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研究成果の概要（和文）：マガイニン2などの抗菌ペプチドのポア形成やトランスポータン10 (TP10) などの膜
透過ペプチドの膜透過などの機能のメカニズムを解明するために、膜の張力などの要因がそれらの機能に与える
効果を単一巨大リポソーム法により研究した。マガイニン2が誘起するポアは膜の張力が活性化するポアである
ことを明らかにし、初期段階でのポア形成の定量的な理論を構築した。TP10の膜透過性に対する膜の力学的性質
の効果を明らかにし、膜透過のメカニズムの新しい仮説を提案した。さらに、他の抗菌ペプチド(ラクトフェリ
シンBとラクトフェリシンB (4-9))や膜透過ペプチド（オリゴアルギニン）の機能の素過程を解明した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanisms of pore formation induced by antimicrobial 
peptides (AMPs) such as magainin 2 and entry of cell-penetrating peptides (CPPs) such as transportan
 10 (TP10) into vesicle lumen, we investigated the effects of several factors such as membrane 
tension on these functions using the single giant unilamellar vesicle method. We found that a 
magainin 2-induced pore is a stretch-activated pore and constructed a quantitative model of the 
initial stage of magainin 2-induced pore formation. We found the effects of mechanical properties of
 lipid bilayer (such as tension and cholesterol) on entry of TP10 into single GUVs, and proposed a 
hypothesis on the mechanism of entry of TP10 across lipid bilayers. We also revealed the elementary 
processes of functions of other AMPs (lactoferricin B and lactoferricin B (4-9)) and CPPs 
(oligoarginine).

研究分野：生物物理学

キーワード： 一分子科学　生体膜　巨大リポソーム　抗菌ペプチド　膜透過ペプチド（細胞透過ペプチド）　ポア形
成　膜透過　膜張力
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１．研究開始当初の背景 
細胞膜などの生体膜と水溶性の蛋白質/ペ
プチドの相互作用は受容体などの膜蛋白質
が関与する場合もあるが、抗菌ペプチドや膜
透過ペプチド（細胞透過ペプチド）などのよ
うに生体膜の脂質膜領域が相互作用のター
ゲットになるものが多い。しかし、それらの
ペプチドの機能のメカニズムは良くわかっ
ていない。一方、我々が開発した単一巨大リ
ポソーム(GUV) 法により、これらのペプチド
と脂質膜の相互作用によって生じるポア（小
さい孔）の形成やペプチドの膜透過の素過程
が明らかになりつつある。 
 
２．研究の目的 
マガイニン 2（Mag）などの抗菌ペプチド
のポア形成やトランスポータン 10 (TP10) な
どの膜透過ペプチドの膜透過のメカニズム
を解明するために、膜の張力などの因子がこ
れらのペプチドのポア形成や膜透過の素過
程に与える効果を単一 GUV 法により研究す
る。同時にこれらのペプチドと脂質膜の相互
作用の結果生じる膜の構造の変化を、種々の
物理的な測定法（マイクロピペット吸引法、
X 線小角散乱など）で研究することにより、
膜透過やポア形成の機能と膜の構造変化の
相関を調べる。上記の実験結果に基づいて、
ペプチドによるポア形成やペプチドの膜透
過の定量的な理論的研究を行い、実験結果と
比較考察する。 
 
３．研究の方法 
 ペプチドによるポア形成の速度やポアの大
きさなどの特性の測定やペプチドの膜透過
の測定は我々が開発した単一 GUV 法 (Phys. 
Chem. Chem. Phys. 16, 15752, 2014) を用いた。
脂質膜は主にジオレオイルホスファチジル
グリセロール(DOPG)とジオレオイルホスフ
ァチジルコリン(DOPC)の混合膜を用いた。膜
張力の制御や膜の面積変化はマイクロピペ
ット吸引法を用いた。蛍光ラベルしたペプチ
ドの存在位置とポア形成の関係は共焦点レ
ーザー顕微鏡 (CLSM)を用いた。膜構造の変
化は、SPring-8や Photon Factoryの X線小角
散乱法を用いた。 
 
４．研究成果 
 
(1) 抗菌ペプチド・Mag のポア形成における
膜張力の役割 

Mag が DOPG/DOPC-GUV の脂質膜に結合
すると、GUVの膜の面積が増大し、その増加
率  がMagの膜表面濃度 Xに比例すること
を見出した。我々の研究によりMagのポア形
成速度定数kpがXに依存して増大することが
わかっているので、この結果は kpが ととも
に増大することを示す。また、GUVの膜に外
力により張力をかけると、Magによるポア形
成が活性化され、kpが増大した。さらに、蛍
光プローブをラベルした Mag (CF-Mag)と

GUVの相互作用を CLSMを用いた単一GUV
法により研究した。この結果、Magが脂質膜
に結合して膜表面濃度が一定になってから
ポアを形成する直前までの長い間 Mag の表
面濃度は一定で、ポア形成の直前の 432 秒
前から増大することがわかった。これらの結
果は、Magがポア形成の直前まで外側の単分
子膜のみに存在することを示す。つまり、Mag
の外側の単分子膜への結合が膜に張力を発
生させて膜を伸展し、それがポア形成の原因
になる。以上の結果は、Magが誘起するポア
は張力が活性化するポアであることを示す。 
(Langmuir, 31, 3391, 2015)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

(2) 張力による脂質膜中のポア形成の研究 
Magのポア形成との比較のために、外力に
よる脂質膜のポア形成を研究した。張力によ
るDOPG/DOPC膜中のポア形成に対する静電
相互作用の効果を我々が開発した方法
（Langmuir, 29, 3848, 2013）を用いて研究した。
水溶液中の塩濃度が減少するにつれて（下図
(a)）、あるいは表面電荷密度が増大するにつ
れて（下図(b)）、張力によるポア形成の速度
定数が増大した。この結果は、脂質膜の表面
電荷に基づく静電相互作用が増加するにつ
れて、張力による膜のポア形成の速度定数が
増大することを示す。次に、その静電相互作
用の効果を理論的に解析し、プリポアの自由
エネルギーに対する静電相互作用の効果を
定量的に求めた。第一通過時間の手法を用い
て速度定数の理論式を求め、それが実験結果
をよく説明することを示した (Phys. Rev. E, 
92, 012708, 2015)。また、速度定数の温度依存
性からポア形成の活性化エネルギーを求め
ることに初めて成功し、その張力依存性から
活性化エネルギーは張力に依存しない項と
張力に反比例する項の和で表されることを
実験的に見出した。 (J. Chem. Phys., 143, 
081103, 2015; Phys. Chem. Chem. Phys. 18, 
13487, 2016）。 
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(3) 膜透過ペプチド・TP10 の膜透過に対する
膜張力の効果 

TP10 の膜透過性に対する脂質膜の力学的
性質の効果を研究した。まず、マイクロピペ
ットでGUVに種々の張力を与えた状況下で、
蛍光ラベルした TP10 (CF-TP10) の膜透過性
やその素過程を、我々が開発した方法 (小さ
なGUVを含むGUVと蛍光ラベルした膜透過
ペプチドの相互作用を単一 GUV 法で調べる
方法；Biochemistry, 53, 386, 2014) を用いて
CLSMにより研究した。GUV膜の張力が増加
するにつれて、CF-TP10 の GUV 内腔への侵
入速度は増大した。また、膜に高濃度のコレ
ステロールが存在する場合は CF-TP10 の
GUV 内腔への侵入は起こらないことを見出
し、それは CF-TP10の GUVの外側の単分子
膜から内側の単分子膜への移動が抑制され
た結果であることを明らかにした。一方、高
濃度の CF-TP10 は AF647 の漏れを誘起する
ポアを膜内に形成し、そのポアを介して GUV
内腔へ侵入した。以上の結果から TP10 の膜
透過のメカニズムを提案した。 (Langmuir, 33, 
2433, 2017）。 

 
 
 
 
 
 

(4) Mag のポア形成に対する非対称な脂質パ
ッキングの効果とポア形成の理論の構築 

Mag の脂質膜中のポア形成のメカニズ
ムを解明するために、外側の単分子膜と内
側の単分子膜が非対称な脂質組成を持つ
GUVとMagの相互作用を単一GUV法により
研究した。まず、内側の単分子膜だけが
lyso-PCを持つ非対称なDOPG/DOPC-GUV
を構築する方法を新たに開発し、内側の単
分子膜のパッキングが外側の単分子膜より
大きいことを実験的に示した。その非対称
なパッキングを持つGUV中のMagのポア形
成の速度定数kpは、lyso-PCの濃度が高くな
るにつれて（非対称性が増大するにつれて）、
減少した。 
一方、Magのポア形成の初期過程の定量
的な理論モデルを構築し、それがkpの膜表
面濃度依存性の実験結果を定量的に説明す
ることができることを示した。また、この
理論モデルは、kpのlyso-PC濃度依存性も定
量的に説明することができた。(Langmuir, 
34, 3349, 2018)。 
 

(5) 抗菌ペプチド・ラクトフェリシン B 
(LfcinB) の脂質膜中のポア形成の研究 
まず大腸菌と LfcinB の相互作用を調べ、

LfcinB が大腸菌の細胞膜を破壊して Sytox 
green を内部に侵入させることを明らかにし
た。次に単一 GUV法により LfcinBと DOPG/ 
DOPC-GUV の相互作用を研究した結果、
LfcinB が GUV 内部の蛍光プローブを急速に
流出させることを見出し、その統計的な解析
によりポア形成の速度定数を求めた。一方、
位相差顕微鏡を用いた単一 GUV 法により
LfcinB と DOPG/DOPC-GUV の相互作用を研
究した結果、33 ms以内に GUVの直径が少し
小さなものに変化することがわかり、「局所
的な破裂」と名づけた。急速な漏れは、膜の
局所的な破裂によって起こっていることが
わかった。さらに、膜の表面電荷による静電
相互作用が増大すると、ポア形成の速度定数
が増大することを見出した。(Biochemistry, 54, 
5802, 2015)。 

 
 
(6)  抗菌ペプチド・ラクトフェリシン B (4-9) 

(LfcinB (4-9)) の膜透過の研究 
LfcinB (4-9)の抗菌活性のメカニズムを解
明するために、LfcinB (4-9)と GUVや大腸菌
との相互作用を研究した。LfcinB (4-9)が大腸
菌と相互作用したときに、SYTOX Greenの大
腸菌細胞質への侵入は検出されなかった。ま
た GUV との相互作用において、ポア形成が
観測されなかった。これらのことは、LfcinB 
(4-9)が大腸菌の細胞膜にダメージを与えな
いことを示す。一方、LfcinB (4-9)の膜透過性
やその素過程を、CLSM を用いた単一 GUV
法により研究した。DOPG/DOPC 膜の GUV
との相互作用では、水溶性の蛍光プローブで
ある AF647 の漏れを誘起せずに蛍光ラベル
した LfcinB (4-9) (Rh-LfcinB (4-9)) は GUV内
腔に侵入した 
また、カルセインを細胞質に含ませた大腸
菌との相互作用では、カルセインの漏れを起
こさずに Rh-LfcinB (4-9)は大腸菌の細胞質に
侵入した。LfcinB (4-9)や Rh-LfcinB (4-9)が
DNA に結合することが蛍光分光法からわか
った。以上の結果から LfcinB (4-9)や
Rh-LfcinB (4-9)の抗菌活性は細胞膜の破壊で
はなく、膜を透過して細胞質内の DNA 等に
結合することによると考えられる。
（Biochemistry, 56, 4419, 2017）。 

 

 



(7) 浸透圧が誘起する脂質膜中の張力の大き
さの直接的評価 
 
浸透圧がかかった DOPC 膜の GUV の張力
によるポア形成の速度定数を我々が開発し
た方法(Langmuir, 29, 3848, 2013) により測定
し、その速度定数が浸透圧にどのように依存
するかを調べた。その解析により、浸透圧が
誘起する脂質膜の張力を実験的に求めるこ
とに初めて成功し、構築した理論からもとま
る値と実験誤差範囲内で一致することを見
出した。さらに浸透圧による脂質膜のポア形
成の速度の張力依存性を求めることに初め
て成功した。(Biophys. J., 111, 2190, 2016) 。 
 
(8) 低い pH により誘起される生体膜の L相
から QII

D相への相転移の活性化エネルギー 
 
生体膜や脂質膜の双連続キュービック相
（QII相）は 3次元的に規則的につながった膜
である。膜透過ペプチドの膜透過には QII 相
の膜の特徴的な曲率（極小曲面）が重要であ
るという仮説がある。その真偽を確認するた
めにも、QII相の構造安定性の研究は重要であ
る。我々は、膜の表面電荷（負電荷を持つ脂
質の膜内濃度、または膜界面に結合する荷電
ペプチド濃度で制御）による静電相互作用の
変化により異なるQII相間の相転移やQII相と
Lα相の多重層リポソーム (MLV) の間の相転
移が誘起されることを発見し、系統的な研究
を行ってきた 
今回はストップトフローの装置と SPring-8
の放射光を組み合わせた時分割 X 線小角散
乱法を用いた研究により、低い pH で誘起さ
れるジオレオイルホスファチジルセリン
(DOPS) とモノオレイン(MO) の混合膜の液
晶 (Lα) 相からキュービック(QII

D) 相への相
転移の素過程（初期の Lα相からヘキサゴナル
II (HII) 相への転移とその後の HII相から QII

D

相への転移）の活性化エネルギーを求めるこ
とに成功した。（Langmuir, 32, 1327, 2016）。 
 
(9) 膜透過ペプチド・オリゴアルギニンの膜
透過の素過程の研究 
 
オリゴアルギニン(R9)の膜透過性やその素
過程を、単一 GUV法を用いて CLSMにより
研究した。DOPG/DOPC 膜の GUV との相互
作用では、AF647 の漏れを誘起せずに蛍光ラ
ベルしたR9 (CF-R9) はGUV内腔に侵入した。
CF-R9による GUV 膜の蛍光強度の時間変化
の解析から、CF-R9 の膜への結合速度や脱離
速度を求めた。一方、DOPG/DOPC 膜に比べ
て力学的に弱い膜である DLPG/DTPC (2/8) 
膜の場合も DOPG/DOPC 膜の場合とほぼ同
じ結果を得たが、6分後の GUV内腔への侵入
確率は DLPG/DTPC (2/8) 膜が DOPG/DOPC 
(2/8) 膜よりも大きく、GUV 内腔への侵入速
度が大きいことがわかった。さらに、
DLPG/DTPC (4/6) 膜の場合は、CF-R9 は

AF647の漏れを誘起するポアを膜内に形成し、
そのポアを介して CF-R9は GUV 内腔へ侵入
した。以上の結果から R9の膜透過性のメカニ
ズムの仮説を提案した。（Biochemistry, 55, 
4154, 2016）。 
 
(10) 膜透過ペプチドの膜透過および GUV 内
腔への侵入の新しい方法の開発 
 
 我々が開発した従来の方法 (小さな GUV
を含む GUV と細胞透過ペプチドの相互作用
を単一GUV法で調べる方法；Biochemistry, 53, 
386, 2014)は膜透過ペプチドの GUV内腔への
侵入の高感度な測定法であった。今回は、こ
の測定法ではできなかった膜透過ペプチド
のGUV内への侵入にともなうGUV内腔の膜
透過ペプチドの濃度の時間的変化を連続的
に測定する方法を開発した。この方法では、
GUV内腔に直径 100 nmの小さな脂質膜のリ
ポソーム (LUV)を含む GUVと蛍光ラベルし
た膜透過ペプチドの相互作用を CLSM を用
いた単一 GUV 法で調べる。この方法を用い
て TP10 の単一ベシクル(GUV)への侵入の連
続的な検出に成功した。また、膜透過ペプチ
ドのGUV内の拡散やGUV内腔での濃縮効果
についても記載されている。(Chem. Phys. 
Lipids, 212, 120, 2018)。 
 
(11) 膜透過ペプチドの脂質膜ベシクルや細
菌への侵入の素過程のミニ総説 
 
 この総説では、３種類の方法による膜透過
ペプチドの脂質膜ベシクルへの侵入のこれ
までの研究成果がまとめられ、それらの方法
論の利点と欠点が記載されている。特に、そ
の中の一つである我々が開発した小さな
GUVを内腔に含むGUVを用いた方法につい
て詳細に記載されている。さらに、細菌の細
胞への膜透過ペプチドの侵入の研究につい
てもまとめられている。 (Appl. Microbiol. 
Biotechnol., 102, 3879, 2018)。 
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