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研究成果の概要（和文）： 

 n-3 系脂肪酸から、種々の生理活性物質が生合成されることが近年解明されてきている。こ

れらの生合成過程には、種々のリポキシゲナーゼ（LOX）が関与することが想定されているが、

未だ不明な点が多い。本研究では、精製した LOX および基質を用いて、LOX による n-3 系脂

肪酸代謝を詳細に検討した。LOX には、特に、ヒトにおいて前立腺ガンの予防に関わりうる

15-LOX-2 と、そのマウスホモログである 8-LOX に着目した。15-LOX-2 は、DHA に１分子

の酸素を付加し、17S-Hydroperoxyoctadecadienoic acid（17S-HPDHA）のみを特異的に生成

した。一方、8-LOX は、速やかに２分子の酸素を付加し、10S,17S-diHPDHA および尐量の

7S,17S-diHPDHA を生成した。この 10S,17S-diHPDHA は、ヒト血小板の凝集を抑制する働

きを持つ。今回明らかとなった、8-LOX による 10S,17S-diHPDHA の選択的生成は、単一の

酵素がこの物質を非常に高い選択性で生成する唯一の例である。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Various bioactive agents are biosynthesized from docosahexaenoic acid (DHA). 
Although lipoxygenases (LOXs) are supposed to be involved in the biosynthetic 
pathways, details remain to be evaluated. In this research, we examined metabolism of 
DHA by LOX using purified enzymes and substrates. we focus on human 15-LOX-2, 
which may be involved in normal function of prostate tissue, and its mouse homologue, 
8-LOX. 15-LOX-2 converted DHA solely to 17S-hydroperoxydocosahexaenoic acid 
(17S-HPDHA), while 8-LOX readily catalyzed double dioxygenation of DHA, producing 
10S,17S-diHPDHA as a main product and 7S,17S-diHPDHA as a minor product. 

10S,17S-diHPDHA, an isomer of neuroprotectin D1, is reported to suppress aggregation of 

human platelets. Our results may contribute effective production of some therapeutically 

significant DHA metabolites. 
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研究分野：ライフサイエンス 

科研費の分科・細目：農芸化学・食品科学 

キーワード：リポキシゲナーゼ、n-3 系脂肪酸、ドコサヘキサエン酸 

 
１．研究開始当初の背景 

（１）n-3 系脂肪酸の健康増進作用 

 脂肪酸の中には、我々自身では生合成でき
ず摂取しなければならない必須脂肪酸が存
在する。この必須脂肪酸は、n-6 系脂肪酸お
よび n-3 系脂肪酸に分類される。 

 主な n-6 系脂肪酸は、リノール酸およびア
ラキドン酸である。リノール酸を摂取すれば、
それよりアラキドン酸を生合成できる。リノ
ール酸が欠乏すると、表皮から体液の漏水が
引き起こされる。そのため、リノール酸は、
必須の n-6 系脂肪酸としてとりわけ重要であ
る。 

 主な n-3 系脂肪酸には、α-リノレン酸、エ
イコサペンタエン酸（EPA）、およびドコサ
ヘキサエン酸（DHA）がある。α-リノレン
酸を摂取すれば、それより EPA、さらには
DHA へと変換できる。リノール酸欠乏が容
易に目視できる皮膚症状を呈するのとは対
照的に、n-3 系脂肪酸の欠乏による明瞭な形
態的異常はこれまで特定されていない。しか
しながら、DHA が脳および網膜にとりわけ
多く分布することから、n-3 系脂肪酸が神経
活動に関わっていることが推定され、また、
それを示唆する個体レベルでの研究結果が
多数報告されてきている。 

 

（２）n-3 系脂肪酸の健康増進作用に関与す
る生理活性物質とその生合成 

 脂肪酸の生体内での存在場所は、主に、貯
蔵エネルギー源としてのトリアシルグリセ
ロールおよび生体膜を構成するリン脂質で
ある。n-6 系脂肪酸および n-3 系脂肪酸は、
もっぱらリン脂質の構成成分として存在す
る。 

 リン脂質に含まれる脂肪酸は、それが構成
する生体膜の物理化学的性質に大きく影響
する。神経細胞では細胞膜に存在する多様な
イオンチャネルや神経伝達物質受容体が正
常に働く場を提供するうえで、n-3 系脂肪酸
の存在が重要であると考えられている。 

 一方で、リン脂質に含まれる多価不飽和脂
肪酸は、種々の生理活性物質を生合成する出
発物質でもある。その顕著な例は、リン脂質
に含まれる n-6 系脂肪酸であるアラキドン酸
に由来する種々の生理活性物質である。これ
らはエイコサノイドと総称される。この中に
は炎症を引き起こすものがあり、その作用の
制御が健康を維持するうえでの重要な課題

となっている。 

 近年、リン脂質に含まれる n-3 系脂肪酸か
らも、種々の生理活性物質が生合成されるこ
とが解明されてきた。その発端は、炎症の緩
解過程を制御する種々の物質の発見である。
先ず EPA に由来する物質群が発見され、こ
れらは Resolvin E 類と命名された。その後、
DHA に由来するものも発見され、こちらは
Resolvin D 類および Neuroprotectin D1 

(NPD1)と命名された。NPD1 は、神経細胞
の細胞死を抑制し、神経細胞を保護する作用
にちなむ名称である。 

 アラキドン酸に由来する種々のエイコサ
ノイドの生合成系は詳細に解明されてきて
いる。しかしながら、n-3 系脂肪酸に由来す
る物質については、リポキシゲナーゼ（LOX）
が関与することが示唆されているものの、詳
細には不明な点が多い。 

（３）本研究者のこれまでの LOX 研究 

 LOX は、多価不飽和脂肪酸に位置および立
体特異的に分子上酸素を付加し、脂肪酸ヒド
ロペルオキシドを生成する酵素である。本研
究者は、特に表皮組織で新たに発見された
LOX を中心に、これらの酵素の反応特性を詳
細に検討してきた。特に、マウス表皮におい
て発癌プロモーターにより誘導される
8-LOX およびそのヒトホモログである２型
の 15-LOX (15-LOX-2)に着目してきた。 

 8-LOX および 15-LOX-2 は、各々、アラキ
ドン酸の 8 位および 15 位に、いずれも S 配
置でヒドロペルオキシ基を導入する酵素で
ある。両者は、アミノ酸レベルで 78％の相同
性を有することから、明らかに互いにホモロ
グであるにも関わらず、反応特異性は全く異
なる。これらの反応特性を精査するなかで、
8-LOX が、アラキドン酸の８位に反応した後、
さらに 15 位に２分子目の酸素を付加するこ
とを見いだした。このような２重酸素付加は、
15-LOX-2 では認められなかった。このこと
から、8-LOX は条件次第では「15-LOX」様
の反応が可能であること、また、哺乳動物の
LOX では唯一効率的な２重酸素付加を行え
る酵素であることが示唆された。 

 

２．研究の目的 

 n-3 系脂肪酸に由来する種々の生理活性物
質の生合成には、複数の酸素付加反応が含ま
れる。これらには種々の LOX が関与するこ
とが示唆されているが、いまだ不明な点が多
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い。そこで、表皮組織に存在する LOX を中
心に、これらの酵素と n-3 系脂肪酸との反応
を詳細に解析することで、n-3 系脂肪酸に由
来する生理活性物質の生合成機構を解明す
るとともに、n-3 系脂肪酸代謝の新たな可能
性を開拓することを目的とした。今回主に用
いた LOX は、表皮組織に多く存在するもの
である。しかしながら、これらの酵素は、他
の臓器でも検出されているほか、むしろその
発現部位は未だ全て解明されてはいない。そ
のため、本研究で解明される事実は、表皮組
織にとどまらず、他の部位で発生する可能性
が十分にある。このような事態に備える基盤
事項の構築が、本研究の主たる目的である。 

 

３．研究の方法 

（１）酵素の調製：表皮組織由来リポキシゲ
ナーゼの cDNA を大腸菌発現ベクターである
pET28a に組み込み、得られた大腸菌発現プラ
スミドで大腸菌 BL21(DE3)株を形質転換した。
この菌株を培養し、IPTG により LOX の発現を
誘導した。この菌体を破砕して得た粗抽出液
に Ni-NTA 樹脂を加えてよく混合し、これを
カラムに充填した。非吸着画分および低吸着
画分を溶出させた後、250 mM のイミダゾー
ルを含む溶出緩衝液で Ni-NTA 樹脂に強く吸
着している画分を溶出させた。粗抽出液に添
加する Ni-NTA 樹脂の量を調節することで、
一段階の精製ながら、SDS-PAGE 上でほぼ均一
な精製酵素を得ることができた。（２）基質
脂肪酸の調製：購入した脂肪酸には、既に尐
量の過酸化物が含まれていることが多い。こ
れらの過酸化物は、位置および立体非特異的
に分子状酸素が付加して生成したものであ
る。これらが酵素反応の生成物に混入した場
合、互いに区別することは非常に困難である
ため、実験結果を適切に解釈できなくなる。
そこで、基質として用いる脂肪酸は、それに
既に含まれている過酸化物を除去するため、
全て逆相 HPLC にて精製した。 
（３）酵素反応と反応生成物の分析：精製し
た酵素および基質を in vitro で反応させ、
反応過程は紫外吸収スペクトルで、また、反
応生成物は逆相・順相・キラル相の各種 HPLC
により分析した。 
（４）LOX 反応の迅速測定：脂肪酸ヒドロペ
ルオキシドの検出に ferric-xyleno orange 
(FOX)法を適用し、LOX 反応で生成する脂肪酸
ヒドロペルオキシドを微量かつ簡便に定量
した。と生成物を詳細に分析した。反応生成
物の分析これら精製した酵素と基質を用い
て、反応特性および反応生成物を詳細に検討
し、反応機構を解析した。一方、酵素反応の
迅速な検出系の開拓を行った。 
 
４．研究成果 
（１）表皮系リポキシゲナーゼと基質との相

互作用に関する基礎的解析：各リポキシゲナ
ーゼ（LOX）と基質脂肪酸との相互作用の仕
方は、酵素の多機能性の基礎となる。LOX と
基質脂肪酸との相互作用は、互いの極性／非
極性相互作用に大きく影響される。今回用い
たヒト 15-LOX-2 の基質結合部位は、基質脂
肪酸の非極性部分であるメチル末端側を受
け入れると考えられている。そのため、脂肪
酸の極性基であるカルボキシ基をメチエス
テル化すると、両側から酵素の基質結合部位
に侵入でき、それに応じて２通りの反応位置
特異性が生じると予想された。一方で、ヒト
15-LOX-2 のマウスホモログである。8-LOX で
は、その基質結合部位は基質脂肪酸の極性基
であるカルボキシ基を受け入れると考えら
れる。そこで、これら両酵素を用い、アラキ
ドン酸メチル（AA-Me）およびリノール酸メ
チル（LA-Me）との反応を比較検討した。
15-LOX-2 は、AA-Me の 5S および 15S の両位
置に酸素を付加した。一方、8-LOX は、5S、
8S、12S および 15S の４カ所に、ほぼ同じ効
率で酸素を付加した。いずれも、反応の位置
特異性のみが変化し、立体特性は保持された。
この結果から、8-LOX の基質結合部位は、基
質脂肪酸の非極性部分も受け入れることが
でき、さらに、15-LOX-2 のより多様な位置選
択性を持ちうることが示唆された。この結果
は、n-3 系脂肪酸から種々の生理活性物質を
生合成する際に、8-LOX は 15-LOX-2 よりも多
様な反応が可能であることを示唆するもの
であった。 
 
（２）表皮系 LOX によるドコサヘキサエン酸
（DHA）の代謝：15-LOX-2 は DHA と速やかに
反応し、その反応の最終生成物は、DHA の 17S
位 に 酸 素 が 付 加 し て 生 じ る 17S- 
Hydroperoxydocosahexaenoic acid (17S- 
HPDHA)のみであった。これは、15-LOX-2 の基
質結合部位が、基質脂肪酸の極性部分である
カルボキシ基を受け付けない性質に一致す
る反応特性である。一方、8-LOX では、２分
子の酸素の付加で生じる diHPDHA が速やかに
蓄積した。LOX が２分子の酸素を付加する反
応は、通常、２段階からなる。１段目は、基
質脂肪酸に１分子目の酸素を特異的に付加
してモノヒドロペルオキシドを生成する段
階であるで、２段目は、モノヒドロペルオキ
シドを基質に、２分子目の酸素を付加し、ジ
ヒドロペルオキシドを生成する段階である。
8-LOX とアラキドン酸との反応では、まず、
アラキドン酸が全て 8-ヒドロペルオキシド
へと変換された後、この 8-ヒドロペルオキシ
ドがさらに 8,15-ジヒドロペルオキシドへと
変換されることをこれまでに報告した。しか
しながら、8-LOX と DHA との反応では、先ず
モノヒドロペルオキシドが蓄積するものの、
モノヒドロペルオキシドの出現後、速やかに
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ジヒドロペルオキシドが生成し始めた。この
生成物を精査したところ、主要生成物として
10S,17S-ジヒドロペルオキシドが検出され
た他、副生成物は、非常に尐量の 7S,17S-ジ
ヒドロペルオキシドのみであった。一方で、
8-LOX および DHA の反応でジヒドロペルオキ
シドが速やかに生成する仕組みを解析する
ために、この反応過程で生成するモノヒドロ
ペルオキシドを分析した。その結果、10S-ヒ
ドロペルオキシドが主要な分子種ではあっ
たが、同時に 17S-ヒドロペルオキシドおよび
尐量の 7S-ヒドロペルオキシドもまた検出さ
れた。この結果は、DHA が 8-LOX の基質結合
部位に結合する際には、アラキドン酸と同様
に極性基であるカルボキシ基から主に侵入
するが、一部、非極性基であるメチル末端側
からも侵入できることを示唆している。この
ことは、DHA およびそのモノヒドロペルオキ
シドに対する 8-LOX の基質選択性に影響を与
える。8-LOX のアラキドン酸に対する反応効
率(kcat/Km)は、アラキドン酸-8-ヒドロペル
オキシドのそれの約 10倍である。そのため、
大部分のアラキドン酸が 8-ヒドロペルオキ
シドに変換されるまで、２段階目の酸素付加
は起こらない。一方、8-LOX の DHA およびそ
のヒドロペルオキシドに対する反応効率に
は、あまり違いがないからこそ、DHA からは
速やかにジヒドロペルオキシドが生成する
ことが想定される。異常より、今回得られた
結果は、DHA を種々の生理活性物質へと誘導
するうえで、8-LOX は、他の LOX と比べ、非
常に有利な反応特性を有することを示唆し
ている。これは、マウスの生理を考えるうえ
で非常に重要である。マウスは、医学研究に
は不可欠なモデル動物であるがため、ヒトと
の類似点および相違点を明確に把握してお
く必要がある。今回明らかと成ったヒト
15-LOX-2 およびマウス 8-LOX の違いは、ヒト
とマウスの顕著な違いの一つと位置づけら
れる。また、これら表皮系 LOX が DHA 代謝物
の製造に非常に有益であることも指摘でき
る。 
 DHA に由来する種々の生理活性物質が近年、
解明されてきている。これらの生合成には
LOX が関わると想定されているが、その詳細
は未だ不明である。本研究で得られた成果は、
DHA の代謝に表皮系 LOX もまた深く寄与しう
ることを示唆するものである。また、そこに
は、ヒトとマウスにおいて、DHA 代謝の経路
が異なる可能性も示唆された。 
 
（３）LOX 反応の微量高感度迅速定量法の開
拓： LOX 反応の測定には、紫外吸収スペクト
ルまたは反応生成物の極大吸収波長におけ
る紫外吸収の経時変化を測定するのが一般
的である。しかしながら、この方法は、一度
に１反応した測定できないため、多数の反応

を効率良く実施するには不向きである。そこ
で、多数の LOX 反応を効率的かつ微量で測定
できる方法の開拓は、本研究分野においても
非常に重要である。ここでは、LOX 反応で生
成する脂肪酸ヒドロペルオキシドを高感度
で か つ 迅 速 に 定 量 す る た め に 、
Ferric-xylenol orange（FOX）法の適用を検
討した。この反応は２段階からなる。第１段
階では、LOX 反応の生成物である脂肪酸ヒド
ロペルオキシド２価の鉄イオンとが反応し
て、鉄イオンの３価への酸化とヒドロペルオ
キシ基の酸素ラジカル（R-O•）および水酸化
物イオンへの分解が起こる。ついで、第２段
階では、３価の鉄イオンとキシレノールオレ
ンジとが会合し、460-600 nm に強い極大吸収
を持つ錯体を形成する。FOX 法はこの錯体を
分光計で測定することにより、反応系に存在
するヒドロペルオキシドを定量する方法で
ある。近年、リン脂質を混在させることによ
り、錯体の極大吸収波長が 610 nm へとレッ
ドシフトすることが発見され、より夾雑物に
よる吸収の影響を受けにくい変法が開発あ
されてきている。そこで、本研究では、この
修正 FOX 法を微量測定に適用した。通常の反
王スケール（数 ml）の 10 分の 1 スケールに
おける精密分析を行った。測定される吸光度
とヒドロペルオキシド濃度との間には良好
な比例関係が認められ、微量測定に適用でき
ることが判明した。さらに、LOX 反応におけ
る紫外吸収スペクトルの経時変化と折々に
修正 FOX法で測定されるヒドロペルオキシド
濃度とはよく一致することが判明した。こ n
結果より、多数の LOX反応を同時に効率よく、
かつ微量スケールで測定することが可能と
なった。 
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