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研究成果の概要（和文）：動脈硬化の防御機構として重要な HDL の生成機構の解明を目指し、脂

質膜とアポリポタンパク質 A-I との相互作用評価を行った。脂質組成や pH などの膜環境が変化

するとディスク状複合体が自発的に形成されることを見いだすとともに、ディスク状複合体の

構造や構成脂質の動的挙動を観察し、この微粒子の特性を明らかにした。 
研究成果の概要（英文）：We investigate apolipoprotein A-I–lipid membrane interaction to 
elucidate mechanism of the formation of HDLs, which act as anti-atherogenic.  We found 
discoidal lipid–apolipoprotein complexes are spontaneously formed by the change in the 
lipid compositions and pH at membrane’s surface.  Structure and lipid dynamics of the 
discoidal complexes were also evaluated by means of neutron scattering and fluorescence 
analyses. 
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１．研究開始当初の背景 
 HDL 新生は末梢細胞のコレステロール
(Chol)の唯一の代謝経路である Chol 逆転送
系の最初のステップであり、動脈硬化に対す
る防御機構として重要である。近年、病理学
的及び細胞生物学的研究によって HDL新生の
プロセスが少しずつ解明され、HDL の構成タ
ンパク質であるアポリポタンパク質 A-I 
(apoA-I)と、膜タンパク質 ABCA1 との相互作

用によって Chol とリン脂質を含むディスク
状 HDL が形成されることや、ABCA1 は ATP 依
存的に脂質輸送を行うことなどが明らかに
されているが、最も重要な、apoA-I と脂質と
の複合体形成のメカニズムについては全く
不明であった。そこで、ABCA1 は脂質を直接
apoA-I に運ぶのではなく、ABCA1 の脂質トラ
ンスロカーゼ作用によって摂動を受けた膜
が apoA-I の結合及び脂質搬出を受け入れる
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との作業仮説に基づいて本研究を着想する
に至った。 
 
２．研究の目的 
 apoA-I 及びそのモデルペプチドを用い、脂
質二分子膜との結合親和性、結合位置、膜構
造変化、脂質可溶化能を、NMR 及び蛍光法に
より評価し、これらの特性の脂質依存性を定
量的に評価することで、HDL 組立ての物理化
学的機序を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) コール酸透析法によりアポリポタンパ
ク質 A-I(apoA-I)とリン脂質からなるディス
ク状複合体を形成させ、その生成率をゲル濾
過によって解析することで、ディスク状複合
体の熱力学的安定性を評価した。 
(2) ベシクルに apoA-I を添加したときのデ
ィスク形成率を光散乱強度の減衰、あるいは
ゲル濾過法によって解析することで、ディス
ク状複合体形成の速度論的評価を行った。 
(3) apoA-I及びそのモデルペプチドをベシク
ルと混合後、超遠心によって分離することで、
ポリペプチドの膜結合量を算出した。膜結合、
非結合状態の apoA-I のヘリックス含量を CD
測定により算出した。 
(4) コール酸透析法によって調製したディ
スク状複合体中に蛍光プローブを導入し、そ
の蛍光寿命及び、エキシマー蛍光から膜のパ
ッキングを評価することで粒子の形状を評
価した。 
(5) リン脂質の粒子間移動速度を中性子小
角散乱法によって解析した。コレステロール
の移動速度は、超遠心法と酵素呈色法を組み
合わせることにより評価した。 
 
４．研究成果 
(1) apoA-Iとリン脂質混合物のコール酸透析
によって生成するディスク状複合体とベシ

クルの生成量をゲル濾過によって分析し、生
成比の温度依存性から、ベシクルとディスク
状複合体の熱力学的安定性を評価した。その
結果、ディスク状複合体は同じ量の脂質膜と
タンパク質（遊離状態）と比べて、ディスク
１モルあたり 52kJ安定であると求められ（図
１)、この安定化には主に、タンパク質のヘ
リックス形成によるエンタルピーの低下が
寄与していることが判明した。一方、脂質膜
のパッキングはディスク状複合体において
高まっており、エントロピー的に不利な環境
にあることが明らかとなった。 
(2) ベシクルに apoA-I を添加した際のディ
スク状複合体の形成は非常に遅い反応であ
ったことから、ディスク状複合体形成過程に
おける高いエネルギー障壁の存在が示唆さ
れた。したがって、生体膜においては、膜タ
ンパク質 ABCA1がこのエネルギー障壁を下げ
ることで熱力学的に安定な複合体の形成を
促進していると予想された。 
(3) 物理化学的な観点から両親媒性ヘリッ
クスのモデル膜への結合を評価した。リン脂
質膜へのスフィンゴミエリンの導入は膜を
硬くし、ヘリックスの結合を抑制するのに対
し、負の曲率を有するフォスファチジルエタ
ノールアミンの導入は、膜表面の疎水性水和
を高め、ヘリックスの結合を促進することを
見いだした。 
(4) apoA-Iによるモデル膜の可溶化を追跡し
た結果、本来安定な PC 膜に対しても、細胞
内オルガネラ内の環境に近い低 pH 条件にお
いて HDL様のディスク状複合体の形成が促進
されることを見いだした。またこの現象が、
apoA-I の構造変化に起因することを明らか
にした。これらの結果より、HDL 新生反応に
おける物理化学的な脂質−apoA-I 相互作用の
重要性が示された。 
(5) ディスクの構造について蛍光分光法に
より評価を行った。その結果、粒子の構造は
それを形成する脂質の特性と脂質−タンパク
質比に大きく依存し、飽和リン脂質により構
成されたディスク粒子は１種類の平板状の
ディスクを形成するのに対し、不飽和リン脂
質では３種の異なる大きさの粒子が生成し、
小さい２種類のディスクでは脂質二重層が
平面ではなく鞍状曲面を形成することを発
見した。 
(6) 時分割中性子小角散乱法によってリン
脂質の粒子間移動速度を評価したところ、デ
ィスク状複合体間のリン脂質移動はリポソ
ーム間と比べ約 20 倍促進されていることが
判明し、エントロピー的に不利な脂質環境を
反映する脂質の動的特性が明らかになった。 
(7) 超遠心分離と酵素呈色法によるコレス
テロールの粒子間移動評価法を確立し、膜か
らのコレステロールの排出はラフトではな
く、非ラフト領域から起こることを明らかに図１ 脂質膜とディスク状複合体の安定性



 

 

した。またベシクル膜に比べ、ディスク粒子
においてコレステロールの搬出が促進され
ることを明らかにした。これらの結果より、
ディスク粒子中の脂質の密なパッキングが
リン脂質やコレステロールの粒子からの解
離を促進させていることを定量的に明らか
にした。 
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