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研究成果の概要（和文）：プロスタグランジン (PGD2)は様々な代謝産物を生成し、それらのいくつかは炎症の
消散などに関与し、生体の恒常性維持に重要な役割を果たしているものと考えられている。本研究では、マスス
ペクトロメトリーを用いたPGD2代謝産物の特異的検出法を確立し、血清アルブミン依存的に産生される主要な代
謝物としてΔ12-PGD2を同定し、肥満細胞の脱顆粒における検出・定量にも成功した。また、肥満細胞の脱顆粒
では、神経突起伸長活性を有するPGD2代謝産物として15d-PGJ2を同定し、さらにカルシウムチャネルである
TRPV1を介した神経突起伸長増強メカニズムを確立した。

研究成果の概要（英文）：Prostaglandin D2 (PGD2) mediates important effector and regulatory functions
 during inflammatory response. In the present study, we studied non-enzymatic conversion of PGD2 and
 identified Δ12-PGD2, a structural isomer of PGD2, as one of the major albumin-dependent 
metabolites. The formation of Δ12-PGD2 was demonstrated in the activated RBL-2H3 mast cells. Based 
on the finding that the medium conditioned by activated RBL-2H3 mast cells enhanced the nerve growth
 factor-induced neuritogenesis of PC12 cells, we attempted to isolate an active compound from the 
mast cell conditioned culture medium and identified 15-deoxy-Δ12,14-PGJ2 (15d-PGJ2) as a potential 
enhancer of neuritogenesis. We have established a mechanism in which 15d-PGJ2-induced neuritogenesis
 is regulated by two sets of mechanisms, one for the translocation of a calcium channel (TRPV1) into
 the cell surface by NGF and one for the activation of TRPV1 by 15d-PGJ2.

研究分野： 食糧化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
脂質は 3 大栄養素のひとつであり、細胞膜

の主要な構成成分やエネルギー源であるだ
けでなく、外界からの刺激に応答して“脂質メ
ディエーター”と呼ばれる生理活性脂質が産
生されることで、生体防御や神経伝達などに
関与するという重要な機能を有している。中
でもプロスタグランジン (PG) 類は、遊離ア
ラキドン酸からシクロオキシゲナーゼ 
(COX) の触媒作用によって生成される主要
な脂質メディエーターのひとつである一方
で、生体における局在やその作用機構に関す
る知見は極めて少ないことから、抗炎症脂質
メディエーターの作用機構に関する基盤的
研究を展開し、生理的意義の解明を目指す。 
 
２．研究の目的 
酵素的あるいは非酵素的に産生される脂

肪酸代謝物は、生体内において様々な生理活
性を有する“脂質メディエーター”として機能
している。特に PGD2代謝産物である J2型プ
ロスタグランジンなどの抗炎症性を有する
脂質メディエーターは、炎症の消散に関与し、
生体の恒常性維持に重要な役割を果たして
いるものと考えられている。本研究では、抗
炎症性脂質メディエーターの生理的意義の
解明を目的に、脂質メディエーターの特異的
検出・定量法の確立や細胞機能発現機構の解
析を通して、生命現象とのかかわりを明らか
にするだけでなく、炎症制御や神経細胞分化
促進などのユニークな生理活性における分
子基盤の解明を目的としている。 
 本研究では、脂質由来の抗炎症性メディエ
ーターを基軸とする新たな細胞応答の解明
を目的とした基盤的研究を展開する。特に、
抗炎症性脂質メディエーターの特異的かつ
高感度定量法の確立と、その作用機構の解明
を目的とした化学生物学的研究を行なう。具
体的には、以下の 4 項目に関し重点的に研究
を実施する。 
(1) マススペクトロメトリーを用いた PGD2

代謝産物の特異的検出 
(2) PGD2 代謝産物12-PGD2 とタンパク質の

相互作用 
(3) PGD2代謝産物12-PGD2の細胞機能 
(4) PGD2 代謝産物による神経細胞分化促進

機構の解明 
 
３．研究の方法 
(1) PGD2インキュベーション実験 
10%ヒト血漿もしくは 1.0×109 cells/ml のヒ
ト赤血球を含む PBS 中で、100 μM になるよ
うに PGD2 を加え、24 時間、37 でインキュ
ベーションした。24 時間後、溶媒抽出および
固相抽出を行い、サンプルとした。 
(2) NMR, LC-MS/MS 装置 
PG 類の構造解析には、600 MHz NMR 

(Bruker Avance 600) を用いた。また PG の検
出・定量には、トリプル四重極 MS (Waters
社 UPLC-Xevo TQD MS/MS) を用いた。 

(3) 肥満細胞の脱顆粒 
RBL-2H3 細胞に対し、DNP IgE 抗体を 100 

ng/ml となるように加え、一晩感作した。感
作後、新しい培地に交換し、DNP-BSA 20 
ng/ml となるように投与した。各時間培養後、
培養上清を回収し、溶媒抽出および固相抽出
を行い、PG 類を抽出した。 
(4) PPARγ 活性測定法 
ヒト胎児腎臓由来HEK293細胞に対し、GAL 

PPARγ、pGL 5xGAL UAS TA-Luc および
pRL-TK をリポフェクション法により導入し、
6 時間インキュベーションした。その後、PG
もしくはアゴニストである ciglitazone を投
与し、24 時間後にルシフェラーゼアッセイを
行った。 
(5) 神経突起伸長活性測定法 
ラット副腎髄質褐色細胞腫 PC12 細胞に対
し、PG および低濃度 (1.5 ng/ml) の NGF を
投与し、72 時間培養した。72 時間後、細胞
の長径よりも長い神経突起を有している細
胞を分化した細胞とみなし、全細胞に対する
分化した細胞の割合を求めた。 
 
４． 研究成果 
(1) マススペクトロメトリーを用いた PGD2

代謝産物の特異的検出 
ヒトの血液を血漿および赤血球に分画した
後に、それぞれに PGD2 を加えて 24 時間イ
ンキュベーションした。固相抽出によって PG
類を粗精製した後に、LC-MS/MS によって
PGD2 の変換産物に共通する m/z 271 の
product ion に対する parent ion scan モードで
解析を行った。その結果、血漿および赤血球
の存在下において既知の PGD2 変換産物の他
に、新規の Peak a が検出された（図１）。ま
た、Peak a は血清アルブミン存在下で生成さ
れることが明らかとなった。 

図１ LC-MS/MS による PGD2代謝産物の分析 
                                      
Peak aのUV吸収スペクトル測定を行った結
果、PGD2と比較してより長波長側である 247 
nm で極大吸収が確認された。これより Peak a
は共役構造を有することが予想された。また、
Peak a を逆相 HPLC により分取、精製した後
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に、高分解能 MS の positive ion モードにより
解析した。その結果、m/z 375.2146 で検出さ
れ、その組成式は C20H32O5Na であった。こ
れはPGD2のNa付加イオンと一致することか
ら、Peak a は PGD2に類似した構造であるこ
とが予想された。 
 続いて Peak a の NMR 解析を行った。PGD2

の 1H-NMR と比較したところ、5.5 ppm 付近
のシグナルが変化していた。カップリング定
数解析および PGD2 の選択励起 TOCSY 解析
より、13 位の二重結合に変化が起きたことが
示唆された。Peak a の 1H-1H COSY および選
択励起 TOCSY 解析により、プロトンの帰属
をした。その結果、PGD2 ではすべてのプロ
トンにおいて TOCSY 相関が確認されたが、
Peak a では、カルボキシル基末端からは
H(C-10)まで、メチル基末端からは H(C-13)ま
での TOCSY 相関が確認された。また PGD2

における H(C-12)のシグナルが Peak a では消
失したことが明らかとなった。そこで
H(C-13)のカップリング定数解析を行ったと
ころ、トランス型の遠隔カップリングである
がわかった。以上より Peak a は、PGD2の二
重結合が 12 位に転移した、12-PGD2 である
ことが明らかとなった（図２）。 

図２ 12-PGD2の化学構造 
 
(2) PGD2 代謝産物12-PGD2 とタンパク質の

相互作用 
LC-MS/MS を用いた定量解析の結果、

12-PGD2 は PGD2 から生成され、血清アルブ
ミン濃度依存的に生成量が増加した。また経
時的な変化を検討したところ、PGD2 の減少
に伴って、その生成量が増加することが確認
された。さらに12-PGD2の安定性について検
討した。その結果、血清アルブミンの有無に
関わらず、12-PGJ2への変換が確認されたが、
12-PGD2 の減少量および12-PGJ2 の生成量は
わずかであった。以上より、12-PGD2は血清
アルブミンとの相互作用性は小さく、さらな
る変換を受けにくいことが明らかとなった。
こうした実験結果から、図３に示したような
新規の PGD2代謝経路を確立した。 

図３ PGD2の非酵素的代謝機構 
 

(3) PGD2代謝産物12-PGD2の細胞機能 
 培養細胞からの12-PGD2 の産生について、
PGD2 を放出する肥満細胞に着目し、検討を
行った。ラット肥満細胞株である RBL-2H3
細胞に抗原抗体刺激を行い、24 時間後に培養
上清を採取し、PG 類を粗精製した。このサ
ンプルを LC-MS/MS 解析に供したところ、抗
原抗体刺激を行った肥満細胞の培養上清中
から12-PGD2が検出された。経時的な変化に
ついて検討したところ、12-PGD2 は PGD2 が
減少するのに伴って増加し、比較的安定して
培養上清中に存在することが明らかとなっ
た。 
 PGD2 変換産物である 15d-PGJ2 は、核内受
容体であるPPARのリガンドであるという報
告がなされている。そこで、今回同定された
12-PGD2について、ルシフェラーゼアッセイ
による PPARリガンド活性評価を行った。そ
の結果、15d-PGJ2 と比較して弱いものの、
12-PGD2もPPARを活性化することが明らか
となった。 
本研究により、血清アルブミンの存在下で

PGD2 から12-PGD2 が生成される、新規変換
経路を見出した。さらに12-PGD2は血清アル
ブミンの濃度依存的に生成され、安定的に存
在することが明らかとなった。実際に
12-PGD2は、抗原抗体刺激を行った肥満細胞
より生成されるとともに、PPARを活性化す
ることを確認した。以上より、血清アルブミ
ンの存在下で生成される12-PGD2は、細胞応
答に関与する重要な脂質メディエーターで
あると予想され、今後、その更なる生物学的
意義の解明が期待される。 
 
(4) PGD2 代謝産物による神経細胞分化促進

機構の解明 
これまでの予備検討により、IgE で感作し、

その IgE が認識する抗原により刺激したマス
ト細胞のモデル細胞である RBL-2H3 細胞の
培養上清を、神経モデル細胞である PC12 細
胞に低濃度の NGF と共に処理することによ
り、NGF の作用が増強されることを見出して
きた。そしてその要因の１つが、マスト細胞
の脱顆粒により放出される最も主要なプロ
スタノイドである PGD2を前駆体とする J2型
PG であることを明らかとした。J2型 PG には
PGJ2, 15d-PGJ2, 12-PGJ2が知られているが、
特に 15d-PGJ2 に強い神経突起伸長増強活性
があることを確認した（図４）。 
 マスト細胞の刺激培養上清中の神経突起伸
長増強物質であることが明らかとなった
15d-PGJ2の作用機構についての詳細な解析を
試みた。その結果、15d-PGJ2による神経突起
伸長増強作用にはCa2+が細胞外から細胞内に
流入してくることが重要であることが明ら
かとなった。さらに、PC12 細胞において
15d-PGJ2 は NGF 存在下でのみ有意な[Ca2+]i

の上昇を引き起こすことが確認され、NGF に
よって感受性が高まるような 15d-PGJ2 作動
性の Ca2+チャネルの存在が示唆された。 
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図４ PGD2代謝産物による神経突起伸長 
 

NGF によって 15d-PGJ2 感受性が高まる
Ca2+チャネルとして、非選択的カチオンチャ
ネルである TRPV1 に着目し、TRPV1 と
15d-PGJ2による神経突起伸長増強作用との関
係性についての解析を行った。その結果、
15d-PGJ2 による神経突起伸長の増強は
TRPV1 の発現量やその活性化に相関するこ
とが明らかとなった。また、15d-PGJ2による
TRPV1 の活性化には 15d-PGJ2 のシクロペン
テノン構造に由来する親電子性が重要であ
り、15d-PGJ2 は TRPV1 に直接的に結合する
ことを証明した。 

 15d-PGJ2 がアレルギー反応に深く関与す
ることが知られているマスト細胞から放出
されることから、アレルギー性疾患の患部に
おける神経密度の上昇と 15d-PGJ2 による神
経突起伸長増強作用との関係性について、ア
トピー性皮膚炎のモデルマウスを用いて解
析を行った。モデルマウスを作製し、その過
程で TRPV1, または COX 阻害剤を処理した
マウスと、痒みの発生および表皮への神経の
伸展についての比較解析を行った結果、神経
の伸展、および掻破行動の両方において阻害
がみられる傾向にあることを確認した。 

図５ 15d-PGJ2による神経細胞文化誘導の分子機構 
 
本研究では、神経栄養因子様活性を有する

物質として 15d-PGJ2に着目し、その作用機構
を解明してきた。15d-PGJ2による神経突起伸
長増強活性には[Ca2+]i の上昇が重要であり、
その現象には 15d-PGJ2による TRPV1 の活性
化が関与していることが明らかとなった。

TRPV1 と同じ TRP ファミリーに属する
TRPA1 を 15d-PGJ2 が活性化させることはす
でに報告されているが、15d-PGJ2 が TRPV1
を活性化させることは知られていない。
15d-PGJ2による TRPA1 の活性化には NGF の
関与は述べられておらず、TRPV1 と TRPA1
では 15d-PGJ2 に対する感受性が異なる可能
性が考えられる。しかしながら、遺伝子導入
による検討では、TRPV1 過剰発現系の方が
TRPA1 よりも、15d-PGJ2による神経突起伸長
増強作用を亢進させることを示した。これま
での検討により、15d-PGJ2による神経突起伸
長増強作用に[Ca2+]i の上昇が関与しているこ
とは明らかであるが、TRP チャネルファミリ
ーは大きな細胞内ドメインを有することか
ら“足場タンパク質”としても考えられており、
そこに集積してくるタンパク質同士の相互
作用も何らかの影響を及ぼしている可能性
は考えられる。これらの可能性について、今
後のさらなる解析が望まれる。 
また、本研究ではマウスを用いて 15d-PGJ2

による神経突起伸長増強作用とアトピー性
皮膚炎における表皮への神経の伸展、および
痒みの助長に行いての関係性を証明するこ
とも試みた。その結果、COX 阻害剤である
NS398 および TRPV1 アンタゴニストである
capsazepine により、表皮への神経の伸展と掻
破行動が抑制された。しかしながら 15d-PGJ2

はアラキドン酸から COX の酵素活性により
産生される PGH2から PGD2, PGJ2という過程
を経て産生される。そのため、COX の活性を
阻害することは 15d-PGJ2 の産生を抑制する
とは考えられるが、その他の COX 代謝産物
の産生阻害にも生じるため、さらなる詳細な
解析が必要であると思われる。 

15d-PGJ2はNF-kBの活性化を抑制すること
で炎症応答を阻害することから、抗炎症性メ
ディエーターとして考えられているが、本研
究では、アレルギー性疾患患部における神経
密度の上昇に対して促進的に作用すること
により、掻破行動を引き起こさせる可能性を
示唆した。本研究においては、15d-PGJ2によ
る神経突起伸長増強作用がアトピー性皮膚
炎の痒みに対する感受性を上げることを示
唆したが、アレルギー性疾患においては
15d-PGJ2の産生を行うマスト細胞の関係は切
り離すことの出来ないものであり、患部の神
経密度の上昇も確認されている。このことか
ら、喘息やアレルギー性鼻炎といった他のア
レルギー性疾患における過敏性を原因とし
た症状の悪化にも 15d-PGJ2 が関与している
可能性も考えられる。アレルギー性疾患は患
者の QOL の著しい低下を引き起こす病気で
あるが、その発生原因の複雑さから、進行過
程において明らかにされていない部分も多
く、メカニズムの解明が急務となっている。
本研究はアレルギー性疾患の 1 つであるアト
ピー性皮膚炎の痒みを原因とした掻破行動
による患部のさらなる悪化の要因としての、
内因性の神経栄養因子様物質である15d-PGJ2
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の働きを示唆したものであると考えている。
以上の PGD2 代謝産物による神経細胞分化促
進機構の解明に関する研究は、2016 年の
Scientific Reports 誌に掲載された (Shibata et 
al., 2016)。  
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