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研究成果の概要（和文）：中性スフィンゴミエリナーゼ１は，環境ストレスに伴うアポトーシス

に関与する。その細胞内シグナル伝達機構を調べるため，ストレス応答性MAPK(SAPK/JNK)シス

テムへの関与について調べた。熱ストレスを曝露すると，本プロテインキナーゼは，細胞死へ

と誘導するシグナル伝達経路を始動した。リコンビナントJNK１タンパク質を使ったin	 vitro	 

キナーゼアッセイの結果，nSMase1のセリン残基（S-270）にリン酸化が生じた。熱ストレス条

件下は，内因性のJNKキナーゼ活性の上昇に伴って，nSMase1活性が急速に増大した。一方，変

異型JNK1ドミナントネガティブを過剰発現させた細胞では，熱ストレスによるリン酸化が抑制

された。	 

	 以上の結果から，熱ストレス誘導性のアポトーシスは，JNK によって nSMase1 へのリン酸化

が引き金となって，nSMase1 が活性化する機構が推定される。	 

 
 
研究成果の概要（英文）：The	 neutral	 sphingomyelinase	 １(nSMase1)	 is	 involved	 in	 
environmental	 stress-induced	 apoptosis	 in	 fish.	 To	 reveal	 the	 molecular	 mechanism,	 we	 
examined	 the	 involvement	 of	 the	 stress-activated	 protein	 kinase/c-jun	 N-terminal	 kinase	 
(SAPK/JNK)	 system.	 Upon	 heat	 shock	 treatment,	 the	 protein	 kinase	 initiated	 a	 signal	 
transduction	 pathway	 leading	 to	 cell	 death	 (apoptosis).	 Using	 recombinant	 JNK1	 protein,	 
we	 found	 that	 phosphorylation	 of	 nSMase1	 occurred	 at	 serine-270.	 Treatment	 with	 heat	 shock	 
rapidly	 enhanced	 the	 nSMase1-directed	 kinase	 activity	 of	 endogenous	 JNK.	 On	 the	 other	 
hand,	 the	 mutant	 of	 JNK1	 dominant	 negative	 was	 much	 less	 sensitve	 to	 heat	 shock.	 Our	 
results	 strongly	 suggest	 that	 phosphorylation	 of	 nSMase1	 in	 heat-shock-induced	 apoptosis	 
is	 executed	 by	 JNK.	 
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１．研究開始当初の背景	 

	 熱，紫外線，γ線などの環境ストレスを伴

う細胞死（アポトーシス）研究は，哺乳類の

培養細胞をモデルとして行われてきた。環境

ストレスによって誘発されるアポトーシス

は，スフィンゴ脂質セラミド(図 1)が細胞内

で一過的に生成され，それがセカンドメッセ

ンジャーとして作用して生じる。	 

(図１)セラミドとそのアナログであるジ

ハイドロセラミドの化学構造	 

	 このセラミドによって誘発されるアポト

ーシスの分子機構は，真核生物において保存

されており，環境ストレスに伴うアポトーシ

スの主要な経路である。申請者は，ゼブラフ

ィッシュの培養細胞を用い，世界で初めて環

境ストレスによって誘発されるアポトーシ

スに関与するマグネシウム依存性中性型ス

フィンゴミエリナーゼ１(nSMase1)遺伝子が

環境ストレスによって誘発されるアポトー

シスに関与することを証明した。本遺伝子が，

環境ストレスによって誘発されるアポトー

シスにおいて主要な分子であることから，環

境ストレスに伴うアポトーシスの新しい分

子機構を明らかにすることが可能である。

nSMase1 は，熱ストレス誘導条件下において

は遺伝子の転写・翻訳調節により制御されて

おらず，一過的に酵素の活性が増加する。す

なわち，遺伝子の翻訳後の化学修飾が

nSMase1 の活性化に関わることが推定される。

予備試験として，本酵素の活性化時の化学修

飾を調べた結果，リン酸化が生じていた。こ

れらの結果から，新規なキナーゼによりリン

酸化修飾が本酵素で生じ，本酵素の立体構造

が変化して nSMase1 が活性化すると考えられ

る。	 	 

	 この仮説を証明するため，本研究では，リ

ン酸化 nSMase1 の酵素学的性質の解明および

nSMase1 に対して特異的なキナーゼの存在を

明らかにし，環境ストレスによる nSMase1

の活性化に伴う新規分子機構を解明する。	 

２．研究の目的	 

	 中 性 型 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ

1(nSMase1)は，膜脂質スフィンゴミエリンを

加水分解し，セラミドを生成するフォスフォ

リパーゼ Cである。これまでの申請者の研究

から，熱，紫外線，γ線などの環境ストレス

によって nSMase1 が活性化し，細胞内でセラ

ミドを生成させて細胞死（アポトーシス）が

生じることを明らかにした。しかしながら，

ストレス条件下で本酵素が活性化するメカ

ニズムは不明である。本研究では，「環境ス

トレスに伴う nSMase1 の活性化機構」を解明

する。	 

３．研究の方法	 

(1)nSMase1 に対して特異的なキナーゼの同

定	 

	 リン酸化 nSMase1 を免疫沈降法により粗精

製することができることから，リン酸化

nSMase1 と新規キナーゼが会合した化学形態

（複合体）で，共沈する可能性がある。それ

らの共沈殿物を SDS-PAGE で分離後，質量分

析やウエスタンブロット解析によって JNK キ

ナーゼを特定した。また，nSMase1 のリン酸

化には，JNK キナーゼが関わることが推定さ

れることから，シグナル伝達経路が予測でき

た。	 

(2)リン酸化に伴う nSMase1 の活性化	 

	 ①in vitroにおける nSMase1の活性化 



 

	 nSMase1 の活性化を調べるため，特定した

リン酸化部位を変異させたリコンビナント

を作製し，JNK１キナーゼと野生型リコンビ

ナントあるいは変異型リコンビナントを用

いて，リン酸化反応試験を行った。その結果，

試験において，JNK キナーゼが野生型リコン

ビナントだけを基質した。また，nSMase1 活

性は，野生型リコンビナント試験区において

のみ増加した。	 

	 ②in	 vivoにおける nSMase1 の活性化	 

	 細胞における nSMase1 の活性化を調べるた

め，リン酸化部位を変異させた発現ベクター

を作製し，発現ベクターを ZE 細胞へ導入し

変異型 nSMase1 を過剰発現させた。熱ストレ

スによって応答するリン酸化部位であった。

野生型と変異型を比較して，ウエスタンブロ

ット解析によって確認し，これらの過剰発現

株の nSMase 活性を測定した結果，リン酸化

と酵素活性が正の相関であった。また，JNK

キナーゼのドミナントネガティブ変異体を

細胞内に発現された結果，ドミナントネガテ

ィブ変異体の発現に依存して nSMase1 の活性

が抑制された。	 

(3)リン酸化 nSMase1 に対する抗体作製	 

	 JNK による nSMase1 のリン酸化部位をアミ

ノ酸配列から推定した結果，ゼブラフィッシ

ュ，ヒトおよびマウス由来の酵素に共通する

セリン残基（S-270）であることが予想され

た。そこで，リン酸化 nSMase1 を特異的に認

識する抗体を作製した。	 

	 抗体の有用性を明らかにするため，ZE 細胞

に熱を暴露した後，ウエスタンブロット解析

によってリン酸化 nSMase1 を調べた。	 

	 

４．研究成果	 

	 ストレス誘導性アポトーシスには，中性ス

フィンゴミエリナーゼ 1(nSMase1)が関与し

ている。熱ストレス条件下で nSMase1 が活性

化するメカニズムとして，ストレス誘導性リ

ン酸化シグナルである JNK キナーゼによる

nSMase1 のリン酸化を見いだした。	 

	 nSMase活性は，ストレス条件下で一過的に

増大することから，細胞内シグナル伝達機構

を調べるため，ゼブラフィッシュ培養細胞へ

JNK阻害剤SP600125を投与したのち，熱スト

レスを曝露すると抑制された。in	 vitro	 JNK

アッセイの結果，JNK活性に依存してnSMase1

のリン酸化が生じ，nSMase活性が増大した。

JNKの二量体形成に関わるリジン残基（K－55）

をアルギニンに置換したドミナントネガテ

ィブ変異型を過剰発現させた細胞では，酵素

活性およびセラミド含量は正常細胞と比べ

て低かった。JNKによるnSMase1のリン酸化部

位をアミノ酸配列から推定した結果，ゼブラ

フィッシュ，ヒトおよびマウス由来の酵素に

共通するセリン残基（S-270）であることが

予想された。そこで，nSMase1のリン酸化ポ

リペプチドに対するポリクローナル抗体を

作製した。本抗体は，JNKによるリン酸化

nSMase1をウエスタンブロットおよび免疫沈

降法によって検出することが可能であった。

ストレス下におけるnSMase1のリン酸化と酵

素活性化との関係を調べた結果，熱ストレス

に伴ってリン酸化酵素が増加し，酵素活性お

よびセラミド量が増大した。一方，リン酸化

部位を欠失した変異型nSMase1を過剰発現さ

せた細胞では，熱ストレスによるリン酸化が

抑制され，酵素活性およびセラミド量が低下

し，ドミナントネガティブ作用を示した。	 

	 以上の結果から，ストレス誘導性のセラミ

ド生成およびアポトーシスには，JNK の活性

化によって nSMase1 へリン酸化が引き金とな

って，nSMase1 が活性化する機構が明らかと

なった。	 
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