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研究成果の概要（和文）：重水素を置換した４種類の脂肪酸を化学的に合成し、脂質ラフトの代表的脂質である
スフィンゴミエリン(SM)とフォスファチジルコリン(PC)を作成した。これら重水素標識脂質のIRスペクトルを指
標にして融解温度の深度依存性を調べた結果、SMおよびPCの二重膜において深度依存的な融解が観測された。SM
の融解は、熱測定で求められた脂質全体の相転移温度よりもアシル鎖末端側では低温側で始まること、PCでは比
較的同じ温度で融解することが確かめられた。また、コレステロールの添加によって顕著な融解点が消失したこ
とに加えて、SMとPCの深度依存性の相違についても過去の推定を支持する結果が得られた。 

研究成果の概要（英文）：   Four kinds of deuterium-substituted fatty acids were chemically 
synthesized to prepare 2H-labeled  sphingomyelin (SM) as a raft lipid and phosphatidylcholine (PC) 
as a control lipid. The results of 2H NMR and IR spectra of the labeled SM bilayer indicated that 
the melting temperature (mp) is depth-dependent with a lower mp for the terminal part of acyl chains
 while the melting of PC is less depth-dependent. Also, a clear melting point disappeared by an 
addition of cholesterol for both SM and PC membranes while  the conformational change of SM terminal
 chains observed in IR spectra may account for the difference in the depth dependent melting of SM 
as compared with PC.

研究分野：生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
 生体内機能の多くが、生体分子間の疎水相
互作用を含めた弱い相互作用によって担わ
れている。代表的な例として、生体膜の脂質
分子が挙げられよう。膜脂質は、一義的な化
学構造を有する小分子化合物であり、また、
その集合体である脂質二重膜は特殊な物性
を示すことによって重要な役割を果たして
いる。これらの弱い相互作用は、生命現象に
おいて薬物・受容体に代表される強い相互作
用に勝るとも劣らぬ重要な役割を果たして
いるが、その分子論的理解は意外に進んでい
ない。膜中における脂質分子の運動は NMR
などの分光法によって補足できる速度より
なるかに速いこと、また、そのフレキシブル
な配座変化を記述すためには膨大な数の配
座異性体を考慮しなければならないことが
原因となって、分子構造の議論が非常に困難
である。膜における脂質の動的配座が把握で
きていなことが障害となって、脂質二重膜の
みならず膜タンパク質・脂質の相互作用の実
験科学的な解明が大幅に遅れており、脂質動
的構造の描像は、計算科学に頼らざるを得な
いのが現状である。特に、本研究課題で取り
上げる脂質の温度依存的な相状態の変化は、
生体膜の機能に密接に関係しており、歴史的
に多くの研究が行われてきた。特に、不飽和
リン脂質が膜の流動性を向上させるのに重
要な働きをしていることが知られている。一
方で、飽和リン脂質はコレステロールととも
に「脂質ラフト」と呼ばれる比較的固い膜画
分（ドメイン）を形成することが知られてい
る。この一時的に現れる脂質ラフトが膜タン
パク質の集積や会合に重要な役割を果たし
ていることが最近分かってきた。われわれは、
この脂質ラフトを構成するリン脂質である
スフィンゴミエリンに焦点を当て研究を行
っており、今回のテーマである膜の深度方向
における脂質分子の運動性の違いが膜の固
さに与える影響に興味を持つに至った。 
 
２．研究の目的 
 脂質二重膜の相転移現象とアシル鎖の深
度依存的溶解の観測：水中で形成される脂質
二重膜では、炭化水素鎖（アシル鎖）の疎水
性相互作用が重要な働きを演じている。この
ような生体機能に重要なフレキシブルな分
子間に働く相互作用を分子論的に理解する
ために、「脂質二重膜中の脂質分子の相転移
に伴う揺らぎが深度に依存して変化する」と
の仮説を実験的に検証する。すなわち、相転
移温度として定義される狭い温度範囲で、単
一成分膜における脂質のアシル鎖は一挙に
融解するとされてきた。一方で、液晶材料な
どでは炭化水素鎖の末端から徐々に融解す
ることが知られており、これら二つの現象が
相矛盾するように思われた。本研究では、実
験科学的アプローチによって、膜構成脂質に
特有な分子運動とそれによってもたらされ
る相状態の変化を実験的に解明することを

目指す。また、この深度依存的な融解現象が
脂質膜の物性に与える影響を調べるために、
スフィンゴミエリン(SM)とファオスファチ
ジルコリン（PC）で構成される脂質二重膜に
ついて比較を行う。すなわち、SM がコレス
テロール存在下に形成する特殊な相状態で
ある脂質ラフトと深度依存的融解の関連を、
通常の細胞膜脂質である PCと比較すること
によって明らかにすることも目的とした。 
 
３．研究の方法 

a) 重水素化脂質の合成： 脂質二重膜の深度
に対応する位置に特異的に重水素を２つ
置換した脂肪酸を３種類化学合成し、ス
フィンゴミエリン(SM)およびフォスフ
ァチジルコリン(PC)に導入してスペクト
ル測定に供した。すなわち、4位、10位、
14位、16位に重水素標識した４種の炭素
数 18の脂肪酸・ステアリン酸を含有する
SMおよび PCを用いて、水和二重膜を作
成した。 

b) NMRおよび IRスペクトルによる溶解温
度の深度依存性の測定： 化学合成した膜
脂質(SM と PC)を用いて水和二重膜を調
整して、重水素固体 NMRおよび IRスペ
クトルを測定した。その際、測定温度を
厳密に制御しながら変化させることによ
って、重水素 NMR 四極子分裂幅および
IR の C-2H の非対称伸縮振動が温度依存
的に変化する様を詳しく調べた。 

c) 生体膜モデリングのためのパラメータ
の取得： 分子動力学シミュレーション
によって膜脂質の深度依存的揺らぎを
再現できるようにパラメータを研究協
力者とともに最適し、深度依存的な融解
の再現を試みた。 

 
４．研究成果 
 我々が確立した合成法に従って、重水素化
脂質を合成した。深度依存的な融解を観測す
るために、6位、10位、14位、16位の重水素標
識ステアリン酸を化学合成し、脂質ラフトモ
デルとしてスフィンゴミエリン(SM)と対照群
としてフォスファチジルコリン(PC)を調製し
た。重水素NMRおよびIRスペクトルによって、
これら２種の純粋脂質の二重膜について融解
温度の深度依存性の測定を行った。その結果、
SMにおいては、先端の16位が相転移温度より
約２℃低温で融解し、10位が相転移温度にお
いて、4位が約1.5℃高温側で溶解した。一方、
PCについては、16位と10位はＳＭと同様の融
解温度を示したが、４位は10位とほぼ同じ温
度で溶解した。また、IRスペクトルにおいて
は少し異なった傾向が観測された。すなわち、
ＳＭとＰＣ両方とも、6位と10位においてほぼ
同じ融解温度を示し、末端付近の14,16位は低
温側から徐々に融解した（図１にSMの結果を
示した）。これは、ＳＭの4位から10位の間の



アシル鎖において、ＰＣの同じ位置に比べて
揺らぎが顕著に増幅されていることを示して
おり、分子の充填状態の違いを反映している
ものと考えている。また、SMの脂肪鎖末端付
近において顕著に深度依存的な融解が観測さ
れた（末端の方が低い温度で融解し始める）。
一方で、PCの末端付近では融解はSM程大きな
深度依存性は示さなかった。 
 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．深度の異なるSM脂肪鎖の温度依存的な配座
（運動性）の変化. 波数が高いのは運動性が増すこ
とによって屈曲型配座が多くなることに対応して
いる。 
 
 次に、コレステロール(Cho)を添加して脂肪
鎖融解の深度依存性がどのように変化するか
を調べた。その結果、SM, PC両者においてCho
の添加によって明確な融解点が消失したこと
に加えて、SMとPCの深度依存性の相違につい
ても過去の推定を支持する結果が得られた。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２. スフィンゴミエリン(SM)とコレステロール
(Cho)の相互作用の模式図。フォスファチジルコ
リン(PC)膜と比べて、SM 膜では Cho が膜の深
い位置（図では下方）に位置していることを位置
（深度）依存的に重水素標識した SM および PC
を用いて解明することに成功した。 
 
すなわち、コレステロールは SM膜において
深い位置に存在し、脂肪鎖の秩序化に対する
影響は比較的末端付近まで及んでいること

を示唆した(図２)。加えて、Cho存在下、SM
脂肪鎖の末端部付近において屈曲型配座を
取る割合が低いことが示され、脂質ラフトに
おいて、SMが PCよりも強固な会合体を形成
する時にこの末端付近の配座の相違が関連
していると考えられた。なお、生体膜シミュ
レーションのための計算科学パラメータの
取得については、現在、研究協力者とともに
進めている。 
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