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本論文中で使用する略語 
 
 
ACAT アシル CoA：コレステロールアシル基転移酵素 
AGPAT アシルグリセロールリン酸アシル基転移酵素 
CHO細胞 チャイニーズハムスター卵巣細胞 
DAG ジアシルグリセロール 
DGAT アシル CoA：ジアシルグリセロールアシル基転移酵素 
LPGAT リゾホスファチジルグリセロールアシル基転移酵素 
MAG モノアシルグリセロール 
MGAT アシル CoA：モノアシルグリセロールアシル基転移酵素 
shRNA ショートヘアピン RNA 
TAG トリアシルグリセロール 
 
 

 



序章 
 
脂質とは中性脂肪、脂肪酸、コレステロール、リン脂質、スフィンゴ脂質の総称であ

る。それぞれの脂質はその物理的・化学的性質に応じて生体内で使い分けがなされており、

その主な役割は、中性脂肪はエネルギー貯蔵、脂肪酸は生体維持のための直接的エネルギ

ー源、コレステロールは細胞膜の構成成分およびホルモン合成の材料、リン脂質およびス

フィンゴ脂質は細胞膜の構成成分、である。一方、動物の体内脂肪組織に蓄えられる脂質

や食品中の油脂など、日常生活で「脂肪」と呼ぶものの 8－9割は中性脂肪から構成されて
おり、従って中性脂肪は我々にもっとも身近な脂質、ということができる。 
トリアシルグリセロール（TAG）は中性脂肪の主成分であり、その役割としては脂肪

組織におけるエネルギー貯蔵分子としての役割が代表的である(1)。栄養過多な現代人にとっ

ては飢餓に備えてのエネルギー貯蔵の意義は低くなってしまっているものの、例えば冬眠

する熊、砂漠に生息するラクダ、渡り鳥などの動物においてはTAGによるエネルギー貯蔵
は生死を左右する極めて重要な物質である。一般に動物は脂肪組織中に貯蔵したTAGを必
要に応じて酸化分解し、エネルギーとして利用している。一方、動物においては血中にも

TAGが多量に存在し、これは小腸や肝臓において吸収・再合成されたTAGを末梢に配分す
る点で、生体の脂質代謝にとって極めて重要である。 
その他の中性脂肪であるモノアシルグリセロール（MAG）、ジアシルグリセロール

（DAG）は、TAG から脂肪酸の一部が失われたものであり、主に TAG 合成の前駆体とし
て機能する。それ以外にも、例えばジアシルグリセロールについてはタンパク質リン酸化

酵素（キナーゼ）と直接相互作用してその活性調節に関与するなど、シグナル伝達分子と

しての生理的役割も担っている。 
本章では、中性脂肪の構造と種類、TAG の細胞内合成経路、ジアシルグリセロールア

シル基転移酵素（DGAT）、モノアシルグリセロールアシル基転移酵素（MGAT）、動物にお
ける TAG代謝について概説し、最後に本研究の目的と概要を述べる。 

 
 

1 中性脂肪の構造と種類

 
中性脂肪（neutral fat）は、脂肪酸のグリセリンエステルを指す。脂肪酸グリセリンエ

ステルには、エステル結合した脂肪酸の数に対応して、1 個＝モノアシルグリセロール、2
個＝ジアシルグリセロール、3個＝トリアシルグリセロールが存在する。生体内に含まれる
中性脂肪は大部分が TAGであり、特に動物の脂肪組織では 95%以上が TAGであることか
ら、中性脂肪は TAG と同義とする場合も多いが、厳密には上記の 3 種類の混合物である。
なお、｢中性｣とは、他に酸性・塩基性脂肪が存在するという意味ではなく、脂肪酸がグリ

セリンと結びついた結果中性になることに由来する。TAGはグリセロール骨格に 3分子の 
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A モノアシルグリセロール（MAG） 
  
 
 
 
 

B ジアシルグリセロール（DAG） 
  
 
 
 
 

C トリアシルグリセロール（TAG） 
 
 
 
 

 
Figure 1. 中性脂肪の構造 
 
 
脂肪酸がエステル結合したものであるが（Figure 1C）、MAG、DAG については、脂肪酸
をエステル結合している炭素の位置によって、1-MAG、2-MAG（Figure 1A）、1,2-DAG、
1,3-DAG（Figure 1B）という異性体が存在する。 
次に中性脂肪を構成する脂肪酸の種類を述べる。脂肪酸は長鎖炭化水素の 1 価カルボ

ン酸の総称である。脂肪酸の種類は炭素数および炭化水素鎖中の不飽和結合の場所・数に

よって決定され、炭素数と 2重結合の数の組み合わせ（例 C16:0 =パルミチン酸、C18:1 =
オレイン酸）で記述されることが多い。脂肪酸がコエンザイム A（CoA）と結合したアシル
CoA についても、例えばパルミチン酸＋CoA の場合、パルミトイル CoA（C16:0）と表記
される。 
炭素鎖に 2 重結合あるいは 3 重結合を含有しない脂肪酸を飽和脂肪酸、炭素鎖に 2 重

結合あるいは 3 重結合を含有する脂肪酸を不飽和脂肪酸という。個々の脂肪酸は 2 重結合
の数（不飽和度）によって融点が異なるため、中性脂肪の性質は構成脂肪酸の不飽和度に

大きく影響される。例えば、不飽和脂肪酸を多く含む TAG（オリーブ油やサフラワー油な
ど）は室温で油状の液体だが、飽和脂肪酸の多い TAG（ココナッツ油やパーム核油）は室
温で固体となる。また TAGは一般に有機溶媒によく溶けるが、ステアリン酸のような長鎖
の飽和脂肪酸が多くなると、アルコール、石油エーテル、ジエチルエーテルなどにも難溶 
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Table 1. 本論文で使用する脂肪酸 

脂肪酸 示性式 数値表記 （例）牛脂中
の存在比 

パルミチン酸 CH3-(CH2)14-COOH C16:0 26 % 

ステアリン酸 CH3-(CH2)16-COOH C18:0 22 % 

オレイン酸 CH3-(CH2)7CH=CH(CH2)7-COOH C18:1 39 % 

リノール酸 CH3-(CH2)3(CH2CH=CH)2-(CH2)7-COOH C18:2 2 % 

アラキドン酸 CH3-(CH2)3(CH2CH=CH)4-(CH2)3-COOH C20:4 <1% 

 
 
になる。本論文で使用する脂肪酸は Table 1のとおりである。 
中性脂肪を構成する脂肪酸組成は生体の脂肪酸組成を反映しており、動物においては

ステアリン酸、パルミチン酸など飽和脂肪酸が主であるのに対し、植物においてはオレイ

ン酸、リノール酸のような不飽和脂肪酸が多い。したがって、動物性の中性脂肪は室温で

固体であるものが多いのに対して、植物性の中性脂肪は室温で液体の場合がほとんどであ

る。 
 
 

2 TAGの細胞内合成経路

 
細胞内におけるTAGはグリセロールリン酸経路、およびモノアシルグリセロール経路

の 2つの主要な経路で合成されることが知られている(2) （Figure 2）。グリセロールリン酸
経路においては、DAGはホスファチジン酸の脱リン酸化によって合成されるのに対し、モ
ノアシルグリセロール経路においては、DAGはMGATによるMAGへのアシル基付加によっ
て生成する。両方の経路は、DAGからTAGへの反応を共有しており、この反応をDGATが
担っている。TAG合成には多数のステップがあり、各ステップを特定の酵素が触媒するが、
DGATがTAG合成の律速酵素と考えられている。グリセロールリン酸経路は動物細胞の全
ての組織に存在することから、TAG合成の一般的な経路と考えられているが、一方で小腸、
肝臓、脂肪組織といった高いTAG合成活性を有する組織においては、モノアシルグリセロ
ール経路もTAG合成に一定の寄与をしていると考えられている。特に小腸においては、後
述のとおり食餌中のTAGが主にMAGの形で吸収されることから、モノアシルグリセロール
経路がTAG合成の主経路であることが知られている。 
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Figure 2. TAG合成経路：グリセロールリン酸経路とモノアシルグリセロール経路 
GPAT=グリセロールリン酸アシル基転移酵素 

AGPAT=アシルグリセロールリン酸アシル基転移酵素 

 

3 ジアシルグリセロールアシル基転移酵素（DGAT）  

 
ジアシルグリセロールアシル基転移酵素（DGAT）は、1,3 または 1,2-DAG をアシル

基アクセプター、アシル CoAをアシル基ドナーとして、TAGを合成する（Figure 3）。そ
の機能は、細胞内においてグリセロールリン酸経路およびモノアシルグリセロール経路で

生成した DAGをアシル化し、TAGを合成する役割を担う。 
TAG合成の最終ステップを担う重要な酵素であることから、DGATの酵素活性につい

ては 1960年代から研究が行われていたが、膜タンパク質であることから精製が難しく、初
めてDGAT遺伝子が同定されたのは 1998 年（DGAT1 遺伝子）のことである(3)。引き続い

てDGAT2遺伝子がクローニングされ(4)、以来この 2つのDGAT遺伝子を中心に多くの研究
が行われている(5)。 
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Figure 3. DGAT反応 
（→）の部位がアシル化を受ける。 

 
 

DGATファミリーとしてはこれまでDGAT1、DGAT2が同定されているが、哺乳類(3,4)だ

けでなく、植物(6,7)、真菌(8)、マイコバクテリウム(9)まで幅広く存在することが報告されて

いる。タンパク質の結晶構造は明らかにされていないが、DGAT1 は 6-12 個の膜貫通領域
を持つ 498アミノ酸からなる酵素(3)、DGAT2はN末端側に 1個の膜貫通領域を持つ 388ア
ミノ酸からなる酵素(4)であり、アミノ酸配列上の相同性は低い。哺乳動物における組織分布

は、DGAT1 遺伝子は全ての組織に普遍的に発現しているのに対し(3)、DGAT2 遺伝子は肝
臓と脂肪組織での発現が高いのが特徴である(4)。 

DGAT1 とDGAT2 について各遺伝子のノックアウトマウスによる研究成果が報告され
ている。DGAT1 ノックアウトマウスは正常に成育し、TAG合成能にも異常がないものの、
高脂肪食負荷によって肥満を誘導した場合、野生型マウスに比べて有意に体重増加が少な

く(10)、また高いインスリンおよびレプチン感受性を示す(11)。このことは、DGAT1 が脂肪
細胞のTAG合成を介して、肥満・インスリン抵抗性の発症に寄与する可能性を示している。
一方、DGAT2ノックアウトマウスは生体内脂質レベルの異常低下（lipopenia）およびそれ
に伴う皮膚の異常を示し、生後まもなく死亡することから(12)、生存に必須な機能を担って

いると考えられる。ハエおよび植物においては、ハエDGAT1遺伝子の変異でegg chamber
のアポトーシスが起こること(13)、シロイヌナズナのDGAT1遺伝子（tag1）の変異によって
種子の形成に障害が起こる(14,15,16)ことが報告されており、これらの生物では発生の比較的

早い段階でDGAT1 オーソログが重要な機能を果たすと考えられる。一方、出芽酵母
Saccharomy es ce evisiaeおよび分裂酵母Schizosaccharomyces pombeはゲノム中に
DGAT遺伝子（dga1）を 1 つしか保持していないが、この遺伝子を欠失しても表現型に影
響がないことから

c r

(17,18,19)、酵母においてはDGATの機能、すなわちTAG合成は重要でない
と考えられる。
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4 モノアシルグリセロールアシル基転移酵素（MGAT）

 
モノアシルグリセロールアシル基転移酵素（MGAT）は、1または 2-MAGをアシル基

アクセプター、アシル CoA をアシル基ドナーとして、1,2-DAG または 1,3-DAG を合成す
る（Figure 4）。その機能は、膵臓リパーゼまたは細胞内リパーゼによる TAG の加水分解
によって生成したMAGをアシル化し、DAGを合成する役割を担う（＝モノアシルグリセ
ロール経路）。生成した DAG は、前述した DGAT によって更にアシル化を受け、TAG に
変換される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4. MGAT反応 
（→）の部位がアシル化を受ける。 

 
 

MGATのタンパク質精製は 1980年代から試みられており、ラット小腸(20)、ラット肝臓

(21,22)、ラット脂肪組織(23)、植物(24)、昆虫(25)、鳥(26)を材料としてMGATの部分精製が報告さ
れていた。部分精製したMGATを用いて、脂質コファクターの要求性、熱およびプロテア
ーゼに対する感受性、基質特異性などが調べられたが、MGAT遺伝子は長い間同定されな
い状態が続いていた。2002 年、DGAT2 遺伝子との相同性から最初のMGAT遺伝子が同定
され、MGAT1 遺伝子と名づけられた。これまでに、MGAT1、MGAT2、MGAT3 の 3 つ
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のMGAT遺伝子が報告されている。 
MGAT1遺伝子は胃、腎臓、脂肪組織などで発現が認められるが、小腸では発現してい

ない(27)。MGAT2 遺伝子については、DGAT2 (28,29)、MGAT1(30) 遺伝子との相同性に基づ
いて同定された遺伝子である。ヒトにおいては、MGAT2 遺伝子は小腸、肝臓、胃、腎臓、
結腸、脂肪組織で高発現しているが、マウスにおいてMGAT2遺伝子発現は小腸に限定され
ている(28)。最近、MGAT2ノックアウトマウスが高脂肪食負荷条件でも肥満や耐糖能異常、
高コレステロール、脂肪肝などを発症しにくいことが報告された (31)。このことは、MGAT2
がマウス小腸における脂肪吸収に大きく関与していることを示唆しており、過剰な脂肪吸

収に由来する肥満・代謝異常に対する有望な治療薬ターゲットになる可能性がある。

MGAT3遺伝子はMGAT1およびMGAT2遺伝子と相同性があるが、ヒト小腸でのみ発現が
認められ、マウスでは発現が検出されないことから、ヒト小腸での脂肪吸収に関与すると

考えられている(32)。 
 
 

5 動物におけるTAG代謝

 
動物の生体内における TAG代謝について概説する（Figure 5）。 
食物として取り込まれた TAGは、小腸内で胆汁酸の働きによってまずミセル化を受け

る。ミセル化した TAGは膵リパーゼの働きによって、腸管内でMAG（主として 2-MAG）
と脂肪酸に加水分解された後、小腸上皮細胞に吸収される。吸収されたMAGは小腸細胞内
でモノアシルグリセロール経路に入り、MGAT の働きによって DAG へ、DAG は DGAT
の働きによって TAG へと再合成される。再合成された TAG は小腸細胞内においてリポ蛋
白の一種であるカイロミクロンに組み込まれ、体液中に分泌される。カイロミクロンは末

梢組織に TAGを供給して少しずつ小さくなりながら、カイロミクロンレムナントと呼ばれ
る粒子に変換され、最終的には肝臓に吸収される。肝臓においては、カイロミクロン TAG
は最終的な加水分解を受け、生成した脂肪酸はアシル CoAとして de novo TAG合成の材料
となる。肝臓中のグリセロールリン酸経路では、グリセロール骨格にアシル基が付加され

て DAGが合成され、DGATによって TAGが合成される。肝臓中には寄与度は不明である
ものの、モノアシルグリセロール経路も存在し、TAG の加水分解で生じた MAG を基質と
してMGATにより DAGが合成され、DGATにより TAGができる。 
肝臓で合成されたTAGは、別途合成されたコレステロール、コアタンパク質（アポB-100、

アポE）等とともに、リポ蛋白の一種であるVLDL（Very Low Density Lipoprotein）に組
み込まれて血中に分泌される。VLDLはカイロミクロンと同様、末梢組織にTAGを供給しな
がら体内を循環し、最終的にLDLの形で肝臓に回収される。 
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Figure 5. 動物における TAG代謝 
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6 本研究の目的と概要

 
これまで述べてきたとおり、TAG合成を司る DGATは生物にとって非常に重要な酵素

である。一方で、第 1章で述べるマラリア原虫のように、そのゲノム中に DGAT様配列を
含むにもかかわらず、実際にその配列が DGATをコードしているのかどうか、DGATが生
存や増殖などに必要であるかについて明らかになっていない生物も存在する。そこで第 1
章ではまず、マラリア原虫の DGAT遺伝子の同定およびマラリア DGAT遺伝子の欠失株の
取得を行い、マラリア DGAT遺伝子の機能解析を実施した。 
 
一方、動物においては、小腸や肝臓における TAG合成を担うのが DGATおよびMGAT

であることから、小腸や肝臓における DGATおよびMGATの機能を調べることは、動物の
脂質代謝のメカニズムを理解する上で極めて重要であると考えられる。しかしながら、例

えば小腸で機能する DGAT分子種、肝臓MGAT活性の責任分子、肝臓 TAG合成における
MGATの寄与度など、不明な点も多いのが現状である。 
そこで、第 2章ではヒト小腸における DGATの機能解析を行い、第 3章ではマウス肝

臓で発現する新規MGAT遺伝子の同定を行った。第 4章では、3章にて同定した新規MGAT
遺伝子がマウス肝臓で TAG 合成に実際に寄与していることを、shRNA を用いたノックダ
ウン実験により明らかにした。 
 
最後に、本研究で得られた研究成果について総括した。 

 
○第 1章 
熱帯熱マラリア原虫 Plasmodium falciparumは、赤血球内増殖過程においてユニーク

な TAG代謝と輸送を行うことが示唆されている。一方、P. falciparumはそのゲノム中にた
だ 1つの DGAT候補 ORFを含んでいるが、この候補配列が DGATをコードするのかどう
か、さらにこの DGATの生理的な意義については不明であった。そこで、この DGAT候補
ORF についてまず発現を調べたところ、赤血球内増殖過程で TAG 合成が活発な時期であ
るトロホゾイト、シゾント期において、3.6 kbのmRNAとして発現していることがわかっ
た。また、CHO-K1細胞で過剰発現させ、この ORFが DGATをコードすることを確かめ
た。更に 2重組換えの手法を用いてマラリア DGAT配列を欠失した株を作製し、この株が
増殖能を失うことを見出すことにより、マラリア DGAT が増殖過程に必須であることを示
した。 
 
○第 2章 
  ヒト小腸から調製したミクロソームが DGAT 活性を有することを確認した。ヒト小腸
DGATのアシルCoA選択性および反応の温度依存性を検討したところ、組換えヒトDGAT1
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と一致した。次にヒト小腸 DGATが 1,2-DAGか 1,3-DAGのどちらを基質として好むかに
ついて、1-MAGあるいは2-MAGを基質としたMGATアッセイを行うことによって調べた。
2-MAGをアシル基アクセプターとして反応させた場合、1,2-DAGおよび TAGが生成する
のに対し、1-MAGをアシル基アクセプターとした場合には 1,3-DAGが主産物であり、TAG
はほとんど生成しなかった。これらの結果は、ヒト小腸 DGAT活性が主に DGAT1によっ
て担われていること、また主として 1,2-DAG を基質として TAG を合成することを示唆す
るものと考えた。 
 
○第 3章 

MGATは小腸での TAG合成に主要な役割を果たすことが知られているが、他の組織、
例えば肝臓での TAG 合成への寄与は不明であった。新規な MGAT 候補遺伝子としてマウ
ス cDNA ライブラリーよりアシルトランスフェラーゼモチーフをもつ遺伝子をクローニン
グしたところ、既知のリゾホスファチジルグリセロールアシルトランスフェラーゼ

（LPGAT1）遺伝子と同一のものであった。LPGAT1 のアシルトランスフェラーゼ活性を
検討した結果から、LPGAT1は新規なMGATであると結論した。マウスにおける LPGAT1
遺伝子の発現分布を調べたところ、特に肝臓での発現が高いことがわかった。肝臓は比較

的高いMGAT活性を有する臓器であることがわかっているが、一方でこれまで同定されて
いるMGATでマウス肝臓において高発現しているものはなかったことから、LPGAT1は肝
臓でのMGAT活性を担う酵素である可能性を考えた。 

 
○第 4章 
マウス肝臓の MGAT 活性を検討したところ、肥満／糖尿病モデルマウスである db/db

マウスでコントロールの db/mマウスよりも高く、この活性亢進は肝臓 LPGAT1遺伝子の
発現レベルと一致した。db/db マウスの脂質代謝における LPGAT1 の役割を明らかにする
目的で、short hairpin RNA（shRNA）を用いてマウス肝臓 LPGAT1遺伝子のノックダウ
ンを試みた。LPGAT1 shRNAアデノウイルスを db/dbマウスに感染させたところ、肝臓の
LPGAT1遺伝子の選択的な発現抑制と、MGAT活性および LPGAT活性の低下が認められ
た。興味深いことに、shRNA アデノウイルス感染したマウスでは顕著な血清 TAG とコレ
ステロールレベルの低下が認められ、また肝臓中のコレステロール含量の増加が認められ

た。これらの結果は、新規なMGATである LPGAT1が db/dbマウスにおいて肝臓の TAG
合成と分泌に寄与していることを示すものと考えた。 
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赤血球内でのマラリア原虫の増殖における 

ジアシルグリセロールアシル基転移酵素の関与 
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1-1 目的 

 
定期的な発熱、激しい貧血、脾臓の腫大で特徴づけられるマラリアは、原生動物の住

血胞子虫類である Plasmodium属（熱帯熱マラリア原虫 Plasmodium falciparum、三日熱
マラリア原虫 P. vivax、四日熱マラリア原虫 P. m lariae等）の原虫を寄生病原体とする病
気で、熱帯地域を中心として現在なお世界的に広く蔓延している疾患である。マラリアに

よる発熱は、ハマダラカを介して人体に侵入したマラリア原虫が肝臓での潜伏期を経た後、

赤血球内で増殖サイクルを繰り返すことにより引き起こされる（Figure 1-1）。 

a

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-1. マラリア原虫の生活環 
 
赤血球に侵入したマラリア原虫は、増殖サイクルを遂行するために脂質を利用すると

考えられており、熱帯熱マラリア原虫P. falciparumが赤血球内で増殖する際、脂質含量が
増加することが報告されている(1,2,3)。赤血球自身には脂質の合成・輸送・分解活性はないた

め、マラリア原虫が生存のために独自の脂質代謝および輸送系を有していることが示唆さ

れるが(1,4)、その詳細や意義、すなわち脂質がなぜ必要なのかという点についてはよくわか

っていない(4,5)。 
一方、最近の研究によって、マラリア原虫は増殖の特定の時期に急激なTAG合成を行

っていることが明らかとなった(6,7)。このことは、脂質のうちでも特にTAGがマラリアの増
殖・生存に重要な役割を果たしている可能性を示唆する。その場合、TAG合成の最終ステ
ップはDGATによって触媒されることから、マラリア原虫のDGATの存在が予想される。現
在までにマラリアDGATの候補遺伝子として、P. falciparumのゲノム中にORF が 1つ見つ
かっているが（PlasmoDB：http://plasmodb.org/plasmo/）、これが実際にDGATをコード
するのかどうかについては確認されていなかった。そこで本研究においては、P. falciparum
のDGAT候補（PfDGAT1）が実際にDGAT活性を有するかどうかを調べ、更に 2 重組換え
の手法によってPfDGAT1遺伝子のORFを欠損した原虫株を作出し、増殖能に対する影響を
調べた。 
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1-2 材料と方法 

 
材料 
遊離脂肪酸非含有ウシ血清アルブミン、1,2-ジオレオイルグリセロール、1,2,3-トリオ

レイン、ガンシクロビル、プロテアーゼ阻害剤カクテルはシグマアルドリッチ社より購入

した。[14C]パルミトイルCoA（55 mCi/mmol）はアマシャム社、Ham’s F-12培地およびリ
ポフェクトアミン 2000試薬はインビトロジェン／ギブコ社、シリカゲル 60 TLCプレート
はメルク社より購入した。WR99210 は Dr. Jacobus and Schiehser （ Jacobus 
Pharmaceutical, NJ）より提供いただいた。熱帯熱マラリア原虫株は、Honduras-1 (8)、3D7
および Dd2 (9) 株を使用した。原虫細胞の培養はマイコプラズマ汚染を確認しながら定法
に従って実施した。同調培養は既報の方法に従った(6,8,9)。 
 
プラスミド構築 
哺乳細胞における転写効率を上げることを目的として、PfDGAT1遺伝子配列の使用コ

ドンが哺乳動物のコドン利用率に適合するよう、かずさDNA研究所によるCodon Usage 
Database (http://www.kazusa. or.jp/codon/)を使用してPfDGAT1遺伝子配列を再設計した。
この配列にしたがってPfDGAT1遺伝子をDNA合成し、pBluescript II-SK(+)（タカラバイ
オ社）に組み込んだ。MluI–NotI消化断片をpAP3neoベクター（タカラバイオ社）にサブ
クローニングし、pAP3neo-humanized PfDGAT1 プラスミドを得た（Figure 1-2）。
pHHT-tk-1-(5R1 + 3R)PfDGAT1の構築のために、3D7株とHonduras-1株のゲノムDNA
を鋳型として、PfDGAT1 の 5’側 529 bp断片と 3’側 950 bp断片とをPCR増幅した。5’側
SacII–SpeI断片、3’側EcoRI-AvrII断片を、pHHT-tk (10)プラスミドの改変体である

pHHT-tk-1ベクターに組み込んだ。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-2. pAP3neo-humanized PfDGAT1プラスミドの構築 
 

 17



ノーザンブロットおよび半定量的RT-PCR 
ノーザンブロットおよび半定量的RT-PCRについては、既報の方法に従った(9)。各増殖

ステージの原虫からのRT-PCR産物について、PfDGAT1と配列が一致することを確認した。 
 
トランスフェクション 
熱帯熱マラリア原虫株であるDd2 株を赤血球に感染させ、既報の方法に従って

pHHT-tk-1-(5R1 + 3R)PfDGAT1導入と第 1段階のWR99210選択を行った (10,11)。トラン

スフェクション後 20-23 日で最初のリング原虫が出現した。WR99210 選択下で 57、65、
105、142、160日間生存した細胞について、第 2段階の薬剤耐性選択として、4 µMガンシ
クロビル含有培地(10)で 5-10 日間培養した。最後にWR99210 選択に戻し、10-15 日間培養
を行った。pHHT-tk-1-(5R1 + 3R)PfDGAT1がエピソームformかあるいはintegrated form
のいずれで存在しているかを検出する目的で、薬剤選択の各ステージの細胞から回収した

DNAを以下のプライマーセットでPCR増幅した。エピソームform；(a) 5-R1-DGAT1-F/5’ 
PfCAM-R (b) 3’PfHRP2-F/3R-DGAT1-R、integrated form；(c) 5-R6-DGAT1-F/5’PfCAM -R 
(d) 5-R-DGAT1-F/5’PfCAMR (e) 3’PfHRP2-F/3-R1-DGAT1-R (f) 3’PfHRP2-F/3-R2- 
DGAT1-R。PCRはAdvantage 2 PCRキットで行い、PCR条件は（95℃-5分）×1 サイク
ル、（91℃-0.5分、53℃-0.5分、61℃-3分）×35-40 サイクルとした。Integrated form増
幅用のプライマーを用いた時のPCR産物の塩基配列解析によって、Dd2 ゲノム中の
PfDGAT1遺伝子が破壊されていることを確認した。CHO-K1細胞のトランスフェクション
は、6 µgのpAP3neo-humanized PfDGAT1あるいはpAP3neo-1プラスミド（ベクター）を
リポフェクトアミンと混合し、6穴プレートに 4×105 cells/ウェルで巻き込んだセミコンフ
ルエント細胞に添加後、24時間培養した。コントロールとして、DNA不含のリポフェクト
アミン液で同様に処理したCHO-K1 細胞（Mock）および未処理の細胞（CHO）を作製し
た。 
 
DGAT活性測定 

DNA処理、Mock処理、未処理のCHO-K1細胞をそれぞれPBSで 2回洗浄して回収し、
0.1 mL 細胞溶解液（50 mM Tris–HCl (pH 8.0)、250 mM スクロース、1 mM EGTA、プ
ロテアーゼ阻害剤カクテル）に懸濁した。ソニケーション後の細胞溶解液を 800×gで遠心
し、上清をDGAT活性測定に供した(6)。今回の実験では、マグネシウム濃度は 10 mM、反
応は 20℃、20分とした。結果は 3連の実験を 3回実施した平均値で示した。 
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1-3 結果と考察 

 
1-3-1. PfDGAT1遺伝子の同定 

BLAST サーチを行ったところ、熱帯熱マラリア原虫の第 3 番染色体上に DGAT 遺伝
子と相同性の高い ORF（1962 bp）が見出された。コードするアミノ酸配列を比較したと
ころ、この ORF から翻訳されるタンパク質は哺乳動物、ハエ、線虫、植物の DGAT1 と
24-30%の相同性を示し、DGAT2 とは有意な相同性がなかった。このことから、この遺伝
子をマラリア DGAT1遺伝子、つまり PfDGAT1遺伝子とした（GenBank/ EMBL Accession 
No. AB177890)。PfDGAT1遺伝子のコードするアミノ酸配列を Figure 1-3に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-3. PfDGAT1アミノ酸配列 
Pf=Plasmodium falciaprum、Hs=Homo sapiens、Mm=Mus musculus 

   Putative FFA binding site 

      Putative DAG binding site 

      DGATファミリーで保存されているアミノ酸 
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1-3-2. PfDGAT1遺伝子のマラリア原虫における発現 
3 つの原虫細胞株、3D2、Dd2、Honduras-1 を非同調条件で培養した細胞について、

PfDGAT1遺伝子プローブでノーザン解析を実施した結果、3.6 kbのシングルバンドが認め
られたことから（Figure 1-4A）、熱帯熱マラリア原虫におけるPfDGAT1遺伝子の発現が確
認できた。次にHonduras-1 株の同調培養系を用いてノーザン解析を行ったところ、
PfDGAT1 遺伝子の発現はトロホゾイト／シゾント期に最も高くなることがわかった
（Figure 1-4B）。また、Dd2株の同調培養系から回収したトータルRNAを用いて、各増殖
期でのPfDGAT1の発現を半定量的RT-PCRで検討した。Figure 1-4Cに示すとおり、全ての
増殖ステージにおいて予想されるサイズのPCR産物が検出され、その発現量は増殖後期、
つまりトロホゾイト、シゾント、セグメンター期で有意に高かった。このPfDGAT1遺伝子
の上昇パターンは原虫のマイクロアレイ解析の結果と一致し(12)、また原虫細胞のTAG合成
(6,7,13)・DGAT活性(6)の変動とも一致した。 
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Figure 1-4. P. falciparumの赤血球内増殖過程における PfDGAT1遺伝子発現 
(A)非同調培養系のマラリア原虫株 Honduras-1（レーン 1,4）、3D7（レーン 2,5）、Dd2（レーン 3,6）株

より調製した RNA（10 µg/レーン）を電気泳動した。EtBr染色（レーン 1,2,3）および PfDGAT1遺

伝子の ORFをプローブとしたノーザンブロット（レーン 4,5,6）を実施した。 

(B)同調培養した Honduras-1 株の RNA について、EtBr 染色（レーン 7,8）および PfDGAT1 遺伝子の

ORF をプローブとしたノーザンブロット（レーン 9,10）を実施した。レーン 7,9 はリング期リッチ

（5.11% リング、1.00% トロホゾイト、0.12% シゾント）、レーン 8,10はトロホゾイト／シゾント期

リッチ（0.18% リング、2.55% トロホゾイト、0.67% シゾント）。 

(C)半定量的 RT-PCR。同調培養した Dd2株から回収した RNAを適宜希釈し、RT-PCRに供した（レーン

1；リング、レーン 2,3,4；youngトロホゾイト、レーン 5,6,7,8；成熟トロホゾイト、レーン 9,10,11,12；

シゾント、レーン 13,14,15,16；セグメンター）。各サンプルの希釈率は、レーン 1,2,5,9,13；希釈なし、

レーン 3, 6, 10, 14；10倍希釈、レーン 4, 7, 11, 15；100倍希釈、レーン 8, 12, 16；1000倍希釈。（上

段）各ステージの原虫の形態、(Ｍ)は分子量マーカー。 
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1-3-3. PfDGAT1のDGAT活性の検出
PfDGAT1 遺伝子が DGAT 活性をもつタンパク質をコードするかどうか検討するため

に、PfDGAT1 遺伝子を CHO-K1 細胞で発現させるためのプラスミドを構築した。原虫細
胞と哺乳動物では使用コドンが異なるため、PfDGAT1遺伝子は哺乳動物細胞での転写効率
が低くなると予想し、コドンを哺乳動物用に置き換えた PfDGAT1配列 DNAを人工合成し
た（A+T率；76.9%→61.5%）。Humanized PfDGAT1遺伝子を導入した CHO-K1細胞は、
空ベクターである pAP3neo-1を導入した CHO-K1細胞に比べて有意に高い DGAT活性を
示した（232 ± 22 pmol/min/mg-protein対 102 ± 9 pmol/min/mg-protein）。pAP3neo-1を
導入した CHO-K1細胞のDGAT活性は、Mock処理細胞(149 ± 29 pmol/min/mg-protein)、
未処理細胞(120 ± 9 pmol/min/mg-protein)と同程度であったことから、CHO-K1細胞の内
在性 DGAT活性を反映していると考えられた（Figure 1-5）。これらの結果から、PfDGAT1
遺伝子は確かに DGATをコードしていると考えられた。 
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Figure 1-5. PfDGAT1の DGAT活性 
無処理 (CHO)、Mock 処理 (Mock)、pAP3neo-1 導入 (Vector)、pAP3neo-humanized PfDGAT1 導入

(PfDGAT1)の CHO-K1細胞の DGAT活性を測定した（□：DAGなし、■：DAG添加）。活性値は平均±

SEM(n=3)にて示す。 
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1-3-4. PfDGAT1欠失のマラリア原虫増殖への影響 
  PfDGAT1が他の生物のDGATと同様にDGAT活性を有することがわかったが、一方で
多細胞生物においては複数のDGAT遺伝子が存在するのに対し、P. f lcip rumでは１種類
のDGAT遺伝子しか存在しない。そこで、PfDGAT1 の生理的な役割を検討するために、
pHHT-tk プラスミド

a a

(10)を用いた 2重組換えの手法を用いて、PfDGAT1遺伝子を欠失した
原虫細胞株の作出を試みた。pHHT-tk-1-(5R1 + 3R)PfDGAT1を導入したDd2株について
まずWR99210 により選択をかけ、57、65、105、142、160 日後にガンシクロビル選択を
5-10日間実施し、最後にWR99210のみを含む培地で 10-15日培養した（Figure 1-6A,Bに
原理を示す）。第 1段階のWR99210選択の 57および 65日目においては、導入プラスミド
は大部分エピソームとして保持されていたが、105 日目では、integrated formを検出する
ためのプライマーセットのうち、2種類（Figure 1-6A、プライマーe,f）の組み合わせでPCR
産物が検出されたことから、ガンシクロビル処理前に一部の原虫で既に組換えが起こって

いることが確かめられた。142日目においては、WR99210あるいはガンシクロビル選択後
の細胞から回収したDNAは、エピソームformおよびintegrated formの混合であった
（Figure 1-6C、a-f、レーン 2,3）。Integrated formから増幅されるPCR産物は、ガンシク
ロビル選択後の細胞から回収したDNAを鋳型とした時により多く検出された。次に、
PfDGAT1遺伝子を欠失した原虫細胞を濃縮するために、ガンシクロビル選択後の細胞を再
びWR99210 選択に戻した。しかしながら、WR99210 に戻した後 15 日間培養しても原虫
細胞の増加は認められなかった。この結果から、遺伝子導入には技術的な問題はなく、

pHHT-tk-1-(5R1 + 3R)PfDGAT1は原虫ゲノムPfDGAT1と 2重組換えを起こしたものと推
察できる。にもかかわらず、integrated formを保有していてWR99210下で増殖可能である
はずの原虫は、薬剤選択によって濃縮されて来なかった（Figure 1-6B,C）。このことは、
PfDGAT1遺伝子を欠失したP. falciparumは、赤血球内で増殖不可であることを示したと考
えた。 

PfDGAT1 遺伝子の欠失によって原虫が増殖能を失ったことから、PfDGAT1 は原虫の
赤血球内増殖に必須であると考えられる。これまでに原虫のゲノム中にはただ 1 つの
PfDGAT1遺伝子しか見つかっておらず、他にDGAT活性を有する可能性のある遺伝子、例
えば酵母および植物においてDAGからTAGを合成することが報告されている
phospholipid:DAG アシルトランスフェラーゼは原虫ゲノム中には存在しないこと(7,13)か

ら、原虫におけるTAG合成の責任分子はPfDGAT1であり、PfDGAT1により合成されるTAG
は原虫の赤血球内増殖に重要な役割を果たすと考えられる。P. falciparumと同じ単細胞真
核生物である酵母（S. cerevisiaeおよびS. pombe）も、DGAT遺伝子としてはDGAT1遺伝
子ファミリーのオーソログであるdga1 のみをゲノム中に持っているが(14,15,16)、dga1 の
null-mutantは表現型が現れない、すなわち生存および増殖に影響がないという点で、原虫
PfDGAT1の役割とは異なっていると推察される。同様に、哺乳動物、ハエ、植物において
はDGAT遺伝子を破壊しても特定の組織のみでしか表現型が現れない(17-23)ことからも、原

虫DGATの機能が特殊であると考えられた。 
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Figure 1-6. 2重組換えによる PfDGAT1遺伝子の破壊実験 
(A)2重組換えの原理。PfDGAT1遺伝子を含むP. falciparumの第3染色体、pHHT-tk-1-(5R1+3R) PfDGAT1

プラスミド、組換え後の PfDGAT1部位の構造を図で示す。a-fの各プライマーセットにより PCR増幅

される部位を矢印で示す。 

hDHFR：ジヒドロ葉酸還元酵素（抗マラリア薬であるWR99210に対して耐性を付与） 

TK：ヘルペスウイルスのチミジンキナーゼ（ガンシクロビルを添加するとガンシクロビル 3 リン酸

に変換され、細胞の DNA合成が阻害されて細胞死が起こる） 

(B)薬剤選択の各過程において期待される、原虫の表現型を模式図で示す。 

太線：DHFRの発現ユニット 

(n)：エピソームの多コピー状態 

上付き Rあるいは S：WR99210あるいはガンシクロビル（Gan）に対する抵抗性（R）あるいは感

受性（S） 

＋あるいは－：PfDGAT1遺伝子が存在（＋）あるいは欠失（－） 

(C)PfDGAT1のエピソーム formあるいは integrated formを区別するための PCR解析の結果。1-4の各

レーンは 

(1) ネガティブコントロール：形質転換なしの細胞からの DNA（50 ng） 

(2) WR99210による第 1段階選択後の細胞からの DNA（50 ng） 

(3) WR99210およびガンシクロビル選択後の細胞からの DNA（50 ng）  

(4) プラスミド DNA(pHHT-tk-1-(5R1+3R)PfDGAT1)（1 ng） 

を鋳型として使用した。矢印で示した PCR産物のサイズは 575、1070、614、995、1143、1160 bpであ

る（それぞれプライマーセット a-fに対応）。(M)は分子量マーカー。 
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第 2章 

 

 

ヒト小腸 

ジアシルグリセロールアシル基転移酵素の解析 
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2-1 目的 

 
動物の小腸においては、食物中の脂肪に含まれるTAGは膵臓リパーゼによって加水分

解され、可溶性の遊離脂肪酸と 2-MAGに変換される。これらは小腸細胞によってすみやか
に吸収され、MGATによって 1,2-DAGになる。1,2-DAGは、DGATによって更にアシル化
を受け、最終的にTAGになる。TAGは小腸細胞においてタンパク質や他の脂質と共にカイ
ロミクロンへと組みこまれ、全身に運ばれた後に末梢組織でエネルギー源として利用され

る。現在までに、2 種類のDGAT遺伝子、DGAT1(1)、DGAT2(2) 遺伝子が同定されている。
ヒト小腸においてはDGAT1 遺伝子が高発現しているが、一方でDGAT2 遺伝子の発現は低
い。また、げっ歯類およびCaco-2 細胞（ヒト小腸由来細胞）を用いた解析で、脂質の吸収
にDGAT1 が重要であることが報告されている(3)。更に、DGAT1 ノックアウトマウスにお
いて小腸DGAT活性はほとんど消失し(4)、同マウスでは食後のカイロミクロンレベルの低下

および小腸への脂質の蓄積が観察される(5)。これらのことから、DGAT1はヒトおよびマウ
ス小腸における脂質の吸収に重要であることが示唆される。しかしながら、実際のヒト小

腸由来のDGATを用いた詳細な酵素解析については、これまでに報告がない。 
本章では、ヒト小腸 DGATについて、組換えヒト DGAT1との酵素的性質（アシル CoA

選択性、温度依存性）の比較を行い、更に、1-MAGあるいは 2-MAGをアシル基アクセプ
ターとして用いることにより、1,2-DAGあるいは 1,3-DAGに対する選択性を検討した。 
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2-2 材料と方法 

 
材料 
ヒト小腸ミクロソーム（ロット番号 045277720010、10 人の混合、20.8 mg/mL）は

KAC株式会社より購入した。ヒト脂肪ミクロソーム（ロット番号 04537127、1 mg/mL）
はTissue Transformation Technology社より購入した。ヒトDGAT1発現ミクロソームは以
下のように調製した。ヒトDGAT1 のORFを含むDNA断片をpAP3neoプラスミド（タカラ
バイオ）のマルチクローニング部位に挿入し、作製したpAP3neo-ヒトDGAT1 プラスミド
をCHO-K1 細胞に導入した。形質転換細胞から、文献記載(6)の方法により、ミクロソーム

画分を調製し、分注したサンプルを-80℃に保存した。 
 
DGAT活性測定 

DGAT反応は、0.5 mM 1,2-DAG、30 µM [14C]パルミトイルCoA（アマシャム社）、0.25 
M スクロース、1 mM EDTA、20 mM MgCl2、100 mM Tris-HCl (pH 7.5)、1.8 µM ウシ
血清アルブミンを含有する 0.15 mL反応バッファーで行った。DGAT反応は上記バッファー
にミクロソーム（21 µg/サンプル）を添加することにより開始し、室温で 0-15分反応させ
た。反応後、0.2 mLへプタンおよび 0.1 mL H2Oを添加してボルテックスし、一定量の有機
溶媒層を回収した。有機溶媒層を真空エバポレーターで乾燥させた後、抽出した脂質をエ

タノールで溶解した。脂質をシリカゲルTLCプレートにスポットし、ヘキサン／ジエチル
エーテル／酢酸（75:25:1、v/v）で展開した。TLCプレートをイメージングプレート（富士
フィルム）に 1 晩以上暴露し、TAG相当のスポットの放射活性をBAS-2500 システム（富
士フィルム）により定量化した。DGAT活性は、mgタンパク質あたりのTAGモル数で計算
した。結果は、3回の測定結果についての平均±SEMにて表示した。 
 
MGAT活性測定 

5 µgのミクロソームを 0.15 mLの反応バッファー（24 mM Tris-HCl (pH 7.5)、50 mM 
KCl、8 mM MgSO4、1.25 mg/mL ウシ血清アルブミン、1 mM DTT、0.1 mM MAG（1- or 
2-モノパルミトイルグリセロール、シグマ社））に懸濁し、30 µM [14C]パルミトイルCoA (ア
マシャム社)を加えて反応開始した。室温で 5-10 分反応後、0.3 mLヘプタン／イソプロパ
ノール／H2O（80:20:2、v/v）を添加して反応停止した。脂質の抽出および定量化はDGAT
活性測定と同様に行った。MGAT活性は、mgタンパク質あたりのDAGモル数で計算した。
結果は、3回の測定結果についての平均±SEMにて表示した。 
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2-3 結果と考察 

 
2-3-1. ヒト小腸ミクロソームの DGAT活性 
ヒト小腸ミクロソームを 1,2-DAGとアシル CoAと反応させると、時間依存的な TAG

分子の合成が認められた（Figure 2-1）。このことから、ヒト小腸ミクロソームは DGAT活
性を有すること、使用したミクロソームは酵素活性を保持していることが確かめられた。 
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Figure 2-1. ヒト小腸ミクロソームの DGAT活性 
1,2-DAGをアシル基アクセプターとした DGATアッセイを実施し、0-15分間で生成した TAGモル数を定

量化した。 

 
 
2-3-2. ヒト小腸 DGATのアシル CoA選択性および温度依存性 
  ヒト小腸 DGATのアシル CoA選択性を検討するために、アシル基ドナーとしてパルミ
トイル CoA (C16:0)、ステアロイル CoA (18:0)、オレオイル CoA (C18:1)、リノレオイル
CoA (C18:2)、アラキドニル CoA (C20:4)を用いた DGATアッセイを行った。その結果、ヒ
ト小腸 DGATは、パルミトイル CoAおよびオレオイル CoAに対して顕著な選択性を示し
た（Figure 2-2A）。このアシル CoA選択性は組換えヒト DGAT1のアシル CoA選択性とよ
く一致した（Figure 2-2B）。 
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Figure 2-2. アシル CoA選択性 
ヒト小腸ミクロソームDGAT(A)およびヒトDGAT1を導入した CHO-K1細胞ミクロソーム(B)を酵素源と

し、パルミトイル CoA (C16:0)、ステアロイル CoA (18:0)、オレオイル CoA (C18:1)、リノレオイル CoA 

(C18:2)、アラキドニル CoA (C20:4)をアシル基ドナーとして DGATアッセイを実施した。活性値は平均±

SEM(n=3)にて示す。 
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次に、DGAT活性を 20℃と 37℃で比較した。37℃におけるヒト小腸DGAT活性は 20℃
における活性の約2倍であり、この温度依存性は組換えヒトDGAT1と同様であった（Figure 
2-3A,B）。一方、ヒト脂肪組織ミクロソームでは、37℃におけるDGAT活性は 20℃の時の
4.5倍であり、ヒト小腸DGATおよび組換えDGAT1と明らかに異なっていた（Figure 2-3C）。
これまでに、ヒト小腸においてはDGAT1 遺伝子が高発現していること(1)、また、DGAT2
遺伝子の発現レベルは脂肪組織で高く小腸で低いことが示されている(2)。また、２つの

MGAT遺伝子、MGAT2 およびMGAT3 遺伝子はヒト小腸で発現しており(7,8)、かつ各酵素

はin vitroでDGAT活性をもっていることが示されているが(3)、これらの酵素のDGAT活性は
DGAT1に比べて極めて低いことが分っている。これらの知見から、ヒト小腸におけるDGAT
活性の本体は、DGAT1が主に担っていると考えた。 
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Figure 2-3. DGAT活性の温度依存性 
ヒト小腸 DGAT(A)、組換えヒト DGAT1(B)、ヒト脂肪組織 DGAT(C)を酵素源とし、パルミトイル CoA 

(C16:0)をアシル基ドナーとして、20℃と 37℃で DGAT アッセイを実施した。活性値は平均±SEM(n=3)

にて示す。 
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2-3-3. ヒト小腸 DGATの 1,2-DAGおよび 1,3-DAGに対する選択性 
  食餌中 TAGの加水分解によって生じた 2-MAGは、小腸MGATによって 1,2-DAGに
変換され、次に DGATがこの 1,2-DAGをアシル化して TAGに変換することから、小腸に
おいて 1,2-DAGは DGATの良い基質になることは間違いない。一方で、食餌中には TAG
の他に DAG も含まれ、その大部分は 1,3-DAG であることから（自然に存在する DAG の
約 75%が 1,3-DAG）、小腸 DGATが 1,3-DAGを基質とするかどうかについても興味がもた
れる。そこで、ヒト小腸 DGATが 1,2-DAGと 1,3-DAGのどちらに選択性が高いかについ
て検討を行った。検討の方法は以下のように工夫した。 

DGATアッセイの基質であるDAGは水への溶解度が非常に低いため、単純に 1,2-DAG
と 1,3-DAGを基質として比較した場合、DGAT活性の測定結果が単に基質の溶解性や基質
のミクロソーム DGAT への近づきやすさを反映し、基質選択性を正しく反映しない可能性
がある。そこで、この可能性を否定するために、小腸ミクロソームの有するMGAT活性を
利用することとした。つまり、ヒト小腸ミクロソームをMAGおよびアシル CoAと反応さ
せた場合、まず MGAT により DAG 分子が作られ、次にこの DAG 分子がミクロソーム上
で直ちに DGATの基質として供給される。この場合には水溶性の高い MAGを基質として
利用し、MGAT により形成された DAG はミクロソーム上でバッファーへの溶解を介さず
に DGATに渡されるため、DGAT活性が DAGの溶解度に影響されないことになる。本実
験では、DGATの基質となる DAGについて、アシル基の付加位置以外の条件を同じにする
ために、アシル基アクセプターとして 1-あるいは 2-モノパルミトイルグリセロール（1-MPG、
2-MPG）、アシル基ドナーとしてパルミトイル CoA を使用した。1-MPG あるいは 2-MPG
をアシル基アクセプターとして、ヒト小腸ミクロソームの MGAT アッセイを行った時の、
1,2-ジパルミトイルグリセロール（1,2-DPG、Figure 2-4A）、1,3-ジパルミトイルグリセロ
ル(1,3-DPG、Figure 2-4B）、1,2,3-トリパルミトイルグリセロール(1,2,3-TPG、Figure 2-4C）
の生成量の時間依存性を Figure 2-4に示す。 
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Figure 2-4. ヒト小腸ミクロソームによるMAGの時間依存的なアシル化 
DMSO（○）、2-MPG（▲）、1-MPG（■）をアシル基アクセプターとしてヒト小腸ミクロソームのMGAT

アッセイを実施し、生成した 1,2-DAG（A）、1,3-DAG（B）、1,2,3-TAG（C）の分子数を定量化した。活

性値は平均±SEM(n=3)にて示す。 
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  Figure 2-5 に、各アッセイにおける 1,2-DPG、1,3-DPG、1,2,3-TPG の生成量の比較
を示す。2-MPGをアシル基アクセプターとして用いた場合、主な酵素反応産物は 1,2-DPG
（12.8 nmol/mg/min）と 1,2,3-TPG（9.1 nmol/mg/min）であった（Figure 2-5A）。一方、
1-MPGをアシル基アクセプターとして用いた場合、1,3-DPG（37.6 nmol/mg/min）が主要
な酵素反応産物であり（Figure 2-5B）、この量は 2-MPGを基質とした場合の 1,2-DPGよ
りもはるかに多いものであったにもかかわらず、1-MPG アッセイで生成した TPG（4.5 
nmol/mg/min）は、2-MPG アッセイで生成した TPG 分子の約半分であった。すなわち、
2-MAGを基質とした場合、2-MAG は MGATによりアシル化されて 1,2-DAGになり、こ
の 1,2-DAG は直ちに DGAT の基質となって TAG に変換される。それに対し、1-MAG を
基質とした場合、1-MAG は MGAT により 1,2-DAG または 1,3-DAG と変換されるが、
1,3-DAGは小腸 DGATの基質となりにくいために、1,3-DAGが蓄積すると考えられる。つ
まり、ヒト小腸 DGATの基質選択性は、1,2-DAG>1,3-DAGであると結論できる。 
これらの知見より、ヒト小腸 DGATは主に DGAT1により活性が担われていること、

また、主として 1,2-DAGを基質として TAGを合成すると考えた。 
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Figure 2-5. MPGアイソマーに対するMGATアッセイ産物の定量的解析 
2-MPG（A）、1-MPG（B）をアシル基アクセプターとしてヒト小腸ミクロソームの MGAT アッセイを実

施し、各反応産物中の 1,2-DPG、1,3-DPG、TPG（1,2,3-TPG）の量を示した。活性値は平均±SEM(n=3)

にて示す。 
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第 3章 

 

 

新規モノアシルグリセロールアシル基転移酵素 

遺伝子の同定 
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3-1 目的 

 
動物の小腸において、食餌中のTAGは膵臓リパーゼによって加水分解され、2-MAGと

遊離脂肪酸になる。生成した2-MAGと遊離脂肪酸は直ちに小腸上皮細胞によって吸収され、
MGATの働きによってDAGが再形成される。次に、DAGはDGATによって更にアシル化を
受け、TAG分子が合成される。合成されたTAGはタンパク質や他の脂質とともにカイロミ
クロンへと組み込まれてリンパへと放出され、末梢組織において脂質源として利用される。

一方、MGATは、脂肪組織や肝臓といったTAGが活発に加水分解され、脂肪酸の再利用が
行われている組織においても活性があることがわかっている。MGATはそれらの組織にお
いて、TAGの加水分解で生じた脂肪酸のうち、de novo合成ができない多価不飽和脂肪酸を
選択的にTAGに組み込むことによって、不飽和脂肪酸を保持する機能があると考えられて
いる。しかしながら、モノアシルグリセロール経路がそれらの組織においてどの程度TAG
合成に寄与しているのか、またMGAT分子種のうちどれがTAG合成に重要であるのか、と
いった点についてはよくわかっていない。本章においては、まず新規なMGAT遺伝子の同
定を試み、リン脂質の合成に関与するLPGAT1 遺伝子（ lysophosphatidylglycerol 
acyltransferase 1）(1)がMGAT活性を有すること、またLPGAT1 遺伝子はマウス肝臓にお
いて高発現していることを見出した。 
 
 

3-2 材料と方法 

 
マウス LPGAT1 cDNAのクローニング 

アシルトランスフェラーゼファミリーに保存されているアミノ酸配列モチーフを有す

るマウスcDNA配列をNCBIデータベースから見出して検索を実施したところ、この遺伝子
は既知のLPGAT1遺伝子と同一であることがわかった(1)。マウス脂肪組織cDNAライブラリ
ー（Biochain社）から、PCRプライマー(forward；5’-CCACTGAGACAGGACCGAC-3’、
reverse；5’-ATGTAGCAAGTCCAAGTCAA-3’)を用いてLPGAT1遺伝子の全長コーディン
グ領域を増幅した。PCRは、Ex-Taqポリメラーゼ (タカラ社)を使用し、50サイクルの増幅
（94℃-30 秒、60℃-30 秒、72℃-60 秒）を実施し、1.2 kbのcDNA産物を取得した。この
フラグメントをpT7-Blueベクター（Novagen社）にサブクローニングし、塩基配列を決定
した。 
 
ノーザンブロット 
マウスLPGAT1 遺伝子の全長cDNA配列を鋳型にし、ランダムプライムキット（タカ

ラ社）を用いて[α-32P]dCTP標識LPGAT1 プローブを合成した。合成したLPGAT1 プロー
ブを用いて、正常マウス組織poly-A RNAブロット（Biochain社）をハイブリダイズした。
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ハイブリダイゼーションは、DIG Easy Hyb（ベーリンガー社）キットを用い、50℃、オー
バーナイトで実施した。ハイブリダイズしたメンブレンを 0.1% SDS含有 2×SSCバッファ
ーで室温にて 2回洗浄、次に 0.1 % SDS含有 0.1×SSCバッファーで 50℃にて 1回洗浄し、
余分な放射標識プローブを除去した。メンブレンをイメージングプレートに暴露し、放射

標識シグナルをBAS-2500システム（富士フィルム社）にて解析した。 
 
FLAGタグ LPGAT1の CHO細胞における強制発現 
マウス LPGAT1 cDNAをプライマー（forward；5’-CCAGAATTCATGGCCGTGACCG 

TG-3’、reverse；5’-CCAAAGCTTCAATTCCTAAAATAGACAATGG-3’）で PCR 増幅し、
増幅された 1.1 kbフラグメントを pCMV-Tag2Bベクター（Stratagene社）にサブクロー
ニングした。作製した FLAG タグ LPGAT1 プラスミドを、リポフェクトアミン PLUS キ
ット（Invitrogen 社）を用いて CHO 細胞に導入した。安定発現細胞を単離するために、
FLAGタグ LPGAT1プラスミドを導入した CHO細胞を 400 µg /mL GENETICIN（ギブ
コ社）含有培地で 7 日間培養し、限界希釈法にてクローンを分離した。取得した安定発現
細胞、または一過性発現細胞（形質転換 24 時間後）を氷冷 PBS にて回収・遠心し、ペレ
ットを 50 mM Tris-HCl(pH 7.5)、250 mM スクロース、1 mM EGTA、1 mM DTT、プロ
テアーゼ阻害剤カクテル（シグマ社）からなるバッファーにて溶解した。Lysate を氷上に
てソニケーションし、-80℃で凍結保存した。 
 
MGAT活性測定 

MGAT活性の測定は定法に従って実施した。つまり、細胞Lysateあるいはミクロソー
ム、50 mM ADA(N-(2-acetamido) iminodiacetic acid)(pH 6.4)、2.5 mM MgCl2、1.25 
mg/mL ウシ血清アルブミン、1 mM EDTA、30 µM [14C]パルミトイルCoA（アマシャム社）、
0.4% CHAPSに前もって懸濁しておいた 1/10 容量の 1 mM MAG (sn-2-モノオレオイルグ
リセロールあるいはrac-1-モノオレオイルグリセロール、シグマ社)からなる 0.15 mLのバ
ッファーで、25℃にて反応を行わせた。反応はパルミトイルCoAの添加で開始し、0.3 mL
ヘプタン／イソプロパノール／H2O (80:20:2、v/v)の添加で停止させた。反応終了後、反応
液に 0.2 mLのヘプタンと 0.1 mL H2Oを加えてボルテックスし、遠心後有機溶媒層を回収
し、真空エバポレーターで乾燥させた。抽出した脂質をシリカゲルTLCプレート（150 Å、
ワットマン社）にスポットし、ヘキサン／ジエチルエーテル／酢酸（75:25:1、v/v）にて展
開した。TLCプレートをイメージングプレートに感光させ、DAGの放射活性をBAS-2500
システム（富士フィルム社）にて測定した。MGAT活性はmgタンパク質あたりのDAGモル
数から計算した。 
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3-3 結果 

 
3-3-1. 新規MGAT遺伝子としてのマウス LPGAT1の同定 
既知のアシルトランスフェラーゼファミリーで保存されているモチーフとの相同性を

指標に、マウスにおける新規MGAT遺伝子の候補遺伝子をNCBIデータベースから見出した。
そこで、マウス脂肪組織cDNAライブラリーから、本候補遺伝子を含む 1.2 kbのcDNAフラ
グメントをPCR法によりクローニングした。塩基配列を解析した結果、この遺伝子はアシ
ルトランスフェラーゼモチーフを有する 370アミノ酸からなる 43 kDaのタンパク質をコー
ドし、既知のLPGAT1 遺伝子と同一であった(1)。LPGAT1 は種々のリゾホスファチジルグ
リセロール（LPGs）を基質として認識し、ホスファチジルグリセロールを合成することが
既に報告されているが（Figure 3-1）、本酵素がDAGやMAGといった中性脂質を認識する
かどうかについては不明であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-1. LPGAT反応 
（→）の部位がアシル化を受ける。 

 
 
3-3-2. マウス LPGAT1遺伝子の発現分布 

マウスLPGAT1 遺伝子発現の組織分布をノーザン解析によって分析した。ヒトでのデ
ータと同様(1)、2種類のRNAスプライシングアイソフォームが検出された。マウスLPGAT1
遺伝子は、心臓、腎臓、肝臓、皮膚、小腸、胸腺といった組織で発現が認められた。ヒト

での発現と異なり、マウスLPGAT1遺伝子は肝臓において最も高発現していた（Figure 3-2）。 
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Figure 3-2. マウス LPGAT1遺伝子発現の組織分布 
マウス組織における LPGAT1遺伝子の発現分布をノーザンブロットによって解析した。 

レーン 1、脳；レーン 2、心臓；レーン 3、腎臓；レーン 4、肝臓；レーン 5、肺；レーン 6、骨格筋；レ

ーン 7、皮膚；レーン 8、小腸；レーン 9、脾臓；レーン 10、胃；レーン 11、精巣；レーン 12、胸腺 

 
 
3-3-3. CHO細胞で発現させた組換え LPGAT1のMGAT活性 

LPGAT1 遺伝子によってコードされるタンパク質のアシル基転移酵素活性を検討する
ために、LPGAT1 遺伝子を CHO 細胞に一過的に発現させた細胞抽出液について、アシル
グリセロールリン酸アシル基転移酵素（AGPAT）、DGAT、アシル CoA:コレステロールア
シル基転移酵素（ACAT）、MGAT活性、を測定した。LPGAT1遺伝子を導入した細胞にお
いて、ベクターを導入した細胞に比べて AGPAT、DGAT、ACAT活性の上昇は認められな
かったものの、MGAT活性は約 5倍上昇した（Figure 3-3A）。 

次に、LPGAT1のMGAT活性の基質選択性を調べるために、アシル基アクセプターと
して 1-MAGあるいは 2-MAGを使用して MGATアッセイを実施した。その結果、既知の
MGAT と同様、LPGAT1 は 2-アイソマー（2-MAG）に対して選択性が高いと考えられた
（Figure 3-3B）。 
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Figure 3-3. LPGAT1の in vitro MGAT活性および基質選択性 
(A)CHO細胞に空ベクターあるいはマウスLPGAT1 遺伝子を導入し、細胞抽出液のアシルトランスフェラ

ーゼ活性（AGPAT、DGAT、ACAT、MGAT活性）を調べた。反応は、アシル基ドナーとして[14C]パ

ルミトイルCoA、アシル基アクセプターとしてリゾホスファチジン酸、DAG、コレステロール、MAG

を用い、それぞれホスファチジン酸、TAG、コレステロールエステル、DAGの生成により酵素活性を

測定した。活性値は平均±SEM(n=3)にて示す。ベクター導入群との有意差はStudentのt-testにより検

定した（**P<0.01）。 

(B) LPGAT1のアシル基アクセプター選択性（1-MAGあるいは 2-MAG）。30 µM [14C]パルミトイルCoA、

0.1 mM 1-MAGあるいは 2-MAGを用いてMGATアッセイを行った。 
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3-4 考察 

 
小腸以外の組織におけるMGAT遺伝子を探索することを目的として、アシルトランス

フェラーゼモチーフを有する候補遺伝子をマウスcDNAライブラリーから同定したところ、
この遺伝子は既知のLPGAT1 遺伝子と同一のものであった(1) （Figure 3-4）。LPGAT1 は
リゾホスファチジルグリセロール（LPG）を基質として、ミトコンドリア内膜の必須構成
成分であるカルジオリピン（CL）の前駆体であるホスファチジルグリセロール（PG）を合
成すると考えられているが（Figure 3-5）、本酵素がDAGやMAGといった中性脂質を認識
するかどうかについては不明であった。そこで、このLPGAT1遺伝子をCHO細胞に発現さ
せたところ、ベクターコントロールに比べて 5 倍のMGAT活性を示し、一方で他のアシル
トランスフェラーゼ活性AGPAT、DGAT、ACATについては差が認められなかった（Figure 
3-3A）。更に、既知のMGAT、つまりMGAT1(2)、MGAT2(3,4)、MGAT3(5)と同様、LPGAT1
はアシル基アクセプターとして 1-MAGより 2-MAGを好むことがわかった（Figure 3-3B）。
このことは、LPGAT1が他のMGATと同様の酵素的性質を有することを示唆する。本結果、
および第 4章に示すノックダウン実験の結果から、LPGAT1遺伝子は新規なMGAT遺伝子
であると結論した。また、ノーザン解析の結果、マウスLPGAT1 遺伝子は心臓、腎臓、小
腸を含む多くの組織に発現しており、肝臓で最も高発現していた（Figure 3-2）。肝臓は比
較的高いMGAT活性を有する臓器であることがわかっているが、一方でこれまで同定され
ているMGAT遺伝子でマウス肝臓において高発現しているものはなかったことから、
LPGAT1は肝臓でのMGAT活性を担う酵素である可能性がある。 
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Figure 3-4. ヒトLPGAT1のアミノ酸配列（参考文献(1)より転載） 
下線：アンカー配列、枠：アシルトランスフェラーゼモチーフ、＊：N-グリコシレーション部位 

 

 

 

 
Figure 3-5. ホスファチジン酸からのカルジ
オリピン合成経路（参考文献(1)より転載） 
 
PA=ホスファチジン酸 

PGP=ホスファチジルグリセロールリン酸 

PG=ホスファチジルグリセロール 

LPG＝リゾホスファチジルグリセロール 

CL=カルジオリピン 

LCL=リゾカルジオリピン 
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第 4章 

 

 

リゾホスファチジルグリセロールアシル基転移酵素

LPGAT1の遺伝子ノックダウンによる 

マウス肝臓トリアシルグリセロール合成の抑制 
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4-1 目的 

 
第 3章において、LPGAT1は新規なMGAT遺伝子であり、マウス肝臓で高発現してい

ることを見出した。そこで第 4 章では、肝臓 MGAT である LPGAT1 遺伝子の脂質代謝に
おける役割を検討する目的で、脂質異常を呈する肥満／糖尿病モデルである db/db マウス
を用いて、肝臓 LPGAT1遺伝子の選択的ノックダウン実験を行った。LPGAT1遺伝子に対
する shRNA発現アデノウイルスを構築して db/dbマウスに感染させ、肝臓MGAT活性、
LPGAT1遺伝子発現レベル、血中／肝臓中 TAGおよびコレステロールのレベルを調べた。 
 
 

4-2 材料と方法 

 
動物 
全ての動物実験は、大日本住友製薬の動物実験倫理委員会の承認を得て実施した。肥

満／糖尿病モデルである db/dbマウス（7週齢、オス）を日本クレアから購入した。マウス
は通常の飼育条件（22±3℃、明期：8:00-20:00）で飼育し、餌は普通食、自由摂食・自由
飲水とした。 
 
マウス肝臓からのミクロソーム調製 

マウスから肝臓を摘出し、既報の方法(1)に従ってミクロソーム画分を調製した。調製し

たサンプルは-80℃にて保存した。 
 
MGAT／DGAT活性測定 
第 2章記載の方法と同様に行った。 

 
定量的 RT-PCR 
回収した CHO細胞あるいは切除した肝臓より RNA精製キット（キアゲン社）を用い

て、キット添付のプロトコールに従って RNAを調製した。回収した RNAを、酵素キット
（Power SYBR Green PCR Master Mix）および ABI Prism 7900-HT Sequence Detector 
（PE Applied Biosciences）を用いた定量的 RT-PCRに供した。LPGAT1遺伝子の解析用
の PCRプライマーおよびプローブは、Primer Expressあるいは Oligo Softwareを用いて
設計した。 
 
LPGAT1 shRNA発現アデノウイルスの構築 

マウス LPGAT1遺伝子のノックダウンのための shRNA配列（5’-GTTTAGAATGTAA 
GTCAAACGTGTGCTGTCCGTTTGATTTGCATTCTAAGCCTTTTT-3’）を、pcPURU6i カ
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セット（タカラ社）のクローニング部位に挿入した。作製したプラスミドを EcoRI、BamHI
で消化し、得られたフラグメントをコスミドベクターpAxcwit2（ニッポンジーン社）の SwaI
部位に挿入した。LPGAT1 shRNA アデノウイルス（AxmU6shRmLPGAT1）およびマウ
ス Lamin shRNA アデノウイルス（AxmU6shRmlamin）をベクター添付のプロトコール
に従って構築した。In vivo 実験の空ベクターコントロールとして、U6 プロモーターのみ
を含むアデノウイルスの構築も行った。得られたアデノウイルスを HEK-293細胞に感染さ
せた後、ウイルスを塩化セシウムによる 2回の遠心で精製した。ウイルスの粒子濃度は 260 
nmの吸収で測定した。 
 
ウェスタンブロット 

FLAGタグ-マウス LPGAT1の安定発現 CHO細胞に対し、マウス LPGAT shRNAア
デノウイルス、あるいはマウス Lamin shRNA アデノウイルスを感染させた。感染細胞か
ら膜画分を調製し、抗 FLAG M2抗体によるウェスタンブロットにより FLAGタグタンパ
ク質の発現を検出した。 
 
動物実験 

db/dbマウスは食欲抑制ホルモンであるレプチンの受容体に変異を持ち、過食によって
肥満／糖尿病、および脂質代謝異常を示すモデルである。db/dbマウスおよびコントロール
db/mマウス（7週齢）を日本クレア社から購入した。7日間の馴化期間の後、db/dbマウス
の体重および血中TAGレベルを測定し、群間の平均が同じになるように個体を群わけした。
LPGAT1 shRNAあるいはコントロールアデノウイルスを希釈し、尾静脈からマウスに注射
した（6×1010 粒子／個体）。注射後、体重を経時的にモニターし、摂食量を 1 週間に 2 回
測定した。5日あるいは 16日後、麻酔下で腹部大静脈から全採血し、摘出組織の重量を測
定して直ちに-80℃で凍結した。血清TAG、コレステロール、遊離脂肪酸（FFA）、HDLコ
レステロール濃度は、和光のキットを用いて測定した。肝臓脂質の測定については、約 50 mg
の肝臓組織を 0.5 mLヘキサン／イソプロパノール（3:2、v/v）中でホモジナイズ後、上清
0.1 mLを 40℃で 1時間以上乾燥させた。抽出した脂質をエタノールに溶解し、脂質（TAG、
コレステロール）量を上記と同様に測定した。 
 
統計解析 

In vitro 実験については、値は 2 回以上の独立した実験の平均値、あるいは平均値±
SEMで表した。In vivo実験については、値は 1測定項目あたり 5検体以上についての平
均値±SEM で表した。群間の有意差は Student の t-test で検定し、P 値が 0.05 未満につ
いて有意と判定した。 
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4-3 結果 

 
4-3-1. db/dbマウス肝臓におけるMGAT活性と LPGAT1発現 

肝臓の MGAT 活性を db/db マウスとコントロール db/m マウスで比較したところ、

db/dbマウス肝臓のMGAT活性は db/mマウスの 1.5倍であった（Figure 4-1A）。同様に、
db/dbマウス肝臓における LPGAT1の発現は db/mマウスの 2倍であり、MGAT活性とパ
ラレルであった（Figure 4-1B）。 
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Figure 4-1. db/mおよび db/dbマウス肝臓におけるMGAT活性と LPGAT1遺伝子発現 
(A)db/mあるいはdb/dbマウス肝臓よりミクロソームを調製し、30 µM [14C]パルミトイルCoAおよび 0.1 

mM 2-MAGを用いてMGATアッセイを行った。 

(B)db/mあるいは db/dbマウス肝臓よりトータル RNAを調製し、定量的 RT-PCRにより LPGAT1遺伝子

の発現を測定した。値は平均値±SEM（n=5）で示し、2群間の有意差は Studentの t-testにより検定

した（*P<0.05）。 

 
 
4-3-2. LPGAT1 shRNAアデノウイルスの構築 
  db/db マウスの脂質代謝における LPGAT1 遺伝子の役割を検討する目的で、アデノウ
イルスベクターを用いた LPGAT1遺伝子のノックダウンを試みた。LPGAT1遺伝子に対す
る shRNA を発現するアデノウイルスを構築し、マウス LPGAT1 安定発現 CHO 細胞に感
染させた。ウェスタン解析の結果、マウス Lamin shRNA（ネガティブコントロール）感染
では LPGAT1タンパク質の量に影響がなかったのに対し、LPGAT1 shRNAアデノウイル
ス感染ではウイルス量に比例して LPGAT1タンパク質の量が減少した（Figure 4-2）。この 
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Figure 4-2. LPGAT1 shRNAアデノウイルスによる LPGAT1遺伝子発現の抑制 
FLAGタグ-マウス LPGAT1遺伝子を安定発現する CHO細胞に対し、マウス LPGAT1 shRNAアデノウ

イルスあるいはマウス Lamin shRNA アデノウイルスを種々の MOI で感染させた。細胞から膜画分を調

製し、抗 FLAG M2抗体によるウェスタンブロットにより FLAGタグ-マウス LPGAT1タンパク質を定量

化した。 

 
 
ことから、LPGAT1 shRNAアデノウイルスは特異的かつ顕著に LPGAT1遺伝子の発現を
抑制することが確かめられた。 
 
 
4-3-3. db/dbマウス肝臓 LPGAT1遺伝子の in vivoノックダウン 

LPGAT1遺伝子のin vivoノックダウン実験にあたり、LPGAT1 shRNAアデノウイルス
の感染粒子数を決定した。空ウイルスの尾静脈注射を行ったところ、1匹あたり 6×1010 粒
子のウイルスまでは影響が認められなかったが、それ以上のウイルスを注射すると顕著な

体重低下および摂食量の低下が認められた（データは省略）。よって、以下のin vivoノック
ダウン実験においては、1匹あたり 6×1010 粒子のLPGAT1 shRNAアデノウイルスを使用
することと決定した。また、アデノウイルスの感染部位を検討したところ、ほぼ肝臓特異

的であり（データは省略）、既報の結果と一致した(2)。 
8週齢のオス db/dbマウスに LPGAT1 shRNAアデノウイルスを尾静脈注射した。ネガ

ティブコントロールとして、コントロール群には空ウイルスを注射した。両群のマウスと

も、感染後 5日および 16日に解析に供した。 
LPGAT1遺伝子のmRNAレベルは、LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染 5日後でコ

ントロール比 17%、感染 16 日後でコントロール比 8％に低下した。一方、感染 5 日後の
DGAT1遺伝子のmRNAレベルは変化せず、感染 5日後および 16日後の DGAT2遺伝子の
mRNAレベルも変化が認められなかった（Figure 4-3A,B）。この結果より、LPGAT1 shRNA
アデノウイルスは db/db マウス肝臓の LPGAT1 遺伝子発現を 16 日間以上、特異的に抑制
したと考えられた。 
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Figure 4-3. db/dbマウスへの LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染による肝臓 LPGAT1
のノックダウン効果 
db/dbマウスにコントロール（Control）あるいは LPGAT1 shRNAアデノウイルスを静脈内注射した。ウ

イルス感染後 5日後（A）、16日後（B）にマウスを解剖し、肝臓における各遺伝子の発現を定量的 RT-PCR

にて解析した。値は平均値±SEM（n≧4）で示し、群間の有意差は Student の t-test により検定した

（**P<0.01）。 
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酵素アッセイの結果、LPGAT1 shRNAアデノウイルスによる LPGAT1 mRNAの抑制
によって、肝臓MGAT活性および肝臓 LPGAT活性がいずれも有意に低下していることが
確かめられた（Figure 4-4A,B）。一方で、肝臓MGATおよび LPGAT活性の低下の程度が
LPGAT1 mRNA レベルの低下から予想されるより小さいものであったことは、LPGAT1
以外の酵素が肝臓MGATおよび LPGAT活性に寄与している可能性を示唆する。 
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Figure 4-4. LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染 db/dbマウスにおける肝臓MGAT活性
および LPGAT活性 
コントロール（Control）および LPGAT1 shRNA アデノウイルスを感染させた db/db マウスの肝臓の

MGAT活性（A）、LPGAT活性（B）を示す。値は平均値±SEM（n=5）で示し、群間の有意差は Student

の t-testにより検定した（*P<0.05、**P<0.01）。 

 
 
ウイルス感染後の摂食量および体重を経時的に検討した。ウイルス感染 2 日後、コン

トロールおよび LPGAT1 shRNA アデノウイルス感染マウスいずれについても僅かな
（15％）の摂食量低下が認められたが、2日目以降の摂食量は感染前のレベルまで回復した。
実験期間中を通じて、LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染マウスの摂食量はコントロール
マウスと比べて差が認められなかった（Figure 4-5A）。体重については、LPGAT1 shRNA
アデノウイルス感染マウスの体重はコントロールマウスに比べて僅かではあるが有意に減

少していた（Figure 4-5B、Table 4-1）。肝臓および副睾丸周囲脂肪組織の重量は、感染 16
日後において 2群で差が認められなかった（Table 4-1）。 
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Figure 4-5. LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染 db/dbマウスの摂食量および体重 
コントロール（Control）あるいは LPGAT1 shRNAアデノウイルスに感染させた db/dbマウスの 16日間

の摂食量（A）、体重（B）を示す。値は平均値±SEM（n=5）で示し、群間の有意差は Student の t-test

により検定した（*P<0.05）。 
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Table 4-1. LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染 db/dbマウスの体重および組織重量 

Parameters Control LPGAT1 shRNA P value

BW, day 0 (g) 37.3 ± 0.5 36.2 ± 0.5 0.158 

BW, day 16 (g) 45.5 ± 0.6 43.2 ± 0.4 ** 0.005 

BW gain (g) 8.2 ± 0.4 7.0 ± 0.3 * 0.026 

Liver weight (g) 3.94 ± 0.23 3.83 ± 0.19 0.716 

Epididymal fat weight (g) 1.87 ± 0.10 1.99 ± 0.08 0.384 

値は平均値±SEM（n=5）で示す。 

 
 
次に、LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染マウスにおける脂質プロファイルを検討し

た。興味深いことに、LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染によって、血清 TAGおよび総
コレステロールレベルの顕著かつ有意な低下が認められ、遊離脂肪酸も有意な低下が認め

られた（Figure 4-6A,B,C）。一方、血清 HDLコレステロールレベルには有意な作用は認め
られなかった（Figure 4-6D）。 
更に、LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染によって肝臓中の脂質含量が影響を受ける

かどうか検討する目的で、肝臓 TAGおよびコレステロールレベルを調べた。その結果、血
清中の脂質プロファイルとは異なり、肝臓中の総コレステロールレベルは LPGAT1 shRNA
アデノウイルス感染群で有意に上昇しており、db/dbマウス肝臓にコレステロールが蓄積し
ていることが示唆された（Figure 4-7B）。また、LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染群で
肝臓TAGレベルも上昇傾向であったが、コントロール群との差は有意ではなかった（Figure 
4-7A）。 
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Figure 4-6. LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染 db/dbマウスの血清脂質濃度 
コントロール（Control）あるいは LPGAT1 shRNAアデノウイルスに感染させた db/dbマウスにおける、

血清 TAG（A）、総コレステロール（B）、遊離脂肪酸（C）、HDLコレステロール（D）濃度を示す。値は

平均値±SEM（n=5）で示し、群間の有意差は Studentの t-testにより検定した（*P<0.05、**P<0.01）。 
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Figure 4-7. LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染 db/dbマウスの肝臓脂質含量 
コントロール（Control）あるいは LPGAT1 shRNAアデノウイルスに感染させた db/dbマウスにおける、

肝臓中の TAG（A）、総コレステロール（B）含量を示す。値は平均値±SEM（n=5）で示し、群間の有意

差は Studentの t-testにより検定した（*P<0.05）。 
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4-4 考察 

 
  本研究において、db/dbマウス肝臓におけるLPGAT1遺伝子の発現はコントロールマウ
スに比べて 2倍高く、この発現亢進はdb/dbマウス肝臓のMGAT活性と一致していることが
見出された（Figure 4-1）。他のMGAT遺伝子については、MGAT1 遺伝子はマウス肝臓に
おいて発現していることが報告されているが、その発現レベルはきわめて低く(3)、本研究に

おいてもdb/dbマウス肝臓のMGAT1 遺伝子発現を検討したが、コントロールと比べて上昇
が認められなかった（データは省略）。MGAT2 遺伝子については、マウス小腸では高発現
が認められているものの、肝臓では発現していない(4,5)。MGAT3 遺伝子はヒト小腸のみで
発現することが報告されており、マウス肝臓では発現していない(6)。つまり、db/dbマウス
肝臓でのMGAT活性の上昇は、肝臓におけるLPGAT1 遺伝子の発現上昇によるものである
可能性が高い。更に、LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染によって、db/dbマウス肝臓の
LPGAT1 遺伝子発現が顕著に抑制されたが、この時肝臓のMGAT活性の有意な低下が認め
られた（Figure 4-4A）。 

以上の結果、および第 3章で示したようにLPGAT1がin vitroでMGAT活性を有してい
ることは、マウス肝臓においてLPGAT1 がMGATとして機能していることを示すものであ
る。一方、LPGAT1 タンパク質はin vitroでLPGAT活性を持っていることが報告されてお
り(7)、本研究においてもLPGAT1ノックダウンマウスの肝臓でLPGAT活性の低下が確認で
きた（Figure 4-4B）。この解釈としては、LPGAT1タンパク質が生理的条件に応じてMGAT
あるいはLPGATとして機能する可能性が考えられる。つまり、組織中のMAGの濃度が高い
条件ではLPGAT1 はMGATとして機能し、リゾホスファチジルグリセロール濃度が高い条
件ではLPGATとして機能する。この可能性については今後の解析を待つ必要があるが、一
方でLPGAT1 のMGATとしての酵素的性質、つまりアシルCoAに対する選択性や酵素反応
速度解析などについても検討を行う必要がある。 
 
肝臓は生体内における TAG代謝に重要な役割を果たしていることから、肝臓のMGAT

活性も全身の TAG 代謝に影響を及ぼしている可能性があるが、これまで肝臓の MGAT 活
性を担う酵素が同定されていなかったため、その寄与はよくわかっていなかった。そこで、

我々は肝臓MGAT活性が主として LPGAT1によるということを初めて示したので、RNAi
技術を用いて肝臓 MGAT の脂質代謝への寄与を検討した。db/db マウスは肥満／糖尿病モ
デルでありながら同時に脂質代謝異常（高脂血症）を呈すること、肝臓で LPGAT1遺伝子
発現の上昇およびMGAT活性の亢進が認められることから、肝臓MGAT（LPGAT1）ノッ
クダウンの影響を検討するのに適したモデルであると考えた。そこでまず、LPGAT1 
shRNAアデノウイルスを構築し、このウイルスが in vitroで LPGAT1発現を抑制すること
（Figure 4-2）、in vivoで肝臓 LPGAT1遺伝子発現およびMGAT/LPGAT活性を抑制する
こと（Figure 4-3、Figure 4-4）を確認した。LPGAT1 shRNAアデノウイルスは db/dbマ
ウスの摂食量に影響を与えなかったが、体重は僅かに低下させた（Figure 4-5）。肝臓およ
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び副睾丸周囲脂肪組織の重量は LPGAT1 shRNA アデノウイルス感染によって変化がなか
ったことから（Table 4-1）、体重低下は皮下脂肪などの組織の寄与によるものと考えられる。 
  興味深いことに、LPGAT1 shRNAアデノウイルス感染によってdb/dbマウスの血清
TAGおよびコレステロールレベルが顕著に低下し、遊離脂肪酸についても有意な低下が認
められた（Figure 4-6A,B,C）。LPGAT活性はTAG合成およびコレステロール合成に関与し
ないことから、これらの脂質プロファイルの変化は肝臓MGAT活性の低下に起因するもの
と考えられた。具体的には、LPGAT1 shRNAアデノウイルスによって肝臓MGAT活性が低
下すると、肝臓TAG合成が阻害される。肝臓TAGはコレステロールとともにVLDLに組み
込まれて血中に分泌されるため、TAG合成の阻害はVLDLの形成低下となって反映される。
すると血中に分泌されるVLDLが少なくなり、結果として血清中のTAGとコレステロールの
レベルが低下すると考えられる。この仮定が正しいとすると、VLDL分泌低下の結果として、
TAG合成経路とは独立して合成される肝臓コレステロールが肝臓中に蓄積することになる
が、今回の実験において肝臓コレステロール含量の有意な増加が認められたことから

（Figure 4-7B）、この仮説を支持すると考えた。一方、肝臓TAGについては僅かな増加が
認められたものの、コレステロールに比べて程度が小さく、有意な増加ではなかった

（Figure 4-7A）。これは、モノアシルグリセロール経路とグリセロールリン酸経路の２つ
の経路のうち、前者で合成されるTAGは分泌に、後者で合成されるTAGはTAG蓄積に主と
して使われる、という可能性を示唆する。この場合、LPGAT1 shRNAアデノウイルスはモ
ノアシルグリセロール経路由来のTAG分泌を主に阻害することによってVLDL分泌を阻害
し、一方で肝臓TAG蓄積には影響しないことになる。ラット肝臓を用いた解析で、DGAT
には 2 つのタイプがあり、1 つは主にTAG蓄積に、もう 1 つはTAG分泌に主に関与する、
という報告(8)はこれを支持するものであるが、MGATにもこのような使い分けが存在するか
どうかは今後の検討課題である。 

DGAT1ノックアウトマウスでは血清TAGレベルは正常であり(9)、またアンチセンスオ

リゴヌクレオチドによってDGAT2 をノックダウンした肥満マウスでは、血清TAGと肝臓
TAG量がいずれも有意に低下することが報告されている(10)。しかしながら、いずれのマウ

スにおいても、血清および肝臓のコレステロールレベルは変化が認められていない。これ

に対して、本報告における肝臓LPGAT1 のノックダウンでは、血清TAGと血清コレステロ
ール両方について大きな低下が認められることから、肝臓LPGAT1（MGAT）のユニーク
な役割が示唆される。 
結論として、本研究では LPGAT1 がマウス肝臓で高発現する唯一の MGAT であるこ

とを見出した。さらに db/dbマウスにおける肝臓 LPGAT1の特異的ノックダウン実験の結
果、血清 TAG と血清コレステロールが顕著に低下することを明らかにした。この結果は、
LPGAT1は生体内でMGATとして機能すること、そしてマウス肝臓からの TAG分泌に関
与することを示すものである。 
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総括 
 
TAGは生体にとって重要な分子であり、その合成は DGATおよび MGATによって担

われている。その生理的重要性から DGATおよびMGATについては多くの研究報告がなさ
れているが、遺伝子が同定されたのが比較的最近であることもあり、活性や機能が未知の

生物種や、また哺乳動物の各組織における責任分子、TAG 合成への寄与度など、不明な点
も多い。そこで本論文では、これらの不明点について種々の検討を加え、DGAT／MGAT
研究の進展に寄与することを目的とした。 

 
第 1章ではまず、熱帯熱マラリア原虫 Plasmodium falciparumの DGAT遺伝子の同

定およびマラリア DGAT遺伝子の機能解析を実施した結果について述べた。P. falciparum
はそのゲノム中にただ 1つの DGAT様 ORFを含んでいるが、この配列が DGATをコード
するのかどうか、さらにこの DGAT がマラリアにとって必要な酵素であるかどうかは不明
であった。そこで、この DGAT様遺伝子（PfDGAT1）について検討した結果、赤血球内増
殖過程で TAG 合成が活発な時期に発現が亢進すること、また CHO-K1 細胞で過剰発現さ
せると有意に DGAT 活性が上昇することを確かめた。また 2 重組換えの手法を用いて
PfDGAT1 遺伝子を欠失した株を作製したところ、この株は増殖能を失うことがわかった。
これらのことから、マラリア原虫の PfDGAT1遺伝子は DGATをコードしており、マラリ
ア増殖過程に必須であることを明らかにした。 
熱帯地域を中心として世界的に広く蔓延しているマラリア（年間 150 万－270 万人が

死亡、WHO推計）の対策は人類の喫緊の課題であるが、キニーネやクロロキンなどの既存
の治療薬は副作用や耐性株などの問題があり、よい治療薬がないのが現状である。本章の

成果は、マラリア原虫における TAG代謝の理解に貢献するだけでなく、マラリアの DGAT
を選択的に抑制する化合物の取得によって、マラリアの治療薬の開発につながると期待さ

れる。 
 
第 2章では、ヒト小腸の DGAT活性に関する検討を行った結果について述べた。ヒト

小腸ではモノアシルグリセロール経路がドミナントであり、MGAT 活性が重要であること
が知られているが、DGAT 活性については詳細な解析が行われていない。そこで、まずヒ
ト小腸から調製したミクロソームの DGAT 活性を確認し、ヒト小腸 DGAT のアシル CoA
選択性および反応の温度依存性を検討した。その結果、ヒト小腸 DGATのアシル CoA選択
性および反応の温度依存性は組換えヒト DGAT1と一致した。次にヒト小腸ミクロソームを
用いて MGAT アッセイを行ったところ、2-MAG をアシル基アクセプターとして反応させ
た場合、1,2-DAGおよび TAGが生成するのに対し、1-MAGをアシル基アクセプターとし
た場合には 1,3-DAGが主産物であり、TAGはほとんど生成しないことがわかった。これら
の結果から、ヒト小腸 DGAT 活性は主に DGAT1 によって担われており、また主として
1,2-DAGを基質として TAGを合成すると考えた。つまり、ヒト小腸 DGATは、モノアシ
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ルグリセロール経路で合成される 1,2-DAG を主な基質とし、食餌中の主要な DAG である
1,3-DAGは基質として利用しない可能性を考えた。 

 
第 3章では、新規なMGAT遺伝子の同定を行った結果について述べた。MGAT活性は

小腸だけでなく肝臓でも検出できることが知られているが、これまでマウス肝臓で高発現

が報告されている MGAT 分子種はなかった。今回、新規な MGAT 候補として同定した
LPGAT1は、in vitroでMGATに特徴的な活性を有し、かつマウス肝臓での発現が高いこ
とがわかった。 
 
第 4章では、第 3章で見出した新規MGATである LPGAT1について、in vivoノック

ダウンを行うことにより、脂質代謝への影響を検討した結果について述べた。脂質異常を

呈する db/dbマウスに対して LPGAT1 shRNAアデノウイルスを感染させたところ、肝臓
の LPGAT1遺伝子の選択的な発現抑制と、MGAT活性および LPGAT活性の低下が認めら
れた。興味深いことに、shRNA アデノウイルスに感染したマウスでは顕著な血清 TAG と
コレステロールレベルの低下が認められた。この結果から、LPGAT1 はマウス肝臓におい
て実際にMGATとして機能し、肝臓における TAG合成と肝臓からの VLDL分泌に一定の
寄与をしていることが明らかとなった。 

 
第 3、4章の結果は、これまで 3種類同定されているMGAT（MGAT1, MGAT2, MGAT3）

遺伝子に加えて新たなMGAT分子種を同定した点だけでなく、この LPGAT1（MGAT）が
マウス肝臓において実際に MGAT 活性を担っており、更に血中 TAG やコレステロールの
調節に関与していることを見出した点で非常に重要である。本研究によって、全身の脂質

代謝における肝臓MGAT活性の重要性が認識され、MGAT研究が更に進展するものと期待
できる。 
近年血液中の脂質レベルの増大、つまり高TAG血症あるいは高コレステロール血症が、

糖尿病、高血圧又は喫煙などとともに、虚血性心疾患や脳梗塞などの動脈硬化性疾患の危

険因子の１つである、と考えられるようになった。全身の脂質レベルに影響を及ぼす肝臓

MGAT 遺伝子の同定は、血中脂質の増大に密接に関連する前記疾患の治療薬／予防薬の開
発に寄与できると考えた。 
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