
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

基盤研究(B)

2014～2012

高精度１分子観察によるラフトシグナル機構の解明

Unraveling of mechanisms of raft signaling as revealed by single-molecule imaging 
at high resolution

５０４２３０５９研究者番号：

鈴木　健一（Suzuki, Kenichi）

京都大学・物質－細胞統合システム拠点・准教授

研究期間：

２４３７００５５

平成 年 月 日現在２７   ６   ４

円    14,700,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、細胞膜上の「脂質ラフト」でのシグナル伝達とその制御機構を解明するこ
とである。そのため、代表的ラフトマーカーであるGPIアンカー型タンパク質や糖脂質（ガングリオシド）の1分子ずつ
の挙動を細胞膜上で追跡した。驚くべきことに、これらの分子はいずれもコレステロールにより安定化される短寿命の
ホモダイマーを形成していた。また、一般にヘテロダイマーは形成しにくく、タンパク質相互作用や糖鎖相互作用がホ
モダイマー形成を誘起することが示唆された。また、このホモダイマーは、さらに大きな会合体を形成するための基本
ユニットであるという仮説を提案した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to unravel the regulation mechanisms of signal 
transduction in lipid rafts of cell plasma membranes. We tracked single molecules of representative raft 
molecules, GPI-anchored proteins and gangliosides in living cell membranes. Surprisingly, these raft 
markers formed transient homodimers which were stabilized by cholesterol. In general, the lifetime of the 
heterodimers were shorter than those of the homodimers. Our results suggest that these homodimers are 
induced by spesific protein interactions or specific sugar-chain interactions. Based on these results, we 
proposed a hypothesis that these homodimers are basic units for creating greater raft domains.

研究分野：膜生物学
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図1. GPIアンカー型タンパク質のホモダイマー

とテトラマー。タンパク質間相互作用によるホ

モダイマーをラフト相互作用が安定化してい

る。ホモダイマーから、テトラマーができる。 

１．研究開始当初の背景 

(1) ラフト領域は、細胞膜上のシグナル変換
のためのプラットフォームと考えられてい
る。しかし、実際ラフトの実体はほとんどわ
かっておらず、また、どのようにラフトが細
胞膜上のシグナル変換に関与するのかも全
くわかっていなかった。 

(2) シグナル変換は生物学の最重要課題で
あり、ラフトの実体を知らずにこの課題を解
決することは不可能である。ラフト研究は大
論争の最中で混沌を極めており、その解決の
遅れがシグナル変換の理解の主な妨げにな
っていた。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、以下の作業仮説をもとにラ
フトシグナルを解明することである。 

(1)シグナル伝達ラフト形成機構の作業仮
説：シグナルが来る前の定常状態の細胞膜は
準安定状態にあり、ラフトは小さく不安定で
あるが、リガンド刺激後には、大きな変化が
できるように準備された状態にある。ラフト
関与の受容体にリガンドが結合すると構造
変化をして受容体が会合体を形成すると同
時に、不安定ラフトも協同的に集まって会合
体ラフトを作る。これがシグナル発生のプラ
ットフォーム（シグナル伝達ラフト）となる。  

(2)ラフトシグナル伝達の理解の鍵は以下の
2 点であるという作業仮説： 
① アクチン骨格上にある多くのシグナル分

子とラフトとの相互作用 
② タンパク質相互作用＋脂質相互作用 
 

３．研究の方法 

(1)まず、定常状態でのラフト構造を探るた
めに、代表的なラフト分子である GPI（グリ
コシルフォスファチジルイノシトール）アン
カー型タンパク質の少量を(～3000 分子/細
胞)CHO-K1 細胞形質膜上に発現させて、tag
を用いて高効率で蛍光ラベルした。 

(2) もう一つの代表的なラフト分子である
糖脂質（ガングリオシド）蛍光プローブの少
量を CHO-K1 細胞形質膜に導入した。 

(3) 上のように細胞膜に導入した分子の 1分
子ずつを観察し、輝点同士が重なり分離する
様子を観察し、ダイマー寿命を測定した。こ
れを様々な条件下で検討し、ダイマー形成機
構を調べた。 

(4)GPI アンカー型タンパク質の一つである
CD59 をリガンド刺激後、1分子観察し、CD59
会合体形成とシグナル伝達機構を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 3 種の GPI アンカー型タンパク質（CD59, 
DAF, Thy-1）が 150～250 ミリ秒という短寿
命のホモダイマーを形成することが明らか

になった。これは、1 色での 1 分子観察のみ
ならず、2 色同時 1 分子観察、1 分子蛍光共
鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 法 、 Bimolecular 
Fluorescence Complementation の 1分子観察、
クロスリンカーを用いた生化学実験など、多
数の実験、観察により確かめられた。 

(2) GPI アンカー型部分を非ラフトの貫通型
タンパク質に置換したり、細胞膜からコレス
テロールを除去すると、ダイマー寿命は半分
以下に短縮したが、コントロールのリン脂質
分子よりは、まだダイマー寿命は長かった。
これらの結果は、GPI アンカー型タンパク質
のダイマー形成は、ラフト脂質相互作用によ
り安定化されることを示唆している。 

(3) GPI アンカー型タンパク質のタンパク質
を様々なタンパク質で置換したところ、タン
パク質部分の 2 量体形成能が高いほど、GPI
アンカー型タンパク質のダイマー寿命は長
く、タンパク質部分の 2量体形成能がないと、
GPI アンカー型タンパク質ダイマーも形成さ
れないことが明らかとなった。従って、GPI
アンカー型タンパク質のダイマー形成は、タ
ンパク質相互作用により誘起されることが
示唆された。 

(4)異種の GPI アンカー型タンパク質からな
るヘテロダイマーは、ほとんど形成されなか
った。タンパク質間の特異的相互作用がホモ
ダイマーを誘起することがさらに裏付けら
れた。 

(5)GPI アンカー型タンパク質密度が高くな
るとホモダイマーのみならず、ホモオリゴマ
ーの形成も観察されたが、その寿命は 100 ミ
リ秒程度と短かった。2 種の異なる GPI アン
カー型タンパク質のホモダイマー同士から
なるヘテロオリゴマーは形成され、その寿命
は 100 ミリ秒程度であった（図 1）。 

(6)GPI アンカー型タンパク質の一つ、補体制
御タンパク質の CD59をリガンド刺激後、CD59



図 2. リガンドにより GPI アンカー型タンパク

質 CD59 を刺激すると、非常に安定なホモテトラ

マーが形成される。これが膜上を動き回り、一

時停留時におシグナル伝達のプラットフォーム

としてはたらく。 

は非常に安定な 4量体を形成することが明ら
かとなった。この安定なホモテトラマー形成
には、ラフト脂質相互作用が必須であり、細
胞内カルシウム応答などの下流のシグナル
を産生するためには、この安定なホモテトラ
マーが必須であることも明らかとなった。ま
た、リガンド刺激前に CD59を抗体で架橋し、
安定なダイマーを形成しておくと、リガンド
刺激後に飛躍的にカルシウム応答が高めら
れていた。従って、定常状態で存在している
短寿命のホモダイマーは、刺激が入ったとき
にできる安定化ホモテトラマーをより容易
に形成させるための準備状態にあることが
示唆された（論文 8）。 

(7)リガンド刺激後、CD59 ホモテトラマー（会
合体）は、平均 0.6 秒間ずつ一時停留を繰り
返しながら、細胞膜上を拡散していた。ホモ
テトラマーが形成されないと、このような一
時停留は見られず、シグナル伝達も観察され
なかった。アクチン線維を破壊すると、一時
停留が劇的に減少した。従って、以前の我々
の結果と合わせて(Suzuki et al., JCB, 
2007a,b)、ホモテトラマーは、アクチン線維
上での一時停留時に、下流分子(Gi, Lyn, 
PLCなど)へとシグナルを伝え、細胞質内の
IP3濃度上昇後に、細胞内カルシウム応答を誘
導することが示された。一時停留領域がシグ
ナル伝達のためのプラットフォームとして
はたらくモデルを提案した(図 2、論文 2,8)。 

(8)もう一つの代表的ラフト分子である糖脂
質（ガングリオシド）も、コレステロールに
より安定化される短寿命のホモダイマーを
形成した。ここでも特異的糖鎖相互作用がホ
モダイマー形成に必須で、ラフト脂質相互作
用がホモダイマーを安定化していることが
明らかとなった。糖脂質も密度が高くなると、
より短寿命のホモオリゴマーを形成してい
た。 

(9)GPI アンカー型タンパク質も糖脂質も、い
ずれも短寿命のホモダイマーを形成してい

るというこれらの結果から、基本ユニットラ
フト仮説を提案した。ホモダイマーは、ラフ
トの基本ユニットで最小単位であり、これを
元にさらに大きな会合体ラフトが形成され
たり、刺激後にシグナル伝達のための安定な
ラフトが形成されるという仮説である。今後、
この仮説を検証していきたい。 
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名称：新規蛍光標識スフィンゴミエリン及び
その利用 
発明者：村田道雄、松森信明、木下祥尚、楠
見明弘、鈴木健一 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：特許願 2015-052518 号 
出願年月日：平成 27 年 3月 16 日 
国内外の別： 国内 
 
○取得状況（計  件） 
 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
出願年月日： 
取得年月日： 
国内外の別：  
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.nig.icems.kyoto-u.ac.jp/ 
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 研究者番号：50423059 

 
(2)研究分担者 

       （   ） 

 

 研究者番号：  

 

(3)連携研究者 

安藤 弘宗（ANDO Hiromune） 

岐阜大学・応用生物科学部・准教授 

 研究者番号：20372518 


