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研究成果の概要： 
今回新たに作成した小腸刷子縁膜に局在するCa非依存性ホスホリパーゼB/リパーゼ（PLB/LIP）

欠損マウス（mPLB‒/‒）を用いて同酵素の機能解析をした。経口脂質負荷試験では野生型と

mPLB‒/‒で体重・血清脂質値などに差がなかった。回腸 Ca2+依存性ホスホリパーゼ A2 活性が代

償的に増加していたことから、PLB/LIP の脂質消化機能を代償する酵素が働いていることが示

唆された。最初に作成した mPLB+/‒で見られた分化異常はベクター由来のプロモータの影響と

考えられた。中性脂質、中性スフィンゴ脂質、リン脂質にわたる自動化脂質一斉分析システム

の測定可能脂質クラス範囲を、小腸に多い中性・酸性糖脂質を含む高極性脂質まで拡張できた。 
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１．研究開始当初の背景 
我々が、小腸粘膜から精製・クローニングし
たホスホリパーゼ B/リパーゼ（PLB/LIP）は、
SNGH ヒドロラーゼホールドファミリーに属
する膜結合型酵素である。PLB/LIP は、高い
リパーゼ活性、ホスホリパーゼ A2(PLA2)活性
とリゾホスホリパーゼ活性を持つ。PLA2とリ
ゾ活性が連続して作用し、ジアシルグリセロ
リン脂質の二本の脂肪酸を切り出す酵素を
ホスホリパーゼ B(PLB)と呼ぶ。PLB/LIP は、

高い PLA2 とリパーゼ活性を併せ持つはじめ
ての酵素である。PLB/LIP は小腸刷子縁膜に
存在し慢性膵炎モデルラットの膵臓リパー
ゼ活性低下を効果的に代償することから、回
腸における脂質の膜消化に関わる酵素であ
ると考えられている。PLB/LIP の機能をさら
に詳細に検討するため、PLB/LIP 欠損マウス
(mPLB)を作成したところ、ヘテロ mPLB+/̶の
小腸の分化異常と雄性不妊が見られた。 
２．研究の目的 
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本研究の当初の目的は、健常マウスと mPLB+/
̶マウスの小腸粘膜脂質を研究代表者が開発
している高速液体クロマトグラフィー
(HPLC)/質量分析(MS)を応用した脂質の総覧
的一斉分析法(リピドミックス)により解析
して、小腸粘膜細胞分化に関連する脂質を検
索・同定し、同定脂質の特性を分子生物学的
に検討することであった。この研究の成果は、
発生生物学研究や消化管粘膜免疫研究に新
しい方向性を与え、臨床的には消化器炎症や
癌の病態解析・小腸移殖後治療などの研究に
新しい方向性をあたえると予測される。 
 
３．研究の方法 
(1) 脂質分解酵素活性の測定 
脂質分解酵素活性は、研究代表者が以前に開
発した、基質から遊離した脂肪酸を抽出し、
９－アントリルジアゾメタン(ADAM)で誘導
体化後、HPLC で分離、定量する方法(ADAM 法)
で 測 定 し た 。 基 質 と し て
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosp
hocholine/cholate 混 合 ミ セ ル , 
triolein/gum Arabic/cholate emulsion, 
retinyl palmitate/ gum Arabic/cholate 
emulsion を用い、37C で指定時間(30-90 分)
インキュベトした後 Dole 法で脂肪酸を抽出
した。PLA2 活性は基質 sn-2 位のオレイン酸
遊離活性で評価した。EDTA 存在下での活性を
Ca2+非依存性 PLA2 活性とし、Ca

2+依存性 PLA2
活性は Ca2+イオン存在下と EDTA 存在下の活
性の差で評価した。 
(2) ガングリオシドを含む高極性脂質の抽出。 
検索対象組織(脂肪組織のように糖脂質低含
量のときは 200-400 mg、高含量の組織では２
０mg 程度)をクロロホルム：メタノールの組
成の順次変えた溶媒 CHCl3:MeOH (2:1, 1:1, 
1:2)で３回抽出して、さらに CHCl3:MeOH:H2O 
(4:8:3)で１回抽出し、すべての抽出液を集
めてプールする。これを DEAE-Sephadex カラ
ムに乗せ、素通りと結合フラクションに分離
する。それぞれをアルカリ加水分解し、C18
カートリッジで脱塩濃縮した後に直接下記
の自動化脂質一斉分析装置に注入して分離
分析した。 
(3) 自動化脂質一斉分析装置 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．自動化脂質一斉分析装置の概要 

脂質は順相カラムで薄層クロマトグラフィ
ーと同様に低極性から高極性に渡りクラス
分離する。中性脂質から中性スフィンゴ脂質、
一部のガングリオシド、リン脂質にわたる分
離にはヘキサン、２－プロパノール、水、蟻
酸アンモニウムからなる A-C 溶媒を用いる。
それより高極性のガングリオシドスルファ
チド、中性糖脂質分析には研究成果で述べる
ように B-C溶媒を用いた。A-Dの４溶媒を非
極性溶媒のグラジエント溶出に対応した脈
流補正インテリジェント機構を有するミク
ロボア送液ポンプで送液する。イオン化溶媒
Dをポストカラムでティーを介して混合して
非極性溶媒で先に溶出されてくる中性脂質
やセラミドなどのイオン化を促進する。トラ
ップカラムは、たとえばリン脂質など遅れて
溶出する脂質の分析だけをするときに、早く
溶出される脂質を除くためあるいはガード
カラムとして使用する。トラップカラムと分
離用カラムはヒータで温調する。質量分析器
には、データ依存的 MSnを自動的オンラインで
測定する機能を有するイオントラップ型装置をも
ちいる。 
 
４．研究成果 
(1) mPLB‒/‒の作成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．変異遺伝子の作成法 FRT,  Flippase 
Recognition Target 配列 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.PLB/LIP の rtPCR による解析 
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図 4.回腸 PLB/LIP のイムノブロティング 
 
図 2 のターゲティングベクターと ES 細胞を
用いた相同組換え法により PLB/LIP遺伝子破
壊マウスを作成した。最初に作成し、小腸分
化異常の表現型解析に使用していたマウス
はヘテロ接合体(mPLB+/̶)で受精卵の分化異
常による雄性不妊が認められ mPLB‒/‒がごく
少数しか得られなかった。その後、FLPeR ト
ランスジェニックマウスと PLB+/̶との交配
により FRTサイトではさまれたネオマイシン
(neo)耐性遺伝子(図 2)を除去したマウスで
交配実験を重ねるなど詳細に検討したとこ
ろ、これらの現象は、ES 細胞での相同組換え
不良によりターゲッティングベクターがタ
ンデムにゲノムに挿入され neo遺伝子あるい
はこれを発現させるための PGKプロモーター
の支配によって引き起こされている可能性
が高いと判断された。そこで、ターゲティン
グベクターを再構築し、染色体損傷を最小に
するため新しく樹立した ES 細胞を用いて
mPLB‒/‒を作成しなおした。rtPCR とイムノブ
ロティング(図 3,4)により mPLB‒/‒回腸に
PLB/LIP は検出できず、遺伝子破壊は成功し
ていた。mPLB+/‒間の交配では、仔(n = 382)
のゲノタイプはメンデルの法則に従う比率
（+/+, 103（27%）; +/‒, 178 (47%); ‒/‒, 101 
(26%)）で得られた。 
 
(2) 新しく樹立した mPLB‒/‒の表現型 
mPLB‒/‒には発育異常やその他の異常なマク
ロ表現型、小腸、受精卵の分化異常も認めら
れなかった。PLB/LIP 遺伝子破壊による脂肪
消化吸収に対する効果を調べるため、高脂肪
食投与後 4週間の体重変化を調べたが野生型
と mPLB‒/‒で有意差はなかった。胃ゾンデか
ら 200 µl オリーブオイルを投与して 4時間
まで経時的に血中トリアシルグリセロール
(TG)濃度をモニターした。投与後 3時間で野
生型、mPLB‒/‒とも TG 濃度は最大になり最高
濃度に有意差はなかった。PLB/LIP は in 
vitroではretinyl ester分解活性を有する。
20 µl retinyl palmitate と 180 µl オリーブ
オイル混液を胃ゾンデで投与し経時的に血
中ビタミン A濃度をモニターしたが、遺伝型
による差は見られなかった。このことから、
PLB/LIP は in vivo では retinyl ester 分解
にほとんど寄与していないことが示唆され
た。以上の結果から、PLB/LIP は脂質の消化
に通常の食環境ではあまり寄与していない

か、または別の消化酵素が PLB/LIP の機能を
代償していることが予想された。次に回腸粘
膜の Ca2+非依存性と Ca2+依存性 PLA2活性を検
討した(図 5)。mPLB‒/‒では、Ca2+非依存性 PLA2
活性は検出感度以下の低レベルであるが、一
方、Ca2+依存性 PLA2活性は他の遺伝子型マウ
スと比べ増加していた。また、小腸下部 1/3
のリパーゼ活性は mPLB‒/‒で減少し、逆に小
腸上部 1/3 のリパーゼ活性は増加していた。
これらの結果は、PLB/LIP 欠損による Ca2+非
依存性 PLA2 活性とリパーゼ活性の低下を他
酵素作用が代償していると解釈できる。した
がって、PLB/LIP は通常の食事摂取環境で脂
質消化吸収にある程度関与していることが
示唆された。今後は、代償作用のシグナルは
何がどこでどのように伝えるかなどの詳し
い解析や、以下に述べる新しい脂質一斉分析
システムを用いた、肝臓、血中、小腸粘膜（空
腸、回腸）における脂質成分分子種組成の遺
伝子型における比較を通して PLB/LIP機能を
さらに詳しく検討する予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．回腸粘膜 PLA2活性の比較 
 
(3) 小腸に多種類存在する糖脂質測定に向け
た一斉脂質分析ステムの改良。 
研究代表者が開発している 3 溶媒グラジェ
ント HPLC)/ MS システム(図１)をガングリオ
シドなどの高極性脂質分析に対応したシス
テムに拡張した。ポンプや制御自動化部分は
そのまま利用した。順相シリカゲル HPLC で
は、ヘキサン・イソプロパノール・水を主体
にした溶出溶媒中の水の濃度を増加させる
ことにより脂質を極性の順に溶出させる。グ
ラジェント溶出に用いる３種類の溶媒（A, B, 
C）のうち、C溶媒組成を高極性脂質溶出用に
変更した。このためには C溶媒が二層分離し
ないように水含量を増加させなければなら
ないが、Kundu と Scott により報告されてい
る(J. Chromatogr. 232,19-27, 2002)組成を
もとに微調整することにより、B と C 溶媒を
用いたグラジェント溶出により酸性糖脂質
を効率よく分離できる条件を決定した。カラ
ムからの溶出液はオンラインでエレクトロ
スプレイイオン源に接続して、イオントラッ
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プ 型 MS 装 置 LCQdec-XPPlus
（ThermoFischerScientific 社）で測定した。
高極性脂質を溶出する溶媒条件では、エレク
トロスプレイ効率は高いので、安定なイオン
化を保つために研究代表者が開発したフッ
素ポリマーコーティング超撥水性 ESIチップ
（FortisTip）の内径を従来より 10 µm 大き
くすることにより目詰まりを防ぎ、糖脂質を
安定にイオン化できることがわかった。これ
により 1 pmol オーダの感度で MS スペクトル
と MS/MSスペクトルを自動的に安定して測定
できた。脂質は、MS2と MS3スキャンにより同
定した。シアル酸や硫酸基は負電荷を持つの
で酸性糖脂質は負イオンモードで中性糖脂
質は正イオンモードでのデータ依存的 MS2・
MS3 スキャンを行い一回のクロマトグラフィ
ーで多くの情報を採取することができるよ
うにした。 
本システムでは、順相シリカゲル HPLC によ
り脂質を低極性のものから順に極性に従い
クラス分離できるので、糖鎖の少ないものか
ら多いものに順に分離できた。さらに、ガン
グリオシドの場合、シアル酸の結合位置の違
いにより生じる構造異性体もシリカゲルに
より分離が可能であった。たとえば、シアル
酸を二個含有し一個づつ別の糖に結合する
GD1a と二個のシアル酸が同じ糖に二個つな
がる GD1b が完全に分離され、それぞれのピ
ークにおける MS/MSスキャンによる構造デー
タを参考にすることにより異性体の同定に
威力を発揮した。一方、逆相 HPLC ではガン
グリオシドが含有する脂肪酸の長さに起因
する疎水性度の違いにより分離されるので、
糖鎖の数による分離や異性体の分離が困難
である。本システムは、この点において海外
や国内で開発中の逆相 HPLC を用いるある
いはMSのみによるガングリオシド分析シス
テムに比べ優れていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6.脂肪組織ガングリオシド GM3 のマスス
ペクトル。記号 ox:y;n：o, 水酸化脂肪酸;x,
脂肪酸の炭素数; y, 脂肪酸の二重結合数; n, 
Neu5Ac; g, Neu5G.   , non-hyroxylated 
GM3;  , hydroxylated GM3;  
  , dihydroxylated GM3 などの矢印はそれ
ぞれの GM3 分子種の m/z 値を示す。 
 
本システムの性能を検証するために、糖脂質

の含量が少なく、測定を妨害する大量の中性
脂肪を含む脂肪組織のガングリオシド測定
に応用した。C57BL/6J マウス脂肪組織には３
残基の糖鎖からなる GM3 が主に存在し、さら
に複雑な糖組成のガングリオシドは微量の
GM1 等以外ほとんど検出できなかった。図 6
に示すように GM3 には non-hydroxyacyl 基と
N-acetylneuraminyl （Neu5Ac）基を持つ分
子 種 と  hydroxyacyl 基 と
N-glycolylneuraminyl（（Neu5G）基を持つ分
子種が主に検出された。脂肪酸とシアル酸基
が二重に水酸化された分子種も存在する。分
子種は MS2 スキャンにより同定をした。この
ように測定の困難な脂肪組織を対象にして
も良好な結果が得られたので、新たに作成で
きたホモ PLB/LIP欠損マウスの解析を進めて
いる。 
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