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研究成果の概要（和文）：セラミドキナーゼはセラミドをリン酸化してセラミド-1-リン酸を産生する酵素であり、細
胞増殖やアラキドン酸代謝の調節などに重要であることが我々のグループを含めて報告されている。本研究ではセラミ
ドキナーゼの新たな生理機能のを解明するために、細胞内コレステロール輸送に焦点を当てて研究を行った。その結果
、セラミドキナーゼは後期エンドソームから小胞体へのコレステロールの輸送を負に制御していることが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：Ceramide kinase produces the bioactive lipid ceramide-1-phosphate and appears as a
 key enzyme for regulating cell growth and arachidonic acid metabolism. In this study, to elucidate a nove
l physiological function, we focused on the transport of intracellular cholesterol. We showed that ceramid
e kinase is a negative regulator of the cholesterol transport from late endosomes to endoplasmic reticulum
.
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１．研究開始当初の背景 
 セラミドキナーゼ はセラミドをリン酸化
してセラミド-1-リン酸を産生する酵素であ
り、細胞増殖やアラキドン酸代謝の調節など
に重要であることが我々のグループを含め
て報告されている。さらに私達は、セラミド
キナーゼがコレステロールの細胞内輸送を
調節する可能性を見出していたが、その詳細
は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではセラミドキナーゼの新たな生
理機能の詳細を明らかにするために、細胞内
コレステロール輸送に焦点を当てて研究を
行った。 
 
３．研究の方法 
（１） 細胞内遊離コレステロール局在の観
察 
 グラスボトムディッシュで培養した細胞
を4% パラホルムアルデヒドで10分間処理す
ることにより固定した。0.5% サポニンで 10
分間透過処理を行った後、100 g/mL filipin
で 30 分処理することにより細胞内遊離コレ
ステロールを染色した。細胞内局在の観察は
共焦点レーザー顕微鏡あるいはデコンボリ
ューション顕微鏡にて行った。 
 
（２）コレステロールの再エステル化反応の
測定 
 6 well plate で培養した細胞を、5 Ci [3H]
オレイン酸、5 g/mL LDL、10% リポタンパ
ク質欠損ウシ血清、を含む培地にて 4時間培
養した。細胞を wash 後、Bligh&Dyer 法にて
脂質抽出を行った。得られた有機層の溶媒を
窒素ガスにより揮発させた後、20 L の有機
溶媒 (クロロホルム:メタノール=1:1) によ
り再懸濁した。TLC プレート (Silica Gel 60 
TLC plate) に全量をスポットし、展開した 
( ヘキサン : ジエチルエーテル : 酢酸
=40:10:1)。展開後、ヨウ素に曝すことによ
り脂質スポットを検出し、コレステロールエ
ステルのスポットをミクロスパーテルで掻
き取り、その放射活性を液体シンチレーショ
ンカウンターにて測定した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞内遊離コレステロールの観察 
 COS-7 細胞 (アフリカミドリザル腎臓由来
細胞) に緑色蛍光タンパク質GFPを融合させ
たセラミドキナーゼ (CerK-GFP) を一過性
発現させて 24 時間後にフィリピン染色を行
い、遊離コレステロールの細胞内局在を顕微
鏡にて観察した。その結果、CerK-GFP が発現
している細胞において、遊離コレステロール
がドット状に局在し、蓄積している様子が観
察された。また、CerK-GFP を遺伝子導入後、
セラミドキナーゼ阻害剤であるNVP-231を処
理すると、遊離コレステロールが細胞内に蓄
積している様子は観察されなかった。さらに、

外因的にセラミド-1-リン酸を細胞に添加し
て 24 時間培養すると、遊離コレステロール
が細胞内に蓄積している様子が観察された。
一方、セラミドキナーゼをノックダウンした
細胞においては遊離コレステロールの細胞
内蓄積は観察されなかった。これらの結果か
ら、細胞内のセラミド-1-リン酸レベルが上昇
することにより、細胞内遊離コレステロール
が局所的に蓄積する可能性が示唆された。 
次に、セラミド-1-リン酸による遊離コレス
テロールの蓄積が細胞外からエンドサイト
ーシスにより取り込まれたLDLに由来するか
どうかを検討した。COS-7 細胞に CerK-GFP の
遺伝子を導入後、或いはセラミド-1-リン酸添
加後、LDL を含まない血清を用いて培養し、
フィリピン染色を行った。その結果、LDL を
含まない血清で培養した細胞においてはセ
ラミド-1-リン酸による遊離コレステロール
の蓄積は観察されなかった。さらに、緑色蛍
光基 BODIPY が付加された LDL (BODIPY-LDL) 
を細胞に添加し、その細胞内局在を経時的に
観察した。その結果、セラミド-1-リン酸を処
理した細胞においては、BODIPY-LDL が細胞内
に局所的に蓄積している様子が観察された。
これらの結果から、細胞内のセラミド-1-リン
酸レベルが上昇することにより、LDL に由来
する遊離コレステロールが局所的に蓄積す
る可能性が示唆された。 
 
（２）細胞内コレステロールの蓄積部位の同
定 
 セラミド-1-リン酸による細胞内遊離コレ
ステロールの蓄積がどこで生じているのか
を確認するために、フィリピンと細胞内小器
官マーカーとの二重染色を行った。その結果、
セラミド-1-リン酸処理により観察される遊
離コレステロールのドット状の蓄積は、後期
エンドソーム/リソソームのマーカである
LAMP1 との共局在を示した。さらに、セラミ
ド-1-リン酸処理により蓄積した BODIPY-LDL
も LAMP1 との共局在を示した。これらの結果
から、細胞内のセラミド-1-リン酸レベルが上
昇することにより、LDL に由来する遊離コレ
ステロールが後期エンドソーム/リソソーム
に蓄積することが示唆された。 
 
（３）遊離コレステロールの小胞体への輸送
におけるセラミドキナーゼの影響 
細胞外からエンドサイトーシスにより取
り込まれたLDLはエンドソームにて加水分解
を受けて遊離コレステロールが産生される。
遊離コレステロールはその後、後期エンドソ
ームを経由して小胞体へと輸送され、再エス
テル化される。これまでの結果から、セラミ
ド-1-リン酸の細胞内レベルが上昇した細胞
においては、遊離コレステロールが小胞体に
輸送されていない可能性が考えられる。そこ
で、放射標識されたオレイン酸で細胞をラベ
ルし、脂質抽出を行った後、薄層クロマトグ
ラフィーで分離したコレステロールエステ



ルの放射活性を測定した。その結果、セラミ
ドキナーゼの過剰発現により、放射標識され
たコレステロールエステルの量が減少した。
次に、脂質合成転写因子である SREBP1 に
着目して解析を行った。SREBP1は定常状態
では小胞体に局在するが、小胞体の遊離コレ
ステロールが減少すると核内へと移行する。
そこで、SREBP1の細胞内局在を免疫染色法
にて観察した。その結果、セラミドキナーゼ
が過剰発現している細胞では SREBP1 が核
内へ移行していた。これらの結果から、セラ
ミドキナーゼは後期エンドソームから小胞
体へのコレステロールの輸送を負に制御し
ている可能性が示唆された。また、セラミド
キナーゼ発現細胞にセラミドキナーゼ阻害
剤を処理すると、コレステロールの輸送が正
常に戻った。さらに、外因的にセラミド-1-
リン酸を細胞に添加すると、後期エンドソー
ムから小胞体へのコレステロールの輸送が
抑制された。これらの結果から、セラミド-1-
リン酸が後期エンドソームから小胞体への
コレステロールの輸送を負に制御している
ことが明らかとなった。 
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