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研究成果の概要（和文）： 
 
膜中でのコレステロールの動態は、動脈硬化をはじめとする疾病との関連から重要である。本
研究では、脂質膜中の疎水的モデル分子の溶媒和と、膜と水相の界面近傍の水和のダイナミク
スに注目し、観測対象とする現象の研究に適った膜のモデル実験系の確立したうえで、溶液
NMR と分子動力学シミュレーションにより、コレステロールが膜のダイナミクスにおよぼす
効果を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
The dynamics of cholesterol molecules in membrane is of importance in relation to various kinds of 
diseases such as arteriosclerosis. In this study, we focused on the solvation states of the 
hydrophobic model solutes in membrane and the dynamics of the hydration state at the surface 
between the hydrophilic portion of the membrane and the water pool. The model systems suitable 
for the dynamic modes of interest are explored and established, and the dynamic effects of 
cholesterol on membrane are elucidated by using the solution-state NMR and molecular dynamics 
simulation. 
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１．研究開始当初の背景 

コレステロールは動脈硬化・アルツハイマ
ー病などの成人病との関連性から注目され
ており、濃度に応答した生体膜の流動性変化

のメカニズムについての解明が期待されて
いる。コレステロールの影響を受ける生体膜
のダイナミクス研究には、ゆらぎや水素結合
の寄与といった現象の解明が特に重要であ
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る。この目的には、膜が充分水和した自然状
態で原子サイトレベルの非破壊観測を可能
とする溶液 NMR は理想的な手法である。近
年この手法を用いて、研究代表者らは、コレ
ステロールを含むリン脂質 2 分子膜中の分子
の溶存・会合状態を解明する糸口を見つけた
（ C. Giordani et al. J.Phys. Chem. B112, 
2622-2628 (2008).）。この背景となる研究では、
膜の垂直方向（膜透過の方向）への脂質分子
の構造揺らぎと、コレステロールによる脂質
分子の運動性低下を、核オーバーハウザー効
果（NOE）の観測により明らかにした。これ
により、コレステロールの影響を分子のサイ
ト－サイト間の接触寿命という空間・時間の
観測に初めて成功した。しかし、膜中の分子
の運動性の変化が、どのような近接分子間相
互作用に支配されているのかという本質は、
未だに解明されていなかった。 

従来からの国内外の研究では、分光学的、
分子生物学的、計算科学的手法の発展により、
生体膜やそこに埋め込まれたイオンチャネ
ル等の膜タンパク質の研究が新たな展開を
示し、分子間の結合構造や動的構造の情報が
明らかにされつつあった。本研究の開始当初
には、分子科学の研究対象が生体系へと複雑
化する中で、どういった分子間の親水的・疎
水的相互作用が生命現象を司る重要因子で
あるかを解明することが課題であった。実験
と計算科学の手法を組み合わせた新しい方
法論の構築が求められていた。 
 
２．研究の目的 
 
(1) コレステロールを可溶化する界面活性剤

の探索：糖型界面活性剤との特異的親和
性 

コレステロールの生体膜中の溶存状態・配
向・運動性は、動脈硬化をはじめとする疾病
との関連や細胞生物学の視点から重要であ
る。NMR は、原子サイトを識別して分子運
動を観測できる、現代の最も強力な分光法で
ある。しかしながら、脂質膜はコレステロー
ルを含むと、膜を構成する脂質分子の運動性
の低下し、NMR 観測においては深刻な信号
の広幅化の影響が避けられない。脂質二分子
膜中では、コレステロールの原子サイトで観
測可能なのは、運動性の比較的高い炭化水素
鎖の末端メチル基（26, 27 位の炭素に結合）
のみである。そこで、本研究では、コレステ
ロール分子を可溶化できる界面活性剤を利
用した、脂質膜を模した環境で、かつ先鋭な
NMR 信号の観測できる実験系の探索を行っ
た。 

コレステロールをミセルに可溶化するこ
とは、非常に難しいということが知られてい
る（例えば、H.Ahyayauchet al.FEBS letters583, 
2859-2864 (2009) ）。コレステロール可溶化す

るミセルとしては、タウロデオキシコール酸
ナトリウムといった、コレステロール骨格に
類似の構造を持つ界面活性剤によるものの
み報告例がある（例えば、K. Matsuoka et al. 
Bull. Chem. Soc. Jpn. 80, 2334-2341 (2009)）。こ
れは、界面活性剤のミセルは親水基から内側
に向かっての円錐形であるのに対し、コレス
テロール分子は逆向きの円錐型であること
による立体反発のためであると考えられて
いる。本研究では、脂質膜環境を模した実験
系の構築を目的とし、炭化水素鎖を疎水基に
持つ界面活性剤について探索を行った。52 種
類の界面活性剤について、コレステロールを
可溶化させるか試験を行った。 
 
(2) コレステロールを特異的に可溶化させる

糖型界面活性剤の親水基周囲の水和ダイ
ナミクス 

 上記の項目(1)の研究の結果、糖型界面活
性剤であるオクチルグルコシドが、コレステ
ロールを特異的に可溶化させることが明ら
かとなった（４．研究成果の(1)節参照）。可
溶化・自己組織化において、水の果たす役割
は大きく、また、水は生命現象に必須の溶媒
であるため、生体の中心的機能を司る生体膜
およびタンパク質の周囲に水和した水の構
造とダイナミクスの役割は、近年注目を集め
ている。本研究では、生体膜の膜と水相の界
面を模した分子環境として、界面活性剤の形
成するミセルの親水基近傍に水和した水分
子の回転運動を研究した。 
親水基の分子構造の効果を観測するため、

界面活性剤の種類による効果を比較した。用
いた界面活性剤は、生体膜を構成するリン脂
質 と 同 じ 親 水 基 の 構 造 を 持 つ
n-dodecylphosphocoline (DPC) 、糖を親水基に
持つ n-octyl-β-D-glucoside (OG)、疎水性タン
パク質の可溶化などに広く用いられる
TRITON X-100 (TRITON)の 3 種類の非イオン
性界面活性剤である。水-水間や水-脂質間の
動的な相互作用を考察するため温度効果に
注目し、30-70 ºC の範囲で測定を行った。 
 
(3) NMR 緩和測定による膜中の疎水性溶質

の回転運動に対するコレステロール濃度
効果の検討 

生体膜のコレステロール含有量は、部位に
よって数%から 50 %まで、幅広い値をとるこ
とが知られている。コレステロール濃度が上
昇するにつれて脂質分子の運動性が低下す
ることは、動脈硬化をはじめとした疾病との
関連で注目を集めている。ゆえに、コレステ
ロールの濃度効果に対する分子レベルでの
ダイナミクス研究が重要である。溶液 NMR
による緩和測定は、この目的に最も適した方
法のうちの一つである。 

コレステロールの濃度に応答した分子の



 

 

運動性の低下は、近年の種々の分光法的実験
や分子動力学シミュレーションで明らかに
されつつある。しかしながら、分子運動の緩
和時間をコレステロール濃度の関数として
明らかにした研究例はほとんどない。理由と
して、ひとつには、濃度に対する関数形を決
定するためには、高精度の測定を行う必要が
あるが、この目的に適う実験系を選択した研
究例がないためである。もう一つは、膜研究
に多く用いられる NMR の場合において、コ
レステロールがスペクトルの深刻な広幅化
を引き起こすためである。 

本研究では、疎水性溶質のモデルとしてベ
ンゼンを用い、重ベンゼンのC-D結合の再配
向緩和時間τ2R

 

をコレステロール濃度の関数
として決定した。ベンゼンはコレステロール
に比べ拡散係数は 1 桁大きく（E. Okamura et 
al.,Phys.Rev.Lett.93, 248101 (2004).）、等価な水
素核を持つため、脂質膜の疎水的な内部の分
子環境をプローブする分子として今の目的
に適している。 

３．研究の方法 
 
(1) コレステロールを可溶化する界面活性剤

の探索 
1.0 mgのコレステロールと 10 µlの各種界

面活性剤（Hampton Research社、detergent 
screening kitを使用）に、680 µlのD2Oを加え
た。溶解試験にはカップ型ソニケータ
（Branson Sonifier）を用い、気泡がなくなる
まで約 3 分間、超音波を照射した。その後、
30 ºCにおいて1

 

H-NMR観測を行った。コレス
テロールを含まないミセル溶液を参照系と
し、コレステロールの溶解の有無を確認した。 

(2) 界面活性剤の水和ダイナミクス 
NMR緩和測定により、溶媒である重水分子

の重水素(2H)のスピン-格子緩和時間T1を、反
転回復法を用いて決定した。2H核のT1は水分
子 の 回 転 相 関 時 間 τ2R と
1/T1=(3π2/2)(e2Qq/h)2τ2Rの関係にある。ここで、
(e2Qq/h)は四極子結合定数(水の場合は 256 
kHz)である。ミセル水溶液と純重水のτ2Rより、
水和殻とバルクの 2 つの領域を考えた二状態
モデルを用い、ミセルに水和した水の緩和時
間(τshell

ミセル溶液中の回転相関時間τ
)を見積もった。 

solは、二状態
モデルを用いると、水和水の回転相関時間
τshell とバルク水のもの τbulk により、 τsol= 
Phydτshell+ (1-Phyd)τbulkと表すことができる。こ
こで、Phydは溶液中の水分子のうち、界面活
性剤に水和した水分子の割合である。Phyd

(3) 膜中の疎水性溶質の回転運動 

は、
界面活性剤分子 1分子あたりの水相との接触
断面積の文献値、水和殻の厚さ(5 Åとした)、
界面活性剤の濃度から求めた。 

水に懸濁した脂質二分子膜のベシクルに
溶解した重ベンゼンd-6 のτ2Rをスピン―格子
緩和時間T1

 

の測定により決定した。ベンゼン
分子の場合、四極子結合定数は 193 kHzであ
る。 

４．研究成果 
(1) コレステロールを可溶化する界面活性剤

の探索 
52 種類の界面活性剤についての可溶化試

験の結果、コレステロールが溶解したのは
n-octyl-β-D-glucoside (OG)だけであった（図 1）。
これは、OG にコレステロールとの特異的親
和性があることを示唆する。これには、OG
分子の親水基の糖型構造がかさ高く、かつ多
数の OH 基を持つことが溶解性に寄与してい
ると考えられる。また、炭化水素鎖長も、コ
レステロールの分子サイズにフィットして
いるためと推測される。コレステロールの
OG のミセルへの飽和溶解度は、4.0 mol%で
あった。 

OGのミセルに溶解する濃度領域では、コレ
ステロールおよび界面活性剤のダイナミク
スの変化は小さかった。NMRスペクトルの半
値全幅および1Hのスピン―格子緩和時間T1

 

へのコレステロール濃度の効果はほとんど
なかった。この傾向は、脂質二分子膜の場合
と一致している。 

 

 

 

 

図 1. NMR による OG ミセルへのコレステ
ロールの溶解の観測。(a)コレステロールなし、
(b) コレステロール 4.0mol%. 
(2) 界面活性剤の水和ダイナミクス 
図 2 に、OG、TRITON、DPCのτshellおよびτbulk

(a) (b) 
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の温度依存性を示す。温度上昇に伴い、τshell
およびτbulk

バルクと水和殻内の水分子の回転緩和時
間を相対的に比較するため、回転緩和時間の
比τ

の値は減少する。また、OGは他と
比較して値が大きく、これは、OGは特に他の
2 種に比較して水和水の回転運動を減速させ
る効果が大きいことを示している。水分子と
親水基の糖との水素結合が要因と考えられ
る。 

shell/τbulkの温度変化を考察する。図 3にDPC
の結果を示す。τshell/τbulkは温度に伴い減少す
る。これは、室温付近では水和殻内のほうが
バルクに比べ回転が減速しているが、温度上
昇に伴い水和殻内はバルクと同様か、バルク
よりもむしろ回転が加速するということを
示す。さらに分子動力学(MD)計算によって
τshell/τbulk

 

の計算を行った。MD計算の結果も温
度に伴って減少を示し、実験による結果と一
致した。 

 

図 2.  水和水の回転緩和時間 τshell(OG, 
TRITON, DPC)およびバルク水の緩和時間
τbulk(D2
 

O)の温度依存性。 

 
図 3. ミセル溶液中とバルクの水の回転緩和
時間の相対比τsol/τbulk
 

の温度依存性。 

(3) 膜中の疎水性溶質の回転運動 
図 4 に、ベンゼンの回転相関時間τ2Rを、コ

レステロールのモル濃度の関数として示す。
コレステロールの濃度が上がるにつれて、ベ
ンゼンの回転相関時間は増加した。さらに、
現段階では実験精度と統計量に改善の余地
があるものの、図４の結果は、コレステロー
ル濃度に対しては、下に凸の傾向があること
を示唆している。これと類似の傾向は、分子
間NOEを支配する原子サイト間の回転相関
時間および1

これらの観測結果を、膜を構成する脂質分
子を溶媒、ベンゼン分子を溶質と捉えた視点
に立って考察する。図 4 の下に凸の傾向は、
（1）コレステロールの溶質の回転運動を鈍
化させる効果が、コレステロールの高濃度領
域でコレステロール 1 分子あたりの効果が大
きくなる、または（2）ベンゼンに近接する
コレステロール分子数がバルクの濃度に比
例ではない、すなわちベンゼン近傍の脂質の
組成比に偏りがあり、かつベンゼンの回転緩
和が近傍の脂質の組成の緩和時間より短い、
といった可能性を考えることができる。以上
のような可能性の検証には、今後、分子動力
学シミュレーションによる相補的な情報が
有効となるであろう。 

Hの各原子サイトの線幅の場合
にも見られた。 

 
図 4.  ベンゼンの回転相関時間τ2R

 

の脂質
膜中コレステロール濃度に対する依存性 
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