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研究成果の概要（和文）：代表的なトリアシル型リン脂質であるN-アシル-PEは、脂質メディエーターであるN-
アシルエタノールアミンの前駆体として知られる。本研究計画では、哺乳類でN-アシル-PEを生成する２種類の
N-アシルトランスフェラーゼ酵素であるcPLA2εとPLAAT-1の遺伝子欠損マウスをそれぞれ解析した。その結果、
cPLA2εが脳におけるCa2+依存型N-アシルトランスフェラーゼの本体であることを明らかにするとともに、脳虚
血部位でN-アシル-PEとN-アシルエタノールアミンを蓄積させることを示した。一方、PLAAT-1を欠損させると、
肝臓などマウス組織の脂質代謝に影響を及ぼすことが判明した。

研究成果の概要（英文）：N-Acyl-PE, a representative triacyl-type phospholipid, is known to be a 
precursor of the lipid mediator N-acylethanolamine. cPLA2-epsilon and PLAAT1 are two mammalian 
enzymes, which function as N-acyl-PE-generating N-acyltransferase. In this research project, we 
analyzed gene-deficient mice for these two enzymes, respectively. The results showed that 
cPLA2-epsilon is responsible for Ca2+-dependent N-acyltransferase activity in brain and involved in 
the accumulation of N-acyl-PE as well as N-acylethanolamine during brain ischemia. On the other 
hand, PLAAT-1 deficiency affected lipid metabolism in the liver and other tissues of mouse.

研究分野： 生化学

キーワード： N-アシルホスファチジルエタノールアミン　N-アシルエタノールアミン　ホスホリパーゼA2　PLAATファ
ミリー　酵素　脂質メディエーター　リン脂質　脳虚血

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
代表的なトリアシル型リン脂質であるN-アシル-PEの生成に係わる２種類のN-アシルトランスフェラーゼ酵素で
あるcPLA2εとPLAAT-1について、それぞれの遺伝子欠損マウスを解析した。その結果、これまで不明な点の多か
った両酵素の生体内での役割の一端を明らかにすることができ、酵素学および脂質生化学の学問分野における包
括的理解の進展に寄与するとともに、医薬品として期待される本酵素の阻害剤の開発に向けて役立つ知見を得る
ことができた。

※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 
 
ホスファチジルコリン（PC）やホスファチジルエタノールアミン（PE）などの一般的なグリ

セロリン脂質は、１分子あたり２本の脂肪酸鎖を有する「ジアシル型」である。同じグリセロリ
ン脂質であっても、リゾリン脂質は１本の、カルジオリピンは４本の脂肪酸鎖を有し、その物性
や生体作用はジアシル型と大きく異なる。一方、PE のエタノールアミン部分のアミノ基にもう
１本の脂肪酸鎖が結合した N-アシル-PE は、３本の脂肪酸鎖を有する「トリアシル型」リン脂
質であり、微量ではあるが、ヒトを含む動植物や微生物に普遍的に存在する。ユニークな構造が
以前から注目され、その生体作用に興味が持たれてきた（Schmid et al., Prog. Lipid Res. 29, 1–
43, 1990）。 
これまでにわかっている N-アシル-PE の働きは、N-アシルトランスフェラーゼと呼ばれる酵

素が触媒する PE の N-アシル化反応で作られて生体膜に存在し、ジアシル型リン脂質からは直
接合成できない N-アシルエタノールアミン（別名、脂肪酸エタノールアミド）の前駆体として
機能することである。N-アシルエタノールアミンは、種々の長鎖脂肪酸のカルボキシル基とエ
タノールアミンのアミノ基が縮合した構造を有しており、代表的なパルミチルエタノールアミ
ドやオレイルエタノールアミドは、核内受容体であるペルオキシソーム増殖剤活性化受容体
PPARα等に結合し、抗炎症・鎮痛・神経保護・食欲抑制などの作用を発揮することが知られて
いるが、生理的意義については不明な点が多い。また、N-アシル-PE 自体は膜安定化作用を有す
ると報告されているが、生きている細胞の膜でそのような効果があるのかはわかっていない。注
目すべきは、脳虚血・心筋梗塞・精巣炎などの動物モデルにおいて、傷害部位で N-アシル-PE と
N-アシルエタノールアミンが著増するという知見が確立していることであり、両分子が症状悪
化の防止に役立っている可能性がある（Janfelt et al., FASEB J. 26, 2667-73, 2012）。 
動物組織では、N-アシル-PE は N-アシルトランスフェラーゼの触媒する反応において、２分子

のグリセロリン脂質から作られる（図）。２分子のうちの１分子はアシル基供与体基質であり、
グリセロール骨格の sn-1位から脂肪酸鎖を供与する。図ではPCがアシル基供与体基質である。
もう１分子は PE 等のエタノールアミン含有リン脂質であり、アシル基受容体基質として機能
し、エタノールアミン部分のアミノ基が脂肪酸鎖を受容して N-アシル-PE が完成する。 
研究代表者のグループでは、これま

でに (1) N-アシルトランスフェラー
ゼには活性発現に Ca2+を要求する
「Ca2+依存型」と要求しない「Ca2+非
依存型」の２種類があること、(2) が
ん抑制遺伝子として発見報告されて
いた遺伝子の産物が Ca2+非依存型酵
素として働くこと、を明らかにした。
そして、 Ca2+ 非依存型酵素群を
“ Phospholipase A/acyltransferase 
(PLAAT) family”と呼ぶことを提唱
し（Uyama et al., J. Biol. Chem. 287, 
31905-19, 2012）、この名称は世界的に受け入れられている。この family のうち、マウスでは
PLAAT-1, 3, 5 の３種類が発現しているが、精巣以外の組織で N-アシルトランスフェラーゼと
して重要なのは PLAAT-1 であることがわかっている。一方、米国の Cravatt らのグループは、
Ca2+依存型酵素が cytosolic phospholipase A2のε型イソフォーム（cPLA2εまたはPLA2G4E）
であることを発見した（Ogura et al., Nat. Chem. Biol. 12, 669–71, 2016）。このように Ca2+依
存型と非依存型の遺伝子が同定されたことから、遺伝子欠損マウスを用いて体内での N-アシル
-PE の合成を阻害することが可能になり、個体レベルで N-アシル-PE の役割を解析することが
可能になった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、Ca2+依存型 N-アシルトランスフェラーゼ（cPLA2ε）と Ca2+非依存型 N-ア

シルトランスフェラーゼ（PLAAT-1）の欠損マウスを解析すること等により、哺乳動物における
N-アシル-PE という「トリアシル型リン脂質」の存在意義を個体レベルと細胞レベルで明らか
にするとともに、両酵素の役割の違いを明確にすることである。得られた成果は、リン脂質の代
謝・生物作用の包括的理解に貢献するとともに（生化学）、N-アシルトランスフェラーゼの創薬
標的としての評価に役立つこと（医学・薬学）が期待される。 
 
３．研究の方法 
 



(1) cPLA2ε と PLAAT-1 をそれぞれ安定的に発現する哺乳類細胞株を樹立し、培地にカルシウ
ム・イオノフォアを添加して細胞レベルで N-アシル-PE と N-アシルエタノールアミンが
Ca2+依存的に生成するか否かを、液体クロマトグラフィー-タンデムマススペクトロメトリ
ー（LC-MS/MS）を用いて確認する。 
 

(2) 野生型マウスと cPLA2ε欠損マウスを用いて以下の実験を行う。 
① 脳の N-アシルトランスフェラーゼ活性は、幼少期に高く成長につれて低下することが

知られている。野生型マウスを用いて cPLA2εの脳おける mRNA レベルの変化を週齢
ごとに PCR で測定するとともに、野生型マウスと cPLA2ε欠損マウスの脳における N-
アシルトランスフェラーゼ活性の変化を調べる。 

② 7 日齢と 30日齢の野生型マウスと cPLA2ε欠損マウスを用いて、脳における N-アシル
-PE の含量を、LC-MS/MS で測定する。 

③ 摘出後、暫く放置した脳は一種の脳虚血モデルと考えられ、N-アシル-PE とその代謝物
である N-アシルエタノールアミンが蓄積する（Natarajan et al., Biochim. Biophys. 
Acta 878, 32-41, 1986）。そこでこのように処理した野生型マウスと cPLA2ε欠損マウ
スの脳を用いて LC-MS/MS で分析し、cPLA2εの関与の度合を検討する。 

 
(3) cPLA2ファミリーは６種類のイソフォームから成る酵素群であることから、cPLA2ε以外の

α、β、γ、δ、ζ の５種類のイソフォームが N-アシル-PE の代謝に関与する可能性につ
いて検討する。 

 
(4) PLAAT-1 の欠損マウスを作出し、表現型を探索する。PLAAT ファミリーのメンバーである

PLAAT-3 の欠損マウスでは、高脂肪食の摂取による肥満モデルにおいて、痩せ・極度の脂
肪肝・インスリン抵抗性の増大等の表現型を呈することが報告されているので（Jaworski et 
al., Nat. Med. 15, 159-68, 2009）、同様の肥満モデルにおける PLAAT-1 欠損マウスの表現
型を調べる。 

 
４．研究成果 
 
(1) cPLA2ε と PLAAT-1 をそれぞれ安定的に発現する哺乳類細胞株を樹立した。これらの細胞

の培地にカルシウム・イオノフォアを添加すると、前者では N-アシル-PE とその代謝物で
ある N-アシルエタノールアミンの細胞内レベルが著増したのに対し、後者では変化が認め
られず、生細胞内でも両酵素の Ca2+依存性の有無が明確に示された。 
 

(2) cPLA2ε欠損マウスを用いて野生型マウスと比較することで以下の知見を得た。 
① cPLA2ε 欠損マウスを飼育し、繁殖させたところ、少なくとも通常の飼育環境では、形

態や行動に明らかな異常は認められなかった。cPLA2ε の発現レベルが高いことがわか
っている脳に着目し、まず、野生型マウスを用いて、脳のホモジネート中の N-アシル
トランスフェラーゼ活性が幼少期に高く、成長につれて低下することを確認した。次に
脳の cPLA2εと PLAAT-1 の mRNA レベルを週齢ごとに PCR で測定したところ、前
者は出生直後が最も高く、成長とともに低下するのに対し、後者では週齢とともにむし
ろ漸増した。脳の酵素活性は Ca2+依存性を示し、さらには cPLA2ε欠損マウスではこ
の活性が検出できないことから、本活性の責任酵素が cPLA2εであることが証明され
た。 

② 脳内のジアシル型およびアルケニルアシル型 N-アシル-PE 含量は野生型、cPLA2ε欠
損マウスともに 7 日齢よりも 30 日齢の方が高く、7 日齢の cPLA2ε欠損マウスでは野
生型よりも低い傾向が見られたが、30 日齢では両マウス間でほとんど差が見られなか
った。このことから N-アシル-PE の定常レベルの維持における cPLA2εの関与は限定
的であると考えられ、その他の酵素の関与が示唆された。 

③ 摘出後、37℃で６時間放置した脳を、摘出後直ちに凍結した脳と比較したところ、野生
型では N-アシル-PE と N-アシルエタノールアミンはそれぞれ 20 倍と 200 倍程度増加
したが、そのような増加は cPLA2ε欠損マウスではほとんど認められなかった。このこ
とから本現象の責任酵素は cPLA2εであると考えられた。したがって in vivo の脳虚血
部位でも同様のことが起きている可能性が示された。 

 
(3) cPLA2ε以外の５種類の cPLA2 イソフォームには、N-アシル-PE の生成能、すなわち N-ア

シルトランスフェラーゼ活性は認められなかったが、γ 型イソフォームは、N-アシル-PE に
対して PLA1/A2 として作用し、N-アシル-リゾ PE 及びグリセロホスホ-N-アシルエタノー
ルアミンを生成する活性が見出され、cPLA2γ が N-アシル-PE から N-アシル-リゾ PE、次
いでグリセロホスホ-N-アシルエタノールアミンを経由して N-アシルエタノールアミンを
生成する経路に係わる可能性が示された。 



 
(4) PLAAT-1 の遺伝子欠損マウスは、通常の飼育では形態や行動に明らかな異常を認めなかっ

たが、高脂肪食投与時の体重増加が、野生型マウスと比較して有意に少なく、高脂肪食投与
に伴う肝臓での脂肪蓄積も激減していた。肝臓での脂肪合成に関わる遺伝子の発現が全般的
に抑制されていることも見出した。現在、さらなる解析を進めている。 

 
以上の結果から、cPLA2εが脳における Ca2+依存型 N-アシルトランスフェラーゼの本体であ

ることを細胞レベルと個体レベルで明らかにするとともに、脳虚血部位における N-アシル-PE
と N-アシルエタノールアミンの蓄積の責任酵素である可能性が高いことを示した。一方、細胞
レベルで Ca2+非依存型 N-アシルトランスフェラーゼとしての働きを有する PLAAT-1 が、個体
レベルでも同酵素活性をどの程度発揮しているかは依然として不明であり、さらなる検討を要
する。しかしながら、PLAAT-1 の欠損が個体レベルで脂質代謝に影響を及ぼすことが、同遺伝
子欠損マウスの解析から明らかになりつつある。 
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