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研究成果の概要： 
 本研究の目的は、リノール酸、アラキドン酸、ドコサヘキサエン酸などの多価不飽和脂肪酸に

由来する酸化脂質をターゲットとしてオーファンGPCRのリガンドスクリーニングを行い、受容体

を同定することを通して新たな生理活性をもつ酸化脂質を発見することであった。そのために、

以下のような実験を行った。 

‐候補となるオーファンGPCRの選択と安定発現細胞株の作製‐ 

 アミノ酸配列の相同性に基づいた系統樹解析から、脂溶性の物質をリガンドとする可能性が高

いと予想されるオーファン受容体を10個選定した。定法により受容体を安定的に発現するCHO
細胞を樹立した後、受容体のN末端に付与したFLAGタグを免疫染色し、フローサイトメトリー
による解析で受容体の発現量が高いクローンを各受容体につき数個ずつ選択した。 
‐酸化脂質ライブラリー作製‐ 

 リノール酸（C18:2）、α-リノレン酸（C18:3、n-3系列）、γ-リノレン酸（C18:3、n-6系列）

、アラキドン酸（C20:4）、エイコサペンタエン酸（C20:5）、ドコサヘキサエン酸（C22:6）およ

びこれらを構成成分として持つリン脂質を基質としてin vitroで酸化反応を行い、酸化脂質ライ

ブラリーを作製した。酸化反応として、二価金属イオン（Cu2+またはFe2+）を用いた反応もしく

はラジカルイニシエーター試薬を用いた反応を行い、反応時間を変化させることにより様々な程

度に脂質を酸化させ、薄層クロマトグラフィー分析などにより酸化条件の至適化を行った。 

‐リガンドスクリーニングアッセイ‐ 

 作製した受容体安定発現細胞および酸化脂質ライブラリーを用いて、細胞内カルシウム上昇

反応に基づくリガンドスクリーニングアッセイを行ったが、本研究期間中に陽性反応を得るに

は至らなかった。 
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１．研究開始当初の背景 
 申請者の属する研究グループでは、

9-HODE（9-hydroxyoctadecadienoic acid;リノ
ー ル 酸 の 酸 化 代 謝 物 ） や 11-HETE
（11-hydroxyeicosatetraenoic acid;アラキド
ン酸の酸化代謝物）をはじめとするいくつ

かの遊離酸化脂肪酸が G2A と呼ばれる G
タンパク質共役型受容体のリガンドとして

作用することを発見し報告した（Obinata, H. 
et al., J. Biol. Chem., 2005）。リノール酸を
基質として 9-HODEを産生する酵素はヒト
では同定されておらず、9-HODE の生体内
での産生機序としては種々の酸化ストレス

で生じたフリーラジカルによるリノール酸

の酸化反応が予想された。したがって、プ

ロスタグランジンやロイコトリエンのよう

に酵素的に産生される生理活性脂質だけで

なく、フリーラジカルによる酸化反応で産

生された酸化脂質が GPCRのリガンドとし
て作用し、多彩な生理機能を持つ可能性が

考えられた。 

 生体内にはリノール酸・アラキドン酸の

みならず、リノレン酸、エイコサペンタエ

ン酸、ドコサヘキサエン酸などの長鎖の多

価不飽和脂肪酸が多種存在している。これ

らの多価不飽和脂肪酸は酸化される位置と

数により多種多様な酸化脂肪酸を産生し得

る。 

 一方、データベースサーチに基づく当時

の報告では、嗅覚に関わる多重遺伝子ファ

ミリーを除くと、ヒトで約 340 個の GPCR
が存在すると推定されていた（Fredriksson, 
R. et al., Mol. Pharm-acol., 2003）。このうち
100 個程度に関してはリガンドが同定され
ておらず、オーファン GPCRと呼ばれてい
た。アミノ酸配列の相同性に基づく系統樹

解析から、脂溶性の物質をリガンドとする

可能性が高いと予想されるオーファン

GPCR が 20 個程度あり、実際に G2A はこ
の中から脂質ライブラリーを用いてスクリ

ーニングを行った結果、リガンド同定に至

った受容体である。系統樹解析で G2Aの近
傍に位置するオーファンGPCRが複数残さ
れており、G2A以外にも酸化脂質をリガン
ドとするGPCRが存在する可能性が高いと
考えられた。また、これらのオーファン

GPCR の中には、脳、心、精巣など特徴的
な脂質組成を持つ組織に特異的に発現して

いるものがあり、新たな生理活性脂質が発

見される可能性が高いと予想された。 

 

２．研究の目的 
 本研究ではリノール酸、アラキドン酸、

ドコサヘキサエン酸などの多価不飽和脂肪

酸に由来する酸化脂質の新規受容体を同定

し、新たな生理機能を明らかにすることを

目的として研究を行った。 

 

３．研究の方法 

 (1)オーファン受容体の選定と受容体安定
高発現細胞株の樹立 

 アミノ酸配列の相同性に基づいた系統樹

解析から、脂溶性の物質をリガンドとする

可能性が高いと予想されるオーファン受容

体を 10個選定した。定法により受容体を安
定的に発現する CHO 細胞を樹立した後、
受容体のN末端に付与したFLAGタグを免
疫染色し、フローサイトメトリーによる解

析で受容体の発現量が高いクローンを各受

容体につき数個ずつ選択した。 

 (2)酸化脂質ライブラリーの作製 
 多価不飽和脂肪酸およびそれを含むリン

脂質を基質として酸化処理を行い、ホスホ

リパーゼによる水解反応と組み合わせるこ

とで、多種多様な酸化脂肪酸および酸化リ

ゾリン脂質のライブラリーを自ら作製し、

リガンドスクリーニングに用いた。リガン

ド活性が認められた場合には、各酸化脂質

ライブラリーが由来する不飽和脂肪酸が明

らかであるため、酸化のパターンがある程

度予測可能であり、液体クロマトグラフィ

ー‐マススペクトロメトリー法を用いた解

析により容易に活性をもつ脂質の同定が可

能であると予想された。 

 (3)リガンドスクリーニングアッセイ 
 上記のように作製された受容体高発現細

胞および酸化脂質ライブラリーを用いて、

細胞内カルシウム濃度上昇反応あるいは細

胞内 cAMP 濃度の変動を指標としたリガ
ンドスクリーニングアッセイを行った。 

 

 



４．研究成果 

 上記の研究方法に基づきリガンドスクリ

ーニングアッセイを行ったが、本研究期間中

に陽性反応を見出すには至らなかった。 
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