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研究成果の概要： ホスホリパーゼA2 (PLA2) はグリセロリン脂質の２位のアシル鎖を加水分
解し、脂肪酸とリゾリン脂質を産生する酵素である。本研究では、多数存在するPLA2のアイソ

ザイムのうち、生体機能が不明瞭であるIII, V, X型sPLA2、iPLA2γについて、各酵素の遺伝子改

変マウスを用い解析し、各酵素が酵素特異的に、精子の受精能、神経突起の伸展、筋肉の維持、

脂肪細胞分化といった生理現象のみならず、肥満・脂肪肝の発症やアレルギー反応の進行とい

った病態に深く関わることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 ホスホリパーゼA2 (PLA2) はグリセロリン
脂質の２位のアシル鎖を加水分解し、脂肪酸
とリゾリン脂質を産生する酵素であり、アラ
キドン酸代謝（生理活性脂質プロスタグラン
ジン (PG)、ロイコトリエン (LT) 類の産生）
の初発酵素としてその重要性が注目されて
きた。PLA2酵素としては現在までに 11 種の
分泌性PLA2 (sPLA2；IB, IIA, IIC, IID, IIE, IIF, 
III, V, X, XIIA, XIIB)、６種の細胞質PLA2 
(cPLA2 ; α, β, γ, δ, ε, ζ )、６種のCa2+

非依存性PLA2 (iPLA2 ; β, γ, δ, ε, ζ, 
η ) が同定されている。われわれは、これら
PLA2分子種の相互関係と役割分担、反応の開
始や終結の制御機構について、特にアラキド
ン酸代謝系との関わりを中心に検討を続け、
その結果、アラキドン酸代謝反応における
cPLA2αとsPLA2-IIAの地位を碓立してきた。
一方で、PLA2はアラキドン酸代謝以外にも、
生体膜構成成分としてのリン脂質分子の再
編成（remodeling）でも中心的に働く酵素で
あり、さらに別の生理活性脂質であるリゾリ



ン脂質の産生反応も触媒する。そこで、われ
われはcPLA2以外の他のPLA2分子種、特に
sPLA2群とiPLA2群について、アラキドン酸代
謝とは無関係の固有の機能を併せもつこと
を想定して解析を始めた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生体機能が不明瞭である
sPLA2群とiPLA2群のうち、特異的抗体を用い
た網羅的なヒト組織分布解析で興味深い発
現様式を示した分子種について、各酵素の遺
伝子改変マウス（トランスジェニック (Tg) 
およびノックアウト (KO) マウス）を用いて
その生理的、病理的機能を解明することを目
的とした。具体的には、sPLA2群として哺乳
類細胞膜からの脂肪酸遊離作用が比較的強
い III, V, X型sPLA2の３分子種、iPLA2群とし
ては独特の細胞内局在を示すiPLA2γを研究
対象とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 精子の in vitro受精能の解析 
 雄マウスの精巣上体尾部より精子を採取
し、37℃で１時間培養することにより、精子
に受精能を獲得させた。この精子を、過排卵
処理した雌マウスの卵管膨大部より採取し
た卵子塊の入った培養液中に導入し（媒精）、
体外受精を行った。その後、５～６時間後に
卵子を洗浄し、24時間後、２細胞期胚となっ
たものをカウントし、精子の受精能とした。
アクロソーム反応を惹起する際には、受精能
を獲得した精子を、Ca2+イオノフォアA23187
で処理した。 
 
(2) 受動性皮膚アナフィラキシー (PCA) 反
応の解析 
 マウスの両耳に抗 DNP-IgE を皮内投与し、
24 時間受動感作させた後、DNP-アルブミン
およびエバンスブルー色素を尾静脈から投
与することで、PCA反応を惹起した。アレル
ギー応答の評価は、抗原投与 30 分後の耳介
の厚さを測定するとともに、耳介に漏出した
色素を定量することにより行った。 
 
(3) 骨髄由来培養肥満細胞 (BMMCs) の性状
解析 
 マウス骨髄より調製した細胞を、インター
ロイキン-3存在下、ひと月ほど培養し、均一
な細胞集団である BMMCs を得た。この
BMMCsを抗DNP-IgEとDNP抗原で刺激し、
刺激に伴う脱顆粒、脂質性メディエーター産
生、サイトカイン産生を検討した。 
 
(4) 脊髄後根神経節 (DRG) ニューロンの単
離と突起伸長の解析 
 胎生 12.5日マウス胚から DRGを摘出し、
laminin でコートした dish に播いた後、NGF

存在下 48 時間培養した。培養開始後から神
経突起の画像を 24 時間ごとに取り込み、各
DRG ニューロンの面積を指標に突起伸長を
比較検討した。 
 
(5) 筋力測定 
 マウス筋力は以下の２種類の方法により
測定した。①逆さにした 50 mLガラスビーカ
ーの上にマウスをのせ、落下するまでの時間
を測定した。②マウスを金網に捕まらせ、逆
さ吊りの状態にしてから落下するまでの時
間を測定した（Wire hang test）。 
 
(6) in vitro脂肪細胞分化能の解析 
 胎生 13.5～14.5日マウス胎仔から常法に従
い、マウス胎仔由来初代培養線維芽細胞 
(MEF) を調製し、confluentになるまで培養し
た。Confluentになった２日後に培地を脂肪細
胞分化誘導剤（isobutylmethylxanthine、insulin、
dexamethasone）入りの培地に置換し、その後
２日おきにインスリン含有培地に置換し、分
化誘導剤添加９日目くらいまで培養し、MEF
を脂肪細胞に分化させた。脂肪細胞分化の程
度は Oil red O染色により評価した。 
 
４．研究成果 
(1) sPLA2-III遺伝子改変マウスの解析 
 sPLA2-III KOマウスの作製を試みる過程で、
sPLA2-IIIをヘテロで欠損した雄マウスを交配
させると産仔数が有意に減少することを見
出した。sPLA2-III KOマウス由来の精子は、
ヘテロ欠損の場合においても、凝集性が高く
運動性が著しく低下しており、体外受精した
場合、野生型精子に比べ受精卵の顕著な減少
が認められた。さらにKOマウスにおいて、精
巣上体における精子の機能に関わる遺伝子
群の発現低下、精子の尾の超微細形態の異常
を見出した。sPLA2-IIIは精巣上体の起始部か
ら頭部の管腔上皮細胞に強く発現しており、
この部位における精子の機能的成熟に深く
関与すると考えられた。 
 また、高脂肪食を負荷すると、sPLA2-III Tg
マウスでは肥満、脂肪肝の増悪化が見られる
のに対し、KOマウスでは逆に、肥満、脂肪肝
が抑制されることも見出した。sPLA2-IIIは生
活習慣病の進展にも深く関わることが予想
された。 
 さらに、sPLA2-III Tgマウスでは受動性皮膚
アナフィラキシー(PCA)反応の増強、KOマウ
スでは反応の減弱が観察された。sPLA2-III 
KOマウスで見られる即時型アレルギー反応
の減弱は、肥満細胞の分化成熟の異常による
ことも明らかにした。 
 
(2) sPLA2-V遺伝子改変マウスの解析 
 sPLA2-V Tgマウスは出生直後に呼吸障害
により致死に至るが、Tgマウスでは肺サーフ



ァクタントの分解が亢進していることを見
出した。 
 
(3) sPLA2-X遺伝子改変マウスの解析 
 sPLA2-X KO、Tgおよび野生型マウスから
脊髄後根神経節(DRG)を単離し、DRGニュー
ロンの突起伸長を比較した。その結果、KO
では突起伸長の低下、Tgでは増加が観察され
た。sPLA2-Xが神経の突起伸長に関わること
が示唆された。また、sPLA2-X Tgマウスでは、
加齢に伴い体毛の脱落が観察された。 
 さらに、sPLA2-X KOマウス由来の精子を体
外受精に用いた場合、sPLA2-III KOと同様に、
受精卵の顕著な減少が認められた。KOマウス
由来の精子は運動性には異常がなかったも
のの、アクロソーム反応の減弱が観察された。
アクロソーム反応そのものにsPLA2-Xが関わ
ると考えられた。 
 
(4) iPLA2-γ遺伝子改変マウスの解析 
 iPLA2-γ Tgマウスは胎生 3.5-6.5 日に死亡
することから、iPLA2-γの過剰発現が胎児の
発育に重篤な影響を及ぼすことが明らかと
なった。 
 一方、iPLA2-γ KOマウスは正常に生まれ、
外見上出生後 4週目までは野生型マウスと大
きな差が見られなかったが、4 週目以降から
野生型マウスに比べ低身長、低体重を示し、
加齢と共に背骨の湾曲が観察された。KOマウ
スでは筋力が顕著に低下しており、萎縮した
筋線維が多数認められた。さらに、KOマウス
の筋肉組織には、巨大化しクリステ構造が異
常なミトコンドリアが存在しており、ATP量
が減少していることも明らかとなった。KO
マウスでは、過酸化脂質量の増加、酸化スト
レスにより誘導される種々の抗酸化酵素遺
伝子群の発現上昇も観察されたことから、酸
化ストレス状態が亢進していると考えられ
た。iPLA2-γ はミトコンドリアの機能あるい
は構造の維持に重要な役割を担っている可
能性が示唆された。 
 iPLA2-γ KOマウスでは脂肪量の減少も見
られた。そこで、野生型およびKOマウスの胎
児よりそれぞれ初代培養線維芽細胞（MEF）
を調製し、in vitroで脂肪細胞に分化させたと
ころ、KOマウス由来細胞では脂肪蓄積、脂肪
細胞特異的遺伝子の発現が野生型マウス由
来の細胞に比べて低下していた。iPLA2-γは
脂肪細胞分化を制御していることが示唆さ
れた。 
 さらに、iPLA2-γ KOマウスでは出血時間
の延長が観察された。現在、野生型マウスと
血小板活性化能に違いが見られるかについ
て解析を進めている。 
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