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研究成果の概要（和文）：脂肪酸は、有酸素運動の燃料や炎症メディエーターの原料として、細胞内で様々な用途に利
用される。しかし、水に溶けにくいため、細胞内での輸送には脂肪酸結合タンパク質が必要とされる。本研究では、心
臓型脂肪酸結合タンパク質が、細胞内の様々な長さの脂肪酸から特定の一種類を選ぶのではなく、エネルギー生産の燃
料となる複数種類の脂肪酸をグループとして見分ける“あいまい認識”をすることを明らかにした。また、この脂肪酸
鎖長選択機構は、水分子が関与する興味深いものであることが判明した。本成果は、メタボリックシンドロームや統合
失調など脂肪酸が関与する疾患の分子メカニズムの解明につながると期待される。

研究成果の概要（英文）：Fatty acid-binding proteins (FABPs) are small proteins for cytosolic delivery of 
fatty acids (FAs), which are used as fuels for aerobic exercise and/or raw materials for inflammatory 
mediators. We revealed that human heart-type FABP (FABP3) identifies FAs not by exact matching but by 
“fuzzy recognition” of fundamental structural similarities among numerous FAs, where two different type 
of water clusters are involved in measuring the length of string-like molecule FAs. This finding sheds 
light on molecular mechanism of a promiscuous lipid-protein interaction that would play key roles in 
FA-related diseases, such as metabolic syndrome and schizophrenic.

研究分野：生物分子化学
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１．研究開始当初の背景 
脂質分子は、胞膜形成やエネルギー貯蔵、
遺伝子発現制御、タンパク質輸送など、多様
な生命現象に関与する。脂質代謝に関わる数
多くのタンパク質は、脂質アルキル鎖の構造
を厳密に見分けていると考えられるが、水素
結合などの指向性相互作用が少ないため、分
子選択機構に未解明な部分が多い。 
これらのタンパク質の機能と、脂質の関与
する生理機構を解明するには、脂質-タンパク
質間の分子認識の構造基盤解明が必須であ
る。しかしながら、水に不溶な脂質とタンパ
ク質の親和性を精密に評価できる良い方法
がなく、柔軟な脂質分子のタンパク質結合構
造を高い分解能で得ることも困難であった
ため、これらを克服する新しい方法論の開発
が望まれていた。 

 
２．研究の目的 
最も単純な脂質である脂肪酸と、それを結
合する小さな可溶性蛋白質 Fatty Acid 
Binding Protein 3（FABP3）の組合せに着
目し、FABP3 の脂肪酸選択性とその分子機
構の解明を目的とした。 

FABP3 は細胞内の脂肪酸輸送に関与し、
脂肪酸の鎖長や二重結合の数と位置にある
程度の広い許容性をもって、”あいまい”な分
子認識をすることが知られている。 
本研究では、脂肪酸の親和性評価法を開発
し、網羅的に親和性を明らかにすることで、
あいまい認識される脂肪酸構造の範囲と限
界を明らかにし、X 線結晶解析や NMR、計
算化学的手法を用いて、その構造要因を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
(1)難溶性化合物の親和性測定法開発 
水に溶けない脂質のタンパク質結合親和
性を正確に評価するための基盤技術を開発
した。生体内では脂溶性化合物は生体膜や輸
送タンパク質に結合して存在する。この環境
を模倣し、脂肪酸を生体膜モデルであるリポ
ソームに結合することで、脂肪酸を可溶化し
た。リポソーム結合脂肪酸を用いて FABP3 と
の親和性解析を行うことで、沈殿・油滴とし
て系外への析出と、疎水性相互作用による非
特異吸着を防ぎ、より生体に近い環境におけ
る脂質-タンパク質結合親和性を精密に測定
した。相互作用の検出には等温滴定熱量測定
（ITC）と表面プラズモン共鳴（SPR）を用い
た。 
 
(2)計算機化学を用いた脂肪酸あいまい認識
の分子機構解析 
協力研究者より提供された高分解能X線共
結晶構造を元に、計算機化学的手法により幅
広い脂肪酸選択性および脂肪酸取り込みの
分子機構を解析した。脂肪酸選択性に関与す
る水分子のエネルギー計算は WaterMap プロ
グラムを用いた。脂肪酸取り込み機構の推定

には、MARBLE を用いた。 
 
(3)結合脂肪酸の揺らぎ構造解析のためのプ
ローブ分子合成 
柔軟な脂肪酸の結合構造をより正確に捉
えるため、重水素標識脂肪酸を合成し、固体
NMR、中性子回折、赤外分光を用いたアルキ
ル鎖の二面角解析を可能とする。 
 
４．研究成果 
(1)リポソーム媒介等温滴定熱量測定（ITC）
による精密親和性解析 
水への溶解度が大きく異なる短鎖～長鎖
の脂肪酸を、リポソームに結合することによ
り同一条件で可溶化し、かつ非特異吸着を抑
制した。リポソーム結合脂肪酸を用いて ITC
による結合親和性解析を可能とし、脂肪酸、
脂肪酸誘導体のFABP3親和性を網羅的に明ら
かにした。この結果から、FABP3 は C8 以上の
脂肪酸に幅広い結合性を示し、特に C10～C18
にたいして強く結合することが示された。
（図 1） 

 
図 1 FABP3－脂肪酸相互作用の ITC 解析。脂
肪酸を懸濁液として滴下した場合は熱が出
ない（左）が、リポソームに結合して添加し
た場合は明確な結合熱が観測された（右）。 
 
(2)表面プラズモン共鳴（SPR）へのリポソー
ム媒介法の応用 
リポソームを用いた脂肪酸の可溶化と非
特異吸着の抑制法を SPR 実験にも応用した。
その結果、アナライト結合リポソームを用い
て、FABP3 固定化チップ上での脂肪酸－FABP3
結合反応の速度論的解析を可能とした。 
 
(3)水分子を介した脂肪酸鎖長認識機構の解
明 
MD シミュレーション（WaterMap）を用いて、
FABP3 結合ポケット内の水分子クラスターの
自由エネルギーおよび熱力学パラメーター
の評価をおこなった。その結果、脂肪酸アル
キル鎖とエネルギー損失なく置換可能な“鎖 

 
図 2 FABP3‐C10:0 複合体の水和サイトの熱
力学的パラメータ解析。バルクの水分子を基
準としたエントロピー（–TΔS、左）とエン
タルピー（ΔH、右）を示した。 



長調節”水分子クラスターと、置換不可能な
“鎖長制限”水分子クラスターの性質が明確
に異なる2つのクラスターが存在することが
明らかとなった。（図 2） 
 
(4)FABP3 の脂肪酸取り込み機構推定 
MD シミュレーション（MARBLE）を用いて、
生体温度におけるFABP3の脂肪酸結合／非結
合時の動的構造の違いを評価した。その結果、
脂肪酸非結合時のFABP3が結合ポケットを外
部に大きく開き、脂肪酸の取り込みに有利な
“完全開構造”をとることが初めて示された。
（図 3） 

 

図 3 MD シミュレーション中に観察された

FABP3 閉構造（左）および開構造（右） 

タンパク質は青のリボンモデルで示し、その
表面は灰色で示した。結合脂肪酸は黄色のビ
ーズモデルで示した。完全開構造における開
口部を茶色で示した。 
 
(5)二面角解析のための重水素標識脂肪酸の
合成 
汎用性の高い共通中間体を設計し、アルキ
ル鎖の望む部位を選択的に 2H-13C-13C-2H 標識
した脂肪酸の高効率的な合成ルートを確立
した。（図 4） 

 
図 4 スピンクラスター標識脂肪酸の合成法  
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