ法による膜特性解析 
 各種の蛍光プローブ(DPH，Laurdan，Prodan，ANS，TMA-DPH)を活用し，ベシクル膜界
面の膜特性を体系的に評価した．リン脂質膜を基準として，各種の自己組織化膜について
俯瞰的に特性を比較し，さらにはラマン分光(表面増強ラマン)による直接的な膜界面解析
との相対比較を行った． 
 

３） 単分子膜解析 
 各種の脂質組成について，Langmuir 単分子膜を形成させ，π-A 等温線測定を行った．得
られた結果について，パラメータ（Aex，Cs

-1，ΔGmix）を解析し，各種成分の混和性や単分
子膜の安定性について評価した． 

 
４．研究成果 
 
●新規な膜界面評価手法の開発 
１） 膜界面における脂肪酸分子の pKa 値測定 

 DPPC 脂質に脂肪酸（オレイン酸）を添加した際の π-A 等温線測定ならびに表面力測定
解析を行った．本来 DPPC 膜は秩序相を形成する脂質であるが，オレイン酸添加により膜
の秩序構造は乱れ，膜内部の疎水場が暴露される事を明らかにした．基板上に作成した
DPPC/Oleic acid に分子膜の pH 応答性について検討した結果，二分子膜上におけるオレイ
ン酸分子の見かけ上の pKa 値は 9.1 である事を明らかにした． 
 

２） 蛍光プローブによる膜界面の静電ポテンシャル評価 
 蛍光プローブ HHC は pH 環境に応答して蛍光スペクトルが変化する．この性質を利用し
て，各種の正電荷リポソーム膜界面のpH環境について評価した．不飽和正電荷脂質DOTAP
は膜上に均一に分散した一方，ドメイン形成性 DC-Cholesterol はクラスタ構造を形成し，



ドメイン領域の電荷密度は非ドメイン領域と比較して約 6 倍である事が明らかにした．  
 

３） マルチ蛍光プローブ法による俯瞰的な膜特性評価 
 蛍光プローブ DHP，Laurdan，Prodan，ANS，TMA-DPH はそれぞれ膜界面での配向位置
が異なり，局所的な膜特性を反映する．ケーススタディとして，Cholesterol，Lanosterol，
Ergosterol について相対比較した結果，不飽和脂質膜(DOPC)における秩序化誘導特性は
Cholesterol > Lanosterol > Ergosterol であった．また，飽和脂質膜においては，リン脂質相
転移温度以上において，Ergosterol は顕著な秩序化誘導特性を示す事を明らかにした． 

 
●秩序高く階層的な膜材料：Cubosomal ゲルの調製 
 オレイン酸/モノオレイン混合系について，pH 滴定法により各種の集合体を調製し，相図に
まとめた．所定の条件においてサンプルのゲル化が見られた．ラマン分光法ならびに Laurdan
蛍光プローブ法により各種集合体の膜特性を解析し，既報の知見と比較した．その結果，Cubic
相を形成する集合体では，リポソーム膜のゲル相の様に脂質分子がパッキングされており，膜
界面は脱水和されている事を明らかにした．ゲル化が見られたサンプルでは Cubic 相が形成さ
れていると考えられ，本知見に基づき各種の脂質分子より Cubosomal ゲルを調製するための方
法論が明らかとなった． 
 
●分子認識性膜材料の設計 
１） 核酸分子認識 

 グアニジニウム誘導体を調製し，リン酸基を有する tRNA 分子の認識特性について評価
した．リポソーム膜の表面電荷密度は一般的な正電荷リポソームと同程度であるが，tRNA
分子との結合乗数はグアニジニウム誘導体の方が 10 倍以上強い事がわかった．また，高
温条件下で構造変化を誘導した場合，グアニジニウム誘導体リポソームは tRNA の C-G 塩
基と優先的に相互作用する可能性を明らかにした． 
 

２） アミロイド性タンパク質認識  
 アミロイド β タンパク質（Aβ）はアルツハイマー病の原因物質の１つと考えられている．
脂質膜界面における Aβ 分子の振舞いを解析するため，脂質膜担持金ナノ粒子
（AuNP@lipid）を調製し，タンパク質―脂質間相互作用ならびに線維形成を表面増強ラマ
ン解析により観察した．Aβ 認識において，負電荷脂質 phosphoserine が重要な役割を担い，
膜との親和性を増大させ，持続的に線維形成を促進する可能性を明らかにした． 
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