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研究成果の概要（和文）：マウスにストレスを負荷すると12-リポキシゲナーゼ代謝産物（12-HETE）が産生され
る。12-HETEはストレスに伴う行動変化に関与しているが、12-リポキシゲナーゼの活性化機構が不明であった。
GFP融合12-リポキシゲナーゼをHEK293細胞に発現させたところ、TGFβ添加によって12-HETEが増加することか
ら、活性化メカニズムの一端が解明された。また、ファミリー酵素である5-リポキシゲナーゼの活性化がインフ
ルエンザウイルス増殖を抑制することに関しても検討を進めた。

研究成果の概要（英文）：Stress increases 12-lipoxygenase metabolite (12-HETE) in mouse blood. 
12-HETE is involved in stress-induced behavioral changes (escape behavior), but the activation 
mechanism of 12-lipoxygenase remains unclear. In HEK293 cells transfected with GFP-fused 
12-lipoxygenase, TGFβ administration increased 12-HETE production. This result provided a partial 
explanation of the activation mechanism of 12-lipoxygenase. We also investigated activation of 
5-lipoxygenase, a family enzyme of 12-lipoxygenase, suppresses influenza virus replication in MDCK 
cell.

研究分野：酸化ストレス学、小児科学、小児科領域の神経疾患、ビタミン学、ウイルス学

キーワード： ストレス　リポキシゲナーゼ　脂質酸化物　アラキドン酸　トコトリエノール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ストレスは様々な疾患に関与しているが、客観的評価法や治療法が確立されていない。研究代表者の見出した
12-HETEはストレスの客観的評価指標となる可能性があるだけでなく、すでに見出している12-リポキシゲナーゼ
阻害化合物はストレスの治療にも活用できる可能性がある。本研究成果で解明された12-リポキシゲナーゼ活性
化機構は12-HETE産生のメカニズムを明らかとすることでストレスマネジメントに寄与できるものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者はマウスにストレス（水浸拘束）を負荷する
とアラキドン酸酸化物 12-hydroxyeicosatetraenoic acid
（12-HETE）（図 1）が血中で著増することを見出して
いた（図 2）。また、脂質酸化酵素 12-lipoxygenase（12-
LOX）の欠損マウスに対する同ストレス負荷では 12-
HETE増加が抑制されることを確認した（図 2）。以上よ
り、ストレスによる 12-HETEの増加は 12-LOXによる
酵素的酸化反応が触媒することを突き止め、12-HETE
によるストレス・疲労の客観的評価法を特許登録した
（特許第 6112510号 H29年 3月 24日登録）。 
さらに尾懸垂試験にてストレス環境からの逃避行動を
評価したところ、ストレス負荷後に野生型マウスでは逃
避行動を呈する時間が増加したが、12-LOX 欠損マウス
では増加しなかった（図 3）。また、12-LOX欠損マウス
にストレス負荷後に 12-HETEを投与すると逃避行動時
間が増加することがわかった（図 3）。さらに、12-HETE
が脳内ノルアドレナリンの放出を増加することを明ら
かにした（科研費挑戦的萌芽研究 H28 年～29 年度 
16K15197 の成果）。この結果はストレス環境からの逃
避行動の惹起に 12-HETEが関与することを示唆する。  
ストレスによる 12-HETE 産生に関与する 12-LOX は
マクロファージに多く存在する。マウスからマクロファ
ージを採取し、特異抗体を用いて 12-LOX蛋白を解析し
たところ、ストレス非負荷状態では細胞質に多く存在す
るのに対し、ストレス負荷により膜分画に移行すること
を見出した（図 4）。この 12-LOX の膜への局在移行は
12-HETE 産生亢進のトリガーになっているものと考え
られるが、12-LOX の膜移行メカニズムの詳細は未解明
のままであった。 
また、アラキドン酸の酸化抑制を目的に、抗酸化物質ビ
タミン E類であるα-トコフェロール（αT）およびα-ト
コトリエノール（αT3）、γ-トコトリエノール（γT3）
を経口投与（1週間）した上でストレスを負荷した。図 5
に示すように、ストレス負荷後の血中 12-HETE の増加
は抑制された。さらに尾懸垂試験では、血中 12-HETE生
成抑制効果に比例し、逃避行動時間の増加も抑制された。
以上の結果は、トコトリエノール（T3）がストレスによ
る行動異常を緩和する作用を有しており、新しい抗スト
レス治療戦略に繋がる可能性を持つことを示す（特許第
6732223 号 登録日 2020 年 7 月 10 日）。トコトリエノ
ールのストレスにおける行動異常を緩和する作用を臨床
で活用するためにはトコトリエノールが 12-LOXの酵素
活性を阻害する機序を解明する必要があった。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、12-HETE生成のトリガーとなる 12-
LOX 活性化メカニズムの解明を目的とした。特に、12-
LOXの細胞内局在変化の分子機構の解明を試みた。その
上で、トコトリエノールの 12-LOX活性抑制の作用機構
を明らかにする。 
 また、マウスに発現している 12-LOX（12/15-LOX）は
活性化メカニズムが解明されていない。一方、12-LOXと
同様にアラキドン酸の酸化を触媒する酵素でありアレル
ギー性疾患との関連性もある 5-lipoxygenase（5-LOX）
はその活性化因子が明らかとされているため、12-LOX
活性化機構解明の足掛かりを得るため、5-LOXの活性化
機構に関しても研究を進めることとした。 
 

0
20
40
60
80

100
120

(n
M

)

血漿中 12-HETE

野生型マウス
ストレス （－） （＋） （－） （＋）

12-LOX欠損
マウス

【図２】 ストレス負荷と血漿中12-HETEの変化

OH
COOH

12-HETE; 12-hydroxyeicosatetraenoic acid 
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12‐HETE投与

野生型マウス 12-LOX欠損マウス

0

100

200

300

400

cont WIRS 12HpETE
nonWIRS

cont WIRS

【図３】 ストレス負荷後の尾懸垂試験

＊ ＊

ストレス （－） （＋） （－) （＋） （＋）
逃
避
行
動
時
間

(秒
)



３．研究の方法 
【研究項目１】 12-LOX 過剰発現
細胞の作成と 12-LOX 細胞内局在
変化メカニズム解明 
 これまでマウスでの動物実験を
行ってきたが、本研究計画では細
胞実験で 12-LOX 活性化メカニズ
ムの解明を試みた。 
 まず、図 7に示す通り、12-LOX
単独で発現するプラスミド、12-
LOXのN末端に EGFPが融合した
EGFP-12LOX を発現するプラスミ
ド、12-LOX の C 末端に EGFP が
融合した 12LOX－EGFPを発現するプラスミドの 3種類を作成した。 
 このプラスミドを HEK293細胞に Lipofectamine 2000もしくは Lipofectamine 300を用いて遺伝
子導入を行った。細胞内の 12-HETE産生量は質量分析装置（LC-MS/MS）を用いて測定し、12-
LOXの細胞内局在は GFPの傾向を蛍光顕微鏡で観察した。 
 
【研究項目２】ダイゼイン（大豆イソフラボン）による 5-LOX の活性化とインフルエンザウイ
ルス増殖抑制機構の解明 
 武庫川女子大学生活環境学部食物栄養学科（伊勢川裕二教授）で大豆イソフラボンの一種のダ
イゼイン（Dz）がインフルエンザウイルス増殖抑制効果を持つことを見出していた。イソフラボ
ンである Dz はポリフェノールとして抗酸化活性を持つため、Dz のウイルス増殖阻害効果のメ
カニズムに抗酸化作用が関与すると仮説を立て検証したところ、抗酸化活性との関連は見られ
なかったが、Dzによって細胞内で 5-LOXによって産生される 5-HETEが顕著に増加することを
発見した。5-LOX は活性化メカニズムの詳細が解明されていることから 12-LOX の活性機構を
解明する足掛かりを得るために Dz による 5-LOX 活性化メカニズム・抗インフルエンザ効果の
機構の解明を行った。 
 
 
４．研究成果 
【研究項目１】 
 図 7 で示したプラスミドを HEK293 細胞に遺伝
子導入を行い、蛍光顕微鏡観察を行ったところ、
GFP を融合した 12-LOX を遺伝子導入した細胞で
は GFP の蛍光を確認した。また、プラスミドを遺
伝子導入した HEK293 細胞から蛋白質を抽出し
SDS-PAGEにて電気泳動しmouse 12-LOXに対する
特異抗体を用いたウエスタンブロッティングを行
ったところ、想定通りの分子量の蛋白(12-LOX ①､
12-LOX-EGFP ②、EGFP-12-LOX ③)が発現してい
ることを確認している（図 8）。 
 
生体に負荷されるストレスを細胞実験で再現す
る上で重要となるのは、12-LOX局在変化を誘導す
る因子である。マウスへのストレス負荷による
TGFβの上昇（mRNA レベル）を確認し（図 9）、
TGFβの腹腔投与にて血中 12-HETE が増加するこ
とを見出していた（図 10）。そこで、本研究計画で
は TGFβをストレス誘導因子の候補分子として使
用した。 

 
上述のプラスミドを HEK293 細胞に遺伝子導入
し 24 時間後にアラキドン酸(AA)を 120μM 添加
し、さらに 24時間後に培地を回収し LC-MS/MSを
用いて 12-HETEを測定した。この結果、12-LOXの
発現した細胞に対し TGFβで刺激することで顕著
に 12－HETEの産生が増加する事を確認できた（次
頁 図 11）。 
 



12-LOX を発現させた HEK293 細胞において、
TGFβ刺激によって 12-LOX の細胞内局在変化を
蛍光顕微鏡で観察した。EGFP-12LOXは細胞質に
多く存在していたが、TGFβを添加した 24時間後
に、EGFP-12LOXは核膜（核周囲）に局在が変化
する傾向がみられた（図 12）。この結果から TGF
βの刺激によって 12-LOX は核膜に局在化するこ
とで活性化し、12-HETEの産生が増加することが
明らかとなった。 

 
次に、TGFβによって増加する 12-HETEの産生
をα-トコフェロール（αT）、α-トコトリエノー
ル（αT3）、γ-トコトリエノール（γT3）が抑制
するかを検討した。しかし残念ながらαT3、γT3
では 12-HETE の産生の低下は確認できなかった
（図 13）。 

12-LOX（12/15-LOX）は白血球系の細胞に主に
発現することからHEK293細胞ではマウスでみら
れた現象を再現できない可能性が示唆された。 

 
 

 
マウスにストレスを負荷することで 12-HETEが血中で増加するメカニズムと 12-HETEのス
トレスによる行動異常における生理的意義、トコトリエノールの 12-LOX阻害効果に関して
Free Red Bio Med誌にて発表した。 

 
【研究項目２】 
研究代表者は研究分担者の武庫川女子大学
生活環境学部食物栄養学科 伊勢川裕二教授と
の共同研究でダイゼイン（Dz）（図 14（A））
がインフルエンザウイルス増殖抑制効果を持
つこと（図 14（B））を報告した。 
イソフラボンである Dzはポリフェノールと
して抗酸化活性を持つため、Dzのウイルス増
殖阻害効果のメカニズムに抗酸化作用が関与
すると仮説を立て検証したところ、活性酸素
によって生成されるリノール酸酸化物・コレ
ステロール酸化物はウイルス感染で増加せ
ず、また Dz添加によって脂質酸化物が減少
しなかったことから抗ウイルス効果に抗酸化
作用は関連しないことが判明した（データ提
示なし）。  
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【図14】 ダイゼインの構造（A）と
インフルエンザウイルス増殖抑制効果（B）
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一方、Dz添加によって脂質酸化酵素 5-LOX
を介して生成されるアラキドン酸酸化物 5-hydr-
oxyeicsatetraenoic acid（5-HETE）（前頁 図 15
（A））が細胞内で著増することを発見した（前
頁 図 15（B））。この 5-HETEを細胞に添加する
とインフルエンザウイルスの増殖が濃度依存的
に抑えられた（図 16）ことから、5-HETEがイン
フルエンザウイルス増殖を抑制する因子である
ことが判明した。 
さらに 5-HETE産生酵素である 5-LOX蛋白を
ノックダウンすることで（図 17（A））、Dzのウ
イルス増殖阻害効果が有意に減弱した（図 17
（B））。 
以上の結果から「Dzは 5-LOXの酵素活性を昂
進し 5-HETEを増加させることでウイルス増殖を
抑制する」ことを明らかとして国際誌にて報告
した（J. Clin. Biochem. Nutr. 2020; 66(1): 36-42）。 

 
また、Dzによって活性化された 5-LOXを介し
て産生される 5-HETEがウイルス RNA合成を阻
害することを検証するために、in vitro ウイルス
RNAポリメラーゼ活性解析法を開発した。本手
法は既存のウイルス RNAポリメラーゼ活性測定
法とは異なり、超遠心法を使用せずビーズによ
って短時間でウイルスを精製し、放射性同位元
素を用いずに realtime PCRで測定する方法で、簡
便・安全に各ウイルス RNA segmentを個別にコ
ピー数まで定量できることが特徴である（Virol. J. 2021; 18(1): 177）。 

 
本報告書作成段階では 5-HETEがインフルエンザウイルスの細胞内増殖を抑制するメカニズ
ムの完全解明には至っていないが、開発した手法等を活用し、5-HETEの薬理作用の解明を進
めていく。 

 
Dzによる 5-LOX活性化メカニズムの解明も進めているが、この過程で 5-LOXの酵素活性の
昂進には、細胞内 Ca濃度、ATP濃度、核膜への移行、核膜に存在する 5-LOX 足場蛋白
（FLAP）、5-LOX蛋白のリン酸化が重要であることが分かった。12-LOX（12/15-LOX）には 5-
LOXの足場蛋白の FLAPに相当する蛋白の存在は報告されていない。ストレス・TGFβと 12-
LOXの活性化の間をつなげるシグナル伝達経路は未解明であるが、5-LOXのファミリー酵素で
ある 12-LOXは 5-LOXに近い活性化機構を持っている可能性は高い。 
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