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研究成果の概要（和文）：スフィンゴ脂質は生体膜の脂質二重層を構成する脂質である。本研究では、内向き整流性カ
リウム（Kir）チャネルの機能がスフィンゴ脂質によって制御されるか調べた。結果として、スフィンゴ脂質のスフィ
ンゴシンが細胞内側から各種Kir電流を阻害することを見出した。さらに、細胞膜のスフィンゴミエリンからセラミド
を介して代謝的に生合成される内因性スフィンゴシンがKirチャネルを阻害することが薬理学的な実験から示唆され、
新規のシグナル伝達機構として考えられた。スフィンゴシンとKirチャネル相互作用の解析を行ない、スフィンゴ脂質
によるこのカリウムチャネル機能制御の基礎的な特性が理解できた。

研究成果の概要（英文）：Sphingolipids, a class of lipids, are components of lipid bilayer of biological 
membranes. Membrane sphingolipids serve as a reservoir for bioactive metabolites including ceramide 
(Cer), sphingosine (Sph) and sphingosine-1-phosphate. In this study, we examined if functions of inwardly 
rectifying potassium (Kir) channels are controlled by sphingolipids. Kir channels were expressed in 
cultured mammalian cells or Xenopus oocytes, and electrophyiological analyses were performed. We found 
that intracellular Sph inhibits Kir currents. Normally, the most abundant sphingolipids in the cell is 
the plasma membrane sphingomyelin (SM), and Sph is biosynthesized from SM via Cer. In response to the 
hydrolysis of SM by sphingomyelinase (SMase), Kir channel currents slowly decrease. The SMase-induced 
current decreases were suppressed by pharmacological inhibitions of the Sph biosynthetic pathway. These 
results suggest that endogenous sphingolipids inhibit Kir channels via Sph.

研究分野： 薬理学

キーワード： 生理活性脂質　イオンチャネル　生理学　薬理学　細胞内シグナル伝達
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１．研究開始当初の背景 
（１）生体膜スフィンゴ脂質とカリウムチャ
ネル 
スフィンゴ脂質は生体中に存在する ceramide
を共通構造としてもつ脂質である。通常、細
胞において最も豊富に存在するスフィンゴ
脂質は細胞膜の sphingomyelinである。生体膜
のスフィンゴ脂質は、ceramideや sphingosine、
sphingosine-1-phosphate などの生理活性脂質
を代謝的に産生する源となる（Hannun YA 
and Obeid LM. Nat Rev Mol Cell Biol 2008）。ま
た、コレステロールなどステロール類と相互
作用し膜のマイクロドメインを形成し、シグ
ナル伝達分子の局在を組織化することでシ
グナル伝達を制御していることも知られて
いる（Lingwood D and Simons K. Science 2010）。
スフィンゴ脂質・コレステロールリッチな膜
ドメインに分布するイオンチャネルの一つ
として、内向き整流性カリウムチャネル（以
下、Kir チャネル）が知られている。このス
フィンゴ脂質・コレステロールリッチな膜マ
イクロドメインでは、効率的にイオンチャネ
ルとスフィンゴ脂質が相互作用することが
考えられるが、イオンチャネル分子の機能が
スフィンゴ脂質により制御されるのかに関
してはよく理解されていなかった。 
 
（２）カリウムチャネル機能を制御する新規
細胞内生理活性物質探索とスフィンゴ脂質 
本研究課題の代表者は、平成 22年-23年度若
手研究（B）（課題番号 22790250）の支援を受
けて、Kir4.1 チャネルを阻害する新規生体内
分子を探索した。4000種以上の細胞内代謝物
（糖、アミノ酸、ペプチド、脂質、ヌクレオ
チド、及びそれらの生合成・代謝過程に産生
される中間代謝物）の中から阻害薬の構造モ
デルに適合する分子を探索する研究を行っ
た。その探索の中で、スフィンゴ脂質に分類
される脂質の幾つかを見いだした。実際、本
研究課題開始前に実施した予備的検討で、ス
フィンゴ脂質の sphingosine を細胞内側から
投与すると、各種 Kir チャネル電流が阻害さ
れる予備的結果を得ていた。 
 
２．研究の目的 
スフィンゴ脂質が内向き整流性カリウムチ
ャネルの機能を負に制御することが明らか
となりつつあった。本研究は、その作用を実
証し、スフィンゴ脂質による内向き整流性カ
リウムチャネル機能制御の「シグナル伝達経
路」、「脂質—チャネル相互作用」、「シグナル
伝達の空間的制御」、そして「病態生理への
関与」に関する 4つの論点について実験的な
検証をおこない、カリウムチャネルの新しい
機能制御機構の基本的理解を目指すもので
あった。 
 
３．研究の方法 
イオンチャネル機能の解析は電気生理学的
手法を用いた。実験動物から単離した細胞に

内因性に発現するイオンチャネル、ならびに
培養哺乳類細胞やアフリカツメガエル卵母
細胞に異所性に発現させたイオンチャネル
を流れる電流をパッチクランプ法もしくは
二極電極膜電位固定法により測定した。 
 
４．研究成果 
（１）スフィンゴ脂質による Kir チャネル機
能制御機構の「シグナル伝達経路」 
スフィンゴミエリンの加水分解酵素
Sphingomyelinase（SMase）の細胞外灌流によ
って Kir4.1チャネルやKir2.1チャネルを介し
たカリウム透過による電流が次第に減少し
た（図 1）。SMase阻害薬の GW4869（10 µM）
の同時投与、あるいは SMaseの煮沸による熱
変性は SMaseの Kir4.1、Kir2.1チャネル電流
抑制を阻害した。つまり SMaseの酵素活性こ
のチャネル電流抑制に関わっていると考え
られた。さらに、SMaseによる Kir4.1、Kir2.1
チ ャ ネ ル 電 流 減 少 は 、 ceramide か ら
sphingosineを産生する ceramidase（CDase）の
阻害薬 MAPP（10 µM）によっても阻害され
ることが分かった。 
	 スフィンゴ脂質の sphingosine を細胞内側
から投与すると、Kir4.1チャネルおよびKir2.1
チャネル電流が阻害されることを示した（図
2）。このことから sphingomyelinから ceramide
を介し sphingosine を産生するシグナル伝達
系が Kir チャネル機能を抑制していると考え
られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）スフィンゴ脂質による Kir チャネル機
能制御機構の「脂質―チャネル相互作用」 
SMaseによる Kir4.1チャネル電流抑制の特性
を解析し、抑制に電位依存性はほとんど見ら
れなかったことから、sphingosine-Kir4.1チャ
ネル相互作用は細胞膜電位に依存しないと
考えられた。sphingosineは細胞内側に投与す
るほうが外側に投与するよりも低濃度で素
早く Kirチャネル電流を阻害した（図 3）。そ

図 1. SMaseによる Kir4.1チャネル電流の抑制  
と SMase阻害の効果  

図 2. Sphingosineの細胞内灌流による Kir4.1チャ
ネル電流の抑制  
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の為、sphingosineの作用部位は Kirチャネル
の細胞内領域に存在すると考えられた。
sphingosine は、Kir4.1 阻害薬と共通のファー
マコフォアを有していた。Kir4.1 阻害薬のチ
ャネル内相互作用部位は既に提案されてお
り、sphingosineも同じ部位に相互作用してい
る可能性が考えられた。そこで、チャネル内
の sphingosine の相互作用する可能性のある
アミノ酸残基を変化させた変異体を用い、
SMaseの効果を検討した。変異導入によって
SMase による電流抑制の強度が変化したが、
アミノ酸残基の変化のみならず、細胞膜のチ
ャネル発現量が SMase の効果に影響すると
みられた。この結果から、このシグナル伝達
系におけるチャネルのリガンドである
sphingosineと標的チャネルの量比が作用を制
御していると考えられた。 
	 SMase の hERG Kv チャネルに対する作用
を検討し、SMase は Kir チャネルと同様に
hERG チャネル電流も抑制することが明らか
になった。作用の類似性から、スフィンゴ脂
質-カリウムチャネル相互作用を考察するこ
とが可能になった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）スフィンゴ脂質による Kir チャネル機
能制御機構の「シグナル伝達の空間的制御」 
Kir4.1 とスフィンゴ脂質の相互作用が脂質マ
イクロドメインに依存するか解析した。
Kir4.1 を発現させた HEK 細胞をコレステロ
ールのキレート剤である MβCD で処理する
と脂質マイクロドメインが消失すると考え
られている。この前処置後 SMaseを灌流した
ところ、SMaseによる Kir4.1電流の抑制はほ
とんどみられなくなった（図 4）。一方、MβCD
処理細胞からインサイドアウトパッチを作
成し細胞内側から Kir4.1 に直接外因的な
sphingosine を投与したところ、Kir4.1 電流は
無処理群やコントロール群と同じ濃度依存
性により阻害された。この結果から、MβCD
前処置により SMaseのKir4.1抑制効果がみら
れなくなったのはスフィンゴ脂質がコレス
テロールなど他の脂質を介して Kir チャネル
を阻害しているのではなく、Kir4.1-スフィン
ゴ脂質の相互作用がマイクロドメイン消失
によって起こりにくくなったためであると
考えられた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）スフィンゴ脂質によるカリウムチャネ
ル機能制御機構の「病態生理」 
SMase は Kir チャネルのみならず Kv チャネ
ルである hERGチャネル電流も抑制した。そ
こで単離心筋細胞に SMaseを作用させ、心筋
細胞のカリウムチャネルに対する作用を解
析した。その結果、活動電位持続時間が短縮
する活動電位波形の変化を認めた。この作用
は心筋細胞に発現する Kir チャネルや Kv チ
ャネルの抑制では説明をつけにくく、SMase
は心筋細胞においてはそれら以外のイオン
チャネルにも作用している可能性が考えら
れた。また心筋細胞でスフィンゴ脂質のシグ
ナル伝達が活性化すると電気生理学的な特
性が変化し、この機構によって病態に関与す
る可能性も示唆された。 
 
（５）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト、今後の展望 
①スフィンゴ脂質シグナル伝達系を活性化
するホルモンや神経伝達物質に関する研究
が進められている。今回の研究で得られた成
果は、スフィンゴ脂質シグナル伝達系の下流
でカリウムチャネルが標的となることを初
めて示している（図 5）。本研究の成果は、ス
フィンゴ脂質シグナル伝達系の関与する細
胞機能制御、例えばアポトーシスや細胞増殖、
細胞移動制御の分子機構を理解する上で、カ
リウムチャネルの機能変化を考慮する視野
を与える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②Kir2.1や Kir4.1チャネルはこれまではシグ
ナル伝達による制御はほとんど知られてお
らず、常時活性化型だと思われていた。本研
究で明らかになったスフィンゴ脂質シグナ

図 3. 細胞内外の Sphingosineによる Kirチャネル
阻害の濃度依存性  

図 4. SMaseによる Kir4.1チャネル電流抑制に対
する MβCD前処置の効果  

図 5. スフィンゴ脂質によるカリウムチャネル機
能制御のシグナル伝達概略  

Re
lat

ive
 N

Po

Sph conc. (µM)

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0.01 0.1 1 10 30

Kir2.1
Kir1.1

Kir4.1

Kir2.1
Kir4.1

細胞内投与

細胞外投与

Kir4.1
1 nA

0.2 sec

SMase

-40
-110

30
-40

cont MβCD

Ba2+

SK

SMase

CDaseSMase

Sphingomyeline (SM)

Sphingosine (Sph)
Sphingosine-1-phosphate (S1P)

Ceramide (CD)



ル伝達の標的がこれらの Kir チャネルである
という点も大きな発展である。「常に存在す
るもの」と考えられていた Kir チャネルによ
る背景カリウムコンダクタンスを「細胞機能
を制御する因子」へ概念転換させ、Kir チャ
ネルと細胞機能の関わりについて新しい研
究を展開させる。 
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