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研究成果の概要（和文）：sn-1 位にドコサヘキサエン酸鎖をもつホスファチジルコリン（DHAPPC）を有機化学
合成してマウスに免疫し、DHAPPCに対する単クローン抗体mAb10G9を得た。mAb10G9は、ニューロンの軸索軸部と
近傍の細胞内小胞を認識することがわかった。DHAPPCを含む細胞内小胞を部分精製し、プロテオミクス解析によ
り、DHAPPCの生合成に関与するホスホリパーゼA1のABHD-Xを見出した。このABHD-Xの阻害剤処理により、ニュー
ロン軸索軸部に対するmAb10G9の反応性が消失した。ABHD-Xに対する抗体を用いた免疫染色で、ABHD-Xの局在と
mAb10G9エピトープの局在が一致した。

研究成果の概要（英文）：Phosphatidylcholine with a docosahexaenoic acid chain at position sn-1 
(DHAPPC) was chemically synthesized and immunized using mice to obtain mAb10G9, a monoclonal 
antibody against DHAPPC. The mAb10G9 was found to recognize the axon axis of neurons as well as  
intracellular vesicles near the axon axis. Intracellular vesicles containing DHAPPC were partially 
purified and their proteomic analysis revealed ABHD-X, a phospholipase A1 involved in the 
biosynthesis of DHAPPC. Inhibitor treatment of the ABHD-X abolished the reactivity of mAb10G9 for 
neuronal axon axis. Furthermore, immunostaining with an antibody against ABHD-X showed that the 
localization of ABHD-X coincided with that of the mAb10G9 epitope.

研究分野：脂質生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳機能に重要と栄養学的に注目されるω多価不飽和脂肪酸のドコサヘキサエン酸を含むリン脂質分子種が、ニュ
ーロンの軸索軸部という特異的な領域に局在することを、リン脂質分子種に対する単クローン抗体を作製するこ
とで明らかにした。脳特異的なリン脂質に対する抗体の作製成功例は、研究代表者のチームが開発した1-オレイ
ル2-パルミトイルホスファチジルコリンに対する単クローン抗体に続いて２例目である。研究代表者らは、オン
サイトで生合成される特定のリン脂質分子種がつくる膜マイクロドメインが、機能性タンパク質の局所集積を制
御するという仮説を提唱している。

※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 
神経細胞膜は、シナプス領域、傍シナプス領域、軸索領域など、機能の異なる複数の領域をも

つが、特定の機能性タンパク質が特定の領域に局在するメカニズムは不明である。 

 生体膜の主成分であるリン脂質は、親水性の頭部アルコールとリン酸と、疎水性の脂肪酸鎖か

ら成る。一般的には、グリセロール骨格の sn-2位に不飽和脂肪酸をもつものが多いが、脳は sn-
1 位に不飽和脂肪酸をもつユニークなホスファチジルコリン（PC）分子種を発現している。研究
代表者らは、突起伸長した PC12 細胞から調製した細胞膜脂質ラフト画分をマウスに免疫して、
突起先端部を特異的に認識する単クローン抗体（mAb）#15 を作成し、 mAb#15 のエピトープ
が、sn-1位に不飽和脂肪酸のオレイン酸をもつ 1-oleoyl-2-palmitoyl-phosphatidylcholine (OPPC)で
あることを同定した。さらに、突起先端部の OPPC 膜ドメインに一致して、sn-1 位の脂肪酸鎖
を付け替えるホスホリパーゼ A1（PLA1）活性が局在し、PLA1 活性阻害剤処理により OPPC膜
ドメインが消失するとともに、突起先端部に局在するドーパミン輸送体 (DAT)が突起先端部か
ら消失することを見出した。最近、神経突起先端部で OPPC 膜ドメインを生成する PLA1 が
pancreatic lipase related protein 2（PLRP2）であることを同定し、ゲノム編集により PLRP2を欠損
させると、OPPC、DAT、 並びに、SNAREタンパク質の一種である Syntaxin 4 の神経突起先端
部への局在化が失われることを明らかにした。以上の知見から、オンサイトの PLRP2 が生成す
る OPPC 膜ドメインが、DAT 等の特定の機能性膜タンパク質を局在化するというメカニズムが
明らかとなった。 

n-3 （ω）系多価不飽和脂肪酸（PUFA）のドコサヘキサエン酸（DHA）が脳や網膜において
減少すると、学習能力が低下して視力が落ち、血液脳関門にある DHAトランスポーターを欠失
したマウスでは、認知能力の低下や運動失調など神経機能異常が起こることが示されている。し

かし、DHA が脳神経組織でどのように利用されているのか、その分子メカニズムは未だ不明で
ある。sn-1 位に DHA鎖をもつホスファチジルコリン（DHAPPC）が脳に特異的に存在すること
が知られているが、脳内での発現部位や機能は未知である。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、OPPCおよび DHAPPC膜ドメインに集積する機能性膜タンパク質群を明ら
かにし、それらの膜ドメインの生成プロセスを明らかにすることにより、神経細胞膜上で特定の

リン脂質分子種が固有の膜ドメインを形成し、そこに特定の機能性タンパク質が集積するとい

う作業仮説を実証する。 

具体的には、１）DHAPPC を生合成する sn-1 位リモデリング酵素 PLA1-X を同定する。２）
OPPC と DHAPPC 膜ドメインに集積する膜タンパク質群を同定し、機能を解明する。 

 

３．研究の方法 

１）DHAPPCを生合成する sn-1位リモデリング酵素 PLA1-Xの同定 
PLRP2 欠失 PC12 細胞において，軸索の mAb10G9 反応性は消失しなかったので、PLRP2 は

DHAPPC の生成には関与しないことが判明した。そこで、PLRP2 のスクリーニングと同様に、
リパーゼやホスホリパーゼが属する α／β ヒドロラーゼファミリーの中から DHAPPC を生成す
る PLA1-X 候補を選び、PC12 細胞を NGF 処理したときに発現が亢進するものをスクリーニン
グする。NGFで発現亢進がみられた PLA1-X候補について、CRISPR/Cas9システムを用いて PC12
細胞で PLA1-X欠失細胞を作成する。軸索の mAb10G9反応性が消失する変異体クローンを選択
する。欠失させた PLA1-X候補の野生型 cDNAを導入して mAb10G9反応性が回復するかを確認
して、DHAPPC生成に寄与する PLA1-Xを確定する。 
同定した PLA1-Xに対するポリクローナル抗体（ウサギに免疫して作製）、もしくは蛍光タン
パク質を融合した PLA1-Xを発現させることにより、PLA1-Xの細胞内局在と mAb10G9認識部
位との一致を確認する。それぞれの抗体を用いて、マウスやラットの脳における PLA1-X と



DHAPPCの発現部位を調べる。 
将来的には、ゲノム編集技術を用いて PLRP2 遺伝子と PLA1-X 遺伝子のノックアウトマウス
を作製し、脳神経機能への影響を解析する。 

 

２） OPPCと DHAPPC膜ドメインに集積する膜タンパク質群の同定と機能解明 
NGF処理した PC12細胞に、mAb#15と mAb10G9を別々に反応させ、つづいて HRPで標識し
た二次抗体を反応させた後、EMARS反応で標識試薬のチラミドをフェノキシラジカルに変換さ
せ、OPPC あるいは DHAPPC の近傍分子をタグの FITC で標識する。ここまでの実験を繰り返
し、試料をストックしておく。集めた細胞の細胞膜を中性界面活性剤と超音波を用いて可溶化し、

抗 FITC抗体固相化ビーズを用いて FITC 標識されたタンパク質を濃縮単離する。単離したタン
パク質をトリプシン消化した後、nano-LC-ESI-MS/MSを用いてペプチドを同定する。 

同定したタンパク質群の抗体を入手（または自作）し、蛍光顕微鏡または免疫電子顕微鏡を用

いて mAb認識部位と同定されたタンパク質が共局在するかを確認する。さらに、同定されたタ
ンパク質に関して、PLRP2 遺伝子または PLA1-X 遺伝子欠失変異体細胞における局在・分布の
変化を調べるとともに、神経機能への影響を解析する。OPPC膜ドメインと同様に、DHAPPC膜
ドメインに特定の tSNAREタンパク質が局在化するかに注目する。 
 
４．研究成果 
１）mAb10G9エピトープを生合成する sn-1位リモデリング酵素 PLA1の同定 

mAb10G9エピトープの生合成に関与するホスホリパーゼA1（PLA1）を同定するため、NGF

処理したPC12細胞からmAb10G9エピトープを含む細胞内小胞を部分精製し、質量分析を用いた

プロテオミクス解析により、リパーゼやホスホリパーゼが属するα／βヒドロラーゼファミリー

メンバーの一つであるABHD-Xを同定した。 

CRISPR/Cas9システムを用いたゲノム編集により、ABHD-X欠失 PC12細胞の作成を何度も試
みたが、何故か欠失株は死滅してしまい得ることができなかった。 

ABHD-X に対する抗体を用いた免疫組織染色により、ABHD-X と mAb10G9 エピトープがニ
ューロン軸索軸部に共局在することを確認した。 
ゲノム編集技術を用いて、PLRP2遺伝子と ABHD-X遺伝子について、それぞれ別個に脳特異
的ノックアウトマウスを作製した。現在、両遺伝子の欠失による脳神経機能への影響を解析中で

ある。 
 

２） OPPC および mAb10G9 エピトープを含む膜ドメインに集積する膜タンパク質群の同定と

機能解明 
NGF処理した PC12細胞に、mAb#15と mAb10G9を別々に反応させ、つづいて HRPで標識し
た二次抗体を反応させた後、EMARS反応で標識試薬のチラミドをフェノキシラジカルに変換さ
せ、OPPC あるいは DHAPPC の近傍分子をタグの FITC で標識した。ここまでの実験を繰り返
し、試料をストックしておく。集めた細胞の細胞膜を中性界面活性剤と超音波を用いて可溶化し、

抗 FITC抗体固相化ビーズを用いて FITC 標識されたタンパク質を濃縮単離した。単離したタン
パク質をトリプシン消化した後、nano-LC-ESI-MS/MSを用いてペプチドを同定した。 

同定したタンパク質群の抗体を用いた免疫組織染色により、mAb（mAb#15 と mAb10G9）認
識部位と、一部の同定されたタンパク質が共局在することを確認した。さらに、PLRP2遺伝子欠
失細胞においてこのタンパク質の局在性が消滅することを確認した。 
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