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研究成果の概要（和文）：  

脂質ラフトはスフィンゴ脂質とコレステロールに富んだ細胞膜脂質ドメインで、膜を介する情

報伝達、細胞内膜輸送、ウイルスやバクテリアの感染など様々な生物現象に重要であると考え

られている。しかし、脂質ラフトの実体についてはまだ分からないことが多い。私は食用キノ

コを材料にスフィンゴミエリンとコレステロールの複合体に特異的に結合するタンパク質のス

クリーニングを行い、新規タンパク質を同定した。本研究ではこのタンパク質と他の脂質ラフ

ト結合性のプローブを併用して脂質ラフトの構造と動態を明らかにするとともに、ウイルス感

染における脂質ラフトの役割の解明を目標にしている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Lipid rafts are plasma membrane lipid domains enriched in sphingolipids and cholesterol. 

The size, composition and function of lipid rafts are matters of debate partially because 

of the lack of an appropriate probe to visualize them in situ. We identified a novel, 

non-toxic mushroom protein that specifically binds a complex of sphingomyelin (SM), a 

major sphingolipid in mammalian cells, and cholesterol. The purified protein, termed 

Nakanori, labeled cell surface domains in SM and cholesterol-dependent manner. 
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１．研究開始当初の背景 

脂質ラフトはスフィンゴ脂質とコレステロ

ールに富んだ細胞膜脂質ドメインで、膜を介

する情報伝達、細胞内膜輸送、ウイルスやバ

クテリアの感染など様々な生物現象に重要な

役割を果たしていると考えられている。しか

し、脂質ラフトの実体についてはまだ分から

ないことが多い。脂質ラフトの本質に迫る上
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で「脂質を見る」ことは非常に重要な意味を

持っている。ラフトを見る道具として、これ

までに糖脂質の一種であるガングリオシド

GM1 に特異的に結合するコレラ毒素が広く利

用されており、実際コレラ毒素の無毒のB サ

ブユニットを蛍光標識したものは「脂質ラフ

トキット」として販売されている。このほか

ラフトに濃縮されているグリコシルホスファ

チジルイノシトール（GPI）結合タンパク質も

ラフトのマーカーとして利用されている。私

はこれまでに脂質ラフトの主要構成成分であ

るスフィンゴミエリンに特異的に結合するタ

ンパク質、ライセニンを用いて、細胞表面の

脂質ラフトの不均一性を明らかにし（J Biol 

Chem 278, 22762 (2003);Biophys J 86, 296 

(2004); Biochemistry 43, 9766 (2004); J 

Biol Chem 280, 24072 (2005)）、またコレス

テロールに富んだドメインに強い親和性を持

っているコレステロールのポリエチレングリ

コール誘導体（PEG-Chol）を開発し、細胞内

のコレステロールの動態の解析を行ってきた

（J Biol Chem 279,23790 (2004)）。 

２．研究の目的 

脂質ラフトの本質はスフィンゴ脂質とコ

レステロールが作る複合体の特異的な物性

にあると考えられる。したがってスフィンゴ

脂質やコレステロールを別々に見たのでは

厳密な意味では脂質ラフトを見たとは言え

ない。つまりスフィンゴ脂質とコレステロー

ルが複合体を形成したときにのみ膜に結合

できるようなプローブが最も望ましい脂質

ラフトプローブであると言える。スフィンゴ

脂質とコレステロールの複合体に結合する

タンパク質はこれまでにイソギンチャクや

食用キノコから単離されているが、毒性が高

い、特異性が低い、等の理由からラフトプロ

ーブとしての利用には至っていない。私は食

用キノコを材料にスフィンゴミエリンとコ

レステロールの複合体に特異的に結合する

タンパク質のスクリーニングを行い、分子量

２万の新規タンパク質の同定に成功した（特

願２０１０－１１２６８１）。下段左の図は

種々の脂質をコレステロールと１：１に混合

し、固相法でこのタンパク質の結合を見たも

のである。このタンパク質はスフィンゴミエ

リン（SM）とコレステロールの混合物のみに

結合することがわかる。また右の図はスフィ

ンゴミエリンとコレステロールを種々の割

合で混合した脂質混合物へのこのタンパク

質の結合を見たものである。このタンパク質

はスフィンゴミエリンのみ（S/C=10/0）ある

いはコレステロールのみ（S/C=0/10）には結

合しないが両者を混合することによって結

合が見られるようになる。上記の結果は新規

タンパク質を用いることで脂質ラフトの解

析が大きく進む可能性を示唆している。本研

究では新規タンパク質と私達がこれまでキ

ャラクタライズしてきた種々の脂質結合タ

ンパク質を駆使し、脂質ラフトの構造と動態

を明らかにし、さらに新規タンパク質のラフ

ト依存性ウイルス感染への影響について解

析する。 
３．研究の方法 

① 脂質ラフトの構成成分は細胞膜上でどの

ように分布し、運動しているのか 

本研究では脂質ラフトの主要構成成分、スフ

ィンゴミエリン、コレステロールおよびスフ

ィンゴミエリン・コレステロール複合体をそ

れぞれ異なったプローブで標識し、その分布

と動態を解析する。そのためにスフィンゴミ

エリンに特異的に結合するタンパク質ライセ

ニン、コレステロールに特異的に結合するタ

ンパク質・トキシン、および私達の開発した

新規タンパク質を使用し、それぞれをgreen 

fluorescence protein (GFP) あるいはred 

fluorescence protein (RFP)で修飾する。ラ



 

 

イセニン、・トキシンはそれぞれ毒素である

ため、無毒化した脂質結合フラグメントを使

用する。本研究ではこれらの脂質プローブを

用い、fluorescence correlation 

spectroscopy (FCS)や1 分子解析によりそれ

ぞれの脂質ドメインの動態を測定する。それ

ぞれの脂質の詳細な分布については共焦点レ

ーザー顕微鏡や全反射顕微鏡によるプローブ

の分布の解析を行うとともに、laurdan 

di-4-ANEPPDHQ（Proc Natl Acad Sci USA 100, 

15554 (2003)）等の膜環境依存性の色素を併

用し、膜の物性と脂質の分布との相関を明ら

かにする。詳細な脂質ドメインの膜分布は電

子顕微鏡を用いたrip-off 法（J Biol Chem 

280, 24072 (2005)）による免疫電顕を行う。 

② 脂質ラフトの裏側を含めた脂質ラフトの

全体像はどのようになっているのか 

本研究では２つの顕微鏡手法を導入し、脂質

ラフトの全体像を明らかにする。ひとつは

SDS-Freeze fracture Replica Labeling 

(SDS-FRL)法（J Cell Sci 109, 2453 (1996)）

であり、もうひとつはPhotoActivation 

Localization Microscopy (PALM)である。

SDS-FRL 法はサンプルを急速凍結割断（フリ

ーズフラクチャー）した後、SDS 処理によっ

て脂質をマトリクスに保持できることが特徴

で、これによって脂質プローブによる脂質の

標識が可能になる。脂質プローブをさらに金

コロイドで標識することにより、電子顕微鏡

による膜の表裏の脂質分布を調べることがで

きる。PALMは１分子イメージングに基づく蛍

光観察法で、SDS-FRL に比べ操作に要する時

間は非常に短く、なおかつ数十ナノメートル

の解像能で脂質ラフトの分布を調べることが

可能である。本研究では脂質の分布に加え、

脂質ラフトに集積しているといわれるシグナ

ル分子や細胞骨格を同時に観察し、脂質ラフ

トの全体像に迫る。 

 

③ ウイルス感染において脂質ラフトはどの

ような役割を果たしているのか 

インフルエンザウイルス、エイズウイルス等

いくつかのエンベロープウイルスは宿主の脂

質ラフトで覆われた膜を持っている。本研究

でインフルエンザウイルス感染に焦点を当て、

脂質ラフトの機能を解析するとともに、脂質

ラフトプローブのウイルス感染への影響を解

析する。 

４．研究成果 

初めにこのタンパク質の脂質への結合をい

くつかの方法を用いて調べた。その結果、

ELISA法、リポソーム結合法において、SM/Chol

に特異的に結合することがわかった。このタ

ンパク質を用いて細胞を染色し、蛍光顕微鏡

下で観察すると、細胞表面は一様に染まり、

SMのプローブであるライセニンと共局在した。

細胞内の染色では、後期エンドソームを染色

し、これもライセニンと共局在した。 

１分子イメージングに基づく蛍光観察法PALM

顕微鏡でラフトを観察すると、ラフトに存在

するといわれているタンパク質(H-Ras)と共

局在する一方、ラフト依存的でないK-Rasとは

一致しなかった。以上の結果からこの新規タ

ンパク質がラフトマーカーとして使用できる

ことが示唆された。 

次に、我々は細胞内にコレステロールが蓄

積する病気、ニーマンピックC型病患者(NPC)

の細胞を用いて、この細胞の脂質ラフトがど

うなっているか調べた。この実験では膜環境

依存性の色素laurdan di-4-ANEPPDHQ（Proc 

Natl Acad Sci USA 100, 15554 (2003)）を用

いて全反射顕微鏡下で実験を行った。その結

果、正常細胞では細胞表面が一様に染まるの

に対し、NPC細胞では細胞表面にドメインを形

成していることが示唆された。電子顕微鏡に

よる観察でも同様の結果が得られた。 



 

 

最後に、近年インフルエンザウイルスの感

染に脂質ラフトが重要な役割をしているとい

う報告があることから、このタンパク質を用

いて、ウイルスの感染阻害を試みた。その結

果、タンパク質があると、インフルエンザウ

イルスが細胞からリリースされるのが阻害さ

れることがわかった。まだどのような機構で

阻害されるかは明らかになっていないが、今

後の研究により、このタンパク質が抗インフ

ルエンザ薬として使用できる可能性を示唆し

ている。 
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