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研究成果の概要（和文）：生体内では様々な脂質が代謝され、生理活性物質として作用すること

が知られている。しかしながら、脂質代謝における腸内細菌の関与および代謝産物の宿主腸管

免疫への影響は不明な点が多い。我々は、LC-MS/MS を用いた脂質代謝産物の解析を試みたが、

夾雑物の影響により未だ成功していない。一方、既知の脂質代謝産物である lipoxin A4 および

resolvin E1 について、腸管において抗炎症作用を示すこと、さらにその作用機序を明らかに

した。 

 
研究成果の概要（英文）：It is known that various lipids are metabolized in vivo, and act 
as physiologically active substances. However, the participation of gut flora to lipid 
metabolism and the effect of lipid metabolites on gut immune system have yet to be fully 
elucidated. In this study, we tried to analyze lipid metabolites produced by intestinal 
microflora by using LC-MS/MS, though it had yet to be succeeded because of the effect 
of impurities. Meanwhile, we revealed that known lipid metabolites, including lipoxin 
A4 and resolvin E1, exert anti-inflammatory activity in intestinal tract. 
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１．研究開始当初の背景 

生体内ではさまざまな脂質が代謝され、生
理活性物質として作用することが知られて
いる。近年、アラキドン酸は従来知られてい
るphospholipase A2やcyclooxygenaseなどに

より急性炎症時に産生されるprostaglandin
などのエイコサノイドに変換されるだけで
なく、lipoxygenaseやcyclooxygenaseにより
急性炎症の回復期に産生される代謝産物で
あるlipoxin (LXs)が特異的な受容体を介し



て抗炎症作用、免疫制御作用を持つことが明
らかにされた。また同様の経路により、魚油
などに多量に含まれるeicosapentaenoic 
acid（EPA）よりresolvin（RvE1）が産生さ
れ、その特異的受容体を介して炎症を制御す
ることも明らかにされている。一方、腸内細
菌は 400 種以上、約 100 兆個、大腸では糞便
1 グラムあたり 1,000 億個存在することが知
られている。これらの腸内細菌の持つさまざ
まな酵素により、生体内の脂質が分解され、
その由来産物が宿主の生体内で生理活性を
示すことで免疫系を中心としてさまざまな
作用を及ぼすことが想定される。 
２．研究の目的 
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本研究では、腸
脂質の分解産物を網羅的に解析し、その中

で新たな脂質由来の生理活性物質を同定し
て、その生物学的作用を腸管免疫制御という
点から明らかにすることを目的としている。 
３．研究の方法 
(1) 細菌由来 P45
製 
 脂
細菌由来P450 リコンビナント酵素の作製を
行った。既にP450 活性が論文報告されている
Bacillus megaterium、Bacillus subtilisよ
り、P450 遺伝子を特異的プライマーを用いて
PCR増幅した。PCR産物をpGEX4T-1 ベクターに
サブクローニングし、大腸菌での発現を行っ
た。組み換え蛋白は、GSTタグに対するアフ
ィニティーカラムを用いて精製した。P450 活
性は、EPAを基質として用い、NADPHからNAD
への反応をA340値の変化として測定すること
によって定量した。 
(2) SPF マウス腸内細菌におけ
物の網羅的解析 
 マウスは体内に
より、Conventional（CV）マウス、Specifi
Pathogen Free（SPF）マウス、ノトバイオー
トマウス（素性の明らかな微生物のみを無菌
マウスに感染させたもの）、及び無菌マウス
の 4種類に分類される。そこで、腸内細菌の
構成が比較的明らかにされている SPFのマウ
スを用いて、投与した脂質（エイコサペンタ
エン酸、ドコサヘキサエン酸、アラキドン酸、
対照としてステアリン酸などの不飽和脂肪
酸）がどのようにマウスの生体内で代謝され
るのかを高速液体クロマトグラフィー・タン
デムマススペクトル（HPLC-MS/MS）で解析を
試みた。実際には、SPF で飼育されたマウス
の便にエイコサペンタエン酸を一定量混合
し培養した後、メタノールを用いて脂質の抽
出を行った。さらに Sep-Pak C18 を用いて脂
肪酸の粗精製を行った。これらのサンプルに
ついて、4000 Q TRAP LC/MS/MS System を用
いた条件検討および解析を行った。 
(3)脂質代謝産物の宿主免疫系とくに粘

疫における生物活性の評価 
 これまでにアラキドン酸や
タエン酸は、生体内または Bacillus 
megaterium などの細菌のもつ酵素によ
換され、生理活性物質となり、抗原提示細胞
に発現する特異的受容体を介して、免疫応答
を制御することが明らかになっている。しか
しながら、腸管の粘膜免疫系への影響につい
ては不明な点が多い。そこで、アラキドン酸
およびエイコサペンタエン酸の代謝産物で
ある lipoxin A4 および resolvin E1 につい
て、粘膜免疫系に対する生物活性の評価を行
った。 
①lipoxin
 マウス腹腔内マクロファージおよびマウ
スマクロファージ様細胞株 RAW264.7 を用い
て、LPS 刺激によって誘導される活性化に対
する lipoxin A4 の影響を検討した。TNF-お
よび IL-12 mRNA 発現量は、Real-time PCR に
よって解析を行った。NF-B の核内移行は、
特異抗体を用いたウェスタンブロッティン
グもしくは蛍光顕微鏡を用いた画像解析に
より行った。また、in vivo における検討と
して、マウス腹腔内に LPS を投与することに
よって誘導される急性炎症モデルを用いた。
Lipoxin A4 を前投与した後、LPS 刺激を行い、
1時間後に採血および24時間後に小腸上皮細
胞を採取した。血清中の TNF-量は ELISA 法
で測定し、上皮細胞における TNF- mRNA 発
現量は Real-time PCR によって解析を行った
さらに、上皮細胞中の NF-B シグナリング関
連分子について、特異抗体を用いたウェスタ
ンブロッティングにて解析を行った。また、
作用機序を明らかにするため、腸管上皮様
Caco-2 細胞および RAW264.7 の共培養系を用
いて検討を行った。Lipoxin A4 を前処理した
後、RAW264.7 細胞を LPS 刺激することによっ
て産生される TNF-および Caco-2 細胞中の
IL-8 の解析を行った。 
②resolvin E1 の腸炎抑制
 これまでの研究で既に明らかにされてい
る resolvin E1 の特異的受容体である
ChemR23 が、マウス腹腔内マクロファー
発現しているかについて FACS を用いて調べ
た。また、マウス腹腔内マクロファージを用
いて、LPS 刺激によって誘導される活性化に
対する resolvin E1 の影響を検討した。TNF-
および IL-12p40 mRNA 発現量は、Real-time 
PCR によって解析を行った。また、ChemR23
を高発現させた HEK293 細胞を用いて、TNF-
刺激によって誘導されるNF-Bの核内移行に
対する resolvin E1 の影響を、特異抗体を用
いたウェスタンブロッティングもしくは蛍
光顕微鏡を用いた画像解析により検討した
また、in vivo における検討として、デキス
トラン硫酸ナトリウム（DSS）誘導性腸炎マ
ウスモデルを用いた。Resolvin E1 は腹腔内



投与した。連日、体重測定を行った。終了時
に屠殺・解剖を行い、結腸の長さを測定した。
また、結腸組織切片の HE 染色像の観察から
病理学的スコアを算出した。結腸組織におけ
る NF-B のリン酸化について、特異抗体を用
いた免疫染色により検討した。結腸組織中の
炎症性サイトカイン（TNF-、IL-1、IL-6）
および ChemR23 mRNA発現量は、Real-time PCR
によって解析を行った。 
４．研究成果 
(1) 細菌由来 P450 リコンビナント酵素の作

質代謝酵素の Positive control として、
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を行った。既に P450 活性が論文報告されて
いる B. megaterium、B. subtilis より、P450
遺伝子を特異的プライマーを用いて PCR増幅
した。PCR 産物を pGEX4T-1 ベクターにサブク
ローニングし、大腸菌での発現を行った。さ
らに組み換え蛋白を GSTタグに対するアフィ
ニティーカラムを用いて精製した。精製蛋白
は、EPA を基質とした活性測定により活性を
確認した。また、ヒト腸内細菌のメタデータ
よ り cytochrome P450 、 lipoxygenase 、
cyclooxygenase と相同性の高い遺伝子を抽
出した。今後は、これらの遺伝子を実際にヒ
ト便サンプルより抽出した DNAからクローニ
ングし、大腸菌で発現・精製し、脂質代謝活
性を調べる。それと同時に、これらの遺伝子
をもつ細菌を特定する。 
(2) SPF マウス腸内細菌に
物の網羅的解析 
大腸菌を用い
50 のリコンビナント酵素を Positive 

control に、HPLC-MS/MS を利用した脂質代謝
産物の網羅的解析を行うための条件検討を
行った。SPF マウスの便に EPA を混ぜ培養し
た後に、メタノール抽出および Sep-Pak C18
を用いて脂肪酸の粗精製を行った。これらの
サンプルについて解析を試みたが、夾雑物の
影響のためピークの強度が十分でなかった。
現在、便からの抽出および精製法について検
討を行っており、この点が今後の課題である。
(3)脂質代謝産物の宿主免疫系とくに粘膜免
疫における生物活性の評価 

アラキドン酸由来の lipox
コサペンタエン酸由来の RvE1 について、

宿主の粘膜免疫、特に腸管における生物活性
の評価を行った。 
①lipoxin A4の粘膜
マウス腹腔内マクロファージを用いて、
S 刺激によって誘導される活性化に対する

lipoxin A4 の影響を検討したところ、前処理
によりTNF-およびIL-12 mRNA発現が有意に

抑制された。マウスマクロファージ様
RAW264.7 細胞においても同様に、lipoxin A4
の前処理により、LPS 刺激によって産生され
る TNF-を蛋白レベルおよび mRNA レベルで
有意に抑制した。またその際に、RAW264.7 細
胞においてNF-Bの核内移行が抑制されてい
ることが明らかとなった。また動物レベルの
実験から、lipoxin A4 の投与は LPS によって
引き起こされる血清 TNF-量の上昇および小

制することを明らかにした（図 1）。また、小
腸上皮細胞においては、NF-B 核内移行の有
意な抑制が観察された。さらに、マクロファ
ージ様細胞および腸管上皮様細胞の共培養
系を用いた細胞レベルの実験から、lipoxin 
A4 が上皮細胞中の IL-8 mRNA 発現およびマク
ロファージからの TNF-産生を有意に抑制す
ることが明らかとなった。以上の結果から、
lipoxin A4は腸上皮細胞へ直接作用するだけ
でなく、マクロファージを含む粘膜免疫系の
細胞へも作用し、NF-B の活性化を阻害する
ことで、腸管における炎症反応を抑制すると
考えられた。 
②resolvin E1 の腸炎抑制効果について 
FACS 解析の結果、マウス腹腔内マクロファ

ージに ChemR23 の発現が認められた。また、
resolvin E1 の前処理によって LPS 刺激され
たマウス腹腔内マクロファージ中の TNF-お
よび IL-12p40 mRNA 発現が有意に抑制された。
さらに、ChemR23 を高発現させた HEK293 細胞
に TNF-刺激を行ったところ、resolvin E1
の前処理によってNF-Bの核内移行が有意に
抑制された。これらの結果から、resolvin E1
は ChemR23 を介して受容され、NF-B の核内
移行を抑制することによりマクロファージ
からの炎症性サイトカイン産生を抑制する
と考えられた。DSS 腸炎マウスモデルにおい
て、resolvin E1 の投与により腸炎による体
重減少が有意に抑制された。また、腸管の炎
症に起因する結腸短縮および結腸組織の病
理学的スコアにおいても、有意な改善が認め
られた（図 2）。 



 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

さらに、結腸組織中のリン酸化 NF-B 陽性
細胞数および炎症性サイトカイン mRNA 発現
において、resolvin E1 の投与により有意な
減少が認められた。一方、腹腔内マクロファ
ージおよび結腸組織中の ChemR23 mRNA 発現
は、resolvin E1 の投与により有意に増加し
ていることが明らかとなった。以上の結果か
ら、resolvin E1 は特異的受容体である
ChemR23 を介して NF-B の核内移行を抑制す
ることにより、DSS 誘導性マウス腸炎モデル
において炎症抑制効果を発揮すると考えら
れた。 

これら脂質代謝産物の腸管における生理
活性はこれまでにほとんど報告がなく、今後
の研究発展に資する成果であると考えられ
る。将来的には、生理活性を有する脂質代謝
産物の疾病治癒などを目的とした応用が期
待される。 
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