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研究成果の概要： 
生体膜脂質二重層の外層に主に存在するスフィンゴ脂質は、細胞内外のシグナル伝達に重要な役

割をはたしている事が知られている。本研究ではスフィンゴ脂質シグナリングの解明に向けて、

(1)スフィンゴミエリン合成酵素の翻訳後修飾による局在制御機構の解析, (2)出芽酵母のスフ

ィンゴ脂質代謝異常高感受性変異株の探索とその表現型の解析を行った。(1) 最近、遺伝子クロ

ーニングが行われたスフィンゴミエリン合成酵素には、ゴルジ体に局在する合成酵素１と大部分

が形質膜に局在する合成酵素２の２種類が存在することが既に知られている。本研究では翻訳後

修飾に注目し、合成酵素２のみが特異的にC末端部においてパルミトイル化と呼ばれる脂質修飾

を受けていることを発見した。パルミトイル化が欠損した合成酵素2は、形質膜に局在すること

ができずゴルジ体に局在することから、パルミトイル化はスフィンゴミエリン合成酵素の形質膜

局在に関与することが示唆された。(2) 出芽酵母遺伝子ノックアウトライブラリー約4800株全て

を対象として大規模スクリーニングを行い、スフィンゴ脂質合成酵素阻害剤による生育阻害に対

して高感受性を示す遺伝子欠損株を合計18株単離した。これらの株の表現型解析を詳細に行った

結果、細胞内シグナル伝達及び小胞輸送に関わるホスホイノチシドリン酸の量的変動が水酸化脂

肪酸を持った複合スフィンゴ脂質の欠損と相互作用することで、酵母が致死となることを明らか

にした。このことより特定の構造を持つ複数のリン脂質の代謝異常が相互作用することで、生命

の維持に重大な影響を及ぼすことが明らかとなった。また、液胞のH+-ATPaseの欠損により、セ

ラミドが誘導する生育阻害に対して高感受性となることを明らかにした。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
生体膜脂質二重層の外層に主に存在するス
フィンゴミエリンやスフィンゴ糖脂質は、細
胞内外のシグナル伝達に重要な役割を果た
していることが知られている。近年、スフィ
ンゴ脂質は二つの観点から注目を集めてい
る。一つ目は、スフィンゴ脂質は形質膜上の
ラフトと呼ばれるマイクロドメインの構成
分子として機能し、細胞内外のシグナル伝達
の中継地点の役割を果たしているというこ
と、二つ目は、スフィンゴ脂質の基本骨格を
成すセラミドやその代謝産物であるスフィ
ンゴシン、スフィンゴシン 1-リン酸 (S1P)
が、細胞分化、増殖、アポトーシス及び細胞
運動を制御する脂質メディエーターとして
機能する点である。近年、これらスフィンゴ
脂質代謝産物の生成に関わる酵素の多くが
クローニングされ、分子レベルでの解析が可
能となってきている。しかしながら、これら
のスフィンゴ脂質シグナリング分子が細胞
のどこで、どのようなターゲットに作用する
のか、すなわち「スフィンゴ脂質シグナリン
グのトポロジーと作用メカニズム」に関して
は、未だ多くの未解決問題が存在している。 
 
 
２. 研究の目的 
 
研究代表者はこれまでに、シグナル伝達系へ
の関与が指摘されてきた中性セラミダーゼ、
中性スフィンゴミエリナーゼ２の細胞内局
在、膜トポロジー、翻訳後修飾による局在制
御に着目し、これらの酵素が細胞のどこでス
フィンゴ脂質代謝に関与するのかについて、
研究を行ってきた。その結果、中性セラミダ
ーゼが形質膜表層を含む細胞外領域におい
てスフィンゴ脂質代謝に関与することを明
らかにする共に、中性スフィンゴミエリナー
ゼ 2が形質膜の細胞質側において細胞内のセ
ラミド生成に関わることを示した。またこれ
らの酵素の局在制御には O-型糖鎖修飾、ある
いはパルミトイル化が重要であることを見
出した。これらの発見は、スフィンゴ脂質シ
グナリング生成機構と作用機序を考えて行
く上で重要な知見である。本研究では、この
ようなスフィンゴ脂質シグナリングのトポ
ロジーと作用メカニズムに関して以下の 2つ
の異なる観点からアプローチを行った。 
 
(1) スフィンゴミエリン合成酵素の翻訳後
修飾による局在、機能制御機構の解析 
 スフィンゴミエリンの生合成は、主にゴル
ジ体のルーメン側において行われることが
知られている。最近、二つの細胞内局在の異
なるスフィンゴミエリン合成酵素がクロー
ニングされた。スフィンゴミエリン合成酵素

１は、ゴルジ体に局在する一方、合成酵素 2
は大部分が形質膜に局在する。しかしながら、
これらの局在を制御する機構や、局在の違い
という観点から二つの酵素の機能の差異を
調べた報告は殆どない。そこで本研究では、
これらの二種の酵素の局在を制御する分子
機構を明らかにすることを試みた。 
 
(2) 出芽酵母を用いたセラミドシグナリン
グ関連遺伝子の探索とその機能解析 
様々な細胞外刺激によって生成されたセラ
ミドが細胞死シグナルの細胞内メディエー
ターとして重要であることは、10 年以上前か
ら指摘されてきた事象である。セラミドは、
プロテインホスファターゼ 1, 2A、プロテイ
ンキナーゼ C-ζ、カテプシン D 等の細胞内
ターゲット分子を活性化して細胞死のシグ
ナルを伝達することが動物細胞を用いた実
験で報告されている。しかしながらセラミド
がこれらの分子に直接的に作用するのか、セ
ラミドに特異的に結合するタンパク質がま
た別に存在するのか、あるいは細胞死はセラ
ミド産生による膜の物性的変化が引き起こ
す現象なのか、という疑問に対して明確な回
答は未だ得られていない。そこで本研究では、
酵母分子生物学的手法を用いてセラミド細
胞死シグナルに関与する遺伝子群をスクリ
ーニングし、セラミドの詳細な作用メカニズ
ムを解明することを試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) スフィンゴミエリン合成酵素の翻訳後
修飾による局在、機能制御機構の解析 
細胞内で異なる局在を示す二つのスフィン
ゴミエリン合成酵素の局在制御機構、機能の
違いについて解析を行った。局在制御に関し
ては、翻訳後修飾に着目し、HEK293 細胞や
Hela 細胞などの動物細胞に両酵素を過剰発
現させ、脂質修飾などの有無について調べた。
また翻訳後修飾が欠損した点変異体を作製
し、細胞に過剰発現させ細胞内局在の変化を
蛍光顕微鏡及び共焦点レーザー顕微鏡で観
察した。 
 
(2) 出芽酵母を用いたセラミドシグナリン
グ関連遺伝子の探索とその機能解析 
分子生物学的アプローチが容易な出芽酵母
を用いてセラミドシグナリング関連遺伝子
の探索とその機能解析を試みた。具体的には
細胞中のセラミド蓄積によって誘導される
生育阻害を指標として、約 4800 個の遺伝子
が破壊された欠損ライブラリー (Yeast 
knock out library) を用いてセラミド代謝
異常に高感受性を示す株をスクリーニング
した。酵母においては、イノシトールホスホ



リ ル セ ラ ミ ド 合 成 酵 素 の 阻 害 剤
(Aureobasidin A)を用いることで、セラミド
へのイノシトールリン酸の付加が阻害され
内在性のセラミドが蓄積、さらに複合スフィ
ンゴ脂質が減少することで、生育阻害が起こ
ることが報告されている。今回、低濃度の
Aureobasidin Aが引き起こすセラミド代謝異
常に対して高感受性を示す遺伝子欠損株を
ライブラリーより網羅的にスクリーニング
することを試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) スフィンゴミエリン合成酵素の翻訳後
修飾による局在、機能制御機構の解析 
最近、遺伝子クローニングが行われたスフィ
ンゴミエリン合成酵素には、ゴルジ体に局在
する合成酵素１と大部分が形質膜に局在す
る合成酵素２の２種類が存在することが既
に知られている。本研究では、タンパク質が
受ける翻訳後修飾に注目し、合成酵素２のみ
が特異的にパルミトイル化と呼ばれる脂質
修飾を受けていることを発見した。さらにパ
ルミトイル化が、合成酵素 2のみにおいて存
在する C末端のシステイン残基のクラスター
において起こっていることを明らかにした。
パルミトイル化が欠損した合成酵素 2は、形
質膜に局在することができずゴルジ体に局
在することから、パルミトイル化はスフィン
ゴミエリン合成酵素の形質膜局在に関与す
ることが示唆された。スフィンゴミエリン合
成酵素は、生体膜脂質のスフィンゴミエリン
の合成だけでなく、シグナリング分子として
機能するセラミドの量の調節にも関与して
おり、本酵素の局在制御機構の解明は、スフ
ィンゴ脂質の代謝調節機構と生理機能を明
らかにする上で重要な知見である。 
 
(2) 出芽酵母を用いたセラミドシグナリン
グ関連遺伝子の探索とその機能解析 
出芽酵母においてセラミドをイノシトール
ホスホリルセラミド (IPC)に変換する酵素 
(Aur1p)は生育に必須であり、その特異的阻
害剤である Aureobasidin A は、強力な生育
阻害を引き起こすことが知られている。この
生育阻害の原因は、(1)複合スフィンゴ脂質 
(IPC, MIPC, M(IP)2C)の減少、または (2)中
間代謝産物であるセラミドの細胞内蓄積で
あると考えられている。本研究では、
Aureobasidin Aが引き起こすセラミド代謝異
常に対して高感受性を示す遺伝子欠損株の
網羅的なスクリーニングを行った。その結果、
セラミド代謝異常高感受性株を計 18 株同定
した。これらの株の表現型解析を通して細胞
内シグナル伝達及び小胞輸送に関わるホス
ホイノチシドリン酸の量的変動が水酸化脂

肪酸を持った複合スフィンゴ脂質の欠損と
相互作用することで、酵母が致死となること
を明らかにした。このことより限定された特
定の構造を持つ複数のリン脂質の代謝異常
が相互作用することで、生命の維持に重大な
影響を及ぼすことが明らかとなった。また、
液胞のpHの調節に関わるH+-ATPaseの欠損に
より、セラミドが誘導する生育阻害が大きく
変化することを明らかにし、これまで詳細な
分子メカニズムが不明であったセラミドシ
グナリングにおいて新たな見解を得た。 
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