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研究成果の概要（和文）： 
細胞膜中には、飽和脂質やコレステロールが豊富な秩序相からなるミクロドメイン（ラフト）

の存在が示唆されている。我々は、直径 10μm の細胞サイズリポソームを用いて、秩序液体相
（ラフト様ドメイン）特異的なエンドサイトーシス様動的構造変化、生細胞膜を模倣した非対
称２層膜リポソームの構築(J. Phys. Chem. B 2008)、アミロイドβの膜局在、膜挙動 (J. Phys. 
Chem. Lett.2010, Biophys. Chem. 2010))に関する研究を進めた。さらに、光により非接触的
に膜内の分子構造を変化させ、膜構造を円盤状から球状へと可逆的に変化させる事
(J.Am.Chem.Soc. 2010)、培養細胞におけるラフト領域特異的なエンドサイトーシスを直接観察
する事もでき、モデル系と細胞系の融合により多くの知見を得ることができた。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Rafts are dynamic clusters composed largely of cholesterol and sphingolipids. Microdomains 
are expected to function as platforms of endocytic carriers. Along these lines, giant 
multicomponent liposomes, raft-exhibiting model membranes, are efficient tools for 
studying the physicochemical properties of microdomains. We have shown that some simple 
stimuli (osmosis or detergents) may induce bud formation of raft domains in model membranes.  
We also showed interaction between amyloid beta (Aβ) and model membranes.  Moreover, 
morphological changes might be related to the neurotoxicity in the pathology of Alzheimer's 
disease (AD). We used both liposomes and actual living cells for studies of dynamic movement 
of membrane structure. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞膜は細胞と外界とを隔てているだけ

でなく、増殖、分化、死滅など極めて広範な
生命現象に、分裂、エンドサイトーシスなど
動的な構造変化を介して関わっている。我々
は、膜構造の動的な構造変化に、膜ミクロド
メイン（脂質ラフト）が重要な役割を担って
いることを、従来のリポソーム（直径50nm
以下）よりも大きい巨大リポソーム（直径約
10μm）を用いた試験管内実験で示している。 
 
２．研究の目的 
上述の実績を発展させ、培養細胞を用いた

実験系と連携させ膜ミクロドメインの動的
構造と細胞信号伝達の関係を調べるために、
以下の目的を設定した。 
（１）巨大リポソームのダイナミクス解析 

細胞に近い脂質組成を有する非対称巨大リ
ポソーム（直径約10μm）を作製し、脂質ラフ
ト領域の運動性（2次元的性質）およびドメイ
ン誘起の膜変形（エンドサイトーシス小胞形
成）のメカニズムを解析し、細胞膜構造の動
的変化に関する物理化学的研究を行う。 
（２）膜・ペプチド相互作用による構造変化 

膜構造とタンパク質の相互作用によるタン
パク質構造変化を解析する。相互作用による
膜ドメイン構造の安定性、タンパク質構造の
変化や膜中の移動、線維（アミロイド）・凝
集形成、信号伝達に関わる膜受容体との相互
作用をタンパク質、膜双方の構造変化と関連
づけて理解する。 
（３）細胞を用いたシグナル伝達の解析 
巨大リポソームのドメイン構造に関する知

見が、実際の細胞におけるシグナル分子の生
成や情報伝達と相関しているかを、免疫系の
培養細胞を用いた実験により明らかにする。
脂質ラフト構造の安定性に関与する刺激・添
加物が実際の細胞の信号伝達においても反映
されるかを調べる。 
 
３．研究の方法 
（１）巨大リポソームのダイナミクス解析 

実際の細胞膜は、多くリポソームの研究者
が用いている単純な膜構造ではなく、細胞の
内側と外側とでその組成の異なる非対称な構
造をしている。本研究課題で我々は、非対称
な組成を持つラフト含有巨大リポソーム（直
径約10μm）を作製し、脂質ラフト領域の動的
変化に関する物理化学的研究を行う。 
（２）膜・ペプチドの相互作用 
膜構造とタンパク質の相互作用による膜・

タンパク質双方の構造の変化やラフトやタン
パク質の膜中での移動、構造変化、タンパク
質の線維構造（アミロイド）形成や凝集形成、
信号伝達に関わる膜受容体に関して、蛍光相
関、一分子解析の手法を中心に研究を行う。 

（３）細胞を用いたシグナル伝達の解析 
ラフト構造とその安定性は、細胞間の接着、

輸送、あるいは信号伝達において、重要な役
割をになっていると考えられている。免疫T
細胞系の細胞を用いて、ラフト構造を観察し、
その安定性を上述のリポソーム研究と連携
させながら考察することは極めて重要であ
る。膜レセプターによる信号伝達系が良く研
究されている培養細胞であるT細胞（Jurkat）
を用いて、ラフト構造の形成とその安定性を
観察する。刺激を加える方法として、マメ科
タンパク質であるコンカナバリンを用いて
信号伝達のON,OFFを行う。細胞のラフト構造
を特異的に認識するプローブを用いて観察
することができるので、ラフトの安定性と信
号伝達、特にT細胞活性化プロセス（細胞内
カルシウムイオン濃度変化やIL-2発現量変
化）に焦点を当てて新たな知見を得る。 
 
４．研究成果 
（１）巨大リポソームのダイナミクス 

生体膜では、内層と外層の組成が著しく異
なっている（非対称性）。 
生体膜非対称性の理由は未解明だが、我々

は生体膜の非対称性を模倣したリポソーム
の形成実験を試みた。チャンバー中に水相と 

図１：液滴法による非対称リポソーム作製法 
  

リン脂質が溶けたオイル相を乗せ、油水界面
に単分子膜を作製する。その後、オイル相の
リン脂質液滴を水油間の比重により油水界
面の単分子膜介して水相へ移行させ、非対称
リポソームを作製した（図１）。非対称リポ
ソームのラフトサイズは、小さい状態が保た
れており、膜の非対称性がラフト領域の安定
性に関与していると考えられた。さらに光に
よる脂質構造の変化が膜ダイナミクスにあ
たえる影響について調べた。光異性化反応に
より非接触的に膜内の分子構造を変化させ
ることで、分子間相互作用を変化させた。分
子構造の違いが膜ゆらぎを変化させ、膜構造
を円盤状から球状へと可逆的に引き起こさ



せること、そして、膜小胞形状の曲率安定性
を理論モデルにより予測した。この事は、分
子レベルでの微細な脂質構造変化が、メソス
コピックなレベルで大きな構造変化を生む
ことを示している。 
 
（２）膜構造とペプチドの相互作用 
アミロイドβ(Aβ)はアルツハイマー病の

原因タンパク質である。Aβの凝集や神経細
胞毒性に、膜脂質の関与が示唆されている。
そこで巨大リポソームを用い、Aβと脂質膜
との相互作用による膜の動的構造変化（ダイ
ナミクス）を解析した。 
 

図２：アミロイドβが引き起こす膜ダイナミ
クス 

 
その結果、Aβと膜の相互作用により膜は

揺動し、形態変化のプロセスに Aβの凝集状
態が影響していた。揺動後の形態変化には、
短時間で内部小胞を生ずる場合と、長時間か
けて内部小胞を生ずる 2パターンがあり、こ
れらの結果は Aβと膜脂質の相互作用、そし
てアミロイドが引き起こす神経細胞毒性と
も関連していると考えられた（図 2）。 

細胞膜の動的構造変化によって起こる出
芽やエンドサイトーシスは、信号伝達におい
て重要である。ラフト領域を含有する巨大リ
ポソームが、外部刺激に応答して動的に構造
変化を起こすかについて調べた。 

結果、外部刺激（例えば浸透圧）を加える
と、ラフトドメインが出芽(エンドサイトー
シス)することを見いだした。出芽小胞形成
過程には、「ドメイン陥入による出芽」と「ド
メイン境界からの連続的小胞放出」の 2パタ
ーンが存在し、それらが膜電荷に依存してい
ることを示した。 

リポソームのみでラフト依存型エンドサ
イトーシスの現象が認められたのは、信号伝
達を考える上でも重要である。 
 

（３）細胞を用いた信号伝達の解析 

我々は、T 細胞を用い、細胞膜（特にラフ
ト）の動的挙動のメカニズムと、細胞内信号
伝達との関係性を明らかにすることを目的

として研究を行っている。T細胞活性化には、
抗原提示細胞の代わりに情報分子としてレ
クチンタンパク質 Concanavalin A (ConA) を
用いた。そして、ConA 添加後の細胞膜(ラフ
ト)の動的挙動の観察を行った。 
さらに、細胞膜構成脂質の一種であるコレ

ステロールを枯渇させた細胞でも、同様の観
察を行った。 
具体的には、ヒト白血病性 T細胞株 Jurkat

を使用し、RPMI1640 培地(10 % FBS)を用いて
37℃、CO2濃度 5%の条件下で培養した。 
ラフトの局在を調べるため、まず、ラフト
の可視化を行った。可視化にはラフトに局在
するガングリオシド GM1 と結合する Cholera 
toxin subunit Bの Alexa Fluor488 conjugate 
(CT-B-488) を用いた。可視化した細胞を、
共焦点レーザー走査型顕微鏡 (FV1000-D, 
OLYMPUS) で観察した。顕微鏡観察したとこ
ろラフトは細胞膜上に散在していた (図 3A)。  
そこに情報分子 ConA を添加すると、ラフト
のクラスタリングが観察された (図 3B)。 
このことから、ConA 添加によって、散在し
ていたラフトが集合することが分かった。 

図３： Cholera toxin subunit B によるラフ
トの可視化  
(A) ConA 刺激前、(B)ConA 刺激後 

 
 
次に、刺激時のラフトと ConA の局在を調

べた。 CT-B-488 と ConA-555 を用いて細胞
を蛍光二重染色し、観察を行った。前述のラ
フトを可視化した細胞に ConA を添加した場
合と同様に、ラフトのクラスタリングが観察
された。ラフトと ConA の局在が一致してい
ることが確認できた (図 4)。 
散在していたラフトが情報分子添加によ

って集まったこと、ラフトと ConA の局在が
一致したことから、Jurkat 細胞に情報分子
ConA を添加した場合、小さいラフトに包含さ
れていた受容体が、刺激に伴い大きなラフト
形成へと進むことが考えられた。 
 
その後、詳細にクラスタリングの位置を調

べた結果、細胞の表面ではなく、内部に集積
している状態が観察できている。 
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図４：ラフトと情報分子（ConA）の局在 

それぞれの局在箇所は、ほぼ完全に

一致している。 
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発明者：濵田 勉 長崎健 高木昌宏  

権利者：北陸先端科学技術大学院大学 

番号：特願 2010-42688 

出願年月日：2010 年 2 月 26 日 

国内 

 

名称：「マイクロ液滴の作製方法」 
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権利者：北陸先端科学技術大学院大学 

番号：特願 2008-110455  
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ホームページ等 
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