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研究成果の概要（和文）：近年、脂質が膜タンパク質と相互作用して膜タンパク質の構造や機能を制御すること
が示唆され、脂質の生理的重要性が認識されてきた。しかし脂質と膜タンパク質の相互作用を評価する手法の欠
如により、「脂質ケミカルバイオロジー」研究は立ち遅れている。本研究では、脂質ケミカルバイオロジー創成
を目指し研究を行った。脂質特異的タンパク質取得を目指しビーズ上に脂質を固定した脂質固定ビーズの作成、
表面プラズモン共鳴法による脂質と膜タンパク質の相互作用解析法の開発、膜タンパク質との相互作用を蛍光顕
微鏡で観察するための蛍光脂質の開発などに成功し、脂質ケミカルバイオロジー研究プラットフォーム構築に必
要な基盤技術を完成した。

研究成果の概要（英文）：Recent studies demonstrated that lipid molecules interact with membrane 
proteins and regulate their structures and functions. This makes us to realize the biological 
significance of lipids. However, due to the lack of conventional method to evaluate the interaction 
between lipids and membrane proteins, lipid research based on chemical biology has not been fully 
developed. Hence, in this study, we aimed at the creation of a new research field “lipid chemical 
biology”. We devised lipid-immobilized beads to identify lipid-specific membrane proteins, 
developed a SPR-based concise method for quantitative analysis of interaction between lipids and 
membrane proteins, and synthesized various fluorescent lipids to detect the interaction with 
membrane proteins using fluorescent microscope. In this way we successfully constructed technical 
bases for lipid chemical biology research. 

研究分野： 生体分析化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生体膜には数千種に及ぶ多様な脂質が存在するが、脂質膜を形成するためにはこれほど多様な脂質は必要ない。
近年、脂質が膜タンパク質と相互作用して膜タンパク質の構造や機能を制御することが示されたことから、それ
ぞれの脂質は膜タンパク質と相互作用して何らかの生理的機能を発揮していると考えられる。本研究で開発した
各種方法論を用いることで、脂質と膜タンパク質の相互作用を網羅的に解明できると期待される。これにより、
上述の「脂質多様性の意義」という生物学における根源的問いに対する答えを見出すことができる。さらに脂質
の生理機能の網羅的解明は、創薬にも繋がる可能性を秘めている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体膜の「流動モザイクモデル」によれば、脂質膜は膜タンパク質を浮かべている媒質のよう
なものと考えられていたが、近年では生体膜は生命現象の根幹をなす部分であり、多様な脂質
分子も生理機能を有していると考えられるようになってきた。さらに 1990 年代には「脂質ラフ
ト」の存在が示唆されると、生命機能に果たす脂質の重要性がさらに認識されるようになった。
しかし、現在でも「なぜ生物はこれほど多様な脂質分子を持っているのか？」「それらの多様な
脂質はそれぞれどのような機能を持っているのか？」といった疑問に対する十分な解答が得ら
れていない。一方、最近は脂質が膜タンパク質と相互作用して膜タンパク質の構造や機能を制
御することを示す研究結果が相次いで報告されるようになった。つまり、脂質は膜タンパク質
と相互作用することで生理機能を発揮していると考えられる。しかし生体膜研究が主に生化学
や生物物理の分野で行われてきたために、脂質と膜タンパク質の相互作用を化学的に評価する
手法の確立が遅れており、ケミカルバイオロジー的な観点での脂質膜研究、すなわち「脂質ケ
ミカルバイオロジー」研究はほとんど行われていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、脂質ラフトを含む生体膜における脂質とタンパク質間の分子認識について、有機化
学をベースにケミカルバイオロジーおよび構造生物学的手法を駆使してこの解明にあたるもの
である。具体的には、図１に示すように、脂質ラフトを含む生体膜における分子基盤の解明に
向けて、まずは脂質固定ビーズを用いた脂質特異的タンパク質のスクリーニングを行う。得ら
れたタンパク質に関して、表面プラズモン共鳴法（SPR）や蛍光顕微鏡観察、NMR 測定などに
よる脂質膜との相互作用解析を経て、バイセルを用いた脂質との共結晶化による X 線構造解析
まで行う。このように本申請は、脂質認識タンパク質に関して、そのスクリーニングから相互
作用解析、さらには構造解析までの一連の研究を行うプラットフォームの構築を目指すもので
ある。これにより、脂質分子
そのものや脂質ラフトが膜
タンパク質の構造や機能に
どのようにかかわっている
のかを明らかにし、脂質の生
命機能を明確化する。さらに、
本研究を通して「脂質ケミカ
ルバイオロジーの創成」を目
指す。 
 また、本申請では、各方法
論を深化させることで、より
大きな波及効果も目指す。例
えば、バイセルによる膜タン
パク質の結晶化が高度化、汎
用化できれば、膜タンパク質
そのものの結晶化が促進さ
れるばかりでなく、膜タンパ
ク質に作用する薬剤との共
結晶作成が容易となり、創薬
分野に与える影響も大きい
と期待される。 
 
３．研究の方法 
脂質ケミカルバイオロジーの創成を目指し、以下の研究
を行う。 
(1)脂質結合タンパク質のスクリーニング 
本研究では、各種脂質をビーズ上に固定化した脂質固定
ビーズを調製し、脂質に特異的に結合するタンパク質の
探索を行う（図２）。 
(2)脂質結合タンパク質と脂質との相互作用解析 
脂質分子との相互作用解析に供する。これにはいくつか
の分析法が可能であるが、まずは表面プラズモン共鳴
（SPR）による脂質分子との相互作用解析を行う。また
蛍光顕微鏡は脂質膜における相互作用解析の有効な手法
となりうる。最近申請者はスフィンゴミエリンの親水性
頭部やアシル鎖に蛍光基を導入した標識体の調製に成功
し（図３）、これらが脂質ラフトに集積することを確認し
た。従来報告されている蛍光標識脂質の多くはアシル鎖
に巨大な蛍光基を導入しているため、膜中での挙動が本来の脂質と大きく異なってしまい、ラ
フト相に集まらないという問題があったが、このようにリンカーを介した蛍光基の導入や、脂

 

図１ 脂質膜分析プラットフォーム。種々の分析法で生体膜
における相互作用解析および構造解析を行う。いずれの分
析手法も脂質の標識化や誘導化など化学を基盤とする。 

脂質固定ビーズ

図２ 脂質固定ビーズを用いた
スフィンゴミエリン特異的タン
パク質のスクリーニング。 



質挙動に対する影響の小さいペンタエンの導入によってその問題を解決できた。同様の手法で
様々な脂質に蛍光基を導入できることから、膜タンパク質の側にも蛍光基を導入すれば FRET
や蛍光相互相関分光法（FCCS）といった共焦点蛍光顕微鏡による相互作用解析が可能となる。 

 

(3)脂質結合タンパク質と脂質分子との共結晶作成と結晶構造解析 
X 線構造解析のための膜タンパク質の結晶化では、界面活性剤によって大部分の周辺脂質を除
去してしまう方法が一般的である。つまり、脂質膜でなく界面活性剤に取り囲まれた状態
（protein-detergent complex）で結晶化が行われるため、細胞膜中での活性状態の再現性等の懸
念があった。一方、膜タンパク質をより膜環境に近い状態で結晶化させる方法として、バイセ
ルと呼ばれるリン脂質と界面活性剤から構成されるディスク状の会合体を用いる方法が報告さ
れた（Curr. Opin. Struc. Biol. 2009, 19, 372）。そこで、上記の実験において脂質との相互作用が
明らかとなった膜タンパク質に関しては、バイセル法を用いて脂質分子と共結晶化し、脂質と
相互作用した状態での構造解析を行う。これにより脂質とその脂質特異的な膜タンパク質との
共結晶が得られれば、両者の分子認識についての理解が一気に進むと期待される。また、脂質
の種類や有無による膜タンパク質の構造変化がわかれば、脂質が膜タンパク質構造に与える影
響も精査できる。 
 このように本研究は、脂質ラフトや脂質分子を認識するタンパク質に関して、その探索から
相互作用解析、さらには構造解析までの一連の研究を行うプラットフォームの構築を目指すも
のである。これにより、脂質ラフトや脂質分子自体が膜タンパク質の構造や機能にどのように
かかわっているのかを明らかにし、脂質の生命機能を明確化する。 
 
４．研究成果 
まず脂質特異的タンパク質の取得を目指した脂質固定ビーズの開発を行い、脂質ラフトに特異
的な脂質であるスフィンゴミエリンやセラミドを固定化したビーズの開発に成功した。さらに
それらに特異的に結合するタンパク質の取得にも成功した。 

  
 一方、脂質と膜タンパク質の定量的相
互作用解析に関しては、表面プラズモン
共鳴法（SPR）法に基づく新たな手法を
開発した。本手法では、自己組織化単分
子膜を被覆したセンサーチップを開発
し、その上に膜タンパク質を固定化する
ことで脂質との相互作用解析が簡便に
行えるようになった （図４、Anal. Chim. 
Acta 2019、プレスリリース）。センサー
チップ表面を比較的短い炭素鎖の単分
子膜で覆い、ここに膜タンパク質を多少
埋もれた状態で結合させる。単分子膜と
の疎水性相互作用によって多量の膜タ
ンパク質をセンサー表面に結合でき、脂
質と膜タンパク質の相互作用を高感度で検出可能となった。また、膜タンパク質の疎水表面は
単分子膜に完全に埋もれずに水に露出しているため、外部から添加した脂質との相互作用も可
能となる。次に本手法を、高度好塩菌が産生する膜タンパク質バクテリオロドプシン（bR）に

図３ 蛍光スフ
ィンゴミエリン 

 
図４ 左 新たに開発した脂質－膜タンパク質相互作
用解析法。SPR 基盤上に短鎖単分子膜を張り、そこに膜
タンパク質を固定化する。右 SPR 法によって見出した
バクテリオロドプシンと特異的に相互作用する糖脂質。 

図５ 蛍光セラミド 



適用した。その結果、生産菌由来糖脂質 S-TGA-1（図４）が bR に対して nM オーダーで強く
相互作用することが示された。この S-TGA-1 は bR の三量化や光駆動プロトンポンプ活性を促
進することも明らかとした（論文投稿中）。これは、特異的脂質が膜タンパク質の構造や機能を
制御すること示す好例となっている。また本手法をカリウムチャネル KcsA に適用し、相互作
用する脂質がチャネル活性に与える影響についても明らかにした（投稿準備中）。 さらに脂質
と膜タンパク質の相互作用を蛍光顕微鏡で観察するための各種蛍光脂質の開発も行い、以前報
告した蛍光スフィンゴミエリンを用いたラフト観察の新たな手法開発に加えて（Sci. Rep.2017）、
蛍光セラミドの開発（図５、Langmuir 2019、プレスリリース）にも成功した。同時に S-TGA-1
と bR の共結晶作成を目指したバイセル結晶化実験も順調に研究を進めている。 
 このように、脂質-膜タンパク質間相互作用解析のプラットフォーム構築に必要な基盤技術は
完成した。 
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