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研究成果の概要（和文）：生体膜主成分のグリセロリンリン脂質は、６種の極性基に加え、グリセロール骨格の
一位、二位の多様な脂肪酸の組み合わせにより千種類を越える異なる分子が存在する。これはリン脂質が単なる
細胞の隔壁である以上の意味を持つはずである。
  そこで、多様性を形成する酵素分子を単離し、欠損マウスを作製した。同時に生理活性脂質やリン脂質の解析
系、可視化法を開発した。欠損マウスはそれぞれ、肺サーファクタント異常、小腸のトリグリセリド運搬障害、
網膜異常、雄性不妊、神経性疼痛の軽減など多彩な表現を呈した。個別の生物過程に関与する重要なリン脂質脂
肪酸組成が明らかとなった。疾患の発症メカニズム解明や創薬への基盤を築いた。

研究成果の概要（英文）：Glycerophospholipids in cellular membrane possess two distinct fatty acids 
at the sn-1 and sn-2 positions. Combined with 6 different polar heads, glycerophospholipids consists
 of over 1,000 different species.　While　the membrane phospholipid diversity appears essential for 
specific cellular functions, information is limited on the role of individual phospholipids for 
cellular functions. 
We isolated several lysophospholipid acyltransferases and bred their gene knockout mice, and 
established a new method to profile lipid mediators and phospholipids by LC-MS.  We found that 
change in fatty acid species of glycerophospholipids relates to multiple abnormalities such as 
pulmonary surfactant dysfunction, failure of triglyceride transport in liver and intestine, retinal 
degeneration, male infertility and neuropathic pain, depending on the change of specific fatty 
acids. These studies provide an insight for disease mechanism, and novel therapeutic strategy to 
above disorders.

研究分野： 脂質生化学

キーワード： グリセロリン脂質　アシル転位酵素　アラキドン酸　ドコサヘキサエン酸　肺サーファクタント　トリ
グリセリド輸送　脂質可視化
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１．研究開始当初の背景 
生体膜グリセロリン脂質はケネディ経路
（解糖系産物からの新生経路）で一端作ら
れたものが、ホスホリパーゼ A2 で脂肪酸と
リゾリン脂質となり、アシル転位酵素の働
きで新たな脂肪酸が入る。これを繰り返す
中で、多様で非対称的構造に成熟されると
考えられ、このリモデリング経路を提唱者
の名前にちなんで、ランズ回路と呼ばれて
いる。本経路が提唱されたのは 1958 年 
（Lands, J. Biol. Chem. 1958）であるが、
その後、数多くの研究にも関わらず、酵素
の分子実態は明らかでは無かった。近年そ
の酵素群（リゾリン脂質アシル転移酵素群）
が我々を含む複数のグループから発見され
た。既に脂質生化学の基礎的手法や質量分
析計基本技術の確立や遺伝子改変マウス樹
立など研究条件は整っていた。 
この様な技術的蓄積を基盤に本研究は「膜
リン脂質多様性の生物学的意義」を明らか
にすることを目的として開始された 
２．研究の目的 
生体膜の主成分は両親媒性のリン脂質であ
り、これが二重層を作り、外界から独立し
た環境を持つ細胞を作り、生命誕生の基礎
となった。グリセロリン脂質は極性基の違
いに加え、一位、二位の脂肪酸が非対称的
に配置され（一位は飽和脂肪酸あるいはモ
ノエン、二位は高度不飽和脂肪酸）、異なる
脂肪酸の組み合わせにより１０００種類以
上の異なる分子が存在する。この様な多様
性は単なる、脂質バリアとしてだけの機能
を越えており、個々の細胞特性や生体機能
と密接に関わる固有の意味を持つと考えら
れる。本研究は遺伝子改変マウスと脂質解
析技術を駆使し、リン脂質多様性の生物学
的意味を明らかにすることにある。 
３．研究の方法 
１）リン脂質の高感度な定量系の確立 
既に申請者らは２００５年に生理活性脂質
の一群（エイコサノイドと PAF）の同時定
量系を世界に先駆け開発し(Kita et 
al.,2005；Anal. Biochem., BBRC, 2005)、
本手法を応用して、様々な生物機能との関
連を報告している。リピドミクス社会連携
講座で島津製作所などと協力し、新型の三
連四重極型質量分析型を脂質解析用にチュ
ーンアップし、より多くのエイコサノイド
の一斉定量系を開発した。 
（２）各種酵素の生化学的解析 
１０種類程度のリゾリン脂質アシル転位酵
素を単離し、in vitro での酵素学的解析を
行った。 
（３）脂質膜ダイナミズムの生物学的意義 
リゾリン脂質アシル転位酵素欠損マウスの
表現形解析を行った。 
４．研究成果 
主要な成果を以下に述べる 
（１）生理活性脂質とリン脂質の高感度な
定量系の確立 

１５０種程度のエイコサノイドを一斉定量
する方法を確立した(Yamada et al. J. 
Chrom. B. 2015, Kita et al. BBA, 2017)。
他の論文成果にも多く利用されている。リ
ン脂質を３液により、再現性良く分離出来
るシステムを開発した。 
 
（２）各種酵素の生化学的解析 
①血小板活性化因子（PAF）生合成酵素であ
る LPCAT2 の解析を進めた。PAF や ATP によ
る刺激で３０秒程度で活性化された。これ
はcPKC経路による３４番目のSerのリン酸
化によるものであった。これでマクロファ
ージにおいて LPCAT2 の３種類の調節機構
が解明された（Morimoto et al J Biol Chem. 
2014）。さらに１７万化合物をスタートに
LPCAT2 阻害剤スクリーニングも行った。
LPCAT2 阻害剤として TSI-01 を報告した
(Tarui et al. J Lipid Res. 2014)。 
②新規にリゾホスファチジン酸アシル転位 
酵素４(LPAT4)を同定した。mRNA 発現は脳
に高く、DHA-CoA 基質として好んだ。 
 
（３）脂質膜ダイナミズムの生物学的意義 
以下、代表的成果をまとめる 
① LPCAT1 とパルミチン酸含有リン脂質 
LPCAT1 欠損マウスは過換気呼吸モデルで
致死率が高いことがわかった。これは肺サ
ーファクタント脂質の脂肪酸組成が変化す
ることにより、肺に損傷がおこり、炎症を
誘発したためであった(Harayama et al. 
Cell Metabolism. 2014)。また、同論文で
ホスファチジルコリン生合成メカニズムに
従来とは異なる新しい仮説を報告した。
18:2 や 22:6 の脂肪酸はホスファチジン酸
生合成の段階（ケネディ経路）、16:0 や 18:1
の脂肪酸はホスファチジルコリン生合成の
段階（ランズ回路）で組み込まれやすいこ
とがわかった。 
 
② LPCAT2 と PAF リン脂質 
血小板活性化因子（PAF）生合成酵素である
LPCAT2 の欠損マウスを作製した。神経因性
疼痛モデルである partial sciatic nerve 
ligation (PSL)解析をLPCAT2欠損マウスで
行ったところ、疼痛を示さなかった。もう
一方のPAF生合成酵素であるLPCAT1欠損マ
ウスではこの様な疼痛軽減が観察されなか
った。PAF は PAF 自身や ATP など細胞外の
刺激で誘導される。マウス腹腔マクロファ
ージを PAF 受容体アンタゴニスト ABT-491
やWEB2086で処理しておくと、その後のATP
刺激による PAF 産生が減弱した。これは一
度産生された PAF が再び PAF 産生を誘導す
るフィードバックループを示唆している。
このループが PAF pain loop となり持続性
疼痛を維持又は悪化させているのではない
かと推測した。酵素阻害剤（TSI-01 他）は
神経因性疼痛に対する鎮痛薬開発へ発展で
きる可能性がある。(Shindou*, Shiraishi* 



et al. FASEB J. 2017) 
 
③ LPCAT3 とアラキドン酸含有リン脂質 
アラキドン酸をリン脂質に組み込む中心的
酵 素 で あ る lysophosphatidylcholine 
acyltransferase 3 (LPCAT3)欠損マウスを
作製すると新生児致死であった。小腸に脂
質蓄積が観察され、血糖値も低下していた。
in vitro の実験からリン脂質膜中のアラキ
ドン酸減少により、トリアシルグリセロー
ルのリポタンパクへの分泌が低下し、小腸
脂質が蓄積し、小腸粘膜細胞の機能異常を
起こすと考えられた。リン脂質組成の局所
的な違いが中性脂質輸送や脂肪肝生成に関
与 す る 可 能 性 を 示 し た 。
（Hashidate-Yoshida T et al. elife 06328. 
2015）。 
 
④LPAAT3 と DHA 含有リン脂質 
脳、網膜、精巣などには DHA が多い事は以
前から知られていたが、その生理機能や分
子メカニズムは不明だった。DHA を生体膜
に取り込むのに重要なアシル転位酵素
（LPAAT3,Koeberle et al. FASEB J., 2012; 
Harayama et al. Cell Metabolism, 2014）
を欠損したマウスを解析したところ、雄性
不妊、網膜異常などが観察された。DHA 含
有リン脂質の物性が精子形成や視細胞形成
に重要と考えられた（投稿中）。 
 
⑤その他、初期に予想出来なかった研究成
果 
＊肺胞上皮細胞に発現する Sec14L3 タンパ
ク質が 18:1 を多く含む膜リン脂質の隙間
（package defect）を認識し、リン脂質輸
送に関与する可能性を示した(Hishikawa 
et al FASEB J. 2013)。 
＊視床下部でモノアシルグリセロールリパ
ーゼによって２—アラキドノイルグリセロ
ールから作られる PGE2 は発熱に関与する
事を報告した（Kita et al. Plos ONE 2015）。 
＊Brラベル脂肪酸をCHO細胞培養液に添加
し、X線顕微鏡を用いて Br シグナルを検出
した。細胞内の核膜、小胞体、ゴルジ体周
辺で Br 含有リン脂質シグナルを検出した。
本法は従来の質量顕微鏡の解像度を上回る
新しい細胞内脂質の可視化技術の基礎と考
えられる(Shimura, Shindou et al. FASEB 
J. 2016) 
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