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研究成果の概要（和文）：スフィンゴミエリン合成酵素 SMS1 と SMS2 は構造上保存されたタンパ

ク質であるが、その細胞内局在など異なる挙動を示す事が知られている。本研究では、両酵素

のノックアウトマウスの表現型の知見から、生体または細胞において、スフィンゴミエリン生

合成という生化学的活性においてはそれぞれ補完的役割を担っているものの、生物学的には異

なる役割を演じていることが明らかとなった。	 

	 

研究成果の概要（英文）：Two	 sphingomyelin	 synthase,	 SMS1	 and	 SMS2,	 are	 structurally	 

homologous	 proteins	 but	 exhibit	 different	 cellular	 localization.	 	 In	 this	 study,	 mice	 

deficient	 either	 for	 Sms1	 or	 Sms2	 gene	 were	 generated.	 Through	 the	 phenotypic	 analyses	 

of	 Sms1KO	 and	 Sms2KO	 mice,	 the	 enzymes	 partially	 compensate	 in	 sphingomyelin	 biosynthesis	 

but	 play	 different	 roles	 in	 biological	 aspects	 and	 physiology.	 
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1. 研究開始当初の背景	 
スフィンゴ脂質は、細胞膜の重要な構成成

分であり、脂質マイクロドメインと呼ばれる

コレステロールに富む領域の形成に重要であ

る。細胞膜は漠然とした均一の構造をとって

いるわけでなく、それぞれの部分が特殊化さ

れ、ある程度独立した機能コンパートメント

として分離・成立していることにより、外的

シグナルの特異的かつ効率的シグナル伝達な

らびに細胞応答が導かれる。脂質マイクロド

メインは、脂質ラフトとも呼ばれ、増殖因子

受容体や細胞接着因子、細胞内シグナル伝達

因子が局在し、細胞の増殖・分化・遊走・生

存といった様々な場面で細胞外から細胞内へ

のシグナル伝達の中継ステーションとして機

能している。さらに、シグナルだけでなく、

コレステロールに富むこのドメインは、細胞

内外へのコレステロール代謝（取り込みと放

出）にも機能していることが示唆されている。

このような膜マイクロドメイン形成に関わる

主なスフィンゴ脂質は、セラミド(Cer)にホス

ホコリンが結合したスフィンゴミエリン(SM)
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と、糖鎖が結合した糖脂質である。SM と Cer

は、SM 分解酵素（SMPD）と SM 合成酵素（SMS）

でバランスが取られていると考えられている。

Cer は、アポトーシスとの関わりが強く示唆

されており、これらの酵素による細胞膜での

SM/Cer の変換がアポトーシス調節シグナル

の一端を担っていることが報告されている。

Cer は、脂質シグナルとしてよく知られてい

るジアシルグリセロール（DAG）と構造上似て

いるが、それ自体がセカンドメッセンジャー

というよりはむしろ、Cer 量の増加は、細胞

膜上の SM/Cer の存在比の変化により、マイク

ロドメインの構造・性質の変化を導き、シグ

ナル伝達調節に関わっていると考えられてい

る。また、TNF やストレスが原因となるイン

シュリン抵抗性に Cer 量の増加が関与してい

ることが報告されていることや、ごく最近、

アルツハイマー病の原因でもある Aβペプチ

ドが、この SM/Cer のバランスを変えていると

いう報告もされている。このように、SM/Cer

変換が、アポトーシス制御に限らず、細胞レ

ベルのシグナル調節から、生活習慣病や老年

病などヒト疾患の病理・病態とも深く関与し

ていることが次々と明らかになっている。

SMase は現在、酸性 SMase(aSMase)、中性

SMase1 と 2(nSMase1,nSMase2)の三種類が知

られている。aSMase は、主にリソソームやエ

ンドソームに存在し、ヒト遺伝性神経変性疾

患であり、SM の異常蓄積が顕著なニーマンピ

ック病の原因遺伝子であることが知られてい

る。さらに aSMase	 遺伝子（Smpd1）のノック

アウトマウスでも同様に SM の蓄積と神経疾

患が観察されている。	 

	 一方で、nSMase 遺伝子（Smpd2 と Smpd3）の

ノックアウトマウスでは、組織機能不全や形

態異常があるものの、顕著な SM の蓄積は見ら

れなかった。細胞膜のシグナル伝達と関与す

ると考えられている nSMase は、全体的な

SM/Cer を調節するのでなく、局所、とりわけ

マイクロドメインでの SM/Cer のバランスに

寄与していることが示唆されている。このよ

うに、SMase をはじめ、糖脂質生合成経路を

含むスフィンゴ脂質代謝に関わる分子（遺伝

子）群については同定ならびに分子あるいは

個体レベルでの解析が進んでいる。しかしな

がら、SM 合成酵素は活性こそ同定されていた

が、分子（遺伝子）そのものについては永ら

く不明であった。最近になり、SM 合成酵素と

して、SMS1 ならびに SMS2 が同定され、われ

われのグループを中心として、それぞれコッ

クアウトマウスの作製が行われた。	 

	 

	 

2. 研究の目的	 
この２つの SM 合成酵素の機能分担について、

Sms1 ならびに Sms2 ノックアウトマウスを用

いて検討し、表現型の解析を通して、それぞ

れの生体ならびに細胞での機能を解明する。	 

	 

	 

3. 研究の方法	 
(1) マウス	 
Sms1 ノックアウトマウスは、129 系と B6 の混

合背景のものを兄妹交配により繁殖したもの

を用いた、Sms2 ノックアウトマウスは、B6

系統に８代戻し交配し、B6 背景化したものを

用いた。p53 ノックアウトマウスは B6 背景の

ものを用いた。また、それぞれのマウス系統

における遺伝子型の解析は PCR 法により行っ

た。本研究課題における動物実験は、国立長

寿医療研究センター実験動物倫理委員会の審

査を受け、承認を得ている。	 

	 

(2) 胎児線維芽細胞の調製	 
胎生 11.5 日の胎児を親マウス子宮より摘出

し、常法により、線維芽細胞を調製した。胎

児の遺伝子型の決定は、それぞれの胎盤の一

部を用いて行い、また、細胞化した後にも DNA

を調製し、PCR により判定した。	 

	 

(3) 細胞膜スフィンゴミエリンの検出	 
胎児由来線維芽細胞の細胞膜のスフィンゴミ

エリンの検出は、理研小林先生より提供を受

けた Venus-lysenin を用いた。	 

	 

(4) 精巣でのアポトーシス検出	 
雄マウスより摘出した精巣をグルタルアルデ

ヒド-PBS で固定し、TUNEL 染色によりアポト

ーシス指標である DNA の断片化を検出した。	 

	 

(5) 遺伝子発現解析	 
野生型ならびにノックアウトマウスの精巣か

ら RNA を抽出し、Invitrogen 社 VILO キット

を用いて cDNA を合成した。定量的 PCR は、

ABI7300 機を使用し、GE 社の PowerSYBR キッ

トを用いて行った。	 

	 

4. 研究成果	 
これまでに、培養細胞で Sms1 もしくは Sms2

をノックダウンさせて発現を抑制させると細
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胞の SM 含量が低下するという報告がされて

いる。また、SMS1、SMS2 ともに生化学的な SM

合成活性は検出されている。さらに、Sms1 ノ

ックアウトマウス、Sms2 ノックアウトマウス、

Sms1/Sms2 ダブルノックアウトマウスの生存

を検討すると、Sms1 ノックアウトマウスが生

後徐々に数が減るにも関わらず、Sms2 ノック

アウトマウスでは 2 年超まで野生型より短い

寿命の傾向は見られなかった。ただし、ダブ

ルノックアウトマウスは胎生致死となること

から、Sms2 も発生中期~後期において Sms1

欠損を補完している可能性がある。しかし、

当方で行ったノックアウトマウスの組織を用

いた解析では、Sms1 ノックアウトマウスの組

織では SM 含量が低下している組織が多いの

に比べ、Sms2 ノックアウトマウス由来の組織

では顕著な SM 含量の低下は見られなかった。

そこでノックアウトマウスより胎児線維芽細

胞を調製し、細胞膜 SM について検討を行った

ところ、Sms2 由来線維芽細胞、野生型線維芽

細胞では細胞表面の SM は検出されたが、Sms1

ノックアウトマウスならびに Sms1/Sms2 ダブ

ルノックアウトマウス由来線維芽細胞ではシ

グナルが消失していた。これは、細胞内 SM

含量と一致している結果であり、SMS2 は細胞

レベルでの SM 量に大きく貢献していない可

能性が考えられた。	 

	 

	 最近、Sms2 が精巣ならびに精巣上体で高発

現しているとの報告がなされた。また、Sms1

ノックアウトマウスでは精子形成異常が顕著

であるにもかかわらず、SM 含量は大きく低下

していない事から、精巣での SM 合成に SMS2

が寄与している事が考えられたが、Sms2 ノッ

クアウトマウスの繁殖は野生型と変化が無く、

精巣、精巣上体、成熟精子のいずれにおいて

も形態に差異は認められなかった。一方、Sms1

ノックアウトマウス雄における精巣の萎縮、

精子形成異常（無精子）について検討を行っ

たところ、精細胞系列にアポトーシスの亢進

が観察された。遺伝子発現解析の結果、精子

形成過程がパキテン期で停止しており、減数

分裂が進行していない状況である事が明らか

となった。Sms1 ノックアウトマウス精巣では、

Sms2 の代償的発現増加は見られなかったが、

Cer を基質とする糖脂質合成系酵素（GCS,	 CGT）

の遺伝子の発現が亢進していた。このことは、

SM/Cer バランスが Cer 寄りの傾向を、糖脂質

系へと利用する事で細胞膜の恒常性を破綻さ

せる過剰な Cer 蓄積を一部抑制しているよう

に思われる。また、Sms1 ノックアウトマウス

精巣では p53 関連遺伝子の発現上昇が観察さ

れたことから、このアポトーシス亢進の原因

となっていることが考えられたため、

Sms1/p53 のダブルノックアウトマウスを作

出し、精巣の表現型を解析した。ダブルノッ

クアウトマウスでは、Sms1 単独のノックアウ

トマウスと同様の表現型で、Sms1 欠損による

組織異常は p53 経路を介していない可能性が

考えられた。これらのことより、Sms1 ノック

アウトマウスにおける精子形成異常は、p53

に依存しないアポトーシスの亢進がみられ、

Cer の増加が糖脂質系への転換で一部抑制さ

れているように考えられるものの、Cer

（SM/Cer バランスの破綻）がアポトーシスの

引き金となっている可能性が考えられた。	 

	 Sms1 ノックアウトマウスでは、インスリン

分泌能が低下しており、これは、膵β細胞で

のミトコンドリア機能異常により細胞内活性

酸素種が増加していることが明らかとなって

いる（Yano	 et	 al.	 2011）。この SMS1 欠損に

よる細胞内活性酸素種の増加は他の細胞でも

観察され、Sms1 ノックアウトマウスにおける

脂肪萎縮にも関わっていると考えられる。活

性酸素種の制御に関しては、Atm ノックアウ

トマウスや SOD1 ノックアウトマウス、Nrf2

ノックアウトマウスなどで、精子形成過程の

異常が観察されている事から、Sms1 ノックア

ウトマウスでの精子形成不全にも活性酸素種

の増加が関係している可能性がある。ただ、

これらの活性酸素種関連遺伝子のノックアウ

トマウスより重篤な表現型であり、その表現

型はむしろSM分解酵素遺伝子Smpd3のノック

アウトマウスに近い事から、ミトコンドリア-
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活性酸素種以外の、よりスフィンゴ脂質代謝

に直結した制御が精子形成過程と関係してい

る可能性も考えられた。	 

	 Sms2 ノックアウトマウスは誕生から成熟

に至るまで形態的・代謝的異常は観察されな

かった。しかし、高脂肪食による肥満誘導で

は、野生型に比べて Sms2 ノックアウトマウス

は体重増加が顕著に抑制されており、また脂

肪組織の増大も抑制されていた（Mitsutake	 

et	 al.	 2011）。Sms2 ノックアウトでは細胞へ

の脂質の取り込みに異常が見られ、このこと

が脂肪細胞の膨張を抑えていると考えられる。

この Sms1 ノックアウトと Sms2 ノックアウト

マウスの二つの知見は、脂肪組織の増加が抑

制されている点は共通しているものの、明ら

かに現象ならびにそれから示唆されるメカニ

ズムが異なることを示している。本研究から

も SMS1 は細胞の SM/Cer バランスに大きな影

響をもたらす、構成的な酵素と考えられ、一

方で、SMS2 は細胞膜の局所的、とりわけマイ

クロドメインレベルでのスフィンゴ脂質の維

持・制御に関わっていると考えられた。この

ように、進化的にも一つの遺伝子から重複し

たと思われる SMS1 と SMS2 は、局在だけでな

く、その局在に関わる機能的な役割をそれぞ

れ担っていることが明らかとなった。	 
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