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Biomembrane is a place for signal transduction, where protein-membrane interactions are controlled by the mem-
brane environment. This environment could be modiˆed by lipid dynamics, such as interbilayer transport and trans-
bilayer movement, which are governed by lipid transfer proteins and translocase enzymes, respectively. Thus, static and
dynamic structural evaluations of the membranes are important to understand the links among function, structure, and
dynamics of lipid membranes. This review describes our recent studies for 1) the production of lipid nanoparticles with
nonlamellar liquid crystalline phases, 2) membraneprotein interaction that relates to the biogenesis of high-density
lipoproteins, and 3) the characterization of lipid transfer dynamics by small-angle neutron scattering (SANS). It was
demonstrated that diŠerent phospholipids have individual eŠect on membraneapolipoprotein AI (apoAI) interac-
tions that bring about a discoidal lipidprotein complex formation: Phosphatidylethanolamine, possessing the negative
spontaneous curvature, increases both the degree of hydration at the membrane interface and the acyl chain order, and
enhances the binding of amphipathic helices. A gel phase-forming lipid, sphingomyelin, forms heterogeneous interface
of the mixed membranes and facilitates the discoidal particle formation with apoAI. Phosphatidylserine partly contrib-
utes to a reduction in pH at membrane surface, which induces the conformational change of apoAI and accelerates the
discoidal complex formation. It was also demonstrated that SANS is available as a novel method to determine the dy-
namics of membrane lipids. This technique is perfectly suited to evaluate the activity of proteins relevant to lipid migra-
tions.
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1. はじめに

動物体内には多様な脂質膜が存在し，その間で脂

質の交換を行い，恒常性を維持している．また，脂

質膜は情報伝達の介在の場であり，膜の微細環境変

化を生じてタンパク質との相互作用を制御している

と考えられる．したがって生体膜の生理機能解明の

ためには，広範囲な時間・空間スケールで，脂質膜

の構造やタンパク質との相互作用を把握することが

重要である．私は，生命活動に係わる脂質間，及び

脂質―タンパク質間の相互作用を，モデル脂質膜を

用い，散乱法，分光学的手法から得られる静的・動

的情報に基づき，物理化学的に説明するスタンスで

研究を展開してきた．この総説では，これらの成果

の一部を紹介する．

2. 非ラメラ液晶分散系の構築と膜脂質の動的特

性評価

脂質分子の多くは水中で自己会合し，ラメラ，逆

ヘキサゴナル，キュービックなどの多様な集合構造

（リオトロピック液晶）を形成する．モノオレイン

（MO）はオレイン酸（OA）のグリセリルエステル

で，水和により Bicontinuous（両連続）キュービッ

ク液晶相を形成する．1,2)また，MO より疎水性の高

い脂質を混合すると，逆ヘキサゴナル相を形成す

る．3,4)これらキュービック，逆ヘキサゴナル相は，

非ラメラ相と呼ばれ，レシチンなどのラメラ相形成

脂質が水中で分散して小胞（リポソーム）を形成す

るのとは対称的に，非ラメラ相は過剰な水の相とは
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Fig. 1. Schematic Representation of Nanoparticles with Liq-
uid-crystalline Phases (Cubosomes and Hexosomes) (Left)
and Preparation of the Nanoparticles by High-pressure
Emulsiˆer (Right)

Fig. 2. X-ray DiŠraction Patterns for Nondispersed MO/OA/
F127 Mixtures (Left) and Their Dispersions (Right)

DiŠractions represent the presence of cubic or hexagonal structures even
for dispersed systems, suggesting the cubosome and hexosome formations.

Fig. 3. The Order Parameter of DPH-PA in POPC/MO
Mixed Membranes Determined by Time-resolved Fluores-
cence Anisotropy

Incorporation of MO into bilayers increases the lateral pressure and
leads to the nonlamellar (cubic) phase formation.
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相分離して存在する．私は，このような非ラメラ液

晶相の微粒子化（Fig. 1）に取り組んだ．油を水中

に分散させるには界面活性剤を加えればよいが，非

ラメラ相は通常，界面活性剤の添加により崩壊して

しまう．一方，両親媒性高分子である Pluronic

F127 は poly(ethylene oxide)-poly(propylene oxide)-

poly(ethylene oxide）の構造を有するトリブロック

共重合体で，これを MO/OA 混合物が形成する非

ラメラ相と混合しても X 線回折パターンがほとん

ど変化しないことから，脂質との相溶性が低いこと

が明らかとなった．5,6)このことは液晶構造を壊さず

に分散微粒子化するためには重要な性質である．こ

の F127 を乳化剤として用い，高圧乳化を行うと粒

径 100300 nm の微粒子が得られた．微粒子の X 線

回折は液晶相と同じ回折パターンを示したことから

（Fig. 2），内部に液晶構造を保持した微粒子（キ

ューボソーム，ヘキソソーム）が得られたことが判

明した．5,6)

キューボソームの血中安定性7)や新規脂質・乳化

剤によるキューボソームの調製8)など，これらの微

粒子の薬物キャリアとしての応用展開も図ってい

る．一方，脂質膜や液晶相の構造特性を評価するた

めのツールとしてもこれらの微粒子が使えることを

実証した．9)リン脂質 palmitoyloleoylphosphatidyl-

choline (POPC）と MO の混合物からキューボソー

ム及びリポソームを調製し，これらの微粒子に導

入した蛍光プローブ 3-(4-(6-phenyl)-1,3,5-hexa-

trienyl)phenylpropionic acid (DPHPA）の時分割

蛍光異方性測定を行った．測定から算出される配向

パラメーターは膜中の MO の割合とともに増加

し，ラメラ―キュービック相転移に伴い減少した

（Fig. 3）．9)この変化は，負の自発曲率を持つ脂質

（MO）が膜内の側方圧を高めるとともに，このス

トレスが相転移によって解消されることを表してい

る．このように，個々の脂質の自発曲率は，膜の特

性を決定する重要な因子であり，タンパク質やその

他のゲスト分子と膜との相互作用においても影響を

及ぼすと考えられる．

3. HDL 新生に係わる膜とタンパク質の相互作

用

脂質膜とタンパク質の相互作用が関与する生理的
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Fig. 4. Schematic Representation of the HDL Biogenesis

Fig. 5. EŠects of DOPE on Bilayer Lipid Packing and Pep-
tide Binding
(A) The mean ‰uorescence lifetime〈t〉of 2-AS in POPC/DOPE mixed

membranes with DOPE mole fractions of 0, 0.3, and 0.5 in the absence and
presence of 0.5 and 1.0 mol ％ Ac-18A-NH2 at 25°C. (B) van't HoŠ plot for
Ac-18A-NH2 binding to POPC/DOPE LUVs with DOPE mole fractions of
0, 0.3, and 0.5. (C) Incorporation of DOPE into POPC bilayers increases
the lateral pressure and hydrophobic hydration. These entropically un-
favorable frustrations are released by the binding of the peptide.
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に重要な現象の 1 つとして挙げられるのが，高密度

リポタンパク（HDL）の新生反応（Fig. 4）である．

HDL は，末梢細胞のコレステロールの唯一の代謝

経路であるコレステロール逆転送系を担っており，

動脈硬化に対する防御機構として重要である．

HDL 新生は，アポリポタンパク質 AI (apoAI）

と膜タンパク質 ATPbinding cassette transporter

A1 (ABCA1)10)との協同機構であり，apoAI が脂

質フリーの状態で，ABCA1 が発現している細胞膜

と相互作用しコレステロールとリン脂質を含む直径

約 10 nm のディスク状 HDL を形成する反応であ

る．しかしながら，その詳細なメカニズムは未解明

であり，議論が分かれている．ABCA1 が ATP 駆

動のトランスポーターとして脂質を 1 分子ずつ

apoAI に供給する可能性もある．しかしながら，

apoAI だけでなく，ほかのアポリポタンパクや両

親媒性ペプチドでも ABCA1 依存的な脂質搬出が観

察される11)ことから，脂質のアクセプター側として

は，生化学的な相互作用ではなく，“両親媒性ヘリ

ックス”という物理化学的特性が必要因子であると

考えられる．また，脂質搬出能はそのアポリポタン

パクの脂質親和性と正の相関を示すこと12)は，アポ

リポタンパクの脂質膜との相互作用の重要性を意味

していると思われる．さらに，モデル膜系において

apoAI は，条件によって HDL 様のディスク状脂

質―apoAI 複合体を形成できることが知られてい

る．13)これらを考慮すれば，複合体形成メカニズム

として，ABCA1 は脂質を直接 apoAI に運ぶので

はなく，脂質トランスロカーゼとして局所的な脂質

分布を変化させ，その作用によって摂動を受けた膜

に対し apoAI が結合及び脂質搬出を起こすという

可能性も考えられる．私はこのような観点から，モ

デル脂質膜と apoAI 及びそのモデルペプチドとの

相互作用評価を行い，各種脂質がどのような影響を

及ぼすかについて検討した．

負の自発曲率を持つ MO は上述の通り，膜内部

の側方圧を高めるが，それと同時に膜表面の水和度

を上昇させ，両親媒性ヘリックスの膜結合を促進す

る．14) MO は生体膜中には存在しない脂質である

が，フォスファチジルエタノールアミン（PE）も

同様の作用を持つことが分かった．15) Dioleoyl-

phosphatidylethanolamine (DOPE）が POPC 膜に

加わると，2H NMR の四重極分裂から求められる

オーダーパラメーターは増加した．また，蛍光プ

ローブ 2-(9-anthroyloxy)stearic acid (2-AS）の蛍光

寿命から評価される膜表面水和度が増大した［Fig.

5(A）］．つまり，負の曲率を持つ脂質が曲率のない

平面膜中に組み込まれることによって，アシル鎖領

域の側方圧が増大して POPC アシル鎖の配向性は

高められ，逆に極性頭部基間は押し広げられるた

め，水和度（疎水性水和）が上昇するのである．こ

れらの変化はいずれも膜のエントロピーを減少させ

る方向に働いている．一方，アポリポタンパク質モ

デルである 18 残基の両親媒性ペプチド Ac-18A-

NH2 が存在すると，膜配向性，表面水和度は低下
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Fig. 6. Solubilization of PC/SM LUVs by ApoAI
Changes in the right-angle scattering of incident light at 650 nm after

mixing of apoAI (5 mM) with PC/SM LUVs (100 mM) with SM mole frac-
tions of 0 to 0.9 (A) and 0.9 to 1.0 (B) at 37°C. The reduction of the scatter-
ing intensity is due to the formation of the discoidal lipid/apoAI complexes
schematically shown in (C).
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することが判明した．これは，両親媒性ヘリックス

が膜表面に結合すると，膜に正の曲率を与えるため，

PE と全く逆の効果を示したと解釈できる．このペ

プチドによる配向性の低下，及び水和度の低下はい

ずれもエントロピーを増大させる方向に働いてい

る［Fig. 5(C)］．このように，ヘリックスの結合は

PE の負の曲率を打ち消すことで PE 含有膜を安定

化させることから，Ac-18A-NH2 の結合性も PE 含

有膜の方が高いことが予想された．そこで，トリプ

トファン蛍光が膜結合により増大することを利用し

て，ペプチドの膜への結合（分配係数）を評価した．

膜/水分配係数の温度依存性（van't HoŠ plot）を

Fig. 5(B)に示す．傾きが負であることからペプチ

ドの結合は吸熱過程であり，予想通り PE の多い膜

ほど結合性（分配係数）が増大することが判明した．

アシル鎖の配向性や膜界面の（疎水性）水和を低下

させることが，ペプチドの PE 依存的な結合性の増

大の要因である．このように，負の曲率を持つ脂質

がアポリポタンパク質の膜親和性を高めることが示

された．15)

一方，ドメイン形成脂質であるスフィンゴミエリ

ン（SM）は，高いゲル―液晶相転移温度を有する

脂質であり，膜を硬くする性質を持つ．したがっ

て，卵黄レシチン（PC）と SM からなる混合膜へ

の Ac-18A-NH2 の結合性は SM 含量依存的に減少

する．SM 膜へのペプチドの最大結合量は PC 膜の

約 6 分の 1 である．ところが，PC/SM のモル比が

2：1 のリポソームに Ac-18A-NH2 を加えると，内

包色素の漏出や粒子の凝集など，膜の不安定化が起

こることを見い出した．両親媒性ペプチドでみられ

た膜崩壊作用をより詳細に検討するために，apoA

I を用いて実験を行った．種々の組成を持つ PC/

SM 混合リポソームに対し，37°C で apoAI を添加

し，散乱強度の減少を観察した．これは，リポソー

ムの脂質が可溶化されてディスク状脂質―apoAI

複合体が形成されると散乱強度が減少することを利

用し，散乱強度変化からディスク状複合体形成を追

跡できるからである．PC のみの膜では散乱強度は

変化しなかったが，SM 含量の増加とともに apoA

I による可溶化が促進され，PC/SM＝1：9 の組成

で可溶化速度が最大となった（Fig. 6）．この組成

の膜は 37°C に相転移温度を持つことから，ディス

ク状複合体形成促進には，混合膜がゲル相と液晶相

の二相共存状態にあることが関連することが示され

た．すなわち，SM は apoAI 結合に伴う膜の構造

破綻を招き，HDL 様複合体の形成を促進すること

が明らかとなった．16)

さらに，apoAI の脂質可溶化における，pH の

効果について検討した．その結果，pH の低下が

apoAI のヘリックス含量と疎水性の増大をもたら

し，中性環境では可溶化されない PC リポソーム

が，酸性条件において速やかに可溶化されることが

明らかになった．さらに，酸性リン脂質の添加は膜

表面の pH を低下させ，より中性に近い，エンド

ソーム内 pH レベルでの apoAI の構造変化，ディ

スク形成をもたらすことを見い出した．17)これは，

エンドソームにおける HDL 形成18)と ABCA1 の酸

性リン脂質の輸送19)という，報告されている 2 つの

現象を結びつけるものである．

これらから，ABCA1 は局所的な脂質組成の変化

や相分離を誘起し，apoAI の複合体形成能を引き

出すという可能性を提唱した．すなわち，ABCA1

は apoAI を結合させることによって，ABCA1 近

傍の apoAI 濃度を高めると同時に，ATP 加水分

解エネルギーを利用して脂質を内膜から外膜へ反転

（フロップ）させ，ABCA1 近傍の脂質組成を変え

てパッキングストレスや相分離を誘起する．この，

ストレスや相分離が誘起された領域に apoAI が結

合し，膜が不安定化され，ディスク状粒子が生成す
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Fig. 7. Interbilayer Transfer and Transbilayer Transfer (‰ip-
‰op) of Lipids

Fig. 8. Determination of Lipid Dynamics by SANS
(Left) Scattering length densities of solvent (D2O/H2O) and DMPC

LUVs. In 1：1 D2O/H2O mixture, D-and H-LUVs are visible (high scatter-
ing) but D/H-LUV is invisible (low scattering) by neutron, due to the
matching of the scattering length density. (Right) Changes in the neutron
scattering proˆles of 1：1 mixture of D-LUV and H-LUV.
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るというメカニズムである．ABCA1 がコレステ

ロールリッチドメインである raft 領域の SM やコ

レステロールを non-raft 領域へ再分配させるとい

う報告もある．20)これらを詳細に理解，解明するた

めには脂質膜の構造，環境などの静的な情報のみな

らず，動的な情報を収集することが不可欠であると

考えられる．

4. 中性子小角散乱法による脂質ダイナミクス評

価

生体膜中の脂質は自発的に，あるいは輸送タンパ

ク質の介在の下，膜間移動やフリップフロップを行

っている（Fig. 7）．上述のように，このような脂

質のダイナミクスの制御は，膜とタンパク質との相

互作用の制御に，ひいては生命活動において必要不

可欠なイベントである．21)しかしながら脂質のダイ

ナミクスについての定量的な議論は細胞系のみなら

ず無細胞系でさえほとんど行われていない．これは

合理的にダイナミクスを計測する手法に乏しいこと

に起因している．例えば，放射性同位元素でラベル

された脂質を用いて，ドナー粒子からアクセプター

粒子への移動をとらえることができるが，22)この場

合はゲル濾過や超遠心などの手法によってドナー，

アクセプター粒子を分離する必要があり，同一組成

を持つ粒子間での脂質移動を観察することはできな

い．蛍光の消光や励起エネルギー移動を利用する手

法23)では，粒子の分離操作は不要であるが，観察さ

れるのはあくまでも蛍光脂質のダイナミクスであ

り，蛍光団の性質によって大きく左右される．

私は，中性子小角散乱（SANS）のコントラスト

変調法を利用して，高分子ミセルの構造と，高分子

鎖長や温度の変化に伴うミセル形状変化挙動を評価

した．24―26)これは部分重水素化によって特定部分

からの散乱の寄与を高めたり，逆に消したりする手

法であるが，この手法を応用すればリポソームにお

ける脂質の粒子間移動速度が計測できると着想した．

中性子の散乱は原子固有の散乱長の密度揺らぎに

起因する．この散乱長密度（SLD）は光散乱にお

ける誘電率（屈折率），X 線散乱における電子密度

に対応するものであるが，これらと大きく異なるの

は，SLD が同位体，特に水素（H）と重水素（D）

で大きな差があるという点である．通常の脂質と，

重水素化脂質からなるリポソーム（HLUV, D

LUV）を両者の中間の SLD を持つ溶媒（D2O/H2O）

中で混合すると，それぞれの粒子は溶媒と異なる

SLD を有するため強い散乱を起こす．しかし，粒

子間の脂質移動と粒子内でのフリップフロップが起

こると，LUV 中の D 体と H 体脂質の交換が起こ

り，粒子と溶媒との SLD の差（Dr）が減少し，散

乱強度が減少する．つまり，中性子の目で見て「白

色」と「黒色」の 2 種類の LUV が脂質交換によっ

て溶媒と同じ「灰色」になり，見えなくなるのであ

る（Fig. 8）．実際，dimyristoylphosphatidylcholine

(DMPC）の HLUV と DLUV とを混合すると，

時間の経過とともに散乱強度が減少し，脂質交換が

生じていることが判明した（Fig. 8）．散乱強度か

ら計算される Dr の減衰曲線をフィッティングする

ことで，脂質の粒子間移動（kex）とフリップフロ

ップ（kf）の 2 つの速度定数を正確に算出し（Fig.

9），37°C での膜間移動とフリップフロップの半減

期はそれぞれ約 150 分，510 分と求められた．27)一
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Fig. 9. Distinct Dynamic Properties of DMPC and POPC
(Left) Contrast decays of DMPC LUVs after mixing D-and H-LUV at

four diŠerent temperatures. (Right) Contrast decays of POPC LUVs in the
absence and presence of methyl-b-cyclodextrin.

Fig. 10. Close Links among Function, Structure, and Dy-
namics of Lipid Membranes
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方，DMPC よりも長鎖で，生体膜成分の中で最も

多いアシル鎖成分（C16：0, C18：1）を有する脂

質，POPC では，膜間移動は非常に遅く，約 90 時

間という長い半減期を持つことが判明した．28)これ

は，DMPC よりも疎水鎖が長い分，膜から水中へ

の解離エネルギーが高まったためと考えられる．こ

の系にメチルbシクロデキストリン（MbCD）を

添加すると，脂質のベシクル間移動が MbCD 濃度

依存的に促進された．これは，MbCD がリン脂質

の疎水鎖を包接することにより，ベシクル間移動を

促進させたことを示している．しかし，長時間後の

Dr(t )/Dr(0）の値は 0.55 付近で一定となってお

り，このことは POPC のフリップフロップが起こ

っていないことを示している．DMPC に比べアシ

ル鎖が長くなるとフリップフロップが抑制されたの

は，より厚い脂質二重層内に極性頭部を通過させる

こと，並びに，より長いアシル鎖を反転させること

が高いエネルギーを必要とするためと解釈できる．

したがって，生体膜中のリン脂質のフリップフロッ

プには，それを介在するタンパク質の存在が不可欠

である．

この時分割中性子小角散乱法により，コレステ

ロールがリン脂質のフリップフロップを完全に抑制

することや，28)ディスク状の DMPC-apoAI 複合体

では DMPC の解離速度がリポソームの場合よりも

約 20 倍も速いことを明らかにした．29)この手法で

は，粒子の分離操作は不要で，脂質そのもののダイ

ナミクスを in situ, real-time で観察，評価でき，タ

ンパク質等の存在下でも行うことができるのが特長

である．中性子線は X 線と比べてはるかにエネル

ギーが低く，照射ダメージの影響がないことから，

この評価法は脂質輸送に係わるタンパク質の活性評

価に応用できる技術である．

5. おわりに

HDL 新生反応の主役である apoAI が，膜へ結

合する過程，あるいは膜を壊して自発的にディスク

状粒子を形成する過程において，負の曲率を有する

脂質，ドメインを形成する脂質，膜表面 pH，酸性

脂質が重要な役割を持つことを示した．物理化学的

な見地からこの現象を眺めると，HDL 新生反応の

もう 1 つの主役である膜タンパク質 ABCA1 の役割

は，細胞膜状の局所的な脂質組成を変えることでは

ないかと考えられる．ABCA1 の機能を含めた

HDL 新生反応の解明には，生化学，分子生物学的

なアプローチに加えて本研究のような物理化学的考

察が必須であろう．タンパク質が膜のダイナミクス

を制御し，膜脂質の動的挙動は膜の微細環境を変化

させ，膜環境変化はタンパク質膜相互作用を制御

する．このような膜の機能・構造・ダイナミクス

（Fig. 10）が互いにリンクしていることを十分理解

した上で，広範囲な時間・空間スケールで，これら

を観測できる技術を確立し，脂質膜の構造やタンパ

ク質との相互作用を把握することが，HDL 新生を

始め，生体膜を介した諸現象を解明するために重要

であろう．
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