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学位論文内容の要旨

【序論】
  細胞は、十分な栄養が存在しない飢餓条件でも生き延びるために様々な細胞応
答を行っており、細胞内膜輸送の変化もそのひとつである。例えば、小胞体やゴ
ルジ体に存在するタンバク質、細胞膜に局在．するアミノ酸透過酵素などのタンパ
ク質は分解の場である液胞へと輸送され、分解される。また、自己の細胞質成分
を新生の膜構造（オートファゴソーム）で取り囲んで大規模に分解することによ
り栄養源のりサイクルを行うオートファジーも誘導される。このような膜動態の
変化に関しては、これまで主にタンパク質に焦点をおいた研究が行われてきたが、
膜の構成成分である脂質に着目した研究はあまり進んでいなかった。そこで、本
研究では生体膜を構成する脂質のうち特にスフィンゴ脂質に注目し、酵母をモデ
ル生物として用いてスフィンゴ脂質と飢餓応答との関わりを明らかにしようと
試みた。
  スフィンゴ脂質は単なる膜の構成成分であるだけでなく、細胞レベルでは膜輸
送、シグナル伝達など、．組織レベルでは皮膚バリア機能や神経系、免疫系におけ
る機能など様々な生体機能に関与している。しかし、飢餓応答への関与について
の報告はこれまでほとんどなかった。スフィンゴ脂質は長鎖塩基と脂肪酸からな
るセラミドを基本骨格としている。セラミドの1位水酸基に様々な極性基が結合
し、複合スフィンゴ脂質を形成する。酵母における複合スフィンゴ脂質はIPC、
MIPC、M(IP)2Cのみであり、その合成はそれぞれAurl、Csgl/ Cshl、Iptlが
担っている。一方、セラミド骨格には、その長鎖塩基、脂肪酸が水酸化されるこ
とによるサプタイプが存在し、長鎖塩基側の水酸化はSur2、脂肪酸側の水酸化
はScs7によって行われる。
  本研究では、スフィンゴ脂質合成に関わる因子を段階ごとに停止させた酵母を
用いて飢餓応答におけるスフィンゴ脂質の機能を明らかにしようと試みた。

【結果および考察】
IPCの正堂な金成Lま窒塞處塞~餓，壁壷けるオートZZ豊ニQ進征睦必要至あ塗
  飢餓応答のーつであるオートファジーへのスフィンゴ脂質の関わりを明らか
にするため、スフィンゴ脂質合成を様々な段階で停止させた酵母を窒素源と炭素
源の両方を除いた窒素炭素飢餓に曝したときのオートファジーの進行をモ二夕
ーした。その結果、IPCの合成を特異的阻害剤により阻害したところ、オートフ
ァジーの進行が顕著に抑制された。このオートファジーの低下は、スフィンゴ脂
質のde novo合成の初発段階の阻害によっても引き起こされたことから、複合ス
フィンゴ脂質がオートファジーの進行に関与することが明らかとなった。しかし、
MIPCやM(IP)2Cの合成停止ではオートファジーの低下は起こらなかったことか
ら、複合スフィンゴ脂質の中でもIPCの正常な合成がオートファジーの進行に重
要であることが示唆された。また、IPCがオートファジーのどの素過程に関与す
るのかを検討した。その結果、IPCの合成が不全となると、オートファゴソーム
の大きさや数が減少した。このことから、IPCは膜構造の形成に直接働いている
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可能性が示唆された。

MIPCの 金 盛 埜 倥 止 ヒ 恕 醸 量 堕 、 窒 塞 飢 餓 釜 佳 至 迅 速 ヒ 廼 並 立 る
  オートファジーは、窒素炭素飢餓以外にも窒素源のみが枯渇した窒素飢餓でも
強く誘導される。そのため、窒素飢餓におけるオートファジーの誘導についても
スフィンゴ脂質の関与を検討した。MIPCの合成を停止させた酵母（csgl△ cshlA
株）を窒素飢餓に曝したところ、迅速に死滅することが明らかとなった。一方、
炭素源のみが枯渇した炭素飢餓や窒素炭素飢餓では死は見られなかった。この細
胞の死滅はスフィンゴ脂質のde novo合成の初発段階を阻害すると改善されたこ
とから、MIPCの合成不全ではなく、IPCの蓄積が細胞の死を引き起こすことが
明らかとなった。また、セラミド骨格の長鎖塩基側を水酸化するSUR2遺伝子を
csgl△ cshJ△株でさらに欠損させると、生存率の改善が見られた。このことから、
長鎖塩基が水酸化されたIPCが特に窒素飢餓条件下での細胞の死に重要である
ことが示唆された。
  csgl△ cshJ△株は、培地中のCa2＋に対して高感受性であることが知られており、
SUR2をさらに欠損させるとそのCa2+感受性が抑圧されることが報告されてい
る。本研究による結果との共通点から、csgl△ cshJ△株の窒素飢餓での死にもCa2+
が関与している可能性が考えられた。そこで、Ca2+のキレート剤であるEG′rAを
窒素飢餓培地に添加し、培地中のCa2+（約1 mM)を除いたところ、EG′ Iヽ Aの濃
度依存的にcsglA cshlA株の生存率が改善した。しかし、生存率の改善には培地
のCa2+をキレートするのに必要な濃度よりもかなり高濃度のEGTAが必要であ
ったことから、EG’rAが細胞内のCa2+をキレートしたことにより生存率が改善し
たと考えられた。そこで、Ca2+を除いた富栄養培地および窒素飢餓培地を用いて、
細胞内のCa2+が死に関与しているのか調べた。その結果、飢餓をかける前から細
胞内に蓄積しているCa2+が窒素飢餓条件での細胞の死に関与することが示唆さ
れた。
  酵母の細胞内でCa2+を最も豊富に蓄積しているのは液胞であることから、次に
液胞と細胞の死との関わりを調べた。液胞の膜を染色するFM4-64を用いて窒素
飢餓条件での液胞の形態を観察したところ、csglA cshlA株を窒素飢餓に曝すと
死滅した細胞では液胞膜のシグナルが見られなくなった。このことから、細胞の
死に際して液胞が崩壊している可能性が考えられた。そこで、液胞内などの酸性
の環境で螢光を発するDCFDAで液胞内腔を染色し、連続観察した結果、生きて
いる細胞では液胞内腔から螢光を観察することができたが、細胞が死ぬ際に螢光
が細胞内全体に広がり、細胞全体が酸性化されていく様子が観察された。また、
細胞内に広がったDCFDAの螢光は、しぱらく細胞内に保持されていたことから、
液胞の崩壊が死の引き金であり、細胞膜の破綻はその後で起こっていることが強
く示唆された。
  以上の結果より、MIPC合成不全株を窒素飢餓に曝すと、長鎖塩基側が水酸化
されたIPCが液胞に蓄積し、これが液胞内のCa2+と結合することにより液胞膜
が不安定化．し、結果的に液胞膜が崩壊することで細胞が死に至ったと考えられる。

今回の研究から、スフィンゴ脂質の正常な合成が窒素炭素飢餓条件におけるオー
トファジーの進行、また、窒素飢餓条件における細胞の生存に非常に重要である
ことを示した。これは、スフィンゴ脂質が栄養飢餓への応答に関与することを初
めて示したものであり、スフィンゴ脂質の新たな生理機能の発見ともいえるもの
である。
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学位論文審査の要旨

学 位 論文 題名

飢餓への細胞応答におけるスフインゴ脂質の機能解析

  スフィンゴ脂質は真核生物に保存された脂質分子であり，哺乳類では細胞接着，皮膚パリア機能，

免疫機能，神経機能，糖代謝，ウイルス／病原菌毒素の侵入など多彩な役割を担っている。このよ

うに個体・組織レベルでの生理的及び病態における役割に関しては様々な知見が得られている。し

かし，細胞レベルでどのような機能があり，それがどのように個体・組織レベルでの役割に結びっ

いているかは不明な点カ滲い。スフィンゴ脂質を合成することができない変異体はこれまで調べら

れたどの生物においても致死となることから，他の脂質では代替できない特異的な機能があること

は明らかである。スフインゴ脂質は他の脂質分子であるグリセ口リン脂質に比べて量はかなり少な

いため，量的な観点から生体膜を構成するために必要であるとは思えず，むしろ，質的な重要性を

持つと考えられる。

  本論文では，最も単純な真核生物である酵母をモデル生物として用いて，細胞レベルでのスフイ

ンゴ脂質の役割，特に生物の生存には欠かすことができない飢餓応答での役割を明らかにしている。

本論文は大きく2つの内容に分けることができる。1つ目は窒素炭素飢餓応答における複合スフイ

ンゴ脂質IPCの重要性を明らかにしたものであり，2つ目は窒素飢餓においてはIPCの蓄積が逆に

迅 速な細胞 死を引き 起こす ことを明 らかに し，そのメカニズムを解析したものである。

  細胞は飢餓状態に陥ると栄養源を確保するためにオートファジーという細胞応答を引き起こして，

自身のタンバク質成分をりソソーム／液胞でアミノ酸にまで分解する。オートファジーに関する研

究は特に酵母を用いてこの20年間に飛躍的に進展し，オートファジーに関与する30以上のタン

バク質因子が同定されている。オートファジーでは，オートファゴソームと言われる脂質二重膜構

造が自身の細胞成分を取り囲んだ後，リソソーム／液胞と融合することで進行する。このようにオ

ートファジーではオートファゴソームという膜構造体が中心的な役割を担うが，この膜構造体を形

成する脂質分子に関する知見は殆どない。また，スフィンゴ脂質のオートファジーに関する役割に

関しても殆ど不明である。本論文では，スフィンゴ脂質の合成を薬剤によって阻害するとオートフ

ァジーの進行が大きく低下することを見いだした。この際，オートファゴソームの形成自体カ減少

していたが，僅かながらに形成されたオートファジーも大きさが低下していた。また，オートファ

ジー進行に必須ないくつかの素過程を調べたところ，Atg5-Atg12結合体形成，Atg＆PE結合体形

成，P」AS（オートファゴソーム形成の足場）形成共に正常であった。このことから，スフィンゴ脂

質の合成はオートファゴソーム形成の初期段階ではなく，膜の伸長などの後期過程に必要であるこ

とが示唆された。さらに，著者はスフインゴ脂質のうち，どの分子種がオー卜ファジーに重要であ

るかを明らかにしている。酵母の複合スフィンゴ脂質は疎水性骨格であるセラミドにホスホイノシ

トールが付加したIPC，さらにマンノースカミ付加したMIPC，もう一分子のホスホイノシトールが
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付加したM(IP)2Cにより構成される。そ捫ぞゎの複合スフィンゴ脂質が産生されない欠損株あるい

は薬剤を用いた実験により，最も単純な複合脂質であるIPCの合成まで行われていればオートファ

ジーは正常に起こることを見いだした。

  上記は窒素炭素飢餓におけるスフィンゴ脂質の役割を明らかにしたものであるが，この研究過程

で，窒素飢餓（っまり炭素源存注下）条件下ではIvnPC合成不全株が迅速な細胞死を引き起こすと

いう現象を見いだした。この細胞死は，細胞内の栄養源が枯渇したために起こったためではなく，

何らかの細胞魔ご吝の過程に異常が生じたものと考えられた。その後の詳細な解析の結果，この細胞

死はIvnPCが合成できないことが原因ではなく，IvnPCの前駆体であるIPC（特に水酸基を持った

IPC)が蓄積することが原因であることが明らかとなった。また，この細胞死には液胞のカルシウ

ムが深く関与しており，細胞死の際には液胞が破裂する様子が観察された。これらのことから，下

記のようなスフィンゴ脂質の動態と細胞死に関するモデルを提唱するに至った。窒素飢餓寺におい

て細胞は窒素源を生み出すために膜動態の変化などを引き起こし，細胞膜に存在するスフィンゴ脂

質もエンドサイトーシスによって液胞に運ばれる。スフィンゴ脂質の長鎖塩基部分にはアミノ基が

存在するため，窒素源としてりサイクルしようとする細胞応答である可能性がある。IPCはマンノ

ース残基を欠いているためホスホイノシ卜ールが露出しており，そのりン酸基部分で液胞に多く含

まれるカルシウムとキレートする。液胞に運ばれたIPCにカルシウムが結合することによってIPC

を多く含む領域a旨質ドメイン）の二重層構造が不安定化し，破裂する。このように本来あるべき

マンノース残基を欠いているため細胞死が引き起こされた訳だが，逆に言うと正常なスフィンゴ脂

質 合 成 が 窒 素 飢 餓 条 件 下 で 生 存 す る た め に l泌 要 な こ と が 明 ら か と な っ た 。

  本論文はこれまで不明であったスフインゴ脂質のオートファジー，飢餓応答における役割を初め

て明らかにしたという点で重要である。また，本論文の重要性は飢餓状態という限られた条件下で

の役割の解明に留まらず，そもそもスフィン〓瑚旨質の細胞レベルでの役割に関してまだまだ不明な

点が多かった現状で細胞／分子レベルでの役割を解明したという点においても価値が高い。以上の

ことから，著者は北海道大学博士（薬科学）の学位を受領するに十分な資質を有するものであるこ

とを認める。
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