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学 位 論 文 題 名

極長鎖脂肪酸の合成経路および生理機能の解明

学位論文内容の要旨

  蛋 白 質 ， 糖 質， 核 酸 と な らび ， 脂 質 は 生体 を 構 成 ナ る成 分 の 1っ であ り ， 生 命 の 維持 に 必 須 の 物質 で あ

る 。 脂肪 酸 は 炭 化 水素 鎖 と カ ル ボキ シ ル 基 か ら成 る 単 純 な 構 造の 分 子 で あ るが ， 生 体 内 の様 カ な脂 質分 子

の 構 成成 分 で あ り ，脂 質 の 多 様 陸に 大 き く 寄 与し て い る 。 脂 質の 多 様 性 は ，極 性 基 の 種 類， 脂 肪酸 の炭 素

数，不飽和度の違いにより生み出されている。細胞内脂肪酸のうち炭素数16 (C16)またはC18の長鎖脂

肪 酸 がそ の 大 半 を 占め て お り ， 細胞 膜 成 分 で ある グ リ セ ロ リ ン脂 質 や エ ネ ルギ ー 貯 蔵 物 質で あ るト リグ リ

セ リ ド ， コ レ ス テロ ー ル エ ス テル な ど に そ の 多く が 用 い ら れて い る 。 C20以 上 の 脂 肪酸 で あ る 極 長鎖 脂 肪

酸 は ，生 体 内 の 脂 肪酸 の 中 で も 非常 に 微 量 で ある が ， C16， C18の長 鎖 脂 肪 酸 に は見 ら れ な ぃ 様々 な生理 機

能 に 関与 す る こ と が知 ら れ て い る。 例 え ば ， 飽和 及 ぴ 一 価 不 飽和 の 極 長 鎖 脂肪 酸 は 細 胞 膜の 主 要構 成脂 質

で あ る ス フ イ ン ゴ脂 質 に 多 く 見ら れ ， C24の 極 長 鎖 脂 肪酸 を 持 つ ス フイ ン ゴ 脂 質 は 神経 機 能 ， 肝 臓の 病 態

に 関 与 し ， C32の 極 長 鎖 脂 肪酸 を 持 つ ス フイ ン ゴ 脂 質 は皮 膚 の バ リ ア機 能 に 必 須 で ある 。 ま た ， アラ キ ド

ン酸(C20:4)，EPA (C20:5)，DHA (C22:6)などの多価不飽和脂肪酸は，エイコサノイドやレゾルビン，

プ ロ テク チ ン に 変 換さ れ る こ と によ り ， 炎 症 やア レ ル ギ ー に 関与 し て い る 。長 鎖 脂 肪 酸 はト リ グリ セリ ド

と い った 貯 蔵 脂 質 やり ン 脂 質 の 主要 構 成 成 分 で， こ れら の合成 機構や 代謝 異常に よるロ 巴満や 動脈硬 化， 高

脂 血 症， 糖 尿 病 ， 心不 全 な ど の メタ ポ リ ッ ク シン ド ロー ムや生 活習慣 病に 関する 研究が これま で活発 に行 ’

わ れ てき て い る 。 しか し 一 方 で ，極 長 鎖 脂 肪 酸は 長 鎖 脂 肪 酸 とは 異 な る 生 理機 能 に 関 与 して い るこ とが 知

られているが，その詳細な合成讃溝や作用機序は未だ明らかになっていない。

  極長 鎖脂肪 酸は， ′J丶月包 体における4種類の酵素によって縮合，還元，脱水，還元の四段階の反：応を受け，

1サイクルごとに2炭素伸長することで合成される。ELOVLはその第一段階（律速段階）である縮合反応

を触媒する酵素で，哺乳類において7種類(ELOVLl~7)のアイソフオームが報告されており，各ELOVL

が そ れ ぞ れ 異 な る炭 素 数 お よ び不 飽 和 度 の ア シル CoAを基 質 と す る こと が 報 告 さ れ てい る 。 し か し， こ れ

までのELOVLの解析は，7種のうちの特定のELOVLを用いた解析しかされておらず，用いられたアシ

ル COAま た は 脂 肪 酸 も 一 部 の限 ら れ た も ので あ っ た 。 また ， 報 告 ご とに 解 析 手 法 は 様カ で ， 生 化 学的 な 解

析はほとんどなされていなかった。そこで本研究では，7種すべてのELOVL，n種類のアシルCOAを用

いた包括的，生化学的解析を行うことで，詳細な極長鎖脂肪酸伸長経路の解明を試みた。

  ELOVLの基質特異陸を解析するため，各ELOVLを一過的に発現させたHEK293T細胞の総膜画分，

［14c］マロニルCOA，11種のアシルC〔A（C16：0‐，C18：0‐，C18：1（n．9）．，C18：2（n‾6）‐，C18：3血．3）ー，C18：3伍‾6）‐，

C20：0‐，C20：4（n．6）．，C22：O．，C24：0‐，C26：0，CQ心を用いて，血dむD伸長活性測定を行たった。その結果，

ELOVL1はC18：0からC26：0のアシルCOAに伸長漕陸を示し，C22：0．CQAに最も高い活陸を示したが，

不飽和のアシルC〔）Aには伸長活陛を示さなかった。ELOVL2，5は多価不飽和のアシルCOAに伸長活陸を

示し ，それ ぞれC20：4血． 6） ．COA，C18：3（nー6） ICQAに最 も高い 活性 を示し た。ELOVL3，7は基質特異陸が

似ており，二重結合の有無にかかわらず，C18を中心としたアシルCOAに対して伸長活陸を示したが，

ELOVL3はC18：0．COAに，ELOVL7はC18：3Q．3）‐COAに対して最も高い活性を示した。また，ELOVL3
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はC16:O-～C22:0.く：oAに，ELOVL7はC16:0-，C20:O-CoAに対しても活陸を示した。ELOVL4はC24：O‐’

C26：0・COAに伸長活性を示した。ELOVL6はこれまでの報告と同様にC16：0．COAに対して特異的に高い

伸長活性を持っていた。また，各ELOVLはそれぞれ特徴的な発現様式をもっことが知られていたが，そ

の詳細にっいても不明であったため，各ELOVLmRNAの組織発現様式を角翠析した。16種のヒト組織由

来cDNAを用いてPCRを行なったところ，皿〇レ乙工あ6は用いたすべての組織に発現し，皿〇班23

は精巣など一部の組織特異的に，皿〇仏47は発現が認められない組織が一部みられたが，ほとんどの組

織で発現していることが明らかになった。

  酵母の極長鎖脂肪酸伸長酵素であるFEN！，Sびヱ誕を同時に欠損させると酵母は致死となり，△sL幽株

では酵母の複合スフインゴ脂質合成が低下していることが報告されている。皿〇班ーjを二重欠損株に導入

するとその生育は相補され，さらには△suカ株の複合スフインゴ‘脂質の合成を相補することが観察されて

いたが，哺乳類のスフインゴ脂質合成へのELOVLlの関与は不明であった。哺乳類ではC24：O・，C24：1‐COA

はそのほとんどがスフインゴ脂質合成に用いられ，血漉m伸長活幽搾听によりELOVLlがC24二0．COA

合成活性を示したことから，ELOVL1がC24スフインゴ脂質合成に関与していることが強く示唆された。

そこで，皿〇班´jノックダウン時のHeLa細胞におけるC24スフイン司i旨質合成への影響を解析したと

ころ，ELOVL1がC24スフインゴ脂質合一成に中心的な役割を持っことが明らかなった。スフインゴ脂質は

様カな鎖長の脂肪酸を持ち，その脂肪酸組成は組織によって異なることから，脂肪酸部分の鎖長の違いが

異なる生理機能に寄与していると考えられている。マイクロドメインに存在するC24ラクトシルセラミド

は好中球においてSrcチロシンキナーゼunqを介したシグナル伝達に重要であることが示唆されている。

このことを検証するために，E己〇Wンまたはセラミド合成酵素a畷びノックダウン時のHeLa細胞におけ

るLYNの活陸化を調べた。その結果，皿〇WおやC18，C20セラミド合成酵素であるa丑え舛をノック

ダウンした細胞ではLYNの活陸化が正常に起こっていたのに対し，凪〇レひ，C24セラミド合成酵素

C．ERS2をノックダウンした糸田胞ではLYNの活性化が抑制されていた。これらのうち，ELOVLl，CERS2

のみがC24スフインゴ脂質の合成に必要であることから，C24スフインゴ脂質がマイクロドメインを介し

たシグナル伝達に重要であることが明らかにした。

  本研究では，極長鎖脂肪酸伸長活亅陸の包括的，生化学的解析により，生体内での多くの極長鎖脂肪酸伸

長経路を解明した。また，7種のELOVLの中でもELOVL1のみが，C24スフインゴ泪旨質合成に必要で

あることを明らかにした。さらに，C24スフインゴ脂質の生理機能は不明であったが，C24スフインゴ脂

質がマイクロドメインを介したシグナル伝達に非常に重要な役割を果たしていることを明らかにした。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

極長鎖脂肪酸の合成経路および生理機能の解明

  脂肪酸は殆どの脂質分子の基本骨格であり，多彩な生理機能とメタボリックシンド口ームを始め

とする数多くの疾患と密接に関わっている。極長鎖脂肪酸とは脂肪酸の中でも炭素数20以上のもの

を指し，生体内における量は炭素数(C) 16や18の長鎖脂肪酸よりは圧倒的に少ないものの，長

鎖脂肪酸でtま代替できない固有の性質を有する。極長鎖脂肪酸は鎖長，不飽和度の異なる多様な分

子群であり，その機能も多岐にわたる。極長鎖脂肪酸の伸長は4つのステップ（縮合，還元，脱水，

還元）を1サイクルとした反応によって行われるが，最ニ加の律速段階を触媒する縮合酵素には7種

類(ELOVLl-7)のアイソザイムが存在する。

  そゎぞ捫のELOVLには特徴的な基質特異陸が存在することはこれまでの研究から示唆されてい

たが，詳細については不明であり，多様な極長鎖脂肪酸産生の分子メカニズムの解明には至ってい

なかった。本研究において申請者は7種全てのELOVLをクローニングし，そゎぞゎの酵素活性を

11種のアシルCoAを用いた生化学的な解析により明らかにした。例えぱ，EI｜0Ẃ 1はC20・26飽

和脂肪酸，ELOVL2はC20以上の多価不飽和脂肪酸，EI（）ヽH‘3はC18またはC20脂肪酸，ELOVL4

はC24以上の脂肪酸，ELOW5はC18またはC20多価不飽和脂肪酸，E10WJ6はC16飽和脂肪

酸，EÍ OVI．7はC18またはC20脂肪酸のそ抑ぞゎCOA体を基質とすることを明らかとした。また，

基質特異陸だけでなく，そ捫ぞゎのアイソザイムの組織発現についても本研究で明らかにしており，

これらの結果から極長鎖脂肪酸伸長経路の全貌と細織特有な極長鎖脂肪酸組成を産み出す分子基盤

が解明された。

  極長鎖脂肪酸の中で生体内で最も多いC24脂肪酸は，スフインゴ脂質（C24スフィンゴ脂質）の

構成成分である。生体のスフィンゴ脂質の殆どは炭素数16（C16スフィンゴ脂質）か24であり，

組織により存在比率が異なる。しかし，なぜスフィンゴ脂質にのみC24のような長い脂肪酸が使用

されるのか，C16とC24という炭素数が8も異なるものカ邨お至するスフィンゴ脂質の不連続陸（C18，

20，22ではなく）の生理的意味は何か等，多くのことが未解明のまま残されていた。申請者は上記

の結果からEI．OVLの中でもELOヽ 凡1が主にC24スフィンゴ脂質合成に関与すると考え，siRNA

によるノックダウン及び淋ク口マトグラフイー／質量分析器を用いた解析により，そのことを証

明した。スフィンゴ脂質は脂質マイクロドヌイン形成に関わっており，C24のような長い脂肪酸を

持つスフィンゴ脂質は脂質二重膜の厚みを変化させてタンバク質の局在を制御する等，いくつかの

説が提唱されていたが，これまでC24スフインゴ脂質の量を制御できる方法が無かったので実証さ

れていなかった。しかし，申請者は」配乙〇ロ．Zのs凪NAを行なうことにより，C24スフインゴ脂質
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量が低下した細胞を産み出しことができるようになったことを利用して，実際に脂質マイクロドヌ

イン機能にC24スフイ．ンゴ脂質が重要であることを明らかにした。具体的にはSrcファミリーキナ

ーゼのLynの活’陸化がELO VLIのノックダウン細胞においては顕著に抑制されていることを明ら

かにした。

  このように本研究はこれまで不明であった極長鎖脂肪酸伸長経路の全貌解明とC24スフィンゴ脂

質の合成経路の同定と生理機能の解明に成功しており，学術的に極めて価値が高いといえる。その

重要性が評価され，この内容はProc. Natl. Aca■エS甌匸′5．Aに掲載された。また，第134回日本薬

学会北海道支部例会では本研究内容に関する発表「極長鎖脂肪酸伸長酵素EIOW‘の機能およびス

フィンゴ脂質合成調節機構の解析」が学生優秀発表賞に選ばれている。よって，申請者はt専士（生

命 科学 ） の 学位 を 受領 す る に十 分 な資 質 を 有す る も ので あ るこ と を 認め た。
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