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本論文で用いた略語一覧 

 

aCDase: acid ceramidase 

ACER: alkaline ceramidase 

ATCC: American Tissue Culture Collection 

aSMase: acid sphingomyelinase 

BCA: bicinchoninic acid 

bCDase: bacterial ceramidase 

bp: base pair 

BSA: bovine serum albumin 

bSMase: bacterial sphingomyelinase 

Cer: ceramide 

CerS: ceramide synthase 

CERT: ceramide transport protein 

CDase: ceramidase 

cDNA: complementary DNA 

C-terminal: carboxy terminal 

C6-ceramide: N-hexanoyl-D-erythro-sphingosine 

DSS: dextran sulfate sodium 

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

DNA: deoxyribonucleic acid 

ER: endoplasmic reticulum 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

HRP: horseradish peroxidase 

iPM: inner plasma membrane 

MEF: mouse embryonic fibroblast 

MTT: methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide 

nCDase: neutral ceramidase 

nSMase: neutral sphingomyelinase 

N-terminal: amino terminal 

PARP: poly (ADP-ribose) polymerase 1 

PBS: phosphate-buffered saline 

PI3KC2β: class II phosphatidylinositol 3-kinase β 
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PM: plasma membrane 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute 

RT-PCR: real-time polymerase chain reaction 

SDS-PAGE: SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

SMS: sphingomyelin synthase 

Sph: sphingosine 

S1P: sphingosine-1-phosphate 

TCGA: the cancer genome atlas 

TGF-β: transforming growth factor-β  

TNF-α: tumor necrosis factor-α 
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要旨 

 

スフィンゴ脂質はスフィンゴイド塩基（スフィンゴシン及びジヒドロスフィンゴシン）から構成

される脂質の総称であり、細胞増殖、血管形成、神経機能及び炎症の制御など当脂質群の多様な生

物活性が注目されている。中でもセラミドはがんと密接に関わっており、細胞傷害性やがん転移抑

制などの生理活性を示し、新たな抗腫瘍薬の創薬標的としての可能性が報告されている。一方で、

セラミドの代謝物であるスフィンゴシン-1-リン酸は、細胞増殖及び運動能の促進作用を有しており、

腫瘍性分子として考えられている。そして、スフィンゴ脂質の代謝が破綻することで、がんを含む

様々な疾患が引き起こされることから、スフィンゴ脂質代謝を深く理解することは創薬活動を進め

るうえで重要である。 

セラミドはスフィンゴ脂質代謝の中心的分子であり、このセラミドの合成・代謝を担う代表的な

酵素として、セラミドの加水分解を担うセラミダーゼ（CDase）、スフィンゴミエリンを分解してセ

ラミドを生成するスフィンゴミエリナーゼ（SMase)、及びスフィンゴイド塩基をアシル化すること

でセラミド分子種を生成するセラミド合成酵素（CerS）が存在する。細胞内セラミド量は、これらの

酵素によって調節されており、セラミド量制御を標的とした新たな抗がん剤の開発が期待されてい

る。また、各細胞小器官には分子種の異なるセラミドが存在しており、細胞小器官特異的なセラミ

ドの生理作用を発揮する。セラミドの代謝とその生理活性の作用機序は複雑であり、これらの分子

メカニズムにおいて依然として不明な点が残されている。この全容解明には新たな分子生物学的ツ

ールの開発や戦略的な研究の遂行が必要である。 

CDase には 3 つのタイプが存在し、触媒活性の至適 pH に応じて、酸性、中性及びアルカリ性に分

類される。中性セラミダーゼ（nCDase）は、大腸組織において高発現しており、大腸がんとの関連

性が報告されている。nCDase を欠損させることで細胞内セラミド量が増加してがんの増殖が抑制さ

れることから、nCDase はがん治療薬の標的分子として注目されている。がん細胞におけるセラミド

の生物活性を考慮すると、nCDase は特定の細胞小器官においてセラミドの抗腫瘍活性や抗転移活性

を制御している可能性がある。 

本研究では、nCDase を標的としたがん創薬基盤の構築を目指し、１）nCDase の細胞内局在に着目

して、抗がん剤候補 C6-セラミド（膜透過性短鎖セラミド）の代謝及び抗腫瘍活性発現への nCDase

の関与、並びに、２）がん転移に関わる運動性制御への nCDase の関与を明らかにした。 

 

第 1 章 細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase 発現ベクターの開発と応用 

細胞小器官特異的なセラミドの機能発現制御を検討するにあたり、まず細胞小器官特異的に各種

スフィンゴ脂質の発現量を変化させる分子生物学的ツールとして、バクテリア性 SMase（bSMase）

及びバクテリア性 CDase（bCDase）を哺乳動物細胞の細胞形質膜、ゴルジ体、小胞体、ミトコンド

リア、細胞核及び細胞質で特異的に発現させることができるプラスミドベクターを構築し、これら

の細胞小器官標的型酵素の発現による各種スフィンゴ脂質の変化量を解析した。 
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その結果、構築した細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase は、各細胞小器官において局在すること

及び酵素活性を示すことが確認された。開発した細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase 発現ベクタ

ーを活用することで、がん細胞における nCDase の生物学的役割の解明（第 2 章）だけでなく、スフ

ィンゴ脂質代謝酵素が活性化する環境下を模倣できる可能性があることから、今後のスフィンゴ脂

質に関する研究において有用なツールになることが期待される。 

 

第 2 章 nCDase による外因性セラミドの細胞傷害性調節 

nCDase は大腸組織において高発現しており、大腸発がんモデルでは nCDase の欠損が細胞内セラ

ミド量を増加させることでがんの増殖を抑制することが知られている。本章では、nCDase の大腸が

ん細胞の生存に対する役割を明らかにするために、nCDase を過剰発現させた大腸がん細胞株を樹立

して、nCDase の細胞内局在及び生理機能を解析した。その結果、nCDase は細胞形質膜上だけでな

く、ゴルジ体にも発現していることを新たに発見した。次に、抗がん剤候補 C6-セラミドの細胞傷害

性に対する nCDase の関与について検討した。これまでに、がん細胞に C6-セラミドを外因性に処置

すると、アポトーシス誘導（カスパーゼ 3 活性化及びゴルジ体断片化作用）による抗腫瘍活性が認

められることが明らかにされてきた。本研究では、C6-セラミドを nCDase 安定発現細胞に処置する

と、アポトーシス誘導を介した細胞障害性が減弱した。また、C6-セラミドはゴルジ体に移行してゴ

ルジ体の断片化作用を示すことから、ゴルジ体に存在する nCDase との関連性が考えられた。この可

能性を検証するために、第 1 章で開発したゴルジ体標的型 bCDase を細胞に強制発現させたところ、

C6-セラミドによるゴルジ体の断片化は抑えられた。一方で、細胞質標的型 bCDase を発現させた際

には、C6-セラミドによるゴルジ体の断片化作用は確認された。 

以上より、ゴルジ体局在性 nCDase は C6-セラミドの代謝分解に寄与し、その細胞傷害性を減弱さ

せることが明らかになった。nCDase を阻害することで、抗がん剤候補 C6-セラミドの細胞傷害性が

増強されることを見いだした。 

 

第 3 章 nCDase による内因性セラミド量の増加を介した細胞運動能の制御 

がん細胞では細胞運動性が亢進しており、がん転移能を高める特徴を示す。セラミドは細胞形質

膜の構成脂質であり、がん細胞の運動能及び転移能を抑えることから、細胞形質膜上におけるnCDase 

はがん細胞の運動性の制御に関与している可能性が考えられる。本研究では、この可能性を検証す

るため、SKOV3 卵巣がん細胞において nCDase をノックダウンした。その結果、細胞形質膜におい

て、細胞運動性の指標である葉状仮足（細胞運動方向に形成される突起）の形成が抑制され、内因性

の C24:1-セラミド分子種が細胞内に蓄積した。これらの結果から、C24:1-セラミド分子種は nCDase の

基質であることが示唆された。次に、C24:1-セラミド分子種を SKOV3 細胞に処置すると、葉状仮足の

形成は抑制された。逆に、nCDase を安定的に強制発現させた細胞においては、葉状仮足の形成は空

ベクターを処置した細胞に比して有意に促進した。以上の結果から、nCDase は細胞形質膜において

C24:1-セラミド分子種の分解を担い、細胞運動性を制御することを見いだした。したがって、nCDase
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阻害剤はがん細胞の運動性を抑える新たな創薬戦略になる可能性がある。 

 

本研究の結果より、セラミドの代謝制御を司る nCDase は、細胞形質膜だけでなくゴルジ体にも局

在していることが明らかになった。ゴルジ体に局在する nCDase は、外因性に処置した C6-セラミド

の代謝分解を促進し、C6-セラミドの抗がん作用（アポトーシス誘導を介した細胞傷害作用）を妨げ

ることを見いだした。更に、細胞形質膜上に局在する nCDase 阻害は、内因性セラミドの蓄積を介し

て、がん細胞の運動能の制御に関わることが明らかとなった。これらの研究成果は、nCDase ががん

治療薬の新たな創薬標的分子である可能性を示すものであり、セラミド代謝制御によるがん創薬の

基盤構築につながると期待される。 
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序論 

 

スフィンゴ脂質は、スフィンゴイド塩基とよばれる長鎖アミノアルコールを骨格としてもつ脂質

群である。哺乳動物細胞におけるスフィンゴ脂質のスフィンゴイド塩基は、主にスフィンゴシンで

あり、そのアミノ基にアシル基がアミド結合するとセラミドとなる（図 1A）。スフィンゴ脂質は、細

胞膜の構成成分だけでなく、アポトーシス、プログラム化ネクローシス、細胞運動、細胞増殖、オー

トファジーなどの細胞機能調節に関与している(1, 2)。中でもセラミドはがんと密接に関わっており、

細胞傷害性やがん転移抑制などの生理活性を示すことから、新たな抗がん剤の創薬標的として注目

されている。一方で、セラミドの代謝物であるスフィンゴシン-1-リン酸は、細胞増殖や遊走能を亢

進する作用を有しており、腫瘍性分子として考えられている(3)。多様な生物活性を示すスフィンゴ

脂質の特徴を解明するためには、スフィンゴ脂質代謝を深く理解する必要がある。また、スフィン

ゴ脂質代謝を理解することで、スフィンゴ脂質代謝と疾患の関連性や新薬創製にも貢献できること

が期待される。 

次に、セラミドとがんとの関連性について述べる。セラミドは、近年、腫瘍の増殖や転移を抑える

抗腫瘍性脂質として認識されている。がん細胞において、セラミドは細胞内シグナル伝達分子とし

てアポトーシスまたはオートファジー性細胞死を誘導する(10-12)。また、代謝亢進によって細胞内

のセラミド量が減少すると、フルオロウラシルなどの抗がん剤に対する抵抗性獲得にもつながる(13)。

他にも、セラミドはがん細胞の運動能を低下させる働きを示すことから、がん転移の制御にも寄与

することが示唆されている(14)。従って、セラミド代謝を創薬標的とした新たな抗がん剤の開発が注

目されており、実際に、セラミドナノリポソーム製剤が、肝臓がんや再発・難治急性骨髄性白血病の

治療薬として、現在臨床開発段階にある(15, 16)。 

 セラミドを中心としたスフィンゴ脂質の代謝経路を図 1B に示した。セラミド代謝酵素の 1 つであ

るセラミダーゼ（CDase）は、セラミドをスフィンゴシンと遊離脂肪酸に加水分解する酵素であり、

細菌からヒトまで広く保存されている。セラミダーゼには 3 つのタイプが存在し、触媒活性の至適

pH に応じて、酸性、中性及びアルカリ性セラミダーゼに分類される（表 1）(17)。中性セラミダーゼ

（nCDase）は、最適 pH6.5～7.5 を示す膜結合型タンパク質であり、当酵素は腎臓や肝臓に発現して

おり、特に小腸における発現量が高い(18)。がん研究において、nCDase はがんの発症進展や抗がん

剤応答に関与することが知られている。nCDase をノックダウンすると、β-カテニンの消失を誘導し、

大腸がんの進行を抑制する(19, 20)。担がんモデルにおいて、nCDase 活性の抑制が腫瘍の増大を著し

く軽減させた。加えて、野生型マウスに発がん誘導剤アゾキシメタンを投与すると、腫瘍が形成さ

れる。一方で、nCDase 欠損マウスでは腫瘍形成は野生型に比して有意に抑制された。すわなち、

nCDase は大腸がんの発生・進展において重要な役割を果たしていることが示唆されている。しかし

ながら、がん細胞での nCDase の生物学意義について不明な点が多く残されている。 

本研究では、nCDase を標的としたがん治療薬の創薬基盤を構築することを目指し、第一に、がん

細胞における nCDase の細胞内局在を明らかにすると共に、抗がん剤候補 C6-セラミドの代謝及び細
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胞傷害性調節への nCDase の関与の有無を明確にすることを目的とした。更に、第二に、がん細胞

の運動性に対する nCDase の関与の有無を明らかにすることを目的とした。これらを達成するため

に、第 1 章では、セラミドを各細胞小器官特異的に発現するバクテリア由来の SMase 及び CDase の

発現ベクターを開発し、これらのツールを用いて細胞小器官毎におけるスフィンゴ脂質代謝の特徴

を解析した。第 2 章では、第 1 章で開発したベクターを用いて、C6-セラミドの細胞障害性における

ゴルジ体局在性 nCDase の役割を解析した。第 3 章では、がん細胞の運動能調節への細胞形質膜局在

nCDase の関与を解析した。 
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図 1 スフィンゴ脂質の基本構造及び生合成経路. 

A. スフィンゴシンのアミノ基にアシル基がアミド結合するとセラミドが産生される。セラミドにホスホコ

リンがエステル結合するとスフィンゴミエリンとなる。B. De novo 合成経路は小胞体においてセリンパルミ

トイル転移酵素（SPT）の活性化によって開始され、段階的に 3-ケトスフィンガニン還元酵素（KDGSR）、セ

ラミド合成酵素（CerS）およびジヒドロセラミドデサチュラーゼ（DEGS）の触媒作用を介してセラミドが合

成される。小胞体局在性セラミドはゴルジ体に輸送され、セラミドキナーゼ（CerK）、スフィンゴミエリン合

成酵素（SMS）またはグルコシルセラミド合成酵素（GCS）の触媒作用をにより、それぞれにセラミド-1-リ

ン酸、スフィンゴミエリンまたはグルコシルセラミドが生成される。逆にスフィンゴ脂質異化経路（salvage 

経路）において、セラミド-1-リン酸、スフィンゴミエリン及びグルコシルセラミドは、それぞれにセラミド-

1-リン酸ホスファターゼ（C1PP）、スフィンゴミエリナーゼ（SMase）またはグルコシルセレブロシダーゼ

（GBA）の触媒作用によりセラミドへと代謝される。更に、セラミドはセラミダーゼ（CDase）によって加水

分解され、スフィンゴシンが生成される。このスフィンゴシンは、CerS による再アシル化を介してセラミド

へ、またはスフィンゴシンキナーゼ（SK）によるリン酸化を受けてスフィンゴシン-1-リン酸へと変換される。

また、スフィンゴ脂質経路の出口として、スフィンゴシン-1-リン酸リアーゼ（S1P lysase）によって、スフィ

ンゴシン-1-リン酸はヘキサデセナール及びホスホエタノールアミンと分解される。ヘキサデゼナールはその

後代謝されて、脂肪酸アシル CoA を形成する。 
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表 1 セラミダーゼの分類、発現分布及び生理機能のまとめ. 

 

引用）Sakamoto W. et al., Adv. Biol. Regul. 2017, 63: 122-131. 
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第 1 章 細胞小器官標的型バクテリア性スフィンゴミエリナーゼ（bSMase）及
びバクテリア性セラミダーゼ（bCDase）発現ベクターの開発と応用 

 

緒言 

 

スフィンゴ脂質は、細胞機能の制御や生体内のホメオスタシスの維持に関与しており、スフィン

ゴ脂質代謝の破綻はライソゾーム病、神経変性疾患、生活習慣病やがんなどの疾患の原因となる。

スフィンゴ脂質代謝経路には、各細胞小器官に局在する酵素が関わっており、分子種の異なる多様

なスフィンゴ脂質を形成している。また、セラミドのアシル鎖の炭素数および不飽和度が多様な分

子種を生み出しており、このようなセラミド分子種の多様性の背景から、「Many Ceramides」仮説が

提唱されている(21)。更に、セラミドの多様性は細胞小器官毎に異なり、様々な生理機能を制御して

いると推察されている。また、セラミド分子内の水酸基が SMS の触媒作用により修飾され、スフィ

ンゴミエリンが生成されることから、スフィンゴミエリンの分子種もセラミドと同様に多様である。

逆に、SMase の触媒作用を考慮すると、セラミド分子種のプールはスフィンゴミエリン分子種に依

存する。 

多様なセラミド分子種の生成は、6 つの CerS アイソフォーム（CerS1-6）の基質特異性に起因して

いる(22)。CerS は、アシル CoA とスフィンゴ塩基を基質としてセラミドを合成する酵素であり、生

化学的な特徴としてそれぞれのアイソフォームのアシル CoA への基質親和性は異なる。この結果、

アシル鎖に依存した多様なセラミド分子種が生成され、結果的にこれらの骨格を有するスフィンゴ

ミエリンやスフィンゴ糖脂質にも多様な分子種が生成される。 

次に、細胞小器官特異的に存在するセラミド及び異なるセラミド分子種の生理機能について述べ

る。バクテリア由来の SMase を乳がん細胞のミトコンドリアに発現させると、ミトコンドリア内に

セラミドの蓄積が生じ、シトクローム c 放出及び細胞死を誘導する(23, 24)。また、培養細胞の培地

中に SMase を添加すると、細胞外膜に存在するスフィンゴミエリンを加水分解して細胞骨格の再構

成に影響を及ぼすが、細胞死は引き起こさないことが知られている(25)。このように細胞小器官特異

的なセラミドの蓄積が多様な生理機能の引き金となっている。セラミド分子種の特異的生物活性に

関して、これまでに C16-及び C24-セラミドは B 細胞受容体を介した細胞死に関与することが報告さ

れている(26)。また、セラミド合成酵素 CerS1 の触媒作用により生成される C18-セラミドはマイトフ

ァジーを促進して、細胞死を誘導することが示された(27)。更に、酸性 SMase により生成された C16-

セラミドは、TNF-α刺激によるアポトーシスに寄与している(28)。このように、セラミド分子種によ

る細胞機能調節も多様であり、各細胞小器官に生じるスフィンゴ脂質代謝の変動を理解することが

セラミド生物学の全容解明に重要である。また、セラミドの抗腫瘍活性を考慮すると、セラミド代

謝を制御することで、がん創薬の新たな治療戦略の構築につながることが期待される(29)。 

本章では、細胞形質内膜、ゴルジ体、小胞体、ミトコンドリア、核及び細胞質の細胞小器官におけ

るスフィンゴ脂質の代謝・機能を解析するためのツールとして、細胞小器官特異的に発現するバク
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テリア性 SMase 及び CDase ベクターを開発し、これらのツールを用いてスフィンゴ脂質量の変動を

明らかにした。 
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実験方法 

 

1. 実験材料 

細胞培養培地、ウシ胎児血清、抗生物質及び anti-V5 tag 抗体は、Invitrogen 社から購入した。Anti-

FLAG 抗体、Mito-Tracker（Invitrogen 社）、anti-giantin 抗体（Covanve 社）及び anti-calreticulin 抗体及

び X-tremeGENE™ 9 DNA transfection reagent は Sigma-Aldrich 社から購入した。2 次抗体には、anti-

mouse IgG HRP-conjugated 抗体及び anti-rabbit IgG HRP-conjugated 抗体（R&D Systems 社）を使用し

た。RBM 14-16 は Antonio Delagado 教授及び Gemma Fabrias 教授（RUBAM、スペイン）より譲渡さ

れた。 

 

2. 細胞培養 

ヒト子宮頸がん細胞株 HeLa は、ATCC（Manassas, VA）より入手し、細胞を 10%ウシ胎児血清及

び抗生物質を含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）を用いて、37℃、CO2インキュベー

ター内において培養した。 

 

3. ベクター構築 

Bacillus cereus 菌 SMase 及び Pseudomonas aeruginosa 菌 CDase 遺伝子に細胞小器官特異的に発現す

るシグナル配列を付加し、これらを表 2 に示した。バクテリア由来 SMase（bSMase）は、Mg2+依存

性の mammalian nSMase と類似の特徴を有することが知られている(30)。また、バクテリア由来 CDase

（bCDase）は、触媒活性の至適 pH.8.0～9.0 であり、セラミドを加水分解して、スフィンゴシンを産

生する触媒活性を有する(31)。 

bSMase 及び bCDase の DNA 配列は以前に作製したものからクローニングした(32, 33)。V5 または

FLAG タグが融合された pCMV 及び pEF6 ベクターを使用し、ミトコンドリア、核、ER シグナル配

列は pShooter targeting ベクター（Thermo Fisher 社、カタログ番号：V821, V822, V823）のものを採用

した。細胞形質内膜、ゴルジ体の局在シグナル配列には、それぞれ Ras farnesylationsignal 

(KLNPPDESGPGCMSCKCVLS)、ヒトβ 1,4-galactosyltransferase  (MARLREPLLSGSAAMPGASLQR- 

ARRLLVAVCALHLGVTLVYYLAGRDLSRLPQLVGVSTPLQGGSNSAAAIGQSSGDLRTGGA）を使

用した。各遺伝子は、pENTR-D/TOPO (Life Tech 社)に挿入してサブクローニングを行った。 
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表 2 細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase ベクターの設計. 

 
Inner plasma membrane（iPM）認識配列は、Ras farnesylation シグナル (KLNPPDESGPGCMSCKCVLS)

由来である。ミトコンドリア認識配列は、シトクローム c オキシダーゼのサブユニット VIII 由来である。核認

識配列は、SV40 large T antigen 由来である。小胞体認識配列は、マウス Vh 鎖由来である。ゴルジ体認識配列

は β-1,4-galactosyltransferase (MARLREPLLSGSAAMPGASLQRARRLLVAVCALHLGVTLVYYLAGRDLSRLP- 

QLVGVSTPLQGGSNSAAAIGQSSGDLRTGGA)由来である(32, 33)。 

引用）Sakamoto W. et al., J. Lipid Res. 2019, 60(11):1841-1850. 

 

4. SMase 活性測定 

SMase 活性測定には、14C-methyl-スフィンゴミエリンを基質として使用した(34)。ウシ脳由来 SM

（Avanti Polar Lipids）及び 14C-methyl-スフィンゴミエリンを混合し、溶媒を窒素ガスにて除去した。

Buffer 溶液（0.1% Triton X-100、25 mM MgCl2、50 mM Tris、pH 7.5）に 5 mol%スフィンゴミエリン

を混合して、超音波処理することでミセル化基質を調製した。次に、細胞培養ディッシュに接着し

ている細胞をスクレーパーを用いて回収し、氷冷 PBS で洗浄し、PBS（protease inhibitor cocktail 含

有）で懸濁した後、超音波破砕機を用いて細胞を破砕した（10 秒程度）。細胞破砕液に基質を含む

Buffer 溶液を加え、37℃、30 分間保温した。クエンチング溶液（CHCl3／MeOH，2:1, v/v）を加えて

反応を停止させた後、Bligh and Dyer 法にて脂質を抽出した。水相画分に含まれる 14C-ホスホコリン

の放射活性を、液体シンチレーションカウンタ―を用いて検出した。 
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5. CDase 活性測定 

培養ディッシュに接着している細胞をスクレーパーを用いて回収し、氷冷 PBS で洗浄し、PBS

（protease inhibitor cocktail 含有）で懸濁した後、超音波破砕機を用いて細胞を破砕した（10 秒程度）。

その後、BCA キット法を用いてタンパク質量を測定した。96 ウェルプレートのウェル内にて、20 μM 

RBM 14-16 基質と細胞破砕液を混合した。反応液の組成は、20 μM RBM 14-16、0.3% TritonX-100、

75 mM NaCl, and 12.5 mM phosphate buffer (pH 7.4)となるように調製した。反応液を 37℃、3 時間、遮

光下で保温した。停止液（methanol: sodium periodate、1:1、v/v）を加えた後、100 mM glycine/NaOH

を添加し、更に 1 時間保温した。CDase の加水分解によって産生された RBM14 を、NaIO4による酸

化開裂反応によってウンベリフェロンに変換し、ウンベリフェロンの蛍光強度を蛍光マイクロプレ

ートリーダー (Ex 360 nm, Em 460 nm)を用いて測定した(35)。 

 

6. ウェスタンブロッティング法 

RIPA buffer（PMSF 及び protease inhibitor cocktail 含有, Santa Cruz Biotechnology 社）を用いて、細

胞破砕液を調製した。また、BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific 社) を用いてタンパク質

定量した。SDS-PAGE 後、PVDF 膜にウェット式法を使用してタンパク質を転写した。次に、5%ス

キムミルク PBS-T（0.1% Tween20 含有）溶液を用いて PVDF 膜を室温で 1 時間ブロッキングした。

ブロッキング液を除去した後、PBS-T 溶液を用いて 5 分×3 回洗浄した。5% BSA 含有 PBS-T で調製

した anti-V5 tag 抗体液及び anti-FLAG 抗体液（いずれも 1:1000 倍希釈）を 1 次抗体として、4℃、

一晩振盪した。翌日、PBS-T 溶液を用いて 5 分×3 回洗浄した後、5% BSA 含有 PBS-T で調製した

anti-mouse IgG HRP-conjugated 抗体または anti-rabbit IgG HRP-conjugated 抗体（R&D Systems 社）を

2 次抗体（1:5000 倍希釈）として、1 時間室温で振盪した。PBS-T 溶液を用いて 5 分×3 回洗浄した

後、ECL 試薬（Thermo Fisher Scientific 社）を添加し、暗室において感光フィルムによる目的タンパ

ク質の検出を行った。 

 

7. 免疫染色法 

細胞を 4%パラホルムアルデヒド溶液にて 20 分間固定化した。PBS で洗浄した後、細胞を 0.1% 

Triton X-100 含有 PBS 溶液にて 5 分間処置し、細胞透過反応を行った。PBS で 5 分間×3 回洗浄した

後、2%BSA 含有 PBS 溶液で 20 分間ブロッキングした後、ブロッキング液を用いて希釈した anti-V5 

tag 抗体液（1:250 倍希釈）、anti-FLAG 抗体液（1:500 倍希釈）、anti-giantin 抗体液（1:500 倍希釈）及

び anti-calreticulin 抗体液を 1 次抗体として、4℃、一晩反応させた。翌日、PBS で 5 分間×3 回洗浄

した後、ブロッキング液を用いて希釈した 2 次抗体溶液（1:1000 倍希釈）を室温で 1 時間反応させ

た。2次抗体には、Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 488（Thermo 

Fisher 社）及び Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 594（Thermo 

Fisher 社）を使用した。PBS で 5 分間×3 回洗浄した後、核染色のための DAPI 溶液を滴下させた。

共焦点顕微鏡 Leica SP8 confocal microscopy system (Leica Microsystems) を用いて細胞の観察を行っ
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た。 

 

8. スフィンゴ脂質量の測定 

PBS で洗浄した後、細胞を回収した。その後、Bligh and Dyer 法にて脂質を抽出し、Thermo Finningan 

TSQ700 triple quadrupole mass spectrometer にて測定した(37-39)。ヒートマップ解析には、MATLAB 

2018a を利用した。 

 

9. 統計学的解析 

統計学解析は、GraphPad Prism 5 Software を用いて、Student’s t-検定を実施した。また、3 群以上の

解析においては、パラメトリックの Dunnett's 検定を実施した。生存曲線は、ノンパラメトリックの

Wilcoxon 検定を実施した。 
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実験結果 

 

1. 細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase の活性測定 

各細胞小器官特異的に発現するためのシグナル配列を付加した bSMase または bCDase ベクターを

それぞれ HeLa 細胞に導入し、20 時間後、細胞を回収して細胞破砕液を調製した。はじめに、ウェ

スタンブロッティング法にて細胞に過剰発現させた bSMase 及び bCDase 発現量を解析した。その結

果、いずれのベクターを用いた場合においても、bSMase または bCDase タンパク質が発現している

ことを確認した（図 2A）。bCDase の発現量はいずれの細胞小器官標的型でも高かったが、bSMase 発

現量は細胞小器官毎に異なり、細胞形質内膜及びミトコンドリア標的型 bSMase 発現量は他と比較

して低下していた。 

調製した細胞破砕液中の SMase 活性及び CDase 活性を測定した。細胞小器官標的型 bSMase タン

パク質を発現させることで、コントロール群（Vehicle）と比較して、いずれも SMase 活性が増加し

た（図 2B）。一方で、不活性型 bSMase（D322A/H323A）を発現させても、SMase の活性はコントロ

ール群と同程度だった。同様に、各細胞小器官標的型 bCDase を導入した場合でも、それぞれにおい

て CDase 活性の増加が認められた（図 2C）。不活性型 bCDase（Y484A）においては、CDase 活性の

上昇は検出されなかった。SMase 活性の強度は、bSMase 発現量と概ね相関していた。 
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図 2 細胞小器官標的型 bSMase または bCDase 発現細胞での酵素活性とタンパク質発現. 

HeLa 細胞に細胞小器官標的型 bSMase または bCDase vectors を導入した 20 時間後に、細胞を回収して細

胞破砕液を調製した A. ウェスタンブロッティング法にて、各々の細胞内 bSMase または bCDase 発現量を確

認した。B. 細胞破砕液を用いて、細胞内 SMase 活性を測定した。C. 細胞破砕液を用いて、細胞内 CDase 活

性を測定した。それぞれの値は、平均±SEM で示した（N=3）。***p<0.0005. 

引用）Sakamoto W. et al., J. Lipid Res. 2019, 60(11):1841-1850. 
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2. 細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase の細胞内局在 

各々bSMase または bCDase が、標的とする細胞小器官特異的に発現していることを確認するため

に、蛍光免疫染色を行った。bSMase 及び bCDase に付加した V5 タグまたは FLAG タグを緑色で示

した（図 3）。各細胞小器官マーカーとして、ゴルジ体（Golgi）には giantin、小胞体（ER）には calreticulin、

ミトコンドリアには MitoTracker（1:100 倍希釈）を赤色で示した。細胞形質内膜（iPM）に対するマ

ーカーは使用していないが、細胞形質内膜標的型 bSMase 及び bCDase は細胞の形態に沿って発現し

ていることを確認した。次に、赤色で示したゴルジ体、小胞体及びミトコンドリアに対するマーカ

ーと、緑色で示したゴルジ体、小胞体及びミトコンドリア標的型 bSMase 及び bCDase がそれぞれ重

なり合っていることを確認した（黄色）。核標的型 bSMase 及び bCDase は、核染色の DAPI（青色）

と共局在していた。最後に、細胞質標的化型 bSMase 及び bCDase は細胞全体に発現しており（緑色）、

細胞質に局在していた。なお、細胞質に対するマーカーは使用していない。したがって、作製した各

細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase が標的とする細胞小器官毎に発現して活性を有しているこ

とが確認された。 
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図 3 細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase の局在. 

HeLa 細胞に細胞小器官標的型 bSMase または bCDase vectors を導入した 20 時間後に、細胞を免疫染色

し、共焦点顕微鏡を用いて観察した。緑色は各 bSMase または bCDase の細胞内局在、赤色は細胞小器官マー

カー、青色は核を示している。A. 細胞小器官標的型 bSMase を細胞内に導入した結果を示した。B. 細胞小器

官標的型 bCDase を細胞内に導入した結果を示した。 

引用）Sakamoto W. et al., J. Lipid Res. 2019, 60(11):1841-1850. 
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3. 細胞小器官標的型 bCDase または bSMase の細胞内スフィンゴ脂質量への影響 

細胞小器官標的型 bCDase または bSMase の発現によるスフィンゴ脂質代謝への影響を解析するた

めに、質量分析法により細胞内スフィンゴシン、スフィンゴシン-1-リン酸、セラミド及びスフィン

ゴミエリン量を測定した。 

・細胞形質内膜（iPM） 

bSMase の強制発現によって、セラミド量は増加したが、スフィンゴミエリン量に変化は認められ

なかった（図 4A）。また、同条件下にスフィンゴシン量及びスフィンゴシン-1-リン酸量にも大きな

違いはなかった。次に、bCDase を発現させたが、スフィンゴシン、スフィンゴシン-1-リン酸、セラ

ミド及びスフィンゴミエリン量の変動に対して影響を及ぼさなかった。更に、bCDase 及び bSMase

を共発現させることで、bSMase の強制発現によって増加したセラミド量は bCDase の強制発現によ

り減少し、逆にスフィンゴシン量は有意に増加した。一方で、スフィンゴシン-1-リン酸量及びスフ

ィンゴミエリン量は有意に変動しなかった。 

・ゴルジ体（Golgi） 

bSMase をゴルジ体に発現させることによって、スフィンゴミエリン量の減少作用と共にセラミド

量の増加作用が確認された（図 4B）。一方で、bCDase の強制発現は、スフィンゴシン、スフィンゴ

シン-1-リン酸、セラミド及びスフィンゴミエリン量対してほとんど影響を及ぼさなかった。しかし

ながら、bSMase 強制発現下において、bCDase を共発現させると、セラミド量は減少し、スフィンゴ

シン量は増加した。これらの結果から、ゴルジ体においてもスフィンゴミエリンが存在しているこ

と、セラミド量は基底値以下であると考えられた。 

・小胞体（ER） 

 bSMase を強制発現させることで、スフィンゴミエリン量は減少し、逆にセラミド量は増加した（図

4C）。bCDase のみの強制発現では、いずれの脂質量も変動しなかった。次に、bSMase 及び bCDase

を共強制発現させると、セラミド量の減少が確認され、特にスフィンゴシン量は顕著に増加した。 

・ミトコンドリア 

bSMase を強制発現させると、セラミド量のみが増加した（図 4D）。一方で、bCDase 強制発現によ

るスフィンゴ脂質の変動は認められなかった。しかしながら、bSMase によるセラミド量を増加させ

た条件下において、bCDase によるセラミドからスフィンゴシンを産生する代謝反応を検出すること

が可能となった。ミトコンドリアにおける bSMase 発現量は、他の細胞小器官の結果と比較して少な

く、bSMase によるスフィンゴ脂質代謝の変動が小さくなったと考えられる。 

・核 

bCDase の触媒活性によって、スフィンゴシン量の増加作用を示す傾向が認められた（図 4E）。

bSMase により産生されたセラミドに対して bCDase は触媒作用を示し、スフィンゴシン量は更に増

加した。したがって、核膜に存在するセラミド量は他の細胞小器官と比較して相対的に多く存在し

ている可能性がある。 
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・細胞質 

細胞質に bSMase を強制発現させると、セラミド量の顕著な増加作用が認められた（図 4F）。bSMase

及び bCDase を共発現させると、セラミド量の減少及びスフィンゴシン量の増加が確認された。 

 

 

図 4 細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase によるスフィンゴ脂質変動の解析. 

HeLa 細胞に細胞小器官標的型 bSMase または bCDase vectors を導入した 20 時間後に、細胞を回収した後、

スフィンゴ脂質量を測定した。それぞれの値は、平均±SEM で示した（N=3）。***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05. 

引用）Sakamoto W. et al., J. Lipid Res. 2019, 60(11):1841-1850. 
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4. 細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase を用いた各セラミド分子種の変動 

図 4 で示したように、セラミド全体量は bSMase によって増加したが、セラミドには様々な分子種

が存在しており、分子種によって生理作用が異なることが知られている。そこで、セラミドの分子

種毎における変動を解析するために、各セラミド分子種変動量のヒートマップを作成した（図 5）。

その結果、細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase によるセラミド分子種の変動は、多様性を示した。

細胞形質内膜標的型 bSMase の強制発現は C14－C18の中鎖型セラミド量を増加させた（図 5A）。核ま

たはミトコンドリア標的型 bSMase は、C14－C22及び C24:1-セラミド量を増加させた。また、小胞体、

ゴルジ体及び細胞質標的型 bSMase の強制発現においては、C14－C26の長鎖型及び超長鎖型のセラミ

ド分子種量が増加した。これらの結果から、各細胞小器官におけるスフィンゴミエリンの分子種の

存在比が異なることが推測された。なお、スフィンゴ脂質の変動量の大きさは、各細胞小器官にお

ける bSMase 及び bCDase の発現量に依存するため、各群間の変動量を比較することは適切ではない。 

bCDase の活性化はセラミド全体量に対して大きな影響を及ぼさなかったように、各細胞小器官特

異的に発現させた bCDase も各分子種のセラミド量に対して影響をほとんど示さなかった（図 5B）。

次に、細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase を同時に共発現させた際の、各分子種のセラミド量を

測定した（図 5C）。そして、bSMase 発現によるセラミドの増加量から bSMase 及び bCDase 発現によ

るセラミド量を引いた値、すなわち bSMase によって生み出されたセラミドに対して bCDase が触媒

作用した量を図 5D に示した。その結果、細胞形質内膜においては、C14－C16 分子種のセラミドが

bCDase によって代謝されること、核またはミトコンドリアいおいては、C14－C16 分子種のセラミド

が、小胞体、ゴルジ体及び細胞質においては、C14－C24分子種のセラミドが bCDase によって代謝さ

れることが判った。 

以上より、bSMase 及び bCDase の両酵素を組み合わせることによって、各細胞小器官において存

在するスフィンゴミエリン及びセラミドの量及び分子種の変化を捉えることが可能となった。 
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図 5 細胞小器官標的型 bSMase 及び bCDase 発現によるセラミド分子種変動のヒートマップ解析. 

HeLa 細胞に細胞小器官標的型 bSMase または bCDase vectors を導入した 20 時間後に、細胞を回収した後、

セラミドの各分子種を測定した。変動量の相対値は、log 値で表示し、緑色は減少、赤色は増加を示した。A. 

bSMase 発現によるセラミド量の変化を示した。B. bCDase 発現によるセラミド量の変化を示した。C. bSMase

及び bCDase 共発現によるセラミド量の変化を示した。D. A で示した bSMase によるセラミド増加量から、

C で示した bSMase 及び bCDase 共発現によるセラミド量の差を示した。 

引用）Sakamoto W. et al., J. Lipid Res. 2019, 60(11):1841-1850. 
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考察 

 

本研究では、異なる細胞小器官におけるセラミドをはじめとするスフィンゴ脂質量を人為的に変

動させる分子生物学的ツールを開発した。その結果、bSMase を発現させることによってセラミドの

産生が亢進し、産生されたセラミドは bCDase によって代謝される反応を捉えることができた。そし

て、bSMase によって産出されるセラミドの分子種は、細胞小器官毎で異なることが判明した。これ

らの結果は、「Many Ceramide」仮説(21)の形成を裏付ける結果であり、セラミドの生化学的な多種多

様性は特異的なセラミド分子種、その細胞小器官における局在、セラミドを代謝する酵素によって

生み出されると考えられる。また、各細胞小器官に存在するスフィンゴミエリンの分子種の比が異

なる可能性は考えられるが、細胞小器官画分毎のスフィンゴミエリンの分子種を解析した事例はこ

れまでに知られていない。 

細胞小器官標的型 bSMase 発現によるスフィンゴミエリンの変動について解析すると、細胞形質

内膜、細胞質及びミトコンドリア標的型 bSMase 発現において、スフィンゴミエリンの変動を明確に

は捉えられなかった。一方で、ゴルジ体、小胞体及び核標的型 bSMase 発現条件下においては、スフ

ィンゴミエリン量の減少作用を捉えられた。この違いは、図 1A に示したように bSMase 発現量の差

に起因すると考えている。 

次に、細胞小器官におけるスフィンゴ脂質の分子種について考察する。細胞形質内膜においては

C14－C18 分子種のスフィンゴ脂質が、核またはミトコンドリアにおいては、C14－C22 及び C24:1-スフ

ィンゴ脂質が、小胞体、ゴルジ体及び細胞質においては、C14－C26の長鎖型及び超長鎖型の分子種の

スフィンゴ脂質の存在比が多い可能性が考えられた。同様に、bCDase によって代謝されるセラミド

の分子種からも細胞小器官におけるスフィンゴ脂質の存在比の違いが推察される。 

 bCDase のみを細胞内に発現させてもセラミドの加水分解は促進されなかった。bSMase 及び

bCDaseを組み合わせることによって bSMase由来のセラミドに対してbCDaseは代謝作用を示した。

bCDase 発現単独の効果が認められなかった要因の 1 つとして、セラミド量減少を打ち消すようなセ

ラミド産生が相対的な反応として誘導されたのかもしれない。また、bCDase は bSMase の活性化か

ら生成されたセラミドを分解する作用を有していることから、内在性 CDase は定常的なセラミド量

を保つために機能している可能性も考えられる。セラミド代謝を詳細に解析するためには、ある分

子種のセラミドを追跡できるようなプローブ等の開発が必要となってくる。 

核特異的に bCDase を発現するとスフィンゴシン量の増加作用を示したが、セラミド量の減少は生

じなかった。セラミド量の変化が捉えられなかったのは、セラミド量がスフィンゴシン量よりも 30

－40 倍ほど多く存在していることに起因していると思われる。したがって、核に存在するセラミド

に対して、bCDase は加水分解作用を示すことが判明した。次に、スフィンゴミエリンは最も存在量

の多いスフィンゴ脂質であり、クロマチン集合やダイナミクスにおいて構造及び制御に関与してい

ることが報告されている(40)。核標的型 bSMase によってセラミド量の増加を誘導し、核標的型

bCDase によって細胞内スフィンゴシン量が増加する傾向を示していることから、核標的型 bSMase
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及び bCDase は、核におけるスフィンゴ脂質の生理機能の解明に役立つかもしれない。なぜなら、ス

フィンゴシンのリン酸化体スフィンゴシン-1-リン酸はヒストンのアセチル化を制御するという報告

も存在する(41)。また、スフィンゴシンキナーゼ 2 の触媒作用により生み出されるスフィンゴシン-

1-リン酸は、ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）に直接結合して HDAC 活性を抑制し、細胞周期

や炎症性遺伝子の発現量を制御している(41)。 

以上の結果より、細胞小器官特異的に bSMase または bCDase を発現させることは人為的な手法で

はあるが、スフィンゴ脂質代謝酵素が活性化する環境下を模倣できる可能性があることから、今後

のスフィンゴ脂質に関する研究において有用なツールになることが期待される。 
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小括 

 

1. 細胞形質内膜、小胞体、ゴルジ体、ミトコンドリア、核及び細胞質を含む細胞小器官特異的に発

現する bSMase 及び bCDase ベクターを開発し、各細胞小器官特異的に発現すること及び酵素活

性を有することを確認した。 

2. 細胞小器官毎によって存在するスフィンゴ脂質の分子種の割合が異なっていることが考えられ

た。細胞形質内膜においては C14－C18の分子種、核またはミトコンドリアでは C14－C22及び C24:1-

の分子種、小胞体、ゴルジ体及び細胞質においては、C14－C26の長鎖型及び超長鎖型のスフィン

ゴ脂質の存在比が多い可能性がある。 

 

本研究により開発した細胞小器官特異的に発現する bSMase 及び bCDase は、スフィンゴ脂質の局

在や分子種を解析するのに有用なツールになる可能性がある。これらのツールは、本研究の第 2 章

で使用するとともに、今後、スフィンゴ脂質変動による生理機能の解明などの研究に活用できるこ

とが期待される。 
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第 2 章 nCDase による外因性セラミドの細胞傷害性調節 

 

緒言 

 

nCDase は、腎臓、肝臓、脳、肺、及び心臓組織で発現しており、特に小腸や大腸での発現量が高

い(18, 44)。生化学的な解析から、nCDase は、C16-セラミドまたは C18-セラミドなどの長鎖型セラミ

ドに対する基質特異性が高いことが示されている(45)。また、nCDase 欠損マウスは正常に生育する

が、スフィンゴ脂質を正常に消化吸収することができなかったことから、消化管におけるスフィン

ゴ脂質代謝に nCDase が寄与している可能性がある(18)。 

 次に、nCDase の機能に関するこれまでの知見を述べる。紫外線照射、一酸化窒素、血清飢餓など

の刺激によって nCDase 活性は抑制されることが知られている(46-48)。また、化学療法剤であるゲム

シタビン処置によって、nCDase 発現量は減少し、セラミド量の蓄積及び細胞増殖抑制作用を引き起

こす(49)。他にも、nCDase は、血清飢餓誘導によるプログラム化ネクローシス（ネクロプトーシス）

から細胞を保護する役割を果たし、またオートファジーを介して損傷したミトコンドリアのクリア

ランスに nCDase が関与することが報告されている(50)。 

 nCDase は II 型細胞膜結合タンパク質であり、N 末のアンカー部位が切断されることによって細胞

外へと分泌される(51)。nCDase は細胞形質膜に存在するセラミドを加水分解し、スフィンゴシンを

産生することが推察される。しかしながら、ヒト胎児腎細胞 HEK293 における nCDase の細胞内局在

は解析されているが、大腸がん細胞株における nCDase の細胞内局在に関する報告はない。 

C6-セラミドはがん細胞に対して強力な細胞障害性を示し、新規抗がん剤として臨床開発ステージ

にある化合物である（ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04716452）(16)。一方、細胞内において、C6-セ

ラミドはスフィンゴシンに代謝分解されことが知られている。すなわち、この代謝分解が C6-セラミ

ドの抗腫瘍活性発現を制御すると推察される。しかしながら、この代謝分解への nCDase の関与は不

明である。 

本章では、大腸がんでの nCDase の細胞内局在及び生理作用に着目して、新規抗がん剤候補 C6-セ

ラミドの代謝・抗腫瘍活性発現への nCDase の寄与について明らかにした。 
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実験方法 

 

1. 実験材料 

細胞培養培地、ウシ胎児血清、抗生物質及び anti-V5 tag 抗体は、Invitrogen 社から購入した。また、

免疫染色法には anti-V5-tag Rabbit 抗体（Cell Signaling Technology 社）も使用した。Anti-GAPDH 抗体

は Cell Signaling 社から、anti-giantin 抗体及び anti-GM130 抗体は、Covance 社及び BD Biosciences 社

から購入した。C6-セラミド及びスフィンゴシン-1-リン酸は Avanti 社から購入し、C6-urea-セラミド

は、Medical University of South Carolina より譲渡して頂いた。anti-GAPDH は 

 

2. 細胞培養 

 ヒト大腸がん細胞株 HCT116 は、ATCC（Manassas, VA）より入手し、細胞を 10%ウシ胎児血清及

び抗生物質を含む DMEM 培地を用いて、37℃、CO2インキュベーター内において培養した。 

 

3. nCDase 安定発現細胞の樹立 

5′-caccatggccaaacgcaccttctctaac-3′及び 3′-aatagttacaacttcaaaagccggggaag-5′primer を用いて、ヒト

nCDase 遺伝子を増幅させた後、pENTR-D/TOPO（Life Technologies 社、CA）ベクターに挿入した。

次に、Gateway LR Clonase II enzyme mix（Life Technologies 社）を用いて、増幅した nCDase 遺伝子を

pLenti6.3/TO/V5-DEST (Life Technologies 社)に移し替え、nCDase 発現ベクターを構築した。不活性型

nCDase (S354A)発現ベクターも同様に作製した。次に、1 × 105 cells per 60 mm ディッシュに HCT116

細胞を播種した。翌日、X-tremeGENE 9 DNA Transfection 試薬（Sigma-Aldrich 社）を用いて作製した

プラスミドを細胞内に導入した。48 時間培養後、50 μg/mL ブラストサイジン（Invitrogen 社）を添加

し、3 日間毎に培地交換を行い、10 日間ブラストサイジン含有培地にて細胞を培養することで、

nCDase 安定発現細胞株を樹立した。 

 

4. ゴルジ体または細胞質標的型 bCDase 及び bSMase 発現ベクターの作製 

ゴルジ体を特異的に認識するシグナル配列を付加させた bCDase 及び bSMase 遺伝子を、それぞれ

pCMV 及び pEF6 ベクターに挿入した（第 1 章を参照）。X-tremeGENE 9 DNA Transfection 試薬を用

いて細胞内に作製したベクターを導入した。 

 

5. nCDase 活性測定 

基質には N-[12-[(7-Nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoyl]derythro-sphingosine (NBD-C12-セ

ラミド) (Avanti Polar Lipids ) を使用した。ミセル化 NBD-C12- セラミド溶液を調製し、細胞破砕液と

混合した。反応液の Buffer 組成は、100 mM Tris (pH 7.5)、0.3% Triton X-100 となるように調製した。

遮光下で、37℃で 3 時間、保温させた後、Quench solution (chloroform／methanol,  1: 1, v/v)を加えて、

ボルテックスした。遠心（3,000 rpm, 10 分間、室温）後、下層有機溶媒画分を回収し、窒素ガスで有
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機溶媒を揮発させた。メタノールを 100 μL 加え、HPLC 機器に供した。nCDase 触媒活性によって

C12-NBD ceramide が NBD-dodecanoic acid へと変換されるため、NBD-dodecanoic acid 量を HPLC 機

器（Agilent 社）を用いて測定した(52)。 

 

6. ウェスタンブロッティング法 

細胞を RIPA buffer（PMSF 及び protease inhibitor cocktail 含有）を用いて、細胞破砕液を調製した。

また、BCA Protein Assay Kit を用いてタンパク質定量した。SDS-PAGE 後、PVDF 膜にタンパクウェ

ット式法を使用してタンパク質を転写した。次に、5%スキムミルク PBS-T（0.1% Tween20 含有）溶

液を用いて PVDF 膜を室温で 1 時間ブロッキングした。ブロッキング液を除去した後、PBS-T 溶液

を用いて 5 分×3 回洗浄した。5% BSA 含有 PBS-T で調製した anti-V5 tag 抗体液（1:1000 倍希釈）、

anti-GAPDH 抗体液（1:2000 倍希釈）を 1 次抗体として、4℃、一晩反応させた。翌日、PBS-T 溶液

を用いて 5 分×3 回洗浄した後、5% BSA 含有 PBS-T で調製した anti-mouse IgG HRP-conjugated 抗体

または anti-rabbit IgG HRP-conjugated 抗体（R&D Systems 社）を 2 次抗体（1:5000 倍希釈）として、

1 時間室温で振盪した。PBS-T 溶液を用いて 5 分×3 回洗浄した後 ECL 試薬を添加し、暗室におい

て感光フィルムによる目的タンパク質の検出を行った。 

 

7. 免疫染色法 

細胞を 4%パラホルムアルデヒド溶液にて 20 分間固定化した。PBS で洗浄した後、細胞を 0.1% 

Triton X-100 含有 PBS 溶液にて 5 分間処置し、細胞透過反応を行った。PBS で 5 分間×3 回洗浄した

後、2%BSA 含有 PBS 溶液で 20 分間ブロッキングした後、ブロッキング液を用いて希釈した anti-V5

抗体液（1:250 倍希釈）、anti-giantin 抗体液（1:500 倍希釈）及び anti-GM130 抗体液（1:500 倍希釈）

を 1 次抗体として、4℃、一晩反応させた。翌日、PBS で 5 分間×3 回洗浄した後、ブロッキング液

を用いて希釈した Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 488

（Thermo Fisher 社）及び Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 594

（Thermo Fisher 社、いずれも 1:1000 倍希釈）溶液を 2 次抗体として、室温で 1 時間反応させた。PBS

で 5 分間×3 回洗浄した後、核染色のための DAPI 溶液を滴下させた。共焦点顕微鏡 Leica SP8 confocal 

microscopy system (Leica Microsystems) を用いて細胞の観察を行った。 

 

8. 細胞生存率及びアポトーシス評価 

細胞生存率は、methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT, Sigma-Aldrich 社)を用いて測定し

た。細胞に 1 mg/mL MTT 溶液を加え、30 分間室温で保温した。培養上清を除去した後、染色された

細胞に DMSO 溶液を加え、560 nm 波長にて吸光度を測定した（SpectraMax microplate reader, Molecular 

Devices 社)。アポトーシス評価は、Caspase-3 活性を指標に、Fluorometric Assay Kit (BioVision 社)を用

いて評価した。 
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9. 脂質量測定 

細胞培養上清または細胞を回収し、細胞を破砕した。Bligh and Dyer 法にて脂質を抽出し、質量分

析法にて測定した（Thermo Finningan TSQ700triple quadrupole mass spectrometer）(37)。 

 

10. 統計学解析 

統計学解析は、GraphPad Prism 5 Software を用いて、Student’s t-検定を実施した。また、3 群以上の

解析においては、パラメトリックの Dunnett's 検定を実施した。生存曲線には、ノンパラメトリック

の Wilcoxon 検定を実施した。 
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実験結果 

 

1. 大腸がん細胞株 HCT116 における nCDase の細胞内局在 

大腸がん細胞株における nCDase の細胞内局在を解析するために、V5 タグを融合させた nCDase プ

ラスミドを細胞内に導入し、安定発現細胞株を樹立した。安定発現細胞株を回収し、細胞破砕液を

用いて、nCDase 活性を測定した。その結果、nCDase 発現細胞では、Mock 細胞（LacZ 空ベクター導

入）と比べて、nCDase 活性が増加していることを確認した（図 6A）。一方で、不活性化型 nCDase

（S354A）では酵素活性の上昇は認められなかった。また、ウェスタンブロッティング法を用いた場

合においても、nCDase が細胞内で過剰発現していることを確認した（図 6B）。次に、nCDase の細胞

内の局在を解析するため、細胞を蛍光免疫染色し、共焦点顕微鏡を用いて観察した。その結果、V5-

tagged nCDase は細胞形質膜上に局在していた（図 6C）。また、ゴルジ体マーカーである giantin と V5-

tagged nCDase が共局在していることも明らかとなり、新たに nCDase はゴルジ体にも局在すること

が判明した。 

  



 37 

 

 
図 6  V5-tagged nCDase 安定発現 HCT116 細胞における nCDase の細胞内局在. 

LacZ ベクター、V5-tagged nCDase または不活性化型 V5-tagged nCDase (S354A)を HCT116 細胞に発現さ

せた後、各安定発現細胞株を樹立した。A. これらの細胞内 nCDase 活性を測定するために、NBD- C12-セラミ

ドを基質として、3 時間反応させ、産生物を測定した。B. V5-tagged nCDase の発現量をウェスタンブロッテ

ィング法にて検出した。C. LacZ ベクター (a-d) 及び V5-tagged nCDase ベクター (e-h) を発現させた

HCT116 細胞を、DAPI (青色)、anti-V5 抗体 (緑色) 及び anti-giantin 抗体(ゴルジ体マーカー、赤色)で免疫染

色した後、共焦点顕微鏡で観察した。それぞれの値は、平均±SEM で示した（N=3）。スケールの大きさ: 25 

μm.***p<0.0005. 

引用）Sakamoto W. et al., J. Lipid Res. 2018, 59(11): 2116-2125. 
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2. nCDase による C6-セラミドの細胞障害性調節 

C6-セラミドはがん細胞に対して強力な細胞障害性を示し、新規抗がん剤として臨床開発ステージ

にある化合物である。そこで、C6-セラミドの細胞障害性調節への nCDase の関与を探索するために、

V5-tagged nCDase 安定発現細胞株、不活性型 V5-tagged nCDase 細胞株、Mock 細胞を用いた。これら

細胞間において増殖速度に有意な違いは認められなかった（図 7A）。 

C6-セラミドの抗腫瘍活性発現への nCDase の関与を探索するため、V5-tagged nCDase 安定発現、

不活性型 V5-tagged nCDase 発現または Mock 細胞（LacZ 空ベクター導入）に 5 μM の C6-セラミド溶

液を処置し、細胞生存数を MTT アッセイにて評価した。その結果、V5-tagged nCDase を発現させる

と、C6-セラミドによる細胞増殖抑制作用は減弱した（図 7A, B）。一方で、不活性型 V5-tagged nCDase

を発現させた細胞では、C6-セラミドによる細胞増殖抑制作用は減弱しなかった。更に、アポトーシ

スに対する nCDase の発現効果を調べるために、caspase-3 活性について評価した。Mock 細胞では、

C6-セラミド処理により caspase-3 の活性化は未処理に比して 1.5 倍上昇した。しかしながら、V5-

tagged nCDase 安定発現細胞での caspase-3 の活性化は Mock 細胞に比して有意に低下した（図 7C）。

一方で、不活性型 V5-tagged nCDase 安定発現細胞においては、Mock 細胞と同様に C6-セラミドによ

る Caspase-3 の活性化が検出された。 

以上の結果より、nCDase は、C6-セラミドのアポトーシス誘導による細胞障害性を減弱すると考え

られた。 
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図 7 C6-セラミドの細胞障害性及びアポトーシス誘導に対する nCDase の影響. 

HCT116 細胞に遺伝子導入（LacZ 空ベクター、V5-tagged nCDase ベクターまたは不活性型 V5-tagged 

nCDase ベクター）した後、各安定発現細胞株を樹立した。5 μM C6-セラミド存在下または非存在下に細胞を

一定時間培養した。A. 24 または 48 時間後の生細胞数を測定した。また、48 時間後の細胞生存活性を MTT ア

ッセイにて評価した（B）。C. Caspase-3 活性を指標としたアポトーシス誘導作用を評価した。それぞれの値

は、平均±SEM で示した（N=3）。**p<0.005, *p<0.05. 

引用）Sakamoto W. et al., J. Lipid Res. 2018, 59(11): 2116-2125. 
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3. nCDase と C6-セラミドによるゴルジ体断片化との関連性 

C6-セラミドは、アポトーシス誘導作用だけでなくゴルジ体を断片化する作用をもつことで知られ

ている化合物である(53)。nCDase はゴルジ体に局在することから、nCDase が C6-セラミド刺激によ

るゴルジ体断片化に関わっているのかについて検討した。5 μM C6-セラミドを細胞に 12 時間処置し

た後、細胞を固定し、免疫染色を行った。ゴルジ体のマーカーには GM130 を用いて、ゴルジ体の断

片化を観察した。C6-セラミドを処置すると、Mock 細胞内ではゴルジ体の断片化が観察された（図

8A, B）。対照的に、V5-tagged nCDase 安定発現細胞においては、C6-セラミド処置によるゴルジ体の

断片化は認められなかった（図 8E, F）。次に、nCDase 活性を阻害した場合に、C6-セラミド誘導によ

るゴルジ体の断片化が減弱されるのか否かについて検討した。nCDase 阻害剤として、C6-urea-セラミ

ドを用いた(54, 55)。初めに、C6-urea-セラミド自身にはゴルジ体の断片化作用を有していないことを

確認した（図 8C, G）。次に、V5-tagged nCDase 安定発現細胞に C6-urea-セラミドを処置し、1 時間後

に C6-セラミドを添加した。その結果、ゴルジ体の断片化が観察された（図 8D, H）。ゴルジ体の断片

化作用を、GM130 染色強度を指標に定量した（図 8I）。先程と同様に、C6-セラミドによるゴルジ体

の断片化が V5-tagged nCDase の発現によって有意に抑えられ、この抑制作用は nCDase 阻害剤存在

下に消失した。したがって、nCDase は C6-セラミドによるゴルジ体の断片化作用を減弱することが

明らかとなった。 

更に、ゴルジ体に局在している nCDase に着目した解析を行うために、ゴルジ体特異的に発現する

シグナル配列を付加させた bCDase（V5-Golgi-CDase）を細胞内に発現させた。また、対照群として、

細胞質特異的に発現する CDase（V5-Cyto-CDase）を使用した。図 9 の赤色で示したとおり、V5-Golgi-

CDase 及び V5-Cyto-CDase は、それぞれゴルジ体及び細胞質に発現していることを確認した（図 9C, 

E）。次に、Mock 細胞に C6-セラミドを処置するとゴルジ体断片化が観察されたが、一方で、V5-Golgi-

CDase を発現させた細胞においては、C6-セラミドによるゴルジ体の断片化は認められなかった（図

9C, D）。更に、V5-Cyto-CDase を発現させた場合には、C6-セラミドによるゴルジ体の断片化は検出

された（図 9E, F）。C6-セラミド誘導によるゴルジ体断片化作用を定量したものを図 9I に示した。こ

れらの結果より、ゴルジ体での CDase 活性が、C6-セラミド誘導性ゴルジ体断片化作用の減弱に関与

しており、nCDase の新たな生理機能が見いだされた。 

以上の結果を考え合わせると、ゴルジ体局在性 nCDase は、C6-セラミドを代謝分解することで、

そのゴルジ体断片化作用を減弱させると推察された。 
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図 8  nCDase 阻害剤の C6-セラミド誘導によるゴルジ体断片化への影響. 

A－H. 5 μM C6-セラミド及び nCDase 阻害剤を各細胞に 12 時間処置した後、共焦点顕微鏡を用いてゴルジ

体（ゴルジ体マーカーGM130 を用いて染色、緑色）の断片化を観察した（核：青色、DAPI 染色）。I. GM130

染色量を指標にゴルジ体の断片化作用を定量した。それぞれの値は、平均±SEM で示した（N=3）。*p<0.05.  

引用）Sakamoto W. et al., J. Lipid Res. 2018, 59(11): 2116-2125. 
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図 9 ゴルジ体における CDase の機能的役割. 

A－F. HCT116 細胞に V5-empty、 Golgi-bCDase または Cyto-bCDase ベクターを一過的に発現させた後、

5 μM C6-セラミドを 6 時間処置した。C6-セラミド誘導によるゴルジ体の断片化を、共焦点顕微鏡を用いて観

察した。ゴルジ体は GM130（緑色）、bCDase は anti-V5 抗体（赤色）、核は DAPI（青色）を用いて染色した。

G. GM130 染色量を指標にゴルジ体の断片化作用を定量した。それぞれの値は、平均±SEM で示した（N=3）。

*p<0.05.  

引用）Sakamoto W. et al., J. Lipid Res. 2018, 59(11): 2116-2125. 

  



 43 

4. スフィンゴ脂質代謝における nCDase の役割 

スフィンゴ脂質の代謝経路には、nCDase を含めた多数の酵素が寄与している。nCDase の C6-セラ

ミド代謝への関与を探索するため、セラミド、スフィンゴシン及びスフィンゴシン-1-リン酸量を測

定した。 

V5-tagged nCDase 安定発現細胞内のスフィンゴ脂質量は、Mock 細胞（LacZ 空ベクター導入）と比

較して、大きな差はなかった（図 10A-C）。したがって、nCDase 活性は恒常的ではなく、ある条件下

においてのみ、セラミドを加水分解している可能性が考えられた。または、nCDase は恒常的に稼働

しているが、代替的な代謝経路によって、nCDase 活性化によるスフィンゴ脂質量の変動が捉えられ

なかったことも推察される。 

C6-セラミドは deacylation/reacylation を介して細胞内のセラミド量を増加させる作用を有すること

が知られている。そこで、C6-セラミド存在下におけるスフィンゴ脂質代謝に対する nCDase 活性の

影響について調べた。C6-セラミドを細胞に処置するとスフィンゴシン量は増加したが、nCDase 安定

発現細胞においては Mock 細胞よりもスフィンゴシン量の更なる増加作用が観察された（図 10A）。

スフィンゴシン-1-リン酸量もスフィンゴシンと同様に、nCDase 安定発現細胞において、より増加し

た（図 10B）。一方で、C6-セラミドによる細胞内のセラミド量は増加したが、Mock 細胞と nCDase 安

定発現細胞との間にセラミド量の変動に大きな違いはなかった（図 10C）。 

次に、nCDase 阻害剤 C6-urea-セラミドを用いて、上述と同様に実験を行った。C6-urea-セラミドを

12 時間細胞に処置したのみでは、スフィンゴ脂質量に変化はなかった。しかしながら、C6-セラミド

添加前に C6-urea-セラミドを処置しておくと、C6-セラミド添加によるスフィンゴシン及びスフィン

ゴシン-1-リン酸量の増加は抑制された（図 10A, B）。一方で、C6-セラミド及び C6-urea-セラミドを併

用した場合においても、セラミド量に変化はなかった。したがって、C6-セラミドの代謝経路に nCDase

が必要であることが考えられた。 

 更に nCDase 欠損マウス由来の繊維芽細胞（MEFs）を用いて、C6-セラミドのスフィンゴシンへの

代謝への nCDase 活性の関与を探索した。nCDase 欠損 MEFs において、C6-セラミドによるスフィン

ゴシンの増加量が nCDase 野生型 MEFs と比べて減少した（図 10D）。同様に、スフィンゴシン-1-リ

ン酸量も nCDase を欠損させることによって低下した。対照的に、セラミド量に変化は認められなか

った。これらの結果を考え合わせると、内因性 nCDase は C6-セラミドのスフィンゴシンへの代謝に

関与する可能性があることが判った。 
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図 10 nCDase 活性のスフィンゴ脂質代謝に対する効果. 

A－C. V5-tagged nCDase 安定発現細胞を 5 μM C6-urea-セラミド（nCDase 阻害剤）で 1 時間前処置した後、

5 μM C6-セラミドを 12 時間作用させた。その後、脂質を抽出して、セラミド量、スフィンゴシン量及びスフ

ィンゴシン-1-リン酸量を HPLC-ESI-MS 機器を用いて測定した。D. nCDase 野生型及び欠損型マウス由来の

MEFs 細胞を用いて、スフィンゴ脂質量の変動を解析した。それぞれの値は、平均±SEM で示した（N=3）。

**p<0.005, *p<0.05. 

引用）Sakamoto W. et al., J. Lipid Res. 2018, 59(11): 2116-2125. 
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5. C6-セラミド代謝及び細胞内取り込みに対する nCDase の関与 

C6-セラミドの代謝量または細胞内取り込みに対する nCDase の関与を調べることを目的として、

培地または細胞内に存在する C6-セラミド量を経時的に測定した。その結果、培地中 C6-セラミド量

は Mock 細胞（LacZ 空ベクター導入）及び nCDase 安定発現細胞共に、時間依存的に同程度減少し

た（図 11A）。一方で、細胞内 C6-セラミド量は投与 4 時間後まで時間依存的に増加した（図 11B）。

nCDase 安定発現細胞において、Mock 細胞に比較して、細胞内 C6-セラミド量は減少した。培地中 C6-

セラミド量では両細胞間での差はなかったことから、C6-セラミドの細胞内取り込みには nCDase は

影響を及ぼさず、細胞内における C6-セラミドの代謝促進に nCDase が関与している可能性が考えら

れた。 

 

図 11 C6-セラミド代謝及び細胞内取り込みに対する nCDase の関与. 

A. LacZ（Mock）及び nCDase 安定発現細胞に 5 μM C6-セラミドを処置した後、培地中に存在する C6-セラミ

ド量を経時的に測定した。B. C6-セラミド添加後、細胞内に存在する C6-セラミド量を測定した。それぞれの値

は、平均±SEM で示した（N=3）。**p<0.0005。**p<0.005, *p<0.05. 

引用）Sakamoto W. et al., J. Lipid Res. 2018, 59(11): 2116-2125. 
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6. ゴルジ体におけるスフィンゴ脂質代謝に対する nCDase の関与 

ゴルジ体における nCDase とスフィンゴ脂質変動量の関係性について検討するために、ゴルジ体特

異的発現する bSMase を利用した。nCDase 安定発現 HCT116 にゴルジ体標的型 bSMase を発現させ

た後、細胞内におけるスフィンゴミエリン、セラミド、スフィンゴシン及びスフィンゴシン-1-リン

酸量をそれぞれ測定した。その結果、HCT116 細胞にゴルジ体標的型 bSMase を発現させることでセ

ラミド量の顕著な増加が認められた（図 12A）。次に、nCDase 安定発現 HCT116 においても SMase

によるセラミド量の増加は認められた。また、有意差は認められなかったが、nCDase によるセラミ

ド量の減少及びスフィンゴシン量の増加が確認できた。bSMase を介したスフィンゴミエリン量の変

動に対する nCDase の影響の原因は不明である。nCDase が活性化されることによって、スフィンゴ

ミエリン代謝経路に何かしらの影響を及ぼしたのかもしれない。 

以上より、ゴルジ体標的型 bSMase を発現させることによって、ゴルジ体に存在するセラミド量が

増加し、増加したセラミドに対して nCDase は加水分解作用を示すことが判明した。 

 

図 12 nCDase 及びゴルジ体標的型 bSMase 強制発現によるスフィンゴ脂質量の変動. 

A. HCT116 細胞及び nCDase 安定発現 HCT116 細胞にゴルジ体標的型 bSMase を一過的に 24 時間発現させ

た後、細胞から脂質を抽出した。その後、細胞内におけるスフィンゴシン､スフィンゴシン-1-リン酸､セラミド

及びスフィンゴミエリン量を解析した。それぞれの値は、平均±SEM で示した（N=3）。B. ゴルジ体標的型

bSMase を発現させた後、免疫染色法にて bSMase（赤色）がゴルジ体（緑色）に発現していることを確認し

た。それぞれの値は、平均±SEM で示した（N=3）。*p<0.05. 

引用）Sakamoto W. et al., J. Lipid Res. 2018, 59(11): 2116-2125. 
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考察 

 

本研究成果から、nCDase は細胞形質膜上だけでなくゴルジ体にも局在することが初めて明らか

になった。また、ゴルジ体に存在するセラミドの加水分解に nCDase が関与していること、並びに

nCDase は C6-セラミドを代謝することでその細胞傷害性を減弱することが明らかになった。ゴルジ

体における nCDase の機能を解析するにあたり、第 1 章で作製した細胞小器官標的型 bCDase ベク

ターを活用することによって、本研究結果の裏付けに貢献した。nCDase を介したスフィンゴ脂質量

の変化を捉えるためには、SMase 処置または C6-セラミドなど外因的な刺激条件下において、初め

て検出可能となった。実際に、HCT116 に V5-tagged nCDase を過剰発現させた場合に、スフィンゴ

シン、スフィンゴシン-1-リン酸及びセラミド量の基底値は Mock 細胞と比較して差は認められなか

ったものの、C6-セラミドを細胞外から添加することによって、nCDase を介したスフィンゴシン及

びスフィンゴシン-1-リン酸量の増加を確認することができた。 

ゴルジ体はスフィンゴ脂質代謝の主要な細胞小器官であり、特にスフィンゴミエリン及び糖鎖型

スフィンゴ脂質の de novo 合成の場である(56-58)。また、小胞体で合成されたセラミドはセラミド

輸送体（CERT）によってゴルジ体に輸送される(59, 60)。しかしながら、ゴルジ体におけるスフィ

ンゴ脂質の加水分解経路についてはほとんど知られていない。 

NBD-C6-セラミドのような短鎖型のセラミドはゴルジ体に蓄積することから、C6-セラミドに対す

る nCDase の作用は、細胞形質膜ではなくゴルジ体特異的に認められる現象であると思われる(53)。

細胞形質膜上にも nCDase は局在するが、C6-セラミドの取り込みに対して nCDase の発現は影響し

なかったことからも、ゴルジ体局在性 nCDase が C6-セラミドの代謝に寄与していることが推察され

る。更に、C6-セラミドはゴルジ体の断片化を誘導することからも、本研究で得られた結果はゴルジ

体における nCDase の新たな役割を示すものである。ゴルジ体の断片化は初期のアポトーシスのマ

ーカーとして知られており、C6-セラミドはカスパーゼ 3 の活性化及びゴルジ体の断片化といった

アポトーシス誘導を介した細胞傷害性を示す特徴をもつ(61)。したがって、nCDase を活性化させる

ことによって、C6-セラミドによる細胞傷害性から保護する作用を示すことが判った。これは、

aCDase でも同様の現象が乳がん細胞において観察されており、aCDase 活性を阻害することで C6-

セラミドの抗増殖作用を相乗的に高めた(62)。一方で、aCDase を過剰発現させた精巣がん細胞にお

いては、オートファジーが促進され、C6-セラミドの細胞障害性に対して抵抗性を示すことも知られ

ている(63)。 

また、中性 SMase、ACER2 及び ACER3 の酵素もゴルジ体に局在していることが知られている

(64-66)。これらの酵素と密接して、nCDase もまたセラミドからスフィンゴシン及び遊離脂肪酸への

加水分解をゴルジ体で稼働している可能性が考えられた。加えて、細胞内セラミド量を増加させる

刺激・曝露の環境下において、nCDase はゴルジ体の形態及び機能を維持する役割を果たしているよ

うにも思われる。一方で、外因性 bSMase による細胞膜上で生み出されたセラミドは細胞形質膜上

に局在する nCDase によって加水分解されることが知られており、nCDase の細胞形質膜及びゴルジ
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体という異なる細胞小器官に局在することで、二重の役割・生化学的機能を果たしていることが明

らかとなった(67)。 

特定のがん腫において、nCDase の発現量が高いものは、C6-セラミドを含む抗がん剤に対して抵

抗性を示すかもしれない。そこで、パブリックデータベース TCGA を用いて、がん組織での nCDase

発現量と患者生存期間との関連性を解析した。まず、患者群を nCDase 高発現群（全患者数の 50%）

及び低発現群（全患者数の 50%）にグループ化した。乳がん及び子宮がんでは、nCDase の高発現患

者で予後不良であることがは明らかになり、新たな乳がんや子宮がんのバイオマーカーになる可能

性がある（p 値＜0.05）（図 13）。したがって、nCDase 阻害剤は nCDase 高発現を示すがんに対して

新規治療薬として有効であることが期待される。 

以前に、Hannun 研究室では、大腸がんにおいて、nCDase は新たな抗がん剤の標的分子となりう

ることを報告した(20)。今後、がんだけでなく他のスフィンゴ脂質代謝と関連する疾患においても、

nCDase 阻害剤は有用になる可能性がある。また、nCDase 以外だけでなくセラミド代謝を標的とし

た代謝制御剤もまた、がんなどの疾患の新規治療薬候補となると思われる。 

以上の結果より、本章では、C6-セラミドによる細胞傷害性に対してゴルジ体局在の nCDase が保

護的役割を果たし、その作用機序解明に至った。そして、nCDase 阻害剤は、セラミド代謝制御によ

る抗腫瘍効果を発揮する薬剤の候補として挙げられる。 

 

 
図 13 TCGA による nCDase 発現量と生存曲線の解析. 

 TCGA のデータベースを利用した cBioPortal サイト（https://www.cbioportal.org/）より、nCDase 遺伝子

（ASAH2）の高発現群（全患者数の 50%）及び低発現群（全患者数の 50%）に分類し、各がん腫における生

存曲線を比較した。Wilcoxon 検定にて、p<0.05 以下のものを掲載した。 
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小括 

 

1. V5-tagged nCDase 安定発現 HCT116 細胞において、nCDase は細胞形質膜及びゴルジ体に局在す

ることが判明した。 

2. nCDase は、C6-セラミドのアポトーシス誘導作用（カスパーゼ 3 活性化、ゴルジ体断片化）及び

細胞障害作用を妨げた。また、ゴルジ体標的型 bCDase の強制発現は、C6-セラミドのゴルジ体断

片化作用を減弱させた。 

 

以上より、nCDase は細胞形質膜だけでなくゴルジ体にも局在しており、このゴルジ体局在性

nCDase の機能を新たに見いだした。nCDase を阻害することによって、C6-セラミドの抗腫瘍効果を

増強できる可能性があることから、nCDase はがん創薬における新たな治療標的分子になることが

期待される。 
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第 3 章  nCDase による内因性セラミド量の増加を介した細胞運動能の制御 

 

緒言 

 

 卵巣がんは、播種転移を示す悪性腫瘍であり、日本国内においは、卵巣がんの年間罹患者数は

10,000 人を超える（国立がん研究センター、がん登録・統計に基づく）。卵巣がんの治療薬には、パ

クリタキセルやカルボプラチンなどの化学療法が多くの症例で実施される。近年では、DNA 相同組

換え修復遺伝子 BRCA1/2 変異を有する遺伝性卵巣がんに対して、DNA 一本鎖切断修復の主要酵素

であるポリアデノシン 5’二リン酸リボースポリメラーゼ（PARP）阻害剤が分子標的薬として使用

されており、高い有効性が確認されている(69)。一方で、予後不良を示す難治性卵巣がんに対する新

たな治療薬開発のニーズは高く、卵巣がんの薬剤に対する抵抗性獲得や転移を引き起こすメカニズ

ムを解明することが創薬基盤の構築に必要である。 

細胞運動性と浸潤は、がん転移における重要な細胞機能である(70-72)。成長因子、ケモカイン、及

びリゾ脂質などの多数のメディエーターが細胞運動に関わるシグナルを活性化し、細胞運動能の促

進、並びに転移が誘導される。メディエーターの 1 種であるセラミドは、細胞運動性に対する負の

制御因子としての役割をもつ(58, 73-76)。セラミドは、クラス II 型ホスファチジルイノシトール-3 キ

ナーゼβ（PI3KC2β）を阻害することで卵巣がん細胞の運動性を抑制することから(14)、セラミドは

抗運動性・抗転移性分子として提唱されている(77-79)。 

セラミド代謝を介したがん転移を調節する作用機序として、上述の PI3KC2βの関与だけでなく、

複数のセラミド代謝酵素も関連していることが知られている。セラミドからセラミド-1-リン酸を産

生するセラミドキナーゼは、乳がん細胞の細胞運動を促進する(80)。セラミドとホスファチジルコリ

ンを基質としてスフィンゴミエリンを合成する酵素 SGMS2 は、TGF-β/Smad シグナル経路を介した

上皮間葉転移を促進し、がんの浸潤を進行させる(81, 82)。また、セラミド合成酵素 CerS6 を抑制す

ると、がん細胞の葉状仮足形成が抑えられ、肺への転移が減弱することも知られている(83)。このよ

うに、抗腫瘍性分子セラミドの代謝は、複雑なネットワークで制御されており、生体内におけるセ

ラミド制御のメカニズムを解明することで新たながん治療薬の開発につながることが期待される。

実際に、第 2 章で取り扱った C6-セラミドのリポソーム化製剤は、悪性黒色腫や卵巣がんの転移を抑

える新たな抗がん薬候補である(84)。 

本章では、卵巣がん細胞を用いて運動性制御に対する nCDase の関与を、葉状仮足形成を指標にし

て探索した。 
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実験方法 

 

1. 実験材料 

細胞培養培地、ウシ胎児血清及び抗生物質は、Invitrogen 社から購入したものを使用した。C16-セ

ラミド、C18-セラミド、C24-セラミド及び C24:1-セラミドは Matreya 社より購入したものを使用した。

Anti-β-actin 抗体及び TRITC-conjugated phalloidin は Sigma 社から、RNAiMax、Lipofectamine 2000、

TaqMan Universal Master Mix II 及び nCDase TaqMan probe は Thermo Fisher Scientific 社から、RNeasy 

mini kits、ReverTraAce kit 及び Hoechst 33342 は、それぞれ、Qiagen 社、TOYOBO 社及び同仁化学研

究所から購入したものを使用した。 

 

2. 細胞培養 

ヒト卵巣がん細胞株 SKOV3 は、JCRB 細胞バンク（Osaka, Japan）より入手し、10%ウシ胎児血清

を含む DMEM 培地を用いて、37℃、CO2 インキュベーター内において培養した。SKOV3 は、漿液

性腺がん由来の細胞株である。 

 

3. siRNA 及びプラスミドのトランスフェクション 

細胞培養ディッシュに 2 × 104 cells で SKOV3 細胞を播種し、RNAiMax 試薬を用いて、nCDase 

siRNA（Life technologies 社）を細胞内に導入した。また、nCDase 過剰安定発現細胞を樹立するため

に、5 × 104 cells 細胞をディッシュに播種し、Lipofectamine 2000 を用いて、2 μg プラスミドを培地中

に添加した。その後、0.5 mg/ml G418 存在下に 3 週間培養し、nCDase 過剰安定発現細胞株を樹立し

た。 

 

4. 定量 RT-PCR 

細胞を冷 PBS で洗浄し、RNeasy mini kits を用いて細胞内 RNA を抽出した。cDNA を作製するた

めに、ReverTraAce kit を用いて RNA から逆転写した。TaqMan Universal Master Mix II 及び nCDase 特

異的 TaqMan probe を用いて、nCDase（ASAH2）遺伝子発現量を測定した。 

 

5. 葉状仮足形成の解析 

SKOV3 細胞を、4%パラホルムアルデヒドを用いて 10 分間固定した。次に、0.1% TritonX-100 を

用いて、10 分間細胞透過処理をした。続いて Hoechst 33342 及び TRITC-conjugated phalloidin で細胞

を 5 分間染色した。葉状仮足形成を示す細胞数を、蛍光顕微鏡下（1 サンプル＞200 細胞数）にカウ

ントした。 

 

6. 脂質量測定 

第 2 章の実験方法 9 と同様の方法を用いて測定した。 
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7. ウェスタンブロッティング法 

第 1 章の実験方法 5 と同様の方法で操作した。 

 

8. 統計学的解析 

統計学解析は、GraphPad Prism 5 Software を用いて、Student’s t-検定を実施した。生存曲線には、

ノンパラメトリックの Wilcoxon 検定を実施した。 
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実験結果 

 

1. 細胞運動能に対する nCDase ノックダウンと外因性セラミドの影響 

nCDase siRNA を SKOV3 細胞に処置した 48 時間後、葉状仮足形成を示す細胞数を測定した（図

14）。その結果、nCDase ノックダウン細胞群での葉状仮足形成を示す細胞数は control siRNA 群に比

して有意に減少した（図 14A）。また、siRNA 処置による nCDase 発現のノックダウン効率は、30%

程度であった（図 14B）。 

次に、nCDase ノックダウンによる細胞内セラミド量の変動を解析した（図 14C）。nCDase ノック

ダウンにより、C24:1-セラミド量は有意に上昇したが、他のセラミド分子種は変化しなかった。した

がって、C24:1-セラミドは nCDase の基質である可能性がある。 

次に、外因性 C24:1-セラミドの葉状仮足形成への影響を探索するために、SKOV3 細胞を 5μM 各種

セラミド分子種（C16-, C18-, C24-セラミド及び C24:1-セラミド）存在下に 6 時間培養した。その後、細

胞表面上の葉状仮足形成を示す細胞数を測定した。図 14D に示したように、C16-、C24-及び C24:1-セラ

ミドは、いずれも葉状仮足の形成を抑制した。 

 したがって、nCDase 活性を抑制することで、C24:1-セラミド量が上昇し、この C24:1-セラミドが葉

状仮足の形成を阻害すると推察された。 
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図 14 細胞運動能に対する nCDaseノックダウンと外因性セラミドの影響. 

A. SKOV3 細胞に 5 nM siRNA を 48 時間処置した後、葉状仮足形成数を測定した。B. nCDase mRNA 量を

指標に、nCDase siRNA のノックダウン効果を確認した。C. nCDase siRNA を 48 時間処置した後、細胞内セ

ラミド量を測定した。D. SKOV3 細胞に各種 5 μM セラミド を 6 時間処置した後、葉状仮足形成を示す細胞

数を測定した。それぞれの値は、平均±SEM で示した（N=4）。 

引用）Zhang X. et al., FASEB J. 2021, 35(2): e21287. 
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2. nCDase 過剰発現の葉状仮足形成への影響 

逆に nCDase 過剰発現の仮足形成への影響を探索した。まず、SKOV3 細胞に nCDase を過剰発現

させ、nCDase 安定発現細胞株を樹立した。この細胞株での葉状仮足形成を示す細胞数を測定した。

その結果、nCDase 安定発現細胞では葉状仮足形成を示す細胞数は Mock 細胞と比して有意に増加し

た（図 15A）。また、nCDase 安定発現細胞において、nCDase が発現していることを確認した（図 15B）。 

 

図 15 葉状仮足形成への nCDase 強制発現の影響 

A. nCDase 安定発現 SKOV3 細胞株における葉状仮足形成を示す細胞数を測定した。それぞれの値は、平均±

SEM で示した（N=3）。B. nCDase 安定発現細胞における nCDase 発現量をウェスタンブロッティング法にて

確認した。 

引用）Zhang X. et al., FASEB J. 2021, 35(2): e21287. 
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考察 

 

本章では、nCDase は C24:1-セラミドの代謝を介して、卵巣がん細胞の葉状仮足形成を制御している

ことが明らかになった。すなわち、nCDase は抗運動性・抗転移性分子セラミドの分解を担っており、

がん細胞の運動性の亢進に寄与していることが示唆された。細胞の葉状仮足形成に寄与しているの

は、ゴルジ体ではなく細胞形質膜上に局在している nCDase である可能性がある。葉状仮足の形成は

細胞形質膜上で生じていることから、細胞形質膜局在性 nCDase の活性が同膜でのセラミド量を調節

していると考えられる。 

漿液性腺がん由来の細胞株 SKOV3 において、葉状仮足の形成は PI3KC2β依存的であり、セラミド

が PI3KC2β活性を阻害することで葉状仮足の形成が抑えられる(14)。しかしながら、どのセラミド分

子種が関与しているかは不明であった。当研究の結果から、少なくとも C16-, C24-セラミド及び C24:1-

セラミド分子種が PI3KC2β依存的な葉状仮足形成を抑える分子種であることが判明した。更に、内

在性 C24:1-セラミド量は nCDase の活性に規定されることも明らかになった。 

次に、パブリックデータベースを利用して、卵巣がんにおける nCDase の関連性について調査し

た。TCGA による卵巣がん組織における nCDase 発現量と患者生存期間について解析した。患者群を

nCDase 高発現群（全患者数の 50%）及び低発現群（全患者数の 50%）にグループ化した結果を図 16

に示した。その結果、nCDase 発現量の違いによる生存曲線への影響は認められなかった。更に、TCGA

のデータを基に作成されたパブリックデータベース GEPIA を用いて、卵巣がん組織と正常組織にお

ける nCDase 発現量を比較した結果、両者間において nCDase 発現量は同程度であった（図 17）。急

性骨髄性白血病（LAML）と正常な血液を比較した場合に、正常組織における nCDase 発現量が高く

なっているが、その要因は不明である。 

 現在、短鎖 C6-セラミドのナノリポソーム化製剤が開発されており、新たながん治療薬候補として

臨床試験が進んでいる(85) (86, 87) 。依然としてセラミドの腫瘍生物学には不明な点が多く残されて

いるが、この全容解明はセラミドを基盤にしたがん創薬の更なる発展に繋がると期待される。 

以上の結果より、nCDase を阻害することでがん細胞の運動能を抑えられる可能性があり、nCDase

は新たな転移性がんの創薬標的になることが期待される。 
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図 16 TCGAによる nCDase発現量と卵巣がん患者の生存期間との関連性. 

TCGA のデータベースを利用した cBioPortal サイト（https://www.cbioportal.org/）より、卵巣がんにおける

nCDase 遺伝子（ASAH2）の高発現群（全患者数の 50%）及び低発現群（全患者数の 50%）に分類し、生存

曲線を作成した。 

 

図 17卵巣（OV）の正常組織とがん組織における nCDase発現量の比較. 

TCGA のデータベースを基に作成されたデータベース GEPIA（http://gepia.cancer-pku.cn/）より、がん組織

及び正常組織における nCDase 遺伝子（ASAH2）の発現量を比較した。 
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小括 

 

1. nCDase をノックダウンすると、卵巣がん細胞の葉状仮足形成が抑えられた。一方で、nCDase の

強制発現により葉状仮足の形成は促進された。 

2. nCDase をノックダウンすると、C24:1-セラミド量が特異的に増加した。この C24:1-セラミドを細胞

に処置すると、葉状仮足形成は抑制された。 

 

本研究により、nCDase 発現を制御することによって、C24:1-セラミド代謝を介したがん細胞の葉状

仮足形成に影響を及ぼすことが明らかになった。nCDase阻害薬などのセラミド量を制御する薬物は、

がん細胞の転移を抑制する作用を示す可能性がある。 
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総括 

 

本研究の結果より、セラミドの代謝制御を司る nCDase は、細胞形質膜だけでなくゴルジ体にも局

在していることが明らかになった。ゴルジ体に局在する nCDase は、外因性に処置した C6-セラミド

の代謝分解を促進し、C6-セラミドの抗がん作用を妨げることを見いだした。更に、細胞形質膜上に

局在する nCDase 阻害は、内因性セラミドの蓄積を介して、がん細胞の運動能の制御に関わる可能性

が考えられた。これらの研究成果は、nCDase はがん治療薬の新たな創薬標的分子である可能性を示

すものであり、セラミド代謝制御によるがん創薬の基盤構築につながると期待される。 
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