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研究成果の概要（和文）：G2Aは酸化遊離脂肪酸をリガンドとするＧタンパク質共役受容体である。培養細胞に
9-HODE等の酸化遊離脂肪酸を添加すると細胞周期が停止した。また、グルコース飢餓及び低酸素刺激などのスト
レス刺激によって、G2Aの誘導が観察された。G2Aを発現しているグリオーマ細胞を免疫不全マウスに移植する
と、腫瘍を形成し、臓器への転移が観察された。
また、新規のリン脂質代謝酵素やその代謝産物の生体作用機序に関する解明を行った。

研究成果の概要（英文）：G2A is a G protein-coupled receptor that uses oxidized free fatty acids as 
ligands. The addition of oxidized free fatty acids such as 9-HODE to the cultured cells resulted in 
cell cycle arrest. G2A induction was also observed by stress stimulation such as glucose starvation 
and hypoxia. It became clear that G2A induction is deeply involved in changes in intracellular pH 
and glutathione concentration. When glioma cells expressing G2A were transplanted into 
immunodeficient mice, tumor-formation and metastasis to the organs was observed. Immunohistochemical
 analysis of metastatic lesion revealed that epithelial mesenchymal transition occurred.
Thus, G2A, a stress-inducible GPCR, stops the cell cycle in response to oxidized free fatty acids. 
On the other hand, G2A increases stemness in tumor cells resulting in epithelial mesenchymal 
transition and forms metastatic foci.
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１．研究開始当初の背景	

（１）細胞外からのシグナルを細胞内に伝え

る役割をもつ GPCR は、ヒトでは約 900 個存

在し、いくつかのサブタイプに分類されてい

る。ロドプシンタイプに属する G2A は、GPR4

や OGR1、TDAG8 などと構造的類似性をもち、

酸性条件下でシグナルを伝えるプロトン感

知性受容体ファミリーに属しており、微小細

胞環境が酸性に傾くと様々なシグナルを細

胞内に伝える。G2A はその発現により細胞周

期が停止することから名付けられた GPCR で

ある。	

	

（２）申請者らは 9-HODE（リノール酸酸化物）

や 11-HETE（アラキドン酸酸化物）を初めと

する酸化遊離脂肪酸が G2A のリガンドとして

作用することを発見した(Obinata	H ら,	J	

Biol	Chem,	2005)。生体内に多量に存在する

リノール酸由来の GPCR リガンドとしてはこ

れが初めての報告である。	

	

（３）従来、これらの GPCR の役割について

は、動脈硬化や骨代謝との関わりなどの他に

はあまり解明されてこなかった。特に、その

細胞内シグナルの解析や、生体において果た

す役割については不明な点が多かった。	
	
２．研究の目的	

	 本研究は、酸化遊離脂肪酸-受容体の情報

伝達機構を解明し、生体における役割を明ら

かにすることを大きな目的とした。さらに、

得られた研究成果を新たな治療法の開発な

どの臨床応用に展開するための基礎的な研

究成果を得ることを目指した。	

	

（１）酸化遊離脂肪酸や G2A が細胞周期や幹

細胞性に及ぼす影響を細胞レベルや小動物

個体レベルで明らかにし、その細胞内情報伝

達機構の解明を目指した。	

	

（２）G2AはDNA損傷刺激によって誘導され、

比較的速やかに減少することが報告されて

いる。本研究では、G2A がどのような状況で

誘導され、機能を発揮するのかについて検討

した。	

	

（３）リガンドである酸化遊離脂肪酸の産生

機序の解明を目指した。酸化遊離脂肪酸は、

リン脂質にリパーゼなどの分解酵素が作用

して脂肪酸が遊離した後に酸化されて産生

されると考えられたため、各種リン脂質代謝

酵素の精製、クローニング、酵素学的な性質

について検討した。	

	
３．研究の方法	
（１）9-HODE 等の酸化遊離脂肪酸をグリオー

マ系やリンパ球系の培養細胞に添加し、酸化
遊離脂肪酸-受容体系が細胞周期や細胞増殖
に及ぼす影響を、細胞数や細胞内 ATP 濃度の
測定を行い、細胞周期に関わるシグナル分子
の活性化状態等の解析により検討した。	
	
（２）ヒトアストロサイトーマ U251 細胞を
用いて、G2A の幹細胞性に及ぼす影響につい
て解析した。すなわち、U251 細胞の G2A 過剰
発現、及び抑制発現細胞を確立し、これらの
細胞に対してグルコース飢餓、及び低酸素刺
激を行いその影響を調べた。	
	
（３）G2A 発現 U251MG 細胞を免疫不全マウス
へ移植し、その腫瘍形成能と転移能を解析し
た。	
	
（４）新規のリン脂質代謝酵素やその代謝産
物の生体作用機序に関する解明を行った。	
	
４．研究成果	
（１）培養細胞に 9-HODE を添加すると、細
胞増殖が停止し細胞内 ATP 濃度が減少した。
しかし、9-HODE を除去すると再び細胞が増殖
を開始した。細胞周期の分析から、9-HODE は
一時的な細胞停止を起こしていることが明
らかになった。	
	
（２）U251 細胞の G2A 過剰発現、及び抑制発
現細胞を確立し、これらの細胞に対してグル
コース飢餓、及び低酸素刺激を行なうと、G2A
の発現誘導が観察された。この現象には、細
胞内 pH 及びグルタチオン濃度の変化が、深
く関与していることが明らかになった。	
	
（３）G2A の発現はスフェロイド/スフェ	
アを形成させ、G2A の誘導発現レベルに相関
して細胞生存率は高くなった。また、G2A の
発現は、間葉性マーカーである N-カドヘリン
及び幹細胞性因子 Oct3/4 や Sox2 の発現を亢
進させ、ほとんどの細胞集団の細胞周期を Gl
相で停滞させた。この時、細胞の酸化状態は
低下し、同時に ATP レベルも低下しているこ
とがわかった。以上のことから G2A は U251
細胞の幹細胞性を亢進させるとともに上皮
間葉転換を促し、腫瘍細胞の浸潤にも関わっ
ている可能性が示された。	
	
（４）スフェア/スフェロイドを形成したヒ
トグリオーマ細胞をサブクローン化した後
にマウスに移植すると、G2A の発現に応じて
マウスの全身に転移を認め、転移した場所で
増殖巣を形成した。転移巣を免疫組織学的に
解析したところ、上皮間葉転換を生じている
ことが明らかになった。	
	
（５）さらに、このマウスに低酸素プローブ
であるイリジウム錯体を投与し in	vivo イメ
ージングを行うと、増殖巣及び転移巣が描出
され、腫瘍の中は低酸素状態になっているこ



とが明らかになった。	
	
（６）U251 細胞において G2A をノックダウン
すると、カスペースの発現が増加し、アポト
ーシスを示す細胞が増加した。また、ノック
ダウン細胞を用いたマウスの皮下移植モデ
ルでは腫瘍形成や臓器への転移が顕著に抑
制された。	
	
（７）グリセロホスホジエステルを加水分解
する酵素である哺乳類の７種類の GDE のうち
GDE4 と GDE7 のリゾリン脂質に対する活性を
示し、その組織分布を報告した。	
	
（８）イノシトールリン脂質代謝と胚発生と
の関連について検討し、ホスホイノシチド	
3-キナーゼ及びその代謝産物の細胞分化に
おける役割について解明し報告した。	
	
（９）新規ジアシルグリセロールリパーゼの
ラット脳からの cDNA クローニングに成功し、
そのリコンビナントタンパク質の酵素学的
な性質を、質量分析を用いた定量系を用いて
酵素産物を定量することによって詳細に解
析し報告した。	
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