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研究成果の概要（和文）： 

 本研究において sPLA2-III は、精巣上体起始部から頭部の管腔上皮細胞に強く発現し、
Pla2g3-/-マウスは精子成熟および生殖難を示した。sPLA2-III の欠損により引き起こされる生殖
異常は、精巣上体における精子の膜リン脂質の再構成障害に起因することがわかった。 
また、sPLA2-III は白色脂肪組織の間質細胞である前脂肪細胞に発現し、高脂肪食負荷した
Pla2g3-/-マウスは、肥満、脂肪肝、高血糖、高脂血症、インスリン抵抗性の改善が認められた。
Pla2g3-/-マウスでは脂肪組織及び肝臓において脂肪分化、脂肪合成、炎症マーカー関連遺伝子
の発現が減尐し、脂肪組織の LPC が減尐していた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have shown that group III phospholipase A2 (sPLA2-III), a member of the secreted 
phospholipase A2 (sPLA2) family, is expressed in the mouse proximal epididymal epithelium 
and that targeted disruption of the gene encoding this protein (Pla2g3) leads to defects 
in sperm maturation and fertility. Our results reveal a role for the atypical sPLA2 family 
member sPLA2-III in epididymal lipid homeostasis and indicate that its perturbation may 
lead to sperm dysfunction. Additionally, sPLA2-III was expressed constitutively in 
preadipocytic cells in the stromal vascular fraction of white adipose tissue. High-fat 
diet induced obesity, steatohepatitis, hyperlipidemia, hyperglycemia and insulin 
resistance were ameliorated in Pla2g3-/- mice. Adipose or hepatic expression of lipogenic, 
adipogenic and proinflammatory genes and adipose level of lysophosphatidylcholine were 
significantly reduced in Pla2g3-/- mice compared with wild-type mice.  
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１．研究開始当初の背景 
 膜グリセロリン脂質から脂肪酸とリゾリ
ン脂質を生成する酵素 PLA2 には多数の分子
種が同定されており、細胞内に存在する細胞
質 PLA2 (cPLA2)とカルシウム非依存性 PLA2 
(iPLA2)群、ならびに細胞外に分泌される
sPLA2 (secreted PLA2)群に大別される。PLA2

は従来、細胞膜中のリン脂質の分解を制御す
ることによりアラキドン酸代謝物に代表さ
れる脂質メディエーターの産生や細胞膜の
新陳代謝に関わるものと認識されてきた。し
かしながら、細胞膜リン脂質代謝における細
胞内 PLA2（cPLA2群や iPLA2群）の重要性が広
く認知されつつあるのに対し、細胞外に分泌
される sPLA2 群が実際に生体内でどのような
存在状態のリン脂質を基質としているのか、
どのような生体応答に関わるのかについて
は未解明であった。 
 細胞内 PLA2群とは異なり sPLA2群は分泌型
の酵素であるため、その基質となるリン脂質
は細胞外に存在するはずである。実際に、
sPLA2は in vitro において細胞膜のリン脂質
を標的とするだけでなく（J Biol Chem. 276, 
10083-10096, 2001）、細胞外に存在する血漿
リ ポ タ ン パ ク 質  (J Biol Chem. 274: 
4203-34211, 1999) 、肺サーファクタント (J 
Biol Chem. 281: 36420-36433, 2006)、ある
いは細菌膜 (J Immunol. 166:4029-4034. 
2001)のリン脂質も分解することから、これ
らの反応を介して炎症、動脈硬化症、急性呼
吸窮迫症候群、細菌感染防御などに関与する
可能性が指摘されている。また、比較的各組
織に普遍的に発現している cPLA2 や iPLA2 と
は異なり、sPLA2は各アイソザイムが異なる組
織分布を示す。そのため、sPLA2群のそれぞれ
のアイソザイムは、生体内でそれぞれの発現
部位に応じて固有の機能を担うことが予想
される。  
 このような背景のもと、大学院在籍時に、
所属研究室が推進していた sPLA2 群の網羅的
遺伝子改変マウスの解析プロジェクトに参
画し、sPLA2群の網羅的な過剰発現ならびに欠
損マウスの解析に貢献してきた。特に、新し
いタイプの sPLA2 アイソザイムとして同定さ
れた III 型酵素(sPLA2-III)について、世界に
先駆けて過剰発現マウス (Pla2g3tg/+マウス)
と欠損マウス(Pla2g3-/-マウス)を作出し、そ
の表現型解析を通じて本酵素の生体内機能
を明らかにしてきた。このうち過剰発現マウ
スの研究成果については最近、国際学術誌に
論文発表した（J Biol Chem. 2008, Biochem 
J. 2009：研究業績の項）。本研究は、Pla2g3-/-

マウスの表現型解析を更に推進するもので
ある。 
 
 
 

２．研究の目的 
 本研究では、sPLA2ファミリーのうち新しい
タイプのアイソザイムである sPLA2-III にフ
ォーカスを当て、その生体内機能について、
欠損マウスの表現型解析を通じて解明する
ことを目的とする。申請者がこれまでに作出
導入した sPLA2-III 遺伝子改変マウスの表現
型解析から浮上してきた以下にリストアッ
プする生命現象について焦点を当て、本酵素
の機能とその分子メカニズムの全体像、なら
びにそのヒト病態との関連を解明すること
を目標とする。 
(1)精子無力症：Pla2g3-/-マウスは精子の運動
性が極めて悪く、雄性不妊となる。そこで、
本酵素の欠損が精子不全を引き起こすメカ
ニズムについて、雄性生殖器のリン脂質代謝
に及ぼす影響を中心に精査し、これを解明す
る。 
(2) メタボリックシンドローム：Pla2g3tg/+

マウスに高脂肪食負荷を施すと肥満が増悪
し、Pla2g3-/-マウスでは逆に肥満・脂肪肝が
改善することを見出している。そこで本研究
では、本酵素とメタボリックシンドロームの
関係について、その分子メカニズムを含めて
明らかにする。 
(3) 動脈硬化：sPLA2-III は in vitro でリポ
タンパク質のリン脂質を分解して変性悪玉
LDL の生成を促進し、またこれと合致して
sPLA2-III 過剰発現マウスでは動脈硬化が増
悪することを見出している（J. Biol. Chem. 
283: 33483-33497, 2008）。そこで本研究で
は、この現象の生理的妥当性を検証するため
に、Pla2g3-/-マウスに動脈硬化モデルを施行
する。 
 
３．研究の方法 
(1) sPLA2-III と精子機能 
①精巣上体より調整した精子細胞及び精液
の脂質成分の網羅的質量分析を行い、
Pla2g3-/-マウスと対照マウスの間で差が認め
られるリン脂質分子種ならびに脂質代謝産
物を同定する。 
② Pla2g3-/-マウスならびに対照マウスの雄
性生殖器に発現している分子群のマイクロ
アレイによる遺伝子プロファイリングを行
う。精子の成熟や運動性に関わることが知ら
れている遺伝子群を抽出し、sPLA2-III の欠
損がその発現にどのような影響を及ぼして
いるかを調べる。必要に応じて、定量的
RT-PCR やウェスタンブロットによりマイク
ロアレイの結果の妥当性を検証する。 
③ Pla2g3-/-マウスならびに対照マウスの精
子の超微細構造の形態学的観察を行うとと
もに、精子の機能に必要とされるシグナル伝
達経路（例えば Ca2+応答、cAMP 産生、ATP 産
生、タンパク質リン酸化など）を精査し、
Pla2g3-/-マウスの精子に生じている異常の全



 

 

体像を明らかにする。 
④ 精子は卵子と相互作用すると、アクロソ
ーム反応、膜融合、卵活性化などの一連のス
テップを経て、受精卵を胚発生に導く。これ
らのステップが sPLA2-III の欠損によりどの
ような影響を受けているかについて検討す
る。 
 以上の解析により、精巣上体管腔上皮細胞
より分泌される sPLA2-III によって制御され
るリン脂質代謝と精子機能の関連について
の分子メカニズムを解明する。 
(2) sPLA2-III とメタボリックシンドローム 
メタボリックシンドロームの病態生理学的
解析を以下の項目に添って実施する。 
Pla2g3-/-マウスに高脂肪食負荷を施し、肝臓、
脂肪組織、筋肉など脂肪代謝に関わる組織の
組織学的所見を精査するとともに、血漿のア
ディポカイン、脂質代謝関連ホルモン、肝機
能マーカーなどの分析を行う。 耐糖性試
験・インスリン感受性試験を実施して血中の
インスリン濃度と血糖値をモニターし、個体
または組織のインスリン応答性を調べる。体
温、行動量、エネルギー代謝率などを測定し、
脂肪燃焼を評価する。更に、摂食量ならびに
摂食行動を調節する視床下部ホルモンの発
現などを判定する。以上の解析により
sPLA2-III のメタボリックシンドロームへの
関与とその分子メカニズムの全体像を解明
する。 
(3) sPLA2-III と動脈硬化 
 動脈硬化モデルマウスである LDL 受容体
(LDLR)欠損マウスを用いて sPLA2-III/LDLR
ダブルノックアウトマウスを作成し、これに
高コレステロール負荷を施した時の動脈硬
化の進展について、対照マウス (LDLR 欠損マ
ウス)と比較検討する。具体的な解析項目と
して、以下の検討を行う。 
①血漿リポタンパク質を VLDL, LDL, HDL な
どに分離し、脂質成分をモニターする。 
②大動脈を縦方向切開あるいは輪切りにし、
その組織切片を Oil red O で染色することに
より、脂肪蓄積部位を定量する。さらに、大
動脈洞の組織切片を組織学的に観察し、動脈
硬化の程度を評価する。必要に応じて、切片
をマクロファージ、血管平滑筋、コラーゲ間
質などのマーカーで免疫染色し、細胞浸潤の
観点からも動脈硬化の進展を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) sPLA2-III と精子機能 
 Pla2g3-/-マウスは精子の運動性の低下によ
り雄性不妊になることを見出した。精巣と精
巣上体のマイクロアレイ解析の結果、
Pla2g3-/-マウスでは精巣上体における精子の
運動性、形態、受精能に関わる遺伝子が一括
的に減尐していた。これと合致して、Pla2g3-/-

マウスの精子では鞭毛軸索やアクロソーム

の超微細構造、ならびに運動に関わるシグナ
ル伝達に異常が見られた。Pla2g3-/-マウスの
精子は受精が起こりにくく、受精が成立して
も、その後の胚発生が低下していた。III 型
sPLA2 はリン脂質代謝酵素であることから、
Pla2g3-/-マウスの精巣上体では脂質代謝に何
らかの変化があることが予想し、質量分析に
より脂質成分を網羅的に解析した。その結果、
以下の３点の異常所見を見出した。 
①野生型の精子は精巣上体を通過する間に
膜リン脂質（PC）の脂肪酸の不飽和度が増し、
オレイン酸やアラキドン酸からドコサヘキ
サエン酸やドコサペンタエン酸への再編成
が起こったが、Pla2g3-/-マウスではこのプロ
セスが損なわれていた。 
②Pla2g3-/-マウスでは 12/15 リポキシゲナー
ゼによる脂肪酸代謝産物が減尐していた。 
③Pla2g3-/-マウスでは精巣上体液の PC が増
加していた。精子のドコサヘキサエン酸含有
率の低下がヒトやマウスの精子不全と相関
する従来の知見を踏まえると、sPLA2-III の
欠損により引き起こされる精子の成熟不全
は、精巣上体における①精子の膜リン脂質の
不飽和脂肪酸リモデリングの障害に起因す
るものと考えられる。 
(2) sPLA2-III とメタボリックシンドローム 
 高脂肪食負荷したPla2g3-/-マウスは、体重
および内臓脂肪サイズの減尐、脂肪肝の抑制、
血中レプチン、グルコース、総コレステロー
ル、LPC濃度の低下、インスリン抵抗性の改善
が認められた。Pla2g3-/-マウスはWTマウスと
比べて摂食量が有意に尐ないことが判明した。
一方、行動量や酸素消費量については、
Pla2g3-/-マウスとWTマウスの間に差は認めら
れなかった。Pla2g3-/-マウスでは脂肪組織の
LPCが減尐するとともにマクロファージの炎
症マーカーが減尐していた。血漿リポタンパ
ク質の粒子径の測定を行った結果、Pla2g3-/-

マウスでは悪玉小径LDLが減尐していること
がわかった。免疫組織化学染色および定量的
PCRの結果、内在性sPLA2-IIIは脂肪組織の間
質に存在し、前脂肪細胞が発現細胞のひとつ
であると考えられた。また脂肪組織間質の細
胞をin vitroで脂肪細胞に分化させる系を行
ったところ、WTマウスからは脂肪滴を蓄えた
細胞が多く見られたが、Pla2g3-/-マウスから
はそのような細胞は認められなかった。逆に
sPLA2-IIIを前脂肪細胞に過剰発現すると酵
素活性依存的に脂肪滴の増加が観察された。
以上の結果よりsPLA2-IIIは前脂肪細胞の形
成や維持をコントロールすることにより、最
終的に全身の脂質代謝に影響を与えていると
考えられる。 
(3) sPLA2-III と動脈硬化 
 現在、動脈硬化モデルマウスであるLDL受容
体(LDLR)欠損マウスを用いてsPLA2-III/LDLR
ダブルノックアウトマウスを作成中である。



 

 

今後、これに高コレステロール負荷を施した
時の動脈硬化の進展について、対照マウス 
(LDLR欠損マウス)と比較検討する予定である。 
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