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研究成果の概要（和文）：スフィンゴ脂質は細胞膜の構成要素として脂質マイクロドメインの形成に関わるだけでなく
、セラミドやスフィンゴシン1-リン酸などのシグナル伝達脂質として機能する重要な生体分子である。本研究課題では
、スフィンゴ脂質代謝酵素遺伝子の欠損マウスや線虫を用いて、こうした代謝酵素の生物学的機能、特に止血血栓制御
におけるスフィンゴ脂質代謝系の関与について解析した。その結果、スフィンゴミエリン量減少および／あるいはセラ
ミド量増加が、細胞機能障害に関連する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Sphingolipids are important components of cellular membranes and act as signaling 
molecules such as ceramide and sphingosine 1-phosphate, potentially regulating cellular processes such as 
growth, differentiation, adhesion, migration, autophagy, and apoptosis. Here, we have investigated the 
biological function of sphingolipid metabolic enzymes by using mice and C. elegans mutants deficient for 
these enzymes.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

（１）スフィンゴミエリン（SM）は細胞膜ラ
フトなどの脂質マイクロドメインの構成脂質
であり、その形成を介してシグナル伝達や細
胞膜輸送に機能する。また、セラミド（アポト
ーシスに関与）やスフィンゴシン 1-リン酸
（S1P；細胞の生存維持・活性化に関与）など
のシグナル伝達脂質の細胞膜リザーバーとし
ても重要である。したがって、その合成酵素
（SMS）は生命機能の維持に必須と思われる
が、その生理的・病態生理的な機能には不明
な点が多い。SMS 活性を有する遺伝子ファミ
リーとして SMS1 と SMS2 がクローニング
されており、SMS1 はゴルジ体、SMS2 は細
胞膜に主に局在している。 

 

（２）SMS については、本邦において世界を
リードする研究が進み、SMS1 がトランスフ
ェリンの取り込み調節を介して細胞増殖を制
御すること（Shakor et al., J Biol Chem 

286:36053-62, 2011）、SMS1 と SMS2 の遺伝
子欠損マウス（SMS1-/-および SMS2-/-）の作
製と解析により、SMS1-/-のミトコンドリア
機能異常（Yano et al., J Biol Chem 286:3992-

4002, 2011）、SMS2-/-の脂質マイクロドメイ
ンの形成異常による脂質取り込みの減少
（Mitsutake et al., J Biol Chem 286:28544- 
28555, 2011）などが明らかとなっていた。 

 

（３）我々はこれまで、抗リン脂質抗体症候
群における血栓症発症の分子機序（Takeya et 

al., J Clin Invest 99:2260-8, 1997）や S1P に
よる組織因子の発現促進を介した凝固反応と
炎症の増幅（Takeya et al., Blood 102:1693-

700, 2003）の解析などを通して、細胞膜脂質
ダイナミズムと血栓止血反応の制御調節機構
に関する研究を行ってきた。この様な我々の
研究も含め、従来から止血血栓制御における
細胞膜脂質ダイナミズムの関与は解析されて
きたが、スフィンゴ脂質代謝系との関連性に
ついての研究は行われていなかった。 

 

２．研究の目的 

スフィンゴ脂質代謝系が原因不明の血小板
減少症や出血性・血栓性疾患、特発性血小板
減少性紫斑病や抗リン脂質抗体症候群の発症
機序に関与するか否かを明らかにし、さらに、
スフィンゴ脂質代謝系を標的とした新規抗血
栓薬の開発研究につなげることを最終目標と
する。研究期間内には先ず、巨核球の分化・成
熟や胞体突起形成、血小板産生・代謝、血小板
機能、細胞膜上の凝固反応活性化・制御の各
機能に関わるシグナル伝達や転写因子活性化、
細胞膜グリセロ脂質動態、ミトコンドリア機
能、酸化ストレス応答などとスフィンゴ脂質
代謝系との関連性を検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）SMS1 欠損マウスにおける血小板減少の
分子機序について、巨核球の分化・成熟や胞

体突起形成、血小板産生などを骨髄中および
in vitro 分化で解析し、各ステップに必要な
シグナル伝達や転写因子活性化を酸化ストレ
ス応答との関連性を含めて検討した。また、
脾臓における血小板補足・破壊動態、および、
その血小板膜の異常との関連性を解析すると
ともに、血小板機能や細胞膜上（胎児線維芽
細胞、単球、内皮細胞も含める）の凝固反応活
性化・制御機能との連関を検討した。 
 
（２）脂質代謝は階層的な複数の経路からな
っているため、単一酵素の欠失で単純に生成
物が減り、基質が増えることは稀である。例
えば、SMS を欠失させた際、基質であるセラミ
ドは増加せず、別経路で加工されて、スフィ
ンゴシンや S1P、あるいは、スフィンゴ糖脂質
が増加する場合がある。本課題の研究分担者
（研究代表者が所属する研究室の准教授）は
線虫（C. elegans）を用いた遺伝学的解析を
専門とする。スフィンゴ脂質代謝系について
はこれまで、酵母を用いた遺伝学的解析は行
われてきたが、酵母ではセラミド（酵母や植
物の場合はフィトセラミド）から SM ではなく
イノシトール含有スフィンゴ脂質が生成され
るなど、動物界のスフィンゴ脂質組成とは異
なる部分も多い。この点、線虫は哺乳類と類
似しており、SM を有する。本研究では、マウ
スや培養細胞では解析困難な代謝産物と表現
型の関連性について補完するため、スフィン
ゴ脂質代謝の遺伝学的解析を線虫を用いて行
ったが、線虫のスフィンゴ脂質代謝系を網羅
的に解析する研究は斯界に例を見ない。線虫
のスフィンゴ脂質代謝酵素の各種変異体を用
いた遺伝学的解析を行い、代謝産物と細胞膜
を介したシグナル伝達や細胞膜グリセロ脂質
動態、ミトコンドリア機能との連関を解析し
た。これらの結果を基に、スフィンゴ脂質代
謝系を標的とした新規抗血栓薬開発の可能性、
および、この系と止血血栓関連病態との関連
性を探った。 
 
４．研究成果 

SMS1-/-は体が小さく（図１）、脂肪組織の
委縮が明らかとなった。また、雄性不妊であ
る可能性が示された。他方、SMS1+/-や SMS2-
/-、SMS2+/-は野生型と同等であった。SMS1-/-
マウスでは出生率の低下などのために、研究



の進展が遅れたが、血球組成分析の結果から、     
SMS1-/-で血小板のみが減少していることが
明らかとなった。尾切断による出血時間は
SMS1-/-において、顕著（血小板減少のみでは
説明不可）に延長し、血小板数が正常な
SMS1+/-も出血症状を示した。したがって、
SMS1欠損では血小板機能や凝固反応活性化能
なども欠損していることが示唆された。マウ
スの解剖で、SMS1-/-においてのみ、脾臓の肥
大が観察された。スフィンゴ脂質の代謝は複
雑に制御されているため、SMS 欠損マウスの
表現型がなぜ・どのようにして惹起されるの
かを明らかにすることは困難であった。すな
わち、SMS を欠損させた場合、スフィンゴミエ
リン（SM）の産生が阻害されるだけでなく、
SMSの基質であるセラミドの蓄積、あるいは、
セラミド代謝で産生されるC1PやS1Pの蓄積、
さらに、S1P 代謝によるグリセロリン脂質代
謝の調節など、様々な代謝経路・産物の影響
が複雑に相互作用することが考えられ、それ
ぞれの代謝酵素の欠損型および多重欠損型マ
ウスの解析が必要であった。そこで、線虫の
スフィンゴ脂質代謝系酵素遺伝子の欠失変異
体および多重欠失変異体の作製と解析に着手
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

SMS 遺伝子(sms-1)、セラミド合成酵素遺伝
子(hyl-1 と hyl-2)、酸性スフィンゴミエリナ
ーゼ遺伝子(asm-3)、S1Pリアーゼ遺伝子(tag-
38)の各変異体について、３回の戻し交配を行
い解析に使用した。また、現在までに、asm-
3;sms-1 変異体、hyl-2;sms-1 変異体、tag-
38;sms-1 変異体、asm-3;hyl-1 変異体、asm-
3;hyl-2 変異体などの二重変異体の作製に成
功しており、これらについても解析した。そ
の結果、sms-1欠失変異体における体積の減少   
（図 3）と雄性不妊（図 4）が観察された。こ
の表現型はマウスの SMS1-/-と全く同じであ
り、線虫のスフィンゴ脂質代謝系や代謝酵素
の生物学機能が哺乳類と類似している可能性
が示唆された。そこで次に、他の代謝酵素遺
伝子の欠失変異体の解析を行ったところ、特
に興味深い変異体として、asm-3欠失変異体が
見いだされた。asm-3 変異体では、産卵数の増
加（図５）と寿命の延長（図６）が観察された。 

図５．sms-1 および asm-3 変異体、asm-3;sms-1 

二重変異体の産卵総数 

 

図６． asm-3 変異体および asm-3;sms-1 

二重変異体の寿命 
 
asm-3 変異体の表現型は sms-1 変異体により
抑圧されることから、細胞膜 SM 量の増加ある
いは／およびセラミド量の減少が寿命の延長
や産卵数増大（雄性不妊の改善）に促進的に
働く可能性が示唆された。血小板減少の分子
機序にも SM 量減少やセラミド量増加が関連
している可能性が高く、現在、検討中である。 
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図２．線虫のスフィンゴ脂質代謝系 

図３．sms-1 欠失変異体における体積の減少 

図４．sms-1 欠失変異体は雄性不妊 
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