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研究成果の概要（和文）：バイセルは長鎖のリン脂質と短鎖のリン脂質から構成される会合体で、

二重膜構造を有していることから生体膜モデルとして用いられている。本研究では、このバイ

セルに種々の生理活性物質を含有させ、NMR を用いてその構造解析を行う手法を開発した。こ

の方法をまずは抗真菌物質アンフィジノールに適用し、その膜中での構造を明らかにするとと

もに、アンフィジノールの作用発現機構を推定した。また脂質ラフト形成で注目されているス

フィンゴミエリンの膜中での構造解析を行い、ラフト形成の分子基盤を明らかにすることがで

きた。 
 
研究成果の概要（英文）：Bicelles are lipid aggregates composed of long-chain phospholipid 
and short-chain one. Since bicelles have true bilayer portions, they are used as a membrane 
model. In this study, we developed a methodology to analyze the structure of membrane 
associated bioactive compounds using bicelles. We first applied the methodology to 
antifungal compound amphidinol, and successfully determined its structure in membrane 
and proposed the mechanism of its biological activity. Then we analyzed the structure of 
sphingomyelin, which draws a lot of attention as a component of lipid rafts, and revealed 
molecular basis of raft formation. 
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１．研究開始当初の背景 
生体膜中におけるタンパク質同士の分子間
相互作用は、生命現象を理解する上で極めて
重要である。また、タンパク質同士の相互作
用に限らず、多くの低分子薬剤が直接または
間接的に脂質膜もしくは膜タンパク質に作

用し効果を発揮することから、薬剤と生体膜
系との相互作用解析の必要性も近年増して
きている。しかしながら、構造生物学の発展
を支えたＸ線解析がこのような生体膜にお
ける相互作用解析に対して必ずしも有効で
ないことはすでに明らかである。このため、
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膜タンパク質や脂質ラフトなど生体膜と関
連する分野は、生命科学におけるボトルネッ
クとして研究が立ち遅れているのが現状で
ある。 
我々はこれまで抗生物質アンフォテリシ

ン Bがステロールとともに生体膜中で形成す
るイオンチャネルについて、固体 NMR を用い
た解析を行ってきた。固体 NMR では脂質膜に
おいても構造情報が取得できる利点がある
一方で、複数の部位特異的同位体標識体が必
須であり、試料調製に時間と労力が掛かる点
は否めない。そこで、我々は本研究において
バイセルに着目した。 
 バイセルはアルキル鎖の長いリン脂質と
短いリン脂質からなるディスク状の脂質会
合体であり(図１a)、長鎖リン脂質が形成す
る平面部分は二重膜構造を有していること
から、バイセルは最小の脂質二重膜モデルと
考えられている。短鎖リン脂質に対する長鎖
リン脂質の割合が多いバイセルは外部磁場
に対し配向する性質を示し、短鎖リン脂質の
割合が１以上になると、ディスク状の形状を
保ったまま磁場に対して等方的に存在する
(図１b)。この等方的バイセルに膜作用性物
質を含有させることにより、脂質二重膜に結
合した状態での NMRによる構造解析が可能と
なると考えた。これまでこの等方バイセルを
用いて膜ペプチドの構造解析を行った例が
わずかにあるのみであったが、本研究ではこ
れをより一般化し、複雑な膜作用性抗生物質
などに適用することにした。 
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図１ バイセルの模式図（a）長鎖リン脂質
はバイセルの平面部分で二重膜を形成し、短
鎖リン脂質は縁に存在する。（b）大型バイセ
ルは磁場配向性を示すが、小型バイセルは等
方的になる。本研究では小型等方バイセルを
用いる。 
 

 
２．研究の目的 
本研究では、上記のバイセルを脂質二重膜モ
デルとして用い、生体膜における分子間相互
作用解析のための方法論を確立する。さらに
それを複雑な系へと応用し、その一般的有用
性を証明することを目的とする。具体的には
以下の研究内容を設定し、これを達成するこ
とを目的とした。 
（１）バイセルを用いた構造解析においては、
薬剤の導入によりバイセルの形状が変化す

る懸念が常にある。そこで、形状に影響を与
えない範囲での構造解析を行うために、薬剤
の導入によるバイセルの形状変化の評価法
を確立する。これにより、本方法論の適用を
より確実なものとする。 
（２）本研究では、等方バイセルを用いて脂
質膜における複雑な化合物の構造解析を検
討する。具体的には、アンフィジノール(AM、
図２)の膜中での構造解析を行う。AM は我々
が渦鞭毛藻から単離構造決定したポリエン
ポリオール化合物で、強力な抗カビ活性およ
び溶血性を有している。その効果は膜中のス
テロール共存下でのイオン透過性ポア形成
によることが明らかとなっている。このよう
な膜中での分子複合系における構造解析は
一般に非常に困難であり、バイセルを用いた
研究例もない。そこで、このような複雑な化
合物においてもバイセルを適用し、脂質膜中
での自己会合体の相互作用解析法を確立す
る。 
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図２ アンフィジノール３(AM3)の構造 

 
（３）生体膜には脂質ラフトと呼ばれる特殊
なドメイン構造が形成され（図３）、細胞信
号伝達において重要な働きを担っている。こ
の脂質ラフトはスフィンゴ脂質とコレステ
ロールに富んでおり、これらが超分子形成す
ることで周囲の膜とは物理的に異なった領
域を形成すると考えられている。この脂質ラ
フトは、特異的に集積した膜タンパク質を介
したシグナル伝達のプラットホームとして
機能していると考えられている。しかし、こ
のような生物学的重要性にもかかわらず、脂
質ラフトは形成と離散を繰り返しているた
め、分子レベルでの相互作用解析はほとんど
行われていない。そこで、まずスフィンゴミ
エリンがバイセルを形成することを確認し、
次いでバイセルを用いた脂質ラフトにおけ
る分子認識の解明を目指す。 
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図３ 脂質ラフトの模式図と、スフィンゴミ
エリン（SM）およびコレステロールの構造 
 
 



３．研究の方法 
（１）バイセル形状変化の評価法  
本研究の遂行においては、バイセルに薬剤を
含有させた場合においてもその形状を保っ
ていることが前提条件である。そこでまず薬
剤を含有させた場合におけるバイセルの形
状変化を動的光散乱装置を用いて詳細に検
討し、薬剤がバイセルの形状に与える影響を
精査する。これにより、バイセルの形状に影
響を与えない薬剤の濃度範囲を簡便に決定
する方法論を確立する。 
（２）アンフィジノール３複合体の構造解析 
次にバイセルを用いてアンフィジノール３
(AM3, 図２)の膜中の構造解析を行う。まず
上記の方法により AM3がバイセルの形状に与
える影響を調べ、形状変化の生じない条件を
見つける。次にバイセル膜中における AM3 の
配座および存在位置を決定する。AM の立体配
座は NOESY測定やスピン結合定数から決定可
能である。また Mn2+やドキシル化リン脂質を
用いることで、緩和時間の減少から膜中での
AM3 の存在位置を決定することができる。 
以上の検討により脂質膜中での AM3の配座

や存在位置、分子間相互作用を明らかにする。 
（３）脂質ラフトにおける分子間相互作用  
最後にバイセルを用いて脂質ラフトについ
て検討する。脂質ラフトの大きな特徴として、
界面活性剤 TritonX-100に対する不溶性が挙
げられる。これは、脂質ラフト以外の脂質膜
成分が TritonX-100によってミセル化し可溶
化するのに対し、ラフト部分は Triton 存在
下でも二重膜としての形状を保っているこ
とによる。このような不溶化したラフト成分
は、その周りを TritonX によって取り囲まれ
た構造を取っていると予想される。同様にバ
イセルも脂質二重膜の周りを短鎖リン脂質
もしくは界面活性剤が取り囲んだ構造をし
ていることから（図１）、両者は類似した形
状をしていると考えられる。そこで本研究で
は、まず①SMを用いてバイセルが形成するこ
とを確認し、②コレステロールの有無による
SM の配座変化、③ラフトにおける分子間相互
作用について検討する。①のバイセル形成の
確認については、上述の動的光散乱などを用
いることで確認可能である。また、②につい
ては SM を用いてバイセルを形成させた後、
SMのスピン結合定数やNOEを測定することに
よって決定可能である。一方、③の分子間相
互作用については分子間 NOEの観測を予定し
ている。これらを基にラフト形成の分子基盤
に迫る。 
 
 
４．研究成果 
（１）バイセル形成評価法の確立 
まずは購入した動的光散乱装置を用いてバ
イセルの大きさについての検討を行い、

31P-NMR を併用することで、バイセルの形状や
配向性および会合体のサイズについての知
見を同時に得ることができ、安定したバイセ
ルの形成が可能となった。 
（２）アンフィジノール３複合体の構造解析 
次にアンフィジノール 3(AM3)に対してバイ
セル中での構造解析を行った。その結果、バ
イセル中での AM3 は、ポリオール部分を膜表
面に広げ、ポリエン部分を膜内部に貫入させ
た T字型の構造であることが明らかとなった
（図４）。このことは、AM3 が脂質膜に作用す
ることで膜の表面積が大きくなり、膜が正の
曲率を持つことを示唆しており、その結果ポ
アが形成するものと推測される。このように
本研究によって、分子量が１０００を超える
分子についてもバイセルを用いて膜環境で
の配座解析が可能であることが示された。こ
の結果は Organic Letters 誌に掲載された(T. 
Houdai, N. Matsumori, M. Murata. Org. Lett. 
2008, 10, 4191-4194)。 
また、アンフィジノールを含む脂質膜に作

用する化合物について、バイセルを用いた構
造 解 析 法 を ま と め て 総 説 に し た （ N. 
Matsumori, M. Murata. Nat. Prod. Rep. 2010, 
27, 1480-1492）。 
 

 

図４ アンフィジノールのバイセル中での
構造。 
 

 
（３）脂質ラフトにおける分子間相互作用 
つぎにバイセルを用いて脂質ラフトにおけ
る分子相互作用解析を行った。脂質ラフトは
スフィンゴミエリン(SM)およびコレステロ
ールを主成分とする細胞膜ドメインであり、
周囲の細胞膜とは異なる相状態を有してい
る。この脂質ラフトにはシグナル伝達に関与
する膜タンパク質が特異的に集積すること
から、シグナル伝達のプラットホームとして
機能していると考えられている。脂質ラフト
の大きな特徴として、界面活性剤に対する不
溶性が挙げられる。このような不溶化したラ
フト成分は、その周りを界面活性剤によって
取り囲まれた構造を取っていると予想され
る。我々はまず SM に短鎖リン脂質を混ぜる



とバイセルが形成することを明らかにする
ために、SM バイセルの物理化学的性質を動的
光散乱や蛍光偏光解消測定、および 31P-NMR
実験等により精査し、ラフトをほぼバイセル
で再現できることを明らかにした。 

次いで SM を用いてバイセルを形成させ、
SMのスピン結合定数やNOEを測定することに
よって膜環境における SM の配座を決定した
（図５、投稿準備中）。さらにコレステロー
ルを共存させたラフトモデルバイセルを調
製し、同様に配座を解析した。その結果、コ
レステロールの有無によらず SM の配座はほ
とんど変化しないことが明らかとなった。こ
れはラフトと非ラフトの性質の違いが SM の
配座変化に起因するわけではないことを示
唆している。つまり、脂質ラフトにおいてコ
レステロールは SM と直接相互作用していな
いことが示唆された。 

 

図５ バイセルを用いて明らかになったス
フィンゴミエリンの膜環境での構造。 
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