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研究成果の概要（和文）：　スフィンゴ脂質は生体膜構成脂質であるが細胞内・細胞間のシグナル分子としても
働く。本研究では、炎症に重要な細胞質型alpha ホスホリパーゼ A2 活性に対するスフィンゴ脂質の役割、セラ
ミドキナーゼなどの制御機構、これら酵素に対するガラクトース結合型スフィンゴ脂質などの作用を解析した。
１）ミトコンドリア局在を示す脂質カルジオリピンがセラミドキナーゼと直接結合し活性を調節している、２）
ガラクトース結合型脂質ラクトシルセラミドが細胞膜NADPH オキシダーゼを介してホスホリパーゼA2 を活性化
している、３）セラミドキナーゼノックアウトマウスでは薬剤誘導性大腸炎の悪化を亢進させるなどを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：  Sphingolipids are components of cellular membranes and also act as extra- 
and intra-cellular signals.  In the present study, I examined following problems such as roles of 
sphingolipids on alpha-cytosolic phospholipase A2 (cPLA2alpha) that regulates inflammatory 
responses, regulatory mechanisms of ceramide kinase (CerK), and roles of galactose-containing 
sphingolipids on these enzymes.  I showed that 1) caldiolipin that mainly localizes in the 
mitochondria bind with and activates ceramide kinase directly,  2) a galactose-containing lipid, 
lactosylceramide, activated cPLA2alpha via NADPH oxidase-mediated formation of reactive oxygen 
species, 3) progression of experimental colitis was enhanced in CerK-knockout mice.      

研究分野： 生化学的薬理学

キーワード： スフィンゴ脂質　セラミド　大腸炎モデルマウス　カルジオリピン　ミトコンドリア

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
スフィンゴ脂質は生体膜構成成分である

と共に、細胞内・細胞間のシグナル分子とし
て機能している。スフィンゴ脂質代謝はセラ
ミドを中心として、スフィンゴミエリン、セ
ラミド－１－リン酸、スフィンゴシン（とそ
の代謝物スフィンゴシン－１－リン酸）、グ
ルコシルセラミド（さらにガラクトースが付
加したラクトシルセラミドやガングリオシ
ド）が生成される。スフィンゴ脂質代謝異常
は、遺伝性のリソゾーム病が挙げられ、スフ
ィンゴミエリン分解酵素が欠損したニーマ
ン ピ ッ ク 病  A/B 型 や ス ル フ ァ チ ド
(HSO3-GalCer) の蓄積による神経髄鞘不全を
伴う異染性白質変性症などがある。最近の研
究では、アルツハイマー型認知症、生活習慣
病としての糖尿病や動脈硬化症などにもス
フィンゴ脂質代謝の異常が観察されている。
これらのことから、スフィンゴ脂質代謝の制
御機構の解明、病態時の変動の解析、代謝酵
素を修飾できる化合物などの開発は疾患治
療などに関しても大きな手掛かりを与える。 
 本研究では、スフィンゴ脂質、特に標的分
子などが未解明なガラクトース結合型スフ
ィンゴ脂質とスフィンゴミエリン (SM) に
焦点をあて研究する。またこれら脂質の標的
酵素としてセラミドキナーゼ、SM 合成酵素
の二つのセラミド代謝酵素と、炎症反応に重
要なアラキドン酸生成やプロスタノイド生
成の律速酵素の一つである-type 細胞質型
ホスホリパーゼ A2 (cPLA2) の三酵素に対
する各種スフィンゴ脂質の作用、細胞応答な
どを研究する。スフィンゴ脂質やアラキドン
酸代謝は、サイトカインなどによる炎症反応
による細胞死・細胞障害に関与することが示
唆されており、最近の研究では炎症や細胞死
などに細胞内オルガネラの一つであるミト
コンドリアの機能不全が関与していること
が明らかにされつつある。しかしながらミト
コンドリア機能におけるスフィンゴ脂質の
役割はスフィンゴ脂質代謝酵素の存在や機
能も含めて明らかにされていない。また炎症
性疾患である潰瘍性大腸炎の発症や増悪過
程の調節にもスフィンゴ脂質や同脂質代謝
に関連した酵素が関与していることから、個
体レベルでの検討も行うことも重要である
と考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、-type 細胞質型ホスホリパー

ゼ A2 (cPLA2) , セラミドキナーゼ、SM 合
成酵素に焦点をあて、SM、ガラクトース結合
型スフィンゴ脂質や合成スフィンゴ脂質誘
導体などの細胞応答や薬理作用を検討する。
さらにスフィンゴ脂質やアラキドン酸代謝
との関連が示唆されている潰瘍性大腸炎に
対するスフィンゴ脂質の役割を解明するこ
とを目的としている。また、ミトコンドリア
機能に対するスフィンゴ脂質などの役割を

解明することを目的としている。 
 

 
３．研究の方法 
以下の五つの研究計画を設定し記載した

方法で研究を行うこととした。 
３－１.セラミドキナーゼや cPLA2 に対

する各種のスフィンゴ脂質、特にガラクトー
ス結合型のガラクト脂質の作用を生化学的、
細胞薬理学的に検討する。 
３－２．SM 合成酵素の発現、活性制御機

構を解明し、同酵素活性を制御できる分子や
分子機構を明らかにする。 
３－３．スフィンゴ脂質代謝変動と潰瘍性

大腸炎の発症・増悪などに関する知見を得る。 
３－４．ミトコンドリア機能やミトコンド

リア依存性細胞障害に対するスフィンゴ脂
質、特にガラクトース結合脂質や SM の役割
を解明する。 
３－５．有機合成化学者と連携し、セラミ

ドキナーゼ、SM 合成酵素などのスフィンゴ
脂質代謝酵素活性を制御できる低分子化合
物の合成・探索を行う。あわせて-type 細胞
質型ホスホリパーゼ A2 (cPLA2) 活性を調
節できる分子・化合物の探索も進める。 
 
 
４．研究成果 
上記の５つの研究計画ごとに得られた成

果を示す。 
４－１. cPLA2 の活性に対して、ガラク

トシルセラミドは無効であったが、ガラクト
ースを含むラクトースが結合したラクトシ
ルセラミドは酵素活性を上昇させることを
以前に私たちは報告している (Nakamura et 
al., J. Biol. Chem. 2013, 288, 23264-23272: 
Lactosylceramide interacts with and activates 
cytosolic phospholipase A2) 。今回の研究の
中で、ラクトシルセラミドが細胞膜で活性酸
素を産生し、PKC/ERK 経路によるリン酸化
シグナルを介して、同酵素を活性化すること
を見出して国際誌に公表できた (Nakamura 
et al., 2017, J Cell. Biochem. In press) 。また、
サイトカインである TNF (腫瘍細胞壊死因
子、tumor necrosis factor-) がラクトシルセラ
ミド合成を促進し、生成されたこのガラクト
ース含有セラミドが cPLA2 のゴルジ体へ
のアンカリングとリン酸化シグナル生成と
いう２つの作用を協調的に行うことを示し
た。セラミドキナーゼに関しては、スルファ
チド(HSO3-GalCer) が結合することを確認し
たが、酵素活性には影響しなかった。ミトコ
ンドリアに多く存在するグリセロ脂質であ
るカルジオリピンがセラミドキナーゼに直
接結合し活性化することを見出した。ホスフ
ァチジルイノシトール、ホスファチジルコリ
ン等の一般的なグリセロリン脂質は無効で
あった。 
 
４－２.各種の細胞を各種サイトカインや



成長因子などで刺激、長時間の培養処置を行
ったが、SM 合成に大きな変動は観察されな
かった。また、SM 合成酵素と共役する分子
の同定を免疫沈降法で試みたが、まだ未同定
である。SM 合成を変動させた細胞では、SM 
合成酵素阻害薬処置により枯渇レベルまで
SM を減少させた細胞では細胞障害性が高い
こと、SM を外から供給した細胞では細胞形
態その他に大きな差異は観察されないこと、
などを見出した。これらの研究の中で、細胞
をバナジン酸で処置した場合に顕著に SM 
合成が減少した。現在そのメカニズムを解析
中である。 
 
４－３．スフィンゴ脂質変動が潰瘍性大腸

炎の発症、進行にどのような影響を与えるか
をデキストラン硫酸誘導性の大腸炎モデル
マウスで検討した。スフィンゴ脂質変動とし
てセラミドキナーゼノックアウトマウスを
使用した。正常マウスに比較して、セラミド
キナーゼノックアウトマウスでは大腸炎の
進行速度が速く死亡率も上昇している傾向
が観察された。ただしこのモデルでは個体差
が大きく、また雌雄で発症の進行度に差があ
り、さらなる今後の検討が必要である。現在、
大腸炎誘導後の経過日数に応じた血中サイ
トカインの量を測定している。大腸炎モデル
マウスから上行結腸、下降結腸、直腸などの
組織を単離し運動性を測定したところ、モデ
ルマウスでは顕著な運動性の低下が見られ
た。この低下は正常群、セラミドキナーゼノ
ックアウト群で有意な差は観察されなかっ
た。また正常マウスにグルコシルセラミド合
成酵素の阻害薬ミグルスタットを投与して
摂食量、飲水量、消化管形態、運動性などを
観察したが大きな変化は見られなかった。 
 
４－４．ミトコンドリアに局在する特徴的

なグレセロリン脂質であるカルジオリピン
がセラミドキナーゼと直接的に結合し、濃度
に応じて活性化、抑制化の二つの作用を示す
ことを明らかにできた (Matsuzaki et al., 2016. 
Biol. Pharm. Bull) 。大腸菌を用いてリコンビ
ナントのセラミドキナーゼを作製する方法
で、変異体セラミドキナーゼを作製した。カ
ルジオリピンの結合部位を検討したところ、
PH (pleckstrin homology) ドメインではなく、
非 PH ドメインに結合することを明らかにし
た。ミトコンドリアのカルジオリピン含有量
を減らす目的で細胞にミトコンドリア型ホ
スホリパーゼ D6 を過剰発現させたところ、
セラミド－１－リン酸と SM の生成が減少
することを見出した。この結果は、細胞膜や
エンドソームなどの細胞内オルガネラ以外
にも、ミトコンドリアにおいてもスフィンゴ
脂質代謝が変化することを示している。細胞
外からカルジオリピンを添加したところセ
ラミド－１－リン酸の産生が減少し、条件に
よっては細胞死が観察された。 
 

４－５．連携の有機合成研究者（西田教授）
は、緑色、赤色の蛍光基をもつセラミド誘導
体を作製した。本化合物を細胞に取り込ませ、
細胞内代謝を測定したところ、グルコシルセ
ラミドに代謝されることが見出された。しか
し蛍光団同士の相互作用があり、赤色発光が
妨害されていることも判明した。現在、発色
団の存在する部位間の距離の最適化を図っ
ている。新規合成されたスフィンゴ脂質誘導
体のセラミドキナーゼ活性に対する作用を
検討したが、顕著な阻害・活性化作用を示す
化合物は得られなかった。また、cPLA2 活
性に対しても検討したが、従来得られている
化合物以上に活性が強いものは見出されな
かった。西田教授との共同研究で代謝抵抗性
でかつ細胞障害性の少ない蛍光セラミド誘
導体が特異的なゴルジ体マーカーとして機
能することを見出し (Makiyama et al., 2015, 
Traffic 16, 476-492) 、国内と米国で特許申請
を行っていた。昨年度の米国特許取得に続き
国内でも特許が認められた。細胞治療などで
用いるために作製された細胞の機能評価に
有効であると考えている。 
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