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研究成果の概要（和文）：細胞外リン脂質代謝酵素である分泌性ホスホリパーゼ A2 (sPLA2) 酵
素群の生体内機能を解明するために、各アイソザイムの欠損マウスと過剰発現マウスを導入し、

その表現型を解析した。その結果、①雄性生殖器に発現している二種の sPLA2 (III, X)がそれ
ぞれ精子の成熟と活性化に関わること、②sPLA2-X が体毛形成、消化、神経機能に関わるこ
と、③樹状細胞特異的に発現している sPLA2-IID が免疫応答の収束に関わること、④肥満に
伴い脂肪細胞に誘導される sPLA2-V がメタボリックシンドロームを抑制すること、を明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：To explore the in vivo functions of secreted phospholipase A2s (sPLA2s), we
analyzed knockout and transgenic mice for individual sPLA2 isoforms. We found that (1) the two
sPLA2s, III and X, respectively regulates sperm maturation and activation in male genital tracts; (2)
sPLA2-X regulates hair homeostasis, gastrointestinal lipid digestion, and neuronal functions; (3) sPLA2-
IID, a dendritic cell-specific isoform, participates in resolution of contact hypersensitivity; and (4)
sPLA2-V, a diet-inducible adipocyte-derived sPLA2, plays a role in amelioration of metabolic syndrome.  
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１．研究開始当初の背景
膜グリセロリン脂質の sn-2 位を加水分解し
て脂肪酸とリゾリン脂質を生成する酵素ホ
スホリパーゼ A2 (PLA2)には多数の分子種が
存在するが、細胞外に分泌される sPLA2 酵
素群の各アイソザイムが、①組織固有の細
胞外環境の如何なる局面で、②どのような
リン脂質代謝反応を制御するのか、③その

結果としてどのような生体応答と関連し、
④その破綻が如何なる病態と結びつくのか
については、一部の分子種を除いて殆ど未
解明であった。申請者はこれまでに、sPLA2
分子群の生化学的性質や細胞生物学的機能
に関する解析で当該研究領域をリードする
業績を国内外に発信してきた。このような
背景のもと、sPLA2 分子群の生体内における
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機能的役割分担を網羅的に解明すべく、各
アイソザイムの網羅的な遺伝子改変マウス
（ノックアウト(KO)ならびに過剰発現トラ
ンスジェニック(Tg)）の作出導入に精力的に
取り組んできた。

２．研究の目的
本研究では、これまでに申請者が導入して
きた細胞外 sPLA2 分子群の遺伝子改変マウ
スの表現型を網羅的に比較精査するととも
に、脂質メタボローム解析を通じて各 PLA2
分子種の標的リン脂質ならびに代謝産物を
同定し、生体応答における PLA2 分子群の機
能的役割分担を総合的に体系化することを
目標とした。

３．研究の方法
(1) 生殖：遺伝子改変マウスの雌雄を交配し、
産仔数を調べた。精巣上体より精子を調
整し、精子機能解析装置(CASA)により
精子運動率を解析した。受精用培地中で
精子を培養し、体外受精により卵子との
結合ならびに受精率を調べた。電子顕微
鏡により精子の超微細形態を観察した。
精巣および精巣上体の遺伝子発現プロフ
ァイルをマイクアレイにより解析した。
精子の脂質組成を質量分析で解析した。

(2) 消化：遺伝子改変マウスの体重モニタリ
ングを行うとともに、マイクロ CT装置
により体脂肪蓄積量を定量した。脂肪、
腸管、肝臓などの代謝組織の免疫組織染
色を行うとともに、糞便中のリン脂質を
脂質質量分析により分析した。

(3) 神経機能：遺伝子改変マウスより脊髄後
根神経節(DRG)を調整し、培養系での神
経突起伸長を定量した。酢酸ライジング
試験により末梢性疼痛応答に対する感受
性を調べた。

(4) 皮膚：遺伝子改変マウスの皮膚の免疫組
織化学染色を行った。定量的 PCRおよ
びマイクロアレイにより毛周期に応じた
皮膚遺伝子群のプロファイリングを行っ
た。毛包の超微細構造を電子顕微鏡によ
り調べた。

(5) 炎症収束：DNFBをハプテン抗原として
遺伝子改変マウスに接触性皮膚炎を誘導
した。病態の推移は皮膚の肥厚、定量的
PCRによる皮膚炎症マーカーの発現、リ
ンパ節免疫細胞の FACS解析、サイトカ
インの ELISA定量等により評価した。

(6) メタボリックシンドローム：遺伝子改変
マウスに高脂肪食を負荷し、体重・低脂
肪率をモニタリングするとともに、イン
スリン抵抗性、血漿代謝パラメーター、
脂肪組織炎症、リポタンパク質代謝等を
解析した。

４．研究成果
(1) 雄性生殖における sPLA2ネットワーク
 
①sPLA2-IIIと精子成熟
　雄性生殖器には複数の sPLA2 アイソザイ
ムが検出されたが、このうち sPLA2-III は精
巣上体頭部の管腔上皮細胞に発現していた。
全 sPLA2アイソザイムの KOマウスのうち、
sPLA2-III KO マウスの雄は著しい繁殖異常を
示した。sPLA2-III KO マウスの精巣上体尾部
より得た精子は、数は正常であったが、野
生型 (WT) マウスの精子と比べて運動性が
著しく低下しており、このため卵子の透明
体に結合しこれを通過する推進力が弱く、
受精率が顕著に低下した。また、KO 精子は
形態的に鞭毛軸索微小管の対照リング構造
やアクロソームの構造が損なわれており、
この形態異常は sPLA2-III の本来の発現の場
である精巣上体を通過する間に生じていた。
精巣で作られた精子細胞は機能的に未成熟
であり、精巣上体を通過する際に成熟して
運動性を獲得する。この際に精子の膜リン
脂質 (ホスファチジルコリン：PC) の脂肪酸
に劇的なリモデリングが起こり、オレイン
酸、リノール酸、アラキドン酸(AA)からド
コサヘキサエン酸 (DHA)に置き換わる。
sPLA2-III KO マウスの精巣上体では、この精
子の成熟に伴う膜リン脂質の脂肪酸リモデ
リングが大きく損なわれていた。すなわち、
KO 精子はオレイン酸、リノール酸、AA が
依然として残存しており、その分 DHA, DPA
含量の少ない異常精子となることがわかっ
た。以上の結果から、sPLA2-III は精巣上体
の管腔上皮細胞から分泌されて内腔を通過
する精子の膜リン脂質のリモデリングの制
御に関わっており、この代謝系の破綻が精
子成熟不全を導くものと考えられる。
②sPLA2-Xと精子活性化
　 成熟精子は capacitation と呼ばれる活性化
反応とそれに続くアクロソーム反応 (尖体放
出反応) を経て、初めて卵子と受精可能にな
る。精子尖端部 (アクロソーム) には sPLA2-
X が局在しており、アクロソーム反応 (精子
の脱顆粒反応) により分泌された。sPLA2-X
KO マウスの精子は、数・形態・運動性は正
常 (すなわち精巣での精子形成ならびに精巣
上体での精子成熟は正常) であったが、アク
ロソーム反応が有意に低下しており、その
結果卵子との体外受精率が有意に低下した。
WT マウスの精子に sPLA2-X の阻害剤ある
いは特異抗体を添加すると卵子との受精率
が KO マウスと同程度のレベルまで低下し、
ここにリコンビナント sPLA2-X またはその
代謝物であるリゾホスファチジルコリン
(LPC) を添加すると受精率が回復した。し
たがって、sPLA2-X は精巣上体以降のステッ
プ (生理的には子宮内) における精子の活性



化を促進する機能を持つことが明らかとな
った。すなわち、sPLA2-X はアクロソーム反
応に伴って分泌された後に精子膜の PC を分
解して LPC を産生し、この LPC が受精を促
進するものと考えられる。
　以上より、精巣で作られた精子は、①精
巣上体での sPLA2-III による機能的成熟、②
雌性生殖器内に射精後の sPLA2-X による活
性化、の２段階の制御を受け、卵子との受
精が可能になるものと考えられる (図１)。
この結果は、雄性生殖器内の異なるニッチ
に発現している２種の「reproductive sPLA2」
(精巣上体頭部管腔細胞の sPLA2-III と精子ア
クロソームの sPLA2-X) により「生殖」とい
う生命の継続性に必須の現象が時空間的に
制御を受けていることを明らかにした初め
てのものであり、J Clin Invest に連報で掲載
された。

(2) sPLA2-Xの新しい機能
①消化：sPLA2-X は胃から腸全体に渡って粘
膜上皮に強い発現が認められたことから、
その基質は食餌中のリン脂質であることが
予想された。そこで糞便中に残存している PC
を脂質メタボローム解析により分析すると、
野生型マウスではリン脂質が完全に消化さ
れるため糞便中に PC が全く検出されなかっ
たが、sPLA2-X KO マウスの糞便には PC が
有意に残存していた。消化管での脂質消化
が減少すると体内に吸収される脂質量が減
少するため、体脂肪の蓄積が減少する。実
際、sPLA2-X KO マウスは加齢に伴う体脂肪
の増加が緩慢で、１週齢の時点で野生型マ
ウスと比べて有意な体脂肪率の低下を示し
た。従来、膵臓から分泌される sPLA2-IB が
食餌リン脂質の消化に関わることが報告さ
れていたが、sPLA2-X は消化管上皮から分泌
される第二の「digestive sPLA2」であること
が明らかとなった（図２）。
②神経機能：生殖器や消化管の sPLA2-X の
免疫染色を行うと、組織中の神経繊維が染
色された。また、末梢神経の集合体である
DRG を抗 sPLA2-X 抗体で染めると、知覚や
痛覚に関わる A 繊維や C 繊維が陽性を示し

た。そこで、DRG ニューロンの ex vivo 培養
を行うと、sPLA2-X KO マウス由来 DRG は
神経繊維の伸長が鈍く、逆に sPLA2-X Tg マ
ウス由来 DRG では神経繊維の伸長が促進さ
れた。個体レベルでの末梢痛覚応答を酢酸
ライジング試験により調べたところ、sPLA2-
X KO マウスは痛覚応答からの回復が早く、
逆に sPLA2-X Tg マウスでは強い痛覚応答が
持続することがわかった。したがって、
sPLA2-X はおそらく末梢神経繊維の伸長を促
して痛覚応答の制御に関わることが示唆さ
れた。
③体毛成長: 申請者は、sPLA2-X を全身に過
剰発現させた Tg マウスが第一毛周期に完全
に脱毛することを見出した。この発見を契
機に内因性 sPLA2-X のマウス皮膚における
発現を調べたところ、本酵素は毛周期の増
殖期（anagen）に毛包の最外層（外根鞘）に
限局して発現することがわかった。sPLA2-X
KO マウスの皮膚では体毛関連遺伝子の発現
が選択的に減少しており、体毛が部分的に
湾曲し、超微細形態的には外根鞘上皮細胞
の成育不全を認めた。したがって、sPLA2-X
は皮膚コンパートメントの中で毛包に時空
間的に発現し、体毛成長を制御することが
明らかとなった（図３）。
 これらの研究成果は、既成概念である炎症
とは一線を画す sPLA2-X の新しい機能を発
見したものであり、J Biol Chem に連報で掲
載された。



(3) sPLA2-IIDと炎症収束
　sPLA2-IID は脾臓やリンパ節に発現してい
るアイソザイムであるが、その機能は全く
不明であった。申請者は FACS や共焦点レー
ザー蛍光二重染色により、本酵素が二次リ
ンパ組織の樹状細胞に発現していることを
見出した。そこで本酵素が免疫反応に関わ
ることを予想し、sPLA2-IID KO マウスに接
触性皮膚炎モデルを施行した。その結果、KO
マウスでは惹起相における皮膚肥厚は WT
マウスと同様に進行するが、炎症後期にお
ける浮腫の寛解が見られず、炎症が持続す
ることが判明した。sPLA2-IID KO マウスの
リンパ節においても同様に、惹起相後期に
おいて IFNγの発現に特徴づけられる Th1
応答の収束が起こらないことがわかった。
一方、感作相初期に見られる皮膚樹状細胞
のリンパ節への遊走に差は認められず、
sPLA2-IID 欠損の影響は惹起相後期の収束フ
ェーズに限られていた。更に、sPLA2-IID KO
マウスより得た骨髄由来樹状細胞(BMDC)で
は WT 由来 BMDC よりも樹状細胞活性化マ
ーカーの発現が亢進しており、この細胞を
WT マウスに静脈内投与すると、KO 由来
BMDC 移植群の方が WT 由来 BMDC 移植群
よりも強い炎症像を呈した。そこで、収束
期のリンパ節と皮膚について脂質メタボロ
ーム解析を展開したところ、sPLA2-IID は主
要発現組織であるリンパ節において、ホス
ファチジルエタノールアミン(PE)を基質とし
て DHA を遊離し、炎症収束性の脂質メディ
エーターの産生と機能的にリンクしている
ことが明らかとなった。したがって、sPLA2-
IID KO マウスではリンパ節での抗炎症性
DHA 量が極端に減少するため炎症のバラン
スが促進の方向にシフトし、このために炎
症寛解が遅延したものと結論した（図４）。
　従来、sPLA2 は炎症の増悪に関わるものと
考えられてきた。本研究は、組織特異的に
炎症の収束を制御する「resolving sPLA2」を
発見した初めての成果であり、現在論文投
稿中である。

 (4) sPLA2-Vによる脂質代謝制御
　sPLA2が in vitroでリポタンパク質（LDL、
HDL）のリン脂質を分解すること、またヒ
ト遺伝子多型解析において、sPLA2-Vの SNP
が２型糖尿病や肥満において血中 LDL 濃度
と相関することが報告されていた。
　申請者は、内臓脂肪組織(WAT)における
sPLA2 群の発現解析を行い、脂肪を過剰摂取
した C57BL/6 マウスの WAT において
sPLA2-V が著しく発現誘導されることを発見
した。先天的肥満マウス(ob/ob)の WAT では
sPLA2-V の発現は極めて高く、逆に肥満改善
の表現型を示すマウスの WAT では sPLA2-V
の発現は低下していた。WAT の細胞分画、
免疫染色、in situ ハイブリダイゼーションな
どにより、sPLA2-V は高脂肪食負荷したマウ
スの脂肪細胞に発現していることが判明し
た。そこで、sPLA2-V KO マウスに高脂肪食
負荷試験を施行した結果、体重の増加、体
脂肪の蓄積、エネルギー消費の低下、高イ
ンスリン血症、高レプチン血症、高血糖、
脂肪肝、インスリン抵抗性など、調べた限
りあらゆるメタボリックシンドロームの評
価パラメーターに関して増悪が認められた。
また、sPLA2-V KO マウスの WAT では、M1
マクロファージが M2 マクロファージと比べ
て著しく増加しており、慢性炎症が亢進し
ていることがわかった。このメタボリック
シンドローム増悪の表現型のメカニズムを
精査した結果、sPLA2-V KO マウスでは脂肪
細胞自体の分化や脂肪代謝には異常は見ら
れなかったが、LDL 粒子に脂質が異常蓄積
し、LDL/HDL のバランスが大きく前者に傾
いていることが判明した。脂質メタボロー
ム分析の結果、過栄養により誘導された
sPLA2-V は脂質過剰 LDL 中のオレイン酸含
有 PCを分解していることがわかった。一方、
脂肪細胞特異的 sPLA2-V Tg マウスを作出し
た結果、体脂肪が蓄積しにくく、血中の LDL
が減少し、WAT の炎症マーカーが低下して
いた。
　従来、炎症時に誘導されるアイソザイム
sPLA2-IIA は「inflammatory sPLA2」とも呼ば
れ、生理的には微生物の膜を分解すること
により感染防御に関わる一方、リウマチ性
関節炎などの炎症局所に高濃度に蓄積する
と病理作用として炎症を増悪することが知
られていた。本研究の結果から、sPLA2-V は
脂質過栄養に応じて肥大化脂肪細胞に誘導
される「metabolic sPLA2」であり、本質的に
は脂質過剰となった異常 LDL を除去するこ
とにより、メタボリックシンドロームに対
して防御的に機能しているものと結論した
（図５）。一方、マクロファージの sPLA2-V
が局所（動脈）に過度に蓄積すると動脈硬
化の病理作用を示すものと考えられる。こ
の成果は sPLA2 によるリポタンパク質代謝



の生理的意義を始めて明らかにしたもので
あり、現在投稿準備中である。
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