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研究成果の概要（和文）：炭素数20を超える脂肪酸である極長鎖脂肪酸の細胞内量は長鎖脂肪酸（C11-C20）よりも少
ないものの，長鎖脂肪酸では代替できない特長的な生理機能を有し，様々な疾患と関連する。本研究課題において我々
はノックアウトマウスや培養細胞を用いた生理学的・細胞生物学的な解析，精製した極長鎖脂肪酸合成酵素を用いた生
化学的な解析，酵母を用いた遺伝学的な解析により，極長鎖脂肪酸の皮膚バリアにおける役割，病態との関連（副腎白
質ジストロフィー，ミオパチー，精神遅滞），セラミド合成酵素による調節機構，エンドソームを介した小胞輸送での
働きを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Although cellular level of very long-chain fatty acids (VLCFAs), which have carbon
 chain-length greater than 20 (>C20), is less abundant than that of long-chain fatty acids (LCFAs; C11-C20
), VLCFAs possess important functions that cannot be substituted for by LCFAs and related to some disorder
s. In this research project, we revealed the functions of VLCFAs in skin barrier formation, relationship b
etween metabolism of VLCFAs and several disorders such as adrenoleucodystrophy, myopathy, and mental retar
dation, regulatory mechanism of the VLCFA synthetic enzymes by the ceramide synthases, and the roles of VL
CFAs in the vesicular transport via endosomes, by physiological and cell biological analyses using knockou
t mice and cultured cells, by biochemical assays using purified VLCFA synthetic enzymes, and by yeast gene
tical approach.
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１．研究開始当初の背景 
 
極長鎖脂肪酸は１サイクル４つのステップ
（縮合，還元，脱水，還元）からなる脂肪酸
伸長サイクルによって 2 炭素ずつ伸長する。
初の縮合段階が極長鎖脂肪酸伸長の律速

段階であり，ヒトには 7種の縮合酵素（エロ
ンガーゼ; ELOVL1-7）が存在する。2番目と
4段階目の反応を触媒する酵素はそれぞれ 3-
ヒドロキシアシル CoA 還元酵素とトランス
-2-エノイル CoA 還元酵素であり，ヒトには
１種類ずつ（KAR と TER）存在する。3 番
目の反応を触媒する酵素は 3-ヒドロキシア
シル CoA脱水素酵素（HACD1-4）であり，
この酵素は 2008 年に我々が同定したもので
ある。これまで，極長鎖脂肪酸関連疾患とし
ては極長鎖脂肪酸の分解異常に起因する副
腎白質ジストロフィー（極長鎖脂肪酸を分解
の場であるペルオキシソームに輸送するた
めのトランスポーターABCD1 の変異）とエ
ロンガーゼ ELOVL4 変異による若年性黄斑
変成疾患（3 型シュタルガルト病）のみが知
られていた。また，これら極長鎖脂肪酸関連
遺伝子のノックアウトマウスについては
Elovl3, Elovl4, Elovl6 遺伝子に報告がある
が，他の大多数の極長鎖脂肪酸関連遺伝子に
ついては報告がなかった。このような解析の
遅れから，極長鎖脂肪酸の生理機能，病態の
関わりについては不明なことが多く残され
ていた。 
	 極長鎖脂肪酸伸長因子は小胞体に局在す
る膜タンパク質である。膜タンパク質の精製
には Triton X-100 のような非イオン性界面
活性剤による可溶化が必要だが，可溶化状態
では活性を示さないものも多く，in vitro の
アッセイには技術的な困難さが伴う。そのた
め，これまでに精製した極長鎖脂肪酸伸長因
子を用いた生化学的な解析は全く行われて
おらず，生化学的な性質，活性調節機構には
不明な点が多く残されていた。 
	 疾患との関連やノックアウトマウスの解
析から，極長鎖脂肪酸の組織・器官レベルで
の役割は徐々に明らかにされつつある。しか
し，極長鎖脂肪酸の分子レベルでの役割は殆
ど分かっていなかった。酵母は も単純な真
核生物であるが，極長鎖脂肪酸関連因子はヒ
トとの間で高度に保存されている。酵母は変
異株やマルチコピーサプレッサーの単離等，
遺伝学的な解析が可能である。このような解
析は極長鎖脂肪酸の分子レベルでの機能解
析に有用であるが，これまで行われたことは
なかった。 
 
２．研究の目的 
 
極長鎖脂肪酸の新たな生理機能，病態との関
わり，生化学的な特徴付け，制御機構，分子
レベルでの機能解析を行うために下記の４
つの項目の解析を行った。 
（１）	 皮膚バリア形成における極長鎖脂肪

酸の役割と制御機構の解明 
（２）	 極長鎖脂肪酸代謝異常と病態の解析 
（３）	 極長鎖脂肪酸伸長因子の生化学的解

析 
（４）	 酵母を用いた極長鎖脂肪酸の遺伝学

的解析 
 
３．研究の方法 
	 
（１）	 ノックアウトマウスの作成 
マウス ES 細胞 (AB2.2) の Elovl1 遺伝子領
域を含む BAC クローンを入手し，1 つの
loxP配列をElovl1遺伝子のイントロン 1に，
もう１つの loxP配列及び Neo遺伝子をイン
トロン 8に組み込んだターゲッティングベク
ターを作成した。線状化したこのターゲッテ
ィングベクターを E14 ES細胞に導入し，相
同組み替えを起こした細胞を単離した。得ら
れた ES細胞を C57BL/6Jマウスの胚盤胞に
インジェクトし，キメラマウスを作成した。
キメラマウスをC57BL/6Jマウスを交配させ
て 生 じ た Elovl1+/flox マ ウ ス を さ ら に
CAG-Cre トランスジェニックマウスと交配
させることで Elovl1+/-マウスを得た。
Elovl1+/-マウス同士を交配させてElovl1ノッ
クアウトマウス（Elovl1-/-）を得た。 
 
（２）	 脂質分子の質量分析による定量 
Elovl1 ノックアウトマウスの表皮から脂質
を抽出し，AB Sciex 社の 4000 QTRAP 
tandem MS system を用いた液体クロマト
グラフィー質量分析法により，セラミド及び
スフィンゴミエリンの定量を行った。セラミ
ドはプリカーサーイオンスキャン法により
m/z = 264.4，スフィンゴミエリンは同様に
m/z = 184.1の質量を持つ分子の測定により
行った。 
 
（３）	 極長鎖脂肪酸伸長アッセイ 
極長鎖脂肪酸伸長アッセイは膜画分に基質
となるアシル CoAと[14C]マロニル CoAを加
え，37˚Cでインキュベートすることにより行
った。反応後，脂質を抽出，アルカリによる
加水分解，中和，抽出，乾燥を行い，順相 TLC
により展開した。バンドは X線フィルムによ
るオートラジオグラフィーまたはイメージ
ングアナライザーBAS2500 により検出・定
量を行った。精製タンパク質を用いたアッセ
イでは，細胞膜画分を Triton X-100で可溶化
後，抗 FLAG抗体結合ビーズを用いて FLAG
融合タンパク質をアフィニティー精製し，リ
ン脂質存在下でバイオビーズ SM2 によって
Triton X-100を除去することにより，プロテ
オリポソームに再構成した。 
 
（４）	 酵母における極長鎖関連因子の遺伝

学的スクリーニング 
酵 母 極 長 鎖 脂 肪 酸 低 下 株 （ MRY9; 
PtetO7-PHS1 sur4Δ）に酵母ゲノミックライブ
ラリーを導入し，約 30,000 のトランスフォ



ーマントを得た。これらを希釈してプレート
に撒き，39˚C，4 日間インキュベートした。
得られた酵母からプラスミドを調製し，再度
MRY9 に導入することによりサプレッサー
能を確認した。プラスミドにコードされた遺
伝子はシークエンシングにより同定した。 
	 
４．研究成果	 
 
（１）	 皮膚バリア形成における極長鎖脂肪

酸の役割と制御機構の解明 
皮膚角質層の細胞間脂質（脂質ラメラ）はバ
リアを形成し，外界からの化学物質や病原菌
の侵入及び，体内からの水分の損失を防ぐ役
割を持つ。脂質ラメラの中で量・質共に も
重要な働きを示すのが，スフィンゴ脂質骨格
のセラミドである。セラミドは他の組織では
通常 C24までだが，表皮のセラミドは特徴的
に長く， 大 C38に及ぶ。また，その長い脂
肪酸の先端（ω位）にリノール酸が付加した
アシルセラミドも表皮特異的に存在し，バリ
ア機能に必須の役割を果たしている。我々は
以前，エロンガーゼ ELOVL1 が飽和あるい
は 1 価不飽和の C18 から C26 までのアシル
CoAに活性を示すことを報告した。本申請で
は Elovl1 ノックアウトマウスを作成し，in 
vivoにおける Elovl1および Elovl1の産生す
る極長鎖脂肪酸の生理機能の解明を行った。
作成した Elovl1 ノックアウトマウスは皮膚
におけるバリア機能の低下が原因で，生後 1
日目に死亡した。このマウスの表皮角質層に
おいては脂質ラメラが低形成であった。また，
質量分析器で表皮の脂質組成を調べたとこ
ろ，C26以上のセラミドの量が著しく低下し
ていた。これらの結果から Elovl1が皮膚バリ
ア形成において必須な極長鎖脂肪酸含有セ
ラミド産生に働くことが明らかとなった（図
１）。また，我々は Elovl1がセラミド合成酵
素（CerS）のアイソザイムの違いにより異な
った制御を受け，伸長するアシル CoAの長さ
が規定されていることも見いだした。 
 
（２）	 極長鎖脂肪酸代謝異常と病態の解析 
極長鎖脂肪酸の分解はペルオキシソームで
行われるが，ペルオキシソームに極長鎖脂肪
酸を輸送するトランスポーター（ABCD1）
遺伝子変異は副腎白質ジストロフィーを引
き起こす。この疾患の患者では C24 および
C26 飽和極長鎖脂肪酸が脳のミエリンと副
腎に蓄積して機能障害を引き起こす。この疾
患に有効な治療薬は存在しないが，ロレンツ
ォオイルと呼ばれるオレイン酸とエルカ酸
のトリグリセリド混合物に効果があるとい
う報告がある。我々は C24/C26飽和極長鎖脂
肪酸の産生に ELOVL1 が中心的な役割を果
たすことを見いだしたことから，ロレンツォ
オイルのターゲットが ELOVL1 である可能
性が高いと考え，解析を行った。その結果，
ロレンツォオイルは実際混合阻害様式によ
り ELOVL1を阻害し，C24/C26飽和極長鎖 

 
脂肪酸含有スフィンゴ脂質量を低下させる
ことが明らかとなった（図１）。 
	 極長鎖脂肪酸伸長サイクルの 3段階目を触
媒する 3-ヒドロキシアシル CoA 脱水酵素
（HACD1-4）のうち，HACD1はこれまでイ
ヌにおけるミオパチーの原因遺伝子である
ことが知られていたが，我々はヒトにおいて
もこの遺伝子変異がミオパチーを引き起こ
すことを明らかにした（図１）。この変異は
Tyr248 をストップコドンに変異させるナン
センス変異であった。 
	 極長鎖脂肪酸伸長サイクルの 4段階目を触
媒するトランス-2-エノイル CoA 還元酵素
（TER）の P182L 置換を生じさせる変異は
精神遅滞を発症させることが知られていた。
我々は精神遅滞発症の分子メカニズムを明
らかにするためにこの変異タンパク質の生
化学的な解析を行った。その結果，この変異
タンパク質では酵素活性と安定性の低下が
見られ，患者由来のリンパ芽球細胞では C24
スフィンゴ脂質量が低下していた。C24スフ
ィンゴ脂質は脳ミエリンの機能に重要であ
ることから，C24スフィンゴ脂質の低下が精
神遅滞発症と関連していることが示唆され
た（図１）。 
 



（３）	 極長鎖脂肪酸伸長因子の生化学的解
析 

極長鎖脂肪酸伸長サイクルの 1段階目を触媒
するエロンガーゼ ELOVL7 を精製し，酵素
学的な解析を行った。ELOVL7は複数回膜貫
通タンパク質であり，精製には Triton X-100
のような非イオン性界面活性剤による可溶
化が必要だが，可溶化状態では活性を示さな
い。そこで我々は精製後にプロテオリポソー
ムに再構成することにより酵素活性を測定
した。ELOVL7は試した 11種のアシル CoA
の中でも C18:3 (n-3) に も高い基質特異性
を示し，我々はその Vmax，Km値も決定して，
生化学的な特徴を明らかにした。 
	 ヒト Hacd の酵母ホモログである Phs1 の
保存された 7個のアミノ酸を置換した変異タ
ンパク質の生化学的な解析を行った。これら
の解析から Glu60，Gln79，Arg141 が構造
維持に重要であること，Arg83と Gly152が
触媒機能に重要であることが明らかとなっ
た（図１）。 
 
（４）	 酵母を用いた極長鎖脂肪酸の遺伝学

的解析 
極長鎖脂肪酸の細胞中での分子レベルでの
役割を明らかにするために，極長鎖脂肪酸合
成が低下して高温での生育に感受性を示す
酵母変異株のマルチコピーサプレッサーの
単離を行った。その結果，Rab GTPaseをコ
ードする VPS21 遺伝子を同定した。Vps21
はエンドソームを介した小胞輸送に働き，
VPS21 遺伝子と極長鎖脂肪酸伸長因子の変
異との二重欠損株の解析から，極長鎖脂肪酸
もエンドソームを介した小胞輸送において
重要な働きがあることが明らかとなった（図
１）。 
	 酵母において極長鎖脂肪酸は殆ど全てス
フィンゴ脂質の合成に用いられる。我々はス
フィンゴ脂質のうちイノシトールホスホリ
ルセラミドの産生が飢餓時に誘導されるオ
ートファジーの進行に必要なことを明らか
にした。また，マンノシルイノシトールホス
ホリルセラミドが産生できない酵母は窒素
飢餓時において，急速に死滅することも見い
だした。これらのことから正常なスフィンゴ
脂質合成が飢餓時における細胞応答に重要
であることが明らかとなった（図１）。 
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