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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞膜におけるタンパク質集合の制御機構を解明することを目的として、脂質
膜の構造と流動性に与えるタンパク質の影響を調べた。diphenylhexatriene（DPH）の蛍光異方性を利用した研究によ
り、アミロイドβペプチドは脂質膜の流動性を低下させることが示されていた。しかし、DPHは脂質膜からペプチド、
タンパク質に移行するため、DPH蛍光異方性は脂質膜の流動性に対するタンパク質の影響を調べる目的には不適切であ
ることがわかった。そこで、本研究では、脂質膜の構造や物理的性質を調べるための新規手法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Effects of proteins on the structure and fluidity of lipid membranes were 
investigated to reveal the regulatory mechanism of protein assembly on cell membranes. Several studies 
have reported that Abeta peptide decreases fluidity of membranes based on an Abeta-induced increase in 
the fluorescence anisotropy of diphenylhexatriene (DPH). However, this study showed that the extraction 
of DPH by peptides or proteins can disturb the estimation of membrane fluidity by using the fluorescence 
anisotropy of DPH. Therefore we developed novel methods to investigate the structures and physical 
properties of lipid membranes by using Raman and CD spectroscopies.

研究分野：構造生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 
近年、スフィンゴ脂質とコレステロール
が局在する脂質ラフトと呼ばれる領域（膜
ドメイン）が細胞膜内にあることがわかっ
てきた。脂質ラフトは細胞の機能発現に際
して、必要な膜タンパク質を集めるための
動的かつ機能的な分子群であると考えられ、
必要なときだけ形成されるらしい。例えば、
T 細胞シグナル伝達の際には、刺激に応じ
てマイクロメートルスケールのドメインが
細胞膜に現れ、このドメインにシグナル伝
達に関わるタンパク質が集積される。一方、
アルツハイマー病の原因となるアミロイド
βペプチド（A）の凝集はペプチドが脂質
ラフトに集積することで促進されることが
知られており、インフルエンザウイルスは
宿主細胞により合成された自己のタンパク
質の集合場所として脂質ラフトを利用して
いる。即ち、タンパク質を集積させる脂質
ラフトの性質は、細胞の機能発現のために
必須であるばかりでなく、病気の発症とも
密接に関係している。 
既に存在する脂質ラフトに対して親和性
を示す分子の構造や特長については知見が
蓄積されつつあるが、脂質ラフトの形成と
消滅の制御機構は依然として不明である。
本研究を立案するにあたり、研究代表者は
自身が行なってきた研究成果を基に、タン
パク質-脂質相互作用により誘起される脂
質膜の物理的性質（パッキング、流動性な
ど）の変化が、タンパク質集積場としての
脂質ラフト形成・崩壊のトリガーとなる可
能性があると考えた。本研究の背景を、以
下に整理して記す。 
（1）脂質ラフトにおける脂質膜は秩序液体
相と呼ばれる、脂質分子が密にパッキング
された状態にある。高コレステロール含量
のため、ラフト内の流動性はゲル相と比べ
れば高い状態で保たれるものの、ラフト外
の液晶相に近い膜領域と比べれば低下して
いると予想される。研究代表者は、脂質膜
に対する Aの親和性が、液晶相からゲル相
への膜相転移により顕著に増大することを
見出し、ペプチドが膜の秩序性の違いを識
別する能力を有することを初めて示した
[Yoda et al. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 376, 56-59 (2008)]。即ち、細胞
の脂質二重膜は流動性を持つことにより膜
タンパク質の側方への動きを許容するのみ
ならず、膜内で流動性やパッキングの高低
のコントラストをつけることにより、タン
パク質を局所に集めることができる可能性
がある。 
（2）一般に、ペプチドやタンパク質は脂質
膜に結合して、その周囲の膜の流動性に影
響を及ぼすことが知られている。研究代表
者は、過去の研究において脂質膜の流動性
に対する Aなどのペプチドの結合の影響
を調べており、特定の脂質組成や相状態の

膜に対して強い流動性抑制効果が現れるこ
とを見出した。 
（3）以上の知見および考察から、ある種の
タンパク質は脂質膜に結合することによっ
て結合部位周囲の膜の流動性やパッキング
に影響を及ぼし、他のタンパク質に対する
親和性が高い部位を膜内に生じさせること
により、タンパク質集積場形成のトリガー
となることが予想された。 
一方、脂質膜の流動性は、脂質膜結合性
プローブの蛍光異方性やモノマー・エキサ
イマー発光比を用いて、プローブ分子の動
き易さを指標とすることで間接的に評価さ
れている。脂質膜の流動性制御メカニズム
が未だに解明されていないことの背景には、
これらの汎用的手法はタンパク質と脂質の
相互作用に関する情報を与えないことがあ
ると思われる。 

 
２． 研究の目的 

 
本研究は、脂質膜の構造と流動性に与える
タンパク質の影響をラマン分光法などの構
造解析手法を用いて調べることにより、細
胞膜におけるタンパク質集合の On-Off ス
イッチ機構を解明することを目的とする。 
具体的には、流動性を評価する汎用手法で
ある蛍光法に、ラマン分光法から得られる
タンパク質アミノ酸側鎖のミクロ環境と脂
質分子の構造に関する情報、さらに円偏光
二色性から得られるタンパク質二次構造の
情報を組み合わせることにより、次の２点
を明らかにする。 
① タンパク質による脂質膜流動性促進お
よび抑制の分子メカニズムを明らかにする。 
② タンパク質により誘起される脂質膜流
動性の減少が他のタンパク質の集合のトリ
ガーとなる可能性を検証し、そのメカニズ
ムを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 
  アミロイドβペプチド（Aβ1-42）は和
光純薬製の市販品を購入した。プリオンタ
ンパク質の中央部疎水領域に相当するペプ
チドは現有のペプチド合成器を使用して合
成し、HPLC にて精製した。ホスファチジル
コリン等の脂質は Avanti Polar Lipids 社
製の市販品を購入した。リポソームは超音
波法により調製した。ラマンスペクトルと
CD スペクトルはそれぞれ JASCO NRS-3100
と JASCO J-820 を用いて測定した。 

 
 
４．研究成果 
 
（１）脂質分子のパッキング状態がタンパ
ク質の脂質膜に対する親和性に与える影響 
 細胞膜には、周囲の膜とは組成や物理的
性質の異なるミクロドメインが点在し、プ



リオン病やアルツハイマー病など神経変性
疾患の発症と密接に関わっていると考えら
れているが、本研究により、プリオンタン
パク質の中央部疎水領域とアミロイドβペ
プチド（Aβ）は、両者に共通する特徴とし
て、構成脂質が密にパッキングするラメラ
ゲル相膜に対して高い親和性を持つことが
明らかになった。さらに、膜の相の違いは、
親和性のみならず、ペプチドの二次構造に
も影響する可能性も示された。これまでに
得られた結果から、ペプチドの病原型構造
への転移メカニズムを解明するには、糖鎖
や電荷など膜表面の化学組成・性質のみな
らず、脂質分子のパッキング状態がペプチ
ドと膜の相互作用に与える影響も考慮に入
れる必要があることが示された。 
 
（２）脂質膜の流動性、秩序性等の物理的
性質を計測するための新規手法の開発 
現在、脂質膜の流動性を見積もる方法と
し て 、 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene 
(DPH)の蛍光異方性が汎用されている。過去
に行われた多くの研究により、細胞膜やリ
ポソームに Aβを添加すると、膜中の DPH
の蛍光異方性が増大することが報告されて
いる。これを根拠として、Aβは脂質膜の流
動性を低下させる作用を持つと考えられて
いる。 
本研究において、DPH を含む脂質膜に A
βを添加することによる DPH 蛍光異方性の
変化を調べたところ、顕著な増大が観測さ
れ、過去の結果を再現した。しかし、脂質
分子の分子間相互作用に鋭敏であることが
知られる脂質膜のラマンスペクトルは Aβ
を添加しても全く変化せず、Aβが脂質膜の
流動性を低下させるという従来の説明と矛
盾を生じた。 
一方、DPH を含む脂質膜に Aβを添加する
とアキラルな分子であるDPHのCDが観測さ
れた。脂質分子はキラルであるため膜内に
含まれるDPHのCDを誘起する可能性がある
が、脂質の D 体、L 体に依らず DPH の誘起
CDは正の符号を持っていた。この結果から、
観測された DPH の CD は脂質ではなく、Aβ
により誘起されたことがわかった。即ち、
DPH を含む脂質膜に Aβを添加すると、DPH
が脂質膜から脱離して、会合状態にある A
βペプチドと結合すると考えられる。DPH
の動きは Aβのオリゴマーや線維に結合す
ることにより強く制限されると考えられる
ため、DPH 蛍光異方性は、脂質膜の流動性
を正しく反映しない可能性がある。本研究
により、DPH 蛍光異方性は、Aβ共存下では
膜流動性の計測手段として不適切であるこ
とが示された。 
本研究の目的である、タンパク質による
脂質膜流動性促進および抑制の分子メカニ
ズムを解明するためには、従来、最も汎用
されていた DPH 蛍光異方性は利用できない
ことがわかったため、新たな手法を開発す

る必要が生じた。本研究で開発に成功した、
流動性、その他の膜の物理的性質を計測す
るための新規手法は以下の通りである。 
① 脂質膜に結合させたアゾベンゼン誘導
体の共鳴ラマン散乱を利用して脂質膜の秩
序性を計測する新規手法を開発した。見出
された共鳴ラマンプローブと顕微ラマン分
光装置を組み合わせると、単一細胞中の径
1μm程度の限られた領域の膜秩序性を計測
することも可能である。 
② コレステロールが脂質膜中において会
合する性質は膜タンパク質の集合・離散の
制御に重要な意味を持つと考えられている。
蛍光性のコレステロール誘導体である
dehydroergosterol（DHE）を用いて膜中に
おける存在状態の解析が試みられた例はあ
るが、会合した DHE は自己消光により蛍光
を発さなくなるという問題があった。本研
究では、DHE の円偏光二色性を用いて会合
状態の解析が可能であることを明らかにし
た。 
 本研究の成果を踏まえると、Aβやその他
のタンパク質が脂質膜の流動性に与える影
響を調べた過去の研究の多くは再検証され
る必要があると思われる。本研究で開発さ
れた新規手法は、脂質膜の構造・物性研究
に広く用いられると期待される。 
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