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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 研究開発代表者による報告の場合 
 
 脂質炎症グループ（東北大学 青木教授のグループ）は、リゾリン脂質に着目した研究を行った。

まずリゾフォスファチジン酸（LPA）を産生する ATX に始まり、これとおなじ Enpp ファミリーの酵

素、Enpp1、Enpp6 についても、濡木グループの構造解析の結果に基づいて、変異体解析やノックア

ウトマウスの解析を行なった。さらに、新規リゾリン脂質性のメディエーターとして極性頭部にア

ミノ酸であるセリン残基を有するリゾリン脂質（リゾホスファチジルセリン：LysoPS）に特異的に

反応するＧタンパク質共役型受容体（GPCR）を複数同定し、LPS1/GPR34、LPS2/P2Y10、LPS3/GPR174、

LPS2Lと命名した。これらの GPCR はすべて構造上 P2Y ファミリーに属する。P2Y ファミリーのメ

ンバーの多くの GPCR は ATP などの核酸系の分子を認識することがこれまで報告されており、ATP

などの核酸は炎症時細胞等にダメージが与えられると細胞から放出され、慢性疼痛や慢性炎症に機

能を持っていると考えられている。青木チームは、LysoPS がどこで機能するかをこれまで解析する

ために、高感度質量分析計（LC-MS/MS）を用いた LysoPS の検出、LysoPS の受容体の解析を行って

きた。その結果、（１）LysoPS は通常の状態では個体中でほとんど検出されないが、炎症反応でその

レベルが急激に上昇すること、（２）LysoPS 受容体はミクログリア・単球系（LPS1）とＴ・Ｂリンパ

球（LPS2、LPS3、LPS2L）に限局して発現することを見出してきた。特に、Ｔリンパ球ではＴ細胞受

容体を介した刺激が LPS2、LPS3、LPS2L の発現を著しく増大させることから LPS2、LPS3、LPS2L は

活性化Ｔ・Ｂリンパ球で機能すると考えられる。また、これらの GPCR はＧタンパク質の中で、Gα12/13

ともっぱら共役する。最近、Ｔ細胞特異的な Gα12/13 ダブル KO マウスが作製され、このマウスでは

Ｔ細胞の接着性、増殖性が亢進し免疫機能が増強されていることが報告された。従って、Ｔ細胞上

に発現する何らかの Gα12/13 と共役する GPCR が存在し、そのリガンドはその GPCR を介してＴ細胞

の接着性、増殖性を抑制する、すなわち免疫機能を抑制するものと想定される。 

 自然炎症グループ（大阪市立大学 徳永教授のグループ）は、炎症シグナルに重要な NF-B 経路

の生理機能解明を目的に、濡木グループの構造生物学的解析と協調して、細胞レベルでの炎症応答

解析や慢性炎症モデル動物の作出を進めている。これまでの研究結果から、直鎖状ポリユビキチン

鎖を生成する LUBAC ユビキチンリガーゼが NF-κB シグナルの活性化に必須であることを明らかに

した。さらに、濡木グループとともに、脱ユビキチン化酵素（A20）の直鎖状ユビキチン特異的結合

を介したNF-κB 抑制機構や外来DNAセンサータンパク質の cGAS やDDX41について構造-機能相関

研究を行った。さらに、直鎖状ポリユビキチン結合性タンパク質（optineurin）の構造と機能、筋萎

縮性側索硬化症(ALS)発症機構との関連を解明した。 

 構造生物学グループ（東京大学 濡木教授のグループ）では、上記脂質炎症グループ、自然炎症グ

ループと密接に共同研究し、炎症シグナル因子の分子機構を構造・機能の両面から検証・解明した。

脂質炎症シグナルに関しては、脂質メディエーターや細胞外ヌクレオチドの分解に働く Enpp ファミ

リー蛋白質の構造機能解析を行なった。まず、オートタキシン（Enpp2; ATX）の阻害剤を立体構造

に基づき設計・改良を行い、大手製薬会社と共同開発を進める一方で、肺線維症に著効を示すアプ

タマーと ATX の複合体構造に基づき、その阻害機構を解明し、また LPA6受容体（GPCR）に関して

は、3.2 Å 分解能での構造解析に成功し、新たな脂質メディエーター取り込みの機構を提唱した。さ

らに、骨の代謝に関わり、また II 型糖尿病の原因となることが報告されている Enpp1 に関して、結
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晶構造を 2.7 Å 分解能で決定し、ATX で欠失していた挿入ループが基質の認識に働いていることを明

らかにし、骨石灰化や II 型糖尿病を惹起する部位を同定した。さらに、脂肪肝やアルツハイマー病

の進行を抑制するコリンの合成に働く Enpp6 とフォスフォコリンの複合体の結晶構造を解明し、酵

素反応機構を明らかにした。さらに、脂質炎症グループが新規に同定した LysoPS 受容体であるヒト

P2Y10 に関して、HEK293 細胞を用いた大量調製系を確立し、結晶化を進めている。小野薬品との共

同研究で、アンタゴニストのスクリーニングを推進しており、複合体の構造解析を進めている。ま

た自然炎症シグナルに関しては、ウイルスや細菌由来の二本鎖 DNA をパターン認識して cyclic 

dinucleotides（CDNs）を合成し、NF-κB シグナルを活性化するヒト由来 cGAS の立体構造を解明し、

DNA 結合に依存した CDN の合成機構を解明するとともに、cGAS が NF-κB シグナルにも影響を及

ぼすことを初めて明らかにした。また、cGAS の合成する CDN を我々が 2013 年に構造を決定した

Enpp1 が加水分解することで、STING 経路を負に制御していることが報告され、我々は Enpp1 と

cGAMP（cyclic-GMP-AMP）との複合体構造を 2.1 Å 分解能で決定した。さらに、DNA および CDN

を認識して ER 上に存在する受容体 STING 依存的な経路を活性化し、I 型インターフェロンの産生

に関与する、DDX41 の結晶構造を、分解能 1.5 Å で決定することに成功した．生化学的解析の結果、

DDX41 は同じ部位で DNA と CDN に結合し、この結合部位は ATP 結合部位とは異なることを明ら

かにした。さらに、複数の DDX41 の構造を解明し、ATP 結合部位が変化することで、ATP の解離を

早め、シグナル伝達の回転を早めていることを示唆することに成功した。また、NEMO と競合する

ことで NF-κB 活性化経路を負に制御し、筋萎縮性側索硬化症(ALS)の原因遺伝子でもある optineurin

（OPTN）とテトラユビキチンの複合体の構造解析に成功し、OPTN によるユビキチン結合機構を明

らかにした．近年、多くの慢性炎症の原因が遺伝子の変異であることが明らかになって来ているが、

これを根本から治療するために、ゲノム編集ツール開発のプロジェクトを開始した。そして、次世

代ゲノム編集ツールとして脚光を浴びている CRISPR の 1 つである Cas9 に関して、PAM 認識の異な

る 5 種類の異なる生物種由来の Cas9 とガイド RNA、2 本鎖ターゲット DNA の 4 者複合体の高分解

能構造解析にも成功し、PAM 認識機構の共通原理を解明し、PAM 認識改変体の作成に成功した。ま

た、新規 CRISPR である Cpf1 の 4 者複合体の高分解能構造解析にも成功し、Cas9 と異なる DNA 切

断機構、PAM 認識機構の構造基盤を解明した。今後、立体構造に基づいてゲノム編集ツールを改善

して行くことで、慢性炎症疾患遺伝子を含む、遺伝子疾患の治療に大きく貢献することが期待され

る。 

 
Lipid Mediator team (organized by Prof. Aoki in Tohoku University) focused on the research of 

lysophosphatidyl lipid. We solved the crystal structure of ATX/Enpp2, which produces lysophosphatidic acid 

(LPA), Enpp1 and Enpp6, belonging to the same Enpp ectoenzyme family, and based on the structure, Aoki 

team preformed mutational analysis and analyzed the knock-out mouse. Furthermore, Aoki team identified 

new GPCRs that specifically recognize lysophosphatidylserine (LPS), a novel lipid mediator, and named 

LPS1/GPR34, LPS2/P2Y10, LPS3/GPR174 and LPS2L, all of which belong to P2Y GPCR family. Most of the 

P2Y family GPCRs recognize ectonucleotides such as ATP, which is released from damaged cells upon 

inflammation, and evokes cell signal leading to chronic pain and chronic inflammation. Aoki team found  

(1) LysoPS is normally not detected in individuals, but the expression level is significantly enhanced upon 

inflammation 
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(2) LysoPS GPCRs are locally expressed in microglia (LPS1 and LPS2) and T-cell and B-cell (LPS2, LPS3 and 

LPS2L). 

Especially, in T-cell, stimuli mediated by T-cell receptor significantly enhanced the expression of LPS2, LPS3 

and LPS2L, which means that LPS2, LPS3 and LPS2L function in activated T-cell. These GPCRs are coupled 

with Gα12/13. Recently, Aoki team generated T-cell specific Gα12/13 KO mouse, in which adhesiveness and 

proliferation of T-cell is enhanced, thus intensively increasing immune function. Thus, LysoPS recognizing 

GPCRs may attenuate immune function.  
  Innate Immune team (organized by Prof. Tokunaga in Osaka City University) promotes the analysis of 

inflammation response at cell level, and generates chronic inflammation model animal to elucidate 

physiological function of NF-κB pathway essential for inflammation signal, in collaboration with structural 

biology analysis by Nureki team. Tokunaga team has uncovered that LUBAC ubiquitin ligase that generates 

linear polyubiquitin is essential for NF-κB signal activation. Furthermore, together with Nureki team, he 

elucidated NF-κB suppressing mechanism via specific binding of linear polyubiquitin by deubiquitination 

enzyme A20, and structure-function relationship of cGAS and DDX41, sensor proteins that recognizes 

extracellular DNA produced by virus and pathogens. The collaborative team elucidated structure and function 

of optinurin, a linear polyubiquitin-binding protein, and discovered the pathogenic mechanism of amyotrophic 

lateral sclerosis (ALS). 

  Structural Biology team (organized by Prof. Nureki in The University of Tokyo) has elucidated molecular 

mechanisms of inflammatory signaling molecules from structural and functional aspects, by collaboration of 

Lipid Mediator team and Innate Immune team. For lipid-mediating inflammatory signaling, this team 

structural and functional analyses of Enpp family ectoenzymes, which act in production or hydrolysis of lipid 

mediator or ectonucleotides, respectively. First, Structural Biology team solved crystal structure of autotaxin 

(ATX/Enpp2), which produces LPA, complexed with its inhibitor, which led to the collaboration of 

pharmaceutical company to develop ATX inhibitors that repress fibrosis and cancers. The team also solved the 

crystal structure of ATX in a complex with its DNA aptamer with drug efficacy to lung fibrosis, and based on 

the structure, the team developed more effective modified aptamer. Furthermore, Structural Biology team 

succeeded in 3.2-Å structure determination of LPA6 receptor (GPCR), and elucidated the novel ligand access 

mechanism. Furthermore, Structural Biology team solved 2.7-Å structure of Enpp1, which is involved in bone 

metabolism by hydrolysis of ATP (PPi production) and is also related to type II diabetes. The structure 

revealed that insertion loop in the catalytic domain, which is lacking in ATX and instead forming lipid binding 

pocket, is crucial for substrate (ATP) recognition, and elucidated pathogenic mechanism of bone calcification 

and type II diabetes. Moreover, the team solved crystal structure of Enpp6 complexed with phosphocholine to 

elucidate the catalytic mechanism, and discovered that the choline produced by Enpp6 controls the 

development of fatty liver and Alzheimer disease. Furthermore, the team successfully established the 

overexpression system of P2Y10 GPCR newly identified by the Lipid Mediator team, using HEK cells, and is 

promoting crystallization. In collaboration with Ono pharmaceutical company, the team is now trying to screen 

and develop the inhibitors of LysoPS receptor. For innate immune signaling, Structural Biology team solved 

crystal structure of cGAS, which produces cyclic dinucleotides (CDNs) to activate STING pathway for 
interferon production upon pattern recognition of double-stranded DNA derived from viruses or 
pathogens. The structure revealed how cGAS synthesizes CDNs upon binding with external 
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DNA, and the team discovered that cGAS also affected NF-κB signaling. Intriguingly, it was 
recently reported that Enpp1 negatively controls the STING pathway by hydrolyzing CDN produced by cGAS. 

Structural Biology team has recently solved the crystal structure of Enpp1 complexed with CND to elucidate 

the molecular mechanism. The team also reported the 1.5 Å-crystal structure of DEAD-box helicase, DDX41, 

which activates STING upon binding to external DNA or CDN to transmit the signal to produce type I 

interferon. Structure-based biochemical analysis revealed that DNA and CDN binding sites are overlapped but 

apart from the ATP-binding pocket. Alternative partially-unfolded structure suggests that the state accelerates 

ATP release to enhance the turnover of the signaling. The team also solved the structure of the complex of 

tetraubiquitin and optinurin (OPTN), which negatively controls NF-κB signal by competitively binding to 

linear polyubiquitin against NEMO, and is related to amyotrophic lateral sclerosis (ALS). Recently, genetic 

mutations have been reported to cause chronic inflammation. To fundamentally combat the genetic chronic 

inflammation diseases, Structural Biology team started the genome editing project. The team solved crystal 

structures of CRISPR-Cas9 complexed with guide RNA and target DNA from 5 species to resolve the basic 

mechanism of PAM recognition, leading to generation of Cas9 variant that recognizes alternative and simpler 

PAM sequence. The team further solved the structures of Cpf1, type V CRISPR, complexed with crRNA and 

target DNA from 2 species, and revealed structural basis for the mechanistic differences between Cas9 and 

Cpf1. In the near future, the team will improve the genome editing tools based on the CRISPR structure, 

which may pave the way to treat genetic disease, including genetic chronic inflammation diseases, by gene 

therapy. 

 
 研究開発分担者による報告の場合 
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