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３．研究のねらい 

生体膜を構成するリン脂質は、主に２位の位置に多価不飽和脂肪酸を有しているため、紫外線

や炎症性細胞などの活性酸素などにより、リン脂質の酸化を引き起こし、１次生成物としてリン脂

質ヒドロペルオキシドが生じ、更にアルデヒドやカルボン含有酸化リン脂質に代謝され、細胞膜の

崩壊などを伴う細胞死を引き起こすと考えられている。一方、生体内にはリン脂質を特異的に直

接酸化し、リン脂質ヒドロペルオキシドを生成する酵素 15-リポキシゲナーゼが存在するが、その

生理的意義はよくわかっていない。我々はこれまでに、リン脂質ヒドロペルオキシドを直接還元で

きる細胞内の主要な酵素、リン脂質ヒドロペルオキシドグルタチオンペルオキシダーゼ（PHGPx）

の機能の解析をとおして、細胞内のオルガネラ局所で生じる脂質ヒドロペルオキシドの生理的な

役割について、エイコサノイド産生制御機能、カルジオリピンヒドロペルオキシドを介したアポトー

シス制御などをＰＨＧＰｘ高発現株を用いて明らかにしてきた。ＰＨＧＰｘは一つの遺伝子から、ミトコ

ンドリア、核小体、細胞質や核などオルガネラに局在する３つのタイプが存在する。我々はＰＨＧＰ

ｘの全欠損マウスは発生初期過程の 7.5 日から 8.5 日の間で致死となることを報告したが、なぜ

PHGPx が欠損すると発生初期過程で致死となるのかは明らかではなかった。 

本研究では、なぜ PHGPx が欠損すると発生初期過程で致死となるのか、またどのオルガネラ

で生成するどのような酸化脂質の生成がこの発生過程の細胞死に重要であるのか。またこの細

胞死は発生過程に特異的なことであるのかをオルガネラ選択的ＰＨＧＰｘ欠損マウスや細胞を用

いて酸化脂質メタボローム解析を行い明らかにすることを目的とした。さらに、各臓器でのＰＨＧＰ

ｘを欠損させ、酸化脂質の代謝経路を破綻させたとき、脂質ヒドロペルオキシドが起因となってど

のような疾病が引き起こされるのかについて解析することを目的とした。これらの解析から新たな

脂質ヒドロペルオキシドの機能としての新規細胞死制御機構や病態発生のメカニズムを明らかに

することを目指した。 

 

４．研究成果 

１）発生過程における３つのタイプのPHGPxの機能解析 

ＰＨＧＰｘは一つの遺伝子から、ミトコンドリア、核小体、細胞質や核などオルガネラに局在する３

つのタイプが存在する（図１）。

PHGPx の全欠損マウスは発生初

期過程の 7.5 日から 8.5 日の間で

致死となる。なぜ PHGPx が欠損す

ると発生初期過程で致死となるの

か、どのタイプのＰＨＧＰｘが発生過

程で重要なのかについて明かにす

るために、まず 3.５日受精卵の初

代培養系を構築し検討した。Wild

の 3.5 日受精卵は、培養 2 日目に

ハッチングが起こり、4 日目以降

ES 細胞の元になる Inner Cell Mass

（ICM）を形成するが、3.5 日 KO 受

精卵はハッチング後、4 日目以降
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ICM 形成ができず致死となった（図２）。この致死がどのタイプの PHGPx が重要であるのかをレト

ロウィルス感染系にて、ミトコンドリア型、非ミトコンドリア型、核小体型のそれぞれの cDNA を導入

したところ、非ミトコンドリア型のみで ICM 形成不全をレスキューできた。一方、非ミトコンドリア型

PHGPx の活性中心のセレノシステインをセリンに変換したものではレスキューできなかった。興味

深いことに、低分子化合物の抗酸化剤を培地中に添加したところ、脂質の過酸化を抑制できる、

ビタミンＥ、ビタミンＥの誘導体のトロロックス、PHGPx 活性をもつエブセレンにより ICM 形成不全

がレスキューできた。しかし、スーパーオキシドを消去できる MnTBAP や過酸化水素生成をおさえ

るＮ-アセチルシステインやグルタチオンでは ICM 形成不全を抑制することができなかった。これら

の結果から、ICM形成の際にはなんらかの脂質過酸化反応が常に起こっており、正常なICM形成

には PHGPx によるこの脂質酸化物の生成を抑制することが必須であることが明らかとなった（図

２）。 

次に個体レベルでどのタイプの

PHGPx が発生過程に必須であるの

かを明らかにするために、トランスジ

ェニックレスキュー法を用いて、胚致

死のレスキュー実験を試みた。３つの

タイプの PHGPx は Ia エクソン中の２

つの開始コドン、Ib エクソン中にひと

つの開始コドンをもつ（図１）。それぞ

れの開始コドン ATG を TTG に変異さ

せた、トランスジェニックゲノム遺伝子

(Tg 遺伝子)を導入したトランスジェニ

ックマウスを作成し、PHGPx ヘテロマ

ウスと交配し、更に内在性の PHGPx

ゲノムが KO になると胚致死になると

ころを、導入した Tg 遺伝子によりレス

キューできるのかについて検討した。loxP 配列ではさまれた３つとも正常な PHGPx を発現できる

正常 PHGPx ゲノム Tg 遺伝子（図４Ａ）、ミトコンドリア型単独変異 Tg 遺伝子、核小体型単独変異

Tg および、ミトコンドリア型、核小体型ダブル変異（非ミトコンドリア型のみ発現）Tg 遺伝子ではレ

スキューできたが、非ミトコンドリア型単独変異 Tg 遺伝子及び全タイプの変異 Tg 遺伝子ではレス

キューできなかった。またミトコンドリア型、核小体型ダブル変異（非ミトコンドリア型のみ発現）マ

ウスは正常に生育した。以上の結果から、胚発生過程及び、受精卵の ICM 形成には非ミトコンド

リア型のみが必須であることが明らかとなった。 

 

２)PHGPx欠損によるMEF細胞の新規細胞死の解析 

3.5 日のPHGPx欠損受精卵の致死が胚発生特有な現象であるのか、一般の細胞でも見られる

のかを明らかにするために、loxP配列ではさまれた正常なマウスPHGPxゲノムTg遺伝子によりレ

スキューされたfloxマウス（図４Ａ）胎児より、不死化したMEF細胞を樹立し、更にタモキシフェン誘

導型CreERT2遺伝子を導入したCRE ERT2細胞を樹立した。本細胞はタモキシフェンを培地中に添

加すると、Creタンパク質が核内に移行し、導入したPHGPxゲノムTg遺伝子を破壊することにより、

PHGPx欠損細胞となる。本細胞にタモキシフェン添加を行うと２４時間でPHGPxタンパク質がほぼ

消失し、更にG1-S期で細胞周期が停止し、４８時間後から７２時間の間で致死となることが明らか

となった（図３）。このPHGPx欠損による細胞死も脂質酸化を抑制するビタミンＥやビタミンＥの誘導

体トロロックスやプロブコールで致死が抑制されたが、MnTBAP、EUK-8、Ｎ-アセチルシステイン

では抑制できなかった。また各オルガネラ局在型のPHGPx cDNAを導入したところ、ミトコンドリア

型、核小体型ではレスキュー効果は弱く、核内局在型PHGPxでは抑制できず、核外放出型

PHGPxで効率よくレスキューできることが示され、本細胞死の脂質過酸化は、ミトコンドリアや核内

の脂質の酸化が起因となるのではなく、細胞質側の脂質過酸化が起因となっていると考えられ

た。 
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そこで本細胞死のメカニズムを詳細に検討した結果、アポトーシスの阻害剤や、抗アポトーシス

タンパク質 Bcl-xL の高発現によっても致死が抑制できないこと、カスパーゼの活性化、チトクロー

ムＣの放出も見られないこと Apoptosis inducing factor (AIF)のノックダウンによってもレスキューで

きないことから、典型的なアポトーシスとは異なることが明らかになった。また、ネクローシスの指

標である HMGB1 の核からの放出、細胞膜の膨潤、崩壊も見られず、ネクローシスでもないことが

明らかとなった、また第３の細胞死経路としてオートファジー性細胞死が報告されているが、本細

胞死過程においてはオートファジーの指標である LC3 の脂質付加体が誘導され、オートファジー

の誘導がおきていた。しかし、オートファジー関連タンパク質の ATG5 のノックダウン細胞でも致死

の抑制効果が見られないことから、オートファジー性細胞死とも異なる全く新しい細胞死が誘導さ

れていることが明らかとなった。 

そこで本細胞死おけるリン脂質の変化についてメタボローム解析を行った。タモキシフェン添加

後の経時的なホスファチジルコリン（PC）の酸化分子種の変動を LC-ESI-MS/MS を用いて検出し

たところ、タモキシフェン添加２４時間後に PCOOH（PC ヒドロペルオキシド）の分子種の上昇が最

大となり、３６、４８時間で減少した。ＰＨＧＰｘが欠損しているにも関わらず、３６時間以降 PCOH（Ｐ

Ｃヒドロキシ体）の生成が上昇した。PCOOH の代謝産物である PC アルデヒド、PC カルボン酸の

量的変動はわずかであった。また PCOOH の２４時間での増加は、ビタミンＥ誘導体であるトロロッ

クスの添加により完全に抑制された。トロロックスの添加時期の違いによる致死のレスキュー効果

を検討したところ、２４時間以降にトロロックスを添加するとレスキュー効率が著しく減少したことか

ら、この２４時間までに生成する微量の PCOOH がこの新規細胞死の誘導を起こしていると考えら

れた。15−リポキシゲナーゼは PCOOH の産生をする、しかし、樹立した細胞では、15−リポキシゲ

ナーゼの発現は見られなかった。また様々

な既知の活性酸素産生酵素の阻害剤にお

いても致死は抑制できなかったこと、さらに

は、２％酸素状態でも致死が誘導されること

から、未同定の新規膜酸化システムの存在

が示唆された。以上の結果から、PHGPx は

細胞増殖必須因子であり、PHGPxやビタミン

Ｅはこの未同定の新規膜酸化システムによ

る膜リン脂質酸化を抑制あるいは還元する

ことにより、細胞膜状態のホメオスタシスを

維持することにより、細胞増殖を正常に維持

していること、このホメオスタシスの破綻によ

り新規の細胞死が誘導されることが明らかと

なった(図３)。 

 

３）組織特異的PHGPx欠損マウスのフェノタイプの解析 

Ａ）精巣特異的 PHGPx 欠損マウスのフェノタイプの解析 

我々はこれまでに男性不妊症患者のうち重度乏精子症の約３割の患者において、精子中の

PHGPx が著しく低下した症例を見出している。PHGPx の精巣、精子での欠損が本当に不妊症を

引き起こすのかについて、精母細胞特異的 Cre 発現マウス（pgk2-Cre）とトランスジェニックレスキ

ュー法にて作成したコントロール flox マウスと交配して作成した（図４Ａ，Ｂ）。精巣特異的 PHGPx

欠損マウスはオス、メスとも正常に生育したが、雄において精巣中の精母細胞の約８０％が細胞

死を引き起こし脱落し、著しい精子数の減少を引き起こした。また生成された精子はミトコンドリア

膜電位が消失し、精子の尻尾が折れ曲がるフェノタイプを示し、卵子との受精能を消失し、雄が不

妊となることが明らかとなった（図４Ｂ）。本マウスはヒトの不妊症と同様のフェノタイプを示した。ま

たオルガネラ選択的 PHGPx 欠損マウスの解析から、ミトコンドリア単独欠損マウスや、核小体型、

ミトコンドリア型ダブル欠損マウスでは、精子数の減少は観察されなかったが、精子の形態異常

及びミトコンドリア膜電位の低下が観察され、精子の異常のフェノタイプはミトコンドリア型 PHGPx

の欠損によるものであることが明らかとなった。 
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Ｂ）心筋特異的 PHGPx 欠損マウ

スのフェノタイプの解析 

土壌中のセレン欠乏地域に住

むヒトでは心筋症を引き起こすこ

とが知られている。PHGPx の心

筋での機能を明らかにする目的

で心筋特異的 Cre 発現マウス

（MCK-Cre）とコントロール floxマ

ウ ス と 交 配 し て 心 筋 特 異 的

PHGPx 欠損マウスの作成を試

みたが、発生過程の 17.5 日から

18.5 日の間で致死となることが

明かになった。このマウスでは

心臓は正常に形成されていたが、

17.5 日に心筋が TUNEL 陽性と

なり致死となることが明らかとな

った（図４Ｃ）。PHGPx は心筋における機能、生存に重要な役割をしていることが明らかとなった。 

Ｃ）肝臓特異的 PHGPx 欠損マウスのフェノタイプの解析 

PHGPx の肝臓における機能を明らかにする目的で肝臓特異的 Cre 発現マウス（Alb-Cre）とコント

ロール flox マウスと交配して、肝臓特異的 PHGPx 欠損マウスの作成を行った。肝臓特異的

PHGPx 欠損マウスは出生直後に速やかに死亡することが明らかとなった。肝臓の形態、機能に

ついて観察したところ、17.5 日以降、肝臓の萎縮及び TUNEL 陽性細胞が出現し、肝細胞の脱落

が観察された。18.5 日では PCOOH の蓄積及び血液中の GOT の著しい上昇が見られ、肝障害に

より致死となることが示された（図４Ｄ）。 

 

５．自己評価 

本研究では、３つのタイプのＰＨＧＰｘのうち細胞質に存在するタイプが、受精卵、ＭＥＦ細胞、肝

細胞、心筋細胞、精母細胞において、正常な増殖に必須なタンパク質であり、正常な個体発生、

器官形成にも重要な役割を担っていることを明らかにした。MEF 細胞における PHGPx 欠損による

細胞死の解析から、細胞増殖の際には常に未同定の膜酸化システムにより、微量のリン脂質ヒド

ロペルオキシド（PCOOH）が産生されており、ビタミンＥはその産生自身を抑制することにより、ま

た PHGPx はその還元により膜の酸化状態のホメオスタシスを維持することにより、正常な細胞増

殖を維持していることを見いだした。この生体膜の酸化状態のバランスの破綻は、これを感知する

システムにより非アポトーシス、非ネクローシスの新規な細胞死を引き起こすことが明らかとなっ

た。本さきがけ研究では、当初目的とした、３つのタイプのオルガネラ選択的ＰＨＧＰｘ欠損マウス、

精巣、肝臓、心筋特異的ＰＨＧＰｘ欠損マウスの作成に成功し、特に精巣特異的ＰＨＧＰｘ欠損マウ

スは、男性不妊症の原因であること、心筋特異的ＰＨＧＰｘ欠損マウスは脂質過酸化が起因となる

心不全モデルマウスであることを明らかにできた。酸化脂質メタボローム解析からは、新規細胞

死のマーカーとなりうる候補分子種の同定まで行うことができ、当初の目的はほぼ達成できたとい

う点では評価できると考えている。これらの研究の論文発表はもとより、今後、本研究で得られた

成果をさらに大きく飛躍させることで、本研究成果の評価をさらに高めたいと考えている。 

 

６．研究総括の見解 

酸化脂質の還元酵素 PHGPx の欠損細胞や欠損マウスを用い、本酵素が正常な増殖や個体発

生、器官形成に必須であること、PHGPx 欠損による細胞死が非アポトーシス、非ネクローシスの

新規な細胞死であることなど、研究は計画通り順調に進捗した。研究が多岐に亘っているので、

今後は、新規細胞死メカニズムやさらに詳細なメタボローム解析など、焦点を絞った解析が望ま

れる。優れた研究成果が数多く得られており、早く論文発表へと完成させて欲しい。 
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