
hon p.1 [100%]

27

a国立医薬品食品衛生研究所薬理部（〒1588501 東京

都世田谷区上用賀 1181），b東北大学大学院薬学研究

科細胞情報薬学分野，c東北大学 21 世紀 COE プログラ

ム ``CRESCENDO''（〒9808578 仙台市青葉区荒巻字

青葉 63）
e-mail: satoko＠nihs.go.jp
本総説は，日本薬学会第 126 年会シンポジウム S21 で

発表したものを中心に記述したものである．

27YAKUGAKU ZASSHI 127(1) 27―40 (2007)  2007 The Pharmaceutical Society of Japan

―Reviews―
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Lipid rafts and caveolae are microdomains in the cell membranes, which contain cholesterol, glycolipids, and sphin-
gomyelin. While caveolae are relatively stable because caveolin, an integral protein, supports the structure, lipid rafts are
considered to be unstable, being dynamically produced and degraded. Recent studies have reported that lipid rafts con-
tain many signaling molecules, such as glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins, acylated proteins, G-protein-
coupled receptors (GPCRs), trimeric and small G-proteins and their eŠectors, suggesting that the lipid rafts have an im-
portant role in receptor-mediated signal transduction. Therefore drugs that modify the composition of lipid rafts might
in‰uence the e‹cacy of cellular signal transduction. In this review, we demonstrate the role of lipid rafts in GPCR-G-
protein signaling and also present our recent results showing that the wasp toxin mastoparan modiˆes Gq/11-mediated
phospholipase C activation through the interaction with gangliosides in lipid rafts.
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1. はじめに

細胞は，細胞外からもたらされる様々なシグナル

を細胞膜に存在する受容体により受容し，その情報

を内部に伝えることによって細胞応答をもたらす．

近年，多くの生理活性物質の受容体として知られる

G タンパク質連関型受容体（G-protein-coupled

receptor, GPCR）やそれに連関する三量体 G タン

パク質，及び G タンパク質に制御される様々なエ

フェクター分子が「脂質ラフト」と総称される細胞

膜上の微小なマイクロドメインに集積していること

が明らかになりつつある．このため，脂質ラフトは

細胞外からの刺激を受容したのち速やかに細胞内に

伝えるための「情報の場」として機能している可能

性が考えられている．これは一方で，脂質ラフトの

構造を変化させる薬物が GPCR を介する細胞情報

伝達系に対して何らかの修飾作用を及ぼすことを示

唆している．

そこで本稿ではまず脂質ラフトの構造及びその特

徴について概説し，細胞内情報伝達，特に GPCR

を介するシグナリングとの係わりについて述べ，最

後に，最近われわれが明らかにしたハチ毒マストパ

ランの細胞内情報伝達に対する修飾作用に対する脂

質ラフトの関与について紹介する．

2. 脂質ラフトの構成

現在考えられている細胞膜のモデルになっている

のは，1972 年 Singer と Nicholson により提唱され

た流動膜モザイクモデルである．1)リン脂質は流動

的な二重層を形成しており，この中に埋め込まれた

タンパク質はその中を自由に動くことができるとい

うこの考えは，当時大変な興味を持って迎え入れら

れ，その後今に至るまで細胞膜モデルを考える上で

の基礎になっている．しかし，細胞膜を構成する脂

質の種類はグリセロリン脂質やスフィンゴ脂質など
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様々であり，さらに脂質分子内のアルキル鎖の炭素

鎖長や不飽和度も多様であるにも係わらず，当初そ

れら様々な脂質の分子的性質の違いが及ぼす膜構造

への影響については考慮されていなかった．それか

ら年月を経た現在，様々な実験的又は理論的証拠の

蓄積により，細胞膜の脂質二重層はけっして均一な

形ではないことが明らかになってきた．例えば，細

胞膜の内葉と外葉では脂質の組成に違いがあり，ホ

スファチジルコリンやスフィンゴミエリン，ガング

リオシドなどは主に細胞膜外葉に存在するのに対

し，ホスファチジルセリンやホスファチジルエタ

ノールアミン，ホスファチジルイノシトールなどは

細胞膜内葉に存在する．2)さらに，スフィンゴ糖脂

質やコレステロールなど特定の脂質がその分子特性

に基づいて他のグリセロリン脂質に富む領域から分

離する結果，細胞膜上に微小ドメイン（マイクロド

メイン）を構成していることが明らかになってき

た．このマイクロドメインについてはこれまで様々

な名称が用いられてきたが，現在は脂質ラフト

（lipid raft）と総称することが多くなっている．3)

脂質ラフトとはその名の通り，「筏（いかだ）」を

意味する英単語であり，マイクロドメインはあたか

も細胞膜の大海の中に浮かぶ筏というイメージを表

すには好都合な言葉である．このような脂質ラフト

の形成にはその構成脂質の分子特性が深く関与する

と考えられている．すなわち，細胞膜の多くの構成

比率を占めるリン脂質は側鎖として不飽和アシル鎖

を有することが多いのに対し，スフィンゴ脂質はセ

ラミド骨格に飽和アシル鎖が結合した形を取ってい

ることが多い．その結果，スフィンゴ脂質間の飽和

アシル鎖は直鎖状となり分子間相互作用が働き易い

ため，固くパックされた秩序液相の状態を取ってい

るのに対して，リン脂質はその不飽和アシル鎖の存

在が脂質分子の充填を妨げ，無秩序液相の状態を取

る．また，コレステロールは脂質分子の炭素鎖が直

鎖状に保たれるのを支持し，脂質同士の相互作用を

促進すると考えられている．さらに，スフィンゴ脂

質のセラミド骨格内に存在するアミド結合とコレス

テロールのヒドロキシル基の間には水素結合が働

き，スフィンゴ脂質とコレステロールが規則的に配

列する一因となっていると考えられる．Figure 1

(a)に各脂質の化学構造を示した．

このように脂質ラフトは脂質の分子的特性によっ

て生まれるものであることから，常に離散・集合を

繰り返し，刺激に応じてもその大きさを変えるダイ

ナミックな構造体として捉えられている．一方，同

じく細胞膜に存在するマイクロドメインとして古く

から知られるものに，50―100 nm 程度の大きさで

細胞膜上にフラスコ状の窪みとして観察されるカベ

オラ（ caveolae）があるが，これはカベオリン

（caveolin-1, -2, -3）というタンパク質により細胞膜

内葉から構造が裏打ちされており，比較的安定な構

造と考えられている（Fig. 1(b))．4)カベオリンに

はコレステロール結合活性があり，カベオラも脂質

ラフトと同様コレステロールやスフィンゴ脂質に富

むことから，脂質ラフトのサブタイプとして捉えら

れることが多いが，すべての細胞がカベオリンを発

現している訳ではなく，カベオラを持たない細胞も

多い．また，カベオラに含まれる脂質の組成や局在

する分子群は脂質ラフトとかならずしも同一ではな

く，5)カベオリンの働きによりその違いが生まれて

いる可能性も考えられる．

脂質ラフトには特定の脂質のみならず，様々な特

徴を有するタンパク質が局在することが明らかにな

ってきた（Fig. 1(b)）．例えば，glycosylphospha-

tidylinositol（GPI）アンカータンパク質は GPI ア

ンカー部分に存在する脂肪酸が飽和型であることが

多いため，脂質ラフトに挿入されるらしい．また，

ミリスチン酸やパルミチン酸などの脂肪酸による修

飾を受けているタンパク質も秩序液相に対して高親

和性を有することから，脂質ラフトに会合すると考

えられている．膜貫通部位を有するタンパク質も，

その局在機構は不明であるが脂質ラフトに局在して

いる場合がある．また，前述したカベオリンはカベ

オラ構造の裏打ちとしてだけでなくスキャフォール

ドタンパク質としての機能を有している．このた

め，様々なタンパク質が自身の有するカベオリン結

合モチーフを介してカベオリンに結合し，その結果

カベオラに局在することが報告されている．6)一方，

‰otillin（‰otillin-1, -2）は従来それぞれ reggie-2,

reggie-1 と呼ばれていた分子と同一のタンパク質で

ある．Flotillin は脂質ラフトに局在することから，

脂質ラフトマーカータンパク質として広く認知され

るようになった．Flotillin はいくつかの脂質ラフト

に局在するタンパク質に共通して見出される PHB

ドメイン（prohibitin-like domain）を分子内に有し，
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Fig. 1. Model for the Organization of Microdomains in the Plasma Membrane
(a) Chemical structures of phosphatidylcholine, sphingomyelin, ganglioside GM1 and cholesterol. (b)Model for the organization of lipid rafts and caveolae in

the plasma membrane. Lipid rafts are separated from the other regions of the lipid bilayer in which unsaturated phosphatidylcholine is predominantly in the ex-
oplasmic lea‰et. Lipid rafts contain GPI-anchored proteins, proteins binding to the cytoplasmic lea‰et by acyl chains, or proteins containing the transmembrane
regions. Flotillin associates with lipid rafts. In contrast to lipid rafts, caveolae are stabilized by caveolin making a hairpin loop in the membrane.

29No. 1

さらに N 末側はパルミトイル化（‰otillin-1)，7)又

はミリストイル化及びパルミトイル化（‰otillin-2)8)

されていることから，この PHB ドメインと脂肪酸

修飾を介して脂質ラフトに局在すると推測されてい

る．

3. 脂質ラフトの解析法

細胞を低温（4°C）で非イオン性界面活性剤によ

り処理し，そのライゼートをショ糖密度勾配にて超

遠心を行うと，低―中密度の界面の部分に界面活性

剤難溶性画分が得られる．9)これまでこの画分を表

す言葉として detergent-insoluble glycolipid-enriched

complexes (DIG), glycolipid-enriched microdomain

(GEM), detergent-insoluble membrane (DIM）など

様々な名称があるが，本稿では detergent-resistant

membrane（DRM）と呼ぶことにする．DRM には

スフィンゴ脂質やコレステロールが濃縮して存在す

ることから，脂質ラフトを含む画分の生化学的な分

離法として現在汎用されている．10)分子間相互作用
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により秩序相を形成する脂質ラフトは界面活性剤処

理に対して安定であるのに対し，他のグリセロリン

脂質で構成される膜画分は可溶化され易いため，脂

質ラフトは DRM に回収されるものと考えられてい

る．しかし，このようにして生化学的に得られた

DRM はあくまで界面活性剤処理などの特殊な条件

により細胞を破壊して得られたものであり，本当に

生細胞の細胞膜上に存在するマイクロドメインを反

映しているのか，という疑問は長きに渡って議論が

続いていた．現在では，後述する他の脂質ラフト解

析法により得られた結果とも複合的に判断し，

DRM には細胞膜上で実際観察される脂質ラフトに

相当する画分が含まれているものと理解されつつあ

る．そこで，DRM を調製して DRM 及びそれ以外

の画分に含まれる目的分子の局在の比率を調べるこ

とにより，目的分子の脂質ラフトへの局在を検討す

る手法は，多くの研究者により行われる 1 つのスタ

ンダードな方法になっている．DRM を単離するた

めに用いられる界面活性剤としては Triton X-100

が最もよく用いられているが，CHAPS, Lubrol

WX, Brij 98 など他の界面活性剤を使用した報告

や，11)界面活性剤を使わずに脂質ラフトを分画する

試みもなされている．12)しかし，それぞれの方法の

違い，すなわち可溶化の温度や用いる界面活性剤の

種類や濃度によって DRM の構成成分に相違が認め

られる．例えば 1％ Triton X-100 では可溶化され

るが，それより低濃度の Triton X-100 処理によっ

て得られる DRM に集積する分子は，脂質ラフトへ

の会合が弱い分子であると考えられる．また，様々

な各ガングリオシド特異的抗体や抗カベオリン抗体

を用いた免疫沈降法により，DRM からある特定の

ガングリオシドを豊富に含む脂質ラフトやカベオラ

に相当する画分を分離している例もある．13)このよ

うに，DRM には様々な特性を持った脂質ラフトや

カベオラが一緒に含まれていると考えられる．

その他に，脂質ラフトの解析には，コレステロー

ルを除去する薬物が使われる．脂質ラフトはコレス

テロールの存在がその構造維持に必須であるため，

細胞膜からコレステロールを引き抜くことにより脂

質ラフトが破壊される．このため，methyl-b-cy-

clodextrin（MbCD）や ˆlipin などのコレステロー

ルと結合する性質を有する薬物を細胞に処理してか

ら薬理応答の変化を観察する，また，これら薬物処

理による DRM の構成成分の変化を検討することに

より，ある細胞応答に対する脂質ラフトの関与につ

いて考察することができる．14,15)しかし，このよう

な薬物は細胞膜コレステロールを除去するため，結

果的に細胞膜に傷害を与えることによる細胞毒性を

有することに留意して使用しなければならない．

このように上記 2 つの方法は，前者は細胞の破壊

を伴う生化学的手法であり，後者は細胞毒性を考慮

しなくてはならないため，近年では，生細胞におい

て脂質ラフトを可視化する試みが進んでいる．例え

ば，コレラ毒素 B サブユニットはガングリオシド

GM1 に特異的に結合することから，蛍光標識した

コレラ毒素 B サブユニットを用いることにより細

胞膜上の GM1 を含む脂質ラフトを可視化する手法

が用いられるほか，16)他のガングリオシドやスフィ

ンゴミエリンなど脂質ラフトに集積する脂質に対す

る特異的なプローブの開発が進んでいる．最近では

‰uorescence resonance energy transfer (FRET）技

術17)や single dye tracing (SDT)法18)などにより，生

細胞における脂質ラフトの存在が証明されている．

また，カベオラの場合にはその形態の特徴から，古

くから電子顕微鏡による観察が行われており，金コ

ロイド標識した抗体を用いた免疫電顕法により様々

な分子のカベオラへの局在が報告されている．19)

4. 脂質ラフトの機能と細胞情報伝達系における

意義

これまで脂質ラフトは，細胞内小胞輸送，コレス

テロール輸送，神経突起伸展，免疫応答など，多種

多様な生理機能発現や病態生理に関与することが報

告されてきた．20)例えば，細胞内輸送に係わる事象

として，上皮細胞において頂部細胞膜と側部・基底

部細胞膜とを比較すると，頂部細胞膜にはスフィン

ゴ脂質が多く含まれ，GPI アンカータンパク質も

濃縮して存在している．これはスフィンゴ脂質豊富

な脂質ラフトを含む小胞に親和性を有する GPI ア

ンカータンパク質が挿入され，頂部細胞膜へと選択

的に輸送されることに起因すると考えられてい

る．21)また，最近，神経細胞の軸索の運命決定に神

経細胞自身の有するノイラミニダーゼ（シアリダー

ゼ：ガングリオシドのシアル酸を切断する酵素）活

性が関与することが報告され，脂質ラフト構成の変

化が神経機能に影響をもたらす可能性が示唆されて

いる．22)一方，脂質ラフトと病態発現との関連を指
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摘する事実として，インフルエンザや HIV などの

ウイルス，病原菌が宿主細胞へ侵入する際，その経

路に脂質ラフトが使われることが知られている．細

菌毒素はガングリオシドを足場として細胞に結合，

作用を及ぼすことが知られており，例えばコレラ毒

素は前述のようにガングリオシド GM1 と，ボツリ

ヌス毒素やテタヌス毒素は GT1b その他と結合す

ることが報告されている．23)また，アルツハイマー

病におけるアミロイド b ペプチドの凝集及び沈着

が，神経細胞の細胞膜上の GM1 やコレステロール

豊富な脂質ラフトを足場として生じること，24)さら

にプリオン病と脂質ラフトとの関連性など，25)病態

発現と脂質ラフトの関連性については多くの報告が

なされている．

しかし，脂質ラフトがこれほどまでに注目される

ようになったのは，このマイクロドメインが実は細

胞情報伝達を効率的に行うためのいわば「プラット

フォーム」としての機能を担っている可能性が，様

々な実験的証拠の積み重ねにより示されてきたこと

が大きい．26)すなわち，細胞内部には膨大な数の細

胞情報伝達に関連する分子群が存在するにも係わら

ず，速やかに多種多様な細胞外からの刺激に対応し

て各々の細胞内シグナルに翻訳され，最終的な細胞

応答につながっていく．この整然とした迅速な一連

の流れがどのように惹起され，制御されているのか

を考えるとき，脂質ラフトがシグナリングプラット

フォームとしての機能を有し，そこに情報伝達に係

わる分子群が集積して，効率的かつ細胞外刺激に応

じた特異的なシグナリングを可能にする，という考

え方は広く支持されるようになった．

実際，これまで様々な細胞情報伝達に対する脂質

ラフトの関与が示唆されている．例えば，チロシン

キナーゼ型受容体であるインシュリン受容体は脂質

ラフト/カベオラ画分に存在しており，コレステ

ロール除去により脂質ラフトを破壊する MbCD に

より insulin receptor substrate (IRS)-1 のチロシンリ

ン酸化やグルコース輸送が抑制される一方，インシ

ュリン受容体のリガンド結合能や自己リン酸化は影

響されないことから，脂質ラフト/カベオラはイン

シュリン受容体活性化から次のシグナル分子へと情

報が伝わっていく際に必要な場として機能している

ことが示唆されている．27)また，T 細胞の細胞膜に

存在する T 細胞抗原受容体 TCR が活性化シグナル

を受け取ると，次々に脂質ラフトが集合して大ラフ

トを形成し，多くのシグナル分子が一同に集合して

様々なシグナルカスケードが一気に進行する．28)こ

のように現在ではすべて列挙するのが難しいほど，

数多くのシグナル伝達と脂質ラフトとの関連性が指

摘されており，多くのシグナル伝達関連分子が脂質

ラフトに濃縮して存在するとの知見が蓄積しつつあ

る．

5. 三量体 G タンパク質を介するシグナル伝達

における脂質ラフトの役割

GPCR は細胞膜を 7 回貫通する受容体膜タンパ

ク質であり，多くの神経伝達物質やホルモン，オー

タコイドなどの受容体がこの型に属し，スーパーフ

ァミリーを形成している．現在臨床で数々の疾病治

療に対して使用されている薬物の多くがこの

GPCR を標的とすることからも，GPCR を介する

シグナル伝達の詳細を知ることは重要であり，精力

的にその解析が進められている．29) GPCR の多くは

三量体 G タンパク質を介して細胞内へシグナルを

伝達するが，現在までに三量体 G タンパク質とし

て Gs, Gi, Gq, G12 ファミリーが知られており，それ

ぞれのファミリーにはさらにいくつかのサブタイプ

が存在する．受容体活性化に伴い，三量体 G タン

パク質 a サブユニット（Ga）は GDP 結合型（不

活性型）から GTP 結合型（活性型）となり，b, g

サブユニット（Gbg）から解離して Ga, Gbg それ

ぞれが酵素やチャネルなどエフェクター分子の活性

制御を通じて細胞内にシグナルを伝えていく．30)

このような三量体 G タンパク質を介する情報伝

達系に係わる分子も多数脂質ラフトに存在している

ことが知られている．特に三量体 G タンパク質の

シグナル伝達に係わる基本的な分子群の中で，脂質

ラフトへの局在が報告されているものの例を Table

1 に示した．このような分子がどのような機構で脂

質ラフトに局在するのかについては様々な例が報告

されている．例えば，カベオラに存在する分子の中

にはカベオリン結合モチーフを有するものがある

が，脂質ラフト/カベオラに局在することが知られ

る GPCR の中でも，アドレナリン b 受容体やエン

ドセリン受容体などはそのモチーフを持っており，

これが受容体の局在を規定していることが報告され

ている．31)また，GPCR の多くは翻訳後糖鎖修飾を

受けているが，その糖鎖修飾が脂質ラフトへの会合
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Table 1. Signaling Molecules Related to GPCR-mediated Signaling in Lipid Rafts/Caveolae

GPCR
Adrenergic b1, b2 J. Biol. Chem., 276, 42063 (2001).

Bradykinin B1 Mol. Pharmacol., 61, 546 (2002).

Cannabinoid CB1 J. Biol. Chem., 280, 12212 (2005).

Chemokine CXCR1 Mol. Cell. Biol., 25, 5752 (2005).
Sphingosine 1-phosphate
EDG-1

J. Biol. Chem., 275, 32363 (2000).

Endothelin ETA, ETB Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 91,
11728 (1994).

Eur. J. Biochem., 270, 1816
(2003).

Gamma-aminobutyric
acid GABAB

J. Neurochem., 79, 787 (2001).

Gonadotropin-releasing
hormone GnRH

J. Biol. Chem., 278, 31593 (2003).

Neurokinin NK1 J. Biol. Chem., 280, 7135 (2005).

Thyrotropin TSH Endocrinology, 144, 4725 (2003).
Trimeric G proteins

Gs J. Cell Biol., 126, 127 (1994).

Gi/o J. Cell Biol., 126, 127 (1994).

Gt Curr. Biol., 12, 421 (2002).

Gq/11 J. Biol. Chem., 273, 22298 (1998).
G12 J. Biol. Chem., 277, 32409 (2002).

Gb Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 92,
10104 (1995).

Regulator of G protein Signaling
RGS9-1 Curr. Biol., 12, 421 (2002).

RGS16 J. Biol. Chem., 278, 19301 (2003).

Lipids

PIP2 J. Biol. Chem., 273, 22298 (1998).
EŠector etc.

Adenylyl cyclase AC3,
AC5, AC6

Mol. Pharmacol., 62, 983 (2002).

Protein kinase C-a J. Cell Biol., 131, 929 (1995).
TRP1 J. Biol. Chem., 275, 11934 (2000).

IP3 receptor J. Biol. Chem., 275, 11934 (2000).

Kir3 channel J. Neurosci., 22, 7154 (2002).

Ca2＋-ATPase Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 92,
1759 (1995).

Calmodulin J. Biol. Chem., 271, 6518 (1996).

Src family tyrosine kinase
(c-Src, Fyn, Lyn etc.)

J. Cell Biol., 126, 111 (1994).
J. Biol. Chem., 272, 3554 etc.
(1997).

eNOS Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 93,
6448 (1996).
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に何らかの関与をしている可能性がスフィンゴシン

1 リン酸 Edg-1 受容体において見出されている．32)

また，三量体 G タンパク質はミリストイル化やパ

ルミトイル化など脂肪酸による翻訳後修飾を受けて

おり，33)これら脂肪酸修飾が三量体 G タンパク質

の脂質ラフトへの局在を規定しているほか，直接

G タンパク質がカベオリンとの結合を介してカベ

オラに局在すること，4)また Ga12 の場合には heat

shock protein 90 との結合を介して脂質ラフトに局

在するとの報告がある．34)

これらシグナル関連分子は常に脂質ラフトに局在

するという訳ではなく，その出入りが何らかの機構

により制御されていることも多い．例えば，ブラジ

キニン B1 受容体は元々非カベオラ画分に存在して

いるが，アゴニスト刺激によりカベオラ画分に移行

する例として報告されている．35)一方，心筋細胞に

おけるアドレナリン b2 受容体36)やアデノシン A1 受

容体37)はアゴニスト刺激によりカベオラ画分から非

カベオラ画分に移行する．また，光情報伝達に関与

する三量体 G タンパク質トランスデューシン（Gt）

は，光刺激によるロドプシン活性化により，その制

御因子である RGS9-1 とともに脂質ラフト画分へ移

行することが報告されている．38)さらに近年，

GPCR 活性化により上皮成長因子受容体（EGFR）

の transactivation が生じ，GPCR 及びチロシンキ

ナーゼ型受容体シグナリングのクロストークが行わ

れていることが広く認識されてきたが，エンドセリ

ンによる ETA 受容体を介した EGFR の transactiva-

tion にはカベオラが必要であることが腎メサンギウ

ム細胞を用いた実験で示された．39)このように脂質

ラフトへのシグナル分子の局在は時空間的に制御さ

れており，脂質ラフトは刺激に応じた迅速かつ効率

的なシグナル伝達を行うほか，刺激の時間・強度に

依存した情報伝達系の脱感作，さらに新たな情報伝

達系の活性化（スイッチング）にも重要な役割を果

たしていると考えられる．

6. ハチ毒マストパランの Gq/11 を介する細胞情

報伝達に対する効果

われわれはこれまで三量体 G タンパク質を介す

るシグナル伝達系に関して様々な検討を試みてき

た．前述のように GPCR-G タンパク質活性化経路

において，脂質ラフトは効率的なシグナル伝達を担

うための場として重要な役割を担っていることが，

種々の細胞を用いた結果により蓄積されてきてい
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る．しかし，この巧妙なシグナル伝達の machinery

が何らかの原因によって破壊された場合，GPCR

から三量体 G タンパク質を介するシグナル伝達が

ストップしてしまい，結果として細胞内部への情報

が伝わらない，という状況につながることが予想さ

れる．最近これに関する知見として，ハチ毒の構成

成分であり従来 Gi/o の直接的な活性化薬として知

られているマストパラン（mastoparan）に脂質ラ

フト撹乱作用があり，Gq/11 を介するシグナル伝達

系を抑制する作用があることを見出したので，その

作用解析を行った．40)

マストパランは，14 アミノ酸からなる両親媒性

ペプチドである．41)マストパランは肥満細胞からヒ

スタミン遊離を強力に促すことから，ハチ毒による

アナフィラキシーショックに係わると考えられてい

る．さらに，血小板からのセロトニン放出，42)持続

的な細胞内へのカルシウムイオン流入43)や細胞毒

性44)など，これら以外にもマストパランの薬理作用

は数多く報告されている．マストパランがどのよう

にこれら多彩な作用を発現するのかについて，いく

つかその標的分子の候補が見出されている．Higa-

shijima ら45)はマストパランが強力な Gi/o 活性化作

用を有することを報告した．そのため現在に至るま

で，マストパランは Gi/o を直接活性化する薬理学

的ツールとして広く使われている．また，前述の肥

満細胞におけるヒスタミン遊離もマストパランによ

り Gi/o が活性化された結果であることが示唆され

ている．さらに，マストパランはカルシウム結合タ

ンパク質カルモジュリンと相互作用するとの報告46)

があるほか，ホスホリパーゼ A2
47) 及びホスホリ

パーゼ D の活性化，44)骨格筋小胞体からのカルシ

ウム遊離，48)など多彩な作用を示す．マストパラン

の相互作用する標的分子が多種に渡るのは，このペ

プチドの有する特徴的なアミノ酸配列に基づいた両

親媒性の性質によるものと考えられる．

われわれはマストパランを用いて様々な細胞応答

に対する薬理作用について検討してきたが，その中

でこの分子が Gq/11 を介する情報伝達系に対して興

味深い作用をもたらすことを見出した．49)すなわち，

1321N1 ヒトアストロサイトーマ細胞ではムスカリ

ニック受容体アゴニストであるカルバコールにより

ホスホリパーゼ C 活性化とそれに伴う細胞内カル

シウム濃度上昇が生じるが，マストパランを前処置

することによりこれらの反応は抑制された．さらに

マストパランによる Gq/11―ホスホリパーゼ C の活

性化に対する抑制作用は，細胞膜標本を用いた

GTPgS 刺激による Gq/11 直接活性化によるイノシ

トールリン脂質代謝亢進に対しても認められた．以

上より，マストパランは GPCR よりも下流に作用

し，Gq/11 活性化からホスホリパーゼ C 活性化に至

るまでのいずれかのステップに作用点を有するもの

と考えられた．また，これら Gq/11 を介するシグナ

ル伝達に対するマストパランの抑制効果は百日咳毒

素処理によっても影響を受けないことから，マスト

パランはその標的分子として従来報告されていた

Gi/o 活性化以外の経路を介して作用を及ぼしている

と考えられた．そこで当初われわれはマストパラン

の標的因子は細胞内情報伝達に関与するタンパク質

であると考え，オーバーレイアッセイなどの手法を

用いてマストパラン結合タンパク質の同定を試みた

が，そのターゲット分子を見出すことはできなかっ

た．しかし，細胞内情報伝達における脂質ラフトの

役割が注目され，さらに，脂質ラフトの構成成分で

ある糖脂質が多くの細菌毒素やウイルスの標的とな

っていることから，マストパランの作用発現にはタ

ンパク質ではなく何らかの脂質が関与しているので

はないかと仮定し，以下の実験を遂行した．

本実験では PC12 細胞を用いているが，この細胞

において Gq/11 連関型 P2Y2 受容体の活性化はホス

ホリパーゼ C 活性化によるイノシトールリン脂質

代謝亢進と細胞内カルシウム濃度上昇をもたらす．

外液 EGTA 存在下 P2Y2 受容体アゴニスト UTP に

よりイノシトールリン脂質代謝及び細胞内カルシウ

ム濃度上昇が観察されたが，この作用は 1321N1 細

胞で観察されたカルバコールに対する作用と同様，

マストパラン前処置により顕著に抑制された（Fig.

2）．このことから，マストパランはムスカリニック

受容体のみならず P2Y2 受容体を介する Gq/11―ホ

スホリパーゼ C 活性化も抑制するものと思われた．

一方，PC12 細胞における UTP によるイノシ

トールリン脂質代謝は MbCD で抑制された（Fig.

3）．われわれは NG108-15 細胞においても P2Y2 受

容体を介するイノシトールリン脂質代謝と細胞内カ

ルシウム濃度上昇が MbCD 処理により抑制される

ことを見出している．10)ホスホリパーゼ C の基質で

ある PIP2 は脂質ラフトに多く存在していることが
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Fig. 2. Characterization of Mastoparan-mediated Inhibition of UTP-induced Phosphoinositide Hydrolysis or the Intracellular Ca2＋

Mobilization in PC12 Cells
(a) UTP-induced phospholipase C activation was inhibited by mastoparan in a concentration-dependent manner. [3H]inositol-labeled PC12 cells were stimu-

lated by UTP (100 mM) in the presence of 2 mM EGTA and increasing concentration of mastoparan. [3H]inositol phosphates formed were separated by Dowex
AG1X8 column. Data are calculated as the percentage of control response without mastoparan, and expressed as the mean±S.E. from six experiments. (b) UTP-
induced Ca2＋ mobilization was inhibited by mastoparan. Fura-2-loaded suspended PC12 cells were stimulated by UTP (100 mM) in the presence of 2 mM EGTA and
increasing concentration of mastoparan, with constant stirring at 37°C. Data are calculated as the percentage of control response without mastoparan, and expressed
as the mean±S.E. from three experiments. Signiˆcant diŠerence from without mastoparan (a and b) (p＜0.05).

Fig. 3. UTP-induced Phosphoinositide Hydrolysis Was In-
hibited by the Disruption of Lipid Rafts with MbCD

PC12 cells were pretreated with MbCD for 30 min before the addition of
UTP (100 mM). Data are calculated as the percentage of control response
without MbCD, and expressed as the mean±S.E. from six experiments.
Signiˆcant diŠerence from without mastoparan (p＜0.05).

34 Vol. 127 (2007)

報告されており（Table 1），さらに NG108-15 細胞

及び PC12 細胞において Gaq/11 や Gb はこれまでの

報告に一致して脂質ラフトを生化学的に分離した

DRM に検出された（Fig. 5 参照）．以上の事実は，

この P2Y2 受容体―Gq/11―ホスホリパーゼ C 活性

化のステップが脂質ラフトにおいて生じている可能

性を示唆している．

マストパランはポジティブチャージを有する 3 つ

のリジン残基を分子内に有している．一方，細胞膜

上のガングリオシドはネガティブチャージを持つシ

アル酸残基を有することから，両分子は相互作用を

示す可能性が考えられた．すなわち，マストパラン

の標的部位はガングリオシドであり，さらにこれが

濃縮して存在する脂質ラフトである可能性が考えら

れた．そこで，マストパランの作用に対する外来性

ガングリオシド混合物の効果について検討した．仮

にマストパランが細胞膜脂質ラフト内のガングリオ

シドに結合して作用発現するならば，細胞外に大過

剰のガングリオシドを添加した場合，マストパラン

の脂質ラフトへの結合が競合的に阻害され，その結

果マストパランの作用が抑制されると考えられる．

そこで，ウシ脳由来のガングリオシド混合物を細胞

に前処置したところ，マストパランによるホスホリ

パーゼ C 抑制作用は解除される傾向を示した（Fig.

4(a)）．ガングリオシドの基本構造は，セラミド骨

格と，多数の糖，及びこれに結合したシアル酸より

なる．ノイラミニダーゼ（シアリダーゼ）は，細胞

膜表面に存在する様々なシアル酸含有ガングリオシ

ドに作用してシアル酸残基を遊離させる．そこで，
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Fig. 4. Attenuation of the Inhibitory EŠect of Mastoparan on the UTP-induced Phosphoinositide Hydrolysis by Exogeneously Ad-
ded Ganglioside Mixtures and Neuraminidase
(a) EŠects of sialic acid (SA, 10 mM) and ganglioside mixtures (gan, 20 mg/ml) on the mastoparan (MP)-mediated inhibition of the phosphoinositide hydroly-

sis stimulated by UTP. (b) EŠect of neuraminidase on the mastoparan-mediated inhibition of phosphoinositide hydrolysis stimulated by UTP. Cells were pretreated
with neuraminidase (0.3-3 mU) for 20 min, and incubated with (●) or without (○)mastoparan, followed by the incubation with UTP (100 mM). The data are ex-
pressed as the mean±S.E. from six experiments. Signiˆcant diŠerence from without neuraminidase (p＜0.05).
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細胞をあらかじめノイラミニダーゼ処理すると，マ

ストパランのホスホリパーゼ C 抑制作用はノイラ

ミニダーゼの濃度依存的に解除された（Fig. 4

(b)）．しかし，シアル酸を単独で細胞に作用させ

た場合は，マストパランの反応に全く影響をもたら

さなかった（Fig. 4(a)）．これらの結果は，マスト

パランがガングリオシド内に存在するシアル酸残基

だけでなく，シアル酸を含めた糖鎖構造やセラミド

骨格を総合的に認識していることを示唆している．

P2Y2 受容体を介するシグナル伝達が脂質ラフト

を介している可能性が見出されたこと，さらに前述

のようにマストパランの結合分子がガングリオシド

である可能性が示唆されたことから，マストパラン

が脂質ラフトの構成に何らかの影響をもたらす可能

性が考えられた．そこで，PC12 細胞から DRM の

分離を試みることにした．細胞を Triton X-100 処

理後ライゼートをショ糖密度勾配遠心で分離し，低

密度側から順に 12 個のフラクションを回収してい

くと，低―中のショ糖密度の界面（ここではフラク

ション 4 及び 5 に相当）に DRM 画分が得られた

（Fig. 5）．得られた DRM には前述した脂質ラフト

マーカータンパク質 ‰otillin-1 が集積しているほ

か，脂質ラフト構成成分であるガングリオシド

GM1 やコレステロールも豊富に含まれていること

から，この DRM は脂質ラフト画分を含むものと判

断した．さらにこれまでの報告に一致して，ホスホ

リパーゼ C 活性化に係わる Gaq/11 や Gb も DRM

に含まれていた．これに対し，マストパランを処置

した細胞から得られた DRM では，‰otillin-1 や

GM1 の局在にはあまり影響はみられなかったが，

Gaq/11 及び Gb，さらにコレステロールが DRM 画

分から消失していることが観察された．これらの結

果は，マストパランが脂質ラフトと何らかの相互作

用を起こし，脂質ラフトの構成を乱している可能性

を示唆している．一方，マストパラン処置前にガン

グリオシド混合物を処置しておくと，マストパラン

による Gaq/11, Gb そしてコレステロール含量の低

下が完全に解除され，DRM はコントロールと変わ

らないパターンを示した．これらのことから，マス

トパランは細胞膜上のガングリオシドを足場として

脂質ラフトに相互作用し，何らかの機構により脂質

ラフトを撹乱する結果，Gq/11 の局在を変化させる

ものと思われる．そこで，PC12 細胞から得られた

細胞膜画分とマストパランをインキュベートしたと

ころ，元々細胞膜画分に検出されていた Gaq/11 や

Gb が細胞膜から遊離し，インキュベーションバッ

ファー中に検出されることを確認した．三量体 G

タンパク質は元々脂肪酸修飾により細胞膜内側に固
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Fig. 5. EŠect of Mastoparan on the Composition of the Detergent-resistant Membrane Fraction
PC12 cells were incubated with or without mastoparan (MP: 30 mM) in the presence or absence of ganglioside mixtures (300 mg/ml) for 1 hr at 37°C. Cell ly-

sates were collected by addition of lysis buŠer containing 0.1％ Triton X-100, and separated by the sucrose gradient ultracentrifugation. Twelve fractions were ob-
tained from each sample, and DRM was isolated between fraction 4 and 5. The contents of ‰otillin-1 (a), ganglioside GM1 (b), Gaq/11 (c), Gb (d) and cholesterol
(e) were analyzed. Signiˆcant diŠerence from control (p＜0.05). #Signiˆcance between mastoparan alone and mastoparan with gangliosides (p＜0.05).
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定されており，さらにその修飾が飽和脂肪酸による

ものであることから脂質ラフトに多く局在すると考

えられているが，マストパランは本来脂肪酸修飾に

より脂質ラフトに局在していた Gq/11 の脂質ラフト

への親和性を変化させて細胞膜から遊離させると考

えられる．以上まとめると，マストパランは脂質ラ

フトに存在するガングリオシドを受容体として結合

し，何らかの機構により脂質ラフトを撹乱するた

め，脂肪酸修飾を介して脂質ラフトに固定されてい

た Gq/11 が遊離し，結果として Gq/11 連関型受容体

を介したホスホリパーゼ C の活性化や細胞内カル

シウム濃度上昇が抑制される，という機序が考えら

れた．われわれはマストパランがガングリオシドに

直接結合することを蛍光スペクトル法にて確認して

おり，その結合にはガングリオシド分子内のシアル

酸残基の存在が必須であることを見出している．し

かし，シアル酸そのものには全く結合しないことか

ら，マストパランはガングリオシド分子のシアル酸

を含む糖鎖構造及びセラミド骨格を総合的に認識し

ていると思われる．

さて，マストパランには細胞毒性があり，細胞内

乳酸脱水素酵素（lactate dehydrogenase: LDH）の

細胞外への漏出をもたらす．このマストパラン誘発

細胞毒性に対して，ガングリオシド混合物は顕著な

抑制効果を示した．すなわち，マストパランによる

脂質ラフト撹乱作用と細胞毒性は，最初にガングリ

オシドを足場として起こる，共通の機構を介して発

現している可能性が考えられた．そこで，マストパ

ラン誘発細胞毒性発現に対する各種ガングリオシド

の抑制作用を検討することにより，マストパランが

認識するガングリオシドの構造について類推するこ

とを試みた（Fig. 6）．マストパランにより漏出し
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Fig. 6. EŠects of Several Gangliosides on Mastoparan-elicit-
ed Lactate Dehydrogenase Release
(a) Structures of each ganglioside used in this experiment. (b) PC12

cells were preincubated with increasing concentration of GM1 (●), GD1a
(○), GD1b (■), GT1b (□), asialoGM1 (▲) or GQ1b (△) for 15 min,
and stimulated by mastoparan (10 mM) for 15 min at 37°C. LDH release in-
duced by mastoparan alone was expressed as 100％, and data are expressed
as mean±S.E. from three experiments. Signiˆcant diŠerence from
mastoparan alone (p＜0.05).
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た細胞外 LDH の活性を指標に，各種ガングリオシ

ドの毒性発現抑制作用を検討した結果，GT1b 及び

GD1b が最もその抑制作用が強く，ついで GD1a,

GM1 が作用し，一方，GQ1b 及び，GM1 からシア

ル酸残基がなくなった形である asialoGM1 はほと

んど効果を示さなかった．以上のことから，1) マ

ストパランの作用発現にはガングリオシド分子中の

シアル酸残基の存在が必須であるが，2) ガングリ

オシドのシアル酸含有数とマストパランの細胞毒性

に対する抑制効果の間に相関はみられず，一方，3)

ガングリオシドのセラミド骨格から数えて 2 番目の

ガラクトースに 2 個のシアル酸が結合している場合

にはマストパランとの相互作用がより強くなるが，

4 番目のガラクトースに 2 個のシアル酸が結合する

と親和性が大幅に低下することが明らかになった．

マストパランはこれまで Gi/o の直接的な活性化

を起こす薬理学的ツールとして広く用いられてき

た．今回脂質ラフトにおける Gq/11 の局在に対する

マストパランの撹乱作用を示したが，われわれはマ

ストパラン処理により Gas や Gai/o も脂質ラフトへ

の局在が阻害されることを確認している．Gi/o の活

性化に用いられるマストパランの濃度域と，今回明

らかになった脂質ラフトとの相互作用を引き起こす

マストパランの有効濃度域はほぼ一致していること

から，今後，Gi/o 活性化薬としてマストパランを使

用するときには，Gq, Gi, Gs など他の三量体 G タン

パク質を始めとして多様なシグナル伝達への影響も

生じている可能性を考慮する必要がある．一方で，

マストパランは脂質ラフトを介する情報伝達系の解

析に有用なツールになり得ると考えられ，今後これ

をリード化合物とした脂質ラフト解析のための新規

プローブの開発も期待される．

7. おわりに

以上，脂質ラフトの概略と三量体 G タンパク質

を介した情報伝達に対する役割，そしてハチ毒マス

トパランの脂質ラフトとの相互作用を介した Gq/11

シグナリング抑制機序について述べた．

カベオラはその構成脂質の類似性から脂質ラフト

のサブタイプとして考えられてもいるが，その構造

を維持するカベオリンはそのスキャフォールディン

グ活性により，4)様々なシグナル伝達関連物質を特

異的にカベオラに局在させることが報告されている．

Oh ら50)は，ラット培養内皮細胞や上皮細胞などの

カベオラを有する（カベオリンを発現する）細胞で

は Gq はカベオラに，Gs や Gi は脂質ラフトに局在

するのに対して，カベオリンを発現していない

N2a 細胞では，Gq, Gs, Gi すべてが脂質ラフトに局

在することを示している．この結果は，カベオラを

持つ細胞と持たない細胞では，同じ分子でもその局

在が変わってくることを示唆する．また，アドレナ

リン b1, b2 受容体に関して，Ostrom ら51)はこの受

容体が心筋細胞ではカベオラ画分に存在するのに対

して，血管平滑筋細胞では非カベオラ画分に存在す

ることを報告している．両細胞ともカベオラを有し

ているにも係わらず，細胞によって分子の局在が異

なるという事実は興味深い．どのような機序に基づ

いてこのような局在の差異が生まれるのか定かには

なっていないが，細胞種の違いによるガングリオシ
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ドやコレステロール含量の差異が，各々の細胞の有

する脂質ラフト/カベオラの性質に違いを与えてい

るのかもしれない．また，細胞種特異的なアンカー

タンパク質が存在し，受容体と相互作用して局在を

規定している可能性も考えられる．しかしそれ以上

にこの結果は，強制発現系である特定の細胞におい

て観察された事象がかならずしもすべての細胞・組

織において当てはまる事象ではない可能性があるこ

とを意味しており，脂質ラフトの研究を進める上で

今後留意する必要がある．

ガングリオシドには様々な亜型があることから，

含有するガングリオシドの種類やコレステロール含

量の違いによって細胞膜上にも多種多様な脂質ラフ

トが存在していると考えられる．一方，脂質ラフト

を含む画分として生化学的に得られた DRM は，あ

くまで界面活性剤難溶性という性質によって分画し

たに過ぎない．この中にはカベオラも，また，異な

るガングリオシドを含む脂質ラフトサブタイプも，

様々な特性を有する脂質ラフトが混在している状態

であると考えられる．実際，前述のように抗カベオ

リンや抗ガングリオシド抗体を用いることにより，

DRM をさらにカベオラ画分やある特定のガングリ

オシドを豊富に含む画分に分画していくことが可能

である．13)現在のところ，どのような種類の脂質を

多く含む脂質ラフトに，どんなシグナル分子が濃縮

して存在するのか，その局在の特異性については全

く明らかにはなっていないが，今後，含有脂質やそ

の特性に応じた脂質ラフトの細分化と，それぞれの

脂質ラフトサブタイプに対するシグナル関連分子の

局在に目を向けていく必要があると思われる．

病態又は何らかの原因によってスフィンゴ脂質又

はコレステロール代謝が変化した場合，これら脂質

の量的変化が脂質ラフトの構成に変化を与え，様々

なシグナル伝達物質の局在変化が起こり，GPCR

やその他受容体を介するシグナル伝達効率に大きな

変化をもたらし，これが病態発現・進展に影響を及

ぼす可能性が考えられる．例えば，脂質ラフトを介

するシグナル伝達異常と疾病との関連を示す例とし

て，インスリン抵抗性糖尿病がある．この場合，ガ

ングリオシド GM3 の量的変化が脂質ラフトにおけ

るインスリン受容体を介する情報伝達系に影響を与

え，本来のインスリンの効果であるグルコーストラ

ンスポーター GLUT4 を介する糖取り込み作用を減

弱させる結果，インスリン抵抗性をもたらす可能性

が考えられている．52)また，ショウジョウバエにお

ける代謝型グルタミン酸受容体はコレステロール比

によりアゴニストの結合活性が変化することが報告

されており，脂質ラフトの構成脂質の存在比率が受

容体に対するリガンド結合能に影響を与え，受容体

を介するシグナル伝達効率の変化をもたらす可能性

が考えられる．53)今後，疾病や老化などに伴う脂質

ラフト構成分子の量的・質的変化によるシグナル伝

達の変化について詳細に検討していくことにより，

疾病治療や予防に対する様々な有益情報が得られ，

脂質ラフトをターゲットとする薬物の開発につなが

ることが期待される．
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