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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスは動脈硬化発症と進展に深く関与している。セラミドは
アポトーシスを誘導する生理活性脂質で、細胞内のセカンドメッセンジャーとして機能してい
ることが知られている。我々は以前、ヒトの血漿セラミドが動脈硬化の脂質マーカーと相関関
係にあることを報告している。そこで本研究では、酸化ストレスにおけるセラミド代謝の変化
を動物実験によって明らかにするために、四塩化炭素による劇症肝炎時に誘発される酸化スト
レスが、肝臓だけでなく、他の臓器においてもセラミド代謝に影響をあたえるかについて調べ
た。組織のセラミドは、液体クロマトグラフィー質量分析計（LC-MS/MS）を用いて測定した。
次に、ストレプトゾトシンによる糖尿病ラットにおいて、各臓器でセラミド代謝の変化がみら
れるか、またセラミドの蓄積が糖尿病の合併症に関与しているかについて検討した。肝臓のセ
ラミドには変化はみられなかったが、血漿と腎臓のセラミドは糖尿病ラットで増加した。また
セラミドの産生酵素であるスフィンゴミエリナーゼ（SMase）活性は、血中の分泌型 SMase
が有意に増加した。このように、酸化ストレスを介した過度のセラミド蓄積は動脈硬化の発症
因子のひとつであることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： Oxidative stress has been implicated in the development and progression of 
atherosclerosis. Ceramide has been implicated in regulating cell cycle arrest, apoptosis, and cellular 
senescence, and serves as an intracellular second messenger in these processes. Our previous study 
showed that ceramide concentrations in human plasma had a significantly positive correlation with lipid 
markers that associated with atherosclerosis. In this study, due to reveal the association of oxidative stress 
and ceramide metabolism in animal, we examined that oxidative stress via CCl4 administration induces 
the changes of ceramide metabolism in not only the liver but also other organs such as the kidney. Tissue 
ceramide levels were analyzed using electrospray tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Next, we 
investigated whether ceramide metabolism was altered in damaged tissues by STZ administration, and 
whether ceramide accumulation is correlated with the pathogenesis of diabetes-induced complications. 
Although no differences in hepatic ceramide levels were observed between the control and diabetic rats, 
plasma and renal ceramide levels were significantly increased by STZ administration. The activations of 
sphingomyelinases, which hydrolyze sphingomyelin into ceramide, induced the increase of ceramide 
during STZ administration in plasma. Thus, Our data support the view that the excess accumulation of 
ceramide via oxidative stress may play an important role in the pathogenesis related atherosclerosis. 
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１．研究開始当初の背景 
 

 動脈硬化は心疾患や脳血管疾患の原因で

あり、わが国の死因の上位を占めている。

最近注目されているメタボリックシンドロ

ームは動脈硬化発症を高める危険症候群で

あることから、その機構解明および新たな

原因物質の探索は極めて重要である。 
 セラミドは細胞膜を構成しているスフィ
ンゴ脂質で、細胞死や増殖、酸化ストレス亢
進などに関与している。スフィンゴ脂質は長
年、生体膜の構成成分としての機能しか知ら
れていなかったが、近年様々な機能が明らか
となっている。動脈硬化発症には血管内皮細
胞におけるアポトーシスと増殖のバランス
の破綻が関係していることから、これらの作
用に強いアポトーシス作用を持つセラミド
が関与している可能性がある。そこで我々は
生理活性脂質であるセラミドが、ヒトにおい
て血漿セラミドと動脈硬化危険因子との関
係について検討したところ、セラミドは血漿
コレステロールや中性脂肪、収縮期血圧など
の危険因子と相関関係にあり、血漿コレステ
ロールとの相関が最も高かったことを明ら
かにしている。また動脈硬化モデル動物であ
るアポ E 欠損マウスを用いた実験でも、動脈
硬化病変の進展に伴い、血漿セラミドが増加
していることを報告している。 
 動脈硬化発症の主な要因に酸化ストレス
がある。細胞実験では、酸化ストレスとセラ
ミド産生の亢進に関する報告が多数存在す
る。しかし、実際の生体において、酸化スト
レスとセラミドとの関係を検討した報告は
少なかった。 
 
２．研究の目的 
 生理活性脂質であるセラミドが酸化スト
レスによって増加し、また動脈硬化の危険因
子となる可能性について、実験動物を用いて
明らかにする。 
 さらに動脈硬化の発症を抑制できる食品
成分の探索を行う。 
 
３．研究の方法 
 動脈硬化の原因物質として、生理活性脂質
であるセラミドに注目し、血漿コレステロー
ル低下薬投与時のセラミド代謝の変化につ
いて、アポ E 欠損マウスを用いて検討した。
また、動脈硬化の要因である酸化ストレスや
糖尿病との関係について、モデル動物を用い
て検証した。 
 セラミドはスフィンゴシンのアミノ基に

異なる脂肪酸が結合していることから
(Fig.1)、液体クロマトグラフィー質量分析
計(LC-MS/MS)を用いて、結合している脂肪酸
別に特異的に測定を行った。 

 
 
４．研究成果 
 

(1) コレステロール低下薬がアポE欠損マウ
スのセラミド代謝に及ぼす影響 

 我々は以前、ヒトの血漿セラミドが動脈硬

化の危険因子と相関関係にあり、特に血漿コ

レステロールと相関が高いことを報告して

いる。そこで、動脈硬化モデル動物であるア

ポE欠損マウスにコレステロール低下薬を与

え、血漿セラミドに及ぼす影響について検討

した。血漿コレステロール低下薬として、プ

ロブコールを4週間与え、血漿コレステロー

ルの減少とセラミド代謝の変化について検

討した。その結果、プロブコールによる血漿

コレステロールの有意な減少とともに、血漿

セラミドも低下した。コレステロール自体の

生理活性はセラミドに比べると弱いと考え

られることから、血漿コレステロール増加に

よる動脈硬化作用にセラミドが関与してい

る可能性が示唆された。 

 

(2) 酸化ストレスモデル動物におけるセラ

ミド代謝の変化 

 酸化ストレスは動脈硬化の大きな要因で

あることから、酸化ストレスのモデル動物を

用いて、セラミド代謝の変化について検討を

行った。四塩化炭素は肝臓のミクロソームお

よびミトコンドリアにおいてトリクロロメ

チルラジカルに代謝され、肝臓の細胞に障害

を起こし、劇症肝炎を誘発することが知られ

ている。また劇症肝炎時には肝臓だけでなく

、脳や腎臓にも障害が起こることが知られて

いるが、その原因は未だ不明である。 

 肝障害の指標は、四塩化炭素投与12時間後

から有意に増加したが、肝臓のセラミドは投

与後2時間という早い段階から増加した。ま

た肝臓では、C24などの極長鎖脂肪酸の増加

が顕著であった。血漿では24時間後から全て



の分子種のセラミドが増加した。  

また、腎障害のマーカーである血中の尿素窒

素は、36時間後に増加していたことから、後

期には腎障害が発症していることが分かっ

た。 

 これらの結果から、四塩化炭素による過度

の酸化ストレスにより、肝臓ではセラミドが

増加し、その後障害を受けた肝臓から血中に

移行していることが考えられた。また血中で

増加したセラミドは、腎臓などの多臓器不全

の原因になっている可能性が示唆された。 

 

 

(3) 糖尿病ラットにおけるセラミド代謝 
 糖尿病においても、酸化ストレスに関する

多くの研究が報告されている。糖尿病におけ

る酸化ストレス亢進の機序として、高血糖を

介した種々の代謝異常すなわちadvanced 
glycation end product (AGE)生成、グルコース

自己酸化、ミトコンドリアよりスーパーオキ

シドの産生亢進などが報告されている。また

糖尿病では合併症も大きな問題であるが、そ

の原因物質については不明である。そこで、

糖尿病ラットにおけるセラミド代謝の変化

について検討した。 
 ラットにストレプトゾトシン（STZ）を投

与して糖尿病の初期として2週目に、後期と

して8週目に解剖し、酸化ストレスの指標や

臓器障害の指標、セラミド代謝の変化を調べ

た。 

 血糖はSTZを投与した2週間後から糖尿病

群で増加し、肝障害の指標も2週目から有意

に高値を示した。また血中の尿素窒素も8週

目で増加していたことから、STZ投与により

、肝臓や腎臓の障害が誘発されていることが

分かった。また血漿や各臓器では生体内の抗

酸化物質であるビタミンCやEなどが有意に

減少していた。    

 またセラミドについて、肝臓ではSTZ投与

による変化は見られなかったが、血漿と腎臓

では糖尿病群で有意に高かった。また、セラ

ミド産生酵素であるスフィンゴミエリナー

ゼ(SMase)については、血中に存在する分泌

型SMase活性が糖尿病群で高かった。 

 以上の結果から、STZ投与により、酸化ス

トレスを伴う臓器障害および分泌型SMaseに

よるセラミド蓄積がみられ、セラミドの増加

・蓄積は糖尿病の進展や合併症に関与してい

る可能性が考えられた。 
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