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研究成果の概要（和文）：　エーテルリン脂質プラスマローゲンの新たな生理機能の解明を目的とした。プラス
マローゲンは、セルトリ細胞のギャップジャンクション構成タンパク質であるコネキシン43の発現や、上皮細胞
様の形態を示すヒト乳腺癌由来培養細胞MCF7細胞のアドヘレンスジャンクションの構成タンパク質であるE-カド
ヘリンの細胞間接着構造への局在性に必要であることを明らかにした。さらに、プラスマローゲンはコレステロ
ール生合成を調節すること、その制御機構はコレステロール合成の中間産物であるスクアレンのエポキシ化を触
媒するスクアレンエポキシダーゼの分解速度を調節することを見出した。

研究成果の概要（英文）：  The aim of this study is to uncover novel functions of plasmalogens. I 
found that plasmalogens are required for the expression of connexin 43, a protein that forms gap 
junctions in sertoli cells. Moreover, absence of plasmalogens reduces localization of E-cadherin at 
adherens junctions in MCF7 cells which retain characteristics of differentiated mammary epithelium. 
Both connexin 43 and E-cadherin are shown to be enriched in lipid rafts, a cholesterol- and 
sphyngolipid-enriched compartment of the plasma membrane. Analysis of cholesterol synthesis by 
modulating the cellular level of plasmalogens revealed that homeostasis of plasmalogen is important 
for the regulation of cholesterol biosynthesis by controlling the stability of squalene 
monooxygenase, the proposed second rate-limiting enzyme in cholesterol biosynthesis. Together, these
 results suggest that plasmalogens play important roles in several physiological processes in 
mammals.
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１．研究開始当初の背景 
	
 エーテルリン脂質プラスマローゲンは動
物の組織に広く分布する。プラスマローゲン
の合成不全は、ヒトペルオキシソーム欠損症
や斑状軟骨形成不全症などペルオキシソー
ム代謝異常性疾患群でも知られている。これ
らの疾患では、大脳や小脳、下オリーブ核な
ど脳の広範な領域において神経変性、脱髄、
炎症など多様な病態を呈する。したがって、
プラスマローゲンは多様な生理機能を有す
ると推察されるが、その生理機能の理解は部
分的である。これまでに、プラスマローゲン
合成不全を原因とするヒト疾患、モデルマウ
スや培養細胞と健常者や野性型との表現型
の比較によりプラスマローゲンの生理機能
が解明されつつあり、生体膜の抗酸化作用や
コレステロールの輸送などにプラスマロー
ゲンは機能すると推察されてきた。しかしな
がら、その詳細な作用機序は不明であり、プ
ラスマローゲンの分子レベルでの機能解明
には至っていない。 
	
 本研究では、プラスマローゲンの生理機能
の解明を目的とし、プラスマローゲン合成不
全マウスの表現型のひとつである精子形成
不全に着目した。 
	
 精子の形成には精細管においてセルトリ
細胞間で形成される密着構造体である血液-
精巣関門の形成が必須である。プラスマロー
ゲン合成不全マウスでは、血液-精巣関門の形
成障害を示すことが示されており、プラスマ
ローゲンが細胞間接着の構造形成に機能す
ることが推察された。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、血液-精巣関門の形成など細胞
間接着構造の形成や維持におけるプラスマ
ローゲンの機能を明らかにし、プラスマロー
ゲンの新たな生理機能の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
	
 細胞間接着構造を形成する上皮細胞、およ
び血液-精巣関門を形成するセルトリ細胞を
モデルとし、プラスマローゲン依存的な細胞
間接着構造の形成などを検証した。そのため、 
上皮細胞様の形態を示す細胞であるヒト乳
腺癌由来培養細胞 MCF7細胞、およびラット
培養セルトリ細胞をモデルとし、それぞれの
細胞におけるプラスマローゲンの特色を明
らかにし、また、プラスマローゲン欠損性細
胞を樹立し、細胞間接着構造形成に与えるプ
ラスマローゲンの影響を、タイトジャンクシ
ョン、アドヘレンスジャンクションのマーカ
ータンパク質の発現、局在様式によって検証
した。 
 
４．研究成果  
(1) プラスマローゲン合成不全性の MCF7

を用いた細胞間接着構造形成における
プラスマローゲンの機能解明 

	
 上皮細胞様の形態を示すMCF7細胞はプラ

スマローゲン合成が著しく障害されている
ことが既に報告されていることから、そのプ
ラスマローゲン合成を回復させ、MCF7 にお
ける細胞間接着構造と比較することにより、
細胞間接着構造形成におけるプラスマロー
ゲンの機能の解明を試みた。 
	
 まず、MCF7 細胞のプラスマローゲン合成
障害の原因を明らかにするため、プラスマロ
ーゲンの生合成に必須な３種のペルオキシ
ソーム局在性酵素の mRNA およびタンパク
質発現量を検討した。その結果、プラスマロ
ーゲン生合成の２番目のステップを触媒す
る alkyldihydroxyacetonephosphate 
acyltransferase (ADAPS)の mRNA およびタン
パク質の発現が著しく障害されることを見
出した。さらに、ADAPS を恒常的に発現す
る細胞である MCF7細胞の ADAPS安定発現
株 (MCF7-ADAPS)を樹立したところ、プラス
マローゲンの生合成が増加した。以上の結果
から、MCF7 細胞におけるプラスマローゲン
合成障害は ADAPSの mRNAの転写障害、あ
るいは mRNA の不安定性の増加が原因であ
ると結論した。 
	
 次に、細胞接着に機能するクローディンお
よびカドヘリンの合成と細胞内分布を MCF7
および MCF7-ADAPS 細胞の間で比較した。
その結果、タイトジャンクションの形成に必
須なクローディン 3の発現量および細胞膜へ
の局在に関する違いは両細胞間で見出せな
かった。また、主として物理的に強固な細胞
間接着の形成を担うアドヘレンスジャンク
ションの構成因子である E-カドヘリンの発
現量にも変化は生じていなかった。一方、プ
ラ ス マ ロ ー ゲ ン の 合 成 が 回 復 し た
MCF7-ADAPS の隣り合う細胞と接着する面
における E-カドヘリンの局在性は、MCF7細
胞よりも増加した。また、E-カドヘリンは小
胞体においてアスパラギン結合型糖鎖修飾
を受けるが、MCF7 および MCF7-ADAPS 細
胞において E-カドヘリンの明らかな分子量
の違いは検出されなかった。これらの結果か
ら、プラスマローゲンは E-カドヘリンの小胞
体からの輸送の促進ではなく、アドヘレンス
ジャンクションへの局在化を促進するもの
と推察された。 
 
(2) セルトリ細胞の細胞間接着構造形成に

おけるプラスマローゲンの機能解明 
	
 ラット由来のセルトリ細胞株のプラスマ
ローゲン分子種を同定した。セルトリ細胞株
では、sn-1 位に２重結合を一つ含む炭素 18
からなるアルコール(C18:1)を有するプラス
マローゲンが最も多く存在する特徴を有し
ていた。 
	
 次に、セルトリ細胞株のプラスマローゲン
合成を阻害した細胞株２種を樹立した。具体
的には、ADAPSの mRNAの異なる 2つの領
域を標的とする shRNA それぞれを安定的に
発現するセルトリ細胞株を樹立した。いずれ
の細胞株も ADAPS の発現とプラスマローゲ



ン量は野性型細胞の 70 から 80%程度まで低
下していることを明らかにした。 
	
 セルトリ細胞のプラスマローゲン欠損に
おける細胞間接着構造形成に与える影響は、
哺乳類の全ての組織に存在し、細胞間接着構
造のひとつであるギャップジェンクション
の形成に着目して検討した。とくに、ギャッ
プジャンクションの構成タンパク質でもあ
るコネキシン 43 に着目した。プラスマロー
ゲン欠損性セルトリ細胞のコネキシン 43 の
発現は著しく減少し、その減少は shRNA 耐
性の ADAPS を発現させることで回復した。
プラスマローゲン欠損によるコネキシン 43
の発現低下は、プラスマローゲン合成初発酵
素 で あ る dihydroxyacetonephosphate 
acyltransferase (DHAPAT)のノックアウトマ
ウス胎仔由来線維芽細胞でも報告されてい
る。すなわち、プラスマローゲンの欠損によ
りコネキシン 43 の発現の著しい減少は、異
なる組織由来の２種の培養細胞において共
通の現象である。したがって、コネキシン 43
の発現調節は、少なくとも両者の細胞におい
てプラスマローゲン依存的な共通の機構で
制御されるものと推察された。セルトリ細胞
では E-カドヘリンが発現されておらず、
MCF7 細胞で観察されたプラスマローゲン依
存的な E-カドヘリンの局在調節がなされて
いるかは不明なままである。これらの研究に
より細胞間接着構造の形成は、プラスマロー
ゲン依存的に制御される可能性が示唆され
た。 
	
 E-カドヘリンおよびコネキシン 43 はいず
れもそれぞれの細胞間接着構造部位におい
てコレステロールとスフィンゴ脂質に富む
脂質ラフト(ラフト)と相互作用する。また、
プラスマローゲンも脂質ラフトの細胞質層
である内葉(inner leaflet)に濃縮される。した
がって、プラスマローゲンはこれら細胞間接
着構造形成因子との相互作用などを介して
細胞間接着因子を接着構造形成領域に集合
させる可能性も考えられる。 
(3) プラスマローゲン依存的なコレステロ

ール生合成制御 
	
 4-(2)で見出したプラスマローゲン依存的
な細胞間接着構造形成はラフトを介してい
ると推察されたことから、ラフトの重要な構
成成分であるコレステロールの恒常性を検
討した。その結果、プラスマローゲンを合成
する MCF7ADAPS において MCF7 細胞より
も多くのコレステロールが検出され、プラス
マローゲン依存的なコレステロール恒常性
制御が示唆された。プラスマローゲン依存的
なコレステロール恒常性制御が哺乳動物に
共通な機構であるのか、またその分子機構を
解明するため、ADAPS 欠損性の Chinese 
hamster ovary(CHO)細胞、および ADAPSの機
能を欠損するヒトプラスマローゲン欠損症
患者由来線維芽細胞を用いて検討した。その
結果、以下の結論を得た。 
•プラスマローゲンを増加あるいは減少させ

てもコレステロールの生合成は抑制された。 
•プラスマローゲン増加によるコレステロー
ルの生合成抑制は、コレステロール生合成に
おいてスクアレンのエポキシ化を触媒する
squalene epoxydase(SQLE)の分解促進が原因
である。 
•プラスマローゲン欠損におけるコレステロ
ールの生合成抑制は、コレステロール生合成
の中間産物であるスクアレンが２カ所エポ
キシ化された diepoxysqualene (DOS)の合成が
コレステロール合成に必須な一カ所のみの
エポキシ化された monoepoxysqualene (MOS)
の合成よりも優先されることが原因である。 
•プラスマローゲン欠損は SQLE の分解を抑
制し、その結果、SQLE の発現量が増加する
ためMOSよりもDOSが優先的に合成される。 
•SQLEの分解は、SQLEと SQLEの分解を担
う小胞体局在性 E3 ligaseである MARCH6と
の相互作用によって調節される。これら両因
子の相互作用がプラスマローゲン依存的で
あり、プラスマローゲンの欠損は SQLE と
MARCH6との相互作用を低下させ、その結果
SQLE の分解が抑制された。一方、プラスマ
ローゲンの増加は両者の相互作用を増大さ
せた。 
	
 これらの成果は、従来のコレステロール生
合成律速酵素 HMG-CoA還元酵素の活性調節
によるコレステロール生合成制御とは異な
る新たな制御機構であり、とくに末梢組織か
ら供給されることのない脳のコレステロー
ル恒常性を制御する生理的意義が想定され
る成果である。 
(4) プラスマローゲンの生合成制御 
	
 これまでの研究成果であるプラスマロー
ゲンの恒常性と細胞間接着構造形成やコレ
ステロール生合成制御などに加え、プラスマ
ローゲン合成不全症やプラスマローゲン欠
損性マウスで見られる脳機能障害などは、プ
ラスマローゲンの恒常性が多様な生理機能
と関連することを示唆している。しかしなが
ら、プラスマローゲンの恒常性の主要な機構
であるプラスマローゲン生合成制御の分子
機構は不明な点が多い。プラスマローゲンの
生合成制御の根幹であるプラスマローゲン
のセンシング関して以下の成果を得た。 
•プラスマローゲンはペルオキシソームで生
合成が開始され、小胞体で完了されたのち、
細胞膜を含むポストーゴルジ領域に輸送さ
れる。細胞膜からのエンドサイトーシスに必
須なダイナミンに対する２種の阻害剤を処
理するとプラスマローゲン生合成律速酵素
である Far1の分解が促進され、かつプラスマ
ローゲンの生合成が抑制された。このとき細
胞内プラスマローゲン量には変化は見られ
なかった。 
•Far1の分解は Caveolin1ではなく、Flotillin1
の発現抑制によって促進された。 
•Flotillin1 の発現抑制により細胞内プラスマ
ローゲン量に変化は見られなかったが、ラフ
トを含む界面活性剤不溶性画分におけるプ



ラスマローゲン量が増加した。 
•Far1 の分解は、細胞膜のコレステロールを
キレートするナイスタチン処理により抑制
された。 
•Far1 の分解は、細胞膜内葉に偏在するプラ
スマローゲンの外葉(outer leaflet)への局在増
加によって抑制された。 
	
 以上の結果から、細胞膜の inner leafletに存
在するプラスマローゲンがセンシングされ、
ペルオキシソームへと伝達された細胞内プ
ラスマローゲン量の情報にしたがって Far1
の分解が制御されると推察された。すなわち、
プラスマローゲンの生合成は、時空間的に高
度な機構で制御されることが示された。 
 
まとめ  
	
 本研究は、細胞間接着構造の形成や維持に
おけるプラスマローゲンの機能を明らかに
し、プラスマローゲンの新たな生理機能の解
明を課題とした。細胞間接着構造の形成にプ
ラスマローゲンが関与するとの結果は得た
が、その詳細な分子機構を明らかにするには
至らなかった。その大きな要因は、細胞間接
着構造の形成においてプラスマローゲン分
子の局在や動きなどを見出すことができず、
プラスマローゲンが E-カドヘリンやコネキ
シン 43 と結合、相互作用することでこれら
分子の局在性を制御するのか等を検討でき
なかったことなどが考えられる。一般的に脂
質分子と膜タンパク質の相互作用は、膜タン
パク質を可溶化する操作により脂質分子が
解離するため検出不可能である。現在、この
技術的問題の解決に向け、機能性プラスマロ
ーゲン分子の化学合成など新たな手法の開
発を進行中である。この新たな手法は、プラ
スマローゲン生合成制御の主要なステップ
であるプラスマローゲン分子のセンサータ
ンパク質の同定など、プラスマローゲンの生
合成制御および生理機能の解明に大きく貢
献すると期待される。 
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