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研究成果の概要（和文）：Cyp4a12a, Cyp4a12b二重欠損マウスのマスト細胞では、IgE/抗原刺激による活性化が
顕著に減弱し、その減弱はエポキシ化オメガ3脂肪酸により回復した。TR4はSrcin1のプロモーター活性を顕著に
上昇させること、骨髄由来培養マスト細胞においてSrcin1の発現上昇に関わることを明らかにした。これらのこ
とから、マスト細胞において、TR4はマスト細胞におけるSrcin1の発現に必要であり、Cyp4a12a/b-PAF-AH2によ
って産生されるエポキシ化オメガ３脂肪酸はTR4の機能を抑制することで、Srcin1の発現を制御していることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：In mast cells from mice deficient in both Cyp4a12a and Cyp4a12b, 
IgE/antigen-stimulated activation was markedly attenuated. This attenuation was restored by 
epoxidized omega-3 fatty acids. TR4 markedly increased Srcin1 promoter activity, and is involved in 
Srcin1 expression in bone marrow-derived mast cells. These findings indicate that TR4 is essential 
for Srcin1 expression in mast cells and that epoxy omega-3 fatty acids produced by the 
Cyp4a12a/b-PAF-AH2 axis regulate Srcin1 expression by suppressing TR4 function.

研究分野： 脂質生物学

キーワード： エポキシ化オメガ3脂肪酸　PAF-AH2　マスト細胞　シトクロムP450

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果によりマスト細胞の活性を制御するエポキシ化オメガ3脂肪酸の産生酵素と作用機構の一端が明らか
となり、生理活性脂肪酸の新たな産生、作用機構を提示できたとともに、アレルギー疾患に対する新たな治療標
的を提供できた。

※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 

リン脂質は生体膜の主要な構成成分であると同時に、脂質メディエーターの前駆体とし

ての役割を果たしている。生体膜リン脂質中のアラキドン酸はホスホリパーゼ A2 により切

り出され、酵素的に酸化されることにより、プロスタグランジンやロイコトリエンなどのエ

イコサノイドへと変換される。エイコサノイドは、G タンパク質共役型受容体を介して多

彩な生理活性を発揮する。一方、生体膜中のアラキドン酸やエイコサペンタエン酸（EPA）、

ドコサヘキサエン酸（DHA） などの高度不飽和脂肪酸鎖は活性酸素やリポキシゲナーゼな

どにより非酵素的・酵素的に酸化され、酸化リン脂質を生じる。特に最近、15-HETE や PGE2 

など生理活性を有する酸化脂肪酸が結合した酸化リン脂質が生体膜中に存在することが見

いだされ、新たな生理活性脂質として注目を集めている（Sci Signal 2019, 574: eaau2293）。

しかしながら、それらの酸化リン脂質が生理的にどのような意義をもつのか、その詳細は十

分に解明されていない。 

研究代表者の河野は、最近、PAF-AH2 という酸化リン脂質に選択的なホスホリパーゼ A2

を介した新たな生理活性脂質の産生系とその重要性を見出した。すなわち、EPA や DHA と

いった、いわゆるオメガ 3 脂肪酸がエポキシ化された「エポキシ化オメガ 3 脂肪酸（17,18-

EpETE、19,20-EpDPE）」を、PAF-AH2 が生体膜中の酸化リン脂質から切り出して産生する

こと、エポキシ化オメガ 3 脂肪酸がアレルギー反応を司るマスト細胞の活性化に重要であ

ることを明らかにした（Nat Med 2017, 23:1287）。 

エポキシ化オメガ 3 脂肪酸は、抗炎症、抗がん、血圧低下作用などの生理活性が最近報

告されており(PNAS 2014, 112:536; PNAS 2013, 110: 6530)、非常に注目されている生理活性

脂肪酸である。しかしながら、その産生機構についてはシトクロム P450 の関与が示唆され

ているものの、責任酵素の同定には至っておらず、産生系の全体像は不明である。また作用

標的に関しても、BK チャネル、PPARγ、GPR40 などの活性化が報告されているが、作用機

構が不明瞭、もしくは親和性が µMオーダーと低いなど、エポキシ化オメガ 3 脂肪酸の受容

体は未だ不明な点が多く残されている。 

 

２．研究の目的 

本研究では以下の点を明らかにすることを目的とした。 

(1) エポキシ化オメガ3脂肪酸の産生経路の解明 

マスト細胞に高発現しているシトクロム P450 である Cyp4a12 について、その欠損マスト

細胞が、エポキシ化オメガ 3 脂肪酸の産生低下、マスト細胞の活性化不全を起こすことを、

ごく最近見出している。そこで、本酵素の欠損マウスの表現型を解析するとともに、本酵素

が PAF-AH2 の基質となるエポキシ化オメガ 3 脂肪酸を含む酸化リン脂質をどのように産生

しているかを明らかにする。 

(2) エポキシ化オメガ 3 脂肪酸の作用標的の同定 

マスト細胞におけるエポキシ化オメガ 3 脂肪酸の作用が核内受容体を介するという予備的

知見を得ている。そこで、核内受容体ファミリーに着目した解析によりエポキシ化オメガ 3

脂肪酸の作用標的を同定する。 

 



３．研究の方法 

Cyp4a12a, Cyp4a12b 二重欠損マウス、 TR4 欠損マウスは C57BL/6 の受精卵に

Cas9/crRNA/tracrRNA 複合体をインジェクションすることにより作成した。TR4 欠損

HEK293 細胞は CRISPR/Cas9 法により作成した。骨髄由来培養マスト細胞は骨髄細胞を IL-

3 存在下で約一ヶ月培養することで作成した。マスト細胞の活性化は DNP に対する IgE で

感作後に DNP-HAS で刺激することにより生じる脱顆粒を放出された β ヘキソサミニダー

ゼ活性を指標に評価した。マウス受動皮膚アナフィラキシー反応はマウスの耳介に DNP に

対する IgE を皮内投与し、翌日に DNP-HAS とエバンスブルーを含む溶液を尾静脈注射する

ことで誘導し、耳介におけるエバンスブルー色素の漏出と耳介の肥厚により反応の程度を

評価した。Srcin1 プロモーター活性は HEK293 に Srcin1-NanoLuc と各種マウス核内受容体

をコトランスフェクションすることにより行なった。 

 

４．研究成果 

(1) エポキシ化オメガ3脂肪酸の産生経路の解明 

Cyp4a12a, Cyp4a12b二重欠損マウスから骨髄由来マスト細胞を調製したところ、二重欠損

マウスのマスト細胞は細胞表面上のFceRIやc-Kitの発現やプロテアーゼなどのマスト細胞

マーカーのmRNA発現は野生型と変わらなかったが、IgE/抗原刺激による活性化は野生型

に比べて顕著に減弱し、PAF-AH2欠損マスト細胞と同様の表現型を示した。マスト細胞の

IgE/抗原刺激による活性化にはSrc family kinaseであるLynやFynの活性化が必須であるが、

PAF-AH2欠損マスト細胞では、Srcin1（Src kinase signaling inhibitor 1）が発現上昇してお

り、LynやFynの活性化が抑制されていることを明らかにしている。そこで、Cyp4a12a, 

Cyp4a12b二重欠損マスト細胞においてSrcin1の発現を調べた結果、二重欠損マウスにおい

てもSrcin1の顕著な発現上昇がみられ、エポキシ化オメガ3脂肪酸の添加によりその発現上

昇は抑制された。さらに、Cyp4a12a, Cyp4a12b二重欠損により即時型アレルギー反応が減

弱するか、DKOマウスに受動皮膚アナフィラキシー（PCA）反応を起こしたところ、DKO

マウスではPCA反応が顕著に減弱しており、その減弱はエポキシ化オメガ3脂肪酸の投与に

より回復した。これらの結果から、Cyp4a12a, Cyp4a12bはマスト細胞において、エポキシ

化オメガ３脂肪酸の産生をすることによりマスト細胞の活性化に重要な働きをしているこ

とが示唆された。 

 

(2) エポキシ化オメガ 3 脂肪酸の作用標的の同定 

マスト細胞におけるエポキシ化オメガ3脂肪酸の作用として、Srcin1の発現制御を見出して

いる。Srcin1のプロモーター領域の下流にNanoLucを結合したコンストラクトを用いたレポ

ーターアッセイにおいて、レポーター活性に影響を与える核内受容体をスクリーニングし

た結果、TR4がSrcin1-NanoLucを顕著に上昇させることを見出した。そこでTR4欠損

HEK293細胞を作成し、内在性TR4によるレポーター活性を排除した条件において、TR4に

よるSrcin1プロモーター活性上昇に必要なSrcin1プロモーター領域を精査したところ、-

500~-1000 bpの領域にある3つのシスエレメントを同定した。これらは既知のTR4の結合配

列と相同性の高い配列であった。次に、TR4によるSrcin1プロモーター活性上昇に対するエ

ポキシ化オメガ3脂肪酸の効果を調べたところ、エポキシ化オメガ3脂肪酸の影響はみられ

ず、なんらかの補因子が必要であることが示唆された。マスト細胞におけるTR4の機能を

調べるために、CRISPR/Cas9法でTR4の欠損マウスを作成したが、欠損マウスは胎生致死



となり、解析に十分なマスト細胞を得ることができなかった。そこで骨髄由来培養マスト

細胞においてレトロウイルスによりTR4をノックダウンしたところ、PAF-AH2欠損による

Srcin1の発現上昇がキャンセルされ、エポキシ化オメガ3脂肪酸による発現抑制も見られな

くなった。これらの結果から、TR4はマスト細胞におけるSrcin1の発現に必要であり、エポ

キシ化オメガ3脂肪酸はTR4の機能を抑制することで、Srcin1の発現を制御していることが

示唆された。 
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