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研究成果の概要（和文）：細胞膜リン脂質の一種であるイノシトールリン脂質（PIPs）はシグナリング脂質とし
て様々な細胞生理応答に関与する。近年、質量分析法を用いた解析方法が開発され、アシル基を含むＰＩＰｓ解
析が可能となってきた。しかしながら現法では、同一の質量となる３種のＰＩＰ１アイソマーや、３種の
ＰＩＰ２アイソマーを見分けることができない。本研究では、これらのＰＩＰｓアイソマーを検出可能とする新
規のＰＩＰｓ解析技術の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Phosphoinositides (PIPs) are membrane lipids which play a role in various 
cellular functions. Recently a sensitive method for measuring PIPs molecular species is developed 
using mass spectrometry, however this method cannot discriminate among PIP1 and PIP2 isomers. We 
tried to establish a new method for measurement of these PIPs isomers. 

研究分野： 脂質生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 イノシトールリン脂質（ＰＩＰｓ）は、グ
リセロールにイノシトール環と２つのアシ
ル基が結合した構造を有する。これまでの研
究から、極性基であるイノシトール環のリン
酸化状態により７種類に分類されたＰＩＰ
ｓは、それぞれに特有の機能を有し、シグナ
リング分子として多岐にわたる細胞応答に
関与することが明らかになっている。近年、
質量分析法を用いた高感度かつ定量性に優
れた解析方法が開発され、アシル基を含むＰ
ＩＰｓ解析が可能となってきた。しかしなが
ら現法では、同一の質量となる３種のＰＩＰ
１アイソマーや、３種のＰＩＰ２アイソマー
を見分けることができない。現在のところ、
これらのアイソマーを分離・解析する方法と
しては、ラジオアイソトープ標識した細胞か
ら脂質を抽出し、脱アシル化後、強アニオン
交換カラムで分離する手法が確立されてい
るが、感度が十分ではなく、また脱アシル化
するため、アシル基を含めた分子種は解析で
きない。そのため、アシル基を含めたＰＩＰ
ｓ分子種の生理的な意義については不明な
点が多い。 
 
２．研究の目的 
  
本研究では、アシル基を保持したままのＰ

ＩＰｓアイソマーを検出できる、新規のＰＩ
Ｐｓ解析技術の開発を目指す。そして、ＰＩ
Ｐ１やＰＩＰ２のアシル基の変動をきたす
細胞応答を見出し、アシル基を含むＰＩＰｓ
分子種の生理機能を解析する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）カラムの検討。 
（２）培養細胞由来脂質を用いた解析。 
（３）測定条件、機器の見直し。 
（４）ＰＩＰｓアシル基の変動をきたす細胞
応答の探索と生理機能。 
 
４．研究成果 
 
（１）ＰＩＰ１、ＰＩＰ２アイソマー分離が
期待されるカラムとして、極性の違いにより
分離可能な順相カラム、酸性の物性をもつ分
子を分離できるアニオン交換カラム、光学異
性体の分離に用いられるキラルカラムが候
補として考えられた。そこでこれらのカラム
を用いて順次検討を行った。検出には、当研
究部門で既に確立しているＰＩＰｓ測定方
法（三連四重極質量分析計を用いた選択反応
モニタリング法）を適用した。その結果、Ｐ
ＩＰ１アイソマーの分離には至らなかった
ものの、標準品のＰＩＰ２アイソマーを分離
できるカラムを見出すことができた。 
 
（２）上記（１）で見出した条件を用いて、

培養細胞におけるＰＩＰ２アイソマーを測
定した。その結果ピークが複数検出されてし
まい、ピーク同定ができないことが判明した。
アシル基組成が異なる標準品を用いた場合
でもピークがブロードもしくは複数検出さ
れたことから、カラムがリン酸基の位置だけ
でなく、 sn-1,2 位脂肪酸の位置異性体など
も認識して分離しているためと考えられた。 
 
（３）（２）の問題点を解決するために、脱
アシル化した標準品を用いての条件検討、リ
ン酸基の保護、カラムの種類と質量分析装置
の見直しについて検討を加えた。その結果、
アシル基組成の異なるＰＩＰ２標準品を再
現性良く分離可能な測定条件を見出すこと
に成功した。細胞由来の脂質や、ＰＩＰ１ア
イソマーについては現在解析を進めている。 
 
（４）ＰＩＰｓアシル基の変動をきたす細胞
応答を探索したところ、炎症性刺激を施した
Ｒａｗ２６４．３細胞では、３８：４（主に
１８：０-２０：４の組合せ）ＰＩＰ１分子
種が減少することを見出した。炎症性刺激に
おける３８：４ＰＩＰ１の機能を調べるため
に、リゾホスファチジルイノシトール（ＬＰ
Ｉ）の sn-2 位にアラキドン酸を導入するＬ
ＰＩＡＴ１やＬＰＩの sn-１位にステアリン
酸を導入するＬＹＣＡＴを薬剤誘導性に過
剰発現する細胞を作製した。そして炎症性刺
激により産生されるサイトカイン量をＥＬ
ＩＳＡ法にて測定した。その結果、ＬＰＩＡ
Ｔ１の過剰発現によりサイトカイン産生は
減弱したが、ＬＹＣＡＴの過剰発現では差が
認められなかった。さらに培地にアラキドン
酸を添加するとサイトカイン産生量は減少
したが、ステアリン酸添加では変動しなかっ
た。以上の結果より、ＰＩＰｓのアシル基変
動は炎症性刺激におけるサイトカイン産生
に関与することが示唆された。今後、（３）
で進めているＰＩＰ１アイソマー解析方法
を用いて、どのＰＩＰ１アイソマー分子種が
重要であるのかを明らかにする予定である。 
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