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研究成果の概要（和文）：直径 10 μm 以上の巨大リポソーム(GUV)を用いた単一 GUV 法を利用
して、細胞膜に障害を与える蛋白質/ペプチドと脂質膜との相互作用を研究した。抗菌ペプチ
ド・マガイニン２による膜中のポア（小さな孔）形成の速度定数がペプチドの膜表面濃度によ
り決定されることや、蛍光プローブの膜透過速度定数の測定より、ポア形成時にポアの大きさ
が時間的に変化することを見出した。また、スフィンゴミエリンに特異的に結合する蛋白質毒
素ライセニンの膜中でのポア形成やポアにおける蛍光プローブの膜透過係数などを解明した。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the interactions of proteins/peptides disrupting cell 
membranes with lipid membranes using the single GUV method, where GUV is giant unilamellar 
vesicle with diameter greater than 10 μm. We found that the rate constants of antimicrobial peptide 
magainin 2-induced pore formation in lipid membranes are mainly determined by the surface 
concentration of magainin 2 in the membranes. The measurement of the rate constants of membrane 
permeation of fluorescent probes through the magainin 2-induced pores revealed that the radius of the 
pore changes with time at the pore formation. We also revealed the pore formation induced by protein 
toxin lysenin, which can bind sphingomyelin specifically, and obtained membrane permeability 
coefficients of a fluorescent probe, calcein, through the pores in various lipid membranes. 
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１．研究開始当初の背景 
 

生物が生産する蛋白質やペプチドで、他の
生物の細胞膜と相互作用してその細胞膜に
障害を与え（つまり細胞膜を破壊し）、細胞
を殺す活性を持つものは多い。たとえば、マ
ガイニン 2 などの抗菌ペプチドは、細菌の細
胞膜に障害を与え、細菌を殺す活性を持つ。
また、ミミズが生産するライセニンなどの蛋

白質毒素は、真核生物の細胞膜と相互作用し
て、その細胞膜に障害を与えることが知られ
ている。特にライセニンは、真核生物にしか
ない脂質であるスフィンゴミエリン(SM)に
特異的に結合することにより、細胞膜にポア
（小さな孔）を形成すると考えられている。
従来、これらの細胞膜に障害を与え細胞を殺
す蛋白質毒素やペプチドの活性は、赤血球の
溶血や、小さな直径(100－500 nm)の一枚膜リ
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ポソーム(LUV)が多く存在する懸濁液を用い
た LUV の内部からの蛍光物質の漏れにより
測定されてきた。しかし、LUV 懸濁液法はた
くさんの LUV の物理量の集団平均の測定で
あるので多くの情報が失われ、赤血球の溶血
は赤血球の細胞膜の複雑さのメカニズムの
ために溶血のメカニズムは良くわからなか
った。 
我々が最近提案した単一巨大リポソーム

法では、外来物質と 1 個の直径 10 μm 以上の
一枚膜のリポソーム(巨大リポソーム; GUV)
の相互作用による GUV の構造や物理量の変
化をリアルタイムで測定し、それらの物理量
の変化を同じ条件下で多くの“１個の GUV”
に対して測定し、それらの統計的な解析をし
て現象の素過程を明らかにする。この単一
GUV 法を用いて、抗菌ペプチド・マガイニン
２(Mag)と脂質膜の相互作用を研究し、マガ
イニン２が脂質膜中にポア（小さな孔）を形
成して、そこからカルセインが急速に漏れる
ことを見出した。また、多くの 1 個の GUV
の実験結果の統計的解析により、ポア形成の
特性を明らかにし、マガイニン２が膜界面に
結合した状態からポアを形成する状態への
速度定数を求めることに成功した。 
 
２．研究の目的 
 
 単一 GUV 法を用いて、細胞膜に障害を与
え細胞を殺す蛋白質/ペプチド（真核生物の細
胞に障害を与える蛋白質毒素/ペプチド、およ
び抗菌ペプチド）と脂質膜の相互作用を研究
し、ポア形成などの膜障害の素過程やそれら
のメカニズム、及びポアにおける物質透過性
などを解明することを目的とする。まず、Mag
によるポア形成のキネティックスパスウエ
イやメカニズムを解明する。また、蛋白質毒
素ライセニンと SM を含む脂質膜の GUV の
相互作用を研究し、膜中でのポア形成の素過
程やメカニズムを解明する。さらに、単一
GUV 法の実験方法を改良する。 
 
３．研究の方法 
 
 種々の濃度の Mag と 1 個の GUV の相互作
用により誘起される GUV 内部からの種々の
蛍光プローブ（たとえばカルセインやテキサ
スレッド-デキストラン）の膜透過（漏れ）を、
単一 GUV 法により研究した。脂質膜として
は、正味の負の電荷を持つジオレオイルホス
ファチジルグリセロール(DOPG)と電気的に
中性のジオレオイルホスファチジルコリン 
(DOPC)の混合膜の GUV (DOPG/DOPC-GUV)
を用いた。蛍光プローブを含む GUV を精製
し、超高感度カメラ EM-CCD が接続された蛍
光位相差顕微鏡下で 1 個の GUV の近傍にマ
イクロピペットから静かにある濃度の Mag

を加え続けた。その相互作用の間の GUV の
蛍光顕微鏡像を観察し、GUV 内部の蛍光強度
の時間変化を求めた。同様の実験を多くの「1
個の GUV」で行い、それらを統計的に解析し
えて、ポア形成の速度定数や蛍光プローブの
ポアを介しての膜透過の速度定数を求めた。 
 また、ライセニンと 1 個の GUV の相互作
用により誘起される GUV 内部からの蛍光プ
ローブ（たとえばカルセイン）の膜透過を、
上記と同様な単一 GUV 法により研究した。
脂質膜としては、秩序液体相(lo 相)にある SM
とコレステロール(chol)の混合膜(SM/chol= 
6/4、モル比)、SM/DOPC/chol 膜や SM/DOPC
膜を用いた。 
 
４．研究成果 
 
(1) Mag の膜表面濃度とポア形成の関連 
 
本研究では、Mag のポア形成のメカニズム

を解明するために、脂質膜の表面電荷密度が
ポア形成に与える効果を単一 GUV 法により
研究した。DOPG/DOPC-GUV を作成し、膜
内でのDOPGとDOPCの比率を変えることに
より(30−60 mol% DOPG)、GUV 膜の表面電荷
密度を制御した。ポア形成の速度定数 kPを求
めた結果、同じ速度定数になる水溶液中の
Magの濃度は膜の表面電荷密度が小さくなる
につれて、大きく増大した。たとえば、
30%DOPG/70%DOPC-GUV と 60%DOPG/40% 
DOPC-GUV を比較すると、同じ速度定数を与
える Mag の水溶液中濃度は前者は後者の約
50 倍だった。蛍光の実験とポアッソンーボル
ツマン理論を用いて Mag の膜表面への固有
の結合定数を求め、水溶液中の濃度を膜表面
濃度（膜界面における Mag と脂質のモル比）
Xbに変換すると、膜の表面電荷密度にかかわ
らず、70 mmol/mol 以上で Xbの増加とともに
kP が増大することがわかった(下図)。この結
果は、膜に結合した Mag の膜表面濃度がポア
形成の速度を決めていることを示す初めて
の実験結果である。 

 
(2) Mag が形成するポアを介しての蛍光プロ
ーブの膜透過の速度定数とMagが形成する
ポアの大きさの時間変化 
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 単一 GUV 法を用いると GUV 内部の蛍光
強度の時間変化の解析から、ポアを介しての
膜透過の速度定数を求めることができる。
Mag が誘起するポアからの種々の大きさの
蛍光プローブの膜透過を調べた結果、平均分
子量 MW=10k の Texas-Red dextran (TRD) 10k 
(R = 2.7 nm)やMW=1.5kのTRD 3k (R =1.4 nm)
の膜透過は 2 相性を示した。つまり初期の一
過性の急速な少量の膜透過とそれに続く遅
い膜透過が観察された (下図)。この結果は、
Mag は最初脂質膜に大きなポアを一過的に
あけるが、その後ポアの半径は時間とともに
小さくなり、最終的に安定なポアに変化する
ことを示唆している。以上の結果は Mag の
脂質膜中でのポア形成のキネティックパス
ウエイに関する初めての情報を与え、それに
基づいて Mag のポア形成のメカニズムの仮
説を提案した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) 蛋白質毒素ライセニンが誘起する脂質膜
中のポア形成とポアにおける膜透過係数 

 
蛋白質毒素ライセニンが誘起する脂質膜中

のポア形成を単一GUV法により研究した。ま
ず蛍光プローブのカルセインの水溶液を内部
に含むSM/DOPC-GUVとライセニンの相互作
用を37ºCで調べた。カルセインの膜透過は確
率過程的に始まり、その後膜透過の速度定数
は時間とともに増加し、やがて定常的な最大
値をとり、その状態が長い時間続いた。この
値から求めた膜透過係数の最大値Psは、ライ
セニン濃度とともに大きく増大した。この結
果は、ライセニンが誘起する膜中のポア濃度
が時間とともに増大し、定常的な最大値をと
ることを示す。SM/DOPC/chol-GUVとライセ
ニンの相互作用でも同様な結果が得られたが
、低濃度のライセニンの場合にはPsはSM/ 
DOPC-GUVのPsよりもかなり大きかった。ラ
イセニンはSM/DOPC膜やSM/DOPC/chol膜と
相互作用すると、SDS電気泳動で検出できる
SDS耐性オリゴマーを形成した。SDS耐性オリ
ゴマーの割合のSM/ライセニンのモル比に対
する依存性は、PsのSM/ライセニンの比に対す
る依存性とほぼ同じであった。この結果は、
SDS耐性オリゴマーの増加とともに膜中のポ
ア濃度が増大することを示す。一方、ライセ
ニンは一様な秩序液体相のSM/chol(6/4)膜の
GUVでもポアを形成した。この結果はポア形
成には相分離による異なる相の境界は必要な

いことを示す。SM/chol(6/4)-GUVでのPsは
SM/DOPC/chol-GUVでのPsよりかなり小さか
ったが、SDS耐性オリゴマーの割合は両者の
膜でほぼ同じであった。このことはすべての
オリゴマーがポアに変換しないことを示して
いる。以上の結果からライセニンのポア形成
の素過程について考察した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
        
 
 
 
 

(4) GUV の精製法の開発 
 
生体膜/脂質膜の GUV を精製する新しい方

法「Membrane Filtering Method」を開発した。
水和法で作成した DOPG/DOPC 混合膜の
GUV の懸濁液をこの方法（下図に装置の一部
を示す）を用いて精製し、直径が 10-30 μｍの
GUV を得ることに成功した。また、この方法
により GUV と水溶性蛍光プローブや小さな
リポソームを分離することや、GUV の濃縮を
することが可能になった。 

 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(5) 低い pH により誘起される生体脂質膜の
Lα相から Q 相への相転移のキネティックス 
  
我々は生体膜の液晶(Lα)相と キュービッ

ク(Q)相の間の相転移が静電相互作用により
起こることを初めて見出し、その後系統的な
研究を進めてきた。最近、中性で Lα相を形成
する 20%ジオレオイルホスファチジルセリ
ン (DOPS)と 80%モノオレイン(MO)の混合
膜の多重層リポソーム (20%DOPS/80%MO- 
MLV) の水溶液の pH を下げていくと、最終
pH が 2.9 以下のときに Lα相から Q 相 (QII
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相)への相転移が起こることを発見した。本研
究では、SPring-8 の放射光を用いて、この相
転移のキネティックスを研究した。 
中性の緩衝液中で作成した 20%DOPS/ 

80%MO-MLV の懸濁液と低い pH の緩衝液を
急速に混合し、その後の膜の構造変化を放射
光により調べた。水溶液の最終 pH が 2.6 以
上 2.9 以下の場合の相転移では、まず 2-10 秒
以内に Lα相がヘキサゴナル II (HII 相)に変化
し、その後 15-30 分以内に HII相が QII

D相に相
転移することを見出した（下図参照）。相転
移の速度は水溶液の pH に依存した。後半の
過程である HII 相から QII

D 相への相転移の速
度定数を特異値分解法により決定した。これ
は、静電相互作用の変化で誘起される Lα相か
ら Q 相への相転移の最初のキネティックス
の実験結果である。 
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