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研究成果の概要（和文）：脂肪酸エタノールアミド（別名、N-アシルエタノールアミン）は食欲抑制・脂肪分解
などの多彩な生物作用を示す内因性脂質であり、肥満を抑制的に制御すると考えられる。本研究では、機能不明
であったグリセロホスホジエステラーゼ(GDE)・ファミリーに属する2つの蛋白質GDE4とGDE7が新規リゾホスホリ
パーゼD型酵素として機能して前駆体リゾリン脂質から脂肪酸エタノールアミドを生成することを明らかにし
た。本知見は新規抗肥満薬の新たなターゲットを提示するものである。

研究成果の概要（英文）：Fatty acyl amides (N-acylethanolamines) are endogenous lipids showing a 
variety of biological actions including appetite suppression and lipolysis, and are considered to 
negatively regulate obesity. In the present study, we found that two members of the 
glycerophosphodiesterase (GDE) family, GDE4 and GDE7, function as novel lysophospholipase D-type 
enzymes hydrolyzing precursor lysophospholipids to form fatty acyl amides. This results suggested 
new targets for novel anti-obesity drugs.

研究分野： 脂質生物学
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１．研究開始当初の背景 
長鎖脂肪酸とエタノールアミンが縮合し

た構造を持つ脂肪酸エタノールアミド（別名、
N-アシルエタノールアミン）は、マリファナ
様作用や抗炎症・鎮痛といった多彩な生物作
用を持つ一群の脂質メディエーターである。
なかでもオレオイルエタノールアミドは、ペ
ル オ キシソ ー ム増殖 剤 活性化 受 容 体
(PPAR)α あるいは膜受容体 GPR119 のアゴニ
ストとして働くことで食欲の抑制や脂肪分
解の亢進、グルカゴン様ペプチド-1 (GLP-1)
の分泌促進といった作用を発揮し、内因性の
抗肥満物質として機能することが確立され
ている(上田ら, ビタミン, 85, 604, 2011)。
さらに脂肪酸エタノールアミドの生合成酵
素である NAPE-PLD の遺伝子多型が高度肥満
と 関 連 す る と い う 疫 学 調 査 結 果
(Wangensteen et al., Obesity, 19, 612, 
2011)も報告されており、脂肪酸エタノール
アミドと代謝調節や肥満、さらには生活習慣
病との関連が注目されている。 
脂肪酸エタノールアミドは、リン脂質であ

るホスファチジルエタノールアミン(PE)か
ら生じる特殊なリン脂質 N-アシル-PE (NAPE)
を前駆体として生合成される。研究代表者ら
は NAPE を加水分解して一段階で脂肪酸エタ
ノールアミドを生成するホスホリパーゼD型
酵素(NAPE-PLD)の遺伝子クローニングを世
界に先駆けて行っていた(Okamoto et al., J 
Biol Chem, 279, 5298, 2004)。ところが、
その後のNAPE-PLD欠損マウスの解析により、
むしろホスホリパーゼ A2 (PLA2)によって作
られる N-アシル-リゾ PE（リゾ NAPE）を経由
する NAPE-PLD を介さない多段階経路が脂肪
酸エタノールアミドの生合成に重要である
ことが判明した(Tsuboi et al., Biochim 
Biophys Acta, 1811, 565, 2011)。研究代表
者らは、この多段階経路の後半を担うリゾホ
スホリパーゼ D（リゾ PLD）型酵素の存在を
以前に報告しており(Sun et al., Biochem J, 
380, 749, 2004)、さらに膜結合型酵素グリ
セロホスホジエステラーゼ(GDE) 1 が本リゾ
PLD活性を in vitroで示すことを明らかにし
た(Tsuboi et al., Biochim Biophys Acta, 
1811, 565, 2011)。しかしながら、その活性
は非常に弱く、種々の臓器における当該活性
を部分的にしか説明出来なかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、GDE ファミリーのメンバーの

うち、GDE1 と構造が類似するが機能不明であ
った GDE4 と GDE7 に着目した。これらの蛋白
質がリゾPLD型酵素として前駆体リゾリン脂
質であるリゾ NAPE を加水分解し、抗肥満物
質である脂肪酸エタノールアミドの生合成
に関わるか明らかにする目的で、下記のよう
に多面的な検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 (1) 細胞染色 

HEK293 ヒト腎臓由来細胞に FLAG タグを付
加したヒト GDE4 および GDE7 蛋白質を一過性
に強制発現させ、抗 FLAG 抗体を用いて免疫
染色を行った。小胞体(ER)マーカーとして
DsRed2-ER を用いて局在を比較した。 
 
(2) 無細胞系アッセイ 
ヒトとマウスの GDE4 および GDE7 を一過性

に発現させた HEK293 細胞の膜画分を調製し
た。マウス GDE4 については、C末端に付加し
た FLAG タグに対する抗体を結合させたアガ
ロースを用いて精製酵素も併せて調製した。
[14C]リゾ NAPE をはじめとする種々の標識リ
ゾリン脂質および関連化合物と酵素標品を
37°Cで 30 分間反応させ、生成物を薄層クロ
マトグラフィーで分離した。その後、画像解
析により放射能を定量することで酵素活性
の測定を行った。本測定法を用いて二価カチ
オン要求性の検討を行うとともに、Ca 依存性
についてはCa-EGTAバッファーを用いること
で詳細に解析した。 
 
(3) 組織および細胞レベルの解析 
HEK293細胞にGDE4もしくはGDE7を一過性

に強制発現させた。GDE4 の解析には NAPE を
生成する N-アシル転移酵素(PLA/AT-2)を安
定発現させた細胞株を、GDE7 には野性株を用
いた。48 時間後に細胞を回収し、脂質抽出後
に液体クロマトグラフィー-質量分析
（LC-MS/MS 分析）を行い、リゾ PLD 産物を定
量した。 
個体における臓器分布を検討する目的で、

RT-PCR 法によりマウスやヒトの様々な組織
における GDE4 と GDE7 の発現解析を行った。
マウスを用いて GDE7 が豊富な腎臓と GDE4 が
優勢と考えられる脳のホモジネートを調製
し、[14C]リゾ NAPE と反応させてリゾ PLD 活
性を測定した。この際、本活性の二価カチオ
ン要求性を解析する目的で EGTA および EDTA
（両者とも 2 mM）の影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞染色 
GDE4 のシグナルは ER マーカーとして共発

現させた DsRed2-ER とよく一致し、ERに局在
すると考えられた。GDE7 のシグナルは細胞質
全体で顆粒状に認められ、本 ER マーカーと
一部が一致した。以上の結果から、次の無細
胞系アッセイには強制発現細胞の膜画分を
用いることにした。 
 

(2) 無細胞系アッセイ 
ヒトおよびマウスの両動物種由来の GDE4

とGDE7は[14C]リゾNAPEなどの種々の N-アシ
ル化リゾリン脂質に対してリゾPLD活性を示
し、対応する脂肪酸エタノールアミドを生成
した。この際、別の生成物として、よく知ら
れる脂質メディエーターであるリゾホスフ
ァチジン酸(LPA)も同時に生成した。GDE4 は
グリセロホスホ-N-アシルエタノールアミン



に対して高いホスホジエステラーゼ活性を
示して脂肪酸エタノールアミドを生成した
が、GDE7 はほとんど活性を示さなかった。一
方、GDE7 は通常型のリゾリン脂質であるリゾ
ホスファチジルコリンに対して高いリゾ PLD
活性を示して LPA を生成したが、GDE4 の活性
は低かった。以上の結果から、GDE4 と GDE7
はともに脂肪酸エタノールアミドやLPAを生
成するリゾ PLD 活性を保有するが、基質特異
性が一部異なることが明らかとなった。 

図. GDE7 の Ca 依存性(A)。GDE4 には依存
性はみられない(B)。**, P < 0.01 vs. Ca (–) 

さらに両酵素の二価カチオン要求性を検
討したところ、GDE7 は µM オーダーの Ca2+で
活性化されることが判明した（上図）。一方、
GDE4 は Ca 依存性を示さず、2 mM Mg2+によっ
て活性化された。この GDE7 の二価カチオン
要求性は、[14C]リゾホスファチジルコリンを
基質に用いても同様であった。この結果から、
GDE7 が細胞内シグナル伝達によって活性化
される興味深い可能性が示唆された。 
 
(3) 組織および細胞レベルの解析 
GDE4もしくはGDE7をHEK293細胞に発現さ

せたところ、いずれの場合でもリゾ PLD 産物
であるLPAのほとんどの分子種の細胞内レベ
ルが上昇した。脂肪酸エタノールアミドにつ
いても、GDE7 の発現により上昇が認められた。
GDE4 でも顕著でないものの若干の増加傾向
が認められた。従って、両酵素は細胞レベル
でもリゾPLDとして機能して脂肪酸エタノー
ルアミドと LPA を生成すると考えられた。 
マウスやヒトの全身の臓器のうち、腎臓で

は GDE7 mRNA の発現が高く、脳や精巣では
GDE4 mRNA の発現が高かった。そこで、マウ
スの腎臓と脳のホモジネートのリゾPLD活性
の二価カチオン要求性を検討したところ、腎
臓の活性は Ca 特異的キレーターである EGTA
により有意に減少したが、脳の活性は減少し
なかった。EDTA は両臓器の活性をほぼ完全に
阻害した。従って、腎臓のリゾ PLD 活性の少
なくとも一部は Ca 依存性であり、GDE7 に由
来する可能性が考えられた。 
以上の結果から、本研究開始時点で機能不

明であった GDE4 と GDE7 が新規リゾ PLD型酵
素として機能して脂肪酸エタノールアミド
を生成することが判明した。本知見は新規抗
肥満薬の新たなターゲットを提示するもの
である。 
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