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研究成果の概要（和文）：  
 生体膜は生命機能に重要な役割を果たすにもかかわらず、捉えどころない液体のようなも
のと考えられてきた。本研究はその構成分子である脂質に構造があり、それによって生体
膜の機能が発現しているとの考えのもとに研究を進めた。すなわち、化学的に標識を導入
した分子を用いて、固体ＮＭＲなどを測定することによって、生体膜における抗生物質や
脂質などの形と動きを調べることによって、それらの構造と分子間相互作用を解明するこ
とができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Biomembrane, essential entity for life, has been regarded as an elusive liquid 
medium. In this project, we have examined the 3D structures of membrane lipids 
which are responsible for biological functions. Solid-state NMR measurements for 
isotope-labeled molecules allowed us to elucidate the structures and dynamics of 
antibiotics and phospholipids residing in bilayer membranes.  
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１．研究開始当初の背景 
生体膜は、生命科学のフロンティアとして

近年ますます注目を集めている一方で、機能
と構造の解明は遅れている。生体膜中でのみ
現れる膜結合分子の三次元構造、および分子
間相互作用は生命現象を理解するうえで極

めて重要であるが、構造生物学で活躍した研
究方法が生体膜にはあまり役に立たない。そ
の理由として、膜タンパク質などの立体構造
が膜中でのみ再現可能であること、膜脂質は
運動性が高いことが挙げられる。これら問題
点を解決するためには、生体膜を二次元流体
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としてではなく、脂質分子を含む分子複合体
として捉える必要がある。 
２．研究の目的 
問題点を解決するためには、生体膜を二次元
流体としてではなく、脂質分子を含む分子複
合体として捉える必要がある。これらの相互
作用を解明するためには、NMR など物理化学
的な測定に加えて、膜結合分子と膜脂質の両
方を自在に修飾・標識できる有機化学が重要
な役割を果たすと考える。本基盤研究 S では
研究期間５年間に、以下の３点を重点的に解
明する。具体的には以下の３つの目的を設定
した。 
(１)生体膜を形成する脂質二重膜中に形成さ
れる抗生物質の分子複合体の構造 
(２)生体膜に形成される脂質マイクロドメイ
ン構造における分子認識 
(３)スフィンゴ脂質を特異的に認識するタ
ンパク質と脂質の相互作用解明 
 
３．研究の方法 

生体膜における分子間相互作用を解明す
るために、主に固体 NMR を用いた。そのた
めには、安定同位体で標識した化合物が必要
であるが、有機合成的手法および生合成によ
って, 2H, 13C, 15N, 19F-標識体を調製した。以
下に手法な研究方法について説明する。 
固体NMRにおける構造情報の取得： 本研

究では、生体膜中に形成される複合体の構造
情報を原子間距離測定で取得しようと試み
た。アンフォテリシンＢの場合には分子運動
速度が充分遅いことを誘導体について分子
内二重標識体の固体NMRを測定することに
よって構造情報を得た。加えて、分子の会
合情報をCD, SPR, UVで調べることによ
って、比較的相互作用の強いエルゴステロー
ル含有膜中においてAmBとステロールの相
互作用、膜中に高濃度で結合できるAmBメチ
ルエステル体で分子間の相互作用を調べる
ことによって問題点の解決を図った。  
13C標識化合物の調製について： 固体NMR
測定のためには、同位体標識化合物の調製が
不可欠である。化学合成によって100%かつ位
置選択的に同位体を導入するのがベストで
あるが、AmBのような複雑な化合物の場合に
は合成に長時間を要することが大きな障害
であった。一方で、分子間で相互作用してい
る部分を特定できない場合には、分子全体が
標識されていた方がよい。そこで、AmBを生
産する微生物を13C標識グルコースやプロピ
オン酸の存在下で培養することによって、
15-50%の炭素が13Cで標識されたAmBを調製
することに成功した。これを用いて、分子複
合体のなかで隣り合う２分子の接近してい
る部位を推定することに成功した。   
 

４．研究成果 

(１)生体膜を形成する脂質二重膜中に形成さ
れる抗生物質の分子複合体の構造 
①抗生物質アンフォテリシンＢ(AmB)の薬

理作用は、真菌類に特徴的なエルゴステロー
ルとの特異的相互作用により説明されてい
る。エルゴステロールが分子間相互作用に及
ぼす影響を調べた結果、AmB-AmB 間の距離
が増大すること、および AmB 複合体のヘプ
タエン部分と相互作用していることが明ら
かになった（図１）。さらに、膜モデルとの
相互作用を表面プラズモン共鳴や溶液 NMR
にて精査したところ、AmB がエルゴステロー
ル膜中で安定な会合体を作ることを定量的
に示すことに成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 膜との親和性を向上させたAmB誘導体

(メチルエステル体)を用いて、会合体の構造
解析を行った。AmB と同様に、13C 標識体と
19F 標識体を用いてメチルエステル体の複合
体の構造を調べた。さらに、重水素標識体を
用いて、脂質二重膜に対する配向を求めた。
その結果、メチルエステル体についても従来
の樽板型モデルを支持する分子間相互作用
が検出され、AmB 複合体を研究する上での
比較対象として有用であることを示した。 
 
(２)生体膜に形成される脂質マイクロドメイ
ン構造における分子認識 

① 脂質マイクロドメインを構成する主要
成分であるスフィンゴミエリン(SM)とコレ
ステロール(Cho)に着目した。それらの相互作

図１. エルゴステロール膜(上)とコレステロール膜

(下)における AmB 会合体.のモデル。 AmB(黄楕円)は
エルゴステロール(●)およびリン脂質(●)と相互作用

してイオンが透過できる穴を脂質二重膜に形成する。

コレステロール(●)は殆ど相互作用しない。 
 



 

 

用を固体 NMR よって検出するために、特定
の位置に 13C，15N あるいは 19F，2H を化学的
に導入した。特に、コレステロールについて、
フッ素を６位に置換した影響を調べるため
に固体 NMR によってリン脂質二重膜中の配
向や運動性を調べた。その結果、Cho と極め
て類似した挙動を示すことを明らかにし、プ
ローブとしての有効性を確認した。また、SM
の各種標識体を化学合成し、固体ＮＭＲによ
って膜中の形と方向を求めた（図２）。これ
によって、マイクロドメインを形成する構造
的要因について明らかにすることができた。
また、これら標識体について原子間距離測定
(REDOR 法)を行った結果、SM 同士には顕著
な磁気双極子相互作用が認められ、アミド間
で分子間水素結合を形成していることが示
唆された。一方で、Cho と SM の間には弱い
相互作用しか認められなかった。以上の成果
は、脂質マイクロドメインにおける弱い分子
間相互作用を固体 NMR によって観測できる
ことを示している。 
②スフィンゴミエリンとコレステロール

を共有結合で連結したプローブを作製した。
これら脂質誘導体によるラフト様マイクロ
ドメインの形成を評価した結果、連結プロー
ブともにラフトを形成することを明らかに
なり、ラフト中の脂質分子相互作用の解明に
有用な分子プローブとなると期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）スフィンゴ脂質を特異的に認識するタ
ンパク質と脂質の相互作用解明 

上述のようにタンパク質との相互作用を
解析するために必要なスジンゴシン標識体
を化学的に調製した。また、予備実験では、
膜貫通部分モデルとしてグリコフォリン A
に着目し、その膜貫通部位のペプチド２種の
調製を行った。これらのペプチドモデルと脂
質との相互作用を 1)や 2)と同様の手法によ
って解析することができることを示した。 
 

本研究の学術的価値は、有機化学的手法と
NMR によって生体膜中で生ずる分子認識機
構を明らかにした点である。膜中における分
子認識については、その比較的速い分子運動
のために従来は物理化学的な研究が主流で
あり、生体膜を分子複合体としてとらえ、そ
の動的構造に着目した研究はほとんどなか
った。タンパク質以外の分子、特に脂質分子
の標識体を化学合成し、従来困難視されてい
た膜中複合体の形成に関与する分子間相互
作用を磁気双極子の変化として観測に成功
した点が、本研究の成果である。これら測定
結果を分子構造に結びつけるためには、計算
機化学的手法を含めた検討を今後継続して
行く必要がある。分子運動性の高い膜結合分
子に対しても、本研究で有効性を実証した方
法論が適用されて行くものと考える。 
本研究の関連分野への波及性については、構
造生物学分野および有機合成化学分野にお
いて認められる。第一に、生体系におけるフ
レキシブルな低分子複合体の構造解析が可
能であることを示した点である。これによっ
て、脂質二重膜に限らず、生命現象で重要な
中間的な分子運動速度を持つ系の構造解析
が加速する可能性があると考える。固体
NMR を用いて膜結合分子や膜構成脂質の相
互作用を観測するためには、位置特異的に同
位体標識した化合物が必要である。NMR な
どの構造解析には、同位体標識体の調製が成
否の鍵を握ることが多いので、世界でトップ
レベルにあるわが国有機合成化学者が融合
領域研究に参画する機会が増えると考える
ことを願っている。 
本研究が独創性・新規性において格段の発展

をもたらす可能性 
固体 NMR は、膜タンパク質や膜に結合した
ペプチドなど構造研究に用いられており、そ
の有効性が実証されている。一方で、本研究
で取り上げた抗生物質のような化合物が膜
中で形成する会合体については殆ど実験例
がなかった。本研究によって、アンフォテリ
シンＢのような膜中で自己会合する化合物
の場合には、19F と 13C などの標識化合物が
調達できれば、複合体の構造や膜脂質との相
互作用が解明でいることを示した最初の例
であり、今後の関連分野に対してインパクト
を与えると考えている。また、脂質マイクロ
ドメインのような分子運動の速い系でも、

図２.脂質マイクロドメイン（ラフト）を形成した時の

スフィンゴミエリンの立体配座。回転軸は、脂質二重

膜の法線と同じと考えてよく、したがって、脂質分子

の形のみならず、生体膜中でどの方向を向いているか

が推定できる。 
 



 

 

REDOR 測定等によって分子間相互作用を検
出できることを示した。これらは、タンパク
質・ペプチドに限らず、膜脂質が関与する分
子認識に本手法が適用できることを立証し
た点で意義があり、独創性・新規性において
も顕著な成果であると考える。 
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