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緒言 
スフィンゴ脂質 (SPL) はスフィンゴイド塩基に種々の鎖長のアシル基がアミ

ド結合したセラミド (Cer) を母体骨格とした脂質の総称であり，スフィンゴイ

ド塩基の 1 位水酸基に種々の極性基が付与することで両親媒性の性質を持つ．

SPL 生合成系の最終産物であるスフィンゴミエリン (SM) は，極性基としてホ

スホコリンが付与されている 1． 

 

 
図 1．SPL の構造． 
スフィンゴイド塩基に種々の鎖長のアシル CoA がアミド結合した Cer を母体骨

格とし，SM では極性基としてホスホコリンが付与されている．Sph (スフィンゴ

シン) が主要なスフィンゴイド塩基となる．図は文献 1 を改変し引用． 
 

SPL の生理機能は多岐に渡っており，生体膜の主要な構成成分である他，形

質膜上でマイクロドメインを形成し 2–5，種々の細胞内シグナル伝達を制御して

いることが明らかとなっている 6–8．SPL の合成系は L-セリンとパルミトイル

CoA の縮合反応から始まり，Cer の合成までは小胞体で行われる．セリンパルミ

トイル転移酵素によって L-セリンとパルミトイル CoA から 3-ケトスフィンガ

ニンが生成され，3-ケトスフィンガニン還元酵素の作用によりスフィンガニンが

産生される．スフィンガニンはセラミド合成酵素 (CerS) によって種々の鎖長の
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アシル基が付与されることでジヒドロセラミド (DhCer) に変換され，ジヒドロ

セラミド脱水素酵素によって Cer が産生される 9–12．Cer は極性基として種々の

糖が付与されることでスフィンゴ糖脂質 (GSL) に変換される．小胞体でガラク

トースの付与を受けてガラクトシルセラミド (GalCer) に変換される他，輸送小

胞によりシスゴルジ装置に輸送され，UDP-グルコースセラミドグルコシル転移

酵素 (Ugcg) の作用によりグルコシルセラミド (GlcCer) に変換される．GlcCer

はトランスゴルジ装置に輸送される過程でラクトシルセラミド (LacCer) を経

てガングリオシドへと変換されていく 9, 13–15．一方，一部の Cer はセラミド輸送

タンパク質によって直接トランスゴルジ装置に輸送される 16, 17．これらの Cer

はスフィンゴミエリン合成酵素 (SMS) によってホスホコリンが付与され，SM

となる 18–20．SMS にはトランスゴルジ装置で SM を産生する SMS1 と，トラン

スゴルジ装置および形質膜で SM を産生する SMS2 がクローニングされている

18–20．  

 

 
図 2．SPL の生合成経路． 
SPL の合成系は L-セリンとパルミトイル CoA の縮合反応から始まる． 3-ケトス

フィンガニン，スフィンガニンを経て CerS によって種々の鎖長のアシル基が付

与されることで DhCer に変換され，ジヒドロセラミド脱水素酵素によって Cer
が産生される．Cer は UDP-グルコースセラミドグルコシル転移酵素の作用によ

り GlcCer に変換される他，SMS によってホスホコリンが付与され，SM となる．

図は文献 12 を基に作成． 
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 SM は母体骨格である Cer の分子内アシル基の鎖長に基づき，多様な分子種が

存在する．その分子組成は細胞や臓器によって大きく異なる 21．例えば，神経細

胞は主に C18-SPL を合成するが 22，オリゴデンドロサイトやシュワン細胞は主

に C24-SPL を合成する 23, 24．SPL はアシル基の鎖長によって細胞内局在も異な

ることが知られており，極長鎖アシル基を持つ SPL は形質膜に濃縮されている

25．このように，SM をはじめ SPL は分子内のアシル基の鎖長によって細胞レベ

ルで局在が異なっており，分子種ごとに異なった生理機能を有する可能性が指

摘されている．実際，C24 極長鎖アシル基を持つ SPL は膜の流動性維持，マイ

クロドメインの形成やシグナル伝達の制御等，長鎖アシル基を持つ SPL が有さ

ない性質を持つ事が報告されている 26–28．しかしながら，SM 分子内アシル基の

鎖長が生理機能にどのような影響を及ぼすかは十分に解明されていない． 

 

液体クロマトグラフィー/質量分析法 (LC/MS) は脂質分子の測定に汎用され

る手法であるが，タンデム質量分析法 (MS/MS) を用いることで，より特異的か

つ高感度に脂質分子を分析することが可能になった 29．これらの技術の進歩によ

って脂質分子の量的・質的変動が詳細に解析され，脂質分子の生理機能の解明

が飛躍的に進んでいる 30．一方で，これらの手法は試料のホモジナイズと脂質成

分の抽出が必要なため，分子の位置情報を得ることができないという欠点があ

る．したがって，組織学的な手法を用いて脂質分子の分布情報を補填すること

は非常に有用であると期待されるが，脂質分子は比較的単純な構造を持ちなが

ら多様な分子種が存在し，分子を特異的に認識するプローブを作製することが

困難なため，従来の組織学的手法では可視化が困難であった．しかし，近年，

質量分析計を用いて分子を可視化する手法であるイメージング質量分析法 

(IMS) を用いた脂質分子の組織学的解析に関する研究が盛んに行われている 31． 

 

そこで第 1 章では，IMS を用いてマウスの脳切片上における SM 分子種の組

織内分布を可視化し，分布情報から各分子種の生理機能につながる知見を得る

ことを目的とした． 

 

前述したように SM は他のスフィンゴ脂質と同様，マイクロドメインの形成
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や細胞内シグナル伝達の制御に重要である他，種々の疾患への関与も報告され

ている 20．代表的な例として遺伝性の疾患であるニーマンピック病が知られてい

る．ニーマンピック病では，SM を分解する酸性スフィンゴミエリナーゼ 

(ASMase) 遺伝子に変異が生じ，酵素活性が著しく低下することで SM が過剰に

蓄積し，神経障害により乳児期に死亡する (A 型) 他，肝臓，脾臓および肺など

の肥大と機能不全を来す (B 型)32．SMS1 ノックアウト (KO) マウスは胎生致死

の増加，ミトコンドリア機能異常による白色脂肪組織の減少や膵 β 細胞でのイ

ンスリン産生能の低下が報告されているが 33, 34，SMS2 KO マウスでは目立った

表現型は見られず，高脂肪食 (HFD) 負荷によって惹起される肥満，インスリン

抵抗性および脂肪肝が抑制されることが報告されている 35–37． 

インスリン抵抗性は 2 型糖尿病 (T2DM) の代表的な初期症状である 38．肥満

はインスリン抵抗性の主要な原因であり，内臓脂肪の過剰蓄積は異所性脂肪蓄

積とそれに付随する臓器障害を引き起こす．肝臓にトリアシルグリセロール 

(TG) が蓄積した脂肪肝は，インスリン抵抗性と密接に関係する 39．脂肪肝とイ

ンスリン抵抗性の因果関係は十分には解明されていないが，WAT 由来のアセチ

ルCoAが肝臓においてインスリン抵抗性を引き起こすことが報告されている 40．

また，骨格筋はインスリン依存的な糖の取り込みにおいて最も重要な組織であ

り，骨格筋におけるインスリン抵抗性も T2DM の主な原因である 41．そのメカ

ニズムは不明な点が多く残されているが，WAT 由来の遊離脂肪酸 (FFA) やジア

シルグリセロール (DG) が筋細胞内に蓄積し，インスリンシグナルを障害する

他 42–44，腎機能障害にも関与する 45．近年，FFA や DG のみならず Cer や GM3

などの SPL も脂肪肝やインスリン抵抗性に関与することが相次いで報告されて

いる 46–48．したがって，SMS2 は脂肪肝やインスリン抵抗性の治療標的としての

可能性が期待されるが 35–37，その標的組織や分子メカニズムはよく分かっていな

い． 

 

そこで第 2 章では，通常食 (ND) あるいは HFD を与えた野生型 (WT) マウス

とSMS2 KOマウスの各組織におけるSPLの量的・質的・空間的変動をLC-MS/MS

および IMS を用いて解析するとともに，組織特異的な SMS2 KO マウスの表現

型解析や 18F-フルオロデオキシグルコース (18F-FDG) を用いた陽電子放出断層

撮影法 (PET) 等の手法により，SMS2 の脂肪肝・インスリン抵抗性制御におけ
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る標的組織を探索し， SPL の量的・質的変動と病態との関係を明らかとするこ

とを目的とした． 
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略語表 
本文中および図中で使用した略語は以下の通りである． 
AC anterior commissure 
AGC automatic gain control 
Alb albumin 
ALT alanine aminotransferase 
AO anterior olfactory nucleus 
ASMase acid sphingomyelinase 
AST aspartate aminotransferase 
AUC area under the blood concentration-time curve 
CASI continuous accumulation of selected ions 
CC corpus callosum 
CD36 cluster of differentiation 36 
Cer ceramide 
CerS ceramide synthase 
CID collision-induced dissociation 
CPu caudate putamen 
Cre creatinine 
CT computed tomography 
CV Cresyl-Violet 
Cx cortex 
D3V dorsal third ventricle 
ddMS2 data-dependent MS/MS 
DG diacylglycerol 
DHB 2,5-dihydroxybenzioc acid 
DhCer dihydroceramide 
Dia diaphragm 
DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium 
Elovl fatty acid elongase 
ER endoplasmic reticulum 
ES cell embryonic stem cell 
eWAT epididymal white adipose tissue 
F fornix 
FAO fatty acid oxidation 
FAT fatty acid translocase 
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FBS fetal bovine serum 
FFA free fatty acid 
Fi fimbria hippocampi 
FTICR-MS Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry 
GalCer galactosylceramide 
GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
Gas gastrocnemius 
Gb3 globotriaosylceramide 
GCL granule cell layer 
GlcCer glucosylceramide 
Glu gluteus maximus 
GLUT glucose transporter 
GM gray matter 
GSIS glucose stimulated-insulin secretion 
GSL glycosphingolipid 
H&E hematoxylin and eosin 
Het heterozygous 
HexCer hexosylceramide 
HFD high fat diet 
Hip hippocampus 
HOMA-R homeostasis model assessment-insulin resistance 
Hy hypothalamus 
iBAT intrascapular brown adipose tissue 
IC internal capsule 
IMS imaging mass spectrometry 
IRb insulin receptor b subunit 
ISH in situ hybridization 
ITO indium tin oxide 
ITT insulin tolerance test 
KB Kluver–Barrera 
KO knockout 
LacCer lactosylceramide 
LC/ESI-MS/MS liquid chromatography/electrospray ionization-tandem mass 

spectrometry 
LC/MS liquid chromatography/mass spectrometry 
LcKO liver-conditional knockout 



10 
 

LFB Luxol Fast-Blue 
LV lateral ventricle 
MALDI-MS matrix assisted laser desorption/ionization mass spectrometry 
Mb midbrain 
Md medulla 
Med renal medulla 
ML molecular layer 
MS/MS tandem mass spectrometry 
mWAT mesenteric white adipose tissue 
ND normal diet 
NEFA non-esterified fatty acid 
OB olfactory bulb 
OGTT oral glucose tolerance test 
ONL olfactory nerve fiber layer 
OT optic tract 
PCL Purkinje cell layer 
PCR polymerase chain reaction 
PET positron emission tomography 
Pn pons 
Pv renal pelvis 
Qua quadriceps femoris 
siRNA small interfering RNA 
SM sphingomyelin 
SMS sphingomyelin synthase 
SN substantia nigra 
Sol soleus 
Spi spinotrapezius 
SPL sphingolipid 
SUV standardized uptake value 
T2DM type 2 diabetes mellitus 
TC total cholesterol 
TG triacylglycerol 
TOF-MS time of flight mass spectrometry 
Ugcg UDP- glucose ceramide glucosyl transferase 
VS ventral striatum 
WM white matter 



11 
 

WT wild-type 
α-Gal A α-galactosidase A 
18F-FDG 2-deoxy-2-[18F]fluoro-D-glucose 
3V third ventricle 
4V fourth ventricle 
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第 1 章 

 
イメージング質量分析法を用いたマウ

スの脳切片上におけるスフィンゴミエ

リン分子種の分布とその制御機構の解

明 
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緒言 

SM はマクロドメインの形成や細胞内シグナル伝達の制御に重要である他，

種々の疾患への関与も報告されている生理活性脂質である 20．SM は母体骨格で

ある Cer の分子内アシル基の鎖長に基づき，多様な分子種が存在し，その分子

組成は細胞や臓器によって大きく異なる 21．しかしながら，その多様性の意義や

制御メカニズムについては未だ不明である． 

 

SMS1 および SMS2 が Cer 分子種に対して基質特異性を有するという報告はさ

れていないが，CerS は 6 種類のアイソザイムが同定されており，それぞれが特

定の鎖長のアシル CoA に対して基質特異性を持ち，発現する細胞・組織が異な

ることが報告されている 12, 21 (表 1)．  

 

表 1. CerS アイソザイムの基質特異性と組織分布． 

CerS アイソザイム アシル CoA 発現組織 

CerS1 C18 脳，骨格筋 

CerS2 C22, C24 ユビキタス，肝臓・腎臓に高発現 

CerS3 ≧C26 皮膚，精巣 

CerS4 C18, C20 心臓，肺 

CerS5 C16 ユビキタス 

CerS6 C16 ユビキタス，腎臓・腸に高発現 

 

表 1 に示すように，CerS1 は C18-アシル CoA に対して基質特異性を示し，脳

や骨格筋に高発現する 22．一方，CerS2 は C22–C24-アシル CoA を基質として好

み，発現は普遍的であるが特に肝臓や腎臓において高発現する 49–51．したがって，

組織学的解析により SM 分子種ごとの組織内分布と CerS 等の代謝酵素の発現パ

ターンを比較することによって，SM 分子の多様性の意義や制御メカニズムの解

明につながる知見が得られるものと期待される． 

 

マトリックス支援レーザー脱離イオン化法質量分析装置 (MALDI-MS) を用

いた IMS は脂質を含む多様な分子の可視化に有用であると期待されており (図

3) 31, 52–54，近年，特にグリセロリン脂質や SPL をはじめとした脂質の可視化に関
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する報告が相次いでなされている 55–59．  

 

 
図 3．IMS の概要． 
凍結組織切片を作製し，マトリックスをスプレーにより塗布する．その後，試

料を MALDI-MS に導入し，任意の関心領域においてレーザーを順次照射し位置

情報を記録したマススペクトルを取得する．その後，特定の質量電荷比 (m/z)に
ついてピーク強度から画像を再構成する．図は文献 52 より引用． 
 

IMS では目的分子のプレカーサーイオンの m/z によって分子を認識するが，組

織切片上で MS/MS を行うことで，分子の構造情報から分子の特異性を確かめる

ことが可能である 55, 60, 61．MALDI-MS においては，飛行時間型 (TOF)-MS が汎

用される．TOF-MS はイオンに一定の電圧をかけて加速し運動エネルギーを与え

て飛行させ，分子の質量によって検出器に到達する時間が異なるという原理を

利用したものである 62．一方，フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴 

(FTICR)-MS は強磁場中でのイオンのサイクロトロン運動を利用した MS であり，

超高質量分解能を有する (>500,000)．生体内脂質の評価においては，類似した質

量の分子が多く存在するため一般的な TOF-MS の質量分解能 (<80,000) では特

定の標的分子を特異的に検出する事が困難な場合があるが，FTICR-MS を用いる

ことで，TOF-MS では判別困難であった脂質分子を特異的に検出できるものと期

待されている 63, 64．そこで本研究では，MALDI-FTICR-MS を用いた IMS により，
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マウスの脳切片上における SM 分子種ごとの分布を可視化するとともに，CerS

遺伝子の発現を in situ ハイブリダイゼーション (ISH) によって可視化し，両者

の分布を比較して SM 分子種の生理機能と制御メカニズムを考察することを目

的とした． 
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実験方法 

1. 動物 

本研究の動物実験は「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定」に則

り実施した．C57BL/6N マウス (雄性，4 週齢) を CLEA Japan, Inc. (Tokyo, Japan) 

から購入し，アイソトープ総合センター内動物飼育室において温度および湿度

を一定に制御した飼育環境下，12 時間の照明周期で 1 週間馴化飼育した．ND 

(4.6% fat, CE-2; CLEA Japan Inc., Tokyo, Japan) および水は自由摂取で与えた．5

週齢時に 4 時間絶食した後，イソフルラン麻酔下で解剖し，組織を採取した．

採取した組織は粉末ドライアイス上で凍結し，実験に使用するまで−80 °C で保

存した． 

 

2. 細胞培養およびトランスフェクション 

HepG2 細胞は 1.0 mg/mL グルコース含有ダルベッコ変法イーグル培地 

(DMEM, Nacalai Tesque, Suita, Japan) に 10%ウシ胎児血清 (FBS, GE Healthcare 

Life Sciences (Logan, Utah) および 1% antibiotic–antimycotic (100 ×) liquid (Life 

Technologies, Carlsbad, CA) を添加した培地中で37°C, 5% CO2条件下で培養した. 

製造業者のプロトコルに従い，Lipofectamine RNA iMAX Transfection Reagent 

(Life Technologies) と Silencer Select siRNA (Life Technologies, Negative Control 

Number 1, part number: 4390843; Negative Control Number 2, part number: 4390846; 

CerS2 Number 1, part number: 4427037, ID: s26788; CerS2 Number 2, part number: 

4427037, ID: s26789; SMS2 Number 1, part number: 4392420, ID: s46645; SMS2 

Number 2, part number: 4392420, ID: s46646) を Opti-MEM (Life Technologies) で

それぞれ希釈した．希釈した small interfering RNA (siRNA)は希釈した

Lipofectamine RNA iMAX Transfection Reagent と混合し (1:1, v/v)，室温で 5 分間

放置した．細胞を 1 穴あたり 1 × 105 細胞の密度で 24 穴プレートに播種し，

siRNA–脂質混合物を 1 穴あたり 1.2 pmol の siRNA と 1 µL の Lipofectamine RNA 

iMAX Transfection Reagent の量で添加した．6 時間培養後に培地を交換し，24 時

間トランスフェクションした後に 10% Lipoprotein-depleted serum (LPDS, Sigma–

Aldrich, Saint Louis, MO) を添加した培地に交換し，72 時間培養した． 

  

3. 脂質の抽出 
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動物組織からの総脂質の抽出は Bligh&Dyer の変法により実施した 65．具体的

には，凍結組織片  (50 mg) を凍結乾燥し，プロテアーゼ阻害剤カクテル 

(Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) を添加

した生理食塩水 0.5 mL を加え，ビーズ式ホモジナイザー (Micro Smash MS-100R, 

Tomy Seiko Co., Ltd, Tokyo, Japan) を用いてホモジナイズした．ホモジネイト 50 

µL に対し 400 µL の水を加えた．標品は SM (d18:1/16:0), SM (d18:1/18:0), SM 

(d18:1/18:1), SM (d18:1/24:0), SM (d18:1/24:1), Cer (d18:1/16:0), Cer (d18:1/18:0), 

Cer (d18:1/18:1), Cer (d18:1/22:0), Cer (d18:1/24:0), Cer (d18:1/24:1), GalCer 

(d18:1/24:1) および LacCer (d18:1/24:1) (Avanti-Polar Lipids Inc., Alabaster, AL) 各

10 µg/mL を用いた．試料および標品に SM および Cer 内部標準溶液 (SM 

(d18:1/16:0-d31) および Cer (d18:1/16:0-d31), Avanti-Polar Lipids Inc., Alabaster, 

AL) を 50 ng/mL の濃度で溶解させた 1 mL のクロロホルム/メタノール(1:1, v/v) 

混合液を加えて 10 分間撹拌した．13,000 ×g, 4 °C で 3 分間遠心分離し，下層の

有機層を新しいチューブに回収した．残った水層に 500 µL のクロロホルム/メタ

ノール (2:1, v/v) を加えて 10 分間撹拌した後，13,000 ×g, 4 °C で 3 分間遠心分離

し，再度下層を回収して最初に回収した有機層に加えて総脂質抽出物とした．

抽出物は 40 °C に加温して窒素ガスを吹き付け，乾固させた．その後，500 µL

のクロロホルム/メタノール (1:1, v/v) 混合液を加えて再溶解し，6 µL の 8 N 水

酸化カリウム溶液を加えて 37 °C で 2 時間鹸化した．その後，抽出物に 180 µL

の 0.67 N 塩酸溶液を加えて撹拌し，13,000 ×g, 4 °C で 3 分間遠心分離して下層の

有機層を新しいチューブに回収した．残った水層に 500 µL のクロロホルム/メタ

ノール (2:1, v/v) 混合液を加えて 10 分間撹拌した後，13,000 ×g, 4 °C で 3 分間遠

心分離し，再度下層を回収して最初に回収した有機層に加えて SPL 抽出物とし

た．SPL 抽出物は 40 °C に加温して窒素ガスを吹き付け，乾固させた後，400 µL

のクロロホルム/メタノール/水 (50:400:50, v/v) 混合液を加えて再溶解した． 

 

細胞からの総脂質の抽出は過去の報告に従い実施した 66. 具体的には，50 

ng/mL の濃度で内部標準を溶解させた 300 µL の 2-プロパノールを各ウェルに加

え，テフロン性のセルスクレーパーを用いて細胞をスクラップした後，チュー

ブに抽出物を回収した．回収した抽出物に 900 µL の n-ヘキサンを加えた. 各ウ

ェルを 300 µL の 2-プロパノールで 2 回リンスし，回収した抽出物に加えた．
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13,000 ×g, 4 °C で 3 分間遠心分離し，有機層を新しいチューブに回収した後，

40 °C に加温して窒素ガスを吹き付け，乾固させた．その後，330 µL のクロロホ

ルム/メタノール/水 (50:400:50, v/v) を加えて再溶解した. 遠心分離後に残った

残渣は室温で一晩放置して乾燥させ，100 µL の Cell Lysis Buffer (Cell Signaling 

Technology, Inc., Danvers, MA) を加えて溶解した．13,000 ×g, 4 °C で 3 分間遠心

分離した後，上清を回収して Micro BCA Assay Reagent (Thermo Fisher Scientific 

Inc., Waltham, MA) を用いて製造業者のプロトコルに従いタンパク質濃度を測

定した． 

 

4. LC/ESI-MS/MS を用いた脂質の測定と同定 

液体クロマトグラフィー/エレクトロスプレーイオン化-タンデム質量分析法

(LC/ESI-MS/MS) による脂質の測定は UltiMate 3000 HPLC (Thermo Fisher 

Scientific Inc.) と Q Exactive Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer 

(Thermo Fisher Scientific Inc.) を用いて実施した．4 µL の脂質抽出物を UltiMate 

3000 HPLC に注入し，ACQUITY UPLC BEH C18 column (1.7 µm, 2.1 × 100 mm; 

Waters Co., Milford, MA) により分離した．カラム温度は 60 °C に設定した．LC

は移動相 A (水，1%酢酸アンモニウム，0.1%ギ酸，0.00005%リン酸の混合液) と

移動相 B (50%アセトニトリル，50% 2-プロパノール，1%酢酸アンモニウム，

0.1%ギ酸の混合液) を用いたリニアグラジエントで行い，流速は 0.4 mL/min と

した. グラジエントは 0–43 分 (B 0–50%), 43–48 分 (B 50–100%), 48–50 分 (B 

100–50%) の設定で実施した．脂質の測定は陽イオンモードで行った．マスス

ペクトルはフルスキャンモードで取得し，Data-dependent MS/MS (ddMS2) スペ

クトルは MS/MS モードで取得した．マススペクトルは m/z 200 における質量分

解能を R = 70,000，スキャンレンジを m/z 200–1,300 にそれぞれ設定して取得し

た．ddMS2 スペクトルは m/z 200 における質量分解能を R = 17,500，スキャンレ

ンジを m/z 200–2,000 にそれぞれ設定して取得した．MS の automatic gain control 

(AGC) target は 1 × 106, maximum injection time は 100 ms にそれぞれ設定した．

ddMS2 も同様に，AGC target は 5 × 104, maximum injection time は 50 ms にそれぞ

れ設定した． Heated-ESIパラメータは sheath gas flow rateを50 units，auxiliary gas 

flow rate を 13 units，ion spray voltage を 3.80 kV，ion transfer capillary temperature

を 350 °C， auxiliary gas heater temperature を 425 °C にそれぞれ設定した．Stepped 
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normalized collision energy は 25, 35 and 45 eV に設定した． 

 

脂質の同定は過去の報告に従い Lipid Search software (Mitsui Knowledge 

Industry Co., Ltd., Tokyo, Japan) を用いて行った 67．ペアレントサーチモードとプ

ロダクトサーチモードを使用した．標的脂質は [M+H]+, [M+Na]+または 

[M+NH4]+として検出した．試料中の各脂質濃度は標準品を用いた標準曲線から

算出した．動物組織中脂質含量においては μg/g tissue dry weight を算出後，総 SM

あるいはCer中の存在比率で表示した．細胞中脂質含量においては，μg/mg protein

で表示した． 

 

5. MALDI-IMS 用試料の作製 

凍結組織切片はCM3050 Cryostat (Leica, Solmus, Germany) を用いて厚さ10 µm

で作製した．得られた凍結組織切片をインジウム-スズ酸化物 (ITO) スライドグ

ラス (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) 上に置き，乾燥させた．2,5-ジヒドロ

キシ安息香酸 (DHB) 溶液 (30 mg/mL DHB，20 mM 酢酸カリウム，50%メタノ

ール，0.2%トリフルオロ酢酸 ) をマトリックスとして Image Prep (Bruker 

Daltonics) を用いて ITO スライドグラス上に塗布した．  

 

6. MALDI-IMS 

MALDI-FTICR-MSを用いた IMS解析は 7T solariX XR system (Bruker Daltonics)

を用いて実施した．標的分子を検出するため，m/z 400 における質量分解能を

590,000 に設定し，m/z 500–900 をマスレンジとして continuous accumulation of 

selected ions (CASI) 機能を用いポジティブイオンモードで測定した．Smart Beam 

II laser は 2,000 Hz， レーザーパワー50%，レーザー径 50 µm，ラスター幅 80 µm

にそれぞれ設定して MALDI によるイオン化を行った．フルスキャンモードで得

られたプレカーサーイオンは衝突誘起乖離 (CID) による断片化と CASI 機能を

用いてプロダクトイオンのマススペクトルを得ることで分子の構造情報を取得

した．マススペクトルの解析は Data Analysis v4.3 (Bruker Daltonics) を用いて行

った． 

 

取得したマススペクトルから FlexImaging v4.0 (Bruker Daltonics) を用いてデ
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ータ処理と画像の構成を行った．全ての画像データは実効値によって補正した．

脂質の同定は LIPID MAPS website (www.lipidmaps.org/tools/index.html) のマス解

析ツールを用いて行った． 

 

7. RNA の抽出とリアルタイム PCR 

細胞および動物組織からの総 RNA の抽出は Trizol RNA Separation Reagent 

(Life Technologies) と RNeasy Mini kit (Qiagen, Venlo, the Netherlands) を用いて製

造業者のプロトコルに従い実施した．逆転写は SuperScript III First-Strand 

Synthesis system for RT-PCR (Life Technologies) と PCR Thermal Cycler SP (Takara 

Bio Inc., Otsu, Japan) を用いて製造業者のプロトコルに従い行った．リアルタイ

ム PCR は SYBR Premix Ex Taq II (Takara Bio Inc.) と 7500 Real-time PCR system 

(Life Technologies) を用いて製造業者のプロトコルに従い実施した．本研究でリ

アルタイム PCR に用いたプライマーは表 2 に示した．目的遺伝子の発現量は動

物組織においては Gapdh，細胞においては 18S rRNA の発現量でそれぞれ補正し

た．各組織の CerS 遺伝子の発現量は前脳における CerS1 に対する発現比率で表

示し，細胞における CERS2 および SGMS2 の発現量は陰性対照 siRNA No.1 に対

する発現比率で表示した． 

 

表 2. リアルタイム PCR に用いたプライマーの一覧． 
Primers Sequences 5′–3′ 
Mouse 
Gapdh Forward TGTGTCCGTCGTGGATCTGA 
Gapdh Reverse TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 
CerS1 Forward GGTCAGATGCGTGAACTGGAA 
CerS1 Reverse GGATAGAGTCCTGGATGGCTGAA 
CerS2 Forward CGTGTCTATGCCAAAGCCTCA 
CerS2 Reverse GTCTGGTAGAAATGTTCCAAGGTG 
CerS3 Forward GCTGGATGGAAGCAGACGTGTA 
CerS3 Reverse TAGTGCAAAGGCAGGATCAGAGTG 
CerS4 Forward CATGACTGCTCCGACTACCTG 
CerS4 Reverse GAATATGAGGCGCGTGTAGAA 
CerS5 Forward ACGTGAGCGGCTCTGTACCA 
CerS5 Reverse GAGCACCTGCAGGATCAGGA 
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CerS6 Forward CACCTGGGCAGACCTGAAGA 
CerS6 Reverse TGGCACATGGTTTGGCTATGA 
Human 
18SrRNA Forward TTTGCGAGTACTCAACACCAACATC 
18SrRNA Reverse GAGCATATCTTCGGCCCACAC 
CERS2 Forward CATCCGAGCTGGGACTCTAATCA 
CERS2 Reverse GGGTACACCAGGGTGCAATG 
SGMS2 Forward ATTTCTGGTGGTGGATTGTCCATA 
SGMS2 Reverse CACTCAGCAGCCAGCAGATTA 

 

8. ISH 

ISH は Ourgenic Co., Ltd. (Naruto, Japan) に委託して行った．具体的には，粉末

ドライアイスで凍結させて脳を 10 µm の厚さで凍結組織切片を作製し，ポジテ

ィブチャージしたスライドグラス上に置いた．その後，mRNA ISH kit 

(QuantiGeneViewRNA, Panomics Inc., Fremont, CA) を用いて製造業者のプロトコ

ルに従い ISH を行った．マウス CerS1 特異的プローブ  (accession number 

NM_138647, 134–1,299 nt) およびマウスCerS2特異的プローブ (NM_029789, 36–

1,337 nt) の設計および合成は Panomics Inc. が実施した．標的遺伝子に特異的な

プローブを設計するため，各オリゴヌクレオチドの特異性は BLAST データベー

ス (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) で確認し，in silico でスクリーニングし

た．また，非特異的なシグナルの検出を避けるため，“ZZ” 法を用いた．プロー

ブと増幅産物は各対のオリゴヌクレオチドにハイブリダイズさせた．ファース

トレッド色素の検出を行うため，アルカリフォスファターゼで処理し色素を沈

殿させた．ハイブリダイズした標的 mRNA は BIOREVO BZ-9000 imaging 

microscope と image joint software (Keyence, Osaka, Japan) を用いて検出・撮像し

た．画像の撮像およびバーチャルスライドの作製はBiopathology Institute Co., Ltd. 

(Kunisaki, Japan) に委託した．また，ポジティブコントロールとしてグリセルア

ルデヒド 3 リン酸脱水素酵素 (GAPDH) 遺伝子特異的なプローブを用いて，ネ

ガティブコントロールとしてプローブ無しの条件下で ISH を行った． 

 

9. 組織学的解析 

脳の形態学的評価は Ourgenic Co., Ltd. に委託し，ヘマトキシリン&エオジン

(H&E) 染色およびクリュバー・バレラ (KB) 染色により実施した．H&E 染色で
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は，凍結組織切片を 10%ホルムアミドで固定し，マイヤーヘマトキシリン溶液

で 5 分間染色した後，水で洗浄しエオジン Y 溶液で 1 分間染色した．KB 染色で

は，凍結組織切片を 95%エタノールで水和し，0.1 %ルクソールファーストブル

ー (LFB) を用いて 60 °Cで 12時間染色した後， 70%エタノールで洗浄し， 0.1%

クレシル・バイオレット (CV) で 5 分間染色した．画像の撮像，バーチャルス

ライドおよび脳地図の作製は Biopathology Institute Co., Ltd. が実施した． 

 

10. 統計学的解析 

結果は平均値 ± 標準偏差で表示した．統計学的解析は SAS v9.4 (SAS Institute, 

Cary, NC) を用いて Dunnett の多重比較検定により行い，p<0.05 の場合に統計学

的有意差ありと判断した． 
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結果 

1. マウスの脳における SM および Cer の組成と CerS ファミリーの遺伝子発現

パターンの評価 

LacCer 等の GSL はスフィンゴイド塩基として d18:1 Sph と d20:1 Sph のいずれ

かを有するのに対し，SM は d18:1 をスフィンゴイド塩基とすることが報告され

ている 68．MALDI-FTICR-MS では同一分子量を持つ異なる分子，すなわち異な

る鎖長のスフィンゴイド塩基とアシル基の組み合わせを持つ複数の分子 

(d18:1/18:0 と d20:1/16:0 等) を判別することは不可能であると予想され，アシル

基の鎖長を決定できない可能性が考えられた．そこで，まず，LC/ESI-MS/MS を

用いてマウスの脳抽出物の SM および対照脂質として LacCer の検出および

MS/MS による構造解析を行った． 

 

プレカーサーイオンである[SM (36:1)+H]+ (m/z 731.6061) についてポジティブ

イオンモードで MS/MS 解析を行うと，ホスホコリン由来のプロダクトイオンで

ある[PCho+H]+ (m/z 184.0733) と d18:1 Sph 由来のプロダクトイオンである[Sph 

(d18:1)-2H2O+H]+ (m/z 264.2686) のみが検出されたことから，[SM (36:1)+H]+は

SM (d18:1/18:0) であると同定された (図 4)．一方，プレカーサーイオンである

[LacCer (38:1)+H]+ (m/z 918.6876) について MS/MS 解析を行うと d20:1 Sph 由来

のプロダクトイオンである[Sph (d20:1)-2H2O+H]+ (m/z 292.2999) が検出された

ことからこの分子は LacCer (d20:1/18:0) であると同定され，プレカーサーイオ

ンである[LacCer (36:1)+H]+ (m/z 890.6563)について MS/MS 解析を行うと Sph 

(d18:1) 由来のプロダクトイオンである[Sph (d18:1)-2H2O+H]+ (m/z 264.2686) が

検出されたことからこの分子は LacCer (d18:1/18:0) であると同定された (図 4). 

これらの結果から，過去の報告と同様，マウスの脳における SM は大部分がス

フィンゴイド塩基として Sph (d18:1) を有するものであることが示され 68， 

MALDI-FTICR-MS を用いて SM のアシル基鎖長を決定できるものと判断した． 
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図 4．マウスの脳抽出物における LC/ESI-MS/MS を用いた LacCer (d18:1/18:0), 
LacCer (d20:1/18:0)および SM (d18:1/18:0)の解析．LC/ESI-MS/MS 解析によって

得られたクロマトグラム (A)， m/z 70–790 (B)，m/z 204–348 (C) におけるプロダ

クトイオンのマススペクトルを示す．各脂質について，スフィンゴイド塩基と

アシル基がそれぞれ同定されている． 
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次に，マウスの前脳および小脳抽出物中の SM および Cer の組成を

LC/ESI-MS/MS により評価した．その結果，前脳および小脳において  SM 

(d18:1/18:0) と SM (d18:1/24:1) が主要な SM 分子種であることを確認した (図

5AおよびB)．また，Cerについても同様にCer (d18:1/18:0) およびCer (d18:1/24:1) 

が主要な Cer 分子種であることを確認した (図 5C, D)．続いて，前脳および小脳

における CerS ファミリーの遺伝子発現を調べた．LC/ESI-MS/MS を用いた脂質

解析の結果から，C16 アシル基を持つ SM や Cer は前脳および小脳でほとんど見

られなかったが，C16 アシル基を基質として好む CerS6 は比較的高発現した (図

5)．一方で，C22–C24 極長鎖アシル CoA を基質とする CerS2 と C18 長鎖アシル

CoA を基質とする CerS1 が比較的高発現していることを確認した(図 5E, F)． 
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図 5．マウスの前脳および小脳における SM と Cer の組成と CerS 遺伝子の発現

パターン．前脳 (A) および小脳 (B) における SM の組成，前脳 (C) および小

脳 (D) における Cer の組成，前脳 (E) および小脳 (F) における CerS 遺伝子の

発現パターンを示す．各 SM および Cer 分子種は総 SM および Cer 量を 100%と

した際の存在比率で表した (A–D)．各 CerS 遺伝子の発現量は Gapdh の発現量で

補正し，CerS1 の発現量を 1 とした際の相対的発現量として示した (E, F)．結果

は平均値 ± 標準偏差 (n=3) で示した．脳では C18 アシル基を持つ SM および

Cer，次いで C24 アシル基を持つ SM および Cer が高濃度で存在し，それらのア

シル CoA を基質とする CerS1 や CerS2 の発現が見られる． 
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同様に，肝臓および腎臓抽出物中の SM および Cer の組成を LC/ESI-MS/MS に

より評価した．その結果，肝臓は C22 や C24 極長鎖アシル基を持つ SM および

Cer が主要な SPL であり，腎臓は C16 や C24 極長鎖アシル基を持つ SM および

Cer が主要なであった (図 6A–D)．また脳とは異なり，肝臓，腎臓いずれも C18

アシル基を持つ SM や Cer の存在量は微量であった．これらの結果と相関し，肝

臓および腎臓において CerS2 が高発現しており，腎臓では CerS6 も比較的高発

現していた(図 6E, F)．また，脳で発現が認められた CerS1 は肝臓，腎臓ともに

発現がほとんど認められなかった．これらの結果から，少なくとも CerS1 およ

びCerS2の遺伝子発現パターンは SMやCerの組成と概ね相関することが示唆さ

れた．  
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図 6．マウスの肝臓および腎臓における SM と Cer の組成と CerS 遺伝子の発現

パターン．肝臓 (A) および腎臓 (B) における SM の組成，肝臓 (C) および腎

臓 (D) における Cer の組成，肝臓 (E) および腎臓 (F) における CerS 遺伝子の

発現パターンを示す．各 SM および Cer 分子種は総 SM および Cer 量を 100%と

した際の存在比率で表した (A–D)．各 CerS 遺伝子の発現量は Gapdh の発現量で

補正し，CerS1 の発現量を 1 とした際の相対的発現量として示した (E, F)．結果

は平均値 ± 標準偏差 (n=3) で示した．肝臓は C22–C24 アシル基を持つ SM や

Cer が高濃度で分布し，それらのアシル CoA を基質とする CerS2 が高発現する．

一方，腎臓は C22–C24 アシル基に加えて C16 アシル基を持つ SM や Cer も高濃

度で分布し，それらのアシル CoA を基質とする CerS6 の発現も見られる． 
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2. 標品を用いた MALDI-FTICR-MS による SM の検出 

MALDI-FTICR-MS を用いて脳切片上における SM 分子種の組織内分布を評価

するにあたり，まず標品を用いて各 SM および GSL 分子種の m/z を確認した．

標品は SM (d18:1/16:0), SM (d18:1/18:0), SM (d18:1/18:1), SM (d18:1/24:0), SM 

(d18:1/24:1) および GalCer (d18:1/24:1) を使用し，各標品 50 ng を ITO スライド

グラス上にスポットして乾燥させ，DHB 溶液を塗布して MALDI-FTICR-MS の

ポジティブイオンモードで IMS 解析した．その結果，各 SM および GalCer 分子

種はカリウム付加イオンとして [SM (d18:1/16:0)+K]+ (m/z 741.53), [SM 

(d18:1/18:0)+K]+ (m/z 769.56), [SM (d18:1/18:1)+K]+ (m/z 767.55), [SM 

(d18:1/24:0)+K]+ (m/z 853.66), [SM (d18:1/24:1)+K]+ (m/z 851.65), [GalCer 

(d18:1/14:1)+K]+ (m/z 848.65)のように検出された (図 7)．また，FTICR-MS の高

い質量分解能により標品から得られた同位体の分布パターンを確認したところ，

同位体の天然存在比から算出された各脂質の理論ピークと第一あるいは第二同

位体まで理論ピークと同様のピークが得られた (図 7)． 

 

 
図 7．MALDI-FTICR-MS による SM および GalCer 標品のマススペクトル． 50 
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ngの各標品混合物から得られたm/z 740–745 (A), 766–772 (B), and 847–856 (C) に
おけるマススペクトルを示す．各脂質標品について，同位体の天然存在比から

算出された各脂質の理論ピークと第一あるいは第二同位体まで理論ピークと同

様のピークが見られる． 
 

続いて，各脂質標品から得られたプレカーサーイオンについて，ITO スライド

グラス上で CID による断片化を行った．その結果，各 SM 分子種について，プ

レカーサーイオンからホスホコリン由来の 59 u および 183 u のニュートラルロ

スを確認した (図 8)．したがって，MALDI-FTICR-MS は同位体分布と構造情報

による確認によって特異的に標的分子を検出できていることが示唆された． 

 

 

図 8. ITOスライドグラス上での SM標品のMS/MS解析．SM (d18:1/16:0) (A), SM 
(d18:1/18:0) (B), SM (d18:1/18:1) (C), SM (d18:1/24:0) (D) および SM (d18:1/24:1) 
(E) の各 m/z から 59 u および 183 u がニュートラルロスしたマススペクトルを示

す．各脂質分子がホスホコリンを有していることが分かる．  
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MALDI-IMS は MALDI の性質上，定量評価が困難であるとされている．そこ

で，SM 標品混合液を ITO スライドグラス上にスポットし，脂質濃度とイオン強

度との関係を検証した．SM 混合液のスポット周囲に関心領域を設定し，平均イ

オン強度を算出した．その結果，S M (d18:1/16:0), SM (d18:1/18:0), SM (d18:1/18:1), 

SM (d18:1/24:0) および SM (d18:1/24:1) において，3–300 pg の範囲で脂質濃度と

イオン強度との間に良好な直線関係が見られた (表 3)．これらの結果から，

MALDI-FTICR-IMS で取得されたシグナル強度は脂質の存在量を反映しているものと

考えられた． 

 

表 3. MALDI-FTICR-IMS における SM 標品の濃度とイオン強度との関係. 

SM species Observed 

m/z 

Averaged Intensities R2 

300 pg 30 pg 3 pg 

d18:1/16:0 741.5378 26652416 

±6053895 

2936522 

±399269 

283597 

±131599 

0.9999  

d18:1/18:1 767.5516 63949312 

±7827226 

5269675 

±551402 

488060 

±165657 

0.9998  

d18:1/18:0 769.5671 38218069 

±5675980 

4038837 

±1173243 

570715 

±171020 

1.0000  

d18:1/24:1 851.6529 38946688 

±14297676 

5925120 

±541362 

1011664 

±225944 

0.9986  

d18:1/24:0 853.6629 43828736 

±11142832 

7990144 

±1320577 

1359525 

±212954 

0.9960  

MALDI-FTICR-MS で取得された SM 標品の m/z, 平均イオン強度および R2 を示

す．データは平均値 ± 標準偏差 (n=3) で表した．各脂質標品について，量とシ

グナル強度の間に直線関係が見られる． 

 

3. マウス前脳切片を用いた MALDI-FTICR-MS による SM の検出 

次に，マウスの前脳切片を用いて MALDI-FTICR-MS による SM および

hexosylceramide (HexCer) の検出を試みた．MALDI-FTICR-MS の CASI 機能を

500 < m/z < 900 に設定し，ポジティブイオンモードにより前脳切片の異なる領域
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からマススペクトルを取得した (図 9B–E)．その結果，脳の領域ごとに異なるパ

ターンのマススペクトルが得られ，6 ピークが SM ([SM (d18:1/16:0)+K]+, [SM 

(d18:1/18:0)+K]+, [SM (d18:1/18:1)+K]+, [SM (d18:1/22:0)+K]+, [SM 

(d18:1/24:0)+K]+, [SM (d18:1/24:1)+K]+)，1 ピークが[HexCer (d18:1/24:1)+K]+) で

あると推定された． 

 

 
図 9. MALDI-FTICR-MS を用いてマウス前脳切片から取得した SM および

HexCer のマススペクトル．前脳切片の H&E 染色画像 (A)．側脳室 (LV)，海馬 
(Hip) および脳梁 (CC) から得られた m/z 740–744 (B), 765–772 (C), 824–828 (D) 
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and 848–856 (E) のマススペクトルを示す．スケールバー = 1 mm．大脳皮質 (Cx)，
視床下部 (Hy)，海馬采 (Fi)，視床 (Tha)，内包 (IC)，背側第三脳室 (D3V)，第

三脳室 (3V)，尾状核被殻 (CPu)．LV, Hip, CC の領域毎に SM 分子の存在比率が

異なる． 
 

さらに SM および HexCer が特異的に検出されているか否かを確認するため，

各ピークの同位体分布を確認し標品と比較した (図 7, 10)．その結果，標品と同

様に第一あるいは第二同位体まで理論ピークと同様のピークが得られた (図 10)． 

 

 
図 10. MALDI-FTICR-MS を用いてマウス前脳切片から取得した SM および

HexCerの同位体分布．マウス前脳切片から得られたm/z 740.5–744.5 (A), 766–772 
(B), 825–828 (C), 847–856 (D) におけるマススペクトルを示す．各脂質について

第一あるいは第二同位体まで理論ピークと同様のピークが見られる．  
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続いて，脳切片上より得られたプレカーサーイオンについて，CID による断

片化を行った．その結果，標品と同様に，各 SM 分子種についてプレカーサー

イオンからホスホコリン由来の 59 u および 183 u のニュートラルロスを確認し

た (図 11)．したがって，MALDI-FTICR-MS は脳切片上においても特異的に標的

分子を検出できていることが示唆された． 

 

 
図11. マウス前脳切片上で検出されたSM分子種のMS/MS解析．SM (d18:1/16:0) 
(A), SM (d18:1/18:0) (B), SM (d18:1/24:0) (C) および SM (d18:1/24:1) (D) の各 m/z
から 59 u および 183 u がニュートラルロスしたマススペクトルを示す．各脂質

分子がホスホコリンを有していることが分かる．  
 

4. MALDI-FTICR-IMS を用いたマウス前脳切片上における SM 分子種の可視化 

続いて，マウス前脳切片上で得られたマススペクトルから画像を再構成し，

MALDI-FTICR-IMS による SM 分子種の可視化を行った．その結果，SM 

(d18:1/16:0) と SM (18:1/22:0) は側脳室，第三脳室および背側第三脳室に特徴的
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な分布を示した (図 12A, D)．一方，SM (d18:1/18:0) は灰白質に広く分布してお

り，海馬，視床下部，尾状核被殻および大脳皮質に分布が見られた (図 12B)．

SM (d18:1/18:1) はシグナルが弱く存在量が少ないことが示唆されたが，SM 

(d18:1/18:0) と類似した分布が見られた (図 12C)．対照的に，SM (d18:1/24:0)と

SM (d18:1/24:1) は髄鞘が豊富な白質に特徴的な分布を示し，視床，内包，脳梁

および海馬采に分布が見られた  (図 12E, F)．HexCer (d18:1/24:1) も  SM 

(d18:1/24:0) と SM (d18:1/24:1) と同様に白質に分布が認められた (図 12G)．こ

れらの結果から，SM は分子内のアシル基鎖長によって脳内分布が明確に異なる

ことが示された (図 12H)． 

 

 
図 12. FTICR-IMS によるマウス前脳切片における SM 分子種の可視化． SM 
(d18:1/16:0) (A), SM (d18:1/18:0) (B), SM (d18:1/18:1) (C), SM (d18:1/22:0) (D), SM 
(d18:1/24:0) (E), SM (d18:1/24:1) (F), HexCer (d18:1/24:1) (G) および SM 
(d18:1/16:0), SM (d18:1/18:0), SM (d18:1/24:1) のマージ画像 (H) を示す．スケー

ルバー = 1 mm．SM 分子がアシル基の鎖長ごとに異なった脳内分布を示してい

る． 
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5. マウスの小脳切片を用いた MALDI-FTICR-MS による SM の検出 

次に，マウスの小脳切片を用いて MALDI-FTICR-MS による SM および HexCer

の検出を試みた．その結果，前脳と同様に領域ごとに異なるパターンのマスス

ペクトルが得られ，6 ピークが SM ([SM (d18:1/16:0)+K]+, [SM (d18:1/18:0)+K]+, 

[SM (d18:1/18:1)+K]+, [SM (d18:1/22:0)+K]+, [SM (d18:1/24:0)+K]+, [SM 

(d18:1/24:1)+K]+)，1 ピークが[HexCer (d18:1/24:1)+K]+)であると推定された (図

13B–E)． 
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図 13. MALDI-FTICR-MS を用いてマウス小脳切片から取得した SM および

HexCer のマススペクトル．小脳切片の H&E 染色画像 (A)．第四脳室 (4V)，分

子層 (ML) および白質 (WM) から得られた m/z 740–744 (B), 765–772 (C), 824–
828 (D) and 848–856 (E) のマススペクトルを示す．スケールバー = 1 mm．顆粒

細胞層 (GCL)，プルキンエ細胞層 (PCL)，延髄 (Md)．4V, ML, WM の領域毎に

SM 分子の存在比率が異なる． 

 

6. MALDI-FTICR-IMS を用いたマウス小脳切片上における SM 分子種の可視化 

続いて，MALDI-FTICR-IMS を用いてマウス小脳切片上における SM 分子種の

可視化を行った．その結果，SM (d18:1/16:0) と SM (18:1/22:0) は第四脳室に特

徴的な分布を示した (図 14A, D)．一方，SM (d18:1/18:0) および SM (d18:1/18:1) 

は分子層，顆粒細胞層およびプルキンエ細胞層に分布が見られた (図 14B, C)．

また，SM (d18:1/24:0),  SM (d18:1/24:1), HexCer (d18:1/24:1) は白質や延髄に特

徴的な分布を示した (図 14E–G)．これらの結果から，SM は分子内のアシル基

鎖長によって，小脳においても前脳と同様に分布が明確に異なることが示され

た (図 14H)． 
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図 14. FTICR-IMS によるマウス前脳切片における SM 分子種の可視化． SM 
(d18:1/16:0) (A), SM (d18:1/18:0) (B), SM (d18:1/18:1) (C), SM (d18:1/22:0) (D), SM 
(d18:1/24:0) (E), SM (d18:1/24:1) (F), HexCer (d18:1/24:1) (G) および SM 
(d18:1/16:0), SM (d18:1/18:0), SM (d18:1/24:1)のマージ画像 (H) を示す．スケール

バー = 1 mm．SM 分子がアシル基の鎖長ごとに異なった脳内分布を示している． 

 

7. MALDI-FTICR-IMS と ISH を用いたマウス脳切片上における SM 分子種と

CerS 遺伝子の組織内分布の比較 

次に，マウスの脳切片上において SM が分子内アシル基の鎖長によって分布

が異なるメカニズムを解明するため，ISH による CerS1 および CerS2 遺伝子の発

現分布の評価を試みた．まず，試料の状態を確認するため陽性対照として Gapdh

特異的プローブを用いて ISH を行った．その結果，脳切片上において広範囲に

Gapdh の発現が見られ，試料の状態は良好であることが確認された (図 15A)．

次に，ISH によって非特異的なシグナルが検出されないことを確認するため，陰

性対照としてプローブ無しの条件下で ISH を実施した．その結果，非特異的な
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シグナルは検出されず，標的遺伝子特異的なプローブを用いることで標的遺伝

子を特異的に検出できることが示された (図 15B)． 

 

 
図 15. ISH を用いた陽性対照 (Gapdh) と陰性対照 (プローブ無し) のマウス脳

切片上におけるシグナルの検出．Gapdh に対する特異的プローブおよびプロー

ブ無しにおいて取得した ISH 画像を示す．スケールバー = 1 mm．Gapdh に対す

るプローブでは良好なシグナルが得られているが，プローブ無しでは非特異的

なシグナルは得られていない． 
 

続いて，KB 染色によって灰白質と白質の識別を行った (図 16B, C)．その結果，

ニューロン特異的に存在するニッスル小体が CV によって染色され（図 16C, 黒

矢印で示す），髄鞘特異的に存在するミエリンが LFB によって染色された (図

16C, 白矢じりで示す)．続いて，ISH を用いて CerS1 および CerS2 の発現分布を，

MALDI-FTICR-IMS を用いて SM (d18:1/18:0) および SM (d18:1/24:1)の分布をそ

れぞれ評価し，両者の組織内分布を比較した．その結果，CerS1 と SM (d18:1/18:0)

は主に CV 陽性の灰白質に分布が見られ，顆粒層，海馬，視床下部，尾状核被殻，

前嗅核，腹側線条体，黒質および大脳皮質に分布した (図 16B, D, F)．対照的に，
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CerS2 と SM (d18:1/24:1)は LFB 陽性の白質に分布が見られ，脳梁，海馬采，中

脳，橋，延髄，前交連および視索に分布した (図 16B, E, G)．これらの結果から，

SM 分子種ごとの組織内分布は，対応するアシル CoA を基質とする CerS の発現

分布によって制御されている可能性が示された． 

 

 
図 16. マウス脳切片上における CerS 遺伝子と SM 分子種の分布の比較．マウス

脳切片の H&E 染色 (A) および KB 染色 (B, C) 像．CV 陽性ニッスル小体 (黒矢

印) と LFB 陽性髄鞘 (白矢じり) を示す．ISH により可視化した CerS1 (D)およ

び CerS2 (E) の分布．MALDI-FTICR-IMS により可視化した SM (d18:1/18:0) (F) 
および SM (d18:1/24:1) (G) の分布．A, B, D, E, F および G はスケールバー = 1 
mm for， C はスケールバー = 200 µm．顆粒細胞層 (GCL), 海馬 (Hip), 視床下

部 (Hy), 尾状核被殻 (CPu), 前嗅核 (AO), 腹側線条体 (VS), 黒質 (SN), 大脳

皮質 (Cx), 脳梁 (CC), 中脳 (Mb), 橋 (Pn), 延髄 (Md), 前交連 (AC) および視

索 (OT), 脳弓 (F), 嗅神経層 (ONL), 嗅球 (OB)．CerS1 と SM (d18:1/18:0) は主

に灰白質に分布が見られ，CerS2 と SM (d18:1/24:1) は主に白質に分布が見られ

る． 
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8. HepG2 細胞における CerS2 および SMS2 遺伝子ノックダウンによる SM 分子

種の応答性の確認 

MALDI-FTICR-IMS と ISH を用いた検証により見出した事実を証明するため，

in vitro の系において CerS 遺伝子をノックダウンした際に特定の SM 分子種が減

少するか否かの検討を行った．神経細胞は siRNA を用いたノックダウンの条件

設定が困難であったため，CerS2 が高発現する HepG2 細胞を用いて CerS2 遺伝

子をノックダウンした際の SM 分子種の応答を検証した．HepG2 細胞を CERS2

に対する 2 種類の異なる siRNA で処置したところ，いずれの siRNA 処置におい

ても陰性対照に対して CERS2 の発現量が顕著に減少した (図 17A)．予想した通

り，CerS2 遺伝子のノックダウンによって C22 および C24 極長鎖アシル基を持

つ SM が特異的に減少した (図 17B). また，比較対象として，Cer のアシル基鎖

長に対して基質特異性を示さない SMS2 遺伝子のノックダウンも行った．HepG2

細胞を SGMS2 に対する 2 種類の異なる siRNA で処置したところ，いずれの

siRNA 処置においても陰性対照に対して SGMS2 の発現量が顕著に減少した (図

17C)．CerS2 のノックダウンとは異なり，SMS2 遺伝子のノックダウンによって

複数の SM 分子種が普遍的に減少した (図 17D). これらの結果から，SM の細胞

内組成は SMS2 ではなく CerS2 によって制御されていることが示唆され，SM 分

子種の組織内分布も同様のメカニズムによって制御されている可能性が示唆さ

れた． 
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図 17. HepG2 細胞における CerS2 あるいは SMS2 遺伝子をノックダウンした際

の SM 分子種の応答．陰性対照 siRNA あるいは CERS2 に対する特異的な siRNA
で処置した際の細胞中 CerS2 発現量 (A) および SM 分子種含量 (B) を示す．陰

性対照 siRNA あるいは SGMS2 に対する特異的な siRNA で処置した際の細胞中

SGMS2 発現量 (C) および SM 分子種含量 (D) を示す．データは平均値 ± 標準

偏差で示した (n=3)．*p<0.05, **p<0.01．CERS2 をノックダウンすると C22 およ

び C24 アシル基を持つ SM が減少するが，SGMS2 をノックダウンすると SM が

普遍的に減少する． 
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考察 

SM はスフィンゴイド塩基に種々の鎖長のアシル基がアミド結合した構造を

持つことから，多様な分子種が存在することが知られているが，その生理的意

義は明らかにされていなかった．近年の LC/ESI-MS/MS 技術の飛躍的な進歩に

より，脂質の網羅的解析が可能となったことから，SM を含め SPL の組成が組織，

細胞間さらには細胞内局在が異なることが明らかとされている 21, 25．このことか

ら，SPL の組成は独自のメカニズムで制御され，分子内アシル基の鎖長によっ

て生理機能が異なる可能性がある．組織学的解析による分布情報は，分子の生

理機能を考察する上で重要であるが，これまで脂質は可視化が困難であった．

本研究では，MALDI-FTICR-IMS を用いてマウスの脳切片上における SM 分子種

を可視化し分布情報を得るとともに，それらの代謝酵素である CerS ファミリー

の分布と比較した． 

 

 MALDI-IMS は標的分子を認識するプローブが必要ないことから，生体内脂質

の可視化に有用であると期待されている．しかしながら，生体内には類似した

質量の分子が多く存在するため，一般的な TOF-MS の質量分解能では特定の標

的分子を特異的に検出する事が困難な場合がある．一方で，高質量分解能を有

する FTICR-MS を用いることで，TOF-MS では判別困難であった脂質分子を特

異的に検出できるものと期待されている 63, 64．そこで，まず本研究では

MALDI-FTICR-IMS を用いて SM 標品および組織切片を用いて SM の検出感度と

特異性を確認した．SM 標品を用いた検討では，得られたマススペクトルと SM

分子種の同位体分布理論値との比較，MS/MS による構造解析の結果から，

MALDI-FTICR-MS は目的分子を特異的に検出できていることを確認した．一方

で，MALDI-FTICR-MS の検出感度では，MS/MS による構造解析からホスホコリ

ンの有無しか決定できないため，LC/ESI-MS/MS による構造解析を組み合わせる

ことで，分子の同定精度をより高めることが可能であることを確認した．また，

MADLI-MS はしばしば定量精度が問題視されるが，SM 標品を用いて脂質濃度

とシグナル強度の間に良好な直線関係を確認した．したがって，同一測定内で

あれば MALDI-FTICR-MS で得られたイオンのシグナル強度は標的分子の存在

量を反映し，定性的な評価が可能であるものと推察された． 
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 また，本研究では，IMS を用いて，マウスの脳切片上において SM (d18:1/18:0)

が灰白質に，SM (d18:1/24:0) や SM (d18:1/24:1) が白質に分布することを明らか

とした．Delvolve らは，MALDI-Linear Ion Trap-MS を用いた IMS によってラッ

トの脳切片上で SM (d18:1/18:0) が灰白質に，SM (d18:1/24:1) が白質に分布する

ことを報告している 59．これらの報告は本研究で得られた結果と相関するもので

ある．これらの事実は，SM の分子内アシル基鎖長と組織内分布の関係が，手法

や動物種に関わらず再現される結果であることを示している．しかしながら，

SM 分子種の組織内分布がどのようなメカニズムで制御されているかについて

はこれまで示されていなかった． 

 

 SPL の組成が組織や細胞間で異なることはよく知られている 21．例えば，C24

極長鎖アシル基を持つ SM や Cer は肝臓や腎臓の主要な分子種であり 49–51，C18

長鎖アシル基を持つ SM や Cer は脳や骨格筋の主要な分子種である 22．本研究に

おいても同様の傾向が確認されている．一方で，アシル CoA の組成も組織間で

異なるが，アシル CoA と Cer の組成は相関が見られないことが報告されている

69．これらの報告から，SM や Cer の組成はアシル CoA ではなく合成酵素の分布

によって制御されている可能性が考えられる．SM は SMS1 あるいは SMS2 によ

って Cer から産生されるが，これらの酵素は Cer のアシル基鎖長に対して基質特

異性は示さないとされている 18–20．対照的に，CerS は 6 種のアイソザイムが存

在し，それぞれが独自の基質特異性と組織分布を示す 12, 21．例えば，CerS1 は

C18 長鎖アシル CoA を基質として好み脳や骨格筋に発現するが，CerS2 は C22

および C24 極長鎖アシル CoA を基質とし，幅広い組織に発現する 12, 21．本研究

においても，SM (d18:1/18:0) や Cer (d18:1/18:0) が高濃度に分布する前脳や小脳

において CerS1 遺伝子の発現が見られたのに対し，これらの SPL が微量にしか

存在しない肝臓や腎臓では CerS1 遺伝子の発現が非常に低いことを確認した．

対照的に，SM (d18:1/24:1) や Cer (d18:1/24:1) はいずれの組織にも存在し，CerS2

遺伝子も全ての組織で発現が認められた．これらの結果は，組織間で CerS 遺伝

子の発現分布と SM および Cer 分子種の組成は CerS の基質特異性の点で相関す

ることを示しており，SM 分子種の分布は Cer の段階で CerS によって制御され

ている可能性が示唆された． 
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 さらに，本研究では同様のメカニズムにより SM の組織内分布が制御されて

いるという仮説を立て，MALDI-FTICR-IMS と ISH によって SM 分子種と CerS

遺伝子をそれぞれ可視化し，両者の脳内分布の比較を行った．CerS2 は主に白質

に発現が見られ，視床，脳梁，海馬采，前交連および視索に強く発現していた．

同様に，SM (d18:1/24:0) や SM (d18:1/24:1) もミエリンが豊富な白質に分布が見

られた．対照的に，CerS1 は灰白質に広く発現しており，海馬，視床下部，尾状

核被殻，前嗅核，腹側線条体，黒質および大脳皮質に発現が見られた．同様に，

SM (d18:1/18:0) も神経細胞が豊富な灰白質に分布していた．本研究では組織中

の存在量と分子のイオン化効率の問題で MALDI-FTICR-IMS を用いて Cer を可

視 化 す る こ と は で き な か っ た が ， Roux ら は 銀 ナ ノ 粒 子 と

MALDI-LTQ-Orbitrap-MS を用いた IMS によってマウスの脳切片で  Cer 

(d18:1/18:0) が灰白質に分布し，Cer (d18:1/24:1) が白質に分布することを報告し

ている 70．このことから，SM 分子種の脳内分布は Cer の段階で CerS によって

制御されている可能性が示唆された．さらに，HepG2 細胞において CerS2 をノ

ックダウンすると，対応する極長鎖アシル基を持つ SM のみが減少したことか

らも，本研究の仮説が一部証明されたものと考えられる． 

 

 SM のアシル基と CerS との関係を明らかとする上で，GSL の組織内分布に関

する情報は重要である．GSL は特に脳において，SM と並んで Cer の主要な代謝

物である．一部の Cer は脳の小胞体において UDP-ガラクトースセラミド転移酵

素 (Cgt) の活性で GalCer に変換されるが，その他の Cer は輸送小胞によりシス

ゴルジ装置に輸送され，Ugcg の活性により GlcCer に変換された後，トランスゴ

ルジ装置に輸送される過程で LacCer, GM3 へと変換されていく 9, 13–15．通常，

MALDI-FTICR-MS や LC/ESI-MS/MS では GalCer と GlcCer の区別はできないた

め HexCer として同定されるが，脳において主要な HexCer は GalCer であり，肝

臓や腎臓において主要な HexCer は GlcCer であることが報告されている 22, 51．ま

た，GlcCer とそれに続く LacCer やガングリオシドは主に C18 長鎖アシル基を持

つのに対し，GalCer とそれに続くスルファチドは C22 や C24 極長鎖アシル基を

持つことが知られている 71．本研究では，MALDI-FTICR-IMS を用いて HexCer 

(d18:1/24:1) が SM (d18:1/24:0) や SM (d18:1/24:1) と同様に脳の白質に分布する

ことを示した．また，後藤らが金ナノ粒子と MALDI-TOF-MS を用いてマウス脳
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切片上の GSL を可視化した報告では，C24 アシル基を持つスルファチドが白質

に分布し，C18 アシル基を持つガングリオシド  (GM3 (d18:1/18:0), GM2 

(d18:1/18:0), GM1 (d18:1/18:0) および GD1 (d18:1/18:0)) が灰白質に分布するこ

とが示されている 71．その上，Ugcg は C18 アシル基を持つ LacCer やガングリ

オシドが豊富な灰白質に高発現することが報告されており 72，Cgt は C24 アシル

基を持つ GalCer やスルファチドが豊富な白質に高発現することが報告されてい

る 73．これらの事実から，GSL も SM と同様，組織内分布は分子内アシル基鎖

長に基づいて CerS により Cer の段階で決定されているものと考えられる． 

 

 これら SPL の分子の多様性の意義は未だ十分には解明されていないが，C18

長鎖アシル基を持つ SPL は脳において神経細胞が豊富な灰白質に，C24 極長鎖

アシル基を持つ SPL はシュワン細胞とミエリン豊富な白質にそれぞれ特徴的な

分布を示す．Ginkel らは CerS1 KO マウスを作製し，CerS1 を欠損させることで

C18 アシル基を持つ Cer, SM およびガングリオシドが著しく減少し，オリゴデン

ドロサイトミエリン糖タンパク質の発現も減少することを報告した 22．一方，

CerS2 を欠損させたマウスでは，C24 極長鎖アシル基を持つ Cer, SM および

GalCer が減少し，髄鞘の形成不全が起こることが報告されている 51, 74．これら

の知見から，C18 アシル基を持つ SPL はオリゴデンドロサイトの機能維持に，

C24 アシル基を持つ SPL は髄鞘の構造維持にそれぞれ重要な脂質であることが

示唆される．しかしながら，SM 特異的な生理機能については解明されておらず，

今後の更なる研究が必要である． 
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結論 

本研究では，MALDI-FTICR-IMS を用いてマウスの脳切片上における SM 分子

種の可視化を行い，ISH を用いて CerS 遺伝子の発現分布との比較を行った．そ

の結果，SM は分子内アシル基の鎖長によって脳内分布が異なり，対応する CerS

遺伝子の分布と相関することが明らかとなった．本研究により得られた知見は，

MALDI-FTICR-IMSが組織切片上におけるSMの可視化に有用な手法であること

を証明するとともに，酵素レベルで厳密に分布が制御された各 SM 分子は特定

臓器の高次構造や機能維持に重要な役割を果たしていることを示唆したという

点で有意義である． 
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第 2 章 

 
スフィンゴミエリン合成酵素 2 の標的

組織の探索と脂肪肝およびインスリン

抵抗性における役割の解明 
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緒言 

内臓脂肪の過剰蓄積は異所性脂肪蓄積とそれに付随する臓器障害を引き起こ

す．WAT から放出される FFA や DG は，肝臓において肝機能障害やインスリン

抵抗性を引き起こす他，骨格筋でのインスリン抵抗性や腎機能障害に関与する

ことも指摘されている 40–45． さらに，近年，FFA や DG のみならず Cer や GM3

などの SPL も肥満やインスリン抵抗性に関与することが相次いで報告されてい

る 46–48． 

 

SPL の一つである SM はマイクロドメインの形成や細胞内シグナル伝達の制

御に重要である他，ニーマンピック病をはじめとした種々の疾患への関与が報

告されている生理活性脂質である 20, 32．しかしながら，SMS1 KO マウスは耐性

致死の増加，ミトコンドリア機能異常による白色脂肪組織の減少や膵 β 細胞で

のインスリン産生能の低下が報告されており 33, 34，創薬の標的としては難易度が

高いと予想される．一方で，SMS2 KO マウスでは目立った表現型は見られず，

HFD 負荷によって惹起される肥満，インスリン抵抗性および脂肪肝が抑制され

ることが報告されている 35–37． そのメカニズムの一部として，SMS2 KO マウス

では肝臓中の総 SM 含量が減少し，マイクロドメインを介して脂肪酸トランス

ポーターである cluster of differentiation 36 (CD36) /脂肪酸トランスロカーゼ 

(FAT) による脂肪酸の取り込みが抑制されることが報告されている 35, 36．また，

ヒト SMS2 を肝臓に過剰発現させたマウスでは肝臓中の総 SM 含量が増加し，

HFD により惹起される脂肪肝が憎悪することが明らかとなっている 37, 75．その

メカニズムは十分に解明されていないが，SMS2 KO マウス由来の肝細胞は WT

マウス由来の肝細胞に比べてインスリンシグナルが亢進し，それには形質膜上

の SM/Cer 比の低下が寄与していること，肝臓の SMS2 が直接肝脂肪蓄積を制御

していることが報告されている 36, 37． 

 

近年，CerS ファミリーの KO マウスの表現型に関する報告が相次いでなされ

ており，Cer のアシル基鎖長が脂肪肝やインスリン抵抗性の発症に対して異なる

作用を示すことが明らかとなっている．CerS6 KO マウスは WT マウスに比べて

HFD 誘導性のインスリン抵抗性や脂肪肝が軽減されたことから，C16-Cer がイ

ンスリン抵抗性や脂肪肝の憎悪に関与することが指摘されている 76．一方，CerS2 
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KO マウスは WT マウスに比べて HFD 誘導性のインスリン抵抗性が悪化したこ

と，CerS2 ヘテロ接合 (Het) KO マウスは WT マウスに比べて HFD 誘導性の肥

満や脂肪肝が悪化したことから，C22 あるいは C24 極長鎖アシル基を持つ Cer

がインスリンシグナルを正に制御する可能性が指摘されている 77, 78．これらの知

見から，Cer を含む SPL のインスリン抵抗性や脂肪肝発症への寄与においてアシ

ル基の鎖長が重要であることが示唆される． 

 

LC/ESI-MS/MS は脂質分子の網羅的解析に汎用されるゴールドスタンダード

であり，脂質分子の生理機能の解明が飛躍的に進んでいる 29, 30．これらの手法は

分子の位置情報を得ることができないが，我々は第 1 章の研究において

MALDI-FTICR-IMS を用いた SM の可視化に成功しており，SM はアシル基の鎖

長に応じて脳内の分布が異なることを明らかとし，SM も Cer と同様，アシル基

の鎖長によって生理機能が異なる可能性を提示した．LC/ESI-MS/MS を用いた

SPL の量的・質的変動の解析に MALDI-FTICR-MS を用いた空間的変動の解析を

組み合わせることは，SMS2 の標的組織を探索する上で非常に有用であると考え

られる．  

 

そこで第 2 章では，1) 組織学的手法，生化学的手法により SMS2 KO マウス

の脂肪肝やインスリン抵抗性をはじめとする表現型を確認すること，2) リピド

ミクス等の手法を用いて SMS2 の標的組織ならびにそれらの組織における脂質

変化を探索するとともに，脂肪肝等の表現型への関与を解明することを目的と

した．  
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実験方法 

1. 動物 

本研究の動物実験は「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定」およ

び「塩野義製薬株式会社 動物実験適正運用委員会」に承認された実験計画書

に則り実施した．塩野義製薬株式会社における動物実験は国際実験動物ケア評

価認証協会に承認された動物実験施設内で実施した．  

 

SMS2 KO マウスは共同研究者の五十嵐らが過去の報告に記載された手法で

C57BL/6N バックグラウンドを用いて作製した系統を使用した 35．同系統の

SMS2 Het KO マウスを塩野義製薬株式会社油日ラボラトリーズ (Aburahi, Japan) 

に導入し，同系交配して得られた WT あるいは SMS2 KO マウスをそれぞれ同系

交配して維持されたものを使用した．これらの雄性マウスを北海道大学大学院

医学研究科附属動物実験施設内動物飼育室あるいはアイソトープ総合センター

内動物飼育室に搬入し，温度および湿度を一定に制御した飼育環境下において

12 時間あるいは 13 時間明–11 時間暗の照明周期で 1 週間馴化飼育した． 

 

SMS2 肝臓特異的 KO (LcKO) マウスは共同研究者の奥田らが作製した系統を

使用した．loxP-floxed (fl) SMS2 マウスを作製するため，過去に報告された方法

により相同遺伝子組換え用ベクターを作製した (図 18A)79, 80．得られたターゲッ

ティングベクターはマウス胚性幹 (ES) 細胞に導入した 81．組換えクローンと思

わ れ る ES 細 胞 は 標 的 配 列 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー  (forward 

5′-TTCCTGACTAGGGGAGGAGTAGAAG-3′, reverse 

5′-ACCATATGGTGGAGCCAAAATGG-3′) を用いて確認した．キメラマウスは過

去に報告された方法で作製した 81, 82．得られた雄性のキメラマウス (SMS2fl/+)  

は雌性の CAG-FLPe Het トランスジェニックマウス 83 と交配し，得られた

SMS2ΔNeofl/+; FLPetg/+マウスは CAG-FLPe を除去するために WT マウスと交配し

た．得られた SMS2ΔNeofl/+マウスは同系交配し，ホモ接合性の SMS2ΔNeofl/ΔNeofl マ

ウスを得た．また，雄性のヘテロ接合性 SMS2fl/+マウスを雌性の CMV-Cre トラ

ンスジェニックマウス 84 と交配し，SMS2 Het KO (SMS2+/-; CMV-Cretg/+) マウス

を得た．CMV-Cre を除去しアルブミン (Alb)-Cre を導入するため，SMS2+/-; 

CMV-Cretg/+マウスを Alb-Cre トランスジェニック (Alb-Cretg/tg) マウス 85 と交配
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した．SMS2 LcKO (SMS2ΔNeofl/-; Alb-Cretg/+) マウスを得るために，SMS2+/-; 

Alb-Cretg/+マウスと SMS2ΔNeofl/ΔNeoflマウスを交配した．得られたマウスの遺伝子

型 は 標 的 遺 伝 子 特 異 的 な プ ラ イ マ ー  (forward 

5′-ATTAAAATATTGGATCCAGGCGTG-3′, reverse 

5′-GAGTATGCTAGGTTGCAGCTAATTC-3′) を用いて調べた (図 18B)．各組織に

おける Sgms2 の発現量を調べたところ，肝臓においてのみ Sgms2 が欠損してい

た  ( 図 18C) ． CAG-FLPe ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 

(C57BL/6-Tg(CAG-flpe)36Ito/ItoRbrc) はナショナルバイオリソースプロジェク

ト を 通 し て RIKEN BRC (Wako, Japan) か ら 入 手 し た ． CMV-Cre 

(B6.C-Tg(CMV-cre)1Cgn/J) あるいは Alb-Cre (B6.Cg-Tg(Alb-cre)21Mgn/J) トラン

スジェニックマウスは Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) から入手した． 

 

 
図 18. SMS2 LcKO マウスの作製法．ターゲッティングベクターの模式図を示す

(A)．Sgms2 遺伝子の Exon3 の両端に loxP を導入した．黒三角は loxP，白三角

は FRT を表す．得られた SMS2⊿Neoflマウスと ES 細胞の遺伝子型判定の結果を

示す (B)．肝臓，腓腹筋 (Gas)，副睾丸周囲白色脂肪組織 (eWAT) および肩甲

骨間褐色脂肪組織 (iBAT) における Sgms2 の発現量を示す．データは平均値 ± 
標準誤差 (n=4/群) で表す．肝臓においてのみ SMS2 が欠損している． 

 

2. SMS2 KO マウスにおける代謝実験 

 WT および SMS2 KO マウス (6–8 週齢) に ND あるいは HFD (34.9% fat, 58Y1; 

TestDiet, St. Louis, MO)を 3–23 週間与え，体重を週 1 回 12 週間測定した．飼料お

よび水は自由摂取させた．その後，IMS および LC/ESI-MS/MS を用いた脂質解

析を行うため，一部の動物を 10 週齢時に 16 時間絶食した後，イソフルラン麻

酔下で解剖し，組織を採取した．採取した組織は粉末ドライアイス上で凍結し，
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実験に使用するまで−80 °C で保存した．また，残りの動物において OGTT を 17

週齢，ITT を 19 週齢でそれぞれ施行した．18F-FDG を用いた糖代謝の評価は 20–

21 週齢で実施した．各組織におけるインスリンシグナルの評価は 15 または 31

週齢で行った．血液および組織の採取は 15, 20 または 31 週齢において 16 時間

絶食後にイソフルランによる吸入麻酔下で行った．血液は 5 mM EDTA を加えて

13,000 ×g, 4 °C で 3 分間遠心分離し，血漿を回収した．血漿と組織サンプルは瞬

間凍結し解析を行うまで−80 °C で保存した． 

 

3. SMS2 Het KO マウスにおける代謝実験 

 WT および SMS2 Het KO マウス (5–10 週齢) に HFD を 10 週間与え，体重を

週 2 回 4 週間測定した．OGTT は 20 週齢で実施した．血液および組織の採取は

15, 20 または 31 週齢において 16 時間絶食後にイソフルランによる吸入麻酔下で

行った．血液は 5 mM EDTA を加えて 13,000 ×g, 4 °C で 3 分間遠心分離し，血漿

を回収した．血漿と組織サンプルは瞬間凍結し解析を行うまで−80 °C で保存し

た． 

 

4. SMS2 LcKO マウスにおける代謝実験 

 対照 (SMS2 Het KO) および SMS2LcKO マウス (6−7 週齢) に HFD を 32 週間

与え，体重を週 1 回 10 週間測定した．OGTT は 20−21 週齢，ITT は 25−26 週齢

で実施した．血液および組織の採取は 31−32 週齢において 16 時間絶食後にイソ

フルランによる吸入麻酔下で行った．血液は 5 mM EDTA を加えて 13,000 ×g, 

4 °C で 3 分間遠心分離し，血漿を回収した．血漿と組織サンプルは瞬間凍結し

解析を行うまで−80 °C で保存した． 

 

5. 経口糖負荷試験 (OGTT) およびインスリン負荷試験 (ITT) 

 OGTT においては，マウスを 16 時間絶食し，グルコース溶液  (Otsuka 

Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Japan) を SMS2 KO マウスにおける代謝実験では

2 g/kg，SMS2 Het KO マウスおよび SMS2 LcKO マウスにおける代謝実験では 1 

g/kg でそれぞれ経口投与した．ITT においては，マウスを 5 時間絶食し，インス

リン溶液 (Humulin R, Eli Lilly & Co., Indianapolis, IN) を ND 給餌条件下では 0.3 

U/kg，HFD 給餌条件下では 0.75 U/kg でそれぞれ腹腔内投与した．グルコースま
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たはインスリン溶液投与前後 (0, 15, 30, 60, 90 および 120 分後) に採血し，血糖

値と血漿インスリン値を測定した． 

 

6. 脂質の抽出と LC/ESI-MS/MS を用いた測定 

 SMS2 KO マウスおよび SMS2 LcKO マウスにおける代謝実験では，総脂質お

よび SPL を第 1 章で述べた方法を用いて抽出した．内部標準は SM 

(d18:1/16:0-d31), Cer (d18:1/16:0-d31), TG (17:0/17:1/17:0-d5) および GlcCer 

(d18:1/17:0) を用いた．また，LC/ESI-MS/MS を用いた脂質の測定および同定も

第 1 章で述べた方法に準じて実施した．SM, Cer および GlcCer は標品を用いて

定量し，組織中含量においては μg/g tissue dry weight，血漿中含量においては

μg/mL でそれぞれ表した．TG および DG の組織中含量においては内部標準に対

する面積比で表した． 

 

 SMS2 Het KO マウスにおける代謝実験では，水分を含んだ組織を用いて第 1

章で述べた方法に従い SPL を抽出した．LC/ESI-MS/MS による解析は UPLC 

system (Waters Corp.) と API5000 triple quadrupole mass spectrometer (AB SCIEX, 

Framingham, MA, USA) を用いて実施した．脂質の分離はAcquity UPLC BEH C18 

column (100 × 2.1 mm i.d., 1.7 µm; Waters Corp.) を用い，LC は移動相 A (水，1%

酢酸アンモニウム，0.1%ギ酸，0.00005%リン酸の混合液)と移動相 B (50%アセト

ニトリル，50% 2-プロパノール，1%酢酸アンモニウム，0.1%ギ酸の混合液)を用

いたリニアグラジエントで行い，流速は 0.6 mL/min とした. グラジエントは 0–

0.5 分 (25% B), 0.5–2 分 (65% B), 2–6.5 分 (85% B), 6.5–7.5 分 (95% B), 7.5–8.5 分 

(99% B) の設定で実施した．SM および Cer の定量解析は Analyst 1.4 data system 

(AB SCIEX) を用いて行った． 

 

 また，いずれの実験においても肝臓中 TG 含量は項目 8 に記載の通り，トリグ

リセリド E-テストワコー (Wako Pure Chemical Co., Ltd., Osaka, Japan) による測

定も実施した． 

 

7. MALDI-FTICR-IMS 

 凍結組織切片の作製および MALDI-FTICR-IMS は第 1 章の実験方法に記載さ
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れたプロトコルで行った． 

 

8. 生化学的解析 

 血糖値は Precision Exceed (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) を用いて測定し

た．血漿インスリン値は超高感度マウスインスリン測定キット  (Morinaga 

Institute of Biological Science, Inc., Yokohama, Japan) で測定した．HOMA-R は過去

の報告に準じて算出した 86．TG, 総コレステロール (TC) および非エステル化

脂肪酸 (NEFA) の血漿あるいは組織抽出物中濃度はトリグリセリド E-テストワ

コー (Wako Pure Chemical Co., Ltd., Osaka, Japan), コレステロール E-テストワコ

ー (Wako Pure Chemical Co., Ltd.) および NEFA C-テストワコー (Wako Pure 

Chemical Co., Ltd) を用いて測定した．血漿アラニンアミノトランスフェラーゼ 

(ALT) とアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ (AST) 濃度はトランスア

ミナーゼ CII-テストワコー (Wako Pure Chemical Co., Ltd.) で測定した． 

 

9. RNA の抽出とリアルタイム PCR 

動物組織からの総 RNA の抽出とリアルタイム PCR は第 1 章の実験方法に記

載されたプロトコルで行った．逆転写は PrimeScript RT Reagent Kit (Takara Bio 

Inc.) を用いて製造業者のプロトコルに従い行った．リアルタイム PCR に用いた

プライマーは第 1 章の表 1 および本章表 4 に示した配列を使用した．目的遺伝

子の発現量は Rn18s あるいは Gapdh の発現量で補正し，ND を与えた WT マウ

スに対する発現比率で表示した．各組織の Sgms1 と Sgms2 の発現量は，Sgms1

に対する発現比率で表示した．  

 

表 4. リアルタイム PCR に用いたプライマーの一覧. 

Primers Sequences 5′–3′ 

Rn18s Forward TTCTGGCCAACGGTCTAGACAAC 

Rn18s Reverse CCAGTGGTCTTGGTGTGCTGA 

Sgms1 Forward ACCACCGTGTGCTTCTGTATCCTA 

Sgms1 Reverse AAATGGCTTACAGCCCTGTCTTTG 

Sgms2 Forward GATTACTTCGACCGGGTCAA 

Sgms2 Reverse GCACAGGTAACGTAGTGACA 
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Elovl1 Forward TCCCTTTGAACCCTTCACTGCT 

Elovl1 Reverse ATCAGCTCGTGGTACAAGTTCACAA 

Elovl2 Forward GCAGCTGAAGGCCTTTGATAATG 

Elovl2 Reverse AGGTAAGAGTCCAGCAGGAACCAC 

Elovl3 Forward TGGTCCTTCTTCCTGGCAAT 

Elovl3 Reverse AGGATGATGAAGGCCGTGT 

Elovl4 Forward GAGTTCTATCGCTGGACCTGGAC 

Elovl4 Reverse AGAGCGTGCTTATGCTTATCGTTG 

Elovl5 Forward ACATCTGGTGGTTTGTGATGAACTG 

Elovl5 Reverse TGAGGACATGGATGAAGCTGTTG 

Elovl6 Forward TCAACGAGAACGAAGCCATCC 

Elovl6 Reverse AGTCAGCGACCAGAGCACGA 

Elovl7 Forward CAATGGGACCAGCCTACCAGA 

Elovl7 Reverse TCTGGCCTATGTGGATAGTGACAAG 
Smpd1 Forward TGGGACTCCTTTGGATGGG 
Smpd1 Reverse CGGCGCTATGGCACTGAAT 
Ugcg Forward GGAATGGCCTTGTTCGGCT 
Ugcg Reverse CGGCTGTTTGTCTGTTGCC 
Gba Forward GCCAGGCTCATCGGATTCTTC 
Gba Reverse CACGGGGTCAAGAGAGTCAC 
Mttp Forward CTCTTGGCAGTGCTTTTTCTCT 
Mttp Reverse GAGCTTGTATAGCCGCTCATT 
Srebf1 Forward TGACCCGGCTATTCCGTGA 
Srebf1 Reverse CTGGGCTGAGCAATACAGTTC 
Fasn Forward GGAGGTGGTGATAGCCGGTAT 
Fasn Reverse TGGGTAATCCATAGAGCCCAG 
Scd1 Forward CTGGCACATCAACTTCACCA 
Scd1 Reverse TCAGCTACTCTTGTGACTCC 
Dgat1 Forward TCCGTCCAGGGTGGTAGTG 
Dgat1 Reverse TGAACAAAGAATCTTGCAGACGA 
Dgat2 Forward GCGCTACTTCCGAGACTACTT 
Dgat2 Reverse GGGCCTTATGCCAGGAAACT 
Cd36 Forward AATGAGACTGGGACCATTG 
Cd36 Reverse AAGCAACAAACATCACCAC 
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Ppara Forward GATTGTGCACGTGCTTAAGC 
Ppara reverse GACTCGGTCTTCTTGATGAC 
Pgc1a Forward TATGGAGTGACATAGAGTGTGCT 
Pgc1a Reverse CCACTTCAATCCACCCAGAAAG 
Cpt1a Forward CTCCGCCTGAGCCATGAAG 
Cpt1a Reverse CACCAGTGATGATGCCATTCT 
Cpt1b Forward GCACACCAGGCAGTAGCTTT 
Cpt1b Reverse CAGGAGTTGATTCCAGACAGGTA 
Fabp3 Forward ACCTGGAAGCTAGTGGACAG 
Fabp3 Reverse TGATGGTAGTAGGCTTGGTCAT 
Insr Forward AGAACAAGGCTCCTGAGAG 
Insr Reverse GGGGATGTGTTCATCATAG 
Slc2a4 Forward ATCTTGATGACCGTGGCTC 
Slc2a4 Reverse ATACTGGAAACCCATGCCG 
Pdha1 Forward GAAATGTGACCTTCATCGGCT 
Pdha1 Reverse TGATCCGCCTTTAGCTCCATC 
G6pc Forward AAGTTGCTCCCATTCCGCTT 
G6pc Reverse TTGTGTGTCTGTCCCAGGAT 
Pck1 Forward CGGCTACATCCCTAAGGAAA 
Pck1 Reverse GAGCTCCCTCTCAATTTCGT 
Cs Forward GGACAATTTTCCAACCAATCTGC 
Cs Reverse TCGGTTCATTCCCTCTGCATA 
Sdhb Forward AATTTGCCATTTACCGATGGGA 
Sdhb Reverse AGCATCCAACACCATAGGTCC 
Cox5a Forward GCCGCTGTCTGTTCCATTC 
Cox5a Reverse GCATCAATGTCTGGCTTGTTGAA 
Hadha Forward TGCATTTGCCGCAGCTTTAC 
Hadha Reverse GTTGGCCCAGATTTCGTTCA 
Ech1 Forward GCTACCGCGATGACAGTTTC 
Ech1 Reverse TCAGAGATCGAAGGCTGATGTT 
Cpt2 Forward CAGCACAGCATCGTACCCA 
Cpt2 Reverse TCCCAATGCCGTTCTCAAAAT 
Cact Forward GACGAGCCGAAACCCATCAG 
Cact Reverse AGTCGGACCTTGACCGTGT 
Ddit3 Forward CTGGAAGCCTGGTATGAGGAT 
Ddit3 Reverse CAGGGTCAAGAGTAGTGAAGGT 
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Atf3 Forward GAGGATTTTGCTAACCTGACACC 
Atf3 Reverse TTGACGGTAACTGACTCCAGC 
Xbp1 Forward AGCAGCAAGTGGTGGATTTG 
Xbp1 Reverse GAGTTTTCTCCCGTAAAAGCTGA 
Ccl2 Forward AGCAGCAGGTGTCCCAAAGA 
Ccl2 Reverse GTGCTGAAGACCTTAGGGCAGA 
Tnfa Forward ACTCCAGGCGGTGCCTATGT 
Tnfa Reverse GTGAGGGTCTGGGCCATAGAA 
Il6 Forward CCACTTCACAAGTCGGAGGCTTA 
Il6 Reverse CCAGTTTGGTAGCATCCATCATTTC 
 
10. 組織学的解析 

第 1 章に示したプロトコルに従い H&E 染色を行った． 

 

11. ウエスタンブロットによるインスリンシグナルの評価 

ND あるいは HFD を与えた各マウスを 16 時間絶食し，イソフルランによる吸

入麻酔下においてインスリン溶液 (Humulin R, Eli Lilly & Co.) を 125 U/kg で静

脈内投与した．肝臓，腓腹筋および腸間膜白色脂肪組織 (mWAT) を 3, 5, 7 分後

にそれぞれ採取し，各組織を瞬間凍結後，分析まで−80 °C で保存した．凍結組

織は Pierce Protease and Phosphatase Inhibitor Mini Tablets (Thermo Fisher Scientific 

Inc.) および 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (Thermo Fisher Scientific Inc.) を

添加した RIPA buffer (Thermo Fisher Scientific Inc.) 中でビーズ式ホモジナイザー

を用いて破砕した．ホモジネイトは 13,000 ×g，4 °C で 3 分間遠心分離し，上清

を回収した．ライセートのタンパク質濃度は BCA Assay Reagent (Thermo Fisher 

Scientific Inc.) を用いて測定し，Laemmli sample buffer (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA) を加えて 100 °C で 3 分間還元させた．1 レーンあたり 8–40 µg 相

当のタンパク質を e-PAGEL (Atto Corp., Tokyo, Japan) にアプライし，4–20% 

SDS-PAGE を行った後，iBlot Dry Blotting System (Thermo Fisher Scientific Inc.) を

用いて polyvinylidene fluoride membrane に転写した．ブロッキングは ECL Prime 

Blocking Reagent (GE Healthcare UK Ltd., Amersham, UK) を用いて実施し，抗体は

以下の抗体を用いた: anti-phospho Akt Ser473 (1:2,000, Cell Signaling Technologies, 

Beverly, MA), anti-Akt (1:1,000, Cell Signaling Technologies), anti-phospho-insulin 

receptor β subunit (IRβ) Tyr1162/1163 (1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), 
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anti-IRβ (1:1,000, Cell Signaling Technologies) and anti-rabbit secondary antibody 

(1:5,000, Life Technologies)．化学発光は Amersham ECL Prime (GE Healthcare UK 

Ltd.) および ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare UK Ltd.) を用いて検出し，

Multi Gauge software v3.1 (Fujifilm Corporation, Tokyo, Japan) で定量解析した．各

組織におけるインスリンシグナルは，リン酸化 IRβ と総 IRβ あるいはリン酸化

Akt と総 Akt の比率で算出した． 

 

12. 18F-FDG の血中クリアランスと組織取り込みの評価 
18F-FDGはHokkaido University Hospital (Sapporo, Japan) より供給されたものを

使用した．マウスは 16 時間絶食後にイソフルランで吸引麻酔した．18F-FDG 溶

液 (17.8 ± 0.1 MBq/マウス) を静脈内投与した 1 分後にグルコース溶液 (2 g/kg) 

を経口投与した．18F-FDG 溶液の投与前および後 (1, 15, 30, 60, 90, 120 分) に採

血を行い，血糖値を測定した．また，残りの血液は血漿を分離した後，インス

リン値を測定した．PET-コンピューター断像撮影  (CT) スキャンは Inveon 

small-animal PET/SPECT/CT system (Siemens Medical Solutions, Knoxville, TN) を

用いて過去の方法に準じ 87, 88，18F-FDG 投与 100 分後に実施した．PET スキャン

中は，イソフルラン吸入麻酔下で各マウスの体温を 35.1 ± 0.1 °C に維持した．各

組織の 18F-FDG 取り込みを評価するため，過去の報告に従い standardized uptake 

value (SUV) を算出した 89．各組織は 18F-FDG 投与 120 分後に採取し，重量を測

定した．血漿および各組織サンプルの放射活性は gamma counter (Wizard 3” 1480 

Automatic Gamma Counter, PerkinElmer, Inc., Waltham, MA) で測定した．各サンプ

ルの放射活性は percent injected dose (%ID) を算出し，血漿量および体重 

(%ID/mL × kg) あるいは組織重量および体重 (%ID/g × kg) で補正した．18F-FDG

の集積比率は組織/血液比 (T/B ratio) で表した． 

 

13. 統計学的解析 

データは平均値 ± 標準誤差で表した．統計学的解析は SAS v9.4 を用いた

two-way ANOVAと post hoc Tukey-Kramer, Bonferroni–Dunn testによる多群間比較

検定により行った．p < 0.05 を統計学的有意差ありと判断した． 
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結果 

1. SMS2 の欠損による体重増加および血漿生化学値における作用 

 SMS2 の欠損による体重や血漿生化学値に及ぼす影響は過去に報告されてい

るが 35, 36，これらの表現型は飼育環境の影響が大きく，糖・脂質代謝と密接に関

係することから，本研究において再現性を確認した．過去の報告と同様，ND 給

餌条件下では SMS2 の欠損による体重の有意な変化は見られなかったが，HFD

給餌条件下ではSMS2の欠損によって体重増加が有意に抑制された (図19A, B)．

これらの結果から，SMS2 の欠損により HFD 誘導性の肥満が抑制されることが

示唆された． 

 

 

図 19．SMS2 の欠損が体重に及ぼす影響．ND あるいは HFD を 12 週間与えた

WTおよびSMS2 KOマウスの代表的な肉眼所見 (A) および体重増加の推移 (B)．
データは平均値 ± 標準誤差 (n=20–27/群) で表す．統計学的解析は two-way 
ANOVA と post hoc Bonferroni–Dunn test で行い，対応する WT マウスに比べて

p<0.05 の場合に統計学的有意差ありと判断した．**p<0.01．SMS2 KO マウスは

WT マウスに比べて HFD 給餌による体重増加が抑制されている． 
 

また，血漿脂質代謝パラメータでは，TC および TG 値は ND，HFD いずれの

給餌条件下でも SMS2 の欠損による有意な変化は認められなかったが，NEFA 値

は ND 給餌条件下において SMS2 の欠損により有意に増加した (図 20A–C)．血

漿肝機能マーカーである ALT および AST 値は，ND 給餌条件下では両群の間に

有意な変化が見られなかったが，HFD 負荷による増加が SMS2 の欠損によって
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有意に抑制された (図 20D, E)．一方，糖代謝パラメータでは，血糖値は ND，

HFD いずれの給餌条件下でも SMS2 の欠損による有意な変化が認められなかっ

た．血漿インスリン値および HOMA-R については，ND 給餌条件下では両群の

間に有意な変化が見られなかったが，HFD 負荷による増加が SMS2 の欠損によ

って有意に抑制された (図 20F–H)．これらの結果から，SMS2 の欠損によって

HFD 誘導性の肝機能障害とインスリン抵抗性が改善する可能性が示唆された． 

 

 
図 20．SMS2 の欠損が血漿生化学値に及ぼす影響．ND あるいは HFD を 12 週間

与えた WT および SMS2 KO マウスの血漿 TC (A), TG (B), NEFA (C), ALT (D), 
AST (E) 値，血糖値 (F)，血漿インスリン値 (G) および HOMA-R (H)．データ

は平均値 ± 標準誤差 (n=20–27/群) で表す．統計学的解析は two-way ANOVA と

post hoc Tukey–Kramer test で行い，対応する WT マウスに比べて p<0.05 の場合に

統計学的有意差ありと判断した．*p<0.05, **p<0.01．SMS2 KO マウスは WT マウ

スに比べて HFD により惹起される肝機能障害やインスリン抵抗性が抑制されて

いる． 
 

2. SMS2 の欠損による耐糖能およびインスリン感受性亢進作用 

 次に，SMS2 の欠損による耐糖能およびインスリン感受性への作用を検証する

ため，OGTT および ITT を施行した．OGTT では血糖値に加えてインスリン値の

経時変化も測定し，グルコース依存的インスリン分泌 (GSIS) を評価した．
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OGTT においては，ND，HFD いずれの給餌条件下でも SMS2 KO マウスは WT

マウスに比べ耐糖能が有意に改善し，GSIS が有意に減少した (図 21A–D)．また，

ITT においても，ND，HFD いずれの給餌条件下でも SMS2 KO マウスは WT マ

ウスに比べインスリン感受性が有意に亢進した (図 21E, F)．これらの作用は，

いずれも ND 給餌条件下よりも HFD 条件下の方が両群の差が顕著であった．こ

れらの結果から，過去の報告と同様に 35, 36，SMS2 の欠損によってインスリン感

受性が亢進することで全身の糖代謝が亢進する可能性が示唆された． 

 

 
図 21．SMS2 の欠損が耐糖能およびインスリン感受性に及ぼす影響．ND あるい

は HFD を 8 週間与えた WT および SMS2 KO マウスの OGTT を実施した際の血

糖値の推移と血中濃度－時間曲線下面積 (AUC) (A, B)，血漿インスリン値の推

移とAUC (C, D) を示す．NDあるいはHFDを10週間与えたWTおよびSMS2 KO
マウスの ITT を実施した際の血糖値の推移と AUC を示す (E, F)．データは平均

値  ± 標準誤差  (n=11–19/群) で表す．統計学的解析は two-way ANOVA と

Bonferroni–Dunn test あるいは Student’s unpaired t-test で行い，対応する WT マウ

スに比べて p<0.05 の場合に統計学的有意差ありと判断した．*p<0.05, **p<0.01．
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SMS2 KO マウスは WT マウスに比べて耐糖能やインスリン感受性が亢進してい

る． 
 

3. WT および SMS2 KO マウスの各組織における SMS1 と SMS2 遺伝子の発現

量の比較 

次に，SMS2 の標的組織を探索するため，ND を与えた WT マウスの肝臓，腎

臓，脳，eWAT，胃，小腸上部および下部における Sgms1 と Sgms2 の発現比率を

リアルタイム PCR により検討した．その結果，脳や eWAT では Sgms1 の発現量

が Sgms2 に比べ著しく高かったが，肝臓，腎臓，胃，小腸上部および下部にお

いては Sgms2 の発現量が Sgms1 よりも高かった (図 22)．この結果から，これら

の組織におけるSMのde novo合成はSMS2に依存している可能性が示唆された．

一方，SMS2 KO マウスにおいては WT マウスに比べ Sgms1 の発現量に変化は見

られず，全ての組織において Sgms2 の発現が認められなかった．これらの結果

から，インスリン抵抗性や糖尿病に関連が深く，SMS2 の発現量が高い肝臓と腎

臓に注目し，以降の検討を行うこととした． 

 

 
図 22. WT および SMS2 KO マウスの各組織における Sgms1 と Sgms2 発現量の

比較．目的遺伝子の発現量を Gapdh の発現量で補正し，WT マウスの各組織に

おける Sgms1 に対する発現比率で示す．データは平均値 ± 標準誤差 (n = 3) で
示す．肝臓，腎臓および消化管では Sgms2 が高発現したが，脳や eWAT では Sgms1
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が高発現した．  
 

4. MALDI-FTICR-IMS を用いた腎臓切片上の SM 分子種組織内分布の可視化 

まず，IMS によってマウスの肝臓および腎臓における SM の分布を可視化で

きることを確認するため，ND を与えた WT マウスの腎臓切片を用いて，

MALDI-FTICR-IMS による SM 分子種の可視化と組織内分布の評価を行った．

MALDI-FTICR-MS を用いて腎臓切片で得られたマススペクトルから，SM 

(d18:1/16:0; m/z 741.53), SM (d18:1/18:0; m/z 769.55), SM (d18:1/22:0; m/z 825.62), 

SM (d18:1/24:1; m/z 851.64) および SM (d18:1/24:0; m/z 853.65) を検出・同定した 

(図 23). 腎臓切片上では，SM (d18:1/16:0), SM (d18:1/22:0), SM (d18:1/24:0) およ

び SM (d18:1/24:1) のシグナルが強く検出された一方で，SM (d18:1/18:0) と SM 

(d18:1/18:1) は弱いシグナルが検出された (図 23)． 
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図 23. MALDI-FTICR-MS を用いて WT マウスの腎臓切片から得られたマスス

ペクトル．マスレンジ m/z 739–854 のマススペクトルを示す．矢印は[SM 

(d18:1/16:0) +K]+, [SM (d18:1/18:0) +K]+, [SM (d18:1/22:0) +K]+, [SM (d18:1/24:0) 

+K]+および[SM (d18:1/24:1) +K]+と同定されたピークを示す． 

 

続いて，MALDI-FTICR-MS により得られたマススペクトルから画像を構成し，

IMS による各 SM 分子種の可視化を行った．興味深いことに，腎臓切片上で SM

はアシル基の鎖長に応じて異なる組織内分布を示した (図 24)．SM (d18:1/16:0) 

は腎皮質と髄質の境界部分に特徴的な分布を示した (図 24B)．一方で，SM 

(d18:1/22:0) は髄質において高濃度に分布した (図 24E)．SM (d18:1/24:0)は腎皮

質と髄質に分布が見られ (図 24F)，SM (d18:1/24:1) は主に腎皮質に分布が見ら
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れた (図 24G)． 

 

 
図 24. MALDI-FTICR-IMS を用いた WT マウスの腎臓切片における SM の組織

内分布の可視化．腎臓切片の H&E 染色像 (A)．腎皮質 (Cx), 髄質 (Med) およ

び腎盂 (Pv) を破線で区切った．MALDI-FTICR-IMS により可視化した[SM 

(d18:1/16:0) +K]+ (B), [SM (d18:1/18:0) +K]+ (C), [SM (d18:1/18:1) +K]+ (D), [SM 

(d18:1/22:0) +K]+ (E), [SM (d18:1/24:0) +K]+ (F)および[SM (d18:1/24:1) +K]+ (G)の

分布．スケールバー = 1 mm．アシル基の鎖長に応じて SM 分子種ごとに異なっ

た分布が見られる． 

 

5. MALDI-FTICR-IMS を用いた肝臓切片上の SM 分子種組織内分布の可視化 

同様に，ND を与えた WT マウスの肝臓切片を用いて，MALDI-FTICR-IMS に

よる SM 分子種の可視化と組織内分布の評価を行った．まず，MALDI-FTICR-MS

を用いて肝臓切片で得られたマススペクトルから，SM (d18:1/16:0; m/z 741.53), 

SM (d18:1/18:0; m/z 769.55), SM (d18:1/22:0; m/z 825.62), SM (d18:1/24:1; m/z 

851.64) および SM (d18:1/24:0; m/z 853.65) の 5 種類の SM 分子種を検出・同定し

た (図 25)．肝臓切片上においては SM (d18:1/22:0), SM (d18:1/24:0) および SM 

(d18:1/24:1) のシグナルが強く検出された一方で，SM (d18:1/16:0), SM 

(d18:1/18:0) および SM (d18:1/18:1) のシグナルは非常に弱いものであった (図

25). 
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図 25. MALDI-FTICR-MS を用いて WT マウスの肝臓切片から得られたマスス

ペクトル．マスレンジ m/z 739–854 のマススペクトルを示す．矢印は[SM 

(d18:1/16:0) +K]+, [SM (d18:1/18:0) +K]+, [SM (d18:1/22:0) +K]+, [SM (d18:1/24:0) 

+K]+および[SM (d18:1/24:1) +K]+と同定されたピークを示す． 

 

MALDI-FTICR-MS により得られたマススペクトルから画像を構成し，IMS に

よる各 SM 分子種の可視化を行った．その結果，肝臓は比較的均一な組織であ

ることからいずれの SM も普遍的な分布を示したが (図 26)，血管において SM 

(d18:1/16:0) と SM (d18:1/18:0) が高濃度で分布し，血液中の SM 組成を反映して

いるものと推察された (図 26 A–C). 

 



68 
 

 

図 26. MALDI-FTICR-IMS を用いた WT マウスの肝臓切片における SM の組織

内分布の可視化．肝臓切片の H&E 染色像 (A)．矢印は血管領域を表す．

MALDI-FTICR-IMS により可視化した[SM (d18:1/16:0) +K]+ (B), [SM (d18:1/18:0) 

+K]+ (C), [SM (d18:1/18:1) +K]+ (D), [SM (d18:1/22:0) +K]+ (E), [SM (d18:1/24:0) 

+K]+ (F)および[SM (d18:1/24:1) +K]+ (G) の分布．スケールバー = 1 mm．肝臓切

片上では SM 分子が普遍的に分布するが，血管部分には SM (d18:1/16:0) や SM 

(d18:1/18:0) が比較的高濃度で分布する． 

 

6. LC/ESI-MS/MS，MALDI-FTICR-IMS およびリアルタイム PCR を用いた WT

マウスと SMS2 KO マウスの腎臓における SPL 代謝の比較 

 次に，LC/ESI-MS/MS を用いて ND あるいは HFD を 3 週間与えた WT および

SMS2 KO マウスの腎臓における SM と Cer 分子種の量的変化を比較した．HFD

を与えた WT および SMS2 KO マウスは ND を与えた WT および SMS2 KO マウ

スに比べ腎臓中で C18–C22 アシル基を持つ SM や Cer が増加し，C24 アシル基

を持つ SM や Cer が減少する傾向が見られた (図 27A, B)．一方，ND 給餌下にお

いては SMS2 KOマウスはWTマウスに比べ腎臓中でC24極長鎖アシル基を持つ

SM が減少し，同じく C24 アシル基を持つ Cer が増加傾向を示した (図 27A, B)．

HFD 給餌下においては SMS2 KO マウスは WT マウスに比べ腎臓中で C18–C24

アシル基を持つ SM が減少する傾向が見られ，C22–C24 アシル基を持つ Cer が
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増加傾向を示した (図 27A, B)．また腎臓において SPL の代謝を制御する SMS, 

CerS および脂肪酸伸長酵素 (Elovl) ファミリーの遺伝子発現を検証したが，こ

れらの遺伝子においてSMおよびCerの分子種ごとの変動を説明できるような変

動は認められなかった (図 27C–E)． 

 

 

図 27. ND あるいは HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスの腎臓における

SPL 代謝の比較．LC/ESI-MS/MS を用いて測定した各マウスの腎臓中 SM (A) お
よび Cer (B) 含量を示す．組織中 SM および Cer 含量は内部標準である SM 
(d18:1/16:0-d31) と Cer (d18:1/16:0-d31) で補正し，乾燥組織重量当たりの脂質量 
(µg/g tissue)で表す．リアルタイム PCR を用いて測定した各マウスの腎臓におけ

る SMS (C), CerS (D)および Elovl (E) mRNA 発現量を示す．組織中遺伝子発現量

は 18S rRNA の発現量で補正し，ND を与えた WT マウスに対する発現比率で表

示する．データは平均値 ± 標準誤差 (n=3) で示す．統計学的解析は two-way 
ANOVA と post hoc Tukey-Kramer test による多群間比較検定を用いて行い，p < 
0.05 を統計学的有意差ありとした．*p < 0.05, **p < 0.01． 
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続いて，これらのマウスの腎臓切片を用いて MALDI-FTICR-IMS による SM 分

子種の分布解析を行った．SM (d18:1/16:0) はいずれのマウスにおいても腎臓切

片上で腎皮質と髄質の境界領域に特徴的な分布を示し，これらの領域に着目し

ても HFD 負荷や SMS2 の欠損による明らかな変化は認められなかった (図 28B)． 

SM (d18:1/18:0) はシグナル強度が非常に弱く，HFD 負荷や SMS2 の欠損による

変化を評価することは困難であった (図 28C)．また，LC/ESI-MS/MS を用いた定

量解析では顕著な変化を検出できていなかったが，MALDI-FTICR-IMS を用いた

解析では，SM (d18:1/22:0)は腎臓切片上において主に髄質に分布し，SMS2 の欠

損によってこれらの領域で減少が見られた (図 28D)．同様に，SM (d18:1/24:0) は

腎皮質と髄質に，SM (d18:1/24:1) は腎皮質にそれぞれ分布し，HFD 負荷や SMS2

の欠損によって主にこれらの領域内で顕著な減少が認められた (図 28E, F)． 

 

 

図 28. ND あるいは HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスの肝臓における

SPL 代謝の比較．各マウスから得られた肝臓切片の光学画像 (A)．矢印は血管

領域を表す．MALDI-FTICR-IMS を用いて可視化した[SM (d18:1/16:0) +K]+ (B)，
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[SM (d18:1/18:0) +K]+ (C)，[SM (d18:1/22:0) +K]+ (D)，[SM (d18:1/24:0) +K]+ (E) お

よび[SM (d18:1/24:1) +K]+ (F)を示す．スケールバー = 2 mm． 

 

７. SMS2 の欠損による腎機能への影響 

続いて，SMS2 および SM 各分子種の腎臓における機能を検証するため，ND

あるいは HFD を 12 週間与えた WT および SMS2 KO マウスから尿を採取し，腎

機能マーカーである尿中アルブミン/クレアチニン比への影響を評価した．いず

れのマウスも HFD を負荷することで尿中アルブミン/クレアチニン比 が有意に

増加したが，ND，HFD いずれの給餌条件下においても SMS2 の欠損による影響

は認められなかった (図 29)． 

 

 
図 29．SMS2 の欠損が尿中アルブミン/クレアチニン比に及ぼす影響．ND ある

いは HFD を 21 週間与えた WT および SMS2 KO マウスの尿中アルブミン (Alb) /
クレアチニン (Cre) 比．データは平均値 ± 標準誤差 (n=8–12/群) で示す．統計

学的解析は two-way ANOVA と post hoc Tukey–Kramer test で行い，対応する WT
マウスに比べて p<0.05 の場合に統計学的有意差ありと判断した． **p<0.01．
SMS2 の欠損による腎機能の改善は見られない． 
 

8. LC/ESI-MS/MS，MALDI-FTICR-IMS およびリアルタイム PCR を用いた WT

マウスと SMS2 KO マウスの肝臓における SPL 代謝の比較 

 次に，LC/ESI-MS/MS を用いて ND あるいは HFD を 3 週間与えた WT および
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SMS2 KOマウスの肝臓における SMとCer分子種の量的変化を比較した．まず，

HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスは ND を与えた WT および SMS2 KO

マウスに比べ肝臓中で C18–C22 アシル基を持つ SM や Cer が増加し，C24 アシ

ル基を持つ SM や Cer が減少した (図 30A, B)．一方，ND 給餌下においては SMS2 

KO マウスは WT マウスに比べ肝臓中で C22, C24 極長鎖アシル基を持つ SM が

減少し，C16–C24 アシル基を持つ Cer が増加傾向を示した (図 30A, B)．HFD 給

餌下においては SMS2 KO マウスは WT マウスに比べ肝臓中で C18–C24 アシル

基を持つ SM が減少し，C20–C24 アシル基を持つ Cer が増加傾向を示した (図

30A, B)．肝臓において HFD 負荷や SMS2 の欠損により SM や Cer がアシル基の

鎖長によって異なる挙動を示すメカニズムを考察するため，SPL の代謝を制御

する SMS, CerS および Elovl ファミリーの遺伝子発現を検証した．しかしながら，

これらの遺伝子においてSMおよびCerの分子種ごとの変動を説明できるような

変動は認められなかった (図 30C–E)． 

 

 
図 30. ND あるいは HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスの肝臓における

SPL 代謝の比較．LC/ESI-MS/MS を用いて測定した各マウスの肝臓中 SM (A) お
よび Cer (B) 含量を示す．組織中 SM および Cer 含量は内部標準である SM 
(d18:1/16:0-d31) と Cer (d18:1/16:0-d31) で補正し，乾燥組織重量当たりの脂質量 
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(µg/g tissue)で表す．リアルタイム PCR を用いて測定した各マウスの肝臓におけ

る SMS (C), CerS (D) および Elovl (E) mRNA 発現量を示す．組織中遺伝子発現量

は Rn18s の発現量で補正し，ND を与えた WT マウスに対する発現比率で表示す

る．データは平均値 ± 標準誤差 (n=3) で示す．統計学的解析は two-way ANOVA
と post hoc Tukey-Kramer test による多群間比較検定を用いて行い，p < 0.05 を統

計学的有意差ありとした．*p < 0.05, **p < 0.01． 
 

続いて，これらのマウスの肝臓切片を用いて MALDI-FTICR-IMS による SM 分

子種の分布解析を行った．全ての群のマウスにおいて，肝臓切片上で SM 

(d18:1/16:0) と SM (d18:1/18:0) の非常に弱いシグナルが検出されたが，血管部

分に強いシグナルが見られた (図 31B, C)．また，LC/ESI-MS/MS を用いた定量

解析の結果と同様，MALDI-FTICR-IMS を用いた解析においても，WT マウスの

肝臓ではHFD負荷によって SM (d18:1/22:0) が顕著に増加し，SM (d18:1/24:0) と

SM (d18:1/24:1) が減少した (図 31 D–F)．飼料の種類によらず，SMS2 KO マウ

スの肝臓では野生型マウスに比べ SM (d18:1/22:0), SM (d18:1/24:0)および SM 

(d18:1/24:1) が減少した (図 31 D–F)．シグナル強度が非常に弱いため，SMS2 KO

マウスの肝臓においてこれらの SM 分子種における HFD 負荷の影響は認められ

なかった (図 31 D–F)． 
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図 31. ND あるいは HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスの肝臓における

SPL 代謝の比較．各マウスから得られた肝臓切片の光学画像 (A)．矢印は血管

領域を表す．MALDI-FTICR-IMS を用いて可視化した[SM (d18:1/16:0) +K]+ (B)，

[SM (d18:1/18:0) +K]+ (C)，[SM (d18:1/22:0) +K]+ (D)，[SM (d18:1/24:0) +K]+ (E) お

よび[SM (d18:1/24:1) +K]+ (F) を示す．スケールバー = 2 mm． 

 

9. ND あるいは HFD を長期負荷した WT および SMS2 KO マウスの肝臓中 SPL

含量および血漿 SPL 濃度の比較 

 次に，SMS2 の欠損による肝臓中の SM 組成の変化と脂肪肝等の病態との関係

を検証するため，HFD を 12 週間負荷して脂肪肝やインスリン抵抗性を発症させ

た WT および SMS2 KO マウスの SPL 含量を測定した．ND 給餌下においては，

SMS2 KO マウスは WT マウスに比べ肝臓の C22 および C24 極長鎖アシル基を持

つ SM が有意に減少し，対応する HexCer が増加した (図 32 A–C)．HFD 給餌下

においては，SMS2 KO マウスは WT マウスに比べ肝臓の C18–C22 のアシル基を

持つ SM が有意に減少したが，HFD 負荷によって C24-SM が顕著に減少したた

め SMS2 の欠損による有意な減少は認められなかった (図 32A)．また，SMS2

の欠損により肝臓において SM (d18:1/22:0) が増加し，C16–C22 のアシル基を持
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つ HexCer が増加した (図 32B, C)．さらに，HFD 負荷によって C18–C24 のアシ

ル基を持つ DhCer が増加し，SMS2 の欠損により DhCer (18:1/24:1) が有意に減

少した (図 32D)．同様に，血漿中の SPL 濃度を測定した．ND 給餌下において

は，SMS2 KO マウスは WT マウスに比べ血漿中で SM (d18:1/24:0) が有意に減

少し，C24 アシル基を持つ Cer ならびに HexCer が増加した (図 32E–G)．HFD

給餌下においては，SMS2 KO マウスは WT マウスに比べ血漿中で C16–C24 のア

シル基を持つ SMが有意に減少し，C20–C24のアシル基を持つCerおよびHexCer 

(d18:1/22:0) が増加した (図 32E–G)．また，HFD 負荷によって C20–C22 のアシ

ル基を持つ DhCer が有意に増加したが，SMS2 の欠損による明確な影響は認めら

れなかった (図 32H)． 

 

 
図 32. SMS2 の欠損が肝臓および血漿における SPL 組成に及ぼす影響．ND ある

いは HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスの肝臓における SM (A), Cer (B), 
HexCer (C) および DhCer (D) 含量，血漿における SM (E), Cer (F), HexCer (G) お
よび DhCer (H) を示す．データは平均値 ± 標準誤差 (n=6/群) で表す．統計学

的解析は two-way ANOVA と post hoc Tukey–Kramer test で行い，対応する WT マ

ウスに比べて p<0.05の場合に統計学的有意差ありと判断した．*p<0.05, **p<0.01．
SMS2の欠損によって肝臓および血漿中でSM分子種の減少と極長鎖アシル基を

持つ Cer や HexCer の増加が見られる． 
 

10. SMS2 の欠損が肝臓における異所性脂肪蓄積に及ぼす影響 
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 肝臓における異所性脂肪蓄積はインスリン抵抗性の発症に深く関与すること

が報告されており 39, 40，SMS2 の欠損は脂肪肝や肝臓におけるインスリン抵抗性

を抑制することが報告されていることから 35–37，SMS2 の欠損が肝臓における異

所性脂肪蓄積や糖・脂質代謝に及ぼす影響を検討した．本研究においても，SMS2 

KO マウスは WT マウスに比べて，HFD 誘導性の肝肥大が顕著に抑制されてお

り (図 33A, C)，脂肪滴の形成も抑制された (図 33B)．また，SMS2 の欠損によ

って肝臓中の TG および DG 含量も顕著に減少し，リピドミクスを行ったところ

主に飽和および一価不飽和脂肪酸を多く含む分子種の減少が顕著であり，多価

不飽和脂肪酸を多く含む分子種の減少は軽微であった (図 33D–H)．また，TC の

蓄積も有意に抑制されたが，NEFA の蓄積量については有意な変化が認められな

かった (図 33I, J)． 
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図 33. SMS2 の欠損が肝臓における異所性脂肪蓄積に及ぼす影響．ND あるいは

HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスの肝臓肉眼所見 (A)，H&E 染色画像 
(B)，肝重量 (C)，肝臓における TG 含量 (D)，リピドミクスを用いて測定した総

量 (E) および分子種ごと (F) の TG 組織中含量，総量 (G) および分子種ごと 
(G) の DG 組織中含量，TC (H) および NEFA (E) 組織中含量を示す．データは
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平均値 ± 標準誤差 (n=6/群) で表す．統計学的解析は two-way ANOVA と post 
hoc Tukey–Kramer test で行い，対応する WT マウスに比べて p<0.05 の場合に統

計学的有意差ありと判断した．*p<0.05, **p<0.01．スケールバー = 100 μm．SMS2
の欠損によって HFD により誘導される脂肪肝が抑制される． 
 

11. SMS2 の欠損が肝臓における糖・脂質代謝やミトコンドリア，小胞体ストレ

ス応答，炎症に及ぼす影響 

 小胞体ストレス応答や慢性炎症は脂肪肝やインスリン抵抗性の発症に関与す

ることが報告されている 90．そこで，SMS2 の欠損が肝臓への異所性脂肪蓄積を

抑制する分子メカニズムを解明するため，ND あるいは HFD を与えた WT およ

び SMS2 KO マウスの肝臓における糖・脂質代謝，ミトコンドリア機能，小胞体

ストレス応答および炎症に関わる遺伝子の発現量を検証した．HFD 給餌条件下

において，SMS2 の欠損は肝臓において脂肪酸合成 (Fasn, Scd1)，伸長 (Elovl1, 

Elovl6)，取り込み (Cd36)，酸化 (Pgc1a) および SPL 代謝 (Sgms1, CerS2, CerS6, 

Smpd1) を抑制した (図 34A, B). また，HFD 給餌条件下において，SMS2 の欠損

は糖代謝 (Pdha1)，ミトコンドリア産生 (Cs)，小胞体ストレス応答 (Atf3) およ

び炎症 (Ccl2, Tnfa) を減少させた一方で，糖新生やミトコンドリア脂肪酸酸化に

関わる遺伝子は変化が認められなかった (図 34C–G)．これらの結果から，SMS2

の欠損による脂肪肝抑制作用には，HFD によって誘導される脂肪酸合成，小胞

体ストレス応答および炎症反応の抑制が関与している可能性があり，これらの

表現型が SMS2 の欠損による肝臓でのインスリン感受性亢進に寄与している可

能性が示唆された． 
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図 34. SMS2 の欠損が肝臓における糖・脂質代謝およびミトコンドリア機能に及

ぼす影響．ND あるいは HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスの腓腹筋に

おける脂肪酸合成 (A)，SPL 代謝 (B)，糖代謝 (C)，ミトコンドリア産生 (D) お
よび脂肪酸酸化 (E)，小胞体 (ER) ストレス応答 (F) および炎症 (G) に関わる

遺伝子発現量を示す．データは平均値 ± 標準誤差 (n=6/群) で表す．統計学的

解析は two-way ANOVA と post hoc Tukey–Kramer test で行い，対応する WT マウ

スに比べて p<0.05 の場合に統計学的有意差ありと判断した．*p<0.05, **p<0.01．
SMS2 の欠損によって HFD により誘導される脂肪酸合成の亢進が抑制される． 
 

12. WT および SMS2 Het KO マウスにおける体重，糖代謝および SPL 代謝の評

価 

 肝臓の SMS2 ならびに極長鎖アシル基を持つ Cer および HexCer と脂肪肝や 

インスリン抵抗性との関連を検証するため，WT マウスと SMS2 Het KO マウス

に HFD を給餌し表現型を比較した．SMS2 KO マウスとは異なり，SMS2 Het KO

マウスは WT マウスに比べて有意な体重増加の抑制は認められず (図 35A)，肝

臓中 TG 含量や血漿 ALT 値はむしろ増加する傾向が認められた (図 35B, C)．ま

た，空腹時血糖値および血漿インスリン値の減少も認められなかった (図 35D, 

E)．さらに，耐糖能を調べるために OGTT を施行したが，WT マウスと SMS2 Het 

KO マウスはいずれも糖負荷後の血糖値や血漿インスリン値が同様に推移した 
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(図 35F, G)．また，肝臓中の SM および Cer 含量を測定したところ，SMS2 Het KO

マウスは WT マウスに比べて C16–C24 のアシル基を持つ SM が減少し，Cer 

(d18:1/24:1) が増加傾向を示したが，Cer (d18:1/22:0) の増加は見られなかった 

(図 35H, I)．同様に血漿中の SM および Cer 含量を測定したところ，SMS2 Het KO

マウスは WT マウスに比べて C20–C24 のアシル基を持つ SM が減少し，Cer 

(d18:1/24:1) が有意に増加したが，Cer (d18:1/22:0) の増加は見られなかった (図

35J, K)． 

 



81 
 

 
図 35. HFD 給餌下における SMS2 Het KO マウスの体重，インスリン抵抗性およ

び SPL 代謝に関する表現型．HFD を与えた WT および SMS2 Het KO マウスに

おける体重増加 (A), 肝臓中 TG 含量 (B), 血漿 ALT (C), 空腹時血糖 (D) およ

び血漿インスリン (E) 値を示す．OGTT (F) および OGTT 中の GSIS (G) を示す．

肝臓における SM (H) および Cer (I) 含量，血漿における SM (J) および Cer (K) 
濃度を示す．データは平均値 ± 標準誤差 (n=10/群) で表す．統計学的解析は
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two-way ANOVA と post hoc Bonferroni–Dunn test (A, F, G) あるいは Student’s 
unpaired t-test (B–E, H–K) で行い，WT マウスに比べて p<0.05 の場合に統計学的

有意差ありと判断した．SMS2 Het KO マウスは WT マウスと比較して肝臓や血

漿における SM の減少が見られるものの体重増加やインスリン抵抗性の有意な

変化は認められない． 
 

13. 対照および SMS2 LcKO マウスにおける体重，糖代謝および SPL 代謝の評

価 

 肝臓の SMS2 ならびに血漿における極長鎖アシル基を持つ Cer および HexCer

と脂肪肝やインスリン抵抗性との関連をさらに詳細に検証するため，肝細胞特

異的に SMS2 を欠損させた SMS2 LcKO マウスを作製し，脂肪肝やインスリン抵

抗性の改善が見られなかった SMS2 Het KO マウスを対照マウスとして両者の表

現型を比較した．驚いたことに，肝臓の SMS2 がほぼ完全に消失しているにも

関わらず，SMS2 KO マウスで見られた HFD 負荷による肥満や体重増加の抑制

作用は認められなかった (図 37A, B)．また，SMS2 LcKO マウスは対照マウスに

比べて肝肥大，肝重量および肝臓中 TG 含量に変化が見られなかった他 (図 37C–

E)，血漿 ALT および AST 値も有意な変化が認められなかった (図 37F, G)．さら

に，空腹時血糖値 および血漿インスリン値の減少が見られず (図 37H, I)，OGTT

および ITT の成績も有意な改善が認められなかった (図 37J, K)．また，対照お

よび SMS2 LcKO マウスの肝臓および血漿における SPL の組成を比較した．対

照マウスに比べ，SMS2 LcKO マウスは肝臓において C20–C24 アシル基を持つ

SM が減少し，Cer (d18:1/24:1) および C16–C24 アシル基を持つ HexCer が増加し

た (図 37L–N)．血漿では，対照マウスに比べて SMS2 LcKO マウスは C20–C24

アシル基を持つ SM が減少し，C22–C24 アシル基を持つ Cer および HexCer が増

加した (図 37O–Q)．これらの結果から，肝細胞の SMS2 は体重増加，脂肪肝お

よびインスリン抵抗性の抑制に対する寄与が小さく，血漿の SPL 組成は肝臓の

代謝活性の影響を一部受けていることが示唆されたが，Cer (d18:1/22:0) の増加

が見えなかったことから遠隔組織の影響も受けている可能性が示唆された． 
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図 37. HFD 給餌下における SMS2 LcKO マウスの体重およびインスリン抵抗性

に関する表現型．HFD を与えた対照および SMS2 LcKO マウスにおける肉眼所

見 (A)，体重増加 (B), 肝臓肉眼所見 (C)，肝臓重量 (D)，肝臓中 TG 含量 (E)，

血漿 ALT (F) および AST (G) 値，空腹時血糖値 (H)，血漿インスリン値 (I) を
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示す．OGTT (J) および ITT (K) における血糖値の推移を示す．HFD を与えた対

照および SMS2 LcKO マウスの肝臓における SM (L), Cer (M) および HexCer (N) 

含量，血漿における SM (O) , Cer (P) および HexCer (Q) 濃度を示す．データは

平均値 ± 標準誤差 (n=10/群) で表す．統計学的解析は Student’s unpaired t-test

で行い，対照マウスに比べて p<0.05 の場合に統計学的有意差ありと判断した．

データは平均値 ± 標準誤差 (n=10/群) で表す．統計学的解析は two-way ANOVA

と post hoc Bonferroni–Dunn test (B, J, K) あるいは Student’s unpaired t-test (D–I, L–

Q) で行い，対照マウスに比べて p<0.05 の場合に統計学的有意差ありと判断した．

SMS2 LcKO マウスは対照マウスと比較して体重増加，脂肪肝およびインスリン

抵抗性の有意な変化は認められないが，肝臓や血漿において SM の減少と一部

の Cer および HexCer の増加が見られる． 

 

14. SMS2 の欠損による各組織におけるインスリンシグナルの検討 

 肝細胞の SMS2 が脂肪肝および全身のインスリン抵抗性にあまり寄与してい

ない可能性が示唆されたことから，SMS2 KO マウスが WT マウスに比べてどの

組織でインスリン感受性が亢進しているかを検証した．具体的には，主なイン

スリン標的組織である肝臓，骨格筋 (腓腹筋) および WAT におけるインスリン

誘導性の IRβおよび Akt のリン酸化への影響を検証した．WT マウスに比べて，

SMS2 KO マウスの肝臓では，HFD 給餌条件下においてインスリン依存的な IRβ

と Akt のリン酸化の増強が見られたが，ND 給餌条件下では Akt のみリン酸化の

増強が見られた (図 38A)．腓腹筋においても，WT マウスに比べて SMS2 KO マ

ウスは HFD 給餌条件下においてインスリン依存的な IRβと Akt のリン酸化の増

強が見られたが，ND 給餌条件下では Akt のみリン酸化の増強が見られた (図

38B)．mWAT においては，WT マウスに比べて SMS2 KO マウスは HFD 給餌条

件下においてインスリン依存的な Akt のリン酸化が増強したが，ND 給餌条件下

では両群間に有意な変化が見られなかった (図 38C)． 
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図 38．SMS2 の欠損がインスリン標的組織におけるインスリンシグナルに及ぼ

す影響．ND あるいは HFD を 12 週間与えた WT および SMS2 KO マウスの肝臓 
(A), 腓腹筋 (Gas) (B) および mWAT (C) における p-Akt/Akt と p-IRβ/IRβを示す．

データは平均値  ± 標準誤差  (n=4–8/群) で表す．統計学的解析は Student’s 
unpaired t-test で行い，対応する WT マウスに比べて p<0.05 の場合に統計学的有

意差ありと判断した．*p<0.05, **p<0.01． 
 

15. SMS2 の欠損による血中グルコースクリアランスおよび組織取り込み亢進作

用 
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 SMS2 の欠損によってインスリンシグナルの亢進が見られた臓器のうち，全身

の糖取り込みの 70%を担うとされている骨格筋に着目したエラー! 参照元が見つかりません。．

そこで，NDあるいはHFDを与えたWTおよびSMS2 KOマウスにおける 18F-FDG

の代謝を検討した．全身の糖利用は 18F-FDG の投与後 120 分間における血中ク

リアランスで，組織取り込みは 18F-FDG の投与 120 分後における T/B 比でそれ

ぞれ評価した．いずれのマウスにおいても ND 給餌条件下では 18F-FDG が速や

かにクリアランスされたが，HFD 給餌条件下では緩やかにクリアランスされた 

(図 39A, B)．また，ND，HFD いずれの給餌条件下においても，SMS2 の欠損に

よって血中 18F-FDG のクリアランスが有意に亢進した(図 39A, B)． 

 

 
図 39．SMS2 の欠損が血中 18F-FDG のクリアランスに及ぼす影響．ND (A) あ
るいは HFD (B) を 12 週間与えた WT および SMS2 KO マウスにおける血中
18F-FDG 濃度の経時変化．データは平均値 ± 標準誤差 (n=8/群) で表す．統計学

的解析は two-way ANOVAとBonferroni–Dunn testあるいはStudent’s unpaired t-test
で行い，対応する WT マウスに比べて p<0.05 の場合に統計学的有意差ありと判

断した．*p<0.05, **p<0.01．SMS2 KO マウスは WT マウスに比べて血中からの
18F-FDG の消失速度が速かった． 
 

また，各マウスの組織における 18F-FDG の取り込みを T/B 比により評価した．

その結果，ND 給餌条件下ではいずれの組織においても WT マウスと SMS2 KO
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マウスの間に有意な変化は認められなかった (図 40A)．一方，HFD 給餌条件下

では WT マウスに比べ SMS2 KO マウスの大腿四頭筋，腓腹筋，ヒラメ筋，僧帽

筋，大臀筋，横隔膜，心臓等の筋肉系組織における 18F-FDG の取り込みが増加

傾向を示した他，肝臓や脳への取り込みも増加した (図 40B)．さらに，PET-CT

を用いて同様の評価を行ったところ，ND 給餌条件下では両者の間に有意な変化

が認められなかったが，HFD 給餌条件下では WT マウスに比べ SMS2 KO マウ

スの大腿四頭筋，腓腹筋，僧帽筋，iBAT，心臓において 18F-FDG の取り込みが

増加傾向を示した (図 40C–E)． 

 

 
図 40．SMS2 の欠損が 18F-FDG の組織分布に及ぼす影響．ND (A) あるいは HFD 

(B) を 12 週間与えた WT および SMS2 KO マウスの各組織における 18F-FDG の

取り込みを示す．データは平均値 ± 標準誤差 (n=8/群) で表す．統計学的解析

は Student’s unpaired t-test で行い，対応する WT マウスに比べて p<0.05 の場合

に統計学的有意差ありと判断した．*p<0.05, **p<0.01．HFD 給餌下において

SMS2 KO マウスは WT マウスに比べて骨格筋における 18F-FDG の集積割合が

増加した． 
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16. 各骨格筋における SMS1 と SMS2 の遺伝子発現比率 

 骨格筋への糖の取り込み増加が SMS2 の欠損による全身の糖代謝亢進に寄与

していることが示唆されたことから，それらが SMS2 によって直接制御されて

いるか否かを検討するため，各組織における Sgms1 と Sgms2 の発現量を比較し

た．その結果，SMS2 の欠損によって 18F-FDG の取り込みが亢進したヒラメ筋，

腓腹筋，大腿四頭筋，心臓および横隔膜では，いずれも Sgms1 が Sgms2 に比べ

て圧倒的に高発現しており，これらの組織における SM の産生は主に SMS1 に

よって制御されている可能性が示唆された (図 41)．SMS2 KO マウスでは，いず

れの組織においても Sgms2 の発現が消失していた． 

 

 
図 41．ND 給餌条件下の WT および SMS2 KO マウスの各組織における Sgms1
と Sgms2 の発現比率．各組織において WT マウスの Sgms1 に対する発現比率で

表す．データは平均値 ± 標準誤差 (n=6/群) で表す．各骨格筋や心臓における

Sgms2 の発現量は低かった． 
 

17. NDあるいは HFDを与えた WTおよび SMS2 KOマウスの各筋肉系組織にお

ける SPL 含量の比較 

 続いて，SMS2 の欠損によって骨格筋および心臓において SM や Cer 等の SPL

が変動するか否かを LC/ESI-MS/MS を用いて検証した．まず，いずれのマウス

においても HFD 負荷によって，腓腹筋や大腿四頭筋では SM (d18:1/18:0) が減
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少し，心臓では SM (d18:1/18:0) が増加して SM (d18:1/24:1) が減少するなど， 

SM の組成に変化が見られた (図 42A–O)．一方で，ヒラメ筋，腓腹筋，大腿四

頭筋および横隔膜の SPL においては ND，HFD いずれの給餌条件下でも SMS2

の欠損による明確な影響は認められず (図 42A–I, M–O)，心臓においては HFD

負荷により増加したSM (d18:1/16:0) やSM (d18:1/18:0) がSMS2の欠損によって

減少し，Cer (d18:1/22:0) や Cer (d18:1/24:0) が増加した (図 42J–L)．これらの結

果から，SMS2 の欠損による骨格筋におけるインスリン感受性の亢進ならびに糖

取り込みの増加は，SM 非依存的なメカニズムに依存している可能性が示唆され

た． 
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図 42．SMS2 の欠損が各骨格筋および心臓の組織分布に及ぼす影響．ND あるい

は HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスのヒラメ筋 (Sol) における SM (A), 
Cer (B) and HexCer (C) 含量，腓腹筋 (Gas) における SM (D), Cer (E), HexCer (F) 
含量，大腿四頭筋 (Qua) における SM (G), Cer (H), HexCer (I) 含量，心臓におけ

る SM (J), Cer (K), HexCer (L) 含量，横隔膜 (Dia) における SM (M), Cer (N), 



91 
 

HexCer (O) 含量を示す．データは平均値 ± 標準誤差 (n=4/群) で表す．統計学

的解析は two-way ANOVA と post hoc Tukey–Kramer test で行い，対応する WT マ

ウスに比べて p<0.05の場合に統計学的有意差ありと判断した．*p<0.05, **p<0.01．
SMS2 の欠損によって各骨格筋では明確な脂質変化が見られないが，心臓では一

部の SM 分子種の減少が見られた． 
 
17. SMS2 の欠損が骨格筋における糖・脂質代謝に及ぼす影響 

 骨格筋における異所性脂肪蓄積はインスリン抵抗性の発症に深く関与するこ

とが報告されていることから 42–44，SMS2 の欠損が骨格筋における異所性脂肪蓄

積に及ぼす影響を検討した．HFD を負荷することにより，腓腹筋において TG

および DG 含量が顕著に増加した (図 43A–D)．一方，ND 給餌条件下では WT

マウスと SMS2 KO マウスの間に腓腹筋中 TG および DG 含量に差は見られず，

HFD 給餌条件下では WT マウスに比べ SMS2 KO マウスの腓腹筋において TG お

よび DG 含量の減少傾向が見られたが，有意ではなかった (図 43A–D)．また，

腓腹筋における NEFA 含量においても，SMS2 の欠損による明らかな変化は認め

られなかった (図 43E)．これらの結果から，SMS2 の欠損による骨格筋における

インスリン感受性の亢進には，異所性脂肪蓄積の抑制以外のメカニズムも存在

している可能性が示唆された． 
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図 43. SMS2 の欠損が骨格筋における異所性脂肪蓄積に及ぼす影響．ND あるい

は HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスの腓腹筋における総 (A) および分

子種ごと (B) の TG 組織中含量，総 (C) および分子種ごと (D) の DG 組織中含

量，および NEFA 組織中含量 (E) を示す．データは平均値 ± 標準誤差 (n=6/群) 
で表す．統計学的解析は two-way ANOVA と post hoc Tukey–Kramer test で行い，

対応する WT マウスに比べて p<0.05 の場合に統計学的有意差ありと判断した．

*p<0.05, **p<0.01．腓腹筋において SMS2 の欠損による有意な TG および DG の

減少は見られなかった． 
 
 骨格筋，特にミトコンドリアにおける脂肪酸酸化はインスリン抵抗性の発症

と深く関与していることから 92–94，ND あるいは HFD を与えた WT および SMS2 

KO マウスの腓腹筋における糖・脂質代謝，ミトコンドリア産生や脂肪酸酸化に

関わる遺伝子の発現量を検証した．HFD の負荷によって，脂肪酸合成 (Srebf1, 

Fasn, Dgat1)，伸長 (Elovl1)，取り込み (Fabp3)，酸化 (Cpt1b) に関わる遺伝子

が増加した他，SPL 合成 (Sgms2, CerS4) およびミトコンドリア脂肪酸酸化 

(Hadha, Ech1, Cpt2) に関わる遺伝子も増加した (図 44A–E)．一方，糖輸送担体

(GLUT) 4 をコードする Slc2a4 は HFD を与えることで減少した (図 44C)．SMS2

を欠損させることによる影響では，HFD 給餌条件下において Fasn, Fabp3, CerS1
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および Ech1 が減少した (図 44A–E)．これらの結果から，ミトコンドリアの過負

荷により生じた FAO 亢進が，SMS2 の欠損によって維持あるいは抑制される傾

向が示唆された． 

 

 
図 44. SMS2 の欠損が骨格筋における糖・脂質代謝およびミトコンドリア機能に

及ぼす影響．ND あるいは HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスの腓腹筋

における脂肪酸合成 (A)，SPL 合成 (B)，糖代謝 (C)，ミトコンドリア産生 (D) お
よび脂肪酸酸化 (FAO) (E) に関わる遺伝子発現量を示す．データは平均値 ± 標
準誤差 (n=6/群) で表す．統計学的解析は two-way ANOVA と post hoc Tukey–
Kramer test で行い，対応する WT マウスに比べて p<0.05 の場合に統計学的有意

差ありと判断した．*p<0.05, **p<0.01．腓腹筋において SMS2 の欠損により HFD
負荷によって誘導される FAO の亢進が抑制される傾向が見られた． 
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考察 

 SMS2 KO マウスは HFD 誘導性の脂肪肝やインスリン抵抗性が抑制されるこ

とが報告されていたが 35–37，SMS2 の標的組織やメカニズムは明らかとされてい

なかった．本研究では，リピドミクスにより SMS2 の寄与が大きい組織を探索

し，SMS2 の欠損による脂質変化と病態改善作用との関係を検証した． 

 

まず，SMS2 KO マウスの代謝状態を確認した．その結果，SMS2 の欠損によ

って HFD 負荷により誘導される体重増加，耐糖能異常，インスリン感受性の低

下が抑制された．また，ND 給餌下においては，SMS2 KO マウスは WT マウス

に比べて，体重増加に変化は見られなかったが耐糖能やインスリン感受性の亢

進が見られた．これらの変化は HFD 給餌下でより顕著であったことから，SMS2

の欠損によるインスリン感受性の亢進には，体重増加の抑制に依存的，非依存

的両方のメカニズムが存在する可能性が示唆された．これらの表現型における

SMS2 の標的組織を探索するため，SMS1 よりも SMS2 の遺伝子発現量が高い肝

臓と腎臓に着目し，MALDI-FTICR-IMS と LC/ESI-MS/MS を用いて ND あるいは

HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスの肝臓および腎臓における SM の量

的・空間的変動の解析を行った．MALDI-FTICR-IMS を用いた解析により，SMS2 

KOマウスの肝臓および腎臓における SMのアシル基の鎖長および組織内の領域

特異的な変化を見出した． 

 

MALDI-IMS は MALDI の性質上，定量評価が困難であるとされているが，近

年，組織懸濁液と安定同位体を用いて MALDI-IMS の定量性が確認されている

95．また，本研究においても第 1 章で SM 標品混合液を用いて，脂質濃度とイオ

ン強度の間には良好な直線関係が認められ，MALDI-FTICR-IMS で得られたシグ

ナル強度は組織切片上の標的分子含量を反映するものであることを確認した． 

 

肥満に伴う異所性脂肪蓄積は，肝臓や腎臓などで臓器障害を引き起こす．特

に，WAT から放出される FFA や DG は，インスリン抵抗性，脂肪肝および腎機

能障害への関与が指摘されている 38, 45．SM や Cer をはじめとする SPL もまたイ

ンスリン抵抗性や脂肪肝に深く関与する 35, 37, 96．Cer やスフィンゴシンの細胞中

濃度が急性腎不全の発症過程で変化することが報告されている他 97, 98，HFD 負
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荷に伴う腎臓中への Cer の過剰な蓄積が腎機能障害に関与していることが報告

されている 99．また，ファブリー病は α-ガラクトシダーゼ A (α-Gal A) の活性が

消失もしくは著しく低下することで血管壁，腎臓，心臓等の臓器にグロボトリ

アシルセラミド (Gb3) が蓄積し，臓器障害を引き起こすライソゾーム病である

100．ファブリー病のモデルマウスである α-Gal A KO マウスの腎臓を用いた

MALDI-FTICR-IMS による解析では，腎皮質に複数の分子種の Gb3 が過剰に蓄

積していることが報告されている 100．加えて，腎臓は脳や肝臓と並んで SM が

多く含まれる臓器である 101．これらの知見は SM もまた腎臓の機能や構造維持

に重要な分子である可能性を示唆するものである． 

 

本研究では，LC/ESI-MS/MS と MALDI-FTICR-IMS を用いて，HFD 負荷によ

って肝臓と腎臓で C18–C22 アシル基を持つ SM および Cer が増加し，C24-SM お

よび Cer が減少することを示した．次に，HFD 負荷による SPL の組成変化のメ

カニズムを検証するため，リアルタイム PCR により肝臓や腎臓における CerS

や Elovl の発現量を測定したが，SPL の組成変化を説明できるような遺伝子の変

化は見られなかった．一方で，HFD は ND に比べて C24:0 や C24:1 脂肪酸含量

が少ないことが報告されている 102．これらの事実から，HFD 負荷による SPL の

組成変化は酵素レベルで制御されたものではなく餌由来の脂肪酸組成によるも

のであると推察された． 

 

SMS2 は主に形質膜上で SM の de novo 合成を司る酵素である 35, 36．SMS2 の

肝臓における SPL 代謝や肝機能については複数の報告がされているが 35–37，腎

臓における役割は明らかにされていない．LC/ESI-MS/MS を用いて ND あるいは

HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスの肝臓および腎臓抽出物中の SM お

よび Cer 含量を測定したところ，SMS2 を欠損させたことによる腎臓の SPL の変

化は肝臓よりも軽微であった．腎臓における SMS1 の SPL 代謝への寄与に関す

る報告はないが，腎臓においては Sgms1の発現量が Sgms2よりも低いことから，

SMS1 の腎臓における SM の de novo 合成への寄与は SMS2 と同程度かそれ以下

であると推察される．本研究では，MALDI-FTICR-IMS を用いて腎臓切片上の

SM 分子種の分布を可視化した．その結果，主に SM (d18:1/22:0) が髄鞘に分布

し，SM (d18:1/24:0) や SM (d18:1/24:1) が皮質に分布した．また，SMS2 を欠損
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させることで，各 SM 分子が主要な分布部位において顕著に減少した．したが

って，MALDI-FTICR-IMS を用いることで，LC/ESI-MS/MS では明らかにするこ

とが出来なかった腎臓領域ごとの SMS2 の欠損による SM 含量の変化が示され

た．これらの知見から，SMS2 の腎臓内領域およびアシル基鎖長特異的な SM の

de novo 合成への関与が示唆された． 

 

HFD 負荷により引き起こされる腎機能障害に対する SMS2 欠損の応答を検証

したが，明確な改善が見られなかった．腎臓においては SMS2 の欠損による SM

や Cer の変化が小さい上，HFD 負荷モデルにおける腎機能障害が比較的マイル

ドであることから 103，SM の腎機能における役割を明らかにするためには，よ

り顕著な病態モデルでの検証が必要であると考えられる．また，CerS 2 あるい

は CerS6 KO マウスが腎臓において目立った表現型が見られないことが報告さ

れている 51, 104．CerS2 KO マウスは，WT マウスに比べて腎臓中の C22–C24-SM

が顕著に減少するが，C16-SM が代償的に増加し，総 SM 含量が維持される 51． 

一方，CerS6 KO マウスは，WT マウスに比べて腎臓中の C16-SM が顕著に減少

するが，C22–C24-SM がマイルドに増加することで，総 SM 含量が維持される 104．

これらの知見から，CerS2 あるいは CerS6 の欠損によって引き起こされる代償的

な SM の増加が，これらのマウスにおいて腎機能を維持している可能性がある．

しかしながら，本研究で示されたように C16-SM，C22-SM および C24-SM の腎

臓内分布がそれぞれ大きく異なることから，異なる分子種の SM が代償的な役

割を果たしているとは考えにくく，腎臓における SM の役割を解明するには脂

質の組織学的解析をより詳細に行っていく必要があると考えられる． 

 

次に，WT マウスに比べて SMS2 KO マウスの肝臓では主に極長鎖アシル基を

持つSMが減少し，対応するCerやHexCerが増加する傾向を確認したことから，

SMS2 の欠損が肝臓における表現型に及ぼす影響を検証した．過去に報告されて

いる通り 35–37，SMS2 の欠損によって HFD 負荷により引き起こされる脂肪肝や

それに伴う肝機能異常が抑制された．また，肝臓におけるインスリンシグナル

も WT マウスに比べて SMS2 KO マウスで亢進していた． 

 

肥満はインスリン抵抗性の最たる原因であることは周知された事実である 105．
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その一方で，近年，インスリン抵抗性や異所性脂肪蓄積は体重や body mass index 

(BMI) とは独立した現象である可能性も指摘されている 106．そのメカニズムは

今なお不明な点が多いが，WAT から放出された FFA が肝臓や骨格筋に蓄積し，

インスリン抵抗性を引き起こすものと考えられている 42．また，肝臓や骨格筋に

蓄積した DG もプロテインキナーゼ C の活性化を介してインスリン抵抗性を惹

起する 92, 93, 107–109． ND あるいは HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスの

肝臓におけるTG, DGおよびNEFA含量と脂肪酸の代謝に関わる遺伝子の変動を

検証したところ，HFD 給餌下において，WT マウスに比べて SMS2 KO マウスの

肝臓では TG や DG 含量が有意に減少し，脂肪酸合成 (Fasn, Scd1, Elovl1 および

Elovl6), 取り込み (Cd36), 酸化 (Pgc1a) に関わる遺伝子の発現が減少した．ま

た，HFD 給餌下で SMS2 の欠損により肝臓において糖からの脂肪合成に関わる

Pdha1 が減少した他，ミトコンドリア生合成 (Cs), 小胞体ストレス応答 (Atf3), 

炎症 (Ccl2, Tnfa) に関わる遺伝子の発現が減少した．これらの結果から，SMS2

を欠損させると，脂肪酸合成や小胞体ストレス応答の抑制など様々なメカニズ

ムを介して脂肪肝や肝臓でのインスリン抵抗性が改善すると考えられた． 

 

 多くの研究で，Cer がインスリン抵抗性に関与することが明らかにされている

96, 110．過去の報告において，WT および SMS2 KO マウスの初代培養肝細胞を用

いた検討から形質膜におけるSMの減少とCerの増加がインスリンシグナルの亢

進に関与することが指摘されている 36．また，近年，脂肪肝やインスリン抵抗性

における Cer の役割はアシル基の鎖長によって異なる可能性が指摘されている．

Turpin らは CerS6 KO マウスが WT マウスに比べて HFD 誘導性のインスリン抵

抗性や脂肪肝が軽減されたことから，C16-Cer がインスリン抵抗性や脂肪肝の憎

悪に関与することを報告した 76．一方，Park らは CerS2 KO マウスが WT マウス

に比べて HFD 誘導性のインスリン抵抗性が悪化し肝臓においてインスリンシグ

ナルが抑制されることを報告しており 77，Raichur らは CerS2 Het KO マウスが

WT マウスに比べて HFD 誘導性の肥満や脂肪肝が悪化したことから，C22 ある

いは C24 極長鎖アシル基を持つ Cer がインスリンシグナルを正に制御する可能

性を指摘している 78．また，Park らは CerS2 KO マウス由来の肝細胞は，WT マ

ウス由来の肝細胞に比べてインスリン依存的な CD36/FAT の膜移行と脂肪酸の

取り込みが低下する一方で，C22 あるいは C24 極長鎖アシル基を持つ Cer を肝
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細胞に外部添加すると CD36/FAT の発現量が減少することを報告している 111．

これらの知見は，脂肪肝やインスリン抵抗性に対して C16-Cer は促進，C24-Cer

は抑制に働く可能性を示唆するものである．本研究では，ND，HFD いずれの給

餌下においても，WT マウスに比べて SMS2 KO マウスは肝臓や血漿において

C22–C24 アシル基を持つ Cer および HexCer 濃度が増加することを確認しており，

これらが肝臓におけるインスリン抵抗性や脂肪肝の改善に寄与している可能性

がある．また，SMS2 の欠損によって Cer や HexCer が増加するメカニズムを考

察するため，肝臓において SPL 代謝に関わる遺伝子の発現変動を検証した．

Elovl1 や CerS2 は C22–C24 極長鎖アシル基を持つ SPL の合成に中心的な役割を

果たしているが 51, 112，肝臓において SMS2 の欠損によるこれらの遺伝子の増加

は認められず，HFD 給餌下ではむしろ有意に減少した．通常のマウスにおいて

肝臓における CerS2 mRNA 発現量と酵素活性は正相関することが報告されてい

るが 50，HFD 負荷などのストレス環境下での関係は報告されていない．その上，

CerS2–6 の酵素活性はリン酸化によって制御されることが示されており 113，

SMS2 と CerS2 の酵素活性の関係は今後の更なる検証が必要である．一方で，長

鎖アシル基を持つ SPL とは異なり，極長鎖アシル基を持つ SPL は SMS2 と同様

に形質膜に濃縮されている 25．したがって，SMS2 の欠損により基質となる C22–

C24 アシル基を持つ Cer が蓄積し，代謝が HexCer に流れたことでこれらの脂質

が増加した可能性も考えられる． 

 

 Li らは肝細胞の形質膜における SM 減少と Cer の増加がインスリンシグナル

の亢進に重要であることを示しているが，ピルビン酸負荷試験の結果から SMS2

の欠損が肝臓での糖新生に及ぼす影響は非常に小さいことを指摘している 36．ま

た，ヒト SMS2 トランスジェニックマウスの表現型解析によって，肝臓におい

て SMS2 が直接脂肪蓄積を制御していることが示されている 37．しかしながら，

肝臓の SMS2 が全身のインスリン抵抗性や肥満に対してどの程度寄与している

のかを示した報告は無い．そこで，本研究では，肝細胞特異的に SMS2 を欠損

させた SMS2 LcKO マウスを作製し，肝臓の SMS2 と肥満や全身のインスリン抵

抗性との関係を検証した．HFD 負荷により，SMS2 LcKO マウスは対照マウスと

同程度に体重が増加した．また，両群間で肝臓中の TG 含量や血漿 ALT および

AST 値においても有意な変化は認められず，空腹時血糖値，インスリン値，OGTT
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や ITT の成績も同程度であったことから，肝細胞の SMS2 が脂肪肝や全身のイ

ンスリン抵抗性に及ぼす影響は非常に小さいものであると考えられた．最近の

研究では，肝臓と WAT など，遠隔組織が血中の SPL を介して互いにインスリン

抵抗性や脂肪肝の発症に寄与している可能性が指摘されている 114．肝細胞特異

的に SMS2 を欠損させた際の肝臓や血漿における SM や Cer の変化が全身で

SMS2 を欠損させた際の変化よりもマイルドであったことから，肝臓や血漿の

SPLは肝臓のみならず WAT や小腸など他の組織から分泌された SPLの影響を受

けている可能性があり，これらが脂肪肝にも寄与している可能性が考えられた．

また，SMS2 LcKO マウスの作製にはアルブミンプロモーターが用いられている

ことから，SMS2 は肝細胞特異的に欠損しており，クッパー細胞や肝星細胞など

他の細胞においては SMS2 が発現しているものと考えられる．Li らの報告にお

いて肝臓で SMS2 が直接脂肪蓄積を制御していることが示されているが，ヒト

SMS2 トランスジェニックマウスの作製にはアポリポタンパク E/C-I プロモータ

ーが使用されており 75，これらのタンパク質はマクロファージ等にも発現してい

ることから，肝細胞以外の細胞が脂肪肝に寄与している可能性も考えらる． 

 

また，Li らは SMS2 KO マウスは WT マウスに比べて肝臓でインスリンシグナ

ルが亢進した他，WAT および骨格筋で 2-デオキシグルコースの取り込みが増加

したことから，全身の糖代謝におけるこれらの組織の寄与を指摘している 36．し

かしながら，全身の糖代謝における各組織の寄与度や，骨格筋部位ごとのイン

スリン依存的な糖の取り込みやクリアランスに関する詳細な解析はなされてい

ない．そこで本研究では，SMS2 の欠損によるインスリン感受性亢進の責任臓器

を探索するため，主要なインスリン標的臓器である肝臓，骨格筋および WAT を

ND あるいは HFD を与えた WT および SMS2 KO マウスから採取し，これらの

組織におけるインスリンシグナルを IRβおよびAktのリン酸化を指標に検証した．

その結果，SMS2 の欠損によって ND 給餌下では肝臓および腓腹筋において Akt

のリン酸化が亢進し，HFD 給餌下では肝臓および腓腹筋において IRβおよび Akt

のリン酸化が亢進した．これらの結果から，SMS2 KO マウスにおける糖代謝亢

進の責任組織の一つとして骨格筋が寄与している可能性が示唆された． 

 

 空腹時血漿インスリン値や HOMA-R はインスリン抵抗性をスクリーニングす
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る代表的な指標である 86．OGTT や ITT も耐糖能異常やインスリン感受性の評価

に汎用される 115．しかしながら，これらの方法では組織特異的なインスリン抵

抗性や糖代謝を評価することは不可能である．高インスリン正常血糖クランプ

はインスリン抵抗性をより詳細に診断できる方法である 115．この方法は臨床の

みならずモデル動物を用いた非臨床試験においても指摘基準とされるが 116，特

に小動物で施行するには高度な技術が必要である．グルコースアナログである

18F-FDG は主に腫瘍の診断に臨床応用されている PET プローブである 117, 118．

18F-FDG は通常のグルコースと同様に種々の GLUT を介して細胞内に取り込ま

れ，ヘキソキナーゼによってリン酸化される 119．しかしながら，18F-FDG は解

糖に必要な 2' 水酸基を有さないことから，それ以降の代謝を受けずに細胞内に

蓄積する．18F-FDG を用いたインスリン抵抗性および T2DM の診断も試みられ

ており，T2DM の患者やインスリン抵抗性のモデル動物において組織特異的な

18F-FDG の分布が病態と相関することが報告されている 120, 121．これらの知見か

ら，18F-FDG は組織特異的な糖利用の評価において簡便なツールとなりうる 122． 

 

そこで，肝臓以外の臓器が糖代謝に寄与しているか否かを検証するため，

18F-FDG を用いて各組織における糖の取り込みを評価した．本研究では，GSIS

依存的な糖の取り込みを評価するため，18F-FDG 投与後に糖負荷を行った．OGTT

および ITT の結果と同様に，ND，HFD いずれの給餌下においても SMS2 の欠損

により血中 18F-FDG のクリアランスが亢進し，SMS2 の欠損によって全身の糖代

謝が亢進しているものと考えられた．また，本研究では組織中における糖代謝

の簡便な指標である 18F-FDG の T/B 比 90, 123についても検証した．糖の取り込み

における分子メカニズムは細胞によって異なることが知られている．グルコー

スは主に GLUT を介して細胞内に取り込まれるが，GLUT1 は多くの組織に発現

している一方で，GLUT2 は肝臓，GLUT3 は脳，GLUT4 は骨格筋，心臓および

脂肪組織に高発現する 124．18F-FDG は内因性のグルコースと同様に，各細胞に

各々の GLUT を介して細胞内に取り込まれ，ヘキソキナーゼの活性によってリ

ン酸化されることにより蓄積する 88．しかしながら，肝細胞においてはグルコー

ス-6-ホスファターゼの強い活性によって脱リン酸化され細胞外へ排出されるこ

とから，肝臓においては 18F-FDG の集積比率が取り込み量を反映しないことが

知られている 125．対照的に，18F-FDG は骨格筋や心臓においてはインスリン依
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存的な GLUT4，脳においてはインスリン非依存的な GLUT3 によってそれぞれ

不可逆的に細胞内に取り込まれる 126．本研究では，HFD 給餌下において，SMS2 

KO マウスは WT マウスに比べて骨格筋 (大腿四頭筋，腓腹筋，ヒラメ筋，僧帽

筋，大臀筋，横隔膜) および心臓における 18F-FDG の T/B 比が増加した．18F-FDG

は心臓に高濃度で分布するが，心臓におけるインスリン依存的な糖の取り込み

は骨格筋や全身におけるインスリン依存的な糖代謝と常に相関するわけではな

いことが報告されている 120, 126． 

  

これらの知見から，HFD 給餌下で SMS2 の欠損により亢進した血中 18F-FDG

のクリアランスには，骨格筋における取り込み量の増加が大きく寄与している

ものと考えられる．また，HFD 給餌下において，WT マウスに比べて SMS2 KO

マウスは脳においても 18F-FDG の集積比率が増加した．そのメカニズムは不明

であるが，本研究では 18F-FDG と同時にグルコースを投与しており，SMS2 の欠

損によってグルコースのクリアランスが亢進したために脳において 18F-FDG の

取り込みが相対的に増加した可能性が考えられる．対照的に，ND 給餌下では

SMS2 の欠損によって血中 18F-FDG のクリアランスが亢進したにもかかわらず，

骨格筋や心臓を含む各組織において 18F-FDG の集積比率の増加が認められなか

った．その理由は不明であるが，HFD 給餌下に比べ，ND 給餌下における WT

マウスと SMS2 KO マウスの血中 18F-FDG クリアランスの差が小さいことから，

各組織に分布した 18F-FDG の集積比率の差が捉えられなかったものと推察した．

また，同様の傾向が腓腹筋におけるインスリンシグナルでも捉えられている．

重要なことは，ND 給餌下においても WT マウスに比べて SMS2 KO マウスは全

身の糖代謝が亢進したが，HFD 給餌下において両者の差が顕著であったことで

あり，前述したように SMS2 を欠損させることによる糖代謝の亢進には体重増

加の抑制に基づかないメカニズムが存在する可能性が示唆される． 

 

一方で，各骨格筋における SMS2 の発現量は SMS1 に比べてはるかに低く，

SMS2 を欠損させることによる SM の有意な減少は認められなかった．骨格筋に

おける SPL 含量を部位ごとに測定したが，いずれの部位においても WT マウス

と SMS2 KO マウスの間に SM, Cer および HexCer の有意な変化が認められず，

これらの組織では SMS2 の遺伝子発現量も SMS1 に比べて極めて低いことを確
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認した．しかしながら，Li らは WT マウスに比べて SMS2 KO マウスの骨格筋で

は SM 含量や SMS2 の酵素活性が有意に減少したと報告しており 36，本研究で得

られた結果と異なる．その原因は不明であるが，マウスの週齢，飼育環境，骨

格筋の部位などが異なっていた可能性が考えられる．その一方で，WT マウスに

比べて SMS2 KOマウスの骨格筋では糖の取り込みが亢進することは 2つの独立

した研究で再現されており，SMS2 の欠損による骨格筋での糖の取り込み亢進作

用は，SM の減少に依存しないメカニズムに基づく現象である可能性が示唆され

る． 

  

また，本研究では SMS2 を欠損させることによる骨格筋での脂肪蓄積への影

響も検証した．HFD 給餌下において，WT マウスに比べて SMS2 KO マウスの腓

腹筋における TG や DG 含量の減少が見られたが，肝臓程の明確な変化は認めら

れなかった．近年，骨格筋におけるミトコンドリアでの脂肪酸酸化の異常な亢

進とインスリン抵抗性が密接に関連することが指摘されている 92–94．本研究にお

いても，HFD 負荷により腓腹筋おいて Cd36 や Fabp3 等の脂肪酸酸化に関わる

遺伝子の発現が増加した他，ミトコンドリア生合成 (Cs, Sdhb, Cox5a) や脂肪酸

酸化 (Hadha, Ech1, Cpt2, Cact) に関わる遺伝子の発現が増加した．SMS1 を欠損

させると膵臓や WATにおいてミトコンドリアの機能異常が見られることが報告

されている 33, 34．本研究では，WT マウスに比べて SMS2 KO マウスの骨格筋で

は，HFD 負荷によって増加したミトコンドリア機能に関連する遺伝子の発現が

維持あるいは抑制されることを確認した．これらの結果から，SMS1 の欠損とは

異なり SMS2 の欠損はミトコンドリアの機能異常は来さず，HFD 負荷によるミ

トコンドリアの過負荷を維持あるいは抑制する可能性が示唆された．しかしな

がら，SMS2 の欠損による骨格筋における脂肪蓄積やミトコンドリア脂肪酸酸化

の抑制作用はマイルドであり，糖代謝の亢進を十分に説明できるような変化で

はないと考えられる． 

 

 最近の研究では，肝臓と WAT など，遠隔組織が血中の SPL を介して互いにイ

ンスリン抵抗性や脂肪肝の発症に寄与している可能性が指摘されている 114．本

研究では，ND，HFD いずれの給餌下においても，WT マウスに比べて SMS2 KO

マウスは血漿のC22–C24アシル基を持つCerおよびHexCer濃度が増加すること
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を確認した．これらの知見から，SMS2 の欠損によって血漿の C22–C24 Cer が増

加し，骨格筋にパラクライン的に作用して糖の取り込みやインスリンシグナル

に影響を与えている可能性が考えられる．また，本研究では，SMS2 Het KO お

よび LcKO マウスの表現型を解析し，これらのマウスが対照マウスに比べてイ

ンスリン抵抗性の改善が見られないことを確認した．これらの表現型に相関し

て，対照マウスに対する血漿 Cer (d18:1/22:0) の増加率は SMS2 Het KO マウスが

+6%, SMS2 LcKO マウスが+47%であり，SMS2 KO マウスの+74%に比べてマイ

ルドであった．加えて，SMS2 KO マウスとは異なり，SMS2 Het KO マウスや

SMS2 LcKO マウスは対照マウスに比べて肝臓における SM (d18:1/22:0) の有意

な減少が見られたものの Cer (d18:1/22:0) の増加は認められなかった．また，

SMS2 KO マウスと同様にこれらのマウスにおいても対照マウスに比べて肝臓や

血漿の C22–C24 HexCer が増加したが，肝臓特異的に Ugcg を欠損させてもイン

スリン抵抗性や脂肪肝の改善が見られないことが報告されており 127，SMS2 の

欠損による脂肪肝の抑制やインスリン抵抗性の改善は，SM や HexCer ではなく

極長鎖 Cer を介したものである可能性が示唆された．  
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結論 

SMS2 は肝臓および腎臓において SM のアシル基鎖長に特異的な de novo 合成

に重要であり，SMS2 の欠損によって増加する C22-Cer が脂肪肝の抑制に寄与し

ている可能性が示唆された．さらに，SMS2 を欠損させることによる全身のイン

スリン抵抗性の改善には，骨格筋においてインスリン感受性が亢進することに

よる糖の取り込み増加が関与していることが示された．一方，肝細胞特異的に

SMS2 を欠損させたマウスは対照マウスに比べて脂肪肝やインスリン抵抗性の

改善が見られなかったことから，それらは肝細胞の SMS2 には依存しないメカ

ニズムで制御されている可能性が示唆された． 
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総括 
本研究で得られた知見は以下の通りである． 

 

• 第 1 章 

MALDI-FTICR-IMS を用いた脂質の組織学的解析から，SM (d18:1/18:0) と

CerS1 は脳の灰白質に，SM (d18:1/24:1) と CerS2 は脳の白質にそれぞれ分布す

ることを見出した．このことから，SM は分子内アシル基の鎖長ごとに対応する

CerS 遺伝子の発現分布によって脳内分布が制御されていることが明らかとなっ

た．すなわち，酵素レベルで厳密に分布が制御された各 SM 分子は特定臓器の

高次構造や機能維持に重要な役割を果たしている可能性が示唆された． 

 

• 第 2 章 

LC/ESI-MS/MS による脂質の量的変動解析に併せて MALDI-FTICR-IMS を用

いて脂質の組織内分布を評価することは，腎臓のような不均一な組織における

脂質の量的・空間的変化の検証に有用な手法であることを確認した．また，こ

れらの解析法により，SMS2 は肝臓および腎臓において組織内領域および SM の

アシル基鎖長に特異的な SM の de novo 合成に重要であるとともに，これらの組

織が SMS2 の標的組織であることが示唆された．SMS2 の欠損による腎機能への

影響は見られなかったが，肝臓において増加した C22-Cer が脂肪肝の抑制に寄

与している可能性が示唆された．さらに，SMS2 を欠損させることによる全身の

インスリン抵抗性の改善には，骨格筋においてインスリン感受性が亢進するこ

とによる糖の取り込み増加が関与していることが示された．一方，肝細胞特異

的に SMS2 を欠損させたマウスは対照マウスに比べて脂肪肝やインスリン抵抗

性の改善が見られなかったことから，それらは肝細胞の SMS2 には依存しない

メカニズムで制御されている可能性が示唆された． 

 

 本研究第 1 章では SM におけるアシル基の鎖長と生理機能との関係を直接証

明するには至らなかったが，SM はアシル基の鎖長によって明確に分布が異なり

それらは酵素レベルで厳密に制御されていることを示した点で，SM の生理機能

解明につながる重要な知見であると考えられる．今後は CerS1 あるいは CerS2 
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KO マウスの脳切片を IMS で解析し脳の形態学と比較することにより，特定の

SM を減少させることによる脳の高次構造への影響の検証が期待される． 

 

 また，本研究第 2 章では肝細胞特異的に SMS2 を欠損させたマウスは対照マ

ウスに比べて脂肪肝やインスリン抵抗性の改善が見られなかったことから，そ

れらは肝細胞の SMS2 には依存しないメカニズムで制御されている可能性があ

るという新しい知見を提示した．今後，SMS2 KO マウス由来の骨髄を WT ある

いは SMS2 LcKO マウスに移植し，クッパー細胞などの骨髄由来細胞の寄与を検

討することや，SMS2 が比較的高発現していた小腸などの組織特異的な SMS2 

KO マウスを作製し，肝臓以外の組織における SMS2 が脂肪肝に及ぼす影響を検

討することが求められる．また，SMS2 KO マウスにおいて血漿中で C22-Cer が

増加し，骨格筋において SM の減少を来さずに糖の取り込みが増加することを

明らかとした点についても，血漿 Cer 濃度と骨格筋の糖取り込みの間に相関関

係が見られることを示した新知見である．今後は両者の直接的な関係を証明す

ることが期待される． 

 

 本研究により得られた知見が，SM の生理機能の解明および SMS2 を標的とし

た代謝疾患治療薬開発の一助となるものと期待する． 
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