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研究成果の概要（和文）：環境化学物質の新たな毒性解析・評価系を構築するために、毒性の生体内標的として脂質分
子に注目し、脂質組成や生理活性脂質産生といった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
を進めた。その結果、ドキソルビシン等にマウスを曝露すると、不飽和脂肪酸含有リン脂質量の低下、過酸化リン脂質
の増加が生じることが示された。また、化学物質曝露により炎症を惹起したり発がんを誘導したりすると、一部の生理
活性脂質の産生が増加することも確認された。さらに、過酸化脂質除去や変化が見られた生理活性脂質産生に関与する
脂質代謝酵素の遺伝子改変マウスに、化学物質を曝露すると感受性が増すことも見出された。

研究成果の概要（英文）：In order to develop a novel analysis and evaluation system for environmental 
chemicals-induced toxicity, we focused on lipid molecules as targets of toxic chemicals and performed 
toxicolipidomics, in which we comprehensively investigated alterations in lipid profiles including 
membrane phospholipid composition and production of bioactive lipids. As the results, we found that 
treatments of mice with several toxic chemicals such as doxorubicin decreased contents of phospholipids 
with unsaturated fatty acids and increased peroxidized lipid levels. It was also found that after 
induction of inflammation or carcinogenesis by chemicals in mouse models, biosyntheses of some bioactive 
lipids such as prostaglandin E2 were elevated in the lesion sites. We further found that mice genetically 
modified to alter lipid metabolism were susceptible to some toxic chemicals, indicating that these mice 
might be useful for highly sensitive evaluation system for 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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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。化学物質が細胞と最初に接する場は細
胞膜であり、脂溶性化学物質は、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。このため、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
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するトキシコリ
ピドミクスと呼ぶべき手法は、化学物質の影
響を高感度・短時間にアッセイする評価系と
してきわめて有用である。しかし、これまで、
環境化学物質の毒性解析・評価法として、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
いられてきた一方、トキシコリピドミクスの
手法はほとんど用いられてこなかった（下
図）。 
 
 

 
 
 そこで、本研究では、環境化学物質が毒性
を発現する際の生体内標的として脂質分子
に注目し、トキシコリピドミクスの手法を用
いた新たな毒性解析・評価法の構築すること
を目的とする。 
 
２．研究の目的 
 生体に対し毒性を示す環境化学物質の中
には、メチル水銀をはじめ、生体内酸化スト
レスを亢進すると考えられるものが多く存
在する。本研究ではまず、マウス個体や様々
な培養細胞を、酸化ストレスを亢進すると考
えられる様々な化学物質に曝露し、膜構成脂
質の脂肪酸組成の変化、酸化脂肪酸の生成と
いった脂質プロファイル変化を網羅的に解
析する。また、酸化ストレスが惹起されると、
細胞死が誘導されない場合においても、炎症
が生じ組織傷害につながることがあるが、炎
症反応の進行にはプロスタグランジン (PG) 
E2をはじめ多くの生理活性脂質が関与する。
本研究では、脂肪酸組成の変化、酸化脂肪酸
の生成に加え、化学物質曝露時の生理活性脂
質の産生についても同様に網羅的解析を行
う。 
 PGE2などの生理活性脂質は、炎症反応だけ
でなく発がん等多くの病理現象にも深く関
わる。このため、化学物質曝露により引き起

こされる生理活性脂質産生の異常は、炎症反
応を介し組織傷害につながるだけでなく、発
がんなどにもつながる可能性が考えられる。
本研究では、発がん性化学物質を、マウス個
体に曝露した際の生理活性脂質産生の変化
についても網羅的に解析する。 
 本研究を通じ、できるだけ多くの化学物質
に生体や細胞を曝露し、最終的には、脂質プ
ロファイル変化と毒性を関連づけるデータ
ベースの構築を目指す。 
 さらに、本研究では、脂質代謝酵素の遺伝
子改変マウスが様々な環境化学物質に対し
高感受性を示すかについても検討する。高感
受性マウスを用いれば、より高感度な評価系
の構築への応用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1)メチル水銀による神経毒性の誘導 
 メチル水銀を、急性毒性を惹起する際は 50 
mg/kg単回経口投与し、1日経過観察した後、
小脳を摘出し、リピドミクスに用いた。また、
亜急性毒性を惹起する際は、5 mg/kg を週 5
日経口投与し、2週間観察した。 
 
(2)ドキソルビシンによる心臓毒性の誘導 
 ドキソルビシンを、12 または 15 mg/kg 腹
腔投与し、9〜10 日間観察した後、心臓を摘
出し、リピドミクスに用いた。 
 
(3)接触性皮膚炎モデル 
 マウス腹部に、剃毛後、0.5％DNFB（ジニ
トロフルオロベンゼン）溶液 25 µlを塗布し、
5 日間おいて感作を成立させた。5 日後、マ
ウス耳介に 0.3％DNFB 溶液 20 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。 
 
(4)皮膚化学発がんの誘導 
 マウス背部に、剃毛後、0.4 mmol DMBA (7, 
12-dimethylbenz[a]anthracene)を塗布し、7
日 後 か ら 3.2 nmol TPA (12-O-tetra- 
decanoylphorbol-13-acetate) を週に 2 回、
19 週間塗布した。DMBA 塗布から 20 週後まで
皮膚腫瘍の形成を観察した後、皮膚組織を摘
出し、リピドミクスに用いた。 
 
(5)膀胱化学発がんの誘導 
 マ ウ ス に 0.05 ％ BBN （ N-butyl-N-(4- 
hydroxybutyl)nitrosamine）を 8週間飲水さ
せることにより、膀胱化学発がんを誘導し、
その後 21 週後に、膀胱を摘出し、発がん・
がんの進展度を評価するとともに、リピドミ
クスを行った。 
 
(6)大腸化学発がんの誘導 
 マウス腹腔内にアゾキシメタン 10 mg/kg
を週 1 回、6 週連続投与することにより、大
腸化学発がんを誘導し、アゾキシメタンの最
終投与から 20 週後にポリープの形成を評価



するとともに、リピドミクスを行った。 
 
(7)リピドミクス 
 各組織より脂質画分を抽出し、QTRAP5500
（Sciex 社）の LC-MS を用い、リン脂質組成、
生理活性脂質量を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)特定の臓器・組織に酸化的ストレスの亢
進を介し、毒性を示すと考えられる環境化学
物質曝露におけるトキシコリピドミクス 
①メチル水銀曝露 
 メチル水銀の毒性標的となるマウス小脳
には、酸化ストレスに脆弱な多価不飽和脂肪
酸を含むリン脂質が多量に存在していた。そ
こで次に、野生型マウスに 50 mg/kg 単回経
口投与した 1日後、神経毒性による後肢の交
差が観察された時点の小脳について解析を
行ったが、メチル水銀投与群、非投与群で、
その含有量に大きな違いが見られるリン脂
質分子種は観察されなかった。 
 さらに、過酸化脂質除去に関与すると考え
られる膜結合型 Ca2+非依存性ホスホリパーゼ
A2（iPLA2）の遺伝子欠損（KO）マウスの腹
腔へのメチル水銀投与の影響を検討したと
ころ、小脳の脂質プロファイルには野生型マ
ウスと大きな差は見られなかったが、野生型
マウスでは死亡しない投与 10 分以内に死亡
するマウスが約半数認められた。亜急性毒性
を惹起する 5 mg/kg の週 5日経口投与におい
ても、iPLA2の KO マウスで死亡率が上昇する
傾向が見られた。 
 
②ドキソルビシン曝露 
 一方、ドキソルビシンを投与し心筋障害を
引き起こすと、ドキソルビシンの投与量に依
存し、アラキドン酸等多価不飽和脂肪酸をも
つリン脂質含有量の低下、ホスファチジルコ
リンペルオキシド（PC-OOH）産生の上昇が認
められた。また、過酸化脂質除去能をもつリ
ン脂質ヒドロペルオキシドグルタチオンペ
ルオキシダーゼ（PHGPx）の KO マウスでは、
これらの現象が顕著になるとともに、ドキソ
ルビシンに対する感受性が増すこともわか
った。（一部、北里大学薬学部・今井教授と
の共同研究） 
 
③シスプラチン曝露 
 ヒト膀胱がん細胞 EJ をシスプラチンに曝
露すると細胞死が引き起こされるが、この際、
あらかじめ過酸化脂質除去能をもつ iPLA2を
ノックダウンすると、シスプラチンに対する
感受性が増すことがわかった。 
 
④新たなマーカーの探索 
 遊離脂肪酸をアシルCoAに変換する長鎖ア
シル CoA 合成酵素 4（ACSL4）をノックダウン
した細胞では、5,11-diHETE などの、環境化
学物質の新たな毒性マーカーとなりうる新
奇過酸化脂質が検出された。ACSL4 の KO マウ

スの肺においても、5,11-diHETE は観察され
た。また、ACSL4 の KO マウスでは、リポ多糖
に対する感受性が増しており、今後、化学物
質に対する感受性の変化についても解析す
る計画である。 
 
(2)接触性皮膚炎を惹起する環境化学物質曝
露におけるトキシコリピドミクス 
 あらかじめ感作した後、マウスの耳介皮膚
に DNFB を塗布し、アレルギー性皮膚炎を惹
起したところ、DNFB 耳介塗布 2日後をピーク
として、PGE2、ならびに PGI2の安定代謝物で
ある 6-ketoPGF1α量の増加とともに、耳介の
肥厚が認められた。さらに、PGE2の産生を担
う膜結合型 PGE 合成酵素-1（mPGES-1）、ある
いは PGI2の産生を担う PGI 合成酵素（PGIS）
の KO マウスにも皮膚炎を惹起したところ、
これらのマウスでは、それぞれ PGE2、PGI2の
産生増加が起こらず、また、いずれのマウス
においても野生型マウスに比べて肥厚の程
度が抑制されることもわかった。 
 
(3)発がん性化学物質曝露におけるトキシコ
リピドミクス 
①DMBA/TPA の皮膚塗布に伴う皮膚化学発が
ん 
 マウスの背部皮膚に DMBA/TPA を塗布する
ことにより皮膚化学発がんを惹起したとこ
ろ、背部皮膚において PGE2と PGD2量の増加が
観察された。一方、mPGES-1 の KO マウスに
DMBA/TPA を塗布しても、PGE2産生増加は起こ
らず、皮膚がんの発症頻度も抑えられること
がわかった。 
 PGI2の安定代謝物である 6-ketoPGF1αは、皮
膚組織に見出されなかったが、mPGES-1 に加
え、PGIS も欠損した二重 KO マウスに皮膚が
んを惹起すると、野生型よりは少ないものの、
mPGES-1 KO マウスに比べ、多数の皮膚がんが
発症することもわかった。 
 
②BBN 曝露に伴う膀胱化学発がん 
 マウスに BBN を飲水を介し与え、膀胱化学
発がんを惹起したところ、PGIS の KO マウス
では、野生型マウスに比べ、膀胱がんの発症
頻度、悪性度のいずれもが増すことがわかっ
た。現在、膀胱組織のリピドミクスを進めて
いる。 
 
③アゾキシメタン曝露に伴う大腸化学発が
ん 
 過酸化脂質除去能に加え、生理活性脂質産
生にも関与する iPLA2は、大腸がんをはじめ
種々のがん組織で高発現している。iPLA2の
KO マウスにアゾキシメタンを腹腔投与し、大
腸化学発がんを惹起したところ、野生型マウ
スに比べ、大腸化学発がんの発症・進展が抑
制されることがわかった。また、iPLA2の KO
マウスでは、大腸組織におけるトロンボキサ
ン A2産生が低下していた。 
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