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生体膜の基本構造である脂質二重層は極めて簡単な組成の脂質から成る人工膜によって再現で
きる。一方細胞は数千もの異なった脂質分子種を有している。特定なオルガネラに高濃度で偏在
している脂質が存在していることは良く知られている。それらは例えば形質膜におけるスフィン
ゴミエリンやコレステロール，後期エンドソームにおけるリゾビスホスファチジン酸等である。
これらの脂質はそれぞれの膜で特定の超分子構造を形成し，膜の構造や機能に重要な役割を果た
していると考えられている。なかでもスフィンゴ脂質とコレステロールのつくる膜ドメイン「脂
質ラフト」は大きな注目を集めている。
当研究チームは細胞生物学的および生物物理学的手法を用いて脂質ラフトを中心とした脂質超
分子構造のアッセンブリーのメカニズム，構成脂質の動態および機能を明らかにすることを目的
としている。

1. スフィンゴミエリン特異的プローブ，ライセニンの
解析（長谷川-山路，石井，牧野，小林）
ライセニンはシマミミズから得られる 297個のアミノ酸か
らなるタンパク性毒素で，スフィンゴミエリンを特異的に認
識することが知られている。ライセニンは LRP-1（lysenin-
related protein 1，lysenin 2）およびLRP-2（lysenin-related
protein 2，lysenin3）とともにタンパク質ファミリーを形
成している。我々はライセニン，LRP-1 および LRP-2 を
マルトース結合タンパク質との融合タンパク質として取得
し，それぞれの基質特異性，細胞毒性を比較した。その結
果 LRP-2はライセニン同様スフィンゴミエリンに特異的に
結合し，細胞毒性を示すが，LRP-1はライセニン，LRP-2
に比べ 1/10 程度の活性しか示さなかった。ライセニンと
LRP-2の間では 30個の芳香族アミノ酸が保存されている。
この中のフェニルアラニン 210 だけが LRP-1ではイソロイ
シンに置換されている。イソロイシン 210をフェニルアラニ
ンに変換することにより LRP-1の活性は劇的に増大した。
このことはライセニンの活性に芳香族アミノ酸が重要な役
割を果たしていることを示唆している。芳香族アミノ酸の
重要性はライセニンのトリプトファンをロイシンに変換し
た変異体を用いることによりさらに明らかになった。ライ
セニンは 6個のトリプトファンを持つがそのうちの 5個は
ライセニン，LRP-1，LRP-2の間で保存されている。保存
されている 5個のトリプトファンすべてがスフィンゴミエ
リンの認識および溶血活性に必須であるのに対して，保存
されていないトリプトファンをアラニンに置換しても活性
は影響を受けなかった。我々の結果はライセニンによるス
フィンゴミエリンの認識と細胞毒性に芳香族アミノ酸が重
要な役割を果たしていることを示している。

2. スフィンゴミエリンドメインの構成とダイナミクス
（清川，村手，庄籠，石井，牧野，岩本，岩渕 ＊1，Hullin-
Matsuda＊1，瀬野尾，高橋 ＊2，小林）
細胞膜脂質の構成とダイナミクスについては分かってい
ないことが多い。スフィンゴミエリンはコレステロール，

スフィンゴ糖脂質とともに脂質ラフトの主要構成成分であ
る。我々は培養上皮細胞の先端面（アピカル面）と側底面
（バソラテラル面）ではスフィンゴミエリン特異的毒素，ラ
イセニンに対する感受性が異なり，アピカル面では感受性
が低下することを見いだした。アピカル面は糖脂質に富ん
でいる。ライセニンのスフィンゴミエリンへの結合に対す
る糖脂質の影響を見るため，糖脂質合成を欠損しているメ
ラノーマ細胞変異株と親株でのライセニンへの感受性を比
較した。その結果，変異株は親株に比べライセニンへの感
受性が著しく高くなっていることが明らかになった。モデ
ル膜の実験から，糖脂質はスフィゴミエリンの局所濃度を
低下させることによりライセニンのスフィンゴミエリンへ
のアフィニティを低下させることが示された。すなわちラ
イセニンの毒性はスフィンゴミエリンの膜上での分布状態
に依存し，スフィンゴミエリンがドメイン形成をしている
ときにのみこの毒素は膜に強く結合し，毒性を発揮するこ
とが明らかになった。このようなライセニンによる膜上の
スフィンゴミエリンの分布状態の認識の分子的な基盤はラ
イセニンが複数個のスフィンゴミエリンと一定の化学量論
的な結合をすることにある。この結果はスフィンゴミエリ
ン数分子が形成するドメインが細胞膜に存在する，という
脂質ラフトの考え方を支持している。ライセニンを用いる
ことにより我々はさらにスフィンゴミエリンの膜上での分
布は異なった細胞，異なった膜では異なっていることを示
した。
我々はスフィンゴミエリンを認識し，毒性を持たないラ
イセニン変異株の取得に成功した。得られた無毒ライセニ
ンを利用し，スフィンゴミエリンに富んだ細胞膜のドメイ
ンは糖脂質GM1に富むドメインとは空間的に異なっている
ことが示された。JurkatT細胞において T細胞レセプター
やGM1の架橋はMAPキナーゼである ERKのリン酸化を
引き起こす。無毒ライセニンによる架橋もまた ERKのリ
ン酸化を誘起した。しかし，T細胞レセプターや GM1に
よる刺激と異なり，ライセニンによるスフィンゴミエリン
の架橋はタンパク質のチロシンリン酸化を伴わない。ライ
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セニンとスフィンゴミエリナーゼ処理を併用することによ
り，スフィンゴミエリンの架橋によるシグナル伝達には三
量体 Gタンパク質が関与していることが示された。これら
の結果はスフィンゴミエリンに富む膜ドメインは T細胞レ
セプターや GM1を含むドメインとは異なったシグナルカ
スケードに関与していることを示唆している。我々の結果
は空間的にも機能的にも複数の脂質ラフトが存在すること
を示している。

＊1 客員研究員，＊2 研修生

Whereas the bilayer organization of biomembranes can
be reconstituted in artificial liposomes with a simple lipid
composition, biological membranes contain thousands of
different lipid species, whose cellular distribution is strin-
gently controlled. This complex distribution of lipids sug-
gests that the targeting of lipids is highly regulated and
that cells require a complex lipid supramolecular organi-
zation within their membranes. Of particular interest is
the microdomains composed of sphingolipids and choles-
terol. These domains, called “lipid rafts”, are suggested to
be involved in various biological events as diverse as sig-
nal transduction and membrane traffic. Our aim is to un-
derstand the organization, assembly and function of lipid
rafts.

1. Characterization of sphingomyelin-specific
toxin, lysenin

Lysenin is a sphingomyelin-specific toxin isolated from
the coelomic fluid of the earthworm Eisenia foetida. Lys-
enin comprises a family of proteins together with lysenin-
related protein 1 (LRP-1, lysenin 2) and LRP-2 (lysenin
3). We characterized LRP-1 and LRP-2 together with
lysenin using maltose-binding protein-tagged recombinant
proteins. LRP-2 specifically bound sphingomyelin and in-
duced hemolysis like lysenin. In contrast, the binding and
hemolytic activities of LRP-1 was ten times less than those
of lysenin and LRP-2. Lysenin and LRP-2 share 30 com-
mon sites of aromatic amino acids. Among them, only
one position, phenylalanine210 is substituted for isoleucine
in LRP-1. The activity of LRP-1 was dramatically in-
creased by introducing a single amino acid substitution of
isoleucine210 to phenylalanine, suggesting the importance
of aromatic amino acids in the biological activities of lys-
enin and LRPs. The importance of aromatic amino acids
was further indicated by a systematic tryptophan to ala-
nine mutation of lysenin. Lysenin contains 6 tryptophan
residues of which 5 are conserved in LRP-1 and -2. We
showed that the conserved tryptophans but not the non-
conserved one were required both in the recognition of sph-
ingomyelin and in the hemolytic activity of lysenin. Our
results suggest the importance of aromatic amino acids of
the toxin for the recognition of sphingomyelin and for the
interaction with the membranes leading to hemolysis.

2. Organization and dynamics of sphingomyelin
Little is known about the heterogenous organization of

lipids in biological membranes. Sphingomyelin is a major
plasma membrane lipid that forms lipid domains together
with cholesterol and glycolipids. Using the sphingomyelin-
specific toxin, lysenin, we showed that in cultured epithe-
lial cells the accessibility of the toxin to sphingomyelin is
different between the apical and basolateral membranes.
Apical membranes are highly enriched with glycolipids.

The inhibitory role of glycolipids in the binding of lys-
enin to sphingomyelin was confirmed by comparing the
glycolipid-deficient mutant melanoma cell line with its par-
ent cell. Model membrane experiments indicated that gly-
colipids altered the local density of sphingomyelin so that
the affinity of the lipid for lysenin was decreased. Our re-
sults indicate that lysenin recognizes the heterogenous or-
ganization of sphingomyelin in biomembranes and that the
organization of sphingomyelin differs between different cell
types and between different membrane domains within the
same cell. Isothermal titration calorimetry suggests that
lysenin binding to sphingomyelin is presumably the result
of a sphingomyelin-lysenin complex formation of specific
stoichiometry, thus supporting the idea of the existence of
small condensed lipid complexes consisting of just a few
lipid molecules in living cells.

We have generated a truncated lysenin that recognizes
a sphingomyelin-rich membrane but does not oligomerize
and is thus non-toxic. Using this mutant lysenin, we have
shown that plasma membrane sphingomyelin-rich domains
are spatially distinct from ganglioside GM1-rich membrane
domains. Like T-cell receptor (TCR) activation and the
cross-linking of GM1, cross-linking of sphingomyelin in-
duces calcium influx and ERK phosphorylation. However,
unlike CD3 or GM1, cross-linking of sphingomyelin did not
induce significant protein tyrosine phosphorylation. The
combination of lysenin and sphingomyelinase treatment
suggested the involvement of a G-protein coupled recep-
tor in sphingomyelin-mediated signal transduction. These
results thus suggest that the sphingomyelin-rich domain
provides a functional signal cascade platform that is dis-
tinct from those provided by TCR or GM1. Our study
therefore elucidates the spatial and functional heterogene-
ity of lipid rafts.
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