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研究成果の概要（和文）：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。本研究課題では,（１）GPIアンカーの脂肪酸リモデリングのメカニズムと生物学的意義の解明、（２）アル
キルアシル型GPIアンカーの生合成機序とその意義の解明、（３）GPI-APの構造変化と輸送に関わる遺伝子群の解明の
３課題を追求した。その結果、脂肪酸リモデリングが液性免疫系の恒常性維持に重要であること、主要なペルオキシソ
ーム病ではアルキルアシル型GPIアンカーが生合成されていないこと、GPI-APの正しい構造変化が積み荷受容体による
効率的な輸送に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：GPI-anchor is a glycolipid acts as a membrane anchor of many eukaryotic cell surfa
ce proteins. In this study, we aimed to clarify (1) mechanisms and biological significance of fatty acid r
emodeling of GPI-anchored proteins (GPI-AP); (2) mechanism and biological significance of 1-alkyl, 2-acyl 
form of GPI anchors; and (3) roles of GPI structural remodeling in transport of GPI-AP. We found (1) that 
GPI fatty acid remodeling is important for homeostasis of humoral immunity; (2) that 1-alkyl, 2-acyl form 
of GPI anchors is defective in major peroxisome disorders; and (3) that proper remodeling of GPI-AP is cri
tical for association with their cargo receptors and efficient transport.

研究分野：

科研費の分科・細目：

生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 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。ヒトでは１５０種類程度

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
アンカーは小胞体で生合成され、GPI付加シ
グナル配列を持つタンパク質に翻訳後修飾

され、GPI-AP 前駆体ができる。GPI-AP 前
駆体は、さらに小胞体、ゴルジ体で構造変化

を受けつつ輸送され、最終的に膜ラフト（膜

マイクロドメイン）に局在する形で細胞表面

に発現され、様々な機能を果たす。 
	
 申請者は、GPIアンカーの小胞体における
生合成に働く遺伝子群すべての解明を目指

し、過去１５年にわたって研究を進めてきた。

主たるアプローチは、GPI-AP が表面に発現
しない欠損変異細胞を多数確立し、生合成欠

損ステップを決定して整理するとともに、そ

れらの責任遺伝子を発現クローニングで同

定する手法である。その結果、GPIの生合成
とタンパク質への付加に働く２０数個の

PIG遺伝子を明らかにすることができた。 
	
 この研究の過程で申請者は、後天性の GPI
アンカー欠損症である発作性夜間血色素尿

症が、Nアセチルグルコサミン転移酵素であ
る PIG-A の造血幹細胞における体細胞突然
変異で起こることを発見した (Takeda et al, 
Cell, 1993)。また、マンノース転移酵素であ
る PIG-Mの欠損による先天性 GPIアンカー
欠損症の発見と治療法の確立に関わった。 
	
 GPIアンカーは、エタノールアミンリン酸
—６マンノースα２マンノースα6マンノース
α4グルコサミンα6 イノシトールリン脂質を
基本骨格として持ち、これはあらゆる生物の

あらゆるGPI-APに共通である。基本骨格は、
生物ごとまた同一生物でもタンパク質ごと

に種々の構造的修飾を受け変化がある。これ

らの構造変化の分子機構はほとんど未解明

であり、さらに、それらの構造変化が GPI-AP
の機能にどのように関わっているかも未解

明である。疾患との関連も想定されるが全く

未知である。 
	
 申請者らは、数年前から、上述の小胞体で

の生合成遺伝子群の研究を一歩進め、小胞体

から細胞表面の膜ラフトへの局在に至る

GPI-AP の輸送過程における変化と輸送自体
に働く遺伝子群 (PGAP遺伝子群: Post GPI 
Attachment to Proteins) 全体の解明を目指
す研究を始めた。まず、これらの遺伝子群の

変異はGPI-APの発現低下を起こすと予想し、
そのような変異細胞株の分離、性状解析、責

任遺伝子のクローニングまでの一連の研究

の結果、GPI アンカーの PI 部分の脂肪酸が
ゴルジ体において入れ替わり、元々アラキド

ン酸などの不飽和脂肪酸である sn2位の脂肪

酸が飽和脂肪酸であるステアリン酸に変化

する脂肪酸リモデリングを受けていること

を発見した。さらに、脂肪酸リモデリングに

働く新規の２遺伝子 PGAP2 と PGAP3 を同
定し、脂肪酸リモデリングが GPI-APの膜ラ
フトへの局在に必須であることを示した。 
	
 この研究を基に申請者らは、GPI-AP の輸
送が遅れる変異株を分離すれば、GPI-AP の
構造変化と輸送に関わる全遺伝子群の解明

に繋がると考え、GPI-AP の輸送をモニター
できる細胞株の確立とそれからの輸送遅延

変異株の分離法を確立した。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では以下の３点を目標に設定し、

期間内に解決を目指す。 
（１）GPIアンカーの脂肪酸リモデリングの
メカニズムと生物学的意義の解明。 
（２）アルキルアシル型 GPIアンカーの生合
成機序とその意義の解明。 
 哺乳動物細胞の GPI アンカーは、多くが 1
アルキル 2 アシル型の PI を持っていること
が特徴であるが、それがどのようにして出来

るのか、その機能的意義は全くわかっていな

い。申請者は、東大田口良教授との共同研究

で、GPI はジアシル型 PI を使って生合成が
始まり、第３中間体であるグルコサミンーア

シル PI で劇的にアルキルアシル型に変化す
ることを見出した。本研究では、この脂質リ

モデリングの機序と意義を解明する。 
（３）GPI-AP の構造変化と輸送に関わる遺
伝子群の解明。 
 
３．研究の方法 
（１）申請者らは、脂肪酸リモデリングは、

PGAP3 依存的に sn2 位の不飽和脂肪酸が除
去されてリゾGPI-APができ、それにPGAP2
依存的にステアリン酸が転移される２段階

の反応で起こることを示した。PGAP2 はア
シル転移酵素との相同性がなく、触媒成分で

はないと考えられ、一方、酵母での同様の研

究からは膜型 O-アシル転移酵素ファミリー
に属する Gup1タンパク質がリゾ GPI-APへ
の飽和脂肪酸の転移に働いていることが示

された。しかし Gup1の哺乳動物ホモログは
Hedgehog acyl transferase (HHAT)とよば
れ、形態形成に働く Hedgehogの N末パルミ
トイル化酵素であることが報告されている。

Hedgehog は主として形態形成期に特定の組
織で働く因子であるが HHAT は成体におい
ても全身に発現していること、HHAT遺伝子
からは複数のアイソフォームが発現するこ

とから、HHAT 遺伝子の産物の一つがリゾ
GPI-AP へのステアリン酸転移に働いている
と予想している。すでに HHAT ノックアウ
トマウス由来の繊維芽細胞株ではGPI-APの



発現が異常であることを確認しているので、

この予想を検証する。 
	
 次に、脂肪酸リモデリングが起こらず

GPI-AP が膜ラフトに局在できないとき、
GPI-AP の機能発現にどのような影響がある
かを調べる。すでに PGAP3の floxマウスを
作製済みであり、種々の Creトランスジェニ
ックマウスとの交配により、全身ノックアウ

ト、T リンパ球、ミエロイド細胞など組織特
異的ノックアウトを行う。それらマウスの表

現系、それら由来の細胞を用いた GPI-APの
機能実験を行うことにより、脂肪酸リモデリ

ングの生物学的意義を明らかにしていく。 
（２）	
 まず、アルキルアシル型 GPIの合成
が、アルキルリン脂質生合成の経路として唯

一知られているペルオキシソームの経路に

依存しているかを明らかにする。すでに、ペ

ルオキシソーム経路の欠損変異株２株を用

い、それらではアルカリ抵抗性の GPI中間体、
すなわちアルキルを含む中間体が出来てい

ないらしいことを確認している。GPI-AP の
アンカー部分を質量分析で構造決定し、ペル

オキシソーム経路が必要であるか決定する。 
	
 次に、この変化は、GPIのホスファチジン
酸部分あるいはジアシルグリセロール部分

がアルキルアシル型のものと置き換わる反

応で起こると予想されるので、それを行う酵

素を同定する。ペルオキシソーム経路の欠損

変異株では、アルキルアシル型 GPIができな
いらしいことに加え、GPI-AP の発現が数倍
高まっていることを見出している。もしアル

キルアシル型への置換酵素が欠損したら、同

様にGPI-APの発現が亢進すると予想される
ので、CHO 細胞から GPI-AP の発現が亢進
した変異細胞株を多数樹立し、ペルオキシソ

ーム経路変異株を除外し、目的の変異株を得

る。得られた変異株の責任遺伝子を発現クロ

ーニングし、置換酵素を同定する。クローニ

ングできれば、さらに、そのノックアウトマ

ウスを作製し、アルキルアシル型 GPIの意義
を明らかにしていく。 
（３）GPI-AP の輸送遅延変異株をすでに複
数樹立しており、それらの中には、GPI-AP
の小胞体からゴルジ体への輸送が選択的に

低下しているもの、GPI-AP が選択的にゴル
ジ体に蓄積しているものなどがある。前者の

GPI-APの構造解析から、GPIの糖鎖部分の
修飾が野生株と異なることを発見している。

すなわち、GPIの糖鎖骨格構造が小胞体から
の輸送に重要であるらしいことがわかって

きている。これら変異株の責任遺伝子をクロ

ーニングし、糖鎖骨格修飾に関わる遺伝子群

を明らかにしていくとともに、GPI-AP の輸
送を制御する因子の同定と機能解析を進め

る。 
	
 

４．研究成果	
 

（１）GPI アンカーの脂肪酸リモデリングの

メカニズムと生物学的意義の解明に関し、脂

肪酸リモデリングの第 1段階に働く PGAP3 遺

伝子の	
 flox マウスを作製し、CAG-Cre マウ

スと交配し、全身で PGAP3 をノックアウトし

たマウスを得た。雄のホモ個体が生まれる頻

度は有意に低く、胎生期または生後直後の致

死性が考えられた。ホモマウスは雌雄とも体

重が有意に軽く、また、神経反射の異常が認

められた。免疫反応に焦点を絞り、GPI アン

カー脂肪酸リモデリングの意義を検討する

ため、T リンパ球を得て解析したところ、ノ

ックアウト細胞では GPI アンカー型タンパク

質が脂質ラフトに局在していないことが確

認できた。機能解析の結果、野生型では GPI

アンカー型タンパク質である Thy1 を介した

シグナルは、T 細胞受容体を介する増殖シグ

ナルをやや抑制するのに、ノックアウト個体

では強く増加させたことから、脂肪酸リモデ

リングを受けない Thy1 は T 細胞を活性化し

やすくすることが示された。これらのマウス

の中に、加齢とともに抗イムノグロブリン抗

体を産生する個体が現れた。脾臓に胚中心を

自然形成する個体、腎糸球体が大きくなり免

疫複合体を沈着している個体も観察された

ことから、脂肪酸リモデリングは、液性免疫

系の恒常性維持に重要であることが明らか

になった。そのメカニズムを検討したところ、

腹腔マクロファージによるアポトーシス細

胞の除去が有意に低下していること、Th2 細

胞への偏りがあることがわかった。さらに、

Lck-Cre マウス、CD19-Cre マウスとの交配で、

T 細胞、B 細胞だけで脂肪酸リモデリングが

起こらないマウスを作製し観察したが、自己

免疫個体は出現しなかったので、他の細胞で

の異常が必要であることが考えられた、	
 

	
 

（２）アルキルアシル型 GPI アンカーの生合
成機序とその意義の解明に関し、アルキルア
シル型 GPI アンカーの生合成が、ペルオキシ
ソームのアルキルリン脂質生合成経路の 2つ
の酵素に依存していることを昨年度証明し
た。今年度は、これら酵素のペルオキシソー
ムへの取り込みに働く Pex7 と Pex5 の欠損、
そしてペルオキシソーム自体の形成に必要
な Pex16、Pex19 の欠損細胞でも同様にアル
キルアシル型 GPI アンカーの生合成が異常で
ある事を証明した。さらに、これらの遺伝子
それぞれの先天性変異で起こる Zellweger 症
候群と肢根性点状軟骨異型性症の患者細胞
で、アルキルアシル型 GPI アンカーの生合成
が異常である事を示した。これらの結果から、
主要な 2つの致死性のペルオキシソーム病の
諸症状に GPI アンカーの構造異常が関与して
いる可能性が示唆された。	
 
	
 アルキルアシル型 GPI アンカーを作り出す



GPI 脂質リモデリングの反応において、アル
キルグリセロールを含む供与体が何である
かを明らかにするため、１アルキル２アシル
ホスファチジルエタノールアミンの生合成
に働くと考えられる CDP-エタノールアミン
転移酵素遺伝子をノックダウンしたところ、
GPI 脂質リモデリングが低下した。おそらく、
１アルキル２アシルホスファチジルエタノ
ールアミンが供与体として働くと考えられ
た。	
 
（３）GPI アンカー型の構造変化と輸送に関
わる遺伝子群の解明に関し、GPI アンカー型
タンパク質の小胞体からゴルジ体への輸送
において、小胞体出口部位で輸送小胞に取り
込まれる段階で必要な積荷受容体が、p24 タ
ンパク質であることを見出した。さらに、GPI
アンカー型タンパク質が p24 タンパク質に結
合するには、2 つのリモデリング反応が起こ
って GPI アンカーの構造が変化していること
が必要であることを示し、GPI アンカー型タ
ンパク質の小胞体からの効率的な輸送のメ
カニズムを明らかにした。GPI-AP の小胞体か
らの輸送過程で、積荷受容体として働く p24
ファミリータンパク質複合体の構造・機能の
解析を進めた。ガンマサブファミリーのうち
ガンマ２のノックダウンだけが輸送遅延を
起こし、ガンマ２が特異性を決めていること
が確かめられた。ガンマ２のどのドメインが
特異的輸送に関わっているかを決めるため、
最も似ているガンマ１とドメインを交換し
たキメラを作製した。その結果、GOLD ドメイ
ンと膜貫通ドメインは交換可能であったが、
アルファドメインは交換不可能であった。さ
らに、アルファドメインに変異を導入して機
能を検討した結果、膜に近い領域が重要であ
ることがわかった。各キメラの輸送における
機能は、GPI-AP との結合機能と相関したので、
アルファドメインの膜近傍領域に GPI アンカ
ーとの相互作用部位が存在すると結論した。
Wnt の輸送にも、p24 ファミリータンパク質
が必要であることが示されつつあるので、
GPI-AP と同じ受容体を使うのかを解析する
系の確立を進めた。CRISPR-Cas9 系を用い、
p24 ガンマ２とデルタ１をノックアウトした
細胞株を確立し、GPI-AP の輸送が遅延するこ
とを確認した。	
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