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研究成果の概要（和文）：Huh-7細胞におけるPIの分解過程をd8グリセロール標識により検討した結果、PIの分
解には分子種特異性があり、非アラキドン酸含有PIの半減期が短いことが明らかとなった。LPLAT11欠損細胞に
おけるPI分解亢進に関わる因子を探索した結果、PI-PLC活性が報告されているPLCファミリー、PLCXDファミリー
およびSMSrの発現抑制ではPIの分解は抑制されなかった。一方、PI分解を抑制する化合物をスクリーニングする
中で、脂質ホスファターゼの阻害剤がPI分解を阻害することを見出した。

研究成果の概要（英文）：The degradation process of PI in Huh-7 cells was examined by d8 glycerol 
labeling, which revealed that PI degradation is species-specific and that the half-life of 
non-arachidonic acid-containing PI is shorter. PI degradation was not inhibited by the knockdown of 
PLC family members, PLCXD family members, and SMSr, which have been reported to have PI-PLC 
activity. On the other hand, in screening compounds that inhibit PI degradation, we found that an 
inhibitor of lipid phosphatases inhibits PI degradation.

研究分野： 脂質生物学

キーワード： ホスホリパーゼC　ホスファチジルイノシトール　非アルコール性脂肪性肝疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果から得られた分子種特異的なPI分解ならびにPI-PLCの候補をさらに検討することで、非アルコール性
脂肪性肝疾患の病態形成に関わるPI代謝およびその実行分子が明らかとなり、非アルコール性脂肪性肝疾患の新
たな診断・治療戦略を提供することができる。

※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 

近年、飲酒の習慣がないにも関わらず肝臓に中性脂質が蓄積する非アルコール性脂肪性肝疾患

(Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) の患者が急増している。NAFLD の一部は重症化し、

非アルコール性脂肪性肝炎を経て、肝硬変や肝がんへと進行する。そのため脂肪肝の重症化を抑

制することが大きな課題となっているが、脂肪肝の発症機構や重症化のメカニズムは不明な点

が多く残されており、治療法も確立されていない。一方、ゲノムワイド関連解析により、遺伝的

要因と NAFLD との関連が明らかになってきている。その中でも、LPLAT11(lysophospholipid 

acyltransferase 11)の機能減弱型一塩基多型は、ヨーロッパの肥満患者の実に 6 割が有すると報告

されており、世界的な注目を浴びている（Gastroenterol 2016,150:1219-30.e6.）。 

LPLAT11 は、申請者のグループが膜リン脂質の 1 つであるホスファチジルイノシトール（PI）

にアラキドン酸を導入する酵素として同定した分子である（Mol Biol Cell 2008, 19:1174-84）。細

胞内に存在する PI のほとんどはアラキドン酸を有するが、本酵素を欠損させると、アラキドン

酸含有 PI が激減し、オレイン酸など二重結合が少ない脂肪酸が結合した PI に置き替わる。最

近、肝臓特異的 LPLAT11 欠損マウスを作成したところ、通常飼育条件下で脂肪肝を自然発症す

ること、高脂肪食下では炎症や線維化が亢進していることを見出した。さらに肝培養細胞で脂肪

肝発症のメカニズムを解析したところ、LPLAT11 を欠損した肝細胞では PI の合成と分解が亢進

しており、PI の分解によって生じたジアシルグリセロールがトリグリセリドへと変換され、脂

肪肝を引き起こしていることが示唆された（Gut 2020, 70:180）。PI の分解には極性頭部を加水分

解するホスホリパーゼ C（PLC）活性が作用していることが示唆されたが、一般的な PLC 分子の

中に本活性に関わるものはなく、未同定の PLC が関与すると考えられた。この PLC の実体が明

らかになれば、NAFLD の有効な治療標的になることが期待される。 
 
２．研究の目的 

本研究では、申請者が独自に開発した細胞レベルでの PI 分解アッセイを駆使し、NAFLD に関与

する新規 PLC 分子を同定することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

Huh-7 細胞もしくは、LPLAT11 欠損 Huh-7 細胞に対して、[14C]グリセロールもしくはグリセロ

ール d8 を添加し、12 時間培養後、標識グリセロール不含培地に変え、経時的にサンプリングを

おこなった。標識 PI の検出は、細胞から総脂質を抽出後、薄層クロマトグラフィー/オートラジ

オグラフィーもしくは LC-MS によりおこなった。PLC 候補遺伝子のノックダウンは候補遺伝子

に対する siRNA を細胞にトランスフェクションすることによりおこなった。ノックダウンの確

認は定量 PCR によりおこなった。 

 

４．研究成果 

LPLAT11 を欠損した Huh-7 細胞は､LPLAT11 欠損マウス肝臓と同様にアラキドン酸含有 PI の減

少とオレイン酸含有 PI の増加、中性脂質の蓄積がみられる。この細胞に[14C]グリセロールを添

加し、[14C]ラベルされた PI の分解を経時的に調べると、LPIAT1 欠損細胞では野生型に比べて

PI の分解が顕著に亢進する。このことから、❶LPLAT11 欠損細胞では PI の分子種特異性のない

PI-PLC の発現が誘導されている、もしくは❷PI 分子種特異性のある PI-PLC が LPLAT11 の欠損

に関わらず発現している可能性が考えられた。そこで、分解される PI に分子種特異性があるか

調べるために、重水素グリセロールラベルにより PI を標識し、LC-MS で検出することにより、

各 PI 分子種の分解を調べた。d8 グリセロールの添加条件、LC 条件、MRM 条件を検討した結

果、48 時間の d8 グリセロールラベルで 10-15%の PI がラベルされ、逆相カラムを用いた LC-

MS/MS により個々の重水素標識 PI を検出・定量することに成功した。この分析系を用いて、PI



の分解を分子種レベルで調べた結果、18:0/20:4 PI などアラキドン酸を含む PI 分子種は半減期が

16 時間程度であったのに対し、16:0/18:1 PI などのアラキドン酸を含まない PI 分子種は半減期が

1 時間程度と短かった。このことから、PI の分解には分子種特異性があることがわかった。 

次に、LPLAT11 欠損 Huh-7 細胞における [14C]ラベル PI の分解亢進の系を利用して、RNAi ス

クリーニングをおこなった。RNAi する対象分子として、Huh-7 で発現が確認された PLC ファミ

リー（PLCb1,PLCb2, PLCb3, PLCb4, PLCd1, PLCd3, PLCd4, PLCg1, PLCg2, PLCe1, PLCh1, PLCh2, 

PLCz）、PI-PLC 活性が報告されている PLCXD ファミリー（PLCXD1~3）および SMSr、および

PIサイクルに関わるNir2, Nir3を選定した。その結果、どの遺伝子の発現抑制によってもLPLAT11 

欠損細胞での[14C]PI の分解が抑制されなかった。そこで、各種阻害剤を添加し、PI 分解を抑制

する化合物をスクリーニングした。その結果、PLC の一般的な阻害剤である U73122 やリソソー

ムの酸性化を抑制するクロロキンでは、LPLAT11 欠損細胞における PI 分解の亢進を抑制できな

かった。一方で、脂質のホスファターゼを抑制する阻害剤の 1 つが LPLAT11 KO 細胞における

PI 分解の亢進を抑制することを見出した。さらに、阻害剤が標的とする脂質ホスファターゼの

ノックダウンで、PI の分解が抑制される結果を得た。 
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