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研究成果の概要（和文）：本研究では、質量分析計を用いて生体微量成分であるホスホイノシタ

イドの新規定量分析法を開発した。確立した分析法は定量下限がアトモル、フェムトモルとい

う高い感度を誇った。そして、種々の細胞や動物組織においてホスホイノシタイドの量ならび

に質（アシル基多様性）を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：We developed a sensitive and robust method to determine PIPs with 
different fatty acid compositions by using tandem mass spectrometry. This established 
analytical method was applicable to various biological samples such as cells and mouse 
tissues. In this research, we found that fatty acid compositions of PIPs had diversity. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
ホスファチジルイノシトール（PI）とその

リン酸化による派生体はホスホイノシタイ
ド（PIPs）と総称され、リン酸化状態の違い
により８種類に分類される。現在、PIPs 研究
はこの８種類によってのみ理解され、生理機
能解析が進められている。PIPs は１９のリン
酸化酵素と２９の脱リン酸化酵素により代
謝されるが、近年、遺伝子改変マウスやヒト
の疾患遺伝子解析から PIPs は発がんやアレ
ルギー、糖代謝、骨代謝、血管新生、神経発
生など多様な生体調節機能を有することが
明らかとなった。つまり、PIPs は様々な疾患
実態を反映する代謝産物として期待され、こ
れらを解析する技術を開発することは新た
な予防・診断マーカーおよび創薬開発におい

て非常に意義がある。 
PIPs が創薬および予防・診断マーカーとな

りうるかを実証するには、様々な検体に適用
可能で、かつハイスループット・高感度な定
量分析法が必要である。しかしながら、現在
の PIPs の主流な分析法は、放射性同位元素
によって標識された脱アシル化 PIPs を HPLC
で測定する半定量分析であり、試料調製に数
日間を要し、また、ヒト試料に適用できない。
さらに、試料調製時に脱アシル化するため脂
肪酸組成（アシル基）の解析ができない。そ
こで、近年、脂肪酸分子種ごとに解析できる
新しい PIPs の定性、定量分析法の開発が求
められている。 
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本研究は質量分析計を用いて脂肪酸分子

種ごとに解析できる新しい PIPs の定性、定
量分析法を開発し、種々の検体において PIPs
のアシル基多様性を明らかにすることを目
的とする。 
本研究によりアシル基多様性を明らかに

することができれば、これまでイノシトール
環のリン酸化状態により PIPs を８種類に分
類して各 PIPs の生理機能を解析、考察、整
理、理解する枠組みの中で進展してきた研究
にパラダイムシフトを起こすことができる。
さらに、世界で未だ絶対定量分析法が確立さ
れていない PIPs の高感度定量分析法の開発
は、将来的には診断、医薬品と治療法のイノ
ベーションにつながる可能性をもつ。 
 
 
３． 研究の方法 
 
研究代表者が所属する研究室には、生化学、

分子生物学の基本的実験に必要な機器を設
置し、常時稼働させている。新技術開発に必
要な液体クロマトグラフィーとトリプル四
重極型質量分析装置、各 2 台を備えており、
本研究を効率的に遂行する体制は概ね整っ
ている。以下に研究計画の詳細を述べる。 
 
（１） 試料前処理法の検討 
陰イオン性代謝物である PIPs は①ピーク

チューブやカラムなどの LC システムライン
上への吸着と、それに伴う溶出ピークのテー
リングが起きやすい。さらに、②生体内微量
物質であること、③代謝・分解されやすく不
安定であること、が相まって分析するが難し
い。そこで、各問題点について次の対応策を
とる。①金属含有の少ないカラムを用いたり、
インジェクター部分を非金属製のイナート
材質を用いるなどの工夫で吸着軽減を目指
す。さらに、②前処理段階でのカラムによる
精製を行い高い濃度での PIPs 画分の回収を
目指し、③イノシトール環のリン酸基を化合
物により保護することで代謝と分解を極力
抑えた条件を見出す。 
 
（２） 高感度 PIPs 分析法の確立 
LC システムの移動相や流速を加味した最

適なイオン化条件を検討する。さらに、高感
度かつ高分解能を誇るトリプル四重極型質
量分析装置を用いた選択反応モニタリング
法によりシグナル/ノイズ比をあげることで
高感度化を目指す。 
 
（３） 種々の培養細胞と動物組織の PIPs

分子種の定量解析 
開発した分析法を用いて定常状態（無刺

激）時の様々な培養細胞株とマウスの多臓器

の一斉定量解析を行い、分析法の有用性を検
証するとともに、種々の検体での PIPs 内在
量をデータベースとしてまとめる。 
 
（４） 種々の代謝酵素欠損マウスを用い

た PIPs 分子種の変動解析 
PIP3 脱リン酸化酵素である PTEN と SHIP1

の欠損マウスでは、PIP3がコントロールマウ
スよりも蓄積していることが考えられる。T
細胞や好中球において異なる表現型を示す
それぞれの代謝酵素欠損マウスで PIP3 のア
シル基が異なるかどうか確かめる。さらに、
特定の刺激した際に PIPs がどのように変動
するのか検証する。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究では、質量分析計を用いて PIPs の

新規高感度定量分析法を開発し、基質が同じ
にもかかわらず異なる表現型を示す代謝酵
素欠損マウスの PIPs 分子種を解析すること
で、アシル基の多様性による特有の生理機能
を解明することを目的としている。 
当初の研究計画にのっとり実験を進め、以

下の成果があがった。 
 
（１） 試料前処理法の検討 
生体試料からの高回収抽出法と吸着低減防

止策の確立を目的とし、以下の方法をとった
。①金属含有量の少ないカラムや吸着保護材
を用いることでLCシステムライン上への吸着
を軽減させた。②陰イオン交換カラムを用い
てPIPs画分を高回収した。さらに、③リン酸
基の影響による不安定性（吸着と分解）と低
イオン化効率を改善するためにリン酸基にメ
チル化処理を施した。これにより、吸着・分
解・代謝を大幅に防ぐことができた。 
 
（２） 高感度PIPs分析法の確立 
標準化合物を用いて測定パラメーターの最

適化、ならびに選択反応モニタリング法を用
いて高いシグナル/ノイズ比での高感度分析
法を確立した。開発した分析法は、繰り返し
再現性と安定性に優れた強固な分析法であり
、従来の放射性同位元素を用いたHPLC法のお
よそ1,000倍の感度を誇る数百アトモルから
数フェムトモルを定量限界とした。さらに、1
試料の測定時間が25分と短く、同時に100超の
多分子種の測定が可能である。 
 
（３） 種々の培養細胞と動物組織のPIPs

分子種の定量解析 
確立した分析法がどのような試料に対して

適用可能か、培養細胞、マウス組織、ヒト血
液などを用いて検証したところ、すべての検
体でPIPsを感度良く測定することができた。



 

 

そして、解析結果から細胞株ごと、組織ごと
で各PIPsの絶対量と主要な分子種（アシル基
）の割合が異なっていた。これにより、PIPs
におけるアシル基多様性の重要性を示唆する
ことができた。 
 
（４） 種々の代謝酵素欠損マウスを用い

た PIPs 分子種の変動解析 
PIP3 脱リン酸化酵素である PTEN と SHIP1

の欠損マウスの種々の組織における PIP3 を
解析し、基質特異性（アシル基の認識）が異
なることを見出した。さらに、種々の代謝酵
素欠損マウスや刺激の違いにより特定の
PIPs 分子種の量と割合が変動ことを明らか
にした。 
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