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研究成果の概要（和文）：エポキシ化ω3脂肪酸などの生理活性脂肪酸が結合した酸化リン脂質の高感度定量系
をLC-MS/MSを用いて構築し、エポキシ化ω3脂肪酸含有リン脂質を産生する酵素を同定するとともに、PAF-AH2に
よる酸化リン脂質からのエポキシ化ω3脂肪酸の産生を証明することで、エポキシ化ω3脂肪酸の産生機構を解明
した。またエポキシ化ω3脂肪酸の作用標的の候補分子を、核内受容体に着目したレポーターアッセイにより同
定した。さらに、GW9662とエポキシ化ω3脂肪酸で共通して発現変動する遺伝子の中から、IgE受容体の活性化に
関わる分子を同定し、その作用機序を分子レベルで解明した。

研究成果の概要（英文）：We established a highly sensitive quantitative method for oxidized 
phospholipids and oxidized fatty acids by using LC-MS/MS. Using this method, we identified enzymes 
that produce ω3 epoxide-containing phospholipids and demonstrated that PAF-AH2 hydrolyzes oxidized 
phospholipids to release ω3 epoxides. We identified a candidate nuclear receptor that could be a 
target for ω3 epoxides. We found that the downregulation of Srcin1 by ω3 epoxides is a molecular 
mechanism of ω3 epoxide-mediated regulation of mast cell activation.

研究分野：脂質生物学

キーワード： エポキシ化オメガ３脂肪酸　マスト細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エポキシ化ω3脂肪酸の産生酵素や作用標的の候補がみつかったことで、酸化リン脂質から産生されるオメガ3系
生理活性脂肪酸の産生・作用機構の全貌が見えてきた。GPCRを主な作用標的とするアラキドン酸カスケードと産
生・作用機構が対照的であり、学術的意義は非常に大きい。エポキシ化ω3脂肪酸の産生酵素や作用標的は、ア
レルギー疾患治療薬の有効な創薬ターゲットとなる可能性があり、社会的にも重要な成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

リン脂質は生体膜の主要な構成成分であると同時に、脂質メディエーターの前駆体としての役

割を果たしている。生体膜リン脂質中のアラキドン酸はホスホリパーゼ A2により切り出され、

酵素的に酸化されることにより、プロスタグランジンやロイコトリエンなどのエイコサノイド

へと変換される。エイコサノイドは、Gタンパク質共役型受容体を介して多彩な生理活性を発揮

する。一方、生体膜中のアラキドン酸や DHAなどの高度不飽和脂肪酸鎖は活性酸素やある種の

リポキシゲナーゼなどにより酵素的・非酵素的に酸化され、酸化リン脂質を生じる。特に最近、

15-HETE や PGE2など生理活性を有する酸化脂肪酸が結合した酸化リン脂質が生体膜中に存在す

ることが見いだされ、新たな生理活性脂質として注目を集めている（Blood 120:1985 (2012)）。し

かしながら、それら酸化脂肪酸が結合した酸化リン脂質が生理的にどのような意義をもつのか、

その詳細は十分に解明されていない。 

 研究代表者は、これまでに酸化リン脂質に選択的なホスホリパーゼ A2である PAF-AH2 の生

理的意義を探索する中で、PAF-AH2 が即時型アレルギー反応を司るマスト細胞に高発現してお

り、PAF-AH2 欠損マウスはマスト細胞機能が顕著に減弱していることを見いだした。PAF-AH2

欠損マウスのマスト細胞を詳細に調べたところ、マスト細胞の分化過程には異常はないが、抗原

刺激（IgEと抗原の暴露）を受けた時の IgE受容体の活性化（リン酸化）が減弱していることが

分かった。さらにリピドミクス解析から、PAF-AH2の欠損マウスのマスト細胞では EPAや DHA

といったω3脂肪酸がエポキシ化された酸化脂肪酸（17,18-epoxy eicosatetraenoic acid 、19,20-epoxy 

docosapentaenoic acid）が著減しており、これらの脂肪酸を PAF-AH2欠損マウスに戻すとマスト

細胞機能が回復することが明らかとなった。このように、PAF-AH2はエポキシ ω3脂肪酸の産生

に関わり、エポキシ ω3脂肪酸はマスト細胞機能を賦活化する内在性の生理活性脂肪酸であるこ

とが判明した。 

 エポキシω3脂肪酸は、抗炎症、抗がん、血圧低下作用などの生理活性が最近報告されており

(PNAS 112: 536 (2014); PNAS 110: 6530 (2013))、非常に注目されている生理活性脂肪酸である。

しかしながら、その産生機構についてはシトクロム P450の関与が示唆されているが責任酵素の

同定には至っておらず、産生系の全体像は不明である。また作用機構に関しても、BKαチャネル

などの活性化が示唆されているが、直接の標的分子は不明である。研究代表者は最近、PAF-AH2

欠損培養マスト細胞の表現型を回復させる低分子化合物を探索したところ、予想外にも PPARγ

のアンタゴニストが表現型を完全に回復させることを見いだした。さらに、PAF-AH2 欠損マウ

スに PPARγのアンタゴニストを投与しても、アレルギー反応の減弱が回復した。このことから、

エポキシ ω3 脂肪酸が PPARγ 経路を抑制することにより、マスト細胞の機能を賦活化している

ことが示唆された。 
 
２．研究の目的 

以上のような背景および予備的データのもと、本研究では以下の点を明らかにすることを目的

とした。 

(1) エポキシ ω3脂肪酸の産生機構の解明: エポキシ ω3脂肪酸が結合したリン脂質の検出・定量

系を確立し、エポキシ ω3 脂肪酸が結合したリン脂質の代謝に関わる酵素を同定することに

より、従来の生理活性脂肪酸の産生経路とは異なる新奇の生理活性脂肪酸の産生系を解明す

る。 

(2) エポキシ ω3脂肪酸の作用標的の同定:エポキシ ω3脂肪酸の作用標的を①PPARγに注目した

解析と②ケミカルバイオロジー的手法を用いた網羅的な探索法により同定する。 

(3) エポキシω3脂肪酸によるマスト細胞賦活化の分子機構の解明: エポキシω3脂肪酸による遺

伝子発現誘導に着目し、マスト細胞がどのような質的変化を受けるのか、その分子機構を解

明する。 
 
３．研究の方法 



エポキシω3 脂肪酸などの生理活性脂肪酸が結合した酸化リン脂質の高感度定量系を LC-

MS/MSを用いて構築し、エポキシω3脂肪酸含有リン脂質を産生する酵素を同定するとともに、

PAF-AH2による酸化リン脂質からのエポキシω3脂肪酸の産生を証明することで、エポキシω3

脂肪酸の産生機構を解明した。またエポキシω3脂肪酸の作用標的を、PPARγに着目した解析や

GW9662を利用したケミカルバイオロジー的手法により解明した。さらに、エポキシω3脂肪酸

依存的に発現変動する遺伝子の中から、IgE受容体の活性化に関わる分子を同定し、その作用機

序を分子レベルで解明した。 
 
４．研究成果 

(1) エポキシ ω3脂肪酸の産生機構の解明 

(1-1) エポキシ ω3脂肪酸含有リン脂質の定量系の構築 

 これまでに、マスト細胞は 17,18-EpETEや 19,20-EpDPEといったエポキシ化ω3脂肪酸を産生

しており、それらの酸化脂肪酸は酸化リン脂質特異的ホスホリパーゼ A2 である PAF-AH2 の欠

損により顕著に減少することを見出していた。したがって、エポキシ化ω3脂肪酸を有するリン

脂質（エポキシ化リン脂質）がマスト細胞に存在しており、それを PAF-AH2が加水分解するこ

とで、エポキシ化ω3脂肪酸が産生されることが想定された。そこで、マスト細胞におけるエポ

キシ化リン脂質の検出を試みた。 

まず、骨髄由来培養マスト細胞と遊離のエポキシ化ω3 脂肪酸を一定時間インキュベーション

したところ、遊離のエポキシ化ω3脂肪酸は効率よくリン脂質に取り込まれ、エポキシ化リン脂

質群が生成することを LC-MS/MSにより見出した。生成したエポキシ化リン脂質群を利用して、

multiple reaction monitoring条件の最適化、逆相カラムにおける保持時間の同定をおこない、エポ

キシ化リン脂質の高感度検出系を構築した。この検出系を用いて、無処理の培養マスト細胞の脂

質抽出物を測定したところ、13 種のエポキシ化リン脂質の存在を明らかにした。さらに検出し

たピークを MS/MS により構造解析することにより、分子種の確認をおこなった。17,18-EpETE

は PC, PE, PI中に存在しており、19, 20-EpDPEは PC, PE, PIのみならず PSや PG中にも存在す

ることが明らかとなった。このようなエポキシ化リン脂質はマスト細胞のみならず、肝臓といっ

た他の組織、臓器にも存在した。 

次に、培養マスト細胞の脂質抽出物を中性脂質、遊離脂肪酸、リン脂質に分画し鹸化すること

で、それぞれの画分のエポキシ化ω3脂肪酸量を LC-MS/MSにより定量した。その結果、エポキ

シ化ω3脂肪酸はリン脂質画分に主に存在しており、リン脂質に結合しているω3脂肪酸の約 1%

がエポキシ化されていることが明らかとなった。 

 

(1-2) PAF-AH2による生理活性脂肪酸が結合した酸化リン脂質の加水分解活性の検討 

(1-1)で構築したエポキシ化リン脂質、およびエポキシ化ω3 脂肪酸の検出系を利用して、PAF-

AH2 が実際にエポキシ化リン脂質からエポキシ化ω3 脂肪酸を産生しうるか検証した。エポキ

シ化ω3脂肪酸とインキュベーションした培養マスト細胞から膜画分を調製し、リコンビナント

PAF-AH2 とインキュベーションしたところ、時間依存的にエポキシ化リン脂質の減少し、遊離

のエポキシ化ω3脂肪酸が増加した。一方、未酸化のリン脂質に関してはほとんど減少しなかっ

た。また PAF-AH2の活性中心を変異させたリコンビナントではエポキシ化リン脂質の減少、遊

離のエポキシ化ω3脂肪酸の増加はみられなかった。これらの結果から、PAF-AH2がエポキシ化

リン脂質を基質とし、エポキシ化ω3脂肪酸を産生するというエポキシ化ω3脂肪酸の産生系の

一部が明らかとなった。 

(1-3) エポキシ ω3脂肪酸含有酸化リン脂質を産生するシトクロム P450の同定 

 アラキドン酸や EPA、DHAといった高度不飽和脂肪酸は、シクロオキシゲナーゼ、リポキシ

ゲナーゼ、シトクロム P450によって酸化されることが知られている。そこでまず、培養マスト

細胞にシクロオキシゲナーゼ、リポキシゲナーゼ、シトクロム P450の阻害剤を添加し、エポキ

シ化ω3 脂肪酸の産生への影響を調べた。シクロオキシゲナーゼの阻害剤（Aspirin）、リポキシ



ゲナーゼの阻害剤（NDGA、ML-351）はエポキシ化ω3脂肪酸の産生にほとんど影響しなかった

が、シトクロム P450の阻害剤である HET0016を添加したときに、エポキシ化ω3脂肪酸の産生

が顕著に低下した。そこで、マスト細胞に発現が高い CYPを調べたところ、Cyp-Xを同定した。 

そこで、CRISPR/Cas9法により Cyp4-Xの欠損マウスを作成した。Cyp-X欠損マウス由来の培養

マスト細胞では、エポキシ化ω3 脂肪酸、エポキシ化リン脂質が顕著に減少しており、IgE/抗原

刺激による活性化も PAF-AH2欠損と同様減弱していた。さらに Cyp-Xマウスでは皮膚のアナフ

ィラキシー反応の減弱が見られ、この表現型はエポキシ化ω3 脂肪酸添加でキャンセルされた。

これらの結果から、Cyp-X がマスト細胞におけるω3 脂肪酸のエポキシ化を担う酵素であり、

Cyp-X–PAF-AH2–エポキシ化ω3脂肪酸という軸がマスト細胞の活性化に重要であることが明ら

かとなった。 

 

(2) エポキシ ω3脂肪酸の作用標的の同定 

(2-1) エポキシ化 ω3脂肪酸の PPARγへの作用の検討 

エポキシ化 ω3 脂肪酸は PAF-AH2 欠損マスト細胞の活性化不全を回復させるが、その効果は添

加後 24時間以上の時間を要し、遺伝子発現を介した作用機構が想定された。そこで、脂肪酸を

リガンドとする核内受容体である PPARに着目した。PPARには α、δ、γの三種類が知られてい

るがマスト細胞には δ、γの発現がみられる。そこで δ、γのアゴニスト、アンタゴニストの効果

を検討したところ、γのアンタゴニストである GW9662の添加により PAF-AH2欠損マスト細胞

の活性化不全が回復した。このことから、エポキシ化 ω3脂肪酸が PPARγのアンタゴニストとし

て機能し、マスト細胞の活性化を促進していることが示唆された。しかしながら、PPARγのリガ

ンド結合ドメインと Gal4 の融合タンパク質や PPARγ の全長を用いたレポーターアッセイ下に

おいては、エポキシ化 ω3脂肪酸は PPARγアンタゴニスト活性を示さなかった。 

 

(2-2) エポキシ化ω3脂肪酸が作用する核内受容体の探索 

核内受容体スーパーファミリーに属する遺伝子はヒトで 48、マウスで 49知られているが、それ

らの多くはリガンドが未知である。また核内受容体の中には RORαのように PPARγのシスエ

レメントに作用して PPARγと拮抗的に働くものや（Nat Comms 8:162 (2017)）、FXRや PXRの

ように GW9662がアゴニストとして働くものも存在する（Biochemistry 41:6640–6650 (2002)）。そ

こで、これら核内受容体遺伝子をほぼ全てクローニングし、機能解析をおこなった。その結果、

Srcin1 のプロモーターを用いたレポーターアッセイ系において、核内受容体 X が転写活性をあ

げることを見出した。核内受容体 Xは精巣、肝臓、腎臓、脂肪組織に多く発現し、マスト細胞に

も発現している。また核内受容体 Xは PPARγと同様に脂肪酸をリガンドとすることが知られて

いる。 

 

(3) エポキシ ω3脂肪酸によるマスト細胞賦活化の分子機構の解明 

 エポキシ化ω3脂肪酸とGW9662をそれぞれ添加したときの PAF-AH2欠損マスト細胞のDNA

マイクロアレイをおこなったところ、4倍以上発現上昇した遺伝子はほとんど共通しなかったが、

GW9662で 1/4 以下に発現低下した遺伝子のほとんどがエポキシ化ω3脂肪酸でも 1/4以下に低

下した。これらの共通して発現低下する遺伝子の中から Srcin1（Src inihibitor 1）に着目し解析を

おこなった。定量 PCRによる解析の結果、Srcin1 の mRNAは野生型に比べて PAF-AH2 欠損で

4倍以上に発現上昇しており、エポキシω3脂肪酸や GW9662添加で発現上昇がキャンセルされ

ることが確認された。Srcin1は Srcチロシンキナーゼと CSK（c-Src kinase; Srcの C末端をリン

酸化し、Srcを不活化する）に結合するアダプタータンパク質であり、Srcの抑制因子として、神

経細胞における機能が報告されている。しかしながら、Srcin1がマスト細胞活性化シグナルに重

要な Lyn や Fyn といった Src 型チロシンキナーゼファミリーに作用するのかは不明であった。

そこでまず、Fyn または Lyn と Srcin1、CSK を 293 細胞に強制発現させたところ、Fyn/Lyn は



Srcin1を介して CSKと結合し、Srcin1は CSKによる Fyn/Lynの抑制性のリン酸化を媒介した。

次に、野生型の培養マスト細胞に Srcin1 を過剰発現させたところ、マスト細胞の IgE/抗原刺激

による脱顆粒が PAF-AH2 欠損マスト細胞と同程度まで抑制され、IgE/抗原刺激依存的な Sykや

Gab2のリン酸化も抑制された。さらに、PAF-AH2欠損マスト細胞に対して Srcin1を発現抑制し

たところ、PAF-AH2 欠損によるマスト細胞の活性化不全が野生型と同程度まで回復した。以上

のことから、Srcin1はマスト細胞の活性化の新規制御分子であり、エポキシ化ω3脂肪酸のエフ

ェクターとして機能していることが明らかとなった。 
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