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研究成果の概要（和文）： 

RAW264.7 マクロファージを親細胞として、特定のイノシトールリン脂質代謝酵素を欠損した

一 
群の細胞を作成した。種々のイノシトールリン脂質を特異的に可視化する蛍光タンパク質をこれ

らの細胞に導入し、マクロファージが異物をとりこみ、除去していく過程におけるイノシトール

リン脂質の挙動をタイムラプスイメージングで観察した。食胞上でイノシトールリン脂質生成消

失を担う酵素を決定した。本研究の成果は自己貪食や細胞内輸送に敷衍しうる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
A series of cells lacking phosphoinositide-metabolizing enzymes was prepared from 
Raw264.7 macrophages. The cells were transfected with fluorescent probes, which bind to 
specific phosphoinositides. The life spans of various phosphoinositides on phagosome 
during phagocytosis in these cells were monitored by time-pulse imaging. Thus the 
enzymes responsible for the life spans of the phosphoinsitides were determined. The results 
will contribute to clarify the mechanism involved in autophagy and intracellular 
trafficking.  
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１．研究開始当初の背景 
貪食に伴うダイナミックな物質輸送には細
胞骨格の再構成が必須であり、多様なイノ
シトールリン脂質が入れ替わるのは一つに
は細胞骨格を適切に動かすためと考えられ
る。イノシトールリン脂質の特徴はイノシ
トール環の 3/4//5 位のいずれか、あるいは
複数の箇所にリン酸が結合した７種の誘導
体が生理的に存在し、それぞれが異なるシ
グナル分子をリクルートすることにある。
７種類の誘導体、それぞれの量的調節を可
能とする酵素は、試験管内の検討に基づい
て考えると多経路かつ多種類に及び、どれ
が主流であるかの判定は難しい。イノシト
ールリン脂質代謝酵素には胚生致死となる
分子も多いことがこの判定をさらに困難に
している。本研究ではこの点を shRNA で
解決し、細胞内輸送における小胞上でのイ
ノシトールリン脂質の交代のタイムラプス
を見ることで、貪食におけるイノシトール
リン脂質代謝酵素ネットワークの全貌を理
解することを企画した。 
 
２．研究の目的 
食作用は最も基本的な自然免疫である。食
細胞は病原微生物を抗体や補体等の受容体
または TLR で認識して取り込む。取り込ま
れた異物はリソソームで壊され、場合によ
っては抗原として提示されて獲得免疫を導
く。さらに LDL や自己のアポトーシス細胞
も貪食する。食作用の進行は開始から終わ
りまでおよそ全ての過程で様々なイノシト
ールリン脂質が関与している。しかし、イ
ノシトールリン脂質関連の酵素は早期胚性
致死故にノックアウトできない分子が多い。
我々は、種々のイノシトールリン脂質と特
異的に結合する蛍光プローブを生細胞に導
入し、タイムラプスイメージングを行って
いる。ここに RNA 干渉を併用することで、
食作用におけるイノシトールリン脂質合成、
代謝酵素とその生成物の役割を解明するこ
とが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
１）イノシトールリン脂質代謝酵素欠損細胞
株の作成 
 欠損細胞の作成手順および保存方法は下記
のとおりである。 
 1. RAW264.7細胞における標的酵素のmRNA 
の発現と塩基配列を確認する 
 2. 経験則に基づき、１遺伝子に対して３種
類の標的配列を決定する 
 3. ひとつの標的配列に対して１組２本のオ
リゴヌクレオチド（5’- C C C (X)19 T T C A A 
G A G A (Y)19 T T T T T G G A A A -3’及び 5’
- C T A G T T T C C A A A A A (Y)19 T C T C 

T T G A A (X)19 G G G T G C A -3’）を合成
し、pH1-DsRベクターのPst-XbaIサイトに組み
込む。なお、ここで (X)19は標的配列を、(Y)19

は相補配列を示している 
 4. 上記ベクターをエレクトロポレーション
でRAW264.7細胞に導入する。 
 5. pH1-DsR ベクターが導入された細胞を 
Ds-Red の蛍光を指標として２段階でクローニ
ングし１０-２０クローン程度を取得する。 
 6. えられたクローンについて、標的蛋白質に
対する特異的抗体および RT-PCR 法によって
発現抑制を確認し、９０％以上の消失が見られ
た細胞クローンを複数取得する。 
 7. 以上の手順でえられる酵素欠損細胞クロ
ーンは、shRNA ベクターをトランスフェクトし
た細胞であり、樹立株ではない。発現抑制を認
めたクローンについては、継代数の浅い時期に
充分数のストックを作成し、液体窒素中で凍結
保存する。 

２）各欠損細胞の貪食能の定量的評価 

抗体被覆赤血球、補体成分 C3bi 被覆ザイモ

ザン、IgG-被覆ラテックスビーズ等の粒子と、

可溶性分子として Rhodamine-CpG（TLR
リガンド）、FITC-デキストラン、 lucifer 
Yellow の取り込みを定量する。 
３）細胞内のイノシトールリン脂質の動態の解

析 

作成した代謝酵素欠損細胞に、特定のイノシト
ールリン脂質と特異的に結合するタンパク質
ドメインと蛍光タンパク質との融合タンパク
質を一過的に発現させ、細胞がオプソニン化さ
れた赤血球を貪食しているときの蛍光色素の
動態を顕微鏡下において観察した。特異的結合
ドメインとしては PtdIns (3,4,5)P3 と特異的
に結合する GRP1-PH,  PtdIns (3,4)P2 及び 
PtdIns (3,4,5)P3 と 結 合 す る Akt-PH 、
PtdIns(3)P と特異的に結合する EEA1-FYVE を
利用した。また、蛍光タンパク質としては主に
eGFP を用いたが、２種類のリン脂質の動態を
同時に測定する場合には mRFP との融合タン
パク質も利用した。細胞への導入はリポフェク
タミンとプラス試薬を用いたリポフェクショ
ン法または NEONTM electroporation により行
った。蛍光の動態観察には CFI Plan Apo VC60xH
油浸レンズを装着したキーエンス BZ-9000 顕
微鏡を使用し、BZ-II 解析システムによってデ
ータ解析を行った。  
 
４．研究成果 
１）作成したイノシトールリン脂質代謝酵素欠
損細胞株 
 RAW264.7細胞を親株とし、以下の酵素の 
mRNA 発現が90％以上低下した細胞株を作成し
た。欠損細胞が得られた酵素の分類及び作成の



際に用いた shRNA の標的配列は下記のとお
りである。 
 
1.クラスI型PI3K 
 p110{alpha}:5′-GAACAAGGGCGAGATATAT-3′ 
 p110{beta}: 5′-GTGGAATAAACTTGAAGAT-3′ 
             5′-GAAGCAGCCGTGTTATTAT-3′ 
 p110{gamma}:5′-GCAATGTGGAACAGATGAA-3′ 
 p110{delta}:5′-CACTGAATGACTTTGTGAA-3′ 
 
2.クラスII型PI3K 
 C2{alpha}:  5’-GCACTGGAGAATGAAATAA-3’ 
 
3.クラスIII型PI3K 
 VPS34:      5’-GCAAACTCTTCCATATAGA-3’ 
 p150 :      5’-CCATGACTTTGAGTATGAT-3’ 
             5’-GAAGGACTTCATGATGAAA-3’ 
 
4.PI5K 
 PIKfyve*3:   5’-GATGATAGATTCATTCTGA-3’ 
             5' -GATGTAATCCTCTGTATCT-3' 
 VAC14*2:     5’-CTCTTAAAGGACATTGTGA-3’ 

             5' -GTCCTGAACTGTCACCTTA-3' 

 
5.PI5Pase 
 SHIP1:      5’-GGAATGAAATGCTTGAAGA-3’ 
             5' -CAAGTTCTACAGCCACAAA-3' 
 SHIP2:      5’-GATCCTGAACTACATTAGT-3’ 
             5’-GAATGGATTAGCATTGATA-3’ 
             5' -GGTCTTCCTTCGATTTAGT-3' 
Inpp5e:      5’-GACCGAGAATTGTACTTGA-3’ 
             5' -GCATCGTGTCTCAGATCAA-3' 
SKIP:        5' -GACTGGATCGGACTATACA-3' 
             5' -GCGTCACATTAATGACTAT-3' 
SYNJ2:       5' -GTATTGATCTTACTTACGA-3' 
             5' -GCTAGAACTGGAATAAGTA-3' 
Sac3:        5' -GAAGTTGATGGTGAAGAAA-3' 
             5' -CGGTGAACTTCTGGATATA-3' 
6. PI4Pase 
Sac1         5' -GAAATGAGTCTCTTAGAAA-3' 
             5' -GTGGGATGATCAGATATAT-3' 
7. PI(3,4)P2-4Pase 
Inpp4a:      5' -GTCACTCAGGCCACTTCGA-3' 
             5' -GAGATACGTCCTTACAAGA-3' 
8. PI3Pase 
MTMR2:       5' -CGCTGACTGTCACAAGTTA-3' 
             5' -GCTGGAGAATAACAAAGAT-3' 
PTEN:        5’-GAACAATATTGATGATGTA-3’ 

             5' -GTATAGAGCGTGCAGATAA-3' 

 
クラス II 型 PI3K のうち C2{beta}及び C2 
{gamma} については RAW264.7 細胞における
mRNA の発現は認められなかった。また、PI 
4Pase のふたつのサブタイプ Inpp4a, Inpp4b 
のうち、Inpp4b の発現は認められなかった。
p150,VAC14 はそれぞれ VPS34,PIKfyve の制御
因子である。作成した欠損細胞の多くは顕著

な形態上の異常を示さなかったが、PIfyve の
欠損細胞においては細胞内に多数の巨大空胞
の存在が認められた。このフェノタイプは研究
期間内に公表された特異的阻害薬 YM201636 の
作用と一致するものであった。 
 
 Inpp5e の欠損細胞では特異的抗体が入手で
きなかったためタンパク質レベルでの発現変
化は検討していない。これ以外の欠損細胞につ
いてはタンパク質レベルで 70％以上の低下を
観察している。 
 
２）RAW264.7 細胞の貪食機能に及ぼす酵素欠
損の影響（p110{alpha}の特異的機能） 
 RAW264.7 細胞によるオプソニン化粒子の取
り込みは PI3K の非選択的阻害薬であるワー
トマニンによって強く抑制される。この薬物の
標的となることが知られる酵素のうち、
p110{beta}, p110{gamma}, p110{delta}, 
VPS34 を欠損した細胞には貪食量の変化を認
めなかった。また、C2{beta}は RAW264.7 細胞
での発現を認めなかった。p110{alpha}欠損細
胞ではオプソニン化された赤血球やザイモザ
ン粒子の取り込みがほぼ消失していた他、デキ
ストランの取り込みにも大きな低下が認めら
れた。この結果は、貪食機能の発揮における 
p110{alpha}の特異的機能を示したものである。
p110{alpha}のどのような生化学的、細胞生物
学的特性がこの特異性の発揮に関与している
かについては今後の重要な検討課題である。 
 PTEN の欠損細胞ではオプソニン化粒子の取
込み増大が観察された。SHIP-1 の欠損でも取
込みが増大したが、その程度は軽微なものであ
った。両酵素はいずれも PtdIns (3,4,5)P3 の
分解酵素であるが異なる代謝産物を産生する。
従 っ て 、 p110 {alpha} が 産 生 す る
PtdIns(3,4,5)P3 が細胞の貪食機能発揮に重要
な役割を果たしているものと推察された。 
 
3）ファゴソームのPtdIns(3)Pの動態に及ぼす
酵素欠損の影響（VPS34の特異的機能とPTEN及
び PIKfyve の役割） 
 RAW264.7細胞にオプソニン化された粒子を
貪食させ、蛍光タンパク質を用いてイノシトー
ルリン脂質の動態を観察すると、ファゴソーム
の形成と成熟の過程において次のような変化
が認められた。 
 1. 粒子を包み込むように伸びていく細胞膜
上では顕著な PtdIns(3,4,5)P3の蓄積がおき
ており、これは粒子が細胞内部に取込まれファ
ゴソームの形成が終了すると消失した。この全
過程に要する時間は約4分であった。 
 2. 消失する PtdIns(3,4,5)P3と入れ替わる
ように、ファゴソーム膜上にPtdIns(3)Pの蓄積
がおこり、これもやがて消失した。ファゴソー
ム膜におけるPtdIns(3)Pの寿命は約8分であっ
た。 



 p110{alpha}欠損細胞では粒子の取込みは
おこらず、PtdIns(3,4,5)P3の蓄積も観察され
なかった。PTEN欠損細胞においては分解抑制
に基づきPtdIns(3,4,5)P3の寿命は２倍ほど
に延長していた。同様な寿命延長はPTENを阻
害することが知られるmenadioneによる細胞
処理によっても観察された。SHIP-1, SHIP -2, 
pharbin の欠損によっては顕著な寿命延長は
観察できなかった。従って、ファゴソームの
PtdIns(3,4,5)P3の合成と分解には、それぞれ、
p110{alpha}とPTENが主要な役割をしている
ものと考えられた。しかし、PTEN欠損細胞に
おいても最終的にはPtdIns(3,4,5)P3の消失
がおきる。このとき、分解に関与する酵素(群)
は現在不明である。 
 クラスIII型PI3Kに分類される唯一の触媒
サブユニット VPS34、及び、その制御因子 p150
を欠損した細胞では、ファゴソーム上の
PtdIns(3)P の蓄積量が大きく低下しており、
寿命も短縮していた。クラス II 型 PI3K はあ
る種の細胞において PtdIns(3)P を産生して
いることが知られているが、RAW264.7 に発現
が確認できる唯一のアイソフォームである
C2{alpha}を欠損させた細胞で PtdIns(3)P の
動態変化は認められなかった。PTEN の欠損、
PTEN 阻害薬 menadione 処理は PtdIns(3)P の
消失速度の低下を導いた。PTEN は試験管レベ
ルにおいてPtdIns(3,4,5)P3をよい基質とし、
PtdIns(3)P に対する Km は２桁大きいことが
報告されているが、ファゴソームの PtdIns 
(3)Pの除去に積極的に関与していることが想
定された。PtdIns(3)P の寿命は PIKfyve の欠
損細胞、PIKfyve 阻害薬 YM201636 処理によっ
ても顕著に延長しており、PTEN と PIKfyve の
機能を同時に失わせると、ファゴソームに出
現した PtdIns(3)P は 30 分を経ても消失する
ことはなかった。これまで PIKfyve の役割は
PtdIns(3,5)P2 を産生することと考えられて
きたが、このとき、PtdIns(3)P を消失させる
ことも重要な機能のひとつと考えられた。従
って PIKfyve 欠損細胞に認められる細胞内巨
大空胞の形成には PtdIns(3)P の異常蓄積と
PtdIns(3,5)P2 の欠乏の双方が関与している
可能性が考えられた。PIKfyve の制御因子と
目されている VAC14 の欠損細胞においては、
現在のところ、巨大空胞の形成、PtdIns(3)P
の寿命延長といった変化を観察できていない。
VAC14 のマクロファージにおける機能に関し
て再検討が必要である。 
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