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研究成果の概要（和文）：　脂質二分子膜内外の分子の運動をNMRで直接観測し、膜の熱的な揺らぎにもとづく物質の
輸送過程を明らかにした。まず、観測困難な“細胞サイズベシクル（直径10～20 μm）”中の分子の運動状態が、汎用
されるナノサイズベシクル（直径100 nm前後）と異なることを見出した。次に、膜内コレステロールが膜揺らぎを調節
して、物質輸送を制御する様子を明らかにした。
　さらに、揺らぎによる膜透過を、生きた細胞を用いてNMRリアルタイム計測し、速度論解析を行うことがが可能とな
った。このような動的NMRによる速度論解析が、ペプチド鎖の切断など、ペプチドの生化学反応の時間分解計測に適用
可能であることを見出した。

研究成果の概要（英文）： Molecular dynamics in membrane inside and outside was quantified by 
multinuclear, dynamic NMR in situ, in relation to the thermal fluctuation of membranes. First, the lipid 
membrane dynamics was successfully characterized in cell sized vesicles (CSVs) of 10-20 μm-diameters by 
using solution-state NMR. The dynamic structure of CSVs was found to be different from nano-sized 
vesicles of ~100 nm-diameters frequently used. The contribution of membrane fluctuation to molecular 
transport was also quantified in the presence of various amounts of cholesterol in the membrane.
 The peptide permeation to living cell inside was also observed by real-time in-cell NMR in situ and 
analyzed by first-order kinetics. Such kinetic approach was also applicable to time-resolved studies of 
biochemical reactions in peptides such as peptide bond cleavage in human-lens crystallin fragment in 
situ.

研究分野： 生物物理化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
薬物や化学物質、生理活性ペプチドやタン

パク質などの生体膜への輸送機構（ドラッグ
デリバリー）は、種々の薬理作用、機能や毒
性の発現に密接に関与している。薬物の多く
は血液中を移動して細胞膜に取込まれ、膜中
を透過した後、標的とする受容体に結合する。
従って、薬物の細胞膜への取込みや膜内にお
ける輸送過程を明らかにすることができれ
ば、活性の発現や毒性を制御し、薬効や副作
用を予測する上で有効な情報が得られるも
のと期待される。一方、生体膜はソフトな空
間であり、生理的条件下で絶えず揺らいでい
る。このような膜のなかの分子の運動や揺ら
ぎが、薬物輸送に重要な役割を果たすと考え
られる。 
 しかしながら、膜系の運動・揺らぎを研究
する手段は、蛍光プローブ法や試料を高速で
回転する固体 NMR 法などに限られており、
薬物輸送や膜のなかの分子を「自然のまま」
の状態で

．．．
定量解析する方法は、ほとんど確立

されていなかった。このような状況の下で、
研究代表者の岡村は、膜の自然な熱揺らぎと
関係した薬物の運動状態や輸送のプロセス
をそのまま

．．．．
の状態で観測するために、高分解

能溶液 NMR による膜研究を開始した。これ
までに、科学研究費基盤研究(C)(2)「リン脂
質二分子膜中の内分泌撹乱物質の輸送解析」
（平成 14-15 年度）、萌芽研究「熱揺らぎに基
づくリン脂質二分子膜中のイオンの輸送機
構」（平成 16 年度）、基盤研究(C)「高感度高
分解能 NMR による脂質ラフトの動態解析」
（平成 17-18 年度）、基盤研究(C)「膜の熱揺
らぎとドラッグデリバリーに関する動的多
核 NMR 解析」（平成 20-22 年度）、新学術領
域研究「揺らぎが機能を決める生命分子の科
学」（公募研究）「生体膜の揺らぎによる薬物
の輸送機構の動的多核 NMR 解析」（平成
21-22 年度）の交付を受け、溶液 NMR とパル
ス磁場勾配スピンエコー法を組み合わせて、
膜のなかの遅い運動を検出し（Phys. Rev. Lett. 
93, 248101 (2004)）、膜の熱揺らぎによる低分
子薬物の輸送過程(図 1)について、薬物の結合
量、結合・解離速度、膜のなかの拡散速度を
定量化することに成功した（J. Chem. Phys. 
129, 215102 (2008); Chem. Phys. Lett., 474, 357 
(2009); J. Phys. Chem. B., 115, 11074 (2011); 
Biophysics, 7, 105 (2011)）。 

２．研究の目的 
 本研究では、これまでに確立した高分解能
溶液 NMR とパルス磁場勾配スピンエコー法
を組み合わせた薬物輸送過程の定量解析の
方法論を「ポリペプチドの運動と膜透過の解
析」に拡張することを目的とした。高分解能
溶液 NMR、動的多核 NMR を用いて、以下を
行うこととした。 
(1) まず、ペプチドの拡散や膜透過の場とな

る“生体膜”の熱的な揺らぎに焦点を当て、
実際の細胞膜に近いモデルとして期待さ
れる直径 10～20 m の巨大ベシクル膜中
のリン脂質の動的な構造を明らかにする。
その上で、膜の揺らぎが疎水性物質によ
っていかに制御されるかを探る。 

(2) 膜の揺らぎを制御するコレステロール 
(図 2) によって、物質の拡散・膜透過が
どのような影響を受けるかを明らかにす
る。 

(3) ソフトな膜のなかの「ポリペプチド」の
運動を直接観測し、脂質二分子膜の熱的

．．

な揺らぎ
．．．．

にもとづくポリペプチドの輸送
過程を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞サイズベシクル膜の熱揺らぎ 
 ①細胞サイズベシクルは、卵黄ホスファチ
ジルコリン (EPC) と卵黄ホスファチジルグ
リセロール (EPG) （モル比 4:1）を構成成分
とする薄膜を作成後、37 ℃で静置水和法に
より調製した。比較のために、直径 100, 400, 
800 nm の一枚膜ベシクルを通常のエクスト
ルージョン法により調製した。必要に応じて、
疎水性物質をリン脂質に対して 10 mol%添加
した。 
 ②ベシクルの動的な構造は、1H-NMR、
31P-NMR によって観測した。リン脂質 1H シ
グナルの化学シフト、半値幅、緩和時間、31P
シグナルの化学シフト異方性を評価した。膜
の揺らぎは、リン脂質の親水部コリンメチル
基のプロトンと、疎水部アルキル鎖のメチレ
ン基・メチル基のプロトン間の距離情報を与
える 1次元過渡的 1H-1H 核オーバーハウザー
効果 (nuclear Overhauser effect, NOE) を観測
して、シグナル強度から定量的に評価した。 
 
 (2) コレステロールによる揺らぎと物質輸送 
 ①フッ素原子を含む麻酔剤・セボフレン 
(CH2F-O-CH(CF3)2)を用いて、膜輸送の動的多
核 NMR による検討を行った。 50 mM 
NaCl/D2O 中に過剰のセボフレンを滴下し、約
24 時間撹拌し、溶液部分をセボフレン水溶液
として使用した。溶液濃度は 300 M であり、
臨床で用いられるセボフレンの血中濃度に対図 1. 膜の揺らぎと 

薬物輸送の模式図. 

図 2. コレステロール
（黄色）と膜構造.  



応した。一方、モデル膜として、EPC、EPG、
コレステロールを構成成分とする直径 100 nm
のベシクルを用いた。ベシクルは、50 mM 
NaCl/D2O を溶媒としてエクストルージョン
法により調製した。EPC、EPG の組成は、モ
ル比 4：1 に固定した。総脂質量 (EPC+EPG+
コレステロール) を一定（40 mM）とし、コ
レステロール含量を 0—40 mol%の間で変化さ
せた。ベシクル懸濁液とセボフレン水溶液を
体積比 1:1 で混合した後、NMR 計測を行った。 
 ②NMR 計測 セボフレンは、1H および 19F 
NMR で同時計測した。また、縦緩和時間は、
19F NMR を用いて反転回復法により算出した。
拡散係数は、パルス磁場勾配スピンエコー19F 
NMR 法により見積もった。一方、膜脂質は、
1H NMR を用いて評価した。計測はすべて
30 ℃で行った。 
 
 (3) アルギニンペプチドの膜透過 
 フッ素標識した膜透過ペプチド・オクタア
ルギニンをヒト白血病細胞株 HL60 に添加後、
分単位の時間分解で 19F NMR スペクトル測
定を行った。温度はエンドサイトーシスがな
い 4 °Cで実施した。膜透過の各過程を一次の
反応速度論でモデル化し、それぞれ、反応の
速度定数・平衡定数・ギブズエネルギー変化
を求めた。さらに、NMR 計測後に、細胞生
存をトリパンブルー染色で確認した。平衡後
のオクタアルギニンの細胞内分布は、可溶
化・遠心分離操作により得られた各々の細胞
画分について、19F NMR で定量した。 
 
(4) ペプチド結合切断の時間分解計測 
 ペプチド中のアスパラギン酸残基(Asp)で
選択的に見られるペプチド鎖の切断反応に
焦点を当てた。水晶体タンパク質A クリス
タリンの 51—60 断片（S51LFRTVLD58SG60: 
L--および D--Asp58）、B クリスタリンの
61—67 断片（F61D62TGLSG67: L--および
D--Asp62）を合成し、酢酸バッファー(pD4)
に溶解させた。所定の温度に到達後、ペプチ
ドのシグナル変化を、1H NMR を用いて in situ
で計測した。 ペプチド鎖の切断によって生
じる C 末端 Asp58 および 62、N 末端 Ser59、
Thr63 の濃度変化をリアルタイムで同時計測
した。この変化を一次反応の速度式 

 Cter = Cnon0 (1- e-kt )   

（ただし、Cter は切断によって生じたペプチ
ド断片濃度、Cnon0は切断前のペプチドの初濃
度、t は時間、kは速度定数）にフィッティン
グすることにより反応の速度定数を算出し、
比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1)細胞サイズベシクル膜の熱揺らぎの解明 
 実際の細胞膜に近いモデルとして期待され
る直径10～20 mの巨大ベシクルを対象とし
て、膜中のリン脂質のダイナミクスを高分解
能溶液NMRで初めて観測した。細胞サイズの
ベシクルでは、膜のモデルとして汎用される

ナノサイズのベシクル (直径100～800 nm)と
動的な構造が著しく異なることを見出した。 
 細胞サイズベシクル中の脂質分子の環境や
局所的な運動状態は、曲率の大きなナノサイ
ズのベシクル中とほぼ同じであった。しかし、
リン脂質分子全体の回転運動 (tumbling) は、
細胞サイズベシクル中で遅くなることが分か
った。回転運動に起因する分子回転相関時間
cは、細胞サイズベシクル中でサブ秒～秒と
計算され、ナノサイズベシクル中の相関時間
（ピコ秒～ナノ秒）よりも著しく大きかった。
原子核間の距離情報から膜表面の凹凸を見積
もることが可能なNMR 核オーバーハウザー
効果（NOE）を利用して、リン脂質の垂直方
向の揺らぎ（突出運動 Protrusion）が細胞サイ
ズの膜中においても依然として頻繁に起こっ
ていることを見出した（図3）。この結果は、
細胞サイズベシクルのような曲率が小さい膜
中においても、リン脂質が膜面に垂直に揺ら
いでいることを示す
ものである。さらに、
膜のこのような揺ら
ぎが、疎水性物質に
よって、制御される
ことも明らかにした
（図4）。 
 リン脂質の突出運
動は，水中から膜中
への物質の取り込み
や膜透過のメカニズ
ムと密接に関係する
ものと考えられ，こ
の意味で非常に重要
である。成果は、
Chem. Phys. Lett. 誌
(2013 年 ) お よ び 
Membrane誌(2015年) 
に掲載され、後者は
論文賞を受賞した。 
 
(2)コレステロールによる膜の揺らぎ制御と拡
散・膜透過の相関解析 

 生体膜に存在するコレステロールが、物質
輸送をいかに制御するかを明らかにするため
に、フッ素原子を含む麻酔剤・セボフレン 
(CH2F-O-CH(CF3)2)の膜輸送に関する多核

図 3. 細胞サイズベシクル中の膜の揺らぎ. 
(Chem. Phys. Lett., 2013 より) 

図 4. 疎水性物質に
よる揺らぎの制御 . 
(Membrane, 2015 よ
り) 



NMR解析を行った。セボフレンの膜への取り
込みが、コレステロールによって抑制される
ことを、セボフレンの1Hおよび19F NMR化学
シフト、緩和時間、拡散係数から定量的に明
らかにした(図5）。コレステロールによる膜の
流動性・揺らぎの低下がセボフレンの取り込
み効率を下げることを、膜脂質の拡散測定か
ら見出した。成果は J. Oleo Sci. 誌 (2014年) 
に掲載された。 
 
(3) 細胞膜の揺らぎによるアルギニンペプチ
ドの輸送過程の計測と速度論 
 親水性でありながら、疎水性の細胞膜を透
過するといわれているオクタアルギニンにつ
いて、膜の熱揺らぎにともなうヒト白血病細
胞株への輸送過程を、NMRを用いて分単位の
時間分解で計測した。細胞内のペプチドを識
別するために、フッ素標識したペプチドを合
成して使用した。ペプチドが細胞膜表面の糖
鎖に結合した後、膜を透過して細胞質に入る
過程について、19F NMRシグナルの化学シフ
ト・強度の変化をリアルタイムで計測した。
各々の過程のペプチド濃度の推移を明らかに
し、これをもとに、定量的な速度論解析を試
みた。細胞分画とNMRを組み合わせて、アル
ギニンペプチドが細胞膜を透過して、細胞質
に入ることを確認した。揺らぎによる生きた
細胞へのペプチドの輸送を理解するためには、
信頼性の高いモデルと解析法を構築すること
が重要である。細胞系のリアルタイム計測に
もとづく信頼性の高い解析法の確立を目指し
て、平成27年度より新たにスタートした基盤
研究(C)「In-Cell NMRによる生きた細胞へのリ
アルタイム定量解析」において、さらに検討
を行う予定である。 
 
 
 

(4)ポリペプチドの反応の時間分解計測 
 本研究課題で用いた動的NMR解析の方法
論が、ポリペプチド自体の生化学反応のリア
ルタイム計測に応用できることを新たに見出
した。ポリペプチドの特定の残基で自発的に
進行するペプチド結合の切断の様子を高分解
能溶液1H NMRで初めてリアルタイム計測し
(図6)、反応の速度論解析を実施した。その結
果、通常のL-アミノ酸に比べて、異常なD-
アミノ酸を含む配列では、ペプチド鎖の切断
が起こりにくいことを量的に明らかにした。
得られた知見は、目の水晶体タンパク質・ク
リスタリン中で、加齢にともなって異常型
D--Aspの蓄積が促進されるメカニズムの解
明につながるものと期待される。また、異常
型アミノ酸の蓄積によってタンパク質の構造
や機能が変化し、白内障など加齢による疾患
を引き起こす仕組みの解明とその予防に向け
て、本研究の果たす役割は大きいと考えられ
る。成果は、英科学誌サイエンティフィック・
リポーツ電子版 (2016年) で公開された。 
 
 以上、本研究では、膜揺らぎにともなう分
子の運動を動的多核NMRでin situ計測し、定
量化した。これによって、従来観測すること
が困難であった“細胞サイズベシクル（直径
10～20 m）”中の脂質分子の環境や局所的な
運動状態を明らかにすることができた。さら
に、膜の揺らぎをコレステロールで制御して、
物質輸送に与える揺らぎの影響を定量的に評

図 5. 膜中のコレステロールによるセボフレ
ンの取り込み抑制. 縦軸はセボフレンの取り
込み量を規格化したもの.□, ◆は、緩和時間, 
拡散係数から算出した結果を示す. (J. Oleo 
Sci., 2014 より) 

図6. (A) L--および (B) D--Asp58を含むA
クリスタリン 51—60 断片のペプチド鎖切断
にともなう 1H NMR スペクトル変化.矢印↓
とアステリスク*は、それぞれ切断後に生じ
た C 末 Asp58、N 末 Ser59 を示す. D--Asp(B)
の方が反応の進行が遅いことが分る. (Sci. 
Rep., 2016 より) 
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価することが可能となった。また、本研究で
用いた動的多核NMRによる速度論解析は、ポ
リペプチドの反応の時間分解計測に適用可能
であることを見出した。今後、アミロイドベ
ータなど種々のペプチドについて、構造や凝
集状態の変化をリアルタイムで解析すること
が可能となる。前処理やプローブを使用する
ことなく、自然な状態での観測が可能な優れ
た解析法として、NMR計測が幅広く展開され
ることを期待したい。さらに、本研究におい
て、アルギニンペプチドに代表される膜透過
ペプチドの細胞への物質輸送のin situ 計測が
可能となったことから、今後、生きた細胞に
おける膜の熱揺らぎと輸送の相関解析に向け
て、研究を継続する。すでに述べた通り、平
成27~29年度に科学研究費（基盤研究C）
「In-Cell NMRによる生きた細胞へのリアル
タイム定量解析」（課題番号15K05401）の交
付を受け、生きた細胞系における信頼性の高
いドラッグデリバリー研究の確立を目指す。 
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