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研究成果の概要（和文）：機能未知のイノシトールリン脂質 PI(3,4)P2を脱リン酸化して分解す

る酵素には、2 つのアイソザイム（L-PIPase と P-PIPase）が存在する。本研究では、L-PIPase

と P-PIPase の各々が特異的に担う生理機能を明らかにし、この特異性の分子メカニズムを、

各アイソザイムの基質となる PI(3,4)P2 の分子種の違いに求めて詳解することを目指した。そ

の結果、L-PIPase は神経細胞死に、P-PIPase は発癌に特異的に関与することを見出した。また、

L-PIPase と P-PIPase が種々の PI(3,4)P2分子種に対して異なる活性を有することを見出した。

以上の結果より、両分子の生理機能の差が、基質とする PI(3,4)P2 分子種の違いに起因する可

能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： There are two isozymes (L-PIPase and P-PIPase) which 
dephosphorylate PI(3,4)P2. However the functions of L-PIPase and P-PIPase are unclear. 
In this study we showed that L-PIPase suppresses neuronal cell death after brain ischemia 
while P-PIPase contributes to malignant progression. We also found that each enzyme has 
different activities against several PI(3,4)P2 species. It is suggested that the different 
functions between L-PIPase and P-PIPase might be caused by the substrate specificity. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 リン酸化部位の組み合わせによって 8 種
類に分類されるイノシトールリン脂質（PIs）
のうち、ホスファチジルイノシトール 4,5-
二リン酸 （PI(4,5)P2）とホスファチジルイ

ノシトール 3,4,5-三リン酸（PI(3,4,5)P3）
については精力的な研究がなされ、多彩な細
胞機能の制御、疾病の発症・進行への関与が
明らかになっている。一方、ホスファチジル
イノシトール 3,4-二リン酸 [PI(3,4)P2] は
従来、PI(3,4,5)P3 の単なる分解産物である



と捉えられることが多く、特異的な機能は不
明であった。哺乳類には leucine-rich 
phosphoinositidephosphatase (L-PIPase) 
と proline-rich PIPase (P-PIPase)という二
種類の PI(3,4)P2 分解酵素（4 位脱リン酸化
酵素）アイソザイムが存在する。研究代表者
は、この 2分子の遺伝子欠損マウスを作製・
解析し、PI(3,4)P2が重要な生理活性脂質であ
ること、そして、L-PIPase と P-PIPase は異
なる生理機能を有するという予備知見を得
ていた。同じ PIs 変換反応を有するアイソザ
イムが異なる生理機能を有するのはなぜか、
これまでの PIs代謝研究においてはこの点に
ついて明らかにされていなかった。 

PI(3,4)P2は文字通り、イノシトール環の 3 
位と 4 位がリン酸化されたホスファチジル
イノシトールである。機能の違いを構造に求
めると、それは、グリセロール骨格に結合し
た脂肪酸となる。そこで本研究では、
L-PIPase と P-PIPase の機能の差異を、
PI(3,4)P2 の脂肪酸組成の違いに求めて詳解
することを目指した。また本研究では、イノ
シトールリン脂質のグリセロール骨格特異
的にアラキドン酸を導入する LPIAT（lyso 
phosphatidylinositol acyltransferase）の
遺伝子欠損マウスを用い、LPIAT の欠損によ
るイノシトールリン脂質の脂肪酸組成の変
化と生理機能の関係を解析した。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では、細胞種特異的 L-PIPase と
P-PIPase の欠損マウスを作製し、L-PIPase
と P-PIPase の生体における役割分担を明確
にする。そして、PI(3,4)P2 の分子種を検出
する新たな測定方法の開発を試み、L-PIPase
とP-PIPaseの欠損細胞で蓄積するPI(3,4)P2
分子種を見出す。さらに、LPIAT の遺伝子欠
損マウスを解析し、イノシトールリン脂質の
脂肪酸組成の変化と生理機能の関連を解明
する。 
 
３．研究の方法 
 
① L-PIPase に特異的な生理機能の解析 
 ホスファターゼ活性中心を含むエクソン
を挟む形で loxP 配列を挿入した L-PIPase 
flox/flox (flox: flanked by LoxP)マウスと
P-PIPaseflox/floxマウスを作製した。そして、
神経特異的に L-PIPase または P-PIPase を
欠損するマウスを作製し、比較した。また、
L-PIPase の抗神経細胞死作用の病態生理的
意義を探求する目的で、マウスでの脳虚血モ
デルを用いた解析を行った。 
 
② P-PIPase に特異的な生理機能の解析 
 最近、様々なヒト癌において高頻度に、

P-PIPase のヘテロ接合性の消失（LOH）が発
見され、P-PIPase は新たな癌抑制遺伝子で
ある可能性が示されている。そこで前立腺特
異的 P-PIPaseflox/floxマウスおよび L-PIPase 
flox/floxマウスを作製し、発癌に関して解析し
た。 
 
③ PI(3,4)P2 脂肪酸組成の質量分析方法の
確立 
ホスファチジルイノシトール二リン酸

（PIP2）の構造異性体が細胞膜脂質に占める
割合は１％前後である。ほとんどがPI(4,5)P2 
であり、PI(3,4)P2 レベルは静止状態の細胞
で PI(4,5)P2 の 1/100、細胞膜受容体刺激時
でも 1/10 に満たない。そこで、イノシトー
ルリン脂質を高純度に調製する方法やマス
スペクトルで区別ができない同一のフラグ
メントイオンを生成する PI(4,5)P2 と
PI(3,5)P2 を、予め試料から消去する方法を
検討した。 
 
④ LPIAT 欠損マウスを用いた解析 
 生体での解析を可能とするために、LPIAT 
flox/floxマウスを樹立した。LPIAT 欠損マウス
の骨髄より肥満細胞を調製し、リン脂質の脂
肪酸組成と細胞機能（脱顆粒反応と細胞死）
ついて解析した。 
 
４．研究成果 
 
① L-PIPase に特異的な生理機能の解析 
 神経細胞特異的 L-PIPase 欠損マウスは全
例において、中枢神経細胞の脱落を伴う著明
な不随意運動を呈し、全身性欠損マウスの表
現型を再現した。一方、P-PIPase 欠損マウス
は正常であった。 
 脳卒中、脳梗塞の後遺症による機能予後不
良の主因は、虚血性神経細胞死であり、これ
には NMDA 型グルタミン酸受容体の過度の活
性化と細胞内カルシウム濃度の上昇が関与
している。L-PIPase は、カルシウムで活性
化されるカルパインにより切断を受けるた
め、虚血による神経細胞死に関与することが
予想された。実際に、総頸動脈結紮モデルに
おいて、L-PIPase は分解された（図 1）。ま



た、L-PIPase タンパク質の発現が半減して
いる L-PIPase ヘテロ欠損マウスでは、脳虚
血による神経変性に高感受性であった（図 2）。
以上の結果から、神経細胞死には L-PIPase
のみが寄与すること、虚血性神経疾患におけ
る神経細胞死に L-PIPase の分解が深く関与
することを見出した。 

 
② P-PIPase に特異的な生理機能の解析 
 予想に反し、前立腺特異的 P-PIPase 欠損
マウスは発癌しなかった。そこで種々の発癌
モデルマウスとの交配を進めたところ、
P-PIPase ホモ、PTEN ヘテロ二重欠損マウス
において、肺へ転移性の甲状腺癌が頻発する
ことを見出した。 
 
③ PI(3,4)P2 脂肪酸組成の質量分析方法の
確立 
 陰イオン交換カラムによる PIsの濃縮やリ
ン酸基のメチル化により、高感度な PIs 検出
系を確立することに成功した。PI(4,5)P2 と
PI(3,5)P2 を、試料から予め消去する方法は
確立できていないが、PI(4,5)P2、PI(3,4)P2 、
PI(3,5)P2 の標準品を識別する方法は確立で
きつつある。 
 L-PIPase と P-PIPase のリコンビナントタ
ンパク質を調製し、種々のアシル基を有する
４種類の PI(3,4)P2 を基質として、脱リン酸
化活性測定を行った。その結果、L-PIPase と
P-PIPase では、PI(3,4)P2 分子種による活性
の相違が認められ、L-PIPase と P-PIPase の
遺伝子欠損マウスの表現型の差異が、蓄積す
る PI(3,4)P2 分子種の違いに起因する可能性
が示唆された。上記開発中の測定系が構築で
き次第、L-PIPase と P-PIPase の欠損マウス
において蓄積する PI(3,4)P2分子種を見出し
たい。 
 
④ LPIAT 欠損マウスを用いた解析 
 LPIAT 欠損マスト細胞では、アラキドン酸
を含む PI 分子種は半減したが、その他のリ
ン脂質の分子種の変動は認められなかった。
また、LPIAT 欠損マスト細胞では、抗原特異
的な脱顆粒反応やサイトカイン除去による

細胞死が亢進した。以上の結果から、LPIAT
はマスト細胞において、PI特異的にアラキド
ン酸を導入する酵素であり、PI 分子種とマス
ト細胞機能は深く関与することを明らかに
することができた。 
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