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研究成果の概要（和文）：中性脂質トリグリセリド（TG）は全身の組織で合成と分解が適切にコントロールされ
ており，そのバランスの破綻は様々な疾患を引き起こす。ABHD5はTG分解酵素PNPLA2の活性化因子であるが，本
研究ではABHD5はPNPLA2に加えセラミドアシル転移酵素PNPLA1およびTG分解酵素PNPLA3とも相互作用し，それら
の活性化を担うことを見出した。PNPLA1はTGの中でもリノール酸を構成脂肪酸にもつTG特異的にアシル転移活性
を示すと考えられていたが，その特異性はPNPLA1の基質特異性ではなく，表皮にのみ存在する未知のメカニズム
により生み出されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Synthesis and degradation of triglycerides (TGs), one of the neutral lipids,
 are properly regulated in the tissue throughout the body, and an impairment of their balance causes
 various disorders. In this study, we found that ABHD5, an activator of the TG lipase PNPLA2, 
interacts with and activates the ceramide acyltransferase PNPLA1 and the TG lipase PNPLA3 as well as
 PNPLA2. Although PNPLA1 was assumed to exhibit transacylation activity specifically against 
linoleic acid-containing TGs, we demonstrated that the specificity is not attributed to the 
substrate specificity of PNPLA1 but to an epidermis-specific unidentified mechanism.

研究分野：生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ABHD5 遺伝子変異により重篤な皮膚疾患である魚鱗癬が引き起こされ，肝疾患，神経疾患も併発する。本研究で
は，ABHD5遺伝子変異による魚鱗癬および肝障害がそれぞれPNPLA1およびPNPLA3の活性化障害に起因するTG代謝
異常によって引き起こされることを明らかにした。これまでの多くの研究はTGの貯蔵を担う脂肪組織や肝臓など
に焦点が当てられており，そのほかの組織における解析は進んでいなかったが，本研究で存在を示唆した表皮に
おけるユニークなTG代謝機構の分子メカニズムが今後解明されることにより，TGの様々な組織における生理的役
割が明らかにされることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
トリグリセリド（TG）は TGリパーゼである PNPLA2により分解され，遊離脂肪酸とジアシル
グリセロールとなる。この反応は脂肪分解の律速段階であり，PNPLA2 による TG 分解には活
性化因子 ABHD5が必要である。ABHD5 遺伝子はシャナリン-ドルフマン症候群の原因遺伝子
として知られており，ABHD5 遺伝子変異患者では全身で TGが蓄積し，皮膚疾患である魚鱗癬
をはじめ肝肥大，神経障害（運動失調，精神遅滞など）を発症する。Abhd5 遺伝子欠損（KO）
マウスは，皮膚バリアの形成不全により生後数時間で死亡する。一方，PNPLA2 遺伝子変異患
者および Pnpla2 KOマウスはミオパチーを発症するのみで，魚鱗癬や肝障害，神経障害は発症
しない。そのため ABHD5 遺伝子変異により生じるこれらの症状は，PNPLA2の活性化異常だ
けでは説明できない。すなわち，ABHD5が PNPLA2の活性化以外にも別の生理機能を持つこ
とが推察された。本研究課題申請中に我々は，ABHD5が PNPLA1の活性化にも関与し，皮膚
バリア脂質であるアシルセラミドの産生に関与していることを報告していた。 
 
２．研究の目的 
本研究では，ABHD5 遺伝子変異患者に見られる皮膚，肝臓，神経疾患発症に関与するタンパク
質として PNPLA ファミリータンパク質（PNPLA1–9）に着目し，それらに対する ABHD5 の活
性化因子としての寄与，PNPLA ファミリータンパク質の機能異常による TG 代謝への影響およ
び疾患発症メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ABHD5による PNPLAタンパク質の活性化解析 
HEK 293T細胞に PNPLAタンパク質（PNPLA1–9）および ABHD5を過剰発現させ，放射ラベル
脂肪酸を用いて細胞をラベルし，脂質を回収，TLCで分離，オートラジオグラフィーによる検出
を行なった。また，過剰発現させた細胞より脂質を抽出し，液体クロマトグラフィー連結型タン
デム質量分析（LC-MS/MS）により，グリセロ脂質およびスフィンゴ脂質の定量を行った。 
 
（２）ABHD5の PNPLAタンパク質の細胞内局在への影響と相互作用解析 
HeLa細胞に PNPLAタンパク質および ABHD5を発現させ，間接蛍光抗体法によって PNPLAタ
ンパク質の細胞内局在を調べた。また，Proximity Ligation Assay により PNPLA タンパク質と
ABHD5の相互作用解析を行なった。 
 
（３）プロテオリポソームを用いた活性化および基質特異性解析 
コムギ無細胞翻訳系を用いた PNPLA1 または ABHD5 を組み込んだプロテオリポソームを作成
した。リポソームには各種脂肪酸組成を持つ TG および ω 水酸化セラミドを加えたものを用い
た。37°Cで１時間インキュベート後，脂質を抽出し，LC-MS/MSによりアシルセラミドの定量
を行なった。 
 
４．研究成果 
（１）ABHD5による PNPLAファミリータンパク質の活性化解析 
HEK 293T細胞に PNPLA1–9および ABHD5を過剰発現させ，[14C]オレイン酸，[14C]リノール酸
または[3H]アラキドン酸で細胞をそれぞれラベルし，代謝された脂質クラスの量を調べた。その
結果，PNPLA2は単独発現に比べて ABHD5との共発現時には TG量（[14C]オレイン酸，[14C]リ
ノール酸ラベル時ともに）が 5倍増加した。また，PNPLA3も同様に ABHD5との共発現により
TG 量が 2.5 倍増加していることを新たに見出した。リパーゼやアシルトランスフェラーゼは，
過剰発現実験では本来の活性とは逆の活性が促進されることがある。本実験においても TGリパ
ーゼとしての知見が確立している PNPLA2において ABHD5の存在下で TG量が増加していた。
したがって，PNPLA3による TG分解に関しても ABHD5が関与していると考えられる。 

HEK 293T細胞に脂肪酸伸長酵素 ELOVL4，脂肪酸 ω水酸化酵素 CYP4F22，セラミド合成酵
素 CERS3，PNPLA1および ABHD5を過剰発現させることで，アシルセラミドを産生させること
ができる。アシルセラミドは通常リノール酸を構成脂肪酸に持つが，HEK293T 細胞を用いた本
実験系ではリノール酸からなる分子種だけでなく，オレイン酸からなる分子種も産生されるこ
とを新たに見出し，その脂肪酸の特異性には ABHD5 は関与しないことを明らかにした。一方，
ケラチノサイトを用いた解析ではオレイン酸からなるアシルセラミドはほとんど産生されず，
リノール酸からなるアシルセラミドが主要であった。このことは PNPLA1 による TG の利用に
は ABHD5以外の皮膚特異的な因子が関与することを示唆している。 
 
（２）ABHD5の PNPLAタンパク質の細胞内局在への影響と相互作用解析 
ABHD5は脂肪滴に局在し，PNPLA2と相互作用することが知られている。また，我々は本課題
申請期間中に，ABHD5が PNPLA1を脂肪滴への移行させること，PNPLA1と相互作用すること
を明らかにしている。そこで，その他の PNPLAタンパク質（PNPLA3–9）の局在に対する ABHD5
の影響を調べたところ，ABHD5は PNPLAタンパク質（PNPLA3–9）の局在に影響は及さなかっ



た。次に ABHD5との相互作用解析を Proximity Ligation Assay により調べたところ，ABHD5は
PNPLA1，PNPLA2に加え，PNPLA3とも相互作用することを見出した。 

PNPLA1 は皮膚疾患である先天性魚鱗癬の原因遺伝子の１つであり，多数の遺伝子変異が同
定されている。そのうち，16 種の PNPLA1 のミスセンス変異体の脂肪滴局在に対する ABHD5
の影響を調べたところ，ABHD5 は 3 種の PNPLA1 変異体を脂肪滴へ移行させたが，13 種の変
異体を脂肪滴へ移行させることができないことを明らかにした。 
 
（３）ABHD5による in vitroでの PNPLAタンパク質の活性化能解析 
PNPLAタンパク質の活性化，基質特異性に ABHD5が関与するかどうかを in vitroで明らかにす
るためにプロテオリポソームを用いた活性解析系の構築を試みた。既に確立していた PNPLA1
単独でのアシルセラミド合成活性解析に ABHD5を同じリポソームに組み込む，または ABHD5
を組み込んだ別のプロテオリポソームで混合することでアシルセラミド合成活性を調べた。そ
の結果，いずれもアシルセラミド産生の活性化は認められなかった。これは PNPLA1 が細胞内
では基質となる TGへのアクセスが ABHD5により促進されるが，プロテオリポソーム中ではす
でに基質が近接して存在しているために活性化が認められなかったためであると考えられる。
また，リノール酸以外の脂肪酸鎖をもつ TGに対する PNPLA1の活性を調べたところ，PNPLA1
はオレイン酸またはパルミチン酸からなる TG に対しても活性を示した。この結果は成果項目
（１）における HEK 293T細胞を用いた解析と同様であり，皮膚においてリノール酸含有 TGを
アシルセラミド産生に特異的に利用するための別の因子が存在することを強く示唆している。 
プロテオリポソームを用いた系では ABHD5 による活性化は評価できなかったため，プロテ
オリポソームを用いない in vitro における PNPLA タンパク質の TG リパーゼ活性解析系の構築
を試みた。重水素標識オレイン酸を含む培地で細胞を培養し，細胞から脂質を抽出，TGを精製
した。精製した TGを PC/PIを用いてバッファー系に乳化させることで基質を調製した。TG基
質と PNPLA2 および ABHD5 を過剰発現させた膜画分と混合し，産生された重水素標識オレイ
ン酸を LC-MS/MS で測定した。その結果，PNPLA2 の TG リパーゼ活性を測定することに成功
し，fmolレベルの基質に対しても活性を検出することができた。この系では，用いる重水素標識
脂肪酸の種類を変えることで様々な重水素標識 TGの作製が可能であり，今後の PNPLAタンパ
ク質の活性，基質特異性解析および ABHD5による活性化解析に有用なツールとして用いられる
ことが期待される。 
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