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研究成果の概要（和文）：酵母 Phs1 は極長鎖脂肪酸の伸長に関わる 3-ヒドロキシアシル CoA
脱水酵素である。Phs1 は脂質代謝に関わる因子や小胞輸送因子と相互作用し，スフィンゴ脂
質合成やホスファチジルイノシトール（PI）輸送を調節していることを明らかにした。Phs1
の哺乳類ホモログは未同定であったが，我々は HACD1-4を同定することに成功した。また，
哺乳類の極長鎖脂肪酸伸長経路の律速段階を触媒する酵素の基質特異性を明らかにすることに

より，極長鎖脂肪酸伸長経路の全貌を解明した。さらに，極長鎖脂肪酸伸長と疾患との関わり

についても知見を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：Phs1 is a 3-hydroxyacyl-CoA dehydratase involved in the elongation 
of very long-chain fatty acids (VLCFAs). We demonstrated here that Phs1 regulates 
sphingolipid synthesis and phosphatidylinositol transport through interacting with 
proteins involved in lipid metabolism and vesicular transport. We also succeeded in 
identifying mammalian homologs of Phs1, HACD1-4. By revealing substrate specificities of 
enzymes catalyzing the rate-limiting step of the VLCFA elongation, we have elucidated the 
entire VLCFA pathways in mammals. Moreover, we obtained some knowledge about 
relationship between VLCFA elongation and certain disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
Phs1ファミリ－は真核生物に広く存在するタ
ンパク質ファミリーであるが，その機能は不
明であった。酵母においてこのファミリーに
属するPHS1遺伝子を欠損させると致死とな
ることから，生育に必須な重要な機能を担っ

ていることが予測された。Phs1 は脂質合成
の中心的な場である小胞体に局在し，その発
現量を低下させた酵母変異株中ではスフィ
ンゴ脂質の前駆体である長鎖塩基が蓄積す
るという報告があったことから，スフィンゴ
脂質代謝過程のいずれかのステップに関わ
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ることが予測された。酵母スフィンゴ脂質は
極性基としてホスホイノシトールを持ち，ホ
スホイノシトールはゴルジ体において PI か
ら供給されることが知られている。PIは小胞
体で合成後，ゴルジ体，さらには細胞膜へと
輸送されるが，これまで PIを輸送する因子，
メカニズムは殆ど明らかになっていなかっ
た。我々は Phs1が PIの小胞体からゴルジ体
への輸送に直接あるいは間接的に関わるこ
とで，結果としてスフィンゴ脂質合成に影響
を与えると予測した。 
 
２．研究の目的 
本研究では機能未知であり，生育に必須な役
割を示す Phs1 及びその哺乳類ホモログの機
能を明らかにし，その機能解明を通じて PI
の輸送機構あるいは調節機構について知見
を得ることを目的とした。具体的な項目は以
下の通りである。 
(1) PI の輸送形態の同定と Phs1 の役割の解
明 

(2) Phs1ファミリーの脂質分子に対する特異
性の解明 

(3) Phs1の機能と構造の相関 
(4) Phs1と相互作用する因子の同定 
(5) 哺乳類 Phs1 ファミリーの解析と病態へ
の関与 

 
３．研究の方法 
(1) PIの輸送形態の同定と Phs1の役割の解
明 

PIが小胞輸送によって運ばれる可能性を検
討するために小胞輸送に関わる酵母変異株
(sec13， sec18など)を用いて，[3H]イノシト
ールでラベルすることにより，PIのスフィン
ゴ脂質やホスホイノシチドの代謝への影響
を調べた。PIが小胞輸送により小胞体からゴ
ルジ体に運ばれているとすると，Phs1ファ
ミリーは小胞へ PIを特異的に選別する役割
を持っていると考えられたので，Phs1と小
胞形成に関わる因子との結合を免疫共沈降
実験により調べた。 
 
(2) Phs1ファミリーの脂質分子に対する特異
性の解明 

in vivoにおいて Phs1ファミリーの機能低下
による各種脂質の代謝に対する影響を調べ
た。酵母 Phs1の発現低下株に脂質前駆体（放
射ラベル体）を取り込ませてインキュベート
後，脂質抽出，TLCプレートによる分離・同
定を行なった。 
 
(3) Phs1の機能と構造の相関 
Phs1ファミリーは小胞体に局在するマルチ
スパン膜タンパク質である。N結合型糖鎖修
飾部位を持つトポロジーレポーター遺伝子
と PHS1の融合体を作成し，その融合タンパ

ク質の糖鎖修飾を指標として，Phs1の膜ト
ポロジーの決定を行なった。また，Phs1フ
ァミリー内で保存されたアミノ酸残基の変
異体を作成し，生育の相補能と活性を調べた。 
 
(4) Phs1と相互作用する因子の同定 
Phs1 と脂質代謝，小胞輸送に関与する因子
との相互作用を免疫共沈降法により調べた。
また，遺伝学的に相互作用する因子を探索
した。Phs1 の機能低下による生育阻害を
回復させるマルチコピーサプレッサーを同
定・解析した。 
 
(5) 哺乳類 Phs1ファミリーの解析と病態へ
の関与 

哺乳類 Phs1ホモログ（HACD1/PTPLA, 
HACD2/PTPLB, HACD3/PTPLAd1, 
HACD4/PTPLAd2）を酵母 Phs1の発現低下
株中で発現させ，生育及び機能の相補能を調
べた。また，これらの因子を精製し，酵素学
的な解析を行なった。不整脈源性右室異形成
やミオパチーとの関連が指摘されている
HACD1のノックアウトマウスを作成し，表
現型を解析することで HACD1の生理機能，
病態との関連を明らかにしようと試みた。不
整脈源性右室異形成に見られるK64Q変異体
を作成し，酵素学的性質について解析した。
さらに研究の過程で明らかとなった HACD
関連因子の中で，病態と関連が報告されてい
た ELOVL4に関してさらに病態の分子メカ
ニズムに関する解析を進めた。 
 
４．研究成果 
(1) PI の輸送形態の同定と Phs1 の役割の解
明 

 
酵母変異株 (sec13，sec18) を用いて，[3H]
イノシトールでラベルすることにより，PI
からスフィンゴ脂質やホスホイノシチドの
代謝への影響を調べた結果，イノシトール含
有スフィンゴ脂質及びホスホイノシチドの
合成が低下していることが明らかとなった。
これらの脂質はすべて小胞体ではなく，ゴル
ジ体あるいはゴルジ体以降のオルガネラで
産生されるため，PIの小胞体からゴルジ体へ
の輸送が小胞輸送によって行なわれている
ことが示唆された。また，Phs1と小胞輸送
関連因子との相互作用を免疫沈降で調べた
結果，小胞輸送のコートタンパク質である
Sec13や Sec23との相互作用は認められなか
ったものの Erv29，Erv41，Emp24，Emp46，
Erp5などの積荷受容体と結合することが明
らかとなった。これら積荷受容体の実際の積
荷は明らかとなっていないが，PIを積荷とし
ている可能性があり，Phs1はこれら積荷受
容体との相互作用を介して PI輸送に関わっ
ている可能性がある。 



 
(2) Phs1ファミリーの脂質分子に対する特異
性の解明 

Phs1が極長鎖脂肪酸伸長に関わる 3-ヒドロ
キシアシル CoA脱水酵素であることが，本申
請期間の直前に明らかにされた。この結果を
踏まえ，我々は Phs1の発現低下による極長
鎖脂肪酸合成低下が脂質代謝に与える影響，
特に極長鎖脂肪酸を構成脂質としているス
フィンゴ脂質の代謝について検討した。Phs1
発現低下株をスフィンゴ脂質の前駆体であ
る[14C]セリンを用いてラベル後，脂質を抽出
し，TLCで展開した結果，スフィンゴ脂質の
うちセラミドの蓄積が観察された一方，イノ
シトール含有スフィンゴ脂質（IPCなど）の
合成低下が観察された。このことはセラミド
から IPCへの変換のステップが影響を受け
ていることを示していた。しかし， IPC合
成酵素の活性及び局在には異常が見られな
かった。そこで，基質となる PIの輸送が損
なわれている可能性を調べるために Phs1発
現低下株を[3H]イノシトールでラベルしたと
ころ，イノシトール含有スフィンゴ脂質及び
ホスホイノシチド共に合成が低下している
ことが明らかとなった。このことから，Phs1
の発現低下により PIの輸送低下が引き起こ
されていることが明らかとなった。前述の通
り，Phs1は積荷受容体との相互作用を介し
て PI輸送に関わっている可能性がある。 
 
(3) Phs1の機能と構造の相関 
トポロジーレポーター遺伝子（SUC2）と
PHS1の融合体を作成し，その融合タンパク
質の糖鎖修飾を指標として，Phs1 の膜トポ
ロジーの決定を行なった。その結果，Phs1
は６回膜貫通タンパク質で，N末端と C末端
を細胞質側に配向した小胞体膜タンパク質
であることを明らかにした（図１）。また，
Phs1ファミリー内で保存された 22個のアミ

ノ酸残基をアラニンに置換した変異体を作
成し，Phs1 発現低下株の生育相補能及び精
製タンパク質の活性測定を行なったところ，
６つのアミノ酸残基が活性に重要であり，そ
のうちの２つが活性に必須であった（図１）。
この２つの残基（Tyr149と Glu156）は触媒
基を構成していると予測された。 
 
(4) Phs1と相互作用する因子の同定 
上述の通り，Phs1 は積荷受容体と相互作用
するだけでなく，スフィンゴ脂質の合成に関
わるセラミド合成酵素 Lac1 とも相互作用し
ていることを見出した。このことから極長鎖
脂肪酸の合成はスフィンゴ脂質合成，脂質輸
送因子との協調的な働きによって調節され
ていることが示唆された。 
 極長鎖脂肪酸の合成ができない酵母の生
育をレスキューするマルチコピーサップレ
ッサーとして Vps21 を同定した。Vps21 は
Rab タイプの低分子 G タンパク質で主にエ
ンドソームを経由した液胞への小胞輸送に
関与する。これらの結果から極長鎖脂肪酸が
液胞への小胞輸送に関与していることが示
唆された。 
 
(5) 哺乳類 Phs1 ファミリーの解析と病態へ
の関与 

HACD1，HACD2を Phs1発現低下酵母株中
で発現させたところ，生育を相補した。一方，
HACD3，HACD4 は相補できなかった。ま
た，これらを全て精製し，3-ヒドロキシパル
ミトイル CoA に対して活性測定を行なった
ところ，すべてのタンパク質が活性を示した。
これらの結果からHACD1-4が哺乳類 3-ヒド
ロキシアシル CoA 脱水酵素であることが明
らかとなった。酵母の生育相補のためには炭
素数 20以上の 3-ヒドロキシアシルCoAに活
性を示す必要があることから，HACD3 およ
びHACD4にはこのような長い鎖長の基質に
は働かないことが示唆された。また，それぞ
れの因子の組織発現を調べた結果，HACD2
とHACD3はほとんど全ての組織で発現して
いたのに対し，HACD1 は筋肉系の組織，
HACD4 は白血球に発現が限られていた。哺
乳類の極長鎖伸長に働く縮合酵素には７種
のアイソザイム ELOVL1-7が存在する。我々
は各 HACD がそれぞれの ELOVL 因子と相
互作用することを見出した。 
 HACD1 のノックアウトマウスの作成を試
みた。ターゲッティングベクターの作成，ES
細胞における相同組み換えまでは終了し，現
在ヘテロノックアウトマウスの作成中であ
る。 
 HACD1(K64Q)変異体を作成し，酵素学的
性質を調べた。この変異タンパク質は野生型
と同様の 3-ヒドロキシパルミトイル CoA に
対する活性測定を示し，Phs1 発現低下株の



生育を相補した。HACD1(K64Q)は正常に小
胞体に局在し，ELOVL 因子との相互作用に
も野生型タンパク質との差は認められなか
った。また，HACD1(K64Q)変異との関連が
指摘されている不整脈源性右室異形成は優
性遺伝であるので，もしこの変異が病態と関
与しているのであれば変異型タンパク質の
発現は極長鎖脂肪酸伸長にドミナントネガ
ティブ的な効果を示すと予測されたが，その
ような結果は得られなかった。これらの結果
から我々は HACD1(K64Q)変異は不整脈源
性右室異形成とは関連しないと結論づけた。 
 ELOVL4 の C 末端側が欠損する変異 
(ELOVL4ΔC) は３型シュタルガルト病を引
き起こす。これまでこの変異を持つモデルマ
ウスでは ELOVL4 が基質とする極長鎖脂肪
酸の伸長だけではなく，広範囲の脂肪酸伸長
が影響を受けていることが報告されていた
が，その原因については不明であった。我々
は ELOVL4ΔC が他の ELOVL と相互作用
してその機能を阻害しているという仮説を
立て，検証を行なった。その結果，ELOVL4ΔC
は野生型 ELOVL4 よりも強く他の ELOVL
因子と結合し，実際にそれらの活性を阻害す
ることを見出した。これらの効果は３型シュ
タルガルト病を発症に導く一端になってい
ると予測される。 
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