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研究成果の概要（和文）：細胞膜には脂質ラフトと呼ばれる微小領域が存在するが、その生理的意義は必ずしも
明確になっていない。一方、酵素の阻害剤は、薬剤としてばかりでなく酵素機能解明のための分子プローブとし
ても利用されてきた。そこで、ラフト形成を阻害する「ラフト阻害剤」を見いだせれば、ラフトの機能や性質を
探索する分子プローブとして利用できる。本研究では、ラフトもしくは非ラフトに選択的に集積する蛍光脂質を
利用し、それらの間のエネルギー移動を観察することで、「ラフト阻害剤」のアッセイ法の開発に成功した。次
に、このアッセイ法を人工細胞膜および生体膜で可能とし、ラフト阻害剤の新たな候補化合物の探索に成功し
た。

研究成果の概要（英文）：Cell membranes have micro-domains called lipid rafts, but their 
physiological significance has yet to be clarified. On the other hand, enzyme inhibitors have been 
used not only as drugs but also as molecular probes for elucidating enzyme functions. Therefore, if 
a “raft inhibitor” that inhibits raft formation is available, it can be used as a molecular probe 
for exploring the function and properties of lipid rafts. In this study, we succeeded in developing 
an assay method for "raft inhibitors" by utilizing fluorescent lipids that selectively accumulate in
 raft or non-raft domains and observing the energy transfer between them. We also made this assay 
possible with artificial cell membranes and biological membranes, and succeeded in searching for new
 candidate compounds for raft inhibitors.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 脂質ラフト　FRET　スフィンゴミエリン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脂質ラフトは、各種タンパク質が特異的に集積することでシグナル伝達の“足場”として機能すると考えられて
いるが、その生理的役割はまだ完全には解明されていない。そこで、本研究によりラフト阻害剤を分子プローブ
としてラフト研究に供することができれば、ラフト形成の生理的意義をより明確にできると期待される。
また、脂質ラフトが生理的に重要な働きをしているとすると、ラフトを破壊する薬剤、すなわちラフト阻害剤は
何らかの毒性や生理作用を示すはずである。したがって、本研究で開発したアッセイ法は、創薬における副作用
スクリーニングとしても機能すると期待される。

※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 

 細胞膜は流動モザイクモデルで提唱された均質

な二重膜ではなく、スフィンゴミエリン（SM）な

どのスフィンゴ脂質とコレステロールに富んだ脂

質ラフトと呼ばれる微小領域が存在することが近

年明らかとなった。脂質ラフトは、周囲の細胞膜よ

りも硬い相状態を有し、GPIアンカータンパク質な

どが特異的に集積することでシグナル伝達の“足

場”として機能していると考えられている（図１）。

しかし、ラフト形成の生理的意義や重要性につい

ては、必ずしも明確になっていなかった。 

 そこで、我々は脂質ラフトを可視化するために

蛍光 SMの開発を行った。市販の蛍光 SMは、図２

左のようにアシル鎖に蛍光基が導入されているた

め、非ラフト相に集積する。我々は、図２右に示す

ように、ラフト特異的に集積する蛍光 SMの開発に成功し、ラフトの蛍光顕微鏡観察や一分子観

察を通して脂質ラフトの形成機構に迫ることができた（Kinoshita M. et al. J. Cell Biol. 2017, 216, 

1183-1204、松森責任著者、国内および国際特許出願）。同時に非ラフトに集積する不飽和リン脂

質（DOPC）の蛍光標識体の合成にも成功した（図２右）。さらに、図３に示すように、ラフト相

に存在する蛍光 SM 同士の間で脂質間蛍光エネルギー移動（脂質間 FRET）が観察されることを

見出し、ラフトを強調して観測することに成功した（Kinoshita M. et al. Sci. Rep. 2017, 7, 16801 松

森責任著者）。 

 

図２ 我々の開発した蛍光 SM と蛍光 DOPC。これらの蛍光脂質は脂質本来の性質を非常によく

再現した。 

 
図３ 蛍光基 ATTO488 と ATTO594 は FRET ペアとなっていることから、人工細胞膜および生

細胞膜における脂質間 FRET の観測にも成功した。 

 

２．研究の目的 

 酵素などのタンパク質に対する阻害剤は、薬剤としてばかりでなくタンパク質機能解明のた

めの分子プローブとして研究に利用されてきた。したがって、ラフト形成を阻害する「ラフト阻

害剤」を見いだせれば、ラフトの機能や性質を探索する分子プローブとして利用できると期待さ

れる。そこで、本研究では、上記の蛍光 SM を利用した「ラフト阻害剤」アッセイ法の開発と、

 

図１ 脂質ラフト模式図 

 



それによるラフト阻害剤の探索を第一の目的とする。次にこのラフト阻害剤を分子プローブと

してラフト研究に供することで、ラフト形成の生理的意義を明確化する。また、脂質ラフトが生

理的に重要な働きをしていることから、ラフト阻害剤は何らかの毒性や生理作用を示すはずで

ある。したがって、本アッセイ法は、創薬における副作用スクリーニングとしても機能する可能

性があり、創薬分野への応用も視野に入れた研究を展開する。 

 

３．研究の方法 

①ラフト阻害アッセイ法の開発 

 上記の脂質間 FRET を利用することで、図４に示す２種類のラフト阻害アッセイ法を構築で

きる。すなわち、（a）ラフト相に集積する蛍光 SMを FRET ペアとし、ラフト阻害剤によりラフ

トが解消されると脂質間 FRET が減少するので、これを観測する方法、および（b）ラフト相に

集積する蛍光 SM と非ラフト相に集積する蛍光 DOPC を FRET ペアとし、ラフト解消によって

両者が近づくことで脂質間 FRET が増加するので、これを観測する方法、である。 

 

 

図４ 二種類のラフト阻害アッセイ法 

 

 まずは人工細胞膜を用いてアッセイ法を構築する。次にマイクロプレートを用いたハイスル

ープット化、さらには生体膜を用いたアッセイ法の構築へと展開する。 

②ラフト阻害剤の探索 

 上記アッセイ法が完成次第、ラフト阻害剤の探索を開始する。下述のように、ジブカインのよ

うな一般薬からラフト阻害剤が見出されたことから、探索研究も市販の各種薬剤や化合物ライ

ブラリーをまずは検討する。また、本研究に着目している製薬会社との共同研究も展開し、広範

な化合物群からラフト阻害剤の探索を行うとともに、創薬における副作用スクリーニングへの

応用も検討する。 

  
４．研究成果 

 すでに我々は、局所麻酔薬のラフトへの作用

を調べる過程で、ジブカインが 100 μM でラフ

トを解消する働きがあることを見出した（図５, 

Kinoshita M. et al. Biochim. Biophys. Acta Gen. Subj. 

2019, 1863, 1381-1389. 松森責任著者）。つまり、

ジブカインはまさにラフト阻害剤である。そこ

で、ジブカインをポジティブコントロールとし

てラフト阻害アッセイ法の開発を行った。ラフ

ト相および非ラフト相に相分離した人工細胞膜

を用いた検討の結果、ラフトに集積する蛍光 SM

および非ラフトに集積する蛍光脂質を FRET ペ

アとして用いた図４b のアッセイ法でジブカイ

ンによるラフト破壊を検出できることがわかっ

た。つまり、人工脂質膜を用いたラフト阻害アッセイの骨子が完成した。 

 次に、この手法をマイクロプレートリーダーに適用し、ハイスループットスクリーニングを可

 

図５ 局所麻酔薬によるラフト解消 
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能とした。具体的には、ラフトと非ラフトに相分離した人工細胞膜に蛍光 SM と蛍光 DOPC を

加え、この懸濁液を 96 穴マイクロプレートに分注する。ここに化合物を入れ、蛍光マイクロプ

レートリーダーにより FRET の強弱を判断する。この手法を各種化合物に適用したところ、ラフ

ト阻害を示す化合物では脂質間 FRET が上昇した一方で、界面活性作用によりリポソームその

ものを破壊する化合物では脂質間 FRET が低下した。脂質間 FRET の上昇と下降により、その化

合物のラフト破壊作用の有無および膜破壊作用の有無を判定可能となった。 

 上記アッセイ法では人工細胞膜を用いたが、ラフトが存在する生体膜である赤血球膜を用い

て同様にラフト阻害アッセイ法の開発も行った。赤血球膜を用いた場合、図４aの方法でジブカ

インによるラフト阻害を検出できることを見出した。これにより赤血球膜を用いたラフト阻害

アッセイ法の骨子も完成した。そこで次に、赤血球膜を用いたラフト阻害アッセイについて、人

工細胞膜と同様にマイクロプレートリーダーでのハイスループット化も検討し、これも達成し

た。 

 このように、我々は人工細胞膜および生体膜（赤血球膜）を用いたラフト阻害アッセイ法の開

発、およびそのハイスループット化に成功した。次にこの方法を用いて各種化合物のスクリーニ

ングを行い、新たなラフト阻害剤候補化合物を見出した。現在は化合物ライブラリーからのラフ

ト阻害剤の探索を開始している。 
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