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研究成果の概要（和文）：スフィンゴミエリン合成酵素１（SMS1）は、セラミドをスフィンゴミ

エリンに変換する酵素であり、細胞内のスフィンゴ脂質の恒常性を維持する重要な役割を担っ

ている。本研究では、SMS1 欠損マウスの示すインスリン分泌不全の原因を調べた。その結果、

SMS1 欠損マウスの膵β細胞では、スフィンゴ脂質組成の異常により、ミトコンドリア機能が低

下し、酸化ストレスが亢進することにより、インスリン分泌機能が低下していると考えられた。

また、抗酸化剤で酸化ストレスを抑制することにより、インスリン分泌を部分的に回復できる

ことがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：Sphingomyelin synthase 1 (SMS1) catalyzes the conversion of 
ceramide to sphingomyelin, and has a central role in controlling sphingolipid homeostasis 
in the cell. In this study, we analyzed the pathogenesis of SMS1 null mice, which exhibit 
insulin secretion deficiency. As results, we found that disturbance of sphingolipid 
homeostasis and increased oxidative stress accompanied with mitochondrial dysfunction 
underlies insulin secretion deficiency observed in pancreatic beta-cells of SMS1 null 
mice. Furthermore, anti-oxidant treatment recovered insulin secretion deficiency in SMS1 
null mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 スフィンゴミエリン合成酵素１（SMS1）は、
ゴルジ体においてセラミドをスフィンゴミ
エリンに変換する酵素である。一般に、小胞
体で de novo 合成されたセラミドはゴルジ体
へと輸送され、そこで SMS1 によりスフィン
ゴミエリンに変換される。それらは必要に応

じて、さらにスフィンゴ糖脂質にも変換され
た後、細胞膜へと輸送される。これら細胞膜
のスフィンゴミエリンやスフィンゴ糖脂質
は、コレステロールとともに、脂質ラフトを
構成する主要成分であり、細胞膜タンパク質
の膜貫通ドメインと直接相互作用すること
により様々な生理活性を示すことが知られ
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ている。よって、本研究で解析を行った SMS1
ノックアウトマウス（SMS1-KO マウス）では、
セラミドのスフィンゴミエリンへの変換が
十分に行われないため、細胞膜のスフィンゴ
ミエリンやスフィンゴ糖脂質類が減少し、細
胞の脂質ラフトの構成に異常が生じ、イオン
チャンネル等の脂質ラフト依存性膜タンパ
ク質が正しく機能しなくなる可能性が予想
されていた。また、SMS1 はゴルジ体に局在す
る酵素であるため、SMS1-KO マウスでは、小
胞体で合成されたセラミドが、ゴルジ体や小
胞体、さらには小胞体と相互作用するミトコ
ンドリアなどにも蓄積し、細胞機能に障害を
与えている可能性も予想されていた。 

 一方、当時、我々が行った SMS1-KO マウス

の解析により、SMS1-KO マウスではグルコー

ス刺激によるインスリン分泌が顕著に低下

していることがわかっていた。さらに、この

インスリン分泌低下は、個体レベルだけでな

く、インスリンを分泌する膵β細胞を含む膵

島レベルでも観察されることが明らかにな

りつつあった。 

 
２．研究の目的 
 一般に、インスリンが分泌されるまでのシ
グナル伝達経路としては、１）膵β細胞膜上
のグルコーストランスポーターGLUT2 を介し
た細胞内へのグルコースの取り込み、２）グ
ルコース代謝に伴うミトコンドリアにおけ
る ATP の合成、３）ATP 量の上昇に伴う ATP
依存性カリウムイオンチャンネル（KATP 
channel）の不活性化による細胞膜電位の脱
分極、４）膜電位依存性カルシウムイオンチ
ャンネル（VDCC）の活性化による細胞内への
カルシウムの流入（この後、膜電位依存性カ
リウムイオンチャンネル（Kv channel）が再
分極してカルシウムイオンの流入を停止さ
せようとする）、５）細胞内カルシウムイオ
ン濃度上昇によるインスリンの分泌促進
（SNARE 複合体を介したインスリン分泌小胞
と細胞膜との融合によるインスリン分子の
細胞外への放出）、という一連の経路が知ら
れている。よって、SMS1-KO マウスの膵β細
胞では、これらの過程のいくつかが正しく機
能していない可能性が予想されていた。 
 そこで、本研究では、『スフィンゴ脂質に
よるインスリン分泌制御機構の解明』を目的
とし、SMS1-KO マウスにおいて、インスリン
分泌シグナル伝達経路（すなはち、膵β細胞
におけるグルコースの取り込み、ミトコンド
リアでの ATP の合成、各種イオンチャンネル
の開閉、インスリン分泌開口部の SNARE 複合
体形成など）のどの段階に異常が生じている
かを調べ、スフィンゴ脂質代謝異常とインス
リン分泌機能不全との因果関係を明らかに
しようと試みた。 
 

３．研究の方法 
（１）マウスからの膵島の単離は Wollheim

らの方法に従って行った（Wollheim  et al., 

Methods Enzymol. (1990) 192, 188–223.）。

具体的には、以下の方法を用いた。①マウス

の膵臓にコラゲナーゼおよび aprotinin を含

む Hanks Balanced Salt Solution （HBSS）

を注入し、37℃で 20 分間震盪する。②氷上

に 20 分静置し、自然沈降した膵島を HBSS で

リンスする。③さらに氷上で 20 分静置し、

自然沈降した膵島を顕微鏡下で回収する。 

（２）単離した膵島からのインスリン分泌量

の測定は以下の方法で行った。①単離した膵

島を、2.2mM もしくは 22mM のグルコースを含

む HKRB buffer （カルシウムイオンをよび

HEPES を 含 む Kerbs-Ringer bicarbonate 

buffer）中において 37℃で 1 時間インキュベ

ートする。②上澄み中に分泌されたインスリ

ン量を ELISA キットで定量的に解析する。 

（３）膜電位依存性カリウムイオンチャンネ

ル（Kv channel）の機能解析はパッチ・クラ

ンプ法により行った。Kv channel は、脂質ラ

フト依存的に機能すると考えられるので、

SMS1-KO マウスの膵β細胞では、イオンチャ

ンネル機能が異常になっている可能性が予

想されていた。しかし、結果的には、SMS1-KO

マウスの膵β細胞の Kv channel 機能に有意

な低下は見出せなかった（data not shown）。 

（４）SMS1-KO マウス膵島の ATP 含量の測定

は以下の方法で行った。①単離した膵島を、

2.2mM もしくは 22mM のグルコースを含む

HKRB buffer 中において 37℃で 1時間インキ

ュベートする。②膵島を 0.1%トリクロロ酢酸

で処理し、ATP を回収した後、トリス酢酸緩

衝液で抽出液を中和する。③ルシフェラーゼ

アッセイにより ATP 含量を測定する。 

（５）膵島のミトコンドリア膜電位は、蛍光

色素 JC-1 を細胞に取り込ませた後、蛍光顕

微鏡下で観察するとともに、蛍光プレートリ

ーダーを用いて定量的に解析した。また、膵

島中の活性酸素種（ROS）の量は、蛍光色素

CM-H2DCFDA を細胞に取り込ませた後、蛍光プ

レートリーダーを用いて定量的に解析した。 

（６）膵島から抽出したタンパク質の ROS に

よる酸化修飾状態は、抗 4-hydroxy-2-neonal

（4-HNE）抗体を用いて、ウエスタンブロッ

ト法により解析した。 

（７）膵島における各種遺伝子（酸化ストレ

ス応答因子、ミトコンドリア生合成関連因子、

ミトコンドリア呼吸鎖複合体構成因子）の

mRNA 発現量は、リアルタイム PCR 法により解

析した。 

 



（８）抗酸化ストレス剤である NAC（N-acetyl 
cysteine）のマウスへの投与は、飲料水中に
40mMのNACを添加することにより行った。NAC
の投与は、親ヘテロマウスの交配時から開始
し、出生した SMS1-KO マウスを解析に使用す
る時期（生後 20〜24 週齢）まで継続した。 
（９）マウス個体へのグルコース負荷試験は、
1g/kg のグルコースを腹腔内に注射投与する
ことで行った。血中のグルコース濃度は、マ
ウスの眼底から採血して測定した。また、採
集した血液から血清を回収し、血清中のイン
スリン濃度を ELISA キットを用いて定量的に
解析した。 
 
４．研究成果 
 これまでの研究から、SMS1-KO マウスでは
グルコース負荷試験時に血中に放出される
インスリン量が低下していることがわかっ
ていた。そこで、まず、SMS1-KO マウスから
単離した膵島を用いて、グルコース刺激時の
インスリン分泌が低下しているか調べた。具
体的には、単離した膵島を、2.2mM グルコー
ス（低グルコース）もしくは 22mM グルコー
ス（高グルコース）で刺激し、放出されたイ
ンスリン量を調べた。その結果、高グルコー
ス刺激時には、SMS1-KO マウスの膵島からの
インスリン分泌が著しく低下することがわ
かった（図１）。よって、SMS1-KO マウスが示
す血中へのインスリン分泌不全は、膵島レベ
ルでの膵β細胞からのインスリン分泌不全
が直接的な原因であることが明らかとなっ
た。 

 

 次に、膵島からのインスリン分泌不全が、
膵β細胞のインスリン分泌機構のどの段階
段階で起っているか調べることにした。膵β
細胞におけるグルコース流入に伴うミトコ
ンドリアにおける ATP 産生は、インスリン分
泌シグナル伝達経路の第二段階として重要
である。しかし、小胞体とミトコンドリアの
間には脂質の輸送経路があり、SMS1-KO マウ
スの膵島では、小胞体に蓄積したセラミド類
が、小胞体と相互作用しているミトコンドリ
アにも輸送され、それらがミトコンドリア機
能を阻害し、ATP 合成が阻害されている可能
性が予想された。そこで、SMS1-KO マウスの
膵β細胞でミトコンドリアにおける ATP 合成
能が低下している可能性を解析した。実際、

単離した膵島を、2.2mM グルコース（低グル
コース）もしくは 22mM グルコース（高グル
コース）で刺激した際の膵島内の ATP 含量を
ルシフェラーゼアッセイにより調べたとこ
ろ、低グルコースで刺激した場合には、野生
型および SMS1-KO マウスの膵島中の ATP 量に
は大きな変化が見られなかった。一方、高グ
ルコースで刺激した場合には、野生型マウス
の膵島では ATP 量の増加が認められたが、
SMS1-KO マウスの膵島では ATP 量の増加が低
下していた（図２）。この結果から、SMS1-KO
マウスの膵β細胞ではミトコンドリアの機
能に異常が生じており、グルコース刺激に応
じた ATP産生増加が十分に行われていないと
考えられた。 

 

 次に、SMS1-KO マウスの膵β細胞のミトコ
ンドリアで実際にどのような異常が生じて
いるか調べた。まず、ミトコンドリア膜電位
を調べたところ、膵島を 2.2mM グルコース（低
グルコース）もしくは 22mM グルコース（高
グルコース）のいずれで刺激した場合にも、
SMS1-KO マウスの膵島のミトコンドリア膜電
位は、野生型マウスの膵島の場合に比べて大
きく上昇していた（図３）。この結果から、
SMS1-KO マウスの膵β細胞ではミトコンドリ
アの電子伝達系が活性化され、ミトコンドリ
ア膜電位が上昇していると考えられた。 

 

 このように、SMS1-KO マウスの膵β細胞の
ミトコンドリアでは、ミトコンドリア機能に
異常が生じ、グルコース刺激に応じた ATP 産
生増加が十分に行われていないことが示さ
れた（図２）。一方で、SMS1-KO マウスの膵β
細胞のミトコンドリアでは、電子伝達系が活
性化され、ミトコンドリア膜電位が上昇して
いることが示された（図３）。これらのこと
から、SMS1-KO マウスの膵β細胞では、ミト



コンドリア内膜の電子伝達系により作られ
るプロトン勾配（ミトコンドリア膜電位）が、
プロトン勾配のエネルギーを利用して ATPを
合成する ATP 合成酵素と上手く共役していな
い可能性が考えられた。この場合、ミトコン
ドリア内膜の電子伝達系では、電子が行き場
を失い、活性酸素種（ROS）が増加すると予
想された。実際、ROS の量を測定したところ、
SMS1-KO マウスの膵島では ROS が増加してい
た（図４A）。また、膵島のタンパク質につい
て、ROS による修飾を調べたところ、SMS1-KO
マウスの膵島では、タンパク質の ROS による
修飾が増加していた（図４B）。また、膵臓か
ら単離したミトコンドリアのスフィンゴ脂
質組成を調べたところ、SMS1-KO マウスの 
ミトコンドリアでは、セラミドの量が増加し
ていた（data not shown）。これらの結果か
ら、SMS1-KO マウスの膵β細胞では、ミトコ
ンドリア膜のスフィンゴ脂質組成に異常が
生じ、ミトコンドリア内膜の電子伝達系と
ATP 合成酵素が上手く共役して働かず、電子
伝達系から ROS が過剰に生成し、タンパク質
が ROS による修飾を受け、ミトコンドリア機
能が低下するとともに、細胞全体の機能が低
下していると考えられた。 

 

 次に、ROS の過剰産生に対して、実際にど
のような細胞応答が起っているか調べるこ
とにした。まず、酸化ストレス応答関連遺伝
子に関して解析した結果、SMS1-KO マウスの
膵島では、酸化ストレス除去因子である
catalase の発現が有意に上昇していること
がわかった（図５A）。また、有意差は見られ
なかったものの、グルタチオンペルオキシダ
ーゼ（Gpx1）の発現も上昇していた。さらに、
ミトコンドリアの生合成に関わる因子（PPAR
γ coactivator-1α（PGC-1α）や PGC-1
βなど）の発現が上昇していた（図５B）。ま
た、ミトコンドリア電子伝達系構成因子の発
現が上昇していた（図５C）。これらの結果か
ら、SMS1-KO マウスの膵β細胞では、ROS の
過剰産生によるダメージを軽減するために、
酸化ストレスを除去するとともに、ミトコン
ドリアの機能を回復するような細胞応答が
起きていると考えられた。しかし、SMS1-KO
マウスの膵β細胞において、酸化ストレス除
去因子やミトコンドリア電子伝達系の構成
因子の発現が増加しても、ミトコンドリアの

スフィンゴ脂質組成に異常があるため、根本
的には ROSの産生が抑制されていないと考え
られた。 

 
 さらに、上記の結果から、『ミトコンドリ
アのスフィンゴ脂質組成異常による酸化ス
トレスの亢進（ROS の増加）が、膵β細胞に
おけるインスリン分泌不全の原因』であると
予想された。そこで、SMS1-KO マウスに抗酸
化ストレス剤であるNAC（N-acetyl cysteine）
を投与することにより、SMS1-KO マウスのイ
ンスリン分泌が改善されるか検討した（図
６）。グルコース負荷試験を行った結果、NAC
を摂取させた SMS1-KO マウスでは、糖の取り
込みが改善されていた（図６A）。また、NAC
を摂取させた SMS1-KO マウスでは、グルコー
ス刺激によるインスリンの分泌が改善され
ていた（図６B）。 

 



 以上の結果から以下のことが示された。
１）SMS1 の欠損により、膵β細胞ミトコンド
リアのスフィンゴ脂質組成に異常が生じる。
２）SMS1 の欠損により、膵β細胞のミトコン
ドリア機能（ATP 産生能力）が低下するとと
もに、酸化ストレスが亢進し、膵β細胞が機
能不全（インスリン分泌不全）を起こす。 
３）薬剤で酸化ストレスを抑制することによ
り、SMS1 欠損マウスの示すインスリン分泌不
全を部分的に回復することが可能である。 
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