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研究成果の概要（和文）：本研究はリン脂質アシル鎖に含まれる二重結合数、炭素数の違いが生む膜の側方スト
レスなどが、膜の物理因子や共存する膜タンパク質の構造、機能に与える影響について分子レベルで解明するこ
とを目的とした。脂質二重層膜はPAPG(16:0-20:4)またはPOPG(16：0-18：1)で作成し、膜中に加えた蛍光分子の
分子運動を周波数変換蛍光装置により測定・解析した。その結果、アシル鎖間側方ストレスはPOPGよりもPAPG膜
中のほうが弱く、膜タンパク質はPAPGとPOPGとでは異なる再配向性を示した。本研究は膜中の側方ストレスが膜
の物理化学的性質やタンパク質の構造、配向性に影響を与えることを示している。

研究成果の概要（英文）：This study aims to clarify the novel aspects of lateral packing 
stress/membrane curvature stress, specifically its impact on membrane protein structure and function
 at the molecular level. In this study, we used POPG (16：0-18：1) or PAPG(16:0-20:4) with 
mono-different acyl chains as a model system. Fluorescence lifetime and differential polarization 
measurements of the fluorescence probe DPH, embedded in the membrane, were measured and analyzed 
using a multifrequency cross-correlation phase fluorometer. The results revealed a lower spatial 
packing density between lipid molecules in PAPG than in POPG. The lifetime of DPH was shorter in 
PAPG than in POPG. Moreover, the orientation of the membrane protein exhibited a distinct pattern in
 PAPG or POPG lipid bilayers. These results demonstrated the impact of lateral packing stress on the
 physical properties of the lipid membrane, membrane protein structure, and re-orientation pattern, 
thereby emphasizing the significance of our study.

研究分野： 生物物理、細胞生理、健康科学

キーワード： 脂質分子　脂質膜　膜側方ストレス　膜カバチャーストレス　多価不飽和脂肪酸　コレステロール　チ
ャネルタンパク質　脂質-タンパク質相互作用

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内の生命活動を支える一つにタンパク質-脂質の相互作用がある。複雑なタンパク質-脂質の相互作用によっ
て生じる現象を解明することは、医学やバイオテクノロジー等において革新的な進展をもたらす可能性がある。
本研究は多価不飽和脂肪酸を含むアシル鎖の違いが、異なる膜内側方ストレスや膜カヴァチャーストレスを発生
し、その結果、膜タンパク質の構造や機能、人工膜への再配向にも影響を与えることを明らかにしたものであ
る。このような膜の物理化学的性質を理解することは、疾患の発症解明や治療法の開発にも結び付き、私たちの
健康や医療に関わる重要な知見を提供するのみならず、生命科学分野での技術の開発にも貢献すると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

脂肪酸はリン脂質やステロールの構成成分であり、二重結合の有無や数により不飽和脂肪酸、多価不

法和脂肪酸、飽和脂肪酸などに大別される。主な脂肪酸の機能として、（Ａ）生命維持のためのエネル

ギー源（栄養素）、（Ｂ）生体を構成する基本単位である細胞や細胞内オルガネラの膜構成成分、（Ｃ）生

理活性を示す脂質メディエータ―、がある。近年、アラキドン酸など、生理活性を示す脂肪酸が脂質メ

ディエータ―として注目されており、炎症や肥満、脂質代謝異常など、さまざまな病態や細胞機能に脂

質分子が重要な役割を担っていることがわかってきた。多価不飽和脂肪酸の中でもω３－脂肪酸、ω６

－脂肪酸はヒト体内で合成することができないため、必須脂肪酸として食事など外部から取り込む必要

がある。脂肪酸の摂取によるヒトへの影響として、ω３－脂肪酸、ω６－脂肪酸の摂取によるうつ病の改

善（Biol Psychiatry. 1998,15;44(4)）、高脂血症、動脈硬化、心筋梗塞など循環器疾患の改善（Int Heart 

J. 2015, 13;56(3)）、また、動物実験から、ω３-脂肪酸を含む餌を与えられたマウスでは、子供や孫の世

代にわたり学習能力が亢進していた(J. Neurochem. 2000,75(6))。さらにω３－脂肪酸、ω６－脂肪酸の

添加により、ニューロンの新生が促進された報告もあり（Neurosci Res. 2014,(88)）、固体レベルから細胞

レベルまで幅広く脂肪酸の影響が明らかにされ始めている。しかし、これらの実験の多くは、脂肪酸を摂

取、または添加した実験系や、受容体、各種酵素をノックアウトしたマウスを用いたものがほとんどである。

そのため、脂肪酸組成や二重結合の有無、炭素鎖数といった脂肪酸の分子構造の違いによる膜タンパ

ク脂質の機能制御に関してはまだまだ不明な点が多い。もしこれらの点が分子レベルで明らかにされれ

ば、細胞応答をともなう膜タンパク質に対する活性調節や細胞膜のダイナミクス変化、細胞内情報伝達、

神経やホルモン分泌組織における膜融合やベシクル輸送、炎症など、基礎研究から疾患治療を目指し

た応用研究まで、幅広い学術的研究成果が期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究は、生体や細胞において脂質メディエータとして注目されている脂肪酸のうち、多価不飽和脂肪

酸を念頭に、アシル鎖に含まれる二重結合数や炭素鎖の違いから発生する脂質膜への物理化学的影

響について明らかにする。さらに、アシル鎖の違いに誘導された膜の物理化学的変化が、共存する膜タ

ンパク質の構造、活性等に与える影響について分子レベルで明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(A) 脂質膜の各種物理パラメータの測定 

今回使用した膜タンパク質がバクテリア由来であることから、リン脂質はバクテリアの細胞膜の主要リン脂

質である Phosphatidylglycerol（PG）を選択した。アシル鎖は 1 本のみ２重結合数が異なる 1-palmitoyl-

2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1′-rac-glycerol) (POPG:16:0, 18:1) 、 と 1-palmitoyl-2-

arachidonoyl-sn-glycero-3-phospho-(1′-rac-glycerol)(PAPG:16:0, 20:4)を用いた。膜の物性測定の

ため蛍光分子；1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH)を POPG または PAPG に混ぜて脂質二重層膜を

作成し、周波数変換蛍光装置：ChronosDFD multifrequency cross-correlation phase fluorometer (ISS, 

Inc.)を用いて DPH の蛍光寿命、偏光性、分子運動などを測定し BRD model で解析した。脂質二重層

膜は DPH を含む POPG または PAPG 多重層膜をエクストルーダー処理（100nm ポアサイズ膜）により作

成した。 

 

(B) タンパク質の脂質膜への再配向試料を用いた実験 

実験に用いた膜タンパク質は、構造、機能がよく調べられている pH 依存性 K+チャネルタンパク質；

KcsA を用いた。KcsA を POPG 膜、または PAPG 膜に再配向させ、タンパク質の向きをウェスタンブロッ

ティングにより検討した。また蛍光標識した KcsA を POPG 膜または PAPG 膜に再配向させ、KcsA 構造

の違い（開閉の違い）に起因する蛍光強度変化を蛍光計で測定した。脂質二重層膜に KcsA を再配向

させた試料は、KcsA-POPG、KcsA-PAPG の混合液をエクストルーダー処理（100nm ポアサイズ膜）によ

り作成した。 

 



 

４．研究成果 

(A) アシル鎖中の二重結合数の違いによる脂質膜の物性変化 

POPG、PAPG 膜のアシル鎖領域の分子運動、脂質間パッキングストレスなどについて DPH の分子運動

を指標として解析した。DPH は棒状の蛍光分子でリン脂質膜のアシル鎖領域に存在し、リン脂質膜のア

シル鎖の分子運動やその領域環境を反映する。測定結果から、DPH の蛍光寿命は PAPG 膜中のほう

が POPG 膜中よりも短く、DPH が脂質膜アシル鎖領域間で動ける「自由度」は、PAPG 膜のほうが POPG

膜よりも大きかった。さらにリン脂質分子に対して平行、または直行方向の DPH の回転速度を POPG 膜、

PAPG 膜それぞれで測定した結果、PAPG 膜中のほうが POPG 膜よりも速かった。 
  つぎに POPG 膜または PAPG 膜中に存在する DPH 分子の分布角度とその存在比を解析した（図

１）。その結果、PAPG 膜中では DPH は脂質分子に対して約 17-75°付近、POPG 膜中では 0-17°と

75-90°付近により多く分布していることがわかった。 

 
 
 

(B) KcsA に対するアシル鎖中の二重結合の影響 

POPG、PAPG 膜に再配向させた KcsA の向きを調べるため、キモトリプシン処理した KcsA-POPG、

KcsA-PAPG を用いてウェスタンブロッティングにより明らかにした。その結果 KcsA-POPG では KcsA は

外向き、内向きの両方向に配向していたが、KcsA-PAPG では一方向のみに配向していることがわかっ

た。さらに POPG または PAPG に配向させた KcsA の開閉構造は、PAPG 膜中のほうが POPG 膜中より

も、より開いた構造を取っていることが分かった。 

   以上の結果から、脂質膜中に発生するアシル鎖間側方ストレスは POPG 膜のほうが PAPG 膜よりも

強く、脂質分子アシル鎖領域の運動性は PAPG 膜のほうが高かった。これらの物理的性質が結果として

KcsA が POPG 膜で外側、内側の両方向に配向したと考えられる。本研究はアシル鎖中の二重結合数

の違いが膜の側方ストレスを変化させ、膜の物理化学的性質やタンパク質の構造、配向性に影響を与

えることを示している。 
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図１．POPG 膜、PAPG 膜中での DPH の
分子配向角度とその分布確率の差分
(POPG-PAPG)を示したグラフ 
横軸の 0°はリン脂質（PG）アシル鎖の
長軸方向に平行に存在することを意味す
る。横軸 90°は PG の長軸方向と 90°
をなす位置、つまり脂質二重層膜の mid-
plate 付近に配向していることを意味す
る。この結果は POPG 膜中での DPH が
PAPG 膜中よりも、より、PG に平行または
直行（mid-plate）に偏在することを意味す
る。 
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