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研究成果の概要（和文）：セラミドは，サイトカイン刺激や環境ストレスに伴うアポトーシスのセカンドメッセ
ンジャーとして位置づけられている．しかしながら，細胞内に局在するセラミドのターゲット分子は不明であ
る．本研究では，セラミド固相化カラムを使ったクロマトグラフィーによりBimを同定した．リコンビナントBim
を使ったセラミド結合試験の結果，BimのKd値は，21.71 nMであった．また，本分子のC末端側の疎水性領域を欠
如した変異体では，野生型と比べて最大結合数は低下し，アポトーシス誘導能が低下した．以上から，セラミド
の役割は，Bimタンパク質と相互作用し，ミトコンドリア崩壊を伴うアポトーシスを誘導する機構が推定され
た．

研究成果の概要（英文）：As a biochemical approach to identify direct targets of ceramide, a 
sphingolipid that plays an important role in cell signaling as a second messenger, we performed an 
affinity chromatography. Western blot analysis of the eluted proteins using a variety of antibodies 
against both pro- and anti-apoptotic molecules, we successfully identified the B-cell lymphoma 
interacting mediator (Bim) as a novel ceramide-binding molecule. Using the purified recombinant Bim 
protein and its truncated form expressed, we carried out a series of in vitro binding experiments. 
Our results indicated that ceramide specifically binds to Bim protein through a hydrophobic domain 
located at its C-terminal end; the dissociation constant was 21.71 nM. Our present study revealed 
that specific binding of ceramide to the C-terminal hydrophobic domain of Bim is a critical step for
 signaling the cells to apoptosis through the destruction of mitochondria in response to either 
cytokine stimulations or stress conditions.

研究分野：水産化学　脂質生化学

キーワード： セラミド　アポトーシス　セラミド結合性タンパク質　解離定数
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 熱ショック，紫外線，放射線，過酸化水素な

どのストレスや TNFαや Fas リガンドなどの炎

症性サイトカインによって誘発されるアポトー

シスでは，細胞内でセラミド量が一過的に増加

するとともに，セラミドがアポトーシスの誘導

シグナルとなり，カスパーゼカスケードを活性

化してアポトーシスが実行される（Obeid	
 et	
 al,	
 

Science	
 1990,	
 (259),	
 1769-1771;	
 Verheij	
 et	
 al,	
 

Nature	
 1996,	
 (380),	
 75-79）．	
 

	
 申請者らは，ゼブラフィッシュやヒラメの初

期胚を用いて，世界に先駆けて，ストレス誘導

性アポトーシスを観察するバイオアッセイ手法

を確立し，中性スフィンゴミエリナーゼ１

(nSMase1,	
 Yabu	
 et	
 al,	
 J.	
 Biol.	
 Chem.	
 283	
 (44),	
 

29971-29982,	
 2008)およびカスパーゼ３(Yabu	
 

et	
 al,	
 Biochem.	
 J.	
 2001	
 (360),	
 39-47)が活性

化して，アポトーシスが誘導される分子機序を

in	
 vivoで解析した（Yabu	
 et	
 al,	
 Fish.	
 Sci.	
 2001	
 

(67),	
 333-340;	
 Yabu	
 et	
 al,	
 Fish.	
 Sci.	
 2003,	
 

(69),	
 218-1223;	
 Yabu	
 et	
 al,	
 Blood	
 2005	
 (106),	
 

125-134）．ヒラメ胚やゼブラフィッシュ胚へ外

因性のN-acetyl-sphingosine（C2-セラミド）を

投与するとアポトーシスが誘導されるが，C2-

セ ラ ミ ド の ア ナ ロ グ で あ る

N-acetyl-dihydrosphingosine（C2-ジヒドロセ

ラミド）には，生理活性が見られずアポトーシ

スは生じない．また，魚類胚への紫外線照射は、

C2-セラミドの投与はほぼ類似した効果を示し

たが，カスパーゼ阻害剤（Z-DEVD-fmk）を投与

すると，アポトーシスは抑制された．これらの

ことから，ストレスによって生成されたセラミ

ドや投与したC2-セラミドはカスパーゼを活性

化し，アポトーシスを誘導するセカンドメッセ

ンジャーとして細胞生理学的に作用する。最近，

環境ストレスによって活性化したJNKキナーゼ

によってnSMase1がリン酸化され，活性化する新

規な分子機構を突き止めた（2013年9月13日，日

本生化学会発表）．	
 

	
 しかしながら，

アポトーシス誘

導機構における

セラミドの直接

的なターゲット

分子は未同定で

あり，セラミドと

アポトーシス誘

導分子との相互

作用は不明であ

る（図1）．	
 

	
 そこで，本研究

では，アポトーシ

スを誘導するセ

ラミド結合性タ

(図1)提案された新しい分子機構	
 ンパク質の

単離合性タンパク質の単離・同定を目指す．予

備的試験として，細胞質でセラミド含量が，一

過的に上昇する現象を見いだしたことから，細

胞質で誘発されるアポトーシス誘導経路には，

ミトコンドリアから放出されるチトクロームC

と Apaf-1 （ apoptotic	
 protease	
 activating	
 

factor	
 1）とが結合し，Apaf-1の多量体化を促

しカスパーゼを活性化することが知られている

アポトソームが関与することが考えられた．	
 

	
 このような知見から，本研究では，アポトー

シスに伴って生成されたセラミドは，アポトソ

ーム形成に関与するチトクローム C，Apaf-1，

カスパーゼ９などのアポトーシス誘導分子が複

合体を形成して，カスパーゼカスケードを活性

化し，核崩壊に至る分子機序を推定した．	
 

	
 この仮説を証明するため，本研究では，アポ

トーシス誘導下におけるセラミドの細胞内局

在・分布の変化を解析するとともに，セラミド

が特異的に会合する分子を同定し，アポトーシ

ス誘導活性を培養細胞および魚類胚を用いるバ

イオアッセイによって測定する．	
 

	
 こうして，本研究は，ストレス誘導性アポト

ーシスにおける新しい分子機構を提案する．	
 



２．研究の目的	
 

	
 セラミドは，熱や紫外線，化学物質等のスト

レス，TNFα，インターフェロンγ，Fas リガン

ドなどの炎症性サイトカインの刺激に応答して

生成され，神経系，血管系形成，免疫系および

性分化におけるアポトーシスに関与する．これ

までの研究では，スフィンゴミエリナーゼ群に

よるセラミド生成機構を明らかにしてきたが，

セラミドがアポトーシスを誘導する機序は依然

不明である。そこで，本研究では，セラミドを

輸送し，カスパーゼ前駆体を活性化して，アポ

トーシスを誘導する未知分子を単離する．この

分子が，セラミドの細胞内分布・局在性を決定

し，セラミドのセカンドメッセンジャーとして

の作用を促進することを，バイオアッセイによ

って解析する．	
 

	
 

３．研究の方法	
 

(1)	
 アポトソームの分離・精製	
 

	
 アポトソームは，ミトコンドリア崩壊により

放出されたチトクローム C と細胞質に局在する

Apaf-1 とが会合して形成される多量体（分子量

680K 以上）である．アポトソームは，前駆カス

パーゼ９をリクルートして，カスパーゼ９が活

性化し，カスパーゼ３などの下流のカスパーゼ

を活性化し，アポトーシスが誘導されると考え

られている．	
 

	
 アポトソームの分離は，紫外線処理および

Fas 刺激したヒト Jurkat	
 T 細胞を破砕して除核

後，超遠心法によって細胞質画分を調整し，ゲ

ル濾過クロマトグラフィーによって分画し，カ

スパーゼ９活性やチトクローム C やカスパーゼ

９のタンパク質発現をウエスタンブロットやカ

スパーゼ９活性を調べて確認した．アポトソー

ムの分離・精製できる試験条件を決定した．	
 

	
 

(2)	
 アポトソーム画分におけるセラミド含量の

測定	
 	
 

	
 アポトーシス誘導条件下では，セラミド含量

は，細胞質画分でもっとも変化することがこれ

までの予備的試験によって明らかとなった。そ

の変動量は，通常状態下の細胞質には，とくに，

セラミド含量が上昇し始める時間帯では，アポ

トソームの誘導が生じる時間帯と相関すると考

えられる。セラミドの測定は，通常の１０倍量

のスケールで DGK アッセイによりセラミド含量

を測定した．	
 

	
 

(3)	
 セラミド結合カラムを用いたアポトーシス

誘導分子の同定	
 

	
 これまでに発見されているセラミド結合タン

パク質は，セラミドアフィニティークロマトグ

ラフィーによりカテプシン D が同定されている

（ Heinrich	
 et	
 al.,	
 EMBO	
 J.	
 1999,	
 (18),	
 

5252-5263）。	
 

	
 カテプシン D は，リソソームに局在するプロ

テアーゼで，細胞質に局在しないため，本研究

の対象外となる。しかしながら，セラミドと親

和性を持つ酵素として同定され，セラミド結合

カラムにより精製された。この方法論を活用し

て，セラミド結合分子の特定に使用できるもの

と考えられる。セラミドアフィニティークロマ

トグラフィーには，セラミドの骨格のアミノ酸

セリン残基を有する特徴を利用して，官能基ア

ミノ基と反応性が高い，CH-Sepharose	
 4B を使

ってセラミドカラムを作製した（図 2）．	
 

（図２）セラミド固定化セファロース	
 

	
 セラミド結合性タンパク質の精製は，ストレ

ス処理したヒト培養細胞から，細胞質画分を調

整して 1ｍM	
 C16-セラミドによって溶出し，セ

ラミド結合性タンパク質を得た．セラミド結合

分子の同定は，SDS-PAGE ゲルで分離後，ウエス

タンブロット解析によって，アポトーシス誘導

分子を同定した．	
 

	
 



(4)	
 セラミド結合性タンパク質の機能解析	
 

	
 セラミドとセラミド結合性タンパク質との相

互作用を調べるため，本分子のリコンビナント

タンパク質について大腸菌発現系を使って，精

製し，

N-Palmitoyl-9,10-3H-D-erythro-sphingosine

（C16-セラミド）に対する解離定数を調べた．	
 

	
 本分子のアポトーシス誘導能を調べるため，

セラミド結合性タンパク質遺伝子をクーロン化

後，pCMV-FLAG14 ベクターに目的の遺伝子を連

結した．その後，ヒト Jurkat	
 T 細胞およびゼブ

ラフィッシュ ZE 細胞へトランスフェクション

した．遺伝子導入 24 時間後，DAPI 染色によっ

てアポトーシス誘導能を評価した．	
 

４．研究成果	
 

	
 スフィンゴ脂質セラミドは，サイトカイン刺

激および環境ストレスに伴うアポトーシスのセ

カンドメッセンジャーとして位置づけられてい

る．しかしながら，細胞内に局在するセラミド

がアポトーシスを誘導する機序は依然不明であ

る．そこで，本研究では，細胞内セラミドのタ

ーゲット分子を同定するため，セラミド固相化

カラムを使ったクロマトグラフィーにより

B-cell	
 lymphoma	
 2	
 interacting	
 mediator	
 (Bim)

を特定した．リコンビナント Bim タンパク質を

使ったセラミド結合アッセイの結果，Bim の Kd

値は，21.71	
 nM であった．また，本分子の C末

端側の疎水性領域は，セラミドと強く結合し，

アポトーシスを誘導することを見出した．セラ

ミドがアポトーシス誘導時に相互作用する Bim

タンパク質を発見した．	
 

	
 細胞内のセラミド含量は，サイトカイン刺激

やストレス条件下で一過的に増大し，アポトー

シスを誘導する．この現象を確認するために，

まず，ヒトJurkat	
 T細胞へ抗Fas抗体でFasを刺

激，あるいは紫外線を照射したのち，細胞質の

セラミド含量をDGKアッセイにより調べた．その

結果，細胞へ刺激後，3時間で細胞質セラミド量

がピークに達することが明らかなった（図３）．	
 

（図３）細胞質におけるセラミド含量の変化	
 

Fas刺激や紫外線処理後，3時間で細胞質のセラ

ミド量が最大に増加することは，セラミドシグ

ナルがこの時間で最も作用することが予想され

た．そこで，細胞内セラミド結合タンパク質の

同定をするため，細胞質画分を調整して1ｍM	
 

C16-セラミドによって溶出し，セラミド結合性

タンパク質を得た．セラミド結合分子の同定は，

SDS-PAGEゲルで分離後，抗アポトーシス分子お

よびアポトーシス促進分子に対する一次抗体を

使ってウエスタンブロット解析を行った．その

結果，B-cell	
 lymphoma	
 2	
 interacting	
 mediator	
 

(Bim)を検出した．	
 

	
 本分子をセラミドに対する特異性を評価する

ため，大腸菌の発現系（pET系システム）使って

，４mgのリコンビナントBimタンパク質をアフィ

ニティークロマトグラフィーおよびゲル濾過ク

ロマトグラフィーにより精製した．	
 

	
 セラミドと本リコンビナントタンパク質との

相互作用を調べるため，セラミド結合アッセイ

を行った．その結果，解離定数（Kd）は，21.71	
 

nMであった．また，本分子のC末端側の疎水性領

域を欠如した変異体のKdは，20.38	
 nMと野生型

をほぼ同じ値を示したが，最大結合数が野生型

と比べて1/2に低下した．これらのことから，セ

ラミドは，BimのC末端の疎水性領域に特異的に

結合することが推定された．	
 

	
 Bimのアポトーシス誘導能とセラミドの必須

性を調べるため，Bimの野生型と疎水性領域を欠

如した変異型の発現ベクターDNAをJurkat	
 T	
 細

胞へ導入しアポトーシス誘導能を調べた結果，



野生型は，アポトーシスを著しく生じた．一方，

疎水性領域を欠如した変異型では，アポトーシ

ス誘導能が野生型と比べて低下した．	
 

	
 以上の結果から，セラミドの役割は，Bim タ

ンパク質と相互作用し，ミトコンドリア崩壊を

伴うアポトーシスを誘導する機構が推定された．	
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