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研究成果の概要（和文）：小腸上皮細胞は代表的な極性細胞である。その細胞膜を構成するスフィンゴ糖脂質は
セラミド骨格のスフィンゴシン塩基のC4位に水酸基が付加したフィトセラミド構造で構成されている。本研究で
は、フィトセラミド欠損マウスであるDihydroceramide:sphinganine C4-hydroxylase（Des2）ノックアウトマウ
ス (Des2-KO)の表現型を左右するmodifier遺伝子の同定を試みた。マウスゲノムをトリオでエクソーム解析し、
常染色体劣性遺伝形式の候補遺伝子を絞り込んだ。今後はmodifier遺伝子を特定し、系統化した重症型Des2-KO
を用いて詳細な病態解析に取り組む。

研究成果の概要（英文）：Small intestinal epithelial cells are representative of polar cells. 
Glycosphingolipids (GSLs) constituting their cell membrane are composed by a unique ceramide 
structure called phytoceramide, which have a hydroxyl group at C4 position of sphingosine base. To 
elucidate the physiological role of phytoceramide structure in cell polarity, we have made 
dihydroceramide: sphinganine C4 - hydroxylase (DES2) knockout (Des 2-KO) mice which lost the 
phytoceramide structure of GSLs. In this study, we tried to identify the modifier gene that affects 
the phenotypic severity of Des2-KO mice. The mouse exome analysis was carried out and several 
candidate genes which present autosomal recessive inheritance were found. Future identification of 
the modifier gene will reveal the physiological function of phytoceramide structure in cell 
polarity.

研究分野：脂質生化学
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１．研究開始当初の背景 
生物は、生命現象の様々な局面で、細胞極
性を利用している。小腸上皮細胞は、代表的
な極性細胞で、豊富な微絨毛を持つ頂端膜と
側底膜という異なる膜ドメインから構成さ
れている。これらの細胞極性の分子機構を理
解するためには、それぞれの膜ドメインを構
成する膜タンパク質、膜脂質の非対称性とそ
の機能を明らかにする必要がある。 
スフィンゴ糖脂質  (GSL) は、生体膜の

outer leaflet に存在する膜脂質の一つである。
最近、上皮細胞の極性形成において、GSLが
重 要 で あ る と す る 報 告 が な さ れ た 
(Jennemann R, et al. J Biol Chem. 2012, 
Ikenouchi J, et al. J Cell Sci. 2013.)。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、それぞれに組織、細胞、発達段
階別に数千種類に及ぶ構造多様性がある。セ
ラミド骨格は、スフィンゴシン塩基と脂肪酸
から構成されており、哺乳動物の小腸組織に
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 位に水酸基が 1つ付
加した「フィトセラミド」と呼ばれるユニー
クなセラミド構造を持つ GSL が豊富に存在
する  (Suzuki A, et al. J Biochem. 1981)。小腸
は、小腸上皮細胞という吸収上皮細胞から構
成される組織であり、フィトセラミド構造は、
小腸上皮細胞の極性形成に重要であると推
測されているが、いまだ証明はされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、代表的な極性細胞である小腸
上皮細胞に特徴的に存在するフィトセラミ
ド構造に着目し、膜脂質による細胞極性の動
作原理を明らかにすることを目的とする。具
体的には、豊富な微絨毛を持ち、活発な消化
吸収機能を担う頂端膜の形成と維持への、フ
ィトセラミド構造の関与を明らかにする。得
られた成果によって、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、膜脂質による細胞極性の新たな動作原理
を提唱できる。 
 
３．研究の方法 
1）Des2-KO マウスの病態解析 
 
我々が独自に作成した、フィトセラミドの
合 成 に か か わ る 酵 素 Dihydroceramide: 
sphinganine C4- hydroxylase (DES2) のノック
アウトマウス (Des2-KO) の小腸の表現型解
析を行う。 
 

2）均一に致死型の表現型を呈する Des2-KO 
マウス系統の樹立：Des2-KO マウスの表現型
の重症度を決定する modifier 遺伝子の同定 
 

Des2-KOマウスの約 25%には、2週間前後
で死亡する致死性の表現型が認められるが、
その出現はランダムである。Des2-KO マウス

を用いて、フィトセラミド構造の生物機能を
解析するためには、均一な表現型を呈する
Des2-KO マウス系統の樹立が不可欠である。
そこで、F2世代の雄・雌の交配を複数組作り、
致死型の仔が出生した家系を選別して、兄妹
の近親交配を繰り返し行い、致死型 Des2-KO 
マウスの純系を得ることを試みる。 
致死型の表現型は、近交系である C57BL6J 
への戻し交配では失われる。一方、特定のペ
アからは世代を超えて重症型マウスが生ま
れる。これらの事実から、Des2-KOマウスの
表現型を左右するのは、餌や飼育環境ではな
く、未知の modifier 遺伝子であると想定され
る。そこで、マウス家系図から常染色体劣性
遺伝と推定し、軽症型の Des2-KO親マウスの
交配から重症型の Des2-KO が生まれた家系
の父、母、仔マウスのゲノムをトリオでエク
ソーム解析することにより modifier 遺伝子
の同定を試みる。 
 
４．研究成果 
1）Des2-KO マウスの病態解析 
 

Des2-KO マウスはメンデルの法則に従っ
て出生するが、2 週間前後で死亡する致死型
と、寿命が 1年以上の軽症型の大きく異なる
2 つの表現型が存在した。組織病理学的解析
では、致死型では小腸に明らかな形態変化を
認めるのに対し、軽症型ではその変化が非常
に軽微であった。致死型の小腸上皮細胞にお
いては、頂端膜に存在する微絨毛の低形成、
小腸上皮細胞の頂端膜の主要な GSL である
GA1の局在変化、頂端膜に存在すべき輸送体
タンパク質 (SGLT1、PEPT1) の局在変化を認
めた。また、授乳期の小腸上皮細胞において
脂質の吸収異常が推定された。 
これらの結果は、外界とのバリア形成や活
発な消化吸収機能を担っている小腸上皮細
胞において、フィトセラミド構造が必須であ
ることを示唆する。 
 
2）均一に致死型の表現型を呈する Des2-KO 
マウス系統の樹立：Des2-KO マウスの表現型
の重症度を決定する modifier 遺伝子の同定 
 
特定のペアからは世代を超えて重症型マ
ウスが生まれるという観察所見から、
Des2-KO マウスの表現型を左右する modifier
遺伝子の存在を想定し、エクソーム解析によ
りその同定を試みた。複数の候補遺伝子が上
がったが、研究期間内に modifier遺伝子の特
定には至らなかった。 
一方、近親交配により、重症型および軽症
型 Des2-KO マウス家系が系統化に近づいて
いる。今後は、これらのマウスを用いて、重
症型と軽症型の Des2-KO マウス間の遺伝子
発現、タンパク質発現解析、メタボローム解
析を予定している。また、軽症型マウスの小
腸へ各種の負荷をかけ、形態変化、機能変化
を検討することも予定している。 
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