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研究成果の概要（和文）： N-アシルエタノールアミン（NAE）は動物組織中でリン脂質から酵素反応で作られて脂質メ
ディエーターとして作用する。我々は、ホスホリパーゼA／アシルトランスフェラーゼ-1（PLAAT-1）が生細胞中でN-ア
シルトランスフェラーゼとして作用し、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
すること及びグリセロホスホジエステラーゼ4（GDE4）がリゾホスホリパーゼD としてNAPEのリゾ体からNAEを生成する
ことを示した。

研究成果の概要（英文）：N-Acylethanolamines (NAEs) are enzymatically formed from phospholipids in animal 
tissues and function as lipid mediators. We showed that phospholipase A/acyltransferase-1 (PLAAT-1) acts 
as N-acyltransferase generating N-acyl-phosphatidylethanolamines (NAPEs), precursors of NAEs in living 
cells and that glycerophosphodiesterase 4 (GDE4) produces NAEs from lysoNAPEs as a lysophospholipase D.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 長鎖脂肪酸のエタノールアミドは、N-アシ
ルエタノールアミン（NAE）と総称され、微
量ではあるが動植物を含む自然界に広く分
布する（Schmid et al., Prog. Lipid Res. 29, 
1–43, 1990）。種々の生物活性を示すことで
注目されており、パルミトイルエタノールア
ミドは細胞内で核内受容体 PPARα等に結合
することにより抗炎症・鎮痛・神経保護作用
を（Mattace Raso et al., Pharmacol. Res. 86, 
32–41, 2014）、またオレオイルエタノールア
ミドはPPARαやGタンパク質共役型受容体
GPR119等を介して食欲抑制・抗肥満作用を
示すことが報告されている（ Piomelli, 
Trends Endocrinol. Metab. 24, 332–41, 
2013）。一方、アラキドノイルエタノールア
ミド（アナンダミド）は、カンナビノイド受
容体の内因性リガンド（エンドカンナビノイ
ド）として詳細な研究が行なわれてきた
（Devane et al., Science 258 1946–9, 1992）。 
 これらの NAE は、生体膜のグリセロリン
脂質から酵素反応により生成することが知
られている（Ueda et al., FEBS J. 280, 
1874–94, 2013）。また、作られた NAEは加
水分解酵素により分解される。したがって、
生体内の NAE 量は生合成酵素と分解酵素の
活性に依存しており、これらの酵素の実体の
解明は NAE の生理的及び病態生理学的役割
を明らかにしていく上で重要な研究テーマ
である。 

NAE の生合成経路は、グリセロリン脂質
から N-アシル-ホスファチジルエタノールア
ミン（NAPE）と呼ばれる特殊なリン脂質を
生成するステップと NAPE から NAE が切
り出されるステップに分けられる（Ueda et 
al., FEBS J. 280, 1874–94, 2013）。前者の反
応を触媒する酵素である「N-アシルトランス
フェラーゼ」については長い間、タンパク質
の実体が不明であったが、我々は、以前にが
ん抑制因子として発見された 5 種類の
HRASLSファミリー・メンバー（HRASLS1–
5）のすべてがこの N-アシルトランスフェラ
ーゼ活性等のリン脂質代謝酵素活性を示す
ことを見出し、それぞれを phospholipase 
A/acyltransferase （PLAAT）-1–5と呼ぶこ
とを提唱した（Shinohara et al., J. Lipid Res. 
52, 1927–35, 2011）。しかしながら、これら
の分子が細胞内で実際に NAPE の生成に係
わっているか否かは十分に解明されていな
かった。また、PLAAT ファミリータンパク
質は脂質代謝酵素として作用する以外にも
さまざまな生物作用が報告されているが
（Mardian et al., J. Biomed. Sci. 22, 99, 
2015）、その分子機構には未解明な点が多く
残されている。 
 一方、後者のステップについては、
NAPE-PLDと呼ばれるホスホリパーゼ D型
酵素が触媒する１段階の反応以外に、NAPE
からリゾリン脂質（リゾ NAPE）を経由する

多段階経路も存在する（Sun et al., Biochem. 
J. 380, 749–56, 2004 ）。 こ の こ と は
NAPE-PLD 欠損マウスの解析結果からも支
持された（Tsuboi et al., Biochim. Biophys. 
Acta 1811, 565–77, 2011）。しかしながら、
リゾNAPEからNAEを切り出すリゾホスホ
リパーゼ D 型酵素の実体はほとんど不明で
あった。 
  
２．研究の目的 
 本研究課題では、NAE の生合成経路に関
わる２種類の酵素（N-アシルトランスフェラ
ーゼとリゾホスホリパーゼ D）及びその関連
タンパク質（PLAAT-3）の作用について、以
下の研究を実施した。 
 
(1) ヒトやマウスの精巣・骨格筋・心臓・脳
等で発現している PLAAT-1がN-アシルトラ
ンスフェラーゼ活性を示すことは in vitroで
明らかになっているが、生きている細胞内で
実際に NAPEを生成するか否かを検討した。
併せてPLAAT-1のmRNAに機能未知のアイ
ソフォームが存在することを見出したので、
その性状解析を行なった。 
 
(2) PLAAT ファミリー分子のひとつである
PLAAT-3については、リン脂質代謝酵素とし
て作用するのに加えて、動物細胞で発現させ
るとオルガネラのひとつであるペルオキシ
ソームを特異的に減少させることを我々は
既に報告しているが（Uyama et al., J. Biol. 
Chem. 287, 31905–19, 2012）、その分子機構
の解明を試みた。 
 
(3) リゾ NAPEを加水分解して NAEを生成
するリゾホスホリパーゼ D 型酵素の候補と
してグリセロホスホジエステラーゼ（GDE）
4 に注目し、組換え酵素の触媒活性を解析し
た。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト、マウスおよびラットの PLAAT-1
の組換えタンパク質をそれぞれ一過性に発
現させた動物細胞（COS-7 細胞）を [14C]エ
タノールアミンで代謝標識し、反応後に抽出
物を薄層クロマトグラフィーで分離し、放射
標識分子の分布と生成量を調べた。次にヒト
PLAAT-1を安定的に発現する HEK293細胞
株を樹立し、LC-MS/MS法で NAPEと NAE
の含量を野生株と比較した。また、軟骨前駆
細胞株 ATDC5 でもともと発現している
PLAAT-1を siRNAによってノックダウンし、
NAPE 含量を対照細胞と比較した。さらに、
ヒト及びマウスに存在する可能性のある
PLAAT-1 mRNAのバリアント（仮にアイソ
フォームAと名付ける）について、その cDNA
を COS-7 細胞に導入して組換えタンパク質
を発現させ、触媒作用を検討した。 
 
(2) PLAAT-3の発現に伴うペルオキシソーム



の経時的変化を観察するため、同分子の発現
をドキシサイクリンの添加によって制御で
きる細胞株を樹立した。次に FLAG タグで
標識した PLAAT-3 とペルオキシソーム形成
に関わるペルオキシンの１つである Pex19p
（Myc タグ付加）を COS-7 細胞で共発現さ
せ、続いて抗 FLAG抗体で免疫沈降を行った
後、抗Myc抗体を用いたウエスタンブロッテ
ィングで Pex19p の検出を試みた。Pex19p
は，細胞内で Pex3p、Pex11βp 等のペルオ
キシソーム局在膜タンパク質をペルオキシ
ソームに輸送する。そこで次に Pex19pのこ
れらのタンパク質への結合を PLAAT-3 が阻
害するか否かを免疫沈降法で検討した。 
 
(3) マウス GDE4 の組換えタンパク質を
HEK293細胞で一過性に発現させ、精製した。
精製酵素を N-[14C]アシルリゾ NAPEと反応
させ、反応後に抽出物を薄層クロマトグラフ
ィーで分離し、[14C]NAE の生成の有無を調
べた。また、RT-PCR 法により、マウスにお
ける GDE4 mRNAの臓器分布を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト、マウスおよびラットの PLAAT-1
の組換えタンパク質をそれぞれ発現させた
COS-7 細胞を [14C]エタノールアミンで代謝
標識したところ、いずれの細胞でも
[14C]NAPEと[14C]NAEが著しく増加した。
また、ヒト PLAAT-1 を安定的に発現する
HEK293 細胞株で、LC-MS/MS 法を用いて
NAPEと NAEの含量を野生株と比較したと
ころ、両分子ともに増加していた。さらに、
軟骨前駆細胞株 ATDC5でもともと発現して
いるPLAAT-1を siRNAでノックダウンする
と、NAPE含量が対照細胞の半分程度にまで
減少した。以上の結果から、PLAAT-1 は in 
vivoでも NAPEを生成する N-アシルトラン
スフェラーゼとして作用する可能性が示さ
れた。さらに、PLAAT-1のアイソフォーム A
の cDNAを COS-7細胞に導入して得られた
組換えタンパク質の触媒作用を検討したと
ころ、既知の PLAAT-1と同様の N-アシルト
ランスフェラーゼ活性を認めたが、細胞内局
在が異なる可能性が示された。 
 
(2) PLAAT-3の発現をドキシサイクリンで制
御できる細胞株にドキシサイクリンを添加
したところ、PLAAT-3の発現に伴ってペルオ
キシソームが経時的に減少した。共発現させ
た PLAAT-3 と Pex19p は互いに結合するこ
とが、免疫沈降法により明らかになった。変
異体で得られた結果から、結合には PLAAT-3
の N 末端付近の Proline-rich ドメインと C
末端付近の疎水性ドメインが必要であるが、
酵素活性は不要であることが示唆された。さ
らに PLAAT-3は、Pex19pが Pex3pや Pex11
βp 等のペルオキシソーム膜タンパク質と結
合するのを阻害したが、この阻害には酵素活
性が必要であった。以上の結果から、

PLAAT-3は酵素活性に依存してPex19pによ
るペルオキシソーム局在膜タンパク質の輸
送を阻害することにより、ペルオキシソーム
の形成を抑制する可能性が示された。 
 
(3) 精製したマウス由来の組換えGDE4タン
パク質を N-[14C]アシルリゾ PE と反応させ
たところ、[14C]NAE の生成が確認できた。
この反応により、パルミトイルエタノールア
ミド、オレオイルエタノールアミド、アラキ
ドノイルエタノールアミド（アナンダミド）
がそれぞれの前駆体 N-[14C]アシルリゾ PE
から生成した。GDE4 mRNAはマウスの種々
の臓器で認められた。以上の結果から、GDE4
はNAPEのリゾ体からNAEを切り出すリゾ
ホスホリパーゼ D 型酵素として機能するこ
とで、NAE の生合成経路を担っている可能
性が示された。 
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