
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 ５月２２日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、1) 新奇生理活性脂質 Phospholipid X (PLX)の逆相 HPLC による分画の結果、

Ccl ケモカインや Cxcl ケモカインを誘導する PLX 活性は比較的極性が高い可能性、2) 複数存

在する PLX うち、過塩素酸処理（エポキシドの水解）により活性が低下したことから、PLX

の構造中にエポキシドが存在する可能性、さらに 3) PLX によるケモカイン遺伝子発現制御機

構が存在する可能性を見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 This research found that 1) the polarity of chemokine-inducible PLX was high 
compared to sPLA2-IIA inducible PLX, 2) some of the PLX molecules were sensitive to 
treatment of perchloric acid. Furthermore, 3) the PLX is also involved in the regulation 
of chemokine expression in LPS-induced septic shock model. 
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１．研究開始当初の背景 

 プロスタグランジン(PG)•ロイコトリエン
(LT)をはじめとするエイコサノイドは、アラ
キドン酸カスケードと呼ばれる多段階から
なる一連の酵素反応により産生される。アラ
キドン酸は、種々の細胞外刺激により活性化
されたホスホリパーゼ A2(PLA2)により生体
膜グリセロリン脂質より遊離され、シクロオ
キシゲナーゼ (COX) あるいは 5-リポキシゲ

ナーゼ (LOX) により酸素分子が添加された
のち、各種エイコサノイド合成酵素により PG

類や LT 類にそれぞれ変換される。これらの
エイコサノイドは、細胞外に放出された後、
細胞表面に存在する各エイコサノイドに特
異的な７回膜貫通型 G タンパク質共役型受
容体に作用することで、平滑筋の弛緩•収縮
作用、血小板凝集作用やその抑制作用、白血
球の遊走、発熱•発痛、胃粘膜保護や胃酸分
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泌抑制、睡眠•覚醒などの様々な生命現象を
調節することが明らかとされている。また、
近年 PLA2 反応の副産物として考えられてい
たリゾリン脂質群にもそれぞれに特異的な G

タンパク質共役型受容体が同定されてきて
おり、これらの受容体を介して血管新生や細
胞遊走など様々な現象に関与していること
が明らかとされている。一方、これまでの活
発な解析にも関わらず、生体内には前述の既
知の脂質メディエーター群以外にも、化学構
造や受容体が未だに不明な脂質が複数存在
し、これらの解明は新たな創薬の標的となり
得る。 

 申請者は、炎症性サイトカインで刺激した
ラット線維芽細胞3Y1におけるPGE2産生機構
を解析してきた結果、PGE2産生がサイトカイ
ン刺激後誘導される IIA 型分泌性 PLA2

（sPLA2-IIA）と同じく誘導型の COX-2 により
調節されること、sPLA2-IIAのmRNA誘導がVIB
型カルシウム非依存性 PLA2 (iPLA2) 及び
12/15-LOX により制御を受けることを見いだ
した。この結果は、iPLA2と 12/15-LOX によ
り 産 生 さ れ る 何 ら か の 脂 質 代 謝 物 が
sPLA2-IIA の発現を調節している可能性を示
している。この脂質代謝物を同定することを
目指し、その活性測定系を構築し、sPLA2-IIA
発現を誘導する脂質が実際に存在するかを
検討した。その結果、sPLA2-IIA を発現誘導
する脂質は、炎症性サイトカイン刺激後、一
過的に産生されることを見いだした。さらに、
この脂質各分を HPLC で分画したところ、興
味深いことに sPLA2-IIA を誘導する活性は、
脂肪酸誘導体やリゾリン脂質が溶出される
画分には存在せず、ホスファチジルコリン 
(PC) が溶出される画分に存在した。さらに、
この PC画分を逆相 HPLC により分離精製した
ところ、sPLA2-IIA を誘導する活性は少なく
とも 3種存在することが明らかとなった。こ
れらの結果は、sPLA2-IIAを誘導する脂質は、
iPLA2により遊離された脂肪酸が 12/15-LOX
により代謝されたのち、リン脂質の再アシル
化反応により再構成された一群の酸化型 PC
分子 (Phospholipid Xs: PLX) である可能性
を示している。以上から、申請者が見いだし
た PLX は、その性質から判断して、エイコサ
ノイドやリゾリン脂質などの脂質メディエ
ーターとは異なるタイプの新奇メディエー
ターである可能性が高い。 
 

 

２．研究の目的 

エイコサノイドに代表される生理活性脂質
は、特異的な受容体に作用し、それぞれ特徴
的な生命現象や病態の進展に関わる。申請者
は、合成経路・酵素との反応性から判断して、
既知の生理活性脂質とは化学構造の異なる
『 リン脂質性生理活性脂質 (Phospholipid 

Xs: PLX)』が炎症性刺激に伴って産生され、
これらがケモカイン等の複数の遺伝子発現
を調節することを見いだした。しかし、この
生理活性脂質の構造、合成経路、作用機構、
生体内での機能は不明である。本研究では、
1) この PLX の化学構造・合成経路及びその受
容体を同定すること、2) 生体内での役割を明
らかとすることで、新たな創薬のターゲット
を発見することを目指した。 

 

 

３．研究の方法 

(1) PLX(s)の同定:炎症性サイトカインで刺
激した 12/15-LOX 過剰発現 3Y1 細胞由来の脂
質を出発材料とし、得られた活性画分を順相
および逆相 HPLC により分離し、sPLA2-IIA 及
びケモカイン群の発現制御に関わる脂質を
検索した。 
(2) (1)の方法で部分精製した各フラクショ
ンについて、過塩素酸処理を行った。具体的
には、50% アセトニトリル溶液に溶解した活
性脂質に終濃度 1%となるように過塩素酸を
添加し、30分間 37℃で震盪した。Bligh & Dyer
法により脂質画分を回収し、一部はsPLA2-IIA
発現誘導に対する効果を、一部は LCMS によ
り解析した。 
(3) 4 週齢雄性 C57BL/6 マウスに細胞内 PLA2
阻害剤を 10 mg/kg で腹腔内投与した。1 時間
後、リポ多糖を 5 mg/kg で投与し炎症を惹起
した。24 時間後に各臓器におけるケモカイン
mRNA 発現をリアルタイム RT-PCR により解析
した。 
 
 
４．研究成果 
平成２２年度は、IIA 型分泌性ホスホリパ

ーゼ A2 (sPLA2-IIA) およびケモカイン群の
発現を調節するリン脂質性生理活性脂質
（ Phospholipid X ） の 同 定 と こ の
Phospholipid Xの生体における機能を明らか
とすることを目指し検討を行った。 
 ケ モ カ イ ン 群 の 発 現 を 制 御 す る
Phospholipid X の検出するため、炎症性サイ
トカインで刺激した 12/15-リポキシゲナー
ゼ過剰発現 3Y1細胞より調製した総脂質画分
を逆相高速液体クロマトグラフィーにより
分離し、各フラクションにおけるケモカイン
群の誘導活性を定量的 PCR により解析した。
その結果、Ccl ケモカインや Cxcl ケモカイン
中の一部を誘導する活性が、これまで検出し
ていた Phospholipid X 活性（sPLA2-IIA の発
現誘導を指標に検出していた）と比較して、
より極性の高い溶出画分に溶出されること
を見いだした。従って、これらのケモカイン
の発現は、sPLA2-IIA の発現を調節する
Phospholipid Xとは異なる生理活性脂質によ
り制御を受ける可能性が考えられた。現在、



 

 

これらの生理活性脂質の同定を目指してさ
らに検討を続けている。 
 生体内における Phosholipid X の機能を解
析することを目的とし、LPS 投与マウス各臓
器にケモカイン mRNA 発現に対する AACOCF3

（PLX の生合成を阻害する）の効果を検討し
た。その結果、肺、肝臓、胸腺で誘導される
一部のケモカインで、AACOCF3処理により部分
的に抑制される傾向があることが示された。
今後は、これらの事象について、組織学的・
細胞生物学的・脂質生化学的に解析して行き
たいと考えている。 
 
平成 23 年度は、sPLA2-IIA 及びケモカイン

群の発現を制御する PLXの同定を第一の目標
とし、さらに、生体内での機能についても追
加実験を行った。PLX の同定については、
12/15-リポキシゲナーゼ過剰発現 3Y1細胞よ
り総脂質を調製し、逆相高速液体クロマトグ
ラフィーで分離後、各溶出画分の sPLA2-IIA
の発現に対する効果を検討した。その後、活
性溶出画分について、過塩素酸処理(エポキ
シドの水解)を行い、活性の変化と分子量の
変化する分子を検索した。その結果、複数存
在する PLX 活性のうち、逆相 HPLC 分画にお
いて比較的溶出時間のはやい画分で過塩素
酸処理により活性が低下するものが存在し
た。この画分に存在するホスファチジルコリ
ン(PC)の分子種を LCMS により解析を行った
が、過塩素酸処理により、1, 2-グリコール
構造を有する化合物、すなわち水解反応によ
り分子量が 18 増加し、且つこの処理後のア
セチル化により分子量 84（CH3CO x 2 分子）
増加するものは検出できなかった。従って、
PLX 活性を示す活性本体は、低濃度しか存在
しないか、あるいは PC 以外のヘッドグルー
プを有しているリン脂質である可能性が考
えられた。 
 PLX の生体内での機能について、LPS 投与
による全身性炎症マウスモデルの各臓器で
のケモカイン発現に対する PLA2 阻害剤
AACOCF3の効果を検討した。その結果、ATK 処
理により、肝臓、肺、胸腺において、一部の
ケモカインの誘導が有意に抑制されること
が明らかとなった。 
 この期間での解析で、sPLA2-IIA やケモカ
イン遺伝子発現に関わる新奇生理活性脂質
PLX の少なくとも一部は、構造中にエポキシ
基を有している可能性があることが明らか
となった。しかしながら、現在のところ PLX
の本体の同定までに至っていない。今後、本
研究の手法をさらに改良し、PLX の構造を明
らかにしなければならない。さらに、PLX に
よるケモカインの発現調節機構が、in vivo
の実験モデルにおいても一部の組織で機能
している可能性が高いことが明らかとなっ
た。従って、このケモカインの誘導機構の全

容を明らかとすることができれば、炎症反応
における白血球遊走ばかりでなく、ガン細胞
の転移機構の解明などにも関連する可能性
があり、創薬の標的となることが期待される。 
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