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研究成果の概要（和文）：本研究では非アルコール性脂肪性肝疾患に連関する新規ホスホリパーゼCの同定を目
的とした。まず，最近発見した新規PLC遺伝子改変動物の作製を実施した。CRISPR-Cas9を用いて当該遺伝子のノ
ックアウトに成功し，2株の遺伝子改変マウスが得られ，現在繁殖中である。並行して，新規PLC遺伝子の相同性
からさらに他のPLC候補の探索を行った。その結果，6種の新規哺乳類PLCを発見し，現在当該酵素の酵素学的性
質の解析を行なっている。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to identify a novel phospholipase C linked to non-alcoholic
 fatty liver disease (NASH). Previously, we found that sphingomyelin synthase-related protein (SMSr)
 displays phospholipase C activity. This led us to generate SMSr knockout mice using CRISPR-Cas9 to 
determine whether SMSr is related to NASH in vivo. Two strains were obtained and are now being bred 
for further study. In parallel, we searched for other novel PLC candidates based on the homology of 
the SMSr gene (Gene name: SAMD8). As a result, we identified six new mammalian PLC genes and are 
currently analyzing the enzymatic properties of these enzymes.

研究分野： 脂質生物学

キーワード： ホスホリパーゼC　ジアシルグリセロール　スフィンゴミエリン合成酵素　スフィンゴミエリン合成酵素
関連タンパク質　ホスファチジン酸ホスファターゼ　飽和脂肪酸　ジアシルグリセロールキナーゼ　ホ
スファチジルコリン特異的ホスホリパーゼC
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研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類ホスホリパーゼC（PLC）はホスファチジルイノシトール（4,5）二リン酸特異的PLC（PIP2-PLC）のみ同定
されている。本酵素は多価不飽和脂肪酸含有ジアシルグリセロール（DG）を選択的に産生する。一方で，飽和脂
肪酸含有DGの蓄積は非アルコール性肝疾患（NASH）や動脈硬化症との連関がin vivoを含めて示唆されているの
にも関わらず，飽和脂肪酸含有DGを選択的に産生するPLCは活性発見後半世紀以上遺伝子が不明であった。した
がって，新タイプのPLCの遺伝子を発見し，その機能を解析することは，上記疾患の分子機構の解明に繋がり，
学術的及び社会的に意義があると考えられる。

※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 
ジアシルグリセロール（DG）は protein kinase C（PKC）等を活性化することで様々な細胞応答を
促す脂質セカンドメッセンジャーである。ホスホリパーゼ C（PLC）は生体膜主成分のグリセロ
リン脂質を加水分解し，DG を産生する酵素である。哺乳類 PLC はホスファチジルイノシトール
（PI）（4,5）二リン酸（PIP2）のみを基質とする，PIP2特異的 PLC（PIP2-PLC）の 1 種のみがク
ローニングされた。PIP2-PLC は PI 代謝回転の一部として主に多価不飽和脂肪酸（PUFA）含有
DG を選択的に産生する。 
一方で，哺乳類中の DG の大部分は飽和脂肪酸（SFA）含有 DG（SFA-DG）である。SFA-DG

は生体膜主要成分のホスファチジルコリン（PC）やホスファチジルエタノールアミン（PE）の
加水分解（責任酵素：PC 特異的 PLC（PC-PLC），PE 特異的 PLC（PE-PLC））によって産生する
ことが約 60 年前から報告されている。しかし，PC-PLC および PE-PLC は活性発見後，半世紀以
上も遺伝子が同定されていない。近年，SFA-DG の蓄積（PC-PLC 活性の上昇）が種々の病態や
生理機能（非アルコール性肝疾患，動脈硬化症，がん， II 型糖尿病等）と連関することが示唆
されている。しかし，分子実体が不明のため，遺伝子を基盤とした研究が展開できず，SFA-DG
代謝の分子機構に不明点が多い。 
最近，我々は，SFA-DG を選択的にリン酸化する DG kinase（DGK）d isozyme（DGKd）の相互

作用タンパク質中から，PC と PE の加水分解によって SFA-DG を選択的に産生するタンパク質
（SMS-related protein, SMSr-1）を発見した。すなわち，長年不明であった PC-/PE-PLC を同定し
た。 
 
２．研究の目的 
SMSr の PLC 活性に注目し，当該遺伝子が SFA-DG の蓄積に連関する現象（非アルコール性肝疾
患，動脈硬化症，がん， II 型糖尿病等）と連関するのか否かを明らかにすることを目的とした。 
 上記に並行し，SMSr のアミノ酸配列を指標にさらに他の哺乳類 PLC の同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子改変動物の樹立：CRISPR-Cas9 を用いて，SMSr 遺伝子（Samd8）のノックアウトマウ
スを樹立した。 
(2) 新規哺乳類 PLC の探索：SMSr の触媒部位を指標に GenomeNet Bioinformatics Tools (Kyoto 
University Bioinformatics Center) を用いて KEGG GENES Database に登録されたヒトタンパク質
中から新規 PLC候補タンパク質を検索した．過去に約 40 kDa の哺乳類タンパク質含有画分中に
PC-PLC 活性が検出されたことから，検索でヒットした候補タンパク質中から計算分子量が 40 
kDa 前後のタンパク質を PC-PLC 候補タンパク質とした。候補遺伝子をヒト cDNA (HEK293 細
胞由来)からクローニングした。 
(3) 候補 PLC の酵素学的性質の解析：候補 PLC の C末端に Twin-Strep-Tag® (TS)を融合し，哺乳
類細胞の HEK293または大腸菌（BL21株）に過剰発現させ，細胞を回収した。回収した細胞を
超音波破砕後に遠心分離した後，得られた上清を Strep-Tactin®を用いたアフィニティークロマト
グラフィーに供し，リコンビナントタンパク質を精製した。精製タンパク質をリン脂質含有ミセ
ル（5 mol%）を添加し，37°C で 2時間インキュベーション後，Bligh & Dyer 法で試料中の脂質
を抽出し，酵素反応で生じた DG を LC-MS/MS を用いて定量した。 
 
４．研究成果 
① SMSr ノックアウトマウスの作製 
 マウス胎児線維芽細胞（3T3 細胞）を用いて，設計した gRNA の効果を検証した。Samd8 遺伝
子の CDS 上流（タンパク質の N末端側）での編集を確認後，マウスの受精卵の遺伝子改変を行
った。現在までに 2系統の SMSr ノックアウトマウスが得られ，現在，繁殖を行なっている。遺
伝子改変マウスの樹立に関して，千葉大学バイオメディカル研究センターとの共同研究で実施
した。 
 
② 新規哺乳類 PLC候補タンパク質の探索 
データベースを用いて検索した結果，PC-PLC 候補タンパク質が 71 種ヒットした。興味深いこ
とに，脂質代謝との連関が示唆されるタンパク質が複数種ヒットした。現在，候補 PLC を HEK293
細胞由来の cDNA (ヒト cDNA)よりクローニングし，酵素活性を検証している。 
 
③ ヒトスフィンゴミエリン合成酵素 1（SMS1）は新タイプの PLC である 
上述の候補 PLC の中で SMSr と最も配列類似性の高い，SMS1 に注目し，酵素学的性質を調べ



た。精製 SMS1 は従来の報告通り

SMS 活性を示した他，PC-PLC，PE-
PLC およびセラミドホスホエタノ

ールアミン（CPE）合成酵素活性

（CPES）を示すことが明らかとな

った（図 1）。SMS および CPES は

リン脂質（PCまたは PE）の極性頭

部をセラミドに転移する反応（交

換反応）であり，SMS1 はクローニ

ングされてから今日に至るまで，

SMS 活性のみ有すると考えられて

いた。本研究で初めて，セラミド非

存在下で PC を加水分解し，DG を

産生する PC-PLC 活性を示した他，

PE-PLC 活性も有することを示し

た。 
次に SMS1 の脂肪酸側鎖に対す

る基質選択性を調べた。その結果，

SMS1 はパルミチン酸（16:0；脂肪

酸の炭素数：不飽和度）やオレイン

酸（18:1）を含有する PC に対する

選択性を示した一方で，アラキドン酸（20:4）など多価不飽和脂肪酸含有 PC に対する PLC 活性

は 16:0/18:1-PC と比較して 15%と低か

った（図 2 ）。以上より SMS1 は

SFA/MUFA 含有 PC に対する選択性を

示 す こ と が 明 ら か と な っ た 。

SFA/MUFA-PC を選択的に加水分解す

る PC-PLC は約 60 年前に哺乳類にて活

性が報告された（BBA 116 166, 1966）
が，今日に至るまで責任酵素が不明で

あった。したがって，SMS1 は長年探し

求められた SFA-DG を選択的に産生す

る PC-PLC であることが強く示唆され

た。 
 Tricyclodecan-9-yl-Xanthogenate ( 通
称：D609)はバクテリア PC-PLC，哺乳

類細胞中の PC-PLC 活性および SMS 活

性を阻害する（Drugs Exp. Clin. Res. 22, 
287 1966）。そこで，D609 の精製 SMS1
のSMS/PLC活性に対する影響を評価し

た（図 3）。従来の報告通り，D609 は

SMS1 の SMS 活性を阻害した。しか

し，PC-PLC 活性の阻害は認められ

なかった。以上より，D609 は SMS
と PC-PLC 活性に対する影響はそれ

ぞれ異なることが強く示唆された。 
 以上より，本研究で，SMSr に次ぐ
新奇哺乳類 PLC として SMS1 を同

定するに至った。当該酵素は，SMS
活性に加え，PC-PLC，PE-PLC およ

び CPE合成酵素活性を有する。さら

に，SFA 含有 PC に対する選択性を

示すことから，SMS1 は長年探し求

められた，哺乳類 PC-PLC の一種で

あることが強く示唆された。 

図 1 精製 SMS1 の PLC 活性の評価 

図 2 精製SMS1は飽和脂肪酸/一価不飽和

脂肪酸含有 PC を選択的に加水分解する 

図 3 PC-PLC 阻害剤 D609 の SMS/PC-PLC 活

性に対する影響 
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Orphan phosphatase の PHOSPHO1 と PHOSPHO2 はグリセロリン 脂質を加水分解しジアシルグリセロールを産生する

Human sphingomyelin synthase 2 displays phospholipase C activity specific to phosphatidylcholine and
phosphatidylethanolamine in addition to SMS activity

ヒトスフィンゴミエリン合成酵素2は飽和脂肪酸含有グリセロリン脂質選択的ホスホリパーゼ C 活性を持つ

ヒトスフィンゴミエリン合成酵素はホスファチジルコリンホスホリパーゼ C 活性を持つ
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Human sphingomyelin synthase 2 displays phospholipase C activity specific to saturated fatty acid-containing
phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine

ヒトスフィンゴミエリン合成酵素1と2は細胞内で長鎖脂肪酸含有セラミドホスホエタノールアミンを選択的に産生する

PHOSPHO1 はホスファチジルコリンとホスファチジルエタノールアミンのホスホリパーゼC 活性を持ちジアシルグリセロールキナーゼδと
相互作用する

Orphan phosphataseのPHOSPHO2はホスファチジン酸ホスファターゼ活性を有する
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ヒトスフィンゴミエリン合成酵素1と2は細胞内で長鎖脂肪酸含有セラミドホスホエタノールアミンを選択的に産生する

Orphan phosphataseのPHOSPHO2はミリスチン酸含有ホスファチジン酸選択的ホスファターゼ活性を有する

Orphan phosphataseのPHOSPHO1 はホスホリパーゼC 活性を持ちジアシルグリセロールキナーゼδと相互作用する

ジアシルグリセロールキナーゼζとスフィンゴミエリン合成酵素（SMS）1及びSMS関連タンパク質の相互作用解析
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スフィンゴミエリン合成酵素1はグリセロリン脂質をセラミド非依存的に加水分解する

ジアシルグリセロールキナーゼζとスフィンゴミエリン合成酵素（SMS）1及びSMS関連タンパク質の相互作用解析

哺乳類ホスファチジルコリン特異的ホスホリパーゼC酵素群の同定
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スフィンゴミエリン合成酵素1はグリセロリン脂質をセラミド非依存的に加水分解する
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E3ユビキチン-タンパク質リガーゼPraja-1のN末端領域とC末端領域はそれぞれ多価不飽和脂肪酸含有PAとジアシルグリセロールキナーゼδ
と相互作用する

ジアシルグリセロールキナーゼζはスフィンゴミエリン合成酵素（SMS）1及びSMS関連タンパク質と相互作用する

スフィンゴミエリン合成酵素１はグリセロリン脂質をセラミド非依存的に加水分解する

飽和および/または一価不飽和脂肪酸含有ホスファチジン酸は熱ショックタンパク質27と選択的に結合し、そのオリゴマーを解離させる
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