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研究成果の概要：スフィンゴ脂質は、形質膜ミクロドメインに主として存在し、細胞内のシグ

ナリングや細胞間の相互作用に重要な役割を演じている。本研究では、申請者らが発見した非

リソソーム性スフィンゴ脂質代謝酵素の構造と機能について研究を行い、以下のような成果を

上げた。先ず、哺乳動物の細胞質に存在するグルコシルセラミド（GlcCer）分解酵素（エキソ

型グリコセラミダーゼ）をクローニングした。本酵素は、老化関連タンパク質クロトーのホモ

ログ（KLrP）であった。本酵素の活性を RNAi で抑制すると、細胞内の GlcCer 量および GlcCer

骨格を持つ糖脂質量が減少することを見出し、KLrP が細胞の糖脂質代謝に関わっていることを

示した。本酵素を大腸菌で大量に発現させ、グルコース及びガラクトースとの共結晶を作製し、

X 線結晶構造解析を行った。その結果、KLrP は αヘリックスとβストランドを８回繰り返す、

典型的な TIM バレル構造を示すこと、β-ストランド４および７の C末に存在する E165 と E373

がそれぞれ酸／塩基触媒残基、求核残基であることを証明した。また、本研究においてリソソ

ーム性の中性セラミダーゼの結晶構造解析に初めて成功した。その構造は今までに報告のない

新しいものであり、その触媒機構は亜鉛を触媒中心とすることを明らかにした。構造を解くこ

とで、スフィンゴ脂質シグナリングや食餌由来のセラミドの代謝・消化への関与等、本酵素の

多彩な機能が合理的に説明できた。一方、放線菌から単離したエンド型グリコセラミダーゼ

（EGALC）の基質特異性を詳細に調べ、本酵素は６ガラ系列糖脂質に特異的に作用することを明

らかにした。また、EGALC は加水分解のみならず糖鎖の転移反応も効率よく触媒することも明

らかになった。この特異性を利用した、6-ガラ系列糖脂質の蛍光標識法及び微量定量法を開発

し、その方法を用いて、病原性の原虫、糸状菌、及び食用海藻等に６−ガラ系列糖脂質が存在す

ることを見出した。海藻から単離した６−ガラ系列糖脂質の構造解析を行い、その構造を

1-phytyl-3-O-[α-D-galactopyranosyl-(1-6)-β-D-galactopyranosyl]- glycerol と同定した。

このような構造の糖脂質は初めての報告である。 
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１．研究開始当初の背景 
  スフィンゴ糖脂質（以下糖脂質）は、親水

性の糖鎖と脂溶性のセラミドを分子内に有

する機能性分子で、主として形質膜マイクロ

ドメインに存在し、細胞間認識、増殖、分化、

接着等に関与している。エンド型グリコセラ

ミダーゼ（EGCase）は、糖脂質の糖鎖とセラ

ミド間のグリコシド結合を加水分解し、糖鎖

とセラミドを遊離する酵素であり、糖脂質の

構造と機能を解析するツールとして広く用

いられている。現在までに報告のある全ての

EGCase は、ガングリオ系列、ラクト／ネオラ

クト系列の糖脂質（糖鎖がグルコースを介し

てセラミドに結合）には作用するが、ガラ系

列の糖脂質（糖鎖がガラクトースを介してセ

ラミドに結合）には全く作用しない。我々は、

新たにガラ系列糖脂質に特異的に作用する

EGCase (EGALC) をクローニングすることに

成功した。近年、EGALC の基質であるガラ系

列糖脂質は、病原性真菌類やエキノコッカス

等の病原性寄生虫の細胞膜構成成分である

ことが示され、その生合成系は抗生物質の標

的としても注目を集めている。EGALC はガラ

系列糖脂質の構造、生合成および機能を明ら

かにするツールとしても大変有望である。 

 我々は、最近、ほ乳動物の細胞質に新しい

中性エキソ型グリコセラミダーゼが存在す

ることを突き止め、そのクローニングにも成

功した。この酵素は、意外なことに老化に関

与するタンパク質クロトーのホモログ、

klotho-related protein (KLrP)として同定

されていたタンパク質であったが、KLrP が糖

脂質を分解するという報告は我々の報告が

初めてである。 

 非リソソーム性のセラミドの代謝酵素（中

性セラミダーゼ）は、セラミドを介したシグ

ナリング制御酵素として注目を集めている。

しかし、リソソーム由来の酸性セラミダーゼ

を含めてその結晶構造は全く不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、新しいエンド型・エキソ型

グリコセラミダーゼ（EGALC と KLrP）及び中

性セラミダーゼの構造と機能を解明すると

ともに、その触媒機能や本酵素から得られた

知見を糖脂質・スフィンゴ脂質の研究に応用

することである。 

 

３．研究計画と方法 
（１）EGALC、KLrP 及びセラミダーゼの X 線

結晶構造解析を行い、詳細な構造と触媒機構

を明らかにする。 

（２）KLrP の局在を明らかにするとともに、

活性を siRNAで抑制したときの細胞内の糖脂

質量を調べ、KLrP が糖脂質代謝にどのような

役割を担っているのかを明らかにする。 

（３）EGALC の特異的な糖転移反応を利用し

て、ガラ系列糖脂質の蛍光標識及びガラ系糖

脂質の微量検出法の開発を行う。 

 
４．研究成果 

（１）KLrP を大腸菌で大量に発現させ、グル

コース及びガラクトースとの共結晶を作製

し、X 線結晶構造解析を行った。その結果、

本酵素 は αヘリックスとβストランドを８

回繰り返す、典型的な TIM バレル構造を示す

こと、β-ストランド４および７の C末に存在

する E165 と E373 がそれぞれ酸／塩基触媒残

基、求核残基であることを証明した。 

 非リソソーム性の中性セラミダーゼの結

晶構造解析に初めて成功した。その構造は今

までに報告のない新しいものであり、その触

媒機構は亜鉛を触媒中心とすることを明ら

かにした。すなわち、His99 の作用により亜

鉛に配位した水分子が活性化され、セラミド

のカルボニル基を求核攻撃することで隣接

する酸アミド結合を加水分解すると考えら

れる。構造を解くことで、スフィンゴ脂質シ

グナリングや食餌由来のセラミドの代謝・消

化への関与等、本酵素の多彩な機能を合理的

に説明することが可能になった。 

 EGALC の結晶は幾つか得ることが出来たが、



X 線結晶構造は期間内に解くことが出来なか

った。しかし、既存のエンドグリコセラミダ

ーゼ II を鋳型としたホモロジーモデングに

より全体構造を明らかにすることが出来た。

今後は、ガラ系列糖脂質との共結晶を得るこ

とで触媒機構の詳細を解明する必要がある。 

（２）ヒト KLrP を HEK293 細胞に導入すると

細胞質に特異的に発現することが分かった。

KLrPのsiRNAでグルコセレブロシダーゼ活性

を抑制すると細胞内の糖脂質量が有意に増

加した。このことから KLrP は細胞質で新奇

の糖脂質代謝経路を構成していることが示

唆された。 

（３）放線菌から単離した EGALC の基質特異

性を詳細に調べ、本酵素は６ガラ系列糖脂質

に特異的に作用することを明らかにした。ま

た、EGALC は加水分解のみならず糖鎖の転移

反応も効率よく触媒することも明らかにな

った。この特異性を利用した、6-ガラ系列糖

脂質の蛍光標識法及び微量定量法を開発し、

その方法を用いて、病原性の原虫、糸状菌、

海藻等に６−ガラ系列糖脂質が存在すること

を初めて見出した。海藻から単離した６−ガ

ラ系列糖脂質の構造解析を行い、その構造を

1-phytyl-3-O-[α-D-galactopyranosyl-(1-6
)-β-D-galactopyranosyl]- glycerol と同定

した。 
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