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研究成果の概要（和文）：スフィンゴ糖脂質は、セラミドの共通構造を有し様々な大きさと電荷の糖鎖頭部基を
有する一群の脂質分子である。コレステロールとの相互作用を介して様々な局在変化ををおこし生命現象に関与
することが示唆されていたが、その親和性の強さは不明であった。そこで、生体モデル膜中でのスフィンゴ糖脂
質のコレステロールとの相互作用と頭部基の構造変化を固体NMRと蛍光分光法を組み合わせて解析した。ラクト
シルセラミドでは、強固な頭部基水素結合を基盤としたクラスタ―形成を起こし、コレステロールとの親和性は
弱いことがわかった。グルコシルセラミドでの頭部基解析では、コレステロールは顕著な構造変化を誘起しない
ことがわかった。

研究成果の概要（英文）：Glycosphingolipids (GSLs) are the membrane lipid molecules having common 
ceramide backbone and oligosaccharide headgroups with various size and charge. GSLs have been 
thought to interact with cholesterol (Cho) and altered the sugar chain conformation to regulate the 
protein interactions, but detail was elusive. Here, we used biomimetic membranes to analyze GSL-Cho 
interaction and the headgroup conformation by solid state NMR and fluorescence spectroscopies. 
Lactosylceramide was found to form rigid cluster through headgroup hydrogen bonding, and the 
affinity to Cho was weak. Glucosylceramide received some order effect from Cho, but the headgroup 
conformation was not significantly altered in the presence of Cho.

研究分野：生体分子化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
研究の学術的背景 
スフィンゴ糖脂質は細胞膜構成脂質の
数％を占める。スフィンゴミエリンと同一の
脂質鎖構造を有し、細胞膜上でスフィンゴ糖
脂質を主成分とするミクロドメインを形成
してシグナル伝達に関与する。このようなミ
クロドメインは細胞膜上で離散、集合を繰り
返しながら一過的に形成され、その結果、生
命シグナルはパルスとして細胞内に導入さ
れる。 
申請者の所属する研究室では、細胞表面の機
能ドメインである脂質ラフトに着目して、そ
の脂質間相互作用を有機合成と 2H-NMR を用
いて研究してきた。脂質鎖の水素を位置特異
的に重水素に置換したスフィンゴミエリン
標識体を系統的に合成して、その解析から、
コレステロールがリン脂質よりもスフィン
ゴミエリンと強くそして深い部位で相互作
用することを明らかになっていた。 
脂質ラフトにおける機能性の糖脂質複合
体の相互作用と構造を精密に研究すること
は、その生体機能を正確に解明するうえで必
須である。しかしながら、原子レベルでの精
密な解析はその流動的な性質などが原因で
大きく遅れており、ラフト中での脂質間相互
作用により形成される糖脂質複合体の構造
基盤は不明である。代表的なラフト脂質であ
るコレステロールとスフィンゴ糖脂質の膜
内で起こる相互作用が、細胞膜の表面の糖脂
質糖鎖の構造に影響を与え、認識タンパク質
との結合性をも制御していることが計算化
学により示唆されていた。しかしその実験的
根拠は糖鎖結合毒素との親和性など間接的
なもののみで、直接的な根拠は乏しい状況で
あった。 
 
２．研究の目的 
糖脂質は、細胞膜に存在する機能ドメイン
である脂質ラフト分子複合体を形成して、タ
ンパク質による認識を調節し、シグナル伝達
を制御する重要な分子である。糖脂質がその
ような生理機能を発揮するときには、細胞膜
内でラフト特異的な脂質と相互作用して、細
胞表面にある糖脂質糖鎖の構造変化が誘起
される事が示唆されている。しかしその実験
的な根拠はきわめて乏しい。そこで、生体膜
を模倣した環境に下において、NMR を用い
ることで、糖脂質の脂質ラフトにおける脂質
間相互作用と続く構造変化を明らかにし、ラ
フト糖脂質分子集合体の全体構造の解明を
目指す。具体的には以下の点に関し研究を推
進する。生体膜を模倣した環境における①糖
脂質の膜内でのコレステロールとの相互作
用を、固体 NMRを用いて精密に明らかにす
る。②膜内でおこる脂質間相互作用が誘起す
る膜表面の糖脂質糖鎖の構造の変化を追跡
する。これらの研究結果を併せて糖脂質分子
複合体のスナップショット像を構築して、脂
質ラフトにおける糖脂質分子集合体の本質

にせまる。 
 
３．研究の方法 
(1)スフィンゴ脂質標識体の合成 
 
アシル鎖 10 位に重水素標識を施したスフィ
ンゴ糖脂質を化学合成した。ラクトシルセラ
ミド標識体は、市販のセリンを原料にBoc化、
ワインレブアミド化、ビニル基の挿入を経て
鍵中間体を得る。このケトンを立体選択的に
還元してオレフィンメタセシス反応により
trans-オレフィン部とスフィンゴシン鎖を
構築した。その後、1 位にラクトース供与体
とグリコシル化して頭部基を挿入した。さら
に脂肪酸部分をアミド結合にて導入して最
後に脱保護することで目的のラクトシルセ
ラミド標識体を得た。 
 グルコシルセラミド二重標識体は、市販の
2-13C-グルコースを原料として、これをグル
コノラクトンに導いた後、NaBD4で還元するこ
とで1位に重水素を導入した二重標識部分を
構築した。 
重水素標識化ガングリオシド GM1 は、文献に
従いアシル鎖を塩基によりいったん加水分
解したのち、重水素化脂肪酸と縮合すること
で容易に得た。 
 
(2)生体モデル膜の固体 NMR 
 
 合成した重水素化脂質と非標識脂質を混
合した50%水和 Multi lamellar vesicle（MLV）
を作成して、固体 NMR を測定した。重水素固
体 NMR は solid-echo 法により測定して、核
四極子相互作用の大きさを解析した。
13C{2H}REDOR 法を用いて 2 結合間の異種核双
極子相互作用の大きさを求めた。これらの固
体NMRで得られる核四極子と異種核双極子の
相互作用は局所の角度とオーダーの情報を
含有しており、これを解析することで分子の
オーダー度合いと角度が得られる。 
 
４．研究成果 
(1)ラクトシルセラミドとコレステロールの
脂質膜内での相互作用 
 
多様な頭部基糖鎖構造を有するスフィン
ゴ糖脂質のなかで、二糖構造を有するラクト
シルセラミドに着目した。ラクトシルセラミ
ドは多くの糖脂質に共通する基本構造であ
り、細胞表面に存在しており、シグナル伝達
や感染に関与する。この糖脂質を解析するこ
とで、スフィンゴ糖脂質と他の脂質分子の相
互作用の基本情報の取得を目指した。 
生体モデル膜中でおこるラクトシルセラ
ミドとコレステロールとの相互作用解析を
固体 2H NMR を用いておこなった。この測定を
達成するためにまずアシル鎖の 10 位に重水
素を組み込んだラクトシルセラミド標識体
を化学合成し、コレステロール有無での 2H 
NMR スペクトルを測定した。その結果、コレ



ステロール非存在下ではリポソーム中でラ
クトシルセラミド同士が強く凝集したゲル
相を形成し、NMR シグナルの広幅化をまねい
た。これは、合成したラクトシルセラミドの
DSC を測定したところ、78 度の高温域にゲル
－液晶の相転移温度を有していたことと一
致する。その一方で、コレステロール存在下
ではラクトシルセラミドはコレステロール
と相互作用して高いオーダー効果を受ける
ことが明らかになった。 
さらに不飽和リン脂質と混合し擬似的な
脂質ラフト様環境を再現した三成分からな
るリポソームを作成して、コレステロールと
の相互作用を調べた。本条件下においても、
コレステロールが存在しないときはNMRシグ
ナルが観測されず、ラクトシルセラミドは強
い凝集状態にあることを示した。一方で、コ
レステロールが存在していると示される四
極子分裂幅を観測した。このことは、コレス
テロールがラクトシルセラミド間の凝集を
ほぐし、コレステロールとラクトシルセラミ
ドからなる微小なドメインを形成したこと
を示唆する結果と考えている。 
脂質分子の相特異的な蛍光プローブであ
る BODIPY-PC を用い、ラクトシルセラミド含
有リポソーム（GUV）の蛍光顕微鏡による相
分離を観測した。その結果、2H NMR で用いた
た各組成において、2H NMR で得られたラクト
シルセラミド分子の運動性を裏打ちする相
分離とドメイン形状が観測された。 
 
(2) グルコシルセラミドとコレステロール
の脂質膜内での相互作用と頭部基の傾き 
 
コレステロールの誘起する頭部基の傾きの
変化を観測するため、他のスフィンゴ糖脂質
と共通脂質構造を有しつつ最小の頭部基を
もつグルコシルセラミドを用いた。脂質膜中
での頭部配向の変化を固体NMRを用いて解析
することを目指した。グルコース 1位に重水
素、2位に炭素 13 標識を施したグルコシルセ
ラミド二重標識体を化学合成した。合成した
グルコシルセラミドの相転移温度を測定し
たところ 88 度を示し、常温ではゲル相状態
であった。そこで。ジミリストイルホスホコ
リン(DMPC)をあらかじめ混合することでゲ
ル相を解消させた生体モデル膜を作成した。
この膜をコレステロールのあるときとない
ときで、重水素固体 NMRと REDOR 測定を行い、
四極子分裂幅ならびに異種核双極子カップ
リングを解析した。その結果、コレステロー
ルのオーダー効果に起因するシグナル変化
を観測した。その一方で、グルコース頭部基
の角度変化に依存するようなシグナル変化
は観測されなかった。このことは、グルコシ
ルセラミドの頭部配向は、コレステロールの
有無に左右されないことを示唆する結果と
いえる。さらに大きな頭部基を有するような
スフィンゴ糖脂質での挙動に興味が持たれ
る。 

 
(3)ガングリオシド GM1 とコレステロールの
作るドメイン構造の精密解析 
 
 ガングリオシドGM1は酸性のシアル酸を含
む五糖を極性頭部基にもち、セラミド鎖を脂
質鎖とした構造を有する。GM1 は種々の生理
機能を有するスフィンゴ糖脂質の代表的な
分子種の一つであり、脂質ラフトに局在して、
コレラトキシンやアミロイドβなどの疾患
関連タンパク質と結合することが知られて
いる。しかしながら、GM1 がどのように他の
脂質分子と相互作用して脂質ラフトへの分
配されるのかはいまだよくわかっていない。
そこで本研究では、脂質ラフトの主要な脂質
成分であるスフィンゴミエリンとコレステ
ロールに GM1 と併せて着目することで、四成
分生体モデル膜中でのGM1の濃度依存的な局
在変化を優れた蛍光脂質プローブと、固体
NMR を用いて明らかにした。 
不飽和リン脂質 DOPC とスフィンゴミエリ
ン、GM1、コレステロールから成る生体モデ
ル膜を作成して、蛍光 GM1 プローブと蛍光ス
フィンゴミエリンプローブを併せて用いそ
の膜上での分配を明らかにした。その結果、
GM1 が低濃度域では、スフィンゴミエリン/
コレステロールと共局在する一方で、高濃度
になるとGM1のスフィンゴミエリンドメイン
への局在が大きく低下して、さらにスフィン
ゴミエリンのドメインの大きさを顕著に縮
小させることを明らかにした。 
重水素固体NMRを用いてこの脂質膜系にお
けるガングリオシドGM1の脂質ラフトへの分
配を精密に解析した。脂肪酸の 10 位に重水
素標識を導入したGM1とスフィンゴミエリン
をそれぞれ合成し、種々の割合でスフィンゴ
ミエリンとGM1を加えた生体モデル膜を調製
して固体 NMR を測定した。その結果、GM1 低
濃度領域ではスフィンゴミエリン/コレステ
ロールと相互作用してLoドメインに局在し、
ドメインの安定化に寄与することを示すシ
グナルを得た。その一方で、GM1 が過剰に存
在すると、頭部同士の静電反発によりスフィ
ンゴミエリンドメインが分散して、スフィン
ゴミエリン、コレステロールと微小ドメイン
を形成することが示唆される結果を得た。 
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