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研究成果の概要（和文）：細胞を構成する脂質の内、細胞表面に存在する形質膜を構成する脂質

はわずかに１％である。細胞表面に存在する脂質にはどのような脂質が存在し、それらの生物

学的な役割は何かを明らかにする目的で、細胞表面の脂質分子組成解析する新しい方法論の確

立を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：The lipid of cell surface membrane accounts for only 1% of total 
lipids. In this research project, I aimed to determine lipid species enriched at the cell 
surface membrane and clarify the functional roles of lipids consisting of cell surface 
membrane. For this purpose, I established a new method to analyze lipid composition of 
cell surface membrane. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
 細胞を構成する脂質分子種は、数千種類に
及ぶ。しかしながら、このような脂質の多様
性の意義はほとんど明らかになっていない。
私は上皮細胞に存在するアピカル膜とバソ
ラテラル膜に着目して、それぞれの細胞膜を
構成する脂質分子種を比較することにより、
脂質分子種の多様性の意義の一端を明らか
にすることができるのではないかと考えた。 
 
 

２．研究の目的 
 
 上皮細胞のアピカル膜とバソラテラル膜
は、それぞれ機能的に異なる膜タンパク質が
分布する。一方で、それぞれの細胞膜を構成
する脂質分子種については、量的あるいは質
的な違いがあるか否かについて、明らかにな
っていない。そこでまず、アピカル膜とバソ
ラテラル膜を単離する手法を確立し、それぞ
れの膜から脂質を抽出して、その組成を質量
分析で比較することを目的とした。 
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３．研究の方法 
 
（１）シリカ粒子を用いた細胞膜単離手法の
確立 
細胞を構成する脂質の内、そのほとんどは小
胞体をはじめとする細胞内膜に由来するた
め、形質膜のみを単離する手法の確立を試み
た。これまでに、界面活性剤を用いた細胞膜
分画法については既に方法論が確立されて
いたが、脂質の解析を行う上で、界面活性剤
の存在下では、膜画分同士の脂質が自由に混
和してしまうという問題点があった。その点
を克服するために、界面活性剤を用いずに形
質膜を単離する手法を検討した。今回、私は
正電荷を付与したコロイド状のシリカ粒子
を用いて、アピカル膜のみを選択的に重みづ
けする方法が脂質解析を目的とした細胞膜
単離法として優れていることを見出した。そ
の概略を下図に示す。 

 
 
（２）細胞膜脂質の解析方法 

上述のようにして単離したアピカル膜お
よびバソラテラル膜から Bligh and Dyer法
により脂質を抽出し、液体クロマトグラフィ
および質量分析により、それぞれの細胞膜を
構成する脂質分子種を比較した。 
 
４．研究成果 
 
（１）アピカル膜とバソラテラル膜の細胞膜
脂質組成の比較 
 上皮細胞のアピカル膜とバソラテラル膜
の脂質組成については、これまで Van Meer と
Kai Simonsらによる先行研究が報告されてい
る。彼らは、それぞれの細胞膜から出芽する
エンベロープウイルスに着目し、ウイルスの
脂質解析を行うことによって、アピカル膜で
は、バソラテラル膜に比べて、スフィンゴミ
エリンが豊富に存在することを示した（Van 
Meer and Kai Simons 1988）。一方、今回、
私がシリカ粒子を用いて、培養上皮細胞から
アピカル膜とバソラテラル膜を単離し脂質
解析を行ったところ、どちらの細胞膜画分に
おいてもスフィンゴミエリンは豊富に存在

しており、両者の間に含有量の明確な差は認
められなかった。質量分析の結果を下図に示
す。 

 
（２）ライセニンを用いたスフィンゴミエリ
ンの分布の可視化 
スフィンゴミエリンに結合することが知

られているタンパク質ライセニンを用いて
培養上皮細胞を染色すると、アピカル膜のみ
を選択的に認識することを見出した。前述の
結果を併せて考えると、バソラテラル膜にお
いてもスフィンゴミエリンが豊富に存在す
るにも関わらず、ライセニンはバソラテラル
膜を認識しないことがわかった。 

 
（３）ライセニンの認識する膜ドメインの解
析 
 

以上の結果を元に、ライセニンは、スフィ
ンゴミエリンの分布状態を識別しているの
ではないか様々な脂質組成の人工脂質二重
膜を作製し、どのような状態のスフィンゴミ
エリンを認識するか検討を行った。その結果、
ライセニンはコレステロールの存在下で、ス
フィンゴミエリンが集積した状態の膜領域
（スフィンゴミエリンクラスター）に対して
特異的に結合することを見出した（次図）。 



 
これらの結果を総合すると、上皮細胞のア

ピカル膜には、スフィンゴミエリンが集積し
た膜ドメインが存在することがわかった。こ
のような細胞膜脂質の非対称な分布の存在
については殆ど明らかになっておらず、独自
性の高い知見である。 
 
（４）スフィンゴミエリンクラスターの解析 
 このような結果を踏まえて、以下の二つの
実験を行った。まずは、遺伝子操作により作
出されたタイトジャンクションを持たない
上皮細胞において、このような脂質の非対称
な分布が維持されているかを検討した。その
結果、タイトジャンクションを持たない上皮
細胞においても、アピカル膜のスフィンゴミ
エリンクラスターが形成されることがわか
った。これまでタイトジャンクションはアピ
カル膜とバソラテラル膜の境界に存在し、細
胞膜脂質の自由拡散を防ぐ装置であると考
えられていたが、そのような機能を担ってい
ないことを明確に示すことができた。 
 
 また、ライセニンを用いた免疫電顕を行う
ことにより、スフィンゴミエリンクラスター
は、アピカル膜の微絨毛に分布していること
を見出した。またアピカル膜のスフィンゴミ
エリンを、スフィンゴミエリン分解酵素で分
解すると、微絨毛が完全に消失することを見
出した（論文未発表）。今後、スフィンゴミ
エリンが微絨毛形成において果たしている
役割を解明したい。 
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