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疾病の発症、進行におけるリン脂質因子の生体内動態解析 
 

佐々木 雄彦 
 

 

研究のねらい 
リン脂質の一種であるホスファチジルイノシトールは、細胞内情報伝達において重要な役割を果たす。

そのイノシトール環水酸基がリン酸化を受けることで，イノシトールリン脂質と総称される 7 種類の代謝

産物が派生する。これらは固有の機能を有する生理活性脂質であることが、主に試験管レベル、培養細

胞レベルの研究から明らかになっている。本研究では、新規イノシトールリン脂質代謝酵素欠損マウス

の作製・表現型解析を行うによってイノシトールリン脂質代謝系の病態生理的な役割を明らかにするとと

もに、生体内でのイノシトールリン脂質動態解析を可能とするトランスジェニックマウスを開発する。これ

らのマウスを用いて，がん、免疫疾患、アレルギー等におけるイノシトールリン脂質代謝の病態生理的

役割を理解し、病態発生の原因となる細胞機能異常の発現機構をリン脂質動態の側面から解明するこ

とを目指した。 

 

研究成果 
ホスホイノシチド可視化マウスの開発 

背 景 

イノシトールリン脂質（ホスホイノシチド：PIs）はホスファチジルイノシトールのリン酸化代謝産物の

総称である（図 1）。これらは細胞膜の構成成分であり、ホルモン、増殖・分化因子、神経伝達物質、

走化性因子などの細胞外情報分子による細胞の活性化に伴い、その代謝回転が亢進する。そして

個々の PIs の量的な変動や細胞内局在の変化が、様々な細胞生理応答の発現を仲介する。我々は

これまでに複数の PIs 代謝酵素遺伝子欠損マウスを世界に先駆けて作製し、PIs リン酸化酵素や脱

リン酸化酵素の欠損ががん、免疫不全、糖代謝異常、骨代謝異常、心機能異常など幅広い疾病を導

くことを見出している１～１８）。 
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いくつかの PIs 代謝酵素（遺伝子、タンパク質）と様々な疾病との関連が示されている一方で、どの

PIs（脂質）が如何にして細胞機能を制御し、PIs 代謝酵素欠損により導かれる病態に如何にして関

与するのかという点は明らかではない。図１に示したうに個々の PIs の代謝は複雑に連関しており、

ある酵素が触媒する反応の基質も生成物も共に生理活性脂質である。よって、ある酵素の欠損は基

質、生成物以外の PIs の量的変動や局在変化をも同時に導き、これが表現型の主たる原因となる可

能性も考えられる。 

疾病の発症を担う PIs の特定のためには、遺伝子欠損マウスでの表現型解析と、機能異常を呈す

る細胞内での個々の PIs 動態解析を並行して行うことが有益な情報を与えるものと期待される。しか

し、これには技術的な障害がある。従来の PIs 動態解析は主に、細胞をラジオアイソトープラベル後

に破壊し、抽出した脂質のクロマトグラフィー分析によりなされている。この方法では個体レベルでの

解析が現実的に不可能であり、仮に個体をラジオアイソトープラベルして臓器からの抽出脂質を解析

したとしても、臓器・組織を構成する様々な細胞（例えば各種の分化細胞同士あるいは正常細胞とが

ん細胞）での PIs 動態を個別に解析、比較することは不可能である。また、培養細胞レベルでの解析

においても従来の生化学的手法では、細胞の破壊により脂質の細胞内局在に関する情報が失われ

てしまうという欠点があり、煩雑な操作は数秒単位での時間的変化を解析することも妨げている。最

近、種々のタンパク質に見いだされている PIs 結合モジュールと緑色蛍光タンパク質(GFP)との融合

タンパク質を PIs 可視化プローブとして、PIs の時空的動態解析が行われている。この手法は培養細

胞株では極めて有効であるものの、より生理的で多様な応答を解析することが出来る初代培養細胞

や個体内で臓器を構成する細胞においては、プローブの利用に必要な、非侵襲的で効率的な遺伝

子導入が困難であることが障害となっている。 

本研究では、PIs の可視化プローブを発現するトランスジェニックマウス（PIs 可視化マウス）を作製

した。この改良により、非侵襲的に PIs 可視化プローブが導入された生体資料を簡便に調整でき、個

体を構成する全ての細胞種での PIs 代謝解析が可能となり、様々な内在性あるいは外来性の物質

が PIs 動態に与える作用を、時間的、空間的な側面からも明らかにできると期待できる。遺伝子導入

動物をマウスとすることで、従来得られている多数の病態モデルマウス、PIs 代謝酵素欠損マウスで

の病態発症における PIs 動態の意義を明らかにすることが期待される。 

PIs 可視化マウスの作製 

GFP-PKB-PH（PI(3,4,5)P3 可視化プローブ）、GFP-Btk-PH（PI(3,4,5)P3 可視化プローブ）、

GFP-PLCδ1-PH（PI(4,5)P2 可視化プローブ）、GFP-TAPP2-PH（PI(3,4)P2 可視化プローブ）、

GFP-EEA1-FYVE（PI(3)P 可視化プローブ）を発現する 5 種類の PIs 可視化マウスを樹立した（国内

特許出願）。いずれの系統においても、全身性に恒常的な発現を導く pCAGGS ベクターを用いた。

PI(3,4,5)P3 可視化マウス（PKB-PH-GFP のトランスジェニックマウス）を例として具体的なデータを

示す（図 2）。蛍光陽性の子孫マウスを得て、常法に従いゲノム DNA を精製し、GFP プローブによる

サザンブロットを行い、トランスジーンの導入を確認した。トランスジーン産物の発現は好中球の細胞
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溶解液を用いて抗 GFP 抗体によるウエスタンブロットを行い、確認した。また、各種臓器における発

現を、凍結組織切片を蛍光顕微鏡で観察することで行った。系統によって発現分布は異なるが、ほと

んどの臓器・組織でプローブの発現を示す系統がいくつか得られた。 

PIs 可視化マウス由来好中球を用いた遊走制御機構の解析結果 

好中球は細菌感染宿主応答や炎症反応において主要な役割を担う。PI(3,4,5)P3 可視化マウス由

来好中球を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。無刺激状態の細胞では、蛍光プローブの局在は細

胞質に見られたことから、PI(3,4,5)P3 は細胞膜に極微量しか存在しないと考えられた。10 μM 

fMLP 刺激後数秒において、蛍光プローブの形質膜への移行が検出されたこと、また、この移行が

PI3K 阻害剤である wortmannin（300 nM)前処理細胞においては観察されないことから、この

PI(3,4,5)P3 可視化トランスジェニックマウス由来好中球を用いて、走化性因子刺激に伴い極めて迅

速に細胞内で産生される PI(3,4,5)P3 を検出することが可能であることが示された。マイクロピペット

に fMLP を充填し、細胞近傍にて緩やかに放出することで、走化性因子の濃度勾配を形成させた場

合（図3の * がピペットの位置）、走化性因子を感知して形態的に極性化した細胞では、蛍光プロー

ブは形質膜へと移行していた。走化性因子依存的に細胞内に産生された PI(3,4,5)P3 は、高濃度の

走化性因子へと遊走中の好中球における先導端（細胞の進行方向前端）に局在することが示され

た。 

 
我々は PI(3,4,5)P3 産生酵素である phosphoinositide 3-kinase (PI3K)γの欠損マウスを以前作

製し解析した結果、このマウスでは腹腔内感染に伴う好中球、マクロファージなどの食細胞の集積が

抑制されること、footpad での LCM ウイルス感染に伴う T 細胞集積が減弱すること、病態の成立に

好中球の集積が鍵となるエンドトキシンによる急性肺炎が軽減されることなどを見出した。これまで、

遊走中の好中球において PI(3,4,5)P3 の動態を時間的・空間的に記述することは、単離した好中球

においては不可能であった。それは外来の DNA やタンパク質の好中球への導入が、種々のウイル

ス発現系やマイクロインジェクションなどのいかなる方法をとっても、これまで不可能であったからで

ある。そこで、PI3Kγ欠損マウスを PI(3,4,5)P3 可視化マウスと交配し、好中球を調製し、走化性因

子の濃度勾配に暴露したところ、PI3Kγ欠損好中球では PI(3,4,5)P3 の局在化は認められなかった。
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このことから、遊走細胞の先導端に局在する PI(3,4,5)P3 は PI3Kγによって産生されるものであるこ

とが明らかになった（図 3 下段）。 

SHIP1 は PI(3,4,5)P3 の脱リン酸化酵素である。次に、SHIP1 欠損マウスと PI(3,4,5)P3 可視化

マウスと交配し、SHIP1 欠損好中球での PI(3,4,5)P3 動態を解析した。その結果、SHIP1 非存在下

では、形質膜に PI(3,4,5)P3 が産生されるものの、細胞膜のいたるところに遍在し、局在化が起こら

なかった。これと符合して、SHIP1 欠損好中球は先導端を形成することができず、細胞の遊走が著し

く損なわれることも明らかになった。SHIP1 欠損好中球は定常状態から扁平で円形であり、発達した

ラメリポディアを細胞の全周で形成しているが、このラメリポディアは wortmannin 処理により消失し、

形態も野生型と同様に回復した。これらをまとめて考えると、PI3Kγにより形質膜の全周において産

生される PI(3,4,5)P3 が SHIP1 により部分的に分解されることが、局所的な PI(3,4,5)P3 の蓄積と先

導端の形成に重要であると考えられた。 

その他の PIs 可視化マウス由来好中球においても、各 PIs の動態を解析し、PI(3,4,5)P3 とは対照

的に PI(4,5)P2 が遊走細胞の後端膜に偏在することを見出し、この現象が後端膜の退縮に重要であ

ることを示唆する知見を得ている。このように、PIs 可視化トランスジェニックマウス由来好中球は、時

間的分解能、空間的分解能において PI(3,4,5)P3 をはじめとする PIs の代謝・動態に関する多くの情

報をもたらす解析系であることが示された。 

PIs 可視化マウスを用いた in vivo イノシトールリン脂質動態解析 

これまでに、インスリンなどのホルモン、種々の増殖因子、サイトカイン、神経伝達物質などが PIs

代謝を介して、細胞内シグナリングを始動させることが知られている。インスリンは血糖値調節におい

て中心的な役割を担うが、その糖取り込み促進作用、脂肪分解抑制作用などは PI3K による細胞内

PI(3,4,5)P3 レベルの上昇に依存することが、培養細胞レベルの研究結果から確立されている。しか

しながら、これまでに、インスリンの標的臓器・組織内の細胞が、インスリン刺激を受けて PI(3,4,5)P3

産生亢進を示すことは、実際に個体内において確認されていない。 

PI(3,4,5)P3 可視化マウスにインスリンを腹腔内投与し、肝臓の凍結組織切片を作製し、共焦点レ

ーザー顕微鏡で観察した。コントロール（生理食塩水投与）マウス由来の肝臓組織では、肝細胞の細

胞質に PKB-PH-GFP 由来の蛍光が検出されたが、インスリン投与後には蛍光プローブは形質膜へ

と局在した（図 4）。また PI3K 阻害剤である wortmannin をインスリン投与 20 分前に投与した

PI(3,4,5)P3 可視化マウスにおいては、この形質膜への移行はみられなかった。これらの結果から、

インスリンが実際に PI3K 活性化を導き、肝細胞内で PI(3,4,5)P3 レベルが上昇することが個体レベ

ルにおいて初めて示された。 
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ホスファチジルイノシトール 4,5－二リン酸産生酵素 PIPKIαによるアレルギーの抑止 

ホスファチジルイノシトール 4,5－二リン酸[PI(4,5)P2]は、いくつかのセカンドメッセンジャーの前駆

体である。また、最近の研究では、PI(4,5)P2 がその代謝産物を介さず直接的にアクチン細胞骨格や

エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 調 節 分 子 を 制 御 す る こ と も 明 ら か と な っ て い る 。 PI(4,5)P2 は

phosphatidylinositol phosphate kinase type I (PIPKI)により産生され、これには 3 つのアイソザイム

（PIPKIα、β、γ）が存在する。本研究では PIPKIαのキナーゼコアドメインをコードするエクソンを

欠失するマウスを作製した１８）。PIPKIαホモ欠損マウスはメンデル比に則って誕生し、SPF 飼育環境

下では二年間の生存を確認している。このマウスは野生型マウスと比べて、より重篤な全身性および

局所性（皮膚）アナフィラキシー反応を呈する（図５）。骨髄由来マスト細胞（BMMC）を IgE で感作し、

対応する抗原によって FcεRI を刺激したところ、ヒスタミン含有小胞の放出（脱顆粒）、IL-3、IL-4、

TNFαなどのサイトカイン産生の顕著な亢進が認められた。PIPKIα欠損 BMMC では、PIPKIβと

PIPKIγの発現レベルは野生型と同等であるが、PI(4,5)P2 レベルが約８割に低下している。PIPKI

α欠損 BMMC では F-アクチン量が減少しており、一方、IP(1,4,5)P3 の産生とこれに引き続く細胞内

カルシウムレベルの上昇、PI(3,4,5)P3 に制御される Akt の活性化は抑制されず、むしろ亢進してい

た。これらの結果は、PIPKIαによって供給される PI(4,5)P2 がアクチン重合に促進性に機能しており、

一方、PLC や PI3K の基質としてセカンドメッセンジャーの前駆体となる PI(4,5)P2 の供給は、他の

PIPKI アイソザイムにより代償されうることを示唆している。 

アクチン重合阻害剤は脱顆粒反応に許容効果を示し、重合アクチン安定化剤は脱顆粒反応を抑

制したことから、PIPKIαはアクチン重合を促進性に制御することで、マスト細胞の過剰な脱顆粒反

応を抑制する生理機能を有するものと推察された。PIPKIα欠損 BMMC では上記以外にも、FcεRI

を介した MAP キナーゼ（ERK, SAPK, p38）やその他のシグナリングタンパク質活性化の亢進が見

出される。しかしながら、アクチン重合阻害・安定化剤は、脱顆粒反応を除いて、PIPKIα欠損細胞で

亢進している FcεRI を介したその他の細胞応答には作用を示さなかった。また、IL-3 や SCF（stem 

cell factor）など、FcεRI 以外の受容体刺激による細胞応答は、PIPKIα欠損 BMMC において正常

であった。そこで、PIPKIαによって FcεRI の細胞膜での動態が制御され、この受容体を介したシグ

ナリングの効率が規定されている可能性を検証した。受容体刺激前後ともに形質膜 FcεRI 量に関し
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ては、野生型と PIPKIα欠損細胞の間に差が見られず、PIPKIαの欠損においても FcεRI のエンド

サイトーシスが損なわれることはなかった。興味深いことに、FcεRI の形質膜における分布が PIPKI

αの欠損によって変化していた。即ち、しょ糖密度勾配遠心による形質膜の分画で、ラフト画分に Fc

εRI がより多く含まれることが明らかになった。一方、ラフトマーカーの一つである LAT（linker for 

activation of T cells）の分布は野生型との間に差は無く、ラフト-非ラフト膜画分の仕切りは PIPKIα

欠損 BMMC においても正常であった。LAT は FcεRI シグナリングに関与する多くの分子と会合する

アダプタータンパク質であり、LAT 欠損マウスではアナフィラキシー反応の軽減が報告されている。ま

た、ラフト画分への FcεRI の偏在はアクチン重合阻害剤では導かれなかったことから、アクチン重合

に依存しない PIPKIαの作用であると考えられる。FcεRI のγ鎖には正電荷に富んだクラスターが

存在することから、PIPKIαによる FcεRI のラフトからの排除に、PI(4,5)P2 や他の PIs と受容体の

直接の結合が関与する可能性も考えられる。 

 
 

今後の展開 
本研究で得られた PIs 可視化マウスと PIs 代謝酵素欠損マウスの利用により、PIs 代謝異常による病

態発現の分子基盤の解析が可能となった。これまでの PIs 代謝酵素欠損マウスの表現型解析により、

癌、糖代謝異常、骨代謝異常、心機能異常、免疫疾患（自己免疫、アレルギー、易感染症）など、先進国、

発展途上国を問わず多くの人々が罹患する疾病の発症に PIs シグナル伝達の異常が深く関与すると考

えられている。既にいくつかの製薬企業で PIs 代謝酵素の阻害剤の大規模なスクリーニングがなされ、

有望な候補化合物が得られている。マウスとヒトとの病態を短絡的に結びつけることには慎重であるべ

きだが、本研究で得られた知見、また、作製したツールを用いて今後得られるであろう研究成果は、作用

機序の理解に基づいた、安全かつ効果的な新薬の開発に有益な情報を与えるものと期待することがで

きる。今後の蛍光検出技術開発に伴って、生きた組織での PIs 動態のリアルタイム解析など、その応用

はますます広がるものと考えられる。 
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