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研究成果の概要（和文）：生体膜に於いて脂質はランダムに配列しているのではなく、脂質二重層の内層と外層
の脂質組成は異なり、内層のみ、外層のみをとっても特定の脂質がドメインを形成している。しかし生体膜にお
ける脂質の詳細な分布状態はほとんど明らかになっていない。私たちは特定の脂質、あるいは脂質複合体や脂質
構造体に特異的に結合するプローブを開発するとともに、それらのプローブを用い、超高解像蛍光顕微鏡、免疫
電子顕微鏡法等さまざまな顕微鏡手法を用いて、脂質ラフトをはじめとする脂質ドメインの超微細構造を解析
し、また細胞分裂や細胞接着等や種々の病態における脂質ドメインの動態を併せて観測することにより脂質ドメ
インの機能の解明を試みた。

研究成果の概要（英文）：In the biomembranes, lipids are not randomly distributed. Rather, lipids are
 asymmetrically distributed between outer and inner membrane bilayer. Even in one layer, lipids form
 domains. However, the detailed distribution of lipids in biomembranes are not yet elucidated. We 
have developed various protein probes that bind specific lipids or lipid domains. Using these probes
 in combination with state-of-the-art microscopy techniques, we clarified the detailed distribution 
of lipid domains, including lipid rafts, in  biomembranes. Application of our strategy to various 
pathophysiological events such as cell division, cell adhesion and genetic defects in cholesterol 
and sphingolipid metabolism provided us new aspects of lipid domains.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 脂質ドメイン　脂質ラフト　脂質の可視化　脂質結合毒素　コレステロール　スフィンゴ脂質　脂質の
非対称性　スフィンゴミエリン
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１．研究開始当初の背景 
生体膜は脂質とタンパク質の複合体であ

り、脂質の海の中にタンパク質が泳いでいる
「流動モザイクモデル」が提出されたのは
1972 年のことである（Singer SJ and Nicolson GL, 
Science 175, 720 (1972)）。このモデルでは細胞
膜脂質の機能はタンパク質を浮かべる溶媒
に過ぎなかったが、ここ 20 年間にわれわれ
の細胞膜脂質に関する認識は大きく変化し
た。特に大きな影響を与えたのは「脂質ラフ
ト」仮説の登場である（Simons K and van Meer 
G, Biochemsitry 27, 6197 (1988)）。脂質ラフト
仮説は動物細胞の形質膜は他の膜に比べて
コレステロールとスフィンゴ脂質に富んで
いる、という生化学的な観察結果と、スフィ
ンゴミエリン等のスフィンゴ脂質は飽和脂
肪酸に富んでおり、コレステロール存在下で
不飽和脂肪酸を含んでいるホスファチジル
コリン等のグリセロリン脂質との相分離が
促進される、という生物物理学の実験結果に
基づいて提出されたものである。脂質ラフト
モデルでは細胞膜上での微小な（直径 10-200 
nm 程度と考えられている）スフィンゴ脂質
に富んだドメインが集合、解離を繰り返すこ
とにより、生体膜上に物性の違いが生じ、こ
の物性の違いに基づいたタンパク質の脂質
ドメインへの会合が膜を介したシグナル伝
達やウイルスや細菌の感染、細胞内膜輸送等
に重要な役割を果たしている、と考える。 
 これまでに脂質ラフトモデルを支持する
非常に多くの結果が提出されているが、それ
らの結果について疑問を投げかける論文も
提出されている（Munro S, Cell 115, 377 
(2003)）。ラフト研究の大きな問題のひとつは
そのサイズが光学顕微鏡の検出限界以下で
ある、という点にある。スフィンゴ脂質とコ
レステロールの混合物が Triton X-100 のよう
な界面活性剤に不溶性であることから、脂質
ラフトが細胞の機能に重要な役割を果たし
ている、という論文の中にはこの手法を用い
ているものも多い。しかし界面活性剤が脂質
ラフトの再編成を誘起することが明らかに
なるに及び（Heerklotz H, Biophys J 83, 2693 
(2002)）、脂質ラフトを直接見ることの必要性
が多くの研究者によって認識されるに至っ
た。 
これまで脂質ラフト構成タンパク質の細

胞内での分布、動態については多くの報告が
あるのに対して、細胞における脂質ラフトそ
のもののキャラクタリゼーションは進んで
いない。これは主としてラフトの脂質を認識
する適当なプローブが限られていることに
起因している。ラフト構成脂質を認識するプ
ローブの開発に関しては我が国の研究者の
貢献が大きい。東京都老人総合研究所の岩下
がθ毒素から開発したBCθ（Waheed et al. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 98, 4926 (2001)）は生きた
細胞でのコレステロールに富むドメインを
標識するタンパク質として広く受け入れら
れている。また研究代表者は京都大学の梅田

が発見したスフィンゴミエリン特異的毒素、
ライセニンを改良し、脂質ラフトの不均一性
を示唆する結果を得た（Yamaji-Hasegawa et al. 
J. Biol. Chem. 278, 22762 (2003); Ishitsuka et al. 
Biophys. J. 86, 296 (2004); Kiyokawa et al. 
Biochemistry. 43, 9766 (2004); J. Biol. Chem. 280, 
24072 (2005); Ishitsuka et al. Biochemistry 46, 
1495-1502 (2007)）。さらに研究代表者らが最
近開発した低分子コレステロールプローブ
（Sato et al. J Biol Chem, 279, 23790 (2004)）は、
生きた細胞でのコレステロールに富む膜ド
メインの動態の解析を可能にした（Miyaji et 
al. J. Exp. Med. 202, 249(2005); Takahashi et al. 
Mol. Biol. Cell. 18, 2667(2007)）。また研究代表
者らは超高解像蛍光顕微鏡と脂質プローブ
を利用することにより、形質膜のスフィンゴ
ミエリンに富んだ膜ドメインの裏側にはホ
スファチジルイノシトール 4,5-二リン酸
（PIP2）のクラスターが存在し、スフィンゴ
ミエリンドメインは PIP2 のクラスター化を
制御することで細胞分裂をコントロールし
ていることを明らかにした（Abe et al. Mol. 
Cell. Biol. 32, 1396 (2012)）。 
脂質ラフトは 2006 年に「微細で（10-200 

nm）不均一なスフィンゴ脂質とコレステロー
ルに富んだ膜ドメイン」と定義された（Pike LJ 
J. Lipid Res. 47, 1597 (2006)）が、研究開始当初、
多くのことが謎に包まれていた。 
 
２．研究の目的 
研究開始当初、以下のような脂質ラフトの

基本的な問題に対して回答が得られていな
かった： 
１）細胞膜中にスフィンゴ脂質とコレステロ
ールの複合体は存在するのか？存在すると
したらその複合体はどのような時間的、空間
的分布を示すのか？ 
２）何が脂質のクラスター化を引き起こすの
か？ 
３）スフィンゴ脂質は形質膜脂質二重層の外
層に局在しているが、スフィンゴ脂質の裏側
の脂質組成についてはよくわかっていない。
脂質ラフトの裏側はどうなっているのだろ
うか？ 
本研究申請ではこれらの問題に対して我々
が独自に開発した脂質あるいは脂質複合体
に特異的に結合するタンパク質を用い、最新
の顕微鏡技術を駆使して取り組んで行くこ
とを目指した。 
 
３．研究の方法 
特定の脂質、あるいは脂質複合体や脂質構

造体に特異的に結合するプローブを開発す
るとともに、それらのプローブを用い、超高
解像蛍光顕微鏡、免疫電子顕微鏡法等さまざ
まな顕微鏡手法を用いて、脂質ラフトをはじ
めとする脂質ドメインの超微細構造を解析
し、また細胞分裂、細胞接着や種々の病態に
おける脂質ドメインの動態を併せて観測す
ることにより脂質ドメインの機能を明らか



にする。 
 
４．研究成果 
１）脂質ラフトの主要成分であるスフィンゴ
ミエリンの膜中での分布状態の詳細を知る
目的で、スフィンゴミエリンに特異的に結合
する毒素であるライセニンとエキナトキシ
ンの結合特性を解析した。われわれはこれま
でにライセニンが 5-6 分子のスフィンゴミエ
リンのクラスターを認識することを示して
いるが、これに対してエキナトキシンは「分
散した」スフィンゴミエリンに良く結合する
ことが明らかになった。フリーズフラクチャ
ー免疫電子顕微鏡法によりライセニンによ
って認識されるスフィンゴミエリンのクラ
スターは半径 24 nm 程度の脂質ドメインを形
成するのに対して、エキナトキシンが結合す
る分散したスフィンゴミエリンはドメイン
を形成しないことが示された。エキナトキシ
ンとライセニンを異なったスフィンゴミエ
リンの分布状態の指標として用いることに
より、細胞表面におけるスフィンゴミエリン
クラスターの形成にはコレステロールが必
要である、またスフィンゴミエリンクラスタ
ーの形成は糖脂質によって阻害されること
が明らかとなった。さらに上皮細胞の先端側
と基底膜側ではスフィンゴミエリンの存在
状態が異なること、細胞分裂の際には中心体
にスフィンゴミエリンのクラスターが集積
すること、またリソソームのスフィンゴミエ
リナーゼの欠損症であるニーマンピック A で
は、細胞表面のスフィンゴミエリンクラスタ
ーが欠損していることが明らかとなった。 
２）動物細胞の主要スフィンゴ脂質であるス
フィンゴミエリンとコレステロールの複合
体にと特異的に結合する毒性のないタンパ
ク質（ナカノリ、（中乗り、mid raft rider））を
食用キノコであるマイタケより見出した。ス
フィンゴミエリンとコレステロールは特異
的な脂質ラフトドメインを形成することが
良く知られており、ナカノリを用いて脂質ラ
フトの分布、動態を可視化することが可能と
なった。ナカノリは細胞表面に結合するが、
スフィンゴミエリナーゼにより細胞表面の
スフィンゴミエリンを除いたり、メチルベー
タシクロデキストリンによりコレステロー
ルを除くと、結合は見られなくなった。また、
ナカノリはスフィンゴミエリンクラスター
に特異的に結合するタンパク質、ライセニン
が標識するドメインの一部に結合した。ナカ
ノリによって標識される形質膜外層の脂質
ドメインは形質膜内層のホスファチジルイ
ノシトール 4,5-二リン酸（PIP2）ドメインと共
局在した。ナカノリドメインはまた低分子量
G タンパク質である H-Ras と共局在したが、
K-Ras および非活性 H-Ras とは共局在せず、低
分子量Gタンパク質は分子種および活性に依
存して脂質ラフトに局在することが示され
た。ナカノリを用いることにより、コレステ
ロールを細胞内に蓄積する遺伝病であるニ

ーマンピック・タイプ C の細胞では細胞表面
のスフィンゴミエリン・コレステロールドメ
インが他の脂質ドメインと大きく相分離し
ていることが示された。また高濃度のナカノ
リで処理した上皮細胞ではラフトをターゲ
ットとするインフルエンザウイルスの感染
が抑えられ、ナカノリがウイルス感染の新し
い治療法として利用できる可能性が示唆さ
れた。 
３）ショウジョウバエ等 の昆虫やトリパノ
ソーマのような寄生虫における主要スフィ
ンゴ脂質、エタノールアミンホスホセラミド
に特異的に結合するタンパク 質を発見し、
このタンパク質を用いてトリパノソーマ感
染によって引き起こされるアフリカ眠り病
の簡易診断ができることを示した。 
４）これまでに確立した脂質プローブと免疫
電子顕微鏡法を組み合わせることによりナ
ノメートルレベルでの脂質の非対称性 を明
らかにすることにも成功した。その結果赤血
球では主要脂質は表側だけ、または裏側だけ
に局在すること、一方核を持った線維芽 細
胞や好中球では形質膜の内層にスフィンゴ
ミエリンのドメインが存在することが明ら
かになった。 
５）ジアシルグリセロールの FR ET 検出プロ
ーブにオルガネラターゲッティングシグナ
ルを結合させることで、膜の表側と裏側のジ
アシルグリセロールの動態を同時に 検出す
ることに成功した。 
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