
１． 膜脂質の分布について何がどれだけわかっているか

生体膜には１，０００種以上の膜脂質が存在するが，その詳
細な分布に関する情報は乏しく，ゲノム規模の局在解析が
なされているタンパク質（たとえば文献１））とは対照的
な状況にある．その原因は脂質分布を解析する方法の不十
分さにあるといってよい．タンパク質であれば green fluo-
rescent protein（GFP）などの蛍光タグを導入することで生
細胞中の分子の振る舞いを追究することができるし，また
細胞・組織を化学固定剤で固定した上でさまざまな免疫学
的手法を用いれば精細な分子局在を明らかにすることがで
きる．一方，脂質については遺伝子レベルで標識を付加す
ることは原理的に不可能である．また脂質の分子サイズは
タンパク質に比べて非常に小さいため，標識が分子の挙動
に大きな影響を及ぼしやすい．さらに化学固定剤は主にア
ミノ基に結合することによって固定効果を発揮するため，
一部を除いてアミノ基を持たない脂質には直接作用せず，
大半の膜脂質は固定後の試料でも可動性を維持する．
オルガネラごとに分布する脂質の組成が異なることや，

同一膜内でも脂質二重層の内葉と外葉の脂質組成が異なる
ことはかなり以前から知られていた２）．最近になって，膜
脂質が二次元的にも不均一な分布をとる例が多数明らかに

なってきた（表１）．このような膜脂質の分布はタンパク
質の分布に影響し，細胞機能の調節に重要な意義を持つと
考えられている．しかし前述した方法上の制約から膜脂質
の分布を微細なレベルで可視化し，定量的に扱うことは容
易ではない．現に多くの脂質については，より巨視的なレ
ベルでも二次元的な分布の偏りがあるのかどうかが明らか
になっていない．
本稿では，膜脂質の不均一分布を作り出すメカニズムに

ついてわかっている事柄を簡単に要約したあと，現時点で
脂質の分布を検索する上で利用可能な研究手法を取り上げ
てその長所と短所を紹介する．最後に，不均一分布を示す
ことが報告されている脂質の代表例としてガングリオシド
GM１とホスファチジルイノシトール４，５-二リン酸
［PI（４，５）P２］を取り上げ，その分布を知るために用いら
れた方法の検討も含め，批判的に検証したい．なお以下，
二次元方向の分布の偏りを不均一分布と呼び，三次元方向
（つまり内葉・外葉間）の偏りである非対称性分布と区別
する．

２． 膜脂質が不均一な分布をとるメカニズム

膜脂質の側方運動はきわめて速い．測定方法によってば
らつきがあるが，PI（４，５）P２の場合，細胞膜における拡散
係数（D）は０．８m２／sと報告されており３），１秒間の平均
拡散距離（x）は x２＝４Dt から～１．８mと見積もられる．
この値はコーテッドピットやカベオラの直径よりはるかに
大きく，たとえば神経細胞の軸索の直径にほぼ相当する．
このような拡散の速さから容易に推測されるように，膜

脂質合成酵素が狭い部位に限局して存在したとしても，生
じた脂質はごく短時間のうちに拡散してしまう．このため
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合成酵素の局在が原因となる脂質の不均一分布は，かなり
広い領域にわたってみられるものに限られる．化学遊走
する細胞の先端に合成酵素 PI３キナーゼ，後端に分解
酵素 PTENが位置することによって生じると考えられる
PI（３，４，５）P３の分布密度勾配がその代表例である４，５）．
これに対して出芽酵母の芽（bud）やマクロファージの

phagocytic cupなど，数 m以下の大きさの領域でみられ
る膜脂質の不均一分布には，膜脂質の拡散を抑制する何ら

かのメカニズムの存在が必須であると考えられる．ここで
は１）脂質ラフト，２）フェンス，３）静電的相互作用，４）
微小コンパートメントの四つの可能性を取り上げ３），詳し
くみてゆくことにする．

１） 脂質ラフト
生体内のグリセロリン脂質の多くが不飽和脂肪酸鎖を持

つのに対し，スフィンゴ脂質の大半は飽和炭化水素鎖を持

表１ 膜脂質の不均一分布が示された例

これまでに膜脂質の不均一分布を報告した代表的な例について，その部位，観察方法，用いられたプローブをまとめた．観察方法は
生細胞に GFPと融合させた脂質結合タンパク質を発現させてみる方法（A），生細胞に脂質結合プローブを作用させる方法（B），固
定細胞に脂質結合プローブを作用させる方法（C），脂質結合タンパク質の分布を固定後にみる方法（D），凍結超薄切片標識法（E），
樹脂包埋切片法（F），QF-FRL法（G）に分類した．アスタリスクは membrane lawnを用いた方法を表している．
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つ．スフィンゴ脂質とグリセロリン脂質からなる人工膜で
は，前者の相転移温度（Tm）が高いため，常温で両者の間
に相分離が観察され，飽和炭化水素鎖のみを持つスフィン
ゴ脂質はゲル相の硬い構造をとる．一方，これら両者に加
えてコレステロールが存在する場合には，スフィンゴ脂質
とコレステロールは液体秩序相（liquid-ordered phase：lo）
を形成する．loはゲル相と違って流動性を持つが，主にグ
リセロリン脂質で作られる液体非秩序相（liquid-disordered
phase：ld）とは分離して別のドメインを形成する．細胞膜
（形質膜）は３０～４０mol％のコレステロールを含有する６）

ことから，人工膜と同様の現象が起こるとする議論がなさ
れ，液体秩序相に相当するドメインは脂質ラフトと名づけ
られた７）．脂質ラフトには raft-philicな（ラフト親和性を持
つ）タンパク質が集合し，ラフトはそれらのタンパク質が
効率的に相互作用する場として機能すると推測されてき
た．
人工膜では mレベルを超える大きさの液体非秩序相の

脂質ドメインが形成されることが観察されている８）．しか
し生体膜で同様のドメインが存在するのか否か，またもし
存在するとしたらその大きさや寿命はどれぐらいかという
点について意見が分かれてきた９）．このような疑問は生体
膜が人工膜と異なる多くの性質を持つことに由来する．た
とえば，細胞膜では人工膜と異なり，エンドサイトーシス
やエキソサイトーシスによって膜成分に絶え間ない流出入
があるために平衡状態に達することがない１０）．また生体膜
には多種多様な膜タンパク質が高密度に存在している１１）．
さらに細胞膜ではスフィンゴ脂質は外葉に限局して存在す
るのに対し，コレステロールに関しては内外葉のどちらに
どれだけ分布しているかについて確定的なデータはまだな
い１２）．むしろ種々の方法を用いてコレステロールが内葉に

多いとする結果が多数報告されており１３，１４），ラフト仮説が
想定するスフィンゴ脂質とコレステロールによるドメイン
形成と整合しない．
また精製されたラフト標品と解釈されがちな界面活性剤

不溶性画分（detergent-resistant membrane：DRM）には，
スフィンゴ脂質やコレステロール，さらに raft-philicなタ
ンパク質が濃縮されるが，形態的には直径１m以上に達
する膜小胞が含まれる１５）．この膜構造は，界面活性剤に
よって膜分子分布が人工的に再編成されたり１６），不溶性画
分どうしが融合した１７）結果として人工的に形成されたもの
と考えられる．つまり DRMは raft-philicな分子の集合体
ではあるが，生体膜にある膜領域をそのまま精製したもの
とは考えにくい．
その他のさまざまな実験結果をもとにして，現在の多く

の研究者の理解は，ラフトが存在するとしてもその大きさ
は高々直径２０～１００nm以下で寿命はミリ秒オーダー，何
らかの刺激を受けた場合にのみ，やや大きく寿命の長いラ
フトが形成されるというものである（図１A）１８，１９）．しかし
上皮細胞の頂部細胞膜のようにスフィンゴ脂質とコレステ
ロールが占める割合が非常に大きい膜では，ラフトがより
大きく安定した領域を作る可能性が指摘されている２０）．性
フェロモンで刺激された出芽酵母の細胞膜に形成される
シュムー（shmoo）と呼ばれる突起には，周囲の細胞膜よ
りも高密度の PI（４，５）P２が存在することが知られている
が，ここには同時にエルゴステロールの集中が観察されて
おり，安定化した大きなラフトが存在しうる２１）．

２） フェンス
ここでいうフェンスとは mサイズの領域の周囲を遮る

構造であり，それが二次元方向の脂質の拡散を妨げると考

図１ 脂質集合をもたらすメカニズム
（A）脂質ラフト：飽和炭化水素鎖に富むスフィンゴ脂質とコレステロールが形成する秩序液体相を

基盤とする集合体．
（B）フェンス：膜領域の周囲にあるリング状の細胞骨格構造が障壁となり，脂質の拡散を妨げる．
（C）静電的相互作用：塩基性タンパク質が PI（４，５）P２など強い負電荷を持つ脂質と相互作用すること

により局所からの拡散を妨げる．
（D）微小コンパートメント：膜直下のアクチンメッシュ構造に係留された膜貫通タンパク質が杭の

ように並び，数十 nmサイズの微小コンパートメントを形成して，脂質の拡散を妨げる．
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える（図１B）．たとえば，上述したシュムーの基部には細
胞骨格タンパク質であるセプチン（septin）が重合して作
られるリング状構造がある２２）．マクロファージの貪食部位
に形成される phagocytic cup３），哺乳類細胞の分裂溝２３）な
ど，PI（４，５）P２が高密度に存在することが知られているほ
かの部位でもセプチン構造が周囲に存在する．セプチンは
PI（４，５）P２と結合する２４，２５）ことによって膜に密着し，拡散障
壁となると想定されている．
一方，phagocytic cupの周囲ではアクチンも高密度に存

在し，アクチン結合タンパク質とともに形成する構造が
フェンスとなりうる分布を示す．しかし，アクチンと膜の
距離を０．５nmと仮定しても PI（４，５）P２の拡散速度は高々
２０％しか低下しないとする模擬実験の結果が報告されて
おり，アクチン骨格がフェンスとして機能する可能性は低
い３）．

３） 静電的相互作用
脂質とタンパク質の間の静電的相互作用（図１C）によっ

て，脂質の拡散速度が低下すると考える仮説である．たとえ
ば myristoylated alanine-rich C-kinase substrate（MARCKS）２６）

は，塩基性アミノ酸のクラスター領域を持ち，負に荷電し
た膜分子と結合することができる．PI（４，５）P２の頭部は中
性条件では４価の負電荷を有するため２６），MARCKSとの
静電的な相互作用で集合し，１，０００倍程度に濃縮されると
予測される２７，２８）．MARCKSは細胞内に１～１０Mという高
い濃度で存在し，１コピーあたり２～４分子の PI（４，５）P２を
結合するため２７），かなりの割合の PI（４，５）P２と結合できる
と考えられる．MARCKSと同様に正電荷のクラスター領
域を持ち，静電的な相互作用で PI（４，５）P２に結合する分子
としてはほかに growth-associated protein４３（GAP４３），
CAP２３，syntaxin１A２９～３１）などが知られている．MARCKS，
GAP４３，CAP２３はアシル化修飾を受けて脂質ラフトに局
在化することが指摘されており３０），PI（４，５）P２の集合と脂
質ラフトを結びつける役割をしているのかもしれない．

４） 微小コンパートメント
楠見らは，マイクロ秒レベルの超高速一分子イメージン

グ法による結果をもとに，細胞膜を裏打ちするアクチンの
網目に沿って膜タンパク質が並んで一辺の長さ数十 nm程
度の微小コンパートメントを形成し，脂質の側方拡散を妨
げるとする「ピケ（picket）」モデルを提唱した（図１D）３２）．
各コンパートメントの内部での脂質の拡散は速いが，コン
パートメントの境界を越えるような拡散は遅い．通常の顕
微鏡を用いた観察では，ミリ秒レベルの時間分解能と
２００nm程度の空間分解能しかないため，微小コンパート
メント内の動きを捉えることはできず，拡散は遅くみえる
ことになる．
ディープエッチング電子顕微鏡で観察されるアクチンの

網目の大きさは一分子イメージング法で予測される微小コ
ンパートメントのサイズとよく相関する３３）．膜タンパク質

の場合はアクチンが直接，物理的な障壁となって隣接する
コンパートメントへの拡散を妨げるのに対し３４），膜脂質の
場合はアクチンに沿って並ぶ膜貫通タンパク質間の細い間
隙を通過する際に生じる流体力学的な摩擦が拡散を抑制す
る．ただし膜脂質の種類によって拡散抑制の程度がどの程
度異なるかは明らかでないため，PI（４，５）P２に特異的な現
象を説明できるかどうかは不明である．
上記四つのメカニズムのほか，PI（４，５）P２に関しては，

親水性頭部どうしの水素結合３５），カルシウムなど２価陽イ
オンで誘導されるクラスター形成３６）などがモデル実験で示
されており，不均一分布形成に寄与している可能性があ
る．

３． 膜脂質の分布をみる方法

ここでは膜脂質の分布を可視化するための手法を概観す
る．生きた細胞を直接観察する方法と固定処理後に観察す
る方法に大別して述べる．

１） 生きた細胞を用いる方法
この方法のメリットはライブイメージングで時間軸に

沿った脂質動態を追究できることにある．また観察に光学
顕微鏡を用いるため，形態学を専門としない研究者にも取
り組む敷居が低い．最近のさまざまな超解像度顕微鏡法と
組み合わせることにより，大幅な解像度の改善も期待でき
る．
一方，生きた細胞をみる場合には，顕微鏡観察のために

行う処理が分子の挙動を変化させている可能性を常に考慮
する必要がある．この点はタンパク質をみる場合でも同じ
だが，分子サイズがはるかに小さい脂質では標識のための
修飾が分子の性質に大きな変化をもたらすことが多い．
ここでは標識に付随して生じる問題について批判的に検

証することに主眼をおき，個々の顕微鏡法については優れ
た総説３７，３８）が多く発表されているため詳述を避ける．

a． 脂質アナログを用いる方法
nitrobenzoxadiazole（NBD）や boron-dipyrromethene（BO-

DIPY）などの蛍光団がついた脂質を細胞に取り込ませ，
その挙動を観察する方法が用いられてきた．リン脂質の頭
部または尾部に蛍光団が導入されたものがあり，また蛍光
修飾された脂肪酸を前駆体として細胞に取り込ませてリン
脂質を標識する方法も用いられる．コレステロールについ
ても蛍光団を結合させた分子（NBD-cholesterolなど）が
用いられている．
NBD，BODIPYの分子量はそれぞれ１６０，１９０，これに

対してたとえばホスファチジルコリン（脂肪酸鎖１６：０，
１８：１），コレステロールの分子量はそれぞれ７６０，３９０で
あり，相対的な分子量の比だけを見れば GFP融合タンパ
ク質，たとえば GFP（分子量約２７，０００）・アクチン（分子
量約４５，０００）間の比と大差はない．しかし，NBD，
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BODIPYを脂肪酸鎖に導入すると，膜内分布，フリップ・
フロップ，細胞内輸送などに影響を与えることが知られて
いる３９，４０）．これは，本来親水性の NBD（および程度は軽い
が BODIPY）が膜外に突き出るような立体配座を示し，内
在性脂質とは大きく異なる構造をとるために生じたものと
考えられる４１，４２）．一方，蛍光標識を脂質の頭部に導入した
場合にはタンパク質との相互作用などに影響が出る可能性
が推測される．標識した脂質を用いた細胞内動態の追跡や
拡散係数などの物理化学的パラメータの測定結果の解釈に
は注意が必要である．
リン脂質よりもさらに小さいコレステロールの場合，わ

ずかな分子構造の違いが液体秩序相の形成などに重大な影
響をもたらすと推測される．このため NBD-cholesterolな
ど分子の外側に蛍光団を結合させたものよりも，全体とし
ての分子構造がコレステロールとほぼ同じで，しかも蛍光
を発するデヒドロエルゴステロール（dehydroergosterol）の
方が内在性コレステロールの性質をより正確に反映すると
考えられている４３）．
分子改変を最小限に抑える工夫として，蛍光団に比べて

小さく，不活性な官能基であるアルキンやアジドを導入し

た化合物を用い，細胞に取り込ませたあとにクリック反応
で蛍光団を結合させる方法が報告されている．たとえばプ
ロパルギル基（propargyl：HC≡C―CH２―）を持つコリンア
ナログ化合物（propargylcholine）を使うと，ホスファチジ
ルコリン，スフィンゴミエリンの頭部にプロパルギル基が
付加された分子が細胞内で作られ，アジド基を持つ蛍光物
質を結合させることによって可視化することができる４４）．
この場合にも蛍光物質結合後の脂質の性質は内在性のもの
とは異なる可能性があり，またクリック反応液に含まれる
１価の銅イオンなどの影響にも注意する必要がある．しか
しこのようなケミカルバイオロジー的なアプローチは今後
重要になってくるものと予想される．

b． GFPと融合させた脂質結合タンパク質を発現させて
みる方法

この方法では脂質そのものを標識するのでなく，脂質に
特異的に結合するタンパク質ドメインと GFPの融合タン
パク質（以下，GFPプローブと略称）を細胞に発現させ，
間接的に標的脂質の分布を可視化する（図２A）．GFPプ
ローブの代表例を表にまとめた（表２）．これらは脂質分

図２ 脂質の可視化手法の比較
（A）GFP脂質プローブによるライブイメージング法．GFP脂質プローブの生細胞での局

在を蛍光顕微鏡観察する．
（B）通常の化学固定による方法．脂質は化学固定されないため，標識の過程で局在を変

える可能性がある．これに対し，タンパク質である脂質プローブは周囲のタンパク
質と架橋されてその場にとどまると考えられる．

（C）樹脂包埋切片標識法．急速凍結した試料を凍結置換し，低温で樹脂包埋することに
より，脂質局在は比較的よく保たれると考えられる．しかし脂質プローブは，樹脂
切片の表面に露出した一部の脂質としか反応できない．

（D）凍結割断レプリカ標識法．急速凍結した試料の凍結割断レプリカを作製すると，膜
脂質は白金・炭素薄膜により物理的に固定され，その場にとどまる．膜の広い平面
が露出されるためプローブとの反応効率はよい．
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布の時間的変化を追究するためには優れた手法であり，特
に PI（４，５）P２の分布解析ではホスホリパーゼ C１（PLC１）
のPHドメインにGFPタグをつけたプローブ（GFP-PLC１-
PH）を用いる方法が広く利用されている４５，４６）．
GFPプローブを用いる方法の問題点は繰り返し指摘さ

れてきた．たとえば GFP-PLC１-PHの場合，内在性のエ
フェクター分子が結合した状態の PI（４，５）P２を検出する
ことはできないと考えられる．また GFP-PLC１-PHは
PI（４，５）P２から産生されるイノシトール１，４，５-三リン酸
［Ins（１，４，５）P３］に影響を受ける．すなわち GFP-PLC１-PH
と PI（４，５）P２の結合定数が２M程度であるのに対し，
GFP-PLC１-PHと Ins（１，４，５）P３の結合定数は０．１Mであ
る４７）．このため受容体刺激を受けた細胞でみられる GFP-
PLC１-PHの分布変化が正確に PI（４，５）P２動態を反映して
いるのか否かについては議論がある４８，４９）．Ins（１，４，５）P３の
干渉を回避するために，Ins（１，４，５）P３との親和性が低い
Tubby５０）や，膜上でのみ強い蛍光を発する改変 ENTHドメ
イン５１）を用いたプローブも考案されている．
また蛍光顕微鏡で観察される GFPプローブの蛍光強度

は焦点平面内に含まれる膜の面積に左右されるため，たと
え対象脂質の膜内分布密度が一定であっても，rufflingな

ど膜が重畳する部位では周囲の領域よりも蛍光強度は強く
なる５２）．このため超微構造が明らかでない領域に蛍光標識
の集中がみられた場合には，見かけ上の集中ではないこと
を示す対照実験が必要である５３）．対象脂質と結合した場合
だけに Förster resonance energy transfer（FRET）が生じる
ように設計されたプローブでは，FRET強度とプローブの
総量との比率をみることで，対象脂質の分布密度を推計す
ることが可能になる５４）．
さらに GFPプローブを細胞に発現させることによって

さまざまな人工産物が生じる可能性がある．まずプローブ
が標的脂質そのものの量や分布に影響を与える恐れがあ
る．この可能性は数理シミュレーションを用いた理論的考
察でも確かめられており４９），GFPプローブではないが，
PI（４，５）P２と結合するMARCKSを過剰発現した細胞にお
いて PI（４，５）P２の増加が報告されている３０）．またプローブ
が標的脂質とエフェクター分子の結合に対してドミナント
ネガティブな効果を示した事例が多く報告されている．た
とえば高レベルに発現した GFP-PLC１-PHは，PI（４，５）P２
の加水分解反応に競合的に作用すること４６），細胞膜と細胞
骨格の相互作用を減弱させること５５），ファゴサイトーシス
やトランスフェリン受容体のエンドサイトーシスを阻害す

表２ 脂質プローブ

膜脂質の可視化に使われたプローブをまとめた．観察方法は表１と同様に七つに分類した．
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ること５３，５６）が示されている．特に Botelhoらの報告では，１
細胞あたりの GFP-PLC１-PH発現量を２５Mと見積もっ
ているが，この値は PI（４，５）P２濃度（約１～１０M２８））より
もかなり高く，GFP-PLC１-PHの解離定数（２M）を当
てはめれば，約９０％の PI（４，５）P２がプローブによってマ
スクされていると推測される．前述の数理シミュレーショ
ンを活用した解析では，GFP-PLC１-PHの発現量を６M
程度とした場合でも，PI（４，５）P２および InsP（１，４，５）３の量
的変化に対して緩衝作用を発揮した４９）．さらに過剰発現に
よるドミナントネガティブな効果は対象となる脂質がマス
クされることによってだけでなく，脂質結合ドメイン自体
が特定のタンパク質と相互作用して生じた可能性も指摘さ
れている５７）．このようなプローブ発現による影響を最小限
にするために細胞内の GFPプローブ濃度を可能な限り抑
えることが推奨されるが５８），実際にどこまで濃度を下げれ
ば問題が起こらなくなるかを知ることは難しい．
なお脂質に対するプローブの結合特異性を検証するため

の方法にはスポットアレイ法（ドットブロット）やリポソー
ム共沈アッセイ，FRETや BIACOREを利用する方法など
があるが，手法によってしばしば結果が異なることが知ら
れている５９）．最も簡便で頻用されているスポットアレイ法
の結果が，細胞に導入した蛍光脂質プローブの結合特異性
と一致しないこともある．このような方法による不一致
は，タンパク質に関して，ウェスタンブロッティングでは
特異的な反応を示す抗体が蛍光抗体標識では非特異的な結
合を示すという事例と似た現象といえるかもしれない．で
きる限り実際に解析を行う方法を用いて，プローブの特異
性を検証することが求められる．

c． 脂質結合プローブを作用させる方法
細胞表面に露出した脂質については，生細胞に脂質結合

プローブを作用させて標識することができる．アポトーシ
スの際に細胞膜外葉に現れるホスファチジルセリンを可視
化する際に使われるアネキシン V６０）が代表例であるが，こ
のほかガングリオシド GM１を認識するコレラ毒素 Bサブ
ユニット６１）やホスファチジルエタノールアミンと結合する
Ro０９-０１９８ペプチド（cinnamycin）６２）などがある．あらかじ
め蛍光物質を結合させたプローブで直接可視化する場合
と，生細胞にプローブだけを作用させておき，固定後に蛍
光標識する場合がある．いずれの場合も膜脂質にプローブ
が結合することによって分布が変化する可能性が高く，膜
脂質の本来の分布を反映しない恐れがある．

２） 固定細胞を用いる方法
a． 脂質の固定
固定した細胞を用いる方法では，同一細胞を時間軸に

沿って解析することはできないが，電子顕微鏡や超解像度
光学顕微鏡の高い空間分解能をフルに活用して，分子の分
布と細胞の超微形態の関連を詳細に解析できる利点があ
る．その点では，一般的な光学顕微鏡の分解能の限界より

も小さい数十 nmサイズの脂質集合の解析に適した手法で
あるといえる．顕微鏡の能力を最大限に発揮させるために
は，細胞構造を保持しつつ観察対象の分子を in situ の場
にとどめるために何らかの固定処理を施す必要がある．本
節では脂質の固定法について議論する．
タンパク質の免疫電子顕微鏡観察には通常ホルムアルデ

ヒド，グルタルアルデヒドなどアルデヒド系の固定剤が用
いられるが，これらはタンパク質のチオール基やアミノ基
と反応して分子間架橋を引き起こす．一方，アミノ基を持
つホスファチジルセリンとホスファチジルエタノールアミ
ンを除く大部分の脂質はアルデヒド系固定剤とは反応しな
い６３）．実際，アルデヒド系固定剤の処理後も大半の脂質が
側方拡散することや６４），化学固定の条件によって脂質が一
様な分布を示したり，mサイズのクラスターとしてみえ
たりすることが報告されている３０）．極端なケースでは，ア
ルデヒド固定した二つの試料切片間を脂質分子が移動した
という例もある６５）．また仮に脂質と反応する固定剤を用い
たとしても，固定剤が組織・細胞内に浸透し反応するまで
には少なくとも秒単位の時間がかかってしまう．これは前
述のように側方拡散の速い脂質を相手にする上では十分に
長い時間といえる．その他，化学固定が引き起こす人工産
物についてはさまざまな報告がある６６）．これらの理由から
化学固定法で in situ の脂質局在を保存し，可視化できる
とは考えにくい．
これに対して，凍結することにより物理的に脂質の動き

を止めるという原理に基づくのが急速凍結法である．単に
試料を凍らせたのでは，水が凍結する過程で生じる氷晶で
細胞の微細構造が破壊されてしまうが，－１０，０００℃／s以
上の速さで冷却すれば氷晶形成のない凍結（ガラス化）が
起こる．このような急速凍結を実現する方法として，液体
ヘリウムや液体窒素などで冷却した純銅ブロックに試料を
圧着させるメタルコンタクト法，液体エタンや液体プロパ
ンなど沸点と融点の温度差の大きい冷媒に直接浸漬する方
法，冷媒を試料に勢いよく吹きつけるジェットフリージン
グ法などが開発されてきたが，ガラス化が起こる領域は試
料表面からせいぜい１０～４０m程度にすぎず，厚みのあ
る試料には適用できなかった６７）．これに対して，試料を瞬
間的に２，１００barの高圧条件におき，液体窒素を吹きつけ
て凍結する加圧凍結法では，０．２～０．６mmの深さまで氷
晶のない状態で凍結が起こる６８）．この方法を用いることに
よって急速凍結法をさまざまな細胞や組織に応用すること
が可能になった．
急速凍結法では一瞬に分子の動きを止めることができる

ため，きわめて高い時間分解能が得られる．たとえばメタ
ルコンタクト法ではサブミリ秒～ミリ秒の時間内に凍結が
完了する６９），J. Heuser，私信）．これは細胞内のほとんど
の現象の解析には十分速い．たとえば緩やかな温度降下の
際にみられるリポソーム膜の相転移は，急速凍結の過程で
はみられないことが確かめられている７０）．
しかし膜脂質解析に関しては，急速凍結法の時間・空間
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分解能は必ずしも十分とはいえない可能性がある．上述の
ように脂質の拡散係数は大きく，ミリ秒オーダーの時間で
も大きな距離を移動しうる．たとえば GM１分子の場合，
モデル膜中での拡散係数は０．４７m２／sと報告されてお
り７１），この数値は GM１が０．１ミリ秒の間に１３．７nm動く
ことを意味する．これは直径２０～１００nm以下と推測され
る脂質ラフトとの関係を問題にする場合には十分に大きな
数値である（ただし低温条件下では拡散係数が小さくなる
ため，実際の移動可能距離は上の値より小さい）．
また急速凍結法のほかの問題点として，凍結時の物理的

ストレスがある．メタルコンタクト法では銅ブロックへの
圧着方向に強い力がかかり，加圧凍結では瞬間的に試料全
体に非常に高い圧力が負荷される．いずれの場合も瞬時に
試料が凍結されるため重大な構造変化は起こらないと考え
られているが，潜在的には人工産物の原因になりうる．た
とえば加圧凍結法では加圧と凍結が正しく同期して起こる
ことが必須であり，両者のタイミングがずれると構造変化
の可能性が高まる．このように急速凍結法にも固有の問題
があるが，膜脂質をその場で固定するという点に関して
は，化学固定にない利点があるといえる．

b． 固定後の細胞の脂質分布をみる方法
①固定細胞に脂質結合プローブを作用させる方法
細胞固定後に脂質に対する抗体や脂質結合ドメインを反

応させ，蛍光顕微鏡観察する方法が用いられることが多
い６６，７２～７４）．細胞内の脂質を標識するためには，脂質プロー
ブが透過できるように細胞膜を処理する必要がある．Tri-
ton X-１００などの界面活性剤は膜脂質の大部分を可溶化し
て膜構造を破壊してしまうため，ジギトニンやサポニン，
タンパク質性の溶血毒素であるストレプトリジン Oなど
コレステロールに結合して膜に孔を開ける試薬を用いるの
が一般的である．これらの試薬を作用させると，コレステ
ロールに富む細胞膜や初期エンドソーム膜などは透過性と
なるが，小胞体などコレステロール含量の低い膜は無傷の
まま残るため，細胞の微細構造は比較的よく保たれる．一
方，小胞体などの管腔内にはプローブが到達できないた
め，管腔側膜葉の標識は行えない．化学処理以外の方法と
して，凍結融解で膜に孔を開ける方法，基質接着細胞の上
半分を超音波処理によって破砕し，基質接着部の細胞膜だ
けを残したサンプル（membrane lawnと呼ばれる）を用い
る方法もある．
ステロールと特異的に結合するフィリピンは膜を透過す

るので，細胞内膜系も標識される．フィリピンは蛍光を発
するだけでなく７５），膜を特有の形状に変形させるため，電
子顕微鏡でも結合部位を同定することが可能である７６）．し
かしコーテッドピットなどのように裏打ちタンパク質が密
に存在する部位では膜の変形が起こらず，ステロール密度
を反映しないという問題がある７７）．

②脂質結合タンパク質の分布を固定後にみる方法
タグをつけた脂質結合ドメインを生細胞に発現させて脂

質と結合させておき，細胞を固定した後にタグを標識し，
脂質結合ドメインの分布を電子顕微鏡観察することができ
る．凍結超薄切片や樹脂包埋後の超薄切片を作製し，抗タ
グ抗体で標識し，金コロイドをマーカーとして観察す
る７８）．
タンパク質である脂質プローブは化学固定で保持される

ので，脂質自体を切片上でラベルする場合に比べて分布が
変化する心配が少ない（図２B）．しかし脂質結合ドメイン
の発現に伴う問題点は GFPプローブについて述べたとお
りであり，対象となる脂質の分布を正しく反映していると
は限らない．

③凍結超薄切片法
凍結した試料を極低温下で薄切し，脂質結合ドメインや

抗体などで標識する手法である．氷晶の形成を防ぐため，
化学固定後の試料を高濃度のショ糖溶液に浸漬してから液
体窒素で凍結する方法（徳安法）が一般的であるが，無固
定で急速凍結した試料の凍結超薄切片を用いる方法もあ
る７９）．PI（３）P７２），PI（４，５）P２８０），PI（３，４）P２８１）などが凍結超薄
切片法で解析されており，特に PI（４，５）P２についてはラメ
リポディア様の構造に豊富に存在することが示されてい
る８０）．
凍結超薄切片法では，後述する樹脂包埋法と比較してプ

ローブとの反応性が維持されやすいメリットがある．一
方，凍結切片が解凍される際には，切片表面で膜の疎水性
断面が水相に露出されるため，分子の再構成が生じて脂質
局在が変化する可能性が指摘されている．実際，コレステ
ロールは膜から脱落し，切片全体に拡散する８２）．このよう
な切片解凍後の脂質分布変化は，リン脂質頭部のリン酸基
と結合して膜脂質を固定する作用を持つ酢酸ウラン８３，８４）で
防ぐことができる．たとえば凍結超薄切片を回収する溶液
に酢酸ウランを添加しておくと，解凍と同時にリン脂質と
の反応が起こり８５），細胞膜のコレステロール標識が可能に
なる８２）．
さらに化学固定の段階で起こりうる人工産物の可能性を

除外するため，急速凍結と凍結超薄切片を組み合わせた方
法も考案された．急速凍結した試料を酢酸ウランを含むア
セトン中で凍結置換し，その後に凍結超薄切片を作製し標
識する方法（RHM法）８６），および急速凍結した試料の凍結
超薄切片を凍結状態で電子顕微鏡用グリッドに付着させ，
酢酸ウランあるいは酢酸ウラン・四酸化オスミウム混合液
で固定する方法（VIS２FIXFS法および VIS２FIXH法）８７）であ
る．実際に膜脂質に応用した例は少ないが，VIS２FIXFS法，
VIS２FIXH法による糖脂質（フォルスマン抗原）の標識結
果が報告されている８７）．

④急速凍結・凍結置換・低温樹脂包埋切片を用いる方法
試料を急速凍結したあと，極低温で試料内の水分をアセ
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トンなどの有機溶媒，次いで樹脂に置換する方法である．
有機溶媒に酢酸ウランを添加しておくことでリン脂質の保
持能を高める．また低温下の紫外線照射で重合する Lowi-
cryl HM２０などの樹脂を用いることにより，脂質の拡散・
溶出の少ない極低温の状態で包埋までの過程を完結させ
る．その後，超薄切片を作製して脂質プローブで標識し，
電子顕微鏡観察する（図２C）．ホスファチジルセリン８８）の
分布がこの方法で調べられている．
この手法では極低温で処理することにより，脂質の分布

変化は抑制されていると期待され，また脂質と細胞内構造
の関係を容易に観察できる点もメリットである．一方，問
題点として標識効率の低さがあげられる．樹脂包埋切片で
は試料は樹脂に埋まった状態にあるため，高分子の抗体や
プローブは切片表面に露出した分子としか反応することが
できない８９）．膜の二次元的平面と直交する向きの切片で
は，標識可能なのは切片表面近くのごくわずかの膜脂質分
子だけになる．リン脂質頭部の直径は１nm程度なので９０），
抗体やプローブの立体障害により標識効率は非常に低くな
らざるをえない．
また生体膜の厚みは約５nmであるが，標識プローブと

金コロイド（５nm径）標識抗体の合計サイズは１６nm程
度あり，内葉・外葉のどちらに対象脂質があるかを見分け
ることは容易ではない．さらに切片法では膜は一次元的な
線として観察されるため，二次元的な分布を定量的に評価
することが困難である．

⑤急速凍結・凍結割断レプリカ標識法（QF-FRL法）
細胞や組織試料を急速凍結した後，凍結状態のまま真空

中の低温ステージに移して－１００℃以下の極低温で割断す
る．このとき割断は脂質二重層の間の疎水性界面に沿って
起こる９１）．凍結割断で露出した面に白金と炭素を真空蒸着
すると，白金と炭素の微粒子は，割断面に面した膜タンパ
ク質や脂質の脂肪酸鎖などに付着して連続した１枚の薄膜
（レプリカ）を作る．これにより膜分子は物理的にトラッ
プされる．この状態の試料を常温・常圧下に取り出し，
SDS溶液で処理すると，白金・炭素で物理的に固定され
ていない生体成分（主に膜外の成分）は溶解除去される．
レプリカにトラップされた膜分子は側方運動することがな
いので，安定な試料として取り扱うことができる．レプリ
カからの脂質の離脱はほとんどなく，脂質プローブと金コ
ロイド標識抗体などを用いて標識を行い，電子顕微鏡観察
することができる（図２D）．これまでに QF-FRL法で観察
された膜脂質はホスファチジルコリン９２），ガングリオシド
GM１，GM３９３），PI（４，５）P２９４，９５），ホスファチジルグルコシ
ド９６）などである．
凍結割断は膜平面に沿って起こるため，細胞膜では

１００m２以上の広い範囲を二次元の平面として観察するこ
とができる９３）．また膜脂質頭部が試料表面に露出されてい
るので，樹脂包埋法と比べてプローブのアクセスに障害が
少ない．実際の適用例では，GM１について１９～２８％９３），

PI（４，５）P２については約３０～５０％９４）という高い標識効率が
得られている．また膜の内外葉を明確に区別して解析でき
る点もメリットである９２）．
標的分子の分布密度が高い場合には，プローブ間の立体

障害のために標識密度に限界が生じる．金コロイドの粒子
径は特に影響が大きく，５nm径と１０nm径の金コロイド
の比較では前者の標識強度が約２倍になる．これ以外にも
凍結割断法自体の問題として，細胞内の特定の部位を狙っ
てサンプルを得ることができないことや，突起や深い陥入
構造など膜の曲率が急激に変化する部位を捉えにくいこと
などがあげられる．

４． 脂質の不均一分布についての検証

ここではこれまでに不均一分布が報告されている GM１
と PI（４，５）P２を取り上げ，それぞれの分布をみるために使
われている方法を吟味したい．

１） GM１
ガングリオシド GM１は多くの細胞に発現するため，ラ

フトのマーカー分子として取り上げられることが多い．
GM１の大部分が細胞膜外葉にあり，何ら特別な処理なし
にプローブを結合させることができる点もラフトマーカー
として頻用される理由である．
GM１をみるためのプローブとしてはコレラ毒素 Bサブ

ユニット（CTB）が最もよく使われる．CTBは５分子の
GM１の頭部に結合し，それによって結合親和性を増す．
生細胞に CTBを作用させると，CTBは大きなクラスター
を形成し，リンパ球などでは一極に集中するキャップを作
る．またホルムアルデヒドだけで固定した細胞でも蛍光顕
微鏡で観察可能な大きさのパッチ状分布が誘導される．こ
れらはいずれも CTBが複数の GM１を架橋したために生
じた人工的な分布であり，本来の GM１分布とはいえな
い．架橋による分布変化を防ぐために氷温で CTBを作用
させることも行われるが，温度降下で引き起こされる膜の
相転移が GM１の分布に影響を与えるため，この方法も本
来の分布をみるには不適当である９３）．
化学固定で GM１の膜局在を安定化することは難しく６５），

我々は QF-FRL法でみた GM１分布が最も正しく内在性分
布を反映していると考えている９３）．この方法による GM１
標識は，通常培養条件下の細胞では直径約９４nmのクラ
スターを形成するが，細胞膜コレステロールが減少すると
クラスター形成の程度は有意に減弱した．一方，GM３も
コレステロール濃度感受性のクラスターを形成するが，
GM１と共通のクラスターを形成する頻度は低く，アクチ
ン依存性に相互に排除する傾向がみられた９７）．これらの結
果は GM１，GM３の分布が脂質の性質だけでなく，アクチ
ンなどのタンパク質にも影響を受けている可能性を強く示
唆している．
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２） PI（４，５）P２
PI（４，５）P２は主に細胞膜内葉に存在する．イノシトール

リン脂質の中では最も存在量が多く，エンドサイトーシス
などの膜動態や，細胞膜とアクチン骨格の相互作用制御，
イオンチャネルやトランスポーターなどの活性制御など多
種多彩な現象に影響を与える．このため PI（４，５）P２の詳細
な分布を知ることは機能的意義を解明する上で非常に重要
である２６，９８）．
PI（４，５）P２は DRMに濃縮されるため，ラフト構成成分

の一つという考えが提唱された９９）．極性分化した上皮細胞
において，側・基底部細胞膜より頂部細胞膜に密に存在す
るという結果１００）にはラフトとの親和性が関与している可能
性がある．しかし PI（４，５）P２は多価不飽和脂肪酸に富
み１０１），飽和炭化水素鎖に富む脂質とともにラフトを構成す
るとは考えにくい．実際，上皮細胞でも頂部細胞膜への集
中がみられない場合がある９５）．また線維芽細胞の細胞膜で
は有意なクラスター形成はみられず，一方，カベオラ開口
部には顕著に集中する９４）．以上のことから，PI（４，５）P２が
DRMに濃縮するという結果は液体秩序相の形成によるの
でなく，カベオリンなどのタンパク質との結合によっても
たらされたと考えられる．
PC１２細胞などの membrane lawnを脂質プローブで標識

すると，PI（４，５）P２がラフトよりはるかに大きい mサイ
ズの集合として観察される３１，１０２，１０３）．この結果は正電荷を持
つ syntaxinと PI（４，５）P２の静電的相互作用によって共集合
が形成されたためと解釈されているが，上記の方法が本来
の PI（４，５）P２分布を正しくみているかどうかについては議
論の余地がある．すでに述べたとおりアルデヒド固定した
試料でも膜脂質の側方拡散は起こりうるため，脂質プロー
ブの結合が脂質の分布変化を誘導した可能性がある．人工
産物の危険性は脂質プローブ結合後に固定操作を行う場合
でも同様で，固定剤が脂質プローブどうしを架橋すること
によってさらに集合を大きくする恐れもある．MARCKS
などを発現させた細胞で抗 PI（４，５）P２による標識をみた場
合，ホルムアルデヒド単独で固定した試料では mサイズ
の集合がみえるが，グルタルアルデヒド固定すると一様な
分布が観察され３０），固定条件が大きな影響を与えることが
実証されている．グルタルアルデヒドはタンパク質に対す
る作用が強いため，膜タンパク質や膜骨格が強く架橋さ
れ，その結果，膜脂質についても mレベルの巨視的な分
布変化は阻止される．しかし膜脂質自体が固定されている
わけではないので，より小さなレベルで分布変化が生じて
いる可能性は否定できない．
ライブイメージングでは，GFP-PLC１-PHが phagocytic

cup，分裂溝などに高密度に分布する５６，１０４）．同じ部位に
PI（４）Pをリン酸化して PI（４，５）P２を産生する PIP５キナー
ゼ（PIP５K）が集中していること１０４～１０６），および PI（４，５）P２の
拡散を抑制するフェンスを作ると想定されているセプチン
が領域の周囲にリング状に存在すること２３，１０７）も PI（４，５）P２
の集中を支持する．ただしセプチン構造体のフェンス機能

についてはまだ実験的証拠はなく，塩基性タンパク質との
静電的相互作用など，ほかの何らかの機構が PI（４，５）P２の
拡散抑制に関与している可能性は残る．

５． おわりに

膜脂質はタンパク質と高い親和性で結合して活性や局在
の制御に関わるだけでなく，電荷，曲率など弱い親和性の
結合の総体としてもタンパク質の機能調節に関与する１０８）．
このことは，タンパク質の機能がいつどこで発現し，どの
ように制御されているのかを理解するためには，膜脂質の
分布をできるだけ微細なレベルで定量的に知ることが非常
に重要であることを意味する．
本稿では主に膜脂質の二次元的分布をみるための方法に

ついて解説し，それぞれの方法の特徴や利点・欠点につい
て述べた．膜脂質のための方法にはタンパク質とは異なる
困難さがあるが，逆に本文中で紹介したケミカルバイオロ
ジーの方法４４）のように，タンパク質よりも膜脂質に応用し
やすいアプローチもある．長年にわたってタンパク質のた
めに進化してきた方法の改良・改変だけでなく，膜脂質の
ための新たな可視化法が創出され，膜脂質の生理的役割に
ついての理解が飛躍的に進むことに期待したい．
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