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研究成果の概要（和文）：本研究において我々はセラミドの分析系を確立し，様々な組織におけるセラミド組成
を明らかにした。セラミド分解過程で働くアルデヒドデヒドロゲナーゼALDH3A2の変異はシェーグレン・ラルソ
ン症候群（SLS）を引き起こす。我々はSLSモデルマウスとモデルケラチノサイトを作成し，SLSの病態発症の分
子機構を解明した。フィトセラミドは分解過程において脂肪酸アルファ酸化をうける。これまでその分子機構は
ほとんど不明であったが，本課題において解明した。スフィンガジエン型セラミドの産生の分子機構は不明であ
ったが，本課題において我々はその産生に働く不飽和化酵素を同定し，酵素学的な性質を解明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have established an analytical system for ceramides and 
clarified ceramide composition in various tissues. Mutations in ALDH3A2, an aldehyde dehydrogenase 
that acts in the ceramide degradation pathway, cause Sjogren-Larsson syndrome (SLS). We generated 
SLS model mice and keratinocytes and elucidated the molecular mechanisms underlying the 
pathogenesis. Phytoceramides undergo fatty acid alpha-oxidation in theirs degradation pathway. 
Although the molecular mechanism of the fatty acid alpha-oxidation had been unknown, we have 
revealed it in this project. To date, the mechanism of sphingadiene-containing ceramide production 
had been unknown. However, we have identified the desaturase responsible for the production and 
clarified its enzymatic properties.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
セラミドはスフィンゴ脂質の疎水性骨格をなす。スフィンゴ脂質は多機能脂質であり，セラミドの多様性はスフ
ィンゴ脂質の多機能性を生み出している。本研究では世界最高水準のセラミド測定技術を確立し，これまで不明
であった哺乳類の様々な組織中でのセラミドの多様性を明らかにした。また，それらの多様性を生み出す分子機
構や病態との関連についても多くの知見を得た。本研究で確立したセラミド測定技術と知見は神経疾患や皮膚疾
患をはじめとした疾患の診断と今後の治療薬開発の基盤となることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
スフィンゴ脂質はすべての真核生物に存在する生体膜脂質の１つであり，他の脂質では代替で
きない多様な機能（皮膚バリア形成，神経機能，免疫機能，血管形成，精子形成など）を有する。
これらの多様な機能を発揮するためには，それぞれの機能に特化したスフィンゴ脂質が必要で
あり，そのため多様なスフィンゴ脂質が生体内に存在する。スフィンゴ脂質は極性基（ホスホコ
リンや糖鎖）と疎水骨格セラミドから構成され，極性基の違いだけでも哺乳類で数百種類存在す
る。セラミドは長鎖塩基と脂肪酸から構成され，哺乳類における長鎖塩基は少なくとも 5種類，
すなわち飽和型のジヒドロスフィンゴシン，1価不飽和型のスフィンゴシン，水酸化型のフィト
スフィンゴシン，1価不飽和／水酸化型の 6-ヒドロキシスフィンゴシン，2価不飽和型のスフィ
ンガジエン，脂肪酸は 3種類，すなわち非水酸化脂肪酸，α-水酸化脂肪酸，ω位リノール酸エス
テル化脂肪酸が存在している。つまり，これら長鎖塩基と脂肪酸の組み合わせの少なくとも 15
種類のクラスのセラミドが哺乳類に存在する。また，それぞれのセラミドクラスには脂肪酸鎖長
の異なった分子種も存在するため，哺乳類には数百種類以上のセラミド分子種が存在すると考
えられる。しかし，本研究の開始当初，すべてのセラミド分子種を分離し，定量する測定系は存
在していなかった。 
 我々はこれまで多様なセラミドクラスのうち，皮膚バリア形成に必須な役割を果たすアシル
セラミド（ω位リノール酸エステル化脂肪酸をもつセラミド）の生合成経路の解明と合成遺伝子
の同定を行ってきた。また，セラミドに特徴的な極長鎖脂肪酸含有セラミドの産生と機能につい
ても解明してきた。一方で，6-ヒドロキシスフィンゴシンやスフィンガジエン含有セラミドの生
合成経路／生合成酵素遺伝子は不明なままであった。また，フィトスフィンゴシン含有セラミド
（フィトセラミド）の産生酵素遺伝子（DEGS2）はすでに同定されているが，ノックアウト（KO）
マウスの解析はなされておらず，フィトセラミドの生理機能は不明であった。 
 生体分子は一般に合成と分解のバランスは保たれており，合成または分解の異常は多くの場
合疾患に結びつく。スフィンゴ脂質に関しても，生合成あるいは分解遺伝子の変異に起因する先
生性疾患が数多く知られているが，その中でもスフィンゴリピドーシスと呼ばれるスフィンゴ
糖脂質からセラミドへの分解に至る経路の異常による疾患は昔から数多く（ニーマンピック病
やファブリー病など約 10の疾患）知られている。我々はこれまでスフィンゴシンやフィトスフ
ィンゴシンなどの長鎖塩基の分解経路の解明と代謝遺伝子の同定を行ってきた。これらの代謝
遺伝子には先天性疾患（皮膚神経疾患シェーグレン・ラルソン症候群；SLS）の原因遺伝子
（ALDH3A2）が含まれており，セラミドの分解系の異常と病態の関連が初めて明らかとなった。
一方で，どのような機構でセラミド分解異常が SLS を引き起こすのかについての分子機構は不
明であり，今後の課題として残っていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では，生体内に存在する多様なセラミド分子種を分離・定量する分析系を確立し，哺乳類
におけるセラミドの多様性の全体像を解明する。また，それぞれのセラミドクラス／分子種ある
いはセラミド代謝物の産生・分解・動態の分子機構を解明する。さらに，各セラミドの合成・分
解に関わる遺伝子の欠損マウスあるいは欠損細胞を用いて，各セラミドの生理機能，病態の関わ
り，病態発症の分子機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）セラミド分析系 
セラミドの定量は液体クロマトグラフィー（LC）連結タンデム質量分析（MS/MS）法（LC-MS/MS）
によって行った。液体クロマトグラフィー連結型三連四重極質量分析計は Xevo TQ-S（Waters社
製，米国）を用いた。LCには逆相カラム（AQUITY UPLC CSH C18カラム）を用い，イオン化
はエレクトロスプレーイオン化法により行った。MS/MS では多重反応モニタリングモードで行
った。各セラミド量は内部標準として加えた重水素セラミドとのピーク面積の比から算出した。
データの解析にはMassLynx software（Waters）を使用した。 
 
（２）遺伝子欠損 
遺伝子 KO マウスおよび KO 細胞は CRISPR／Cas9 システムによるゲノム編集技術を用いて作
成した。 
 
４．研究成果 
（１）セラミド分析系の確立と各種臓器におけるセラミドの多様性 
 多様なセラミドを分離・定量できる質量分析法（LC-MS/MS）を確立した。この解析系を用い
て，様々なマウス組織におけるセラミドクラスを測定し，組織毎に特異的なセラミドが存在する
ことを見出した。例えば，フィトセラミドは小腸，胃，大腸，表皮，腎臓に多く，スフィンガジ
エン含有セラミドは全身に存在するものの，腎臓，脳，肺に多く存在した。また，分岐鎖脂肪酸
を含有したセラミドは，マイボーム腺，表皮，肝臓に比較的多く存在していた。さらに，これま



で表皮特異的に存在すると考えられていた超長鎖セラミドやアシルセラミドが，口腔，食道，前
胃にも存在していた。 
 
（２）セラミド分解経路異常と SLS 
SLSは皮膚神経疾患であり，皮膚では魚鱗癬，神経系では精神遅滞と痙性対麻痺を示す。SLSの
原因遺伝子は脂肪族アルデヒドデヒドロゲナーゼ ALDH3A2であり，SLSの病態発症のメカニズ
ムとして，蓄積した脂肪族アルデヒドが脳および皮膚で重要な役割を果たす酵素を攻撃して機
能低下を引き起こすということが考えられている。しかし，具体的にどの酵素が障害され，その
結果としてどの生体分子の量に異常が生じているかといった病態の分子機構は不明であった。
これらを解明するために我々は Aldh3a2 KOマウスの解析を行った。ALDH3A2は脳において神
経細胞とオリゴデンドロサイトに発現していた。様々な行動解析を行った結果，Aldh3a2 KO マ
ウスは光に対する不安様行動の増加，うつ様行動の低下，運動機能の低下を示した。一方，Aldh3a2 
KOマウスの皮膚では魚鱗癬様の表現型や皮膚バリア異常は観察されなかった。脂肪族アルデヒ
ドデヒドロゲナーゼの活性測定を行った結果，脳では Aldh3a2欠損によって活性が 3割に低下し
ていたものの，表皮では活性が低下していなかった。この原因はマウスでは ALDH3A2と重複し
た機能をもつ ALDH3B2がマウスで発現していたためであった。ヒトでは ALDH3B2は偽遺伝子
である。したがって，Aldh3a2 KOマウスは皮膚においては SLSのモデルマウスとなりえないこ
とが明らかとなった。そこで，真の SLSモデルマウスを作成するため，Aldh3a2 Aldh3b2二重 KO
（DKO）マウスを作成した。このマウスは，経皮水分蒸散量の亢進，色素の浸透の亢進，過角化
など SLSの皮膚症状に類似した魚鱗癬様の表現型を示した。Aldh3a2 Aldh3b2 DKOマウスの表皮
では，脂肪族アルデヒドデヒドロゲナーゼ活性の大幅な低下と皮膚バリア機能に重要なアシル
セラミド量の減少，非アシル化セラミドおよび結合型セラミド量の増加が観察された。また，
DKO マウス由来ケラチノサイトにおいてセラミド分解経路異常（長鎖塩基代謝）を調べたとこ
ろ，長鎖塩基からグリセロリン脂質への代謝が損なわれていた。さらに，これらの結果をヒトの
細胞でも確認するために，ALDH3A2 が欠損したヒト不死化ケラチノサイト作成し，角質細胞に
分化後，セラミド量を測定した。その結果，Aldh3a2 Aldh3b2 DKO マウスの結果と一致して，
ALDH3A2 KO ケラチノサイトでもアシルセラミド量が低下していることが明らかとなった。こ
のことはアシルセラミド産生経路中の最終ステップであるトランスアシレーション反応が SLS
中で障害されていることを示唆していた。また，本研究結果によって SLS の皮膚病態の発症が
アシルセラミド量の低下によって引き起こされることが明らかとなった。 
 
（３）脂肪酸 酸化の分子機構の解明 
 我々は以前，フィトセラミドの代謝過程で生じる 2-水酸化（2-OH）脂肪酸が脂肪酸 酸化と
呼ばれる反応によって 1炭素を失い，奇数鎖酸に変換されることを見出した。この脂肪酸 酸化
の分子機構はほとんど不明であったため，本課題で解明を行った。本研究で，我々は酵母におい
て以前同定していた脂肪酸 酸化に関わる酵素Mpo1の酵素学的性質を調べた。その結果，Mpo1
は鉄イオンを補酵素とする新規ジオキシゲナーゼであることが明らかとなった。また，Mpo1の
基質はフィトスフィンゴシン由来の長鎖 2-OH脂肪酸だけでなく，極長鎖の 2-OH脂肪酸も含ま
れることが明らかとなった。さらに，Mpo1 の触媒残基に関して知見を得るために，Mpo1 ファ
ミリーで高度に保存されている残基の変異体を作成して酵素活性を測定した。その結果，His19，
His28，His115残基の変異体で大幅な活性低下が観察され，これらの３つのヒスチジン残基が鉄
イオンとの結合に関与していることが示された。また，Mpo1の生理機能として，炭素飢餓時の
生育に重要であることが明らかになった。 
 哺乳類には Mpo1 のホモログは存在せず，別の酵素ファミリーに属する 2-OH アシル CoA リ
アーゼ HACL2 が哺乳類における脂肪酸 酸化に関与することを我々は以前に明らかにしてい
た。本研究において，我々は哺乳類 HACL2 の生理機能を明らかにするために，Hacl2 KO マウ
スを作成した。このマウスは正常に生まれ，成獣にまで成長した。Hacl2 KOマウス中でのセラ
ミドおよびセラミド代謝物の量を調べた結果，脳において 2-OH脂肪酸の増加と奇数鎖脂肪酸を
含有するセラミドとガラクトシルセラミドの減少が明らかとなった。また，2-OH脂肪酸量は小
腸や顎下腺などの一部の組織で増加していた。一方，組織学的解析あるいは血液を用いた生化学
的検査で Hacl2 KOマウスに異常は観察されなかった。 
 2-OH 脂肪酸だけでなく，分岐鎖脂肪酸（フィタン酸など）も脂肪酸 酸化を受けることが知
られている。また，哺乳類には HACL2と相同性の高い別の 2-OHアシル CoAリアーゼ HACL1
が存在している。これら HACL1 と HACL2 の 2-OH 脂肪酸と分岐脂肪酸に対する脂肪酸 酸化
の寄与を調べるために，Hacl1 KO，Hacl2 KO，Hacl1 Hacl2 DKO細胞を用いて解析を行った。そ
の結果，2-OH 脂肪酸の脂肪酸 酸化には HACL2 が高い寄与を示す一方，分岐脂肪酸の脂肪酸 

酸化には HACL1が主に関わっていた。これらのことから，２つの 2-OHアシル CoAリアーゼ
の基質特異性の違いが明らかとなった。 
 
（４）フィトセラミドの組織分布と生理機能 
上述の通り，フィトセラミドは小腸，胃，大腸，表皮，腎臓に多く存在していた。フィトセラミ
ドの生理機能を解明するため，フィトセラミド産生遺伝子 Degs2 の KO マウスを解析したとこ
ろ，明らかな表現型は観察されなかった。これまでにフィトセラミドと乾癬との関連が示唆され



ていたことから，イミキミド誘発性乾癬モデルを用いて解析したが，乾癬で増加する IL-17など
のサイトカインの産生量に野生型マウスと Degs2 KO マウスの間に差は見られなかった。また，
Degs2 KO マウスにおいてフィトセラミド以外にも減少するピークが LC-MS/MS での解析中に
認められたが，このピークはグルコシルフィトセラミドのインソース分解であることが判明し
た。 
 
（５）スフィンガジエン型セラミドの代謝と生理機能 
 長鎖塩基としてスフィンガジエンを有するセラミド（スフィンガジエン型セラミド）を産生す
る酵素はこれまで不明であった。そこで，この酵素を同定するため，細胞に脂肪酸不飽和化酵素
ファミリーFADS1から FADS8をそれぞれ過剰発現し，産生されるスフィンガジエン型セラミド
を測定した。その結果，FADS3のみがスフィンガジエン含有セラミド量を増加させた。また，重
水素標識スフィンゴシンのスフィンガジエン含有セラミドへの変換のタイムコースを測定し，
FADS3 がセラミドを基質としてスフィンガジエンに特徴的なシス二重結合を導入することが明
らかとなった。この結果は，FADS3 がセラミド C14 不飽和化酵素であることを示していた。
FADS3はセラミドだけでなく，ジヒドロセラミド，フィトセラミドに対しても活性を示したが，
セラミドに対する活性が最も高かった。さらに，スフィンガジエン型セラミドはセラミドよりも
スフィンゴミエリンやヘキソシルセラミドへ代謝されづらいことが明らかとなった。 
 次に，長鎖塩基としてのスフィンゴジエンの代謝について調べたところ，スフィンゴジエンは
哺乳類で最も多く存在するスフィンゴシンと同程度の効率でセラミド，長鎖塩基 1-リン酸に代
謝されることが明らかとなった。また，長鎖塩基 1-リン酸の分解に関しては，スフィンガジエン
1-リン酸はスフィンゴシン 1-リン酸（S1P）と同程度の効率で脱リン酸化されるものの，リアー
ゼによる開裂は受けづらいことが明らかとなった。このことは，スフィンガジエンがグリセロリ
ン脂質へ代謝されづらいことを示していた。 
 S1Pは生理活性脂質として，受容体を介して細胞増殖，細胞運動制御などを引き起こす。スフ
ィンガジエン 1-リン酸のリガンド活性を測定したところ，S1Pと同程度の活性を示した。 
 スフィンガジエン型セラミドの生理機能を調べるために，Fads3 KOマウスを作成した。Fads3 
KOマウス中では調べたすべての組織でスフィンガジエン型セラミドがほぼ消失していた。この
結果は FADS3が哺乳類における唯一のセラミド C14不飽和化酵素であることを示している。ま
た，Fads3の欠損が与える影響を組織学的，行動学的な観点から調べたが，現段階で明らかな影
響は見られていない。一方，Fads3 KOマウスに対して腎機能に負荷をかけた場合，腎臓機能障
害を示す予備的な結果を得ているので，今後さらに検証を進めていく。 
 
（６）S1Pを細胞に取り込むトランスポーターの同定 
 セラミドの前駆体である長鎖塩基は細胞内で新規合成されるか，細胞外から取り込まれる。
我々は細胞外からのセラミド，長鎖塩基（スフィンゴシン），長鎖塩基 1-リン酸（S1P）の取り込
みを調べた結果，セラミドはほとんど取り込まれないものの，スフィンゴシンは効率よく取り込
まれて主にセラミドに代謝されることが明らかとなった。また，S1Pのほとんどは細胞表面のホ
スファターゼ（PLPP1–3）によって脱リン酸化後，細胞内に取り込まれてセラミドに代謝された。
一方，一部の S1P は脱リン酸化を受けずにそのまま細胞内に取り込まれることも明らかとなっ
た。これまで，S1Pを排出するトランスポーターとして SPNS2またはMFSD2Bが知られていた
が，細胞内に取り込むトランスポーターは不明であった。我々は SPNS2あるいはMFSD2Bがチ
ャネル型トランスポーターとして細胞膜を介した両方向の S1P 輸送に関与している可能性を調
べた。その結果，SPNS2あるいはMFSD2Bを過剰発現した細胞では S1Pの取り込みが増加した。
また，SPNS2とMFSD2Bがそれぞれ高発現している血管内皮細胞と赤血球様細胞は高い S1P取
り込み活性を示した。さらに，S1Pの高い取り込み活性を示す PLPP欠損HAP1細胞中でMFSD2B
を欠損させると S1P取り込み活性が低下した。これらのことから，これまで知られていた SPNS2
とMFSD2Bの S1P排出トランスポーターとしての役割に加えて，取り込みトランスポーターと
しての機能をもつこと，つまりこれらがチャネル型トランスポーターであることが明らかとな
った。 
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