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研究成果の概要（和文）：極長鎖脂質（20よりも長い炭素鎖をもつ脂質）は体表の透過性バリア形成に重要であ
る。本研究は体表よりも広い表面積をもち，外界と接する消化管のバリア形成における極長鎖脂質の役割の解明
を目的として行った。マウス消化管の脂質を質量分析法によって解析した結果，皮膚バリア形成に関わる極長鎖
セラミドが口腔，食道，前胃に存在することを明らかにした。また，この極長鎖セラミドを減少させたマウスで
は口腔バリア機能が低下していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Very-long-chain lipids, which contain >C20 hydrocarbon chain(s), are 
important for the formation of permeability barrier on the body surface. This study was aimed at 
elucidating the role of very-long-chain lipids in barrier formation in the digestive tract, which 
have larger surface area than the body surface. Analysis of lipids in mouse digestive tract by mass 
spectrometry demonstrated that particular types of very-long-chain ceramides, which are involved in 
skin barrier, were present in the oral cavity, esophagus, and forestomach. Furthermore, we 
demonstrated that oral barrier was impaired in mice with reduced very-long-chain ceramides in the 
oral mucosa.

研究分野：脂質生物学

キーワード： セラミド　バリア機能
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研究成果の学術的意義や社会的意義
消化管は食事、喫煙、薬物などに由来する質・量共に多様な化学物質および体表とは異なる病原体や常在細菌に
晒されている。本研究では表皮にのみ存在すると考えられていたタイプの極長鎖セラミドが表皮と同じ重層扁平
上皮組織である口腔、食道、前胃に存在し、口腔バリア形成に重要であることを明らかにした。極長鎖セラミド
は口腔バリア疾患と関連する可能性があり、診断や治療におけるターゲットとなりうることが示唆された。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
外部環境に晒されている生体を病原体や異物の侵入から守り、体内からの水分等の損失を防ぐ
「生体バリア」は個体の恒常性維持の根幹を担う機能である。研究開始までに、申請者は脂質と
生体バリアに関する研究を行い、極長鎖脂質が皮膚の透過性バリア形成およびドライアイを防
止するための涙液バリア形成に必須であることを Elovl1遺伝子改変マウスの解析によって明ら
かにしている。このように、生体バリアのうち、体表バリアの形成に関与する脂質は明らかにな
ったが、消化管バリア形成における脂質の役割は明らかにされていなかった。最近、脂肪酸伸長
酵素をコードする ELOVL1 遺伝子の変異患者について口腔から食道の異常を示唆する所見が報
告されており、極長鎖脂質が体表のみならず消化管バリアの形成にも関与している可能性が出
てきたため、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
口腔に始まる消化管は食事、喫煙、薬物などに由来する質・量共に多様な化学物質および体表と
は異なる病原体や常在細菌に晒されている。また、消化管は部位によって組織学的にも生理学的
にも異なる特徴を示す。本研究では、消化管においてバリア機能に関わる脂質を明らかにするこ
とを目的とした。特に極長鎖脂質に着目し、消化管にはどのような極長鎖脂質が存在するのかを
まず明らかにし、さらに、そのバリア機能における役割を独自の研究材料である Elovl1遺伝子
改変マウスを用いて解明することを目指した。また、皮膚バリア形成不全を示す先天性魚鱗癬患
者の角質層サンプルの質量分析を用いた詳細な解析を行い、遺伝子変異が角質層のセラミド組
成に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）野生型マウスの消化管を口腔粘膜、食道、胃、小腸、大腸に区分し、それぞれの組織から
脂質を抽出した。極長鎖脂肪酸はスフィンゴ脂質に豊富に含まれるため、その基本骨格であるセ
ラミドを質量分析により解析した。セラミドを構成する長鎖塩基と脂肪酸には二重結合や水酸
基の数および位置の異なるタイプが存在し、それらの組み合わせにより数百以上のセラミド分
子種が存在する。本研究では、これらのうち、特に皮膚バリア形成に関わる極長鎖セラミドを中
心に質量分析を用いて解析した。また、上述の組織（口腔粘膜、食道、胃、小腸、大腸）から RNA
を抽出し、極長鎖セラミド合成に関わる一連の酵素について遺伝子発現量を定量的 RT-PCR法に
よって測定した。 
 
（２）極長鎖セラミドを構成する極長鎖脂肪酸の合成に関わる脂肪酸伸長酵素遺伝子 ELOVL1を
Cre-loxP 系を用いて消化管で条件的欠損させた Elovl1 コンディショナルノックアウトマウス
（Elovl1 cKOマウス）を作製した。Elovl1を消化管で欠損させるため、口腔〜食道〜前胃の粘膜
上皮組織で発現するプロモーターの制御下で Cre を発現するトランスジェニックマウスを作製
し、Elovl1 floxマウスとの交配により、Elovl1 cKOマウスを得た。Elovl1 cKOマウスの消化管に
存在するセラミドを質量分析により解析し、Elovl1欠損とセラミドの鎖長変化や極長鎖セラミド
量との関係を調べた。極長鎖セラミドの消化管バリア機能における役割を明らかにするため、
Elovl1 cKOマウスの口腔バリア機能を色素の浸透性を指標として解析した。さらに、Elovl1 cKO
マウスの口腔バリア機能を個体レベルで行動学的に評価した。 
 
（３）セラミド合成酵素のアイソザイムの１つである CERS3は極長鎖セラミド合成に重要であ
る。CERS3 の遺伝子変異は先天性魚鱗癬を引き起こすことが知られているが、CERS3 変異をも
つ先天性魚鱗癬患者の角質層の詳細なセラミド組成やその健常者との違いはほとんど明らかに
されていなかった。本研究では新規 CERS3変異をもつ先天性患者について、CERS3変異体の酵
素活性測定およびテープストリップ法により採取した患者角質層セラミドの質量分析を用いた
詳細な解析を行なった。 
 
４．研究成果 
（１）これまで表皮特異的に存在し、皮膚バリア形成に関わると考えられていた極長鎖セラミド
がマウスの口腔、食道、胃に存在することを明らかにした。一方、この極長鎖セラミドは小腸と
大腸には存在しなかった。口腔粘膜、食道、胃の一部である前胃の粘膜上皮組織は表皮と同じ重
層扁平上皮であることから、これらの極長鎖セラミドクラスは重層扁平上皮組織において広く
合成されうることが示唆された。このことと一致して、これらの極長鎖セラミドクラスの合成に
特化した酵素の遺伝子は表皮のみならず口腔粘膜、食道、胃にも発現し、小腸と大腸ではほとん
ど発現していなかった。本研究により、皮膚バリア形成に関わる極長鎖セラミドの消化管におけ
る存在が明らかになり、これまで表皮特異的であると考えられていた極長鎖セラミドの組織分
布が更新された。 
 



（２）極長鎖セラミドに含まれる極長鎖脂肪酸の合成に関わる脂肪酸伸長酵素遺伝子 Elovl1 を
口腔〜食道〜前胃で欠損させた Elovl1 コンディショナルノックアウトマウス（Elovl1 cKO マウ
ス）を作製した。Elovl1 cKO マウスの口腔および食道のセラミドを質量分析により解析した結
果、セラミドに含まれる脂肪酸の炭素鎖が短くなっており、皮膚バリア形成に関わる極長鎖セラ
ミドが大きく減少していた。Elovl1 cKO マウスの口腔バリア機能を色素の浸透性で評価した結
果、Elovl1 cKOマウスでは色素の浸透性が高く、バリア機能の低下が見られた。また、飲水に刺
激物質を加え、飲水量の変化（減少）を指標としてバリア機能を間接的に評価した結果、Elovl1 
cKO マウスではコントロールマウスよりも飲水量が顕著に減少したことから、バリア機能の低
下が裏付けられた。これらの結果から、Elovl1が産生に関わる極長鎖セラミドが口腔バリア機能
に重要であることが明らかとなった。 
 
（３）セラミド合成酵素遺伝子 CERS3 の変異は皮膚バリア機能低下疾患である先天性魚鱗癬を
引き起こす。しかし、CERS3 変異をもつ魚鱗癬患者の詳細なセラミド組成変化はほとんど明ら
かにされていなかった。本研究では CERS3 に新規変異と既知の変異を複合ヘテロ接合型にもつ
先天性魚鱗癬患者患者の解析を行なった。新規変異の CERS3変異体は活性を消失していた。こ
れはこの変異がナンセンス突然変異であり、セラミド合成酵素活性に重要なモチーフを欠くこ
とと一致していた。一方、既知の変異はミスセンス突然変異であり、変異としては報告されてい
たものの、酵素活性は測定されていなかった。このミスセンス CERS3変異体の酵素活性を測定
した結果、活性は野生型の 56%であった。したがって、患者では CERS3活性は消失しておらず、
一部活性が残っていることが示唆された。 
次に、患者角質層の詳細なセラミド組成を解析した。皮膚バリア形成には２つの極長鎖セラ
ミドクラスが重要であり、これらは１つの極長鎖セラミドクラスの一部が代謝されることによ
ってもう１つの極長鎖セラミドクラスが産生されるという一方向性の代謝関係にある。解析の
結果、本研究の患者では上流の極長鎖セラミドクラス量が大きく減少していたにも関わらず、下
流の極長鎖セラミドクラス量はほとんど変化していなかった。この結果から、２つの極長鎖セラ
ミドクラスの量は必ずしも相関しないことが明らかになった。酵素活性が完全に消失した場合
は２つの極長鎖セラミドクラスは共に消失すると考えられるが、本研究のように、一部活性が残
っているケースの解析により、２つの極長鎖セラミド量の関係について新たな知見が得られた。
このことから、１つの遺伝子について、酵素活性の残存の程度が異なる複数の患者から得られた
サンプルを測定することの重要性が示された。また、本研究の患者のその他のセラミドクラスに
ついても特定のクラスの増加あるいは減少が見られ、CERS3 の角質層セラミド組成における役
割が明らかになった。 
 
上述の２つの極長鎖セラミドクラスのうち、下流の極長鎖セラミドクラスの合成経路について
は、これまでに提唱されて広く受け入れられている経路に加えて新たな経路が提唱されるなど、
結論が出ていない状況にある。２つの提唱されている経路のうち、前者の経路に関与する酵素の
候補としてトランスグルタミナーゼ 1（TGM1）が提唱されている。しかし、TGM1の役割につ
いて、生体レベルでの検証は行われていなかった。本研究では、Tgm1ノックアウトマウスの表
皮中の２つの極長鎖セラミドクラスを質量分析によって解析し、下流の極長鎖セラミドクラス
合成における TGM1の役割を明らかにすることを試みた。その結果、Tgm1ノックアウトマウス
の表皮では下流の極長鎖セラミドクラス量が野生型に対して約 40%の減少を示した。しかし、下
流の極長鎖セラミドの前駆体である上流の極長鎖セラミドクラス量は増加しているとの予想に
反して増加しておらず、むしろ約 20%減少していた。したがって、TGM1が上流の極長鎖セラミ
ドクラスから下流の極長鎖セラミドクラスへの代謝に直接的に関与するとの結論には至らず、
TGM1 の主要な役割である周辺帯の形成への影響が間接的に下流の極長鎖セラミドクラスの減
少として現れたという可能性が残された。生体における下流の極長鎖セラミドクラスの合成経
路はどちらか１つなのかあるいは２つ存在するのかという問いに対する答えは今後の研究課題
として残された。 
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