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研究成果の概要（和文）：L-PIPase（leucine-rich phosphoinositide phosphatase）は生体膜

を構成する、機能未知の微量リン脂質分解酵素である。我々は、L-PIPase の結合分子として、

分子 Xを見出した。本研究では、L-PIPase と分子 Xとの相互作用解析を行い、炎症性サイトカ

インのプロセシングにおけるリン脂質代謝の関与について解析を行った。 

 

 

研究成果の概要（英文）：L-PIPase（leucine-rich phosphoinositide phosphatase）is  a 
phospholipid-metabolizing enzyme. We found a protein X as a binding partner of L-PIPase. 
We investigated the participation of L-PIPase in inflammatory cytokine processing through 
the interaction of L-PIPase with protein X. 
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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の 3、4、5位
水酸基が可逆的なリン酸化を受ける結果、イ
ノシトールリン脂質（PIs）と総称される一
群のリン脂質が生じ、形質膜やエンドソーム
膜に存在する。リン酸化部位の組み合わせに
よって７種類に分類されるイノシトールリ

ン脂質のうち、ホスファチジルイノシトール
3,4,5-三リン酸 [PI(3,4,5)P3] については
精力的な研究が進み、多彩な細胞機能の制御、
疾病の発症・進行への関与が明らかになって
いる。一方ホスファチジルイノシトール
3,4,5-三リン酸 [PI(3,4)P2]は、これまでの
研究では PI(3,4,5)P3の単なる分解産物であ
ると捉えられてきた。 
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哺 乳 類 に は leucine-rich 
phosphoinositide phosphatase (L-PIPase)
と proline-rich PIPase (P-PIPase)という二
種類の PI(3,4)P2分解酵素が存在する。申請
者は両分子の遺伝子欠損マウスを作製し、
PI(3,4)P2 代謝が生体調節において重要な役
割を果たすことを見出している。両分子の結
合タンパク質の探索を行ったところ、
L-PIPaseに結合する分子として分子 Xを見出
した。 
分子 Xは当初、酵母の動原体形成に関わる

分子として見出されたが、近年、植物の自然
免疫の中核を成す抵抗性タンパク質の活性
調節分子として注目を集めている。さらに哺
乳類においても、自然免疫の中心的役割を果
たす細胞内パターン認識受容体の一種であ
る NALP3 に分子 Xは結合し、活性化を促進す
ることが報告された。 
 そこで本研究では、L-PIPaseによるインフ
ラマソームの制御について、解析を進めた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 L-PIPaseと分子 Xとの相互作用解析を通し
て、これまで全く知られていなかった“イノ
シトールリン脂質代謝による NALP3インフラ
マソームの制御”を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) L-PIPaseと分子 Xとの相互作用につい
て、共免疫沈降法および蛍光免疫細胞染色法
により解析した。各々の欠失変異体を用いて、
相互作用部位を特定した。また、L-PIPase、
分子 X、NALP3の三者複合体形成について、
共免疫沈降法により解析した。 
 

(2) L-PIPaseによるインフラマソーム活性
制御の生体での意義を明らかにするために、
NALP3 欠損マウスや ASC欠損マウスの解析で
用いられている尿酸塩結晶（MSU）による腹
膜炎モデルを行った。MSUを腹腔内投与し、
集積する好中球数をフローサイトメトリー
にて測定した。 
 

(3)  L-PIPaseによる NALP3活性制御を細胞
レベルで明らかにするために、L-PIPase 欠損
マクロファージを用いた解析を行った。骨髄
由来マクロファージを lipopolysaccharide
（LPS）で前処理し、NALP3を活性化する MSU
で刺激した。そして、培養上清中に分泌され
た IL-1βを ELISAにて検出した。 
  
 
 

４．研究成果 
 
(1) L-PIPase と分子 X は共免疫沈降するこ
と、そして細胞内において共局在することを
見出した。また、欠失変異体を用いた解析か
ら、L-PIPaseの N 末付近と、分子 Xの中央部
で相互作用することを見出した。分子 X は
NALP3 と結合することが報告されていること
から、L-PIPase、分子 X、NALP3 は三者複合
体を形成するか否か解析したところ、これら
三者は複合体を形成しうること、しかしなが
ら、NALP3と L-PIPaseは直接結合しないこと
を見出した。これらの結果から、L-PIPaseは
分子 X との結合を介して、NALP3 の活性制御
に関与する可能性が示唆された。 
 
 
(2) L-PIPase 欠損マウスに MSU を腹腔内投
与すると、コントロールに比べ、集積する好
中球数が障害されていることを見出した（図
１）。この結果から、生体において、L-PIPase
は NALP3インフラマソームの活性制御に関与
することが示唆された。 
 

 
 
 
(3) L-PIPase 欠損マウスの骨髄由来マクロ
ファージを MSU で刺激したところ、IL-1βの
産生はコントロール細胞と比較し差は認め
られず、in vivo の結果を支持できるもので
はなかった（図２）。今後、これらの差異が
なぜ生じるのか、その原因について解析を進
める必要があると考えている。 
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