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第 1章序論

1-1アンフォテリシン B

1-1-a ポリエン系抗生物質であるアンフォテリシンB

真菌による感染症は、癌治療や臓器移植に伴う免疫抑制剤の使用、 HIV感染による

免疫機能の低下といった観点から近年大きな問題となっている。しかし、真菌はヒト

と同じく真核生物であるために、優れた選択毒性を発揮できる生理的ターゲットが少

ない。そのため抗真菌薬の開発は抗菌剤に比べて遅れている。さらに、薬剤に耐性を

持つ病原菌の増加、拡散により、より効果的で信頼のおける抗真菌剤が求められてい

る。

ポリエンマクロライド化合物はその強い抗真菌活性や、幅広い抗菌スペクトルを示

すことから、現在に至るまで最もよく用いられてきた抗真菌剤である。また耐性菌の

出現頻度が低いことも特徴に挙げられる。現在では抗真菌活性を示すポリエンマクロ

ライド化合物は 200種以上発見されており、一部は実際の感染症治療に用いられてい

る 1)(図 1-1)。しかし、同時に強い副作用を示すことが使用上の限界となっている。
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図 1-1 感染症治療に用いられるポリエンマクロライド抗生物質
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アンフォテリシン B2) (AmB, 図 1-1)はポリエンマクロライド系化合物に属する抗

生物質で、 1955年に放線菌 Streptomycesnodosusから単離された 3)。1956年に抗真菌

活性が確認され 3)、更に 1959年には感染症治療への適用例が報告された 4)0 AmBの

全立体構造は 1971年に N-iodoacetyl誘導体の X線解析により明らかとなった 5)。これ

以降AmBの活性本体の解明に向けた研究が行われるようになり、DeKruijffらは AmB

の構造から樽板モデルを提唱し 6)、現在でも広く受け入れられている。また AmBの

全成は 1988年に Nicolaouらにより達成されている］

AmBの選択毒t生は膜に含まれるステロールの違いにより説明される。つまりヒト

細胞膜に含まれるステロールがコレステロール（図 1-2左）であるのに対し、真菌の膜

に含まれるステロールはエルゴステロール（図 1-2右）である。 Bittmanらの報告では、

ステロールを 25%含有する卵黄フォスファチジルコリン(EggPC)リポソームに対する

結合定数は、コレステロールではKa=5.2土1.4x10尺ェルゴステロールではKa=6.9士

1.lxlがであり、 10倍ほどエルゴステロールのほうが大きくなっている 8)。

ヽ

HO HO 

コレステロール
エルゴステロール

図 1-2 ::rレステロールおよびエルゴステロールの構造

1-1-b アンフォテリシン B製剤

AmBは感染症治療に極めて有効であり、静脈注射による深在性真菌症の化学療法

には欠くことのできない医薬品であるが、強い腎毒性を示す 9)。これは AmBの標的

と考えられている真菌のエルゴステロール含有膜とヒトのコレステロール含有膜に

対する選択性が低いことに起因している。また、水への溶解度が低いことから、その

投与法にも工夫が必要となる。現在では数種の薬剤が開発され臨床で用いられている

2a) (表 1-1)。これらは主に AmBと脂質分子や界面活性剤を混合して可溶化させるこ

とで、血中濃度を薬効量まで高めることを目的とされている。また、脂質複合体製剤

はAmB分子が徐々にリリースされることで、副作用の原因と考えられている AmB

の巨大ミセル (1-3参照）の形成を抑制する効果もある。ただし、調製が煩雑であり
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コストが高いことがネックになっている。 AmBを化学誘導することで、選択毒性を

向上させる研究も行われており、 invitroでは良好な結果を示す誘導体も報告されてい

るものの、薬として利用されるには至っていない 10)。

表 1-1 代表的な医薬用 AmB製剤 2a)

AmB preparation Composition Mole ratio Net charge Physical state Size/μm 

Fungizone DOC/A呻 7:3 Negative Micelles く 0.4

AmB-lipid complex DMPC/DMPG/AmB 
(ABLC, Abelcet) 

7:3:3 Negative Sheets 1.6-11 

Ampholiposome EPC/Chol/SA/ AmB 4:3:1 :0.5 Positive Oligolamellar vesicles 0.2-0.3 

AmBisome HSPC/Chol/DSPG/AmB 2:1:0.8:0.4 Negative Small unilamellar vesicles 0.06 

AmB-colloidal 

dispersion CS/A呻 1:1 Negative Discs 0.12 

(ABCD,Am袖ocil)

Chol, cholesterol; CS, cholesteryl sulphate; DMPC, dimyristoyl phosphatidylcholine; DMPG. dimyristoyl phosphatidylglycerol; 

DOC, deoxycholate; DSPG, distearoyl phosphatidylcholine; EPC, egg yolk phosphatidylcholine; HSPC, hydrogenated 

phosphatidylcholine; SA, stearylamine; SPC, soya phosphatidylcholine. 

1-1-c アンフォテリシンBの生合成

AmBは放線菌Streptomycesnodosusにより図 1-3の生合成経路を経て合成される 11¥

まずポリケチド系合成経路に従い、酢酸由来の 16個の C2-unitとプロヒ°オン酸由来の

3個の C3-unitによって、アグリコンのみの中間体が形成される。次に酸化や糖転移が

起こり、 AmBが生合成される。酢酸は酢酸由来の場所にもプロピオン酸由来の場所

にも取り込まれるが、プロピオン酸はプロピオン酸由来部分の場所にしか取り込まれ

ないことも分かっている。また、糖部分のマイコサミンは直接グルコースに由来して

いる。既に Rawlingsらにより 13C標識された酢酸塩やプロピオン酸の取り込み実験が

行われており、それぞれに対応する 13C標識された AmBが生合成されている 11)。ま

た、生体中において C2-unitや C3-unitは解糖系によるグルコースの代謝産物として生

産されることから、既に本研究室において全炭素 13C標識グルコースを Streptomyces

nodosusに与えることにより全ての炭素が 13C標識化された AmBの調製に成功してい

る12)。さらに近年はAmBの生合成を司る遺伝子が解明され 1り遺伝子操作による AmB

誘導体の調製も報告されている 14)。
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図 1-3 ArnBのしおよび C3ユニットの取り込みパターン

1-2 活性発現機構と樽板モデル

AmBの活性試験に人工のリン脂質二重膜が用いられるようになって以降、そのス

テロール選択性をより明確に評価することが可能となり、 AmBはステロール含有膜

に対してより活性を発現しやすいことが明らかになった 15)o Andreoliらは、 AmBが

濃度依存的にリン脂質膜の電気抵抗を低下させること、またその効果はステロール含

有膜に対し選択的に発現することから、ステロール分子を伴った自己会合により、リ

ン脂質膜中でポアを形成していると考えた。そこで彼らは、分子サイズの異なる非電

解質を用い、それらのリン脂質膜透過試験を行った。その結果、 AmB共存下、分子

サイズと膜透過係数の間に明確な相関が見られ、これを基に、 AmBのポアサイズを 7

,..,__,10.s Aと計算した 16)0 

また、 Cassらは、 AmBの濃度とリン脂質膜のコンダクタンスの関係性を速度論的

に解釈し、 AmBチャネルの会合数を 4,-.,__,12と求めた 17)。さらに N-acetyl誘導体は活

性をもたないこと、ステロールの 3位のヒドロキシ基が活性に重要であることも明ら

かになり 18)、1974年に DeKruijffらは AmB分子が親水性部分を内側に、疎水的部分
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を外側にして円形に並ぶことでポアを形成、その AmB分子間にステロールが挿入さ

れた樽板モデルを提唱した 6)(図 1-4)。このモデル構造は多くの科学者に支持され、

その後の研究基盤となった。

図 1-4 樽板モデルの概念図。 AmB分子が親水性部位を内側に円形に配列し、外側の

疎水性部位がステロールやリン脂質と相互作用している。

1-3 AmBのステロール選択性と会合体の構造解析

樽板モデルが提唱されて以降、このモデルを基にその作用機構を明らかにするべく

多くの研究がなされてきた。AmBはヘプタエン発色団を持ち、メタノールなどの有

機溶媒中では特徴的な UV吸収スペクトルを示すが、リン脂質膜中ではその形状が変

化することが知られている 19)。樽板モデルを基に、このスペクトル変化は AmBが自

己会合することで、即ちチャネルを形成することで分子間距離が近づき、ヘプタエン

発色団同士の励起子相互作用が起こった結果であると解釈されている 19)。

Bolardらはこのスペクトル変化とステロール含有膜での活性発現に必要な AmB濃

度を比較した 20)。その結果、エルゴステロール含有膜では AmBが限界ミセル濃度以

下で活性発現が可能であるのに対し、コレステロール含有膜に対する活性の発現には

限界ミセル濃度以上の AmB濃度が必要であることが明らかになった。これらの結果

から、彼らはエJレゴステロール含有膜では AmBは単分子で膜に挿入され、エルゴス

テロールとチャネル複合体を形成する一方、コレステロール含有膜では AmBは単分

子では膜に挿入できず、水中で自己会合体を形成した後に膜に入りイオンを透過する

と考察している（図 1-5)。
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(a) (b) 

(¥ 
=AmB 口 ＝エルゴステロール U =コレステロール

図 1-5 Bolardらの提唱した選択毒性の発現機構 20)0AmBに対する親和性の大きな工

ルゴステロール含有膜では、 AmB-ステロール複合体が形成され、イオンの透過が起

こる(a)。一方、 AmBに対する親和性の低いコレステロール含有膜では単分子溶解し

ている AmBはステロールとの複合体の形成が起きないため活性を示さないが、 AmB

濃度が高くなり、水中で会合状態になると膜に挿入されイオンを透過する(b)。

また、当研究室の松岡らの研究により、 AmBの活性発現には AmBのリン脂質膜ヘ

の分配とチャネルの形成という二段階があり、エルゴステロールは両方の段階を促進

するのに対し、コレステロールは膜への分配には促進的に働くが、チャネルの形成に

は阻害的に働くことが明らかになっている 21)0 

Gruszeckiらのグループも UVスペクトル変化を基により定量的な解析を試みてい

る22)0 AmBの吸収波長が有機溶媒中の 408nmから脂質膜中で 332nmヘシフトする

ことついて、励起子カップリングの理論式から発色団間の距離を求め（図 1-6-a)、脂質

膜中におけるヘプタエンの分子間距離は 4.7Aと算出した（図 1-6-b)。ただし、この値

ではチャネルの内径が 1,...__,2A程となり、実験結果(7,...__,10A16)、1-2参照）と必ずしも一

致しない。また、配向膜サンプルに対する UV偏光スペクトル測定により、膜表面に

存在する AmBと膜に挿入された AmBの割合に関しても考察を行っており、 AmBが

脂質膜に対し 1mol¾ の割合で存在する場合、 38%が膜表面に、 62%が膜に垂直に挿入

されていると指摘している。さらに、これらの割合は膜の相転位温度前後で大きく変
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化することから、 AmB会合体の形成には脂質の相状態も影響を与えることが示唆さ

れている。最近では IRスペクトルや、中性子散乱等を用いた測定でも同様に濃度依

存的な膜への挿入の過程が報告されている 23)0

(a) 

単量体

322 run 

会合体

疎水性部

親水性部

図 1-6 Gruszeckiらの実験の概略図 22)0AmBは単分子ではヘプタエン由来の 408nm 

にUVスペクトルの吸収を示すが、会合状態になると、ヘプタエン部位の距離が近づ

きエネルギー順位が分裂する(a)。この分裂幅から、ヘプタエン部位の距離Rを計算し

た(b)。

Baginskiらのグループは分子動力学計算による解析を積極的に行っており 24)'DI¥.1PC

膜中(34分子，片面17分子の二重膜， 1666の水分子）、 8分子のAmBと8分子のステロール

を用いた計算を行うことで、エルゴステロールとコレステロールがAmB会合体に与え

る影響を検討した24b)(図1-7)。その結果、以下に示すような違いが見られた。(l)AmB

チャネルのポアサイズはAmB—エルゴステロールの方がAmB-コレステロールよりも

大きい。(2)AmBのアミノ基とカルボキシル基との間の分子間水素結合はAmB-エルゴ

ステロールチャネルの方が多いが、 AmB全体の水素結合数はAmB-コレステロールチ

ャネルの方が多い。(3)エルゴステロールはコレステロールに比べ分子の運動性は低く、

ヒドロキシ基がAmBの糖部分と水素結合を形成しやすい。(4)AmB-DI¥.1PCの相互作用

はAmBーエルゴステロールチャネルの方が多い。彼らはこれらの計算結果をもとに、

AmBの分子間相互作用をエルゴステロールが僅かに阻害することでチャネルの内径

を増加させ、イオンの透過をより容易にさせることが選択毒性の由来であると考察し

ている。
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AmBーコレステロールチャネル AmBーエルゴステロールチャネル

図1-7 BaginskiらのMD計算で得られたチャネル構造24b)

ただし、分子動力学計算は初期状態の設定に依存する部分も多く、また計算時間が

平衡状態に達するまでの時間に比べはるかに短いといった課題もある。

またチャネル電流測定を中心にAmBチャネルにコレステロールは直接関与してい

ないという報告もされており 25)、分子レベルでの相互作用、チャネル複合体構造は未

知の部分が多い。また結果が断片的であったり信頼性等に問題があったりと解決すべ

き点も多く、更なる研究が求められている。

1-4 固体NMR

1-4-a 固体NMRにおける相互作用

固体 NMR.26-28)では対象とする分子の運動性が低いため、様々な相互作用が平均化

されずに残っている。固体NMRにおける主な相互作用は以下の通りである。

H =HZ +Ha + H CSA +凡＋凡 +HQ

Hz: ゼーマン相互作用， Ha:化学シフトの等方項， HCSA:化学シフトの異方項，

HJ: スピンースピン相互作用， HD:双極子相互作用， HQ四極子相互作用

これらの相互作用はシグナルをブロードにするため解析を困難にするが、一方で分子
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の配向や運動性、原子間距離情報など溶液NMRでは得られない情報を含んでいる。

そこで、シグナルを先鋭化しつつこれらの情報を得る手法が開発されてきた。そして

その手法の多くが生体膜系への応用が可能である。

生体膜は様々な生理活性発現の場であり、その相互作用には多くの関心が寄せられ

ているが、未だにその解析、特に原子レベルでの解析は困難である。その理由には、

生体膜試料は結晶化しにくく、また膜平面方向と膜法線方向でその物理的性質が大き

く異なるなることから、従来のX線回折や溶液NMRの適用の困難さが挙げられる。

一方固体NMRではこれらの生理的条件下でも解析が可能である。生体膜系での固体

NMR測定で用いられる核種および方法の一例を表 1-2および 1-3に示した。

表 1-2 生体膜系の測定で主に用いられる核種29)

Natural abundance Magnetgyric ratio Frequency ratio 
Isotope Spin 

xi¾ yl 107 rads―IT→ El¾ 

lH 1/2 99.9885 26.752 100 

2H 1 0.0115 4.107 15.350 

13c 1/2 1.07 6.728 25.145 

1sN 1/2 0.368 -2.713 10.137 

19p 1/2 100 25.181 94.094 

3lp 1/2 100 10.839 40.481 

表 1-3 固体 N]¥,fRから得られる情報

得られる情報 観測する相互作用

原子間距離 双極子相互作用 (REDOR,TEDOR, RR等）

運動性 四極子分裂幅 C2H-NMR等）

配向 化学シフト異方性 (13C-NMR,1sN-NMR, 19F-NMR, 31P-NMR等）

1-4-b 双極子相互作用

核スピンは磁石と考えることができ、原子Sの感じる Z軸方向の磁場は、外部磁場

B。に加え原子Iからの影響を受ける（図 1-8)。
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図 1-8 核スピン間の相互作用。S核の位

置により 1から受ける影響が異なる。

このときのスピンIとSの距離を r、外部磁場B。に対する角度を0とすると（図 1-8)、

双極子相互作用の大きさ卯は(1)式で表される 30)。

OJD (0) =士mJ(3cos20-1) (1) 

また、距離との関係は(2)式で表され、双極子カップリング(Hz)と呼ばれる。

D= 
r1rsliμ。
8がr3

(2) 

Y1: I核の核磁気回転比、 Ys:S核の核磁気回転比、μ。：真空の透磁率

つまり、双極子相互作用には距離と角度という貴重な情報が含まれている。しかし、

双極子相互作用はシグナルをブロードにする一因でもあり、通常の測定ではマジック

角回転という手法により消去している。

1-4-c マジック角回転

双極子交互作用は(1)式のように角度0によって決まっており、 (3cos20-1)に比例する。

従って、 0=54.74°(マジック角，釦）の時に(3cos2仕 I)の項が 0になり、極子相互作用

が消失することになる。しかし、現実に試料を 54.74°に配置するのは不可能である。

そのため、 54.74°を軸にして高速回転を行う (MagicAngle Spinning, MAS)ことで 5~.74°

に配置した状態と同じ効果をもたらすことができ、スペクトルを単純化することがで

きる。

1-4-d REDOR法

MAS条件により消去された双極子カップリングを復活させ、原子間距離を測定す

る方法の 1つが RotationalEcho Double Resonance (REDOR)法31,32)である（図 1-9)。こ

の測定ではローターの周期に同期して、 180゚ パルスを双極子結合をもつ核の片方(S

核）に照射する。このパルスの影響で回転エコーの再結像が妨げられた結果、 1核のシ
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グナル強度が減衰する。この減衰の割合から異種核間双極子相互作用の大きさを見積

もることが可能となり、 I核と S核の原子間距離の情報が得られる。

冗/2

1H回 TPPM 

国］
xyxyyxyx 

s 

rotor 

i 
~~~~~~~~ijij~ijij~~~ 

臼

I I I I I I I I I I I 
+ roop I + roop I 

図 1-9 REDORのパルスシークエンス

以下に REDOR法の原理について述べる。

MAS条件下では原子の位置が時間と共に変化するため、双極子カップリングの周

波数も時間の関数となり (3)式で表される（図 1-10)。

叫 (a,/3,t)=士吐[sin2 /3 cos 2(a + OJ/)―↓ sin2/Jcos(a+OJ/)] (3) 

幼： MASの回転速度(radsper sec) (4) 

a, /3: ベクトルの方向を規定するパラメータ（図 1-10)

この値はローターの回転により平

均化され、 1回転後における双極

子カップリングの積分値

f。~r OJD(a,[J,t)dt 
にはローター1周期の時間）は 0に

なる o REDOR法ではこの MASに

よる双極子カップリングの消失を

防ぐため、 180度パルスを照射す

る。そこで、ローター1回転中、

時間 t1とローターサイクルの半分 図 1-10 MAS条件下での I-S核の位置の規定

z
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の時間に 180度パルスを照射した場合の dephasingangle(△ ¢)を計算すると(5)式となる。

△ ¢=I。:1OJD (a,/3,t)dt-fり＋て~12wD(a,/3,t)dt+f wD(a,/3,t)dt 
り 1戸 ,/2

＝干4J'iDち sill/J cos /J sillい弓］
(5) 

て;.: ローターが 1回転する時間

一般的な REDOR測定では 180度パルスをローター周期の中間と最後に照射するため、

tけこ Trを代入すると(5)式は単純化され(6)式となる。

Li¢=干4ぬDrrsin/3cos/3sina (6) 

また nローターサイクル後の dephasingangleは

払＝平4J加nrr sin /3 cos /3 sin a (7) 

で表される。このとき 180度パルス照射を行わなかった場合(So)と照射した場合(S)の

シグナル強度比は次のように計算される。

凶 1 2:,r 7r 

亙=1-石f。dafc。sin/Jd/3 cos(/j.¢11) (8) 

~S=S。 -S (9) 

この式を厳密に解くことは困難であるが、第 1種 Bessel関数Jk(X)を用いることでよ

り扱いやすい(10)式に変形できる 30)0

Ta =1-[J。（勘nち）~2 + 2t 16k~-1 [Jk (勘nrr)「 (10) 

(10)式の邸IS。と展開時間(dephasingtime, mr)の関係を図 1-11に示したa REDOR測定

ではローターサイクル数n、すなわち depahsingtimeを変化させ△SIS。の測定を行うこ
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とで双極子カップリングの値を決定する。この値は(2)式のように原子間距離を含むた

め、 REDOR測定により原子間距離を求めることができる。

1.2 

0.8 

elf 
US 0.6 
<l 

0.4 

0.2 

゜

200 Hz 

゜
10 20 30 

dephasing time / ms 
40 

図 1-11 Bessel関数を用いて計算した REDOR減衰曲線 (k=6まで計算）

REDOR測定は、孤立した一対のスピン系の距離測定において極めて有用な手法で

あるが、多スピン系、特に全炭素標識体などに対し REDOR法を用いると、双極子の

展開時間に同核種間のJーカップリングの展開も起こってしまう。その結果、スペクト

ルの位相が合わなり、距離の算出が不可能になる。この問題を回避するため、幾つか

の方法が提案されている。

Griffinらは1核に選択的 180度パルスを用いることで、同核種同士の相互作用を打

ち消したJ-decoupledREDORを開発した 33)(囮 1-12-a)。ただしこの方法ではシグナル

の分離の良い炭素にしか適用できないという欠点かある。 Schaeferらはソリッドエコ

ーを用いることで J—カップリングによる磁化の展開を減少させる RDX (REDOR for X 

Clusters, 図 1-12-b) を報告している 34)。この手法では全ての炭素において一度に異

種核間の相互作用を測定することがでるため、分子全体の距離情報が得られる。ただ

し、測定の感度はREDOR法に比べ低下しており、また正確な距離の計算も困難であ

る。しかしながら、これらの手法が開発されたことでREDOR測定の応用範囲が広が

り、位置特異的な標識が困難な生体試料でも利用可能となった。
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図 1-12

s
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冗
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J-decoupled REDOR(a)とRDX(b)のパルスシークエンス 33,34) 

固体Niv1Rの生体膜への応用

高分解能の NMR装置および測定法の普及に伴い、固体 NMRは生体膜系へ適用さ

れるようになった 35)。特に REDOR法は分子間の距離情報をもとに相互作用を解析で

きるため、重要なツールとなっている 36)0 

Schaeferらは両親媒性のペプチド K3((KIAGKIA)3-NHガに関して、複数の標識体を用

いて分子間 REDOR測定を行い、ペプチドの形成するポアの構造を解析した 37)。マガ

イニン 38)や PGLa39)に代表される抗菌ペプチドは、片側に親水性残基が、反対側に疎

水性の残基が集中した両親媒性の性質を有し、細胞膜と相互作用することで活性を発

現する 40)。K3も同様の化学的性質を有した 21残基のペプチドであり 41)、その会合体

の構造が注目された。 Schaeferらは K3ペプチドと膜との相互作用形式として、樽板

モデル、カーペットモデル、トロイダルモデルを仮定し、実際の分子の位置関係を固

体NMRにより求めモデル構造と比較した。

彼らはまず、リン脂質のヘッドグループとの位置関係を求めるため Be,rsNで標識

された K3を調製し、 13C{31P}REDORと15N{31P}REDORを測定した 36a)。分子中央付

近の 12残基目のリジン側鎖のアミノ基、または 10残基目のカルボニJレ炭素が標識さ

れた K3を用いた場合でも、リン脂質頭部の 31pの間に REDOR減衰が観測されたこ

とから、 K3は分子全体に亘ってリン脂質頭部と相互作用していることが明らかとな

った。次に、末端のメチル基にフッ素を導入した標識化リン脂質を用いて、 K3 とリ

ン脂質末端部位との位置関係を求め、ペプチドがリン脂質のアシル鎖と強く相互作用

していることを示した 37a)0 

次の段階として、K3分子間の相互作用に注目し、標識化 K3を用いた分子間 REDOR

測定を行った 37b)0 19F標識体と 13C標識体を 1:1でリン脂質膜に取り込み、 2箇所で
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分子間の距離を求めた。 その結果、10残基目同士が4.5 A、14残基目と17残基目が

10.4 A離れていることが明らかとなった。 これらの結果を基に彼らは図1-13に示す

チャネルモデルを提唱した。

このように固体団旧じでは生体膜を模倣した環境下においても原子レベルでの解析

が可能であり、構造解析の強力な手段となる。 また、原子核そのものが観測対象であ

ることから、 蛍光測定やESR 測定のように大きな標識プロ ー ブを導入する必要がな

く、測定対象の分子に与える影響を最小限に抑えることができる。 しかし、解析の困

難さや測定ごとに最適な標識体を調製する必要性があることから、現在のところ適用

範囲はペプチドなど単純な構造の化合物に限られている。

(a) 

N 

(b) 
K3二量体 K3単りし1本

＼リジン側鎖 I リン脂質側鎖が折れ曲がっている

\\ / 

図1-13 固体NMR測定により推定されたK3のチャネルモデル 37)

(a)REDOR測定により明らかになった原子間距離。(b)提唱されたチャネルモデル構造。

1-6 アンフォテリシンBへの適用

アンフォテリシンB会合体の研究にも固体NMRを用いた例が報告されているが

42-44
)、それらは重水素化リン脂質等を用いた分子の運動性の評価にとどまっており、

分子間の相互作用を直接検出した例は無い。 これは、AmBが非ペプチド化合物であ

り、かつ化学的に複雑な構造をしているため、標識体の調製が困難であることが大き

な理由である。
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当研究室では AmB生産菌の l3C強化培養による 13C-AmBの調製や、化学誘導によ

る13c,19p標識化 AmBやステロールの調製に成功しており、これら標識体を用いるこ

とで AmBチャネルの分子間相互作用を直接観測することが可能になった。

まず、 AmBとリン脂質の相互作用に関して、 AmBとリン脂質のヘッドグループに

存在する 3lpとの相関を 13C{31P}REDORを用いることで評価し、 AmBとリン脂質の

位置関係を調べた 12,45)。AmBの長軸方向の分子長は約 24Aである。一方、一般的な

リン脂質膜の厚さは、親水的なヘッドグループの厚みが sA、疎水的なアシル鎖部分

が27Aで、合わせて約 35A程度である。このことから、樽板モデルが提唱された当

初は AmB単一分子長 (SingleLength Channel, SLC) では膜を貫通できず、 AmBが膜

を貫通するために 2つのチャネルが二階建て構造になった DoubleLength Channel 

(DLC) が想定されていた。

松岡らは、 [3-l3C]プロピオン酸ナトリウムを用いて生合成的に 39、40、41位が 13c

標識された[tri-13C]AmB(図 1-14)を調製し、 DMPCまたはDSPC膜中で（囮 1-14)、リン

脂質の 3lpとAmBの ncの間の REDOR測定を行った 45)。その結果、 DMPC(C14) 

を用いた場合では、 AmBの両端に位置する 39、40、41位の ncとリン脂質の 3lpの

間に REDOR減衰が観測された（図 1-15)。一方、 AmBの分子中央にあるヘプタエン炭

素には減衰が観測されなかったことから（囮 1-15)、AmBは DMPC膜を単分子長で貫

通していることが明らかになった（囮 1-16-a)。一方DMPCより炭素鎖の長いDSPC(C18)

（図 1-14)を用いた場合は、 41位の ncにのみ 3lpからの REDOR減衰が観測され、 39、

40位の ncは脂質二重膜の中央付近に存在していることが示された。これは、 AmB

がDSPC膜を貫通できていない（図 1-16-b)、もしくは AmB会合体が二重になり膜を貫

通している可能性を示唆している（図 1-16-c)。DMPCと一般的な生体膜の厚さはほぼ

同じであることから、 AmBの活性本体は SLCであることを実験的に示した。

OH 

’‘ ’‘’・，，，゜HO 

40 

[t『i只 C]AmB

~4 C O j 

•'"Y'~e、~。~ロm

DMPC'  

)Jj:<~Tロロ
図 1-14 [tri-13C]AmBとDl¥1PC,DSPCの化学構造

H
 ー

0

4

 
"
O
 

0,,, 0 ぐ‘‘‘

こHO' _ OH 

NH2 
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So 

c
 

C20-C33 

I t 1-1'1 

l50 

図 1-15 AmB/DMPCの 13C{31P}REDORスペクトル。AmB/DMPC=1/10, 展開時間 22.9

ms。C39,40,41の3箇所で REDOR減衰が確認され、これらの部位が膜表面に近いこ

とが明らかになった。一方で、ヘプタエン部分には減衰が見られないことから、膜中

央部に存在していると考えられる 45)0 

(a) 
(b) (c) 

瓢 =AmB 

DMPC膜中

，図 1-16 DMPCおよびDSPC膜中での AmB-PC相互作用の模式図 45)

DMPC膜中では AmBは単分子で膜を貫通している(a)。DSPC膜中では、二重で膜を

貫通(b)、もしくは単分子で通できていない(c)。

また、当研究室では AmBーステロールの相互作用に関しても同様に固体 NMRを用

いることで解析を行ったo REDORスペクトルにおいて減衰が観測されるためには、
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分子間相互作用が十分に安定である必要がある。しかし、一般的に AmB-ステロール

の相互作用は弱いと考えられており、 AmB とステロールを混ぜただけでは分子間の

REDOR減衰が観測されないことが予想された。そこで AmBとステロールを共有結

合で連結しステロール分子の交換を抑制することで、弱い相互作用の検出を試みた 46,

47)。図 1-17-aに示した標識化連結体を用いた結果、ステロールの 6位のフッ素と AmB

のポリエン炭素およびマイコサミンの一部の炭素に REDOR減衰が確認された（図

1-17-b)。さらにこの距離情報を基に配座計算を行い、 AmBの周りをステロールが取

り囲んだ"surroundingmodel"が提唱された（図 1-17-c)。

(a) (c) 

OH 

HOジ',,,、 0 OH OH OH OH O.』・();OH . =13C 

0 0 ,, ,•' 

HO~ 二。H

(b) 
.c!S(x5) 

叫憂™心
了
／]

 
So: 

C1 

200 150 100 50 

゜図 1-17AmB-ステロール連結を用いた固体NMRによる構造解析 47) 。(a)AmB-Sterol 

連結体の構造。(b)連結体/DMPC=l/10の 13C{19F}RDXスペクトル。展開時間：8 ms。(c)

配座計算により提唱されだ'surroundingmodel"。AmB会合体の周りをエルゴステロー

ルが取り囲んでいる。
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1-7. 本研究の目的

アンフォテリシンBはその医薬品としての重要性、また自己会合によるイオン透過

性チャネルの形成という基礎科学的観点から多くの注目を集め、構造解明に向けた研

究がなされてきたがその詳細は未知のままである。当研究室ではチャネル形成に働く

相互作用を AmB-AmB、AmB-ステロール、 AmBーリン脂質の 3つに分け、それぞれに

ついて詳しく検証することでチャネルの全体像に迫ること目指している。上記のよう

に選択的標識体と固体NMRを用いたアプローチにより、既に AmB-リン脂質、 AmB-

ステロールの相互作用解析に成功しており、残る AmB分子間の相互作用に興味が持

たれた。そこで、本研究では 13Cと19pで標識された AmBを用い、その分子間 REDOR

測定を行うことで AmBチャネルのコアとなる ArnB-AmB相互作用を原子レベルで明

らかにすることを目的とした（図 1-18-a)。さらに最近当研究室で重水素標識ステロー

ルを用いた 2H-NMR測定が行われ、リン脂質に POPCを用いた場合に AmBーステロ

ールの相互作用をより選択的に観測できることが示された 48)。そこで、 AmBーステ

ロールの非連結状態での REDOR測定を行うことで、連結による影響を一切取り除い

た状態での AmBとステロールの相互作用観測を行うことも本研究の目的とした（図

1-18-b, c)。

さらに本研究では、 ArnB-AmBおよび AmB-ステロールの相互作用に加え、今まで

の固体NMRの測定結果を考慮に入れることで、AmBチャネル全体の構造を明らかに

することを目指した。また、本研究によってリン脂質の種類やステロールの種類によ

るAmB会合体の構造変化を明らかにすることができれば、選択毒性発現の由来に迫

れるものと期待される。
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=AmB 

＝ステロール り汀 z 汀
図 1-18固体NMRによる AmB複合体の分子間相互作用解析

(a)13C-AmBと19F-AmBを用いた分子間 REDOR測定により AmB分子間の相互作用を

解析する。 (b)19F-AmBと 13C-sterol、および(c)13C-AmBと 19F-sterolを用いた分子間

REDOR測定。この測定で AmBーエルゴステロール間の距離や相互作用を解析する。

これらの測定を基に分子間の相互作用を解明する。
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第 2章 AmB-AmB分子間相互作用の解析

2-1 REDOR法により AmB分子間相互作用解析を行うにあたって

一般に AmBの様に自己会合することでチャネルを形成する分子はリン脂質膜中で

会合状態と非会合状態の平衡にあると考えられているが 1)、固体 NMR測定で会合体

の解析を行うためには、会合体状態を選択的に観測し、かつその会合体がミリ秒単位

の寿命で安定に存在する必要がある。当研究室で行われた泊標識化 AmBの固体

2H-NMR測定による分子の運動性評価の結果、高濃度で膜に取り込まれた AmBの運

動性は低く、多くの分子が会合状態にあることが明らかになった 2)。よって、 AmBと

リン脂質の比を調整することで、チャネル会合体の解析が可能であると考えた。

また最近 AmBのステロール選択性の発現にはリン脂質の種類も重要であることが

明らかとなった。当研究室の毛利らは表面プラズモン共鳴法を用いることで様々な種

類のリン脂質と AmB の相互作用を解析した結果、 l-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero

-3-phosphocholine (POPC)(図 2-1)膜を用いた場合にステロールの選択性を最もよく再

現できる事を確認した 3)。さらに多原らは重水素標識化ステロール（図 2-1)を用いて分

子の運動性を評価した結果、 POPCではエルゴステロールの運動性が AmBの存在に

より抑制されること見出した（図 2-2)4)。これらの結果は AmB-エルゴステロールの直

接的な相互作用を示唆している。従ってステロールの種類による AmB分子間の相互

作用の変化を観測するためにはリン脂質としてPOPCを用いることが最適であると考

えた。
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学構造
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2H標識化コレステロール（左）とエルゴステロール（右）およびPOPC(下）の化
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標識化ステロールを用いた固体2H-NMRスペクトル 4)

コレステロール膜と AmBの無いエルゴステロール膜では、明確な四極子分裂が観

測され、ステロール分子が速い軸回転運動をしていることが確認できる。一方 AmB

を添加したエルゴステロール膜ではシグナルがブロードニングしており、エルゴステ

図 2-2

ロールの運動性が抑制されていることを示している。

2-2 標識体と固体NMR測定用サンプルの調製

2-2-a 13C標識化 AmBの調製

REDOR法により観測する双極子相互作用の大きさは標識部位の運動性の影響を受

ける。そのため、より正確な距離を求めるためには、 AmBの炭素骨格を直接 13Cで標

識することが望ましい。幸いAmBは生合成的手法で容易に 13C標識化が可能であり、

この手法を用いることにした。

ArnB生産菌 Streptomycesnodosusの培養培地に様々な標識化前駆体を添加すること

で、複数の標識体の調製が可能であり 13c標識化前駆体に[3-l3C]プロピオン酸ナトリ

ウムを用いた場合は、 39,40,41位の炭素が標識された[tri虫C]AmB4(図 2-3左）5)を、ま

た[U-13C]グルコースを用いた場合は全ての炭素が標識された[U-13C]AmB5(図2-3右） 6) 
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を得ることができる。しかし、 McNamaraらの報告では 13c標識化前駆体に[3-13C]プ

ロピオン酸ナトリウムを用いた場合、得られる[tri-13C]AmBの 13c標識率は 7~10%と

低く、固体NMR測定に用いるには不十分であった。標識率が低い主な原因は、放線

菌が AmBを生合成する際に、標識化前駆体だけでなく、培地成分も炭素源として取

り込んでしまうためである。そこで、培地成分の炭素源を減らすことで標識率を上昇

させることにした。その結果、 [tri-13ClAmBの標識率は 15%、[U-13C]AmBの標識率は

50%まで上昇し、それぞれを測定に用いた。
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,,,,, ~O 
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[U-"CJAmBO) Hcr12~H 

図2-3 生合成的手法によって得られた nc標識化 AmBの標識部位

2-2-b 19F標識化 AmBの調製

19p標識体には既に報告した方法に従い、 AmBから化学的に誘導した 14-FAmB(8)7) 

を用いることにした（スキーム 2-1)。この標識体は 19pがポリオール側に導入されてい

ることから、主に親水性ポア付近の距離情報が得られ、また分子のヘッドグループ側

に位置していることから AmBの配向に関する情報も得られると期待される。

まず、 AmBのアミノ基を Fmoc基で保護した後、 TMSOTfを作用させることで、ヒ

ドロキシ基が TMS保護されるのと同時に 13,14位を脱水した。続けて HF・pyridineで

TMS基の除去を行いグリカール体(6)を得た。このグリカール体(6)に求電子的フ ッ素

化試薬である Selectfluorを反応させることで 14位にフ ッ素を導入しフ ッ化体(7)を得

た。最後にアミノ基を脱保護し、目的の 14-FAmB(8)を得た。

HPLC精製後、 14-FAmB(8)の各種活性試験を行い、容血活性の ECsoは 1.3μM(AmB

は 1.4μM)であり、また、 ペーパーディスク法による抗カビ活性試験から 10μg/disk

でカビの成長を阻害した(AmBは 10μg/disk)。さらに、後述(2-6参照）の 31PNMRによ

るチャネル活性試験の結果からも AmBと同様の活性を保持していることを確認した。
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スキーム 2-1 14-F AmBの調製

2-2-c 固体NMR測定用膜サンプルの調製

固体 Niv1R測定に用いる多重膜リポソーム(MLV)サンプルは、予め標識体とリン脂

質を混合した後に水和を行い、 MLVを調製した。この方法では、高濃度の AmBをリ

ン脂質膜に取り込ませることができ、 AmBの自己会合の促進と Niv1R感度の向上が期

待できる。組成比は 13C-AmB/19F-AmB/POPC=l/1/20とし、ステロールを含有させたサ

ンプルではPOPCの 10%をステロールに置き換えた。

2-3 [tri-13C]AmBと14-FAmBを用いた℃{19F}REDOR測定による AmB分子間距離

測定

2-3-a 粉末サンプルの 13C{19F}REDOR測定

AmBは水中でミセルを形成するため、膜サンプルの固体NJ¥1R測定から得られた結

果が、膜中でのAmBチャネル複合体を観測したものなのか、それとも単に水中のAmB

ミセルを観測したものかを区別する必要がある。そこで膜サンプルの固体NJ¥1R測定

に先立ち、まず粉末状態での測定を行った。 [tri-13C]AmBと14-FAmBの両標識体を
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I: 1の比で水中に分散させて、ミセルを形成させた後に凍結乾燥したサンプルを測定

した（図 2-4)。下側に 19pに冗パルスを照射していないスペクトル(So)を、上側に 19pに

冗パルスを照射していないスペクトル(So)から 19pに冗パルスを照射したスペクトル(S)

を差し引いた差スペクトル(fiSJを示した。また差スペクトルは縦軸を 2倍に拡大して

いる。差スペクトルで観測されたREDOR減衰は 14-AmB分子内のREDOR減衰と 14-F

AmBと[tri-13C]AmBの分子間 REDOR減衰の両方が重なっているため、これらを別々

に考慮する必要がある。 14-FAmBの分子内 REDOR減衰の寄与は、 AmBの結晶構造

を基に 14-FAmB分子内の各炭素と 14位のフッ素との原子間距離を求め、 13Cの存在

確率を 1.1%として計算した。観測された減衰からこの 14-FAmB分子内の REDOR減

衰の割合を引くことで、分子間での REDOR減衰の割合を求めた（表 2-1)。

Cl3, I'(48%) 

C40 (16%) 

¥ C39 (12%) 

I 

“バ＂
polyene 

polyol 
C41 

C40 C39 
methylene 

Cl3, 1' 

200 150 100 
pi; 匹

so 

。
図 2-4 13C-AmB(4)/19F-AmB(8)= 1/1の 13C{19F} REDORスペクトル（下：非照射スペ

クトル、上：差スペクトル）。測定温度 30°c、MAS速度 6k:Hz、展開時間 5.7ms、積

算回数 65088回。
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表 2-1 粉末サンプルの REDOR減衰の割合

position 
dephasing L1S/So (%) 

time I ms 実測値 分子内 a) 分子間 b)

3.4 8 

゜
8 

C39 5.7 12 

゜
12 

11.4 24 

゜
23 

3.4 14 

゜
14 

C40 5.7 16 

゜
16 

11.4 25 

゜
25 

3.4 20 10 10 

methylene 5.7 19 14 5 

11.4 35 18 17 

3.4 15 12 3 

polyol 5.7 21 15 6 

11.4 29 24 5 

3.4 51 26 25 

C13, Cl' 5.7 48 29 19 

11.4 55 39 16 

3.4 ， I 8 

polyene 5.7 7 3 4 

11.4 14 ， 5 

3.4 19 4 15 

C41 5.7 21 6 15 

11.4 34 5 29 

a)X線構造を基に、 REDOR減衰の理論値を計算

b)実測値から分子内理論値を引いた値

図2-4から分かるように固体NMRシグナルがブロードであることから、 AmBが複

数の化学シフトの異なる環境下に置かれていることが示唆された。また表 2-1に示し

た分子間 REDORの値を比較すると、 AmBのヘッドグループに位置する C41や末端

に位置する C39,40で顕著な減衰を与えた。一方で分子中央部のヘプタエン部位の減
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衰は比較的弱いことから、ミセル中において AmBの配向は完全なランダムではなく、

特定の優位な配向の存在が示唆される O AmBのX線結晶構造解析によると、 AmBは

ヘプタエン部分を重ね合わせかつ反平行("head-to-tail")で配向している 8)。本実験の

REDOR減衰の結果も 14-FAmBのヘッドグループと[tri-13C]AmBの末端部位が近接し

た構造を示唆しており、結晶状態と近い"head-to-tail"の相互作用でミセルを形成して

いると考えられる。また、これら減衰の値から原子間距離を求めるべく理論曲線によ

るフィッティングを試みたが、単純なモデルでは良いフィッティングカーブが得られ

なかった。これは、 AmB分子が密にパッキングしており、最も近接した 2分子間以

外にも分子間 REDOR減衰を与える AmBが存在するためだと考えられる。

2-3-b ステロール非含有POPC膜中での 13C{19F}REDOR測定

次にリン脂質膜で ArnB分子間の相互作用がどの様に変化するかを観測した。

図 2-5にステロールを含まない純粋な POPC膜に 13C-ArnBと 19F-ArnBを混合し

13C{19F}REDOR測定を行った結果を示した。

C41(△ SIS。=15%)
△ S(Yx2) / 

g
 

k
 

s。

l.00 
工バ血

so 

゜

図 2-5 13C-AmB(4)/19F-AmB(8)/POPC=l/1/20の 13C{19F} REDORスペクトル（下：

非照射スペクトル、上：差スペクトル）。図中のアルファベットは POPC由来のシグ

ナル（図 2-1参照）。測定温度 30°CMAS速度 5kHz、展開時間 12.8ms、積算回数 62336

回。

AmB分子間の REDORとして 41位と 40位の炭素で顕著な減衰が確認された。 19p

標識体のフッ素は AmBのヘッドグループ付近にあり、 41位の炭素も同じくヘッドグ
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ループに位置していることから、 41位での減衰は AmB分子が互いに同じ方向に配向

しだ'head-to-head"構造に由来すると考えられる。一方で、 40位の炭素は AmBの末端

側に位置しており、この部分に減衰が観測されたことは AmB分子が反平行に配列し

た"head-to-tail"構造を示唆している。 MD計算等からチャネルを形成した AmB

は"head-to-head"の相互作用をしていると考えられている 9)。従って、このサンプルで

観測された会合体はチャンネル以外の会合体であると考えられる。先の粉末サンプル

での測定でも 40位の炭素で減衰が起きていたことから、ステロール非含有膜では

AmBのミセル構造が一部残っている、または膜から抜け出した AmBがミセルを形成

していることが示唆された。

また、 30ppm付近の POPC由来のシグナルにも REDOR減衰が観測されているよう

にみえるので（図 2-5)、一部の AmBがPOPCと相互作用している可能性もあるが、減

衰の割合は非常に小さく（△S/Si。=0.3%)、また再現性が得られていないことから更なる

検証が必要である。

2-3-c コレステロール含有POPC膜を用いた測定

次にステロールが AmB会合体の構造に与える影響を調べるため、コレステロール

を 10%含む POPC膜を用いて同様に REDOR測定を行い、結果を図 2-6に示した。

C41 (△ SIS。=15%)
AS(Yx2) / 

C41! 11 g k
 

s。

200 150 100 
ppm 

50 

。
図2-6 13C-AmB(4)/19F-AmB(8)/cholesterol/POPC=l/1/2/18の 13C{19F}REDORスペク

トル（下：非照射スペクトル、上：差スペクトル）。図中のアルファベットは POPC

由来のシグナル（図 2-1参照）。測定温度 30°CMAS速度 5kHz、展開時間 12.8ms、積

算回数 61440回。
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41位の炭素のREDOR減衰はステロール非含有膜同様コレステロール含有膜でも観

測されたが、 40位での減衰はほとんど観測されなかった。このことはコレステロール

が AmB分子間の"head-to-tail"相互作用に影響する一方で、"head-to-head"の構造には影

響しないことを意味している。 "head-to-tail"構造をミセル由来だとすると、ステロー

ルが存在することで AmBと脂質膜との親和性が増加し、AmBが膜中で"head-to-head"

構造を主体とした会合状態にあると考えることができる。コレステロールが AmBの

膜への分配を促進することはよく知られており 3,10)、本測定の"head-to-tail"の消失も

この過程を見ているものと考えられる。

2-3-d エルゴステロール含有膜での測定

次に AmBの選択毒性の発現対象であるエルゴステロール含有膜での測定を行った

（図 2-7)。

C41(邸 /S,。=10%)
~S(Yx2),/ 

C4111 11 g k
 

b
 
e
 s。

200 150 ユ00
ppm 

so 

。
図 2-7 13C-AmB(4)/19F-AmB(8)/ergosterol/POPC=l/l/2/l 8の 13C{19F}REDORスペクト

ル（下：非照射スペクトル、上：差スペクトル）。図中のアルファベットは POPC由

来のシグナル（図 2-1参照）。測定温度 30°C、MAS速度 5kHz、展開時間 12.8ms、積

算回数 61440回。

AmB分子間の相互作用に関して、エルゴステロール含有膜においてもコレステロ

ール含有膜と同様、41位の炭素のみに REDOR減衰が観測されたが、減衰の割合(10%)

はステロール非含有膜やコレステロール含有膜(15%)に比べ低下していたoREDOR減
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衰は原子間距離および分子の運動性に依存する。そこで、今回観測された減衰の低下

がどちらに由来しているかを確かめるため、同じ測定を低温下で行った（図 2-8)。その

結果、 41位の炭素の REDOR減衰の割合(10%)は室温測定時と変化しなかった。この

ことからエルゴステロールは AmBの分子の運動性の増加ではなく、原子間距離を増

加させる働きがあることが明らかになった。

また POPCとの間にも顕著な REDOR減衰が観測された（図 2-7)。このことはエルゴ

ステロール含有膜において AmBとPOPCの相互作用が安定化されていることを示し

ている。前章で述べたように、 AmB とリン脂質のヘッドグループとの相互作用は以

前の研究により明らかになっていたが 6)、今回の測定により観測された減衰部位はア

シル鎖の末端付近である。これらの結果は、リン脂質のアシル鎖の末端付近とヘッド

グループが共に AmB分子のヘッドグループ付近にあることを意味しており、リン脂

質二重膜のアシル鎖がお互いに指組構造（インターディジット構造）をとった状態に

あることを示唆している。また、 Nguyenらも高濃度で膜に取り込まれた AmBが脂質

二重膜の厚みを減少させることを報告しており 11)、REDOR測定の結果と一致してい

る。これは AmB(疎水性部の長さは 22A12l) が単分子で膜を貫通できるように周り

のPOPCがインターディジット構造をとることで、疎水部位の厚さを調節しているも

のと考えられる。当研究室でも AmBの活性にリン脂質のアシル鎖の長さが重要であ

ることが確認されており 13)、このインターディジット構造の形成がチャネルの活性に

重要である可能性が示唆された。
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゜n 

k
 

C41邸 /Si。=10% a
 C40 

200 150 迄 so 

゜
図 2-8 -20°Cでの 13C-AmB(4)/19F-AmB(8)/ergosterol/POPC=l/1/2/18の 13C{19F}

REDORスペクトル。（黒：非照射スペクトル、赤：照射スペクトル）。図中のアルフ

ァベットは POPC由来のシグナル（図 2-1参照）。MAS速度 5kHz、展開時間 12.8ms、

積算回数 28256回。

2-3-e 原子間距離の計算

AmBのチャネル構造は AmB分子が"head-to-head"の配向で会合することにより形

成されると考えられている。そこで 41位の減衰に着目し原子間距離を求めることに

したD REDOR測定の展開時間を 4.8,8.0, 12.8, 16.0, 24.0, 32.0 msと変化させREDOR

測定をし（図 2-9)、S。と Sスペクトルの面積値から心'IS。を求めた（表 2-2)。この値

を基に 14-FAmBと隣り合う [tri-13C]AmBのF14-C41の原子間距離を計算した。
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ステロール非含有膜

s。 S

C4IU 
g 

C41 

32 ms 

24ms 

16 ms 

12.8 ms 

8 ms 

4.8 

ms 

g
 

190 170 190 170 

コレステロール含有膜 エルゴステロール含有膜

s。 s s,。 s

190 170 190 170 190 170 190 170 
ppm ppm ppm ppm ppm ppm 

図2-9 41位(182ppm)での REDOR減衰の展開時間による変化

異なる展開時間で測定した非照射 (S。，左）および照射 (S,右）スペクトルのカルボニJレ

領域。左の列からステロール非含有、コレステロール含有、エルゴステロール含有膜。

展開時間は上から 32,24, 26, 12.8, 8, 4.8 ms。

表 2-2 各サンプルの 41位での REDOR減衰の割合

（各シグナル強度の積分強度から計算）

邸 1/S,。

展開時間 /ms 4.8 8 12.8 16 24 32 

ステロール非含有膜 0.015 0.06 0.15 0.17 0.3 0.5 

コレステロール含有膜 0.01 0.12 0.15 0.14 0.35 0.5 

エルゴステロール含有膜 0.07 0.05 0.1 0.12 0.19 0.23 
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今回用いたサンプルは 13C標識体と 19p標識体を単に混合しただけであるので、

REDOR減衰から原子間距離を求めるためには、両標識体が隣り合う確率を考慮する

必要がある。まず距離を計算するにあたり、次のような前提条件を設定した。

1. 14-F AmBと[tri-13C]AmBの物理的性質は同一（ランダムに混ざり合うことができ

る）。

2. 19pの標識位置は親水性部であり、チャネル間ではREDOR減衰を起こさない（距

離が十分離れている）。また、 2分子以上はなれた分子間でも REDOR減衰を起こ

さない。

3.AmB会合体の運動性は低い。

1番に関しては 14-FAmBは非標識 ArnBと同様のイオンチャネル活性、および生物

活性を保持していることから 7)、非標識体と同程度の物理的性質を保持しているもの

と考えることができる。また 2番に関しても ArnBは分子の厚みが 6A程度あるので

2分子以上離れた場合は 1sA以上離れることになる。この距離では REDOR減衰をほ

とんど起こさないので、隣り合う 2分子のみを考慮すればよい。 3番の条件も低温測

定を行うことでその妥当性が確認された。また当研究室の 2HNMR測定の結果も AmB

の運動性がほとんどないことを示唆している叫

樽板型の複合体を考えた場合、チャネル内の REDOR減衰について、 13C-ArnB と

19F-AmBを 1:1で混合すると、 13C-ArnBと19F-AmBが隣り合う確率は 75%なる（図

2-10)。

● =13c 
0 =19F 

① ② ③ ④ 

[o,.•] [●、・J)][0,.J)] [•,.•] 
¥._25%_ _ _翠 25%

REDOR減衰を起こす

図2-10 AmB会合体中の配向

13C-AmBと19F-AmBが完全にランダムに並んだ場合の隣り合う 3分子の組み合わせ。

また[tri虫C]AmBの13C標識率は 15%であり、 14-FAmBにも天然存在比 1.1%の

があるので、Nl¥1Rで観測される C41のシグナルのうち 1.1/(1.1+ 15)=6.8%は14-F

由来となる。よって残りの 15/(1.1+ 15)=93.2%が[tri-13C]AmB由来のシグナルとなる。
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F14-C41の分子内距離は X線データをもとに 14位の水素をフッ素に置き換えること

で計算し、 4.9Aとなった。

最も単純に 2spin系で考えると、 REDOR減衰は以下の式(1)で表すことができる。

邸 1/S。={分子内(4.9A)由来の減衰}x6.8%+{分子間(r)由来の減衰x75%}x93.2%・・・(1)

この式で実験値のフィッティングを行った結果を図 2-11示した。

0.6 

0.5 

0.4 

綺゚ 0.3 
<] 

0.2 

0.1 

゜゚

，． 

ステロール非含有膜（▲） ＇‘ 

コレステロー）嘔有膜(o) ~、,,--------
エルゴステロール含有膜(•) 、、‘ヽ’ 

o,,-‘‘ 
ヽ

'ヽ、 10.3A
ヽ

,,--1 --------
,, --今‘‘ --

、,-ヽ,, -ク、
•-------- 12. 1 A 

--。査--~------------, ~-4、一一竺•--
~I I I 

10 20 30 40 
展開時間/ms

図2-11 13C-AmBと19F-AmBが隣り合う確率を 75%とし、 2spin系で計算した場合の

13C{ 19F} REDOR減衰曲線と分子間距離。▲：ステロール非含有膜、 o: コレステロー

Jレ含有膜、•：エルゴステロール含有膜での 14 位のフッ素と 41 位の炭素との REDOR

減衰の実測値。

この計算により "head-to-head"の構造に関してステロール非含有、またはコレステロー

ル含有膜では AmBの分子間距離は 10.3A、エルゴステロール含有膜では 12.1Aと求

めることができ、エルゴステロールの影響で、 2A程度分子間距離が増加しているこ

とが明らかとなった。この結果は、 AmB分子間にエルゴステロールが挟まった樽板

モデルとも一致するものである。またスペクトルのノイズレベルから距離の誤差を見

積もると、ステロール非含有膜とコレステロール含有膜では士o.sA、エルゴステロー

ル含有膜では士1Aとなった。

2-4 全標識AmBを用いた 13C{19F}RDX測定による AmB分子間の距離測定
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AmB分子間の位置関係を求めるためには複数点での距離情報が必要である。そこ

で、 13C標識体に全標識 AmB([U-13C]AmB(5)、標識率 50%) を用いて測定を行うこ

とにした。この標識体は全ての炭素が標識されているため、 [tri-13C]AmB(4)では標識

されていなかった炭素についても距離情報を得ることができる。ただし、通常の

REDOR法を全炭素標識体に適用すると、双極子の展開時間に 13C同士の Jカップリ

ングの展開も起こり、スペクトルの位相が合わなくなってしまい距離を求めることが

できない。そこで、 Schaeferらの開発した REDORfor X clusters(RDX)法 14)(図 1-12)

を用いることにした。この方法では同核種間の Jカップリングによる相互作用を抑え

ることができ、位相のゆがみの少ないスペクトルを得ることができる。

サンプルには活性に関与する複合体を形成していると考えられるエルゴステロー

ル含有膜に着目し、測定を行った（図 2-12)。

n
 k

 
g
 CB邸 /S,。=17% 

200 15D 温 50 

。
図 2-12 13C-AmB(5)/19F-AmB(8)/ergosterol/POPC=l/l/2/18の 13C{19F}RDXスペクト

ル（黒：非照射スペクトル、赤：照射スペクトル）。図中のアルファベットは POPC

由来のシグナル（図 2-1参照）。 MAS速度 6kHz、展開時間 16ms、積算回数 134272回。

その結果、 AmBの 13位の炭素に顕著な REDOR減衰(17%)が観測された。2-3の実

験においてエルゴステロール含有膜では 14-FAmBの 14位のフッ素と [tri-13C]AmBの

41位の炭素が近接した"head-to-head"の相互作用をしていることが明らかになってい

る。本測定で REDOR減衰が観測された 13位の炭素も 41位の炭素と同様に AmBの

ヘッドグループに位置しており、この結果は"head-to-head"の相互作用を支持するもの

である。次に減衰の値から Fl4-Cl3の原子間距離を計算した。[U-13C]AmBの標識率
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は50%なので、 14-FAmB分子内の REDOR減衰の影響は 1.1/(50+1.1)=2%と考えられ

る。また AmBの結晶構造から Fl4-Cl3分子内距離は 2.32Aとなった 8)。14-FAmBと

[U虫C]AmBの隣り合う確率を 75%(2-3-e参照）として 2式による実験値のフィッティ

ングを行った。

△ SIS。={分子内(2.32A)由来の減衰x}2%+{分子間(r)由来の減衰x75%}x98%・・・(2)

その結果原子間距離は 7,,.....,3Aとなり（図 2-13)、[tri-13C]AmBを用いた場合の Fl4-C41

の 12Aよりも小さい値となった。AmBが樽板型の会合体を形成していると考えると、

14位のフッ素はチャネル内部に位置しており、同様にチャネル内部に位置する 13位

の炭素の方が 41位の炭素よりも距離が近いことは妥当である（図 2-14)。

0.5 
0.45 
0.4 

0.35 
0.3 

C/)Cl) ゚ 。.25
<1 0.2 

0.15 
0.1 

0.05 

゜゚

,,,1 A 
， 

／ 

__ _,、 7.5A 

， 
___ ,,,,,、ヽ,8A

， 

図2-13 13C-AmBと19F-AmBが隣り合う

確率を 75%として計算した場合の

13C{19F}RDX減衰曲線と分子間距離。

5 1 0 15 20 25 30 ●：実測値

----------

dephasing time/ ms 

図2-14 AmBが樽板モデル構造している場合の 14位の

フッ素と 13位と 41位の炭素の位置関係（チャネルを上

から見た図）。 F14-Cl3の方が Fl4-C41より近い位置関

係にある。

[tri-13C]AmBを用いた場合に観測された 41位での減衰が観測されていないが、展開

時間 16ms、原子間距離 12Aを想定すると予想される減衰は 2%とわずかなため、明

確な減衰が観測されなかったものと考えられる。また、 POPCの末端メチル基にも顕

著な減衰が起こっており、 AmBのヘッドグループと POPCのアシル鎖末端部位が近
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接していることが再確認された。ただし、図 2-7の結果と減衰が起きた炭素が異なっ

ており、具体的なAmB-POPCの相互作用の解明にはさらなる検討が必要と思われる。

2-5 POPC膜中での UV吸収スペクトル測定

固体 N.MR測定により、ステロールは AmBとPOPC膜の親和性を上げ、更にエル

ゴステロールは AmB分子間距離を増加させることが示唆された。この結果を別の手

法でも再現できるかどうかは非常に重要である。序論で述べたように AmBのヘプタ

エンは UVスペクトルにおいて特徴的な吸収スペクトルを与え、その形状が AmBの

会合状態に依存して変化することから、多くの研究がなされてきた 15)。そこで、固体

N.MR測定の結果を検証するために、同様に予め AmBとPOPCを混合した後に水和を

行った l¥1LVを用いて UVスペクトル測定を行った。 AmBと脂質の比は 1:100とし、

サンプル中の AmBの濃度は 1.67μMに保った。得られたスペクトルを図 2-15に、極

大吸収波長を表 2-3に示した。

メタノール中では長波長側に特徴的な 3つの吸収を示し、 AmBが単分子溶解して

いることを示している（図 2-15-a)。スクロース緩衝液中でも同様に長波長側に強い吸

収を示し、 AmBはモノマーで存在していることを示唆したが、短波長側 (347nm) 

の吸収がメタノール中に比べて強くなっている（図 2-15-a)。これは AmBの限界ミセル

濃度が IμM程度であるので、一部がミセルを形成しているためである。

ステロール非含有POPC膜のサンプルでは 330nm付近に大きな吸収をもち、 AmB

が会合体を形成してヘプタエン間の距離が近づいたことを示している。しかし、一方

で長波長側の吸収も強く、その吸収パターンはスクロース緩衝液中のそれと一致して

いる。このことは、 AmBとPOPCの相互作用が弱く、一部の AmBが膜から抜け出し

水中に分散していることを示唆している。このことは固体NMR測定で、ミセル由来

と考えられる相互作用が観測された結果と一致している。

コレステロール含有膜では長波長側の吸収が僅かに長波長シフトしており、 AmB

が疎水的環境下、即ちリン脂質膜中に取り込まれていることを示している 15)。また

340 nm付近に強い吸収を示し、 AmB分子が会合状態にあることが示された。この吸

収ピークはブロードであることから 2分子間の相互作用様式は単ーではなく、複数の

会合状態が混在していることを示している。

エルゴステロール膜では会合体由来の短波長側のシグナルが長波長シフトしてお

り、またモノマー由来のシグナル強度が上昇している。 Gruszeckiらの研究によると、
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短波長側の吸収はヘプタエン同士の励起子カップリングによるエネルギー順位の分

裂に対応している 16)。ヘプタエン同士が近づくとエネルギーの分裂が大きくなり、吸

収波長が短波長側に移動する。逆にヘプタエン同士の距離が離れるとエネルギーの分

裂は小さくなり吸収波長は長波長側にシフトする。彼らの考察に基づくと、・エルゴス

テロール膜中では、コレステロール膜で見られたような大きな会合体の形成は抑制さ

れ、分子間距離が離れたことを意味しており、 REDOR測定の結果とも一致する。ま

た、最も長波長の吸収極大も顕著に長波長シフトしている。この吸収波長のシフトは

AmBが疎水的環境下に置かれたためであると解釈されており、 AmB分子が POPC膜

中に取り込まれ、 AmB-POPC間に相互作用が働いていることを示唆している。こちら

もREDOR測定においてん叫-POPCの相互作用が観測されたことと一致する結果と

なった。
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図2-15 POPC膜中での AmBのUVスペクトル。

(a)MeOHおよび緩衝液中での UVスペクトル。 (b)POPC膜中での UVスペクトル。

R= AmB/lipid = 10-2、AmB濃度を 1.67μMに固定。
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表 2-3 AmBのUVスペクトル（図 2-15)の極大吸収波長

サンプル 極大吸収波長 /nm

メタノール中 345 363 382 405 

スクロース緩衝液中 347 365 385 409 

ステロール非含有膜中 329 365 386 410 

コレステロール含有膜中 340 364 386 411 

エルゴステロール含有膜中 351 365 389 416 

2-6 POPC膜中での AmBのチャネル活性試験

固体NMR測定およびUVスペクトル測定から、リン脂質膜に含まれるステロール

が AmBの構造を変化させることが明らかとなった。次に構造の変化と AmBのイオ

ンチャネル活性との関連性を評価するため、 JlpNMRを用いたチャネル活性試験 17)

を行った。

この手法ではリン酸の JlpNMRの化学シフトの値でリン脂質膜を透過するカチオ

ンの流れを親察することができる（図 2-16)。リポソームを pH= 4.5(H2P04―)のリン酸

緩衝溶液中で調製し、その後、水酸化カリウム水溶液を加えてリポソームの外液を pH

= 7.5(HPO内として pH勾配つくる。そこに、 AmBを加えてインキュベートすること

で、リポソームにチャネルを形成させる。チャネルが形成されるとチャネルを介して

カリウムイオンが流入し、リポソーム内の正電荷が増加する。一方、プロトンキャリ

ヤー(FCCP)によりプロトンがリポソーム外に流出し、内外の電位差が保たれる。その

結果、リポソーム内外の pH勾配が解消され最終的に内液の pHも7.5となる。JlpNMR

測定時には Mn2+イオンを加えることにより、リポソーム外のシグナルは消去され、

リポソーム内のリン酸のシグナルのみを観察することができる。リン酸のシグナルは

pH=4.5のとき 1.2ppmに現れ、 pHが7.5に近づくにつれてそのシグナルが低磁場に

シフトしていき、 pH=7.5になると 3.1ppmに移動する。 EggPCを用いて行われた実

験では、エルゴステロー］レ含有膜で 1.2ppm と 3.1ppmに二本シグナルが現れ

る"all-or-none"タイプと呼ばれるチャネルが形成され、一方、ステロール非含有およ

びコレステロール含有膜ではブロードなヒ°ークの観測される"graded"タイプと呼ばれ

るチャネルが形成されることが知られている 18)。"all-or-none"タイプのチャネルは開

口時間が長くチャネルが形成と同時に K+-Ir交換が平衡に到達し、 "graded"タイプの

チャネルは開口時間が短く徐々にリポソーム内の pHが変化すると考えられている 17)0
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図2-16 31PNMRによるイオンチャネル活性試験の概略図。 AmBチャネルの形成に

伴い、リポソーム内部の pHが変化し、リン酸の 31PNMRの化学シフトが変化する。

しかし、 EggPCはもともとコレステロールを含んでおり、純粋にステロールの影響

を評価することができていなかった。本実験ではリン脂質に純粋な POPCを用いるこ

とで、固体NMRや UVスペクトル測定の条件に近い環境下での観測を行い、ステロ

ールの役割を評価した（図 2-17)。

その結果、ステロール非含有リポソームでは AmBの濃度を高めても 3.1ppmにシ

グナルが観測されず、 AmBはチャネル活性を殆ど発現していないことが分かった。

これは AmBとPOPCの親和性が低<、 AmBが膜に結合することができていないため

だと考えられ、 UVスペクトルの結果とも一致する。コレステロール含有膜とエルゴ

ステロール膜で AmBによるチャネルの形成が確認でき、それぞれ、 "graded"タイプ

と"all-or-non"タイプに対応していた。また、エルゴステロール含有膜の R=IO―3では、

シグナル強度が低下しているが、これは Mn2+がチャネルを通りリポソーム内に入る

ことで内側のシグナルもクエンチされているためであると考えられる。一方でコレス

テロール膜では 3.1ppmのシグナルが残っていることから、 AmBの形成するポアサイ

ズは Mn2+が通れるほど大きくないと思われる。
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図2-17 POPCを用いた AmBのK十透過活性試験の結果

POPCリポソームに AmBを添加、3時間インキュベート後に 31PNMRを測定。 1.2ppm 

のシグナルは初期状態のリポソームを表し、 AmBのチャネルが形成され、 WIK十の交

換が起こると 3.1ppmにシグナルを与える。左の列からステロール非含有、コレステ

ロール含有、エルゴステロール含有膜。 AmB/lipidの比は上から 10-3,10-4, 10―5。一番

下は AmBの代わりに DMSOを添加して行ったコントロール実験。

2-7 AmB-AmB相互作用と活性発現機構

ステロール非含有膜と AmBとの親和性は弱く、活性を発現できずに AmBの多く

は水中に存在しミセルを形成していると考えられる。そのミセル状態では少なくと

も"head-to-head"と"head-to-tail"の構造をもつことが明らかとなった（図 2-18-a)。

コレステロールまたはエルゴステロールを含有する POPC膜では AmB分子は膜に

取り込まれる。 POPCはアシル鎖に不飽和結合をもっため、二重膜のパッキングは悪
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く、アシル鎖の秩序は低い。しかし、ステロールのようにリジッドな骨格をもつ分子

が存在すると、アシル鎖の秩序が上昇し、パッキングが密になることが知られている。

AmB分子もヘプタエンを持つ剛直な分子であり、よりパッキングのよいステロール

含有膜に対しその親和性が上昇する 19)。この膜への取り込みの過程で、ミセル状態か

らAmBの配向が変化し、 "head-to-head"の相互作用が優先するようになったものと考

えられる。

ステロール含有膜中では AmBは自己会合状態にあるが、その様子はステロールの

種類により変わる。コレステロール含有膜では AmB-POPC間の REODR減衰が観測

されなかったこと、 UVスペクトルでヘプタエン間の相互作用が強く観測されたこと

から、 AmBは強く自己会合し周りのリン脂質と相分離状態にあると考えられる。こ

のため、明確なポア構造をもったチャネルの形成ができず、イオンが徐々に透過す

る"graded"タイプの活性が見られたものと考えられる（図 2-18-b)。

一方エルゴステロール含有膜では、 AmB分子間の距離が増加していた。このこと

はエルゴステロールの影響で AmB分子間相互作用が弱められたことを意味しており、

エルゴステロールが AmB と複合体を形成している可能性を示唆している。また、

AmB-POPC間にも顕著な REDOR減衰が観測されたことから、 AmB-エルゴステロー

ル-POPCの三者による複合体の形成 20)が推測される。この複合体中では AmBはある

程度の運動性を持ち、親水性部分が内側に集まった比較的大きなポアを持つチャネル

が形成され、イオンを一気に透過する"all-or-non"タイプの活性を発現していると推測

される（図 2-18-c)。
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(a)ステロール非含有膜 =AmB i =POPC 

w =AmBと相互作用しているPOPC

＝コレステロール

~ =エルゴステロール

(b)コレステロール含有膜 (c)エルゴステロール含有膜

図 2-18 POPC膜中での AmB会合体モデルの模式図。 (a)ステロール非含有膜では

ArnBは膜中に入らず、水中のミセル構造を維持している。(b)コレステロール含有膜

では AmBが強く自己会合し、周りのコレステロールおよびリン脂質から分離してい

る。 (c)エルゴステロール膜中では AmB—エルゴステローJレ-POPC のチャネル複合体が

形成される。また、ステロール含有膜(b,c)では AmBの向きが"head-to-head"で揃って

いる。
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実験項

試薬および溶媒

AmB、コレステロールはナカライテスク(Tokyo,Japan)から、エルゴステロール、

Selectfluorは東京化成(Tokyo,Japan)、固体N]V[R測定用のPOPCはAvantiPolar Lipid Inc. 

(Alabaster, AL)から、活性試験用のPOPCはNOFCORPORATION(Tokyo, Japan)から購入

した。特に記載のない限り、溶媒にはナカライテスクの高速液体クロマトグラフィー

用を、水にはMilliQ水(MilliPore社）を用いた。またサンプル調製はアルゴン雰囲気化で

行った。 14-FAmB(S)はフラッシュシリカゲルオープンカラムにより生成を行い、質

量分析およびHNJVIRで構造の確認を行った。 [tri-13C]AmB(4)および[U-13C]AmB(5)は

既に報告した方法6)に従い精製を行ったものを使用した。

使用機器

放線菌の培養には、東京理化器械のローテンプインキュベーター LTI-601SD型を、

振等装置には SHAKERSRR-2を用いた。遠視分離装置は久保田製作所の KUBOTA

5200、溶液NMRは、 ECA-500(JEOL, 500MHz for 1H NMR)を用いて測定した。 NMR

測定溶媒として CDCbまたは DMSO-d6を用いた。質量分析には、サーモクエスト社

LCQ-DECAを用いた。 HPLCは島津製作所製の SCL-lOAvp,SPD-lOAi, LC-lOAi, 

DGU-12A, SCL-lOAvpからなる装置を使用し、カラムは YMC-PackPolymer C18 

ゆ10x250mm、ナカライテスク製の COSMOSIL5C18-AR-Il 倅Ox250mmまたは

ゅ4.6x250mmを使用した。可視紫外分光光度計は島津製作所製の UV-2500PC、日本分

光の V-630 Bio spectrophotometerを使用した。ボルテクスミキサーは PasolinaNS-80を

用い、超音波洗浄器はヤマト社製BRANSON1510を使用した。固体NMRは CMX-300

(Chemagnetics/Varian, 300 MHz for 1H NMR)を用いた。

13C標識 AmBの生合成的調製

本研究には AmericanType Culture Collection (株番号： ATCC 14899)より購入した放

線菌 Streptomycesnodosusを用いた。
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培地の作成

培地には ATCC、GYE、FCAの3つを用いた。培地成分は以下の表 2-4,....,__,2-6に示す

とおりである。 ATCC培地は凍結保存している放線菌の立ち上げ時や継代培養の寒天

斜面培地として用いた。 GYEは放線菌の増殖培地として、 FCA培地は AmBの生産培

地として用いた。蒸留水に培地成分を加え NaOH水溶液でpHを調整し、オートクレ

イブで 120°C、20分間滅菌した後使用した。寒天斜面培地は ATCC培地中 1.5%の寒

天(AgarPowder, Wako)を含み、加熱して寒天を溶かした後、内径 18mmの試験管 1本

につき 5mlを分注し、シリコ栓で蓋をした。また凝縮水の蒸発を防ぐためにシリコ

栓の上からラップで覆った。

表 2-4 ATCC培地成分

Tryptone 

Yeast extract 

Distilled water 

pH 

5.0 g 

3.0 g 

1.0L 

7.0 

表2-6

表2-5 GYE培地成分

D-(+)-Glucose 

Yeast extract 

Distilled water 

pH 

FCA培地成分

10.0 g 

3.0 g 

1.0 L 

7.0 

用いる標識化前駆体 [3-13C]プロピオン酸ナトリウム [U-13C] glucose 

D-(-)-Fructose 500mg 250mg 

Dextrin 1.5 g 750mg 

Soy beans 750mg 375 mg 

CaC03 500 mg 500mg 

Distilled water 50 ml 50 ml 

pH 7.0 7.0 

標識化前駆体の水溶液の調製

メディウム瓶に[3-13C]プロヒ゜オン酸ナトリウム 150mgをとり、蒸留水 1.4mlに溶

解させた。 [U-13C]glucoseを用いる場合は Igをとり、蒸留水 1.8mlを加えて溶解さ

せた。その後オートクレイブで 120°C、20分間滅菌した。この溶液を 1feed当り 200

μl加えた。
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本培養

凍結乾燥してある放線菌を、 ATCCの液体培地に加えて試験管ミキサーを用いて分

散させ、 ATCCの寒天斜面培地に白金耳で接種した。 26°Cでインキュベーションす

ると、 3日ほどでコロニーの形成が見られた。その後、斜面上の放線菌を火炎滅菌し

たミクロスパチュラでそぎ取り、界面活性剤である 0.02% TWEEN 80(Polyoxyethylene 

(20) Sorbitan Monooleate)を 1ml加えて 15分攪拌し、懸濁させた。この懸濁液 0.7ml 

を増殖培地である GYE培地 5mlに植え込み、 2日間 26°Cでインキュベーションし

た。

続いて AmBを生産させるため FCA培地 50mlに対し放線菌を含んでいる GYE培

地を 1.5ml加えた。培養容器には 500mlひだ付き三角フラスコを用い、 6日間振等

培養(26℃ 200 rpm)を行った。その間、 AmB収穫までに前述の標識化前駆体水溶液を

pulse-feedした([3-13C]プロピオン酸ナトリウムの場合は培養開始後24時間経過した後

から 12時間間隔で6回、[U-13C]glucoseの場合は培養開始直後から 8時間間隔で9回）。

以上の操作は全て、紫外滅菌したクリーンベンチ内でおこなった。

AmBの抽出と精製

収穫時期を迎えた生産培地を SM水酸化ナトリウム水溶液を用いて、 pHを 10.5に

調製した。その後、生産培地量の半量の酢酸エチル(7¾w/v Aliquat 336)を加え、 1時

間ほど激しく撹拌(200rpm)した。再びその溶液を S M水酸化ナトリウム水溶液で pH

を 10.5に合わせた。次に、 2000rpmで 10分間遠心分離して、上層の酢酸エチル部分

をデカンテーションにより得た。この抽出作業は2回行った。抽出液を 10~14日間4°C

で冷却し、 AmBを析出させた。

析出してきた黄色粗生成物を遠心分離により収集し、 3mlアセトン、 3mlドライア

セトン、次いで 2mlメタノールで洗浄し、アルゴンガスを吹き付け乾燥させた後、

真空ポンプで完全に溶媒を除去し、 AmBの粗生成物を得た。

この粗生成物を 1mlのDMFに溶解し、酢酸を加えて酸性とした (DMF溶液 20μI

に水 20μIを加えたものの pHが3.9~4.2)。エーテルを 10ml加え、 AmBを析出させ

た。 20分間遠心分離しデカンテーションにより上澄みを取り除いた。エーテルで 2

回洗浄した後、アルゴンガスを吹き付け乾燥させ、真空ポンプで完全に溶媒を除去し、

目的の AmBを得た。標識率は質量分析のピークパターンから求めた。
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14-F AmBの調製

N-FmocAmB 

OH 

H
 

OH 

0 0 ,、‘‘‘

HO二。H
NHFmoc 

AmB(306.0 mg, 331μmol)及びFmocOSu(l88.4 mg, 559μmol)をDMF(lOml)に溶解し、

ピリジン(150μl,6.0 mmol)を加え、室温で 18時間攪拌した。エーテル 150mlを加え

生成物を沈殿させ、セライトでろ取した。 CHCh/MeOH/比0=10/6/1で回収し、溶媒を

除去して目的物(373.4mg, 99%)を得た。

Rf 0.78 (CHCh : MeOH: H20 = 10 : 6: 1); MS (ESI) m/z 1168.S(M+Nat 

N-Fmoc-13, 14-anhydro AmB(6) 

OH 

H
 

,,,,, /0 

OH 

0 0 、""

HOD。H
~HFmoc 

アルゴン雰囲気下、化合物 7(267.9mg, 0.23μmol)をジクロロメタン 10mlに懸濁さ

せ、 2,6-Jレチジン(969μl,8.3 mmol)続けて TMSOTf(l.17ml, 6.4 mmol)を滴下し、室温

で 40分攪拌した。反応液を減圧濃縮後、ヘキサンで抽出した。沈殿をセライト海過

で取り除き、濾液を濃縮後、プラスチック容器に移し乾燥させた。アルゴン置換した

後、 THF5mlに溶解した。 2MのHF-ヒ°リジン(0.57gの40%HF土゜リジンに 3.6mlの

ピリジンを加え、THFで全量を 10mlに希釈したもの）を加え、室温で2時間攪拌した。

溶液をヘキサン／エーテル(1/1)の混合溶液の中に注ぎ、沈殿を析出させ、セライトでろ

取した。沈殿をエーテル、 7%リン酸水素ニナトリウム水溶液、水で順次洗浄した後、

メタノールで回収し、溶媒を留去した。シリカゲルオープンカラムを用いて精製をし、

目的物 6(130mg, AmBより 50%)を得た。
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6: Rf 0.15(CHCh : MeOH = 3 : I); MS (ESI) m/z 1150.S(M+Naf 

N-Fmoc-14-(S)-fluoro AmB(7) 

OH 

,,,,,/0 

OH 

゜0 0 、,'

HO二。H
NHFmoc 

化合物 6(100mg, 88.7μmol)をDMF3mlに溶解し、 pH6.8の緩衝液(0.34%のリン酸

二水素カリウムと 0.35%のリン酸水素ニナトリウムを含む）を 1ml加えた。

Selectfluor(45 mg, 127μmol)を加え、室温で 40分攪拌した。 ODSカラムで脱塩を行い、

MeOHで回収した。溶媒を留去した後、シリカゲルのオープンカラムで精製し、目的

物 7(35.5mg, 30%)を得た。

7: Rf 0.32(CHCb: MeOH = 3 : l); MS (ESI) rn/z 1186.7(M+Nat 

HO OH 

/、ジ＼‘ゾ＼＼＼＼ ゜
H
 

、

O
゜

□

ご

0

0

 H
 

化合物 7(35.5 mg, 30.5μmol) をDMSO/MeOH(3/1)の混合液 1.2mlに溶解し、ヒ°

ペリジン (18μI,183μmol) を加え、室温で 1時間攪拌した。エーテル沈殿後、セラ

イトでろ取し、 CHCh/MeOH/H20(10/6/1) で回収した。溶媒を留去後、シリカゲル

オープンカラムで精製し、目的物を得た (IOmg, 30%)。

8: Rf0.20(CHCh: MeOH: H心=10: 6: 1); 1HNMR (500 MHz, DMSO-d6) 8 4.24 (IH, m, 

H17), 3.99 (IH, m, HIS), 3.78 (IH, dd, J=51.5, 9 Hz, H14), 2.00 (IH, t, J=IO.O, H16), All 

other 1H signals are identical with those of AmB; 19F NMR (470.40 MHz, DMSO-d6) 8 

-199.86 (brd, J=5I.5 Hz); MS (ESI) m/z 964.6 (M+Naり
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固体Nl¥1Rサンプル調製

14-F AmB/[tri-13C]AmB粉末サンプルの調製

14-F AmBと[tri-13C]AmBをそれぞれ 3.5mg (3.7μmol)取り、少量の DMSOに溶解さ

せた。そこに水を加え、 AmB ミセルを形成させた後、凍結乾燥を行った。完全に乾

燥するまで、水の追加と凍結乾燥の操作を繰り返した。得られた粉末を 5<pの MAS

ローターに詰め、 Nl.¥.1R測定に用いた。

14-F AmB/[tri-13C]AmB/POPCリポソームの調製

20 mlナス型フラスコ中で 14-FAmB(8) (1.7 mg, 1.8μmol)、[tri-13C]-AmB(4)(1.7 mg, 

1.8μmol)、POPC(28 mg, 36.8μmol)をCHCh/MeOHに溶解後、エバポレーターで溶媒

を留去し、脂質フィルムを形成させた（ステロール含有サンプルでは 10%の POPCを

対応するステロールに置換）。その後、真空下で 8時間乾燥させることで、完全に溶

媒を除去した。リン脂質フィルムに比0(1ml)と10mMHEPES溶液(pH7.0,31.4μl)を

加え、 vortex,sonicationによって水和を行い、脂質の分散液とした。凍結融解を 5回

行い MLVを形成させた後、 1.5mlのエッペンドルフチューブに移し替え、凍結乾燥

し、粉末状態とした。アルゴン雰囲気下、 D20(3I . 7μl)を加え、 vortex、凍結融解を繰

り返すことでリン脂質を完全に再水和させペースト状にした。サンプルを外径 3mm 

のガラスインサートに移し替え、エポキシ樹脂で密封した。このガラスインサートを

5 cpのMASローターに入れ、 NMR測定に用いた。

14-F AmB/[U-13C]AmB/Ergosterol/POPCリポソームの調製

20 mlナス型フラスコ中で 14-FAmB(S) (1.7 mg, 1.8μmol)、[tri-13C]-AmB(4)(1.7 mg, 

1.8μmol)、エルゴステロール(1.4mg, 3.6μmol)、POPC(24.7 mg, 33μmol)を

CHCh/MeOHに溶解後、エバポレーターで溶媒を留去し、脂質フィルムを形成させた。

その後、真空下で 8時間乾燥させることで、完全に溶媒を除去した。リン脂質フィル

ムに凡0(1ml)と10mMHEPES溶液(pH7.0,29.5μl)を加え、 vortex,sonicationによって

水和を行い、脂質の分散液とした。凍結融解を 5回行い MLVを形成させた後、 1.5ml 

のエッペンドルフチューブに移し替え、凍結乾燥し、粉末状態とした。アルゴン雰囲

紅、恥0(29.5μl)を加え、 vortex、凍結融解を繰り返すことでリン脂質を完全に再水

和させペースト状にした。サンプルを外形 3mmのガラスインサートに移し替え、エ

揺シ樹脂で密封した。このガラスインサートを 5cpのMASローターに入れ、 NMR
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測定に用いた。

固体N.MR測定

測定には 5mmの3チャンネルMASプローブ(Varian)を用いた。測定時は温度コント

ローラーと MAS速度コントローラーにより、温度と MAS速度を一定に保った。低

温測定時には、 PolycoldSystems Inc. のPGC-150を用いた。サンプルごとにパルス幅、

CP条件の最適化を行い、異なる展開時間の測定を行うときは、毎回チューニングと

マッチングの確認を行った。プロトンデカップリングには TPPMパルスシークエンス

を用いた 21)。フッ素核の位相回しには xy-822)を用いた。

各サンプルの測定条件は以下の表（表 2-7------2-11)にまとめた。

13C{19F}REDOR 

表 2-7 14-F AmB/[tri-13C]AmB粉末サンプル測定条件

dephasing time I ms 3.4 5.7 11.4 

scans 26896 65088 34096 

13C observed frequency/ MHz 75.315 

19F irradiation frequency / MHz 281.743 

MAS frequency I Hz 7000士2

temperature I°C 30士l

spectral width / kHz 30 

1H 7C/2 pulse width Iμs 4.3 

13c冗pulsewidth Iμs 9.33 

19F 1t pulse width/μs 12.1 

CP contact time / ms 2 

pulse delay / s 4 

TPPM IR-decoupling field strength/ kHz 71 

19 F phase cycling xy-8 
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表 2-8 14-F AmB/[tri虫C]AmB/POPCの 13C{19F} REDOR測定条件

dephasing time / ms 4.8 8 12.8 16 24 32 

scans 71440 78976 62336 71936 73216 22784 

13C observed frequency/ M血 75.315 

19F irradiation frequency/ M匝 281.743 

MAS frequency / Hz 5000士2

temperature /°C 30士IC

spectral width / kHz 30 

IH面2pulse width /μs 3.8 

13c冗pulsewidth /μs 10.2 

19F冗pulsewidth /μs 11.75 

CP contact time I ms 2 

pulse delay / s 2s 

TPPM 1H-decoupling field strength/ kHz 71 kHz 

19F phase cycling xy-8 

表 2-9 14-F AmB/[tri虫C]AmB/cholesterol/POPCの 13C{19F}REDOR測定条件

dephasing time / ms 4.8 8
 

12.8 16 24 32 

scans 

13C observed frequency / MHz 

19F irradiation frequency / MHz 

MAS frequency / Hz 

temperature /°C 

spectral width / kHz 

1 H 7t/2 pulse width /μs 

13c冗 pulsewidth /μs 

19丘 pulsewidth /μs 

CP contact time / ms 

pulse delay / s 

TPPM 1H-decoupling field strength/ kHz 

19F phase cycling 

34704 60672 61442 42520 61440 50432 

75.315 

281.743 

5000士2

30士l

30 

4.3 

9.93 

13.3 

3 

2 

58 

xy-8 
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表 2-10 14-F AmB/[tri-13C]AmB/ergosterol/POPCの 13C{19F}REDOR測定条件

dephasing time I ms 4.8 8
 

12.8 16 24 32 12.8 

scans 

13C observed frequency/ MHz 

19F irradiation frequency / MHz 

MAS frequency / Hz 

temperature /°C 

spectral widtl1 / kHz 

IH記2pulse widtl1 /μs 

13C 1t pulse width /μs 

19F 1t pulse width /μs 

CP contact time / ms 

pulse delay I s 

TPPM吐 decouplingfield strengtl1 / kHz 

19F phase cycling 

59520 57088 61440 61440 61440 64128 22748 

75.315 

281.743 

5000士2

-20士l30士l

30 

3.8 

10.2 

11.8 

2 

2 

71 

入~-8

4.6 

9.53 

3
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13C{19F}RDX 

表 2-11 14-F AmB/[U-13C]AmB/ergosterol/POPCの 13C{19F}RDX測定条件

dephasing time/ ms 

scans 

13C observed frequency/ M出

19F irradiation frequency / M出

MAS frequency I Hz 

temperature /°C 

spectral width / kHz 

1 H 7C/2 pulse width /μs 

13c冗 pulsewidth /μs 

19丘 pulsewidth /μs 

CP contact time / ms 

pulse delay / s 

TPPM 1H-decoupling field strength/ kHz 

19F phase cycling 

13C phase cycling 

16 

134272 

75.313 

281.743 

5000 + 2 

30 + I 

30 

4 

9.93 

13.3 

1.5 

2 

63 

xy-8 

術(X,y, X, y)4, 如(x,y, -x, -y)4 

輯X,y, -x, -y, -x, -y, X, Y)2 

伽(-x,-y, x, y, x, y, -x, -y)z 

糾x,y, -x, -y, -x, -y, X, Y, -x, -y, X, Y, x, y, -x, -y) 

REDOR減衰シミュレーションカーブの作成

2 spinシステムの理論曲線の作成は、 Bessel級数による近似式を用いた(Microsoft

Excell, k=6まで計算）。

図2-13のRDX測定における減衰の計算には SIMPSON23)を用いた。 (2)式(2-4参照）

の2項目には以下の条件を追加した。溶液の 13CNMRからの 13位の炭素のシグナル

形状から、 13位の両隣の炭素(12位、 14位）が 13Cで標識されている割合は 25%であ

り、どちらか一方が 13cで標識されている割合が 50%、両隣とも 12Cである割合が 25%

であると決定した。また、 12位と 13位の Jーカップリングの値と、 13位と 14位の J-

カップリングの値は共に 44Hzとした。これらの条件を SIMPSONの Inputファイル
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に記述し、シミュレーションカーブを作成した。

UVスペクトル測定

AmBのDMSO溶液から 15nmolを試験管に移し、真空ポンプで溶媒を除去した。

その後、 MeOH/CHCl叶こ溶解させ、 1.5μmolのPOPC(CHCh溶液）を加えた（ステロー

ル含有サンプルでは 10%の POPCを対応するステロールに置換）。エバポレーターで

溶媒を留去し、脂質フィルムを形成させた。真空ポンプで終夜乾燥後、 8%スクロー

ス溶液 1mlを加え、 voltex,sonicationを行い脂質を水和させた。分散液を 4回凍結融

解させることで、 MLVを形成させた。最後に分散液 170μlに対し、 1360μlの8%ス

クロース溶液を加えて希釈し、 UVスペクトルを測定した。また、 AmBを含まないリ

ポソームを同様に調製し、バックグランドとして、 AmB含有リポソームの UVスペ

クトルデータから差し引いた。

31PNMRによる K+流入活性試験

POPC (I 64 mg, 221μmol)を20mlのナス型フラスコに量り取り（ステロール含有サン

プルでは POPCの 10%を対応するステロールで置換）、クロロホルムに溶解させ、ロ

ータリーエバポレーションで溶媒を留去した。その後室温で 18時間真空乾燥させ、

ナス型フラスコ表面に脂質フィルムを調製した。そこに 3mlのリン酸緩衝溶液(0.4M 

KH2P04 I I mM  EDTA/ 40%D20, pH4.5)を加え、ボルテクスミキサーとソニケーターを

用いて脂質フィルムを壁面からはがして水和させ、脂質濃度 72mMのMLVを調整し

た。凍結融解を 4回行い、ポアサイズ200runのポリカーボネート製フィルムを用い

てリポソファストを 9回行った。この LUVI mlに対し 0.4M硫酸カリウム水溶液 5ml 

を加えて脂質濃度 12mMのリポソーム分散液とした。

調製したリポソームに 10M 水酸化カリウム水溶液を加えて外液の pHを4.5から

7.5に調節した。これを 750μI取り、 10mMFCCPエタノール溶液を 2μ1加え、 DMSO

に溶かしたサンプル(0.09,0.9, 9 nmol)を加えて室温で 3時間インキュベートした。そ

の後、 NMRチューブに 550μIをとり、 IOOmM塩化マンガン水溶液4.4μIを加えて外

液の 3lpのシグナルをクエンチしてから 31PNMRの測定を行った。
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3lpNMR測定条件

3lpNMR測定装置はECA-500(JEOL, 500M出 foいHNMR)を用いた。測定条件は表

2-12にまとめた。

表 2-12 31 P NMR測定条件

Experiment single _pulse_ dee 

Solvent D20 

X domain 3lp 

X_freq 202.4683 

X _ sweep I kHz 25.406 

X_points 16384 

Irr_domain IH 

Scans 256 

X_90_width/μs 15 

Temp_get I°C 30 

Relaxation_ delay / s 2 
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補章

1. 距離計算の補足(14-FAmB/[tri-13C]AmBの分子間距離計算について、 2-3-e参照）

AmB分子を樽板モデルに従って配置した場合、実際には標識位置は AmB分子の中

心ではないため、表側に来る AmBと裏側に来る AmBの間で距離が異なる。また l3C

標識体が l9p標識体に挟まれた場合は 3spin系での計算が必要になり、 F-C-Fのなす

角 0もREDOR減衰に影響を与える（図 S-1)。これらを考慮した場合距離の計算結果に

どの程度影響を与えるかを把握しておくことは重要である。以下に、それらを考慮し

た場合の計算を例示する。

、、，ヽ--—0 Gふ

：②0 。¥°"'
:.._ _______、い り゚

図 S-1実際のスピンシステム

●: 13C, 0: 19p 

REDOR減衰は厳密には二つの 13c_19F原子間距離(r1,乃）とその間の角度(0)に依存する。

【2つの距離を仮定した 2spin系での計算】

Baginskiらの分子動力学計算等の結果から r1,r2では3A程度差がある可能性がある

I)。そこで、 REDOR減衰をそれぞれの寄与に分けて計算した。このとき、 13cが 2つ

の 19pにはさまれる場合（図 2-1か③）は、距離の短い方からの寄与を主に受けるとして、

2 spin系で計算を行った((2)式）。

』SIS。={分子内 4.9Ax6.8%} + {短い距離(r1)xSO%x93.2%}

＋｛長い距離(r2)x25%x93.2%} ・・・(2)

距離の差を 3Aとすると、コレステロール膜では(r1,r2)=(9.7 A, 12.7 A)、エルゴステロ

ール含有膜では(r1,r2)=(I 1.4 A, 14.4 A)となった（図 S-2)。

2つの距離の差が大きい場合にはこの計算方法で特に問題は無いと考えられる。ち

なみに完全な 2スピン系（遠い方の双極子相互作用は無視できる）として計算した場合

は、コレステロール膜で 9.5A、エルゴステロール膜で 11.2Aになる。
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図 S-2 2つの距離をもつ 2spin系での計算結果

.A: ステロール非含有膜、 o:コレステロール含有膜、●：エルゴステロール含有膜で

の 14位のフッ素と 41位の炭素との REDOR減衰の実測値。

【1種類の距離で 3spin系を仮定した場合の計算】

13cが複数の 19pに囲まれた場合、 REDOR減衰は原子の位置関係により変化し、図

2-10—③がこの系に相当する。そこで、 REDOR 減衰を(3)式で計算した。

L1S/S。={分子内(4.9A)x6.8%}+{分子間 2spin(r)x5Q%x93.2%} 

十｛分子間 3spin(r, 0)x25%x93.2%} ・・・(3)

Baginskiらの樽板モデルでは 0は70°程度であるので、この値で角度を固定し距離を

変化させると、コレステロール膜で 10.7A、エルゴステロール膜で 12.sAのときに

実験値に近い曲線を与えた。次に角度を変化させ、展開時間 32msにおける角度 0の

影響を計算したものを図 S-5に示した。 AmBの会合体を考えたとき、 0は 30°------130°

の範囲にあると考えられる（図 S-4)。この範囲では角度 0がREDOR減衰に与える影響

は 10.1Aの減衰曲線で 9%程度、 12.sAでは 2.4%以下となり、比較的影響は少ない。

図S-5にはこの範囲で最大と最小をとる REDOR減衰曲線を示した。
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図 S-3 AmBの会合状態と角度 0の関係

AmB3分子が親水性部位を内側に集合した場合（左）、平行に並んだ場合（右）。

0.50 

0.024 t 

0.40 

0S
/
S
V
 

0.30 

0.005 >¢< 

10.1 A 

12.s A 

0.20 

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 

F-C-F angle 

図 S-4 展開時間 32msにおける REDOR減衰の角度依存性。F-C-Fのなす角の

影響は AmBの分子間距離が 10.1Aの時には 6%、12.sAの時には 2.4%に納まってい

る（赤枠）。
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図S-5 3spinを考慮した際のフィッティング

▲：ステロール非含有膜、 o:コレステロール含有膜、●：エルゴステロール含有膜で

の 14位のフッ素と 41位の炭素との REDOR減衰の実測値。

【2種類の距離を持つ 3spin系での計算】

最後に前述の 2種類の距離の計算結果（図 S-5)が3spin系を考慮することでどの程度

影響を受けるかを見積もった。

ASIS。={分子内 4.9Ax6.8%}+{短い距離(r1)x25%x93.2%}

＋｛長い距離(r炉25%x93.2%}十{3spin(r1, r2, 0)x25%x93.2%}・・・(4)

先ほどと同様に REDOR減衰が最少と最大となる 2種の角度についての曲線を図に示

した。ステロール非含有、コレステロール膜では 9.7Aと12.7A (図 S-6-a)、エルゴス

テロール膜では 11.4Aと14.4Aとなった（図 S-6-b)。共に、展開時間 32msまででは、

2spin系と 3spin系のAS/Soの差は 2%程度に収まっている。 2種類の距離の差が大きな

場合は 2spin系の計算で距離を求めても大きな違いはでない。

以上、複数のモデルについて原子間距離の計算を行ったが、計算結果の最小値と最

大値は、ステロール非含有およびコレステロール含有膜で9.5Aと11.2A(9.7 Aと12.7

Aの平均値）、エルゴステロール含有膜で 11.2人と 12.9A (11.4 Aと14.4Aの平均値）

であった。これは 2章で求めた原子間距離 10.3土o.sA(ステロール非含有およびコレ

ステロール含有膜）と 12.1士1Aと大きな差はないため、 2章での計算値を用いて議論

しても問題無いと考えられる。
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図2-17 2種類の距離と角度を考慮した計算結果

(a)ステロール非含有、コレステロール含有膜での REDOR減衰曲線

(b)エルゴステロール含有膜での REODR減衰曲線

▲：ステロール非含有膜、 o: コレステロール含有膜、●：エルゴステロール含有膜で

の 14位のフッ素と 41位の炭素との REDOR減衰の実測値。

本章での REDOR減衰曲線の計算は SIMPSON2)を用いて行った。

1) Baginski, M.; Resat, H.; Borowski, E. Biochim. Biophys. Acta 2002, 1567, 63-78. 

2) Bak, M.; Rasmussen, J. T.; Nielsen, N. C. J. Magn. Reson. 2000, 147, 296-330. 
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SIMPSON input files 

13C{19F}REDOR 

# GF_REDOR_xy-8 

spinsys 

channels 13C 19F 

nuclei 13C 19F 

dipole 1 2 -94.5 0 0 0 

shift 1 10p lOOp 0. 5 50 20 10 

par I 

proton_frequency 300e6 

spin_rate 5000 

SW spin_rate/8 

np 32 

crystal_fi le rep168 

gamma_angles 18 

start_operator I lx 

detect_operator 11p 

verbose 

variable rf 

proc pu I seq {} 

global par 

maxdt 1.0 

1101 

150000 

set t180 [expr 0. 5e6/$par (rf)] 
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set tr2 [expr 0. 5e6/$par (sp i n_rate)-$t180] 

set tr [expr 1. Oe6/$par (sp i n_rate)-$t180/2] 

reset 

acq 

reset 

delay $tr2 

pulse $t180 0 x $par(rf) x 

delay $tr2 

pulse $t180 0 x $par(rf) y 

delay $tr2 

pulse $t180 0 x $par(rf) x 

delay $tr2 

pu I se $t180 0 x $par (rf) y 

delay $tr2 

pulse $t180 0 x $par(rf) y 

delay $tr2 

pulse $t180 0 x $par(rf) x 

delay $tr2 

pu I se $t180 0 x $par (rf) y 

delay $tr2 

pulse $t180 0 x $par(rf) x 

store 1 

reset 

delay $tr 

pulse $t180 $par(rf) x Ox 

delay $tr 

store 2 

reset 
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# puts [join [ I sort [info commands]]¥n] 

set f [fsimpson] 

fsave $f $par(name). fid 

faddlb $f 100 0 

fft $f 

fsave $f $par (name). spe 

for {set i 1} {$i < $par(np)} {incr i} { 

reset 

prop 1 

prop 2 

prop 3 

store 2 

acq 

proc main I} { 

global par 
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13C{19F}RDX 

# CF_RDX 

spinsys 

channels 13C 19F 

nuclei 13C 19F 

dipole 1 2 -82 0 0 0 

shift 1 -2000 0 0 0 0 0 

par I 

proton_frequency 300e6 

spin_rate 6000 

SW spin_rate/16.0 

np 20 

crystaしfile rep168 

gamma_angles ， 
start_operator I lx 

detect_operator I lp 

verbose 1101 

variable rf 150000 

proc pu I seq {} 

global par 

maxdt 2.0 

set t180 [expr 0.5e6/$par(rf)] 

set t90 [expr $t180/2] 

set t45 [expr $t90/2] 
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set trl [expr 0. 5e6/$par (spin_rate)-$t90) 

set tr2 [expr 0. 5e6/$par (sp i n_rate)-$t180) 

set tr3 [expr 0. 5e6/$par (sp i n_rate)-$t45-$t90] 

set tr4 [expr 1e6/$par(spin_rate)-$t90) 

reset 

acq 

store 1 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

store 2 

for {set i 1} {$i < $par (np)} liner i} I 

reset 

delay $tr1 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

prop 1 



pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 $par(rf) x O 0 

pulse $t90 $par(rf) x O 0 

delay $tr2 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

prop 1 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

delay $tr3 

pulse $t45 $par(rf) x O 0 

pulse $t45 $par(rf) x O 0 

delay $tr3 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

delay $tr2 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

prop 1 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

-70 -

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 $par(rf) x O 0 

pulse $t90 $par(rf) x O 0 

delay $tr2 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

prop 1 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

delay $tr3 

pulse $t45 $par(rf) x O 0 

pulse $t45 $par(rf) x O 0 

delay $tr3 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

prop 1 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 



pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pu I se $t90 $par (rf) x O 0 

pulse $t90 $par(rf) x O 0 

delay $tr2 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

pulse $t90 $par(rf) x O 0 

pulse $t90 $par(rf) x O 0 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

prop 1 

prop 1 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

delay $tr3 

pulse $t45 $par(rf) -x O 0 

pulse $t45 $par(rf) -x O 0 

delay $tr3 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr3 

pulse $t45 $par(rf) x O 0 

pulse $t45 $par(rf) x O 0 

delay $tr3 

pulse $t90 0 0 0 0 

pulse $t90 0 0 0 0 

delay $tr2 

pulse $t90 $par(rf) x O 0 

pulse $t90 $par(rf) x O 0 

delay $tr4 

acq 

prop 1 

pu I se $t90 0 0 $par (rf) x 

delay $tr2 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

pulse $t90 0 0 $par(rf) x 

delay $tr2 

reset 

prop 2 

prop 1 

store 1 

9

・

 

9

9
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proc main {] { 

global par 

set f [fsimpson] 

fsave $f $par (name). f id 
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第 3章 AmB-エルゴステロールの分子間相互作用解析とチャネル複合体モデル

3-1 AmBとエルゴステロールの分子間相互作用

ArnB とエルゴステロールの相互作用は、その選択毒性発現の由来として、多くの

研究者の注目を集め、さまざまなアプローチがなされてきた。 Clejanらは様々な構造

を持つステロールの類縁体を AmB含有リポソームに対して添加し、その親和性を

AmBのUV吸収スペクトルの変化から評価した。その結果、 7位と 8位の間の 2重結

合が AmBとの相互作用に重要であることを見出し、ジェン構造を持つことがエルゴ

ステロールがコレステロールよりも AmBとの親和性が高い理由であると提唱した見

また、 Paquetらは重水素化 DPPCを用い、ステロールや AmBがリン脂質の運動性に

与える影響を調べた叫固体2H-NMRスペクトルから得られる四極子分裂幅は分子の

運動性の影響を受け、運動性が高い場合は分裂幅が狭く、逆に分子運動が遅い場合は

分裂幅が大きくなる。そこで、重水素化 DPPC、ステロールと AmBから成るリポソ

ームを調製し、重水素化 DPPCの運動性を評価したところ、コレステロール含有膜で

はAmBはアシル鎖の秩序を増加させるが、エルゴステロールでは逆に減少させる結

果となった。この結果から彼らは、エルゴステロールが AmBと強く相互作用し、リ

ン脂質の秩序を上げる効果が妨げられていると考察した。

しかし、この2分子間の相互作用を直接的な手法により観測した例はほとんど無い。

前章での固体 NMRを用いた AmB分子間の相互作用解析の結果、エルゴステロール

が AmB分子間の相互作用に影響を与え、会合状態を変化させることが明らかになっ

た。そこで、この 13C{19F}REDOR法を AmB-工 Jレゴステロールの分子間に適用し、直

接的な相互作用が観測されるかどうかを検証することにした。

当研究室では以前にも AmBとステロールの分子間相互作用を REDOR法で観測す

る試みが行われており、 1章で述べたように AmB-ステロール連結体を用いることで

AmB-エJレゴステロール間の REDOR減衰の観測に成功した 3)。しかし、リン脂質に

DMPCを用いた場合は、非連結状態での AmB-ステロールの直接的な相互作用は観測

できなかった。これは AmBとDMPCの相互作用が強＜、 AmB-エルゴステロールの

相互作用が相対的に弱められることが原因であると考えられた。しかし、リン脂質に

POPCを用いた場合は、図 2-2に示したように AmBの添加によりエルゴステロールの

運動性が低下しており、 REDOR測定に必要なミリ秒のオーダーで AmBーエルゴステ

ロール複合体が形成されている可能性がある。そこで、リン脂質に POPCを用いて
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AmB-エJレゴステロールの相互作用を強めることで、 REDORによる観測を試みた。

3-2 標識体の調製

ArnB—エJレゴステロール分子間の REDOR 測定には、フッ素を AmB 分子に導入し、

エルゴステロール側を観測する方法と、エJレゴステロールにフッ素を導入し、 AmB

側を観測する方法の 2種類の測定が可能であり、それぞれの測定を行うことで相補的

に相互作用情報を得ることが期待できる。

ArnBの標識体には前述の 14-FAmB(4)4)と[U-13C]AmB(5)5)を用いることにした（図

3-1上）。またエルゴステロールの標識体についても当研究室で調製法が確立されてお

り、 nc標識体として、酵母菌 Saccharomycescerevisiaeを[2-13C]酢酸ナトリウムを含

む 13c強化培地で培養し、 1つ置きに ncが導入された 13CwErgosterolを新たに調製

した 6,7)。また、 19p標識体として、エルゴステロールから化学的に誘導化を行い 6位

に 19pを導入した 6-FErgosterol(lO) 3)を用いた（図 3-1下）。

OH 

‘‘り，メ。

HO 

,,,v "---:::? 

OH 

OH HOF 

f゚ ~入゚HHO、 ‘‘‘’、 0 OH OH OH OH 0,,, /OH 
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砥
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HO' 0 
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図3-1 本実験で用いた標識体の化学構造

3-3 14-F AmB/13C-Ergosterol/POPCの 13C{19F}REDOR測定

3-3-a 13C{19F}REDOR測定と AmB-工 Jレゴステロール相互作用様式

まず、 14-FAmBと13C-Ergosterolの組み合わせで測定を行うことにした。この組み
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合わせではフッ素が AmB会合体の親水性ポア付近、かつヘッドグループに存在する

ことから、これに近接するエルゴステロールの部位を特定することが可能である。

14-F AmB(8)/13C-Ergosterol(9)/POPCを1/1/9の比で混合し、 REDOR測定を行った。得

られたスペクトルを図 3-2に示した。

L'lS,。(YX2) n)1, 26, 27 

/19 

24, 

k
 

e d, f 

，
 

19 

18 

200 150 100 
PJ: 竃凰

50 

。
図3-2 14-F AmB(8)/13C-Ergosterol(9)/POPC=l/l/9の13C{19F}REDORスペクトル（下：

非照射スペクトル、上：差スペクトル）。図中のアルファベットは POPC由来のシグ

ナル（図 2-1参照）。測定温度 30°c、MAS速度 5kHz、展開時間 12.8ms、積算回数 35456

回。

測定の結果、エルゴステロールの角間メチル基の 19位の炭素と、側鎖末端のメチ

ル基の 21,26, 27位の炭素に REDOR減衰が観測された。樽板モデルではエルゴステ

ロールのヒドロキシ基と AmBのマイコサミン部のヒドロキシ基が水素結合すること

で、複合体を形成していると考えられてきた（図 3-3左） 8)。また、当研究室で行われ

たマイコサミン部位の配座と AmBのエルゴステロールの選択性を調べた結果も、マ

イコサミン部位の 2'のヒドロキシ基がエルゴステロールのヒドロキシ基と相互作用

していることを示唆している 9)。よって、 19位の炭素の REDOR減衰は従来から示唆

されてきた相互作用様式を反映しているものと考えられる。

一方で、 21,26,27位の炭素は全て、エルゴステロールの側鎖に位置している。シグ

ナルが重複しており、 REDOR減衰が観測された炭素を正確に特定することは困難で
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あるが、この側鎖部位に REDOR減衰が観測されたことは AmBのヘッドグループと

エルゴステロールの末端側鎖が近接していることを示唆している。この結果は従来の

様式とは逆である（図 3-3右）。 2章での結果から、エルゴステロー］レ含有膜ではPOPC

がインターディジット構造をしていることが示唆されおり、この過程で二重膜の裏側

のエルゴステロールが AmBと相互作用しているものと考えられる。この配向ではエ

Jレゴステロールのヒドロキシ基は POPCのヘッドグループまたは、 AmBの35位のヒ

ドロキシ基と相互作用しており、またジエン部位が AmBのヘプタエンと疎水的な相

互作用することで、複合体を安定化しているものと考えられる。

図3-3 エルゴステロールと AmBの配向（左：従来の AmB複合体モデルで考えられ

ていた"head-to-head"相互作用様式、右：固体 NMR測定から新たに予想され

る"head-to-tail"配向）

3-3-b 14-F AmBのフッ素とエルゴステロールの炭素の原子間距離の計算

図 3-2で得られた REDOR減衰を基に原子間距離の計算を試みたo REDOR減衰が

観測された 19位や 21,26,27位の付近はシグナルの重複が激しく、積分値を正確に求

めることが困難であった。そこで、シグナルを多数のガウス分布の重ね合わせでフィ

ッティングすることで各成分に分離し、 NMRシグナル強度を求めた。その結果、 19

位の炭素の REDOR減衰は 10%となり、 21,26, 27位の炭素では 13%となった。また

異なる展開時間(8,16 ms)で同様の測定を行い REDRO減衰の変化を調べた。

まず 21,26, 27位の炭素と AmBの 14位のフッ素間について距離を見積もることに

した。21,26,27位の炭素に観測された REDOR減衰は 13%が最大値であった（表 3-1)。

もし、すべてのエルゴステロール分子が 14-FAmBと複合体を形成しているとすると、

REDOR減衰の最大値は 100%になる筈である。しかし、本測定の結果は 13%で最大

となりその後減少していた。一般にサンプル調製に用いた全工JレゴステロールがAmB

と複合体を形成しているとは考えにくい。つまり、サンプル中には AmBと相互作用

して運動性が低下したエルゴステロールと、 AmBと相互作用せず、 POPC膜中で速い

-76 -



軸回転運動をしているエルゴステロールがあると考えられる。この様な系に REDOR

法を適用すると、展開時間を延ばすことで運動性の遅い成分、即ち、 AmB と相互作

用し REDOR減衰を引き起こしている成分が、運動性の高い成分よりも先に緩和して

しまい、観測されるシグナル強度に与える寄与が実際の割合よりも低下する。本測定

で展開時間を長くすると REDOR減衰が減少しのもこのことに由来すると考えられる。

そこで大まかに距離を見積もるため、エルゴステロール分子のうち少なくとも 13%

がAmBと"head-to-tail"で相互作用していると考え、距離の計算を行った。この仮定を

基に REDOR減衰の理論曲線によるフィッティングを行うと 7士IA程度となった（図

3-4)。前章でエルゴステロール含有膜中では AmB分子間(F14-C41)の距離が 12Aと求

められたので、本測定の結果はその中間の距離となり、 AmB分子間にエルゴステロ

ールが存在する樽板モデルと一致している。

一方、 19位の炭素では REDOR減衰の再現性が得られず、具体的な距離の計算には

至らなかった。しかし"head-to-head"の配向も上述の"head-to-tail"の配向と同程度存在

すると仮定すると、展開時間 12.8msのREDOR減衰（図 3-3、10%)は、 AmBの F14

とエルゴステロールの 19位の炭素の原子間距離が 1Aである場合に対応する。

表 3-1 21, 26, 27位の炭

素での REDOR減衰の値

展開時間 Ims /1S/S,。
8 0.012 

12.8 0.13 

16 0.08 

0.16 

0.14 

0.12 

0.1 

U) UJ 0.08 

＜］ 0.06 

0.04 

0.02 

゜゚ 5 10 15 20 
dephasing time I ms 

図3-4 21, 26, 27位の炭素でのREDOR減衰

曲線と分子間距離。最大値を 0.13として

REDOR曲線を作成した。● 実測値
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3-4 [U-13C]AmB/6-F-Ergosterol/POPCの 13C{19F}RDX測定

エルゴステロールの側鎖部分が AmBのヘッドグループに近接していることが明ら

かになったが、ステロイド骨格部分の情報は得られなかった。そこで、 13c標識体に

[U-13C]AmBを19p標識体に 6-FErgosterolを用いて測定を行った。 6-FErgsoterolはス

テロイド骨格B環にフッ素が存在するため、ステロイド骨格が AmBのどの部位と近

い位置に存在しているかを確認することができる。

3-4-a 6-F ErgosterolのAmB複合体形成能の評価

6-F Ergosteroi3)はAmBのステロール選択性に重要であると考えられているジェン部

位にフッ素が導入されており、 EggPCを用いた活性試験の結果、エルゴステロール含

有膜に比べ AmBの活性が低下することが明らかになっている JO)。そこで、今回は固

体N]v.[R測定と同様に純粋なPOPCを用いたリポソームで 6-FErgosterolの効果を確認

するため、 2章で行ったにイオン透過活性］］）と UVスペクトルの測定を行った。

POPC膜での AmBチャネル活性試験の結果（図 3-5)、EggPC膜での結果と同様に 6-F

Ergosterolはコレステロールに近い振る舞いを示し、エルゴステロール含有膜に比べ

て6-FErgosterol含有膜では AmBのチャネル形成能が低下していることが確認された。
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R= AmB/lipid 

= 10―3 

R = 10-4 

R = 10・5 

control 

Cholesterol 6-F Ergosterol Ergosterol 

ニニ
~~~~ 

~~~~ 

ーニ—4 3 2 1 0 

ppm 

4 3 2 1 0 

ppm 

図3-5 K十の流入活性試験の結果

4 3 2 1 0 

ppm 

POPCリポソームに AmBを添加、 3時間インキュベート後に 31PNMRを測定。 1.2ppm 

のシグナルは初期状態のリポソームを表し、 AmBのチャネルが形成され、 WIK十の交

換が起こると 3.1ppmにシグナルを与える。左の列からコレステロール含有、 6-F

Ergosterol(lO)含有膜、エルゴステロール含有膜。 POPCと各ステロールの比率は 9:1 

に固定した。 AmB/lipidの比は上から 10-3,10-4, 10-5。一番下は AmBの代わりに DMSO

を添加して行ったコントロール実験。

POPC 膜またはステロール含有 POPC 膜に AmB を 1炉 mol¾加え、 UVスペクトル

を測定した結果（図 3-6)、6-FErgosterolはコレステロールとエルゴステロールの中間的

なスペクトルを示したことから、応の透過活性試験が行われた R値(1o-3)以上ではエ

Jレゴステロールに近い性質を示すことが示唆された。また、 6-FErgosterolはコレステ

ロール膜に比べ、会合状態を示す 340nm付近の吸収が明らかにシフトしており 12)、

また長波長領域でもエルゴステロールに見られるような AmBが疎水的環境下に置か

れたことを示す長波長シフトが観測されていることから 13)、一部の 6-FErgosterolは

AmBと複合体を形成し、膜中に分散していると考えられる。よって固体Nl¥1Rによる
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AmB-6-F Ergosterolの相互作用観測は十分可能であると考えた。

0.05 

0.045 

0.04 

0.035 

0.03 
<( 

さE 0.025 

0.02 

0.015 

0.01 

0.005 

゜300 350 

wavelength / nm 

— sterol-free 

―cholesterol 

— ergosterol 

— F-ergosterol 

400 

図3-6 6-F Ergosterol(lO)/ POPC膜中での AmBのUV吸収スペクトル。AmBの濃度

は 1.67μM、R値は 10勺こ設定。その他のスペクトルは 2章の図 2-15と同じ。

3-4-b 13C{19F}RDX測定

ステロールと複合体を形成した AmBを選択的に観測するため、ステロールの割合

を増やし、 [U只C]AmB/6-F-Ergosterol/POPC= l /2/8で標識体を混合した試料を調製し、

測定を行った。本測定では全炭素標識体[U虫C]AmBを用いるため、 2-4での実験と同

様の理由により RDX法を用いた。得られたスペクトルを図 3-7に示した。
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heptaene (LI SIS。=5%)
邸 0(YX 8) 

38, 40, 6' 

< 

200 150 100 - 50 

。
図3-7 [U-13C]AmB(5)/6-F-Ergosterol(10)/POPC=l/2/8の13C{19F}RDXスペクトル（下：

非照射スペクトル、上：差スペクトル）。図中のアルファベットは POPC由来のシグ

ナル（図 2-1参照）。測定温度 30°C、MAS速度 6kHz、展開時間 6.7ms、積算回数 35840

回。

15 ppm付近に鋭い減衰が観測されたが、こちらは 6-FErgosterolの角間メチル基(19

位）に由来する分子内 REDOR減衰である。

また、 130"-'140ppm にわずかではあるが明確な REDOR 減衰 (~S/Si。=5%) が観測

された。この領域には AmBのヘプタエン部位、 6-FErgosterolの側鎖の 22,23位がシ

グナルを与える。しかし、 AmBの標識率は 50%であり、かつ 14個の炭素のシグナル

が重なっている。一方 6-FErgosterol由来の 13Cは天然存在比(1.1%)で存在するのみで

ある。従ってこの領域で観測されたシグナルはほぼ[U-13C]AmB由来であると考えら

れる。また 6位のフッ素と側鎖二重結合部は 9 A以上離れており、展開時間 6.7ms 

ではほとんど REDOR減衰しない(6-FErgosterolが与えるシグナル強度の 2%以下）。よ

って、この 5%の減衰は[U-13C]AmBと6-FErgosterolの分子間 REDORであると考えら

れ、 AmBのヘプタエン部位とエルゴステロールのジエン部位が疎水的な相互作用を

していることを直接的に明らかにすることができた。また異なる展開時間(10.8ms)の

測定においてもヘプタエン領域で REDOR減衰(10%)が観測された。具体的な距離計

算は、 14個のヘプタエン炭素が重なっており、フッ素原子との距離だけでなく位置関

係も影響してくるため不可能であった。

また、 AmBのヘッドグループに近い 98ppm付近の 13,1'位や、 182ppmの41位の

炭素でも減衰が観測されることがあり、 "head-to-head"の構造(3-3-a参照）の存在も確認
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された。

3-5 AmB-Ergosterolの相互作用

本実験により初めて非連結状態での AmB-エルゴステロールの分子間 REDOR測定

に成功し、 AmBーエルゴステロールの相互作用には AmBのヘッドグループとエルゴス

テロールのヒドロキシ基が近接した配向と、逆に AmBのヘッドグループにエルゴス

テロール側鎖末端が近接した配向の 2種類が存在することが示唆された。また、ステ

ロイド骨格部分は AmBのヘプタエン部分と相互作用している可能性が示されたこと、

および前章で述べたようにん由に近接した POPCはインターデイジット構造を取っ

ていることから、 AmB-エルゴステロー］にPOPC複合体として図 3-8に示したモデル

構造が考えられる。

AmB誘導体や、ポリエンマクロライド化合物は結晶中で"head-to-tail"の配向をして

いることが明らかになっている 14,15)。これは分子間の双極子モーメントの反発を避け

るためであると考えられている。しかし、 AmBチャネルは"head-to-head"構造で会合

していることが 2章の実験により明らかになった。そこで、エルゴステロール分子の

一部が AmB分子に対して"head-to-tail"の配向で相互作用することにより、チャネル全

体としての双躯子モーメントの大きさを減少させ、複合体を安定化していると考えら

れる。

しかし一方で、固体NMRに用いたサンプルには脂質二重膜の表と裏の区別がない

ため、 2 つのチャネル間に挟まれたエルゴステロールが一方のチャネルと

は"head-to-head"で、もう一方とのチャネルとは"head-to-tail"で近接している可能性も

否定できず、 AmB-エルゴステロールの具体的な相互作用については更なる検討が必

要である。しかしながら、本実験により非連結状態においても AmBとエルゴステロ

ールの分子間 REDOR測定が行えたことは重要な結果であり、今後、選択的標識化

ArnBやエルゴステロールを用いていることで、よりピンポイントな距離測定が期待

される。
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図3-8 AmB-工 Jレゴステロール-POPC複合体のモデル。 AmB(橙）のヘッドグループ側

（マイコサミンを橙の球で示した）にエルゴステロール（青）の側鎖が近接したものと、

ヒドロキシ基が近接した 2種類の配向が存在し、 AmBの近傍の POPC(赤）はインター

ディジット構造をしている。

3-6 分子動力学計算によるエルゴステロール-POPC膜中での複合体モデルの検証

2章および 3章の固体 NMR測定により図 3-8に示した複合体モデルを提唱した。

そこで、このモデルの妥当性を分子動力学計算(lvID計算）により評価した。これまで

にも分子動力学計算によるチャネル複合体の解明の研究は報告されているが 16)、本研

究では実際の実験に基づいた距離情報を制限情報として用いることができるため、よ

りチャネルの実態に迫れるものと期待される。

3-6-a 初期構造の設定と分子動力学計算

2章の AmB分子間 REDOR測定の結果（図 2-11)に基づき、 AmBの 14位の炭素とそ

の隣の AmBの41位の炭素の原子間距離が 11A程度になるよう AmB6分子を円形に

並べた。この AmB6分子を POPC64分子、エルゴステロール44分子、水 3655分子か

らなる脂質二重膜の中心に挿入した。その後、 AmB とリン脂質間の空隙を埋め、且

つ AmBチャネルの内部を水和させるため、 1nsのシミュレーションを行った。この

際、 AmBの座標は固定し、また、 POPCの二重膜構造が壊れないように、 POPCとエ

ルゴステロールが膜平面方向にのみ移動できるように制限をかけた。

AmBチャネルの内部が水分子で水和されたことを確認後、分子動力学計算を 10ns 

間行った。本シミュレーションの目的は AmBと脂質分子の相互作用であるので、AmB

の原子座標は固定した条件でシミュレーションを行った。

シミュレーション系のRMSDとポテンシャルエネルギーの時間変化を図 3-9に示し
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た。 4nsあたりで、 RMSDとポテンシャルエネルギー共にほぼ一定となっていること

が確認できた。
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また、 10 ns後のスナップショットを図 3-10に示した。
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図 3-9 シミュレーションの RMSD(a)とポテンシャルエネルギー(b)の時間変化

系が安定状態にある。4 ns以降では一定となり、
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図 3-10 分子動力学計算を 10ns行った後のスナップショット（水は表示させていな

い）。AmBは空間充填モデルで、 POPCは針金モデルで示した。水色：炭素、白：水素、

赤 酸 素 、 青窒素、茶リン。エルゴステロールは白色の針金モデルで示した。(a)

脂質二重膜を上から見た図。(b)脂質二重膜を横から見た図。

3-6-b AmBとリン脂質間の相互作用

2章のエルゴステロール含有 POPC膜での固体 NMR測定の結果（図 2-7)から 14-F

AmBのフッ素の近傍に POPCのアシル鎖の末端付近が近接していることが明らかに

なり、 POPCがインターディジット構造をして、二重膜の厚さを調節している可能性

が示唆されていた。本 l¥1D計算の結果、 AmBに近接する POPCのアシル鎖がチャネ

ルの内側まで挿入された構造が確認された（図 3-11)。またその POPCは膜の裏側に位

置しており、アシル鎖の末端が AmBのヘッドグループ側に近付いていた。この POPC

に注目し、 AmBと14位の炭素とアシル鎖末端から 2番目の炭素(POPCの2本のアシ

ル鎖のうち AmB間に挿入されている側のみ）との距離の経時変化を調べた（図 3-12)。

その結果、一部の POPCは一度 AmBと近接すると安定な複合体を形成していること

が確認できた。そして、そのアシル鎖末端付近の炭素と AmBの 14位の炭素との距離

がREDOR減衰を起こしうる距離にあることが示唆され、固体 NMR測定の結果を支

持する結果が得られた。AmB分子間距離が離れているため、その空隙を POPCのア

シル鎖が埋めているものと考えられる。

-85 -



図 3-11 量（白）その近傍の

POPC(緑）。AmB分子の間に

POPCのアシル鎖が挿入されて

いる。
• I '.. .,._,, -~ 

會・,, .. 
25 

20 

o<( 

｀`` 諧 15
幽

岳10
医

5 

゜゚ 1 2 3 4 5 6 7 8 ， 10 
時間/ns 

図3-12 POPCのアシル鎖の炭素とそれに近接する AmBの14位の炭素との原子間

距離の経時変化。6つの色が 6組の AmB-POPC間の原子間距離にそれぞれ対応してい

る。

さらに、POPC膜の厚さを調べるために、POPCに含まれる 3lpの座標分布を調べた。

AmB付近に位置している POPCとAmB分子から離れた位置にある POPCをそれぞれ

14分子ヒッ゚ クアップし、その 3lpの座標分布を調べた（図 3-13)。その結果、 AmBの近

傍に存在する POPC分子（図 3-13赤）は、 AmBと離れた位置に存在する POPC(図3-13
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黒）に比べて、膜中心部に分布しており、膜表側と裏側の原子間距離が平均で 0.6nm 

近づいていた。これは AmB分子の厚さに合わせて二重膜の厚みが減少していること

を意味している。図 3-11に示したように、裏側にある POPC分子が AmB分子の間に

入ってくることで、膜の厚さが減少しているものと考えられる。
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重
膜
の
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側
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Z軸（膜法線方向）の座標/nm

6
 

7
 

POPCの 3lpの Z軸（膜法線方向）に対する密度分布。 AmBに近接している

POPC14分子（赤）と AmBから離れた位置にある POPC14分子（黒）をピ ックアップし、

プロットした図。

図 3-13

3-6-c AmBとエルゴステロールの相互作用

本章の AmB-エルゴステロール分子間の固体NMRに測定により、 AmBとエルゴス

エルゴステロールのヒドロキシ基が AmBのヘッドグループ方

向に向いた"head-to-head"タイプと AmBの末端側に向いだ'head-to-tail"タイプが混在

することが示唆された。そこで、 I¥,1I)計算後の AmBとエルゴステロールの位置関係

を調べた。全ての AmB分子がエルゴステロールと相互作用していたわけではなかっ

たが、一部に AmBと相互作用していると思われる構造が得られた（図 3-14-a)。またそ

の配向にも"head-to-head"と"head-to-tail"の二つのタイプが確認できた。 "head-to-head"

タイプでは、エルゴステ ロールの角間メチJレの 19位がチャネルの内側を向いており

（図 3-12-b左のエルゴステロール）、図 3-2で観測された 19位での REDOR減衰に対応

テロールの配向には、
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していると考えられる。また、 "head-to-tail"の相互作用では、エルゴステロールの末

端メチル基と AmBの14位の炭素がsA以内にあり（図 3-14-b右のエルゴステロール）、

図3-2,3-4の26,27位の炭素での REDOR減衰と予測される原子間距離(7士1A)を支持

する結果である。さらに、両配向ともステロイド骨格は AmBのヘプタエンに近接し

ており、図 3-7のヘプタエン領域に観測された REDOR減衰から示唆されたヘプタエ

乞ジエン間の相互作用を支持している。

また、これらの相互作用が安定に存在しうるかを確かめるため、 "head-to-head"の配

向に関してはエルゴステロールの 19位の炭素と、 "head-to-tail"の配向に関しては 26,

27位の炭素と、 AmBの 14位の炭素との原子間距離の経時変化をそれぞれプロットし

た（図 3-15)。その結果、両相互作用様式ともに、エルゴステロールが AmBと一度近

接すると、その後の計算時間では AmBとエルゴステロールが離れてしまうことはな

かったため、この 2分子間の疎水的な相互作用は AmB-POPC間の相互作用よりも安

定である可能性がある。

図 3-14 MD計算により得られた AmB(白)ーエルゴステロール（緑）の相互作用。AmB

と相互作用しているエルゴステロールを抜き出して表示させた図。 AmBの 14位の炭

素を橙色で、また、エルゴステロールの 19位の炭素を青色、 26、27位の炭素を赤色

で示した。 (a)左のエルゴステロールは"head-to-head"タイプで相互作用しており、右側

のエルゴステロールは"head-to-tail"タイプで相互作用している。 (b)上から見た図。左

のエルゴステロールの 19位のメチル基はチャネルの内側を向き、右側のエルゴステ

ロールの 19位は外側を向いている。
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工 Jレゴステロールと AmBの原子間距離の時間変化

工 Jレゴステロールの 19位（青）および、 26、27位（赤、黒）の炭素と最も近接する AmB

の 14位の炭素との距離の計算時間による変化。

図3-15

3-6-d AmB-エルゴステローJレ-POPCチャネルモデルの妥当性

2章の実験で観測された AmB-POPCの分子間 REDOR減衰から予測された AmBへ

ッドクループと POPCアシル鎖末端部位の接近や、 3章で行った AmB-エルゴステロ

ーJレの分子間 REDOR 測定から得られた AmB—エ Jレゴステロールの"head-to-head"

と"head-to-tail"の二種類の相互作用の混在を MD計算により再現することがでた。

れら全く異なる手法において共通の結果が得られたことは、図 3-8に示したモデル構

造が AmBチャネル複合体として妥当であると考えることができる。 MD計算には、

計算速度向上のための簡略化や、計算可能時間が実際に分子が平衡状態に達するまで

に要する時間よりも短いといった問題もあるが、今後、固体NMR等から得られる距

離情報を制限情報として取り込むことで正確性を向上させ、 AmBチャネル複合体の

実態に迫れるものと期待される。

こ
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実験項

試薬

AmB、コレステロールはナカライテスクから、エルゴステロールは東京化成、固体

NMR測定用の POPCは AvantiPolar Lipid Inc. から、活性試験用の POPCは NOF

CORPORATIONから購入した。特に記載のない限り、溶媒にはナカライテスクの高速

液体クロマトグラフィー用を、水には MilliQ水(MilliPore社）を用いた。またサンプル

調製はアルゴン雰囲気化で行った。標識化 AmBは 2章に記したものと同様の調製及

び精製を行い使用した。 13C-Ergosterolは生合成的手法により調製し、 6-FErgosterol 

は市販の Ergosterolから化学的に誘導化を行った。各々使用前に HPLCで精製したも

のを用いた。

使用機器

溶液NMRは、 ECA-500(JEOL, 500MHz for 1H NMR)を用いて測定した。 NMR測定

溶媒として CDChまたは DMSO必を用いた。質量分析には、サーモクエスト社

LCQ-DECAを用いた。 HPLCは、島津製作所製の SCL-lOAvp,SPD-lOAi, LC-IOAi, 

DGU-12A, SCL-IOAvpからなる装置を使用し、カラムは YMC-PackPolymer C 18 

<j>l0x250 mm、ナカライテスク製の COSMOSIL5C18-AR-II 悴Ox250mmまたは

糾 6x250mmを使用した。可視紫外分光光度計は島津製作所製の UV-2500PC、日本分

光の V-630Bio spectrophotometerを使用した。ボルテクスミキサーはPasolinaNS-80を

用い、超音波洗浄器はヤマト社製BRANSON1510を使用した。固体NMRはCMX-300

(Chemagnetics/Varian, 300 MHz for 1H NMR)を用いた。

固体NMRサンプル調製

14-F AmB/13C-Ergosterol/POPCリポソームの調製

20 mlナス型フラスコ中で 14-FAmB (2.7 mg, 2.9μrnol)、13C-Ergosterol(l.16mg, 2.9 

μrnol)、POPC(19.6 mg, 25.8μrnol)をCHCb/MeOHに溶解後、エバポレーターで溶媒を

留去し、脂質フィルムを形成させた。その後、真空下で 8時間乾燥させることで、完

全に溶媒を除去した。リン脂質フィルムに比0(1ml)と10mMHEPES溶液(pH7.0, 23.5 

μI)を加え、 vortex,sonicationによって水和を行い、脂質の分散液とした。凍結融解を

-90 -



5回行い MLVを形成させた後、 1.5mlのエッペンドルフチューブに移し替え、凍結乾

燥し、粉末状態とした。アルゴン雰囲気下、 D20(23.5μl)を加え、 vortex、凍結融解を

繰り返すことでリン脂質を完全に再水和させペースト状にした。サンプルを外径 3

mmのガラスインサートに移し替え、エポキシ樹脂で密封した。このガラスインサー

トを 5cpのMASローターに入れ、 NMR測定に用いた。

[U-13C] AmB/6-F Ergosterol/POPCリポソームの調製

20 mlナス型フラスコに[U-13C]AmB (3 mg, 3.2μmol)、6-FErgosterol (2.6 mg, 6.3 

μmol)、POPC(19.3 mg, 25.4μmol)をとり、 CHCh/MeOHに溶解後、エバポレーターで

溶媒を留去し、脂質フィルムを形成させた。その後、真空下で 8時間乾燥させること

で、完全に溶媒を除去した。リン脂質フィルムに比0(1ml)と10mMHEPES溶液(pH7.0,

24.9μl)を加え、 vortex,sonicationによって水和を行い、脂質の分散液とした。凍結融

解を 5回行い MLVを形成させた後、 1.5mlのエッペンドルフチューブに移し替え、

凍結乾燥し、粉末状態とした。アルゴン雰囲気下、 D20(24.9μl)を加え、 vortex、凍結

融解を繰り返すことでリン脂質を完全に再水和させペースト状にした。サンプルを外

径 3mmのガラスインサートに移し替え、エポキシ樹脂で密封した。このガラスイン

サートを 5cpのMASローターに入れ、 NMR測定に用いた。

固体NMR測定

測定には 5mmの3チャンネルMASプローブ(Varian)を用いた。測定時は温度コン

トローラーと MAS速度コントローラーにより、温度と MAS速度を一定に保った。

サンプルごとにパルス幅、 CP条件の最適化を行い、異なる展開時間の測定を行うと

きは、毎回チューニングとマッチングの確認を行った。プロトンデカップリングには

TPPMパルスシークエンスを用いた 17)。フッ素核の位相回しには xy-818)を用いた。

各サンプルの測定条件は以下の表 3-2にまとめた
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固体IV1MR測定条件

表 3-2 固体N1VlR測定条件の一覧

sample 

method 

dephasing time / ms 

scans 

13C observed frequency/ MHz 

19F irradiation frequency / M印

MAS frequency I Hz 

temperat1rre /°C 

spectral widtl1 / kHz 

1 H 7t:/2 pulse wid血 μs

13c冗 pulsewidtl1 hts 

19丘 pulsewidtl1 /μs 

CP contact time / ms 

pulse delay / s 

TPPM I H-decoupling field strengtl1 / kHz 

19F phase cycling 

13 C phase cycling 

14-F AmB 

戸C-Ergosteol/POPC

13C{19F}REDOR 

8 12.8 16 

17616 35456 23248 

75.314 

281.743 

5000士2

30 

30 

4.0 

10.67 

9.0 

1.0 

2 

63 

xy-8 

REDOR減衰シミュレーションカーブの作成

[U-13C]AmB/6-F 

Ergosterol/PO PC 

13C{l9F}RDX 

6.7 

35840 

75.314 

281.767 

6000土2

30土 l

30 

3.5 

8.67 

9.2 

1.0 

2 

83 

xy-8 

9.3 

60964 

伽(x,y, x, y)4, 妬(x,y, -x, 

-y)4 

如(x,y, -x, -y, -x, -y, x, Yh 

如(-x,-y, x, y, x, y, -x, -yh 

虹x,y, -x, -y, -x, -y, X, Y, 

-x, -y, X, Y, x, y, -x, -y) 

REDOR測定の理論曲線の作成は、 Bessel級数による近似式 19)を用いた(Microsoft

Excell, k=6まで計算）a RDX測定における減衰の計算には SIMPSON20)を用いた。
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UVスペクトル測定

AmBのDMSO溶液から 15nmolを試験管に移し、真空ポンプで溶媒を除去した。

その後、MeOH/CHCI孔こ溶解させ、6-FErgosterol (150 nmol)とPOPC(1.35μmol)のCHCb

溶液を加えた。エバポレーターで溶媒を留去し、脂質フィルムを形成させた。真空ポ

ンプで終夜乾燥後、 8%スクロース溶液 1mlを加え、 voltex,sonicationを行い脂質を水

和させた。分散液を 4回凍結融解させることで、 MLVを形成させた。最後に分散液

170μIに対し、 1360μIの8%スクロース溶液を加えて希釈し、 UVスペクトルを測定

した。また、 AmBを含まないリポソームを同様に調製し、バックグランドとして、

AmB含有リポソームの UVスペクトルデータから差し引いた。

3lpNMRによるに流入活性試験

サンプル調製

POPC (73. 8 mg, 97 .1μmol)、6-FErgosterol (4.3 mg, 10.4μmol)を20mlのナス型フラス

コに量り取り、クロロホルムに溶解させ、ロータリーエバポレーションで溶媒を留去

した。その後室温で 18時間真空乾燥させ、脂質フィルムを調製した。そこに 1.5ml 

のリン酸緩衝溶液(0.4M KH2P04 I l mM  EDTA/ 40%D20, pH4.5)を加え、ボルテクスミ

キサーとソニケーターを用いて脂質フィルムを壁面からはがして水和させ脂質濃度

72 mMの血Vを調整した。凍結融解を 4回行い、ポアサイズ200nmのポリカーボ

ネート製フィルムを用いてリポソファストを 9回行った。この LUV500 mlに対し 0.4

M硫酸カリウム水溶液2.5mlを加えて脂質濃度 12mMのリポソーム分散液とした。

調製したリポソームに 10M 水酸化カリウム水溶液を加えて外液の pHを4.5から

7.5に調節した。これを 750μl取り、 lOmMFCCPエタノール溶液を 2μl加え、 DMSO

に溶かしたサンプル(0.09,0.9, 9 nmol)を加えて室温で 3時間インキュベートした。そ

の後、 Nl¥1Rチューブに 550μlをとり、 lOOmM塩化マンガン水溶液4.4μlを加えて外

液の 3lpのシグナルをクエンチしてから 3lpNfV(R. の測定を行った。

31PNMR測定条件

3lpNMR_測定装置はECA-500(JEOL, 500MHz for 1H NMR)を用いた。測定条件は表

3-3にまとめた。
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表 3-3 3lp Nl¥.1R測定条件

Experiment single _pulse_ dee 

Solvent 恥0

X domain 3lp 

X_freq 202.4683 

X_sweep I kHz 25.406 

X_points 16384 

Irr domain IH 

Scans 256 

X_90_widtl1/μs 15 

Temp_get/°C 30 

Relaxationこdelay/s 2 

分子動力学計算

エネルギー最小化と MD計算は GROMACS-3.3 .121>を用いて行った。POPCのトポロ

ジーと力場ファイルには一般的に使用される脂質のパラメータセット 22)を用いた。エ

ルゴステロールのトポロジーと力場ファイルにはコレステロールを基にエルゴステ

ロール用に書き換えて使用した。 AmBの構造にはN-iodoacetyl-AmBのX線結晶構造

を用い 23)、原子の電荷以外の力場パラメータとトポロジーファイルは PRODRGサー

バー(http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/cgi-bin/prodrg少eta)24>で発生させた。原子の電荷

は CSGamess(http://www.msg.ameslab.gov/GAIVIESS/GAIVIESS.html)を用いて Closed-

Shell Restricted Hartree-Fock法により計算した。

初期構造の作成

まず、 Zhaoらの POPC二重膜(POPC128分子、水 3655)25)の POPC分子のうちラン

ダムに 44個をエルゴステロールに置換した (replaceプログラムを使用、

http ://www.gromacs.org/ component/ option, com_ docman/ltemid,26/)。その後、エネルギー

最小化と MD計算(2ns)を行い、 POPC-エルゴステロール膜を形成させた。この膜の中

心に、 POPCとエルゴステロールの膜法線方向の座標を制限した状態で直径2.3nmの

穴を開け(mdrun_make_ holeプログラムを使用、 http://www.gromacs.org/component/
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option, com_ docman/Itemid, 26/)、そこにあらかじめ円形状に配置した AmB6分子を挿入

した。 AmB分子はポリオール側を内側に向け、 14位の炭素と隣の AmB分子の 41位

の炭素間が 11A程度になるように配置した。その後、 AmBの原子座標と POPC、エ

Jレゴステロー］レの膜法線方向の座標を制限した状態で、 l¥ID計算(Ins)を行い AmBチ

ャネル内部を水和し、 AmB と脂質二重膜間の空隙を埋めた。この構造を初期構造と

して用いた。各工程の :MD計算の条件は下記と同じものを用いた。

:MD計算の条件

計算時間は 10nsに設定した。力場は GROMACSforce field、ffgmxを用いた。アン

サンブルには NPTアンサンブルを用い、 Berendsenweek coupling法 26)により温度は

323 K(緩和時間 0.1ps)、圧力は 1bar(緩和時間 1ps)に保った。また pressurecoupling 

のタイプには semiisotropicを用いた。共有結合長はPOPC、エルゴステロール、 AmB

に対しては SHAKEアルゴリズムにより制限をかけ、水分子に対しては SETTLEスキ

ームを用いて制限した。周期境界条件はx,y, z方向すべてに設けた。クーロンカのタ

イプには Pl¥IBを用い、カットオフ半径は 1nm、Vander Waals相互作用のカットオフ

半径は 1nmとした。 :MD計算は 2fs刻みで行い、 1000ステップごとに原子座標を記

録した。また、シミュレーションボックスの大きさはx,y, zすべての方向に可変とし

た。 :MD計算は IntelXeonプラットフォームを用いて行った(1nsの計算に 17時間程

度）。計算結果の表示には VisualMolecular Dynamics(¥TII直）， http://www.ks.uiuc.edu/ 

Research/vmd/)またはPyMOL(http://pymol.sourceforge.net/)を用いた。
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第 4章 リン脂質に DI¥11PCを用いた場合の AmB分子間相互作用の解析

4-1 AmBとDMPCの相互作用

AmBのチャネル形成には AmB-AmB、AmB塁テロールだけでな<AmB-リン脂質

の相互作用も重要であることが先の POPC膜を用いた実験により示唆された。

DlVlPC(図 4-1)はAmBと高い親和性を持つことが知られており、当研究室でもリン脂

質に DlVlPCを用いた固体 NMR測定がおこなわれ、序論でも述べたように AmBと

DlVlPCの分子間 REDOR測定に成功している 1)。また、毛利らは表面プラズモン共鳴

(SPR)を用いた測定から、DMPC膜はPOPC膜に比べて AmBの吸着量が増加すること

を見出した凡土川らは、 AmBのヘプタエンの 28位にフッ素を導入した AmBの標

識体を調製し、 DMPC膜中、 [U-13C]AmBとの間で分子間 REDOR測定を行った。そ

の結果、エルゴステロールの有無にかかわらず、同程度の REDOR減衰が観測された

3)。さらに、 3章(3-4)で行った[U-13C]AmBと6-FErgosterolを用いた AmB-エルゴステ

ロール分子間 REDOR測定を DMPC膜中で行うと、分子間 REDOR減衰が観測されな

かった。これらの実験結果は、 AmBとの親和性がエルゴステロールよりも DMPCの

方が高いことに起因すると考えられる。そこで、 DMPC膜における AmB分子間の

REDOR測定を行うことで、エルゴステロール以上に親和性の高いリン脂質が存在す

るときの AmBの会合状態を調べることにした。この結果と POPC膜中での結果を比

較することで、 AmBチャネルの形成に必要な分子の親和性やステロール分子の効果

に関する情報が得られると期待される。

4-2 14-F AmBと[tri-13C]AmBの分子間 REDOR測定

2章での手法と同様に、まず AmB分子間の相互作用情報を得るため、標識体に 14-F

AmB(S) 4) (図 4-1)と[tri-13C]AmB(4) la) (図 4-1)を用いた固体Nl¥llR測定を行った。サン

プルはステロール非含有、およびエルゴステロール含有の 2種類を調製し、それぞれ

の割合は、ステロール非含有 DIVIPCサンプルで 14-FAmB(8)/[tri-13C]AmB(4)/DIVIPC 

=1/1/20、エルゴステロール含有 DIVIPCサンプルで、 14-FAmB(8)/[tri-13C]AmB(4) 

/ergosterol/DIVIPC = 1/1/2/18とした。
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図4-1 固体NMR測定に用いた標識化 AmBとDMPCの化学構造

ステロール非含有DMPC膜での測定結果を図4-2-aに、エJレゴステロールを10%含む

DMPC膜中での結果を図4-2-bに示した。 POPC膜での結果と異なり、両サンプルにお

いてAmBとDMPCのアシル鎖の間に顕著なREDOR減衰が観測された（図4-2の図中の

AmBとDMPCの親和性が強いというこれまでの研究結果と一j, k, 1, m)。

致している。

この結果は、

また、 ArnB分子間のREDOR減衰として、 AmBのヘッドグループに位置する41位や

13位の炭素だけでなく、 ArnBの末端に位置する40位の炭素との減衰が両サンプルにお

いて観測された。

衰が観測された。

また、異なる展開時間の測定では39位の炭素との間にもREDOR減

このことは、 DMPC膜中ではステロールの有無にかかわら

ず、 "head-to-head"と"head-to-tail"のAmB分子間相互作用が混在していることを意味し

ている。POPC膜での実験(3章）では、ステロールが"head-to-head"のAmB分子間相互作

用を有利にさせることが示唆されたが、 DMPC膜中ではステロールとAmBの相互作用

が弱いため、 AmBの配向が統一されていないと考えられる。
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図4-2 (a) 14-F AmB(S) / [tri-13C]AmB(4) / DMPC=l/1/20の13C{19F}REDORスペクトル。

(b) 14-F AmB / [tri-13C]AmB / Ergosterol I DMPC=I/1/2/18の13C{19F}REDORスペクトル

（上：差スペクトル、下：非照射スペクトル）。 MAS速度は 5kHz、展開時間 8ms、温

度は 30°cで測定。図中のアルファベット a,..__,mはDMPC由来（図 4-1参照）。

シグナルの分離のよい41位の炭素に着目し、 2章と同様にREDOR測定の展開時間を

変化させ、減衰の割合を調べた（図4-3)。得られた結果を2章の2-3-eで用いた方法と同

様に、 14-FAmBと[tri-13C]AmBが隣り合う確率を75%、14-FAmBの分子内REDOR減

衰の寄与を6.8%として理論曲線によるフィッティングを試みた。その結果、 14-FAmB 
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の14位のフッ素とその分子と隣り合う [tri-13C]AmBの41位の炭素との原子間距離は、

ステロール非含有膜、エルゴステロール含有膜でそれぞれ8.5、9.oAとなり、 POPCよ

りも近い値となった。よって、 AmBはPOPC膜中より近接した状況にあると考えられ

る。しかし、実測値と理論曲線の値が一致せず、特にエルゴステロール含有膜では、

距離の近い成分と遠い成分の混在を示唆するような実験値となっている。ただし、傾

向としてはPOPC膜と同様にエルゴステロールの添加により平均的な分子間距離は増

加していた。
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図4-3 41位での REDOR減衰の割合と理論曲線

(a)ステロール非含有DMPC膜での REDOR減衰（▲）と理論曲線。 (b)エルゴステロール

含有膜での REDOR減衰（●）と理論曲線。

4-3 UVスペクトル測定

AmBのUVスペクトルパターンは AmBの会合状態や AmBの周囲の環境に依存す

ることが知られているか7)。そこで、次に DMPC膜中での AmBの会合状態に関する

情報を UVスペクトルからも得ることにした（図 4-4)。観測された極大吸収波長を表

4-1にまとめた。

まず、ステロール非含有DMPC膜について検証した。POPC膜での実験(2章，図2-15)

では、ステロール非含有膜は AmBとの親和性が低く、水中でミセルを形成している

ことが示唆されていた。しかし、 DMPCを用いた場合では 332nmに強い吸収が見ら

れた。この吸収は AmBのヘプタエン同士が分子間相互作用することで現れる吸収で
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あり 7)、AmBが大きな会合体を形成していることを示唆している。また、長波長側の

吸収(415nm)がPOPC膜(410nm)に比べて顕著に長波長シフトしていた。この長波長

シフトは ArnBが疎水的環境下にあることを意味しており 5)、ArnBがDJ¥1PC膜に取り

込まれていることを示唆している。これはDJ¥1PCとArnBの相互作用が強いという以

前の研究結果や仄図 4-2-aのArnB-DJ¥1PC間の REDOR測定の結果を支持している。

またコレステロール含有 POPC膜での結果（図 2-15-b)に近いようにも見えるが、長波

長側の極大波長(415nm)はコレステロール含有POPC膜の結果(410nm)よりも長波長

シフトしていることから、 DJ¥1PC膜中では、 ArnB分子が大きな会合体を形成しつつ

も、 DJ¥1PCと相互作用しているものと考えられる。

エルゴステロール含有 DJ¥1PC膜では、ステロール非含有膜で見られていた大きな

会合体に相当する 332nmの吸収は 353nmにシフトしており、また吸収強度も低下し

これは、ヘプタエン間の距離が離れ、励起子相互作用が弱くなったことを意

味している 7)。この傾向は POPC膜での結果とも一致していたが（図 2-15)、DJ¥1PC膜

の方が AmBのモノマー由来のシグナル(367,389, 416 nm)が強く、 ArnBが脱会合して

いることが示唆されたo REDOR測定から得られた結果（図 4-3)とも一致しており、

AmB分子間の平均距離がエルゴステロールの添加により増加することが示された。

ている。
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図4-4 D:M.PC膜中における AmBのUV吸収スペクトル。AmB/lipid= 10-2、エルゴス

テロール含有膜ではD:M.PCの10%をエルゴステロールに置換。AmBの濃度は 1.67μM

に設定。
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表4-1 DMPC膜中でのAmBのUV極大吸収波長 /nm

ステロール無し

エルゴステロール

2

7

 

6

6

 

3

3

 

2

3

 

3

5

 

3

3

 

386 

389 

415 

416 

4-4 DMPC膜中での AmB会合体とエルゴステロールの相互作用

以上の結果から、 DMPC膜中での AmB会合体とエルゴステロールの相互作用につ

いて考察した。

4-4-a AmB分子間相互作用

2章の REDOR測定およびUVスペクトル測定から、 AmBが水中で形成するミセル

には"head-to-head"と"head-to-tail"の構造が存在することが明らかになっている。

O:MPC膜中でも同様の相互作用が観測されたことから、ミセル中の AmBの相互作用

様式が残っていると考えられる。 POPCでは AmBとの親和性が低<AmBがミセル状

態では膜に挿入されないが、 DMPCはAmBとの親和性が高いためにミセル状態のま

ま膜に挿入された結果であると推測される。また AmB-DMPCの分子間 REDORが観

測されたこと、 UVスペクトルの長波長側(416nm)の吸収が長波長シフトしており

ArnBが疎水的環境下にあることから、この会合体中には DMPCも含まれているもの

と考えられる。

工 Jレゴステロール含有膜でも基本的な相互作用様式に変化はなく、 "head-to-head"

と"head-to-tail"の両方の相互作用があるが、会合体を形成する AmBの分子数はエルゴ

ステローJレの存在によって減少していると考えられる。実際、 UVスペクトル測定に

おいて、会合体由来の 330nm付近の吸収が減少し、モノマー由来の吸収(367,389, 416 

nm)が強く観測されている。また当研究室の山本らは泊標識化 AmBを用いた固体泊

NMR測定から、エルゴステロール含有 DMPC膜中では AmBの運動性が増加するこ

とを明らかにしている 8)。本 REDOR測定で、エルゴステロール含有膜で減衰の割合

が減少したのは、 AmB分子間の距離の増加に加え、運動性増加の影響も受けている

可能性がある。
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4-4-b AmB-エJレゴステロール相互作用

エルゴステロールの存在により、 REDOR減衰の割合（図 4-3)や、 UVスペクトルの

パターン（図 4-4)が顕著に異なるのに反して、現在まで Dl¥lIPC膜中で AmB-エJレゴス

テロールの直接的な相互作用の検出には至っていない。例えは、 4-1でも述べたよう

に AmB-エルゴステロール間の REDOR測定では、 POPCを用いた場合は分子間

REDOR減衰が観測されたが(2章）、 Dl¥lIPCを用いた場合では分子間 REDOR減衰が観

測されなかった。

また、山本らは泊標識化エルゴステロール（図 2-1参照）を用いて、 Dl¥lIPC膜中での

エルゴステロール分子の運動性を評価した 8)。その結果、 AmBの有無にかかわらず工

ルゴステロールは速い軸回転運動を示した。このことは、 2章の図 2-2に示した多原

らが行った POPC膜での実験結果 9)(エルゴステロールの運動性が AmBの添加により

減少する）とは異なり、 AmB-エルゴステロールの複合体の寿命が極めて短い(μs以下）、

若しくは複合体が形成されていないことを意味している。さらに、毛利らは表面プラ

ズモン共鳴(SPR)を用いて、ステロール非含有Dl¥lIPC膜およびエルゴステロール含有

Dl¥lIPC膜に対する AmBの結合量を調べている 2)。その結果、エルゴステロール含有

膜の方が、ステロール非含有膜よりも AmBの結合量が低下することを見出した。こ

れは同実験を POPC膜で行った場合と逆であった。

以上のことから、 Dl¥lIPC膜では POPC膜で示唆されたような AmB-エルゴステロー

ル複合体は形成されず、むしろエルゴステロールが Dl¥lIPCの相状態を変化させるこ

とで、二次的な効果として AmBの会合状態に影響を与えている可能性が高い。

4-4-c DMPC膜中での AmB会合体モデル

以上の結果を基に Dl¥!lPC膜中での AmB会合体のモデル構造を図 4-5に示した。

純粋な Dl¥!lPC膜では AmBはDl¥!lPC膜中で"head-to-head"と"head-to-tail"構造を含む

は大きな会合体を形成している。またこの会合体中には POPC分子も含んでいる（図

4-5-a)。POPC膜のコレステロール含有膜での状態（図 2-18-b参照）にも近い

が、 "head-to-tail"構造を含んでいる点とリン脂質分子がともに会合体を形成している

点が異なる。

エルゴステロール含有膜では"head-to-head"と"head-to-tail"を持つ点ではステロール

非含有膜と同じであるが、その会合数が減少している。これはエルゴステロールの二
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次的な効果によると考えられる。エルゴステロール含有 POPC膜と比べて、 AmBの

配向がそろっていない、エルゴステロールとの複合体が形成されていない点が異なっ

ている（図 2-18-c参照）。

(a) (b) 

= "head-to-tail"の相互作用

を持つ AmB会合体
＝エルゴステロール

図4-5 DMPC膜中における AmB会合体モデル

赤いリン脂質はAmBと相互作用している DMPCを表す。(a)ステロール非含有DMPC

膜中での会合体モデル。ステロールを含まない DMPCを用いた場合、 AmBとDMPC

のドメインが形成される。純粋な POPC膜（図 2-18-a参照）と比べると AmBが膜に挿

入されている点が異なる。またコレステロール含有膜POPC膜（図 2-18-b参照）と比べ

ると、 AmBの配向が統一されていない点、および会合体にリン脂質を含む点が異な

っている。 (b)エルゴステロール含有DMPC膜中での会合体モデル。AmBはDMPC膜

中に分散するが、 "head-to-tail"の相互作用を保持している。エルゴステロール含有

POPC膜（図 2-18-c参照）とは、 AmBの配向が統一されていない点、エルゴステロール

との複合体が形成されていない点が異なる。

4-5 DMPCとPOPCの比較とステロールの役割

D:MPC膜と POPC膜の AmBに対する親和性の違いは、それぞれのリン脂質のアシ

ル鎖の秩序の違いとして説明される。 D:MPCは飽和脂質であるため、アシル鎖のパッ

キングがよく秩序が高い。よって、 AmBのように剛直な構造を持つ分子を取り込み

やすい。一方で POPCはアシル鎖に不飽和結合をもっため、アシル鎖の秩序が低い。

したがって AmBとの親和性も D:MPCに比べ低下している。

また、 AmBの活性発現機構は主に 2つの段階、 AmBの膜への取り込みとチャネル
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の形成、からなることが明らかになっている（図 4-6)10)。本論文で行ったリン脂質とス

テロールの組み合わせ(POPC、コレステロール含有 POPC、エルゴステロール含有

POPC、DMPC、エルゴステロール含有DMPC)の中では、ステロール非含有 POPC膜

のみが、 AmBが膜に分配されず、水中でミセルを形成しており（図 2-18-a,4-5参照）、

1段階目が律速となっている。したがって、ステロール非含有 DMPCでの AmB会合

体の比較にはコレステロール含有POPC膜での結果が適していると考えた。

“ ＇ ー

2
 ,... 

~
 

図4-6 AmBチャネルの生成過程

AmBは膜への分配(1)と膜中でのチャネルの形成(2)の2段階から成る。ステロール非

含有POPCのみ、 1段階目が律速となっている（図 2-18-a参照）。

DMPC膜中で形成された会合体がPOPC膜の時と同様にチャネルとしての機能を持

つかどうかは大変興味の持たれる点であるが、 DMPCで調製したリポソームはリポソ

ーム内外の pH勾配に弱く壊れてしまうため、 2章および 3章で用いた 3lpNMRによ

るK十透過活性試験 11)が適用できない。したがって、 DMPC膜およびエルゴステロー

Jレ含有DJVIPC膜中での AmB活性については不明である。しかし、ステロール非含有

DJVIPCでの AmBの活性はある程度予測可能である。当研究室の松岡らが行った実験

によると 12)、EggPCとDJVIPCの混合リポソームを用いた K透過活性試験で、 DMPC

混合 EggPCリポソームと EggPCのみのリポソームに対する AmBの活性に殆ど違い

は観測されなかった。また、 DMPC-EggPC混合リポソームにおける AmBチャネル

は"graded"タイプ(2章 2-6参照）であった。一方で DMPC(C14)よりもアシル鎖の短い

DLPC(C12)を用いると、顕著に AmBの K十透過活性が増加し、逆にアシル鎖の長い
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DSPC(C1s)を用いると AmBの活性は低下した。これらのことから、 D:MPCがAmBの

活性に与える影響は中立的であると考えられる。 EggPCの主成分が POPCであり、若

千のコレステロールを含んでいること、また、 POPCとD:MPC二重膜の疎水性部位の

厚みはそれぞれ、 2s.s,23 A(2s 0c)13, 14)とほぼ同じであることを考慮すると、コレステ

ロール含有POPC膜と D:MPC膜で AmBの活性に大きな違いは無いと考えられる。

固体NMR測定(2章2-3および4章4-2)やUVスペクトル測定から(2章2-5および4

章4-3)、コレステロール含有POPC膜と D:MPC膜で AmBは大きな会合体を形成して

いることが示唆されだ（図 2-18-bおよび図 4-5-a)。この様な状態では AmBはPOPC、

D:MPCに関係なく似た様なチャネルを形成し、 "graded"タイプの活性を示すものと推

察される。ただし、 AmBの配向が POPC膜でば'head-to-head"が優位であるが、 D:MPC

膜では"head-to-tail"も混在している。よって AmB分子は単に膜に挿入されるだけでは

向きを揃えることができないと考えられる。 POPC膜ではコレステロールの一部が

AmBと弱いながらも相互作用して AmB分子を再配向させている可能性がある。また

D:MPC膜では D:MPC分子が会合体に取り込まれているが、こちらは AmBとD:MPC

の親和性が強いためである。

エルゴステロール含有POPC膜とエルゴステロール含有D:MPC膜では、前述の SPR

ゃ2H-NMRの結果が示すように POPCとD:MPCで異なる結果が多数得られており、

エルゴステロールの働きや、 AmB会合体は全く異なるものであると考えることが妥

当である。 POPC膜ではエルゴステロールが AmB と直接相互作用し、配向

を"head-to-head"に揃え、かつ AmBの大きな会合体の形成を抑制している（図 3-8)。

D:MPC膜でもエルゴステロールは AmBを脱会合させる方向に働くが、それはD:MPC

の相状態の変化を介した 2次的な作用であるため、直接相互作用により起こる AmB

分子の"head-to-head"への再配向が観測されていないと推測される（図 4-5)。

本章の実験により、ステロール分子はPOPC膜で AmBの配向を"head-to-head"に揃

える効果をもつものと考えられる。またエルゴステロール含 D:MPC有膜において

AmB-エルゴステロールの複合体が形成されていない可能性があること、および活性

試験との比較が困難であることから、 AmBチャネル複合体の再現の場としてはPOPC

膜の方が D:MPC膜よりも適切であると考えられる。しかし、 AmBとの相互作用が

POPCより強いにもかかわらず、 D:MPCはPOPCと同様な部位（アシル鎖末端付近）に

REDOR減衰を与えたことから（図 2-7,4-2参照）、 AmBとリン脂質の相互作用という

点に焦点を絞ればD:MPCも有用なリン脂質であると考えられる。
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実験項

試薬および溶媒

ArnBはナカライテスクから、エルゴステロールは東京化成、 DMPCはAvantiPolar 

Lipid Inc. から購入した。特に記載のない限り、溶媒にはナカライテスクの高速液体ク

ロマトグラフィー用を、水にはMilliQ水(MilliPore社）を用いた。またサンプル調製は

ア）レゴン雰囲気化で行った。 14-FAmB(8)はフラッシュシリカゲルオープンカラムに

より生成を行い、質量分析および 1HNMRで構造の確認を行った。 [tri-13C]AmB(4)は

既に報告した方法 la)に従い精製を行ったものを使用した

使用機器

溶液NMRは、 ECA-500(JEOL, 500MHz foいHN1¥1R)を用いて測定した。 NMR測定

溶媒として CDChまたは DMSO約を用いた。質最分析には、サーモクエスト社

LCQ-DECAを用いた。 HPLCは、島津製作所製の SCL-lOAvp,SPD-lOAi, LC-lOAi, 

DGU-12A, SCL-lOAvpからなる装置を使用し、カラムは YMC-PackPolymer Cl8 

qil0x250 mm、ナカライテスク製の COSMOSIL5C18-AR-Il qi20x250 mmまたは

qi4.6x250 mmを使用した。可視紫外分光光度計は島津製作所製の UV-2500PCを使用し

た。ボルテクスミキサーは PasolinaNS-80を用い、超音波洗浄器はヤマト社製

BRANSON 151 Oを使用した。固体NMRは CMX-300(Chemagnetics/Varian, 300 M印 for

1HNMR)を用いた。

固体NMRサンプル調製

14-F AmB/[tri-13C]AmB/DI¥11PCリポソームの調製

20 mlナス型フラスコ中で 14-FAmB (1.7 mg, 1.8μmol)、[tri-13C]-AmB(l.7mg, 1.8 

μmol)、DI¥IIPC(25 mg, 36.9μmol)をCHCb/MeOHに溶解後、エバポレーターで溶媒を

留去し、脂質フィルムを形成させた（ステロール含有サンプルでは 10%のDI¥IIPCを対

応するステロールに置換）。その後、真空下で 8時間乾燥させることで、完全に溶媒

を除去した。リン脂質フィルムに比0(800μl)と10mM  HEPES溶液(pH7.0,28.4μl)を

加え、 vortex,sonicationによって水和を行い、脂質の分散液とした。凍結融解を 5回
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行い MLVを形成させた後、 1.5mlのエッペンドルフチューブに移し替え、凍結乾燥

し、粉末状態とした。アルゴン雰囲気下、 D20(28.4μl)を加え、 vortex、凍結融解を繰

り返すことでリン脂質を完全に再水和させペースト状にした。サンプルを外径 3mm 

のガラスインサートに移し替え、エポキシ樹脂で密封した。このガラスインサートを

5 cpのMASローターに入れ、 NMR測定に用いた。

固体NMR測定

測定には 5mmの3チャンネルMASプロープ(Varian)を用いた。測定時は温度コン

トローラーと MAS速度コントローラーにより、温度と MAS速度を一定に保った。

サンプルごとにパルス幅、 CP条件の最適化を行い、異なる展開時間の測定を行うと

きは、毎回チューニングとマッチングの確認を行った。プロトンデカップリングには

TPPMパルスシークエンスを用いた 15)。フッ素核の位相回しには xy-816)を用いた。

各サンプルの測定条件は以下の表（表 4-2,4-3)にまとめた。

固体NMR測定条件

13C{19F}REDOR 

表 4-2 14-F AmB/[tri-13C]AmB/DMPCの 13C{19F} REDOR測定条件

dephasing time / ms 4.8 8
 

12.8 16 

scans 

13C observed frequency/ :tv1Hz 

19F irradiation frequency / :tv1Hz 

MAS frequency / Hz 

temperature I°C 

spectral width / kHz 

IH紺2pulse width /μs 

13C n pulse width/μs 

19丘 pulsewidth /μs 

CP contact time / ms 

pulse delay / s 

TPPM吐 decouplingfield strength / kHz 

19F phase cycling 

47088 71440 71440 71936 

75.315 

281.743 

5000士2

30土 l

30 

3.5 

8.66 

11 

2 

2 

71 kHz 

xy-8 
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表 4-3 14-F AmB/[tri-13C]AmB/erogosterol/DMPCの

13C{19F}REDOR測定条件

dephasing time / ms 4.8 8 12.8 16 

scans 71440 71440 71440 71440 

13C observed frequency/ :MHz 

19F irradiation :frequency / :MHz 

MAS frequency / Hz 

temperature /°C 

spectral widtl1 / kHz 

1 H n/2 pulse wid血 μs

uc冗 pulsewidtl1 /μs 

19丘 pulsewidtl1 /μs 

CP contact time / ms 

pulse delay / s 

TPPM 1H-decoupling field strengtl1 / kHz 

19F phase cycling 

REDOR減衰シミュレーションカーブの作成

75.315 

281.743 

5000士2

30土 l

30 

4 

9.33 

12.2 

2 

2 

71 kHz 

xy-8 

図 4-3の理論曲線の作成は、 Bessel級数による近似式を用いた 17)(Microsoft Excell, 

k=6まで計算）。

UVスペクトル測定

AmBのDMSO溶液から 15nmolを試験管に移し、真空ポンプで溶媒を除去した。

その後、 MeOH/CHCI叶こ溶解させ、 1.5μmolのDl¥.1PC(CHCh溶液）を加えた（ステロー

Jレ含有サンプルでは 10%の POPCを対応するステロールに置換）。エバポレーターで

溶媒を留去し、脂質フィルムを形成させた。真空ポンプで終夜乾燥後、 8%スクロー

ス溶液 1mlを加え、 voltex,sonicationを行い脂質を水和させた。分散液を 4回凍結融

解させることで、 lVILVを形成させた。最後に分散液 170μIに対し、 1360μIの 8%ス

クロース溶液を加えて希釈し、 UVスペクトルを測定した。また、 AmBを含まないリ
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ポソームを同様に調製し、バックグランドとして、 AmB含有リポソームの UVスペ

クトルデータから差し引いた。
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第 5章結論

固体NMRの手法を AmB複合体に応用することで、 AmBチャネル複合体を形成す

る分子間の相互作用情報の取得に成功した。

13C-AmBと19F-AmBを用いた分子間 REDOR測定により、 AmB分子間の距離を具

体的に求めることに成功した。またステロールの違いにより AmB分子間の距離が変

化することを明らかにした。

19F-AmBと13C-Ergosterolおよび 13C-AmBと19F-Ergosterolを用いた固体NMR測定

をPOPC膜中で行うことで、分子間の REODR測定に初めて成功した。

以上の測定結果から AmBチャネル複合体について以下の情報が得られた。

AmB分子と POPCの親和性は低く、 AmBは水中でミセルを形成している。このミ

セル中には少なくとも"head-to-head"ど'head-to-tail"の構造を持つことが明らかになっ

た。コレステロール含有膜では、 AmBの脂質膜に対する親和性が増加し、 AmBは膜

に取り込まれる。この過程において、 AmBの配向は"head-to-head"が優位となり、イ

オンを透過する会合体となる。しかし、 AmB分子は強く自己会合しており、周りの

リン脂質とは相分離状態にあり、大きなコンダクタンスを持つチャネルの形成は困難

であると考えられる。エルゴステロール含有膜では、 AmBーエルゴステロー］にPOPC

の三者による複合体が形成される。また、 AmB とエルゴステロールの配向には一

部"head-to-tail"を含み、かつ周りの POPCはインターディジット構造をとることで、

AmBの分子長にリン脂質膜の厚さを合わせ、よりイオンの透過性の高い"all-or-none"

タイプのチャネルを形成していることが示唆された。

AmBーエルゴステローJレ-POPC複合体について MD計算を行った。その結果、固体

NMRから示唆された AmBのヘッドグループと POPCのアシル鎖末端の接近や、エル

ゴステロールの配向は 2種類あるといった複合体モデルを再現することができ、その

妥当性を示すことができた。

AmBとの親和性がエルゴステロール以上に強い Dl¥1PCを用いると、エルゴステロ

ールの有無にかかわらず"head-to-head"と"head-to-tail"の相互作用が観測された。これ

は AmBとDl¥1PCの親和性が高く、ミセル状態の相互作用を保持したままでも膜中に

取り込まれ、 AmB分子の向きを揃えるためにはステロールとの直接的な相互作用が

必要であることを意味している。このことから、ステロール分子には AmBの配向を

そろえる効果があり、Dl¥1PC膜中ではその効果が抑制されていると考えられる。また、

Dl¥1PC膜と POPC膜ではエルゴステロールの効果が異なり、Dl¥1PC膜ではエルゴステ
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ロールは AmBと複合体を形成せず、 DMPC膜の相状態を変化させることで 2次的に

AmB会合体の構造を変化させている可能性が示唆された。

本研究により、固体 NMRの手法が、 AmB-ステローJにリン脂質の 3者による複雑

な系にも適用可能であることを示すことができ、これまで困難であった AmB複合体

の具体的な距離情報を伴った構造解析が可能になった。そして、 AmBの複合体の構

造とチャネル活性の間に明確な相関が得られ、選択毒性発現機構の一端を明らかにす

ることができた。今後、本研究で提唱した AmB複合体モデルの構造を基に、位置特

異的な標識体を用いたピンポイントな距離測定を行うことで、より詳細に複合体構造

を解析することが可能になると期待される。

また、本研究の一連の手法により、生体膜を介した分子の相互作用を原子レベルで

解析することが可能になり、今後、膜タンパクと小さなリガンドや、脂質分子同士の

相互作用の解析等に適用することで生命活動の最も基本的な部分を理解することが

可能になると期待される。
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Nl¥1Rスペクトル

化学シフト一覧

2章

14-F AmB/[tri-13C]AmB/POPC 

13C{19F}REDORスペクトル， 30°C, 展開時間

14-F AmB/[tri-13C]AmB/cholestero_l/POPC 

13C{19F}REDORスペクトル， 30°C, 展開時間

14-F AmB/[tri-13C]AmB/ergosterol/POPC 

13C{19F}REDORスペクトル， 30°C, 展開時間

13C{19F}REDORスペクトル,-20°C, 展開時間

-115 -

4.8 ms (S。,S心り

8.0 ms (S。,S,L1S) 

12.8 ms (So, S, 心）

16.0 ms (So, S, LiS) 

24.0 ms (S。,S, LiS) 

32.0 ms (S。,S, LiS) 

4.8 ms (S,。,S心S

8.0 ms (So, S, △S) 

12.8 ms (S,。,S, △S) 

16.0 ms (S。,S,/5,.S) 

24.0 ms (S,。,S, △S) 

32.0 ms (S。,S, /5,.S) 

4.8 ms (S,。,S,~S) 

8.0 ms (S,。,S,~S) 

12.8 ms (S:。,S,~S) 

16.0 ms (S,。,S, 心）

24.0 ms (S,。,S心め

32.0 ms (S,。,S, △S) 

12.8 ms (S,。,S) 



14-F AmB/[U-13C]AmB/ergosterol/POPC 

13C{19F}RDXスペクトル， 30℃

14-F AmB/[tri-13C]AmB粉末サンプル

展開時間

13C{19F}REDORスペクトル， 30°C, 展開時間

3章

14-F AmB/13C-ergosterol/POPC 

13C{19F}REDORスペクトル， 30°C, 展開時間

6-F Ergosterolの 13CNMRスペクトル(CDCh中）

[U-13C]AmB/6-F ergosterol/POPC 

13c{19F}RDXスペクトル， 30℃ 展開時間

4章

14-F AmB/[tri-13C]AmB/Dl¥1PC 

13C{19F}REDORスペクトル， 30℃ 展開時間

14-F AmB/[tri-13C]AmB/ergosterol/DJVIPC 

13C{19F}REDORスペクトル， 30°C, 展開時間
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16.0 ms (S。,S) 

5.7 ms (S。,S, △S) 

12.8 ms (S。,S,~S) 

6.7 ms (S,。,S, △S) 

4.8 ms (S。,S, △S) 

8.0 ms (S。,S, △S) 

12.8 ms (S。,S, ~S) 

16.0 ms (S。,S, △S) 

4.8 ms (Si。,S,~S) 

8.0 ms (So, S, △S) 

12.8 ms (Si。,S,~S) 

16.0 ms (So, S, ~SJ 



化学シフト一覧

リン脂質膜中での I3CNMR化学シフト

Amphotericin B 

position 8/ppm position 8/ppm 

1 174.1 19 78.7 

2 41.6 20 136.9 

3 70.3 21-32 130-140 

4 44.1 33 134.3 

5 74.3 34 44.6 

6 36.6 35 78.9 

7 34.0 36 41.9 

8 75.5 37 71.6 

， 76.7 38 17.9 

10 41.2 39 15.4 

11 70.3 40 20.8 

12 48.2 41 181.1 

13 98.9 l' 97.9 

14 45.6 2' 68.7 

15 67.6 3' 57.2 

16 61.1 4' 70.1 

17 70.3 5' 74.4 

18 42.0 6' 19.2 

NH2 
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13 C-ergosterol 

position 8/ppm 

1 

3 

5 

7 

， 
13 

15 

17 

18 

19 

21 

22 

24 

26 

27 

40.0 

70.7 

142.6 

118.6 

47.6 

44.7 

24.6 

57.2 

13.5 

17.4 

22.8. 

137.4 

44.7 

21.1 

21.1 

L I. LL 

13 C-Ergosteol 

: I '( 26 

27 



リン脂質の 13CNMR化学シフト

POPC D碑 c

position 8/ppm position o/ppm 

a

b

 

a

b

 
c

d

 

55.8 

67.8 

61.0 

65.2 

72.3 

64.7 

175 

35.7 

26.6 

28.8 

131.2 

31.4 

33.5 

24.1 

15.3 

c
 d
 

e

f

g

h

 

e

f

g

h

 

J

K

 

J

K

 

m

n

o

 

m 

55.7 

67.7 

61.0 

67.7 

72.2 

64.7 

174.8 

35.6 

26.5 

31.4 

24.0 

33.5 

15.1 

a + c O . l 
（出ChN~ ― 

b 
O O~j ,----,_ 
:Pく 9g 

O'0 
： 

＼ 
。g

d 
e 

f 
rf h . J 

゜
I 

I 
、..

゜
¥. y ノ

m 

I 

゜n
 

POPC 

m 

DMPC 
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6-F ergosterolの溶液 13CNl¥1R化学シフト

position 0 position ＆ 

1 38.85 15 22.88 

2 31.38 16 28.16 

3 69.5 17 55.74 

4 30.45(3ふ=4.8 Hz) 18 12.11 

5 113.23 (2JcF = 9.60 Hz) 19 16.69 

6 152.05(1ふ=242.32 Hz) I 20 40.32 

7 l 12.7leふ=37.19 Hz) I 21 21.1 

8 145.21(3JcF = 10.80 Hz) 22 135.37 

， 46.29 23 132.22 

10 38.55 24 42.85 

11 20.99 25 33.1 

12 38.55 19.65 
26,27 

13 42.85 19.94 

14 54.53 28 17.6 

27 

6-F Ergosterol 
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[tri-13C]AmB/14-F AmB/cholesterol/POPC 
MAS: 5 kHz, dephasing time: 32.0 ms, temp: 30°C 
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MAS: 5 kHz, dephasing time: 32.0 ms, temp: 30°C 
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ABSTRACT: Amphotericin B (AmB) exerts its antifungal activity by forming ion-permeable assemblies 
across lipid bilayers. To investigate Anill-AmB bimolecular interactions in the assembly, we carried out 
13C{19F}REDOR expernnents using 14-19F-and 13C41-labeled Anills in sterol-containing and sterol-free 

pahnitoyloleoylphosphatidylcholine (POPC) membr皿 esand measured the average distance between the 
labeled sites of Anills in membrru1e-bound forms. The REDOR results suggested that the intermolecular 
distance of AmB molecules is significantly increased in the ergosterol membrane as compared with the 
cholesterol membrane. This sterol-dependent change was supported by the UV spectra of AmB in lipid 
bilayers, in which the excitonic absorption band arising from the aggregated state of Anill shifted to 
longer wavelength in ergosterol-containing POPC membrane. The REDOR experiments also disclosed 
that the head-to-head orientation of AmB is predonunant in both of the sterol-containing membranes and 
AmB-POPC interaction was detected only in the ergosterol membrane. Ergosterol significantly influences 
the interactions between AmB molecules as well as those between Anill and POPC, which may facilitate 
fonnation of ion-permeable channels in ergosterol-containing membrane. 

Amphotericin B (AmB)1 is a polyene macrolide m1tibiotic 
isolated from Streptmnyces nodosus and used for treatments 
of systemic fungal infections (J, 2). lt is畑ownthat AmB 
forms ion-permeable channels in cell membranes in a stern!-
dependent manner, where higher affinity to ergosterol出an
to cholesterol is thought to be responsible for selective 
toxicity to fungi. The architectures of tl1is AmB ion channel 
have been extensively studied so far, which include the 
fan10us "bm-rel-stave" model (3), where tl1e polyhydroxy part 
of AmB comes close togetl1er to fom1 a hydrophilic pore 
and tl1e hydrophobic polyene region faces outside to interact 
with sterol ru1d phospholipid. Based on tl1is channel model, 
a number of in silico studies have been carried out to provide 
more plausible channel architectures; e.g., Baginski el al. 
have performed computer simulations for AmB assemblies 
(4) and deduced tlmt tl1e amino group of AmB interacts with 
tl1e carboxylic acid of a neighboring AmB molecule, which 
leads to tl1e "head-to-head" interaction in由e孔ssembly.
However, details of tl1e intermoleculm・interactions remain 
largely unknown chiefly due to由eluck of proper experi-
mental methodologies to exanune tl1e moleculm-recogi1itions 
among membrane-bound entities. 

t This work was supported by Grant-In-Aids for Young Scientists 
(A) (Grant 17681027), for Scientific Research (B) (Grant 20310132) 
and (S) (Grant 18101010) from MEXT, Japan, and Grants in Aid for 
Scientific Research from JSPS. 

* Corresponding authors. Tel/Fax: +81-6-6850-5774. E-mail: 
murata@ch.wani.osaka-u.ac.jp; matsumori@ch.wani.osaka-u.ac.jp. 

l、Abbreviations:AmB, amphotericin B; DPPC, 1,2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine; PC, phosphatidylcholine; POPC, 1-palmi-
toy 1-2-oleoyl-.m-glycero-3-phosphocholine; HEPES, 2-(4-(2-hydroxy-
ethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid; MAS, magic angle sample 
spinning; REDOR, rotational echo double resonance. 

Solid-state NMR spectroscopy provides a versatile tool 
for the structural elucidation of biological molecules in 
membr皿 es(5-7). The rotational echo double resonance 
(REDOR) experiment is one of the import皿ttechniques 
frequently used for measw-ement of interatomic distru1ce (8, 9). 
ln particular, 13C{ 19F} REDOR makes it possible to measure 
long-range 13C-19F distances over 10 A (10) since the 19F 
nucleus possesses favorable features such as high gyromag-
netic ratio, 100% natural abundance, and low background 
signals. Application of this technique is, however, mostly 
limited to small peptides mainly due to the feasibility of 
preptu-ing 13C-皿 d19F-labeled compounds. Therefore, it is 
still challenging to explore the applicability of REDOR 
techniques for nonpeptidic compounds such as AmB. 
h1 L11e previous studies, we exan1ined tl1e AmB-phospho-

lipid (11, 12) and AmB-sterol (13) interactions using solid-
state NMR and demonstrated the utility of tl1is method for 
the structural elucidation of membrane-bound assemblies at 
the atomic level. ln tl10se reports we proposed t11at AmB 
forms a single-length chrumel, which is surrounded by 
ergosterol molecules. However, the AmB-An迅 interaction
remains unanswered. In tl1is study we report the first direct 
observation of tl1e bimolecular interaction of AmB in 
membr皿 e-boundforms using 13C{ 19F} REDOR techniques. 

MATERIALS AND METHODS 

Materials. AmB皿 dcholesterol were purchased from 
Nacalai Tesque (Kyoto, Japru1). Ergosterol was from Tokyo 
Kasei (Tokyo, Japm1), and palmitoyloleoylphosphatidyl-
choline (POPC) wa'> from A vanti Polm・Lipid hlc. (A1aba">ter, 
AL). [tri-13C]AmB (1) was prepared as reported previously 
(11). Briefly, the AmB-producing species S. nodosus was 

10.1021/bi801875y CCC: $40.75c2008 American Chemical Society 
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FIGURE 1: Structures of labeled AmBs and phospholipid: 1, [tri且C]AmBthat is 13C-labeled at the positions indicated by squ紅 es;2, 14-F 
AmB; and POPC, palmitoyloleoylphosphatidylcholine. 

obtained from American Type Culn1re Collection (ATCC 
14899) and cultured in FCA medium containing sodium 
[3-13C]propionate to produce site-specifically 39-, 40-, 41-
labeled AmB. About 20 mg of 1 with average 15% 13C 
enrichment at C39, C40, and C41 was obtained from 50 mL 
of tl1e culture. 14-F AmB (2) was chemically derived from 
AmB as reported previously (14). 14-F A1nB was purified 
by silica gel open colunm chromatography, ru1d its stmctural 
identity was confirmed by mass spectt・omett・y and 1H NMR. 
Solid-State NMR Measurements. The labeled AmBs 1 (1.8 

μmol), 2 (1.8 1imol) and POPC (36.8μmol) were dissolved 
in CHCh/MeOH (10% of POPC was replaced witl1 ergosterol 
or cholesterol for sterol-containing samples), m1d tl1e solvent 
was evaporated to afford a tl1in film. After drying in vacuo 
for 8 h, tl1e membrane was hydrated wit11 31.4 ,uL of 10 
mM  HEPES buffer and l n止 of比0 皿 ddispersed by 
vortexing and sonication. 111en, tl1e lipid suspension was 
freeze-tlrnwed five times lo produce 1紅gevesicles. The 
suspension was lyophilized, rehydrated with D20 (31.4μL), 
and packed into a glass tube. TI1e glass tube was sealed with 
epoxy glue and inserted into a¢5 mm MAS rotor. 
13C{19F)REDOR specu・a were recorded at 75.315 MHz for 
13C witl1 19F irradiation at 281.743 MHz on a CMX300 
(Vat註n/Chemagnetics)spectrometer wi出出eMAS fre-
quency of 5000土 2Hz. TI1e rotor tempcratm-e was 
maintained at 30士l°Cwith a temperature controller. TI1e 
spectral widtl1 was 30 kHz. Typically, tl1e冗/2pulse width 
for 1 H NMR was 4μs, and tl1e冗 pulsewidtl1s for 13C and 
19F were 10 and 12μs, respectively. The contact time for 
cross-polai・ization u・m1sfer was set to be 1.5 ms. The REDOR 
spectra were acquil・ed witl1 a recycle delay of 2 s under 
TPPM吐 decouplingwitl1 field strengtl1 of 71 kHz (15). Tile 
dephasing times of tl1e REDOR measurements were 4.8, 8, 
12.8, 16, 24, and 32 ms, and xy-8 phase cycling was used 
for 19F i1rndiation (16). 

UV Spectral Measurements. AmB (15 nmol) and POPC 
(1.5μmol) were dissolved in CHCIJ/MeOH (10% of POPC 
was replaced witl1 conesponding sterols for sterol-containing 
samples), and tl1e solvent was evaporated to afford a thin 
film. After drying in vacuo for 8 h, tl1e lipid film was 
suspended to 8% sucrose buffer (l mL) by vortexing and 

sonication. Then the lipid suspension was freeze-thawed 
four times to produce 1紅gevesicles. An aliquot of tl1e 
resultant suspension (170μL) was diluted with 1360μL of 
8% sucrose buffer, 皿 dUV spectra were recorded on a UV-
2500 spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan) witl1 a 
1.0 cm path lengtl1 quru・tz cell at m11bient temperature. 

RES UL TS AND DISCUSSION 

Solid-State NMR Measuren記nts.We have recently cruTied 
out tl1e kinetic analysis (17) for interactions between AmB 
and sterol-free or sterol-containing membrane using surface 
plasmon resonance techniques ru1d found出atAnlB has 
significantly higher affinity lo stcrol-containing palmitoylo-
leoylphosphatidylcholine (POPC) membrane出ru1sterol-free 
POPC membrane. Therefore, in order to pick up minute 
differences of An出ーAmBinteractions possibly induced by 
sterols, we adopted POPC as a membrane constituent. For 
出eREDOR experiments, a 1:1 mixture of 1 and 2 (Fi即 re
1) w邸 incorporatedinto POPC membranes at a 1/2/POPC 
molar ratio of 1/1/20 and into sterol-containing POPC 
membrru1es at a 1/2/sterol/POPC molru・ratio of 1/1/2/18. 
Since the REDOR dephasing effects depend mainly on 
13C-19F distance, its magnitude should reflect tl1e intermo-
lecular distance between AmBs in membrane-bound forms. 
Figme 2 shows tl1e full-echo (Su) and difference (/1S) 

spectra of the 13C{19F)REDOR which were recorded in 
sterol-free POPC bilayers al a dephasing time of 12.8 ms. 
Signals apperu"ing at 181, 22, and 13 ppm con-espond to C41, 
C40, and C39 of 1, respectively (11). In the△ S spectrum, 
significant dephasing effects were observed for tl1e C41 and 
C40 positions. A peak reduction of the C41 signal indicates 
that headgroups of 1 and 2 are close to each o出erto undergo 
the "head-to-head" interaction. On the otl1er h叩 d,由e
REDOR dephasing at C40 indicated that the "head-to-tail" 
interaction also occurs under these conditions, suggesting 
出attwo or more different types of bimolecular interactions 
are involved in tl1e sterol-free POPC bilayers. Based on the 
b皿 el-stavemodel reported by Baginski et al. (4) an AmB 
assembly consists of "head-to-head" interactions, and there-
fore, tl1e head-to-tail orientation may m・ise from AmB 
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FIGURE 2: 13C{呼 JREDORspectra of the sterol-free POPC membrane in the presence of 13C-and 19F-labeled AmBs 1 and 2 at 30°C. The 
labeled AmBs were present at the ratio of 1/2/POPC (1:1:20) in 10 mM HEPES/D20 (50% wt) at pH 7.0. △ S is a difference spectrum ru1d 
So is a full echo specn・um. Small alphabets are 13C signals of POPC. These spectra were obtained after 64 rotor cycles of叩 dephasing
(12.8 ms). The number of scans was 62336. 

molecular aggregates different from tl1e chmrnel stiucture. 
In fact, the crystal packing of N-iodoacetyl-AmB predomi-
nantly follows the head-to-tail orientation (18). We cai-ried 
out the REDOR experiments witl1 a dry powder sample of a 
1:1 mixture of 13C-and 19F-AmB without phospholipid and 
found that both bead-to-head and head-to-tail orientations 
occurred; the REDOR dephasing with 40 rotor cycles (5.7 
ms) was observed for C41 at 21 % and for C40 at 16% (see 
Supporting Information for spectra). AmB in the powder state 
is, tl1erefore, supposed to form randomly oriented aggregates 
rather than channel-like assemblies. Similai・aggregates to 
those in tl1e powder state may paitly remain in the sterol-
free membrane, consequently giving rise to the head-to-tail 
interaction. As described later, the UV specti・a of AmB in 
sterol-free membrane (Figure 5) further imply the presence 
of AmB weakly interacting with the membrane constituents. 
The bands at 408, 386, and 365 nm are ch紅 acteristicof 
monomeric AmB in an aqueous medium (19), which 
provides no signal in the REDOR spectrum due to its high 
mobility. These seemingly contradicting results may be 
accounted for by tl1e multiple states of AmB molecules in 
t11e POPC preparation, which may comprise ArnBs in hu-ge 
aggregates, those dissolved in an aqueous medium, and 
probably those bound to membrane. 

DC{19F}REDOR spectra of 1 and 2 in cholesterol-
containing POPC membrane m・e shown in Figure 3a. In 
contrast to the sterol-free membnme, REDOR dephasing was 
observed for C41 but not for C40. The result indicates that 
"head-to-head''interaction between AmBs is dominant in 
cholesterol-containing membrane. Meanwhile, the REDOR 
dephasing ratio at C41 is comparable with that of sterol-
free membnme (Figures 2 and 3a), which reveals that 
cholesterol hardly affects the intem10leculai・distance between 
AmBs in the "head-to-head" orientation. 
We next recorded the REDOR spectra of 1 and 2 in the 

ergosterol-containing membrane (Fi即 re3b). The dephasing 
effect was also ohserved at C41 as in出ecase of the 
cholesterol membrane although tl1e dephasing ratio was 
significanlly decreased (Figure 3). The attenuated REDOR 
effect may be caused by the higher mobility and/or lai・ger 
intermolecular distance of AmBs in由eergosterol memhr皿 e.
To examine tl1e possibility of molecule motion, we carried 
out tl1e san1e REDOR experiments at -20°C (see Supp01ting 
Information) and found tl1al the obtained dephasing ratio for 

C41 was virtually same as that at 30°C. Therefore, the 
reduced depha-;ing ratio for C41 in the presence of ergosterol 
is lru・gely ascribable to increa-;ed intermoleculru・distance 
between AmBs. Additionally, tl1e dephasing effects were also 
observed for the te1minus of POPC acyl chains (signals m 
and n) in tl1e ergosterol-containing membrane (Figure 3b); 
similar effects for tl1e acyl-chain signals were detected in 
the different clephasing times of 24 and 32 ms. T11ese effects 
were detected in neitl1er choresterol-only nor PC-only 
memlmtne, suggesting that interaction between AmB皿d
POPC is enhanced by ergosterol. Jnterestingly, JJC atoms 
dephasecl by 19F-AmB were located at the tail portions of 
POPC acyl chains. This may indicate that POPC interacting 
with AmB molecules forms m1 interdigitated bilayer to adjust 
its hydrophobic lengtl1 to tl1e moleculm・of AmB; the lengtl1 
of hydrophobic side is approximately 22 A (18). The result 
is consistent with the report by Nguyen et al. tlmt the 
inn・oduction of AmB induces bilayer interdigitation (20). We 
have also shown tl1e importance of hydrophobic length of 
PC in formation of ion channels by AmB using covalently 
linked AmB-PC conjugates (21). Moreover, it is reported 
(11) that tl1e C39/C40 methyl groups of AmB come close to 
the polm・head of PC. T11ese results imply tlmt interactions 
between the tail p紅 tofAn出皿dtl1e polar head of PC (and 
vice versa) play an important role in forming a stable 
assembly in tl1e membrane. 
Intermolec11lar Distance Calculation. T11e REDOR results 

revealed that the average distance between neighboring 
A呻 sin山emembrane is significantly increased by ergos-
terol. In the next step, we aimed to determine出eintermo-
lecular distance between 14-F and C41 from the REDOR 
data. Since the 13C enrichment in C41 of 1 is approximately 
15%, the intramoleculru・interaction derived from natural 
abundance 13C (l. 1 %) in 2 is not negligible. Therefore, the 
observed dephasing ratios at C41 should be treated a-; tl1e 
sum of inti・amolecular and intermolecul紅 contributions.For 
estimating tl1e intramoleculru・effect, we used the 14-F/C41 
distance of 4.9 A that was derived from X-ray crystal-
lography (18). For determining由eintermoleculru・14-F/C41 
distance from the REDOR dephasing, we assumed t11at a 
neighboring pair of 13C-and 19F-labeled AnlBs 1紅gely
induced REDOR dephasing, and long-range A叫 3-AmB
interactions beyond the closest AmB molecules were neg-
ligible since, judging from computer simulation results (4), 
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FIGURE 3: 13C{ 19FJREDOR spectr・a of cholesterol-containing (a) and ergosterol-containing (b) POPC membranes in the presence of 13C-
and 19F-labeled AmBs 1 and 2 at 30°C. The labeled AmBs were present at the ratio of 1/2/sterol/POPC (1:1:2:18) in 10 mM HEPES/D心
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were obtained after 64 rotor cycles of咋 dephasing(12.8 ms). The number of scans of each experiment was 61440 
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FIGURE 4: Experimental 13C{ 19F]REDOR dephasing values (△ SI 
S0) of C41 in stei"ol-free POPC (▲）， cholesterol-containing POPC 
(0), and an ergosterol-containing sample (●） . Solid and dashed 
lines are best fit curves of 13Cーヤdistancec,Llculated in two spin 
systems for 10.3 and 12.I A, respectively. When the SIN ratios of 
the REDOR spec訂a(Figure 3) are taken into account, these 
distances should include sはndarderrors of 10.3土 0.5and 12.I士
1.0 A. 

由edistance in such cases was estimated to exceed 15 A. 
We made ano由erassumption tlmt 13C-and 19F-An迅

molecules are rai1donlly arranged in tl1e assemblies, judging 
from tl1e sirnil叫 tiesbetween 14-F An出 2and An出 in

biological activities皿 dspectroscopic properties (14). There-
fore, tl1e rnaxirnurn intermolecular dephasing ratio was set 
at 0.75 (tl1e effects of 19F-13C-19F spin systems are 

discussed below). On the basis of tl1ese assumptions, we 
calculated theoretical dephasing curves as shown in Figure 
4 using a Bessel function expression (22). Consequently, tl1e 

゜300 350 400 
wavelength / nm 

FIGURE 5: UV spectra of AmB in POPC membranes at the AmB/ 
lipid molar ratio of 0.01. The molar ratio of POPC/sterol was 
9:1. The concentration of AmB was kept at 1.67μM in each 
sample. 

average distance between intem1olecul紅 14-Fand C41 was 

estimated to be about 10 A for tl1e sterol-free m1d cholesterol-

containing membrane. On the otl1er hand, in the ergosterol-

containing membrane, 山edistance was increased to 12 A, 

implying that tl1e dense aggregation of A叫 3molecules is 

prevented by ergosterol. T11e shmt AmB-AmB distance in 

由esterol-free or cholesterol-containing membranes and the 

long distance in tl1e ergosterol membrane support the 

previous results that An出 hasno d江ectinteraction witl1 

cholesterol in tl1e membrane (19, 23), whereas possessing 
high affinity with ergosterol (13, 17). 
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a. cholesterol-containing membrane b. ergosterol-containing membrane c. top view of AmB 

Polybydroxy 
side 

Polyen, side 

FIGURE 6: Schematic representation of AmB/sterol/POPC interactions inside POPC membranes. (a) In cholesterol-containing membrane, 
AmB forms I紅 geaggregates which are phase-separated from lipid bilayers; yellow ovals with a red tip, AmB; blue cycles, cholesterol; and 
open cycles, POPC. (b) In ergosterol-containing membrane, the AmB-sterol-POPC complex is formed, which may correspond to an ion 
conductive "active" channel; yellow ovals with a red tip, AmB; green cycles, ergosterol; gray cycles, POPC closely interacting with AmB; 
and open cycles, other POPC. (c) Top view of AmB, where blue and臣aycircles denote the position of 19F-labeled C14 and 13C-labeled 
C41, respectively (see Supporting Information). Although six, seven, or eight molecules of AmB per channel are depicted according previous 
reports (3, 4), relevant experimental data were not obtained in the present study. 

T11ere can be two intermolecular dist皿 cesbetween 14-F 
and 13C41 in a point-symrne11・ic assembly such as the bru-rel-
stave model, where tl1e distance between the same positions 
in neighboring An迅sgives rise to a single value but the 
distance between tl1e different positions such as the present 
case is not san1e. The labeled sites of 1 and 2, both of which 
are positioned on the polyhy由oxyl-polyeneaxis (Figure 6c), 
should make these two distances relatively close in a radially 
oriented assembly. We assume tlmt An出 takesa radially 
an・anged or slightly tilted configuration in出eassembly as 
shown in Figru-e 6. m such cases, the smaller of tl1e two 
distances should be close to those estimated from REDOR 
witl1 a deviation less tl1an +0.7 A (detailed descriptions of 
出eREDOR cm-ves for tl函 esystems are given in Supporting 
mformation). 

These discussions are based on a two-spin system of 
13C and 19F. In山eAmB assemblies, however, t虹eespin 
systems of 19F-13C-19F should be prutly involved, where 
REDOR dephasing effects become dependent on 
19F-13C-19F angles. According to computer simulation 

experiments for membrane-associated assemblies of An出
(4), the angles possibly range from 30°to 130°. Provided 
ca. 25% of 13C-AmB molecules are contacted with two 
19F-AmB molecules, the 13C-19F distance estimated from 
出eREDOR re.~ults by SIMPSON (24') should be 12.1-12.5 
叫 10.3-10.7A for ergosterol-and cholesterol-contain-
ing membranes, respectively (detailed accounts for tlu・ee 
spin systems with possible 19F-13C-19F angles are given 
in Supporting l11formation). The contribution of iliree spin 
systems to出eestimated 13C-19F distance is由usrelatively 
small, and the difference in the distances between the two 
sterol membranes does not heavily depend on the spin 
systems. Therefore, for further discussion, we will use the 
distance based upon two spin systems. 

UV Spectral Measurements. To f皿 herexan1ine the 
interactions between AnlBs in POPC membranes, we re-
corded the UV spec11・a of large multilamell紅 vesicles.It is 
known that intense absorption maxima of AmB at 408, 384, 
and 370 I1ll rn・e due to由emonomeric state while hypso-
cl11・omicall y shifted absorption bands at 3 17-350 nm ru・e 
ascribable to An出 inilie oligomeric state (25). Figure 5 
showed tl1e UV spectra of AmB in sterol-free POPC and in 
10% sterol-containi11g POPC membr皿 esat an AmB/lipid 

molm・ratio of 0.01. TI1e small red shift at 408 nm in tl1e 
ergosterol membr皿 eis出oughtto be caused by increased 
hy山ophobicityru・ound the heptaene group of AmB (25), 
where the higher affinity to ergosterol is supposed to stabilize 
山ebinding of An出 to出emembrane. ln the sterol-free 
memb皿 e,AmB showed a hypsochromically shifted band 
at 329 nm. A si皿larabso叩tionband was observed for血e
cholesterol-containing membrane, where AmB gave rise to 
a sti・onger abso叩tionin tl1e 330-345 nm range. On出eotl1er 
h皿 d,in tl1e ergosterol-containing membr皿 e,a different 
absorption band was observed, which was significantly 
shifted to a longer waveleng山 centeredat 350 nm. Gagore 
et al. have reported tl1at tl1e hypsoclu・omic shift in出e
ag郡・egatefo1m of An1B can be accounted for by the exciton 
splitting血eory(26), according to which tl1e wavelengtl1 of 
出eexcitonic absorption b皿 ddepends on tl1e distance 
between山eneai・est neighboring heptaene clu・omophores of 
AmBs. The shorter distance leads to a more hypsochronlic 
shift in case that neighboring chromophores are parallel to 
each other. Therefore, 山ehypsochromic absorptions around 
330 nm in sterol-free皿 dcholesterol-containing membr皿 es
suggest the dense aggregation of AmB is fo1rned, where由e
distance between the heptaene groups of the neighboring 
An出 moleculesis relatively small. Meanwhile, fue absor-
bance at 350 nm observed wifu tl1e ergosterol-containing 
membr皿 eindicates fuat the distance between AmB c虹0-

mophores is larger fum1 fuose in sterol-free and cholesterol-
containing membrru1es. TI1ese results are quite consistent with 
fue REDOR experiments. 
Figure 5 fmtl1er shows that the absorbance at 329 nm in 

fue sterol-free membrane is significantly low as compared 
witl1出oseat 330-345 and 350 nm for respective cholesterol-
and ergosterol-containing membranes. The intensity ratio at 
329 and 410 nm represents tl1e relative proportion between 
the monomeric and aggregated forms (26), tlms indicating 
lower aggregation level in the sterol-free membrane. A 
possible explanation for fuis result is fuat a significant 
proportion of An出 moleculesescaped from fue sterol-free 
membr皿 eand stayed in an aqueous phase. ln fact, A叫 3as 
a monomeric forn1 in an aqueous suspension gave rise to a 
similar triplet absm-ption band in the longer wavelengfu 
region (Supporting Information), which closely resembles 
that of tl1e sterol-free membrane in Figure 5. 
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In view of tl1ese observations, we attempt to propose a 

model for AmB-A呻 interactionsin POPC membranes 

(Figure 6). Since 14-F is located in the polyhydroxy side of 

由eA1nB molecule, tl1e fluorine atom should be segregated 

from the other assemblies when the An迅sform a barrel-

stave assembly (Figure 6). lf tl1is type of assembly is 

composed of AmB molecules witl1 tl1e same orientation as 

suggested by previous reports (4, 27), tl1e REDOR effects 

from 14-F should be derived lm・gely from head-to-head 

interaction in an intraassembly manner but not from head-

to-tail one in 皿 interassemblymanner. In cholesterol-

containing membrane, tl1e REDOR experiments revealed tlmt 

AmB forms dense aggregates predominantly witl1 "head-to-

head" orientations. Since AmB-POPC interactions were not 

observed in the cholesterol-containing membrane, tl1e AmB 

assemblies may be 1紅 gelyphase-separated from surrounding 

lipid bilayers (Figure 6a). In the ergosterol-containing 

membr皿 e(Figure 6b), since出edistance between AmB 

molecules was significantly increased and tl1e interaction 

between AmB皿 dthe fatty acyl chains was detected, POPC 

and ergosterol are plausibly incorporated into An迅 as-

semblies and consequently increase tl1e average distance 

among AmB molecules. Recently, an IR stl1dy disclosed tl1e 

close vicinity of ergosterol to Anili in出eDPPC membrane 

(28). The mixed assembly formed in the ergosterol-contain-

ing membrane may possibly act as an ion-permeable channel 

(Figure 6b). 
In conclusion, we examined AmB-AmB bimoleculm・ 

interactions in bilayer membranes by solid-state NMR using 

13C-and 19F-labeled AmB. ln cholesterol-or ergosterol-

containing POPC membranes, REDOR dephasing effects 

were observed between tl1e headgroups of AmB molecules, 

indicating the dominant "head-to-head" interactions in 

membrru1e assemblies. The REDOR dephasing effect was 

significantly reduced in tl1e ergosterol-containing membrane. 

Additionally, AmB-POPC interactions were detected in tl記

ergosterol-containing membrane. These results suggest that 

ergosterol increases tl1e distances between AmBs by directly 

interacting with An迅皿d facilitates fmmation of an 

An1B-sterol-PC assembly, which may correspond to "皿

active ion channel". To examine the AmB-ergosterol 

interactions in more detail, solid-state NMR experiments 

using 19F-labeled AmB and 13C-labeled ergosterol (and vice 

versa)狂 ecurrently underway. 
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