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略語一覧 

 

・ACD：allergic contact dermatitis 

・AhR：aryl hydrocarbon receptor 

・APC：allophycocyanin 

・BSA：bovine serum albumin 

・ChemR23：chemokine-like receptor 1 

・CHS：contact hypersensitivity 

・COX：cyclooxygenase 

・CXCL：C-X-C motif chemokine ligand 

・CYP：cytochrome P450 

・DAPI：4ʹ,6‐diamidino‐2‐phenylindole 

・DC：dendritic cell 

・DHA：docosahexaenoic acid 

・diHETE：dihydroxyeicosatetraenoic acid 

・dLNs：draining lymph nodes 

・DNFB：2,4-dinitrofluorobenzene 

・DPA：docosapentaenoic acid 

・EET：epoxyeicosatrienoic acids 
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・EPA：eicosapentaenoic acid 

・EpETE：epoxyeicosatetraenoic acid 

・FBS：fetal bovine serum 

・FCRI：high affinity immunoglobulin E receptor 

・FITC：fluorescein isothiocyanate 

・fMLP：N-formyl-methionylleucyl-phenylalanine 

・GPCR：G-protein coupled receptor 

・HE：hematoxylin and eosin 

・HDPA：hydroxydocosapentaenoic acid 

・HEPE：hydroxyeicosapentaenoic acid 

・HETE：hydroxyeicosatetraenoic acid 

・HPLC：high performance liquid chromatography 

・IFN-γ：interferon- 

・IgE：immunoglobulin E 

・IL：interleukin 

・i.p.：intraperitoneally 

・iSALT：inducible skin-associated lymphoid tissue 

・LC-MS/MS：liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

・LOX：lipoxygenase 
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・LTB4：leukotriene B4 

・LXR：liver X receptor 

・NCS：newborn calf serum 

・NF-κB：nuclear factor-κB 

・NSAIDs：non-steroidal anti-inflammatory drugs 

・TNF-：tumor necrosis factor- 

・PE：phycoerythrin 

・PPAR：peroxisome proliferator-activated receptor 

・qPCR：quantitative real-time PCR 

・RvE：resolvin E 

・RvD：resolvin D 

・RXR：retinoid X receptor  
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緒論 

 

脂質は糖質・タンパク質に並ぶ三大栄養素の一種であり、我々の生命維持・身体活動

に欠かせないエネルギー源である。一方で、脂質のエネルギー価は糖質やタンパク質と

比べて 2 倍以上であることから、脂質の過剰摂取が肥満や高脂血症を引き起こし、冠動

脈疾患や生活習慣病のリスクになることが指摘されてきた 1,2。従って、従来の栄養学的

観点から、健康増進のためには脂質摂取「量」を制限した食事の摂取が重要であると推

奨されてきた。 

食用油（食事性脂質）はグリセロール骨格に 3 つの脂肪酸が結合したトリグリセリド

を主成分としているが、使用する原材料や抽出工程の違いなどにより、含まれる脂肪酸

の種類は大きく異なる。例えば、調理用として一般に用いられる植物性食用油のうち、

亜麻仁油や荏胡麻油はメチル基末端から数えて 3 番目の炭素にはじめて二重結合を持

つオメガ 3 脂肪酸の α リノレン酸を主な構成脂肪酸とするのに対して、大豆油や綿実油

はメチル基末端から数えて 6 番目の炭素にはじめて二重結合を持つオメガ 6 脂肪酸の

リノール酸を主な構成脂肪酸とする。ヒトを含む哺乳類は、脂肪酸のオメガ 3 位、オメ

ガ 6 位に二重結合を導入する不飽和化酵素を持たないため、オメガ 3 脂肪酸とオメガ 6

脂肪酸は体内で合成することができない 3。また、食事から摂取した α リノレン酸は、

脂肪酸伸長酵素や不飽和化酵素を介してエイコサペンタエン酸（eicosapentaenoic acid; 

EPA）やドコサペンタエン酸（docosapentaenoic acid; DPA）、ドコサヘキサエン酸
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（docosahexaenoic acid; DHA）へと代謝される一方で、オメガ 6 脂肪酸のリノール酸

はアラキドン酸へと代謝され、オメガ 3 脂肪酸とオメガ 6 脂肪酸を体内で相互変換す

ることもできない 3-5。従って、オメガ 3 脂肪酸とオメガ 6 脂肪酸は食事として体外か

ら摂取する必要がある必須脂肪酸として認識されており、その体内存在量は食事の影

響を強く受ける 3-5。これら脂肪酸の種類の違いは脂肪酸のエネルギー源としての機

能にはほとんど影響を与えない一方で、オメガ 3 脂肪酸とオメガ 6 脂肪酸とでは生体

に与える影響が大きく異なることが知られている。その理由として、脂肪酸の免疫応

答調節因子としての働きが脂肪酸の種類によって異なることがあげられる。脂肪酸の

免疫応答調節因子としての機能は、疾患制御を考えるうえで重要な要素であり、例え

ば、アラキドン酸はシクロオキシゲナーゼ（cyclooxygenase; COX）やリポキシゲナー

ゼ（lipoxygenase; LOX）が作用するアラキドン酸カスケードと呼ばれる経路を介して、

プロスタグランジン類やロイコトリエン類などの炎症反応を促進させる脂肪酸代謝

物へと代謝されることから、起炎症反応に関わることが古くから指摘されてきた 4。

実際、アラキドン酸カスケードで働く COX の阻害剤は非ステロイド系抗炎症剤（non-

steroidal anti-inflammatory drugs; NSAIDs）として開発され、一般用医薬品として現在

広く用いられている 6。 

一方、オメガ 3 脂肪酸は炎症抑制活性を持つことが知られている。オメガ 3 脂肪酸

摂取による抗炎症作用が特に注目されるようになったのは、1970 年代後半に行われ

たグリーンランドに居住する先住民族イヌイットの人々を対象とした疫学調査の結
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果からである。この本研究では、イヌイットの人々とデンマークの人々が同じ遺伝的背

景を持つにも関わらず、魚やアザラシなどを主食としていたイヌイットの人々はデンマ

ークの人々に比べて冠動脈疾患での死亡率が低いことが示されており、実際に、イヌイ

ットの人々の血中には、魚油やアザラシ油に多く含まれる EPA が豊富に含まれていた

ことから、オメガ 3 脂肪酸の摂取が冠動脈疾患の予防に有益であることが示唆された 7。

この報告をきっかけに、魚油に多く含まれる EPA や DHA が持つ疾患予防効果、健康増

進効果に関する研究が活発になされ、疫学研究や食事介入試験、マウスやラットなど実

験動物を用いた多数の研究により、オメガ 3 脂肪酸が心血管疾患やアルツハイマー病、

炎症性腸疾患、関節リウマチ、喘息、アトピー性皮膚炎、食物アレルギーなど様々なタ

イプの疾患の予防、炎症抑制に有効であることが示されてきた 8-13。つまり、摂取する

食事性脂質の「量」と共に「質」を考慮することもまた免疫学的に重要であることが分

かってきた。 

一方、オメガ 3 脂肪酸の摂取により抗炎症効果が得られるメカニズムとして、これま

での研究においては、オメガ 3 脂肪酸がオメガ 6 脂肪酸由来の起炎症性脂肪酸代謝物の

産生に対して拮抗的作用を示すためであると考えられていた。しかしながら、近年の質

量分析計や高速液体クロマトグラフィー（high performance liquid chromatography; HPLC）

を中心とした分析システムの発展により、体内に極微量しか存在しないオメガ 3 脂肪酸

代謝物の検出や機能解析が可能となり、抗アレルギー、抗炎症活性を示すオメガ 3 脂肪

酸由来の代謝物が同定されてきた。例えば、EPA や DHA を COX や LOX、シトクロム
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P450（cytochrome P450; CYP）が代謝して生じるオメガ 3 脂肪酸代謝物として、レゾ

ルビン E1（resolvin E1; RvE1）、RvE2、RvE3 などの RvEs や、レゾルビン D1（resolvin 

D1; RvD1）、RvD2、RvD3 などの RvDs、プロテクチン D1、マレシンなどがあり 14-17、

その標的分子や細胞を含めた作用メカニズムが明らかになってきている。これら知見

の集積と連動し、オメガ 3 脂肪酸代謝物の機能性や代謝産生機構に関する研究に大き

な注目が集まり、脂質研究は新しい時代を迎えている 4,18。さらに、オメガ 3 脂肪酸

代謝物は多くの研究において nM レベルと極めて低濃度で生理活性が認められるこ

とから、アレルギー、炎症性疾患に対する新たな創薬シーズとして注目されている 19-

21。 

アレルギー性皮膚炎の一種であるアレルギー性接触皮膚炎（Allergic contact 

dermatitis; ACD）は、金属アレルギーや植物アレルギーを代表とする「かぶれ」と呼

ばれる一般的な皮膚疾患の 1 つであり、一般人口の約 20%が ACD に罹患していると

言われている 22,23。ACD の原因となる外来抗原はハプテンと呼ばれる分子量 1000 Da

以下の低分子であり、ハプテンそれ自体に抗原性は通常ないが、低分子量であること

から容易に皮膚バリアを透過して真皮深部まで侵入し、体内の高分子タンパク質と結

合することで抗原性を獲得する 24。ハプテンは金属や植物成分の他、香料や化粧品、

保存料、樹脂、薬剤、防腐剤、家庭用品など我々が生活するうえで接触頻度の高い製

品にも含まれることから、誰にでも起こり得る身近な皮膚疾患である。一般にアレル

ギー性皮膚炎の治療にはステロイド剤が用いられるが、ステロイド外用剤は皮膚萎縮
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症やステロイド誘発性皮膚炎、紫斑、毛細血管拡張、真菌感染症など皮膚における副作

用の懸念や、個人により発症の原因となる因子が違うことよる治療効果の個人差が課題

となっており 25,26、アレルギー性皮膚炎に対する有効性と安全性の高い、新たな予防、

治療法の開発が望まれている。 

ACD の成立過程は感作相と惹起相に大別され、初めてハプテンと接する感作相では、

皮膚常在樹状細胞（dendritic cell; DC）として知られるランゲルハンス細胞や真皮 DC が

抗原を捕捉する 27。抗原を捕捉した DC は、所属リンパ節（draining lymph nodes; dLNs）

へと遊走し、ナイーブ T 細胞に抗原提示を行うことで、エフェクターT 細胞への分化を

誘導し、その結果、感作を成立させる 27。DC の所属リンパ節への遊走は、ハプテンに

より活性化された角化細胞から産生される腫瘍壊死因子-α（tumor necrosis factor-α; TNF-

α）や interleukin（IL）-1、プロスタグランジン E2などによって促進される 27。 

ハプテンが再度皮膚に侵入する惹起相では、抗原非特異的な炎症と抗原特異的な炎症

が引き起こされ、抗原非特異的な炎症には角化細胞や好中球、肥満細胞が主に関与する。

ハプテンにより角化細胞が活性化されると、IL-1 や TNF-α などの炎症性サイトカイン

や好中球を誘引する C-X-C motif chemokine ligand（CXCL）1 や CXCL2、T 細胞を誘引

する CXCL9 や CXCL10 などのケモカインの産生が誘導される 27,28。ハプテンは真皮深

部まで到達するため、皮膚に常在する肥満細胞を直接活性化し、ヒスタミンや TNF-α な

どの炎症性メディエーターの放出を促す 27。これら炎症性メディエーターやケモカイン

が血管透過性の亢進や血管内皮細胞の活性化、好中球や T 細胞の炎症部位への浸潤を
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促すことで、抗原非特異的な炎症反応が誘導される 29。一方、抗原特異的な炎症には

エフェクターT 細胞が関与する。ハプテンによる刺激を受けて角化細胞から産生され

た IL-1α は、真皮血管周囲のマクロファージによる CXCL2 産生を誘導することで、

DC を血管周囲へと集め、マクロファージと DC の集塊形成を促す 30。そこでは、DC

によるエフェクターT 細胞への抗原提示が行われ、エフェクターT 細胞が活性化され

る。これにより、エフェクターT 細胞からの IFN-γ などの炎症性サイトカインの産生

が進み、抗原特異的な炎症が引き起こされる 30。DC と T 細胞からなる細胞集塊は、

誘導型皮膚関連リンパ組織（inducible skin-associated lymphoid tissue; iSALT）と呼ばれ、

炎症誘導時にのみ認められる構造である 30。このように多様な免疫細胞や角化細胞が

絡んだ一連の炎症反応の結果、かゆみや痛みを伴う紅斑や腫れ、湿疹、水疱などの皮

膚炎症状が引き起こされる。 

本研究では新規創薬シーズとしてオメガ 3 脂肪酸代謝物に着目し、ACD に対する

効果とその作用メカニズムの解明を ACD の動物モデル実験系である接触過敏症

（contact hypersensitivity; CHS）モデルマウスを用いて進めた。第一章では、著者の所

属する研究室で近年見いだされた抗アレルギー・抗炎症性脂肪酸代謝物 17,18-エポキ

シエイコサテトラエン酸（epoxyeicosatetraenoic acid; EpETE）の構造活性相関の解明と

本代謝物の産生系の確立を行った。続く第二章では、臓器によってオメガ 3 脂肪酸代

謝が異なることに着目し、皮膚において特徴的に産生されるオメガ 3 脂肪酸代謝物の

同定とその抗炎症メカニズムの解明を行った。  
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第一章 

アレルギー性皮膚炎に対する 17,18-EpETE の構造活性相関の解明 

 

背景 

 

著者の所属する研究室ではこれまでに、機能性脂肪酸代謝物の源となる食事性脂質の

脂肪酸組成の違いに着目した研究を行ってきており、マウスの飼料に一般的に配合され

るオメガ 6 脂肪酸のリノール酸を約 50%含む大豆油の代わりに、オメガ 3 脂肪酸であ

る α リノレン酸を約 60%含む亜麻仁油を配合した特殊飼料を給餌したマウスを用い、

アレルギー、炎症性疾患に対する食事性脂質の脂肪酸組成の影響を調べてきた。例えば、

卵白アルブミンを抗原とする食物アレルギーモデルをマウスに適用すると、大豆油を給

餌したマウスでは多くのマウスでアレルギー性の下痢が認められたのに対して、亜麻仁

油を給餌したマウスではアレルギー性の下痢の発症率が低下することを明らかにして

いる 31。その有効成分を同定する目的で、腸管組織における脂肪酸の網羅解析を行った

結果、大豆油を給餌したマウスに比べて亜麻仁油を給餌したマウスの腸管では α リノレ

ン酸代謝物の EPA とともにその CYP 代謝物である 17,18-EpETE が強く産生されること

を見いだした。実際に、大豆油を給餌したマウスに 17,18-EpETE を投与するとアレルギ

ー性の下痢の発症率が減少したことから、17,18-EpETE が食物アレルギー抑制活性を持

つことを報告した 31。さらに、17,18-EpETE がマウスならびにカニクイザルにおいてア

レルギー性皮膚炎を抑制することを明らかにし、そのメカニズムとして 17,18-EpETE が



12 
 

好中球に高発現する G タンパク質共役型受容体（G protein‐coupled receptor; GPCR）で

ある GPR40 を介して好中球の仮足形成を阻害し、炎症部位への好中球の遊走を抑制

する結果、CHS の発症を抑制することを解明している 32。 

上述のように抗アレルギー・抗炎症活性を持つ 17,18-EpETE にはエポキシ環構造部

位における立体構造の違いにより、17(S),18(R)-EpETE と 17(R),18(S)-EpETE の 2 種類

の鏡像異性体が存在する。鏡像異性体が存在する物質の医薬品としての活用を考える

際には、各種鏡像異性体の生理活性に注意を払う必要があり、特に、片方の異性体の

持つ望ましくない影響を回避し、薬効を最適化するために、単一の鏡像異性体を用い

た医薬品素材の開発が推奨されている。化学的に合成された市販の 17,18-EpETE は

17(S),18(R)-EpETE と 17(R),18(S)-EpETE の等量混合物であるラセミ体(±)17,18-EpETE

であったことから、17,18-EpETE に関するこれまでの研究では(±)17,18-EpETE を用い

ていた。従って、17(S),18(R)-EpETE と 17(R),18(S)-EpETE のどちらの鏡像異性体が生

理活性を担うのか明らかでなかった。しかしながら、17,18-EpETE は新規抗アレルギ

ー・抗炎症剤の創薬シーズとしての実用化が期待されることから、17,18-EpETE のど

ちらの鏡像異性体が生理活性を担うのかを明らかにする必要があると考えた。 

生体内で起こる酵素反応は、酵素の種類毎に異なる機能上の特性の影響を受け、例

えば、生成物の立体選択性の高い酵素を用いると、片方の鏡像異性体のみが立体選択

的に産生される。EPA のエポキシ化を触媒する CYP にはヒトでは 58 種、マウスでは

108 種と多数のサブタイプが存在し、各種 CYP は EPA の 17,18-EpETE への変換活性
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や生成物の立体選択性など、酵素活性が異なることが報告されている 33。さらに CYP は

哺乳類だけでなく、微生物中にも存在し、微生物種によって異なる 1000 種以上の CYP

が見いだされている 34。中でも、Bacillus megaterium 由来の CYP である BM-3 は、EPA

を立体選択的に 17(S),18(R)-EpETE へと変換することが報告されていた 35-37。酵素を用

いたバイオ変換反応は、高い立体選択性、位置選択性を示すことや、常温・常圧下の穏

やかな環境条件下で反応が進むために低環境負荷かつ低エネルギーコストであるとい

った利点があり 38,39、医薬品前駆体の合成や化学工業の分野で実際に利用されている。

このことから、微生物酵素を活用した脂肪酸代謝物の産生技術を確立し、生理機能を認

めることができれば、機能性脂肪酸代謝物の大量生産が可能になると考えた。 

そこで本研究では、2,4-ジニトロフルオロベンゼン（2,4-dinitrofluorobenzene; DNFB）

誘導性 CHS モデルマウスを用いて、17,18-EpETE 鏡像異性体のうちどちらの異性体が

抗炎症活性を担うのかを明らかにし、さらに、抗炎症作用を有する 17,18-EpETE 鏡像異

性体の立体選択的な産生系の確立を行った。  
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方法 

 

【実験動物】 

6～8 週齢の C57BL/6 の雌マウスを日本 SLC より購入し、実験に供するまで 1 週間

以上医薬基盤・健康・栄養研究所内の動物施設で飼育管理した。GPR40 欠損マウスは

P. Steneberg らが作製したもの 40を使用し、医薬基盤・健康・栄養研究所内の動物施設

で飼育管理した。 

解剖時はイソフルランを用いて麻酔後、頚椎脱臼をすることでマウスの苦痛を最小

限にして安楽死させた。動物の飼育及び実験は全て、国立研究開発法人医薬基盤・健

康・栄養研究所動物実験規程に準じ、承認を得た計画に従って行った（DS27-47R9、

DS27-48R10）。 

 

【CHS の誘導】 

 シェーバーを用いてマウスの腹部の毛を剃った後、0.5% (vol/vol) DNFB（Nacalai 

Tesque）/アセトン:オリーブオイル（4:1 [vol/vol], Nacalai Tesque）溶液を腹部に 25 µL 塗

布し、感作を行った（Day 0）。感作の 5 日後（Day 5）、0.2% (vol/vol) DNFB/アセトン:オ

リーブオイル（4:1 [vol/vol]）溶液をマウスの両耳の表裏に各 10 µL 塗布することで惹起

を行い、2 日後（Day 7）にマイクロメーター（MDC-25MJ 293-230, ミツトヨ）を用いて

耳介の厚さを測定した（Figure 1-1）。 
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 評価対象の脂肪酸として、(±)17,18-EpETE（Cayman (±)17,18-EpETE; Cayman Chemical）、

化学的に合成した(±)17,18-EpETE（Synthesized (±)17,18-EpETE）、化学的に合成した

(±)17,18-EpETEから分取した 17(S),18(R)-EpETE（>99% ee）及び 17(R),18(S)-EpETE（>99% 

ee）、微生物酵素 BM-3 で EPA を変換した 17(S),18(R)-EpETE（BM-3 17(S),18(R)-EpETE）

を、DNFB を塗布する 30 分前に腹腔内投与（intraperitoneally; i.p.; 一回あたり 10 ng、

100 ng、1 µg）した。コントロールとして 0.5% (vol/vol) エタノール/PBS を用いた。 

 

Figure 1-1. Experimental protocol for induction of CHS by DNFB and treatment with 

fatty acids 

 

【細胞調製】 

 マウスから切り取った耳組織を内側と外側に裂き、ピンセットを用いて軟骨を除去し

た。2 mg/mL (wt/vol) コラゲナーゼ（Wako）を加えた 2% (vol/vol) 仔ウシ血清（newborn 

calf serum; NCS; Fquitech-Bio）/RPMI 1640 培地（Sigma Aldrich）内で、細かく刻んだ組

織を攪拌しながらインキュベート（90 分、37C）することで組織を分散させた。分散し

た組織懸濁液をセルストレイナー（100 μm）でろ過後、2 回連続して遠心（400×g、5 分、
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4C）し、沈殿した細胞を得た。得た細胞は 2% (vol/vol) NCS/PBS に懸濁し、フローサ

イトメトリーを用いた解析に供した。 

 

【フローサイトメトリー解析】 

反応抗体との非特異的な反応を防ぐために TruStain FcX（anti-mouse CD16/32）

antibody（1:100; BioLegend）で細胞をブロッキングし、死細胞は 7-Aminoactinomycin 

D（7-AAD; 1:100; BioLegend）で染色することで解析から除外した。その後、fluorescein 

isothiocyanate（ FITC） –anti-Ly6G mAb（ 1:100; BioLegend, 127606, clone 1A8）、

allophycocyanin（APC）–Cy7–anti-CD11b mAb（1:100; BioLegend, 101226, clone M1/70）、

BV421–anti-CD45 mAb（1:100; BioLegend, 103133, clone 30-F11）で細胞を染色した。 

サンプルの分析は MACSQuant（Miltenyi Biotec）を用いて行い、データ解析は FlowJo 

9.9 ソフト（TreeStar）を用いて行った。 

 

【組織学的解析】 

マウスから切り取った耳を PBS で洗浄した後、Tissue‐Tek OCT Compound（Sakura 

Finetek）を用いて包埋し、液体窒素で凍結した。薄切組織凍結切片（6 µm）はクライ

オスタット（Model CM3050 S, －20C）を用いて包埋ブロックから作製した。 

ヘマトキシリン・エオジン（hematoxylin and eosin; HE）染色では、薄切組織凍結切

片を－30C で冷やした 95% (vol/vol) エタノール水溶液に浸漬（30 分、4C）した後、

アセトンに浸漬（1 分）、流水で洗浄（10 分）し、ヘマトキシリン溶液に浸漬（10 分）



17 
 

することで核を染色した。その後、流水で洗浄（30 分）し、エオジン Y に浸漬（1 分）

することで細胞質を染色した。流水で洗浄した後、70% (vol/vol)、80% (vol/vol)、90% 

(vol/vol) エタノール水溶液にそれぞれ 10 秒、15 秒、20 秒間浸漬することで脱水し、キ

シレンに浸漬（3 分）することで透徹後、染色した組織を Permount（Falma）で封入し

た。 

免疫組織染色では、薄切組織凍結切片を－30C で冷やした 95% (vol/vol) エタノール

水溶液に浸漬（30 分、4C）後、アセトンに浸漬（1 分）、PBS で洗浄（10 分）した。

2% NCS/PBS でインキュベート（30 分、室温）後、2% NCS/PBS に溶解した FITC–anti‐

Ly6G mAb（1:100）と反応させた（一晩、4C）。0.1% (vol/vol) Tween‐20/PBS と PBS で

各 5 分間洗浄後、4ʹ,6‐diamidino‐2‐phenylindole（DAPI; 1 μmol/L; AAT Bioquest）と反応

（10 分、室温）することで核を染色した。染色した組織は Fluoromount（Diagnostic 

BioSystems）で封入した。 

HE 染色及び免疫組織染色したサンプルは、蛍光顕微鏡（Model BZ‐9000, Keyence）を

用いて観察した。 

 

【マウス骨髄由来好中球の単離】 

シリンジ（27 G, テルモ）を用いて 2% NCS/RPMI 1640 培地で骨髄をフラッシュする

ことで、大腿骨と脛骨から骨髄細胞を洗い出した。得た細胞をセルストレイナー（100 

µm）でろ過した後、溶血バッファー（NH4Cl 0.14 mol/L、Tris-dyhroxymethel aminomethan 
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17 mmol/L、pH 7.2）を用いて溶血（1 分、室温）し、2% NCS/RPMI 1640 培地を加え

ることで溶血反応を止めた。遠心後に得た細胞を 2% NCS/PBS に懸濁し、62% (vol/vol) 

Parcoll（GE Healthcare）-2% NCS/RPMI 1640 培地を入れたチューブに細胞懸濁液を重

ねて加え、遠心（990×g、30 分、20C、アクセル：SLOW、ブレーキ：SLOW）する

ことで沈殿した細胞を回収した。2% NCS/RPMI 1640 培地及び 2% NCS/PBS で各 1 回

洗浄することにより、マウス骨髄細胞から好中球（精製度 80%以上）を分離した。 

 

【好中球仮足形成の評価】 

0.2% (wt/vol) ウシ血清アルブミン（bovine serum albumin; BSA; Sigma Aldrich）を含

む HBSS（Nacalai Tesque）に懸濁した骨髄由来好中球を、フィブロネクチンをコーテ

ィングしたカバーガラス（Neuvitro）上に添加し、37C、5% CO2インキュベーター内

で 15 分間インキュベートした。1 µmol/L、100 nmol/L、10 nmol/L、1 nmol/L の Cayman 

(±)17,18-EpETE、BM-3 17(S),18(R)‐EpETE、18-ヒドロキシエイコサペンタエン酸

（hydroxyeicosapentaenoic acid; HEPE; Cayman Chemical）、RvE1（Cayman Chemical）を

加え、反応（15 分、37C、5% CO2）後、1 μmol/L N-formyl-methionylleucyl-phenylalanine

（fMLP ; Sigma Aldrich）または 100 nmol/L ロイコトリエン B4（leukotriene B4; LTB4; 

Cayman Chemical）で刺激（2 分、37C、5% CO2）した。コントロールには、0.03% 

(vol/vol) エタノール/PBS を用いた。反応後の好中球を 4%パラホルムアルデヒド

（Nacalai Tesque）で固定した後、0.5% (vol/vol) Triton X-100（Nacalai Tesque）/PBS を



19 
 

使用して透過処理を行った。 F-アクチンを 100 nmol/L Acti-stain 488–phalloidin

（Cytoskeleton）で染色（30 分、室温）後、核を DAPI で染色（30 秒、室温）したサ

ンプルを、共焦点顕微鏡 TCS SP8（Leica Microsystems）により観察した。 

 

 

【逆転写と定量 PCR】 

皮膚からの RNA の精製はメーカーのプロトコルに従い、Relia Prep RNA Tissue 

Miniprep System（Promega）を用いて行った。 

メーカーのプロトコルに従い、精製後の RNA サンプルを DNase I（Invitrogen）とイ

ンキュベートすることで混入しているゲノム DNA を除去し、さらに Super Script VILO 

cDNA Synthesis kit（Invitrogen）を用いて cDNA に逆転写した。逆転写した cDNA サン

プルは FastStart Essential DNA Probes Master（Roche）を用いた定量 PCR（quantitative real-

time PCR; qPCR）に使用し、LightCycler 480 II（Roche）で分析した。使用したプライマ

ー配列を Table 1 に示した。 

 

Table 1. Primers used for qPCR analysis 

Species Gene Forward (5'-3') Reverse (5'-3') 

Mouse Cxcl1 gactccagccacactccaac tgacagcgcagctcattg 

Mouse Cxcl2 aaaatcatccaaaagatactgaacaa ctttggttcttccgttgagg 

Mouse Cxcl9 cttttcctcttgggcatcat gcatcgtgcattccttatca 

Mouse Cxcl10 gctgccgtcattttctgc tctcactggcccgtcatc 



20 
 

Mouse Ifng atctggaggaactggcaaaa ttcaagacttcaaagagtctgaggta 

Mouse Il-17 cagggagagcttcatctgtgt gctgagctttgagggatgat 

Mouse Actb aaggccaaccgtgaaaagat gtggtacgaccagaggcatac 

 

 

 

【17(S),18(R)-EpETE と 17(R),18(S)-EpETE の分取】 

17(S),18(R)-EpETE 及び 17(R),18(S)-EpETE を取得するために、EPA を基質として 

(±)17,18-EpETE を合成した 41。EPA をカルボニルジイミダゾールと共にジクロロメタ

ン中で攪拌しながら反応（3 時間、室温）させ、反応後の混合液を氷上のエーテルと

過酸化水素混合液に加えることで EPA をエポキシ化した。エポキシ化生成物をジエ

チルエーテルで抽出後、水洗し、溶媒を除去した後、Cosmosil Cholester カラム（5 μm、

250 × 10 mm、Nacalai Tesque）を用いた HPLC（移動相：アセトニトリル:0.1% [vol/vol] 

ギ酸溶液 [60:40, vol/vol]、流速：5 mL/min、カラム温度：30C、検出波長：205 nm）

により (±)17,18-EpETE を精製した。化学合成品 17,18-EpETE が 17,18-EpETE の化学

構造を持つことは、NMR による解析により確認した。また、CHIRALCEL OJ‐RH packed 

column を用いた HPLC 分析により、化学合成品 17,18-EpETE がラセミ体であること

を確認した。 

化学合成した(±)17,18-EpETEからの 17(S),18(R)-EpETE及び 17(R),18(S)-EpETEの分

取は、CHIRALCEL OJ‐RH packed column（5 μm、150 × 4.6 mm、Daicel）を用いた HPLC

（移動相：メタノール:0.1% [vol/vol] ギ酸溶液 [75:25, vol/vol]、流速：1.2 mL/min、カ
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ラム温度：30C、検出波長：205 nm）により行った。CHIRALCEL OJ‐RH packed column

を用いた HPLC 分析により、分取して得た 17(S),18(R)-EpETE 及び 17(R),18(S)-EpETE

はどちらも純度 99%以上であることを確認した。 

 

【BM-3 発現プラスミドの構築と大腸菌の形質転換】 

BM-3 発現プラスミドの構築と大腸菌の形質転換は神戸天然物化学株式会社に依頼し

た。 

pET-24d (+)（Merck）及び pFusionF87V42を Nco I（New England Biolabs）と Xho I（New 

England Biolabs）でそれぞれ制限酵素処理した後、ECOS Competent E. coli DH5alpha

（Nippon Gene）に導入して形質転換を行うことで、Kanamycin 耐性の pFusionF87V-Km

プラスミドを構築した。次に、 pFusionF87V-Km を鋳型として Primer 1, 5’-

TTTACAAGCTGGACGCATGA-3’及び Primer 2, 5’-TAACCCGTCTCCTGCAAAATCAC-3’

を用いたインバース PCR を行い、T4 Polynucleotide Kinase（Takara Bio）による 5’末端

のリン酸化を行った後、ECOS Competent E. coli DH5alpha に導入して形質転換を行うこ

とで、変異を元に戻した pFusionBM-3-WT プラスミドを構築した。構築したプラスミド

を ECOS Competent E. coli BL21 (DE3)（Nippon Gene）に形質転換することで組換え大腸

菌（pFusionBM-3-WT/BL21 (DE3)）を得た。 

 

【BM-3 17(S),18(R)‐EpETE の産生と精製】 
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 EPA の 17(S),18(R)‐EpETE への変換と BM-3 17(S),18(R)‐EpETE の精製は神戸天然物化

学株式会社に依頼した。 

pFusionBM-3-WT/BL21 (DE3)を改変 LB 液体培地（Select soytone 10 g/L、Yeast extract 

5 g/L、NaCl 10 g/L、Kanamycin sulfate 25 mg/L）で振とう培養（22 時間、25C、120 

rpm）後、改変 2×YT 培地（Select soytone 16 g/L、Yeast extract 10 g/L、NaCl 5 g/L、

Kanamycin sulfate 25 mg/L、5-Aminolevulinic acid 80 mg/L、Fe(NH4)2(SO4)2 28.4 mg/L、

isopropyl β-D-thiogalactopyranoside 250 μmol/L）で攪拌しながら拡大培養（47 時間、20C、

通気量 75 L/min、pH 7.0 ± 0.1、DO 1.5 ± 0.5 ppm）を行った。その後、培養槽に基質と

して EPA（Carbosynth）を添加して反応させた（71.5 時間、20C、通気量 20 L/min、

pH 7.0 ± 0.1、DO 1.5 ± 0.5 ppm）後、エタノールを添加してインキュベート（46 時間、

20C、通気量 20 L/min、pH 7.0 ± 0.1、DO 1.5 ± 0.5 ppm）することで反応を停止させ

た。生菌がいないことは、反応液を改変 LB 寒天培地に播種した際にコロニーが形成

されないことで確認した。 

EPA 反応液から Diaion HP20（三菱ケミカル）を用いて 17,18-EpETE を回収後、ジ

ーエルサイエンス製 Inertsil ODS-3 カラム（5 µm、250 mm × 50 mm）を用いて、溶媒

をエタノールに置換した。溶出は 0.05% (vol/vol) 酢酸含有 70% (vol/vol) エタノール

水溶液（流速 45 mL/min）、0.05% (vol/vol) 酢酸含有 55% (vol/vol) エタノール水溶液

（流速 10 mL/min）、エタノール（流速 15 mL/min）の 3 段階に分けて行った。溶媒が

エタノールに置換されたサンプルを BM-3 17(S),18(R)-EpETE として実験に用いた。
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CHIRALCEL OJ‐RH packed column を用いた HPLC 分析により、BM-3 17(S),18(R)-EpETE

の純度は 96.6%、光学純度 99%以上であることを確認した。 

 

 

 

【統計解析】 

統計解析は Prism 3.03 software（GraphPad Software）を用いて行い、多群間の比較は

one-way ANOVA によって行った。有意水準は P < 0.05 とした。  



24 
 

結果 

 

1. 17(S),18(R)-EpETE 及び 17(R),18(S)-EpETE の HPLC 分析 

17,18-EpETE の鏡像異性体は市販されていないことから、17(S),18(R)-EpETE と

17(R),18(S)-EpETE の抗炎症活性を比較する目的で、(±)17,18-EpETE から 17(S),18(R)-

EpETE と 17(R),18(S)-EpETE の単離を試みた。17(S),18(R)-EpETE 及び 17(R),18(S)-

EpETE を(±)17,18-EpETE から分取するためには多量の(±)17,18-EpETE が必要である

ことから、まず初めに、EPA を基質として(±)17,18-EpETE を化学的に合成した。鏡像

異性体の分離を得意とするキラルカラムを付けた HPLC を用いて、化学合成した

(±)17,18-EpETE と保持時間確認用の標品として Cayman (±)17,18-EpETE を分析し、得

られたピークを比較したところ、化学合成した(±)17,18-EpETE では、Cayman (±)17,18-

EpETE で認められた 2 本のピークと保持時間が等しい 2 本のピークが認められた

（Figure 1-2）。このことから、化学合成した(±)17,18-EpETE が 17(S),18(R)-EpETE 及び

17(R),18(S)-EpETE の混合物として合成できたと判断した。 

次に、(±)17,18-EpETE を分析した際に得られる 2 本のピークの同定を行った。これ

までに、B. megaterium 由来の CYP である BM-3 が 97%の変換率で EPA を 17(S),18(R)-

EpETE に変換することが報告されていた 35-37。本報告において Capdevila らは、まず

BM-3 で EPA を変換して生成した 17,18-EpETE のエポキシ環構造を壊すことなく化

学的に 3,4-epoxy-hexane-1-yl-benzoate へと変換し、次に標品として立体選択的に化学
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合 成 可 能 な (3R,4S)-epoxy-hexane-1-yl-benzoate も し く は (3S,4R)-epoxy-hexane-1-yl-

benzoate を合成し、これらを HPLC 分析した際の保持時間を比較することで、17,18-

EpETE の鏡像異性体の同定を行っていた 35。そこで、BM-3 を用いて EPA を酵素変換し

た生成物を 17(S),18(R)-EpETE の保持時間確認用の標品として用いた。その結果、BM-3 

17(S),18(R)-EpETE を分析した際に得られたピークの保持時間は(±)17,18-EpETE を分析

した際に認められた保持時間が遅い方のピークと一致した（Figure 1-2）。このことから、

1 本目のピークを 17(R),18(S)-EpETE、2 本目のピークを 17(S),18(R)-EpETE と同定した。 

 

Figure 1-2. Identification of the peak of 17,18-EpETE enantiomers, 17(S),18(R)-EpETE 
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and 17(R),18(S)-EpETE 

Commercially available Cayman ()17,18-EpETE was used as the standard. The synthesized 

()17,18-EpETE showed the same two peaks as commercially available Cayman ()17,18-

EpETE, while the BM-3 17(S),18(R)-EpETE, which was used as a standard for identification of 

17(S),18(R)-EpETE, showed one peak. Therefore, we decided the second peak is 17(S),18(R)-

EpETE, whereas the first peak is 17(R),18(S)-EpETE. 

 

2. (±)17,18-EpETE 鏡像異性体の CHS 抑制活性 

次に、化学合成した(±)17,18-EpETE から分取して得た 17(S),18(R)-EpETE ならびに

17(R),18(S)-EpETE を CHS モデルマウスに投与し、抗炎症活性を比較した。以前報告

されていた結果と同様に 32、DNFB で惹起して炎症を誘導することで増加した耳介の

腫れが(±)17,18-EpETE を腹腔内投与することで抑制された（Figure 1-3A）。さらに、

化学合成した(±)17,18-EpETE から分取して得た 17(S),18(R)-EpETE は耳介の腫れを抑

制したが、17(R),18(S)-EpETE においては微弱な抑制効果のみが認められた。組織学的

な解析の結果、(±)17,18-EpETE 及び 17(S),18(R)-EpETE を腹腔内投与した場合には、

17(R),18(S)-EpETE を腹腔内投与するよりも強く表皮の浮腫が抑制されることが分か

り、加えて、(±)17,18-EpETE や 17(S),18(R)-EpETE を投与することで、真皮へと浸潤

した細胞数が減少する様子が観察された（Figure 1-3B）。このことから、17(S),18(R)-

EpETE が 17(R),18(S)-EpETE よりも強い抗炎症活性を有することが明らかになった。 
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Figure 1-3. 17(S),18(R)-EpETE had strong CHS amelioration effect compared with 

17(R),18(S)-EpETE 

(A-B) Mice were i.p. injected either 100 ng/administration of commercially available Cayman 

()17,18-EpETE, 17(S),18(R)-EpETE, 17(R),18(S)-EpETE, or vehicle only on days 0 and 5 at 30 

min before DNFB trreatment. (A) On day 7, ear thickness was measured. Each point represents 

data from an individual mouse, and horizontal lines indicate medians. Statistical significance 

between groups was calculated by using one-way ANOVA: *, P < 0.05. (B) Ear tissue samples 

were prepared on day 7, and stained with HE. Representative images from three independent 

experiments are shown. Bars, 100 μm. 
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3. 微生物酵素を用いて産生した 17(S),18(R)-EpETE の CHS 抑制活性 

化学合成した(±)17,18-EpETE から得た 17(S),18(R)-EpETEが抗炎症作用を発揮した

ことから、次に微生物由来 CYP の BM-3 を用いて立体選択的に産生した 17(S),18(R)-

EpETE が CHS を抑制するのかについて調べた。その結果、BM-3 17(S),18(R)-EpETE

もまた耳介の腫れを抑制し、抗炎症作用を示すことが分かった（Figure 1-4A）。さら

に、組織学的解析の結果、BM-3 17(S),18(R)-EpETE を腹腔内投与することで、耳介の

腫れ及び真皮への細胞浸潤が抑制される様子が観察された（Figure 1-4B）。 

 

Figure 1-4. CHS was ameliorated by BM-3 17(S),18(R)-EpETE 

(A-B) Mice were injected i.p. with either 100 ng/administration of BM-3 17(S),18(R)-EpETE or 

vehicle only on days 0 and 5 at 30 min before DNFB treatment. (A) Ear thickness was measured 

on day 7. Each point represents data from an individual mouse, and horizontal lines indicate 

medians. Statistical significance between groups was calculated by using one-way ANOVA; ****, 

P < 0.0001. (B) Ear tissue samples were obtained on day 7. The frozen section was stained with 
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HE, and histologically analyzed. Data are representative of three independent experiments. Bars, 

100 μm. 

 

4. 微生物酵素 BM-3 を用いて産生した 17(S),18(R)-EpETE の好中球浸潤抑制活性 

(±)17,18-EpETE は好中球の仮足形成を抑制することで好中球の炎症局所への遊走を

抑制し、CHS を抑制することが報告されていた 32, 43。そこで、フローサイトメトリー解

析により皮膚における好中球数を測定したところ、(±)17,18-EpETE と同様に、BM-3 

17(S),18(R)-EpETE を腹腔内投与することで皮膚における好中球数が減少することが分

かった（Figure 1-5A）。さらに組織学的な解析の結果、BM-3 17(S),18(R)-EpETE を投与す

ることで、真皮で認められる Ly6G 陽性の好中球数が減少することが分かった（Figure 

1-5B）。 

次に、CHSモデルマウスにおける BM-3 17(S),18(R)-EpETEの投与量依存性を調べた。

その結果、一回あたり 1 µg または 100 ng を腹腔内投与すると耳介の腫れ及び皮膚にお

ける好中球数が有意に減少したが、10 ng を腹腔内投与しても両者の有意な減少は認め

られなかった（Figure 1-5C, D）。このことから、BM-3 17(S),18(R)-EpETE は感作ならび

に惹起の際に一回あたり 100 ng 以上の量を腹腔内投与することで、好中球浸潤抑制作

用を介した CHS 抑制効果を発揮することが分かった。 
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Figure 1-5. BM-3 17(S),18(R)-EpETE reduced the number of neutrophils in inflamed 

skin 

(A-B) Mice were injected i.p. with either 100 ng/administration of commercially available 

Cayman ()17,18-EpETE, BM-3 17(S),18(R)-EpETE, or vehicle only on days 0 and 5 at 30 min 

before DNFB treatment. (A) On day 7, the number of Ly6G+ CD11b+ neutrophils was measured 

by using flow cytometry. (B) Frozen ear sections obtained on day 7 were stained with FITC-

labeled Ly6G mAb and DAPI for immunohistologic analysis. Data are representative of two 

independent experiments. Bars, 100 μm. (C-D) Mice were injected i.p. with either 1 
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µg/administration, 100 ng/administration or 10 ng/administration of BM-3 17(S),18(R)-EpETE, 

or vehicle only on days 0 and 5 at 30 min before DNFB treatment. (C) On day 7, ear thickness 

was measured. (D) On day 7, flow cytometry was used to count the cell number of Ly6G+ CD11b+ 

neutrophils. Each point represents data from an individual mouse, and horizontal lines indicate 

medians. Statistical significance was calculated by using one-way ANOVA; **, P < 0.01, ***, P 

< 0.001, N.S., not significant. 

 

5.  BM-3 17(S),18(R)-EpETE の好中球仮足形成抑制活性 

好中球走化性因子である fMLP による刺激を受け、好中球が移動する際に伸ばす仮足

の形成を(±)17,18-EpETE は GPR40 依存的に抑制することが報告されていた 32。そこで

次に、好中球の仮足形成に対する BM-3 17(S),18(R)-EpETE の影響を骨髄から分離した

好中球を用いて調べた。 

fMLP 刺激を受けた好中球は重合アクチンからなる突起構造（仮足）を形成すること

から、重合アクチンを蛍光標識 Phalloidin によって染色し、顕微鏡で観察した際に、重

合アクチンが一方向に局在している状態を仮足が形成されていると判断した。仮足形成

の有無を観察した結果、BM-3 17(S),18(R)-EpETE を添加することで fMLP 誘導性の好中

球の仮足形成が抑制されることが分かった（Figure 1-6）。一方、GPR40 欠損マウスの骨

髄由来好中球を用いた検討では、BM-3 17(S),18(R)-EpETE を添加しても好中球の仮足形

成は抑制されなかった。このことから、Cayman (±)17,18-EpETE を用いて行われた以前

の報告結果と一致して 32、BM-3 17(S),18(R)-EpETE は GPR40 依存的に好中球の仮足形

成を抑制することが明らかになった。 



32 
 

fMLP は好中球の一次走化性因子として知られるのに対して、炎症局所へと浸潤し

てきた好中球自身が産生し、さらなる好中球の浸潤を促す LTB4 は二次走化性因子と

して知られる。そこで、LTB4誘導性の仮足形成に対しても同様の検討を行った。その

結果、野生型マウス由来の好中球を用いた際には、BM-3 17(S),18(R)-EpETE が LTB4

誘導性の仮足形成を抑制したのに対して、GPR40 欠損マウス由来の好中球では仮足

形成を抑制しなかった（Figure 1-6）。このことから、BM-3 17(S),18(R)-EpETE は好中

球の一次ならびに二次走化性因子による刺激に対して、GPR40 依存的に好中球の仮

足形成を阻害することが明らかになった。 

次に、CHS 発症に関わるケモカインとして、好中球を誘引するケモカインである

CXCL1、CXCL2 及び T 細胞を誘引するケモカインである CXCL9、CXCL10 の遺伝子

発現に対する BM-3 17(S),18(R)-EpETE の影響を調べた。その結果、炎症惹起後の耳に

おける Cxcl1、Cxcl2、Cxcl9、Cxcl10 遺伝子発現量に対する BM-3 17(S),18(R)-EpETE 投

与の影響は認められなかった（Figure 1-7）。さらに、CHS 増悪のエフェクターとして

知られる IFN-をコードする遺伝子 Ifng の耳における遺伝子発現量を調べたところ、

BM-3 17(S),18(R)-EpETE は Ifng 遺伝子発現量に影響を与えなかった（Figure 1-7）。こ

のことから、BM-3 17(S),18(R)-EpETE は CHS 発症に関わる反応のケモカイン遺伝子

発現増加や T 細胞活性化の抑制作用は示さず、好中球選択的に作用することが示唆

された。 
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Figure 1-6. BM-3 17(S),18(R)-EpETE inhibited fMLP- and LTB4-induced neutrophil 

pseudopod formation through GPR40 

Neutrophils were isolated from the bone marrow of wild type and GPR40-deficient mice and 

stained with Acti-stain 488–phalloidin and DAPI for evaluation of pseudopod formation. 

Neutrophils were incubated with commercially available Cayman (±)17,18-EpETE, BM-3 

17(S),18(R)-EpETE, or vehicle only for 15 min before stimulation with fMLP or LTB4 for 2 min. 

Data are representative of two to four independent experiments. Arrowheads indicate pseudopods. 

Bars, 5 μm. 
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Figure 1-7. BM-3 17(S),18(R)-EpETE did not affect gene expressions of chemokines and 

cytokine 

Mice were i.p. injected 100 ng/administration of BM-3 17(S),18(R)-EpETE, or vehicle only on 

days 0 and 5 at 30 min before DNFB application. On day 7, ear tissues were homogenized for 

isolation of mRNA, and qPCR analysis was performed to measure Cxcl1, Cxcl2, Cxcl9, Cxcl10, 

and Ifng expression, which was normalized to the expression of Actb. Each point represents data 
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from an individual mouse, and horizontal lines indicate medians. The statistical significance was 

calculated by using one-way ANOVA; N.S., not significant. 

 

6.  BM-3 17(S),18(R)-EpETE 及び 18-HEPE、RvE1 の添加濃度依存的な好中球仮足形

成抑制活性 

 CYP はサブタイプによって触媒する反応が異なり、例えば EPA の 17,18-EpETE への

変換に関わるエポキシ化反応の他、水酸化反応や脱アルキル化反応など多岐にわたる酸

化反応を触媒する。従って、CYP は EPA を基質とした際に 17,18-EpETE の生成を担う

だけでなく、RvE1 の前駆体であり、それ自身も心臓の炎症や線維化を抑制する作用を

持つ 18-HEPE の生成にも関わる 44,45。さらに、18-HEPE と RvE1 の機能の一つとして好

中球の遊走を抑制することが報告されていたことから 44,46、18-HEPE 及び RvE1 と BM-

3 17(S),18(R)-EpETE の好中球の仮足形成抑制活性を比較した。 

マウス骨髄由来好中球を fMLP で刺激すると、BM-3 17(S),18(R)-EpETE、18-HEPE、

RvE1 の全てが 1 µmol/L、100 nmol/L で仮足形成を抑制することが分かった（Figure 1-

8A, B）。一方、BM-3 17(S),18(R)-EpETE は 10 nmol/L でも仮足形成を抑制したが、18-

HEPE ならびに RvE1 は仮足形成を抑制しなかった。BM-3 17(S),18(R)-EpETE の仮足形

成抑制活性は 1 nmol/L で消失した。 

さらに、好中球を LTB4で刺激した場合には、BM-3 17(S),18(R)-EpETE、18-HEPE、RvE1

の全てが 1 µmol/L、100 nmol/L で仮足形成を抑制することが分かった（Figure 1-9A, B）。

一方、fMLP で刺激した場合とは異なり、BM-3 17(S),18(R)-EpETE は 10 nmol/L で仮足
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形成を抑制しなかったが、18-HEPE と RvE1 は仮足形成を抑制し、18-HEPE と RvE1

は共に 1 nmol/L で仮足形成抑制活性を消失した。 

 

Figure 1-8. The inhibitory effects of BM-3 17(S),18(R)-EpETE, RvE1, and 18-HEPE on 

fMLP-induced neutrophil pseudopod formation 

(A-B) Neutrophils were isolated from the bone marrow of wild type mice and stained with Acti-

stain 488–phalloidin and DAPI for analysis of pseudopod formation. Neutrophils were incubated 
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with BM-3 17(S),18(R)-EpETE, RvE1, or 18-HEPE (1 µmol/L, 100 nmol/L, 10 nmol/L, 1 

nmol/L), or vehicle only (0.03% ethanol solution) for 15 min before stimulation with fMLP for 2 

min. Representative images from two independent experiments are shown. Arrowheads indicate 

pseudopods. Bars, 10 μm. (B) The ratios of pseudopod formation of neutrophils were calculated 

from two independent experiments (mean ± SEM).  
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Figure 1-9. The inhibitory effects of BM-3 17(S),18(R)-EpETE, RvE1, and 18-HEPE on 

LTB4-induced neutrophil pseudopod formation 

Neutrophils were isolated from the bone marrow of wild type mice and stained with Acti-stain 

488–phalloidin and DAPI for analysis of pseudopod formation. Neutrophils were incubated with 

BM-3 17(S),18(R)-EpETE, RvE1, or 18-HEPE (1 µmol/L, 100 nmol/L, 10 nmol/L, 1 nmol/L), or 

vehicle only (0.03% ethanol solution) for 15 min before stimulation with LTB4 for 2 min. 

Representative images from two independent experiments are shown. Arrowheads indicate 

pseudopods. Bars, 10 μm. (B) The ratios of pseudopod formation of neutrophils were calculated 

from two independent experiments (mean ± SEM). 
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考察 

 

一般的に不斉合成などの工夫を行わずに化合物の化学合成を行うと、S 体と R 体の鏡

像関係にある化合物が等量ずつ混ざったラセミ体が生成される。2 種類の鏡像異性体の

物理化学的な性質はほとんど同じであるが、生理活性が大きく異なる事例が存在するこ

とから 47、片方の有効な活性を有する鏡像異性体のみを含有した医薬品を製造すること

で、効果の増強や副作用の低減、安全性の向上、服用量の減少などが期待できる。片方

の異性体が有効な活性を示す一方で、もう片方の異性体の活性が副作用となり悪影響を

及ぼした有名な事例として、1950 年代後半に睡眠薬や鎮静薬として開発されたサリド

マイドが挙げられる。サリドマイドが開発された当初はサリドマイドの S 体と R 体の

2 つの鏡像異性体を分離することが難しく、2 つの異性体が混ざった状態で販売された。

サリドマイドは R 体が鎮静・催眠作用を持つのに対して、S 体には催奇形性作用があっ

た 48,49。このことから、R 体の持つ活性が望む活性であったのに対して、S 体の活性が

副作用として現れ、大規模な薬害が起こった 48,49。この事件をきっかけに、特に医学・

薬学の分野において鏡像異性体の生理活性に注意が払われるようになり、現在では、片

方の異性体の持つ望ましくない影響を回避し、薬の治療効果を最適化するために単一の

鏡像異性体を用いた医薬品の開発が推奨されている。 

本研究から()17,18-EpETE の 2 種類の鏡像異性体のうち 17(S),18(R)-EpETE が強いア

レルギー性皮膚炎抑制活性を示すことが明らかになったが、反対に 17(R),18(S)-EpETE
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もまた、17(R),18(S)-EpETE 特有の生理機能を示すことが報告されている 50,51。例えば、

新生児ラット心筋細胞を用いた検討から、17(R),18(S)-EpETEはカルシウム活性化カリ

ウムチャネルを活性化することで心拍数を減少させる負の変時作用を示す一方で、

17(S),18(R)-EpETE は影響を与えないことが報告されている 50。交感神経の興奮は心

臓への作用として強心作用を示すが、長期的には心臓への負担を増すことで心臓の疲

弊ならびに心不全を誘発するため、負の変時作用を持つ医薬品が心不全の治療に用い

られている 50,52。従って、17(R),18(S)-EpETE は心不全の治療に役立つ可能性がある。

さらに、17(R),18(S)-EpETE はラット大脳動脈血管平滑筋細胞におけるカルシウム活

性化カリウムチャネルを活性化することで、血管拡張を促進する一方で、17(S),18(R)-

EpETE にその活性は認められないことが報告されている 51。これらのことから、

17(R),18(S)-EpETE はカルシウム活性化カリウムチャネルを、17(S),18(R)-EpETE は

GPR40 を介して、それぞれ異なる生理機能を制御することが示唆された。従って、

17(R),18(S)-EpETE と 17(S),18(R)-EpETE はラセミ体としてではなく、単一の鏡像異性

体として医薬品原料に用いられるべきであり、特に 17,18-EpETE の抗炎症作用を主と

した医薬品を開発する際には、17(S),18(R)-EpETE 単一で用いることで、17(R),18(S)-

EpETE の持つ血管拡張作用に起因する血圧の急激な低下や、赤ら顔などの副作用の

リスクを低減できると期待する。 

好中球は重合アクチンを網目状にした仮足を形成することで、細胞の移動を可能に

している 53。特に、細胞内シグナル伝達因子である Rac の活性化は、細胞移動に働く
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葉状仮足の形成を促進するため、細胞遊走過程において重要なプロセスである 54,55。著

者の所属する研究室ではこれまでに、(±)17,18-EpETE が GPR40 依存的に好中球の fMLP

誘導性の Rac 活性化を抑制することで仮足形成を阻害することを報告していた 32。さら

に本研究から、BM-3 17(S),18(R)-EpETE が GPR40 依存的に fMLP と LTB4の両方の刺激

に起因する仮足形成を抑制することが明らかになった。好中球の Rac 活性化は fMLP だ

けでなく LTB4によっても引き起こされることから 56、BM-3 17(S),18(R)-EpETE は fMLP

及び LTB4刺激により誘導される Rac 活性化を抑制することで好中球の仮足形成を阻害

することが示唆された。一方、RvE1 は LTB4受容体の BLT1 のアンタゴニストとして作

用する他、chemokine-like receptor 1（ChemR23）のアゴニストとしても作用することが

報告されている 57。このことから RvE1 は、BLT1 アンタゴニストとしての作用を介し

て LTB4誘導性の仮足形成を抑制したと考えられる。さらに、ChemR23 を介したシグナ

ルの活性化が fMLP 誘導性の好中球の走化性を減弱することが報告されていることか

ら 58、ChemR23 のアゴニストとしての作用を介して fMLP 誘導性の仮足形成を抑制し

たと考えられる。18-HEPE は好中球が発現する 5-LOX を介して RvE1 へと変換される

ことから 59、18-HEPE 自身が好中球の仮足形成を抑制した可能性の他、RvE1 への代謝

を介して好中球の仮足形成を抑制した可能性が考えられる。これらのことから、RvE1

とその前駆体の 18-HEPE は GPR40 非依存的に fMLP と LTB4の両方の刺激に起因する

好中球の仮足形成を抑制したと考えられ、GPR40 依存的に好中球の仮足形成を抑制し



42 
 

た 17(S),18(R)-EpETE とは異なる作用メカニズムで好中球遊走抑制活性を示すことが

示唆された。 

好中球は ACD の制御において重要な標的細胞となることが知られており、例えば、

抗 Ly6G 抗体により好中球を特異的に除去すると、CHS の耳介の腫れが減弱すること

が報告されている 60。通常好中球は血中を循環しているが、炎症性サイトカインやケ

モカインの刺激を受けて炎症局所へと浸潤した活性化好中球は、プロテアーゼなどの

顆粒の放出及び活性酸素種や炎症性サイトカイン、LTB4 などの炎症性メディエータ

ーの産生を介して、炎症増強と組織傷害を引き起こす 61。このような、好中球の浸潤

を介した炎症の増悪は ACD だけでなく、乾癬や腹膜炎、アテローム性動脈硬化など

多様な炎症性疾患でも認められることから 62-64、好中球の浸潤を直接抑制する

17(S),18(R)-EpETE は好中球性の炎症性疾患の発症抑制・改善に対して幅広く活用で

きる可能性がある。また、17,18-EpETE の受容体として同定された GPR40 は、DC や

T 細胞、マクロファージ、肥満細胞に比べて好中球で高く発現することや 32、

17(S),18(R)-EpETEは CHS 誘導に関わる T 細胞の活性化及び炎症性サイトカインやケ

モカインの産生には影響を与えないことから、17(S),18(R)-EpETE は他の免疫細胞の

活性を不適切に制御することで引き起こされる副作用を示す可能性が低いと考えら

れる。 

これまでに、α リノレン酸を豊富に含む亜麻仁油を摂取すると、体内で α リノレン

酸代謝物である EPA や DHA とそれらの代謝物の量が増加することが報告されてお



43 
 

り、特に 17,18-EpETE が腸で高産生される EPA 代謝物であることが分かっていた 31。

従って、腸における CYP 活性は LOX や COX などの他の脂質代謝酵素と比べて高い

可能性がある。さらに CYP は肝臓や肺、腎臓、脳、皮膚などその他の臓器にも存在す

ることから、体内の様々な部位で 17,18-EpETE が産生されると考えられる 65-69。しかし

ながら、ヒトでは 58 種、マウスでは 108 種類の CYP が存在し 34,70,71、各種 CYP の基質

特異性や生成物の立体選択性が異なるため、どちらの異性体が生成されるのかは反応を

触媒する CYP の種類に依存する。例えば、EPA を 17,18-EpETE へと変換可能なマウス

の体内に存在する CYP の中でも、CYP1A2 は EPA を 17(R),18(S)-EpETE へと立体選択

的に変換する一方で、CYP4F18は17(S),18(R)-EpETEへと変換し、CYP2C50やCYP4A12A、

CYP4A12B は生成物の立体選択性が低く 17(R),18(S)-EpETE と 17(S),18(R)-EpETE の混

合物を産生する 33。ヒトの CYP の場合、CYP1A1 や CYP1A2、CYP2C9、CYP2C19、

CYP2E1、CYP2J2、CYP3A4 は高い 17(R),18(S)-EpETE 変換活性を示す一方で、CYP2C8

や CYP2D6 は高い 17(S),18(R)-EpETE 変換活性を示す 72,73。加えて、CYP には多様な遺

伝子多型が存在し、遺伝子多型の影響を受けて酵素活性が変わることが知られているこ

とから 67,74,75、17(S),18(R)-EpETE の体内産生量には個人差があると考える。また、CYP

遺伝子発現量は様々な因子により調節されており、例えば、17(R),18(S)-EpETE を立体

選択的に産生する Cyp1a2 遺伝子発現は芳香族炭化水素受容体（aryl hydrocarbon receptor; 

AhR）リガンドの影響を受け、ブロッコリーやキャベツ、カリフラワーなど様々な野菜

中に豊富に含まれているインドール-3-カルビノールなど天然に存在する AhR リガンド



44 
 

によって活性化されることが報告されている 72,76,77。また、CYP4A12 を含む CYP4A10

や CYP4A14などの CYP4Aファミリーの遺伝子発現は、ペルオキシゾーム増殖剤応答

性受容体（peroxisome proliferator-activated receptor; PPAR）α の活性化によって抑制さ

れることから、PPARα の強力なリガンドとして働く EPA や DHA を含む長鎖多価不

飽和脂肪やポリフェノール、カロテノイド類の影響を受けることが示唆される 78-84。

これらのことから、EPA の代謝効率つまり、体内における 17(S),18(R)-EpETE 産生量

は基質となるオメガ 3 脂肪酸摂取量だけでなく、脂質と一緒に摂取する食事成分によ

る影響も受けると考えられる。さらに、腸内細菌をはじめとする微生物もまた脂肪酸

代謝に関わることから 4,85、体内に存在する腸内細菌や、B. megaterium など Bacillus 属

微生物を含むみそや納豆など発酵食品由来の微生物が 17(S),18(R)-EpETE 産生量に影

響を与える可能性がある。このように、17(S),18(R)-EpETE 産生活性は様々な因子によ

る影響を受けると考えられることから、抗炎症作用や抗アレルギー作用など望ましい

生理活性を得るためには、前駆体となる α リノレン酸や EPA を摂取するよりも、生

理活性を有する目的の脂肪酸代謝物を直接摂取した方が個人差なく、効率良く効果を

得ることができると考える。 

本研究において確立した微生物酵素を用いた 17(S),18(R)-EpETE 合成方法を活用す

ることで、低環境負荷、低エネルギーコストといったバイオ変換の利点を生かした

17(S),18(R)-EpETE の大量供給が可能になると考え、17(S),18(R)-EpETE の医薬品や健

康食品素材としての実用化が可能になると期待する。さらに、EPA から 17(S),18(R)-
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EpETE への変換効率が高い CYP を保持する食経験のある微生物の探索を進めることで、

プロバイオティクスとしての展開も可能であると考える。プロバイオティクスが生み出

す微生物由来の有益な代謝物はポストバイオティクスと呼ばれ、新たな概念として近年

注目を集めていることから、17(S),18(R)-EpETE の素材としての応用展開に加えて、将来

的にはその産生能を持つ微生物を活用した健康食品としての応用展開も可能であると

期待する。  
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小括 

 

本研究により、17,18-EpETE の 2 種類の鏡像異性体のうち 17(R),18(S)-EpETE より

も 17(S),18(R)-EpETE に強い抗炎症活性があることが明らかになった（Figure 1-10）。

さらに、B. megaterium 由来 CYP の BM-3 を用いて産生した BM-3 17(S),18(R)-EpETE

もまた CHS 抑制活性を有し、そのメカニズムとして GPR40 を介して好中球の仮足の

形成を阻害し、炎症部位への好中球の浸潤を抑制することを明らかにした。これらの

ことから、微生物酵素を活用した機能性脂肪酸代謝物の立体選択的な産生が有用であ

ることが分かった。 

今後、本研究成果を基盤として、微生物酵素を用いた機能性脂肪酸代謝物の立体構

造特異的かつ安定した大量生産と供給が可能になり、17(S),18(R)-EpETE が医薬品素

材や機能性食品素材などとして幅広く利用されることを期待する。 
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Figure 1-10. Graphical summary43 

17(S),18(R)‐EpETE has strong anti-inflammatory activity compared with 17(R),18(S)‐EpETE. In 

addition, 17(S),18(R)‐EpETE, which is converted stereoselectively from EPA by CYP BM-3 

derived from B. megaterium, inhibited the CHS development by inhibiting neutrophil pseudopod 

formation in a GPR40‐dependent manner. Our findings revealed that bacterial enzymatic 

conversion of fatty acid is a promising strategy for mass production of functional lipid metabolites.  
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第二章 

皮膚に特徴的なオメガ 3 脂肪酸代謝環境を介して産生される 

脂肪酸代謝物の同定とアレルギー性皮膚炎抑制機序の解明 

 

背景 

 

炎症収束作用・抗炎症作用を持つオメガ 3 脂肪酸代謝物の産生は、アラキドン酸カ

スケードで働く酸化酵素である COX、LOX、CYP によって主に触媒される 16。前章

でも述べているように、これら酵素には反応特異性や基質特異性など酵素活性が異な

る多様なサブタイプが存在し、酵素の機能上の特性が異なるだけでなく、発現分布や

遺伝子発現制御機構も異なることが知られている。例えば、COX には酵素活性がそ

れぞれ異なる COX-1 と COX-2 の 2 種類が存在し、特に COX-2 は広い基質特異性を

有するという特徴がある 86。また、COX-1 は正常動物細胞や組織において定常的に発

現する一方、COX-2 は炎症性サイトカインや炎症性メディエーターによって発現が

誘導される誘導型酵素である 86。COX を標的とした抗炎症剤は一般用医薬品として

も広く用いられており、例えば、NSAIDs の一種であるアスピリンは COX-1 と COX-

2 を不活性化し、COX-1 及び COX-2 により触媒されるアラキドン酸からプロスタグ

ランジン類前駆体のプロスタグランジン G2 への変換を阻害することで解熱、鎮痛作

用といった抗炎症作用を示す 87。しかし、アスピリン処理された COX-2 の酸化活性

は完全に消失せず、LOX 様活性を保持したままとなることから、アスピリン処理さ
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れた COX-2 はアラキドン酸をプロスタグランジン G2 とは異なる代謝物 5-ヒドロキシ

エイコサテトラエン酸へ変換するといった特徴を持つ 86,88。この COX-2 の特性を利用

した反応により、EPA から RvEs 前駆体である 18-HEPE を産生できることが報告されて

いる 44。 

LOX にはそれぞれ添加する酸素の位置及び生成物の立体選択性が異なる酵素が見い

だされており 89、例えば EPA を基質とした場合には、15-LOX と 15-LOX-2 の作用によ

り 15(S)-HEPE が、12-LOX の作用により 12(S)-HEPE が、12R-LOX の作用により 12(R)-

HEPE が、5-LOX の作用により 5(S)-HEPE が主に産生される 89。また、マウスに発現す

る LOX はヒトと比べて生成物の特異性が低く、例えば、Alox15b にコードされる 15-

LOX-2 は 15-LOX としての活性だけでなく、不飽和脂肪酸の 8 位に酸素を添加する 8-

LOX 様活性も持つ 89。体内における各種 LOX の分布は細胞の種類によって異なり、15-

LOX-2 や 12-LOX、12R-LOX は主に皮膚や上皮細胞、血小板において発現が認められる

一方で、15-LOX 及び 5-LOX は白血球に局在して発現すると言われている 89。また、

EPA 代謝物であり強い抗炎症活性を示す RvEs は、18-HEPE を共通の基質とした LOX

代謝を経て産生され、RvE1 と RvE2 は共に好中球に高発現する 5-LOX によって 16,44,90、

RvE3 は好酸球に高発現する 15-LOX によって産生される 91。 

CYP は肝臓や腸、皮膚、腎臓、肺、脳などほとんど全ての臓器において発現が認めら

れる酵素であり、多数のサブタイプが同定されている。各種 CYP はそれぞれ代謝効率

や酵素活性に違いがあるものの、一般に基質特異性は低いことが知られている 92。CYP
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を介して産生される脂肪酸代謝物として、例えば、アラキドン酸を基質とした場合に

は血管新生作用や血管拡張作用などを持つ生理活性物質であり、腫瘍形成との関連が

指摘されている 11,12-エポキシエイコサトリエン酸（epoxyeicosatrienoic acids; EET）

や 14,15-EET93,94、EPA を基質とした場合には抗アレルギー、抗炎症作用を持つ 17,18-

EpETE があげられる 31。また、EET や 17,18-EpETE といったエポキシ環構造を持つ

脂肪酸は、体内で可溶性エポキシド加水分解酵素の働きによりさらに代謝され、ジヒ

ドロキシエイコサトリエン酸やジヒドロキシエイコサテトラエン酸

（dihydroxyeicosatetraenoic acid; diHETE）が産生されることが知られている 32,93,94。 

著者の所属する研究室ではこれまでに、オメガ 3 脂肪酸の 1 種である α リノレン酸

を豊富に含む亜麻仁油を摂取したマウスの腸管では α リノレン酸とその代謝物の

EPA が増加するのに伴い、EPA が CYP によって代謝されて生じる 17,18-EpETE が高

生産され、本代謝物が亜麻仁油を摂取した際に認められる食物アレルギー誘導性の下

痢の抑制効果を担う抗アレルギー物質として機能することを明らかにした 31。一方、

亜麻仁油を摂取したマウスの母乳中には、EPA 代謝物の DPA がさらに 12-LOX によ

って代謝された 14-ヒドロキシドコサペンタエン酸（hydroxydocosapentaenoic acid; 

HDPA）が高濃度含まれることを報告しており、実際、乳腺において認められた特徴

的な脂肪酸代謝環境を介して 14-HDPA 産生が優位に行われていた 95。さらに、14-

HDPA は母乳を介して仔マウスに移行し、形質細胞様樹状細胞に発現する抑制性分子

の発現を誘導することで、仔マウスの CHS を抑制することを明らかにしていた 95。
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これらのことから、食事として摂取したオメガ 3 脂肪酸は体内に吸収された後、強力な

抗炎症・炎症収束作用を発揮する代謝物に変換されるが、産生される脂肪酸代謝物の量

や種類は臓器によって異なると考えられた。つまり、オメガ 3 脂肪酸の各臓器特有の

「代謝」が重要な役割を果たすことが分かってきている。 

オメガ 3 脂肪酸代謝物は、炎症反応後期の炎症収束期にて濃度が増加し、積極的に炎

症の収束に関わる炎症収束性脂質メディエーターとして見いだされたことから、炎症発

症前後の脂肪酸代謝物量を比較した際に、濃度が増加するオメガ 3 脂肪酸代謝物の同定

と生理活性評価がこれまで活発に行われてきた。例えば、マウス急性腹膜炎の炎症局所

では、炎症誘導後の収束期に RvE1 やプロテクチン D1 などの抗炎症活性を持つ脂肪酸

代謝物の産生量が増加し、その濃度は炎症の収束とともに減少していくことが報告され

ていた 20。一方で、臓器特異的なオメガ 3脂肪酸代謝の解明はあまり進められておらず、

特に皮膚局所における代謝はこれまで解明されてこなかった。このような背景から、皮

膚特有のオメガ 3 脂肪酸代謝を介して高産生されるオメガ 3 脂肪酸代謝物が存在し、そ

の代謝物が皮膚での免疫応答を制御することで抗炎症活性を発揮する可能性があると

考えた。そこで本研究では、亜麻仁油を摂取したマウスの皮膚におけるオメガ 3 脂肪酸

代謝を解析し、皮膚において特徴的に産生されるオメガ 3 脂肪酸代謝物の同定を試み

た。さらに、同定したオメガ 3 脂肪酸代謝物の ACD 抑制活性の評価及び作用メカニズ

ムの解明を行った。   
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方法 

 

【実験動物】 

日本クレアもしくは日本 SLCより購入した 6～8週齢の C57BL/6及び BALB/cの雌

マウスを実験に用いた。特殊飼料（Table 2）として、4% (wt/wt) 大豆油含有飼料（オ

リエンタル酵母）または 4% (wt/wt) 亜麻仁油含有飼料（オリエンタル酵母）を用い、

2 カ月間マウスに給餌した後に実験に用いた。 

解剖時はイソフルランを用いて麻酔後、頚椎脱臼をすることでマウスの苦痛を最小

限にして安楽死させた。動物の飼育及び実験は全て、国立研究開発法人医薬基盤・健

康・栄養研究所動物実験規程に準じ、承認を得た計画に従って行った（DS27-47R9、

DS27-48R10）。 

 

Table 2. Composition of diets 

Ingredient 

Concentration (% wt/wt) 

Soybean oil diet Linseed oil diet 

Casein 14.0 14.0 

L-Cysteine 0.18 0.18 

Corn starch 46.5692 46.5692 

Pregelatinized corn starch 15.5 15.5 

Sucrose 10.0 10.0 

Soybean oil 4.0 - 

Linseed oil - 4.0 
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Cellulose powder 5.0 5.0 

AIN-93M mineral mix 3.5 3.5 

AIN-93M vitamin mix 1.0 1.0 

Choline bitartrate 0.25 0.25 

t-Butylhydroquinone 0.0008 0.0008 

Total 100 100 

 

【CHS の誘導】 

第一章記載の方法で、CHS の誘導を行った。 

 評価対象の脂肪酸として、(±)12-HEPE（12-HEPE; Cayman Chemical）、12(S)-HEPE

（Cayman Chemical）、12(R)-HEPE（Cayman Chemical）、(±)15-HEPE（15-HEPE; Cayman 

Chemical）を、DNFB を塗布する 30 分前に腹腔内投与または耳に塗布（一回あたり 100 

ng または 1 µg）した。コントロールとして、腹腔内投与の場合は 0.5%（vol/vol）エタ

ノール/PBS を、塗布の場合は 50%（vol/vol）エタノール/PBS を使用した。 

 レチノイド X 受容体（retinoid X receptor; RXR）pan-antagonist である HX 531（Cayman 

Chemical, 40 nmol/administration）は、12-HEPE を塗布する 60 分前に塗布した。コント

ロールとして 25%（vol/vol）ジメチルスルホキシド/PBS を使用した。 

 

【FITC 誘導性 DC 遊走アッセイ】 

シェーバーで毛を剃ったマウスの腹部に、1% (wt/vol) FITC（Sigma-Aldrich）/アセト

ン:フタル酸ジブチル（1:1 [vol/vol]）を 200 µL 塗布した。12-HEPE（一回あたり 1 µg）
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もしくはコントロール（50% [vol/vol] エタノール/PBS）を、FITC を塗布する 30 分前

及び 24 時間後に腹部に塗布し、FITC を塗布した 24 時間後及び 48 時間に腋窩リンパ

節を回収した。 

 

【細胞調製】 

第一章記載の方法で、マウス耳組織からの細胞調製を行った。 

リンパ節からの細胞回収においては、はさみを用いてリンパ節を細かく刻み、0.5 

mg/mL コラゲナーゼを加えた 2% NCS/RPMI 1640 培地内で組織を攪拌しながらイン

キュベート（15 分、37C）し、細胞懸濁液をセルストレイナー（100 μm）でろ過する

操作を 2 回繰り返すことで、細胞懸濁液を得た。遠心（400×g、5 分、4C）後、沈殿

した細胞を溶血バッファーにより溶血（1 分、室温）し、2% NCS/RPMI 1640 培地を

添加して溶血反応を止めた。遠心（400×g、5 分、4C）後の細胞を 2% NCS/PBS に懸

濁し、セルカウントを行った。得た細胞は 2% NCS/PBS に懸濁し、フローサイトメト

リーを用いた解析に供した。 

 

【フローサイトメトリー解析】 

第一章記載の方法で、フローサイトメトリー解析を行った。 

下記の蛍光標識抗体（1:100）で細胞を染色した。FITC–anti-Ly6G mAb、APC–Cy7–

anti-CD11b mAb、FITC–anti-CD8α mAb（BioLegend, 100706, clone 53-6.7）、APC–anti-

TCRβ mAb（BioLegend, 109212, clone H57-597）、Phycoerythrin（PE）–anti-CD31 mAb
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（BD Biosciences, 553373, clone MEC 13.3）、APC–anti-CD49f mAb（BioLegend, 313616, 

clone GoH3）、APC–anti-CD34 mAb（BD Biosciences, 553733, clone RAM34）、BV421–

anti-CD45 mAb、Alexa Fluor 647–anti–I-Ab mAb（BioLegend, 116412, clone AF6-120.1）。 

細胞内サイトカイン染色時は、コラゲナーゼ処置の際に Brefeldin A（BioLegend）を

加えて攪拌（60 分、37C）し、細胞を調製した。死細胞は Zombie-NIR Fixable Viability 

Kit（1:100; BioLegend）で染色した。細胞表面マーカーを染色した後、メーカーのプロ

トコルに従い、Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit（BD Biosciences）を用いて

細胞の固定・透過処理を行った。サイトカインは PE–anti-IFN-γ mAb（1:100; BioLegend, 

505808, clone XMG1.2）を用いて染色した。 

サンプルの分析は MACSQuant または FACSAria（BD Biosciences）を用いて行い、デ

ータ解析は FlowJo 9.9 ソフトを用いて行った。 

 

【組織学的解析】 

第一章記載の方法で、組織学的解析を行った。 

免疫組織染色は、1 次抗体として purified anti-mouse I-A/I-E mAb（1:100; BioLegend, 

107602, clone M5/114.15.2）、purified anti-mouse CD3ε mAb（1:100; BioLegend, 100302, clone 

145-2C11）を、2 次抗体として Alexa Fluor 488–anti-rat IgG（1:100; Thermo Fisher Scientific, 

A-11006）、Cy3–anti-Armenian hamster IgG（1:100; Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

127-165-160）を用いた。Ly6G 陽性の好中球染色の際は FITC–anti-Ly6G mAb を用いた。 
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【逆転写と定量 PCR】 

皮膚として耳介を使用し、腸としては大腸を採取後、ピンセットを押し当てること

で糞便等の内容物を除いた組織を使用した。組織からの RNA の精製は、メーカーの

プロトコルに従い、Relia Prep RNA Tissue Miniprep System を用いて行った。FACSaria

を用いて分取した細胞からの RNA 抽出はセパゾール（ナカライテスク）を用いて行

い、Pellet Paint（Novagen）により核酸ペレットを可視化して RNA の抽出及び精製操

作を行った。 

第一章記載の方法で、逆転写と qPCR を行った。使用したプライマー配列は Table 

3 に示した。 

 

Table 3. Primers used for qPCR analysis 

Species Gene Forward (5'-3') Reverse (5'-3') 

Mouse Alox12 gatcactgaagtggggctgt cacacatggtgaggaaatgg 

Mouse Alox12b ctttggtcctgatggcaac gacaatcaggcccaggagt 

Mouse Cyp2c44 ccaaccctcgggattacat cagatttcaggttgtgtttctcc 

Mouse Cyp4f16 aggattgttgaccctgcatt ggcttcaggaagcgtaaaaa 

Mouse Cxcl1 gactccagccacactccaac tgacagcgcagctcattg 

Mouse Cxcl2 aaaatcatccaaaagatactgaacaa ctttggttcttccgttgagg 

Mouse Cxcl9 cttttcctcttgggcatcat gcatcgtgcattccttatca 

Mouse Cxcl10 gctgccgtcattttctgc tctcactggcccgtcatc 

Mouse Gpr40 ggggtgtgtgtgtggctat ggaagtctccaagccaagg 

Mouse Gpr120 ttggtgttgagcgtcgtg ccagcagtgagacgacaaag 
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Mouse Lxra caggaagagatgtccttgtgg tcttccacaactccgttgc 

Mouse Lxrb tgccagggttcttgcagt agcgtctggctgtttctagc 

Mouse Ppara cacgcatgtgaaggctgtaa gctccgatcacacttgtcg 

Mouse Pparb gctcacaggcagagttgcta tggtacaagtgagtgggagaga 

Mouse Pparg gaaagacaacggacaaatcacc gggggtgatatgtttgaacttg 

Mouse Rxra acatgcagatggacaagacg gggtttgagagccccttaga 

Mouse Rxrb gccactggcatgaaaagg atctccatccccgtctttgt 

Mouse Rxrg cagaagtgcctggtcatgg cctcactctctgctcgctct 

Mouse Tnf ctgtagcccacgtcgtagc ttgagatccatgccgttg 

Mouse Gapdh ccttgagatcaacacgtaccag cgcctgtacactccaccac 

Human CXCL1 tcctgcatcccccatagtta cttcaggaacagccaccagt 

Human CXCL2 cccatggttaagaaaatcatcg cttcaggaacagccaccaat 

Human GPR40 gtgtcacctgggtctggtct ccagggaggtgttgctgt 

Human GPR120 gctcatctggggctattcg gcaaatcgaaatttcctggt 

Human LXRA gttataaccgggaagactttgc aaactcggcatcattgagttg 

Human LXRB ccgagcctgtagacctatcg tcaccccttctggaagactc 

Human PPARA gcactggaactggatgacag tttagaaggccaggacgatct 

Human PPARB gggaaaagttttggcagga tgcccaaaacactgtacaaca 

Human PPARG gacaggaaagacaacagacaaatc ggggtgatgtgtttgaacttg 

Human RXRA acatgcagatggacaagacg tcgagagccccttggagt 

Human RXRB aggtgggtgtttgggaaag ccccaagttagacaggaagagata 

Human RXRG cctgcgagccattgtactct aagggtggcataaaccttctc 

Human GAPDH gagtccactggcgtcttcac gttcacacccatgacgaaca 

【マウス骨髄由来好中球の単離】 

第一章記載の方法で、マウス骨髄由来好中球を単離した。 
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【好中球仮足形成の評価】 

精製した好中球は 0.2% BSA/HBSS に懸濁後、フィブロネクチンをコーティングし

たカバーガラス上に添加し、37C、5% CO2インキュベーター内で 15 分間インキュベ

ートした。好中球を 12-HEPE（1 µmol/L）及び 0.3% (vol/vol) エタノール/PBS（コン

トロール）と反応（15 分、37C、5% CO）させた後、1 μmol/L fMLP で刺激（2 分、

37C、5% CO2）した。コントロールには、0.03% (vol / vol) エタノール/PBS を用いた。

反応後の好中球を 4%パラホルムアルデヒドで固定した後、0.5% Triton X-100/PBS を

使用して透過処理を行った。F-アクチンを 100 nmol/L Acti-stain 488–phalloidin で染色

（30 分、室温）後、核を DAPI で染色（30 秒、室温）することで調製したサンプル

を、共焦点顕微鏡 TCS SP8 を用いて観察した。 

 

【血管透過性の評価】 

1% (wt/vol) エバンスブルー（Nacalai Tesque）/PBS 溶液をマウスに静脈注射し、1 時

間後に耳組織を回収した。耳組織を 3 N KOH（Nacalai Tesque）1 mL 中で一晩インキ

ュベート（37C）することで溶解させた後、組織懸濁液に 1.24 mol/L H3PO4 1 mL を加

えることで中和した。さらに、アセトン 3 mL を加えて良く攪拌後、遠心（1280×g, 15

分、20C）し、室温で 30 分間以上静置した後、上清の吸光度（波長 620 nm）を測定

した（SmartSpec Plus; Bio-Rad Laboratories）。エバンスブルーの濃度は 0～10 µg/mL の

間で検量線を引くことで算出した。 
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【リピドミクス解析用サンプル調製】 

皮膚として耳介を使用し、腸としては大腸を採取後、ピンセットを押し当てることで

糞便等の内容物を除いた組織を使用した。ジルコニアビーズ（3.0 φ; Tomy）5 粒及び（5.0 

φ; Tomy）1 粒を入れたチューブに組織とメタノール（終濃度 皮膚：25 mg/mL、腸：100 

mg/mL）を加え、ビーズ破砕（Precellys24 高速細胞破砕システム; Bertin Technologies、

6500 rpm、15 秒×2）を行った後、－80C で一晩静置することで、組織から脂肪酸を抽

出した。脂肪酸抽出液を遠心（1600×g、10 分、4C）した後に得た上清に、カラム精製

抽出効率を算出するための重水素標識内部標準（15-hydroxyeicosatetraenoic acid-d8）を

添加し、メーカーのプロトコルに従って、Mono Spin イオン交換カラム C18-AX（GL 

Science）を用いたリピドミクス解析用サンプルの前処理を行った。 

 

【リピドミクス解析】 

液体クロマトグラフィー質量分析法（Liquid chromatography-tandem mass spectrometry; 

LC-MS/MS）を用いたリピドミクス解析には、Acquity UPLC BEH C18 column（Waters; 

1.7 m、1.0 × 150 mm）を付けた高速液体クロマトグラフィー（UPLCシステム ACQUITY; 

Waters）と QTRAP 5500（AB Sciex）及び Orbitrap ELITE（Thermo Fisher Scientific）を用

い、データ解析には Xcalibur software（Thermo Fisher Scientific）を用いた。また、Kinetex 

C8 column（Shimdzu; 2.6 µm、2.1 × 150 mm）を付けた三連四重極型質量分析計 LCMS-

8050（Shimdzu）システムを用い、LC-MS/MS method package Ver. 3 for lipid mediators
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（Shimadzu）を分析条件に設定して分析を行った。データ解析には Shimadzu Lab 

solution LCMS software（Shimadzu）を用いた。 

Cayman Chemical 社製の 5-HEPE、12-HEPE、15-HEPE、18-HEPE、17,18-EpETE、

17,18-diHETE を用いて、脂肪酸代謝物定量のための検量線を作製した。 

 

【HaCaT 細胞の培養】 

CLS Cell Lines Service（Eppelheim）から HaCaT 細胞 96を購入し、10% (vol/vol) ウ

シ胎児血清（fetal bovine serum; FBS）、100 U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプト

マイシンを含む Dulbecco's modified Eagle's medium with high glucose（DMEM; Sigma 

Aldrich）で培養（37 C、5% CO2）した。 

HaCaT 細胞を 96 well plate に播種し（3 × 104 cells/well）、24 時間培養した後、FBS

を含まない DMEM に培地を交換し、12-HEPE（300 nmol/L）を加えてインキュベート

（30 分、37 C 、5% CO2）後、Recombinant Human TNF-α（Pepro Tech; 100 ng/mL）で

刺激（90 分、37 C、5% CO2）した。12-HEPE 添加のコントロールとして、終濃度 0.2%

（vol/vol）となるようにエタノールを培地中に添加した。 

RXR pan-antagonist HX 531（2 µmol/L）は 12-HEPE を添加する 60 分前に加えた。

コントロールとして、終濃度 0.2%（vol/vol）となるようにジメチルスルホキシドを培

地中に添加した。 

 

【siRNA を用いた RXRα ノックダウン】 
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HaCaT 細胞を 24 時間培養後、Lipofectamine 2000 を用いてトランスフェクションを行

った。メーカーのプロトコルに従い、RXRα siRNA（Hs_RXRA_3 FlexiTube siRNA; Qiagen）

－Lipofectamine 2000 混合液もしくは Silencer negative Control siRNA（AllStars Negative 

Control siRNA; Qiagen）－Lipofectamine 2000 混合液を、培地交換後の HaCaT 細胞培養

ディッシュに添加した（各種 siRNA 終濃度 33 nmol/L）。CO2インキュベーター（37°C）

内で 48 時間培養した後、細胞を新しいディッシュに播種し、再度、Lipofectamine 2000

と各種 siRNA （終濃度 33 nmol/L）を用いてトランスフェクションを行った。2 度目の

トランスフェクション後、48 時間培養した細胞を実験に用いた。 

 

【ウェスタンブロッテイング】 

培養細胞を冷却した PBS で洗浄後、RIPA Lysis Buffer（Merck Millipore）を添加し、セ

ルスクレーパーを用いて細胞を氷上で剥がした。細胞を回収し、氷上で 30 分静置した

後、遠心（13,000×g、4°C、15 分 ）することで得た上清を細胞溶解液とした。 

細胞溶解液のタンパク質濃度は Pierce BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）

を用いて測定した。NuPAGE antioxidant（Invitrogen）及び NuPAGE LDS Sample Buffer

（Invitrogen）を用いて細胞溶解液の還元、変性処理（10 分、70C）を行った後、NuPAGE 

4-12% Bis-Tris Gels（Invitrogen）の各ウェルに細胞溶解液（10 µg protein）をアプライし、

電気泳動（200 V、60 mA、60 分）を行った。電気泳動後のゲル上のバンドは Immobilon-

P transfer membran（Merck Millipore）に転写した（30 V、240 mA、40 分）。 
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メンブレンを 5% (wt/vol) スキムミルク/0.5% (vol/vol) Tween-20-PBS でブロッキン

グ後（1 時間、室温）、Can Get Signal solution-1（TOYOBO）で希釈した 1 次抗体 anti-

rabbit RXRα mAb（1:1000; Cell Signaling Technology, 3085S, clone D6H10）もしくは anti-

mouse β-actin mAb（1:1000; BioLegend, 643802, clone 2F1-1）と反応させた（1 時間、室

温）。0.5% Tween-20-PBS でメンブレンを洗浄後、Can Get Signal solution-2（TOYOBO）

で希釈したホースラディッシュペルオキシダーゼ標識 2 次抗体 donkey anti-rabbit IgG 

antibody（1:5000; BioLegend, 406401）もしくは goat anti-mouse IgG antibody（1:5000; 

SouthernBiotech, 1030-05）と反応させた（1 時間、室温）。0.5% Tween-20-PBS 及び、

PBS で洗浄後、化学発光試薬 Chemi-Lumi One L（Nacalai Tesque）と反応させ、バン

ドを LAS-4000 mini-luminescent image analyzer（GE Healthcare）を用いて検出した。 

 

【統計解析】 

統計解析は Prism 3.03 software を用いて行い、二群間の比較は Mann–Whitney U test

によって、多群間の比較は Kruskal–Wallis test によって行った。有意水準は P < 0.05 と

した。  
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結果 

 

1.  オメガ 3 脂肪酸摂取時に皮膚において高生産される EPA 代謝物の同定 

α リノレン酸を約 60%含む亜麻仁油を配合した特殊飼料を摂取した BALB/c マウスの

腸管で、EPA 代謝物の 17,18-EpETE が高生産されることがこれまでに明らかにされてい

たことから 31、まず初めに、亜麻仁油を摂取した BLAB/c マウスの皮膚（耳）とその比

較臓器として腸におけるオメガ 3 脂肪酸代謝物を調べた。そこで亜麻仁油もしくはその

コントロールとして、α リノレン酸を約 7%とオメガ 6 脂肪酸のリノール酸を約 50%含

む大豆油を配合した特殊飼料を BLAB/c マウスに 2 か月間給餌し、皮膚と腸における

EPA 代謝物を LC-MS/MS により分析した。その結果、大豆油を給餌したマウスと比べ

て亜麻仁油を給餌したマウスの皮膚では、EPA 代謝物（5-HEPE、12-HEPE、15-HEPE、

18-HEPE、17,18-EpETE、17,18-diHETE：Figure 2-1A）の中でも 12-HEPE と 15-HEPE の

量が有意に多かった（Figure 2-1B）。特に、亜麻仁油を摂取したマウスの皮膚では、12-

HEPE が主要な代謝物として産生されることが分かった。一方、以前の報告と一致して

31、亜麻仁油を給餌したマウスの腸では大豆油を給餌したマウスと比べて EPA 代謝物の

中でも 17,18-EpETE の量が多かった（Figure 2-1B）。実際に、皮膚と腸における 12-HEPE

量を比べると、皮膚における 12-HEPE 量は腸よりも多く（Figure 2-1C）、皮膚と腸とで

はオメガ 3 脂肪酸代謝が異なることが分かった。 
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次に、皮膚と腸における各代謝酵素をコードする遺伝子の発現量を調べたところ、

EPAの 12-HEPEへの代謝を担う 12-LOXをコードする遺伝子（Alox12及び Alox12b）の

発現量は、腸よりも皮膚において高かった（Figure 2-1D）。反対に、17,18-EpETE の産生

を担う CYP をコードする遺伝子（Cyp2c44 及び Cyp4f16）の発現量は、皮膚よりも腸

において高く（Figure 2-1D）、各種遺伝子の発現パターンは LC-MS/MS による代謝物

産生量の結果を反映していた。これら代謝酵素をコードする遺伝子の発現パターンは、

BLAB/cマウスだけでなくC57BL/6マウスにおいても同様の傾向が認められた（Figure 

2-1E）。そこで、亜麻仁油を給餌した C57BL/6 マウスの皮膚における EPA 代謝物を

LC-MS/MS によって分析したところ、BALB/c マウスと同様、C57BL/6 マウスにおい

ても 12-HEPE が皮膚における主要な代謝物として産生されることが分かった（Figure 

2-1F）。さらに、CHS を誘導したマウスにおいても、12-HEPE が主要な代謝物として

産生された（Figure 2-1G）。このことから、皮膚には 12-LOX 代謝が優位な特有のオ

メガ 3 脂肪酸代謝系が存在し、特に皮膚では 12-HEPE が最も多く産生されることが

分かった。 
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Figure 2-1. Identification of 12-HEPE as the dominant metabolite in the murine skin 

(A) 3 EPA metabolites, which we detected by LC-MS/MS, were shown. (B-G) Mice were 

maintained with feed containing 3 fatty acid-rich linseed oil or control soybean oil. (B) EPA-

derived metabolites in the ear skin and the gut of BALB/c mice were measured by LC-MS/MS. 

(C) 12-HEPE in the ear skin and the gut of BALB/c mice were measured by LC-MS/MS. (D, E) 

mRNA was isolated from samples of the ear skin and the gut of BALB/c mice (D) and C57BL/6 

mice (E), and qPCR analyses were performed to measure the expression levels of Alox12, Alox12b, 

Cyp2c44 and Cyp4f16, which were normalized to that of Gapdh. (F) EPA-derived metabolites in 
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the ear skin of C57BL/6 mice were measured by LC-MS/MS. (G) Mice were induced skin 

inflammation by DNFB treatment. On day 7, 12-HEPE in the ear skin of C57BL/6 mice were 

measured by LC-MS/MS. Each point represents data from an individual mouse, and horizontal 

lines indicate medians. *, P < 0.05, **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001 (Kruskal–

Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test or Mann–Whitney U test). 

 

2. EPA 代謝物（12-HEPE 及び 15-HEPE）の抗炎症活性 

大豆油を摂取したマウスに比べて亜麻仁油を摂取したマウスの皮膚では、12-HEPE

と 15-HEPE が増加していたことから、12-HEPE と 15-HEPE の抗炎症活性について

DNFB 誘導性 CHS モデルマウスを用いて検討した。Day 0 の感作及び Day 5 の惹起の

際に DNFB を塗布する 30 分前に 12-HEPE ならびに 15-HEPE を腹腔内投与し、Day 7

で耳介の腫れを測定したところ、DNFB で惹起することで誘導される耳介の腫れが

12-HEPE を腹腔内投与することで減少した（Figure 2-2）。一方、15-HEPE を腹腔内投

与しても耳介の腫れは抑制されなかった。このことから、皮膚において最も多く産生

された 12-HEPE が CHS における抗炎症活性を有することが明らかになった。 

これまでに、脂肪酸代謝物の立体構造が生理活性を規定する重要な要因となること

を見いだしており、例えば前章で示したように、17,18-EpETE の 2 種類の鏡像異性体

のうち、17(R),18(S)-EpETE よりも 17(S),18(R)-EpETE が強い抗炎症活性を示すことを

報告している 32。そこで、12-HEPE のヒドロキシ基における 2 種類の異性体（12(S)-

HEPE 及び 12(R)-HEPE）に着目して抗炎症活性を調べたところ、12(S)-HEPE と 12(R)-
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HEPE は同程度の耳介の腫れの抑制効果を示した。このことから、12-HEPE は立体構造

に依存せず、抗炎症作用を示すことが分かった（Figure 2-2）。 

 

Figure 2-2. Ear swelling was decreased by 12-HEPE but not 15-HEPE 

Mice were i.p. administered 12(S)- or 12(R)-HEPE, 12-HEPE, 15-HEPE (100 ng/administration) 

or vehicle on days 0 and 5 at 30 min before application of DNFB. Ear thickness was measured on 

day 7. The vertical line in each box plot indicates the median value (n = 10 to 28). *, P < 0.05; 

**, P < 0.01; N.S., not significant (Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison 

test).  

 

3. 12-HEPE の投与経路による CHS 抑制活性の違い 

次に、12-HEPE の投与方法の違いによる抗炎症活性を比較した。その結果、12-HEPE

を腹腔内投与した場合に比べて塗布した方がより強く耳介の腫れを抑制する傾向があ

ることが明らかになった（Figure 2-3A）。特に、感作と惹起の際の 12-HEPE 投与量が 1 

µg の場合においては、12-HEPE を腹腔内投与した場合に比べて、皮膚に塗布した場合

の方が耳介の腫れを抑制した（Figure 2-3A）。HE 染色による組織学的な解析からも、

DNFB で炎症を誘導することで認められた表皮の浮腫及び真皮への細胞の浸潤が、12-
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HEPE を腹腔内投与または塗布することで抑制されることが分かったが、その効果は

腹腔内投与よりも皮膚への塗布の方が強い様子が観察された（Figure 2-3B）。 

また、投与経路によって皮膚局所で検出される 12-HEPE 量は大きく異なることが

分かった。例えば、1 µg の 12-HEPE を腹腔内投与した 30 分後の皮膚における 12-

HEPE 量は検出限界（2 ng/ear）以下であったのに対して、塗布した場合には塗布量の

約 80%が検出された（Figure 2-3C）。12-HEPE は塗布によって強い抗炎症作用を示し

たこと、また、塗布することでより多くの 12-HEPE が皮膚で認められたことから、

12-HEPE は血中を循環する細胞を標的とするよりも、皮膚局所に存在する細胞を標的

として作用することが示唆された。 

 

Figure 2-3. Topical application of 12-HEPE ameliorated inflammation more than did i.p. 
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administration 

(A) Mice were administered 12-HEPE i.p. or topically (skin) with 100 ng/administration or 1 

µg/administration, or vehicle topically, on days 0 and 5 at 30 min before DNFB treatment. Ear 

thickness was measured on day 7. Each point represents data from an individual mouse, and 

horizontal lines indicate medians. **, P < 0.01 (Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s multiple 

comparison test). (B) Mice were administered 12-HEPE i.p. or topically with 1 µg/administration, 

or vehicle, on days 0 and 5 at 30 min before DNFB treatment. Ear tissue samples were prepared 

on day 7, and stained with HE. Representative images from two independent experiments are 

shown. Bars, 100 μm. (C) Mice were i.p. or topically administered 12-HEPE at 1 μg on 30 min 

before ear collection. The amount of 12-HEPE in the ear skin was measured by LC-MS/MS. The 

weight of both ears is about 50 mg. N.D.; below the detection limit (below 2 ng/ear [50 mg]).  

 

4． 感作相における免疫応答に対する 12-HEPE の影響 

12-HEPE による CHS 抑制活性の作用機序を明らかにするために、12-HEPE はどの免

疫細胞に影響を与えるのかを検討した。まず、ハプテンに最初に接触した際に起こる感

作成立過程において重要なイベントである DC の dLNs への遊走に着目した。 

FITC 誘導性 DC 遊走アッセイでは、FITC を抗原として皮膚に塗布することで FITC

を捕捉した DC の dLNs への遊走が引き起こされるため、DC の遊走度合いを dLNs 内の

FITC 陽性の DC 数で評価できる。そこで、FITC 誘導性 DC 遊走アッセイを行ったとこ

ろ、12-HEPE の塗布で DC 数の変化は認められなかった（Figure 2-4A, B）。このことか

ら、12-HEPE は DC の dLNs への遊走に影響を与えないことが分かった。さらに、12-

HEPE を惹起（Day 5）の際だけに塗布しても耳介の腫れが抑制されたことから（Figure 
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2-4C）、12-HEPE は感作相でのイベントを制御するのではなく、惹起相でのイベント

を制御することが示唆された。 

 

Figure 2-4. 12-HEPE did not affect the response in the sensitization phase 

(A-B) Mice were topically administered 12-HEPE (1 µg/administration) or vehicle at 30 min 

before and 24 h after FITC application. Axillary lymph nodes were collected 24 h (A), and 48 h 

(B) after FITC application, and the number of FITC+ MHC classⅡ+ DC was determined on the 

basis of total cell numbers and flow cytometric data. (C) Mice were topically administered 12-

HEPE (1 µg/administration) or vehicle on days 0 and 5, or on day 5 only, at 30 min before DNFB 

treatment. On day 7, ear thickness was measured. Each point represents data from an individual 

mouse, and horizontal lines indicate medians. *, P < 0.05; **, P < 0.01; N.S., not significance 

(Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test).  
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5． 惹起相における免疫応答に対する 12-HEPE の影響 

次に、惹起相における免疫応答に着目した検討を行った。惹起相では、ハプテン刺激

により活性化された皮膚在住肥満細胞から産生されるヒスタミンにより血管透過性が

亢進する他、同時に活性化された角化細胞が産生する炎症性サイトカインやケモカイン

により炎症局所への好中球や T 細胞の浸潤が促される。また、角化細胞が産生する IL-

1α により、皮膚の組織在住マクロファージが活性化されることで、エフェクターT 細胞

の活性化に重要な iSALT 形成が誘導される。 

そこで、12-HEPE の肥満細胞の脱顆粒に対する影響を調べるために、炎症惹起後の皮

膚における血管透過性を評価した。その結果、12-HEPE を塗布しても血管透過性は減少

しなかった（Figure 2-5A）。このことから、肥満細胞の脱顆粒によって誘導される血管

透過性の亢進に対して 12-HEPE は影響を与えないことが分かった。 

次に、エフェクターT 細胞の活性化に重要な iSALT 形成を MHC Class Ⅱ陽性の DC 及

び CD3ε 陽性の T 細胞を染色することで組織学的に観察したところ、12-HEPE を塗布し

ても DC と T 細胞の集塊として観察される iSALT 形成は抑制されなかった（Figure 2-

5B）。このことから、12-HEPE は iSALT 形成の誘導を担う組織在住マクロファージに影

響を与えないことが分かった。さらに、CHS の抗原特異的な炎症反応において中心的な

役割を果たす T 細胞に対する影響を調べるために、IFN-γ を産生する CD8陽性の T 細

胞数をフローサイトメトリーにより測定した。その結果、12-HEPE を塗布しても皮膚に

おける IFN-γ を産生する CD8陽性の T 細胞数に変化はなかった（Figure 2-5C）。この結
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果と一致して、T 細胞を誘引するケモカインである CXCL9 と CXCL10 をコードする

遺伝子の DNFB 惹起後の耳における発現量は、12-HEPE を塗布しても減少しなかっ

た（Figure 2-5D）。これらのことから、12-HEPE は肥満細胞やマクロファージ、DC、

T 細胞の活性化に影響を与えないことが分かった。 

そこで、炎症誘導により皮膚で増加する好中球数を調べるために、皮膚における好

中球数をフローサイトメトリーにより測定したところ、DNFB で惹起することで増加

した皮膚における好中球数が、12-HEPE を塗布することで減少することが分かった

（Figure 2-5E, F）。さらに組織学的な解析の結果、真皮に浸潤した Ly6G 陽性の好中球

が、12-HEPE を塗布することで減少する様子が観察された（Figure 2-5G）。このこと

から、12-HEPE は炎症部位における好中球の増加を抑制することが明らかになった。 
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Figure 2-5. 12-HEPE reduced neutrophil recruitment into the inflamed skin  

(A-G) Mice were topically administered 12-HEPE (1 µg/administration) or vehicle on days 0 and 

5 at 30 min before DNFB treatment. (A) On day 7, Evans blue solution was injected intravenously. 

The amount of Evans blue was measured at OD620. Each point represents data from an individual 

mouse, and horizontal lines indicate medians. N.S.; not significant (Kruskal–Wallis test followed 

by Dunn’s multiple comparison test). (B) Ear samples were obtained on day 7 and examined by 

immunohistologic analysis. Sections were stained with anti-I-A/I-E mAb, anti-CD3 mAb, and 

DAPI. Bars, 100 μm. (C) On day 6, the number of IFN- producing CD8+
 T cells was measured 

by using flow cytometry. Each point represents data from an individual mouse, and horizontal 

lines indicate medians. N.S.; not significant (Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s multiple 
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comparison test). (D) On day 7, ear tissues were homogenized for isolation of mRNA, and qPCR 

analysis was performed to measure the expression levels of Cxcl9 and Cxcl10, which were 

normalized to that of Gapdh. Mice treated with 12-HEPE are shown with open circles and a 

dashed line, whereas vehicle treated mice are shown as closed circles with a solid line. The 

indicated genes do not change after DNFB challenge by 12-HEPE treatment (mean ± SEM values, 

n = 7 to 13). There was not significant difference at each time point (Mann–Whitney U test). (E) 

On day 7, the number of Ly6G+ CD11b+ neutrophils was measured by using flow cytometry. Each 

point represents data from an individual mouse, and horizontal lines indicate medians. *, P < 0.5 

(Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test). (F) Representative flow 

cytometry profiles from four independent experiments showing neutrophils in ear samples on day 

7. The numbers indicate the percentage of Ly6G+ CD11b+ neutrophils. (G) Frozen ear sections 

obtained on day 7 were stained with FITC-labeled Ly6G and DAPI for immunohistologic analysis. 

Representative images from two independent experiments are shown. Bars, 100 μm.  

 

6. 12-HEPE の好中球に対する直接もしくは間接的な作用 

第一章で示した 17,18-EpETE と同様に、12-HEPE は皮膚における好中球数の増加を

抑制したことから、12-HEPE の好中球への直接作用を検討した。そこで、fMLP 誘導性

の好中球の仮足形成を評価したところ、fMLP で刺激することで認められた仮足形成は

12-HEPE を添加しても抑制されなかった（Figure 2-6A）。このことから、12-HEPE は好

中球の遊走を直接抑制するのではなく、間接的に作用することで炎症誘導時の皮膚にお

ける好中球の増加を抑制することが示唆された。 

そこで、好中球の遊走を間接的に制御する因子として、好中球を誘引するケモカイン

である CXCL1 及び CXCL2 に着目した。CXCL1、CXCL2 は CHS の炎症誘導において
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重要な働きを担っており、CXCL1 及び CXCL2 の受容体である CXCR2 欠損マウスに

CHSモデルを適用すると耳介の腫れが減弱することや、CHSモデルマウスに抗CXCL1

抗体及び抗 CXCL2 抗体を腹腔内投与することで耳介の腫れが抑制されることが報告

されている 97-99。そこで、DNFB 惹起後の耳における Cxcl1、Cxcl2 遺伝子発現量を継

時的に測定したところ、12-HEPE を塗布することで惹起後 6 時間の点における Cxcl1、

Cxcl2 遺伝子発現量が減少することが分かった（Figure 2-6B）。 

CXCL1 と CXCL2 の遺伝子発現は角化細胞や肥満細胞がハプテン刺激を受けて産

生する TNF-により誘導されることから 100,101、次に、DNFB 惹起後の耳のおける Tnf

遺伝子発現量を調べた。その結果、Tnf 遺伝子発現量は惹起後 0 時間と比べて惹起後

6 時間で有意に増加した一方で、12-HEPE は Tnf 遺伝子発現量に影響を与えなかった

（Figure 2-6C）。このことから、12-HEPE は TNF-刺激により誘導される下流経路を

抑制することで、Cxcl1、Cxcl2 遺伝子発現量を抑制したと考えられた。 
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Figure 2-6. 12-HEPE downregulated gene expressions of CXCL1 and CXCL2  

(A) Neutrophils were isolated from mouse bone marrow and treated with either 12-HEPE (1 

µmol/L) or vehicle for 15 min before stimulation with fMLP for 2 min. The panel shows 

representative images from two independent experiments. Arrowheads indicate actin 
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polymerization. Bars, 5 μm. (B) Mice were topically administered 12-HEPE (1 µg/administration, 

open circles and dashed line) or vehicle (closed circles and solid line) on days 0 and 5 at 30 min 

before DNFB treatment. After DNFB challenge on day 5, ear skin, which was taken at the 

indicated time points, was homogenized for isolation of mRNA, and qPCR analysis was 

performed to measure the expression levels of Cxcl1 and Cxcl2, which were normalized to that 

of Gapdh. (Mean ± SEM values, n = 7 to 13). Each point represents data from an individual mouse 

at 6 h after DNFB challenge, and horizontal lines indicate medians. *, P < 0.05; **, P < 0.01 

(Mann–Whitney U test). (C) Indicated hours after DNFB challenge on day 5, ear skin taken and 

homogenized for isolation of mRNA, and qPCR analysis was performed to measure the 

expression level of Tnf, which was normalized to that of Gapdh. Each point represents data from 

an individual mouse, and horizontal lines indicate medians (n = 5 or 10). *, P < 0.05; **, P < 

0.01; N.S., not significant (Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test).  
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7. 12-HEPE のヒト表皮角化細胞株における CXCL1、CXCL2遺伝子発現抑制活性 

CHS 誘導過程における主要なケモカイン産生細胞として角化細胞が知られることか

ら、次にヒト表皮角化細胞株である HaCaT 細胞を用いた検討を行った。そこで、HaCaT

細胞を TNF-で刺激した際の CXCL1、CXCL2 遺伝子発現量を測定したところ、12-HEPE

を添加することで HaCaT 細胞における CXCL1、CXCL2 遺伝子発現量が減少することが

分かった（Figure 2-7）。このことから、12-HEPE は好中球を誘引するケモカインである

CXCL1、CXCL2 の角化細胞における遺伝子発現を抑制することで、間接的に好中球の

浸潤を抑制することが分かった。 

 

Figure 2-7. 12-HEPE downregulated gene expressions of CXCL1 and CXCL2 

HaCaT cells were treated with 12-HEPE (300 nmol/L) or vehicle for 30 min before stimulation 

with TNF-. The mRNA was isolated from HaCaT cells and qPCR analysis was performed to 

measure the expression levels of CXCL1 and CXCL2, which were normalized to the expression 

of GAPDH. The horizontal line in each box plot indicates the median value (n = 5 or 10). *, P < 

0.05; **, P < 0.01 (Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test).  
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8． 角化細胞における長鎖脂肪酸受容体遺伝子発現 

12-HEPEがどの受容体を介して抗炎症作用を発揮するのかを明らかにするために、長

鎖脂肪酸の受容体として報告されている受容体（GPR40、GPR120、PPARα、PPARβ、

PPARγ、肝臓 X 受容体 [liver X receptor; LXR] α、LXRβ、RXRα、RXRβ、RXRγ）の角

化細胞における遺伝子発現を評価した 101-106。その結果、HaCaT 細胞及びマウスから

単離した角化細胞（CD45− CD31− CD34− CD49f+ cells）は共に RXRα をコードする遺

伝子を最も高く発現していた（Figure 2-8A, B）。このことから、12-HEPE は角化細胞

に高発現する RXRα を介して作用すると考えた。 

 

Figure 2-8. Receptor gene expressions in keratinocytes 

(A-B) mRNA was isolated from HaCaT cells (A), or CD45− CD31− CD34− CD49f+ keratinocytes 

from ear skin of naïve mouse (B), and qPCR analysis was performed to measure the expression 

levels of the indicated genes, which were normalized to that of GAPDH or Gapdh, respectively. 

The horizontal line in each box plot indicates the median value (n = 4 or 8). 
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9. RXR を介した 12-HEPE の抗炎症活性 

12-HEPE が RXRs を介して抗炎症作用を示すのかを in vitro ならびに in vivo CHS モ

デルで確かめるために、RXR pan-antagonistであるHX 531を用いた検討を行った。HaCaT

細胞に 12-HEPE を添加する前に HX 531 を添加した際の TNF-誘導性 CXCL1、CXCL2

遺伝子発現量を測定したところ、HX 531 を添加することで 12-HEPE による CXCL1、

CXCL2 遺伝子発現抑制活性が消失した（Figure 2-9A）。このことから 12-HEPE は、HaCaT

細胞に発現する RXRs を介して CXCL1、CXCL2 遺伝子発現抑制活性を示すことが分か

った。 

 次に、HX 531 を CHS モデルマウスに塗布した際に 12-HEPE による抗炎症活性が阻

害されるのかについて検討を行ったところ、12-HEPE を塗布する前に HX 531 を塗布す

ると、12-HEPE による耳介の腫れ抑制作用が消失した（Figure 2-9B）。HE 染色による組

織学的な解析を行ったところ、12-HEPE を塗布することで認められた表皮の浮腫と真皮

への細胞浸潤の抑制活性もまた、HX 531 を塗布した場合には認められなかった（Figure 

2-9C）。さらに、HX 531 を塗布することで、12-HEPE による好中球浸潤抑制作用も消失

した（Figure 2-9D, E）。これらのことから、12-HEPE は RXRs を介して CHS における

抗炎症作用を示すことが分かった。 
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Figure 2-9. Inhibitory effects of 12-HEPE were canceled by RXR pan-antagonist 

treatment 

(A) HaCaT cells were treated with the RXR pan-antagonist HX 531 (2 µmol/L) or vehicle, and 
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12-HEPE (300 nmol/L) or vehicle at 90 min and 30 min before stimulation with TNF-, 

respectively. mRNA was isolated from the HaCaT cells and qPCR analysis was performed to 

measure the expression levels of CXCL1 and CXCL2, which were normalized to that of GAPDH. 

The horizontal line in each box plot indicates the median value (n = 7 or 9). *, P < 0.05; **, P < 

0.01; N.S., not significant (Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test). 

(B-E) Mice were topically administered RXR pan-antagonist HX 531 with 40 nmol or vehicle at 

60 min before 12-HEPE (1 µg/administration) or vehicle treatment on days 0 and 5 at 30 min 

before DNFB treatment. (B) On day 7, ear thickness was measured. Each point represents data 

from an individual mouse, and horizontal lines indicate medians. *, P < 0.05; N.S., not significant 

(Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test). (C) Ear tissue samples were 

prepared on day 7, stained with HE, and analyzed histologically. Representative images from two 

independent experiments are shown. Bars, 100 μm. (D) On day 7, the number of Ly6G+ CD11b+ 

neutrophils was measured by using flow cytometry. Each point represents data from an individual 

mouse, and horizontal lines indicate medians. *, P < 0.05; N.S., not significant (Kruskal–Wallis 

test followed by Dunn’s multiple comparison test). (E) Frozen ear sections obtained on day 7 were 

stained with FITC-labeled Ly6G and DAPI for immunohistologic analysis. Representative images 

from two independent experiments are shown. Bars, 100 μm. 

 

10.  RXRα をノックダウンした HaCaT 細胞における 12-HEPE の CXCL1、CXCL2

遺伝子発現抑制活性 

HX 531 は RXRα、RXRβ、RXRγ に対するアンタゴニストであることから、次に、RXR

の 3 種類のサブタイプのうち角化細胞において最も遺伝子発現量が高かった RXRα を

介して 12-HEPE が作用するのかを、RXRα 特異的な siRNA により RXRα をノックダウ

ンした HaCaT 細胞を用いて検討した。 
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Control siRNA を導入した HaCaT 細胞に比べて、RXRα siRNA を導入した HaCaT 細

胞では RXRα タンパク質発現量が減少することを確認した後（Figure 2-10A）、RXRα

をノックダウンした HaCaT 細胞を用いて TNF-誘導性 CXCL1、CXCL2 遺伝子発現量

を測定した。その結果、Control siRNA を導入した HaCaT 細胞に 12-HEPE を添加する

と CXCL1、CXCL2 遺伝子発現量が減少したのに対して、RXRα siRNA を導入した

HaCaT 細胞では 12-HEPE による CXCL1、CXCL2 遺伝子発現抑制活性が認められなか

った（Figure 2-10B）。このことから、12-HEPE は角化細胞に発現する RXRα を介して

CXCL1、CXCL2 遺伝子発現を抑制することが分かった。さらに、12-HEPE が好中球

に対して直接作用しないというこれまでに得た知見（Figure 2-6A）と一致して、角化

細胞と比べて骨髄由来好中球では Rxra 遺伝子発現量が低かった（Figure 2-10C）。 
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Figure 2-10. 12-HEPE reduced CXCL1 and CXCL2 gene expression through RXRα 

(A) Analysis of the RXRα expression level in HaCaT cells treated with specific RXRα siRNA or 

with unspecific Control siRNA by western blotting using a specific anti-RXRα mAb. The -actin 

levels were shown as a control for equal protein loading. (B) RXRα siRNA transfected HaCaT 

cells or unspecific Control siRNA transfected HaCaT cells were treated with 12-HEPE (300 

nmol/L) or vehicle for 30 min before stimulation with TNF-. The mRNA was isolated from 

HaCaT cells and qPCR analysis was performed to measure the expression levels of CXCL1 and 

CXCL2, which were normalized to the expression of GAPDH. The horizontal line in each box 
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plot indicates the median value (n = 5 or 10). *, P < 0.05; N.S., not significant (Kruskal–Wallis 

test followed by Dunn’s multiple comparison test). (C) Ly6G+ CD11b+ neutrophils and CD45- 

CD31- CD34- CD49f+ keratinocytes were isolated from bone marrow and ear skin of naïve mice, 

respectively. qPCR analysis was performed to measure the expression level of Rxra, which was 

normalized to that of Gapdh. The horizontal line in each box plot indicates the median value (n = 

4 or 8). **, P < 0.01 (Mann–Whitney U test). 

  



89 
 

考察 

 

アラキドン酸の 12-LOX 代謝物の 12-ヒドロキシエイコサテトラエン酸

（hydroxyeicosatetraenoic acid; HETE）は好中球や白血球に対する強力な化学誘引物質と

して炎症促進作用を示す他、LTB4 受容体として知られる BLT2 のアゴニストとして作

用し、痒みに関連したマウスのひっかき行動を誘導することが報告されていた 107。さら

に、乾癬やアトピー性皮膚炎の皮膚病変部位で 12-HETE 量が多いことから 108,109、12-

LOX を介した代謝系の活性化が皮膚炎を増悪させるとこれまで指摘されてきた。一方

で、ヒト乾癬病変部位では通常部位に比べて 12-HEPE 量が多いことや 110、紫外線曝露

によりヒト皮膚水疱液中の 12-HEPE 量が増加することが報告されていた 111。本研究に

おいても、CHS を誘導しない時に比べて CHS を誘導すると、皮膚における 12-HEPE 量

が約 2 倍増加することが確認された（12-HEPE 量平均値－CHS 未誘導; 350.3 ng/100 mg 

tissue, －CHS 誘導; 768.0 ng/100 mg tissue）。このように、炎症部位では 12-HETE ならび

に 12-HEPE といった 12-LOX 代謝物が増加することから、炎症誘導に伴い炎症部位に

おける 12-LOX 活性が上昇することが示唆された。12-LOX をコードする Alox12 は T 細

胞や好中球においても発現が認められることに加えて、白血球で発現が認められる

Alox15 がコードする 15-LOX は 12-LOX 活性も保持するため 89,112,113、12-LOX 活性を持

つ酵素を発現する細胞が炎症誘導に伴い炎症局所に浸潤した結果、12-LOX 代謝物産生

量が増加したと考えられる。12-HEPE の生理機能についてはこれまでに、脂肪細胞と骨
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格筋へのグルコースの取り込みを促進することで糖代謝を改善する作用が報告され

ていたが 114、12-HEPE の免疫応答制御作用は見いだされていなかった。本研究によ

り、12-HEPE が皮膚において抗炎症活性を示すことが新たに明らかになったことか

ら、12-LOX 代謝系が皮膚における炎症抑制において重要であることが分かった。さ

らに、12-LOX は皮膚バリアを構成するアシルセラミドの合成に必要な酵素であり、

Alox12b または Alox12 欠損マウスでは皮膚のバリア機能が損なわれることが報告さ

れている 89,115,116。従って、皮膚炎制御のためには、12-LOX 活性を阻害することより

も、角化細胞周辺の脂質環境をアラキドン酸ではなく EPA が豊富な環境にし、12-

HEPE 産生を促すことが重要であることが示唆された。 

著者の所属する研究室ではこれまでに、CHS 抑制活性を有する 17,18-EpETE を見

いだしており、17,18-EpETE についても 12-HEPE と同様に塗布することでマウスに

おける CHS を抑制することを報告していた 32。しかしながら、17,18-EpETE はマウス

に 1 µg/administration で塗布するよりも 100 ng/administration で腹腔内投与した際に強

い抗炎症活性を示した 32。一方、12-HEPE は腹腔内投与するよりも皮膚に塗布するこ

とでより強い抗炎症活性を示した。17,18-EpETE は血中に存在する好中球を標的とす

る一方で、12-HEPE は角化細胞を標的とすることから、投与方法による抗炎症活性の

違いは、脂肪酸代謝物の作用点の違いに起因すると考えられる。また、投与方法によ

って 12-HEPE の皮膚での存在量は異なり、腹腔内投与ではほとんど検出されなかっ

た一方で、塗布では塗布量の約 80%が皮膚から検出された。このことから、12-HEPE
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の標的細胞である角化細胞に効率的に作用する投与方法で、より強い抗炎症活性が認め

られたことが分かった。 

本研究では 15-HEPE による CHS 抑制活性が認められなかったが、著者の所属する研

究室では、EPA の 15-LOX 代謝物である 15-HEPE が肥満細胞の脱顆粒を阻害すること

でアレルギー性鼻炎を抑制することを報告していた 117。15-HEPE による抗アレルギー

作用が認められたアレルギー性鼻炎は、抗原特異的な IgE 産生を主として発症するⅠ型

アレルギーに分類され、肥満細胞の細胞膜上に発現する高親和性 IgE受容体（high affinity 

Immunoglobulin E receptor; FCεRI）が抗原によって架橋されることで IgE 依存性の肥満

細胞の脱顆粒が誘導される 118-120。一方、CHS はⅣ型アレルギー（遅延型アレルギー）

に分類されており、Ⅰ型アレルギーのような IgE 産生を主体とした免疫応答ではなく、

抗原特異的な T 細胞の活性化を主体とした免疫応答によって炎症が引き起こされる。

しかし、肥満細胞欠損マウスでは DNFB 誘導性 CHS による耳介の腫れが減弱し、その

際に DC の dLNs への遊走抑制及び抗原非特異的な応答として認められる血管透過性の

亢進抑制が観察されることが報告されており 121、肥満細胞もまた CHS 誘導に寄与する

ことが分かっている。さらに、DNFB は IgE－FCεRI の相互作用を介した経路とは独立

した、Gαi タンパク質を介したシグナル伝達を経て肥満細胞の脱顆粒を直接誘導するこ

とも報告されている 122。このことから、CHS の炎症誘導機構には、アレルギー性鼻炎

では認められない IgE 非依存性のシグナル経路を介した肥満細胞の脱顆粒誘導機構が

寄与すると考えられる。15-HEPE が肥満細胞の脱顆粒を阻害する詳細な分子機構は解明
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されていないが、15-HEPE は IgE 依存性のシグナル経路による肥満細胞脱顆粒を抑制

する一方で、CHS 誘導に寄与する IgE 非依存性のシグナル経路を介した肥満細胞の

脱顆粒は抑制しないと考えられるため、CHS 抑制作用を示さなかったと考える。さら

に、12-HEPE は CHS 抑制活性を持つ一方で、15-HEPE は CHS 抑制活性を持たないこ

とから、同じ HEPE であっても、EPA のヒドロキシ基の位置の違いで生理活性が異な

ることが明らかになった。このことから、皮膚炎抑制活性を示す脂肪酸代謝物の産生

には、LOX の中でも 12-LOX が EPA 代謝を担うことが重要であることが分かった。 

上述の脂肪酸代謝物以外にも、いくつかの脂肪酸代謝物でアレルギー性皮膚炎抑制

効果が認められることが報告されており、例えば、オメガ 9 脂肪酸のオレイン酸代謝

物であるミード酸は好中球に直接作用し、好中球の遊走と好中球からの LTB4 の産生

を抑制することで、CHS を抑制する 123。また、RvE1 は DC の dLNs への遊走及び

iSALT 形成を抑制することで、CHS を抑制する 124。これら生理活性が既知の脂肪酸

代謝物は免疫細胞を標的とするが、12-HEPE は角化細胞を標的とする点で新規性が高

いと考える。また、角化細胞から産生される CXCL1 や CXCL2 は乾癬やアトピー性

皮膚炎、刺激性接触皮膚炎などの皮膚炎の増悪にも寄与していることから、12-HEPE

はアレルギー性接触皮膚炎に限らない幅広い皮膚疾患の改善にも有効であると期待

する。 

本研究において 12-HEPE は、角化細胞における CXCL1 及び CXCL2 の遺伝子発現

を抑制した一方で、CXCL9 及び CXCL10 の遺伝子発現は抑制しなかった。CHS の感
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作相では、ハプテンが角化細胞及び肥満細胞による TNF-産生を誘導し、それがオート

クラインまたはパラクライン的に作用することで、角化細胞の NF-κB（nuclear factor-κB）

シグナル伝達経路の活性化を介した CXCL1 や CXCL2、CXCL9、CXCL10 などのケモカ

インの産生が誘導される 27,28。これまでに、TNF-－NF-κB による CXCL9 及び CXCL10

の遺伝子発現が IFN-γによって相乗的に増強される一方で、IFN-γはCXCL1及びCXCL2

の遺伝子発現にはほとんど影響を及ぼさず、TNF-と IFN-γ による相乗的増強効果も認

められないことが報告されている 125-127。このことから 12-HEPE は、TNF-－NF-κB シ

グナル伝達経路を抑制することで、CXCL1 及び CXCL2 の遺伝子発現を抑制したと考

えられる一方、炎症部位において T 細胞が産生する IFN-γ が角化細胞を刺激することで

引き起こされる TNF-と IFN-γ の相乗効果により、CXCL9 及び CXCL10 の産生が増強

されたために、12-HEPE を塗布した際の耳における CXCL9 及び CXCL10 の遺伝子発現

量は減少しなかったと考える。 

本研究では、12-HEPE が角化細胞に発現する RXRα を介して CXCL1、CXCL2 遺伝子

発現抑制作用を示すことを明らかにした。RXRβ や RXRγ 欠損マウスでは外見的には正

常な皮膚が観察される一方で 128,129、角化細胞における RXRα 欠損マウスでは角化細胞

の過剰増殖や分化異常が認められることがこれまでに報告されており、RXRα が皮膚の

恒常性の維持に重要な役割を果たすと考えられてきた 130-133。この知見に一致して、12-

HEPE は、RXRs の中で角化細胞に最も強く発現していた RXRα を介して抗炎症作用を
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示すことが明らかになった。このことから、RXRα を介したシグナルが皮膚における

炎症制御及び恒常性維持に重要な役割を果たすことが分かった。 

前章にて微生物酵素（CYP BM-3）を用いた機能性脂肪酸代謝物の産生を提案した

が、LOX 活性を持つ微生物も見いだされており、例えば、土壌細菌の一種である

Myxococcus fulvus 由来の 12-LOX の 1 種（MF-LOX1）はアラキドン酸の 12 位を酸化

し、12-HETE を産生する 134,135。従って、EPA を基質として本微生物酵素と反応させ

た際に、12-HEPE が産生されると考えられ、今後、微生物酵素を用いたバイオ変換反

応による 12-HEPE の大量産生・供給も可能であると期待する。 
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小括 

 

本研究から、腸では CYP を介した EPA の 17,18-EpETE への代謝が優位であるのに対

して、皮膚では 12-LOX を介した 12-HEPE への代謝が優位であることが分かり、オメ

ガ 3 脂肪酸の代謝が皮膚とその他の臓器（腸）では異なることが明らかになった。さら

に、皮膚において優勢的に産生される 12-HEPE は、角化細胞に高発現する RXRα を介

して作用し、角化細胞が TNF-刺激を受けることで発現が誘導される好中球を誘引す

るケモカイン CXCL1、CXCL2 の遺伝子発現を抑制することで、好中球の炎症部位への

浸潤を抑制した結果、CHS を抑制したと考えられた（Figure 2-11）。 

角化細胞の機能を直接制御する EPA 代謝物はこれまでに報告されていなかったこと

から、本研究により見いだした 12-HEPE は、角化細胞を起点とした炎症反応の制御に

有効な貴重な脂肪酸代謝物となる。さらに、角化細胞が関与する皮膚疾患は数多く存在

することから、12-HEPE は ACD に限らず、アトピー性皮膚炎や乾癬など炎症に角化細

胞の活性化が寄与する疾患の抑制にも有効であると考え、今後、その他の病態モデルを

用いて 12-HEPE の有用性を検討することで、幅広い応用展開が期待できる。 
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Figure 2-11. Graphical summary136 

12-HEPE, which is a 12-LOX metabolite of EPA, was the prominent metabolite accumulated in 

the skin when mice were fed ω3 fatty acid-rich linseed oil. Consistently, the gene expression 

levels of Alox12 and Alox12b were much higher in the skin compared with in the other tissues 

(e.g., gut). We found that topical application of 12-HEPE inhibited the inflammation associated 

with CHS by inhibiting neutrophil infiltration into the skin. Indeed, 12-HEPE inhibited the 

expression of two neutrophil chemoattractant-encoding genes, CXCL1 and CXCL2, in human 

keratinocytes via RXR. 
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総括 

 

ACD は一般的な皮膚疾患であるが、未だに安全性と有効性の高い改善方法は見いだ

されていない。ACD 罹患者には抗原との接触の回避及びステロイド外用剤の使用が推

奨されるが、抗原が判明していない場合または、適切に抗原からの防御が行われていな

い場合には難治性となり治療に苦慮することが多い。また、ステロイド外用剤には副作

用の懸念があることや、その効き方には個人差があることが課題となっている。そこで

本研究では、安全性と有効性の高い新規予防、治療薬候補分子として生体内の脂肪酸代

謝物であるオメガ 3 脂肪酸代謝物に着目し、オメガ 3 脂肪酸代謝物のアレルギー性皮膚

炎抑制効果とその作用メカニズムの解明に取り組んだ。 

第一章では、これまでに当研究室で抗アレルギー、抗炎症活性を示すことを報告して

いた 17,18-EpETE の研究をさらに発展させ、17,18-EpETE に存在する 2 種類の鏡像異性

体の構造活性相関の解明を行った。また、今後の展開として 17,18-EpETE の医薬品及び

健康食品素材としての活用が期待されることから、17,18-EpETE の微生物酵素を用いた

立体選択的な産生技術の確立に取り組んだ。その結果、(±)17,18-EpETE に存在する 2 種

類の異性体のうち、17(R),18(S)-EpETE よりも 17(S),18(R)-EpETE により強い抗炎症活性

があることが分かり、そのメカニズムとして、17(S),18(R)-EpETE は GPR40 依存的に好

中球の仮足形成を阻害し、好中球の炎症部位への浸潤を抑制することを明らかにした 43。

さらに、抗炎症活性を有する 17(S),18(R)-EpETE を B. megaterium 由来 CYP の BM-3 を
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用いて立体選択的に産生する方法を確立した 43。 

第二章では、亜麻仁油摂取時に皮膚で高生産されるオメガ 3 脂肪酸代謝物の同定

と、その抗炎症活性の評価及び作用メカニズムの解明に取り組んだ。その結果、皮膚

は他の臓器と比べて 12-LOX をコードする遺伝子（Alox12、Alox12b）を強く発現して

いること、さらに、遺伝子発現量の結果と一致して、12-LOX を介した EPA から 12-

HEPE への代謝が皮膚で優勢的に行われていることが分かり、皮膚には 12-LOX 代謝

が優位なオメガ 3 脂肪酸代謝系が存在することが明らかになった 136。また、12-HEPE

は角化細胞に発現する RXRα を介して好中球を誘引するケモカイン（CXCL1、CXCL2）

の遺伝子発現を抑制し、好中球の炎症部位への浸潤を抑制することで CHS を抑制す

ることを明らかにした 136。 

アレルギー性皮膚炎の治療に一般に用いられるステロイド剤の治療効果に個人差

があることの理由として、ACD 発症の原因となる因子に個人差があることが指摘さ

れているが、実際に、ステロイド剤の受容体として知られるグルココルチコイド受容

体の細胞特異的欠損マウスに CHS モデルを適用した検討から、ステロイド剤の標的

細胞は好中球とマクロファージであることが報告されている 137。本研究では、好中球

を標的とする 17(S),18(R)-EpETE と表皮角化細胞を標的とする 12-HEPEの 2種類の異

なる細胞を標的とする機能性オメガ 3 脂肪酸代謝物を同定していることから、本研究

成果は、個々の炎症病態に合わせた個別化、層別化医療の実現及び選択薬剤の幅を広

げる重要な知見を提供した。さらに、これら作用点の異なる複数のオメガ 3 脂肪酸代
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謝物を併用することで、治療効果が高まることも期待できる。また、ステロイド剤の場

合、過剰な免疫抑制作用が副作用の原因の一つとしてあげられるが、オメガ 3 脂肪酸代

謝物は炎症誘導時に認められる細胞の活性化を抑制することで抗炎症作用を示すこと

から、安全性が高いと考えられる。 

脂肪酸代謝物の創薬開発の現状として、RvE1 の代謝安定性を高めた人工合成類縁体

がヒトのドライアイ症候群の治療薬として有効であるとの臨床試験結果が報告されて

いる他 16,138、白内障手術後の眼の炎症抑制に対する有効性を評価する第Ⅱ相試験が実施

されている 139。また、リポキシン A4の類縁体は歯周炎治療の用途で臨床試験が進めら

れている 140。このように、脂肪酸代謝物は医薬品として現在開発途上にある。今後、

17(S),18(R)-EpETE 及び 12-HEPE の安全性、代謝安定性に関する検討や、ヒト臨床サン

プルを用いた臨床妥当性の検討など、ヒトへの適用に向けた検討を進めることで、本研

究成果が脂質創薬研究ならびに皮膚疾患に対する医療の発展に貢献することを期待す

る。  
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