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研究成果の概要：カンナビノイド受容体の内在性リガンドとして知られるアナンダミドと関連

脂肪酸アミド化合物の動物組織における生合成および分解に関与する 3 種類の酵素の解析を行

なった。その結果、(1) 新規 N-アシルトランスフェラーゼを発見し、(2) N-アシルホスファチジ

ルエタノールアミン・ホスホリパーゼ D のリン脂質による活性化を見出し、(3) N-アシルエタ

ノールアミン酸性アミダーゼの触媒機能に重要なアミノ酸残基を同定するなどの成果を得た。 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) アナンダミドは不飽和脂肪酸のアラキド
ン酸のエタノールアミド（N-アラキドノイル
エタノールアミン）の慣用名であり、哺乳動
物組織でカンナビノイド受容体の内因性リ
ガンドとして発見された（Devane et al., 
Science 258, 1946-9, 1992）。その後、アナンダ
ミドが実際に種々のマリファナ様生物活性
を示すことが報告されている（Di Marzo, 
Biochim. Biophys. Acta 1392, 153-75, 1998）。一
方、パルミチン酸、ステアリン酸、オレイン

酸などの飽和もしくはモノエン脂肪酸のエ
タノールアミド（N-アシルエタノールアミン、
以下 NAE）についても、カンナビノイド受容
体に対するリガンド活性は認められないも
のの、抗炎症作用・鎮痛作用・食欲抑制作用
などの生物活性が知られ、またペルオキシソ
ーム増殖薬活性化レセプター（PPAR）のリガ
ンドとして働くことが報告されている
（Lambert et al., Curr. Med. Chem. 9, 663-74, 
2002）。しかしながら，アナンダミドを含む
NAE の生理的意義は十分には明らかになっ
ていない。 



(2) NAE は細胞刺激に応じて細胞内で合成
されて細胞外へ放出される一方で、比較的速
やかに細胞に取込まれて分解されると考え
られている。したがってその体内レベルは合
成速度と分解速度のバランスで規定されて
いるとされる。また、炎症や変性疾患のモデ
ル動物で病変部位に NAE の蓄積することが
知られている。以上の理由から細胞内での合
成・分解経路を確立し、関与する酵素の実体
を明らかにすることは、NAE の生理的役割を
解明する上で不可欠である。アナンダミドを
含む NAE は生体膜のグリセロリン脂質を出
発材料にして、①ホスファチジルエタノール
アミンのアミノ基へのアシル基転移反応に
よる N-アシルホスファチジルエタノールア
ミン（NAPE）の合成と、②それに続くホス
ホリパーゼ D（PLD）型加水分解反応の二段
階の反応により生成することが提唱されて
いたが（Schmid, Chem. Phys. Lipids 108, 71-87, 
2000）、我々は②の反応を触媒する PLD 型酵
素（NAPE-PLD）の cDNA クローニングを世
界に先駆けて報告した（Okamoto et al., J. Biol. 
Chem. 279, 5298-305, 2004）。このことにより
アナンダミドの生合成の研究に分子生物学
的手法を導入することが可能になったが、①
の反応を触媒するアシル基転移酵素の実体
が不明であるなど、生合成経路の全貌は未だ
明らかではない。一方、NAE の分解経路につ
いては、脂肪酸とエタノールアミンへの加水
分解が主たる経路と考えられており、この反
応を触媒する脂肪酸アミドヒドロラーゼの
解析が進んでいる。我々は同じ反応を触媒す
るリソソーム酵素を発見し、cDNA クローニ
ングを行い、NAE 酸性アミダーゼ(NAAA)と
命名した（Tsuboi et al., J. Biol. Chem. 280, 
11082-92, 2005）。しかしながら本酵素の構造
や機能については不明な点が多く残されて
いる。 
 
２．研究の目的 
 
動物組織におけるアナンダミドを含む NAE
の生合成経路に関する未解決の諸問題を生
化学的および分子生物学的アプローチによ
り解決することにより、NAE の生理的及び病
態生理学的役割を明らかにすることを本研
究課題の目的とした。具体的には、(1) 新規
N-アシルトランスフェラーゼの cDNAクロー
ニングと機能解析、及び(2) NAPE-PLD の活
性化因子の探索を行なった。 (3) 同時に NAE
の分解経路の酵素学的研究も進め、部位特異
的変異法により NAAA の構造と機能の解明
を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 新規N-アシルトランスフェラーゼの

cDNAクローニングと機能解析：哺乳動物の
ゲノムのデータベースを用いてBLASTサー
チ等により，脂質代謝と関連する既知のアシ
ル基転移酵素とホモロジーを有する遺伝子
で機能未知のものを探索した。候補遺伝子
（仮称RLP-1）のcDNAをRT-PCR法を用いて
クローニングし，哺乳動物の発現ベクターに
組込み、このベクターをリポフェクション法
でCOS-7 細胞に導入し，組換えタンパク質を
過剰発現させた。発現は組換えタンパク質の
末端に連結したFLAGタグをウエスタン・ブ
ロッティングで検出することにより確認し
た。次に細胞のホモジネートを用いてN-アシ
ル転移酵素活性を測定した。活性測定は、酵
素を 1,2-[14C]ジパルミトイル-ホスファチジ
ルコリン及び非放射標識ホスファチジルエ
タノールアミンと反応させ、生成したN-[14C]
パルミトイル-ホスファチジルエタノールア
ミンを薄層クロマトグラフィーで分離し、放
射能をバイオイメージング・アナライザー
BAS1500（Fujix）で定量することにより行な
った。 
 
(2) NAPE-PLDの活性化因子の探索：申請者ら
が以前に確立した方法（Wang et al., J. Biol. 
Chem. 281, 12325-35, 2006）に従って組換え
NAPE-PLDを大腸菌で発現させ、高度に精製
した。脳組織や培養細胞の膜画分、リン脂質
などの存在下で精製酵素をN-[14C]パルミト
イル-ホスファチジルエタノールアミンと反
応させ、生成したN-[14C]パルミトイルエタノ
ールアミンを定量することでNAPE-PLD活性
を測定した。 
 
(3) 部位特異的変異法を用いたNAAAの構
造・機能解析：ヒトNAAAの種々の変異体を
作製し、HEK293 細胞で発現させ、酵素活性
を野生型と比較した。活性測定は、N-[14C]パ
ルミトイルエタノールアミンから生じる
[14C]パルミチン酸を定量することにより行
なった（Tsuboi et al., J. Biol. Chem. 280, 
11082-92, 2005）。また、培地に放出された
NAAAの前駆体タンパク質を用いて、in vitro
でのペプチド鎖の限定分解をウエスタン・ブ
ロッティング法で測定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) RLP-1 のcDNAをラット・マウス・ヒトか
らクローニングした。推定一次構造は
279-294 個のアミノ酸から構成されていた。
組換えタンパク質をCOS-7細胞で一過性に発
現させたところ、いずれもホスファチジルコ
リンのsn-1 位またはsn-2 位の脂肪酸鎖をホス
ファチジルエタノールアミンのアミノ基に
転移してNAPEを生成する反応を触媒した。
しかしながら、この反応はCa2+-非依存的であ



るなど、従来脳などでNAPEの生成に関わる
と考えられてきたCa2+依存性N-アシルトラン
スフェラーゼとは異なる酵素タンパク質で
あることが明らかになり、Ca2+非依存性N-ア
シルトランスフェラーゼ（iNAT）と命名した。
iNATは一次構造上、レシチン・レチノール・
アシルトランスフェラーゼとホモロジーを
示すが、同酵素の活性発現に必須であること
が知られているヒスチジン及びシステイン
残基に相当する残基がiNATの触媒活性にお
いても重要であることが、変異体の活性測定
により示唆された。また、ラット・マウス・
ヒトにおける臓器分布をRT-PCR法で検討し
たところ、種々の臓器でiNATのmRNAが検出
されたが、いずれの動物においても精巣で強
く発現していた。 
 
(2) NAPE-PLDは膜結合タンパク質であるが、
膜成分が本酵素の活性に及ぼす影響につい
ては不明であった。そこで組換えNAPE- 
PLDの精製標品を、COS-7 細胞と脳組織から
それぞれ調製した膜画分の存在下でNAPEと
反応させると、酵素活性は 5 倍程度まで上昇
した。しかしながら、膜画分の存在下ではCa2+

の活性化作用は明らかに減弱していた。種々
のリン脂質が活性に及ぼす影響を検討した
ところ、ホスファチジルエタノールアミンが
もっとも強力な活性化作用を示した。以上の
結果から、細胞内のNAPE-PLD はCa2+濃度に
拘らずホスファチジルエタノールアミンを
含む膜成分によって恒常的に活性型に保た
れていることが示唆された。 
 
(3) NAAA はリソソームに存在する糖タンパ
ク質のひとつであり、触媒活性の特徴として
至適 pH を 4.5 付近に有する。本酵素には４
カ所の糖鎖結合部位があることを部位特異
的変異法により決定した。また、NAAA を過
剰発現させた HEK293 細胞において前駆体タ
ンパク質が培地中に放出されること、及び前
駆体タンパク質はペプチド鎖の限定分解に
より活性化されることを見出した。この前駆
体タンパク質の限定分解の至適 pH も 4 - 5 で
あった。ヒト酵素のグルタミン酸-195 の変異
により触媒活性や限定分解の pH-活性曲線が
変化したことから同アミノ酸残基が pH 依存
性の決定因子のひとつである可能性が示唆
された。さらに変異体の解析により、触媒活
性に重要であると推定されるシステイン-126、
アルギニン-142、アスパラギン酸-145 が限定
分解にも必須であることが明らかになり、限
定分解が自己触媒的に生じることが強く示
唆された。また、NAAA の免疫組織化学的検
討により、ラット組織中では肺胞マクロファ
ージなどマクロファージで非常に強く発現
していること、また RT-PCR 法でヒト組織に
おいては前立腺組織や前立腺がん細胞で豊

富に発現していることが明らかになった。 
 
(4) 以上のように NAE の生合成•分解経路に
関わる酵素の性状解析について、多くの成果
が得られた。NAPE-PLD 遺伝子欠損マウスに
ついては、作製に成功し、飼育を続けている
が、これまでのところ目立った表現型は観察
されておらず、引続き解析を進める予定であ
る。 
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