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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞膜リン脂質を特異的に認識するモノクローナル抗体を用いたフローサ
イトメトリー法による細胞膜リン脂質量の測定方法を確立した。また、その技術を用い、細胞膜リン脂質分解酵
素、および合成酵素の発現により、人工白血球幹細胞の幹細胞性を失わせること、B細胞への分化誘導時にB細胞
分化よりもミエロイド系細胞への分化が誘導され、B細胞の発生、分化において、細胞膜リン脂質の量が適切な
レベルに保たれることが重要である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established a method for measuring the amount of plasma 
membrane phospholipids by flow cytometry using a monoclonal antibody that specifically recognizes 
plasma membrane phospholipids. Using this technique, it was suggested that the expression of plasma 
membrane phospholipid-degrading and synthesizing enzymes may be important in inducing artificial 
leukocyte stem cells to lose their stem cell characteristics, in inducing myeloid lineage cell 
differentiation rather than B cell differentiation during B cell differentiation, and in maintaining
 appropriate levels of plasma membrane phospholipids during B cell development and differentiation. 
The results suggest that it may be important to maintain appropriate levels of plasma membrane 
phospholipids during B cell development and differentiation.

研究分野： 脂質生物学

キーワード： 細胞膜リン脂質　細胞膜　B細胞分化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において申請者はフローサイトメトリー法による細胞膜リン脂質量の測定方法を確立し、人工白血球幹細
胞のB細胞分化における細胞膜リン脂質の役割の一端を明らかにした。この結果により、B細胞発生・分化過程の
細胞膜リン脂質量量の変化を捉え、細胞膜リン脂質量の役割を解明できると期待される。また、B細胞発生・分
化における細胞膜リン脂質量の役割を解明することはリンパ性白血病の病態理解を深めることにもつながるもの
と考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 

細胞膜構成要素の一つであるリン脂質は遺伝子にコードされておらず、リン脂質を直接

操作することが困難なため、その機能については未だ不明点が多い。リン脂質の量は各種脂

質代謝酵素により調節されるため、研究代表者はリン脂質代謝酵素の機能解析を通しリン

脂質の生理機能の解明を進めてきた。現在までに，細胞膜リン脂質の一種であるホスファチ

ジルイノシトール 4,5-二リン酸を代謝する酵素ホスホリパーゼ C の遺伝子欠損マウスの作

製と解析により、ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸代謝の持ついくつかの生理機

能を解明してきた(Kanemaru K., et al. Nat. Commun. 2012; Kanemaru K., et al. Cell Death Differ. 
2017)。 

これらの研究を行なってくる過程でマウス皮膚組織中のホスファチジルイノシトール

4,5-二リン酸を抗体を用いた免疫染色法により検出したところ、上皮細胞では非上皮細胞

と比べ、ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸の染色強度が強いことを発見した。ま

た培養細胞株を用いた際も上皮細胞株では非上皮細胞株と比べ、ホスファチジルイノシト

ール 4,5-二リン酸の量が多いことも明らかになった。さらに、ホスファチジルイノシトー

ル 4,5-二リン酸の量的操作を、各種代謝酵素の発現調節により行ったところ、ホスファチ

ジルイノシトール 4,5-二リン酸を減少させた上皮細胞では，上皮細胞特有の形態や細胞間

接着の喪失が観察され、その一方で、ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸の量を増

加させた骨肉腫細胞株が上皮細胞様の形態に変化することが確認された。これらの結果よ

り，細胞膜リン脂質の一種であるホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸やその代謝酵

素が上皮細胞の性質を維持するために重要であり、細胞膜リン脂質が上皮細胞の細胞性質

決定において、重要な役割を担っているものと考えられた(Kanemaru K., et al. Nat. Commun. 
2022)。しかしながら，ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸をはじめとした各種細胞

膜リン脂質や、その代謝酵素が上皮細胞以外の細胞の性質決定においても重要な役割を果

たすのかは未だ不明である。 

 
 
２．研究の目的 
 

全ての血液細胞は、造血幹細胞より発生する。現在まで、造血幹細胞から各種血液細胞への

分化において、転写因子をはじめとした各種タンパク質が果たす役割は多数報告されてい

るが、血液細胞分化における細胞膜リン脂質やその代謝酵素の果たす役割はほとんど不明

である。上述の背景を踏まえて、本研究では、血液細胞の個性や運命決定における細胞膜リ

ン脂質やその代謝酵素の関与を明らかにすることを目指し、血液細胞の中でも、特に B 細

胞に着目し、その発生・分化において、ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸をはじ

めとした細胞膜リン脂質やその代謝酵素が果たす役割を明らかにすることを目的として設

定した。 
 
 
３．研究の方法 
 

(1) 細胞膜リン脂質を特異的に認識するモノクローナル抗体を用いたフローサイトメトリー法

による細胞膜リン脂質の検出 

 

ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸を特異的に認識するモノクローナル抗体を用い

ることにより、接着細胞や一部組織の凍結切片において免疫染色によるホスファチジルイ

ノシトール 4,5-二リン酸の検出が可能であった。そこで、抗ホスファチジルイノシトール



4,5-二リン酸抗体を用い、フローサイトメトリーによるホスファチジルイノシトール 4,5-

二リン酸の検出を試みた。白血病細胞株 K562 において、サポニンによる細胞膜透過処理を

した後、蛍光標識抗ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸抗体による検出や、ビオチ

ン標識抗体と蛍光標識ストレプトアビジンを用いた検出を行った。さらに、レトロウイルス

ベクターを用いて、ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸合成酵素や分解酵素の過剰

発現を行い、これらの酵素によるホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸の量の変化を

フローサイトメトリー法により検出可能かを検討した。 

 
(2) 細胞膜リン脂質代謝酵素の発現操作が人工白血球幹細胞の B細胞分化に与える影響の解析 

 

生体内の微量な造血幹細胞を特異的な表面抗原を利用して選択的に採取することは可能で

あるが、採取した造血幹細胞を多分化能を保った状態で培養、増殖させることは容易ではな

い。そこで、多分化能を保った状態で無限に増殖する人工白血球幹細胞 (Ikawa T et al. Stem 
Cell Reports. 2015)を用い、細胞膜リン脂質代謝酵素の発現操作が人工白血球幹細胞から B

細胞への分化に与える影響の解析を試みた。人工白血球幹細胞に対して、レトロウイルスベ

クターを用いて、ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸合成酵素や分解酵素の過剰発

現を行った後、B 細胞への分化を誘導した。B 細胞への分化は細胞表面における CD19 の発

現を抗 CD19 抗体により検出することで行った。 

 

(3) 細胞膜リン脂質近傍タンパク質の解析 

 

ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸をはじめとした細胞膜リン脂質は様々な細胞内

のタンパク質と協働して機能する。そこで、細胞膜リン脂質による B細胞分化制御の分子機

構を明らかにするために、細胞膜リン脂質の近傍タンパク質の探索を試みた。ビオチンをラ

ジカル化する酵素を、特定の細胞膜リン脂質の結合タンパク質ドメインに付加し、細胞内で

発現させ、細胞膜リン脂質の近傍タンパク質のビオチン化と精製を行った。その後、質量分

析により、得られたタンパク質の網羅的同定を行った。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) 細胞膜リン脂質を特異的に認識するモノクローナル抗体を用いたフローサイトメトリー法

による細胞膜リン脂質の検出 

 

蛍光標識抗ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸

抗体を用いて、フローサイトメトリー法によるホスフ

ァチジルイノシトール 4,5-二リン酸の検出を試みた

が、検出感度が低く困難であった。そこで、抗ホスファ

チジルイノシトール 4,5-二リン酸抗体をビオチン標識

し、蛍光標識ストレプトアビジンで検出したところフ

ローサイトメトリー法によるホスファチジルイノシト

ール 4,5-二リン酸の検出が可能であった。さらに、ホ

スファチジルイノシトール 4,5-二リン酸合成酵素や分

解酵素の過剰発現を行い、ホスファチジルイノシトー

ル 4,5-二リン酸量の変化をフローサイトメトリーにお

いて調べたところ、合成酵素過剰発現時にはホスファ

チジルイノシトール 4,5-二リン酸量の増加、分解酵素

過剰発現時にはその減少が観察された (図 1)。 

 

(2) 細胞膜リン脂質代謝酵素の発現操作が人工白血球幹細胞の B細胞分化に与える影響の解析 

 
図 1  
フローサイトメトリー法による細胞膜
ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン
酸 (PIP2) の量の確認 



 

人工白血球幹細胞を B 細胞へと分化誘導した際にホスファチジルイノシトール 4,5-二リン

酸量に変化があるかを、(1)に記載したフローサイトメトリー法により調べた。その結果、

人工白血球幹細胞を B 細胞へ分化させることにより、ホスファチジルイノシトール 4,5-二

リン酸量が増加することを示唆する結果が得られた。 

続いて、ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸合成酵素や分解酵素の過剰発現を行

い、ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸量を変化させ、B 細胞への分化に与える影

響を調べたところ、B細胞への分化が抑制されることが示唆された（図 2）。この際、B細胞

への分化が抑制された一方

で、ミエロイド系細胞への分

化が促進されることを示唆

する結果も得られた。 

 また、分化誘導を行なって

いない人工白血球幹細胞に

ホスファチジルイノシトー

ル 4,5-二リン酸分解酵素の

過剰発現を行った際には、人

工白血球幹細胞の増殖が顕著

に抑制されることも明らかと

なり、このことから、ホスフ

ァチジルイノシトール4,5-二

リン酸は人工白血球幹細胞の

維持にも必要である可能性が

考えられた。 

 

(3) 細胞膜リン脂質近傍タンパク質の解析 

 

ビオチン化され、精製されてきたタンパク質を質量分析により網羅的に同定したところ、99

種類のタンパク質が得られたが、この中に B細胞分化に直接、関わることが報告されている

因子は含まれていなかった。しかしながら、大規模な遺伝子発現変化を誘導し得る、いくつ

かの核内因子が近傍タンパク質として得られてきており、これらの因子が細胞膜リン脂質に

よる B細胞分化に関わる可能性が考えられた。 

 

図2  
人工白血球幹細胞にホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸 
(PIP2)分解酵素、および PIP2合成酵素を発現させ、B 細胞へ分化誘
導した。その結果、B 細胞への分化よりもミエロイド系細胞への分
化が促進された。 
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