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研究成果の概要（和文）：本研究では，自立型脂質二重膜である黒膜について，レーザー誘起界面変形法
（LISD），光褪色後蛍光回復法（FRAP）の適用を可能にすると共にコレステロール濃度・浸透圧依存性の測定を
行った。浸透圧が増加した場合，膜張力と拡散係数が共に増加したのに対し，コレステロール濃度が増加した場
合は膜張力が増加したのに対して拡散係数の減少が見られた。これらの結果は膜張力と流動性についての系統的
な測定結果として重要であるだけでなく，これまで測定できなかった平坦，かつ揺らぎが大きな脂質二重膜につ
いての結果である点でも重要であり，今後の発展が期待される。

研究成果の概要（英文）：In the current study, the membrane tension and the diffusion coefficients of
 free-standing black lipid membranes (BLMs) were observed by systematic control of the cholesterol 
concentration and the osmotic pressure with the laser induced surface deformation (LISD) and 
fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) techniques. When the osmotic pressure was raised, 
both the membrane tension and diffusion coefficients increased as well. On the other hand, when the 
cholesterol concentration was raised, the membrane tension increased whereas the diffusion 
coefficient decreased. The results are not only important as the quantitative evaluations about 
relations between membrane tension and fluidity, but also important as the fundamental properties of
 lipid bilayers with natural fluctuations and perturbative deformation that were unavailable before.

研究分野： 分析化学
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１．研究開始当初の背景 
生体膜はリン脂質を主体とした脂質二分

子膜と様々なタンパク質からなり，また動物
細胞にはコレステロールが存在し，糖脂質が
膜の外側に向けて糖鎖を突出させている。生
体膜の役割は，細胞内外の物質の流出を防ぐ
境界のみならず，酵素による物質代謝やエネ
ルギー変換の反応場，受容体による情報の感
受の支持体，分子・イオンの選択的透過や拡
散など多彩である。その機能発現の主役は膜
タンパク質であり，蛍光測定による単一分子
検出や電気化学測定などにより広く調べら
れている。一方，生体膜は流動性が高いため
機能発現に膜ゆらぎ（力学的特性）が強く関
与していると云われている。膜タンパク質の
挙動分析手法は多くあるが，生体膜の力学特
性の定量的評価法は確立されていないのが
現状である。膜ゆらぎに関する定量的指標の
一つに膜張力があるが，その測定のほとんど
は生体膜に大きな変形を与えるものであり，
その摂動は膜本来の機能を阻害し，値の精確
さに影響を与えてしまう。 
 こうした背景を踏まえ我々は近年，大きな
変形を伴うことなく，生体膜の膜張力を非侵
襲的に測定可能な手法として，レーザー誘起
表面変形（LISD）法をモデル生体膜に適用
する研究を進めてきた。 
 
２．研究の目的 
生体膜の機能発現において，主役となるの

は膜タンパク質であるが，流動性の高い生体
膜では膜ゆらぎといった力学的特性が深く
関与している。本研究は，膜物性を制御可能
で機能発現との因果関係が明確になる人工
生体膜で，その膜張力を非侵襲で測定可能な
手法を開発し，膜張力と生体膜特性の相関を
得ることを目的とした。本研究は，膜組成を
制御し膜タンパク質を導入できる平面状人
工生体膜である黒膜と μN/m オーダーの界
面張力を非侵襲で測定可能なレーザー誘起
表面変形分光法を膜機能分析法として融合
することに特徴がある。従来の膜張力測定で
問題点であった膜変形という外乱を排除す
ることで，定量的な議論が可能となる。さら
には光褪色後蛍光回復法(FRAP)法も併せる
ことで，膜組成依存性や膜流動性に対する膜
張力の影響を明らかにし，生体膜機能分析に
おける新たな評価軸を創成することを目指
した。 
 
３．研究の方法 
本研究では，モデル生体膜として自立型脂

質二重膜である黒膜を貼り合わせ法で作製
し，膜の流動性と膜張力という二つの評価軸
で測定を行った。膜張力測定はレーザー誘起
界面変形分光法(LISD)により，流動性測定は
光褪色後蛍光回復法(FRAP)による拡散係数
測定により行った。図 1 に本研究で用いた
LISD，FRAP の測定装置概要を示す。LISD の
励起レーザーと FRAP の褪色用レーザーは共

通であり，一つの装置で LISD, FRAP の測定
を両方行うことができるように構築した。 
LISD 法では LISD では緑色レーザーの輻射

圧による界面変形を赤色レーザー光で検出
し，変形応答の周波数特性から膜張力を得る。
輻射圧による膜変形を行うには脂質膜両側
の屈折率が異なっていることが必要である。
そこで本研究では，膜が隔てる２つの水相に
スクロースとグルコースという異なる糖分
子を溶解させることで，２相の糖水溶液の濃
度差を維持したまま両水相の密度を変化さ
せた。これにより２つの水相の屈折率が異な
る値になり，輻射圧による膜変形が可能にな
った。 
FRAP 測定においては蛍光プローブとして

DiIC18(3)を脂質膜中に導入して測定を行っ
た。FRAP では緑色光で照明された蛍光像を冷
却 CCD カメラで検出しながら，緑色レーザー
光を集光して蛍光分子を褪色させ，褪色領域
の蛍光強度の回復を測定することで拡散係
数を求めた（図２）。脂質分子とコレステロ
ールで構成された黒膜を貼り合わせ法で作
製して試料とし，構築した装置を用いて膜張
力と拡散係数のコレステロール濃度依存
性・浸透圧依存性を取得した。 

 

 
図１：本研究で構築した(a) LISD，(b) FRAP 測定装置。

LISD，FRAP に共通する励起用緑色レーザー光源とし

ては 300mW の Nd:YVO4レーザーを使用し，共通の光

学系・測定セルを使用することで条件を揃えたデータ取

得を可能にした。 

 

 
図２：測定セル周辺の拡大図。左右の２つの水相内にグ

ルコース・スクロースを溶解させることで屈折率差をつ

けて界面変形を可能にした。界面変形を行う際も，グル

コース・スクロース濃度に差をつけて浸透圧を印加した。 
 



４．研究成果 
脂質膜で隔てる2相の間に圧力差があると

膜は曲がる。その状態で膜が維持されるため
には，圧力差が膜張力によるラプラス圧と釣
り合っている必要がある。従って曲率が大き
くなると，膜自体が伸びて，膜の張力が増加
することが予想される。このような膜変形の
影響を最小にするためにはBLMの平坦性の評
価が重要である。本研究では膜が隔てる 2つ
の水相間の糖水溶液濃度に差をつけ，浸透圧
を変化させることで膜の平坦性の評価を行
った。黒膜を形成する分子として 1, 
2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine(
DOPC)とコレステロールを使用し，膜で隔て
られた２つの水相の糖水溶液の濃度差を大
きくすることで浸透圧印加した際膜張力変
化を図 2に示す。 
黒膜を挟んだ２つの水相のどちら側の濃

度が濃くなった場合も膜張力が増加する傾
向が観測された。水相間の濃度差が大きくな
ると浸透圧が印加され，膜の変形が大きくな
ると考えられることを踏まえると，この結果
は糖水溶液濃度に差がない場合膜が最も平
坦であり，濃度差が大きくなり浸透圧が大き
くなるにつれて膜も変形し，浸透圧と膜変形
によるラプラス圧が釣り合うように膜張力
も増加していることを示していると考えら
れる。また，こうして得られた膜張力は，他
の方法で報告された値より100倍程度小さか
った。これは，これまで報告されてきた膜張
力測定結果がマイクロピペット吸引法によ
る結果であり，袋状のベシクルを変形させて
得られた値であるため変形の影響を伴うも
のであったためであると考えられる。すなわ
ち本研究において，変形を伴わない平坦な脂
質二重膜の膜張力が初めて得られたことに
なる。 
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図３：DOPC/Cholesterol による黒膜の両水相の糖濃度

差を変え，浸透圧による変形を加えた際の膜張力変化。

DOPC:Cholesterol 組成比は 8:2 であり，グルコース，

スクロースのうち一方の水溶液濃度を 0.75 mol/L に固

定し，もう一方の糖水溶液濃度を 0.75-0.82 mol/L に変

化させた。 
 
次に，黒膜中のコレステロール濃度を変化さ
せた場合の膜張力変化，拡散係数変化を図４
に示す。コレステロールの割合が増加すると
共に，膜張力の増加が観測された。これはコ
レステロールの増加により，脂質分子やコレ
ステロール間に疎水性相互作用の強化が起

きているためであると考えることができる。
コレステロール割合の増加に伴って拡散係
数が減少している点も，コレステロール増加
に伴う疎水性相互作用の強化を反映してい
ると考えられる。 
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図４：DOPC とコレステロールで構成された黒膜のコレ

ステロール割合と膜張力・拡散係数の関係。糖水溶液濃

度はいずれも 0.75 mol/L である。 
 
 一方，膜を隔てる２相の糖水溶液濃度差を
変えることで浸透圧印加した場合，濃度差増
加/浸透圧増加により膜張力が増加したにも
かかわらず，コレステロールの場合とは異な
り，拡散係数の減少が見られた（図５）。こ
れは膜張力の増加の要因が組成変化ではな
く，膜変形による膜の引き延ばしにあるから
と考えられる。脂質の組成変化を伴うことな
く脂質膜が引き伸ばされることで，水相から
の脂質膜内への水分子の浸透が起きやすく
なり，その結果脂質分子間の相互作用を下げ
る方向に作用したために膜の流動性が下が
ったのではないかと考えている。 
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図５：DOPC/Cholesterol による黒膜の両水相の糖濃度

差を変え，浸透圧による変形を加えた際の拡散係数変化。

DOPC:Cholesterol 組成比は 8:2 であり，0.75 mol/L の

グルコース水溶液に対し，0.75-0.82 mol/L のスクロース

水溶液を使用した。 
 
以上のように，本研究において LISD 法，FRAP
法を黒膜に適用することで，膜の組成と膜張
力，流動性の関係を定量的に評価することが
可能になった。変形がなく平坦で，ゆらぎが
大きく自然な状態の脂質膜の膜張力・流動性
の系統的な評価例としても本研究は重要で
あり，今後の発展が期待される。 
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