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ケモエンザイマティカルな長鎖塩基の調製と 
樹脂固定型グルタルアルデヒドによる効率的精製法

門出 健次，村井 勇太

1. はじめに

長鎖アミノアルコールの一種である長鎖塩基を基本骨格
とする複合脂質はスフィンゴ脂質と呼ばれ，複合脂質は一
般的にグリセロ脂質とこのスフィンゴ脂質の大きく二つに
分類される．またスフィンゴ脂質はすべての真核生物およ
び一部の原核生物中に確認されている．スフィンゴ脂質の
名称は，ドイツの J.L.W. Thudichumが約140年前に脳組織か
ら脂溶性と親水性の両親媒性を持つ，不思議な脂質を初め
て発見した際，神話に登場する人間の顔とライオンの身体
を持つ謎めいた怪物スフィンクスになぞらえて名づけられ
た 1）．スフィンゴ脂質の中心的存在となるセラミドは，長
鎖塩基とそのアミノ基が脂肪酸によりアシル化された生体
内脂質であり，アミノ酸セリンとパルミチン酸を原料とす
るde novo合成により生合成される．特にセラミドC1位の
水酸基の修飾により，さまざまな役割を持つスフィンゴ脂
質が誘導される．修飾基を持たないものは一般的にセラミ
ドと呼ばれ，皮膚の角質層の主要な成分として存在し，皮
膚バリア機能，水分の保持機能に関わっている．セラミド
の水酸基にスフィンゴミエリン合成酵素によりホスホコリ
ンが修飾されるとスフィンゴミエリンとなる．スフィンゴ
ミエリンは細胞膜，とりわけ脂質ラフト（脂質マイクロド
メイン）に多く存在し，細胞内外の物質の輸送に大きく関
与する．またセラミドはグルコースやガラクトース，シア
ル酸などの糖鎖が修飾されることでスフィンゴ糖脂質（ガ
ングリオシド）となる．その糖鎖の多様性により400種以

上のスフィンゴ糖脂質が存在し，細胞間どうしやタンパク
質，生理活性物質‒細胞間シグナル伝達などに大きく関与
する．一方，長鎖塩基であるスフィンゴシン自体のC1位
水酸基もリン酸化酵素（SPK1, 2）によりリン酸化されるこ
とでスフィンゴシン1-リン酸（S1P）となり，細胞膜に存
在する7回膜貫通型のGタンパク質共役受容体であるS1P
受容体（S1P1～S1P5の5種）を刺激し，炎症反応，免疫細
胞の亢進，血管新生，神経機能の制御に関与する脂質メ
ディエーターとなる 2）．また，最近ではヒストン脱アシル
化酵素であるHDAC1, 2の活性阻害などエピジェネティッ
クな核内修飾 3, 4）への関与なども報告され，がんや神経疼
痛などの新たな治療法への発展が期待されている（図1）．

2. 生物間で異なる長鎖塩基

すべての真核生物で確認されるスフィンゴ脂質において
基本骨格となるのが長鎖塩基であるが，その骨格構造は生
物間で異なるものを有する．一般的に，ヒトを含めた哺乳
類では飽和型のスフィンガニン（ジヒドロスフィンゴシン）
や，4位にトランス型の不飽和結合を持つスフィンゴシンが
確認されている．一方，植物や菌類では8位にもトランス，
シス型の不飽和結合を持つ異性体が存在する（図2）．最近
では食品（植物）由来のグルコシルセラミド摂取による真皮
コラーゲンの産生促進や皮膚バリア改善効果 5），植物型セラ
ミドにより増産される細胞外小胞によるアミロイドβ量の低
下 6）が報告されている．このことから植物特有の長鎖塩基
（スフィンガジエニン）が生体内で何かしらの影響を与えて
いることが示唆されており，産学官共同で植物型長鎖塩基
を含む食品や化粧品などの開発が日進月歩で進んでいる．

3. セラミドアナログの開発

近年，長鎖塩基とあらゆるアシル化剤を組み合わせた
セラミドアナログの開発も盛んに行われており，抗がん作
用 7），脂質代謝酵素阻害 8‒12）などの興味深い生理活性を示す
ことが多数報告されている．我々もセラミドを基本骨格とし
た脂質代謝酵素の阻害剤開発を行ってきており，有能なも
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のを数種見いだしている 13）．スフィンゴミエリン合成酵素に
関しては，それをノックアウトしたマウス実験において抗脂
肪肝 14）や抗インスリン抵抗性 15），炎症抑制 16）などの表現型
がすでに確認されており，現在，創薬ターゲットとして注目
されている．したがって，脂質代謝酵素の制御はいまだに
満足のいく治療法が見つかっていない疾患，すなわちアン
メットメディカルニーズ対象疾病に対する次世代改善法と
して期待され，セラミドアナログのライブラリー創製が急が
れる．特にセラミドの基本骨格である長鎖塩基の効率的な

獲得がスフィンゴ脂質ライブラリー創製の鍵となっている．

4. 天然（食品）由来からの長鎖塩基供給法の開発

1） マイクロ波加熱と酵素（ケモエンザイマティック）反
応による長鎖塩基の効率的調製法
食品（植物）中には，スフィンゴ脂質が豊富に含まれる
ことが知られており，そのほとんどはスフィンゴ糖脂質の

図1 生物内に存在するスフィンゴ脂質関連分子の化学構造

図2 生物間の違いによる異なる長鎖塩基の構造
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グルコシルセラミドとして存在する．先に述べたように，
これらの長鎖塩基構造は，哺乳類のものとはその構造の一
部が異なり，多様性を示している．したがって，これら天
然の長鎖塩基を有効利用することは，セラミドアナログの
迅速なライブラリー創製につながる．特に，食品由来とな
れば，ヒトへの安全性もある程度担保される利点がある．
グルコシルセラミドから長鎖塩基への調製方法は，脱アシ
ル化および脱グルコシル化等の加水分解反応によって可能
である．しかし，これまでに報告されている加水分解反応
は，強酸および強塩基の存在下，加熱，長時間を要する過
酷な反応であり，低収率，転位を伴う副反応，ラセミ化等
が伴うため実用化には多々問題があった 17‒19）．一方，酵素
法は温和な条件で反応が進行するため，選択的かつ理想的
な方法ではあるが，高価なendoglycoceramidase I（EGCase 
I）20）や sphingolipid ceramide N-deacylase（SCDase）21）は，ラ
イブラリー創製を指向した大量供給には，現状では不向き
である．そこで，我々は，段階的にグルコシルセラミドの
アシル基の化学的加水分解を行い，化合物に親水性を保持
させ，次に安価な酵素により糖部分を除去するケモエンザ
イマティックな方法を立案した．種々条件を検討した結
果，アシル基の除去にはマイクロ波加熱のもとアルカリ加
水分解が，糖部分の除去にはβ-グルコシダーゼを用いるこ
とが有効であることを見いだした．実際に，北海道で一般
的に食される食用キノコであるタモギタケにはグルコシ
ルセラミドが多く含まれることから，今回タモギタケを
100グラム程度用いて，クロロホルム／メタノール／水の
混合溶液でクロロホルム層に脂質群を抽出後，クロマトグ
ラフィー精製によってグルコシルセラミド数グラムを単離
した．これをマイクロ波照射下，12 M水酸化カリウム溶
液によりアシル基を短時間で加水分解し，90％程度でグル
コース型のサイコシンを得ることに成功した．このサイコ

シンは水への溶解が可能になり，入手容易なアーモンド由
来のβ-グルコシダーゼを用いて脱グルコシル化反応を進行
させ，これも90％程度の高収率で目的の長鎖塩基を得る
ことに成功した（図3A）22）．さらに我々は，本法の有用性
を確認するために米，小麦，大豆についてもグラム単位の
グルコシルセラミドを抽出後，同様な処理を行った結果，
いずれも高収率，グラムスケールで長鎖塩基を調製するこ
とに成功している（図3B）23）．

2） 樹脂固定型グルタルアルデヒドによる長鎖塩基の効率
的精製法
化学合成やスフィンゴ脂質の加水分解によって得られる
長鎖塩基，生物体内の夾雑系に微量に存在する長鎖塩基の
精製は，その両親媒性の性質から困難な過程であり，より
効率的な方法が求められている．一般的なスフィンゴ脂
質の抽出方法としてBligh-Dyer法 24）やFolch法が知られて
いるが，これらの手法は有機溶媒を多用することや煩雑な
操作の点から，環境面やロス等の問題があり，簡便な精製
方法の確立が望まれている．我々は，長鎖塩基を簡便に
精製する方法として，官能基特異的反応を利用した固相抽
出法の開発を提案した．すべての生物間における長鎖塩
基の共通構造は，2-アミノ-1,3-ジオールを有している．こ
れは，アミノ酸（タンパク質），糖，脂肪酸などの他の生
体内小分子にはない長鎖塩基特有の構造上の特徴といえ
る．すなわち，この官能基に特異的に反応する化学反応を
用いれば，長鎖塩基のみを選択的に捕捉することが可能と
なる．我々は，2-アミノ-1,3-ジオール構造とグルタルアル
デヒドとの官能基特異的反応による三環性化合物生成に着
目した（図4A）．この反応は，水を含む有機溶媒中でも進
行し，室温中，短時間，高収率で反応することから，生体
試料への応用が十分可能な手法と期待した．しかし，グル

図3 （A）マイクロ波加熱と酵素反応による長鎖塩基の効率的調製法と（B）その応用例
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タルアルデヒド構造はアルドール縮合による重合反応物
を形成しやすいことや，酸化反応によりグルタル酸を形
成しやすい難点から，グルタルアルデヒドを有効利用した
例は少ない．そこで我々は，ペプチド固相合成等に用いら
れる樹脂にグルタルアルデヒドを固定化することでこれ
らの問題点を克服できると考え，グルタルアルデヒド固定
型樹脂を開発した．初めに，trans-4-ヒドロキシケイ皮酸
（図5，1）をエステル化（2），還元（3），酸化させることで
アルデヒド（4）を調製した．フェノール水酸基をシリル基
で保護（5）した後，エチルビニルエーテルとのYb触媒存在
下，逆電子要請型ヘテロDiels-Alder反応によってジアステ
ロ混合物（6）を合成し，シリル基を脱保護（7）した．樹脂は
ペプチド固相合成に用いられ，酸塩基や極低温条件に安定
なメリフィールド樹脂を選択することで，塩基条件にて化
合物（8）を効率よく固定化することに成功した．最後に酸
性条件にて，ビニルエーテル環を加水分解することで樹脂
固定型グルタルアルデヒドの創製に成功した（9）．一部，
水の付加によるジヘミアセタールが IRスペクトル解析に
よって確認された（図5）25）．樹脂固定型グルタルアルデヒ
ドは狙いどおり，重合反応が抑えられ，高凝集物や酸化物
生成の抑制に成功し，乾燥冷蔵保存で1年間の保存にも耐

えられることを確認した．我々は，予備実験としてスフィ
ンゴシンを樹脂固定型グルタルアルデヒドと反応させたと
ころ，86％の効率でスフィンゴシンを捕捉し，また0.25 M 
TFA処理によりスフィンゴシンを81％の効率で遊離する
ことを確認した．さらに樹脂固定型グルタルアルデヒドの
実用性を確認するため，ヒト血清中のスフィンゴシンの分
離について検討した．100 µLの血清を400 µLのメタノール
に溶解し遠心後，上清を回収，これにTHF（250 µL）とア
ルデヒド樹脂（5 mg）を添加し，1時間ほど混合撹拌した．
ろ過により遊離タンパク質，糖類を除去し残渣として樹脂
を回収した．樹脂を0.25 M TFA処理することで，捕捉ス
フィンゴシンを遊離させ，ろ液を回収することで，スフィ
ンゴシンを簡便に精製することに成功した．回収したス
フィンゴシンの収率は，オルトフタルアルデヒド（OPA）
誘導化後，蛍光HPLCにて定量した．その結果，回収ス
フィンゴシンの濃度は280 nM程度（図4B）であったこと
から，既知文献情報 26）の値の範囲内であった．以上のよ
うに，本法は煩雑な操作なく，短時間で極微量スケール
から長鎖塩基を効率よく精製できる有用な手法と期待でき
る．

図4 （A）グルタルアルデヒドによる2-アミノ-1,3-ジオールとの官能基特異的反応と（B）樹脂固定型グルタルアルデ
ヒドによるヒト血清中からのスフィンゴシン回収法
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5. おわりに

現在，わが国の死亡原因はがんに続き，心疾患，脳血管
疾患が上位を占める．その要因は主として脂質代謝疾患に
よる脂質の異常が原因であると考えられている．特に脂質
代謝酵素を標的とした創薬は標的が膜タンパク質である
ことから困難を極める．アンメットメディカルニーズの対
象となる脂質代謝疾患の新たな改善策としてセラミドアナ
ログのライブラリー創製，リード化合物の発見が期待でき
ることから，多種多様かつ大量の長鎖塩基供給が必須に
なる．我々が開発した，ケモエンザイマティカルな長鎖塩
基の調製と樹脂固定型グルタルアルデヒドによる効率的
精製法は十分これらに貢献可能である．また「Sustainable 
Development Goals（持続可能な開発目標：SDGs）」にも貢
献することが期待される．食品中に含まれる長鎖塩基を元
とした創薬が展開されれば，それを含む農産物の需要が高
まり，地域産業の活性や持続可能な社会形成をサポートす
る．さらに，発展途上国において農産物生産が高まれば飢
餓・貧困の問題を解決することにもつながる．さらに先進
国を含め長寿国のQOLの確保や医療費の削減課題にもつ
ながり，すべての人に健康と福祉を共有することも可能で
あると期待する．
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