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研究成果の概要（和文）：環境化学物質の新たな毒性発現機構を明らかにするために、その生体

影響としてアラキドン酸代謝反応への影響に焦点を絞り、代謝酵素遺伝子変異マウスを用いた

解析を行った。その結果、化学物質による雄性生殖毒性、神経毒性、水腎症発症、発がんなど

へのアラキドン酸代謝系の関与を明らかにした。さらに遺伝子変異マウスの多くの表現型を明

らかにし、様々なアラキドン酸代謝酵素が化学物質の毒性発現標的となりうる可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： In order to clarify novel mechanisms of environmental 
chemicals-induced toxicity, we focused on arachidonate metabolism as a target of toxic 
chemicals and investigated phenotypes of arachidonate-metabolizing enzyme genetically 
modified mice. As the results, we demonstrated that several arachidonate-metabolizing 
enzymes are involved in chemicals-induced male reproductive toxicity, neurotoxicity, 
onset of hydronephrosis and carcinogenesis, and indicated that other enzymes could be 
targets of chemicals-induced toxicity. 
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１．研究開始当初の背景 
 プロスタグランジン（PG）類産生をはじめ
とするアラキドン酸代謝系は、生理生殖系、
循環器系、消化器系をはじめ多くの生体機能
を調節することにより生体の恒常性維持に
おいて重要な役割を果たすばかりでなく、発
がん、循環器疾患、炎症性疾患など様々な疾
患の発症や進展に深く関わることが知られ
ている。一方、私たちの身の回りに存在し、

生体に悪影響を及ぼすと考えられる環境化
学物質の中にはその毒性が未だ明らかとな
っていないもの、また毒性発現の機構が不明
なものも少なくない。ポリ塩化ビフェニルや
フタル酸エステル類をはじめ、生体内で高蓄
積性を示し、ヒトに対してのみならず生態系
に対しても影響を及ぼすと考えられる環境
化学物質の多くは、脂溶性物質である。これ
ら脂溶性の化学物質は、細胞の生体膜の流動
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性に影響を与えることにより、様々な生体膜
機能に特異的・非特異的な作用を示すため、
アラキドン酸代謝系をはじめとする脂質代
謝系に大きな影響を及ぼすと考えられる。実
際、申請者らはごく最近、プラスチック可塑
剤 に 用 い ら れ る フ タ ル 酸 エ ス テ ル
di(2-ethylhexyl)phthalate（DEHP）の代謝
物 mono(2-ethylhexyl)phthalate（MEHP）が、
精子に存在するアラキドン酸代謝酵素の１
つ、X 型分泌型ホスホリパーゼ A2（sPLA2-X）
の活性を阻害すること、さらにこの活性阻害
により精子の受精能を抑制することを見出
した。そこで、本研究では、環境化学物質の
生体影響としてアラキドン酸代謝反応への
影響に焦点を絞り、環境化学物質がアラキド
ン酸代謝酵素に影響を及ぼす可能性を検証
する。これまでに、環境化学物質の標的とし
ては、ダイオキシン受容体やステロイドホル
モン受容体等の、脂溶性リガンドが結合する
核内ホルモン受容体が注目されてきた。本研
究では、環境化学物質の生体内標的としてア
ラキドン酸代謝酵素に注目するという、これ
までの研究とは異なる視点で、環境化学物質
の新たな毒性発現機構の解明を行う。 
 
２．研究の目的 
 アラキドン酸代謝系に関わる酵素として
は、その初発酵素であるホスホリパーゼ A2

（PLA2）、アラキドン酸を PGH2 へ変換するシ
クロオキシゲナーゼ（COX）および、PGE合成
酵素（PGES）やプロスタサイクリン合成酵素
（PGIS）等の各 PG の最終合成酵素があり、
さらに、各々の酵素には多数のアイソザイム
が存在する。本研究では、これらの各アイソ
ザイムの遺伝子改変（過剰発現または遺伝子
欠損（KO））マウスの表現型の解析をさらに
進めるとともに、環境化学物質の影響が示唆
されたアイソザイムについては、実際に化学
物質により引き起こされる毒性が、野生型マ
ウスと遺伝子改変マウスでどのように異な
るかについて解析し、アラキドン酸代謝酵素
アイソザイムが環境化学物質の標的となり
うる可能性をより明らかなものとする。 
 
３．研究の方法 
(1) 精子のアクロソーム反応 
 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
にまず受精能を獲得させた。さらに、この精
子を Ca2+イオノフォア A23187（10 mM）で処
理し、アクロソーム反応を惹起した。 
 
(2) 受動性皮膚アナフィラキシー（PCA）反
応の誘導 
 マウスの両耳に抗 DNP（ジニトロフェニル）
-IgE を 30 ng 皮内投与し、24 時間受動感作
させた後、エバンスブルー色素を含む DNP-

アルブミン溶液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 分後の耳介の熱さを測定
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) 接触性皮膚炎モデル 
 マウス腹部に、剃毛後、0.5％DNFB（ジニ
トロフルオロベンゼン）溶液 50 µLを塗布し、
5 日間おいて感作を成立させた。5 日後、マ
ウス耳介に 0.3％DNFB 溶液 40 µL を塗布して
炎症を惹起し、その後経時的にマウス耳介の
厚さを測定した。 
 
(4) 高脂肪食負荷 
 脂肪分 4％の通常食に対し、高脂肪食負荷
を行う際には、脂肪分 32％の食餌をマウスに
与えた。 
 
(5) メチル水銀による神経細胞死の誘導 
 生後 1日目の新生仔マウスより常法に従い
小脳顆粒細胞を調製した後、この細胞を 30
あるいは 100 nM メチル水銀存在下、48 時間
培養することにより細胞死を誘導した。
iPLA2-γの阻害剤 BEL（bromoenol lactone）
の効果を検討する際には、メチル水銀曝露の
1 時間前に添加した。 
 
(6) ダイオキシン投与による水腎症の発症 
 出産後 1日目の母マウスに、2,3,7,8-四塩
化ジベンゾ-p-ジオキシン（TCDD）を 15 µg/kg
単回経口投与し、産仔に TCDD を経母乳曝露
した。生後 7 および 21 日目に仔マウスより
腎臓を摘出し、組織学的評価を行った。 
 
(7) アゾキシメタン投与による大腸化学発
がんの誘導 
 マウス腹腔内にアゾキシメタン 10 mg/kg
を週 1 回、6 週連続投与することにより、大
腸化学発がんを誘導し、アゾキシメタンの最
終投与から 20 週後にポリープの形成を評価
した。 
 
４．研究成果 
(1) sPLA2群に関する解析 
① モノフタル酸エステルによる雄性生殖毒
性への sPLA2-Xの関与 
 sPLA2-X KO マウス由来の精子では、自発性
アクロソーム反応に加え、Ca2+依存的なアク
ロソーム反応が減弱していることがわかっ
た。この減弱は反応系に PLA2産物であるリゾ
ホスファチジルコリンを添加することによ
り回復した。また、すでに私たちが sPLA2-X
の阻害を介し精子の受精能を低下させるこ
とを明らかにしていたモノフタル酸エステ
ル MEHPは、この Ca2+依存的なアクロソーム反
応を抑制することを見出した。 



 

 

 また、免疫組織染色の結果、sPLA2-X は卵
母細胞、子宮の管腔側上皮細胞にも発現して
いることが見出された。本酵素は雄性生殖系
のみならず雌性生殖系にも深く変わる可能
性が示唆された。 
② アレルギー反応への sPLA2群の関与 
 化学物質の中には、生体内でアレルギー反
応を惹起するものも少なくない。sPLA2-III
の KO マウスでは、I 型アレルギーである受動
性皮膚アナフィラキシー反応が改善される
ことを見出した。さらに、sPLA2-III はマス
ト細胞に発現しており、局所環境の PGD2合成
酵素（L-PGDS）とマスト細胞上の PGD2受容体
（DP1）を介してマスト細胞の成熟を制御し
ていることを明らかにした。 
 一方、sPLA2-IIDの KOマウスに、IV型アレ
ルギーである接触性皮膚炎を惹起すると、本
来ならば炎症の後期に起こるはずの回復が
遅れ、炎症反応が持続することを見出した。
さらに、sPLA2-IID は樹状細胞に高発現して
おり、リンパ節においてドコサヘキサエン酸
遊離を亢進することで、抗炎症作用を発揮す
ることを明らかにした。 
③ 全身性脂質代謝制御への sPLA2群の関与 
 高脂肪食負荷を行うと、sPLA2各アイソザイ
ムの KOマウスのうち、sPLA2-V、Xの KO マウ
スでは、肥満の進行が著しく、脂肪細胞は肥
大化し、脂肪肝が増悪化し、インスリン抵抗
性が悪化した。一方、sPLA2-III、IIE の KO
マウスでは、高脂肪食負荷に伴うこれらのメ
タボリックシンドローム様病態が、逆に改善
された。sPLA2群は全身性の代謝制御に多様に
関わることが示唆された。 
 
(2) iPLA2-γに関する解析 
① メチル水銀による神経毒性に対する軽減
因子としての iPLA2-γの解析 
 マウス小脳顆粒細胞を調製し、iPLA2-γの
阻害剤である BELで前処理するとメチル水銀
に対する感受性が高まることがわかった。小
脳顆粒細胞の膜脂質の脂肪酸組成を検討し
たところ、酸化されやすい不飽和脂肪酸が多
く含まれており、iPLA2-γはメチル水銀によ
り惹起された酸化ストレスにより過酸化さ
れた脂質を除去することにより、毒性軽減因
子として機能している可能性が示唆された。 
② iPLA2-γ KOマウスの新たな表現型 
 さらに、iPLA2-γ KO マウスの新たな表現
型として、ADP 刺激に伴う血小板活性化の低
下、止血反応の減弱および血栓形成の抑制、
脂肪細胞分化能の低下等を見出した。 
 
(3) mPGES-1（膜結合型 PGES-1）および PGIS
に関する解析 
①  ダイオキシンによる水腎症発症への
mPGES-1の関与 
 出産後 1 日目の母マウスに TCDD を経口投

与し、産仔に経母乳曝露したところ、野生型
マウスの新生仔では重篤な水腎症が発症し
たが、mPGES-1 KOマウスの新生仔では発症し
なかった。mPGES-1 を介し産生される PGE2が
TCDD の毒性発現に深く関わることが明らか
になった。 
② 化学発がんにおける mPGES-1と PGISの関
与 
 アゾキシメタンを、mPGES-1、PGIS 各々単
独の KO マウスならびに両酵素の二重欠損
（DKO）マウスに投与したところ、mPGES-1 KO
マウスでは大腸化学発がんが抑制されるの
に対し、PGIS KO マウスでは発がんが逆に促
進されること、DKO マウスではその中間の表
現型を示すことを見出した。化学物質により
惹起される化学発がんにおいて、mPGES-1 と
PGIS が逆の作用を示すことが明らかとなっ
た。 
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