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略語表 

 

 

AmB  Amphotericin B 

CHAPS  3-[(3-cholamidpropyl)-dimethylammonio]propanesulfonate 

CM  carboxylmethyl 

DMSO  dimethyl sulfoxide 

DNA  deoxyribonucleic acid 

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 

HBS-N  0.01 mol/L 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid,  

  pH7.4, 0.15 mol/L sodium chloride 

HCl  hydrochloric acid 

IFC  integrated fluidic cartridge 

IPA  2-propanol 

KA  equilibrium affinity constant (for "Steady state affinity model") 

KD  equilibrium dissociation constant 

K  affinity constant (for "Two-state reaction model") 

ka  association rate constant 

kd  dissociation rate constant 

MRSA  methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

PBS  phosphate buffered saline 

PC  phosphatidyl choline 

PE  phosphatidyl ethanolamine 

PI  phosphatidylinositol 

POPC  1-parmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

POPE  1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidiyl-ethanolamine 

POPG  1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidyl-grycerol 

PS  phosphatidylserine 

RSD  relative standard deviation 

RU  response unit 

SD  standard deviation 

SM  sphingomyelin 

SP  sphingophospholipid 

SPR  surface plasmon resonance 
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も安定した構造であり，これを脂質二重膜と呼ぶ．図 1 には脂質二重

膜の模式図を示した．   

 脂質二重膜構成成分は，細胞膜の外側と内側でリン脂質種の分布が

異なることがわかっている  (図 2)
1)．細胞質側にはホスファチジルエタ

ノールアミン，ホスファチジルセリンが多く，細胞の外側にはホスフ

ァチジルコリンやスフィンゴリン脂質が多く存在している．これは，

小胞体膜に存在しているときにつくり上げられた非対称性によるもの

であり，細胞質側のホスファチジルセリンや高度にリン酸化されたイ

ノシトールは細胞質タンパクとの会合に，細胞の外側に多く存在して

いるスフィンゴ脂質はラフト形成やシグナル伝達に重要な役割を果た

している．  

 また，創薬研究において薬物動態の分野では消化管からの薬物吸収

や薬物の血液からの組織移行性において薬物の脂質二重膜との親和性  

 

 

 

図 2. 細胞膜グリセロリン脂質の内外の非対称性 1 )
 

赤血球，肝細胞，血小板などで内側  (細胞質側 ) と外側  (細胞外側 )  では非対称性が保

たれている．PC: ホスファチジルコリン， PE: ホスファチジルエタノールアミン， PI: 

ホスファチジルイノシトール，PS: ホスファチジルセリン，SP: スフィンゴリン脂質． 
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が大きく関与すると考えられ，創薬研究早期の段階では，薬物の脂溶

性などの物性情報が薬物の脂質膜透過性の指標として利用されている

のが現状である．しかしながら，薬物の体内動態は，必ずしも物性情

報の理論通りの挙動を示すわけではなく，脂溶性が高く脂質膜透過性

が高いことが予測される物性を持つ薬物であっても消化管吸収率が低

かったり，またはその逆で，脂溶性が低く脂質膜透過性が低いと予測

される薬物であっても消化管吸収率が良好なものもある．したがって，

薬物動態の分野において，より創薬研究早期の段階で薬物の体内動態

を反映させたデータを in vitro 評価系で得ることは非常に有用であり，

in vitro 評価系で薬物の体内動態を反映させたデータを取得するために

は，脂質二重膜の内側成分と外側成分それぞれと薬物の親和性を評価

することも一つの有用な情報となり得ると考えられる．以上のように，

脂質の研究は，単細胞生物から多細胞生物まで，分子生物学のような

基礎的な分野から生理学や薬理・薬剤学，薬物動態学などの創薬研究

分野に至るまで，多岐にわたって必要不可欠である．  

 カビ，キノコや酵母に代表される一群の微生物は，生物分類学上，

真菌とよばれる生物群にまとめられる．すべての真菌は動・植物と同

じ真核生物に共通する細胞学的特徴を備えており，細胞膜と細胞壁に

顕著な特徴を有する．真菌細胞の基本的構造の特色を細菌と比較し，

表 1 に示した．真核生物としての真菌は原核生物の細菌と異なり，細

胞質内にはミトコンドリアや小胞体といった細胞小器官を持つ．さら

に，細胞膜及び細胞壁は，いずれも真菌特有の成分によって構成され

ており，細胞膜では脂質成分としてのエルゴステロールが，細胞壁で

はキチンやβ -グルカンといった各種多糖の存在が特徴的である 2)．ま

た，一部の酵母は，細胞壁の外側に特異的なヘテロ多糖からなる莢膜

をもつ．細胞壁や莢膜は真菌細胞の最外部分をなす構造であり，外部

環境及び宿主細胞と直接接触することから，外来性の様々な刺激やス

トレスに対する受容体ほか，宿主細胞との相互作用や免疫応答に関与

する分子を含み，真菌の生理学的状態の制御と環境への適応に，また

宿主との相互作用にも重要な役割を果たす．  
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 真核生物としての特徴をもつ真菌には多数の菌種が存在し，現在知

られているだけでも 7 万以上にのぼるが，未知の菌種が多数存在する

ことが予想され，その菌種の総数は 150 万にもおよぶと報告されてい

る 2)．これらの真菌の大部分は土壌中，水中，空気中をはじめ自然環

境内に広く生息し，周囲の有機物・無機物を栄養源として繁殖するこ

とで，自然界における有機物分解者として物質循環と環境保全に重要

な役割を果たしている．また，古くから真菌の発酵能力を利用して，

アルコール飲料，パン，チーズ，味噌，醤油など多種多様な食品が作

られており，近年では真菌を使ってビタミン，酵素，ステロイド剤，

抗生物質，その他有用な化学物質の生産が行われている．さらに，真

菌の遺伝子組換え体は，ワクチン，ホルモン，サイトカインといった

高分子医薬品の製造にも利用され，真菌の活用の場がさらに広がって

いる．  

 このように私たちの生活と関わりの深い真菌であるが，一方で，真

菌による有害な影響も無視できず，植物や栽培作物に寄生して病害を

もたらす真菌は 8000 種を超すといわれ，真菌の繁殖が食品の変質・腐  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1．真菌と最近の細胞学的特徴の比較  

 真菌  細菌  

細胞小器官の形成：  

 ミトコンドリア  

 小胞体  

 液胞  (リソソーム )  

 ゴルジ嚢  

 微小官系  

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

- 

- 

- 

- 

- 

リボソームのタイプ  
80S 

(60S + 40S) 

70S 

(50S + 30S) 

細胞膜中のステロールの

存在  
+ -  

細胞壁骨格物質の種類  キチン，  

β-グルカン *
 

ペ プ チ ド グ

リカン  
*
接合菌のみは，キチンの代わりにキトサンを含み，また β-

グルカンをほとんど含まない．  
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敗や建造物，日用品，産業製品などの劣化を引き起こすこともある．

また，ヒトの健康に対する直接的な悪影響として，環境中に生息する

真菌がアレルギー性鼻炎や気管支喘息などのアレルギー疾患を引き起

こすことがよく知られている．しかし，注目すべき大きな問題は，一

部の真菌がヒトに寄生・定着し，ときに組織内に侵入して原発性感染

や続発性感染  (日和見感染 ) を引き起こすことである．これは，深在

性真菌症と言われる重篤な感染症であり，その大部分はいったん発症

すると致命的な転帰をたどることが少なくない．通常みられる真菌症

は，その大半が比較的病態の軽い表在性疾患  (例えば水虫など ) であ

ったが，医療の進歩とともにがん患者や移植患者など免疫機能の低下

した患者の人口が増加し，このような深在性真菌症の問題が顕著化さ

れ深刻な問題となっている．近年では，病原真菌や真菌症の理解が格

段に進み，診断法や治療薬についても多くの研究がなされ成果が報告

されている．これは著者らの所属する研究所においても例外ではなく，

古くから感染症に関する研究が盛んに行われてきたが，真菌症，特に

深在性真菌症の制圧にはほど遠いのが現状である．  

 一つの新薬を創り上げ，上市するまでには約 10 年かかるといわれて

いるが，より良い薬をより早く患者さんにお届けしたいという思いか

ら，近年，製薬企業において創薬研究開発のスピードアップと成功率

の向上が重要な課題となっている．これらの課題を解決するためには，

ハイスループットなスクリーニングによって，より早期の段階で多角

的に各化合物の性質を捉え，数多くの化合物の中から新薬にできる開

発候補化合物を選び出さなければならない．つまり，ある疾患の治療

薬を創り出すには，その疾患のメカニズムを把握し，治療の鍵を握る

標的分子を明らかにした上で，その分子に特異的かつ効果的に作用す

る化合物を合成，選定していくことが最も有用なアプローチであると

考えられている．  

 生命活動において，生体分子は単独で機能することはなく，特定の

相手分子と相互作用することによりその機能を発揮する．生命活動の

メカニズムを紐解くには，生体分子間の相互作用を詳細に分析するこ
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とが不可欠である．これまでに分子間相互作用の評価法として，

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) など様々な測定法が開発

されてきた．しかし，これらの相互作用測定法は静的な状態の相互作

用のみを測定するものであり，測定結果から得られる相互作用情報は，

相互作用する分子が平衡状態に達した時点のものであった．1990 年代

になると表面プラズモン共鳴  (surface plasmon resonance, 以下 SPR と

略す ) という現象を利用した新たな装置の登場により，分子間相互作

用の静的な状態の評価に加え，分子の結合の速さ，分子の結合により

形成された複合体の安定性，複合体からの分子の解離の速さといった

動的な情報，すなわち，反応速度論的な情報の提供が可能になった．

このことにより，近年，SPR を利用した分子間相互作用解析は分子生

物学や生化学などの基礎的な領域  (例えば糖鎖－タンパク質 3)やタン

パク質－タンパク質 4)の相互作用など ) から創薬・製剤などの製薬領

域  (例えば新薬候補化合物－薬効標的分子や新薬候補化合物－毒性発

現原因分子の相互作用など ) に至るまで多岐にわたって生体内で起こ

る分子間相互作用を詳細に説明できる有用なツールのひとつとして広

く用いられている．  

 1990 年に Pharmacia Biosensor 社によって発売された Biacore は SPR

を測定原理として，生体内分子の分子間相互作用を蛍光などのラベル

標識なしでリアルタイムに検出できる分析装置である．Biacore を用い

て分子間相互作用を測定するには，相互作用測定対象となる一方の分

子をセンサーチップと呼ばれる基盤に固定化し，これに作用する分子

を含むサンプルを固定化表面に送液する．このときセンサーチップの

表面で起こる分子間の結合・解離に依存する微量の質量変化を SPR シ

グナルとして検出し，経時的にセンサーグラムと呼ぶグラフとしてモ

ニターする．前述したように分子間の相互作用に関して，平衡状態に

おける 2 分子間のアフィニティー  (解離定数 KD あるいは親和定数 KA) 

だけでなく，結合・解離の速さ  (結合速度定数 ka，解離速度定数 kd) を

得ることができるのが Biacore の大きな特徴である．  

 Biacore は大きく分けて SPR システム，マイクロ流路系  (IFC) 及び
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センサーチップより構成される 4)．また，Biacore ではセンサーチップ

に固定化する分子を「リガンド」，送液系を介してセンサーチップ表面

に注入する分子を「アナライト」と呼ぶ．センサーチップは分子が相

互作用を起こす場であり，その相互作用によって起こる質量変化を

SPR シグナルに変換するシグナルトランスデューサ―である．  

 SPR を発生させるためには，金や銀などの金属が必要であるが，

Biacore では化学的不活性，SPR シグナルの発生効率のよさなどを考慮

して金を採用している．また，センサーチップにはいくつかの種類が

あり，リガンドの固定化方法や測定サンプルによって適したものを選

択する．SPR システムは，図 3 に示すようにセンサーチップのガラス

面から偏光を当て，反対側の金膜上で起こる相互作用によって発生す

る SPR を利用して検出する．光源，センサーチップ，検出部位のすべ

てが固定されており，光学測定部分に駆動部がない構造とすることで，

高精度のデータを得ることを可能にしている．光源として発光ダイオ

ードを用い，波長 760 nm の偏光をプリズムでくさび形に集光して，全  

反射の条件下でセンサーチップに照射する．プリズムの下には，オプ

トインターフェースを介してセンサーチップを装着する．センサーチ

ップのガラスと金膜の境界面で全反射するように光を照射すると，金

膜側にエバネッセント波と呼ばれるエネルギー波が生じる．このエバ

ネッセント波は，金膜の自由電子と相互作用を起こし，プラズモンと

呼ばれる電子密度波が発生する．この際，反射光の一部の強度が減衰

し，これを反射光の強度を固定化したダイオードアレイでモニターす

ると図 3 A (a) 中， I に示すように反射光強度が減衰した部位が認めら

れる．これを「光の谷」と呼ぶ．反射光の消失角度  (SPR 角度 ) は金

膜表面近傍の媒質の屈折率に依存して変動する．Biacore はこの現象を

利用して，2 分子間の結合・解離を測定する．屈折率の変化に応じて，

「光の谷」は図 3 B (c)中， I から II へと移動する．この「光の谷」の

移動度の経時変化をセンサーグラムと呼ぶグラフに変換することで，

分子間の相互作用をリアルタイムにモニターできる．「光の谷」の移動

度を表す単位として，SPR 角度の 0.1 度の変化を 1000 レゾナンスユニ
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ガンド表面に再生する．これが 1 サイクルの測定である．再生したリ

ガンド表面は，繰り返しアナライトを添加することができ，リガンド

固定化表面の寿命は，リガンドの安定性や再生条件によって異なるが，

数十～数百回の繰り返し測定が可能である．近年，Biacore を用いた分

子間相互作用解析によりセンサーチップ上に固定化したモデル脂質膜

と様々な分子の親和性評価系が構築されている 6-12)．  

 Biacore を用いた測定法は，ランニング緩衝液や再生溶液，洗浄溶液

さえ決定できれば，その後の測定は操作も簡便であり，得られる測定

データの精度も良好である．しかしながら，測定データの解析は

Biacore を用いた実験操作ほど簡単ではなく，解析に用いる解析モデル

が適当なものであるかどうか注意が必要である．Biacore により得られ

た測定データは解析用ソフトウェア BIA evaluation を用いて解析する

が，このソフトウェアには様々な解析モデルがあり，測定した分子間

相互作用の結合様式によって適切な解析モデルを選択しなければなら

ない．測定により得られたセンサーグラムの形状からもある程度の結

合様式は推測可能であるが，基本的には解明されているもしくは仮説

が立てられている分子間相互作用の結合様式に従って使用する解析モ

デルを決定する．Biacore を用いた脂質膜親和性評価において，これま

でに報告されている評価法ではその目的に応じて様々な組成の脂質膜

と分子の相互作用を解析しているが，著者らは主に抗菌性ペプチドと

脂質膜親和性評価系の相互作用データ解析に着目した．抗菌性ペプチ

ドと脂質膜の相互作用は，Two-state reaction model と呼ばれる結合様式

で結合していることが知られている 1 3)．図 5 には Two-state reaction 

model の結合様式例を示した．図示したように，ペプチド類は脂質膜

表面の極性基部分と静電的相互作用  (Step 1) により結合した後，脂質

膜内部のアルキル鎖で構成される疎水性領域に侵入し，疎水性相互作

用により結合する  (Step 2) ことによりポアを形成する．このように 2

種類の親和性を利用して段階的に相互作用することによって構造を変

化させる結合様式を Two-state reaction model といい，この Two-state 

reaction model の結合様式を持つ相互作用を反応速度論的に解析でき  
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aureus , MRSA) に対して高い抗菌活性を持つムピロシン，結核治療薬

である抗生物質 D-シクロセリンの 3 種類の薬物を評価対象として用い，

得られた結果より薬効作用機序のみならず，薬物体内動態データとの

相関についても考察した．また，第 2 章では，第 1 章第 1 節で構築し

た評価系を応用して AmB を製剤化した医薬品 Fungizone のモデル脂質

膜親和性評価系を構築した．この評価系においては，測定温度の変化

による Fungizone－脂質膜相互作用への影響やアナライトとして医薬

品を用いるため医薬品添加物の脂質膜に対する親和性の有無及び医薬

品添加物存在下での Fungizone－脂質膜相互作用変化を調べ，SPR を用

いた評価系により得られたデータと Fungizone のもつ薬効及び毒性発

現との関係について考察した．  
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本論  

 

第 1 章 表面プラズモン共鳴法を用いた Amphotericin B 及び

その他の抗菌薬のモデル脂質膜親和性評価系の構築  

 

緒言  

 

 Amphotericin B (AmB) は Streptomyces nodosus 由来のポリエンマク

ロライド系抗真菌薬であり，多くの全身性真菌感染症患者または免疫

不全患者や移植患者，がん患者のような重篤な疾患に罹患している

人々の生命を脅かす“深在性真菌症”に対する臨床治療薬のゴールド

スタンダードとして知られている 16)．AmB は 50 年もの長きにわたり

使用され続けてきたにも関わらず，その耐性菌の出現はいまだに稀で

あり，AmB 耐性獲得が起こりにくい理由として，AmB と真菌細胞膜

との相互作用が複合的であり，膜傷害を引き起こすには複数の変化を

必要とすることや真菌の AmB 感受性を低下させるような膜変化は真

菌自身の毒性力も低下させることなどが考えられている．このように

優れた薬効を持った AmB ではあるが，臨床使用においては，投与経路

が点滴による静脈内投与に限られるため，治療には入院治療が必須と

されることや安全性面においても問題があり，腎毒性などの重篤な副

作用を伴うことが報告されており 17-19)，現在，より簡便な治療法で副

作用を軽減した新たな抗真菌薬の開発が求められている．  

 AmB は疎水性が高く，両親媒性で水に難溶な分子であり，AmB の

医薬品への製剤化は非常に困難とされている 19)．図 6 には AmB の化

学構造式を示した．これまでにも，AmB 骨格を基盤とした新たな医薬

品の製剤化方法が多数検討されてきたが，未だ経口投与による全身性

真菌症治療が可能な AmB 製剤は開発されていない．また，薬効作用機

序において，AmB の抗真菌活性は AmB が脂質二重膜にイオンチャネ

ル様のポアを形成することにより細胞膜に脱分極が起こり，H
+，K

+な

どの 1 価カチオン，その他の細胞内成分に対する透過性の亢進が引
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き起こされ，それによる膜結合性酵素の活性阻害及び酸化的膜傷害な

どにより細胞内環境を劣化させ真菌細胞を死滅させると考えられてい

る．この脂質二重膜にイオンチャネル様のポアを形成する際に，AmB

は主として真菌細胞膜構成成分中の主なステロールであるエルゴステ

ロールへ選択的に結合して 8 量体を形成することで安定化すると考え

られている 21,22)．この作用メカニズムは " barrel-stave model" 仮説とし  

 

図 6. Amphotericin B の化学構造式  

Amphotericin B 

(MW: 924.09)  

図 7. Am B イオンチャネルの "barrel-stave" model
15)

 

AmB は真菌細胞膜中のエルゴステロールと結合して 8 量体となりポアを形成すること

により細胞膜の脱分極を引き起こすと考えられている．  
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てよく知られている  (図 7)．よって，barrel-stave model が AmB の薬効

作用メカニズムであるとすると，哺乳動物細胞膜構成成分中の主なス

テロールであるコレステロールよりも真菌膜構成成分中のエルゴステ

ロールに特異的に高い親和性を示すことが AmB の薬効発揮に重要と

考えられる 23-26)．したがって，より良好な抗真菌活性を持ち，腎毒性

のような重大な副作用を軽減した AmB 骨格を基盤とする新たな医薬

品を開発するためには，新たな薬物候補化合物に対して真菌細胞膜の

主構成成分であるエルゴステロール含有リン脂質膜と哺乳動物細胞膜

の主構成成分であるコレステロール含有リン脂質膜の親和性を評価し，

よりエルゴステロール含有リン脂質膜に特異的な親和性を示す化合物

を選び出すことが不可欠であると考えられる．  

 AmB の脂質膜への親和性は，副作用に関連する生体内分子への相互

作用選択性と薬効に関連する薬物標的分子への親和性に影響を与える

重要な因子の 1 つであると考えられる．つまり，ここでは AmB のエル

ゴステロール含有リン脂質膜への親和性とコレステロール含有リン脂

質膜への親和性の差を測定することによって評価できる脂質膜選択性

が副作用の発現に寄与しており，エルゴステロール含有リン脂質膜へ

の結合後の安定性が薬効に関連している可能性が考えられる．SPR の

原理を用いた分子間相互作用解析は，薬効メカニズムの解明を目的と

して薬物の脂質膜結合特性の研究にすでに利用されてきている 5-8)．こ

れまでに，著者ら及びその共同研究者らは SPR を利用した分子間相互

作用解析装置 Biacore を用いて抗菌性ペプチドと脂質膜との相互作用

を評価する方法を確立し，ペプチド－脂質膜相互作用のメカニズム解

析の一助となる反応速度論的パラメーター算出による脂質膜相互作用

の親和性を明らかにしてきた 9-12,27,28)．  

 本章第 1 節では，SPR 技術を利用した抗真菌薬と脂質膜との反応速

度論的解析に焦点を絞り，哺乳動物細胞膜と真菌細胞膜を模した 2 種

類のモデル脂質膜と AmB との相互作用において，分子間相互作用解析

装置 Biacore S51
29-31)を用いた創薬研究に実用的に利用可能なハイスル

ープットかつ高感度な AmB – モデル脂質膜親和性評価系の構築と
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AmB 濃度の異なる複数のセンサーグラムを用いたグローバルフィッ

ティングにより算出した 2つのモデル脂質膜と AmBとの反応速度論的

相互作用解析について記述した 32)．さらに，治療領域の血漿中濃度付

近での AmB のモデル脂質膜への結合特性についても考察した．本章第

2 節では，第 1 節において構築した評価系を基に，哺乳動物細胞膜と

細菌細胞膜を模した 2 種類のモデル脂質膜と抗真菌薬以外の抗菌薬と

の親和性の評価を試みた．  
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第 1 節 表面プラズモン共鳴法を用いた Amphotericin B とモ

デル脂質膜親和性評価系の構築  

  

第 1 項 実験材料及び方法  

 

1.1 試薬及び溶媒  

 

 本研究で使用した Amphotericin B，エルゴステロール，コレステロ

ール，ジメチルスルホオキシド  (DMSO) は Sigma-Aldrich Inc. (St. 

Louis，MO，U.S.A.) より購入し，DMSO は無水物を使用した．クロロ

ホルム及び 3-[(3-Cholamidpropyl)-dimethyl ammonio]propanesulfonate 

(CHAPS) は和光純薬工業株式会社  (大阪 ) 社製のクロロホルムは分光

分析用，CHAPS は試薬特級を使用した．1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero- 

3-phosphocholine (POPC)
15)

 は Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster，AL，

U.S.A.) より購入した．10 倍濃縮 phosphate buffered saline (PBS) は GE 

Healthcare U.K. Ltd. (Buchkinghamshire，UK) から購入した．蒸留水は

ナカライテスク株式会社  (京都 ) 製の HPLC 用を使用した．エルゴス

テロール，コレステロールの化学構造式を図 8 に示した．  

 

H

HO

H H

HO

H H

 

 

 

 

 

図 8. コレステロール及びエルゴステロールの化学構造式  

コレステロール  エルゴステロール  
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1.2 測定装置  

 

 SPR を用いた分子間相互作用分析装置には GE Healthcare U.K. Ltd.

社  (Buckinghamshire，UK) 製 Biacore S51 を使用し，センサーチップ

にはリポソームの固定化に有効な Series S Sensor Chip L1 (GE 

Healthcare U.K. Ltd.社製，以下 L1 センサーチップと略す ) を用いた．

ランニング緩衝液には，チップへのリポソームの固定化及び AmB と脂

質膜との相互作用評価ともに 10% DMSO を含んだ PBS を使用した．サ

ンプル注入ニードル洗浄溶液には 50% DMSO 溶液，センサーチップ再

生溶液には 20 mmol/L CHAPS 溶液を用いた．これらのすべての溶液は

用時調製し，0.22 µm のフィルターでろ過後，脱気して使用した．  

 

1.3 リポソームの調製  

 

 個々のリポソーム溶液を調製するために，POPC 及びエルゴステロ

ール，コレステロールはクロロホルムに溶解させた．調製したリポソ

ーム溶液を POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) 

の割合で混和し，遠心エバポレータにより溶媒を留去，乾燥させた後，

PBS でリポソームを再溶解した．この再溶解液  (リポソーム濃度：

POPC/ergosterol (4:1，v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1，v/v) ともに 4 

mmol/L) をほぼ透明になるまで超音波に照射し，100 nm 孔径のポリカ

ーボネートフィルター  (LiposoFast 社製 ) により 21 回ろ過し，100 nm

に粒子径を揃えたリポソームを含む溶液を得た．孔径 100 nm リポソー

ムを含む溶液  (4 mmol/L) を 10% DMSO を含んだ PBS で 8 倍希釈し，

リポソーム濃度 0.5 mmol/LPOPC/ergosterol (4:1， v/v) 溶液及び 0.5 

mmol/L POPC/cholesterol (4:1，v/v) 溶液を調製し，L1 センサーチップ

上への固定化に用いた．  
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いて一般的に使用される測定温度 25°C で実施した．AmB 測定溶液を

注入後，L1 センサーチップ表面から固定化したリポソーム及びリポソ

ームから解離せずに残存した AmB をすべて取り除くために流速 30 

µL/min で 20 mmol/L CHAPS 溶液を 15 µL 注入した．以上の一連の測定

を再現性を確認するために 3 回繰り返し実施した．  

 

1.6 データ解析  

 

 AmB－脂質膜相互作用測定により得られた 12 濃度のセンサーグラ

ムより， 1.5 – 10 µmol/L の 6 濃度のセンサーグラムを採用し，BIA 

evaluation ソフトウェア  (Ver. 4.1) を用いてグローバルフィッティン

グにより結合速度定数  (ka1，ka2)，解離速度定数  (kd1，kd2) 及び親和定

数  (K) を算出した．AmB－脂質膜相互作用評価の解析モデルには，ペ

プチド－脂質膜相互作用評価に用いられる Two-state reaction model 

(conformation change) を採用した 9-12)．  

 

 

 

 A：AmB   

 L：脂質膜  

 AL：AmB－脂質膜複合体  (静電的相互作用 ) 

 AL*：AmB－脂質膜複合体のコンフォメーション変化体   

   (疎水性相互作用 ) 

 

 AmB は脂質膜表面の極性基部分と静電的相互作用  (Step 1) により

結合した後，膜内部のアルキル鎖で構成される疎水性領域に侵入し，

疎水性相互作用により結合する  (Step 2)．  

この解析モデルにおける各 Step の親和定数は，以下に示した式により

算出される．  

 

A + L             AL             AL*  
ka1  

kd1 

ka2  

kd2 
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 R1：A と L の結合により形成された complex 1 

 R2：AL のコンフォメーション変化により形成された complex 2 

 Rmax：最大アナライト結合量  

 CA：アナライト濃度  

 

 親和定数  (K) は結合速度定数  (ka1，ka2) 及び解離速度定数  (kd1，kd2)

を用いて以下に示す式によって算出した．  

 

 K = ka1/kd1 ∙ (ka2+kd2)/kd2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

dR1/dt = ka1  ∙ CA (Rmax - R1 - R2) - kd1  ∙ R1 - k2 ∙ R1  + kd2  ∙ R2 

dR2/dt = ka2  ∙ R1 - kd2 ∙ R2 
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第 2 項 結果  

 

2.1 L1 センサーチップへのモデル脂質膜固定化の最適化  

 

 創薬研究で実用できる評価系を構築するためには，モデル脂質膜と

して 2 種類のステロールを含むリポソーム POPC/ergosterol (4:1, v/v) 

及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) を使用し，スループット及び再現性の

良好な測定法が必須である．本評価系に使用した 2 種のリポソームは

それぞれ，POPC/cholesterol (4:1, v/v) は哺乳動物細胞膜モデルとして，

POPC/ergosterol (4:1, v/v) は真菌細胞膜モデルとして用いた．近年，

AmB の SPR システムを用いた脂質膜親和性評価系として報告された

評価系は，センサーチップ上にリポソームを固定化できるリンカーを

修飾するための過程に長時間を要する上にリンカー修飾精度も評価デ

ータのバラつきの要因になり得る．また，AmB の継続的な繰り返し注

入によるセンサーチップ上に固定化したリポソームの劣化や各測定サ

イクルにおける前測定サイクルからの AmB のキャリーオーバーによ

る測定感度の低下，測定系のスループットなどの点に留意しなければ

ならない．これらのことを踏まえ，各問題点を改善したより良い AmB–

モデル脂質膜相互作用評価法の構築を目指した．そこで，脂質膜親和

性評価に一般的に汎用されている L1 センサーチップを用いてハイス

ループット，高感度かつ再現性の良好な AmB－モデル脂質膜の親和性

評価系の構築を試みた．  

 最初に固定化したリポソームの劣化及び AmB のキャリーオーバー

の解消について検討した．AmB－モデル脂質膜相互作用測定において

L1 センサーチップ上のリポソームに AmB 測定溶液を添加し，AmB の

結合過程で強固にリポソームと相互作用して保持した AmB が解離過

程で解離することなく残存した場合，続いて測定されるサンプルの反

応速度論的評価に影響を与え得ることが考えられる．したがって，良

好なデータを得るためには，残存した AmB を除去し，かつ，固定化し

たリポソームを良好な状態に保つ必要がある．これらの問題は，測定
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サイクル毎にリポソームごと L1 センサーチップ上より除去し，新たに

リポソームを固定化することで解決できると考え，AmB のキャリーオ

ーバーの解消及びリポソーム固定化量の均一化を目的として，L1 セン

サーチップから残存した AmB 及び固定化したリポソームを剥離して

再生するための最適な条件を検討した．L1 センサーチップ表面の再生

条件を最適化した結果，L1 センサーチップ表面は各測定サイクル毎に

20 mmol/L CHAPS 溶液を 15 µL注入することによって元来の L1 センサ

ーチップ表面へと完全に再生することが確認できた．最適なセンサー

チップ表面の再生条件は，モニターしているセンサーグラムのベース

ラインにおいて， 2 つのサンプルの測定開始時点を比較した時に，前

のサンプルの測定開始時に比べて次の測定開始時のベースラインが同

じレスポンスレベルを示すかどうかにより判断した．この操作は L1

センサーチップ表面が毎回の測定サイクルにおいて新鮮なリポソーム

で完全に覆われた状態にするために必須である．  

 一方，L1 センサーチップ上に固定化したリポソームから AmB のみ

を除去する再生方法も選択肢として挙げられるが，この再生方法は，

リポソームの状態を良好に保ちつつ AmB のみを除去する再生溶液を

最適化することが非常に困難であることに加え，測定中のリポソーム

の劣化を判断する基準の設定も必要となる．さらに，再生溶液添加後

のリポソーム表面の安定化に数十分から数時間を要する．それに対し

て，リポソームを測定サイクル毎に除去し新たに固定化する方法は，

リポソーム表面の安定化時間を約 3 分に短縮できスリープットの向上

を図ることが可能であった．これらの理由により，本評価系において

再生溶液によりリポソームから AmB のみを除去する再生方法は採用

しなかった．  

 最適化した再生条件下で，L1 センサーチップ上に固定化した 2 種の

モデル脂質膜の固定化量の均一性を確認するために，1 日に 12 サンプ

ルずつ 2 日間  (n = 24) に分けて AmB のモデル脂質膜親和性測定を実

施した．2 種のモデル脂質膜に対する平均固定化量  (Response units)，

標準偏差  (SD) 及び相対標  準偏差  (RSD) をそれぞれ表 2 に，また，
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リポソームの固定化過程のセンサーグラムを図 10 に示した．図 10 に

おいて，リポソーム固定化のためのリポソーム溶液の注入を 500 秒ま

で実施し，その後，送液をランニング緩衝液に切り替え，センサーグ

ラムの安定化に 200 秒の時間を設けている  (500 ～700 秒 )．センサー

グラムを安定化後，この時点のレゾナンスユニットをベースラインと

してリポソーム固定化量を算出した (図 10 中矢印 )．POPC/ergosterol 

(4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) のリポソーム固定化を繰り

返し実施した結果  (表 2，n = 24)，これらの平均固定化量はそれぞれ約

6800 RU と約 5600 RU，これらの固定化量の相対標準偏差は 1.3%未満

と精度も良好であり，L1 センサーチップ上へのリポソームの固定化が

良好な再現性を示すことが確認できた．また，薬物－脂質膜相互作用

解析において，特に Two-state reaction model を使用する際には，リポ

ソーム固定化量として約 4500 RU が必要であり，この基準を越えるリ

ポソーム量が固定化できれば，良好な再現性のあるセンサーグラムと

反応速度論的解析が可能とされている 9-12)．よって，今回の測定系に

おけるリポソーム固定化量とその再現性は薬物－脂質膜相互作用解析

に適用できるものであると判断した．  

表 2. L1 センサーチップへのリポソーム固定化量とその繰り返し精度  

Lipid type 
Response units RSD

a
  

(%) Mean (n = 24) SD 

POPC/ergosterol (4:1, v/v) 5622 29 0.5 

POPC/cholesterol (4:1, v/v) 6759 96 1.4 

 a)  Relative standard deviation  
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図 10. L1 セ ン サ ー チ ッ プ 上 へ の POPC/cholesterol (4:1, v/v) (A) 及 び

POPC/ergosterol (4:1, v/v) (B) の固定化センサーグラムの再現性  

 リポソーム固定化直後  (500 秒の時点 )  のセンサーグラムに顕著なシグナルの跳ね上

がりが認められる．これはランニング緩衝液のバルク効果によるものである．バルク効

果とは，フローセルの中を流れる溶媒そのものが及ぼすセンサーチップの金膜表面での

屈折率の変化のことであり，溶媒の種類やタンパク質濃度，塩濃度あるいは pH により

大きく変化する．今回の測定系の場合，リポソーム固定化に使用した溶液は，リポソー

ムを PBS に再溶解させた溶液をランニング緩衝液 10% DMSO を含んだ PBS で 8 倍希釈

した試料であるため，測定のランニング緩衝液に用いている 10% DMSO を含んだ PBS

と比べると DMSO 含有率が若干低く，溶媒組成が異なることになる．したがって，こ

のセンサーグラムの上昇は，リポソーム固定化後に送液がリポソーム溶液からランニン

グ緩衝液に切り替えられることによって， L1 センサーチップ表面を流れる溶液の溶媒

組成が変化し，バルク効果が生じたものであり，AmB とモデル脂質膜相互作用評価に

影響を及ぼすものではないと判断できる．  
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2.2 AmB とモデル脂質膜の相互作用  

 

 図 11 には AmB とセンサーチップ上に固定化したリポソーム

POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) との相互作

用を測定したセンサーグラムをそれぞれ示した．これらのセンサーグ

ラムより，添加した AmB 濃度の増加に伴いセンサーグラムのレスポン

スが上昇していることが確認できた．また，これらのセンサーグラム

の形状は AmB 濃度の増加に伴ってセンサーグラムの上昇幅が狭くな

ることなく，ほぼ均等に上昇している．これらのセンサーグラムから

AmB－脂質膜間の相互作用が飽和状態に達していないことが予測でき

る．一般的に，SPR による相互作用解析の際にはセンサーグラムが飽

和状態に至るまで測定溶液のアナライト濃度を上げてデータを取得す

る．しかしながら，AmB については 20 µmol/L 以上の濃度の AmB 測

定溶液を添加した際，センサーグラムのレスポンスが濃度依存的に上

昇せず，良好なセンサーグラムを得ることができなかった．また，図

11 の AmB の POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) 

に対する親和性を検出した  (A) 及び  (B) のセンサーグラムを比較す

ると，特に解離領域において AmB は POPC/ergosteorol (4:1, v/v) から

の解離の方が POPC/cholesterol (4:1, v/v) からの解離よりも遅いことが

認められた．この結果より，AmB はコレステロール含有脂質膜との結

合よりもエルゴステロール含有脂質膜との結合の方が強いという毛利

らの報告 15)を再現できたことが確認できた．  

 表 3 には，図 11 に示した 6 濃度  (1.5 －  10 µmol/L) の AmB－モデ

ル脂質膜相互作用のセンサーグラムを用いて，結合速度定数  (ka1，ka2) 

及び解離速度定数  (kd1， kd2)，親和定数  (K1，K2，K) を分子間相互作

用解析ソフト BIA evaluation  (Ver. 4.1) の Two-state reaction model 

(Conformation Change) グローバルフィッティングにより算出した結

果を示した．繰り返し測定  (n = 3) により算出した各パラメーターの

再現性は良好であった．センサーグラムの解析に用いた解析モデルは， 
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AmB－脂質膜またはペプチド－脂質膜などの 2 ステップの相互作用解

析のこれまでの報告を基に Two-state reaction model (Conformation 

Change) を選択した．この解析モデルは，静電的な相互作用を含む初

期の結合親和性，今回の研究では AmB とリポソームの親水性基部分の

ヘッドグループとの相互作用  (Step 1，ka1，kd1 を算出 ) を経て，疎水

的な相互作用によるアナライト AmB のモデル脂質膜内への侵入  (Step 

2，ka2，kd2 を算出 ) により脂質膜にポアを形成するような 2 段階の相

図 11. L1 センサーチップ上における AmB の 2 種のモデル脂質膜との相互作用セ

ンサーグラム       

   (A) POPC/cholesterol  (4:1,  v/v)， (B) POPC/ergosterol  (4:1, v/v)  

   AmB 濃度  (1)  10,  (2) 5 .0, (3)3.5,  (4)2.5,  (5) 2,  (6)  1 .5 µmol/L  

(1)  

(2)  

(3)  

(4)  

(5)  

(6)  

(1)  

(2)  

(3)  

(4)  
(5)  

(6)  
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Lipid type 
ka1

c) 
kd1

c)
 ka2

c)
 kd2

c)
 K1

c)
 K2

c)
 K

c)
 

(1/Ms) (×10
-3

, 1/s) (×10
-4

, 1/s) (×10
-5

, 1/s) (×10
5
, 1/M)   (×10

5
, 1/M) 

POPC/ergosterol
a)
 1600 ± 430

c)
 7.52 ± 1.85 3.96 ± 2.41 3.44 ± 2.00 2.12 ± 0.34 12.8 ± 3.7 28.5 ± 4.9 

POPC/cholesterol
b)

 9390 ± 400 86.6 ± 4.7 130 ± 9 1800 ± 200 1.09 ± 0.09 0.724 ± 0.091 1.87 ± 0.06 

Mean ± standard deviation．a) POPC/ergosterol (4:1, v/v)．b) POPC/cholesterol (4:1, v/v)．c) 結合速度定数 (ka1, ka2)，解離速度定数 (kd1，kd2) 及び親和定

数 K1 (ka1/kd1)，K2 (ka2/kd2)，K (K1 + K1K2)． 

表 3. Two-state reaction model解析により得られた AmB (1.5 – 10 µmol/L) とステロール含有 POPCリポソームとの相互作用における

速度論的パラメーター及び親和定数 (n = 3) 
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互作用を示すものに適していると，これまでの研究で報告されている

9-12),15)．  

 反応速度論的解析の結果，AmB のモデル脂質膜への親和定数  (K, 

1/M) は POPC/cholesterol (4:1, v/v) では 1.87×10
5，POPC/ergosterol (4:1, 

v/v) では 28.5×10
5と POPC/cholesterol (4:1, v/v) よりも POPC/ergosterol 

(4:1, v/v) に約 18 倍高い親和性を示した  (表 3)．AmB のモデル脂質膜

親和性作用様式の詳細を見てみると，AmB の静電的相互作用によるモ

デル脂質膜への Step 1 の相互作用は，結合速度定数  (ka1，1/Ms) にお

いては，POPC/ergosterol (4:1, v/v) が 1600，POPC/cholesterol (4:1, v/v) 

が 9390 と AmB の結合速度は POPC/cholesterol (4:1, v/v) への方が約 6

倍速く，解離速度定数  (kd1，1/s) においては，POPC/ergosterol (4:1, v/v) 

が 7.52×10
-3，POPC/cholesterol (4:1, v/v) が 86.6×10

-3 と AmB の解離速

度は POPC/cholesterol (4:1, v/v) の方が約 12 倍速かった．これらの各

速度定数を用いて Step 1 の親和定数を算出すると，POPC/ergosterol (4:1, 

v/v) と POPC/cholesterol (4:1, v/v) の 2 種のモデル脂質膜に対する K1

値はそれぞれ 2.12×10
5，1.09×10

5 と約 2 倍の相違であった．この結果

より，AmB のモデル脂質膜に対する静電的な相互作用にほとんど差は

なく，同等であると判断した．一方，Step 2 の疎水的な相互作用にお

ける結合速度定数  (ka2，1/s) は POPC/ergosterol (4:1, v/v)では 3.96×10
-4，

POPC/cholesterol (4:1, v/v) では 130×10
-4 と 2 種のモデル脂質膜の間で

大きく異なった．これは，AmB のモデル脂質膜への疎水的な相互作用

を利用した結合がエルゴステロール含有脂質膜への結合よりもコレス

テロール含有脂質膜への結合の方が約 33 倍強いことを示唆した．さら

に，Step 2 の相互作用における AmB のモデル脂質膜に対する解離速度

定 数  (kd2, 1/s) は POPC/ergosterol (4:1, v/v) で は 3.44 × 10
-5 ，

POPC/cholesterol (4:1, v/v) では 1800 × 10
-5 とエルゴステロール含有脂

質膜に対する解離速度定数はコレステロール含有脂質膜に対する解離

速度定数の 500 分の 1 以下であった．この結果は，AmB のコレステロ

ール含有脂質膜からの解離よりもエルゴステロール含有脂質膜からの

解離の方が非常に遅いことを示唆した．この遅い解離はセンサーグラ
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ム  (図 11) にも顕著に検出されており，AmB のエルゴステロール含有

脂質膜に対する高い親和性は，主に疎水的な相互作用の中でも解離速

度の遅さにあり，この解離速度の遅さが AmB の脂質膜内部でのイオン

チャネルの形成・安定化を促進すると考えられる 33,34)．  

 

2.3 治療領域の血漿中 AmB 濃度付近における脂質膜相互作用の変化  

 

 臨床における AmB 有効血中濃度である 0.25 －  1.5 µmol/L の AmB

測定溶液と固定化したリポソーム POPC/ergosterol (4:1, v/v) との相互

作用を示したセンサーグラムを詳細に確認した  (図 12)．AmB 測定溶

液は 50 秒間 30 µL/min でリポソームを固定化した L1 センサーチップ

表面に注入した．AmB 測定溶液の注入後，ランニング緩衝液を送液し

100秒間 AmBのモデル脂質膜からの解離を観察した．AmB濃度 0.25 －  

0.5 µmol/L のセンサーグラムにおいて，モデル脂質膜の親水性基部へ

の静電的な相互作用のみ  (Two-state reaction model の Step 1 部分のみ ) 

が認められることがその形状から判断できる 35)．この結果より，AmB

濃度範囲 0.25 －  0.5 µmol/L においては，エルゴステロール含有脂質

膜の疎水的な相互作用による脂質膜内部への AmB の侵入は起こって

いないと考えられる．一方，AmB 濃度範囲 1.0 －  1.5 µmol/L におい

ては，特に解離領域のセンサーグラムの形状に変化が認められ，AmB

濃度 0.25 －  0.5 µmol/L のセンサーグラムと比較すると AmB のモデル

脂質膜からの解離が遅くなっていることがわかった．このことより，

AmB の脂質膜相互作用は，AmB 濃度 1.0 －  1.5 µmol/L を境に AmB

とエルゴステロール含有脂質膜との間にわずかに疎水的な相互作用  

(Two-state reaction model の Step 2) が生じ始めていることが考えられ

た．ヒト血漿中 AmB 薬効濃度は 1.0 µmol/L 以上とされていることか

ら 36)，  AmB 濃度 1.0 µmol/L を境に生じる AmB のエルゴステロール

含有脂質膜への相互作用の変化は AmB の薬効と関連している可能性

があることが示唆された．これは，センサーグラムの形状と治療にお

ける薬物の効果作用機序を関係づける可能性を示唆した初めての報告  
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である．  

 今回の SPR を利用した分子間相互作用解析研究において，AmB のモ

デル脂質膜親和性は 0.25 µmol/L まで検出することができ，AmB のモ

デル脂質膜への相互作用解析の感度は以前報告された測定法 15)と比べ

て約 20 倍の高感度を達成した．  

 

 

 

 

 

 

図 12. L1 セ ンサ ー チッ プ上 にお ける AmB の固 定化 リポ ソーム  

POPC/ergosterol (4:1, v/v) との相互作用センサーグラム  
AmB 濃度  (1)  1 .5, (2) 1.0,  (3) 0.50, (4) 0 .25 µmol/L 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 
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第 3 項 考察  

 

 近年，大阪大学大学院理学研究科村田らの研究により Biacore X を用

いて AmB の非特異的な結合を軽減するために独自に修飾した CM5 セ

ンサーチップにリポソームを固定化し，AmB とステロールを含む脂質

膜の親和性を評価する系が構築された．この研究結果より分子間相互

作用解析ソフト BIA evaluation の Two-state reaction model ローカルフィ

ッティングによる解析において AmB はコレステロール含有脂質膜よ

りもエルゴステロール含有脂質膜へ約 44 倍高い親和性を示すという

AmB のステロール選択性が報告された 15)．しかし，これらの研究で構

築された測定法は，リポソームの固定化に通常使用する L1 センサーチ

ップを用いず，タンパク質の固定化に有効とされる CM5 センサーチッ

プを用いてリポソーム固定化用のリンカーを修飾することでリポソー

ムを固定化できるセンサーチップにしているため，リポソームの固定

化量の均一化という意味では，CM5 センサーチップへのリンカー修飾

精度もリポソーム固定化量のバラツキの原因となり得る．さらに，ベ

ースラインの安定化に長時間を要し，固定化したリポソームは繰り返

し測定に供するなどアナライト測定のスループット及び再現性に乏し

い欠点もあり，創薬研究において実用的に使用することができなかっ

た．創薬研究に適用できる評価系には，簡便に誰が実施しても同様の

結果が得られる良好な再現性とより多数の化合物評価が可能となる迅

速さが必要である．これらを実現するために，センサーチップの修飾

など複雑な工程を必要としないリポソームの固定化に最も一般的に用

いられる L1 センサーチップを用いた評価系の構築を目指した．非特異

的な結合の有無やリポソーム固定化後のベースラインの安定に関して

は，SPR システムの装置の状態も大きく影響を与えることが考えられ

る．そのため，より安定的に良好なデータを再現性よく取得するため

に，日常のメンテナンスにおいても洗浄条件などを詳細に検討し，常

に SPR システムが良好な状態を保てるメンテナンス方法を設定した．

本実験において，良好な再現性が可能になった一因には，このような
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入念なシステムメンテナンスも挙げられると推測される．  

 図 10 に示したリポソーム固定化時のセンサーグラムにおいて，リポ

ソーム固定化直後  (500 秒の時点 ) のセンサーグラムに顕著なシグナ

ルの跳ね上がりが認められる．これはランニング緩衝液のバルク効果

によるものである．バルク効果とは，フローセルの中を流れる溶媒そ

のものが及ぼすセンサーチップの金膜表面での屈折率の変化のことで

あり，溶媒の種類やタンパク質濃度，塩濃度あるいは pH により大き

く変化する．SPR を用いた相互作用解析を実施する際にはこのバルク

効果を差し引くことが重要であり，一般的には，アナライトを含んだ

測定溶液とランニング緩衝液の溶媒組成を同じものに揃え，このバル

ク効果を抑えている．今回の測定系の場合，リポソーム固定化に使用

した溶液は，リポソームを PBS に再溶解させた溶液をランニング緩衝

液 10% DMSO を含んだ PBS で 8 倍希釈した試料である．そのため，リ

ポソーム溶液は，測定のランニング緩衝液に用いている 10% DMSO を

含んだ PBS と比べると DMSO 含有率が若干低く，溶媒組成が異なるこ

とになる．したがって，このセンサーグラムの上昇は，リポソーム固

定化後に送液がリポソーム溶液からランニング緩衝液に切り替えられ

ることによって，L1 センサーチップ表面を流れる溶液の溶媒組成が変

化し，バルク効果が生じたものであり，AmB とモデル脂質膜相互作用

評価に影響を及ぼすものではないと判断できる．また，表 2 において

は，POPC/cholesterol (4:1, v/v) 及び POPC/ergosterol (4:1, v/v) 間の L1

センサーチップ上への固定化量には相違が認められるが，その差を以

下の式に従って算出したところ 10%未満であった．  

 

   POPC/ergosterol
a
 or POPC/cholesterol

b
 

   (POPC/ergosterol + POPC/cholesterol)/2  

 a: POPC/ergosterol (4:1, v/v) 固定化量  

 b: POPC/cholesterol (4:1, v/v) 固定化量  

 

この結果より，L1 センサーチップ上に様々な脂質膜を固定化したこれ

リポソーム  

固定化量の差  (%) 
=                                   ×100 
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までの研究データや今回の研究における反応速度定数を含む様々なパ

ラメーターを踏まえ，分析学的な視点で考えてリポソーム固定化量の

10%未満の相違が測定結果に大きな影響を与るものとは考え難いので，

これらの固定化量の違いは 2 種のモデル脂質膜への親和性の評価に影

響を与えないと判断した．  

 AmB は強力な抗真菌薬として周知されており，治療領域と副作用領

域の血漿中濃度が近いことでも知られている 37)．AmB の副作用を軽減

し，安全かつ有効な治療を提供するためには，臨床施設において AmB

の血漿中濃度をモニターし，有効薬効濃度と毒性濃度に常に留意して

AmB の血漿中濃度を制御しなければならないのが現状である．例えば，

腎毒性のような重篤な副作用は AmB がコレステロール含有脂質膜に

結合することによる細胞破壊によって引き起こされる可能性が考えら

れている 38,39)．抗真菌薬として有効な薬物の薬効作用機序の観点から

考えると，コレステロール含有脂質膜とエルゴステロール含有脂質膜

の間に劇的な親和性の違い，つまり，エルゴステロール含有脂質膜に

対する高い選択性が必須であり，AmB が示した約 18 倍程度のエルゴ

ステロール含有脂質膜の膜選択性ではまだ不十分なのかもしれない．

AmB を凌駕する薬効を有し，且つ，副作用を軽減するためには，SPR

を用いた評価系において少なくとも 18 倍以上のエルゴステロール含

有脂質膜選択性が必要であることが推定できる．  

 AmB は，SPR による分子間相互作用評価によってエルゴステロール

含有脂質膜への膜選択性が認められたが，高い薬効を持ち副作用が少

ない理想とする抗真菌薬は SPR を用いた親和性評価系において，より

高いエルゴステロール含有脂質膜選択性を示さなければならない可能

性が示唆された．今回の研究を通じて，薬効に関連する標的タンパク

質や毒性に関連する哺乳動物細胞膜モデルなどと新薬開発候補化合物

の親和性を SPR を用いて評価系を構築することによって，これらの評

価法が新薬の研究開発において薬効と毒性のバランスを評価できる有

用なツールとなると考える．つまり，創薬研究において，毒性がない

化合物を創出するというのが最も理想ではあるが，薬物が外因性の物
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質である限り，実際にはそのような化合物を創出することは不可能に

等しいと考えられる．そこで，本研究で構築したような SPR を利用し

た評価系を用いて薬物と様々な標的分子との相互作用を評価すること

で，毒性もあるがそれよりも強力な薬効を示す可能性のある薬物を選

出することが可能であると考えられる．  

 モデル脂質膜と薬物との反応速度論的な相互作用を評価する効果的

かつ効率的な方法を確立するための試みの観点から，本評価法は 1 本

の測定試料の測定サイクルが約 30 分であり，1 日に 10 化合物の評価

を可能とするスループットの向上を達成し，これまでに報告されてい

る方法と比べてハイスループットな SPR を用いた AmB－脂質膜相互

作用解析法が確立できたと考える．また，本評価法はモデル脂質膜組

成の変更やランニング緩衝液の変更により，抗真菌薬のみならず他の

様々な薬物と脂質膜の相互作用評価に容易に適合できると考えられる． 
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第 4 項 小括  

 

  本評価法は 1 日に 10 化合物の評価を可能とするスループットの向

上を達成し，これまでに報告されている方法と比べてハイスループッ

トな SPR を用いた AmB－脂質膜相互作用解析法が確立できた．構築し

た評価法は，リポソームの L1 センサーチップ上への固定化及び AmB

のモデル脂質膜への反応速度論的解析の評価について良好な再現性を

示した．これらの結果は，本評価法が AmB の哺乳動物モデル脂質膜及

び真菌細胞脂質膜との相互作用の選択性評価に利用できることを示唆

した．また，本評価法により AmB のエルゴステロール含有脂質膜に対

する親和性がコレステロール含有脂質膜への親和性よりも約 18 倍高

いことを明示した．このエルゴステロール含有脂質膜に対する高い親

和性は，特に AmB のコレステロール含有脂質膜からの解離よりもエル

ゴステロール含有脂質膜からの解離の方が非常に遅いことに起因する

と考えられる．また，治療領域の血漿中 AmB 濃度付近の AmB のモデ

ル脂質膜への相互作用変化が，センサーグラムの形状変化によって説

明できる可能性を示唆した．  

 これらの結果より，今回確立した SPR を用いた AmB－脂質膜相互作

用評価法が抗真菌薬の脂質膜結合の選択性や抗真菌活性の強弱を予測

する有益なツールとなると期待される．  
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第 2 節 表面プラズモン共鳴法を用いた Amphotericin B とモ

デル脂質膜親和性評価系の他剤への応用  

 

第 1 項 実験材料及び方法  

 

1.1 試薬及び溶媒  

 

 本研究で使用したエリスロマイシン，ムピロシン , D-シクロセリン及

び DMSO は Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis，MO，U.S.A.) より購入し，

DMSO は無水物を使用した．クロロホルム及び CHAPS は和光純薬工

業株式会社  (大阪 ) 製でクロロホルムは分光分析用，CHAPS は試薬特

級を使用した．POPC，1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidyl-grycerol (POPG)

及び 1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidiyl-ethanolamine (POPE) は Avanti 

Polar Lipids, Inc. (Alabaster，AL，U.S.A.) より購入した．メタノール

は関東化学株式会社  (東京 ) 製の HPLC 用を使用した．蒸留水はナカ

ライテスク株式会社  (京都 ) 製の HPLC 用を使用した．HBS-N buffer

は GE Healthcare U.K. Ltd. (Buchkinghamshire，UK) から購入した．図

13 にはエリスロマイシン，ムピロシン及び D-シクロセリンの化学構造

式を示した．  
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図 13．エリスロマイシン，ムピロシン及び D-シクロセリンの化学構造式  
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1.2 測定装置  

 

 SPR を用いた分子間相互作用分析装置には GE Healthcare U.K. Ltd.

社  (Buckinghamshire，UK) 製 Biacore S51 を使用し，センサーチップ

にはリポソームの固定化に有効な L1 センサーチップを用いた．ランニ

ング緩衝液には，チップへのリポソームの固定化及び抗菌薬と脂質膜

との相互作用評価ともに 5% DMSO を含んだ HBS-N buffer を使用した．

サンプル注入ニードル洗浄溶液には 50% DMSO 溶液，センサーチップ

再生溶液には 20 mmol/L CHAPS 溶液を用いた．これらのすべての溶液

は用時調製し，0.22 µm のフィルターでろ過後，脱気して使用した．  

 

1.3 リポソームの調製  

 

 個々のリポソーム溶液を調製するために， POPC 及び POPE
10)，

POPG
10)をそれぞれクロロホルム /メタノール混液  (4:1, v/v) に溶解さ

せた．調製したリポソーム溶液 POPE 及び POPG は 4:1 (v/v) の割合で

混和した．その後，リポソーム溶液 POPC 及び POPE/POPG (4:1, v/v) を

それぞれ遠心エバポレータにより溶媒を留去，乾燥させた後，HBS-N 

buffer でリポソームを再溶解した．この再溶解液  (リポソーム濃度：

POPC 及び POPE/POPG (4:1，v/v) ともに 20 mmol/L) をほぼ透明にな

るまで超音波に照射し， 100 nm 孔径のポリカーボネートフィルター  

(LiposoFast 社製 ) により 21 回ろ過し，100 nm に粒子径を揃えたリポ

ソームを含む溶液を得た．孔径 100 nm リポソームを含む溶液を 5% 

DMSO を含んだ HBS-N buffer で 40 倍希釈し，リポソーム濃度 0.5 

mmol/L POPC 溶液及び 0.5 mmol/L POPE/POPG (4:1，v/v) 溶液を調製

し，L1 センサーチップ上への固定化に用いた．  

 

1.4 リポソームの固定化  

 

 Biacore S51 に L1 センサーチップを装着した後，流速 30 µL/min，で
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20 mmol/L CHAPS 溶液 15 µL を 3 回注入してセンサーチップ表面を洗

浄した．L1 センサーチップ洗浄後，0.5 mmol/L リポソーム溶液を流速

10 µL/min で 240 秒間注入し，それぞれのリポソームを L1 センサーチ

ップ上に固定化した．  

 

1.5 抗菌薬と脂質膜の相互作用測定  

 

 抗菌薬測定用溶液は 12.5 – 100 µmol/L の濃度範囲で 4 ポイント  

(12.5, 25, 50, 100 µmol/L) を 5% DMSO を含んだ HBS-N buffer を用いて

調製した．この抗菌薬測定溶液は，流速 30 µL/min で 60 秒間  (30 µL) 注

入した．注入後，ランニング緩衝液を 30 µL/min で 30 秒間送液した．

すべての測定は，測定温度 25°C で実施した．抗菌薬測定溶液を注入後，

L1 センサーチップ表面から固定化したリポソーム及び解離せずに残

存した抗菌薬をすべて取り除くために流速 30 µL/min で 20 mmol/L 

CHAPS 溶液を 15 µL 注入した．  

 

1.6 データ解析  

 

 抗菌薬－脂質膜相互作用測定により得られた 12.5 – 100 µmol/L のセ

ンサーグラムを採用し，これらのセンサーグラムの形状から BIA 

evaluation ソフトウェア  (Ver. 4.1) のセンサーグラムの平衡状態が検

出された時の解析に適用される Steady State model を用いて親和定数を

算出した．  
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第 2 項 結果  

 

2.1 L1 センサーチップへのモデル脂質膜固定化の確認  

 

 本実験では，モデル脂質膜として 2 種類のリポソーム POPC 及び

POPE/POPG (4:1, v/v) を使用した．POPC は哺乳動物細胞膜モデルとし

て，POPE/POPG (4:1, v/v) は細菌細胞膜モデルとして用いた．L1 セン

サーチップ上に固定化する 2 種のモデル脂質膜が最適な条件下で安定

的に固定化できることを確認するために 9 サンプルを測定した．2 種

のモデル脂質膜に対する平均固定化量  (Response units)，標準偏差  

(SD) 及び相対標  準偏差  (RSD) をそれぞれ表 4 に示した．これらの結

果より，リポソーム固定化量の平均は POPC 約 7100 RU，POPE/POPG 

(4:1, v/v) は約 6500 RU であり，これらの固定化量の相対標準偏差は

0.3%未満と良好であった．以上より，L1 センサーチップ上へのリポソ

ームの固定化が良好な再現性を示し，固定化条件が適当であることが

確認できた．また，薬物－脂質膜相互作用解析において，良好な再現

性を示すセンサーグラムの取得と反応速度論的解析を実施するために

は，リポソームの固定化量は約 4500 RU 必要とされていることから 9-12)，

今回の測定系におけるリポソーム固定化量とその再現性は薬物－脂質

膜相互作用解析に適用できるものであると判断した．  

 

 

 

 

表 4. L1 センサーチップへのリポソーム固定化量とその繰り返し精度  

Lipid type 
Response units  

RSD (%)
a
 

Mean (n  = 9) SD 

POPC 7113 18 0.3 

POPE/POPG (4:1, v/v)  6528 8 0.1 

a) Relat ive standard deviat ion  
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2.2 抗菌薬とモデル脂質膜の相互作用解析  

 

 図 14 にはエリスロマイシン，ムピロシン及び D-シクロセリンとモ

デル脂質膜 POPC 及び POPE/POPG (4:1, v/v) との相互作用測定の結果

のセンサーグラムを示した．測定した薬物濃度は 12.5 – 100 µmol/L の

濃度範囲内の 4 ポイント  (12.5，25，50，100 µmol/L) であった．すべ

ての薬物において，モデル脂質膜との相互作用は非常に弱く，最高濃

度の 100 µmol/L 溶液の測定でもレスポンスの高いもので 80 RU 程度で

あった．エリスロマイシン及びムピロシンについては，濃度依存的に

レスポンスが上昇したセンサーグラムの検出が可能であったが  (図 14 

(A) – (D))，D-シクロセリンにおいては，100 µmol/L のサンプルのセン

サーグラムが最もレスポンスが低くなり，濃度依存的なセンサーグラ

ムが検出できなかった  (図 14 (E)，(F))．これは，D-シクロセリンのモ

デル脂質膜に対する親和性が低いことに加え，D-シクロセリンの分子

量が 102.09 と小さいために，質量変化を相互作用変化として検出する

Biacore S51 の検出限界以下であったと考えられる．したがって，デー

タ解析は，脂質膜との相互作用を検出できたエリスロマイシン及びム

ピロシンについてのみ実施し，D-シクロセリンはデータ解析しなかっ

た．エリスロマイシン及びムピロシンは，サンプル測定溶液を注入直

後，薬物とモデル脂質膜との相互作用によりセンサーグラムは瞬時に

上昇してプラトーに達し，注入終了後に送液をランニング緩衝液へと

切り替えると  (センサーグラム 60 秒の時点 )，薬物はモデル脂質膜か

ら速やかに解離し，センサーグラムはベースラインに戻った．このよ

うな形のセンサーグラムは，箱型と呼ばれ，リガンドとアナライトが

1:1 で相互作用する時に多く見られる 5)．これらのセンサーグラムより，

エリスロマイシン及びムピロシンとモデル脂質膜との相互作用はリガ

ンドとアナライトが 1:1 で相互作用する単純な反応が主であり，第 1

節に記述した AmBとエルゴステロール含有脂質膜のような 2段階の反

応により強固に相互作用して複合体を形成するような相互作用様式で

はないことがわかった．これらのセンサーグラムより，本実験の相互  



 

42 

 

 

¥ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) (F) 

図 14. L1 センサーチップ上におけるエリスロマイシン，ムピロシン及び D-シク

ロセリンの固定化リポソーム POPC 及び POPE/POPG (4:1, v/v) との相互作用セ

ンサーグラム  

 エリスロマイシン –POPC (A),  エリスロマイシン –POPE/POPG (4:1,  v/v) (B), ムピロシ

ン –POPC (C)，ムピロシン –POPE/POPG (4:1,  v/v) (D)，D-シクロセリン –POPC (E)，D-シ

クロセリン –POPE/POPG (4:1,  v/v) (F)  

薬物濃度  (1)  100, (2) 50,  (3) 25,  (4) 12.5 µmol/L 

(1) 

(2)  

(3)  

(4)  

(1)  

(2)  

(3)  

(4)  

(1)  

(2)  

(3)  

(4)  

(1)  

(2)  

(3)  

(4)  

(1)  

(2)  (3)  (4)  

(1)  

(2)  (3)  (4)  
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作用測定結果解析には， AmB 親和性解析時に用いた解析モデル

Two-state reaction model は不適切であると判断し，センサーグラムが平

衡状態に達している相互作用の解析に適切とされる Steady state 

affinity model を用いて 7,8,  40)，親和定数  (結合定数 KA，解離定数 KD) を

算出した．これらの解析結果を表 5 に示した．エリスロマイシンの親

和定数において，KA 値  (1/M) は POPC に対して 5.15 × 10
4，POPE/POPG 

(4:1, v/v) に対して 6.61 × 10
4 と POPE/POPG (4:1, v/v) への結合定数の

方が約 1.3 倍大きく，KD 値  (M) は POPC に対して 1.94 × 10
-5，

POPE/POPG (4:1, v/v) に対して 1.51 × 10
-5 と POPE/POPG (4:1, v/v) へ

の解離定数の方が約 4/5 小さかった．また，ムピロシンの親和定数は，

POPC に対する KA 値 2.19 × 10
4，POPE/POPG (4:1, v/v) に対する KA 値

3.89 × 10
4 と約 1.8 倍 POPE/POPG (4:1, v/v) への結合定数の方が大きく，

POPC に対する KD 値  (M) は，4.57 × 10
-5，POPE/POPG (4:1, v/v) に対

する KD値は 2.57 × 10
-5 と POPE/POPG (4:1, v/v) への解離定数の方が約

3/5 小さかった．以上より，エリスロマイシン，ムピロシンともに POPC

よりも POPE/POPG (4:1, v/v) に対して高い親和性を示した．しかしな

がら，全体的な親和性は第 1 節で解析した AmB とモデル脂質膜の親和

性と比較しても明らかなように，センサーグラムのレスポンスや反応

速度論的パラメーターからこれらの薬物はモデル脂質膜との親和性が

弱いことがわかる．  

 図 15 には，縦軸に各センサーグラムのシグナルレスポンス，横軸に  

表 5. Steady State Model 解析により得られたエリスロマイシン及びムピロシ

ン  (12.5 – 100 µmol/L) とモデル脂質膜との相互作用における親和定数  

 

Compound Liposome type 
KA 

b)
 

(×10
4
, 1/M) 

KD  
c )

 

(×10
-5

, M) 

Erythromycin POPC 5.15 1.94 

 
PE/PG

a )
 6.61 1.51 

Mupirocin POPC 2.19 4.57 

 
PE/PG

a )
 3.89 2.57 

    

    a)  POPE/POPG (4:1,  v/v)． b) 結合定数 (KA)． c)  解離定数  (KD)．  





 

45 

 

薬物濃度を取り，エリスロマイシン及びムピロシンの POPC 及び

POPE/POPG (4:1, v/v) への結合レスポンスをプロットしたグラフを示

した．このグラフは薬物の脂質膜への吸着性予測に用いられるもので

あり，薬物と脂質膜との結合レスポンスを薬物濃度を振って測定し，

濃度依存的なレスポンスが得られた際，一般的に薬物と脂質膜との間

にアフィニティーが存在する場合は，薬物濃度が高くなるにつれて結

合量は飽和に達し，平衡値に収束する現象を観察することができる．

一方，脂質膜透過性の高い薬物の場合は，濃度を上げてもそのプロッ

トは収束することなく，直線的に上昇していく．今回の結果では，プ

ロットは高濃度側において平衡値への収束が認められた．SPR による

相互作用評価において，このような傾向を持つ薬物には，正の電荷を

もつ薬物が多く，脂質膜透過性が低いとされている 5)．しかし，エリ

スロマイシンやムピロシンの構造式からは，負電荷が予測される官能

基があるため，これらの解析結果は，親和性が弱すぎるために分子間

相互作用を正しく反映できていない可能性が示唆された．  
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第 3 項 考察  

 

 表 4 で示した POPC 及び POPE/POPG (4:1, v/v) 間の L1 センサーチッ

プ上への平均固定化量において認められた固定化量の相違が薬物の脂

質膜親和性評価へ影響がないか判断するために，以下の式に従って 2

種のリポソーム固定化量の差を算出した．  

 

    POPC or POPE/POPG
a
 

   (POPC + POPC/POPE)/2 

  a: POPE/POPG (4:1, v/v) 固定化量  

 

以上の計算の結果，その差は 5%未満であった．この結果より，これま

での研究における L1 センサーチップ上へのリポソーム固定化量の変

動とその測定結果への影響の有無を基に，本実験のリポソーム固定化

量の変動は相互作用測定結果に影響を与えないと判断できるため，こ

れらの固定化量の違いは 2 種のモデル脂質膜への親和性の評価に影響

を与えないと判断した．  

 薬物の脂質膜吸着性の予測検討をするために図 15 に示したグラフ

の結果から，エリスロマイシン及びムピロシンの体内薬物動態を予測

することが本評価系では困難であることがわかった．これには，薬物

の脂質膜に対する親和性の弱さとその薬効作用機序が関連しているの

ではないかと考えられる．つまり，AmB がエルゴステロール含有脂質

膜と結合することによって細胞膜にイオンチャネルを形成し，脱分極

を起こすことを薬効作用機序とするのに対し，エリスロマイシン，ム

ピロシンは細菌のタンパク質合成を阻害することを薬効作用機序とす

る 41, 42)．そのため，薬効メカニズムとして直接的に脂質膜との相互作

用を必要としないことから，脂質膜に対する相互作用が低いことが in 

vivo データと相関しない原因の一つである可能性が考えられる．しか

しながら，SPR を用いた評価系の利点として，単純な成分を固定化す

ることにより，固定化した成分と相互作用させる分子のみのシンプル

=                       ×100 
リポソーム  

固定化量の差  (%) 
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な相互作用を評価できることも挙げられる．よって，このような単純

な評価系のデータが in vivo データとすべてにおいて良好な相関が得ら

れるわけではないことは容易に想像できる．したがって，本結果に対

する見方を変えて， in vivo データとの相関ではなく，脂質膜との相互

作用を薬効作用機序として有する AmB では良好に親和性が検出でき，

脂質膜との相互作用を薬効作用機序としないエリスロマイシン及びム

ピロシンでは親和性が弱く，脂質膜親和性評価が困難であったという

点に着目すると，本評価系が薬物と脂質膜の親和性評価系として有効

に利用できることを裏付ける結果であると考えられる．また，今回分

子量の小さい D-シクロセリンに対しては検出限界以下と判断したが，

D-シクロセリンの薬効作用機序もまた脂質膜との結合ではなく，細胞

壁構成成分であるペプチドグリカンの合成阻害により抗菌活性を発揮

する薬剤である 43)．仮に分子量が D-シクロセリンと同程度の低分子の

薬物であったとしても，脂質膜への結合を薬効作用機序に持つ薬物で

あれば，Biacore S51 による相互作用を検出できる可能性も考えられる． 

 薬物動態面において，エリスロマイシンは吸収が速い薬物として知

られているが 44)，脂質膜吸着性予測の検討結果では，脂質膜透過性が

低いことを示唆する結果となった．これは，前述したような低親和性

の影響が考えられることに加え，エリスロマイシンの安定性に問題が

あることも懸念される．エリスロマイシンを経口投与した際，胃酸に

より容易に失活することが報告されており，臨床で用いられている医

薬品は，これらの分解を回避するために，製剤化過程でコーティング

など様々な工夫を施してエリスロマイシンを安定化させている 45)．本

実験において，エリスロマイシン測定溶液やランニング緩衝液は中性

であるが，測定溶液を調製中又は調製後に測定溶液中でエリスロマイ

シンが分解していた場合，その相互作用は減弱することが予想される．

よって，エリスロマイシンの脂質膜親和性をより正確に評価するため

には，エリスロマイシンの安定性について，今後更に検討する必要が

あると考えられる．  
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 一方，本実験に用いたもう一つの薬物ムピロシンは鼻粘膜からほと

んど吸収されないことが報告されている 46)．この粘膜透過性の低さは

POPC との親和性の低さからも予想できる．厳密には，各組織の細胞

膜組成は異なるため，今後，鼻粘膜細胞膜組成や小腸粘膜細胞膜組成

のモデル脂質膜を用いて相互作用解析することで，ハイスループット

な in vitro 評価によって各組織での生体内薬物動態における目安とな

るデータが得られることも可能であると考える．ただし，本評価系に

よって取得できると予想される薬物の消化管吸収性に関するデータは，

受動拡散による吸収のみであり，担体を介した能動輸送に関しては，

輸送に利用される担体となる膜タンパク質などをセンサーチップ上に

固定化して薬物との相互作用を測定する新たな評価系の構築が必要で

ある．また，ムピロシンにおいては，カルシウム水和物として製剤化

されているので，ヒトの臨床予測性の向上を目指すためには，製剤化

されたムピロシンカルシウム水和物を用いた脂質膜親和性評価を実施

することも重要であると考えられる．  
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第 4 項 小括  

 

 第 1 節で構築した評価系を用いて抗真菌薬以外の抗菌薬とモデル脂

質膜との親和性を評価した．今回の実験において，分子量 102.09 の

D-シクロセリンは Biacore S51 の検出限界以下のため，良好なセンサー

グラムが得られず，脂質膜親和性評価ができなかった．エリスロマイ

シン及びムピロシンについては，良好なセンサーグラムが得られたが，

どちらも脂質膜に対する親和性が弱く，反応速度論的パラメーターの

解釈が困難であった．しかしながら，これらの結果は，本実験に用い

た 2 種の化合物の薬効作用機序が細菌のタンパク質合成阻害であるこ

とから，薬効作用機序に脂質膜との結合が必須と考えられている AmB

と比較してセンサーグラムのレスポンスが低いことや低親和性を示す

親和定数が算出されたことにより，本評価系が脂質膜親和性評価系と

して有効に利用できることを確認できる判断材料の一つとなった．  

 今回の結果より，本評価系が薬物脂質膜親和性評価に有用であるこ

とが確認でき，それらの結果より，薬効・毒性の指標のみならず，薬

物動態，特に消化管からの吸収や組織移行性の指標となり得るデータ

の提供が可能であることが示唆された．今後，薬物動態の観点におい

ても留意しながら，様々な組成の脂質膜との相互作用評価データや将

来的には膜タンパク質との相互作用評価データも取得し，バイオアベ

イラビリティーや組織移行性などのデータとの相関関係についてより

詳細に考察していく必要がある．  
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Fungizone 投与後の患者で観察されたことから，これらは界面活性剤で

あるデオキシコール酸の存在が原因であると考えられている 53)．  

 本章では，第 1 章で構築した評価系 32)を基に，SPR システムを用い

た AmB を製剤化した医薬品である Fungizone の 2 種の脂質膜に対する

親和性評価系を構築し，それらの結合特性について記述した 54)．また，

Fungizone 評価のために最適化した測定法の測定繰り返し精度及び再

現性を確認し，Fungizone のモデル脂質膜に対する温度依存的な相互作

用変化を明らかにするとともに，Fungizone に含まれる主な医薬品添加

物であるデオキシコール酸ナトリウムによる測定系への影響について

も確認した．さらに，第 1 章で報告した Fungizone の主成分薬物であ

る AmB の脂質膜親和性と Fungizone の脂質膜親和性を比較し，それら

の違いを考察した．  
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第 2 項 実験材料及び方法  

 

2.1 試薬及び溶媒  

 

 エルゴステロール，コレステロールは Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis，

MO，U.S.A.) から購入した．クロロホルム，2-propanol (IPA)，塩酸  (HCl) 

及び CHAPS は和光純薬工業株式会社  (大阪 ) 製で，クロロホルムは分

光分析用，IPA は HPLC 用，HCl 及び CHAPS は試薬特級品を使用した．

POPC は Avanti Polar Lipids, Inc.  (Alabaster，AL，U.S.A.) より購入した．

蒸留水はナカライテスク株式会社  (京都 ) 製の HPLC 用を使用した．

デオキシコール酸ナトリウムは Merk KGaA 社  (Darmstadt，Germany) 

よ り 購 入 し た ． 10 倍 濃 縮 PBS は GE Healthcare U.K. Ltd. 

(Buchkinghamshire， UK) から購入した． Fungizone は Bristol-Myers 

Squibb Company (New York, NY，U.S.A.) より入手した．5%グルコース

溶液及び注射用水は大塚製薬工業株式会社  (東京 ) より購入した．  

 

2.2 測定装置  

 

 SPR を用いた分子間相互作用分析装置には GE Healthcare U.K. Ltd.

社  (Buckinghamshire，UK) 製 Biacore S51 を使用し，センサーチップ

にはリポソームの固定化に有効な Series S Sensor Chip L1 (GE 

Healthcare U.K. Ltd.社製，以下 L1 センサーチップと略す ) を使用した．

ランニング緩衝液には，L1 センサーチップへのリポソームの固定化及

び Fungizone の脂質膜への相互作用評価ともに PBS を用いた．サンプ

ル注入ニードル洗浄溶液には 20 mmol/L CHAPS 溶液，センサーチップ

再生溶液には 100 mmol/L HCl/IPA (1:1, v/v) 混液を用いた．これらすべ

ての溶液は用時調製し，0.22 µm のフィルターでろ過後，脱気して使

用した．  
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2.3 リポソームの調製  

 

 個々のリポソーム溶液を調製するために，POPC 及びエルゴステロ

ール，コレステロールをクロロホルムに溶解した．調製したリポソー

ム溶液を POPC-ergosterol (4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) の

割合で混和し，遠心エバポレータにより留去・乾燥させた後，PBS で

リ ポ ソ ー ム を 再 溶 解 し た ． こ の 再 溶 解 液  ( リ ポ ソ ー ム 濃 度 ：

POPC/ergosterol (4:1， v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1， v/v) ともに

4 mmol/L) をほぼ透明になるまで超音波に照射し，100 nm 孔径のポリ

カーボネートフィルター  (LiposoFast社製 ) により 21回ろ過し，100 nm

に粒子径を揃えたリポソームを含む溶液を得た．孔径 100 nm リポソー

ムを含む溶液を PBS で 8 倍希釈し，リポソーム最終濃度 0.5 mmol/L の

POPC/ergosterol (4:1，v/v) 溶液及び 0.5 mmol/L の POPC/cholesterol (4:1，

v/v) 溶液を調製し，固定化に用いた．  

 

2.4 リポソームの固定化  

 

 Biacore S51 に L1 センサーチップを装着した後，流速 30 µL/min で

20 mmol/L CHAPS 溶液 15 µL を 3 回注入して L1 センサーチップ表面

を洗浄した．L1 センサーチップ洗浄後，0.5 mmol/L リポソーム溶液を

流速 10 µL/min で 500 秒間注入し，それぞれのリポソームを L1 センサ

ーチップ上に固定化した．  

 

2.5 Fungizone と脂質膜の相互作用測定  

 

 Fungizone 測定溶液は 0.25 – 20 µmol/L の濃度範囲で 12 ポイント  

(0.25，0.5，0.75，1，1.25，1.5， 2， 2.5，3.5，5，10， 20 µmol/L) を

PBS を用いて調製した．これらの Fungizone 測定溶液をマストランス

リミテーション考慮して，流速 30 µL/min で 200 秒間  (100 µL) 注入し

た．注入後，ランニング緩衝液を 30 µL/min で 400 秒間送液し，解離
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領域を測定した．すべての相互作用測定は，測定温度 25°C と 37°C で

実施した．Fungizone 測定溶液を注入後，L1 センサーチップ表面から

固 定 化 し た リ ポ ソ ー ム 及 び 測 定 に お い て 解 離 せ ず に 残 存 し た

Fungizone をすべて取り除くために流速 30 µL/min で 100 mmol/L 

HCl/IPA (1:1，v/v) 混液を 15 µL 注入した．以上の一連の測定を再現性

を確認するために 3 回繰り返し実施した．  

 

2.6 データ解析  

 

 Fungizone－モデル脂質膜相互作用測定により得られた 12 濃度のセ

ンサーグラムより AmB 評価時と同様の 1.5 －  10 µmol/L のセンサー

グラムを採用し，BIA evaluation ソフトウェア  (Ver. 4.1) を用いてグロ

ーバルフィッティングにより結合速度定数  (ka1， ka2)，解離速度定数  

(kd1，kd2) 及び親和定数  (K) を算出した．Fungizone－モデル脂質膜相

互作用評価の解析モデルには，AmB 評価時と同様，ペプチド－脂質膜

相互作用評価に用いられる Two-state reaction model (conformation 

change) を採用した 9-11)．このモデルは Fungizone－脂質膜相互作用の

作用メカニズムの観点から下記のような 2 段階で表される．  

 

 

 

 F：Fungizone 

 L：脂質膜  

 FL：Fungizone－脂質膜複合体  (静電的相互作用 ) 

 FL*：Fungizone－脂質膜複合体のコンフォメーション変化体    

      (疎水性相互作用 ) 

 

 Fungizone は脂質膜表面の極性基部分と静電的相互作用  (Step 1) に

より結合した後，脂質膜内部のアルキル鎖で構成される疎水性領域に

侵入し，疎水性相互作用により結合する  (Step 2)．この解析モデルに

F + L              FL             FL* 
ka1  

kd1 

ka2  

kd2 
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おける各 Step の親和定数は，以下に示した式により算出される

27,34 ,53-57)．  

 

 

 

 R1：F と K の結合により形成された complex 1 

 R2：FL のコンフォメーション変化により形成された complex 2 

 Rmax：最大アナライト結合量  

 CA：アナライト濃度  

 

 親和定数  (K) は結合速度定数  (ka1，ka2) 及び解離速度定数  (kd1，kd2)

を用いて以下に示す式によって算出した．  

 

 K = ka1/kd1 ∙ (ka2+kd2)/kd2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

dR1/dt = ka1  ∙ CA (Rmax - R1  - R2) - kd1  ∙ R1  - k2  ∙ R1  + kd2  ∙ R2 

dR2/dt = ka2  ∙ R1 - kd2 ∙ R2  
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第 3 項 結果  

 

3.1 L1 センサーチップへのモデル脂質膜固定化の最適化  

 

 今回の SPR を用いた親和性評価において，2 種の異なるリポソーム

混液はそれぞれ POPC/cholesterol (4:1, v/v) は哺乳動物細胞膜のモデル

脂質膜として，POPC/ergosterol (4:1, v/v) は真菌細胞膜のモデル脂質膜

として使用した 15,32)．リポソーム混液は PBS と 5%グルコース溶液，

注射用水で調製し，L1 センサーチップ上に安定的にリポソームを固定

化するためのより良い固定化条件を選定するために，これら 3 種のリ

ポソーム混液を検討した．また，これら 3 種のリポソーム調製用溶液

は，リポソームを調製する際に一般的によく用いられる溶液である

PBS と Fungizone の添付文書の投与方法に Fungizone 溶解溶液として

5%グルコース溶液と注射用水が記載されており，Fungionze の品質を

良好に保つことができる溶液という理由から注射用水及び 5%グルコ

ース溶液をリポソーム調製用溶液候補に選択した．  

 これら 3種のリポソーム固定化用溶液を用いて L1センサーチップ上

への固定化を検討した結果，PBS が最も良好な固定化用溶液であった  

(表 7)．固定化検討の結果のうち採用されなかった注射用水及び 5%グ

ルコース溶液の平均固定化量  (Response units)，標準偏差   (SD) 及び

表 6. L1 センサーチップへのモデル脂質膜固定化の固定化量とその繰り返し

精度  (測定温度 25°C) 

リポソーム  

調製溶媒  
Lipid type 

Response units  RSD
a
 

(%) Mean (n  = 16) SD 

5%グルコー

ス溶液  

POPC/ergosterol (4:1, v/v)  6760 430 6.4 

POPC/cholesterol (4:1, v/v)  14728 253 1.7 

注射用水  
POPC/ergosterol (4:1, v/v)  90 3 3.3 

POPC/cholesterol (4:1, v/v)  2366 722 30.5 

a) Relat ive standard deviat ion  
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相対標準偏差  (RSD) を表 6 にそれぞれ示した．注射用水により調製し

たリポソーム固定化溶液では，平均固定化量が POPC/ergosterol (4:1, 

v/v) で約 90 RU，POPC/cholesterol (4:1, v/v) で約 2400 RU であり，そ

の相対標準偏差は POPC/ergosterol (4:1, v/v) で 3.3%，POPC/cholesterol 

(4:1, v/v) で 30.5%であった．注射用水をリポソーム固定化溶液に用い

た場合，相互作用測定に必要とされるリポソーム固定化量約 4500 RU

を固定化できない上に，POPC/cholesterol (4:1, v/v) については，相対

標準偏差も 30.5%とリポソーム固定化精度が不良であった．一方，5% 

グルコース溶液により調製したリポソーム固定化溶液では，平均固定

化量が POPC/ergosterol (4:1, v/v) で約 6800 RU，POPC/cholesterol (4:1, 

v/v) で約 14700 RU と相互作用評価を実施するに当たり十分量のリポ

ソームの固定化が可能であり，その相対標準偏差は POPC/ergosterol 

(4:1, v/v) 6.4%，POPC/cholesterol (4:1, v/v) 1.7%と精度も良好であった

が，測定サイクル毎にリポソーム固定化量が減少する現象が認められ

た．また，POPC/ergosterol (4:1, v/v) と POPC/cholesterol (4:1, v/v) の

固定化量の差を以下の式にしたがって算出したところ，これらの固定

化量の差が約 37%と 2 種のリポソーム固定化量に大きな差が認められ

た．  

 

   POPC/ergosterol
a
 or POPC/cholesterol

b
 

   (POPC/ergosterol + POPC/cholesterol)/2  

 a: POPC/ergosterol (4:1, v/v) 固定化量  

 b: POPC/cholesterol (4:1, v/v) 固定化量  

 

以上の結果より，PBS によって調製したリポソーム混液のみが安定的

なリポソームの固定化が可能であると判断されたため，リポソーム固

定化用溶液の調製に PBS を採用した．  

 L1 センサーチップ上へのリポソームの固定化において実験間精度

を確認するために，1 日に 9 サンプルずつ 2 日間にわたって脂質膜相

互作用測定を実施し  (n = 18)， 2 種のリポソーム平均固定化量  

リポソーム  

固定化量の差  (%) 
=                                   ×100 
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(Response units)，標準偏差   (SD) 及び相対標準偏差  (RSD) をそれぞ

れ表 7 に示した．L1 センサーチップ上へのリポソーム平均固定化のレ

ス ポ ン ス は そ れ ぞ れ POPC/ergosterol (4:1, v/v) 約 5800 RU ，

POPC/cholesterol (4:1, v/v) 約 6500 RU であり，その相対標準偏差は

7.2%以下と良好な再現性を示した． POPC/cholesterol (4:1, v/v) 及び

POPC/ergosterol (4:1, v/v) 間の L1 センサーチップ上への固定化量には

相違が認められるが，その差は約 5%以内であった．著者らは，L1 セ

ンサーチップ上に様々な脂質膜を固定化したこれまでの研究データや

今回の研究における反応速度論的パラメーターを含む様々なパラメー

ターを考慮して，分析学的にリポソーム固定化の際に生じる 5%の差異

は親和性評価結果に対して非常に微少のものであると考えられるため，

Fungizoenの 2種のモデル脂質膜への親和性の評価に影響を与えないと

判断した 9)．  

 

3.2 Fungizone と脂質膜の相互作用  

 

 AmB の抗菌活性は哺乳動物細胞膜中のコレステロールよりも真菌

の主なステロールであるエルゴステロールへの高い親和性を示すこと

により発揮される 23-26)．図 17 にはセンサーチップ上において固定化

した POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) と

Fungizone との相互作用センサーグラムをそれぞれ示した  (Fungizone 

濃度 1.5 – 10 µmol/L)．今回の濃度範囲において，センサーグラムは

Fungizone濃度の上昇に伴うレスポンスの上昇が認められた．10 µmol/L

表 7. L1 センサーチップへのモデル脂質膜固定化の固定化量とその繰り返し精

度  (測定温度 25°C) 

 

Lipid type  
Response units  

RSD (%)
a
 

Mean (n  = 18) SD 

POPC/ergosterol (4:1 , v/v) 5802 302 5.2 

POPC/cholesterol (4:1 , v/v) 6470 467 7.2 

  
 a) Relative standard deviation  
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までの Fungizone 濃度ではセンサーグラムの飽和が認められず，検出

上限には達していないと考えられる濃度範囲であるが，Fungizone 濃度

20 µmol/L 以上では，良好なセンサーグラムを検出することができなか

った．これらの理由により，Fungizone の脂質膜親和性評価には，1.5 – 

10 µmol/L のセンサーグラムを採用した．また，これらの Fungizone の

センサーグラムのレスポンスを比較してみると，特に解離領域におい  

 

 

 

 

 

0

200

400

600

800

1000

1200

-50 150 350 550

R
es

p
o

n
se

 U
n

it
s 

(R
U

)

Time (s)

0

200

400

600

800

1000

1200

-50 150 350 550

R
es

p
o

n
se

 U
n

it
s 

 (
R

U
)

Time (s)

図 17. Fungizone の L1 センサーチップ上に固定化したリポソーム膜への相互作

用測定センサーグラム  (測定温度  25°C) 

(A) POPC/ergosterol (4:1, v/v)，(B) POPC/cholesterol (4:1, v/v)，Fungizone 濃度；(1) 10，

(2) 5， (3) 3.5， (4) 2.5， (5) 2， (6) 1.5 µmol/L 

(B) 

(A) 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

(5) 

(6) 

(1)  

(2 )  

(3 )  

(4 )  

(5 )  

(6 )  
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て POPC/cholesterol (4:1, v/v) よりも POPC/ergosterol (4:1, v/v) に対し

て高い親和性を示した．  

 測定温度 25°C で測定したセンサーグラムを Two-state reaction model

で解析した結合速度定数  (ka1，ka2) 及び解離速度定数  (kd1，kd2)，親和

定数  (K) を表 8 に示した．繰り返し測定による各パラメーターの再現

性は良好であった．このモデルは前述したように AmB－脂質膜相互作

用の複合体モデルを基に選んだ 15,21,22,33 ,34)．この複合体モデルとは，

リポソームの親水性基部分のヘッドグループと Fungizone の静電的な

相互作用を含む初期の相互作用  (Step 1，ka1，kd1 により算出 ) とリポ

ソームとの疎水的な相互作用による内部への Fungizone の挿入によっ

て引き起こされる相互作用  (Step 2，ka2，kd2) から成る．この親和定数

算出モデルにおいて， ka1/kd1 値及び ka2/kd2 値はそれぞれ静電的な相互

作用を含む Fungizone と脂質膜間の初期の親和定数と疎水的な相互作

用に相当する．  

 繰り返し反応速度論的解析の結果，センサーグラムの形状や結合レ

スポンスは大きく異なるにも関わらず Fungizone の親和定数  (K, 1/M) 

は POPC/cholesterol (4:1, v/v) では 1.70 × 10
5，POPC/ergosterol (4:1, v/v) 

では 3.12 × 10
5 と POPC/cholesterol (4:1, v/v) よりも POPC/ergosterol 

(4:1, v/v) に対して約 2 倍だけの高値を示すに留まった．Fungizone と

リポソームの親水性をもつヘッドグループとの相互作用  (Step 1) に

おいて K1 = ka1/kd1 を算出すると，POPC/ergosterol (4:1, v/v) では

3.08 × 105，POPC/cholesterol (4:1, v/v) では 0.941 × 105 と 2 種の脂

質膜間で約 3 倍の相違が認められ，エルゴステロール含有脂質膜への

親和性の方がわずかに強かった．一方，Step 2 における疎水的な相互

作用による結合速度定数  (ka2, 1/s) は POPC/ergosterol (4:1, v/v) で

は 6.16 × 10 -5，POPC/cholesterol (4:1, v/v) では 1630 × 10 -5 と 2 種

の脂質膜間で大きく異なり，コレステロール含有脂質膜への疎水的な

相互作用による Fungizone の取り込みがエルゴステロール含有脂質膜

への取り込みよりも約 265 倍速いことがわかった．さらに，Step 2 に

おける Fungizone の解離速度定数  (kd2，1/s) は POPC/ergosterol (4:1,  
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Rate constants

c
 (Two-state reaction model) (1.5 - 10 µmol/L) 

Lipid type 
ka1  kd1  ka2  kd2  K 

(1/Ms) (×10
-3

, 1/s) (×10
-5

, 1/s) (×10
-3

, 1/s) (×10
5
, 1/M) 

POPC/ergosterol
a
 2290 ± 150 7.43 ± 0.30 6.16 ± 1.30 3.36 ± 1.20 3.12 ± 0.22 

POPC/cholesterol
b
 8310 ± 630 88.3 ± 6.0 1630 ± 120 20.4 ± 1.6 1.70 ± 0.10 

表 8. Fungizone (1.5 - 10 µmol/L) とモデル脂質膜との相互作用における反応速度論的パラメーター及び親和定数  

(測定温度  25°C, n  = 3) 

Mean ± standard deviation． a) POPC/ergosterol (4:1, v/v)． b) POPC/cholesterol (4:1, v/v)． c) 結合速度定数  (ka 1 ,  ka 2)，解離

速度定数  (kd 1， kd 2) 及び親和定数  K1  (ka 1 /kd 1)，K2  (ka 2 /kd 2)，K  (K1  + K1K2)．  
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v/v) では 3.36 × 10 -3，POPC/cholesterol (4:1, v/v) では 20.4 × 10 -3

と，エルゴステロール含有脂質膜に対する解離速度定数はコレステロ

ール含有脂質膜に対する解離速度定数よりも約 1/6 の低値を示した．

この結果より，Fungizone はコレステロール含有脂質膜に対して速い

結合・解離を示し，エルゴステロール含有脂質膜に対しては結合・解

離共に遅いことがわかった．実際には，Fungizone と脂質膜の親和定

数 K 値  (1/M) は POPC/ergosterol (4:1,v/v) 膜では 3.12 × 10
5，

POPC/cholesterol (4:1, v/v) 膜では 1.70 × 10
5
 であり，Step 1, 2 を含め

た全体的な相互作用としてはほぼ同程度の親和性であった．  

 

3.3 医薬品添加物の脂質膜相互作用に対する作用と Fungizone と脂

質膜の相互作用における測定温度の影響  

 

 Fungizone は AmB の溶解度を改善するために医薬品添加物としての

デオキシコール酸ナトリウムのミセルに AmB を組み込み製剤化され

た医薬品である．医薬品添加物は製剤化の際に原薬となる薬物の薬効

や物性の改善のために原薬に添加されるものである．医薬品をアナラ

イトとする SPR を用いた相互作用解析においては，医薬品の相互作用

を評価するにあたり原薬に添加された医薬品添加物の特性を考慮する

必要があると考えられる．つまり，医薬品をアナライトとして用いる

ということは，原薬と医薬品添加物の混合試料と固定化したリガンド，

今回であればモデル脂質膜との相互作用を測定することになる．した

がって，仮に相互作用に変化が認められた場合であっても，その変化

が原薬に由来する変化であるのか，医薬品添加物に起因するものであ

るのかの見極めが重要となる．Fungizone の場合，高濃度のデオキシコ

ール酸ナトリウムが主な医薬品添加物として配合されているため，

SPR システムを用いた Fungizone の脂質膜相互作用評価におけるデオ

キシコール酸ナトリウムの影響を十分に考慮しなければならない．ま

た，医薬品の脂質膜への相互作用は， in vivo での薬効または毒性発現

により類似した条件下でも評価するべきであると考え，測定温度をよ
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り生理的条件に近い 37°C に設定した実験も実施した．  

 最初に，薬物－脂質膜相互作用に対するデオキシコール酸ナトリウ

ムの影響を調べた．親和性評価時の Fungizone 濃度 1.5 －  10 µmol/L

の測定溶液中に含まれるデオキシコール酸ナトリウム濃度である 2.7 

– 18 µmol/L のデオキシコール酸ナトリウム測定溶液を調製し，SPR を

用いた測定において標準的に設定されている 25°C とより生理条件に

近い温度 37°C それぞれの条件で脂質膜相互作用測定を実施した．図

18 にセンサーチップ上に固定化した POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及び

POPC/cholesterol (4:1, v/v) とデオキシコール酸ナトリウムとの相互作

用測定結果のセンサーグラムをそれぞれ示した．これらのセンサーグ

ラムから，デオキシコール酸ナトリウムのこれら 2 種の脂質膜に対す

る親和性に選択性は認められず，測定温度による相互作用変化も認め

られなかった．また，デオキシコール酸ナトリウムと脂質膜との相互

作用は Fungizone と脂質膜との相互作用に比べて微弱であった．以上

より，Fungizone の選択性を含む脂質膜親和性評価において，25°C，37°C

どちらの測定温度であってもデオキシコール酸と脂質膜の相互作用は

評価結果に影響しないと判断した．  

 次に，生理条件に近い温度  (37°C) での Fungizone の脂質膜親和性を

評価した．Fungizone と脂質膜間の相互作用解析を実施する前に，25°C

で の 実 験 時 と 同 様 に ， 37°C で の L1 セ ン サ ー チ ッ プ 上 へ の

POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) の固定化の

再現性を確認した．測定は 2 日間の実験でデータを取得し  (n = 18)，

表 9に各脂質膜の L1センサーチップ上への固定化再現性を確認した結

果を示した．リポソーム平均固定化量は POPC/ergosterol (4:1, v/v)  で

約 6000 RU，POPC/cholesterol (4:1, v/v) で約 6600 RU であり，ともに

RSD が 8.6%以下と繰り返し測定による再現性は良好であった．  

 図 19 には，測定温度 37°C での Fungizone (1.5 – 10 µmol/L) のセン

サ ー チ ッ プ 上 に 固 定 化 し た POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及 び

POPC/cholesterol (4:1, v/v) への相互作用のセンサーグラムをそれぞれ

示した．測定温度 25°C で測定した際に得られてセンサーグラム  (図  
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図 18. デオキシコール酸ナトリウムの L1 センサーチップ上に固定化したモデ

ル脂質膜への相互作用測定センサーグラム  

(A) POPC/ergosterol (4:1,  v/v)  (25°C) ,  (B) POPC/cholesterol (4:1, v/v)  (25°C) ,  (C) 

POPC/ergosterol  (4:1, v/v) (37 °C) ,  (D) POPC/cholesterol  (4:1, v/v) (37 °C) ,  

デオキシコール酸ナトリウム濃度；(1) 18，(2) 9，(3) 6 .3，(4) 4 .5，(5) 3.6，(6) 2 .7  µmol/L 
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17) と比較すると，特に POPC/ergosterol (4:1, v/v) のセンサーグラムの

形状に変化が認められた．測定温度 37°C のセンサーグラムを用いて

Two-state reaction model で解析した反応速度論的パラメーター  (ka1，kd1，

ka2，kd2，K) を表 4 に示した．繰り返し測定による反応速度論的パラ

メーターの再現性はいずれも良好であった．測定温度 37°C での

Fungizone とモデル脂質膜との親和定数  K (1/M) は，エルゴステロー

ル含有脂質膜に対しては，3.12×10
5 から 1.83×10

5 へ減少し，コレステ

ロール含有脂質膜に対しては，1.70×10
5 から 0.619×10

5 へと減少した．

これらの結果より，測定温度を変更することによって，エルゴステロ

ール含有膜への選択性が約 2 倍から約 3 倍へとわずかに上昇すること

がわかった．Fungizone の POPC/ergosterol (4:1, v/v) に対する Step2 の

相互作用において，測定温度を 25°C から 37°C にすることで結合速度

定数  (ka2 , 1/s) が 6.16 × 10
-5 から 6.88 × 10

-3 へと劇的に増加した．これ

は，デオキシコール酸で形成されたミセルとエルゴステロール含有脂

質膜の疎水性領域との相互作用により形成された複合体を通して

AmB の脂質膜への侵入を速やかにしたためではないかと考えられる

58)．また，Fungizone と POPC/ergosterol (4:1, v/v) との相互作用におけ

る解離速度定数  (kd1 及び kd2，1/s) は Step1，Step2 ともにそれぞれ 7.43 

× 10
-3

 及び 3.36 × 10
-3 から 3.59 × 10

-2 及び 1.46 × 10
-2 へと大幅に増加

した．これは，Fungizone のエルゴステロール含有脂質膜に対する結合

力が温度の上昇によって減弱し，解離しやすくなる可能性を示唆して

いる．Fungizone–モデル脂質膜相互作用を全体的な相互作用  (親和定数， 

表 9. L1 センサーチップへのモデル脂質膜固定化の固定化量とその繰り返し精

度  (測定温度 37°C) 

Lipid type 
Response units  

RSD (%)
a  

Mean (n  = 18) SD 

POPC/ergosterol (4:1)  6092 58 1.0 

POPC/cholesterol (4:1)  6577 567 8.6 

  a) Relative standard deviation  
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図 19. Fungizone の L1 センサーチップ上に固定化したリポソーム膜へ

の相互作用測定センサーグラム  (測定温度  37°C) 

(A) POPC/ergosterol (4:1, v/v)， (B) POPC/cholesterol (4:1, v/v)，Fungizone

濃度； (1) 10， (2) 5， (3) 3.5， (4) 2.5， (5) 2， (6) 1.5 µmol/L 



 

 

6
7
 

 

 

 

 

 

 
Rate constants

c
 (Two-state reaction model) (1.5 –  10 µmol/L) 

Lipid type 
ka1  kd1  ka2  kd2  K 

(1/Ms) (×10
-2

, 1/s) (×10
-3

, 1/s) (×10
-2

, 1/s) (×10
5
, 1/M) 

POPC/ergosterol
a
 4380 ± 90 3.59 ± 0.60 6.88 ± 1.58 1.46 ± 0.09 1.83 ± 0.09 

POPC/cholesterol
b
 6550 ± 1220 14.6 ± 4.51 5.72 ± 2.81 1.70 ± 0.73 0.619 ± 0.135 

表 10. Fungizone (1.5 – 10 µmol/L) とモデル脂質膜との相互作用における反応速度論的パラメーター及び親和定数       

     (測定温度  37°C, n = 3) 

Mean ± standard deviat ion.  a) POPC/ergosterol  (4:1,  v/v)． b) POPC/cholesterol  (4:1, v/v)． c) 結合速度定数  (k a 1 ,  k a 2)，解離速度定数  

(kd 1， kd 2)  及び親和定数  K1  (k a 1 /kd 1)，K2  (k a 2 /kd2)，K  (K1  + K1K2)．  
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K 値 ) のみで捉えた場合，測定温度の変化によって Fungizone とモデル

脂質膜との親和性に顕著な変化は認められなかったが，相互作用の詳

細，つまり，各段階でのそれぞれの結合速度定数や解離速度定数には

測定温度依存的な変化が認められた．  

 以上の結果より，これまでに ELISA などによって評価されてきた平

衡状態  (Step1，Step2 すべての反応段階を含めた全体的な親和性 ) での

相互作用解析に加え，SPR を用いた反応速度論的な相互作用解析を活

用することは，これまでに観察できなかった反応様式の詳細を解析す

ることが可能になり，例えば薬物の薬効または毒性発現にどの段階の

作用が効いているのかなどの作用メカニズムの解明など創薬開発に有

益な情報を提供できると考えられる．  
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第 4 項 考察  

 

 第 1 章において，AmB と脂質膜との親和性について記述したが 32)，

ここでは，AmB とモデル脂質膜との親和性と Fungizone とモデル脂質

膜との親和性について比較，考察する．前述したように AmB はエルゴ

ステロール含有脂質膜に対して約 18 倍の選択性を示した．一方で，

AmB を製剤化した Fungizone のエルゴステロール含有脂質膜に対する

選択性は，コレステロール含有脂質膜に比べて測定温度 25°C の時，わ

ずか 2 倍ほどであった．親和定数 K 値を比較してみると，Fungizone

のエルゴステロール含有脂質膜に対する K 値  (1/M) は 3.12 × 10
5，

AmB のエルゴステロール含有脂質膜に対する K 値  (1/M) は 28.5 × 10
5

と Fungizone の K 値は AmB の K 値に比べ約 1/9 に減少していた．これ

は AmB とモデル脂質膜の相互作用が，AmB がデオキシコール酸ミセ

ル内に取り込まれ製剤化されることによって減少してしまう可能性を

示唆している．  

 AmB はデオキシコール酸製剤 Fungizone として上市後，50 年以上に

わたって臨床で使用されてきたが，その重篤な副作用の発現は大きな

課題となっている．2006 年には欧米諸国から約 10 年遅れる形で日本

において AmBのリポソーム製剤である AmBisome (図 20) が上市され，

その副作用は Fungizone に比べ大きく軽減されたと言われている 60)．

AmBisome は水素添加ホスファチジルコリン，コレステロール，及び

ジステアロイルホスファチジルグリセロ―ル  (2:1:0.8) を成分とする

直径 100 nm 以下の単層リポソームの脂質 2 分子膜中に AmB 分子が強

固に組み込まれた構造をしている．そのため，AmBisome からの AmB

分子の血流中への遊離がほとんど起こらず，また毛細血管を通過でき

ないために正常な臓器・組織への移行性が低い．その結果，AmBisome

は血中に長く滞留し，炎症を起こした標的感染病巣へ良好に移行する

と推測され，これが薬物動態の改善と副作用の軽減をもたらすと期待

されてきた．また，薬効面において，AmBisome の in vitro 抗真菌活性

は Fungizone に匹敵することが報告されている 61)．しかしながら，製  
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変化によって変化する脂質膜選択性を in vitro 脂質膜親和性評価によ

り捉えることができた．この変化を早期に認識することは，より早い

段階で開発化合物に必要な非臨床試験の追加や製剤化検討など対策を

講じることが可能となると考えられ，本評価法が創薬開発において有

用な情報を提供できる有力なツールとなる可能性を示唆した．  
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第 5 項 小括  

 

 今回，脂質膜と医薬品添加物を含む製剤である Fungizone の相互作

用評価系を構築した．確立した評価法は測定温度に関係なくセンサー

チップへの良好なリポソーム固定化再現性を示し，Fungiozne とモデル

脂質膜との相互作用について，温度依存的な反応速度論的解析を実施

した．また，測定温度の変化が Fungizone のモデル脂質膜への親和性

の反応速度論的パラメーターや脂質膜選択性に影響を与えることを示

した．さらに，Fungizone の主な医薬品添加物であるデオキシコール酸

ナトリウムが Fungizone の脂質膜相互作用においてその脂質膜選択性

などに影響を与えないことを確認した．  

 SPR システムを用いて医薬品の相互作用メカニズム解析の評価法を

開発する際に，薬物－生体膜相互作用の評価において今回検討したよ

うな測定温度やランニング緩衝液などの測定条件も含めて主な医薬品

添加物のリガンドに対する相互作用特性を考慮することが大切なポイ

ントであると考えられる．今回構築した SPR を用いた測定法は，抗真

菌症薬のみならず他の医薬品の脂質膜相互作用評価系の構築にも役立

つと考えられる．  
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総括  

 

 SPR を利用した分子間相互作用解析装置を用いて抗真菌薬である

AmB 及びその他の抗菌薬とモデル脂質膜との相互作用解析において，

ハイスループットかつ高感度な評価系を構築し，以下の知見を得た．  

 

1) 安定的なリポソームの固定化や AmB のキャリーオーバーがない

評価法を構築したことにより，再現性の良好な相互作用評価がで

きた．  

 

2) 従来の測定法よりも高感度化を達成できた本評価法により，治療

領域の血漿中 AmB 濃度付近におけるセンサーグラムの形状変化

を観察することができ，センサーグラムの形状が薬効作用メカニ

ズムを反映していることを示唆した．  

 

3) AmB で構築した評価法のリポソームの脂質組成を変更し，細菌

細胞膜と哺乳動物細胞膜のモデル脂質膜と抗菌薬との親和性評

価で，細菌細胞膜への選択性を検出できた．  

 

4) 今回構築した評価系は，抗真菌薬のみならず他の薬物と脂質膜と

の相互作用評価に応用できることが確認できた．  

 

 AmB を製剤化した医薬品 Fungizone とモデル脂質膜との相互作用評

価系を SPR を用いた分子間相互作用分析装置を使用して構築し，以下

の知見を得た．  

 

1) 測定温度の変化によって，平衡状態での相互作用に顕著な変化が

認められない場合であっても，相互作用の各段階における反応速

度論的な解析結果には，大きく変化するパラメーターがあること

がわかり，従来の標準測定条件時の設定温度 25°C のみならず，
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生理条件に近い測定温度 37°C での評価も重要であることが示唆

された．  

 

2) AmB の膜選択性において，Fungizone のエルゴステロール含有脂

質膜選択性が AmB のエルゴステロール含有脂質膜選択性に比べ

て低下したことから，Fungizone のエルゴステロール含有脂質膜

選択性が，Fungizone の副作用発現の原因のひとつとして寄与し

ている可能性を示唆した．  

 

3) 医薬品添加物と脂質膜との相互作用も評価し，Fungizone に含ま

れる主な医薬品添加物デオキシコール酸ナトリウムが脂質膜選

択性に影響を与えないことを確認した．  

 

 本研究において，SPR 技術を用いて薬物とそれを製剤化した医薬品

の脂質膜親和性評価系を構築することができた．本研究成果は，創薬

開発の早期の段階で扱う薬物から医薬品として上市された薬物までを

同じ手法で評価できたことである．つまり，原薬である AmB とその医

薬品である Fungizone を同じモデル脂質膜で評価することにより，AmB

での評価では見出せなかった Fungizone での膜選択性の低下を本研究

において評価できた．このことは，創薬開発早期の段階での in vitro 評

価系で in vivo での薬効と毒性のバランスを反映させたデータを取得で

きる可能性を示唆した．また，SPR 技術を用いた脂質膜相互作用解析

では，様々な組成のモデル脂質膜を構築することが可能であるため，

例えばヒトと動物の小腸粘膜上皮細胞膜のモデル脂質膜を構築するこ

とによって消化管からの受動輸送による吸収率の種差の評価や，肝細

胞膜のモデル脂質膜を構築することによって肝組織移行率を評価する

など薬物動態評価への貢献も今後期待できる．  

 SPR 技術を利用した相互作用評価法は抗真菌薬と脂質膜との親和性

評価に留まらず，様々な薬物と生体内分子，例えば疾患に関連する標

的タンパク質や糖鎖などとの相互作用解析などに応用可能である．こ
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のような in vitro 評価において，より正確な評価が多岐にわたって可能

になれば，臨床試験時に発現すると予測される薬効や毒性の情報及び

種差の影響により生じる薬物動態の変動情報などを得ることができ，

in vitro 評価での臨床予測性の向上につながると考えられる． In vitro

評価での臨床予測性が向上すると，開発化合物が医薬品として開発で

きるか否かの正確な判断が可能となり，新薬開発成功率の上昇につな

がることが期待される．  
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