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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、抗炎症脂質 N-アシルエタノールアミン(NAE)の代謝酵素に関して、1) NAE を分
解するリソソーム酵素である NAE 水解酸性アミダーゼ(NAAA)が、体内に存在するリン脂質やジ
ヒドロリポ酸で活性化されることを明らかにし、2) NAAA の新規阻害剤を見出し、3) 癌抑制遺
伝子群である HRASLS ファミリーに属する HRASLS1 が N-アシル転移活性を介して NAE の生合成
に関わる可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the present study, we analyzed enzymes metabolizing the anti-inflammatory lipid, 
N-acylethanolamine (NAE).  We found that NAE-hydrolyzing acid amidase (NAAA), a 
lysosomal enzyme degrading NAEs, is activated by endogenous substances such as some 
phospholipids and dihydrolipoic acid and that several lipophilic amines are new 
inhibitors of NAAA.  Furthermore, we suggested that HRASLS1, a member of the tumor 
suppressor HRASLS family, is involved in NAE biosynthesis by its N-acyltransferase 
activity. 
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１．研究開始当初の背景 
 
N-アシルエタノールアミン(NAE)は長鎖脂

肪酸のエタノールアミドの総称であり、動物
組織中に微量ではあるが普遍的に存在する
一群の脂質メディエーターである(Schmid, 
et al., Prog. Lipid Res., 29, 1-43 (1990))。

このうち、脂肪酸部分がアラキドン酸である
アナンダミドは、カンナビノイド受容体の内
因性リガンドとして報告され(Devane, et 
al., Science, 258, 1946-49 (1992))、自発
運動の低下、痛みの感受性低下、体温低下、
カタレプシー誘発などのマリファナ様生物
活性を示す(Fowler, et al., Pharmacol. 



Biochem. Behav., 81, 248-62 (2005))。ま
た、パルミトイルエタノールアミドなどの飽
和脂肪酸含有 NAEやオレオイルエタノールア
ミドのようなモノエン脂肪酸含有 NAEについ
ても、カンナビノイド受容体には結合しない
が、抗炎症や鎮痛・食欲抑制などの生物活性
を有する。しかも、NAE が虚血時や炎症時に
障害組織で著しく増加することから、その病
態生理学的意義も注目されている。 

NAE の生体内レベルは、生合成速度と分解
速度により決定される。NAE の分解経路につ
いては、脂肪酸アミド加水分解酵素(FAAH)に
よる脂肪酸とエタノールアミンへの加水分
解が旧来から知られていて、解析が進んでい
る。FAAH は中性〜弱アルカリ性で機能し、小
胞体等の膜画分に局在していると考えられ
ている。一方、研究代表者は同一の分解反応
をもっぱら酸性領域で触媒する「NAE 水解酸
性アミダーゼ(NAAA)」の遺伝子クローニング
に成功し(Tsuboi, et al., J. Biol. Chem., 
280, 11082-92 (2005))、本酵素がマクロフ
ァージで豊富に発現する新規リソソーム酵
素であることを明らかにした(Tsuboi, et 
al., Biochim. Biophys. Acta, 1771, 623-32 
(2007))。さらに研究代表者はプロセシング
による本酵素の活性化機構や糖鎖結合部位
等の解析を行い成果を得た(Zhao, et al., 
Biochim. Biophys. Acta, 1771, 1397-405 
(2007); Wang, et al., Biochim. Biophys. 
Acta, 1781, 710-17 (2008))。しかしながら、
生体内における活性化機構には不明な点が
多く、また強力な選択的阻害剤が未開発なた
め、その生理的役割についてはほとんど分か
っていなかった。 

一方、NAE の主たる生合成経路においては、
(1) グリセロリン脂質であるホスファチジ
ルエタノールアミン(PE)のアミノ基にアシ
ル基を転移する N-アシル転移酵素と、(2) 特
異的なホスホリパーゼD (NAPE-PLD)が順次作
用する。研究代表者のグループは、第二段階
を触媒する NAPE-PLD の遺伝子クローニング
に世界に先駆けて成功し(Okamoto, et al., J. 
Biol. Chem., 279, 5298-305 (2004))、その
後、がん抑制遺伝子群 HRASLS ファミリーに
属するHRASLS5が第一段階を触媒するN-アシ
ル転移酵素として機能することを報告して
いる(Jin, et al., J. Biol. Chem., 282, 
3614-23 (2007))。しかしながら、本ファミ
リーの他のメンバー、すなわち HRASLS1〜4
が、N-アシル転移活性などのリン脂質代謝活
性を持ち、NAE の生合成に関わるかどうかは
不明であった。 

 
２．研究の目的 
 

本研究では、(1) NAAA の生理的役割と生体
内における活性化機構を解明するために内

因性の活性促進物質を明らかにすること、
(2) 本酵素の強力な選択的阻害剤を開発す
ること、(3) がん抑制遺伝子群 HRASLS ファ
ミリーのメンバーHRASLS1〜4 が、リン脂質代
謝酵素として機能して NAEの生合成に関わる
かどうか明らかにすること、を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) NAAA活性の測定時には活性化剤として、

従来よりTriton X-100 やNonidet P-40 など
の非イオン性界面活性剤と、チオール化合物
であるジチオスレイトールとが組み合わせ
て用いられてきた。これらの人工的な化合物
を代替する内因性物質の候補として、種々の
リン脂質やチオール化合物について、NAAA活
性の促進効果を指標としてスクリーニング
を行った。NAAA標品としては、ラットNAAAを
強制発現させたHEK293 細胞の顆粒画分を凍
結融解し、可溶化された画分を用いた。酵素
反応は、[14C]パルミトイルエタノールアミド
を基質として用い、37℃で 30 分間行った。
反応終了後に基質と反応産物の[14C]パルミ
チン酸を薄層クロマトグラフィーで分離し、
画像解析装置BAS1500 で放射活性を定量した。 
さらに、NAAA が、同一の反応を触媒する

FAAH が欠損すると生体内で代償的に誘導さ
れるか否かという観点から NAAA の生理的役
割を検討する目的で、FAAH 欠損マウスの種々
の臓器における NAAA の発現レベルをリアル
タイム RT-PCR 法によって検討した（米国ス
クリプス研究所の Cravatt 教授との共同研
究）。 
 
(2) NAAA 阻害剤の候補化合物として、単純

な長鎖アルキルアミンや、エステルあるいは
エーテル結合をアルキル鎖に導入した長鎖
アミンを神戸薬科大学との共同研究で有機
合成した。次に、これらの脂溶性アミン化合
物の NAAA や FAAH に対する阻害活性を検討し
た。NAAA 標品としては、ラット肺の顆粒画分
を凍結融解し、可溶化された画分を用いた。
FAAH 標品としては、ラット肝臓のミクロソー
ム画分を 1% Triton X-100 で可溶化した画分
を用いた。酵素反応と活性の定量は(1)と同
様の方法で行った。 
 
(3) FLAGタグを付加したヒトHRASLS1 を

COS-7 細胞に強制発現させ、抗FLAG M2 アフ
ィニティーカラムを用いて細胞質画分から
精製組換えタンパク質を調製した。ホスホリ
パーゼA1 (PLA1)およびA2 (PLA2)活性は、14C
で放射標識したホスファチジルコリン(PC)
やPEを基質として用いて測定した。N-アシル
転移活性は[14C]PCをアシル基供与体基質、非
標識PEをアシル基受容体基質として用い、
N-[14C]アシル-PEを生成する活性を測定した。



O-アシル転移活性は非標識PCをアシル基供
与体基質、[14C]リゾPCをアシル基受容体基質
として用い、[14C]PCを生成する活性を測定し
た。また、ヒト組織におけるmRNAの発現分布
はRT-PCR法によって検討した。 

 
４．研究成果 
 

(1) NAAA活性を促進する内因性物質として、
PE, PC やスフィンゴミエンといった、コリン
あるいはエタノールアミンを含有するリン
脂質を見出した。PC による促進効果は濃度依
存的であり、1 mM の PC によって NAAA 活性は
6.6 倍に上昇した。また、種々の内因性チオ
ール化合物のうち、ジヒドロリポ酸がジチオ
スレイトールの効果を代替することが判明
した。ジヒドロリポ酸は 0.1〜1 mM で NAAA
活性を 8.5〜9.0 倍に促進し、そのうち 0.03
〜0.3 mMにおける促進効果は同濃度のジチオ
スレイトールより高かった。これらの結果か
ら、上記のリン脂質やジヒドロリポ酸がリソ
ソーム内での NAAA の活性化に貢献する可能
性が初めて示唆された。また、FAAH 欠損マウ
スの種々の臓器における NAAA mRNA の発現レ
ベルは、野生型と差は見られず、当該欠損マ
ウスにおける NAAA の代償的な発現上昇は認
められなかった。 
今後は NAAA 以外のリソソーム酵素に関し

ても上記のリン脂質やジヒドロリポ酸で活
性が促進されるか検討の予定である。 

 
(2) NAAAの阻害剤として脂溶性アミンであ

るペンタデシルアミンやトリデシル 2-アミ
ノ酢酸を見出した。50%阻害濃度はそれぞれ
5.7 µM と 11.8 µM であった。基質濃度を変化
させて Lineweaver-Burkプロットを行うこと
で両化合物の阻害様式を解析したところ、競
合的であることが判明した。両化合物ともに、
FAAH に対する阻害活性はほとんど認められ
なかった。炭素鎖長の異なるアナログでは阻
害効果が低下したことから、阻害に適した炭
素鎖長があることが分かった。両化合物は、
さらに阻害活性の強い特異的阻害剤を開発
する際の骨格として有用であり、今後も開発
を進めたい。 
 
(3) HRASLS1 の脂質代謝活性を検討したと

ころ、PCおよびPEから脂肪酸をCa2+非依存的
に遊離させるPLA1およびPLA2活性が検出され
た。また、PLA1活性の方がPLA2活性よりも優
位であった。PCをアシル基供与体とするアシ
ル基転移活性を検討したところ、リゾPCの水
酸基へのO-アシル転移活性とPEのアミノ基
へのN-アシル転移活性の両者が認められた。
これらの転移活性はアシルCoA非依存的であ
った。ヒト組織においては、精巣および骨格
筋で強いmRNA発現が認められた。 

これまでの知見と併せると、HRASLS1 を含
む HRASLS ファミリー・メンバーの全てがグ
リセロリン脂質代謝活性を有することが明
らかとなり、同ファミリーは新しい脂質代謝
酵素群であることが明らかとなった。さらに、
同酵素群が、その N-アシル転移活性により
NAE の生合成に関わる可能性が示唆された。 
今後は、HRASLS ファミリーのメンバーの

N-アシル転移活性が実際に NAEの生合成に関
わるか、細胞レベルや個体レベルといった、
より生理的なモデルを用いて検討したい。 
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