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研究成果の概要（和文）：環状ホスファチジン酸(cPA)は動脈硬化予防や変形性関節症病態の抑制等の多彩な生
理活性を示す脂質メディエーターであり、生活習慣病や加齢性疾患を制御すると考えられる。しかしながら、そ
の生合成過程・責任酵素は十分に明らかではない。本研究ではリゾホスホリパーゼD型酵素であるグリセロホス
ホジエステラーゼ7(GDE7)の機能解析を行い、小胞体内におけるcPAの生合成酵素であることを明らかにした。さ
らに、GDE7の簡便な活性測定法および阻害薬を同定し、生活習慣病治療に向けた基盤を構築することができた。

研究成果の概要（英文）：Cyclic phosphatidic acid (cPA) is a lipid mediator that exhibits a variety 
of physiological activities including prevention of atherosclerosis and suppression of 
osteoarthritis pathology, and is regulating lifestyle- and age-related diseases. However, its 
biosynthetic mechanism are not fully understood. In this study, we performed functional analysis of 
glycerophosphodiesterase 7 (GDE7), a lysophospholipase D-type enzyme, and found that GDE7 produces 
cPA in endoplasmic reticulum. Furthermore, we developed of a selective fluorescence-based enzyme 
assay for glycerophosphodiesterase family members GDE4 and GDE7. 
These findings allow high-throughput assays of GDE4 and GDE7 activities, which could lead to the 
development of selective inhibitors and stimulators as well as a new treatment of  lifestyle- and 
age-related diseases.

研究分野：生物系薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
cPA生合成酵素としては、血中に存在するオートタキシンが知られている。それに対し、GDE7は小胞体内で働く
膜結合性酵素である。細胞内脂質メディエーターの標的は報告が少なく、本研究成果は他の脂質メディエーター
研究への応用も期待できる。また、本研究で開発した活性測定系はハイスループットスクリーニングに適用可能
であり、GDE7の活性調節を介した生活習慣病や加齢性疾患に対する新規治療法の開発に繋がることが期待され
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

環状ホスファチジン酸 (cyclic phosphatidic acid：cPA)はリゾホスファチジン酸 (LPA)
と類似した構造でありながら、特徴的な環状構造を持つ脂質メディエーターであり、
LPA 受容体やペルオキシソーム増殖因子活性化受容体 γ (PPARγ)を標的とすることが
報告されている。その結果、cPA は血管内膜肥厚の抑制 (動脈硬化予防)や変形性関節
症病態の抑制といった多彩な生理活性を示すことから、cPA と生活習慣病や加齢性疾
患との関連が注目されている。cPA の生合成経路としては、血清中のオートタキシン
によってリゾホスファチジルコリン (LPC)から加水分解によって LPAが、ホスファチ
ジル基転移反応によって cPAが生成することが報告されている (Tsuda, S. et al. J. Biol. 
Chem., 2006)。一方で、細胞内においてはリゾホスホリパーゼ D型酵素によって LPC
から LPAと cPAが生成することが推測されているが、責任酵素の同定には至っていな
い。近年、我々はグリセロホスホジエステラーゼ (GDE)・ファミリーに属する 2つの
タンパク質GDE4とGDE7が細胞内で LPAを産生するリゾホスホリパーゼD型酵素で
あることを明らかにした (Tsuboi K. et al, Biochim Biophys Acta, 2015; Rahman I.A.S. et 
al, Biochim Biophys Acta, 2016)。これらの知見をもとに、細胞内における cPA生合成酵
素は GDE4あるいは GDE7ではないかと考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 

cPA およびその誘導体の生理活性は確立されつつあるが、その生合成機構に関して
は十分に解明されていない。本研究では、cPA の細胞内における生合成の責任酵素で
あるリゾホスホリパーゼ D 型酵素としての GDE ファミリーの同定を目的とした。さ
らに、cPAを標的とした生活習慣病治療薬の開発を目指し、GDE4/GDE7の簡便な酵素
活性測定法ならびに GDE4/GDE7の阻害薬あるいは刺激薬を探索した。 
 
３．研究の方法 

GDE4/GDE7の in vitroでの cPA生合成活性を明らかにすることを目的とし、COS-7
細胞株にヒト GDE4あるいは GDE7を過剰発現させ、超遠心分離により得た膜画分を
酵素源とした。 [14C]LPCを基質として、GDE4および GDE7の cPAおよび LPA生合
成活性を薄層クロマトグラフィーで分析した。また、GDE4/GDE7 の細胞レベルでの
cPA生合成活性を明らかにすることを目的とし、GDE4/GDE7を内因性に高発現してい
る癌細胞株 (LNCaPおよびMCF-7)を用い、CRISPR-Cas9系によるノックアウトを行っ
た。その後、細胞内の cPA および LPA を LC-MS/MS により定量することで細胞レベ
ルでの GDE4/GDE7 の cPA 生成活性を評価した。さらに、GDE7 は小胞体膜タンパク
質であることが予測されたため、cPA が小胞体内腔と細胞質のいずれで生合成される
かについて、プロテイナーゼ K 感受性試験およびジギトニン可溶化試験で検証した。
くわえて、細胞内で生合成された cPAが脂質メディエーターとして機能するかについ
て、PPARγ下流因子である CD36, CYP27A1および CSF1の遺伝子発現を指標に評価し
た。 
次に、GDE4/GDE7の簡便な活性測定法について検討した。市販のオートタキシン蛍
光基質である FS-3 は消光基と蛍光基を持ち、オートタキシンが FS-3 を加水分解する
と、蛍光を発するようになることから、オートタキシン活性をリアルタイムで定量す
ることができる。FS-3 はリゾリン脂質アナログであることから、GDE4/GDE7 活性測
定に適用可能であるか検証した（図 2）。さらに、このアッセイ系を用いて、既知の LPC
アナログやオートタキシン阻害薬の中から GDE4や GDE7の阻害活性を持つものを探
索した。 
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４．研究成果 

GDE7は LPCから cPAおよび LPAを生成することが薄層クロマトグラフィーの結果
より明らかとなった。一方で GDE4は LPAのみを生成し、cPAは生成しなかった。ま
た、LNCaP細胞株で GDE4ノックアウト株、MCF-7細胞株で GDE7ノックアウト株を
樹立した（図 3）。GDE7ノックアウト細胞株では、細胞内の cPAおよび LPAが減少し
ており、このノックアウト株に GDE7を強制発現することで cPAおよび LPA量は回復
した。cPA量と GDE7 発現量はよく相関しており、GDE7 は細胞内で cPAを生成する
ことが強く示唆された。さらに、プロテイナーゼ K感受性試験およびジギトニン可溶
化試験により、GDE7の N末端は小胞体内腔側に、C末端は細胞質側にあり、その活
性中心は小胞体内腔に位置することが両方の試験結果から支持された。くわえて、
GDE7ノックアウト細胞株では PPARγ下流因子の発現が増加しており、小胞体内で生
合成された cPAは脂質メディエーターとして機能することが示唆された。以上より、
GDE7 は小胞体内腔の Ca2+により恒常的に活性化されて脂質メディエーターとしての
cPAを生成すると考えられた。 

 
次に、蛍光基質 FS-3を用いた酵素活性測定法の開発を行った。GDE4あるいは GDE7
を過剰発現させた HEK293T細胞の膜画分では、それぞれ Mg2+あるいは Ca2+存在下で
FS-3分解活性の上昇が見られ（図 4）、先行研究で報告されたこれらの酵素の 2価カチ
オン要求性とよく一致した。また、GDE4 あるいは GDE7 ノックアウト細胞の膜画分
では野生型に比べてそれぞれの FS-3分解活性が顕著に低下していた。さらに、このア
ッセイ系を用いて、GDE4 および GDE7 の阻害薬と刺激薬を探索した。GDE4 および
GDE7の天然基質である LPCおよびリゾホスファチジルエタノールアミンはこれらの
FS-3分解活性を阻害した。ホスファチジルイノシトール特異的ホスホリパーゼ C阻害
薬である edelfosineは GDE4活性を阻害し、GDE7活性を増強した。既知のオートタキ
シン阻害薬である S32826 は GDE4 および GDE7 活性にほとんど影響しなかったが、
LPA アナログ型のオートタキシン阻害薬である BrP-LPA と cPA 誘導体である 3-ccPA
は GDE4および GDE7活性を阻害した。 
以上より、GDE4およびGDE7活性を簡便に測定する系を確立し、GDE4およびGDE7
に対する初の阻害薬を見出すことができた。今後、これらの酵素の特性評価や選択的
阻害薬の開発につながると期待される。 
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