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研究成果の概要：  
細胞膜の主要な脂質であるスフィンゴミエリンは、脂質ドメイン（マイクロドメイン）を形成
して存在する。マイクロドメインの形成に関わる因子を同定することを目的とし、スフィンゴ
ミエリンドメインのプローブ・ライセニンを用いたスクリーニングを行った。マイクロドメイ
ン形成が異常な細胞の候補として、複数のライセニン耐性細胞を取得し、それらの解析を行っ
た。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
生体膜を構成する脂質は、主としてリン脂

質、糖脂質、コレステロールからなる。これ
らの脂質分子は同一生体膜上で一様に混合
しているのではなく、不均一に存在し、脂質
ドメイン（マイクロドメイン）を形成してい
る。特殊なマイクロドメインには様々な機能
タンパク質が含まれ、ドメイン自身が膜輸送
やシグナル伝達などの重要な機能の発現に
関与していると考えられている。生体膜脂質

の一種であるスフィンゴミエリンは、そのよ
うなマイクロドメインの主要な構成成分で
ある。またスフィンゴミエリンはスフィンゴ
ミエリナーゼにより加水分解され、分化やア
ポトーシスのシグナル伝達に関わる分子、セ
ラミドに変換されるが、その反応もマイクロ
ドメインでおきると考えられている。スフィ
ンゴミエリンは細胞の増殖や生存に必須で
あり、その理由のひとつにマイクロドメイン
形成の重要性があげられている。そこでどの
ようにスフィンゴミエリンの局在や分布状



態が制御されるか、どのようにマイクロドメ
インが形成されるかが、細胞の機能発現のた
めに重要となる。 

 
研究代表者は、これまでにスフィンゴミエ

リンの動態と機能を知るためのプローブ開
発を目的とし、スフィンゴミエリンに結合す
るタンパク質・ライセニンの解析を行ってき
た。ライセニンはミミズ体液より単離された
毒素で、細胞表面のスフィンゴミエリンに特
異的に結合して細胞死を引きおこす。研究代
表者は、ライセニンが「集合」した状態のス
フィンゴミエリン、すなわち「スフィンゴミ
エリンのドメイン」に結合することを明らか
にした。さらにライセニンをプローブとして
用いて細胞膜上にスフィンゴミエリンのド
メインが存在することを示し、さらにスフィ
ンゴミエリンドメインの形成が糖脂質の存
在 に よ っ て 制 御 さ れ る こ と を 示 し た
(Ishitsuka et al. Biophys. J. (2004) 86, 298)。 

 
これまで人工脂質膜を用いた物理化学的

解析により、マイクロドメインは脂質分子間
の相互作用が引き金となって形成されると
考えられてきた。しかし実際の細胞における
マイクロドメインの形成機構やその存在様
式はほとんど明らかになっていない。例えば
人工膜上のドメインの大きさはマイクロメ
ートルのオーダーであるのに対し、細胞膜上
のドメインは数十から数百ナノメートル程
度の大きさと報告されている。細胞膜は (1)
タンパク質が含まれる、(2)脂質二重膜の内
層・外層を構成する脂質分子種が異なる、(3)
多種多様な脂質分子が存在するというよう
に、人工膜とは非常に異なっていることを考
えると、細胞においては細胞膜上の他の脂質
やタンパク質分子が、人工膜とは異なる機構
で脂質ドメインの形成に関与する可能性が
考えられる。例えば脂質ドメインに存在する
タンパク質であるカベオリンの発現によっ
て、細胞膜の物性が変化することが報告され、
タンパク質がマイクロドメイン形成に関与
する可能性も示唆されている。 
 
 
２．研究の目的 
 
１．の背景を受け、本研究では細胞膜上の

マイクロドメインの形成機構とその役割を
明らかにするために、マイクロドメイン形成
に関与する因子を同定し、その解析を行う。
特にスフィンゴミエリンの局在や分布状態
を制御する因子を明らかにすることを目指
す。 

 
上述のように研究代表者は細胞膜上のス

フィンゴミエリンのドメイン形成が共存す

る脂質分子に影響されることを見出したが、
ドメイン形成がさらに別の脂質分子やタン
パク質分子によって制御される可能性を検
証する。マイクロドメインを制御する責任因
子を明らかにすることによって、マイクロド
メイン形成を人工的に制御することも可能
になり、マイクロドメインの機能解明に役立
つと期待できる。 

 
 

３．研究の方法 
細胞において、スフィンゴミエリンはゴル

ジ体で合成され、細胞膜に輸送される。本研
究ではRNAiライブラリーを用いて種々のタ
ンパク質の発現を低下させた細胞群を調製
し、細胞表面のスフィンゴミエリンに特異的
に結合して細胞死を引きおこす毒素・ライセ
ニンに対し、感受性を示さず耐性となる細胞
をスクリーニングする。ライセニン耐性とな
る原因には、第一にスフィンゴミエリンの合
成の欠損、第二に輸送経路に異常があること
があげられる。第三に、ライセニンはクラス
ター化したスフィンゴミエリン（スフィンゴ
ミエリンドメイン）を認識するため、細胞表
面にスフィンゴミエリンを発現していても
スフィンゴミエリンドメインが形成されな
い細胞もライセニン耐性となる。 
スフィンゴミエリンの輸送が異常な細胞、

およびスフィンゴミエリンドメインが形成
されない細胞について、その原因分子を同定
し、解析を行う。図 1にスクリーニングの概
要を示す。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図１ ライセニンを用いたスクリーニング 

 
 
(1) ライセニン耐性細胞のスクリーニング 
 
RNAi（RNA interference）による遺伝子発
現抑制を引き起こした細胞群から、ライセニ
ン耐性細胞のスクリーニングを行なった。 
 
①約 8,500 種のヒト遺伝子に対する siRNA 



(short interfering RNA)ライブラリーを用い
て、RNAi を誘導した細胞群を調製した。本
研究では、持続的に遺伝子発現の抑制を引き
起こすことのできるウイルスベクター（レン
チウイルスベクター）を用いた。 
 
②細胞をウイルスに感染させ、3 日あるいは
10 日間培養後、正常細胞がライセニンに感受
性を示す条件下でライセニン処理を行った。
その後、ライセニンに耐性を示す細胞を培養
し、クローン化した。 
 
③②のライセニンに耐性を示す細胞につい
て、total RNA を抽出後、RT-PCR によりゲ
ノムに組み込まれた siRNA 配列を増幅し、
配列解析により原因遺伝子を同定した。 
 
④同定した分子について、改めて RNAi によ
る遺伝子発現抑制を行い、細胞がライセニン
耐性を示すかどうかを調べた。 
 
(2) ライセニン耐性細胞の特徴づけ 
 
①スフィンゴミエリンプローブの結合性 
(1)で得られたライセニン耐性細胞について、
スフィンゴミエリンプローブ（蛍光標識した
無毒化ライセニン）を用い、細胞表面のスフ
ィンゴミエリンの局在を蛍光顕微鏡により
調べた。 
 
②スフィンゴミエリン合成活性の解析 
スフィンゴミエリンが合成されない場合、細
胞はライセニン耐性を示す。そこで得られた
ライセニン耐性細胞について、蛍光標識した
スフィンゴミエリン前駆体を用い、スフィン
ゴミエリン合成および糖脂質の合成活性に
ついて調べた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)ライセニン耐性細胞のスクリーニング 
RNAi を誘導した細胞群について、ライセニ
ン耐性細胞のスクリーニングを行った。培養
条件やライセニンの濃度、ライセニン処理を
行なう回数などを検討し、ライセニン耐性細
胞を効率よく濃縮できる条件を決定した。こ
のようにして得られた細胞株について、再度
ライセニン感受性を指標としたスクリーニ
ングを行い、数十種類のライセニン耐性細胞
を取得した。ライセニン感受性試験の結果を
図２に示す。 

 
これらライセニン耐性を示す細胞株につ

いて、それぞれ total RNA を抽出し、RT-PCR
によりゲノムに組み込まれた siRNA 配列を
増幅し、配列解析を行なった。その結果、17

種類のRNAiターゲット遺伝子が同定された。
そのうち 3 種類のターゲット遺伝子は、複数
の細胞株から同定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

図２ ライセニンに対する感受性試験 
 
 
 
(2)ライセニン耐性細胞の特徴づけ 
 
①スフィンゴミエリンプローブの結合性 
スフィンゴミエリンプローブ（蛍光標識無毒
化ライセニン）は、得られたライセニン耐性
細胞に結合しなかった。そのため、細胞表面
のスフィンゴミエリンの量が減少している
か、分布状態が変化している（マイクロドメ
インを形成していない）可能性が考えられた。 
 
②スフィンゴミエリン合成活性の解析 
蛍光脂質を用いてスフィンゴミエリンおよ
び糖脂質の合成活性を調べた。その結果、合
成された糖脂質量は、耐性細胞とコントロー
ル細胞とで差がなかった。この耐性細胞のス
フィンゴミエリンの合成量はコントロール
に比べて 20％程度減少していたが、この細胞
はスフィンゴミエリン合成活性を持つこと
が明らかになった。よってスフィンゴミエリ
ンの輸送あるいは分布状態が変化している
可能性が考えられた。 
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