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緒 言 

 
ガングリオシドは、シアル酸を一つ以上含むスフィンゴ糖脂質であり、セラミドの水酸基に糖鎖が結合した構造を持

つ。ウイルスや微生物の細胞内への侵入［1］や、膜受容体の活性化や抑制［2］において非常に重要な役割を担ってい

て、ラフトを構成する主な成分［3］でもある。しかし、生きている細胞の形質膜上でのガングリオシドの動態、すな

わち拡散や分布、他の分子との相互作用に関する知見は限られていた。その最も大きな理由の一つは、天然のガングリ

オシドと同じように振舞う蛍光プローブが存在していなかったことが挙げられる。例えば、GM1の脂肪酸鎖［4］や糖

鎖［5］に蛍光色素を結合させたアナログ体はあったが、界面活性剤可溶性であったり、ラフト相に分配されなかった

りして、天然ガングリオシドと同じようには振る舞わないことが知られていた。 
ガングリオシドに結合するタンパク質、例えばコレラトキシンサブユニットB（CTB）などもガングリオシドの局在

を調べるために利用されてきた。しかし、CTB は 5 価であるため、ガングリオシドが架橋され、その局在や挙動を変

えてしまうことが知られていた［6］。同様に、ガングリオシドの免疫染色実験でも、染色過程で、抗体との反応前に細

胞をパラフォルムアルデヒドやグルタルアルデヒドなどで固定しても、脂質分子のほとんどは固定されることはなく、

膜上での拡散は停止することはない［7］。従って、細胞固定後といえども、ガングリオシド抗体と蛍光ラベル2次抗体

を加えると、ガングリオシドが架橋されてしまい、挙動が変わってしまう。このように、ガングリオシドの局在を細胞

膜上で調べるのは、困難であった。 
そこで岐阜大学・安藤研究室との共同研究でガングリオシド蛍光プローブを系統的に合成し、プローブのキャラクタ

リゼーションを行った。ガングリオシドは、様々な受容体の活性制御に関わっていることがよく知られている［8］。し

かし、生細胞膜上でのその詳細な機構はほとんど分かっていない。そこで、生細胞膜上でガングリオシドの動態を1分

子観察し、ガングリオシドとラフトとの相互作用、膜受容体活性制御を調べた。 
 

方法および結果 

 
ガングリオシドプローブを T24 細胞に導入後、界面活性剤不溶性や低温下でブレッブ膜上に形成されたラフト様相

への分配を調べた結果、ATTO594 の結合したガングリオシドプローブ（図 1）［9］は、ラフトマーカーであることが

確認できた。ラフトマーカーと確認できた8種のガングリオシドプローブを、そのガングリオシドを発現していない細

胞に導入後、37℃で1分子イメージングした。結果、いずれのガングリオシドプローブも、その輝点同士が、90～200
ミリ秒の短期間、共局在していることを見出した（図 2）。また、1 分子 FRET も観察されたため、この輝点同士の共

局在は、2つの分子同士が相互作用したホモダイマー形成を表していることがわかった。ホモダイマー形成は、コレス

テロールなど脂質相互作用により安定化されていることが示唆された。また、アシアロガングリオシドのホモダイマー

寿命は短いことや分子動力学計算の結果から、ガングリオシドのホモダイマーは、シアル酸同士の相互作用により安定

化されていることが示唆された。一方、ガングリオシドのヘテロダイマー寿命は、一般には、ホモダイマーよりも短か

ったが、ヘテロダイマーの組み合わせによっては、ホモダイマーと同程度長寿命のものもあった。従って、特異的な糖

鎖間の相互作用によりガングリオシドのダイマーが形成されていることが示唆された。 
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図1．ガングリオシド蛍光プローブ 
シアル酸の9位の炭素、または、末端のガラクトースの6位の炭素などにATTO594、ATTO488、
Fluorescein基などの蛍光色素を結合すれば、ラフトマーカーとして機能した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2．ATTO594-GM3の1分子蛍光観察の連続画像（a）と1分子の軌跡（b） 
（a） ATTO594-GM3の1分子の輝点同士がフレーム3から10まで共局在していた。 
（b） 1分子の軌跡。矢印は、フレーム1と12の位置を示している。 

 
ガングリオシドによる EGF 受容体の活性制御機構を解明するために、EGF 受容体とガングリオシドプローブの 2

色同時 1 分子観察を行った。ガングリオシドプローブのうちで GM3 が、EGF 受容体と最も頻繁に、しかも長期間、

共局在していた。GM3 の発現していない細胞膜上では EGF 受容体のダイマーの割合は増加したため、GM3 が EGF
受容体のダイマー形成を抑制していることが示唆された。また、EGF 受容体と共局在する GM3 はダイマーである場

合がほとんどであることが明らかとなった。また、EGF 受容体の N 型糖鎖の一部が欠損すると、GM3 との共局在期

間が著しく短くなり、EGF受容体のダイマー形成も増加した。 
一方、リガンド添加後、EGF受容体ダイマーとGM3とは共局在しなくなった。このことから、EGF受容体は、リ

ガンド添加後構造変化を起こし、GM3の妨害を振りほどいてダイマー化することが示唆された。また、下流のGrb2は

EGF 受容体のダイマーのもとにリクルートされてくるが、特に GM3 の発現していない細胞中でリクルートが頻繁で

あることが判明した。このことは、GM3がEGF受容体の活性化を抑制していることを示唆している。 
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考 察 

 
ガングリオシドと並び、代表的なラフトマーカーである GPI アンカー型タンパク質も短寿命ホモダイマーを形成す

ることを我々は以前に見出している［10］。GPI アンカー型タンパク質のダイマー形成も ectodomain の特異的なタン

パク質間相互作用により誘起されていた。ガングリオシドのホモダイマー、ヘテロダイマー形成も特異的な糖鎖間相互

作用により誘起され、協同的なラフト脂質相互作用により安定化されていると示唆された。従って、GPIアンカー型タ

ンパク質、ガングリオシド共に細胞外領域の特異的な相互作用がダイマー形成の駆動力となっていることが示唆された。

今後は、ガングリオシドによるEGF受容体以外の受容体の2色同時1分子観察を行い、受容体の活性制御機構を解明

していきたい。 
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