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研究成果の概要（和文）：本研究において、以下の結果が得られた。 
(1) PRDX2や SCD2など、PAFAH2と結合する分子を同定した。 

(2) PAFAH2 の DTNB 感受性を担うアミノ酸残基として、種間で保存性の高い Cys83 を同定し、

Cys83が修飾されることにより PAFAH2の活性が制御されうることが示唆された。 

(3) PAFAH2の膜移行を細胞染色により検出する実験系を構築した。 

(4) PAFAH2欠損マウスはマスト細胞の脱顆粒不全により即時型アレルギー反応が減弱すること

を明らかにした。 

(5) PAFAH2欠損マウスから得た骨髄由来培養マスト細胞は IgE依存的脱顆粒反応が減弱するこ

とを明らかにした。  

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we obtained following results: 
(1) Using immunoprecipitation coupled with mass spectrometry, several PAFAH2-interacting 

proteins including PRDX2 and SCP2 were identified. 
(2) From mutational analysis of PAFAH2, Cys-83 was found to be the only residue conferring 

sensitivity of PAFAH2 to DTNB, suggesting that PAFAH2 activity  can be regulated by 
modification of Cys-83. 

(3) An immunocytochemical assay to detect the translocation of PAFAH2 from cytosol to 
membrane was established. 

(4) PAFAH2-deficient mice exhibited reduced PCA reaction most probably by impaired mast 
cell degranulation.  

(5) Bone marrow-derived mast cells from PAFAH2-deficient mice also showed decreased 
IgE-dependent degranulation. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 生体膜を構成するリン脂質には 2本の脂肪
酸鎖が結合しており、グリセロール骨格の１
位には飽和脂肪酸、２位にはリノール酸やア
ラキドン酸などの高度不飽和脂肪酸が結合
している。 
 炎症や虚血等の病態時に活性酸素が産生
されると、リン脂質の高度不飽和脂肪酸鎖は
酸化され「酸化リン脂質」を生成する。酸化
リン脂質は、生体膜の透過性上昇や膜タンパ
ク質の機能低下を引き起こし、生体に悪影響
を及ぼす。アラキドン酸のような高度不飽和
脂肪酸鎖が活性酸素により非酵素的に酸化
されると、様々な脂肪酸酸化物が生成するが、
その中にはイソプロスタン鎖のような酸化
脂肪酸鎖も生成する。近年、遊離型のイソプ
ロスタンには血管収縮、TGFβ産生促進など
の生理活性があることが報告され、酸化脂肪
酸の新たな生理機能あるいは毒性発現機構
として注目されている。 
 このような酸化脂肪酸はリン脂質に結合
したままでは生理活性を示さず、膜リン脂質
から切り離され遊離型とならなければなら
ない。II 型 PAF アセチルハイドロラーゼ
(PAFAH2)は、生理活性脂質である PAFのアセ
チル基を加水分解する酵素として申請者の
グループが精製・クローニングに成功し、こ
の酵素が PAFのみならず酸化リン脂質の酸化
脂肪酸鎖も選択的に加水分解するホスホリ
パーゼ A2であることが判明した。 
 我々は、最近 PAFAH2 のノックアウト(KO)
マウスを作製し、四塩化炭素投与により誘導
した急性肝障害からの回復が有意に遅延す
る こ と を 明 ら か に し た (J.Biol.Chem. 
(2008)283,1628-1636)。さらに興味深いこと
に、四塩化炭素処理した KO マウスの肝臓で
は、リン脂質結合型のイソプロスタンが野生
型に比べて顕著に増加していることを見出
した。以上のことから、酸素ストレス下に生
じたリン脂質結合型のイソプロスタンが
PAFAH2により加水分解され、遊離型イソプロ
スタンを生成していることが示された。すな
わち、PAF-AH2 は、生体膜中に生じた酸化リ
ン脂質を選択的に加水分解するとともに、生
理活性を有する酸化脂肪酸を生成する酵素
であることが示唆された。プロスタグランジ
ン等の酵素的に産生される生理活性脂質は、
刺激に応じてアラキドン酸が膜リン脂質か
ら切り出されてから合成される。一方、イソ
プロスタンは酸化ストレスによりリン脂質
内で生成してから切り出され、その生成過程
は対照的である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、申請者が作製した PAF-AH2 KO

マウス、および培養細胞を用いて、活性酸素
により非酵素的に産生される「生理活性を持
つ酸化脂肪酸」の産生経路および作用機構を
分子レベルで解明することを目指した。 
具体的には以下の 2点について解析を行った。 

(1) PAFAH2による「生理活性を持つ酸化脂肪
酸」の産生機構の解析 
 PAFAH2 が細胞膜に生じた酸化リン脂質に
作用するためには細胞膜に結合する必要が
ある。PAF-AH2 は N 末端がミリスチル化され
ており、細胞質と細胞膜の両方に存在する。
申請者は、培養細胞において、酸化ストレス
時に PAFAH2 が細胞膜へ移行することを見出
している。このような予備的知見をもとに、
PAFAH2の細胞膜への移行メカニズム、活性化
機構を分子レベルで解明する。 

(2) PAFAH2 KOマウスを用いた「生理活性を
持つ酸化脂肪酸」の機能解明 
 PAFAH2 KO マウスの表現型解析から、
PAFAH2 の生理学的または病理学的役割を明
らかにする。さらに PAFAH2 の表現型に関わ
る酸化脂肪酸をマススペクトロメトリーに
より網羅的に探索し、最終的に生理活性を
持つ酸化脂肪酸の同定をめざす。 
 
３．研究の方法 
 
(1) PAFAH2による「生理活性を持つ酸化脂肪
酸」の産生機構の解析 

①PAFAH2結合因子の探索 
PAFAH2 と結合するタンパク質を同定するた
めに、PAFAH2と共免疫沈降するタンパク質を
LC-MS/MSにより探索した。 

②PAFAH2 の活性制御機構の解析 
PAFAH2 は酸化によって失活しやすい特性を
持つことから、PAFAH2中のシステイン残基の
活性に対する影響を検討した。 

③PAFAH2 の刺激依存的な膜移行を検出する
実験系の確立 
PAFAH2 の刺激依存的な膜移行を解析するた
めに、細胞染色で膜移行を評価できる実験系
を検討した。 
 
(2) PAF-AH2 KOマウスを用いた「生理活性を
持つ酸化脂肪酸」の機能解明 

①PAFAH2 KOマウスの表現型解析 
PAFAH2 の生理機能を明らかにするために、
PAFAH2 KOマウスの表現型を探索した。 

①PAFAH2の培養細胞を用いた機能解析 
PAFAH2 KO マウスの表現型を再現する培養細
胞モデルの構築と脂質解析を行った。 



 

 

４．研究成果 
 
(1) PAFAH2による「生理活性を持つ酸化脂肪
酸」の産生機構の解析 

①PAFAH2結合因子の探索 
 PAFAH2は 40kDaの単量体酵素であり、これ
までに他のタンパク質との相互作用は全く
知られていない。PAFAH2の作用機構解明の手
がかりとして PAFAH2 と相互作用するタンパ
ク質の同定を試みた。Flag タグを付加した
PAFAH2 を 293 細胞に発現させ、Flag タグに
よる免疫沈降を行い、共沈降物を LC-MS/MS
により網羅的に解析した。その結果、PAFAH2
と相互作用する 17のタンパク質を同定した。
その中には抗酸化作用をもつタンパク質で
ある PRDX2 や脂質結合蛋白質である SCP2 な
どが含まれており、これらのタンパク質と協
調して PAFAH2 が機能していることが考えら
れた。 

②PAFAH2 の活性制御機構の解析 
 PAFAH2 は酸化によって失活しやすい特性
を持つことが PAFAH2 の精製過程で明らかと
なっていた。タンパク質中のシステイン残基
は酸化により修飾を受けることが知られて
いることから、PAFAH2中のシステイン残基が
酸化により修飾を受け、活性に影響を与えて
いることが考えられた。そこで、PAFAH2の活
性に影響を与えるシステイン残基の同定を
試みた。 
 まず、PAFAH2 を過剰発現させた HeLa 細胞
を酵素源とし、その PAF分解活性（PAF-AH活
性）に対するシステイン修飾試薬 DTNB
（5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)）
の効果を調べたところ、DTNB 存在下では
PAF-AH活性の著しい低下がみられた（図１）。 
  

 そこで、種間で高度に保存されている
PAFAH2の8個のシステイン残基をセリン残基
に置換した変異型 PAFAH2 を作成し、それら
の DTNB 感受性を調べた。その結果、83 番目
のシステイン残基をセリン残基に置換した
PAFAH2-C83SのみでDTNBに対する感受性が解
除された。また興味深いことに、PAFAH2-C83S
は野生型 PAFAH2 と同等の活性を示した（図
１）。すなわち、PAFAH2の 83番目のシステイ
ン残基は PAFAH2の活性には必須ではないが、
修飾されることにより PAFAH2 の活性を制御
しうることが明らかとなった。 
 またリコンビナント PAFAH2 を過酸化水素
とインキュベーションすることによりシス
テインの酸化を誘導しても、PAFAH2の活性に
は影響を与えなかった。一方、酸化型グルタ
チオンは DTNBと同様に PAFAH2の活性を抑制
することが分かった。これらのことから、
PAFAH2 の 83 番目のシステイン残基に比較的
嵩高い分子が結合することが、PAFAH2の活性
抑制を引き起こすことが示唆された。 

③PAFAH2 の刺激依存的な膜移行を検出する
実験系の確立 
 PAFAH2 は細胞質と細胞膜の両方に存在し
ており、酸化ストレスなどの刺激により、膜
移行することが明らかとなっている。これま
での膜移行の評価は細胞分画による生化学
的な手法であったため、PAFAH2の刺激依存的
な膜移行を担うドメインやアミノ酸などを
解析するには不向きであった。そこで、細胞
染色で膜移行を評価できる実験系を検討し
た。その結果、サポニンにより膜透過処理を
行った後に固定し、細胞染色を行うことによ
り、細胞質に存在する PAFAH2 を除き、膜に

【図 1】PAFAH2 の DTNB感受性を担う Cys残基の同定 

PAFAH2 を過剰発現した HeLa細胞を酵素源とし、

PAFAH2 の活性を[3H]PAFの分解活性により評価した。 

【図 2】PAFAH2 膜移行の細胞染色による検出 

A, PAFAH2の膜移行を示した細胞の割合。B, 膜透過後固

定による染色法により検出された PAFAH2の細胞内局在。 
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局在している PAFAH2 を検出することに成功
した。 
 上記の染色法と通常の染色法（固定後に膜
透過）を用いて、PAFAH2が膜局在を示した細
胞の割合を評価したところ、酸化ストレス刺
激（t-BuOOH処理）により PAFAH2が膜局在を
示した細胞の割合の増加がみられた。さらに
この増加が PAFAH2 の N 末端のミリスチン酸
修飾が起こらない G2A変異体ではみられなか
った（図２A）。また、膜局在を示した PAFAH2
は小胞体局在タンパク質であるカルネキシ
ンと一部共局在し、小胞体様の局在を示した
（図２B）。 
 このように、PAFAH2の刺激依存的な膜移行
を細胞染色により検出する実験系を確立す
ることができた。この系を用いることで、
PAFAH2 の刺激依存的な膜移行を担うドメイ
ンやアミノ酸などが同定でき、PAFAH2の活性
化の詳細なメカニズムが明らかになると期
待される。 
 
(2) PAF-AH2 KOマウスを用いた「生理活性を
持つ酸化脂肪酸」の機能解明 

①PAFAH2 KOマウスの表現型解析 
 PAFAH2 は主に上皮細胞に発現しているこ
とを見出している。PAFAH2のマウスにおける
発現をさらに詳しく調べた結果、マスト細胞
に高く発現がしていることを見出した。そこ
で、マスト細胞における PAFAH2 の機能を調
べるために、即時型アレルギー反応のモデル
である皮膚受動アナフィラキシー(PCA)反応
を行った。その結果、PAFAH2 KOマウスでは
PCA による耳介への色素漏出、耳介の肥厚の
顕著な抑制がみられ、即時型アレルギー反応
が抑制されていることがあきらかとなった
（図 3）。耳介のマスト細胞の組織切片を観察
したところ、 PAFAH2 KO マウスのマスト細
胞数は野生型マウスと同等であったが、PCA
反応時に脱顆粒しているマスト細胞の割合
が KO で顕著に抑制されていた。これらの結
果から、PAFAH2はマスト細胞に発現しており、
マスト細胞の脱顆粒反応に重要な役割をし
ていることが示唆された。 

②PAFAH2の培養細胞を用いた機能解析 
 培養細胞において、PAFAH2 KO マウスの表
現型が再現できるか、骨髄由来培養マスト細
胞（BMMC）を用いた解析を行った。野生型マ
ウス、PAFAH2 KOマウスの BMMCを調製し、IgE-
抗原依存的な脱顆粒反応をβ-ヘキソサミニ
ダーゼの放出により評価したところ、PAFAH2 
KO マウス由来の BMMC では野生型マウス由来
のBMMCに比べIgE-抗原依存的なβ-ヘキソサ
ミニダーゼの放出が減弱していることが明
らかになった。すなわち、培養マスト細胞に
おいても、脱顆粒反応における PAFAH2 の機
能が再現できた。そこで、IgE-抗原刺激した

BMMCから酸化脂肪酸を抽出し、網羅的なメタ
ボローム解析を行うことで、PAFAH2依存的に
産生される酸化脂肪酸の探索を行った。現在、 
野生型 BMMC と KO BMMC で差がある酸化脂肪
酸の絞り込みとそれらの酸化脂肪酸の IgE-
抗原刺激依存的な脱顆粒反応における効果
を検討している。 
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