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研究成果の概要（和文）：複合スフィンゴ脂質の生合成破綻に対して細胞が自分自身を守るために備えている救
済機構の解明を試みた。その結果、複合スフィンゴ脂質枯渇に対する救済機構であることを以前に見つけたHOG
経路に関してその最終標的因子を同定した。また複合スフィンゴ脂質の構造多様性破綻 (構造バリエーションの
限定）によって引き起こされる細胞機能異常を補填する機構を新たに見出した。一方で、複合スフィンゴ脂質の
合成中間産物であるジヒドロスフィンゴシンに強力な細胞死誘導活性があることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the rescue mechanism that protect cells against disruption 
of biosynthesis of complex sphingolipids. As a result, we identified the final target factor of the 
HOG pathway, which is a rescue mechanism for complex sphingolipid depletion. We also found a new 
mechanism that compensate for the cellular dysfunctions caused by the disruption of structural 
diversity of complex sphingolipids (limitation of their structural variations). On the other hand, 
it was found that dihydrosphingosine, which is an intermediate of the biosynthesis pathway  of 
complex sphingolipids, has a strong cell death-inducing activity.

研究分野：脂質生化学

キーワード： 複合スフィンゴ脂質　セラミド　出芽酵母　救済機構　シグナル伝達　ストレス応答　スフィンゴ脂質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で明らかにした救済機構は、「複合スフィンゴ脂質の代謝異常を、その代謝修復 (フィードバック制御)
で緩和する」という以前から知られている救済メカニズムではなく、「複合スフィンゴ脂質の代謝異常によって
二次的に生じる細胞機能異常を補完する」新しい救済機構である。このような機構の解明は、複合スフィンゴ脂
質の生理機能にアプローチしていく上で新たな切り口となることが期待される。また本研究は、スフィンゴ脂質
代謝破綻に起因するヒト疾患の新たなコンセプトに基づく治療法の開発や、微生物による有用スフィンゴ脂質大
量生産の基盤技術への応用にも繋がり、医療や産業の面から見ても社会的意義が大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

複合スフィンゴ脂質は、真核生物の生育に必須な膜脂質であり、生体膜上で脂質マイクロドメイン(ラフト)を

形成し、膜上の特定のタンパク質との相互作用や膜のダイナミクスを調節することで、多彩な生理機能を発

揮する。ゆえに複合スフィンゴ脂質の生合成、分解系の破綻は多岐に渡る細胞機能異常を引き起こし、重

篤になると細胞は死に至る。実際、生物は様々な形で複合スフィンゴ脂質代謝が破綻するリスクにさらされ

ている。例えば、ヒトにおいて複合スフィンゴ脂質代謝酵素及びその調節因子の変異は、リソソーム病等の

遺伝性代謝疾患の原因や小児喘息のリスクファクターとなる(Nature (2010)463,1048)。また異種の微生物

間の生存競争下において、スフィンゴ脂質代謝酵素を標的とした抗生物質を分泌することで、相手方の微

生物の繁殖抑制をすることも知られている (J  Biol Chem (1997)272,9809)。そのため、生物はスフィンゴ脂

質代謝破綻による被害を最小限にするための救済システムを備えていることが想定されるが、それに関す

る知見は極めて乏しい。 

 

２．研究の目的 

我々は本研究に先駆けて、出芽酵母において「細胞内の複合スフィンゴ脂質の代謝破綻に対して、特定

のシグナル系 (HOG 経路)が活性化されることで生き延びるシステムが存在する」ことを新たに見出した 

(Mol Microbiol (2018)107,363)。本研究では、このような救済機構をスフィンゴ脂質破綻応答シグナリング 

(以下破綻応答シグナリング)と呼称し、HOG 経路の発見を皮切りに出芽酵母をモデル生物として用いてそ

の全貌を解明することを試みた。 

 

３．研究の方法 

(1) 複合スフィンゴ脂質生合成破綻株の作製と解析 

複合スフィンゴ脂質生合成破綻を誘導するために、セラミドにイノシトールリン酸を付加して複合スフィ

ンゴ脂質 IPC を合成する酵素をコードする AUR1 遺伝子の上流にテトラサイクリン調節プロモーターを

組み込み、ドキシサイクリン処理で AUR1 の転写抑制を誘導可能な変異株 (tet-AUR1 株)を作製し、解

析に用いた。発現抑制は 10 μg/ml のドキシサイクリンを含む培地で行った。 

 

(2) サプレッサー変異の探索 

複合スフィンゴ脂質構造多様性破綻株 (sur1∆ csh1∆株)でみられる低 pH 高感受性をレスキューでき

るサプレッサー変異の探索を、トランスポゾンミュータジェネシスを用いておこなった。トランスポゾン挿入

酵母染色体プラスミドライブラリー (Genes Dev (1994)8,1087)を制限酵素 NotIで切断し、得られた DNA

断片を sur1∆ csh1∆株に導入した。トランスフォーメーションされた細胞を pH 3.7に調整した SC-Leu培

地でセレクションをおこない、低ｐH耐性変異株の探索をおこなった。 

 

(3) ジヒドロスフィンゴシン細胞毒性の評価 

ジヒドロスフィンゴシン (DHS)を終濃度 0.5%のエタノールと 0.0015%の NP-40 を vehicle として YPD

培地に添加し、酵母の生育評価をおこなった。細胞死の検出は、蛍光色素 Phloxine B による染色、あ

るいは Annexin V/propidium iodide (PI)染色によっておこなった。DHS 添加による活性酸素種 (ROS)

の増加は、培地に 10 µM の H2DCFDA を添加し１時間インキュベート後、細胞を蛍光顕微鏡で観察す

ることで検出した。 

 

 

４．研究成果 

(1) 複合スフィンゴ脂質生合成破綻下で細胞救済に寄与する HOG経路下流因子の同定 

これまでに細胞内の複合スフィンゴ脂質生合成低下 (AUR1発現抑制)を誘導すると、HOG経路が活

性化され細胞を救済することを見出しているが、HOG経路の最終標的因子は不明であった。本研究で



は、DNAマイクロアレイによるトランスクリプトーム解析を用いて、複合スフィンゴ脂質生合成破綻下で

HOG経路依存的に転写が増大する遺伝子 59個を同定した。これらの遺伝子の中から複合スフィンゴ

脂質生合成破綻下で実質的に救済に寄与するものを特定するために、59遺伝子を別々に酵母に過剰

発現させ AUR1発現抑制下における生育阻害に対する影響を調べた。その結果、5遺伝子に救済能

があることを見出した。さらに、これら 5遺伝子をそれぞれ欠損させ AUR1発現抑制下における生育へ

の影響を調べた結果、機能未知のキナーゼをコードする遺伝子 DKH1 (Downstream Kinase of the 

HOG pathway1 と仮称)およびトレハロース-6-リン酸脱リン酸化酵素をコードする TPS2が HOG経路下

流で救済効果を発揮している因子であることをつきとめた。AUR1発現抑制を誘導すると ROSが増大

し、これが生育阻害を促進していることが知られている。DKH1は、この ROS増大の抑制に寄与してい

ることが判明した。また、ミトコンドリアが ROSの発生源となっていることも確認できた。TPS2 を欠損させ

ると、トレハロースが減少するだけでなくその前駆体であり解糖系の負の調節因子としても知られている

トレハロース-6-リン酸 (T6P)が過剰蓄積する。解析の結果、TPS2 を介した救済効果にトレハロースは関

与しておらず、T6P量の調節が重要であることが示唆された。また、TPS2は AUR1発現抑制下におけ

る解糖系の流用の維持に必要であることもわかった。これらのことより、HOG経路による救済メカニズム

には、①ROS増大の抑制と②T6Pを介した解糖系の流量の維持が含まれることが示唆された。 
 

 (2) 複合スフィンゴ脂質生合成破綻下における HOG経路の制御因子の解析 

 これまでにプロテインキナーゼ A (PKA)を活性化させる変異 (pde2∆,ira2∆)、逆に活性を低下させる変

異 (ras2∆)が AUR1 発現抑制による生育阻害に対する高感受性、抵抗性をそれぞれ付与することを明

らかにしていた。本研究では、この原因を探るために AUR1発現抑制 IRA2欠損株の生育阻害をレスキ

ューするマルチコピーサプレッサーを探索した。その結果、HOG経路のMAPキナーゼキナーゼをコー

ドする PBS2 遺伝子を同定した。このことより PKA は、複合スフィンゴ脂質生合成破綻下での救済機構

として機能する HOG経路に影響を与えることが考えられた。解析の結果、PKAはAUR1発現抑制下で

HOG経路のMAPキナーゼである Hog1のリン酸化の抑制、および HOG経路下流の転写誘導の抑制

をしていることが判明した。HOG 経路の過剰な活性化は、むしろ細胞毒性を付与することが知られてお

り、PKAは複合スフィンゴ脂質生合成破綻下において HOG経路の適正な活性を調節していることが示

唆された。 

 

(3) 複合スフィンゴ脂質構造多様性破綻株における低 pH高感受性とその救済 

酵母の複合スフィンゴ脂質は、その頭部構造の違いによって IPC, MIPC, M(IP)2Cに分類される。本研

究では、IPC を MIPCに変換する酵素をコードする SUR1, CSH1の欠損株 (MIPC, M(IP)2Cが生合成

されず、IPC のみとなる)が、野生型酵母が生育可能な pH 2.5 の条件下において、ほとんど生育できな

いことを明らかにした。MIPC生合成消失による低 pH高感受性のメカニズムを調べるために、トランスポ

ゾン挿入酵母遺伝子変異ライブラリーを用いて、sur1∆ csh1∆株における低 pH高感受性をレスキューす

る遺伝子変異の探索を行った。その結果、sur1∆ csh1∆株に低 pH ストレス抵抗性を付与する遺伝子変

異を 6個同定した。これらを解析した結果、①MIPC生合成の消失による IPC の蓄積が sur1∆ csh1∆株

の低 pH 高感受性の原因となること、②細胞表面のエルゴステロール量を増大させると、低 pH 高感受

性から細胞を救済できることがわかった。一方、野生型酵母は、低 pH ストレスに曝すと、IPC 合成酵素 

(Aur1)とスフィンゴ脂質の最初の生合成ステップを触媒するセリンパルミトイル転移酵素 (Lcb1, Lcb2)の

発現量が低下し、IPC 量が低下することがわかった。さらにセリンパルミトイル転移酵素の負の調節因子

をコードする ORM1, ORM2 を欠損した変異株に AUR1 を過剰発現させると、低 pH ストレスに対する高

感受性が観察された。これらのことより、酵母は低 pH ストレスに曝されると IPC の量を減少させることで

環境適応をしようとしていることが示唆された。さらに低 pH ストレス下での IPC 調節に欠陥がある場合、

エルゴステロールが救済に寄与することもわかった (Sci Rep (2020)10,10792)。 

 

(4) ジヒドロスフィンゴシンによるネクローシス様細胞死 

スフィンゴ脂質の生合成経路の異常は、複合スフィンゴ脂質等の生成産物の枯渇をもたらすだけでな



く、セラミドやスフィンゴイド塩基といった合成中間産物の異常蓄積を引き起こすことがあり、これらの細

胞毒性の評価は非常に重要である。本研究では、出芽酵母に存在する二種のスフィンゴイド塩基 (フィ

トスフィンゴシン (PHS)、ジヒドロスフィンゴシン (DHS))の細胞毒性の再評価をおこなった。その結果、

酵母において DHSのシグナリング分子としての生理活性は PHSよりも弱いとこれまで認識されてきてい

たが、DHSが細胞内で異常蓄積すると PHS よりも非常に強い細胞死誘導活性を示すことが新たに明ら

かとなった。DHS による細胞死は、Annexin V/PI 染色や既知のアポトーシス関連遺伝子の欠損株の解

析によってネクローシス様の細胞死であることが示された。DHS が細胞内に過剰蓄積すると、ROS が細

胞内に蓄積した。この蓄積は、ミトコンドリア DNA が欠失し呼吸欠損となった rho0 株で観察されなくな

り、rho0株では DHS過剰蓄積による細胞生存率低下は観察されなかった。また、DHSの細胞毒性は、

抗酸化剤である N-アセチルシステインによって抑制された。これらのことより DHS 過剰蓄積によってミト

コンドリア由来の ROSが増大し、細胞毒性を引き起こすことが示唆された (FEBS J  (2020)287,3427)。 

 

(5) 複合スフィンゴ脂質構造多様性破綻ライブラリーの構築 

 出芽酵母の複合スフィンゴ脂質は、親水性頭部の構造およびセラミドの水酸基の数によって 15 種類

のサブタイプに分類される。本研究では、酵母における複合スフィンゴ脂質の構造多様性の意義および

その破綻に対する救済機構の解明を目指し、スフィンゴ脂質代謝酵素の欠損を組み合わせることで

様々な複合スフィンゴ脂質サブタイプが合成できなくなった複合スフィンゴ脂質多様性破綻ライブラリー

を構築した。ライブラリーの表現型解析の結果、複合スフィンゴ脂質が一種類のみとなった変異株 

(sur1∆ csh1∆ sur2∆ scs7∆株)では、種々の環境ストレスに対する耐性能が著しく低下していることが明ら

かとなった。さらにこの変異株では、ジェネラルストレス応答転写因子である Msn2/4 および Cell wall 

integrity pathway 経路の恒常的活性化が観察され、複合スフィンゴ脂質多様性破綻下でこれらのシグ

ナル伝達系が救済機構として機能することが示唆された。また、sur1∆ csh1∆ sur2∆ scs7∆株では、HOG

経路の活性は亢進されておらず、Msn2/4の恒常的活性化はHOG経路非依存的であることが示唆され

た。 
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