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研究成果の概要（和文）：理論的にはエッチングを行なって脂質二重層の疎水性領域を暴露したレプリカ薄膜を
作成できると考えられる。しかしながらこのレプリカ薄膜では、アルキン化オレイン酸あるいはアルキン化アラ
キドン酸共に、生体膜において特異的な標識を得ることはできなかった。一方、エッチングをしなかった今まで
の方法（QF-FRL法）で作成したレプリカ薄膜では、ミトコンドリア膜においてアルキン化アラキドン酸のアルキ
ン基を標識することに成功した。これらの結果から、生体膜に存在するアラキドン酸が親水性領域側にアルキン
基、つまり脂肪酸の末端が露出していることが示唆される。

研究成果の概要（英文）：We thought that hydrophobic portion of phospholipids may exposes in the 
biological membrane of the replica thin membrane by etching. However, the specific labelings of 
alkyne oleate or alkyne arachidonate could not be detected in these replicas of the biological 
membranes. On the other hand, the labeling of the alkyne arachidonate was detected in the replica 
membrane of the mitochondrial membrane which was made by the normal QF-FRL method. These results 
suggest that the alkyne of arachidonate indicating the terminal end of fatty acid of arachidonate is
 exposed on the hydrophilic surface of the mitochondrial membrane.

研究分野：脂質細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、従来の方法とは逆に親水性頭部側から炭素を蒸着してレプリカを作成し、露出した膜脂質尾部の脂
肪酸を標識する方法の開発を試みたが、現在までのところ予想したような結果は得られなかった。今後、この方
法を開発するには課題は多く残るが、脂肪酸鎖の分布をナノスケールで明らかにすることができれば、これまで
にない全く新しい知見を得られると確信している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 生体膜には数千種類にも及ぶ脂質分子が存在し、非対称で不均一な分布を示すことが提唱さ

れている。しかしそのような膜脂質分布・動態の生理的意義、種々の病態との関わりについては

あまり理解が進んでいない。その最大の原因は蛋白質や DNA・RNA に比較して脂質を解析する

ための方法が極めて限られていることにある。我々は脂質の超微局在を明らかにすることが、膜

脂質の機能を解明するために必須であると考え、そのための方法開発に注力してきた。その結果、

急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法によって膜脂質を特異的に標識することが可能

であることを示し、細胞膜あるいは細胞内オルガネラに存在する種々の脂質の微細分布を明ら

かにしてきた。 
生体膜を構成する脂質は“頭部”の親水性部位とそれに結合する脂肪酸

の “尾部”である疎水性部位により構成される（図１上部）。QF-FRL 法（図

１）では、生体膜を構成する脂質の“親水性頭部”に結合するプローブで標

識することにより、生体膜を構成する各種脂質の微細分布を可視化すること

は可能となった。しかしながら、今まで用いてきた QF-FRL 法では疎水性“尾

部”の脂肪酸は全く解析することが不可能である。また蛍光標識プローブな

どを用いた他の多くの研究方法でも同様であり、解析には“親水性頭部”に

対するプローブが用いられている。これに対して、疎水性の脂肪酸について

は、生体膜の内側にあることから解析技術は非常に限られており、細胞内に

おいてどの脂肪酸がどのように分布しているのかなどの情報は極めて少な

いのが現状である。特に、生体膜における微細分布についての情報は皆無と言って良い。 
 近年、多価不飽和脂肪酸（PUFA）及び１価不飽和脂肪酸（MUFA）の生体内での増加が発癌、

癌転移、精神疾患、炎症、血液凝固、精子機能、インスリン抵抗性の改善、寿命の延長及び心

疾患改善など種々の生理機能に影響あるいは関与することがわかってきた。PUFA, MUFA は食

物による補給により作用が発揮されることもわかっているが、どのように細胞に作用して機能

関与するのかなど作用機序は全く不明である。 
 本研究では、QF-FRL 法をさらに改良することにより、逆転凍結レプリカ脂肪酸標識法（図

２）を新たに開発し、生体膜における脂肪酸分布をナノレベルで解析することを可能にする。

基本的には QF-FRL 法を用い、疎水性の脂肪酸がむき出しになったレプリカ薄膜が形成される

と考えられる。不飽和脂肪酸の標識には、クリックケミストリー法を用い、アルキン化した脂

肪酸の分布を微細レベルで明らかにできると思われる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、QF-FRL 法をさらに改良することにより、新規凍結割断レプ

リカ脂肪酸標識法（図２）を新たに開発し、生体膜における脂肪酸分布をナ

ノレベルで解析することを可能にする。基本的には QF-FRL 法を用い、疎水

性の脂肪酸がむき出しになったレプリカ薄膜が形成されると考えられる。

不飽和脂肪酸の標識には、クリックケミストリー法を用い、アルキン化し

た脂肪酸の分布を微細レベルで明らかにできると思われる。 
 
 



３．研究の方法 
哺乳類培養細胞の HeLa 細胞を加圧凍結するために、薄い（厚さ: 20 µm）の⾦箔の上に細胞を

培養した。この時、後の凍結割断の際、細胞内を割断できるように、培養する⾦箔の表⾯に紙や
すりであらかじめ傷を⼊れた。この時、培養液にアルキン化オレイン酸などの各種アルキン化脂
肪酸を⼊れ、⼀昼夜細胞培養することにより、⽣体膜の脂肪酸を代謝標識した。その後、培養細
胞を加圧凍結装置 HPM010 に装着して、細胞を急速凍結した。細胞を凍結後、凍結割断装置で
ある Balzers の BAF400 を⽤いて、-130 ̊ C 下で細胞を凍結割断した。その後、⼀部のサンプル
では、凍結割断直後、温度を-90 ˚C に上げエッチングをすることにより、割断表⾯の氷を昇華
させ、⽣体膜の親⽔性領域を露出させた。その後、厚さ 2 nm の炭素（C）を蒸着後，2 nm の⽩
⾦（Pt）に続いて 10 nm の C を蒸着することにより、レプリカ薄膜を作成した。作成したレプ
リカ薄膜を室温に戻し、そのレプリカ薄膜を 60 ̊ C で SDS 溶液に浸して処置し、レプリカ薄膜
に接着していない細胞成分を除去した。レプリカ薄膜を PBS で洗浄後、biotin-azide 溶液で処置
し、クリックケミストリー反応を起こして、⽣体膜内のアルキン化脂肪酸を biotion で標識した。
その後、マウス抗 biotin 抗体、そして 10 nm ⾦コロイド標識抗マウス IgG 抗体で標識を⾏なっ
た。 
 
４．研究成果 

 エッチングを行なったレプリカ薄膜では、アルキン化オレイン

酸あるいはアルキン化アラキドン酸共に、生体膜において特異的な

標識を得ることはできなかった。一方、エッチングをしなかったレ

プリカ薄膜では、アルキン化アラキドン酸のアルキン基を標識する

ことに成功した（図３）。これらの結果から、生体膜に存在するアラ

キドン酸が親水性領域側にアルキン基、つまり脂肪酸の末端が露出

していることが示唆される。現在までのところ、各種脂肪酸を認識

するプローブを作成することは難しいと思われる。そこで本研究で

は、アルキン基（-C≡C-）を導入した脂肪酸アナログを細胞に取り

込ませ、アルキン基とアジド基（-N3）を特異的に結合させるクリックケミストリー反応を用い

て検出する方法を試みた。その結果、これまで親水性頭部標識に用いてきた方法でも膜脂質の尾

部を標識できる可能性があることがわかった（図３）。しかしながら、従来の方法とは逆に親水

性頭部側から炭素を蒸着してレプリカを作成し、露出した膜脂質尾部の脂肪酸を標識する方法

（新規凍結割断レプリカ脂肪酸標識法、図２）の開発を試みたが、現在までのところ予想したよ

うな結果は得られなかった。今後、この方法を開発するには課題は多く残るが、脂肪酸鎖の分布

をナノスケールで明らかにすることができれば、これまでにない全く新しい知見を得られると

確信している。 
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