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論文要旨 
 本博士学位論文「溶媒支援型自己組織化を利用した脂質二重膜の作製・評

価」は全部で 6つの章から構成されている。 

	 第 1章「固体表面に支持した脂質二重膜の作製・評価に関する研究意義」で

は、本博士学位論文の導入として、細胞の内外を隔てる細胞膜について述べ

た。細胞膜の主要な構成要素であるリン脂質分子の構造と種類について紹介

し、細胞膜は様々な種類のリン脂質分子が混成した脂質二重膜であり、脂質二

重膜のリン脂質分子がドメインを形成する事を述べた。脂質二重膜に形成され

たドメインは細胞外の生体分子を認識する膜タンパク質を偏在させており、細

胞内外の情報伝達におけるプラットフォームとして機能する事を述べた。そし

て、生体分子を認識する機能に倣ったバイオセンサーに広く用いられている、

固体表面上に人工的に作製した脂質二重膜の重要性と作製方法を述べた。その

上で、固体表面上に脂質二重膜を作製する際に主に用いられてきた従来法の問

題点を挙げ、それを解決する為に溶媒支援型自己組織化という手法を導入し、

今まで作られた事のない脂質二重膜の作製および評価が可能な、固体支持脂質

二重膜の研究プラットフォームを確立するという本研究の学術的意義および本

博士論文の構成について記述した。 

	 第 2章「本研究で行った脂質膜作製とその評価手法」では、本研究で実際に

行った脂質膜の作製手法、脂質膜の評価を行う為の分析手法について述べた。

脂質膜の作製に関しては、脂質膜を作製する為の前駆体脂質溶液の調整手順、

溶媒支援型自己組織化による脂質膜作製手順について述べた。また、作製した

脂質膜を評価する為に用いた蛍光顕微鏡法、光褪色後蛍光回復法（Fluorescence 

recovery after photobleaching: FRAP）および原子間力顕微鏡法（Atomic force 

microscopy: AFM）によるイメージングとナノ力学測定の原理について述べた。

さらに、脂質膜の作製と評価に使用可能な独自に開発したマイクロ流路チャン

バーについて述べた。 

	 第 3章「溶媒支援型自己組織化を利用して作製した脂質膜の拡散係数評価」

では、溶媒支援型自己組織化を利用して室温において液相であり蛍光標識され
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た 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（DOPC）とゲル相である 1,2-

dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（DPPC）を様々な組成比で混成して作製

した脂質膜を、蛍光顕微鏡観察および FRAPにより評価した。蛍光顕微鏡観察

では、DPPCが含まれている脂質膜には蛍光を発していないドメインが確認さ

れ、さらに、脂質膜に含まれる DPPCの割合の増加に伴って脂質膜表面を占め

るドメイン面積の割合が増加した事も確認された。各組成比の脂質膜蛍光画像

の蛍光強度を比較する事で、脂質膜作製前の前駆体脂質溶液における DOPCと

DPPCの組成比が、溶媒支援型自己組織化を用いて基板上に作製した脂質膜に

も良く再現される事が判明した。加えて、FRAP測定によって、全ての組成比

の脂質膜において DOPCが側方拡散している事が確認され、さらに、脂質膜に

含まれる DPPCの割合の増加に伴い、脂質膜内のリン脂質分子の全体的な拡散

係数が減少した事も確認された。これらの結果より、溶媒支援型自己組織化に

より作製された DOPCと DPPCが混成した脂質膜は脂質二重膜としての特徴を

確かに有している事が示された。 

	 第 4章「作製した脂質膜の機械特性評価」では、様々な組成比で DOPCと

DPPCを混成して作製した脂質膜を AFMで評価した事について述べた。AFM

のイメージングより、液相である DOPCのみで構成された脂質膜の表面にはド

メインや膜の欠陥などが観察されなかった。一方、ゲル相である DPPCを含む

脂質膜にはドメインが形成されている事が観察された。さらに、脂質膜に含ま

れる DPPCの割合が低い脂質膜において、蛍光顕微鏡観察では確認する事の出

来なかった小さなドメインが確認され、脂質膜に含まれる DPPCの割合の増加

に伴い脂質膜表面を占めるドメイン面積の割合が増加した。これは、脂質膜に

含まれる DPPCの割合と脂質膜表面を占めるドメイン面積の割合との間に相関

がある事を示している。さらに、AFMを用いて本研究で作製した脂質膜の膜

厚を評価し、過去に報告されている脂質二重膜の膜厚と比較した。その結果、

溶媒支援型自己組織化を利用した本研究の脂質膜は脂質二重膜と同等の膜厚を

有する事が判明した。拡散係数の評価と合わせて、溶媒支援型自己組織化によ

り DOPCと DPPCを混成した脂質二重膜が作製可能である事が示された。 
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	 第 5章「液相とゲル相が拡散係数・機械特性および膜機能に与える影響」で

は、本研究において溶媒支援型自己組織化を利用して作製した脂質二重膜の拡

散係数や機械特性を、これまで行われてきた脂質二重膜研究の結果と比較し

た。その上で、脂質二重膜を構成するリン脂質分子の種類、膜を支持する基板

表面の物理化学的性質、固体支持脂質二重膜の系の温度などによる拡散係数や

機械特性への影響を述べた。加えて、それらの条件によるドメインの構造や膜

機能との関連について述べた。 

	 第 6章「総括と今後の展望」では総括として、溶媒⽀援型⾃⼰組織化は細胞膜

を⼈⼯的に模倣する、⾼品質で複雑な組成のモデル⽣体膜を作製する為の有望

なアプローチである事を⽰している。さらに今後の展望として、本研究で確⽴し

た溶媒⽀援型⾃⼰組織化による脂質⼆重膜の作製・評価のプラットフォームが、

基礎⽣物学・⽣物物理学やバイオセンサーの発展に貢献可能である事を解説し

た。 
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第1章	固体表面に支持した脂質二重膜の作製・評価に関する研究意
義	

	 第 1 章では本博士論文の導入として、生物を構成する最小単位である細胞を

覆っている細胞膜について紹介する。続いて、細胞膜を構成している分子である

リン脂質分子の構造と種類について紹介し、リン脂質分子によって構成されて

いる細胞膜のモデルを解説する。その上で、細胞膜に関する基礎研究や応用技術

開発の為に頻繁に用いられている固体表面に支持した脂質二重膜の重要性と作

製方法を解説し、本研究の学術的意義および本博士論文の構成について記述す

る。	

	

1.1 細胞膜の概説	

	 我々人間を始めとする動物や植物などの生物は、細胞によって成り立ってい

る。この細胞は、タンパク質、核酸、炭水化物、細胞の代謝に関与する物質など

が混成した細胞質と呼ばれるもので構成されており、これらを厚さ 5 ~ 10 nm程

度の薄膜が取り囲む事によって周囲の環境から細胞は区切られている(1, 2)。細

胞質を覆っている薄膜の事を原形質膜、もしくは細胞膜と呼ぶ。細胞の外界は細

胞外マトリックスと呼ばれる体液で満たされており、この液体の中には細胞に

対して毒性のある物質や細胞が生存して様々な挙動を引き起こす為に必要な物

質が含まれている(3-5)。この様な環境で細胞が正常に存在する為に、細胞膜はい

くつかの重要な機能を果たしている。特に有名な機能は、選択的に物質を透過す

る防御壁としての役割である。細胞膜は内外で分子が自由に行き来する事を防

いでいる。これは、細胞膜上にチャネルタンパク質と呼ばれる膜タンパク質が存

在しており、これが特定の分子を認識する事によって外部からイオンを選択的

に取り込み、また、内部からイオンを放出する。その他にも外部刺激への応答、

他の細胞との情報伝達など、細胞膜は重要な生物学的機能を有する(6, 7)。そし

てその表面にチャネルタンパク質、球状タンパク質、糖タンパク質、糖脂質、コ

レステロールといった様々な生体分子を収容している。これらの生体分子は外

界からの刺激を分子認識して細胞内へ情報伝達する役割を担っている。細胞は
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膜表面における生体分子の局所分布や構造をリアルタイムで制御する事によっ

て外界からのシグナル感度を調整しており、その上で生じる分子認識プロセス

を介して細胞機能 (細胞接着、細胞分裂、膜融合など) を制御している(8, 9)。こ

の生体分子の細胞膜上における動的変化は、細胞膜が流動性を有する事によっ

て生じている。 

 

1.2 リン脂質および細胞膜の構造と膜機能	

	 細胞膜の主要な構成要素は親水部分と疎水部分を有するリン脂質と呼ばれる

脂質分子であり、このリン脂質分子が隙間なく並んだ単分子層が重なっている

二重膜構造で形成されている。多くの脂質は 3 つの要素によって構成されてい

る。頭部にはコリンもしくはエタノールアミンなど、グリセロールリン酸、そし

て疎水性の長い尾である脂肪酸である(10)。代表的なリン脂質分子の例として、

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) と 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine (DPPC) の構造式を Fig 1.1(a)、(b)に示した。 
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Fig 1.1 代表的なリン脂質分子(a) DOPC、(b)DPPCの構造式。 

 

Fig1.1には特にリン脂質分子の頭部がコリンの場合を示したが、リン脂質分子は

この部分によって分類される。頭部の構造式とその名称をまとめた表を Table 1.1

に示した。最も単純な構造はリン原子に結合している酸素原子に水素原子のみ

が結合した構造であり、ホスファチジン酸（PA）と呼ばれている。その他にも、

Fig 1.1で示した様なコリンが結合したものはホスファチジルコリン（PC）と呼

ばれている。特にこのホスファチジルコリンは、生体内に存在するリン脂質の中

で最も多い種類として知られている(11, 12)。それ以外だとホスファチジルエタ

ノールアミン（PE）やホスファチジルセリン（PS）といった構造がある。 

 



 第 1 章 固体表⾯に⽀持した脂質⼆重膜の作製・評価に関する研究意義 

 4 

Table 1.1 リン脂質頭部の構造式とその名称 

 

 

	 Fig 1.1 に示した様に、コリンとグリセロールリン酸を合わせたリン脂質の頭

部は親水性を示し、そこから先に存在する 2 本のアルキル鎖である脂肪酸が疎

水性を示す。リン脂質分子は水中に分散させると、疎水性部分のアルキル鎖は水

の環境から隔絶され、親水性部分は水と接する様な向きで存在する。この様な向

きでリン脂質が疎水性相互作用によって自己組織化し、脂質二重膜と呼ばれる

二重膜構造を形成する。細胞を覆っている 5 ~ 10 nmの薄膜はこの脂質二重膜で

ある。脂質二重膜の模式図を Fig 1.2(a)に示した。この図の様に、細胞膜の基本

構造がリン脂質分子の脂質二重膜であるという説は E. Gorterと F. Grendelとい

う研究者が 1925 年に最初に唱え始めた(13)。彼らの実験では、アセトンを用い

てヒト赤血球細胞から脂質を抽出して、水槽に張った水の表面を覆うように分

散した脂質が占める表面積を計算した。そしてヒト赤血球細胞の表面積と比較

すると、水槽中の水の表面を占める脂質の表面積がヒト赤血球細胞の表面積よ

り 2 倍大きい事が判明した。この事より、細胞膜を構成しているリン脂質分子
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は脂質二重膜の構造で存在していると結論付けられた。この研究がきっかけと

なり、細胞膜の構造に関する様々なモデルが提唱されるように成った。1935 年

に James Danielliと Hugh Devsonという研究者は、球状のタンパク質によって内

側と外側が全体的に覆われた脂質二重膜が細胞膜を構築しているという、膜タ

ンパク質も含めた細胞膜のモデルを提唱した(14, 15)。その後、1959 年に J. D. 

Robertsonという研究者が髄鞘を超薄切片にしてオスミウム染色したサンプルを

電子顕微鏡で観察する事により、約 100 Å 離れた電子密度の高い 2 つの領域を

発見した。これらの電子密度が高い領域こそ細胞膜表面を覆う膜タンパク質と

リン脂質分子の頭部を表しており、これらの領域に挟まれた電子密度の低い領

域はリン脂質分子のアルキル鎖部分であると考えた(16)。 

	 今まで例に挙げてきた細胞膜モデルはどれも静的な構造と考えられていたが、

1970年に L. D. FryeとM. Edidinが行った研究の成果により、細胞膜は流動性を

有するという事が示された(17)。この実験では、ヒト細胞とマウス細胞それぞれ

の膜タンパク質と特異的に結合する抗体を調整し、ヒト抗体とマウス抗体をそ

れぞれ赤色、緑色で蛍光標識して細胞に結合させた。その後これらの細胞を 37℃

の温度条件下で融合させる事により、初期段階は赤色と緑色が半々に分かれて

いたのにも関わらず、40 分経過すると赤色と緑色が細胞膜全体に一様に分布し

た事が観察された。また、同様の実験を低温条件下で行い、15℃を下回ると膜タ

ンパク質の動きが急激に鈍くなる事も観察された。これらの実験で膜タンパク

質が細胞膜内を側方拡散している事が観察された事より、細胞膜が流動性を有

する動的な構造である事が示された。 

	 これらの研究を踏まえて、1972年に S. Jonathan Singerと Garth Nicolsonとい

う研究者が、膜タンパク質が脂質二重膜中にモザイク状に埋め込まれた形こそ

が細胞膜であると提唱した。この細胞膜のモデルは流動モザイクモデルと呼ば

れるようになった(18)。このモデルは、前述した E. Gorterと F. Grendelによるヒ

ト赤血球細胞から脂質を抽出する研究で細胞膜が脂質二重膜構造で成り立って

いると示された事、そして L. D. FryeとM. Edidinによって細胞膜の膜タンパク

質が膜内で側方拡散するという膜の流動性が示された事を組み合わせて成り立
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っている説である。以前 James Danielliと Hugh Devson、そして J. D. Robertsonが

提唱していた、球状の膜タンパク質が脂質二重膜を全体的に覆っているという

モデルは脂質二重膜と膜タンパク質が分離している構造であった。しかしなが

ら、この流動モザイクモデルによって、細胞膜における脂質二重膜と膜タンパク

質の位置関係や、脂質二重膜に埋め込まれている膜タンパク質が側方拡散して

いるという結果から細胞膜に流動性があるという事を説明する事が出来る為、

この細胞膜構造のモデルは広く受け入れられるようになった。 
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Fig 1.2 (a)細胞膜を構成する脂質二重膜の模式図。(b)脂質二重膜内におけるリ

ン脂質分子の動きの模式図。(c)相分離している脂質二重膜の模式図。 
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	 ここまでで述べた細胞膜の動的性質を、脂質二重膜のリン脂質分子に着目し

て説明する。細胞膜のモデル構造を調べる研究を通して、脂質二重膜は液体に近

い状態で存在している事が分かっている。従って、脂質二重膜を構成しているリ

ン脂質分子は膜内において側方拡散をするという特性を有しており、この特性

が細胞膜の流動性を生んでいる。これは、脂質二重膜内でリン脂質分子は熱運動

による様々な分子運動を繰り返している事による現象であり、その分子運動の

うちの 1 つが側方拡散なのである。脂質二重膜内におけるリン脂質分子の分子

運動を説明した模式図を Fig 1.2 (b)に示した。リン脂質分子の動き方として、片

方の単分子膜からもう片方の単分子膜へ移動する現象の flip-flop、片方の単分子

膜内において近接リン脂質分子間で場所を交換する現象である側方拡散（lateral 

diffusion）という 2つが挙げられる。Fig 1.1 (a)の DOPCの様にホスファチジル

コリンを持ち不飽和結合を持つリン脂質を例に挙げると、リン脂質分子が 1 回

flip-flopの動きをするのに 14時間以上かかる(19)。これは、リン脂質分子が反対

側の単分子層に到達する為には極性基を持つリン脂質分子が脂質二重膜の間に

ある疎水性領域を通過する必要があり、熱力学的に困難だからである(20)。一方、

リン脂質分子が 1 回側方拡散で場所を交換するのにかかる時間はわずか 10-6 ~ 

10-7秒である事が分かっている(21)。従って、リン脂質分子の脂質二重膜内にお

ける flip-flopの分子運動は滅多に生じる事は無く、側方拡散が主に生じているの

である。 

	 リン脂質分子の側方拡散の度合いは、その分子の構造によって異なる。例えば

Fig 1.1(a)の DOPC はアルキル鎖に不飽和結合を有する。不飽和結合を有する

DOPC の様なリン脂質分子が自己組織化すると、不飽和結合部分が立体障害を

引き起こす為低密度でパッキングされる。すなわち、リン脂質の脂質二重膜内に

おける自由度が大きいため側方拡散の度合いも大きい。これは、膜の相状態が液

相であると定義される。一方、Fig 1.1(b)の DPPC はアルキル鎖に二重結合が存

在しない飽和脂肪酸であり、自己組織化する際に立体障害が少ない。従って、高

密度でパッキングされリン脂質の脂質二重膜内における自由度が小さいため側



 第 1 章 固体表⾯に⽀持した脂質⼆重膜の作製・評価に関する研究意義 

 9 

方拡散の度合いも小さい。この相状態はゲル相と定義されている。液相やゲル相

といった相状態は細胞膜内（脂質二重膜内）で共存しており、生体膜系において

相状態は非常に重要である(22, 23)。リン脂質分子にはそれぞれ固有の転移温度

があり、その温度を境界として相状態が液相とゲル相の間で変化する。例えば

DOPC と DPPC の転移温度はそれぞれ-17℃、41℃である。DOPC と DPPC の 2

種類のリン脂質分子で構成された脂質二重膜は、室温環境 (25℃) では DOPCが

液相、DPPCがゲル相をとるため、拡散係数の大きい DOPC脂質二重膜の中に拡

散係数が小さく密にパッキングされた DPPC 脂質二重膜がドメインを形成する 

(Fig 1.2 (c))。この様に複数種類のリン脂質によって構成された脂質二重膜内にド

メインが形成される現象の事を、一般的に相分離と呼んでいる(24, 25)。 

	 細胞膜の主要な構成要素はリン脂質分子の脂質二重膜である事をここまで述

べてきた。前述した通り、リン脂質分子には様々な種類があり、細胞膜の脂質二

重膜にはいくつもの種類のリン脂質分子が混成している。ここでは、脂質二重膜

を構成する脂質の組成について述べ、複数種類のリン脂質分子が混成する膜の

機能について述べる。 

	 一般的に、我々生物の体を構成する細胞の細胞膜は、PC や PE などの頭部構

造を有するリン脂質によって主に構成されており、リン脂質は全脂質の約 70%

を占めている。Table 1.2 に例としてヒト内皮細胞と血小板の細胞膜の脂質組成

を示した(26)。この表より、細胞膜を構成する脂質はリン脂質が約 70%、そして

コレステロールが約 20%を占めており、これらだけで全体の 90%以上を占めて

いる事が分かる。脂質は単なる細胞膜の構成要素ではなく、膜の性質に深く関わ

っている。例えば本項で紹介した様な、室温で液相であるリン脂質とゲル相であ

るリン脂質によって脂質二重膜が構成されていると仮定する。ゲル相のリン脂

質は側方拡散の度合いが小さい為、脂質二重膜を構成するリン脂質のうちゲル

相であるの割合が高いと、その膜全体は硬く流動性は低くなる。逆に液相のリン

脂質の割合が高ければ、膜全体は柔らかく流動性の高い脂質二重膜を構成する

事。また、細胞膜に 20%ほど存在しているコレステロールも細胞膜の性質に影

響している。コレステロールは分子内のヒドロキシ基を脂質二重膜の表面方向
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に向け、残りの部分を脂質二重膜の内側、すなわちリン脂質分子の疎水性部分で

ある 2 本のアルキル鎖の間に入り込む形で存在している(27, 28)。コレステロー

ルが脂質二重膜の内部に入り込むと、リン脂質分子が自由に側方拡散しにくく

なる為、膜の流動性が低くなる。その一方で細胞膜の物理的な耐久性を増加させ

る働きも有する(29)。 

 

Table 1.2 細胞膜の脂質組成の例 

 
 

	 また、細胞膜の脂質組成において最も割合の高いリン脂質分子に着目すると、

細胞膜のリン脂質組成は PCが全体で最も高い事が分かっている。例としてヒト

内皮細胞と血小板のリン脂質組成を Table 1.3に示したが、どちらも PCは約 40%

程度を占めている事が分かる(26)。この表では 2種類の細胞に関して例を挙げた

が、他にも赤血球であれば PC の組成が全体の 70%を占め、その他の細胞でも

PC が 50%前後含まれる事が知られている(30)。この事から、細胞膜の物性や膜

機能を研究する際、リン脂質分子の中でも PC に着目するのは重要な事である。 
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Table 1.3 細胞膜のリン脂質組成の例 

 

 

	 加えて、リン脂質分子の PC に着目した場合、アルキル鎖の構造によって PC

の種類はさらに細分化される。前述した通り、アルキル鎖は飽和脂肪酸、不飽和

脂肪酸に分けられ、このどちらを有するかによってそのリン脂質分子が液相に

なるか、もしくはゲル相になるかが決まってくる。すなわち、細胞膜の流動性に

影響する重要な要素である。ここで例として、ヒト内皮細胞の細胞膜に含まれる

PCを脂肪酸で分類し、それぞれが全脂質に占める割合を以下の Table 1.4にまと

めた(11, 31)。 

 

Table 1.4 ヒト内皮細胞の細胞膜に含まれる PCの脂肪酸の種類と割合
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この表における数値表現というのは、脂肪酸のアルキル鎖に含まれる炭素数と

二重結合の数を表している。例えば数値表現が 16:0 であれば脂肪酸のアルキル

鎖は 16個の炭素がそれぞれ単結合で繋がった構造である。すなわち PCの脂肪

酸の数値表現が 16:0であるリン脂質は DPPCという事になる。また、数値表現

が 18:1であれば 18個の炭素が繋がっていて、その中の 1つに二重結合が含まれ

るという事である。すなわち、PC の 18:1 は DOPC を表している。Table 1.4 よ

り、ヒト内皮細胞の細胞膜に含まれている PCの中では、DOPCと DPPCの組成

がどちらも約 30%を占めており、細分化した PCの種類の中でも特に多いという

事が分かる。ここではヒト内皮細胞の細胞膜を例に挙げたが、その他の細胞膜に

おいても DOPC と DPPC がどちらも約 30%ずつ占めている事が知られている

(32)。 

	 今まで述べてきた様に、細胞膜には数多くの種類のリン脂質分子が含まれて

いる。複数種類のリン脂質分子が脂質二重膜に混成すると、リン脂質分子の種類

に応じて局在し、ドメインを形成する事がある(24, 25)。特にゲル相のリン脂質

がドメインを形成すると、細胞膜の膜タンパク質を局在化させる役割を担う事

がある。この様なドメインはラフト構造と呼ばれており、1990年代に Kai Simons

のグループが提唱した(33, 34)。ラフト構造を提唱するに至ったきっかけは、上

皮MDCK細胞の細胞膜の外側に向けてスフィンゴ糖脂質であるグルコシルセラ

ミドが優先的に輸送されてドメインを形成している事を 1988年に同グループが

発見した事である(35)。スフィンゴ糖脂質が優先的に細胞膜の外側に輸送される

のは、細胞が外界からの刺激を認識する為にタンパク質を細胞膜外側に送り出

し、そのタンパク質を区分けする役割を担わせる為だと考えられた。その後、培

養した上皮細胞において、グリコシルホスファチジルイノシトール

（Glycosylphosphatidylinositol: GPI）という糖脂質に固定（アンカー）されたタン

パク質が細胞膜の外側に優先的に移動している事を発見した(36)。また、1990年

に Karen G. Rothbergらの研究グループが、受容体（免疫グロブリン）アンカー

糖脂質の細胞膜上でのクラスタリングにはコレステロールの存在が深く関与し

ている事を関節免疫蛍光法により確認した(37)。コレステロールは脂質二重膜の
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内部に入り込む事で膜の流動性を低くする為、受容体など分子認識する働きを

持つ膜タンパク質が糖脂質によって区分けされ、コレステロールによって流動

性の低いドメインが形成されているという説が提唱された。このドメインは細

胞膜の外側に優先的に輸送され膜タンパク質を区分けしている事から(38)、細胞

膜をいかだ（raft）の様に移動する構造、すなわちラフト構造として提唱された

のである(33)。ラフト構造の模式図を Fig 1.3に示した。 

 

 
Fig 1.3 ラフト構造の模式図。 

 

	 Deborah A. Brownと John K. Roseによって、この様な糖脂質のドメインは中性

の界面活性剤である Triton X-100に対して不溶性を示す事が発見された(36)。加

えて、細胞膜を Triton X-100 によって可溶化させた際に GPI アンカータンパク

質が不溶性を示す事も発見された(39)。これらの発見を経て、細胞を Triton X-100

で処理して糖脂質を勾配遠心分離によって精製し、ラフト構造と呼ばれている
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ドメインに局在している様々なタンパク質が確認されている(40)。具体的には、

GPIアンカータンパク質、急性炎症反応に関与する細胞内シグナル伝達タンパク

質である Srcファミリーチロシンキナーゼ(41)、細胞の増殖・分化に関与する三

量体 G タンパク質(42)の様な飽和アシル鎖修飾を受けたタンパク質、その他多

くの膜レセプターなどが例として挙げられる。この研究を受けて、膜タンパク質

は飽和アシル鎖を持つ脂質に固定され、優先的に脂質ドメイン領域に区分けさ

れている可能性が考えられている。しかしながら、1990 年代に提唱されたこの

ラフト構造という脂質ドメインの存在に関しては、現在においても意見が二分

している。というのも、ラフト構造を証明する為に行われてきた研究は界面活性

剤による抽出であり、生きた細胞の細胞膜においてラフト構造を直接観察した

例は存在しない。その為ラフト構造の存在は疑問視されている(43)。ラフト構造

自体は存在が証明されていないものの、リン脂質分子が細胞膜において膜タン

パク質を輸送しドメインを形成する事で膜タンパク質を局在させる役割を担っ

ている事を、2000 年代に入ってから蛍光共鳴エネルギー法（Fluorescence 

resonance energy transfer: FRET）(44, 45)や 1分子追跡法（Single particle tracking: 

SPT）(46, 47) といった分析手法を用いて観察され始めた(48)。特に、SPTを用い

た研究では、受容体タンパク質が 100 nm 程度の大きさのドメインにミリ秒 ~ 

分単位の時間滞在した事が確認されている。この事から、リン脂質分子や脂質二

重膜におけるリン脂質分子の組成が細胞膜の機能に影響を与えている事が分か

る。 

	 次に、脂質二重膜が担っている機能について述べる。最初に述べた様に、細胞

が体内で正常に存在する為に、細胞膜はいくつかの重要な機能を果たしている。

例えば、細胞膜が細胞内外の物質を選択的に透過させる機能が挙げられる。細胞

膜の主要な構成要素である脂質二重膜はリン脂質分子が密に配列した構造であ

る為、O2、CO2といった分子は高濃度側から低濃度側へ自由に通過可能である。

しかしながら、グルコースなどの大きな分子や Na+、K+、Ca2+、Cl-などのイオン

は自由に脂質二重膜を通過する事が出来ないと言われてきた。しかしながら、流

動モザイクモデルが提唱された後の 1975年にRobert H. Michellという研究者が、
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細胞膜には Ca2+を選択的に通過させるゲートが存在し、ホスファチジルイノシ

トール（Phosphatidylinositol: PI）脂質の代謝によってそのゲートが開かれ細胞外

から内側へ Ca2+を流入させるという事を示した(49)。この研究から、脂質二重膜

は Na+、K+、Ca2+、Cl-などの荷電物質であるイオンを通すイオンチャネルが存在

すると考えられ、1970年代に Bertil Hilleと Clay Armstrongという研究者がイオ

ンチャネルの存在を裏付ける研究を行い(50)、1980 年代に Erwin Neher と Bert 

Sakmann が筋繊維の膜から 1 つのイオンチャネルを通るイオンの流れ（電流）

を測定する技術を開発する事で実証された(51)。イオンチャネルは特異的であり、

通過できるイオンはイオンチャネルの種類に依存する。さらにイオンは高濃度

側から低濃度側に向けて通過する様に、イオンチャネルがイオンの流入する向

きをコントロールしている。イオンチャネルはゲートを開閉させる事でイオン

を通過させている。ゲートを開閉させるトリガーには種類があり、細胞膜内外の

電位によって開閉をコントロールする電位開閉チャネル(52)、特定の生体分子が

チャネル表面に特異的に結合する事によって開閉するリガンド開閉チャネル

(53)、細胞膜が物理的に受ける力やそれによる膜の変形を感知する事によって開

閉する機械受容チャネル(54)が知られている。この様な細胞内外で物質をやり取

りする働きを持つイオンチャネルはチャネルタンパク質と呼ばれており、脂質

二重膜に埋め込まれる事によって機能する。つまり、細胞膜の機能である物質の

輸送は、チャネルタンパク質を収容するリン脂質の脂質二重膜によって保証さ

れている。 

	 チャネルタンパク質による物質の輸送以外にも細胞膜は色々な機能を有して

おり、例えば受容体タンパク質が外部刺激を認識する事による応答も重要な膜

機能である(55, 56)。脂質二重膜のラフト構造という概念を説明した際に、リン

脂質分子の種類の違いにより形成されるドメインに膜タンパク質が局在してい

る事を述べた。その代表とされる膜タンパク質は Srcファミリーチロシンキナー

ゼや G タンパク質である。これらは外部からの刺激を認識する受容体であり、

生体分子を分子認識する事で自己リン酸化が生じ、シグナルが細胞膜を超えて

細胞内部に伝わっていく(57)。特に、1990年代から 2000年代にかけて Robert J. 
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Lefkowitzという研究者が Gタンパク質共役受容体に着目して研究し、受容体が

分子認識してシグナルを伝達するメカニズムを解明した(58-60)。シグナル伝達

は細胞の接着や分化といった様々な挙動を引き起こすきっかけとなる為、受容

体が分子認識する事よるこの現象は非常に重要な機能である。そして、前述した

通りこの受容体は脂質二重膜のドメイン領域に局在していると言われている。

また、リン脂質分子は細胞膜内で側方拡散をする為、ドメイン領域は流動性が低

いが液相の細胞膜を移動する事が可能である。これらの特徴は、細胞膜が外界か

らの刺激を受ける際のシグナルの強度をコントロールする事が出来る事を意味

している(61)。この様に、受容体タンパク質を局在させ、外部から生体分子が接

近する際に分布を変化させる事が出来るドメインを有するこの細胞膜の機能は、

外部刺激を認識するバイオセンシングプラットフォームとして非常に重要な役

割を担っているのである。 
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1.3 固体表面に支持した脂質二重膜の重要性	

	 近年、基礎生物学や応用生物学の様々な分野において、細胞膜が持つ様々な機

能に関する基礎研究や細胞膜の機能を活かした技術 (特に、バイオセンサー) の

開発が注目されている。基礎研究にせよ技術開発にせよ、細胞膜の性質や機能に

関する詳細な理解が欠かせない。しかしながら、細胞膜は非常に多くの種類のリ

ン脂質分子や生体分子で構成されており、表面形状や性質が複雑な生体膜であ

る為、細胞膜を直接研究し目的の知見を得る事は難しい。そこで、細胞膜の機能

を、単純化したモデルとして人工的に構成して再現して解析する事で、細胞膜を

構成している物質の中で特に重要な分子、細胞膜の性質や機能などに関するよ

り詳細な理解に繋げる事が求められる。従って、上述した様な発展的な基礎研究

や技術開発の為には、生体膜の本来の形の構造を正確に模倣できる複雑なモデ

ル膜の開発が必要不可欠である(62-65)。例えば膜タンパク質の分子認識を利用

した味覚センサの様な技術やその研究開発には、膜タンパク質を安定に収容可

能な脂質二重膜を固体表面上に作製する事が求められる(66)。これまで述べてき

た様に、細胞膜は数多くのリン脂質分子が複雑な組成で混成して成り立ってい

る。また、リン脂質分子が混成する事によるドメイン領域には、物質の輸送を行

うチャネルタンパク質や外部からの刺激を認識する受容体タンパク質といった

膜タンパク質が存在している。この事を踏まえると、細胞膜の特性に関する基礎

研究においても、非常に複雑な表面形状、粘弾性、特性を有する細胞膜のうち、

必要な膜特性のみを反映させたモデル脂質二重膜を固体表面に作製する事で、

簡便な系での実験が可能になる。この様に、膜表面で生じる現象に関する基礎研

究とバイオテクノロジーへの応用の両方にアプローチしていく為には、液相と

ゲル相といった異なる相が混成した様々な脂質組成の、固体表面に支持した脂

質二重膜 (Supported Lipid Bilayer: SLB) を作製する必要がある(67)。SLBは、薄

くて壊れやすい脂質二重膜を液中で安定に存在させる事ができるという利点を

持っている(68)。SLBの重要な特性として、リン脂質分子は固体表面に吸着して

存在しているにも関わらず、側方拡散という脂質二重膜に必要不可欠な特性を

維持している事が挙げられる。これは、固体基板表面と脂質二重膜の底面側の単
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分子層（親水性表面側）の間に 1 ~ 2 nm程度の水和層が存在するからである(69)。

水和層が存在しているおかげで、リン脂質分子は固体基板上であっても脂質二

重膜内で側方拡散する事が可能になっている。加えて、固体表面に作製している

為、広範囲において平坦な表面を提供する事が可能である。従って、SLBは細胞

膜としての特性を維持しながら液中で安定かつ簡便なモデル脂質二重膜である

為、基礎研究やバイオテクノロジーへの応用に対して非常に有用なシステムで

ある(63, 70-73)。具体的には、細胞膜の構造や機能を人工的に模倣したプラット

フォームである SLBは、生体膜とタンパク質、抗体、ペプチド、ナノ粒子など

との間の相互作用といった細胞膜表面で生じる生体現象の基礎研究や、薬物開

発試験という医学分野の技術開発など、幅広い研究に有用である(74-78)。また、

SLB を構成するリン脂質分子の種類を複数用いる事で、生体膜の相分離や分子

配列といった、分子の組成によって生体膜の表面がどの様な組成で構成されて

どの様な機能を有するのかという生物学的に重要な知見を得る事に繋がる(79, 

80)。この様に、SLBは基礎生物学に関する基礎研究やバイオテクノロジーへの

応用に対して幅広く貢献する事の出来る有用なプラットフォームである。 

	

1.4 脂質二重膜の作製法	

	 SLB を作製する為に、これまでに Langmuir-Blodgett 法(81)、スピンコーティ

ング(82, 83)、自発展開(84, 85)、vesicle fusion(86, 87)など多くの手法が開発され

てきた。ここではまず、それぞれの脂質二重膜作製法について解説する。 

	 Langmuir-Blodgett法は 1930年代に確立された手法で、リン脂質分子を水層（ト

ラフ）に溜めた水面に滴下し、リン脂質が浮かんでいる水面に対してガラスなど

の基板を垂直に上下させる手法である。Langmuir-Blodgett 法の概略図を Fig 1.4

に示す。リン脂質が水面と接触すると、分子内の親水部分が水面と接して疎水部

分が水面から上を向く状態で自己組織化し、気液界面に単分子膜が形成される。

その部分の水面に対して基板を上げ下げする事でリン脂質の単分子膜が基板に

吸着する。従って、脂質二重膜を固体基板上に作製する場合、予め水中に基板を

沈めておき、次にリン脂質分子を滴下して自己組織化させる事で気液界面に単



 第 1 章 固体表⾯に⽀持した脂質⼆重膜の作製・評価に関する研究意義 

 19 

分子膜を作り、その状態で基板を引き上げる事で表面上に単分子膜を作製する。

そしてその基板を下げる事で基板上の単分子膜上に逆向きの単分子膜を新たに

作製する事で、目的の脂質二重膜を作製する事が可能となる。Langmuir-Blodgett

法の興味深い点は、基板の上げ下げをコントロールする事で全てのリン脂質分

子が同じ方向を向く非対称二重膜を作製する事も可能である点である。 

 

 
Fig 1.4 Langmuir-Blodgett法による脂質二重膜作製の模式図。(a) リン脂質親水

性部分を基板に吸着させる抽出操作と、(b) 脂質二重膜を作製する為の浸水操作。 
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	 SLB を作製する為に確立された最初の手法であり長い間使用されてきた

Langmuir-Blodgett 法は、SLB の重要な特徴である平坦な表面を作製する事が可

能である。SLB を作製する際には、専用の脂質膜作製装置を準備して使用する

必要があるのだが、このプロセスに SLB作製の困難さがある。基板上にリン脂

質の単分子膜を経て脂質二重膜を作製する場合、基板の上下動作や水面に広が

っているリン脂質を押すバリアの動作速度を一定に制御しなければならない。

以前はこの厳密な制御を可能にする為にピストン油が使用されていたが、これ

はリン脂質溶液と混ざり合ってしまい脂質膜を汚染してしまう。さらに SLB作

製の為には非常に繊細な実験技術が必要であった。これを解決する為に、現在は

全ての操作を自動化する装置が開発された。この装置を導入すれば SLBを作製

する事は可能であるが、トラフ内にゴミが入って汚染される、基板からリン脂質

が分離しやすい、膜内に欠陥が生じるといった問題は依然として生じている(88)。

さらに本手法では基板を上下に動かすプロセスを行いリン脂質の単分子膜を吸

着させていき SLBを作製する。それゆえ、ドメインを有する SLBを作製する為

に液相およびゲル相のリン脂質それぞれを混ぜたリン脂質溶液で本手法を行う

と、基板側と基板から離れた側に吸着する単分子膜内のそれぞれのドメインの

上下位置が一致しないといった問題点も挙げられる(88)。これらの理由から、再

現性良く高品質な SLBを提供する事は難しい。 

	 スピンコーティングは、平坦な金属製のディスクの表面に溶液を滴下し、その

ディスクが高速回転する事による遠心力で溶液が薄く広がり、薄膜を作製する

手法である（Fig 1.5）。スピンコーティングの手法を用いた薄膜作製自体は 1958

年頃から行われており、これを 2000年代初期から脂質二重膜の作製手法として

応用されてきた(82, 89)。スピンコーティングを用いた脂質二重膜の作製の利点

としては、基板表面の広範囲に簡単に脂質二重膜を作製できる点である。用いる

基板の大きさやリン脂質の種類に依存するが、1000 ~ 5000 rpmで 1分程度リン

脂質溶液を回転処理すれば、基板全体に脂質膜が行き渡る。 
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Fig 1.5 スピンコーティングによる脂質二重膜作製の模式図。 
 

	 しかしながら、この手法にも実験する上での困難な点が存在する。それは、回

転軸からの距離に依存して脂質二重膜が多層構造を形成してしまうという点で

ある。本手法の原理として金属プレートを回転させる事による遠心力で溶液を

広げていく為、使用する前駆体脂質溶液の濃度が高い場合、膜厚にムラが出来て

しまう。脂質二重膜になっている領域もあれば何層も重なった脂質の多層構造

が形成される領域もある。過去に報告された研究では、スピンコーティングで作

製した脂質膜表面に 100 nm以上の段差構造が確認されている(89, 90)。前述した

通り、SLB に求められる特徴として、表面が広範囲に置いて均一に平坦である

事が挙げられる。その観点で考えると、表面に高さの差が生じやすいスピンコー

ティングで適切な SLBを作製するのは難しい。スピンコーティングで SLBを作
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製する為には、本手法に対する豊富な経験や高い実験的スキルが必要となる為、

簡便性に欠ける。加えて本手法では、回転処理をした後は溶媒を完全に乾燥させ

る必要がある。溶媒を乾燥させる為に、通常高真空条件下で 20時間程静置する。

その処理が終わった後は表面分析を行うまで 4℃程度で保存する必要がある。生

体膜は乾燥すると表面形状や物理的特性が変化してしまう(91)。従って、元々の

脂質二重膜としての特性が失われる可能性がある為、複雑なリン脂質組成の

SLBを作製するのは難しい。 

	 これらの実験的問題を受けて、より簡便な手法でかつ再現性よく平坦な表面

の SLBを作製する為、自発展開や vesicle fusionという手法が開発された。まず

自発展開を例に挙げると、自発展開を行う為にはまず、リン脂質溶液を親水性表

面の基板に滴下する。そしてその基板を緩衝溶液に浸漬する事により、リン脂質

分子が基板上の滴下された位置を中心として自発的に広がっていく。過去の研

究報告によると、リン脂質分子は 1分間で数 10 µm拡散して脂質二重膜を基板

上に形成するという事が分かっている (84, 92)。自発展開は今まで述べた

Langmuir-Blodgett やスピンコーティングといった手法に比べて、一様に平坦で

巻くの欠陥が少ない高品質な SLBを作製する事ができる。その一方で、基板上

に脂質二重膜が自発的に広がっていく為には、基板表面の性質が親水性でなけ

ればならないという制限がある。さらに重要な事は、使用するリン脂質溶液にゲ

ル相であるリン脂質が混ざっている場合、基板上で自発的な展開が行われない

という事である。すなわち、バイオセンシングプラットフォームとして働くドメ

インを、SLB内に形成する事が困難であるという事である。過去には、基板に滴

下したリン脂質分子を自発的に展開させる前に基板全体の温度をゲル相である

リン脂質の転移温度より高い温度まで加熱して液相に相転移させ、液相状態の

リン脂質分子を展開させて脂質二重膜が完全に形成された後にサンプルを室温

まで冷却する事により、この問題を回避していた(85)。 

	 また Vesicle fusionは、固体基板上において前駆体リン脂質ベシクルの吸着と

自発的破裂によって SLBを作製する手法である。その実験工程の単純さから、

SLBの作製において現在最も一般的に用いられている手法の 1つである(65, 86, 
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87, 93-95)。Vesicle fusionを用いた SLBの作製手順を Fig 1.6に示した。本手法で

はまず、リン脂質でベシクルを用意する必要がある。その際、押出法と呼ばれる、

リン脂質溶液を専用の孔径のそろったフィルターを通す手法をとる事により、

リン脂質分子がベシクルに形態を変える。この手法によって作製されたベシク

ル溶液を、専用のマイクロ流路にセットされている親水性表面の基板（ガラス基

板など）上に流す。ベシクルは親水性表面の基板上に徐々に吸着していき、一定

の量に到達するとベシクル同士が融合して大きなベシクルとなる。そしてその

大きなベシクルが基板上に飽和したら、ベシクルの外側方向にかかる力によっ

てベシクルが自発的に破裂する。破裂して膜状になったリン脂質が広がり周囲

に存在する他の膜と縁が融合する事により、基板上に脂質二重膜が形成される。

これらのプロセスを経て、SLB の作製が可能となる。この vesicle fusion の利点

は、SLB 作製プロセスが他の手法と比べて簡単な点である。他の手法は専用の

大掛かりな装置を用意する必要があり、また、再現性良く膜を作製するにあたっ

て厳密なパラメーターの設定や高い実験的スキルが要求されていた。しかしな

がら vesicle fusion の場合、市販の孔径のそろったフィルターと流量をコントロ

ール出来るポンプがあれば操作を行う事が可能である為、使用するにあたって

のハードルが低い。さらに、液相リン脂質を用いた vesicle fusionでは、均一で平

坦な表面の SLBを作製する事が可能である。SLBの重要な特徴である平坦な表

面を作製する事ができるだけでなく、操作が簡単で再現性良く高品質な SLBを

作製する事ができる事が、SLB の作製において本手法が現在最も一般的に用い

られている理由であると考えられる。 
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Fig 1.6 vesicle fusionによる SLB作製の模式図。 
 

	 しかしながら、この一般的に用いられている手法にも欠点がある。それは、ベ

シクルを構成するリン脂質の中に比較的高い転移温度（すなわち、室温以上）を

有するゲル相のリン脂質が含まれる場合、vesicle fusion を用いた SLB 作製実験

が室温で試みられた際にベシクルの破裂を妨げてしまうという事である。ゲル
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相のリン脂質分子は炭素鎖の二重結合を含まない飽和脂肪酸でありこれらは密

にパッキングする為、これらで形成されたベシクルは大きな粘弾性を持つ。従っ

て、ゲル相リン脂質の大きな粘弾性がベシクルの自発的な破裂を妨げてしまい、

結果として脂質二重膜の形成が防がれてしまうという問題点がある(96, 97)。い

くつかの研究では、vesicle fusionにおいてベシクルを吸着させて破裂させるプロ

セスの最中に基板全体の温度をゲル相リン脂質の転移温度より高い温度まで上

げて液相に相転移させ、脂質二重膜が完全に形成された後にサンプルを室温ま

で冷却する事により、この問題を回避していた(98, 99)。Vesicle fusionのみなら

ず自発展開の例にも言える事ではあるが、これらの手順を加える事で、ゲル相の

リン脂質を含んだ脂質二重膜の形成自体は簡単に行える。しかしながら、大きな

熱ゆらぎのせいで信頼性の高い脂質二重膜の動的情報を分析するのが困難にな

ってしまう。従って、温度変化はバルク環境に敏感な表面分析技術（水晶振動子

マイクロバランス法や原子間力顕微鏡法など）を使用した脂質二重膜の特性評

価を非常に複雑にしてしまう。 

	 前述した制限を克服する為に、マイクロ流路を通じて有機溶媒（イソプロパノ

ール、メタノール、エタノールなど）から水性溶媒（水や緩衝液）への溶媒交換

プロセスを行うことにより、固体基板上にリン脂質分子を自己組織化させて脂

質二重膜を作製する「溶媒支援型自己組織化」という手法が開発された(96, 100-

103)。溶媒支援型自己組織化の模式図を Fig 1.7 に示した。有機溶媒中では、リ

ン脂質分子はモノマーとして存在するか、逆ミセルを形成する。有機溶媒から水

性溶媒へ溶媒交換をしている間、流路内の有機溶媒濃度は徐々に低下し、リン脂

質分子の疎水性部分同士が相互作用を引き起こして集合する事でミセルやベシ

クルが形成される(104, 105)。そして溶媒交換によって水-有機溶媒混合溶液の有

機溶媒濃度をさらに低下させていくに従って、臨界ミセル濃度も減少する(105)。

これの理論的な根拠は、アルコールと脂質膜の間の熱力学的な相互作用によっ

て過去の研究で説明されている(106, 107)。臨界ミセル濃度が低下する事によっ

てリン脂質分子の疎水性部分同士の相互作用が弱まりミセルやベシクルの構造

が壊れる。最終的にマイクロ流路内の有機溶媒が水性溶媒に完全に交換された
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時に、バラバラになったリン脂質分子の親水性部分が親水性表面の固体表面を

向くように配列され、リン脂質分子の疎水性部分が相互作用する事によって脂

質二重膜が形成される(105)。最も注目すべき点は、溶媒支援型自己組織化では

ベシクルを準備する必要がない為、理論上ゲル相リン脂質を含む複雑な組成の

脂質二重膜を室温で作製可能であるという点である(103, 108)。つまり、従来最

も一般的に用いられてきた vesicle fusionには「作製可能な SLBに制限がある」

という唯一の問題点を解決する可能性があるのが本手法の特徴である。膜を作

製するのに使用する装置は vesicle fusion と同じく流量コントロールが可能なポ

ンプと、基板がセット可能なマイクロ流路チャンバーのみである。従って、vesicle 

fusion と同様に操作が簡単であるだけでなく理論的には使用するリン脂質の種

類に制限ない本手法は画期的な技術であると言える。 

	

	

Fig 1.7 溶媒支援型自己組織化による脂質二重膜作製の模式図。	
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1.5 脂質二重膜の主な特性評価手法	

	 細胞膜の様々な特徴や挙動に関する基礎研究やそれらの応用を目的とした技

術開発の為に SLBが作製されたら、実際に膜を分析する必要がある。SLBの表

面構造、リン脂質の組成、および特徴などの特性評価を行う為に、これまで様々

な表面分析技術が用いられてきた。例えば、脂質二重膜の微細構造や分子の配列

などの洞察は X 線反射(109, 110)および X 線回折(111)を使用する事によって得

られている。これらの分析法により、脂質二重膜作製に用いたリン脂質のアルキ

ル鎖が膜内でどの様な配向で存在しているかという事を評価する事が可能であ

る。アルキル鎖の構造や配向を解析する事で、実際の脂質二重膜内におけるリン

脂質の相状態を評価する事が出来る。脂質二重膜の作製過程の評価や膜の粘弾

性、また生体分子の結合の評価については、水晶振動子マイクロバランス法

（Quartz Crystal Microbalance: QCM）、表面増強ラマン分光（Surface-Enhanced 

Raman Spectroscopy: SERS）、反射吸収赤外分光法が用いられている(112-114)。

その他の特性評価の手法として、脂質二重膜の表面の分子組成やドメイン（相分

離構造）は蛍光顕微鏡によって研究されている(111, 115, 116)。蛍光顕微鏡によ

る脂質二重膜の観察では、リン脂質の親水性部分である頭部に蛍光標識分子を

結合させたリン脂質を用いる。また、複数のリン脂質を用いた脂質二重膜では複

数種類の蛍光標識分子を使用する、特定の種類のリン脂質を染色しないといっ

た手法を取る事によって、脂質二重膜表面に形成されるドメインの観察も行わ

れている。また、前述したとおり SLBが持つ重要な特性の側方拡散に関しては、

光褪色後蛍光回復法（Fluorescence recovery after photobleaching: FRAP）という手

法を用いて評価されている(81, 117-119)。FRAPの測定では、蛍光を発している

脂質二重膜に対してレーザーを照射して一度光褪色させる。そして、リン脂質分

子の側方拡散による光褪色領域の蛍光回復を一定時間間隔で観察する事で、膜

内のリン脂質分子の拡散係数を評価する事が可能になる。なお、FRAPの原理に

関しては第 2 章で解説する。蛍光顕微鏡を用いた表面分子組成の観察および

FRAP測定での拡散係数評価は、SLBの組成や流動性といった重要な特性を評価
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する事が出来る為、SLB の研究が注目され始めた頃から現在に至るまで非常に

強力な特性評価手法として用いられている。 

	 これまで挙げてきた様に、SLB の特性評価をする為に多種多様な方法が用い

られてきた。しかしながら、ナノメートルレベルでの SLBの表面構造や特性に

関しては、高解像度の表面画像化技術が不足していた為、最近までほとんど評価

されていなかった。その様な中で、1980年代に G. Binnigらのグループが発明し

た原子間力顕微鏡法（Atomic Force Microscopy: AFM）は(120)、今まで評価され

ていなかったナノスケールでの SLBの表面分析を可能にした画期的な評価手法

である。AFM測定の利点は、液中環境において SLBの表面構造や表面に存在す

る分子の構造変化をリアルタイムで観察する事が可能な点である(121)。加えて、

AFMカンチレバーの探針で直接 SLBを押し込む事によって、膜の粘弾性とその

分布をナノスケールで評価する事が出来る点も画期的である(122, 123)。近年特

に AFM を用いた脂質膜の分析例が増えてきており、作製した SLB の膜厚評価

やドメイン形状観察など、様々な種類のリン脂質が含まれる SLBの表面構造、

特性評価に関する研究で幅広く使用されている(124-126)。AFM は 1 nm 未満の

高さの差であっても検出する事が出来る為、SLB 表面に形成される相分離構造

とその周囲の表面形状を検出可能である。その為、前項で解説した溶媒支援型自

己組織化で今まで再現困難であったリン脂質組成の生体模倣脂質膜を作製する

場合、AFM測定による特性評価は表面ナノ構造や組成による物性の違いなど有

益な結果を多数与えてくれる強力なツールとなる。 
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1.6 本研究の意義と博士学位論文の構成	

	 ここまでで述べてきた様に、溶媒支援型自己組織化により様々なリン脂質組

成の SLBの作製を可能にする事は、ドメインを含んだ非常に複雑で様々な組成

の SLB表面に関する研究の促進に繋がる為非常に有意義である。溶媒支援型自

己組織化は、理論的には、使用するリン脂質の種類によらず SLBの作製を可能

にする。これまでに、溶媒支援型自己組織化で実際に SLBが作製出来る事を証

明する為に液相である DOPCの脂質膜を作製し、従来法である vesicle fusionで

作製した DOPCの SLBと表面構造、DOPCの拡散係数を比較し、確かに SLBを

作製可能である事を示されている(100)。また、細胞膜を構成する主要な生体分

子であるコレステロールを DOPC と混ぜて脂質膜を作製し、DOPC 環境の中に

コレステロールのドメインを形成した SLB である事も確認されている(96)。そ

の一方で、複数種類のリン脂質分子、特に室温において液相とゲル相に明確に分

かれるリン脂質分子を混成した SLBの作製例は無い。従って、今まで作製が出

来なかった複雑なリン脂質組成の SLBに関する研究を促進させる為には、溶媒

支援型自己組織化で様々な組成の脂質膜を実際に作製し、その脂質膜が SLBで

ある事を示す必要がある。 

	 この様な脂質膜を高品質に作製して特性評価を行い SLBであるかどうかを正

確に評価する為に、完全にシーリングされた環境で溶媒の流速を制御可能な溶

媒交換を実行できるようにするマイクロ流路チャンバーを利用する事が求めら

れる。同時に、作製した脂質膜が SLBである事を示す為に、作製した脂質膜を

なるべく空気に触れさせずにチャンバー内で特性評価する必要がある。具体的

に述べると、そのチャンバーの設計と寸法は、顕微鏡の光学的アクセスを可能に

し、なおかつ原子間力顕微鏡法（Atomic force microscopy: AFM）の探針が脂質膜

に接近できるような条件である必要がある。なぜなら、SLB である事を示す為

には SLBの重要な特性である側方拡散と膜表面が広範囲において平坦である事

を評価しなければならず、それを可能にするには蛍光顕微鏡と AFMによる分析

を組み合わせる必要があるからである。脂質二重膜を作製する為に従来用いら

れてきた市販のマイクロ流路チャンバーまたはペトリ皿は、上記の条件を全て
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満たすわけではなく、AFM探針で膜表面に接近不可能、適切なシーリングの機

構がない為に二重膜表面に気泡が生成されて膜の欠陥を形成する、多量のリン

脂質溶液を使用する必要があるといった、いくつかの欠点がある(86, 127)。この

問題を解決する為に本博士論文研究では、市販の、特に本実験で使用する光学顕

微鏡（Eclipse TE 2000、Nikon）および AFM（Asylum Research MFP-3D-BIO、Oxford 

Instruments、USA）に設置する事が可能な新たなマイクロ流路チャンバーを独自

に設計する。概念的には、このマイクロ流路チャンバーの新規性は、光学顕微鏡

と AFMの操作を妨げる事なく、流路内の流速を正確に制御できるという事であ

る(127)。加えて、顕微鏡の光学的アクセスを可能にする透明な基板（特にガラ

ス基板）であれば制限なく使用可能であるという事もこのマイクロ流路チャン

バーが持つ新規性である。このマイクロ流路チャンバーが開発される事により、

液体環境で溶媒が漏れる事なく複数の溶媒交換プロセスが可能になる為、溶媒

支援型自己組織化を利用した脂質膜の作製から特性評価までの一連の操作を行

う事が出来る。 

	 独自に設計したマイクロ流路チャンバー内でドメインを形成した SLBを実際

に作製する事ができるかどうかを評価する為に、本研究では液相 1,2-dioleoyl-sn-

glycero-3-phosphocholine（DOPC、転移温度 = -17℃）およびゲル相 1,2-dipalmitoyl-

sn-glycero-3-phosphocholine（DPPC、転移温度 = 41℃）を含む SLBの作製を試み

る。DOPC および DPPC の構造式は Fig 1.1(a)、(b)に示した。DPPC の転移温度

は室温（25℃）よりも高い為、室温条件下での vesicle fusion法を使用した DOPC

と DPPCを含む SLBの作製は非常に困難である事が分かっている(124, 128)。従

って膜を占める DPPCの割合が相対的に高い SLBを作製するには、以前は転移

温度以上で実験を行う必要があった。しかしながら、前述したように、測定環境

が高温だと AFM を含むほとんどの分析装置において S/N 比に影響してしまう

為、SLBの効果的な特性評価が妨げられてしまう。 

	 これらの事を考慮して、本学位論文の研究目的は、溶媒支援型自己組織化と独

自に設計・開発したマイクロ流路チャンバーを組み合わせ、今まで作られた事の

ない液相である DOPCとゲル相である DPPCが混成した SLBを作製して膜の特
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性評価を可能にする、SLB 研究プラットフォームを構築する事である。この研

究目的を達成する為に、DOPC と DPPC が混成した脂質膜を溶媒支援型自己組

織化によって実際に作製する。次に、蛍光顕微鏡観察、光褪色後蛍光回復

（Fluorescence recovery after photobleaching: FRAP）法、AFMイメージング、AFM

を用いた力-距離曲線測定など、脂質二重膜の特性評価で一般的に用いられる分

析手法を実行し、本実験で作製した脂質膜が SLBである事を評価する。その上

で、純粋な液相脂質膜（すなわち、DOPCのみの脂質膜）と DOPCおよび DPPC

を用いた脂質膜の生物物理的特性を比較し、膜を占めるゲル相の割合の増加が

脂質膜の表面構造や膜機能に及ぼす影響を調査する。本博士学位論文の構成と

しては、前述した第 1 章を含めて 5 つの章から構成されている。第 2 章では、

本研究の脂質膜特性評価に使用した蛍光顕微鏡法、FRAPおよび AFMの基本原

理について述べる。その上で、脂質膜を作製する前の前駆体脂質溶液の調整法、

マイクロ流路チャンバーの詳細、溶媒支援型自己組織化を用いた脂質膜作製プ

ロトコル、蛍光顕微鏡観察と FRAPおよび AFM測定の手法と測定条件について

述べる。第3章では、作製した様々な組成比の脂質膜を蛍光顕微鏡法およびFRAP

により評価した事について述べる。特に SLBの重要な特徴の一つである膜内リ

ン脂質分子の拡散係数を FRAP によって分析し、溶媒支援型自己組織化による

DOPCと DPPCの SLB作製可能性について評価する。第 4章では、作製した様々

な組成比の脂質膜を AFMにより評価した事について述べる。膜内リン脂質の側

方拡散以外の SLB の重要な特徴である均一で平坦な表面を有する事を AFM イ

メージングにより確認する。さらに、力-距離曲線測定を行う事で作製した脂質

膜が SLBと同等の膜厚を有しているかどうか、また膜を占めるゲル相リン脂質

の割合の増加が脂質膜の硬さに及ぼす影響を評価する。第 5 章では、溶媒支援

型自己組織化を利用して作製した脂質膜の拡散係数や機械特性を、これまで過

去に行われてきた SLB研究の結果と比較する事でその妥当性を評価する。その

上で、SLB作製に使用する基板（特に表面の物理化学的性質）、リン脂質分子の

種類、膜作製時の温度などによる拡散係数や機械特性への影響を述べる。加え
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て、それらの条件によるドメイン構造の違いと膜機能との関連について述べる。

最後の第 6章では、本実験の総括と今後の展望について述べる。 
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第2章	本研究で行った脂質膜作製とその評価方法	
	 第 2 章では、本研究で実際に行った脂質膜の作製手法、脂質膜の評価を行う

為の分析手法について述べた。脂質膜の作製に関しては、脂質膜を作製する為の

前駆体脂質溶液の調整手順、溶媒支援型自己組織化による脂質膜作製手順につ

いて述べた。また、作製した脂質膜を評価する為に用いた蛍光顕微鏡法、光褪色

後蛍光回復法（Fluorescence recovery after photobleaching: FRAP）および原子間力

顕微鏡法（Atomic force microscopy: AFM）によるイメージングとナノ力学測定の

原理について述べた。さらに、脂質膜の作製と評価に使用可能な独自に開発した

マイクロ流路チャンバーについて述べた。 

 

	

2.1 蛍光顕微鏡法	

2.1.1 蛍光顕微鏡法の原理	

	 長年にわたる顕微鏡の技術的な改良の多くは、着目している物質 (シグナル) 

とそうでない物質 (バックグラウンド) のコントラストを高める事に重点を置

かれてきた。その中の典型的な例として、蛍光顕微鏡法が挙げられる。この手法

は、黒い背景の中に観察対象の物質のみを表して観察する事を目的として開発

された(129)。この様に観察対象物質のみを顕微鏡で観察する為、蛍光顕微鏡法

では対象物質が蛍光を発する事が必要不可欠となっている。ここでは、蛍光を理

解するために、物質中の電子が励起されてエネルギーが放出するまでの過程を

まとめた Jablonski diagram (Fig 2.1) を用いて解説する(130, 131)。まず、物質の電

子は基底状態 (S0) で存在する。この物質にある波長の光を照射する事で、物質

が光を吸収して物質を構成する電子のエネルギーが上昇して励起状態 (励起一

重項状態、S2) となる。与えられたエネルギーは自然と放出され、内部転換によ

って励起状態の中で最もエネルギー準位が低い位置 (S1) までエネルギーが落

ちる。そして、S1 の状態からナノ秒後にさらに余剰エネルギーが放出される事

によって、発光が生じる。この発光する現象の事を蛍光と呼ぶ。ちなみに、S1の
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状態から項間交差を経て励起三重項状態 (T1) に移り、その状態からエネルギー

が放出される現象の事を燐光と呼ぶ。 

 

 
Fig 2.1 Jablonski diagram. 

 

	 物質はそれぞれ、吸収しやすい光の波長帯を固有に持っている。従って、蛍光

顕微鏡で観察対象物質を観察する為には、実験で用いる励起光の波長を特異的

に吸収して蛍光を発するような蛍光色素を選択する事が必要不可欠である。代

表的な蛍光色素として DAPI、FITC、Rhodamine などが挙げられる。これらを、

実験で用いる励起光の波長によって使い分ける。 

	 実験で用いる励起光の波長は、光学顕微鏡の内部に取り付けられた励起フィ

ルターによって決定する。Fig 2.2 に、代表的な倒立顕微鏡内部におけるフィル

ターの役割をまとめた模式図を示す。例えば光源から白色光が入射して来る場

合、励起フィルターはサンプルを励起させる為に必要な波長のみ通す。励起フィ

ルターを通過した励起光はダイクロイックミラーに当たり反射する事で対物レ

ンズを通りサンプルに入射する。このダイクロイックミラーという鏡は、特定の

波長の光のみ反射して、それ以外の光を透過するという特徴を持つ。その後サン

プルが発光した蛍光やサンプルからの不要な散乱光は再びダイクロイックミラ

ーに当たるが、ダイクロイックミラーの特徴によって、これらの光は接眼レンズ
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やカメラの方向に透過する。これらの光が吸収フィルターに当たると、サンプル

からの不要な散乱光は透過せず蛍光のみ透過するという仕組みである。吸収フ

ィルターによって得られる蛍光をカメラなどで観察するのである。 

 

 
Fig 2.2 倒立顕微鏡内におけるフィルターの役割をまとめた模式図。 

	

2.1.2 光褪色後蛍光回復法の原理	

	 蛍光顕微鏡は、試料によっては特性評価にも有用である。例えば試料が脂質二

重膜の様に構成している分子が流動性を有する場合、光褪色後蛍光回復法

（Fluorescence recovery after photobleaching: FRAP）という手法を用いて特性評価

を行う事ができる(132-134)。FRAP測定を行う為には、まず初めに蛍光標識した

試料に強度の高いレーザー光を照射する (Fig 2.3(a))。試料に標識された蛍光色

素分子は励起光を当て続けると蛍光を発し続けるが、強いレーザー光を浴びた

事によってその分子構造が変化し、蛍光を放出する事ができない状態になる 

(Fig 2.3(b))。試料を構成する分子が試料内を自由に流動している場合、褪色して

いない部分の分子が褪色した部分に入り込む為、徐々に光褪色部位の蛍光が回

復する (Fig 2.3(c))。そして最終的に、光褪色部位の蛍光は一定時間後に回復し

て黒い部分が消失する (Fig 2.3(d))。 
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Fig 2.3 FRAP測定における(a)レーザー照射、(b)蛍光標識分子の光褪色、(c)リン

脂質分子の側方拡散による蛍光回復過程、(d)蛍光回復後の模式図。 
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	 この FRAP 測定は、得られた結果から脂質二重膜内のリン脂質分子の拡散係

数を算出し、膜の流動性を評価する事に用いられる。レーザーを照射する前から

十分蛍光強度が回復するまでの間、一定の時間間隔で同じ場所の蛍光像を取得

する。後ほど出てくる 2.6項で具体的な実験条件を示すが、本実験においては 2

秒間隔で 3 分間蛍光像を取得し続けた。蛍光像の光褪色部分を円形と近似し、

円形部分の合計蛍光強度を一定時間間隔でプロットする。この操作で得られた

プロットのフィッティング曲線から拡散係数を算出する事で、脂質二重膜のリ

ン脂質分子拡散度を評価する事が可能になる。 

 ここで、この一連の現象をより詳細に解析するモデル式を解説する。光褪色後

の試料が平面かつ等方性を持つ時、光褪色後の蛍光標識分子の回復はフィック

の第二法則で次のようにモデル化可能である(135)。 

 

∂𝑐#,% 𝑟, 𝑡
∂𝑡 = 𝐷%∇+𝑐#,% 𝑟, 𝑡 2.1  

 

ここで、rは光褪色した領域の中心からの半径、tは時間、𝐷%は i番目の拡散成分

の特性拡散係数を表している。変数𝑐#,% 𝑟, 𝑡 は相対濃度𝑐#,% 𝑟, 𝑡 = 𝑐% 𝑟, 𝑡 𝑐%,/0で

定義される。ここで、i 番目の蛍光標識分子の濃度が𝑐%で、光褪色していない平

衡濃度が𝑐%,/0と表されている。式（2.1）において、系を単純にする為に光褪色後

の蛍光標識分子の初期濃度は円対称性を持っていると仮定する。さらに、蛍光回

復が生じている過程の計測中における対流と光褪色の影響は無視できると仮定

する。式（2.1）における局所拡散係数𝐷%も等方性をもつと仮定する。ここで、局

所拡散係数は異方性挙動を示す事もあるので、この仮定は常に当てはまるわけ

ではない事に注意する(136)。しかしながら、細胞膜内での側方輸送モードの多

くは等方性挙動を示す事が確認されており(136)、これは無秩序な系においてほ

とんど総体的な状況である。従って、今回は異方性拡散への拡張に関しては考え

ないものとする。 
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	 式（2.1）の解は、例えば光褪色した領域がガウス曲線の強度プロファイルを

有しているなど、特別な場合でしか得られない。しかしながら、光褪色の実験系

が一般的な場合であっても、光褪色した領域の初期寸法よりもはるかに大きい

系だと仮定する場合、ハンケル変換法を用いる事で式（2.1）の解を決定する事

が可能である。式（2.1）のハンケル変換は、変換𝑓% 𝑘, 𝑡 が tと空間周波数 kに対

して以下のように依存する事を示している。 

 

𝑓% 𝑘, 𝑡 = 𝑓% 𝑘, 0 𝑒𝑥𝑝 −4𝜋+𝐷%𝑘+𝑡 2.2  

 

ここで、空間周波数が kの時の𝑓% 𝑘, 𝑡 は以下の様に定義される(137)。 

 

𝑓% 𝑘, 𝑡 = 2𝜋 1 − 𝑐#,% 𝑟, 𝑡 𝐽; 2𝜋𝑘𝑟 𝑟
<

;
dr 2.3  

 

この時の J0は、0 次のベッセル関数である。式（2.3）における積分は、積分の

収束を得る為に𝑐#,% 𝑟, 𝑡 の代わりに1 − 𝑐#,% 𝑟, 𝑡 という式を含んでいる。従って、

ハンケル変換𝑓% 𝑘, 𝑡 は蛍光標識分子の空間分布に関する情報を含む。ここで、k

という値の大小はそれぞれ遠距離と近距離で濃度がどのように変化するかを表

している。 

	 FRAP測定における相対濃度𝑐#,% 𝑟, 𝑡 は、i番目の構成要素によって得られる蛍

光強度のプロファイルと関連する。これは、ハンケル変換𝑓% 𝑘, 𝑡 が系の中でたっ

た 1つの種類の拡散成分が存在している時、FRAP測定で得られた画像から決定

されるという事を意味している。そして、拡散係数𝐷%は式（2.2）によって得られ

る。異なる拡散成分を含んだ系の場合、代わりに蛍光強度のプロファイルは系の

中における全ての蛍光標識分子の合計強度となる。今回の場合、式（2.2）は次

のように書き換えられる。 

 

𝐹 𝑘, 𝑡 = 𝛾%𝑓% 𝑘, 𝑡
%

= 𝛾%𝑓% 𝑘, 0 𝑒𝑥𝑝 −4𝜋+𝐷%𝑘+𝑡
%

2.4  
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ここで、パラメーター𝛾%は光褪色前の i 番目の構成要素から得られる蛍光強度

𝐼C#/,%と合計蛍光強度の割合を表している。 

 

𝛾% =
𝐼C#/,%
𝐼C#/,%%

=
𝑞%𝑐%,/0
𝑞%𝑐%,/0%

2.5  

 

パラメーター𝑞%は、濃度𝑐% 𝑟, 𝑡 と i番目の構成要素から得られる蛍光強度との間

の比例定数である。式（2.4）は FRAP分析をする際の基盤となる式である。 

	 ここで、実際のデータ処理に関しても解説する。まずは、レーザーを照射した

直後の蛍光像中で、光褪色した領域の重心となる座標を計算する。この時、光褪

色領域を円形と仮定する。そして、式（2.4）をもとに導出される以下に示した

一般的な式の指数関数にハンケル変換をフィッティングする。 

 

𝐹 𝑘, 𝑡 = 𝐹 𝑘, 0 1 − 𝛾+ − 𝛾; 𝑒𝑥𝑝 −4𝜋+𝑘+𝐷F𝑡 + 𝛾+𝑒𝑥𝑝 −4𝜋+𝑘+𝐷+𝑡 + 𝛾; 2.6  

 

ここで、𝐹 𝑘, 0 は光褪色直前のハンケル変換である。また、𝐷Fと𝐷+は異なる 2つ

の拡散係数である。𝛾+は 2番目の構成要素の割合であり、𝛾;は FRAP測定におけ

る不動分子の割合を表す。次に、カーブフィッティングをする際、次の 4つの場

合のうちの 1つを選択する必要がある。 

 

(1) 不動分子を含まない単一の拡散要素の場合（𝛾+ = 𝛾; = 𝐷+ = 0） 

(2) 不動分子を含む単一の拡散要素の場合（𝛾+ = 𝐷+ = 0） 

(3) 不動分子を含まない 2つの拡散要素の場合（𝛾; = 0） 

(4) 不動分子を含む 2つの拡散要素の場合 
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これらの中で適切な条件を選択し、正規化されたハンケル変換𝐹 𝑘, 𝑡
𝐹 𝑘, 0 と

指数関数の乗数である4𝜋+𝑘+𝑡から得られるプロットをカーブフィッティングす

る。これによって得られたフィッティング曲線から拡散係数を算出する。 

	 上述したような FRAP 測定および解析を行うと、例えば脂質二重膜を構成す

るリン脂質の分子流動性を定量的に議論する事が可能になる。光褪色部位の蛍

光強度と時間の関係の経時変化をプロットする事でリン脂質が脂質二重膜を流

動する際の拡散係数を計算できる。これによって膜の柔らかさを評価する事が

できる。この解析法が確立された事により、脂質二重膜を用いたバイオセンサー

の性能評価や細胞膜タンパク質の膜内挙動に関する研究を行う事が可能になっ

た。 

	

2.2 原子間力顕微鏡法 (AFM)	

2.2.1 原子間力顕微鏡法の発明と原理	

	 本論文の研究で主に用いている原子間力顕微鏡  (Atomic force microscopy: 

AFM) は、G. Binnigらによって発明された分析装置であり、1980年代初期に同

グループがその前身として開発した走査型トンネル顕微鏡法  (Scanning 

tunneling microscopy: STM) (138)を改良したものである。STMは、探針を導電性

物質表面に接近させ、両者の間で生じるトンネル電流から表面形状を観察する

という分析手法である。G. Binnigらは、タングステン製の鋭く尖った探針-白金

基板表面間の距離と、その間で生じるトンネル電流やトンネル抵抗の大きさに

相関がある事を発見(139)し、トンネル電流の大きさから導電性試料表面の構造

を原子レベルで観察する手法として開発した(138)。しかしながら、この分析手

法では絶縁性物質表面の構造を観察する事が出来ない為、観察可能な試料には

制限があった。この問題を解決する為に同グループは、ダイヤモンド製の探針が

先端に付いているカンチレバーと呼ばれる片持ち梁を試料に接触させ、接触に

よって生じるカンチレバーのたわみ (変位) を STM で計測する AFM という新

たな分析装置を開発した(120)。 
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	 AFM の測定におけるカンチレバーの変位を計測する主な手法として、4 つの

セグメントに分かれた位置検出用フォトダイオード (Position sensitive detector: 

PSD) が用いられている。Fig 2.4に AFM装置の模式図を示す。 

 

 

Fig 2.4 AFM装置の模式図。 
 

カンチレバーの背面に位置検出用のレーザーが照射され、その反射光がこの

PSD に入射する。カンチレバーの z 位置を制御するピエゾが伸びていき試料に

接触する事で力を受けてカンチレバーがたわむと、位置検出用レーザーの反射

光の光路が変化する。これによって PSDに入射する光の位置も変わる。これは

光てこ方式と呼ばれている(140)。光てこ方式の模式図を Fig 2.5 に示す。通常

AFMの装置内に設置されている検出用レーザー光源とカンチレバーの間の距離

よりも PSDとカンチレバーの間の距離の方が十分長くとられている。その場合、

カンチレバーがサンプルとの相互作用でたわむ変位が微小であっても、PSD で
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は変位を増幅して検出する事が可能である。実際、AFM測定においてはナノメ

ートルオーダーの高さの違いを検出する必要も出てくるが、カンチレバーの変

位が数ナノメートルであっても PSDでは十分検出する事が可能である。従って、

この光てこ方式が採用された事によってサンプル表面の微小な表面凹凸を検出

する事が可能となり、AFM測定は検出限界がオングストロームレベルの高感度

分析手法となっているのである。 

 

 

Fig 2.5 光てこ方式の模式図。 
 

前述した通り、カンチレバーの背面で反射したレーザーの反射光は PSDに入射

する。PSD は、それぞれ 4 つのセグメントに入射した光の量に比例した電圧が
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生じるという特徴を持っている。それぞれのセグメントで生じる電圧をそれぞ

れ𝑉J、𝑉K、𝑉L、𝑉Mと定義する。 

光てこ方式による反射光の位置の変化は、PSDの上半分で生じる電圧（𝑉J + 𝑉K）

から下半分で生じる電圧（𝑉L + 𝑉M）を引く事によって、カンチレバーが上下ど

ちらにどれだけ曲がっているのかに関して定量的に議論する事が出来る。ここ

で、カンチレバーのたわみを Deflection と定義すると、下記のように Deflection

が計算可能である。 

 

Deflection =
𝑉J + 𝑉K − 𝑉L + 𝑉M
𝑉J + 𝑉K + 𝑉L + 𝑉M

2.7  

 

そしてこの式（2.7）を用いる事で、カンチレバーがどちら側にたわんでいるか

が以下のように判定できる。 

 

Deflection > 0		 ← 		上側へのたわみ 

Deflection < 0		 ← 		下側へのたわみ 

 

このようにカンチレバーの Deflection によって表面形状をイメージングする為、

カンチレバーがたわんでいない neutral の時に Deflection が 0 になるような位置

に PSDの位置を調整して測定に臨む必要がある。この状態で試料表面をイメー

ジングする場合、通常探針を試料表面に押し付けると反発力を受けてカンチレ

バーが反る為 PSDの上側に反射光が当たる。その為Deflectionは正の値をとる。

Deflectionが正の値をとる時の代表例として、試料表面に探針を押し付ける事で

表面形状をイメージングする時や、脂質二重膜の様な生体膜を探針で押し込む

事で硬さを評価する時などが挙げられる(141, 142)。これらの現象は、後述する

第 4 章の実験で登場する。一方、探針と試料表面の間に引力が発生するとカン

チレバーが下側にたわむ為 PSD の下側に反射光が当たる。その為 Deflection は

負の値をとる。Deflectionが負の値をとる時の代表例として、柔らかくて粘弾性

の高い表面から探針が離れようとする時が挙げられる。 
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2.2.2 コンタクトモードの原理とフォースカーブ測定	

	 カンチレバーがたわむ事による変位を測定してカンチレバーのばね定数を用

いる事で、試料から受ける力を解析する事が可能である。そしてこの力が常に

一定になるようにカンチレバーの z位置を制御しながら試料表面を走査する測

定法がある。この測定法をコンタクトモード(143)と呼び、試料表面の凹凸を観

察する際によく用いられている。さらに、ある一定の値の力がカンチレバーに

かかったらフィードバックをかけ、カンチレバーを試料に接近・離反させる測

定法もある。カンチレバーが試料に接近しフィードバックがかかったら離反し

ていく一連のプロセスを力-距離曲線 (フォースカーブ) として描く事で、探針

と試料の間に働く力を検出する事ができる。フォースカーブ測定を行う際には

カンチレバーにかかる力をもとに正確なフィードバックをかけなければならな

い。その為、測定の前にはカンチレバーの正確なばね定数を校正する必要があ

る。カンチレバーの接近・離反プロセスにおける試料とカンチレバーの位置関

係については後ほど説明するが、ガラスなどの固体基板に対する接近・離反プ

ロセスで得られる zピエゾの位置と Deflectionを示す代表的な曲線を Fig 2.6に

示した。 
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Fig 2.6 zピエゾの位置と Deflectionの関係を表したフォースカーブの概略図。 

 

この曲線において zピエゾの位置を試料側に近付けるにつれて Deflectionが一

定の割合で増加する領域がある。この領域では、カンチレバーの探針が試料を

押し付けている。ばね定数の校正をする準備段階としてまず、この領域におけ

る直線の傾きの逆数を使用する。Deflectionの変化量をDV（V）、zピエゾの位

置の変化量をDZ（nm）とおくと、これらの変化量の割合は次のように表せ

る。 

 

𝐼𝑛𝑣𝑂𝐿𝑆 =
∆𝑍
∆𝑉 2.8  
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ここで、InvOLS（Inverse Optical Lever Sensitivity）は AFMカンチレバーの感度 

(nm/V)を表す数値である(144)。ここで、カンチレバーのばね定数を kcとおく。

ばね定数の一般的な導出方法として、Hutterと Bechhoeferが 1993年に確立し

た Thermal法(145)という手法が用いられている。これはカンチレバーの熱振動

からばね定数を求める手法である。この手法では、熱により数オングストロー

ム程度振動しているカンチレバーを調和振動子であると仮定し、そのハミルト

ニアンを計算する。この時のハミルトニアン Hは次のような関係が成り立つ。 

 

𝐻 =
𝑝+

2𝑚 +
1
2𝑚𝜔;

+𝑞+ 2.9  

 

ここで、qは調和振動子の変位、pは運動量、mは調和振動子の質量、ω0は角

振動数である。エネルギー当配分の法則により、ハミルトニアンのそれぞれの

二次項の平均値は
mno
+
が与えられる。ここで、kBはボルツマン定数、Tは温度を

表す。具体的にいうと、以下の通りである。 

 

1
2𝑚𝜔;

+𝑞+ =
1
2𝑘K𝑇 2.10  

 

角振動数は系の質量とばね定数を用いて𝜔;+ =
ms
t
と表せる為、式（2.10）に代

入する事でばね定数は次のように表せる。 

 

𝑘u =
𝑘K𝑇
𝑞+ 2.11  

 

また、平均二乗変位量 𝑞+ は次の式で表せる。 
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𝑞+ =
𝜋
2 𝐼𝑛𝑣𝑂𝐿𝑆

+𝑓v𝑃xu𝑄 2.12  

 

熱振動している調和振動子はカンチレバーであるという考えに戻すと、ここ

で、fRはカンチレバーの共振周波数、Pdcは DC power response（V2/Hz）、Qは

カンチレバーの振動の Q値である。fRと Qは使用するカンチレバーに依存する

為、カンチレバー熱振動のパワースペクトルをフィッティングする事によって

導出する。フィッティングに使用する式は以下の通りである(146)。 

 

𝑆 𝑓 ≅ 𝑃~ +
𝑃xu𝑓v

�

𝑓+ − 𝑓v
+ +

+ 𝑓
+𝑓v

+

𝑄+
2.13  

 

ここで、S(f)は power response function、Pwは white noise floor (V2/Hz)、fはカン

チレバーの周波数（Hz）を表す。この式（2.13）を用いたフィッティングによ

り得られた fRと Qおよび式（2.8）であらかじめ取得していた InvOLSの値を式

（2.12）に代入する事で、平均二乗変位量 𝑞+ を求める事ができる。最後に式

（2.11）に 𝑞+ を代入する事によって、目的であったカンチレバーのばね定数

kcを算出する事が可能である。 

	 この様にして得られた校正値をもとに、AFMの測定ではカンチレバーに働

く力を検出する。カンチレバーが試料表面に接触してたわむ事による

Deflectionの変化量（V）と InvLOS（nm/V）から、以下のように Deflectionの

変化量の単位を nm、つまりカンチレバーのたわみ量に変換する事ができる。 

 

∆𝐷𝑒𝑓� ×𝐼𝑛𝑣𝐿𝑂𝑆 �t
�
= ∆𝐷𝑒𝑓�t 2.14  

 

ここで、∆𝐷𝑒𝑓は Deflectionの変化量であり、各文字の右下に単位を記入した。

カンチレバーがたわむ事で受ける力 Fは、Hookeの法則よりばね定数 kcとカン

チレバーのたわみ量∆𝐷𝑒𝑓との間に以下の関係が成り立つ。 
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𝐹 �� = 𝑘u	 �� �t
×∆𝐷𝑒𝑓�t 2.15  

 

式（2.15）より、AFM測定においてカンチレバーの探針と試料の間に働く力を

検出する事が可能となる。 

	 フォースカーブ測定を理解する為の例として、探針を引き付ける力が働く試

料を用いた測定の模式図を Fig 2.7に示す。 
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Fig 2.7 フォースカーブと各位置におけるカンチレバーの状態の模式図。 
 

横軸の Separationは、探針先端と試料表面の間の距離を表している。これを定

義する為に、zピエゾの変位からカンチレバーの変位量 (たわみ) を引く事で

Separationの値を算出している。具体的には、以下の計算を行う。 
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𝑆𝑒𝑝𝑎𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 �t = 𝑍	𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 �t − 𝐷𝑒𝑓𝑙𝑒𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 �t 2.16  

 

カンチレバーを接近・離反させる際には zピエゾでカンチレバーの z位置を調

節している。コンタクトモードでは、カンチレバーが試料表面から受ける力を

一定に保つようにフィードバックをかけて z位置を調節している。従って、探

針が試料表面に接触し始めても（つまり、探針先端と試料表面の距離が 0であ

っても）フィードバック値に到達するまで zピエゾは伸びる。一方、式

（2.16）で示した様に、zピエゾの位置からカンチレバーのたわみ量を引く

と、探針と試料表面が接触した後の zピエゾの変位とカンチレバーのたわみ量

が等しくなる為、探針が試料表面に接触した後の接近プロセスでは Separation

の値は 0を取り続ける。従って、式（2.16）の計算処理をする事で、AFM測定

において探針先端と試料表面の間の距離を表せるのである(143)。 

	 最初に Fig 2.7の Aと Bで示した通り、カンチレバーの探針はサンプル表面

から十分遠い位置から徐々に表面へ接近していく。その際 zピエゾがカンチレ

バーの高さ位置を制御している。その後 Cの時点でサンプルとの引力相互作用

により探針は表面に引き付けられる。その際カンチレバーに負方向への力が働

く為、カンチレバーは下側にたわみ、検出される力はマイナスの値をとる。さ

らにカンチレバーを接近させるとサンプル表面と接触し、探針自体の変位は 0

となる。この状態でさらに接近させると探針-サンプル表面間の距離は変化しな

いが、探針はサンプル表面から反発力を受ける為カンチレバーが上側に反り、

検出される力がプラスの値をとるようになる。Dと Eで示したように、カンチ

レバーが受ける力の値が測定前に設定したフィードバックをかける力 (トリガ

ーポイント) に到達したら、今度はサンプル表面からカンチレバーが離反す

る。カンチレバーに力が働かなくなる位置 (F) を過ぎると、今度は探針がサン

プルから引き付けられ、カンチレバーが下向きにたわむ。そして zピエゾでの

離反で生じる上向きの力がサンプルからの引力を上回るとサンプル表面に引っ

張られていた探針が離れ、カンチレバーにかかる力が 0に戻る。そして最終的

に測定開始時の位置 (H) までカンチレバーが戻る。この測定の長所は、測定点
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における物性を評価できるという点である。サンプル表面において設定した範

囲内で任意の点数分このフォースカーブ測定を行い、カンチレバーが受ける引

力の最大値やトリガーがかかった位置における zピエゾの値などを各点で像に

する。そうする事でフォースマップと呼ばれる画像が得られ、表面の物性 (形

状、粘弾性など) を定量的に評価する事が可能である(143)。 

	

2.2.3 AFMのイメージングモード	

	 AFMで試料表面の形状をイメージングする場合、フィードバック信号に応じ

た様々な測定モードから適切な手法を選ぶ事が必要である。最も代表的な測定

モードとしては、コンタクトモードイメージングが挙げられる(147)。コンタク

トモードは前述した通り、カンチレバーが試料表面から受ける力（厳密に言え

ば、カンチレバーの Deflection）を一定に保つようにフィードバックをかけて z

位置を調節している。カンチレバーが試料に接触すると、試料から斥力を受けて

カンチレバーが曲がる。曲がった事による変位を光てこ方式により検出する。測

定前にフィードバックをかけるカンチレバーの Deflection の値（セットポイン

ト）を設定しておくと、測定中のカンチレバーの Deflectionがセットポイントの

値となるように、カンチレバーの z位置を調整する zピエゾを制御し、表面走査

を行う。そして、Deflectionの値をセットポイントの値に保つ為に変化した z位

置を記録する事で、試料表面の凹凸をイメージングする事ができる。すなわち、

このコンタクトモードによるイメージングは、試料表面に AFM探針が常に接触

しながらなぞって表面形状を走査する測定モードである。この測定モードでは

試料表面と常に接触する事から細胞やタンパク質といった柔らかい試料に対し

てダメージを与える可能性がある。その為、ばね定数が小さく柔らかいカンチレ

バーを用いるなど、なるべく試料表面にダメージを与えない様な工夫が必要で

ある。 

	 その他の手法として、振幅変調（Amplitude modulation: AM）モードが挙げら

れる(148, 149)。AMモードを行う為には、AFMに備わっている励振機構を用い

てカンチレバーを共振周波数に近い値の周波数で振動させる必要がある。カン
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チレバーを振動させる方法として、励振用のピエゾが一定の周期（通常、使用す

るカンチレバーの共振周波数に近い周波数が使用される）で伸び縮みする事で

カンチレバーにその振動を伝えてカンチレバーを励振させる、音響励振と呼ば

れる機構が通常用いられる。この様にして振動したカンチレバーは、検出用レー

ザーが PSDに入射する事で振幅と位相が記録される。一定のエネルギーの入力

信号によって振動しているカンチレバーを試料に近付けながら接触させると、

探針が試料表面に接触した事によりエネルギー散逸が生じ、振動振幅が減少す

る。AMモードはカンチレバーの振動振幅をフィードバックとしており、設定値

の振幅を保つようにカンチレバーの z位置を制御する。この様に、試料表面を振

動するカンチレバーでタッピングしながら振幅を一定に保ち、表面の凹凸をイ

メージングする手法がこの AMモードである。試料表面の形状像に関しては 

コンタクトモードと同様にフィードバックにより制御された z 位置を記録して

いる。さらに AM モードでは、カンチレバーを励振させる為に入力した信号の

位相と、カンチレバーが試料表面をタッピングする事による振動の出力信号の

位相を記録し、それらの位相差を画像化した位相差像も取得する事ができる。こ

の位相差像により、試料表面の凹凸情報や粘弾性情報などを得る事が可能であ

る。 

	 AFMで生体試料を観察する際、試料を水中環境下でイメージングする。これ

まで、試料表面と常に接触しながら走査するコンタクトモードと、試料表面をタ

ッピングしながら走査する AM モードについて紹介した。コンタクトモードを

水中で行う場合、フィードバックに用いる Deflectionは単に試料から受ける斥力

によってのみ影響を受ける為、空気中と同様に観察する事が可能である。しかし

ながら、AMモードを水中で行う際には注意が必要である。Fig 2.8（a）に、水中

においてカンチレバーを音響励振させた際に得られる振幅-および位相-周波数

曲線の例を示した。振幅-周波数曲線において、最も大きな振幅が得られる共振

周波数の位置で確かにピークが確認されるものの、周辺の周波数においてもピ

ークが見られる。これは、励振用のピエゾと機械的に接触している様々な部分も

同様に共振してしまい、それらの振動が振幅-周波数曲線に反映されてしまうの
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である。さらに、位相-周波数曲線には大きな位相変化が生じる周波数帯がいく

つもある。その為、ある周波数を選んでカンチレバーを励振させてイメージング

しても非常に煩雑な位相差像が得られ、正確にイメージングする事は困難であ

る。 

	 水中で安定にカンチレバーを励振させる為に、カンチレバーを磁性膜コーテ

ィングや磁気ビーズを固定したカンチレバーに交流磁場をかけて励振させる磁

気励振(150)や、ピエゾが内蔵されたカンチレバーによる自己励振(151)といった

他の励振法も存在する。これらは励振させる為に特殊な加工を施したカンチレ

バーを用いる必要がある為、実験に使用可能なカンチレバーの種類に制限があ

る。また、励振させる為に磁場を与える装置を AFM装置におけるカンチレバー

付近に設置する必要があるが、AFM装置は煩雑である為導入は難しい。 

	 この様な問題を解決する為に、カンチレバーの背面に強度変調が可能なレー

ザーを照射し、それによるカンチレバーの熱膨張および収縮を利用して励振さ

せる光熱励振(152, 153)という機構を本研究で用いる AFM 装置（MFP-3D-BIO）

には独自に導入している。AFM 装置に光熱励振用のレーザー（波長 405 nm, 

NovaPro, RGB Photonics GmbH, Germany）を設置してカンチレバー背面に入射す

る様に位置調整をし、照射するレーザーの強度を変調可能にして光熱励振機構

の導入に成功した。光熱励振により水中でカンチレバーを励振させた際の振幅-

および位相-周波数曲線の例を Fig 2.8（b）に示した。振幅-周波数曲線において、

カンチレバーの共振周波数でのみ単一のピークが観察され、理想的なカンチレ

バーの励振に成功した事が分かる。また、位相-周波数曲線においても共振周波

数でのみ位相変化が生じている為、光熱励振を用いた水中での AM モードイメ

ージングは安定に行えるという事を示している。 
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Fig 2.8 水中におけるカンチレバーの振幅-および位相-周波数曲線。（a）音響励

振および（b）光熱励振。 
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2.3 前駆体脂質溶液調製	

	 本実験で使用した脂質は、1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC)、1,2-

dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC)、および DOPCの末端にローダミ

ンを結合させている 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine 

rhodamine B sulfonyl) (ammonium salt) (Rhod PE) である。これらは Avanti Polar 

Lipids（Alabaster, AL, USA）から購入した。DOPC、DPPC、ローダミンのクロロ

ホルム溶液をそれぞれガラスのバイアルで混合させる事で、前駆体脂質溶液を

調製した。また、異なる組成比の脂質膜を作製する為、DOPCと DPPCを様々な

組成比で溶液調整を行った。前駆体脂質溶液の組成比をまとめた表を下記 Table 

2.1に示した。混合したバイアル内の溶液は、N2ガスを吹きかける事で乾燥させ

た。また、乾燥した脂質が壁面に付着したバイアルを真空チャンバー内で一晩静

置する事で、完全に水分を除去した。その後、2 mLのイソプロパノール（富士

フイルム和光純薬、JAPAN）と 2 mLの超純水をバイアルに入れる事で 0.5 mg/mL

の前駆体脂質溶液として再び水和させ、その溶液をボルテックスで 2 分間撹拌

した。	

 

Table 2.1 脂質膜の作製に用いた前駆体脂質溶液の組成比。 

DOPC (mol%) DPPC (mol%) Rhodamine-PE (mol%) 

100 0 0.7 

80 20 0.7 
60 40 0.7 
40 60 0.7 
20 80 0.7 
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2.4 マイクロ流路チャンバーの設計	

	 作製した脂質膜を外気に触れさせずに蛍光顕微鏡測定と AFM 測定を行うた

め、脂質膜を作製する為の溶媒支援型自己組織化に使用できるマイクロ流路チ

ャンバー装置を設計した（Fig 2.9 (a)-(d)）。全ての実験はこの新しくデザインさ

れた、長さ 26 mm、幅 6 mm、高さ 0.5 mmのマイクロ流路チャンバーを用いて

行った。このチャンバーは全体で 6 つのパーツで構成されている。チャンバー

のトップカバーは、溶液が漏れないように、流路部分と 6 つのネジを用いてし

っかりと固定される。また、2 つの異なるサイズのゴム製 O-リングがチャンバ

ーの裏側に付いており（Fig 2.9 (b)）、ボトムカバーとチャンバーでカバースリ

ップ（22 × 50 mm）を挟む際にこの O-リングが押しつぶされる事でシーリン

グしている。これにより、チャンバーとボトムカバーの間から空気が入る事も、

注入する溶液が間から漏れる事も無い。さらに、チャンバーの表側中心の長方形

に空いた穴からカバースリップが露出する形になるが、トップカバーの裏側中

央にある O-リングとチャンバー表面でシーリングする事ができ、カバースリッ

プが空気に触れる事は無い。チャンバーの両端にはチューブを挿す事で溶液を

流す事ができる注入・排出口がある（Fig 2.9 (c)、(d)）。チャンバー全体の長さ

は 62 mm、幅が 33 mmであり、これは研究室で所有している AFM装置（MFP-

3D-BIO、Oxford Instruments、USA）のステージに載せる事が可能である。そし

て、AFMの XYステージにシリコングリスを塗り、その上にチャンバーを載せ

る事でステージに固定可能である（Fig 2.9 (e)）。 
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Fig 2.9 (a) マイクロ流路チャンバーの各パーツの 3次元画像。(b) マイクロ流路

チャンバーの各パーツを下から見た 3次元画像。(c) マイクロ流路の断面図。(d) 

マイクロ流路チャンバーの実物写真。(e) マイクロ流路チャンバーをAFMのXY
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ステージに載せた実物写真。カバースリップが露出している部分は十分溶液で

覆われており、空気に触れる事は無い。	

	

2.5 溶媒支援型自己組織化による脂質膜作製プロトコル	

	 22 × 50 mmのカバースリップ（Fisher Scientific, USA）を超純水で 20分間

超音波洗浄し、N2ガスで乾燥させた。次に、親水化処理装置（HDT-400、JEOL 

Datum、JAPAN）で 1分間処理する事でカバースリップ表面を親水性にし、脂質

膜を作製する表面を準備した。その後、Fig 2.9 で示したマイクロ流路チャンバ

ーに親水性処理したカバースリップをセットし、組み立てた。次に、蠕動のポン

プ（Ismatec Reglo Digital ISM 833, Germany）を用いてトリス緩衝液（10 mM

の Tris（富士フイルム和光純薬、JAPAN）、150 mMの NaCl（富士フイルム和光

純薬、JAPAN）、pH = 7.5）を流速 200 µL/minで注入口からマイクロ流路チャン

バーに流し入れ、脂質膜が作製される部分をトリス緩衝液で満たした（Fig 2.10）。

その後、イソプロパノールを流速 200 µL/minで注入する事で脂質膜が作製され

る部分の溶液交換を行った。次に、上記 2.3 項で調製したリン脂質溶液を流速

100 µL/minで 25分間注入した。最後に、トリス緩衝液を 50 µL/minで 30分間注

入して溶液交換を行う事で、カバースリップ上に脂質膜を作製した。 
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Fig 2.10 本実験で用いた溶媒支援型自己組織化のプロトコルと、ガラス基板上に

おける予想されるリン脂質分子の状態を表した模式図。	

	

なお、溶媒支援型自己組織化を用いた脂質膜の作製は、蛍光測定を行う為の光学

顕微鏡の XY ステージマイクロ流路チャンバーを置いて行った。マイクロ流路

チャンバー、光学顕微鏡、蠕動ポンプをチューブで繋げた脂質膜を作製する為の

セットアップを Fig 2.11に示した。 
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Fig 2.11 本実験で用いたマイクロ流路チャンバーで実際に脂質膜を作製してい

る様子の写真。	

	

溶媒支援型自己組織化のプロセスで使用する溶液の液面にチューブを浸漬し、

チューブのもう一方をマイクロ流路チャンバーの inlet 部分に繋いだ。マイクロ

流路チャンバーの outlet部分に繋いだチューブは蠕動ポンプに繋がっており、設

定した流量の溶液を流す事が可能である。 
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2.6 蛍光顕微鏡測定および光褪色後蛍光回復測定	

	 60倍の油浸対物レンズ（開口数、NA = 1.49）および Andor iXon+ EMCCDカ

メラ（Andor Technology、Belfast、Northern Ireland）を備えた倒立落射蛍光顕微鏡

（Eclipse TE 2000、Nikon、JAPAN）を使用して、作製した後のローダミン含有

脂質膜を観察した。1つのサンプル毎に、最低 3箇所の異なる部分を蛍光像とし

て取得した。解像度は 512 × 512 ピクセルで、蛍光像のサイズは 136 × 136 

µm2 である。水銀ランプ（Intensilight C-HGFIE、NIKON、JAPAN）からの光は

TRITC フィルターを通り、脂質膜サンプルに照射された。撮影された蛍光像の

蛍光強度は ImageJソフトウェアを用いて計算した。また、作製した膜内での脂

質分子の側方拡散を評価する為に、同じ装置で光褪色後蛍光回復（Fluorescence 

recovery after photobleaching: FRAP）測定を行った。レーザー光（532 nm、100 mW）

を 5秒間脂質膜に照射する事で、直径約 35 µmの円形領域を光褪色させた。光

褪色した部分の蛍光強度の回復は、2秒間隔で 3分間蛍光像を取得する事で記録

された。その後、ハンケル変換法を用いてMATLABで膜内の脂質分子の拡散係

数を計算した(135)。	

	

2.7 AFMによるフォースカーブの測定法 

	 本研究では、液中測定用の液体セルが備え付けられた市販の AFM装置（MFP-

3D-BIO、Oxford Instruments、USA）を使用し、力-距離曲線の測定を行った。測

定には、チップ曲率半径の公称値が 6 nm である単結晶シリコンカンチレバー

（NSG03、NT-MDT、Russia）を使用した。また、ばね定数の公称値は 2.0 N/mで

あり、測定前に熱ノイズを測定する事によってキャリブレーションした(145)。

全ての測定は室温（300 K）で行い、コンタクトモードを用いてフォースマップ

を取得した。カンチレバーの接近・離反速度は 4 µm/sec に設定し、探針が試料

から離れる時のトリガーとなる力を 30 nNに設定した。解像度は、10 × 10 µm2

のスキャンエリア内で 100 × 100 点、合計 10000 本（1 点のサイズは 100 × 

100 nm2）の力-距離曲線を測定してフォースマップとして反映させた。また、カ

ンチレバーのたわみを探針先端と試料表面の間隔（Separationと定義）に変換す



 第 2 章 本研究で⾏った脂質膜作製とその評価⽅法  

 62 

る為、力-変位（カンチレバーの z 位置）曲線において単位変位あたりの力の変

化がほぼ一定に増加する領域の始点を、探針先端と試料表面の間隔が 0 である

と定義した(154)。脂質膜の膜厚を分析する為、熱揺らぎによって検出される力

よりも大きい力の値をとって、なおかつ力の値が 3 点連続して増加する最初の

点を、脂質膜と探針が接触する事でカンチレバーが反発力を受ける点と定義し

た。得られたフォースカーブは Igor Proソフトウェアを用いて解析処理した。 
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第3章	溶媒支援型自己組織化を利用して作製した脂質膜の拡散係数
評価	

	 第 3章では、室温環境において液相であるDOPCとゲル相であるDPPCを様々

な組成比で混成して作製した脂質膜を、蛍光顕微鏡観察により評価した事につ

いて述べる。蛍光顕微鏡観察では、2種類のリン脂質を混成させた事による相分

離構造が脂質膜表面で観察されるか、そしてその相分離構造が膜表面を占める

割合と DPPC組成比の相関について評価する。加えて、脂質膜を構成する DOPC

の膜内における拡散係数を FRAP 測定によって分析し、作製した各組成比の脂

質膜が SLBであるかどうかを評価する。これらを通して、溶媒支援型自己組織

化による DOPCと DPPCの SLB作製可能性について評価する。 

	

3.1 作製した脂質膜の蛍光顕微鏡測定 

	 DOPCと DPPCが異なる組成比で含まれている脂質膜の蛍光像を Fig 3.1(a)-(e)

に示した。DOPCはリン脂質の親水性部分を蛍光染色してあるので、DOPCのみ

で構成された液相脂質膜は、走査表面において均一な蛍光強度を示した（Fig 

3.1(a)）。蛍光染色されていないゲル相の DPPCが含まれている脂質膜において

は、蛍光強度が低く周囲と異なる蛍光を発していない領域（暗い領域）が観察さ

れ始めた（Fig 3.1(b)）。また、DPPCの組成比を増加させるにつれて、蛍光像中

における暗い領域の被覆率の増加が確認された（Fig 3.1(c)-(e)）(155, 156)。過去

にコレステロール含有脂質二重膜の作製実験が行われており、コレステロール

の組成比を増やす事で同様の現象が生じている(96, 97)。その為、ゲル相の量が

増加するにつれて暗い領域の被覆率が増加したという本実験の結果と一致する。

しかしながら興味深い事に、暗い領域が空間分布を維持しながらサイズが大き

くなる現象は、DPPCの組成比が 40 mol%になるまで生じた（Fig 3.1(c)）。DPPC

の組成比が 40 mol%から 60 mol%に増加すると、暗い領域のサイズはより均一に

なるが、より小さなサイズの領域が走査表面一面に分散するようになる（Fig 

3.1(d)）。そして、本実験で観察した中で最も DPPC組成比が高い 80 mol%の場
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合では、暗い領域は合体して表面全体に乱雑に広がった（Fig 3.1(e)）。その結果、

暗い領域は横方向の被覆率が劇的に増加した事が観察された。 

 

 
Fig 3.1 溶媒支援型自己組織化で作製した脂質膜の蛍光像。脂質膜を構成する脂

質の比 DOPC : DPPCはそれぞれ(a)100 : 0 mol%、(b)80 : 20 mol%、(c)60 : 40 

mol%、(d)40 : 60 mol%、(e)20 : 80 mol%である（それぞれに DOPCの末端にロ
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ーダミンが結合している脂質を 0.7 mol%混合）。蛍光像のサイズは 136 × 136 

µm2。 

 

	 これらの蛍光像を取得した後、蛍光像全体の平均蛍光強度を解析する事で作

製された脂質膜の組成比を評価した。本実験で用いた脂質膜は蛍光染色された

DOPC および染色されていない DPPC から成るので、蛍光強度は脂質膜作製前

の前駆体脂質溶液における DOPC の組成比に直結するはずである。今回の実験

の場合、蛍光強度の最大値をとるのは DOPCの組成比が 100 mol%の脂質膜であ

る。そして、蛍光強度が 0になるのは、本実験では作製していないが、DOPCの

組成比が 0 mol%（すなわち、DPPCのみで構成された脂質膜）の脂質膜である。

Fig 3.2に示した蛍光強度と DOPCのモル比の関係を表したグラフより、実験で

測定された DOPC のみで構成された脂質膜から得られた蛍光強度最大値（強度

約 2000 a.u.）を表す点と原点を直線で繋いだ（青い破線）。この直線は、脂質膜

中の特定の DOPC モル比について予想される蛍光強度を得る為の基準とする事

ができる。すなわち、特定の DOPC モル比で調製した前駆体脂質溶液を用いて

作製した脂質膜から得られた蛍光強度の測定値と、Fig 3.2 の直線に基づいて予

想される蛍光強度を比較する事によって、脂質膜を作製する過程での DOPC 組

成再現性の度合いを評価する事が可能になる。例えば、もし観察された蛍光強度

のプロットが直線上に乗った場合、脂質膜作製前の前駆体脂質溶液中の DOPC

モル比が脂質膜の DOPC モル比に完全に反映されたという事になる。そして、

もし観察された蛍光強度のプロットが直線より下に存在する場合、作製された

脂質膜を構成する DOPCのモル比は前駆体脂質溶液中の DOPCモル比よりも低

い事を意味する。逆の場合もまた同様である。これに基づくと、Fig 3.2 のプロ

ットから、実験で測定された 5 種類の脂質膜の蛍光強度は全て「理想的な蛍光

強度」を示す青い破線の近くにプロットされた為、前駆体脂質溶液中の脂質の組

成比は溶媒支援型自己組織化によって基板上に作製された脂質膜においても良

く再現される事が示された。しかしながら、蛍光像における蛍光を発する領域に
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対する暗い領域の面積比（すなわち暗い領域の被覆率）と DPPC の組成比との

間には僅かなずれが生じているように見える。実際、得られた蛍光像 

の暗い領域の面積を解析した所、組成比が DOPC:DPPC = 60%:40%の前駆体脂質

溶液で作製された脂質膜中の暗い領域の被覆率は 10 ± 3.6%、DOPC:DPPC = 

40%:60%の場合は 51 ± 8.8%であった。この様な僅かなずれは、200 ~ 300 nm程

度の空間分解能を有する光学顕微鏡では約 100 nmの小さな DPPCドメインを観

察する事ができなかった事が原因であると考えられる。 

 

 

Fig 3.2前駆体脂質溶液に含まれる DOPCのモル分率と作製した脂質膜の蛍光強

度の関係（n = 5）。 
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3.2 蛍光染色したリン脂質分子の拡散係数評価 

	 その後、作製した脂質膜が脂質二重膜である事を確かめた。脂質二重膜を構成

するリン脂質分子は、基板上の膜内で側方拡散をする性質を持つ。従って、異な

る DOPC/DPPC 組成比の脂質膜分子の拡散係数を分析する事により、脂質二重

膜の評価が可能になる。ここでは、膜内におけるリン脂質分子の拡散係数を分析

して下記 2点について評価した。 

 

(1) 溶媒支援型自己組織化により得られた脂質膜が脂質二重膜である事をリン

脂質分子の拡散係数によって示し、最も有名な脂質二重膜作製法である

vesicle fusion法で作製した脂質二重膜の拡散係数と比較。 

(2) DPPCゲル相の増加による膜内 DOPC分子の拡散係数の影響。 

 

拡散係数は、脂質膜にレーザー光を照射する事で蛍光を褪色させ、リン脂質分子

が膜内を側方拡散する事による褪色部分の蛍光回復を測定する FRAP 測定によ

って行った。蛍光の回復を測定し、脂質膜内の拡散係数をハンケル変換法に基づ

いてMATLABを用いて計算した。ハンケル変換法では、フィッティングカーブ

からリン脂質分子の拡散係数の値が抽出される前に蛍光回復プロファイルの数

学的曲線当てはめを得る為、レーザー光照射により円形に光褪色した部分の蛍

光強度平均値を用いる(135)。ここで行った計算により、脂質膜中の DPPC の組

成比が増加するに従って膜全体の拡散係数が減少する（Fig 3.3（a））という事

が分かった。そしてこの結果は、過去に行われている実験結果とも一致する(157, 

158)。DOPC のみで構成されている液相脂質膜の場合、DOPC の拡散係数は 2.6 

± 0.1 と計算され、過去に報告された vesicle fusion 法により作製された DOPC

脂質二重膜の場合の実験値とほぼ一致している(100, 159, 160)。つまり、溶媒支

援型自己組織化を用いて作製された脂質膜は、vesicle fusion法によって作製され

た脂質二重膜と同じリン脂質分子拡散係数を有するという事を証明した事にな

る。 

 



 第 3 章 溶媒⽀援型⾃⼰組織化を利⽤して作製した脂質膜の拡散係数評価  

 68 

 
Fig 3.3 (a)FRAP測定で得られた、各脂質膜中リン脂質分子の拡散係数（n = 5）。

(b)光褪色直後の蛍光像（左側）と 3 分後に回復した蛍光像（右側）。DOPC : 

DPPC が 100 : 0 mol% 、(c) 60 : 40 mol%。(d)蛍光像における明るい部分と暗い

部分（(b)および(c)中の記号と対応）の、時間経過に対する蛍光強度の関係を表

す曲線。 
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	 膜内において脂質分子が高い拡散係数を有する事は液相脂質二重膜の特徴の

一つであり、そしてこの高い拡散係数は、不規則な凝集もしくはランダムに吸着

した脂質分子では観察が困難である(161, 162)。従って、拡散係数の減少に対す

る膜内におけるゲル相の組成比の増加の効果を理解する為、暗い領域が実際に

脂質二重膜のゲル相である事を最初に証明する事が不可欠である。この領域の

脂質分子がもし脂質二重膜を形成しているのであれば、かなり減少してはいる

が、いくらかの拡散係数を有しているべきである。この考えに従い、DOPCのみ

で構成された脂質膜、および 60 mol%の DOPCと 40 mol%の DPPCで構成され

た脂質膜それぞれにおける FRAP 測定をより詳細に解析した。まず、レーザー

光を照射した後と蛍光回復した後の蛍光像をそれぞれ示した（Fig 3.3（b）、（c））。

Fig 3.3（c）の場合に着目すると、光褪色した範囲には、蛍光染色した領域と暗

い領域が含まれている事が分かる。蛍光染色領域と暗い領域から得られた蛍光

回復の分析結果（Fig 3.3（d））に基づくと、十分に蛍光染色されている領域（赤

い丸のプロット）は勿論、暗い領域（青い三角のプロット）においても蛍光強度

が回復している事を明らかに示している。この事実は、DOPCのリン脂質分子は

脂質膜内において自由に側方拡散している事を示しており、これは脂質二重膜

の重要な特徴と一致する。そしてこれは、完全な脂質二重膜が形成されており、

暗い領域が二重膜内の欠陥や穴ではない事の証でもある事に他ならない。しか

しながら、Fig 3.3（b）、（c）で示した 2種類の脂質膜において、蛍光染色した

部分の蛍光回復度合いはほとんど違いが見られなかったが、60 mol%の DOPCと

40 mol%の DPPCで構成された脂質膜の暗い領域（Fig 3.3（c））の光褪色した領

域に被っている暗い領域）の蛍光回復度合いは蛍光染色領域と比べて明らかに

低かった。この蛍光回復度合い、つまり拡散係数の違いは、DPPCが直鎖状の炭

素鎖を持つ 2 つのパルミチン酸基を有する事に起因すると考えられる。直鎖状

の炭素鎖間で生じるファンデルワールス相互作用によって、DPPCは脂質二重膜

中において高密度で充填されている。一方、DOPCの鎖には炭素二重結合が含ま

れている為、立体障害が発生して密な充填が阻害されてしまう。言い換えると、
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DOPC は膜内での分子運動の自由度が大きいという事である。この充填度の違

いが分子の拡散係数を決定しており、自由度の小さい DPPC はゲル相、大きい

DOPCは液相の状態で存在している。DOPCが側方拡散をする場合、DOPC間の

弱い相互作用力による結合を切って拡散するより DPPC 間の強い相互作用力に

よる結合を切って拡散する方が大きなエネルギーを要する。従って、観察された

脂質膜の全体的な拡散係数は、DPPCを多く含有している膜の方が低くなるので

ある。以上より、溶媒支援型自己組織化を用いて作製した脂質膜は、DOPC と

DPPC の組成比によらずリン脂質の側方拡散という脂質二重膜の重要な特徴を

有するという事が分かった。 
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第4章	作製した脂質膜の機械特性評価	
	 第 4章では、作製した各 DOPC/DPPC組成比の脂質膜を AFMにより特性評価

した事について述べる。脂質膜内リン脂質の拡散係数以外では、SLB の重要な

特徴として均一で平坦な表面を有する事が挙げられる。従って、AFMを用いた

イメージングにより、それぞれの脂質膜の表面形状を観察する。さらに、力-距

離曲線測定を行い AFM探針で作製した脂質膜を貫通する事により、作製した脂

質膜が SLBと同等の膜厚を有しているかどうか、またゲル相 DPPCの組成比の

増加が脂質膜の硬さに及ぼす影響を評価する。 

	

4.1 AFMによる脂質膜の表面形状測定および機械特性評価 

	 作製した脂質膜が脂質二重膜である事をより詳細に評価する為に、本実験を

行うにあたって設計されたマイクロ流路チャンバーを用いて AFM による脂質

膜の表面形状観察および膜貫通力測定を行った。まず初めに、作製した脂質膜の

表面形状を観察する為に、AFMのコンタクトモードイメージングを行った。予

想通り、DOPCと DPPCが異なる組成比で存在している脂質膜において、その表

面上で形状に僅かな差が観察された。DOPC のみで構成された脂質膜において

は、高さの差が 0.5 nm 未満である滑らかな表面が観察された（Fig 4.1（a））。

これは、1種類のリン脂質で構成された脂質二重膜は均一に平坦な表面を有する

という特徴と一致している事になる。そして、80 mol%の DOPC と 20 mol%の

DPPCで構成された脂質膜の場合、膜表面に黒い領域が観察された（Fig 4.1（b））。

この測定における形状像と断面図を比較すると、黒い領域は周囲の領域と比べ

て 2 ~ 3 nmの低い事が判明した。一方、横方向の寸法は約 1 µmであった、また、

60 mol%の DOPCと 40 mol%の DPPCで構成された脂質膜（Fig 4.1（c））の場合

では、Fig 4.1（b）よりも横方向寸法が僅かに大きい分離された領域が観察され、

またその領域の被覆率が明らかに増加していた。Fig 4.1（c）の場合でも同様に

断面図を描画した所、4 ~ 5 nmの高さの差が確認された。これらを併せると、ゲ

ル相 DPPC の組成比が大きくなるに伴って黒い領域の被覆率が増加するという

AFMの形状像を通して観察された全体的な傾向は、蛍光顕微鏡による観察と一
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致している事が分かった。従って、AFMの形状像で観察された黒い領域はゲル

相 DPPCの相分離構造である事が分かり、溶媒支援型自己組織化により液-ゲル

相混成脂質二重膜の形成に成功した事が確認された。Fig 4.1（b）、（c）で観察

された DPPCの相分離構造の横方向寸法は前述した通り約 1 µmである。これは

つまり、第 3 章の蛍光顕微鏡画像において空間分解能が不十分である為観察出

来なかった非常に小さな相分離構造を AFM イメージングで観察成功した事に

他ならない。従って、この AFM形状像の結果は、第 3章で観察された蛍光像に

おける暗い領域と実際の被覆率との間のずれが確かに DPPC の微小なドメイン

によるものであった事を証明している。 

 

 

Fig 4.1 異なる DOPC:DPPC組成比で構成された脂質膜の AFM形状像と形状像

内赤線における断面の高さプロファイルの比較。DOPC:DPPC がそれぞれ

(a)100:0 mol%、(b)80:20 mol%、(c)60:40 mol%。 
 

	 ここで注目するべき点は、AFMイメージングで得られた DOPCと DPPCの高

さの差は 3 ~ 4 nmであり、これは DOPCと DPPCの脂質二重膜構造を考えると

大きすぎるという事である。この原因としては、Fig 4.1（b）、（c）の場合では

脂質二重膜内でハッキリと相分離構造を形成する為には DPPC の組成比が小さ
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かった事が考えられる。組成比が小さい為、膜内のリン脂質分子が不安定な状

態、つまり液相とゲル相が混ざりあっている様な状態で膜内ではゲル相の相分

離構造が生じ始めた段階である(163)。その為ゲル相 DPPC が脂質二重膜を形成

していない部分も生じ、通常よりも大きな膜厚の差になった事が分かる。この事

を証明する為、40 mol%の DOPCと 60 mol%の DPPCで構成された脂質膜でも同

様の条件で AFMのコンタクトモードイメージングを行った。形状像と断面の高

さプロファイルをまとめた結果を Fig 4.2に示した。この組成比では、ほぼ均一

な大きさのドメインが形成された事は蛍光顕微鏡測定により確認されており、

その横方向寸法は約 5 nm程度であった。Fig 4.2の形状像に注目すると、形状像

内右側が周囲の表面より約 1 nm程低い。約 1 nm程低い領域の横方向寸法は約

3 ~ 5 nm であり、これは蛍光顕微鏡画像で観察された DPPC のドメインサイズ

とほぼ一致する。さらに、AFM形状像内で真っ黒い円形領域が数箇所観察され、

断面の高さプロファイルを確認すると周囲に比べて約 6 nm程低かった。脂質二

重膜の構造を考えると、6 nmという高さは DOPCの脂質二重膜の厚さとほぼ同

等である為、この黒い領域は脂質二重膜内の欠陥を表している事が分かる。ま

た、この欠陥の深さから、Fig 4.2 で示した脂質膜は脂質二重膜と同等の膜厚を

有している事が確認された。そして、Fig 4.1の場合と異なり、40 mol%の DOPC

と 60 mol%の DPPC で構成された脂質膜ではハッキリと相分離構造を形成でき

る組成比になった為、DOPCと DPPCの高さの差が小さくなり本来の構造通り 1 

nm程度の高さの差が観察されたのである。 
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Fig 4.2 DOPC:DPPCの組成比が 40:60 mol%で構成された脂質膜の AFM形状像

と形状像内赤線における断面の高さプロファイルの比較。 
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	 次に、AFM探針を用いて、脂質膜の剛性の変化を評価する為、脂質膜表面で

力-距離測定を行った。本測定において、カンチレバーに働く力を force、探針先

端と試料表面の間隔を separation と定義し、それらの関係を表した曲線を force-

separation カーブと呼ぶ。Force-separation カーブに関連して、貫通力は AFM 探

針が膜に最初に接触し、その後押し込み続けた際に脂質膜を破壊するのに必要

な力の値と定義された。Force-separationカーブにおける詳しい定義を Fig 4.3（a）

に示した。DOPC/DPPCの各組成比の脂質膜に対してそれぞれフォースカーブ測

定を行った結果を Fig 4.3（b）に示した。本実験の結果によると、カバースリッ

プ表面からの separationが 5 ~ 10 nmの時に探針が脂質膜に接触し、斥力を検出

し始めた事が分かった(164)。脂質膜に対して探針先端をさらに押し付けると、

脂質膜の圧縮によって斥力が増加する。膜を圧縮した後、separationが 2 ~ 3 nm

の時に探針先端が脂質膜を破壊し、それにより探針先端が貫通して下層の基板

と強く接触する(165)。従って、貫通の深さは、探針先端と脂質膜の間で最初に

接触し斥力が生じ始めた点と、探針先端が基板に接触した点の 2 点間の距離と

して定義される(126,	166,	167)。ガラス基板に支持された脂質二重膜は、厚さ

約 1 ~ 2 nmの水和層の上に形成される事が知られており、さらに形成された膜

の上にも約 1 ~ 2 nmの水和層が形成される事も知られている(167, 168)。そのた

め、force-separationカーブから評価される貫通深さは、水和層と脂質膜の厚さの

合計を示している事になる。ここで、vesicle fusion による DOPC のみで構成さ

れた脂質二重膜の場合は、一般的に 4 ~ 5 nmの膜厚である事が確認されている

(169-171)。本研究の脂質膜から得られた代表的な force-separationカーブは、異な

る DOPC/DPPC 組成比で構成された脂質膜に対してそれぞれ異なる貫通力およ

び貫通深さを示しており、特に貫通深さは 10 nm前後である事が分かった（Fig 

4.3（b））。この貫通深さは過去に vesicle fusionを用いて報告された膜厚よりも

かなり大きな値となっている。この値が正しいかどうかを判断するため、それぞ

れの脂質膜サンプルに対するフォースカーブ測定で得られた貫通深さの平均値

を解析した（Fig 4.3（c））。その結果、20 mol%の DOPCと 80 mol%の DPPCで

構成された脂質膜に関しては貫通深さが約 5 nmであり、その他の脂質膜に関し
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ては約 10 nm であった。基板と脂質膜の間の水和層と膜表面の水和層がそれぞ

れ 1 ~ 2 nm であり、DOPC が脂質二重膜であった場合の膜厚は 5 nm 程度なの

で、これらを合計すると 9 nm程度となる。ここで、脂質膜は通常熱揺らぎが生

じている事に注目する(172, 173)。脂質膜は膜が不規則に揺らいでいる為、膜の

表面の広い範囲をフォースカーブ測定すると探針が斥力を検出する Separation

にばらつきが生じると考えられる。本実験では 10 × 10 µm2のスキャンエリア

内で 100 × 100点のフォースカーブ測定を行っている為、熱揺らぎの影響を受

けて通常よりも大きな貫通深さを検出したのである。実際 Fig 4.3（c）に注目す

ると、全ての脂質膜において大きなエラーバーが得られている為、フォースカー

ブ測定が熱揺らぎの影響を受けた事が分かる。従って、本実験で作製した脂質膜

の膜厚は過去に報告されている水和層と脂質二重膜の合計値とほぼ一致する。

前項で示した、溶媒支援型自己組織化を用いて作製した脂質膜内のリン脂質分

子が側方拡散している事と、膜厚が脂質二重膜とほぼ同じである事を併せると、

本実験で作製した脂質膜は脂質二重膜であると結論付ける事が出来る。また、

DPPC の組成比が高い場合、貫通深さは DOPC のみで構成された脂質二重膜よ

りも小さかった（Fig 4.3（c））。前述した通り、FRAP測定および AFMのフォ

ースカーブ測定の結果は、DOPC と DPPC 分子の間の強い分子間相互作用の為

に、脂質二重膜の剛性は高くなり脂質二重膜内分子の拡散係数が低下する事を

意味している。結果として、脂質二重膜の熱揺らぎも減少し、それに伴って貫通

深さも低下したと考えられる。 

	 最後に、平均化した膜の貫通力と DOPC/DPPC 組成比の関係を表したグラフ

を Fig 4.3（d）に示した。このグラフは、貫通力と組成比には直接的な相関があ

る事を示している。ゲル相 DPPC の組成比を増加させるにつれて貫通力は大き

くなっており、これは、DPPCは脂質二重膜の剛性を増やしている事を意味して

いる。DPPC の組成比の増加に伴う膜の剛性の増加は、前項でも記述したが、

DPPC の存在により分子間相互作用力がより強くなったという事によって説明

する事ができる(128, 155)。Fig（c）と（d）に注目すると、貫通深さの平均値の

エラーバーに比べて貫通力の平均値のエラーバーが小さい事が分かる。これは、
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脂質二重膜が熱揺らぎによって不規則に揺らいでいても、AFMの探針で脂質二

重膜表面における測定点で膜を貫通するのに必要な力は変わらないからである。

前述した通り、貫通深さの定義はカンチレバーが斥力を検出した点が脂質二重

膜の最表面（厳密に言えば水和層表面だが）と定義している為、熱揺らぎの影響

を受けた。しかしながら、膜が熱で揺らいでいても膜の硬さは変わらない為、探

針が膜を貫通するのに要する貫通力もばらつきが少ない。従って、再現性良く貫

通力を検出できたのである。 

 

 
Fig 4.3 (a)本実験の force-separation カーブにおける貫通深さと貫通力の定義を

示した概略図。(b)溶媒支援型自己組織化によって作製された各組成比の脂質膜

を試料として用いた代表的な force-separationカーブ（Tris緩衝液中）。(c)各組

成比の脂質膜から得られた (c)貫通深さと (d)貫通力の平均値。(エラーバーは標

準偏差値を表しており、n = 5) 
 

 



 第 5 章 液相・ゲル相と拡散係数・機械特性の相関と膜機能  

 78 

第5章	液相とゲル相が拡散係数・機械特性および膜機能に与える影
響	

	 第 5 章では、本研究で溶媒支援型自己組織化を利用して作製した脂質二重膜

の拡散係数や機械特性を、これまで行われてきた SLB研究の結果と比較する事

でその妥当性を評価する。その上で、SLB を構成する基板やリン脂質分子の種

類などによる拡散係数や機械特性への影響を述べる。加えて、それらの条件によ

るドメイン構造の違いと膜機能との関連について述べる。 

 

5.1 本研究で作製した脂質二重膜の拡散係数および機械特性と過去の研究報告

との比較 

	 これまで、本研究において溶媒支援型自己組織化を利用して作製した脂質膜

の拡散係数および機械特性を評価する事で脂質二重膜である事を示してきた。

本項では溶媒支援型自己組織化により得られた脂質二重膜の拡散係数や機械特

性を過去の研究報告と比較する事で、本手法による脂質二重膜の拡散係数や機

械特性の妥当性について議論する。 

	 これまで、様々な種類のリン脂質分子が用いられて SLBが作製されてきた。

その中でも細胞膜に主要に含まれている極性頭部基である PC を持つリン脂質

が特に注目され、DOPCや DPPCを用いた SLBに関する研究の報告例は多い。

例えば、室温（25℃）における、ガラス基板上に DOPC のみで作製された SLB

中の DOPCの拡散係数は約 2.5 ± 0.20 µm2/sと報告されている(96, 100, 117)。

一方、本研究における、溶媒支援型自己組織化を利用して作製した SLBに着目

すると、DOPC のみで作製した膜の拡散係数は約 2.6 ± 0.10 µm2/s であった。

両者を比較すると DOPC の拡散係数は一致している為、本研究における溶媒支

援型自己組織化を利用して作製された SLBの妥当性が確認された。ここでさら

に、室温においてゲル相である DPPC の SLB に関しても考察する。DPPC の脂

肪酸には不飽和結合が含まれない為分子同士が密にパッキングされ、vesicle 

fusionの方法では膜の破裂を妨げてしまう。そこで vesicle fusion以外の方法とし

て、DPPC の様なリン脂質分子は Langmuir-Blodgett によってガラス基板に単分
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子膜が作られていき最終的に SLBが作製される。この様にしてガラス基板上に

作製された DPPCの SLBの拡散係数は、室温（特に、転移温度未満）において

は 0.050 ~ 0.10 µm2/sであると報告されている(174)。これらの事より、1種類の

リン脂質分子のみで形成される SLBにおいて、液相である DOPCはゲル相であ

る DPPCに比べて 1秒あたり 20 ~ 50倍大きな面積に拡散している事が分かる。

ここで、本研究において溶媒支援型自己組織化を利用して作製された

DOPC:DPPC = 20%:80%の SLB の場合を考える。本研究では DOPC を蛍光色素

であるローダミンで標識した分子を前駆体脂質溶液に混ぜて SLBを作製した。

従って本研究で解析した拡散係数は SLB内における DOPC分子の拡散を評価し

ている。DOPC:DPPC = 20%:80%の SLBの場合、拡散係数は 0.19 ± 0.016 µm2/s

であった。これはつまり、SLB を構成するゲル相リン脂質である DPPC の割合

が増加するに伴って、液相リン脂質である DOPC の膜内における拡散係数が、

DPPCのみで構成される SLBの拡散係数に近付くという事が示唆された。 

	 次に脂質二重膜の機械特性について考察する。固体上に作製された脂質膜が

脂質二重膜であるか、またその SLBが持つ機械特性はどのようなものかを評価

する為に、AFMを用いたナノ力学測定が過去の研究で行われてきた。例えば本

研究でも用いた一般的な液相のリン脂質分子である DOPC をガラス基板上に作

製した場合、その SLBを AFMの探針で貫通するのに必要な力は 5.0 ~ 6.0 nN程

度であると報告されている(175-178)。本研究において溶媒支援型自己組織化を

利用して作製された SLBの場合、DOPC100%の SLBを貫通する際 5.5 ± 1.0 nN

という過去の研究報告とほぼ合致した力の値を検出しており、これは本研究で

の SLBの妥当性を示す根拠となっている。一方 DPPCのみで構成された SLBに

着目すると、AFM探針で貫通する際に検出される力の値は 15 ~ 20 nNであると

報告されている(122, 179, 180)。ここで、本研究において溶媒支援型自己組織化

を利用して作製された DOPC:DPPC = 20%:80%の SLBのナノ力学測定結果によ

ると、貫通する際に検出された力は 13 ± 1.1 nN であった。Fig 4.3（d）より、

DPPCの割合を 20%ずつ増加させるに従って貫通力は約 2 nN程度増加する傾向

が見られた事を考慮すると、仮に溶媒支援型自己組織化を利用して DPPC100%
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の SLBを作製した場合、貫通力は過去の研究報告と同等の約 15 nNが得られた

可能性があると言える。また力-距離曲線から SLBの膜厚も評価している。過去

の研究報告においても SLBをナノ力学測定して、AFM探針が力を検出する前か

ら膜を貫通して基板に接触しフィードバックがかかるまでの力-距離曲線を取得

している。その力-距離曲線では、DOPCおよび DPPCのみで構成される SLBは

どちらも基板から約 4 ~ 5 nm離れた地点で AFM探針の貫通が観察されている。

この貫通した瞬間の地点は本研究の力-距離曲線においても明らかに一致してい

る。加えて、過去の研究報告における力-距離曲線では、基板から約 10 nm程度

離れた地点でカンチレバーが力を検出している事を示している(177, 178)。SLB

はガラス基板の上に存在する 1 ~ 2 nmの水和層とリン脂質の脂質二重膜構造の

厚さ、そして膜の熱揺らぎによる厚みの増加を考慮すると、基板から約 10 nm程

度離れた地点での力の検出は妥当である。そして本研究で取得された力-距離曲

線においては、どの組成の SLBであってもガラス基板から約 5.5 ~ 10 nm離れた

地点で力が検出された。特に DOPC100%の SLBは基板から約 10.7 nm離れた地

点で力を検出しており、この値は過去の研究報告と良く一致している。これらの

事を合わせると、本研究で導入した溶媒支援型自己組織化による DOPCと DPPC

を混成させた SLBは、過去の研究報告における SLBと同等の特徴を確かに有し

ている事が確認された。 

	 本研究も含めてこれまで報告した SLBの研究は、脂質二重膜をガラス基板上

に作製した例である。しかしながら、過去の研究ではガラス基板以外にも酸化金

(181)、ポリマー(182)、自己組織化単分子膜（Self-assembled monolayer: SAM）(183)、

二酸化チタン(184)、酸化ポリジメチルシロキサン（Polydimethylsiloxane: PDMS）

(185, 186)、マイカ(187)など多くの基板が脂質二重膜を支持する為に用いられて

いる(117)。興味深い事に、脂質二重膜は支持される固体基板に影響を受けてそ

の拡散係数や機械特性が異なるという事が分かっている(188)。例えばゲル相で

ある DPPC の SLB を再び例に挙げると、室温においてガラス基板上での DPPC

分子の拡散係数が 0.19 ± 0.016 µm2/s であったのに対してマイカ基板上での拡

散係数はより小さく、マイカ基板から離れた側の単分子膜内での拡散係数は
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0.0060 ~ 0.010 µm2/s、マイカ基板側の単分子膜内での拡散係数は 0.000090 ~ 

0.00050 µm2/s である事が確認されている(174)。マイカ基板の表面はガラス基板

と比べてより平坦であり高いゼータ電位を有する。そしてこれらは脂質二重膜

と基板の間に強力な相互作用を生み出し、それによって脂質二重膜内の上下の

単分子膜でのリン脂質分子の拡散が異なるようになり、膜全体としての拡散係

数も低下するのである(189, 190)。この様な脂質二重膜と基板の間の相互作用は、

基板表面に形成される水和層の存在が深く関与している(191)。言い換えると、

水和層の存在が脂質二重膜内のリン脂質分子の拡散係数に深く関与していると

いう事である(188)。水和層が脂質二重膜のクッションの様な役割を果たしてお

り、リン脂質分子の流動性を高めている。実際、基板表面の親水性の度合いが大

きいほど脂質二重膜に対してクッションの役割を担い、リン脂質分子の拡散係

数が増加する事が示されている(192)。また、この様な傾向は SLBの機械特性に

もみられ、ガラス、マイカ、シリコン基板などを用いて作製した SLBのナノ力

学測定から、水和層と AFM探針が脂質二重膜を貫通するのに必要な力の大小に

相関がある事が確認された(126, 193)。これらの事より、SLBは用いるリン脂質

分子の種類や基板（表面の粗さや親水性度合いなど）に影響してその性質が大き

く異なる事という事が分かる。その中でも、ガラス基板に DOPCもしくは DPPC

の脂質二重膜を作製する系においては、本研究で提案した手法による SLBは性

質が良く再現されている事が示された。 
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5.2 脂質二重膜の拡散係数および力学特性が膜機能にもたらす影響 

	 これまで室温（25℃）における SLBの拡散係数や機械特性について議論した

が、SLB を高熱にする事で拡散係数や機械特性が変化する事が知られている。

例えば DPPC は転移温度が 41℃である為、この温度より高い環境においてはゲ

ル相から液相に相転移する。この性質を利用して、ゲル相であるリン脂質分子を

用いた SLB の作製が行われている。例えば、本学位論文ではこれまで vesicle 

fusionを用いた脂質二重膜の作製において、ゲル相のリン脂質分子を含むベシク

ルは、密にパッキングされる事による強い分子間相互作用により破裂が妨げら

れてしまい SLBが作製できないと述べた。しかしながら、ゲル相であるリン脂

質分子の温度を転移温度より高温にした場合、ベシクルが破裂して SLBが作製

されるという研究報告がされている(124, 128)。この事より、ゲル相のリン脂質

分子であっても一度高温にしてしまえば従来の膜作製法の技術的問題点を解決

できるのではないかという疑問が生じる。しかしながら、SLB は温度に依存し

てその性質が変化してしまう為、一度加熱して SLBを作製してから元の温度ま

で冷却するというプロセスは目的の膜の性質を失ってしまう問題がある。例え

ば過去の研究では、室温（25℃）でゲル相である DPPC を 60℃まで加熱して液

相状態にし、vesicle fusionによって脂質二重膜を作製している。その後、60℃か

ら室温まで徐々に冷却していき、元々のゲル相状態に戻した SLBを取得してい

る。この冷却プロセスにおける脂質二重膜の表面形状を AFMのイメージングす

る事で、SLBの表面構造の温度依存について調査している(128)。その結果、60℃

の液相状態である DPPCの SLBは平坦な表面形状であり、室温まで冷却するプ

ロセスで数 µm の欠陥構造がいくつも生じる事が判明した。これは、高温で液

相になった状態ではリン脂質分子の拡散係数が高くなる為分子同士が密にパッ

キングされない状態であるが、転移温度未満でゲル相となるとより高密度にパ

ッキングされる為、固体基板上において今まで脂質二重膜が満たしていた領域

が小さくなるからであると考えられる。実際 SLB内リン脂質分子の拡散係数の

温度依存に関しては過去に研究報告されている。DPPCを例に挙げると、室温（転

移温度未満）においてガラス基板上での拡散係数は 0.19 ± 0.016 µm2/s、マイカ
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基板上ではマイカ基板から離れた側の単分子膜内での拡散係数は 0.0060 ~ 0.010 

µm2/s、マイカ基板側の単分子膜内での拡散係数は 0.000090 ~ 0.00050 µm2/sであ

るのに対し、転移温度より高温だとガラス基板上での拡散係数は 10 ~ 20 µm2/s、

マイカ基板上では基板から離れた側の拡散係数が 2 ~ 8 µm2/s、基板側の拡散係

数が 1 ~ 2 µm2/sである(174)。すなわち、基板の種類にも依存するが、転移温度

より高温で液相の場合に比べて転移温度未満のゲル相の拡散係数は 10-2 倍以上

も小さな値となる。この為脂質二重膜を形成しているリン脂質分子が部分的に

凝集しゲル相に相状態が変化すると共に欠陥構造が生じた事が分かる(194, 195)。 

	 また、液相およびゲル相のリン脂質分子が混成した SLBの場合も、加熱と冷

却のプロセスによって膜機能が変化してしまう。代表的なリン脂質分子である

DOPCと DPPCを混成させた前駆体脂質溶液を一度 60℃程度まで加熱して SLB

を作製し、その後室温まで冷却する研究は過去に行われている。このプロセスを

行うと室温に戻した時にゲル相のドメイン構造は形成されるものの、その構造

は SLB表面の上から見ると羽の様な構造になってしまう事が分かっている(163, 

196)。実際の生きた細胞膜上に存在するドメインは表面では円形をとるため、

SLB において羽の様な形が形成されてしまうのは実際の細胞膜のモデルとはか

け離れてしまう。さらにこの SLBにおける羽の様なドメイン形状は、一度加熱

した SLBの系の冷却速度にも依存する。冷却速度が遅い場合、液相からゲル相

に相転移する際周りから均等に圧縮され円形に近い形状をとるが、冷却速度が

早いとランダムに力がかかり不均一な結晶構造をとる(197)。さらに、SLB を作

製する際の温度変化により、基板上の脂質二重膜の上下の層で異なる種類のリ

ン脂質分子が配列してしまう事も報告されている(198)。これらの事を合わせる

と、SLB を作製する際に一度加熱して冷却するプロセスを行うと、実際の細胞

膜のドメイン形状および膜機能とは明らかに異なる膜が得られる事になる。本

学位論文で前述した通り、細胞膜のラフト構造という概念の様に、細胞膜におい

てドメインは特定の膜タンパク質を偏在させる機能を有している。様々な分子

認識能を有する膜タンパク質とそれを偏在させる脂質二重膜のドメインを合わ

れたセンシングプラットフォームをバイオセンサーに応用する事を考えた場合、
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細胞膜と異なる形状や機能のドメインを SLBで再現してしまうと、膜タンパク

質を適切に偏在できない、正常な生体検出が行えないといった不具合が生じて

しまう。従って、温度をコントロールしてリン脂質の性質を変化させ（相状態を

転移させる事を含む）て SLBを作製する事は、実際の細胞膜機能とかけ離れた

模倣細胞膜を作製してしまう可能性が高い為、バイオセンサーのような技術に

応用するには注意が必要である。一方、本研究で導入した溶媒支援型自己組織化

はリン脂質分子の組成によらず室温で SLBを作製可能である。従って、溶媒支

援型自己組織化と独自に開発したマイクロ流路チャンバーを組み合わせた本研

究成果は、透明な基板であれば様々な物理化学的性質を付与した固体表面が使

用可能であり、細胞膜を模したドメインを有する脂質二重膜を固体表面上に作

製し目的に応じた様々な SLBデザインを可能にする優れた SLB研究プラットフ

ォームを生み出したと言える。 
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第6章	総括と今後の展望	
	 本博士学位論文研究では、新しく独自に開発したマイクロ流路チャンバーを

使用し、溶媒支援型自己組織化により異なる組成比の液相 DOPCとゲル相 DPPC

を混成させた脂質二重膜を室温で作製した。これによって、外気にさらされる事

なく脂質二重膜の作製から特性評価に至るまでの一連の操作が可能になった。

蛍光顕微鏡観察、FRAP測定、AFMを使用した表面形状測定および力-距離測定

により、従来の vesicle fusion 法では困難であった、ゲル相であるリン脂質の割

合が非常に高い場合（本研究では最大 80 mol%の DPPC）の脂質二重膜を、溶媒

支援型自己組織化によって作製する事が可能である事を証明した。各リン脂質

組成の脂質二重膜蛍光画像の蛍光強度を比較する事で、脂質二重膜作製前の前

駆体脂質溶液におけるリン脂質の組成は、溶媒支援型自己組織化を用いて基板

上に作製した脂質二重膜にも良く再現されている事が判明した。この事は、溶媒

支援型自己組織化により脂質二重膜内のリン脂質の組成を正確に制御できる事

を示している。リン脂質組成を正確に制御して得られた脂質二重膜（つまり、20 

mol%間隔で 0 から 80 mol%の DPPC）を使用して、膜を占めるゲル相であるリ

ン脂質分子の割合の増加による脂質二重膜の物性への影響について FRAP、AFM

測定によって調査した。DPPCの割合が増加するに伴って、脂質二重膜内のリン

脂質分子の全体的な拡散係数が低下し、膜の剛性が増加する事が分かった。この

観察結果は、膜内で密にパッキングするゲル相のリン脂質分子の割合が脂質二

重膜内で増えた事により、脂質二重膜内全体の平均的な分子間相互作用がより

強くなった事に起因すると考えられる。 

	 この研究で得られた知見は、溶媒支援型自己組織化は生物系の細胞膜を模倣

する、高品質で複雑な組成のモデル生体膜を作製する為の有望なアプローチで

ある事を示している。さらに重要な事は、この手法はこのような生物学的模倣物

に関するより詳細な定性・定量的な調査を可能にするという事である。本研究で

は脂質二重膜を作製する際に DOPCと DPPCという 2種類のリン脂質分子のみ

を使用したが、今後はこれに細胞膜を構成する主要な生体分子のコレステロー

ルやその他のリン脂質分子を混成して、さらに生細胞膜に近いモデル膜を作製
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する事が可能であると考えられる。これによって、各リン脂質や生体分子の脂質

二重膜内における凝集の様子や分布、そしてそれらが影響する事による脂質二

重膜の物性を調査する事が可能である。この事は、細胞膜の構造とその機能の解

明という生物学分野の基礎研究に貢献する事ができる。応用技術開発の分野に

おいては、作製した脂質二重膜にタンパク質や受容体といった分子認識能を有

する生体分子を修飾する事で、バイオセンサーの新規開発、分子標的薬開発の為

の分子認識研究に役立たせる事が出来る。実際、親水性部分にマレイミド基など

が修飾してあるリン脂質分子を脂質二重膜に用いる事で脂質二重膜を作製した

後にタンパク質やペプチドを膜表面に修飾する事が可能である(199, 200)。加え

て、本研究で独自に開発したマイクロ流路チャンバーは前述した通り、顕微鏡の

光学的アクセスを可能にする透明な基板（特にガラス基板）であれば制限なく使

用可能である。すなわち、基板に様々な表面処理を施す事で目的に応じた物理化

学的性質を付与した表面の基板を SLB作製に用いる事ができる。これによって

様々な膜の構造や膜機能を持つ SLBを作製可能になる。本研究においては溶媒

支援型自己組織化を用いてリン脂質分子のみで構成される脂質二重膜をガラス

基板上に作製しただけであるが、使用する基板を選択し、作製後に適切な処理を

加える事によってタンパク質や受容体が含まれる SLBに改良する事で、今後さ

らに幅広い用途のバイオセンサー開発の進歩に繋がる発展的な研究を行う事が

可能になる。 

	 第 1 章で解説したように、細胞膜の表面は非常に複雑な構造で解析する事が

困難である事から、未だに細胞挙動メカニズムに関する包括的な知見が得られ

ているわけではない。そこで、実際の生細胞膜の中で目的の組成、構造、機能の

みを抽出して単純化した人工生体膜を解析し、新たに解明される現象の知見を

蓄積する事によって、従来の細胞膜研究のみでは不十分であった情報を補う事

が出来ると私は考える。細胞膜研究、そして人工的に再現した生体膜研究を組み

合わせる事で、基礎生物学分野で求められる新たな知見の獲得、そしてそれを応

用したバイオテクノロジーの発展に繋がるであろう。本博士学位論文研究で構

築した溶媒支援型自己組織化を利用した脂質二重膜の作製・評価プラットフォ
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ームが広く使用される事で、基礎生物学・生物物理学分野やバイオテクノロジー

分野が大きな発展を遂げる事を願っている。 
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