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研究成果の概要（和文）：イノシトールリン脂質（PIs）は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生じる一群のリン脂質であり、多彩な細胞機能を制御する。本研究では質量分析を用いた新たな
イノシトールリン脂質解析技術の開発を通して、細胞内にはアシル基組成の異なるPIs分子種が多数存在することを見
出した。PIs代謝酵素過剰発現細胞や遺伝子改変マウスを用いた解析を行い、PIs分子種が異なる生理作用を持つ可能性
を見出した。

研究成果の概要（英文）：We established the sensitive method for measuring phosphoinositides (PIs) by mass 
spectrometry, and found that various PIs molecular species were exist in cells. Through the analyses of 
the cells with overexpression or knockout of PIs metabolizing enzymes, it was suggested that each PIs 
species might have different cellular functions.

研究分野： 脂質生化学
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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（PI）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、細
胞膜に存在する。リン酸化部位の組み合
わせによって 8 種類に分類される PIs は、
個々に特有に結合する分子の局在や活
性を制御し、多彩な細胞機能の制御を司
る。この制御機構の異常は、癌、神経変
性、炎症などの病態の発現につながるこ
とが知られている。イノシトール環の 3, 

4, 5 位水酸基がすべてリン酸化された
PIP3 の生理機能については特に研究が
進み、細胞内シグナル伝達で重要な役割
を担うことが明らかになっている。 

哺乳動物においては PIP3 の産生酵素
は 4 つの遺伝子に、分解酵素は 12 の遺
伝子にコードされている。即ち、PIP3

変換反応を触媒する複数の酵素が生体
には備わっている。にもかかわらず、こ
れまでに作製・解析してきた約 10 系統
の PIP3 代謝酵素欠損マウスは、それぞ
れに、顕著な異常表現型を示す。このこ
とは、PIP3 代謝酵素が個々に特異な機
能を発揮することを示しているが、その
背景にあるメカニズムは不明である。 

 

２． 研究の目的 

 

本研究では、PIP3 をアシル基の観点
から細分してとらえ、多種類であること
を明示する。そのために脂肪酸組成を含
めた PIP3 の解析技術を開発する。そし
て PIP3 代謝酵素過剰発現細胞や遺伝子
改変マウスを利用して、リン酸化パター
ンが同一であっても脂肪酸組成の違い
によって、PIP3 が異なる生理作用を持
ちうることを示す。 

 

３． 研究の方法 

 

① PIP3 分子種解析方法の確立 

② PIP3 代謝酵素過剰発現細胞におけ
る PIP3 分子種の動態解析 

③ SHIP1 または PTEN 欠損細胞の機
能と PIP3 分子種 

④ リコンビナントタンパク質を用いた
脱リン酸化活性測定 

 

 
４． 研究成果 

 
① リン脂質に含まれる脂肪酸の解析に

は、質量分析計が有用である。しか
し、細胞内レベルが極めて低く、リ
ン酸基を多く含みイオン化しにくい
PIP3 については、他のリン脂質に適
用される既報の方法では検出できず、

新たな方法を開発する必要があった。
そこで PIP3 画分を固相抽出法によ
り濃縮し、さらに水酸基をメチル化
することで、イオン化効率の向上を
図った。また、三連四重極型質量分
析計を用いた選択反応モニタリング
法を確立し、fmol レベルで検出可能
な測定系を構築することに成功した。
この手法を用いて種々の細胞におけ
るPIP3分子種解析を行ったところ、
アシル基組成の異なる PIP3 分子種
が多数存在することを見出した。 
 

② 薬 剤 誘 導 性 に PIP3 産 生 酵 素
（PI3K, PI3K, PI3K, PI3K）ま
た は  PIP3 分 解 酵 素 （ PTEN, 

SHIP1）を過剰発現する細胞を作製
し、①で確立した測定系を用いて解
析した。その結果、PIP3 産生酵素の
発現細胞間では蓄積する PIP3 分子
種に大きな差は認められなかったが、
PTEN と SHIP1 の過剰発現細胞で
は減少する PIP3 分子種に差が認め
られた。 

 

③ 上記の過剰発現細胞で認められた違
いが、PTEN または SHIP1 欠損細
胞においても認められた。特に
SHIP1 に関しては、アシル転移酵素
欠損マウスとの交配により、部分的
ではあるが表現型が回復したことか
ら、PIP3 分子種が生理的意義を持つ
と考えられた。 

 

④ 上記の解析において見出された違い
が、PTEN や SHIP1 の脱リン酸化
活性に依存することを明らかにする
ために、in vitro の脱リン酸化活性
測定を行った。従来の方法では、複
数の PIP3 分子種を同一の試験管内
で解析することはできない。そこで
①の手法を用いて、複数の PIP3 分
子種の分解と反応生成物を同時に検
出できる新たな測定系を構築した。
その結果、ある条件下においては両
者が異なる活性を示すことが確認で
きた。以上の解析から、アシル基の
違いによる PIP3 分子種は異なる生
理作用を持ちうることが示唆された。 
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