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研究成果の概要（和文）： 1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン（DOPC）/ 1,2-ジパルミトイル-sn-
グリセロ-3-ホスホコリン（DPPC）/コレステロール(Chol)三成分からなる相分離構造(固体秩序相/液体無秩序
相, So/Ld 等)をする細胞サイズリポソームの割合はカプロン酸エチル(EC)を添加した時大幅に減少し均一な構
造が増えた。
 エラゴステロール含有細胞サイズリポソームが荷電脂質を含む時およびミネラル分に対してChol含有時に比べ
て穏やかに応答したことを見出した。
　信号伝達におけるミネラル分や香り物質の生命プロセスへの影響の解明と濃度推定等の分析ツールへ応用可能
な成果となった。

研究成果の概要（英文）： After adding EC, the solid ordered/liquid disordered (Ld) and liquid 
ordered (Lo)/Ld phase separation in DOPC/dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine/cholesterol or 
ergosterol ternary membranes decreased. 
 Chol-containing membranes are more sensitive to a charged state, and ergosterol-containing 
liposomes show lower responses to charged lipids.
 These findings of this study not only enhance our understanding of the function of flavors for 
biological process but also provide rapid and cost effective performance for the measurement.

研究分野：食品科学、ライフサイエンス

キーワード： 香り成分　ミネラル　カプロン酸エチル　酢酸イソアミル　イソバレルアルデヒド　生体モデル膜小胞
　細胞サイズリポソーム　エラゴステロール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　香り成分やミネラル分が膜のダイナミクスや温度応答、相分離ドメイン構造形成に影響を及ぼすことが分かっ
た。またそれらが膜脂質の成分、とくに酵母に含まれるエラゴステロールを含む時には穏やかに変化することを
明らかにした。ミネラル分や香りが膜を通じて細胞への信号伝達をしている可能性や脂質の種類を変化させた実
験によって生物種（によって異なる脂質種）で異なる可能性が示唆された。さらに、結果そのものが香り物質の
濃度推定等の分析ツールへ応用可能な研究成果となった。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 生体膜を形成するために脂質鎖が長い長鎖脂肪酸が必要であるが、副生成物として短い脂質鎖
を持つカプロン酸などができてしまうとされている。そして、このカプロン酸から吟醸香カプロ
ン酸エチルが生成する。日本酒の吟醸香成分は商品価値を高めることから、高カプロン酸エチル
生産酵母の需要があった。また、酵母の生育環境の調整や、変異株とくに FAS2 遺伝子の欠損に
ついてよく調べられてきた[SMG.Saerens et al., Appl.Environ.Microbiol.2008]。FAS2 遺伝子は長鎖
脂肪酸合成を促進する遺伝子であり、その欠損を調べることでカプロン酸エチルの生産性が推
測されてきた。当所属の前身である弘前地域研究所でも公益財団法人日本醸造協会との共同開
発によりカプロン酸エチル高生産酵母「まほろば吟」が開発された。 

真核細胞のモデルとして知られるヒト白血病由来の免疫細胞では、信号伝達がオンになった状
態である細胞内カルシウムイオン濃度が上がった状態では細胞膜上のドメインが集積している
ことが明らかになった[S.Yabuuchi et al., J.Biosci.Bioeng.2017]。ドメインの集積は細胞からコレス
テロールを除くと起こらず、また細胞内カルシウムイオン濃度が増加しないことから、膜脂質構
成成分は細胞の信号伝達に重要な働きを持つ。人工細胞膜を用いた研究からも、脂質構成成分を
変化させると、ドメイン構造が変化することが分かっている [SL.Veatch and SL.Keller 

Biophys.J.2005]。この研究では、ドメイン構造に二重結合の有無による違いの飽和脂質、不飽和
脂質とコレステロールの濃度比に着目して研究がされていた。 

吟醸香は日本酒だけでなく果実にも含まれておりその機能や性質、そしてミネラル存在下で
どのように振る舞うかを知ることは非常に興味深い研究対象である。しかし、申請者が 

着目している短鎖脂肪酸を構造に含む吟醸香成分が生体モデル膜の物性に与える影響や、真核
細胞のモデルとして知られる酵母の吟醸香生産能力と膜ドメイン構造に関してミネラルの影響
下で調べられた研究例は知る限りなかったため、解明が望まれていた。 

 

２．研究の目的 

 細胞の信号伝達等へどのような影響をカプロン酸エチルやミネラルが及ぼすかを解明するこ
とで、それぞれの物質が栄養として有する役割を特徴付けるために、以下 3 つの研究項目を行っ
ていくこととした。 

（１）カプロン酸エチル含有膜のドメイン構造 

（２）ミネラル存在下での生体モデル膜のドメイン構造 

（３）高カプロン酸エチル生産酵母「まほろば吟」の細胞特性 

 

３．研究の方法 

（１）カプロン酸エチル含有膜のドメイン構造 

 吟醸香カプロン酸エチルを含有した生体モデル膜小胞を作製し、蛍光顕微鏡により観察を行
った（図１参照）。生体モデル膜小胞の相分離ドメイン構造は、固体秩序相 Solid ordered (So)相/

液体無秩序相 Liquid disordered (Ld)相による相分離 (図 1 左下) 、液体秩序相 Liquid ordered (Lo)

相/液体無秩序相 Liquid disordered (Ld)相による相分離 (図 1 下中央)、均一で相分離していない
(Homogenous, Ld 一様, (図 1 下右)の三種類に大別出来た。それぞれの相分離のタイプは蛍光試
薬で染まらない領域の形状(So ならいびつ、Lo なら円形)で判断した。このように観察された生
体モデル膜小胞の蛍光顕微鏡像から判断しその割合を求めた。 

 

図１ ドメイン構造観察図 顕微鏡写真下のスケールバーは 10 m を表す。T. Yoda Chem. 

Biodiversity 2023 より顕微鏡写真を引用。 



（２）ミネラル存在下での生体モデル膜のドメイン構造 
 生体モデル膜小胞作製時に、荷電脂質を用いたものを対照実験として、塩化ナトリウムを加え
ることでミネラル分の影響を観察した。 
（３）高カプロン酸エチル生産酵母「まほろば吟」の細胞特性 
 高カプロン酸エチル生産酵母「まほろば吟」の親株に当たる「まほろば華」を対照試料として
用いた。 
 

 図 2 で示すように、生細胞の細胞長 a を測定した。測定時には
メチレンブルーで染色し、染まり過ぎた b のような死細胞は除
外した。さらに、出芽中の c のような細胞も除外した。 

 測定にあたっては、細胞数を経時的に測定し成長曲線を作成
した上で、指数増殖期、定常期で比較した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 酵母の顕微鏡写真 T. Yoda et al., Biomimetics 2019より顕微鏡写真を引用。 

 
４．研究成果 
（１）カプロン酸エチル含有膜のドメイン構造 

  対照実験の組成で観察された So/Ld 相分離および Lo/Ld 相分離する生体モデル膜小胞の割合

が、カプロン酸エチルを加えた時に減少することを発見した[T. Yoda Chem. Biodiversity 2023] 。 

（２）ミネラル存在下での生体モデル膜のドメイン構造 

 不飽和脂質、飽和脂質、コレステロールの三成分からなり Lo/Ld 相分離ドメイン構造が主に観

察される組成で作製された生体モデル膜小胞の、飽和脂質の一部を荷電脂質で置き換えると

So/Ld 相分離ドメイン構造が観察されやすくなることが以前より知られていた。さらにこの荷電

脂質を遮蔽するようにミネラル分を加えると相分離ドメイン構造が観察されないものや Lo/Ld

相分離になるものが同じくらいの割合で観察されることが知られていた(図３上段)。そこで、動

物細胞に含まれるコレステロールに代えて酵母細胞に含まれるエルゴステロールに置換えて同

様の実験を行った。すると、飽和脂質の一部を荷電脂質で置き換えると So/Ld 相分離構造が観察

されやすくなるものの、コレステロール含有膜の時と比べて So/Ld 相分離ドメイン構造の増加

が穏やかであった。またこの際、相分離ドメインを持たない生体モデル膜小胞も一定の割合で観

察された。さらにミネラル分を加えたところ、Lo/Ld 相分離ドメイン構造を持つ生体モデル膜小

胞の割合は増えたが、コレステロールの時ほど顕著では無かった(図３下段)。このことから、エ

ルゴステロール含有膜は穏やかにミネラル分の影響を受けたことが分かった。この傾向は酵母

が極端な環境変化が起きたときも動物と比べて、穏やかに応答することで環境に適応しようと

することと関連していると考察した。 

  
図３ ミネラル分存在下での相分離ドメイン構造の模式図 T. Yoda Membranes 2022 より引用。 

 

（３）高カプロン酸エチル生産酵母「まほろば吟」の細胞特性 

指数増殖期では、対照実験とした「まほろば華」と細胞の大きさに有意な差はなかったが、定



常期では有意に小さいことを発見した[T. Yoda et al., Biomimetics 2019]。また、生体モデル膜小胞

にカプロン酸エチルやその前駆体のカプロン酸を含ませて作製すると、含まないものより小さ

くなることを発見した。この現象についてさらに詳しく調べるために膜流動性を調べるのに使

用される蛍光色素ラウルダンを含む生体モデル膜小胞を観察する方法により研究を行った。カ

プロン酸からカプロン酸エチルが生産される過程を模倣して、総量は同じで、混合割合を変えて

生体モデル膜小胞を作製しそのサイズと膜流動性を調べた。結果、興味深いことにカプロン酸と

カプロン酸エチルを等量含む時に、生体モデル膜小胞のサイズが大きくなり、その際他の混合割

合に比べて膜流動性が小さいことが明らかになった。このことから、これら香り成分は膜流動性

に直接作用して細胞サイズの変化に寄与している可能性が示唆された。これらの研究成果は酵

母選抜の際の指標として使用できる可能性がある[T. Yoda and T. Saito, Membranes 2020]。 

（４）清酒香り成分の生体モデル膜小胞へ及ぼす影響について 
 カプロン酸エチル (EC) と酢酸イソアミル (IA) は、清酒の主要な吟醸香成分である。カプロ
ン酸(CA)とイソアミルアルコール(IAA)はそれぞれ EC と IA の前駆体であり、酒造りにおいて重
要な成分である。また、イソバレルアルデヒド(IVA)も清酒の香りとして知られ、好みが分かれ
る香りとして知られている。これら香り成分も吟醸香と同様に重要な香り・匂い成分で有るので、
その膜に与える影響を調べることにした。 

 結果、EC、CA、IA または IAA によって誘導される、不飽和脂質である 1,2-ジオレオイル-sn-

グリセロ-3-ホスホコリン（DOPC）から作製された細胞サイズのリポソームの膜ダイナミクスを
明らかにすることが出来た[T. Yoda ACS Omega 2022]。単独でエタノール中にある場合、これら
EC や IA といった吟醸香は膜を揺らぎのみ引き起こす割合が高いが、前駆体が含まれるとそれ
以外の膜ダイナミクスが起きる割合が高くなることを発見した(図 4)。 

 
図４ 酒に含まれる香り成分による膜ダイナミクスの割合 T. Yoda ACS Omega 2022 より引用。 

 

また IVA を膜に含む時、生体モデル膜小胞のサイズが大きくなり、揺らぎ始める温度が高く

なっていくことを発見した[T. Yoda et al., Biophys. Chem. 2021]。メカニズムとしては、以下の様に

推測した。IVA が脂質膜分子間に入り込むことでサ

イズが大きくなる。しかし、パッキングを強くする

ため、上昇温度が低いときは IVA を含まない時と

比べて揺らぎ始める生体モデル膜小胞の割合が少

ない。しかし温度を上昇させると IVA を含む膜の

方が揺らぐ割合が大きくなった。これは、ほぼ同じ

大きさの生体モデル膜小胞を観察する場合、DOPC

のみのものの方が早く揺らぎ始めたと考察した。し

かし、一定以上温度を上昇させると IVA を含む方

が揺らぐ生体モデル小胞が増えるのは、IVA が膜脂

質間を広げるのに DOPC 単独の時より強く作用す

るためと考察した。このため IVA 濃度を上げてい

くと揺らぎ始めた生体モデル膜小胞の大きいとき

の温度が上昇していくことが観察され、このような

考察したメカニズムで現象がうまく説明すること

ができた。 

図５ 香り成分による膜ダイナミクスの割合 T. Yoda et al., Biophys. Chem. 2021より引用。 

 

これらの結果から、香り成分やミネラル分が膜のダイナミクスや温度応答、相分離ドメイン構

造形成に影響を及ぼすことが分かった。香りが膜を通じて細胞への信号伝達をしている可能性

や、観察結果そのものが香り物質の濃度推定等の分析ツールへ応用可能な研究成果となった。 
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