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第 1章 序論 

1-1 膜タンパク質と脂質の相互作用 

膜タンパク質の機能発現にはその多量体構造の変化がしばしば不可欠なステップ

となる．多量化によって膜タンパク質周囲の環境をコントロールし，タンパク質自

身の働き（リガンドの結合や物質輸送）を活性化させる．同様に，膜タンパク質の

周辺環境を制御する分子として，生体膜を構成する脂質分子も重要な役割を果た

す．膜タンパク質の機能と構造についてはゲノム研究や結晶構造解析の成果から解

明が進んでいるものの，膜タンパク質と並んで主要な生体膜の成分である脂質の振

る舞いについては未だ十分に解明が進んでいると言えない．脂質が構成する二重膜

は流動モザイクモデルと呼ばれ，細胞の内外を隔てる均質な三次元流動体として認

識されてきた 1．その後，1987年にイヌ腎臓上皮(MDCK)細胞に界面活性剤 TritonX-

100を作用させることで，スフィンゴ脂質やコレステロール(Cho)，GPIアンカー型

タンパク質という特定の成分を豊富に含んだ不溶性画分(detergent-resistant membrane, 

DRM)が得られることが見出された 2．これをきっかけに，1997年に Simons らは細

胞膜上において選択的に集合した脂質が機能性ドメインを形成することで，不均一

な膜構造をとっているという仮説を提唱した 3–9．このように，多様な脂質がそれぞ

れ特定の相互作用を有して生理機能を制御しているという観点で研究が進められ始

めてからおよそ 20 年が経過したばかりであり，とりわけ膜タンパク質と脂質の関連

性については未解明の点が数多く残されている． 

1-1-1 膜タンパク質の役割 

膜タンパク質のうち，膜貫通タンパク質（transmembrane proteins）は生体膜を貫

通した状態で存在し，細胞膜外からのシグナルを膜内へと伝える役割を担う．一言

でシグナルと表現しても，その内容は膜タンパク質の構造や機能によって様々であ

る 10．物質を膜外から膜内へと輸送し，細胞内における生理機能をコントロールす

る膜タンパク質としてチャネルやイオンポンプ・輸送体が挙げられる．一方，膜外

に存在する機能分子を受容して活性化し，構造変化によって新たな細胞内シグナル

を生み出す Gプロテイン共役型受容体(GPCR; G-protein coupled receptor)の類やチロ

シンキナーゼ受容体なども生物学上重要な役割を担う． 
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膜タンパク質は，その三次構造によって分類することもできる．一つは，α-ヘリッ

クス構造を形成して安定化し脂質膜を 1 回または複数回貫通した状態で機能を発現

する膜タンパク質である．複数のヘリックス構造で膜を貫通するものはヘリックスバ

ンドル型と呼ばれ，特に七回膜貫通型を特徴とするバクテリオロドプシン 11のような

チャネル型輸送体や GPCR に代表される受容体タンパク質が挙げられる 12．また，一

回膜貫通型の膜タンパク質として研究が進められているものにグリコホリン A13や成

長因子受容体(GFR; growth factor receptor)がある．これらの膜貫通型タンパク質は，水

溶性構造を基本する生理活性タンパク質（サイトカイン）や，低分子の神経伝達物質

を膜外リガンドとして認識して活性化し，構造変化を経て細胞内へとシグナルを伝達

する．構造の基本単位や伝達物質の種類によってさらに細かく分類され，それぞれが

特定の機能を担っていることから，分子標的治療のターゲットとしても多くの医薬品

が開発されている．一方，α-ヘリックス以外の構造で安定化する膜タンパク質として

𝛽-バレル型膜タンパク質が挙げられる 14．こちらは𝛽-バレル構造内のポアを通して物

質を通過させるチャネルや輸送体の役割を主に担う． 

図 1-1. 三次構造によって分類した 3種類の膜貫通タンパク質．各構造はプロテイン

データバンクより取得して作成した． 

1985年に初めてバクテリオロドプシンの X線構造が報告された 11ことを契機とし

て，これまで膜タンパク質の構造研究が数多く行われてきた．創薬化学的重要性も
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追い風となり，多くの結晶構造情報が今も得られている．2007年に Kobilkaらによ

って GPCR の全体構造が明らかにされたことをはじめ 12，低温電子顕微鏡が膜タン

パク質の構造解析に導入される 15など，膜タンパク質を対象とした構造研究は現在

も技術発展が著しい．しかしながら，ゲノム研究の結果からは全タンパク質のうち

およそ 30%が膜タンパク質としてコードされていることがわかっている一方で，水

溶性タンパク質と大きく異なる性質がネックとなりその構造情報は決して十分に得

られているとは言えない．プロテインデータバンク(PDB)に既に掲載されているタン

パク質の結晶構造情報のうち，膜タンパク質のものが占める割合はおよそ 2%にしか

過ぎない． 

1-1-2 膜タンパク質の構造と機能 

膜タンパク質の多量化とそれに伴う機能発現には脂質が重要な役割を担ってい

る．なかでも一回膜貫通型の受容体は柔軟な構造を有しており，脂質組成に応じて

配向や会合構造を変化させやすい．一回膜貫通型タンパク質は α-ヘリックス構造か

らなる単一の膜貫通部位を有しており，その多くが同種の膜貫通タンパク質とのホ

モ二量体，もしくは同類異種の膜タンパク質とのヘテロ二量体を基本単位として機

能を発現する 16．タンパク質の膜貫通部位は，親水性環境においてアミド基の N-H

と水分子間の水素結合で得られるエネルギーに相当する安定化を，疎水性環境で主

鎖アミド基間の水素結合形成によって受けることによってヘリックス構造を形成す

る．その疎水的なアミノ酸配列が、ヘリックス間の非特異的な凝集を促進する一方

で，配列特異的な会合を可能にすることも明らかになっている．例えば，ヒト赤血

球膜に存在するグリコホリン A（GpA）は 131 残基の小さなタンパク質であり，最

も詳細に研究されている一回膜貫通型タンパク質のひとつである 13．Gly79 と Gly83

からなる GXXXG モチーフを介して安定に会合する構造がミセル・バイセル中にお

ける NMR 測定によって得られている．この GXXXGモチーフとはグリシンおよび

アラニンといった側鎖の小さなアミノ酸の間に側鎖の大きな３つのアミノ酸が挿入

されたヘリックス構造中の配列である．膜貫通領域が会合体を形成する際によく見

られる．相互作用機構として，アミド骨格および側鎖α位のプロトンが分子間で水素

結合し、その周囲に存在する嵩高い側鎖が膜タンパク質の回転角を固定化すること

推定されている 17．また後述するように，細胞の増殖や分化に関与する上皮成長因

子(EGF; epidermal growth factor)受容体は膜貫通部位間の特異的な会合体形成が受容体
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全体の構造変化と関連しており，活性化における重要なステップのひとつとなるこ

とも分かっている 18． 

図 1-2. グリコホリン A 膜貫通領域(70-98)のミセル中における構造．(PDB:2KPE より

作成)．Gly79－Gly83 が正対する位置を会合面として二量体を形成している様子が確

認できる． 

1-1-3 一回膜貫通型タンパク質の会合体形成と脂質の関係 

膜タンパク質は生体膜によって疎水性環境に保持される．非常に複雑で不均一な

三次元流動体である生体膜は，膜タンパク質をある一定の環境に局在させることで

その機能制御を行うエネルギーを保持している．生体膜脂質の発揮する主な役割と

して，①二重膜の厚さや側方圧を調節して膜タンパク質の集積や三次構造を制御す

る，②膜タンパク質に対して特定の脂質が部位特異的に結合して多量化を誘起す

る，という二つが主に挙げられる． 

①に挙げた作用は，複数の脂質分子からなる細胞膜中の集合領域を基本単位と

し，それらが共同して働くものが主たる例である．特に，類似の鎖長を有する炭化

水素鎖からなる脂質分子種は，類似した熱力学的性質を示し互いに集合しやすい特

徴を有する．細胞膜中で分子の集合が生じることで局所的に二重膜の疎水性部の厚

さが変化する．ここに，膜タンパク質が集積，または排斥されるエネルギーが働

く．特に，親水性のアミノ酸側鎖を水中に，疎水性の側鎖を膜中に保持しようとい

う力が働くことで，膜に対する配向が変化する．一方，疎水性部が水中に露出する

不利が生じる場合にはタンパク質間で会合することによってこの不利を補う力が働
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く 19．以上のに挙げたような駆動力がタンパク質の構造変化において重要な役割を

担っている． 

Schneiderらは，GpA 膜貫通領域をさまざまなアシル鎖の不飽和脂質からなるモデ

ル膜に組み込み，フェルスター共鳴エネルギー移動(FRET; Förster resonance energy 

transfer)から，二量体の形成機能を評価した 20．その結果，炭化水素鎖長がおよそ

30.5Åのときに二量体の割合が最大となることを明らかにした． 

図 1-3. (A)二種類の蛍光分子 Fl (λ=530 nm), TAMRA (λ=590 nm)でそれぞれ標識した

GpAペプチドを混合して脂質二重膜に組み込んだ際の蛍光スペクトル．diC(14:1) PC, 

diC(16:1) PC, (=DOPC), diC(18:1) PC, diC(20:1) PC および diC(22:1) PC. (B)FRET効率か

ら求めた二量体の割合と二重膜炭化水素鎖長の関係．二量体の模式図は図 1-2に示し

たものに対応している．Reprinted from Biochim. Biophys. Acta - Biomembr. 2010, 1798 (10), 

1899–1907. Copyright (2010) with permission from Elsevier. 

 

また，Yanoらはアラニンとロイシンからなる一回膜貫通型モデルペプチドの末端

を蛍光標識し，リポソーム上での FRETを一分子単位で追跡した 21．このモデルペ

プチドは POPC／コレステロール二成分膜中で逆対称二量体を安定に形成する．これ

はアミド結合中のカルボニル基がペプチド全体としてマクロな双極子モーメントと

なって働くためであり，静電相互作用によって逆平行二量体が安定化する．一方，

特異的に二量体を形成する GXXXGモチーフを組み込んだモデルペプチドは POPC

膜中で配列特異的に会合し，平行二量体を優位に形成した．この安定性は流動性の

高い POPC 単一膜中でより高く，コレステロールを含む膜では大きな側方圧によっ

て会合は不安定化した． 
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図 1-4. 二種類の配列からなるペプチドをモデル膜に組み込み，単一リポソームの蛍

光強度を記録した先行研究例．会合するとアクセプター由来の蛍光強度（右図右軸，

赤線）が増大し，ドナー由来の蛍光強度（右図左軸，緑線）が減少する．Reprinted with 

permission from Angew. Chemie - Int. Ed. 2017, 56 (7), 1756–1759. Copyright (2017) John 

Wiley and Sons. 

 

GXXXGモチーフを含むモデルペプチドを用いた Yanoらの例では，会合－脱会合

状態の時定数から会合自由エネルギーが算出された 21．また Hristovaらは EGF受容

体の TM ペプチドを蛍光標識し DLPC からなるモデル二重膜に再構成し，FRET測定

によって求められるエネルギー移動効率から会合エネルギーを求めた 22．一般的

に，タンパク質膜貫通部位の疎水性は，脂質への貫入によってほとんど満たされる

と考えられている．すなわち，膜貫通部位が適切に膜に挿入されている場合，膜貫

通部位同士の疎水性相互作用が大きく働くことはない．したがって，理想的な膜貫

通ペプチドの会合を駆動する作用は，ヘリックス構造が示すカルボニル基のマクロ

双極子やアミド－側鎖間の水素結合といった静電相互作用であるとされている 23．

一方，膜貫通部位が脂質膜疎水性部と比べて極端に異なる長さを有する場合にはそ

の限りではない．膜界面付近に露出する膜タンパク質の疎水性表面に水分子が構造

化する不利を最小化するように(疎水性ミスマッチ)，膜タンパク質の会合が生じる

19．また，膜タンパク質周囲を取り巻く脂質分子の構造化は，水分子と同じようにエ

ントロピー面での不利を生じるため，膜タンパク質の会合の駆動力として働くこと

も報告されている 24． 
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ここまで，脂質二重膜の性質が膜タンパク質の会合に影響を与えるメカニズムにつ

いて示した．しかしこれらは膜タンパク質の周辺環境としての脂質の役割を示唆し

た結果であり，脂質と膜タンパク質の親和性が膜タンパク質の多量化に寄与を行っ

ている直接的な証拠を示すものではない．受容体とリガンドの結合のように複数の

アミノ酸残基を介した多点的な結合とは異なり，一回膜貫通型タンパク質と脂質は

高い安定性を有する結合を形成するモチーフを有しておらず，タンパク質周辺に存

在する多数の脂質が常に交換しながら作用している．したがって，これまで一回膜

貫通型タンパク質と脂質の作用に関して，その作用機構や結合構造といった精密な

解析が達成された例は少ない．実際に，結合状態の脂質が観測されているものはほ

とんどが一回膜貫通型のタンパク質と比べて大きな分子量を有する GPCR やチャネ

ル型タンパク質である．一回膜貫通型タンパク質は膜タンパク質のうち約半数を占

める階層であり 25，それらが示す機能とその活性化に関与する脂質との“安定性の

低い”相互作用に対して，精密な評価を行う手法が求められている．  

 

②に挙げた作用は特に GPCR やチャネル型タンパク質のようなヘリックスバンド

ル型の膜タンパク質と脂質の相互作用においてみられる 26．脂質が各αヘリックス

間の部位に対してリガンドのように結合し，各構造の多量化構造を制御することで

膜タンパク質が担う輸送体やチャネルとしての機能を調節する．コレステロールの

結合が見られた結晶の例として，GPCR の一種・β2-アドレナリン受容体が挙げられ

る 26．3つのコレステロールおよび 1つの共有結合パルミチン酸が形成する面を介し

て二量体を形成しており，タンパク質同士の接触面積の 73%が脂質分子で構成され

ている．会合に関与するコレステロールの存在から，脂質ラフトとの関連も示唆さ

れている．しかしながら，脂質の結合が誘起する膜タンパク質の多量化とその機能

的重要性は明らかになっていないものも多く，さらなる研究が望まれている 26．  
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1-2 EGF受容体と GM3 の関連 

一回膜貫通型タンパク質 EGF受容体は 1186 個のアミノ酸で構成されるチロシン

キナーゼ型受容体である 27．1986 年に Bremerらによって、EGF受容体の機能を細

胞膜構成脂質であるガングリオシド GM3（図 1-7）が制御することが報告された

28．GM3の細胞含有量はリガンドである EGFの結合には影響を与えないが，EGF結

合時の受容体の自己リン酸化を阻害するとされている 29．GM3はスフィンゴ脂質の

一種として脂質ラフトドメインに集積することが推測され，複数の脂質成分を介し

て膜タンパク質を制御するモデルも提唱されている．しかしながら，GM3は細胞膜

に含まれる微量成分のひとつにすぎない．非常に多様な種類の脂質が拡散しながら

他の分子との結合と解離を生じている細胞膜上において，微量成分が示す相互作用

の結合状態と非結合状態を明確に区別し観測することは困難である．EGF受容体と

GM3の作用はコレステロールやスフィンゴミエリンが共存するモデル膜条件での再

現も試みられたが 30，脂質と膜タンパク質間の親和性や結合メカニズムの定量解析

を達成するためには，それぞれの基本性質の理解を進める必要がある． 

1-2-1 EGFR の構造と生物学的機能 

EGF受容体ファミリーには EGFR1～EGFR4 の 4つの類似のタンパク質が含まれ

る 31．また，それぞれは ErbB1~ErbB4，HER1~HER4 と別の略称が存在している．一

般に EGF受容体は EGFR1（ErbB1，HER1）を指して呼称することが多いことか

ら，本論文でも踏襲する．一方 EGFR2 は HER2, Neu受容体とも呼ばれ，大腸がんの

主要な変異体マーカーとしての研究が進んでいる．EGF受容体は上皮成長因子 EGF

をはじめとする数種のタンパク質をリガンドとして活性化することができ，細胞内

チロシン残基を自己リン酸化する．SHC1, PI3K などの細胞質内タンパク質がこれを

認識して結合することでシグナルが細胞内へと伝達され，多数の転写調節因子を活

性化して細胞活動に影響を与えている．受容体の変異は細胞の異常増殖を引き起こ

し，特に非小細胞肺がん（non-small cell lung cancer，NSCLC）において主要な部分

因子となっている 16．そのため創薬研究の発展が著しく，リガンド結合部位を標的

とした抗体治療薬や，リン酸化部位に結合することでシグナル伝達経路を遮断する

チロシンキナーゼ阻害剤（TKI）が数多く開発されており，一部のがんに対する分子

標的治療の有力なターゲットである 16． 
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図 1-5 全長 EGF 受容体の各領域と二量体構造の模式図 32．Reprinted with permission 

from Nat. Commun. 2016, 7 (7), 1–14. Copyright (2016) John Wiley and Sons. 

 

EGF受容体は膜外のリガンド結合領域と膜内のチロシンキナーゼ領域，そしてそ

れらを繋ぐ膜貫通領域からなる．膜外領域と膜内領域はそれぞれが結晶化されてお

り，リガンド結合部位の同定や単量体・二量体の機能研究が行われてきた 33．細胞

外領域は N末端側から順に 4つの領域に分けられる(図 1-5)．上皮成長因子（EGF）

の結合ポケットは領域ⅠとⅢの境界に位置しており，二量化時には領域Ⅱ間での結

合形成が進行し受容体全体の構造変化を誘発している．しかしながら，EGFの結合

と二量体形成の前後関係については単純なモデル，すなわち“リガンド結合が活性

化を引き起こす”―といった純粋なメカニズムではないことが分かっている．その

根拠として，EGF受容体はリガンドが存在しない環境においても膜上に高発現する

場合には活性化状態へと移行し，膜内チロシン残基のリン酸化を生じることが明ら

かになっている 34．現在のところ二種類の膜外二量体の結晶構造が確認されてお

り，この構造変化が膜内領域の活性化構造を誘起していることが示唆されている．

リガンドの結合は不活性二量体の活性状態への変化を促進し，その安定性を上昇さ

せる機能を担っているという考え方がいくつかのグループから提唱されている 35–

37． 
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一方，細胞内領域の活性化(=チロシン残基のリン酸化)には図 1-5に示した ATP 

Binding Siteが非対称な形の二量体を形成することが重要である．この二量化に伴い

C 末端側に存在する Y992，Y1045，Y1068，Y1086，Y1173が自己リン酸化される

と，これを Src homology2(SH2)領域を有するシグナルタンパク質，成長因子結合タ

ンパク質（GRB2），PI3キナーゼ（PI3K），SRC homology 2 domain-containing 

transforming protein 1 (SHC1)，シグナル伝達兼転写活性化因子(STAT)などのシグナル

伝達タンパク質が認識して結合する 38．それぞれの伝達タンパク質は MAPK 経路, 

PI3K経路といった一連のシグナル伝達経路の細胞内への進行を支え，多数の転写調

節因子を活性化して細胞活動に影響を与える 39．受容体の DNA配列に欠損があると

L858R 点変異などとして膜上に発現し，恒常活性状態となり細胞の異常増殖を誘起

する． 

以上のような膜外・膜内領域を対象として結晶構造解析と機能研究の結果から，

受容体の活性化は二量化構造の微妙な制御を介して行われていることが分かった．

したがってこれらを繋ぐ部分にあたる膜貫通部位の機能は非常に重要である．しか

しながら，膜貫通部位は疎水性が高く，その構造解析には X線結晶構造解析が適用

できない．このような性質は一回膜貫通型タンパク質の機能解析における本質的な

問題点となっている．その機能研究を領域ごと個別に行う方法を選択せざるを得

ず，結晶化の困難な膜貫通領域を対象とした研究は主に NMR によって進められてき

た 18,34,40．アミド結合をそれぞれ[13C,15N]で標識した受容体膜貫通領域をミセルや小

型バイセルなどの脂質膜に再構成することで，溶液 NMR による各アミノ酸残基の帰

属と構造変化が観測可能である．その結果，EGF受容体の膜貫通領域がモデル膜に

再構成されると，領域単体で二量体を形成することが明らかになった（図 1-6）．特

に EGF受容体の膜貫通領域は，GXXXGモチーフと呼ばれる特異的な二量体形成面

を構成する配列を二か所含んでいることからも，生理条件下でも二種類の異なる二

量体構造が共存している可能性が示唆された．このことは，膜外領域の構造活性研

究によって示唆された活性二量体と不活性二量体が共存するモデルにも対応してい

る． 
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図 1-6.  EGF受容体膜貫通領域の形成する二種類の二量体構造．左がミセル中で得ら

れた構造，右がバイセル中で得られた構造 18．C 末端側の GXXXGモチーフを介して

二量化する場合，細胞内領域が脂質膜に吸着した状態を保つため不活性化する．一方

N 末端側の GXXXG モチーフを介して二量化する場合には細胞内領域が脂質膜表面

から遊離し，リン酸化領域の活性構造への変換が促進されると示唆されている 34. 

Reprinted from Cell 2013, 152 (3), 543–556. Copyright (2013) with permission from Elsevier. 

 

さらに，Kuriyan らは膜内近傍領域の NMR 解析から，膜貫通領域間の相互作用が

膜内近傍領域の膜結合状態を切り替え，リン酸化に対する活性状態を制御している

と報告した 34．Sato らは EGFR ファミリーに属する HER2 膜貫通領域を用いた研究

で，膜貫通領域の構造変化に伴い，細胞内近傍領域の塩基性アミノ酸配列が細胞内

膜脂質であるホスファチジルイノシトールリン酸(PIP2)から乖離することを明らかに

した 41．これらの結果からも，膜貫通領域の会合体状態の変化が直接，膜内領域の

活性化－不活性化を制御しており，周囲の細胞膜環境が受容体の機能に影響を与え

うることが伺える． 

 

 

 

 

 



12 

 

1-2-2 ガングリオシド GM3の構造と機能 

ガングリオシドはシアル酸を有するスフィンゴ糖脂質の総称であり，その構造は

脂溶性のセラミド鎖と親水性の糖鎖からなる．主に細胞膜外葉に存在し，組織によ

ってその糖鎖構造の分布が異なっている．GM3はガングリオシドの中で最も単純な

構造を有しており，生合成経路における初期の産物である（図 1-7）．ガングリオシ

ドの細胞膜上での役割は徐々に明らかになっており 42， GM3はⅡ型糖尿病の発症機

構においてインスリン抵抗作用を高める機能を持つ 43．また，GM3 は EGF受容体と

作用してそのリン酸化を阻害し，細胞増殖機能を抑制する．一方，血清中に存在す

る長鎖 GM3は外因性のリガンドとしてトル様受容体 4(TLR4)のシグナルの制御に関

わっていることも示唆された 44． 

 

図 1-7 GM3の構造と生合成経路 
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ガングリオシドはスフィンゴミエリンと同様にセラミド鎖を基本骨格としており，

スフィンゴ糖脂質の一種として分類される．したがって，スフィンゴミエリン

(SPh)，コレステロール（Cho）とともに細胞膜上のマイクロドメインである脂質ラ

フトに集積すると考えられる．このことは Freeze－Fracture法と電子顕微鏡観察を用

いた結果からも示唆されている 45．一方で，GM3は過剰に発現した場合に流動性の

高いドメインへと分配することが報告された．この効果によってインスリン受容体

のドメイン局在を解消し，細胞のインスリン抵抗性を発現していることが示唆され

ている 46．インスリン受容体は EGF受容体と同じくチロシンキナーゼ型受容体に属

する一回膜貫通型の膜タンパク質であり，GM3との相互作用には受容体の塩基性ア

ミノ酸の存在が鍵となっていることも併せて報告されている．そのため，インスリ

ン受容体と GM3の関連研究は一回膜貫通型タンパク質と脂質の相互作用のモデルが

存在する可能性を示す一つの例として注目されている． 

図 1-8. インスリン受容体と GM3の間に予測される相互作用メカニズム 46．高濃度の

GM3 はカベオラから分離され，糖脂質豊富ドメイン（GEM; Glycolipid enriched 

membrane）を形成しインスリン受容体の機能を抑制する． Reprinted with permission 

from Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2007, 104 (34), 13678–13683. Copyright (2007) National 

Academy of Sciences, U.S.A. 
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1-2-3  EGF受容体の機能に対する周辺脂質の影響 

EGF 受容体の機能を細胞膜脂質が制御していることは，当初細胞を用いた実験に

おいて確認され，脂質モデル膜を用いた実験でも再現された 17．ガングリオシド GM3

は EGF 受容体のリガンド結合には寄与せず，受容体のリン酸化を直接的に抑制する

ことが知られている．しかしながら，詳細な作用機構は不明なままである 28．2011年

の Coskun らの報告では，EGF受容体と GM3 の相互作用を脂質モデル膜中で再現し，

インスリン受容体の例と同じく塩基性アミノ酸を介した静電相互作用が重要である

ことが明らかとなった 30．彼らは全長の EGF 受容体を昆虫細胞を用いて培養・精製

し，スフィンゴミエリン，コレステロール，POPC，および GM3 を用いて調製したリ

ポソームに再構成することを試みた．Lo/Ld 相分離を生じる多成分脂質系

（SM/DOPC/Cho=37.5:37.5:25）においてのみ，GM3 は EGF 刺激に応答して起こる受

容体のリン酸化を阻害した．この効果は受容体の膜外直上に存在するリジン 642残基

を変異した場合には観測されなかった．さらに，GM3糖鎖のシアル酸を除去したラク

トシルセラミド(LacCer)や GM3 に二つの糖鎖が付加した GM1 は阻害効果を示さず，

GM3 とリジン 642 残基との静電相互作用を介した特異的な結合が示唆された．一方

で，POPC とコレステロールで構成され比較的流動性の高い相状態では，相分離条件

で観測された GM3 の阻害効果が発揮されず，相分離膜中の EGF 受容体には GM3 非

存在化でも一定のリン酸化阻害が働いていることが示された．したがって，GM3 は

EGF 受容体の脂質膜中での局在を制御し膜タンパク質に対して適切な周辺脂質環境

を提供することで，リン酸化阻害効果を発揮しているメカニズムが示唆された． 

図 1-9 モデル二重膜を用いた EGF 受容体のリン酸化アッセイ．Lo/Ld 相分離条件に

おける結果と，作用機構の模式図． Reprinted with permission from Proc. Natl. Acad. Sci. 

U. S. A. 2011, 108 (22), 9044–9048. Copyright (2011) National Academy of Sciences, U.S.A. 
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1-2-4 細胞中における EGF受容体の局在変化 

EGF受容体の活性化は，細胞中のコレステロール濃度に大きく影響を受ける．こ

のことは，細胞に対してシクロデキストリンを作用させ，生体膜中のコレステロー

ルを除くことによって確かめる．また，受容体の膜中での局在については現在も明

確な説明は達成されていない．脂質ラフト・カベオラと言った典型的なマイクロド

メインに集積するといった報告のほかにも，糖脂質が特異的に集積した領域への局

在も示唆されている 47–50． 

マイクロドメインに局在した受容体がどのような影響を受けるのかという疑問が

依然残されている．GpAが二重膜を構成する脂質の炭素鎖長に応じて二量体形成を

制御していることは，脂質膜環境が受容体の機能に影響を与えるメカニズムの一つ

の例である．また，EGF受容体と同じくチロシンキナーゼ型膜タンパクの一つであ

る繊維芽増殖因子受容体（PDGFR）は，モデル膜中，その流動性に対応して膜に対

する配向角を変化させることが報告された 51．疎水性の大きな膜貫通領域は水中で

非常に不安定であるため，その構造安定化のために脂質膜環境の影響を大きく受け

る．疎水性部が水に露出することを防ぐため膜に対する傾きを変化させ，濃度が大

きい場合には膜貫通領域同士の会合が生じる 19,52,53．このように，配向角の変化と受

容体の会合の関係性は，脂質膜が膜貫通タンパク質に与える影響を考察する上で重

要なポイントとなる．我々は，膜タンパク質間に働く①脂質膜環境，②膜タンパク

質の配向，③膜タンパク質の会合，という三つの要素の関係性は，同じく脂質－膜

タンパク質間の相互作用を説明する際にも重要なアイデアのひとつになると考えて

いる． 

 本節で示した通り，受容体の活性化には最適な脂質膜環境が必要不可欠であり，

これは膜貫通領域の会合状態が大きく寄与する．特に，EGF受容体の活性化に対し

て生体膜構成脂質である GM3が関与を行っていることは古くから報告されているに

もかかわらず，その分子レベルでの相互作用メカニズムには未解明の点が多く残さ

れている．EGF受容体に関連するもの以外を含めても，膜貫通タンパク質をモデル

二重膜に組み込んで行った物理化学研究において，脂質分子の位置づけは均一な疎

水性二重膜環境を提供するものという扱いがほとんどであり，脂質膜中に微量含ま

れる脂質分子の相互作用に着目してアプローチした例は限られている．一方で，脂

質膜中における膜タンパク質間の相互作用を対象とした研究は比較的進展している

領域であると言える．以降の項では，モデル脂質二重膜中において分子間相互作用
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を検出した例について，微量脂質に着目したもののほか，より知見の豊富な膜タン

パク質間相互作用に関するものも含めて紹介する．そして，本研究において膜タン

パク質－脂質間に働く相互作用のメカニズムを解明するために最適な手法を探る． 
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1-3 膜タンパク質－脂質間相互作用を対象とした研究 

真核生物の生体膜脂質は，異なる構造の親水性頭部基と鎖長と不飽和度の異なるア

シル鎖を持つ多様な二本鎖脂質およびコレステロールから主に成り立っている 54．脂

質の一つの役割として膜貫通タンパク質の疎水性領域の長さの違いに対応し，同様の

疎水性部の厚さを持つ脂質とともに膜タンパク質を局在化させることが挙げられる．

膜貫通タンパク質の疎水性領域の長さ情報は，Orientations of Proteins in Membranes 

(OPM) databaseから得ることができる．真核生物の細胞膜に見られる膜貫通タンパク

質の疎水性領域の長さは 29〜36 Å の範囲で異なっており，このことは脂質膜の厚さ

の違いが膜タンパク質の働きを調整していることを強く示している 55–57．また，極性

の大きな脂質頭部基の電荷分布は膜タンパク質と脂質が親水性領域で生じる相互作

用を調節する．脂質鎖のパッキングの強さに依存して生じる側方圧が膜タンパク質の

構造の安定化に影響することも報告されている 55,58,59． 

以上に示したように，膜タンパク質と脂質の結合には，主に疎水性脂質鎖の作用と，

脂質頭部基の静電相互作用が協奏的に働いており，それぞれが膜タンパク質の構造変

化に寄与している 19,60．二つの作用を区別して観測するためには，脂質分子種を機能

ごとに分類し最適な測定手法を選択することによって、解析を行う必要がある。 

1-3-1 膜タンパク質への作用の違いに基づく脂質の分類 

Stangl，Lee らは総説の中で，脂質膜における膜タンパク質界面と特定の脂質との

結合親和性（もしくは結合状態の寿命）に基づいて，脂質と膜タンパク質の相互作用

を 3 種類に区別している（図 1-10）61．二重膜内で高速に拡散し，タンパク質と脂質

の界面での接触時間が短い脂質はバルク脂質(bulk lipid)と呼ばれ，一般的に膜タンパ

ク質の構造や機能に直接的には影響しない．しかし，バルク脂質相は二重膜全体の性

質を決定しており，膜の流動性やパッキング，疎水性部の厚さ，膜の表面電荷などを

変化させている． 

膜タンパク質の相互作用が強く働く脂質は結合脂質(non-annular lipid)と呼ばれ，膜

タンパク質の疎水性の結合ポケットを介して特異的かつ強固に結合している 62．結合

脂質が膜タンパク質の機能にどのように影響するかについては，Lee らの総説におい

て詳しく説明されている 63．結合脂質は，界面活性剤を用いた膜タンパク質の精製お

よび結晶化プロセスによって，膜タンパク質と結合した状態の原子密度が観測される
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場合がある 64,65．これらの脂質は膜タンパク質の構造安定性にきわめて重要な役割を

果たす 66．特に分子量の大きなタンパク質複合体では，結合脂質が膜タンパク質中の

隣接するモノマー単位またはサブユニット間の隙間を埋めるように結合し，タンパク

質複合体の形成を媒介する．酵母チトクローム cb1ユニットに対してリン脂質が複数

のアミノ酸との相互作用を介して結合する結晶構造が X 線解析によって得られた 67． 

一方，膜タンパク質が特定の結合領域をもたない場合でも，極性の脂質頭部基が膜

タンパク質と相互作用する場合や，脂質の炭化水素鎖長と膜タンパク質の疎水性領域

の長さが類似する場合に脂質と膜タンパク質による集合体が形成される場合がある．

この状態の脂質はバルク脂質と比較して膜タンパク質に対する接触時間が大幅に増

加し，膜タンパク質周囲に周辺脂質(annular lipid)の層を形成する．このように中程度

の相互作用を有し，数分子単位で交換しながら作用を行う周辺脂質は相互作用解析を

困難にする一方で，その特性が膜タンパク質の構造と機能に影響する可能性が強く示

唆されている 62,63．β-ストランド型膜タンパク質 OmpX 周辺の DMPC などがその代

表例である 68–70．  

 

図 1-10. 膜タンパク質と脂質の相互作用を上面からみた模式図 60． 強く結合した結合脂質(non-

annular lipid)によって安定化された膜タンパク質二量体が安定化されている． 結合脂質はタンパ

ク質表面のポケットに結合して安定な結合を形成する．周辺脂質(annular lipid)はバルク脂質(bulk 

lipid)に比べて大幅に安定化されており，結合脂質と比べて短い時間で交換している脂質を指す．

バルク脂質は膜貫通タンパク質との相互作用の最も低い脂質群である．Reprinted from Biochim. 

Biophys. Acta - Biomembr. 2015, 1848 (9), 1886–1896. Copyright (2015) with permission from 

Elsevier. 
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1-3-2  X線結晶構造解析 

酵母チトクローム cb1ユニットから得られた結晶構造には複数のリン脂質由来の

電子密度が観測された．頭部のリン酸基は極性アミノ酸と水素結合を介して結合

し，アシル鎖は疎水性のアミノ酸が形成する領域にはまり込む．また，頭部に負電

荷を有するホスファチジルイノシトール（PI）は塩基性アミノ酸リジンと隣接しイ

オンペアを形成している．複数のヘリックス構造にわたって結合のネットワークが

形成されていることから，結合脂質は複雑な構造の膜タンパク質を安定化する機能

を担うことが示唆されている 67． 

図 1-11. 酵母チトクローム cb1ユニットの結晶構造から得られた脂質の結合モード 67．

複数のアミノ酸残ｓ基を介して PC,PI,PE,CLの頭部基が水素結合を形成している様子

が確認された．Reprinted with permission from EMBO J. 2001, 20 (23), 6591–6600. 

Copyright (2011) John Wiley and Sons. 

また，タンパク質配列中に含まれるトリプトファンのような側鎖の大きい芳香族ア

ミノ酸残基が特異的に脂質頭部基付近の親水性／疎水性界面を好んで分配すること

で，膜タンパク質自身の膜貫通領域を定義するという考え方も X 線結晶構造によっ

て提起された重要な概念である．他にも，リシンやアルギニンなどの極性アミノ酸も

膜タンパク質の疎水性領域と親水性領域の境界の目安となる．このようなアミノ酸残

基特異的な局在は，X 線結晶構造から得られる電子密度情報によって詳細に解析する

ことが可能である．  
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1-3-3 核磁気共鳴法（NMR） 

これまでに得られている脂質-タンパク質相互作用のデータは，X 線結晶構造解析

によるものが多くを占めている．X線解析は脂質の結合構造を一義的に決定できると

いう利点を有している．しかしながらこの手法が適用できるのは膜タンパク質との安

定な結合を形成する脂質に限られ，定量的評価に用いることは難しい．X線解析に用

いるサンプルにおいては，安定な結合を形成する脂質でなければ界面活性剤を用いた

結晶化プロセスにおいてタンパク質表面から取り除かれてしまうという問題点があ

るからである．弱い相互作用を介して膜タンパク質周囲に存在し交換しながら作用を

行う脂質（周辺脂質）の相互作用を観測する場合には，NMR が用いることができる．

水和状態の二重膜サンプルを測定に用いることが可能であり，脂質を生体に近い環境

下で観測できる利点がある 57,71,72．NMR が与えるスペクトル情報は同位体原子の運動

性や周辺環境の平均情報を与える．  

図 1-12.  Outer membrane protein (OmpA)の DMPC/DHPC バイセル中における NOESYスペク

トル 68．15N 標識した膜タンパク質を用い，アミド内の 15N と 1Hの HMQCによってタンパク質

のプロトンを帰属し，アミド内 1Hと脂質アシル鎖の 1H間での NOE相関を観測した．OmpAと

DMPC炭素鎖間の強い相関が示されたことから，図中 B のようなモデルで脂質膜に組み込まれ

ていることが示唆された．Reprinted with permission from J. Am. Chem. Soc. 2008, 130 (42), 

13822–13823. Copyright (2008) American Chemical Society. 
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β-ストランド構造からなる大腸菌由来膜タンパク質 OmpXは，バイセルの平面(図

1-12B)を構成する DMPC と安定な作用成分を有していることが，溶液 NMR によって

明らかにされた 68–70．15N 核で標識したアミノ酸の 1H 化学シフトを分解し 1H,1H -

NOESY 測定を行うことで，脂質炭化水素鎖の 1H とタンパク質中のアミド 1H の分子

間 NOE相関から分子間距離情報が推定された 68． 

当研究室においても，2H 標識したホスファチジルグリセロリン酸メチルエステル

（PGP-Me）を用いてタンパク質との結合を観測している 73．PGP-Meは古細菌の紫膜

の主要な構成要素であり，バクテリオロドプシン（bR）の適切なプロトンポンプ活性

に不可欠な物質である．2H NMR スペクトルの分裂幅の増加から，bR との相互作用に

より 2H 標識アナログのアルキル鎖のオーダーが上昇していることが明らかとなった．

bR との脂質-タンパク質相互作用にはビスリン酸部位の機能が関与していることも示

唆された． 

図 1-13. PGP-Meと bR の相互作用．重水素標識化 PGP-Me を PGP-Me単一成分で構成したリポソ

ームの NMRスペクトル(a)．重水素標識化 PGP-Meを脱脂質化した bR とともに脂質膜に組み込ん

だ場合，アシル鎖のオーダーが増加した(b)．bR が局在する紫膜(PM)脂質に PGP-Meを組み込んだ

場合の NMRスペクトル(c) 73．Reprinted with permission from Org. Biomol. Chem. 2015, 13 

(41), 10279–10284. Copyright (2015) Royal Society of Chemistry. 



22 

 

1-3-4 電子スピン共鳴法（ESR） 

膜タンパク質周辺の生理的環境を再現した状態での測定手法として，電子スピン

共鳴（ESR）も広く用いられている 74,75．  

図 1-14. 分子の運動は回転相関時間τ𝑐によって特徴付けられる． ニトロキシドのランダムな

配向分布を仮定すると，高速で運動している場合には平均化され， aのような 3本の細い線か

らなるスペクトルが得られる．一方運動が制限されると外部磁場に対する配向異方性が残余し，

各テンソルに由来するスペクトルが重なり合う粉末スペクトルとして，線幅や線形の歪みを示

す．  

ESR スペクトルでは、シグナル形状が分子のゆらぎに依存するため，脂質膜サンプ

ルにおける周辺脂質とバルク脂質の区別に用いることができる．NMR の時間スケー

ルでは観察することが困難であった短い時間単位で交換しながら作用する脂質を，磁

気回転比の大きな電子スピンを利用する ESR ではより短いタイムスケールで観測す

ることが可能である 75． 

一方で安定な有機化合物の多くは閉殻構造をとっており不対電子を持たないので，

ESR は NMR に比べると適用範囲が狭い．生体分子の挙動を分析するプローブとして

はラジカル原子団を用いた標識体が用いられることが一般的である．スピンプローブ

はその回転運動が EPR スペクトルの線幅と形状に反映される．Marsh らは膜タンパク

質周辺をとりかこむ脂質層における各スピン標識脂質の存在確率を算出し，脂質の親

和性を評価している 74,76．また，膜タンパク質と脂質の相互作用が弱い WALP ペプチ

ドなどのモデルペプチドを用いた研究も進められている 77,78．しかしながら，ラジカ

ル原子団となる嵩高い Doxyol 基で標識された脂質炭化水素鎖は流動的な性質を示す
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ことが知られている．特に飽和脂質を標識する場合には本来の挙動と大きく異なるふ

るまいを示すことになるので，実験デザインの考慮が必要である． 

図 1-15. Myelin proteolipid protein (PLP)とスピン標識脂質の選択性 74．ESRのスペクトル形状から，

PC と比較してステアリン酸由来炭化水素鎖が最も高い割合で PLP に接触し，運動性を制限され

ることを明らかにした．Reprinted from Biochim. Biophys. Acta - Rev. Biomembr. 1998, 1376 

(3), 267–296.  Copyright (2008) with permission from Elsevier. 

1-3-5 蛍光分光法 

可視光領域の現象を利用する蛍光分光法による分析も広く用いられている．多くの

蛍光性の分子はおよそ数ナノ秒から数十ナノ秒という励起準位の寿命を有し，周囲の

環境に応答して性質を変化させるため，膜中の分子の挙動をより鋭敏に検出すること

ができる． 

蛍光の自己消光は蛍光分子間での電子の授受を伴う失活過程であり，接近した分子

間の情報を与える 79．これらの手法は，膜タンパク質と直接接触している周辺分子を

検出することができるが，膜タンパク質の界面から離れた脂質を観測することは困難

である． 
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一方，蛍光共鳴エネルギー移動（Förster Resonance Energy Transfer; FRET）は，NMR，

ESR およびその他の蛍光現象と比較して，長距離間の相互作用を分析できる手法であ

る．FRET の距離依存性は明確に理論化されており，生体分子内において分子間距離

情報を得るための測定に最適である．使用する蛍光分子によって 10~100 Å の距離ま

で測定可能であり，分光法の中でも高感度で近接を観測できる手法である．10~100Å

という距離は生体内で働く分子間相互作用のスケールに対応しており，膜タンパク質

-脂質相互作用の研究のための優れたツールである．したがって FRET を使用するこ

とで，結合と乖離の状態変化を繰り返し行っている膜タンパク質周辺脂質との親和性

を評価することが可能である．大腸菌に含まれるバクテリオファージ M13 コートタ

ンパク質の脂質選択性がいくつかの脂質種を含む二重膜中で定量化されている 80,81．

また，コレステロールの蛍光誘導体が膜貫通ペプチドとの特異的な相互作用について

の数多くの研究で使用されている 82,83． 

この節では膜タンパク質に対する作用モデルの違いによって脂質を 3 つに分類し，

それぞれを観測することに適した手法をいくつか示した．結合脂質および周辺脂質は

相互作用のタイムスケールに応じた適切な手法を用いることで区別が可能であるが，

膜タンパク質の膜貫通部位の会合面で膜脂質がどのように認識され，活性構造の形成

を制御しているかについては，明確な一般理論は得られていない．  

また，生体膜中に微量含まれる脂質に着目する際には，その脂質が単独で大きなド

メインを作ることは考えにくい．これまで脂質二重膜の巨視的な性質を分析する研究

が盛んに行われてきたが，その結果だけでは微量含まれる脂質の作用の詳細を明らか

にすることはできない．一方、他の脂質と共同で大きなドメインを形成する場合にお

いても，膜タンパク質との結合に関与する成分は膜タンパク質外周に存在するごく一

部であり，高感度で観測するための測定手法と解析の工夫が必要となる． 
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1-4  FRET(Förster resonance energy transfer)を用いた生体分子の相互作用測定 

本研究では，分光手法の中でも長距離の分子間距離情報を観測できる FRETに着目

した．高頻度で脂質交換を生じている膜脂質と膜タンパク質の相互作用や親和性の違

いを観測するためには，FRET による測定が最適である．蛍光分子は周囲の環境に応

じて数ナノ秒間に励起状態の寿命を変化させるため，短い時間の相互作用を観測する

ことができる．エネルギー移動の距離依存性はすでに理論的に定式化されているため，

脂質膜中における分子の定量的な挙動評価にも利用できる．また，時間分解測定によ

って得られる蛍光寿命の経時変化は蛍光分子周囲の環境に関する情報を含んでおり、

観測する蛍光分子のサンプル条件に応じて様々な解析方法へと展開が可能である． 

1-4-1 FRETの原理 

FRET は，励起状態のドナー分子(D)と基底状態のアクセプター分子(A)の間でエネ

ルギーの移動が起こる現象である．ドナー分子は通常，光子を放出して励起状態から

基底状態へと戻るが，この時の光子の持つエネルギーがアクセプター分子の吸収スペ

クトルと重なる場合，励起状態のドナー分子は光子を放つことなくアクセプターに対

して FRET を生じる．これはドナー分子とアクセプター分子の間の長距離双極子-双

極子相互作用に依存して起こるため，エネルギー移動の速度はドナーの蛍光スペクト

ルとアクセプターの吸収スペクトルの重なりの大きさ J，ドナーの量子収率 QD，ドナ

ーとアクセプターの遷移双極子の相対的な配向因子𝜅，およびドナー分子とアクセプ

ター分子の間の距離 Rに依存する． 

図 1-16. Jablonski diagram（左）．ドナーの失活過程は輻射失活(1)と FRET(2)に区別される．アクセ

プター分子との距離が接近した場合には FRET 過程(2)が有利に進行する．測定結果は式 1,2 を用

いて計算することで分子間距離情報を定量的に解釈することが可能である． 
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1-4-2 定常蛍光スペクトル測定 

蛍光を観測する方法は主に二つが用いられており，一つは任意時間内に観測される

蛍光強度の平均値をプロットする定常（Steady-State）蛍光スペクトルである．これは，

サンプル内においてさまざま存在する蛍光分子の励起状態と失活過程，それに伴って

放出される蛍光のエネルギーを時間積分した値になっている．放出される蛍光の波長

が同じである場合，そこに含まれる様々な過程を区別することは難しい．例えば，脂

質膜を含んだ不均一なサンプルを用いる場合には，水中に溶解した蛍光分子と膜中に

存在する蛍光分子では周囲の環境が異なっており，励起状態の寿命に大きく影響が及

ぶ可能性がある．定常蛍光の観測ではこのような二状態を分離して測定することは困

難である．一方で，観測される蛍光強度は，サンプル中に存在する輻射失活可能な分

子の濃度を鋭敏に反映するために，単純な系において状態を定量する分析には長けて

いる． 

図 1-17. 定常測定と時間分解測定によって得られる結果 84 

1-4-3 時間分解蛍光測定 

定常蛍光スペクトルとは異なり，時間依存的な蛍光現象を観測する方法が時間分

解（Time-Resolved）測定である．励起にはパルスレーザーが用いられ，短い時間単

位で蛍光基が繰り返し励起される．励起パルスと観測される蛍光の時間差が装置内

で計測され，その結果はヒストグラムとして得られる．通常，光子検出のヒストグ

ラムは指数的に減少する形状となる．図 1-17中の式 4に示されるように，蛍光寿命

は振幅と減衰時間で構成されるランダムなプロセスである．得られたヒストグラム

をこの式でフィッティングすることで，複数の成分からなる蛍光の減衰プロセスを
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分離し，解析することができる．ここで Ai は t = 0での初期蛍光強度にあたる係数で

あり，サンプル中の蛍光分子の濃度に対応する． 

図 1-18. WALP ペプチド上のトリプトファン残基とデヒドロエルゴステロール(DHE)の FRETの観

測 83．A: 膜中の DHE 濃度が増加すると FRET によってトリプトファン由来のピーク強度が低下

し，DHE 由来のピーク強度が上昇した．B: Aのスペクトルからトリプトファン由来のスペクトル

を除いたもの．C: 時間分解測定によってトリプトファン蛍光の寿命を観測したヒストグラム．

DHE の濃度を 8mol%まで上昇させると減数が急激となり，蛍光寿命が低下したことを示す．

Reprinted with permission from Biochemistry 2008, 47 (8), 2638–2649. Copyright (2008) 

American Chemical Society. 

 

図 1-18 に膜貫通ペプチドとステロールの FRET 実験の例を挙げた。Holt らは蛍光

性のアミノ酸トリプトファンを含む 23残基のモデル膜貫通ペプチドとしてWALP23，

コレステロールの蛍光性アナログとしてデヒドロエルゴステロール（DHE）を用いて，

脂質二重膜中に組み込み FRETを観測した 83．定常蛍光測定では，DHE濃度の上昇に

従って FRETドナーとなるトリプトファンの蛍光強度が減少し，アクセプターとなる

DHE の蛍光強度が上昇した．またトリプトファンの蛍光波長における時間分解光子

計測を行った場合には，DHE濃度の上昇に従って急激な減衰が観測された．これはト
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リプトファンの輻射失活の過程に競合して FRETが進行ことで励起状態の寿命が短く

なったことを示している． 

1-4-4 脂質膜における FRET 

FRET の定量的な解析には FRET 効率の値(式 5)が用いられる．これはアクセプタ

ーが存在しない条件での蛍光強度と，アクセプター存在時の蛍光強度の比計算を表し

ている．時間分解測定では，蛍光強度の代わりに蛍光寿命の値を用いる． 

FRETは，分子内の構造変化や溶液中での結合－乖離平衡を定量化する研究などで

広く使用されているが，脂質膜中の測定に適用する場合には注意が必要である．脂質

二重膜は水和サンプル内でも蛍光分子が二次元（三次元）に自己組織化している環境

であり，膜中をランダムに運動する分子であってもその移動はリポソームの表面積の

範囲に制限される．そのため，分子間に特異的な相互作用がない場合でも，均一な三

次元溶液空間に比べてアクセプターとドナーの接近が生じる確率を無視できず，比較

的低濃度で非特異的な FRETが生じる．この非特異的な近接による FRET現象は，蛍

光分子のフェルスター距離 R0，膜中アクセプターの面密度 (脂質組成と各脂質分子当

たりの占有面積から求める)によって理論的に計算することができる(式 6)85,86．脂質

膜中での FRETにおいては，しばしばこの理論曲線を基準として用いる．理論曲線よ

りも大きな FRET効率が観測される場合には，特異的な相互作用が存在することの根

拠となる．このとき，R0 の計算式に含まれる配向因子κは蛍光分子の双極子モーメン

トの角度に依存する値であり，0 から 2 まで変化する．通常，この値は 𝜅2 = 2/3 が

用いられる．これは蛍光分子が等方的に配向している場合の値であり，蛍光分子の親

水的環境における拡散を想定している． 
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Prieto らは，大腸菌 Escherichia coli に含まれるバクテリオファージ M13 コートタン

パク質の蛍光標識体を用いて，頭部基の異なる各脂質との親和性を比較した（図 1-19）

80,87．しかしながら，弱い相互作用を観測する場合には，アクセプターの膜中濃度の上

昇によってランダム拡散中の分子による FRET の上昇と会合体形成に由来する FRET

の寄与が重なり，観測できる差異は非常に小さなものであった．また，膜中のアクセ

プター濃度が高い場合に理論値と実験値の解離が大きくなる現象が観測されている

72,80．高濃度の蛍光分子は二重膜サンプル中に定量的に再構成されないなどの問題が

指摘されている．  

図 1-19. FRET によって求めた M13コートタンパク質と蛍光標識脂質の親和性．DOPC 中におい

て，ホスファチジン酸(PA)が最も大きい親和性を示した．PA標識体の結果を左図に示した．点線

はランダム分散するドナー／アクセプターペアを仮定した際の理論曲線．黒の丸印が実験値．脂

質―タンパク質間の相互作用によって得られる実験値と理論曲線との差はわずかである．右表で

各蛍光標識脂質，二重膜脂質における測定によって親和性パラメーターを比較した．Reprinted 

from Biophysical journal, 87, Fábio Fernandes,Luís M.S. Loura,Rob Koehorst,Ruud B. 

Spruijt,Marcus A. Hemminga,Alexander Fedorov,Manuel Prieto, Quantification of Protein-

Lipid Selectivity using FRET: Application to the M13 Major Coat Protein, 344-352, Copyright 

(2004), with permission from Elsevier. 

以上に例をはじめ，実際には脂質二重膜中における FRETはさまざまな実験上の誤

差要因を含むため，理論値による R0 の設定には慎重さが求められる．このことを踏

まえ，相互作用を示さず膜中において均一状態にある FRETペアを含む条件を別途用

意し，実効のフェルスター距離 R0’を求めて比較を行う場合も報告されている．この

ような問題点ゆえに，FRET 測定はあらゆる膜タンパク質－脂質間相互作用を容易に

評価できる手法として利用されるには至っていない．しかしながら，測定対象に応じ

て条件を確立しランダムな FRETペアの寄与を正確に設定することができれば，分子

レベルの情報を得ることが可能である． 
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1-5 研究目的 

生体膜を構成する脂質は膜タンパク質との相互作用形態によっていくつかに分類

され，その多くが脂質構造に依存した作用を示す．特徴的な頭部構造を有する脂質は

頭部基－アミノ酸残基間の相互作用によって膜タンパク質との親和性を示すが，結合

状態の結晶構造が得られる例はわずかである．我々は，結晶構造解析では観測されな

い弱い相互作用を有する脂質に対して周辺脂質という分類を用い，その解析に適当な

実験手法を検討した．このような脂質はバルク脂質に比べて強い親和性を示すものの，

強固な結合を介して一分子単位で膜タンパク質の構造変化を誘起することは困難で

あると考えられる．一方でこのような脂質は，流動的な性質を示す生体膜の中で膜タ

ンパク質の側方分配を制御し，活性化／不活性化機構における適切な脂質膜環境を提

供する役割を担っていると考えることができる．すなわち，我々は周辺脂質が有する

膜タンパク質との弱い相互作用を生命現象の基本単位として捉え，生体環境を単純な

系に置き換えて検証することを得意とする生物物理的手法によって解明することを

試みる．EGF 受容体とガングリオシド GM3 の分子レベルの相互作用に着目すると，

GM3 は相分離が生じたリポソーム中において，EGF 受容体の活性化を阻害すること

が明らかになった．そこでまず，我々は流動的な性質を示す膜環境で GM3と EGF受

容体が作用し，これがきっかけとなり受容体の局在が変化する作用メカニズムを仮定

した．両者の脂質膜中における相互作用を正確に定量するために，新たな実験手法の

確立が望まれる．  

本研究では、これまで観測することが不可能であった弱い相互作用を検出する方法

として，鋭敏に蛍光標識基の接近を検出できる FRETを用いることを見据え，(1)膜貫

通ペプチドおよび GM3 の均一二重膜中における挙動を解析することから始める．さ

まざまな脂質膜条件において測定を行い，EGF 受容体と GM3 の相互作用が観測され

る系を明らかすることで，相互作用に影響を与える周辺脂質環境についての考察を行

う．また見出した最適な実験条件において(2)EGF受容体と GM3 が示す親和性を定量

的に評価することを試みる．このようにして得られた結果と相互作用に関する生理学

的知見との比較を通して本研究で用いた手法の妥当性評価と GM3 が示す作用機構の

提案を試みる． 
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第 2章 本論 1：EGF 受容体膜貫通領域の脂質二重膜中での挙動 

2-1 受容体膜貫通領域を模倣した蛍光標識ペプチドの合成と精製 

2-1-a 序 

 本研究では，単純な成分のモデル膜を用いて相互作用解析を行うことで EGF 受容

体と GM3 の作用メカニズムを明らかにする。これまで一回膜貫通型の膜タンパク質

と脂質の結合構造が精密に明らかになった例はなく、結合は非常に単寿命で可逆的で

あることが予想される。このような特徴をもつ相互作用を観測するため、本研究では

合成した蛍光標識化 EGF受容体モデルプローブおよび脂質との蛍光分光法を用いた。

本節では、研究目的の達成のために必要なタンパク質―脂質の結合を本質的に再現で

きる EGF 受容体のモデルペプチドを創出するため、純度の高いペプチドプローブの

固相合成で作製し、その膜中での挙動を詳細に調べた。 

2-1-b  アミノ酸配列および蛍光標識プローブのデザイン 

本研究で用いた EGF 受容体膜貫通領域のアミノ酸配列は human EGFR（638-671, 

PDB ID: 2M20）に基づき，以下のような点を考慮してデザインした 1。配列には先行

研究によって GM3との作用が示唆された K642を含む細胞外ドメインの一部と、S645

からM668 までの膜貫通領域を含む。我々は N末端膜外残基の機能に着目して研究を

進めるため，N末端の配列は天然体のものをそのまま用いた．EGF 受容体の膜貫通部

を用いた研究は過去にも例があるが，膜への再構成を効率的に達成するために配列に

塩基性アミノ酸を複数追加する手法や，親水性の末端部が数多く付随した配列を用い

る手法によって工夫がなされてきた 2,3．このようなアプローチはペプチドの親水性を

高めるが，膜外直上残基の特異的な性質を解析するうえで望まない影響を与えること

も予想される． 

一方，C 末端のアルギニン残基は水溶性かつ中性残基であるセリンへと変異した．

細胞中においては，GM3 は細胞膜外葉に，また膜貫通ペプチドは N 末端を細胞外に

向けた配向で存在している．生理条件において，このような脂質の局在，膜タンパク

質の配向は厳密に制御されている一方で，モデル脂質膜中においてこれらをコントロ

ールすることは難しい。したがって，N 末端リジン残基と GM3 の特異的な相互作用

を選択的に観測するためには，生体では受容体膜内領域にあり GM3 との相互作用す

ることのない塩基性残基アルギニンの影響を除去しなければならない。また，膜外直
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上のリジン残基の影響を評価するため，アラニンに変異した配列 EGFR(K642A)の同

時に合成した． 

図 2-1 合成したペプチドの配列と構造 

TM ペプチドの標識に用いる蛍光分子には、NBD (nitro-benzoxadiazole) および TMR 

(carboxy tetramethyl-rhodamine)を選択した。NBD は疎水性が高く電荷をもたない蛍光

原子団であり、リン脂質頭部や糖脂質との非特異な静電相互作用や親水相互作用が生

じにくい 4。また，蛍光団同士の会合が膜貫通ペプチドの会合挙動に大きな影響を及

ぼすことを防ぐ目的で，N末端残基と蛍光団の間に親水性のジエチレングリコールを

リンカーとして導入した 5,6．柔軟なリンカーの導入によって蛍光原子団が溶液中にお

いて等方的に配向することが促進され，解析の定量性も向上する．2-3節で示す，FRET

アクセプターとして赤色蛍光団である ATTO594 で標識された GM3 を使用する場合

を想定し，FRET効率が 50%となる距離指標であるフェルスター距離 R0は計算によっ

て求めることができる 7．その結果，NBD－ATTO594の R0は 4.88 nm となった。これ

により、膜中における分子間相互作用の観測に適用可能な蛍光団のペアであると判断

した． 

図 2-2 NBD(A)と TMR(B)の構造． 
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一方，併用した TMR はカチオン性の蛍光原子団であり，その分子量は NBDより大

きいものの一般的な蛍光プローブと比較すると小型の部類である．NBD と比較して

親水性が大きく，水相で凝集しにくい性質を有する．そのため，自己消光など蛍光分

子間相互作用の観測には感度が十分ではないことが予想される．一方で，ペプチド本

来の性質に対する蛍光団の影響は軽減されると考えられる．また中程度の量子収率示

し，輝度が安定することから共焦点顕微鏡による長時間の観察に適している． 

2-1-c  NBD標識化ペプチドの合成および精製方法の検討 

ペプチドの伸長には Fmoc 固相合成法を用い，CEM 社製超音波ペプチド合成機

Liberty Blueを使用した．樹脂は Fmoc Rink Amide NovaPEG を用い，DIPCI/HOBt 縮合

法でアミノ酸を伸長した．疎水性の高い膜貫通ペプチドの伸長には，膨潤性の高いポ

リスチレン樹脂の使用が適切である．Fmoc 保護された N 末端を脱保護し，0.2 M ア

ミノ酸 DMF溶液でペプチドを伸長した。その後，未反応の N末端を保護するため無

水酢酸を含む DMF溶液を加えてキャッピング反応を行った。 

 N末端アミンの蛍光標識は樹脂合成用カラムを用い，手動で導入した．図 2-3に示

す通り，伸長済みの樹脂を再度 NMP に膨潤し，20%ピペリジンを含む NMP 溶液で

Fmoc基を脱保護した．ここに 1.2当量の Fmoc mini-PEG，1.2当量の DIPCI，1.2当量

の OxymaPureを含む NMP 溶液を加えてアミド化し，リンカー部を結合した．さらに

Fmoc基を脱保護したのち，NBD-Cl を含む NMP 溶液を用いて置換反応によって末端

アミンに NBD基を導入した．ペプチドの脱樹脂には Reagent K（TFA 82.5%,チオアニ

ソール 5%, 水 5%, フェノール 5%, エタンジチオール 2.5%）を用いた。ここで得ら

れた溶液をジエチルエーテル中で遠心分離、デカンテーションし残渣を空気乾燥する

ことで褐色フィルム状結晶を得た。 

図 2-3. 蛍光標識ペプチドの合成スキーム． 
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 一般に疎水性の高いペプチドの精製は通常の条件では容易ではなく、Bollhagen，

Sato，Hara らの報告を参照しアセトニトリル/1-プロパノール/H2O のグラジエントや

ギ酸を含む溶出液を用いた逆相 HPLC 条件を種々検討した 8–10。また、溶解性向上が

報告されている TFEやHFIPを含む溶出液やインジェクト溶液を用いることも検討し

た。 

 非標識の EGFR-TM を対象に行った条件検討では，内径の小さな分析用カラムを用

いた場合にアセトニトリル系溶出液でピークが分離することが確認できた．一方

NBD-TM を扱う場合，同条件ではピークがブロードになるなど分離が著しく悪化した

(図 2-4)．このことから，NBD を用いた標識によってプローブの疎水性が増加してい

ることが示唆された． 

 

 

 

図 2-4. 分析用カラムを用いた EGFR-TM と

NBD-TM の HPLC 溶離プロファイル 

（water 0.1% TFA (A) and acetonitrile/1-PrOH 

(2:3) 0.05% TFA (B) gradient using 5Ph-AR-300 

4.6*100 mm “analytical column”） 

 

  

次にギ酸を用いた精製条件を検討した．その結果，ピークの分離が向上した．内径

の大きな分取用カラムを用いた際には，ギ酸系の溶出液が不可欠であり，アセトニト

リル系溶出液の条件ではピークの分離が顕著に悪化した．また，固定相として C4 構

造を選択した．C4 カラムの固定相は疎水性が比較的小さく，膜貫通ペプチドのよう

な疎水性の大きな分子の非特異的な吸着が抑制されるため，C4 以外の候補の一つで

ある Ph カラムと比較してもピークの分離が向上した．結果的に，蛍光標識体は固定

相を C4構造とするカラムおよびギ酸/H2O/1-プロパノールのグラジエントを用いる条

件を最適化条件と決定した。同条件で K642A 変異体の分析を行った場合，精製時に

は配列の疎水性の上昇に由来して保持時間が延長した．しかしながらピークの分離は

問題なく達成された．（図 2-4） 
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図 2-5 

NBD-TM の HPLC 精製プロファイル 

（formic acid/H2O (2:3) (A) and formic acid/1-

PrOH (4:1) (B) gradient using 5C4-AR-300 

10*150 mm, “semipreparative column”） 

 

 

 

 図 2-6に，分取・精製した NBD-TM の ESI-MS スペクトルを示した．目的化合物は

主に三価のイオンとして検出され，ギ酸を含む溶離液を希釈して行った分析でプロト

ン付加体がメインピークとして観測された．そのほかに，ナトリウム付加体(+23)など

が付随するピークとして観測された．一方で，分取後の溶離液の扱いによってはメチ

オニン酸化体と推定される(+16)のピークが大きく観測される．これはギ酸を用いた精

製においてしばしば観測される副反応である 9．そこで分取後の取り扱い手順の改善

を試みた．その結果として，分取した液を等量~2 倍量の MilliQ 水で即座に希釈し凍

結，続いて凍結乾燥を実行することで酸化体ピークが低減されることを確認した． 

図 2-6 精製後 NBD-TM の ESI-MS スペクトル．m/z = 1216.6663 のピークが[NBD-

TM+3H]3+の精密質量 (1216.6702)にほぼ一致した．m/z = 1224.6603 は [NBD-

TM+2H+Na]3+に，m/z = 1222.6706は少量のメチオニン酸化体にそれぞれ対応する． 
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 TMR 基の導入には蛍光団のカルボキシル基を介したアミド化反応が利用可能であ

る．Fmoc基を脱保護した PEG-TM の N末端に対して，TMR 1.2当量，活性化剤とし

て DIPCI, OxymaPure®を各 1.2 当量，塩基として DIEA 1 当量を加えアミド化反応を

行った．反応は問題なく進行し，その後の脱樹脂，再結晶結を経て淡赤色のフィルム

を得た． 

 精製においても， TMRの親水性の高さが功奏してより温和な条件で可能であった．

図 2-7 に TMR-TM のアセトニトリル系溶出液での溶離プロファイルを示した．わず

かに保持時間が延長したものの，ペプチドの性質に大きな影響を与えることなく，特

異的な吸着によってピークの分離が達成されている．得られた TMR 標識ペプチドは

ESI-MS によって同定を行った．以上のように，純度の高い二種類の蛍光プローブを

得ることに成功し，またプローブ全体の疎水性が類似したものであることを確認した． 

 

 

図 2-7 

NBD-TMと TMR-TM の HPLC 精製プロ

ファイル．NBD-TM が 19分に，TMR-TM

が 20分に目的化合物ピークを示した． 

（water 0.1% TFA (A) and acetonitrile/1-

PrOH (2:3) 0.05% TFA (B) gradient using 

5C4-AR-300 10*150 mm, “semipreparative 

column”） 
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2-2 均一二重膜中における EGF受容体の脂質選択性 

2-2-a 序 

膜貫通ペプチドを対象とした研究でしばしば問題になるのが，その疎水性の高さに

よって脂質モデル膜への再構成が困難になることである．今回の我々が用いた部分ア

ミノ酸配列は過去に報告例がなく，当然その蛍光標識体の性質は未知である．Sato ら

は，C 末端に膜外近傍(JM)領域を含むペプチドを作製し，CD測定によって DMPC 膜

中でのヘリックス構造を確認した 3．また，Hristova らは N 末端にリジン残基を追加

したぺプチドに対して蛍光標識を施し，FRET 測定によって DLPC 膜中での会合体形

成を定量した 2．今回のデザインにおけるポイントとして膜外領域の塩基性残基に着

目し，より天然体に近く，極性残基の数を最小限に抑えた配列を用いたことが挙げら

れる．したがって，合成したペプチド蛍光プローブのモデル膜中での測定を達成する

ために，膜中でのプローブの性質を精査する必要があった． 

2-2-b  非標識ペプチドの CD測定 

 ペプチドの基本性質を明らかにする手法として，円二色性分散(CD)測定が頻繁に用

いられる．得られたスペクトルのピークから二次構造の情報、すなわち、ランダム構

造，β-シート構造，α-ヘリックス構造の含有率を概算することができる．特に膜貫通

ペプチドが示すα-ヘリックス構造は 208 nmと 222 nmに負のピークを与えることが知

られており，二次構造を簡便に推定することが可能である 11． 

 図 2-8に，トリフルエタノール（TFE）溶液中での非標識 EGFR-TM の CDスペクト

ルを示した．TFEは疎水性ペプチドの α-へリックス構造を溶液中で安定化することが

知られている．合成した膜貫通ペプチドを TFE 中で保存し、溶液を CD 測定に用い

た．タンパク質配列データベース Uniprot に登録されている情報は，34残基中およそ

23 残基(68%)がα-へリックス構造を形成することを示す．実際にペプチドの二次構造

を TFE中で評価すると，α-へリックス構造をメインとした二次構造が形成されている

ことを確認した． 
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図 2-8 合成したペプチドの TFE中での CDスペクトル．測定温度は室温． 

 続いてモデル膜中での CDスペクトルを観測した．膜貫通ペプチドの疎水性部の

長さに対応した炭素鎖長を有する DMPC をベース脂質として用いて，EGFR-TM を

含むストック溶液とともに混合し，ペプチド濃度比を調節した水和 MLVを調製し

た．粒形の大きな球状モデル膜が生じる透過光の散乱の寄与を除くため，エクスト

ルーダーを用いて直径 100 nm の LUVを調製した。このサンプルを用いて脂質膜中

のペプチドの CDスペクトルを測定した結果，α-ヘリックス構造を形成しているこ

とが示唆された(図 2-9)．また，ペプチドの脂質に対する濃度を 2mol%まで上昇させ

た場合でも，物質量あたりの楕円率に変化は観測されなかった．このことから，ぺ

プチドの膜への再構成が問題なく行われていることを示している． 

図 2-9 ペプチドの DMPC からなる LUV中での CDスペクトル．1 mm セルを用い

て測定し，得られたデータを残基あたりの濃度で規格化した．測定温度は 23 °C． 
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2-2-c  蛍光標識化ペプチドの各脂質膜中での蛍光測定 

蛍光標識を施した TM ペプチドプローブの性質を確かめるため，炭素鎖長の異なる

いくつかの脂質二重膜にプローブを組み込んで蛍光強度を測定した．図 2-10 には，

TMR 標識ペプチドを DOPC, DMPC, DPPC にそれぞれ組み込み，15 ~ 45 °C の温度で

蛍光強度を測定した結果を示した．DOPC 膜において，TMR の強度は温度上昇に従っ

て減少した．これは，分子運動の増加に伴って蛍光の無輻射失活が促進され量子収率

が低下したためである．一方，飽和脂質である DMPC と DPPC は，測定温度範囲内に

相転移温度を有しており，温度上昇によってゲル相から Ld 相へと相転移する 12．

DMPC 中では低温から相転移温度の 24 °C 付近にかけて蛍光強度の急激な上昇を観

測した．これは低温において DMPC ゲル相から排除されたペプチドの局所濃度が上

昇して蛍光分子の自己消光を生じた一方で、高温における流動的な性質の膜環境にお

いて脱会合し，消光を緩和したことを示唆している．また，より炭素鎖長の長い DPPC

膜中では，蛍光強度が著しく減少し，相転移温度である 41°C 付近の強度上昇を軽微

ではあるが確認した．以上の結果から，標識化ペプチドは DMPC や DOPC からなる

モデル二重膜には再構成されやすく，また流動性の低い条件では会合体を形成しやす

いことが示された．モデル膜のベースとなる脂質の不飽和や鎖長によって蛍光強度が

異なることについては，DMPC や DOPC は TM ペプチドの疎水性部の長さと膜の厚

さが類似していることでプローブの再構成が効率よく進行するためであると考えら

れた．DPPC は DMPCに比べて脂肪酸鎖あたり二炭素多く，TM ペプチドの疎水性部

より厚い二重膜を構成するため膜中でのペプチドが不安定であり再構成されにくい

と考えられる．さらに，流動性の低い膜で自己消光が促進されるのは，ペプチドが密

にパッキングされたアシル鎖から排除されて濃縮されることで，会合体を形成しやす

い環境となっているためであると考えられる． 
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図 2-10 TMR 標識ペプチドの各脂質モデル膜における蛍光強度．励起波長は 555 nm．

検出波長は 570 nm．測定温度は 15 ~ 45 °C．A；DOPC 膜中での結果を丸印，DMPC

膜中での結果を三角，DPPC 膜中での結果をダイヤ型で示した．B；DPPC 膜中，38 °C

付近の拡大図．DPPCの相転移温度(41 °C)付近で蛍光強度の上昇がみられる． 

2-2-d 光褪色後蛍光回復法（FRAP）によるプローブの流動性比較 

光褪色後蛍光回復（FRAP: Fluorescence Recovery after Photobleaching）測定では，

まず脂質膜上の一定範囲内に存在する蛍光分子を強度の高いレーザー光によって褪

色させる．その後、範囲外から褪色していない蛍光分子が拡散により褪色範囲内へ

と流入して蛍光強度が上昇していく時間およびその回復率を測定する．これによっ

て，脂質二重膜の観察範囲内に含まれる分子の流動性を見積もることができる．

GUV (Giant unilamelar vesicle)を調製し，膜の流動性変化と各脂質膜環境における蛍

光分子の挙動を観測した．GUVを調製する際の脂質として DMPC を使用し、NBD-

TM，および比較のために NBD-PEを 0.1 mol%濃度で再構成したサンプルを調製し

た。モデル膜の構成成分を変化させ測定を行い，各蛍光プローブが示す流動性を比

較した． 

FRAP 測定を行う際，リポソームそのものが静止していることが重要な前提条件と

なる．ガラス面に付着し固定化された GUV を探索し観測に用いる事も多いが，この

方法は再現性に著しく乏しく，得られた実験結果にも影響が生じる可能性が考えら
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れる．そこで、先行研究を参考にアガロースゲルを水和液として用い，GUVを視野

に固定化する手法を試みた 13．通常 MilliQ 水で行っていた水和を重量比 0.4%のアガ

ロース水溶液に置き換え通常エレクトロフォーメーション法と同様に 55 °C での水

和した後，しばらく室温で静置すると粘性の高い GUV浮遊液を得ることができる．

これにより，数秒～数十秒間単位の画像取得を必要とする顕微鏡上での光子計測実

験を容易に行うことが可能となった． 

図 2-11 A；FRAP 測定の対象とした NBD-TM 含有 DMPC リポソームの例．左はリ

ポソーム表面，右は赤道面に焦点を合わせた画像．B；NBD-PE含有 DMPC 膜を用

いた FRAP 測定の結果．灰色は DMPC 均一膜中，白色は 30% Cho を含む DMPC 二

重膜中の結果．三角は 40 °C，ダイヤ型は 20 °C で測定した． 

 

 図 2-11に，DMPC 二重膜中における NBD-PEの FRAP 測定の結果を示した．コレ

ステロールを含まない二重膜中は 40 °C において NBD-PEの蛍光回復率は最も急速

に上昇し，流動性の高い膜であることが示された．一方，20 °C の測定では流動性の

低下がみられた．コレステロール含有膜，20 °C の測定では蛍光の回復速度がもっと

も遅かった．したがってコレステロールを含む低温の膜条件において最も分子の流

動性が低くなっている．一方で，コレステロールを含む場合でも 10秒後の回復率は

100%に近い値へ到達していることから，流動可能な成分が大きな割合を占めてい

る．このことは，十分量のコレステロールの添加によって二重膜が均一化し，ゲル



51 

 

相領域が消失し NBD-PEがナノスケールで均一に分散していることを示唆してい

る． 

 

図 2-12 NBD-TM を含むモデル膜を用いた FRAP 測定の結果．白抜きの丸は DMPC

均一膜中に 0.1 mol%の EGFR-TM を含む場合の結果，黒丸は 1 mol%の EGFR-TM を

含む場合の結果．参考のため，図 3-5の灰色ダイヤ型は、NBD-PE を用いた結果を併

記した．測定温度は 20 °C．NBD-TM は EGFR-TM の一部として各モデル膜サンプ

ルに 0.1 mol%混合した．EGFR-TM 1 mol%の条件では 0.9 mol%の非標識体を用い，

残りの 0.1mol%を NBD-TM に置き換えて調製した． 

 図 2-12には NBD-TM を含む二重膜中 20 °C での FRAP 測定の結果を示した．

NBD-PEと NBD-TM の結果を比較して，等量のプローブを含む場合 NBD-TM は PE

と同等もしくはそれ以上に急速な回復率を示した．したがって NBD-TM と NBD-PE

を含む DMPC 膜の流動性が同等であり，TM ペプチドの比較対象として、NBD-PE

を用いることについての妥当性が支持された．一方で，TM ペプチドを 1 mol%二重

膜に含む場合，NBD-TM の蛍光回復速度は低下した．これは，NBD-TM が会合体を

形成して自らの分子運動を低下させたことが原因であると考えられる．その根拠と

して，回復速度は低下したものの 10秒後の回復率は NBD-PEの結果と同等であるこ

とから，二重膜の相状態は変化しておらず，大きなドメイン形成が生じていいない

ことが示唆される．回復に至る曲線を測定時間に対する指数関数でフィッティング
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すると，得られる時定数のパラメーターt1/2を用いて各結果を定量的に比較すること

できる．図 2-11，2-12 に示した各データから求めた t1/2を表 2-1にまとめた． 

 

表 2-1 NBD-PEおよび NBD-TM の FRAP 実験の結果から求めた t1/2の結果． 

 

 

 

各蛍光プローブは DMPC 二重膜に 0.1 mol%混合した．コレステロール含有膜はモル

比 30%のコレステロールを含む． 

 

  t
1/2 (sec) 

NBD-PE (20 °C) 1.08 ± 0.11  

NBD-PE (40 °C) 0.89 ± 0.35  

NBD-PE + Cho (20 °C) 1.86 ± 0.65   

NBD-PE + Cho (40 °C) 1.13 ± 0.23   

NBD-TM (20 °C) 0.97 ± 0.17   

NBD-TM + EGFR TM (20 °C) 1.54 ± 0.21   



53 

 

2-3 時間分解測定を用いたペプチド－脂質間の相互作用解析 

2-3-a 序 

時間分解一光子計測法では，パルスレーザーで励起した蛍光プローブが輻射失活を

経て定常状態に戻るまでの時間を計測し，蛍光分子の励起寿命を解析することができ

る．NBD-PEは，混合される二重膜脂質鎖の構成に応じて秩序液体相(Lo 相)または液

晶相(Ld 相)に分配され，その蛍光寿命が脂質二重膜の相状態を解析するために用いら

れてきた 6,14． 

これまで一回膜貫通型の膜タンパク質と脂質の結合構造が明らかになった例は非

常に少ない．この理由として前述のように，多くの作用が非常に単寿命で可逆的であ

ることが挙げられ，EGF受容体もその例外ではない。このような特徴をもつ相互作用

を観測するため，受容体膜貫通領域および脂質の蛍光標識体を用い，蛍光分光法を用

いた高感度な相互作用観測を試みた．種々の蛍光標識化脂質プローブを用いて相互作

用の選択性を分子レベルで明らかにし，受容体と脂質の結合モデルをより詳細に解析

した 

2-3-b 均一脂質二重膜中における時間分解一光子計測 

本節では，膜外領域を NBDで標識した二種類のプローブ，NBD-TM を用い，その

蛍光現象を比較することで膜貫通ペプチドに働く分子間相互作用の定量的解析を試

みた． 

まず，脂質総量に対して 0.05 mol%の NBD-TM を組み込んだ均一 DMPC 脂質二重

膜に対して，EGF 受容体との相互作用が報告されているガングリオシド GM3 を組み

込み，蛍光寿命を測定した(図 2-13)．非標識の GM3を 2 mol%まで組み込んだ場合，

NBD-TM の蛍光寿命はわずかに上昇したものの，脂質二重膜の相状態の変化を示すよ

うな大きな値の変動は観測されなかった．このことから，過剰量の GM3 の添加によ

っても大きなクラスターやドメインを形成しないこと，NBD-TM 周囲の膜環境に大き

な影響を与えないことが示された．したがって，EGF 受容体と GM3 の作用は数分子

単位で行われており，分子間の特異的な相互作用が働いていると考えられた．一方で

わずかな蛍光寿命の上昇は ，GM3 が NBD-TM の二量体形成に伴う自己消光を緩和

したことを示唆している． 
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図 2-13. DMPC 二重膜中における NBD-TM (0.05 mol%) の平均蛍光寿命．三角が

20 °C(ゲル相)での結果，丸印が 40 °C （液晶 Ld相）での結果．GM3 を 2 mol%まで添

加し，平均寿命をプロットした．励起波長は 450 nm で，NBDの蛍光最大波長である

530 nm の光子数を計測した． 

2-3-c 時間分解 FRET 解析による膜貫通ペプチドの脂質選択性の定性的比較 

蛍光の失活過程には，フェルスター機構を経由するエネルギー移動も含まれる．す

なわち定常測定と同様に，FRETを時間分解測定によって観測することが可能である．

時間分解測定は定常測定と比べてサンプル中の蛍光分子の濃度の変化を結果に反映

しにくく，分子の周辺環境や相互作用を定量的に解析する場合に最適である 7．EGF

受容体と GM3 の相互作用を観測するため，NBD-TM と ATTO594 標識脂質をモデル

二重膜に組み込み，NBD-TM の蛍光寿命の変化からペプチド－脂質間相互作用の比較

を試みた． 

図 2-14． 各 ATTO594標識化脂質の構造 
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 図 2-14に各プローブの構造を示した．Komuraらは新規ガングリオシド蛍光プロー

ブ創製のために，糖脂質各フラグメントに対する合成化学的アプローチを展開し，

標識位置および標識に用いる蛍光団の種類に関して検討を行った 15．蛍光標識を受

けたガングリオシドは，その標識位置によって膜中での挙動に大きな影響を受け

る．検討の結果，シアル酸カルボキシ基から離れた位置であるシアル酸 9位のヒド

ロキシ基を置換した標識位置がもっともガングリオシド本来の挙動に影響を与えに

くかった．また蛍光原子団としては親水性の高い ATTO488, ATTO594, fluorescein な

どを用いた場合に天然のガングリオシドと同等の界面活性剤不溶性および糖鎖抗原

認識を受けた 15．したがって，糖鎖の標識においてはその置換位置と親水性の高さ

が重要である．ATTO594 基の親水性は特に高く，その蛍光標識部位は水相中で拡散

しやすい性質を有している．そのため ATTO594 標識を適切な位置に施したプローブ

分子は膜脂質も含む対象分子の挙動に影響を与えにくく，生体分子本来のふるまい

を高く反映するとして脂質研究における重要なプローブとなっている 16–18．これら

のプローブを用い，濃度依存的に増加する FRETについて，アクセプターとなる各

ATTO594標識脂質の効果を比較した． 

図 2-15. 時間分解測定を利用した FRET測定によって得られる NBD の蛍光減衰曲

線．DOPC 膜中で、NBD-TM(0.05 mol%)で固定し、ATTO594-GM3 の含有割合を増加

させたときの NBD の蛍光減衰の結果． 
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時間分解測定を用いた FRET 解析では図 2-15 のような蛍光減衰曲線が得られる．

アクセプターの濃度を変化させたサンプルを調製し測定を行うと，アクセプターの濃

度が大きくなるにしたがって急激な減衰曲線の傾きが観測される．この傾きから以下

の式で平均寿命(amplitude weighted average lifetime)を算出し，FRET 効率の計算に用い

た． 

ここで，Ai は減衰曲線を二成分フィッティングした際の振幅，𝜏𝑖は成分ごとの蛍光

寿命，〈𝜏DA〉′  はアクセプターを含むサンプルの平均寿命であり，〈𝜏D〉′はアクセプ

ターを含まないサンプルの平均寿命である． 

図 2-16に，DMPC 二重膜中 NBD-TM と，ATTO594標識 GM3、GM1 および SM を

それぞれ 0 mol% ~ およそ 0.25 mol%まで組み込んだ場合の FRET 効率の推移を示し

た．また，膜中でランダムに分散するドナーとアクセプターの非特異的な近接によっ

て生じる FRETの次式の計算結果を破線で合わせて示した 14． 

ここで R0は NBD と ATTO594のフェルスター距離(48.8 Å)，[L]0はアクセプター脂

質のモル比(%)，60.6 は DMPC の脂質膜中の占有面積(Å2)である． 
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ATTO594-SM を用いた場合の結果と比較して，ATTO594-GM3，ATTO594-GM1 の

FRET 効率は大きな値を示した．このことから，糖脂質プローブが受容体膜貫通ペプ

チドに対して親和性を有していることが示唆された．また，SM プローブの FRET 結

果はランダム分散を仮定した場合の理論計算結果を示す曲線に近い値を示した．この

ことは，数あるラフト構成脂質の中でも GM3 がもっとも高い特異性を示す一方で、

スフィンゴミエリンがバルク脂質としてふるまう性質であることを示唆している． 

図 2-16 DMPC 二重膜中における NBD-TM と ATTO594-lipid 間の FRET 測定結果．

丸印はそれぞれ，白が GM3，灰色が GM1，黒が SM をアクセプタープローブとして

用いた際の FRET 測定の結果．誤差バーは標準誤差を示す．測定温度は 40 °C．破線

はランダム分散を仮定した FRETの計算値を示す．  
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2-3-c 非標識 GM3 を 1:1 で併用した FRET 測定とランダム FRET 項の評価 

前項 2-3-b で述べた通り，モデル膜中における FRET 測定の結果は，特定の相互作

用をもたない分子間のランダムな接近による FRETの寄与を含んでいる 19．前項にお

いて理論式から求めたこのランダムな寄与の項は，蛍光分子ペアのフェルスター距離，

アクセプターの膜中濃度のみに依存するはずであるが，実際には蛍光分子の構造や純

度，脂質二重膜調製の再現性などさまざまな誤差を反映する．したがって，ひとつの

理論式を用いて実験系で生じる非特異的な FRETの寄与を見積もることは結果の信頼

性低下につながる．そこで，非標識の GM3 を用いた実験を計画した．これまで用い

ていたアクセプターを，非標識 GM3 と標識 GM3（ATTO594-GM3）を等物質量混合

した条件に置き換えて膜試料を調製し，観測される FRET効率における特異的な結合

の寄与（Ebound）とランダムに生じる近接の寄与（Erandom）を見積もる．これは，Chen

らが TM ペプチドの二量化率測定において用いた手法であり，非標識体を含むサンプ

ルと含まないサンプルの結果の比較から，信頼性の高い結合項を算出して二量化エネ

ルギーを求めた 2．測定結果 Eappは、結合状態のドナー・アクセプターによる FRETの

寄与 Eboundと、ランダム分散しているドナー・アクセプターペアの FRETの寄与 Erandom

の和として表すことができる。 

 

 

本研究での測定は，表 2-2のように各成分の濃度を設定した．非標識体を含まない

試料には DOPC 膜中に NBD-TM を 0.05 mol%混合し，FRET アクセプターとして

ATTO594-GM3の濃度を 0から 0.23 mol%まで変化させた (sample A)．一方，非標識体

を混合する試料では ATTO594-GM3 を半量にし，代わりに非標識 GM3 を標識体と等

量混合した (sample B)．想定さる結果は以下の通りである；GM3 の全体濃度は二つの

サンプルの組で変わらないため，TM との結合比は変化しないことが予想される．TM

と GM3 の 1:1 の結合を仮定すると，非標識体を混合した結果として得られる結合成

分由来の FRET (Ebound)は GM3 のうち標識体が占める割合と等しい 50%の値となる．

一方で，ランダムな近接に由来する FRET (Ebound)は，アクセプター濃度を 1/2 にした

際の指数関数で表される理論式が適応するはずである．したがって，それらの和は単
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純に 50%の値にならない．まとめると，共通の Eboundを用いて以下のような対応関係

で表され，アクセプター濃度から求まるランダム項の妥当性を評価することができる． 

 

表 2-2 非標識体を用いた FRET 測定の脂質と標識体の濃度 

sample A には DOPC 中 0.05 mol%の NBD-TM と 0~0.23 mol%の ATTO594-GM3 を含

む．sample Bには DOPC 中 0.05 mol%の NBD-TM と，0~0.115 mol%の ATTO594-GM3，

0~0.115 mol%の非標識 GM3を含む． 

FRET 効率の取得には時間分解蛍光測定を用いた．アクセプターを含まないサンプ

ルの結果（図 2-17）とその他のサンプルの比から FRET 効率を算出し，GM3 濃度に

対して値をプロットした．表から確認できることとして，サンプル Bにおける結合に

よる寄与（Ebound）はサンプル A の 50%の値より大きく，非標識体を含んだ場合でも

値に顕著な差がなかった．  
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図 2-17 非標識 GM3 を用いた DOPC 膜中での FRET の比較．結合による FRET の寄

与 Ebound = Eapp -Erandomを計算した．図 2-16 FRET効率の実験値（Eapp）とランダム分

散時の FRET の理論計算値(Erandom)の比較．GM3 濃度に対してプロットした．測定温

度は 23 °C． 

 この結果から推測されることの一つは，計算による Erandomが過小に算出されている

ことである．Erandomが小さく見積もられてしまう原因として，標識体を用いた際の結

合比が変化している可能性も考えられる．TM と GM3の結合比が 1:1 とならない場合

には，より複雑な結果が得られる 20．特に TM に対して GM3 が二分子以上結合して

いる場合，非標識体の結合への介入が FRET に影響しにくくなるため，得られる結果

への寄与は小さくなる．また，標識体が非標識 GM3 に比べて結合しやすい性質を有

している場合，非標識体を用いた sample B は ATTO594-GM3と NBD-TM の結合に対

して競合しにくく，FRET効率は大きく観測される． 

2-3-d 非標識脂質を用いた競合阻害実験 

 前項の非標識 GM3 を用いた実験の結果，DOPC 膜中において TM ペプチドと濃度

を変えて組み込んだ標識 GM3 の間には複数の相互作用機構が関与している可能性が

示された．このような実験上の誤差を最小限にとどめて比較を行う方法の一つとして，

種々の糖脂質非標識体を用いた競合阻害実験の比較を行った。DOPC 二重膜に一定濃

度の 0.05 mol% NBD-TM および 0.05 mol% ATTO594-GM3 を組み込み，さらに非標識

GM3，GM1，ラクトシルセラミド(LacCer)を ATTO594標識 GM3 の 10倍量(0.5mol%)

組み込んだ．その結果測定される FRET 効率にどのような変化が及ぶかを観測した．

結果を図 2-18に示した． 
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非標識 GM3 の添加によって，NBD-TM の蛍光寿命がわずかに増加し，ATTO594-

GM3と NBD-TM 間の FRETが緩和されることが明らかとなった．また，GM1の添加

は逆に FRETを促進し蛍光寿命を短縮する傾向があった．一方で，LacCerによる FRET

の緩和効果も大きく観測された．このことから，NBD-TM との相互作用には，シアル

酸の有無だけでなく，糖鎖の立体構造も影響を及ぼしうることが示唆される．しかし

ながらそれぞれの差異は統計的な有意差より小さく、本来の FRET の寄与が小さいた

めに非標識体の影響の特異性に関して議論するには至らないと判断した． 

非標識脂質を用いた二つの実験ではDOPC膜中 0.05mol% NBD-TMの濃度を用いた

が，NBD-TM の会合や，糖脂質との結合量論に関して，より詳細な解析が必要である

と考えられた．特に，TM ぺプチドに関して膜中での二量化が容易に進行することが

分かっており，より低濃度の測定条件を検討する必要性が示唆された 2． 

図 2-18 NBD-TM と ATTO594-GM3 間の FRET に対して，非標識脂質が及ぼす影響

の比較．DOPC 二重膜中に NBD-TM の濃度を 0.05mol%，ATTO594-GM3 の濃度を

0.05mol%に固定し，0.5mol%の非標識 GM3，GM1，LacCerを含む膜試料をそれぞれ調

製した．非標識脂質(GM3，GM1，LacCer)を含まない膜試料における NBD-TM の蛍光

寿命と，非標識脂質を含む膜試料の蛍光寿命を比較した．測定温度は室温（23 °C）．

*は有意な差 p < 0.05 を示す． 
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2-4 考察 

2-4-1 ペプチド含有膜サンプル調製方法と膜中における構造評価 

蛍光標識化 TM ペプチドは DOPC，DMPC からなるモデル二重膜に効率的に再構成

された．このことから，TM ペプチドが安定に膜中に存在するためには，脂質炭素鎖

長がペプチド疎水性部の長さに適合していることが重要であることを確認した．より

膜厚の大きな膜中では，TM ペプチドが二重膜を貫通できず水溶液中での凝集が容易

に進行する 21,22．また，膜に構成された場合でも二重膜厚さと疎水性部の長さの相違

を低減するために多量化を生じる性質が報告されている 22．したがって，脂質炭素鎖

長は TM ペプチドの膜への再構成プロセスだけでなく，膜中での配向や会合体形成に

も寄与を及ぼすことが示唆される 23,24．脂質との相互作用を観測するためには適切な

二重膜構成脂質を用いることが重要となる．今回，DMPC 膜および DOPC 膜中におい

てペプチドに対する CD 測定を行い，ヘリックス構造を含んでいることを確認した．

Rigby らの報告によると，へリックス構造の形成はペプチドの膜への再構成の手法に

も大きく依存する 25．フィルム水和法と透析法を用いて NMR 測定の結果を比較し，

フィルム水和法が EGF 受容体膜貫通ペプチドの膜への再構成に適していることを示

した 25．今回，フィルム水和法を用いて調製したペプチド含有膜サンプルの CD測定

の結果，ヘリックス構造が確認できたことから，調製方法が適切であることが示され

た． 

一方で，CD測定から得られる 208 nm，222 nm の負のピーク強度はサンプル中に含

まれるヘリックス量に依存する．得られた結果を定量的にとらえた場合，今回のペプ

チドにおいてヘリックス構造を形成する割合が先行研究の結果と比べて十分に大き

くないことが示唆された．すなわち，サンプル中に含まれるペプチドのヘリックス構

造に寄与する配列数を算出すると，大きい値でも 34残基中約 55%にあたる 19残基と

なった．これは uniprot に登録されたヘリックス構造に寄与する配列数(23 残基)には

満たなかった．この理由として，膜へ再構成されずランダム構造を形成して水中で遊

離している成分や，水中で凝集しているペプチド成分が存在していることが考えられ

る．特に CD測定においては十分な装置感度を得るために高濃度のペプチドを使用し

た．水和濃度 5 μM，脂質に対する濃度比 0.5 mol%はともに蛍光測定における条件と

比べて高濃度であり，膜に適切に挿入されない成分，水中で凝集する成分は必ず増加

する．しかしながら，CD 測定においては，溶液中のベシクル濃度が上昇すると光の

散乱が増加して CD 感度が低下するため，脂質濃度をさらに増加させペプチドの膜中
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濃度を低く保つことに限界が生じた．そのため，サンプル調製法を改善するには至ら

なかった． 

もう一つの懸念点として，今回用いた配列の特徴が挙げられる．本研究では，

Orientations of Proteins in Membranes (OPM) database 等に掲載されている最も一般的な

膜貫通配列 23残基（I646-M668）に加えて，N末端に 8残基，C 末端に 3残基が付随

した 34 残基の配列を使用した．N 末端配列は天然体のものを維持した一方で，C 末

端配列は塩基性のアルギニンから中性のセリンへと変異した．これにより配列の疎水

性は増加している．一方で，Rigbyらは NMR による解析を用いた報告において，R671

までの配列がヘリックス構造を維持していることを示した 25．これは，膜貫通領域か

ら数残基までは膜外・膜内領域にヘリックス構造が延長している可能性を示している．

今回の配列において，C 末端は S668-S671 の 3残基として変異されている．天然体配

列と比較し疎水性が増加していることから膜中に保持されやすく，ヘリックス構造の

形成も有利になると考えられる．しかしながら，C 末端の短い配列は M667 以降のア

ミノ酸が(i, i+4)残基間の水素結合による安定化を受けないため，ヘリックス形成にお

いて不利を生じる．実際に，今回の配列に対して hydropathyプロット 26による予測を

行った場合には，F666 までのヘリックス構造が予測され，報告されているヘリックス

配列よりも短いものとなった．しかしながら，本研究に用いた配列の膜中における二

次構造と配向を精密に解析した例はなく，予測による疎水性の値と CD測定の結果の

相違に関して明確な説明はできていない． 

また，膜貫通部位直上の親水性領域にはプロリンをはじめとするアミノ酸残基が含

まれ，その機能によって末端部の脂質膜－水界面における局在性がコントロールされ

ている．今回用いた配列の性質によっては，ペプチド N末端部位が本来のタンパク質

中と異なる局所配向をとっている可能性も考えられる．疎水性環境で働く静電相互作

用は，周囲の誘電率に反比例し強く観測されるため，用いる配列によって作用が変化

する可能性を考慮する必要がある．以上のようなことを踏まえ，ペプチドの膜中にお

ける挙動について慎重に議論を進める必要がある． 

2-4-2 ペプチドの膜への挿入の確認と膜中における会合挙動 

 共焦点顕微鏡を用いた蛍光解析の結果から，TM ペプチドが膜に再構成され，脂質

と同等の流動性を示すことが示唆された．また，TM ペプチドと GM3 は大きなクラ

スターを形成せず，通常の濃度では数分子単位で相互作用を行っている可能性が高い

ことが示された．FRAP 実験において TM ペプチドの濃度を 1 mol%まで上昇させる
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と，NBD-TM が示すモデル膜の流動性が低下した．これは NBD-TM が会合体を形成

し分子自身の拡散速度を低下させた可能性を示唆しているほか，膜全体の流動性にも

寄与していると考えられる．一方で TM ペプチドが低濃度の場合はほとんどその性質

に影響は見られなかった．時間分解測定を用いて NBD-TM の蛍光寿命を測定し GM3

濃度を上昇させた場合の結果からは，GM3 が大きなドメインを形成して膜の相状態

に影響を与える様子は確認できなかった．一方で，GM3を NBD-TM と同等の濃度添

加した場合にわずかに NBD-TM の蛍光寿命が増加したことから，NBD-TM の会合状

態に影響を与え，消光を解消していることが示唆された． 

2-4-3 脂質膜中における FRET測定に用いるフェルスター距離に関する検討 

 時間分解測定による FRET 解析では，蛍光標識化脂質をアクセプターとして用い，

DMPC 膜中において NBD-TM と ATTO594-GM3 の親和性が他の脂質に比べて大きい

ことを確認した．しかしながらこの結果の解釈に際して，蛍光分子によって FRETの

起こりやすさに差が生じている可能性を検討した．一般的に，FRET の起こりやすさ

は蛍光分子のペアに依存して決まっており，FRET 効率が 50%となる時の分子間距離

の値としてフェルスター距離 R0を指標に用いる．今回用いた NBD と ATTO594 のフ

ェルスター距離は計算によって 4.9 nm と求められた．これは理想的には各アクセプ

ター標識脂質を用いた場合に共通の値であるが，標識脂質の構造，膜中濃度によって

は実際の FRETの起こりやすさが変化する場合がある．まず，蛍光標識脂質の膜への

再構成に安定性の違いが生じている場合，等濃度で混合したモデル膜中における蛍光

標識脂質の最終濃度が異なっている可能性がある．これに関して，再構成後の脂質膜

を再度有機溶媒で可溶化し，アクセプターの最大蛍光波長で強度を測定することでサ

ンプル中のアクセプター標識脂質の最終濃度を定量することができる．その結果，モ

デル膜サンプルに含まれる蛍光標識脂質は混合濃度の上昇に従って直線的に増加し

た．すなわち，各蛍光標識脂質は今回の濃度範囲において安定的に膜に再構成され，

最終濃度に大きな変化は生じていないと考えられた． 

一方構造的な問題も想定される．例えば，TM ペプチドと脂質の結合状態において蛍

光原子団の間の距離がプローブによって変化する場合，得られる FRET効率の値は変

化する．また，FRET は蛍光原子団の双極子相互作用に依存して生じ，これはフェル

スター距離に影響を与える変数として次式中の𝜅で表される． 
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𝜅は配向因子パラメーター，n は溶媒の屈折率，QD はドナーの量子収率，J()はドナーとアク

セプターのスペクトルの重なり積分であり，ドナーの規格化蛍光スペクトルとアクセプター

の吸光度スペクトルの積分で表される． 

配向因子𝜅は蛍光団の双極子モーメントの角度に対応して 0~2 まで変化する値である．

蛍光原子団が等方的に配向していない場合，計算によって求められるフェルスター距

離は大きく変化する．一般的には，蛍光プローブの修飾に柔軟な構造のリンカーを用

いることで，蛍光原子団の等方的な配向を想定すると，𝜅2 = 2/3という値を用いるこ

とができる．今回合成した TM ペプチドプローブにおいても，ポリエチレングリコー

ルを介して蛍光と天然体を結合しているため，蛍光原子団は等方的に拡散していると

考えることができる． 

一方でリンカー部の構造および結合位置は各 ATTO594 標識脂質によって異なって

おり，膜表面からの距離に差が生じている可能性が考えられた．柔軟な結合で構成さ

れる蛍光部の局所構造を決定することは容易ではないが，平均距離を踏まえて FRET

の起こりやすさを想定することは可能であると考えられる．今後，種々の蛍光プロー

ブを用いて FRETを比較する際には，より精密な分子モデルの仮定と理論計算が必要

とされる． 

または，FRET ペアが膜中で均一に分散している状態の条件を設けて測定を行うこ

とで，ランダムに近接するペアが示す実効のフェルスター距離(R0’)を設定することも

可能である．このように実験値を比較対象として特異的な結合状態について議論を行

う方法も広く用いられており，ひとつの解決策となると想定される．第 3章における

内容では，相互作用を示さない分子としてホスファチジルエタノールアミン(PE)の頭

部が NBDで標識された NBD-PEを用い，FRET実験のコントロールとした． 

続いて，ランダム近接の寄与を正確に見積もるために行った非標識 GM3 を混合し

た実験は複雑な結果を与えた．実験結果は 1:1 の相互作用を仮定して予測された値よ

りも大きくなった．この結果から，計算によってもとめたランダム分散時の FRETの

寄与（Erandom）が過小に計算されていることが示唆された．考えられうる原因のひと

つとして，上で示したようなフェルスター距離 R0 の計算値と実験値に差異が生じて

いることも挙げられえる．計算によって求められたフェルスター距離と比較して，実

際の系において，より FRETが起きやすい状態になっている場合，得られる FRET効

率は理論曲線より極端に大きな値となりうる．この場合，FRET ペアがランダム分散

するモデル膜条件を適切に設定し，実効フェルスター距離（R0’）を算出することが必
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要となる可能性が生じる．加えて，DOPC 膜中 0.05 mol%の NBD-TM を用いた場合に

NBD-TM と GM3 の結合量論が 1:1 でない可能性も想定される．特に TM ペプチドに

対して GM3 が複数結合する場合には，非標識体の混合比が大きい場合でも FRET の

結果への寄与は混合比から計算される推測値よりも小さく観測される． 

TM ペプチドが単量体－多量体間の平衡状態にある場合には機構はさらに複雑にな

る．Chen らは DLPC 膜中 0.05 mol%の EGFR-TM が二量体を形成することを報告して

おり 2，今回用いた条件においても主に二量化状態のペプチドの振る舞いを観測して

いる可能性が考えられる．例えば図 2-13 において，0.05 mol% NBD-TM を DMPC 膜

に組み込み 40 °C における時間分解測定を行った場合，2 mol%の非標識 GM3添加に

よって約 6%蛍光寿命が減少した．これは，DMPC 膜中での NBD-TM の二量体形成を

GM3が解消したことを示唆している．このような条件においては，FRET測定によっ

て観測するドナー蛍光寿命の減少率と会合解消の寄与が相反し，見かけの FRET効率

は小さく観測される．このことが原因となり，NBD-TM と ATTO594-GM3の間に生じ

る FRET に関して明確な特異性を観測できなかったとも考えられる．一方で，NBD-

TM の濃度をさらに低下させることは，感度の十分に高くない時間分解測定において

測定時間がさらに延長することを示しており，S/N 比の悪化や二重膜サンプルの凝集

など望まない影響が及ぶ可能性も考えられる．以上のような理由で，時間分解測定に

おける最適な条件を決定するには至らなかった． 

2-4-4 FRET測定の定量・定性比較に向けた適切な実験デザインの検討 

当初時間分解測定による解析を検討した際に期待したのは，減衰曲線の多成分解析

によって NBD-TM における ATTO594-GM3 との結合成分・非結合成分を分離するこ

とであった．しかしながらこれは達成できなかった．蛍光寿命測定によって得られる

光子数ヒストグラムは 2成分または 3成分の時定数－振幅の組を用いて行った指数関

数フィッティングがもっともよい𝜒2値を与えたが，アクセプター濃度の上昇に従って

蛍光寿命の各成分は同程度の割合で変化した．したがって，ヒストグラムの指数関数

フィッティングにおいて設定した 2組または 3組の寿命成分を結合・非結合状態に分

離することはできず，得られる複数の寿命成分は，NBD-TM における複数の状態と正

確に対応しているわけではないことが示された．過去の例を参照しても，膜中におけ

る蛍光分子の結合－非結合の曖昧な環境の変化を蛍光寿命の多成分解析の結果と精

密に対応させることは難しく，今回の結果も同様であった． 
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続く非標識脂質を用いた実験では，GM3 との比較として糖脂質 GM1, LacCer を競

合脂質として過剰量膜に組み込んだ場合，GM3 と LacCer がわずかに NBD-TM と

ATTO594-GM3 の FRET 効率を減弱したのに対し，GM1 は促進する効果を示したが、

有意な差異を観測するには至らなかった．したがって，0.5 mol%の糖脂質を用いた場

合，GM3による特異的な作用は確認できず，また GM1などが関与した場合には結合

を誘起する周辺脂質環境を形成している可能性も示された． 

今回の実験に用いたのは対称モデル膜であり，脂質およびペプチドのモデル膜中に

おける膜内外のオリエンテーションは制御されていない．したがって，実際の細胞条

件下では起こりうることのないペプチド間の逆並行会合や，ペプチド C 末端と GM3

の間の作用について考慮する必要が生じる．EGF受容体の膜貫通部位に関しては，配

列に含まれる GXXXG モチーフによって並行二量体が有利に形成されることが想定

され，多くの先行研究においてもペプチドのオリエンテーションは考慮されず，対称

モデル膜による実験が行われてきた．しかしながら，逆並行二量体の存在が否定でき

るわけではなく，膜中において一定の割合で形成されていることが予想される．しか

しながら本研究においては，ペプチドと GM3 の相互作用評価をペプチド濃度が十分

に低い条件において検討する場合，ペプチドが形成する二つの二量体状態が GM3 と

の作用に対して大きな影響を及ぼすことはないと想定している． 

また，GM3 とペプチド C 末端部との作用は，ペプチド C 末端に存在するアルギニ

ン残基を変異していることから大きく観測されることはないと想定している．作用が

生じた場合であっても，ペプチド N末端部に標識した蛍光原子団と GM3頭部に標識

した蛍光原子団との距離は二重膜を挟んだ長距離となるため，大きな影響を与えるこ

とはないと考える．実際に用いた NBDと ATTO594のフェルスター距離は約 49 nm で

あり，ペプチドに結合したリンカーの長さと GM3頭部の大きさ，PC 二重膜の厚さを

考慮すると，蛍光原子団間の距離はフェルスター距離と同程度か，それよりも大きく

なる．したがってそのような状態の FRET ドナーがエネルギー移動を生じる確率は非

常に小さいと考える． 

以上のような種々の考察から，TM ぺプチドや脂質の会合状態を詳細に確認するこ

とが分子間相互作用を解明する際の前提として依然必要であることが示された．同時

に，会合状態の変化には種々の脂質が異なる様式で作用を行っており，生体膜環境に

おける膜タンパク質の制御においても重要な役割を果たしている可能性が示唆され

た． 
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第 3 章 本論 2：ガングリオシド GM3 と EGF 受容体膜貫通領域の相互作用の定量解

析 

3-1 蛍光自己消光によるペプチド会合体の観測と GM3による影響の評価 

3-1-a 序 

 過去の研究において報告されているとおり，EGF受容体の活性化過程において二量

体の形成は非常に重要なステップである 1．第 2 章では，受容体膜貫通領域の脂質膜

再構成とその後の膜中における挙動に対して，二重膜を構成する脂質が及ぼす影響に

ついて確認を行った．膜貫通ペプチドはその疎水性部の長さに対応した厚さの二重膜

によく分配し，均一に分散する性質を示した．GM3を含む膜に再構成した場合でもそ

の性質は変化しなかった．我々はこのような均一膜において膜貫通ペプチドと GM3

が一分子単位で周辺環境を認識し，相互作用を行っている可能性に着目した．構成す

る脂質の種類や測定温度に影響を受けてそれぞれ異なる性質を示す脂質二重膜は，膜

貫通ペプチドの配向を制御する．その配向に対応して発現する GM3 との相互作用を，

均一二重膜中で再現することが可能であると考えた．均一二重膜中における膜貫通ペ

プチドの二量体形成に対して GM3 が及ぼす影響を明らかにするため，合成した蛍光

標識化EGF受容体膜貫通領域(NBD-TM)の二量体形成を脂質膜中で観測することを試

みた． 

3-1-b  蛍光自己消光を用いた会合体形成の定量解析 

 脂質二重膜のベースとなる脂質分子として DMPC および DOPC を選択した．この

選択にあたり，各脂質二重膜の疎水性領域の厚さと，NBD-TM のヘリックス長の対応

を考慮した．先行研究より，DMPC、DOPC 二重膜における炭化水素鎖の厚さはそれ

ぞれ 26.2 Å， 27.1 Å であり，EGF 受容体膜貫通ヘリックスの長さはおよそ 32~34 Å

と報告されている 2,3．前章の結果から，両脂質ともに高い効率で NBD-TM 膜に保持

する性質を有していることが明らかになった． 

 NBD-TM 会合体の自己消光の観測にあたって，膜貫通ペプチドの膜中濃度は 0.005 

mol%~0.5 mol%に保ってモデル膜への再構成を行った．なお、種々の検討の結果、さ

らに高濃度では，疎水性の高い膜貫通ペプチドが適切に膜に挿入されない成分が増加

し，実験の再現性が乏しい事が判明した．測定後も変性・凝集せず膜に保持されてい

るペプチドの最終濃度を厳密に算出するために，測定に用いた各サンプルをエタノー
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ル溶液で可溶化し蛍光強度を測定した．この強度と脂質膜中での蛍光強度との比をと

ることで単位濃度あたりの蛍光強度を算出して比較した．濃度依存的な膜挿入成分の

減少は，消光実験とは独立して行った可溶化実験においても確認された． 

 DOPC 二重膜に NBD-TM を異なる濃度で組み込んだ場合の蛍光強度を図 3-1 に示

す．エタノール中でのペプチドの蛍光強度を基に単位濃度あたりで規格化された蛍光

は，0.05 mol%で NBD-TM を組み込んだ場合，より低濃度の 0.005 mol%で NBD-TM を

組み込んだ場合と比べて低く観測された．これは，NBD-TM が高濃度で膜中に存在す

る場合，二量化したペプチド成分が増加するため自己消光が高い効率で起こったため

である．さらに，温度を 5°C から 55°C まで変化させて測定を行った場合，温度上昇

に従って蛍光分子の無輻射失活の割合の上昇するため蛍光強度が温度上昇に従って

一定の割合で減少した。その一方で，二量体成分の割合の変化を示すような傾きの変

化は観測されなかった． 

図 3-1  DOPC膜におけるNBD-TMの蛍光スペクトル．A；灰色；NBD-TM 0.005 mol%，

黒色；NBD-TM 0.05 mol%．励起波長は 450 nm．測定温度は 40 °C．B；541 nm にお

ける NBD-TM の蛍光強度．測定温度は 5 °C～55 °C． 

一方で，より膜厚の小さな DMPC からなる二重膜中では，ペプチドの濃度の違いに

よって大きな強度の差は観測されなかったが，相転移温度前後の強度に明らかな変化

が観測された．特に，より濃度の高い 0.05 mol% NBD-TM の条件では，相転移温度以

下のゲル相状態下において，蛍光強度が小さくなる現象を示した．これは，脂質アシ

ル鎖の配座が整列し密にパッキングした状態にあるゲル相からペプチドが追い出さ

れ濃縮されることで，二量体が形成されやすい環境を作っているためであると考えら

れる． 



73 

 

図 3-2 DMPC 膜における NBD-TM の蛍光スペクトル．灰色；NBD-TM 0.005 mol%，

黒色；NBD-TM 0.05 mol%．励起波長は 450 nm．測定温度は 40°C．B；541 nm におけ

る NBD-TM の蛍光強度．測定温度は 5 °C～55 °C． 
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3-2  FRETを用いた蛍光標識ペプチド－GM3間の相互作用解析 

3-2-a 序 

 脂質二重膜の性質に応じて NBD-TM の二量化状態が変化することが確認できた．

また，種々の実験の結果，TM ペプチドと GM3は膜中で大きなドメインを形成せ

ず，膜全体の流動性にも影響を与えないことを確認した．そこで，続いて GM3との

直接的な相互作用に関する検討を行った．自己消光実験では，二重膜に GM3を組み

込んだ場合の NBD-TM 由来蛍光強度を観測し，含まない場合の結果と比較した．ま

た，EGF受容体膜貫通領域の直接的な結合状態を観測するため，フェルスター共鳴

エネルギー移動（FRET）測定を行った．アクセプターとして，ATTO594 標識 GM3

プローブ（ATTO594-GM3）を用い，それぞれを膜に組み込むことで，ドナーである

NBD-TM の蛍光強度の減少率から FRET効率を求めた．脂質膜中での蛍光プローブ

同士の非特異的な接近に由来する FRETの寄与を見積もるため，GM3と相互作用を

示さない NBD標識プローブとして NBD標識化 DPPE (NBD-PE)を用い，結果を比較

した 4,5． 

図 3-3 ATTO594-GM3 の構造． 

 

3-2-b  ペプチドの二量化に対する GM3 添加の影響 

 まず，自己消光実験の条件を利用して，GM3を含有する二重膜にペプチドを組み込

んだ場合の二量体構造への影響を確認した。NBD-TM の濃度を変化させ，GM3 を脂

質に対して 5 mol%含有するリポソームを調製して蛍光測定をおこなった。 

 DOPC 膜中では NBD-TM が 0.05 mol%以下の低濃度の場合、5 mol%の GM3の添加

によって有意に蛍光強度が回復した．このことから，GM3には NBD-TM の脱会合を
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促進する働きがあると示唆された．一方で，NBD-TM を 0.1 mol%以上の高濃度に調製

した場合には，GM3の添加はNBDの蛍光強度に大きく影響を与えなかった(図 3-4A)． 

ペプチドの膜中濃度上昇に従って二量体の割合が増加するモデルを用いて，Chenら

は単量体－二量体からなる会合平衡を定量計算する手法を報告している 6．この方法

に基づき各ぺプチド最終濃度における二量体の割合を算出した(図 3-4B)．NBD-TM 

0.05 mol%における二量体率の計算値は，GM3 の添加によって約 30%から 20%まで減

少した．一方で，ペプチドが高濃度の場合では GM3 添加時の変化が観測されなかっ

たのは，二量体の割合や会合構造が濃度変化に対応して一定ではないことを示唆して

おり，疎水性ペプチドの膜中での複雑な挙動が生じていることを示す．  

図 3-4 A；DOPC 二重膜中における NBD-TM の平均蛍光強度．NBD-TM はそれぞ

れ(左)0.05 mol%，(右)0.5 mol%で脂質と混合した．白抜きは GM3 を含まない二重

膜，白黒のタイルで塗られたものは GM3 を 5 mol%含む二重膜の結果．*は顕著な差

p値 < 0.05を示す．B；NBD-TM の二量化率計算の結果．横軸は膜中のペプチドの

最終濃度．丸印は実験結果．最小二乗法で理論曲線を求め，曲線で示した．白抜き

の丸および黒の実線が GM3を含まないサンプルの結果，黒丸および黒色の曲線が

GM3を 5 mol%含むサンプルの結果．  

 DOPC 膜において，ペプチド濃度の違いによって二量体の割合が変化した一方

で，GM3による寄与は低濃度条件においてのみ観測された．同様の手法で DMPC 膜

における GM3添加の影響を評価した（図 3-5）．DMPC 中において，白抜きの棒グラ

フで示される通り，ペプチドを高濃度で組み込んだ場合に蛍光強度が顕著に減少

し，濃度上昇に依存して二量体の割合が増加していることが示された．また，チェ

ックの棒グラフから，GM3は DMPC 中に高濃度で組み込んだペプチドに対しても効
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果を示すことが明らかになった．これは，ペプチドの会合モードが DMPC 膜中にお

いてより配列依存的であることを示している．膜厚の大きな DOPC 膜中でペプチド

はより直立した構造をとりやすく，配列特異的な二量体成分が減少し，疎水性相互

作用よる多量化が進行する 7–10．このような会合成分は GM3による寄与を妨げる．

結果的に，GM3が相互作用および脱会合機能を発揮するのは，ペプチドが炭化水素

鎖の薄い膜環境で単量体または配列特異的な二量体を形成している場合に限られる

ということが示唆された． 

図 3-5 A；DMPC 二重膜中における NBD-TM の平均蛍光強度．NBD-TM はそれぞ

れ(左)0.05 mol%，(右)0.5 mol%で脂質と混合した．白抜きは GM3 を含まない二重

膜，白黒のタイルで塗られたものは GM3 を 5 mol%含む二重膜の結果．*は顕著な差

p値 < 0.05を示す．B；NBD-TM の二量化率計算の結果．横軸は膜中のペプチドの

最終濃度．丸印は実験結果．最小二乗法で理論曲線を求め，曲線で示した．白抜き

の丸および黒の実線が GM3を含まないサンプルの結果，黒丸および黒色の曲線が

GM3を 5 mol%含むサンプルの結果． 

3-2-c 定常蛍光スペクトルによる FRET の観測 

 図 3-6に，NBD-TM と ATTO594-GM3の間のアクセプター濃度依存的な FRETに

よるスペクトル形状の変化を示した．蛍光標識 GM3濃度が上昇するにしたがって，

FRETドナーである NBD-TM 由来の 530 nm 付近のピーク強度が減少している．ま

た，ドナーとして，特異的な結合を示さないと考えられる NBD-PE を用いた場合で
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もスペクトルは同様の変化を示し，FRET のうちプローブの非特異的な近接による寄

与が大きな割合を占めていることを示している．NBD-PEの構造を図 3-7に示した． 

図 3-6 FRETアクセプターとして ATTO594-GM3を用いた場合の NBD-TM (A)と

NBD-PE (B)の蛍光スペクトル．DOPC 二重膜中，ATTO594-GM3 の濃度は 0 mol%か

ら 0.25 mol%まで変化させた．励起波長は 450 nm，測定温度は 23 °C． 

図 3-7 NBD-PE(NBD-DPPE)の構造 

 

3-2-d ぺプチド－脂質間作用におけるバルク脂質の影響 

 EGF受容体膜貫通ペプチドと GM3の特異的な相互作用の寄与を見積もるため，温

度を変化させながら FRETを測定し，結合の熱力学安定性を観測することを試み

た．すなわち，温度変化に対して，FRET 効率をプロットすることで，FRETを生じ

ている分子間の結合モードや安定性のパラメーターを予測することができる．

ATTO594-GM3の濃度を 0.1 mol%で一定に保ち，異なるドナーの濃度 0.005 mol%と

0.05 mol%を検討することで，膜貫通ペプチドが膜中において GM3 と作用を生じる

条件の最適化を試みた． 



78 

 

図 3-8に温度変化に対して FRET効率をプロットした結果を示した．スペクトル比

較の結果でも示された通り，ドナーを 0.05 mol%含むサンプルの場合は，NBD-TM

と NBD-PEの結果に顕著な差は観測されず，特異的な相互作用に由来する成分を算

出することは困難であった．一方で，ドナーを 0.005 mol%とした場合には，温度上

昇に伴って NBD-TM と ATTO594-GM3の FRETが上昇していく様子が観測され，こ

れは NBD-PEを用いたサンプルでは観測されなかった．この結果から，NBD-TM を

0.005 mol%含む DOPC 二重膜では，温度上昇に従って膜貫通ペプチドと GM3の相互

作用が増加していることが示唆された． 

図 3-8 温度変化に対する NBDプローブと ATTO594標識 GM3間の見かけの FRET

効率の変化．A；ドナーを 0.05 mol%含む DOPC 二重膜中での結果．B；ドナーを

0.005 mol%含む DOPC 二重膜中での結果．C；ドナーを 0.05 mol%含む DMPC 二重膜

中での結果．灰色の丸印がドナーとして NBD-TM を用いた時の結果，白抜きのダイ

ヤ印が NBD-PEを用いた時の結果．励起波長は 450 nm で，NBD 由来の 541 nm の蛍

光強度から FRET効率を求めた．測定温度は 5°C～55°C． 
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DOPC 中では NBD-TM と NBD-PEの FRET の差がほとんど観測できなかった一方

で，DMPC 中では一貫して NBD-TM が大きな FRET効率を示した．特に，DMPC 中

では相転移温度前後の顕著な傾きの変化が観測されている．相転移温度以下では，

NBD-TM と GM3がともに DMPC のゲルドメインから追い出され，濃縮されること

で高い FRET効率を示している．一方で，NBD-PEは一部がゲル相にも分配するた

め，FRET効率の値は相対的に小さくなる．相転移温度以上においても NBD-TM は

NBD-PEの生じる FRET よりも大きな値を示すが，Ld条件下における FRETに対す

る温度変化の影響に大きな違いは見られなかった． 

 得られた結果について，結合状態の NBD-TM－ATTO594-GM3 成分を見積もる

ための定式化を行った．実験によって得られた見かけの FRET効率は，膜中でラン

ダムに分散する蛍光分子ペアの非特異的な接近に由来する FRET (Erandom)と，結合状

態の分子ペアが生じる FRET (Ebound)に区別される．これら二つの寄与の和が見かけ

の FRET効率 (Eapp)に相当すると考えると，以下の式が成り立つ． 

 ここで，Erandomは NBD-PEを FRETドナーとして得られた FRET 効率の値を用い

る．さらに，ペプチド－GM3間の 1:1 の相互作用を仮定すると，その平衡定数は以

下のように表される． 

 ここで，[A]0と[D]0はそれぞれ FRETアクセプターとドナーの初期濃度(モル比%)

である．得られた結合定数を用いて縦軸に lnK，横軸に温度の逆数をとった van’t 

Hoffプロットを実行すると，この傾きが結合のエンタルピー，y切片がエントロピ

ーに対応する．また，これら二つのパラメーターから分子の均一分散を標準状態と

する結合標準ギブズ自由エネルギーΔGを算出することができる． 



80 

 

 図 3-9 NBD-TM と GM3の FRET効率の温度依存性の結果（図 3-9C）を用いて実

行した van’t Hoffプロット．DOPC 二重膜中，NBD-TM は 0.005mol%，ATTO594-

GM3は 0.1mol%を含む．得られた熱力学パラメーターは表 3-1にも示した． 

 図 3-9に結合由来の FRET (Ebound)の算出と van’t Hoffプロットの結果を示した．解

析には，TM と PE の間に顕著な差が観測された NBD-TM 0.005 mol%の条件の結果を

用いた．温度上昇に従って増加した NBD-TM－GM3間の FRETは同様に Eboundが温

度上昇に対応して増加することを意味する．この結果から得られる結合定数につい

て，温度の逆数に対してプロットを行った。その結果、van’t Hoff プロットは負の傾

きを示し、直線で近似した傾きから，ΔH (24.3 kJ/mol)，y切片から ΔS (122 J/K mol)

を得た．最終的な ΔG の値は−12 kJ/mol となった． 

表 3-1  NBD-TM と GM3の FRET効率の温度依存性の結果を用いて実行した van’t 

Hoffプロットから得た熱力学パラメーター． 

Base lipid ΔH (kJ / mol) ΔS (J /K mol) ΔG (kJ / mol, 25 °C) 

DOPC (0.005 mol% TM) 24.3 122 −12.1 
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3-3 考察 

 本研究において， FRET 実験を用いて膜脂質と膜貫通タンパク質の親和性を定量

的に評価する手法を検討した．これまでにも同様の研究が報告されているが 11，親

和性解析においては非特異的な近接による FRET の寄与を正しく差し引くことが重

要となる。モデル膜を用いた実験において，各分子は二次元膜上に凝縮された状態

を維持しており，相互作用を持たない FRET ペア間であっても非特異的な近接が生

じてしまうためである 11．これまで多くの研究では FRET効率を概算する理論式か

ら得られる値を使用し，非特異的近接の寄与を算出してきたが 12,13、本研究ではこの

項(Erandom)を実験値より求めた。すなわち、NBD-TM－ATTO594-GM3 間の FRETに

生じる非特異的近接の寄与を，NBD標識化脂質 NBD-PEを用いて取得した FRET効

率の結果から算出した．NBD-PEと ATTO594-GM3の間に働く FRET 効率を Erandom

として差し引くことで膜貫通ペプチド-脂質間の特異的な相互作用による FRET効率 

の割合を選択的に検出することを試みた．膜中での脂質と膜タンパク質との間の特

異的相互作用を検出する際のもう一つの問題として，低い親和性を示すことが挙げ

られる．今回のように特異的なドナー-アクセプター相互作用による FRETの成分が

非特異的な近接による FRET成分よりも小さい場合、特異的な成分を正確に推定す

ることは困難を伴う 11。今後，疎水性の高い膜貫通ペプチドや脂質を用いたサンプ

ル調製，特に膜中で高濃度に再構成した場合に生じる FRETの人為的な実験誤差を

排除することができれば，脂質膜中の FRET ペアの親和性を推定する本手法の精度

の向上が期待できる． 

本研究によって得られたデータは，EGF受容体およびガングリオシド GM3に関連

する先行例と比較して一貫性のある結果を示している 6,14．EGF受容体の脂質膜中で

の挙動と，GM3がその活性化に寄与するメカニズムについて依然として未解明の点

が多く残されているが，脂質モデル膜を用いた本研究の結果はその一般理論につい

て新しい知見を与えるものである． 

3-3-a 脂質モデル膜中における EGF受容体膜貫通ペプチドの会合 

本研究では，NBD 標識ペプチドの自己消光を定性的に用い，DOPC 二重膜中で濃度

依存的に生じる膜貫通ペプチドの会合を観測した．Chen らは，溶解度向上のために末

端に塩基性アミノ酸を追加した EGF 受容体膜貫通配列に対して，異なる蛍光分子を
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標識した二種類のプローブを用い，FRET 測定によって膜中濃度依存的な二量体の割

合の増加を明らかにした 6．今回得られた結果から，0.05 mol%の NBD-TM が DOPC

膜中で会合を形成することが示唆された．この結果は Chenらが用いた DLPC中の TM

ペプチドの濃度条件と対応しており，今回観測された会合体がおもに二量体で構成さ

れていることを示している． 

また，EGF 受容体膜貫通領域には，二つの GXXXG 配列が含まれている．この

GXXXG配列とは，𝛼-ヘリックス構造の約 1ピッチに相当する 4 残基間隔で側鎖の小

さな残基が存在し，その間を側鎖の大きな残基が構成することで，アミノ酸骨格間の

極性相互作用が誘起するヘリックス間の会合を特異的に安定化する配列モチーフで

ある 10,15．したがって EGF受容体の膜貫通領域は，領域単独で二量体を形成する機能

を有している 16．本研究において膜外のリガンド結合領域を使用せず，膜貫通領域配

列のみからなるプローブを創製して作用解析を行った．EGF受容体膜貫通領域がもつ

配列特異的な二量体形成機能は，本研究が生物学研究としての側面からも一定の意義

を示しうることを支持している． 

またこれらの知見は，NBD-TM の膜中での挙動について，非特異的な疎水性の相互

作用による多量化と比べて，配列特異的な二量体の形成が進行しやすいことを示して

いる．GM3の添加による NBD-TM の脱会合効果が TM 0.05 mol%の条件では顕著に観

測されたのに対し，より高濃度の条件では明確な効果を観測することができなかった．

これは，NBD-TM が DOPC 二重膜中において，濃度変化に依存して異なる様式で会

合体を形成していることを示唆している．同じく一回膜貫通型の膜タンパク質プロー

ブとして GpAを用いた例では，TM ペプチドが脂質膜の厚さに対応して二量体の割合

を変化させていることが報告された 7．DLPC 二重膜と比較して，DOPC 二重膜はカル

ボニル間距離が 6 Å 長く，DOPC 膜中で TM ペプチドはより直立した配向をとること

が示唆される．膜環境によって配向が制御された TM ペプチドは，配列特異的な会合

を形成することが不利となり，疎水性の相互作用による非特異的な会合を形成しやす

い．さらに，脂質二重膜の厚さがペプチドのヘリックス長と極端に異なる場合にはリ

ポソーム全体が水和水の表面張力を大きく受けるため，ペプチドが膜中でクラスター

や大きなドメインを形成することが有利となる (疎水性ミスマッチ)17．DOPC 中の

NBD-TM に対してこのような作用が働いた場合，GM3が 1~数分子単位でペプチドの

脱会合を促進することは難しくなると考えられる．したがって，GM3 の添加効果を比

較して見られた傾向は，DOPC 中の NBD-TM の会合構造が膜中濃度に依存して変化
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することを支持している．しかしながら，ペプチドの会合モードが変化する場合には，

自己消光の手法によって膜貫通ペプチドが形成する二量体―多量体間の会合量論を

定量的に議論することは困難である．また適切な測定手法を用いた場合でも，複数の

平衡が関与する膜中の分子間相互作用を定式化した例はわずかであり 18，今後の発展

が期待される． 

3-3-b 膜貫通ペプチド－GM3間の相互作用モデルと熱力学パラメーター 

 一連の自己消光実験から，NBD-TM は膜中濃度に依存して会合状態を変化させる

ことを示唆する結果が得られた．また先行研究を例に用い，TM ペプチドの会合を制

御する要素として，ペプチドの膜中での配向と，それを制御する脂質二重膜厚さの

影響を挙げた． 

FRETによる実験では，NBD-TM がより低濃度となる条件において，測定温度の

上昇に伴って GM3 との作用が促進される結果を得た．この結果に対しても，同様に

ペプチドの膜中での会合と配向に着目して考察を行った．すなわち，NBD-TM は低

濃度条件において単量体を有利に形成し，温度上昇に伴って脂質膜の厚さの減少と

アシル鎖のパッキング緩和が進行して傾いた配向を取る 19,20．第一に，低濃度の疎水

性ペプチドは多分子単位の会合を形成しにくく，膜に挿入されやすい．このことは

抗菌性ペプチドの例を用いて説明される 21．疎水性の大きなペプチドは通常水溶液

中で極めて不安定であり，濃度上昇に従いペプチド間で凝集体を形成して安定化す

る 22．その際，水和水の放出と分子内水素結合の形成を伴うため𝛼-ヘリックス構造

や𝛽-シート構造が観測される．脂質膜を含むサンプル中では，凝集していたペプチ

ドの一部が脂質膜に挿入され，脂質アシル鎖と隣り合う状態で安定化する．サンプ

ル中のペプチドに対して脂質の割合が大きくなるにしたがって，脂質中で安定化す

るペプチド成分が増加する．一方ペプチドの割合が大きくなると，膜中で安定化す

る割合が減少するうえ，膜に挿入された場合でもペプチド同士の近接性が高まり，

膜中で会合しやすくなる．DOPC 中に NBD-TM を 0.05 mol%組み込んだ際，ペプチ

ドは二量体を一定の割合で形成するが，0.1 mol%組み込んだアクセプター標識化

GM3はこのような成分に対して十分に作用を生じないことが示唆された． 

第二に，高温条件下の脂質膜サンプル中では脂質アシル鎖の分子運動が加速し炭

化水素鎖の配座が固定されなくなるため，脂質膜の厚さは減少し脂質一分子の占有

面積が増加する．その結果，膜貫通ペプチドは脂質膜に制御を受けることなく，よ
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り自由に配向を決定できる．Yanoらは，GXXXG 配列を含むモデルペプチドを用い

て，POPC 膜中，コレステロールの有無で変化する二量化率を測定した 10．その結

果，コレステロールを含む脂質膜はアシル鎖のパッキングおよび膜厚が増加するこ

とで，配列特異的な会合の形成を抑制することを報告した．また，Bocharovらは

NMR によって，DMPC を平面部とするバイセル中での EGFR-TM の会合構造を推定

しており，約 30°の交差角を有する二量体が配列特異的かつ安定な構造であることを

報告した 8．これらを踏まえると，温度上昇に従ってペプチドの配向が自由に決定で

きる脂質膜環境となることで，非特異的な会合体の割合が減少する．これが要因と

なり，GM3と特異的に作用する成分が増加したと考えることができる． 

ファントホッフプロットによって得られた結合前後のエンタルピー変化は，負の

値を示した．これは疎水性の相互作用において一般的な特徴である．疎水性の相互

作用は，しばしば吸熱的に進行するが，結合後に水和水が解放されることによるエ

ントロピーの利得によって自発的な化学変化を生じ得る．過去にも，多くの膜作用

ペプチドが膜挿入にあたって負のエンタルピーを示すことが報告されている 21．想

定される寄与として，脂質膜界面付近に存在する水分子と，ペプチド周囲を取り囲

むように配置される脂質分子によるものが挙げられる．すなわち，ペプチドが膜中

の特定の分子と会合することによって，ペプチド末端付近の水分子や，膜貫通部を

囲み，配座が制限された脂質分子が解放されることで，大きなエントロピーのアド

バンテージを得ることができると予想される．今回観測した結果も，膜中で傾いた

構造を示す NBD-TM が，膜表面付近の水和水を開放しながら GM3 を含む膜中に安

定化されることで結合が進行したことを示している．また GM3が隣接することによ

って脂質二重膜との疎水性のミスマッチが解消し，配座が大きく制限されたバルク

脂質が減少する．その作用には GM3の脂質アシル鎖の寄与はもちろんのこと，糖鎖

（特に疎水性部に近い場所い位置するグルコース部位）のヒドロキシ基を介してペ

プチド末端部が安定化されるメカニズムが関与していることも示唆される．一方，

リジン残基を介した静電相互作用の特異的な寄与は本研究では実証することができ

なかった．その原因として，ペプチド N末端の配列が十分に長くないために，リジ

ン残基の脂質膜境界付近での振る舞いが変化し，より親水的環境において拡散する

ことで静電相互作用の寄与が低減されてしまっている可能性が考えられた．今後さ

らなる実験条件の最適化が必要とされる． 

最終的に得られた結合自由エネルギー(ΔG = −12 kJ/mol)は，分子動力学計算を用い

た先行研究の値(ΔG = −9 kJ/mol)や，EGF受容体膜貫通部位の二量化エネルギー(ΔG 
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= −10.5~−11.7 kJ/mol)におおむね一致した 14,6,23．このことから，本研究で用いた測定

手法の妥当性が支持された．また，今回得られた値の GM3の作用は膜貫通ペプチド

の脱会合に寄与する可能性が示唆された．一方で，一分子単位で脱会合に寄与する

には十分ではないと予想される．実際に得られた FRET効率の値から予測される

GM3と結合状態の NBD-TM の割合は 10%~20%にとどまっている．また TM ペプチ

ドが高濃度になる場合には GM3の作用は小さく観測されたことから，二量化状態の

ペプチドと単量体状態のペプチドでは結合モデルが異なる可能性も考えられる．し

たがって今回明らかになった TM ペプチドと GM3の親和性は，GM3 と同じスフィ

ンゴ脂質であるスフィンゴミエリンや，コレステロールで構成される細胞膜中の脂

質ラフトドメインとも関連して機能する可能性が高い 24,25．以上を踏まえ GM3は，

EGF受容体が本来不安定である特定の脂質膜環境に局在することを促進し，適切な

環境下における活性化メカニズムが進行するという機構の一部分を担っていると考

えられる． 



86 

 

3-4 参考文献 

(1)  Bessman, N. J.; Lemmon, M. A. Finding the Missing Links in EGFR. Nat. Struct. Mol. 

Biol. 2012, 19 (1), 1–3. https://doi.org/10.1038/nsmb.2221. 

(2)  Nagle, J. F.; Tristram-Nagle, S. Structure of Lipid Bilayers. Biochim. Biophys. Acta - 

Rev. Biomembr. 2000, 1469 (3), 159–195. https://doi.org/10.1016/S0304-

4157(00)00016-2. 

(3)  Bocharov, E. V.; Lesovoy, D. M.; Pavlov, K. V.; Pustovalova, Y. E.; Bocharova, O. 

V.; Arseniev, A. S. Alternative Packing of EGFR Transmembrane Domain Suggests 

That Protein-Lipid Interactions Underlie Signal Conduction across Membrane. 

Biochim. Biophys. Acta - Biomembr. 2016, 1858 (6), 1254–1261. 

https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2016.02.023. 

(4)  Silva, L. C.; De Almeida, R. F. M.; Castro, B. M.; Fedorov, A.; Prieto, M. Ceramide-

Domain Formation and Collapse in Lipid Rafts: Membrane Reorganization by an 

Apoptotic Lipid. Biophys. J. 2007. https://doi.org/10.1529/biophysj.106.091876. 

(5)  Loura, L. M. S.; de Almeida, R. F. M.; Silva, L. C.; Prieto, M. FRET Analysis of 

Domain Formation and Properties in Complex Membrane Systems. Biochim. Biophys. 

Acta - Biomembr. 2009, 1788 (1), 209–224. 

https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2008.10.012. 

(6)  Chen, L.; Merzlyakov, M.; Cohen, T.; Shai, Y.; Hristova, K. Energetics of ErbB1 

Transmembrane Domain Dimerization in Lipid Bilayers. Biophys. J. 2009, 96 (11), 

4622–4630. https://doi.org/10.1016/j.bpj.2009.03.004. 

(7)  Anbazhagan, V.; Schneider, D. The Membrane Environment Modulates Self-

Association of the Human GpA TM Domain-Implications for Membrane Protein 

Folding and Transmembrane Signaling. Biochim. Biophys. Acta - Biomembr. 2010, 

1798 (10), 1899–1907. https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2010.06.027. 

(8)  Bocharov, E. V.; Bragin, P. E.; Pavlov, K. V.; Bocharova, O. V.; Mineev, K. S.; 

Polyansky, A. A.; Volynsky, P. E.; Efremov, R. G.; Arseniev, A. S. The Conformation 

of the Epidermal Growth Factor Receptor Transmembrane Domain Dimer Dynamically 

Adapts to the Local Membrane Environment. Biochemistry 2017, 56 (12), 1697–1705. 

https://doi.org/10.1021/acs.biochem.6b01085. 

(9)  Muhle-Goll, C.; Hoffmann, S.; Afonin, S.; Grage, S. L.; Polyansky, A. A.; Windisch, 

D.; Zeitler, M.; Bürck, J.; Ulrich, A. S. Hydrophobic Matching Controls the Tilt and 

Stability of the Dimeric Platelet-Derived Growth Factor Receptor (PDGFR) α 

Transmembrane Segment. J. Biol. Chem. 2012, 287 (31), 26178–26186. 

https://doi.org/10.1074/jbc.M111.325555. 



87 

 

(10)  Yano, Y.; Kondo, K.; Watanabe, Y.; Zhang, T. O.; Ho, J. J.; Oishi, S.; Fujii, N.; Zanni, 

M. T.; Matsuzaki, K. GXXXG-Mediated Parallel and Antiparallel Dimerization of 

Transmembrane Helices and Its Inhibition by Cholesterol: Single-Pair FRET and 2D 

IR Studies. Angew. Chemie - Int. Ed. 2017, 56 (7), 1756–1759. 

https://doi.org/10.1002/anie.201609708. 

(11)  Loura, L. M. S.; Prieto, M.; Fernandes, F. Quantification of Protein-Lipid Selectivity 

Using FRET. Eur. Biophys. J. 2010, 39 (4), 565–578. https://doi.org/10.1007/s00249-

009-0532-z. 

(12)  Holt, A.; De Almeida, R. F. M.; Nyholm, T. K. M.; Loura, L. M. S.; Daily, A. E.; 

Staffhorst, R. W. H. M.; Rijkers, D. T. S.; Koeppe, R. E.; Prieto, M.; Killian, J. A. Is 

There a Preferential Interaction between Cholesterol and Tryptophan Residues in 

Membrane Proteins? Biochemistry 2008, 47 (8), 2638–2649. 

https://doi.org/10.1021/bi702235k. 

(13)  Palacios-Ortega, J.; García-Linares, S.; Rivera-de-Torre, E.; Gavilanes, J. G.; Martínez-

del-Pozo, Á.; Slotte, J. P. Sticholysin, Sphingomyelin, and Cholesterol: A Closer Look 

at a Tripartite Interaction. Biophys. J. 2019, 116 (12), 2253–2265. 

https://doi.org/10.1016/j.bpj.2019.05.010. 

(14)  Hedger, G.; Shorthouse, D.; Koldsø, H.; Sansom, M. S. P. Free Energy Landscape of 

Lipid Interactions with Regulatory Binding Sites on the Transmembrane Domain of the 

EGF Receptor. J. Phys. Chem. B 2016, 120 (33), 8154–8163. 

https://doi.org/10.1021/acs.jpcb.6b01387. 

(15)  Bocharov, E. V.; Mineev, K. S.; Pavlov, K. V.; Akimov, S. A.; Kuznetsov, A. S.; 

Efremov, R. G.; Arseniev, A. S. Helix-Helix Interactions in Membrane Domains of 

Bitopic Proteins: Specificity and Role of Lipid Environment. Biochim. Biophys. Acta - 

Biomembr. 2017, 1859 (4), 561–576. https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2016.10.024. 

(16)  Endres, N. F.; Das, R.; Smith, A. W.; Arkhipov, A.; Kovacs, E.; Huang, Y.; Pelton, J. 

G.; Shan, Y.; Shaw, D. E.; Wemmer, D. E.; et al. Conformational Coupling across the 

Plasma Membrane in Activation of the EGF Receptor. Cell 2013, 152 (3), 543–556. 

https://doi.org/10.1016/j.cell.2012.12.032. 

(17)  Killian, J. A.; Nyholm, T. K. Peptides in Lipid Bilayers: The Power of Simple Models. 

Curr. Opin. Struct. Biol. 2006, 16 (4), 473–479. 

https://doi.org/10.1016/j.sbi.2006.06.007. 

(18)  Needham, S. R.; Roberts, S. K.; Arkhipov, A.; Mysore, V. P.; Tynan, C. J.; Zanetti-

Domingues, L. C.; Kim, E. T.; Losasso, V.; Korovesis, D.; Hirsch, M.; et al. EGFR 



88 

 

Oligomerization Organizes Kinase-Active Dimers into Competent Signalling 

Platforms. Nat. Commun. 2016, 7 (7), 1–14. https://doi.org/10.1038/ncomms13307. 

(19)  Kučerka, N.; Nieh, M. P.; Katsaras, J. Fluid Phase Lipid Areas and Bilayer Thicknesses 

of Commonly Used Phosphatidylcholines as a Function of Temperature. Biochim. 

Biophys. Acta - Biomembr. 2011, 1808 (11), 2761–2771. 

https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2011.07.022. 

(20)  Kučerka, N.; Liu, Y.; Chu, N.; Petrache, H. I.; Tristram-Nagle, S.; Nagle, J. F. 

Structure of Fully Hydrated Fluid Phase DMPC and DLPC Lipid Bilayers Using X-

Ray Scattering from Oriented Multilamellar Arrays and from Unilamellar Vesicles. 

Biophys. J. 2005, 88 (4), 2626–2637. https://doi.org/10.1529/biophysj.104.056606. 

(21)  Hall, K.; Lee, T. H.; Aguilar, M. I. The Role of Electrostatic Interactions in the 

Membrane Binding of Melittin. J. Mol. Recognit. 2011, 24 (1), 108–118. 

https://doi.org/10.1002/jmr.1032. 

(22)  Yano, Y.; Yamamoto, A.; Ogura, M.; Matsuzaki, K. Thermodynamics of Insertion and 

Self-Association of a Transmembrane Helix: A Lipophobic Interaction by 

Phosphatidylethanolamine. Biochemistry 2011, 50 (32), 6806–6814. 

https://doi.org/10.1021/bi200560c. 

(23)  Kuznetsov, A. S.; Polyansky, A. A.; Fleck, M.; Volynsky, P. E.; Efremov, R. G. 

Adaptable Lipid Matrix Promotes Protein-Protein Association in Membranes. J. Chem. 

Theory Comput. 2015, 11 (9), 4415–4426. https://doi.org/10.1021/acs.jctc.5b00206. 

(24)  Kabayama, K.; Sato, T.; Saito, K.; Loberto, N.; Prinetti, A.; Sonnino, S.; Kinjo, M.; 

Igarashi, Y.; Inokuchi, J. I. Dissociation of the Insulin Receptor and Caveolin-1 

Complex by Ganglioside GM3 in the State of Insulin Resistance. Proc. Natl. Acad. Sci. 

U. S. A. 2007, 104 (34), 13678–13683. https://doi.org/10.1073/pnas.0703650104. 

(25)  Coskun, Ü.; Grzybek, M.; Drechsel, D.; Simons, K. Regulation of Human EGF 

Receptor by Lipids. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2011, 108 (22), 9044–9048. 

https://doi.org/10.1073/pnas.1105666108. 



89 

 

 

第 4章 結論 

 EGF 受容体膜貫通領域を模倣し，34 残基からなる疎水性ペプチドの固相合成を行

った．N末端に二種類の蛍光分子を導入し，HPLC 精製の条件検討の結果，ギ酸/1-プ

ロパノール/水を用いた溶出液による高純度の精製を達成した． 蛍光スペクトルの観

測の結果，ペプチドは DOPC，DMPC からなる二重膜に再構成されやすく，炭素鎖長

の長い DPPC からなる二重膜中には安定に挿入されないことが示された． 

 時間分解測定による FRET解析の結果から，EGF受容体 TM ペプチドの脂質選択性

が示された．GM3と最も強力に，GM1に対して中程度に親和性を示したのに対して，

SMに対しては二重膜脂質であるDMPCと同程度の親和性を示すことが明らかとなっ

た．一方で，DOPC 膜中で行った非標識脂質を併用した実験の結果は，一貫した結果

を示さなかった．GM3-TM 間の相互作用解析を達成するためには，脂質膜中における

ドナー・アクセプターペアの非特異的な近接による FRETの寄与を見積もった理論式

の正確性向上や，DOPC 膜中における TM ペプチドの会合状態について詳細な検討が

必要であることが示唆された． 

 EGF受容体 TM ぺプチドは，DOPC，DMPC 膜それぞれにおいて，濃度依存的に二

量化を生じることが示唆された．一方で，GM3による脱会合の効果は，DOPC 中では

TM ペプチドが低濃度の場合に顕著に働き，ペプチドが高濃度の場合には作用が示さ

れなかった．DMPC 膜中ではペプチドが高濃度の条件においても GM3 の脱会合作用

が発揮されたことから，TM ペプチドの配向に変化が生じている可能性が示された． 

 温度変化とともに取得した FRET の結果から，GM3 は DOPC 膜中に 0.005 mol%と

いう低濃度で組み込んだ TM ペプチドに対して相互作用を示した．GM3 は DOPC 膜

中で単量体として存在する TM ペプチドに作用を行うことが示唆された．ファンホッ

フプロットによって疎水性の相互作用を特徴づける値を得た．したがって，GM3 と

TM の作用は，TM ペプチドの DOPC 膜中における水和を緩和するように働き，疎水

性ミスマッチをはじめとする会合作用と競合し，機能を抑制している仮説が示された．

得られた結合自由エネルギーは膜中のペプチドの脱会合を完全に進行させるには十

分ではなく，生体膜中では他の脂質と連携して受容体を制御している可能性が示唆さ

れた． 
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第 5章 実験の部 

 

 

5-1 試薬および溶媒 

N-メチルピロリドン、ピペリジン、N,N-ジイソプロピルエチルアミン、メタノール、

脱水ジエチルエーテル、アセトニトリル、1-プロパノール、2-プロパノール、ギ酸、

トリフルオロエタノール、4-クロロニトロベンゾフラザン（NBD）、クロロホルムはナ

カライテスクから購入した。 

 

 

 

4-クロロ-7-ニトロ-2-1-3-ベンゾオキサジオール(NBD)、αシアノヒドロキシ桂皮酸は

東京化成工業株式会社より購入した。 

 

Nova PEG Rink amide はMerck社より購入した。 

 

Rink Amide-ChemMatrix は Biotage社より購入した。 

 

各 Fmoc保護アミノ酸はペプチド研究所より購入した。 

 

Fmoc-mini PEGは Peptide International 社より購入した． 

 

エチル 2-シアノ-2-ヒドロキシアミノアセテート（OxymaPure）、ジイソプロピルカル

ボジイミド(DIPCI)、トリフルオロ酢酸(TFA)、は渡辺化学工業より購入した。 

 

1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine(DMPC), 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine (DOPC), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-

1,3-benzoxadiazol-4-yl) (16:0 NBD-PE)，および milk GM3は Avanti Polar Lipids 社から購

入した． 
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5-2 機器装置 

ペプチド固相合成には CEM 社製超音波合成機 Liberty Blue peptide synthesizer を使用

した． 

樹脂上での蛍光基の導入には，国産化学社製マルチ固相合成器 KMS-3を使用した． 

遠心分離には久保田商事社製マイクロ冷却遠心機 Model 3740を用いた． 

ペプチド精製には島津社製 HPLC Prominence を使用した。各ユニットは以下で構成さ

れる．コントローラーCBM-20A，脱気ユニット DGU-20A，送液ユニット LC-20AD×2，

インジェクターバルブおよびカラムオーブンユニット CTO-20AC，フォトダイオード

アレイユニット SPD-M20A．解析には島津製ソフトウェア LabSolutions を用い，富士

通製 PC ESPRIMO 上で操作した． 

凍結乾燥には EYELA 社製 FDU-2200および FDU-1200を用いた。 

化合物の質量分析には Thermo Fisher Scientific 社製 Orbitrap XL（ESI-TOF-MS）、島津

製作所社製 AXIMA-CFR および AXIMA-Performance（いずれも MALDI-TOF-MS）を

用いた。 

蛍光分光計は日本分光製 FP-6500および FP-8500 を用いた。 

円二色性分散（CD）測定には日本分光製 J-720を用いた。 

蛍光顕微鏡測定は OLYMPUS 社製 IX81 共焦点レーザー顕微鏡を用いて行った。電力

源には FV10-MCPSU，ダイオードレーザーとして LD405-2，LD473，LD559，LD635

および NTTエレクトロニクス社製波長変換レーザーOpti λを用いた． 

蛍光寿命解析は PicoQuant 社製の FluoTime 200 を用いて行い，timing module である

PicoHarp 300，パルスレーザー源として PDL 800-D，PLS シリーズの LEDを付属した．

一部の蛍光寿命測定は，浜松ホトニクス社製 QantaurusTauを用いた．測定装置は分光

計 C11367と time to digital converter (TDC) ユニット M12977 で構成される． 
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5-3 蛍光標識ペプチドの合成と精製 

図 5-1 伸長ペプチドへの樹脂上での蛍光団導入スキーム 

 

Fmoc Rink-Amide ChemMatrix(反応点密度：0.5 mmol/g)樹脂を合成機の well に 200 

mg (0.1 mmol)セットし DMFで十分膨潤した。Fmoc保護された N 末端は 10%ピペラ

ジン，0.1 M HOBt, 10% エタノールを含む DMF溶液を加えて脱保護した。伸長は 0.2 

M アミノ酸，1 M HOBt, 0.5 M DIPCIを含む DMF溶液を用いて行った。未反応の N末

端をキャッピングするため 30%無水酢酸，15%DIEA を含む DMF 溶液を加えて反応

を行った。伸長終了後の樹脂はメタノール、ジエチルエーテルで順に洗浄し真空中で

一晩乾燥させた後、-80℃で保存した。 

 蛍光原子団 NBD の導入には，国産化学社製ポリプロピレン製カラム（20mL 用，

2600048）内で樹脂を NMP 中に再度膨潤し，20%ピぺリジン-NMP 溶液で 10 秒，10

秒，10 分の 3 サイクルの震盪と溶媒除去を繰り返して脱保護した．NMP で 6 回洗浄

した後，Fmoc-miniPEG を樹脂反応点に対して 1.2 当量，1.2 当量 DIPCI，1.2 当量

OxymaPure，1 等量 DIEA を含む NMP 溶液で 3 時間震盪して N 末端にリンカーを導

入した．NMP で洗浄後，再度 20%ピペリジン-NMP 溶液で Fmoc 基を脱保護し，2当

量 NBD-Cl，1 当量 DIEA を含む反応溶液で 3 時間震盪し末端アミンに蛍光基を導入

した． 

 脱樹脂時は樹脂をカラムから褐色バイアルに移し，樹脂 40 mg に対して 1 mL の

Reagent K（TFA 82.5%, Thioanisol 5%, H2O 5%, Phenol 5%, Ethandithiol 2.5%）を用いて

スターラーで 90 分撹拌した。反応後の溶液を国産化学社製ポリプロピレン製カラム

（10 mL用，2600030）で濾過して 45mL容量ファルコンチューブ内のジエチルエーテ

ル15  mL中に滴下し、固定角ローターを接続した遠心分離機を用いて回転速度10000 

rpmで 5分間遠心した．上澄み液をデカンテーションし，ジエチルエーテル 15 mLを

加えて残渣をボルテックスで撹拌した．これを再度遠心する操作を 3サイクル繰り返

し，残った固体を空気乾燥することでフィルム状結晶を得た。 
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 得られたペプチド混合物を HPLC にて精製した。カラムにはナカライテスク社製

5C4-AR-300カラム（10.0×250 mm）を用いた．溶出液は A；ギ酸：水＝2：3，B；ギ

酸：1-プロパノール＝4：1を使用し，25分で B濃度を 80%から 100%まで上昇させて

2.2 mL/min の流速で溶出させた．粗ペプチドは TFA10滴，溶出液 B・2滴，溶出液 A・

1 滴で溶解し一回の精製で 100uL ずつインジェクトした。インジェクト 19 分後のメ

インピークの溶出液を回収し，ただちに等倍量～1.5 倍量の水で希釈したのち液体窒

素を用いて凍結、-89°C 下での凍結乾燥によって結晶を得た。一方、非標識体のぺプ

チドは 5Ph-AR-300 カラム（10.0×250 mm）を用い、A；TFA0.1%を含む MilliQ水，B；

TFA0.05%を含むアセトニトリル：1-プロパノール（2:3）溶液を使用し，25分で 65％

から 70%まで濃度を変化させた条件で分離が可能であった。 

 得られたプローブの純度は Thermo Fisher Scientific 社製 ESI-MS・Linear Ion Trap 

Orbitrap，および島津社製MALDI-TOF-MS・AXIMA-CFRもしくは AXIMA-Performance

を用いて確認した． 

 

 HPLC クロマトグラム 

図 5-2 NBD-TM の HPLC クロマトグラム．(本論 2章図 2-5より再掲) A；ギ酸：水＝

2：3，B；ギ酸：1-プロパノール＝4：1を使用し，25分で B濃度を 80%から 100%ま

で上昇させて 2.2 mL/min の流速で溶出．*は目的化合物(NBD-TM)を含むピークを示

す． 
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 ESI-MS スペクトル 

図 5-3 精製後 NBD-TM の ESI-MS スペクトル．本論 2 章図 2-6 より再掲．m/z = 

1216.6663 のピークが[NBD-TM+3H]3+の exact mass (1216.6702)に一致した．m/z = 

1224.6603 は[NBD-TM+2H+Na]3+に，m/z = 1222.6706 は少量のメチオニン酸化体に対

応する． 

 TMR 標識ペプチド(TMR-TM)の合成には，蛍光団のカルボキシル基を介したアミド

化反応が利用可能である．Fmoc 基を脱保護した PEG-TM の N 末端に対して，TMR 

1.2当量，活性化剤として DIPCI, OxymaPure®を各 1.2当量，塩基として DIEA 1当量

を加えアミド化反応を行った．反応は問題なく進行し，その後の脱樹脂，再結晶結を

経て淡赤色のフィルムを得た．TMR-TM の精製には A；TFA0.1%を含む MilliQ 水，

B；TFA0.05%を含むアセトニトリル：1-プロパノール（2:3）溶液を使用し，25 分で

65％から 70%まで濃度を変化させた条件を適用した．流速 2.2 mL/min でインジェク

トから 20 分後に観測される主ピークを ESI-MS によって分析し，TMR-TM の同定を

行った．  

5-4 Multilamelar vesicles (MLVs)の調製 

 蛍光標識ペプチドおよび脂質を含んだ MLV の調製には，確立された水和方法

（Bangham 法）を用いた．0.05 mol%の NBD-TM を含むMLVには，DOPC (200 nmol)

メタノール溶液，NBD-TM (0.1 nmol)TFE 溶液を混合し，溶液をアルゴンガスで蒸発

させフィルム上に調製し，真空下で一晩乾燥させた．その後，50 °C の MilliQ 水 400 
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μL で水和し，ボルテックスで 30 秒撹拌， 50 °C で 5 分静置を 3 サイクル繰り返し

た．均一化のために，液体窒素を用いた凍結，湯浴 50 °C で加熱融解，ボルテックス

で撹拌 20 秒のサイクルを 10 回繰り返した．0.005% NBD-TM 条件は，蛍光標識ペプ

チドの濃度(0.1 nmol)を固定し，10 倍量の脂質 DOPC (2 μmol)を用いることで同様に

調製した．非標識 GM3を含むサンプルは各サンプル脂質に対して 5 mol%をストック

溶液から混合しフィルムサンプルを作製し，その後同様の条件で調製した． 

 サンプル中に含まれる蛍光標識プローブの最終濃度は変動しやすいため，再構成率

を算出し強度の規格化を行った．MLV水溶液を 10倍量のエタノールに溶解して蛍光

強度を測定し，蛍光プローブ低濃度の条件を再構成率 100%と仮定して比較すること

でその他の濃度条件のサンプルの再構成率を算出した． 

 

5-5 円二色性分散（CD）測定 

 Large unilamelar vesicle(LUV)の調製 

TFE 中および DMPC 二重膜中で測定を行った．DMPC 膜中での測定では，リポソー

ムによる散乱が原因で 200 nm 付近の短波長データが非常にノイズを含んだものにな

る．よって CD測定に限り MLVを LUVへと調製して測定を行った． 

LUVの調製には，AvantiPolarLipid製MiniExtruderを基本とするユニットを用いた．

送液に用いるシリンジはハミルトン製シリンジ Gas-tight 1000uL (610017)を用い，テフ

ロン性メンブレンサポートユニットの間にフィルターサポート（610014），100 nm ポ

リカーボネートフィルター(610005)を使用し，フィルターサポートはポリカーボネー

トフィルターの左右に一枚ずつ使用した．テフロン性メンブレンサポートユニットに

装着する O-ring(610018)は定期的に新調して用いた． 

MLV溶液を一方のシリンジにとり，各フィルターを装着したユニットに送液した．

左右のシリンジに合計 11 回送液し，MLV を抽出したもの異なる側のシリンジから

LUV溶液を送出した． 

サンプルは CD測定用 1 mm セルに加え，測定に用いた 

 

 サンプル濃度 

  DMPC(nmol) TM(nmol) sample volume(μL) TM ratio(mol%) 

1 295 1.24 300 0.5 

2 148 1.24 300 1 

3 74 1.24 300 2 
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 測定条件 

セル長；1 mm，測定温度；25 °C，レスポンス；1 sec，データ間隔；0.5 nm，走査測度；

100 nm/min，スキャン：1回．N2ガス流速：5 L/min 

得られたデータは，ソフトウェア SpectraManager 上で，残基モル濃度あたりの楕円率

へと変換した．残基濃度は 1.24 nmol / 300 μL*34 residues で計算した． 

 

 

 

 



97 

 

 

5-6 膜中に再構成された蛍光標識ペプチドの定量方法 

 TM ペプチドの脂質膜への再構成は，ペプチドの疎水性の高さが原因となり効率よ

く進行しない．特に TM ペプチドが脂質に対して 1 mol%以上混合した場合には膜中

に安定に再構成される割合が著しく低下する．以下でサンプル調製後に構造が維持さ

れた TM ペプチドの定量方法を記す． 

 NBD-TM を各濃度で脂質に対して混合し，通常の測定に用いる場合と同じように水

和，凍結融解，LUVの場合はエクストルージョンを行って溶液量を調節し 2 mLの水

和ベシクルを調製した．このサンプルをうち，200 μLを試験管にとり，トリフルオロ

エタノール（TFE）またはエタノールを 2 mL添加した．このサンプルを 60秒間ボル

テックスし，蛍光強度を比較した． 

 サンプル濃度 

  1 2 3 4 5 

DOPC (μM) 103.8 51.9 25.95 12.975 4.325 

NBD-TM (μM) 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 

TM ratio 0.00048  0.00096  0.0019  0.0039  0.012  

 

 測定条件 

励起波長：450nm，蛍光波長：530nm，測定温度：室温 

図 5-4 各濃度で DOPC 二重膜に組み込んだ NBD-TM を TFE で可溶化した後の蛍光

強度． 
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5-7 TMR-TM の蛍光強度の脂質膜依存性 

TM ペプチドの再構成に最適な脂質を選択するため，炭素鎖長と不飽和度の異なるい

くつかの脂質を用いて二重膜を調製し，組み込んだ TMR-TM の蛍光強度，その温度

変化を測定した． 

 

 サンプル濃度 

  DMPC(μM) DOPC(μM) DPPC(μM) TM(μM) TM ratio (mol%)* 

1 8.26 - - 0.06 0.73 

2 - 8.22 - 0.06 0.69 

3 - - 8.4 0.06 0.68 

 測定条件 

セル長；1 cm，使用装置；FP-6500，温度調節；水流，測定モード；時間変化測定，励

起波長 555 nm，蛍光波長 570 nm，測定温度；14~43 °C. *脂質に対する TMR-TM の

mol%.  

時間変化測定で取得した蛍光強度と，水流恒温循環装置を用いた温度調節によって

得られるセル中の温度変化データを個別に取得し，重ね合わせた．したがって温度間

隔は一定ではなく，室温と大きく乖離した低温，高温条件では循環水を用いた時間当

たりの温度変化が小さく，データ間隔も小さくなっている． 
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 本論図 2-9より，TMR-TM の蛍光強度と測定温度データ． 

 時間変化測定とセル内の温度変化を時間経過に対してプロットしたデータを組み合

わせ，温度対蛍光強度の結果を得た．表中の数値は蛍光強度（任意単位）． 
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5-8 光褪色後蛍光回復(FRAP)測定 

 GUVの作製 

使用する脂質と蛍光標識脂質をそれぞれ TFE/メタノール溶液に混合し，モル比が以

下の比率となるように溶液を加えた。2 本の白金線をスライドガラスの上にテープで

止めて、その白金線の上に脂質の混合溶液を 10 µL乗せ、5分ほど室温で乾燥させた

のち真空条件下で 12 時間以上乾燥させた。白金線の周りをゴムで囲った後、0.4%ア

ガロース水溶液を 500 µLを加えて上からさらにスライドガラスを被せた。55 ℃で加

熱しながら白金線を通して 10 Hz、10 Vpp のパルスを 60 分間かけて単層膜を形成、

室温で 30分放置して測定を開始した。 

図 5-5 GUVの作製方法 

 測定条件 

共焦点顕微鏡画像の取得は 60×油浸対物レンズを設定した FV1000 顕微鏡で行っ

た。NBD-TM および NBD-PEは、ダイオードレーザーLD473を用いて 473 nm で励起

した。蛍光は 520 nm で収集した。画像の計数処理は、オリンパス製ソフトウェア FV10

を用いて行った。FRAP 画像は、256*256ピクセルで記録し、17倍で焦点を合わせた。

画像は、10 us/pixel で 30 フレームスキャンした。弱い励起強度（473 nm レーザーで

10%の強度）で 3 回のプレブリーチ画像を撮影し、その後最大強度で 473 nm レーザ

ーを用いて 2 回のブリーチ実験を反復的に行った。その後 25 フレームでブリーチ領

域（40*40ピクセル）の蛍光強度を得た。蛍光の回復率は Microsoft Excel を用いて計

算し、t1/2は Excel ソフトのソルバープラグインを用いて推定した。バックグラウンド

の強度変化と観測エリア全体の強度減少を補正するため，暗部領域と画像外郭をそれ

ぞれ指定しブリーチ範囲と合わせて強度の時間変化を取得した．ブリーチ範囲の強度
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変化と画像全体の強度変化の比に対して，バックグラウンド(暗部領域)の強度変化と

画像全体の強度変化の比から算出する．以下に模式図と計算式を示す． 

 

図 5-6 FRAP 実験におけるブリーチ範囲(2)，観測領域全体(3)，バックグラウンド(3)

の指定方法． 

回復率の計算は以下の式で行われる． 

(𝑅𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜)

=
(𝟐 − 𝟒)

(𝟑 − 𝟒)
×

(𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑦 𝑎𝑓𝑡𝑒𝑟 𝑏𝑙𝑒𝑎𝑐ℎ𝑖𝑛𝑔)

(𝑎𝑣𝑒𝑟𝑎𝑔𝑒𝑑 𝑝𝑟𝑒𝑏𝑙𝑒𝑎𝑐ℎ 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑦)

− (𝑟𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 𝑎𝑡 𝑓𝑟𝑎𝑚𝑒 6)

×
100

(𝑎𝑣𝑒𝑟𝑎𝑔𝑒𝑑 𝑝𝑟𝑒𝑏𝑙𝑒𝑎𝑐ℎ 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑦) − (𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑦 𝑎𝑡 𝑓𝑟𝑎𝑚𝑒 6)
 

6フレーム目以降を観測データとして収集し，各条件ごと 10個以上の GUVを測定し

た． 

t1/2は以下の式で算出される． 

係数 A を用いて最大強度が 100%になるように各データを補正し，比較した．時定数

パラメータ bから t1/2が算出される 

 

2 

3 

4 
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 サンプル混合比 

  1 2 3 4  

DMPC 100 70 100 100  

Cho - 30 - -  

NBD-PE 0.1 0.1    

NBD-TM - - 0.1 0.1  

EGFR-TM - - - 0.9 (nmol) 

それぞれ混合溶液約 100 μLから 5 μLを使用しサンプルを調製した． 

 得られた t1/2のまとめ 

  t
1/2

 

1. NBD-PE (20 °C) 1.08 ± 0.11  

1. NBD-PE (40 °C) 0.89 ± 0.35  

2. NBD-PE + Cho (20 °C) 1.86 ± 0.65   

2. NBD-PE + Cho (40 °C) 1.13 ± 0.23   

3. NBD-TM (20 °C) 0.97 ± 0.17   

4. NBD-TM + EGFR TM (20 °C) 1.54 ± 0.21   
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 FRAP 測定における蛍光強度の回復率(%) 
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 NBD-TM，NBD-PE(20°C)の平均蛍光強度回復率データ(%) 

  NBD-TM, 1 mol% NBD-TM, 0.1 mol% NBD-PE, 0.1 mol% 

0.00  0.00  0.00  0.00  

0.43  17.42  28.56  26.05  

0.86  29.39  46.69  39.88  

1.29  37.95  54.89  47.70  

1.72  46.61  63.01  55.45  

2.15  51.66  73.75  61.62  

2.58  53.82  74.32  65.60  

3.01  60.06  78.15  69.68  

3.43  64.19  83.04  73.40  

3.86  66.07  82.74  74.20  

4.29  68.47  83.53  76.76  

4.72  67.63  87.14  78.23  

5.15  72.97  85.13  78.43  

5.58  71.34  84.70  80.06  

6.01  74.62  86.34  81.55  

6.44  74.82  86.75  83.39  

6.87  77.72  90.55  85.05  

7.30  76.26  92.88  82.63  

7.73  81.46  92.16  83.71  

8.16  78.24  93.33  84.80  

8.59  80.42  91.94  83.49  

9.02  81.14  91.72  85.63  

9.45  82.23  93.59  84.72  

9.87  80.76  92.17  83.86  

10.30  83.53  91.04  81.92  

sec   % 
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5-9 非標識 GM3を添加した際の NBD-TM の蛍光寿命変化 

DMPC LUV，水和条件；PBS pH 7.4 10mM NaCl 

 20 °C (単位:ns) 

NBD-TM(mol%) GM3(mol%) 𝜏1 𝜏2 int avg amp avg  
0.05 0 10.242 2.804 8.748 6.681 
0.05 0.1 10.388 3.379 9.024 7.4 
0.05 0.2 10.282 3.033 9.03 7.278 
0.05 0.5 10.627 3.939 9.23 7.846 
0.05 1 10.771 3.644 9.34 7.734 
0.05 2 10.653 3.806 9.385 7.99 

 40 °C (単位:ns) 

NBD-TM(mol%) GM3(mol%) 𝜏1 𝜏2 int avg amp avg  
0.05 0 7.1097 2.792 6.2026 5.3661 
0.05 0.1 7.1987 1.94 6.2934 4.9086 
0.05 0.2 7.3678 2.376 6.4509 5.3161 
0.05 0.5 7.4344 2.09 6.4323 5.0249 
0.05 1 7.2653 2.243 6.3391 5.1421 
0.05 2 7.558 2.394 6.5691 5.3486 
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5-10 各 ATTO594 標識脂質を用いた FRET の比較 

DMPC 膜中に NBD-TM 0.05 mol%と ATTO594 標識脂質を組み込んで FRET 測定を行

った．得られた減衰曲線から amplitude weighted average lifetime を取得して次式から

FRET効率を計算した． 

 サンプル調製 

GM3     

  1 2 3 4 

DMPC (nmol) 100 100 100 100 

NBD-TM (nmol) 0.05 0.05 0.05 0.05 

ATTO594-GM3 (nmol) 0.000  0.036  0.073  0.146  

total volume (mL) 2 2 2 2 

     

GM1     

  1 2 3 4 

DMPC (nmol) 100 100 100 100 

NBD-TM (nmol) 0.05 0.05 0.05 0.05 

ATTO594-GM1 (nmol) 0.000  0.024  0.048  0.095  

total volume (mL) 2 2 2 2 

     

SM     

  1 2 3 4 

DMPC (nmol) 100 100 100 100 

NBD-TM (nmol) 0.05 0.05 0.05 0.05 

ATTO594-SM (nmol) 0.000  0.040  0.080  0.160  

total volume (mL) 2 2 2 2 
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 蛍光強度と FRET 効率の測定データ 

      

GM3 0.000  0.036  0.073  0.146  (mol%) 

 5.351  5.007  4.518  4.195   

 5.241  4.479  4.363  3.391   

average 5.296  4.743  4.440  3.793  (ns) 
      

FRET efficiency 0.000  0.104  0.162  0.284   

S.E. 0.000  0.041  0.006  0.068   

      

      

GM1 0.000  0.024  0.048  0.095  (mol%) 

 4.436  4.661  3.938  4.165   

 5.347  5.102  4.520  3.872   

 5.162  4.982  4.970  4.296   

average 4.982  4.915  4.476  4.111  (ns) 
      

FRET efficiency 0.000  0.013  0.101  0.175   

S.E. 0.000  0.030  0.034  0.062   

      

      

SM 0.000  0.040  0.080  0.160  (mol%) 

 5.445  4.988  4.577  4.115   

 4.224  4.064  3.811  3.338   

 4.327  4.042  3.902  3.917   

average 4.665  4.365  4.097  3.790  (ns) 
      

FRET efficiency 0.000  0.064  0.122  0.188   

S.E. 0.000  0.013  0.020  0.045   
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5-11 非標識 GM3 を用いた FRET測定 

標識率の異なる二つの GM3 含有サンプルで FRET 測定を行い，その測定値から共通

の Erandomを見積もるための実験． 

 サンプル濃度 

sample A   1 2 3 4  

 DOPC(μM) 433 433 433 433  

 NBD-TM(μM) 0.25 0.25 0.25 0.25  

 ATTO594-GM3(μM) 0 0.25 0.5 1  

 GM3 ratio (mol%) 0 0.058 0.12 0.23  

       

sample B   1 2 3 4  

 DOPC(μM) 433 433 433 433  

 NBD-TM(μM) 0.25 0.25 0.25 0.25  

 ATTO594-GM3(μM) 0 0.125 0.25 0.5  

 non-label GM3(μM) 0 0.125 0.25 0.5  

 GM3 ratio (mol%) 0 0.058 0.12 0.23  

 測定結果 

sample A   1  2  3  4   

 ATTO594-GM3/mol% 0  0.058  0.115  0.230  (mol%) 

 Eapp 0  0.132  0.243  0.359   

 Erandom 0  0.075  0.144  0.267   

 Ebound 0  0.057  0.099  0.092   

       

sample B  1  2  3  4   

 ATTO594-GM3/mol% 0  0.029  0.058  0.115  (mol%) 

 Eapp 0  0.058  0.069  0.168   

 Erandom 0  0.038  0.075  0.144   

 Ebound 0  0.020  -0.006  0.024   
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5-12 非標識脂質による競合阻害実験 

測定サンプル：水和 MLV，水和溶液：PBS pH 7.4 137mM NaCl 

 サンプル濃度 

  1 2 3 4 5  

DOPC 432 432 432 432 432  

NBD-TM 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25  

ATTO594-GM3 - 0.25 0.25 0.25 0.25  

GM3 - - 2.5 - -  

GM1 - - - 2.5 -  

LacCer - - - - 2.5 (μM in 400μL) 

 平均寿命（amplitude weighted average lifetime）の測定結果 

 τ0 τ 

ATTO594-GM3 (mol%)  0.05 0.05 0.05 0.05 

Additive (0.5 mol%) - - GM3 GM1 LacCer 

lifetime (ns) 5.68  4.81  5.21  4.82  4.69  

 5.53  4.66  4.78  4.63  4.74  

 5.90  4.99  5.77  4.74  4.96  

  5.19  4.70  5.03  6.48  

      5.10      

average lifetime (ns) 5.71  4.91  5.11  4.81  5.22  

S.D. 0.19  0.23  0.42  0.17  0.85  
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5-13 蛍光自己消光実験 

 NBD標識ペプチドの蛍光強度観測条件 

Excitation バンド幅：5 nm 

Emission バンド幅：5 nm 

レスポンス：0.2 s 

走査速度：200 nm/min 

励起波長：450 nm 

蛍光波長：541 nm 

 

蛍光自己消光解析に用いた蛍光スペクトルは日本分光社製蛍光分光計 FP-6500および

FP-8500を用いて測定した．NBDは 450 nm で励起し 400 nm から 650 nm まで蛍光強

度を掃引した． 

530 nm 付近に検出される水のラマン散乱ピーク除くため，水サンプルを同条件で

測定して差分した。また、MLV濃度に依存して検出されるレイリー散乱が検出波長範

囲に漏れこむ場合に、蛍光プローブを含まない同濃度の脂質 MLV サンプルを調製し

測定することで差分した． 

蛍光強度は脂質膜に適切に再構成された蛍光標識ペプチドの最終濃度で規格化し

た．最終濃度はMLV を含む水溶液を 10倍量のエタノールに溶解して蛍光強度を測定

し，強度算出に以下の式を用いた． 

 ここで，Isample
MLV はそれぞれ NBD-TM が 0.05 mol%の時のMLV 中での蛍光強度，

およびその他の濃度条件のサンプルのMLV中での蛍光強度．また，I2000
EtOHと Isample

EtOH

はそれぞれ NBD-TM が 0.05 mol%時のエタノール溶解液中での蛍光強度，およびそ

の他の濃度条件のサンプルのエタノール溶解液中での蛍光強度．すなわち，NBD-TM

が MLV 中で低濃度の条件においてペプチドが 100%膜に再構成されていると仮定し，

エタノール溶解液中での強度をその他の濃度条件での強度と比較することでサンプ

ル中の蛍光プローブ最終濃度を算出した．MLV 中の蛍光強度を最終濃度で規格化す

ることで，蛍光プローブのモル濃度あたりの蛍光強度として値を比較した． 
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 蛍光強度の温度変化測定 

 NBD-TM の脂質膜中濃度を 0.005 mol%と 0.05 mol%で変化させ，温度変化に対する

蛍光強度の変化を比較した．本論 3章，図 3-1，3-2に掲載． 

Excitation バンド幅：5 nm，Emission バンド幅：5 nm，レスポンス：4 sec，感度：High，

励起波長：450 nm，蛍光波長：541 nm，温度変化速度：5 °C/1 min，ホルダー温度が

測定温度±0.1 °C に 5秒間とどまった時に測定．蛍光強度はサンプル中の NBD-TM 濃

度で規格化． 

 

 測定データ 

 

  5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 °C 

DOPC,0.005 mol% 46.067  44.762  42.324  39.409  36.606  34.705  31.778  29.625  27.544  25.820  24.095   

S.E. 1.248  1.447  0.996  0.295  0.291  0.905  1.554  2.071  2.641  3.135  3.798   

             

DOPC,0.05 mol% 37.883  35.683  32.753  29.806  27.013  24.383  21.776  19.520  17.395  15.528  14.198   

S.E. 1.209  1.569  1.461  1.237  0.998  0.847  0.675  0.601  0.508  0.447  0.577   

             

DMPC,0.005 mol% 36.642  35.839  35.727  36.618  31.898  28.382  25.287  22.376  19.756  17.399  15.875   

S.E. 0.125  0.094  0.138  0.954  0.666  0.720  0.648  0.531  0.458  0.484  0.696   

             

DMPC,0.05 mol% 22.576  23.156  26.089  30.447  29.375  25.779  22.775  20.199  17.783  15.574  14.082   

S.E. 3.302  2.712  2.442  1.770  2.220  1.791  1.566  1.361  1.191  0.961  0.612   
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 二量化率の算出 

 各脂質膜条件において，もっとも量子収率が高いデータを得た条件においてすべて

の膜貫通ペプチドが単量体で存在していると仮定し，量子収率の減少率からその他の

濃度における二量化率を算出した． 

 理論式として，膜中のペプチド濃度([M]0)，二量化率(RD;0~1)，平衡時の単量体，二

量体濃度(それぞれ[M], [D])，単量体－二量体平衡の結合定数(Ka)を用いて，以下の計

算を行った．  
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5-14 フェルスター共鳴エネルギー移動(FRET) 

 見かけの FRET 効率(Eapp)の算出 

 MLV中の NBD-TM または NBD-PEは 450 nm で励起され，蛍光は 541 nm で測定し

た．ATTO594-GM3 は FRETによって励起，または NBDのための 450 nm の励起光に

よって直接励起され，625 nm 付近で最大蛍光を示した．スペクトルの取得には日本分

光社製 FP-8500を用いた．530 nm 付近に検出される水のラマン散乱ピーク除くため，

水サンプルを同条件で測定して差分した。 

FRET 効率の算出に用いる F0 データの取得には，0.05 mol%または 0.005 mol%の

NBDプローブ含有 MLVを調製し，蛍光スペクトルを測定した．また FRETアクセプ

ターを含む Fデータの取得には，0.1 mol%の ATTO594-GM3を含むサンプルを調製し

スペクトルを取得した．NBD の蛍光強度減少率から算出する Donor-quenching FRET

について，見かけの FRET効率(Eapp)を以下の式から計算した． 

ここで，ID(541) と IDA(541)はそれぞれ ATTO594-GM3 を含まない条件，含む条件

におけるNBD由来 541 nmの蛍光強度である．625 nmを最大蛍光波長とするATTO594

の 541 nm 域における蛍光の漏れ込みを除くため，サンプルの 625 nm での蛍光強度を

併せて取得した．この強度に対して，ドナーを含まないサンプルにおける ATTO594の

541 nm/625 nm での蛍光強度比を示す定数 k = IA(541)/IA(625)を積算することで，ドナ

ーを含むサンプル中での漏れ込みを計算し，除いた．スペクトルはそれぞれ，5 °C か

た 55 °C まで 5 °C 間隔で取得した． 

 

 測定条件 

励起波長：450 nm，励起側スリット幅：5 nm，蛍光側スリット幅：5 nm，走査速度：

100 nm/min，検出感度：high，レスポンス：0.2 nsec 
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 DOPC 中 0.05 mol%条件，541 nm における蛍光強度まとめ 
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 スペクトルの測定データ 

NBD-PE, 0.05 mol%① 

サンプル条件：NBD-PE 50 nM, DOPC 100 μM 
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NBD-PE, 0.05 mol%② 

サンプル条件：NBD-PE 25 nM, DOPC 50 μM  
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NBD-PE, 0.05 mol%③ 

サンプル条件：NBD-PE 25 nM, DOPC 50 μM 
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NBD-TM, 0.05 mol%① 

サンプル条件：NBD-TM 25 nM, DOPC 50 μM 
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NBD-TM, 0.05 mol%② 

サンプル条件：NBD-TM 25 nM, DOPC 50 μM 
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NBD-TM, 0.05 mol%③ 

サンプル条件：NBD-TM 25 nM, DOPC 50 μM 
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 DOPC 中 0.005 mol%条件，541 nm における蛍光強度まとめ 
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 測定データ 

NBD-PE, 0.005 mol%① 

サンプル条件：NBD-PE 12.5 nM, DOPC 50 μM 
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NBD-PE, 0.005 mol%② 

サンプル条件：NBD-PE 12.5 nM, DOPC 50 μM 
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NBD-PE, 0.005 mol%③ 

サンプル条件：NBD-PE 12.5 nM, DOPC 50 μM 
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NBD-TM, 0.005 mol%① 

サンプル条件：NBD-TM 12.5 nM, DOPC 50 μM 
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NBD-TM, 0.005 mol%② 

サンプル条件：NBD-TM 12.5 nM, DOPC 50 μM 
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NBD-TM, 0.005 mol%③ 

サンプル条件：NBD-TM 12.5 nM, DOPC 50 μM  
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 DMPC 膜中，541 nmにおける蛍光強度測定結果まとめ 

サンプル条件：NBD-TM or NBD-PE 25 nM, DOPC 50 μM  
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 Van't Hoffプロットのデータまとめ 
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 得られた熱力学パラメーター一覧 
 

∆𝐻 (kJ/mol) ∆𝑆 (J/K mol) ∆𝐺 (kJ/mol, 25 °C) 

DMPC (1:2, Ld phase) 3.99 57 −13.1 

DOPC (1:2) 12.0 71 −9.13 

DOPC (1:20) 24.3 122 −12.1 
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Figure C1. Reprint permission for 図 1-3． 
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Figure C2. Reprint permission for 図 1-6． 
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Figure C3. Reprint permission for 図 1-19． 
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Figure C4. Reprint permission for 図 1-18． 
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Figure C5. Reprint permission for 図 1-11． 
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Figure C6. Reprint permission for 図 1-13． 

 

 

 

 



144 

 

 

 

Figure C7. Reprint permission for 図 1-12． 
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Figure C8. Reprint permission for 図 1-15． 
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Figure C9. Reprint permission for 図 1-4． 
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Figure C10. Reprint permission for 図 1-10． 


