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研究成果の概要（和文）：バイオ分野における膜タンパク質-人工脂質複合型バイオセンサ開発の一環としてフ
ッ素化や擬環状化した人工脂質を開発している。膜タンパク質再構成マトリックス材料としての最適な部分フッ
素化人工脂質を開発するには、膜タンパク質再構成に必要な膜流動性情報、すなわち、部分フッ素化人工脂質か
ら成る分子集合体（二分子膜）のバルク物性を得ることが最も重要である。そこで、部分フッ素化人工脂質膜物
性評価に特化した蛍光色素の設計および合成を行い、新規な蛍光色素の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Organofluorine compounds have considerable much attention in the field of 
medicinal and agricultural chemistry from the view of point of their unique characteristics such as 
thermal and chemical stability, surface tension lowering ability, hydrophobicity and lipophobicity. 
We are engaged in developing partially fluorinated phospholipid membranes as membrane protein 
reconstitution matrices toward ultra-thin film typed biosensors. As an extension of these 
researches, we prepared new fluorinated fluorescent probes, and found that the lateral diffusivity 
in the fluorinated phospholipids bilayers observed with the probes was enough to exhibit suitable 
fluidity for membrane protein reconstitutions.

研究分野： 有機フッ素化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞膜や細胞内膜系に存在する膜タンパク質は、膜を隔てた物質輸送やエネルギー生産・ 変換等の分子認識機
能以外に高次の機能も有しており、創薬分野における標的タンパク質と してのみならず、バイオリアクタ等バ
イオデバイスとしての産業利用が広く検討されている。膜タンパク質の利用を図るには、その機能を低下させる
ことなく化学的・物理的に安定な疎水性脂質環境が必要であり、高疎水・疎油性である部分フッ素化脂質の有用
性を評価する技術のひとつを提案した。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  

細胞膜表面における分子認識プロセスを
模倣した「人工脂質/膜タンパク質から成る
薄膜型センサ開発」を目指している。薄膜型
センサは優れた分子認識能力、好感度、高速
応答性などの特徴を有している。センサ構築
のための技術課題としては脂質膜の機械的
強度向上、膜タンパク質の長期機能保持、フ
ァウリング対策などが挙げられる。人工脂質
の特徴は、分子設計が容易なため、多様なラ
イブラリーを構築できることにあり、生体脂
質やその部分修飾のみならず、生体には存在
しない全く新しい機能を賦与した脂質の提
案も可能となる。 

 
フッ素原子はそのサイズが水素原子に次

いで小さく、電気陰性度が全原子中で最大、
フッ素－炭素結合エネルギーが大きい（水素
－炭素結合エネルギーの約 1.2 倍）などの特
徴を有している。フッ素が導入された化合物
は耐熱性・耐薬品性・耐酸化性などを示し、
他の原子にないユニークな物理的・化学的特
徴を有することから医薬・農薬・工業の分野
において非常に幅広く利用されている。 
バイオ材料としてのフッ素化界面活性剤

は、非フッ素化界面活性剤（天然物を含む）
に比べて化学的・界面化学的に安定で、リポ
ソーム膜としては著しい低透過性と長期血
中循環性を示し、リポソーム型ドラッグデリ
バリーシステム（DDS）において有望な材料
とされている。その主体であるペルフルオロ
アルキル鎖は高い疎水性のみならず、生体分
子との相互作用も乏しいため、膜タンパク質
の構造・機能への侵襲性が低い基材になり得
ると考えられ、膜タンパク質の可溶化・再構
成基材としての利用、さらにはリポソーム膜
への機能賦与やタンパク質二次元結晶場な
どへの応用が期待される。 
フッ素化界面活性剤として部分フッ素化

脂質に着目し、その特長と実用上の問題を踏
まえ、部分フッ素化リン脂質を用いた膜タン
パク質再構成基材、さらにその展開として部
分フッ素化リン脂質－膜タンパク質複合型
バイオセンサの構築基材を提案することを
目標に種々の部分フッ素化脂質の設計およ
び合成とその膜特性について検討している。 

２．研究の目的 
 
脂質へのフッ素導入は脂質膜の物理的お

よび化学的な強度を増すための有効な手段
と位置付け、フッ素の持つ撥水性が水溶液中
での強固な集合体構築に寄与すると考えて
いる。さらにフッ素化脂質への生体親和性の
賦与は最も重要であるが、生体親和性は主に
親水部に寄ること、フッ素導入した脂質はフ
ッ素の原子径が水素原子とほぼ同じこと、か
ら生体親和性が失われていないものと考え
ている。 
一般にペルフルオロアルキル化合物にお

けるペルフルオロアルキル鎖は疎水性が高
く剛直で炭化水素鎖との相互作用に乏しい。
また、ペルフルオロアルキル鎖の内部回転障
害により結晶質になり易いことが知られて
いる。炭化水素系（天然）リン脂質の疎水鎖
へのフッ素導入において、その導入量によっ
ては機械的安定性が向上しながらも、扱い難
い剛直な脂質/水集合構造を形成し、リポソ
ームへの応用に対して分子設計上の制限が
生じる可能性がある。 
膜タンパク質再構成基材としての利用を

想定していることから、生体膜脂質と同程度
の疎水鎖長を有するリン脂質へのフッ素導
入に関する検討を行い、種々の膜物性評価か
ら最適な部分フッ素化リン脂質を見出すこ
とを目的としている。 
最適な人工脂質・膜タンパク質複合体構築

に向けた高配向秩序で適度な膜流動性を有
する人工脂質膜を創製するため、部分フッ素
化人工脂質から成る分子集合体（二分子膜）
の基盤情報（膜流動性）を取得すべく新規な
部分フッ素化蛍光色素を開発する。 
 
３．研究の方法 
 
 炭化水素系リン脂質および部分フッ素化
リン脂質を購入または合成し、それらの二分
子膜を作製し、膜物性評価（示差走査熱量測
定、顕微鏡観察、X 線回折、蛍光プローブ観
察など）を行った。また、新規に設計・合成
した蛍光プローブによる評価も併せて行っ
た。 
リポソーム膜調製は、ナスフラスコに目的

の脂質を入れ、クロロホルムに溶解後、エバ
ポレーターによりクロロホルムを留去させ
脂質フィルムを作製後、引き続く下記操作に
より脂質懸濁液を作製した。 
・脂質/ジオレオイルホスファチジルコリン
（DOPC）（95:5）混合薄膜を 10 mM MOPS 緩
衝液（pH 7.0）により水和膨潤させ、続く凍
結脱気処理（液体窒素/40℃、5 回繰り返す）、
により調製した。 
・脂質に 100 mM になるように MilliQ 水を加
え、ボルテックスミキサーにより懸濁させた
後、30℃で 1 時間超音波処理することによっ
て調整した。 
 



・各種脂質 

 
・各種蛍光プローブ 

 
①リン脂質/水二成分系の相構造を偏光顕微
鏡観察により決定した。 
 
②示差走査熱量（SEIKO DSC-6100, 昇温速度
1℃/min）測定により得られるゲル液晶相転移
から転移エンタルピー（ΔH）および転移エン
トロピー（ΔS）を算出し、評価した。 
 
③脂質重量分率における相構造の各種寸法
（ラメラ構造の場合、膜厚、層間水厚、分子
専有面積など）は、相平衡後（~24 時間、
25±1℃）。X 線回折（Rigaku RAXIS-IV, 1.2 kW、
λ：0.1542 nm）測定値から Luzzati 法により算
出し、評価した。 
 
④リン脂質二分子膜の膜内秩序性および流
動性の評価は、各種蛍光プローブをリポソー
ム 膜に標 識（脂 質：蛍 光プロ ー ブ ＝
250:1~500:1（mol/mol）の比率）することに
より、膜内配向秩序性の指標である定常蛍光
異方性（λex：360 nm、λem：430 nm）および
膜 内 側 方 拡 散 性 の 指 標 で あ る
excimer/monomer の蛍光強度比 IE/IM（λex：350 
nm、λem：370 nm（IM）、412 nm（IE））を測
定した。 
 
４．研究成果 
 
これまでに開発した人工脂質の物性測定

から、フッ素化および擬環状化により脂質膜
の安定性を向上することが分かり、さらに膜
タンパク質の再構成膜として必要な流動性
を損失させていないことも分かった。流動性
評価において、本研究にて開発した部分フッ
素化蛍光色素も十分に利用できることが分
かり、部分フッ素化人工脂質膜の評価系を確
立することが出来た。 
 
①疎水鎖内に三重結合を有するリン脂質は
気水界面で液体膨張単分子膜を形成し、フッ
素導入量の増加に伴い安定性も向上する。ま

た、リン脂質/水系の構造特定として、飽和リ
ン脂質では室温域にて剛直なラメラ結晶を
形成するにもかかわらず、三重結合を有する
リン脂質ではラメラ液晶を形成し、ミエリン
形やベシクルのような柔構造を室温域で生
成することが分かり、膜タンパク質の再構成
上非常に有望であると言える。 
 
②ペルフルオロブチル基を有するジミリス
トイルホスファチジルコリン（diF4-DMPC）
は、非フッ素化のジミリストイルホスファチ
ジルコリンよりゲル液晶相転移温度が低く
なる。しかしながら、転移エンタルピーは大
きい。また、ペルフルオロオクチル基を有す
るジミリストイルホスファチジルコリン
（diF8-DMPC）のゲル液晶相転移温度はジミ
リストイルホスファチジルコリンより高い
結果を得た。ペルフルオロアルキル鎖同士の
凝集力がペルフルオロアルキル鎖長と密接
に関係していると考えている。これらペルフ
ルオロ化合物のバルク物性は、長谷川らが提
唱（ChemPlusChem, 2014, 79, 1421-1425）した
多層双極子アレー（Stratified Dipole-Arrays, 
SDA）モデルを基に考察することで説明が可
能である。 
 
③三重結合を有するフッ素化（ペルフルオロ
オクチル基含有）および非フッ素化リン脂質
は低含水率領域（水重量分率 0.1 以下）では
逆ヘキサゴナル液晶となるが、過剰水存在下
では、三重結合を有するフッ素化リン脂質は
非フッ素化リン脂質よりも極性基近傍にお
ける水和量が約 40％大きい。過剰水存在下で
の三重結合を有するフッ素化リン脂質は、非
フッ素化リン脂質よりも分子専有面積が大
きく、膜疎水領域中心に局在するペルフルオ
ロアルキル鎖が膜内パッキングを支配して
いることを示唆した。また、三重結合を有す
るフッ素化リン脂質は、フッ素化脂質特性の
安定性に加え、室温で容易に流動性ある液晶
膜を形成する。従って、三重結合の導入は、
フッ素化および非フッ素化リン脂質共に流
動性あるラメラ液晶を形成し、容易にリポソ
ームに転換するが、フッ素化リン脂質の水和
膨潤性は低いことが認められた。しかし、膜
内分子面積は大きく、よって平衡水和量自体
は高かった。二重結合の代わりに三重結合の
導入やフッ素化したリン脂質は、リポソーム
膜基材としてドラッグデリバリーシステム
分野への利用や膜タンパク質の再構成基材
として有望であると期待できる。 
  
④リポソーム膜に標識した蛍光プローブの
蛍光異方性測定からは 5~60℃の範囲で三重
結合を有するフッ素化および非フッ素化リ
ン脂質は共に相転移が認められず、この範囲
でのラメラ液晶相は安定と言える。一方、膜
内配向秩序性は三重結合を有する非フッ素
化リン脂質が通常の液晶相リン脂質膜と同
程度に対し、フッ素化リン脂質は結晶相リン



脂質膜に匹敵する程度に高い。また、
excimer/monomer 蛍光強度比からは、10~50℃
の範囲で三重結合を有する非フッ素化リン
脂質膜は二重結合を有するジオレオイルホ
スファチジルコリン膜と同程度の高い側方
拡散性（流動性）を示した。一方、三重結合
を有するフッ素化リン脂質膜は、蛍光プロー
ブから得られたゲル膜の様相とは異なり、低
いながらも有る程度の流動性を示すことが
認められた。非フッ素化のリン脂質膜内に比
べ、フッ素化リン脂質膜内の配向秩序性は液
晶膜としては著しく高くが、側方拡散性は低
い。しかしながら、膜タンパク質再構成に必
要な流動性を有していることが分かった。 
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