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研究成果の概要（和文）： 
カベオラ（Ω状の細胞膜ドメイン）形成に関与するカベオリンが GlcCer 合成量を調節しうる
因子であるという仮説を軸に研究を進めたが、より生理条件に近い GlcCer 合成酵素アッセイ
を開発し、この仮説を検証した結果、これを支持するようなデータは得られなかった。しかし
ながら、AMP-activated protein kinase (AMPK)が GlcCer 合成酵素の活性を制御する因子で
あることを見出した。 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We hypothesized that caveolin may regulate the GlcCer synthase activity. We 
developed a cell-based assay of GlcCer synthase activity to verify our hypothesis. This 
assay revealed that caveolin is probably not a regulator of GlcCer synthase. We 
discovered that the energy sensor AMPK regulates the cellular GlcCer level.  
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１．研究開始当初の背景 
親水性の糖鎖、疎水性のセラミドからなる糖
脂質は、生体膜上で脂質ラフトと呼称される
ナノスケールの動的クラスターを形成し、細
胞環境に応じて各種シグナル伝達に関与す
るタンパク群を会合・集積させることにより、
作業の効率化、高精度化に貢献している。ま
た、セラミドおよびその代謝産物であるスフ
ィンゴシン１リン酸は細胞のアポトーシス
と生存に関与するシグナル分子としての側
面を持つ。これらの事実から、生命活動の維
持・管理には、細胞内糖脂質量およびセラミ
ド量の適切な制御機構が必要であると考え
られる。糖脂質やセラミドの合成および分解
に関与する酵素群はほぼ全てが同定された
にも関わらず、これらがどのようにして制御
され、細胞内糖脂質量を調節しているのか今
もって不明であり、世界各国で精力的に研究
が行われている研究領域である。最近になり、
セラミド量の調節因子として Orm ファミリ
ータンパクやSMSrが立て続けに同定された。
これらのタンパクは、細胞内セラミド量の増
加に応じ、セラミドの合成に関わる酵素を負
に制御することで、セラミド過剰生産を抑制
するという働きを有している。これらの遺伝
子をノックダウンした細胞ではセラミド量
の増加とそれに伴うオルガネラ構造の破綻、
および細胞増殖の異常が観察された。細胞内
セラミド量の管理機構の複雑さと重要性を
物語るという点で、これらの発見は非常に興
味深いものである。しかしながら、これらは
セラミド量に関するものであり、糖脂質量の
制御機構を説明し得るものではない。近年の
研究によって、インスリン抵抗性やパーキン
ソン病等の発症に、グルコース 1 分子とセラ
ミドから構成されるグルコシルセラミド
（GlcCer）の過剰蓄積が関与することが分か
ってきた。GlcCer 量を制御する機構が明らか
になれば、より詳細な発症メカニズムの解明
や効果的な薬剤開発へと繋がる可能性があ
る。 
 
２．研究の目的 
申請者らは細胞膜上でΩ様の陥没構造とし
て観察されるカベオラの構成タンパクであ
るカベオリン-1遺伝子KOマウスの胎児線維
芽細胞（MEF）において、GlcCer 量が顕著
に減少するという現象を発見した。本研究は、
「カベオリンは、GlcCer 合成酵素の制御因子
である」という、申請者らが新たに打ち立て
た仮説の検証を通じ、細胞内 GlcCer 量を制
御する機構とその生理的意義の解明を目的
とする 
 
３．研究の方法 

（１）研究材料 
 
細胞は、カベオリン‐1遺伝子欠損 MEF、
GlcCer 合成酵素遺伝子欠損 MEF、3T3、CHO お
よび HeLa 細胞を使用した。AMPK による
GlcCer 合成酵素活性への影響を調査するた
めに、5-Aminoimidazole-4-carboxamide 1-
β-D-ribofuranoside （AICAR）、A769662、
Compound C (CC)などの薬剤を使用した。リ
ン酸化タンパクはPro-Q Diamond により検出
した。 
 
（２）GlcCer 合成酵素細胞内アッセイ 
 
GlcCer 合成酵素の制御機構を解明するにあ
たり、細胞内 GlcCer 合成酵素アッセイ系を
構築した。蛍光標識されたセラミドを細胞内
に取り込ませると、ゴルジ体へと輸送され蛍
光標識 GlcCer、およびスフィンゴミエリンへ
と代謝される。1時間ほど培養した後、細胞
を回収し、有機溶媒により脂質を抽出し、薄
層クロマトグラフィーによりセラミド、
GlcCer、およびスフィンゴミエリンを分離し、
それぞれの蛍光強度を定量することで細胞
の GlcCer 代謝能を測定した。必要な蛍光標
識セラミド量、アッセイ時間、細胞の密度な
どを検討し、最適なアッセイ条件を確立した。 
 
（３）GlcCer 定量方法 
GlcCer、セラミド、その他スフィンゴ脂質の
定量には LC-ESI-MS による MRM 解析を利用し
た。細胞回収時にインターナルスタンダード
として Avanti Polar Lipid より購入した
Cer/Sph mixture II を利用した。有機溶媒
により脂質を回収し、アルカリ分解によりグ
リセロ脂質を排除した。 
 
（４）GlcCer 合成酵素リン酸化修飾の確認 
CHO 細胞に FLAG タグをつけた GlcCer 合成酵
素遺伝子を過剰発現させ、AMPK を活性化する
AICAR、阻害する CC を添加し、抗 FLAG 抗体
によって免疫沈降を行い、SDS-PAGE にアプラ
イし、リン酸化タンパク検出試薬によって
GlcCer 合成酵素のリン酸化レベルを観察し
た。 
 
（５）UDP-グルコースの測定 
脂質抽出時の 2 相分配の水層を濃縮乾固し、
炭酸水素アンモニウム溶液に溶解させたサ
ンプルをカーボンカートリッジにより濃
縮・精製したサンプルを逆相イオンペアクロ
マトグラフィーにより分離、検出した。 
 
４．研究成果 
（１）カベオリン‐1が GlcCer 合成酵素活性



 

 

に及ぼす影響 
 
細胞内アッセイ系を用いて野生型およびカ
ベオリン‐1遺伝子欠損 MEF における GlcCer
合成活性を調べた結果、WTと遺伝子欠損体に
有意な差は認められなかった（図１）。細胞
の培養時間が長くなるほど、GlcCer 合成酵素
活性は下がるという傾向があり、これは使用
する Dish が大きいほどこの差は顕著になっ
た。予備実験において確認された差は、培養
時間や Dish の大きさ、細胞密度が関係して
おり、カベオリン‐1 非依存的な現象をみて
いたものと考えられた。 
培養時間が長くなると GlcCer 合成活性が低
下するのは何故か。エネルギー代謝との相関
があるのではないか。このアイデアが以下の
発見につながった。 
 
 
（２）AMPK による GlcCer 合成酵素の制御 

 
AMP-activated protein kinase (AMPK)は細
胞内の AMP/ADP/ATP比に応じて活性が制御さ
れるセリン/スレオニンキナーゼである。
AMPK はエネルギー不足時、即ち AMP 比が高く
なると活性化され、ATP の消費を伴う糖、脂
質およびタンパク合成を抑制し、一方で解糖
系や脂肪酸のβ酸化を活性化し ATP産生をう
ながす。エネルギー代謝制御の司令塔として
注目を集めている分子である。糖や脂質の代
謝を制御するならば、GlcCer をはじめとする
「糖脂質代謝」にも、AMPK による何らかの制
御があるのではないか。この仮説を検証する
ため、AMPK の活性化剤である AICAR を 3T3 細
胞に添加し、LC-MS/MS によりセラミドおよび
GlcCer 量を定量したところ、GlcCer 量の大
幅な減少が確認された（図２A）。細胞内アッ
セイ系により、AMPK が GlcCer 合成酵素活性
に与える影響を調べた結果、AICAR 添加によ
り活性が有意に減少し（図 2B）、この効果は
AMPK の阻害剤である CC 添加により打ち消さ

れた（図２C）。AICAR による AMPK の活性化に
は、上流のキナーゼである LKB1 や CaMKK II
によるリン酸化が必要である。LKB1 を欠損し
ている HeLa 細胞では、AICAR 添加による
GlcCer 合成酵素活性の低下は観察されなか
った（図２D）。この結果から、AICAR による
GlcCer 合成酵素活性低下は AMPK の活性化に
依存する、と結論付けた。 

 
 
（３）AMPK による GlcCer 合成酵素リン酸化
修飾の検証 
 
AMPK がどのようにして GlcCer 合成酵素活性
を制御するのかを解明するために、まずは
AMPK によって GlcCer 合成酵素がリン酸化さ
れるか検証した。しかしながら、GlcCer 合成
酵素はセリン、スレオニンおよびチロシン残
基におけるリン酸化修飾をうけていないと
いう結果が得られた。AICAR によって AMPK を
活性化した細胞のライセートを調製し、in 
vitroにおけるGlcCer合成活性を測定したが、
細胞内アッセイで見られたような酵素活性
の低下は観察されなかった。これらの結果よ
り、AMPK は GlcCer 合成酵素をリン酸化し、
酵素活性を制御しているのでは無いという



 

 

可能性が強く示唆された。 
 
（５）AMPK による UDP-グルコースレベルへ
の影響 
 
GlcCer はセラミドと UDP-グルコースを前駆
体として合成される。細胞内アッセイでは外
部より蛍光セラミドを添加しているため、
AMPK 活性化時にみられる GlcCer 合成酵素活
性の低下の原因としてセラミド量を考慮す
る必要はない。UDP-グルコースの量的変動が
GlcCer 活性に影響をおよぼしている可能性
が考えられた。これを検証するために、AMPK
を活性化させた細胞よりヌクレオチドを抽
出し、逆相イオンペアクロマトグラフィーに
より各種ヌクレオチドを分離・定量した。
AMPK を活性化させ、GlcCer 合成酵素活性の
低下が認められた細胞では、UDP-グルコース
の量が有意に低下していた。この結果より、
AMPK による GlcCer 合成酵素活性の低下は、
UDP-グルコースレベルの低下が大きな要因
であると考えられた。 
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