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研究成果の概要（和文）：ホスファチジルコリン(PC)とホスファチジルエタノールアミン(PE)

は、哺乳類の細胞膜を構成する主なリン脂質である。ホスファチジルエタノールアミンメチル

基転移酵素(PEMT)は、アデノシルメチオニンを利用して PEをメチル化することにより PCを合

成する。PEMTにより、細胞の抱合型胆汁酸に対する耐性が上昇した。よって、PEMTは、肝細胞

の胆汁酸耐性獲得において重要な働きをしていると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Phosphatidylethanolamine (PE) is converted to phosphatidylcholine (PC) in 
the liver by PE N-methyltransferase (PEMT).  The expression of PEMT resulted in increased resistance 
to conjugated bile salts.  PEMT may be important in the protection of hepatocytes from bile salts. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)ATP binding cassette (ABC)トランスポ
ーターファミリーに属する ABCB4は、肝細胞
の毛細胆管膜に発現している。この ABCB4の
変異により胆汁鬱滞や胆石症が生じ、深刻な
肝疾患となることが知られている。Abcb4 ノ
ックアウトマウスでは、リン脂質を胆汁中に
排出せず、門脈炎症と胆管障害が生じ、コレ
ステロール胆石形成を進行させる。これらの
肝障害は、胆汁酸の肝細胞や胆管細胞に対す
る毒性によるものであり、リン脂質は、胆汁
酸の界面活性作用から胆管上皮を保護し、過
剰なコレステロールを可溶化すると考えら

れている。しかし、細胞レベルでの ABCB4に
関する研究は、まだ非常に少なく、その機能
に関しては不明な点が多く残されている。 
 
(2)ホスファチジルコリン(PC)とホスファチ
ジルエタノールアミン(PE)は、哺乳類の細胞
膜を構成する主なリン脂質である。PC分子は
シリンダー型であり、二分子膜の形成を促進
する。一方、PE分子は頭部基が小さなコーン
型をしており、非二分子膜(ヘキサゴナル構
造)の形成を促すことが知られている。肝臓
細胞の小胞体膜に局在する、PEメチル基転移
酵素(PEMT)は、アデノシルメチオニンを利用
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したメチル化反応により、PE を PC へと変換
する。Pemtノックアウトマウスは、コリン欠
乏食により、脂肪性肝炎を進行させ、肝不全
へと導かれる。しかし、Abcb4/Pemtダブルノ
ックアウトマウスでは、肝不全を逃れること
が、最近報告された。この原因として、PEMT
か ABCB4 のいずれか一方のみの発現により、
細胞膜における PCと PEのバランスが崩れる
ことで、膜整合性が乱れ、細胞障害が生じて
いる可能性が考えられている。 
 
２．研究の目的 
胆汁酸は、界面活性作用を有し、消化管で

の脂質の消化吸収を助ける働きをする。肝細
胞は、胆汁酸を毛細胆管中へ分泌し、毛細胆
管中での胆汁酸濃度は臨界ミセル濃度(cmc)
以上に達している。通常の哺乳類培養細胞は、
cmc 以上の胆汁酸存在下では、細胞膜が崩壊
してしまい、生存できない。また、何らかの
異常があり、肝細胞が胆汁酸によりダメージ
を受けるようになると、深刻な肝炎へと導か
れる。しかし、どのようにして、肝細胞が高
濃度の胆汁酸に対する耐性を獲得している
のかは、いまだ解明されていない。本研究で
は、リン脂質トランスポーターABCB4 とホス
ファチジルエタノールアミンメチル基転移
酵素 PEMT による、胆汁酸界面活性作用の低
下と細胞膜整合性の維持をその要因の一つ
に考え、ABCB4および PEMTの機能と胆汁酸耐
性との関係について、分子生物学的手法なら
びに物理化学的手法を用いて調べる。 
 
３．研究の方法 
(1)ABCB4および PEMT安定発現細胞株の樹立 

ABCB4および PEMT遺伝子を、薬物耐性遺伝
子をもつプラスミドに組み込み、HEK293細胞
や LLC-PK1細胞などに導入する。薬物により
細胞を選択することで、ABCB4安定発現細胞
株および PEMT安定発現細胞株を樹立させる。
発現はウエスタンブロット法によりモノク
ローナル抗体を用いて確認する。LLC-PK1細
胞は、頂側膜と側底膜の極性をもつ細胞に分
化する特性をもつ。 
 

(2)リン脂質酵素蛍光定量法の開発 

細胞内において、リン脂質分子種は、頭部
基と脂肪酸鎖の組み合わせにより、無数に存
在している。頭部基の違いにより、リン脂質
は、PC・PE・ホスファチジルセリン(PS)・ホ
スファチジルイノシトール(PI)・ホスファチ
ジン酸(PA)・スフィンゴミエリン(SM)という
ように名前が付けられている。リン脂質酵素
蛍光定量法とは、頭部基に特異的な数種類の
酵素と蛍光基質を組み合わせることにより、
検出する方法である。 
 

(3)ABCB4と PEMTによるリン脂質組成変化 

新たに開発したリン脂質酵素蛍光定量法に
より、PEMTと ABCB4による細胞内リン脂質組
成変化を詳細に網羅的に検討する。デュラマ
イシンは、膜中の PEに特異的に結合し、膜
を崩壊へと導くペプチド化合物である。デュ
ラマイシンによる細胞膜透過性の増加から、
細胞膜中の PE含量を評価する。 
 

(4)PEMTによる細胞膜胆汁酸耐性の調節 

シリンダー型の PC分子は、細胞膜を安定化
させる構造をしている。そこで、PC を PEMT
が補うことで細胞膜整合性が維持されるこ
とを予想し、PEMT発現細胞における細胞膜胆
汁酸耐性の検討を行う。細胞膜の胆汁酸耐性
に関しては、細胞内酵素の漏出により評価す
る。 
 
(5)ABCB4 と PEMT が細胞膜微細構造に与える
影響 
頭部基が小さいコーン型の PEは、二分子膜

を不安定化させる一方、曲率を持つ細胞膜微
細構造の形成には必要となる。肝細胞の胆管
側膜には、微絨毛が形成されており、この微
絨毛形成が胆汁酸耐性と何らかの関係があ
る可能性が考えられる。LLC-PK1 細胞は、分
化して、微絨毛を形成することが知られてい
る。PEMTを安定発現させた LLC-PK1細胞にお
ける微絨毛形成について、走査型電子顕微鏡
観察により調べる。これにより、細胞膜中の
脂質組成と微絨毛形成の関係を明らかにす
る。脂質ラフトは、細胞膜上のコレステロー
ルと SM に富むマイクロドメインであり、界
面活性剤トリトン X-100不溶性画分として見
出された。ABCB4 はリン脂質の排出とともに
コレステロールの排出も促進しているため、
ABCB4 の脂質排出活性がラフト構造に影響を
受けていることは、十分に考えられる。ラフ
ト構造が ABCB4の活性にどのように影響して
いるのか、また逆に ABCB4 と PEMT による細
胞膜脂質組成変化がラフト構造に影響を与
えているのかについて検討を行う。 
 
４．研究成果 
(1) まず、PEMT発現による細胞内脂質量の変
化について酵素定量法により検討を行った
ところ、PEMT 発現により細胞内 PC 量が増加
し、PE量は減少した。また、ESI-MS/MSによ
り PCおよび PEのアシル鎖分析を行ったとこ
ろ、PEMT 発現により主に長鎖脂肪酸をもつ
PC およびエーテル結合型 PC が形成されてい
た。デュラマイシンは、環状ペプチド化合物
で、膜中の PE に結合し、膜を崩壊へ導くこ
とが知られている。PEMT 安定発現細胞では、
デュラマイシンに対する耐性が増加したこ
とから、細胞膜の PE が減少していることが



確認された。また、走査型顕微鏡を用いて細
胞表面の微絨毛観察を行ったところ、PEMT発
現により微絨毛が太くなっていることが明
らかとなった。そして、PEMTが細胞膜の胆汁
酸耐性に与える影響について調べたところ、
PEMT 安定発現細胞では、非抱合型胆汁酸(コ
ール酸、デオキシコール酸、ケノデオキシコ
ール酸)に対する耐性は低下したが、抱合型
胆汁酸(タウロコール酸、グリココール酸、
タウロデオキシコール酸、グリコデオキシコ
ール酸、タウロケノデオキシコール酸、グリ
コケノデオキシコール酸)に対する耐性は上
昇した。この原因として、PEMT 発現により、
細胞表面のリン脂質組成ならびに微絨毛構
造が変化したことが挙げられる。毛細胆管中
の大半の胆汁酸が抱合型として存在してい
るため、PEMTは、肝細胞の胆汁酸耐性獲得に
おいて重要な働きをしていると考えられる。 
 
(2) ABCB4 および ABCB1 は、ラフト画分に比
べ、非ラフト画分に多く局在していた。ABCB4
の発現により、非ラフト画分では、PC・PEお
よび SM が増加し、Chol は変化しなかった。
一方、ラフト画分では、ABCB4 の発現によっ
て SM と Chol が増加し、PC と PE は変化しな
かった。ABCB1発現では、ラフト画分の Chol
のみわずかに増加したが、他の脂質に有意な
変化はなかった。タウロコール酸により、
ABCB4 発現細胞からの PC と Chol の排出が著
しく促進され、PE と SM の排出もわずかだが
有意に増加した。ABCB4 発現細胞からのこれ
らの脂質排出は、非ラフト画分に分布する
BODIPY-ベラパミルの添加によって完全に阻
害された。しかし、ABCB1基質である BODIPY-
ベラパミルの細胞内蓄積量に、ABCB4 発現は
影響を与えなかった。以上の結果より、ABCB4
は、細胞膜脂質組成を変化させることでラフ
ト形成に影響を与え、非ラフトに局在する
ABCB4 が、脂質排出において主に機能してい
ると考えられる。 
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