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研究成果の概要（和文）： 

G タンパク質共役型レセプターである GPR55 はカンナビノイド受容体として同定された。近

年、我々は lysophosphatidylinositol  (LPI) が、G タンパク質共役型レセプターGPR55 のリガン

ドであることを明らかにした。本研究では、GPR55アゴニストの産生に関わる PI-PLA1, PI-PLA2

の同定を試みた。また、細胞融合アッセイを用いてリン脂質代謝酵素の新規機能を探索した。

すると、いくつかのリン脂質代謝酵素の過剰発現・ノックダウン細胞においてコントロール細

胞よりも膜融合が増加、減少した。この結果はリン脂質代謝酵素が膜融合に関与していること

を示すものである。 

 

研究成果の概要（英文）： 

GPR55 is a seven-transmembrane G-protein-cpupled receptor that has been proposed as a novel type of 

cannabinoid receptor. Previously, we identified lysophosphatidylinositol (LPI), in particular 

2-arachidonoyl-LPI, as an agonist for GPR55. In the present study, we tried to identify PI-PLA1 and 

PI-PLA2 to clear the novel metabolic pathway of PI. To clear the novel function of 

phospholipid-metabolic enzymes, we examined the efficiency of Cell-Cell fusion of overexpressed or 

knockdown cells. The cell-cell fusion activity were increased in these cells. These results suggest that 

phospholipid-metabolic enzymes are involeved in cell-cell fusion. 
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１．研究開始当初の背景 

GPR55 は脳よりカンナビノイド第 3 の受
容体として同定された。近年、我々は sn-2 位
にアラキドン酸を持つ 2-arachidonoyl-LPI, 

sn-1 位 にステアリン酸を持つ 1-stearoyl-LPI

が、G タンパク質共役型レセプターGPR55 の
リガンドであることを明らかにした。しかし
ながらこれまで PI を基質とする PLA1, PLA2 
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は明らかになっておらず、GPR55 のアゴニス
ト産生メカニズムは謎である。 

多剤併用療法の導入により、先進国におけ
るヒト免疫不全ウィルス (HIV) 感染者の死
亡者数は減少したが、薬剤耐性株の出現、肝
炎ウィルスとの合併感染により、人類は HIV

を完全には克服できていない。 

 

 

２．研究の目的 

GPR55 ノックアウトマウスの解析より、
GPR55 は神経性の痛覚過敏に関わることが
明らかになり、創薬のターゲットとして注目
を集めている。PI を基質とする PLA1, PLA2 

は明らかになっておらず、GPR55 のアゴニス
ト産生メカニズムは謎である。このミッシン
グ リ ン ク を 繋 ぎ 合 わ せ る た め に
2-arachidonoyl-LPI, 1-stearoyl-LPI 産生メカニ
ズムを解明することを本研究の目的とする。 

既存の薬剤がターゲットとする分子（HIV

逆転写酵素、プロテアーゼ）とは異なる新し
い作用機序を持つ抗 HIV 剤の開発が望まれ
ている。全てのウィルスは生体膜脂質二重層
を介して侵入・粒子形成・出芽することから、
脂質二重層の構成分子は新たな抗ウィルス
剤のターゲットとして期待できる。本研究は、
既存の抗 HIV 剤とは異なる脂質二重層とい
う分子を標的としており、薬剤耐性 HIV 株の
みならず、肝炎ウィルスとの合併症にも効果
が期待できる新しい抗ウィルス剤開発の礎
となるものである。 

 

 

３．研究の方法 

PI に対する活性が不明な既知の PLA1, 2、
そしてリパーゼ領域を持つ未だクローニン
グされていない遺伝子を PI-PLA1, PI-PLA2

の候補遺伝子とした。PI は細胞膜内膜に局在
することから、細胞内に局在するタンパク質
を、更に標的遺伝子として絞り込みを行った。
それらの遺伝子を発現ベクターに組み込み、
動物細胞で発現し、その細胞破砕液を酵素液
とし PI-PLA1, PI-PLA2 活性を測定した。 

 リン脂質代謝酵素の過剰発現・ノックダウ
ン細胞における膜融合の実験では、HIV構成
タンパク質 (gp160, Tat)を発現した HEK293T
細胞と、HIV受容体(CD4/CCR5)とルシフェラ
ーゼを発現したリン脂質代謝酵素の過剰発
現・ノックダウン細胞を培養し、両細胞の膜
融合活性を測定する。 
 
 
４．研究成果 
本研究では、PIを基質とする PLA1, PLA2

の候補遺子の発現ベクターを構築し、その過
剰発現細胞で PI-PLA1, PI-PLA2 活性を測定
した。しかしながら、優位な PI-PLA1, PI-PLA2

活性の上昇は見られなかった。引き続き、そ
の他の候補遺伝子についても同様の実験を
行っているところである。 
リン脂質代謝酵素ノックアウト細胞に HIV

受容体の CD4と CCR5を発現 (Tatget細胞) 
させ、HEK293T細胞に HIVエンベロープタン
パク質を発現（Effector細胞）させ、ルシフ
ェラーゼレポーター法にて膜融合活性を調
べた。すると、あるリン脂質代謝酵素発現細
胞において、コントロール細胞と比較して膜
融合活性が上昇した。この細胞における膜表
面の HIV受容体の CD4, CCR5発現量を FACS
で解析した。すると、全ての細胞で CD4, CCR5
ともに発現量に違いは見られなかった。これ
らの結果はリン脂質代謝酵素発現細胞にお
ける膜融合活性の上昇は形質膜での HIV受容
体数の増減によるものではなく、リン脂質代
謝酵素そのもの、あるいは代謝産物が何らか
の機構で HIV感染（膜融合）に関与している
ことを強く示唆するものである。今後は以下
のことについて調べていく。 
HIV感染は HIVエンベロープ gp120と HIV

受容体 CD4の結合により始まる。そこで、リ
ン脂質代謝酵素の導入・欠損細胞において結
合に変化があるか調べる。 
HIV受容体 CD4, CCR5 はラフトに局在し、

CXCR4は刺激に応じてラフトへ移行する。リ
ン脂質代謝酵素の増加・減少が HIV受容体局
在に与える影響を調べる。 
HIV受容体である CD4, CCR5, CXCR4は多量

体（ホモダイマー、ヘテロダイマー）を形成
し、HIV感染受容体と機能することが報告さ
れている。そこで、HIV受容体の二量体化に
おけるリン脂質代謝酵素の効果を調べる HIV
エンベロープ gp120刺激をし、CD4, CCR5, 
CXCR4 の FRET値を測定する。 
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