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研究成果の概要（和文）：親水頭部に電荷を有する荷電脂質と電気的に中性な脂質を混合し作成した多成分荷電
脂質膜での、相分離・膜変形を実験・理論・数値シミュレーションにより明らかにした。また、直流電場下での
脂質エマルションの運動と２つのエマルションの融合挙動を明らかにした。荷電脂質間の静電相互作用を制御す
ることで相分離構造と膜変形を実現した。これより、静電相互作用という複雑な相互作用下での秩序形成を明ら
かにした。本研究成果は生体機能の理解、工業的応用の基礎となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：We investigated the phase separation and the spontaneous membrane 
deformation in charged lipid membranes consisting of negatively charged lipids and neutral lipids by
 experimental, theoretical, and numerical simulation methods. Moreover, we analyzed the fusion and 
motion of W/O emulsions under DC electric field. The formation of phase-separated structures and 
membrane morphological changes can be induced by controlling the electrostatic interaction between 
charged lipids. From these findings, we revealed the order formation under the electrostatic 
interactions. These obtained results are expected to lead to understandings of various biocellular 
functions and foundations of industrial applications.

研究分野： ソフトマター物理
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 コロイド・高分子・液晶・両親媒性分子・
生体物質などの物質群はソフトマターと総
称され、その工業的応用のみならず基礎物性
や生体との関連性などから注目されている。
平衡状態での秩序構造の研究は多くなされ
てきたが、複雑な相互作用下での秩序形成、
非平衡条件下でのダイナミクス、多自由度の
結合から表れる多様な物性に関する考察は
重要であるが十分な理解には至っていない。 
 ソフトマターの代表例の一つである両親
媒性分子は水中で様々な自己集合構造を形
成する。リン脂質は両親媒性分子の一つであ
り、水中で膜状に自己組織化し二重膜を形成
する。この脂質二重膜は細胞膜の基本構造と
同一であるため、細胞のモデル系（リポソー
ム）として注目されている。特に飽和脂質・
不飽和脂質から成る多成分リポソームでは、
低温において飽和脂質に富む相と不飽和脂
質に富む相とに相分離することが知られて
いる。この相分離は細胞膜面上に形成されて
いると考えられているラフト構造との関係
から広く研究がなされている。しかし、現在
までのリポソームを用いた多くの研究では、
電気的に中性なリン脂質を用いているが、細
胞膜内には負に帯電したリン脂質が存在し
膜電位の発生や、タンパク質の吸着において
重要な働きをしている。 
 そのため、脂質間の相互作用から生じる、
相分離・膜変形・運動を明らかにすることは、
生体機能の理解に繋がると同時に、工業的な
応用に向けた基礎研究と成り得ると言える。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では負電荷脂質を含む脂質膜
の物理的な性質を明らかにすることを目的
とした。特に、静電相互作用という複雑な相
互作用下での秩序構造形成、膜内での相分離
と膜変形の結合といった多自由度が結合す
る現象、さらに脂質膜の運動と秩序形成の結
合などを明らかにすることを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）荷電脂質膜の相分離 
 中性飽和脂質(DPPC)、負電荷飽和脂質
(DPPG)、中性不飽和脂質(DOPC)、負電荷不飽
和脂質(DOPG)、コレステロール(Chol)を用い
た系での相分離を蛍光顕微鏡・共焦点レーザ
ー顕微鏡により観察した。DOPC/DPPC の２成
分をコントロールとし、 DOPG/DPPC と
DOPC/DPPG の相挙動を明らかにした。また、
DPPC/DPPG/Chol の ３ 成 分 系 、
DPPC/DPPG/DOPC/Chol の４成分系での観察も
行った。また、塩として NaCl を用い、塩添
加効果についても議論した。 
 

（２）静電相互作用と脂質の相転移の結合を
取り入れた理論モデル 
 （１）の実験結果に基づき、現象論的なモ
デルにより荷電脂質/中性脂質２成分系の相
挙動を明らかにした。自由エネルギーとして、
脂質の相転移を記述するエネルギー、相分離
のエネルギー、静電自由エネルギーの３つを
考慮した。その際、脂質分子体積が転移の前
後で保存する仮定により、脂質の相転移と静
電エネルギーが結合する新たな効果を取り
入れた。モデルより、相図や分子面積変化を
計算した。 
 
（３）荷電脂質膜の自発的変形 
 （１）の DOPG/DPPC の系で相分離が起きた
後、さらに温度を下げると膜面に穴（膜孔）
が自発的に形成されることがわかった。この
ポア形成を蛍光顕微鏡観察により明らかに
した。ポア形成における、脂質組成、温度、
塩濃度、リポソームサイズ依存性を明らかに
した。また、理論モデルによりポア形成を説
明した。 
 
（４）粗視化分子動力学シミュレーションに
よる相分離と変形 
 （１）と（３）の実験を詳細に議論するた
めに、粗視化分子動力学シミュレーションに
より荷電脂質/中性脂質２成分系での相分離
と自発的膜変形を明らかにした。脂質の組成
比や塩濃度を変化させた際の、相分離ダイナ
ミクスを考察した。さらに、脂質間相互作用
と塩濃度を変化させた際の脂質膜変形を明
らかにした。 
 
（５）直流電場下でのエマルションの融合 
 リン脂質で覆われ油中で分散している水
滴を W/O エマルションと言う。W/O エマルシ
ョンに針状の電極により直流電流を流すと、
電極間を往復運動することが知られている。
この往復運動を利用し、複数のエマルション
を衝突させ融合させ、その様子を位相差顕微
鏡・蛍光顕微鏡により観察した。脂質として
DOPC と DPPC、油としてオリーブオイルを用
いた。水相にはポリスチレン粒子、デキスト
ランなどを分散、溶解させた。 
 
（６）張力印可による荷電脂質膜の相分離 
 中性脂質 DPPC、負電荷脂質 DOPS から成る
２成分脂質膜に浸透圧により張力を印可し
相分離を誘起させ、蛍光顕微鏡・共焦点レー
ザー顕微鏡により観察した。グルコースによ
り濃度差をつけ、浸透圧を誘起させた。脂質
の局在を観察するために、Rhodamine-DHPE、
NBD-PE、Nile-red の各蛍光試薬を用いた。 
 
 
４．研究成果 
（１）荷電脂質膜の相分離 



 DOPG/DPPC の系は中性脂質のみから成る
DOPC/DPPC の系に比べて相分離しにくい結果
を得た。これは相分離した際に DOPG に富ん
だ相を形成すると DOPG 間の静電反発により
自由エネルギーの増加を引き起こすため、相
分離が阻害されたと考えれる。塩を添加する
と、この静電反発が和らぐために DOPC/DPPC
の相挙動に近づくことがわかった。しかし、
興味深いことに DOPC/DPPG の系は DOPC/DPPC
よりも相分離しやすいことが示された。さら
に、塩を添加すると相分離が阻害され、
DOPC/DPPC の相挙動に近づいた。この結果か
ら DPPG 間には静電反発を上回る強い静電相
互作用由来の引力が働いていることがわか
る。我々はカウンターイオンを介した引力を
提唱した。これは仮説であり今後追実験によ
り明らかにする必要がある。これらの相挙動
は図１にまとめた。 

 DPPC/DPPG/Chol でも塩を添加すると相分
離が阻害されることが示され、DPPG の存在が
相分離を促進し、そこへ塩が添加されると相
分離の傾向が弱まることが示された。さらに、
DPPC/DPPG/DOPC/Chol では特異的な三相共存
が観察された。 
 
（２）静電相互作用と脂質の相転移の結合を
取り入れた理論モデル 
 荷電脂質膜の相分離理論の多くは相分離
と静電相互作用を考慮したモデルがほとん
どであった。しかし、脂質の転移を取り入れ
たモデルは中性脂質では提案されているも
のの、荷電脂質の系ではなかった。特に（１）

において DOPG/DPPC と DOPC/DPPG と飽和脂
質・不飽和脂質のどちらに電荷があるかによ
って相挙動が大きく変化することが明らか
になったため、脂質の転移を考慮したモデル
は重要である。そこで、脂質の相転移のエネ
ルギーも取り入れた理論モデルを提案した。
特に、分子体積が保存する仮定をすることで、
相転移と静電エネルギーが結合する新しい
効果を取り入れた。 
 その結果、荷電飽和脂質/中性不飽和脂質
と中性飽和脂質/荷電不飽和脂質で相挙動が
大きく異なることが示された。また、分子面
積の計算により転移の前後で荷電脂質特有
の面積変化があることが示された。 
 
（３）荷電脂質膜の自発的変形 
 DOPC/DPPC や DOPC/DPPG の系では温度を変
化させてもリポソームは球状を維持する。し
かし、DOPG/DPPC の系では温度を下げると相
分離が形成され、さらに温度を下げると膜面
に穴（膜孔）が形成されることがわかった。
この膜孔が小さいときはカップ型、大きくな
るとボウル型、完全に開くとディスク型とな
る（図２）。 

 膜孔は、DPPC の組成比が大きいとき・低
温・低塩濃度・小さいリポソームのときに形
成されやすいことがわかった。これらは膜孔
を形成した際の縁のラインエネルギーと膜
面を曲げる曲率エネルギーのバランスから
説明することができる。さらに、膜孔の縁は
荷電脂質により安定化されていることが予
想される。 
 分子レベルでの振舞いを明らかにするた
めに粗視化分子動力学シミュレーションに
より膜孔形成を再現した。その結果、膜孔の
縁に荷電脂質が集まっている様子が明らか
になり、実験結果を強くサポートしているこ
とがわかった。 
 
（４）粗視化分子動力学シミュレーションに
よる相分離と変形 
 （１）（３）の実験結果をより詳細に議論
するために、粗視化分子動力学シミュレーシ
ョンにより荷電脂質膜の相分離と変形を明
らかにした。脂質は１つの親水性ビーズと２
つの疎水性ビーズがばねにより直線的に繋
がっている模型により粗視化した。脂質 A：
脂質 B＝２５００：２５００のとき、A、Bと
もに中性脂質の場合の相分離ダイナミクス
はスピノーダル分解型となる。脂質 Aが荷電
脂質で塩濃度が十分に高いときは中性脂質
と同じ振る舞いを示したが、塩濃度が低くな

図１：顕微鏡画像と作成した相図 

図２：膜孔形成の模式図 



ると、核成長型のダイナミクスを示すことが
わかった。脂質 A:脂質 B＝１５００：３５０
０では低塩濃度において相分離ドメイン形
成の遅延が見られ、さらに時間の 0.4 乗に比
例する特徴的なドメイン成長則が見出され
た。 
 また、脂質間相互作用と塩濃度を様々変化
させた際に膜形状変化を明らかにした。その
結果、球状・ディスク状・ひも状・バイセル
状と様々な形態を形成することがわかった
（図３）。また、膜孔形成においては、荷電
脂質が膜内で傾く動きがきっかけになり、荷
電脂質に富んだ相から膜孔が形成される分
子メカニズムが明らかになった。 

 
（５）直流電場下でのエマルションの融合 
 予備実験として、W/O エマルションに直流
電流を印可することで往復運動を確認した。
電圧が低いと電極間に引き込まれるエマル
ションが少なく融合が起きにくかった。また、
電圧が高すぎるとエマルションが電極間で
安定に往復運動しなかった。そのため、融合
に最適な電圧(60V)を求め、その電圧で実験
を行った。 
 エマルションの融合を利用し、脂質分子の
拡散係数、内水相の拡散係数を求めた。脂質
分子の拡散は蛍光褪色法より求めた値とよ
い一致を示した。また、内水相の拡散では、
拡散係数既知の物質の測定から、融合により
内水相に流れが生じ拡散が速まることがな
いことを確認した。そのため、物質の単純拡
散を容易に測定することができた。また、ポ
リスチレンビーズを封入した際には、固体粒
子が膜面に吸着することで、融合を阻害する
ことがわかった。 
 
（６）張力印可による荷電脂質膜の相分離 
 生体内は等温系であると見なすことがで
きる。しかし、多くの相分離研究は温度変化
により相分離を誘起している。荷電脂質膜で
は塩の添加により等温条件下で相分離構造
形成を制御できる。さらなる構造形成制御を
目指し、張力印可による相分離の観察を行っ
た。 

 DOPC/DPPC の系において浸透圧により膜に
張力を印可すると、相分離が誘起されること
が報告されている。その実験結果に基づき、
荷電脂質 DOPS と DPPC の２成分系に浸透圧に
よる張力を印可した。その結果、中性の系と
同様に相分離が誘起された。興味深いことに、
２成分系であるにも関わらず、三相共存構造
が形成されることがわかった。この三相は
DPPC に富む相、イオン化した DOPS(-)に富む
相とイオン化していない DOPS(±)に富む相
であることが示唆された。DOPS のカルボキシ
基の pKa は 5.5 であるため、pH7 近辺ではイ
オン化していない DOPS が存在することがわ
かる。この親水頭部のイオン化に応じた相分
離現象は非常に新しく興味深い現象である
と言える。 
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