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研究成果の概要（和文）：  
1. 脂質ラフトの主要成分であるスフィンゴミエリンとコレステロールをサブミクロンスケー
ルで観察する研究手法を確立した。 
2. 脂質可視化を利用したスクリーニング系を確立し、スフィンゴミエリン合成の新規阻害剤の
同定に成功した。 
3. 情報伝達脂質であるセラミドやジアシルグリセロールの膜を横切るフリップフロップ運動
をスフィンゴミエリンが制御するメカニズムを発見し、新しい細胞内情報伝達機構を提唱した。 
4. エンドソーム特異的脂質の構造決定を行い、通常の脂質とは鏡像関係にある特異な脂質であ
ることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
1. We established a method to visualize major components of lipid rafts, sphingomyelin and cholesterol, 
in sub-micron scale. 
2. New screening protocol using lipid imaging was employed to isolate a new inhibitor of 
sphingomyelin biosynthesis. 
3. The role of sphingomyelin to regulate the transbilayer movement of lipid second messengers such as 
ceramide and diacylglycerol was elucidated. 
4. The unusual stereoconfiguration of endosome-specific lipid was determined.    
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１．研究開始当初の背景 
 生体膜の基本構造である脂質二重層構造

はたった１種類の脂質分子を用いただけで
再現することができる。にもかかわらず自然
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界には数千の脂質分子が存在している。異な
った生物、異なった臓器は特徴的な脂質組成
を示し、また異なった細胞は異なった脂質組
成を持っている。脂質組成はオルガネラ間で
も異なっており、小胞体、ゴルジ体、トラン
スゴルジネットワーク、形質膜と細胞の外側
に向かうにしたがってコレステロールとス
フィンゴ脂質の含量が増加する。またミトコ
ンドリアには特異的なリン脂質であるカル
ジオリピンが存在し、後期エンドソームには
ビス（モノアシルグリセロ）リン酸が局在す
る。さらに生体膜の脂質二重層の内層と外層
の間でも脂質組成は異なっている。形質膜あ
るいはオルガネラ特異的脂質は特徴的な脂
質集合体を形成することによりその機能を
発揮していると考えられるが、このような脂
質ドメインのキャラクタリゼーションは進
んでいなかった。本研究では「脂質を見る」
ことによりスフィンゴミエリンに富んだ形
質膜脂質ドメインの機能を知るとともに、エ
ンドソーム特異的脂質ドメインのキャラク
タリゼーションの第一歩として脂質の構造
を明らかにすることを目指した。 
 
２．研究の目的 
（１）脂質ラフトの微細構造を可視化する技
術を開発する。 
（２）「脂質ラフトを見る」ことによりラフ
トの機能を明らかにする。 
（３）「脂質ラフトを見る」ことを利用して
新たな脂質代謝、輸送の阻害剤を取得する。 
（４）後期エンドソームで特異的脂質ドメイ
ンを形成し、細胞内コレステロールのホメオ
スタシスを制御しているビス（モノアシル）
グリセロリン酸の解析を進める。 
 
３．研究の方法 
（１）脂質ラフトの構成成分であるスフィン
ゴミエリンおよびコレステロールに特異的
に結合する無毒プローブを開発するととも
に超高解像蛍光顕微鏡、フリーズフラクチャ
ー免疫電子顕微鏡、原子間力顕微鏡を併用し、
ラフト脂質の可視化を目指す。 
（２）FRET 顕微鏡やビデオ顕微鏡を上記の
方法と併用し、ラフトの機能を明らかにする。 
（３）ハイスループットでの顕微鏡スクリー
ニングを導入し、新規阻害剤の取得を目指す。 
（４）有機合成と生化学を併用し、エンドソ
ーム特異的脂質の構造を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）本研究ではスフィンゴミエリンのクラ
スターを認識するタンパク質、ライセニンを
用いて細胞におけるスフィンゴミエリンド
メインの構造、動態、機能の解析を行った。 
 ライセニンと蛍光タンパクとの融合タン
パク質を用い、細胞分裂時におけるスフィン

ゴミエリンドメインの動態を観察したとこ
ろ、ライセニンは分裂溝の細胞膜外層に濃縮
されることが観察された。細胞膜からスフィ
ンゴミエリンを除去すると細胞分裂が阻害
されることからスフィンゴミエリンドメイ
ンが細胞分裂に於いて重要な役割を果たし
ていることが示唆された。 

細胞質分裂では低分子量 G タンパク質で
ある RhoA が分裂溝にリクルートされること
がその後の分裂カスケードの引き金となる
が、RhoA のリクルートのためにはホスファ
チジルイノシトール 4,5-ビスリン酸（PIP2）
が分裂溝に濃縮されることが重要であるこ
とが知られている。超解像顕微鏡 PALM
（Photoactivated localization microscopy）を用
いた解析からスフィンゴミエリンドメイン
の裏側には PIP2 ドメインが存在することが
明らかになった。PIP2 ドメインはスフィンゴ
ミエリンの除去や合成阻害により消失した。
またスフィンゴミエリンの除去により RhoA
の分裂溝へのリクルートも阻害された。これ
らの結果は PIP2 の分裂溝への集積にスフィ
ンゴミエリンドメインが重要な役割を果た
していることを示唆している。 
 
（２）動物細胞形質膜脂質二重層の内層と外
層では脂質組成は異なっており、内層にはホ
スファチジルエタノールアミン、ホスファチ
ジルセリン等のアミノ基を持ったリン脂質
やイノシトールリン脂質が分布しているの
に対して、外層にはホスファチジルコリンや
スフィンゴ脂質が多い。このような非対称分
布の結果、内層と外層では脂質の構造や物性
が異なるが、脂質の非対称性の生理的意味は
あまりわかっていない。形質膜を形成するリ
ン脂質や糖脂質は膜内を非常に速く拡散し
ているが、膜を横切る動き（フリップフロッ
プ）は非常に遅く、このことが膜の非対称性
を補償している。フリップフロップ速度は脂
質の極性に大きな影響を受け、ジアシルグリ
セロール（DAG）やセラミド等の極性基の小
さな脂質のフリップフロップ速度は、主とし
てモデル膜の実験から、非常に速いと考えら
れている。 
 DAG は細胞増殖、細胞分化などに関与する
脂質セカンドメッセンジャーとして良く知
られている。今回、我々はモデル膜と細胞膜
での DAG のフリップフロップを測定し、ス
フィンゴミエリンに富んだ膜ではフリップ
フロップが遅くなることを見出した。また
我々は形質膜外層に DAG のプールが存在す
ることを示した。我々の結果はスフィンゴミ
エリンが DAG のフリップフロップを介して、
DAG による細胞内シグナルを制御している
可能性を示唆している。 
 
（３）コレステロールは生体膜の主要な脂質



 

 

で、シグナル伝達や膜輸送に関わる微小な脂
質ドメインの形成に重要な役割を果たす。細
胞におけるコレステロールの量と局在は厳
密に調節されているが、そのメカニズムは完
全には明らかでない。本研究ではコレステロ
ール代謝や局在に関わる因子を明らかにす
るために、化合物ライブラリーを用いたスク
リーニングを行った。初めに θトキシンを用
い、細胞膜コレステロールの可視化によるス
クリーニング法を確立した。θ トキシンは
Clostridium perfringen 由来の pore-forming 毒
素で、コレステロールに富んだ膜に結合する
タンパク質である。細胞染色には、毒性のな
い θトキシン C 末端ドメイン（ドメイン４）
に EGFP を融合させたタンパク質（EGFP-D4）
を用いた。通常の細胞ではコレステロールは
細胞膜に多く存在し、EGFP-D4 で染色される
が、コレステロール代謝や輸送、分布の異常
によって細胞表面コレステロールが減少す
ると、EGFP-D4 は結合しなくなる。この系を
用いて 1056 種の化合物をスクリーニングし
た結果、既知のコレステロール合成阻害剤な
ど 8化合物の他、27種類の化合物が得られた。
得られた化合物について、細胞内コレステロ
ール分布への影響を調べたところ、17 種類の
化合物がコレステロールを後期エンドソー
ムに蓄積させることがわかった。また 2 種類
の化合物が EGFP-D4 の細胞膜への結合を阻
害し、5 種類の化合物にコレステロール合成
を阻害する活性があることが明らかになっ
た。このようにコレステロールプローブを用
いたスクリーニングにより、新しいコレステ
ロール合成阻害剤や、コレステロール局在を
変化させる化合物を得ることができた。 
 
（４）リモノイド（Limonoid）は、柑橘類や
その他のミカン科やセンダン科の植物に多
く含まれる一群のフィトケミカルで、果物の
苦み成分であるとともに、抗マラリア作用、
抗がん作用を持つことが報告されているが、
メカニズムの詳細はわかっていない。 

われわれは Chinese hamster ovary(CHO)細
胞を用い、スフィンゴミエリン特異的毒素ラ
イセニンに耐性を付与する低分子化合物を
スクリーニングする過程で、ある種の抗がん
性リモノイド化合物がスフィンゴミエリン
の合成を阻害することを見出した。前駆体と
してセリンを用いた場合にもジヒドロスフ
ィンゴシンを用いた場合にもスフィンゴミ
エリン合成は阻害されることからセラミド
合成以降の過程がリモノイド化合物によっ
て阻害されていることが示唆された。 

リモノイドによるスフィンゴミエリン合
成の阻害は小胞体とゴルジ体を融合させる
brefeldin A 処理により解消した。このことは
リモノイドはスフィンゴミエリン合成酵素
やセラミド合成酵素を阻害しているのでは

なく、セラミドの小胞体からゴルジ体への移
行を阻害していることを示している。しかし
蛍光標識したセラミド類似体のゴルジ体へ
の蓄積は CERT 阻害剤である HPA-12 では抑
えられたがリモノイドは影響を与えなかっ
た。一方 in vitro での CERT によるセラミドの
小胞体画分からの引き抜きはリモノイド化
合物により HPA-12 と同程度に抑えられた。
CERT によるセラミドの引き抜き阻害はリポ
ソームを用いた実験でも再現することがで
きた。 
これらの結果は抗がん性リモノイドはス

フィンゴ脂質代謝を変化させることにより
その効果を発揮していることを示唆してい
る。 
 
（５）ビス（モノアシルグリセロ）リン酸
（ BMP ）（リゾビスホスファチジン酸
（LBPA））は後期エンドソームの内膜に局在
するリン脂質である。BMP/LBPA の立体構
造、生合成および分解経路、機能については
わかっていないことが多い。われわれは化学
合成を用いたアプローチにより BMP/LBPA
の２つのグリセロリン酸が sn-1-sn-1’の立体
構造をとっていることを明らかにした。これ
まで報告されている真核生物およびバクテ
リアのリン脂質のグリセロリン酸の立体配
置はすべて sn-3 であるのに対して、古細菌
では sn-1 の立体配置であることは良く知ら
れている。BMP/LBPA は真核生物およびバ
クテリアで唯一の sn-1 型のリン脂質である
ことが明らかになった。 
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