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研究成果の概要（和文）：Phospholipase A/acyltransferase (PLAAT) ファミリーは5つの分子 (PLAAT-1-5) か
ら構成されており、いずれも脂質代謝酵素活性を示す。本研究では、PLAAT-3がどのようにペルオキシソーム形
成に関与しているかを検討した。また、3本の脂肪酸をもつ生理活性脂質であるN-アシル-ホスファチジルエタノ
ールアミンの生合成を担うN-アシル転移酵素の性状解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Phospholipase A/acyltransferase family members consist of five proteins 
(PLAAT-1-5) and possess lipid-metabolizing activities. In this study, we examined the role of 
PLAAT-3 in peroxisome metabolism. We also analyzed the N-acyltransferase involved in the 
biosynthesis of the rare phospholipid species, N-acylphosphatidylethanolamine.

研究分野：脂質生化学
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１．研究開始当初の背景 
Phospholipase A/acyltransferase (PLAAT) フ
ァミリーはグリセロリン脂質を基質とする
脂質代謝酵素で、PLAAT-1-5の 5分子が存
在する (Shinohara et al., J. Lipid Res. 52, 
1927-35, 2011)。これらはいずれもグリセロ
リン脂質から脂肪酸を遊離させるホスホリ
パーゼ A1/A2 活性と、グリセロリン脂質か
らリゾリン脂質等にアシル基を転移するア
シル基転移酵素活性を保有しているが、主
たる酵素活性は分子間で異なる。最近の
我々の研究から、PLAAT-3 (別名 H-rev107) 
を細胞内で過剰発現させるとペルオキシソ
ームの消失を招くこと(Uyama et al., J. Biol. 
Chem. 287, 2706-18, 2012) や、PLAAT-1や-2
が生理活性脂質であるN-アシルエタノール
アミンの生合成に関わっていることが明ら
かになった (Uyama et al., J. Biol. Chem. 287, 
31905-19, 2012; Uyama et al., Biochim. 
Biophys. Acta 1831, 1690-701, 2013)。 
 
２．研究の目的 
 我々は性状未知の癌抑制遺伝子群であっ
た PLAAT ファミリーが脂質代謝酵素であ
ることを見出したが、これらの分子の生理
機能に関しては未だほとんど不明である。
PLAAT ファミリーの機能異常が癌や肥満
などの疾病と深く関連している事実は、同
ファミリーの基質となる内因性脂質分子の
代謝異常によってこれらの疾病が誘発され
ている可能性を強く示唆する。本研究では、
PLAAT ファミリーの脂質代謝酵素として
の機能発現に焦点を当て、同ファミリーの
発現を攪乱させた培養細胞を用いての内因
性基質の同定、および遺伝子改変マウスを
用いた個体レベルでの解析を展開し、同フ
ァミリーの生理機能や疾病との関連におけ
る体系的な理解に迫る。また、最近見出し
た PLAAT-3 によるペルオキシソームの機
能制御機構の解明を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) 以前に我々は、蛍光タンパク質によって
ペルオキシソームを可視化した細胞を樹立
し、この細胞でテトラサイクリンの添加に
よって PLAAT-3 の発現を制御する系を構
築した。本細胞を放射標識脂肪酸などで代
謝ラベルし、総脂質を抽出後、薄層クロマ
トグラフィーで脂質分子の組成を解析した。
併せて、非放射標識脂質抽出物を
LC-MS/MS によって分析した。また、ペル
オキシソーム形成に必須である Pex 分子群
との相互作用を免疫沈降法で検討した。 
 
(2) FLAGタグを付加したヒトおよびマウス
cPLA2εをCOS-7細胞またはHEK293細胞で
過剰発現させ、組換えタンパク質を抗
FLAG 抗体が結合したアフィニティーカラ
ムで精製することで不純物を除き、高度精
製組換えタンパク質を調製した。本組換え

タンパク質を酵素源として、性状解析を行
った。また、同分子を安定発現する細胞を
樹立した。放射標識脂肪酸などで細胞を代
謝ラベルし、総脂質を Bligh & Dyer法によ
って抽出後、薄層クロマトグラフィーで脂
質分子の組成を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) PLAAT-3 とペルオキシソーム形成に関
わる Pex 分子群との結合を調べたところ、
PLAAT-3 は Pex3p および Pex19p と結合す
ることがわかった。PLAAT-3 と Pex19p と
の結合を種々の変異体を用いてさらに解析
したところ、PLAAT-3の N末端に存在する
proline-richドメインと C末端の疎水性ドメ
インが必要であり、PLAAT-3の酵素活性に
は依存しなかった。さらに PLAAT-3 は、
Pex19pが Pex3pや Pex11pβのようなペルオ
キシソーム膜タンパク質と結合するのを酵
素活性依存的に阻害した。これより、
PLAAT-3 は新規 Pex19p 結合タンパク質で
あり、同分子のシャペロン活性を阻害する
ことでペルオキシソームの形成を負に制御
する可能性が示唆された。 
 
(2) 我々は、PLAAT-1 や PLAAT-2 が N-ア
シル-ホスファチジルエタノールアミン (N-
アシル-PE) と呼ばれる特殊なリン脂質を
合成するN-アシル転移酵素活性を示すこと
を以前に見出した。最近、既報の細胞質型
ホスホリパーゼ A2の ε型 (cPLA2ε) が Ca2+

依存的にN-アシル転移酵素活性を示すとし
て報告された。しかしながら、その詳細な
性状解析は行われておらず、PLAAT-1 や
PLAAT-2との機能的な違いは不明であった。
そこで本研究では、cPLA2εの精製組換えタ
ンパク質を用い、同酵素の性状および機能
解析を行った。まず、既報の cPLA2εの解析
はマウスで行われたので、ヒトのオーソロ
グについてデータベースを検索したところ、
ヒトでは 2 種類のアイソフォームが存在し
ていた。両アイソフォームの精製組換えタ
ンパク質を用いた検討から、そのいずれも
がマウス酵素と同様の活性を示すことが明
らかになった。cPLA2εの一次構造には、Ca2+

依存的なリン脂質への結合に関わるとされ
る C2ドメインがN末端側に存在する。種々
のリン脂質による酵素活性への影響を検討
したところ、Ca2+存在下でホスファチジル
セリンによって強く活性化され、その効果
は濃度依存的であった。以上の結果から、
マウス及びヒトの cPLA2ε の N-アシル転移
酵素活性は、細胞内でホスファチジルセリ
ンの存在下で Ca2+によって制御されること
が示唆された。 
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