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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基質としてセラミド-1-リン酸を産生する酵素であ
る。本研究では中枢神経系機能におけるセラミドキナーゼの役割を解析することを目的として研究を行った。そ
の結果、1) セラミドキナーゼはフィロポディアの形成を調節すること、2) PC12細胞においてNGFはセラミド-1-
リン酸の産生を促進すること、3) セラミドキナーゼは神経伝達物質の放出を調節す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. In this 
study, we determined the role of ceramide kinse on functions of central nervous system. We showed 
that 1) ceramide kinase regulates the formation of filopodia, 2) NGF induces the formation of 
ceramide-1-phoshate in PC12 cells, 3) ceramide kinase regulates the release of neurotransmitter.

研究分野：薬理学、脂質生化学
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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基質とし
てセラミド-1-リン酸を産生する酵素である。
セラミドキナーゼは生体内で特に小脳プルキ
ンエ細胞に高く発現しているため、中枢神経
系機能において重要な役割を担っている可能
性があるが、その詳細は明らかにされていな
い。 

 
 
２．研究の目的 
	 	 中枢神経系機能におけるセラミドキナー
ゼの役割を解析することを目的として研究を
行った。 
 
３．研究の方法 
(1)	セラミドキナーゼに結合する蛋白質の同
定 
	 グルタチオン-S-トランスフェラーゼ	
(GST)	を融合したセラミドキナーゼを大腸菌
に発現させるためのプラスミドベクター、及
びビオチン化したセラミドキナーゼを培養細
胞に発現させるためのプラスミドベクターを
作製した。その後、まず大腸菌に GST 融合セ
ラミドキナーゼを発現させ、グルタチオンビ
ーズを用いてセラミドキナーゼを精製した。
この精製蛋白質を細胞溶解液とインキュベー
トし、グルタチオンビーズを用いて GST 融合
セラミドキナーゼをプルダウンした。サンプ
ルを SDS-PAGE により分離し、トリプシン消化
した後に質量分析装置を用いてセラミドキナ
ーゼに結合する蛋白質を同定した。	
	
(2)	セラミド-1-リン酸産生量の測定	
	 	 緑色蛍光基 NBD を付加したセラミドを細
胞に取り込ませ、総脂質を抽出後、薄層クロ
マトグラフィーでセラミド代謝物を分離し、
NBD の蛍光を検出することで NBD-セラミド-
1-リン酸の産生量を測定した。	
	
(3)	神経伝達物質放出量の測定	
	 	 3Hで放射標識されたノルアドレリンを細
胞に取り込ませ、カルシウムイオノフォア
A23187の刺激により細胞外に放出されたノル
アドレリンの量を液体シンチレーションカウ
ンターで測定した。	
	
４．研究成果	
	 	 同定された蛋白質のうち、中枢神経系機
能の調節に重要な蛋白質 A または蛋白質 B を
培養細胞に一過性発現させたところ、フィロ
ポディアの形成が観察され、それはセラミド

キナーゼを阻害することで抑制された。従っ
て、セラミドキナーゼは蛋白質 A や蛋白質 B
と協調してフィロポディアの形成を調節する
可能性が示唆された。	
	 	 次に、PC12 細胞	(ラット副腎髄質由来褐
色細胞腫)	を用いて解析を行った。PC12 細胞
は神経成長因子 NGF で処理すると突起を形成
することから、神経細胞のモデルとして幅広
く用いられている。	

	
この細胞に NGF を処理したところ突起伸長が
観察され、これはセラミドキナーゼの阻害剤	
(NVP-231)	 の処理により抑制された	 (図 2)。
従って、セラミドキナーゼにより産生される
セラミド-1-リン酸が NGF 刺激による突起伸
長を調節する可能性が示唆された。	

																						図 2	
	
	
	
そこで、セラミドキナーゼに対する shRNA 発
現ベクターをレトロウイルスにより遺伝子導
入し、セラミドキナーゼを安定的にノックダ
ウンする PC12 細胞を樹立した。本細胞はセラ
ミド-1-リン酸の産生が約70%抑制されていた。
本細胞を用いて NGF 刺激による突起伸長作用
を対照細胞と比較したところ、セラミドキナ
ーゼのノックダウンは突起伸長作用に影響し
なかった。	
	 	 次に、神経伝達物質の放出におけるセラ
ミドキナーゼの関与を解析した。その結果、
セラミドキナーゼのノックダウンは A23187
によるノルアドレナリンの放出を有意に抑制
した。一方、セラミドキナーゼの過剰発現に
より、A23187 によるノルアドレナリンの放出
は有意に促進された。これらの結果から、セ
ラミドキナーゼは神経伝達物質の放出に重要

 
 

 



な役割を担っていることが明らかになった	
(図 3)。	
	

																	図 3	
	
	
	 	 続いて、PC12 細胞において NGF 刺激がセ
ラミド-1-リン酸の産生に与える影響を解析
した。その結果、NGF 刺激はセラミド-1-リン
酸の生成を促進し、これは NVP-231 の処理で
抑制された	(図 4)。	

																					図 4	

また、NGF はセラミドキナーゼの発現量を上
昇させる可能性が示唆された	(図 5)。従って、
PC12 細胞において NGF はセラミドキナーゼに
由来するセラミド-1-リン酸の生成を促進す
ることが明らかになった。	

																						図 5	
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