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研究成果の概要：細胞における脂質の機能の多くはまだ謎として残されている。われわれは脂

質の機能を「脂質を見る」ことによって理解しようとしている。われわれのターゲットの一つ

は脂質ラフトに代表される細胞表面の脂質ドメインであり、もう一つのターゲットはエンドソ

ームおける脂質ドメインである。この２つの脂質ドメインはコレステロールを介して構造的に

も機能的にも深く関連している。本課題においてわれわれはライセニンとデュラマイシンとい

う２つの脂質を見るためのプローブについて解析を進めるとともに、エンドソームの脂質ドメ

インについてモデル膜および培養細胞を用いた詳細な研究を行った。さらにこれらの研究を通

してコレステロールの細胞内のホメオスタシスについて新しい知見を得ることができた。 
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１．研究開始当初の背景 
われわれはこれまでに、細胞における脂質

の分布、動態を解析するためのさまざまなツ
ールを開発してきた。しかし脂質の機能の全
体像に迫るためにはさらに多くの脂質プロ
ーブの開発が必要であると考えられた。一方
これまでに得られたツールを利用して、細胞
内のコレステロールに富んだ膜ドメインの
動態やエンドソーム脂質の機能を始めて明
らかにできる可能性が考えられた。従って本

研究ではプローブの開発とプローブの利用
の両方を推し進めることを目指した。 
 
２．研究の目的 
以下の２つを主要な目的とした。  

(1) 脂質プローブの開発とキャラクタリゼー
ション  

(2) 脂質プローブを利用した細胞内コレステ
ロールホメオスタシスの解析  

 



３．研究の方法 
（１）脂質プローブのキャラクタリゼーショ
ンはモデル膜との相互作用を等温カロリメト
リー、電子顕微鏡観察、X線回折等により測
定するとともに、溶血活性の阻害等でスクリ
ーニングを行った。  
（２）細胞内コレステロールのホメオスタシ
スの測定は培養繊維芽細胞、マクロファージ、
メラノーマ細胞変異株等を用い、蛍光標識し
たコレステロールドメイン特異的化合物、
PEG-Cholesterolやエンドソーム特異的脂質
ビス（モノアシルグリセロ）リン酸に対する
モノクローナル抗体等を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
（１）ホスファチジルエタノールアミンに特
異的に結合するペプチド、デュラマイシンの
解析  
デュラマイシンはホスファチジルエタノール
アミン（PE）を特異的に認識するシンナマイ
シン（Ro09-0198）に類似した19アミノ酸から
なる環状ペプチドである。デュラマイシンの
脂質特異性はわかっていない。本研究により
デュラマイシン、シンナマイシンともにエタ
ノールアミンリン脂質（PEおよびエタノール
アミンプラスマローゲン）を認識することが
示された。モデル膜の研究からデュラマイシ
ンおよびシンナマイシンのPEを含む膜への結
合は膜の曲率に依存して起こることが示され
た。すなわち、どちらのペプチドもより小さ
な小胞に効率よく結合した。電子顕微鏡観察
とX線小角散乱の実験により、これらのペプ
チドの多重層膜への結合は膜の管状構造を誘
起することが示された。これらの結果はデュ
ラマイシン、シンナマイシンは膜の曲率を変
化させることによりPE膜に効率良く結合する
ことを示している。  
（２）コレステロールの細胞内ホメオスタシ
ス  
細胞内のコレステロールホメオスタシスは厳
密にコントロールされており、コレステロー
ル代謝に関係した遺伝子の転写にはステロー
ル調節因子結合タンパク質（sterol regulatory 
element-binding protein (SREBP)）が重要な役割
を果たしている。糖脂質を欠損した動物細胞
変異株の解析から、われわれは成熟型の
SREBPが糖脂質の欠損により増加することを
見出した。SREBPの標的遺伝子の転写および
コレステロールの生合成も変異株で上昇が見
られた。これらの結果は糖脂質が細胞内のコ
レステロールを制御している可能性を示唆し
ている。細胞はコレステロールを主として低
密度リポタンパク質（LDL）のかたちで細胞
外から取り込む。取り込まれたコレステロー
ルは後期エンドソーム・リソソームを経て細
胞膜へと輸送される。後期エンドソーム特異
的脂質であるビス（モノアシルグリセロ）リ

ン酸（bis(monoacylglycero）phosphate (BMP))
はコレステロールのエンドソームからの輸送
に重要な役割を果たしている。われわれは
BMPがドコサヘキサエン酸（DHA）に極めて
富んでいること、また細胞外から加えたDHA
はBMPに蓄積し、BMPの分解を引き起こすこ
とを見出した。われわれの結果はDHAがBMP
を介して細胞内コレステロールのホメオスタ
シスに影響を与えることを示唆している。ま
た、われわれは異なったコレステロール結合
プローブを用いることにより、コレステロー
ルは細胞表面で一様に分布しているのではな
く細胞膜上にはコレステロールの濃度勾配が
存在すること、また、このような濃度勾配が
存在することがEGFレセプター等の細胞膜レ
セプターの活性化に関与していることを明ら
かにした。  
チャイニーズハムスター輸卵管由来細胞
（CHO細胞）は細胞密度の上昇とともに細胞
のコレステロールが増加する。低密度培養と
高密度培養の二つの細胞群を用いていくつ
かの脂質プローブのエンドサイトーシスを
測定したところ、低密度培養ではコレステロ
ール類似体やスフィンゴミエリン類似体の
リサイクリングエンドソームへの輸送が観
察された。一方、高密度培養ではリサイクリ
ングエンドソームへの輸送は観察されなか
った。蛍光標識ラクトシルセラミドのエンド
サイトーシスは細胞密度の影響を受けない
ことから、限られた脂質のエンドサイトーシ
スが細胞密度によって影響を受けることが
示唆された。高密度の細胞からコレステロー
ルを除くと蛍光スフィンゴミエリンがリサ
イクリングエンドソームに輸送されること
から、細胞密度に依存したエンドサイトーシ
スはコレステロールによって制御されてい
ることが示唆された。細胞密度とコレステロ
ールによって制御されているエンドサイト
ーシスの分子メカニズムを探るため、低分子
量 GTPase、rabタンパク質の細胞内分布を測
定した。われわれの結果は rab11 が細胞密度
によって細胞内分布を変化させること、また
この変化はコレステロールによって影響を
受けることを示している。さらに GTP 型
rab11 は脂質プローブの輸送を初期エンドソ
ームからリサイクリングエンドソームへと
変化させた。これらの結果はコレステロール
が rab11 を介して膜脂質のエンドサイトーシ
ス経路をコントロールしていることを示唆
している。 
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