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研究成果の概要（和文）：これまでに、様々な病態の発症にスフィンゴ脂質代謝異常が関与することが示唆されてきた
が、そのメカニズムに関しては十分に明らかにされていなかった。本研究では、スフィンゴ脂質代謝酵素であるスフィ
ンゴミエリン合成酵素１（SMS1）欠損マウスの解析を行い、酸化ストレスの亢進だけでなく、ミトコンドリア機能の低
下、リポプロテインリパーゼの活性低下、脂肪酸取り込み能の低下なども、SMS1欠損マウスで観察される脂肪萎縮の原
因である可能性を見出した。また、SMS1欠損マウスの脂肪組織ではミトコンドリアストレス応答経路が活性化されてい
ることを見出し、これに関与すると予想された候補因子の機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Although it has been suggested that disorder of sphingolipid metabolism is 
involved in the pathogenesis of a variety of disease, the mechanism has not been fully elucidated. In 
this study, we analyzed sphingomyelin synthase 1 (SMS1, a sphingolipid metabolizing enzyme) deficient 
mice, and found that lipodystrophy observed in this mice was probably caused not only by increased 
oxidative stress, but also by reduction of mitochondrial function, reduced activity of lipoprotein 
lipase, and a decrease in fatty acid uptake. Moreover, we found that the mitochondrial stress response 
pathway was activated in the adipocytes of SMS1-deficient mice, and performed functional analysis of the 
candidate factors involved in this pathway.
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１．研究開始当初の背景 
 スフィンゴ脂質の機能は、その代謝経路が
非常に複雑であることや、代謝酵素遺伝子の
同定が遅れていたため、長らく明らかにされ
ていなかった。しかし、研究開始当初には、
スフィンゴ脂質代謝酵素遺伝子の同定が進
み、スフィンゴ脂質代謝の異常が様々な病態
の原因になることが次第に明らかにされて
きた。例えば、スフィンゴ脂質代謝産物は細
胞増殖の制御に関与しており、その異常は細
胞のガン化やアポトーシスを引き起こすこ
とが報告された。また、スフィンゴ脂質代謝
は炎症の制御にも関与することが報告され
た。さらに、糖尿病や、動脈硬化にも関与す
ることが解明されつつあった。このように、
当時、様々な病態の発症にスフィンゴ脂質代
謝異常が関与することが示唆されてきたが、
そのメカニズムに関しては十分に明らかに
されていなかった。スフィンゴ脂質代謝異常
による疾患発症メカニズムを明確にするた
めには、様々なスフィンゴ脂質代謝異常モデ
ルマウスを作成し、表現型を明らかにすると
ともに、表現型発現に至るまでの分子作用機
序を解析することが必要であった。 
 当時、研究代表者らは、スフィンゴ脂質代
謝酵素であるスフィンゴミエリン合成酵素
１（SMS1）ノックアウトマウス（SMS1-KO マ
ウス）の表現型解析を行い、SMS1-KO マウス
の表現型として、インスリン分泌不全、短寿
命、脂肪萎縮などの表現型を見出していた。
また、SMS1-KO マウスのインスリン分泌不全
に関して解析を進めた結果、①SMS1-KO マウ
スの膵島では、スフィンゴミエリン量が低下
するとともにセラミド量が増加しているこ
と、②SMS1-KO マウスの膵島では、活性酸素
種（ROS）の増加による酸化ストレスが亢進
していること、③SMS1-KO マウスの膵島では、
ミトコンドリアの機能（グルコース刺激時の
ATP 産生能）が低下していること、④SMS1-KO
マウスの膵臓では、ミトコンドリアのスフィ
ンゴ脂質成分が変化していること、⑤
SMS1-KO マウスに抗酸化剤を摂取させると、
酸化ストレスが低下し、インスリン分泌が改
善すること、などを明らかにしていた。これ
らのことから、『スフィンゴ脂質代謝異常に
よって起こるミトコンドリア機能不全に伴
う酸化ストレスの亢進（ROS の異常産生）が
SMS1-KO マウスのインスリン分泌不全の原因
の１つである』ことが示唆された（引用文献
①参照）。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者らによる当時の解析結果から、
先述の『スフィンゴ脂質代謝異常によって起
こる酸化ストレスの亢進は、病態発症の原因
の１つである』という概念は、インスリン分
泌不全だけでなく、SMS1-KO マウスで観察さ
れる他の表現型（短寿命や脂肪萎縮など）に
も当てはまることが明らかになりつつあっ
た。例えば、SMS1-KO マウスの尿中に酸化ス

トレスマーカーが多量に検出されることか
ら、SMS1-KO マウスでは、全身で酸化ストレ
スが亢進している可能性が示された。また、
SMS1-KO マウスに抗酸化剤を摂取させると寿
命が延びたことから、『酸化ストレスの亢進
が、SMS1-KO マウスが短寿命となる原因の１
つである』ことが示唆された。さらに、
SMS1-KO マウスの萎縮した脂肪組織では、極
度の酸化ストレスが起きていることを示す
preliminary な結果が得られていた。また、
予めSMS1-KOマウスに抗酸化剤を摂取させる
ことで、脂肪の萎縮を抑制できることもわか
りつつあった。これらのことから、研究代表
者らは、『酸化ストレスの亢進が、SMS1-KO マ
ウスにおける脂肪萎縮の原因の１つである』
可能性が高いと考えていた。このように、『ス
フィンゴ脂質代謝異常によって亢進する酸
化ストレスが、SMS1-KO マウスの示す諸病態
（インスリン分泌不全、短寿命、脂肪萎縮）
の原因である』ことが当時わかりつつあった。
しかし、SMS1-KO マウスが示す酸化ストレス
の亢進による短寿命や脂肪萎縮の原因に、ミ
トコンドリアの機能低下が含まれているか
否かについては不明のままであった。 
 そこで、本研究においては、『スフィンゴ
脂質が酸化ストレス状態を制御するメカニ
ズムの解析』を目的とし、ミトコンドリアの
脂質成分の異常により、ミトコンドリアの呼
吸鎖複合体が不安定化してROSの産生増加や
ATP 合成不全などの機能障害を起こしている
可能性を検討した。また、SMS1-KO マウスの
脂肪組織における酸化ストレス状態を更に
詳しく解析し、酸化ストレスの亢進が脂肪細
胞の機能（脂肪の取り込みや脂質代謝など）
を障害している可能性を検討した。さらに、
ミトコンドリア機能の異常により脂肪細胞
のATP産生に異常が生じている可能性も検討
した。また、酸化ストレスの亢進に伴い発現
量が増加していたミトコンドリアストレス
応答経路の候補因子 ABCB10 や機能未知因子
TMEM65 についても解析を行い、これらの因子
の機能と酸化ストレス亢進との関連性につ
いても解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）SMS1-KOマウスの解析 
 リポプロテインリパーゼ（LPL）の活性測定
は、Progen Biotechnik社のTotal Lipase Test 
kitを用いて行った。なお、組織のホモゲナイ
ズはKrebs-Ringer buffer中で行い、ヘパリン
を添加してLPLを遊離させた後、遠心分離して
得られた上澄みを用いて解析を行った。 
 マウスの生体内における脂肪酸取り込み
能の測定には、トリチウム（3H）標識された
パルミチン酸（BSA に結合したもの）を用い
た。具体的には、マウスを 4時間絶食させた
後、腹腔内に標識パルミチン酸を投与し、さ
らに一定時間経過後に臓器を回収して、その
中に含まれる放射能を液体シンチレーショ
ンカウンターで測定した。 



 脂肪組織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。 
 ミトコンドリアの電子伝達系複合体の分
離には、Blue-native ゲル電気泳動法（膜タ
ンパク質複合体の立体構造を壊さずに分離
する方法）を用いた。必要に応じて、ゲルを
各種複合体の基質の入った溶液中に浸すこ
とで、複合体の活性測定を行った。また、ウ
エスタンブロット法でも各種複合体の同定
を行った。 
 
（２）ABCB10およびTMEM65の解析 
 ABCB10 および TMEM65のノックダウンは、
HeLa細胞中にsiRNAを導入することで行った。
ノックダウン効率の確認は、リアルタイム
PCR 法およびウエスタンブロット法により行
った。 
 ABCB10 や TMEM65（あるいは、それらを
FLAG-tagや蛍光タンパク質GFPと融合したも
のなど）の過剰発現株は、これらのタンパク
質を発現するプラスミド（G418 耐性遺伝子を
持つもの）を HeLa 細胞に導入し、G418 存在
下での培養および限界希釈を行うことで回
収した。 
 
４．研究成果 
（１）SMS1-KOマウスの解析 
 脂肪組織における各種mRNAの発現量を測定
することで、SMS1-KOマウスにおける酸化スト
レスに対する生体応答を調べた。その結果、
SMS1-KOマウスでは、酸化ストレス応答因子、
ミトコンドリア機能促進因子、ミトコンドリ
アストレス応答因子などの発現量が上昇して
いた。また、既知の因子だけでなく、ミトコ
ンドリアストレス応答経路に関わると予想さ
れる候補因子ABCB10（ABCトランスポーターの
一種）や、ミトコンドリア機能を促進すると
予想される候補因子TMEM65などの発現量も増
加していることがわかった。 
 また、脂肪酸の各組織への取り込みをin 
vivoで評価した。その結果、肝臓への取り込
みに関しては野生型マウスとSMS1-KOマウス
との間で差はなかったが、脂肪組織への取り
込みはSMS1-KOマウスで顕著に低下していた。
また、肝臓および脂肪組織中のリポタンパク
質リパーゼ（LPL）の活性を測定した結果、
SMS1-KOマウスでは、両臓器において、活性が
有意に低下していることがわかった。なお、
LPL活性の低下は、肝臓よりも脂肪組織におい
て、より顕著であった。さらに、SMS1-KOマウ
スでは、脂肪組織中のATP量が低下していた。  
 さらに、ブルーネイティブゲル電気泳動法
を用いた解析から、SMS1-KOマウスの脂肪組織
のミトコンドリアでは、呼吸鎖複合体IとVの
量が減少していることがわかった。特に、複
合体Vに関しては、酵素活性も低下しているこ
とがわかった。 

 以上の結果から、SMS1-KOマウスの脂肪組織
では、酸化ストレスが亢進するだけでなく、
ミトコンドリアの機能も低下していることが
示された。恐らく、SMS1の欠損により、ゴル
ジ体膜や小胞体膜だけでなく、ミトコンドリ
ア内膜でも脂質のバランスが崩れ、その影響
でミトコンドリア内膜タンパク質である呼吸
鎖複合体（電子伝達系およびATP合成酵素）の
安定性や機能が低下するのであろうと推察さ
れた。また、SMS1-KOマウスの脂肪組織では、
LPLの活性や脂肪酸の取り込み能も低下して
いることが示された（ただし、酸化ストレス
の亢進やミトコンドリア機能の低下との関連
性は不明のままである）。恐らく、これらの要
因が複雑に絡みあった結果、脂肪細胞が萎縮
するのであろうと推察された。 
 
（２）ABCB10 および TMEM65 の解析 
 SMS1-KO マウスでは、哺乳類のミトコンド
リアストレス応答経路の候補因子 ABCB10 や
機能未知因子 TMEM65 の発現量も増加してい
ることがわかった。この結果を受け、ABCB10
や TMEM65 の過剰発現系およびノックダウン
系を用いて、それらのタンパク質の細胞レベ
ルでの機能解析を行った。その結果、ABCB10
の発現量を低下させると、細胞の増殖能が顕
著に低下することがわかった。また、TMEM65
がミトコンドリア内膜の膜タンパク質であ
ることや、TMEM65 のアミノ酸配列中のアミノ
末端側にミトコンドリア移行シグナル配列
が含まれており、TMEM65 がミトコンドリア内
膜に輸送されると、そのシグナル配列が切除
されることなどがわかった。さらに、TMEM65
は、ミトコンドリア内膜において、多量体も
しくは他のタンパク質と複合体を形成して
いる可能性が示された。 
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