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研究成果の概要（和文）：本研究は、白血病メカニズムをスフィンゴ脂質代謝物プロファイルに着目して分子レベルで
解明し、得られた新規白血病バイオマーカーを白血病の診断・予測・治療的介入に応用することにある。申請者は、質
量分析装置を駆使したリピドミクス手法を用いて白血病細胞のバイオマーカーを測定し、分子生物学的知見と組み合わ
せることにより、白血病の病因を明らかとした。我々が見出した新規バイオマーカーは、白血病の病態解明および治療
に極めて強力なツールとなる。

研究成果の概要（英文）：Ceramides are the key intermediates involved in sphingolipid metabolism. 
Development of sensitive and specific methods is required to quantify the intra- and extracellular 
ceramide levels and to understand the physiological role of ceramides.
The combination of liquid chromatography with mass spectrometry can serve as a powerful tool for 
analyzing complex intact ceramides. We developed a new method using mass spectrometer coupled with ultra 
performance liquid chromatography (UPLC) for the rapid and simultaneous quantification of ceramides such 
as C16-, C18-, C20-, C22-, C24-, C24:1-, and C26-ceramide. This method was successfully applied to 
monitor ceramides in the subcellular fraction obtained from cultured cells. In conclusion, our new method 
was validated for ceramide analysis, and this can be used in a wide range of clinical applications and to 
perform biological studies for discerning the role(s) of sphingolipid metabolites.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
 わが国の白血病発生率は年々増加傾向に
あり、2006 年には年間人口 10万人当たり 5.9
人で、年間 7400 人以上が死亡している。そ
の治療法の確立に向けて分子レベルでの病
態解明が待たれる疾患である。臨床現場では
白血病治療の有効性・安全性評価のための高
感度、高選択性のバイオマーカーが待ち望ま
れている。がん化学療法の問題点に、抗がん
剤による抵抗性(耐性)がある。抗がん剤耐性
の機構については、p53 をはじめ多くの因子
が関与することが知られているが、研究代表
者らは、スフィンゴ脂質(SL)代謝が各種抗が
ん剤抵抗性の制御に深く関与していること
を明らかにした。そこでこの先行研究を発展
させ白血病の病態解明と診断に有用な SL バ
イオマーカーを検討した。 
 SL のスフィンゴミエリンの代謝産物は細
胞の生と死の調節に重要であることが知ら
れている。スフィンゴミエリナーゼ(SMase)
により産生されるセラミド(Cer)は、細胞死
誘導に関与し、また、スフィンゴシンキナー
ゼ(SPHK)により産生されるスフィンゴシン
1-リン酸(S1P)は、細胞外に分泌され G 蛋白
共役型受容体(Edg/S1P ファミリー)を介して
様々な細胞にアゴニストとして作用し、細胞
増殖・生存や細胞運動に重要な役割を果たす
ことが示されている(図 1)。 

 研究代表者および共同研究者(村手隆)は、
遺伝子レベルでの白血病メカニズムの解明
を行っている。急性白血病(AL)において SL
代謝酵素発現量を定量 RT-PCR を用いて解析
し、これらの疾患ではスフィンゴシンキナー
ゼ 1(SPHK1)の過剰発現と中性 SMase2 の発現
低下が特徴であることを明らかにした(Int J 
Hematol 87, 266-75 (2008))。さらにこれら
の変化が実際に SL プロファイルに影響を与
えうるか、またそれが細胞の特性に影響しう
るかを抗がん剤ダウノルビシン(DA)への感
受性について解析を行った。16 種の白血病細
胞株におけるSPHK1の発現には多様性があっ
たが、SPHK1 メッセージ、タンパク、酵素活
性に良好な相関が認められ、これらの発現レ
ベルの高いものが、DAの IC50において高い傾

向が認められた。DA の耐性と SPHK1 の発現レ
ベルに有意の相関が認められた。更に SL プ
ロファイルを LC-MS/MS を用いて解析したと
ころ、DA 処理により Cer の増加、S1P の減少
が各々の IC50 レベルに応じて認められた。
SPHK 阻害剤は DA と相加効果を有した。これ
らの結果は SPHK1 阻害剤が SPHK1 高発現がん
細胞においてよい治療標的薬剤となること
を示唆している。我々のデータは、造血系の
細 胞 に お い て Spiegel ら の 提 唱 す る
sphingolipid rheostat model(図 2)(Biochim 
Biophys Acta 1758, 2016-26 (2006))が成立
することを支持した。 

 白血病細胞 HL60 の好中球への分化誘導過
程における SPHK1 の関与を明らかにし、S1P
受容体シグナルがホスホリパーゼ D(PLD)、
PI3K/Akt 系の生存シグナル系を活性化し、ア
ポトーシス抑制に関与することを初めて示
した。抗がん剤耐性と SPHK1 活性の高発現の
関連性を明らかにするために、白血病細胞で
抗がん剤処理による細胞死誘導に抵抗性を
示す細胞と非抵抗性細胞における SPHK の活
性を比較検討したところ、SPHK1 の過剰発現
により細胞死が抑制された。抗がん剤に対す
る IC50の高いがん細胞では Cer 産生が低く、
抗がん剤による細胞死に抵抗性を示し、IC50

の低いがん細胞は、抗がん剤処理により Cer
産生が上昇し、S1P は著しく低下した。SL 
rheostat はがん化学療法の指標になることを
示した。 
 慢性骨髄性白血病(CML)由来の細胞では、
Bcr-Abl 蛋白質の阻害と細胞内 Cer の蓄積が
関連している(FASEB J 25, 3661-75)。CML 患
者において、Cer がグルコシル Cer に変換さ
れ細胞内濃度が減少するとCML由来細胞で抗
がん剤イマチニブ、ニロチニブの耐性化が進
むことが示唆されている(Ann Hematol 90, 
1265-75, J Cancer Res Clin Oncol, 137, 
1535-44)。以上の SL プロファイルにより、
SL ががん化学療法の指標となると考えられ
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、白血病メカニズムをスフ
ィンゴ脂質代謝物(SL)プロファイルに着目し



て分子レベルで解明し、得られた新規 SL バ
イオマーカーを白血病の診断・予測・治療的
介入に応用することにある。申請者は、質量
分析装置(MS)を駆使したリピドミクスによ
り白血病患者の SL プロファイルを求め、分
子生物学的知見と組み合わせることにより、
白血病の病因を探る。我々が見出す新規 SL
バイオマーカーは、白血病の病態解明および
治療に極めて強力なツールとなる。本研究の
最終目標は客観的かつ確度の高い SL バイオ
マーカーの有用性を明らかとすることであ
る。 
 
３．研究の方法 
 リピドミクスにおいて SL バイオマーカー
の量的変化を正確に測定するための最大の
技術的課題は、高選択かつ高感度な質量分析
(MS)測定系の確立である。申請者の研究室は、
種々の生体マトリックス(白血病細胞、大腸
がん細胞、皮膚)の高い検出感度および質量
精 度 を 有 し リ ピ ド ミ ク ス に 適 す る
MALDI-TOF/TOF、LC-MS 法を用いる。 
 
４．研究成果 
 白血病に関連する SL プロファイルのリピ
ドミクス分析系を確立し、培養細胞を用いた
分子生物学的検討を行った。 
 MALDI-TOF/TOF を用いた網羅的リピドミク
ス: Ultraflex TOF/TOF (ブルカー・ダルト
ニクス社)を行った。Bligh-Dyer 法に準じ、
試料から抽出した SL に、マトリックス溶液
(2,5-ジヒドロ安息香酸)を加え混和後測定
した。測定はリフレクターモードで行い、測
定に用いた照射レーザーの波長は337nmとし
た。C16-、C17-、C18-、C24-および C24:1-Cer が
存在する事を明らかにした。 
 本研究の最終成果物は、臨床診断に応用可
能な SL バイオマーカーの確立であるので、
その測定法は高感度、高選択かつ頑健でなけ
ればならない。申請者は、この目的を達成す
るため LC-MS/MS の MRM を用い高感度かつ頑
健な分析系を開発した。 
 その診断結果の選択性を向上させるため
複数の SL を組み合わせる必要があると考え
て い る 。 試 料 か ら SL 抽 出 を 行 い 、
LC-MS/MS(ABI 4000、Applied Biosystems 社)
により、C16-、C18-、C24-セラミドおよび S1P
の各標品を用いて分離定量を行う。LC は、脂
質のテーリングの起こりにくい新規 C18 カラ
ムを用い、グラジエント条件で測定してい
る。MS/MS 検出は、ESI(+)で MRM トランジッ
ションを設定している。MS 分析の特長から
C16-、C18-、C24-のアシル鎖毎に Cer を分析で
きた。C16-、C17-、C18-、C24-および C24:1-Cer
の m/z は各々538.52、552.54、566.55、650.65
および 648.63 であった。 
 共同研究者（村手隆および坂野喜子）は、
ヒト白血病細胞株 HL60 等の血球系細胞およ
び大腸がん細胞におけるSPHK1の関与を明ら
かにし SPHK1 の関与を明らかとした。SLプロ

ファイルと分子生物学的データの検討から、
Cer と S1P の量的比率（Cer/S1P 比）が、が
ん細胞の増殖、分化の予測に有用との知見を
得た。 
 さらに、スフィンゴリン脂質(SL)リピドミ
クス手法のバイオマーカーの感度および再
現性を向上させるため、超高分解能を有する
四重極-飛行時間型質量分析計(Q-TOF/MS)を
超高分離液体クロマトグラフィー(UPLC)と
組み合わせた UPLC Q-TOF/MS(Waters 社)を導
入した。ギ酸アンモニウムを含む水/メタノ
ール溶液グラジエントを用い、ODS-C8 カラム
によるハイスループット化あるいは Kientex 
Core-Shell カラムによる理論段数の向上を
行った。本法により従来の C18 カラムに比し
て測定時間を 70%短縮できた。本研究成果は、
7th International Ceramide Conferences に
おいて「 Simultaneous determination of 
ceramides by UPLC QTof MS using Kinetex 
Core-Shell Column」、日本薬学会第 134 年
会において「UPLC Q-Tof/MS による新規セラ
ミド分析系の開発」の演題にて発表した(表
1)。 

本 SL 測定法は、他のがん細胞あるいは皮
膚科領域のバイオマーカーの研究にも応用
できた。平成 27 年度は、さらに定量可能対
象 SL を各種ジヒドロセラミドおよびグルコ
シルセラミドにまで拡大した。特定のアシル
鎖を有する Cer、スフィンゴミエリン、スフ
ィンゴシンあるいは S1P/Cer 比、Cer/グルコ
シル Cer 比の定量が可能となった。 
慢性骨髄性白血病モデル細胞に対する抗

がん剤の影響を検討した。マウス IL-3 存在
下 Ba/F3 細胞あるいは IL-3 非存在下
Ba/F3-p210 細胞白血病の細胞障害メカニズ
ム解明のため慢性骨髄性白血病治療薬ニロ
チニブ添加時の Cer 含量を測定した。IL-3 非
存在下 Ba/F3-p210 細胞の Cer 含量はニロチ
ニブ処理により増加していた(図 3)。 
 



Cer が慢性骨髄性白血病患者における抗が
ん剤耐性化の新規バイオマーカーとなる可
能性を示した。 
 従って、今後白血病患者の細胞内 SL を測
定することにより、病態あるいは抗がん剤治
療のステージにより変化する Cer が、de nove
合 成 由 来 (C16- 、 C18-Cer) か 、 SM 由 来
(C24-Cer)かといった、新しい分子レベルの
情報を得ることが出来ると考えられた。 
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