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研究成果の概要（和文）：EPAなどのω3脂肪酸は、酵素的に代謝されることにより抗炎症効果を発揮する。我々
はこれまでに、EPA由来の代謝物である17,18-EpETEが炎症反応を抑制する事を見出しているが、この代謝物の内
因性の生理学的役割は未だ不明である。そこで、この代謝物を生成する酵素を同定するために、試験管内でスク
リーニングを行ったところ、110種類の脂肪酸代謝酵素のうち、5種類のシトクロムP450（Cyp）が17,18-EpETEを
産生した。次に、Cyp欠損マウスを用いた解析を行い、生体内においてもCypがω3脂肪酸の代謝に寄与する事、
及びそこから生成する機能性代謝物が組織恒常性の維持に関与する事を見出した。

研究成果の概要（英文）：Omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs), including eicosapentaenoic acid
 (EPA), display a wide range of beneficial effects mediated through converting into bioactive lipid 
mediators by fatty acid oxygenases. It is reported that 17,18-epoxyeicosatetraenoic acid (17,
18-EpETE), an epoxide form of EPA, has anti-inflammatory bioactivity against various inflammatory 
models. However, its metabolic pathway and its endogenous function in vivo remains unknown. In this 
study, we conducted a comprehensive analysis of murine fatty acid oxygenases to form 17,18-EpETE and
 revealed that five cytochrome P450 (Cyp) isoforms converted EPA into 17,18-EpETE. Next, we analyzed
 Cyp-deficient mice, and suggested not only that this Cyp is involved in omega-3 fatty acid 
metabolism, but also that bioactive metabolites produced by this enzyme may contribute to maintain 
tissue homeostasis in vivo.

研究分野：生物系薬学、脂質生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症反応は癌やアルツハイマー病の病態において重要な役割を果たしていると考えられている．また，近年の医
療費増加は先進国において大きな問題になっているため，医療用医薬品に頼らない方法，特に食品（特定保健用
食品や機能性表示食品）による疾患予防に大きな注目が集まっている．すなわち，本研究は長い間不明であった
ω3脂肪酸による炎症抑制機序の全体像を明らかにする技術基盤となる研究であるとともに，ω3脂肪酸食による
疾病予防エビデンスを提供する社会的にも大変意義のある研究であると考えている．



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 分子中に二重結合を複数含む多価不飽和脂肪酸（polyunsaturated fatty acid, PUFA）は、生体内
で酵素的に酸化代謝されることにより生理活性を獲得し、脂質メディエーターとして作用する。
ω6系 PUFAであるアラキドン酸は炎症性の脂質メディエーターに変換され、炎症反応を惹起す
ることが知られている。一方、様々な疫学研究や臨床研究の結果から、ω3系 PUFAは様々な病
態に対して抗炎症的に作用することが報告されてきたが、その作用機序は不明であった。近年
の質量分析器の発展により、生体内に存在する微量な生理活性物質の検出が可能になってきた。
申請者らのグループではこれまでに、高速液体クロマトグラフィー・タンデムマススペクトロ
メトリー（LC-MS/MS）を用いたメタボローム解析システムを独自に構築し、脂肪酸由来の代
謝物を包括的かつ定量的に捉えることを可能にしている。この解析システムを用いることで、
代表的な ω3系 PUFAであるエイコタペンタエン酸（EPA）の ω3位のエポキシ化代謝物である
17,18-epoxyeicosatetraenoic acid（17,18-EpETE）が炎症時に誘導されること、および外因性に投
与した 17,18-EpETEが抗炎症活性を示すことを見出した。しかしながら、生体内におけるこの
活性代謝物の産生経路は不明であったため、ω3 系 PUFA の抗炎症機能性発現機構におけるこ
の代謝物の役割は不明であった。 
 
２．研究の目的 
	 内因性に産生される脂肪酸代謝物の生理学的役割を明らかにするためには、まずその産生を
触媒する代謝酵素を明らかにし、その酵素の欠損マウスを用いることが有効である。そこで、
本研究において研究代表者らはまず、マウスのゲノム上に含まれるすべての脂肪酸代謝酵素を
包括した cDNA ライブラリーを作成し、17,18-EpETE をはじめとする ω3 脂肪酸由来の活性代
謝物産生における役割を包括的に解析した。その結果をもとに、代謝酵素遺伝子欠損マウスを
用いて生体内における代謝物の役割を解析することにより、ω3脂肪酸による抗炎症作用機構の
全体像解明へと繋げることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）EPAから 17,18-EpETEを産生する脂肪酸代謝酵素の同定 
	 マウスゲノムに存在するシクロオキシゲナーゼ（Cox, ２種）、リポキシゲナーゼ（Lox, ８種）、
チトクロム P450（Cyp, 101種）を pCAGGSベクターに組み込んだ cDNAライブラリーを作成
した。cDNA ライブラリーはヒト胎児腎細胞（HEK293）に一過性に過剰発現させた。その後、
基質である EPAを処理し、１時間後に氷冷したメタノールを添加し、上清を回収した。回収し
た培養上清から C18スピンカラムを用いて固相抽出を行い、脂肪酸代謝物を精製した。三連四
重極型 LC-MS/MS を用いた多重反応モニタリングにより脂肪酸代謝物の一斉定量分析を行っ
た。 
 
（２）同定した酵素の遺伝子欠損マウスを用いた解析 
	 サイトカインや疾患マーカーなどの遺伝子発現は、特異的プライマーを用いた定量 PCRによ
り解析した。遺伝子改変マウスの解析には、H&E染色による組織学的解析、臓器から調製した
細胞懸濁液を用いたフローサイトメトリー、LC-MS/MSによる脂肪酸代謝物の測定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）EPAから 17,18-EpETEを産生する脂肪酸代謝酵素の同定 
	 マウス脂肪酸代謝酵素 cDNAライブラリーをそれぞれ HEK293細胞に一過性に過剰発現させ
た後に、基質である EPA を処理し、脂肪酸代謝物を LC-MS/MS により測定した。その結果、
５種類の Cyp が EPA から 17,18-EpETE を産生することを見出した。興味深いことに、それぞ
れの Cyp は異なる酸化位置選択性や立体選択性を持つことが明らかとなった。さらに、
17,18-EpETEのみにとどまらず、脂肪酸代謝酵素を介して生成される EPA代謝物を包括的に捉
えることができたことにより、EPA 代謝マップを描くことに成功した（Isobe et. al., Scientific 
Reports. (2018) 8: 7954）。 
 
（２）同定した酵素の遺伝子欠損マウスを用いた解析 
	 同定した Cyp のマウス個体における発現臓器・細胞をデータベース（ BioGPS
（http://biogps.org/#goto=welcome）や Immugen（https://www.immgen.org））により検索したとこ
ろ、４つの Cypとは異なり B細胞、好中球、樹状細胞などの免疫細胞やリンパ節、脾臓などの
リンパ組織に特徴的に発現する Cypに着目し、その遺伝子欠損マウスを調製した。 
 
	 調製した Cyp欠損マウスからリンパ節を採取し、C18陰イオン交換カラムを用いてリンパ節
中の脂肪酸代謝物を抽出し、LC-MS/MS を用いて脂肪酸代謝物の解析を行った。その結果、
17,18-EpETEやその二次代謝物が、野生型マウスと比較して Cyp欠損マウスで顕著に減少した。
この結果から、Cyp4f18は試験管内と同様に、生体内においてもω3系 PUFAの ω3位の二重結
合をエポキシ化していることが示唆された。 
 
	 興味深いことに、Cyp 欠損マウスは時間の経過に伴い皮膚炎様症状（表皮の肥厚及び真皮へ



の炎症性細胞浸潤）を呈することが組織学的解析により明らかになった。皮膚組織の炎症反応
は主に皮膚の所属リンパ節で制御されることから、腋窩・鼠径リンパ節を両マウスで比較した。
その結果、皮膚炎様症状と同様に、野生型マウスに比べて Cyp欠損マウスのリンパ節は時間依
存的に徐々に肥大が認められた。皮膚組織を酵素により消化し、細胞懸濁液を調製したのちに
フローサイトメトリーを用いて IL-17 発現を細胞内染色により解析した。その結果、Cyp 欠損
マウスの皮膚組織においては、IL-17陽性 γδ T細胞が Cyp欠損マウスの皮膚組織で顕著に増加
することがわかった。一方、IL-17陽性 CD4+ T細胞（Th17）には変化は認められなかった。さ
らに、Cyp欠損マウスのリンパ節においては、IL-17 mRNA発現（定量 PCR）及び IL-17陽性 γδ 
T 細胞（フローサイトメトリー）が野生型マウスに比べて顕著に上昇することがわかった。以
上の結果から、Cyp欠損マウスでは乾癬様の皮膚炎が自然発症することが示唆された。 
 
	 T細胞における IL-17産生は、活性化した樹状細胞より放出される IL-23により制御されるこ
とが知られている。実際に、乾癬の病態においても IL-23/IL-17 axisが役割を果たしていること
が知られており、その中和抗体は臨床的な効果が認められている。そこで、骨髄由来樹状細胞
を両マウスから調製し、リポポリサッカライド（LPS）刺激後のサイトカイン発現を比較した。
その結果、野生型マウスに比べて Cyp 欠損マウス由来の樹状細胞では、LPS 刺激に依存した
IL-23 mRNA発現量の有意な増加が認められた。 
 
	 以上の結果から、Cyp は生体内においても ω3 系 PUFA の代謝に寄与すること、及びそこか
ら産生された機能性代謝物が IL-23/IL-17 axisを制御することにより、皮膚組織の恒常性を制御
する可能性が示唆された。 
 
	 本研究は、脂肪酸代謝バランスの質的変化の是正により皮膚組織の恒常性が保たれることを
示唆するものであり、食生活による皮膚疾病の予防や治療のエビデンスとなることが期待され
る。さらに、機能性代謝物の作用点は新たな創薬標的となりうることから、将来的には皮膚疾
患に対する新規治療薬開発にも応用可能な研究であると考えている。 
 
	 また、本研究は長い間不明であったω3 脂肪酸による炎症抑制機序の全体像を明らかにする
技術基盤となる研究であるとともに、ω3 脂肪酸食による疾病予防エビデンスを提供する社会
的にも大変意義のある研究であると考えられる。 
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