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研究成果の概要（和文）：N-アシルトランスフェラーゼは，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に関与

する酵素であり，ホスファチジルエタノールアミン（PE）に別のグリセロリン脂質から脂肪酸

鎖を転移して N-アシル-PE を合成する。我々はこの反応を触媒する新規酵素を発見し，同酵素

の cDNA をラット，マウス，ヒトからクローニングし，組換えタンパク質の性状を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：N-Acyltransferase is an enzyme involved in the biosynthesis of 
anandamide (an endogenous ligand of cannabinoid receptors) and related fatty acid amide 
compounds in animal tissues, and transfers a fatty acyl chain from a glycerophospholipid 
molecule to phosphatidylethanolamine (PE) to form N-acyl-PE.  We found a novel enzyme 
catalyzing this reaction, cloned its cDNA from rat, mouse, and human, and characterized 
its recombinant proteins. 
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１．研究開始当初の背景 

アナンダミドは高度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）の別名であり，

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（Pacher et 

al., Pharmacol. Rev. 58, 389-462, 2006）。
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一方，パルミチン酸やステアリン酸のよう

な飽和脂肪酸やオレイン酸などのモノエン

脂肪酸のエタノールアミド（以下，長鎖脂

肪酸のエタノールアミドをまとめてN-アシ

ルエタノールアミンと総称する）について

は，カンナビノイド受容体に対するリガン

ド活性は示さないものの，抗炎症作用，鎮

痛作用，食欲抑制作用などの生物活性を示

す。最近，ペルオキシソーム増殖剤活性化

レセプター（PPAR）α のリガンドとして働

くことが報告されている（Fu et al., 

Nature 425, 90-3, 2003）。しかしながらこ

のような多数の報告にもかかわらず，アナ

ンダミドを含むN-アシルエタノールアミン

の生理的意義は十分には明らかになってい

ない。 

N-アシルエタノールアミンは刺激に応答

し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，その体内レベルは合成速度と分解

速度のバランスで決定されていると考えら

れる。組織変性部位や炎症部位では N-アシル

エタノールアミンの著増することが知られ

ており，病態時の生理学的意義に興味が持た

れる。以上の理由から細胞内での合成経路と

関与する酵素の実体を明らかにすることは，

N-アシルエタノールアミンの生理的役割を

解明する上で不可欠である。アナンダミドを

含む N-アシルエタノールアミンは生体膜の

グリセロリン脂質を出発材料にして，主とし

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

応により生成するものとされてきたが（Ueda 

et al., Curr. Med. Chem. 12, 1413-22, 2005），

関与する酵素の実体は長い間不明であった。

我々の研究室では，生合成の第二段階を触媒

する新規 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）。さらに申請者は，レシチ

ン・レチノール・アシル転移酵素とホモロジ

ーを有する新規ラットタンパク質がこの第

一段階の反応を触媒することを発見し，「Ca2+

非依存性 N-アシル転移酵素」と命名した

（Xing-Hua Jin et al., J. Biol. Chem. 282, 

3614-23, 2007）。しかしながら，本酵素は脳

等で第一段階の反応を触媒する Ca2+依存性酵

素とは別の酵素タンパク質であることが明

らかになり，その生理的役割は未だ明らかで

はない。 

 

２．研究の目的 

本研究では，ラットに加えてマウスとヒト

の「Ca2+非依存性 N-アシル転移酵素」の cDNA

クローニングと機能解析を行ない，同酵素の

生理的及び病態生理学的役割を明らかにす

ることを目的とした。あわせて脳の Ca2+依存

性 N-アシル転移酵素を精製し、cDNA クロー

ニングを行なうことを目標とした。具体的に

は以下の３項目についての研究を実施した。 

(1) マウス及びヒトからCa2+非依存性N-アシ

ル転移酵素の cDNA クローニングを行ない，

動物細胞で組換え酵素を発現させ，その触媒

活性をラットの酵素と比較する。(2) 部位特

異的変異法等により，酵素の構造，触媒機能，

活性調節機構を解析する。(3) ラット脳を用

いてCa2+依存性N-アシル転移酵素の精製を試

みる。 

 

３．研究の方法 

(1) マウス及びヒトからCa2+非依存性N-ア

シル転移酵素の cDNAクローニングを行ない，

動物細胞で組換え酵素を発現させ，その触媒

活性をラットの酵素と比較した。既にデータ

ベースの検索により，ラット酵素のホモログ

と想定される遺伝子をマウス及びヒトのゲ

ノムで見出していた。アミノ酸レベルでラッ

ト酵素とマウスまたはヒトの酵素との同一

性はそれぞれ 85％と 68％であった。この塩

基配列に基づきプライマーをデザインし，マ

ウス及びヒトの総 RNA から RT-PCR 法により

cDNA を単離した。塩基配列が正しいことを確

認した後，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で確認した。

次に細胞のホモジネートを用いて N-アシル

転移酵素活性の有無を検討した。酵素活性測

定法については， [14C]ホスファチジルコリ



 

 

ンと非放射標識ホスファチジルエタノール

アミンを基質に用いて酵素と反応させ，生成

した[14C]NAPE を薄層クロマトグラフィーで

分離後，バイオイメージングアナライザーで

定量した。以上の方法は，ラット酵素につい

て申請者が既に確立した方法（Xing-Hua Jin 

et al., J. Biol. Chem. 282, 3614-23, 2007）

に従って実施した。さらに，ラット，マウス，

ヒト由来の組換え酵素を抗 FLAG 抗体親和性

カラムクロマトグラフィーにより高度に精

製した。精製酵素の触媒活性，基質特異性な

どについて三者の差異の有無を検討した。 

(2) 部位特異的変異法等により，酵素の構

造，触媒機能，活性調節機構を解析した。本

酵素は，レシチン・レチノール・アシル転移

酵素とホモロジーを有する。また申請者は同

じファミリーに属する他の遺伝子もいくつ

か見出した。ファミリー内の遺伝子の比較に

より，活性発現にかかわると推定されるアミ

ノ酸残基を標的とし，PCR 法を用いて部位特

異的変異体を作製した。変異体を上述の方法

により動物細胞で発現させ，組換え体の酵素

活性を測定した。また，本酵素はファミリー

内の他の遺伝子と比較して N末端側が長いの

で，順次短縮した変異体を作製し，触媒活性

や膜親和性の変化を観察した。以上の方法は，

当研究室で NAPE-PLD の構造解析を行なった

際に確立した方法に準じて実施した（Wang et 

al., J. Biol. Chem. 281, 12325-35, 2006）。 

(3)  Ca2+依存性 N-アシル転移酵素の精製は

以下のように実施した。生後２日のラットの

脳から膜画分を調製し，0.5%の界面活性剤

Nonidet P-40 を用いて可溶化した。次に

HiTrap Q HP 陰イオン交換クロマトグラフィ

ーと HiTrap SP HP 陽イオン交換クロマトグ

ラフィーの組み合わせにより部分精製を行

った。 

 

４．研究成果 

(1) Ca2+非依存性 N-アシル転移酵素の 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の性

質とは異なっていた。3 種の動物の酵素間で

明らかな性質の違いは認められなかった。3

種の動物における臓器分布を RT-PCR 法で検

討したところ，種々の臓器で同酵素の mRNA

が検出されたが，いずれの動物においても精

巣で断然強く発現していた。 

Ca2+非依存性 N-アシル転移酵素は一次構造

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

基を変異させたCa2+非依存性N-アシル転移酵

素の変異体では触媒活性が消失することか

ら，これらの残基の触媒活性における重要性

が示唆された。N 末端側を順次短縮した変異

体を 3種類作製し，触媒活性や膜親和性の変

化を観察した結果，本領域は酵素の膜結合に

重要であることが判明したが，活性発現への

影響はほとんど認められなかった。 

(2)  Ca2+依存性 N-アシル転移酵素について

はラット脳で比較的強い活性を示すことが

既に報告されているが，高度の精製や cDNA

クローニングについての報告はない。我々は

生後２日のラットの脳から膜画分を調製し，

0.5%の界面活性剤 Nonidet P-40 を用いて可

溶化した。次に HiTrap Q HP 陰イオン交換ク

ロマトグラフィーと HiTrap SP HP 陽イオン

交換クロマトグラフィーの組み合わせによ

り精製度を高め，部分精製することに成功し

た。引き続き，同酵素のいっそうの精製を検

討している。 
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