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研究成果の概要（和文）：本研究では、膠原病モデルマウスを用いて、炎症病態形成に関連し得る新たな脂質メ
ディエーターの同定を目的とした。SLEモデルマウスをLC-MSを用いて解析した結果、同マウスではパルミトイル
エタノールアミド(PEA)やオレオイルエタノールアミド(OEA)の血中及び脾臓内の濃度が野生型マウスに比べて低
値であることが判明した。また、PEAやOEAは、SLEの病態形成に重要なTLR9刺激による樹状細胞やB細胞からの炎
症性サイトカインの産生を抑制した。さらに、同抑制作用はマウスを用いた個体レベルでも認められた。今後、
PEAやOEAの病態形成への関与やSLEに対する治療効果の検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to identify novel lipid mediators which might be 
associated with inflammation in model mice for collagen vascular diseases. We measured lipid 
mediators in MRL/lpr mice (lupus model mice) and MRL/MpJ mice (wild type mice) using LC-MS and 
revealed that PEA and OEA levels were decreased in serum and spleen in MRL/lpr mice compared to 
MRL/MpJ mice. PEA and OEA inhibited TLR9-mediated production of pro-inflammatory cytokines in bone 
marrow-derived dendritic cells and B cells in vitro. Moreover, PEA and OEA reduced IL-6 production 
in mice injected with CpG and D-galactosamine. Further researches are needed to clarify whether PEA 
and OEA could be potential therapeutic candidates to modulate inflammation in SLE.

研究分野： 膠原病

キーワード： 脂質メディエーター　SLE　パルミトイルエタノールアミド　オレオイルエタノールアミド　炎症性サイ
トカイン　Toll様受容体9
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１． 研究開始当初の背景 
 
近年、体内に微量に存在する脂質メディエ

ーターと炎症との関連が注目されており、脂
質メディエーターの新たな機能を解明する
ことにより、膠原病をはじめとする炎症性疾
患の治療への応用が期待されている。 
我々の研究室では、Toll 様受容体(TLR)の

シグナル伝達に重要な TRAF6 が T細胞で特異
的に欠損したマウス（TRAF6-ΔT マウス）の
解析から、同マウスでは T細胞は自然に活性
化し、膠原病様の全身性慢性炎症を引き起こ
すことを明らかにしてきた。しかし、これま
で TRAF6 を欠損した T細胞が自然に活性化す
る分子機序は不明であった。そこで、本研究
において、T 細胞の活性化を生じる機序に、
脂質メディエーターが関与しているか検討
することとした。 
さらに、他の膠原病モデルマウスにおける

病態形成に関しても、脂質メディエーターが
関与している可能性について、液体クロマト
グラフ・質量分析計(LC-MS)などを用いて解
析することを目的とし、本研究を遂行するこ
ととした。 
 
 
２．研究の目的 
 
膠原病モデルマウスを用いて、炎症病態の発
生に寄与する新たな脂質メディエーターの
機能を解明し、膠原病に対する新たな治療標
的分子としての可能性を探る 
 
 
３．研究の方法 
 
【1】 TRAF6-ΔT マウスを用いた、T 細胞活
性化や全身性炎症性疾患に関与する脂質メ
ディエーターの機能解析 
 
① TRAF6 欠損 T 細胞の自然活性化において、
スフィンゴシン 1 リン酸(S1P)シグナルが関
与しているか検討する 
 
TRAF6 欠損 T 細胞の活性化及び TRAF6-ΔT

マウスにおける全身性慢性炎症に関連する
脂質メディエーターの候補として、本研究で
はリンパ球遊走の制御に関与するなど多彩
な機能を有するスフィンゴ脂質由来のスフ
ィンゴシン 1リン酸（S1P）を挙げた。 
S1PはT細胞のPI3K-Akt経路を活性化する

ことで制御性T細胞の活性化と分化を抑制し
ていることや、S1P1 受容体を T細胞で過剰に
発現したトランスジェニックマウスにおい
てTh2応答が亢進するといった過去の報告が
あり、これらの S1P に関する作用は TRAF6 欠
損 T細胞でみられる特徴と類似していたこと
から、本研究では S1P に着目した。 
我々のウエスタンブロット法を用いた予

備検討では、S1P 刺激を受けた TRAF6 欠損 T

細胞ではリン酸化 Akt は増強していた。そこ
で、TRAF6-ΔT マウスに対して、S1P 受容体
の機能的アンタゴニストである FTY720（フィ
ンゴリモド）を全身投与し、全身性炎症性疾
患の改善がみられるか検討した。 
 
② TRAF6-ΔTマウスの炎症に関与するS1P以
外の分子を同定する 
 
S1P 以外に TRAF6-ΔT マウスの炎症に関与

する分子を同定するため、同マウスと野生型
マウスの血中代謝産物をキャピラリー電気
泳動-質量分析計（CE-MS）を用いて網羅的に
解析した（HMT 社に外部委託）。その結果着目
された分子について、炎症との関連性を免疫
担当細胞を用いた実験を行い検討した。 
 
【2】全身性エリテマトーデス（SLE）モデル
マウス（MRL/lpr マウス）の病態形成に寄与
する脂質メディエーターを同定する 
 
① SLE モデルマウスの体内において、野生型
マウスと比較して有意に高値、あるいは低値
となっている脂質メディエーターを同定す
る 
 
膠原病のひとつである全身性エリテマト

ーデス（SLE）の代表的モデルマウスである
MRL/lprマウスでは、Fas遺伝子異常を有し、
腎炎やリンパ節腫大といったSLEに類似した
炎症を自然発症する。 
本研究では、同マウス及び野生型マウス

（MRL/MpJ マウス）の血液や各臓器中に含ま
れる脂質メディエーター関連代謝物を、液体
クロマトグラフ・質量分析計(LC-MS)にて測
定し、炎症に寄与する脂質メディエーターの
候補分子を絞ることを目指した。 
測定に際しては、脂質メディエーター関連

物質計158成分を同時に測定できるメソッド
プログラム（LC/MS/MS メソッドパッケージ 
脂質メディエーター ver. 2 島津製作所）
を用いて網羅的に一斉解析を行った。 
 
② LC-MS の解析結果から着目した脂質メデ
ィエーター関連物質について、病態形成に及
ぼす影響に関して免疫担当細胞を用いて検
討する 
 
 SLE モデルマウスの体内において、野生型
マウスと比べて有意に高値、あるいは低値を
示した脂質メディエーター関連物質が、SLE
の病態形成に関与しているかどうか、マウス
由来の免疫担当細胞を用いて実験を行った。 
 また、炎症モデルマウスを用いて、同脂質
メディエーター関連物質の生体内における
作用を検討した。 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
【1】TRAF6-ΔT マウスを用いた、T細胞活性
化や全身性炎症性疾患に関与する脂質メデ
ィエーターの機能解析 
 

TRAF6-ΔT マウスに対して、S1P1 受容体の
機能的アンタゴニストであるFTY720を連日、
計 5 か月間にわたり自由飲水にて投与した。
その後、脾臓における T 細胞活性化を FACS
にて解析した結果、T 細胞の自然活性化は抑
制されなかった。また、FTY720 投与によるマ
ウスの全身性炎症性病態の治療効果も認め
なかった。 
以上より、TRAF6 欠損 T 細胞の自然活性化

やTRAF6-ΔTマウスでみられる全身性炎症性
疾患に対するS1Pの関連性を証明することは
できなかった。 

次に、TRAF6-ΔT マウスと野生型マウスの
血清をCE-MSを用いてメタボローム解析を行
ったところ、長鎖アシルカルニチン濃度が
TRAF6-ΔT マウスにおいて高値である可能性
が示唆された。しかし、当大学が所有してい
る LC-MS を用いて TRAF6-ΔTマウスの血中長
鎖アシルカルニチン濃度の測定を行った結
果、ミリストイルカルニチンやパルミトイル
カルニチンといった長鎖アシルカルニチン
の血中濃度は、野生型マウスと TRAF6-ΔT マ
ウスで有意な差はみられず、CE-MS 解析の結
果の再現性を確認することはできなかった。    
また、脾臓由来 naïve T 細胞のヘルパーT

細胞分化における長鎖アシルカルニチンの
影響を検討したが、T 細胞分化への明らかな
影響はみられなかった。 
以上から、TRAF6-ΔT マウスの炎症病態と、

長鎖アシルカルニチンとの関連性は証明で
きなかった。 
 
【2】全身性エリテマトーデス（SLE）モデル
マウス（MRL/lpr マウス）の病態形成に寄与
する脂質メディエーターを同定する 
 
生後約半年が経過したMRL/lprマウス及び

野生型マウス（MRL/MpJ マウス）の脾臓や血
清中に含まれる脂質メディエーター関連代
謝物を、LC-MS を用いて測定した結果、
MRL/lpr マウスの血中及び脾臓では、脂質代
謝物であるパルミトイルエタノールアミド
（PEA）とオレオイルエタノールアミド（OEA）
の濃度が、野生型マウスに比べて有意に低下
していることを見出した（図 1） 
 
そこで、OEA 及び PEA と、SLE との関連性

を探るため、SLE の病態形成に重要な役割を
担うとされる TLR9 刺激（CpG-ODN）に対する
作用を検討した。 
マウス由来のマクロファージ細胞株であ

る Raw 264.7 細胞、マウス骨髄由来樹状細胞、
及び B 細胞に対して、CpG-ODN を添加した際
に産生される IL-6 濃度を測定した。その結

果、PEA や OEA を添加することによって、其々
の細胞が産生する IL-6 濃度は有意に低下す
ることを見出した（図 2）。また、マウス骨髄
由来樹状細胞においては、TLR9 刺激した際の
IL-12、IL-23 の産生も PEA、OEA は有意に抑
制した。 
 
 

 
 

 
 
さらに、マウス骨髄由来樹状細胞において、

TLR9 刺激を加えた際の補助刺激シグナル分
子 CD86 発現レベルは、PEA、OEA 添加により
有意に低下がみられた。 
次に、これらの TLR9 刺激に対する PEA、OEA

の抑制効果が in vivo においてもみられるか、
マウスを用いて検討した。TLR9 刺激である
CpG と、D-ガラクトサミンを野生型マウス
(BALB/c)に腹腔内注射し、その後上昇する血
中 IL-6 濃度を ELISA 法にて測定した。その
結果、OEA や PEA を事前にマウスに投与する
ことによって、CpG と D-ガラクトサミンを投
与した後の血中 IL-6 濃度は有意に低下する
ことを見出した（図 3） 
 



 
 

 
以上より、本研究において SLE モデルマウ

スの血中および脾臓内においては、野生型マ
ウスに比べて PEAや OEA 濃度が有意に低値で
あることに加え、両物質は TLR9 刺激に対し
て細胞レベル及びマウス個体レベルのいず
れにおいても炎症抑制作用を示すことを見
出した。今後、これらの物質の病態形成への
関与や、SLE に対する治療応用に関する研究
の発展が期待される。 
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