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研究成果の概要（和文）：ディスク状の脂質―ポリペプチド複合体、ナノディスクは最小の脂質二重層構造をもつナノ
粒子である。本研究では物理化学的なアプローチによって、ナノディスクの形成や構造安定に寄与する因子として、脂
質組成の影響やポリペプチドの構造的特徴を明らかにした。また、ナノディスクが自発的に生成する系や、ナノディス
クが連銭状に会合する系を構築することに成功した。これらの知見により、ナノディスクの応用展開を図る上での分子
基盤を構築することができた。

研究成果の概要（英文）：Nanodisc is a discoidal lipid-polypeptide complex, which possesses a minimum unit 
of lipid bilayer. In this study, we clarified influence of the composition of lipids and the structural 
characteristics of polypeptides on the formation and stability of nanodiscs by physicochemical 
approaches. In addition, we succeeded in newly constructing systems of self-replication and 
rouleaux-formation of nanodiscs. These findings will contribute to construction of a molecular basis of 
these nanoparticles and to their development and application.

研究分野： 生物物理化学
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１．研究開始当初の背景 
 血漿中の高密度リポタンパク質は生成時
にはディスク状を呈する。この粒子はアポリ
ポタンパク質とリン脂質から人工的に作成
することが可能で、ナノディスクとよばれる。
我々はこれまでに、ナノディスクからのリン
脂質の解離速度がベシクルよりも約 20 倍も
速いこと、不飽和アシル鎖リン脂質を用いる
と、平面構造だけでなく鞍状曲面を有する粒
子が得られること、アポリポタンパク質の代
わりに両親媒性ペプチドを用いると、静的・
動的特性の大きく異なる粒子が得られるこ
とを明らかにした。さらに、ナノディスク形
成過程を評価した際、ナノディスクがスタッ
クした透過型電子顕微鏡（TEM）画像が得ら
れるが、この連銭状構造の形成はネガティブ
染色によるアーティファクトと考えられる
ものの、面白いことに、飽和アシル鎖リン脂
質のナノディスクで見られるこの現象は不
飽和リン脂質ではほとんど観察されない。こ
のことは、脂質組成に応じて粒子の形状が決
定され、それが、多価カチオンをトリガーと
する高次集合体の形成を左右することを意
味している。これらの結果から、ナノディス
クの構造安定性に関わる因子を明らかにす
るとともに、ナノディスクの高度集積・離散
化のスイッチングを行って新規な機能性を
有する脂質二重層を創成する研究を着想し
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まず、種々の脂質組成条件で
ナノディスクを調製し、そのサイズ分布や生
成率を評価することにより、ナノディスクの
構造安定化に寄与する脂質の化学構造の因
子を明らかにすることを目的とした。また、
ナノディスクに対し、外的因子を加えたとき
の高次構造変化を検出し、脂質、タンパク質
の組成、外的因子の種類の違いによる高次構
造化様式の差を解析することで、脂質間の相
互作用や静電相互作用を利用してナノディ
スクの集積・解離を制御するシステムを開発
することを目指した。さらに、両親媒性ペプ
チドを連結させる Native Chemical Ligation
（NCL）反応をナノディスク形成に適用し、
少量のナノディスク存在下においてペプチ
ドとベシクルからナノディスクがさらに生
成される、新規の自己複製系を構築するとと
もに、安定なナノディスクを作成する手法に
ついて検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)ナノディスク形成の脂質組成依存性 
 コール酸透析により、アポリポタンパク質
A-I（apoA-I）とリン脂質からなるナノディ
スクを調製した。調製時の温度やリン脂質と
apoA-I のモル比（25:1〜100:1）、リン脂質の
種類を変え、得られる粒子の大きさをサイズ
排除クロマトグラフィーにより評価した。ナ
ノディスクの脂質頭部領域のパッキングを

dansyl-PE の蛍光寿命により評価した。また、
アシル鎖領域のパッキングをDPHの時分割蛍
光異方性測定により評価した。 
 
(2) ナノディスクの高次構造化 
 高次構造化の検出に蛍光脂質間のエネル
ギー移動（FRET）を利用するため、FRET ドナ
ーとしてNBD、アクセプターとしてRhodamine
でラベルされたリン脂質を少量含むナノデ
ィスクをそれぞれ調製した。ナノディスクの
溶液中でのスタッキングをこれらの蛍光脂
質間のエネルギー移動（FRET）により評価し
た。さらに TEM によりスタッキングの状態を
観察、確認した。 
 
(3) NCL 反応を利用したナノディスク形成 
 11 残基アミノ酸からなる２種類のペプチド
を Fmoc 固相合成法により得た。これらはそ
れぞれ単独では脂質膜可溶化能をもたない
が、片方のペプチドは C末端にチオエステル
構造を、また、もう一方のペプチドは N末端
にシステインを有しており、両者が NCL 反応
によって連結されるとはじめて膜可溶化能
をもつように設計している。これらのペプチ
ドによるベシクルの可溶化反応を散乱光強
度の減少によって評価した。また、C 末端に
チオエステル、N 末端にシステインを有し、
head-to-tail で逐次連結できるように設計
したペプチドを合成した。このペプチドによ
るナノディスク形成反応を散乱光強度によ
り追跡し、ペプチドの多重連結度を SDS PAGE
により求めた。また、温度上昇に伴うナノデ
ィスク試料の CD スペクトルの変化から粒子
の構造安定性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)ナノディスク形成の脂質組成依存性 
 形成されるナノディスクの大きさや形状
が、脂質組成によってどのように変化するか
を明らかにするために、種々の条件でナノデ
ィスクを調製後、サイズ排除クロマトグラフ
ィーにより大きさの評価を行った。調製条件
に依存して、流体力学的直径が 9.6nm（large 
disc）、および 7.9nm（small disc）のナノデ
ィスクが得られた。リン脂質としてホスファ
チジルコリン（PC）のみを用いて調製すると、
37℃においては主として large disc が得ら
れたが、ホスファチジルセリン（PS）やホス
ファチジルエタノールアミン（PE）を含む条
件では small disc の生成量が増加した。蛍
光寿命及び時分割蛍光異方性データから、PS
は small disc の鞍状構造を安定化し、一方、
PE は large disc の平面構造を不安定化する
ことが示唆され、両脂質が異なるメカニズム
で small disc 形成を促進することが明らか
となった。特に、負の自発曲率を有する PE
が small disc の生成を促進する結果は、
small discが鞍状構造をもつという我々の従
来の結果を支持するものである。 
 



(2) ナノディスクの高次構造化 
 ナノディスクの高次構造化について検討
した。apoA-I と酸性リン脂質を含むナノディ
スクを調製し、カルシウムイオンを添加した
際の変化を観察した。FRET の観察から、イオ
ン添加に伴い、速やかに粒子間距離が近接す
ること、すなわち粒子の会合が生じているこ
とが明らかになった。また、TEM 観察により、
イオン添加前に比べて添加後の試料中には
連銭状の構造体が多く含まれていることが
判明した。また、EDTA の添加によって FRET
が解消されたこと、ならびに TEM 画像中に見
られる連銭状構造体の数が著しく減少した
ことから、カルシウムイオンと EDTA を使っ
てナノディスクの集積・解離を制御できるこ
とが明らかになった。さらに、酸性リン脂質
を含むナノディスク、およびカチオン性リン
脂質を含むナノディスクを別々に調製後、両
者を等量混合したところ、混合前の試料に比
べ、連銭状の構造体の割合が顕著に増加した。
このことから、粒子間の静電相互作用を利用
してナノディスクをスタックさせることも
可能であることが判明した。 
 
(3) NCL 反応を利用したナノディスク形成 
 ２種類の短鎖ペプチドを連結させるNCL反
応を利用し、脂質ベシクルと２種類のペプチ
ドを含む系からナノディスクが生成する系
を構築した。11 残基アミノ酸からなる２種類
のペプチドは、それぞれ単独では脂質ベシク
ルを可溶化しなかったが、NCL 反応で連結さ
れた23残基ペプチドはベシクルを可溶化し、
ナノディスクを生成した。２種類のペプチド
とベシクルを混合すると、時間と共にナノデ
ィスク形成が進行し、生成曲線はシグモイド
カーブを描いた。また、このナノディスク生
成反応は、あらかじめ少量のナノディスクが
存在していると効率よく進行した。これらの
反応速度を詳細に調査して、ナノディスクが
自己複製的に生成する反応機構を明らかに
した。 
 NCL反応によってhead-to-tailで逐次連結
できるペプチドをデザインし、このペプチド
を脂質膜と混合してナノディスクを調製し
た。得られたナノディスク中には、数分子か
ら十分子ほど連結したペプチドが存在する
ことを確認した。また、CDスペクトルの温度
依存性から、この方法で得られたナノディス
クは、連結能をもたないペプチドで調製した
ナノディスクに比べ、非常に高い熱安定性を
示すことが判明した。 
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