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研究成果の概要（和文）：抱合型代謝酵素である硫酸転移酵素とグルタチオン転移酵素に着目し、腸管における
シクロペンテノン型プロスタグランジン代謝の役割を調査した。その結果、プロスタグランジン抱合代謝物は、
炎症や癌に関わるプロスタグランジン受容体を負に制御し、炎症性サイトカインの発現を抑制することが明らか
になった。マウスを用いた結果でも、炎症性サイトカイン発現抑制作用が確認され、プロスタグランジン抱合代
謝酵素の腸管炎症抑制機能が明らかとなった。さらに、抱合酵素はプロスタグランジンの過酸化代謝物のアポト
ーシス作用を制御することで、絨毛の調節を行っていることも示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the physiological role of the metabolism of 
cyclopentenone-prostaglandin, mediated by prostaglandin-conjugating enzymes, sulfotransferase and 
glutathione transferase, in the intestinal tract. As a result, the prostaglandin metabolites 
negatively regulated the prostaglandin receptors involved in inflammation and cancer and suppressed 
the expression of inflammatory cytokines. In addition, the effects of prostaglandin-conjugating 
enzymes knockdown on the inflammatory cytokine expression was confirmed by in vivo knockdown 
experiments, implying that prostaglandin-conjugating enzymes may play a role in the regulating the 
intestinal immune system. Furthermore, this study suggested that the conjugation enzymes regulate 
the homeostasis of villi by controlling the apoptotic action of prostaglandin peroxide metabolites.

研究分野： 応用生物化学

キーワード： プロスタグランジン　α,β-不飽和カルボニル　腸　硫酸化　グルタチオン化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腸は食事を始めとした様々な刺激に対応する免疫機構を有している。プロスタグランジンは絨毛や腸管免疫をコ
ントロールする重要な分子である。本研究成果により、硫酸化とグルタチオン化によるプロスタグランジン抱合
代謝が炎症を抑える新たな機構を見出すことが出来た。腸は炎症疾患や癌が起こりやすい臓器であるため、プロ
スタグランジン抱合代謝物を有効に利用することで、腸の炎症性疾患の改善に期待ができるだけでなく、その他
の炎症性疾患の改善に繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

硫酸化は、ステロイドや甲状腺ホルモンなどの生理活性分子の活性制御を担う

代謝反応である。この反応は、硫酸転移酵素基質によって触媒され、ヒドロキシ基

とアミノ基に硫酸基を転移する反応であることが知られていた。申請代表者は、世界で初

めて、ヒドロキシ基でもアミノ基でもない、第三の標的官能基として、不飽和カルボニル

基を見出した。この新たな酵素反応を特異的に触媒する酵素を詳細に解析した結果、内因性基質

として、シクロペンテノン型プロスタグランジンを同定した。そこで、若手研究で

は、プロスタグランジン硫酸化の反応機構を理解すべく、反応産物の構造や酵素の立体構造を明

らかにし、不飽和カルボニル硫酸化の反応機構を提唱するに至った。プロスタグランジン硫

酸化の機能を明らかにすべく、シクロペンテノン型プロスタグランジンの一つ、15d-PGJ2 の硫

酸体を調製し、プロスタグランジン I2 受容体に対するアンタゴニスト作用があることを明らか

にした。更なる解析の結果、プロスタグランジン硫酸転移酵素は腸の絨毛上皮細胞に特異的に発

現していることから、腸管におけるプロスタグランジンの機能を制御する生理機能が想定され

た。免疫や炎症など様々な生理機能を有するプロスタグランジンは腸の絨毛形成や腸管免疫に

も重要な役割を果たしている。プロスタグランジンは、非酵素的にシクロペンテノン型へと代謝

され、さらに、グルタチオン化による代謝を受ける。シクロペンテノン型プロスタグランジンは、

抗炎症作用や細胞増殖抑制作用をもつため、その代謝はプロスタグランジンの腸内生理機能の

制御に重要であると考えられる。しかし、腸におけるシクロペンテノン型プロスタグランジン代

謝の機能は分かっていなかった。 

 

２．研究の目的 

不飽和カルボニルを標的とするプロスタグランジン硫酸転移酵素は小腸に強く発現するこ

とから、シクロペンテノン型プロスタグランジンの代謝は腸の生理機能維持に重要な役割を果

していると考えられる。また、シクロペンタノン型プロスタグランジンはグルタチオン化による

代謝も受けることから、硫酸化とグルタチオン化を統合して研究する必要がある。そこで、本研

究は腸絨毛形成と腸管免疫におけるプロスタグランジン代謝の生理機能を明らかにすることを

目的とした。 

 

３．研究の方法 

(機能解析 1) 腸絨毛形成に対するプロスタグランジン代謝の機能解明 

小腸上皮細胞に対するシクロペンテノン型プロスタグランジンのアポトーシス作用およびプロ

スタグランジン代謝酵素によるアポトーシス抑制作用を検討した。初めに、プロスタグランジン

代謝物の中でアポトーシス効果の高い代謝物を検討し、硫酸転移酵素とグルタチオン酵素を発

現させた細胞を用いて、代謝酵素によるアポトーシス制御作用を検討した。その後、代謝酵素ノ

ックダウンマウスを用いて、腸管プロスタグランジン代謝低下がもたらす小腸絨毛形態への影

響をマーカー遺伝子の発現解析にて評価した。 

(機能解析 2) 腸管におけるプロスタグランジン代謝解析 

LC-MS を用いた質量分析によるプロスタグランジンの代謝解析を行うため、3 種類のシクロペ

ンテノン型プロスタグランジン(15d-PGJ2、d12-PGJ2、PGA2)の硫酸体を用いて、前処理方法(固

相抽出方法)と質量分析条件の最適化を行った。その後、マウス小腸から抽出したプロスタグラ

ンジンを LC-MS にて解析した。 

(機能解析 3) 腸管免疫に対するプロスタグランジン代謝の機能解明 

プロスタグランジン A2 の代謝体 (硫酸体・グルタチオン体)を作成し、プロスタグランジン受容

体に対する作用解析を行った。次に、免疫細胞を用いた炎症性サイトカイン発現に対する作用を

解析した。さらに、8 週齢の BALB/Cマウス(雄)を用いて siRNA・ノックダウン試薬・投与方法・

投与期間の条件を検討後、代謝酵素の発現をノックダウンさせ、腸管プロスタグランジン代謝低

下がもたらす腸管免疫への影響を遺伝子およびタンパク質発現レベルで解析した。 

 
４．研究成果 

(機能解析 1) 腸絨毛形成に対するプロスタグランジン代謝の機能解明 
アポトーシス作用を示すシクロペンテノン型プロスタグランジンの他、その過酸化代謝産
物である脂質アルデヒド(4-ヒドロキシノネナール(4-HNE)、4-オキソノネナール(4-ONE)の
アポトーシス作用を比較した結果、シクロペンテノン型プロスタグランジンには殆どアポ
トーシス作用を示さず、脂質アルデヒドの方が強いアポトーシス作用を示した。そこで、脂
質アルデヒドの硫酸化を検討した結果、4-ヒドロキシノネナール・4-オキソノネナール共に



グルタチオン抱合だけでなく、硫酸抱合を受けることが明らかになった(図 1:左図)。さらに、
硫酸化とグルタチオン化によるアポトーシス作用を解析するため、硫酸転移酵素とグルタ
チオン転移酵素を発現させた細胞を用いて解析
した結果、4-オキソノネナール(4-ONE)によるア
ポトーシス作用が硫酸転移酵素発現によって、
妨げられることが明らかとなった(図 1:右図)。
この結果から、プロスタグランジン代謝物の中
でも、過酸化型の代謝物である脂質アルデヒド：
4-オキソノネナールと硫酸転移酵素による柔毛
細胞の脱離制御機構が想定された。そこで、こ
の酵素の遺伝子発現ノックダウンを行い、腸柔
毛形態に関わるマーカー遺伝子発現(villin, a-

catenin, claudin-3)の発現を解析したが、有意な発
現変動は見られなかった。腸の絨毛形態への機
能は更なる解析が必要である。 

 

(機能解析 2) 腸管におけるプロスタグランジン代謝解析 
PGE2, PGD2, シクロペンテノン型プロスタグランジン(PGA2, d12-PGJ2, 15d-PGJ2), PGA2, 

d12-PGJ2, 15d-PGJ2 の硫酸体・グルタチオン体をマウス小腸から検出し、解析するため、固
相抽出を用いた前処理法を検討し、HLB Prime を用いた方法が最適であった。次に、Q-

Exactiveによる逆相カラム(溶出液：酢酸アンモニウメタノール)を用いた negative ionによる
解析条件(retention time と m/z (MS/MS フラグメンテーション)による PRM 法)を確立した。
次に、マウス 12指腸と空腸をメタノール溶液でホモジナイズ後、固相抽出に供し、LC-MS

解析を行った。その結果、PGE2・PGD2, PGA2・d12-PGJ2が存在量が多く検出されたが, 15d-

PGJ2の存在量は微量なものであった。抱合体に関しては、12指腸において、微量の PGA2・
d12-PGJ2 の硫酸体が検出された。このことから、小腸において多くのプロスタグランジン
が存在し、硫酸化を始めとした代謝が起きていることが明らかになった。更なる解析を行う
ことで、硫酸体とグルタチオン体、その他のプロスタグランジン代謝物の変動が明らかにな
るものと考えられる。 

 

(機能解析 3) 腸管免疫に対するプロスタグランジン代謝の機能解明 
プロスタグランジン A2 硫酸体・グルタチオン体を純度 95%以上で 1-2 mg 程度、酵素的に
合成することに成功した。この代謝物を用いてプロスタグランジン受容体(DP1, EP1, EP2, 
EP3, EP4, IP, FP)に対するアゴニスト・アンタゴニスト活性を解析した結果、EP2に対するア
ンタゴニスト活性と EP4に対するインバースアゴニスト活性が確認された。更に、THP-1細
胞を用いたサイトカイン発現解析を行った結果、硫酸体は PGE2 や PGA2 とは異なり、IL-

6, IL-8, TNFa の発現を制御することが明らかとなった(図 2)。また、PGE2/PGA2 では、IL-1b, 

IL-10, Cox-2の発現上昇が確認されたが、硫酸体並びにグルタチオン体では発現上昇作用が
認められなかったことから、硫酸化とグルタチオン化は PGE2/PGA2 によるサイトカイン発
現誘導作用をキャンセル機能があることも想定された。次に、マウス小腸におけるプロスタ
グランジン硫酸転移酵素とグルタチオン転移酵素の in vivo ノックダウン実験を実施し、投
与方法、投与試薬、投与期間を検討し、Ambion in vivo siRNAを AteloGene®を用いて腹腔内投

与後 2-4 日間での影響を解析する方法を確立し

た。この方法では最大 30-40%程度のノックダウ

ン効率が見込まれた。これ以上の発現抑制は認

められなかったことから、更なる影響の解析は

遺伝子ノックアウト実験が必要になることが想

定された。代謝酵素ノックダウンマウスから小

腸を取り出し、サイトカイン発現への影響を解

析した結果、IL-1b や IL-10 の発現への影響は確

認できなかったが、ノックダウンマウスにおい

て、Tnf-a, IL-6, Cox2 の発現上昇が確認された(図

2)。以上の結果から、腸におけるシクロペンタノ

ン型プロスタグランジン代謝は炎症を抑える機

能を有することが想定された。 
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