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研究成果の概要（和文）：N-アシルエタノールアミンは小腸で生合成されて食欲抑制・脂肪分解などの生物活性
を示す抗肥満脂質である。本研究では、(1) 小腸においてグリセロホスホジエステラーゼ7 (GDE7)などの酵素が
関与する反応経路が重要であること、(2) この反応経路に前駆体脂質を供給する酵素が酸性リン脂質による正の
活性制御を受けること、(3) GDE7が小胞体内のカルシウムイオンで常時活性化されていることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：N-Acylethanolamines are anti-obesity lipids biosynthesized in small 
intestine, which show bioactivities including appetite suppression and lipolysis. In the present 
study, we suggested 1) that the reaction pathway(s) involving glycerophosphodiesterase 7 (GDE7) and 
other enzymes are important in small intestine, 2) that the enzyme supplying the precursor lipid to 
this reaction pathway(s) is positively regulated, and 3) that GDE7 is constitutively activated by 
calcium ions in the endoplasmic reticulum.

研究分野： 脂質生物学

キーワード： 小腸　肥満　脂質代謝　リン脂質　小胞体　酵素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義として、いまだ解明の進んでいないN-アシルエタノールアミンの哺乳類体内における生成機
構において、GDE7などの酵素が関与する経路の小腸における重要性を示したとともに、本機構の活性化メカニズ
ムを提示したことが挙げられる。社会的意義として、生体内に備わっている抗肥満作用の機構解明に貢献するこ
とや、関連酵素の活性を制御する薬物やN-アシルエタノールアミンの関連化合物の新規抗肥満薬としての応用に
繋がることが挙げられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
長鎖脂肪酸とエタノールアミンが縮合した構造を持つ N-アシルエタノールアミンは、マリフ

ァナ様作用や抗炎症・鎮痛といった多彩な生物活性を有する一群の脂質メディエーターである。
なかでもオレオイルエタノールアミド(OEA)は、食餌中の脂肪が分解されて生じる脂肪酸の刺
激により小腸上皮細胞で生合成された後、ペルオキシソーム増殖剤活性化受容体 α のアゴニス
トとして働くことで求心性迷走神経を介した食欲抑制作用を発揮する。加えて OEA は脂肪分
解の亢進、グルカゴン様ペプチド-1 の分泌促進といった作用を有し、内因性の抗肥満物質とし
て機能することが確立されているが、その生合成経路は複数存在し、未解明な点が多い。 
研究代表者は動物組織における N-アシルエタノールアミンの生合成機構を解析してきたが、

その成果のひとつとして、以前は機能不明であった蛋白質グリセロホスホジエステラーゼ 7 
(GDE7)が、前駆体リン脂質（N-アシル-リゾホスファチジルエタノールアミン、以下 N-アシル-
リゾ PE）から N-アシルエタノールアミンを生成するリゾホスホリパーゼ D（リゾ PLD）型酵
素であることを明らかにした。さらに、本酵素を発現させた細胞の膜画分中のリゾ PLD 活性が
µM オーダーの低濃度のカルシウムで顕著に上昇することも判明した。N-アシルエタノールア
ミンを生成するリゾ PLD 活性が小腸で特に高いことから、小腸における GDE7 の機能を中心と
して、N-アシルエタノールアミンの生合成機構を解析する本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、OEA を含む N-アシルエタノールアミンの生合成における GDE7 経路の役

割を明らかにすることである。また、GDE7 が触媒機能を発揮するためには基質である N-アシ
ル-リゾ PE が供給されることが必要である。N-アシル-リゾ PE は、膜リン脂質であるホスファ
チジルエタノールアミン(PE)が N-アシル転移反応を受けて生じる N-アシル-PE (NAPE)を前駆
体として生合成される。そこで、本転移反応を触媒する Ca 依存性 N-アシル転移酵素（Ca-NAT；
別名 cPLA2ε もしくは PLA2G4E）についても GDE7 と併せて活性化機構を含めた機能解析を行
い、N-アシルエタノールアミンの一連の生合成過程の理解を最終目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウス臓器の脂質分析と NAPE 代謝活性の測定 
野生型および NAPE 水解ホスホリパーゼ D (NAPE-PLD)欠損マウス（8 週齡）の脳、心臓、

腎臓、肝臓、空腸を摘出し、Bligh-Dyer 法の変法を用いて脂質を抽出した。液体クロマトグラ
フィー-質量分析（LC-MS/MS 分析）により、NAPE と N-アシルエタノールアミンの臓器内レベ
ルを分析した。NAPE 代謝活性の測定には臓器のホモジネートを用い、14C 標識 NAPE と反応
させた後に脂質を抽出し、薄層クロマトグラフィーを行うことで生成物を分離した。 
 
(2) 酸性リン脂質による Ca-NAT の活性化機構の解析 

COS-7 細胞に FLAG タグ付加 Ca-NAT を発現させ、抗 FLAG 抗体アガロースを用いて当該酵
素を精製した。ホスファチジルセリン(PS)の存在下で、[14C]ホスファチジルコリンの放射標識
アシル基を PE に転移させる酵素活性を薄層クロマトグラフィーにより測定した。もしくは、
精製酵素を PS などの酸性リン脂質を含有するリポソームと反応させ、超遠心により結合した
Ca-NAT を分離し、SDS-PAGE および銀染色により解析した。 
薬剤処理（ドキシサイクリン）により Ca-NAT を誘導できる HEK293 細胞を樹立し、siRNA

法を用いて PS 合成酵素-1 および-2 の発現を抑制した。この細胞における Ca-NAT の発現レベ
ルを Western Blotting 法により、酵素活性を上記と同様の方法で解析した。 
 
(3) カルシウムによる GDE7 の活性化機構の解析 

C 末端に FLAG タグを付加したヒト GDE7 を COS-7 細胞に安定発現させた。超遠心により小
胞体画分を調製し、界面活性剤トリトン X-100 の存在下あるいは非存在下でプロテイナーゼ K
と反応させ、抗 FLAG 抗体を用いた Western Blotting 法によりプロテイナーゼ K に対する感受
性を解析した。 
免疫細胞染色では、同安定発現細胞にジギトニンによる細胞膜選択的透過処理もしくはトリ

トン X-100 による非選択的膜透過処理を行い、抗 FLAG 抗体を用いて染色を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) マウス臓器の脂質分析と NAPE 代謝活性の測定 
小腸での N-アシルエタノールアミンの生合成における GDE7 経路の役割を、他の臓器と比較

しながら検討する目的で、NAPE から N-アシルエタノールアミンを生成するホスホリパーゼ D
型酵素である NAPE-PLD の遺伝子欠損マウスの臓器の脂質分析を行った。その結果、脳や心臓、
腎臓、肝臓では当該欠損マウスの NAPE レベルが野生型マウスと比べて高かったのに対して、
小腸では有意差を認めなかった（図 1A）。従って、小腸では他の臓器と異なり、NAPE の分解



における NAPE-PLD の役割は限定的であることが判明した。N-アシルエタノールアミンのレベ
ルは脳以外の組織では両マウス間で有意差がなく、小腸を含む末梢臓器における N-アシルエタ
ノールアミンの生成への NAPE-PLD の貢献は小さいと考えられた（図 1B）。さらに、NAPE-PLD
欠損マウスの小腸ホモジネートにおいても放射標識NAPEからN-アシルエタノールアミンが効
率良く生成し、この活性は解析した臓器のなかで最大であった。以上の結果から、小腸におけ
る食欲抑制性の N-アシルエタノールアミンの生成において、GDE7 などの酵素が触媒する非
NAPE-PLD 経路が重要であることが示唆された。 

 
(2) 酸性リン脂質による Ca-NAT の活性化機構の解析 
精製 Ca-NAT は、酸性リン脂質である PS によって試験管内で顕著に活性化された（図 2）。

細胞レベルでも、PS合成酵素-1もしくは-2の発現を siRNA法により抑制すると、組換えCa-NAT
の発現レベルおよび酵素活性は減少した。さらに、PS および他の酸性リン脂質はリポソーム膜
への Ca-NAT の結合を促進した。以上のことから、PS などの酸性リン脂質が細胞内で Ca-NAT
の局在と酵素活性を制御していると示唆された。この結果は、細胞内の酸性リン脂質が GDE7
の基質供給に貢献している可能性を示すものである。 
 
(3) カルシウムによる GDE7 の活性化機構の解析 

GDE7 が小胞体に局在してカルシウムイオンにより活性化されることから、この活性化機構
を解明する目的で GDE7 の小胞体膜上における配向を解析した。無傷小胞体画分を用いたプロ
テイナーゼK感受性試験においても、細胞膜選択的透過処理を用いた免疫細胞染色においても、
GDE7 タンパク質の C 末端は小胞体外に存在することを示唆する結果を得た。従って、本酵素
のカルシウムイオン結合部位は小胞体内腔に存在することが予想され、小胞体内のカルシウム
イオンによって恒常的に活性化されていることが示唆された。この結果は、食欲抑制性の N-
アシルエタノールアミンの生成機構において、GDE7 の活性制御が転写・翻訳レベルもしくは
基質供給レベルで行われていることを示唆している。 
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