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研究成果の概要（和文）：リン脂質は、細胞膜や血漿リポタンパクの主要構成成分である。リン脂質の構造によ
り、ホスファチジルコリン(PC)やホスファチジルイノシトール(PI)などのクラスに分別される。しかし、これま
で高感度かつハイスループットなリン脂質定量法は存在しなかった。本研究では、酵素蛍光法で定量できるリン
脂質クラスを増やし、全主要リン脂質クラスに対する酵素蛍光定量法を完成させた。さらに、この全主要リン脂
質クラス酵素蛍光定量法を利用して、培養細胞におけるリン脂質クラス組成に対する細胞密度変化や酵素発現の
影響を詳細に評価した。また、肝臓から胆汁へのリン脂質排出メカニズムについて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Phospholipids are the main constituents of cell membranes and plasma 
lipoproteins. Based on structures, phospholipids are classified into classes such as 
phosphatidylcholine (PC) and phosphatidylinositol (PI). However, there has been no highly sensitive 
and high-throughput method for measuring phospholipids. In this study, in addition to our previously
 developed assays, we developed the enzymatic fluorometric assays for quantifying all major 
phospholipid classes. Furthermore, by using these enzymatic fluorometric assays for measurements of 
all major phospholipid classes, we evaluated in detail the effects of cell density of enzyme 
expression on phospholipid compositions in cultured cells. We also elucidated the mechanism of 
biliary phospholipid secretion.

研究分野：脂質生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、リン脂質の定量は、TLC/リン定量法などにより行われてきたが、微量の生体試料に含まれているリン脂質
をクラスごとに定量解析するには十分でなかった。そこで、これまでに研究代表者はリン脂質クラスのうちPA・
PC・PE・PS・SMに対する酵素蛍光定量法を確立していた。本研究では、PIとPG・CLの酵素蛍光定量法の開発に成
功した。これにより、主要な全リン脂質クラスに対する高感度・高精度かつハイスループットな網羅的一斉定量
法がついに完成した。本定量法は、培養細胞実験に加えて動物実験や植物・微生物実験を含む生命科学研究全般
ならびにバイオマーカー探索等の臨床研究に活用されることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1） リン脂質とは、親水性のリン酸頭部基と疎水性のアシル鎖領域を持つ両親媒性化合物の

総称であり、細胞膜の主要構成成分である。また、哺乳類の血中に存在するリポタンパク
では、コレステロールやトリグリセライドを包み込むようにリン脂質が表面を覆い、その
リン脂質表面膜にアポリポタンパクが結合している。リン脂質は、極性リン酸頭部基の構
造により、ホスファチジルコリン(PC)・ホスファチジルエタノールアミン(PE)・ホスファ
チジルセリン(PS)・ホスファチジン酸(PA)・ホスファチジルイノシトール(PI)・ホスファ
チジルグリセロール(PG)・カルジオリピン(CL)・スフィンゴミエリン(SM)などのクラスに
分別される。これらのリン脂質は、細胞膜を形成する構造的役割に加え、さまざまな膜タ
ンパク質の活性や局在を調節していることや、受容体のリガンドとして細胞内シグナル伝
達において極めて重要な役割をしていることが、近年しだいに明らかとなってきた。しか
し、現在においても他分野と比べてリン脂質研究は遅々としている。その大きな原因の一
つに、高感度かつ高精度で多数の試料を一度に扱えるリン脂質定量法が存在しなかったこ
とが挙げられる。 

 
（2） 従来、リン脂質の同定と定量は、薄層クロマトグラフィー(TLC)/リン定量法や高速液体

クロマトグラフィー(HPLC)により行われてきた。TLC/リン定量法は、操作工程が複雑で長
時間を要し、感度が低いため、多量の試料が必要で、正確な値を出すためには熟練の技術
を必要とする。また、HPLC を用いたリン脂質定量では、分子内のアシル鎖二重結合の紫外
吸収で検出するため、アシル鎖の種類による影響を強く受け、正確性が乏しい。このよう
に、これまでの方法では、微量の生体試料に含まれているリン脂質をクラスごとに定量解
析するには十分でなかった。 

 
（3） 研究代表者は、リン脂質クラスごとに高感度・高精度かつハイスループットに定量でき

る方法を構築すれば、脂質研究分野が飛躍的に発展するのではないかと考え、各リン脂質
クラスに対する酵素蛍光定量法の網羅的開発に着手した。酵素蛍光定量法とは、複数の酵
素反応を組み合わせることで、特定の分子から特異的に蛍光物質を生成させ、蛍光強度測
定により定量を行う方法である。これまでに、研究代表者はリン脂質クラスのうち PA・PC・
PE・PS・SMに対する酵素蛍光定量法を確立していた。 

 
２．研究の目的 
（1） 本研究では、さらに酵素蛍光法で定量できるリン脂質の種類を増やし、全リン脂質クラ

スに対する酵素蛍光定量法を完成させることを目標とする。 
 
（2） 開発した全リン脂質酵素蛍光定量法を、培養細胞実験や疾患モデル動物実験などの基礎

研究あるいは臨床研究に活用することにより、リン脂質と細胞機能や疾患との関係を定量
的に明らかにする。酵素蛍光定量法は、リン脂質に対して特別な標識が必要でなく、同時
に多成分を評価できる点で、様々な実験系において非常に有効である。 

 
３．研究の方法 
（1） 各種リン脂質酵素蛍光定量法の開発において、まず、酵素反応経路を考案する。そして、

リン脂質の精製標準品を用いて、定量に利用可能な酵素を検討する。同じ反応を進める酵
素でも、複数の生物由来のものを試し、その中から最適なものを選択する。そして、最適
反応条件(温度・pH・塩濃度など)を決定し、感度・精度や特異性に関して精査を行う。 

 
（2） ホスファチジルグリセロリン酸合成酵素 1(PGS1)は、PGと CL の生合成に関わる酵素で

あり、PI 合成酵素(PIS)は、PI の生合成に関わる酵素である。また、CDP ジアシルグリセ
ロール合成酵素(CDS)は、PIならびに PG・CL の生合成に重要な酵素である。遺伝子導入に
より PGS1、PIS、CDS1 あるいは CDS2 を安定過剰発現する培養細胞を樹立し、酵素蛍光定
量法を用いて細胞内や細胞内オルガネラのリン脂質クラス組成を調べた。なお、細胞内オ
ルガネラとしてミクロソーム画分とミトコンドリア画分は、超遠心法により単離精製した。 

 
（3） 肝細胞に発現しているトランスポーターABCB4は、リン脂質の胆汁中への排出に関わっ

ており、胆汁酸による肝細胞膜の損傷を防いでいる。本研究では、Abcb4 ノックアウトマ
ウスならびにABCB4安定発現培養細胞を用意して、各種胆汁酸が ABCB4の PC排出機能に与
える影響について酵素蛍光定量法を用いて評価した。 

 
４．研究成果 
（1） PG と CL は、細菌から植物・動物にいたるまで幅広く存在している生体膜リン脂質であ

る。哺乳類細胞では、CLは主にミトコンドリアに局在し、様々な生理的機能を調節してい
る。PGと CL の酵素蛍光定量法として、数種類の酵素と蛍光基質を含む溶液を試料に加え、
一定時間インキュベートした後、蛍光強度を測定することにより試料中の PGと CL の総量
(PG+CL)を求める方法を考案した。本研究で開発した酵素蛍光法は、PGや CL をアシル鎖の



種類にかかわらず同等に定量した。 
 
（2） PGS1を過剰発現させた HEK293 細胞において、PG+CL に加えてホスファチジルコリン(PC)

が増加し、ホスファチジン酸が減少することを示した。さらに、PGS1 過剰発現により、精
製ミトコンドリア画分においても、CLと PC が増加していた。 以上より、この新規酵素蛍
光定量法は、ミトコンドリアのリン脂質定量に応用でき、ミトコンドリアにおけるリン脂
質の役割に関する研究に役立つことが期待できる。 

 
（3） 主要リン脂質クラスとして最後に残る PIの酵素蛍光定量法の開発を新たに行い、成功

した。これにより、主要なリン脂質クラスに対する一斉定量法がついに完成した。これら
の定量法に必要な操作は、主にピペットによる試料と反応液のマイクロプレートへの分注
であり、非常に簡便で、ハイスループット定量が可能である。 

 
（4） 全主要リン脂質クラス酵素蛍光定量法を用いて、細胞密度と細胞リン脂質クラス組成と

の関係について検討を行った。TLC/リン定量法など従来の方法では、検出感度が低かった
ため、低細胞密度における各リン脂質クラスを定量することは極めて困難であった。今回
開発した PI酵素蛍光定量法を用いることにより、低細胞密度において細胞内 PI量は少な
く、細胞密度上昇とともに細胞内 PI 量が増加していくことが示された。また、その他の
リン脂質クラスについても同時に調べたところ、細胞密度の上昇とともに、細胞内の PC・
PE・SM量は増加したが、細胞内 PA・PS・PG+CL 量は減少した。このことから、細胞間接着
や細胞の成熟によって生じるシグナル伝達が、各リン脂質クラスの合成あるいは分解に関
与する酵素活性を制御していることが考えられる。 

 
（5） 全主要リン脂質クラス酵素蛍光定量法を用いて、PIS、CDS1 あるいは CDS2 の発現が細

胞内オルガネラのリン脂質クラス組成に与える影響について調べた。これらの酵素の過剰
発現 HEK293 細胞において、ミクロソーム画分での PIや PC の増加と PA・PE・SM の減少や、
ミトコンドリア画分での PG+CL の増加などが示された。本研究で開発した全主要リン脂質
クラス高感度定量法により、培養細胞における細胞内オルガネラレベルでのリン脂質クラ
スの組成分析が可能となった。 

 
（6） 胆汁酸の細胞毒性に対するリン脂質とコレステロールの影響を評価した。本研究では、

正常ヒト肝細胞ならびにヒト肝モデルHepG2 細胞を用いて、様々な胆汁酸の細胞毒性を調
べたところ、PCは肝細胞への胆汁酸の毒性を抑えた。一方、コレステロールは、胆汁酸に
対する PC の肝細胞保護作用を弱めることが示された。さらに、そのメカニズムについて
ゲルろ過クロマトグラフィーならびに光散乱測定により検討を行ったところ、リン脂質は
胆汁酸と混合ミセルを形成することで、胆汁酸の肝細胞への結合を防ぐが、コレステロー
ルはリン脂質と胆汁酸の混合ミセル形成を妨げることで、胆汁酸の肝細胞への結合を増加
させることが判明した。 

 
（7） 肝細胞毛細胆管膜に発現しているトランスポーターABCB4のリン脂質排出機能は、胆汁

酸により活性化される。本研究では、ABCB4 による PC排出を強く促進する胆汁酸の探索と
そのメカニズムの解明を試みた。まず、野生型マウスにおいて、抱合型の種々胆汁酸を静
脈内に投与したところ、胆汁中 PC 排出は、タウロヒオデオキシコール酸（THDC）の投与
によって最も大きく増加した。一方、Abcb4 ノックアウトマウスでは、いずれの胆汁酸を
投与しても、胆汁中 PC 排出はほとんど生じなかった。また、遺伝子導入により ABCB4 安
定発現 HEK293細胞を樹立し、各種胆汁酸存在下における細胞からの PC排出を調べたとこ
ろ、ABCB4 による PC 排出に対して THDC が極めて強力な促進作用を持つことが明らかとな
った。さらに、光散乱測定により、他の胆汁酸と比べて THDC は、PC との混合ミセル形成
能が高いことが示された。以上より、ABCB4 によるリン脂質排出メカニズムにおいて、胆
汁酸とリン脂質の混合ミセル形成過程が重要であると考えられる。 

 
（8） 開発した各種リン脂質クラス酵素蛍光定量法の臨床検体への応用について検討を行った。

血清中の PC・PA・PG+CL・SM について妥当な値が得られ、希釈直線性についても良好な結
果が得られた。以上より、リン脂質クラス酵素蛍光定量法が臨床検体にも応用可能である
と考えられる。 
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