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研究成果の概要（和文）：細胞外PIP3によるマクロファージ活性化に関して、サイトカイン産生を指標として構
造活性相関を明らかにした。特異的な受容体の存在を示唆する知見となった。
細胞外PIP3が種々のがん細胞株に対して細胞骨格の再編成を誘起することを見出した。約50種類の培養細胞株を
用いて検討したが、感受性細胞株は一部であった。乳がん細胞30株における遺伝子発現をRNA seqで解析し、
PIP3感受性と相関する膜タンパク質を絞り込み、受容体候補タンパク質を得た。
PIP3受容体がGTP結合タンパク質共役受容体ファミリーに属するという作業仮説を立てて、受容体スクリーニン
グを行った。

研究成果の概要（英文）：Structure-activity relationship of macrophage activation by extracellular 
PIP3 was clarified using cytokine production as an indicator. The findings suggested the existence 
of specific receptors.
We found that extracellular PIP3 induced cytoskeletal reorganization in various cancer cell lines. 
About 50 cultured cell lines were examined, but only some of them were sensitive. Gene expression in
 30 breast cancer cell lines was analyzed by RNA seq, and membrane proteins that correlated with 
PIP3 sensitivity were narrowed down to candidate receptor proteins.
We conducted receptor screening based on the working hypothesis that the PIP3 receptor belongs to 
the GTP-binding protein-coupled receptor family.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： リン脂質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PIP3が新しいホルモン/オータコイドであれば、現在の膜構成因子としてのドグマでは目が向けられていない、
PIP3の新規の生理活性とその発現機構が明らかになるなど、これまで見逃されていた生体調節機構の発見につな
がる可能性があることから、本研究は細胞膜脂質研究をはじめ生命科学の様々な研究分野の体系や考え方の方向
を大きく転換する潜在性を有すると考えている。

※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 

細胞膜の主要な構成成分はジアシル型グリセロリン脂質（以下リン脂質とする）である。

グリセロールの sn-1, sn-2 位の水酸基に結合した脂肪酸二分子が疎水部分となり、sn-3 位水

酸基にリン酸エステル結合したヘッドグループが親水部分となる。リン脂質は水中におい

て、疎水部分が水を避けるように集合し、親水部分が水分子との界面に連なる構造をとるこ

とができる。細胞膜の基本構造はリン脂質二重層膜で、ここに形質膜やオルガネラ膜に特異

的なタンパク質が埋め込まれて、生命活動に適切な物質の取込みと放出が調節されている。 

脂質二重層膜の形成は、試験管内で単一種のリン脂質のみを使うことでも再現できるが、

実際の細胞膜には多様なヘッドグループをもつリン脂質が存在する。単細胞生物より多細

胞生物で、よりバラエティーに富んだリン脂質が認められる。多様性の理由の一つとして、

リン脂質がヘッドグループを利用してシグナル伝達に関与することが考えられる。我々が

長年研究しているホスファチジルイノシトール 3,4,5-三リン酸（PIP3）は多細胞生物にのみ

存在するシグナル伝達リン脂質である。 

PIP3 のヘッドグループはリン脂質の中で最も大きく、また最も強く負電荷を帯びている。

PIP3 はこの特徴的なヘッドグループで様々な生体分子と結合することで細胞内シグナル伝

達因子として機能する。教科書にも書かれている例として、成長因子のシグナル伝達におけ

る役割を挙げる。成長因子受容体が活性化されると形質膜に PIP3 が産生される。PIP3 は

phosphoinositide-dependent kinase 1（PDK1）や protein kinase B（PKB）などの細胞質タンパク

質を形質膜へとリクルートする。PDK1 は PIP3 との結合によって活性化され、同じく PIP3

との結合によって近傍に集まった PKB を効率よくリン酸化して活性化する。そして、PKB

が増殖や細胞死抵抗性を導く下流因子をリン酸化し制御するというカスケードである。PIP3

の標的はこの他にも、細胞骨格再編成や膜輸送、小胞輸送に関わるタンパク質など多岐にわ

たる。PIP3 生成酵素である PI3K はがんで高頻度に活性化（変異、増幅）されており、PIP3

分解酵素の PTEN はがんで高頻度に抑制（変異、欠失）されている。これらの酵素は細胞質

に存在しており、PIP3 は形質膜の内葉（二重層の細胞質側の層）で生成される。 

PIP3 は既知のリン脂質の中で最も負電荷に富み、よって親水性も高い両親媒性物質とい

える。従来の PIP3 検出法は感度が低く、また、培養細胞の放射性同位元素による標識が必

要であるため、血液や細胞培養上清などの液体検体を対象とした解析は行われていなかっ

た。 

 

２．研究の目的 

独自に開発した PIP3 測定法によって、PIP3 が血液中や細胞培養上清など細胞外にも存在

することを発見した。また、ミセル状の PIP3 集合体がマクロファージを活性化することを



見出した。これらのデータは、これまで全く提唱されていない様式、すなわち細胞外で PIP3

が生理機能を発揮しうることを示している。例えば多くのがん細胞では上述のように、PIP3

の生成亢進や分解抑制が起きており、細胞膜に蓄積した PIP3 は細胞内シグナル伝達因子と

して、その細胞自身の増殖や細胞死抵抗性を亢進すると考えられている。PIP3 の細胞外機

能という新しい発想を得れば、がん細胞から分泌された PIP3 が腫瘍内の周辺細胞（免疫細

胞や線維芽細胞など）の形質にも影響を与え、免疫監視回避や転移などの現象に関わる可能

性を考えることもできる。また、血流に乗って遠隔の細胞にも作用するならば、がん悪液質

のような全身性の病態にも関与する可能性を考えることもできる。PIP3 が新しいホルモン/

オータコイドであるという仮説の検証が本研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

 マクロファージの活性化については、マウス腹腔由来マクロファージ、RAW264.7 細胞株

を用いて解析した。培養癌細胞株は乳がん、膵臓がん、前立腺がん、骨肉腫、甲状腺がん由

来のヒト細胞株を用い、このほか、マウス線維芽細胞、骨髄細胞、リンパ球での検討を行っ

た。PIP3 をリガンドとする GTP 結合タンパク質共役受容体のスクリーニングは、青木淳賢

博士のご協力を得て、TGFα切断アッセイで行った。 

 

４．研究成果 

 細胞外 PIP3 によるマクロファージ活性化に関して、サイトカイン産生を指標として構造

活性相関を明らかにした。細胞内の PIP3 は脂肪酸としてアラキドン酸とステアリン酸を含

有する分子種が最も多く存在する。しかしながら、マクロファージに最も高い活性を示した

のは、脂肪酸炭化水素鎖がより短い分子種であった。一方、親水基の構造については、予測

と符合して、イノシトール 4 リン酸の構造が必須であった。これらの知見は、マクロファー

ジが細胞外 PIP3 を感知して応答するにあたり、親水基はもとより、炭化水素鎖をも認識し

ていることを示している。細胞膜脂質二重層に非特異的に働きかける可能性を完全には排

除できないが、特異的な受容体の存在を示唆する知見となった。 

細胞外 PIP3 が種々のがん細胞株に対して細胞骨格の再編成を誘起することを見出した。

この作用についても、PIP3 の分子種による活性の相違が確認された。約 50 種類の培養細胞

株を用いて検討したが、感受性細胞株はそのほんの一部であった。上述のマクロファージで

の知見もあわせて、特異的な受容体タンパク質が存在すれば、これらの知見を説明すること

ができる。そこで乳がん細胞 30 株における遺伝子発現を RNA seq で解析し、PIP3 感受性と

相関する膜タンパク質を絞り込み、受容体候補タンパク質を得た。 

プロスタグランジン類、ロイコトリエン類など既知の脂質メディエーターの受容体の多

くは、膜七回貫通型の GTP 結合タンパク質共役受容体（GPCR）である。PIP3 受容体も GPCR

ファミリーに属するという作業仮説を立てて、受容体スクリーニングを行った。研究期間の

終了までに 100 受容体以上の解析を完了した。 
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