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研究成果の概要（和文）：本研究では、糖脂質プローブ１分子観察の結果、いずれの糖脂質も糖鎖間の特異的相
互作用により、短寿命のホモダイマーを形成することを見出した。また、超解像観察の結果、タンパク質相互作
用が強いGPIアンカー型タンパク質のドメインとアクチンに結合した細胞膜内層リン脂質形のドメインとが強く
共局在していること、GPIアンカー型タンパク質はその領域でホモダイマー形成することを見出した。これらの
観察結果から、糖脂質は糖鎖により、GPIアンカー型タンパク質は細胞外タンパク質により、機能性集合体を誘
起し、このような複合体自体を集める階層構造が存在することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, single-molecule imaging of glycolipid probes revealed that 
all the examined glycolipids formed short-lived homodimers in cell plasma membranes due to specific 
glycan-glycan interactions. In addition, super-resolution microscopic observation showed that 
domains of GPI-anchored proteins with strong protein-protein affinity, strongly colocalized with 
domains of inner membrane phospholipids anchored to cytoskeletal actin, and that GPI-anchored 
proteins formed homodimers in these regions. These observations suggest that glycolipids induce 
functional assembly by glycans and GPI-anchored proteins by extracellular proteins and that there is
 a hierarchical structure that concentrates such molecular complexes.

研究分野：細胞生物物理学

キーワード： ラフト　糖脂質　GPIアンカー型タンパク質　1分子観察　細胞膜ドメイン　アクチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今まで、特異的タンパク質相互作用によるGPIアンカー型タンパク質のホモダイマー形成を明らかにしていた
が、本研究の１分子観察により、糖鎖―糖鎖間の特異的相互作用により糖脂質もホモダイマーすることを見出し
た。さらに、これらのホモダイマーを集める大きな膜ドメインが、細胞膜内層でアクチンに結合したリン脂質の
ドメインとの相互作用により形成されることを見出した。これらは、GPIアンカー型タンパク質や糖脂質の会合
体形成やドメイン形成機構といった長年の問題を解明する重要な知見である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 脂質ラフトは、細胞膜上のシグナル伝達のプラットフォームと言われて久しい。代表的なラフ

ト分子として、GPI アンカー型タンパク質や糖脂質のガングリオシドがあるが、その構成成分

がどのようにしてラフトを形成しているのかよく分かっていなかった。以前、我々は 1 分子観

察によって、GPIアンカー型タンパク質は、タンパク質間の特異的な相互作用により、短寿命の

ホモダイマーを形成することを見出している(Suzuki et al., Nat. Chem. Biol., 2012)。また、我々

と連携研究者の安藤らは、天然のガングリオシドと同様に振る舞うガングリオシド蛍光プロー

ブの合成を行い（Komura et al., Nat. Chem. Biol., 2016）、全部で８種の主要なガングリオシド

の蛍光プローブの合成に成功した。これらの蛍光プローブの１分子観察により、ガングリオシド

はいずれも短寿命のホモダイマーを形成することを見出し、ラフトの根本的概念を作るような、

非常に興味深い結果を得た、。一方、以前、他グループは homoFRET 観察の結果に基づき、細

胞膜内層でアクチン膜骨格にアンカーされたリン脂質との脂肪酸同士の表裏カップリングによ

り、GPI アンカー型タンパク質は数百ナノメートルの大きなドメインを形成すると報告されてい

る。これらの結果や報告に基づき、我々は以下の作業仮説を立てた。すなわち、１）ガングリオ

シドも細胞外の糖鎖間相互作用により短寿命のホモダイマーやオリゴマーを形成する。２）GPI

アンカー型タンパク質やガングリオシドのホモダイマーやオリゴマーを集積させるような大き

な膜ドメインが、脂肪酸同士の表裏カップリングにより形成される。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、上記仮説に基づき、（１）生細胞膜上でのガングリオシドホモダイマーが糖鎖間

相互作用により形成されるかを検証する。（２）形質膜内層のリン脂質のドメインと外層の GPI

アンカー型タンパク質の２色同時超解像観察により、GPI アンカー型タンパク質のホモダイマ

ーを濃縮する大きな膜ドメインがあるかを検証し、もしあれば、その機構を解明することを目的

とする。特に GPI アンカー型タンパク質のタンパク質間相互作用が表裏カップリングに及ぼす

影響を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）糖脂質蛍光プローブとして、ATTO594または ATTO488で標識した D体、L体ラクトシ

ルセラミドを合成し、CHO-K1細胞膜に導入後、D体間、D-L体間の１分子 FRET観察

を行い、FRET期間の寿命を測定した。 

（２）ATTO594標識 GM3プローブを、GM3を KOした CHO-K1細胞膜に導入後、GM3プ

ローブのホモダイマー寿命を計測した。また、GM3の糖鎖の末端２糖であるシアリルガ

ラクトースを高濃度で添加前後で、ATTO594-GM3のホモダイマー寿命を比較した。 

（３）GM3のシアル酸の官能基を欠損させたアナログ体を合成し、同様に１分子観察によりホ

モダイマー寿命を計測した。 

（４）GPI アンカー型タンパク質と細胞膜内層リン脂質のホスファチジルセリン(PS)や

PI(4,5)P2を生細胞膜上で２色同時超解像観察して、共局在強度を定量解析した。 



（５）（４）で PS や PI(4,5)P2 の結合タンパク質にアクチン結合タンパク質を融合させること

で、リン脂質をアクチンに結合させたときの共局在強度を定量解析した。 

 

４．研究成果 

（１）D 体、L 体ラクトシルセラミドのホモダイマーの寿命は 100 ミリ秒程度とほぼ同じであ

った。一方、D体ラクトシルセラミド間の１分子 FRETの寿命は、D体-L体間のヘテロ

ダイマー間の FRETの寿命よりも 2倍程度長いことが明らかになった。また、分子動力

学計算の結果、D 体のラクトース同士の相互作用時の方が、D 体-L 体間の相互作用時よ

りも、分子同士が近傍に存在しやすいことが明らかになった。これらの結果は、特異的糖

鎖間相互作用がホモダイマー形成を誘起することを示している。 

（２）シアリルガラクトース添加後、ATTO594標識 GM3のホモダイマー寿命は、劇的に短く

なった。この結果から、糖鎖間の特異的相互作用により、糖脂質はホモダイマー形成する

ことがさらに強く示された。 

（３）（１）、（２）の事象は、細胞膜上のみならず、人工リン脂質膜上でも観察された。 

（４）糖鎖間相互作用により比較的長い寿命を持つ糖脂質ホモダイマーの場合、細胞膜からのコ

レステロール除去後、ホモダイマー寿命が劇的に減少した。一方、糖鎖間相互作用が弱い

糖脂質プローブの場合、コレステロール除去してもホモダイマー寿命に変化があまりな

かった。これらの結果は、特異的糖鎖間相互作用があって初めてコレステロールなどラフ

ト脂質相互作用が強くなり、ホモダイマーが安定になることを示唆している。 

（５）GM3 のシアル酸のアセトアミド基を欠損するとホモダイマー寿命が劇的に短くなった。

一方、カルボン酸をヒドロキシメチル基に変えても、ホモダイマー寿命に有意に変化がな

かった。これらの結果は、シアル酸のアセトアミド基間の相互作用がホモダイマー形成に

重要なことを示唆している。 

（６）生細胞膜上で GPI アンカー型タンパク質の高速超解像観察を行ったところ、タンパク質

間で affinityが高い分子ほど、ドメイン間の共局在強度も高いことが判明した。この結果

は、タンパク質間相互作用が膜ドメイン形成を安定化することを示唆している。 

（７）生細胞膜上の GPIアンカー型タンパク質を高速超解像観察しながら、細胞膜内層の PSや

PI(4,5)P2ドメインを同時に高速超解像観察して、それらのドメイン間の共局在強度を定

量したところ、PI(4,5)P2がアクチン膜骨格に結合した場合、GPIアンカー型タンパク質

との共局在が大きく増加した。 

（８）GPIアンカー鎖を貫通型タンパク質に置換したり、細胞膜からコレステロールを除くと、

アクチンに結合した膜内層リン脂質ドメインとの共局在も減少した。従って、これらの結

果は、長い脂肪酸鎖間の相互作用が表裏カップリングを誘起していることを示唆してい

る。 

 

以上の結果により、１）ガングリオシドも細胞外の糖鎖間相互作用により短寿命のホモダイマー

やオリゴマーを形成する、２）GPI アンカー型タンパク質のホモダイマーやオリゴマーを集積

させるような大きな膜ドメインが、脂肪酸同士の表裏カップリングにより形成される、という作



業仮説の両方を検証することができた。 
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