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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食欲抑制・脂肪分解などの作用を示す脂質メディエータ
ーである。本研究ではその分解酵素に焦点を当て、セラミド分解酵素として認識されてきた酸性セラミダーゼが
N-アシルエタノールアミンの加水分解に関わることを細胞および動物組織レベルの解析により示した。さらに、
当該酵素の蛍光基質LAMCAが類似酵素であるN-アシルエタノールアミン酸性アミダーゼの基質にもなることを明
らかにし、活性測定時に注意が必要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：N-Acylethanolamines are lipid mediators showing several bioactivities 
including appetite suppression and lipolysis. In the present study, we focused on their degrading 
enzymes. Our cell- and animal tissue-level analyses revealed that acid ceramidase, which has been 
recognized as a ceramide-hydrolyzing enzyme, is actually involved in the hydrolysis of 
N-acylethanolamines. Furthermore, we found that LAMCA, a fluorescent substrate of this enzyme, is 
also a substrate of a similar enzyme, N-acylethanolamine acid amidase; which should be considered 
when using this substrate.

研究分野： 脂質生物学

キーワード： 肥満　脂質代謝　脂質メディエーター　リソソーム酵素　セラミド　N-アシルエタノールアミン

  １版

令和

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、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新たな代謝酵素として、酸
性セラミダーゼを明らかにしたことが挙げられる。同時に、蛍光色素を用いた本酵素の活性測定の問題点が浮き
彫りとなった。社会的意義としては、新たなN-アシルエタノールアミン代謝酵素の発見により、本酵素の阻害と
いう新たな作用機序を持つ抗肥満薬の開発に繋がる可能性を有す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、研究者個人に帰属します。
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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体作用を持つ一群の脂質分子である。なかでも脂肪
酸部分がオレイン酸であるオレオイルエタノールアミドは、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を活性化し、求心性迷走神経を介して食欲抑制作用を発
揮する。加えてオレオイルエタノールアミドは脂肪分解の亢進、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。しかし
ながら、N-アシルエタノールアミンの生合成・分解機構には不明な点が多い。 
研究代表者らはこれまで動物組織における N-アシルエタノールアミンの生合成・分解機構の
解析を行ってきた。N-アシルエタノールアミンは、3本の脂肪酸鎖を有する特殊な前駆体リン脂
質 N-アシル-ホスファチジルエタノールアミンから細胞内で生成する。細胞から放出されて生理
機能を発揮した後、細胞内に取り込まれて加水分解を受けてその生物活性を失う。この加水分解
反応を触媒する酵素として、脂肪酸アミド加水分解酵素が古くから知られている。これに加えて
研究代表者は、リソソーム酵素である N-アシルエタノールアミン酸性アミダーゼが同反応を触
媒することを明らかにして遺伝子クローニングを行った。さらに、本酵素とアミノ酸配列が類似
する酸性セラミダーゼも本反応を試験管内で触媒する予備的結果を得ていた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、食欲と脂質代謝を制御する N-アシルエタノールアミンに関して、生理的に
重要な生合成・分解酵素を同定することである。本研究では、セラミドを分解するリソソーム酵
素として認識されてきた酸性セラミダーゼに着目し、その N-アシルエタノールアミン分解活性
について細胞および臓器のレベルで詳細な検討を行った。さらに、酸性セラミダーゼをターゲッ
トとした解析を行う際に有用な蛍光基質について基礎検討を行った。具体的には、本酵素の蛍光
基質として研究代表者が開発した LAMCAについて特異性解析を行い、酸性セラミダーゼと N-
アシルエタノールアミン酸性アミダーゼが混在する生体試料を用いた酵素活性の測定に適用出
来るか評価を行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞内で発現させた酸性セラミダーゼの N-アシルエタノールアミン加水分解活性の解析 
ヒト腎臓 HEK293 細胞に N-アシルエタノールアミンの生合成に関わる酵素であるホスホリパ
ーゼ A/アシルトランスフェラーゼ 2 および N-アシル-ホスファチジルエタノールアミン特異的
ホスホリパーゼ Dを安定発現させた（HEK293/PLAAT2/NAPE-PLD細胞）。本細胞にヒトの酸性
セラミダーゼもしくは N-アシルエタノールアミン酸性アミダーゼをリポフェクション法により
一過性に強制発現させた。24 時間後から細胞を[14C]エタノールアミンで 18 時間代謝標識した。
細胞から脂質を抽出し、薄層クロマトグラフィーで[14C]N-アシルエタノールアミンを分離・定量
した。また、HEK293/PLAAT2/NAPE-PLD細胞もしくは野生型 HEK293細胞を用いて同様に強制
発現を行い、48 時間後に細胞から脂質を抽出して高速液体クロマトグラフィー/タンデム質量分
析により N-アシルエタノールアミンを分子種ごとに分析した。 

 
(2) 内在性酸性セラミダーゼの N-アシルエタノールアミン加水分解活性の解析 
内在性に酸性セラミダーゼを高発現するヒト前立腺 LNCaP細胞に、酸性セラミダーゼもしく
は N-アシルエタノールアミン酸性アミダーゼ、あるいはその両者の siRNAをリポフェクション
法により導入してノックダウンを行った。72 時間後に細胞から脂質を抽出し、高速液体クロマ
トグラフィー/タンデム質量分析により N-アシルエタノールアミンを分子種ごとに分析した。 

 
(3) 臓器レベルでの酸性セラミダーゼの N-アシルエタノールアミン加水分解活性の解析 
サポシン D は酸性セラミダーゼの活性化タンパク質であると考えられている。野生型および

サポシン D 欠損マウスの脳、腎臓、肝臓を用いてホモジネートを調製した。pH 4.5 の緩衝液中
で 100 µM [14C]セラミド（N-[14C]ラウロイルスフィンゴシン）と 30分間、もしくは 100 µM [14C]N-
アシルエタノールアミン（[14C]ラウロイルエタノールアミド）と 4 時間、37°C で反応させた。
反応液から脂質を抽出した後、生成物である[14C]ラウリン酸を薄層クロマトグラフィーにより
分離し、画像解析を用いて定量した。 
 
(4) 蛍光基質 LAMCAの特異性解析 

LAMCA は有機合成後に薄層クロマトグラフィーにより精製した。N 末端に FLAG タグを付
加したヒト酸性セラミダーゼをヒト胎児腎臓 HEK293T細胞に一過性に強制発現させ、抗 FLAG



アフィニティーゲルを用いて高度に精製した。同様の方法でヒト N-アシルエタノールアミン酸
性アミダーゼをヒト胎児腎臓 HEK293 細胞に発現させて精製した。精製酵素を PAMCA と pH 
5.25の緩衝液中で 37°Cにて反応させた。この際、活性促進剤としてリン脂質ホスファチジルコ
リン(200 µM)もしくは非イオン性界面活性剤 Nonidet P-40 (0.1%, w/v)を共存させた。反応開始か
ら 90分間、蛍光強度(Ex 360 nm/Em 460 nm)を 5分ごとに測定することで加水分解活性を評価し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) 細胞内で発現させた酸性セラミダーゼの N-アシルエタノールアミン加水分解活性の解析 

HEK293/PLAAT2/NAPE-PLD細胞を[14C]エタノールアミンで代謝標識した検討では、N-アシル
エタノールアミン酸性アミダーゼだけでなく酸性セラミダーゼを強制発現させても細胞内の
[14C]N-アシルエタノールアミンは対照細胞の半分程度に減少した。質量分析による検討でも、酸
性セラミダーゼ発現細胞では N-アシルエタノールアミン酸性アミダーゼ発現細胞と同様に、オ
レオイルエタノールアミド(18:1)をはじめとする種々の N-アシルエタノールアミンの細胞内含
量が対照細胞の半分以下であった（図 1）。野生型 HEK293細胞でも同様の結果を得た。従って、
細胞内に発現させた組換え酸性セラミダーゼが N-アシルエタノールアミンを分解出来ることが
明らかとなった。 

 
(2) 内在性酸性セラミダーゼの N-アシルエタノールアミン加水分解活性の解析 

LNCaP細胞において内在性の酸性セラミダーゼをノックダウンすると、内在性の N-アシルエ
タノールアミン酸性アミダーゼをノックダウンした時と同様に、オレオイルエタノールアミド
(18:1)などの種々の N-アシルエタノールアミンの細胞内レベルは上昇した（図 2）。また、両酵素
を同時にノックダウンすると、さらに N-アシルエタノールアミンは上昇した。従って、内在性
の酸性セラミダーゼが細胞レベルで N-アシルエタノールアミンの分解に関わることが判明した。 

 
  



(3) 臓器レベルでの酸性セラミダーゼの N-アシルエタノールアミン加水分解活性の解析 
サポシン D 欠損マウスの脳、腎臓、肝臓のホモジネートのセラミド加水分解活性は野生型マ

ウスの 16–32％と低値であり、サポシン D の酸性セラミダーゼ活性化能を反映しているものと
考えられた（図 3）。同様に N-アシルエタノールアミン加水分解活性も野生型マウスの 15–29％
と低かった。この結果から、酸性セラミダーゼが N-アシルエタノールアミンの加水分解に関わ
ることが動物組織レベルの解析からも示唆され、小腸においても当該活性を考慮する必要があ
ると考えられた。 
 
(4) 蛍光基質 LAMCAの特異性解析 

LAMCA の分解で生じた 7-アミノ-4-メチルクマリンに由来する蛍光は時間とともにほぼ直線
的に増加し、測定の信頼性が高いことが示された。LAMCAは、Nonidet P-40 存在下ではもっぱ
ら N-アシルエタノールアミン酸性アミダーゼと選択的に反応し、酸性セラミダーゼによる加水
分解はほとんど認められなかった（図 4）。一方、ホスファチジルコリンの存在下では、酸性セ
ラミダーゼによる活性が N-アシルエタノールアミン酸性アミダーゼの 2.7 倍高かった。従って、
両酵素が混在する生体試料において酸性セラミダーゼ活性を LAMCA 加水分解活性により測定
する際にはホスファチジルコリンの存在下で行う必要があるが、N-アシルエタノールアミン酸
性アミダーゼの共存に注意して阻害薬を併用するなどの配慮が必要であると考えられた。 
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