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研究成果の概要（和文）： 

 我々は、オーファン GPCR のリガンド同定を進める過程で酸化リン脂質に反応性を示す新規

GPCR を同定した。本研究では、この GPCR のリガンド特異性を含めた生化学的な性状を解

析するとともに、機能解析、特に、動脈硬化における機能を探索する。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 We identified a novel orphan GPCR that reacted specifically with oxidized phospholipids. 
In this study we further perform biochemical characterization of the GPCR including 
precise ligand specificity. In addition, we also examine the patho-physiological roles 
of the GPCR, especially in the development of arteriosclerosis. 
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、オーファン GPCR のリガンド同定
を進める過程で酸化リン脂質に反応性を示
す新規 GPCR を同定した。本 GPCR（GPR X と
表記）は MRG familyに属し、DRGでの発現は
報告されているがその詳細な機能は全く未
知である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、この GPCR のリガンド特異性を
含めた生化学的な性状を解析するとともに、
機能解析、特に、動脈硬化における機能を探

索する。 
３．研究の方法 
（１）GPR Xの活性化測定 
 申請者らが最近開発した GPCR活性化測定
法の 切断アッセイを用いた。本アッセ
イは高感度・高精度に GPR X活性化を検出可
能である。 
（２）GPR Xのリガンド探索 
 購入可能な種々のリン脂質に対する反応
性を検討した結果、GPR Xはジリノレオイル
(18:2)ホスファチジン酸（PA）の酸化体が最
も高い反応性を示した。そこで、逆相液体ク
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ロマトグラフィーを用い酸化 PA分子種の分
離・分画を行い、各フラクション中に含まれ
る酸化リン脂質の GPR Xに対する反応性を評
価した。各フラクションに含まれる分子種の
構造をフーリエ変換-リニアイオントラップ
ハイブリッド質量分析計を用いて解析した。 
（３）ゼブラフィッシュを用いた GPR Xの機
能解析 
 ゼブラフィッシュ胚に GPR X mRNAをマイ
クロインジェクションし、GPR Xを過剰発現
させ、発生期の形態を観察した。形態異常が
認められたことから、抗酸化剤の存在下と非
存在下でゼブラフィッシュ胚を培養し、酸化
脂質による影響を調べた。 
（４）培養細胞における GPR Xの機能解析 
 HEK293細胞に GPR Xを過剰発現させ、形態
を観察したところ細胞増殖の低下が認めら
れた。細胞数は MTT法で定量した。 
 
４．研究成果 
（１）GPR Xのリガンド同定 
 申請者らは、ヒト LDLを酸化処理すること
で、GPR X が顕著に活性化されることを見出
した。酸化 LDLの活性成分の精製を試みたが、
比活性が弱いため活性成分の同定には至ら
なかった。酸化 LDLは主にリン脂質の脂肪酸
部分が酸化付加を受けることが知られてい
る。そこで、種々のリン脂質を酸化させ、GPR 
X の反応性を検討した結果、ジリノレオイル
(18:2)ホスファチジン酸（PA）の酸化体が最
も高い反応性を示した。逆相液体クロマトグ
ラフィーを用い、酸化 PA の活性成分の精製
を行ったところ、PAの脂肪酸鎖の末端部分が
酸化によりアルデヒドまたはカルボン酸と
なった分子種により強く活性化されること
を見出した。 
（２）GPR Xの機能解析 
 GPR X は霊長類に特異的な遺伝子であり、
マウスに相同遺伝子が存在していなかった。
そこで個体レベルの機能解析が容易なゼブ
ラフィッシュの胚発生をモデルとして、GPR X
の過剰発現時の影響を調べた。その結果、受
精後 5~6時間という非常に早いタイミングで
胚の発生が停止した。また、この胚発生の停
止は、抗酸化剤の存在下でレスキューされた。
従って、ゼブラフィッシュ胚で内在的に酸化
脂質が産生され、GPR X の過剰なシグナルを
介して胚発生の停止を誘導していることが
強く示唆された。実際、培養細胞に GPR Xを
一過的に過剰発現させると、トランスフェク
ション 48 時間後にはコントロール群に比べ、
細胞数が約 8割にまで減少した。細胞数の減
少は、酸化 PA の存在下で促進され、抗酸化
剤存在下でレスキューされた。また、TUNEL 
法による染色の結果、DNA の断片化は検出で
きず、アポトーシスの関与は否定された。 
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