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Abstract Mechanism of stress-induced apoptosis in fish cultured cells and embryos has been 

characterized to be regulated by Mg2+-dependent neutral sphingomyelinase 1.  The enzyme 

hydrolyzes sphingomyelin as a substrate and produces ceramide by its activation through various 

environmental stimuli, such as heat shock, UV irradiation, gamma-ray irradiation, and C2-ceramide 

treatment.  Such ceramide signaling activates a pro-apoptotic caspase cascade and apoptosis 

characterized by DNA fragmentation, and resulted in abnormal morphogenesis in fi sh embryogenesis.  

Therefore, ceramide signaling functions as the important pro-apoptotic signal in fi sh development 

and apoptosis.
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　魚類の個体発生初期に起こる大量死は，天然海域に

おける資源変動の要因として重要である。また，この

ような大量死は，種苗生産技術における大きな制約と

なっている。この初期減耗の主な要因として，環境条

件，被捕食，疾病および飢餓の 4 つが考えられ，とく

に受精卵期および仔魚期における生残には水温，日長

などの環境要因が強く影響することが推定されてい

る（Houde， 1987）。魚類の発生過程において，温度ス

トレスは，発生，成長，組織の分化および器官形成

に障害をもたらすだけでなく，不妊化，性転換など

の生殖生理の機能にも影響することが知られている

（Strussmann et al.， 1998; lto et al .， 2003）。

　ゼブラフィッシュの原腸胚を 37℃で高温処理した

時，体節数が減少するとともに，体節が萎縮した（Roy 

et al .， 1999）。このように，環境ストレスによる生物

影響として，形態および組織観察，核酸比，消化酵素

活性および代謝酵素活性が測定されている。その結果，

天然資源の初期生活史の解析，生理状態の把握および

種苗生産における健苗判定に対して，生化学的手法は，

現在では重要な研究手段として認識されるようになっ

た。

　本研究では，環境ストレスによる生物影響を評価す

る手法を確立するため，受精卵およぶ仔魚に対しても

たらされる環境ストレスによる障害とその度合いを解

析する上で必要となる細胞死（アポトーシス）の分子

メカニズムに着目した。そこで，この総説では，魚類

のアポトーシスの発現および環境ストレスによるその

誘導メカニズムを解説する。

アポトーシス

　プログラム細胞死は，発生過程における形態形成
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に伴って生じる細胞死をいう。アポトーシス研究は，

Kerr らの細胞・組織の形態観察から始まり，その特

徴的な細胞死はアポトーシスと呼ばれるようになった

（Kerr et al .， 1972）。アポトーシスはその作用メカニ

ズムが明らかにされることにより，現在ではプログラ

ム細胞死とほぼ同義で用いられる。

　魚類細胞でのアポトーシスシグナル伝達経路は，主

に三つの経路に大別される。第 1 の経路は熱，紫外

線，γ線や低酸素などのストレス誘導性の経路，第 2

は，Fas リガンド，骨形成因子（bone morphogenetic 

protein， BMP），腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor， 

TNF）などのシグナル分子の刺激によって誘導される

膜レセプターを介する経路，変態に伴う甲状腺ホルモ

ンによって誘導される経路が知られている。第 3 は，

ベジクルの形成を伴う成長と飢餓に関わる経路であ

る。これらの 3 経路のアポトーシスの分子メカニズム

がゼブラフィッシュ，ヒラメ，ブリなどの培養細胞を

使って解析された。ゼブラフィッシュ胚を熱ショック，

紫外線またはγ線で処理すると，染色体 DNA の断片

化が生じるので，Terminal deoxynuleotidyl transferase-

mediated dUTP nick end labeling（TUNEL）法を用いる

ホールマウント染色によってアポトーシスが生じた細

胞の分布を観察した。その結果，多数の細胞が原腸胚

期の被層で，体節の形成期から孵化期の脊髄，膜鰭，

心臓および脳で観察された（Yabu et al .， 2001a）。また，

ヒラメ胚への熱ショックあるいは紫外線処理によっ

ても，心臓および膜鰭で著しいアポトーシスが観察

された（Yabu et al .， 2003）。合成基質 Acetyl-DEVD-

methylcoumarylamide（Ac-DEVD-MCA）を用いるカス

パーゼ活性の測定によって，ストレス強度に対して依

存的に活性が上昇した。これらのことから，熱，紫外

線，γ線によって誘発されるアポトーシスはカスパー

ゼの活性化を介して生じることが推定された。

アポトーシス誘導分子カスパーゼ

　魚類におけるアポトーシスの中心的役割を担う分子

群として，カスパーゼファミリーが挙げられる。哺乳

類ではカスパーゼファミリーは 14 種類のタイプから構

成されるシステイン型プロテアーゼのファミリーであ

る。ゼブラフィッシュには，9 種類のカスパーゼが存

在する（Fig. 1）。これらのカスパーゼは，通常，細胞

内では不活性前駆体として存在する。細胞がアポトー

シス誘導の刺激を受け，カスパーゼが活性化すると，

その活性により，細胞内の特定の基質タンパク質が加

水分解され，アポトーシスが実行される。カスパーゼ

Fig. 1. Molecular phylogenetic tree of the caspase family in vertebrates.  
Caspy 1 and caspy 2 contain a pyrin domain in the N terminal region.
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はその構造と機能からイニシェーター（始動）タイプ

（カスパーゼ -8，-9，-10 など）とエフェクター（実行）

タイプ（カスパーゼ -3，-6，-7 など）の 2 つのタイ

プに大別され，それらによるカスケード反応が誘導さ

れる。上流に位置するイニシェーターカスパーゼはア

ポトーシスシグナルを受け取ると自己活性化し，下流

のエフェクターカスパーゼをプロセシングにより活性

化させる。活性化したエフェクターカスパーゼによっ

て各カスパーゼの基質としての切断点をもつ細胞構成

成分が加水分解され，アポトーシス小体の形成，核の

凝縮，染色体 DNA の断片化，細胞膜の崩壊などのア

ポトーシス特有の細胞構造の崩壊と細胞形態の変化が

引き起こされる。

　カスパーゼ -3 は，主要なエフェクターカスパーゼ

である。魚類細胞や魚類胚でアポトーシスの誘導能を

もつカスパーゼ -3 がクローン化された（Yabu et al .， 

2001b）。ゼブラフィッシュカスパーゼ -3 は 282 残基

のアミノ酸からなり，不活性前駆体から活性化する際

のプロセッシングを受ける切断点が 2 カ所推定され

た。大腸菌発現系による組み換えカスパーゼ -3，Ac-

YAVD-MCA，Ac-LEHD-MCA，Ac-IETD-MCA を水解

することができず，Ac-DEVD-MCA だけを特異的に

水解した。また，カスパーゼ -3 を魚類細胞およびゼ

ブラフィッシュ胚へ過剰発現させた結果，アポトーシ

スが生じ，成熟酵素へのプロセッシングが観察された。

このことから，本酵素がアポトーシスを実行する本質

的な分子であることが明らかにされた（Yabu et al .， 

2001b）。

スフィンゴ脂質

　スフィンゴ脂質研究は，Thudichum（1884）が脳組

織の抽出物中に未知の脂質として，セレブシド，スフィ

ンゴミエリン，スフィンゴシンが発見したことに始ま

る。脳・神経系における生体膜脂質の構造解析および

スフィンゴリピドーシス（脂質蓄積症）の病態解明の

二つを軸として研究が進展してきた。その後，スフィ

ンゴ脂質は，生体膜の構成成分として細胞の構造を維

持することおよび細胞内の栄養源としての役割を担う

と考えられてきた。Jones と Michell（1975）は，ホル

モンによる刺激によってイノシトールリン脂質が応答

して，細胞内カルシウムが増加するという脂質の新た

な機能を提起した。以後，生体膜の研究だけでなく，

細胞内シグナル伝達物質としての脂質の役割が重要視

されている。Okazaki ら（1989）は，セラミドが細胞

分化の誘導時にシグナル伝達物質として働くことを見

出した。それ以来，セラミドおよびスフィンゴシン

1- リン酸は，細胞内シグナル伝達物質として，分化，

アポトーシス，細胞増殖などの細胞機能を制御すると

考えられている。

　スフィンゴ脂質は，頭は人で胴体は獅子であるス

フィンクスに分子構造を例えて，非水溶性の脂肪酸と

水溶性のアミノ酸から構成されるスフィンゴ脂質の化

学構造に対して名付けられた（Fig. 2）。すなわち，ス

フィンゴ脂質はセラミドまたはスフィンゴシンを基本

骨格とする。セラミドの合成系・代謝系として 4 経路

が知られている（Fig. 3）。すなわち，セリンとパルミ
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Fig. 2. Chemical structure of sphingolipids.
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トイル CoA の縮合反応から始まる de novo でのセラ

ミド合成経路，スフィンゴミエリンまたはスフィン

ゴ糖脂質の分解によってセラミドが生成される経路

およびスフィンゴシン -1- リン酸からスフィンゴシ

ン -1- リン酸ホスファターゼの脱リン酸反応によっ

て始まるセラミドの合成経路である。生体内ではス

フィンゴシンは，セラミドを経ることなく de novo 合

成されることはない。このことから，生物学的にはス

フィンゴ脂質の基本骨格はセラミドであると考えられ

る。また，無脊椎動物では魚類に存在しないセラミド

関連のスフィンゴ脂質マンノシルイノシトールセラ

ミドやマンノシジイノシトールセラミド（Becker and 

Lester， 1980）が存在し，大腸菌内にもセラミドは存

在しない。セラミド類似のスフィンゴ脂質の役割につ

いては不明な点が多いが，脊椎動物のスフィンゴミエ

リンと同様に，細胞膜を構成するリン脂質としての役

割が考えられる。細胞内のスフィンゴ脂質量は，総リ

ン脂質含量の内訳はスフィンゴミエリン 2.7%，セラ

ミド 0.082%，スフィンゴシン 0.017% であり，スフィ

ンゴシン -1- リン酸はさらに微量である（Merrill and 

Sandhoff， 2002）。また，セリンとパルミトイル CoA

によりセラミドまでは小胞体で合成され，スフィンゴ

ミエリンおよびスフィンゴ糖脂質はゴルジ装置で合成

される。細胞外膜に多く存在するスフィンゴミエリン

およびスフィンゴ糖脂質はエンドソームによってリソ

ソームへと輸送され酵素によって分解される。

ストレスによって生成されるセラミド

　熱ショック，紫外線，放射線，過酸化水素などのス

トレスによって誘発されるアポトーシスでは，細胞内

でセラミド量が一過的に増加するとともに，セラミド

がアポトーシスの誘導シグナルとなり，カスパーゼカ

スケードを活性化してアポトーシスが実行されると

Verheij ら（1996）は報告した。Obeid ら（1993）は，

外因性 N-acetyl-sphingosine（C2- セラミド）をヒト

白血病細胞 HL-60 細胞へ投与すると，ストレスを介

さずに，カスパーゼカスケードが活性化されアポトー

シスが生じると報告した。これらのことから，セラミ

ドはアポトーシスを制御する脂質セカンドメッセン

ジャーとして位置づけられるようになった。

　従来のアポトーシス研究では哺乳類の培養細胞系を

実験材料として，培養液へのシグナル物質や阻害剤を

添加することによって，その細胞でのアポトーシスに

関与する酵素群を同定する手法が取られてきた。動物

個体を用いる実験系では環境ストレスなどの外部刺激

によるアポトーシスの誘導を観察するのが難しく，特

定の細胞・組織でのアポトーシスの組織学的観察が主

であった。また，セラミドはストレスによるアポトー

シスの誘導物質であるが，in vivo での投与では血液中

のリポタンパク質に吸着されるため，細胞内の生理的

なセラミドの濃度領域でアポトーシスの誘導効果を調

べることができなかった。しかし，魚類胚は培地中で
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培養できる利点があり，セラミドや環境ストレスの効

果を容易に観察することが可能となった（Yabu el al .， 

2001a; Yabu et al .， 2003; Yabu et al .， 2005）。実際，ヒ

ラメ胚やゼブラフィッシュ胚へ外因性の C2- セラミ

ドを投与するとアポトーシスが誘導されるが，C2- セ

ラミドのアナログである N-acetyl-dihydrosphingosine

（C2- ジヒドロセラミド）には，生理活性が見られず

アポトーシスは生じない。また，魚類胚では紫外線に

よって誘発されるアポトーシスと外因性の C2- セラ

ミド投与によって生じるアポトーシスとが，ほぼ同

じ部位で誘導されることから，紫外線ストレスと C2-

セラミドの投与とが魚類胚に対してほぼ類似した効果

がある（Yabu et al .， 2003; Yabu et al.， 2005）。

ストレスによって活性化される中性型スフィンゴミエリ

ナーゼ

　熱，紫外線などのストレスによって誘発されるアポ

トーシスは，細胞内のセラミドシグナルを介して，カ

スパーゼカスケードを活性化して実行される。最近

の研究で，ストレス下でセラミド量を調節する分子

として，ゼブラフィッシュ ZE 細胞から中性型スフィ

ンゴミエリナーゼが同定された（Yabu et al .， 2005）。

まず，ゼブラフィッシュ胚由来の培養細胞，ZE 細胞

を使って，熱ストレス下でのセラミド含量の変化を調

べたところ，熱ストレス処理後 2 時間でセラミド量

が，コントロール区に比べて一過的に約 2 倍量まで増

加した。この一過的に生成されたセラミド量の増加の

後に，カスパーゼ活性が上昇し，アポトーシスが生じ

た。熱ストレスによって増加するセラミド生成には，

de  n ovo 合成経路のセラミド合成酵素やセリンパルミ

トイル転移酵素，スフィンゴミエリン合成酵素，酸性

型スフィンゴミエリナーゼ，Mg2+- 非依存性中性型ス

フィンゴミエリナーゼ，Mg2+- 依存性中性型スフィン

ゴミエリナーゼ，セラミダーゼ，グリコシルセラミド

トランスフェラーゼなどの酵素群が関わることが推

定されるが，それらの酵素活性の測定，セラミド合

成酵素阻害剤フモニシン B1 の試験，細胞内のスフィ

ンゴミエリン含量の測定の結果から，Mg2+- 依存性

中性型スフィンゴミエリナーゼが熱ストレス下で活性

化することが明らかとなった。そこで，ZE 細胞から

cDNA ライブラリーを作製して，合成基質 C6-nitro-

benzoxadiazolyl- スフィンゴミエリンを用いる酵素活性

を介した発現クローニング法により Mg2+- 依存性中性

型スフィンゴミエリナーゼ活性を持つ cDNA クローン

を単離した（Yabu et al .， 2005）。さらに，本酵素の性

状とアポトーシス誘導能を調べた。ゼブラフィッシュ

Mg2+- 依存性中性型スフィンゴミエリナーゼは，420

残基からなり，C 末端側の 2 カ所に膜貫通領域を有し

た。組み換え型のスフィンゴミエリナーゼは，[14C]-

フォスファジルコリンを水解せず，[14C]- スフィンゴ

ミエリンを特異的に加水分解した。至適 pH は，7.5 で，

Mg2+ イオンを必要とした。ZE 細胞におけるアンチセ

ンスオリゴヌクレオチドによるタンパク質翻訳阻害試

験では，熱ストレスによって誘導されるセラミド生成

が阻害され，アポトーシスも抑制された（Yabu et al .， 

submitted）。これらのことから，熱ストレスによって

誘発されるアポトーシスは，Mg2+-依存性中性型スフィ

ンゴミエリナーゼが活性化し，セラミドが一過的に生

成された結果，カスパーゼカスケードが活性化される

反応経路が重要であることが明らかとなった。

セラミドシグナルが介するアポトーシスの分子機構

　紫外線を照射したゼブラフィッシュ胚ではセラミド

が生成され，アポトーシスが発現するが，外因性のセ

ラミドを投与したヒラメ胚やゼブラフィッシュ胚で

も，アポトーシスが生じ，組織が崩壊した（Yabu et 

al .， 2003; Yabu et al .， 2005）。しかしながら，紫外線

およびセラミドで胚を処理する際にカスパーゼ阻害剤

Benzyloxycarbonyl-DEVD-fl uoromethylketone（Z-DEVD-

fmk）やセラミドの生合成経路上にあるスフィンゴシン

-1- リン酸を培養液中に添加することによって，アポ

トーシスが抑制された（Yabu et al .， 2005）。このこと

から，ストレスによって生成されたセラミドがカス

パーゼを活性化し，アポトーシスを誘導することが明

らかとなった。魚類胚だけでなく，脊椎動物に共通す

るアポトーシスに誘導経路に関する新しいモデルを提

案した（Fig. 4）。

　以上のように，TUNEL 染色，カスパーゼ活性，

Mg2+- 依存性中性型スフィンゴミエリナーゼ活性，セ

ラミド含量およびスフィンゴミエリン含量の測定に

よって，受精卵・仔魚へのストレスの影響を把握する

ことが可能になった。魚類の初期発育過程における環

境ストレスは胚における各組織，とくに膜鰭および脊

髄でアポトーシスを生じさせ，形態形成異常をもたら

した。このアポトーシスは，ストレスによって活性化

した Mg2+- 依存性中性型スフィンゴミエリナーゼが膜

脂質スフィンゴミエリンを水解し，生成されたセラミ

ドがシグナル物質として作用して，カスパーゼを活性

化する反応経路が関与するものと推定される（Fig. 4）。

この成果は，生態系における環境ストレス条件下での

受精卵・仔魚の生残機構の解明と種苗生産技術におけ

る新しい飼育管理手法の開発に寄与するものである。
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環境ストレスに伴うスフィンゴミエリナーゼの活性化機構

　本研究で提案したモデルのなかで，Mg2+- 依存性中

性型スフィンゴミエリナーゼの活性化機構とセラミド

によって活性化されるカスパーゼ機構が依然不明であ

る。まず，スフィンゴミエリンは，細胞膜の外膜上

に存在するが，スフィンゴミエリナーゼは，分子構

造データから細胞膜の細胞質側にスフィンゴミエリ

ンを水解する活性中心が存在する。このことから，細

胞が正常に生育する条件ではスフィンゴミエリナーゼ

は，スフィンゴミエリンには作用しないが，ストレス

条件下では，細胞外膜側に存在するスフィンゴミエリ

ンが細胞膜を横切り内膜側へ転移し，スフィンゴミエ

リナーゼが作用してセラミドが生成されると推定され

る。このような膜の転移の機構に関する仮説として，1）

スフィンゴミエリンを内膜へ特異的に取り込むトラン

スポータータンパク質による，2）フリップ・フロッ

プによる外膜から内膜へのリン脂質の転移，3）アポ

トーシスの際に生じる膜脂質の混合（scrambling）に

よる，4）スクランブルアーゼの作用による，などの

分子機構が考えられた。また，熱ストレスよるアポトー

シスには，セラミドが細胞内シグナルとしてカスパー

ゼ -3 を介するアポトーシスを誘導するが，セラミド

そのものはカスパーゼ -3 を活性化する作用を示さな

い。したがって，カスパーゼ -3 の活性化を誘導する

機構にセラミドが関与すると予想される。例えば，カ

スパーゼ -3 の上流に位置するミトコンドリア経路は，

チトクロム C と Apaf-1 の複合体の形成（アポソーム）

がカスパーゼ -3 の活性化する。この複合体の形成過

程にセラミドが関与しているかもしれない。今後，ス

Fig. 4 Signaling pathway in stress inducible apoptosis

トレス誘導性アポトーシスの分子機構を解明するうえ

で，これらは重要な研究テーマとして位置づけられ

る。
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