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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、生体膜を構成する主要な成分であるリン脂質が形成するナノディス
クに着目し、交互積層膜(Layer-by-layer film)など機能性を付与したリン脂質膜の作成を目的とする。そのた
めは、リン脂質ナノディスク自体のの構造形成メカニズムやリン脂質薄膜の基板上での積層メカニズムを理解す
ることが重要である。この目的を達成するために、本課題は以下の4つの研究に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：In this proposal, studies for understanding mechanism of stacking of 
phospholipid nanodisks and trial for manufacturing layer-by-layer made of the nanodisks was 
performed.

研究分野：ソフトマター物理

キーワード： 表面・界面物性　自己組織化　量子ビーム　ナノ材料
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１．研究開始当初の背景 
今後の科学技術の発展において、ナノスケ
ールの構造制御が最重要課題の一つである
ことは論を俟たない。特に、高分子、界面活
性剤、液晶といったソフトマターが見せるナ
ノスケールでの自己組織化構造は、ナノ構造
制御を行う上での重要な鍵となる。 例えば
荷電高分子を利用すると、シリコンやガラス
といった基板や荷電コロイドの表面に、正に
帯電した分子と負に帯電した高分子をナノ
スケールで交互に積層した交互積層膜を作
成できることが知られている[G. Decher、 
Science 277 (1997) 1232]。この交互積層膜は、
帯電した表面に反対の電荷をもつ高分子を
吸着させると過剰吸着により電荷が反転、さ
らに反対の電荷をもつ高分子を吸着させる、
という作業を繰り返すことにより作成が可
能で、溶液に繰り返し浸すだけでナノ構造を
制御することができる。また、交互積層膜は
機能性薄膜としての応用が期待されており、
例えば材料を積層する順番を容易に制御可
能な性質を利用して「外側から積層が徐々に
剥離することによって順番に薬剤を放出す
るフィルム」といったインテリジェントな機
能性材料の開発に向けた基礎研究が行われ
ている[Y. Jang et al.、 Macromolecules 45 
(2012) 3549]。ただし、これまでの交互積層
膜の研究で主に使用されている高分子は、安
定性に優れるものの、必ずしも生体適合性が
高いとは言えないという課題が残されてい
た。 
 
２．研究の目的 
本研究課題の目的は、生体膜の主成分であ
るリン脂質の複合体を用いて薄膜のナノ構
造を制御する方法を提案することにある。リ
ン脂質は生体膜の主成分であることからも
わかるとおり生体適合性が非常に高く、その
構造制御を行うことによって機能性材料へ
の応用が期待できる。このようなモチベーシ
ョンに基づく研究はこれまでにも広く行わ
れてきたが、本研究課題では特にリン脂質の
複合材料に着目し、これを用いた基板界面に
おけるリン脂質薄膜の構造制御を目的とす
る。例えば、通常のリン脂質と短鎖のリン脂
質を混合するとリン脂質のナノディスクを
作成することが可能であり、この吸着挙動を
利用することによって交互積層膜のような
構造制御が可能になると期待できる。 

 
図 1: リン脂質ナノディスクを用いた交互積

層膜のイメージ図。 

また、リン脂質ナノディスクは適切な組成
下において温度制御によりベシクルへと形
態変化することが知られている。このベシク
ルは非常に単分散性が良いことから、これを
モデル生体膜として利用するための研究に
ついても検討を行った。 

 
図 2: 長鎖リン脂質/短鎖リン脂質混合系にお
ける温度-リン脂質濃度相図。 

 
３．研究の方法 
本研究課題で取り組んだ研究テーマは次
の 4つである。（1）リン脂質ナノディスク水
溶液を基板と接触させた際の吸着挙動を中
性子反射率法、および原子間力顕微鏡によっ
て観察し、電荷による効果を明らかにする。
（2）基板表面に積層したリン脂質二重膜の
積層構造を水和させた際の膨潤・剥離挙動を
中性子反射理法で観察し、特に塩化カルシウ
ムの添加による「剥離転移」を利用した積層
制御を目指す。（3）重合可能なリン脂質膜の
基板上積層膜について斜入射X線小角散乱実
験を行い、面内ネットワークが構造と揺らぎ
に与える影響を明らかにする。（4）リン脂質
ナノディスクを元にした単層膜ベシクルを
細胞内小胞のモデルとして利用し、タンパク
質との相互作用による膜変形挙動を明らか
する。 

 

図 3: 本研究課題で行った実験の模式図。 

上記の研究を行うにあたって、本研究課題
では基板界面におけるナノ構造を観察する
ために主に中性子反射率法を用いた実験を
行った。中性子線は物質に対する透過能が非
常に高く、シリコン基板を通して液体を接触
させた界面のナノ構造（深さ方向に対して界
面から数 nm～数百 nm の領域における散乱
振幅密度分布）を観察する事ができる。つま
り、リン脂質ナノディスクの水溶液を基板界
面に接触させた際の吸着挙動をその場観察



することが可能で、本研究課題の目的に非常
に良くマッチしている。また、中性子反射率
法ではカバーできない測定として、表面の実
空間像を観測するために原子間力顕微鏡を、
面内構造を調べるために斜入射X線散乱法を、
溶液中でのリン脂質の複合膜を観察するた
めに中性子小角散乱法を用いた実験も併用
し、リン脂質の薄膜を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 基板界面におけるリン脂質ナノディスク
の吸着挙動 
当然だが、リン脂質ナノディスクが基板の
表面に吸着するためには、ナノディスクと基
板の間に相互作用が生じる必要がある。特に、
静電相互作用はリン脂質ナノディスクのよ
うなミセル水溶液が分散する際に重要な役
割を果たすことから、基板への吸着において
も鍵になることが予想される。そこで、本研
究課題ではこの静電相互作用に着目し、荷電
性のリン脂質を添加したナノディスクと基
板表面にコーティングを施したシリコン基
板を接触させ、基板界面におけるリン脂質ナ
ノディスクの吸着構造を中性子反射率法に
より観測した。実験は大強度陽子加速器施設
J-PARC に設置された中性子反射率計
SOFIAを用いて行い、基板に垂直方向の運動
量遷移Qzに対する反射率の変化を観測した。 
図 4に中性リン脂質であるフォスファチジ
ルコリンのナノディスク水溶液に未処理の
シリコン基板、および CH3末端、NH2末端
を有するシランカップリング剤で処理した
シリコン基板に接触させた際の実験結果を
示す。未処理の基板と CH3末端を有する基板
は Qz=1.0 nm-1 付近にリン脂質の積層にピ
ークを有する反射率プロファイルが得られ
る一方、NH2末端を有する基板においては周
期の大きな干渉が現れたものの、リン脂質が
積層したような鋭いピークは観測されなか
った。詳細な評価を行うためにフィッティン
グによる解析を施したところ、前者において
は基板表面から繰り返し周期 dが約 6 nmの
リン脂質二分子膜と水和層に対応する散乱
振幅密度(中性子の屈折率に対応する)の変化
が現れたのに対し、後者においては最表面に
リン脂質二分子膜に対応する散乱振幅密度
変化が現れた後、基板表面との距離に対して
緩やかにリン脂質の密度が単調減少する奇
妙な密度分布が観測された。この結果につい
て、追加実験として水中原子間力顕微鏡によ
るフォースカーブ測定を行ったところ、NH2

末端を有する基板においてのみ、基板に探針
を近づけた場合と基板に接触した後に探針
を遠ざける場合とで、探針が感じる力が変化
していることが明らかになった。これは、
NH2 末端を有する基板の近傍では基板に吸
着せずに漂っているナノディスクが存在し
ており、これらが探針と相互作用することに
よって履歴が生じたと考える事により、2 つ
の実験結果を矛盾無く説明することが可能

である。 
意外なことに、これらの実験結果はリン脂
質ナノディスクに電荷を与えてもほとんど
影響が無く、基板の処理方法が支配的である
ことを強く示唆している。交互積層膜は大量
の電荷を有する高分子において用いられる
手法であるが、この現象は高分子が自身の電
荷を超えて逆電荷を帯電するオーバーチャ
ージ効果によるものだと考えられる。一方、
今回の結果によると基板界面のリン脂質に
おいては電荷の効果はあまり大きくないと
予想され、リン脂質ナノディスクのみで交互
積層膜を作成することは困難であると考え
られる。 

 
図 4: 種々のコーティングを施したシリコン
基板上において、リン脂質ナノディスク水溶
液と接触させた際の実験結果、および得られ
たデータから解釈される積層構造の模式図。 

(2) 基板表面に積層したリン脂質二重膜の膨
潤・剥離挙動 
生体膜を構成するリン脂質には、親水部に
おいて負電荷を有するリン酸基に正電荷を
有するコリンやアミンが結合し、全体の電荷
がほぼゼロとなる中性リン脂質と、グリセリ
ンやセリンが結合し、全体の電荷が負になる
荷電リン脂質が存在する。単純にこれらのリ
ン脂質を水和した水溶液系では、リン脂質の
二分子膜がラメラ状の積層構造を形成し、そ
の膜間距離は二分子膜間に働く van der 
Waals引力、親水部の水和水による斥力、電
荷によるクーロン力、膜の熱揺らぎに起因し
たエントロピックな斥力のバランスで決ま
ることが知られている。特に、中性リン脂質
で構成された系はクーロン力による斥力が
働かない上、膜の曲げ弾性係数が高いため熱
揺らぎによる斥力も弱く、約 4 nmの膜厚に
対して 6 nm程度の狭い繰り返し周期で積層
する。一方、生体内には様々なイオンが存在
しており、特に 2価のカチオンはリン酸基に
吸着しやすいことが知られている。例えば、
中性リン脂質の二分子膜に塩化カルシウム
を添加した場合、濃度が数 mmol/Lを超える
と、クーロン力が van der Waals引力に打ち
勝ち、膜間距離が無限大に発散する剥離転移
が生じる。ただし、既存の研究はバルクのリ
ン脂質水溶液において平衡状態の観察によ



るもので、基板界面での挙動を詳しく観測し
た例は無い。そこで本研究課題では、前述と
同じく中性子反射率計 SOFIA を用いてシリ
コン基板上に作成したフォスファチジルコ
リンの積層膜を複数用意し、それらを濃度の
異なる塩化カルシウム水溶液に接触させ、そ
こからの膨潤過程を観察した。いずれの塩濃
度においても、水和前は Qz=1.2 nm-1 付近
(d~5 nm)に乾燥状態の繰り返し周期に対応
するブラッグピークが現れ、それが水和に従
って数秒～数十秒で Qz=1.0 nm-1 (d~6 nm)
まで徐々にシフトしていく様子が観測され
た。ただし、塩化カルシウム濃度が約 5 mM
を超えた場合においては Qz=1.0 nm-1のピー
クは過渡的な構造で、一次転移的に d>15 nm
の長周期構造へとピークがジャンプする(d
の値は塩濃度に依存する)。これは、先行研究
で予測されていた静電相互作用による膜間
距離のジャンプを非平衡下で初めて観測し
たものである。 
その後、この新しいピークは数時間かけて
徐々にシフトすると同時に、ブロードニング
を起こしており、膜の膨潤と剥離が同時に進
行していると考えられる。図 5 に塩濃度
10 mmol/Lにおける終状態(浸漬後 2日)の反
射率プロファイルと解析結果を示す。初期の
状態ではリン脂質積層膜の数は100枚を超え
ていると考えられるが、この結果はわずか 3
枚を残して剥離転移を起こしたことを示し
ている。逆に言うと、この 3枚は剥離転移を
阻む何らかの相互作用によって残存してい
ると考えられる。例えば、簡単な自由エネル
ギーの評価によると、基板とリン脂質膜の間
に働く van der Waals力を考慮すると、数枚
のリン脂質膜が残存することが説明可能で
ある。 
基板の表面に指示されたリン脂質膜を作
成する手法はこれまでにも多数提案されて
きたが、そのほとんどは単層の膜を積層させ
たもので、均一に数枚の膜を積層させた例は
報告が無い。単層の膜だと基板の相互作用が
強すぎるため、この方法によりその影響を緩
和させられる可能性がある。 

 
図 5: シリコン基板界面に作成したリン脂質
積層膜を 10 mmol/Lの塩化カルシウム水溶
液で水和させた際の実験結果、および得られ
たデータから解釈される積層構造の模式図。 

(3) 重合性リン脂質による面内ネットワーク 
これまで、リン脂質の水溶液中で自発的に
形成される脂質二重膜は生体膜のモデルと
して精力的に研究が行われてきたが、しかし
ながら面内のネットワーク構造に着目した
研究はほとんどない。そこで、本研究課題で
は重合性脂質 DiynePC を用いて脂質二重膜
の面内にネットワーク構造を作成し、斜入射
X 線小角散乱実験による評価を行った。
DiynePC は UV を照射することにより隣接
する分子間で重合を起こし、ネットワークを
形成する。この際、DiynePCの割合変化させ
ることでネットワークの密度を制御するこ
とができる。ネットワークが形成された脂質
二重膜は運動性が著しく減少すると予想さ
れ、膜の波状運動による斥力が抑制されると
考えられる。そこで、水蒸気雰囲気下で実験
を行い、蒸気圧に応じた膜間への水の吸着に
よる繰り返し周期の変化を観察した。 
図 6に相対湿度 68%での GI-SAXSプロフ
ァイルを示す。Qz ~ 0.1 nm-1に現れた Bragg
ピークはリン脂質の積層に対応するピーク
で、リン脂質の混合比に応じて若干の変化が
見られる。diynePCの混合比が低いほどピー
ク位置は低 Qz 側にシフトしており、膜間に
より多くの水を含んでいることを示してい
る。この傾向は相対湿度 87%においても同じ
であったが興味深いことに、diynePCの割合
が 80%を超えた場合、相対湿度の違いが膜間
距離にほとんど影響を与えない一方、
diynePC の割合が 60%以下の場合は相対湿
度の増加に伴って膜間距離も増加した。これ
は、パーコレーション転移によって面内にネ
ットワークが行き渡り、膜の物性に大きな変
化が起きたことを示唆している。 
前述の通り、リン脂質二分子膜の膜間距離
は膜間に働く相互作用のバランスで決まる
ことが知られており、ネットワーク構造に関
しては、膜の波状運動に起因したエントロピ
ックな斥力が変化すると予想される。すなわ
ち、面内のネットワーク構造によって膜が急
激に硬くなると、波状運動が抑制される。こ
れはエントロピックな斥力を減少させるこ
とにつながるため、前述のような膨潤挙動の
違いが生じたと考えられる。 

 
図 6: リン脂質 DPPCと重合性リン脂質

diynePCの混合比に対する斜入射 X線散乱
プロファイルの変化。 



(4) タンパク質との相互作用によるリン脂質
ベシクルの変形挙動 
生物の細胞やその小器官を構成する生体
膜はリン脂質と呼ばれる両親媒性分子の二
分子膜で出来ている。生命現象には生体膜の
変形を伴うものが数多く存在し、リン脂質自
身の組成分布の他、膜貫通タンパクや細胞骨
格、両親媒性ペプチドなどによっても膜変形
が引き起こされることが知られている。本研
究課題で着目する FBP-17 は BAR ドメイン
と呼ばれる数十 nmの曲率を有するバナナ型
のドメインを有するタンパク質で、膜に吸着
してチューブ状に膜を変形させる。このタン
パク質は張力が低い部位に吸着し、他のタン
パク質との複合体形成により細胞骨格を重
合、細胞運動の際の先端部を形成することが
報告されている。張力の低下は局所的な膜の
曲率を減少させることから、膜の曲率と吸
着・変形挙動との関係を調べることは、この
膜変形挙動のメカニズムを理解する上で重
要な知見と考えられる。 
一方、本研究課題で着目したリン脂質ナノ
ディスクは作成条件を制御することによっ
てサイズの異なるベシクルを作成すること
ができる。そこで、FBP-17 による膜変形の
ベシクルサイズ依存性を評価する目的でこ
れを用いた中性子小角散乱実験を行った。実
験には長鎖リン脂質/短鎖リン脂質の混合系
により形成される単層膜ベシクルを用い、膜
表面の半径を 28 nmから 82 nmまで変化さ
せながら FBP-17の有無によるプロファイル
の違いを観察した。実験結果は図 7に示す通
りで、膜の半径が 56 nm以下のベシクルでは
タンパク質の有無でデータにほとんど違い
が生じなかったのに対し、78 nm以上のベシ
クルでは構造変化に対応した変化が観測さ
れた。FBP-17を加えたサンプルでは 2種類
の干渉が現れており、これは変形したチュー
ブの短軸径(直径 約 40 nm)と元のベシクル
(直径 約 200 nm)が共存していると考えられ
る。すなわち、この結果はベシクルサイズが
小さく、曲率の大きな膜は FBP-17と相互作
用しないのに対して、ベシクルサイズが大き
く、曲率が小さな膜は FBP-17と相互作用し
てチューブ構造を形成していることを示唆
している。 

 
図 7: リン脂質ナノディスクを用いてサイズ
制御されたリン脂質ベシクルと F-BARドメ
インを有するタンパク質 FBP13を混合した
際の中性子小角散乱プロファイル。 

 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔学会発表〕（計 9件） 
1. 山田悟史、 川崎政人、 長尾道弘、 X
線/中性子小角散乱を用いた F-BAR タン
パク質による模倣生体膜の変形挙動の
観察、 日本物理学会 2016 年秋季大会、 
金沢大学角間キャンパス(石川県・金沢
市)、 2016 年 9月 13 日. 

2. 山田悟史、 秒オーダー時分割中性子反
射率法によるリン脂質積層膜の水和過
程の kinetics 観測、 第 62 回高分子討
論会、 金沢大学角間キャンパス(石川
県・金沢市)、 2015 年 9月 15 日. 

3. N. L. Yamada、 M. Sferrazza、 T. Hirata、 
K. Tanaka、 "Kinetics of unbinding 
transition induced by electrostatic 
interaction on hydration process of 
phospholipid multilayers on a 
substrate"、 6th European Conference 
on Neutron Scattering、 Auditorio de 
Zaragoza、 ザラゴザ（スペイン）、 2015
年 9月 2日. 

4. 山田悟史、 中性子反射率計 SOFIA にお
ける時分割測定用試料環境の開発、 日
本物理学会 2014 年秋季大会、 中部大学
春日井キャンパス（愛知県・春日井市）、 
2014 年 9月 9日. 

5. 山田悟史、 リン脂質二分子膜の水和過
程における静電相互作用による
unbinding 転移の kinetics、 日本物理
学会 2014 年秋季大会、 中部大学春日井
キャンパス（愛知県・春日井市）、 2014
年 9月 7日. 

6. N. L. Yamada 、  K. Mitamura 、  H. 
Sagehashi、 N. Torikai、 S. Sato、 H. 
Seto、 M. Furusaka、 T. Oda、 M. Hino、 
T. Fujiwara、 M. Kobayashi、 and A. 
Takahara 、  "Development of sample 
environments of SOFIA reflectometer 
for seconds-order time slicing 
measurement"、 the 2nd International 
Symposium on Science at J-PARC、 エ
ポカルつくば（茨城県・つくば市）、 2014
年 7月 14 日. 

7. N. L. Yamada、 M. Sferrazza、 and S. 
Fujinami、 "In-situ measurement of 
phospholipid-nanodisk adhesion on 
substrates by neutron reflectometry 
and atomic force microscopy"、 the 
sixth Taiwan-Japan workshop on X-ray 
and neutron scattering、 Howard Civil 
Service International House、 台北（台
湾）、 2014 年 3月 12 日. 

8. N. L. Yamada、 "Nanopore formation and 
reconstruction of small unilamellar 
vesicles consisting of long- and 



short-chain phospholipids" 、 
International Soft Matter Conference 
2013、 the University La Sapienza、 ロ
ーマ（イタリア）、 2013 年 9月 16 日. 

9. N. L. Yamada、 "Nanopore formation and 
reconstruction of small unilamellar 
vesicles consisting of long- and 
short-chain phospholipids" 、  27th 
Conference of the European Colloid and 
Interface Society、 Sofia Princess 
Hotel、 ソフィア（ブルガリア）、 2013
年 9月 3日. 

 
〔図書〕（計 1件） 
1. 石井淑夫 監修（執筆者 72 名）、 テクノ
システム、 "材料表面の親水・親油の評
価と制御設計" (2016) 487-491. 

 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
山田 悟史（YAMADA, Norifumi） 
大学共同利用機関法人高エネルギー加速
器研究機構・物質構造科学研究所・助教 
研究者番号：90425603 
 


