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研究成果の概要（和文）：細胞膜は脂質組成の異なる２重層からなる。細胞質側（内葉）に多い脂質の外側（外
葉）への一過的反転は細胞死で知られているが、イノシトールリン脂質については未知であった。我々は、内葉
にのみ局在するとされていたホスファチジルイノシトール4,5-二リン酸（PIP2）が外葉にも局在し、悪性がんの
性質であるがん細胞の接着、遊走に関与することを見出した。加えて、PIP2反転に関わる候補酵素Aを同定し、
外葉PIP2依存的細胞接着に関わる受容体の候補分子を絞り込んだ。以上の結果の一部を国際誌と国際学会で発表
した。本研究の成果は、外葉 PIP2 が関わる疾病の治療応用と阻害剤開発への基礎形成につながる。

研究成果の概要（英文）：The plasma membranes comprise lipid bilayers with distinct lipid 
composition. Transient transport of the lipids from the inner leaflet of the plasma membrane to the 
outer leaflet has been known in cell death (apoptosis). However, it is not known whether 
phosphoinositides in the inner leaflet can be transported to the outer leaflet. We found the 
presence of phosphatidylinositol 4,5-bisphosphates (PIP2) in the outer leaflet of plasma membrane 
and that the PIP2 in the outer leaflet supports cell adhesion and migration of human cancer cells, 
which are characteristics of malignant cancer cells. Additionally, we identified an enzyme A to 
transport PIP2 to the plasma membrane outer leaflet. Moreover, candidate receptors to support outer 
PIP2-dependent cell adhesion were found. Some of these results were published in an international 
journal and presented at the international meeting. This study would lead to develop tools to treat 
diseases that outer PIP2 is involved in.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： イノシトールリン脂質　癌　細胞接着

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、細胞膜内葉で様々な細胞応答に関わるPIP2が、外葉にも局在することを初めて見出した。また、外
葉 PIP2 が悪性癌細胞の性質である細胞接着や遊走に関わることを見出し、国際誌に発表した。さらに、PIP2の
反転に関わる酵素を同定し、PIP2が細胞膜外葉に露出する機構の一端を明らかにした。外葉PIP2依存的細胞接着
に関わる候補因子も絞り込んでおり、外葉PIP2が制御する新しい形式のがん細胞の接着と遊走の機構解明につな
がる。本研究は、外葉PIP2依存的細胞接着や遊走が関わる疾病の発見や、これらの現象を阻害する方法の開発の
基礎形成に繋がる。

※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 
 イノシトールリン脂質は、細胞膜脂質の中では微量であるが、重要な細胞応答に関与する。特
にホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸（PIP2）は、ホスホリパーゼ C (PLC) による分解
により産生されるセカンドメッセンジャーを介してシグナル伝達に関わるだけでなく、直接シ
グナル分子等と結合し、それらの局在制御や活性化に関わることで、細胞骨格動態、増殖、分化
など様々な細胞応答を調節する (Tan X et al. J. Cell Sci. 2015)。PIP2 は、細胞膜の脂質
２重層のうち細胞質側（内葉）にのみ局在すると考えられていた。しかし、同様に細胞膜内葉に
多いホスファチジルセリンはアポトーシス時に、ホスファチジルエタノールアミンは細胞分裂
や細胞融合時に、反転酵素を介して細胞外側（外葉）に出現し、機能することが知られている 
(Nagata S et al. Cell Death Differ. 2016)。我々は、PIP2 が細胞膜外葉にも局在する事を
示唆する結果と、外葉 PIP2 ががん細胞の接着、遊走に関わることを示唆する結果を得ていた。 
 
２．研究の目的 
 細胞膜内葉に多い脂質の外葉への反転はアポトーシスなどで知られるが、イノシトールリン
脂質については未知であった。我々は、PIP2 が細胞膜外葉にも局在し、がん細胞の悪性形質で
ある接着、遊走に関与することを示唆する結果を得ていたことから、細胞膜外葉 PIP2 が癌悪
性化に関与するという仮説を立てた。本研究では、細胞膜外葉の PIP2 はどのような機構で出
現するか、外葉 PIP2 の生理的病理的意義は何かを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）各種培養細胞での細胞膜外葉 PIP2 の検出 
 当研究室で作成した PIP2 検出蛍光プローブを用いて、生きたヒトがん細胞上で外葉 PIP2 
を染色した。対照には、PIP2 結合能を欠失したプローブを用いた。また、抗 PIP2 抗体（対照
には正常マウス IgG）を用いて、固定化培養細胞上の外葉 PIP2 を染色した。さらに、HiBiT 細
胞外検出システムを用いて細胞膜外葉 PIP2 を定量するためのプローブと、対象として PIP2 
結合能を欠失したプローブも作成した。 
 PIP2 分解酵素をオートクライン様式で細胞膜外葉 PIP2 に作用させるため、タグ付き分泌型
組み換え酵素をデザインした。これを外葉 PIP2 が検出されている細胞株数種に導入した。酵
素の発現は、免疫沈降とウエスタンブロットにより解析した。 
 
（２）細胞膜外葉 PIP2 のがん細胞における機能解析 
 細胞膜外葉 PIP2 をマスキングする試薬あるいはその対照（不活性体）存在下で、各種ヒトが
ん細胞の接着、遊走の解析を行った。 
 
（３）PIP2 反転関連酵素の同定 
 外葉 PIP2 量の異なる各種ヒトがん細胞株での既知のリン脂質反転酵素の遺伝子発現を定量
的逆転写 PCR により解析した。外葉 PIP2 染色シグナル強度と遺伝子発現レベルに相関のある
酵素について siRNA で発現抑制し、外葉 PIP2 量の変化を調べた。PIP2 反転に関わると考えら
れる酵素について、さらにタグ付き組み換え酵素発現プラスミドを作成し、細胞に導入した。酵
素の発現は、ウエスタンブロットにより解析した。 
 
（４）外葉 PIP2 依存的細胞接着関連受容体候補分子の探索 
 外葉 PIP2 依存的細胞接着に関わる細胞膜タンパク質を同定するため、細胞膜外葉 PIP2 の
近傍に存在するタンパク質を単離同定するためのプローブを作成した。別法として、外葉 PIP2 
量の異なる細胞株における遺伝子発現解析を行い、外葉 PIP2 量と発現量に相関のある複数の
細胞接着受容体について、発現抑制と細胞接着解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）各種培養細胞での細胞膜外葉 PIP2 の検出 
 ヒト大腸がん細胞株、ヒト悪性黒色腫細胞株などのがん細胞や、マクロファージ細胞株などの
癌悪性化に関わりうる細胞種において、生細胞と固定化細胞の両方で細胞膜外葉 PIP2 を検出
した。また、HiBiT 細胞外検出システムを用いて細胞膜外葉 PIP2 を定量するためのプローブ
を作成し、定量系を構築した。PIP2 分解酵素をオートクライン様式で外葉 PIP2 に作用させる
ため、分泌型組み換え PIP2 分解酵素を細胞で発現した。組み換え酵素が培養上清に分泌され、
タグ抗体により免疫沈降されることを確認したが、細胞膜外葉 PIP2 量を減少させるに十分な
量の発現にはいたらなかった。しかし、３つの異なる抗 PIP2 抗体、新たに作成した PIP2 検出
蛍光プローブ、HiBiT 細胞外検出システムを用いた PIP2 検出プローブと、異なる試薬で細胞
膜外葉 PIP2 を検出した。 
 



（２）細胞膜外葉 PIP2 のがん細胞における機能解析 
 細胞膜外葉 PIP2 をマスキングする試薬あるいはその対照存
在下で、各種ヒトがん細胞の接着、遊走の解析を行ったところ、
試した全てのヒトがん細胞の接着、遊走が PIP2 のマスキング試
薬によって活性特異的に阻害された（図１）。また、抗 PIP2 抗
体によっても細胞接着が阻害され、外葉 PIP2 ががん細胞の接着
や遊走に関与することが示された。 
 
（３）PIP2 反転関連酵素の同定 
 外葉 PIP2 が検出されているヒト大腸がん細胞株、ヒト悪性黒
色腫細胞株などでの既知のリン脂質反転酵素の遺伝子発現を解
析した。そのうち、共通して発現し、かつ外葉 PIP2 染色シグナ
ル強度と遺伝子発現レベルに相関のある酵素数種を、ヒト大腸が
ん細胞 DLD1 において発現抑制した。酵素 Aの発現抑制により、
外葉 PIP2 の減少が認められた（図２）。さらに、GFP との融合
組み換え酵素 Aを悪性黒色腫細胞 G361 で発現したところ、外葉 
PIP2 の増加が認められた（図３）。これらの結果より、酵素 Aが 
PIP2 の反転に関与することが示唆された。しかし、酵素 Aの発
現抑制によって外葉 PIP2 は消失しないことから、他の因子の関
与も示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）外葉 PIP2 依存的細胞接着関連受容体候補分子の探索 
 外葉 PIP2 依存的細胞接着に関わる細胞膜タンパク質を同定するため、細胞膜外葉 PIP2 の
近傍に存在するタンパク質を単離するためのプローブを作成し、活性を確認した。細胞に添加し、
候補タンパク質を単離するための条件検討を行ったが、良い条件の確立に至らなかった。別法と
して、外葉 PIP2 量の異なる細胞株の RNA-seq 解析より、外葉 PIP2 量とその発現量が相関す
る複数種の細胞接着受容体候補分子に絞り込んだ。DLD1 細胞での発現抑制と細胞接着解析によ
り、候補分子 Bに絞り込んだ。外葉 PIP2 依存的細胞接着への分子 Bの関与については、さらに
解析が必要である。 
 
得られた成果の国内外における位置付けとインパクト 
 これまで細胞膜内葉にのみ存在すると考えられていた PIP2 が、本研究により初めて細胞膜
外葉にも存在することが明らかになった。また、外葉の PIP2 が細胞接着、遊走に関わることが
示され、外葉 PIP2 によるがん細胞の接着、遊走制御という新機構が存在することが示唆され
た。さらに、PIP2 反転の分子機構の一端が明らかになり、細胞膜脂質の著しい動態の解明の一
助となる。 
 
今後の展望 
 PIP2 の細胞膜外葉への反転に酵素 A以外の因子の関与も考えられる（図２）ため、PIP2 反転
のより詳細な分子機構の解明が必要であるが、酵素 Aを標的とした阻害薬の探索や開発は、がん
細胞の接着、遊走を阻害する新しい方法の開発や、外葉 PIP2 依存的未知の細胞応答や疾病の
発見につながると期待される。 
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