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研究成果の概要（和文）：本研究では動物組織で脂質メディエーターとして作用する N-アシル

エタノールアミン（NAE）の生合成・分解に関与する酵素を解析した。その結果、「HRASLS
がん抑制因子ファミリー」に属する５種類のタンパク質が、NAE の前駆体である N -アシルホ

スファチジルエタノールアミン（NAPE）を生成するアシル基転移酵素活性を示すことや、脳

では NAPE のみならず N -アシルプラスメニルエタノールアミンからも NAE が生成しうること

を見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：In the present studies we analyzed enzymes involved in the biosynthesis and 
degradation of N-acylethanolamines (NAEs), which function as lipid mediators in animal tissues.  We 
found that five proteins belonging to the HRASLS tumor suppressor family have acyltransferase 
activities, which generate N-acyl-phosphatidylethanolamine (NAPE), a precursor of NAE, and that NAE 
can be formed not only from NAPE but also from N-acyl-plasmenylethanolamine in brain. 
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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（NAE）はさま
ざまな脂肪酸とエタノールアミンが縮合し
た一連の化合物の総称であり、動物組織に広
く分布し、多彩でユニークな生物活性により
注目されてきた（Schmid, Chem. Phys. Lipids 
108, 71-87, 2000）。このうち脂肪酸部分がアラ

キドン酸であるものは、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、アナン
ダミドと名付けられた（Devane et al., Science 
258, 1946-9, 1992）。その後の多くの研究によ
り、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（Di Marzo, 
Biochim. Biophys. Acta 1392, 153-75, 1998）。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
酸を含む NAE についても、カンナビノイド
受容体とは結合しないものの、抗炎症作用、
鎮痛作用、食欲抑制作用などの生物活性を示
し、またペルオキシソーム増殖薬活性化レセ
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（Lambert et al., Curr. Med. 
Chem. 9, 663-74, 2002; 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、NAE の生理的意義は
十分には明らかになっていない。 
 NAE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。また、心筋梗
塞・脳虚血・睾丸炎等のモデル動物において、
病変部位でNAEが著しく増加することが知
られていて、病態時の生合成の活性化機構に
興味が持たれるとともにその病態生理学的
意義が注目されている。以上の理由から生合
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。 NAEの主たる
合成経路は、図 1 に示すようにグリセロリン
脂質から出発して、(1) ホスファチジルエタ
ノールアミン（PE）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からなる。この経路に含
まれる酵素の実体は長い間不明であったが、
我々は、生合成の第２段階を触媒するNAPE
水解PLD（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）のに続き、最
近、第１段階の反応を触媒する能力を有する
新規アシル転移酵素（Ca2+非依存性N-アシル
トランスフェラーゼ）のcDNAクローニング
にも成功している（Jin et al., J. Biol. Chem. 282, 
3614-23, 2007）。これらの成果によりNAEの生
合成の研究に分子生物学的手法を導入する
ことが初めて可能となった。一方、分解経路
については「脂肪酸アミドヒドロラーゼ
（FAAH）」による脂肪酸とエタノールアミン
への加水分解が主要経路として知られてい
るが、我々は同じ反応を触媒するリソソーム
加水分解酵素（NAE水解酸性アミダーゼ、
NAAA）を発見し、クローニングにも成功し
ている（Tsuboi et al., J. Biol. Chem. 280, 
11082-92, 2005）。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではこれまでの成果をさらに発展
させ、動物組織における NAE の生合成・分
解に関与する酵素群の未解決の問題を生化
学的および分子生物学的アプローチにより
解決し、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目的とした。具体的に

は以下の３酵素についての研究を実施した。 
 
(1) 我々が見出したCa2+非依存性N-アシルト
ランスフェラーゼの遺伝子は以前にHRASLS 
5 と命名され、がん原遺伝子Rasの機能を負に
制御することで知られるHRASLSがん抑制因
子ファミリーに属する。そこでこのファミリ
ーの他のタンパク質に着目し、それらの組換
え体がNAPEを生成するN-アシルトランスフ
ェラーゼ活性などの酵素活性を示すか否か
を検討した。 
 
(2) NAE の 生 合 成 機 構 に は 、 NAPE に
NAPE-PLDが作用してNAEを一段階で遊離す
る 経 路 と 、 リ ゾ 体 の 生 成 が 先 行 す る
NAPE-PLD 依存性多段階経路がある。
NAPE-PLDの遺伝子欠損マウス（NAPE-PLD

非
-/-

マウス）を用いて、脳でのNAEの生合成にお
ける両経路の役割を検討した。 
 
(3) 従来、NAAA の活性化剤として Triton 
X-100 などの非イオン性界面活性剤とジチオ
トレイトールが用いられてきた。これらの物
質はいずれも生体物質ではないので、内因性
の活性化因子を探索した。併せて特異的
NAAA 阻害剤の開発を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



３．研究の方法 
(1) ヒトのHRASLSがん抑制因子ファミリー
に属するタンパク質（HRASLS 1—5）のcDNA
をRT-PCR法を用いてクローニングし、それぞ
れ哺乳動物の発現ベクターに組込んだ。この
ベクターをリポフェクション法でCOS-7等の
動物細胞に導入し、組換えタンパク質を一過
性に過剰発現させた。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
ッティングで検出して確認した。次に抗
FLAG抗体をリガンドとするアフィニティ
ー・クロマトグラフィーにより細胞ホモジネ
ートからタンパク質を精製した。N-アシルト
ランスフェラーゼ活性の測定は、酵素標品を
アシル基供与体基質として[14C]ホスファチ
ジルコリン（PC）、アシル基受容体基質とし
て非標識PE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、定量す
ることにより行った。 
 
(2) NAPE-PLD-/-マウスを作製し、繁殖させた。
同マウスと野生型マウスの脳からFolch法で
総脂質を抽出後，内部標準を加え、LC-MS- 
MS法により、NAPE、N -アシルプラスメニル
エタノールアミン、NAE、その他関連脂質分
子を分析した。また、脳のホモジネートをN- 
[14C]パルミトイル-PEまたはN- [14C]パルミト
イル-プラスメニ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
ールアミンを薄層クロマトグラフィーで分
離後、定量した。LC-MS-MS法による脂質分
析は、徳島大学大学院ヘルスバイオサイエ
ンス研究部の徳村彰教授との共同研究とし
て実施した。 
 
(3) NAAAの活性を増加させる内因性物質を
探索するため、種々のリン脂質およびチオー
ル化合物存在下で組換えNAAAの活性を測定
した。また、ラット肺から単離したNAAAを
用いて種々の長鎖アルキルアミンとそれら
の誘導体をスクリーニングし、NAAA阻害効
果を測定した。NAAAの活性測定は、酵素標
品をN- [14C]パルミトイル-エタノールアミン
と反応させ、生成した[14C]パルミチン酸を薄
層クロマトグラフィーで分離、定量すること
により行った。 
 
４．研究成果 
(1) COS-7 細胞で発現させたHRASLS 1—5 の
組換えタンパク質は、いずれもPCを脂肪酸と
リゾPCに加水分解するホスホリパーゼA1/2活
性に加えて、PCのアシル基をPEのアミノ基に
転移してNAPEを生成するN-アシルトランス
フェラーゼ活性と、PCのアシル基をリゾPC
の水酸基に転移してPCを生成するO-アシル
トランスフェラーゼ活性を認めた。以上の結
果から、ヒトゲノムに含まれるHRASLSファ

ミリーの５種類のメンバーすべてがリン脂
質代謝酵素活性を有することが明らかにな
り、HRASLS 1—5 をそれぞれホスホリパーゼ
A/アシルトランスフェラーゼ（PLA/AT）-1
〜5 と呼ぶことを提唱した。これらのタンパ
ク質の示すN-アシルトランスフェラーゼ活
性は、既知のCa2+依存性酵素とは異なり、Ca2+

による活性化は認められなかった。 
 
(2) NAPE-PLD-/-マウスでは、既報（Leung et al., 

、

D

ノールアミン

Biochemistry 45, 4720–6, 2006）の通り明らか
な表現型の異常は認められなかった。また、
同マウスの脳のホモジネートはN- [14C]パル
ミトイル-PEをN- [14C]パルミトイル-エタノ
ールアミンに変換することができたので、
NAPE-PLD非依存的経路の存在することも確
認できた。LC-MS-MS分析でNAPE-PLD-/-マウ
スを野生型マウスと比較したところ、NAPE
の脳内含量が著しく増加しているのに対し
NAEの一定程度の低下が認められた。このこ
とからNAPE-PLDは脳におけるNAEの生成に
重要な役割を果たしていることが考えられ
た。また、NAPE-PLD-/-マウスではNAPE-PL
非依存的経路の中間代謝物であるリゾNAPE
やグリセロホスホ-NAEの増加も認められ、同
経路がin vivoで代替経路として働いている可
能性が高い。 
 一方、脳における主要なエタ
リン脂質のひとつであるエタノールアミン
プラスマローゲン（プラスメニルエタノール
アミン）からのNAE生成機構はこれまでほと
んど検討されていない。我々は、N-アシル-
プラスメニルエタノールアミンとそのリゾ
体がNAPE-PLD-/-マウスの脳内に蓄積してい
ることを見出した（図２）。また、同マウス
の脳ホモジネートはN- [14C]パルミトイル-プ
ラスメニルエタノールアミンとその14C標識
リゾ体からそれぞれN- [14C]パルミトイル-エ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
タノールアミンを生成した。これとは別に組



換えNAPE-PLDはN- [14C]パルミトイル-プラ
スメニルエタノールアミンからN- [14C]パル
ミトイル-エタノールアミンを生成した。以上
の結果から、脳ではNAPEに加えてN-アシル-
プラスメニルエタノールアミンから、NAPE- 
PLDによる一段階反応とNAPE-PLD非依存的
多段階反応の両反応によってNAEが生成す
ることが示唆された。 
 
(3) 種々のリン脂質の中で、PC、PE、及びス

リーニングでは、検討
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