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研究成果の概要（和文）：細胞の変形などのダイナミクスをソフトマター物理の観点から理解する為には、化学
的な刺激に対するソフトマターメソ構造体の応答を理解することが不可欠である。本研究では化学刺激により膜
分子の幾何学的形状が変化することを基盤とした膜変形ダイナミクスの解明を試みた。その結果、アニオン性脂
質を含むモデル生態膜に水酸化物イオンを含む化学刺激を与えると、膜面上での孔開閉を制御できることが分か
った。さらにこの孔形成はアニオン性脂質と水酸化物イオンの相互作用による膜面積収縮に起因することを明ら
かにした。これは、生命機能の制御機構を化学場によるソフトマターの非平衡構造形成という観点から明らかに
する為の第一歩である。

研究成果の概要（英文）：To understand the response of molecular assemblies against chemical stimuli 
is essential for approaching cell dynamics, such as cell deformation and division, from soft matter 
physics point of view. In this study, I focused on the vesicle dynamics relevant to cell functions 
induced by chemical stimuli, especially pore formation that plays an important role in membrane 
traffic. I succeed to reproduce pore formation on the vesicle by injecting hydroxide ions to 
phospholipid vesicles containing anionic lipids. The interaction between anionic lipid and hydroxide
 ion decreases cross section area of lipids, which produces the surface tension and then pore 
formation. This chemical control of pore formation is a first step to reveal biological function 
non-equilibrium soft matter physics point of view.

研究分野：ソフトマター物理

キーワード： ベシクル　化学刺激　膜変形　分子形状
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１．研究開始当初の背景 
	
 ソフトマターと呼ばれる物質群は、その柔
らかさ故に小さな外場で大きな構造変化を
引き起こすという特徴を持つ。そのため、温
度・電場・磁場・流動場などの外場によって
様々な構造相転移をひきおこし、粘弾性・電
気的・光学的特性などの物性を制御できるユ
ニークな特徴をもっている。 
	
 ソフトマターの別の観点からの大きな特
徴として、生命系ではこのような外場応答に
よって、環境に応じて構造を変化させ、機能
を発現させている点が挙げられる。但し、生
体機能に関連する構造形成は、外部からイオ
ンや分子等の化学刺激を与えることにより
制御されている。例えば、ミトコンドリアは
ATP 合成効率を上げるために内膜に多数の
チューブ構造を形成しているが、この構造は
膜内外の水素イオン濃度(pH)差、つまり化学
場によって制御されている。しかし、これま
で化学場による非平衡構造形成の研究は殆
ど行われてこなかった。 
	
 化学場による膜形態変化の研究として、
2008 年にフランスの Angelova 教授のグルー
プがミトコンドリアのモデル膜に酸性(HCl)
溶液を吹き付けることで pH 勾配を与え、チ
ューブ構造を再現することに成功したこと
が挙げられる[N. Khalifat et al., Biophys. J., 
(2008)]。本研究代表者は Angelova教授との共
同研究により、pH 変化により脂質親水基の
解離状態が変化し、それによる脂質の幾何学
的形状の変化がチューブ構造形成をもたら
すということを、膜弾性エネルギーモデルに
より説明することに成功した[A.F. Bitbol, Y. 
Sakuma et al., (2012)]。このように化学場によ
る膜形態変化の非平衡挙動も、膜弾性エネル
ギーモデルに取り入れることにより、記述で
きることが明らかになって来た。 
 
２．研究の目的 
	
 ソフトマター物理を生命系へと展開する
為には、化学的な刺激に対するソフトマター
メソ構造体の応答を理解することが不可欠
である。本研究代表者はフランスのチームと
共同で、モデル生体膜に pH勾配を与えると、
膜表面での pH の伝搬に強く結合して膜変形
が誘起される現象の直接観察に成功した。こ
れは、化学刺激により膜分子の幾何学的形状
が変化することにより膜変形が誘起される
ことを示している。本研究では、様々な化学
場によってもたらされるモデル生体膜の変
形過程を定量的かつ系統的に調べることで、
「化学刺激を分子形状の幾何学変化に置き
換えることにより、その膜変形ダイナミクス
を膜弾性エネルギーモデルで理解できる」と
云うコンセプトを検証し、化学場がもたらす
ユニークな膜変形ダイナミクスを解明する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
	
 本研究では、化学場によってもたらされる

モデル生体膜の変形ダイナミクスの定量的
理解とその重要性を明らかにする目的で以
下の３つのテーマについて研究を進める。 
「I. 化学場と膜変形挙動の定量的解析」では、
脂質膜に各種イオン性溶液を吹き付けたと
きの膜の変形量を計測し、膜弾性エネルギー
関数を基にした幾何学モデルにより、膜変形
を決定するパラメーターを定量化する。 
「II. 不均一膜の化学場による変形」では、生
体膜に特徴的な不均一構造（脂質ラフト）に
対する化学場の特異性を、相分離したモデル
膜に化学刺激を与え、その応答の選択性から
評価する。 
「III. 化学場により駆動するベシクル」では、
申請者が見出した pH 刺激による球殻状のモ
デル生体膜（ベシクル）の自己駆動の機構を、
pH 勾配とベシクルの移動速度の関係から明
らかにするとともに、相分離を利用した非対
称ベシクルを用いたベシクルの自己駆動の
制御にも挑戦する。 
	
 以上の３つの観点の研究から、今までほと
んど調べられていなかった化学刺激による
膜の非平衡現象の物理的理解を進め、また生
体系へと展開する為の基礎的な現象の把握
を行なう。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 前項，研究方法における「I.化学場と膜変形
挙動の定量的解析」を進めるためにアニオン
性脂質 DPPG を含む２成分ベシクルに
NaOH 水溶液をマイクロピペットで吹き付
けたところ、膜面上に一つだけ孔が開くこと
が分かった。孔は NaOH 水溶液の吹付けを
止めると閉じ、この孔開閉が化学刺激によっ
てコントロールできることを示唆している。 
	
 膜面上での孔形成は、生命の持つ最低限の
機能である代謝経路において、生体膜を通して
物質を輸送する手段のひとつである。生命機能
に伴う膜変形は、化学刺激により制御されてい
るため、そのメカニズムを解明することができれ
ば生命機能がどのような物理法則に則って実現
されているかを明らかにすることができるのでは
ないかと期待される。そこで、本研究ではこの孔
形成が起きるメカニズムの解明に重点を置いて
研究を進めることとした。 
 まず、化学刺激によってベシクル膜面上に孔
が開く条件を明らかにすることとした。アニオン
性脂質 DPPG と中性脂質 DOPC から成る二成分
ベシクルにおいて、二種類の脂質の混合比を変
え、それぞれのベシクルにフェムトジェット(エッ
ペンドルフ社)を用いて 100mM の NaOH 水溶液
を吹き付けた（図１）。 

図１	
 ベシクルに、右側からマイクロピペッ



トを用いて NaOH 水溶液を吹き付ける(マイク
ロピペットは点線で示してある)	
 
 
DPPG:DOPC = 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 
8:2, 9:1 の 9 種類の混合比のベシクルに対して
NaOH 水溶液を吹き付けた結果、全て吹付けに
よって孔が開き、吹付けを止めると孔が閉じると
いうことが分かった。また、DPPG:DOPC = 10:0
ではベシクルを形成せず、DPPG:DOPC = 0:10
では NaOH を吹き付けても孔の開閉は観察され
なかった。これらの実験は全て室温で行ない、こ
のときベシクルは二相分離状態であった。そこで、
相分離による孔形成への影響を確認するために、
昇温によってベシクルを一相状態にして同様の
実験を行なったが、上述の二相分離状態の場
合と同じ結果が得られたため相分離状態は孔形
成の可否への影響はないと考えられる。 
 続いて、アニオン性脂質を DPPG から DPPS に
変えて同様の実験を行なった。この結果、DPPG
の場合と同様に DPPS の含有率，また二相分離
か否かに拘らず、NaOH 刺激によってベシクル
膜面上での孔開閉を制御できることが分かった。
また、中性脂質同士である DPPC/DOPC 二成分
ベシクルに対しても同様の実験を行なったが、こ
の場合にはいずれの混合比および相分離状態
においても NaOH の吹付けによる孔形成は観察
されなかった。 
 
 本研究代表者は、中性のコーン形脂質 DHPC
と中性のシリンダー形脂質 DPPC から成る二成
分ベシクルに温度変化を与えることで膜面上に
孔を開けることに成功している[Y. Sakuma et al., 
Biophys. J. 99, 472, (2010)]。DPPC のアシル鎖
の転移点は 41°C, DHPC は-45 °C であるので、
ベシクルを 50 °C から観察し、温度を下げていく
と 41 °C 以下で DPPC のみアシル鎖が結晶化す
る。これに伴ってベシクル膜面積が収縮し、膜張
力が高まる。この膜張力を解消するためにベシ
クルは膜面上に一つ孔をあけて内部の溶液を
放出し、膜張力の再安定化を図る。これと同様
に、今回の孔形成も NaOH の吹付けによってベ
シクル膜の張力が高くなっているのではないかと
予想し、ベシクルの余剰面積を内径 1µm のマイ
クロピペットで軽く吸引し、そこに NaOH 溶液を
吹き付けて余剰面積に変化があるかどうかを確
認する実験を行なった（図２）。 

図２	
 ベシクル左側からホールディング用
のマイクロピペットでベシクルの余剰面積
を吸引し、右側から NaOH 水溶液を吹き付け
る(ホールディングピペット，吹付け用のピ
ペットは点線で示してある)	
 
 

その結果、アニオン性脂質を含む DPPG/DOPC
及び DPPS/DOPC 二成分ベシクルでは、NaOH
の吹付けによって余剰面積が減少，消滅し、最
後にはベシクルが壊れてしまうということが分か
った。このことから NaOH 水溶液の吹付けによっ
てベシクル膜面積が収縮し、膜張力が増大して
いることが分かる。一方で、アニオン性脂質を含
まない DPPC/DOPC 二成分ベシクル，DOPC 単
成分ベシクルでは NaOH を吹き付けても余剰面
積には変化が無いことが分かった。ここまでの研
究結果から、NaOH とアニオン性脂質との相互
作用によってベシクル膜面積が収縮し、それに
よって孔が開いていることが分かる。そこで、さら
にアニオン性脂質に作用しているのが Na+イオ
ンであるか OH—イオンであるかを確認するため
に、吹き付ける化学刺激を NaOH 以外に NaCl, 
NaI, KOH に変えてそれぞれ実験を行なった。
その結果を表１にまとめる。 
(a)	
 

(b)	
 

表１	
 (a)アニオン性脂質を含む DPPG/DOPC
および DPPS/DOPC 二成分ベシクル，中性脂質
のみからなる DPPC/DOPC 二成分ベシクル，中
性脂質 DOPC 単成分ベシクルの 4 種類のベシ
クルに、それぞれ NaOH,	
 NaCl,	
 NaI,	
 KOH を
吹き付けた際のベシクルの反応。pore は孔形
成を、swim	
 to	
 tip は孔が開かずにマイクロ
ピペット先端までベシクルが泳動したこと
を示す。	
 
(b)	
 (a)と同じ 4 種類のベシクルについて、
余剰面積を吸引し、それぞれ NaOH,	
 NaCl,	
 NaI,	
 
KOH を吹き付けた際に膜面積の収縮が起きる
かを調べた結果。＋は収縮が起きたことを、
—は収縮が起きなかったことを示す。 
 
表１より、アニオン性脂質を含むベシクルに OH-

イオンを含む化学刺激を与えた場合にベシクル
膜面積が収縮し、それによって膜面上に孔が開
くということが分かる。そこで、アニオン性脂質を
含むベシクルに化学刺激が与えられた時の陽イ
オンと陰イオンの吸着の状態を調べるために、
DPPG/DOPC 二成分ベシクル及び DOPC 単成
分ベシクルに NaOH 及び NaCl を 0.001-10 mM 
まで変化させて加えた系でζポテンシャルを測定
した。その結果を図３に示す。図３に示すよう
に、中性脂質 DOPCのみから成る単成分ベシ
クルは、NaOH濃度を上げていくに従いζポテ
ンシャルがプラスに近づく傾向にあること
が分かった。これは、DOPC に Na+イオンが
吸着していることを示唆している。一方で、
DPPG/DOPC 二成分ベシクルは、NaOH 及び
NaCl 濃度を上げるに従い、ζポテンシャルが



マイナスになる傾向があることがわかった。
これは、一見マイナスに帯電しているベシク
ル表面にマイナスイオンである OH-または
Cl-イオンが吸着しているように見えるため
大変不思議な現象であると捉えられる。 

図３	
 化学溶液の濃度に対する DOPC 単成分
および DPPG/DOPC 二成分ベシクルのζポテン
シャル	
 ◆：DOPC 系における各 NaOH 濃度で
のζポテンシャルの値	
 ●：DPPG/DOPC 二成分
ベシクル系における各 NaOH 濃度でのζポテン
シャルの値	
 ■：DPPG/DOPC 二成分ベシクル
系における各 NaCl 濃度でのζポテンシャルの
値	
 
 
この現象を理解するために、図４に示すよう
な簡単なモデルを考える。マイナスに帯電し
ている DPPG/DOPC二成分ベシクルの表面に、
まず陽イオンである Na+が吸着し、それを介
して陰イオンである OH-や Cl-が吸着すると
いうものである。このとき、OH-や Cl-がどの
ように配位するかは明らかではないので、配
位の違いによって膜面積収縮の可否が決ま
ってくるのではないかと予想される。	
 

図４	
 表面がマイナスに帯電している
DPPG/DOPC 二成分ベシクルに、陽イオンを介
して陰イオンが吸着しているモデル図	
 
	
 
以上のように、化学刺激によって生命機能に
伴う膜変形を制御できることがわかってき
た。また、このメカニズムについても徐々に
明らかとなりつつあるため、分子集合体が生
命へと進化した際に、生命機能がどのような
物理的機構によって制御されて来たのかを、
ソフトマターへの化学場による非平衡構造

形成という観点から明らかにする重要な第
一歩となった。今後は、この研究成果を受け
て化学刺激が膜変形を制御するメカニズム
を、脂質と化学刺激の種類を様々に変えて検
証し、孔形成以外の接着・融合・自己生産な
どの機能性膜変形についても再現したいと
考える。さらに各種の機能性膜変形を化学刺
激によって制御し、一つのベシクルにおいて
連続的に再現することができれば分子集合
体から生命への進化の過程を物理的側面か
ら解明することが可能になると期待してい
る。	
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