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環境応答型蛍光性コレステロールの脂質膜および細胞内発光特性 

（群馬大院・工*，群馬大生調研**，群馬大学***）○吉原 利忠*，荒井 健太郎*，林 良

介*，追川 竜介*，穂坂 正博**，竹内 利行***，飛田 成史* 

 

【序】コレステロールは生体中に存在する代表的な中性脂質であり，細胞膜の構成成分，胆

汁酸やビタミン D などの前駆体として重要な物質である。また，コレステロールは脂質ラフ

トの形成に大きく関与していることが指摘されており，脂質膜中や細胞内に分布するコレス

テロールの動態を明らかにすることが重要視されている。近年，生体関連化合物を発光物質

で標識し，それらの発光から調べたい化合物の分布や動態を可視化する蛍光イメージング技

術の開発が進められており，コレステロールに対しても適用されている。特に，ニトロベン

ゾフラザン（NBD）類を蛍光団に有する 22NBDCho（図 1）

は可視光領域に吸収，蛍光を示すため，細胞観察時におい

て細胞への光ダメージを低減させたり，共焦点レーザー顕

微鏡を用いて蛍光イメージングできるなどの利点を有す

る。また，NBD は蛍光特性が周辺の環境に応答して変化す

るため，蛍光特性から細胞内において 22NBDCho が分布し

ている周辺の微環境を明らかにすることもできる。しかし

ながら，近年の研究から 22NBDCho は細胞内において主に

ミトコンドリアに分布し，コレステロールの動態を反映し

ていないことが指摘されている[1]。 
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図１ 蛍光性コレステロールの構造式

 本研究では，コレステロールの特性を保持した蛍光性コ

レステロールの開発を目指して，コレステロールと NBD を

異なる位置で結合させた 24NBDCho（図 1）および NBD のニ

トロ基をジメチルアミノスルホアミド基に変えた

24DBDCho（図 1）を新規に合成し，それらの発光特性を溶

液中，リン脂質膜中および生細胞中で検討した。 

 

【結果・考察】24NBDCho および 24DBDCho の蛍光極大波長は，ジエチルエーテル中で 518nm，

533nm，アセトニトリル中で 536nm，561nm であり，溶媒の極性の増加に伴い長波長シフトを

示す。また，プロトン性溶媒であるメタノール中では 542nm，579nm に観測され，水素結合に

よってさらに長波長シフトを示す。図２(a)に DMPC 膜存在下，35℃における 24NBDCho の蛍光

スペクトルを，(b)に DMPC 膜濃度に対する 24NBDCho の蛍光積分強度のプロットを示す。膜濃

度が増加するにつれて蛍光強度も増加しており，24NBDCho が膜中に取り込まれることがわか

る。蛍光極大波長は 547nm であり蛍光団周辺の微環境はメタノール中に近く，蛍光団は膜の

親水性領域に位置している。図２(b)のプロットを，式(1)を用いて解析し，得られた分配係

数(KP)および DMPC 膜 1mM に対する分配率()を表１に示す。 
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図２ (a)24NBDChoの35℃におけるDMPC
膜濃度に対する蛍光スペクトル
(b)DMPC膜濃度に対する蛍光積分
強度のプロット
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ここで IWは[DMPC] = 0 M のときの蛍光強度，IDMPCは

すべてのプローブ分子が膜中に存在するときの蛍光

強度，DMPCは DMPC のモル体積である。24NBDCho およ

び24DBDChoは 35℃において90%以上の分配率を示し，

効率的に膜に取り込まれることがわかる。また，15℃

では分配率が少し減少している。これは，35℃にお

いて流動性の高い液晶状態の DMPC 膜が 15℃では流

動性の低いゲル状態に相転移するためと考えられる。 
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 一般に生体膜はコレステロールを含有しているた

め，DMPC-コレステロール複合膜中における 24NBDCho

および 24DBDCho の蛍光特性の検討を 35℃，15℃で

行った。24NBDCho は 35℃，15℃において，コレステ

ロールのモル分率(Cho)に対して蛍光極大波長はほ

ぼ一定の値を示した。一方，24DBDCho は 35℃ではほ

ぼ一定であるが，15℃ではChoが 0～0.2 での蛍光極

大波長と比較して，0.2 以上では大きく短波長シフ

トを示した。これは蛍光団周辺の極性が減少したこ

とを示しており，得られた蛍光極大波長から考える

と蛍光団周辺の誘電率は 4 から 6 程度であることが

わかる。 

プローブ分子 温度 / ℃ Kp 

24NBDCho

24NBDCho

35        1.6 x 104 91
15        1.1 x 104 87
35        1.8 x 104 92
15        0.7 x 104 82

表１ DMPC膜に対する分配係数，分配率

 開発した蛍光性コレステロー

ルの生細胞内での分布の検討を

行った。図３にマウス由来マク

ロファージ細胞（Raw264.7 細胞）

の培養液に，22NBDCho，24NBDCho，

24DBDCho を最終濃度 10M にな

るように添加し，2 時間培養し

た後の蛍光顕微画像を示す。

22NBDCho と比較して開発した 24NBDCho，24DBDCho では細胞内局在が異なることがわかる。

また，24NBDCho，24DBDCho では細胞内においてコレステロールエステルが集まる脂質滴が蛍

光イメージングされている。これは 24NBDCho，24DBDCho の 3 位の OH 基が生体内でエステル

化されていることを示しており，これらが既存の 22NBDCho よりもコレステロールに近い特性

を持つことが明らかとなった。 
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図３ Raw264.7細胞の培養液に蛍光性コレステロールを添加し
2時間後に得られた蛍光顕微画像
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