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研究成果の概要（和文）：本萌芽的研究では、化学的手法によって生体膜のドメイン形成におけるタンパク質の
脂質アンカーや微量脂質の役割を調べた。生体膜に生ずる脂質ラフトなどのドメインでは、微量脂質が未知のメ
カニズムでドメイン形成を惹起することも知られているが、化学的研究例はわずかである。本研究では、この例
として、タンパク質キナーゼであるLynのN末端付近に導入された２つのアシル鎖が脂質膜に結合する場合、ドメ
イン形成に関して数モル%しか存在しない希少脂質が影響を与える場合、この２例についてモデル脂質二重膜を
用いてアシル鎖や希少脂質の運動性を詳細に測定した。その結果、アシル鎖の運動性とドメイン形成について興
味深い結果を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, I investigated the role of protein lipid anchors and trace 
lipids in the domain formation of biological membranes by chemical methods. In domains such as lipid
 rafts occurring in biological membranes, it is also known that trace lipids induce domain formation
 by an unknown mechanism, but there are few examples of chemical studies. In this study, as an 
example of this, when two acyl chains introduced near the N-terminal of Lyn, a protein kinase, bind 
to a lipid membrane; and when a trace lipid present in only a few mol% affects domain formation, For
 these two cases, the motility of acyl chains and rare lipids was measured in detail using a model 
lipid bilayer membrane. As a result, interesting results were obtained on the motility and domain 
formation of the acyl chains.

研究分野：生物物理化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　翻訳後修飾によってタンパク質に導入された少数のアシル鎖や数モル%しか存在しない希少脂質がドメイン形
成など膜の相状態に与える影響については、今まで精密な測定がなされていなかった。本研究では、２本のアシ
ル鎖が結合したタンパク質キナーゼLyn、および糖鎖を有する希少脂質に着目して、膜物性に与える影響を明ら
かにすることができた。すなわち、学術的意義としては、生物・医学分野で盛んに行われている生体モデル膜系
の実験において、希少脂質の影響が無視できないことを定量的に示めすことによって、膜組成を決める上での指
針をある程度示すことが出来たと考えている。

※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 
細胞間の情報伝達に、脂質が形成するドメイン構造が重要な役割を果たしていることが分か
ってきた。例えば、細胞膜を介した情報伝達を担う脂質ラフトは特定の脂質が集合したドメイン
と考えられているが、脂質修飾タンパク質や糖脂質・ガングリオシドなどの脂質部位が少量結合
することによってラフト形成が大きな影響を受ける例が知られるようになった。具体的には、タ
ンパク質に１～３本の脂肪酸やファルネシル基が結合することによって、生体膜に対する結合
親和性が調整されており、さらには、GPIアンカータンパク質のように膜上のドメイン（図１、
脂質ラフトなど）への局在性がこれらの脂質修飾によって制御されている。また、脂質ラフトを
形成するリン脂質は、生体膜の主要
成分であるスフィンゴミエリンだ
けではなく、ガングリオシドや他の
糖脂質も特徴的なドメインを形成
することが報告されている。一方
で、これらの微量脂質がどのような
機構でドメインを形成しているか
については、不明な点が多い。これ
に限らず、微量脂質の役割は、その
生物学的重要性にも拘わらず、化学
的研究が遅れている。われわれは、
生体膜に生ずるドメイン構造は、
主要成分である膜脂質が相図に
従って分布する場合と、微量脂質
が未知のメカニズムでドメイン
形成を誘起する場合に分けて研
究しなければならないことに気
付き、特に後者に焦点を当てるた
めに本研究を発案した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究ではアシル化タンパク質の脂質部位や微量脂質が膜に結合することによって生じる脂
質ラフト・ドメイン構造に焦点を絞り、これらの疎水性部位についての情報伝達を担うタンパク
質キナーゼである Lyn のモデルペプチドと同位体標識脂質を化学合成し、分光学的方法によっ
てそのメカニズムを解明することを目的とした。また、生体膜に微量含まれるステロールとして、
糖化コレステロール(cholesteryl glucoside)とその類縁体に着目し、また、二本鎖脂質の例とし
て糖化セラミドに着目し、これら脂質が二重膜の物性に与える影響を精査することを第二の目
的とした。 
 
 
３．研究の方法 
脂質修飾タンパク質のアシル鎖が、脂質二重膜に結合してドメイン形成に影響を与える状態
として、以下の２つの可能性が考えられる(図 2)。1）少数のアシル鎖が間隔を置いて脂質膜のな
かに配列する場合、2）ドメインの境界面に
アシル鎖が局在し、ドメイン間の線張力を変
化させる場合。このうち 1)については、ヘッ
ドグループに相当する部分に Lyn のＮ末端
ペプチドを用いた。ドメイン境界に局在・配
列する場合 2）については、糖脂質や糖化ス
テロール用いた。これらは、より複雑な脂質
修飾タンパク質や糖脂質のモデルとしてデ
ザインされており、ヘッドグループの大きさ
や極性をペプチドや糖鎖を加減することに
よってモデル化合物として多様な機能を担
わせることができる。 
これらモデル分子の結合によって生体モ
デル膜（脂質二重膜）が受ける影響について
は、主に重水素および炭素-13 標識脂質の固
体NMRと蛍光標識脂質の蛍光寿命を用いて
評価する。具体的には、モデル化合物を少量

図２. 1) 少数のアシル鎖が一定の間隔を置いて脂
質膜のなかに配列するアンカータンパク質の場合。
まず、モデル化合物を用いて脂質修飾タンパク質の
状況を再現することを試みる。2) ドメインの境界
面に糖脂質などのアシル鎖が局在してドメイン間
の線張力を変化させる場合。ヘッドグループの選択
が重要であるのでペプチド鎖や糖鎖の置換体を用
いて、NMR測定によってドメイン形成等を評価した。 

図１．GPI-アンカータンパク質・CD59は、2本の飽和アシル鎖を
持つが、二量化・多量化することによってGM1が局在する短寿命
の脂質ラフトを形成する。CD59の少数のアシル鎖が細胞膜の相状
態を変化さることが分かってきた。曲がった矢印とその下の数字は
GM1の脂質ラフトへの局在とその平均滞在時間を示す。(Komura et 
al. Nat. Chem. Biol, 2016, 12, 402より改変・転載) 



添加した時のドメインの形成とその膜物性の変化を、ドメイン局在性脂質（スフィンゴミエリン）
の重水素 NMRシグナルから得られるアシル鎖の揺らぎを指標として評価する。また、実際の脂
質修飾タンパク質によって形成されたドメインとの比較については、蛍光脂質プローブの拡散
速度の変化を指標にする。研究期間終盤では、生体膜イメージング実験においてこれらモデル化
合物と脂質修飾タンパク質を比較する必要が生じるが、一分子観察の研究者との共同研究によ
って細胞膜由来リポソームを用いた実験を行う予定である。 
 
 
４．研究成果 
アシル鎖が２本結合したタンパク質として Lynに着目した。Lynは Srcファミリーキナーゼ
の一種であり、細胞膜内葉の固いドメインに分配されて情報を伝達する。そのモデルとして、脂
肪酸２種類が結合した Lyn のＮ末端ペプチドを化学合成し、重水素を置換したミリスチン酸を
導入した。重水素の信号を固体ＮＭＲによって観測した結果、周囲の膜脂質に比べて Lyn のミ
リスチン酸は周囲の膜脂質との相互作用が低いことが判明した。 
希少脂質の例として、グルコースの結合したコレステロールおよび糖化セラミドに着目した。
主に固体 NMR 測定によって、希少脂質が与える膜物性への効果やドメイン形成能について調
べた。その結果、通常の膜脂質にはない特殊な効果が数モル%の添加でもたらされることが分か
り、これら希少脂質が生体膜成分として膜物性に与える影響の重要性を明らかにすることがで
きた。 
具体例として、糖化コレステロール少し詳しく述べる（雑誌論文 Hanashima et alを参照）。
コレステリル-β-D-グルコシド（ChoGlc）は、脳組織で発現する哺乳類の糖脂質である。脂肪鎖
に対するコレステロール（Cho）の秩序化効果と脂質相互作用に対するグルコ―スの置換の影響
を、脳に豊富に存在する N-ステアロイルスフィンゴミエリン（SSM）で構成される脂質二重膜
で調べた。示差走査熱量測定により、ChoGlcは Choと同程度に SSMと分子的に混和すること
が明らかになった。重水素化 SSMの固体 2HNMRは、Choのグルコシル化がステロールの効果
を大幅に低下させることを示した。SSM鎖の順序に関するステロール四環性コアの配向は、重
水素化およびフッ素化された ChoGlc 類似体の固体 NMR 分析によってさらに調べた。ChoGlc
は、SSM二重層の Choよりも長分子軸（C3〜C17）と膜法線の間の傾斜角が小さく、傾斜角の
変動は、SSM アシル鎖の温度依存性移動度変化の影響をほとんど受けない。ChoGlc のステロ
ールコアの配向から、ステロール部分と SSMの相互作用は弱いことが分かった。MDシミュレ
ーションの結果は、Glc 部分が SSM-ステロール相互作用を阻害し、親水性グルコース部分が
SSMのアミド基と同じ深度に存在するため、SSMのヘッドグループのアンブレラ効果が低下し
ていることが示唆された。したがって、Choと ChoGlcの分布と局在化は、生体膜の特定の場所
で短時間に発生するスフィンゴミエリンを主体としたドメインの消長を制御している可能性が
あると考えられる。 
このように、今回の萌芽的研究によって少量の脂肪鎖が顕著に脂質二重膜の物性を変化させ
ることが分かり、今後の生体膜物性の研究に役立つ研究成果が得られたと考える。 
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