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研究成果の概要（和文）：可溶性エポキシド加水分解酵素(sEH)の基質であるアラキドン酸やDHAのエポキシ体
は、糖尿病モデルラットにおいて抗酸化因子を増加させる作用や、また新たな生理作用としてTRPV4を介した神
経細胞への突起伸長促進作用などを持つことを見出した。これらのエポキシ体の作用はsEH阻害剤によって増強
された。糖尿病モデルマウスではsEH発現量は転写レベルで減少しており、その機構として酸化ストレス下にお
いてSp1の核内移行が促進され、転写を正に制御するAP2αと競合してsEH遺伝子上流に結合することで転写を負
に制御していること、さらにNF-κBもsEH遺伝子発現を負に制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that substrates of soluble epoxide hydrolase (sEH), 
arachidonic acid- or DHA-epoxides, have physiological actions such as regulation of anti-oxidant 
gene expression in diabetic rat, and promotion of neurite outgrowth of rat fetal hippocampus via 
TRPV4 channel. These actions of epoxides were augmented by sEH inhibitor. We found that sEH 
transcriptional levels were suppressed in diabetes. Diabetes-induced oxidative stress promoted 
nuclear translocation of transcriptional factor, Sp1, and it negatively regulated sEH gene 
expression by binding to upstream of sEH gene via competition with the binding of AP2α. NF-κB was 
also involved in the suppression of sEH gene expression. 

研究分野：ストレス応答　脂質代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、サプリメントとしても販売されているアラキドン酸やDHAなどの不飽和脂肪酸は、生活習慣病の予防や脳
機能増進に効果的であると期待されているが、その作用機序は十分には明らかとなっていない。本研究では
CYP2Cにより産生されるこれらのエポキシ体が様々な作用を持つことを明らかにし、sEH阻害剤がその作用を増強
できることを見出した。sEH阻害剤は、現在アラキドン酸エポキシドの抗炎症作用を増大させるとして慢性閉塞
肺疾患の薬として臨床試験の段階まで開発が進んでおり、特に本研究で新たに見出したエポキシ体の神経細胞へ
の作用は今後脳機能への作用を解明することで、sEH阻害剤の有効性が広がると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
不飽和脂肪酸は様々な生理作用が期待されており、特にアラキドン酸やドコサヘキサエン酸
(DHA)は糖尿病などの生活習慣病や神経変性疾患に対する効果が期待され、サプリメントとして
の販売も行われている。これら不飽和脂肪酸については直接的な効果も報告されているが、生
体内における代謝産物の作用が重要ではないかと考えられている。我々はこれまで不飽和脂肪
酸のチトクローム P450(P450)による代謝物の作用に着目してきた。この代謝系は、シクロオキ
シゲナーゼやリポキシゲナーゼによる代謝経路に次ぐ第 3の経路として知られているが、その
代謝産物の生理活性はまだ不明な部分が多い。アラキドン酸は、P450 によって水酸化体とエポ
キシ体が生成されるが、特にエポキシ体であるエポキシエイコサトリエン酸(EET)は、血圧低下
作用や抗炎症作用などを持ち、生活習慣病などの疾患において有効ではないかと期待されてい
る。またω-3 不飽和脂肪酸である DHA や EPA も P450 によってエポキシ体が産生されることが
明らかとなっているが、その生理作用はまだ十分には明らかとなっていない。これらのエポキ
シ体は、可溶性エポキシド加水分解酵素(sEH)によって迅速に、そのジオール体へと代謝される。
sEH は薬物代謝酵素として知られていたが、生体内においてこれらの不飽和脂肪酸の代謝に関
わることが明らかとなり、その生理機能解析の重要性が高まっている。さらに、我々は、sEH
が生体内の脂質メディエーターであるリゾホスファチジン酸(LPA)を脱リン酸化する活性をエ
ポキシド加水分解活性とは独立して有することを見出している。このように sEH の活性や発現
量は不飽和脂肪酸エポキシドや LPA の生理活性制御に重要であり、これまでに sEH 発現が糖尿
病など酸化ストレスにより抑制されることを見出した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、sEH がアラキドン酸や DHA などのエポキシ体や LPA の作用を介して、糖尿病など
の生活習慣病にどのように関わっているかを明らかにすることを目的とした。まずアラキドン
酸や DHA のエポキシ体の合成に関わる P450 について、どの P450 分子種がアラキドン酸や DHA
のどのエポキシ体を効率的に産生するのかについて検討した。またこれらのエポキシ体の糖尿
病における作用や、新たな生理活性の探索を神経細胞を用いて行った。また sEH 発現量が酸化
ストレスによりどのように調節されているかを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
アラキドン酸や DHA の代謝活性については、12 種類の精製ラット P450 タンパク質を用いて質
量分析装置である UPLC(Waters)-NanoFlontier LD (Hitachi)により解析した。また sEH の糖尿
病における機能解析においては、Ⅱ型糖尿病モデルラットである Goto-Kakizaki(GK)ラット７
週齢雄において、DHA(10mg/kg/day)、または DHA と sEH の阻害剤である TPPU (0.3mg/kg/day)
を共に摂取させることで検討した。 
 
４．研究成果 
(1)P450 によるアラキドン酸及び DHA のエポキシ体の生成の検討 
アラキドン酸は P450 により水酸化体及びエポキシ体へと変換される。そこでまず、どの P450
分子種によりどの水酸化体(HETE)、エポキシ体(EET)が産生されるかを明らかにするため、12
種類のラット P450 を用いてアラキドン酸の反応代謝物を LC-MS を用いて定量した。その結果、
CYP1A2、2A1、2B1、2C11、2C13、2C23、2E1、4A2 及び 4F1 は効率的に HETEs 及び EETs を産生
した。CYP1A2 は 5-, 9-,11-,12-,15-, 16-, 18-, 19-HETE を産生したが、特に 16-HETE を多く
産生した。また CYP2A1、2B1、2C13、2C23 は 5-, 8-, 9-, 11-, 12-, 15-,16-HETE の産生に関
わり、特に CYP2C13 は 16-HETE を多く産生した。また CYP2C23 及び 2E1 は効率的にω-1水酸
化体である 19-HETE を産生した。一方で CYP4A2 及び 4F1 は脂肪酸のω-水酸化酵素として知ら
れているが、ω-水酸化体である 20-HETE の産生に加えて CYP4A2 は 5- and 15- HETE、CYP4F1 も
その他のHETEの産生にも関与することが示された。一方でEETの産生においては、 CYP1A1, 1A2, 
2A1, 2B1, 2C11, 2C13, 2C23, 2D1 は４種類の EET 産生に関わり、特に CYP2C13 は 14, 15-EET
を、また 11,12-EET は CYP2C23 を効率的に産生することが示された。また DHA の P450 代謝物
についてもアラキドン酸と同様に LC-MS を用いて同定した。 
 
(2)sEH の糖尿病における役割の検討 
ドコサヘキサエン酸(DHA)などのω-3 不飽和脂肪酸の摂取は、肥満レベルの低下や、血圧を抑
制することで糖尿病の予防に有効であるとされている。また近年では、糖尿病は、アルツハイ
マー病やパーキンソン病などの神経変性疾患の発症リスクを増加させることが示されており、
DHA がこれらの疾患の予防や症状の緩和に重要であるとの報告もある。しかしその作用機序は
不明な点が多い。本研究ではこれら DHA の作用について、DHA エポキシ体の作用が重要ではな
いかと考え、糖尿病モデルラットを用いて sEH 阻害剤と DHA を併用して投与することでその効
果を検討した。GKラット７週齢雄において、DHA、または DHA と sEH の阻害剤である TPPU を共
に摂取させ 13週齢まで各週の体重及び血糖値を測定した。またグルコース負荷試験による血糖
値やインスリン量の変化を定量した。その結果、DHA 投与群では DHA 投与期間が長くなるほど、
非投与群に比べて、体重増加の割合が抑制された。また空腹時血糖値は、DHA 投与群で非投与
群に比べて減少していた。しかしこれらの効果について、sEH 阻害剤との併用による有意な効



果は見られなかった。従って、これらの作用について DHA の関与は示唆されるが、DHA エポキ
シ体は関与しない可能性がある。またグルコース負荷試験においては、Wistar ラットに比べて
GK ラットではグルコース負荷後の血糖値の顕著な上昇がみられたが、DHA 及び sEH 阻害剤の顕
著な効果は見られなかった。一方、13 週齢における GK ラットの脳における酸化ストレス応答
因子 Nrf2 の発現量は Wistar ラットに比べて減少しており、GKラットに DHA 及び sEH 阻害剤を
併用して摂取させた群においては、Nrf2発現量は非投与群のGKラットに比べて増加していた。
また脳内の炎症性サイトカイン IL-1βの mRNA 量が、GK ラットでは Wistar ラットに比べて増加
しており、この増加は DHA 及び sEH 阻害剤の摂取により抑制される傾向がみられた。Nrf2 は酸
化ストレスや炎症を抑制することで神経細胞の保護作用を示し、Nrf2 活性化は神経障害疾患に
も有効であるとの報告がある。DHA エポキシドの合成に重要な CYP2C23 の発現も脳で確認でき
たことから、DHA エポキシ体は、脳において Nrf2 を増加させる作用が示唆され、今後そのメカ
ニズム解明と、実際に糖尿病における脳機能への影響を検討したい。 
 
(3) sEH の EET 代謝を介した神経細胞における機能解析 
本研究ではアラキドン酸、及びその P450
代謝物の神経細胞における作用を検討す
るため、神経細胞のモデルとしてラット副
腎髄質由来褐色細胞種である PC12 細胞を
用いた。アラキドン酸はこれまで神経細胞
の増殖やシナプス形成に関わることが報
告されており、本研究の結果においてもア
ラキドン酸は神経成長因子(NGF)によって
誘導される細胞の突起伸長形成を促進す
ることが示された（図 1A）。またアラキド
ン酸のエポキシ体である 11,12-EET 及び
14,15-EET も突起伸長を促進し、14,15-EET
は濃度 100 nM において同濃度のアラキド
ン酸の効果よりも強い突起伸長促進作用
を持つことが示された（図 1A）。一方で EET
の加水分解産物である DHET はこれらの作
用を示さなかった。またアラキドン酸の水酸化体である 19-HETE 及び 20-HETE も突起伸長作用
を示し、特に 20-HETE は 14,15-EET と同等の効果を示した（図 1D）。これらの負飽和脂肪酸酸
化体の作用は NGF 非存在下では確認されなかった。これらの結果は、神経細胞の突起伸長にお
いてアラキドン酸よりもその酸化体の方が強い促進作用を持つことを示している。 
次に PC12 細胞の突起伸長を強く促進する
14,15-EET及び 20-HETE産生に関与するP450が実
際に PC12 細胞に発現しているかを検討した。その
結果、PC12 細胞には 14,15-EET 産生に関与する
CYP2C11、2C13、及び 2C23 が発現していることが
示され、一方で 20-HETE 産生に関与する CYP4A2
の発現は見られなかった(図 2A)。そこで CYP2C の
活性を低濃度で阻害するケトコナゾールを PC12
細胞に添加したところ、アラキドン酸による細胞
の突起伸長促進作用が抑制されることが示された
(図 2B)。ケトコナゾールにより実際に CYP2C11、
2C13、2C23 による 14,15-EET 産生が阻害されてい
ることは LC-MS を用いて確認した(図 2D-F)。また
EET の加水分解酵素である可溶性エポキシド加水
分 解 酵 素 (sEH) の 阻 害 剤 で あ る N,N ′
-dicyclohexylurea (DCU)は細胞の突起伸長を促進させることが示された(図 2C)。これらの結
果より、アラキドン酸による突起伸長促進作用において 14,15-EET を産生する P450 活性が重要
であることが示された。 
EET の特異的な受容体はまだ同定されていないが、14,15-EET は血管内皮細胞においてカチオン
イオンチャネルである TRPV1 及び TRPV4 を活性化
することが報告されている。TRPV4 は、脊髄性筋
萎縮症などの遺伝性神経障害患者において TRPV4
のミスセンス変異が明らかになっており、神経細
胞の正常な機能に重要であることが報告されてい
る。実際に PC12 細胞に TRPV4 が発現しており、
TRPV4 の活性化は神経突起形成を促進することも
報告されている。そこで、14,15-EET による突起
伸長促進作用における TRP の関与を検討した。そ
の結果、TRP の非選択的阻害剤であるルテニウム

 

 

 



レッドは、14,15-EET における突起伸長促進を抑制した（図 3A）。さらに TRPV1 の阻害剤である
カプサゼピンは 14,15-EET の作用に影響を与えない一方で、TRPV4 の阻害剤 HC069049 は
14,15-EET の作用を抑制した（図 3B）。また蛍光試薬である Fura-2AM を用いて TRPV4 を介した
細胞内カルシウムイオンの流入を測定した結果、14,15-EET は PC12 細胞のカルシウムイオンの
流入を促進することが明らかとなり（図 4A）、これらの作用もルテニウムレッドや HC069049 に
よって抑制された（図 4B、C）。従って 14,15-EET は TRPV4 を介して細胞内カルシウム濃度を上
昇させることで PC12 細胞の突起伸長促進作用を示していることが示唆された。またこれらの作
用は、ラット海馬由来の神経細胞においても同様の効果が見られ、14,15-EET により軸索伸長
の促進や TRPV4 を介したカルシウムイオンの流入が見られた（図 5）。 

 
 
 
 
 
(4)sEH の酸化ストレスによる発現抑制機構の検討 
sEH の発現量は、様々な病態によって変化することが報告されているが、その発現調節機構は
明らかとなっていない。我々はこれまでに糖尿病モデルマウスの血管や腎臓において sEH の発
現量が減少することを見出しており、この減少は高グルコースに起因する酸化ストレスによる
ものであることを明らかにしている。sEH の遺伝子上流には多数の Sp1 認識配列があり、通常
Sp1 は転写促進に働くが、sEH 遺伝子上流においては、Sp1 が結合することで sEH 遺伝子発現を
抑制していることを、レポーターアッセイを用いて明らかにした。その機構として、Sp1 認識
配列に結合し転写促進に働く AP2αの結合と競合するためであることを ChIP アッセイ及び DNA 
affinity precipitation アッセイにより明らかにした。さらに sEH 遺伝子上流には NF-κB 結
合配列もいくつか存在しており、NF-κB 不活性化剤や p65 の過剰発現によりレポーターアッセ
イを用いて検討した結果、NF-κB は sEH 遺伝子発現を負に制御していることを明らかにした。
また様々な長さのsEH遺伝子上流域を用いることによりNF-κBによる制御に重要な領域を決定
した。これらの結果より、Sp1 は酸化ストレスにより核内移行が促進されることを明らかにし
ており、NF-κBも酸化ストレスにより活性化される因子であることから、酸化ストレスによる
sEH 発現低下は、これらの因子を介した制御であることが示唆された。 
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