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研究成果の概要（和文）：小腸上皮細胞には、スフィンゴシン塩基のC4位と脂肪酸のC2位に水酸基が付加したフィトセ
ラミド構造を持つスフィンゴ糖脂質（GSL)が豊富に存在する。本研究では、フィトセラミド構造の生物機能を解明する
ために、小腸上皮細胞に発現する新規の脂肪酸C2水酸化酵素の同定を目指した。野生型マウスの小腸では、既知の脂肪
酸C2水酸化酵素FA2Hの発現が認められず、FA2H欠損マウスの小腸には、水酸化脂肪酸（hFA）を含むGSLが野性型マウス
と同様に検出されたことから、小腸上皮細胞にはセラミド骨格の脂肪酸を水酸化する未知の脂肪酸水酸化酵素が存在し
ていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Glycosphingolipids (GSLs) are components of eukaryotic cell membranes. Thousands 
of different GSLs have been reported due to the structural diversity of their head-group sugar chain and 
backbone sphingosine base and fatty acid. In the mammalian small intestinal epithelial 
cells,phytoglycosphingolipids with an additional hydroxyl group at sphinganine C-4.and fatty acid C-2 
(t18:0/ hFA)expressed abundantly.In this study,we tried to identify the second enzyme that can produce 
2-hydroxy fatty acid in the the small intestinal epithelial cells.In the wild-type mice, the mRNA level 
of only known fatty acid C-2-hydroxylase (Fa2h) was almost undetectable in the small intestine.In the 
FA2H deficient mice,2-hydroxy fatty acid containing GSLs were detected in the equal level of wild-type 
mice.These findings indicate that the second enzyme that can produce 2-hydroxy fatty acid should exist in 
the small intestinal epithelial cells.

研究分野： 脂質生物学
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１．研究開始当初の背景 
スフィンゴ糖脂質  (GSL) は生体膜の

outerleaflet に存在する脂質成分の一つで、
近年、細胞内外のシグナル伝達にかかわる
生体膜上の超分子構造「ミクロドメイン」
を構成する成分として注目を集めている。
GSL は親水性の糖鎖部分と疎水性のセラミ
ド骨格から構成され、組織、細胞、発達段
階別に数千種類に及ぶ構造多様性がある。
糖鎖部分の多様性は、糖転移酵素の発現制
御によりもたらされ、種々の糖転移酵素遺
伝子のノックアウトマウスの解析によって
その生物機能が明らかになりつつある。一
方、セラミド骨格はスフィンゴシン塩基と
脂肪酸から構成され、現在までに、スフィ
ンゴシン塩基 Δ4 位の不飽和化には
Dihydroceramide Δ4-desaturase (DES1) が 
(Ternes P et al, J Biol Chem, 2002)、スフィン
ゴ シ ン 塩 基 C4 位 の 水 酸 化 に は
Dihydroceramide: sphinganine C4- hydroxylase 
(DES2) が (Omae F et al, Biochem J, 2004)、
脂肪酸 C2 位の水酸化には Fatty acid 
2-hydroxylase (FA2H) が (Alderson NL et al, 
J Biol Chem, 2004) 関与し、主として、4 種
類のセラミド骨格の多様性  (d18:1/FA, 
d18:1/hFA, t18:0/FA, t18:0/hFA) が組織特異
性を持ってもたらされることが示されてい
る。脂肪酸のC2位に水酸基を持つ d18:1/hFA
構造は哺乳動物では中枢および末梢神経系
の髄鞘に豊富に存在する。最近、FA2H ノッ
クアウトマウス (Fa2h-/-) (Zoller I et al, J 
Neurosci, 2008, Potter KA et al, Glia, 2011) と、
ヒトの FA2H 欠損症 (Edvardson S et al, Am J 
Hum Genet, 2008) が、共に脱髄を伴う神経
変性疾患を発症することが報告された。こ
れらの結果は、d18:1/hFA構造が髄鞘の形態、
機能に必須であることを示しており、セラ
ミド骨格の重要性が注目されている。 
哺乳動物の小腸上皮細胞は GSL に富み、そ

のセラミド骨格は、他の組織では極めて微量
成分である、スフィンゴシン塩基の C4 位と
脂肪酸の C2 位に一か所ずつ水酸基が付加し
た、フィトセラミドと呼ばれるユニークな構
造 (t18:0/hFA) を持つ。マウスの小腸では、
フィトセラミド構造 (t18:0/hFA) を持つ GSL
が 90%以上を占めることから (Suzuki A et al. 
J Biochem, 1981)、セラミド骨格の水酸化は小
腸上皮細胞において重要な生物機能を担っ
ていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
ヒト、マウスをはじめ多くの哺乳動物の小

腸上皮細胞におけるフィトセラミド構造
(t18:0/hFA)の生物機能を解明するために、小
腸上皮細胞に発現している新規の脂肪酸 C2
水酸化酵素を同定し、そのノックアウトマウ
スを作製して、その生物機能を解明する。得
られた成果により、活発な消化吸収機能を担
う小腸上皮細胞膜の極性形成や膜輸送シス
テムにおける膜脂質の役割を明らかにでき、

医学的にも未知の疾患の発見や治療法開発
が期待できる。 
 
３．研究の方法 
マイクロアレイ法による遺伝子発現解析

により、小腸上皮細胞に発現する新規脂肪酸
C2 水酸化酵素の探索を行う。マウスの小腸に
特異的に高発現している遺伝子をピックア
ップし、タンパク質配列のデーターベースを
用いてモチーフ・ドメイン検索を行い、候補
遺伝子を絞り込む。各候補遺伝子をクローニ
ングし、新規の脂肪酸 C2 水酸化酵素遺伝子
を同定する。次いで、新規脂肪酸 C2 水酸化
酵素遺伝子のノックアウトマウスを作成し、
表現型解析を行う。さらに、Des2 ノックアウ
ト (Des2-/-) マウスとの交配実験により、フ
ィトセラミド構造 (d18:1/hFA) を欠損したダ
ブルノックアウトマウスを作製し、表現型解
析を行う。各ノックアウトマウスから小腸上
皮細胞の培養細胞を樹立し、共焦点顕微鏡を
用いた FRAP 解析などにより、膜の流動性や、
膜タンパク質の動態解析を行う。上述の研究
により、活発な消化吸収機能を担う小腸上皮
細胞膜の極性維持や膜輸送システムにおけ
る膜脂質の役割を明らかにし、生体膜の機能
発現の基本原理の理解に展開する。 
 
４．研究成果 
1）野性型マウス消化管における GSL の構造
解析と Des1、Des2、Fa2h の発現解析 
 
薄層クロマトグラフィー－質量分析

(TLC-MS) の結果、食道や胃では d18:1/FA を
持つものが大部分であったが、小腸、虫垂、
大腸では、t18:0/hFA を持つものが大部分で、
物質吸収に関わる部位ほど水酸基の数が多
くなる傾向を見出した。 
リアルタイム RT-PCR による脳、腎臓、消

化管における Des1、Des2、Fa2h の mRNA の
発現解析の結果、Des1 は食道、胃に強く発現
し、Des2 は小腸、大腸に強く発現していた。
Fa2h は脳、腎臓、食道、胃、大腸に強く発現
しているのに対し、小腸には全く発現が認め
られなかった。この結果は、TLC-MS による
各部位の GSL の構造解析の結果と相関して
いた。一方、Fa2h は胃、虫垂、大腸に強く発
現しているのに対し、興味深いことに小腸に
は予想外に全く発現が認められず、小腸の
GSL の脂肪酸部分の大部分が hFA とする
TLC-MS の結果と一致しなかった。 
野性型マウスと Des2-/-マウスの mRNA 発

現解析の結果、Des1 は発現の差を認めなかっ
たが、Des2 は Des2-/-マウスで有意に減少し
ていた。Fa2h は、食道と虫垂、大腸で Des2-/-
マウスで有意に発現が上昇していた。 
 
2）Des2-/-マウスおよび Fa2h-/-マウス消化管
における GSL の構造解析 
 

Des2-/-マウスおよび Fa2h-/-マウス消化管



における GSL の構造を TLC-MS により解析
した。hFA セラミドの場合、特徴的なピーク
が表れることを利用した。その結果、Des2-/-
マウスの小腸、大腸ではフィトセラミド
(t18:0/hFA) 由 来 の t18:0-Hex (hexose) や
t18:0-Hex-Hex のピークが検出されず、代わり
にジヒドロセラミド (d18:0/hFA) 由来の
d18:0-Hexやd18:0-Hex-Hexのピークが検出さ
れた。よって、Des2-/-マウスでは、フィトセ
ラミドがいずれの部位でも欠損しており、
DES2 は マ ウ ス に お い て 唯 一 の
dihydroceramide:sphinganine C4-hydroxylase で
あることが明らかになった。 

Fa2h-/-マウスの食道と胃では、d18:1-Hex
のピークが検出されず、hFA セラミドが欠損
していると考えられた。一方、興味深いこと
に小腸、虫垂、大腸では、t18:0/hFA、d18:0/hFA
および d18:1/hFA が野性型マウスと同様に検
出された。この結果と、Fa2h の RNA および
タンパク質の発現が小腸において検出され
なかった結果を考え合わせると、マウス消化
管における hFA-GSL の合成は食道、胃では
FA2H が、小腸、虫垂、大腸では未知の脂肪
酸水酸化酵素が関与していることが明らか
になった。  
 
3）Des2-/-マウスおよび Fa2h-/-マウス消化管
の表現型解析 

 
Des2-/-マウスは、メンデルの法則に従って

出生してくるが、2 週間前後で死亡する早期
死亡群と寿命が 1 年以上の軽症群の大きく異
なる２つの表現型が観察された。組織病理学
的解析の結果、小腸上皮細胞の形態変化、頂
端膜に存在する微絨毛の低形成、頂端膜に存
在すべき膜タンパク質の局在変化を認めた。
免疫組織染色では、小腸上皮細胞の頂端膜の
主要な GSL である GA1 と輸送体タンパク質
の局在に変化を認めた。Des2-/-マウスでは、
小腸上皮細胞の形態変化や、が、表現型の不
均一性が問題点として残った。マウスの遺伝
的背景の違い、遺伝子破壊に用いた挿入遺伝
子のエピジェネティックな影響、他の GSL
代謝経路による代償機構などを考慮した更
なる表現型解析の必要がある。Des2-/-マウス
で Fa2hのRNA発現が有意に上昇していたこ
とはフィトセラミドの欠損を補う代償機構
かもしれない。これらの結果から、フィトセ
ラミドが小腸上皮細胞の形態や機能の維持
に必要であることが示唆された。 

Fa2h-/-マウスの一般染色による光学顕微
鏡レベルの組織病理学的解析では、消化管組
織の形態に大きな変化は見出されなかった。
しかし、総脂質の TLC 分析の結果、7 ヶ月齢
の Fa2h-/-マウスにおいてトリアシルグリセ
ロールや遊離脂肪酸の有意な減少が見出さ
れた。これらの結果は食道および胃における
hFA-GSL の欠損、あるいは大腸における
FA2H の欠損が脂肪の消化吸収や代謝に必要
であることを示唆しており、より詳細な解析

が必要である。 
4）新規脂肪酸 C2 水酸化酵素の探索 
我々は、食道および胃の一部は扁平上皮細

胞から構成されるのに対し、小腸、大腸は一
層の円柱状吸収上皮細胞から構成されてい
ることから、未知の酵素は吸収上皮細胞に特
異的に発現し、Fa2h-/-マウスの脳組織には
hFA セラミドが欠損していることから、この
遺伝子は脳組織には発現していないと推定
した。 
そこで、マイクロアレイ法により、マウス

の小腸組織と脳組織との間の遺伝子発現解
析を行い、発現レベル、発現差等により小腸
に特異的に高発現している遺伝子を選別し
た。次いで、タンパク質配列のデーターベー
ス  (UniProtKB, MOTIF, PROSITE, PRINTS, 
ProDom, Pfam など) を用いて、現在までに知
られている脂肪酸水酸化酵素の特徴、①小胞
体膜結合性である、②チトクローム b5 ファ
ミリー , ③鉄結合ドメイン ([FY]-[LIVMK]- 
{I}-{Q}-H-P-[GA]-G)を持つ、④ヒスチジンに
富んだ領域であるヒスチジンボックス
(HXXXH、HXXXXH、HXX HH、HXXXHH
等) を有する、などの共通点を持つモチー
フ・ドメイン検索を行い、候補遺伝子を絞り
込んだ。各候補遺伝子をクローニングし、
CHO-K1 細胞に発現させ、TLC による脂肪酸
水酸化酵素活性測定を行った。まず、脂肪酸
水酸化酵素に共通のモチーフ配列を持ち、小
腸での発現が高く、小胞体に局在する Protein 
Xの発現ベクターをCHO-K1細胞に導入して
安定発現株を得たが、残念ながら現時点では
脂肪酸水酸化酵素活性を確認できていない。
まず、検出感度が低かった可能性を考え、よ
り感度の高い GC/MS を用いた脂肪酸水酸化
酵素活性のアッセイ系 (Alderson NL et al, J 
Lipid Res, 2005) の確立を行っている。 
今回候補遺伝子とした Protein X はタンパ

ク質配列のデーターベースを用いたモチー
フ・ドメイン検索により脂肪酸水酸化酵素に
共通のモチーフ配列を持ち、脳での発現が低
いのに対して小腸での発現が高く、小胞体に
局在することから、候補遺伝子として有望と
考えたが、脂肪酸水酸化酵素活性を見出せな
かった。一方、新規脂肪酸水酸化酵素遺伝子
は既知の脂肪酸水酸化酵素に存在するモチ
ーフ配列を持っていない可能性もある。 
今後は、小腸上皮細胞に発現する新規の脂

肪酸 C2 水酸化酵素の同定のためのアッセイ
系の改良することが必須である。また、小腸
上皮細胞とオリゴデンドログリアの培養細
胞間のマイクロアレイ遺伝子発現解析の結
果を用いて、小腸上皮細胞に特異的に高発現
している遺伝子群を網羅的に探索する計画
も立てている。 
新規の脂肪酸 C2 水酸化酵素の同定後は、

その基質特異性、細胞内局在、発現分布など
の特性決定を行い、次いでノックアウトマウ
スを作製して、小腸上皮細胞および尿細管上
皮細胞の形態変化、機能変化を解析する。



我々の研究室では、スフィンゴシンの C4 位
の水酸基 (t18:0) を欠損している、Des2-/-マ
ウス の解析を世界に先駆けて行っており、
Des2-/-マウスとの交配実験により、セラミド
骨格の 2 か所の水酸基を共に欠損したダブル
ノックアウトマウスを作製し表現型解析を
行う。ダブルノックアウトマウスではフィト
セラミド構造 (t18:0/hFA) を完全に欠損する
ため、Des2-/-マウスに不均一に見いだされた
表現型が均一に観察され、小腸上皮細胞膜に
おけるセラミドの構造多様性の生物機能を
解明できると予想される。 
 本研究により、消化管においてもセラミド
骨格の構造が重要であることが示された。ス
フィンゴ糖脂質の研究は糖鎖の多様性とそ
の機能解明に重点がおかれてきたが、今後は
脂質部位であるセラミドの構造の重要性に
も注目が集まると考えられる。新規脂肪酸水
酸化酵素の同定と Des2-/-マウスの表現型か
ら小腸上皮細胞の極性形成や輸送体タンパ
ク質の発現制御におけると膜脂質の生物機
能を解明できると考えている。 
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