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研究成果の概要（和文）：本研究では、直径1 nm程度の金属酸化物クラスターであるポリオキソメタレート（POM）と
細胞膜との相互作用に関する実験研究を行った。特定の条件下においては、POMが細胞膜と相互作用を行った結果、POM
は細胞膜から脂質分子を奪い、POM－脂質複合体を形成することで抗菌活性を発現させることが観察された。この様な
挙動は、エンベロープウイルスが細胞から脂質分子を奪い複合構造を形成するのと非常に良く似た挙動であることが明
らかとなった。さらに、この挙動は脂質分子膜の熱力学的安定性に対して強く依存する現象であることも明らかとなっ
た。本研究では、これらの挙動に関して蛍光顕微鏡と用いた検証を行った。

研究成果の概要（英文）：We investigated the antimicrobial activity of polyoxometalate by micro- and 
nanoscopic imaging techniques. Imaging experiments revealed vigorous desorption of the lipid bilayer from 
solid substrate by the formation of POM-lipid assembly through a supramolecular-type assembly process in 
which electrostatic and hydrophobic interactions between the POM and lipid determines the efficiency and 
dynamics of assembly formation and thereby determines lipid desorption. Furthermore, maximum efficiency 
of lipid desorption was found at the phase transition temperature. This phase dependency was explained by 
the formation of a “leaky interface” between the gel and fluid domains, in which freedom in the 
conformational change of lipids during the formation of the POM&#8211;lipid assemblies becomes maximal.

研究分野： 物理化学

キーワード： 脂質二重膜　ポリオキソメタレート　自己組織化　細胞膜　クラスター
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１．研究開始当初の背景 
直径数 nm の金属酸化物ナノクラスターで

あるポリオキソメタレート（POM）はアルツ
ハイマー病原因ペプチドや癌化酵素など小
分子に対して生理活性を示すことが既知で
あった一方、数桁もサイズの大きな細胞に対
する活性は未知の領域であった。この背景の
中、我々はモデル細胞（ベシクル）と POM
との相互作用について、ある種の POM が
HIV やインフルエンザウイルスと類似した
機構でベシクルを崩壊することを見出した。
つまり、その発現機構はポア形成で説明され
る抗菌性ペプチド等とは異なるものであり、
従来の抗菌性化合物とは機能・可能性が異な
る新奇化合物であり、その結果として従来と
は異なる領域への応用展開が期待される。し
かしながら、その発現機構は未だ未解明であ
り、本研究にてベシクル崩壊に対する POM
及びベシクル組成依存性を系統的に検証す
ることで抗菌機構の明確化を行うとともに、
得られた知見に基づいて無機化合物ベース
の新奇抗菌活性物質としての POM の可能性
を発掘する本研究を着想するに至った。 

 
２．研究の目的 
ベシクル崩壊効率に関して POM・脂質分

子構造依存性を系統的に検討し、活性支配因
子（POM に関しては電荷とサイズ、ベシク
ルに関しては膜組成とサイズ）を明確化する。
これらの実験的研究をもとにベシクル崩壊
に関する分子機構の解明を行うだけでなく、
生化学的視点からの研究として POM の抗菌
活性を受けやすい細胞群を特定・提案するこ
とを目指す。 

 
３．研究の方法 
POM によるベシクル崩壊の機構明確化なら

びに、POM の抗菌活性を受けやすい細胞群の
特定をめざし、以下の二つの研究を計画する。 
 
研究課題 I 平面膜に対する POM 活性の評価
を蛍光顕微鏡、表面圧測定より行い、崩壊の
支配因子明確化ならびに機構解明を目指す。 
 
研究課題 II 膜崩壊における膜構造・組成依
存性を解析し、POM の活性を受けやすい膜構
造（細胞群）を特定する。 
 
４．研究成果 
研究課題 I  
ガラス基板に構築した平面脂質二重膜に

対するPOMの活性を蛍光顕微鏡にて検討した。
まず，脂質二重膜が複数層スタッキングした
脂質多層膜をガラス基板上へ構築した（図 1）。
ここで，観察している膜が多層膜となってい
ることは，蛍光強度ヒストグラムに現れるピ
ーク強度が量子化されていることから示さ
れる。コントロール実験として作成した単層
脂質二重膜の蛍光強度はおよそ 30 程度であ
った。これに対し，0分後の蛍光顕微鏡で観 

図 1．（左）POM 添加による積層二重膜の構造
変化を捉えた蛍光顕微鏡写真．（右）核時間
における蛍光強度ヒストグラム．  
 
察される大部分の領域の蛍光強度は単層膜
の蛍光強度の 2 倍（60 程度）及び 3 倍（90
程度）であった。ここで，2 倍の強度が観測
されている領域では，基板に接触している最
下層の脂質二重膜（図中で1stと示した領域）
の上に第二層目の脂質二重膜（図中で 2nd と
示した領域）が重なり，その二つの二重膜か
らの蛍光が観測されるために単層膜の二倍
の蛍光強度となって観測されている。同様に，
第三層（図中で 3rd と示した領域）が最外層
として観測されている領域では、第三層の下
に第二層および最下層の脂質二重膜が存在
しているため、単層膜の三倍の蛍光強度が観
測されていると考えられる。以上より，色素
が添加された脂質二重膜が積層構造を形成
しているとき，その蛍光強度は積層数に応じ
て量子化されることが分かる。また，この様
な積層構造を形成している際，最下層の二重
膜はガラス基板による固定化のため安定化
された状態にあることが知られている。一方，
最下層の二重膜の上にスタッキングした積
層膜は基板による影響を受けておらず，リポ
ソームを構成しているfree-standingな脂質
二重膜に近い状態にあると考えられる。つま
り，積層膜における変化がリポソームで発現
する現象に相関付けることができると考え
られる。 
 この多層二重膜に対してPOMを作用させた
結果，ヒストグラム上では 10 分以内に単層
膜の 3倍強度を示す領域が消失し、約 2倍の
強度を示す領域のみが残った。この結果は，
最外層の第三層が POM 添加により脱離し，基
板上には単層膜上に第二層が積層した構造
のみが残されていることを示唆している。更
に，第二層の蛍光強度も本来の強度より低強
度側へシフトしていることが分かる。本結果
は，第二層あるいは最下層の脂質二重膜に存
在する膜が部分的に脱離していることを示



唆する。しかしながら最下層の膜は第二層に
より覆われているため，最外層である第二層
において部分的な脂質分子の脱離が発生し，
顕微鏡では検出できない微細なポアが形成
し面積平均としての蛍光強度が低下したも
のと推察される。さらに，20 分後では第二層
の膜も多くの領域において脱離した状態と
なっている。ヒストグラムからも第二層の大
部分が脱離していることが分かる。また，最
下層の膜の蛍光強度も本来の強度よりわず
かに低下しており，10 分後の第 2層の膜と同
様に部分的な脂質分子の脱離が誘起されて
いることが示唆される。以上の結果より、リ
ポソームと類似の状態にあることが予想さ
れる積層膜は，POM 添加により安定な二重膜
構造の維持が困難となり，最終的には膜が崩
壊し水溶液中へ脱離することを蛍光顕微鏡
により確認することに成功した。更に、脂質
膜のエッジから連続的に膜崩壊が伝播する
挙動も蛍光顕微鏡により捉えることにも成
功した（図 2）。 

図 2．脂質膜のエッジ領域（図に左側）から
膜が崩壊し脱離する様子を捉えた蛍光顕微
鏡写真． 
 
研究課題 II 
これまでに、ジミリストイルホスファチジ

ルコリン(DMPC)を用いた場合、その相転移温
度の 24 ℃付近で POM による高い膜崩壊活性
が見られ、膜流動性の特異的寄与が示唆され
ている。そこで本研究では、DMPC よりも流動
性が高く、室温付近に相転移温度を持たない
L--ホスファチジルコリン(Egg PC)を使用し、
膜崩壊活性と膜の流動性の関連性を検討し
た。実験では、カバーガラス上に Egg PC と
蛍光標識脂質分子(NBD-PE)の混合二重膜を
作 製 し た 。 POM と し て 種 々 の 濃 度 の
H4[SiW12O40]水溶液を添加し、その後の膜の
構造変化などを蛍光顕微鏡で観察した。また、
光退色後蛍光回復法を用いて膜内脂質分子
拡散性の評価を行った。 
 10～40 ℃の様々な温度にて Egg PC 膜に
POM を添加した結果、膜の端であるエッジ領

域から脂質分子が脱離し膜が崩壊する挙動
が見られた。エッジは熱力学的に不安定であ
るため、POM による脂質分子脱離が誘起され
やすいことが原因だと考えられる。また、POM
を添加しない 0 M における拡散係数は、温
度低下に伴い低下した(図 3)。これは一般的
に知られている膜流動性の温度依存性に一
致する。一方、POM 存在下での拡散係数は、
いずれの温度領域においても 0 M 条件下よ
り同程度低下したが、特異的な変化を示す温
度は存在しなかった。この拡散係数低下は、
脂質分子の部分的な脱離による膜への欠陥
導入や、POM 吸着による脂質分子の拡散阻害
によるものと考えられる。また、Egg PC では
DMPC で見られた膜内部からの顕著な崩壊は
見られなかった。DMPC は相転移温度付近でミ
クロな相分離構造を形成し、その相界面に熱
力学的に不安定な leaky interface を形成す
る一方、本実験条件より低い温度に相転移温
度を持つ Egg PC では leaky interface を形
成しなかったことが原因だと考えられる。以
上、本研究より、POM と膜との相互作用は特
定の温度で活性を示すのではなく、エッジや
leaky interface など熱力学的に不安定な領
域から優先的に発現することが明らかとな
り、POM－脂質膜間相互作用の発現因子を実
験的に確認することに成功した。 

図 3．各種 POM 濃度条件下における Egg PC 膜
の拡散係数．POM 濃度の増加に伴い、拡散係
数が低下していることが分かる． 
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