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研究成果の概要（和文）：　細胞膜やオルガネラを構築する膜ドメインは、物理的区画であると同時にシグナル
を媒介する場を提供する。本研究は、膜の特定の機能ドメインを構築する脂質分子種が炎症細胞の機能発現にお
いて果たす役割を、新たに開発された脂質プローブを用いて解析した。ゴルジ体やリソソーム上のスフィンゴミ
エリンによって構築されるドメインが、STINGやTLR9のシグナル伝達に重要な役割を果たすことを見出した。さ
らに膜タンパク質のシス型相互作用によるスフィンゴ脂質の膜ドメインが、マクロファージの大容量貪食に重要
であることを見出した。本研究成果は、細胞内の脂質膜ドメインの新たな機能と新たな炎症制御機構を明らかに
したものである。

研究成果の概要（英文）：　Membrane lipid bilayer plays important functions not only as physical 
barrier of cells/organelles but also as signal platforms. We here investigated the role of lipid 
microdomains in inflammatory responses using newly established probes which specifically bind to 
phosphatidyl serine or sphingomyelin (SM). We found that SM was detected in the cytosolic leave of 
membranes of trans-golgi network, recycling endosomes and lysosomes. SM-enriched membrane domains in
 trans-golgi network recruited STING and TBK1, and mediated STING-dependent type I Interferon 
productions. STING palmitoylation was critical for its localization to SM-rich golgi membrane. We 
also found that SM-rich domain in lysosomes was constituted depending on MHC class I and its 
cis-interacting C-type lectin, and this domain played important role for macrophage phagocytosis. 
Our results revealed that SM-enriched membrane microdomains in organelle provide important platforms
 for transmitting various inflammatory signals.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 膜脂質ドメイン　炎症　シグナル伝達　リポクオリティ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　エネルギー源、メディエーターとしての役割についての理解に比し、膜としての脂質の機能解析の現状は、ツ
ールも少なく困難が多い。そのような状況下で、本研究は新たな脂質プローブを用い、細胞機能発現における“
膜脂質ドメインの質”の重要性を明らかにしたものである。同時に、膜受容体とシグナル分子という、タンパク
質を中心として理解が進められてきた炎症応答に、膜脂質ドメインが担う細胞内の空間的炎症制御のメカニズム
が明らかになったという点において、新たな炎症制御概念を樹立するとともに、治療戦略の作出に新たな可能性
をもたらした。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

自然免疫細胞では、脂質マイクロドメインに依存したエンドサイトーシスによって起炎物質
や抗原を取り込み、エンドソームからリソソームにかかる小胞空間で炎症シグナルが伝達･修飾
される。サイトカイン受容体や Toll 様受容体(TLR)をはじめとする病原体センサーの中には、エ
ンドサイトーシスによって取り込まれ、その際、特定の脂質マイクロドメインと挙動を共にす
るものが多数知られている。核酸を認識する TLR7/9 は、エンドリソソームにおいてリガンドを
認識し、NFB 経路と IRF 経路の活性化を誘導する。さらに、これら炎症細胞よるサイトカイン
分泌におけるエキソサイトーシス、TLR 刺激に依存した MHC-class I のファゴソームへの輸送
と抗原のプロセッシングなどでも報告があるように、炎症惹起には極めて重要なプロセスがエ
ンドリソソームシステムにおける小胞空間に依存することが明らかとなってきた。特に、これ
まで細胞表面で議論されてきた脂質マイクロドメインは、エンドソームへ移行後もなおシグナ
ル伝達のプラットフォームとして機能し、その際細胞内物質輸送と密接なかかわりのもとに、
局所ごとに脂質組成に特徴をもつ膜ドメインがシグナルの“場”を提供し、細胞機能を制御して
いると考えられる。 

申請者は、脂質マイクロドメインに依存した炎症シグナルの制御機構に焦点をあてて研究を
進めており、これまでに炎症刺激に依存して惹起される、特定の脂質マイクロドメインに由来
する小胞のダイナミックな輸送と再編成、および小胞内物質環境の管理制御がこれらの細胞の
機能発現に重要であることを報告してきた。さらに、脂質マイクロドメインの主要な構成成分
であるスフィンゴミエリン(SM)が、膜タンパク質との相互作用を介して炎症シグナルの媒介に
重要な役割を果たすことを見出し、タンパク質機能と膜脂質の質（膜リポクオリティ）を連結さ
せ包括的に炎症応答を理解する必要性が高まった。分担者の田口らによって独自に開発された
SM とホスファチジルセリン(PS）をそれぞれ特異的に認識するタンパク質性蛍光プローブを用
いることで、生細胞における PS/SM の輸送・分布等が高感度で観察できるようになったことか
ら、これらの脂質が構築する膜ドメインの輸送・局在と細胞機能との連関を解析することで、新
たな炎症制御機構の理解を目指した。 
 
２．研究の目的 

炎症細胞では、脂質マイクロドメインは炎症シグナルの制御に重用であり、特定の脂質マイク
ロドメインに由来する小胞のダイナミックな輸送と再構成、および小胞内物質環境の管理制御
が炎症細胞の機能発現には重要である。本研究では、炎症応答における膜脂質ドメインの制御機
構と機能的重要性を、特にスフィンゴ脂質に着目して、膜脂質ドメインの輸送、炎症シグナル伝
達における役割を明らかにすることを目的として行った。そのために、膜脂質ドメインを可視化
するための新規プローブ開発にも取り組んだ。 
 
３．研究の方法 

(1) 細胞内脂質ドメインの局在解析 
 分担者の田口らが独自に開発を行ってきた phosphatidylserine(PS)選択的プローブ、およびスフ
ィンゴミエリンプローブを用いて、細胞内、細胞表面の脂質膜ドメインを可視化した。またこれ
らのプローブ遺伝子を細胞に導入し、生きた細胞内でオルガネラにおける脂質局在を解析した。 

(2) 病原体センサーを介した自然免疫細胞応答の解析 
 培養細胞を種々の自然免疫センサーのアゴニストで刺激し、細胞内の脂質膜ドメインの動態
を可視化した。また上清中のサイトカイン産生を ELISA によって解析し、並行して細胞内のサ
イトカイン mRNA を RT-qPCR によって定量した。また炎症シグナルについては、刺激細胞の
total lysate を用いたウエスタンブロットによって解析した。 

(3) 好中球のケモタキシス 
 骨髄より調整した好中球画分を用いて、フォルミル化ペプチドに対する細胞遊走を、ケモタキ
セルを用いた細胞遊走アッセイによって定量した。 

(4) マクロファージ貪食応答の解析 
 マウス腹腔内より回収したマクロファージに、IgG でコートしたラテックスビーズを貪食させ、
その過程での脂質膜ドメインの解析、および貪食ビーズ量を定量した。 

 
４．研究成果 

(1) 新たな脂質プローブの開発（田口） 
equinatoxin-II (EqtII)は分子量約 20kDaのイソギンチャク由来

の pore-forming toxin であり、SM に選択的に結合する (Bakrac 
et al., JBC, 2008)。分担者の田口らは、EqtII に点変異を導入し、
細胞毒性の極めて低い SM 選択的プローブの開発に成功した。
この新規 SM 可視化プローブにより、細胞膜だけでなく細胞内
小器官を含めた SM の動態をはじめて生細胞で追跡すること

 図 1. 細胞内小器官の SM の可視化 
SM 合成阻害剤（左）によって EqtII の
蛍光（右）は消失する 



が可能になった（図 1）。 

(2) 細胞内スフィンゴミエリンの局在解析（田口、反町） 
 細胞毒性が極めて低い SM 選択的プローブ（改変型 equinatoxin-II)により細胞内の SM を可視
化したところ、トランスゴルジネットワーク、リサイクリングエンドソーム、そしてリソソーム
などのオルガネラの細胞質側脂質層に SM が存在していることが示唆された。また、トランスゴ
ルジネットワークに局在する SM は、活性化状態にある自然免疫分子 STING と非常に良く共局
在することが明らかになった。また、SM はマクロファージの分泌リソソームに局在することを
見出した。さらに、改良型 Eq-II の発現を Doxycycline によって誘導できるトランスジェニック
マウスを樹立し、自然免疫細胞における SM 局在を、細胞株ではなく ex vivo 生細胞で解析でき
る実験系を作出した。これらを用いて、SM が自然免疫細胞のオルガネラの細胞質側に存在する
ことを見出した。このマウスは、遺伝子導入が困難な自然免疫細胞の SM ドメインを解析するた
めの有用なツールとなった。 

(3) 脂質プローブと蛋白質近傍分子同定法を組み合わせた PS 膜ドメインに局在するタンパク質
の網羅的同定（田口） 
独自に開発を行ってきたリン脂質 phosphatidylserine(PS)選択的プローブと、蛋白質近傍分子同

定法を組み合わせることによって、PS の近傍に存在する蛋白質を網羅的に同定することに成功
した。この手法は、特定の膜脂質に結合または近傍で協調して機能する蛋白質を、生細胞から同
定する道をはじめて開いたもので、リポクオリティの理解に大きく貢献する基幹技術である。 

(4) 好中球のケモタキシスにおける脂質膜ドメインの役割（反町） 
自然免疫細胞の膜マイクロドメインの構築と機能を、好中球のケモタキシスに着目して解析

を進めた。MHC クラス I とそのシス型 C 型レクチン受容体 Ly49Q は、好中球の極性形成と遊
走を制御する。これら分子のシス相互作用は、好中球上で GM1 とコレステロールが濃縮した脂
質ドメインを構築すること、さらにこれら分子のシス相互作用に構築される膜ドメインが、これ
ら受容体を介したシグナルに依存して好中球の SHIP1 および SHIP2 の局在制御を担っているこ
とを見出した。興味深いことに、Ly49Q は好中球のケモタキシスの際に uropod への SHIP2 の集
積を媒介し、これにより uropod の安定化を担っている可能性が示された。また好中球の極性形
成にはダイナミンに依存したエンドサイトーシスが方向決定に必要であることを見出した。好
中球の極性形成メカニズムにはまだ不明な点が残されている。本研究は、好中球遊走を制御する
シグナル分子が、シス型受容体によって構築される膜ドメインによって時空間制御を受け、その
結果好中球の極性形成が担われているという、膜ドメインと膜受容体の協調的機能による新た
な制御機構を示す知見となった。 

(5) オルガネラの脂質膜ドメインに依存した STING の新規活性制御機構（田口） 
自然免疫分子 STING は細胞質に存在するキナーゼ TBK1 を膜上にリクルートし自己リン酸化

を引きおこすことで TBK1 を活性化し、自然免疫シグナルを発動する足場タンパク質と考えら
れている。田口らは、SM 選択的プローブにより細胞内の SM を可視化したところ、トランスゴ
ルジネットワーク、リサイクリングエン ドソーム、そしてリソソームなどのオルガネラの細胞
質側脂質層に SM が存在していることを示唆するデータを得た。また、トランスゴルジネットワ
ークに局在する SM は、活性化状態にある自然免疫分子 STING と非常に良く共局在することが
明らかになった。さらに、TBK1、SM、種々のゴルジ体局在タンパク質の同時可視化実験を行っ
たところ、(1) TBK1 がリクルートされる場所は、SM が濃縮して存在するトランスゴルジネット
ワークであること、(2) STING のパルミトイル修飾阻害によって、TBK1 のゴルジ体へのリクル
ートが抑制されることを見出した。さらに、SM を含有するゴルジ体細胞質側脂質領域は、パル
ミトイル修飾化 STING の性状を変化させ、細胞質タンパク質 TBK1 のリクルートを促進する領
域であることを明らかにした。これらを通じて、オルガネラ膜特異的なポクオリティの機能とし 
て、細胞質 DNA 応答自然免疫分子 STING
が、ゴルジ体の中の SM で形成される膜ド
メインで活性化を受け、I 型インターフェロ
ン応答を惹起していることを明らかにした
（Nature Commun 2016）。 

(6) マクロファージ貪食機能におけるス
フィンゴ脂質膜ドメインの役割（反町） 
 SM 選択的プローブと種々の脂質プロー
ブを用いて Ly49Q 周辺膜脂質の脂質分子
種および分布を解析した結果、Ly49Q は SM、
コレステロール、GM1 が濃縮した膜ドメイ
ンを構築し、細胞表面の みならずエンドリ
ソソームにおいてもこれら脂質によって構
築される膜ドメインがLy49Q依存的に検出
された。一次 
構造より Ly49Q の膜貫通領域近傍に脂質相互作 用モチーフを見出し、これらの構造を介してス

 
図 2.オルガネラ膜脂質ドメインに依存した STING の新規活性化機
構（Mukai K. et al. Nature Commun. 2016 より引用) 



フィンゴ脂質と相互作用をしている可能性が強く示唆された。Ly49Q と MHC クラス I のシス型
相互作用によって構築される膜ドメインの自然免疫応答における役割を解析したところ、Ly49Q
はマクロファージのマクロピノサイトーシスに必須であり、マクロファージの大容量の貪食に
際して、細胞膜容量の速やかに増大させるための分泌リソソームの開口放出を制御することを
見出した。さらに興味深いことに、Ly49Q と MHC クラス I のシス型相互作用によって分泌リソ
ソームにスフィンミエリン、GM1、コレステロールが濃縮された膜ドメインが構築され、この脂
質ドメインの構築によってマクロファージの大容量貪食が可能となることが示唆された。マク
ロファージは、数十m の自身の直径に対し、20 m 以上の大きさの物体を貪食することが可能
といわれている。その際貪食対象を包み込む膜脂質の動員については、ほとんど解析がなされて
いなかったが、本研究はマクロファージがどのように大容量の貪食を可能にしているメカニズ
ムの一端を、スフィンゴ脂質膜ドメインが担う分泌リソソームの開口放出として明らかにした
ものであり、新規性独創性に富む成果となった（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(7) TLR シグナルにおける SM 代謝の重要性 
マクロファージの自然免疫センサーの一つである TLR9 の応答において、リガンドが取り込ま

れた小胞で酸性スフィンゴミエリナーゼ(SMase)による SM→Ceramide の代謝が起きていること
を発見し、さらに TLR9 応答の場における Ceramide の生成、代謝制御が下流のシグナル伝達及
びサイトカイン産生に重要であることを見出した。一方、短鎖 Ceramide を添加して Ceramide の
増加をバイパスすると、短時間のうちに細胞内で Sphingosine に代謝されること、また S1P は I
型インターフェロン産生を抑制することから、エンドリソソームにおける SM 代謝産物の重要
性が強く示唆された。 
 

図 2.シス型膜受容体相互作用が担う膜脂質ドメインのマクロファージ貪食作用における重要性 
MHC クラス I と Ly49Q によるシス型相互作用は、マクロファージのマクロピノサイトーシスと貪食に必須の役割を果たす。シス
型相互作用によって、分泌リソソームに SM と GM1 が集積した膜ドメインが形成されることで、大容量貪食が担われていることが
示唆された。 

図３. シス型膜受容体相互作
用が担う膜脂質ドメインの
TLR9 応答における重要性 

MHC クラス I と Ly49Q に
よるシス型相互作用は、TLR9
に依存した I 型 IFN 産生に必
須の役割を果たしている。そ
のメカニズムの一端として、
TLR9 シグナルが伝達される
エンドリソソームに SM を動
員し、SM→セラミド代謝を見
出した。 

エンドリソソーム上で SM
は酸性スフィンゴミエリナー
ゼによってセラミドに変換さ
れるが、この過程が I 型 IFN
産生の重要な制御因子である
こと、エンドリソソーム上の
セラミド分子種が炎症性サイ
トカインの重要な制御因子と
なることを見出した。 
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