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可視化することでわかってきた細胞膜のスフィンゴミエリンの動態と分布

阿部 充宏

1. はじめに

細胞膜は細胞を取り囲む一番外側の生体膜で，外層と内
層からなる脂質二重層の構造を形成している．哺乳動物細
胞の細胞膜には数千分子種の脂質が存在するが，その多く
は，グリセロ脂質，スフィンゴ脂質，ステロールの3種類
に大別される．このうちスフィンゴ脂質であるスフィンゴ
ミエリン（以下，SM）は，リン脂質の5～15％を占める主
要な脂質であり，細胞膜の外層に多く局在する．SMはコ
レステロールとともに，周囲に比べて流動性の低い脂質ド
メイン「脂質ラフト」を形成し，シグナル伝達など多様な
機能を持つことが示唆されている 1）．脂質ラフトに関して
は百人百様の捉え方があるが，2006年のKeystone Sympo-
siumによると，「直径10～200 nmのステロールとスフィン
ゴ脂質に富んだ膜ドメイン」と定義されている 1）．これま
で，脂質ラフトの構造や機能を明らかにするために，SM
の動態や分布に関してさまざまな解析がなされてきた．こ
のうち，SMの動態解析に関しては，SMを蛍光ラベルし
た「蛍光アナログ」を用い，蛍光相関分光法（FCS）や1
分子観察で計測されることが多い．SMの分布解析に関し
ては，SMに特異的に結合する「脂質結合タンパク質」を
用いて，SMの膜ドメインを超解像顕微鏡や電子顕微鏡で
観察する手法が有効である．本稿では，「蛍光アナログ」
を用いたSMの動態解析，「脂質結合タンパク質」を用い
たSMの分布解析，両者を用いることで同定されたSMの
flipに関わる因子，の順に紹介する．

2. 「蛍光アナログ」によるSMの動態解析

脂質には，脂質二重層の片方の層内を横方向に移動する
側方拡散と，片方の層からもう一方の層へ層間を移動す
るflip-flopと呼ばれる運動が存在する 2）．これらの動態を

解析するために，脂質分子の一部に蛍光物質が化学修飾さ
れた「蛍光アナログ」が多用される．蛍光物質として用い
られるのが，nitrobenzoxadiazole（NBD），dipyrromethene-
boron difluoride（TopFluor），BODIPY，anthracene，pyrene，
diphenylhexatriene，ATTOといった化合物である．脂質の
側方拡散に関しては，蛍光アナログを人工膜や細胞膜に
添加し，蛍光アナログの動態をFCSによって計測する手
法がとられる．一例としてあげると，CHO-K1細胞の細
胞膜外層においてTopFluor-SMの動態を計測した結果，拡
散係数が0.5 µm2/sec程度であった 3）．TopFluor-SMのよう
に，蛍光アナログは脂質の疎水性尾部が蛍光標識される
ことが多いが，この化学修飾により，天然型の脂質とは
物性が異なる可能性が指摘されている．たとえば，尾部
が蛍光標識されたSMは，天然型のSMとは異なり，人工
膜では秩序液体相（Lo相）だけでなく無秩序液体相（Ld

相）にも多く存在するようになる 4）．この問題を克服する
ため，SMの親水性頭部に蛍光ラベルする方法がとられて
いる．SMの頭部にリンカーを介してATTO594ラベルし
た594neg-SMは，天然型のSMと同様にLo相に優先的に取
り込まれる 5）．594neg-SMの動態をFCSによって解析した
結果，CHO-K1細胞の細胞膜上の拡散係数は0.6 µm2/sec程
度であった．FCSの励起領域を狭めるために，stimulated 
emission depletion（STED）と組み合わせたSTED-FCSが試
みられている 6）．PtK2細胞の細胞膜上でのAtto647N-SMの
動態を解析した結果，FCSでは拡散係数が0.4～0.5 µm2/sec
程度であったのに対し，STED-FCSでは0.1～0.2 µm2/sec程
度の遅いAtto647N-SM分子が観察された．この結果から，
細胞膜のSM分子は，単純に自由拡散されるだけではな
く，局所では何らかの因子によって一過的に捕捉されるこ
とが示唆された．この一過的な捕捉は，1分子観察による
動態解析でも示唆されている 5）．
蛍光アナログは，グリセロ脂質やスフィンゴ脂質のflip-

flopの解析にも用いられている．細胞膜の外層と内層で
は，グリセロ脂質の構成成分が大きく異なる．ホスファ
チジルコリン（PC）は外層に多く存在するのに対し，ホ
スファチジルエタノールアミン（PE）／ホスファチジル
セリン（PS）／ホスファチジルイノシトール（PI）は内層
に多く存在する．人工膜においてBODIPYラベルしたPC
（C5-DMB-PC）を用いてflip-flopを測定した結果，鎖長の
短いC5-DMB-PCでも半減時間が数時間と遅く，まれにし
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か起こらない反応であることがわかった 7）．グリセロ脂
質はERの脂質二重層では対称的な分布をしていることか
ら，細胞膜の脂質二重層で非対称な分布になるためには，
脂質を積極的にflip-flopさせる因子が必要である．グリセ
ロ脂質については，外層から内層へ脂質をflipさせるタン
パク質flippaseの理解が進んでいる 2）．代表的なflippaseと
してType IV P-type ATPase（P4-ATPase）があげられる 2）．
哺乳動物細胞では14種類のP4-ATPaseが存在するが，脂
質に対する基質特異性がみられる．蛍光アナログを用い
た解析から，P4-ATPaseであるATP11AとATP11CはNBD-
PSとNBD-PEに対して，ATP8B1はNBD-PCに対してflip
活性が示されている 8）．ところが，これらのP4-ATPaseは，
NBD-SMに対してはflip活性を示さない 8）．このことから，
P4-ATPaseにはグリセロ脂質とスフィンゴ脂質を区別す
る何らかの機構が存在すると予想される．出芽酵母のP4-
ATPaseであるDnf1を用いた解析から，グルセロ脂質選択
的なflipには，少なくともDnf1の1番目の膜貫通領域にあ
るアスパラギンが関与していることが示唆されている 9）．

3. 「脂質結合タンパク質」によるSMの分布解析

SMの大部分は，ゴルジ体内腔でSM合成酵素SMS1
とSMS2によって合成された後，細胞膜外層へ輸送され
る 10）．SMの一部は，SMS2により細胞膜外層で合成され
る 10）．いずれにしても生合成直後のSMは，細胞膜外層
に存在する．人工膜におけるSMはflipしにくいことか
ら 2, 7），細胞中にSMをflipする因子が存在しないならば，
細胞膜のSMのほとんどは外層側に分布していると予想さ
れる．実際のSMの分布を調べるため，SMに特異的に結
合する「脂質結合タンパク質」を用いて，電子顕微鏡によ
る観察が行われた 11）．脂質結合タンパク質として，シマミ
ミズ（Eisenia foetida）由来の297アミノ酸残基からなる，
「ライセニン」が用いられた．ライセニンは，人工膜沈降
や表面プラズモン共鳴などの生化学的解析により，同じホ
スホコリンを持つPCには結合せず，SMに対して特異的に

結合することが示されている 12）．また，ウメボシイソギン
チャク（Actinia equina）由来のエキナトキシン IIという脂
質結合タンパク質とは異なり，分散した状態のSMではな
く，数分子が集合した状態のSMに優先的に結合する 13）．
ヒト線維芽細胞を凍結割断（フリーズフラクチャー）し，
ライセニンによって染色し，電子顕微鏡で細胞膜外層お
よび内層のSMの分布を解析した 11）．ライセニンに反応し
た金コロイドの数を計測した結果，細胞膜のSMのうち，
88％が細胞膜外層に，12％が細胞膜内層に局在していた．
金コロイドのクラスター解析を行った結果，SMは細胞膜
外層では半径36 nm程度の脂質ドメインを，内層では半径
148 nm程度の脂質ドメインを形成していることが明らか
になった 11）．

4. SMのflipに関わる因子の同定

筆者らは，細胞膜内層で観察されたSMの由来や役割を
調べるため，培養細胞の細胞質中にSM分解酵素を発現さ
せ，細胞質に接している細胞膜内層のSMのみを分解させ
ようと試みた 14）．ところが，GFPとライセニンとの融合タ
ンパク質によってこの細胞を染色した結果，細胞膜外層の
SMも減少していることがわかった（図1左）．この理由と
して，細胞膜外層のSMが未知の因子によって内層へ持続
的にflipさせられ，内層で細胞質中のSM分解酵素によっ
て分解されるため，次第に外層のSMも減少する可能性が
考えられた．そこでSMのflipに関わる因子を同定するた
めに，ノックダウンRNAのライブラリーを用いて，SM分
解酵素を細胞質中で発現させても，細胞膜外層のSMが減
少しない表現型を示す細胞を探索した．スクリーニング
の結果，約10個の原因遺伝子を特定した．このうち，最
も強い表現型を示したPMP2タンパク質（peripheral myelin 
protein 2）について解析を進めた（図1右）．

PMP2は末梢神経系の神経細胞のミエリン鞘に多く含
まれるタンパク質であるが，FABP8（fatty acid-binding 
protein 8）とも呼ばれ，多くの細胞種でも発現している．

図1 脂質結合タンパク質「ライセニン」で染色される細胞膜外層のSM
左：細胞内にSM分解酵素を発現させた細胞では，GFP-ライセニンで染色される細胞膜外層のSMが減少する．
右：PMP2遺伝子をノックダウンすると，SM分解酵素を発現させても細胞膜外層にSMが観察される．
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PMP2がSMを細胞膜外層から内層へflipさせるのかを確
かめるための実験を行った．①細胞内でPMP2遺伝子を
欠損させたノックアウト細胞では，NBD-PCとNBD-PEの
flipはコントロールと同様に観察されたものの，NBD-SM
のflipはコントロールに比べて起こりにくくなっていた．
②PMP2を過剰に発現させた細胞では，ライセニンで染色
されるSMはコントロールに比べて細胞膜外層で減少し，
内層で増加していた．③NBD-SMを添加した人工膜に，
リコンビナントのPMP2タンパク質を反応させたところ，
NBD-SMが人工膜の片方の層からもう一方の層へflipされ
ていた．①～③の結果から，PMP2はSMを細胞膜外層か
ら内層へflipさせる活性を持つことが示唆された．細胞膜
に存在する数種類の脂質とPMP2の結合能を調べたとこ
ろ，PMP2はホスファチジルイノシトール4,5-ビスリン酸
（PI（4,5） P2）と特異的に結合することがわかった．PMP2
存在下で，PI（4,5） P2を含んだ人工膜の形状を調べた結果，
PMP2は球状の人工膜の一部からチューブ状の膜構造を形
成させることがわかった．筆者らは，過去の研究で，細
胞では細胞膜外層に存在するSMのちょうど裏側の内層に
PI（4,5） P2が存在することを示している 12）．以上を考え合
わせると，PMP2は細胞膜内層のPI（4,5） P2に結合し，細胞
膜をチューブ状に変形させるが，このとき増加する内層側
の表面積を補うために外層側からSMがflipされると考え
られる（図2）．

5. おわりに

本稿では，蛍光アナログを用いたSMの動態解析，脂質
結合タンパク質を用いたSMの分布解析，両者を用いた
flipに関わる因子の同定について紹介した．最後に，蛍光

アナログと脂質結合タンパク質とを比較したい．蛍光アナ
ログは脂質結合タンパク質に比べ，直接的に動態を解析で
きる点以外にも，以下の点が優れている．まず，蛍光アナ
ログの方が脂質結合タンパク質に比べて種類が多い．蛍光
アナログの化学合成は比較的容易だが，特定の脂質に結合
する脂質結合タンパク質は単離が困難である．実際にこの
ようなタンパク質の探索がさまざまな研究グループによっ
て試みられたが，成功例は少ない．また，脂質の蛍光アナ
ログの方が優れている点として，脂質結合タンパク質は膜
の物性を変化させる場合があるが，蛍光アナログはそのよ
うな影響が少ない点があげられる 15）．天然型の脂質と物
性が近い蛍光アナログや同位体アナログを組み合わせなが
ら，時間分解能が高い顕微鏡で解析することにより，脂質
の動態に関して，高精度な結果が得られると期待される．
一方，脂質結合タンパク質は，蛍光アナログに比べて以
下の4点が優れていると考えられる．まず1点目は，脂質
結合タンパク質は水溶性であるため，生きた細胞を染色し
やすい点があげられる．蛍光アナログは，脂肪酸の鎖長を
短くして細胞にとり込みやすくする工夫もあるが，天然型
の脂質とは物性が異なる可能性がつきまとう．2点目は，
脂質結合タンパク質は細胞膜上で化学固定がしやすい点が
あげられる．空間分解能の高い解析をするためには，観察
対象を化学固定する必要がある場合があるが，蛍光アナロ
グは化学固定されにくい．3点目は，脂質結合タンパク質
は観察対象の脂質のみを可視化できる点があげられる．蛍
光アナログは，細胞内で代謝されてしまい，長時間観察で
は，他の物質に変化してしまう可能性がある．4点目は，
集合状態の違いや，複合体を認識できる点があげられる．
たとえば，分散したSM特異的に結合するエキナトキシ
ン IIと集合したSM特異的に結合するライセニンを使い分

図2 PMP2により細胞膜外層から内層へflipするSM
細胞膜外層のSMのちょうど裏側の内層にPI（4,5）P2の脂質ドメインが形成されている（右上）．PMP2は細胞膜内層
のPI（4,5）P2に結合し，細胞膜をチューブ状に一部変形させ，その際に内層側の表面積を補うため外層側からSMが
flipする（右下）．文献14を改変．
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けることによって，SMの集合状態の違いを可視化するこ
とができる 13）．また，SMとコレステロールとの複合体特
異的に結合するナカノリ（nakanori）を用いることによっ
て，複合体を可視化することができる 16）．今後，脂質結
合タンパク質を用い，空間分解能が高いFocused Ion Beam 
Scanning Electron Microscopy（FIB-SEM）などの顕微鏡で
可視化することで，オルガネラの脂質分布や脂質ドメイン
の微細構造が明らかになると期待される．
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