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研究成果の概要（和文）：ラフト親和性のガングリオシド蛍光プローブを新規合成し、それを生細胞の形質膜上
で高精度１分子観察した結果、１）ガングリオシドのホモダイマー形成に一般性があること、２）ガングリオシ
ドのホモダイマーは、特異的糖鎖相互作用により形成されること、３）ガングリオシドホモダイマーはラフト脂
質をリクルートし、小さなラフトを形成することを見出した。さらに、４）糖鎖―糖鎖相互作用によるガングリ
オシドホモダイマー形成は、全原子の分子動力学計算により支持され、５）GM3ホモダイマーとEGF受容体とが、
特定のN型糖鎖を介して相互作用することで、EGF受容体のダイマー化、活性化が抑制されることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：We synthesized new ganglioside probes which partitioned into raft fraction. 
Single-fluorescent molecule imaging of these new ganglioside probes revealed that 1) all the 
observed gangliosides formed transient homodimers, 2) the ganglioside homodimers were formed by the 
specific glycan-glycan interactions, 3) the ganglioside homodimers transiently recruited other 
raftophilic molecules, and formed tiny rafts. Furthermore, 4) the homodimer formation of 
gangliosides by specific glycan-glycan interactions was supported by the all-atom molecular dynamics
 simulations, and we revealed that 5) dimerization and activation of EGF receptors are inhibited by 
the specific glycan-glycan interactions of GM3 homodimers with N-glycans of EGF receptors.

研究分野： 細胞生物物理学

キーワード： ガングリオシド　ラフト　１分子観察　糖鎖

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖鎖―糖鎖相互作用は、異なる膜間や同じタンパク質上では定量的に調べられてきたが、同じ膜の側方（シス）
方向で存在するかどうか長い間議論があった。我々は高精度１分子観察法を用いた本研究により、糖鎖―糖鎖相
互作用が、細胞膜分子の組織化に非常に重要な役割を担っていることを示すことができた。糖鎖―糖鎖相互作用
は、EGF受容体以外でも、様々な受容体の活性制御において機能しているかもしれず、今後の研究が期待され
る。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ガングリオシドは、シアル酸を含むスフィンゴ糖脂質であり、細胞膜中のラフト領域に入る

最重要構成分子の一つとして知られている。また、細胞膜脂質の数%しかない少数派ながら、極

めて重要な特異的機能や疾患に関与するとされてきた。例えば、発癌に関与する EGF 受容体

(EGFR)や神経回路の働きの中心となる AMPA 受容体などの機能を調整するとされてきた。しかし、

今まで天然のガングリオシドと同じように振舞う蛍光プローブがなかったため、生きている細

胞の膜上では、ラフト内での挙動など、ガングリオシドの動態は、ほとんど研究されていなかっ

た。そこでこの問題を解決するために、我々と連携研究者の安藤らは、天然のガングリオシドと

同様に振る舞うガングリオシド蛍光プローブの合成を行った（Komura et al.,, Nat. Chem. 

Biol., 2016）。このガングリオシド蛍光プローブの１分子観察により、ラフトの根本的概念を作

るような、非常に興味深い結果を得て、以下の作業仮説を立てた。すなわち、１）ガングリオシ

ドはすべて、小さなラフト内で、特異的糖鎖間相互作用により誘起され、コレステロールにより

安定化されたホモダイマーを形成する。２）ガングリオシドホモダイマーが特異的糖鎖間相互作

用により受容体型チロシンキナーゼと結合し、シグナル伝達の制御を行う。 

 
２．研究の目的 

本研究では上記仮説に基づき、（１）生細胞膜上でのガングリオシドホモダイマー形成の一般

性と形成機構を解明する、（２）ガングリオシドによる EGF 受容体や他の受容体型チロシンキナ

ーゼの機能制御機構を解明する、ことを目的とする。この仮説で重要なのは、「ガングリオシド

が形成するラフトには個性があり、脂質相互作用により安定化された糖鎖間相互作用により誘

起されている。」としている点である。 

 
３． 研究の方法 

（１） 合成したガングリオシド蛍光プローブを細胞膜に導入後、低温下、1% Triton X-100 を

加え、ガングリオシド蛍光プローブが界面活性剤不溶性画分に入るかどうか調べた。ま

た、ガングリオシド蛍光プローブを細胞膜に導入後、ブレッブ膜を形成させて、低温下、

ラフト様相(liquid-ordered phase)に分配されるかどうかを調べた。 

（２） CHO-K1 細胞(GM3 以外発現していない)、GM3-null CHO-K1 細胞、あるいは GM1-null M2T1-

1 細胞膜上に 0.5 分子/µm2となるようにガングリオシド蛍光プローブ 8 種を導入した。

ガングリオシドプローブの１分子イメージングを行い、輝点同士の共局在や１分子 FRET

観察により、ホモダイマーやヘテロダイマー形成を観察した。 

（３） ガングリオシド蛍光プローブが形成したホモダイマーは、ラフトであるかどうかを検証

するために、ガングリオシド蛍光プローブを導入した細胞膜に、他のラフトプローブで

ある GPI アンカー型タンパク質の CD59 を発現させたり、スフィンゴミエリン蛍光プロ

ーブを導入した。ガングリオシド蛍光プローブが形成したホモダイマーへの他のラフト

脂質のリクルートを２色同時１分子観察した。 

（４） 受容体型チロシンキナーゼの EGF 受容体(EGFR)-Halo7 も CHO-K1 細胞に 0.3 分子/µm2と

なるように発現させ、ほぼ 100%になるように蛍光標識した。 

（５） 様々なガングリオシド蛍光プローブと蛍光ラベル EGFR を２色同時１分子観察すること



で、共局在を調べた。 

 

４．研究成果 

（１）ガングリオシド蛍光プローブ８種（一

部の構造を図１に示した）のいずれ

も、界面活性剤不溶性画分に分配さ

れ、ブレッブ膜上のラフト様相

(liquid-ordered phase)に分配され

ていることが明らかになった。これ

らの結果は、蛍光色素を結合させて

も、ガングリオシドのラフトへの分配は変化しないことを示している。 

（２）ガングリオシド蛍光プローブ 8 種の

いずれも、細胞膜上でも人工膜上でも 0.1～0.2 秒の寿命のホモダイマーを形成していた。

また、コレステロール除去後、ホモダイマー寿命は短くなっていた。これらの結果は、細

胞の他の成分の仲介なしにガングリオシド自体がホモダイマーを形成し、脂質相互作用が

ダイマーの安定化に寄与していることを示唆している。 

（３）１分子 FRET 観察によっても、ガングリオシド蛍光プローブのホモダイマー形成が確認で

きた。一方、ヘテロダイマー形成は、一般に短期間しか起こらなかったが、ヘテロダイマ

ーの組み合わせによっては、ホモダイマーと同じくらい長寿命のものも観察された。 

（４）さらに（２）の脂質相互作用について調べた。ガングリオシド蛍光プローブが形成した短

寿命ホモダイマーへ、他のラフトプローブの CD59 やスフィンゴミエリンが短期間リクル

ートされていた。一方、ガングリオシドモノマーへのラフトプローブのリクルートは、極

めて短い期間でしか起きていなかった。さらに、非ラフト脂質プローブの不飽和リン脂質

DOPE は、ガングリオシド蛍光プローブへリクルートされていなかった。この結果は、ガン

グリオシドが形成するホモダイマーは、小さく不安定なラフトであることを示唆している。 

（５）糖鎖添加実験や糖鎖のアナログ体を用いた実験により、ガングリオシドホモダイマーは、

特異的な糖鎖―糖鎖間相互作用により誘起されることが明らかとなった。 

（６）（４）は、全原子の分子動力学計算によっても支持された。 

（７）2 色同時 1 分子観察によって、EGFR と GM3、あるいは GD3 が相互作用することが明らかと

なった。EGFR の NQ mutant を用いた１分子観察の結果、GM3 のシアル酸や EGFR の N 型糖

鎖の一部がなくなると、この相互作用は弱まることが明らかになった。これらの結果は、

EGFR と GM3 が糖鎖―糖鎖相互作用していることを示唆している。 

（８）EGFR は GM3 ダイマーとの糖鎖―糖鎖相互作用により、EGFR ダイマーが減少し、活性が抑

制されていることが明らかとなった。 

図１．ガングリオシド蛍光プローブの構造 
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