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略語 

17, 18-EpETE, 17,18-epoxy eicosatetraenoic acid 

Cer, ceramides 

Cer[AS], ceramides containing a-hydroxy fatty acid and sphingosine 

Cer[EOH], ceramides containing ester-linked fatty acid, w-hydroxy fatty acid, and 6-

hydroxysphingosine 

Cer[EOP], ceramides containing ester-linked fatty acid, w-hydroxy fatty acid, and 

phytosphingosine 

Cer[EOS], ceramides containing ester-linked fatty acid, w-hydroxy fatty acid, and sphingosine 

Cer[NDS], ceramides containing non-hydroxy fatty acid and dihydrosphingosine 

Cer[NH], ceramides containing non-hydroxy fatty acid and 6-hydroxysphingosine 

Cer[NP], ceramides containing non-hydroxy fatty acid and phytosphingosine 

Cer[NS], ceramides containing non-hydroxy fatty acid and sphingosine 

d3, three deuterium atoms 

d7, seven deuterium atoms 

d9, nine deuterium atoms 

DEGS, delta(4)-desaturase sphingolipid 

DHS, dihydrosphingosine 

ELOVL, elongation of long-chain fatty acids 

IP3, inositol trisphosphate 

JAK, Janus kinase 

MRM, multiple reaction monitoring 

NADPH, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

PGE2, prostaglandin E2 
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PIP2, phosphatidylinositol bisphosphate 

PLP, pyridoxal 5′-phosphate 

RvE1, resolvin E1 

Spade, stepwise progressive atopic dermatitis 

Sph, sphingosine 

TEWL, transepidermal water loss 
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脚注 

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

文字のみ大文字で表記した。また、遺伝子はイタリック体で記した。 

 （例）DEGS1、ヒトの DEGS1 タンパク質 

    Degs1、マウスの DEGS1 タンパク質 

    DEGS1、ヒトの DEGS1 遺伝子 

    Degs1、マウスの DEGS1 遺伝子 
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1 序論 

 

1-1 皮膚の構造と脂質の機能 

  皮膚は外界と身体内部を隔てる最大の臓器であり、成人で面積は約 1.6 mm2、重量

で体重の約 16 %を占める。外側から表皮、真皮、皮下組織と呼ばれる層構造を形成し

ており、最外層に位置する表皮はさらに、ケラチノサイトと呼ばれる細胞が外側から

角質層、顆粒層、有棘層、基底層の 4層構造を形成している（図 1 A）。角質層は、

脱核し死細胞となったケラチノサイトで構成されている。その間隙はセラミドやコレ

ステロール等の疎水性の高い脂質が整列しており、脂質ラメラと呼ばれる層構造を形

成している。脂質ラメラは、疎水性バリアの本体として体内からの水分の蒸散、外部

からの異物の侵入を防ぐ役割を担っている。脂質ラメラを構成する角質細胞間脂質は

重量比でセラミドが 50 %、ステロール類が 25 %、遊離脂肪酸が 15 %を占めている 

(1)（図 1 B）。角質細胞間脂質として最も豊富に存在するセラミドは脂肪酸と長鎖塩

基がアミド結合した構造を持つ。セラミドを構成する脂肪酸と長鎖塩基は、炭素鎖長

や不飽和度、水酸基の数や位置に多様性を有しており、その組み合わせによりセラミ

ドは多様な分子種に分類される (2–4)（図 1 C）。例えば、水酸基を持たない脂肪酸と

スフィンゴシン（Sph）で構成されるセラミドは Cer[NS]、同様の脂肪酸とジヒドロス

フィンゴシン（DHS）で構成されるセラミドは Cer[NDS]と分類・表記される。多くの

臓器では脂肪酸鎖長が 16、18、24 のセラミドが豊富である一方、皮膚では 24、26 の

セラミドが主要に存在し、他臓器ではほぼみられない 28以上のセラミドも存在する 

(5)。炭素鎖 26以上の脂肪酸を含有するセラミドの中には、w 位が水酸化された w ヒ

ドロキシセラミドが存在し、さらに w 位にリノール酸がエステル結合することで、脂

質ラメラの足場として機能するアシルセラミドが生成される。炭素鎖 24以上の脂肪酸

の伸長反応は ELOVL1/4 によって触媒され、脂肪酸の w 位の水酸化は CYP4F22 が担
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う (6, 7)。PNPLA1 および ABHD5 は、トリアシルグリセロールから切り出したリノー

ル酸をセラミドの w 位に転移させ、アシルセラミドを生成する (8)。これらセラミド

合成酵素の遺伝子欠損マウスはいずれも、バリア機能の破綻により生後間もなく死亡

することが確認されており、セラミドは皮膚バリア機能に不可欠であることが伺える 

(9–14)。 

  皮膚の恒常性維持には、他にも様々な脂質分子が関わっている。例えば、w 3系

多価不飽和脂肪酸であるエイコサペンタエン酸（EPA）のエポキシ代謝物である 17, 

18-EpETE は、Gpr40 を介して炎症部位への好中球の遊走を抑制し、Th1 型皮膚炎を抑

制する (15)。グリセロリン脂質の一種であるリゾホスファチジン酸（LPA）は、LPA

受容体 1 と 5 を介してケラチノサイトの分化を亢進させ、フィラグリン等の分化マー

カー遺伝子の発現を上昇させる (16)。エイコサノイドである PGE2はケラチノサイト

に発現する EP2 を介して PAR-2 の細胞膜への移行を抑制する (17)。それにより、定常

的に存在する PGE2は TSLP の遺伝子発現を抑制しており、Th2 型免疫反応への応答を

制御している。EPA の水酸化代謝物である RvE1は BLT1 を介して、樹状細胞や gdT

細胞の所属リンパ節への遊走を抑制することで、 Th17 型皮膚炎を抑制する (18)。 

  また、皮膚組織における脂質代謝酵素の遺伝子欠損マウスは皮膚機能に異常をき

たすことが複数の報告で示されている。例えば、PIP2から IP3とジアシルグリセロール

（DAG）を合成する Plcd1 のケラチノサイト特異的ノックアウトマウスでは、IL-23や

IL-17 の産生量が上昇し、Th17 型皮膚炎を発症する (19)。セラミドの de novo 合成経

路の律速酵素である Sptlc2 のケラチノサイト特異的欠損マウスにおいても、生後 2 週

ほどから Th17 型皮膚炎を呈することが報告されており、IL-17陽性の gdT細胞数の増

加が確認されている (20)。 

  以上のように、多様な脂質分子はそれぞれが特徴的な生理作用を発揮すること

で、皮膚に存在する様々な細胞や皮膚機能を制御している。皮膚疾患患者の病変部位
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においても多岐にわたる脂質分子の変動が認められており、病態への関与が疑われて

いる。 
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図 1. 皮膚の構造とセラミド多様性 

(A) 皮膚の構造。皮膚は外側から表皮、真皮、皮下組織に分類される。表皮はさら

に、角質層、顆粒層、有棘層、基底層の 4層構造を形成する。(B) 角質層では、脱核

し死細胞となったケラチノサイトが堆積している。その隙間には角質細胞間脂質と呼

ばれるセラミド等の脂質が整列しており、脂質ラメラと呼ばれる疎水性の層構造を形

成することで、疎水性バリアとして機能している。(C) セラミドの多様性を示した。

セラミドは前駆体となる脂肪酸と長鎖塩基の組み合わせにより様々に分類される。 
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1-2 アトピー性皮膚炎 

  先進国において代表的な皮膚疾患であるアトピー性皮膚炎は、増悪と軽快を繰り

返す掻痒のある湿疹を主病変とする疾患である。アトピー素因（体質）とバリア機能

の脆弱性等に起因する皮膚を含む臓器の過敏を背景に、様々な病因が複合的に関わる

事がアトピー性皮膚炎の病態形成に関与すると考えられている (21)。アレルギー疾患

として、Th2 型の免疫応答が主体であることが知られ、先進国では 2−10%に及ぶ成人

が罹患しているとされる (22)。抗炎症薬であるステロイドや、カルシニューリン阻害

薬であるタクロリムスを用いた対症療法が主流となっているが、近年ではサイトカイ

ン受容体をターゲットとした抗 IL-4受容体モノクローナル抗体も 10年ぶりの新薬と

して登場し、大きな病態改善効果を示している。また、JAK をターゲットとした分子

標的薬も複数承認され、現在も多くの JAK阻害剤が臨床研究へと進んでいる (23)。こ

のようにアトピー性皮膚炎の治療は進歩を遂げ始めている一方で、抗体医薬は薬価や

副作用、投与中断後の作用減弱の問題も残っており、重症度が中等度以上の患者のみ

に適用されている。さらに、多因子性の疾患であるアトピー性皮膚炎は、完治が困難

であるのみならず、患者によっても容体が異なる。そのため、それぞれの患者に適し

た治療を選択する必要があり、今後も様々な治療戦略を生み出していくことが求めら

れている。 

  こうした難治性皮膚疾患であるアトピー性皮膚炎患者の病変部位において、多岐

にわたる脂質代謝の変動が報告されている。例えば、LC-MS を用いて病変部位の 11

種類のセラミドを分析した報告では、Cer[NH]、Cer[NP]、Cer[NDS]、Cer[EOS]、

Cer[EOH]、Cer[EOP]の 6種類の総量が減少し、Cer[AS]の総量が増加していることが示

された (24)。また、セラミドのみならずスフィンゴミエリン（SM）とリゾホスファチ

ジルコリン（LPC）も分析した報告では、いずれも炭素鎖長が 24以上の長い脂肪酸を

含有した分子種が減少し、炭素鎖長 16 の長鎖脂肪酸を含有した分子種が増加している
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ことが明らかとなった (25)。他にも多価不飽和脂肪酸代謝物等の様々な脂質分子の変

動がアトピー性皮膚炎の病変部位において確認されている (26–28)。 

  このようにアトピー性皮膚炎病変部位において、様々な脂質代謝の変動が確認さ

れているものの、皮膚病態とは相関関係にて脂質の意義が説明されている。皮膚疾患

の臨床研究においては、発症の判断が困難であり、発症後の解析が主にされていた。

そのため、細胞または臓器レベルで作用を発揮する脂質代謝が変動する時期、変動す

るメカニズム、病態形成時に与える影響は不明瞭であった。こうした問題から、脂溶

性代謝物は低分子医薬品としての可能性を秘めるものの、未だ病態への介入に応用が

できていない。 
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1-3 セラミド生合成経路 

  以下にセラミド生合成経路を示した（図 2）。皮膚において最も重要な脂質分子

の一つであるセラミドは、スフィンゴ脂質 de novo 合成経路で生成される。まず、律

速酵素であるセリンパルミトイルトランスフェラーゼ（Spt）によりパルミトイル CoA

（C16:0-CoA）とセリンが縮合し、3-ケトジヒドロスフィンゴシン（3-ketoDHS）に代

謝される (6)。Spt は、Sptlc1/2/3 の 3種類が存在し、Sptlc1/2もしくは Sptlc1/3 の組み

合わせで複合体を形成することで活性を発揮する。活性本体は Sptlc2 または Sptlc3 で

あり、Sptlc1 は調節サブユニットであることが知られている。また、サブユニットと

して Sptssa/ssbも存在し、活性の調節を担っている。Sptlc1/2 および Sptlc1/3 の複合体

はそれぞれ Sptssa または Sptssb とさらに複合体を形成する。Sptlc2 の複合体はパルミ

トイル CoA（C16:0-CoA）を基質とする一方、Sptlc3 の複合体はミリストイル CoA

（C14:0-CoA）やステアリル CoA（C18:0-CoA）等も幅広く基質にし、多様な炭素鎖長

の長鎖塩基を生成することが知られる (29)。Spt により生成された 3-ketoDHS はその

後、Fvt-1 によって NADPH 依存的に長鎖塩基であるジヒドロスフィンゴシン（DHS）

に代謝される (30)。ヒトにおいて、FVT-1 をコードする KDSR 遺伝子の変異により血

小板減少症を伴う皮膚角化症を発症することが報告されている (31)。生成された DHS

は様々な炭素鎖長のアシル CoA とアミド結合し、Cer[NDS]が生成される。この反応は

セラミド合成酵素である CerS が担っており、哺乳類では CerS1−6 が存在する。中でも

CerS3 は炭素鎖長が 24以上のアシル CoA を基質とし、皮膚バリアに不可欠な極長鎖

脂肪酸含有のセラミドを合成する (6)。ヒトにおいて CERS3 の一塩基多型（SNP）で

魚鱗癬が生じること、また、CerS3 の遺伝子欠損マウスは皮膚バリア機能の破綻で新

生致死を起こすことからも、皮膚における極長鎖セラミドの重要性が伺える (32, 

33)。生成された Cer[NDS]はその後、Cer[NS]や Cer[NP]といった他のセラミドに代謝

される。哺乳類で最も豊富に存在する Cer[NS]はセラミド不飽和化酵素の Degs1 によ
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って二重結合が付加されることで生成される (34)。皮膚と小腸に多く見られる

Cer[NP]は Degs2 によって水酸化されることで生成される。生成された多様なセラミド

はセラミダーゼで長鎖塩基に分解され、Sphk1/2、Sgpp1、Sgpl1、Aldh3a2/3b2、Acsl、

Tecr が関わる分解経路を経てパルミトイル CoA に変換され、グリセロ脂質に代謝され

る (34)。 

 

 

図 2. セラミド生合成経路 

黒字は脂質種、灰色は遺伝子を示している。 
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1-4 アトピー性皮膚炎モデルマウス Spade 

  本研究では、アトピー性皮膚炎モデルとして Spade マウスを使用した。Spade マ

ウスは E-ethyl N-nitrsourea (ENU) により、全身に非受容体型チロシンキナーゼである

Jak1 の点変異（R878H）が生じている (35)。キナーゼドメイン内の ATP 結合モチーフ

近傍の点変異が JAK1 の恒常的な活性化を引き起こすことで、Spade マウスでは耳など

の皮膚組織にアトピー性皮膚炎が自然発症する（図 3A, B）。既報において、Spade マ

ウスの骨髄移植実験が行われており、非骨髄由来細胞の Jak1 変異が疾患発症に必須で

あることが示されている。また、Jak1 活性化により生じる Stat タンパク質のリン酸化

が、Spade マウスの表皮組織上部で生じていることが免疫染色により明らかとなって

いる。これらの結果から、ケラチノサイトにおける Jak1 の重要性が示唆されているも

のの、病態発症の詳細な原因やメカニズムは未だ明らかとなっていない。Spade マウ

スの週齢ごとの解析では、8 週齢において掻痒行動や紅斑等のアトピー性皮膚炎病態

を発症すること、10 週齢において血清中の IgEやヒスタミン濃度が上昇することが示

されている（図 3 C）。 
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図 3. Spade マウス 

(A) 20 週齢の野生型（左）および Spade マウス（右）の写真を示した。(B) Jak1 のドメ

インおよび変異箇所を示した。(C) Spade マウスの週齢ごとの表現型を示した。 
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2 研究目的 

 

  皮膚は外界と身体内部を隔てる最大の臓器であり、多様な機能を発揮することで

生体の恒常性を維持している。皮膚に存在する多種多様な脂質は様々な皮膚機能の維

持に関与することが知られており、脂質代謝酵素の遺伝子欠損マウスは皮膚バリア等

の皮膚機能の異常により皮膚炎様症状をきたす。また、皮膚疾患の患者においても脂

質代謝の異常は確認されており、病態の根本原因として脂質代謝の関与が疑われる。

しかし、これまでの臨床研究では疾患発症後の脂質代謝が解析されており、病態と脂

質代謝は相関関係で説明されていた。また疾患発症後では様々な皮膚機能異常と同時

に多岐にわたる脂質が変動するため、病態の原因となりうる脂質代謝異常の特定は困

難であった。そのため、皮膚疾患における各々の脂質の意義や変動過程は明らかでな

く、皮膚病態形成時の脂質代謝変化の意義は不明瞭であった。そこで本研究では、ア

トピー性皮膚炎を自然発症するモデルマウスを用いて、病態形成の継時的解析と網羅

的な脂質解析を組み合わせることで、皮膚病態形成過程における脂質代謝変化を捉

え、その分子メカニズムおよび生理的意義の解明を目指した。 
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3 方法 

 

3-1 マウスの飼育 

  アトピー性皮膚炎モデルマウスとして、C57BL/6系統の Spade マウスを使用し

た。Spade マウスは理化学研究所 生命医科学研究センター 免疫器官形成研究グルー

プより譲受した。マウスの飼育は、Specific pathogen-free を満たす飼育室にて行い、12

時間ごとの明暗サイクルで、自由に摂餌および飲水できる状態で飼育した。Spade マ

ウスは C57BL/6J と戻し交配を繰り返して系統維持した。本研究における動物実験は、

慶應義塾大学動物実験規定に則って行った［承認番号 : A2022-079］。 

 

3-2 マウステールからのゲノム抽出とジェノタイピング 

  マウステールに 150 µL の 50 mM NaOH を加えて、95˚C で 50 分インキュベートし

て溶解させた。1 M Tris/HCl（pH 8.0）を 15 µL加えて遠心（1500 g、20˚C、3 分）を行

い、上清 20 µL を回収し、20 µL の TE0.1（10 mM Tris/HCl（pH 8.0）、0.1 mM 

EDTA）で希釈し、ゲノム溶液とした。 

  マウステールから得られたゲノム溶液をテンプレートとし、プライマー Spade-

F2、 Spade-F3、Spade-R2、Spade-CF、Spade-CR および r-Taq（TOYOBO、Osaka、

Japan）を用いて、下記に示す 2 パターンのプライマーの組み合わせで PCR 反応を行

った。プライマー配列は表 1 に示した。 

 

Template 0.5 µL 0.5 µL 

10 × rTaq Buffer 1 µL 1 µL 

2 mM dNTPs 0.8 µL 0.8 µL 

5 µM primer-F2 0.5 µL — 
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5 µM primer-F3 — 0.5 µL 

5 µM primer-R2 0.5 µL 0.5 µL 

5 µM primer-CF 0.25 µL 0.25 µL 

5 µM primer-CR 0.25 µL 0.25 µL 

H2O 6.15 µL 6.15 µL 

rTaq 0.05 µL 0.05 µL 

Total 10 µL 10 µL 

 

  95˚C   5 分 

   1.  94˚C   30秒 

   2.  61˚C   1 分       1-3 ×30 cycle 

   3.  72˚C   1 分 

  72 ˚C   5 分 

   4˚C   ∞ 

 

  PCR産物を midori green advance DNA stain を含有する 1.5 %アガロースゲルにて電

気泳動し、紫外線により増幅断片（control band: 330 bp、WT、Spade band: 263 bp）を

発光させて検出した。Spade-CF、Spade-CR により増幅された control断片は PCR のポ

ジティブコントロールとした。 

              PCR product 

control band: 330 bp 

WT、Spade band: 263 bp 

 

 

1. hetero 
2. WT 
3. Spade 

Primer-F2 Primer-F3 ( bp ) 
330 
263 

1     2     3 1     2     3 
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3-3 経皮水分蒸散量（TEWL）の測定 

  蒸発計 AS-VT100RS（Asahi Biomed、Tokyo、Japan）を、麻酔をかけたマウスの耳

の内側に密着させ、経皮水分蒸散量（TEWL）を測定した。測定は、機械が安定化す

るまで待機した後、片方の耳に対して 3回ずつ行い、出た値の平均値を用いた。 

 

3-4 耳組織からの表皮、真皮の単離 

  マウスを頸椎脱臼した後、耳を採取しピンセットで表裏の二つに割いた。ホスフ

ァターゼ阻害剤（Phosstop; Merck、Darmstadt、Germany）およびプロテアーゼ阻害剤

（cOmplete protease inhibitor; Merck）を加えた下記の溶液に入れ、37˚C で 1 時間 20 分

振盪した。その後、ピンセットを用いて真皮と表皮を丁寧に分離した。これを RNA 調

製用もしくは脂質解析用のサンプルとし、液体窒素で凍結したのち、-80˚C で保存し

た。 

 

RPMI（Thermo Fisher Scientific、Waltham、USA） 3.6 mL 

FBS（biowest、USA） 400 µL 

Dispase（Thermo Fisher Scientific） 4 mg 

Total 4 mL 

 

3-5 RNA精製、cDNA調製、定量的 RT-PCR 

  凍結したサンプルとメタルコーン（細、3 mL、YASUI KIKAI、Osaka、Japan）を

破砕チューブに入れ、液体窒素で冷却後、マルチビーズショッカー®MB1200（YASUI 

KIKAI）を用いて組織を破砕した（2500 rpm、15秒、2回）。破砕した組織から、

RNeasy® Mini Kit（QIAGEN、Tokyo、Japan）を用いて総 RNA を抽出した。次に 500 
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ng の RNA を用いて、下記条件にて逆転写反応を行った。生成した cDNA溶液に 70 

µL の Milli-Q を加え、5 ng/µL の cDNAサンプルとした。 

 

500 ng RNA 
24 µL 

DEPC-Treated Water（Thermo Fisher Scientific） 

5 × Prime script RT master mix（TaKaRa、Shiga、Japan） 6 µL 

Total 30 µL 

 

  37˚C   15 分 

  85˚C    5秒 

 

  RT-PCR は、各遺伝子に特異的なプライマー（表 1）を用いて下記の条件で定量的

RT-PCR を行った。 

 

5 ng/µL cDNA 1.0 µL 

10 µM each Primer Mix 0.4 µL 

Milli-Q 3.6 µL 

TB Green Premix Ex Taq（TaKaRa） 5.0 µL 

Total 10 µL 

 

  95˚C   30秒 

   1.  95˚C    5秒 

   2.  60˚C   30秒 

  95˚C   10秒 

1-2 × 40 cycle 
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   Melt curve 

   12˚C   ∞ 

 

表 1. プライマーリスト 

primer 5'→3' 

Genotyping  

Spade-F2 CGGTTCCTGAAGAGGATTCG 

Spade-F3 CGGTTCCTGAAGAGGATTCA 

Spade-R2 ATCTATGCTTGGCCCTCCTC 

Spade-CF AAGGAAGGGTGACCTGTGTG 

Spade-CR ACCGCAGCACAGTAAATAAGTAA 

qPCR  

h/mGAPDH_F_q GAACGGGAAGCTCACTGGGATGGCC 

h/mGAPDH_R_q TGTCATACCAGGAAATGAGCTTGAC 

mSptlc1_qPCR_F1 CCTGTCCTTTGGAGTCCTTGG 

mSptlc1_qPCR_R1 GGGGAGGTAACGAAGCAGAAA 

mSptlc2_qPCR_F1 GAGTATGGAGCAGGGGTGTG 

mSptlc2_qPCR_R1 TGACGCATGGTTCAGCTCAT 

mSptlc3_qPCR_F1 CGACGGCGACTGAAAGAGAT 
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mSptlc3_qPCR_R1 CCTTCTGGCAGGGAAGTAGC 

mOrmdl1_qPCR_F1 TCCGGATCAGGGTAGAGCAA 

mOrmdl1_qPCR_R1 ATGCAGCTGTGGCATTTTGG 

mOrmdl2_qPCR_F1 GTAGGACTGCTGCATGTGGT 

mOrmdl2_qPCR_R1 CCTTTCCTTGGTCAGGGGTC 

mOrmdl3_qPCR_F1 AGCATTCCCTTTGTGAGCGT 

mOrmdl3_qPCR_R1 CTGTGAACTGGACCCCGTAG 

mKdsr_qPCR_F1 TTTGCAAACCAGAGCAGGTG 

mKdsr_qPCR_R1 GCAATTGTTCGGAAAAGGCCC 

mSphk1_qPCR_F1 CTCACCGAACGGAAGAACCA 

mSphk1_qPCR_R1 CCTGCTCGTACCCAGCATAG 

mSphk2_qPCR_F1 TCTCTGGATGAGGTCTCGGG 

mSphk2_qPCR_R1 GGTGATTTCCTGGTCCCCTG 

mSgpl1_qPCR_F1 AATTGTGGCTCCCGAGAGTG 

mSgpl1_qPCR_R1 GTGGGGTAGAACAGACCAGC 

mSgpp1_qPCR_F1 CTTGCCGCTCTACTACCTGT 

mSgpp1_qPCR_R1 GGTACATGACCAGCACCCAG 

mSgpp2_qPCR_F1 TGGACCCTCATCGATTCCCT 
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mSgpp2_qPCR_R1 TGGTCGGGCTGTAGTAGTCA 

mAldh3a2_qPCR_F1 TTCTCGTAACAATAAGCTCATCAAACG 

mAldh3a2_qPCR_R1 CAGCATCCCCAGCCTTCCTTTGTTG 

mAldh3b2_qPCR_F1 TGAGTTCATCAACCGGCGGGAGAAGC 

mAldh3b2_qPCR_R1 GTTGTTGGTTCCAGGGACCATAAGG 

mElovl1_qPCR_F1 CTATCGCTTGGGCCTCGAAT 

mElovl1_qPCR_R1 CTCGAACCATCCGAAGTGCT 

mElovl3_qPCR_F1 GCTTTGCCATCTACACGGATGACGC 

mElovl3_qPCR_R1 TCATTGGCTCTTGGATGCAACTTTGC 

mElovl4_qPCR_F1 ACGTGATCATGTACTCCTACTATGG 

mElovl4_qPCR_R1 CCGTTCGATGAGATACCATTCGTGG 

mElovl5_qPCR_F1 AAGAACAACCACCAGATCACCGTGC 

mElovl5_qPCR_R1 TCAATCCTTTCGCTGCTTCCTGGGC 

mElovl6_qPCR_F1 TTCATGACTATGAACTATGGCGTGC 

mElovl6_qPCR_R1 GATGTAGGCCTCAAAGAAGAAATGG 

mElovl7_qPCR_F1 CTGGCTTTATTACTTCTCCAAATTC 

mElovl7_qPCR_R1 GTATTTTAGTGGCGCTTGCTTTTGC 

h/m-Cers3_qPCR_F1 CTGGCTTCCTCCAACAATAAAGTGG 
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h/m-Cers3_qPCR_R1 TCAAGTTACACTTCTTTGCCAGTCC 

mDegs1_qPCR_F1 GCCGAACATTACATGTTCTTGAAGG 

mDegs1_qPCR_R1 GTTCCCTTTCGGAGGCCTCCTCATC 

mIl1b_qPCR_F1 TGCCACCTTTTGACAGTGATG 

mIl1b_qPCR_R1 ATGTGCTGCTGCGAGATTTG 

mTnfa_qPCR_F1 GATCGGTCCCCAAAGGGATG 

mTnfa_qPCR_R1 CACTTGGTGGTTTGCTACGAC 

mIl6_qPCR_F1 AGCCCACCAAGAACGATAGT 

mIl6_qPCR_R1 TTGTGAAGTAGGGAAGGCCG 

mS100a8_qPCR_F1 CCCACTTTTATCACCATCGCAA 

mS100a8_qPCR_R1 AAATCACCATGCCCTCTAGAAG 

mS100a9_qPCR_F1 CACCCTGAGCAAGAAGGAAT 

mS100a9_qPCR_R1 TGTCATTTATGAGGGCTTCATTT 

 

3-6 タンパク質ライセートの調製 

  4 週齢のマウスの耳を回収し、液体窒素で凍結した。凍結したサンプルとメタル

コーン（細、3 mL、YASUI KIKAI）を破砕チューブに入れ、液体窒素で冷却後、マル

チビーズショッカー®MB1200（YASUI KIKAI）を用いて組織を破砕した（2500 rpm、

15秒、2回）。破砕したサンプルを 500 µL の buffer A［50 mM HEPES/NaOH（pH 

7.4）、150 mM NaCl、10 % glycerol、1 mM DTT、1 mM PMSF、1 × protease inhibitor 
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cocktail（Complete EDTA-free; Merck）、1 × phosstop（Merck）］に懸濁し、QSONICA 

Q125（WAKEN）を用いて超音波破砕（10秒、amp 30 %、2回）を行った。遠心（200 

g、4˚C、3 分）後の上清をライセートとして用いた。ライセートは、PierceTM BCA 

Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いてタンパク濃度を求めた。 

 

3-7スフィンゴ脂質代謝酵素の in vitro比活性測定 

  スフィンゴ脂質 de novo 合成経路（Spt 酵素および Fvt-1 酵素）の活性測定におい

て、200−300 µg のライセートを 4 mM 13C3, 15N-L-セリンおよび 20 µM C14:0-CoAもし

くは C16:0-CoA と共に 37˚C で 1 時間インキュベートした。アシル CoA は初めに加

え、溶媒を乾固させてから使用した。反応液には補酵素として、1 mM NADPH

（Merck）および 500 µM ピリドキサール 5’-リン酸（PLP）も加えた。 

 

ライセート（200−300 µg）+ bufferA 31.2 µL 

50 mM NADPH 0.8 µL 

5 mM PLP 4 µL 

40 mM 3C3, 15N-L-serine 4 µL 

1 mM C14:0-CoA or C16:0-CoA 0.8 µL 

Total 40 µL 

 

  セラミド合成酵素（CerS5/6 酵素または CerS2/3 酵素）およびセラミド不飽和化反

応（Degs1 酵素）の活性測定において、200−300 µg のライセートを 5 µM d7-Sph d18:1

または d7-DHS d18:0 を 20 µM の C16:0-CoAもしくは C24:0-CoA と 37˚C で 1 時間イン

キュベートした。長鎖塩基およびアシル CoA は初めに加え、溶媒を乾固させてから使

用した。 
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ライセート（200−300 µg）+ bufferA 40 µL 

100 µM d7-Sph d18:1 or d7-DHS d18:0 2 µL 

1 mM C16:0-CoA or C24:0-CoA 0.8 µL 

Total 40 µL 

 

  インキュベート後、50 µL のクロロホルムおよび 100 µL のメタノールを加えて、

代謝反応を停止させた。ボルテックスを行った後、内部標準物質（30 nM d3-Cer[NS] 

d18:1/18:0、d3-Cer[NDS] d18:0/18:0）の入ったクロロホルムを 50 µL加え、60 µL の

Milli-Q を加えて良く撹拌した。遠心（10,000 rpm、20˚C、1 分）後、下層を全量回収

し、乾固させた。その後、50 µLメタノールに再溶解させ、LC-MSTM-8060

（SHIMAZU、Kyoto、Japan）を用いて脂質解析を行った。 

 

3-8 三連四重極型質量分析器を用いたスフィンゴ脂質の分析 

  セラミドおよびスフィンゴミエリンの分析は、超高速トリプル四重極型 LC-

MS/MSシステム LC-MSTM-8060（SHIMAZU）による Multiple Reaction Monitoring

（MRM）モードで行い、既に Ohno らが報告している条件で測定した (11)。カラム

は、ACQUITY UPLC HSS T3（粒子径 1.8 µm、カラム長 50 mm、内径 2.1 mm）

（Waters、Milford、USA）を使用し、流速 0.300 mL/min、55˚C、25 分の条件で行っ

た。移動層は、A液; アセトニトリル : Milli-Q =（3:2、v/v）、B液; アセトニトリ

ル : イソプロパノール =（1:9、v/v）にそれぞれ酢酸アンモニウム 10 mM を添加した

2液混合型グラジエントを使用し、質量分析装置に 1 µL インジェクションした。グラ

ジエント条件は以下の図に示した（図 4）。標準品（Cer[NDS] d18:0/16:0、Cer[NDS] 

d18:0/24:0、Cer[NS] d18:1/16:0、Cer[NS] d18:1/24:0、SM d18:1/16:0、SM d18:1/24:0）を
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用いた外部標準法にて検量線を作成し、化合物の定量を行った。内部標準を用いて抽

出効率を補正した。同定、定量は LabSolutions Insight（SHIMAZU）を用いて行った。

MRM 解析で使用した設定は以下の表に示した（表 2）。 

 

 

 

 

 

図 4. セラミドおよびスフィンゴミエリン測定におけるグラジエント条件 

 

表 2. セラミドおよびスフィンゴミエリン測定における MRM条件およびコリジョンエ

ネルギー 
 

name Q1 Q3 ion 

mode 

Dwell time 

(msec) 

Q1 Pre 

Bias (V) 

CE Q3 Pre 

Bias (V) 
1 NDS d16:0/14:0 487.47 238.25 + 89 -20 -20 -21 

2 NS d16:1/14:0 482.46 236.24 + 51 -20 -20 -21 

3 NDS d16:0/16:0 512.5 238.25 + 51 -20 -20 -21 

4 NDS d17:0/14:0 498.49 252.27 + 51 -20 -35 -21 

5 NS d17:1/14:0 496.47 250.25 + 47 -20 -29 -21 

6 NS d18:1/14:0 510.49 264.27 + 43 -20 -20 -21 

7 NDS d16:0/18:0 540.53 238.25 + 43 -20 -27 -21 

8 NS d16:1/16:0 510.49 236.24 + 43 -20 -28 -21 

9 NS d17:1/16:0 524.5 250.25 + 40 -20 -25 -21 

10 NDS d18:0/14:0 512.5 266.28 + 43 -20 -20 -21 

11 NDS d17:0/18:0 554.55 252.27 + 43 -20 -30 -21 

12 NDS d17:0/16:0 526.52 252.27 + 43 -20 -32 -21 
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13 NS d18:1/16:0 538.5 264.25 + 40 -20 -24 -21 

14 NDS d16:0/20:0 568.57 238.25 + 40 -20 -28 -21 

15 NS d16:1/18:0 538.52 236.24 + 40 -20 -25 -21 

16 NDS d18:0/16:0 540.55 266.3 + 40 -20 -32 -21 

17 NDS d17:0/20:0 582.58 252.27 + 40 -20 -30 -21 

18 NS d17:1/18:0 552.53 250.25 + 40 -20 -25 -21 

19 NDS d17:0/22:0 610.61 252.27 + 40 -20 -29 -21 

20 NDS d16:0/22:0 596.6 238.25 + 40 -20 -30 -21 

21 d3-NS d18:1/18:0 569.55 264.25 + 40 -20 -23 -20 

22 NS d18:1/18:0 566.55 264.25 + 40 -20 -23 -21 

23 NS d16:1/20:0 566.55 236.24 + 40 -20 -24 -21 

24 d3-NDS d18:0/18:0 571.6 266.3 + 40 -22 -29 -20 

25 NDS d18:0/18:0 568.55 266.3 + 40 -20 -29 -21 

26 NS d17:1/20:0 580.57 250.25 + 25 -20 -26 -21 

27 NS d18:1/20:0 594.6 264.25 + 40 -20 -27 -21 

28 NS d17:1/22:0 608.59 250.25 + 20 -20 -27 -21 

29 NS d16:1/22:0 594.58 236.24 + 24 -20 -26 -21 

30 NDS d18:0/20:0 596.6 266.3 + 33 -20 -35 -21 

31 NS d18:1/22:0 622.6 264.25 + 20 -20 -28 -21 

32 NDS d17:0/34:1 776.78 252.27 + 24 -26 -35 -21 

33 NS d16:1/24:0 622.61 236.24 + 20 -26 -26 -21 

34 NDS d16:0/24:0 624.62 238.25 + 20 -20 -34 -21 

35 NDS d18:0/22:0 624.65 266.3 + 20 -20 -29 -21 

36 NS d17:1/24:0 636.63 250.25 + 20 -26 -29 -21 

37 NDS d17:0/28:0 694.7 252.27 + 20 -26 -33 -21 
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38 NS d18:1/24:0 650.65 264.25 + 20 -26 -33 -21 

39 NS d16:1/26:0 650.64 236.24 + 20 -26 -31 -21 

40 NDS d17:0/24:0 652.64 252.27 + 20 -26 -33 -21 

41 NDS d18:0/24:0 652.65 266.3 + 20 -26 -36 -21 

42 NDS d16:0/26:0 652.66 238.25 + 20 -26 -36 -21 

43 NDS d16:0/30:0 708.72 238.25 + 20 -26 -38 -21 

44 NS d17:1/26:0 664.66 250.25 + 20 -26 -32 -21 

45 NDS d17:0/26:0 666.67 252.27 + 20 -26 -36 -21 

46 NS d18:1/26:0 678.65 264.25 + 20 -26 -33 -21 

47 NDS d17:0/30:0 722.74 252.27 + 20 -26 -44 -21 

48 NS d16:1/28:0 678.67 236.24 + 20 -26 -29 -21 

49 NDS d18:0/26:0 680.7 266.3 + 20 -26 -37 -21 

50 NDS d16:0/28:0 680.69 238.25 + 20 -26 -34 -21 

51 NS d17:1/28:0 692.69 250.25 + 20 -26 -29 -21 

52 NS d18:1/28:0 706.7 264.25 + 20 -26 -30 -21 

53 NS d16:1/32:1 732.72 236.24 + 20 -26 -34 -21 

54 NS d16:1/30:0 706.7 236.24 + 20 -26 -35 -21 

55 NDS d18:0/28:0 708.7 266.3 + 20 -26 -40 -21 

56 NS d17:1/32:1 746.74 250.25 + 20 -26 -40 -21 

57 NS d17:1/30:0 720.72 250.25 + 20 -26 -31 -21 

58 NS d18:1/30:0 734.75 264.25 + 21 -26 -34 -21 

59 NS d16:1/32:0 734.74 236.36 + 21 -26 -31 -21 

60 NDS d18:0/30:0 736.75 266.3 + 21 -26 -40 -21 

61 NDS d16:0/32:0 736.75 238.25 + 21 -26 -35 -21 

62 NS d17:1/32:0 748.75 250.25 + 21 -26 -35 -21 
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63 NS d17:1/34:1 774.77 250.25 + 21 -26 -35 -21 

64 NDS d16:0/32:1 734.73 238.25 + 21 -26 -32 -21 

65 NDS d17:0/32:0 750.77 252.27 + 21 -26 -48 -21 

66 NS d18:1/32:0 762.75 264.25 + 21 -26 -35 -21 

67 NDS d18:0/32:0 764.8 266.3 + 23 -26 -41 -21 

68 NS d17:1/34:0 776.78 250.25 + 23 -26 -39 -21 

69 NDS d17:0/34:0 778.8 252.27 + 27 -26 -45 -21 

70 NS d17:1/36:0 804.82 250.25 + 31 -26 -39 -21 

71 SM d18:1/16:0 703.5 184.1 + 22 -26 -26 -21 

72 SM d18:1/18:0 731.5 184.1 + 22 -26 -28 -21 

73 SM d18:1/20:0 759.6 184.1 + 22 -26 -28 -21 

74 SM d18:1/22:0 787.6 184.1 + 22 -26 -30 -21 

75 SM d18:1/24:0 815.6 184.1 + 22 -26 -30 -21 

76 SM d18:1/26:0 843.7 184.1 + 22 -26 -34 -21 

77 SM d18:1/28:0 871.7 184.1 + 22 -26 -34 -21 

78 SM d18:1/30:0 899.7 184.1 + 22 -26 -35 -21 

79 SM d18:1/32:0 927.8 184.1 + 22 -26 -32 -21 

80 SM d18:1/34:0 955.8 184.1 + 22 -26 -35 -21 

81 SM d18:1/36:0 983.8 184.1 + 22 -26 -30 -21 

82 SM d18:1/30:1 897.7 184.1 + 22 -26 -30 -21 

83 SM d18:1/32:1 925.7 184.1 + 22 -26 -30 -21 

84 SM d18:1/34:1 953.8 184.1 + 22 -26 -30 -21 

 

  長鎖塩基の分析は、超高速トリプル四重極型 LC-MS/MSシステム LC-MSTM-8060

（SHIMAZU）による MRM モードで行った。カラムは、Kinetex 2.6 µm C8 100 Å（粒
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子径 2.6 µm、カラム長 150 mm、内径 2.1 mm）（Waters、Milford、USA）を使用し、

流速 0.400 mL/min、40˚C、30 分の条件で行った。移動層は、A液; Milli-Q + 0.2% ギ

酸、B液; アセトニトリルの 2液混合型グラジエントを使用し、1 µL インジェクショ

ンした。グラジエント条件は以下の図に示した（図 5）。標準品（DHS d18:0、Sph 

d18:1）を用いた外部標準法にて検量線を作成し、化合物の定量を行った。内部標準を

用いて抽出効率を補正した。同定、定量は LabSolutions Insight（SHIMAZU）を用いて

行った。MRM 解析で使用した設定は以下の表に示した（表 3）。 

 

 

 

 

 

 

図 5. 長鎖塩基測定におけるグラジエント条件 

 

表 2. 長鎖塩基測定における MRM条件およびコリジョンエネルギー 

 
name Q1 Q3 ion 

mode 

Dwell time 

(msec) 

Q1 Pre 

Bias (V) 

CE Q3 Pre 

Bias (V) 
1 DHS d16:0 274.27 256.25  + 22 -11 -14 -22 

2 13C2,15N-DHS d16:0 277.27 259.25  + 22 -11 -14 -22 

3 Sph d16:1 272.25 254.24  + 22 -11 -10 -19 

4 13C2,15N-Sph d16:1 275.25 257.24  + 22 -11 -10 -22 

5 DHS d17:0 288.29 270.27  + 22 -11 -14 -22 

6 d3-DHS d17:0 291.29 273.27  + 22 -11 -14 -22 

7 Sph d17:1 286.27 268.26  + 22 -11 -10 -22 
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8 DHS d18:0 302.3 284.3  + 22 -11 -14 -22 

9 d7-DHS d18:0 309.35 291.35  + 22 -12 -14 -16 

10 13C2,15N-DHS d18:0 305.3 287.3  + 22 -11 -14 -22 

11 Sph d18:1 300.3 282.25  + 22 -11 -10 -22 

12 d7-Sph d18:1 307.35 289.35  + 22 -11 -10 -22 

13 13C2,15N-Sph d18:1 307.35 289.35  + 22 -11 -10 -22 

16 d3-NDS d18:0/18:0 571.6 266.3  + 12 -22 -30 -20 

17 d3-NS d18:1/18:0 569.55 264.25  + 12 -20 -30 -20 

 

3-9 飛行時間型質量分析器を用いた脂質分析 

  P0 のマウスからは体幹の皮膚、4、8、10 週齢のマウスからは耳を採取し、湿重量

を測定後 -80˚C のフリーザーに保存した。凍結したサンプルとメタルコーン（細、3 

mL、YASUI KIKAI）を破砕チューブに入れ、液体窒素で冷却後、マルチビーズショッ

カー®MB1200（YASUI KIKAI）を用いて組織を破砕した（2500 rpm、15秒、2回）。

次に、メタノール（QTofMS 用、Wako、Osaka、Japan）を 1 mL、内部標準（1 µM d9-

Cer[EOS] d18:1/32:0/18:2）の入ったクロロホルムを 500 µL加え、-30˚C で一晩静置

し、脂質を抽出した。その後、遠心（2000 g、4˚C、10 分）し、上清 1 mL をジャケッ

トチューブに回収した。Milli-Q を 66.7 µL加えて室温で 15 分インキュベートし、遠心

（2000 g、20˚C、10 分）した。上清 200 µL を回収し、バイアル（Agilent、Tokyo、

Japan）に挿入したインサート（Agilent、Tokyo、Japan）に移し、質量分析装置に 1 µL

インジェクションした。 

  脂質のノンターゲット分析は、液体クロマトグラフィーと TripleTOF® 6600システ

ム（Waters/Sciex）による Information Dependent Acquisition（IDA）モードで行い、

Tsugawa らが報告している条件で行った (36)。カラムは、ACQUITY BEH C18カラム

（粒子径 1.7 µm、カラム長 50 mm、内径 2.1 mm）（Waters）を使用し、流速 0.300 
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mL/min、45˚C、20 分の条件で行った。移動層は、A液; メタノール : アセトニトリ

ル : Milli-Q =（1:1:3、v/v/v）、B液; イソプロパノールにそれぞれ酢酸アンモニウム 5 

mM、EDTA 10 nM を添加した 2液混合型グラジエントを使用し、測定はネガティブイ

オンモードとポジティブイオンモードで行った。グラジエント条件は以下の図に示し

た（図 6）。解析は MS-DIAL による自動同定と、目視による MS/MS フラグメント解

析で行った。 

 

 

  

 

 

 

図 6. 飛行時間型質量分析器の測定におけるグラジエント条件 

 

3-10 ウエスタンブロッティング 

  マウスの耳を回収し、液体窒素で凍結した。凍結したサンプルとメタルコーン

（細、3 mL、YASUI KIKAI）を破砕チューブに入れ、液体窒素で冷却後、マルチビー

ズショッカー®MB1200（YASUI KIKAI）を用いて組織を破砕した（2500 rpm、15秒、

2回）。破砕したサンプルを 1% SDS buffer［62.5 mM Tris/HCl（pH 6.8）、1% sodium 

dodecyl sulfate、10% glycerol、5% 2-mercaptoethanol、0.02% bromophenol blue、cOmplete 

protease inhibitor（Merck）、Phosstop（Merck）］に溶解した。QSONICA Q125

（WAKEN）を用いて超音波破砕（10秒、amp 30 %、2回）を行った。遠心（10,000 

g、20˚C、3 分）後の上清をライセートとして用いた。ライセートは、PierceTM BCA 

Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いてタンパク濃度を求めた。10−20 µg
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のタンパク質を sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）

に持ち込み、続いて PVDF膜（Merck）に転写した。イムノブロットの二次抗体に

は、HRP-conjugated anti-rabbit IgG F(ab’)2 fragment（ab6721、1:5000希釈; Abcam、

Cambridge、UK）を、一次抗体には、rabbit anti-Actin（A2066、1:3000; Merck 

Millipore）もしくは rabbit anti-delta 4-desaturase, sphingolipid 1（Degs1、PA5-42741、

1:1000希釈; Thermo Fisher Scientific）を使用した。発色には、ECL western blotting 

substrate（Bio-Rad、Berkeley、CA、USA）を使用した。 

 

3-11 脂質塗布実験 

  Cer[NDS] d18:0/24:0（Merck）もしくは Cer[NDS] d18:0/16:0（Merck）をアセトン: 

オリーブオイル =（4:1、v/v）に溶かし、0.05 µg/µL の懸濁液とした。マウスに三種混

合麻酔を腹腔投与し、懸濁液を両耳の内側と外側に 10 µL ずつ、計 40 µL 塗布した。

塗布は、マウスが 4 週齢になった時点から開始し、16 週齢になるまで 1日おきに行っ

た。コントロールとして、溶媒のみの塗布も行った。皮膚炎症の増悪度のスコア化は

既報を参考にし (35, 37)、スコア 0（症状無し）、スコア 1（弱い症状; 紅斑・出血・

擦過傷が認められる）、スコア 2（中程度の症状; 大きい瘡蓋や擦過傷、部分的な耳の

欠けが認められる）、スコア 3（重傷; 過度な耳の肥厚・変形、大きな耳の欠けや欠損

が認められる）とした。両耳のスコアの平均値を算出し、0.5以上を皮膚炎発症と定義

した。 

 

3-12 形態観察および免疫染色 

  マウス耳組織を 4% パラホルムアルデヒドで固定した後、パラフィンに包埋し

た。クリオスタットを用いて 5−10 µm の切片を作成し、スライドグラス

（MATSUNAMI、Tokyo、Japan）に貼付した。スライドグラス上の切片を再水和さ
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せ、ヘマトキシリン溶液（Wako）で 5 分染色した後、40˚C程度のぬるま湯で 10 分間

色出しを行った。その後、0.2% エオジン溶液（Wako）で 5 分間染色を行った。余分

なエオジンを 70% エタノールで洗浄した後、100% エタノールとキシレンに浸して脱

水した。その後、スライドガラスを風乾させ、封入剤として CC/MountTM（Merck）を

使用し、カバーガラス（MATSUNAMI）を乗せた。乾燥後、顕微鏡（BZ-X700; 

Keyence、Osaka、Japan）を用いて、形態観察を行った。 

  免疫染色を行う際には、5 µm の切片を作成してスライドガラスに貼付した。10 

mM クエン酸ナトリウム緩衝液（pH 6.0）中でスライドガラスをオートクレーブ

（120˚C、5 分）にかけ、抗原賦活化を行った。1% BSA を加えた PBS を切片に滴下し

ブロッキング（20˚C、1 時間）した後、1% BSA を加えた PBS に Ki67（ab15580; 

Abcam）、Krt5（905504; Biolegend）、Krt10（ab76318; Abcam）、Lor（ab85679; 

Abcam）のいずれかを 100倍希釈で加え、切片上に滴下した。1 時間のインキュベー

ト後、PBS-T を用いて洗浄し、1% BSA を加えた PBS に 2次抗体（Alexa Fluor 488 goat 

anti-rabbit IgG (H+L)、A-11006; Thermo Fisher Scientific）を 1/1000倍希釈で加え、切片

上に滴下した。1 時間のインキュベート後、PBS-T を用いて洗浄し、Mounting Medium 

With DAPI（ab104139; Abcam）を用いて封入した。乾燥後、顕微鏡（BZ-X700; 

Keyence、Osaka、Japan）を用いて、観察を行った。 

  脂質ラメラ構造の電子顕微鏡解析は、四酸化ルテニウムを用いた既報の方法を参

考にした (12, 38)。マウス耳組織を、2% パラホルムアルデヒドおよび 2% グルタルア

ルデヒドが入ったカコジル酸緩衝液に浸して固定した。さらに、2% 酸化オスミウム

を用いて固定（4˚C、2 時間）した後、2% 四酸化ルテニウムおよび 0.25% ヘキサシア

ノ鉄酸カリウム溶液に浸して再度固定（4˚C、2 時間）を行った。30−100% エタノー

ルを用いて脱水した後、プロピレンオキシドに浸した（15 分、3回）。その後、エポ

キシ樹脂（EPON812; EM Japan、Tokyo、Japan）に包埋し、2008 ULTROTOME V
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（LKB、Merck）を用いて超薄切片（80−90 nm）を作成した。切片を 2% 酢酸ウラニ

ルに 15 分浸した後、lead stain solution（Merck）に 2 分浸して染色した。電子顕微鏡は

H-7600（HITACHI、Tokyo、Japan）を用いた。画像は 100kV の加速電圧条件で撮影し

た。 

 

3-13 統計解析 

  統計解析は Excel（Microsoft）を用いた。2群の有意差検定には、unpaired two-

tailed Student t-testもしくは Mann-Whitney U-test を用いた。3群以上の有意差検定に

は、one-way ANOVA を行った後、Dunnett’s test を行った。P < 0.05 を統計的有意とし

た。 
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4 結果 

 

4-1 Spadeマウス皮膚組織においてバリア機能の異常が認められた 

  アトピー性皮膚炎モデルマウスである Spade マウスは Jak1 遺伝子に点変異が生じ

ており、Jak1 が恒常的に活性化することで、Th2 型皮膚炎症を呈する (35)。およそ 8

週齢ほどから耳などの皮膚組織に皮膚炎を発症し、10 週齢以降に血清の IgEやヒスタ

ミン濃度が上昇することが知られている。本研究ではまず、皮膚炎発症前後の組織学

的異常を調べるため、疾患発症前の 4 週齢および発症直後の 8 週齢の Spade マウスの

耳組織を用いて、HE 染色を行った。その結果、8 週齢の Spade マウスにおいて表皮の

肥厚が認められた一方で、4 週齢の Spade マウスでは表皮肥厚および形態的異常は認

められなかった（図 7 A）。次に、電子顕微鏡を用いてより詳細な皮膚組織の形態解

析を行った。皮膚バリアに必須の構造である脂質ラメラ層の解析を行ったところ、4

週齢の野生型マウスの脂質ラメラは正常に形成されていた一方で、4 週齢 Spade マウ

スのラメラ中にのみ、時折、層板顆粒が適切に放出されずに残存したような凝集体が

観察された（図 7 B）。脂質ラメラ層の異常が確認されたため、次に皮膚バリア機能

の指標である経皮水分蒸散量（TEWL）の測定を行った。その結果、8 週齢の Spade マ

ウスにおいて野生型と比較し顕著な TEWL の上昇が認められた。さらに興味深いこと

に、8 週齢 Spade マウスほどの大きな変化ではないものの、4 週齢 Spade マウスにおい

ても野生型と比較し、有意に TEWL が上昇していることが明らかとなった（図 7 

C）。以上の結果より、Spade マウスにおいて、紅斑や掻痒行動を伴うアトピー性皮膚

炎症状の発症前に、脂質バリア機能の異常が生じていることが明らかとなった。 
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図 7. Spade マウスの表現型解析 

(A) 野生型（4 週齢）および Spade マウス（4、8 週齢）の耳組織における HE 染色像

を示した。Scale bars: 200 µm。(B) 4 週齢の野生型および Spade マウスにおける電子顕

微鏡画像を示した。野生型マウスにおいて、通常の脂質ラメラ層（矢印）が観察され

た一方で、Spade マウスにおいて時折、層板顆粒が適切に放出されずに残存したよう

な凝集体（矢頭）が脂質ラメラ中に観察された。Scale bars: 100 nm。(C) 野生型（4 週

齢）および Spade マウス（4、8 週齢）の耳組織における経皮水分蒸散量（TEWL）を

測定した。n=14−48。Dunnett’s test、 *P < 0.05。mean ± standard error (SE). 
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4-2 皮膚炎発症後の Spadeマウスにおいて、アトピー性皮膚炎患者と似た脂質

代謝異常が確認された 

  次に、Spade マウスの病態形成過程においてどのように脂質代謝変化が生じてい

くかを網羅的に捉えるため、生後 0日（postnatal 0 day; P0）、 4、 8、 10 週齢のマウ

ス皮膚組織を用いて、ノンターゲットリピドミクスを行った。ネガティブイオンモー

ド、ポジティブイオンモード合わせて 5000種類を超えるイオンが検出され、そのうち

計 745種類のイオンのアノテーションに成功した（図 8 A）。これらアノテーション

した脂質の結果を用いて principal component analysis（PCA）解析を行ったところ、皮

膚疾患発症後の 8 週齢や 10 週齢の Spade マウスは、野生型マウスや発症前の Spade マ

ウスの脂質プロファイルと大きく異なることが示された（図 8 B）。アトピー性皮膚

炎患者の病変部位では、極長鎖脂肪酸が含有した Cer[NS]（44:1;O2–50:1;O2）やスフ

ィンゴミエリン（SM; 44:1;O2–46:1;O2）、リゾホスファチジルコリン（LPC; 24:0–

30:0）が減少し、長鎖脂肪酸含有の Cer[NS]（32:1;O2–40:1;O2）、SM（32:1;O2）、

LPC（14:0–22:0）が上昇することが示されている (25)。そこで、アノテーションされ

た脂質分子の詳細な解析を行い、疾患発症後の Spade マウスがアトピー性皮膚炎患者

と同様の脂質代謝変化を示すかを確認した。その結果、10 週齢の Spade マウスにおい

て、極長鎖 Cer[NS]（42:1;O2–50:1;O2）、LPC（24:0–26:0）の減少および長鎖 Cer[NS]

（32:1;O2–40:1;O2）、LPC（16:0、18:0）の増加が認められ、患者の脂質代謝変化との

一致が認められた（図 8 C, D）。一方で、SM は極長鎖型（44:1;O2）が増加、長鎖型

（32:1;O2, 36:1;O2, and 38:1;O2）が減少を示し、患者の結果とは一致しなかった（図 8 

E）。異なる臨床研究では、アトピー性皮膚炎患者の病変部位において、遊離の不飽和

脂肪酸の総量が上昇し、炭素鎖長 22 から 28 の飽和脂肪酸の合計量が減少することが

報告されている (27)。この変化は、10 週齢の Spade マウスにおいても認められ、疾患

発症後の Spade マウスは患者と似た脂肪酸バランスの変化が生じていることが明らか
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となった（図 8 F, G）。Berdyshev らは、アトピー性皮膚炎患者の病変部位において、

脂質のみならず脂肪酸伸長酵素である ELOVL1−7 の遺伝子発現も調べている (25)。彼

らは ELOVL3/6 の有意な減少を見出し、その二つの遺伝子が極長鎖脂肪酸の減少に寄

与することを明らかにしている。そこで、10 週齢 Spade マウスにおいて同様の遺伝子

発現の変化が生じているかを検証するため、耳組織における ELOVL 遺伝子の発現量

を qPCR により測定した。その結果、Elovl6 の有意な減少および、Elovl3/4/5 の減少傾

向が生じていることを見出した（図 8 H）。以上の結果より、疾患発症後の Spade マ

ウスは、アトピー性皮膚炎患者の病変部位と似た脂質プロファイル変化を示すことが

明らかとなった。 
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図 8. 10 週齢 Spade マウスにおける脂質代謝変動の解析 

(A) ネガティブイオンおよびポジティブイオンモードの脂質測定においてアノテーシ

ョンされた全ての脂質を、retention time（RT）および m/z を元に示した。cholesteryl 
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ester（ChE）、diacylglycerol（DAG）、free fatty acid（FFA）、lysophospholipid

（LPL）、phospholipid（PL）、Sphingomyelin（SM）、triacylglycerol（TAG）。(B) ア

ノテーションされた全ての脂質のシグナル強度値を用いて PCA 解析を行った。(C) 10

週齢の野生型および Spade マウスにおける飽和脂肪酸含有の Cer[NS]のシグナル強度値

を示した。(D) 10 週齢の野生型および Spade マウスにおける LPC の値を示した。アノ

テーションされた全ての LPC のシグナル強度の合計値に対する、それぞれの分子の存

在割合を示した。(E) 10 週齢の野生型および Spade マウスにおける SM のシグナル強

度値を示した。(F) 10 週齢の野生型および Spade マウスにおいて、アノテーションさ

れた全ての遊離脂肪酸の合計量に対する不飽和脂肪酸の割合を示した。(G) 10 週齢の

野生型および Spade マウスにおいて、アノテーションされた全ての遊離脂肪酸の合計

量に対する炭素鎖長 22 から 28 の飽和脂肪酸の合計量の割合を示した。(H) 10 週齢の

野生型および Spade マウス耳組織における Elovl 遺伝子の発現量を qPCR により測定し

た。それぞれの遺伝子発現量は Gapdh の発現量で補正し、野生型の発現量の平均値を

1 とした時の Spade マウスにおける相対値を示した。n = 3。mean + SE。student’s t-

test、*P<0.05。 
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4-3 皮膚炎発症前の 4週齢 Spadeマウスにおいて、Cer[NDS]が顕著に減少する

ことを見出した 

  疾患発症後の 10 週齢の Spade マウスにおいて、多くの脂質代謝変化が認められた

一方で、発症前の 4 週齢においても一部のセラミド（Cer）分子群に脂質代謝変動が生

じていることが確認された（図 9 A）。そこで次に、4 週齢の Spade マウスにおける脂

質代謝変化を詳細に解析した。ボルケーノプロットにて分子種ごとの変化を確認した

結果、野生型と比較し 4 週齢の Spade マウスにおいて、Cer[NDS]の多くが、顕著かつ

大きく減少していることが明らかとなった（図 9 B）。セラミドは前駆体である脂肪

酸と長鎖塩基の炭素鎖長や不飽和度、水酸基の数や位置に多様性を有しており、その

組み合わせにより多様な分子種に分類される (2–4)（図 1 C）。Ishikawa らは、アトピ

ー性皮膚炎患者の病変部位において、Cer[NDS]をはじめ、Cer[NP]、Cer[NH]、アシル

セラミドである Cer[EOS]、Cer[EOP]、Cer[EOH]の減少および Cer[AS]の増加を確認し

ている (24)。発症後の 10 週齢 Spade マウスでは、これらの分子種のうち、Cer[EOS]の

減少や Cer[AS]の増加を認めたものの、発症前の段階では Cer[NDS]のみが顕著に減少

していた（図 9 C, D）。以上の結果より疾患発症前の Spade マウス耳組織において、

多様なセラミドの代謝変化に先立ち、Cer[NDS]が顕著に減少することが明らかとなっ

た。 
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図 9. 4 週齢 Spade マウスにおける脂質代謝変動の解析 

(A) アノテーションされた全ての脂質の変動をヒートマップに示した。耳重量でシグ

ナル強度値を補正し、週齢が一致する野生型の平均値に対する Spade マウスの脂質の

変動を分子ごとに色で示している。P0（n = 2）; 4、10 週齢（n = 3）; 8 週齢（n = 
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4）。(B) 4 週齢の野生型マウスに対する 4 週齢 Spade マウスの脂質変動をボルケーノ

プロットで示した。P = 0.01以下の脂質を表記した。(C) 週齢が同じ野生型マウスに対

する Spade マウスの分子種ごとのセラミド合計量の変動を示した。(D) アノテーショ

ンされたセラミド分子の分子種ごとの合計量を絶対値で示した。内部標準物質（d9-

Cer[EOS] d18:1/32:0/18:2）で補正し、絶対量を算出した。mean + SE。student’s t-test、

*P<0.05、***P<0.001。 
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4-4 4週齢 Spadeマウス表皮組織において、極長鎖 Cer[NDS]の減少が認められ

た 

  セラミドは、皮膚のバリア機能に必須の生体分子であり、セラミド代謝の異常に

より皮膚炎症に至ることが知られている (20, 39)。そこで次に、皮膚炎発症前の Spade

マウスにおけるセラミド代謝異常に着目した。まず、皮膚組織における Cer[NDS]の代

謝異常が表皮、真皮組織のどちらで生じているかを確かめるため、皮膚組織を表皮、

真皮に分離して MRM モードのターゲットリピドミクスを行った。炭素鎖長 16 から

18 の長鎖塩基および炭素鎖長 14 から 32 の脂肪酸を含有した Cer[NS]、Cer[NDS]を測

定した。4 週齢の野生型マウスの表皮と真皮のセラミド存在量を比較したところ、

d16:1もしくは d18:1 の長鎖塩基と炭素数 24以上の極長鎖脂肪酸を含有した Cer[NS]は

表皮に豊富であった（図 10 A）。また、d17:1 の長鎖塩基含有の Cer[NS]および検出さ

れた全ての Cer[NDS]は表皮に豊富であった。この結果より、多くのセラミドが表皮組

織に局在することが示された。次に、皮膚組織において最も豊富なセラミドである

d18:1含有の Cer[NS]および d18:0含有の Cer[NDS]の Spade マウス表皮組織における代

謝変動を確認したところ、いずれの Cer[NS]においても減少は認められない一方で、

炭素鎖長 22以上の極長鎖脂肪酸を含有した Cer[NDS]が顕著に減少していることが明

らかとなった（図 10 B, C）。アトピー性皮膚炎患者の病変部位において

Cer[NDS]/Cer[NS]比は減少し、病態の重症度を示す指標（scoring AD, SCORAD）と強

い相関を示すことが報告されている (40)。そこで Spade マウスにおける

Cer[NDS]/Cer[NS]比を確認したところ、野生型マウスと比較し、炭素鎖長 22以上の

Cer[NDS]/Cer[NS]比の減少が認められた（図 10 D）。次に、同様の脂質抽出サンプル

を用いて、セラミド前駆体のスフィンゴシン（Sph）、ジヒドロスフィンゴシン

（DHS）を測定したところ、いずれも真皮では変化は認められず、表皮において減少

することが認められた（図 10 E, F）。また、d18:0含有の Cer[NDS]、d18:1含有の
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Cer[NS]およびスフィンゴミエリン（SM）の合計量を測定したところ、スフィンゴミ

エリンの総量が有意に増加していたものの、減少を示したものは Cer[NDS]のみであっ

た（図 10 G, H, I）。以上の結果から、疾患発症前の Spade マウスの表皮組織におい

て、極長鎖脂肪酸を含有した Cer[NDS]が特徴的に減少していることが明らかとなり、

スフィンゴ脂質代謝の異常が、Spade マウスにおける病態制御に寄与する可能性が考

えられた。 
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図 10. 4 週齢マウスの表皮および真皮組織におけるスフィンゴ脂質ターゲット解析 

(A) 4 週齢マウスの表皮および真皮組織において、検出されたセラミドの絶対量を分子

種ごとに Z-score で補正し、存在量の差を色で示した。(B) 4 週齢マウスの表皮組織に

おける d18:0含有の Cer[NDS]の存在量を示した。(C) 4 週齢マウスの表皮組織における

d18:1含有の Cer[NS]の存在量を示した。(D) 4 週齢マウスの表皮組織における Cer[NS]

に対する Cer[NDS]の比を脂肪酸鎖長ごとに示した。(E) 4 週齢マウスの表皮組織にお

いて検出された長鎖塩基の存在量を示した。(F) 4 週齢マウスの真皮組織において検出

された長鎖塩基の存在量を示した。(G) 4 週齢マウスの表皮組織において検出された

d18:0含有の Cer[NDS]の合計量を示した。(H) 4 週齢マウスの表皮組織において検出さ

れた d18:1含有の Cer[NS]の合計量を示した。(I) 4 週齢マウスの表皮組織において検出

された d18:1含有の SM の合計量を示した。n = 4。mean + SE。student’s t-test、*P < 

0.05、**P < 0.01。 
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4-5 4週齢 Spadeマウスの皮膚組織において、セラミド不飽和化反応の亢進が認

められた 

  次に Cer[NDS]が減少するメカニズムの解明に着手した。Cer[NDS]の減少の原因と

して、スフィンゴ脂質 de novo 合成経路（Spt、Kdsr）の活性低下、セラミド合成酵素

（CerS）の活性低下、セラミド不飽和化反応（Degs）の活性亢進のいずれかが考えら

れたため、それぞれの経路に関わる代謝酵素の比活性測定を行った（図 2 参照）。ま

ず、C16:0-CoA と安定同位体で標識した 13C3, 15N-セリンを 4 週齢マウス皮膚組織のタ

ンパク質抽出液中でインキュベートし、de novo 合成経路の活性測定を行ったところ、

Spade マウスのタンパク質抽出液における 13C2, 15N-DHS d18:0 の生成量は野生型と比較

し、変化を示さなかった（図 11 A）。この結果から、4 週齢 Spade マウスの皮膚組織

において、de novo 合成経路の活性は低下していないことが示された。次に、セラミド

合成酵素の活性を測定するため、C24:0-CoA と安定同位体で標識された d7-Sph d18:1

をタンパク質抽出液中でインキュベートした。生成された Cer[NS] d7-d18:1/24:0 の量を

確認したところ、野生型と Spade マウスの生成量に変化は認められなかった（図 11 

B）。同様に、d7-DHS d18:0 と C24:0-CoA を用いて、d7-Cer[NDS] d18:0/24:0 の生成量

を検証したが、変化は認められなかった（図 11 C）。これらの結果から、4 週齢 Spade

マウスの皮膚組織において、セラミド合成酵素の活性低下は生じていないことが示さ

れた。一方で興味深いことに、生成された d7-Cer[NDS] d18:0/24:0 からセラミド不飽和

化反応により代謝される d7-Cer[NS] d18:1/24:0 を測定したところ、Spade マウスにおい

て有意に増加することが明らかとなった（図 11 C）。また、セラミド不飽和化反応の

指標として、生成された Cer[NDS]/Cer[NS]比を確認したところ、野生型と比較し

Spade マウスにおいて 2倍程度まで減少することが明らかとなった（図 11 D）。

C24:0-CoA の代わりに C16:0-CoA を用いても、野生型と同程度のセラミド合成活性、

および不飽和化反応の活性亢進が確認された（図 11 E−G）。以上の結果より、疾患発
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症前の 4 週齢の Spade マウスにおいて、セラミド不飽和化反応が亢進していることが

明らかとなった。 

 

図 11. スフィンゴ脂質代謝経路のタンパク質活性測定 

(A) 4 週齢マウスの耳組織におけるタンパク質抽出液中で 13C3,15N-セリンと C16:0-CoA

をインキュベートした際に生成された 13C2,15N-DHS d18:0 の量を示した。補酵素として

1mM NADPH と 500 µM pyridoxal 5′-phosphate（PLP）を使用した。(B) d7-Sph d18:1 と

C24:0-CoA をインキュベートして生成された Cer[NS] d7-d18:1/24:0 の量を示した。(D) 

d7-DHS d18:0 と C24:0-CoA をインキュベートして生成された Cer[NDS] d7-d18:0/24:0 お

よびその代謝物である Cer[NS] d7-d18:1/24:0 の量を示した。(E) d7-DHS d18:0 と C24:0-

CoA をインキュベートして生成された Cer[NDS] d7-d18:0/24:0 と Cer[NS] d7-d18:1/24:0
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の比を示した。(F) d7-Sph d18:1 と C16:0-CoA をインキュベートして生成された

Cer[NS] d7-d18:1/16:0 の量を示した。(G) d7-DHS d18:0 と C16:0-CoA をインキュベート

して生成された Cer[NDS] d7-d18:0/16:0 およびその代謝物である Cer[NS] d7-d18:1/16:0

の量を示した。(H) d7-DHS d18:0 と C16:0-CoA をインキュベートして生成された

Cer[NDS] d7-d18:0/16:0 と Cer[NS] d7-d18:1/16:0 の比を示した。n = 3。mean + SE。

student’s t-test、*P < 0.05。 
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4-6 セラミド不飽和化酵素 Degs1の遺伝子・タンパク質発現は有意に変化しな

かった 

  次に、セラミド不飽和化反応が亢進した原因を探るため、スフィンゴ脂質の代謝

に関わる酵素の遺伝子およびタンパク質発現量を測定した。まず、4 週齢野生型およ

び Spade マウスの表皮組織を用いて、qPCR によりスフィンゴ脂質代謝酵素の遺伝子発

現を測定した。その結果、Spade マウスにおいて、一部の遺伝子発現に有意な減少が

認められた一方で、セラミド不飽和化反応の責任酵素である Degs1 の遺伝子発現に有

意な差は認められなかった（図 12 A）。また、耳組織における Degs1 のタンパク質発

現量をウエスタンブロッティングにて確認したところ、4 週齢の Spade マウスにおい

て野生型と比較し有意な発現増加は認められなかった（図 12 B）。以上の結果より、

4 週齢 Spade マウスにおいて、Degs1 の遺伝子・タンパク質発現量に有意な変化が生じ

ていないことが明らかとなった。 
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図 12. スフィンゴ脂質代謝酵素の遺伝子・タンパク質の発現量解析 

(A) 4 週齢マウスの表皮組織におけるスフィンゴ脂質代謝酵素の遺伝子発現量を qPCR

により測定した。それぞれの遺伝子発現量は Gapdh の発現量で補正し、野生型の発現

量の平均値を 1 とした時の Spade マウスにおける相対値を示した。(B) 4 週齢耳組織の

タンパク質ライセートを用いてウエスタンブロッティングを行った。Actin に対する

Degs1 のバンドの濃さを Image J により定量した。n = 3。mean + SE。student’s t-test、

*P < 0.05。 
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4-7 Cer[NDS] d18:0/24:0の塗布により Spadeマウスの皮膚炎発症および増悪化

が抑制された 

  次に、Cer[NDS]が Spade マウスのアトピー性皮膚炎様症状の発症を制御するかを

検証するために、アセトン:オリーブオイル（4:1, v/v）に溶かした Cer[NDS] d18:0/24:0

もしくは溶媒単独を Spade マウスの耳に一日おきに塗布した。4 週齢から開始し、16

週齢になるまで塗布を行い、アトピー性皮膚炎様症状の発症と進行を、剥けや紅斑、

痂皮を指標にスコアリングした（図 13 A）。その結果、Cer[NDS] d18:0/24:0 の塗布に

より、溶媒単独塗布のコントロールと比べて皮膚炎発症の遅延が確認され、16 週齢時

点においてコントロールでは 70%のマウスが皮膚炎を発症したのに対し、Cer[NDS] 

d18:0/24:0 塗布群では 50%しか発症しなかった（図 13 B）。さらに、症状の増悪化も

Cer[NDS] d18:0/24:0 塗布群で有意に減弱した（図 13 C）。またこれらの結果と一致

し、耳の肥厚も有意に抑制されたものの、バリア機能の指標である経皮水分蒸散量

（TEWL）に変化は認められなかった（図 13 D−F）。次に、表皮組織の形態を確認す

るため、表皮の層ごとのマーカータンパク質の免疫染色を行った。その結果、Ki67

（基底層増殖細胞マーカー）、Krt5（基底層マーカー）、Krt10（有棘層マーカー）、

Lor（顆粒層、角質層マーカー）のいずれにおいても野生型と比較し Spade マウスにお

いて発現が亢進していた（図 13 G）。さらに、Cer[NDS] d18:0/24:0 を塗布した Spade

マウスにおいて、溶媒単独を塗布したコントロールの Spade マウスと比較し、これら

マーカータンパク質の発現亢進が抑制されることが明らかとなった。以上の免疫染色

より、Spade マウスで生じる表皮肥厚・過形成が Cer[NDS] d18:0/24:0 の塗布により抑

制されたことが明らかとなった。 
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図 13. Cer[NDS] d18:0/24:0 を Spade マウスの耳に塗布した際の表現型解析 

(A) Spade マウスの耳の炎症度合いをスコア化した。(B) Cer[NDS] d18:0/24:0もしくは

溶媒単独（Control）を Spade マウスの耳に塗布した際の皮膚疾患の発症率を示した。

Mann-Whitney’s U test。(C) Cer[NDS] d18:0/24:0もしくは溶媒単独（Control）を Spade

マウスの耳に塗布した際の皮膚疾患の増悪度をスコア化した。(D) Cer[NDS] d18:0/24:0

もしくは溶媒単独（Control）を Spade マウスの耳に塗布した際の耳の肥厚の変化を示

した。 (E) Cer[NDS] d18:0/24:0もしくは溶媒単独（Control）を Spade マウスの耳に塗

布した際の経皮水分蒸散量（TEWL）の値を示した。(F) 野生型マウスもしくは、

Cer[NDS] d18:0/24:0 または溶媒単独（Control）を Spade マウスの耳に塗布した際の耳

組織の HE 染色像を示した。野生型は 12 週齢、Spade マウスは塗布を開始してから 8

週後（12 週齢）の耳組織を用いた。Scale bars: 200 μm。(G) 野生型マウスもしくは、

Cer[NDS] d18:0/24:0 または溶媒単独（Control）を Spade マウスの耳に塗布した際の耳

組織の免疫染色像を示した。野生型は 12 週齢、Spade マウスは塗布を開始してから 8

週後（12 週齢）の耳組織を用いた。Ki67、Krt5、Krt10、Lor（緑）および DAPI（青）

を示している。Scale bars: 200 μm。n = 15。mean + SE。student’s t-test、*P < 0.05。 
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4-8 Cer[NDS] は鎖長に依存せず、Spadeマウスの皮膚炎発症および増悪化を抑

制した 

  先ほど認められた Cer[NDS] d18:0/24:0 の病態形成抑制効果が極長鎖 Cer[NDS]に特

異的な作用であるかを確かめるため、Cer[NDS] d18:0/16:0 を Spade マウスの耳に一日

おきに塗布した。その結果、Cer[NDS] d18:0/16:0 の塗布により、溶媒単独塗布のコン

トロールと比べて、Cer[NDS] d18:0/24:0 と同程度まで発症の遅延および増悪化が抑制

された（図 14 A, B）。またこれらの結果と一致し、耳の肥厚も有意に抑制され、先ほ

どと同様にバリア機能の指標である経皮水分蒸散量（TEWL）に変化は認められなか

った（図 14 C, D）。炎症度合いを定量的に調べるため、炎症関連遺伝子の発現を調べ

たところ、Cer[NDS] d18:0/16:0 および Cer[NDS] d18:0/24:0 は同程度の遺伝子発現の抑

制を示した（図 14 E）。以上の結果より、塗布された Cer[NDS]は鎖長に依存せず、

Spade マウスの疾患形成を抑制することが明らかとなった。 
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図 14. Cer[NDS] d18:0/16:0 または Cer[NDS] d18:0/24:0 を Spade マウスの耳に塗布した

際の表現型解析 

(A) Cer[NDS] d18:0/16:0、Cer[NDS] d18:0/24:0もしくは溶媒単独（Control）を Spade マ

ウスの耳に塗布した際の皮膚疾患の発症率を示した。Mann-Whitney’s U test。(B) 

Cer[NDS] d18:0/16:0、Cer[NDS] d18:0/24:0もしくは溶媒単独（Control）を Spade マウ

スの耳に塗布した際の皮膚疾患の増悪度をスコア化した。(C) Cer[NDS] d18:0/16:0、

Cer[NDS] d18:0/24:0もしくは溶媒単独（Control）を Spade マウスの耳に塗布した際の
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耳の肥厚の変化を示した。(D) Cer[NDS] d18:0/16:0、Cer[NDS] d18:0/24:0もしくは溶媒

単独（Control）を Spade マウスの耳に塗布した際の経皮水分蒸散量（TEWL）の値を

示した。(E) 野生型マウスもしくは、Cer[NDS] d18:0/16:0、Cer[NDS] d18:0/24:0 または

溶媒単独（Control）を Spade マウスの耳に塗布した際の炎症関連遺伝子の発現量を

qPCR により測定した。野生型は 16 週齢、Spade マウスは塗布を開始してから 12 週後

（16 週齢）の耳組織を用いた。それぞれの遺伝子発現量は Gapdh の発現量で補正し、

Control の平均値を 1 とした時の野生型マウスおよび Cer[NDS]が塗布された Spade マウ

スにおける相対値を示した。n = 3−20。mean ± SE。Dunnett’s test、Cer[NDS] d18:0/16:0 

vs. Control; *P < 0.05、Cer[NDS] d18:0/ 24:0 vs. Control; #P < 0.05。 

  



 61 

5 考察 

  本研究では、網羅的なリピドームプロファイリングを行うことで、Jak1 の恒常的

な活性化による皮膚炎の発症や進行に伴うスフィンゴ脂質の代謝異常を見出すことに

成功した。さらに、炭素鎖長 22以上の極長鎖脂肪酸が含有した Cer[NDS]の顕著な減

少が Spade マウスの皮膚炎発症前に生じることを明らかにし、こうした脂質の代謝変

化が、Jak1 の活性化を介した皮膚炎における新規の病態制御因子であると推測され

た。 

  本研究では皮膚炎症の病因を分子レベルで明らかにするため、Jak1 の活性依存的

にアトピー性皮膚炎様症状を呈するモデルマウスを用いた。JAK阻害剤はすでにアト

ピー性皮膚炎の治療薬として承認されており、多くの JAK阻害剤が現在臨床研究へと

進んでいる (23)。また、ヒトおよび他のマウスモデルにおいて、JAK1 の遺伝子変異

による JAK1 活性化が、皮膚炎発症につながるとの報告も存在し、皮膚の恒常性維持

における JAK1 の重要性が示唆されている (41, 42)。Spade マウスにおいては、キナー

ゼドメイン内の R878H の変異が Jak1 の活性化を引き起こす (35)。また、Jak の活性化

により生じる Stat タンパク質のリン酸化が表皮組織の上部で生じていることが示され

ている。さらに骨髄移植実験から、Spade マウスの皮膚炎発症には、非骨髄由来細胞

が必須であることが明らかとなっている。これらのことから、表皮ケラチノサイトの

上部における JAKシグナルの活性化が重要であることが示唆されている。本研究で

は、極長鎖脂肪酸が含有した Cer[NDS]が疾患発症前に減少することを見出した（図 9 

A, B）。これまでに JAKシグナルの活性化とセラミド代謝変化の関連を示した報告は

存在しない。一部の報告では、JAKシグナルを含む複数のシグナルを活性化させるサ

イトカインの刺激により、セラミド代謝異常が生じるとの報告がケラチノサイトの培

養実験で示されているものの、JAK1 依存性については言及されていない (25, 43–
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45)。従って本研究は、Jak1 の活性化を介した皮膚炎発症モデルマウスにおけるセラミ

ド代謝異常を報告した初めての研究であると言える。 

  皮膚に存在する多種多様な脂質は、それぞれが特徴的な分子作用を発揮し、皮膚

や表皮の恒常性維持に貢献することが知られているが、アトピー性皮膚炎の病態形成

段階において、どのように脂質プロファイルが変化していくかは未だ明らかとなって

いない。本研究では、ノンターゲットおよびターゲットリピドミクスを駆使し、マウ

ス皮膚炎発症過程における脂質プロファイリングを網羅的に明らかにした。Spade マ

ウスの皮膚炎発症後においては、アトピー性皮膚炎患者の病変部位における脂質代謝

変化と同様の変化が多く観察された（図 8 C, D, F, G）。加えて、セラミド、LPC、遊

離脂肪酸は極長鎖脂肪酸含有のタイプが減少し、長鎖脂肪酸含有のタイプが増加し

た。極長鎖脂肪酸や極長鎖セラミドは皮膚バリアとして働くラメラ脂質の構成分子で

あり、それらの代謝異常は皮膚バリア不全による新生致死に至ることが代謝酵素欠損

マウスを用いた解析から証明されている (14, 32, 46–49)。従って、疾患発症後の Spade

マウスにおいて認められる極長鎖脂肪酸含有脂質の代謝異常は、脂質ラメラの整合性

を乱し、更なるバリア機能異常や病態の悪化を引き起こしている可能性がある。

Berdyshev らはアトピー性皮膚炎患者の病変表皮において、ELOVL3/6 の遺伝子発現が

減少していることを示した (25)。ELOVL3 は炭素鎖長 18 から 24 までの脂肪酸を合成

する脂肪酸伸長酵素であり、ELOVL6 は炭素鎖長 12 から 18 の脂肪酸を合成する (50, 

51)。彼らはケラチノサイトの ELOVL3/6 をノックダウンすることで、極長鎖脂質が減

少し、長鎖脂質が増加することを in vitro 実験で示している。疾患発症後の 10 週齢の

Spade マウスにおいては、Elovl 酵素のうち、Elovl6 の遺伝子発現は有意に減少してお

り、Elovl3/4/5 は減少傾向を示した（図 8 H）。Elovl4 は炭素鎖長 28以上の脂肪酸を合

成する皮膚バリア機能に不可欠な酵素である一方、Elovl5 は多価不飽和脂肪酸を伸長
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する酵素であることが知られている (50, 51)。そのため、疾患発症後の Spade マウスに

おいては、Elovl3/4/5 の減少が極長鎖脂質の減少に寄与していることが考えられる。 

  疾患発症前の 4 週齢 Spade マウスの表皮において、炭素鎖長 22以上の極長鎖脂肪

酸が含有した Cer[NDS]が選択的に減少していた（図 10 B）。極長鎖型のセラミドの減

少であるため、Elovl4や CerS3 酵素の比活性の低下が関与していると考えられた。し

かし、4 週齢時点の Spade マウスでは極長鎖 Cer[NS]や遊離の極長鎖脂肪酸が減少して

いないことから、Elovl4 の酵素活性は変化していないことが推測される。また、

Cer[NDS]の前駆体である DHS が減少していたことから、Spt 酵素の活性低下も寄与し

ていることが考えられた。さらに、Cer[NDS]が減少していたことから、セラミド不飽

和化酵素である Degs1 の活性上昇も考えられた。そこで、皮膚組織のタンパク質抽出

液を用いてそれら酵素の比活性を測定したところ、4 週齢 Spade マウスにおいて Degs1

のみ有意な活性亢進が認められた（図 11 A−G）。Degs1 は Cer[NDS]を不飽和化し、

Cer[NS]に代謝する酵素である。Degs1 酵素の活性が上昇すると、Cer[NDS]は減少し、

Cer[NDS]/Cer[NS]比の減少が生じることとなる。事実、4 週齢の Spade マウスにおいて

Cer[NDS]/Cer[NS]比の減少が認められた（図 10 D）。一方で、Cer[NDS]から代謝され

る Cer[NS]の量の増加は認められなかった（図 10 C）。4 週齢 Spade マウスの表皮組織

における Cer[NDS]の減少（30 nmol/mg tissue vs. 野生型）は Cer[NS]の代謝産物である

SM の増加（90 nmol/mg tissue vs. 野生型）に反映されている可能性があり、Degs1 の

活性上昇により生成された Cer[NS]は、SM に代謝されたと推測される（図 10 G−I）。

以上より、Degs1 は 4 週齢の Spade マウスにおける Cer[NDS]および Cer[NDS]/Cer[NS]

比が減少した原因酵素であると考えられる。また、アトピー性皮膚炎患者において、

DHS/Sphや Cer[NDS]/Cer[NS]比の減少が認められており、これらの比は病態の重症度

を示す指標（scoring AD, SCORAD）と強い相関を示すことが報告されている (40)。他

のアトピー性皮膚炎モデルマウスの角質層においても DHS/Sph 比の減少が報告されて
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いる (52)。Chaurasia らは肝臓および脂肪組織特異的な Degs1 の欠損マウスを作成し、

炭素鎖長 16 から 24 の脂肪酸を含有した Cer[NDS]/Cer[NS]比が上昇することを示した 

(53)。この結果から、Degs1 が炭素鎖長 16 から 24 の Cer[NDS]を基質として認識する

ことが示唆される。我々の結果においても炭素鎖長 16、24 のセラミド不飽和化反応の

亢進が確認されており（図 11 D, G）、Degs1 の基質の鎖長選択性は広いと考えられ

る。従って、極長鎖脂肪酸含有の Cer[NDS]が選択的に減少した原因は、Degs1 の基質

選択性では説明できない。極長鎖 Cer[NDS]の選択的減少を説明し得る一つの可能性と

しては、Degs1 活性の亢進がラメラ脂質合成の場である表皮上部で生じたとの仮説が

挙げられる。脂質ラメラ中の Cer[NDS]はほとんどが炭素鎖長 24以上の極長鎖脂肪酸

含有脂質であり、16や 18 の脂肪酸が含有した Cer[NDS]はほとんど存在しない (54)。

このラメラ中の脂質は、表皮基底層ではなく、分化したケラチノサイトの層である有

棘層や顆粒層で盛んに合成される。従って、Degs1 の活性上昇が有棘層以降の表皮上

部で生じた場合、極長鎖 Cer[NDS]が選択的に減少する可能性がある。また、Jak1 活性

化の下流で生じる Stat タンパク質のリン酸化は Spade マウスの表皮上部で生じている

ことが既報で示されており (35)、この事実は Degs1 が表皮上部で活性化している可能

性を支持する。 

  Wigger らはラットの肝臓ミクロソーム画分と安定同位体で標識した化合物を用い

てスフィンゴ脂質 de novo 合成経路の活性をモニタリングすることに成功している 

(55)。本研究では、この既報を参考にし、各種スフィンゴ脂質代謝酵素の比活性の測

定を行った。その結果、野生型と比較し、Spade マウスの皮膚組織ライセートにおい

てセラミド不飽和化反応が 2倍ほど亢進していることが明らかとなった（図 11 D）。

Degs1 のタンパク質発現量をウエスタンブロッティングにて確認したところ、野生型

と Spade マウスに有意な変化は認められず（図 12 B）、タンパク質発現量に依存しな

い Degs1 の活性上昇が生じていることが示唆された。Degs1 は膜脂質を不飽和化する
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酵素に特徴的な 3つの共通配列を有する小胞体膜タンパク質である (56–58)。既報に

おいて、N末端のミリストイル化により不飽和化活性が上昇することが示されている 

(59)。加えて、活性変化に寄与するかは不明であるが、307番目のセリン残基がリン酸

化されることが、リン酸化タンパク質のショットガンプロテオミクスによって同定さ

れている (60)。本研究で確認された Degs1 の活性上昇は、こうした翻訳後修飾が寄与

している可能性がある。 

  4 週齢の Spade マウスにおいて、野生型と比較し TEWL が有意に増加することが

示された（図 7 C）。さらに、Spade マウスの一部の脂質ラメラ観察像に、層板顆粒が

適切に放出されずに残存したような凝集体が確認された（図 7 B）。この凝集体は、

Pnpla1や Abhd5 といった皮膚バリア不全を伴うラメラ脂質の代謝酵素欠損マウスにお

いても認められている (12, 38)。従って、4 週齢 Spade マウスにおける JAK1 の活性化

やセラミド代謝異常が、脂質ラメラ中の凝集体の発生につながり、バリア機能の異常

に寄与している可能性が考えられた。 

  Cer[NDS] d18:0/24:0もしくは Cer[NDS] d18:0/16:0 の塗布は、TEWL の値を変化さ

せることなく、表皮肥厚を抑制し、皮膚疾患の発症および増悪化を緩和させた（図 13 

A−E, 図 14 A−E）。TEWL はバリア機能の指標であり、タイトジャンクションや脂質

ラメラの状態を反映する。表皮肥厚は、表皮構成細胞のケラチノサイトの増殖や角化

が異常に亢進することで生じる。従って、塗布された Cer[NDS]はタイトジャンクショ

ンや脂質ラメラの制御には関与せず、ケラチノサイトの増殖・分化に影響を与えたと

考えられる。事実、免疫染色からも、Cer[NDS]の塗布により表皮過形成が抑制された

ことが明らかとなっている（図 13 G）。また、表皮におけるセラミドは極長鎖が主で

あり、極長鎖 Cer[NDS]の減少（18:0/24:0, 39%; d18:0/26:0, 17% vs. 野生型）は、表皮の

Cer[NDS]合計量の減少（47% vs. 野生型）にも影響した（図 10 B, G）。塗布された
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Cer[NDS]は、表皮の Cer[NDS]の減少を補填することで、鎖長非依存的に表皮過形成や

病態形成を抑制したのかもしれない。 

  以上、本研究より、Jak1 活性化により生じるアトピー性皮膚炎の病態形成過程に

おいて、経時的なセラミド代謝異常、および代謝酵素 Degs1 の比活性亢進が明らかに

なった。加えて、Jak1 依存的なアトピー性皮膚炎において、Cer[NDS]が病態抑制的に

機能することが示唆された。本研究成果は、これまで明らかでなかったセラミド代謝

と皮膚恒常性の維持との関係性における新たな知見であり、セラミド代謝異常の是正

が皮膚疾患制御に寄与する可能性を示唆するものである。 

 

図 15. 本研究の概念図 
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6 主論文に関する原著論文 

1. Iino Y, Naganuma T, Arita M. 2023. Dysregulated ceramide metabolism in mouse 

progressive dermatitis resulting from constitutive activation of Jak1. J Lipid Res. Jan 

11;64(2):100329. 
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ループの皆様に感謝致します。 

 

本研究を行うにあたり、日常の議論を通じて多くの有益な知識や示唆を頂きまし

た、慶應義塾大学薬学部 代謝生理化学講座ならびに、理化学研究所 生命医科学研究

センター メタボローム研究チームの皆様に深く感謝致します。 

 

 最後に、これまでの学生生活において、励まし、応援し、支え続けて下さいました

家族に最大の感謝を捧げます。 


