
生物に対する防御タンパク質をプロテオーム解析にて同定

してきた１２～１５）．その過程で確立した実験系を用い，解毒酵

素群の異なる発現機構について現在解析中である．解毒酵

素の発現機構や基質特異性の差異という観点から農薬を新

たに検討することにより，少量で目的害虫に効果があり人

体に影響が少ない農薬の開発が可能となる．
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Detoxification enzymes of the lepidopteran insects
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細菌セラミダーゼの生理機能と高次構造の
解明

１． は じ め に

生体膜は脂質二重膜によって構成されているがその主な

構成成分はグリセロ型のリン脂質とスフィンゴ脂質（ス

フィンゴミエリンやスフィンゴ糖脂質）である．これまで

の研究により，細胞膜の外層に存在するスフィンゴ脂質は

細胞接着に重要な役割を果たしていることや，これら脂質

が形成する脂質マイクロドメインが細胞内外のシグナル伝

達に関与していることが明らかになっている．また，ス

フィンゴミエリンがスフィンゴミエリナーゼによって分解

されて生じたセラミド，セラミドがセラミダーゼによって

分解されて生じたスフィンゴシンにアポトーシス誘導能が

あることや，スフィンゴシンのリン酸化物であるスフィン

ゴシン-１リン酸に細胞分裂促進作用があることが分かっ

ており，スフィンゴ脂質とその代謝酵素の重要性が指摘さ

れている．また，細胞表面に存在するスフィンゴ糖脂質

は，病原細菌（病原性大腸菌や淋菌など）や細菌毒素（コ

レラ毒素やベロ毒素など）のレセプターになっており，そ

の構造や存在様式に注目が集まっている．一方，多くの病

原細菌が分泌するスフィンゴミエリナーゼやホスホリパー

ゼ A２は溶血活性を示す外毒素としても知られている．

２． 細菌セラミダーゼの発見

生体膜を構成する糖鎖や脂質の構造と機能を解明する上

で，それらに特異的に作用する酵素が研究の発展に大きく

貢献してきた．我々はこれまでに，スフィンゴ（糖）脂質

の研究に役立つ新規な酵素を開発してきたが，その過程で

アトピー性皮膚炎患者の表皮からスフィンゴミリナーゼ等

を生産する細菌と共に，セラミダーゼを分泌する緑膿菌を

発見した１）．セラミダーゼは１９６０年代の始めにイスラエル

の Shimon Gattにより，ラット脳の抽出液からその活性が

見いだされ部分精製されていたが，その分子本体は長い間

不明であった２）．その後，米国のMoserらによって，

ファーバー病という重篤な遺伝病の原因遺伝子がリソソー

ムでセラミドの代謝を担っている酸性セラミダーゼである

ことが報告された３）．しかし，その精製と遺伝子クローニ

ングが行われたのは１９９０年代の中頃になってからであ

る４，５）．我々が緑膿菌セラミダーゼを発見した当時（１９９０
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年代後半），哺乳類にはリソソーム由来の酸性セラミダー

ゼ以外にも中性やアルカリ性セラミダーゼが存在し，サイ

トカインや成長因子によってその活性が調節されているこ

とが報告されていたが，これらの酵素の精製や遺伝子ク

ローニングは行われていなかった．

我々が発見した緑膿菌由来の中性セラミダーゼは微生物

や植物を含めて哺乳類以外では初めて見いだされたセラミ

ダーゼである．そこで，緑膿菌セラミダーゼのアミノ酸配

列を明らかにするために，緑膿菌の培養上清からセラミ

ダーゼの精製を行った１）．精製したセラミダーゼを用いた

実験から，本酵素は活性の発現にカルシウムイオンなどの

二価金属イオンを必要とすることや，単一の酵素がセラミ

ドの加水分解のみならずスフィンゴシンと脂肪酸からセラ

ミドを生成する縮合反応も触媒することを明らかにした．

さらに精製酵素の部分アミノ酸配列を決定して，緑膿菌ゲ

ノムからセラミダーゼをコードする DNA断片を取得した

ところ，緑膿菌セラミダーゼは６７０アミノ酸残基から構成

され，N末端に典型的なシグナルペプチド（２４残基）を

持つことが分かった６）．また，得られたアミノ酸配列から

計算される成熟タンパク質の分子量は７０，７６７で，これは

精製酵素から推定した分子量７０kDaと良く一致していた．

次に，緑膿菌セラミダーゼのアミノ酸配列を用いてホモ

ロジーサーチを行ったところ，既にクローン化されていた

ヒト酸性セラミダーゼとは全く相同性を示さず，結核菌，

細胞性粘菌，シロイヌナズナに機能未知であるが相同性の

高いタンパク質を見いだした．そこで先ず，結核菌のコス

ミドを入手し，PCRにより相同遺伝子をクローン化し，

大腸菌を用いて発現させたところ，セラミダーゼの活性が

確認され，結核菌にもセラミダーゼが存在することが明ら

かになった６）．大腸菌で発現させた酵素を用いた実験から，

結核菌セラミダーゼの最適 pHは緑膿菌セラミダーゼと同

じく８．５であるが，緑膿菌セラミダーゼと異なりカルシウ

ム等の二価金属イオンを活性の発現に必要としなかった．

興味深いことに，結核菌のセラミダーゼは緑膿菌と異なり

シグナルペプチドを欠いており，宿主から取り込んだセラ

ミドを炭素源の一つとして利用するために機能していると

推察される．結核菌は肺を主な病巣とし，宿主の脂質を栄

養源の一つとして利用することが知られているが，このこ

とは今回のセラミダーゼのように結核菌ゲノムの中に脂質

の代謝に関わる酵素の遺伝子が他の細菌と比較してたくさ

ん見いだされたことと符合する．

３． 中性セラミダーゼファミリーの発見

緑膿菌セラミダーゼの精製と平行して我々はマウスや

ラットの中性セラミダーの精製を進めていたが，最終的に

マウス肝臓から可溶型，ラット腎臓から膜結合型の中性セ

ラミダーゼを精製し，それらの cDNAクローニングにも

成功した７～９）．驚いたことに，これらセラミダーゼの推定

アミノ酸配列はリソソームの酸性セラミダーゼとは全く相

同性がなく，緑膿菌セラミダーゼと高い相同性を示した．

つまり，中性セラミダーゼの遺伝情報は細菌から哺乳類に

至るまで高度に保存されていることが明らかになった．ま

た，その後の研究で，無脊椎動物や細菌の中性セラミダー

ゼと比較すると脊椎動物の中性セラミダーゼは N末端の

シグナルペプチド配列の後にセリン，トレオニンに富んだ

配列があり，この部分にムチン型の糖鎖が付加すること

で，主として II型の膜タンパク質として細胞表面に局在

することが分かった１０）．我々は動物細胞やゼブラフィッ

シュを用いた実験から脊椎動物由来の中性セラミダーゼは

形質膜や細胞外でスフィンゴシン-１リン酸の生成に関

わっていることを指摘しているが１１～１３），ノックアウトマウ

スの解析から小腸においては食事由来のセラミドの消化吸

収にも関与していることが示唆されている１４，１５）．

４． 細菌セミダーゼの生理機能

２０００年になって緑膿菌の全ゲノム配列が明らかにされ

た．セラミダーゼの緑膿菌ゲノムにおける位置を調べたと

ころ，スフィンゴミエリナーゼ活性を持つ溶血性ホスホリ

パーゼ C（PlcH）と隣接することが判明した．PlcHは溶

血活性を持つことから，緑膿菌の病原因子の一つとして知

られている．我々はセラミダーゼを精製する過程で，ス

フィンゴミエリンを含む培地で緑膿菌を培養した時にセラ

ミダーゼとスフィンゴミエリナーゼの活性が同時に発現誘

導されることを突き止めており，このゲノム構造と合わせ

て考えるとこれら二つの酵素は生理的・病理的にも関係が

あるのではないかと考えた．そこで，緑膿菌を各種生体膜

脂質を含む培地で培養し，培養上清中のセラミダーゼ活

性，スフィンゴミエリナーゼ活性，及びヒツジ赤血球に対

する溶血活性を調べた．その結果，セラミダーゼの活性は

スフィンゴミエリン，セラミド，スフィンゴシン及び，ホ

スファチジルコリンを加えた時に顕著に誘導された．ま

た，RT-PCRにより，セラミダーゼの発現誘導は mRNA

の転写レベルで起こっていることも判明した．一方，ス

フィンゴミエリナーゼの活性はスフィンゴミエリンやホス
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ファチジルコリンによって誘導された．ヒツジ赤血球に対

する溶血活性もこれらの脂質添加時にスフィンゴミエリ

ナーゼ活性の上昇と比例して増大したが，セラミダーゼの

活性とも相関関係があるように思えた．そこで，スフィン

ゴミエリナーゼが引き起こす溶血活性にセラミダーゼがど

のような影響を与えているかを調べた．Bacillus cereus 由

来のスフィンゴミエリナーゼで処理したヒツジ赤血球に対

してセラミダーゼを作用させたところ，顕著な溶血の増強

が観察された．また，反応後のヒツジ赤血球の脂質分析に

よって，スフィンゴミエリナーゼの作用で生じたセラミド

がセラミダーゼによってスフィンゴシンに変換されている

ことが分かった．これらの実験結果は，赤血球膜のスフィ

ンゴミエリンが分解されてセラミドになると溶血が起こる

が，さらにセラミドが分解されてスフィンゴシンと脂肪酸

になると溶血が顕著に増大することを示している１６）．この

現象はヒツジ赤血球のみならずヒト赤血球を用いても観察

された．

次に，スフィンゴミエリナーゼやホスホリパーゼ A２が

引き起こす溶血反応は血清アルブミンによって増強される

ことを踏まえて，スフィンゴミエリナーゼとセラミダーゼ

が引き起こす溶血に及ぼす血清アルブミンの影響を調べ

た．その結果，添加した血清アルブミンの濃度依存的にス

フィンゴミエリナーゼ依存性の溶血が増強されたが，セラ

ミダーゼが同時に存在するとその溶血反応がさらに促進さ

れた．溶血後の赤血球を遠心分離して上清に存在するス

フィンゴシン量を定量すると，添加した血清アルブミン量

に比例して上清のスフィンゴシン量が増加していることが

分かった．つまり，血清アルブミンはセラミダーゼの作用

で生じたスフィンゴシンを形質膜から引き抜く働きをして

いるものと考えられた（図１）．このようにセラミダーゼ

の作用によって赤血球の形質膜は物理的にさらに脆弱化

し，溶血が増強されることが示唆された１７）．

５． 細菌セラミダーゼの高次構造と触媒機構

緑膿菌セラミダーゼを含めてこれまでに中性セラミダー

ゼの高次構造は明らかになっていない．我々はセラミダー

ゼによるセラミド分解のメカニズムを解明するために，緑

膿菌セラミダーゼの大量発現と X線結晶構造解析を行っ

た．その結果，図２Aに示すように緑膿菌セラミダーゼは

N末端側の活性部位を含む新規ドメインと C末端側のイ

ムノグロブリン様ドメインから構成されていることが分

かった．また，N末端ドメインの中央に亜鉛イオン，N末

端ドメインと C末端ドメインの間にマグネシウムイオン

と思われる電子密度が観察された．N末端側の亜鉛イオン

に配位するアミノ酸はこれまでに報告されている亜鉛酵素

と酷似していたことから，これらの反応に関わると推定さ

れるアミノ酸の変異体を作成し，セラミダーゼの活性を測

定した．その結果，これら変異体セラミダーゼの活性はほ

とんど消失し，緑膿菌セラミダーゼは亜鉛酵素であること

が明らかになった１８）．亜鉛酵素と言えばカルボキシペプチ

ダーゼや炭酸脱水素酵素が良く知られている．緑膿菌セラ

ミダーゼの場合は亜鉛に配位する水分子がヒスチジンによ

りプロトンを引き抜かれることで活性化され，活性化され

た水分子がセラミドのカルボニル基を求核攻撃することで

アミド結合が加水分解されるものと考えられる（図２B，

C）．また，緑膿菌セラミダーゼの反応に関わる全てのア

ミノ酸は他の起源の中性セラミダーゼにおいても完全に保

存されていることを見いだした．そこで，結核菌や哺乳類

の中性セラミダーゼの立体構造モデルを作成したが，いず

れのセラミダーゼも高次構造は非常に良く似ており，中性

セラミダーゼの高次構造と触媒機能は細菌からヒトを含む

哺乳類に至るまで高度に保存されていることが証明され

た．

６． お わ り に

セラミダーゼには最適 pHを酸性，中性，アルカリ性に

持つ三種類のアイソフォームが存在する．これら三種のセ

ラミダーゼの一次構造には相同性がなく，異なる祖先遺伝

子から進化したものと考えられる．酸性セラミダーゼはリ

ソソームでセラミドの代謝に関わっており，ノックアウト

マウスは胎生致死となる１９）．アルカリ性セラミダーゼは小

胞体に存在し，細胞内のセラミド代謝に関わっていると考

えられているが，その役割はよく分かっていない．酸性セ

ラミダーゼとアルカリ性セラミダーゼはいずれも真核生物

において同定されているが，現時点では細菌ゲノムの中に

高い相同性を示す遺伝子は見つかっていない．今回我々が

発見した中性セラミダーゼの遺伝情報は細菌から哺乳類に

至るまで保存されており，スフィンゴ脂質を持たない細菌

では外毒素として，真核生物では形質膜と細胞外において

セラミドの代謝に関わっていると考えられる．

近年，細菌ゲノムが次々に解読されて，緑膿菌セラミ

ダーゼやスフィンゴミエリナーゼのオルソログが病原細菌

ゲノムの中に見つかってきている．今回の研究でスフィン

ゴミエリナーゼの作用によって生じた形質膜のセラミドが

セラミダーゼによりスフィンゴシンに変換されることで細

胞膜に強いダメージが与えられ，赤血球の場合には溶血が
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増強されることを指摘した．一方，緑膿菌が感染すると感

染部位の細胞膜が損傷を受けると共に，生じたスフィンゴ

シンやスフィンゴシンが宿主細胞内でリン酸化されて生じ

るスフィンゴシン-１リン酸が宿主細胞のシグナル伝達を

撹乱することも十分に考えられる．これらのことを考え合

わせると病原細菌のスフィンゴ脂質分解酵素はその病原性

に深く関わっていることが強く推測される．
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図１ 緑膿菌セラミダーゼはスフィンゴミエリナーゼ依存性の溶血を促進する
これまでの研究では緑膿菌が分泌するスフィンゴミエリナーゼ（PlcH／SMase）により形質膜のスフィ
ンゴミエリンとホスファチジルコリンが分解され，膜の構造が脆弱化することで溶血が引き起こされ
ると考えられていた．しかし，今回の研究で，緑膿菌が感染するとスフィンゴミエリナーゼと共にセ
ラミダーゼ（CDase）が分泌されるので，形質膜のスフィンゴミエリンはスフィンゴシンにまで分解
され，さらにスフィンゴシンが血清アルブミン（HSA）によって引き抜かれることで溶血が促進され
ることが明らかになった．
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図２ 緑膿菌セラミダーゼの結晶構造（A），活性中心の構造（B）及び推定反応機構（C）
（A）．緑膿菌セラミダーゼは N末端側の新規なドメイン（約５００残基）と C末端側のイムノグロブリン
様ドメイン（約１５０残基）から構成されている．また，結晶中に二つの二価の金属イオン Zn２＋（赤色）と
Mg２＋（青色）が観察された．Zn２＋は触媒反応に直接関与し，Mg２＋は酵素の安定化に寄与している．Mg２＋

は Ca２＋に置換され得る．
（B）．N末端側ドメインに見いだした亜鉛イオン（赤色）周辺のアミノ酸の配置はカルボキシペプチダー
ゼに代表される亜鉛酵素と類似していた．また，亜鉛イオンに配位する水分子（緑色）を見いだした．
点線は水素結合を示している．
（C）．緑膿菌セラミダーゼは亜鉛に配位した水が活性化され，セラミドのカルボニル基を求核攻撃する
ことで酸アミド結合を加水分解すると推定される．図中の黒矢印は加水分解反応を示し，赤矢印は逆反
応（縮合反応を）示している．図は文献１８を改変して引用した．
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