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略語 

14Z-SPH 14Z-sphingosine（14Z-スフィンゴシン） 

4,8-SPD 4,8-sphingadiene（4,8-スフィンガジエン） 

6-OH SPH 6-hydroxysphingosine（6-水酸化スフィンゴシン） 

AP  alkaline phosphatase（アルカリホスファターゼ） 

CER  ceramide（セラミド） 

CERS ceramide synthase（セラミド合成酵素） 

CRISPR  clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CYB5  cytochrome b5（シトクロム b5） 

DEGS dihydroceramide desaturase/hydroxylase（ジヒドロセラミド不飽和化酵素/

水酸化酵素） 

DHS dihydrosphingosine（ジヒドロスフィンゴシン） 

DHS1P dihydrosphingosine 1-phosphate（ジヒドロスフィンゴシン 1-リン酸） 

FA fatty acid（脂肪酸） 

FADS fatty acid desaturase（脂肪酸不飽和化酵素） 

FB1 fumonisin B1（フモニシン B1） 

GPCR  G protein-coupled receptor（G タンパク質共役型受容体） 

HexCER monohexosylceramide（モノヘキソシルセラミド） 

HSAN1 hereditary sensory and autonomic neuropathy1（遺伝性感覚性自律神経

 性ニューロパチー1） 

IB immunoblotting（イムノブロッティング） 

KDSR 3-ketodihydrosphingosine reductase（3-ケトジヒドロスフィンゴシン還元酵

素） 

KO knockout（ノックアウト） 

LCB long-chain base（長鎖塩基） 

LCBP long-chain base 1-phosphate（長鎖塩基 1-リン酸） 

LC-MS/MS liquid chromatography-tandem mass spectrometry（液体クロマトグラフィ

ータンデム質量分析） 

PEA phosphoethanolamine（ホスホエタノールアミン） 

PHS phytosphingosine（フィトスフィンゴシン） 

PHS1P phytosphingosine 1-phosphate（フィトスフィンゴシン 1-リン酸） 

PUFA polyunsaturated fatty acid（多価不飽和脂肪酸） 

RT-PCR reverse transcription-PCR（逆転写 PCR） 

S1PR sphingosine 1-phosphate receptor（スフィンゴシン 1-リン酸受容体） 
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SCD stearoyl-CoA desaturase（ステアロイル CoA 不飽和化酵素） 

SGPL sphingosine 1-phosphate lyase（スフィンゴシン 1-リン酸リアーゼ） 

SGPP sphingosine 1-phosphate phosphatase（スフィンゴシン 1-リン酸ホスファタ

ーゼ） 

SLD sphingolipid Δ8 desaturase（スフィンゴ脂質 Δ8 不飽和化酵素） 

SM sphingomyelin（スフィンゴミエリン） 

SPD  sphingadiene（4,14-スフィンガジエン） 

SPD1P  sphingadiene 1-phosphate（スフィンガジエン 1-リン酸） 

SPH  sphingosine（スフィンゴシン） 

SPH1P  sphingosine 1-phosphate（スフィンゴシン 1-リン酸） 

SPHK sphingosine kinase（スフィンゴシンキナーゼ） 

SPT serine palmitoyltransferase（セリンパルミトイル転移酵素） 

SREBP sterol regulatory element binding protein（ステロール制御エレメント結合

タンパク質） 

TACE TNFα-converting enzyme（TNFα 変換酵素） 

TNFα tumor necrosis factor-α（腫瘍壊死因子 α） 

TGFα    transforming growth factor-α（トランスフォーミング成長因子 α） 

UCP uncoupling protein（脱共役タンパク質） 

WT  wild type（野生型） 
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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を頭文字のみ大

文字で表記する。遺伝子はイタリックで表記する。 

（例）ヒト；タンパク質 FADS3，遺伝子FADS3 

 マウス；タンパク質 Fads3，遺伝子Fads3 

 

脂肪酸の鎖長と不飽和度について，C 炭素鎖長:不飽和度で表記する。 

（例）炭素鎖長 18，不飽和度 1；C18:1 

 

脂肪酸または長鎖塩基のω末端から数えて n 番目の炭素の二重結合を ω-n と表記する。 

（例）オレイン酸（C18:1，C9 不飽和）；ω-9 
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1. 序論 
1.1. スフィンゴ脂質の多機能性 

スフィンゴ脂質は真核生物および一部の原核生物に存在する多機能性脂質である 1)。ス

フィンゴ脂質は神経機能，皮膚バリア形成，免疫機能，精子形成，糖代謝の調節などの多

彩な機能をもち，その機能破綻はさまざまな疾患の原因となる 1-4)。スフィンゴ脂質は生体内

において生体膜の構成成分，神経や皮膚における脂質の多層構造体の成分，脂質メディ

エーターとしての役割によって上記の機能を果たしている。生体膜成分としてのスフィンゴ

脂質は脂質マイクロドメインの形成に関わる。スフィンゴ脂質は生体膜の中でも特に細胞膜

に多く存在し，コレステロールと会合して脂質マイクロドメインを形成する 5)。脂質マイクロドメ

インには受容体やトランスポーターといったタンパク質が集積し，脂質マイクロドメインはシグ

ナル伝達や細胞内輸送のプラットフォームとして機能する。また，スフィンゴ脂質は神経に

おいてミエリン鞘，表皮において皮膚バリア機能に必須である脂質ラメラなどの脂質多層構

造体を形成する。このことから，スフィンゴ脂質代謝関連遺伝子の変異は神経症状を主徴と

するリソソーム病の一種であるスフィンゴリピドーシス 6)や表皮の肥厚，過角化など重篤な皮

膚症状を呈する魚鱗癬 7)を引き起こす。脂質メディエーターとしてはスフィンゴシン 1-リン酸

（SPH1P）が有名であり，細胞表面の SPH1P 受容体（S1PR）に結合することで血管新生や免

疫などに関与する 8,9)。SPH1P の前駆体アナログであるフィンゴリモドは SPH1P の S1PR を

介した作用を示し，多発性硬化症の治療薬として臨床応用されている 10,11)。このようにスフ

ィンゴ脂質は生体内における多くの生命現象に重要な脂質である。 

 

1.2. スフィンゴ脂質の構造多様性 
スフィンゴ脂質の疎水骨格は長鎖アミノアルコールである長鎖塩基（LCB）と脂肪酸（FA）

からなるセラミド（CER）であり，CER の 1 位の水酸基には極性基が結合する（図 1）。スフィ

ンゴ脂質を構成する LCB，FA，極性基の 3 つの構成要素の組み合わせの違いによってス

フィンゴ脂質の構造多様性が創出されており，この構造多様性こそがスフィンゴ脂質の多機

能性を支える分子的基盤である 1)。極性基をもつスフィンゴ脂質は複合スフィンゴ脂質と総

称される。哺乳類において，複合スフィンゴ脂質を構成する極性基はホスホコリンまたは糖

鎖であり，それぞれスフィンゴミエリン（SM），スフィンゴ糖脂質と呼ばれる。スフィンゴ糖脂質

の糖鎖構造は結合する糖の種類や位置によって数百種類にも及ぶ。最も単純な構造のス

フィンゴ糖脂質はグルコースもしくはガラクトースを 1 分子のみ有するグルコシル CER とガラ

クトシル CER であり，これらはモノヘキソシル CER（HexCER）と総称される。疎水骨格である

CER を構成する FA は炭素鎖長と不飽和度の違いによって分類することができる。炭素鎖

長による分類には諸説あるが，本論文では C11 から C20 の FA を長鎖 FA，C21 以上のもの

を極長鎖 FA と呼ぶ 12)。また，不飽和度の違いにより，二重結合をもたない FA を飽和 FA，
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二重結合を 1 つもつものを一価不飽和 FA，2 つ以上もつものを多価不飽和 FA（PUFA）と

呼ぶ。自然界に存在する殆どの不飽和 FA の二重結合はシス二重結合である。グリセロリン

脂質はスフィンゴ脂質と同様に生体膜の主要な構成脂質であるが，網膜や神経細胞を除い

て殆どが長鎖 FA で構成されている 1)。一方で CER を構成する FA は長鎖 FA だけでなく

極長鎖，とりわけ C24:0 または C24:1 FA が殆どの組織に存在し，特にミエリン，肝臓，腎臓

などに豊富に存在する。また，グリセロリン脂質の sn-2 位を構成する FA には飽和や一価不

飽和以外にも PUFA をもつものも豊富であるが，CER では精巣などを除いて PUFA を含有

するものは微量である。極長鎖 FA をもつ脂質の特徴は脂質分子同士の高い疎水性相互

作用を示し，脂質マイクロドメインにおける膜のパッキングや脂質ラメラにおける皮膚バリア

形成に寄与している。LCB は共通して 1 位と 3 位に水酸基，2 位にアミノ基をもつ。これらの

官能基は前述の脂質マイクロドメイン形成において，脂質間相互作用に重要な水素結合の

電子ドナーおよびアクセプターとしてはたらく 13,14)。また，哺乳類の LCB は一般的に C18 で

あり，本論文では特に記載がない限り LCB は C18 である。哺乳類には 5 種類の LCB が存

在し 1,15)，その中でジヒドロスフィンゴシン（DHS）は LCB に共通の官能基以外をもたない最

も単純な構造をもつ（図 1）。DHS を基本構造として，その 4 位にトランス二重結合をもつも

のはスフィンゴシン（SPH），4 位に水酸基をもつものはフィトスフィンゴシン（PHS）と呼ばれる。

さらにそれぞれ SPH の 6 位に水酸基をもつ 6-ヒドロキシ（6-OH）SPH と 14 位にシス二重結

合をもつ 4,14-スフィンガジエン（SPD）が存在する。これら LCB の組織分布については SPH，

DHS が広範な組織に分布している一方で，PHS は表皮，小腸，腎臓などの上皮系組織，6-

OH SPH は表皮や口腔粘膜に限局している 1,16-21)。他の LCB よりも水酸基を１つ多くもつ

PHS と 6-OH SPH は表皮を含めた上皮系組織において水素結合を介した脂質間相互作用

を増強することで透過性バリア機能を向上させていると考えられる。一方，哺乳類の LCB の

中で唯一シス二重結合を有する構造をもつ SPD は，シス二重結合の炭化水素鎖を折れ曲

がらせるという特性によって，脂質－脂質間相互作用を弱める。そのため，SPD 含有スフィ

ンゴ脂質はスフィンゴ脂質としては例外的に脂質マイクロドメイン外に多く存在する 19)。植物

においては 4 位にトランス，8 位にトランスまたはシス二重結合を有する SPD（4,8-SPD）が存

在する 22)。SPD は 1969 年に発見されたものの 23,24)，標準品が市販されておらず，脂質の

定量において汎用されている質量分析法（MS）では 4,14-SPD と 4,8-SPD を区別して解析

することが困難であった。過去にヒトおよび，マウスの血漿やリンパ液，マウスの脳や肺にお

いて SPD の存在が報告されていたが 25,26)，これらの多くは 4,14-SPD と 4,8-SPD の区別が

できておらず，定量解析にも至っていなかった。一方，近年，SPD の標準品が市販されたこ

とで，当研究室では液体クロマトグラフィー連結タンデム質量分析（LC-MS/MS）を用いて

4,8-SPD と 4,14-SPD を LC によって疎水性度の違いに基づき分離し，MS/MS 解析によっ

て SPD に特徴的なフラグメントを選択することで 4,14-SPD を特異的に定性できる検出系を
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確立した。また，フラグメントパターンやイオン化効率が SPH 含有セラミド（SPH-CER）と類似

していることを明らかにし，SPH-CER の安定同位体を内部標準とした定量的な分析を行うこ

とも可能となった 19)。この解析法を用いて，当研究室では，SPD がマウスの広範な組織に分

布し，腎臓や脳でその量が多いことを明らかにしている 19)。 

 

 

1.3. スフィンゴ脂質の生合成経路 

スフィンゴ脂質の de novo 合成は小胞体におけるセリンとアシル CoA の縮合反応で始ま

る 27)（図 2）。この反応はセリンパルミトイル転移酵素（SPT）により触媒され，基質となるアシ

ル CoA の炭素鎖+2 の 3-ケトジヒドロスフィンゴシンが産生される。SPT は 2 つの大サブユニ

ットと 1 つの小サブユニットから構成されるヘテロ三量体タンパク質である 28)。大サブユニッ

トには SPTLC1，SPTLC2，SPTLC3 の 3 種類が存在し，小サブユニットには SPTSSA，

SPTSSB の 2 種類が存在する 27,28)。SPTLC2 および SPTLC3 は補酵素であるピリドキサー

ル 5′-リン酸と結合するリシン残基の活性中心をもつが，SPTLC１はリシン残基をもたないた

め活性を示さない。一方，SPTLC1 は SPT 複合体の構造の安定化に寄与する 27,29,30)。これ

らの組み合わせによって 4 種類の SPT 複合体が形成される（SPTLC1/SPTLC2/SPTSSA，

SPTLC1/SPTLC2/SPTSSB，SPTLC1/SPTLC3/SPTSSA，SPTLC1/SPTLC3/SPTSSB）。SPT

複合体のそれぞれがアシル CoA の鎖長に対して異なる基質特異性を示すため，合成され

る LCB の鎖長は異なる。SPTLC1/SPTLC2/SPTSSA は C16 のアシル CoA に高い活性をも

 

図 1. 哺乳類におけるスフィンゴ脂質の構造 
スフィンゴ脂質の構造を示す。哺乳類の主要な 5 種の長鎖塩基および代表的な極性基の構造を示す。 
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ち，スフィンゴ脂質で主要な C18 の LCB 産生を担う 28,31-33)。SPTLC1/SPTLC3/SPTSSA お

よび SPTLC1/SPTLC2/SPTSSB は C16 のアシル CoA に加え，それぞれ C14 および C18

のアシル CoA に対しても活性を示す 28,31-33)。SPTLC1/SPTLC3/SPTSSB の組み合わせは

C14–C24 のアシル CoA を基質とし，C16–C26 の幅広い鎖長の LCB 産生を担う 28,33)。特に

ヒト表皮では，SPTLC1，SPTLC3，SPTSSBのいずれの発現も高く，ヒト角質層における広範

な鎖長の LCB の産生を可能にしている 28,33)。また，SPTLC1 または SPTLC2 の特定のミス

センス変異は遺伝性感覚性ニューロパチー1 型（HSAN1）を引き起こす 34)。これらの変異は

SPT の基質特異性を変化させ，セリン以外にアラニンやグリシンを基質として利用できるよう

になり，神経毒性のある 1-デオキシスフィンゴ脂質を産生する 34-36)。SPT により産生された

3-ケトジヒドロスフィンゴシンは 3-ケトジヒドロスフィンゴシン還元酵素（KDSR）により還元され，

DHS へ代謝される 37)。DHS は CER 合成酵素（CERS）によってアシル CoA と縮合し，DHS 

含有 CER（DHS-CER）となる。哺乳類の CERS には CERS1–6 の 6 つのアイソザイムが存在

し，基質となるアシル CoA 鎖長に対して特異性を有する（CERS1, C18-CoA; CERS2, C22, 

 

図 2. 哺乳類における小胞体での CER 合成経路  
小胞体におけるセラミドの de novo 合成経路を示す。SPT 複合体，CERS はそれぞれのアシル CoA 鎖長に

対して基質特異性を示す。 
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C24-CoA; CERS3, ≥C18-CoA; CERS4, C18, C20-CoA; CERS5, C16-CoA; CERS6, C16-

CoA）1,38-40)。DHS-CER はジヒドロセラミド不飽和化酵素 DEGS1（別名 FADS7）により，C4 位

と C5 位の間にトランス二重結合が導入され，SPH 含有 CER（SPH-CER）となる 41)。また，

DHS-CER は DEGS1 による SPH-CER への代謝だけでなく，ジヒドロセラミド不飽和／水酸

化酵素 DEGS2（別名 FADS8）によって 4 位が水酸化されることで，PHS 含有 CER（PHS-

CER）へ代謝される場合もある 41,42)。ここまでの反応は全て小胞体で起こり，産生された

CER はゴルジ体へ輸送され，SM やスフィンゴ糖脂質といった複合スフィンゴ脂質へ変換さ

れる（図 3）。その後，複合スフィンゴ脂質は細胞膜へ輸送され，膜の構成脂質として機能す

る。複合スフィンゴ脂質が分解される場合にはリソソームへと輸送され，スフィンゴミエリナー

ゼまたはグリコシダーゼによって極性基が除去された後，セラミダーゼによって LCB にまで

分解される。この分解経路は遊離の SPH や PHS の唯一の産生経路である。（DHS の不飽

和化／水酸化によって SPH／PHS が直接合成される経路は存在しない）1)。リソソームでの

セラミドの分解によって産生された LCB は小胞体へ輸送され，CER 合成の基質として再利

用される（サルベージ経路）か，SPH1P を介してアシル CoA へと代謝後にグリセロ脂質産生

や β 酸化に利用される（後述）。 

 

 

図 3. 哺乳類におけるスフィンゴ脂質の代謝と輸送 
細胞内におけるスフィンゴ脂質の代謝と輸送の模式図を示す。小胞体で合成された CER はゴルジ体で複

合スフィンゴ脂質へと変換された後，細胞膜へ輸送される。その後，一部のスフィンゴ脂質はリソソームへ運

ばれ，LCB にまで分解される。生じた LCB は小胞体へ輸送され，スフィンゴ脂質合成に再利用される（サ

ルベージ経路）。細胞外の LCB は細胞に取り込まれた後に小胞体でスフィンゴ脂質合成に利用される。 
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1.4. 脂質メディエーターとしての SPH1P 
SPH の１位の水酸基にリン酸が結合した SPH1P は脂質メディエーターの 1 つとして知ら

れており，S1PR を介して細胞増殖や細胞骨格制御，細胞遊走促進もしくは抑制といった

様々な細胞応答を引き起こす 2,43)。SPH1P は血漿中に数百 nM 程度，リンパ液中に数十

nM 存在する 44-46)。血漿中の SPH1P は赤血球，血小板，内皮細胞から供給され，リンパ液

中の SPH1P は殆どが内皮細胞から供給される 45-47)。S1PR は G タンパク質共役型受容体

（GPCR）であり，5 種類のサブタイプ（S1PR1–5）が存在する 48)。GPCR は，Gα，Gβ および

Gγ サブユニットからなる三量体 G タンパク質と共役している。Gα サブユニットは Gi，Gq，

G12/13など複数のサブファミリーに分類される（図4）。S1PRの組織分布については，S1PR1–

3 が広範な組織に発現している一方で，S1PR4 は免疫系の組織や肺，S1PR5 は脳や皮膚

に限局して発現している 49-51)。SPH1P は免疫系や血管新生において特に重要な役割を果

たす。免疫系において SPH1P は，成熟 T 細胞表面に高発現する S1PR1 を介したシグナル

伝達を活性化することで，胸腺や二次リンパ組織からの成熟 T 細胞の移出に重要な働きを

もつ 52)。SPH1P は，胸腺–血漿間，あるいは二次リンパ組織–リンパ液–血漿間で低濃度から

高濃度の勾配が存在する。そのため，成熟 T 細胞は SPH1P 濃度の高い血漿へ向かって胸

腺あるいは二次リンパ組織から移出する。T 細胞特異的 S1pr1 ノックアウト（KO）マウスでは，

胸腺からの成熟 T 細胞の移出が減少する 53)。また，血管系において SPH1P は，血管安定

化にも重要な役割を果たす。血管内皮細胞には S1PR1 および S1PR3，血管平滑筋細胞に

は S1PR1–3 が発現しており 54)，血管内皮細胞特異的 S1pr1 KO マウスの胎仔は血管安定

化不全による出血で胎生致死となる 53)。また，S1pr1 S1pr2 のダブル KO マウスや S1pr1 

S1pr2 S1pr3 のトリプル KO マウスは，S1pr1 のシングル KO マウスよりも早い段階で胎生致

死となる。これらのことから，S1PR1–3 は血管形成において協調して働くことが示唆されてい

る 55)。 

 

1.5. 代謝中間体としての SPH1P 
SPH1P は脂質メディエーターとしてだけでなく，スフィンゴ脂質の分解経路における代謝

中間体としても重要である。SPH1P は SPH が SPH リン酸化酵素（SPHK）によってリン酸化

を受けることで産生される（図 5）。SPHK には SPHK1 と SPHK2 の 2 つのアイソザイムが存

在し，両者は基質特異性が異なる 56,57)。SPHK1 は基質特異性が高く，SPH，DHS にのみ

高いリン酸化活性を示す。一方，SPHK2 の基質特異性は SPHK1 よりも低く，SPH，DHS だ

けではなく，PHS に対しても活性を示す 56,57)。SPH1P は脱リン酸化反応または開裂反応に

より分解される。SPH1P の脱リン酸化は SPH1P ホスファターゼ（SGPP）が触媒する。SGPP

には SGPP1，SGPP2 の 2 つのアイソザイムが存在し，どちらも SPH1P に加え，DHS 1-リン

酸（DHS1P）へ活性をもつことが報告されているが 58)，他の LCB 1-リン酸（LCBP）に対する 
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活性は不明である。脱リン酸化によって生じた LCB はスフィンゴ脂質の再合成に利用され

る。SPH1P の開裂は SPH1P リアーゼ（SGPL1）が担い，SPH1P はホスホエタノールアミン

（PEA）とヘキサデセナールへ分解される。Sgpl1 KO マウスは肝臓での脂質代謝異常や肺，

心臓，尿管および骨の形態異常，骨髄の過形成などの多臓器不全により生後 1 か月程度

で死亡する 59,60)。また，ヒトでは SPGL1 変異により低タンパク血症や浮腫を引き起こすステ

ロイド抵抗性ネフローゼ症候群を発症する 61)。LCB の分解経路は SPH，DHS，PHS で異な

り，当研究室ではその全容を明らかにしている。これらの LCB は上述のリン酸化と C2–C3

間開裂によるアルデヒド産生に加え，アルデヒドから FA への酸化と CoA 付加という共通し

た反応ステップを経てアシル CoA へと代謝される 1)。SPH と PHS はそれぞれに特徴的な追

加の反応（SPH，C2 位の飽和化；PHS，α 酸化）を受ける 62-64)。これらの反応によって DHS

と SPH は 2 炭素短くなった飽和アシル CoA，PHS は 3 炭素短くなった飽和（非水酸化）ア

 

図 4. S1PR のシグナル伝達経路 
S1PR の共役する Gα タンパク質とその下流のシグナル経路を示す。SPH1P は S1PR のリガンドとして作用

し，様々な細胞応答を引き起こす。 
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シル CoA へと変換される。これらのアシル CoA は直接，あるいは∆9 不飽和化／FA 伸長

後，脂質合成（主にグリセロリン脂質）あるいは β 酸化による分解を受ける。この経路はスフィ

ンゴ脂質を分解する唯一の経路であり，生体内のスフィンゴ脂質量の制御に重要な役割を

もつ 63-65)。 

 

 

 

図 5. LCB の代謝経路 
SPH，DHS および PHS の代謝経路とその代謝に関わる酵素を示す。 
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1.6. 脂肪酸不飽和化酵素 
脂質に二重結合を導入する酵素として脂肪酸不飽和化酵素（FADS）ファミリーが知られ

ている。ヒトでは FADS1，FADS2，FADS3，FADS4，FADS5，FADS6，FADS7／DEGS1，

FADS8／DEGS2 の 8 つのメンバーが属し 66,67)，このうち FADS3 と FADS6 の機能は不明

である。FADS1，FADS2，FADS4，FADS5 はアシル CoA 不飽和化酵素であり，FADS1 が

C5 位，FADS2 が C6 位，FADS4 と FADS5 が C9 位にシス二重結合を導入する 68,69)。

FADS1，FADS2 遺伝子は FADS3 遺伝子とともにヒト 11 番染色体上（マウスでは 19 番染色

体）に隣り合って位置し，遺伝子クラスターを形成している 70)。FADS1，FADS2 は幅広い組

織に発現するが，特に副腎や脳で高発現する 71)。FADS1 と FADS2 は ω-3 と ω-6 系列の

PUFA 合成に重要である（図 6）。生体内の PUFA は食事からの摂取と体内での生合成に由

来する。PUFA を制限した餌を摂取させた Fads1 および Fads2 KO マウスは様々な表現型

を示す。例えば，エイコサノイドの前駆体であるアラキドン酸（ω-6，C20:4）を欠乏させた食餌

を与えた Fads1 KO マウスは生後 12 週までに死亡する 72)。このマウスではプロスタグランジ

ン類の産生低下によって CD3 陽性 T 細胞の減少が見られている。また，Fads1 KO マウス

に高脂肪食負荷を行うと耐糖能の増加とインスリン抵抗性が改善し，腫瘍を形成させると腫

瘍の成長が抑制される 73)。これらのことから PUFA はエネルギー代謝や炎症に関与し，そ

の制御に FADS1 が重要であることが示唆される。Fads2 KO マウスでは肝臓におけるステロ

ール制御エレメント結合タンパク質 1（SREBP1）依存的な脂質合成の亢進と，超低比重リポ

 

図 6. 哺乳類における PUFA の代謝経路 
PUFA の代謝経路とそれぞれの反応における FADS の関与について示す。 
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タンパク質を介した肝臓からのトリグリセリド排出の低下による肝臓での脂肪蓄積が報告され

ている 74)。また，Fads2 KO マウスは雌雄ともに不妊であり，雄では精巣血液関門とセルトリ

細胞の極性の崩壊，雌では卵巣の透明帯の形成不全が見られる 75)。その他にも潰瘍性皮

膚炎の発症や腎臓，脾臓などの肥大も見られる 76)。このように広範な組織で表現型が観察

されることから生体内における PUFA や FADS2 の重要性が伺える。また，ヒトの皮脂ではマ

ウスなどの有毛哺乳類と異なり，サピエン酸（ω-6，C16:1）が豊富に含まれている。これはヒト

の皮脂腺において FADS2 が高発現していることに起因しており，皮脂の流動性の制御に

関与していると考えられている 77)。FADS4 と FADS5 はステアロイル CoA 不飽和化酵素

（SCD）としての別名ももち，FADS4 が SCD5，FADS5 が SCD1 と呼ばれる。SCD はその名

の通りステアロイル CoA（C18:0）を基質にするが，パルミトイル CoA（C16:0）などに対しても

活性を示し，それぞれオレオイル CoA（ω-9，C18:1）とパルミトオレオイル CoA（ω-7，C16:1）

を産生する。SCD1 は全身に発現する一方で，SCD5 は脳や脂肪組織に限局して発現する

68)。マウスにはヒトに存在する Scd1 に加えて Scd2，Scd3，Scd4 の計 4 つのアイソザイムが

存在する一方で，Scd5 は存在しない。Scd1 は広範な組織に発現し，特に肝臓，脂肪組織，

脂腺，皮膚などで高発現する。Scd2 は神経，Scd3 は脂腺，Scd4 は心臓に特異的に発現す

る。Scd1 KO マウスは高脂肪食に対するインスリン抵抗性の改善や体重増加の抑制など肥

満の改善が見られる 78)。また，脱毛，脂漏性皮膚炎，ドライアイ様症状など皮脂腺やマイボ

ーム腺（眼瞼に存在する特殊な皮脂腺）に関連した表現型も見られる 79-81)。 

前述のように，DEGS1 と DEGS2 の基質は DHS-CER であり，DEGS1 は DHS の C4 位に

トランス二重結合を導入して SPH-CER を産生する 66)。Degs1 KO マウスは魚鱗癬様症状や

神経症状を呈し，生後 10 週以内に死亡する。また，DEGS1 の変異患者では錐体および錐

体外路混合の運動障害や進行性の小脳萎縮による発達障害が見られる 82)。この患者や

DEGS1 の KO 細胞では，DHS-CER だけでなく，C14 位に二重結合をもつ SPH 含有 CER

（14Z-SPH-CER）が観察された。SPD の C14 位にシス二重結合を導入する酵素は不明であ

るが，SPD と同様 C14 位に二重結合をもつこの LCB の合成にも，SPD 合成酵素が関与し

ていることが予想される。DEGS2 は DHS-CER の C4 位水酸化活性と C4 位不飽和化活性

をもつ二機能酵素であり，それぞれ PHS-CER，SPH-CER を産生する 20,41,66)。DEGS2 は皮

膚や小腸，腎臓など特異的な組織に発現パターンを示すが Degs2 KO マウスでは目立った

表現型は観察されない 20)。 

一部の FADS では基質の鎖長に対する活性の違いが知られている。マウスの 4 つの Scd

アイソザイムでは Scd1，Scd2，Scd4 がパルミトイル CoA と比較してステアロイル CoA に対

する活性の方が高い一方で，Scd3 はステアロイル CoA に対する活性が殆どなく，パルミトイ

ル CoA に対して高い活性を示す 83)。また，いずれのアイソザイムも C20 以上のアシル CoA

に対しては活性を示さない。また，DEGS2 は DHS-CER の FA 部分の長さによって水酸化

活性と不飽和化活性に違いがみられ，特に C24 以上の FA をもつものに対しては水酸化活
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性が高く，C16，C18 の FA をもつものに対しては不飽和化活性が高い傾向をもつ 20)。アシ

ル CoA の構造の違いに対する FADS の活性についても報告されている。哺乳類では直鎖

の FA に加えて ω-2（iso）または ω-3（anteiso）位がモノメチル化された分岐鎖 FA が広範な

組織に存在し，特にマイボーム腺や皮膚（皮脂），肝臓などに多い 84,85)。興味深いことに

FADS1 や SCD は分岐鎖アシル CoA に対する活性を示さず，FADS2 のみが分岐鎖アシル

CoA に対して活性を示すことが報告されている 86)。 

FADS ファミリーメンバーが担う不飽和化／水酸化反応では NADH または NADPH の電

子がシトクロム b5 還元酵素へ受け渡されることで始まる（図 7）41,68)。シトクロム b5 還元酵素が

受け取った電子はシトクロム b5 である CYB5 に授与され，さらにこの電子が FADS に受け渡

されることで基質の不飽和化／水酸化と分子状酸素の水への変換が起こる。FADS ファミリ

ーメンバーの中で FADS1–3 はシトクロム b5 様ドメインを有する 70)。FADS2 は CYB5 非存在

下でも活性を示すものの，CYB5 存在下ではより高い活性を示す 87)。これらのことから，

FADS2 は自身のシトクロム b5 様ドメインを反応に使用するだけではなく，CYB5 と共役した

反応も行うことを示している。また，FADS は補因子である非ヘム鉄に配位するヒスチジンボ

ックスを 3 つもち，分子状酸素を活性化することで不飽和化反応を行う 88,89)。 

 

 

  

 

図 7. SCD および FADS2 のシトクロム b5 電子伝達経路 
SCD と FADS2 のシトクロム b5 を介した電子伝達経路を示す。NADH もしくは NADPH の還元電位はシトク

ロム b5 還元酵素をシトクロムまたは FADS2 が有するはシトクロム b5 様ドメインに受け渡され，アシル CoA と

分子状酸素から不飽和化されたアシル CoA と水が生成される。 
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2. 研究背景と目的 
スフィンゴ脂質の構造多様性はその多彩な機能を支える分子的基盤である。LCB はスフ

ィンゴ脂質の構造多様性の一端を担っているが，SPD は約半世紀前に発見されて以来

23,24,90)，機能や代謝，生合成経路について殆ど未知である。SPD は哺乳類の LCB では唯

一シス二重結合を有するユニークな構造であることから，生体膜において他の長鎖塩基と

は異なる役割を担っている可能性がある。また，その構造の違いから，その代謝やリン酸化

体の受容体へのリガンド活性も特徴的であることが予想される。そこで本研究では，SPD の

代謝様式や機能の解明および，SPD に特徴的なシス二重結合を導入する酵素の同定，本

酵素の生化学的な性質の解明を目的として解析を行なった。 
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3. 結果 
3.1. FADS3 は SPD のシス二重結合導入を担う 

SPD の生合成経路については不明な点が多く，特に 14 位のシス二重結合を導入する酵

素は不明である。そこで不飽和化酵素の候補として，アシル CoA や DHS-CER の不飽和化

を担うメンバーが属する FADS ファミリーに着目した。まず，3×FLAG-FADS1–8 をそれぞれ

過剰発現させた HEK 293T 細胞に重水素標識 SPH（d7-SPH，7 分子の水素原子が重水素

に置換）を取り込ませた。その後，細胞から脂質を抽出し，産生された d7-SPD 含有セラミド

（SPD-CER）の量を LC-MS/MS を用いて測定した。d7-SPH は内在的に存在しないため，d7-

SPH に由来する d7-SPD-CER 量を調べることで，SPD-CER の新規合成活性を評価すること

ができる。各 FADS をイムノブロッティングにより検出したところ，発現量は異なっているもの

の，いずれの FADS タンパク質も発現していることが確認された（図 8A）。全ての FADS が

分子量から予想される位置にバンドが見られるものの，FADS5 は予想される分子量（44 kDa）

の他に 35 kDa 付近にもバンドが確認された。各 FADS タンパク質を過剰発現させた細胞の

うち，FADS3 を過剰発現させた細胞でのみ，d7-SPD-CER 量がベクター導入細胞と比べて

約 10 倍に増加していた（図 8B）。このことから，FADS3 が SPD のシス二重結合導入に関与

することが明らかとなった。一方で，産生された d7-SPH-CER の量に有意な差は見られなか

った。また，FADS3 過剰発現細胞において d7-SPD-CER を構成する FA 鎖長は，d7-SPH-

CER と同様 C24:0 や C24:1 FA を含むものが多かったことから，FADS3 は FA 鎖長に対して

特異性を示さないことが示唆された。 

次に，遺伝子 KO が容易な一倍体細胞株であるヒト慢性骨髄性白血病由来細胞株

HAP1 細胞を用いて，CRISPR/Cas9 システムによって FADS3 遺伝子を KO させた。FADS3

遺伝子が KO されたクローンとして，エキソン 1 の開始コドンを含む 480 bp を欠失したクロ

ーン（KO1）と開始コドンを含まない 28 bp を欠失したクローン（KO2）の 2 クローンを得た（図

8C）。これらの細胞に d7-SPH を取り込ませ，産生された d7-SPD-CER の量を LC-MS/MS を

用いて調べたところ，KO1 と KO2 いずれの KO 細胞クローンにおいても，d7-SPD-CER 量

は野生型（WT）細胞の 1%未満に低下した（図 8D）。このことから FADS3 が HAP1 細胞に

おいて SPD のシス二重結合を導入する唯一の酵素であることが明らかとなった。一方，d7-

SPH-CER 量は WT 細胞に比べて増加しており，SPD-CER に代謝されなかった分が増加し

たと推測される。 

FADS3 の細胞内局在を明らかにするため，HeLa 細胞に 3×FLAG-FADS3 を過剰発現さ

せ，抗 FLAG 抗体を用いた間接蛍光抗体法により FADS3 の局在解析を行なった。その結

果，FADS3 は網目状の局在を示し，蛍光像が小胞体局在マーカーである calnexin と重な

ることから，他のスフィンゴ脂質合成酵素や FADS と同様に小胞体に局在することが明らか

になった（図 8E）。 



 19 

 

 

図 8. FADS3 は SPD を産生する 
（A, B）HEK 293T 細胞に空ベクター（pCE-puro 3×FLAG-1），pMED8（3×FLAG-FADS1），pMED9
（3×FLAG-FADS2），pJK22（3×FLAG-FADS3），pJK23（3×FLAG-FADS4），pJK24（3×FLAG-FADS5），

pTK174（3×FLAG-FADS6），pTK265（3×FLAG-FADS7）または pAN15（3×FLAG-FADS8）プラスミドをトラン

スフェクトした。トランスフェクションから 24 時間後，2.5 µM d7-SPH を添加して 4 時間培養後，細胞を回収し

た。（A）総細胞抽出液（タンパク質 5 µg 分）を SDS-PAGE で分離し，抗 FLAG 抗体および抗 GAPDH 抗体

（総細胞抽出液のローディングコントロール）を用いたイムノブロッティングを行なった。（B）総細胞抽出液か

ら脂質を抽出し，FA 部分に C16:0，C18:0，C20:0，C22:0，C24:0，C24:1 をもつ d7-SPD-CER および d7-
SPH-CER を LC-MS/MS で検出し，定量を行なった。数値は CER 総量（FA 鎖長を色分けして表示）の平

均値+標準偏差を示す（n=3; **, P<0.01; Tukey’s test）。（C）CRISPR/Cas9 システムを用いて，FADS3 遺伝

子を KO した HAP1 細胞を作製した。FADS3 遺伝子のエキソン 1（白四角，5’-UTR；青四角，コーディング

シークエンス）周辺のゲノム構造および単離した細胞（2 クローン）の遺伝子欠損部位を示す。（D）血清由来

の LCB の取り込みを防ぐために，無血清培地である OPTI-MEM I 培地で FADS3 KO 細胞を 24 時間培養

後，2 µM d7-SPH を加え 4 時間培養した。脂質を抽出し，FA 部分に C16:0，C18:0，C20:0，C22:0，C24:0，

C24:1 をもつ d7-SPD-CER および d7-SPH-CER を LC-MS/MS により定量した。数値は CER 総量（FA 鎖長

を色分けして表示）の平均値+標準偏差を示す（n=3; **, P<0.01; Tukey’s test）。（E）HeLa 細胞に pJK22
（3×FLAG-FADS3）プラスミドをトランスフェクトした。24 時間後に細胞の固定，膜透過処理を行ない，抗

FLAG 抗体および小胞体マーカーである抗 calnexin 抗体を用いた間接蛍光抗体法による顕微鏡観察を行

なった（スケールバー；10 μm）。 
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3.2. FADS3 の主要な基質は SPH ではなく SPH-CER である 
FADS3 の基質は不明なため，まず FADS3 の SPH-CER から SPD-CER への不飽和化活

性を評価した。一般的に C16–C24 の FA からなる内在性 CER および C8 以上の FA をもつ

合成 CER は細胞膜を透過することができないが，C6:0 の FA をもつ SPH-CER（C6-SPH-

CER）は細胞に内在的に存在せず，細胞膜を透過して細胞内へ取り込まれる。そのため，

細胞に C6-SPH-CER を取り込ませ，産生された C6-SPD-CER を測定した。HEK 293T 細胞

に FADS3 を過剰発現させた細胞では，ベクター導入細胞に比べて産生された C6-SPD-

CER の量は 52 倍であり，C6-SPH-CER 量は 33%であった（図 9A）。このことから FADS3 が

細胞内において SPH-CER を基質とすることが明らかとなった。続いて，FADS3 の遊離の

SPH に対する活性を調べるため，CER 合成酵素 CERS の阻害剤フモニシン B1（FB1）の存

在下における FADS3 の活性測定を行った。FB1 は LCB とアシル CoA の縮合による CER

産生を阻害するため，FB1 処理によって細胞内で LCB が蓄積する。もし，FADS3 が遊離の

SPH に対して活性をもつのであれば，基質となる SPH 量が FB1 処理によって増加するため，

遊離の SPD 量も増加することが予想される。そこで FADS3 を過剰発現させた HEK 293T 細

胞を d7-SPH で 4 時間ラベル後，脂質を抽出し，d7-CER（d7-SPD-CER と d7-SPH-CER）およ

び遊離の d7-LCB（d7-SPD と d7-SPH）の量を LC-MS/MS で調べた。FB1 非存在下において

ベクターを導入した HEK 293T 細胞中では d7-SPH-CER は産生されたものの，d7-SPD-CER

は殆ど検出されなかった（図 9B，左）。一方，FADS3 過剰発現細胞では d7-SPH-CER に加

えて d7-SPD-CER が産生された。d7-SPH-CER，d7-SPD-CER ともに FB1 処理によって産生

量が大きく減少した。このことは FB1 が働いていることを示していた。遊離の d7-SPH の量は

ベクター導入細胞と FADS3 過剰発現細胞で同等であり，FB1 処理によって増加傾向を示し

た。一方，d7-SPD は FB1 処理の有無に関わらず，ベクター導入細胞と FADS3 過剰発現細

胞共に検出限界以下であった（図 9B，右）。 

次に，FADS3 の SPH-CER と遊離の SPH に対する in vitro での活性測定を行った。ベク

ター導入あるいは FADS3 過剰発現 HEK 293T 細胞から調製した総細胞抽出液を C6-SPH-

CER または d7-SPH とインキュベートし，産生された C6-SPD-CER または d7-SPD 量をそれ

ぞれ LC-MS/MS で測定した。その結果，ベクター導入細胞に比べて FADS3 発現細胞の

細胞抽出液と反応させた場合，約 3,000 倍の C6-SPD-CER が産生された（図 9C）。一方，

FADS3 発現細胞の細胞抽出液によって d7-SPD は産生されなかった。以上より，FADS3 の

基質は遊離の SPH ではなく SPH-CER であることが明らかとなった（図 9D）。 
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3.3. FADS3 は SPH-CER の FA 鎖長に対する特異性が低い 
FADS3 の基質である SPH-CER には FA あるいは LCB 部分の鎖長が異なる複数の分子

種が存在する。しかし，FADS3 のこれら SPH-CER 分子種に対する基質特異性は不明であ

る。そこでまず，FA 鎖長が異なる SPH-CER 分子種に対する FADS3 の基質特異性を調べ

た。そのためにベクターを導入，もしくは FADS3 を過剰発現させた HEK 293T 細胞中で

CERS1–6 をそれぞれ共過剰発現させた。CERS1–6 は基質となるアシル CoA 鎖長に特異

 

図 9. FADS3 の基質は SPH ではなく SPH-CER である 
（A–C）HEK 293T 細胞に空ベクター（pCE-puro 3×FLAG-1）または pJK22（3×FLAG-FADS3）プラ

スミドをトランスフェクショトし，24 時間培養した。（A）2.0 µM C6-SPH-CER を添加し，4 時間後

に細胞を回収した。細胞から脂質を抽出し，C6-SPH-CER および C6-SPD-CER を LC-MS/MS で検出

し，定量を行なった。数値は CER 量の平均値+標準偏差を示す（n=3; **, P<0.01; Student’s t-test）。

（B）20 µM FB1 を添加して 6 時間培養後，1 µM d7-SPH を加え，4 時間後培養した。細胞を回収し

て脂質を抽出し，d7-SPH-CER，d7-SPD-CER，d7-SPH および d7-SPD を LC-MS/MS によって定量し

た。d7-SPH-CER と d7-SPD-CER については FA 部分に C16:0，C18:0，C20:0，C22:0，C24:1，C24:0
をもつ分子種を測定し，その合計値を算出した。数値は平均値+標準偏差を示す（n=3; ##, P<0.01, ベ

クターと FADS3 の比較; **, P<0.01, FB1 処理の有無の比較; Tukey’s test）。ND, not detected。（C）細胞

を回収し，総細胞抽出液を調製した。総細胞抽出液（50 µg）に 10 µM d7-SPH または C6-SPH-CER
と 1 mM NADH を加えて 37°C で 10 分間反応させた。反応液から脂質を抽出し，d7-SPD または C6-
SPD-CER を LC-MS/MS で検出し，定量した。数値は d7-SPD または C6-SPD-CER 量の平均値+標準

偏差を示す（n=3; **, P<0.01; Student’s t-test）。（D）FADS3 が触媒する基質（SPH-CER）と反応の模

式図を示す。 
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性を有するため（CERS1, C18-CoA ; CERS2, C22, C24-CoA ; CERS3, ≥C18-CoA ; CERS4, 

C18, C20-CoA ; CERS5, C16-CoA ; CERS6, C16-CoA），それぞれを過剰発現させた細胞で

はその活性に従った CER 分子種が増加する 91)。CERS および FADS3 の発現量をイムノブ

ロッティングで確認したところ，それぞれの CERS と FADS3 の発現が確認された（図 10A）。

これらの細胞を d7-SPH でラベルし，産生された d7-SPH-CER および d7-SPD-CER の量を

LC-MS/MS を用いて測定した。これまでの報告と一致して 91)，ベクター導入細胞では各

CERS の過剰発現によってそれぞれの CERS の活性に依存した FA を含む d7-SPH-CER 分

子種の量が増加した（図 10B）。FADS3 過剰発現細胞における d7-SPD-CER の FA 組成は，

CERS の発現に依存した d7-SPH-CER の FA 組成と同様であった。HEK 293T 細胞には

C26 以上の FA をもつ SPH-CER が殆ど存在しないため，上述の実験ではこれらに対する

FADS3 の活性を評価できなかった。このことを解決するために C26 または C28 アシル CoA

産生を担う脂肪酸伸長酵素 ELOVL192-94)と CERS3 を FADS3 と共過剰発現させることで，

FADS3 の C26 以上の FA をもつ SPH-CER に対する活性を調べた。イムノブロッティングに

よってこれら全てのタンパク質の発現が確認された（図 10C）。ELOVL1 と CERS3 の共過剰

発現によって C26，C28 の飽和および一価不飽和 FA をもつ d7-SPH-CER が産生された（図

10D）。FADS3 の過剰発現によって，C26，C28 の飽和および一価不飽和 FA をもつ d7-SPD-

CER も産生され，その FA 組成は d7-SPH-CER のものと類似していた。以上の結果から，

FADS3 は SPH-CER の FA 鎖長に対しては基質特異性を示さないことが明らかとなった。 

 

3.4. FADS3 は炭素数 16–20 の SPH を含有する CER に対して活性を示す 
FADS3 の SPH 鎖長に対する特異性について解析を行なった。LCB は水酸基の数（d, 2

つ；t, 3 つ），炭素鎖長，二重結合の数によって表記され，例えば炭素鎖長 18 の SPH と SPD

はそれぞれ d18:1，d18:2 と表記される。以後，LCB の炭素鎖長は FA の炭素鎖長に対する

C 表記と区別するため d/t による表記を行う。脳や表皮では d20 や d/t16–26 の LCB がそれ

ぞれ存在するが，一般的な組織や細胞には d18 以外の SPH を含有する CER が少ない。

そのため，d18 以外の SPH を含有する CER に対する FADS3 の活性測定は困難である。

そこで，d18 以外の LCB を細胞内で産生させるため，4 種の SPT 複合体のうち，幅広い鎖

長の LCB を産生する SPTLC1／SPTLC3／SPTSSB 複合体 28,33)の全てのサブユニットを

FADS3 と共に HEK 293T 細胞に過剰発現させた。SPTLC1，SPTLC3，SPTSSB および

FADS3 の発現量をイムノブロッティングで確認したところ，全てのタンパク質の発現が確認さ

れた（図 11A）。d16–24 の SPH-CER および SPD-CER を LC-MS/MS を用いて定量した結

果，d23 以外の鎖長をもつ SPH-CER と SPD-CER が検出された（図 11B）。FADS3 過剰発

現細胞では d17:1–d20:1 を含有する SPH-CER がベクター導入細胞と比較して有意に減少 
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図 10. FADS3 は SPH-CER の FA 鎖長に特異性を示さない 
（A, B）HEK 293T 細胞に図に記した組み合わせで空ベクター（pCE-puro 3×FLAG-1），pJK22（3×FLAG-
FADS3），pYU524（3×FLAG-CERS1），pYU394（3×FLAG-CERS2），pNS9（3×FLAG-CERS3），pYU525
（3×FLAG-CERS4），pYU526（3×FLAG-CERS5）または pYU527（3×FLAG-CERS6）プラスミドをトランスフェ

クトし，24 時間培養した。（A）細胞を回収し，総細胞抽出液を調製した。総細胞抽出液（タンパク質 5 µg 分）

を SDS-PAGE で分離し，抗 FLAG 抗体または抗 GAPDH 抗体（ローディングコントロール）を用いたイムノ

ブロッティングを行なった。IB, immunoblotting。（B）1 µM d7-SPH を含む培地で細胞を 4 時間培養し，脂質

を抽出した。C16:0，C18:0，C20:0，C22:0，C24:1，C24:0 の FA を含む d7-SPH-CER と d7-SPD-CER を

LC-MS/MS により定量した。値は d7-SPH-CER または d7-SPD-CER の総量（FA 鎖長を色分けして表示）の

平均＋標準偏差である（n=3; *, P<0.05; **, P<0.01; Student’s t-test; ベクター導入細胞と FADS3 発現細胞

の比較）。（C, D）pNS9（3×FLAG-CERS3），pAK935（3×FLAG-ELOVL1）プラスミドに加え，空ベクター

（pCE-puro 3×FLAG-1）または pJK22（3×FLAG-FADS3）プラスミドを HEK 293T 細胞にトランスフェクトし，24
時間培養した。（C）細胞を回収し，総細胞抽出液を調製した。総細胞抽出液（タンパク質 5 µg 分）を SDS-
PAGE で分離し，抗 FLAG 抗体または抗 GAPDH 抗体（ローディングコントロール）を用いたイムノブロッテ

ィングを行なった。IB, immunoblotting。（D）1 µM d7-SPH を加えた培地で細胞を 4 時間培養し，脂質を抽

出した。C16:0，C18:0，C20:0，C22:0，C24:1，C24:0，C26:1，C26:0，C28:1，C28:0，C30:1，C30:0 の FA
を含む d7-SPH-CER と d7-SPD-CER を LC-MS/MS によって定量した。数値は d7-SPH-CER または d7-SPD-
CER の総量（FA 鎖長を色分けして表示）の平均値+標準偏差を示す（n=3; **, P<0.01; Student’s t-test）。 
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した。一方，FADS3 過剰発現細胞において，d16:2–d20:2 含有 SPD-CER の量がベクター

導入細胞と比較して増加した。これらのことから，FADS3 が d16–d20 の SPH-CER に対して

活性を示すものの，d21 以上の SPH-CER には活性を示さないことが明らかとなった。 

哺乳類に存在する LCB の殆どは直鎖であるが，ヒト血漿中には ω-2 位（iso）あるいは ω-

3 位（anteiso）がメチル化した分岐鎖も存在する 95)。その産生には SPTLC3 が関わり，

SPTLC3 を過剰発現させた HEK 293 細胞中では d19:1 をもつ直鎖 SPH-CER に加えて

anteiso-SPH-CER が産生される 95)。上記の実験においても SPTLC3 を含む 3 つの SPT サ

ブユニットを HEK 293T 細胞中で過剰発現していることから，anteiso-SPH-CER が産生され

たと予測された。実際，d19:1 の SPH-CER として，LC クロマトグラム上で 2 本の隣接したピ

ークが検出された。一般的に分岐型は直鎖型よりも逆相カラムで前に溶出されるため，先と

後に溶出されたピークはそれぞれ anteiso 型と直鎖型であると思われた（図 11C）。一方で，

d19:2 の SPD-CER については単一のピークしか見られなかったことから，FADS3 が直鎖型

SPH-CER にのみ活性を示し，anteiso 型 SPH-CER には活性を示さない可能性が示唆され

た。この可能性を調べるため，直鎖，iso-，anteiso-の C17:0 FA（d19-CER の前駆体）を

SPTLC1，SPTLC3，SPTSSB および FADS3 が過剰発現した細胞に取り込ませ，d19:1 の

SPH-CER 量および d19:2 の SPD-CER 量を LC-MS/MS で定量した。その結果，d19:1 の

SPH-CER は FADS3 の過剰発現の有無に関わらず，いずれの FA を添加した細胞でも合

成された（図 11D）。一方，d19:2 の SPD-CER については FADS3 過剰発現細胞において

直鎖および iso-FA 添加によって産生された一方，anteiso-FA 添加では産生されなかった。

このことから，FADS3 が直鎖および iso 型の SPH-CER に対して活性を示すものの，anteiso

型の SPH-CER には活性を示さないことが明らかとなった。 

 

3.5. FADS3 は DHS-CER に対して活性を示す 
DHS-CER の 4 位に二重結合を導入する不飽和化酵素をコードする DEGS1 の変異患者

や KO 細胞では，健常人や WT のヒト培養細胞では見られない，4 位に二重結合をもたず

14 位に二重結合をもつ 14Z-SPH-CER が存在する 82)。この 14Z-SPH-CER は FADS3 が

DHS-CER を基質として産生している可能性が考えられた。そこでこのことを検証するために，

DEGS1 を KO させた HAP1 細胞（DEGS1 KO 細胞）に FADS3 を過剰発現し，d7-DHS でラ

ベルし，産生された d7-14Z-SPH-CER を LC-MS/MS で定量した。その結果，FADS3 を過剰

発現させた細胞ではベクター導入細胞と比較して d7-14Z-SPH-CER の量が 4 倍程度多く産

生された（図 12A）。このことから FADS3 が SPH-CER に加えて DHS-CER に対しても活性

を示すことが明らかとなった。次に，ベクターを導入あるいは FADS3 を過剰発現させた HEK 

293T 細胞から総細胞抽出液を用いて，C6-SPH-CER と C6-DHS-CER に対する in vitro の

FADS3 活性を調べた。FADS3 は C6-14Z-SPH-CER と C6-SPD-CER のどちらも産生したが， 



 25 

 

 

 

図 11. FADS3 は d16:1–d20:1 の SPH-CER に対して活性を示す 
（A–D）pSM5（3×FLAG-SPTLC1），pYU648（3×FLAG-SPTSSB），pSM8（HA-SPTLC3）プラスミドに加え，空

ベクター（pCE-puro 3×FLAG-1）または pJK22（3×FLAG-FADS3）プラスミドを HEK 293T 細胞にトランスフェ

クトし，24 時間培養した。（A）細胞を回収し，総細胞抽出液を調製した。総細胞抽出液（タンパク質 5 µg 分）

を SDS-PAGE で分離し，抗 FLAG 抗体，抗 HA 抗体または抗 GAPDH 抗体（ローディングコントロール）を

用いたイムノブロッティングを行った。IB, immunoblotting。（B–D）回収した細胞から脂質を抽出した。（B）

d16–d24 の鎖長をもつ SPH-CER および SPD-CER を LC-MS/MS によって定量した。この測定においては

FA として C16:0，C18:0，C20:0，C22:0，C24:1，C24:0 をもつ CER 分子種を測定し，その合計値を算出

した。数値は各 CER 量の平均値+標準偏差を示す（n=3; *, P<0.05; **, P<0.01; Student’s t-test）。（C）SPH-
CER（d19:1/C24:0）および SPD-CER（d19:2/C24:0）のクロマトグラムを示す。（D）25 µM 直鎖，iso-, anteiso-
FA（いずれも C17:0）をそれぞれ培地に加え，8 時間後に細胞を回収した。回収した細胞から脂質を抽出

後，LC-MS/MS を用いて直鎖，iso 体，anteiso 体の SPH-CER および SPD-CER を定量した。この測定にお

いては FA として C16:0，C18:0，C20:0，C22:0，C24:1，C24:0 をもつ CER 分子種を測定し，その合計値を

算出した。数値は平均値+標準偏差を示す（n=3; **, P<0.01; Dunnet’s test; vs ethanol）。 
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産生された量は C6-14Z-SPH-CER に比べて C6-SPD-CER の方が 2 倍程度多かった（図

12B）。これらのことから，FADS3 は DHS-CER よりも SPH-CER に対して高い活性を示すこ

とが明らかとなった。 

SPD-CER の合成には 2 つの経路が考えられる。1 つ目の経路（経路 1）では，DHS-CER

は DEGS1 によって SPH-CER に変換され，次に FADS3 によって SPD-CER に変換される

（図 12C）。DEGS1 が DHS-CER に対して活性を示すことは過去の報告で知られており 41)，

FADS3 が SPH-CER に対して活性を示すことは本研究で明らかにしているため（図 9），この

経路の存在は証明されている。2 つ目の経路（経路 2）では，DHS-CER は FADS3 によって

14Z-SPH-CER に変換され，次に DEGS1 によって SPD-CER に変換される。FADS3 が DHS-

CER を 14Z-SPH-CER に変換することは先述の実験で示したが（図 12B），14Z-SPH-CER

に対する DEGS1 の活性は未だ不明であった。そこで，この活性の有無を調べるため，

HAP1 WT 細胞と DEGS1 KO 細胞に 14Z-SPH を加えインキュベートした後，産生された

14Z-SPH-CER と SPD-CER を LC-MS/MS で定量した。WT 細胞では SPD-CER 産生が

14Z-SPH 処理によって増加したが，DEGS1 KO 細胞では変化しなかった（図 12D）。一方で

DEGS1 KO 細胞における 14Z-SPH-CER の量は WT 細胞よりも多かった。これらの結果か

ら 14Z-SPH-CER を介しても SPD-CER を生成できること（経路 2）が示された。 

 

3.6. FADS3 は CYB5A と共役して SPD を産生する 
これまで FADS3 による不飽和化反応において NADH と NADPH のどちらが電子供与体

として働くかは不明であった。そこで，不飽和化反応へのこれらの電子供与体の関与の違

いを調べるため，FADS3 を過剰発現させた HEK 293T 細胞から調製した総細胞抽出液を

酵素源とし，C6-SPH-CER を基質に用いて，NADH または NADPH の存在下での FADS3

の活性を調べた。その結果，NADH の NADPH どちらかを加えた場合でも，C6-SPD-CER

は産生され，その産生量は同等であった（図 13A）。このことから FADS3 の不飽和化反応で

は NADH と NADPH の両方が電子供与体として働くことが示された。 

FADS3 はシトクロム b5 様ドメインをもつが，CYB5 と共役して反応を行うかは不明であっ

た。そこで，FADS3 による不飽和化反応への CYB5 の関与を明らかにするため，HEK 293T

細胞に小胞体膜局在性の CYB5 である CYB5A を FADS3 と共過剰発現させて解析を行っ

た。CYB5A と FADS3 の発現量をイムノブロッティングで確認したところ，いずれの発現も確

認された（図 13B）。これらの細胞を d7-SPH でラベルし，産生された d7-SPD-CER 量を LC-

MS/MS で調べた。その結果，FADS3 を単独で過剰発現させた細胞中でも d7-SPD-CER が

産生されたが，その産生量は CYB5A と共過剰発現によって約 2.1 倍に増加した（図 13C）。

このことから，FADS3 の活性は CYB5 との共役によって促進されることが明らかとなった。 
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図 12. FADS3 は DHS-CER に対して活性を示す 
（A）空ベクター（pCE-puro 3×FLAG-1）または pJK22（3×FLAG-FADS3）プラスミドを DEGS1 KO 細胞にそれ

ぞれトランスフェクトし，24 時間培養した。2 µM d7-DHS を培地に加え，4 時間後に細胞を回収した。回収し

た細胞から脂質を抽出後，d7-14Z-SPH-CER を LC-MS/MS によって定量した。この測定においては FA と

して C16:0，C18:0，C20:0，C22:0，C24:1，C24:0 をもつ CER 分子種を測定し，その合計値を算出した。

数値は平均値+標準偏差を示す（n=3; *, P<0.05; Student’s t-test）。（B）空ベクター（pCE-puro 3×FLAG-1）

または pJK22（3×FLAG-FADS3）プラスミドを HEK 293T 細胞に導入し，24 時間培養した。細胞を回収し，

総細胞抽出液を調製した。総細胞抽出液（50 µg）に 10 µM C6-DHS-CER または C6-SPH-CER と 1 mM 
NADH を加えて 37 °C で 10 分間反応させた。反応液から脂質を抽出し，C6-DHS-CER を基質として用い

た場合は C6-14Z-SPH-CER，C6-SPH-CER を基質として用いた場合は C6-SPD-CER をそれぞれ LC-
MS/MS によって定量した。数値はそれぞれの CER 量の平均値+標準偏差を示す（n=3; **, P<0.01; 
Tukey’s test）。（C）DHS-CER から SPD-CER への 2 つの予測される合成経路を示す。DHS-CER から SPD-
CER への変換には SPH-CER と 14Z-SPH-CER を介する 2 つの経路の存在が推定される。（D）DEGS1 KO
細胞を血清および抗生物質を含まない培地で 24 時間培養後，10 mg/mL の FA-free BSA を含む培地に

置換し，1 µM 14Z-SPH を加え，4 時間培養した。細胞から脂質を抽出し，SPD-CER および 14Z-SPH-CER
を LC-MS/MS によって定量した。この測定においては FA 側に C16:0，C18:0，C20:0，C22:0，C24:1，

C24:0 をもつ CER 分子種を測定し，その合計値を算出した。数値は平均値+標準偏差を示す（n=3; *, 
P<0.05; **, P<0.01; Tukey’s test）。 
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3.7. Fads3 は広範な組織に発現し，白色脂肪組織や腎臓で高発現する 
Fads3 はタンパク質レベルでは，マウスおよびラットの肺，心臓，腎臓，肝臓，骨格筋で発

現していることが明らかにされているものの 96)，mRNA レベルでの発現は調べられていない。

また，当研究室ではマウスにおける SPD-CER の組織分布を明らかにし 19)，血漿中にスフィ

ンガジエン 1-リン酸（SPD1P）が存在することが報告にされているが 26)，Fads3 の発現分布と

の関係性は不明である。そこで，マウス 14 組織（大脳，肺，肝臓，腎臓，骨格筋，白色脂肪

組織，血球，小腸，心臓，褐色脂肪組織，脾臓，大腸，精巣，皮膚）から RNA を抽出し，

Fads3 mRNA の発現量を定量的逆転写 PCR（RT-PCR）によって解析した。その結果，

Fads3 は全ての組織で発現しており（図 14），広範な組織に SPD が存在するという報

告と一致した 19)。その中でも Fads3 の発現量は白色脂肪組織で特に高く，次いで腎

臓，肺，心臓の順に高い発現を示した。腎臓では白色脂肪組織の 25.8%の発現量であ

り，肺，心臓ではそれぞれ白色脂肪組織の 16.9%，13.8%であった。脳，骨格筋，脾

臓，大腸，褐色脂肪組織では白色脂肪組織の 10%未満，肝臓，精巣，血球，皮膚では

1%未満であった。以上のことから，Fads3 は広範な組織に発現しているものの，その

発現量は組織によって大きく異なることが明らかになった。 

 

 

図 13. FADS3 は CYB5A と共役して SPD を産生する 
（A）HEK 293T 細胞に 3×FLAG-FADS3 を発現させるプラスミドをトランスフェクトし，24 時間培養後，細胞を

回収し，総細胞抽出液を調製した。総細胞抽出液（50 µg）に C6-SPH-CER と 1 mM NADH または NADPH
を加えて 37°C で 10 分間反応させた。反応液から脂質を抽出し，C6-SPD-CER を LC-MS/MS によって解

析した。数値は C6-SPD-CER 量の平均値+標準偏差を示す（n=3; **, P<0.01; Tukey’s test）。（B, C）

3×FLAG-FADS3 発現プラスミドに加えて，空ベクター（pCE-puro 3×FLAG-1）または 3×FLAG-CYB5A 発現

プラスミドを HEK 293T 細胞にトランスフェクトし，24 時間培養した。（B）細胞を回収し，総タンパク質抽出液

を調製した。総タンパク質抽出液（5 µg 分）を SDS-PAGE で分離し，抗 FLAG 抗体または抗 GAPDH 抗体

（ローディングコントロール）を用いたイムノブロッティングを行なった。（C）トランスフェクトした細胞を 1 µM 
d7-SPH を加えた培地で 4 時間培養し，脂質を抽出した。C16:0，C18:0，C20:0，C22:0，C24:1，C24:0 を脂

肪酸部分にもつ d7-SPD-CER を LC-MS/MS によって定量し，その合計値を求めた。数値は平均値+標準

偏差を示す（n=3; **, P<0.01; Student’s t-test）。 
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3.8. SPD はスフィンゴ糖脂質よりも SM へ代謝されやすい 
複合スフィンゴ脂質への代謝の流れは CER ごとに異なる。SPH-CER と DHS-CER は SM

とスフィンゴ糖脂質の両方に代謝されるのに対して，PHS-CER はスフィンゴ糖脂質へ代謝さ

れやすく，SM に代謝されづらい 63,64)。しかし，これまで SPD の複合スフィンゴ脂質への代

謝は不明であった。このことを調べるため，細胞を d7-SPD または d7-SPH でラベルし，それ

らの複合スフィンゴ脂質への代謝のタイムコースを比較した。ただし，内在的な FADS3 によ

る d7-SPH の d7-SPD-CER への代謝を避けるため，細胞として FADS3 KO HAP1 細胞を用

いた。d7-SPH または d7-SPD 含有 CER，SM および HexCER の量を LC-MS/MS によって

調べた。CER の産生は d7-SPH-CER あるいは d7-SPD-CER に関わらず，d7-SPH／d7-SPD

を細胞に添加して 5 時間で最大となり，その後減少した（図 15A）。d7-CER の産生量とキネ

ティクスのいずれも d7-SPH と d7-SPD 間で差は見られなかった。d7-HexCER の産生はラベ

ルから 10 時間後に最大値に達し，その後減少した。この減少はより複雑なスフィンゴ糖脂

質への変換によるものであると考えられる。どの時間においても，産生された d7-SPH 含有

HexCER の量は d7-SPD 含有 HexCER の量よりも多く，1.7–4.1 倍であった。d7-SPH 含有

SM の量はラベルから 10 時間までは直線的に増加し，24 時間後にさらに若干増加した。

d7-SPD 含有 SM の量は d7-SPH 含有 SM 量よりも多く，ラベルから 10 時間の時点で 1.4 倍

であった。以上の結果から SPD が SPH と比較して HexCER に代謝されづらく，SM に代謝

されやすいことが示唆された。 

 

図 14. Fads3 はマウスの広範な組織に発現する 
1 か月齢の雄マウスの大脳，肺，肝臓，腎臓，骨格筋，白色脂肪組織，血球，小腸（n=3），心臓，脾臓，大

腸，精巣，褐色脂肪組織，皮膚（n=1）から総 RNA を抽出し，Fads3 に特異的なプライマーを用いて定量的

RT-PCR で発現量を解析した。mRNA 量は大脳の Ct 値を 1 とした時の，各組織における Ct 値の平均値+
標準偏差を示す。 
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続いて，in vivo における SPD の代謝の流れを調べるため，マウスにおいて SPD-CER 量

が多い脳と腎臓 19)から脂質を抽出し，SPH または SPD を含有する CER，SM および

HexCER 量を LC-MS/MS で調べた。以前の報告と一致して，脳と腎臓には SPD-CER が多

く存在し，SPH-CER 量に対して脳では 19.3%，腎臓では 46.6%の存在量であった（図 15B，

表 1）。脳には高いレベルの SPH 含有 HexCER（殆どがガラクトシル CER97)）が存在してい

るが，SPD 含有 HexCER の量は少なく，SPH 含有 HexCER の 3.2%であった。一方，SPH

含有 SM 量に対する SPD 含有 SM 量は 7.2%であった。このことは SPD-CER が HexCER

よりも SM に代謝されやすいという上記の結果と一致した。脳において HexCER（ガラクトシ

ルセラミド）は最終産物である。一方，腎臓において HexCER はスフィンゴ糖脂質産生経路

の代謝中間体であり，産生後，大部分が速やかに複雑な糖鎖構造をもつスフィンゴ糖脂質

へ変換される。そのため，SPH 含有 HexCER，SPD 含有 HexCER の腎臓における存在量

はともに少なかった。SPH 含有 SM と SPD 含有 SM は共に多く存在し，SPH 含有 SM 量に

対する SPD 含有 SM のパーセントは 30.0%であった。以上の結果から，SPD の代謝の流れ

はスフィンゴ糖脂質よりも SM への流れが優勢であることが明らかとなった。 

 

 

図 15. SPD は HexCER よりも SM へ代謝されやすい 
（A）FADS3 KO HAP1 細胞を 5 µM d7-SPH または d7-SPD で 0，1，5，10，24 時間ラベルした。細胞から脂

質を抽出し，d7-SPH または d7-SPD を含有する CER，SM および HexCER を LC-MS/MS によって解析し

た。これらの測定においては FA として C16:0，C18:0，C20:0，C22:0，C24:1，C24:0 をもつそれぞれの分

子種を測定し，その合計値を算出した。数値は平均値±標準偏差を示す（n=3; *, P<0.05; **, P<0.01; 
Student’s t-test）。（B）マウスの脳と腎臓から脂質を抽出し，SPH または SPD を含有する CER，SM および

HexCER を LC-MS/MS によって定量した。これらの測定においては FA として C16:0，C18:0，C20:0，

C22:0，C24:0 をもつそれぞれの分子種を測定し，その合計値を算出した。数値は平均値+標準偏差を示

す。 
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3.9. SPD および SPD 1-リン酸代謝酵素の活性解析 
LCBはCER，複合スフィンゴ脂質へ代謝されるだけでなく，SPHK（SPHK1およびSPHK2）

によるリン酸化を受けて LCB1P へと代謝される。そこでまず，SPD を含めた LCB 間の構造

の違いによるリン酸化への影響を調べるため，in vitro における SPHK 活性測定を行なった。

3×FLAG-SPHK1 または 3×FLAG-SPHK2 を過剰発現させた HEK 293T 細胞から総細胞抽

出液を調製し，イムノブロッティングによって発現を確認した（図 16A）。その結果，発現量は

SPHK2 と比較して SPHK1 の方が高かった。調製した総細胞抽出液を用いて 4 種類の LCB

（SPH，DHS，PHS および SPD）に対するキナーゼ活性をそれぞれ測定したところ，SPHK1，

2 ともに SPH と DHS に対して高い活性を示し，PHS に対して低い活性を示した（図 16B）。

SPD に対しては SPHK1，2 ともに SPH や DHS と同様に高い活性を示した。アイソザイム間

で比較すると，SPH，DHS，SPD に対しては SPHK2 と比べ，SPHK1 の方が活性が高いもの

の，SPHK1 の発現量が SPHK2 より高いことを考慮すると，アイソザイム間での活性の差は

殆どないと考えられる。PHS に対して SPHK1 は殆ど活性を示さず，SPHK2 のみが活性を

示した。このことは過去の報告と一致している 56,57)。 

産生された LCB1P は SPH1P ホスファターゼ（SGPP1 および SGPP2）による脱リン酸化ま

たは SPH1P リアーゼ（SGPL1）による開裂を受ける。次に，これらの酵素の活性に対する

SPD1P を含めた LCB1P 間の構造の違いの影響を調べた。3×FLAG-SGPP1，3×FLAG-

SGPP2 または 3×FLAG-SGPL1 を過剰発現させた HEK 293T 細胞から膜画分を調製し，そ

れぞれの発現をイムノブロッティングによって確認した（図 16C）。その結果，SGPP2 と比較

して SGPP1 の発現量の方が高かった。さらに，調製した膜画分を用いて SGPP1，2 の 4 種

類の LCB1P（SPH1P，DHS1P，PHS 1-リン酸（PHS1P）および SPD1P）に対する脱リン酸化

活性を測定した。SGPP1 は SPH1P，DHS1P，SPD1P に対して高い活性を示し，SGPP2 は

SPH1P，DHS1P に対して高い活性を示したが，SPD1P に対しては SPH1P や DHS1P よりや

や低い活性を示した（図 16D）。しかし，SGPP1 の方が SGPP2 よりも発現量が高いことを考

慮すると，SPD1P へのアイソザイム間での活性の違いは小さいと考えられる。一方，PHS1P

に対する SGPP1，SGPP2 の活性は低く，特に SGPP1 は低い活性を示した。SGPL1 の LCBP

に対する開裂活性を調べたところ，SGPL1 は SPH1P，DHS1P に対して高い活性を示し，

PHS1P に対して低い活性を示した。一方で，SPD1P に対する SGPL1 の開裂活性は，

SPH1P や DHS1P と比較して低く，PHS1P と同程度であった（図 16E）。以上の結果から，

LCB は代謝のされやすさについて 3 グループに分類することができた（図 16F）。SPD と

DHS に対しては，SPHK，SGPP，SGPL1 いずれも高い活性を示す一方で，PHS に対する

活性はいずれも低かった。SPD に対しては，SPHK および SGPP の活性は高いものの，

SGPL1 の活性は低く，他の LCB とは異なる代謝を受けることが示唆された。 
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図 16. SPD1P に対する SGPL1 の活性は低い 
（A, B）HEK 293T 細胞に空ベクター（pCE-puro 3×FLAG-1），pJK11（3×FLAG-SPHK1）または，pJK15
（3×FLAG-SPHK2）プラスミドをトランスフェクトした。トランスフェクションから 24 時間後，細胞を回収し，総細

胞抽出液を調製した。（A）総細胞抽出液（タンパク質 5 µg 分）を SDS-PAGE で分離し，抗 FLAG 抗体，ま

た は 抗 GAPDH 抗 体 （ ロ ー デ ィ ン グ コ ン ト ロ ー ル ） を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 IB, 
immunoblotting。（B）総細胞抽出液（10 µg）に，10 µM LCB（SPH，DHS，PHS または SPD）と 0.2 μCi [γ-
33P]ATP，0.5 µM ATP を加えて 37°C で 15 分間反応させた。反応後，脂質を抽出し，TLC により分離した。

BAS-2500 を用いて [33P]LCBP の検出・定量を行なった。数値は [33P]LCBP 量の平均値+標準偏差を示

す（n=3; *, P<0.05, **, P<0.01; Tukey’s test）。（C–E）HEK 293T 細胞に空ベクター（pCE-puro 3×FLAG-1; 
C–E），pCY6（3×FLAG-SGPP1; C, D），pJK9（3×FLAG-SGPP2; C, D）および pIKD476（3×FLAG-SGPL1; 
C, E）プラスミドをトランスフェクトした。トランスフェクションから 24 時間後，細胞を回収し，膜画分を調製し

た。（C）膜画分（5 µg）を SDS-PAGE で分離し，抗 FLAG 抗体および抗 calnexin 抗体（膜画分のローディン

グコントロール）を用いてイムノブロッティングを行なった。IB, immunoblotting。（D，E）膜画分（10 µg）に，

22.1 pCi [33P]LCBP（SPH1P, DHS1P, PHS1P または SPD1P）を加えて 37°C で 10 分間反応させた。反応液

を TLC で分離後，BAS-2500 で，[33P]LCBP，[33P]正リン酸（D）および [33P]PEA（E）の検出，定量を行なっ

た。（D）SGPP 活性は [33P]正リン酸量を [33P]正リン酸量と [33P]LCBP 量の和で割ることで算出した。各値

の平均値+標準偏差を示す（n=3; *, P<0.05; **, P<0.01; vector, SGPP1 および SGPP2 間の活性の比較; #, 
P<0.01, PHS1P と他の LCBP 間に対する活性の比較; Tukey’s test）。（E）SGPL1 活性は [33P]PEA 量を 
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3.10. SPD は一価不飽和アシル CoA へ代謝される 
LCB の分解経路において，LCB は数段階の反応を経てアシル CoA に代謝される（図

5）。LCB からアシル CoA への代謝は共通の 4 反応（リン酸化，C2–C3 間開裂によるアルデ

ヒド産生，アルデヒドから FA への酸化，CoA 付加）とそれぞれの LCB 毎に特徴的な追加の

反応（SPH，飽和化；PHS，α 酸化）によって行われる 62-64)。これらの反応によって DHS と

SPH は 2 炭素短くなった飽和アシル CoA，PHS は 3 炭素短くなった飽和（非水酸化）アシ

ル CoA へと変換される。これらのアシル CoA はそのまま，あるいは∆9 不飽和化／FA 伸長

後，脂質合成（主にグリセロ脂質）あるいは β 酸化による分解を受ける。これまで，SPD がど

のようなアシル CoA に代謝されるのかは不明であった。このことを調べるために d7-SPD

（d18:2）または，比較のために d7-SPH（d18:1）で，FADS3 KO 細胞を 0，1，5，10，24 時間ラ

ベルし，産生された d7-FA（アルカリ処理でグリセロ脂質のエステル結合を開裂し，遊離した

d7-FA）の量を LC-MS/MS で調べた。d7-FA の量は 5–10 時間でピークに達し，24 時間にか

けてその量は維持された（図 17A）。d7-SPD と d7-SPH ラベルの間に産生された d7-FA の量

と産生のキネティクスに大きな差は見られなかった。d7-SPH（d18:1）から産生された FA 分子

種はラベル 1 時間の時点で C16:0 FA が最も多く（55.0%），C18:0 FA（25.1%），C18:1 FA

（16.2%）と続いた。ラベルの時間が長くなると C16:0 FA の割合が減少し，C18:1 FA の割合

が増加した。このことは，SPH はまず C16:0 アシル CoA へ代謝され，その後 FA 伸長と不飽

和化を受けることを示している。一方，d7-SPD（d18:2）から産生された FA 分子種はラベル 1

時間の時点で C16:1 FA が最も多く（52.8%），次いで C18:1 FA（39.0%），C18:2 FA（4.4%）

であった。ラベルの時間が長くなると C16:1 FA の割合が減少し，C18:1 FA と C18:2 FA の

割合が増加した。このことは，d18:2 d7-SPD の最初の代謝産物は C16:1-アシル CoA であり，

SPD は分解経路で 2 つの二重結合（C14 シスまたは C4 トランス）の一方を失い，cis-12-

C16:1 または trans-2-C16:1 アシル CoA になることを意味している。d18:2 d7-SPD から生成

した d7-C16:1 FA の LC における保持時間（4.3 分）は trans-2-C16:1 FA（5.6 分）とは大きく

異なり，cis-9-C16:1 FA（4.4 分）に近かった（図 17B）。このことから，d18:2 SPD の代謝物は

cis-12-C16:1 FA であると考えられる。SPH の C4 トランス二重結合は代謝の過程で trans-2-

エノイル CoA レダクターゼによって飽和化される 62)。SPD に存在する C4 トランス二重結合

に関しても代謝の過程で同様に飽和化される，つまり SPD の C4 トランス二重結合は分解

経路で飽和化し，C14 シス二重結合はそのまま残ると考えられる（図 17C）。 

 

[33P]PEA 量と [33P]LCBP 量の和で割ることで算出した。各値の平均値+標準偏差を示す（n=3; *, P<0.05; 
**, P<0.01; Tukey’s test)。（F）LCB／LCBP に対する代謝酵素の活性の違いによる LCBP の分類。矢印の

太さは各反応を担う酵素の活性の強さを反映している。 
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3.11. SPD1P は SPH1P と同様の S1PR へのリガンド活性をもつ 
LCB1P の S1PR に対するリガンド活性は LCB 構造の違いによってそれぞれ異なることが

報告されている 98,99)。しかし，SPD1P の S1PR に対するリガンド活性は明らかにされていな

い。そこで，SPD1P の S1PR へのリガンド活性を調べるため，近年開発された GPCR へのリ

ガンド活性解析手法であるトランスフォーム成長因子 α（TGFα）切断アッセイおよび

NanoBiT β アレスチンリクルートアッセイを行なった 100,101)。TGFα 切断アッセイは，G12/13 サ

ブユニットに共役する GPCR の活性化が，TNFα 変換酵素（TACE）による TGFα の細胞外

ドメイン切断を誘導することを応用した GPCR の活性測定法である（図 18A）。TGFα の細胞

外ドメインにはアルカリホスファターゼ（AP）が融合しており，切断によって細胞表面から遊

離した TGFα-AP 融合タンパク質の AP 活性を測定することで，受容体に対するリガンド活

性を評価できる。この方法では，TACE による TGFα 切断活性の誘導能が高い G12/13 およ

 

図 17. SPD は一価不飽和アシル CoA/FA へ代謝される 
（A）FADS3 KO HAP1 細胞を 5 µM d7-SPH または d7-SPD で 0，1，5，10，24 時間ラベルした。細胞から脂

質を抽出し，アルカリ処理によりグリセロ脂質中の FA を遊離させた。遊離させた FA を AMPP で誘導体化

し，誘導体化された d7-FA（C16:2, C18:2, C20:2, C16:1, C18:1, C20:1, C16:0, C18:0, C20:0）を LC-MS/MS
によって定量した。数値は d7-FA 量の合計の平均値+標準偏差を示す（n=3; *, P<0.05; Student’s t-test）。

（B）d7-SPD で 10 時間ラベルした FADS3 KO HAP1 細胞中で合成された d7-C16:1 FA と市販の cis-9-また

は trans-2-C16:1 FA 標準品を AMPP で誘導体化し，LC-MS/MS に供した。図はそれらのイオンクロマトグ

ラムを示す。各ピークの保持時間をピーク横に記す。（C）SPD からアシル CoA へ至る代謝経路を示す。

SPD は LCB に共通の 4 反応を受けた後，SPH と同様に 2 位のトランス二重結合が飽和化され（シス二重

結合は残存する），アシル CoA へと変換される。 
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び Gq 共役型 GPCR の活性測定が可能である。また，Gαq サブユニットと Gαi または Gαs サ

ブユニットの融合タンパク質を発現させることで Gi および Gs 共役型受容体の活性測定も可

能である。NanoBiT β アレスチンリクルートアッセイは，GPCR の活性化後，リン酸化された

GPCR に結合し，GPCR の細胞内移行に寄与することが知られる β アレスチンを利用した活

性測定法である 102)（図 18B）。この方法では，GPCR と β アレスチンそれぞれにルシフェラ

ーゼタンパク質サブユニット（Small BiT; SmBiT および Large BiT; LgBiT）を融合させる。リ

ガンド刺激により GPCR と β アレスチンが結合すると，ルシフェラーゼのサブユニット同士が

それぞれ近接し，結合できるようになる。サブユニット同士が結合することでルシフェラーゼ

活性を発揮できるようになるため，発光基質を加えて発光強度を測定することで，リガンドに

よる GPCR の活性化を定量的に評価できる。β アレスチンの結合は Gα サブユニットの種類

に依存しないため，多くの GPCR の活性測定に利用できる。まず，TGFα 切断アッセイによ

り，S1PR に対する SPD1P のリガンド活性測定を行なった。ただし，TGFα 切断アッセイでは

S1PR4 の活性評価ができないことが報告されているため 100)，S1PR1，S1P2R，S1PR3，

S1PR5 に対する SPD1P のリガンド活性測定を行なった。S1PR1，S1PR2 および S1PR5 は，

単独発現では TACE 活性が低いため，各受容体と AP-TGFα に加え，Gαq と Gαi3 との融合

タンパク質（Gαq/i3）を共過剰発現する必要がある 100)。一方，S1PR3 は単独発現でも TACE

活性の誘導活性が高く，S1PR3 に対するリガンド活性は S1PR3 と AP-TGFα を共過剰発現

させることで評価できる 100)。そこで，S1PR3 の活性化の評価にはベクターのみを導入した細

胞のコントロール（図 19A），S1PR1，S1PR2 および S1PR5 の活性化の評価にはベクターと

Gαq/i3 を共過剰発現した細胞のコントロールを用意した（図 19B）。その結果，いずれのコン

トロール細胞においても SPH1P，SPD1P ともに 1,000 nM 以外では殆ど活性を示さなかっ

た。SPH1P，SPD1P ともに S1PR1 および S1PR2 に対して同程度のリガンド活性を示した（図

19C, D）。S1PR3 へのリガンド活性は SPH1P と比較して，0.1 nM までは SPD1P の活性が低

いが，1–10 nM においては SPD1P の方が高く，1,000 nM では SPD1P の方が低い活性を

示した（図 19E）。しかし，これらの活性の差は小さいことからリガンド活性の違いは殆どない

と考えられる。また，S1PR5 に対する活性は，100–1,000 nM において SPD1P は SPH1P より

も 15%程度低く，高濃度における活性が低いことが明らかになった（図 19F）。 

これらの活性の違いを別の系によっても検証し，また S1PR4 へのリガンド活性を評価する

ため，NanoBiT β アレスチンリクルートアッセイを行なった。S1PR1–5 それぞれに改変ルシフ

ェラーゼの断片である SmBiT を融合したタンパク質（S1PR1-SmBiT，S1PR2-SmBiT，

S1PR3-SmBiT，S1PR4-SmBiT または S1PR5-SmBiT）と β アレスチンに改変ルシフェラーゼ

の断片である LgBiT を融合したタンパク質を共過剰発現させ，各濃度の SPH1P または

SPD1P をそれぞれ添加し，ルシフェラーゼ活性を調べた。その結果，ベクター導入細胞に

おいては SPH1P，SPD1P どちらも低いリガンド活性を示した（図 20A）。SPD1P は SPH1P と

比較して，S1PR1 に対しては 10–320 nM，S1PR2 には 3.2–32 nM，S1PR3 には 10–32 nM 
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の濃度において，高いリガンド活性を示した（図 20B–D）。一方で，SPD1P は S1PR2 に対し

ては 3,200 nM，S1PR3 に対しては 320–3,200 nM の濃度において SPH1P よりも低いリガン

活性であった。また，S1PR1 に対しても，3,200 nM における SPD1P のリガンド活性は SPH1P

よりもやや低い傾向を示した。しかし，その活性の差は小さいことから両者のリガンド活性に

大きな違いはなく，生物学的に意味のある差ではないと考えられる。また，SPD1P は S1PR4

に対しては 320 nM 以上の濃度において，S1PR5 に対しては 32 nM 以上の濃度で SPH1P

よりも低いリガンド活性を示した（図 20E, F）。このことから，SPD1P の S1PR4，5 へのリガンド

活性は高濃度域において SPH1P より低いことがわかった。SPH1P と SPD1P の S1PR に対

 

図 18. TGFα 切断アッセイと NanoBiT β アレスチンリクルートアッセイ 
（A）TGFα 切断アッセイの模式図を示す。GPCR にリガンドが作用すると，Gα12/13 を介したシグナル伝達によ

って TACE が活性化され，TGFα 細胞外ドメイン-AP が切断される。その結果培地中に放出された AP 活性

を調べることでリガンド活性を評価する。（B）NanoBiT β アレスチンリクルートアッセイの模式図を示す。

GPCR にリガンドが作用すると，GPCR はリン酸化され，リン酸化 GPCR に β アレスチンが結合する。β アレス

チンおよび GPCR にそれぞれ融合させたルシフェラーゼサブユニットである SmBiT と LgBiT が互いに近接

し結合すると，ルシフェラーゼ活性を示す。このルシフェラーゼ活性を調べることでリガンド活性を評価する。

P，リン酸；βarr，β アレスチン。 
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するリガンド活性を比較すると両アッセイ間でやや違いが見られた。これは受容体の活性を

モニターする方法が異なることに起因すると考えられる。しかし，いずれのアッセイ系におい

ても SPH1P と SPD1P のリガンド活性には大きな違いが認められなかったことから，S1PR に

対する SPH1P と SPD1P のリガンド活性は同程度であると考えられる。 

 

 

 

図 19. TGFα 切断アッセイを用いた SPD1P のリガンド活性解析 
（A–E）HEK 293A 細胞に AP-TGFα 融合タンパク質，pCAGGS（vector; A），pCAGGS と Gαq/i3（B），S1PR1
と Gαq/i3（C），S1PR2 と Gαq/i3（D），S1PR3（E）および S1PR5 と Gαq/i3（F）をコードするプラスミドをトランスフェ

クトした。トランスフェクションから 24 時間後，96-well プレートに細胞を播種し，30 分培養した。SPH1P また

は SPD1P を 0，0.1，1，10，100 または 1,000 nM の濃度でそれぞれ添加した。グラフの横軸はリガンド濃度

の常用対数値で示す。縦軸（shedding levels）には 0 nM の時の TGFα 切断活性を 0%とした時の各濃度に

おける切断活性の平均値±標準偏差を示す（n=3; **, P<0.01; Student’s t-test）。 
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図 20. NanoBiT β アレスチンリクルートアッセイを用いた SPD1P のリガンド活性解析 
（A–F）HEK 293A 細胞に LgBiT- β arrestin1 と pCAGGS（vector; A），S1PR1-SmBiT（B），S1PR2-SmBiT（C），

S1PR3-SmBiT（D），S1PR4-SmBiT（E）および S1PR5-SmBiT（F）をコードするプラスミドをトランスフェクトした。

トランスフェクションから 24 時間後，96-well プレートに細胞を播種し，発光基質として coelenterazin（終濃度

10 µM）を加え，暗条件，室温で 2 時間インキュベートした。SpectraMax L でベースラインの発光強度を測定

後，SPH1P または SPD1P を 0，3.2，10，32，100，320，1,000 または 3,200 nM の濃度でそれぞれ添加し，添

加直後から 20 秒ごと 15 分間の発光強度について SpectraMax L を用いたカイネティクス測定を行なった。

グラフの横軸はリガンド濃度の常用対数値で示す。縦軸はベースラインの活性値を 1 とした時の各濃度のリ

ガンド添加時における活性値の平均値±標準偏差を示す（n=2; **, P<0.01; Student’s t-test）。 
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4. 考察 
4.1. SPD の生合成 

SPD の 14 位シス二重結合を導入する酵素は未同定であったが，本研究により，機能未

知タンパク質であった FADS3 が同定された（図 8）。FADS3 の基質としては遊離の SPH ま

たは SPH-CER が考えられたが，本研究では 3 種類の実験を行い，その基質を調べた。ま

ず，FADS3 の SPH-CER に対する活性を検証するために，FADS3 過剰発現細胞に取り込

ませた C6-SPH-CER が C6-SPD-CER へ代謝されるかを調べたところ，FADS3 が細胞系に

おいて SPH-CER に対して活性を示すことが明らかになった（図 9A）。次に遊離の SPH に

対する活性を調べるために，FB1 処理した FADS3 過剰発現細胞に d7-SPH を取り込ませ，

d7-SPD に代謝されるか調べたところ，FB1 処理の有無に関わらず d7-SPD は検出されなか

った（図 9B）。さらに，FADS3 の in vitro における活性測定を行い，C6-SPH-CER と d7-SPH

それぞれに対する不飽和化活性を調べた。その結果，FADS3 は C6-SPH-CER に対しての

み活性を示し，FADS3 が in vitro においても SPH-CER に対して活性を示すことが明らかに

なった（図 9C）。これらの結果から，FADS3 の基質は遊離の SPH ではなく SPH-CER である

ことが示唆された。加えて，我々は以前の研究で HEK 293T 細胞を d7-SPH あるいは d7-

DHS でラベルし，d7-SPD-CER 合成へのタイムコースを調べた 19)。前述の通り，細胞内の

DHS が遊離の SPH に代謝される際，DHS が直接不飽和化されることはなく，サルベージ経

路を介さなければ SPH は産生されない（図 3）。すなわち，FADS3 が遊離の SPH を基質と

する場合，d7-SPH でラベルした細胞と比較して d7-DHS でラベルした細胞の方が d7-SPD-

CER 産生が遅れると考えられた。しかし，両者の d7-SPD-CER 産生のタイムコースは類似し

ており，このことは FADS3 が SPH-CER を基質とする裏付けであると考えられる。一方，

FADS3 が SPH-CER に加えて遊離の SPH に対しても活性を示すという相反する報告もなさ

れている 103)。その報告では，本研究と同様に FB1 を添加した細胞における活性測定と in 

vitro の活性測定の結果に基づいて結論が導き出されていた。前者の実験では，FB1 を添

加することで d7-SPH と d7-SPD の比率が 30%程度まで減少するが，FB1 を添加しても d7-

SPD の産生が完全に消失していないことを，FADS3 が SPH を基質にできる根拠としていた。

しかし，その実験では FADS3 を過剰発現させていない細胞を用いていたため，内在性の

FADS3 に由来する低い活性で評価しており，d7-SPD／d7-SPH 比が FB1 添加前後でそれ

ぞれ約 0.03，0.01 と低く，正確な活性評価ができていない可能性が高い。また，in vitro に

おける活性測定においては，FADS3 過剰発現細胞の総細胞抽出液と C6-SPH-CER また

は d7-SPH と反応させた 5 分後に C6-SPD-CER 及び d7-SPD が増加したことが SPH も

FADS3 の基質であるという根拠とされた。しかし，その実験では使用した補酵素が還元型の

NADH ではなく酸化型の NAD+であり，FADS3 への電子供与ができないものであった。実

際，産生された C6-SPH-CER と d7-SPD の量は使用した基質に対してそれぞれ，<0.1%，
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<1%であり，活性測定が正確に行われていないことが考えられる。また，この実験において

はベクターコントロールのデータが測定されていなかった。我々が今!行った in vitro にお

ける活性測定では，基質として用いた C6-SPH-CER の約 3.5 %が C6-SPD-CER へと変換さ

れており（図 9C），前報の約 50 倍近くの活性であった。また，ベクターコントロールと比較し

て 3,000 倍近い活性の上"が見られているため，FADS3 の正確な活性測定ができていると

考えられる。これらの結果から，FADS3 の主要な基質は SPH ではなく SPH-CER であると結

論づけた。 

一般的な酵素の基質認識には基質の極性基の構造が重要である。SPH と SPH-CER が

有する#素原子はそれぞれアミンとアミドの構造をとり，前者は立体的な構造，後者は平面

構造であることから構造が大きく異なる。そのため，酵素が基質に対して高い特異性を示す

という観点からみても FADS3 が SPH と SPH-CER どちらにも活性を示すとは考え難い。さら

に，FADS3 と同じ FADS ファミリーに属する DEGS1／FADS7 と DEGS2／FADS8 の基質は

DHS-CER であり，遊離の DHS を基質としないことからも FADS3 の基質が SPH-CER であ

り，遊離の SPH は基質としないという本研究の結果が支持される。FADS ファミリーの基質は

カルボン酸やケトン，アルデヒドではなく，チオエステル（FADS1，FADS2，FADS4／SCD5，

FADS5／SCD1）もしくはアミド（FADS3，FADS7／DEGS1，FADS8／DEGS2）由来のカルボ

ニル基をもっているという点で共通しており，これらのカルボニル基の基質認識への重要性

が$える。実際，ヒト SCD1 の結%構造解析において 262 番目のトリプトファン残基の水素

原子とアシル CoA のカルボニル基の酸素原子が水素結合によって結合していることが明ら

かになっている 104,105)。 

FADS3 が SPH-CER に対して活性を示すことから，SPD-CER は DEGS1 による DHS-

CER の SPH-CER への変換後，FADS3 による不飽和化によって産生されると想定される。

加えて，FADS3 は DHS-CER に対しても活性を示し，DEGS1 が 14Z-SPH-CER に対して活

性を示したことから（図 12），SPD-CER は DHS-CER，14Z-SPH-CER，SPD-CER の&でも産

生されうることが明らかとなった。ただし，in vitro の活性測定において，DHS-CER に対する

FADS3 の活性は SPH-CER の半分程度であった（図 12B）。さらに，WT の細胞では 14Z-

SPH-CER が殆ど検出されなかったこと（図 12D）からも，主要な SPD 合成経路は DHS-CER，

SPH-CER，SPD-CER の&であると推測される。 

 

4.2. FADS3 の酵素学的性質 
本研究では SPH-CER を構成する FA と SPH のそれぞれの鎖長に対する FADS3 の基

質特異性についても明らかにした。FA 部分に関して FADS3 は C16–C30 の幅広い鎖長に

対して活性を示した（図 10B, D）が，SPH 部分の鎖長については d16–d24 のうち d16–d20

のものにのみに対して活性を示した（図 11B）。FADS ファミリータンパク質のうち，マウスの
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SCD は C20 よりも長いアシル CoA に活性を示さない 83)。また，ヒト SCD1 の結%構造解析

から基質のアシル鎖が疎水性のトンネルに入り込'でいることがわかっており，このトンネル

の(行きに制限があることが SCD が C20 よりも長いアシル CoA に活性を示さない理由であ

ると考えられている 104)。FADS3 についても同様の疎水ポケットがあると)定すると，疎水ポ

ケットに*まらない鎖長の長い SPH 部分をもつ CER に対しては活性を示さない一方で，FA

部分はポケットに入らないため自由度が高いと推測できる。また，FADS3 は anteiso-d19:1 

SPH-CER に対して活性を示さなかった（図 11D）。FADS3 は SPH の 14–15 間のシス二重

結合を導入するが，anteiso-d19:1 SPH は二重結合形成位置に隣接した 16 位の炭素が分

岐していることから，その立体障害によって FADS3 の活性が発揮されないと考えられる。 

FADS3 の反応における電子供与体については，解析が行われている他の FADS と同様，

NADH と NADPH であることが明らかとなった（図 13A）。CYB5 を還元する酵素はシトクロ

ム b5 レダクターゼとシトクロム P450 オキシドレダクターゼが知られており，それぞれ主に

NADH と NADPH から電子を供給する 106,107)。FADS3 の不飽和化活性において NADH と

NADPH の間に選択性がないことから，この反応において両者のシトクロム b5 還元酵素から

電子供給が行われていることが示唆された。FADS3 は FADS1 や FADS2 と同様シトクロム

b5 様ドメインをもつ。FADS2 は CYB5 が非存在においても活性を示す一方で，CYB5 存在

下で活性が増強することが報告されている 87)。今!，FADS3 の反応においても CYB5A が

活性を増強した（図 13B）。このことから，FADS3 の不飽和化反応における電子伝達ではシ

トクロム b5 還元酵素から直接 FADS3 のシトクロム b5 様ドメインへ電子伝達する経路と，シト

クロム b5 還元酵素から CYB5A を介して FADS3 の活性中心へ電子伝達する経路の 2 種類

が存在し，後者の方がより効率的であることが示唆された。 

 

4.3. SPD の複合スフィンゴ脂質代謝と組織分布 
SPD は LCB の中で唯一シス二重結合を有しているため，代謝という点で他の LCB とは

異なることが予測された。事実，FADS3 KO 細胞への LCB 添加実験から，SPD が SPH に

比べて HexCER に代謝されづらく，SM に代謝されやすいことが明らかとなった（図 15A）。

このことと一致して，マウス脳において SPD 含有 HexCER 量は少なかった（図 15B，表 1）。

SPD 含有 HexCER が細胞や組織で少ない理由としては CER から HexCER への代謝がさ

れづらい可能性が高いが，一般的な細胞や組織に豊富なグルコシルセラミドの多くがガン

グリオシドといった複数の糖が結合したスフィンゴ糖脂質へ代謝されるため，SPD はそれら

に豊富である可能性も残されている。また，細胞を用いたトレーサー実験の結果とは異なり，

マウス脳において SPD 含有 SM 量は多く存在していなかった（図 15B）。FADS3 KO 細胞へ

の LCB 添加実験では一過的な SPD の代謝をトレースしており，組織での SPD 含有スフィ

ンゴ脂質量は SPD の定常状態での存在形態を表している。SM は細胞膜に多く存在し，脂
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質マイクロドメインを形成する 5)が，SPD はマイクロドメイン形成に不利なシス二重結合をも

つ。実際，我々は以前に SPD 含有 HexCer が脂質マイクロドメイン外部に多く局在している

ことを明らかにしている 19)。このから，脂質マイクロドメイン形成を阻害する SPD 含有 SM は，

細胞膜上で一定の量に制御され，+剰分は速やかに分解されている可能性がある。 

当研究室ではこれまでに SPD-CER がマウスの広範な組織およびヒト培養細胞に存在す

ることを明らかにしてきた 19)。今!，マウス組織で Fads3 の発現量を調べたところ，調べたす

べての組織で Fads3 mRNA が発現していた（図 14）。Fads3 の発現量が高い腎臓，肺，心

臓などは SPH-CER に対する SPD-CER の割合が高い組織と一致していた 19)。白色脂肪組

織において SPD 量を測定した報告はないが，Fads3 の発現量を考慮すると SPD の存在量

は多い可能性が考えられる。また，最も発現量が高い白色脂肪組織に対して 1/10 以下の

発現量であった骨格筋，肝臓，小腸，脾臓，大腸，精巣，皮膚では，SPH-CER に対する

SPD-CER の量が少なく 19)，SPD-CER の組織分布と Fads3 の発現量に相関が見られた。ま

た，脳では SPD-CER が SPH-CER の 30%程度と多く存在していることを明らかにしているが

19)，Fads3 の発現量は高くはなかった。脳のミエリン鞘には，SM やガラクトシルセラミドが豊

富に存在していることが知られている 97)。しかし，本実験結果から SPD は脳において

HexCER に代謝されづらいことが明らかになった（図 15B，表 2）。このことを考慮すると脳，

特にミエリン鞘では SPD-CER は SM やガラクトシルセラミドに代謝されずに蓄積した一方，

SPD-CER としての量は多いが，SPD 含有スフィンゴ脂質の全体量としては多くないことが推

測される。 

 

4.4. SPD1P の代謝と機能 
LCB および LCB1P に対する代謝酵素の活性は SPH や DHS，PHS に対しては明らかに

なっているものの 56,58,63,64,108)，SPD に対する活性は不明であった。本研究では，in vitro 活

性測定により，LCB/LCBP の代謝に関連する酵素（SPHK，SGPP および SGPL）が LCB 毎

に異なった活性を示すことを明らかにした（図 16）。SPH/SPH1P と DHS/DHS1P はこれらい

ずれの酵素に対しても代謝を受けやすく，逆に PHS/PHS1P はいずれの代謝酵素に対して

も代謝を受けづらかった。SPD はこれらの中間的な特徴を示し，SPHK と SGPP に対しては

代謝されやすいものの，SGPL に対しては代謝を受けづらいことが明らかとなった。これらの

ことから，SPDはSPHやDHSと比べてグリセロリン脂質へ代謝されづらいことが示唆された。

しかし，細胞を用いた d7-SPD のトレーサー実験では d7-SPH と同様のキネティクスで FA へ

代謝された（図 17A）ことから，実際の細胞内での代謝に影響する程度の活性の差ではない

ことが示唆された。SPH1P は SGPL1 により開裂を受け，長鎖アルデヒドになった後，数段階

の反応を経て C16:0-CoA へ変換され，主にグリセロリン脂質へ代謝される 109)。d7-SPD のト

レーサー実験から SPD も細胞内で同様の異化経路において，まず C16:1 FA に代謝され，
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その後 FA 伸長あるいは不飽和化を受けて C18:1 FA や C18:2 FA などの FA へ変換される

ことが明らかとなった（図 17A）。このように，SPD がもつ 2 つの二重結合の一方が飽和化さ

れずに残っていることが明らかとなったが，その後の LC-MS/MS 解析の LC の保持時間か

ら残存しているのは C14 シス二重結合であることが示された（図 17B）。つまり，SPD の代謝

産物は C16:1 (ω-4) FA であることが明らかとなった。ω-4 系列の FA の存在はこれまで哺乳

類では報告されておらず，本研究で初めてその存在が示唆された。SPD 代謝産物と推定さ

れる ω-4 系の C16:1 FA，C18:1 FA，C18:2 FA の殆どは遊離の状態ではなく，グリセロ脂質

中に存在していた。生体内の SPD の量はグリセロ脂質の量に比べて,-的に少ないため，

SPD の代謝産物であるこれらの FA の存在は見.されてきたと思われる。 

SPD1P の機能に関して，S1PR へのリガンド活性測定により，SPD1P は S1PR1–3 に対し

て SPH1P と同程度のリガンド活性を有することが明らかとなった。（図 19, 20）。一方で，

S1PR4，5 に対しては高濃度域におけるリガンド活性が SPH1P より低かった。今!，SPD1P

に SPH1P と明確に異なるリガンド活性は認められなかったが，SPH1P が血漿中に数百 nM

程度存在しているのに対して 44)，SPD1P もその 1/10 程度存在していることから 25,26,110)，生

体において SPD1P は SPH1P と同様，S1PR の内因性アゴニストとして作用していると考え

られる。 

 

4.5. SPD の生理的役割 
多くの LCB は飽和炭素またはトランス二重結合で構成されているため，直線的な構造を

もつ。そのため，疎水性相互作用や水素結合による脂質同士の会合がおこりやすい。また，

SM や HexCER などの極性基間の水素結合も脂質マイクロドメイン形成に寄与している

111,112)。一方，SPD のシス二重結合は炭素鎖を大きく/曲させるため，マイクロドメイン形成

においては不利な構造であると考えられ，実際に HEK 293T 細胞における SPD 含有

HexCER が脂質マイクロドメインの外部に多く局在していることを当研究室では明らかにして

いる 19)。また，組織では SPD は CER としての存在量が多く，マイクロドメイン形成に関わる

SM や HexCER が相対的に少ないことを考えると，SPD は SPH 含有スフィンゴ脂質と異な

り，膜の流動性を高めてマイクロドメイン形成を負に制御することで，生体膜の機能調節に

関与していると考えられる。SPD が多く存在し，Fads3 の発現量が高い腎臓では，体内の水

分や塩の調節に関わるトランスポーターが複数存在しており，その中にはマイクロドメイン中

に局在しているものも存在する 113,114)。そのため，SPD はそのトランスポーターの0場である

細胞膜の物理的性質を変化させることでトランスポーター活性の調節に重要である可能性

が考えられる。脂質膜は1度が低くなるにつれ，流動性の高い液%相から流動性の低い2

ル相へと相転移する。相転移1度は脂質膜の構成脂質の炭素鎖長が短く，不飽和度が高

くなると低下する 115)。そのため，細3や植物では45時に膜脂質の不飽和化によって膜の
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流動性を保持し，低1下でも生6を維持する機構が存在する。その一例として，シロイ7ナ

8ナは SPH の 8 位にシスまたはトランス不飽和化を行なうスフィンゴ脂質 Δ8 不飽和化酵素

（SLD）をもっており，この酵素の欠9株では低1感受性の成長不全を起こす 116)。こうした

低1:;への<応は，生物にとって重要な役割を果たすことから，シス二重結合を持つ脂

質が低1ストレスに対して重要である可能性が考えられる。白色脂肪組織の白色脂肪細胞

は45刺激に応じて=産生機能をもつベージュ細胞へ分化する 117,118)。その分化には脱

共役タンパク質 1（UCP1）が関わるが 119)，その発現と FADS の発現には相関性が認められ

ている 120)。FADS3 が白色脂肪組織に高発現していることから，45刺激と SPD の関係に

ついて今後解析する必要があると考えられる。さらに，SPD の細胞内機能に関連した報告と

して，アポトーシス時に外膜の透過性を亢進させる Bak/Bax の二重 KO 細胞ではミトコンドリ

アの C16:0-SPD-CER が増加することが報告されており，SPD がアポトーシスシグナルと>ら

かの関与があることが示唆されている 121) 。また，遺伝子欠9マウスの網?的解析

（International Mouse Phenotyping Consortium）から，Fads3 KO マウスでは@介反A異常，

血中アルブミンの増加，B性脳C反応のD値増加および欠E，血中リン酸塩減少が認めら

れている 122)ことから，SPD 含有スフィンゴ脂質が脳や腎臓においても重要な機能を有して

いる可能性がある。 
 

4.6. 今後の展望 
本研究では SPD-CER の生合成酵素として FADS3 を同定し，その基質特異性や補酵素，

発現分布を解明した。また，SPD の代謝について複合スフィンゴ脂質への代謝や SPD1P な

らびに FA への代謝についてF細に明らかにした。さらに，SPD1P が SPH1P と同様のリガン

ド活性を示すことを明らかにした。Fads3 KO マウスはGに作製され，脳と肝臓における

PUFA 量の変化が報告されているが 123)，F細な表現型解析や SPD に着目した脂質解析

は行われていない。当研究室でも Fads3 KO マウスの作製をGに完Hしているが，みかけ

上の目立った表現型は見つかっていない。今後は Fads3 KO マウスの特に腎臓や白色脂

肪組織といった SPD-CER が多く存在する組織の機能に着目し，高脂肪食負荷，45刺激

や腎臓負荷をかけた際の表現型解析および脂質組成解析により，SPD 含有スフィンゴ脂質

の生理機能を解明していきたい。SPD の機能や代謝のF細が明らかになることで，スフィン

ゴ脂質が生み出す多彩な生理機能の一端が明らかとなり，スフィンゴ脂質多様性の生理的

意Iの解明につながることがJKされる。 

 

なお，本研究の成果は以下の 2 報のL際学MNに報告している。 
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5. 材料と方法 
5.1. マウス 

本研究では C57BL/6 J 系Oのマウスを用いた。室1 23  ±  1 °C，P度 50 ± 5Q，12 時間

の明RサイクルST下において，通常食（PicoLab Rodent Diet 20；LabDiet，St. Louis，U

L）および水が常に摂取できる状態でマウスのV6を行なった。動物実験はWXY大学の

動物実験Z[会の\認を受け，当Z[会の規定を]^して行なった。 

 

5.2. 細胞培養 
細胞は全て 37°C，5% CO2 ST下で培養した。ヒト子_`a由来細胞株 HeLa 細胞の培

養には 1,000 mg/L グルコース，ヒト胎b腎由来細胞株 HEK 293T 細胞の培養には 4,500 

mg/L グルコースを含む Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（Merck，Darmstadt，ドイc）を

使用した。ヒト慢性骨髄性白血病由来一倍体細胞株 HAP1 細胞の培養には Iscove’s 

modified Dulbecco’s medium（Thermo Fisher Scientific，Waltham，UL）を用いた。各培d

には 10% ウシ胎b血e（Thermo Fischer Scientific）と 100 units/mL fニシリン，100 µg/mL

ストレプトマイシン（Merck）を加え，培養に使用した。HEK 293T 細胞は 3%コラー2ン

（Cellmatrix Type I-P；新gゼラチン，大h）でコートしたディッシュで培養した。ヒト胎b腎由

来細胞株 HEK 293A 細胞の培養には 1,000 mg/L グルコースを含む Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium（i水製薬，jk）を使用し，各培dには 10% ウシ胎b血e（Thermo 

Fischer Scientific）と 100 units/mL fニシリン（Merck）および 100 µg/mL ストレプトマイシン

（Thermo Fischer Scientific）を加え，培養に使用した。 

 

5.3. プラスミド 
N 末端に 3×FLAG タグを融合させたタンパク質を細胞に発現させるベクターとして，pCE-

puro-3×FLAG-1 または pEFh-3×FLAG-1 ベクターを，N 末端に HA タグを融合させたタンパ

ク質を哺乳類細胞に発現させるベクターとして pCE-puro-HA-1 を用いた 124)。FADS1，

FADS2，FADS3，FADS4，FADS5，FADS6，FADS7，FADS8，CERS1，CERS2，CERS3，

CERS4 ， CERS5 ， CERS6 ， ELOVL1 ， SPTLC1 ， SPTSSB ， CYB5A ， SGPP1 ， SGPP2 ，

SGPL1 の過剰発現には各遺伝子を pCE-puro-3×FLAG-1 に導入したプラスミドを使用した

（ pMED8, 3×FLAG-FADS; pMED9, 3×FLAG-FADS2; pJK22, 3×FLAG-FADS3; pJK23, 

3×FLAG-FADS4; pJK24, 3×FLAG-FADS5; pTK174, 3×FLAG-FADS6; pTK265, 3×FLAG-

FADS7; pAN15, 3×FLAG-FADS8; pYU524, 3×FLAG-CERS1； pYU394, 3×FLAG-CERS2; 

pNS9, 3×FLAG-CERS3; pYU525, 3×FLAG-CERS4; pYU526, 3×FLAG-CERS5; pYU527, 

3×FLAG-CERS6; pAK935, 3×FLAG-ELOVL1; pSM5, 3×FLAG-SPTLC1; pYU648, 

3×FLAG-SPTSSB; pJK84, 3×FLAG-CYB5A; pCY6, 3×FLAG-SGPP1; pJK9, 3×FLAG-
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SGPP2; pIKD476, 3×FLAG-SGPL1）。SPHK1，SPHK2 の過剰発現には各遺伝子を pEFh-

3×FLAG-1 に導入したプラスミドを用いた（pJK11, 3×FLAG-SPHK1; pJK15, 3×FLAG-

SPHK2）。SPTLC3 の過剰発現には SPTLC3 遺伝子を pCE-puro-HA-1 に導入したプラスミ

ドを使用した（pSM8, HA-SPTLC3）。TGFα 切断アッセイに用いるプラスミドは，pCAGGS ベ

クターに Gαq/i3，S1PR1，S1PR2，S1PR3，S1PR5 をそれぞれ導入したもの（jk大学大学l 

薬学系研究m薬m学no 生物薬m学pq rstuv授，jW大学大学l 薬学研究

mw療薬学no 機能解析薬学pq 分子細胞生化学分野 x上yzv授から分与）を用

い 100)，NanoBiT β アレスチンリクルートアッセイで用いるプラスミドは pCAGGS ベクターに

S1PR1-SmBiT，S1PR2-SmBiT，S1PR3-SmBiT，S1PR4-SmBiT，S1PR5-SmBiT を導入した

もの（同 rstuv授，x上yzv授から分与）を用いた。 

 

5.4. 遺伝子導入 
細胞への遺伝子導入{作を|う殆どの実験では Lipofectamine Plus（Thermo Fisher 

Scientific）を用い，手&は添付文}に従った。~A性同位体標識 LCBP の作製に用いる

3×FLAG-SPHK2 過剰発現膜画分の調製を行なう際には，PEI-Max（Polysciences, Inc., 

Warrington, �L）を用いて下記のように遺伝子導入を行なった。1.5 mL OPTI-MEM I

（Thermo Fisher Scientific）と 24 µL 1 mg/mL PEI-Max を混合して室1で 5 分間インキュベ

ートした。別のチューブに 1.5 mL OPTI-MEM I と 12 µg プラスミド DNA を混合し，PEI-

Max/OPTI-MEM I 混合溶液へ加え，室1で 20 分間インキュベートした。HEK 293T 細胞

（10 cm ディッシュ，8.7×106 cells）を 5 mL OPTI-MEM I でÄÅし，8 mL OPTI-MEM I に置

換後，PEI-Max と DNA の混合溶液を細胞に添加した。4 時間培養後，ウシ胎b血eと抗

生物質を含む培dに置換し，さらに 20 時間培養した。TGFα 切断アッセイの際の遺伝子導

入は PEI-Max を用いて下記のように行なった。1 mL OPTI-MEM I と 5 µL 1 mg/mL PEI-

Max を混合して室1で 5 分間インキュベートした。別のチューブに OPTI-MEM I 1 mL とそ

れぞれのプラスミド DNA が 1 µg 分になるように混合し，PEI-Max/OPTI-MEM I 混合溶液へ

加え，室1で 20 分間インキュベートした。HEK 293A 細胞（6-well プレート，8.0×105 cells）

に，これら混合溶液を培dの置換を行わず添加し，24 時間後アッセイを行なった。NanoBiT 

β アレスチンリクルートアッセイの際の遺伝子導入は，PEI-Max を用いて下記のように行なっ

た。5 mL OPTI-MEM I と 25 µL 1 mg/mL PEI-Max を混合して室1で 5 分間インキュベート

した。別のチューブに OPTI-MEM I 5mL とそれぞれのプラスミド DNA が 5 µg 分になるよう

に混合し，PEI-Max/OPTI-MEM I 混合溶液へ加え，室1で 20 分間インキュベートした。

HEK 293A 細胞（10 cm ディッシュ，4.0×106 cells）に，これら混合溶液を培dの置換を行わ

ず添加し，24 時間後アッセイを行なった。 
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5.5. イムノブロッティング 
タンパク質を SDS-PAGE により分離し，Immobilon-P メンブレン（Merck）に転写した。転

写後メンブレンをスキムミルク溶液（5% スキムミルク(w/v)，TBS，0.1% Tween20）にÇし，室

1で 30 分間ÉÑした。一次抗体として，anti-FLAG polyclonal antibody（1,000 倍ÖÜ）64)，

anti-FLAG M2 antibody（1,000 倍ÖÜ，Merck），anti-GAPDH monoclonal 5A12 antibody

（0.5 µg/mL；富士フィルム和光純薬，大h）または，anti-calnexin monoclonal 4F10 antibody

（1 µg/mL；Medical & Biological Laboratories, á知）を用いた（反応は室1，1 時間）。二次

抗体として anti-rabbit IgG HRP-Linked F(ab’)2 fragment（7,500 倍ÖÜ; Cytiva, Marlborough, 

UL）または anti-mouse IgG HRP-Linked F(ab’)2 fragment（7,500 倍ÖÜ；Cytiva）を用いた

（反応は室1，1 時間）。抗体は全てスキムミルク溶液でÖÜした。メンブレンを 0.1% 

Tween20 を含'だ 1×TBS でÄÅ後，検出液（100 mM Tris-HCl [pH 8.5]，0.2 mM p-クマル

酸 ， 2.5 mM ル ミ ノ ー ル ， 0.02% H2O2 [v/v] ） ま た は ， Western Lightning Plus-ECL

（PerkinElmer，Waltham，UL）を用いて発光させ，X 線フィルムに感光，検出した。 

 

5.6. LC-MS/MS による脂質解析 
脂質の LC-MS/MS 解析は超高速液体クロマトグラフィー連結三連à重極型質量分析計

（Xevo TQ-S；Waters，Milford，UL）を用いて行った。LC での分離は Triart C18（Metal free 

column; length 150 mm, particle size 1.9 μm, inner diameter 2.1 mm；YMC，kâ）または

ACQUITY UPLC CSH C18 column（length 100 mm; particle size 1.7 μm, inner diameter 2.1 

mm ； Waters ） を 用 い て ， カ ラ ム 1 度 55°C ， 流 速 0.3 mL/min の S T で 移 動 相 A

（ acetonitrile/water [3:2, v/v] containing 5 mM ammonium formate ） と 移 動 相 B （ 2-

propanol/acetonitrile [9:1, v/v] containing 5 mM ammonium formate）のバイナリーグラジエン

トによる分離を行なった。LC で分離した脂質はエレクトロスプレーイオン化法でイオン化し，

multiple reacting monitoring モードによる MS/MS によって分析した。それぞれの脂質分子

種のプリカーサーイオンの m/z を Q1 に，プロダクトイオンの m/z を Q3 にä定し，最<化し

たコリジãンエネルギーを用いてポジティブイオンを検出した。脂質量はそれぞれのマスス

fクトグラムのピーク面積を内部標準または外部標準（d7-SPD の測定のみ）のピーク面積と

比較してå出した。データの解析には MassLynx software（Waters）を用いた。それぞれの脂

質の抽出，分離および検出のF細は下記の通りである。 

マウスの脳，腎臓からの CER，SM，HexCER の LC-MS/MS 解析は以下のように行なっ

た。3 か月çのマウスよりé出した脳，腎臓（10 mg）をジルコニアèー8入りチューブに移し，

450 μL chloroform/methanol（1:2，v/v）と内部標準（100 pmol d9-SPH-CER [N-palmitoyl(d9) 

D-erythro-sphingosine; Avanti Polar Lipids, Alabaster，UL]；500 pmol（脳）または 100 pmol

（腎臓）d3-HexCER [C16 glucosylceramide-d3 (d18:1/16:0-d3)；Cayman Chemical，Ann Arbor，
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UL]；250 pmol d9-SM [C16 sphingomyelin-d9 (d18:1/16:0-d9)；Cayman Chemical]）を加え

た。その後，Micro Smash MS-100（TOMY Seiko，jk）を用いて激しくÇ透することで

（4500 rpm，4°C，1 分），組織を破êした。ë心後（20,400  × g，4°C，3 分），上eを!*し

た。残ったfレットに 450 μL chloroform/methanol（1:2，v/v）を加え，再度組織を破êし，ë

心後，上eを!*した。これらの上eを合わせ，22.5 µL 4 M KOH を加え，インキュベーシ

ãン（37°C, 1 時間）することで，グリセロ脂質のエステル結合を加水分解した。22.5 µL 4 M ギ

酸を加えて中和後，300 μL chloroform と 540 μL H2O を加えて激しくíìし，ë心を行なう

ことで（20,400 ×g，室1，3 分），二層分配をおこなった。脂質を含む有機層（下層）を!*し，

îï後，500 µL の chloroform/methanol（1:2，v/v）に溶解，ÖÜ（脳，200 倍ÖÜ（CER），

2,000 倍ÖÜ（HexCER, SM）；腎臓，200 倍ÖÜ（CER，HexCER），2,000 倍ÖÜ（SM））し

て 5 µL を LC-MS/MS 解析に供した。LC での分離は Triart C18 を用いて，下記のST（S

T１）のバイナリーグラジエントによる分離を行なった（0 分，40% B；0–33 分，100% B；33–38

分，100% B；38–38.1 分，40% B；38.1–40 分，40% B）。SPH および SPD 含有 CER，

HexCER，SM の Q1，Q3，コリジãンエナジーの値は表 8 の通りにä定した。 

細胞からの CER，SM，HexCER，LCB の LC-MS/MS 解析は基本的に以下のように行な

った。d7-SPH（Avanti Polar Lipids），d7-DHS（Avanti Polar Lipids），d7-SPD（Avanti Polar 

Lipids），14Z-SPH（Cayman chemical），直鎖 C17:0 FA（Merck），iso-C17:0 FA（Larodan AB，

Solna, スウェーデン），あるいは anteiso-C17:0 FA（Merck）を含'だ培dで培養した細胞，

あるいはコントロールとして FA の溶媒として用いたエタノールのみを添加した培dで培養し

た細胞から下記のように脂質を抽出した。6-well または 12-well ディッシュで培養した細胞

（80–100%コンフルエント）を，スクレーパーを用いてディッシュからñき取ることで!*した。

細胞を 150  μL の水にóòさせ，50 µL をタンパク質定量用に分取し，残り 100 µL を脂質

抽出に用いた。タンパク質の定量は Pierce™ BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher 

Scientific ） を 用 い て ， 添 付 の 説 明 } 通 り に 行 っ た 。 細 胞 ó ò 液 に 375 µL の

chloroform/methanol（1:2，v/v）と内部標準（1 または 2 pmol d9-SPH-CER [SPH-CER，SPD-

CER 測定用]；1 または 2 pmol d9-DHS-CER [Avanti Polar Lipids；14Z-SPH-CER 測定用]；

25 pmol LIPIDMAPS™ Mass Spec Internal Standard, Ceramide/Sphingoid Internal Standard 

Mix II [Avanti Polar Lipids；d7-SM，d7-HexCER 測定用]）を加えて激しくíìした。その後，

上記と同様に KOH によるアルカリ処理，中和，二層分配，有機層の!*，îïを行った。

得られた脂質は 100 µL または 200 µL（それぞれ 12-または 6-well dish サンプル）の

chloroform/methanol（1:2，v/v）に溶解させ，<当な濃度にÖÜ後，5 µL を LC-MS/MS 解

析に供した。LC では ACQUITY UPLC CSH C18 column を用いて，下記のグラジエントS

Tで分離を行った。CER，HexCER，SM の測定（ST 2）ô（0 分，40% B；0–18 分，100% B；

18–23 分，100% B；13–23.1 分，40% B；23.1–25 分，40% B）。非標識または d7-標識された
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CER，HexCER，SM，LCB の値は表 8 の通りにä定した。 

培養細胞からの FA 測定は以下のように行なった。細胞から上記と同様に脂質を抽出し

た。内部標準として 50 pmol の oleic acid-d9（Avanti Polar Lipids）を使用した。îïさせた脂

質は 100 µL chloroform/methanol（1:2，v/v）に溶解後，アルカリ処理サンプルでは 1 µL，ア

ルカリ未処理サンプルでは 2 µL を AMP+ Mass Spec Kit（Cayman Chemical）を用いて N-

(4-aminomethylphenyl) pyridinium（AMPP）で誘導体化した。誘導体化はキットに付属の説

明}に従って行った。誘導体化後のサンプルに 80 µL methanol を加えて 100 µL にし，5 

µL を LC-MS/MS 解析に供した。LC での分離は ACQUITY UPLC CSH C18 column を用

いて，グラジエントST 3 で分離を行った（0 分，10% B；0–18 分，100% B；18–23 分，100% 

B；13–23.1 分，10% B；23.1–25 分，10% B）。MS/MS における Q1，Q3，コリジãンエナジー

の値は表 2 の通りである。 

 

5.7. FADS3 および DEGS1 遺伝子欠損 HAP1 細胞の作製 
CRISPR/Cas9 システムによる KO 細胞の作製には，GeneArt™ CRISPR Nuclease Vector

（Thermo Fisher Scientific）に nickase 型変異（D10A）を導入した Cas9 遺伝子配列，GFP 発

現カセットおよび，puromycin N-acetyltransferase 発現カセットを組込'だ改変ベクター

（pYU417）を用いた。FADS3 遺伝子 KO 用プラスミド（pJK34，pJK35）および DEGS1 遺伝

子 KO 用プラスミド（pJK78，pJK79）は pYU417 の BaeI 切断部位に，guide RNA のター2ッ

ト配列部分を含むオリゴ DNA（hFADS3_F1 と hFADS3_R1，hFADS3_F2 と hFADS3_R2；

hDEGS1_F1 と hDEGS1_R1，hDEGS1_F2 と hDEGS1_R2）をアニーリングさせたものをそれ

ぞれ導入して作製した（表 3, 5）。pJK34，pJK35 または pJK78，pJK79 を共に HAP1 細胞

（6-well プレート，1.0×106 cells）に導入して 48 時間後，プラスミドが導入された細胞のみを

選択するために，ピューロマイシン（Merck）を終濃度 2.0 µg/mL となるように添加し，さらに

24 時間培養した。細胞を 10 cm ディッシュに 1 öあたり 10–50 cells となるようにõ種し，生

6したコロニーを!*することで単一クローンを単離した。単離したクローンの2ノム DNA

を!*し，ター2ット配列úùの DNA 配列を増幅するプライマー（表 4, 6）を用いて FADS3

および DEGS1 遺伝子配列の解析を行なった。 

 

5.8. 間接蛍光抗体法 
HeLa 細胞をカバーガラス上で培養し，pJK22（3×FLAG-FADS3）をトランスフェクシãンし

た。24 時間後，カバーガラスに接着した細胞を PBS で 2 !ÄÅし，3.7% ホルムアルデヒド

/PBS 溶液でû定した（37℃，10 分）。再度 PBS で 2 !ÄÅし，0.1% Triton X-100/PBS 溶

液を用いて膜透過処理（室1，5 分）を行なった。PBS で 2 !ÄÅ後，10 mg/mL BSA/PBS

溶液を用いてブロッキングし，続いて一次抗体，二次抗体処理を行なった。一次抗体として，
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anti-FLAG polyclonal antibody（2,000 倍ÖÜ），anti-calnexin monoclonal 4F10 antibody（2.5 

µg/mL）（室1，１時間），二次抗体として Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit IgG 

antibody および，Alexa Fluor 594-conjugated anti-mouse IgG antibody（それぞれ 5 μg/mL；

Thermo Fisher Scientific）を用いた（室1，１時間）。ProLong™ Gold Antifade reagent

（Thermo Fisher Scientific）を用いてスライドグラスへマウントし，蛍光ü微  DM5000B

（Leica Microsystems，Wetzlar，ドイc）を用いて観察，画像取得を行なった。 

 

5.9. in vitro における FADS3 の不飽和化アッセイ 
細胞を Lysis Buffer A（50 mM HEPES-NaOH [pH 7.4], 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1 

mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1× protease inhibitor cocktail [Complete，EDTA-free 

protease inhibitor Cocktail; Merck]）にóòして超¡¢処理により破êした。ë心後（400×g，

4°C，3 分），上eを!*し，総細胞抽出液とした。総細胞抽出液（50 µg）と 10 µM C6-SPH-

CER，C6-DHS-CER または d7-SPH（すべて Avanti Polar Lipids から£入）を Assay Buffer 

A（50 mM リン酸カリウム [pH 7.5], 1 mM NADH, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 

1×protease inhibitor cocktail）中で反応させた（100 µL の反応系，37℃，10 分）。反応後，サ

ンプル 100 µL に 375 µL の chloroform/methanol（1:2，v/v）と内部標準（20 pmol d9-SPH-

CER [C6-SPD-CER 測定用]，20 pmol d9-DHS-CER [C6-14Z-SPH-CER 測定用]） を加えて

激しくíìした。その後，上記と同様に KOH によるアルカリ処理，中和，二層分配，有機層

の!*，îïを行った。得られた脂質を 200 µL chloroform/methanol（1:2，v/v）に溶解し，

ÖÜ後（C6-SPD-CER および C6-14Z-SPH-CER，100 倍ÖÜ；d7-SPD，10 倍ÖÜ），5 µL を

LC-MS/MS 測定に供した。LC での分離は ACQUITY UPLC CSH C18 column を用いて，

グラジエントST 3 により行った。MS/MS における Q1，Q3，コリジãンエナジーの値は表 2

の通りである。d7-SPD の定量は d7-SPD を外部標準として使用した。 

 

5.10. 定量的 RT-PCR 
TRIzol Reagent（Thermo Fischer Scientific）を用いて，添付の説明}通りに各組織（約 5–

30 mg）から RNA を!*した。得られた RNA と Fads3 に対するプライマー（表 7）と

PrimeScript One step RT-PCR Kit（Takara Bio，¤¥）を用いて CFX96 Touch Real-time PCR 

Detection System（Bio-Rad，California，UL）により定量的 RT-PCR を行った。大脳から抽

出した RNA のÖÜ系列を測定し，得られた Ct 値をもとに検量線を作製した。各組織の遺

伝子発現の Ct 値を検量線より¦め，総 RNA 重量で補正した値を遺伝子発現量の値とし

た。 
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5.11. SPH キナーゼアッセイ 
In vitro SPH キナーゼ活性測定は，SPHK1 および SPHK2 の活性を共に測定できるバッ

ファー系を用いて行なった。細胞を Lysis buffer B（50 mM HEPES-NaOH [pH 7.5], 10 mM 

KCl, 0.05% Triton X-100, 1 mM dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 

1×protease inhibitor cocktail）にóòさせ，超¡¢処理により破êした。ë心後（400×g，4°C，

3 分），上eを!*し，総細胞抽出液とした。総細胞抽出液（10 μg）に 0.2 μCi [γ-33P]ATP

（American Radiolabeled Chemicals，St. Louis，UL），2 mg/mL FA-free BSA（Merck），10 

μM LCB，0.5 μM ATP を Assay buffer B（50 mM HEPES-NaOH [pH 7.5], 10 mM KCl, 0.05% 

Triton X-100, 1 mM dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1×protease inhibitor 

cocktail [Complete, EDTA-free protease inhibitor Cocktail; Merck)], 1 mM MgCl2, 10 mM 

NaF [ホスファターゼ阻害剤 ], 5 mM Na3VO4 [ホスファターゼ阻害剤 ], 0.5 mM 4-

deoxypyridoxine [リアーゼ阻害剤]）に加えて反応させた（100 µL の反応系，37°C，15 分）。

反応溶液に 375 µL の chloroform/methanol/12 M HCl（100:200:1，v/v）を加えて激しくíì

した。125 µL chloroform および 125 µL 1% KCl を加えて激しくíìし，ë心により（20,400  

× g，室1，3 min）二層に分離させた。有機層（下層）を!*し，溶媒を§去させた。脂質を

20 µL の chloroform/methanol（1:2，v/v）に溶解させた。全量を high performance TLC silica 

gel 60 plate （Merck）にスポットし，1-buthanol/aceticacid/H2O（3:1:1，v/v）で分離した。生成

した [33P]LCB1P を BAS-2500（Cytiva）で検出し，定量を行なった。 

 

5.12. SPH1P ホスファターゼ／リアーゼアッセイ 
基質として用いる LCBP を以下のように作製した。3×FLAG-SPHK2 を HEK 293T 細胞に

過剰発現させ，Lysis buffer B にóò，総細胞抽出液を調製した。この総細胞抽出液（10 μg）

に 2 mg/mL FA-free BSA, 10 μM LCB，200 μCi [γ-33P]ATP, 0.5 μM ATP を加え，Assay buffer 

B 中で反応させた（100 μL の反応系，37°C，1 時間）。未反応の SPH を除くため，以下のよ

うにアルカリST下と酸性ST下における 2 段階抽出を行なった 125)。反応液に 7.5 μL 15 

M NH3，375 μL chloroform/methanol（1:2，v/v）を加えてíìした。125 μL chloroform およ

び 125 μL 1% KCl 水溶液を加え，ë心後（20,400 ×g，室1, 3 分），水層（上層，LCBP を含

む）を!*した。!*した水層に 77 μL 5 M HCl，375 μL chloroform を加え，ë心後（20,400  

× g，室1，3 分），有機層（下層，LCBP を含む）を!*した。残った水層に再度 200 μL 

chloroform を加えて激しくíìし，ë心後，有機層を!*した。先に!*した有機層と合わ

せて溶媒を§去後，ethanol に再溶解し，一部を high performance TLC silica gel 60 plate に

スポットした。1-buthanol/aceticacid/H2O（3:1:1，v/v）で分離後，[33P]LCBP を BAS-2500 で

検出し，定量を行なった。 

In vitro における LCBP の脱リン酸化および開裂活性測定は以下のように行なった。細胞
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を Lysis buffer C（50 mM HEPES-NaOH [pH 7.5], 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM 

dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1×protease inhibitor cocktail） にóòし，

超¡¢処理により破êした。ë心後  （400 × g，4°C，3 分），上eを!*し，超ë心

（100,000×g，4°C，35 分）を行なった。上eを除き，fレット（膜画分）を Lysis buffer C にó

òさせた。ホスファターゼ活性測定は，膜画分（2 μg）に [33P]LCB1P (22.1 pCi；1.5 pM)，2 

mg/mL FA-free BSA を Assay buffer C [50 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10% 

glycerol, 1 mM dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1×protease inhibitor 

cocktail, 0.5 mM 4-deoxypyridoxine] に加えて反応させた（50 µL の反応系，37°C，10 分）。

リアーゼ活性測定は，膜画分（2 μg）に [33P]LCBP (22.1 pCi；1.5 pM)，2 mg/mL FA-free 

BSA を Assay buffer C （50 mM HEPES-NaOH [pH 7.5], 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM 

dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1×protease inhibitor cocktail, 10 mM NaF, 

5 mM Na3VO4）に加えて反応させた（50 µL の反応系，37°C，10 分）。各反応後，high 

performance TLC silica gel 60 plate に 反 応 液  2.5 μL を ス ポ ッ ト し ， 1-

buthanol/aceticacid/H2O（2:1:1, v/v）で分離した。[33P]LCBP および生成した [33P]正リン酸，

[33P]PEA を BAS-2500 で検出し，定量を行なった。 

 

5.13. TGFα 切断アッセイ 
HEK 293A 細胞（6-well プレート，8.0×105 cells）に各種 S1PR 発現プラスミド，Gα サブユ

ニット発現プラスミドおよび AP-TGFα 融合タンパク質発現プラスミドを導入した。24 時間後

PBS でÄÅし，0.05% Trypsin/0.53 mM EDTA（Thermo Fisher Scientific）を含む PBS 溶液

を用いて細胞をプレートから¨離させ，15 mL ë©管に!*した。ë心後（190 × g，室1，5

分），細胞を 4 mL Hank’s 平ª塩溶液（HBSS）にóòした。96-well プレートに 90 µL ずつ

細胞をõ種し，37°C で 30 分«置した（Cell プレート）。10 µL の基質を細胞に添加し，培養

した（37°C, 5% CO2, １時間）。プレートをë心し（190 × g，室1，2 分），上e 80 µL を別の

96-well プレートに移し，プレートが室1になるまで«置した（CM プレート）。Cell プレートと

CM プレートそれぞれに 80 µL p-NPP 溶液（10 mM p-nitrophenylphosphate disodium salt 

hexahydrate, 40 mM Tris [pH 9.5], 40 mM NaCl, 10 mM MgCl2）を加え，それぞれのプレー

トの 0 時間後と 1 時間後の OD405 を SpectraMax 340 PC384（Molecular Devices，jk）で

測定した。0 時間後と 1 時間後の OD405 の差（ΔOD405）をå出し，CM プレートの ΔOD405 と

Cell プレートの ΔOD405 の和に対する CM プレートの ΔOD405 の割合を（% CM）として¦め

た。活性値（shedding levels）はリガンド非添加時の% CM を 0 とした時の各リガンド添加時

の% CM としてå出した。 
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5.14. NanoBiT β アレスチンリクルートアッセイ 
HEK 293A 細胞（10 cm ディッシュ，2.0×106 cells）に各種 S1PR と SmBiT（改変ルシフェ

ラーゼのサブユニット）の融合タンパク質発現プラスミドおよび，β アレスチン 1 と LgBiT（改

変ルシフェラーゼのサブユニット）の融合タンパク質発現プラスミドを導入した。24 時間後

PBS で 1 !ÄÅし，2 mL の 0.53 mM EDTA を加え，30 ¬間インキュベートした後，2 mL 

HBSS を加えóòし，15 mL ë©管に!*した。ë心後（190 × g，室1，5 分），上eを除去

し，2 mL 0.01% BSA／PBS で細胞にóòさせ，発光測定用の 96-well プレートに 80 µL ず

つ細胞をõ種した。発光基質として 20 µL の 50 µM coelenterazine（Cayman Chemical）を細

胞に添加し，インキュベートした（室1，RST，2 時間）。ベースラインとしてリガンド添加前

の発光強度を SpectraMax L（Molecular Devices）で測定後，0.01% BSA／HBSS にóòし

たリガンド 20 µL を添加した。添加直後から 20 ¬毎，15 分間の発光強度について

SpectraMax L を用いたカイネティクス測定を行なった。発光強度はベースラインで標準化し，

リガンド添加後 5–10 分の値の倍率変化の曲線下面積をå出した。活性値は，ベースライン

の曲線下面積を 1 とした時の各濃度のリガンド添加時の曲線下面積で示した。 
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6. 表 
表 1. マウス組織におけるスフィンゴ脂質の組成 

CER 

 SPH SPD 

FA 鎖長 脳  腎臓 脳  腎臓 

C16:0 1.505±0.627 16.54±2.199 0.113±0.046 4.557±0.945 

C18:0 53.19±15.56 1.537±1.681 10.38±3.406 0.107±0.025 

C20:0 1.759±0.320 1.002±0.795 0.385±0.069 0.107±0.016 

C22:0 0.88±0.200 4.145±0.661 0.156±0.069 1.707±0.105 

C24:0 0.601±0.170 14.46±1.544 0.052±0.014 11.03±1.317 

HexCER 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

SM 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

数値は脂質量（nmol/mg tissue）の平­値±標準®差を示す（n=3）。ND，not detected（検出

限界以下）。 

 SPH SPD 

FA 鎖長 脳  腎臓 脳  腎臓 

C16:0 7.912±3.991 14.95±1.704 ND 3.216±0.336 

C18:0 358.7±32.04 0.984±0.322 5.500±2.112 0.002±0.004 

C20:0 114.4±23.06 2.777±0.743 3.116±1.858 0.088±0.021 

C22:0 705.9±112.7 16.66±1.935 32.44±10.50 4.832±1.156 

C24:0 1426±181.4 52.54±5.959 44.58±9.904 33.35±1.953 

 SPH SPD 

FA 鎖長 脳  腎臓 脳  腎臓 

C16:0 143.7±28.92 3386±84.25 3.240±0.820 418.0±28.54 

C18:0 3986±577.6 133.5±1.717 304.2±39.53 11.35±0.181 

C20:0 332.4±59.27 207.0±20.11 17.16±5.280 17.07±3.236 

C22:0 156.1±29.65 830.5±36.13 15.98±6.490 201.7±25.90 

C24:0 158.5±18.84 1691.5±193.7 4.647±1.183 1122±114.8 
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表 2.!LC-MS/MS に用いた Q1, Q3 の m/z 値およびコリジョンエネルギー値 

CER 
プリカーサーイオン(Q1) プロダクトイオン

(Q3) 

コリジãンエネルギー

(eV) [M–H2O + H]+ [M + H]+ 

d16:1/C16:0 492.5  236.3 20 

d16:1/C18:0 520.5  236.3 20 

d16:1/C20:0 548.5  236.3 20 

d16:1/C22:0 576.6  236.3 20 

d16:1/C24:1 602.6  236.3 25 

d16:1/C24:0 604.6 ¯  236.3 25 

d17:1/C16:0 506.5 ¯  250.3 20 

d17:1/C18:0 534.5  250.3 20 

d17:1/C20:0 562.5 ¯  250.3 20 

d17:1/C22:0 590.6 ¯  250.3 20 

d17:1/C24:1 616.6 ¯  250.3 25 

d17:1/C24:0 618.6 ¯  250.3 25 

d18:1/C16:0 520.5 ¯  264.3 20 

d18:1/C18:0 548.5 ¯  264.3 20 

d18:1/C20:0 576.5 ¯  264.3 20 

d18:1/C22:0 604.6 ¯  264.3 25 

d18:1/C24:1 630.6 ¯  264.3 25 

d18:1/C24:0 632.6 ¯  264.3 30 

d19:1/C16:0 534.5 ¯  278.3 20 

d19:1/C18:0 562.5 ¯  278.3 20 

d19:1/C20:0 590.5 ¯  278.3 20 

d19:1/C22:0 618.6 ¯  278.3 25 

d19:1/C24:1 644.6 ¯  278.3 30 

d19:1/C24:0 646.6 ¯  278.3 30 

d20:1/C16:0 548.5 ¯  292.3 20 

d20:1/C18:0 576.5 ¯  292.3 20 

d20:1/C20:0 604.5 ¯  292.3 25 
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d20:1/C22:0 632.6 ¯  292.3 30 

d20:1/C24:1 658.6 ¯  292.3 30 

d20:1/C24:0 660.6 ¯  292.3 30 

d21:1/C16:0 562.5 ¯  306.3 20 

d21:1/C18:0 590.5 ¯  306.3 20 

d21:1/C20:0 618.5 ¯  306.3 25 

d21:1/C22:0 646.6 ¯  306.3 30 

d21:1/C24:1 672.6 ¯  306.3 30 

d21:1/C24:0 674.6 ¯  306.3 30 

d22:1/C16:0 576.5 ¯  320.3 20 

d22:1/C18:0 604.5 ¯  320.3 25 

d22:1/C20:0 632.5 ¯  320.3 30 

d22:1/C22:0 660.6 ¯  320.3 30 

d22:1/C24:1 686.6 ¯  320.3 30 

d22:1/C24:0 688.6 ¯  320.3 30 

d23:1/C16:0 590.5 ¯  334.3 20 

d23:1/C18:0 618.5 ¯  334.3 25 

d23:1/C20:0 646.5 ¯  334.3 30 

d23:1/C22:0 674.6 ¯  334.3 30 

d23:1/C24:1 700.6 ¯  334.3 30 

d23:1/C24:0 702.6 ¯  334.3 30 

d24:1/C16:0 604.5 ¯  348.3 25 

d24:1/C18:0 632.5 ¯  348.3 30 

d24:1/C20:0 660.5 ¯  348.3 30 

d24:1/C22:0 688.6 ¯  348.3 30 

d24:1/C24:1 714.6 ¯  348.3 35 

d24:1/C24:0 716.6 ¯  348.3 35 

d16:2/C16:0 490.5 ¯  234.3 20 

d16:2/C18:0 518.5 ¯  234.3 20 

d16:2/C20:0 546.5 ¯  234.3 20 

d16:2/C22:0 574.6 ¯  234.3 20 
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d16:2/C24:1 600.6 ¯  234.3 25 

d16:2/C24:0 602.6 ¯  234.3 25 

d17:2/C16:0 504.5 ¯  248.3 20 

d17:2/C18:0 532.5 ¯  248.3 20 

d17:2/C20:0 560.5 ¯  248.3 20 

d17:2/C22:0 588.6 ¯  248.3 25 

d17:2/C24:1 614.6 ¯  248.3 30 

d17:2/C24:0 616.6 ¯  248.3 30 

d18:2/C6:0 518.5 ¯  262.3 20 

d18:2/C16:0 546.5 ¯  262.3 20 

d18:2/C18:0 574.5 ¯  262.3 20 

d18:2/C20:0 602.6 ¯  262.3 25 

d18:2/C22:0 628.6 ¯  262.3 30 

d18:2/C24:1 630.6 ¯  262.3 30 

d18:2/C24:0 532.5 ¯  276.3 20 

d19:2/C16:0 560.5 ¯  276.3 20 

d19:2/C18:0 588.5 ¯  276.3 25 

d19:2/C20:0 616.6 ¯  276.3 30 

d19:2/C22:0 642.6 ¯  276.3 30 

d19:2/C24:1 644.6 ¯  276.3 30 

d19:2/C24:0 546.5 ¯  290.3 20 

d20:2/C16:0 574.5 ¯  290.3 20 

d20:2/C18:0 602.5 ¯  290.3 25 

d20:2/C20:0 630.6 ¯  290.3 30 

d20:2/C22:0 656.6 ¯  290.3 30 

d20:2/C24:1 658.6 ¯  290.3 30 

d20:2/C24:0 560.5 ¯  304.3 20 

d21:2/C16:0 588.5 ¯  304.3 25 

d21:2/C18:0 616.5 ¯  304.3 30 

d21:2/C20:0 644.6 ¯  304.3 30 

d21:2/C22:0 670.6 ¯  304.3 30 

d21:2/C24:1 672.6 ¯  304.3 30 

d21:2/C24:0 574.5 ¯  318.3 20 



 59 

d22:2/C16:0 602.5 ¯  318.3 25 

d22:2/C18:0 630.5 ¯  318.3 30 

d22:2/C20:0 658.6 ¯  318.3 30 

d22:2/C22:0 672.6 ¯  318.3 30 

d22:2/C24:1 684.6 ¯  318.3 30 

d22:2/C24:0 686.6 ¯  318.3 30 

d23:2/C16:0 588.5 ¯  332.3 25 

d23:2/C18:0 616.5 ¯  332.3 30 

d23:2/C20:0 644.5 ¯  332.3 30 

d23:2/C22:0 672.6 ¯  332.3 30 

d23:2/C24:1 698.6 ¯  332.3 30 

d23:2/C24:0 700.6 ¯  332.3 30 

d24:2/C16:0 602.5 ¯  346.3 25 

d24:2/C18:0 630.5 ¯  346.3 30 

d24:2/C20:0 658.5 ¯  346.3 30 

d24:2/C22:0 686.6 ¯  346.3 30 

d24:2/C24:1 712.6 ¯  346.3 35 

d24:2/C24:0 714.6 ¯  346.3 35 

d7-d18:1/C16:0 527.5 ¯  271.3 20 

d7-d18:1/C18:0 555.6 ¯  271.3 20 

d7-d18:1/C20:0 583.6 ¯  271.3 20 

d7-d18:1/C22:0 611.6 ¯  271.3 25 

d7-d18:1/C24:1 637.6 ¯  271.3 30 

d7-d18:1/C24:0 639.6 ¯  271.3 30 

d7-d18:1/C26:1 665.6 ¯  271.3 30 

d7-d18:1/C26:0 667.6 ¯  271.3 30 

d7-d18:1/C28:1 693.6 ¯  271.3 30 

d7-d18:1/C28:0 695.6 ¯  271.3 30 

d7-d18:1/C30:1 721.6 ¯  271.3 35 

d7-d18:1/C30:0 723.6 ¯  271.3 35 

d18:1/d9-C16:0 536.5 ¯  264.3 20 

d7-d18:2/C16:0 525.5 ¯  269.3 20 

d7-d18:2/C18:0 553.6 ¯  269.3 20 

d7-d18:2/C20:0 581.6 ¯  269.3 20 
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d7-d18:2/C22:0 609.6 ¯  269.3 25 

d7-d18:2/C24:1 635.6 ¯  269.3 30 

d7-d18:2/C24:0 637.6 ¯  269.3 30 

d7-d18:2/C26:1 663.6 ¯  269.3 30 

d7-d18:2/C26:0 665.6  269.3 30 

d7-d18:2/C28:1 691.6  269.3 30 

d7-d18:2/C28:0 693.6  269.3 30 

d7-d18:2/C30:1 719.6  269.3 35 

d7-d18:2/C30:0 721.6  269.3 35 

d18:1(14Z)/C6:0 ¯  398.3 282.3 25 

d18:1(14Z)/C16:0 ¯  538.5 282.3 20 

d18:1(14Z)/C18:0 ¯  566.6 282.3 20 

d18:1(14Z)/C20:0 ¯  594.6 282.3 20 

d18:1(14Z)/C22:0 ¯  622.6 282.3 25 

d18:1(14Z)/C24:1 ¯  648.6 282.3 30 

d18:1(14Z)/C24:0 ¯  650.6 282.3 30 

d7-

d18:1(14Z)/C16:0 
¯  545.5 289.3 20 

d7-

d18:1(14Z)/C18:0 
¯  573.6 289.3 20 

d7-

d18:1(14Z)/C20:0 
¯  601.6 289.3 20 

d7-

d18:1(14Z)/C22:0 
¯  629.6 289.3 25 

d7-

d18:1(14Z)/C24:1 
¯  655.6 289.3 30 

d7-

d18:1(14Z)/C24:0 
¯  657.6 289.3 30 

d18:0/d9-C16:0  549.5 284.3 20 

 

HexCER 
プリカーサーイオン(Q1) プロダクトイオン

(Q3) 

コリジãンエネルギー

(eV) [M–H2O + H]+ 

d18:1/C16:0 682.6 264.3 40 
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d18:1/C18:0 710.6 264.3 40 

d18:1/C20:0 738.6 264.3 40 

d18:1/C22:0 766.6 264.3 40 

d18:1/C24:0 794.7 264.3 40 

d18:2/C16:0 680.6 262.3 40 

d18:2/C18:0 708.6 262.3 40 

d18:2/C20:0 736.6 262.3 40 

d18:2/C22:0 764.6 262.3 40 

d18:2/C24:1 792.7 262.3 40 

d7-d18:1/C16:0 689.6 271.3 40 

d7-d18:1/C18:0 717.6 271.3 40 

d7-d18:1/C20:0 745.6 271.3 40 

d7-d18:1/C22:0 773.6 271.3 40 

d7-d18:1/C24:1 799.7 271.3 40 

d7-d18:1/C24:0 801.7 271.3 40 

d7-d18:2/C16:0 687.6 269.3 40 

d7-d18:2/C18:0 715.6 269.3 40 

d7-d18:2/C20:0 743.6 269.3 40 

d7-d18:2/C22:0 771.6 269.3 40 

d7-d18:2/C24:1 797.7 269.3 40 

d7-d18:2/C24:0 799.7 269.3 40 

 

SM 
プリカーサーイオン(Q1) プロダクトイオン

(Q3) 

コリジãンエネルギー

(eV) [M+ H]+ 

d18:1/C16:0 703.7 184.2 60 

d18:1/C18:0 731.7 184.2 60 

d18:1/C20:0 759.8 184.2 60 

d18:1/C22:0 787.8 184.2 60 

d18:1/C24:0 815.8 184.2 60 
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d18:2/C16:0 701.7 184.2 60 

d18:2/C18:0 729.7 184.2 60 

d18:2/C20:0 757.8 184.2 60 

d18:2/C22:0 785.8 184.2 60 

d18:2/C24:0 813.8 184.2 60 

d7-d18:1/C16:0 710.7 184.2 60 

d7-d18:1/C18:0 738.7 184.2 60 

d7-d18:1/C20:0 766.8 184.2 60 

d7-d18:1/C22:0 794.8 184.2 60 

d7-d18:1/C24:1 820.8 184.2 60 

d7-d18:1/C24:0 822.8 184.2 60 

d7-d18:2/C16:0 708.7 184.2 60 

d7-d18:2/C18:0 736.7 184.2 60 

d7-d18:2/C20:0 764.8 184.2 60 

d7-d18:2/C22:0 792.8 184.2 60 

d7-d18:2/C24:1 818.8 184.2 60 

d7-d18:2/C24:0 820.8 184.2 60 

 

LCB 
プリカーサーイオン(Q1) プロダクトイオン

(Q3) 

コリジãンエネルギー

(eV) [M–H2O + H]+ 

d7-d18:1 289.2 271.2 15 

d7-d18:2 287.2 269.2 15 

 

FA 
プリカーサーイオン(Q1) プロダクトイオン

(Q3) 

コリジãンエネルギー

(eV) [M +AMPP]+ 

C16:1 421.4 239.0 48 

d7-C16:3 424.4 239.0 48 

d7-C16:2 426.4 239.0 48 

d7-C16:1 428.4 239.0 48 
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d7-C16:0 430.4 239.0 50 

d7-C18:3 452.4 239.0 44 

d7-C18:2 454.4 239.0 44 

d7-C18:1 456.4 239.0 48 

d7-C18:0 458.4 239.0 50 

d7-C20:3 480.4 239.0 48 

d7-C20:2 482.4 239.0 48 

d7-C20:1 484.4 239.0 48 

d7-C20:0 486.4 239.0 50 

d9-C18:1 458.4 239.0 48 

 

表 3. FADS3 遺伝子 KO 用プラスミド作製に用いたオリゴ DNA 配列 
guide RNA 名 DNA 配列 

hFADS3_F1 5’-TCCCAGCAGAAGGTGGGCAGGTTTT-3’ 

hFADS3_R1 5’-CTGCCCACCTTCTGCTGGGACGGTG-3’ 

hFADS3_F2 5’-ACGACCAGCCCGGCGACAAGGTTTT-3’ 

hFADS3_R2 5’-CTTGTCGCCGGGCTGGTCGTCGGTG-3’ 

 

表 4.!FADS3 KO HAP1 細胞のジェノタイピングに用いたプライマー配列!
プライマー名 DNA 配列 

hFADS3_CHECK_F1 5’-AACAGGTGCGTGTTGTGTCCCCAGG-3’ 

hFADS3_CHECK_R1 5’-ATGCTAAGGCCCCACAGGTGGAGCG-3’ 

 

表 5. DEGS1 遺伝子 KO 用プラスミド作製に用いたオリゴ DNA 配列 
guide RNA 名 DNA 配列 

hDEGS1_F1 5’-CATTGCTTTGCAGTTGCCAAGTTTT-3’ 

hDEGS1_R1 5’-TTGGCAACTGCAAAGCAATGCGGTG-3’ 

hDEGS1_F2 5’-ATGTTTGCTAATCTTCCTATGTTTT-3’ 

hDEGS1_R2 5’-ATAGGAAGATTAGCAAACATCGGTG-3’ 
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表 6.!DEGS1 KO HAP1 細胞のジェノタイピングに用いたプライマー配列!
プライマー名 DNA 配列 

hDEGS1_CHECK_F1 5’-AAAGTCCTTGATGAAACCTGATCCC-3’ 

hDEGS1_CHECK_R1 5’-TACCGATGATGATCCATGTGATACC-3’ 

 

表 7.! 定量的 RT-PCR に用いた Fads3 用プライマー配列 
プライマー名 DNA 配列 

mFads3_qPCR_F1 5’-GCAGATACCTGCCCTACAACC-3’ 

mFads3_qPCR_R1 5’-CGGGAGTAGAAACTGGCAGC-3’ 
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