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研究成果の概要（和文）：　DDHD1（PA-PLA1）およびその活性変異酵素（S537A）を膵臓癌細胞に発現した。発
現により、膵臓癌細胞の増殖や生存が低下した。DDHD1、活性変異酵素を発現により、ミトコンドリアの呼吸
（電子伝達系）が亢進した。膵臓癌細胞は抗癌剤に耐性であるが、DDHD1および活性変異酵素の発現により、抗
癌剤の感受性が増加した。癌細胞はミトコンドリア呼吸が低く保たれ、解糖系でエネルギーを賄うこと、ミトコ
ンドリア活性が低いことが不利な環境での生存に繋がることが知られている。DDHD1や活性変異酵素の発現亢進
によるエネルギー代謝のミトコンドリアへのシフトが細胞増殖・生存の低下に繋がることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the effects of DDHD1/ PA-PLA1 on the 
proliferation and survival of pancreatic cancer cells. DDHD1/ PA-PLA1 and its non-catalytic mutant 
(S537A) were expressed in the pancreatic cancer cells by the recombinant retrovirus system. The 
expression of DDHD1/ PA-PLA1 and S537A mutant significantly reduced the proliferation of PANC-1 
cells with normal growth medium. The cell cycle analysis revealed that the expression of DDHD1/ 
PA-PLA1 and S537A mutant significantly decreased the G0/G1 cells and increased G2/M cells, 
suggesting that the expression caused the G2/M cell cycle arrest. The expression of DDHD1/ PA-PLA1 
and S537A mutant significantly increased the mitochondrial respiration and membrane potential. Our 
results suggest that DDHD1/ PA-PLA1 is involved in the regulation of G2/M cell cycle transition and 
mitochondrial function and the dysregulation of DDHD1/ PA-PLA may be lead to the reduced cell 
proliferation of pancreatic cancer cells.

研究分野： 生化学、脂質生物学、分子生物学、細胞生物学
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１． 研究開始当初の背景 
	 マリファナを摂取すると、時間感覚・空間
感覚の混乱、多幸感、記憶の障害、痛覚の低
下、幻覚など多彩な精神神経反応がみられる。
一方、免疫系が抑制されることも知られ、そ
の結果、マリファナ常習者は感染症や癌にな
りやすいと考えられている。マリファナの作
用の作用は、CB1 受容体と CB2 受容体を介
して引き起こされる。しかし、最近、マリフ
ァナの生物活性が、CB1 受容体と CB2 受容
体だけでは説明できないことが指摘されて
おり、第３、第４の受容体の存在が想定され
ていた。 
	 最近、第３のレセプターとして、これまで
リガンド未知のレセプターとして登録され
ていた G タンパク質共役型レセプター
GPR55 が同定された。GPR55 は CB1 およ
び CB2に相同性は低く、Non-EDGタイプの
LPA受容体と近縁であった。 
私たちは GPR55 の内因性アゴニストの探索
に取組み、リゾリン脂質の一種であるリゾホ
スファチジルイノシトールがアゴニストで
あることを発見した。 
 リゾホスファチジルイノシトールの構造-活
性相関を検討したところ、グリセロール骨格
の２位にアラキドン酸を持つ LPI が最も効
率よいアゴニストであることを見いだした。 
	 ホスファチジルイノシトール（PI）の構成
脂肪酸は特徴的で、sn-1 位にステアリン酸、
sn-2 位にアラキドン酸を持つものが多く存
在する。最も活性が高い 2-アラキドノイル
LPI は、PI がホスホリパーゼ A1（PLA1）
の作用を受けたときに生じることが考えら
れる。私たちは、2-アラキドノイル LPIの産
生に関与する PLA1の探索を行い、細胞内型
PLA1であるDDHD/PA-PLA1がLPI産生に
関与することを明らかにした。 

 
２．研究の目的 
	 DDHD1の2-アラキドノイルLPIの産生に
おける役割を検討する過程で、DDHD1の変
異が関与する遺伝病の発見した。DDHD1遺
伝子に変異が存在する家系を見いだし、
DDHD1 が欠損すると遺伝性痙性対麻痺
（hereditary spastic paraplegia、HSP）と
なることを明らかにした。遺伝性痙性対麻痺

HSP は下肢の痙縮と筋力低下を呈する神経
変性疾患である。遺伝性痙性対麻痺 HSP の
原因遺伝子は様々なものがあり、SPG亜型と
して分類されている。DDHD1 の変異は
SPG28と分類された。３つの家系を見いだし、
変異はエキソン４または 10 の途中にストッ
プコドンを生じるもの、エキソン 7 と 11 の
後にスプライシング異常を起こすものであ
った。 

SPG28患者からのリンフォブラストは、健常
人からのものに比べて、酸素消費およびミト
コンドリア ATP 産生の低下が観察された。
DDHD1の変異により、ミトコンドリア機能
が低下することが示唆された。 

	 本研究は、DDHD/PA-PLA1とミトコンド
リアの機能、および関連する病態を明らかに
するために、膵臓癌細胞に DDHD/PA-PLA1
遺伝子を導入し、細胞の増殖や生存能を検討
した。 
 
３．研究の方法 
組換レトロウイルスベクター発現系を用い
て、DDHD1/PA-PLA1または活性セリン残
基をアラニンに置換した S537A変異酵素を
発現した膵臓癌細胞 PANC-1細胞を樹立し
た。 
 
４．研究成果	
１）DDHD1の細胞増殖に対する影響 
増殖性の細胞すなわち膵臓癌細胞に

DDHD1/PA-PLA1 およびその活性変異体
（S537A）を導入して、細胞増殖に対する影
響を調べた。DDHD1およびその活性変異体
（S537A）の発現により、細胞増殖や細胞の
生存が低下することが明らかになった。特に
活性変異体（S537A）を導入した際に、増殖
の低下効果が大きかった。 
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細胞を低密度で播種しコロニーの形成を調
べると、DDHD1発現細胞はコロニー形成の
低下が見られた。また、S537A変異酵素を発
現した細胞で、コロニー形成の顕著な低下が
観察された。DDHD1、特に S537A変異酵素
の発現により、膵臓癌細胞の増殖および生存
が低下することを示唆した。 

 
ヨウ化プリピジウムにより DNA を染色し、
細胞周期を解析すると、活性変異体（S537A）
を導入により、細胞周期が G2/M期で停止す
ること（G2/Mアレスト）が示唆された。 
	  

		
２）DDHD1のミトコンドリア呼吸に対する
影響 
DDHD1の変異（SPG28）患者のリンフォブ
ラストはミトコンドリア呼吸が低下してい
たので、DDHD1の発現により、ミトコンド
リアの活性が変化するかどうかを調べた。 
MitoTrackerは呼吸に依存したミトコンドリ
ア染色プローブである。MitoTrackerの取り
込みを測定することにより、呼吸活性を評価

す る と 、 プ ロ ー ブ の 取 り 込 み は 、
DDHD1/PA-PLA1 およびその活性変異体
（S537A）の発現により増加し、ミトコンド
リアの呼吸が亢進することが示された。 

	
	
まとめ	 DDHD1は膵臓癌細胞のミトコンド
リアの機能を調節し、細胞の増殖・生存を低
下させることが考えられた。 
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