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研究成果の概要：Ｔ細胞活性化に重要なリピッドラフトについて細胞膜スフィンゴミエリンに

着目して解析した．スフィンゴミエリン欠質 T細胞では，有意に T細胞レセプター刺戟による

細胞活性化およびそのシグナル伝達が低下していた．全身性エリテマトーデス患者では T細胞

上のリピッドラフト発現が有意に亢進しており，リピッドラフト制御による新たな免疫抑制剤

が治療に有効である可能性が明らかになった． 
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１．研究開始当初の背景 
近年の免疫学において，細胞活性化機構にお
ける細胞膜マイクロドメイン（リピッドラフ
ト）の存在が脚光を浴びている．細胞膜には
不飽和型脂肪酸で構成される領域とスフィ
ンゴミエリンなどの飽和型脂肪酸とコレス
テロールから構成される領域が存在する．後
者がリピッドラフトであり，その細胞膜内面
にはチロシンキナーゼや small G 蛋白，LAT
などのアダプター蛋白が特異的に局在して
いる．細胞活性化や細胞間接着において，細
胞膜上に散在していたリピッドラフトは凝
集し大きなクラスターを形成する．さらに，

この凝集ラフトの中に T 細胞レセプターや
Fas などの刺激分子が移行しシグナル伝達の
足場を形成する．このように，リピッドラフ
トは細胞活性化や増殖機構の本質に関わり，
その制御は膠原病などの自己免疫疾患の原
因を是正すると確信される．当研究課題では，
Ｔ細胞活性化に重要なリピッドラフトにつ
いてラフト形成の中心的構成脂質であるス
フィンゴミエリンに着目して解析し，自己免
疫疾患とくに全身性エリテマトーデスのリ
ンパ球機能異常をリピッドラフトの面から
明らかにし，細胞膜リピッドラフトを制御し
うる新規免疫抑制剤の開発に結びつく新し



 

いアプローチを試みる． 
 
２．研究の目的 
我々はスフィンゴミエリン合成酵素（SMS1）
の遺伝子同定に世界に先駆け成功した
(Yamaoka, J.B.C.279: 18688-18693, 2004)．
SMS１欠損細胞株に，SMS1 遺伝子を導入した
機能回復細胞株を樹立し，Fas 依存性アポト
ーシスにおける細胞膜スフィンゴミエリン
の本質的な重要性を明らかにし得た．細胞膜
スフィンゴミエリンはリピッドラフト凝集
と Fasの重合および細胞死シグナルに必須で
ある FADD とカスパーゼ８との複合体(DISC)
形成に必須であることを証明した．さらに，
これまで不明であったリピッドラフトの凝
集メカニズムが，細胞膜スフィンゴミエリン
のセラミドへの変換に基づくことを証明し
た．この成果は，Journal of Experimental 
Medicine 誌に高く評価された(Miyaji et al., 
J. Exp. Medicine, 202: 249-259, 2005.)． 
 今回，我々は，Ｔ細胞活性化機構における
リピッドラフトの重要性を明らかにする目
的で，スフィンゴミエリン合成酵素(SMS1)1
の si-RNA を遺伝子導入し，スフィンゴミエ
リンノックダウン細胞の樹立を行う．この細
胞におけるＴ細胞増殖能，接着能，Ｔ細胞レ
セプター凝集能，Ｔ細胞活性化シグナルの変
化を正常細胞と比較検討し，Ｔ細胞活性化に
おけるリピッドラフトの重要性を明らかに
する． 
 また我々は，ヒト末梢リンパ球では活性化
に応じてメモリーマーカーである CD45 の発
現とリピッドラフトの発現が増強すること
を確認した．さらに，３０数例の全身性エリ
テマトーデス(SLE)患者末梢リンパ球のラフ
ト発現を解析した結果，T 細胞とくに
CD4/CD45陽性メモリーT細胞におけるラフト
発現が SLEの病勢に比例し増強していること
を確認している．今回の研究結果は，リピッ
ドラフトを介したＴ細胞活性化機構を解明
すると同時に，SLE の免疫異常をリピッドラ
フトの面から明らかにし，細胞膜リピッドラ
フトおよびスフィンゴミエリンを制御する
免疫抑制剤の開発に寄与するものと確信す
る． 
 
３．研究の方法 
（1）スフィンゴミエリン欠失細胞株の樹立
（金，岡崎） 
①Jurakat 細胞にスフィンゴミエリン合成酵
素遺伝子 SMS1-siRNA を遺伝子導入する． 
②Genetecin 存在下に培養を行い，スフィン
ゴミエリン欠損 Jurkat 細胞株を樹立する． 
③樹立された細胞株を限界希釈法でクロー
ニングを行う． 
④得られた細胞株におけるスフィンゴミエ
リン発現を Lysenin で，Ganglioside GM1 発

現をcholeratoxinで, CD3の発現を抗CD3mAb
で FACS 解析する（現有，金沢医科大学）． 
⑤細胞膜および細胞内スフィンゴミエリン
合成酵素活性およびセラミド産生量を酵素
抗体法および酵素活性測定法で行う（マルチ
タイプ測定装置，平成１９年度購入予定）， 
 
（2）細胞膜ラフトの confocal microscopy
による解析（正木，福島） 
①細胞膜でのフィンゴミエリンの存在を明
らかにするために，スフィンゴミエリンに特
異的に結合する MBP 結合 Lysenin と PE 標識
抗 MBP 抗体を用いて染色し，confocal 
microscopy により解析する． 
②さらに，ラフト構成における ganglioside 
GM1 と cholesterol の存在を明らかにするた
めに，FITC 標識 choleratoxin B および FITC
標識 cholesterol-PEG で染色し，confocal 
microscopy により解析する． 
 
（3）抗ＣＤ３架橋刺激による T 細胞レセプ
タ ー お よ び リ ピ ッ ド ラ フ ト の 凝 集 を
confocal microscopyにより解析する（正木，
福島）． 
①上記細胞を CD3抗体により細胞を染色する． 
②２次抗体を用いて CD3架橋刺激を３０分加
える． 
③CD3架橋刺激によるTCRの凝集をPE標識抗
TCR 抗体で，ラフト凝集を FITC 標識
choleratoxin B で，スフィンゴミエリン凝集
を MBP 結合 Lysenin と PE 標識抗 MBP 抗体を
用いて，confocal microscopy により解析す
る． 
 
（4）細胞膜ラフトの sucrose gradient によ
る解析（田中，金） 
①上記細胞を CD3抗体により細胞を染色する． 
②２次抗体を用いて CD3架橋刺激を３０分加
える． 
③１％濃度の Triton X にて両細胞を可溶化
し，20000G で 16 時間 sucrose gradient で分
離する． 
④分離分画における，GangliosideGM1量, Lck
量, LAT 量, tublin 量を westrn blotting 法
で比較定量する． 
⑤刺激前後における TCR量の変化をスフィン
ゴミエリン欠失細胞および親株細胞で比較
検討する． 
 
（5）細胞膜および細胞内のスフィンゴミエ
リン，セラミド量の測定（岡崎） 
①両細胞を L-[14C]serine で標識し，細胞を
可溶化後，細胞膜スフィンゴミエリン量およ
びセラミド量を TLC で展開分離し，両細胞に
おける含量を測定する． 
②抗ＣＤ３架橋刺激前後における細胞膜ス
フィンゴミエリンおよびセラミド量の変化

 



 

を比較検討する． 
 
（6）Ｔ細胞活性化における細胞膜スフィン
ゴミエリンおよびリピッドラフトの関与．
（梅原，金） 
①両細胞を抗 CD3 抗体で刺激培養し，活性化
マーカーである CD25, CD69, CD45RO の発現
を FACS 解析する（現有，金沢医科大学）． 
②両細胞を抗 CD3 抗体で刺激培養し，産生さ
れる IFN-g 量を ELISA 法で測定する． 
 
（7）全身性エリテマトーデス患者リンパ球
のラフト発現の解析（梅原，福島，正木） 
①正常者および全身性エリテマトーデス患
者よりヘパリン採血を行い，フィコール比重
遠心法により末梢リンパ球を分離する． 
②上記を FITC-choleratoxin, PE-CD45RO, 
APC-CD4 で３重染色し，各リンパ球サブセッ
トにおけるリピッドラフト発現を FACS 解析
する． 
③末梢リンパ球の PHA+IL-2 刺激培養におい
て，リピッドラフトの発現変化を検討する． 
④SLE患者の各病型，検査値，SLEDAIなどと，
リンパ球サブセットおよびリピッドラフト
発現強度との関連を検討する． 
 
４．研究成果 
（1）スフィンゴミエリン欠失細胞株細胞株
における Fas 誘導 apoptosis の解析： 
スフィンゴミエリン欠質細胞およびコント
ロール細胞を抗 Fas 抗体（CH11）で刺激し，
apoptosis を sub G1 法で FACS で解析し，両
細胞における apoptosisの差異を明らかにし
た．Fas 架橋刺激による，DISC 形成の検出，
Caspase 活性の測定，ミトコンドリア膜電位
の測定を行なったところ，スフィンゴミエリ
ン欠質細胞ではそれら全てが低下していた． 
 
 (2) 細 胞 膜 lipid raft の confocal 
microscopy による解析： 
スフィンゴミエリン欠失細胞株における
lipid raftの形態および機能を明らかにした．
細胞膜でのスフィンゴミエリンの局在を明ら
かにするために，スフィンゴミエリンに特異
的に結合するMBP結合lyseninとPE標識抗MBP
抗体を用いて染色した．Fas架橋刺激による
Cluster形成をFITC-, PE-標識Fas抗体で検出
し，ラフト構成におけるganglioside GM1 と
スフィンゴミエリンおよびFasの動態を明ら
かにした. スフィンゴミエリン欠失細胞株で
は，Fasの凝集が有意に抑制されていた． 

 
（3）Fas誘導シグナルの差異の検討: 
Fas 架橋刺激に伴う，FADD, Caspase-8 と Fas
との結合を western blotting および免疫沈
降法を用いて検討した．リピッドラフトを
sucrose gradient 法 に よ り 分 画 し ，

ganglioside GM1 量とスフィンゴミエリン量
を比較検討した．Fas 刺激に伴う FADD や
Caspase などのシグナル伝達物質の lipid 
raft への移行を検討した．スフィンゴミエリ
ン欠失細胞では，Fas 刺激による caspase-8, 
caspase-3 活性が抑制されていた．また，Fas
に会合する FADD, Caspase-8 量も低下してい
た．その結果 Fas によるアポトーシスがスフ
ィンゴミエリン欠失細胞では障害されてい
ることが明らかになった． 
 
（4）スフィンゴミエリン欠失 T 細胞株の樹
立とその解析： 
SMS1-siRNA を Jurkat T 細胞に遺伝子導入し、
スフィンゴミエリン(SM)欠質細胞株(SM-kd)
およびコントロール細胞(SM+)を樹立した。
FACS 解析および共焦点顕微鏡で、SM-kd 細胞
では、細胞膜 SM 発現が欠質していることを
確認した。また、SM に結合するライセニンに
抵抗性を示した。 
 
（5）T細胞機能における細胞膜 SM の役割： 
SM-kd および SM+細胞を CD3 抗体で架橋刺激
を加え細胞増殖を検討したところ、SM-kd 細
胞で著明に低下していた。これは、CD3/TCR
のクラスター形成が障害されているためで
あることを共焦点顕微鏡顕微鏡を用いて証
明した。 
 
（6）CD３/TCR架橋刺激によるシグナル経路の
解析: 
SM-kdおよび SM+細胞をCD3抗体で架橋刺激を
加えたところ、SM-kd細胞ではLAT, ZAP70等の
チロシン燐酸化が著明に低下しており、LAT
とZAP70の会合も減少していた。 
 
（7）シグナル伝達物質のリピッドラフト内へ
の移行： 
CD３/TCR架橋刺激によるTCR, ZAP70, PKCのシ
ョ糖密度勾配で分離したラフト分画への移行
は、SM-kd細胞で著明に低下していた。 
 
以上の結果より，リピッドラフトの機能をそ
の中心的脂質であるスフィンゴミエリンの
合成阻害により検討した．その結果，リピッ
ドラフトは，Fas 誘導アポトーシスにおいて
も，T細胞レセプター刺戟による活性化にお
いても，細胞膜レセプターの効率よい凝集を
誘導し，細胞内に効率よいシグナルを伝達す
ることに重要であることが明らかとなった． 
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