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研究成果の概要（和文）：N-アシル-ホスファチジルエタノールアミン (N-アシル-PE) は生体膜を構成するリン
脂質であり、微量ながら様々な細胞で合成される。また、N-アシル-PEは脂質メディエーターとして知られるN-
アシルエタノールアミンの前駆体としても機能する。本研究では、最近、N-アシル-PEを合成するN-アシル転移
酵素として同定された細胞質型ホスホリパーゼA2ε (cPLA2εまたはPLA2G4E) の機能解析を細胞および個体レベ
ルで行った。

研究成果の概要（英文）：N-Acylphosphatidylethanolamine (N-acyl-PE) is a phospholipid present in 
biomembrane and functions as a precursor of bioactive N-acylethanolamines. Recently, the ε isoform 
of cytosolic phospholipase A2 (cPLA2ε, also known as PLA2G4E) was identified as Ca2+-dependent 
N-acyltransferase. In this study, we analyzed biological roles of cPLA2ε.

研究分野：脂質生化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
N-アシルエタノールアミンは食欲抑制や抗炎症作用などの多様な生物活性を示す。N-アシルエタノールアミンが
どのように合成されるかを理解することで、食欲や炎症などを調節することが可能になるかもしれない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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は多様な生理機能をもつ脂質メディエーターであり、動植物組織
中に普遍的に存在している。これらの多彩な機能は結合している脂肪酸の違いに由来しており、
脂肪酸の鎖長や不飽和度に応じて異なる受容体にリガンドとして作用する。例えば、アラキドン
酸が結合した N-アラキドノイルエタノールアミン (別名アナンダミド) はカンナビノイド受容
体 CB1 の内因性リガンドとして機能し、オレイン酸が結合した N-オレオイルエタノールアミン
は、核内受容体 PPARαに作用することで生理機能を発揮する。このように脂肪酸の違いによっ
て特徴的な挙動を示す N-アシルエタノールアミンの生理機能発現は、生合成段階、特にそれに
関わる酵素によって厳密に制御されていると考えられる。 
 N-アシルエタノールアミンは主として二段階の酵素反応によって生成し、第一段階では N-ア
シル転移酵素によってホスファチジルエタノールアミン (PE) にアシル基が転移されることで
N-アシル-PE と呼ばれる特殊なグリセロリン脂質が合成される。その後、NAPE-PLD と呼ばれるホ
スホリパーゼ D 型酵素が N-アシル-PE に作用することで N-アシルエタノールアミンが生じる。
しかしながら、生体内においてこれらの酵素の内、どれがどの程度 N-アシルエタノールアミン
生合成を制御しているのかについては依然として不明であり、結合している脂肪酸の違いによ
って異なる生理機能を発揮する N-アシルエタノールアミン分子種のそれぞれが生体の必要に応
じて供給される分子基盤はほとんど分かっていない。 
 
２．研究の目的 
 N-アシルエタノールアミンは脂肪酸とエタノールアミンが結合した脂質メディエーターであ
り、結合している脂肪酸の種類によって異なる受容体に作用し、多様な生理機能を発揮する。中
でもオレイン酸が結合した N-オレオイルエタノールアミンは、核内受容体である PPARαに作用
することで食欲抑制作用を示す。興味深いことに、同脂質分子の含量は小腸でダイナミックに変
動し、絶食時には極めて低い量に維持されている一方で、摂食時には著増し、PPARα を介して
飽満感を動物に与え、その後の摂食を抑制する。このように特徴的な変動を示す同脂質分子の生
理機能発現は、生合成に関わる酵素によって厳密に制御されていると考えられるが、その責任酵
素は不明である。これより本研究の目的は、N-アシルエタノールアミン生合成の律速酵素と考え
られる N-アシル転移酵素に焦点を当て、その機能発現のメカニズムを解析することとする。ま
た、摂食行動との関連が深い N-オレオイルエタノールアミンの生合成機構と生理機能を個体レ
ベルで明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) FLAG タグを付加した cPLA2εを安定に発現する HEK293 細胞 (cPLA2ε発現細胞) を樹立し
た。siRNA によって同細胞中のホスファチジルセリン (PS) の合成酵素を抑制し、種々の検討に
用いた。放射標識脂肪酸などで cPLA2ε発現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。cPLA2ε 発現細胞から
cPLA2ε 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。本酵素を用いて cPLA2εの酵素活性を種々のリン脂質の存在
下で検討した。 
 
(2) cPLA2ε発現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。Ca2+の刺激を解析するため、イオノマイシンによって処理した。 
 
(3) 野生型及び cPLA2ε欠損マウスの脳を単離し、cPLA2εの発現部位や性状解析を行った。野
生型及び cPLA2ε欠損マウスを脳虚血モデルに供し、脂質分子を液体クロマトグラフィー・タン
デムマススペクトロメトリー (LC-MS/MS) によって分析した。 
 
４．研究成果 
(1) 樹立した cPLA2ε発現細胞において PSを合成する酵素の発現を siRNA によってノックダウ
ンすると、抑制の程度に応じて cPLA2εの細胞内含量がタンパク質レベルで有意に減少した。ま
た、共焦点レーザー顕微鏡の解析より、コントロール siRNA で処理した細胞では cPLA2εが形質
膜や細胞内小胞に局在していたが、PS 合成を抑制した細胞では cPLA2ε の細胞内小胞での局在
は減少し、主に形質膜に局在していた。精製した組換え cPLA2εに対する種々の酸性リン脂質の
効果を検討したところ、ホスファチジルイノシトール 4,5-ビスリン酸やホスファチジン酸など
は PS と同様に cPLA2εの酵素活性を上昇させた。以上の結果から、cPLA2εは細胞内においても
PS によって制御されており、PS 以外の酸性リン脂質も同分子の制御に関与する可能性が示され
た。 
 



(2) Ca2+イオノフォアであるイオノマイシンによって cPLA2ε発現細胞を処理すると、N-アシル
-PE がコントロール細胞と比較して 13 倍以上にまで増加した。LC-MS/MS による分析より、N-ア
シル基に飽和または一価不飽和脂肪酸を含む N-アシル-PE が著増していた。これと並行して、
sn-2 位に多く存在する多価不飽和脂肪酸を含むリゾリン脂質が増加していたことから、cPLA2ε
は主としてリン脂質の sn-1 位の脂肪酸を PEに転移していることが示唆された。また、N-アシル
エタノールアミンも 17倍以上増加しており、そのアシル基組成は N-アシル-PE と同様の傾向を
示した。以上の結果から、ヒト cPLA2ε は Ca2+依存的に主としてリン脂質の sn-1 位に結合して
いる飽和および一価不飽和脂肪酸を転移して N-アシル-PE を生成し、その一部が N-アシルエタ
ノールアミンの生成に用いられることが示唆された。 
 
(3) cPLA2ε欠損マウスの脳のホモジネートを用いて、Ca2+依存的 N-アシル転移酵素を測定した
ところ、活性は消失していた。次に、質量分析による脂質組成解析から、N-アシル-PE や N-アシ
ルエタノールアミンが有意に減少していることが明らかとなった。これより、cPLA2εは脳にお
いて N-アシル-PE を合成する主要な酵素であることが明らかとなった。次に、脳虚血モデルにお
いて、野生型マウスでは N-アシル-PE と N-アシルエタノールアミンが著しく増加していたが、
cPLA2ε欠損マウスではほとんど変化が見られなかった。これより、虚血部位で著増する N-アシ
ル-PE と N-アシルエタノールアミンは主として cPLA2ε によって合成されていることが示唆さ
れた。 
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