
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４３０３

挑戦的萌芽研究

2015～2014

脂質メタボロミクスによる眼表面炎症疾患の病態解明ならびに疾患マーカーの探索

Analysis of Pathogenesis and disease marker of ocular surface inflammatory diseases 
using lipid metabolomics

３０１１６０２４研究者番号：

木下　茂（KINOSHITA, SHIGERU）

京都府立医科大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２６６７０７５８

平成 年 月 日現在２８   ５ ２８

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：脂質メタボロミクスの手法を用いて生体内の脂質メディエーターの解析を行い、眼表面炎症
疾患の病態を解析するとともに生体内の代謝産物を指標とした疾患マーカーの発見を行った。具体的には、アトピー性
角結膜炎、眼合併症型Stevens-Johnson症候群(SJS)、ならびに、正常コントロールの血漿中脂質プロファイリングを明
らかとした。さらに眼表面炎症疾患患者と健常者の比較、ならびに、眼表面炎症疾患の各疾患毎の違いを明らかとし、
各眼表面炎症疾患の病態に関わる分子を同定し、また疾患マーカーの候補をいくつか見つけることができた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the lipid mediator of ocular surface inflammatory diseases using 
lipid metabolomics techniques and elucidate the plasma lipid profiling of atopic keratoconjunctivitis , 
eye complications type Stevens-Johnson syndrome, and healthy controls. We also compare between each 
ocular surface inflammatory disease and normal controls, and between various ocular surface inflammatory 
diseases, and found the difference in ocular surface inflammatory diseases. We also identified the 
molecules involved in the pathogenesis of ocular surface inflammatory diseases and the related specific 
marker of them.

研究分野： 眼科学
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１． 研究開始当初の背景 
 

脂質は生体膜の主要な構成成分であり，エ
ネルギー源となるだけでなく，脂質メディエ
ーターとして生体防御において重要な役割を
果している。プロスタグランジン(PG)は、代
表的な脂質メディエーターの一つである。近
年、ポストゲノムサイエンスおいて、細胞内
にあるこれらの脂質代謝物を分析する手法と
して脂質メタボロミクスが着目されている。 
申請者らは、今まで脂質メディエーターの

受容体に着目して眼表面炎症疾患の病態解析
を 行 い 、 ア レ ル ギ ー 性 結 膜 炎 や
Stevens-Johnson 症候群（SJS）などの様々な
眼表面炎症疾患の病態に、脂質メディエータ
ーである PG が関与していることを解明して
きた。具体的には、重篤な眼表面炎症を生じ
る SJS の発症には、PG の産生を抑制する非ス
テロイド系抗炎症薬を含んだ感冒薬が関与し
ていること、また、SJS 発症に PGE2 受容体の
一つである PTGER3 遺伝子の遺伝子多型が強
く関連すること(Ueta 2010 JACI, Ueta 2012 
JACI) （次頁図１）、SJS 患者眼表面組織で
は、EP3 (PTGER3 の蛋白)の発現が著明に減弱
していることを明らかにした(Ueta 2010 JACI, 
Ueta 2012 PLoS One)（次頁図２）。アレルギ
ー性結膜炎マウスモデルを用いた解析では、
PGE2が EP3 を介してアレルギー炎症を抑制し
ていることを明らかとした（Ueta 2009 JACI）
（次頁図３）。 
本研究では、眼表面炎症疾患の病態におけ

る脂質メディエーターの役割を明らかにする
ために、受容体の解析に加えて脂質メディエ
ーター自体の病態における変化を解析する。
そして、脂質メディエーターの病態への関与
の証明、生体内の代謝産物を指標とした疾患
マーカーの探索を行う。 
 
２． 研究の目的 

 
近年、ポストゲノムサイエンスおいて、生

体内に存在する全代謝産物を網羅的に解析す
るメタボロミクスが、様々な疾患の病態解明
の新しい手法として着目されている。申請者
らは、今まで脂質メディエーターの受容体に
着目して解析を行い、アレルギー性結膜炎や
Stevens-Johnson 症候群などの様々な眼表面
炎症疾患の病態に、プロスタグランジンをは
じめとした脂質メディエーターが大きく関与
していることを解明してきた。本研究では、
受容体の解析に加えて、新たに脂質メタボロ
ミクスの手法を用いて生体内での脂質メディ

エーターの解析を行い、眼表面炎症疾患の病
態を解析するとともに生体内の代謝産物を指
標とした疾患マーカーの発見につなげる。  
また、得られたメタボロミクスの解析結果は、
すでに得られているゲノム解析、遺伝子発現
解析、蛋白発現解析の結果と組み合わせるこ
とで、多層的疾患オミックスの形成が可能と
なり、今までの手法では明らかにできなかっ
た発症機序の解明につながることが期待され
る。 
 
３． 研究の方法 

 
十分なインフォームドコンセントの上、同

意をいただいたアトピー性角結膜炎患者、
SJS などの様々な眼表面炎症疾患患者の血漿
を京都府立医科大学で採取した。得られた血
漿サンプルは、国立医薬品食品衛生研究所に
て、脂質メタボロミクスの手法を用いて解析
した。具体的には、血漿 100 L をそれぞれ
内部標準物質(IS)存在下、中性条件で Bligh 
& Dyer 法により脂溶性代謝物を抽出し、下層
（有機層）及び上層（水層）を分取した。グ
リセロリン脂質（GPL）・スフィンゴ脂質
（SP）・中性脂質等の脂溶性の高い代謝物を
含む下層は、超高性能液体クロマトグラフ－
飛行時間型質量分析計（UPLC-TOFMS）を用い
て、脂質代謝物を網羅的に相対定量した。並
行して、GPL、SP の脂肪酸の組成を同定する
目的で、超高性能液体クロマトグラフ－イオ
ントラップ型質量分析計（UPLC-OrbiTrap)を
用いて、同定された脂質代謝物の構造解析を
行った。酸化脂肪酸（oxFA）を含む上層は、
さらに固相抽出を行い、ギ酸メチル画分を分
取し、これを超高速液体クロマトグラフ－三
連四重極リニアイオントラップ型質量分析
計（UPLC-MS/MS)を用いたネガティブイオン
モードでの多重反応モニタリング法にて測
定した。データ解析として、UPLC-TOFMS によ
り得られたデータは 2DICAL を用いてピーク
を抽出し、UPLC-TOFMS の保時時間、精密質量
及びマススペクトル、さらに UPLC-OrbiTrap
の構造解析のデータに基づき、代謝物の同定
を行った。相対定量には、IS により補正を行
った全ピークの height 値を用いた。
UPLC-MS/MS より得られたデータは、
MultiQuant を用いて検出された代謝物ピー
クの面積値を求めた後、ISにより抽出操作の
補正を行ったピーク値を用いた。 
 
４． 研究成果 
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