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研究成果の概要（和文）：植物は動物や菌類とは異なる独自のスフィンゴ脂質構造を有しており、それらは植物
固有の機能を担っていることが推測される。本研究では、多様な植物スフィンゴ脂質分子種を網羅する理論ライ
ブラリーを構築し、その全分子種を標的とした一斉定量分析システムを開発した。本技術を用いることで、植物
細胞膜上のマイクロドメインの形成と特定のタンパク質の局在化において、植物特有のスフィンゴ脂質分子構造
が重要な役割を果たすことを明らかにした。さらに分析技術のハイスループット性と網羅性を生かし、機能未知
糖転移酵素変異体の中から、植物型スフィンゴ脂質糖鎖の多様性の根幹を形成する新規糖転移酵素を同定するこ
とに成功した。

研究成果の概要（英文）：Plants have typical sphingolipid structures distinct from other eukaryotes. 
To dissect plant-specific structures of sphingolipids, we established a comprehensively targeted 
sphingolipidomics technology based on theoretical library covering whole molecular species present 
in plants. The technical development provided new insights into molecular functions of 
plant-specific sphingolipid structures in the formation of functional lipid-protein clusters as 
plasma membrane microdomains. Moreover, we succeeded to identify a novel glycosyl transferase gene 
family responsible for biosynthesis of the diverse sugar chains of plant sphingolipids. These 
results will further accelerate understanding of molecular functions of plant sphingolipids as well 
as applied biotechnological development through metabolic engineering of sphingolipids.

研究分野：植物生理生化学
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１．研究開始当初の背景 

 研究代表者らの先行研究により、ストレス
誘導性細胞死抑制因子 Bax inhibitor-1 

(BI-1) の作用機構において、スフィンゴ脂質
代謝酵素が重要な役割を担っていることが
示唆された。スフィンゴ脂質は真核生物に普
遍的な生体膜脂質であり、細胞膜上にマイク
ロドメインと呼ばれる特異分子集合領域を
形成することにより、生体膜を介した様々な
情報伝達のプラットフォームとして機能す
ると考えられている。その構造の形成と維持
にはスフィンゴ脂質特有の分子構造が重要
な役割を果たすと推測されるが、動物や菌類
とは異なる植物に特有なスフィンゴ脂質分
子構造の代謝機構や分子機能はほとんどわ
かっていなかった。 

 

２．研究の目的 

植物のスフィンゴ脂質は、動物や菌類とは
大きく異なる特徴を有する。特にセラミド不
飽和化と多様な糖鎖構造は植物に特有であ
り、これらの合成酵素の同定およびその機能
解明は、植物におけるスフィンゴ脂質と細胞
膜ドメイン機能の解明に不可欠である。本研
究では、植物固有の多彩な構造をもつスフィ
ンゴ脂質を定性的・定量的に解析する手法と
して、全スフィンゴ脂質分子を網羅するスフ
ィンゴリピドミクスの手法を確立すること
を目指した。さらにその技術を活用し、細胞
膜マイクロドメイン構造の形成におけるス
フィンゴ脂質の重要性を検証し、その生理学
的意義の解明を目指した。また、新規分析手
法を活用することにより、未知であったスフ
ィンゴ脂質糖鎖合成酵素の探索を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) スフィンゴ脂質分析手法の確立 

植物組織に含まれる多彩な化学的性質を
もつスフィンゴ脂質クラス群の全てを高収
率かつ迅速に抽出、精製する操作スキームを
開発し、最適化した。さらに多様な分子種を
選択的かつ正確に定性・定量する手法として、
液体クロマトグラフ－タンデム質量分析計 

(LC-MS/MS) を用いた網羅的スフィンゴ脂
質分析法 (スフィンゴリピドミクス) の手法
を構築した。 

 

(2) スフィンゴ脂質と細胞膜マイクロドメイ
ン機能の関係 

 新規スフィンゴ脂質分析手法を用い、細胞
死抑制因子 BI-1 がスフィンゴ脂質代謝酵素
との相互作用を介して細胞膜マイクロドメ
インに及ぼす影響を脂質分子レベルで解析
し、さらにプロテオミクス解析により BI-1

のストレス耐性機構に関与する膜機能につ
いて調査した。 

 

(3) BI-1と相互作用するスフィンゴ脂質不飽
和化酵素の機能解析 

 BI-1 と相互作用する因子として単離した

セラミド長鎖塩基 Δ4不飽和化酵素DESにつ
いて、BI-1との相互作用試験および酵母発現
系を用いた酵素活性試験を行った。 

 

(4) 新規スフィンゴ脂質代謝酵素の探索 

 未だ全容が明らかとなっていない植物固
有のスフィンゴ脂質糖鎖合成に関わる酵素
の同定を目的として、機能未知糖転移酵素変
異体のスフィンゴリピドミクス解析により
糖鎖異常変異体の探索を行った。 

 

４．研究成果 

(1) スフィンゴリピドミクス技術の確立 

本研究において、数百 mg 程度の微量植物
組織から全スフィンゴ脂質を高収率かつ迅
速に抽出する手法を確立することができた。
さらに総脂質画分から、スフィンゴ脂質の親
水部クラスの化学的性質に基づき、市販の固
相抽出カラムを用いた簡便かつ再現性の高
い精製スキームを確立した。これにより、こ
れまで数日を要した植物スフィンゴ脂質の
抽出および精製操作が、わずか数時間内に完
了するに至った。また植物スフィンゴ脂質の
MS/MS 挙動を明らかにし、フルスキャン、
プリカーサーイオンスキャン、ニュートラル
ロススキャン等の MS/MS 解析手法を併用す
ることで、脂質構造を迅速に決定する手法を
確立した。さらにシロイヌナズナ、タバコ、
イネ等の様々な植物においてスフィンゴ脂
質構造を解析し、全脂質構造を網羅する理論
ライブラリーを構築、総脂質画分を用いた網
羅的なスフィンゴリピドミクス解析系を確
立した。本成果は Plant J.誌の Technical 

Advance Article として報告した (Ishikawa 

et al., 2016)。 

 

(2) BI-1がイネのスフィンゴ脂質代謝と細胞
膜マイクロドメイン機能に及ぼす影響 

 上述のスフィンゴ脂質分析技術を用い、イ
ネ Bax inhibitor-1 過剰発現系統において 2-

ヒドロキシ脂肪酸を含むスフィンゴ脂質が
増加し、それが細胞膜マイクロドメインに濃
縮されていることを明らかにした。さらに生
化学的に調製したマイクロドメイン画分の
定量的プロテオミクス解析により、BI-1過剰
発現により量的に変動する複数のタンパク
質を同定した。そのうち Flotillin (FLOT) お
よび Hypersensitive-induced response 3 

(HIR3) がBI-1過剰発現イネの細胞膜マイク
ロドメインで顕著に減少していることを免
疫学的に立証し、さらにこれらの遺伝子破壊
および発現抑制系統において酸化ストレス
誘導性細胞死が大きく抑制されることを見
出した。以上のことから、植物の酸化ストレ
ス誘導性細胞死において、細胞膜マイクロド
メインが動的な細胞死を誘導するうえで重
要な役割を担っていること、BI-1はスフィン
ゴ脂質代謝系との相互作用を介してマイク
ロドメイン上の細胞死誘導系を抑制的に制
御していることが明らかとなった。本成果は



植物の細胞膜マイクロドメインが担う具体
的な細胞機能の実体をはじめて明らかにす
るものであり、Plant Physiol.誌に報告した 

(Ishikawa et al., 2015)。さらに BI-1と直接
相互作用するFAH (スフィンゴ脂質脂肪酸 2-

ヒドロキシラーゼ) が、イネの細胞膜マイク
ロドメイン形成と病原応答に重要な役割を
担うことを見出し、植物の環境応答において
細胞膜マイクロドメインが動的に寄与する
ことを明らかにした (Nagano et al., 2016)。 
 

(3) BI-1 と相互作用する新規因子 DES の機
能解析 

 BI-1 過剰発現イネのスフィンゴリピドミ
クス解析により、シロイヌナズナではみられ
ないイネ特有の脂質構造である長鎖塩基 Δ4

不飽和化が BI-1 により亢進されることを見
出し、その責任酵素としてDESを単離した。
酵母 two-hybrid 解析および BiFC 解析によ
り、DESが電子伝達因子シトクロム b5 (Cb5) 

を仲介として BI-1 とタンパク質間相互作用
することを示した。さらにピキア酵母発現系
を用いた酵素活性試験により、DESの活性発
現には Cb5 が必要であることが明らかとな
った。以上のことから、DES は Cb5 を介し
て BI-1 による酵素活性調節を受けているも
のと推測された。現在ゲノム編集技術により
イネ DES 変異系統の作出を進めており、そ
の生理学的機能をさらに解析する予定であ
る。 

 

(4) 新規スフィンゴ脂質糖鎖合成酵素の同定 

 スフィンゴリピドミクス技術の確立によ
り、様々な植物種および組織におけるスフィ
ンゴ脂質糖鎖構造の分析が可能となり、糖鎖
の基部から 2残基がリン酸イノシトールとグ
ルクロン酸であることが植物に共通であり、
3 番目の糖残基においてヘキソースやヘキソ
サミン、N-アセチルヘキソサミンといった多
様性をもつことが明らかとなった。すなわち
第 3糖残基は植物におけるスフィンゴ脂質糖
鎖多様性の根幹であるといえるが、この糖残
基の転移を触媒する酵素は不明であった。そ
こで機能未知糖転移酵素の中で、シロイヌナ
ズナの遺伝子欠損変異体がスフィンゴ脂質
合成異常変異体と類似の生育異常表現型を
示すものを選抜し、スフィンゴリピドミクス
解析により糖鎖構造異常を示す系統を探索
した。その結果、シロイヌナズナで主要なヘ
キソースを転移する酵素遺伝子を同定する
ことに成功し、さらに相同性を有する糖転移
酵素ファミリーの中からヘキソサミンおよ
び N-アセチルヘキソサミンの転移を触媒す
る酵素遺伝子も相次いで同定した (Fang et 

al., 2016; Ishikawa et al., in preparation)。
この発見により、セラミド構造に続いて植物
特有の糖鎖構造の機能解明が今後加速する
と共に、その遺伝的改変による分子育種的応
用に向けた研究が進展することが期待され
る。 
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