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研究成果の概要（和文）：生体や細胞を化学物質に曝露した際にみられる脂質プロファイルの変化を網羅的に解
析するトキシコリピドミクスの手法を、脂質代謝酵素の遺伝子改変マウスの化学物質曝露時にみられる表現型解
析と組み合わせることにより、環境化学物質の新たな毒性軽減因子の探索を進めた。その結果、過酸化脂質除去
能をもつiPLA2γが、様々な環境化学物質の生体内毒性軽減因子として機能しうる可能性を見出した。また、高
度不飽和脂肪酸の膜リン脂質への再取り込みを担う長鎖アシルCoA合成酵素ACSL4や、プロスタグランジン合成酵
素mPGES-1、PGISについては、化学物質の毒性軽減・増強のいずれにも働き得る可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to explore novel factors reducing toxicity of environmental 
chemicals, we performed toxicolipidomics, in which we comprehensively investigated chemicals-induced
 alterations in lipid profiles, and examined phenotypes of chemicals-exposed mice genetically 
modified to alter lipid metabolism. As the results, we suggested that iPLA2gamma, which has an 
ability to eliminate lipid peroxides, might function as a detoxifying enzyme against toxicity of 
several environmental chemicals. Furthermore, it was also suggested that long-chain acyl-CoA 
synthetase ACSL4 and some of prostaglandin terminal synthases such as mPGES-1 and PGIS might have 
dual functions not only as suppressors but also as accelerators of chemicals-induced toxicity.

研究分野： 環境毒性学、衛生薬学、脂質生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
私たちの身の回りには様々な化学物質が存在するが、その多くには毒性があり大量に摂取すれば健康被害を及ぼ
す。このため、化学物質とうまく付き合っていくには、その毒性発現機構や生体防御機構を明らかにすることが
極めて重要である。本研究では、化学物質が毒性を発現する際の生体内標的として脂質分子に注目し研究を進
め、生体防御機構の１つとして、ある種の脂質代謝酵素が生体内毒性軽減因子として機能する可能性を見出し
た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 生体内で高蓄積性を示し、ヒトに対して
のみならず生態系に対しても影響を及ぼ
すと考えられる環境化学物質の多くは脂
溶性に富む。従来、環境化学物質の毒性解
析・評価法としては、遺伝子およびタンパ
ク質の発現プロファイルの変化に注目し
解析するトキシコゲノミクス、トキシコプ
ロテオミクスの手法が広く用いられてき
たが、化学物質が細胞と最初に接する場は
細胞膜であり、脂溶性化学物質の多くは、
遺伝子やタンパク質の発現への影響より
もむしろ、細胞膜を構成する膜脂質の代謝に短時間のうちに様々な影響を与えることで毒性を
発現すると考えられる。私たちはこの点に注目し、生体や細胞を化学物質に曝露した際に見ら
れる、脂質組成の変化やプロスタグランジン （PG）等の生理活性脂質の産生といった脂質プロ
ファイルの変化を網羅的に解析し、化学物質の毒性発現機構の解明を目指すトキシコリピドミ
クスの構築を進めてきた（右上図）。その結果、これまでに、(1)ドキソルビシンの曝露により、
その毒性標的臓器である心臓において高度不飽和脂肪酸含有リン脂質が特異的に減少し、その
一方で酸化脂肪酸量が上昇すること（発表準備中）、(2)発がん性化学物質の曝露により化学発
がんが生じる過程において、PGE2産生が亢進し PGI2産生が低下すること 1, 2)、(3)フタル酸エス
テル類がリゾリン脂質の産生を抑えることで精子の受精能を阻害すること（発表準備中）など
を見出してきた。 
本研究では、これまで私たちが進めてきたトキシコリピドミクスをさらに展開するとともに、

得られた成果をもとに環境化学物質の新たな毒性軽減因子の探索を行うことを目的とする。 
 
２．研究の目的 
 上述したように、これまでの研究により、様々な脂質分子や脂質代謝酵素が、環境化学物質
の毒性発現に関与する可能性が示唆されてきた。本研究では、関与が示唆された脂質代謝酵素
の遺伝子改変マウスを用い、生体内における毒性軽減因子を同定するとともに、トキシコリピ
ドミクスをもとに、脂質分子や代謝酵素の阻害剤等の中から、毒性軽減作用をもつ物質を探索
することを目的とする。 
 特定の臓器・組織で傷害性を示す化学物質の中には、メチル水銀やドキソルビシンのように、
標的臓器で酸化ストレスを惹起することにより毒性を示すと考えられるものが多く存在する 3)。
酸化ストレスにより生じる過酸化脂質は強い傷害性をもつため、過酸化脂質を除去する酵素系
や抗酸化物質は化学物質の毒性を軽減すると考えられる。本研究では、私たちが過酸化脂質除
去能をもつことを見出したホスホリパーゼ A2（PLA2）の 1つ、カルシウム非依存性 PLA2γ（iPLA2

γ）4)や、過酸化脂質を還元するリン脂質ヒドロペルオキシドグルタチオンパーオキシダーゼ 
（PHGPx）、遊離脂肪酸に CoA を付加し膜リン脂質の再生に関わる長鎖アシル CoA 合成酵素 
(ACSL) といった脂質代謝酵素 (右下図) に注目し、これらの代謝酵素の遺伝子改変マウスを、
特定の臓器・組織で傷害性を示す様々な環境化学物質に曝露し、これらの酵素が in vivo にお
いて実際に化学物質の毒性軽減因子として機能しているか、検証する。また、ビタミン Eなど
の抗酸化物質の毒性軽減効果についても検討する。 
 また、私たちはこれまでに、様々な PG合成酵素が、化学物質曝露により生じる化学発がんや
接触性皮膚炎に深く関与することを明らかにしてきた。大腸や皮膚の化学発がんの過程におい
ては、膜結合型PGE合成酵素-1 (mPGES-1) を介したPGE2産生の亢進と、PGI合成酵素 (PGIS) を
介した PGI2産生の低下が観察され、さらに、これらの化学発がんは mPGES-1 の遺伝子欠損（KO）
マウスで抑制され、PGIS の KO マウスでは
逆に増悪する 1, 2)。一方、ジニトロフェニ
ルベンゼン（DNFB）による接触性皮膚炎は、
mPGES-1、PGIS いずれの KOマウスでも抑制
された。これらの結果を踏まえ、本研究で
は、他の化学物質曝露に伴う化学発がんや
炎症反応においても、トキシコリピドミク
ス解析、mPGES-1 や PGIS の KO マウスを用
いた解析を行うとともに、mPGES-1 の阻害
活性をもつ種々の化合物や各種 PGI2 アナ
ログの各種病態への影響を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) リピドミクス：マウスの各組織、細胞から脂質画分を抽出し、QTRAP5500（Sciex 社）の LC/MS
を用い、MRM（multiple reaction monitoring）により、リン脂質の脂肪酸組成、アシル CoA
含有量、生理活性脂質の産生量、ホスファチジルコリンヒドロパーオキシド（PC-OOH）量を測
定した。 
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(2) 組換え ACSL4 タンパク質の調製と活性測定：バキュロウイルス発現系により、His-tag を
付加した組換えヒト ACSL4 タンパク質を発現させ、コバルトアフィニティカラムクロマトグラ
フィーを用い、部分精製した。この部分精製品を基質となる各種脂肪酸とインキュベートし、
得られるアシル CoA 量を、LC/MS を用い測定した。 
(3) マウス骨髄由来マクロファージ（BMDM）の調製：マウス大腿骨及び脛骨より骨髄細胞を得
たのち、この骨髄細胞を 100 ng/ml M-CSF 存在下 3日間培養することにより、BMDM を調製した。 
(4) リポ多糖（LPS）投与による全身性炎症反応の誘導：マウスに 5 mg/kg の LPS を腹腔投与し、
全身性炎症を惹起した。 
(3) メチル水銀による神経毒性の誘導：マウスに 10 mg/kg のメチル水銀を連日経口投与し、投
与開始 8 日目のマウスより小脳および大脳を得、リピドミクスを行った。 
(4) ニッケル誘導接触性皮膚炎モデル:マウス腹部に、剃毛後、10 mM 塩化ニッケル溶液 150 µl
を塗布し、2週間おいて感作を成立させた。2週間後、マウス耳介に 1 mM 塩化ニッケル溶液 25 
µlを塗布して炎症を惹起し、その後経時的にマウス耳介の厚さを測定するとともに、リピドミ
クスを行った。 
(5) シクロホスファミド誘導出血性膀胱炎モデル：マウスに 150 mg/kg のシクロホスファミド
を腹腔投与し、出血性膀胱炎を惹起した。 
 
４．研究成果 
(1) ACSL4 に関する解析 
① 組換え ACSL4 タンパク質の調製と基質特異性の検討 
 ACSL のうち、アラキドン酸に対して高い基質特異性を示すことが報告されている ACSL4 の組
換えタンパク質の部分精製品を調製し、アラキドン酸以外の各種脂肪酸に対する基質特異性を
検討した。その結果、組換え ACSL4 タンパク質は、アラキドン酸に加え、エイコサペンタエン
酸（EPA）、ドコサヘキサエン酸（DHA）、アドレン酸など、幅広い高度不飽和脂肪酸を良い基質
することがわかった。 
② ACSL4 欠損マウス組織におけるリン脂質の脂肪酸組成 
 ACSL4 の遺伝子欠損（KO）マウスから各組織をとりだし、組織中の膜リン脂質組成を検討し
たところ、いずれの組織においても、高度不飽和脂肪酸を含む膜リン脂質が減少していた。特
に、脾臓および肺において、この減少は顕著であった。 
③ ACSL4 欠損マクロファージの調製と性状解析 
野生型および ACSL4 KO マウスより BMDM を調製し、アシル CoA 量、膜リン脂質の脂肪酸組成を

解析したところ、ACSL4 欠損 BMDM では、高度不飽和脂肪酸由来アシル CoA 量の減少ならびにホ
スファチジルコリンへの高度不飽和脂肪酸の取り込みの低下が観察された。過酸化脂質除去能
をもつ PHGPx を阻害するとフェロトーシスと呼ばれる細胞死が誘導される 5)が、BMDM を PHGPx
阻害剤である RSL3 で処理した際に誘導される細胞死が、ACSL4 の欠損により抑えられることも
わかった。ACSL4 欠損 BMDM では、高度不飽和脂肪酸を含む膜リン脂質の減少が、RSL3 に対する
耐性の一因となっていると考えられた。 
また、BMDM を LPS で刺激した際にみられる PG類の産生は、ACSL4 の欠損により増加すること

も明らかになった。ACSL4 が欠損すると、遊離アラキドン酸の膜リン脂質への取り込みが抑制
され、その結果としてアラキドン酸由来の PG 類の産生が亢進するものと考えられた。 
④ LPS 投与に伴う全身性炎症反応における ACSL4 の機能解析 
 野生型マウスでは生死に影響を及ぼさない濃度のLPSの投与によってACSL4 KOマウスに全身
性炎症を引き起こした場合、およそ 4 割のマウスが死亡することを見出した。LPS を投与する
と、下痢の誘導、直腸体温の低下が認められるが、ACSL4 KO マウスでは、この下痢ならびに直
腸体温の低下がさらに顕著であることが観察された。ACSL4 KO マウスの LPS 投与による死亡は、
インドメタシンや PGE2受容体アンタゴニストの前処理により抑えられることから、ACSL4 欠損
による LPS 誘導全身性炎症反応の亢進は、PGE2産生の増加が一因となっていると考えられた。 
 以上の解析から、ACSL4 は、化学物質の毒性発現において、毒性増強・軽減のいずれにも働
きうる可能性が示唆された。 
 
(2) iPLA2γに関する解析 
① メチル水銀による神経毒性軽減への iPLA2γの関与 
 マウス小脳は大脳に比べ、膜リン脂質として高度不飽和脂肪酸を含むホスファチジルエタノ
ールアミン（PE）を多く含むが、マウスにメチル水銀を経口投与すると、この PE の減少が他の
リン脂質の減少より顕著であった。また、メチル水銀投与に伴い、小脳のみならず大脳におい
ても、PC-OOH 量の増加が観察された。一方、iPLA2γ KO マウスにメチル水銀を投与したところ、
野生型マウスと比べ、投与 8 日目における死亡率の上昇に加え、3 日目における歩行障害の増
悪が観察された。高度不飽和脂肪酸を含む PE がメチル水銀の毒性標的となり、iPLA2γが毒性
軽減因子となりうることが、この in vivo における実験においても示唆された。 
② シスプラチンによる細胞死軽減への iPLA2γの関与 
 膀胱癌細胞 EJ をシスプラチンに曝露するとアポトーシスが惹起されるが、iPLA2γをノック
ダウンすると、このアポトーシスが亢進することを見出した。iPLA2γは過酸化脂質を除去する
ことで、種々の化学物質に対する毒性軽減因子として機能している可能性が示唆された。 



 
(3) PG 合成酵素に関する解析 
① 接触性皮膚炎における mPGES-1 の機能解析 
 これまで私たちは、DNFB誘導接触性皮膚炎モデルへのmPGES-1の関与を明らかにしてきたが、
本研究では、ニッケル誘導接触性皮膚炎モデルにおいても同様に、(1)感作 2週間後塩化ニッケ
ルを耳介に塗布したのち 2〜3 日目に、PGE2産生の増加とともに、耳介の肥厚が生じること、(2)
この肥厚が野生型マウスと比較し、mPGES-1 KO マウスでは抑制される傾向を示すことを明らか
にした。この結果は、mPGES-1 阻害剤が幅広くアレルギー性接触性皮膚炎を軽減させる可能性
を示唆している。 
② 発がんおよびがん細胞の増殖に及ぼす mPGES-1 阻害剤・PGI2アナログの効果の検討 
 PGIS により産生される PGI2のアナログが、培養がん細胞の増殖を抑制する傾向を示すことを
明らかにした。一方、mPGES-1 阻害である CⅢ6)の大腸および皮膚化学発がんへの効果を in vivo
で検討したが、有意な効果は認められなかった。CⅢについては、今後、投与時期や投与方法を
検討する必要があると考えられる。 
③ シクロホスファミド誘導出血性膀胱炎における PGIS の機能解析 
 マウスにシクロホスファミドを腹腔投与すると、出血性の膀胱炎が惹起されるが、PGIS KO
マウスではこの出血性膀胱炎が減弱した。PGIS の阻害剤が化学物質による膀胱炎を軽減する可
能性が示唆された。 
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