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研究成果の概要（和文）：癌抑制遺伝子群として以前に単離されていた HRASLS ファミリー 
(HRASLS1–5) のすべてがグリセロリン脂質を基質とする脂質代謝酵素活性を示すことを明
らかにし、HRASLS1–5のそれぞれを phospholipase A/acyltransferase (PLA/AT)-1–5と名付
けた。PLA/AT-3を安定的に過剰発現する HEK293細胞株 (PLA/AT-3発現細胞) を樹立した
ところ、同細胞ではペルオキシソームが消失しており、それによってペルオキシソームで合成

される一連のエーテル型脂質の劇的な減少が観察された。これより、PLA/AT-3 は細胞内にお
いてリン脂質代謝酵素として機能することで、ペルオキシソームの細胞内含量を調節している

可能性が示唆された。	
 

	
 
研究成果の概要（英文）：We investigated possible lipid-metabolizing activities of HRASLS 
family members which were originally identified as tumor suppressor genes. We found that 
all of HRASLS family members possess lipid-metabolizing activities using 
glycerophospholipids as substrate. Thus, we termed the products of HRASLS1–5 genes as 
phospholipase A/acyltransferase (PLA/AT)-1–5, respectively. To analyze the biological functions 
of PLA/AT-3 in living cells, we generated HEK293 cells stably expressing PLA/AT-3. The 
examination of the cells revealed dysfunction of peroxisomes and a drastic decrease in the levels of 
ether-type lipids caused by the peroxisomal dysfunction. The results suggest that PLA/AT-3 
regulates intracellular content of peroxisomes by functioning as a phospholipid-metabolizing 
enzyme.	
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 5 つのメンバーからなる HRASLS ファミ
リー (HRASLS1–5) は、癌原遺伝子である
Ras の機能を負に制御する分子として
subtraction cloningによって見出され、癌抑
制遺伝子として分類されていた。しかしなが
ら、我々が研究を開始した当時、分子レベル
での機能解析はほとんど行われていなかっ
た。我々のグループは、HRASLSファミリー
の一次構造がビタミン A の体内動態に関わ
る脂質代謝酵素であるレシチン・レチノー
ル・アシル転移酵素 (LRAT) に相同性を示す
ことに着目し、同メンバーが脂質代謝酵素で
あるという仮説に基づき研究を開始した。そ
の結果、メンバーのひとつである HRASLS5 
(別名 iNAT) 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を開始するカ
ルシウム非依存性ホスファチジルエタノー
ルアミン N-アシル転移酵素活性を有するこ
とを世界に先駆けて見出した (Jin et al., J. 
Biol. Chem. 282, 3614-23, 2007; Jin et al., 
Biochim. Biophys. Acta 1791, 32-8, 2009)。
さらに、同ファミリーに属する HRASLS2、
HRASLS3 ( 別 名 H-rev107) お よ び
HRASLS4 (別名 TIG3) がグリセロリン脂質
から脂肪酸を遊離させるホスホリパーゼ
A1/A2 (PLA1/2) 活性とアシル転移活性を示す
ことを明らかにした (Uyama et al., J. Lipid 
Res. 50, 685-93, 2009; Uyama et al., 
Biochim. Biophys. Acta 1791, 1114-24, 
2009)。HRASLS2–5 の一次構造は、既存の
PLA1や PLA2に相同性を全く示さず、酵素学
的性質も異なることから、今まで知られてい
ない新しいグループの PLA1/2 であることが
判明した。我々の一連の研究より、現在知ら
れている哺乳動物の HRASLS ファミリー・
メンバーのうち 4種が脂質代謝酵素活性を保
有することが示された。 
 
２．研究の目的 
	
 我々は HRASLS ファミリーの性状解析を
精製組換えタンパク質を用いて展開してき
たが、生体内における機能は未だほとんど明
らかになっていない。しかしながら、
HRASLS ファミリーが脂質代謝酵素である
という知見を考慮すると、同メンバーの生体
内における内因性基質自体またはその代謝
産物のいずれかの脂質分子が生理活性を示
し、上述のような Rasの活性などを調節して
いる可能性が強く推察された。これより、
HRASLSファミリーの内因性基質の同定は、
同ファミリーの生理機能を理解するための
重要な鍵と考えられた。また、HRASLS1 (別
名 A-C1) の性状は明らかになっていないが、
他の HRASLS ファミリー・メンバーと同様
に脂質代謝酵素であることが考えられた。こ
れより本研究の目的は、HRASLSファミリー
に属する個々の分子の生体内における内因

性基質を同定し、それらの生理機能を細胞レ
ベルで解析することとした。 
 
３．研究の方法 
(1) HRASLS1 の精製組換えタンパク質を
COS-7細胞を用いて調製した。これを酵素源
とし、種々の脂質代謝酵素活性の検討を行い、
基質特異性などの性状を解析した。以上の実
験は当研究室で確立された方法に従って実
施した  (Jin et al., J. Biol. Chem. 282, 
3614-23, 2007)。HRASLS1の細胞内での脂
質代謝酵素活性を解析するため、同分子を
COS-7細胞で一過性に発現させ、[14C]エタノ
ールアミンによって代謝ラベルした。その後、
脂質分子をBligh & Dyer法によって抽出し、
薄層クロマトグラフィーによって解析した。 
(2) HRASLS3 を安定発現する細胞株を樹立
するため、同分子の cDNAを含む発現ベクタ
ーを HEK293 細胞に導入し、薬剤存在下で
遺伝子導入された細胞を選択した。安定発現
細胞株を樹立後、放射標識脂肪酸などで細胞
を代謝ラベルし、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。 
 
４．研究成果 
(1) HRASLS1 の精製組換えタンパク質を用
いて酵素活性を測定したところ、リン脂質か
ら脂肪酸とリゾリン脂質を生成する PLA1/2
活性が検出された。アシル転移酵素活性につ
いて検討した結果、HRASLS1はホスファチ
ジルコリン (PC) のアシル基をホスファチ
ジルエタノールアミン (PE) のアミノ基に
転移することで N-アシル-PEを生成する PE 
N-アシル化活性を示した。また、リゾ PC O-
アシル化活性も示した。HRASLS1を一過性
に発現させた COS-7 細胞を[14C]エタノール
アミンによって代謝ラベルしたところ、N-
アシル-PEが生成され、HRASLS1は生体内
においても N-アシル-PE 生合成に関与して
いることが示唆された。これより、HRASLS
ファミリー (HRASLS1–5) のすべてがグリ
セロリン脂質を基質とする脂質代謝酵素活
性を示すことが明らかになったので、
HRASLS1–5 をそれぞれ phospholipase 
A/acyltransferase (PLA/AT)-1–5と名付けた 
(Shinohara et al., J. Lipid Res. 52, 1927-35, 
2011)。 
(2) HRASLS3 (PLA/AT-3) を安定に発現す
る HEK293細胞を樹立した。PLA/AT-3発現
細胞を[14C]パルミチン酸で代謝標識し、脂質
抽出物を薄層クロマトグラフィーで解析し
たところ、エーテル型中性脂肪であるモノア
ルキルジアシルグリセロールの劇的な減少
が観察された。LC-MS/MSによるリン脂質の
解析からは、エーテル型グリセロリン脂質の



著しい減少が見られた。エーテル型脂質の前
駆体はペルオキシソームで合成されること
から、PLA/AT-3 発現細胞のペルオキシソー
ム局在タンパク質  (カタラーゼおよび
PMP70) の分布をショ糖密度勾配を用いた
遠心分画によって検討したところ、ペルオキ
シソームの消失を強く示唆する結果が得ら
れた。同様の結果が共焦点顕微鏡を用いた免
疫染色によっても観察された。PLA/AT-3 の
細胞内分布を解析したところ、大部分は細胞
質に存在していたが、一部はペルオキシソー
ムにも存在していた。エーテル型脂質の減少
やペルオキシソームの消失は、酵素活性をも
たない PLA/AT-3 の点変異体である C113S
を発現させた細胞では見られなかった。これ
より、PLA/AT-3 は細胞内においてリン脂質
代謝酵素として機能することでペルオキシ
ソームの細胞内含量を調節し、その結果、エ
ーテル型脂質の生合成を制御している可能
性が示唆された  (Uyama et al., J. Biol. 
Chem. 287, 2706-18, 2012)。今後、PLA/AT-3
がどのようにペルオキシソームの制御に関
わっているかを解析する予定である。また、
PLA/AT-3 の機能制御に関わる分子を
two-hybrid システムによって探索する予定
である。 
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