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研究成果の概要（和文）：近年、人々の健康及び疾病に対する関心が多岐に亘り、殊に医薬品

等に対する安心・安全の志向が高まっている。それに伴い漢方処方の適用拡大が進み、薬用植物

の需要が急激に増えている。近年、植物細胞において脂質ラフトの存在が示唆されているものの

、植物脂質ラフト構成成分の生体膜における影響等詳しい知見に乏しい。そこで当該研究では、

Langmuirの単分子膜を用いて生体膜に及ぼす植物脂質ラフトの影響を解明することを目的とす

る。 

 
研究成果の概要（英文）：Today, the concern about health and diseases increases variously, especially 

about the medicines for ease and safe. Accordingly, the application of Kampo medicines increases and 

the demand of medicinal plants also increases dramatically. Recently, the presence of lipid raft has been 

proposed in plant cell. However, little is currently known about the effects of the components of plant 

lipid rafts on biomembrane. Therefore, the objective of this study is to elucidate the effects of plant lipid 

rafts on biomembrane by using Langmuir monolayer technique.   
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１．研究開始当初の背景 

 我が国では、薬用植物の 90%以上を輸入(主

に中国)に依存しており、その約 70%は、野生

種の採取により供給されている。また、近年、

食品や生薬等の植物原料の需要は、健康志向

や補完代替医療への関心の高まりとともに増

加傾向にあるが、一方で乱獲による資源の払

底や環境への悪影響が危惧されている。特に、

甘草(カンゾウ)は、漢方処方の約 70%に配合

されているが、砂漠化問題により採取、輸出

が規制されている。そのため、近年、付加価

値(品種改良、生育速度等)の高い有用植物の作

出と自給率の向上が強く望まれている。 

現在、主にトランスジェニック法とエリシタ

ー(誘導因子)法により有用植物の作出研究が

行われている。前者は、遺伝子組換え技術を
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用いているため、安全性、組換え遺伝子の拡

散及び市場意識が問題となっている。一方で

後者は、エリシターを培地に添加することに

より生理活性成分の含有量等を制御する手法

で、安全であり、精力的に研究されている[Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA, 92 (1995) 4150]。しかしな

がら、細胞を介したシグナル伝達機構やその

制御に関しては、未だ解明が進んでいない。 

植物のシグナル伝達に深く関わる細胞膜には、

トランスポーターやイオンチャネルを含む多

くの受容体が存在しており、生育速度、環境

対応、免疫応答等の様々な生理機能が制御さ

れている。 [Science, 284 (1999) 2148; Nature, 

410 (2001) 380; Nature, 413 (2001) 383]。 

これまで生体膜は、流動モザイクモデルを

ベースとし構成分子が自由に拡散できる二次

元流体であると考えられてきた[Science, 175 

(1972) 720]。しかし、1990 年代後半になると、

細胞膜上に特定のタンパク質や脂質、コレス

テロールが集積したマイクロドメイン(脂質

ラフト )の存在が示唆された [Nature, 387 

(1997) 569]。現在、脂質ラフトは、安定な構

造体ではなく、シグナルや刺激に応じてドメ

イン形態状態を変化させると考えられている。 

近年、動物脂質ラフトに関する研究は、精力
的に行われており、その形成には構成脂質の
分子構造的特性が深く関与している[J. Lipid. 

Res., 47 (2006) 1597]。また、植物細胞にお
いても脂質ラフトの存在が示唆され、それら
の構成脂質間は大きく異なっている[Eur. J. 

Biochem., 267 (2000) 6989; Plant Physiol., 

143 (2007) 461]。動物脂質ラフトにおいてコ
レステロールは、スフィンゴ脂質間に存在し、
膜構造を強固に保持し、その上流動性をも制
御している。しかしながら、植物脂質ラフト
には、植物固有の糖脂質(SGs, ASGs)や多様
なステロール類が存在し、各成分の機能や役
割は全く解明されていない[Plant Physiol., 

137 (2005) 104; J. Biol. Chem., 279 (2004) 

36277]。これらの分子レベルでの研究は、脂
質ラフトの形成機構の解明やシグナル伝達
の制御にブレークスルーをもたらす可能性
を秘めているにも拘らず端緒に付いたばか
りである。 

 

２．研究の目的 

植物ステロールはアテローム性動脈硬化や

循環器系疾患のリスクファクターである LDL

コレステロールの血漿中濃度を低下させる。

そのため、近年、機能性食品や食品添加物と

しての需要が世界中で増加の一途を辿ってい

る。また、植物細胞において脂質ラフトの存

在が示唆されているものの、植物脂質ラフト

構成成分の生体膜における影響等詳しい知見

に乏しい。そこで、本研究では、脂質ラフト

の構成成分であるパルミトイルスフィンゴミ

エリン(PSM)と植物ステロール及びその誘導

体より成る 2成分 Langmuir単分子膜挙動を明

らかにする。そこで、植物ステロールの代表

として β シトステロール(SITO)、その誘導体

の配糖体、β シトステリルグルコシド(SG)及

び SG のパルミトイルエステル化体、β シトス

テリルグルコシドパルミテート(SGP)を用い

た。 

 

３．研究の方法 

（1） 試薬  

パルミトイルスフィンゴミエリン (PSM; > 

99%)と SITO (purity; 99%)はAvanti Polar Lipids, 

Inc. (Alabaster, AL, USA)より、SG (purity; > 

98%)と SGP (purity; 98%)は Matreya, LLC 

(Pleasant Gap, PA, USA)より購入した。また、

展開溶媒として用いたクロロホルム(CHCl3; 

99.7%) 及びメタノール(MeOH; 99.8%)は、そ

れぞれ Kanto Chemical Co., Inc. (Tokyo, Japan) 

及び nacalai tesque (Kyoto, Japan)から購入した。

加 え て 、 下 相 液 の 調 製 に 用 い た

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)、塩化

ナトリウム  (NaCl)、酢酸は、nacalai tesque 

(Kyoto, Japan)より得た。塩化ナトリウムは、

1023 K で 24 時間焙焼し、有機化合物を取り

除いた。本実験に用いた水は、全て三次蒸留

水(72.0 mN m
−1

 (298.2 K)、18.2 MΩ cm)を用い

た。 

 

（２） 表面圧(π)−分子占有面積(A)曲線 

 単分子膜の表面圧は、自作自動化 Wilhelmy

膜天秤システム(AG-245、Mettler Toledo)を使

用して測定した。この膜天秤の分解能は 0.01 

mN m
−1である。表面圧測定プレートとして濾

紙(Whatman 541、周囲長 4 cm)を使用した。ト

ラフ(面積 750 cm
2
)とバリアはテフロンテープ

で被覆したものを使用した。PSM(1 mM)、

SITO (1 mM)、SG (1 mM)及び SGP (1 mM)の試

料溶液は、CHCl3/MeOH (=2/1, v/v)混合溶液で

調製した。試料溶液を下相液表面に展開後、

15 分放置した。単分子膜の圧縮速度は、約 0.1 

nm
2
/molecule・min に固定した。下相液は、0.02 

M Tris＋0.13 M NaCl水溶液を酢酸で pH 7.4に

調整したものを用いた。本実験における表面

圧と分子専有面積の標準偏差(SD)はそれぞれ、

約 0.10 mN m
−1、0.01 nm

2であった。 

 



（３） 表面電位(∆V)− A 曲線 

 単分子膜の表面電位は、電圧計 (Keithley 

614)で測定した。また、∆V− A 曲線は単分子

膜の圧縮過程において、π− A 曲線と同時に測

定した。241
Am電極は、下相液表面から 1−2 mm

の位置に固定し、参照電極は下相液中に固定

した。本実験における∆V の SD は、約 5 mV

であった。 

 

（４） ブリュースター角顕微鏡(Brewster Angle 

Microscopy (BAM))観察 

 単分子膜は、膜天秤システム(KSV ミニト

ラフ、KSV Instruments Ltd., Finland)と連動し

た BAM(KSV Optrel BAM 300, KSV 

Instruments Ltd.)を用いて直接可視化した。20 

mW He−Ne レーザーを使用し、膜表面に対し

て波長 634.8 nm の偏光を照射した。使用した

対物レンズの倍率は、10 倍であり、その分解

能は約 2 μmである。気/水界面への入射角は、

ブリュースター角(53.1 ˚、298.2 K)に固定した。

反射光は、高性能電荷結合素子(CCD)カメラ

(EHDkamPro02, EHD Imaging GmbH, Germany)

により検出し、BAM 画像を静止画で保存した。 

 

（ ５ ）  蛍光顕微鏡 (Fluorescence Microscopy 

(FM))観察 

 膜天秤システム(KSV ミニトラフ)を顕微鏡

(BX51WI、Olympus、Tokyo)のステージにマウ

ントし、FM 画像を測定した。光源は、100 W

の水銀ランプ(USH-1030L)、対物レンズは 50

倍(SLMPlan50×、焦点距離 15 mm)を使用した。

試料溶液には、1mol%の蛍光色素(NBD-PC)を

加えた。励起波長(460 nm)と蛍光極大波長(534 

nm)は、ミラーユニット(U-MWIBA3)で制御し

た。 FM 画像の解析は、Adobe Photoshop 

Element ver. 7.0 (Adobe Systems Incorporated, 

USA)で行った。画像に占める液体凝縮(LC)膜

(暗コントラスト)の割合を算出した。 

 

４．研究成果 

植物脂質ラフトは、種々の植物ステロール

とスフィンゴ脂質に富んでいる。その植物ス

テロールには、ステロール骨格を有するステ

ロール誘導体とそれらの配糖体及びアシルエ

ステル化体の存在が認められている。植物ス

テロールは、コレステロールと構造が極めて

類似するため、腸管吸収における競合阻害に

より血中LDLコレステロール値の低下をもた

らすことが示唆されている。そこで、植物脂

質ラフトの構成成分であるコレステロール誘

導体 (図 1) [シトステロール(SITO)、シトステ

リルグルコシド(SG)、パルミトイルシトステ

リルグルコシド(SGP)]と動物脂質ラフト生体

膜成分であるパルミトイルスフィンゴミエリ

ン(PSM)との相互作用を Langmuir 単分子膜手

法により用いて解析した。 

 

PSM 及び SITO、SG、SGP の各成分は、下

相液 [0.13 M NaCl + 0.02 M Tris 緩衝液(pH 

7.4)]上で安定な単分子膜を形成した。 

純系における π−A 曲線より、PSM は液体膨

張(LE)/液体凝縮(LC)膜の共存状態を持つ膜で

あり、SITO、SG、SGP は、LC 膜であること

が判明した。また、∆V−A 曲線より、Demchak 

and Fort の three layer モデルを適用し、4 種

の双極子モーメント[SITO (μ3
SITO

 = 0.8 D)、SG 

(μ2
D-Gl

 = 2.5 D)、SGP (μ2
SGP

 = 4.2 D and μ3
SGP

 = 

0.49 D)及び PSM(μ2
SPC

 = 1.3 D)]を算出した。そ

の結果、親水基の構造の相違が、双極子モー

メントに反映することが明確となった。次に、
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図 1 Structure of SITO (A), SG (B), and SGP (C) 
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π−A 曲線より 2 成分 (PSM/SITO, PSM/SG, 

PSM/SGP)系の過剰ギブス自由エネルギー

(∆G
exc

)を算出した。その結果、PSM 膜は他成

分膜と、SITO>SGP>SG の順に引力的相互作

用が働くことが判明した。コレステロール

(CHOL)と PSM との相互作用(CHOL-PSM)を

検討した結果、CHOL-PSM は、SITO-PSM と

同じ強度であることが判明した。このことは、

CHOL が競合阻害され SITO が腸管吸収され

ても生体膜に及ぼす影響がほとんどないこと

を意味する。更に、2 成分系二次元相図を作

成し、全系の転移圧と崩壊圧は PSM のモル分

率の関数として変化し、両成分の混和挙動が

示唆された。また、画像解析の結果からいず

れの場合も双方の混和性の傍証を得た。 

今回は、Langmuir 単分子膜手法を駆使して

PSMを生体膜モデルとしたステロール誘導体

の界面科学的挙動の解明を試みた。植物ステ

ロール及びその誘導体は、構造類似性の高い

CHOL と競合阻害により CHOL の腸管吸収を

抑制すると言われており、そのため、本研究

は薬物動態の視点からも興味深い知見を与え

た。 

本成果は、2103 年 Journal of Oleo Science 誌

に掲載が受理された。 
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