
Title 皮膚透過性バリア形成におけるセラミド分解経路の関与とその異常による病態の解明

Author(s) 野尻, 光希

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(薬科学)

Dissertation Number 甲第14840号

Issue Date 2022-03-24

DOI https://doi.org/10.14943/doctoral.k14840

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/85628

Type doctoral thesis

File Information Koki_Nojiri.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



令和 3 年度 

博士学位論文 

 

 

 

 

 

 

皮膚透過性バリア形成におけるセラミド分解経路の関与とその異常による病態

の解明 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

北海道大学 大学院生命科学院 

生命科学専攻 生命医薬科学コース 

生化学研究室 

 

野尻光希 

 

 

令和 4 年 3 月  



   1  

目次 
略語一覧 ................................................................................................................................. 4 

脚注......................................................................................................................................... 6 

1. 序論 .................................................................................................................................... 7 

1-1. 表皮の構造と機能...................................................................................................... 7 

1-2. 表皮における脂質の多様性と機能 ........................................................................... 7 

1-2-1. 表皮における脂質ラメラの役割 ..................................................................................... 7 

1-2-2. 脂質ラメラを構成するセラミドの多様性 ...................................................................... 8 

1-3. Sjögren-Larsson 症候群 ............................................................................................. 13 

1-3-1. 疾患概要 ......................................................................................................................... 13 

1-3-2. 皮膚症状 ......................................................................................................................... 13 

1-3-3. 神経症状 ......................................................................................................................... 14 

1-4. アルデヒド脱水素酵素 ............................................................................................ 14 

1-4-1. ALDH3 サブファミリー ................................................................................................. 14 

1-4-2. 長鎖塩基代謝経路における ALDH3A2 の関与 ............................................................ 15 

1-5. セラミド分解酵素.................................................................................................... 17 

1-6. Aldh3a2 KO マウスの解析 ........................................................................................ 17 

1-6-1. 皮膚表現型解析 ............................................................................................................. 17 

1-6-2. 神経表現型解析 ............................................................................................................. 18 

1-7. アルデヒドによる化学反応 .................................................................................... 20 

2. SLS 皮膚病態発症メカニズムの解明 ............................................................................. 21 

2-1. 研究背景・目的 ....................................................................................................... 21 

2-2. 結果 .......................................................................................................................... 21 

2-2-1. DKO マウスの作製 ......................................................................................................... 21 

2-2-2. DKO マウスにおける皮膚バリア機能の低下 ............................................................... 23 

2-2-3. DKO マウスにおける過角化 .......................................................................................... 24 



   2  

2-2-4. DKO マウス表皮におけるアシルセラミドの減少 ........................................................ 26 

2-2-5. DKO マウス表皮において結合型セラミドの量は正常である ..................................... 27 

2-2-6. DKO マウス表皮におけるトリグリセリドの増加 ........................................................ 28 

2-2-7. DKO マウス角質層におけるアシルセラミドの減少 .................................................... 30 

2-2-8. DKO マウス表皮におけるアシルセラミド合成関連遺伝子の発現は正常である ...... 31 

2-2-9. DKO マウス由来の分化ケラチノサイトにおける長鎖塩基代謝異常 ......................... 32 

2-3. 考察 .......................................................................................................................... 34 

3. 表皮の長鎖塩基産生を担うセラミダーゼの探索 ......................................................... 38 

3-1. 研究背景と目的 ....................................................................................................... 38 

3-2. 結果 .......................................................................................................................... 38 

3-2-1. ASAH1 KO ケラチノサイトにおけるセラミド分解の低下 .......................................... 38 

3-2-2. ASAH1 KO ケラチノサイトにおける SPH の減少 ........................................................ 40 

3-2-3. セラミダーゼ KO ケラチノサイトでは脂肪酸量は変化しない .................................. 41 

3-3. 考察 .......................................................................................................................... 41 

4. 材料と方法 ...................................................................................................................... 45 

4-1. マウス ....................................................................................................................... 45 

4-2. 皮膚透過性バリアアッセイ .................................................................................... 45 

4-3. FALDH 活性測定 ...................................................................................................... 46 

4-4. HE 染色 ..................................................................................................................... 46 

4-5. 透過型電子顕微鏡解析 ............................................................................................ 46 

4-6. 走査型電子顕微鏡解析 ............................................................................................ 47 

4-7. マウス表皮の脂質抽出 ............................................................................................ 47 

4-8. テープストリッピング ............................................................................................ 48 

4-9. テープからの脂質抽出 ............................................................................................ 48 

4-10. TLC による解析 ...................................................................................................... 48 

4-11. LC-MS/MS による解析 ........................................................................................... 49 



   3  

4-12. 定量的リアルタイム RT-PCR ............................................................................... 50 

4-13. ケラチノサイトの初代培養 .................................................................................. 50 

4-14. [3H]DHS トレーサー解析 ....................................................................................... 50 

4-15. プラスミドの作製 .................................................................................................. 51 

4-16. ヒト不死化ケラチノサイトの培養およびトランスフェクション ..................... 51 

6. 表一覧 .............................................................................................................................. 52 

7. 参考文献 .......................................................................................................................... 59 

  
  



   4  

略語一覧 

AAG 1-alkyl/alkenyl-2-acyl-glycerol 

ABC ATP-binding cassette 

ABHD α/β hydrolase domain-containing 

ACER alkaline ceramidase 

ACS acyl-CoA synthetase 

ALDH aldehyde dehydrogenase 

ALOX arachidonate lipoxygenase 

ASAH acid ceramidase N-acylsphingosine amidohydrolase 

Cer ceramide 

CERS ceramide synthase 

DHS dihydrosphingosine 

ELOVL elongation of very long-chain fatty acid 

FA fatty acid 

FATP fatty acid transport protein 

FALDH fatty aldehyde dehydrogenase 

FA2H fatty acid 2-hydroxylase 

GalCer galactosylceramide 

GBA β-glucocerebrosidase 

HE hematoxylin eosin 

KO knockout 

LC-MS/MS liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry 

OAHFA (O-acyl)-ω-hydroxy fatty acid 

PAM protospacer adjacent motif 

PBS phosphate-buffered saline 

PC phosphatidylcholine 

PE phosphatidylethanolamine 

PHS phytosphingosine 

PlsPE plasmanyl/plasmenyl phosphatidylethanolamine 

PNPLA patatin-like phospholipase domain containing lipase 

RT-PCR reverse transcription-PCR 

SDR short chain dehydrogenase/reductase 
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SGPL sphingosine 1-phosphate lyase 

SLS Sjögren-Larsson syndrome 

SPG spastic paraplegia 

SPH sphingosine 

SPHK sphingosine kinase 

TECR trans-2-enoyl-CoA reductase 

TG triglyceride 

TLC thin-layer chromatography 

UGCG UDP-glucose ceramide glucosyltransferase 

WT wild type 
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脚注 

本研究では，ヒトのタンパク質を全て大文字で表記し，マウスのタンパク質は頭文字

のみ大文字で表記した。また，遺伝子は全てイタリックで表記した。 

(例）ヒト：タンパク質 ALDH3A2，遺伝子 ALDH3A2 

   マウス：タンパク質 Aldh3a2，遺伝子 Aldh3a2 
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1. 序論  
1-1.  表皮の構造と機能  

皮膚は体外から体内への病原菌，アレルゲンなどの異物の侵入と体内から体外への過

剰な水分蒸散を防ぐ透過性バリア（皮膚バリア）機能を有している。皮膚は外側から表

皮，真皮，皮下組織より構成されており，表皮はさらに外側から角質層，顆粒層，有棘

層，基底層の 4 層に分けられる（図 1）。表皮における細胞のほとんどはケラチノサイ

トであり，ケラチノサイトは基底層で増殖したのち，分化とともに外層へ移行する。各

層は層の数が異なっており，ヒトの場合，基底層が 1 層，有棘層が 5–10 層，顆粒層が

2–3 層，角質層が約 10 層で構成される。顆粒層のケラチノサイトには皮膚バリアに重

要なタンパク質および脂質が貯留された顆粒が存在し，それぞれケラトヒアリン顆粒お

よび層板顆粒と呼ばれる。ケラトヒアリン顆粒には主にプロフィラグリンが内包されて

おり，プロフィラグリンは角質層においてプロセッシングを受け，フィラグリンとなる

1)。フィラグリンは角質細胞中の中間径フィラメントであるケラチン繊維を凝集させて

皮膚バリア機能を強めるほか，分解を受けて天然保湿因子となり，皮膚の水分保持に寄

与する 1)。角質層ではケラチノサイトは脱核した無核の角質細胞となる。角質細胞の細

胞膜は周辺帯と呼ばれるインボルクリンやロリクリン，エンボプラキン，ペリプラキン

で構成されるタンパク質の架橋構造体により裏打ちされており，さらにその内側にはフ

ィラグリンが結合したケラチン繊維からなる細胞骨格が存在する 2)。層板顆粒はセラミ

ド前駆体などの脂質を豊富に含んでおり，その脂質は顆粒層と角質層の境界で細胞外へ

と放出され，角質細胞間脂質となる。 

 

1-2. 表皮における脂質の多様性と機能  

1-2-1. 表皮における脂質ラメラの役割  
角質細胞間脂質はラメラ状の構造をとることから脂質ラメラと呼ばれ 3,4)，その主要

な構成成分はセラミド，コレステロール，遊離脂肪酸である 4-6)。脂質ラメラにおいて，

これらの脂質は炭化水素鎖同士の疎水性相互作用や水酸基やカルボン酸部分などの極

性基同士の相互作用をとることでラメラ構造を形成している 7,8)。脂質ラメラは皮膚バ

リア機能に必須の構造体であり，そのラメラ構造と疎水性の高さによって，体外からの

異物の侵入防止や体内からの水分蒸散の防止するバリアの役割を果たしている。 

 



   8  

 

図 1. 皮膚の構造 
皮膚の構造を示す（左図）。表皮は角質層，顆粒層，有棘層，基底層の 4 層に分けられる。角

質層の拡大図を示す（右図）。角質細胞間は脂質ラメラによって満たされている。角質細胞は

ケラチン繊維やフィラグリンで構成される細胞骨格をもち，細胞膜の裏打ち構造としてイン

ボルクリンやロリクリンなどのタンパク質が架橋された構造体である周辺帯をもつ。角質細

胞表面を覆う角質細胞脂質エンベロープは，周辺帯のタンパク質と結合した結合型セラミド

からなる。 

 

1-2-2. 脂質ラメラを構成するセラミドの多様性 

脂質ラメラにはセラミド，コレステロール，遊離脂肪酸がおおよそ等モル比で存在し

ており，重量比ではセラミドは重量比で約 50%を占める 4)。セラミドは長鎖塩基と脂肪

酸により構成されるが（図 2A），哺乳類には長鎖塩基として飽和の炭素鎖をもつジヒ

ドロスフィンゴシン（DHS; dihydrosphingosine），4 位にトランス二重結合を有する一価

不飽和のスフィンゴシン（SPH; sphingosine），4 位に水酸基を有するフィトスフィンゴ

シン（PHS; phytosphingosine），4 位にトランス二重結合と 6 位に水酸基を有する 6-ヒ

ドロキシスフィンゴシン，4 位にトランス二重結合と 14 位にシス二重結合を持つ 4,14-

スフィンガジエンの 5 種が存在する（図 2B）。セラミドを表記する際は，それぞれの

長鎖塩基は DHS が【DS】，SPH が【S】，PHS が【P】，6-ヒドロキシスフィンゴシン

が【H】，4,14-スフィンガジエンが【SD】とさらに略されて表記される。一方，脂肪酸

部分は水酸基を持たない非水酸化脂肪酸【N】，α位に水酸基を持つ脂肪酸【A】，ω末

端に水酸基を持つ脂肪酸【O】，ω 末端にリノール酸がエステル結合した脂肪酸【EO】

が存在する（図 2C）。また，脂肪酸の一部はタンパク質と結合した結合型脂肪酸【P-O】 
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となる。これらの組み合わせによりセラミドは 20 クラスの非結合型セラミドと 5 クラ

スの結合セラミドに分類され，それぞれ長鎖塩基と脂肪酸の略号の組み合わせで表記さ

れる。例として長鎖塩基に SPH を持ち，脂肪酸に非水酸化脂肪酸を有するセラミドは

NS である（図 2A，D）。多くの組織では NS が最も多いセラミドクラスであり，NDS，

NSD も微量ではあるが存在する。一方，脳の髄鞘においては AS タイプのセラミドが

NS タイプのセラミドより豊富に存在するなど，セラミドクラス組成は組織毎に特徴が

ある 9)。ヒト角質層では NS，NDS，NH，NP，AS，ADS，AH，AP，EOS，EOP，EOH

といった多様なセラミドクラスが存在する 10)。なかでも，H タイプと P タイプが主要

であり，角質層セラミドのうち H タイプが 45.4%，P タイプが 34.7%存在する。EO タ

イプのセラミドはアシルセラミドと呼ばれ，表皮特異的に存在し，皮膚バリア機能に必

須である 4,6)。角質細胞の表面の角質細胞脂質エンベロープ（図 1）は周辺帯タンパク質

とセラミドが結合した結合型セラミドにより構成されており，結合型セラミドも皮膚バ

リア機能に必須である。セラミドはこのように長鎖塩基と脂肪酸の組み合わせによって

多くのクラスに分類されるが，それぞれのクラスには脂肪酸の炭素鎖長の異なるものも

含まれるため，存在するセラミド分子種はさらに多様になる。脂肪酸はその炭素鎖長に

より分類され，定義によって異なるが炭素数（C）2–4 のものを短鎖脂肪酸，C5–10 の

ものを中鎖脂肪酸，C11–20 のものを長鎖脂肪酸，C21 以上のものを極長鎖脂肪酸と呼

び，極長鎖脂肪酸のなかでも C26 以上のものは超長鎖脂肪酸と呼ばれることもある。細

胞膜を構成するグリセロリン脂質の脂肪酸部分は C16–20 の長鎖脂肪酸が主要である。

一方，セラミドは多くの組織で C16 と C24 の脂肪酸を持つ分子種が主要であるが，表

皮ではそれらに加え C26–C30 といった超長鎖脂肪酸を含むセラミドも豊富に存在して

いる。アシルセラミド，結合型セラミドを構成する脂肪酸は C30–36 と特に長いことが

特徴的である。 

図 2. 多様なセラミドクラス 
（A）長鎖塩基と非水酸化脂肪酸からなるセラミド，脂肪酸の ω末端にリノール酸が結合した

アシルセラミド，タンパク質と結合した結合型セラミド（左，従来考えられていた結合様式；

右，新しく提唱された結合様式）の構造を示す。（B）哺乳類の長鎖塩基の構造を示す。二重

結合と水酸基の違いにより，セラミドの構成成分である長鎖塩基は【DS】，【S】，【P】，

【H】，【SD】の 5 種類に分類される。（C）脂肪酸の構造を示す。脂肪酸は【N】，【A】，

【O】，【EO】の 4 種類に分類される。（D）セラミドのクラス一覧を示す。セラミドは長鎖

塩基と脂肪酸の組み合わせから 20 種のクラスの非結合型セラミドと 5 クラスの結合型セラミ

ドが存在し，それぞれの略形の組み合わせにより表記される。 
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1-2-3. アシルセラミドの産生経路と皮膚バリア機能における重要性 
魚鱗癬は皮膚が魚の鱗状になることから名付けられた皮膚角化症の一種であり，皮膚

の肥厚，乾燥，落屑を特徴とする 11)。前述のように，アシルセラミドは表皮特異的に存

在するセラミドであり，長鎖塩基，ω-⽔水酸化（OH）超⻑⾧長鎖脂肪酸，リノール酸の 3 本

の疎水鎖からなる構造をもつ。この特殊な構造がラメラ構造の形成に働くと考えられて

いる 4,6)。これまで同定されたアシルセラミド合成に関わる遺伝子全ては魚鱗癬の原因

遺伝子として報告されている 12-16)。アシルセラミドの生合成は基底層における未分化ケ

ラチノサイトでは行われず，有棘層の上部から始まり，主に顆粒層で行われる。アシル

セラミドは複数の反応ステップを経て産生される（図 3）。まず，脂肪酸伸長酵素であ

る ELOVL1，ELOVL4 によって脂肪酸の活性化体であるアシル CoA が伸長され，C26

以上の超長鎖アシル CoA となる 17-19)。次に，超長鎖アシル CoA は CoA が脱離して超

長鎖脂肪酸となり，脂肪酸 ω-水酸化酵素 CYP4F22 によって ω位が水酸化されて ω-OH

超長鎖脂肪酸へ変換される 20)。ω-OH 超長鎖脂肪酸はアシル CoA 合成酵素 FATP4 によ

る CoA 付加を受け，ω-OH 超長鎖アシル CoA に変換されたのち，セラミド合成酵素

CERS3 によって長鎖塩基と縮合し，ω-OH 超長鎖セラミドとなる 21,22)。その後，トラン

スアシラーゼ PNPLA1 が触媒するトランスアシレーション反応によってトリグリセリ

ド（TG; triglyceride）中に含まれるリノール酸鎖が ω-OH 超長鎖セラミドの ω末端に転

移され，アシルセラミドが産生される 23-26)。この PNPLA1 によるトランスアシレーショ

ン反応には補助因子としてα/β 加水分解酵素ファミリータンパク質 ABHD5 が必要で

あり，ABHD5 は TG を PNPLA1 へ受け渡す，あるいは PNPLA1 の TG へのアクセスを

促進する役割を担うと推測されている 23)。これらアシルセラミド産生に関与する遺伝

子のノックアウト（KO; knockout）マウスは皮膚バリア機能の著しい低下を示し，新生

致死となる 16,19,20,23,27)。 

アシルセラミドは小胞体で産生された後，ゴルジ体においてグルコース転移酵素であ

るグルコシルセラミド合成酵素 UGCG によって 1位の水酸基へグルコースが付加され，

アシルグルコシルセラミドとなる 28,29)。その後，ABC トランスポーターである ABCA12

によって層板顆粒へ輸送され，貯留される 30,31)。顆粒層と角質層の境界面においてアシ

ルグルコシルセラミドは細胞外に放出されたのち，β-グルコセレブロシダーゼである

GBA による脱グルコシル化を受けて再度アシルセラミドとなる 5,32)。角質層においてア

シルセラミドは脂質ラメラの構成成分となるが，その一部はリノール酸鎖がリポキシゲ

ナーゼ ALOX12B，ALOXE3 による水酸化，エポキシ化反応を受けた後，周辺帯のタン

パク質と結合した結合型セラミドへ代謝される 33)。従来，エポキシドヒドロラーゼによ 
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るエポキシ化体のトリオール体への変換後，エステラーゼによってトリオール鎖が切断

され，再度 ω-OH セラミドとなり，続いてトランスグルタミナーゼ TGM1 によって ω

位の水酸基がタンパク質と結合されることで結合型セラミドが産生されると考えられ

てきた 34)。しかし近年，エポキシ化体がデヒドロゲナーゼ SDR9C7 による酸化を受け，

タンパク質と非酵素的に結合することで結合型セラミドが産生されるという新たな様

 
図 3. アシルセラミド合成経路 
アシルセラミドの合成経路を示す。長鎖アシル CoA が ELOVL1 および ELOVL4 によって超

長鎖アシル CoA に伸長され，CoA が脱離し，超長鎖脂肪酸となる。続いて CYP4F22 が触媒

する ω水酸化反応により，ω-OH 超長鎖脂肪酸が合成される。ω-OH 超長鎖脂肪酸は FATP4 に

よる CoA 付加を受けたのち，CERS3 によって長鎖塩基と縮合し，ω-OH 超長鎖セラミドとな

る。アシルセラミド合成の最終ステップとして，PNPLA1 によって ω-OH 超長鎖セラミドの ω
末端にリノール酸含有 TG からリノール酸が転移されることでアシルセラミドが合成される。

ABHD5 は PNPLA1 による TG の利用を促進すると考えられている。 
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式が提唱されている 35)。結合型セラミドは角質細胞における化学的に安定な細胞膜と

して機能するだけでなく，脂質ラメラを角質細胞表面に繋ぎとめる機能ももつと推定さ

れている。これら結合型セラミドの合成に関与する ALOX12B，ALOXE3，SDR9C7 もす

べて魚鱗癬の原因遺伝子として報告されている 36-38)。このように，アシルセラミドは脂

質ラメラの形成に関わるだけでなく，結合型セラミドの前駆体という側面ももっている。 

 

1-3. Sjögren-Larsson 症候群  

1-3-1. 疾患概要  

Sjögren-Larsson 症候群（SLS; Sjögren-Larsson syndrome）は 1957 年に Sjögren と Larsson

によって報告された常染色体潜性遺伝性の皮膚神経疾患であり，その主症状は皮膚にお

いて魚鱗癬，神経において精神遅滞，痙性対麻痺である 39,40)。SLS の原因遺伝子は脂肪

族アルデヒド脱水素酵素（FALDH; fatty aldehyde dehydrogenase）をコードする ALDH3A2

である。発症率はおよそ 10 万人に 0.4 人であり，希少疾患に分類される 39,41)。これまで

100 種類を超える ALDH3A2 の変異が SLS 患者において見つかっており，活性が調べら

れたすべての変異体で FALDH 活性が健常人の 10%以下に減少することが報告されて

いる 42)。アルデヒドは反応性が高いため，ALDH3A2 の活性低下によって蓄積した脂肪

族アルデヒドが神経系および皮膚で重要な機能をもつタンパク質を攻撃し，機能障害を

引き起こすことが SLS の発症要因であると考えられている 42)。しかし，生体内に存在

するどの脂肪族アルデヒドが SLS の病態に関与するのか，また蓄積した脂肪族アルデ

ヒドがどのタンパク質を攻撃して障害するのかといった詳細な発症の分子メカニズム

はほとんど不明である。 

 

1-3-2. 皮膚症状 

SLS の主症状の一つである魚鱗癬は出生直後から発病する 42,43)。常染色体潜性先天性

魚鱗癬は道化師様魚鱗癬，葉状魚鱗癬，先天性魚鱗癬様紅皮症に大別されるが，SLS は

多くの症例で皮膚の紅潮や紅斑，皮疹を伴うことから先天性魚鱗癬様紅皮症として分類

されることが多い 42,43)。 

SLS ではヘマトキシリン・エオジン（HE; hematoxylin eosin）染色による皮膚病変部位

の観察から過角化と呼ばれる表皮角質層の異常多層化や表皮の肥厚などが病理所見と

して認められる 44,45)。過角化については，ケラチノサイトの異常な増殖亢進による増殖

性過角化や角質層のターンオーバー不全による貯留性過角化が知られているが，SLS 患
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者の表皮ではケラチノサイトの増殖亢進が報告されている 46,47)。また，SLS 患者の表皮

の層板顆粒のラメラ構造の欠落，ミトコンドリア数の増加，角質細胞内における脂質空

胞の存在など様々な形態異常が電子顕微鏡解析によって明らかにされている 44,45)。角質

層のセラミド組成に関しては，SLS 患者の病変部位の表皮で健常人と比較して NS や

TG の量は変化していないが，AP や AH，アシルセラミドが減少し，遊離脂肪酸が増加

していることが報告されている 48)。しかし，その報告では一例の患者のみのデータであ

ること，脂質解析が薄層クロマトグラフィー（TLC; thin-layer chromatography）による解

析であり，定性的および定量的解析としては不十分であることから，より詳細な解析が

必要である。 

 

1-3-3. 神経症状  

SLS の主な神経症状は精神遅滞と痙性対麻痺であり，いずれも生後数年を経て発症す

る 43)。精神遅滞については多くの症例で IQ が 50 を下回るような大幅な知能指数の低

下や言語機能障害を伴うことが報告されており，痙性対麻痺については上肢よりも下肢

において強く症状がみられ，けいれんや歩行障害が認められる症例も多く存在する 40)。

SLS の病理所見としては，患者の脳の MRI 解析から髄鞘の減少および CT 解析による

白質の低形成などが報告されている 49)。また，1H-MRS 解析により SLS 患者の脳の大脳

白質において健常人ではみられない異常な脂質とみられるピークが検出されており，蓄

積した脂肪族アルデヒドの代謝物であることが推測されている 40,49)。このように SLS 神

経症状については非侵襲的な解析に限られており，発症に至る詳細な分子メカニズムに

ついては明らかにされていなかった。 

 

1-4. アルデヒド脱水素酵素 

1-4-1. ALDH3 サブファミリー 

生体内には脂質や神経伝達物質の代謝産物および食事由来などの多様なアルデヒド

分子種が存在する 50,51)。アルデヒドは一般的に高い求電子性を持つため反応性が高く，

その蓄積は生体に対して強い毒性を示す。そのため，生体内で生じたアルデヒドは速や

かにカルボン酸などの反応性の低い別の分子に変換される必要がある。アルデヒドデヒ

ドロゲナーゼ（ALDH; aldehyde dehydrogenase）はアルデヒドをカルボン酸に変換する酵

素であり，ヒトに 19 種，マウスに 21 種存在する 50,51)。SLS 原因遺伝子である ALDH3A2

は ALDH3 サブファミリーに属する。ALDH3 サブファミリーとしてヒトには ALDH3A1，
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ALDH3A2，ALDH3B1，偽遺伝子化した ALDH3B2 が存在する。一方，マウスにはげっ歯

類特有の Aldh3b3 を加えた 5 種（Aldh3b2 は機能的）が存在する 50-52)。ALDH3A1 は角

膜に高発現する可溶性タンパク質であり，紫外線暴露により生じる 4-ヒドロキシ 2-ノ

ネナールの代謝を担い，角膜および水晶体の保護に寄与している 53,54)。実際，Aldh3a1 

KO マウスでは紫外線暴露による白内障の発症頻度が野生型（WT; wild type）マウスに

比べて高いことが報告されている 53,55,56)。ALDH3A2 は広範な組織に発現がみられ，in 

vitro 解析では C6–24 までの幅広い鎖長の直鎖アルデヒドに活性を示す 57)。なかでも，

C16 と C18 の長鎖アルデヒドに対して最も強い活性を有す 52,58)。ALDH3A2 は長鎖塩基

代謝経路において産生されるヘキサデセナールなどの長鎖アルデヒド，ロイコトリエン

B4 の分解経路において産生されるアルデヒド，食事由来のフィトールに由来する分岐

鎖アルデヒドといった様々な経路由来のアルデヒドの代謝に関与する 42,48,59-63)。

ALDH3A2 には 2 種のスプライシングアイソフォームが存在することが知られており，

メジャーアイソフォームが小胞体膜に，マイナーアイソフォームがペルオキシソーム膜

に局在し，いずれも一回膜貫通タンパク質である 64)。 

ALDH3B サブファミリーに関する解析は主に当研究室の北村によって行われた。

ALDH3B1 は肺，精巣，白血球で高発現しており，細胞膜に局在する 65-67)。ALDH3B1 は

C6–9 の中鎖アルデヒドおよび長鎖アルデヒドに高い活性を持つ 65,67,68)。ヒト ALDH3B2

は偽遺伝子化しており，活性を持たないが，マウス Aldh3b2 およびげっ歯類特有の

Aldh3b3 が ALDH3A2 と同様，中鎖から長鎖まで幅広いアルデヒドに活性を持つ 52)。

Aldh3b2 は肝臓，腎臓以外の表皮を含めた多くの組織で発現しており，脂肪細胞では脂

肪滴に局在し，Aldh3b3 は精巣に発現しており，細胞膜に局在する 52)。 

 

1-4-2. 長鎖塩基代謝経路における ALDH3A2 の関与 

セラミドの構成成分である長鎖塩基は複数回の反応を受けてアシル CoA へと変換さ

れ，グリセロ脂質を含む様々な脂質へ代謝される（図 4）。この代謝経路において産生

される長鎖アルデヒドの酸化を ALDH3A2 が触媒することが当研究室の中原らの解析

によって明らかとされている 59)。長鎖塩基はスフィンゴシンキナーゼ SPHK1 あるいは

SPHK2 によりリン酸化を受け，長鎖塩基 1-リン酸となったのち，長鎖塩基 1-リン酸リ

アーゼ SGPL1 による開裂を受けてホスホエタノールアミンと C16 の長鎖アルデヒドと

なる 69-72)。DHS からは飽和アルデヒドであるヘキサデカナールが生じ，哺乳類で最も

主要な長鎖塩基 SPH からは 1 価不飽和であるトランス-2-ヘキサデセナールが生じる。

トランス-2-ヘキサデセナールは α，β不飽和アルデヒドであり，一般的なアルデヒドよ
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りも反応性が高く，その蓄積は細胞毒性が高いことが知られているため 73,74)，トランス

-2-ヘキサデセナールの速やかな代謝は生体において特に重要であると考えられる。

DHS 由来のヘキサデカナールは，ALDH3A2 によって酸化されてパルミチン酸となり，

アシル CoA 合成酵素 ACSL1–6 による CoA 付加を受けてパルミトイル CoA へと変換さ

れる 59,75)。一方，SPH 由来のトランス-2-ヘキサデセナールは，ACSL1–6 による CoA 付

加を受けたのち，トランス-2-エノイル CoA レダクターゼ TECR による飽和化を受け， 

パルミトイル CoA へ変換される 59,75)。これら一連の反応は小胞体膜上で行われ，産生

されたパルミトイル CoA は主にグリセロ脂質合成に利用される。 

 
図 4. 長鎖塩基代謝経路 
スフィンゴ脂質の唯一の異化経路である長鎖塩基代謝経路を示す。長鎖塩基は SPHK1/2 によ

るリン酸化を受け，長鎖塩基 1-リン酸となったのちに SGPL1 による開裂を受け，ホスホエタ

ノールアミンと C16 の長鎖アルデヒドになる。次に，ALDH3A2 によって長鎖アルデヒドは長

鎖脂肪酸へと変換されたのち，ACSL1–6 による CoA 付加を受け，長鎖アシル CoA が生成さ

れる。DHS 由来の場合は，この経路によってパルミトイル CoA が生成されるため，そのまま

グリセロ脂質などに組み込まれる。一方，SPH 由来の場合は，生成されたトランス 2-ヘキサ

デセノイル CoA の二重結合が TECR により飽和されてパルミトイル CoA へ変換された後，

グリセロ脂質などに取り込まれる。 
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この長鎖塩基代謝経路は唯一のスフィンゴ脂質の異化経路であることから，スフィンゴ

脂質量の調節に重要な役割を果たしており，生体内の全ての組織で恒常的に働いている。

そのため，長鎖塩基代謝経路の異常は様々な疾患の要因となる。例えば，SGPL1 遺伝子

はネフローゼ症候群 14 型や遺伝性ニューロパチーの原因遺伝子である 76,77)。また，す

でに述べたように ALDH3A2 は SLS の原因遺伝子である 40)。 

 

1-5. セラミド分解酵素 

セラミダーゼはセラミドのアミド結合の開裂反応を触媒し，セラミドを長鎖塩基と脂

肪酸に分解する酵素である 78,79)。セラミダーゼは酵素活性を示す至適 pH によって分類

され，哺乳類には酸性セラミダーゼ ASAH1，中性セラミダーゼ ASAH2，塩基性セラミ

ダーゼ ACER1，ACER2，ACER3 が存在する 78,79)。ASAH1 はリソソームに局在し，広

範な組織で発現がみられる 80)。ASAH1 の変異は疼痛を伴う関節腫脹変形や皮下結節，

中枢神経障害などを主症状とするファーバー病を引き起こす 78,79)。ファーバー病はリソ

ソームにおいてスフィンゴ脂質が蓄積するスフィンゴリピドーシスの一種であり，多く

の症例では生後数年以内に死亡するが，軽症例では成人にまで生存する例も存在する

81,82)。また，Asah1 KO マウスは胎生致死であることが報告されている 83)。ASAH2 は細

胞膜およびゴルジ体に局在し，小腸および大腸で高発現する 84,85)。Asah2 KO マウスで

は小腸においてセラミド量が増加し，SPH 量が減少することが報告されており 84)，Asah2

が食事由来のスフィンゴ脂質の分解や小腸におけるセラミドおよび SPH 量の調節に寄

与していると考えられている。ACER1–3 は小胞体膜およびゴルジ体に局在しており，

ACER1 は表皮に，ACER2 は胎盤，膵臓，心臓に，ACER3 は広範な組織に発現し，特に

胎盤で高発現している 86-89)。ACER1–3 変異と疾患との関連性は明らかにされていない

が，Acer1 KO マウスでは皮膚バリア機能の低下や皮膚，毛，皮脂腺の形態異常がみら

れ，皮膚のセラミド量がわずかに増加していることが報告されている 90)。 

 

1-6. Aldh3a2 KO マウスの解析 

1-6-1. 皮膚表現型解析 

当研究室ではこれまで SLS 発症メカニズムの解明を目指して Aldh3a2 KO マウスを作

製し，解析を行ってきた。Aldh3a2 KO マウスは明確な SLS 様皮膚表現型を示さなかっ

たが，いくつかの軽微な皮膚表現型は観察された 91)。例えば，表皮基底層では細胞間隙
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が拡大していた。細胞間隙の拡大は細胞増殖が亢進しているケラチノサイトでしばしば

みられるが，Aldh3a2 KO マウスの初代培養ケラチノサイトでも細胞増殖が亢進してい

た。また，皮膚バリアを部分的に破壊するアセトン処理後の皮膚バリア機能回復では

Aldh3a2 KO マウスで遅延が見られた。このように，これまで報告された全ての魚鱗癬

原因遺伝子の KO マウスが皮膚バリア機能不全によって新生致死になるのに対し 16,22,23)，

Aldh3a2 KO マウスは皮膚バリア機能の低下を示さず，正常に発育して軽微な表現型を

示すのみであった。これは，Aldh3b2 との機能重複のためであると考えられる。実際，

Aldh3a2 KO マウスにおける FALDH 活性が表皮で減少しなかった 91)。上述の通り，ヒ

トでは偽遺伝子化して機能を失った Aldh3b2 がマウスでは Aldh3a2 と同様幅広い脂肪

族アルデヒドに活性を示し 52)，マウス表皮では Aldh3b2 が高発現（Aldh3a2 の 10 倍以

上）している 91)。 

 

1-6-2. 神経表現型解析 

表皮では Aldh3a2 の欠損によって FALDH 活性が低下しなかったが，脳においては

WT マウスの約 3 割にまで低下した。その結果，Aldh3a2 KO マウスが明確な SLS 様の

皮膚表現型を示さなかった一方，神経系の表現型については示すことが当研究室の金武

らによって明らかにされている 92)。例えば，Aldh3a2 KO マウスはビームテストにおけ

る歩行速度の減少や足を滑らせた回数の増加など，軽度の運動機能異常を示す。髄鞘は

脂質に富む組織であり，SLS 患者では低髄鞘化がみられる。Aldh3a2 KO マウスの脳で

は，2-OH ガラクトシルセラミド（GalCer; galactosylceramide）が WT マウスの半分程度

に減少している。2-OH GalCer は GalCer の脂肪酸部分の 2 位が水酸化されたセラミド

であり，髄鞘に豊富に存在する脂質（総脂質の約 25%）である。また，多くの GalCer は

2-OH 化されており，2-OH GalCer は髄鞘に存在する GalCer の 50%以上を占める 93)。2-

OH GalCer は髄鞘の形成，機能維持に重要であり，2-OH 化を担う脂肪酸 2 位水酸化酵

素 FA2H の KO マウスは髄鞘の異常を示す 94-96)。FA2H は脳の髄鞘を形成するオリゴデ

ンドロサイト，結腸，精巣に発現しており，小胞体膜に局在する 97)。ヒトにおいて FA2H

は遺伝性の神経疾患である SPG35 の原因遺伝子であり，患者では痙性対麻痺と精神遅

滞が認められる 98,99)。このように SPG35 の症状は SLS 神経症状と類似しており，Aldh3a2 

KO マウス脳において 2-OH GalCer の減少がみられることから，SLS 神経症状発症メカ

ニズムとして ALDH3A2 の活性低下によってオリゴデンドロサイトで蓄積した脂肪族

アルデヒドが FA2H を攻撃することで酵素活性の低下を引き起こして髄鞘の 2-OH 

GalCer を減少させ，髄鞘機能低下に至るという仮説を当研究室では提案した 92)（図 5A）。
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FA2H はヒスチジンボックスを有している。これらのヒスチジン残基が FA2H の活性中

心を構成しており，触媒反応に関与する金属イオンとの配位に必須である。SLS では

FALDH 活性の低下によって長鎖塩基由来のトランス-2-ヘキサデセナールなどの α，β

不飽和長鎖アルデヒドが蓄積し，この蓄積したアルデヒドがマイケル付加反応によって

活性中心のヒスチジン残基に結合することで，FA2H の酵素活性の低下が引き起こされ

ていると考えられる（図 5B）。 

 

図 5. SLS 神経症状発症のモデル 
（A）SLS 神経症状発症メカニズム仮説を示す。Aldh3a2 KO マウスにおいて，2-OH GalCer の
産生を担う酵素 FA2H に対し，FALDH 機能不全により蓄積したアルデヒドが攻撃することで

活性低下を引き起こす。その結果，ミエリンに重要な 2-OH GalCer が減少する。（B）FA2H
に対するアルデヒド修飾の模式図を示す。FA2H は活性に必須な金属イオンをキレートするヒ

スチジン残基を活性中心に有し，脂肪酸の 2 位を水酸化する。一方，FALDH 機能不全時にお

いては，ヘキサデセナールなどの α，β不飽和アルデヒドが FA2H の活性中心に入り込み，ヒ

スチジン残基とマイケル付加反応により結合することで金属イオンの安定性が低下し，FA2H
の機能を阻害する。 
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1-7. アルデヒドによる化学反応 

求電子性が高く，反応性が高いアルデヒド分子種はその構造の違いによって異なる反

応をする。飽和アルデヒドの場合，カルボニル炭素に対し，第一級アミンの窒素原子が

求核攻撃をすることでシッフ塩基を形成する（図 6A）。一方，α，β不飽和アルデヒド

はシッフ塩基の他に 1，4 付加反応であるマイケル付加反応体を生じる（図 6B）。α，β

不飽和アルデヒドは飽和アルデヒドとは異なり，炭素–炭素二重結合を有しており，求

核剤が β位の炭素に求核攻撃をした際，不安定な炭素陰イオンが生じるのではなく，電

子吸引基であるカルボニル基との間で共鳴安定化されたエノラートアニオンを生成す

るため，結合体を形成しやすい 73,100)。そのため，α，β不飽和アルデヒドはアルデヒド

の中でも特に反応性が高い。この反応性の高さにより，α，β不飽和アルデヒドは飽和ア

ルデヒドよりも反応するアミノ酸の候補が増える。飽和アルデヒドに対しては，塩基性

アミノ酸であるリシン残基，アルギニン残基が求核攻撃をすることでシッフ塩基を形成

する。一方，α，β不飽和アルデヒドに対しては，塩基性アミノ酸の他にヒスチジン残基

やシステイン残基が求核攻撃をするマイケル付加反応が起こりやすい。長鎖塩基代謝経

路において SPH から産生されるトランス-2-ヘキサデセナールは α，β 不飽和アルデヒ

ドであり，DHS から産生される飽和アルデヒドであるヘキサデカナールに比べて反応

性が高い。実際，トランス-2-ヘキサデセナールは in vitro 解析から BSA 及び細胞由来ラ

イセート中のタンパク質の塩基性アミノ酸残基やシステイン残基，ヒスチジン残基など

とマイケル付加反応によって結合し，なかでもヒスチジン残基に対して最も安定な結合

体を形成することが明らかにされている 100)。このことから，SLS において蓄積したト

ランス-2-ヘキサデセナールが何らかのタンパク質のヒスチジン残基を攻撃して機能不

全を引き起こしている可能性が高い。  

 
図 6. アルデヒドと求核剤の反応性 
アルデヒドによる化学反応を示す。（A）シッフ塩基の形成：アルデヒドのカルボニル炭素に

第一級アミンの窒素原子が求核攻撃することにより，C=N 結合を持つシッフ塩基が生成する。

（B）マイケル付加反応：α，β不飽和アルデヒドは反応性が高く，求核剤（Nu–）は α，β不飽

和アルデヒドの β位の炭素に付加する。 
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2. SLS 皮膚病態発症メカニズムの解明 

2-1. 研究背景・目的 

SLS は ALDH3A2 の変異によって引き起こされる皮膚神経疾患であり，皮膚において

魚鱗癬，神経系において精神遅滞と痙性対麻痺を主症状とする。SLS の発症には

ALDH3A2の活性低下によって蓄積したアルデヒド分子種が関与すると考えられている

が，具体的にどのアルデヒド分子種が関わるか，どのタンパク質がターゲットとなるか

は不明である。また，SLS 皮膚症状の発症の原因も明らかにされていない。これまで当

研究室では，SLS の病態発症メカニズムの解明を目的として，Aldh3a2 KO マウスを作

製し，解析を行ってきた。その結果，Aldh3a2 活性低下により蓄積したアルデヒドが 2-

OH GalCer の産生を担う FA2H を不活性化させるという SLS 神経症状発症メカニズム

の仮説を提唱するに至った。一方，Aldh3a2 KO マウスの皮膚バリア機能は正常であり，

明確な SLS 様皮膚表現型を示さなかった。マウス表皮では，ヒトでは偽遺伝子化して

いる Aldh3b2 が高発現している。そのため，Aldh3a2 KO マウスが SLS 様の皮膚表現型

を示さなかった要因は，Aldh3b2 が Aldh3a2 の活性を相補しているためであると考えら

れた。そこで，Aldh3a2 に加え，Aldh3b2 も欠損させた二重欠損（DKO）マウスを作製

することで，Aldh3a2 KO マウスが示さなかった SLS 様皮膚表現型についての解析が可

能になると期待された。本研究では，DKO マウスを作製し，真の SLS モデルマウスを

作製するとともに，その解析から SLS 皮膚病態発症の原因とその分子メカニズムの解

明を目指した。 

 

2-2. 結果 

2-2-1. DKO マウスの作製 

SLS 皮膚病態の分子機構解明のためのモデルマウスとして DKO マウスの作製を試み

た。すでに Aldh3a2 KO マウスは当研究室の永沼らによって作成済みであったので，

Aldh3b2 KO マウスを作製した。CRISPR/Cas9 システムによってマウス Aldh3b2 ゲノム

のエキソン 2 において 8 塩基が欠失した Aldh3b2 KO（Aldh3b–/–）マウスを得た（図 7A）。

Aldh3b2 KO マウスは正常に生まれ，成体にまで成長した。DKO マウス（Aldh3a2–/– 

Aldh3b2–/–）は Aldh3a2+/– Aldh3b2–/–同士の交配によって調製し，以下の実験では同腹の

Aldh3b2 KO マウス（Aldh3a2+/+ Aldh3b2–/–）をコントロールとして使用した。また，Aldh3b2 

KO マウスに加えて，一部の実験では同じ日に生まれた WT マウスもコントロールとし
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て使用した。Aldh3a2+/– Aldh3b2–/–マウス同士の交配で生まれた仔マウスは 3 週齢の時点

で Aldh3a2+/+ Aldh3b2–/–（Aldh3b2 KO）マウスが 26 匹，Aldh3a2+/– Aldh3b2–/–マウスが 48

匹生存していたのに対して，Aldh3a2–/– Aldh3b2–/–（DKO）マウスは一匹も生存していな

かった。一方，生後 0 日でのジェノタイピングの結果では，Aldh3b2 KO マウスが 13 匹，

Aldh3a2+/– Aldh3b2–/–マウスが 35 匹，DKO マウスが 16 匹であったことから，DKO マウ

スは正常に出生していることが明らかとなった。生後 2 日を越えて生存する個体を確認

することはできず，死んでいる DKO マウスの胃にはミルクが見られず，多くが巣の外

に放棄されていた。 

Aldh3b2 KO 及び DKO マウスにおいて他の Aldh3 ファミリーの相補的な発現亢進がな

いかを調べるため，生後 0 日目の WT，Aldh3b2 KO，DKO マウスの表皮における Aldh3

ファミリーの mRNA 発現量を定量的 RT-PCR により解析した（図 7B）。WT マウスに

おいては以前の研究 91)と一致して Aldh3b2 が最も多く発現しており，次いで Aldh3a2 の

発現が多かった。Aldh3b2 KO マウス，DKO マウスにおいては，KO した遺伝子以外の

Aldh3 ファミリーの発現量は WT マウスと同程度であり，代償的な発現亢進は見られな

かった。Aldh3b2 の発現量は Aldh3b2 を KO したマウス（Aldh3b2 KO マウスと DKO マ

ウス）において WT マウスのおよそ 30%，Aldh3a2 の発現量は DKO マウスにおいて WT

 
図 7. DKO マウスの作製 
（A）Aldh3b2 KO マウスを CRISPR/Cas9 システムを用いて作製した。Aldh3b2 のエキソン構

造と WT および Aldh3b2 KO マウスのガイド RNA ターゲット配列付近の配列を示す。エキソ

ン中の赤色は翻訳領域，青色は非翻訳領域を示す。WT の塩基配列上における明るい青色は

標的配列を，橙色は PAM 配列を示す。（B）総 RNA を WT（n = 3），Aldh3b2 KO（n = 
3），DKO マウス（n = 3）の表皮から調製し，定量的リアルタイム RT-PCR によって

Aldh3a1，Aldh3a2，Aldh3b1，Aldh3b2，Aldh3b3 の mRNA 量を測定した。値は Gapdh との相

対値として求めた平均値+標準偏差を示し，Tukey’s test によって有意検定を行った（** P < 
0.01）。（C）総ライセートを WT（n = 3），Aldh3b2 KO（n = 3），DKO マウス（n = 3）の

表皮から調製し，1.5 mM の NAD+と 100 µM のヘキサデカナール（C16:0）もしくはトランス

-2-ヘキサデセナール（C16:1）を加え，37 °C で 30 分インキュベートした。生成した NADH
の蛍光を測定することで FALDH 活性を算出した。値は平均値+標準偏差を示し，Tukey’s test
によって有意検定を行った（* P < 0.05，** P < 0.01; n.d., not detected.）。b2 KO，Aldh3b2 KO 
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のおよそ 20%に低下していた。これらはナンセンス変異依存 mRNA 分解機構（Nonsense-

mediated mRNA decay）によるものと考えられる。 

次に，WT，Aldh3b2 KO，DKO マウスの表皮における C16:0，C16:1 アルデヒドに対

する FALDH 活性を測定した。その結果，Aldh3b2 KO マウスにおいて WT マウスに比

べて C16:0 に対する活性がおよそ 50%に，C16:1 に対する活性がおよそ 20%に低下して

いた（図 7C）。DKO マウスにおいては WT マウスに比べて C16:0 に対する活性がおよ

そ 15%に低下し，C16:1 に対する活性は消失していた。上述の Aldh3a2 KO マウスの表

皮における FALDH 活性が WT マウスと比べてほとんど変化していないことを踏まえ

ると 91)，Aldh3b2 と Aldh3a2 は重複した FALDH 活性を持つものの，Aldh3b2 がマウス

表皮における主要な FALDH であることが明らかとなった。 

 

2-2-2. DKO マウスにおける皮膚バリア機能の低下 

生後 0 日の Aldh3b2 KO，DKO マウスの皮膚の様子を観察すると，Aldh3b2 KO マウス

は WT に比べて変化はなく正常であったが，DKO マウスの皮膚の肌理は Aldh3b2 KO マ

ウスと比較して粗くなっていた（図 8A）。次に，走査型電子顕微鏡を用いて詳細に観

察したところ，DKO マウスは Aldh3b2 KO と比較して皮溝が浅くなっていた（図 8B）。 

DKO マウスの新生致死性について詳細に調べるため，Aldh3b2 KO，DKO マウスを胎

生 18.5 日のマウスから帝王切開で取り出し，経時的に生存率を測定した。その結果，

Aldh3b2 KO マウスは母マウスから離してミルクが飲めないこの実験状況では 20–26 時

間の間に死亡した（平均 23.8 時間）（図 8C）。この結果は，これまで当研究室で報告

した WT マウスでの結果と同様であった 19)。DKO マウスは Aldh3b2 KO マウスと比較

して死亡する時間が平均で 1.5 時間早くなっていた。しかし，この結果は自然分娩下で

見られた新生致死性を説明できるほどの大きな違いではなかった。帝王切開後のマウス

の経時毎の体重減少率を測定した結果，DKO マウスでは Aldh3b2 KO マウスに比べてわ

ずかではあるものの有意に体重の減少が亢進していた（図 8D）。 

体重減少が皮膚バリア異常による体内からの水分の損失の増加に起因するかを調べ

るため，経皮水分蒸散量の測定を行った。Aldh3b2 KO マウスと WT マウスの間に経皮

水分蒸散量の違いは観察されなかった（図 8E）。一方，DKO マウスでは WT マウスお

よび Aldh3b2 KO マウスと比べて約 2 倍に経皮水分蒸散量が増加していることが明らか

となった。次に，体外から体内への皮膚バリア機能をトルイジンブルー染色によって調

べた。短時間（24 時間）の染色では明確な差が認められなかったものの，長時間（40 時

間）の染色によって，DKO マウスでは Aldh3b2 KO マウスと比べて濃い染色が観察され 
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た（図 8F）。これらの結果より，DKO マウスが弱い皮膚バリア異常を示すことが明ら

かとなった。 

 

2-2-3. DKO マウスにおける過角化 

DKO マウスにおける皮膚バリア異常の原因を調べるため，HE 染色による表皮の組織

学的解析を行った。Aldh3b2 KO マウス表皮では角質層で間隙が観察された（図 9A）。

この間隙は染色操作前に脂質ラメラが存在していた領域であり，染色におけるアルコー

ル脱水過程において脂質が溶出したために生じたものである。WT マウスでは間隙が観

 
図 8. DKO マウスにおける皮膚バリア機能の低下 
（A，B）生後 0 日の Aldh3b2 KO マウスと DKO マウスの写真（A）と走査型電子顕微鏡写

真を示す（B）。スケールバーは 100 µm を示す。（C，D）帝王切開により回収した胎生

18.5 日の Aldh3b2 KO マウス（n = 4）と DKO マウス（n = 8）の経時時間ごとの生存率（C）
および体重（D）を示す。D における値は平均値+標準偏差を示し，Student’s t-test によって

有意検定を行った（* P < 0.05, ** P < 0.01）。（E）生後 0 日の WT（n = 8），Aldh3b2 KO マ

ウス（n = 13），DKO マウス（n = 16）の経皮水分蒸散量（TEWL）を測定した。値は平均値

+標準偏差を示し，Tukey’s test によって有意検定を行った（** P < 0.01）。（F）生後 0 日の

Aldh3b2 KO マウスと DKO マウスを 0.1%のトルイジンブルー溶液により 40 時間染色した。

b2 KO，Aldh3b2 KO 
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察されるが，脂質ラメラ形成不全を示すマウスでは間隙の消失が報告されている 16,19,22)。

DKO マウス表皮においても角質層における間隙が観察されたが，Aldh3b2 KO マウスと

比較して角質層の間隙が狭くなっているようであった（図 9A）。 

表皮のより詳細な解析を行うため，透過型電子顕微鏡観察を行った。その結果，HE

染色と同様に DKO マウス表皮において Aldh3b2 KO マウスと比較して脂質ラメラが有

意に狭小化していた（図 9B，C）。さらに，角質層の細胞層数が DKO マウス表皮にお

いて Aldh3b2 KO マウスのおよそ 2 倍に増加していた（図 9D）。DKO マウスにおいて

見られるこれら角質層における脂質ラメラの形成異常や過角化は，SLS 患者においても

同様に見られる病理所見である 43)。以上より，DKO マウスは SLS 様の皮膚病態を示し，

SLS 病態モデルマウスとして有用であるということが明らかとなった。 

 
図 9. DKO マウス表皮における過角化と脂質ラメラの狭小化 
A）生後 0 日の Aldh3b2 KO マウスおよび DKO マウスから回収した皮膚切片を用い，HE 染色

を行った。スケールバーは 50 µm を示す。（B–D）生後 0 日の Aldh3b2 KO マウスおよび DKO
マウス皮膚から超薄切片を作製し，透過型電子顕微鏡を用いて観察した。B の下側の図は上側

の図の赤で囲んだ領域の拡大した図を示す。スケールバーは上の図において 10 µm を，下の

図において 5 µm を示す。脂質ラメラの厚さ（C）および角質層の層数（D）は 5 つの視野を用

いて計数した値の平均値+標準偏差を示し，Student’s t-test によって有意検定を行った（** P < 
0.01）。b2 KO，Aldh3b2 KO 
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2-2-4. DKO マウス表皮におけるアシルセラミドの減少 

DKO マウス表皮において脂質ラメラの形成異常が生じていた原因を調べるために，

マウス表皮の脂質組成を解析した。生後 0 日の WT，Aldh3b2 KO，DKO マウス表皮か

ら回収した脂質を TLC によって分離後，脂質を非特異的に検出できる銅リン酸試薬に

よって呈色した。その結果，WT マウスと Aldh3b2 KO マウスは同様の脂質組成であっ

たが，DKO マウスの表皮ではこれらのマウスと比較して，アシルセラミドやアシルセ

ラミドの分解産物であると考えられる O-アシル–ω-OH 脂肪酸（OAHFA）の減少及びア

シルセラミドの前駆体である ω-OH セラミドの増加が見られた（図 10A）。その他の脂

質の量には WT，Aldh3b2 KO マウスおよび DKO マウスの間に明らかな違いは見られな

かった。 

次に，TLC において量の変化が見られた脂質について，液体クロマトグラフィー連結

タンデム質量分析法（LC-MS/MS）によって詳細かつ定量的な解析を行った。まず，ア

シルセラミドの分析を行ったところ，WT マウスと Aldh3b2 KO マウスと比較して，DKO

マウスの表皮ではアシルセラミドの総量が減少しており，WT マウスの約 6 割程度であ

った（図 10B）。アシルセラミドには ω-OH 脂肪酸部分の鎖長の違いによる異なる分子

種が存在するが，DKO マウス中で特に C32:1，C34:1 アシルセラミドの量の減少が大き

く，WT マウスのおよそ半分であった。 

アシルセラミドの分解産物と考えられるリノール酸含有 OAHFA の量は DKO マウス

表皮において WT マウスと比較して多くの分子種で減少しており，総量でおよそ WT マ

ウスの 25%であった（図 10C）。一方，アシルセラミドの前駆体である ω-OH セラミド

の量は DKO マウス表皮においてほとんど全ての分子種で WT マウスよりも増加してお

り，総量では WT マウスの約 4 倍であった（図 10D）。以上のように，DKO マウス表

皮ではアシルセラミド産生の最終ステップのトランスアシレーション反応の基質であ

る ω-OH セラミドの増加と，生成物であるアシルセラミドおよびその分解産物と考えら

れる OAHFA の減少が観察された。このことは DKO マウス表皮においてトランスアシ

レーション反応が阻害されていることを示唆している。アシルセラミドは皮膚バリア機

能に必須な役割を担う脂質であり，その合成に関わる遺伝子の全てが魚鱗癬原因遺伝子

である 12-16)。このことから，DKO マウスでの皮膚バリア異常はアシルセラミドの減少

に起因すると予測される。 
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図 10. DKO マウス表皮におけるアシルセラミドの減少 
（A）生後 0 日の WT，Aldh3b2 KO，DKO マウス表皮から脂質を抽出し，TLC を用いて 2 種

の展開系で分離した。左の図はセラミドの分離に適した展開系で分離し，右の図はより極性の

低い脂質の分離に適した展開系で分離した結果を示す。脂質は銅リン酸試薬を用いて検出し

た。（B–D）生後 0 日の WT（n = 3），Aldh3b2 KO マウス（n = 3），DKO マウス（n = 3）の

表皮から脂質を抽出し，アシルセラミド（B），OAHFA（C），ω-OH セラミド（D）を LC-
MS/MS によって解析した。左のグラフは鎖長と不飽和度による脂質分子種ごとの定量値を示

し，右のグラフは総量を示す。それぞれの脂質の構造をグラフの上に示す。値は平均値+標準

偏差を示し，Tukey’s test によって有意検定を行った（* P < 0.05，** P < 0.01）。b2 KO，Aldh3b2 
KO 

 

2-2-5. DKO マウス表皮において結合型セラミドの量は正常である 

アシルセラミドの一部は角質細胞の表面タンパク質と共有結合した結合型セラミド

へ変換される。結合型セラミドは角質細胞の細胞表面を覆う角質細胞脂質エンベロープ

の構成成分であり，アシルセラミドと共に皮膚バリア形成に重要である。そこで，次に

結合型セラミドを LC-MS/MS によって定量した。その結果，WT，Aldh3b2 KO，DKO マ

ウスの間で結合型セラミド量に有意な差は見られなかった（図 11A）。 

次に，一般的な非アシル化セラミドクラスである NS タイプのセラミドの定量を行っ

た。DKO マウス中では WT と Aldh3b2 KO マウスと比較して，ほぼ全ての分子種でセラ 
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ミド量が増加しており，総量でおよそ 2 倍であった（図 11B）。以上のように，DKO マ

ウス中ではアシルセラミドが減少し，そのかわりに非アシル化セラミドが増加している

ことが明らかとなった。また，結合型セラミドはアシルセラミドから派生するにもかか

わらず，DKO マウス中で減少していなかった。このことから，DKO マウスにおける皮

膚バリア機能低下はアシルセラミド減少のみに起因すると考えられる。 

 

2-2-6. DKO マウス表皮におけるトリグリセリドの増加 

アシルセラミドは長鎖塩基と結合した脂肪酸の ω 末端にリノール酸がエステル結合

した構造を持つ。アシルセラミド産生の最終ステップ（トランスアシレーション反応）

では ω-OH セラミドへリノール酸含有 TG からリノール酸が転移される。DKO マウス

表皮においてトランスアシレーション反応の基質である ω-OH セラミドの増加が観察 

 
図 11. DKO マウス表皮において結合型セラミド量は変化しない 
（A，B）生後 0 日の WT（n = 3），Aldh3b2 KO マウス（n = 3），DKO マウス（n = 3）表皮

から脂質を抽出し，結合型セラミド（A）とセラミド（B）を LC-MS/MS により解析した。左

のグラフは鎖長，不飽和度による脂質分子種ごとの定量値を示し，右のグラフは総量を示す。

それぞれの脂質の構造をグラフの右に示す。値は平均値+標準偏差を示し，Tukey’s test によっ

て有意差検定を行った（* P < 0.05，** P < 0.01）。b2 KO，Aldh3b2 KO 
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された（図 10D）ため，もう１つの基質であるリノール酸含有 TG の量を調べることと

した。LC-MS/MS 解析によりリノール酸含有 TG を定量した結果，DKO マウス表皮で

は WT マウスと Aldh3b2 KO マウスに比べて多くのリノール酸含有 TG 分子種が増加し

ており，総量では WT マウスの約 2 倍であった（図 12A）。次に，表皮中の遊離脂肪酸

量を測定した。リノール酸を含めたいずれの遊離脂肪酸量も WT，Aldh3b2 KO，DKO マ

ウス間で差はなかった（図 12B）。以上の結果から，DKO マウス表皮においてリノー

ル酸含有 TG が増加しており，アシルセラミドの減少は基質量の減少が原因ではないこ

とが示され，DKO マウスにおいてトランスアシレーション反応の基質である ω-OH セ

ラミドと TG が共に増加することが明らかとなった。 

 

 

 
図 12. DKO マウス表皮におけるトリグリセリドの増加 
（A，B）生後 0 日の WT（n = 3），Aldh3b2 KO マウス（n = 3），DKO マウス（n = 3）表皮

から脂質を抽出し，リノール酸含有トリグリセリド（A）と遊離脂肪酸（B）を LC-MS/MS に

より解析した。左のグラフは鎖長，不飽和度による脂質分子種ごとの定量値を示し，右のグラ

フは総量を示す。図 A の横軸の鎖長の数字はリノール酸以外の 2 本の脂肪酸部分の合計を示

す。値は平均値+標準偏差を示し，Tukey’s test によって有意差検定を行った（* P < 0.05，** P 
< 0.01）。b2 KO，Aldh3b2 KO 
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2-2-7. DKO マウス角質層におけるアシルセラミドの減少 

脂質ラメラは表皮において角質層に存在し，皮膚バリア機能に必須である。DKO マ

ウス表皮においてアシルセラミドが減少していることが明らかとなったが（図 10B），

表皮全体ではなく脂質ラメラが存在する角質層においてもアシルセラミドの減少が生

じているかを次に調べた。テープストリッピングによって生後 0 日目の Aldh3b2 KO 及

び DKO マウスから角質層を回収し，脂質を抽出したのち，LC-MS/MS により解析した。

その結果，アシルセラミドの総量が DKO マウスにおいて Aldh3b2 KO マウスの 60%程

 
図 13. DKO マウス角質層におけるアシルセラミドの減少 
（A–D）生後 0 日の Aldh3b2 KO マウス（n = 3）と DKO マウス（n = 3）にテープストリッピ

ングを行い，角質層サンプルを回収した。角質層を回収したテープから脂質を抽出し，アシル

セラミド（A），ω-OH セラミド（B），セラミド（C），結合型セラミド（D）を LC-MS/MS
を用いて解析した。左のグラフは鎖長と不飽和度による脂質分子種ごとの定量値を示し，右の

グラフは総量を示す。値は平均値+標準偏差を示し，Tukey’s test によって有意差検定を行った

（* P < 0.05，** P < 0.01; n.d., not detected.）。 b2 KO，Aldh3b2 KO 
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度に減少していた（図 13A）。なかでも，C30:0 と C32:0 アシルセラミドの減少量が

Aldh3b2 KO マウスのそれぞれ 40%，55%程度であった。この結果は表皮の解析結果と

ほぼ一致していた。一方，ω-OH セラミドの総量は DKO マウス角質層において有意で

はないものの，Aldh3b2 KO マウスの 2.6 倍に増加していた（図 13B）。DKO マウス角

質層では NS タイプのセラミドの総量も Aldh3b2 KO マウスの 1.6 倍の増加傾向を示し

た（図 13C）。結合型セラミドについては，DKO マウスと Aldh3b2 KO マウスとの間に

変化は見られなかった（図 13D）。以上の結果は表皮全体の脂質解析結果とほぼ一致し

ており，アシルセラミドの減少が DKO マウスの皮膚バリア機能異常の要因となってい

ることが確認された。 

 

2-2-8. DKO マウス表皮におけるアシルセラミド合成関連遺伝子の発現は正

常である 

アシルセラミド合成の最終ステップであるトランスアシレーション反応はトランスア

シラーゼである PNPLA1 によって触媒される 23-26)。また，α/β加水分解酵素ファミリー

タンパク質 ABHD5 もこの反応には必要であり，PNPLA1 による TG の利用を促進させ

 
図 14. DKO マウス表皮においてアシルセラミド合成関連遺伝子とケラチノサイト分

化マーカー遺伝子の発現量は変化しない 
（A，B）生後 0 日の WT（n = 3），Aldh3b2 KO マウス（n = 3），DKO マウス（n = 3）表皮

から総 RNA を調製し，定量的 RT-PCR によりアシルセラミド合成関連遺伝子（Cyp4f39, 
Fatp4, Cers3, Pnpla1, Abhd5 ; A）と分化マーカー（Krt1, Krt5, Lor, Ivl ; B）の mRNA 発現量を

測定した。値は Hprt1 との相対値として求め，平均値+標準偏差を示す。b2 KO，Aldh3b2 KO 
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る役割があると考えられている 23-26)。アルデヒドはシッフ塩基の形成およびマイケル付

加反応によってタンパク質と結合するため 100)，DKO マウスにおけるアシルセラミド量

の減少は蓄積したアルデヒドが PNPLA1 あるいは ABHD5 タンパク質を攻撃して活性

低下を引き起こしていることに起因すると推測されるが，これらの遺伝子発現の低下が

原因であることも否定はできない。そこで，Pnpla1，Abhd5 の発現量を定量的 RT-PCR

によって調べた。その結果，Pnpla1 と Abhd5 の mRNA 量は WT，Aldh3b2 KO，DKO マ

ウス間で差はなかった（図 14A）。また，他のアシルセラミド合成関連遺伝子（Cyp4f39，

Fatp4，Cers3）やケラチノサイト分化マーカー（基底層，ケラチン 5／Krt5；有棘層およ

び顆粒層，ケラチン 1／Krt1，ロリクリン／Lor，インボルクリン／Ivl）についてもこれ 

らマウス間で発現量に違いはなかった（図 14A，B）。以上の結果より，DKO マウス表

皮におけるアシルセラミドの減少はアシルセラミド合成関連遺伝子の発現低下やケラ

チノサイトの分化異常によるものではないことが示された。 

 

2-2-9. DKO マウス由来の分化ケラチノサイトにおける長鎖塩基代謝異常 

ケラチノサイトにおける主要な脂肪族アルデヒドの 1 つが長鎖塩基由来の長鎖アル

デヒド（SPH から由来するトランス-2-ヘキサデセナールや DHS に由来するヘキサデカ

ナールなど）である。de novo スフィンゴ脂質合成経路あるいはスフィンゴ脂質／セラ

ミドの分解によって生じた長鎖塩基は複合スフィンゴ脂質（スフィンゴミエリンおよび

スフィンゴ糖脂質）へと代謝されるか，長鎖塩基 1-リン酸を介した分解経路によって

（エステル型）グリセロ脂質へ代謝される（図 15A）6,59)。これまでに当研究室では

Aldh3a2 が欠損した CHO-K1 細胞，神経細胞，未分化のケラチノサイト中で長鎖アルデ

ヒドから長鎖脂肪酸への変換が損なわれ，その代わりに長鎖アルデヒドは長鎖アルコー

ルへと変換後，エーテル型グリセロ脂質（プラズマニル／プラズメニルエタノールアミ

ンなど）へ異常代謝されることを明らかにしている 59,91,92)。 

DKO マウスから調製したケラチノサイト中での長鎖塩基代謝を調べるために，

[3H]DHS のトレーサー解析を行った。脂質抽出後，半分はアルカリ処理（グリセロ脂質

などに含まれるエステル結合を加水分解）を行わず，残りの半分はアルカリ処理に供し

たのち，TLC によって分離し，オートラジオグラフィーによって検出した。WT マウス

由来の未分化ケラチノサイト中では，DHS はスフィンゴ脂質（セラミド，グルコシルセ

ラミド，スフィンゴミエリン）およびグリセロ脂質（ホスファチジルエタノールアミン，

ホスファチジルセリン，ホスファチジルイノシトール，ホスファチジルコリン，TG）へ

代謝された（図 15B）。未分化の Aldh3a2 KO マウス由来ケラチノサイト中では，以前 
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図 15. DKO マウスケラチノサイトにおける長鎖塩基代謝異常 
（A）DHS の代謝経路を示す。DHS は通常，左の経路に示すようにスフィンゴ脂質に取り込

まれるか，中央の経路に示すように長鎖塩基代謝経路によりエステル型グリセロ脂質へと代

謝される。しかし，FALDH に機能異常が生じている場合，DHS は右の経路に示すようにエ

ーテル型グリセロ脂質へと代謝される。それぞれの脂質分子の簡易的な構造も示す。

DHAP，ジヒドロキシアセトンリン酸；AAG，1-アルキル／アルケニル-2-アシル-グリセロー

ル；PlsE，プラズマニル／プラズメニルエタノールアミン。（B，C）生後 0 日の WT，
Aldh3b2 KO，DKO マウスから初代培養ケラチノサイトを調製し，未分化ケラチノサイト

（B）および分化ケラチノサイト（C）を[3H]DHS で 37 °C，4 時間標識した。脂質を抽出

し，半分をアルカリ処理した後，TLC を用いて展開し，オートラジオグラフィーで検出し

た。アスタリスクはアルカリ処理によりプラズマニル／プラズメニルエタノールアミンを分

解した際に生じる分解産物。スフィンゴ脂質合成経路により生じた脂質をマゼンタで，通常

時の長鎖塩基代謝経路により生じた脂質を水色で，FALDH 機能不全時の長鎖塩基代謝経路

により生じた脂質を緑で示す。Alk-G，1-アルキル／アルケニルグリセロール；Alk-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；PC，ホルファチジルコリン；PE，
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の報告通り 91)，DHS からの（エステル型）グリセロ脂質への代謝が減少し，その代わ

りにエーテル型グリセロ脂質（プラズマニル／プラズメニルエタノールアミン（PlsE）

と 1-アルキル／アルケニル-2-アシル-グリセロール（AAG））へと一部が代謝されてい

た。アルカリ処理を行ったサンプルでは，エステル型グリセロ脂質から脂肪酸が遊離し

たのに対して，エーテル型グリセロ脂質からは 1-アルキル／アルケニルグリセロール

（Alk-G）とそのホスホエタノールアミン付加体が検出された。Aldh3b2 KO マウス由来

未分化ケラチノサイト中での DHS の代謝は正常であった。DKO マウスから調製した未

分化ケラチノサイトでは，DHS からエーテル型グリセロ脂質への代謝異常が Aldh3a2 

KO マウス由来ケラチノサイトよりも亢進していた。 

次に分化したケラチノサイトを用いて[3H]DHS のトレーサー解析を行った。Aldh3a2 

KO，Aldh3b2 KO マウス由来分化ケラチノサイト中での DHS の代謝は WT マウス由来

ケラチノサイトと同様であった（図 15C）。一方，DKO マウスから調製した分化ケラ

チノサイトでは，DHS からエーテル型グリセロ脂質への異常代謝が観察された。以上

の結果より，DKO マウス由来のケラチノサイトでは未分化，分化に関わらず，長鎖塩

基の代謝異常が生じており，SLS 皮膚病態発症に長鎖塩基の代謝異常が関与することが

示唆された。 

 

2-3. 考察 

ALDH3A2 は SLS の原因遺伝子であり，これまで SLS モデルマウスとして Aldh3a2 KO

マウスの解析が行われてきた 91,92)。Aldh3a2 KO マウスの脳では長鎖アルデヒドに対す

る FALDH 活性が WT マウスの約 3 割に低下し，Aldh3a2 KO マウスは運動機能異常な

どの神経系の表現型を示した 92)。一方，表皮においては Aldh3a2 KO マウス中で FALDH

活性は低下せず，皮膚バリア機能はほぼ正常であった 91)。これは Aldh3b2 との重複性に

よるものである予想された。そこで本研究では真の SLS モデルマウスの作成を目指し，

Aldh3a2 Aldh3b2 DKO マウスを作製し，このマウスが SLS 患者において見られる皮膚症

状に似た表現型（皮膚バリア機能低下や過角化）を示すことを明らかにした（図 8，9）。 

DKO マウス表皮においてアシルセラミド量は WT マウスの 6 割程度へ減少していた

（図 10B）。アシルセラミドの減少は SLS 患者においても一例のみで TLC による簡易

的な測定ではあるが，報告されている 48)。アシルセラミド合成関連遺伝子あるいは他の

ホスファチジルエタノールアミン；PI，ホスファチジルイノシトール；PS，ホスファチジル

セリン；a2 KO，Aldh3a2 KO；b2 KO，Aldh3b2 KO 
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魚鱗癬原因遺伝子の KO マウスを用いた解析から，アシルセラミド量の減少量と皮膚バ

リア異常の程度にはよい相関があることが示されている 16,19,101)。本研究における DKO

マウスの皮膚バリア機能低下は軽微であった（図 8）。このことは DKO マウス表皮に

おいてアシルセラミドが 6 割程度残存していたこととよい相関を示す。一方，アシルセ

ラミドから産生される結合型セラミド量は DKO マウスにおいて正常であった（図 11A）。

このようなアシルセラミドと結合型セラミド量の非相関の原因は不明であるが，アシル

セラミド合成に関わる Fatp4 KO マウスでもそのような非相関が観察されている 22)。

Fatp4 KO マウスの表皮ではアシルセラミド量が WT マウスの約 10%にまで大きく減少

しているのに対し，結合型セラミド量は 65%であった 22)。DKO マウスの表皮では，ア

シルセラミドとその分解産物と考えられる OAHFA 以外に顕著に量が減少している脂

質はなかった（図 10–12）。以上のことから，アシルセラミド量の減少が DKO マウス

における皮膚バリア異常の主要な原因であると考えられる。 

自然分娩条件下において，生後 2 日目以降に生存した DKO マウスは存在しなかった。

帝王切開によって調製したマウスの経時的な生存率を比較すると，DKO マウスは平均

で 1.5 時間早く Aldh3b2 KO マウスよりも早く死亡したものの（図 8C），自然分娩での

新生致死性を説明するほどの差ではなかった。DKO マウスの胃にはミルクが見られず，

しばしば巣の外に放棄されていた。このことから，自然分娩条件下における DKO マウ

スの新生致死性は皮膚バリア異常による体内の水分の損失が原因ではなく，母マウスの

育児放棄が主な原因である可能性が高い。実際，母マウスによる育児がない状況（帝王

切開後の経時的な生存率の解析）では，WT マウスや Aldh3b2 KO マウスでも約 1 日で

死亡する。DKO マウスの見た目（皮膚形態の違い）あるいは臭いが，母マウスの育児

放棄につながっている可能性がある。このような母マウスの育児放棄はアシルセラミド

産生に関わるセラミド合成酵素 CerS3 の KO マウスでも報告されており 27)，アシルセ

ラミド産生不全によって引き起こされる皮膚バリア異常マウスに共通しているようで

ある。 

SLS 病態は蓄積した脂肪族アルデヒドの毒性によって引き起こされると考えられて

いる 52,57)。アルデヒドは一般的に第一級アミン（リシン，アルギニン残基）とシッフ塩

基を形成する。さらに，アルデヒドの中でも，α，β不飽和アルデヒドはカルボニル基と

共役し，一般的な求核基を持つアミノ酸残基（ヒスチジン，システイン，トリプトファ

ン残基）ともマイケル付加反応によって反応できるため，通常のアルデヒドに比べて毒

性が高い 73,100)。SLS の患者中の脳あるいは表皮では，重要な働きを持つ何らかのタン

パク質が蓄積した脂肪族アルデヒドによって攻撃を受け，活性低下が引き起こされてい
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ると考えられる。それでは，どのようなタンパク質が SLS 患者中で実際に阻害されて

いるのであろうか？ALDH3A2 は小胞体タンパク質であるため，ALDH3A2 遺伝子変異

によって小胞体膜で脂肪族アルデヒドが蓄積すると予測される 64)。そのため，小胞体膜

タンパク質が蓄積した脂肪族アルデヒドのターゲットとなっている可能性が高い。また，

その中でも脂肪族アルデヒドが活性中心に入り込めるようなタンパク質，つまり基質が

脂質であるような酵素，かつアルデヒドによる求核攻撃を受け得るようなアミノ酸残基

を活性中心にもつ酵素がターゲットの候補である。当研究室では以前に SLS の神経症

状を引き起こす分子機構の解析を通じて，髄鞘に存在する脂肪酸 2 位水酸化酵素 FA2H

の機能が低下していることを明らかにした 92)。FA2H は長鎖脂肪酸を基質とし，2-OH

脂肪酸の産生を触媒する 102)。2-OH 脂肪酸は髄鞘で重要な働きを持つ脂質，2-OH GalCer

の前駆体である。FA2H は小胞体膜タンパク質であり，活性中心にヒスチジン残基を有

し，上述の SLS で障害されうる酵素のクライテリアを満たしている 103,104)。DKO マウ

ス表皮においてアシルセラミド量は減少していたが，その基質である ω-OH セラミドと

リノール酸含有 TG は蓄積していた。（図 10，12）。このことは ω-OH セラミドとリノ

ール酸含有 TG からアシルセラミドを産生するトランスアシレーション反応が阻害さ

れていることを示唆している。この反応はトランスアシラーゼ PNPLA1 によって触媒

され，α/β加水分解酵素ファミリータンパク質 ABHD5 が PNPLA1 の TG 利用を促進す

ると考えられている 25,26)。ABHD5 は PNPLA1 以外にもトリグリセリドリパーゼである

ATGL/PNPLA2 や PNPLA3 の TG 利用も促進すると考えられている 105,106)。PNPLA1 は

常染色体潜性先天性魚鱗癬，ABHD5 は症候性魚鱗癬であるドルフマン・シャナリン症

候群の原因遺伝子である 107-109)。DKO マウス表皮において，これらのタンパク質のどち

らかが蓄積した脂肪族アルデヒドによる攻撃をうけると予測される。Pnpla1 KO マウス

表皮における TG 量は正常であるのに対し，Abhd5 KO マウス表皮では TG 量が増加す

ることが報告されている 23)。本研究において DKO マウス中で TG 量が増加しているこ

と（図 12A）を考慮すると，Abhd5 が DKO マウス中で阻害されている可能性が高い。

ABHD5 は α/β 加水分解酵素ファミリーに属す。このファミリータンパク質は求核性ア

ミノ酸残基（セリン，システイン，アスパラギン酸），酸性アミノ酸残基（アスパラギ

ン酸，グルタミン酸），ヒスチジン残基からなる触媒三残基を有す 108)。しかし，ABHD5

では求核性アミノ酸残基がアスパラギン残基に置換されているため，加水分解活性を持

たない。その代わり，TG に結合する能力を保持し，PNPLA タンパク質に提示する活性

を持つと推測される。ABHD5 は脂肪滴と小胞体の境界面に局在し，活性中心にヒスチ

ジン残基を持つ。このように，ABHD5 は上述の SLS で障害されうる酵素のクライテリ
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アを満たしており，SLS において蓄積した長鎖アルデヒドのターゲットタンパク質であ

る可能性が高い。 

生体内では様々な経路／反応から ALDH3A2 の基質である脂肪族アルデヒドが産生

される。これらにはセラミド／長鎖塩基の分解経路，脂肪族アルコールの酸化，エーテ

ルリン脂質の分解，脂質の過酸化，ロイコトリエン B4の代謝を含む 6,42)。これらのうち，

FALDH 活性低下によってケラチノサイトにおいて代謝異常が生じることが証明された

のはセラミド／長鎖塩基の分解経路のみである（図 15B，C）。セラミド／長鎖塩基の

分解経路では，長鎖アルデヒドを産生する SPH 1-リン酸リアーゼが小胞体に局在する

ため，長鎖アルデヒドは小胞体で産生される 110)。セラミドは表皮に多量に存在（他の

組織の数 10 倍）するため，その分解過程で生じる長鎖アルデヒド量も他の組織よりも

多いと予測される 111)。セラミドを構成する長鎖塩基の中で，最も量が多いのは SPH で

ある。SPH の分解過程で生じるトランス-2-ヘキサデセールはアルデヒドの中でも反応

性の高い α，β不飽和アルデヒドである。in vitro の実験からトランス-2-ヘキサデセナー

ルはヒスチジン残基と最も安定的な付加反応体を産生することが報告されている 100)。

ヒスチジン残基は SLS 中で活性が低下していると予測される FA2H と ABHD5 の活性

中心を構成するアミノ酸残基である 104)。また，当研究室では，ALDH3A2 KO ヒト不死

化ケラチノサイトを作製・解析し，アシルセラミド量が減少することを明らかとしてい

る（荒井未発表データ）。さらに，長鎖塩基由来の長鎖アルデヒドが実際にアシルセラ

ミド産生に影響しているかどうかを明らかにするため，SGPL1（SPH 1-リン酸リアーゼ）

も欠損させることで長鎖塩基由来の長鎖アルデヒド産生経路を遮断させた ALDH3A2 

SGPL1 DKO ケラチノサイトを作製し，アシルセラミド量を解析したところ，アシルセ

ラミド量の減少が回復することを見出している（荒井未発表データ）。以上のことから，

脂肪族アルデヒドの中でも，セラミド／長鎖塩基の分解経路で生じる長鎖アルデヒドが

SLS 発症に主要に寄与していると考えられる。 

本研究では真の SLS 皮膚病態モデルマウスを確立し，アシルセラミドの減少が SLS

皮膚病態発症を引き起こすことを明らかにした。また，アシルセラミド減少の分子機構

として，長鎖塩基／セラミド分解経路で生じるトランス-2-ヘキサデセナールがアシル

セラミド産生の最終ステップの反応を阻害（特に ABHD5 の活性阻害）するというモデ

ルを提唱した。ABHD5 とトランス-2-ヘキサデセールとの付加反応体に関しては，技術

的な問題から検出できていないが，将来の技術的な進歩（特に付加反応体の検出感度の

上昇）による解明が望まれる。また，長鎖塩基／セラミド分解経路の阻害剤による SLS

治療への応用が期待される。  
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3. 表皮の長鎖塩基産生を担うセラミダーゼの探索 

3-1. 研究背景と目的 
セラミドはセラミダーゼによって長鎖塩基と脂肪酸へ分解される。産生された長鎖塩

基は，再度セラミド合成に用いられるか，長鎖塩基分解経路によって分解される。これ

までの解析から，SLS では FALDH 機能低下により長鎖塩基代謝経路に異常が生じ，蓄

積した長鎖アルデヒドが病態発症に関与することが示唆された。そのため，長鎖アルデ

ヒドの前駆体である長鎖塩基を減少させることが SLS 病態の治療につながると考えら

れる。長鎖塩基のうち，DHS は de novo 合成経路およびセラミダーゼによるセラミド分

解経路の両方によって産生されるが，SPH などの他の長鎖塩基はセラミド分解経路の

みで生じる。 

哺乳類の多くの組織に存在する遊離脂肪酸は長鎖脂肪酸が主要である一方，表皮にお

いては極長鎖脂肪酸が豊富に存在する。しかし，表皮極長鎖脂肪酸の主要な産生経路は

不明である。表皮には極長鎖脂肪酸を含有するセラミドが豊富に存在し，セラミダーゼ

による分解が極長鎖脂肪酸を供給している可能性がある。 

哺乳類では 5 種のセラミダーゼが存在するが，これまで表皮においてどのセラミダー

ゼが主要に働いているかは不明である。そこで本研究では，セラミダーゼ欠損ケラチノ

サイトを作製することによって表皮における主要なセラミダーゼを明らかにするとと

もに，表皮の長鎖塩基および遊離脂肪酸産生の分子機構を解明することを目的に研究を

行った。 

 

3-2. 結果 

3-2-1. ASAH1 KO ケラチノサイトにおけるセラミド分解の低下 
表皮では酸性セラミダーゼ ASAH1 および塩基性セラミダーゼ ACER1 が高発現して

いる 112,113)。そこで，これらの表皮における長鎖塩基および遊離極長鎖脂肪酸産生への

関与を調べるために，CRISPR/Cas9 システムによって ASAH1 または ACER1 を KO させ

たヒト不死化ケラチノサイトを作製した。得られたクローン間での表現型の違いによる

影響を考慮し，それぞれ異なるフレームシフト変異を持つ２つのクローン（KO1 および

KO2）を解析に用いた。また，コントロール細胞として，ASAH1 KO ケラチノサイト作 
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図 16. ASAH1 KO ケラチノサイトにおけるセラミドの増加 
（A）14 日間分化させたそれぞれ 2 クローンの control，ASAH1 KO，ACER1 KO ケラチノサ

イトから脂質を抽出し，TLC によりセラミドの分離に適した展開系で分離し，銅リン酸試薬

を用いて検出した。（B，C）未分化（B）および 7 日間分化（C）させたそれぞれ 2 クロー

ンの control，ASAH1 KO，ACER1 KO ケラチノサイトから脂質を抽出し，セラミドを LC-
MS/MS により定量した。左のグラフは鎖長，不飽和度による脂質分子種ごとの定量値を示

し，右のグラフは総量を示す。値は平均値+標準偏差を示し，Dunnett’s test によって有意差

検定を行った（n = 3，* P < 0.05，** P < 0.01，vs control 1）。 
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製時に変異が導入されなかった２クローンの（コントロール 1 および 2）細胞を使用し

た。 

作製したコントロールおよびセラミダーゼ KO ケラチノサイトを 14 日間分化させた

のち，脂質を抽出し，TLC により分離後，銅リン酸試薬によって呈色した。その結果，

コントロールと ACER1 KO ケラチノサイトの間では明らかな脂質組成の変化は見られ 

なかったが，ASAH1 KO ケラチノサイトではコントロールと比較してセラミド量が増加

していた（図 16A）。 

次に，脂質組成の変化を詳細に調べるために未分化および 7 日間分化させたケラチノ

サイトから脂質を回収し，LC-MS/MS による定量解析を行った。セラミドを測定した結

果，未分化，分化いずれにおいても ACER1 KO ケラチノサイトではコントロールとの

間に変化は見られなかった（図 16B，C）。一方，ASAH1 KO ケラチノサイトではコン

トロールと比較して全ての分子種でセラミド量が増加しており，総量ではおよそ 4 倍に

増加していた。これらの結果から，ケラチノサイトにおけるセラミド分解において

ASAH1 が主要に働くことが明らかとなった。また，セラミダーゼの欠損によってセラ

ミド量が大きく増加したことから，未分化，分化いずれにおいてもケラチノサイトでは

セラミド分解が活発に行われていることが明らかとなった。 

 

3-2-2. ASAH1 KO ケラチノサイトにおける SPH の減少 
長鎖塩基産生におけるセラミド分解経路の寄与を明らかとするため，各セラミダーゼ

KO ケラチノサイト中での長鎖塩基量を LC-MS/MS により調べた。哺乳類で主要な長鎖 

塩基である SPH を定量した結果，未分化ケラチノサイトでは SPH は微量ではあるが

検出され，ACER1 KO ケラチノサイトではコントロールと比較して SPH 量に変化がな

かった。一方，ASAH1 KO ケラチノサイトでコントロールに比べて減少傾向がみられた。

（図 17）。また，分化ケラチノサイトにおいて，どのクローンにおいても SPH 量は未

分化ケラチノサイトに比べて増加した（図 17）。分化ケラチノサイトにおいて，ACER1 

KO ケラチノサイトではコントロールと比較して SPH 量に差がなかった一方，ASAH1 

KO ケラチノサイトでは SPH 量がコントロールのおよそ 25%に減少していた（図 17）。

これらの結果から，遊離 SPH はケラチノサイトの分化に伴って増加すること，セラミ

ド分解経路は SPH の産生に大きく寄与していること，その産生には ASAH1 が関与し

ていることが明らかとなった。 
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3-2-3. セラミダーゼ KO ケラチノサイトでは脂肪酸量は変化しない 
脂肪酸はセラミドの構成成分であることに加え，遊離脂肪酸は脂質ラメラの主要な構

成成分の一つである。表皮におけるセラミド分解経路の極長鎖脂肪酸産生への関与を明

らかにするため，次に各セラミダーゼ KO 細胞中での遊離脂肪酸量を LC-MS/MS によ

って解析した。未分化ケラチノサイトでは ACER1 KO2 細胞で脂肪酸量に増加傾向がみ

られたが，コントロール 1/2，ACER1 KO1，ASAH1 KO1/2 細胞間ではいずれの鎖長にお

いても脂肪酸量に有意な差は認められなかった（図 18A）。また，分化ケラチノサイト

では ACER1 KO1 細胞で極長鎖脂肪酸量に増加傾向がみられたが，コントロール 1/2，

ACER1 KO1，ASAH1 KO1/2 細胞間ではいずれ鎖長においても脂肪酸量に有意な差は認

められなかった（図 18B）。これらの結果から，ケラチノサイトにおいてセラミド分解

経路は極長鎖脂肪酸を含む遊離脂肪酸の主要な産生経路ではないことが示唆された。 

  

3-3. 考察 

SLS の病態発症の原因物質の一つである長鎖アルデヒドの前駆体である長鎖塩基の産

生に関わるセラミダーゼは不明であった。また，脂質ラメラの主要構成成分の一つであ

る遊離極長鎖脂肪酸の供給源についても不明な点が多く残されていた。本研究では，表 

 

図 17. ASAH1 KO ケラチノサイトにおける SPH の減少 
未分化および 7 日間分化させたそれぞれ 2 クローンの control，ASAH1 KO，ACER1 KO ケラチ

ノサイトから脂質を抽出し，SPH を LC-MS/MS により定量した。値は平均値+標準偏差を示

し，Dunnett’s test によって有意差検定を行った（n = 3，* P < 0.05，** P < 0.01，vs control1）。 
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皮の長鎖塩基産生に関与するセラミダーゼが ASAH1 であること（図 16），セラミドの

分解がケラチノサイトでは活発に行われていることを明らかとした（図 16，17）。一

方，遊離極長鎖脂肪酸の由来はセラミドではないことが示された（図 18）。これまでに

Asah1 と Acer1 の KO マウスが作製されている。Asah1 KO マウスは胎生致死であり，表

皮のセラミド代謝への寄与は不明である。一方，Acer1 KO マウスは正常に出生し，毛

の減少や毛幹に異常が生じることが報告されている 83,90)。Acer1 は表皮において顆粒層

や角質層といった分化後期のケラチノサイト，毛包，皮脂腺において高発現し，Acer1 

KO マウスでは表皮においてセラミド量が WT マウスの約 1.2 倍とわずかではあるが増

 

 

図 18. セラミダーゼ KO ケラチノサイトでは遊離脂肪酸量は減少しない 
（A，B）未分化（A）および 7 日間分化（B）させたそれぞれ 2 クローンの control，ASAH1 
KO，ACER1 KO ケラチノサイトから脂質を抽出し，脂肪酸量を LC-MS/MS によって解析し

た。左のグラフは鎖長と不飽和度による脂質分子種ごとの定量値を，中央のグラフは極長鎖脂

肪酸（C22 以上）の量を，右のグラフは総量を示す。値は平均値+標準偏差を示す（n = 3）。 
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加することが報告されている 90)。しかし，本研究で作製した ACER1 KO ケラチノサイ

トではセラミド量に変化はみられなかった。このような違いが見られた要因は，ヒト（本

研究）とマウス種間での ASAH1／Asah1 と ACER1／Acer1 の発現量の違いによるもの

である可能性が考えられる。 

分化ケラチノサイトにおいて，ACER1 KO ケラチノサイトでは長鎖塩基である SPH

量に変化はみられなかったが，ASAH1 KO ケラチノサイトでは SPH がコントロールの

25%程度に減少していた（図 17）。長鎖塩基のうち DHS は de novo 合成経路およびセ

ラミド分解経路によって生じる。de novo 合成経路ではセリンとパルミトイル CoA の縮

合反応により，3-ケトジヒドロスフィンゴシンがまず産生される 114)。3-ケトジヒドロス

フィンゴシンは還元されて DHS となる 115)。DHS はセラミド合成酵素 CERS によって

脂肪酸とアミド結合を形成しジヒドロセラミドとなったのち，ジヒドロセラミド不飽和

化酵素 DEGS1 により不飽和化を受け，SPH を持つセラミドとなる。哺乳類の DEGS1

は DHS を SPH に変換できないため 116)，SPH はセラミドの分解によってのみ産生され

る。長鎖塩基はセラミドおよび複合スフィンゴ脂質の代謝中間体であるため，通常細胞

内では遊離の長鎖塩基の量は少ない。未分化ケラチノサイトにおいて，ASAH1 KO ケラ

チノサイトではセラミド量が増加しているものの分化ケラチノサイトに比べ絶対量は

小さく（図 16B），未分化ケラチノサイトでは SPH はほとんど検出されなかったこと

から（図 17），未分化ケラチノサイトではセラミド分解がほとんど行われていないこと

が推測される。一方，分化ケラチノサイトでは，未分化ケラチノサイトに比べてセラミ

ド量が大きく増加していた（図 16C）。そのため，セラミドの分解過程で生じた SPH 量

も大きく増加したと予想される（図 17）。 

SPH 量に減少がみられた一方，脂肪酸量には ACER1 KO および ASAH1 KO ケラチノ

サイトのいずれにおいても未分化，分化ともにコントロールとの間に差は認められなか

った（図 18A，B）。細胞内において C16 の脂肪酸はサイトゾルに存在する脂肪酸合成

酵素によって産生され，極長鎖脂肪酸は小胞体膜上に存在する脂肪酸伸長サイクルによ

って長鎖脂肪酸が伸長されることで産生される 117,118)。ASAH1 KO ケラチノサイトでは

未分化，分化時ともに極長鎖セラミドが増加していたものの（図 16），遊離の極長鎖脂

肪酸は減少していなかった（図 18A，B）。このことから，表皮における遊離の極長鎖

脂肪酸の供給源としてセラミド分解経路の寄与は小さく，ほとんどは脂肪酸の合成／伸

長経路から直に供給されていることが示唆された。 
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SLS の皮膚病態発症にはセラミド／長鎖塩基分解経路で生じる長鎖アルデヒド，特に

トランス-2-ヘキサデセナールが関与すると考えられる。本研究により，表皮では長鎖ア

ルデヒドの前駆体である長鎖塩基が ASAH1 によるセラミド分解経路によって主に産生

されていることが明らかとなった。このことから，ASAH1 の阻害によって長鎖塩基を

減少させ，長鎖アルデヒドを減少させることが SLS の治療につながる可能性がある。 
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4. 材料と方法 

4-1. マウス 

Aldh3a2 KO マウスは当研究室で以前に作製したものを使用した 91,92)。Aldh3b2 KO マ

ウスは CRISPR/Cas9 システムを用いて以下の方法で作製した。ガイド RNA は Aldh3b2

のエキソン 2 に存在する 24 塩基のプロトスペーサー隣接モチーフ配列（PAM 配列）を

標的とした。オリゴヌクレオチドペア（プライマーAldh3b2 KO-1，Aldh3b2 KO-2；表 1）

をアニーリング後，CRISPR/Cas9 ベクターである pX330 ベクターの BbsI サイトにクロ

ーニングした。得られたプラスミドを C57BL/6J マウス受精卵にインジェクションした。

産まれた仔マウスの尻尾からゲノム DNA を調製し，プライマーAldh3b2-1 および

Aldh3b2-2（表１）を用いて PCR を行い，Aldh3b2 のエキソン 2 領域を増幅した。得ら

れた DNA 断片のシークエンス解析を行った結果，エキソン 2 に 8 塩基が欠失していた

マウスが得られた。このマウスを C57BL/6J マウスと交配させ，Aldh3b2+/–マウスを調製

した。得られた Aldh3b2+/–マウス同士を交配して Aldh3b2–/–マウスを作製後，Aldh3a2+/–

マウスと交配し，Aldh3a2+/– Aldh3b2+/–マウスを得た。さらに，この Aldh3a2+/– Aldh3b2+/–

マウス同士の交配により，Aldh3a2+/– Aldh3b2–/–マウスを得た。Aldh3a2+/– Aldh3b2–/–マウ

スは Aldh3b2–/–マウスとの交配で維持した。DKO マウスは，Aldh3a2+/– Aldh3b2–/–マウス

同士の交配で得た。マウスのジェノタイピングは下記の方法で行った。マウス尻尾から

調製したゲノム DNA とプライマーセット（Aldh3a2: プライマーAldh3a2-1，Aldh3a2-2；

Aldh3b2: プライマーAldh3b2-1，Aldh3b2-2；表 1）を用いた PCR によって DNA 断片を

増幅後，Aldh3a2 についてはアガロースゲル電気泳動により確認し，Aldh3b2 について

は制限酵素 MwoI で処理をして判別した。Aldh3b2 における 8 塩基欠失により，MwoI 認

識配列が消失するため，Aldh3b2–/–マウス由来の PCR 産物では MwoI による切断が生じ

ないことを利用している。 

マウスは室温 23±1°C，湿度 50±5%，明/暗サイクル 12 時間，自由に通常食を食餌お

よび給水可能な SPF 条件下で飼育した。本研究における動物実験は北海道大学動物実

験委員会規定に従って行った。 

 

4-2. 皮膚透過性バリアアッセイ 

生後 0 日目のマウスの背中の経皮水分蒸散量を AS-VT100RS 蒸発計（Asch Japan, 

Tokyo, Japan）を用いて測定した。トルイジンブルー染色は，マウスを 5 分メタノール
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に浸した後，PBS で洗浄し，0.1%トルイジンブルー溶液に浸して 40 時間 4 °C でインキ

ュベートした後，PBS で洗浄し，観察した。 

 

4-3. FALDH 活性測定 

生後 0 日目のマウスから摘出した皮膚を 5 mg/ml ディスパーゼ溶液に 4 °C，一晩浸し

た後，表皮と真皮に分離した。得られた表皮を BufferA［50 mM HEPES/NaOH (pH 7.4), 

150 mM NaCl, 10% グリセロール, 1 mM ジチオトレイトール, 1×プロテアーゼインヒビ

ターカクテル（Complete, EDTA-free; Roche Diagnostics, Basel, Switzerland）, 1 mM フッ化

フェニルメチルスルホニル］に懸濁したのち，ホモジェナイザーで破砕し，超音波破砕

を行い，遠心（200 ×g, 4 °C, 3 分）後の上清をライセートとして回収した。調製したラ

イセート 15 µg に，反応バッファー［50 mM Tris/HCl (pH8.5), 150 mM NaCl, 10%グリセ

ロール, 0.1% TritonX-100, 500 µM NAD+］と基質となるアルデヒドを加え，37 °C で 30

分間インキュベートし，生成した NADH の蛍光（励起光 360 nm，蛍光 461.5 nm）を分

光光度計（日本分光株式会社 JASCO Corpration，東京）を用いて検出し，定量を行った。 

 

4-4. HE 染色 

生後 0 日目のマウスの背中の皮膚を摘出し，10%ホルムアルデヒド／0.1 M カリウム

リン酸バッファー（pH 7.4）に 4 °C で 48 時間浸して固定を行った。固定した皮膚をア

ルコール脱水したのち，キシレンで洗浄し，Tissue-Tek VIP-6（Sakura, Torrance, USA）

を用いてパラフィンを浸透させた。これを TEC-P-DC（Sakura）を用いてパラフィン包

理し，マイクロトーム REM-710（Yamato Kohki, Asaka, Japan）を用いて厚さ 4 µm のホ

ルマリン固定パラフィン包理切片を作製した。Tissue-Tek DRS 2000（Sakura）を用いて

切片からパラフィンを除去したのち，ヘマトキシンとエオジンによる染色を行った。染

色した切片を，Leica DFC295 デジタルカラーカメラ付属光学顕微鏡 Leica DM5000B

（Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）で観察，撮影した。 

 

4-5. 透過型電子顕微鏡解析 

生後 0 日目のマウスの背中の皮膚を摘出し，4%パラホルムアルデヒド，2%グルタル

アルデヒド／0.1 M カコジル酸緩衝液（pH 7.4）に 4 °C で浸した後，1%タンニン酸溶液



   47  

［0.1 M カコジル酸緩衝液（pH 7.4）］に 4 °C で浸して前固定を行った。その後 0.1 M

カコジル酸緩衝液（pH 7.4）で 4 回洗浄して，2%四酸化オスミウム溶液［0.1 M カコジ

ル酸緩衝液（pH 7.4）］に 4 °C で浸して後固定を行った。固定したサンプルを 50%，

70%，90%，100%エタノールに順次浸して脱水を行った。次に，酸化プロピレンに 1 時

間，2 回浸した後に，酸化プロピレン：resin（7 : 3，v/v；Quetol-812; Nisshin EM，東京）

混合液に 1 時間浸した。さらに，一晩静置させることで酸化プロピレンを蒸散させ，新

しい 100% resin に置換して 60 °C で 48 時間重合させた。ウルトラミクロトーム（Ultracut 

UCT; Leica，Vienna，Austria）を用いて 80 nm の超薄切片を作製して，銅製のグリッド

にのせ，2%酢酸ウラニル染色を室温で 15 分間行った。蒸留水で洗浄し，鉛染色溶液

（Sigma-Aldrich，St. Louis，USA）による二次染色を室温で 3 分間行った。調製したサ

ンプルを透過型電子顕微鏡（JEM-1400Plus; JEOL，東京）を用いて観察し（加速電力 80 

kV），撮影した。 

 

4-6. 走査型電子顕微鏡解析 

生後 0 日目のマウスの背中の皮膚を摘出し，エタノールによる脱水まで透過型電子顕

微鏡解析と同様の操作で行った。脱水後，サンプルをエタノール：tert-ブチルアルコー

ル（1:1, v/v）混合液に室温で 2 時間浸したのち，100% tert-ブチルアルコールに室温で

1 時間，3 回浸して 4 °C で凍結し，減圧乾燥させた。オムミウム・プラズマコーター

（NL-OPC80A; Nippon Laser & Electronics Laboratory, Nagoya, Japan）を用いてサンプル

を 50 nm のオスミウム薄膜で覆い，走査型電子顕微鏡（JSM-6340F; JEOL, 東京）を用

いて観察し（加速電力 5.0 kV），撮影した。 

 

4-7. マウス表皮の脂質抽出 

生後 0 日目のマウスから摘出した皮膚を 5 mg/ml ディスパーゼ溶液に 4 °C，一晩浸し

た後，表皮と真皮に分離した。表皮およそ 10 mg をジルコニアビーズ入りチューブに移

し，450 µL のクロロホルム:メタノール（1 : 2, v/v）を加え，Micro Smash MS-100R cell 

disrupter を用いて破砕した（4,500 rpm, 4 °C, 1 分）。遠心（9,100 ×g, 4 °C, 1 分）後，上

清を回収し，150 µL のクロロホルムと 300 µL の水を順次加え，攪拌した。遠心（9,100 

×g, 4 °C, 1 分）後下層を回収し，溶媒を乾燥させた。乾燥させた脂質サンプルはクロロ

ホルム／メタノール（1 : 2, v/v）で再溶解し，TLC 及び LC-MS/MS によって解析した。 
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4-8. テープストリッピング 

生後 0 日目のマウスの背中にマスキングテープ 465#40（寺岡製作所，東京）を押し

付け，角質層サンプルを回収した。新しいテープを用いてテープストリッピングを計 3

回，繰り返した。3 回のテープのうち，皮膚表面にあるほこりや汚れを同時に採取した

可能性がある 1 回目のテープ以外のテープサンプルを実験に使用した。 

 

4-9. テープからの脂質抽出 

角質層を採取したテープを 5×10 mm のサイズで 2 枚切り取り，ガラスチューブおよ

びガラスチップを用い，テープに 800 µL のメタノールを加えた。LC-MS/MS 解析の際

の内部標準として，9 つの重水素（d9）標識した各種セラミド［N-palmitoyl(d9)-D-erythro-

sphingosine（d9-C16:0 NS），N-(2'-(R)-hydroxypalmitoyl(d9)-D-erythro-sphingosine（d9-C16:0 

AS），N-(26-oleoyloxy(d9) hexacosanoyl) D-erythro-sphingosine（d9-C26:0-18:1 EOS）；Avanti 

Polar lipids，Alabaster，USA］を用い，d9-C16:0 NS を 10 pmol，d9-C16:0 AS を 4 pmol，

d9-C26:0-18:1 EOS を 40 pmol 加えた。超音波破砕（室温，5 分）後，テープを除き，遠

心（2600 ×g，室温，5 分）後，上清を回収し，乾燥させ，脂質サンプルを回収した。こ

の際，チューブに残ったペレットは結合型セラミドの回収に用いた。ペレットに 800 µL

のメタノールを加えて懸濁し，半量ずつガラス試験管（結合型セラミド回収用）とプラ

スチックチューブ（タンパク質定量用）に分注した。ガラス試験管を遠心（2600 ×g，室

温，3 分）し，上清を除き，再度メタノールを加えて洗浄した。この洗浄操作を計 3 回

行ったのち，800 µL の 95%メタノールを加え，60 °C で 2 時間インキュベートした。遠

心（2600 ×g，室温，3 分）後，上清を除き，同様の操作を繰り返し，再度洗浄した。そ

の後，結合型セラミドの内部標準として d9-C16:0 AS を 10 pmol 加えた 800 µL の 95%メ

タノールを加え，60 °C で 2 時間インキュベートした。800 µL の 1 M 酢酸水溶液を加

え，二層分配したのち，下層を回収し，乾燥させ，脂質サンプルとした。 

 

4-10. TLC による解析 

表皮湿重量 2 mg 分の脂質サンプルを TLC に用い，以下の 3 種の展開溶媒を用いて分

離した。 

1.   クロロホルム／メタノール／水（40 : 10 : 1, v/v）で底から 2 cm 上げた後乾燥し，

再度底から 5 cm まで展開 
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2.   クロロホルム／メタノール/酢酸（47 : 2 : 0.5, v/v）でトップから 1.5 cm まで展開 

3.   ヘキサン／ジエチルエーテル／酢酸（65 : 35 : 1, v/v）でトップまで展開 

展開した脂質は銅リン酸試薬［3%硫酸銅（w/v）含有 8%リン酸（v/v）］試薬を噴霧し

た後，180 °C で 3 分間熱することで検出した。 

 

4-11. LC-MS/MS による解析 

抽出した脂質をLC連結タンデム質量分析機（Xevo TQ-S，Xevo TQ-S; Waters，Milford，

USA）に表皮 5 µg 分インジェクションし，解析を行なった。脂肪酸および OAHFA は

AMP+ MaxSpec Kit（Cayman Chemical, Ann Arbor, USA）を用いて添付のプロトコルに従

い，AMPP 誘導体化をして解析を行った。LC での分離には，逆相カラム（ACQUITY 

UPLC CSH C18 column; 粒子径 1.7  µm; 内径 2.1  mm; 長さ 100 mm; Waters）を用い，カ

ラム温度を 55°C に設定した。分離に用いた移動相は A 液［アセトニトリル／水（3 : 2，

v/v）10 mM ギ酸アンモニウム］と B 液［アセトニトリル／2-プロパノール（9 : 1，v/v）

10 mM ギ酸アンモニウム］を表 2 と 3 に示した比率で混合させた溶媒を用いた（流速

0.3 mL/min）。LC で分離した脂質をエレクトロスプレーイオン化法によってイオン化

させ，多重反応モニタリングによって検出した。イオン化および検出はポジティブイオ

ンモードで行ない，表 4 から表 9 に記した設定値を用いて各脂質分子種を検出した。デ

ータの解析には MassLynx ソフトウェア（Waters）を使用した。マウスの表皮の脂質の

定量は，外部標準を用いて検量線を作成することで行ない，NS の標準品として N-

palmitoyl(d9)-D-erythro-sphingosine（Avanti Polar lipids），OS の標準品として N-ω-

hydroxytriacontanoyl-D-erythro-sphingosine（Cayman Chemical，Ann Arbor，USA），EOS

の標準品として N-(30-Linoleoyloxy-triacontanoyl)-sphingingosine（Cayman Chemical），TG

の標準品として 1,3-dipentadecanoyl-2-oleoyl(d7)-glycerol（Avanti Polar Lipids）を使用した。

角質層セラミドの定量は，NS および EOS はそれぞれ内部標準物質として添加した d9-

C16:0 NS および d9-C26:0-18:1 EOS とのピーク面積比から算出した。ただし，OS の重水

素標識体は市販されていないため，内部標準物質として添加した d9-C16:0 AS を用いて

OS を定量した。ケラチノサイトの脂質の定量は，セラミドと遊離脂肪酸は内部標準物

質として添加した d9-C16:0 NS（Avanti Polar Lipids），d31-Palmitic acid（Cayman Chemical）

を用いて行い，SPH は外部標準を用いて検量線を作成することで行った。 
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4-12. 定量的リアルタイム RT-PCR 

生後 0 日目のマウスから摘出した皮膚を 600 µL の PBS 中で 55 °C，5 分間インキュベ

ートし，表皮と真皮を分離した。マウス表皮総RNAはNucleoSpin RNA Ⅱ Kit（Marchery-

Nagal, Dueren, Germany）を用い，プロトコルに従い，抽出した。定量的リアルタイム RT-

PCR は One-Step SYBR PrimeScript RT-PCR KitⅡ（Takara Bio，滋賀）を用いて行った。

表１に示すフォワード（-F）とリバース（-R）のプライマーを用いた。サーマルサイク

ラーは CFX96 Touch real-time PCR detection system（Bio-Rad, Hercules, CA）を用い，50 °C

で 30 分，94 °C で 2 分のインキュベートののち，94 °C で 30 秒，60 °C で 30 秒，72 °C

で 1 分を 35 サイクル行った。それぞれの mRNA 量は Gapdh もしくは Hprt1 との相対量

として求めた。 

 

4-13. ケラチノサイトの初代培養 

生後 0日目の新生マウスから回収した皮膚を，ケラチノサイトの増殖培地であるCnT-

Prime, Epithelial Culture Medium（CELLnTEC Advanced Cell Systems AG, Bern, Switzerland）

に溶解した 5 mg/mL ディスパーゼ溶液に浸し，4 °C で 24 時間処理したのち，表皮と真

皮に分離した。表皮を増殖培地で洗浄したのち，500 µL の TrypLE SelectTM（Thermo Fisher 

Scientific, Bern, Switerland）によって室温で 15 分間処理した。トリプシン処理をした表

皮の基底層側を培養ディッシュに擦り付けてケラチノサイトを分散させ，増殖培地に回

収したのち，細胞懸濁液を遠心（400 ×g, 室温, 1 分）して上清を除いた。ペレットを増

殖培地で懸濁し，コラーゲンコートディッシュに播種した。培地交換は 3 日ごとに行っ

た。ケラチノサイトの分化誘導はフルコンフルエントの直前まで増殖培地で培養したの

ち，培地を分化培地である CnT-Prime, 3D Barrier Culture Medium（CELLnTEC Advanced 

Cell Systems AG）に置換することで行った。 

 

4-14. [3H]DHS トレーサー解析 

WT, Aldh3a2 KO, Aldh3b2 KO, DKO マウスから調製した未分化および分化誘導後の初

代培養ケラチノサイトを 35 mm ディッシュで培養後，培地を新しい増殖培地 1 mL に置

換し，37 °C で 1 時間プレインキュベートした。その後，0.1 µCi の[3H]DHS（American 

Radiolabeled Chemical, St. Louis, MO）を加えて，37 °C で 4 時間インキュベートした。イ

ンキュベート後，培地を除いて PBS で洗浄し，200 µL PBS を加え，スクレーパーを用

いて細胞を回収した。細胞懸濁液に 750 µL クロロホルム／メタノール／塩酸（100 : 200 : 
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1，v/v/v），250 µL クロロホルム，250 µL 1% KCl を順に加えて二層分配し，有機層を

回収した。各サンプルを 2 つに分け，一方をアルカリ処理した。アルカリ処理は，0.5 M 

NaOH を含んだメタノール溶液 135 µL を加えて 37 °C で 1 時間インキュベートして行

った。アルカリ処理後，1 M 塩酸を含んだメタノール溶液 67.5 µL を加えて中和した。

アルカリ処理なしのサンプルでは，0.5 M NaOH の代わりに水，1 M 塩酸の代わりに 1 

M NaCl を用いた。135 µL メタノール，210 µL 1% KCl を順に加えて二層分配し，有機

層を回収，バキュームコンセントレーターで溶媒を留去した。乾燥させたサンプルを 20 

µL クロロホルム／メタノール（2 : 1，v/v）に懸濁し，HPTLC プレートにスポットした

後，1-ブタノール／酢酸／水（3 : 1 : 1，v/v/v）で展開した。展開した HPTLC プレート

に 2.8 mg/mL 2,5-ジフェニルオキサゾンのトルエン溶液を噴霧し，オートラジオグラフ

ィーによって検出した。 

 

4-15. プラスミドの作製 

セラミダーゼ KO ケラチノサイトは，CRISPR/Cas9 システムを用いて以下の方法で作

製した。CRISPR/Cas9 ベクターとして D10A 変異を持つ Nickase 改変型ベクターGeneArt 

CRISPR Nuclease Vector-OFP（Thermo Fisher Scientific）を用いた。Nickase 改変型ベクタ

ーは一本鎖切断活性を持つため，ガイド RNA は ASAH1，ACER1 の共にエキソン 3 内の

近接した 2 箇所に存在する 2 つの PAM 配列をそれぞれ標的とし，表 1 に示すプライマ

ーセットを用い，4-1 に記載の方法でプラスミドを作製した。 

 

4-16. ヒト不死化ケラチノサイトの培養およびトランスフェクション 

ヒト不死化ケラチノサイト NHEK/SVTERT3-5（Evercyte，Vienna，Austraria）の培養，

分化誘導は 4-13 に記載の方法で行った。ケラチノサイトへのトランスフェクションは

Keratinocyte Growth Medium-2（Lonza，MO，USA）培地中で Viafect Transfection Reagent

（Promega）を用い，添付のマニュアルに従って行った。 
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6. 表一覧 

表 1. 本研究において使用したプライマー 

Oligo DNA/primer Sequence 

Aldh3b2 KO-1 5′-CACCGAGCCTGGGTCGCTTCTTGC-3′ 

Aldh3b2 KO-2 5′-TTTGGCAAGAAGCGACCCAGGCTC-3′ 

Aldh3b2-1 5′-CGGACTCGGCCTACTGAGTTTCGGA-3′ 

Aldh3b2-2 5′-CAGTCTGTGCATAGAGCAAGGG-3′ 

Aldh3a1-F 5′-CGGTGATGCCCATTGTGTGTGTTCG-3′ 

Aldh3a1-R 5′-TTCTTCATTCCGCAGAGACCTCACC-3′ 

Aldh3a2-F 5′-TTCTCGTAACAATAAGCTCATCAAACG-3′ 

Aldh3a2-R 5′-CAGCATCCCCAGCCTTCCTTTGTTG-3′ 

Aldh3b1-F 5′-GCTGTATGCCTTCTCCAAGAGAAGC-3′ 

Aldh3b1-R 5′-GCAGCTGCAGCACCTCTCCTCCATGG-3′ 

Aldh3b2-F 5′-TGAGTTCATCAACCGGCGGGAGAAGC-3′ 

Aldh3b2-R 5′-GTTGTTGGTTCCAGGGACCATAAGG-3′ 

Aldh3b3-F 5′-CTTTATGCCTATTCCAACAACGCAG-3′ 

Aldh3b3-R 5′-GGGTGCAGCTCTCAGAGCCGATAGC-3′ 

Gapdh-F 5′-GAACGGGAAGCTCACTGGCATGGCC-3′ 

Gapdh-R 5′-TGTCATACCAGGAAATGAGCTTGAC-3′ 

Cypf439-F 5′-AGCATCTACGGGACCCACCACAACC-3′ 

Cypf439-R 5′-TGAGGGTAGAGGCTCTACATTGAGC-3′ 

Fatp4-F 5′-AATGGCCTCAGCCATCTGTGAG-3′ 

Fatp4-R 5′-AGAGGGTCCAGGTGTTCTGTGC-3′ 

Cers3-F 5′-CTGGCTTCCTCCAACAATAAAGTGG-3′ 

Cers3-R 5′-TCAAGTTACACTTCTTTGCCAGTCC-3′ 

Pnpla1-F 5′-CCCCACAAGCCTCTGCTGGTGGAGG-3′ 

Pnpla1-R 5′-TGGCCACTCACTCCCTCGGGGTAGC-3′ 

Abhd5-F 5′-ATCACACCTTAAAGAAGCTGAAGAG-3′ 

Abhd5-R 5′-AATGGATTCCACAAACTGATTCTCC-3′ 

Krt1-F 5′-TGAGCTGAAGAACATGCAAGA-3′ 

Krt1-R 5′-CATGTAAGCTGAATCCACATCC-3′ 

Krt5-F 5′-CAGAGCTGAGGAACATGCAG-3′ 
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Krt5-F 5′-CATTCTCAGCCGTGGTACG-3′ 

Lor-F 5′-GGTTGCAACGGAGACAACA-3′ 

Lor-R 5′-CATGAGAAAGTTAAGCCCATCG-3′ 

Ivl-F 5′-ACACACTGCCAGTGACTGTTCCAGC-3′ 

Ivl-R 5′-CTTCTCCAGATGCAGTTCCTGTTCC-3′ 

Hprt-F 5′-GCTGACCTGCTGGATTACATTAAAG-3′ 

Hprt-R 5′-CTTAACCATTTTGGGGCTGTACTGC-3′ 

ASAH1 KO-F1 5′-GGGTGGTAAGTCAAGATTTAGTTTT-3′ 

ASAH1 KO-F2 5′-GCATGAATTGATGCTTGACAGTTTT-3′ 

ASAH1 KO-R1 5′-TAAATCTTGACTTACCACCCCGGTG-3′ 

ASAH1 KO-R2 5′-TGTCAAGCATCAATTCATGCCGGTG-3′ 

ACER1 KO-F1 5′-TGCATCAGGAGCATCATCAGGTTTT-3′ 

ACER1 KO-F2 5′-CCGCTACATTTACGTTGTCTGTTTT-3′ 

ACER1 KO-R1 5′-CTGATGATGCTCCTGATGCACGGTG-3′ 

ACER1 KO-R2 5′-AGACAACGTAAATGTAGCGGCGGTG-3′ 
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表 2. LC-MS/MS 測定において使用したグラジエントシステムによる移動相の混合比の

設定（セラミド，AMPP 誘導体化 OAHFA） 

時間（分） 流速（mL/分） 移動相 A

（%） 

移動相 B

（%） 

グラジエント

タイプ 

Initial 0.3 60 40  

18.00 0.3 0 100 linear 

23.00 0.3 0 100 linear 

25.00 0.3 60 40 step 

 

表 3. LC-MS/MS 測定において使用したグラジエントシステムによる移動相の混合比の

設定（脂肪酸） 

時間（分） 流速（mL/分） 移動相 A

（%） 

移動相 B

（%） 

グラジエント

タイプ 

Initial 0.3 90 10  

6.00 0.3 60 40 linear 

15.00 0.3 30 70 linear 

18.00 0.3 0 100 linear 

23.00 0.3 0 100 linear 

25.00 0.3 40 60 step 
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表 4. MS/MS 解析に用いた Q1 と Q3 の質量電荷比（NS セラミド） 

セラミド 

分子種 

プリカーサー 

イオン（Q1） 
プロダクト 

イオン（Q3） 

コリジョン 

エナジー

（eV） [M–H2O+H]+ [M+H]+ 

d18:1/C16:0 520.5 538.6 264.3 20 

d18:1/C18:0 548.6 566.6 264.3 20 

d18:1/C20:0 576.6 594.6 264.3 20 

d18:1/C22:0 604.6 622.6 264.3 25 

d18:1/C24:1 630.6 648.6 264.3 30 

d18:1/C24:0 632.6 650.6 264.3 30 

d18:1/C26:1 658.7 676.7 264.3 30 

d18:1/C26:0 660.7 678.7 264.3 30 

d18:1/C28:1 686.7 704.7 264.3 30 

d18:1/C28:0 688.7 706.7 264.3 30 

d18:1/C30:1 714.7 732.7 264.3 35 

d18:1/C30:0 716.7 734.7 264.3 35 

d18:1/C32:1 742.8 760.8 264.3 35 

d18:1/C32:0 744.8 762.8 264.3 40 

d18:1/C34:1 770.8 788.8 264.3 40 

d18:1/C34:0 772.8 790.8 264.3 40 

d18:1/C36:1 798.8 816.8 264.3 40 

d18:1/C36:0 800.8 818.8 264.3 40 

 

表 5. MS/MS 解析に用いた Q1 と Q3 の質量電荷比（OS セラミド） 

セラミド 

分子種 

プリカーサー 

イオン（Q1） 
プロダクト 

イオン（Q3） 

コリジョン 

エナジー

（eV） [M–H2O+H]+ [M+H]+ 

d18:1/ω-OH 

C30:1 
730.7 748.7 264.3 35 

d18:1/ω-OH 

C30:0 
732.7 750.7 264.3 35 
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d18:1/ω-OH 

C32:1 
758.7 776.7 264.3 35 

d18:1/ω-OH 

C32:0 
760.7 778.7 264.3 35 

d18:1/ω-OH 

C34:1 
786.7 804.7 264.3 35 

d18:1/ω-OH 

C34:0 
788.7 806.7 264.3 35 

d18:1/ω-OH 

C36:1 
814.7 832.7 264.3 35 

d18:1/ω-OH 

C36:0 
816.7 834.7 264.3 35 

 

表 6. MS/MS 解析に用いた Q1 と Q3 の質量電荷比（EOS アシルセラミド） 

セラミド 

分子種 

プリカーサー 

イオン（Q1） 
プロダクト 

イオン（Q3） 

コリジョン 

エナジー

（eV） [M–H2O+H]+ [M+H]+ 

d18:1/C30:1/C18:2 992.8 1010.8 264.3 40 

d18:1/C30:0/C18:2 994.8 1012.8 264.3 40 

d18:1/C32:1/C18:2 1020.8 1038.8 264.3 40 

d18:1/C32:0/C18:2 1022.8 1040.8 264.3 40 

d18:1/C34:1/C18:2 1048.8 1066.8 264.3 40 

d18:1/C34:0/C18:2 1050.8 1068.8 264.3 40 

d18:1/C36:1/C18:2 1076.8 1094.8 264.3 45 

d18:1/C36:0/C18:2 1078.8 1096.8 264.3 45 

 

表 7. MS/MS 解析に用いた Q1 と Q3 の質量電荷比（TG） 

TG 分子種 

プリカーサー

イオン（Q1） 

[M+NH4]+ 

プロダクトイオン

（Q3） 

コリジョン 

エナジー（eV） 

C18:2-C32:1 846.7 549.5 20 

C18:2-C32:0 848.7 551.5 20 
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C18:2-C34:3 870.7 573.5 20 

C18:2-C34:2 872.7 575.5 20 

C18:2-C34:1 874.7 577.5 20 

C18:2-C34:0 876.7 579.5 20 

C18:2-C36:4 896.7 599.5 20 

C18:2-C36:3 898.7 601.5 20 

C18:2-C36:2 900.7 603.5 20 

C18:2-C36:1 902.7 605.5 20 

C18:2-C36:0 904.7 607.5 20 

C18:1-C34:0 878.7 579.5 20 

C18:1-C36:1 904.7 605.5 20 

C18:1-C36:0 906.7 607.5 20 

C15:0-d7-C18:1-

C15:0 
829.7 523.5 20 

 

表 8. MS/MS 解析に用いた Q1 と Q3 の質量電荷比（AMPP 誘導体化脂肪酸） 

脂肪酸分子種 

プリカーサーイ

オン（Q1） 

[M+H]+ 

プロダクトイオン

（Q3） 

コリジョン 
エナジー（eV） 

C16:1 421.6 239.0 48 

C16:0 423.6 239.0 50 

C18:2 447.6 239.0 44 

C18:1 449.6 239.0 48 

C18:0 451.6 239.0 50 

C20:1 477.6 239.0 48 

C20:0 479.6 239.0 50 

C22:1 505.6 239.0 48 

C22:0 507.6 239.0 50 

C24:1 533.7 239.0 48 

C24:0 535.7 239.0 50 

C26:1 561.7 239.0 48 

C26:0 563.7 239.0 50 
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C28:1 589.7 239.0 48 

C28:0 591.7 239.0 50 

C30:1 617.7 239.0 48 

C30:0 619.7 239.0 50 

C32:1 645.8 239.0 48 

C32:0 647.8 239.0 50 

C34:1 673.8 239.0 48 

C34:0 675.8 239.0 50 

C36:1 701.8 239.0 48 

C36:0 703.8 239.0 50 

 

表 9. MS/MS 解析に用いた Q1 と Q3 の質量電荷比（AMPP 誘導体化 OAHFA） 

OAHFA 分子種 

プリカーサー 

イオン（Q1） 

[M+H]+ 

プロダクト 

イオン（Q3） 

コリジョン 
エナジー（eV） 

ω-OH C28:0/C18:2 869.7 589.2 60 

ω-OH C28:1/C18:2 867.7 587.2 60 

ω-OH C30:0/C18:2 897.7 617.2 60 

ω-OH C30:1/C18:2 895.7 615.2 60 

ω-OH C32:0/C18:2 925.7 645.3 60 

ω-OH C32:1/C18:2 923.7 643.2 60 

ω-OH C34:0/C18:2 953.8 673.3 60 

ω-OH C34:1/C18:2 951.8 671.3 60 

ω-OH C36:0/C18:2 981.8 701.3 60 

ω-OH C36:1/C18:2 979.8 699.3 60 
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