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研究成果の概要（和文）：糖脂質であるGPI（グリコシルホスファチジルイノシトール）は、タンパク質に結合
して膜アンカーとして働くだけでなく、フリーの糖脂質としても存在している。GPI骨格は共通であるが、側鎖
によって多様性が生まれる。GPI側鎖の生合成機構の解明とフリーGPIの動態と病理的意義の解明を研究目標と
し、以下の成果を得た。（１）側鎖形成に働く２つの酵素を同定した。（２）GPIトランスアミダーゼ欠損細胞
ではフリーGPIが細胞表面に発現することを示し、そのレベルをGPI生合成量の指標にすることにより、GPI生合
成の制御機構の一端を明らかにした。また、フリーGPIの蓄積によって自己炎症が起こることを示した。

研究成果の概要（英文）：Glycosylphosphatidylinositols (GPIs) are glycolipids that are attached to 
various proteins and act as their membrane anchors on the cell surface. GPIs also exist as free, 
non-protein linked glycolipids. The structure of core glycan part is conserved whereas side chains 
make variation. We aimed to clarify how GPI side chains are synthesized and to understand 
intracellular dynamics and pathological roles of free GPIs. We identified two enzymes that are 
involved in generation of a major side chain in mammalian GPI. Concerning free GPI, we found that 
GPIs synthesized in the endoplasmic reticulum of cells defective in GPI transamidase that transfers 
GPI to proteins, are transported to the cell surface. Using free GPI levels as a measure of GPI 
biosynthesis levels, we found a mechanism of GPI biosynthesis regulation. We also demonstrated that 
abnormally accumulated free GPIs cause autoinflammation.

研究分野： 生化学

キーワード： 糖脂質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトが持つタンパク質の約160種には糖脂質であるGPI（グリコシルホスファチジルイノシトール）が結合してお
り、GPIによって細胞膜に係留されて機能している。GPIの生合成が異常になると先天性グリコシルホスファチジ
ルイノシトール(GPI)欠損症や発作性夜間ヘモグロビン尿症と言った難病を発症する。GPIの糖鎖部分の骨格は共
通構造をしているが、側鎖によって多様性が生まれる。しかし側鎖の生合成機構は未解明であった。また、GPI
はタンパク質に結合しないフリーの糖脂質としても存在することが知られているが、その生理的意義や病理的意
義は不明であった。本研究の成果はこれらの課題に一定の進展をもたらした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
グリコシルホスファチジルイノシトール(GPI)アンカーは真核生物の数多くの細胞表面タン

パク質の膜結合構造として用いられる糖脂質である。ヒトにおいても150 種類以上の種々の機
能を持つタンパク質がGPI アンカー型タンパク質（GPI-AP）である。GPI-AP は、膜ラフト
に局在して機能を果たすこと、アンカー切断酵素による膜からの遊離が可能であること、極性
細胞でのアピカル膜への選択的輸送等の特有の性状を持ち、これらの性状が糖脂質膜アンカー
によってもたらされている。GPI の生合成が生体に必須であることは、GPI 生合成遺伝子の
ノックアウトマウスが胚発生初期に致死になることからよく知られていた。さらに、近年GPI 
生合成遺伝子の低形成変異によって生合成量が低下することによって様々な症状を示す先天性
GPI 欠損症症例が次々と見つかってきたことから、GPI アンカーの生理的意義の幅広さがよ
り良く認識されるようになって来た。また、GPI アンカーの構造異常を起こす遺伝子変異によ
っても種々の症状を示す先天性疾患が引き起こされることから、GPI アンカーの量だけでなく
微細構造も種々の生理機能に重要であることがわかりつつあった。 
 
一方、GPI-AP 特有の上記の性状が、タンパク質によっては必ずしも当てはまらない例も発

見され、膜アンカーとしてのGPI の基本骨格だけでなく、側鎖の有無などGPI 糖脂質の微細
構造の多様性がそうした性状の違いに関連している可能性が出て来ていた。GPI の基本骨格の
形成メカニズムは、我々の２０年に及ぶ研究を中心に、その全体がほぼ解明された。しかし、
GPIの微細構造の形成と多様性のメカニズムの研究は、まだ緒についたばかりであった。GPI-
AP の生物学的・医学的研究の基礎となる構造多様性の全体像を解明することが重要である。
世界的にも、近年GPIアンカー研究が注目されており、J Biol Chem と並んで米国生化学分子
生物学会の学会誌であるJ Lipid Res は、Thematic Review Series のテーマにGPI アンカー
を取り上げた。 
 

GPIアンカーの構造に多様性をもたらす要因の一つは、糖鎖の骨格に付加される側鎖であ
る。プリオンなどいくつかのGPI -AP の構造研究から第１マンノースにN アセチルガラクトサ
ミン(GalNAc)が1,4 結合した側鎖が知られていた。この側鎖は、さらに1,3 ガラクトース
(Gal)とシアル酸(Sia)が順に結合して伸長することも知られていた。しかしそれらの付加に必
要な遺伝子群が未解明なためGalNAc 側鎖の生理的意義は不明であり、どれだけの多様性が
あるか、すなわち、どの組織のどのGPI -AP にどの長さの側鎖が付加しているかについてもほ
とんどわかっていなかった。私たちは、GalNAc の付加に必要な遺伝子をクローニングする
ことに成功し、PGAP4 と名付けたこの遺伝子が、GalNAc 転移酵素の触媒成分であること
を証明した。そしてGalNAc側鎖の生理的意義を解明するためPGAP4 ノックアウトマウスの
作製を準備していた。側鎖を伸長させるGalNAc 転移酵素さらにシアル酸転移酵素の遺伝子
も未同定であった。 
 
また、小胞体で生合成されたGPI は、GPI トランスアミダーゼによってタンパク質のC 末

端に付加される。この酵素は、PIGK、PIGS、PIGT、PIGU、GPAA1 の５成分の複合体で、
これらが欠損するとGPI はタンパク質に付加されず、フリーのGPIが蓄積する。フリーGPI 
の動態、蓄積が細胞に与える影響はわかっていなかった。私たちは、GalNAc側鎖を認識する
抗体を用い、GPIトランスアミダーゼ欠損細胞では、フリーGPIがGalNAc 側鎖付加を受けた
後、細胞表面に発現することを見いだした。一方、2013 年、PIGT遺伝子が造血幹細胞で欠損
することによって起こる非典型発作性夜間ヘモグロビン尿症を、私たちを含む共同研究グルー
プが報告し、さらに新たな同症例を国内でも見いだしていた。非典型発作性夜間ヘモグロビン
尿症患者は、じんましん、関節痛、非感染性髄膜炎といった、従来の発作性夜間ヘモグロビン
尿症には見られない特異な炎症性症状を示し、PIGT 変異で蓄積したフリーGPIが炎症性症状
の原因であると推定された。これらの症状は、インフラマソームの構成因子であるNLRP3 の
変異によって起こる自己炎症性疾患と共通であり、非典型発作性夜間ヘモグロビン尿症におい
てもインフラマソームの活性化が疑われた。フリーGPIの細胞内動態を明らかにし、炎症を惹
起するメカニズムにフリーGPI がどのように関与するかを明らかにすることが求められてい
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では以下の３つの目標を立て研究を進めた。（１）未解明の GPI 側鎖形成機構を解明し、

GPI アンカーの構造多様性の分子基盤を明らかにする。また、（２）GPI 側鎖形成に働く遺伝子
のノックアウトマウスを作製して解析し、加えて、これら遺伝子の変異で起こる疾患を発見して、
GPI 側鎖の生理的意義を解明する。さらに、（３）GPI 側鎖研究から見いだした、タンパク質に
結合していないフリーGPI の細胞内動態を明らかにする。そして、フリーGPI の異常蓄積が、
新規 GPI 異常症である非典型発作性夜間ヘモグロビン尿症の自己炎症性症状を引き起こす機序



を解明して、病理的意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 GalNAc 側鎖を持つフリーGPI に特異的に結合する T5 モノクローナル抗体をプローブとし
て用い、GalNAc 付加とGalNAc へのガラクトース付加に働く遺伝子のスクリーニング法を構
築し、実施した。 
 GalNAc 側鎖の生理的意義を明らかにするため、PGAP4 遺伝子のノックアウトマウスを作
製した。 

PIGT 遺伝子変異および PIGB 遺伝子変異による発作性夜間ヘモグロビン尿症の GPI 欠損細
胞と、モデル細胞として作製した PIGT ノックアウト THP1 細胞を用いて、補体の活性化とイ
ンフラマソームの活性化を解析した。 
 
４．研究成果 
 
各項目について以下の成果を得た。 
 
（１）GPI 側鎖の生合成機構の解明に関し、GPI 側鎖の N アセチルガラクトサミンとガラクト
ースを付加する酵素(PGAP4 と B3GALT4)を同定した。PGAP4 は３つの膜貫通ドメインを持つ
特異なゴルジ体糖転移酵素であった (Hirata T et al, Nat Commun, 2018)。ガラクトースを付
加する酵素は、GM1 ガングリオシド合成酵素で GPI に働く時にはラクトシルセラミドの存在が
必要であることを見出した。２つの異なる基質に対してこの酵素の同じ活性部位が働くことと、
さらに、酵素を過剰発現させればラクトシルセラミドがなくても GPI に働くことから、ラクト
シルセラミドは酵素と GPI の相互作用を促進させると考えられた (Wang Y et al, Nat Commun, 
2020)。側鎖末端のシアル酸に関しては、その結合形式も不明であったが、北大小林篤史博士、
島津製作所西風隆司博士らとの共同研究を行い、プリオンタンパク質を用いて解析した結果、シ
アル酸（N-アセチルノイラミン酸）がすべて2-3 結合していることを示した (Kobayashi A et 
al, J Biol Chem, 2020)。 
 
（２）に関し、PGAP4 ノックアウトマウスを作製し、ホモマウスが一見正常に成長することを
確認した。作製した PGAP4 ノックアウトマウスの性状解析を行った。 
 
（３）フリーGPI の細胞内動態に関し、フリーGPI が一部の組織や細胞株の膜成分として存在
していることを見いだした。また、GPI トランスアミダーゼ欠損細胞では N-アセチルガラクト
サミン側鎖を持つフリーGPI が、小胞体から輸送され細胞表面に発現すること、輸送過程でタ
ンパク質に結合した GPI アンカーと同様に構造が成熟することを示した(Wang Y et al, J Biol 
Chem, 2019)。そして、細胞表面に発現したフリーGPI のレベルを GPI 生合成量の指標にする
ことにより、GPI 生合成を制御するメカニズムにアプローチし得ること見出した。その結果、小
胞体関連分解系が GPI 生合成の抑制に関わっていること、小胞体関連分解系を破壊すると GPI
生合成が大きく上昇することを見出した。このことは、GPI 生合成を正に制御するメカニズム
の存在を示している (Wang Y et al, Nat Commun, 2020)。 
 
次に、フリーGPI の蓄積の病理学的意義について検討した。PIGT 遺伝子変異による発作性夜

間ヘモグロビン尿症（PIGT-PNH）の異常細胞では、N-アセチルガラクトサミン側鎖を持つフリ
ーGPI が細胞表面に高レベルで発現していること、異常細胞ではインフラマソームが容易に活
性化されること、血中 IL18 が高値であることを見出した。THP-1 細胞を用いて培養細胞モデル
を作製し検討した結果、PIGT-KO 細胞では、補体レクチン経路の活性化が進行し C4 と C3 の
断片や膜侵襲複合体が高レベル結合し、それに応じて IL1が放出されることを見出した。これ
らは、フリーGPI の蓄積を起こす PIGT-PNH において、自己炎症が補体とインフラマソームの
過剰な活性化によっていることを示している (Hoechsmann B et al, J Clin Invest, 2019)。さら
に、生合成経路で３つ目のマンノースの転移に働く PIGB 遺伝子の変異による発作性夜間ヘモ
グロビン尿症（PIGB-PNH）の症例をオランダの研究グループとの共同研究で見出し報告した。
この症例でも PIGT-PNH と同様血中 IL18 が上昇し、自己炎症症状が見られた (Langemeijer S 
et al, Blood Adv, 2020)。このことは PIGB 欠損細胞で蓄積するマンノース２つを持つ GPI 中間
体が小胞体から細胞表面に輸送され、病態に関与することを示唆している。 
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