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論 文 内 容 の 要 旨

スフィンゴ脂質はセラミドに種々の糖鎖や,ホスホコリンが結合したものであり,生体膜の主要な構成成分の一つである｡

近年の研究により,セラミド,スフィンゴシン,スフィンゴシンート リン酸といったスフィンゴ脂質は,細胞の接着,分化,

増殖,アポトーシス等に重要な生理的機能を担っていることが明らかになってきた｡しかしながらそれらの機構については

未知な部分も多く残されており,全体像を把撞するまでに至っていない｡

スフィンゴ脂質シグナル伝達機構の解明にあたって重要な課題の一つとして,スフィンゴ脂質の直接の下流シグナルの解

節,すなわちスフィンゴ脂質により活性化される分予 (主にリン酸化酵素や脱リン酸化酵素であると考えられている)をク

ローニングすることがある｡ しかし,これらのシグナル伝達機構に関与する因子の殆どが明らかにされていない｡このよう

な背景から申請者は,もっとも単純な真核細胞である酵母をモデル生物として使用し,スフィンゴ脂質シグナル伝達機構に

関与する遺伝子を単離し,更にその伝達機構に関する研究を行った｡以下詳細を記す｡

第一章,スフィンゴ脂質減少による細胞死の解析

申請者はスフィンゴシン類似構造を有する免疫抑制剤ISP-1の作用機構を解析したところ,ISILlが酵母に対 して,IL-

2依存性マウス細胞障害性T細胞株 CTLL-2の場合と同様,スフィンゴ脂質生合成経路の最初のステップを媒触するセリ

ンパルミトイルトランスフェラーゼ (SPT)を阻害することにより,細胞内のスフィンゴ脂質を減少させ,細胞死を誘導

する事を明らかにした｡酵母と晴乳動物細胞におけるスフィンゴ脂質生合成経路が非常に類似 していることから,スフィン

ゴ脂質減少による細胞死を解析するにあたり酵母をモデルとして使用が可能であると考えた｡

一方,種々のスフィンゴ脂質合成関連酵素の変異株を用いて検討したところISP-1による酵母の細胞死に関わるのはセ

ラミドやスフィンゴシンート リン酸などではなく,ジヒドロスフィンゴシンやファイトスフィンゴシンなどスフインゴイド

塩基であることが明らかにされた｡

第二章,スフィンゴ脂質シグナル伝達経路の解析

第一節,酵母の細胞内スフインプ脂質シグナルに関与するキナーゼの同定

申請者は新たなスフィンゴ脂質代謝に関連するタンパク質やスフィンゴ脂質シグナル関連タンパク質の単離を目指して,

酵母を用いてISP-1耐性遺伝子のスクリーニングを行ったところ,4種類の遺伝子のクローニングに成功した｡これらの

のPKCキナーゼのホモログとして単離されたYPKlと同一遺伝子であった｡これまでに,Sli2タンパク質 (Sli2p)は酵母

の増殖に重要であることが報告されているが,その作用メカ土ズムは明らかに,されていなかった｡そこで申請者はまずSLI

2に注目し,解析を進めた｡

申請者は始めにSli2pのキナーゼ ドメインがISP-1耐性に必須であることを明らかにした｡更に,Sli2pは酵母のスフィ
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唆された｡そこでSli2p､がスフィンゴ脂質によって制御されているかについて検討を加えた｡その結果 Sli2pはリン酸化さ

れており,そのリン酸化は細胞内でのスフィンゴ脂質量によって調離されることが分かった｡又,共焦点レーザー顕微鏡を

用いてSli2-EGFP融合タンパク質の細胞内局在を観察したところ,各細胞周期においてSli等pの特異的な局在変化を観察

された｡更にこの局在の変化は細胞内でのスフィンゴ脂質量によって制御されていた｡これらの結果によりSli2pはスフイ

ンギ脂質シグナル伝達経路の下流のキナーゼであることが示されたO(図1の左)0

第二節,晴乳動物細胞と酵母におけるスフインぎ脂質シグナル伝達経路の解析

sli2pの噂乳郵物ホモログとしてSGKが知られている｡SGKはAkt/PKBファミリーの一つで図1の右に示すような経

路に関わっていることが知られている｡即ち,細胞外の様々な成長因子が細胞表面のレセプターと結合すると細胞内のPI3

-kinaseが活性化され,それによってPI(3,4,5,)P3や PI(3,4)P2が産生される.PDKlはPH ドメインを介してこれらの

イノシトールリン脂質と結合することで活性化され,SGKをリン酸化する.SGKを強制発現へした酵母はISP-1､耐性を示

したことから図1で示している左右二つの経路がある程度共通していることが予想された｡また,PDKlの酵母のホモロ

グはPKHlであることが知られている｡Pkhl蛋白質 (Pkhlp)を酵母に強制発現したところ,これらの酵母はISPll耐

性を示した.さらに申請者はPkhlpを種々のSLI2の変異株に強制発現させ,検討したところ,PkhlpはSli2p上流のス

フィンゴ脂質依存性キナーゼの一つである可能性を明らかにした.酵母ではPI(3,4,5,)P3や PI(3,4)P2が産生できないこ

とが知られている｡また,Pkhlpにはこれらのイノシトールリン脂質と結合するPH ドメインが存在しない｡これらのこ

とを考え合わせると酵母においてイノシトールリン脂質の代わりにスフィンゴ脂質が脂質メディエイターとして利用されて

いる可能性が考えられる｡ また,噂乳動物において,PDKlや SGKを介する経路がスフィンゴ脂質により,影響を受ける

可能性も考えられる｡

以上,申請者は本研究においてスフィンゴ脂質減少による細胞死の誘導機構を明らかにしたと同時に,酵母を用いてスフ

ィンゴ脂質シグナル伝達経路に関与するプロテインキナーゼ遺伝子 (SLI2)の単離にはじめて成功したO更に,Sli2タン

パク質の機能を解明することにより,酵母および晴乳動物細胞において,スフイ′′ンゴ脂質シグナル伝達系の一部を明らかに

した｡これらの結果はスフィンゴ脂質シグナル伝達系の全容を解明していく上で,重要な知見になるものである｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

スフィンゴ脂質は生体喋の主要な構成成分であり,細胞の接着,分化 増殖,アポトーシス等に重要な生理的機能を担っ

ていることが明らかにされている｡ しかしな窄らそれらの生体内での役割については,未知な部分が多い｡ 本論文では,冬

虫夏草由来の免疫抑制剤がスフィンゴ脂質生合成を抑制することを利用し,スフィンゴ脂質シグナル伝達経路を明らかにし
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たものである｡

まず; スフィンゴシン類似構造を有する免疫抑制剤 ISP-1の作用機構を解析したところ,ISP-1が晴乳動物の場合と同

樵,酵母に対して,スフイン羊脂質生合成経路の最初のステップを媒触するセリンパルミトイルトランスフェラーゼを阻害

することにより,細胞内のスフィンゴ脂質を減少させ,細胞死を誘導する事を明ら桝 こした｡

次に,スフィンゴ脂質シグナル関連タンパク質の単離を目指して,酵母を用いてISP-1耐性遺伝子のスクリーニングを

行ったところ,4種類の遺伝子のクローニングに成功した.これらの遺伝子のうちSLI2の転写産物であるSli2タンパク質

(sli2p)-はセリンスレオニンキナーゼ ドメインを有しており,その作用メカニズムについて検討を加えた｡その結果,

Sli2pのキナーゼ ドメインがISP-1耐性に必須であることが明らかになった｡ 更に,Sli2pは酵母のスフィンゴ脂質の生合

成に影響を与えないことから,Sli2pはスフィンゴ脂質の上流ではなく,下流で働 く可能性が示唆された｡そこでSli2pが

スフィンゴ脂質によって制御されているかについて検討を加えたところ,Sli2pはリン酸化されており,そのリン酸化は細

胞内でのスフィンゴ脂質量によって調節されることが示された｡また,その細胞内局在を観察したところ,各細胞周期にお

いてSli2pの特異的な局在変化が観察され,この局在の変化は細胞内でのスフィンゴ脂質量によって制御されていた｡これ

らの結果によりSli2pはスフィンゴ脂質シグナル伝達経路の下流のキナーゼであることが示された｡

Sli2pの晴乳動物ホモログとしてAkt/PKBファミリーのSGKが知られている｡SGKを強制発現した酵母はISP-1耐

性を示したことから酵母と晴乳動物のシグナル経路がある程度共通していることが予想された｡また,SGKの上流のキナ

ーゼであるPDKlの酵母のホモログはPkhl賓白質 (Pkhlp)であることが知られている.Pkhlpを酵母に強制発現した

ところ,これらの酵母はISP-1耐性を示した｡このことから,PkhlpはSli2pの上流のスフィンゴ脂質依存性キナーゼの

一つである可能性が示唆された｡また,SGKの上流の因子であるPI(3,4,5,)P3や PI(3,4)P2の産生が酵母ではできない

ことを考えると,酵母においてイノシトールリン脂質の代わりにスフィンゴ脂質が脂質メディエイターとして利用されてい

る可能性が考えられた｡ また,晴乳動物において,PDKlや SGKを介する経路がスフィンゴ脂質により,影響を受ける可

能性も示唆された｡

以上,本研究は,スフィンゴ脂質合成阻害剤を用いて,スフィンゴ脂質シグナル伝達経路に関与するプロテインキナーゼ

の遺伝子クローニングに成功し,その性質について明らかにしたものである｡ この研究は,スフィンゴ脂質シグナル伝達系

の全容を解明していく上で,重要な知見になるものである｡

よって,本論文は博士 (薬学)の論文として価値あるものと認める｡

更に,平成13年2月27日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた｡
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