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論 文 内 容 要 旨

序 論

脂肪 酸活性化酵素(Long-chainacyl-CoAsynthetase,EC6.2.1。3)は,ATPとMg2+の 存

在下 で,長 鎖脂肪酸 とコエ ンザ イムみか らア シルCoAの 生 成を触媒す る酵素で(Fi9.1),1953

年 にKornbergandPricerに よ り発見 され,そ の後,Bergに よ りその反応機構 が解析 された。

約4半 世 紀を経て,Tanakaら に よ り初 めて ラッ.ト肝臓 の ミトコン ドリアおよび ミクロソームの

脂肪酸 活性化 酵素が純化 され,そ の性質が明 らかにされ た。

生合成 された内因性脂肪酸も食事由来の外因性月旨肪酸 も本酵素により活性化 されない」限り利用

することはできない。 アシルCoAは 脂質代謝における重要な中間体であって,β 一酸化系で分解

されエネルギーの産生 に,ま た,ト リグリセ リドや リン脂質の合成,蛋 白質やコレステロールの

アシル化,脂 肪酸生合成のfeedbackinhibitionな ど様々な代謝系で利用される。脂肪酸代謝の

初発反応を触媒する脂肪酸活性化酵素は代謝調節の重要な段階に位置している。

ラット肝脂肪酸活性化酵素は ミ`ト.コン.ドリア,ペ ルオキシゾームおよび ミクロソームの3つ の

オルガネラに存在する多局在性蛋白質である。 しかも,そ れぞれのオルガネラに存在する酵素は

いずれ も同一の分子量(約76000)で,酵 素化学的にも,蛋 白質化学的にも全 く同一であること

が明 らかにされている。このように;3つ のオルガネラに輸送される蛋白質は我々の知る限り他

に類を見ず,脂 肪酸活性化酵素は細胞内蛋白質輸送機構を研究する上で も大変ユニークな系であ

る。

本研究は代謝調節的にも,細 胞生物学的にも重要な脂肪酸活性化酵素の構造,機 能および発現

調節機構を明らかにす る目的としている。
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第1章 ラッ ト脂肪酸活性化酵素の構造

脂肪酸活性化酵素の細胞内多局在性と発現調節機構を分子生物学的に研究するためには脂肪酸

活性化酵素のcDNAク ローニングと構造解析が:不可欠である。本研究では最初に,ラ ットの脂

肪酸活性化酵素のcDNAを クローニングしてその塩基配列より脂肪酸活性化酵素の構造を決定

した。

第1節 ラ ッ ト脂肪 酸活性化酵素 のcDNAク ローニ ングと塩基配列決定

Fig.2に ラ ッ ト脂肪酸活性化酵 素のcDNAク ローニ ングのstrategyを 示 した。 ラッ ト肝 臓

よ り純 化 され た脂肪酸活 性化酵素を リジンエ ン ドペプチ ダーゼ によ り限定分解 し,気 相 ア ミノ酸

シークエ ンサーによ り部 分 ア ミノ酸配列 を決定 した。 ア ミノ酸配列か ら予想 され る17merの オ

リゴヌク レオチ ドをプ ローブと してOkayama-Berg法 に より調製 した ラ ッ ト肝臓のcDNAラ イ

ブラ リーを スク リーニ ング した。

単離 され たcDNAク ロ ーンの中で完 全長の インサー ト(3.8kb)を 持 つ クロー ンの制 限酵素 地

図を作製 した(Fig.3)。 エ キソヌク レアーゼ111を 用 いたキ ロシークエ ンス法 によ り全塩基 配列 を

決定 した。 その結果,開 始 コ ドンATG(+1～3)か ら2097塩 基,699残 基 の ア ミノ酸 か らなる単

一の オープ ンリーデ ィングフレームが得 られた
。 この ア ミノ酸配列 はア ミノ酸 シー クエンサー に

よ り決 定 され た部 分 ア ミノ酸 配列 を完 全 に含 ん で いる。 ア ミノ酸配 列か ら計 算 され た分子 箪

(7&177),ア ミノ酸 組成 は精製酵 素の解析 結果 とほぼ一致す る(Table.1)。

第2節 脂肪酸活性化酵素 の構造解 析

脂肪酸活性化酵素はATPと コエ ンザ イムAが 基質で ある。構造の既 に知 られて いる,他 のATP

結 合 蛋 白および コエ ンザ イムA結 合蛋白 との ホモ ロジー解析を行 なった。

adenylatekinaseのATP結 合 部位 は,X線 結晶解析 およびNMR解 析 によ り3つ のSegment

か ら構 成 され る事 が知 られて いる。す なわ ち,1)そ の コ ンフ ォーメー ション変化 によ り基質 と

の反応性の調節 に関与 す ると考え られ るGlyrichで 柔 軟なループ構 造の"Segment1",2)ATP

の βない し γの リン酸基 と直接反 応するLysと ア デニ ン ・リボース部分の入 り込 むポケ ッ トの

形成 に関与す る2個 の疎水性ア ミノ酸の存在す る α一ヘ リックス構 造の"Segment2",3)疎 水

性 ア ミノ酸が連続 し,3リ ン酸一Mg2+と 結 合す るAspで 終 わ るparallelβ 一pleatedsheet構 造 の
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"Segment3"よ り構築 されて いる
。脂肪酸活性化酵素 のア ミノ酸配列 をadenylatekinaseの ア

ミノ酸酉己列 と比較 した結果,こ れ らATP結 合 部位を形成す る3つ のSegmentと 特 徴 の類似 した

領域(505-513残 基,518-522残 基 お よび599-604残 基)が 見り けられた 「(Fig.4)。 この領域 が脂

肪酸活性 化酵素のATP結 合 部位で ある と考 え られ る。

citrate・synthas6のX線 結 晶解 析 によりア セヂル 、℃oAの ア デニ ソと結合す る,"adenine

recognitionloop"・ の存 在が明 らかに され てい.る。ての領域 の周辺 の ア ミノ酸 配列は他 のCoA

結 合 酵素 に も保存 され てお り・ヂ これ らの酵素 のCoA結 合 部位であ る ことが示唆 され る。脂肪酸

活 性化 酵素 には該 当す る領域が2ヵ 所存在 す る(174-186残 基 と365-377残 基)。 この2カ 所 のど

ち らか一方 または両方 が基質 の コエンザ イムAな らび に反応生成物の ア シルCoAの 結 合部位で

あると考 え られ る。

.脂 肪 酸活性化酵素 は ミトコン ドリア外 膜,小 胞体膜 および ペルオ キ シゾ戸ム膜 に存在す る酵素

で あ り,膜 貫通 ドメ,イ、ンめ存在 は当然予想 され る6LDLレ セ プターやHMG・CoAレ ダ ク.ターゼ

などの膜蛋 白質 め膜 貫通 ドメ インは疎水性 ア』ミノ酸約22残 基 か らな るα」ヘ リックスで ある。 脂

肪酸活性化酵素のHydropathゾprofile(Fig.5)か ら疎水性領域が3カ 所見つ けられ た。 脂肪酸

活性化酵素の二次構造 をNishikawaら のJoint法 に基づ いて コン ピュrタ ー解析 によ り予測 し

た(Fig∴4)。 この結果 か ら,最 もN末 側の疎水性領域中の318残 基 か ら337残 基 にかけて22残 基 よ

りな る α一ヘ リヅ クスの存在が同定 され た6こ の α一ヘ リウクスに隣接 して,膜 脂質の極性基 と相

互作用す る親水性 ア ミノ酸 であるGlu,Asp「(314,315残 基)お よびHis,Lys(338,341残 基)・

が存在 す る。 これ らの結果 は膜貫通 ドメ インに共 通 しで見 られ る特徴で あり,・この領域が脂肪酸

活性化酵素の膜貫通 ドメ イ ンで ある可能 性が高い。.'

第3節 蛋 白質輸送 に関与 する シグナル配列の解析

脂肪酸活性化酵素 は ミ トコン ドリア,ペ ルオキ シゾームおよび ミクロゾームの3オ.ル ガネ ラに

分布 す る酵素であ る。真核細胞 において,細 胞内蛋白質輸送機構は小胞体 に輸送 され る蛋 白質 に

つ いて はか な り詳細 な研究 があ る・。.r蛋白質のN末 端 に疎水性 ア ミノ酸 の局在 した約20数 残基 の シ

グナル配列が存在 し,リ ボゾーム上 での翻訳過程でその配列がsignalrecognitionparticle(SRP)

に認 識 され複合体を形成す る。 この複合 体が小胞体膜表面上のSRPレ セ プターと特異 的に結 合

す ることによ り特異 的 な蛋 白質 の小 胞体 膜透 過が行なわれ る。cytochro㎡ecoxidaseやcitrate

synthaseな どの ミ トコン ドリアに輸送 され る蛋 白質 には,N末 に塩基性 ア ミノ酸が 多 く現われ

両親 媒性 の α一ヘ リヅ クス構造 を とるプ レ配列が存在 し,こ の配列が輸 送 シグナルで あ ることが

確認 されて いる。'SV401argeT-antigenな どの核蛋 白質 も塩基性 ア ミノ酸 に富 む シグナル配 列

によって認識 され輸送 されて い る。 ペルオ キシゾームに局在す るluciferaseはC末 端 に シグナ
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ル配列が存在する。

脂肪酸活性化酵素のア ミノ酸配列中には典型的な小胞体型や ミトコンドリア型のシグナル配列

を見つけることはできなかった。独立に亘li離された完全長の脂肪酸活性化酵素cDNAク ローン

5つ についてN末 端およびC末 端のアミノ酸配列を決定 したが,違 いは見っけられなかった。N

末,C末 以外にシグナル配列が存在する可能性が残されているが,脂 肪酸活性化酵素の各オルガ 、

ネラへの輸送は特異的シグナル配列によって決定 されていないとも考えられる。この事は`η 碗ro

の翻訳系で合成された脂肪酸活性化酵素が精製標品と分子最が同一であることか らも支持 される。

第2章 ラット脂肪酸活性化酵素の発現調節機構

第1節 脂肪酸活性化酵素mRNA発 現の臓器特異性

脂肪酸活性化酵素はそれぞれの臓器の脂肪酸代謝に電要な役割を担っている。mRNAの レベ

ルで脂肪酸活性化酵素発現の臓器特異性を調べる目的でラッ、トの心臓 肝臓 肺,脳,小 腸およ

び副睾丸周囲脂肪組織よりRNAを 抽出 して,ノ ーザン ・プロ・ッティング解析を行なった。結果

はFig.6に 示すように心臓,肝 臓,お よび副睾丸周囲脂肪組織に脂肪酸活性化酵素mRNAは

強 く発現 してお り脳,肺,小 腸での発現はわずかに認められた。心臓は主 として脂肪酸のβ一酸

化により心収縮に必要なエネルギーを産生 している。脂肪組織は脂質を蓄積する組織で主 として

トリグリセ リドの合成と分解が活発に行なわれている。・肝臓は脂肪酸のβ一酸化,脂 質合成 脂

質の分泌と輸送が行なわれる臓器である。 これ らの結果は,各 臓器の脂質代謝の特徴を反映 して

いる。

第2節 脂肪酸活性化酵素mRNA発 現の調節

外因性ないし内因性の基質脂肪酸により脂肪酸活性化酵素が誘導され得るかを転写 レベルで明

らかにするため以下の食餌条件を課 したラット肝臓のmRNAの 墨を調べた。

ラッ ト(Wistar系,♂,8WK)を48時 悶絶食させた後,無脂肪食,な いし20%脂 肪食を72時 間再

食させ,肝 臓か らRNAを 抽出 して ノーザン・プロッティング解析を行なった。結果はFig.7に

示 したように対照群,絶 食群 と比較 して,無 脂肪食,高 脂肪食而食群ともに脂肪酸活惟化酵素

mRNAの 顕著な発現の増加が見 られた。 この結果は,脂 肪酸生合成による内因性の脂肪酸およ

び食餌由来の外因性の脂肪酸が脂肪酸活性化酵素遺伝子の転写を誘導 していることを示 している。

絶食後の無脂肪食と高脂肪食の投与により,ラ ッ トの肝臓は脂肪肝を呈 していた。 これは脂肪酸

活性化酵素誘導により生成された大鼠のアシルCoAか らの トリグリセリドの合成が急激に上昇
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した結果であ る。本実験 よ り脂肪酸活性化酵素 が脂肪酸 によ りupregulationさ れ てい ることが

示 された。

第3章 総 合的考 察 ・

本研究では細胞内蛋白質輸送と脂質代謝において重要な脂肪酸活性化酵素の構造』機 能および

発現調節が明らかにされた。

本研究によりクロー二・ングされた脂肪酸活性化酵素cDNAの 塩基配列から得 られた脂肪酸活

性化酵素のア ミノ酸配列中には,こ れま.でに知 られる小胞体,.ミ ト.コンドリアおよびペルオキシ

ゾームに輸送される蛋白質に存在する古典的 シグナル配列は発見できなかった。あ 眈ro翻 訳系

で合成された脂肪酸活性化酵素と精製された脂肪酸活性化酵素の分子量が同一であることを考え

合わせると,少 な.くともこれまでに知 られるタイプのシグナル配列は存在せずオルガネラ膜透過

後のプロセッシングも受けない可能性が強い。

脂肪酸活性化酵素は,臓 器の脂質代謝を大きく変動させる食餌条件下では,明 らかに調節制御

されていることが転写 レベルで示された。肝臓では脂肪酸活性化酵素の発現調節により脂質代謝

が調節 されていると考えられる。

現代病として問題にされるリボ蛋白異常による動脈硬化,肥 満,心 筋機能の異常それにアルコー

ル性脂肪肝などに脂肪酸活性化酵素遺伝子の調節制御が関係が深いことは充分考え られる。従っ

て,脂 肪酸活性化酵素遺伝子の発現調節因子の研究がこれらの病態の研究上重要な意義をもつ。

本研究でその因子の一つとして食事が挙げられた。種々.の病態と栄養との関係 は従来の栄養学的

見地から様々な研究がなされているが,今 までに大 きな伸展が得 られていない。本研究は分子生

物学的手法による新たな栄養学の可能性を提示 したものと言えよう。
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結 論

{1)ラ ット脂肪酸活性化酵素の全一次構造が決定 された。

(2〕 脂肪酸活性化酵素のア ミノ酸配列中には小胞体蛋19賃 や ミトコンドリア ・マ トリクス蛋白質

中に存在する特異的なシグナル配列に類似する配列は見つけられなかった。

(3}脂 肪酸活性化酵素mRNAは,脂 質代謝の活発な肝臓 心臓および副睾丸周囲脂肪組織にお

いて多 く発現 していることが示された。

(4}脂 肪酸活性化酵素遺伝子発現の調節により肝臓の脂質代謝が制御されていることが明らかに

された。
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TablelAminoacid,compositionofratacyl-CoA

synthetase

Aminoacid Proteinanalysis*

cDNAsequenceMicrosomeMitochondria

mol

Ala

cys

Asp/Asn

Glu/Gln

Phe

Gly

His

Ile

Lys

Leu

Met

Pro

Arg

Ser

Thr

Val

Trp

Tyr

7.58

2.58

5.29/3.58

6.58/3.72

4.86
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7.01
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審 査 結 果 の 要 旨

脂肪酸活性酵素は長鎖脂肪酸 とコエソザイムA(CoA)か らアシルCoAの 生成を触媒する酵素

であるが,ア シルCoAは 脂質代謝における重要な中間体である。すなわち,β 一酸化系で脂肪酸

を分解してエネルギーを産生するにも,ト リグリセライ ドや リン脂質の合成,さ らにはたんぱ く

質やコレステロールのアシル化反応にも関与するなど,そ の働きは多様である。 したがって脂肪

酸活性化酵素はこれ ら脂肪酸代謝の初発反応を触媒する重要な位置にある酵素といえる。

本研究は,本 酵素の構造と機能およびそρ発現機構を明らかに し,こ の分子生物学的手法を用

いて栄養学的なアプローチを試みたものである。

本研究ではまず,本 酵素のcDNAク ローニングに より,そ の塩基配列からアミノ酸の全一次構

造を決定 した。本酵素はATPとCoAカ ミ基質であるので,構 造の既に知 られている他のATP結 合

たんぱく質,あ るいはCoA結 合たんぱ く質 とのホモロジー解析に よりATP結 合部位,CoA結 合

部位さらには本酵素の膜貫通 ドメイン部位:などを推定するなどの構造解析を行った。またラット

の脂肪酸活性化酵素は ミトコンドリア,ペ ルオキシゾームおよび ミクロゾームの3つ のオルガネ

ラに存在 してお り,そ れらは酵素化学的にもたんぱ く質化学的にも全 く同一であることから,細

胞内たんぱ く質輸送機構を解明する上でユニークな系と考えられるので,そ れに関与するシグナ

ル配列の解析を行った淋,こ れまでしられているようなシグナル配列は見出すことができず,細

胞内たんぱ く質輸送機構に新たな問題点を提供 した。次いで,こ の酵素の発現調節機構について

検討 した。すなわちmRNAの レベルでの本酵素発現の臓器特異性をみると,心 臓,肝 臓,副 睾丸

周囲脂肪組織に強く発現 しており,β 一酸化,脂 質の合成,分 泌,輸 送などの反映が想定された。

さらに,絶 食,無 脂肪食,高 脂肪食などの食餌条件下でのmRNAレ ベルの検討から,食 事由来の

外因性の脂肪酸が本酵素遺伝子の転写を誘導していること,つ ま りmRNAレ ベルで調節制御 さ

れていることが明らかにされた。

以上のように分子生物学 レベルの手法を栄養学研究に導入したことは栄養学研究に新 しい可能

性を与えたものである。 よって農学博士の学位を授与する充分の資格カミあると判定 した。
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