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ミセルベシクル転移機構及びベシクルの粒子径と流動性の制御
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The mechanism of vesicle-to-micelle or micelle-to-vesicle transition was studied in order to control sizes and ‰uidi-
ties of vesicles during periods of preparation. Dependence of particle sizes measured by quasi-elastic light scattering, tur-
bidities, ‰uidity parameters monitored by ESR spectroscopy, and morphological changes of mixed aggregates of egg
yolk phosphatidylcholine (EPC) and a detergent (octylglucoside (OG) or sodium cholate (Na-chol)) on detergent con-
centration provided a model of vesicle destruction. It possessed three phase transition points, and proceeded in a step-
wise fashion: vesicles, small particles containing large amounts of detergents (SUV), intermediate structures, and mix-
ed micelles. Vesicle formation on removal of detergents from micelles proceeded oppositely. Micelle-vesicle transition
mechanism was common to all detergents examined. The feature of the mechanism was the presence of SUV. Next,
SUVwas prepared by adding appropriate amount of a detergent to small unilamellar vesicles obtained by sonication.
Time-dependent size growth of the SUVwas remarkable in the case of OG-containing SUV, but was insigniˆcant in
the case of Na-chol-containing SUV, suggesting the size determining step to be the stage of the SUV. The tendency to
produce large or small vesicles from micelles was related to the absence or presence, respectively, of a net charge in the
detergent molecule. The ‰uidities of EPC micelles containing small amounts of a detergent possessing a steroidal struc-
ture (e.g., Na-chol or CHAPS) were signiˆcantly smaller than the corresponding values of a detergent without a
steroidal structure (e.g., OG), suggesting a method of control of orderliness of hydrocarbon chains in EPC vesicles.
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1. はじめに

リポソーム（リン脂質ベシクル）と密接に関連す

る研究では，膜タンパク質の可溶化と再構成，細胞

膜モデルとして膜タンパク質の機能や構造の解析，

人工細胞や人工膜ワクチンなどへの応用研究が多数

報告されている．17)そして，膜タンパク質の再構

成の効率はタンパク質自身の物性以外に，ミセル

ベシクル転移の重要性が指摘された．8)

一方，医薬品を生体の必要部分に送達し，そこで

の放出速度を制御することにより，医薬品の投与量

が減少し，副作用の軽減が期待される．リポソーム

は内部に水溶性と脂溶性の薬物を封入でき，生体物

質であるリン脂質を材料としているので，副作用の

少ない薬物担体として注目されている．また，生体

に投与されたリポソームの体内動態にはサイズ912)

が，膜中に再構成されたタンパク質の配向性には流

動性の重要性が推測される．

混合ミセルから界面活性剤を除去して調製された

リポソームのサイズや物性は，界面活性剤の種類や

除去法に依存することが知られていた．1315)従来，

調製時におけるリポソームのサイズの制御は経験的

に行われた．例えば，界面活性剤としてコール酸ナ

トリウム（Na-chol）を用いると小さなベシクルが

得られた．一方，オクチルグルコシド（OG）を用

い，OG を透析法により長時間を掛けて除去すると

大きなベシクルが，ビーズ法によって短時間のうち

に除去すると小さなベシクルが得られる傾向があっ
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Fig. 1. Plots of Optical Density Obtained at 500 nm (A) and Relative Particle Diameter, Dx/D0 (B), against OG Concentration
The broken line in (B) represents the theoretical line [Dx/D0＝(1＋Re/2)1/2].29)
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た．1315)リポソームを薬物送達システムの素材とし

て用いるためには，調製段階で粒子径や性状を制御

する必要があり，それを実現するためには，ミセル

ベシクル転移に関する知見が有効である．ミセル

ベシクル転移機構については，これまでに様々な研

究がなされてきた．1629)しかし，研究者により試料

や実験条件が異なるので，すべての場合を網羅する

ような転移機構は提出されていない．

われわれは卵黄ホスファチジルコリン（EPC）

の大きな 1 枚膜ベシクル（LUV）の界面活性剤 OG

による可溶化に関する研究を行った．すなわち，

OG を含む EPC の LUV について，準弾性光散乱

法による粒子径，濁度（光学密度），スピンラベル

法による流動性パラメーターを中心とする物性測

定，及び電子顕微鏡写真を用いる形態変化の観察を

行い，ミセルベシクル転移機構について検討し

た．その後，調製時におけるリポソームの粒子径と

流動性の制御に関連する知見を得た．

2. 卵黄ホスファチジルコリンベシクルのオクチ

ルグルコシドによる破壊機構13,26,29)

押し出し法により調製した直径約 200 nm の EPC

の LUV 懸濁液に既知量の OG を添加した混合凝集

系を用いて，準弾性光散乱法により粒子径，濁度

（500 nm における光学密度），5-doxylstearic acid

（5-DS）の ESR スペクトルより算出したオーダー

パラメーターを界面活性剤濃度の関数として測定し

た．脂質濃度は常に一定（5 mM）に保った．また，

凍結割断電子顕微鏡写真を用いて OG の添加によ

る LUV の形態変化を観察した．

Figure 1(A)には光学密度（濁度），Fig. 1(B)に

は相対粒子径の全 OG 濃度に対するプロットを示

す．ここで相対粒子径（Dx/D0）は膜中の OG 濃度

が Re のときの粒子径 Dx と，Re＝0 のときの粒子

径 D0 の比である．また，Re は（膜中の OG のモ

ル数)／(脂質のモル数）である．Figure 1 をみる

と，濁度と相対粒子径の OG 濃度に対する変化は

単調ではなく，少なくとも 3 つの共通の屈曲点を持

つことが分かる．これより，OG によるベシクル破

壊過程は少なくとも 3 つの相転移点を有することが

分かる．Figure 1(B)の破線は，ベシクル中に分配

された OG が，脂質と相互作用しないで，単に球

の表面積を増加させるものと仮定して計算した理論

的な相対粒子径で，

Dx/D0＝(1＋Re/2)1/2 (1)

で計算される．29) Figure 1(B)をみると，OG 濃度が

013 mM の範囲では，Dx/D0 の測定値は Eq.(1)の

理論曲線上に乗るので，この範囲では OG は EPC

分子と相互作用しないで単純に LUV 中に分配され

るものと考えられる．OG 濃度 13 mM では濁度と

相対粒子径の濃度変化の屈曲点が一致している．

OG 濃度が 1320 mM の範囲では，濁度も相対粒子

径も減少している．また，Dx/D0 の測定値は理論曲

線上に乗っていない．OG 濃度が 2030 mM ではベ

シクルでもミセルでもない透明な液体が生成する．

見掛け上大きな粒子径が観測されるのはこの液体の

粘性が大きいためである．この範囲の構造体を中間
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Fig. 2. Freeze Fracture Electron Micrographs of EPC/OG Aggregates at Re＝0 (A), 0.3 (B), 1.38 (C), and 2.38 (D)
The bars represent 200 nm. Re: represents OG/EPC molar ratio in membrane phase.
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構造体（巨大ミセル）と呼ぶ．さらに，OG 濃度が

30 mM 以上では濁度も粒子径も小さく，系は透明

で，ミセルが生成するものと考えられる．

次に，凍結割断電子顕微鏡写真を用いて EPC

LUV の OG による破壊の初期段階の形態変化を観

察した．Figure 2は OG を含まない EPC LUV (A)，

EPC/OG 系で Re＝0.3(B)，1.38(C)，及び 2.38

(D)のときの電子顕微鏡写真を示す．Figure. 2(B)

は OG がベシクル中に単純に分配される範囲（OG

濃度：3.0 mM）の写真で，OG を含まない LUV

（Fig. 2(A)）よりも粒子径の大きなベシクルが観測

される．Re が増加して，Fig. 1 で濁度と相対粒子

径がともに減少する範囲（OG 濃度：1320 mM）

では，LUV は小粒子の凝集体（Fig. 2(C)）を経由

して，小粒子の分散（Fig. 2(D)）に変化する．

次に，EPC/OG 系中に挿入した 5-DS の ESR ス

ペクトルを測定し，得られた異方性のあるスペクト

ルより次式に従ってオーダーパラメーター（S）を

算出した．

S＝
(A/ /－A⊥)

AZZ－1/2(AXX＋AYY)
(2)

ここで，A/ /及び A⊥ はそれぞれ超微細分裂定数

の平行，及び垂直成分，AXX，AYY，及び AZZ は超

微細分裂テンソル A の 3 つの主値である．また，

5-DS の場合，AZZ－1/2(AXX－AYY)＝2.75 mT であ

る．

Figure. 3 には EPC/OG 凝集系中の 5-DS のオー

ダーパラメーターの OG 濃度への依存性を示す．

OG 濃度が約 20 mM 以下では，オーダーパラメー

ターの値が大きく変化が少ない．EPC/OG 系の流

動性が小さいのは，系がラメラ構造を持つためと考

えられる．特に，Fig. 1 で Dx/D0 が理論曲線上に

乗る範囲のみではなく，粒子径や濁度が減少し，小

粒子の凝集体が出現している範囲（Fig. 2）でもオー

ダーパラメーターの値は大きく，系はラメラ構造を

有することを示唆する．ここで生成した小粒子を超

音波法で生成する小さな 1 枚膜ベシクル（SUV）

と区別するために SUVと名付けた．OG 濃度が約

20 mM（Re＝1.35 に相当）以上でオーダーパラメー

ターが急激に減少している（流動性が増加している）

のは，リン脂質の炭化水素鎖中でラメラ構造の破壊

が始まり，OG 濃度が増加するほどラメラ構造の可

溶化が進展することと対応する．

LUV/OG 系について粒子径，濁度，オーダーパ

ラメーター以外にも，OG の LUV への分配挙動，

高分子（ウロキナーゼ）のベシクル中への残存率な
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Fig. 3. Dependence of Order Parameter of 5-DS in EPC LUV/
OG Aggregates on OG Concentration

Fig. 4. Processes of Vesicle Destruction by Octylglucoside, Sodium Cholate, and C12E8

672 Vol. 128 (2008)

どの物理量を測定した．その結果，測定方法が異な

る複数の物理量の界面活性剤濃度への依存性には共

通の屈曲点が少なくとも 3 つ見い出された．以上の

ことを総合して，ベシクルの破壊機構は 3 つの相転

移点を持ち，4 段階で進行することが明らかになっ

た．さらに，コール酸ナトリウム（Na-chol)，oc-

taethylene-glycol mono-n-dodecylether (C12E8）によ

る EPC の LUV の破壊についても，上述と同様

に，濁度，粒子径，オーダーパラメーターを測定

し，凍結割断電子顕微鏡写真による形態変化を観察

して検討したところ，ベシクルからミセルに変化す

るまでに 3 つの共通の屈曲点を有し，4 段階で進行

することが分かった．14,27)

Figure 4 には OG，Na-chol，C12E8 による EPC

LUV の破壊過程を模式的に図示する．Figure 4 を

みると，LUV 破壊過程は用いた界面活性剤の種類

に依存しないで，LUV → SUV→ 中間構造体 →
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Fig. 5. Size Change of Liposomes in the Process of Adding
OG, Standing, and Removing the OG

Fig. 6. Dependence of Average Particle Sizes of EPC/Na-chol (A) and EPC/CHAPS (B) Aggregates on Detergent Concentrations
and Elapsed Times

673No. 5

混合ミセルの順に進行する．OG と C12E8 系の第 2

段階では SUVの凝集が観測され，さらに界面活性

剤濃度が増加すると小粒子の分散に移行する．一方，

Na-chol では小粒子の凝集体は出現しないで，小粒

子の分散のみが観測される．われわれのベシクル破

壊モデルは転移の途中に SUV段階の存在すること

が特徴である．一方，現在受け入れられている代表

的なミセルベシクル転移機構には，Lichtenberg ら

による三段階モデル30)と Ollivon らによるその改良

型モデル31)がある．これらのモデルでは混合ミセル

から界面活性剤を除去するとラメラシートが生成

し，その成長が調製時におけるベシクルサイズを決

定した．

3. SUVの性質と調製段階におけるリポソーム

サイズの制御

われわれの提案したミセルベシクル転移モデル

では転移の途中に SUVが出現した．次に，SUV

の性質を明らかにするために，超音波法で EPC の

SUV（直径約 40 nm）を調製し，適量の界面活性剤

を添加して SUVを作製した．これを用いて，準弾

性光散乱法による平均粒子径を界面活性剤濃度と時

間の関数として測定し（脂質濃度は 5 mM に固定），

SUVの凍結割断電子顕微鏡写真を用いて，形態の

時間変化を観察した．

Figure 5 には一連の過程（SUVの生成，放置，

OG の除去）に伴う平均粒子径の変化を示す．

Figure 5 をみると，超音波法で作製した SUV の直

径は約 40 nm（A 点）である．これに適量（Re＝

1.1）の OG を添加し，SUVを作製するとサイズは

約 80 nm になる（B 点）．次にこれを 6 h 放置する

と，著しいサイズの増加が観測される（C 点）．さ

らに透析法により 1 日掛けて OG を除去すると直

径約 120 nm のリポソームが生成する（D 点）．こ

のように，SUVの生成，放置，OG の除去という

一連の過程により，出発時よりも約 3 倍のサイズを

有するリポソームに変化する．ベシクル破壊の途中

に出現する 4 つの段階のうち，EPC/OG 凝集系を

放置することにより，顕著なサイズの増加を示した

のは SUV段階のみであった．

Figure 6(A)には EPC/Na-chol 系，Fig. 6(B)に

は EPC/3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-

1-propanesulfonate（CHAPS）系の平均粒子径の界

面活性剤濃度と時間への依存性を示す．アニオン型

界面活性剤 Na-chol を含む SUV（Na-chol 濃度：2

4 mM）では粒子径の経時的な増加は少ない（Fig.

6A）が，正味の電荷を持たない両性イオンの

CHAPS を含む SUV（CHAPS 濃度：24 mM）で

は粒子径の増加が顕著である．実際，EPC/Na-

chol の SUVから Na-chol を除去すると小さなベシ

クルが，EPC/CHAPS の SUVから CHAPS を除
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Fig. 7. Dependence of Particle Sizes of EPC/Na-chol Ag-
gregates on Na-chol Concentrations and Elapsed Times in
the Presence of CaCl2 (40％ of Na-chol Concentration)

Fig. 8. Freeze-Fracture Electron Micrographs of EPC SUV
after Addition of Na-chol at a Molar Ratio of 1.0 Immedi-
ately (A), and 7 Days (B) after the Addition of Na-chol,
and Those after Addition of OG at a Molar Ratio of 1.3 Im-
mediately (C), and 7 Days (D) after the Addition of OG.
The bars represent 200 nm
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去すると大きなベシクルが得られた．ベシクル破壊

過程で出現する 4 つの段階のうち，放置することの

みにより，顕著なサイズの変化が起こるのは，

EPC/CHAPS 系の SUV段階のみであった（Fig. 6）．

Figure 7 には EPC/Na-chol/CaCl2 系の平均粒子

径の Na-chol 濃度と時間への依存性を示す．CaCl2
が共存（Na-chol 濃度の 40％）するとき，2-4 mM

の Na-chol を含む SUVの経時的な粒子径の増加は，

CaCl2 を含まない場合（Fig. 6(A)）よりも顕著で

ある．この EPC/Na-chol/CaCl2 系より Na-chol を

除去するとサイズの大きなリポソームが得られた．

これより，Na-chol が常に小さいリポソームを生成

させるのは，界面活性剤除去の途中で生成する

SUVが Na-chol の含有によって負電荷を帯び，粒

子間の静電的反発が誘発され，粒子の融合と成長を

妨げられるものと推定される．次に，CaCl2 が Na-

chol を含む SUVの電荷を中和したので，粒子の融

合成長が可能になったことが推定される．

Figure. 8(A), (B)は，超音波法で作製した SUV

に適量の Na-chol（Re＝0.58）を添加して SUVを

作製した直後(A)と，その SUVを 7 d 放置したの

ち(B)の，Fig. 8(C), (D)は，超音波法で作製した

SUV に適量の OG(Re＝1.0）を添加して SUVを作

製した直後(C)と，これを 7 d 放置したのち(D)の

凍結割断電子顕微鏡写真である．Figure 8をみると，

SUVを 7 d の放置することによる粒子径の増加は

Na-chol 系では少なく，OG 系では多い．また，

OG 系では融合の途中と予想される粒子の写真が観

測される［Fig. 8(D)］．

次に，既知量の CHAPS（ステロイド骨格を持つ

両性イオンの界面活性剤）とタウロコール酸ナトリ

ウム（TC）（ステロイド骨格を持つアニオン型界面

活性剤）を含む EPC の凝集系の粒子径と濁度につ

いて考察する．Figure 9(A)には EPC/CHAPS 系，

Fig. 9(B)には EPC/TC 系の濁度と粒子径の Re へ

の依存性を示す．EPC LUV/CHAPS と EPC LUV/

TC 系でも，Fig. 9 に出現している屈曲点は分配係

数の屈曲点，電子顕微鏡写真で観測される形態の変

化点と対応したので，CHAPS32)と TC33) によるベ

シクル破壊も Fig. 4 に示すのと同様に 4 段階で進

行することが示された．CHAPS では，SUVの生

成は 0.04＜Re＜0.21 の範囲で起こり，混合ミセル

の生成は Re＝0.52 で開始する．TC 系では，SUV

の生成は 0.14＜Re＜0.21 の範囲で起こり，混合ミ

セルの生成は Re＝0.59 以上で起こる．CHAPS 系

の場合，濁度には Re＝0.2 付近，粒子径には Re＝

0.5 付近に顕著な極大が出現し，SUV領域では大

きな粒子径が観測される［Fig. 9(A)］．一方，TC

系の場合，濁度と粒子径の極大は顕著でなく，

SUV領域（0.14＜Re＜0.21）でも粒子径が小さい
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Fig. 9. Plots of Turbidities (●) and Sizes (▲) against Re for EPC/CHAPS (A) and EPC/TC (B) Mixed Aggregates
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ままである［Fig. 9(B)］．一方，混合ミセルから

CHAPS を除去すると大きな，TC を除去すると小

さなリポソームが得られた．これらの結果は，界面

活性剤が正味の電荷を持つと小さな，持たないと大

きなリポソームを生成させる傾向のあることを指示

する．

以上より，SUVが界面活性剤除去法で生成する

リポソームのサイズの決定段階であることが推測さ

れる．Figure 10 には混合ミセルから界面活性剤の

除去によるベシクルの生成機構を模式的に示す．ベ

シクル生成はベシクル破壊（Fig. 4）の逆の順序で

進行する．すなわち，混合ミセル（第 1 段階）より

界面活性剤を除去するとまずミセルの成長，巨大化

（中間構造体の生成）が観測される（第 2 段階）．さ

らに界面活性剤を除去すると，SUVが生成し（第

3 段階），さらに界面活性剤濃度が減少するとベシ

クルが生成する（第 4 段階）．われわれのモデルを

用いると，ベシクルサイズの成長には SUVの時間

依存的な融合，成長が不可欠である．例えば，OG

を含む混合ミセルから素早く界面活性剤を除去する

（ビーズ法など）と小さなベシクルが，時間を掛け

て除去する（透析法など）と大きなベシクルが得ら

れる傾向のあることを説明できる．また，Na-chol

や TC が常に小さいベシクルを生成させる傾向があ

るのは，界面活性剤の添加により SUVが負電荷を

持つことにより粒子の融合，成長が妨げられるため

と推定される．そこで，Na-chol を含む SUVの電

荷を CaCl2 で中和したのちに，Na-chol を除去する

と大きなベシクルの生成が可能になった．Lichten-

berg らによる三段階モデル30)と Ollivon らによるそ

の改良モデル31)ではラメラシートの成長が調製時に

おけるベシクルのサイズを決定していたが，われわ

れはサイズの決定段階が SUVであるモデルを構築

し，混合ミセルから OG と Na-chol の除去によっ

て生成するリポソームの粒子径に関する問題点を解

決できた．

4. リポソームの流動性とその制御

スピンプローブ 5-, 12-，及び 16-doxylstearic acid

(5-, 12-，及び 16-DS）を使い分けるとリン脂質の

炭化水素鎖の異なる位置をラベルでき，異なる位置

での流動性・運動性を比較できる．Viriyaroj らは，

EPC/界面活性剤（OG，CHAPS，または TC）の

ベシクルと EPC/界面活性剤の混合ミセルの流動性

を比較して興味深い結果を得た．3234) Figure 11(A)

には EPC/TC，Fig. 11(B)には EPC/OG の混合凝

集系（脂質濃度 5 mM）中に組み込まれた 5-DS の

ESR スペクトルを示す．界面活性剤濃度が低い，

ベシクル破壊の第 1，第 2 段階では EPC/OG 系で

も EPC/TC 系でも ESR スペクトルは異方性を持

つ．界面活性剤濃度が増加し，第 4 段階（混合ミセ

ル）に達すると，EPC/TC 系のスペクトルは異方

性を持つが，EPC/OG 系のそれは次第に等方的な

スペクトルに変化する［Fig. 11(Be)］．Figure 11

には示していないが，EPC/CHAPS 系，EPC/Na-

chol 系の混合ミセルでは Fig. 11(Ae)と類似の異

方性のあるスペクトルが，EPC/C12E8 系の混合ミ

セルでは Fig. 11(Be)と類似の等方的なスペクトル

が得られた．等方的な ESR スペクトルの回転相関

時間（tc）を，ns を単位として Eq.(3)を用いて計

算した．

tc＝0.65×W0[(h0/h－1)1/2－1] (3)

ここで，W0 は核スピン量子数 I＝0 の吸収帯の極大

から極小までの線幅，h0 と h－1 はそれぞれ，I＝0

と－1 の吸収帯の極大から極小までの高さであ
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Fig. 10. Mechanism of Liposome Formation from Mixed Micelles and Size Regulation during a Period of Liposome Preparation

Fig. 11. ESR Spectra of 5-DS in Mixed Aggregates.
A: EPC LUV free from TC (a), EPC aggregates containing 1.5 (b), 2.75 (c), 4.75 (d), or 7.0 (e)mM TC. B: EPC aggregates containing 10 (a), 16 (b), 26

(c), 32(d), or 36 (e) mM OG. Lipid concentration, 5 mM: temperature, 25°C
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る．35)

Freed らは，回転相関時間を異方性のあるスペク

トルに拡張して次式を導出した．36)

tc＝a×(1－Tz′/Tz)b (4)

ここで，Tz′は実測の外側の超微細分裂幅の 1/2，Tz′

は流動性が最小の Tz′の極限値（doxylstearic acid

では 3.36 mT）である．定数 a, b は採用したモデ

ルに依存するが，ブラウン運動による拡散モデルで，

tc の単位が ns のとき，a＝0.54 と b＝－1.36 である．

Figure 12 には EPC LUV/OG(A)，EPC LUV/
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Fig. 12. Dependence of Rotational Correlation Times of 5-DS in EPC LUV/OG (A), EPC LUV/C12E8 (B), EPC LUV/CHAPS
(C), and EPC LUV/TC (D) Mixed Aggregates (Lipid Concentration: 5 mM) on Detergent Concentrations at 25°C
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C12E8 (B )，EPC LUV /CHAPS (C )，及び EPC

LUV/TC(D)系中の 5-DS の回転相関時間の界面活

性剤濃度依存性を示す．Figure 12 中の破線はベシ

クル破壊の相転移点，文字Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳはその範

囲がベシクル破壊のそれぞれ第 1，第 2，第 3，第 4

段階であることを示す．Figure 12 をみると，ベシ

クル破壊の第 1 段階では回転相関時間は大きく，第

2 段階が終了するまで tc は大きな値のままで変化が

少ない．これは系がまだラメラ構造を有することと

対応する．しかし，C12E8 を含む系では第 1，第 2

段階でも回転相関時間の減少量がやや多い．これは，

C12E8 による炭化水素鎖の破壊がベシクル破壊の第

1 段階で，C12E8 の添加量が少ないときから開始し

ていることを意味する（Fig. 12B）．第 3 段階では

どの界面活性剤でも回転相関時間の減少が最も急激

である．これは界面活性剤濃度の増加とともにラメ

ラ構造破壊が急速に進行することと対応する．

また，最少濃度の OG または C12E8 を含む混合ミ

セル［Fig. 12(A), (B)中の矢印で，それぞれ tc＝

2.9 及び 2.7 ns］の流動性は大きく，最少濃度の

CHAPS 又は TC を含む混合ミセル［Fig. 12(C),

(D)中の矢印で，それぞれ tc＝3.4 及び 3.4 ns］の

流動性は小さい．これより，混合ミセル中の炭化水

素鎖の配列は OG 又は C12E8 を含む系では秩序が小

さく，CHAPS または TC を含む系では秩序の大き

いことが分かる．混合ミセルの回転相関時間の減少

は CHAPS と TC 系では最も顕著で，OG 系でも減

少が観測される．一方，C12E8 を含む系では混合ミ

セル生成開始点で回転相関時間が既に十分小さく，

さらに C12E8 濃度が増加しても tc の減少はほとん

ど観測されない．このように，最少濃度の C12E8 を

含む混合ミセルでも炭化水素鎖の流動性は十分に大
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Fig. 13. Variation in Rotational Correlation Times of 16-DS in EPC LUV/OG (A), EPC LUV/CHAPS (B), EPC LUV/TC (C),
and EPC LUV/Na-chol (D) Mixed Aggregates (lipid concentration: 5 mM) with Detergent Concentrations at 25°C
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きい．このように，ミセルベシクル転移機構は界

面活性剤の種類によらないで共通であるが，転移の

途中に出現する構造体の物性（流動性，炭化水素鎖

の配列の規則性）は界面活性剤の種類による差異が

顕著であることが分かる．

EPC/界面活性剤系中の 16-DS の ESR スペクト

ルはベシクル破壊の全過程において等方的であった．

Figure 13 には EPC/OG (A)，EPC/CHAPS (B)，

EPC/TC (C)，及び EPC/Na-chol (D)凝集系（脂

質濃度：5 mM）中の 16-DS の回転相関時間の界面

活性剤濃度依存性を示す．16-DS では EPC の炭化

水素鎖の末端部の流動性を観測している．16-DS の

回転相関時間も相転移点付近で屈曲している．一

方，界面活性剤濃度が増加すると，EPC/OG 系の

回転相関時間は減少し，EPC/CHAPS，EPC/TC，

EPC/Na-chol 系のそれは増加している．Figure 13

には示していないが，EPC/C12E8 系の回転相関時

間は，OG 系と同様に，C12E8 濃度が増加するほど

減少した．以上より，EPC リポソームにステロイ

ド骨格を持つ界面活性剤を添加するとリン脂質の炭

化水素の末端部の流動性を減少させ，炭化水素鎖の

配列の秩序が増加する．逆に，ステロイド骨格を持

たない界面活性剤を添加すると炭化水素鎖の末端部

の流動性が増加する．

Figure 14(A)には EPC SUV/Na-chol，DMPC

SUV/Na-chol 系中の 12-DS の回転相関時間の Re

への依存性，Fig. 14(B)には EPC SUV/cholesterol,

及び DMPC SUV/cholesterol 系中の 12-DS の回転

相関時間の cholesterol mol％への依存性を示す．33)

12-DS の回転相関時間は Na-chol の Re とともに増

加する．Na-chol 系の屈曲点の Re はベシクル破壊

の相転移点と対応する．cholesterol はベシクルを破
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Fig. 14. Changes in Rotational Correlation Times of 12-DS in EPC SUV/Na-chol (◯) and in DMPC SUV/Na-chol (●) Aggregates
with Re (A), and Those in EPC SUV (○) and in DMPC SUV (●) with Cholesterol mol％ (B) at 25°C.
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壊しない化合物であるが，回転相関時間は chole-

sterol mol％とともに増加する．Cholesterol 系では

増加は単調で，屈曲点を持たない．このことから，

12-DS の回転相関時間が Na-chol や cholesterol 濃

度とともに増加するのはステロイド骨格の有無によ

るもので，ベシクルが破壊されるかどうかとは直接

関係がないと推定される．

Figure 1214 をみると分かるように，5-DS（炭

化水素鎖の極性部近くのプローブ），12-DS（炭化

水素鎖の中央部付近のプローブ)，16-DS（炭化水

素鎖の末端部付近のプローブ）の回転相関時間は大

きさの順に，5-DS＞12-DS＞16-DS となっている．

一方，流動性は逆の順序で，炭化水素鎖の末端部ほ

ど大きい．いずれの場合でも 3 つの相転移点付近に

回転相関時間の屈曲点が見い出されることは，ベシ

クル破壊機構（相転移点の出現）は用いた界面活性

剤の種類によらないで共通であることを支持する．

また，相転移に伴い，凝集系の炭化水素鎖全体に物

性の不連続的な変化が及ぶことが分かる．EPC/TC

ミセル中の 5-DS の回転相関時間が大きいこと，及

び 16-DS の回転相関時間が CHAPS 濃度の増加と

ともに増加すること，12-DS の回転相関時間が

Cholesterol 濃度の増加とともに増加することより，

EPC/TC，EPC/CHAPS，EPC/Na-chol ミセルの

炭化水素鎖の配列が EPC/OG，EPC/C12E8 ミセル

の配列よりも秩序正しい．また，TC，CHAPS，

Na-chol を含むミセルの炭化水素部の流動性が小さ

いのはステロイド骨格の持つ膜の凝集効果のためと

推定される．

5. お わ り に

本研究により，ミセルベシクル転移機構は 3 つ

の相転移点を持ち，次のように 4 段階で進行するこ

とが明らかになった．

ベシクル SUV中間構造体混合ミセル

ミセルベシクル転移のモデルは界面活性剤の種

類に依存しないで，共通であった．混合ミセルから

界面活性剤の除去によるベシクルの生成はベシクル

破壊の逆の順序で進行した．4 段階のうち，時間依

存的な SUVの融合，成長が調製時におけるベシク

ルサイズの決定段階であった．このモデルを用いる

ことにより，混合ミセルより OG を素早く除去す

ると小さなベシクルが，ゆっくりと除去すると大き

なベシクルが得られること，Na-chol を用いると常

に小さいベシクルが得られる傾向のあることを説明

できた．

界面活性剤除去法で生成するリポソームのサイズ

には，界面活性剤分子の持つ正味の電荷が重要であ

った．すなわち，正味の電荷を持たない OG と

CHAPS などはサイズの大きなリポソームを，アニ

オン型界面活性剤である Na-chol と TC は小さなリ

ポソームを生成させる傾向が認識された．

5-DS と 16-DS の回転相関時間は，OG 又は

C12E8 を含む凝集系では小さく（流動性は大きい），

CHAPS，TC，又は Na-chol を含む凝集系では大き

かった（流動性は小さい）．特に，16-DS の回転相

関時間はステロイド骨格を持つ界面活性剤の濃度と
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ともに増加し，ステロイド骨格を持たない界面活性

剤の濃度とともに減少した．これより，EPC/界面

活性剤系中のリン脂質の炭化水素鎖の配列の秩序

は，少量の OG 又は C12E8 を含む混合ミセルでは小

さく，少量の CHAPS，TC，又は Na-chol を含む

混合ミセルでは大きいことが推定された．そして，

混合ミセルの段階での炭化水素鎖の配列の秩序の違

いが界面活性剤除去法により調製されるリポソーム

の物性やリポソーム中に再構成されたタンパク質の

配向性に影響することが予想される．
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