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研究成果の概要（和文）：　生体膜中には飽和脂質とコレステロール(Chol)が豊富な相分離構造(ラフト)の存在が示唆
され、人工的に再現可能である。Cholは酸化されると7-keto-cholesterol(7keto)、7β-hydroxycholesterol(7β)とい
った酸化コレステロールを生じることから、相分離構造への影響を調べた。Chol:7keto=1:1を含む系ではCholより低濃
度(10%~30%)でラフト様の相分離構造が観察され、動的光散乱（DLS）からChol:7keto=1:1では小さな構造体が確認でき
た。Chol, 7keto間親水性相互作用が関与した相分離構造形成の新たなメカニズムを提案した。

研究成果の概要（英文）：We characterized the membrane phase separation structures in oxidized cholesterol(
Chol)-containing systems. 7-kotocholesterol(7-keto) and 7beta-hydoroxycholesterol(7beta).
Especially, the phase separation was strongly enhanced in Chol/7keto system. On the other hand, the phase 
separation was suppressed in 7beta-containing system. Our results showed that the hydrophilic interactions
 among lipids and cholesterols play important roles in formation and stability of domain structures.

研究分野：

科研費の分科・細目：

生物工学

キーワード： 細胞模倣膜　ラフト　リポソーム　ダイナミクス

プロセス工学・生物機能・バイオプロセス



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生体膜は主にリン脂質で構成されており、

そのリン脂質は 2本の疎水性の尾部と極性の
高い親水的な頭部を分子の中に合わせ持つ
両親媒性分子である。リン脂質は複合脂質で
あり、コリン、リン酸、グリセロール、脂肪
酸が繋がった構造をとっている。脂肪酸分子
が不飽和な部分を含む場合は二重結合が存
在するために脚が折れ曲がるような構造を
とり、二重結合のない飽和脂肪酸の場合には
脚がまっすぐな構造をとる。 
近年の研究で、生体膜の脂質分子は生体膜

内で一様に分布しているのではなく、飽和脂
肪酸からなる脂質とコレステロールを多く
含む相分離構造「脂質ラフト」を形成する不
均一性が存在するモデルが提案されている。
この相分離構造は膜たんぱく質や糖脂質と
いった他の生体分子を選択的に局在させる
性質を持つほか、信号伝達の際に凝集する２
次元的な動的構造が報告され、細胞機能の発
現の場として現在注目を集めている。 
モデル膜系において、脂質ラフトを模した

膜相分離構造は不飽和脂質、飽和脂質及び
Chol の混合系で再現できる。重要な膜構成成
分である Chol は酸化されると 7-keto- 
cholesterol(7keto),7-hydroxycholesterol(7
)といった酸化コレステロールを生じる。過
去の研究において、酸化コレステロール含有
膜の揺動は、高い温度応答性を示すことが明
らかになっており、ステロールの化学構造が
より親水的となることで膜の動的構造に影
響を与えることが分かっている。 
 
２．研究の目的 
従来、脂質膜の相分離は脂質の疎水的な部

分の相互作用が支配的であると考えられて
いるが、本研究では酸化コレステロールの親
水性置換基に注目し、酸化コレステロール含
有膜の相分離構造や脂質分子間相互作用に
ついて調べることを目的とした。 
細胞膜におけるコレステロールが、膜の相

分離に大きく影響している事を述べた。しか
し、コレステロールは酸化しやすく、生成さ
れる酸化コレステロールと膜相分離構造と
の関係については不明瞭なままとなってい
る。そこで本研究では酸化コレステロールを
含む生体モデル膜の相分離構造について調
べることで、相分離形成に影響する相互作用
として従来の疎水基同士の相互作用のみで
なく、新たに親水性基が寄与する相互作用に
ついて解明する。 
 そのための方法として、相分離構造がよく
調べられているDOPC/DPPC/Chol の3成分
系のリポソームと、Chol の全てまたは半分を
酸化コレステロールである 7keto または 7
に置換した系のリポソームの相分離構造を
蛍光顕微鏡観察により比較した。 
 また、脂質分子同士の相互作用を解析する
ための手法として新たに動的光散乱法(DLS)
を用い、DOPC とステロール及び DPPC と

ステロールから成るリポソームを比較した。 
 
３．研究の方法 
不飽和リン脂質 (DOPC)と飽和リン脂質 
(DPPC)のモル分率を 1：1 で固定し、ステロ
ールとして Chol, 7keto, 7Chol:7keto=1:1, 
Chol:7=1:1 をそれぞれ加えた 5 つの系にお
いて、静置水和法により作製した巨大リポソ
ームで形成される相分離構造を蛍光顕微鏡
観察により比較した。また、脂質分子同士の
相互作用を解析するために、動的光散乱法
(DLS)を用いて DOPC とステロール及び DPPC
とステロールから成るリポソームを作製し
比較した。 
 
４．研究成果 
[1] ステロールを含む膜の相分離構造 
① 観察された典型的な膜相分離構造 
蛍光顕微鏡によって観察したステロール

含有膜表面上の典型的な相分離構造を 5つに
分けて示す(Fig.1)。 

(Fig.1) Phase separation of membrane. 
   

5 つに分けた相分離構造をそれぞれ次のよ
うに名付けた。(a)の縞状に連結した相が現れ
ている相分離構造を Spinodal domain、(b)
の歪な形状の相が浮島のように多数存在し
ている相分離構造を Rough domain、(c)の円
形の相分離構造は Smooth domain、(d)の
Smooth domain の黒い領域と白い蛍光領域
が反転し、蛍光領域が円形で観察される相分
離構造を Reverse(Rev.) domain、 (d)の相
分離構造が観察されない一様な相状態は No 
domain とした。 
 (a)と(b)の相分離構造は形状が異方的なこ
とから、固体秩序相 (So)と液体無秩序相(Ld)
から出来ていると考えられる。また、(c)と(d)
の相分離構造は形状が円形であることから、
液体秩序相(Lo)と液体無秩序相(Ld)からでき
ていると考えられた。 
 
②  相分離構造の温度応答 
 OPC:DPPC=50:50 のステロールを含まな
いリポソームの各温度で 30 個ずつ観察を行
い、相分離構造の割合をカウントした。 
観察は、10°C から 40°C までの範囲で

5°C 刻みで行った。10°C から 30°C まで
の範囲の各温度では Spinodal domain が多



く観察された。しかし、その割合は温度が上
昇するに従って減少していき、35°C で急激
に減少した後 40°C で観察されなくなった。
一方、Rough domain は 35°C までの範囲で
は温度が上昇とともに観察される割合が上
昇した。結果より、DOPC/DPPC の 2 成分系
リポソームにおいて、低温度ではスピノーダ
ル分解によって形成された相互連結構造の
Spinodal domain が、高温では歪な形状の
Rough domain が形成されやすいことが示唆
される(Fig.31)。また、ステロールを含まな
いDOPC/DPPCの系ではSmooth domainや
Rev. domain のような Lo/Ld 相は形成されな
いことが分かった。 
 
③ Chol を含む膜の相分離構造 

DOPCとDPPCのモル分率を1:1で固定し、
Chol の 濃 度 を 変 化 さ せ た 場 合 の
DOPC/DPPC/Chol リポソームを 30 個ずつ、
温度 21℃で膜表面上の相分離構造の割合を
カウントした。Chol の濃度が 0%では 8 割近
いSo/Ld相分離構造であるSpinodal domain
が観察された。5,10%のステロール濃度では
Spinodal domainとRough domainの固体相
を含む相分離構造が多く観察された。20%, 
30%, 40%のステロール濃度では Lo/Ld 相分
離構造である Smooth domain や Rev. 
domain が多く観察された。またステロール
濃度 50%では相分離構造がほぼ観察されな
かった。結果より、Chol の濃度が上昇するに
従い、膜表面上で観察される相状態が So/Ld
相分離構造からLo/Ld相分離構造を経て一様
な相状態に変化していく様子が観察できた。 
 
④ 7keto を含む膜の相分離構造 

DOPCとDPPCのモル分率を1:1で固定し、
ステロールとして 7keto, Chol:7keto=1:1 を
含んだリポソームを 30 個ずつ、温度 21℃で
各ステロール濃度を変化させた際の相分離
構造の割合をカウントした。 結果より、
7keto を含む膜では、コントロールである
Chol 含有膜に比べて、ステロール濃度が
5,10%で Spinodal domain の割合が減り、
Rough domain の割合は 6 割以上に増加した。
またステロール濃度が 20, 30, 40%で観察さ
れる Smooth domainやRev. domainはChol
含有膜に比べて減少した。Chol:7keto=1:1 を
含む膜において、ステロール濃度 5%では
7keto 含有膜と同じく Spinodal domain がほ
とんど観察されず、Rough domain が全体の
6 割以上のリポソームで観察された。また、
ステロール濃度 10%では、Chol 含有膜と比
べて 3 倍以上の Smooth domain が観察され
た。そして、ステロール濃度 30%で Smooth 
domain 及び Rev. domain の割合が減少し、
No domain が増加した。 
 これらのことから、7keto は Chol よりもや
や Lo/Ld 相を形成しづらいことが分かった。
また、Chol:7keto は Chol よりも低ステロー
ル濃度で Lo/Ld 相を形成しやすく、高ステロ

ール濃度では形成しづらいことが分かった。 
 
⑤ 7を含む膜の相分離構造 

DOPCとDPPCのモル分率を1:1で固定し、
ステロールとして 7Cholを含んだリ
ポソームを 30 個ずつ、温度 21℃で各ステロ
ール濃度を変化させた際の相分離構造の割
合をカウントした結果を示す(Fig.22)。 
 7を含む膜において、ステロール濃度 5, 
10%では Chol 含有膜と比較して Spinodal 
domain が減少し、No domain が増加した。
また、相分離しているリポソームのほとんど
で Rough domain が観察された。そして、ス
テロール濃度が 20%で相分離しているリポ
ソームの割合が急激に減少し、30%ではほぼ
一様な相状態のリポソームだけが観察され
た。Chol:7含有膜において、ステロール
濃度 5, 10%では含有膜と同様に、No 
domain が多く、観察された相分離構造は
Rough domain がほとんどであった。また、
ステロール濃度が 20%では、若干 Smooth 
domain が観察されたが、全体としては No 
domain が増加した。そしてステロール濃度
が 30%ではほぼ一様な相状態のリポソーム
だけが観察された。 
 これより、7は相分離を阻害する効果があ
ることが分かった。 

(Fig.2) Phase separation at 10% sterol 
concentration. 
以上の結果をまとめて、ステロール濃度を

10%にした場合の、7keto, 7を含む場合の相
分離構造を Fig.2 にまとめた。 
 
[2] DLS による分子間の相互作用の解析 
① DPPC 膜に対する Chol の相互作用 
 粒子の大きさが揃ったものが示す自己相
関関数(g2()-1)-時間()のグラフとして、蛍光
標識ポリスチレンナノ粒子 100nm, 200nm, 
500nm を水中に分散させた水溶液を最初に
測定した。結果から、ナノ粒子のサイズが小
さいほど緩和時間が短くなっていることが
分かった。また、グラフの傾きが急であるこ
とから単分散に近いことが分かった。そこで、
DPPC から成る膜と Chol の濃度を変化させ
た DPPC/Chol 膜の水溶液中でのブラウン運
動による散乱光の揺らぎを DLS により測定
した際の自己相関関数(g2()-1)-時間()のグ



ラフを示す(Fig.3)。 
Chol を含む DPPC 膜のグラフは DPPC の
みから成る膜と比べ、自己相関関数の減衰が
短い緩和時間で起きていた。また、この減衰
グラフは DPPC 膜中の Chol の濃度を上昇さ
せていくに従って急になり、単分散に近付い
ていることが分かった。結果から、DPPC 膜
に Chol が含まれた場合には、そのステロー
ル濃度を上昇させるにつれて、小さな粒子が
形成されやすく、形成される粒子の大きさが
揃っていくことが示唆された。 
② DPPC膜に対する7keto及びChol/7keto
の相互作用 

7keto及びChol:7keto=1:1のステロールを
含んだ DPPC 膜を、ステロールの濃度を変化
させて作製し、DLS により測定した際の自己
相関関数 (g2()-1)-時間 ()のグラフを示す
(Fig.3)。 

(Fig.3) DLS analyses of lipid interaction. 
 
7ketoを含むDPPC膜もChol含有膜と同じ
く、DPPC のみの膜と比べて、短い緩和時間
で自己相関関数の減衰が始まっていた。また、
膜中の 7keto の濃度が 5%から 10%になると
減衰のグラフの傾きが急になった。そして濃
度が 20%では、自己相関関数が減衰し始める
緩和時間が長くなった。このことから、DPPC
膜に 7keto が含まれた場合、ステロール濃度
が 5%,10%までは小さな粒子が形成されやす
く、そこからステロール濃度が上昇するにつ
いて大きな粒子が形成されやすくなること
が示唆された。 
 Chol:7keto=1:1 を含むDPPC 膜も Chol や
7keto 含有膜同様に、自己相関関数の減衰が
DPPC 膜よりも短い緩和時間で見られた。特
に Chol:7keto10%を含んだ場合に、顕著に短
い緩和時間で自己相関関数の減衰が始まっ
ていた。また、Chol:7keto=1:1 も 7keto と同
じくステロール濃度が 20%では自己相関関
数が減衰し始める緩和時間が長くなった。結
果から、DPPC 膜に Chol:7keto=1:1 が含ま
れた場合、ステロール濃度が 10%まではChol
や 7keto を含む膜も小さな粒子が形成されや
すく、そこからステロール濃度が上昇するに
ついて大きな粒子が形成されやすくなるこ
とが示唆された。 
 
[3] 結論 
DOPC/DPPC/Chol の組成で観察された膜
相分離構造は、Chol の半分が 7keto に置き換
わると核形成成長過程の相分離が促進され

る。一方、7が含まれる膜では相分離が阻害
され一様な相状態が多く観察された。また、
DLS 法による測定から Chol:7keto=1:1 を含
む DPPC 膜の粒子が小さくなりやすい相互
作用があることが示唆された。 
 これまで、多くの研究において多成分脂質
膜の相分離形成は疎水性相互作用が支配的
であるとされてきたが、本研究では、ステロ
ールの構造の一部が親水性置換基に置き換
わった酸化コレステロールを用いた系で、同
じ位置についた親水性置換基でもその種類
により、脂質膜分子間の相互作用に与える影
響が異なることを明らかにした。また、親水
性置換基同士の相互作用が相分離形成に影
響を与えることを示唆した。 
本研究で得られた知見は、酸化を考慮した

脂質膜相分離形成の解明や、親水性置換基を
持った化合物を含む脂質膜のモデル膜理論
の構築さらには、さまざまな物質と膜との相
互作用解析、そして、実際の細胞においても
ラフト、非ラフト領域から発展させた詳細な
相状態の構造や、生体膜ダイナミクスの構造
制御メカニズムの解明にも研究を展開する
ことができると考えている。 
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