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 Many kinds of lipid species that make up biological membranes are assumed to interact with 

proteins and regulate their functions. However, methods for analyzing lipid-protein interactions 

are still inadequate. In this study, we screened proteins using affinity beads with sphingolipids 

such as sphingomyelin and ceramide to identify lipid-specific proteins. 

 First, ceramide (Cer) and sphingomyelin (SM) were immobilized on nano-sized beads. In 

addition to Cer beads and SM beads, sphingosine-immobilized beads that behaved as short 

chain ceramide were prepared (SCCer beads). In screening with these beads, some specific 

bands were found and analyzed by proteomic analysis. As a result, many kinds of specific 

binding proteins were identified. Some of them are analyzed by surface plasmon resonance 

(SPR) to confirm their affinity with specific lipid species. 

Keywords：Sphingolipid; Lipid Protein Interaction; Affinity Chromatography; Affinity Beads; 

Biological Membrane 

 

生体膜中には数万種類に及ぶ多種の脂質が存在しており、これら脂質がタンパク質

と相互作用することで生体中での複雑な生理機能が制御されていると考えられてい

る。しかし脂質-タンパク質相互作用の解析法の欠如によりこの仮説に基づく研究は

進展しておらず、脂質タンパク質相互作用解析手法の開発が求められている。本研究

では脂質特異的結合するタンパク質の網羅的解析法として、脂質分子を磁性ナノビー

ズ上に化学的に固定化した脂質固定化ビーズを作製し、結合タンパク質のスクリーニ

ングを行った。 

まず、スフィンゴ脂質であるセラミド(Cer)およびスフィンゴミエリン(SM)を固定

したビーズに加え、スフィンゴシンを結合させた短鎖セラミド様ビーズ(SCCer ビー

ズ )の三種類のビーズを調製した

(Fig. 1)。次に、タンパク質溶液のス

クリーニングを行った。電気泳動の

結果、それぞれのビーズに特異的な

バンドが観察され、これらバンドに

ついてプロテオーム解析を実施し、

特異的な候補タンパク質を同定し

た。現在これらのうちいくつかにつ

いて表面プラズモン共鳴法を用いた

相互作用解析を行っている。 Fig. 1 脂質固定化ビーズ 
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