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研究成果の概要（和文）：外来物質が脂質膜に誘起する孔（ポア）の動的な構造は、その直径の小ささから不明な点が
多い。一方、エピガロカテキンガレート(EGCg)は巨大な脂質膜ベシクル（GUV）の破裂を誘起し、その際、脂質膜に生
じたポアの直径は数micro-mと巨大であった。そこでEGCgと脂質膜の相互作用を単一GUV法を用いて調べた。高時間分解
能をもつ測定系により、まずEGCgによって脂質膜に小さなポアが誘起され、そのポアが時間とともに拡大、転じて収縮
する過程が詳細に明らかになった。ポアの動的構造を解析したところ、EGCgの誘起したポアは脂質膜にはたらく力学を
基にした古典的なモデルでよく説明しうることが判った。

研究成果の概要（英文）：Studies of the interaction of Epigallocatechin gallate (EGCg) with lipid membrane 
of single giant unilamellar vesicles (GUVs) showed that EGCg induced bursting of GUVs. In this report, to 
clarify the mechanism of EGCg-induced bursting of GUVs, we investigated the process of the bursting of 
GUVs with a high time-resolution of 3 ms using single GUV method. The result indicates that the 
interaction of EGCg with a DOPC-GUV induces a small pore in the membrane. The size of a pore changed over 
time; at the beginning of the pore formation the pore size increased, and then the pore decreased to a 
smaller size. EGCg also induced a pore in DOPC membrane containing cholesterol (chol). Analysis of these 
structural changes of a pore showed that the both growth velocity and closure velocity of pore in the 
presence of chol are larger than those in the absence of chol. On the basis of these results, we propose 
a hypothesis on the mechanism of EGCg-induced pore formation.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
  ある種のペプチドなどの外来物質は標
的細胞の細胞膜に結合し、その膜に小孔（ポ
ア）を空ける。外来物質がどの様なメカニズ
ムで生体膜のバリア機能を破壊し膜中にポ
アを形成するのか、またどの様な構造のポア
を誘起するのかは興味深く、その脂質膜との
相互作用の研究が活発に行われてきたが未
だ不明な点が多い。 
  一般に外来物質
と生体膜/脂質膜の相
互作用の研究は、直
径数百 nm 程度の脂
質膜の袋状の構造体、
リポソーム  あるい
はベシクル)( LUV )
を多数含む縣濁液を
用いて蛍光分光法な
どの測定により行わ
れる。しかし、この
方法では多数の LUV についての集団平均の
測定となるため、リポソーム１個の構造や物
理量の変化といった素過程の情報は得るこ
とができない。例えば、蛍光プローブを内包
した LUV の縣濁液へ抗菌性のペプチドを加
えると、LUV 内部から外部への蛍光プローブ
の拡散（蛍光プローブの漏れ）が観測される。
しかし、LUV から漏れが起こる原因には膜構
造の撹乱や膜中でのポア形成など様々なも
のが考えられ、その原因を特定することは困
難である。そのため、LUV 懸濁液法を脂質膜
に誘起されたポア構造の探求といった研究
に用いるには限界がある。しかし近年、直径
10m 以上の巨大なリポソーム（ GUV ）を
利用した方法論である単一 GUV 法が、脂質
膜と外来物質の相互作用の研究に有用であ
る事が示された。例えば単一 GUV 法を用い
ることで、抗菌性ペプチド-マガイニン２によ
る脂質膜中でのポア形成や、エピガロカテキ
ンガレート (EGCg) が誘起する脂質膜構造
の破壊といった 1 つ 1 つのリポソームでおこ
る素過程を明らかにする事が初めて可能に
なった。これにより申請者らはマガイニン 2
によるポア形成の速度定数の導出[2]や、ポア
形成の速度定数のマガイニン 2の脂質膜への
結合量依存性を求めることに成功した[1]。そ
こで本研究では単一 GUV 法を用いて、外来
物質が脂質膜に誘起するポアの動的構造を
詳細に明らかにする。 
[1] J. Phys. Chem. B, 113, 4846–4852 ( 2009 ) 
[2] Biochemistry, 44, 15823-15833 ( 2005 ) 
 
２．研究の目的 

従来このような研究に困難があった点
は次の２点にある。１つはマガイニン 2 など
の外来物質が脂質膜に誘起するポアの直径
が多くの場合数十nm～数nmと微小であり、
その構造の詳細が得難かったこと[3]。もう１
つは、ポア形成の初期段階が 33 ms 以下で起
きるなど非常に高速であったため通常の計

測方法ではポアの動的構造を捉えきれなか
った事があげられる。一方、申請者らは単一
GUV 法を用いてポリフェノールの一種であ
る茶カテキン・エピガロカテキンガレート
(EGCg)と脂質膜の相互作用の研究を行い、
EGCg により GUV の破裂が誘起され、その
際には脂質膜中に直径数m の巨大なポアが
出現する事を見出した[4]。すなわち、EGCg
を外来物質とすることで上記した困難のう
ちポアの大きさについては解決できる。そこ
で、本研究では非常に高速で起こる EGCg の
誘起する破裂の過程、すなわち脂質膜に形成
されたポアの動的構造を、その形成初期段階
から明らかにする。これにより外来物質が誘
起するポア形成の構造安定性に関して新た
な知見を得ることを目指す。 
[3] J. Phys. Chem. B, 114, 12018 ( 2010 ) 
[4] Biophys. J., 92, 3178-3194 (2007) 
 
３．研究の方法 

蛍光標識された脂質である Texas 
Red-DHPEを含有させたGUVの脂質膜を蛍
光顕微鏡により数 ms の時間分解能でイメー
ジングする測定系を作り上げた。カメラには
高解像度・高速撮影が可能な冷却 CMOS カ
メラを用いた。次いで、中性のリン脂質であ
るジオレオイルフォスファタイジルコリン
(DOPC)膜の GUV と EGCg の相互作用を調
べた。相互作用は、マイクロピペットアスピ
レーション法を用い、GUV 近傍の水溶液を
EGCg 水溶液に置換する事で行った。単一
GUV 法では、GUV 一個の構造や物理量の変
化を、多くの“一個の GUV”に対して測定
し、それらの物理量を統計的に解析すること
で生体膜の構造・機能・ダイナミクスを明ら
かにする。GUV の脂質膜に形成されたポア
の動的構造を多くの GUV について解析し、
ポアの成長速度や収縮速度の分布を調べた。
さらにコレステロール (chol)を含有した
DOPC 膜についても同様に調べた。 
 
４．研究成果 
（１）測定系の構築 

本研究では EGCg などの外来物質が誘
起する脂質膜中のポア構造、すなわち脂質膜
の分布を計測する必要がある。そのため、
EGCg と脂質膜の相互作用の観測に先立ち、
通常用いられる位相差顕微鏡による観測系
ではなく蛍光ラベルした脂質膜を蛍光顕微
鏡により観測する系を作り上げた。まず観測
に使用した冷却 CMOS カメラの量子効率の
波長依存性を考慮し蛍光ラベルした脂質と
してTexasRed-DHPEを選択し、これをGUV
の脂質膜に混合させた。一般に脂質膜中の蛍
光プローブの含有量が高いほど、脂質膜を蛍
光顕微鏡で観測した際のコントラストは良
くなる。しかしそれと相反して、調べたい脂
質膜の物性が変わってしまう。そのため今回
含有させた TexasRed-DHPE の含有量は一
般的な観察で用いられる程度に低濃度に抑



えた。また、蛍光プローブはその励起状態に
おいて化学的な反応性が高くなり、徐々に退
色していく。これを防ぐため、想定している
5 分間程度の観測で退色が十分無視できるほ
どに励起光の光量を十分に落とした。一方、
本実験系では、高時間分解能の計測に伴い毎
秒 Gbyte 程度の大容量データが発生する。こ
れには高速な読み書きが可能なソリッドス
テートドライブ（SSD）を複数用いたディス
クグループを構築し対応した。なお SSD の
書き込み回数には制限があるが、故障した場
合には素早く SSD を交換できるように留意
した。また本実験系では露光時間の短さ、脂
質膜中の蛍光プローブの含有量の低さ等か
ら、脂質膜の観測のためにコントラストを極
端に上げる必要がある。そのため水銀ランプ
の 60Hz ノイズ、すなわち CMOS センサー
の画素読み出し方向に沿った輝度差が問題
となった。この問題には水銀ランプおよびそ
の電源の機種を選定することで対処し、ノイ
ズが無視できる実験系を構築した。 
 
（２）外来物質が脂質膜に誘起するポアの動
的構造 
  上記した測定系を用いて EGCg が脂質
膜に誘起するポアの観測を試みた。EGCg と
脂質膜の相互作用はマイクロピペットを用
いDOPC-GUVの周辺の溶液をEGCg水溶液
に置換することで行った。下にその蛍光観察
の結果を示す。 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
画像の上にある数字は、EGCg との相互作用
を開始してからの秒数である。輝度の高さは、
脂質膜中に含まれる蛍光プローブ TexasRed
によるもので脂質膜の分布を示している。
GUV は様々な形状をとるが、測定では球形
の GUV と EGCg との相互作用を調べた。
EGCg と GUV の相互作用を開始後、脂質膜
は一様に分布し、測定に用いた対物レンズ
の被写界深度に由来して円形状に輝度の高
い分布がみられた。また相互作用の開始か
ら 263.066 s 後までは、GUV の外周に輝点が
確認される他に目立った変化は見られなか
った。ところが、その 3 ms 後の 263.069 s
後、突然、脂質膜中に蛍光強度の弱い領域が
出現した。その領域は急激に拡大し、転じて
縮小した。以前の結果と合わせると、この蛍
光強度の低い領域は脂質膜に形成された孔
(ポア）と考えられる[先に記した文献 4]。す
なわち、EGCg により脂質膜に小さなポアが
誘起され、その後ポアは DOPC 膜においては

数十 ms の間成長を続け、転じて縮小した。
一方、ポアが成長しきると GUV の膜上に輝
度の高い領域が現れ始めた。これは、EGCg
と脂質膜の複合体だと考えられる[4]。複合体
の成長とともに GUV は小さくなり始め、
GUVは最終的には小さな脂質の塊となった。
以上の GUV とポアの直径の経時変化をグラ
フに示した（●, GUV の直径; ○, ポアの直
径 )。このグラフからポアの成長速度、閉速
度を求め、多数の GUV についての統計値を
評価した。続いて GUV の脂質膜にコレステ
ロール( chol ) が含まれる場合についても同
様の方法で EGCg と脂質膜の相互作用を調
べた。その結果を記す。EGCg の脂質膜への
結合量はコレステロールの有無によって有
意差がないのにもかかわらず、chol 存在下で
は EGCg により GUV の破裂や収縮が誘起さ
れる確率は著しく減少した。一方、高時間分
解観測の結果、破裂の際には chol を含有しな
い脂質膜の場合と同様に、まず脂質膜中に小
さなポアが形成され、それが急激に成長し、
その後、収縮に転じるという観測結果を得た。
得られたポアの動的構造を chol 含有膜と非
含有膜について比較した。ポアの成長速度の
平均値は、chol 含有膜の方が非含有膜に比べ
速かった。また、ポアの収縮速度に関しても
chol 含有膜の方が非含有膜に比べ、大きな値
を示した。すなわち、chol は EGCg による脂
質膜の破裂を防ぐが、一度破裂すると、非含
有膜に比べ chol 含有膜の方が激しく破裂す
るという結果を得た。また、上記の測定系を
他の外来性物質と脂質膜の相互作用の計測
にも用いた。酸化グラフェンは、sp2 炭素の
単原子シート(グラフェン)に様々な酸素官能
基が付加した誘導体である。この酸化グラフ
ェンが脂質膜を破裂させ、その際には膜中に
ポアを誘起することを見出した。このポアの
動的構造はまだ調査中であるが、外来物質が
誘起したポアの動的構造に対して貴重な知
見を与えるものと期待される。 
 
（３）ポア形成のモデル 

GUV に脂質膜を引き伸ばす様な外力を
加えると一過性のポアが脂質膜中に形成さ
れることは良く知られており、形成されたポ
アの安定性についての詳細な力学的解析が
なされている。古典的なポア形成モデルによ
れば、ポアの安定性は脂質膜を引き延ばしポ
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アを拡大する張力σと、ポアの縁の不安定性
によりポアを閉じようとする線張力Γ、これ
ら２つの要因により決定され、ポア半径を r
とすればポアのエネルギーUは次式で示され
る。 

U = 2πrΓ − πr2σ 
 
このポア形成の古典的モデルに基づき、
EGCgの誘起したポアの形成メカニズムに対
して次のような仮説を提唱した。まず、EGCg
が GUV の外側の単分子膜に結合し、その面
積の増大を引き起こす。これは実験的にも確
かめられている[4]。その結果、脂質膜の内側
の単分子膜は引き延ばされ、膜に働く引っ張
り張力σが生じる。これによりポアの形成確
率は増大する。さて、ここで線張力Γの chol
依存性は良く知られており、chol の存在によ
り線張力Γは増大する。従って chol 存在下で
は、非存在下に比べより大きな引っ張り張力
σがポア形成のために必要となる。従ってポ
ア形成の直後は引っ張り張力σが支配的に
働きポアを成長させるが、これは chol 存在下
でポアが形成された際により速いポアの成
長をもたらす。一方、今回の測定で観測され
たポアの収縮は、ポアの成長とともに引っ張
り張力σが減少した為と考えられる。すなわ
ちポア収縮においては、線張力Γが支配的な
力となる。よって chol 存在下では大きな線張
力Γによりポアは chol 非含有膜に比べより
速い速度を持って収縮する。以上の仮説は、
本研究で得られた測定結果と良く一致する。 
 

抗菌性物質などの外来物質が脂質膜に
誘起するポアの動的構造や、その力学的安定
性はほとんど明らかにされてこなかった。本
研究プロジェクトでは EGCg が脂質膜に誘
起する破裂を高時間分解観測をもって詳細
に明らかにし、EGCg により誘起されたポア
をその形成初期段階から明らかにした。さら
に単一 GUV 法を用いてポアの動的構造を調
べ、これがポア形成の古典的モデルによって
良く説明される事を示した。これらの結果は
外来物質が脂質膜に誘起するポアの形成メ
カニズムを考える上で貴重な知見を与える。
また、本研究プロジェクトにより開発した測
定系は、他の外来物質によるポア形成のメカ
ニズムや脂質膜の安定性を調べる上で有用
な測定手法となる。 
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