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研究成果の概要（和文）：細胞膜を構成する複数の脂質の分布を、特異的に結合するプローブを用いて検出した。人工
膜を用いた実験により、用いたプローブはいずれも全体の1%あれば十分であり、また周囲の脂質環境に影響されること
なく検出できることが確認された。これらのことから、細胞膜の内層と外層を分離して検出できる本実験方法において
、内外層で見られた結果を比較できることが示された。
これらのプローブを用いて、トロンビン刺激した血小板の細胞膜における脂質分布を調べたところ、膜上の特定の箇所
で脂質分子の内外層における非対称性の破綻が生じ、そこから血液凝固作用に必要なマイクロパーティクルが形成され
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined transbilayer and lateral lipid distribution in plasma membrane using r
ecently developed peptide/proteins that selectively bind specific lipids or lipid clusters. The liposome e
xperiments demonstrated that the lipids were effectively detected by the probes even when the membrane con
centration was as low as 1 mol%, and the probes bound similarly to the model membranes that mimic outer or
 inner leaflet lipid environment. 
Next, we examined the distribution of sphingomyelin and phosphatidylserine in resting and thrombin-stimula
ted platelets as well as platelet microparticles that are highly procoagulant. Our results indicate that t
he scrambled membranes are selectively released in the form of microparticles in thrombin-activated platel
ets and suggest the idea that the exposure of phosphatidylserine in inner leaflet to the outer triggers th
e vesiculation of platelets.
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１．研究開始当初の背景 
 私は、細胞膜の機能を解明するために、こ
れまでに細胞膜を構成する多種の脂質の局
在と分布状態を明らかにしてきた。その結果、
内層と外層それぞれに異なる脂質が集積し、
おのおの異なるドメインを作っていること
が示された。 
 
２．研究の目的 
 以下の 2 つを目的とした。 
（１） 脂質の検出に用いたプローブの特異

性と検出効率を明らかにする。 
（２） 細胞の種類や状態によって脂質の局

在がどのように変化するかを明らか
にする。 

 
３．研究の方法 
 1 については、さまざまな種類と濃度の脂
質からなるモデル膜を作成し、SDS 処理凍結
割断レプリカ電子顕微鏡法により解析した。 
 2 については、トロンビンで刺激した血小
板と未刺激の血小板を材料にして、ホスファ
チジルセリンとスフィンゴミエリンの分布
を SDS 処理凍結割断レプリカ電子顕微鏡法
により解析した。 
 
４．研究成果 
 1 について。 
本研究で用いたプローブである抗ホスフ

ァチジルコリン抗体、スフィンゴミエリンに
結合するライセニン、ホスファチジルエタノ
ールアミンに結合するデュラマイシン、抗ホ
スファチジルセリン抗体については、対象と
なる脂質が１mol％の濃度で検出できること
が示された。また、抗ホスファチジルイノシ
トール－４，５－２リン酸抗体については、
対象となる脂質が 0.1 mol％含まれていれば
認識できることがわかった。さらに、これら
のプローブの対象となる脂質への結合は周
囲の脂質に影響されないことが示されたた
め、SDS 処理凍結割断レプリカ電子顕微鏡法
によって細胞膜の内外層を分離した状態で、
それぞれに含まれる脂質を比較検討できる
ことが示された。 
 ２について。 
未刺激の血小板の細胞膜においては、赤血

球の細胞膜と同様にスフィンゴミエリンが
外層に、ホスファチジルセリンが内層に限定
して局在しており、内外層における脂質分布
の非対称性はきわめて厳密に保持されてい
ることが示された。トロンビン刺激後の血小
板においても、上記の細胞膜内外層における
脂質の非対称分布は維持されていたが、ごく
一部の領域でホスファチジルセリンが外層
で検出された。一方、血小板から産生される
マイクロパーティクルの膜においては、脂質
分布の非対称性は破綻していた。これらのこ
とから、マイクロパーティクルの産生に先立
って、細胞膜の内外層間で脂質の移動を行う
タンパク質が局所的に活性化されることに

より、脂質が内外層で反転する現象が起こる
のではないかと考えられる。また、細胞膜に
おける脂質の分布は、きわめて厳密なコント
ロール下にあることを示唆している。 
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