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研究成果の概要（和文）： 我々は、自然免疫反応のリガンド分子であるリポ多糖（LPS）と生

体膜がどのように関わりあっているかを固体ＮＭＲにより明らかにした。まず、LPS と種々の

リン脂質成分との混和性により、膜中での LPS の分布や膜の形態が影響を受けることを明らか

にした。また、リン脂質のみで構成されている二重膜や、ラフト形成膜の中での、LPS や膜脂

質の運動性を解析した。さらに、ラフト形成膜において ReLPS の存在がラフト領域を拡大す

ることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We clarified how Lipopolysaccharide (LPS), the ligand of innate immune 
response, and biomembrane interact by using a solid-state NMR. First, we examined the effect of LPS 
on membrane morphology and LPS distribution patterns in the membrane based on the miscibility 
between LPS and individual phospholipid compositions. Then, molecular motions of the LPS and 
phospholipids were evaluated in the pure phospholipid membrane and raft-forming membrane. Further, 
we clarified that LPS induces expansion of the raft area in the raft-forming membrane. 
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１．研究開始当初の背景 
 
リポ多糖(LPS)はサルモネラ菌や大腸菌など
のグラム陰性菌の細胞壁外層を埋め尽くし
ており、自然免疫系の代表的な鍵物質として
最近注目されている。しかし、LPS を高感度
に捉える Toll 様受容体が認識する際に、そ

の反応の場である動物細胞側の細胞膜がど
のような働きをしているのかどうかは未だ
に明らかではない。そこで我々は主に固体
NMR 法を用いて、LPS と膜脂質との相互作用
を解析し、自然免疫の基本的な機構を解明す
ることを計画した。 
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２．研究の目的 
 
LPS と脂質二重膜との相互作用を解析する。 
具体的には、まず、LPS が存在することによ
り動物細胞が影響を受けるか、すなわちリポ
多糖が直接的に脂質二重膜の状態に影響す
るかをみる。また、LPS が膜上でどのように
局在しているかを観測する。膜脂質の運動性
が LPSの存在によりどのように影響を受ける
か、また LPS 自身の運動性が膜の構成により
どのように変化するかを解析する。さらに、
LPS がラフト形成膜に与える影響を解析する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)全ての実験には非標識のLPSとこれを13 
Cや15Nで同位体標識したものとが必要であ
る。活性部位であるリピドAの多糖の部分に
3-デオキシ-D-マンノオクツロソン酸（Kdo）
が２残基結合したRe型LPS（ReLPS）は、ほ
とんどのLPSに含まれている基本骨格であ
り、ReLPSには細胞壁を形成するために必要
な要素が含まれていると考えられる。そこ
で、大腸菌からのReLPSを抽出、精製を試み、
必要量のサンプルを準備する。 
 
(2)リポ多糖が存在することにより脂質膜
が受ける形態変化を、膜を構成するリン脂
質の 31P 固体 NMR スペクトルにより観測す
る。 
 
(3) GUV 膜や平面膜中での ReLPS の局在や、
ReLPS の存在が平面膜上でのリン脂質の側方
拡散速度に与える影響を、顕微鏡を用いて観
測する。 
 
(4) 純粋にリン脂質のみからできる脂質二
重膜とラフトを形成している膜中での、
ReLPS とリン脂質の運動の速さを固体 NMR を
用いて解析した緩和時間の値から比較する。
また、ReLPS がラフト形成膜に及ぼす影響を
観測する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 31P の固体 NMR スペクトルにより、ReLPS
の一部は脂質二重膜に挿入することがわか
った。また、ReLPS 存在下では、脂質膜の構
造は脂質の構成に依存して大きく変化する
こ と が わ か っ た 。 特 に ReLPS は egg 
L-α-phosphatidylcholine (Egg-PC)を多く含
んだ膜では膜のミセル化を起こすが、
phosphatidylethanolamine （PE）を多く含
んだ膜ではそのようなミセル化は起こさな
いことがわかった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 各種リン脂質からなる多重層リポソーム

（MLV）の 31P NMR スペクトル 

(a) egg L-α-phosphatidyl-choline (egg-PC) 
(b) egg-PC /1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycerol 

-3-phosphoglycerol (POPG) (9:1) 

(c)1,2-Dielaidoyl-sn-Glycero-3- 

Phosphoethanolamine (DEPE) 

(d) E.coli polar lipid extract 

(e)マクロファージの細胞膜を模倣した膜 PLM・  

([egg-PC]:[E.coli-PE]: [Bovine- sphingomyelin 

(SM)] : [Brain- phosphatidylserine (PS)] 

= 1 : 0.7 : 0.5 : 0.4 ） 

 
(2) GUV 膜や平面膜中での ReLPS の局在を顕
微鏡を用いて観測をしたところ、どちらのモ
デル膜中でも ReLPS は Egg-PC のみから構成
される脂質二重膜中に均一に挿入していた。
一 方 、 Egg-PC に 負 電 荷 を 持 つ
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosp
hoglycerol （POPG）を少量混ぜて作成した
膜に対しては、ReLPS は部分的に挿入し、二
重膜の表面に非ラメラ相の会合体が観測さ
れた。 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 平面膜の蛍光顕微鏡画像 
（左）[EggPC] : [LPS] = 10 : 1 
（右）[EggPC] : [POPG] : [LPS] = 9 : 1 : 1  
Bar = 5 μm 

 

 



 

 

(3) ReLPS と EggPC と POPG をいろいろなモ
ル比で混ぜて作成した平面膜上での、リン脂
質の拡散速度を顕微鏡を用いて測定したと
ころ、ReLPS が多いほど脂質の拡散速度は遅
くなることがわかった。さらに、ReLPS 存在
下では、POPG の濃度が高いほど拡散速度は遅
くなることがわかった。このように、膜を構
成するリン脂質の性質は ReLPSの膜中での分
布や脂質膜の会合体の構造、そして物理化学
的な性質に敏感に影響を及ぼすことがわか
った。これは、ReLPS と個々のリン脂質成分
との混和性によると思われる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ リン脂質の側方拡散係数の ReLPS 濃度依

存性（２５℃）. [ ReLPS ] : [ Lipid ] = 0 : 100 (●), 
1 : 50 (▲), 1 : 20 (□), 1 : 10 (○). 
 
(4) 最近生体膜中のラフト領域がシグナル
伝達のプラットホームとして注目されてい
る。そこで我々は、自然免疫反応の際には、
生体膜と LPSがどのように関わりあっている
かを固体ＮＭＲにより明らかにした。まず、
リン脂質である phosphatidylethanolamine
（PE）のみで構成されている二重膜や、リン
脂質の他にスフィンゴミエリンやコレステ
ロールを加えて作成した人工的なラフト膜
の中での、ReLPSや膜脂質の運動性を固体 NMR
により解析した。その結果、ReLPS の回転系
におけるプロトンの縦緩和時間 T1ρ

Hは膜脂質
に比べ約 100 倍長く、膜脂質に比べて非常に
遅く動いていることがわかった。ReLPS が結
合した PE 二重膜では、膜脂質は結合してい
ないものと比べると、動きの遅い ReLPS によ
り運動が制限されていることがわかった。ま
た、ReLPS はラフト形成膜中でも PE 二重膜中
と同様にゆっくりと動いていた。 
 
(5) さらに、DEPE のカルボニル炭素の線形や
化学シフトの値から、ラフト形成膜において
ReLPS の存在がラフト領域を拡大することが
明らかになった。ReLPS は自分自身が飽和し
たアシル鎖を６本も持っていることより、
ReLPS の存在が脂質二重膜中の周りの膜脂質
のアシル鎖のオールトランス構造を誘起す
る効果があると思われる。このように、ReLPS

は周りの膜には影響を及ぼす一方、自分自身
は周りの環境が変わろうとも同じペースで
運動していた。自然免疫反応の際には、ReLPS
が膜に挿入することにより、反応の場である
ラフト領域を自ら拡大することで受容体で
ある TLR4 との結合が容易になり、よりシグ
ナルが伝達されやすくなっていることが考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 13C MAS NMR スペクトルのカルボニル領域 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ ReLPS の存在による DEPE/SM/Chol 膜の相変

化 
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