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1. 概説 

ゲニステイン (Fig. 1a) は大豆やその製品に含まれるイソフラボンの一種であり、フィトエストロゲ

ンの一種である。フィトエストロゲンは植物に含まれるエストロゲン作用を示す物質の総称である。

ゲニステインはエストロゲンの一種の 17β-エストラジオール (Fig. 1b) との構造類似性から、エスト

ロゲン作用を示す [1, 2]。ゲニステインは2つのエストロゲン受容体ERα、ERβのどちらとも結合し、

これらを活性化することができる [1]。また、その量によってエストラジオールの弱いアゴニスト、また

はアンタゴニストとして作用する [2]。アゴニストとしての作用として、M. Heim らはゲニステインが骨

髄間質細胞の骨芽細胞系へ関与して分化を増強させること、脂肪細胞の分化と成熟を ER依存性

メカニズムを介して減少させることを報告した [1]。さらに、C. Borrásらはゲニステインが数 μM程度

の血漿濃度でエストロゲンと同様に長寿関連遺伝子の発現を調節することを報告した [3]。アンタ

ゴニストとしての作用として、ゲニステインのERβとの親和性が卵巣がんのリスクを減らしている可能

性が示唆されている [4]。 

 

 

 

 

 

疫学調査により、イソフラボンの摂取の多い人の発がん率が、摂取の少ない人に比べて低いこと

が報告されており、ゲニステインの抗がん作用も注目されている [4, 5]。ゲニステインの抗がん作用

のメカニズムの一つとして、細胞周期をG2Mにおいて停止させ、細胞分裂を阻害することが考えら

れている [2, 4, 5, 6]。また、ストレス反応関連遺伝子の発現を停止させ、アポトーシスから保護する

ストレスたんぱく質の誘導を阻害することや [4, 5, 6, 7]、さらに、抗血管新生作用や抗酸化作用も

抗がん作用に関与することも指摘されている [4, 5]。 

ゲニステインはそのポリフェノール構造に由来する抗酸化作用を示す。ゲニステインは電子移動

に続く脱プロトン化により抗酸化反応を示すとされている (Fig. 2) [8] 。A. Arora らはゲニステイン
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Fig. 1ゲニステイン (a) と 17β-エストラジオール (b) 
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の抗酸化反応のメカニズムを調べるために、2,2’-azobis(2,4-dimethylvaleronitril) の熱分解によっ

て生成したペルオキシラジカルとの反応生成物を調べ、すべての反応生成物がゲニステインの B

リング上で修飾されたことを報告した [8]。T. A. Russin らは亜麻仁油の低温酸化に対するゲニステ

インの抗酸化能を測定し、バルクオイル系での酸化防止剤としての作用を報告した  [9]。I. R. 

Record らはゲニステインが過酸化水素の効果的な除去剤であることを報告した [10]。このようにゲ

ニステインは有用な作用を示す一方で、ゲニステインの水への溶解度は 10 μM未満であり水溶性

が非常に乏しいことが欠点の一つである [11, 12]。ゲニステインと同様に大豆に含まれるイソフラボ

ンの一種であるダイゼイン (Fig. 3a) は、ゲニステインよりもヒドロキシ基が 1つ少ないものの水溶性

はゲニステインよりも高い [12]。これはゲニステインがヒドロキシ基とオキソ基間で分子内水素結合

しているためである (Fig. 3b) [13]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本研究ではリン脂質ベシクルを使用してゲニステインを可溶化し、水溶性の乏しいゲニステイン

の水系での使用について検討した。リン脂質は親水基にリン酸エステルを有する複合脂質の総称

であり、グリセロールを骨格にもつグリセロリン脂質と、スフィンゴシンを骨格に持つスフィンゴリン脂

質に大別される。リン脂質が形成するリン脂質二重層は細胞膜の基本骨格であり、生体膜を再現

するためのモデル膜としても利用されている。また、脂質二重層が閉じた構造のリン脂質ベシクル
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Fig. 2 ゲニステインによるラジカル消去機構 [8] 
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Fig. 3 ダイゼイン(a)とゲニステインの分子内水素結合(b) 
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は二重層中に疎水性物質を、内水相に親水性物質を内包できることから可溶化の手段としても有

用である。ミセルやベシクルを形成する一般的な界面活性剤と比較すると、リン脂質は生体適合性

が高く、ニュートラシューティカルズでもあることから、食品等への使用に適している。リン脂質二重

層は温度によって二重層の特性が変化する。1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) 

が形成する二分子膜の各相状態を Fig. 4に示す [14]。DPPC二重層では、さまざまな温度や圧力

の条件の下で、ラメラ結晶相（サブゲル相）、ラメラゲル相（ゲル相）、リップルゲル相、液晶相、指組

構造ゲル相が観測される [14, 15, 16, 17]。これらの相のうち、指組構造ゲル相は通常の環境下で

は見られず、高圧下やアルコールなどの両親媒性物質存在下で見られる [14, 17]。また、最も低

温側で見られるサブゲル相はゲル相からの転移に時間がかかるため、ゲル相、リップルゲル相、液

晶相が通常の条件の下でよく見られる相である。ゲル相における脂質の炭化水素鎖はトランス型

で密にパッキングした秩序高い構造を有し、流動性は低い [18]。温度が上がると一部の脂質の炭

化水素鎖が融解して無秩序になり、ゲル相から二分子膜が波打つ構造のリップルゲル相に転移す

る（前転移）。リップルゲル相では一部の炭化水素鎖が融解して無秩序になった脂質が凹部に位

置し、その他の脂質はゲル相の構造を保っている [15, 19]。さらに温度を上げると、脂質の炭化水

素鎖がすべて融解してゴーシュ型が増え、秩序性が低下して流動性が増加した液晶相を形成す

る [14, 18]。この相転移温度を主相転移温度、または融解温度という。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fig. 4 DPPCが形成する二重層の構造と相転移 [14, 15, 19] 
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生体膜において、コレステロールも重要な役割を担っている。コレステロールは単独で二重層を

形成することはないが、リン脂質二重層内に可溶化し、二重層特性を変化させる [20, 21, 22, 23, 

24]。二重層に添加可能なコレステロールの量については、構成するリン脂質の親水基の影響が大

きく、炭化水素鎖長の影響はみられないと報告されている [25]。コレステロールはリン脂質二重層

の炭化水素鎖領域に埋め込まれ、ヒドロキシ基は極性頭部基領域に浸透し、リン脂質の親水基と

水素結合を形成している [21, 26]。コレステロールが添加されたリン脂質二重層では分子占有面

積が理想混合から予想される以上に減少する凝縮効果がみられる [20, 27, 28]。また、コレステロ

ールはゲル相においては炭化水素鎖の結晶構造を破壊して流動性を高め、液晶相においては炭

化水素鎖の屈曲を抑制して流動性を下げる [22]。また、コレステロールを含む二重層では相転移

温度が消失し、ゲル相と液晶相の間の炭化水素の性質を有する秩序液体相がみられる [29]。 

本研究では常温における水中でのゲニステインの効率的な利用を目的として、DPPC と 1,2-

dioleoyl-sn -glycero-3-phosphocholine (DOPC)、コレステロールで形成されたリン脂質ベシクルによ

ってゲニステインを可溶化し、 その可溶化量とベシクルの構造、抗酸化能力について検討した。

DPPC は炭素数 16 のパルミトイル鎖を 2 本有する両性の飽和グリセロリン脂質であり、DOPC は 1

つの二重結合を含むオレオイル鎖を 2 本有する同じく両性の不飽和グリセロリン脂質である。2 章

では DPPC あるいは DOPC に異なる割合のコレステロールを添加した二成分脂質ベシクルにゲニ

ステインを可溶化し、その可溶化量と抗酸化能力に対するコレステロールの影響を検討した。3 章

では DPPC と DOPC、コレステロールからなる三成分脂質ベシクルを様々な組成で調製し、ベシク

ルの相状態や組成によるゲニステインの可溶化量と抗酸化能力への影響を検討した。 
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2. リン脂質－コレステロール二成分ベシクルへのゲニステインの可溶化 

2.1 緒言 

DPPCは炭化水素鎖に二重結合をもたない飽和リン脂質であり、DPPC二分子膜のゲル-液晶相

転移の主相転移温度が約 41°C である。したがって、室温ではゲル相のベシクルを形成するが、

DPPC は親水基の実効面積が炭化水素鎖の断面積よりも大きいため、炭化水素鎖が十分に接近

するために二重層平面に対して傾斜した傾斜ゲル相のベシクルを形成する [1]。温度を上げるに

つれて波状のリップルゲル相ベシクルへと転移した後、主相転移温度で液晶相ベシクルに転移す

る。一方で、DOPC は 2 本の炭化水素鎖に 1 つずつ二重結合をもつリン脂質であり、相転移温度

は-22℃であることから、室温では液晶相ベシクルを形成する。 

コレステロールを含む DPPC 二重層は秩序液体相を形成する。T. Miyoshi らは無秩序液体相

（液晶相）、秩序液体相、固体相（ゲル相）の分子状態について調べ、秩序液体相の炭化水素鎖

の状態が固体相と無秩序液体相の中間であると報告した [2]。H. Reinl らは DPPC-Chol二成分系

の秩序液体相の温度変化に伴う構造変化を調査した。その結果、温度の上昇とともにコレステロー

ル分子は二重層中心から界面付近へと追いやられることで二重層の秩序状態が変化し、DPPC ア

シル鎖の大部分のメチレンはトランス配座であるもののアシル鎖末端領域においてゴーシュ配座が

増加することを報告した [3]。M. J. L. de Lange らは DPPC-Chol 二成分系の挙動についてラマン

分光法により調べ、相共存のコレステロール濃度の上限として無秩序液体相－秩序液体相でおよ

そ 27 mol%、固体相－秩序液体相でおよそ 22 mol%であることを報告した [4]。DOPC とコレステ

ロールについては、P. R. Adhyapak らはコレステロールが二重層の機械的強度を増大し、30 mol%

以上のコレステロールを添加すると二重層リーフレットに対して非対称に分布することを報告した 

[5]。また、両リン脂質二重層において、コレステロールは疎水性コアに埋め込まれ、コレステロール

のヒドロキシ基はリン脂質の親水基と水素結合し、親水基に接近するように極性頭部基領域に突き

出る形で存在していることが報告されている [6, 7]。 

細胞膜へのフラボノイド化合物の分配はその極性に準じ、非極性のフラボノイド化合物は疎水性

コアに分配し、親水性フラボノイド化合物は頭部基と水素結合を形成すると考えられる [8]。M. 
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Kuźdźał らは赤血球膜、DPPC､DMPC モデル細胞膜とゲニステインの相互作用を調べ、ゲニステ

インは頭部基領域に優先的に可溶化される一方で、ある程度のゲニステインは極性/無極性界面

に存在し、疎水性コア領域には極少量のゲニステインのみがインターカレートされることを報告した。

K. Cieślik-Boczulaらは DPPC二重層においてゲニステインが極性頭部基と水素結合を形成し、脂

質の配置を変更してパッキングを緩めることを報告した [9]。B. Pawlikowska-Pawlęga らはゲニステ

インが DPPC 二重層において極性頭部基を強く剛直化し、疎水性コアも硬化させること、DPPC の

C-O-P-O-Cセグメントとゲニステインのヒドロキシ基とで水素結合を形成することを報告した [10]。A. 

Arora らは 1-stearoyl-2-linoleoylphosphatidylcholine (SLPC) のラージユニラメラベシクル (LUV) 

へのフラボノイド類の膜流動性への影響と局在化を調べ、疎水性コアに分配し、この領域の流動

性を大きく下げることを報告した [11]。 

本章では 0%、10％、30％のコレステロールを含むDPPC、DOPCベシクルに対するゲニステイン

の可溶化挙動を検討した。DPPC-Chol 二成分系ではコレステロール 0%のときはゲル相状態に、

10%ではゲル-秩序液体相共存状態、30％では秩序液体相状態のベシクルを形成する [12, 13]。

一方、DOPC-Chol 二成分系では、コレステロール濃度 0, 10%では無秩序液体相状態、30%では

無秩序液体相－秩序液体相共存状態のベシクルを形成する [14]。以上のリン脂質-コレステロー

ル二成分系に対して、ゲニステインの最大可溶化量とベシクル膜のラメラ間隔への影響、抗酸化

能力を評価した。最大可溶化量は広角側の X 線散乱測定 (WAXS) により、ゲニステインが析出

しているかどうかを調べることで評価した。ラメラ間隔は小角側の X 線散乱測定 (SAXS) によって

求めた。抗酸化能力は ABTS ラジカルカチオンを使用した方法で評価した。 

 

  



11 

 

2.2 実験手順 

2.2.1 試薬 

 本研究にて使用した主な試薬の分子構造を以下に示した。 

DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) 

 

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

 

Cholesterol (Chol) 

 

Genistein (Gen, 4’,5,7-trihydroxyisoflavone) 

 

ABTS (2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid ammonium salt)) 

 

Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromen-2-carboxilic acid) 
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DPPC と DOPC は NOF corporation から購入した。コレステロールは和光純薬工業（富士フイルム

和光純薬株式会社）から購入した。ゲニステインは東京化成工業から購入した。ABTS 法に使用し

た ABTS は東京化成工業から、過硫酸カリウムは和光純薬工業（富士フイルム和光純薬株式会社）

から購入した。リン酸バッファー (0.1 M, pH=7.4) はナカライテスクから購入した。標準抗酸化物質

として使用したトロロックスは、東京化成工業から購入した。 

 

 

2.2.2 X線散乱測定 

2.2.2.1 X線散乱測定用リン脂質ベシクルの調製 

あらかじめメタノールに溶解した DPPC あるいは DOPC とコレステロール、ゲニステインを試験管

内でそれぞれ適量を混合することで、最終濃度として総脂質濃度（リン脂質とコレステロールの総

濃度）𝐶𝐿 = 1.4 mM、ゲニステイン濃度𝐶𝐺 = 0 ~ 0.7 mMになるように各組成のサンプルを準備した。

また、脂質濃度𝐶𝐿とゲニステイン濃度𝐶𝐺の比を𝑋𝐺 = 𝐶𝐺 𝐶𝐿⁄ と定義し、今回の実験では𝑋𝐺 =

0 ~ 0.5 の範囲で検討を行った。ロータリーエバポレーターにより DPPC の主相転移温度を十分に

超える 50℃でメタノールを除去することで、試験管内壁に混合薄膜が形成された。有機溶媒が残

留しているとベシクルの形成がうまくいかないため、完全にメタノールを除去するためにさらに 1 時

間 50℃で減圧乾燥させた。このようにして準備した脂質薄膜に蒸留水を加え、50℃でボルテックス

することで試験管内壁の薄膜が水和され、脂質二重層が何層も重なったマルチラメラベシクル 

(MLV) 分散液を調製した。 

 

2.2.2.2 X線散乱測定 

X線散乱測定ではMLV分散液を直径 1 mmのキャピラリーへ移し、キャピラリー内に分散したベ

シクルに対して X 線を照射し、その散乱 X 線から構造を解析する。キャピラリー内にはごく少量の

分散液しか入らないため、十分な強度の X線回折強度を得るためには、ベシクル分散液の密度を

高める必要がある。そのため、まず調製された MLV 分散液を遠心分離器に供することでベシクル
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を沈降させ、MLV 分散液の濃縮処理を施した。これをキャピラリーに移しとり、さらに遠心処理によ

りキャピラリーの底にベシクルの沈殿層を形成させた。このベシクル沈殿層部位に X 線を照射する

ことで目的の X 線散乱パターンを測定した。なおこのサンプルとは別に、濃縮処理を施していない

希薄なベシクル分散液に対し長時間の X 線照射した X 線回折パターンを測定し、両者を比較し

たところ、回折ピークの位置に変化が無いことを確認した。よって全ての X 線散乱測定に使用した

ベシクルサンプルは、同様な濃縮処理を施して測定を行った。X 線散乱の測定には Nano-viewer

（リガク）を使用した。X線源には銅の特性X線(CuKα：𝜆 = 1.5418 Å) を使用し、測定は室温 25℃

の環境の下で行った。サンプルとイメージングプレート間の距離を調整することで散乱ピークの回

折角度を変化させることができ、その距離を広げるほど小角側の回折パターンを観測できるように

なる。本実験でのカメラ長は、700 mm (SAXS)、85 mm (WAXS) の 2種類を用いて測定した。散乱

X 線はイメージングプレートに転写され、イメージング読み取り装置（RAXIA-Di, リガク）で 2 次元

像をパソコンへ取り込み、装置付属の解析ソフトウエア（2DP, リガク）を用いて解析した。データの

解析により次式で示す散乱ベクトル qに対する散乱 X線強度の関係が得られる。 

𝑞 = 4𝜋 sin 𝜃 𝜆⁄  

θは格子面と X線のなす角、λは X線の波長（𝜆 = 1.5418 Å）である。X線は次式の Bragg条件を

満たす場合に回折が生じる。 

𝑛𝜆 = 2𝑑 sin 𝜃 

nは整数、dは格子面間隔を表す。上記 2式より、格子面間隔は次式から求められる。 

𝑑 = 2𝜋 𝑞⁄  

MLVの X線散乱測定ではWAXS測定から隣接する脂質分子のアシル鎖間距離に関するデータ

を、SAXS 測定からは水和層を介した二重層間の間隔（ラメラ間隔）に関するデータをそれぞれ得

た。 
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2.2.3 抗酸化能力測定 

2.2.3.1 抗酸化能力測定用リン脂質ベシクルの調製 

抗酸化能力の測定においては、内側の二重層に可溶化したゲニステインとより外側の二重層に

可溶化したゲニステインでは、バルク中の物質との反応速度に違いが生じることが推測される。そ

のため、抗酸化能力測定においては一枚膜のスモールユニラメラベシクル (SUV) として使用した。

本実験では十分な量のゲニステインを可溶化するように X 線散乱測定のベシクルよりも一桁高い

脂質濃度を設定した。まず、𝐶𝐿 = 14 mM、𝐶𝐺 = 0 ~ 1.0 mMとなるように 2.2.2.1で述べた方法を用

いてMLV分散液を調製した。SUV分散液は、調製されたMLV分散液をDPPCの主相転移温度

以上の 50℃で 10分間超音波処理することで調製した。 

 

2.2.3.2 ABTS法 

抗酸化能力は R.Reら [15]の方法を基に測定した。ABTS法では𝜆 = 734 nmに吸収極大をもつ

ABTS ラジカルカチオンを利用する。まず、同じ体積の 7 mMの ABTS水溶液と 2.45 mMの過硫

酸カリウム水溶液を混合し、16 時間以上暗所に静置することで ABTS ラジカルカチオン水溶液を

調製した。ABTS ラジカルカチオンは𝜆 = 734 nm  に吸収極大をもつため、ラジカル消去による

ABTSラジカルカチオンの減少に伴う吸光度の減少から抗酸化能力を評価することができる [16]。

ABTSの反応機構は Fig. 1に示した通りである。吸光度の測定はU-2900（日立）を使用し、測定波

長範囲は 480 ~ 880 nm、スキャン速度は 2700 nm/min、測定温度は 30℃で行った。スキャン速度

の都合により 5 nm 刻みのデータが得られたため、λ = 735 nm の吸光度を参照した。ABTS ラジ

カルカチオンは時間の経過とともに減少するため、測定前に基準となる濃度、λ = 735 nmにおけ

る吸光度が0.70 ± 0.02になるようにリン酸バッファー (0.1 M, pH 7.4) で希釈して使用した。なお、

ラジカルカチオンの吸光度の減少はリン酸バッファーによる希釈直後より起り始めるため、総量が

1980 μL になるように上記の溶液をガラスセル内で調製後、その１分後に吸光度測定を行い、この

吸光度を始点のデータとして扱った。さらに 1 分後に抗酸化能力評価を行う SUV 分散液あるいは

ゲニステインのメタノール溶液をそれぞれ 20 μL 加え、1 分毎に添加６分後までの吸光度を測定し
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た。得られたλ = 735 nmにおける吸光度の値から、次式を用いて阻害度 (% inhibition) を計算し

た。 

% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 =
𝐴0 − 𝐴

𝐴0
× 100 

A0はゲニステインを含まない系における吸光度、A はゲニステインを含む系における吸光度である。

なお、長時間測定すると空気中の酸素との反応の影響が無視できなくなるため、本研究ではほぼ

反応が平衡に達する 6 分後の吸光度を使用した。得られた阻害度をゲニステイン濃度に対してプ

ロットすることで、阻害度が 50%となるゲニステイン濃度 (IC 50) を求めた。さらに標準抗酸化物質

であるトロロックスに対する抗酸化能力の比（トロロックス当量抗酸化能力：TEAC）を次式から計算

した。 

𝑇𝐸𝐴𝐶 = 𝐼𝐶 50𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥 𝐼𝐶 50𝑔𝑒𝑛𝑖𝑠𝑡𝑒𝑖𝑛⁄  

なお、トロロックスの IC50は過去の報告から 9.8 μM とした [17]。 

 

Fig. 1 ABTSラジカルカチオンの反応機構 [16]
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2.3 結果と考察 

2.3.1 ゲニステインの最大可溶化量 

Fig. 2 にゲニステインの WAXS プロファイルを示した。このプロファイルからゲニステインの結晶

由来のピークが確認された。ゲニステインを可溶化したMLVにおいて、これらのピークの存在はゲ

ニステインの結晶構造の存在を示唆するため、これらのピークの有無からゲニステインの最大可溶

化量を見積もった。 

Figs. 3〜5に DPPC-Chol二成分系MLVのWAXSプロファイルを示し、Fig. 3にはコレステロー

ルが存在しない DPPC-Chol 0%の MLV の WAXS プロファイルを示した。𝑞 = 1.5 Å−1付近にアシ

ル鎖領域の構造に由来する強いピークが得られた。このピークはアシル鎖の配向秩序が反映され、

秩序の高いゲル相ではシャープなピークが得られるが、無秩序な液晶相ではブロードなピークが

みられる。この系ではシャープなピークが得られたことから、ゲル相の存在が示唆された。𝑋𝐺 ≥ 0.2

において𝑞 = 1.1, 1.8 Å−1付近にピークが見られ、ゲニステインの析出が確認できた。Fig. 4 は

DPPC-Chol 10% MLVのWAXSプロファイルである。おなじく 𝑞 = 1.5 Å−1付近にアシル鎖に由来

するシャープなピークが得られ、ゲル相の存在が示唆された。𝑋𝐺 ≥ 0.2において、ゲニステインの

結晶由来のピークが確認された。Fig. 5は DPPC-Chol 30% MLVのWAXSプロファイルであるが、

このプロファイルからは𝑞 = 1.5 Å−1のピークはブロードであり、このベシクルはゲル相ではなく液晶

相として存在していることが示唆された。ゲニステインのピークは𝑋𝐺 ≥ 0.1においてみられることか

ら、このベシクルにはゲニステインはほとんど可溶化されていないことが示唆される。 

Figs. 6〜8に DOPC-Chol二成分系MLVのWAXSプロファイルを示し、Fig. 6にはコレステロー

ルが存在しない DOPC-Chol 0% MLVのWAXSプロファイルを示した。𝑞 = 1.5 Å−1付近のアシル

鎖ピークはブロードであり、液晶相であることが示唆された。𝑞 = 1.1, 1.8 Å−1付近のゲニステインピ

ークは𝑋𝐺 = 0.5で確認された。Fig. 7は DOPC-Chol 10% MLVのWAXSプロファイルである。こち

らも同様にブロードなアシル鎖ピークより液晶相であることが示唆された。また、ゲニステインのピー

クは𝑋𝐺 ≥ 0.4で確認された。Fig. 8 は DOPC-Chol 30％ MLV の WAXS プロファイルであるが、ア

シル鎖のピークは殆ど確認できない程度に小さくブロードになった。ゲニステインの結晶ピークは



17 

 

𝑋𝐺 ≥ 0.3で見られた。 

Table 1にWAXS測定から求めたゲニステインの最大可溶化量を示した。DPPC-Chol二成分系

MLV へのゲニステインの可溶化量は、脂質濃度の 20％未満と総じて低かったのに対し、DOPC-

Chol 二成分系 MLV では脂質濃度の 30〜50%とより多くのゲニステインを可溶化した。これらの差

は DPPC系MLV と DOPC系MLVでのゲニステインの可溶化部位が異なることに起因すると思わ

れる。ゲニステインの可溶化部位について、飽和リン脂質を用いた研究では極性頭部基領域に多

く可溶化されると報告されている [9, 10, 18]。その一方で、不飽和リン脂質を用いた研究では疎水

性コアに分配されると報告されている [11]。これらの報告から、パッキングの緩い DOPC ベシクル

ではゲニステインが疎水性コアに可溶化できるのに対し、密にパッキングした DPPC ベシクルでは

疎水性コアに可溶化できないため最大可溶化量に差が生じたと考えられる。また、どちらのリン脂

質ベシクルにおいても、コレステロールの添加はゲニステインの可溶化量を減少させた。コレステロ

ールは疎水性コアに埋め込まれ、ヒドロキシ基は極性頭部基領域へ突き出すように二重層内に存

在している [6, 7] ため、添加されたコレステロールがゲニステインの可溶化部位を占有し、ゲニス

テインを脂質膜から排除しているのではないかと考えられる。 
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Fig. 2 ゲニステインのWAXSプロファイル 

Fig. 3 DPPC-Chol 0% MLVのWAXSプロファイル 
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Fig. 5 DPPC-Chol 30% MLVのWAXSプロファイル 
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Fig. 4 DPPC-Chol 10% MLVのWAXSプロファイル 
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Fig. 6 DOPC-Chol 0% MLVのWAXSプロファイル 

Fig. 7 DOPC-Chol 10% MLVのWAXSプロファイル 
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Table 1 各MLV系へのゲニステインの最大可溶化量（総脂質濃度比） 

 DPPC系MLV DOPC系MLV 

0% cholesterol 

10% cholesterol 

30% cholesterol 

〜20% 

〜20% 

〜10% 

〜50% 

〜40% 

〜30% 

 

 

 

 

Fig. 8 DOPC-Chol 30% MLVのWAXSプロファイル 
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2.3.2 MLVのラメラ間隔に及ぼすゲニステインの効果 

Figs. 9〜11 に DPPC-Chol 二成分系 MLV の SAXS プロファイルを示し、Fig. 9 にはコレステロ

ールが存在しないDPPC-Chol 0% MLVの SAXSプロファイルを示した。𝑞 = 0.1 Å−1付近にシャー

プな第一ピークがみられ、その 2 倍の𝑞 = 0.2 Å−1付近に第二ピークがみられた。整数倍の位置に

ピークがみられるのはラメラ構造特有のピークであることから、MLV の形成が確認された。ゲニステ

インが添加されてもピークの位置に変化はなかった。Fig. 10は DPPC-Chol 10% MLVの SAXSプ

ロファイルである。𝑋𝐺 = 0ではピークの分離が確認され、2つのラメラ間隔を有することからこの系で

は２種類の相状態が共存していると判断される。しかしながらゲニステインが添加されるとピークが１

種類になり、相分離状態が解消され、ピーク位置は𝑋𝐺によって変化した。Fig. 11 は DPPC-Chol 

30% MLV の SAXS プロファイルであるが、全てのプロファイルにシャープなラメラピークが確認で

き、ゲニステインの添加による変化もみられなかった。 

Figs. 12〜14に DOPC-Chol二成分系MLVの SAXSプロファイルを示し、Fig. 12にはコレステ

ロールが存在しないDOPC-Chol0% MLVの SAXSプロファイルを示した。どのプロファイルにもシ

ャープなラメラピークが確認され、ゲニステインの添加によるピーク位置の変化もみられなかった。

Fig. 13は DOPC-Chol 10% MLVの SAXSプロファイルである。この系でもシャープなラメラピーク

が確認され、ゲニステインの影響もみられなかった。Fig. 14 に示した DOPC-Chol 30% MLV にお

いても、シャープなラメラピークが確認でき、ゲニステインの添加による影響も見られないことがわか

った。 

Figs. 15, 16 に𝑋𝐺に対するラメラ間隔を、DPPC-Chol 二成分系 MLV と DOPC-Chol 二成分系

MLV 系に対しそれぞれ示した。それぞれのラメラ間隔の値は Table 2, 3 にもまとめている。Fig. 15

に示した DPPC-Chol二成分系MLVの𝑋𝐺-ラメラ間隔プロットから、Chol 10% MLV以外ではゲニ

ステインはラメラ間隔に殆ど影響を与えていないと判断される。Chol 10% MLV ではゲニステイン

の添加により相が均一になった。一方でコレステロールによる影響を見ると、Chol 濃度が 0〜10%

の間において、コレステロール添加に伴う著しいラメラ間隔の増大と相状態の変化がみられた。ラメ

ラ間隔の小さい相は、コレステロールが存在しない DPPC MLV系とラメラ間隔が一致するため、コ
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レステロールが豊富に存在できるラメラ間隔の大きな相状態とコレステロールがより少ない状態の

元の DPPC ベシクル相に近い相状態に分離したと考えられる。DPPC 二重層への少量のコレステ

ロールの添加は、DPPC の傾斜した密な充填を乱して無秩序で傾斜のない相を形成することが報

告されていることから [19, 20]、ここで確認されたラメラ間隔の増大は、アシル鎖の傾斜-非傾斜転

移によるものと考えられる。Chol 濃度が 10〜30%ではコレステロール添加に伴うラメラ間隔の減少

がみられた。これは秩序液体相への相転移に伴う二重層の厚さの減少や、二重層間の水層の厚さ

の減少などが理由として考えられる。一方、Fig. 16に示した DOPC-Chol二成分系MLVの𝑋𝐺-ラメ

ラ間隔プロットでは、コレステロールの有無にかかわらず、ゲニステインによるラメラ間隔への影響

は見られなかった。また、コレステロールが増加するとラメラ間隔は単調増加した。これはコレステロ

ールによって炭化水素鎖の秩序が増加し、二重層の厚さが増加したためと考えられる。ゲニステイ

ンがコレステロールと比べてラメラ間隔にほとんど影響を与えないのはその可溶化の形態によるも

のと考えられる。コレステロールは二重層平面に対して垂直に配向し、脂質との水素結合によらず、

疎水性相互作用によって炭化水素鎖に直接影響を与える [21, 22]。一方で、ゲニステインは脂質

頭部基との水素結合の形成により可溶化するため、炭化水素鎖への影響が小さい [9]。また、分

子動力学シミュレーションによれば、ゲニステインは二重層平面に対して平行になるように配向する

ことが示されている [23]。これらの炭化水素鎖への影響の違いがラメラ間隔に与える影響の違い

の一因であると考えられる。 
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Fig. 9 DPPC-Chol 0% MLVの SAXSプロファイル 

Fig. 10 DPPC-Chol 10% MLVの SAXSプロファイル 

0

10

20

30

40

50

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

In
te

n
si

ty
 /

a.
u

.

q /Å-1

0

0.1

0.3

0.5

X
G
=

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

In
te

n
si

ty
 /

a.
u

.

q /Å-1

0

0.1

0.3

0.5

X
G
=



25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11 DPPC-Chol 30% MLVの SAXSプロファイル 

Fig. 12 DOPC-Chol 0% MLVの SAXSプロファイル 
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Fig. 13 DOPC-Chol 10% MLVの SAXSプロファイル 

Fig. 14 DOPC-Chol 30% MLVの SAXSプロファイル 
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Table 2 DPPC-Chol-二成分MLV系のラメラ間隔 

XG Chol 0% Chol 10% Chol 30% 

0 

0.1 

0.3 

0.5 

63.6 Å 

63.6 Å 

64.0 Å 

64.0 Å 

84.1 Å/64.0 Å 

80.3 Å 

81.0 Å 

82.6 Å 

71.2 Å 

71.2 Å 

70.7 Å 

71.2 Å 

 

 

 

 

Fig. 15 DPPC-Chol二成分MLV系におけるゲニステイン

濃度 XGに対するラメラ間隔の変化 
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Table 3 DOPC-Chol二成分MLV系のラメラ間隔 

XG Chol 0% Chol 10% Chol 30% 

0 

0.1 

0.3 

0.5 

63.1 Å 

62.7 Å 

62.7 Å 

63.1 Å 

64.0 Å 

63.6 Å 

63.6 Å 

64.0 Å 

66.4 Å 

66.4 Å 

66.4 Å 

67.0 Å 

 

 

 

 

Fig. 16 DOPC-Chol二成分MLV系におけるゲニステイン

濃度 XGに対するラメラ間隔の変化 
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2.3.3 抗酸化能力 

Fig. 17にゲニステインを可溶化した DPPC-SUV系に対し、ABTS ラジカルカチオン添加 6分後

の吸収スペクトルの変化を示した。ゲニステインの濃度増加とともに ABTSラジカルカチオン吸収ス

ペクトルの減少がみられた。そこで各ゲニステイン濃度のサンプルに対し、波長 735 nm の吸光度

を一分毎にプロットすることで、ABTS ラジカルカチオン吸光度の経過時間変化をそれぞれ Figs. 

18～24に描画した。 

Fig. 18にゲニステインを抗酸化物質として用いた際の波長 735 nmの吸光度の経時変化を示し

た。メタノールに溶解したゲニステイン 20 μLを緩衝液 1980 μLに加えて希釈液を調製した場合、

ゲニステインの水への溶解度 (5.8 μM, 303 K [24]) を超える 10 μMにおいても、沈殿の形成は見

られなかったことから、この系をゲニステインの単分散系として扱った。吸光度の時間変化から最初

の 1 分間で大部分のゲニステインが反応し、6 分後にはほぼ平衡に達していることが予想される。

Fig. 19 にコレステロールが存在しない DPPC-Chol 0% SUV 系での吸光度の経時変化を示した。

ゲニステイン単分散系と比較すると最初の 1 分間での吸光度の減少が小さかったが、6 分後には

ほぼ平衡に達した。Fig. 20には DPPC-Chol 10% SUV系での吸光度の経時変化を示した。この系

においても 6分で平衡に達した。Fig. 21に DPPC-Chol 30% SUV系での吸光度の経時変化を示

した。ゲニステイン濃度が 3～10 μM での値がほとんど変化しておらず、吸光度の大小関係も

ゲニステイン濃度に従っていないことから、この濃度ではゲニステインの可溶化限界を超

えていると考えられる。同様に Fig. 22に DOPC-Chol 0% SUV系、Fig. 23に DOPC-Chol 10% 

SUV系、Fig. 24に DOPC-Chol 30% SUV系における ABTS ラジカルカチオンの吸光度の経時変

化をそれぞれ、Figs. 22〜24 に示したが、これらの系ではコレステロール濃度によらずほぼ同様な

結果を示した。 

Figs. 18～24で得られた吸光度変化をもとに、各媒体中のゲニステイン濃度に対して阻害度をプ

ロットした。Fig. 25 にゲニステイン単分散系でのゲニステイン濃度－阻害度プロットを示した。阻害

度が 100%に近づくと変化が直線的では無くなることから、IC 50は 5 μMまでの値から次の近似式

を用いて内挿によって求めた。 
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y = 𝑚1 + 𝑚2(1 − exp(−𝑚3𝑥)) 

m1, m2, m3はそれぞれフィッティングパラメーターである。特に断りのない限り、IC 50 を求める際に

はこの近似式を使用した。Fig. 26にDPPC-Chol二成分 SUV系でのゲニステイン濃度－阻害度プ

ロットを示した。コレステロール濃度が 0, 10%の系では、測定範囲において 50%を超える阻害度が

得られたため、内挿操作によって IC 50を算出した。コレステロール濃度 30%の系については阻害

度が 50％に到達せず、3 μM以上で頭打ちになっていたことから、新たに 0.5 μMのデータを加え、

1 μM 以下のデータを用いた直線近似によって外挿値を使用した。Fig. 27 に DOPC-Chol 二成分

SUV 系でのゲニステイン濃度－阻害度プロットを示した。すべての系で阻害度が 50%を超えたた

め、内挿値から IC 50を算出した。 

求めた IC 50 と TEACをゲニステインの抗酸化能力の指標として Table 4に示した。単分散系に

おけるゲニステインの IC 50 と TEACはそれぞれ 2.27 μM、4.32であった。この抗酸化能力はアス

コルビン酸（ビタミン C）の約 4 倍である (TEAC=1.05) [15]。まずコレステロールを含まないベシク

ル系において DPPC と DOPC系とを比較すると、それぞれ TEACは 4.73、2.93であった。このこと

から DOPC ベシクル系では単分散系を上回る抗酸化能力を示すものの、DPPC 系ではその抗酸

化能力が低下していることが分かる。単分散系ではゲニステインは自由に拡散することができるた

め、バルク中の ABTS ラジカルカチオンとの衝突は比較的容易であると予想される。一方でベシク

ルに可溶化されていえるゲニステインはそのベシクル内での拡散に留められることから、ABTS との

衝突も制限されることが考えられる。その一方でベシクルは比較的疎水性の高い ABTS とゲニステ

インとの衝突の場を提供しているとも考えられるため、流動性の高い DOPC ベシクルに可溶化され

たゲニステインは、単分散系を上回る抗酸化能力を呈することができたのではないかと考えられる。

次にコレステロールの影響を検討したところ、DOPC-Chol 二成分系 SUV においてコレステロール

の増加とともに TEACが 4.73から 4.41へ低下した。これはコレステロールの添加によってベシクル

膜の流動性が低下し、可溶化したゲニステインとバルク中の ABTS ラジカルカチオンの衝突頻度

が減少したことで抗酸化能力が低下したと考えられる。同様に DPPC-Chol 二成分系 SUV と

DOPC-Chol二成分系 SUVでの抗酸化能力の差も、ゲル相と液晶相の違いに伴うベシクル膜の流
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動性の影響であると考えられる。DOPC 系とは異なり DPPC-Chol 二成分系 SUV ではコレステロー

ルの増加とともに TEAC が 2.93 から 3.62 に向上した。この系で二分子膜がゲル相から秩序液体

相へ変化し、流動性が増加するため、膜内に可溶化されたゲニステインの抗酸化能力の向上に影

響を及ぼしたものと考えられる。
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Fig. 18 ゲニステイン単分散系における波長 735nmの吸光度の経時変化 

Fig. 17 DPPC-SUV系における ABTS ラジカルカチオン吸収スペクトルの

ゲニステイン濃度の影響 
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Fig. 19 DPPC-Chol 0%二成分 SUV系における波長 735 nmの吸光度の

経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 

Fig. 20 DPPC-Chol 10%二成分 SUV系における波長 735 nmの吸光度の

経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 
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Fig. 21 DPPC-Chol 30%二成分 SUV系における波長 735 nmの吸光度の

経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 

Fig. 22 DOPC-Chol 0%二成分 SUV系における波長 735 nmの吸光度の

経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 
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Fig. 23 DOPC-Chol 10%二成分 SUV系における波長 735 nmの吸光度の

経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 

Fig. 24 DOPC-Chol3 0%二成分 SUV系における波長 735 nmの吸光度の

経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 
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Fig. 25 ゲニステインの単独系の阻害度プロット 

Fig. 26 DPPC-Chol二成分 SUV系の阻害度プロット 
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Table 4 各系におけるゲニステインの抗酸化能力の比較。（単位は μM） 

 単分散系 DPPC-Chol SUV DOPC-Chol SUV 

IC 50 TEAC IC 50 TEAC IC 50 TEAC 

 

Chol 0% 

Chol 10% 

Chol 30% 

2.27 

 

 

 

4.32 

 

 

 

 

3.34 

3.00 

(2.71) 

 

2.93 

3.27 

(3.62) 

 

2.07 

2.12 

2.22 

 

4.73 

4.62 

4.41 

トロロックスの IC 50： 9.8 μM 

 

 

 

Fig. 27 DOPC-Chol二成分 SUV系の阻害度プロット 
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3. 三成分ベシクルへのゲニステインの可溶化と抗酸化能力 

3.1 緒言 

2章では DPPC-Cholまたは DOPC-Cholの二成分ベシクルにゲニステインを可溶化させ、リン脂

質の不飽和度による影響と、コレステロールによる影響を中心に検討したが、本章では DPPC-

DOPC-Cholの三成分ベシクルにゲニステインを可溶化させた系について検討する。 

DPPC への DOPC の添加は DPPC 二重層の秩序性を減少させる。T. T. Mills らは DPPC への

少量の DOPC またはコレステロールの添加によって、DPPC の傾斜した密なパッキングを乱し、無

秩序で傾斜のない相が形成することを報告した [1]。また、M. Kinosita らはゲル相より低温でみら

れるサブゲル相について、DOPC がゲル相を不安定にして、加熱時にサブゲル相からリップルゲ

ル相へ転移することを報告した [2]。 

飽和リン脂質と不飽和リン脂質、コレステロールからなる三成分二重層は、細胞膜における脂質

ラフトの存在から、特に秩序液体相と無秩序液体相の共存領域について研究されている。N. 

Bezlyepkina らは飽和リン脂質卵黄スフィンゴミエリン（eSM）と不飽和リン脂質 DOPC、コレステロー

ルからなる三成分ベシクルにおいて、秩序液体相-無秩序液体相混合領域でのタイラインを調査し

た [3]。また、DPPCとDOPC、コレステロールからなる三成分二重層の相図についても複数の報告

がされている [4, 5, 6]。 

無秩序液体相と秩序液体相の共存系において、二重層の厚さは秩序液体相の方が増大する傾

向にある。これに関して、J. V. Bleecker らは炭化水素鎖長の短い飽和リン脂質と長い不飽和リン脂

質とコレステロールからなる秩序液体相-無秩序液体相においても、すべての系で二重層の厚さは

秩序液体相の方が増大することを報告した [7]。また、P. Cicuta らは DPPC-DOPC-Cholのジャイア

ントユニラメラベシクル (GUV) において液体ドメインの拡散について調べ、粘性の高い秩序液体

相では膜支配、粘性の低い無秩序液体相ではバルク支配で拡散が起きることを報告した [8]。 

異なるリン脂質を含む二重層では、コレステロールとの相互作用にも差が生じる。B. de Kruyff ら

は、炭化水素鎖にオレオイル鎖を持つリン脂質とステアロイル鎖を持つリン脂質が共存する系では、

コレステロールはオレオイル鎖を持つリン脂質と優先的に会合することから、コレステロールは液晶
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相において優先的に相互作用を示すということを報告した [9]。K. J. Fritzschingらは、DOPC-eSM-

CholおよびDOPC-DPPC-Chol 三成分二重層における脂質とコレステロールとの相互作用につい

て調べ、eSM とコレステロールの間には優先的な相互作用が見られたが、DPPC とコレステロール

の間にはそのような傾向が見られないことを報告している [10]。 

本章では、DPPC-DOPC-Chol の組成比が異なるベシクルにゲニステインを可溶化し、コレステ

ロールや相状態の影響について検討した。ベシクルの組成比は、報告されている DPPC-DOPC-

Cholの相図 [4, 11]を参考にし、2章で検討したコレステロール 0%、10％、30％において異なる相

状態をまたぐように決定した。Scheme 1 に DPPC-DOPC-Chol 三成分系における相図を示し [4, 

11]、今回検討を行ったベシクル組成を赤丸で示した。また、Table 1 に各組成比におけるベシクル

の相状態をまとめた。DPPC が 20%含まれるベシクルではコレステロールが 0%、10%では無秩序

液体相を形成する [4, 11]。コレステロールが 30%では K. Suga らは秩序液体相と無秩序液体相の

不均一系になると報告している [11]。DPPCとDOPCを等モル含むベシクルではコレステロール無

添加の系ではゲル相と無秩序液体相の混合系を形成する [4, 11]。コレステロールの組成が 10%

になると無秩序液体相のみになり、更に 30%まで増加すると無秩序液体相と秩序液体相の混合系

を形成する [4, 11]。DPPCに対しDOPCが 10%含まれるベシクルでは、コレステロールが含まれな

い場合には、ゲル相と無秩序液体相の混合系を形成する [4, 11]。コレステロールが 10％に増加

するとゲル相と無秩序液体相、秩序液体相の 3 相混合系を形成する [4, 11]。コレステロールが

30％まで増加すると秩序液体相のみを形成する [4, 11]。 
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Scheme 1 DPPC-DOPC-Chol三成分系における相図。実線は J. H. Davis らにより報告された境

界であり [4]、破線は K. Suga らにより報告された Ld+Lo相の境界を示す [11]。3章で使用したベ

シクルの組成を赤丸で示した。（𝑺𝒐：ゲル相、𝑳𝒅：無秩序液体相、𝑳𝒐：秩序液体相） 

 

 

 

 

 

Table 1 各組成における相状態。（𝑺𝒐：ゲル相、𝑳𝒅：無秩序液体相、𝑳𝒐：秩序液体相） 

𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏 
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3.2 実験手順 

リン脂質ベシクルは 2 章と同様に調製した。X線散乱測定に使用したベシクルは、最終濃度とし

て脂質全濃度（DPPC濃度𝐶𝐷𝑃𝑃𝐶 + DOPC濃度𝐶𝐷𝑂𝑃𝐶 + Chol濃度𝐶𝐶ℎ𝑜𝑙）𝐶𝐿 = 1.4 mM、ゲニステイ

ン濃度𝐶𝐺 = 0 ~ 0.7 mMになるように調製し、𝑋𝐺 = 𝐶𝐺 𝐶𝐿⁄ = 0 ~ 0.5の範囲で検討を行った。また、

抗酸化能力測定に使用したベシクルは、最終濃度として𝐶𝐿 = 14 mM、𝐶𝐺 = 0 ~ 1.0 mM になるよ

うに調製した。総脂質濃度に占めるそれぞれの脂質の比を𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝐶𝐷𝑃𝑃𝐶 𝐶𝐿⁄ 、𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 =

𝐶𝐷𝑂𝑃𝐶 𝐶𝐿⁄ 、𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 𝐶𝐶ℎ𝑜𝑙 𝐶𝐿⁄ とそれぞれ定義して、𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2、𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶、𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1の

それぞれに対して、𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0, 0.1, 0.3となるベシクルで検討を行った。選択した組成比は Scheme 

1 に示した通りであり、各組成比で形成される相は Table 1 に示した。𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2の系において、

𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.8, 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0および𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.7, 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1のベシクルは無

秩序液体相のみを形成するが、𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.5, 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3のベシクルは無秩序液体

相と秩序液体相が共存する不均一相を形成する。𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶の系においては、𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 =

𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.5, 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0 のベシクルはゲル相と無秩序液体相が共存する相を形成するが、

𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.45, 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1のベシクルでは無秩序液体相のみを形成する。さらに

𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.35, 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3のベシクルでは秩序液体相と無秩序液体相の不均一相を形

成する。𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1の系では、𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.9, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1, 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0のベシクルはゲル相と無秩

序液体相の不均一相を形成する。さらに𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.8, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1, 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1のベシクルではゲ

ル相と秩序液体相、無秩序液体相の三相が共存する。𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.6, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1, 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3の

ベシクルでは秩序液体相のみが形成される。これらの系について、WAXS測定によって各MLVへ

のゲニステインの最大可溶化量を、SAXS測定によりMLVのラメラ間隔に対する影響を測定した。

また、ABTS 法によって各 SUV 系での抗酸化能力を評価した。各測定方法については 2 章に示

したとおりである。 

 

 

  



46 

 

3.3 結果と考察 

3.3.1 ゲニステインの最大可溶化量 

Figs. 1〜3に、𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2 に固定して調製したMLVのWAXSプロファイルを示した。Fig. 1は 

𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.8,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0 における MLV の WAXS プロファイルに相当する。ゲニス

テイン濃度に相当する𝑋𝐺の値にかかわらず、アシル鎖のブロードなピークが 𝑞 = 1.4 付近に確認

できた。また、𝑋𝐺 ≥ 0.4 では 𝑞 = 1 付近と 𝑞 = 1.8, 2.0 付近にゲニステインの結晶由来の回折ピ

ークが確認でき、可溶化されていない過剰なゲニステインの存在を確認した。Fig. 2 に示した

𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.7,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1におけるMLVのSAXSプロファイルにおいても、𝑋𝐺 ≥ 0.4

の濃度において、同じく 𝑞 = 1  付近と 𝑞 = 1.8, 2.0  付近に過剰なゲニステイン結晶ピークが確認

できる。一方でリン脂質のアシル鎖のピークはブロードであり、液晶相であることが示唆された。Fig. 

3 に示した𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.5,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3 における MLV では、𝑋𝐺 ≥ 0.3のゲニステイン

濃度においてゲニステインの析出が確認され、リン脂質のアシル鎖のピークもすべてブロードであ

った。 

Figs. 4〜6 には、DPPC と DOPC の組成比が一致する (𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶)  条件にて調製した

MLVのWAXSプロファイルを示した。Fig. 4は、𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.5,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0 におけるMLV

のWAXSプロファイルに相当する。このプロファイルにおいてリン脂質のアシル鎖間のスタッキング

を示すピークは比較的尖った形状をしており、二分子膜がゲル相として存在することを示唆してい

る。また、過剰なゲニステインの存在を示す結晶ピークは、𝑋𝐺 ≥ 0.4の濃度において確認された。

Fig. 5に𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.45,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1における MLVのWAXSプロファイルを示した。この

系ではリン脂質のアシル鎖間のピークはブロードであり、この脂質組成ではゲル相状態の消失が

示唆された。ゲニステインの析出は、𝑋𝐺 ≥ 0.3において確認された。同様に𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 =

0.35,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3 における MLV の WAXS プロファイルを Fig. 6 に示した。この系でもゲニステイ

ンの析出は𝑋𝐺 ≥ 0.3の濃度において確認された。また、Fig. 5 と同じくリン脂質のアシル鎖間のピ

ークもブロードであった。 

次に、𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1に固定して調製したベシクル系について検討する。Fig. 7 に𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.9,
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𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0 における MLV のWAXSプロファイルを示した。リン脂質のアシル鎖間由

来のピークはシャープであり、二分子膜はゲル相として存在していることが確認できる。ゲニステイ

ンの結晶ピークは、𝑋𝐺 = 0.2のゲニステイン濃度において𝑞 = 1.0  付近に小さいながらも確認でき

た。Fig. 8に示した 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.8, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1 におけるMLVのWAXSプロファイル

でも、シャープなリン脂質のアシル鎖間ピークが確認でき、ゲル相状態のベシクルの存在が示唆さ

れた。ゲニステインの結晶ピークは、𝑋𝐺 ≥ 0.2の濃度において確認された。さらにコレステロール組

成が増加した、𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.6, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3 における MLV の WAXS プロファイルを

Fig. 9 に示した。ゲニステインの析出を示すゲニステインの結晶由来のピークは𝑋𝐺 = 0.1  の濃度

においてすでに出現しており、この脂質組成においてはゲニステインをほとんど可溶化できていな

いことがわかった。リン脂質のアシル鎖間のピーク強度は強いもののブロードであることから、ベシ

クルはゲル相状態としては存在していないことが示唆された。 

以上の結果に加え、2 章の結果を含めた DPPC-DOPC-Chol 三成分ベシクル系におけるゲニス

テインの可溶化量を Table 2にまとめた。リン脂質であるDPPC とDOPCの組成に関わらず、総じて

コレステロールの添加によってゲニステインの可溶化量が減少する傾向にあることが示唆された。

飽和リン脂質を用いたベシクル系では、ゲニステイン分子はゲニステインのヒドロキシ基とリン脂質

のリン酸基との間に水素結合を形成することで安定化するため、その可溶化されたゲニステインの

大部分は極性頭部基領域と極性－非極性領域に存在していることが報告されている [12, 13, 14]。

飽和リン脂質系とは逆に、不飽和リン脂質を用いたベシクル系では、ゲニステインは極性基領域と

いうよりはアシル鎖領域の疎水性コアに分配すること報告されている [15]。一方、コレステロール

は炭化水素領域にインターカレートし、コレステロール分子のヒドロキシ基はリン脂質のリン酸基や

エステル部位といった極性頭部基との間に水素結合を形成し、極性頭部基に近接している [16, 

17, 18, 19, 20]。したがって、コレステロールとの可溶化部位の競合によってゲニステインの可溶化

量が減少したと考えられる。また、リン脂質組成における DPPC の割合（𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶）が増加するにつれ

て、ゲニステインの可溶化量は減少していた。これは DPPC の増加に伴い、ベシクルの疎水性コア

においてゲニステインの可溶化が制限され、その結果ゲニステインの可溶化量が減少したのでは
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ないかと考えられる。 
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Fig. 2 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟖,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎) のWAXSプロファイル 

Fig. 3 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐,  𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟕,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟏) のWAXSプロファイル 
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Fig. 4 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐,  𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟓, 𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟑) のWAXSプロファイル 

Fig. 5 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟓,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎) のWAXSプロファイル 
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Fig. 6 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟒𝟓,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟏) のWAXSプロファイル 

Fig. 7 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟑𝟓,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟑) のWAXSプロファイル 
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Fig. 8 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟗, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎) のWAXSプロファイル 

Fig. 9 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟖, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟏) のWAXSプロファイル 
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Table 2 各MLVへのゲニステインの可溶化量（総脂質濃度比） 

 𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍  𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎  𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐  𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 =  𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪  𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏  𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎 
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Fig. 10 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟔, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟑) のWAXSプロファイル 

0

10

20

30

40

50

0 0.5 1 1.5 2 2.5

0

0.1

0.5

0.3

In
te

n
si

ty
 /

a.
u

.

q /Å-1

X
G
=



54 

 

3.3.2 MLVのラメラ間隔に対するゲニステインの効果 

Figs. 10〜12 に、DPPC の組成を 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2 に固定して調製した MLV の SAXS プロファイ

ルを示した。Fig. 10は 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.8,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0 におけるMLVの SAXSプロファイ

ルに相当する。ゲニステイン濃度に関わらず、第一ピークの 2倍の散乱ベクトルの位置に第二ピー

クがみられることからラメラ構造の存在が確認できた。ゲニステインの添加によるピークの変化がな

いことから、ゲニステインの可溶化は、このMLVのラメラ間隔に影響を与えていないものと考えられ

る。次に Fig. 11 に 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.7,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1 における MLV の SAXS プロファイル

を示した。これらのプロファイルにおいてもシャープなラメラピークが得られ、ゲニステインの添加に

よる変化も見られなかった。同様に Fig. 12 に 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.5,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3  における

MLVの SAXSプロファイルを示した。この系においても比較的明瞭なラメラピークが各プロファイル

に存在し、ゲニステインの添加によるピーク位置の変化も確認されなかった。 

次に DPPC と DOPC の組成比が一致した条件（𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶）において調製した MLV の

SAXSプロファイルを Figs. 13〜15に示した。Fig. 13に 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.5,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0 におけ

る MLV の SAXS プロファイルを示した。これらのプロファイルにもシャープなラメラピークが確認で

き、ゲニステインの添加によるラメラ間隔の変化もみられなかった。同じく Fig. 14 に示した𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 =

𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.45,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1 におけるMLVの SAXSプロファイルにおいても、ゲニステインの添加

によるラメラの存在を示すピーク形状の変化や、ラメラ間隔の変化は見られなかった。𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 =

𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.35,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3 におけるMLVの SAXSプロファイルを Fig. 15に示した。この系でもラ

メラピークが確認されたが、ゲニステインの添加によって第一ピークの幅が若干広がり、第二ピーク

の広角側に新たなピークを確認することができた。 

Figs. 16〜18に DOPCの組成を 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1 に固定して調製したMLVの SAXSプロファイル

を示した。Fig. 16は𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.9, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0 におけるMLVの SAXSプロファイルで

ある。この系ではシャープなラメラピークが見られず、ゲニステインを添加してもピーク形状に大きな

変化はなかったが、ピークの位置が広角側にシフトする傾向にあることがわかった。少量の DOPC

が添加された DPPCベシクル二重層はリップルゲル相を示すと報告されていることから [2]、この脂
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質組成におけるベシクル二分子層はリップルゲル相状態として存在していることが考えられる。Fig. 

17には、𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.8, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1 におけるMLVの SAXSプロファイルを示してい

る。ゲニステインが可溶化されていないベシクルにおいて、第一ピークの右側𝑞 = 0.1付近に小さな

ショルダーが見られることから、ベシクル膜が二相共存状態にあることが示唆される。一方でゲニス

テインを添加すると若干のピークシフトが見られることから、ラメラ間隔が減少する傾向にあることが

わかる。Fig. 18に示した 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.6, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3 におけるMLVの SAXSプロフ

ァイルでは、一種類のシャープなラメラピークのみが確認でき、ゲニステインの添加によってラメラ

間隔は殆ど影響を受けないものと考えられる。 

Figs. 19〜21に、各脂質組成における MLV のラメラ間隔とゲニステインの添加による変化をまと

めた。Fig. 19 に示した DPPC 組成を𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2 に固定した MLV のラメラ間隔の変化を見ると、

この系においてゲニステインの可溶化はラメラ間隔にほとんど影響を与えていないことがわかる。一

方でコレステロール組成 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙の増加に対しては、ベシクルのラメラ間隔が単調的に増加する傾向

にあることがわかった。Fig. 20 には DPPC と DOPC の組成を固定した条件（𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶）で調

製した MLV のラメラ間隔の変化を示している。コレステロール組成  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0, 0.1 の条件ではゲ

ニステインの可溶化はラメラ間隔に影響を与えていないが、 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3までコレステロール組成が

増加するとゲニステインの添加によりベシクル膜の相分離が誘発され、そのラメラ間隔はそれぞれ

 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0, 0.1でのラメラ間隔に類似していることがわかる。Fig. 21 は DOPC 組成を𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1 

に固定した MLV のラメラ間隔の変化を示している。コレステロールが存在しない場合（ 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0）

では、複数のラメラを示しているものと考えられる各面間隔は、どれもゲニステインの添加に伴って

減少傾向にあった。最も大きな間隔のラメラに着目すると、コレステロールの増加に伴ってラメラ間

隔がより顕著に減少していた。これはコレステロールの添加によって DPPC アシル鎖のゴーシュ配

座の増加に伴い、ベシクル膜自体の厚みが減少したのではないかと考えられる。また、秩序液体

相形成による脱水和もラメラ間隔の減少に寄与している可能性がある [11]。 

このようにベシクル膜のラメラ間隔はコレステロール組成に対し影響を受けやすい傾向にあること

から、各コレステロール組成 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 に対し Table 3から 5に測定したすべての系のラメラ間隔をそれ
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ぞれまとめた。Table 3は 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0における結果をまとめているが、この系においてゲニステインの

可溶化によってラメラ間隔が影響をうけているのは、DPPC に僅かな DOPC が存在する𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 =

0.1の系列のみであり、その他の系列では大きな影響を受けることはないと考えられる。 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1 

の結果（Table 4）からは、同じく DPPC に組成が偏っている、𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0, 0.1 の 2 つの系列におい

てラメラ間隔に対しゲニステインの可溶化の影響がみられた。更に Table 5 に示した 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3の

結果を見ると、DPPC と DOPC の組成が等しい、𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶の系列のみにおいてゲニステイン

の可溶化の影響が確認できる。ゲニステインの可溶化によるベシクルのラメラ間隔の変化は、

Scheme 1 に示した相図において相境界に近い組成で見られた。そのため、ゲニステインは単なる

可溶化物ではなくベシクルの構成要素として寄与し、相図の境界線を変動させていると考えられる。 
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Fig. 11 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟖, 𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎) の SAXSプロファイル 

Fig. 12 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟕,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟏) の SAXSプロファイル 
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Fig. 13 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟓, 𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟑) の SAXSプロファイル 

Fig. 14 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟓,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎) の SAXSプロファイル 
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Fig. 15 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟒𝟓,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟏) の SAXSプロファイル 

Fig. 16 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟑𝟓,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟑) の SAXSプロファイル 
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Fig. 17 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟗, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎) の SAXSプロファイル 

Fig. 18 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟖, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟏) の SAXSプロファイル 
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Fig. 19 MLV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟔, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟑) の SAXSプロファイル 

Fig. 20 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐 におけるMLV ラメラ間隔に対するゲニステイン濃度の影響 
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Fig. 22 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏 におけるMLV ラメラ間隔に対するゲニステイン濃度の影響 

Fig. 21 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 におけるMLV ラメラ間隔に対するゲニステイン濃度の影響 
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Table 3 MLV (𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎) のラメラ間隔（Å） 

𝑿𝑮 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎 

0 

0.1 

0.3 

0.5 

63.1 

62.7 

62.7 

63.1 

64.0 

63.6 

63.6 

64.0 

64.5 

64.5 

64.5 

64.5 

83.3/73.6/62.7 

-/71.2/60.1 

80.3/72.4/60.1 

-/69.6/61.4 

63.6 

63.6 

64.0 

64.0 

 

Table 4 MLV (𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟏) のラメラ間隔（Å） 

𝑿𝑮 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎 

0 

0.1 

0.3 

0.5 

64.0 

63.6 

63.6 

64.0 

64.5 

64.0 

64.5 

64.5 

68.0 

67.4 

67.4 

67.4 

78.9 

76.8 

77.5 

77.5 

84.1 / 64.0 

80.3 

81.0 

82.6 

 

Table 5 MLV (𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟑) のラメラ間隔（Å） 

𝑿𝑮 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎 

0 

0.1 

0.3 

0.5 

66.4 

66.4 

66.4 

67.0 

66.4 

66.4 

66.4 

66.4 

68.0 

68.0/65.4 

68.0/65.0 

68.0/65.0 

70.1 

70.1 

69.6 

69.6 

71.2 

71.2 

70.7 

71.2 
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3.3.3 抗酸化能力 

ABTS ラジカルカチオンの吸光度をさまざまなゲニステイン濃度で調製した各ベシクル系におい

て測定することで、各ゲニステイン濃度におけるラジカル阻害度を算出した。Fig. 22 に𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 =

0.2, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.8,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0の SUV 系での吸光度の経時変化を示した。最初の 1 分間で反応が

急速に進み、6 分後にはほぼ平衡に達した。Fig. 23 に示した𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.7,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 =

0.1の SUV 系および Fig. 24 に示した𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.5,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3の SUV 系において

も、最初の 1 分間の吸光度の急激な減少が起きた後、6 分後にはほぼ平衡に達した。同様に Fig. 

25 に𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.5,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0  SUV 系、Fig. 26 に𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.45,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1 

SUV系、Fig. 27に𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.35,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3 SUV系における ABTS ラジカルカチオン

の吸光度の経時変化をそれぞれ、Figs. 25〜27 に示したが、これらの系でもコレステロール濃度に

よらずほぼ同様な結果を示した。Figs. 28～30 に𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1の SUV 系の ABTS ラジカルカチオ

ンの吸光度の経時変化を示し、Fig. 28 には𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.9, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0の SUV 系、Fig. 

29 には𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.8, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1の SUV 系の吸光度変化をそれぞれ示した。これら

の系においてもゲニステインの濃度増加に伴って吸光度が大きく減少し、6 分後にはほぼ平衡に

達した。一方で Fig. 30に示した𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.6, 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1,  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3の SUV系の吸光度の経時

変化では、ゲニステイン濃度が 5, 10 μMにおける値がほとんど変化していないため、この濃度では

ゲニステインの可溶化限界を超えていると考えられる。 

Figs. 22～30で得られた吸光度変化をもとに、各媒体中のゲニステイン濃度に対して阻害度をプ

ロットした。まず Fig. 31に DPPC組成を 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2 に固定した SUV系におけるゲニステイン濃

度 vs 阻害度プロットを示した。ゲニステイン濃度の増加につれ、すべての系において阻害度は

100%近くまで到達した。IC 50 はすべてのデータを用いた回帰曲線の内挿操作によって求めた。

Fig. 32に DPPC と DOPCの組成が等しい（𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶） SUV系におけるゲニステイン濃度 vs

阻害度プロットを示した。Fig. 31 と同様にすべての系において、ゲニステイン濃度の上昇とともに阻

害度は 100％近くまで到達したことから、IC 50はすべてのデータからの内挿操作によって求めた。

Fig. 33には DOPC組成を 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1 の固定した SUV系のゲニステイン濃度 vs阻害度プロッ
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トを示している。この系統ではコレステロール組成 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3 の場合を除いて、ゲニステイン濃度

の上昇につれ阻害度が 100％近くまで到達した。コレステロール組成 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3 では WAXS 測

定から得られた溶解度の結果より予測されたように、ゲニステイン濃度が 10 μM に到達するまでに

可溶化限界に到達することから、阻害度が頭打ちとなった。よって IC 50は 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3の系以外で

はすべての測定データの内挿値から、 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3 の系では 5 μM以下の測定データの内挿値か

らそれぞれ求めた。 

このようにして決定された各系において可溶化されたゲニステインの IC 50と TEACを Table 6に

示した。DPPC組成を 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2 に固定した系列では、抗酸化能力はコレステロールの増加とと

もに減少した。同様の傾向はDOPC組成を 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1 に固定した系列においてもみられたが、

その減少傾向は DOPC 組成を 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1  に固定した系列の方がより大きかった。 一方でＤ

PPC と DOPC の組成が等しい 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 の系列では、コレステロール組成 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0~0.1

範囲では抗酸化能力が減少したが、コレステロール組成 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1~0.3の間では逆に抗酸化能

力が向上した。コレステロール組成 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3 の系は SAXS 測定でゲニステインによるベシクル

膜の相分離が確認された系であることから、この抗酸化能力の向上は２種類の相状態が共存する

ことによる影響であると予想される。さらに 2章で検討したリン脂質-コレステロール二成分系の結果

を含めた各ベシクル系におけるゲニステインの TEACを Table 7にまとめた。DOPCの割合の多い

𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0, 0.2ではコレステロールの増加による抗酸化能力の低下がみられたものの、それでもメ

タノールに溶解したゲニステイン系よりも高い抗酸化能力を示した。これらの系は液体無秩序相状

態にあることからゲニステインは流動性が高い環境下に可溶化しており、可溶化したゲニステインと

バルク中の ABTS ラジカルカチオンの接近が容易であるため、ゲニステインの抗酸化能力の向上

に寄与したものと考えられる。一方で DPPC の割合の多い𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1では、コレステロールが存

在しない 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0 の系では、メタノールに溶解したゲニステインや DPPC および DOPC 単独系

ベシクルに可溶化されたゲニステイよりも抗酸化能力は向上していた。しかしながら更にコレステロ

ールの割合を上げていくとその抗酸化能力は低下し、コレステロール組成  𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3 ではメタノ

ールに溶解したゲニステインや DOPC 単独系ベシクルに可溶化されたゲニステインよりも低くなっ
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た。𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶 = 0.1の系列では 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙の増加に伴って無秩序液体相状態の中に秩序液体相状態が

形成されていき、 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3では秩序液体相のみになっていると考えられる [5]。したがって、無

秩序液体相よりも流動性の低下した秩序液体相に可溶化したゲニステインは、その抗酸化能力が

低下したと考えられる。DPPC と DOPC の組成が等しい系列（𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 𝑋𝐷𝑂𝑃𝐶）では、コレステロー

ルが存在しない 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0  においてゲル相と液体無秩序相が共存しているが、コレステロール組

成 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.1では液体無秩序相の単独相に転移し、コレステロール組成 𝑋𝐶ℎ𝑜𝑙 = 0.3では無秩序

液体相と秩序液体相がそれぞれ共存していると考えられる [5]。相状態の異なる２種類のベシクル

膜の相境界は、３次元の界面領域と同様に分子の吸着が促進されることから [21]、ゲニステイン分

子もこのような相境界に優先的に可溶化することでその抗酸化能力の高さに寄与しているのでは

ないかと考えられる。最後に 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0 と 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2の系列を比較すると、総じてリン脂質混合

系である 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶 = 0.2の系列のベシクルに可溶化されたゲニステインの抗酸化能力の方が高いこ

とがわかる。これらの系列では二相共存状態の有無による違いはないものの、単純に異種のリン脂

質が隣接していることがゲニステインの抗酸化能力を高める要因であるのではないかと考えられる。 
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Fig. 22 三成分(𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟖,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎) SUV系における

波長 735 nmの吸光度の経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 

Fig. 23 三成分(𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟕,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟏) SUV系における

波長 735 nmの吸光度の経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 
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Fig. 24 三成分(𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟓,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟑) SUV系における

波長 735 nmの吸光度の経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 

Fig. 25 三成分(𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟓,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎) SUV系における 

波長 735 nmの吸光度の経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0 1 2 3 4 5 6 7 8

0 μM

1μM

3μM

5 μM

10 μM

A
b

so
rb

an
ce

 a
t 

7
3

5
 n

m

Time /min

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0 1 2 3 4 5 6 7 8

0 μM

1μM

3μM

5 μM

10 μM

A
b

so
rb

an
ce

 a
t 

7
3

5
 n

m

Time /min



69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26 三成分(𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟒𝟓,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟏) SUV系における

波長 735 nmの吸光度の経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 

Fig. 27 三成分(𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟑𝟓,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟑) SUV 系における

波長 735 nmの吸光度の経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 
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Fig. 28 三成分(𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟗, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎) SUV系における波長

735 nmの吸光度の経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 

Fig. 29 三成分(𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟖, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟏) SUV系における

波長 735 nmの吸光度の経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 
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Fig. 31 SUV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐) の ABTS ラジカルカチオン阻害度プロット 

Fig. 30 三成分(𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟔, 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏,  𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 = 𝟎. 𝟑) SUV系における

波長 735 nmの吸光度の経時変化に及ぼすゲニステイン濃度の影響 
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Fig. 32 SUV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪) の ABTS ラジカルカチオン阻害度プロット 

Fig. 33 SUV (𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏) の ABTS ラジカルカチオン阻害度プロット 
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Table 6 ABTS法を用いた各ベシクル系におけるゲニステインの IC 50 (μM) と TEAC 

𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 

in SUV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐) in SUV (𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪) in SUV (𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏) 

IC 50 TEAC IC 50 TEAC IC 50 TEAC 

0 

0.1 

0.3 

1.82 

1.93 

2.00 

5.38 

5.08 

4.90 

1.95 

2.23 

2.13 

5.03 

4.39 

4.60 

1.85 

2.13 

2.41 

5.30 

4.60 

4.07 

トロロックスの IC 50： 9.8 μM 

 

 

Table 7 各ベシクル系におけるゲニステインの TEACの比較 

𝑿𝑪𝒉𝒐𝒍 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟐 𝑿𝑫𝑷𝑷𝑪 = 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎. 𝟏 𝑿𝑫𝑶𝑷𝑪 = 𝟎 

0 

0.1 

0.3 

4.73 

4.62 

4.41 

5.38 

5.08 

4.90 

5.03 

4.39 

4.60 

5.30 

4.60 

4.07 

2.93 

3.27 

(3.62) 
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4. 総括 

本研究では有用な作用を示すが水に不溶であるゲニステインを、二成分あるいは三成分のリン

脂質ベシクルによって可溶化し、各 MLV におけるゲニステインの最大可溶化量やラメラ間隔に対

する作用、各 SUV に可溶化したゲニステインの抗酸化能力について、コレステロールやリン脂質

組成による影響を中心に検討した。 

2 章において、室温で炭化水素鎖の秩序性が高く、膜流動性の低いゲル相を形成する飽和リン

脂質 DPPC と、室温で炭化水素鎖が無秩序であり、膜流動性の高い液晶相を形成する不飽和リン

脂質 DOPC の 2 種類のリン脂質を使用した。それぞれのリン脂質に対して、コレステロールを総脂

質濃度の 0%、10%、30%になるように添加し、それぞれのベシクルにおけるゲニステインの最大可

溶化量とラメラ間隔への影響、抗酸化能力について検討した。ゲニステインの最大可溶化量は

WAXS 測定によりゲニステインの結晶ピークの有無から判断した。どちらのリン脂質ベシクルにお

いてもコレステロールが増加するとゲニステインの最大可溶化量は減少した。これはコレステロール

がベシクルの疎水性コアに埋め込まれ、ヒドロキシ基を親水基と水素結合を形成して可溶化してい

るのに対し、ゲニステインも親水基と水素結合することで可溶化しているため、コレステロールがゲ

ニステインの可溶化部位を占有することでゲニステインが排除されたと考えられる。一方、DOPC ベ

シクルは DPPC ベシクルに比べてより多くのゲニステインを可溶化した。これは密にパッキングした

DPPC 二分子膜に比べてパッキングの緩い DOPC 二分子膜では、疎水性コア領域への可溶化に

よってより多くのゲニステインが可溶化できると考えられる。 

MLV のラメラ間隔は SAXS 測定により求めた。ラメラ間隔はゲニステインの影響はほとんど見ら

れず、コレステロールにより大きく変化した。DOPC-コレステロール二成分 MLV ではコレステロー

ルの増加に従ってアシル鎖の秩序性の向上に伴うラメラ間隔の単調増加が見られた。一方で、

DPPC-コレステロール二成分 MLV では、コレステロールが 10%添加されると、コレステロールを豊

富に含むラメラ間隔の広い相と、コレステロールの乏しい相に分離した。このラメラ間隔の著しい増

加は、コレステロールの添加によって DPPC 炭化水素鎖の傾斜が解消されたためである。また、こ

の系でのみゲニステインがラメラ間隔に作用し、ゲニステインの添加によって相を均一にした。コレ



78 

 

ステロール 30%系では、0%系と 10%系の中間のラメラ間隔を示した。 

各 SUV系における抗酸化能力は波長 734 nmに吸収極大を有する ABTS ラジカルカチオンの

吸光度の減少から評価された。抗酸化能力は DPPC ベシクル系ではゲニステインの単分散系より

も総じて低くなり、DOPC ベシクル系では単分散系よりも総じて高くなった。これは二分子膜中に可

溶化したゲニステインとバルク中の ABTS ラジカルカチオンとの衝突頻度が影響していると考えら

れる。単分散系においてゲニステインは自由に拡散できるのに対し、ベシクルに可溶化したゲニス

テインは膜内での拡散に限定される。しかしながら、DOPC ベシクルにおいて単分散系の抗酸化

能力を上回ったのは、比較的疎水的な ABTS ラジカルカチオンが二分子膜中に浸透することで、

二分子膜が衝突の場として働いた可能性がある。この際、流動性の高い DOPC 二分子膜では拡

散が起きやすく、抗酸化能力の向上に寄与したと考える。一方、DPPC 二分子膜は流動性が低く

拡散が起きにくいため、抗酸化能力が低くなったと考えられる。DOPC 系において膜流動性を低下

させ、DPPC 系においては膜流動性を向上させるコレステロールが、DOPC 系において抗酸化能

力を低下させ、DPPC系においては抗酸化能力を向上させていることからも、膜流動性の寄与が示

唆される。 

二成分系ベシクルにおける結果を踏まえて、DPPC-DOPC-コレステロール三成分系の検討も行

った。三成分系ベシクルではその組成比によって相状態が大きく変化する。コレステロール濃度を

2 章と同じ 0%、10%、30%としたときに異なる相状態をまたぐように DPPC を 20%に固定した系、

DOPCを10%に固定した系、DPPCとDOPCの組成比が等しい系を用いて 2章と同様に検討した。

二成分系と同様にコレステロール増加によるゲニステインの最大可溶化量の減少が見られた。また、

DPPCの割合が増加するほどゲニステインの最大可溶化量が減少した。これはパッキングが密であ

る DPPC が増加することで、疎水性コア領域に可溶化していたゲニステインが可溶化できなくなる

ためであると考えられる。 

MLV のラメラ間隔に対して、コレステロールの影響は大きく、ゲニステインの影響は限定的であ

った。コレステロールはDOPCの組成比が多い系ではラメラ間隔を増大させ、DPPCの組成比が多

い系では減少させた。一方、DPPC と DOPC の組成比が等しい系ではラメラ間隔はコレステロール



79 

 

10%系にかけて増加した後、30%系で相分離が起きた。ゲニステインがラメラ間隔に作用した系は、

相図において相境界に近い組成であるため、ゲニステインが単なる可溶化物としてではなく、ベシ

クルの構成要素として寄与することで、相図の境界線が変動したと考えられる。 

各系における抗酸化能力はコレステロール無添加の系では DOPC 系を超える抗酸化能力を示

した。DOPC を含む系ではコレステロールが添加されると、抗酸化能力が低下した。これはアシル

鎖の秩序性の増加に伴って膜流動性が減少したためだと考えられる。DPPC の多い DOPC10%ベ

シクルではコレステロールの増加によって抗酸化能力が大きく減少した。これはコレステロールの

増加に伴って流動性の高い無秩序液体相が消失するためであると考えられる。 

以上をまとめると、ベシクルへのゲニステインの可溶化量は DPPCの増加によって減少し、コレ

ステロール増加によっても減少する。また、ゲニステインがベシクルの構成要素として寄与している

と考えられることから、三成分系相図とは相の境界線が異なると思われる。DOPCを含むベシクル

へ可溶化したゲニステインは単分散系を上回る抗酸化能力を示す。DPPC と DOPCの混合によっ

て可溶化ゲニステインの抗酸化能力は向上したが、コレステロールの添加は抗酸化能力を減少さ

せた。本研究で考察した抗酸化作用のプロセスから、ベシクルに可溶化したゲニステインは、ベシ

クル膜へ分配する脂溶性のラジカル種を効率的に除去できると考えられる。さらに、ABTS ラジカ

ルカチオンのような水溶性のラジカル種に対しても単分散系を上回る抗酸化能力を示したことか

ら、リン脂質ベシクルはゲニステインを水中で使用するための優れた可溶化剤であるといえる。 

  



80 

 

謝辞 

本研究を遂行するにあたり、熱心なご指導、ご鞭撻を賜りました金沢大学自然科学研究科の太

田明雄准教授に心から厚く御礼申し上げます。 

同じく金沢大学自然科学研究科の淺川毅教授、淺川雅准教授、長谷川浩教授、山下哲准教授

には研究成果の審議を頂き、ご助言とご指導賜りましたこと深く御礼申し上げます。 

さらに金沢大学理工学域物質化学類応用化学コース界面化学研究室で勉学を共にした学生の

皆様に感謝いたします。 

最後にこれまで多くの面で援助してくださった両親をはじめ、曾祖母、祖父母、叔父、弟に深く

御礼申し上げます。 


