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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ペルオキシソーム病と GPI アンカーの脂質部分の構

造の関連を明らかにした。これまでペルオキシソーム病患者の GPI アンカーの脂質部分の構造

やアルキルアシル型 GPI アンカーの生理学的意義は知られていなかったが、ペルオキシソーム

病患者ではアルキルアシル型 GPI アンカーを欠損し、またアルキルリン脂質生合成系を欠損す

る CHO 変異細胞株においては、細胞表面の内在性 GPI アンカー型タンパク質の発現量の増加が

見られるなど、今後のペルオキシソーム病の病態解明に向けた結果が得られた。 

研究成果の概要（英文）：Dysfunction of peroxisome cause peroxisomal disorders. I analyzed 
the structure of glycosylphosphatidylinositol(GPI) anchor in patients of rhizomelic 
chondrodysplasia punctate(RCDP) and Zellweger syndrome. These patients are defective in 
alkyl-acyl form GPI anchor and expressing diacyl form GPI only. The expression levels 
of GPI-anchored protein increased in the mutant cells of responsible gene of RCDP. I found 
the involvements between peroxisomal disorders and functions of GPI-anchored protein.
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１．研究開始当初の背景
 Glycosylphosphatidylinositol(GPI)アン
カーの構造はジアシル型とアルキルアシル
型があり、哺乳動物に発現する大部分の GPI
アンカー型タンパク質の GPI部分はアルキル
アシル型であることが知られていた。 
 ペルオキシソームの形成障害や機能異常
によって、ペルオキシソーム病と総称される
難病を発症する。ペルオキシソーム病のうち
肢根型点状軟骨異形成症(RCDP)は、ペルオキ
シソームのアルキルリン脂質生合成系の異
常が原因とされ、アルキルリン脂質の最終産
物であるプラスマローゲンの欠損が原因と

されてきた。我々は、先にアルキルリン脂質
生合成系を欠損する CHO変異細胞株を用いた
実験で、それらの細胞ではアルキルアシル型
GPI アンカーを欠損し、ジアシル型しか生合
成できないことを見出した。これまでペルオ
キシソーム病患者における GPIアンカーの構
造については注目されていなかったが、この
ことから推測するとペルオキシソーム病患
者、特に RCDP においては、アルキルアシル
型であるはずの GPI アンカーがジアシル型で
しか生合成されない。アルキルアシル型 GPI
アンカーの欠損もまた、GPI アンカー型タン
パク質の機能にも影響を及ぼすことで RCDP
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の諸症状の一部の原因になっている可能性
が考えられた。 
 ペルオキシソーム病の原因遺伝子は数多
く証明されてきたが、その症状が発現する機
構については現在でも不明な点が多い。また、
有効な治療法も開発されておらず医療の確
立が求められていた。アルキルアシル型 GPI
アンカーの生理学的意義を解明すると共に、
GPI アンカーの構造とペルオキシソーム病と
の関連を見出すことで、ペルオキシソーム病
の病態理解や治療に役立つものと考えられ
た。 

２．研究の目的 
 我々は、これまでにチャイニーズハムスタ
ー卵巣(CHO)細胞のアルキルリン脂質生合成
系を欠損する変異株において、アルキルアシ
ル型GPIアンカーを欠損し、ジアシル型のGPI
アンカーしか生合成できないことを示した
が、実際のペルオキシソーム病患者における
GPI アンカーの構造については知られていな
かった。さらに GPI アンカーは、その生合成
の初期にジアシル型からアルキルアシル型
に変換されることが分かっていたが、その生
合成メカニズムやGPIアンカーの脂質部分の
変換反応に関与する酵素（リモデレース）に
ついては全く不明であった。 
 本研究課題においては、哺乳動物における
アルキルアシル型GPIアンカーの生合成メカ
ニズムとその生理学的意義を解明するとと
もに、ペルオキシソーム病とアルキルアシル
型 GPI アンカーの関連を見出すことで、将来
的にペルオキシソーム病の病態理解や治療
に役立てることを目的とした。 

３．研究の方法 
(1) ペルオキシソーム病患者細胞における
GPI アンカーの構造の検討：オランダおよび
国内の共同研究者より、RCDP と ZS 患者の繊
維芽細胞を得て不死化細胞株を作出した。
GPI アンカー中間体の構造は、アシル鎖のア
ルカリに対する感受性を用いて検討した。ま
ず細胞にトリチウム標識されたマンノース
添加し、GPI アンカーを標識後、脂質を抽出、
得られた脂質をアルカリ処理した。アシル鎖
はアルカリに対して不安定であり除去され
るが、アルキル鎖は耐性を示すので薄層クロ
マトグラフィー(TLC)で GPI アンカー中間体
由来のリゾ体のスポットが現れて、アルキル
鎖の有無を判断できる。アルカリ処理後は、
脂質を抽出して TLC によって分離、標識され
た GPI アンカーを検出して野生株と比較した。
さらに詳細な GPIアンカーの構造分析におい
ては、精密質量分析法を用いた。 
(2) アルキルアシル型 GPIアンカーの生理学
的意義の解明：アルキルリン脂質生合成酵素
の Dihydroxyacetone phosphate(DHAP) 

acyltransferase あ る い は Alkyl-DHAP 
synthaseをそれぞれ欠損するCHO変異細胞株
（それぞれ NRel-4 と NZel-1）を用いて、内
在性の GPI アンカー型タンパク質 Urokinase 
plasminogen activator receptor(uPAR)の発
現量を、責任遺伝子を導入する前後でフロー
サイトメトリー、ウエスタンブロットおよび
共焦点顕微鏡を用いて比較した。 
(3) リモデレースのスクリーニング：GPI ア
ンカーの脂質部分のジアシル型からアルキ
ルアシル型への変換反応は、Phospholipase D
あるいは Phospholipase C 様の活性によって
リン酸部分で切断されたアルキル供与体の
脂質部分とジアシル型の GPIアンカーの脂質
部分とが変換される反応を想定した。そこで、
機能が未知の Phosphatase様遺伝子を候補遺
伝子として siRNA でノックダウンし、アルキ
ルアシル型 GPIアンカーの生合成が抑えられ
る遺伝子をスクリーニングした。GPI アンカ
ーの構造の決定には、前述のアルカリ処理に
よるスポットの出方の違いにより比較した。
ノックダウン後、有意にアルキルアシル型
GPI アンカーの生合成を抑えることができた
遺伝子をリモデレースの候補遺伝子とした。
その後、この候補タンパク質の細胞内での局
在を検討するために、タグ付きのタンパク質
を発現させるプラスミドを作成し、ヒト胎児
腎細胞 HEK293T に導入、タンパク質を発現さ
せて、その細胞内局在をマーカータンパク質
とともに共焦点顕微鏡で観察した。 

４．研究成果 
 ペルオキシソームの形成障害や機能異常
でペルオキシソーム病と総称される難病を
発症するが、今回、アルキルリン脂質生合成
酵 素 で あ る Dihydroxyacetone 
phosphate(DHAP) acyltransferase あるいは
Alkyl-DHAP synthase をそれぞれ欠損するペ
ルオキシソーム病患者の肢根型点状軟骨異
形成症(RCDP)の 2 と 3 型患者細胞において、
アルキルアシル型GPIの生合成能が著しく低
下していることと、その酵素をペルオキシソ
ームへ輸送するのに必要な PEX7 を欠損する
CHO変異細胞株とRCDPの 1型患者細胞におい
ても、アルキルアシル型 GPI アンカーを欠損
していることを明らかにした。さらにペルオ
キシソーム病で最も深刻である Zellweger 症
候群の患者においても、同様の結果を得た。 
 ペルオキシソーム病の中でも特に RCDPは、
ペルオキシソームの重要な機能であるアル
キルリン脂質生合成系の異常によってプラ
スマローゲンを欠損し、症状が引き起こされ
ると考えられている。我々の結果は、ペルオ
キシソーム病患者はプラスマローゲンだけ
でなくアルキルアシル型 GPIアンカーも欠損
していることを示しており、これらの患者で
はアルキルアシル型であるはずの GPIアンカ



ーがジアシル型であることで、GPI アンカー
型タンパク質が正常に機能せず、アルキルア
シル型 GPIアンカーの欠損もまたペルオキシ
ソーム病の諸症状の病因の一つとなってい
る可能性が考えられた。 

 これまでアルキルアシル型 GPIアンカーの
役割については明らかにされていなかった
が、RCDP のモデルとなるアルキルリン脂質生
合成酵素を欠
損する CHO 変
異細胞株を用
いて、内在性
の GPI アンカ
ー型タンパク
質 で あ る
Urokinase 
plasminogen 
activator 
receptor(uPA
R)の発現量を
検討したとこ
ろ、欠損細胞
に お い て は
uPAR の発現量
が上昇するが、
その責任遺伝
子を導入して発現させることで、uPAR の発現
量が減少することが明らかになった(Figure 

2)。これらの結果から、GPI アンカーの脂質
部分の構造がタンパク質の輸送や細胞内で
のソーティングに影響したことが示唆され、
ペルオキシソーム病患者では、GPI アンカー
がジアシル型であることで GPIアンカー型タ
ンパク質の細胞内の局在や機能に影響が出
ている可能性が考えられた。 
 さらに GPI アンカーは、ジアシル型の PI
から生合成されるが、その過程でジアシル型
からアルキルアシル型にリモデリングされ
ることが明らかになっていた。しかし、その
変換反応のメカニズムや関与する酵素は不
明であった。我々はこのリモデリングが、リ
ン脂質特異的 Phospholipase D あるいは
Phospholipase C の様な活性により、ジアシ
ル型の GPIアンカーの脂質部分とアルキルア
シル型が主成分である供与体の脂質部分と
が入れ替わる反応が起こっていると予想し
た。そこで、機能が未知の Phosphatase を検
索し、それらをノックダウンしたところ、ア
ルキルアシル型 GPI アンカーの生合成能が抑
えられる遺伝子を見出し、このタンパク質を
目的の脂質リモデリング酵素の候補とした。
さらに、このタグ付きの候補タンパク質を
HEK293T 細胞に発現させて、細胞内局在を検
討したところ、GPI アンカーの生合成が行わ
れている小胞体に局在することが明らかと
なった(Figure 3)。 

これらの結果は、この候補タンパク質がアル
キルアシル型 GPIアンカーの生合成に関わっ
ていることを支持するデータであると考え
ている。 
 本研究課題においては、ペルオキシソーム
病と GPIアンカーの脂質部分の構造の関連を
明らかにした。ペルオキシソーム病患者にお
ける GPI アンカーの脂質部分の構造や、アル
キルアシル型 GPIアンカーの生理学的意義は
知られていなかったが、今回ペルオキシソー
ム病患者でアルキルアシル型 GPIアンカーを
欠損していることと、アルキルリン脂質生合
成系を欠損する CHO 変異細胞株では、アルキ
ルアシル型 GPIアンカーを欠損するとともに、
細胞表面の内在性GPIアンカー型タンパク質
の発現量が増加していることが明らかとな
り、今後のペルオキシソーム病の病態解明に
向けた結果を得ることができた。 
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