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研究成果の概要（和文）：　細胞内シグナル脂質であるイノシトールリン脂質（PIPs）は、グリセロール骨格に
２つのアシル基とイノシトール環が結合した構造を有する。イノシトール環のリン酸化状態により7種類に分類
されるPIPsは個々に特有の機能を有することが明らかになっているが、アシル基組成の違いによるPIPs分子種特
有の機能は知られていない。
　我々は、アシル基組成の異なるPIPs分子種機能解析のための新たな方法を開発し、がんと相関するPIPs分子種
結合タンパク質75分子を見出した。また、特徴的なアシル基組成を有する細胞株を見出し、脂肪酸添加により
PIPsのアシル基組成を変動させたところ、細胞増殖が変化することを見出した。

研究成果の概要（英文）： Phosphoinositides (PIPs), which are intracellular signaling lipids, have a 
structure consisting of a glycerol backbone with two acyl chains and an inositol ring. PIPs are 
classified into seven classes based on the phosphorylation state of the inositol ring, and each 
class has been shown to possess unique functions. However, the specific functions of PIP molecular 
species determined by differences in acyl chain composition have not been elucidated.
 We have developed a novel method for analyzing the functions of PIP molecular species with 
different acyl chain compositions and identified 75 proteins that bind to PIP molecular species 
associated with cancer. Additionally, we have discovered cell lines with distinctive acyl chain 
compositions and found that altering the acyl chain composition of PIPs by adding fatty acids 
affects cell proliferation.

研究分野： 脂質細胞生物学

キーワード： イノシトールリン脂質　がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで不明であったアシル基組成の違いによるPIPs分子種固有の生理機能を示したことは、学術的意義のある
成果である。また、特定のアシル基をもつPIPsが、がんの悪性度を示すマーカーとなる可能性を示したことは、
社会的医学的意義のある成果である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
細胞内シグナル伝達脂質であるイノシトールリン脂質（PIPs）は、グリセロール骨格に２つの

アシル基とイノシトール環が結合した構造を有する。イノシトール環のリン酸化状態により７
種類に分類される PIPs は、個々に特異的に結合するタンパク質の局在や構造を変化させること
で活性を制御し、多岐にわたる細胞応答に関与する。このように、極性基のリン酸化状態の違い
による PIPs は固有の機能を有することが明らかになっているが、アシル基組成の違いによる
PIPs 分子種特有の機能は知られていない。正常組織における PIPs はステアリン酸とアラキド
ン酸を含む PIPs 分子種（C38:4PIPs）がドミナントであることが理由の一つである。 

PIPs のアシル基組成は、前駆体であるホスファチジルイノシトール（PI）により規定される。
de novo 経路で合成された PI は 、 そ の 後 、 リ モ デ リ ン グ 経 路の 酵 素 LPIAT1
（lysophosphatidylinositol acyltransferase 1）によって、sn-2 位にアラキドン酸が導入される。
その結果、生体には C38:4PIPs が多くなる。 
 
 
２．研究の目的 

 
我々は 7 種の PIPs 分子種を高感度に測定可能な解析方法（PRMC-MS）を確立し、様々な細

胞や組織における PIPs 解析を行っている。その過程で、がん抑制遺伝子産物である PTEN 欠
損マウスの前立腺がん組織ではホスファチジルイノシトール 3,4,5-三リン酸（PIP3）の蓄積が
認められるものの、正常組織で最も豊富な C38:4PIP3 はほとんど変化せず C34:1PIP3 は約 50
倍上昇することを見出した（Morioka S et al, Nat Commun, 2022）。またヒトの前立腺がん組
織では二重結合数の少ない PIPs 分子種の割合が増加し、がんの悪性度とも関連することを見出
している（Koizumi A, Sci. Rep, 2019）。そこで我々は C34:1PIP3 に着目し、がんの発生・悪性
化への関与を解明することを本研究の目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１） アシル基組成の異なる PIPs 分子種機能解析のための新たな方法の開発 

 
リン脂質のアシル基の違いを見分けて結合するタンパク質を解析する方法は確立されていな

い。まず既存の方法である PLO （Protein Lipid Overlay）アッセイとリポソーム沈降法につい
て、市販の PIP3 分子種を用いて検討した。しかしながら既法は解析方法として適切ではなかっ
たため、新たな解析手法の開発に取り組んだ。 

 
（２） C34:1PIP3 を蓄積する細胞株の探索と PIP3 分子種変動による細胞増殖への影響 

 
PIPs分子種とがんとの関連を解析するために、まず、C34:1PIP3を蓄積する細胞株を探索し、

見出した。次にこの細胞を用いて PIP3 分子種を変動できる実験条件を探索した。具体的には
LPIAT1 の過剰発現や脂肪酸添加実験を行った。見出した実験条件を用い、細胞増殖との関連を
解析した。 

 
（３） C34:1PIP3 結合タンパク質の探索 

 
(1)で構築した方法を用いて、マウス前立腺がん組織のタンパク質抽出物から C34:1PIP3 結

合タンパク質を LC-MS/MS 法にて検出した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１） アシル基組成の異なる PIPs 分子種機能解析のための新たな方法の開発 
 
購入可能な 3 種の PIP3（C36:0PIP3, C36:2PIP3, C38:4PIP3）と、PIP3 結合ドメインであ

る Akt-PH ドメインのリコンビナントタンパク質を用いて、既報の PLO アッセイとリポソーム
沈降法を行った。その結果、アシル基組成の違いによりニトロセルロース膜上の保持やリポソー
ムの沈降状態に差があり、再現性に問題があった。そこで少量のリポソームでも遠心操作によっ
て再現良く回収可能なシリカ担体を用いる方法を着想した。脂質ベシクルとシリカ担体を混合
すると、添加した脂質量に比例してシリカ担体に脂質が結合することが確認できた（図 1）。た
だしシリカ担体への結合量は PIP3 分子種ごとに異なることが判明したため、実験ごとにシリカ



担体に結合した PIP3 量を測定することにした。このように
作製した PIP3 担体に、Akt-PH ドメインと EGFP の融合タ
ンパク質（Akt-PH-EGFP）を作用させたところ、図 2 のよ
うな結合が認められ、PIP3 に結合できない変異体（Akt-
PH(R25C)-EGFP）は PIP3 担体に結合しないことも確認で
きた。さらに極性基の異なる 7 種の PIPs 担体（アシル基組
成は同一）を作製して同様の実験を行ったところ、Akt-PH
は PIP3 と PI(3,4)P2 に結合するという、これまでの報告と
一致する結果が得られた。以上より、アシル基組成の異なる
PIPs 分子種機能解析のための新たな方法を確立することが
できた。 
 
（２） C34:1PIP3 を蓄積する細胞株の探索と PIP3 分子種変

動による細胞増殖への影響 
 

C34:1PIP3とがんとの関連を解析するために、C34:1PIP3を
蓄積するがん細胞株の探索を行った。20 種以上のヒトがん細
胞（リンパ腫細胞株、前立腺細胞株、乳がん細胞株）の PIPs
プロファイルを PRMC-MS で解析したところ、いくつかの細
胞株で C34:1PIP3 の存在比率の多い細胞を見出した。その中
で成人 T 細胞白血病由来の細胞株（ATL 細胞）に着目した。
ATL 細胞は、C38:4 PIP3 の多いその他の細胞株と比較し、6-
7 倍早く増殖するという特徴を見出したからである。ATL 細胞における PIP3 分子種構成の変動
を導くために、LPIAT1 の過剰発現やノックダウン実験、メチル-α-シクロデキストリンによる
PIP3 の導入、脂肪酸添加実験を試みた。その結果 C34:1PIP3 のみを増減させることはかなわな
かったが、各種脂肪酸を添加することにより、C34:1PIPs や C38:4PIPs を増加させることに成
功した（図 3）。一方、ホスファチジルセリンでは PIPs ほどの分子種変動は認められなかった。
次に、これらの脂肪酸添加による細胞増殖実験を行った。その結果、C34:1PIPs の増加を導く
C16:1FA 添加により増殖は優位に亢進し、C38:4PIPs の増加を導く C20:4FA 添加により優位に
低下した。以上の結果より、PIPs のアシル基変動は ATL の細胞増殖能を変化させることが示唆
された。 

 

（３） C34:1PIP3 結合タンパク質の探索 
 

(2)の解析では検出されたすべての PIPs の分子種が変
動したため、C34:1PIPs 増加による細胞増殖亢進は
C34:1PIP3 に起因するか否か明らかでない。そこで (1)で
確立した手法を応用して、C34:1PIP3 に結合する分子を
探索することにした。そのためにまず、PIP3 結合担体に
より AKT などの PIP3 結合タンパク質を沈降可能な実験
条件を設定した。その条件を用いて C34:1PIP3、
C38:4PIP3 担体結合タンパク質を探索したところ、75 分
子の C34:1PIP3 特異的結合分子を見出した。今後はこれ
らの分子のノックダウンやノックアウト実験を行い、細胞
増殖に影響を与える分子を見出すとともに、リコンビナン
トタンパク質を作製し、C34:1PIP3 との直接の結合を明
らかにする。 
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