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略語	

5-FU 5-fluorouracil 
5-FOA 5-fluoroorotic acid 
ACP acyl carrier protein 
ACS acyl-CoA synthetase 
ALDH  aldehyde dehydrogenase 
ATP adenosine 5'-triphosphate 
B-LCL B-lymphoblastoid cell line 
Cer ceramide 
CERS ceramide synthase 
CoA coenzyme A 
DTT dithiothreitol 
ELOVL elongation of very long-chain fatty acid 
ESI electrospray ionization 
FA fatty acid 
FAS fatty acid synthase 
FBS fetal bovine serum 
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
HACD 3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HexCer hexosylceramide 
HPTLC high-perfomance TLC 
IPC inositol phosphorylceramide 
KAR 3-ketoacyl-CoA reductase 
MIPC mannosylinositol phosphorylceramide 
M(IP)2C mannnosydiinositol phosphorylceramide 
mRNA messenger ribonucleic acid 
NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
PBS phosphate-buffered saline 
PC phosphatidylcholine 
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PI phosphatidylinositol 
PMSF phenylmethane sulfonylfluoride 
PS phosphatidylserine 
RT-PCR reverse transcription PCR 
S1P sphingosine 1-phosphate 
siRNA small interfering ribonucleic acid 
SM sphingomyelin 
Sph sphingosine 
SPHK sphingosine kinase 
SPL sphingosine 1-phosphate lyase 
TBS-T tris-buffered saline with Tween 20 
TG triglyceride 
TER trans-2-enoyl-CoA reductase 
TERL trans-2-enoyl-CoA reductase-like 
TLC thin layer chromatography 
Tris tris(hydroxymethyl) aminomethane 
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序論 
1. スフィンゴ脂質 
	 スフィンゴ脂質は真核生物に広く保存されている脂質分子種であり，グリセ

ロリン脂質，ステロールと共に生体膜を形成する。スフィンゴ脂質は長鎖塩基

のアミノ基と脂肪酸がアミド結合したセラミド（Cer）を基本骨格とし，1位の
水酸基に付加された極性基によって複合スフィンゴ脂質へと代謝される（図1A）。
哺乳類ではセラミドにホスホコリンが付加されたスフィンゴミエリンと糖が付

加されたスフィンゴ糖脂質が主な複合スフィンゴ脂質である。また，スフィン

ゴ糖脂質は付加された糖の数や種類によって多様性が生み出されている。一方，

出芽酵母ではホスホイノシトー

ルが付加されたイノシトールホ

スホリルセラミド（IPC），IPC
にマンノースが付加されたマン

ノシルイノシトールホスホリル

セラミド（MIPC），MIPCに更
にホスホイノシトールが付加さ

れたマンノシルジイノシトール

ホスホリルセラミド（M(IP)2C）
の 3種類が存在している (1)。 
	 スフィンゴ脂質は単なる生体

膜構成脂質として働くだけでな

く，様々な生命現象に関連している。セラミドは皮膚バリア機能 (2,3) や精子
形成 (4,5) に必須であることや，アポトーシスに関与する (6,7) こと等が知ら
れている。また，スフィンゴ糖脂質の 1種である GM3の合成不全は聴覚障害を
引き起こすことが GM3 合成酵素をコードする遺伝子のノックアウトマウスを
用いた解析によって明らかとなっている (8)。また，複合スフィンゴ脂質の代謝
異常は疾患と関連する。例えば，スフィンゴミエリンの分解酵素の機能欠損ま

たは低下は A，B型ニーマン・ピック病を引き起こし (9)，グルコシルセラミド
分解酵素の機能欠損または低下はゴーシェ病を引き起こす (9)。更に，ここに述
べた以外にもスフィンゴ脂質の代謝異常は様々な疾患を引き起こすことが報告

されている (9)。 
	 これらのことから，哺乳類ではスフィンゴ脂質の多様性とそのホメオスタシ

」ྜ䝇䝣䜱䞁䝂⬡㉁

X =㻌䝩䝇䝩䝁䝸䞁 㻘㻌⢾㙐 㻘㻌䝸䞁㓟

NH2

OH
OH

䝇䝣䜱䞁䝂䝅䞁

NH2

OH
OH

䝣䜱䝖䝇䝣䜱䞁䝂䝅䞁

OH

NH2

OH
O

O

X

⬡⫫㓟

㛗㙐ሷᇶ

ᴟᛶᇶ

図 1 スフィンゴ脂質と長鎖塩基の構造  
（A）スフィンゴ脂質はセラミドを基本骨格とし，構成す
る長鎖塩基，脂肪酸の種類とセラミドに付加する極性基
によって多様性を生み出している。 
（B）長鎖塩基の構造。哺乳類で主要な長鎖塩基であるス
フィンゴシン（左）と出芽酵母で主要な長鎖塩基である
フィトスフィンゴシン（右）の構造を示す。 

A 

B 
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スの維持が正常な生命活動に重要であると考えられる。また，スフィンゴ脂質

の多様性は極性基のみならず，セラミド骨格を構成する脂肪酸と長鎖塩基の組

み合わせによっても生み出されている。 
	  
2. 長鎖塩基 
2-1. 長鎖塩基 
	 長鎖塩基は炭素数 18または 20の長鎖 1，3ジオールの 2位にアミノ基が付加
した構造を共通骨格とする分子である。哺乳類では 4 位と 5 位の炭素間に二重
結合を持つスフィンゴシン（Sph）が主要な長鎖塩基であり，出芽酵母では 4
位に水酸基を持つフィトスフィンゴシン（PHS）が主要な長鎖塩基として存在
している（図 1B） (10)。また，PHS は哺乳類では皮膚，小腸等に特異的に存
在している。乾癬やアトピー性皮膚炎では PHSを含むスフィンゴ脂質が減少し
ており，PHSは皮膚バリアにおいて重要な役割を担っていることが示唆されて
いる (11,12)。長鎖塩基はスフィンゴ脂質として生体膜に用いられる他，スフィ
ンゴシン 1-リン酸（S1P）へと代謝され，脂質メディエーターとして働く。 
 
2-2. 長鎖塩基 1-リン酸 
	 長鎖塩基 1-リン酸 は長鎖塩基の 1 位の炭素に付加している水酸基がリン酸

化された構造をしており，哺乳類では主要な長鎖塩基であるスフィンゴシンに

由来するスフィンゴシン 1-リン酸（S1P）が主要な長鎖塩基 1-リン酸として存

在している。S1Pは Gタンパク
質共役型受容体を介して細胞内

にシグナルを伝達する。S1P 受
容体はこれまでに 5種類（S1P1-5）

が報告されており， S1P は

S1P1-5 を介して細胞の遊走，接

着，増殖，細胞骨格の再編成等

を引き起こす (13,14)。S1P に
よるシグナル伝達は特に血管形

成や免疫系において重要な役割

を担っている（図 2）。血管形成
において，S1P は血管内皮細胞

S1P1-5

䝇䝣䜱䞁䝂䝅䞁䠍㻙 䝸䞁㓟

NH2

OH
O

O-

O

P O-

⣽⬊᥋╔

⣽⬊㐟㉮ ⣽⬊ቑṪ

⣽⬊㦵᱁෌⦅ᡂ

2HN

COOH

図 2	 スフィンゴシン 1-リン酸は受容体を介し
て様々な細胞応答を引き起こす  
スフィンゴシン 1-リン酸 （S1P） は G タンパク質共役
型受容体である S1P1-5を介して様々な細胞応答を引き起
こす。 
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に作用し，胎生期の血管安定化に寄与していることが S1P1ノックアウトマウス

を用いた解析によって明らかとなっている (15) 。また，免疫系において S1P
は T リンパ球の胸腺から血中への移出，二次リンパ組織からリンパ液への移出
段階で重要な役割を担っている。胸腺と血漿，二次リンパ組織とリンパ液間で

は S1Pの濃度勾配が形成されており，濃度勾配に従って Tリンパ球の移出が起
こる (16)。Sphのアナログであるフィンゴリモドは S1Pの免疫における機能を
抑制することで自己免疫疾患の 1 つである多発性硬化症の治療薬として用いら
れている。 
 
2-3. S1P の合成と分解 
	 S1P はセラミドの分解によって生じるスフィンゴシンがスフィンゴシンキナ
ーゼ（SPHK1，2）によってリン酸化されることで合成され (17,18)，その後可
逆的にスフィンゴ脂質へと代謝される経路（ホスファターゼ経路）と不可逆的

な代謝を受けてグリセロ脂質へと代謝される経路（S1P 分解経路）の 2 種類の
経路によって代謝される（図 3）。ホスファターゼ経路では S1P は S1P ホスフ
ァターゼ（SGPP1，2）による脱リン酸化によってスフィンゴシンへと変換され，
セラミドを経て複合スフィンゴ脂質へと代謝される (19,20)。一方，S1P分解経
路では S1Pはスフィンゴシン 1-リン酸リアーゼ（SPL）による開裂反応によっ
てアルデヒドであるヘキサデセナールへと代謝される (21)。生じたアルデヒド
は酸化されカルボン酸となり， CoA付加を受けて 2位にトランス二重結合を持
つヘキサデセノイル CoAへと代謝される。ヘキサデセノイル CoAはトランス二
重結合の還元を受けてパルミトイル CoAへと代謝された後，主にグリセロ脂質
合成に用いられる（図 3）(22)。この経路において酸化反応を触媒するアルデヒ
ドデヒドロゲナーゼ（ALDH3A2）と，CoA付加反応を触媒するアシル CoAシ
ンテターゼ（ACSL1-6，ACSVL1，4，ACSBG1）は当研究室の中原，大國等に
よって明らかとなっている (23,24)。また，S1P分解経路は出芽酵母においても
保存されており，S1Pリアーゼとして Dpl1，アルデヒドデヒドロゲナーゼとし
て Hfd1，アシル CoAシンテターゼとして Faa1，Faa4が働くことが明らかと
なっている (23-25)。S1P分解経路はスフィンゴ脂質を不可逆的にグリセロ脂質
へと代謝する。そのため，S1Pは脂質メディエーターとしての役割のみならず，
スフィンゴ脂質からグリセロ脂質へと代謝される際の分岐点に位置する代謝中

間体としての側面を持っている。また，S1P 分解経路はスフィンゴ脂質を分解
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する唯一の経路であるため，この経路は生体内のスフィンゴ脂質量の調節にお

いて重要な役割を担っていると考えられる。前述の通り，これまでの解析によ

って S1P分解経路に関わる酵素群はその殆どが明らかとなっているが，ヘキサ
デセノイル CoA の 2 位のトランス二重結合を還元するトランス 2-エノイル
CoAレダクターゼは未だ同定されていない。 
 

 
2-3-1. スフィンゴシン 1-リン酸リアーゼ 
	 スフィンゴシン 1-リン酸リアーゼは S1P をヘキサデセナールとホスホエタ
ノールアミンに分解する反応を触媒する酵素である (21)。Spl のノックアウト
マウスでは肺や心臓の形態形成異常や骨形成異常，肝臓の代謝異常を引き起こ

し，生後 1ヶ月程度で致死となることが報告されている (26,27)。このことから，
S1P の分解によるスフィンゴ脂質量調節は生存のために重要であることが示さ
れている。 
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図 3  S1P の生合成と分解  
スフィンゴシン 1-リン酸（S1P）はスフィンゴ脂質の基本骨格であるセラミドの分解によって生じたス
フィンゴシンがスフィンゴシンキナーゼ（SPHK1，2）によってリン酸化されることで生成する。スフ
ィンゴシン 1-リン酸リアーゼ （SPL） による S1P の開裂によって生じたヘキサデセナールは
ALDH3A2による酸化，ACSによる CoA付加，未同定のトランスエノイル還元酵素による還元を経て
パルミトイル CoAとなりグリセロリン脂質へと代謝される。S1Pからグリセロリン脂質への代謝経路
は S1P分解経路と呼ばれる。図中の括弧内は出芽酵母における各反応を触媒する酵素を表す。 
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2-3-2. アルデヒドデヒドロゲナーゼ 
	 アルデヒドデヒドロゲナーゼはアルデヒドを NAD+ または NADP+ 依存的に

カルボン酸へと酸化する反応を触媒する酵素である。ヒトではアルデヒドデヒ

ドロゲナーゼは 19 種類が知られている  (28)。S1P 分解経路においては
ALDH3A2 がヘキサデセナールをヘキサデセン酸へと代謝することが明らかと
なっている (23)。生体内では ALDH3A2 は S1P 分解経路に由来するヘキサデ
セナールの他にロイコトリエン B4の代謝過程で生じるアルデヒド，食餌由来の

プリスタナールなどの分岐鎖アルデヒドの酸化を行っていると考えられている

(29,30)。ヒト肝臓から精製した ALDH3A2 を用いた in vitro での解析では
ALDH3A2 は炭素数 6-24 のアルデヒドに対して活性を示した (31)。また，
ALDH3A2 は魚鱗癬，痙性対麻痺，精神遅滞を示す Sjögren-Larsson 症候群の
原因遺伝子としても知られている (32)。 
 
2-3-3. アシル CoA シンテターゼ 
	 アシル CoAシンテターゼは脂肪酸に ATP依存的に CoAを付加する反応を触
媒する酵素である。アシルCoAシンテターゼはヒトでは26種類が存在する (33)。
S1P分解経路においては ACSL1-6，ACSVL1,4，ACSBG1がヘキサデセン酸を
ヘキサデセノイル CoAへと変換する (23,24)。 
 
3. 脂肪酸 
3-1. 脂肪酸の分類と生理機能 
	 脂肪酸は炭化水素鎖とカルボキシル基からなり，炭化水素鎖の二重結合の数

（不飽和度）及び炭素数（鎖長）によって分類される。脂肪酸は炭化水素鎖の

二重結合の数によって，二重結合を持たない飽和脂肪酸，二重結合を 1 つ持つ
一価不飽和脂肪酸，二重結合を 2 つ以上持つ多価不飽和脂肪酸に大別され，更
に多価不飽和脂肪酸はカルボキシル基の反対側の末端炭素から数えて最初の二

重結合の位置によって n-3系列，n-6系列に分類される。また，脂肪酸は炭素数
によっても分類される。炭素数 12-20の脂肪酸は長鎖脂肪酸，炭素数が 21以上
の脂肪酸は極長鎖脂肪酸として分類され，鎖長 x，不飽和度 nの脂肪酸は C x:n
と表記される。 
	 生体内の脂肪酸の多くは C16，C18 の飽和または一価不飽和脂肪酸であり 
(34,35)，スフィンゴ脂質やグリセロ脂質へと代謝されて生体膜として働く他，
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トリグリセリドの様にエネルギー源に用いられる。 
	 飽和及び一価不飽和の極長鎖脂肪酸は主にスフィンゴ脂質へと代謝され，生

体内で様々な役割を担っている。炭素数 30以上の非常に長い極長鎖脂肪酸を含
むセラミドは皮膚バリア機能に必須である	(2,3)。また，C24:0及び C24:1の極
長鎖脂肪酸はスフィンゴ脂質へと代謝され	(36,37)，コレステロールと共に脂質
マイクロドメインを形成することが報告されている	(38-40)。好中球ではマイク
ロドメインに存在する C24のラクトシルセラミドが Srcファミリーキナーゼで
あるLynの活性化及びLynを介したシグナル伝達に重要であることが報告され
ている	(41,42)。出芽酵母の極長鎖脂肪酸はほぼ全てが C24，C26の飽和脂肪酸
であり，スフィンゴ脂質合成に用いられる	(43)。	
	 多価不飽和脂肪酸は主にグリセロ脂質へと代謝される。アラキドン酸(C20:4
（n-6）)はホスホリパーゼ A2によってグリセロ脂質から遊離し，プロスタグラ

ンジンやロイコトリエン，トロンボキサン等に代謝され，炎症に関与する (44)。
ドコサヘキサエン酸（C22:6（n-3）），エイコサペンタエン酸（C20:5（n-3））と
いった n-3系列の多価不飽和脂肪酸はレゾルビンやプロテクチンへと代謝され，
炎症収束作用を示すことが知られている	(45)。	
	 多価不飽和脂肪酸の多くはグリセロ脂質へと代謝されるが，精子形成過程で

は C24 以上の多価不飽和脂肪酸がスフィンゴ脂質へと代謝され，精子形成にお
いて重要な役割を担っていることが知られている	(5,46,47)。	
	 また，脂肪酸は他の脂質に代謝されるだけでなく，受容体のリガンドとして

働く。GPR120 は多価不飽和脂肪酸をリガンドとし，GPR120 ノックアウトマ
ウスでは高脂肪食によるインスリン抵抗性の増悪や体重の増加が見られること

から，肥満抑制的に働くことが報告されている (48)。また，GPR40は長鎖脂肪
酸をリガンドとし，膵 β 細胞においてインスリンの分泌を促進することが報告

されている (49)。 
 
3-2. 脂肪酸伸長サイクル 
	 生体内の C16の脂肪酸は脂肪酸合成酵素（Fatty acid synthase : FAS）によ
って細胞質ゾル中で合成される (50,51)。C16より炭素数の大きい脂肪酸は CoA
付加によってアシル CoAに変換された後，脂肪酸伸長サイクルによって合成さ
れる  (52-54)。脂肪酸伸長サイクルは小胞体膜上で脂肪酸エロンガーゼ
（ELOVL1-7）による縮合反応，3-ケトアシル CoAレダクターゼ（KAR）によ
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る還元反応，3-ヒドロキシアシル CoAデヒドラターゼ（HACD1-4）による脱水
反応，トランス 2-エノイル CoA レダクターゼ（TER）による 4 段階の反応か
らなる（図 4）。マロニル CoAを炭素供与体としてこれらの 4段階の反応を経て
アシル CoAは 2 炭素伸長され，サイクルが連続的に駆動することで更に鎖長の
大きい極長鎖脂肪酸が合成される（図 4，5）。出芽酵母では縮合反応を Elo2，
Elo3が，2段階目の還元反応を Ybr159wが，脱水反応を Phs1が，4段階目の
還元反応を Tsc13がそれぞれ担う (55)。 

 
3-2-1. 脂肪酸エロンガーゼ 
	 脂肪酸エロンガーゼはアシル CoAとマロニル CoAを基質とし，両基質の縮合
により 3-ケトアシル CoAを合成する反応を触媒する酵素である。ELOVLには
7 つのアイソザイムが存在し，それぞれ組織発現や基質とするアシル CoA の炭
素数及び不飽和度に特異性を持つことが明らかとなっている（図 5）(42)。 
 
 

図 4	 脂肪酸伸長サイクルによる極長鎖脂肪酸合成  
脂肪酸伸長サイクルは小胞体膜上で複合体を形成し，C16以上のアシル CoAとマロニル CoAを基質に
縮合，還元，脱水，還元の 4段階の反応を経て合成される。各反応はそれぞれ ELOVL1-7（Elo2，Elo3），
KAR（Ybr159w），HACD1-4（Phs1），TER（Tsc13）が触媒する。括弧内は出芽酵母伸長サイクルに
おける各反応を担う酵素を表す。 
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・ELOVL1 
	 ELOVL1はC18-26の飽和アシルCoA及びC20-24の一価不飽和アシル
CoAに対して活性を示す (42)。ELOVL1は全身に広く発現している (54)。
Elovl1 遺伝子ノックアウトマウスの皮膚では C26 以上の極長鎖脂肪酸を
含むスフィンゴ脂質が合成出来なくなる。そのため，皮膚バリアの形成が

損なわれ，水分が保持出来なくなり，生後数時間で死亡することが当研究

室の解析により明らかとなっている (56)。 
 
・ELOVL2 
	 ELOVL2は C20:5（n-3），C22:5（n-3）及び C20:4（n-6），C22:4（n-6）
の多価不飽和アシル CoAに対して活性を示す (42)。ELOVL2は肝臓及び
精巣に特異的に発現していることが報告されている (4,5,54)。Elovl2遺伝
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図 5	 脂肪酸伸長経路と脂肪酸エロンガーゼ ELOVL の基質特異性  
図は哺乳類における極長鎖脂肪酸伸長経路を示す。矢印横の数字はそれぞれの伸長反応を担う ELOVL
アイソザイムを示し，弱い伸長活性を持つものは括弧で表す。 
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子ノックアウトマウスを用いた解析では Elovl2 のヘテロ及びホモノック
アウトによって精子の成熟不全が観察され，雄性不妊の表現型を示した 
(5)。Elovl2 ノックアウトマウスの精巣では Elovl2 により合成された多価
不飽和脂肪酸を含むスフィンゴ脂質が減少しており，精子成熟過程での多

価不飽和極長鎖スフィンゴ脂質の重要性が示されている(5)。 
 
・ELOVL3 
	 ELOVL3 は C16-22 の飽和アシル CoA 及び C18 の一価不飽和アシル
CoA に対して活性を示す (42)。ELOVL3 は皮膚，毛囊や皮脂腺と褐色脂
肪組織に発現している (54)。Elovl3ノックアウトマウスは皮膚バリア機能
の低下が観察されている。また，このマウスでは表皮や毛のトリグリセリ

ドに含まれる C22以上の脂肪酸が減少しており，C20:1の脂肪酸が増加し
ていることが報告されている。このことから，皮脂に含まれるトリグリセ

リドの組成が変化することで皮膚バリア機能を低下させているものと考え

られている (57)。また，褐色脂肪組織において Elovl3 は寒冷に暴露され
た際に発現が上昇していること，トリグリセリド合成に関与することから

熱産生に関与していることが示唆されている (57,58)。 
 
・ELOVL4 
	 ELOVL4は炭素数 24以上のアシル CoAに活性を示す (42)。ELOVL4
は主に脳，網膜，皮膚，精巣に発現しており，特に網膜に強く発現してい

ることが報告されている (54)。Elovl4ノックアウトマウスは皮膚バリアを
形成する極長鎖脂肪酸が合成出来なくなるため，水分の保持が出来なくな

り，新生致死となる (59)。また，ELOVL4 は常染色体優性遺伝性若年性
黄斑変成疾患である 3 型シュタルガルト病の原因遺伝子である。3 型シュ
タルガルト病では ELOVL4 遺伝子にフレームシフト変異が起きた結果，
ELOVL4 の C 末端に存在する小胞体貯留シグナルを欠いた ELOVL4ΔC
を遺伝子産物として生じる (60)。Elovl4ΔCのトランスジェニックマウス
のヘテロ体ではシュタルガルト病様の症状を呈する。3 型シュタルガルト
病では ELOVL4ΔCが野生型 ELOVL4や他の ELOVLアイソザイムと凝
集体を形成し，脂肪酸伸長を阻害することが報告されている (61,62)。 
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・ELOVL5 
	 ELOVL5 は C18:3（n-6），C20:4（n-6），C18:4（n-3），C20:5（n-3）
のアシル CoAに対して活性を示す (42)。ELOVL5は広範な組織に発現が
認められる。Elovl5ノックアウトマウスは脂肪肝を呈することが報告され
ている (63)。このマウスの肝臓では脂質合成関連遺伝子群の転写因子であ
る SREBP1c が恒常的に活性化している。SREBP1c の活性は C20，C22
の多価不飽和脂肪酸によって制御されていることが報告されている

(63,64)。Elovl5のノックアウトマウスでは多価不飽和脂肪酸の合成低下が
SREBP1c の活性化を引き起こし，その結果，トリグリセリド等の脂質合
成が亢進して脂肪肝を呈すると考えられている。 

 
・ELOVL6 
	 ELOVL6 は C16 の飽和アシル CoA に対して活性を示す (42)。Elovl6
は広範な組織に発現しており，Elovl6の遺伝子ノックアウトマウスは 3分
の 2が胎生もしくは新生致死となる (65)。しかし，生存したマウスは高脂
肪，高ショ糖食飼育下で肥満や脂肪肝になるものの，インスリン抵抗性を

示さないことが報告されている。褐色脂肪細胞では寒冷暴露時にミトコン

ドリア電子伝達系による H+勾配を用いて熱産生が行われ，体温の調節に寄

与している。Elovl6ノックアウトマウスでは寒冷刺激下でのミトコンドリ
ア機能が野生型と比べて低下し，熱産生能が低下していることが報告され

ている (66)。 
 
・ELOVL7 
	 ELOVL7は C16-20の飽和アシル CoA及び C18の一価不飽和，多価不
飽和アシル CoAに対して主に活性を示す (42,67)。ELOVL7は広範な組織
発現を見せるが，特に前立腺，膵臓，腎臓，副腎に高い発現を示している

(68)。ELOVL7をノックダウンした前立腺癌細胞では，生育の低下やテス
トステロン分泌量の減少が報告されている。また，この細胞では飽和の

C20-24 の脂肪酸が減少しており，Elovl7 による脂肪酸の合成は前立腺癌
細胞の増殖に関与していることが示唆されている (68)。 
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3-2-2. 3-ケトアシル CoA レダクターゼ 
	 3-ケトアシル CoA レダクターゼは 3-ケトアシル CoA の 3 位のケト基を
NADPH依存的に還元し，3-ヒドロキシアシル CoAへと変換する反応を触媒す
る酵素である。哺乳類では現在のところ KAR の 1 種類のみが伸長サイクルに
おける 3-ケトアシル CoAレダクターゼ活性を持つことが報告されている (69)。
KAR の組織発現は広範で，基質とする 3-ケトアシル CoA に特異性を持たない
と考えられている (69)。Kar 遺伝子のノックアウトマウスは発生段階で致死と
なることから，伸長サイクルによる脂肪酸合成は発生過程で必須となることが

示されている (70)。 
 
3-2-3. 3-ヒドロキシアシル CoA デヒドラターゼ 
	 3-ヒドロキシアシル CoAデヒドラターゼは 3-ヒドロキシアシル CoA の 3位
のヒドロキシ基を脱水反応によってトランス 2-エノイル CoA へと変換する反
応を触媒する酵素である。哺乳類では HACD1-4の 4 つのアイソザイムが存在
し，ELOVLと同様にアイソザイム毎に組織発現が異なる (71,72)。また，精製
した HACDを用いた酵素活性測定によって HACD1-4は炭素数 16の飽和 3-ヒ
ドロキシアシル CoAに対して酵素活性を持つことが明らかとなっている (72)。 

 
・HACD1 
	 HACD1 は骨格筋及び心筋に特異的に発現している (73)。出芽酵母
HACD ホモログ PHS1 の遺伝子発現抑制株に HACD1 遺伝子を発現させ
ると，極長鎖脂肪酸合成低下による生育低下を回復させることから，

C16-26の飽和の 3-ヒドロキシアシル CoAに対して活性を持つことが示唆
されている(72) 。Hacd1の変異によりイヌでは中心核ミオパチーを引き起
こし (74,75)，ヒトにおいてもミオパチー症状を引き起こす HACD1 変異
が知られている (76)。更に，Hacd1ノックアウトマウスでは筋肉量が減少
することが当研究室とフランスのグループとの共同研究により明らかとな

っていることから (77)，HACD1は骨格筋形成において重要な役割を担っ
ていることが示唆されている。 

 
・HACD2 
	 HACD2は全身に発現している (78)。PHS1の発現抑制株に HACD2を
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発現させると生育低下を回復させることから，HACD1 と同様に C16-26
までの飽和の 3-ヒドロキシアシル CoA に対して活性を持つことが示唆さ
れている (72)。 

 
・HACD3 
	 HACD3 は多くの組織に発現しており，特に脳や心臓，腎臓，肺，胎盤
に強く発現している (71)。酵素活性については前述の通り，C16 の飽和
3-ヒドロキシアシル CoAに対する活性のみが報告されている。 

 
 
・HACD4 
	 HACD4は白血球に特異的に発現している。酵素活性についてはHACD3
と同様に C16の飽和 3-ヒドロキシアシル CoAに対する活性のみが報告さ
れている (72) 。 

 
3-2-4. トランス 2-エノイル CoA レダクターゼ 
	 トランス 2-エノイルCoAレダクターゼはトランス 2-エノイルCoAの 2位の
二重結合を NADPH依存的に還元し，アシル CoAへと変換する反応を触媒する
酵素である。伸長サイクルにおけるトランス 2-エノイル CoAレダクターゼは現
在 TER のみが報告されている。TER はヒト及びマウスにおいて全身に発現し
ていることが報告されている (69)。KAR と同様に基質とするトランス 2-エノ
イル CoAの炭素数や不飽和度に特異性を持たないと考えられている。 
 
3-3. 家族性精神遅滞を引き起こす TER P182L 変異 
	 2011年に家族性精神遅滞患者における遺伝子解析によって TER 遺伝子の劣
性遺伝の変異が報告され，極長鎖脂肪酸合成と精神遅滞の関連が示唆された 
(79)。この変異は 1 塩基置換によるミスセンス変異であり，TER の 182番目の
プロリンがロイシンへと置換された TER P182L 変異体が遺伝子産物として産
生される（図 6A）。また，この変異による精神遅滞は他の病態を示さないこと
が報告されている。これまでの報告では遺伝子解析が行われたのみであり，TER 
P182L タンパク質についての解析はなされておらず，変異による精神遅滞発症
の詳細な分子メカニズムは不明である。脂肪酸伸長サイクルの一連の反応はア
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シル CoAの局在から小胞体脂質二重層の細胞質ゾル側で起こることが考えられ
ている (55)。このため，TERによる還元も小胞体膜細胞質ゾル側で行われると
考えられる。一方，TERのシロイヌナズナホモログのトポロジー解析結果から
予測される TER の膜トポロジーでは変異残基は小胞体内腔側に位置している
（図 6B）(80)。また，これまでに TER の機能ドメイン等の解析は行われてい
ないため，TER P182L変異が TERタンパク質の活性や安定性にどのような影
響を及ぼすかを予想するのは難しく，変異による影響は不明である。 
 

 
 
3-4. TER ホモログ TERL  
	 前述の通り脂肪酸伸長サイクルにおいてトランス 2-エノイルCoAレダクター
ゼ活性を有することが確認されている酵素は TER のみであるが，TER と高い
ホモロジー（相同性 43%，類似性 59%）を示す TERL（TER like）が National 
Center for Biotechnology Information（NCBI）データベースに報告されてい
る（図 7）。TERLは TERとの高い相同性から伸長サイクルにおいてトランス 2-
エノイル CoAレダクターゼとして働くことが予想されるが，その酵素活性は明
らかとなっていない。また，マウス 16番染色体がトリソミーとなることでダウ
ン症候群の症状を示す Ts65Dn マウスの骨格筋において野生型マウスに比べて
Terl の発現上昇が見られることが報告されている (81) 。このことから TERL

図 6	 家族性精神遅滞において報告された TER 変異  
（A）家族性精神遅滞患者における遺伝子解析により同定された TER 変異の変異
アミノ酸配列。 
（B）TERのシロイヌナズナホモログのトポロジー解析結果から予想される TER
の膜トポロジー。赤丸部分は変異部位を表す。 
 

TER

TER P182L

TAC  ATC  AAT  CAC  CCT  CTC  TAC  ACT  CCC
PW HN L WI T P

TAC  ATC  AAT  CAC  CTT  CTC  TAC  ACT  CCC
LW HN L WI T P

532 558

558532

178 186

186178

ᑠ⬊యෆ⭍

ᑠ⬊య⭷

⣽⬊㉁䝌䝹

COOH2HN

A 

B 
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は骨格筋に発現しており，筋肉において何らかの働きをしていることが示唆さ

れたものの，TERL のその他の臓器，組織における発現や機能については不明
である。 
 

 
  

図 7	 TER と TERL のアミノ酸配列アラインメント  
ヒト TERとヒト TERLのアミノ酸配列アラインメント。赤字は保存されたアミノ酸残基を，青字は類
似性の高いアミノ酸残基を示し，下線は予想膜貫通領域を表す。 
 

Identity 43%, Similarity 59% 
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研究背景・目的  
1. S1P分解経路におけるトランス 2-エノイル CoA還元酵素の同定 
	 序論でも述べたように，Splノックアウトマウスは重篤な表現型を示し，生後
1 ヶ月程度で致死となる。また，S1P 分解経路はスフィンゴ脂質の唯一の分解
経路であるため，この経路はスフィンゴ脂質のホメオスタシス維持を担ってい

ると考えられる。これらのことから，S1P 分解経路は生命の維持に重要な役割
を持つ代謝経路であり，その全貌を明らかにすることは有意である。これまで

に S1P分解経路に関わる酵素はその多くが明らかとなったが，ヘキサデセノイ
ルCoAをパルミトイルCoAへと代謝するトランス 2-エノイルCoAレダクター
ゼは同定に至っていない。現在，S1P 分解経路で働くことが明らかとなってい
る SPL，ALDH3A2，ACSは組織発現が広範であり，小胞体に局在することが
知られている。このことから S1P分解は多くの組織，臓器で起きる代謝反応で
あり，S1P 分解経路の一連の反応は小胞体膜上で行われることが予想される 
(82)。以上のことから，本研究では広範な組織発現を示し，小胞体に局在する唯
一のトランス 2-エノイル CoAレダクターゼである TERに着目し，TERが S1P
分解経路に関わる可能性を検討した。 
 
2. 家族性精神遅滞原因遺伝子 TER P182Lの解析 
	 TER P182L変異により，家族性精神遅滞が引き起こされることが報告され，
TER による脂質代謝と精神遅滞との関連が示唆された。この変異による TER
の酵素活性や脂質代謝への影響は不明であったため，本研究では TER P182L
変異による脂質代謝への影響を解析し，病態メカニズムを解明することを目指

した。また，この解析を通して精神発達過程における脂肪酸とその代謝産物の

役割について新たな知見を得ることができると考えられる。 
 
3. TERホモログ TERLの解析 
	 TERL は TER と高いアミノ酸相同性を示すことから，トランス 2-エノイル
CoA レダクターゼとして働くことが予想されるが，その酵素活性については不
明である。ダウン症候群モデルマウスを用いた解析では TERL は骨格筋での発
現上昇が見られ，筋肉において何らかの働きをしていることが示唆されている。

しかし，TERL の骨格筋における役割やその他の臓器，組織での発現とその役
割については明らかとなっていない。TERL の解析によってその役割が明らか



 20 

となれば，生体における脂肪酸合成と骨格筋における脂肪酸の新たな役割につ

いて知見を得ることが出来ると期待される。よって本研究では TERL の解析を
行い，TERLの役割を明らかにすることを目的とした。 
 
	 序論でも述べたように，スフィンゴ脂質や脂肪酸は生体で様々な役割を担っ

ており，その役割についての新たな知見を得ることは生命現象の理解や疾患の

治療において非常に有益であると考えられる。上記3つの解析が成された際には
スフィンゴ脂質の代謝や中枢神経系，骨格筋等の組織特異的な脂肪酸の代謝に

ついて新たな知見を得ることが出来ると期待される。そこで本研究では上記の

解析を通して脂質代謝について新たな知見を得ることを目的に研究を行った。 
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結果  
1. S1P 分解経路における TER の関与の解析 
1-1. 培養細胞を用いた Sph 代謝の定量的解析 
	 細胞に取り込まれた Sphはセラミドを介して複合スフィンゴ脂質へと代謝さ
れる他，S1Pを介してパルミトイル CoAへとされた後，グリセロ脂質へと代謝
される (23,83)。S1Pはエステル型のグリセロ脂質だけでなく，エーテル型グリ
セロ脂質にも代謝される (83,84)。また，パルミトイル CoA は β 酸化によりア

セチル CoA へと分解された後，クエン酸回路によって CO2 へと変換される 
(83,84)。しかし， S1P 分解経路によって生じたパルミトイル CoA がそれぞれ
の分子種にどのような割合で代謝されるのかは明らかとなっていなかった。そ

こでまず始めに HeLa細胞に[3H]Sphを用いて Sphの代謝トレーサー実験を行
い，Sphの代謝を定量的に解析した。また， Sph代謝の経時的な変化を調べる
ため，[3H]Sphを細胞の培地に添加してから 2時間，24時間時点での脂質代謝
を解析した。24 時間時点で培地中の放射活性は 2 時間時点と比べ半分以下に
まで減少していた（図 8A）。また，その減少分が細胞中の放射活性の時間経過
による増加分と同等であったため，時間経過によって Sphは細胞内に取り込ま
れ，代謝を受けていることが明らかとなった。24 時間時点での細胞と培地の放
射活性の総量は 2 時間時点の放射活性の総量と同程度であった。このことは，
S1P分解経路によって生じたパルミトイルCoAが β 酸化を経てCO2へ分解され

る割合が極めて低いことを示している（図 8A）。 
	 さらに Sphの代謝を詳細に解析するため，培地中及び細胞中の脂質を回収し，
薄層クロマトグラフィーで分離，[3H]Sph に由来する脂質を分子種毎に分離し
た。また，この展開系ではスフィンゴ脂質とグリセロ脂質の移動度が重複し，

分離することが出来ない脂質が一部あったため，抽出した脂質を 2 つに分け，
片方をアルカリ処理した後，展開した。アルカリ処理により，グリセロ脂質の

エステル結合は加水分解され，脂肪酸を遊離させる。そのため，アルカリ処理

無しで見られた各グリセロ脂質に由来するスポットはアルカリ処理を行った場

合は消失し，脂肪酸のスポットとして観察される。また，スフィンゴ脂質はア

ルカリ処理によって分解されないため，アルカリ処理無しのスポットと有りの

スポットを比較することでグリセロ脂質とスフィンゴ脂質の区別をすることが

出来る。2 時間時点では培地中の主要な脂質は代謝を受けていない Sphであり，
取り込まれる前の状態であることが確認された。24 時間時点では Sphはほぼ 
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図 8 培養細胞を用いた Sph 代謝の定量的解析  
（A-C）HeLa細胞に 0.07 µCi [3H] Sphを加えて 2 時間または 24 時間培養した。 
（A）回収した細胞及び培地の放射活性を液体シンチレーションカウンター（LSC-3600; Aloka）で測
定し，グラフ化した縦軸は放射活性を表す。（平均値±標準偏差，t-test *p<0.05，**p<0.01） 
（B）回収した細胞及び培地から脂質を抽出し，2つに分けた後，一方にアルカリ処理を行い TLC（１
—ブタノール／酢酸／水＝3 : 1 : 1）により展開，オートラジオグラフィーによって検出した。赤字はグ
リセロ脂質，黒字はスフィンゴ脂質を表す。PE，ホスファチジルエタノールアミン；PC，ホスファチ
ジルコリン；PS，ホスファチジルセリン；PI，ホスファチジルイノシトール；DG，ジアシルグリセ
ロール；TG，トリグリセリド；SM，スフィンゴミエリン；Cer，セラミド；HexCer，ヘキソシルセ
ラミド；DHS，ジヒドロスフィンゴシン；Sph，スフィンゴシン；LacCer，ラクトシルセラミド；GSL，
スフィンゴ糖脂質 
（C）（B）の細胞の結果を定量し，各脂質の割合をグラフ化した（左）。また，グリセロ脂質の総量と
スフィンゴ脂質の総量についても同様にグラフ化を行った（右）。 
（D）HeLa細胞に 0.16 µCi [3H] Sphを加えて 2 時間または 24 時間培養した。培養後に脂質を回収，
アルカリ処理によってグリセロ脂質のエステル結合を切断し，脂肪酸を回収した。回収した脂肪酸を
メチルエステル化し，逆相 TLCで展開した（クロロホルム／メタノール／水 = 5 : 15 : 1）。また，移
動度のスタンダードとして [3H]パルミチン酸メチル（C16:0-OME） [14C]ステアリン酸メチル
（C18:0-OME）をスポットし，展開した。 
（E）PC12細胞，HepG2細胞及び IEC-6細胞に 0.07 µCi [3H] Sphを加えて 24 時間培養した。細胞
から脂質を回収し，2つに分けた後，一方にアルカリ処理を行い TLC（１—ブタノール／酢酸／水＝3 : 
1 : 1）により展開，オートラジオグラフィーによって検出した。赤字はグリセロ脂質，黒字はスフィ
ンゴ脂質，青字はエーテル型グリセロ脂質を表す。1-Alkyl/alkenyl-GPE，1-アルキル/アルケニルグリ
セロホスホエタノールアミン；Plas-E，プラズマニル/プラズメニルエタノールアミン 
 

A B 

C 
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E
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検出されないことから，Sph は 24 時間でほぼ全てが細胞内に取り込まれ，代
謝を受けていることが明らかとなった（図 8B）。細胞中の主要な代謝産物はセ
ラミドとセラミドに糖が 1 つ付加されたヘキソシルセラミドであった（図 8B，
C）。24 時間時点ではこれらのスフィンゴ脂質は更に代謝を受け，スフィンゴミ
エリンやセラミドに 2 つ糖が付加されたラクトシルセラミド，更に糖が付加さ
れたスフィンゴ糖脂質へと代謝されていた（図 8B，C）。Sph の S1P 分解経路
を介した代謝は 2 時間時点では代謝産物の内の 17%であったが，時間経過によ
って増加し，24 時間時点では 23%に増加していた。ホスファチジルコリンやホ
スファチジルエタノールアミンは時間経過で有意に増加していた一方で，トリ

グリセリド，ジアシルグリセロールは時間経過によって減少していた（図 8B，
C）。また，S1P やエーテル型グリセロ脂質は培地中，細胞内のどちらも殆ど観
察されなかった（図 8B）。細胞内では S1Pが検出されなかったことから，HeLa
細胞では合成されたS1PがS1P分解経路によって速やかにグリセロ脂質へと代
謝されていることが明らかとなった。 
	 脂肪酸伸長サイクルでは C16以上の脂肪酸を基質に伸長反応が行われる。そ
のため，S1P分解経路で生じたパルミトイル CoAも伸長サイクルによって伸長
を受けている可能性が考えられた。その可能性を検討するため，HeLa 細胞に
[3H]Sph を代謝させて生じたグリセロ脂質をアルカリ条件により加水分解し，
脂肪酸を回収した。回収した脂肪酸をメチルエステル化し，逆相 TLCで分離し
て脂肪酸メチルエステルの炭素数を確認した。 [3H]Sph代謝によって生じた脂
肪酸はパルミチン酸メチル（C16:0-OMe）の標品と同じ移動度を示した。この
ことから，S1P 分解経路で生じたパルミチン酸は伸長サイクルによる脂肪酸伸
長にほとんど用いられずにグリセロ脂質へと代謝されることが明らかとなった

（図 8D）。 
	 次に，他の細胞種でも Sphの代謝を解析した。ラット副腎髄質褐色細胞腫由
来細胞である PC12細胞，ヒト肝臓癌由来細胞である HepG2細胞，ラット小腸
由来細胞である IEC-6 細胞を用いて[3H]Sph による代謝トレーサー実験を行っ
た。PC12 細胞は神経成長因子（NGF）存在化で培養すると神経細胞様に分化
するため，本実験では神経細胞のモデルとして分化後のものを使用した。上記 3
種の細胞の培地に[3H]Sphを添加，24 時間培養した後に細胞から脂質を回収し，
TLCで展開した。これらの細胞では取り込まれた[3H]Sphの 30-40%がグリセロ
脂質に代謝されていた。更に PC12細胞及び HepG2細胞ではアルカリ処理に耐
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性のあるエーテル結合を持つ脂質のスポットが観察された。このことから，

PC12細胞及び HepG2細胞では Sphは S1P分解経路を経た後にアルコールへ
と変換され，エーテル型リン脂質へと代謝されることが明らかとなった。 
 
1-2. TER は Sph のグリセロ脂質への代謝に関与する 
	 TER の S1P分解経路への関与を検討するにあたり，まず S1P分解経路が保
存されており，遺伝子操作が容易な出芽酵母を用いて解析を行うことにした。

序論でも述べた通り，出芽酵母のスフィンゴ脂質はほぼ全てが極長鎖脂肪酸を

アシル基として含む (43)。そのため，TERの出芽酵母ホモログ TSC13の遺伝
子欠損は極長鎖脂肪酸の合成ができなくなり，スフィンゴ脂質合成不全を招き

致死となる (80)。しかし，近年の報告により綿花由来のセラミド合成酵素を発
現させた酵母株では長鎖脂肪酸を含むセラミドを合成出来るようになり，極長

鎖セラミドを合成する出芽酵母セラミド合成酵素の欠損による致死性を回避で

きることが示唆された (85)。そこで, TSC13遺伝子の欠損による致死性も長鎖
スフィンゴ脂質を合成するヒトセラミド合成酵素 CERS5 遺伝子の導入によっ
て回避できるのではないかと考え，以下のような生育相補実験を行った。まず, 
ゲノム上の TSC13 遺伝子が欠損し， TSC13 遺伝子を発現させるプラスミド
（URA3 マーカー）を保持した株を作製した。その株に CERS5 を発現させる
プラスミド（HIS3マーカー）を形質転換し，得られた株を 5-フルオロオロチン
酸（5-FOA）を含む寒天培地にストリークした。URA3はオロチジン 5’-リン酸
脱炭酸酵素をコードしており，ウラシル合成過程でオロチジン 5’-リン酸をウリ
ジン 5’-リン酸へと代謝する酵素である。5-FOAは Ura3によって，毒性を示す
5-フルオロウラシル（5-FU）に代謝されるため，5-FOA存在下では URA3遺伝
子を持つ株は生育出来ない。また，URA3 を持つプラスミドを失った細胞はプ
ラスミド上の TSC13遺伝子も同時に失うため，致死となる。よって CERS5の
導入によって TSC13遺伝子欠損の致死性を回避できるのなら，その株は 5-FOA
培地で生育出来ると考えられた（図 9A）。生育相補実験の結果，5-FOAを含む
寒天培地においてポジティブコントロールであるTSC13遺伝子発現プラスミド
を保持する株に加え, CERS5遺伝子発現プラスミドを保持する株が生育してお
り, CERS5遺伝子の導入によってTSC13遺伝子欠損による致死性が回避できる
ことが明らかとなった（図 9B）。 
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図 9 TSC13 欠損酵母株に TER を遺伝子導入するとスフィンゴシンからグリセロ
リン脂質への代謝が回復する  
（A）生育相補実験の概要。5-FOA を含む培地では URA3マーカーのプラスミドを保持すること
が出来ないため，ゲノム上の TSC13遺伝子を欠損し，pTW6（TSC13 URA3マーカー）を保持し
た酵母株を作製した。作製した酵母株に  HIS3 マーカーの pAKNF313（vector），pAB119
（3x-FLAG-CERS5）または pAB134（3xFLAG-TSC13）を導入し，5-FOAを含む培地での株の
生育を確認した。 
（B）（A）の概要で示した株を SC -HisUra plate（左）または 1 mg/ml 5-FOA含有 SC -His plate
（右）で培養した。 
（C）BY4741（WT）に pAB119 と pAK158（vector）を導入した株（WT/vector）及び TSC13
遺伝子を欠損させた株に pAB119と pAK158を導入した株（tsc13Δ/vector），TSC13遺伝子を欠
損させた株に pAB119と pAKを導入した株（tsc13Δ/vector）に pAB119と pAB128（2xHA-TER）
を導入した株に 0.07 µCi [3H] Sphを加えて 2時間培養した。その後脂質を抽出，TLC展開（ク
ロロホルム/メタノール/4.2 N アンモニア＝9 : 7 : 2）で分離後，オートラジオグラフィーによって
検出した。赤字はグリセロ脂質を，黒字はスフィンゴ脂質を表す。 
PE，ホスファチジルエタノールアミン；PC，ホスファチジルコリン；PS，ホスファチジルセリ
ン；PI，ホスファチジルイノシトール 
IPC，イノシトールホスホリルセラミド；Cer，セラミド；MIPC，マンノシルイノシトールホス
ホリルセラミド；M(IP)2C，マンノシルジイノシトールホスホリルセラミド; Sph，スフィンゴシ
ン；S1P，スフィンゴシン 1-リン酸 
（D）グリセロ脂質に取り込まれた脂肪酸部分の不飽和度の判別の概要。S1P分解経路における還
元反応が正常に起きている場合にはメチルエステル化によってパルミチン酸メチル
（C16:0-OME）が生じ，KMnO4/KIO4による炭素間二重結合の開裂処理の影響は受けない。還元
反応が起きていない際にはメチルエステル化によってヘキサデセン酸メチル（C16:1-OME）が生
じ，KMnO4/KIO4による炭素間二重結合の開裂処理によってミリスチン酸（C14:0-FA）が生じる。 
（E）BY4741と TSC13遺伝子欠損株にそれぞれ pAB119を導入し，（C）と同様に[3H] Sphを加
えて 2 時間培養した。その後脂質を抽出，アルカリ処理によって脂肪酸を回収した。回収した脂
肪酸にメチルエステル化，KMnO4/KIO4 による炭素間二重結合の開裂処理処理を行った。処理後
脂質を抽出し，逆相 TLC（クロロホルム／メタノール／水 = 5 : 15 : 1）で展開，オートラジオグ
ラフィーによって検出した。（＊は非特異的なスポットを示す。） 
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	 TSC13 遺伝子欠損が可能となったので，CERS5 遺伝子を導入した野生型酵
母株（WT/CERS5 株）及び TSC13 遺伝子欠損株（tsc13Δ/CERS5 株）を作製
した。tsc13Δ/CERS5株にベクター，ヒト TERを発現するプラスミドをそれぞ
れ導入した株を作製し，[3H]Sph を用いて代謝トレーサー実験を行った。
WT/CERS5株では Sphはスフィンゴ脂質，グリセロ脂質の両方へと代謝されて
いるのに対し，tsc13Δ/CERS5株ではPC, PE等のグリセロ脂質が大きく減少し，
S1P からグリセロ脂質への代謝が大きく低下していることが明らかとなった
（図 9C）。また，この代謝の低下はヒトTERの導入によって回復したことから，
TER が S1P 分解経路に関与する可能性が示唆された。TSC13 遺伝子欠損によ
ってグリセロ脂質への代謝は大きく低下していたが，完全には消失しておらず，

一部残存が認められた。残存が認められたグリセロ脂質に含まれる脂肪酸はヘ

キサデセノイル CoAが還元を受けず，そのままグリセロ脂質へと代謝された可
能性が考えられた。この可能性を検討するため，WT/CERS5 株及び
tsc13Δ/CERS5株に[3H]Sphを代謝させた後，アルカリ加水分解によってグリセ
ロ脂質のエステル結合を切断し，グリセロ脂質のアシル基部分に由来する脂肪

酸を回収した。回収した脂肪酸をメチルエステル化し，KIO4/KMnO4 処理を行

い，逆相 TLCで展開した。脂肪酸メチルエステルに二重結合が存在していた場
合，KIO4/KMnO4処理によって二重結合部分が開裂し，脂肪酸が生じる（図 9D）。
WT/CERS5 株及び tsc13Δ/CERS5 株に[3H]Sph を代謝させた結果を見ると，
WT/CERS5 株では KIO4/KMnO4処理によっても開裂しないパルミチン酸メチ

ルであることが確認された。その一方で， tsc13Δ/CERS5株では C16メチルエ
ステルの位置に観察されたスポットは KIO4/KMnO4 処理によって全てが C14
の脂肪酸へと変換されていた（図 9E）。このことから，tsc13Δ/CERS5 株では
残存が見られたグリセロ脂質はヘキサデセノイル CoAがグリセロ脂質へと代謝
されたものであることが示され，出芽酵母では Tsc13が S1P分解経路に関与し
ていることが明らかとなった。 
	 次に，哺乳類細胞でも同様に TER が S1P 分解経路へと関与するかを検討す
るため，TER をノックダウンした HeLa細胞に対し，[3H]Sphを用いた代謝ト
レーサー実験を行った。siTERを導入した HeLa細胞では TERのmRNAがノ
ックダウンされていることを RT-PCR によって確認した（図 10A）。この細胞
に[3H]Sphを加えてグリセロ脂質への代謝を検討した。control siRNAを導入し
た細胞では Sphはグリセロ脂質へと代謝されているのに対し，siTERを導入し



 27 

た細胞ではグリセロ脂質への代謝が control の半分程度まで減少していること
が明らかとなった（図 10B, C）。以上の結果から，TERが S1P分解経路に関与
することが示された。 

 
1-2. TER ノックダウンは S1P 分解経路における還元反応を低下させる 
	 TERは極長鎖脂肪酸合成にも関わる酵素であるため，TERのノックダウンに
よって極長鎖脂肪酸の合成量が低下した結果，その応答として脂質代謝が変化

し，間接的に S1P分解が抑制された可能性も考えられた。そこで，TERの S1P
分解経路への関与をより直接的に解析するため，TER をノックダウンした
HeLa細胞の膜画分を用いて in vitro での解析を行った。 
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図 10  TER をノックダウンした HeLa 細胞では Sph からグリセロ脂質への代謝
が低下する  
Control siRNAまたは TERの siRNAを HeLa細胞に導入し，4日間培養した。 
（A）各細胞から総 RNAを抽出し，TER及び GAPDHに特異的なプライマーを用いて RT-PCRを
行った。 
（B） 各細胞に 0.09 µCi [3H] Sphを加え，37C˚で 4時間培養した。その後脂質を抽出し，TLC展
開（１-ブタノール／酢酸／水＝3 : 1 : 1）で分離，オートラジオグラフィーによって検出した。また，
グリセロリン脂質（PE, PC, PS, PI）のバンドの放射活性をバイオイメージングアナライザー
BAS-2500で定量し，グラフ化した。横軸は各脂質，縦軸は control siRNAを導入した場合の PEの
放射活性に対する割合を示す(平均値±標準偏差，t-test *p<0.01)。赤字はグリセロ脂質を，黒字は
スフィンゴ脂質を示す。 
PE，ホスファチジルエタノールアミン；PC，ホスファチジルコリン；PS，ホスファチジルセリン；
PI，ホスファチジルイノシトール；DG，ジアシルグリセロール；TG，トリグリセリド 
SM，スフィンゴミエリン；Cer，セラミド；HexCer，ヘキソシルセラミド；DHS，ジヒドロスフ
ィンゴシン；Sph，スフィンゴシン 
 

A 

B 
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	 解析にあたり，S1P 分解経路を再現する実験系の構築を行った。S1P 分解経
路における各反応は補酵素を必要とする（酸化反応：NAD+，CoA 付加反応：
ATP及び CoA，還元反応：NADPH）（図 11A）。そこで HeLa細胞の膜画分に
各反応の補酵素を加えることで S1P代謝が進行するかを検討した。 
	 膜画分に NAD+のみを加えた場合，S1P はトランス-C16:1-FA の標品と同じ
移動度を示す脂肪酸に変換された（図 11B）。この脂肪酸の炭素数と二重結合の
位置を脂肪酸のメチルエステル化，KIO4/KMnO4処理を行い，逆相 TLCで展開
することで確認した（図 11C）。KIO4/KMnO4処理によって C16-OME /トラン
ス-C16:1-OMEのスポットが C14-FAへと変換されたことから，C16-OME /ト
ランス-C16:1-OME のスポットはヘキサデセン酸に由来するものであることが
確認された（図 11C）。膜画分に NAD+と ATP及び CoAを加えて S1Pを代謝さ
せた場合にはトランス-C16:1-FA の標品と同じ位置のスポットと C16-FA の標
品と同じ位置のスポットの 2つのスポットが観察された（図 11B）。この脂肪酸
をメチルエステル化し，逆相 TLC で分離したところ，C16-OME /トランス
-C16:1-OME と C14:0-OME の移動度にスポットが検出された。この脂肪酸メ
チルエステルを KIO4/KMnO4 処理したところ，C16-OME /トランス
-C16:1-OMEのスポットは消失したことから，C16-OME /トランス-C16:1-OME
に位置するスポットはヘキサデセノイル CoA（C16:1-CoA）に由来するメチル
エステルのスポットであることが確認された。また，C14-OMEはヘキサデセノ
イル CoAが β 酸化を受けて生じた C14-CoAに由来するものと考えられる。膜
画分に NAD+，ATP，CoA，NADPHを加えて S1Pを代謝させると，パルミチ
ン酸の標品と同じ移動度の脂肪酸へと代謝された。この脂肪酸をメチルエステ

ル化し，逆相 TLCで分離したところ，飽和のパルミチン酸であることが確認さ
れた。以上より，HeLa細胞膜画分を用いて in vitroで S1P分解経路が再現す
る系を構築することが出来た。 
	 系の構築が出来たので，TERをノックダウンした HeLa細胞の膜画分を用い
て S1P分解アッセイを行った。コントロールでは S1Pは代謝を受けて全てがパ
ルミチン酸へと変換されている。一方，TERをノックダウンした膜画分ではパ
ルミチン酸の他，ヘキサデセン酸が検出され，ヘキサデセノイル CoAの還元反
応が抑制されていることが確認された（図 11D）。以上の結果から TER のノッ
クダウンによって S1P分解経路が抑制されることが in vitroの実験でも示され
た。 
 



 29 

 

KMnO4/KIO4 ฎ⌮

䜾䝸䝉䝻䝸䞁⬡㉁

S1P

S

O

CoA
䝦䜻䝃䝕䝉䝜䜲䝹㻌CoA

㑏ඖ

S

O

CoA
䝟䝹䝭䝖䜲䝹㻌CoA

ຍỈศゎ 䞉 㮯໬

C16:0-FA
OH

O

䝖䝷䞁䝇 -C16:1-FA
OH

O

C16:0-OME
OME

O

C14:0-FA
OH

O

䝖䝷䞁䝇 -C16:1-OME
OME

O

䝯䝏䝹䜶䝇䝔䝹໬

C16:0-OME
OME

O

`㓟໬

S

O

CoA
C14:0-CoA

OME

O

C14:0-OME
OME

O

C14:0-OME

䝦䜻䝃䝕䝉䝘䞊䝹

䝖䝷䞁䝇 -C16:1-FA
OH

O

NAD+

ATP

OH

O

C14:0-FA

CoA

㓟໬

㛤⿣

㻯㼛㻭 ௜ຍ

control

siTE
R

䝟䝹䝭䝏䞁㓟

䝦䜻䝃䝕䝉䞁㓟

シ
ス

 -C
18:1-FA

NAD+

CoA, ATP

NADPH

-
++ +
+ +

- - +

C
16 : 0 - FA

䝖
䝷
䞁
䝇

 -C
16:1-FA

KMnO4/KIO4

NAD+

CoA, ATP
NADPH

- +

-
+

- + - +
+ +

+ +
- - +

C16:0-OME or

䝖䝷䞁䝇 -C16:1-OME

C14:0-FA

C14:0-OME

図 11  TER のノックダウンによって S1P 分解経路における還元反応が低下する  
（A） S1P の代謝経路と脂肪酸部分の不飽和度の判別の概要。S1P 分解経路における還元反応が起こ
らない場合はトランス二重結合が残る。トランス二重結合の有無を硝酸銀 TLC展開（ヘキサン／ジエ
チルエーテル／酢酸 = 50 : 50 : 1）また代謝産物のトランスメチル化，KMnO4/KIO4による炭素間二重
結合の開裂処理によって生じると予想された生成物を示す。 
（B，C）HeLa細胞から調製した膜画分（40 µg）に 0.02 µCi [3H] S1Pを加え，37˚Cで１時間反応さ
せた。この際，NAD+，CoAと ATP，NADPHを表記の通りに加えた。 
（B）反応後，加水分解を行い，生じた脂肪酸を抽出して硝酸銀 TLC で展開（ヘキサン／ジエチルエ
ーテル／酢酸 = 50 : 50 : 1），バイオイメージングアナライザーBAS-2500で検出した。また，展開の
際に[14C]ヘキサデセン酸（C16:1-FA），[3H]パルミチン酸（C16:0-FA），[3H]オレイン酸（C18:1-FA）
をスタンダードとしてスポットした。 
（C）反応後，生成物の脂肪酸部分をメチルエステル化し，KMnO4/KIO4による炭素間二重結合の開裂
処理処理を行った。処理後脂質を抽出し，逆相 TLC展開（クロロホルム／メタノール／水 = 5 : 15 : 1）
で分離後，オートラジオグラフィーによって検出した。 
（D）control siRNA，または siTERを導入した Hela細胞を 4日間培養し，各細胞から調製した膜画
分 （30 µg）に 0.02 µCi [3H] S1Pを加え，37˚Cで１時間反応させた。反応後鹸化した後，生成物の脂
肪酸を抽出した。抽出物を硝酸銀 TLCで展開（ヘキサン／ジエチルエーテル／酢酸 = 50 : 50 : 1），バ
イオイメージングアナライザーBAS-2500で検出した 
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2. 家族性精神遅滞を引き起こす TER P182L 変異体の解析 
2-1. TER  P182L 変異によって TER タンパク質は不安定化する 
	 TER P182L変異体を解析するため，まず始めに HEK 293T細胞において N
末端に 3xFLAGを付加した野生型 TER及び TER P182Lをプラスミドから発
現させ，イムノブロッティングによりTERのタンパク質量を確認した（図12A）。
その結果，TER P182L変異タンパク質量は野生型 TERより顕著に少ないこと
が観察された。野生型 TER，TER P182L はプラスミドから発現させており，
どちらも同じプロモーターの制御下で発現している。そのため，野生型 TERと
TER P182L 変異体のmRNAの転写量は同程度であると予想された。このこと
から，TER P182Lのタンパク質の減少は転写量が減少したのではなく，P182L
変異によって TER タンパク質の安定性が低下している可能性が示唆された。そ
こで，3xFLAG-TER，3xFLAG-TER P182L変異体を HEK 293T細胞に一過的
に発現させ，[35S]メチオニン/システインを用いたパルスチェイス実験を行った。
チェイス 1時間時点では野生型 TER，TER P182L変異体のどちらも同程度の
放射活性を示していることから，野生型と変異型の転写，翻訳は同程度である

ことが示唆された。しかし，野生型 TERはチェイス 8時間後でも 80%程度残存
しているのに対して，P182L変異体は 4時間経過後で 45%にまで減少していた。
一方，P182L変異体はチェイス 8時間経過後で 15%程度にまで減少していた（図
12B，C）。以上の結果から，変異体は不安定化していることが明らかとなった。 

図 12	 TER P182L  変異はタンパク質の安定性を
低下させる  
（A）  HEK 293T 細胞に pAK500（ vector），pAK933
（3xFLAG-TER）及び pAB97（3xFLAG-TER P182L）をそ
れぞれ導入，48 時間後に総タンパク質抽出液を調製した。こ
れらを SDS-PAGE で分離後，抗 FLAG抗体及び抗チューブ
リン抗体を用いたイムノブロッティングにより検出した。 
（B） HEK 293T細胞に pAK933，pAB97をそれぞれ導入, 48
時間後にシステイン及びメチオニンを含まない培地に交換し, 
1時間培養した。その後[35S]Cys / Met を加えて 1 時間培養
した後に培地を交換し，1，2，4，8 時間後に細胞を回収，タ
ンパク質を抽出した。抽出したタンパク質を抗 FLAG 抗体ビ
ーズで免疫沈降し，SDS-PAGEで分離，オートラジオグラフ
ィー及び抗 FLAG 抗体を用いたイムノブロッティングによっ
て検出した。 
（C）（B）のオートラジオグラフィーによって検出された各
バンドを定量し，野生型（四角）,P182L変異型（丸）それぞ
れの一時間時点の各 TERの放射活性を 100％としてグラフ化
した（平均値±標準偏差，t-test *p<0.05，**p<0.01）。 
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2-2. TER P182L 変異は酵素活性を低下させる 
	 次に P182L 変異が安定性以外にも TERの酵素活性に影響を及ぼす可能性を
検討した。出芽酵母 tsc13Δ株に TER，TER P182Lを発現するプラスミドを導
入後，膜画分を調製した。なお，出芽酵母においても HEK 293 T細胞と同様に
TER P182Lの不安定化によるタンパク質量の減少が見られた。そこで，量を揃
えるため，野生型 TER を ADH プロモーターの制御下で発現させたのに対し，
TER P182Lはより強力な GAPDHプロモーターから発現させた。TERまたは
TER P182Lタンパク質量をそれぞれ 2.5 ng，5 ng，10 ng，20 ng，40 ng分含
む様に希釈を行い，イムノブロッティングを行った。その結果，野生型と変異

型の TER タンパク質の量が各希釈系列において同程度であることを確認した
（図 11A）。TERの活性を測定するにあたり，TERの基質であるトランス 2-エ
ノイル CoAの放射標識体は市販されていないため，脂肪酸伸長サイクルにおい
て TERの 1段階前の反応の基質である[14C]3-ヒドロキシパルミトイル CoAを
用いて TER活性の検討を行った。TERは補酵素として NADPHを必要とする
ため，NADPH非存在条件下では活性を示さず，1段階前の脱水反応の生成物で
あるトランス 2-パルミトイル CoAのみが検出される。NADPH非存在下では野
生型 TERを 2.5 ng含む膜画分は 40 ng含む膜画分と比べて同程度 3-ヒドロキ
シパルミトイル CoA をトランス 2-パルミトイル CoA へと変換していたことか
ら，HACDによる脱水反応は飽和していることが明らかとなった。TER P182L
を含む膜画分も野生型を含む膜画分と同様にいずれの量でも反応は飽和してい

た。また，TER，TER P182Lのどちらを含んだ膜画分も同程度 3-ヒドロキシパ
ルミトイル CoA をトランス 2-パルミトイル CoA へと変換したことから脱水反
応は正常であることが確認された（図 13B，C）。NADPH存在下において野生
型 TERを含んだ膜画分は効率良く 3-ヒドロキシパルミトイル CoAをパルミト
イル CoAへと変換した。最小量である 2.5 ngの野生型 TERを含んだ膜画分に
よってさえも，3-ヒドロキシパルミトイル CoA の約 60％がパルミトイル CoA
まで変換され，中間体であるトランス 2-パルミトイル CoAは殆ど検出されなか
った。一方，TER P182Lを 2.5 ng含んだ膜画分を用いた反応では，3-ヒドロキ
シパルミトイル CoAの約 36%がトランス 2-パルミトイル CoAとして留まって
おり，パルミトイル CoA まで変換されたものはわずか 15%程度であった（図
13B，C）。TER P182L を含む膜画分ではその量の増加に従ってパルミトイル
CoAへの変換量は多くなるが，最も多い 40 ngを含んだ膜各分でも野生型 TER 
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を 2.5 ng含む膜画分よりもパルミトイルCoAへの変換量は少なかった（図 13B，
C）。以上の結果から P182L 変異は安定性だけでなく，TER の酵素活性も低下
させることが明らかとなった。 

 
2-3. TER  P182L ホモ変異を持つ B リンパ芽球様細胞株では TER 活性が
低下している 
	 TER P182L変異による精神遅滞発症メカニズムを明らかにするため，野生型，
ヘテロ変異，ホモ変異をもつ患者由来 Bリンパ芽球様細胞株（B-LCL）をそれ
ぞれ３クローンずつ用いて解析を行った。まず始めに，各 B-LCL クローンの
TERのmRNA量を RT-PCRによって確認したところ，野生型，ヘテロ変異，
ホモ変異のいずれにおいても TERのmRNAは同程度検出され，TERの転写量
は変異による影響を受けていないことが明らかになった（図 14A）。次に，各ク
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図 13	 TER P182L 変異は TER の酵素活性を低下させる  
TSC13遺伝子欠損株に pAB114（ADHプロモーターの制御下で 3xFLAG-TERを発現させるプラスミ
ド）または pAB110（GAPDH プロモーターの制御下で 3xFLAG-TER P182L を発現させるプラスミ
ド）を導入した株を作製した。 
（A）作製した酵母株からそれぞれ膜画分を回収し，TER及び TER P182Lのタンパク質が等量になる
ように調製した。TERタンパク量が 2.5, 5, 10, 20, 40 ngになるように希釈系列を作製，抗 FLAG抗
体及び抗 Pma1抗体を用いたイムノブロッティングにより検出した。 
（B）（A）と同じ希釈系列の膜画分に NADPHの存在下，または非存在下で[14C] 3-ヒドロキシパルミ
トイル CoA （5 nCi，1.8 µM）を加えて 30 分間反応させた。反応後，脂質を鹸化，抽出した後に展
開溶媒としてヘキサン/ジエチルエーテル/酢酸 =30:70:1 を用いて HPTLC で展開し，イメージングア
ナライザーBAS 2500により検出，定量した。 
（C）（B）の結果を野生型，ヘテロ変異体，ホモ変異体毎にグラフ化を行った。横軸は生成物，縦軸は
総脂質量に対する生成物の割合を表す。（平均値±標準偏差，t-test  ＊p＜0.05，＊＊p＜0.01） 
FA，パルミチン酸；transFA，トランス 2-パルミチン酸；3-OH FA，3-ヒドロキシパルミチン酸 
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ローンから調製した膜画分を用いて in vitro での TER の活性測定を行った。
TER 活性の測定は酵母膜画分を用いた活性測定と同様 に[14C]3-ヒドロキシパ
ルミトイル CoA を用いて行った。NADPH 非存在下では野生型，ヘテロ変異，
ホモ変異のいずれのクローン由来の膜画分においても 3-ヒドロキシパルミトイ
ル CoAをトランス 2-パルミトイル CoA へと変換していた（図 14B）。このこと
は膜画分に含まれる HACD の活性が正常であることを表している。一方，

NADPH存在下において，野生型ではトランス 2-パルミトイル CoAが代謝され
てパルミトイル CoAのみが検出されるのに対し，ヘテロ変異及びホモ変異では
パルミトイル CoA だけでなくトランス 2-パルミトイル CoA も検出された。パ
ルミトイル CoAの生成量は野生型と比べ，ヘテロ変異では 85%，ホモ変異では
34%まで低下していた（図 14B， C）。以上の結果から， TER P182L変異は酵
母や動物細胞過剰発現系だけでなく，実際の患者由来細胞中においても活性を

低下させていることが明らかとなった。 
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図 14	 TER P182L  ホモ変異による精神遅滞患者由来細胞ではトランス 2-エノイル
CoA 還元活性が低下している  
野生型（+/+）， P182L へテロ変異（+/PL），P182L ホモ変異（PL/PL）患者由来の B-LCL （各 3
人ずつ，計 9クローン）を用いて実験を行った。 
（A）各細胞からそれぞれ RNAを抽出し，TER及び GAPDHに特異的なプライマーを用いて RT-PCR
を行った。 
（B）各細胞からそれぞれ膜画分（20 µg）を調製し，NADPH の存在下，または非存在下で[14C] 3-
ヒドロキシパルミトイル CoA（5 nCi，1.8 µM）を 30 分間反応させた。反応後，脂質を鹸化，抽出し
た後に展開溶媒としてヘキサン/ジエチルエーテル/酢酸 =30:70:1を用いて HPTLC で展開し，オート
ラジオグラフィー検出した。 
（C）（B）の結果をイメージングアナライザーBAS 2500により定量し，グラフ化を行った。横軸は生
成物，縦軸は総脂質量に対する生成物の割合を表す。（平均値±標準偏差，t-test  ＊p＜0.05，＊＊p＜
0.01） 
FA，パルミチン酸；transFA，トランス 2-パルミチン酸；3-OH FA，3-ヒドロキシパルミチン酸 
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2-4. TER P182L 変異は極長鎖脂肪酸伸長サイクルに影響し，3-ヒドロキ
シアシル CoA 中間体を蓄積させる 
	 極長鎖脂肪酸伸長サイクルは 4 つの酵素の複合体により駆動されるため，
P182L変異は TERの活性だけではなく，極長鎖脂肪酸合成全体に影響を及ぼす
可能性が考えられた。そこで，野生型，ヘテロ変異，ホモ変異をもつ患者由来

B-LCLの膜画分を用いて，パルミトイル CoAと[14C]マロニル CoAを基質とし
て in vitro での脂肪酸伸長アッセイを行った。 

 
野生型 TERを持つ B-LCL由来の膜画分ではサイクルが駆動し，伸長されたア
シル CoA 由来である脂肪酸のスポットが観察される（図 15A）。また，僅かで
はあるが，サイクルの中間体である 3-ヒドロキシアシル CoAに由来するスポッ
トが観察される。ヘテロ変異をもつ B-LCLの膜画分では野生型と同様の傾向を
示している。一方，P182L ホモ変異を持つ B-LCL 由来の膜画分では，アシル
CoA の合成量が野生型より 20%程度低下していることが明らかとなった（図
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図 15	 TER P182L  ホモ変異は極長鎖脂肪酸伸長サイクルにおいて 3-ヒドロキシ脂
肪酸中間体を蓄積させる  
（A）野生型（TER+/+）， P182L へテロ変異（TER+/P182L），P182L ホモ変異（TERP182L/P182L）由来
の B リンパ芽球様細胞株からそれぞれ膜画分（20 µg）を調製し，[14C]マロニル CoA (75 nCi，27.3 µM)
とパルミトイル CoA (20 µM)を加え 30 分間反応させた。反応後脂質を鹸化，抽出した後に展開溶媒
としてヘキサン/ジエチルエーテル/酢酸 =30:70:1を用いて HPTLC で展開し，イメージングアナライ
ザーBAS2500により検出した。 
(B)(A)の結果を定量し，横軸は生成物，縦軸は各生成物の総和に対する生成物の割合を表す（平均値±
標準偏差，t-test  ＊p＜0.01）。 
FA，脂肪酸；transFA，トランス 2-脂肪酸；3-OH FA，3-ヒドロキシ脂肪酸 
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15A，B）。また，この際，トランス 2-エノイル CoAの蓄積も観察された。さら
に， P182Lホモ変異により，TERの 1段階前の反応の基質である 3-ヒドロキ
シアシル CoAも大きく蓄積していた。このことから，P182L変異は TER自身
の活性だけでなく，一段階前の HACDの活性にも影響を与えることが示唆され
た。この 3-ヒドロキシパルミトイル CoAの蓄積は TERの減少や活性低下に伴
う現象であることを確認するため，TERをノックダウンした HeLa細胞の膜画
分を用いてパルミトイル CoAと[14C]マロニル CoAを基質として in vitro での
脂肪酸伸長アッセイを行った。その結果，3-ヒドロキシアシル CoA は TER の
ノックダウンによって蓄積し，P182Lホモ変異をもつ B-LCL膜画分と同様の結
果を示した（図 15C，D）。 
 
2-5. P182L 変異によって極長鎖スフィンゴ脂質が減少する 
	 P182L 変異による脂質代謝への影響を明らかにするため，極長鎖脂肪酸の主
要な代謝産物であるスフィンゴ脂質の脂質組成を解析した。野生型，ヘテロ変

異，ホモ変異を持つ患者由来細胞から脂質を抽出し，セラミド及びスフィンゴ

ミエリン量を脂肪酸部分の組成毎にマススペクトロメトリーにより測定した。 

 
P182Lホモ変異を持つ B-LCLは野生型 TERを持つ B-LCLと比べ，極長鎖で
ある炭素数 C24:1 のアシル基を持つセラミドが減少していることが明らかとな

図 16	 TER P182L  ホモ変異によって極長鎖脂肪酸含有スフィンゴ脂質が減
少する  
（A）野生型（+/+），P182Lヘテロ変異（+/P182L），P182Lホモ変異（P182L/P182L）患者由
来の B-LCLからそれぞれ脂質を抽出し，ESI-MS/MSによって各鎖長のアシル基を持つセラミ
ド及びスフィンゴミエリンを検出し，グラフ化を行った。縦軸は総セラミド量または総スフィ
ンゴミエリン量に対する割合を示し，横軸はアシル基の鎖長を示す。（平均値±標準偏差，t-test  
＊p＜0.05, ＊＊p＜0.01） 
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った。また，C24:0 セラミドも減少傾向を示し，長鎖である C16:0 のセラミド
が増加していることが明らかとなった（図 16A）。スフィンゴミエリンもセラミ
ドと同様に C24:1 のアシル基を持つセラミドが減少，C24:0 のアシル基を持つ
セラミドが減少傾向を示し，C16:0 のアシル基を持つセラミドが増加している
ことが明らかとなった（図16B）。以上の結果より，P182Lホモ変異を持つB-LCL
では極長鎖スフィンゴ脂質を減少させることが示された。 
 
 
2-6. TER P182L 変異は S1P 分解経路に影響しない 
	 これまでの結果から S1P分解経路の 2つの経路に関わることが明らかとなっ
た。TER P182L 変異によって S1P 分解経路に影響することで精神遅滞を引き
起こしている可能性が考えられた。その可能性を検討するため，患者由来 B-LCL
に対して[3H]Sphによるトレーサー実験を行い TER P182L変異による S1P分
解経路への影響を解析した。その結果，TER P182Lホモ変異を持つ B-LCLの
いずれのクローンも野生型 TER を持つクローンと同程度に Sph をグリセロ脂
質へと代謝していた。このことから，P182L変異は S1P分解経路には影響しな
いことが明らかとなった（図 17）。 

 
3. TER ホモログ TERL の解析 
3-1. TERL は筋特異的に発現している 
	 TERL は骨格筋に発現していることは報告されているが，その他の臓器，組
織での発現は不明であった。そこで，TERL 遺伝子の組織発現を明らかにする
ため，ヒト cDNAライブラリーを用いた PCRを行った。また，比較のため，既

TER P182L/P182LTER +/+

Cer

HexCer

PE

PS/PI

PC SM

Sph

LacCer

GSL

TG/DG

origin

図 17	 TER P182L  変異は S1P 分解経路に
影響しない  
野生型（+/+），P182L ホモ変異 （P182L/P182L） 患
者由来の B リンパ芽球様細胞に 0.09 µCi [3H] Sphを
加え，37℃で 8 時間培養した。その後脂質を抽出し，
TLC（１—ブタノール／酢酸／水＝3 : 1 : 1）により展開，
オートラジオグラフィーによって検出した。赤字はグ
リセロ脂質，黒字はスフィンゴ脂質を表す。 
PE，ホスファチジルエタノールアミン；PC，ホスファ
チジルコリン；PS，ホスファチジルセリン；PI，ホス
ファチジルイノシトール；DG，ジアシルグリセロー
ル；TG，トリグリセリド 
SM，スフィンゴミエリン；Cer，セラミド；HexCer，
ヘキソシルセラミド；DHS，ジヒドロスフィンゴシン；
Sph，スフィンゴシン；LacCer，ラクトシルセラミド；
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に広範な発現を示すことが明らかとなっている TERについても同様に PCRを
行った。その結果，TERは全ての臓器，組織において発現しているのに対し，
TERLは心臓，骨格筋に特異的に発現していることが明らかとなった（図 18）。 

 
3-2. Terl 遺伝子ノックアウト C2C12 細胞は筋管形成に異常を示す 
	 TERL が筋組織特異的に発現していたため，筋組織において何らかの機能を
持つことが考えられた。そこで，マウス横紋筋由来細胞株である C2C12細胞を
用いて Terlの機能解析を試みた。C2C12細胞は筋芽細胞としての形質を有して
おり，分化誘導に伴って融合し，筋管細胞を形成する。Terl の筋分化における
関与の可能性を検討するため， CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集技術
を用いて Terlノックアウト C2C12細胞を作製した（図 19A，B）。CRIPR/Cas9
システムは Cas9がターゲット配列部分を切断し，切断されたゲノムの修復時に
塩基の挿入や欠失が起こることで変異を導入するシステムである。TERの活性
中心や機能ドメイン等は明らかとなっていないため，Terl ノックアウト細胞作
製にあたり，翻訳の際により上流となるエキソン 1 内にターゲット配列を設定
した（図 19A）。シークエンシングにより作製した細胞の全てのアレルに欠失ま
たは挿入によるフレームシフト変異が確認された（図 19B）。また，ターゲット
とする配列は 23bpと小さいため，オフターゲットな効果を観察してしまう可能
性が考えられた。この可能性を排除するため，2つのクローン（クローン 2，ク
ローン 5）を以降の解析に用いた（図 19B）。 
	 作製した細胞に対して分化誘導を行ったところ，筋管細胞の分化マーカーで

あるMyoGの発現上昇が確認された（図 20A）。しかし，分化誘導後の細胞の形
態を観察したところ，野生型では細胞が融合してチューブ状の筋管細胞が形成
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図 18	 TERL は筋組織特異的に発現している  
ヒト cDNA ライブラリーを用いた PCR により TERL，TER，GAPDH の組織毎の発
現量を解析した。 
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されているのに対し，Terl ノックアウト細胞ではクローン 2，クローン 5 のど
ちらでも融合が見られず，筋管形成が起こっていないことが明らかとなった（図

20B）。以上の結果から TERLは，分化誘導ではなく，筋管形成において重要な
役割を担っていることが示された。 

 

TERL

Clone2
TCATACAAGAAAACAAATAAGTATaataataataATAAGGTAAGCTTT (5 bp ᤄධ )
TCATACAAGAAAACAAATA------------AAGGTAAGCTTT (13 bp Ḟኻ )
TCATACAAGAAAACAAATATGTAaTTGTGGATAAGGTAAGCTTT (1 bp ᤄධ )
TCATACAAGAAAACAAATATGTAT-GTGGATAAGGTAAGCTTT (1 bp Ḟኻ )

Clone5
TCA<-------------167bp--------------->GCTTT (13 bp Ḟኻ䠈 167 bp ᤄධ )
TCATACAAGAAAACAAATATGTgATTGTGGATAAGGTAAGCTTT (1 bp ᤄධ )
TCATACAAGAAAACA--------TTGTGGATAAGGTAAGCTTT (8 bp Ḟኻ )
TCATACAAGAAAACAttgaggataatgtgagcttg-----TTT (25 bp Ḟኻ䠈 20 bp ᤄධ )

TCATACAAGAAAACAAATATGTATTGTGGATAAGGTAGCTT

ࣥࢯ1࢚࢟ 2 543 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

STOPSTART

A 

B 

図 19 CRISPR/Cas9 を
用いた Terl 欠損 C2C12
細胞の作製  
（A）Terlのゲノム配列の模式
図とターゲット配列。模式図
における四角は各エキソンを
表す。また，STARTはスター
トコドンの位置を，STOP は
ストップコドンの位置を表
す。 
（B）作製した Terl 欠損細胞
の各アレルの配列 
ccAB5と pAK10を C2C12細
胞にトランスフェクション
し，ピューロマイシンでプラ
スミドが導入された細胞を選
択した。その後，得られた細
胞をシングルコロニー化し，
シークエンシングによってゲ
ノムの Terlのエキソン 1の配
列を確認した。 
 

C2C12 TERL KO
C2C12 Clone 2 Clone 5

GAPDH

MyoG
0 06 6

TERL KO 

0 6
Clone 2 Clone5

図 20  Terl ノックアウト C2C12 細胞は筋管形成異常を示す  
野生型 C2C12，Terl欠損 C2C12細胞を 1%ウマ血清含有培地で 6日間培養し，筋管細胞への分化誘導
を行った。 
（A）分化誘導前後の細胞からmRNAを抽出し，筋管細胞の分化マーカーであるMyoGと GAPDHに
特異的なプライマーを用いて RT-PCRを行った。 
（B）分化誘導前後の細胞の形態を顕微鏡（Axio Vert.A1（Carl Zeiss））によって観察した。スケール
バーは 200 µmを示す。 
 

A 

B 



 39 

考察  
1. S1P 分解経路における TER の役割の解析 
	 本研究において用いた細胞（HeLa，PC12，HepG2，IEC-6）の全てが[3H]Sph
をグリセロ脂質に代謝していた（図 8）。また，これまでの当研究室の解析によ
り，CHO-K1細胞においても Sphのグリセロ脂質への代謝が見られたことから 
(23)，S1P 分解経路による Sph のグリセロ脂質の代謝は生体内で普遍的に起き
ている反応であることが推察される。また，グリセロ脂質への代謝は取り込ま

れた Sphの 20-40%と少なくないにも拘らず，S1Pは殆ど検出されなかった（図
8）。このことから S1Pは細胞内で合成された後，速やかにグリセロ脂質へと代
謝されていることが明らかとなった。TERをノックダウンした膜画分を用いた
in vitroの解析ではヘキサデセノイル CoAは β 酸化を受け，C14-CoAとして代
謝されていた（図 11）。ヘキサデセノイル CoAの持つ不飽和結合はカルボニル
の二重結合と共役しており，反応性が高いことが予想される。そのため，β 酸化

によって毒性の低い脂肪酸へと代謝しているのかもしれない。 
	 本研究によって TERは S1P分解経路においてヘキサデセノイル CoAをパル
ミトイル CoAへと変換する酵素であることが示された。TERをノックダウンし
た HeLa細胞では Sphのグリセロ脂質への代謝は減少しているが，完全には遮
断されなかった。しかし，3-ヒドロキシパルミトイル CoAを用いたアッセイで
は TER をノックダウンした膜画分は活性低下が見られるものの，パルミトイル
CoA へと変換していた（図 15C）。このことから，TER ノックダウン細胞にお
ける Sph のグリセロ脂質への代謝は TER の残存活性によるものであると考え
られるが，S1P分解経路において TER以外にも還元反応を触媒している酵素が
存在する可能性は否定できない。この可能性を検討するには TERのノックアウ
ト細胞を作製するのが望ましいが，TERは伸長サイクルにも関わる酵素であり，
TERと同様に伸長サイクルにおいて 1種類のみが酵素活性を示すKarのノック
アウトマウスは発生段階で致死となる (70)。しかし，Kar のノックアウトマウ
スは発生途中で致死となるものの，発生初期には細胞分裂が起きているため，

TERのノックアウトによっても致死とならない細胞が存在すると考えられる。
今後は CRISPR/Cas9システムを用いて TER ノックアウト細胞を作製し，S1P
分解経路における還元酵素についての解析を行っていきたいと考えている。 
	 本研究によってTERがS1P分解経路におけるトランス 2-エノイルCoA還元
酵素として同定され, TERが生体内において S1P分解と極長鎖脂肪酸合成とい
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う 2 つの役割を持つことが明らかとなった。この 2 つの役割はスフィンゴ脂質
代謝という点で無関係ではない。これまで述べてきたように S1P分解経路はス
フィンゴ脂質の唯一の分解経路であるため，TERが S1P分解経路に関わる酵素
群と共に働く時はスフィンゴ脂質の分解が進むと考えられる。また, 極長鎖脂肪
酸, 特に飽和や一価不飽和のものはスフィンゴ脂質の構成要素として用いられ
ることから，TERが伸長サイクルに関わる際にはスフィンゴ脂質の合成が進む
と考えられる。伸長サイクルは複合体を形成すること，また，先に述べたよう

に S1P 分解経路は合成された S1P を速やかに分解していることから，TER は
S1P 分解経路と伸長サイクルのどちらの反応を行うかの制御が行われていると
予想される。今後は TERと伸長サイクル，S1P分解経路に関わる酵素群との相
互作用についてより詳細な解析を行うことで，両経路に対する TERの制御機構
について知見を広げていきたいと考えている。 
 
2. TER P182L 変異体の解析 
	 本研究では P182L 変異が TER タンパク質を不安定化させ，さらに酵素活性
も低下させることを明らかにした（図 12，13）。P182L 変異体はプロリン残基
がロイシン残基に置換されたものだが，プロリンはその環状の構造から立体配

座が制限されており，ターン構造などのタンパク質の高次構造の形成に重要で

あることが知られている。TER の 2 次構造予測では 182 番目のプロリンは β-
ストランドの末端部分に位置しており，ターン構造を形成していることが示唆

される。したがって，この変異体ではプロリン 182 残機がロイシンに置換され
ることで二次構造が影響を受け，不安定化と酵素活性の低下が引き起こされた

と考えられる。 
	 本研究において P182L 変異による TER 活性の低下は伸長サイクルに影響す
ることが明らかとなったが（図 15A），TER が基質とするトランス 2-エノイル
CoAの蓄積だけでなく，1段階前の反応を担う HACDの基質である 3-ヒドロキ
シアシル CoAも蓄積していた。また，TERをノックダウン HeLa細胞から調製
した膜画分を用いた解析でも同様に 3-ヒドロキシアシルCoAの蓄積が見られた
（図 15C）。脂肪酸伸長サイクルを構成する酵素群は複合体を形成し，伸長過程
において各酵素は生成物を次の反応を担う酵素へと受け渡すことがサイクルの

効率的な駆動に必要であると考えられている。実際，当研究室の永沼による精

製した ELOVL6タンパク質を用いた in vitroの活性解析によって，脂肪酸伸長
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サイクル２段階目を担う KARの共存は，一段階目の反応を行う ELOVL6の活
性を増加させることが明らかとなっている (86)。このことを踏まえると， TER 
P812L変異による 3-ヒドロキシアシルCoAの蓄積はTER タンパク質の量の減
少と TER の活性が低下したため，HACD の生成物であるトランス 2-エノイル
CoAの受け渡し先が減少し，HACDが次の反応に移行することが出来なくなっ
たことが原因であると考えられる。あるいは，P182L変異による TERの構造変
化が HACD 等の他の伸長サイクル相互作用に影響し，TER が複合体を形成し
難くなったために TER活性の低下や不安定化を引き起こしたのかも知れない。 
	 患者由来 Bリンパ芽球様細胞株（B-LCL）から抽出した脂質を用いた質量分
析によるスフィンゴ脂質の検出結果では C24:1 のアシル基を含むセラミド及び
スフィンゴミエリンが減少していることが明らかとなった（図 16）。極長鎖脂肪
酸の合成は伸長サイクルが一周する毎に 2 炭素伸長されることから，炭素数が
大きいアシル CoA程合成の際にサイクルが連続的に駆動する必要がある。その
ため， C18-C22 のアシル基を持つスフィンゴ脂質には P182L ホモ変異による
影響が見られず，より炭素数の大きい C24のアシル基を持つものが変異による
影響受けたものと考えられる。本研究で用いた B-LCLはスフィンゴ脂質の半分
以上が C16のアシル基を含むものであったが，実際に変異により影響が出てい
る中枢神経系は極長鎖スフィンゴ脂質が豊富に存在していることが知られてお

り，変異による減少は B-LCLより大きいと推察される。 
	 これまでにも脂肪酸合成サイクルにおける他の酵素の活性低下や不全は様々

な組織，器官に影響することが報告されている。伸長サイクルの第一段階の酵

素である ELOVL ファミリーに関しては，C20-24 のアシル CoA を基質とする
Elovl1や，C26 以上の鎖長のアシル CoAを基質とする Elovl4 遺伝子をノック
アウトしたマウスでは C26以上の極長鎖脂肪酸が合成出来なくなるため，皮膚
バリアの形成が損なわれ，生後数時間で死亡することが報告されている (56,87)。
また，ヒトにおいて ELOVL4 の優性変異による 3 型シュタルガルト病が引き
起こされることが知られている (88,89)。第二段階を担う Kar のノックアウト
マウスは発生段階で致死となることが報告されており(70)，第三段階を担う
Hacd ファミリーでは，主に筋肉系の細胞に発現する Hacd1 の変異によりイヌ
では中心核ミオパチーを引き起こし (74,75)，ヒトにおいてもミオパチー症状を
引き起こす変異が知られている (76)。さらに，Hacd1ノックアウトマウスでは
筋肉量が減少することが明らかとなっている (77)。このように極長鎖脂肪酸合
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成の低下や不全は様々な病態・表現型を示す。TERは組織発現や基質に対して
特異性を持たないことから，変異による影響は全身に及ぶと考えられるが，TER
変異による精神遅滞患者は他の病態を示さない (79)。このことから TER P182L
変異による影響は弱く，活性は低下するものの，脳以外の組織，器官の機能維

持においては充分な量の極長鎖脂肪酸が合成されていると予想される。しかし，

他の臓器や組織に影響がない程度の活性低下でも精神遅滞を示すことから，精

神発達は極長鎖脂肪酸の代謝低下の影響を最も受けやすいことが強く示唆され

た。 
	 生体内で合成された極長鎖脂肪酸の多くはスフィンゴ脂質へと代謝され，

様々な役割を担っている。極長鎖スフィンゴ脂質は脳においても重要な役割を

持つことが知られており，C24:0，C24:1のアシル基を含むセラミドを合成する
セラミド合成酵素 CerS2のノックアウトマウスではミエリン鞘が不安定化し，
形態異常を引き起こすことが報告されている (90)。CerS2ノックアウトマウス
のミエリン鞘ではガラクトシルセラミド及びその代謝産物であるスルファチド

が減少していることが報告されている。ミエリン鞘では C24:0，C24:1のアシル
基をもつガラクトシルセラミドやスルファチドが豊富に存在している (91)。ま
た，CerS2 ノックアウトマウスのミエリン鞘では，ミエリン鞘の裏打ちタンパ
ク質であるミエリン塩基性タンパク質の減少が見られており，このことがミエ

リンの不安定化を引き起こしていることが示唆されている (90)。このことから，
TER P182L変異により，C24のアシル基を持つガラクトシルセラミドやスルフ
ァチドが減少することでミエリン塩基性タンパク質が減少し，ミエリンの機能

低下及び精神発達の遅滞が引き起こされている可能性が考えられる。 
	 また，これまでに精神遅滞の統一的な発症メカニズムについては未だ明らか

となっていないが，精神遅滞患者の中にはスパインの形成に異常が見られるケ

ースも報告されている (92)。スパインには受容体が多く存在し，前シナプス細
胞からの情報を受け取るのに重要な役割を担っている (93)。また，スパインは
消失，新生を繰り返すことでシナプス可塑性を生じ，記憶や学習に寄与してい

ると予想されている。当研究室の解析により，出芽酵母において極長鎖脂肪酸

を含むスフィンゴ脂質の減少はマルチベシキュラーボディを介した小胞輸送を

遅延させることが明らかとなっている (94)。その原因として，極長鎖脂肪酸を
含むスフィンゴ脂質がクラスターを形成することで，輸送小胞が出芽する際に

できる曲率の大きい膜構造を安定化させていると推測されている。このことか
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ら，TER P182L変異による極長鎖アシル基を含むスフィンゴ脂質の減少は，ス
パイン部分のエンドサイトーシスを遅延させ，シナプス可塑性に影響する可能

性が考えられる。あるいはスフィンゴ脂質のクラスターの形成が上手くいかず，

曲率の大きいスパインのネック部分の不安定化が引き起こされているのかもし

れない。スパイン部分に局在して働くタンパク質の多くは足場タンパク質を介

してアクチン骨格と結合し，安定化している (95,96)。序論でも述べたように
C24 のスフィンゴ脂質はコレステロールと共に脂質マイクロドメインを形成し，
膜局在するタンパク質の安定化やシグナル伝達の効率化に寄与することが知ら

れている。TER P182L変異による精神遅滞患者ではスパイン部分においてマイ
クロドメイン構造の減少が起こり，そこに局在する受容体やシグナル分子，そ

れらを安定化させる足場タンパク質が影響を受けているのかもしれない。  
	 本研究の結果から，TER P182L変異は TERの不安定化と酵素活性の低下を
引き起こすことが明らかとなった。また，変異による TER活性の低下は脂肪酸
伸長サイクル全体に影響し，細胞のスフィンゴ脂質組成を変化させることで精

神遅滞を引き起こすことが強く示唆された。今後，先に述べたミエリン鞘の機

能低下と精神遅滞への影響やスパイン部分における極長鎖脂肪酸の役割につい

て検討し，精神遅滞発症の詳細な分子メカニズムを解明することで極長鎖脂肪

酸代謝が神経機能に及ぼす影響について新たな知見を得ることが出来ると考え

られる。 
 
3. 筋特異的に発現する TER ホモログ TERL 
	 TERLは筋特異的に発現していることが明らかとなり（図 16），Terl 遺伝子
ノックアウト C2C12細胞では筋管形成異常をきたす（図 18B）ことから TERL
は筋管形成過程において重要な役割を担っていることが示唆された。序論でも

述べたように，ダウン症候群モデルマウスである Ts65Dn マウスの骨格筋では
野生型マウスに比べて Terl の発現上昇が見られることが報告されている (81) 。
ダウン症候群では神経系の異常により起こる低筋張が筋肉量を減少させること

が知られている。Terl は筋管形成に寄与しているため，Ts65Dn マウスでは筋
肉量の低下に対する応答として発現が上昇しているのかも知れない。 
	 TERLは筋特異的に発現しているが，TERも骨格筋に発現している（図 18）。
TER は特定の鎖長，不飽和度の基質に特異性を示さない (42,69)。筋管形成過
程において Terは Terlの機能を相補しないことから，Terlは Terでは代替出来
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ない機能を有していることが予想される。脂肪酸伸長サイクル複合体を形成す

る酵素群は相互作用し，複合体を形成することが知られている。また，伸長サ

イクルの 1段階目の反応を担う酵素である ELOVLには 7つのアイソザイムが
存在し，それぞれ基質特異性が異なることが知られている (42)。このことから，
TERL は特定の ELOVL，HACD とより相互作用しやすく，より効率良く筋管
形成に必要な脂肪酸を合成している可能性が考えられる。筋特異的に発現する

Hacd1 をノックダウンした C2C12 細胞は分化誘導時に筋芽細胞の融合が抑制
されることが明らかとなっている。この Hacd1 ノックダウン C2C12 細胞では
一価不飽和脂肪酸が減少していることが観察されている (77)。飽和脂肪酸を含
む脂質は不飽和脂肪酸を含む脂質よりも細胞膜の流動性を低下させることが報

告されている。また，膜流動性の低下は筋芽細胞の融合を抑制させることが報

告されていることから (97,98)，Hacd1のノックダウンによる C2C12の分化抑
制は一価不飽和脂肪酸の減少によって膜流動性が低下し，細胞融合の抑制を引

き起こしていると考えられている。このことから，TerlはHacd1と相互作用し，
一価不飽和脂肪酸の合成に関与している可能性が考えられる。今後は TERL と
HACD1や他の伸長サイクル酵素群との相互作用解析を行うことで，TERLの基
質特異性や筋管形成における役割についての知見を得る足がかりとなると考え

られる (77)。また，Hacd1 ノックダウン C2C12 細胞はリゾホスファチジルコ
リンの増加が観察されている (77)。また，リゾホスファチジルコリンは細胞の
膜融合を阻害する方向に働くことが報告されている (99,100)。このことから，
Terlはリゾホスファチジルコリンの合成を抑制する働きを持ち， Terlノックア
ウト C2C12 細胞では筋芽細胞の融合が抑制された可能性が考えられる。今後，
TERL の機能解析や筋管形成時における脂質代謝変化の詳細な解析を行うこと
で，筋管形成における脂肪酸の役割の解明と共に筋分化に対する新たな知見が

得られることが期待される。 
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材料と方法  
細胞の培養と遺伝子導入 
	 細胞は全て 37 ℃，5% CO2条件下で培養を行った。 
	 ヒト子宮頸癌由来の HeLa 細胞及びヒト肝臓癌由来の HepG2 細胞は 1 
mg/ml グルコースを含む Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium	(DMEM，
Sigma)に 10% fetal bovine serum（FBS，Thermo Fisher scientific）と 100 
units/ml ペニシリン及び 100 µg/ml ストレプトマイシン（Sigma）を加えた培
地を用いて培養した。 
	 ラット小腸由来の IEC-6細胞は 4.5 mg/ml グルコースを含むDMEM（Sigma）
に，10% FBS と 100 units/ml ペニシリン及び 100 µg/ml ストレプトマイシン
（Sigma）と 4 µg/ml	 リコンビナントヒトインスリン（Wako Pure Chemical 
Industries）を加えた培地で培養した。 
	 ラット副腎髄質褐色細胞腫由来の PC12 細胞は 1 mg/ml グルコースを含む
DMEMに 10%ウマ血清と 100 units/ml ペニシリン及び 100 µg/ml ストレプト
マイシンを加えた培地を用いて培養した。また，トレーサー実験に用いた際に

は 50 ng/ml Nerve Growth Factor（TOYOBO）を培地に添加し，24 時間培養
した後に実験に用いた。 
	 ヒト胚性腎臓由来の HEK 293T細胞は 4.5 mg/ml グルコースを含む DMEM
に 10%FBS，と 100 units/ml ペニシリン及び 100 µg/ml ストレプトマイシン
を加えた培地を用いてコラーゲン TypeⅠでコートしたディッシュで培養した。 
	 マウス横紋筋由来 C2C12細胞は 1 mg/mlグルコースを含む DMEMに 20% 
FBSと 100 units/ml ペニシリン及び 100 µg/ml ストレプトマイシンを加えた
培地を用いて培養した。筋管細胞への分化を誘導する際には C2C12 細胞を 1 
mg/mlグルコースを含む DMEMに 1%ウマ血清と 100 units/ml ペニシリン及
び 100 µg/ml ストレプトマイシンを加えた培地を用いて培養した。細胞の形態
は分化誘導から 6日後に顕微鏡（Axio Vert.A1，Carl Zeiss）で観察，画像を取
得した。 
	 精神遅滞患者由来 Bリンパ芽球様細胞株（B-LCL）はシカゴ大学 Carole Ober
博士より提供された。B-LCLはRPMI Medium 1640（Thermo Fisher scientific）
に 20% FBSと 100 units/ml ペニシリン及び 100 µg/ml ストレプトマイシンを
加えた培地を用いて培養した。 
	 HEK 293T細胞にプラスミドを導入する際には Lipofectamine™及び Plus™ 
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reagent（Thermo Fisher scientific）を，C2C12細胞にプラスミドを導入する
際には ViaFect™ Transfection Reagent（Promega）を用いた。 
 
本研究で用いたベクター 
pGEM®-T Easy（Promega）: TAクローニング用ベクター。T7及び SP6 RNA
ポリメラーゼプロモーターの認識配列，アンピシリン耐性遺伝子を含む 
pCE-puro 3xFLAG-1 : ヒト elongation factor 1a プロモーターの制御のもとに
N末端に FLAGタグを 3つ付加したタンパク質を哺乳類細胞に発現させるベク
ター。ピューロマイシン耐性遺伝子を持つ。 
pRS316 :出芽酵母発現ベクター。CEN 複製起点とマーカーとして URA3 を持
つ。 
pAKNF313 : GAPDHプロモーターの制御のもとにN末端に FLAGタグを 3つ
付加したタンパク質を出芽酵母に発現させるベクター。CEN複製起点とマーカ
ーとして HIS3遺伝子を含む。 
pAKNF315 : GAPDHプロモーターの制御のもとにN末端に FLAGタグを 3つ
付加したタンパク質を出芽酵母に発現させるベクター。CEN複製起点とマーカ
ーとして LEU2遺伝子を含む。 
pAK1172：ADHプロモーターの制御のもとに N末端に FLAGタグを 3つ付加
したタンパク質を出芽酵母に発現させるベクター。CEN複製起点とマーカーと
して HIS3遺伝子を含む。 
pAK10：哺乳類細胞にピューロマイシン耐性遺伝子を発現させるベクター。 
 
遺伝子のクローニング 
	 野生型 TER 遺伝子はヒト肝臓由来 cDNA（Human Multiple Tissue cDNA
（MTC）Panel I，Clontech）を鋳型にプライマーTER-1，TER-2（表 1）と
KOD Polymerase（TOYOBO）を用いて PCRで増幅した。増幅した PCR産物
は Taq polymerase（Sigma）を用いて 3’ 末端に dAを付加した後，pGEM®-T 
Easy にクローニングし，シークエンシングにより DNA 配列を確認した。
pGEM®-T Easyに組み込んだTER遺伝子をBamHI認識部位とpGEM®-T Easy
に含まれる Not I 認識部位で切断し，アガロース電気泳動後，QIAquick® Gel 
Extraction Kit（QIAGEN）を用いて目的の DNA断片を抽出，精製した。精製
した DNA断片を Ligation Mix（TaKaRa）を用いて，pCE-puro 3xFLAG-1及



 47 

び pAK158，pAK1172 に組み込み，それぞれ pAK933，pAB124，pAB114 と
した。TER P182L は野生型 TERを pGEM®-T Easyに組み込んだプラスミド
を鋳型としてプライマーTER P182L-F，TER P182L-R（表 1）と QuikChange 
mutagenesis kit（STRATAGENE）を用いて作製した。PCR 反応溶液に制限
酵素 DpnⅠを加えて鋳型 DNAを切断し，大腸菌Mach1に形質転換後，プラス
ミドを抽出した。シークエンシングにより DNAに変異が導入されたのを確認し，
野生型 TERと同様に pCE-puro 3xFLAG-1及び pAKNF313に組み込み，それ
ぞれ pAB97，pAB110とした。 
	 TSC13 遺伝子は酵母ゲノム DNA を鋳型にプライマーTSC13 -1，TSC13 -6
（表 1）と KOD Fx（TOYOBO）を用いて PCRで増幅した。増幅した PCR産
物は Taq polymerase (Sigma)を用いて 3’末端に dAを付加した後， pGEM®-T 
Easyにクローニングし，シークエンシングにより DNA配列を確認した。そし
て pGEM®-T Easyに組み込んだ TSC13遺伝子を pGEM®-T Easyに含まれる
NotI認識部位で切断し，アガロース電気泳動後，QIAquick® Gel Extraction Kit 
(QIAGEN)を用いて目的の DNA断片を抽出，精製した。精製した DNA断片を
Ligation Mix (TaKaRa)を用いて pRS316に組み込み，pTW6とした。 
	 N末端に FLAGタグを付加した Tsc13発現プラスミドは酵母ゲノム DNAを
鋳型にプライマーTSC13 -5，TSC13 -6（表 1）と KOD Fx（TOYOBO）を用い
て PCRで増幅した。増幅した PCR産物は Taq polymerase (Sigma)を用いて 3’
末端に dAを付加した後，pGEM®-T Easyにクローニングし，シークエンシン
グにより DNA 配列を確認した。そして pGEM®-T Easy に組み込んだ TSC13
遺伝子を BamHI認識部位と pGEM®-T Easyに含まれる NotI認識部位で切断
し，アガロース電気泳動後，QIAquick® Gel Extraction Kit	(QIAGEN)を用い
て目的の DNA 断片を抽出，精製した。精製した DNA 断片を Ligation Mix	
(TaKaRa)を用いて pAKNF313に組み込み pAB134とした。 
	 CERS5 遺伝子はヒト肝臓由来 cDNA (Human Multiple Tissue cDNA 
(MTC)	Panel I，Clontech)を鋳型にプライマーhLASS5-F，hLASS5 -R（表１）
と KOD Fx（TOYOBO）を用いて PCRで増幅した。増幅した PCR産物は Taq 
polymerase (Sigma)を用いて 3’末端に dAを付加した後，pGEM®-T Easyにク
ローニングし，シークエンシングにより DNA 配列を確認した。その後，
pGEM®-T Easyに組み込んだTER遺伝子をBamHI認識部位とpGEM®-T Easy
に含まれる NotI 認識部位で切断し，アガロース電気泳動後，QIAquick® Gel 
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Extraction Kit (QIAGEN)を用いて目的の DNA断片を抽出，精製した。精製
した DNA断片を Ligation Mix (TaKaRa)を用いて pAKNF313に組み込み，
pAB119とした。 
	 Terlノックアウトに用いたプラスミドはmTERL T1-1 sense，mTERL T1-1 
antisense（表 4）をアニールさせた DNA断片を GeneArt® CRISPR Nuclease 
All-in-one Vector（Thermo Fisher Scientific）に組み込み，ccAB5とした。 
 
本研究で用いた酵母株と培養方法 
	 本研究では，Saccharomyces cerevisiaeを用いた。 
本研究で作製，使用した酵母株とその遺伝子型は表 2 に示す。酵母の培養には
完全合成培地である SC（0.67% yeast nitrogen base without amino acid，
（Sigma），2% D-glucose（Sigma），0.5% Bacto casamino acids（Becton，
Dickinson and Company），必要なアミノ酸を添加）培地を用いて 30℃で培養
を行った。 
 
動物細胞を用いた Sph 代謝トレーサー実験 
	 細胞を FBSの含まない培地で 37℃，30 分レインキュベートした後, 培地に
0.07 µCi [3H] Sphを加えて HeLa細胞は 2 時間，4 時間，または 24 時間培養
した。また，PC12細胞，HepG2細胞，IEC-6細胞は 24 時間，B-LCLは 8 時
間培養した。このとき[3H]Sphは 1 mg/ml BSAを含む培地と混和し，BSAに吸
着させた状態で加えた。培養後，1 ml PBSで細胞を洗浄し，細胞を回収，200 µl 
PBSに懸濁した。細胞懸濁液に 750 µlクロロホルム/メタノール/12 N 塩酸 = 
100 : 200 : 1，250 µl クロロホルム，250 µl 1% KCl水溶液を順に加えて二層分
配し，有機層を回収した。各サンプルの放射活性を液体シンチレーションカウ

ンター（LSC-3600，Aloka）で測定してサンプル間の放射活性を揃えた。培地
からの脂質抽出は培地の容量の 3.75 倍のクロロホルム/メタノール/12 N 塩酸 
= 100 : 200 : 1を加えた後，培地の容量の 1.25倍のクロロホルム，KCl水溶液
を順に加えて二層分配し，有機層を回収した。アルカリ処理を行う際には，脂

質抽出液の 0.32倍の容量の 0.5 M NaOHメタノール溶液を加えて 37℃で 1 時
間処理した。その後，中和のため 0.16倍の容量の 1 M HClメタノール溶液を加
えた。中和後，0.61倍の容量のメタノールと 0.95倍の容量の 1% KCl水溶液を
加え，再度二層分配を行った。有機層を回収した後，バキュームコンセントレ
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ーターで溶媒を留去した。その後，20 µlクロロホルム/メタノール = 2 / 1に溶
解させた。順相 TLCプレートにスポットし，展開（ブタノール/酢酸/水 = 3 : 1 : 
1）した。その後オートラジオグラフィーによる検出及びバイオイメージングア
ナライザーBAS2500による定量を行った。メチルエステル化，KMnO4/KIO4 を

行う際には，溶媒留去後の脂質を 5%ジメトキシプロパンを含む 400 µl 1 M 
methanolic/HCl に懸濁した。80˚C で１時間反応を行い，脂肪酸をメチルエス
テル化した後 400 µlヘキサンを加えて二層分配を行った。バキュームコンセン
トレーターでヘキサンを留去した後に 100 µl 90%酢酸に懸濁し，50 µlずつ 2
つに分注した。75 µl 0.5% KMnO4/KIO4 = 1 : 1またはコントロールとして水を
加えて 37˚Cで１時間開裂処理を行った。反応後 15 µl 20% 亜硫酸水素ナトリウ
ムを加えて還元または水を加えてから 50 µl 15 N NH3を加えて中和し，250 µl
クロロホルムを加えて二層分配を行った。有機層を回収し，バキュームコンセ

ントレーターで溶媒を留去してから 20 µlクロロホルムに溶解させた。脂質を逆
相 TLC（Silica Gel 60 RP-18 F254 TLC plates，Merck Millipore）にスポッ
トし，展開（クロロホルム/メタノール/水 = 5 : 15 : 1）した。その後，蛍光試薬
（ 2.8 mg/ml 2,5-diphenyl-oxazole （ PPO ） を 含 む

2-methylnaphthalene/1-buthanol（1:3.3，v/v））を噴霧し，-80℃で X 線フィ
ルムに感光させ，オートラジオグラフィーによる検出を行った。 
 
出芽酵母 Sph 代謝トレーサー実験 
	 OD600=1.0まで培養した酵母株 0.5 OD600分の細胞を回収し，培地に 0.07 µCi 
[11, 12-3H] Sphを加えて 2時間培養した。[11, 12-3H] Sphの調製は過去の報告
に従って調製した (23)。このとき，Sphは 1 mg/ml BSAを含む培地と混和し，
BSA に吸着させた状態で加えた。培養後，遠心によって集菌し，培地を除いて
から 200 µl エタノール/水/ジエチルエーテル/ピリジン/15 N アンモニア＝15 : 
15 : 5 : 1 : 0.018 (v/v)に懸濁し 60℃, 15分インキュベートして脂質を抽出した。
各サンプルの放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定し，サンプル

間の放射活性を揃えた後，バキュームコンセントレーターで溶媒を留去した。

メチルエステル化，20 µlクロロホルム/メタノール/水 = 5 : 4 : 1 (v/v)に溶解し
て HPTLCプレート（HPTLC Silica gel 60，MerckMillipore）にスポットし，
展開 (クロロホルム/メタノール/4.2 N アンモニア = 9 : 7 : 2 )した。その後，
PPOを噴霧し，-80℃で X線フィルム（Fuji film）に露光させて検出を行った。
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アルカリ処理，メチルエステル化，KMnO4/KIO4 を行う際には動物細胞と同様

の操作を行った。 
 
RNA 干渉 
 control siRNAは Qiagenより購入し, final 16 nMで使用した。ヒト TERの
siRNAは TER-1と TER-2（表 3）を final各 8 nMで混合して使用した。dsRNA
は LipofectamineTM RNAiMAX reagent (Thermo Fisher scientific)を用いて細
胞に導入した。 
 
RT-PCR 
	 細胞を PBSで洗浄後，Nucreospin RNA Ⅱ （MACHEREY-NAGEL）を用
いて総 RNAを抽出し，50 ng 分の総 RNAを鋳型としてプライマー TER-2，
TER-3（表 1，それぞれ 5 µM），またはプライマー h/mGAPDH-F，h/mGAPDH-R
（表 1，それぞれ 5 µM）と SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinum® 
Taq（Thermo Fisher scientific）を用いて RT-PCRを行った。 
	 TERL の組織発現分布の確認は cDNA（Human Multiple Tissue cDNA 
（MTC） Panel 1，Panel 2，Clontech）を鋳型にプライマーTERL-1，TERL-2
（表１）と KOD Fx（TOYOBO）を用いて PCRで増幅した。 
	 反応後のサンプルを 0.5 µg/ml 臭化エチジウムを含むアガロースゲルで電気
泳動を行い，LAS 4000（GE Healthcare）を用いて UVによる観察及び画像の
取得を行った。 
 
膜画分の調製 
	 哺乳類細胞から調製する際には細胞を PBS（10 mM Na2HPO4，1.76 mM 
KH2PO4，137 mM NaCl，2.68 mM KCl ）で洗浄し，Lysis buffer（50 mM 
HEPES-NaOH（pH 6.8），150 mM NaCl，10% グリセロール，1 mM ジチオ
トレイオール（DTT，Wako），1 mM フェニルメチルスルホニルフルオリド
（PMSF，Wako），1xプロテアーゼインヒビターカクテル（Complete EDTA-free，
Roche））に懸濁，超音波破砕後に超遠心（100,000 x g，4℃，30 分）を行った。 
	 出芽酵母から調製する際には細胞を精製水で洗浄し，Lysis buffer に懸濁，
Glass beads（acid-washed，SIGMA）を加えて細胞を破砕した。その後，非破
砕細胞を除くために遠心（2,000 x g，4℃，3 分）し，上清を回収，超遠心（100,000 
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x g，4℃，30 分）を行った。超遠心後の沈降物を Lysis buffer に懸濁し，膜画
分とした。また，膜画分の一部を BCA protein assay kit（Thermo Fisher 
scientific）を用いてタンパク質の定量を行った。出芽酵母膜画分中の
3xFLAG-TERまたは 3xFLAG-TER P182Lタンパク質量は過去の報告に従い，
FLAG ペプチドとマルトース結合タンパク質の融合タンパク質をスタンダード
とし，抗 FLAG抗体を用いたイムノブロッティングにより定量を行った (101)。 
 
in vitro  S1P 代謝反応実験 
	 in vitro S1P代謝反応実験は以下に示す反応系で行った（反応容量 200 µl）。 
 
	 40 µg 膜画分（siRNAを作用させた場合は 30 µg） 
	 50 mM HEPES/NaOH（pH 7.4） 
	 150 mM NaCl 
	 1 mM PMSF 
	 1x プロテアーゼインヒビターカクテル 
	 1 mM DTT 
	 2 mM MgCl2 

	 1 mM CaCl2 
	 5 µM フモニシン B1（セラミド合成酵素阻害剤，Cayman Chemical） 
	 1 mM グリセロール３—リン酸（S1Pホスファターゼ阻害剤，Wako） 
	 5 mM β−グリセロールリン酸（S1Pホスファターゼ阻害剤，Sigma） 
	 5 mM オルトバナジン酸ナトリウム（S1Pホスファターゼ阻害剤，Wako） 
	 250 µM ピリドキサールリン酸（Sigma） 
	 1 mM NAD+（Sigma） 
以下は必要に応じて加えた。 
	 200 µM CoA（Sigma） 
	 5 mM ATP（Sigma） 
	 1 mM NADPH（Sigma） 
 
0.05 µCi [11, 12-3H] S1Pを 4 mg/ml BSAを含む Lysis bufferに混ぜて BSAに
吸着させて反応系に加え，37˚Cで１時間反応させた。反応後，反応溶液を 50 µl
（ⅰ）と 150 µl（ⅱ）に分け，硝酸銀 TLCによる展開に用いるための CoAの
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鹸化（ⅰ）と，逆相 TLC による展開に用いるためのメチルエステル化及び
KMnO4/KIO4処理（ⅱ）を行った。 
（ⅰ）25 µl KOH（w/v）及び 50 µlエタノールを加えて 70 ˚C，１時間鹸化反
応を行った。100 µl 5 N 塩酸，50 µl エタノールを加えて溶液を中和した後に
700 µl ヘキサンを加えて二層分配を行った。ヘキサン層を回収し，バキューム
コンセントレーターでヘキサンを留去した後に 20 µl クロロホルムに溶解させ
た。脂質の不飽和結合の数によって分離するため，硝酸銀 TLC plate（順相 TLC
プレートを 5%硝酸銀水溶液に浸して乾燥させたもの）にスポットし，展開（ヘ
キサン/ジエチルエーテル/酢酸 = 50 : 50 : 1）した。その後，バイオイメージン
グアナライザーBAS 2500で検出した。 
（ⅱ）50 µl水を加えて液量を200 µlとしてから750 µlクロロホルム/メタノール
/12 N 塩酸 = 100 : 200 : 1，250 µl クロロホルム，250 µl 水を順に加えて二層
分配した。有機層を回収し，バキュームコンセントレーターで溶媒を留去した

後に5%ジメトキシプロパンを含む400 µl 1 M methanolic/HClに懸濁した。80˚C
で１時間反応を行い，脂肪酸をメチルエステル化した後に400 µlヘキサンを加え
て二層分配を行った。バキュームコンセントレーターでヘキサンを留去した後

に100 µl 90%酢酸に懸濁し，50 µlずつ2つに分注した。75 µl 0.5% KMnO4/KIO4 

= 1 : 1またはコントロールとして水を加えて37˚Cで１時間開裂処理を行った。
反応後15 µl 20% 亜硫酸水素ナトリウムを加えて還元または水を加えてから50 
µl 15 N NH3を加えて中和し，250 µlクロロホルムを加えて二層分配を行った。
有機層を回収し，バキュームコンセントレーターで溶媒を留去してから20 µlク
ロロホルムに溶解させた。脂質を逆相TLC（Silica Gel 60 RP-18 F254 TLC 
plates，Merck Millipore）にスポットし，展開（クロロホルム/メタノール/水 = 
5 : 15 : 1）した。その後，PPOを噴霧し，-80℃でX線フィルムに感光させ，オ
ートラジオグラフィーによる検出を行った。 

 
SDS-PAGE 
	 ポリアクリルアミドゲルの作製はレムリ法に従った。ゲルの作製には 30% 
Acrylamide/Bis Solution，37.5：1 （Bio-Rad）を使用した。分離ゲル溶液（11% 
アクリルアミド，375 mM Tris-HCl （pH 8.8），0.1% SDS），濃縮ゲル溶液 （5% 
アクリルアミド，125 mM Tris-HCl （pH 6.8），0.1% SDS）に過硫酸アンモニ
ウム（分離ゲルでは 0.013%（w/v），濃縮ゲルでは 0.05%（w/v））と N,N,N’,N’-
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テトラメチルエチレンジアミン（分離ゲル，濃縮ゲル共に 0.2%（v/v））を加え
てゲル化させた。泳動は泳動バッファー（25 mM Tris，192 mM グリシン，0.1% 
SDS）を用いて定電流で行った。 
イムノブロッティング 
	 SDS-PAGE により分離したタンパク質は Immobilon™ polyvinyliden 
diflioride membrane （Merck Millipore）にセミドライ式により定電流で転写
した。転写には transfer buffer（25 mM Tris，192 mM グリシン，20% メタ
ノール）を用いた。転写したメンブレンを 5%スキムミルク含有 TBS-T（137 mM 
NaCl，20 mM Tris-HCl （pH 7.5），0.05% Tween20）を用いて室温で 1時間
ブロッキングを行い，続いて一次抗体を下記の濃度に希釈して室温で 1 時間震
盪した。その後，TBS-Tで 3回洗浄し，二次抗体として peroxidase-conjugated 
sheep anti-mouse IgG F (ab’)2  fragment （ 1/7500， GE Healthcare 
Biosciences）を室温で 1 時間震盪し，TBS-Tで 3回洗浄後，PBSで 1回洗浄
した。その後 ECL™ Western Blotting Detection Reagents（Thermo Fisher 
scientific）を用い，X線フィルムに露光後，検出を行った。 
 
イムノブロッティングに用いた一次抗体 
抗 FLAG M2抗体（1 µg/ml，STRATAGENE） 
抗 α-チューブリン抗体 （1/1000，Sigma Aldrich） 
抗 Pma1抗体（1/2000，Molecular Probes） 
 
パルスチェイス 
	 細胞に遺伝子を導入し，48時間後に細胞の培地を 4.5 mg/ml グルコースを含
み，システイン，メチオニンを含まない DMEM（D0422，Sigma）に 4 mM L-
グルタミン（Sigma）と 100 units/ml ペニシリン及び 100 µg/ml ストレプトマ
イシンを加えた培地に置換した。その後，37 ℃，5% CO2条件下で 1 時間培養
し，55 µCi EXPRE35S35S Protein Labeling Mix（Perkin Elmer Life & 
Analytical Sciences）を加えて 37 ℃，5% CO2条件下で 1 時間培養した。1時
間後，通常の培地に置換し，1，2，4，8時間後に総細胞抽出液を調製した。細
胞を PBSで二回洗浄後，RIPA buffer（50 mM Tris-HCl（pH8.0），150 mM NaCl，
1 mM EDTA，1% Triton X-100，0.1% SDS，0.1% デオキシコール酸ナトリウ
ム，1 mM DTT，1 mM PMSF，1xプロテアーゼインヒビターカクテル）を加
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えて細胞を溶解させ，遠心（20400 x g，4℃，5 分）した上清を回収し，総細
胞抽出液とした。総細胞抽出液に anti-FLAG M2 affinity Gel（M2 ビーズ，
Sigma）を加えて，免疫沈降により TERを回収した。ビーズを加えた後，4℃，
一晩転倒混和し，遠心してM2ビーズを沈殿させ，RIPA buffer で 2回，10 mM 
Tris-HClで 1回洗浄した。沈降物に 2xSDS sample buffer（125 mM Tris-HCl 
（pH 6.8），4% SDS，20% グリセロール，0.02% ブロモフェノールブルー）
を加えてタンパク質を溶出し，一部をイムノブロッティング用に，残りをオー

トラジオグラフィー用に SDS-PAGE で分離した。フルオログラフィーのため，
ゲルは 10% 酢酸を含む 20% メタノールで 30 分間固定，Amplify 
fluorographic reagent（GE Healthcare）で 30 分間震盪し， 2時間乾燥させ
た。検出は-80℃で X線フィルムに露光して行った。 
 
 
TER 酵素活性測定 
	 TERの酵素活性測定は以下に示す反応系で行った（反応容量 50 µl）。 
  
	 膜画分 
	 50 mM HEPES-NaOH（pH 6.8） 
	 150 mM NaCl 
	 2 mM MgCl2 
	 1 mM CaCl2 
	 10% グリセロール 
	 1 mM DTT 
	 1 mM PMSF 
	 1xプロテアーゼインヒビターカクテル 
	 5 nCi [14C]3-ヒドロキシパルミトイル CoA（1.8 µM，American 
	 Radiolabeled Chemicals） 
出芽酵母を用いた際には 5 ng，10 ng，20 ng，40 ngの TERタンパク質を含む
膜画分量で行った。 
B-LCLを用いた際には 20 µg分の膜画分を用いた。 
NADPH存在条件の際には上記の反応系に終濃度 1 mMの NADPHを加えた。 
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上記の反応溶液を 37℃，30 分で反応させた後，25 µl 75% KOH（w/v）及び
50 µl エタノールを加えて 70℃，1 時間鹸化反応を行った。100 µl 5N HCl，50 
µl エタノールを加えて溶液を酸性にした後に 700 µl ヘキサンを加えて二層分
配を行った。ヘキサン層を回収し，バキュームコンセントレーターでヘキサン

を留去した後に 20 µl クロロホルムに溶解させて HPTLC プレート（HPTLC 
Silica gel 60，Merck Millipore）にスポット，展開溶媒としてヘキサン/ジエチ
ルエーテル/酢酸=30:70:1 を用いて展開した。HPTLC プレートをイメージング
プレート（Fuji Film）に露光させ，イメージングアナライザーBAS 2500（Fuji 
Film）で検出，定量を行った。 
 
極長鎖脂肪酸伸長活性の測定 
	 極長鎖脂肪酸伸長サイクル活性測定は以下に示す反応系で行った（反応容量 
	 50 µl）。 
  
	 20 µg 膜画分 
	 50 mM HEPES-NaOH（pH 6.8） 
	 150 mM NaCl 
	 2 mM MgCl2 
	 1 mM CaCl2 
	 1 mM NADPH 
	 10% グリセロール 
	 1 mM DTT 
	 1 mM PMSF 
	 1xプロテアーゼインヒビターカクテル 
	 20 µM パルミトイル CoA（Sigma Aldrich） 
	 75 nCi [14C] マロニル CoA（27.3 µM，American Radiolabeled Chemicals） 
 
パルミトイル CoAは 4 mg/ml BSAを含む Lysis bufferで 1 mMに用事希釈し
たものを使用した。上記の反応溶液を 37℃，30 分で反応させた後，25 µl 75% 
KOH（w/v）及び 50 µl エタノールを加えて 70℃，1 時間鹸化反応を行った。
100 µl 5 N HCl，50 µl エタノールを加えて溶液を酸性にした後に 700 µlヘキ
サンを加えて二層分配を行った。ヘキサン層を回収し，バキュームコンセント
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レーターでヘキサンを留去した後に，20 µl クロロホルムに溶解させて HPTLC 
プレート（HPTLC Silica gel 60，Merck Millipore）にスポット，展開溶媒とし
てヘキサン/ジエチルエーテル/酢酸=30:70:1を用いて展開した。HPTLCプレー
トをイメージングプレート（Fuji Film）に露光させ，イメージングアナライザ
ーBAS 2500（Fuji Film）で検出，定量を行った。 
 
マススペクトロメトリーによるセラミド及びスフィンゴミエリンの検出 
	 B-LCLは RPMI Medium 1640に 20% FBSと 100 units/ml ペニシリン及び
100 µg/ml ストレプトマイシンを加えた培地を用い，37 ℃，5% CO2条件下で

培養を行った。FBSは CHARCOAL，ACTIVATED（C-5510，Sigma）と共に
4℃で 1 晩震盪して脂質を除いた後，フィルター滅菌したものを用いた。細胞を
PBS で洗浄し，Lysis buffer に懸濁，超音波破砕し，細胞抽出液を調製した。
細胞抽出液に KOH（終濃度 0.1 N）を加えて 37℃，1 時間グリセロ脂質を分
解した後，ギ酸（終濃度 0.3 N）を加え溶液を酸性にした。酸性にした溶液にク
ロロホルム/メタノール=1:2（vol/vol）を加えて撹拌後，クロロホルム/メタノー
ル/水=1:1:1 になるようにクロロホルム，水を加えて二層分配を行った。有機層
を回収し，バキュームコンセントレーターで溶媒を留去した後に脂質を 50 µl
のクロロホルム/メタノール=1:2 に溶解させ， 4000 QTRAP® MS/MS （AB 
SCIEX）を用いて MS/MS 解析を行った。サンプルのマススペクトロメーター
へのインジェクションには TriVersa Nanomate（Advion Biosystems）を用い
た。イオンスプレー電圧は 1.6 kV，流速は 167 nl/minでインジェクションを行
った。MS解析は電圧 100 Vでイオン化を行い，電圧 40 V（セラミド）または
60 V（スフィンゴミエリン）で衝突誘起解離を行った。ポジティブイオンモー
ドでm/z 264.4（セラミド）または 184.1（スフィンゴミエリン）の質量を持つ
プロダクトイオンに対するプリカーサーイオンスキャンの取得を行った。検出

されたセラミド及びスフィンゴミエリンのプロトン付加体 [M+H]+ のイオン
強度の総和を総スフィンゴミエリン量とし，各鎖長のアシル基を持つスフィン

ゴミエリンに対する割合を算出した。 
 
Terl ノックアウト C2C12 細胞の作製 
	 ccAB5と pAK10を C2C12細胞にトランスフェクションし，48時間後に 10 
µg/ml ピューロマイシンを含む培地に交換し，プラスミドが導入された細胞を
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選択した。その後，得られた細胞を希釈して播種し，シングルコロニーを形成

させた。シングルコロニーを 18クローン回収し，シークエンシングによってゲ
ノムの Terlのエキソン 1の配列を確認した。全てのアレルで Terlのコーディン
グシークエンス領域に塩基の挿入または欠失によるフレームシフト変異を持つ

ことが確認された細胞を Terlノックアウト細胞とした。確認されたノックアウ
ト細胞 6クローンの内 2クローンを本研究に用いた。 
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表 1. 本研究で用いたプライマー 
プライマー名 DNA配列 

TER-1 
5’-AGGATCCATGAAGCATTACGAGGTGGAGATTCTG-3’
（BamHI） 

TER-2 5’-TTCAGAGCAGGAAGGGGATGATGGGC-3’ 
TER-3 5’-GTCACTCATTCCACTACATCAAGCG-3 

TSC13-1 5’-AACCCGGGTTACCTCTAGCAATGTAAACACCG-3’ 

TSC13-5 
5’-AGGATCCATGCCTATCACCATAAAAAGCCGCTC-3’ 
（BamHI） 

TSC13-6 5’-GACGAAGATGACGTTGTCAGCTCAAGC-3’ 

hLASS5-F 
5’-GGGATCCATGGCGACAGCAGCGCAGGGACC-3’
（BamHI） 

hLASS5-R 5’-TTACTCTTCAGCCCAGTAGCTGCCTCCC-3’ 
TER P182L-F 5'-TATTACATCAATCACCTTCTCTACACTCCCCCT-3' 
TER P182L-R 5'-AGGGGGAGTGTAGAGAAGGTGATTGATGTAATA-3' 

TERL-1 
5’-AGATCTATGTTCAAAAGGCACAAGTCCCTCG-3’ 
（BglⅡ） 

TERL-2 5’-TTACAATATGAATGGAATCATTGCTG-3’ 
h/m-GAPDH-F 5’-CCAAGGTCATCCATGACAACTTTGG-3’ 
h/m-GAPDH-R 5’-GGTCCACCACCCTGTTGCTGTAGCC-3’ 
プライマーの下線部は括弧内の制限酵素の認識配列を示す。 
 
表 2.本研究で用いた酵母株 
酵母株 遺伝子型 

BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
ABY58 BY4741，tsc13Δ::LEU2 /pAB114 
ABY62 BY4741，tsc13Δ::LEU2 /pAB110 
ABY80 BY4741，tsc13Δ::LEU2 /pAB119 
ABY83 BY4741，tsc13Δ::LEU2 /pTW6 
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表 3. RNA 干渉に用いた dsRNA 
siRNA名 RNA配列 

siTER-1 
5’-GUCACUCAUUCCACUACAUCA-3’（sense） 
5’-AUGUAGUGGAAUGAGUGACAG-3’（antisense） 

siTER-2 
5’-CGCUCGCCAUCUUUGUGAUCU-3’（sense） 
5’-AUCACAAAGAUGGCGAGCGCC-3’（antisense） 

 
表 4. Terl ノックアウト C2C12 細胞作製に用いたオリゴ DNA 配列 

オリゴ DNA名	 DNA配列 
mTERL T1-1 sense 5'-AAGAAAACAAATATGTATTGGTTTT-3' 

mTERL T1-1 antisense 5'-CAATACATATTTGTTTTCTTCGGTG-3' 
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