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研究成果の概要（和文）：　リゾホスファチジン酸 （LPA）は、細胞増殖、細胞運動性の亢進など多彩な作用を
有するユニークな生理活性脂質である。オートタキシン（ATX）はLPAの産生を触媒する酵素である。以前の我々
の研究では、濾胞性リンパ腫患者で血清ATX抗原量が高値であった。本研究の目的は、ATXの診断マーカーとして
の意義を見出すことである。
　本研究では、造血器腫瘍患者および健常者の末梢血を対象に、フローサイトメトリーを用いてATXの発現を比
較した。数種類の抗体を用いて測定を行ったが、反応性が異なり、一定の傾向を見出すことが困難であった。ウ
ェスタンブロットなど、他の手法でも解析を行う必要があると考えられた。 

研究成果の概要（英文）：   Autotaxin (ATX) is a tumour cell motility-stimulating factor originally 
isolated from melanoma cell supernatants. ATX is identical to lysophospholipase D, which produces a 
bioactive lipid mediator, lysophosphatidic acid (LPA), from lysophosphatidylcholine. We previously 
reported the clinical significance of serum ATX measurements. The serum ATX antigen levels in 
patients with B-cell neoplasms, especially with follicular lymphoma (FL), were higher than those in 
healthy subjects. 
   In the present study, we examined the surface expression of ATX in peripheral blood cells from 
healthy subjects and patients with hematological malignancies. Although we measured the expression 
of ATX using several antibodies, the expressions of ATX were vaiable. 

研究分野： 病態検査学

キーワード： オートタキシン　リゾホスファチジン酸
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１．研究開始当初の背景 
(1) リゾリン脂質とオートタキシン 
代表的なリゾリン脂質メディエーターと

し て 、 リ ゾ ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 
（lysophosphatidic acid：LPA）とスフィン
ゴシン 1-リン酸（sphingosine 1-phosphate：
Sph-1-P）が知られている。LPA はグリセロ
リン脂質である一方、Sph-1-P はスフィンゴ
脂質であり、異なるグループに属するが、同
じリゾリン脂質として似た特性を有してい
る。LPA と Sph-1-P は、in vitro で細胞増殖
促進作用、細胞運動調節作用、抗アポトーシ
ス作用など、類似した作用をもつとともに、
細胞膜の特異的な7回膜貫通型のG蛋白共役
型受容体（GPCR）を介して作用することが
知られている。 

LPA は in vitro で細胞増殖・運動性の促進、
血小板の凝集、平滑筋細胞の収縮、腫瘍細胞
の浸潤促進など、多彩な生理活性を示す。
LPA はヒトの血清や血漿に存在し、主に産生
酵素を介して産生される。オートタキシン
（autotaxin：ATX）は、悪性腫瘍の浸潤や
転移に関与する因子として、A2058 ヒトメラ
ノーマ細胞培養上清から単離されたされた
蛋白質である。リゾホスファチジルコリン
（lysophosphatidylcholine：LPC）を基質と
して LPA の産生を触媒するリゾホスホリパ
ーゼ D 活性を有する。ATX は Hodgkin リン
パ腫や前立腺癌など様々な悪性腫瘍の組織
で発現が亢進しており、LPA の産生を介して
腫瘍の増殖・進展を促進していると考えられ
ている。 
一方、Sph-1-P は、細胞増殖の促進、抗ア

ポトーシス作用、細胞分化誘導、細胞骨格・
細胞運動調節、神経突起退縮など、多彩な生
理活性を示す。加えて、in vivo では、Sph-1-P
が創傷治癒、神経形成、血管形成に関与する
ことが明らかになっている。Sph-1-P は、細
胞内でスフィンゴシン（sphingosine：Sph）
がスフィンゴシンキナーゼ（sphingosine 
kinase：SphK）によりリン酸化されて生じ
る。SphK には複数のサブタイプがあり、
SphK1 と SphK2 が同定されている。 
このように、リゾリン脂質は様々な病態に

関与していると考えられるが、ヒトの病態下
における LPA や Sph-1-P、ATX の変動につ
いては、ほとんど明らかにされていなかった。 
 
(2) 今までの検討内容 
我々は、リゾリン脂質の（病態）生理学的

意義を明らかにするには、ヒトの体内におけ
る動態を探求する必要があると考え、診断的
応用を目的とした研究に取り組んできた。
我々は、共同開発した ATX の免疫学的測定
法（文献 1）を用いて、造血器腫瘍患者、特
に濾胞性リンパ腫 （FL） 患者の血清 ATX
抗原量が健常者に比べて有意に高値である
こと、血清 ATX 抗原量が FL の病勢をよく反
映し、有用なマーカーとなりうることを報告
した。FL 患者の血清 ATX 抗原量は、既存の

リンパ腫マーカー（可溶性 IL-2 レセプター、
LDH、CRP）に比べて炎症の影響が少なく、
より特異的なマーカーと考えられた。FL 患
者の血漿 LPA 値は、血清 ATX 抗原量と有意
に相関していた（文献 2）。これは、悪性腫瘍
患者において血清 ATX が上昇することを示
した最初の報告であった。フローサイトメト
リー（FCM）では、FL 患者の末梢血腫瘍細
胞で ATX が発現しており（文献 2）、ATX は
FL 細胞により産生されていると考えられた。
我々のグループでは、血清 ATX が妊娠高血
圧症候群、肝臓の線維化やメタボリックシン
ドロームなど、様々な疾患のマーカーになり
うることも示している。 
一 方 、 Hodgkin リ ン パ 腫 （ Hodgkin 

lymphoma：HL）の細胞株 KM-H2 を用いた
検討では、KM-H2 は Sph-1-P の受容体 S1P1
を発現しており、Sph-1-P が HL の病態に関
与している可能性が示唆された。Sph-1-P の
受容体 S1P1 は、リンパ球の遊走に関与する
ことが知られているため、ヒトの血球におけ
る解析は意義が大きい。 
以上のように、リゾリン脂質とその関連物

質のヒト検体を対象とした測定は、様々な疾
患のマーカーとなりうると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
我々は、これまで、東京大学大学院医学系

研究科・医学部倫理委員会の承認のもと、
LPA，ATX，Sph-1-P の臨床検査医学的応用
の観点で研究に取り組んできた。本研究では、
今まで得られた知見をもとに、造血器腫瘍に
おける ATX の診断マーカーとしての意義を
中心に検討したい。 
 
(1) LPA，ATX 測定の診断的応用 
我々は、FL 患者の血清 ATX 抗原量が健常

者に比べて有意に高値であり、病勢をよく反
映していることを報告している。FCM では、
FL 患者の腫瘍細胞で ATX が発現しており、
腫瘍細胞の産生によって ATX が高値になっ
ていると推測された。また、FL 以外にも、
様々な B 細胞性リンパ腫で血清 ATX 抗原量
が高い傾向が確認された。 

ATX は悪性リンパ腫のマーカーとして応
用可能と考えられることから、本研究では悪
性リンパ腫疑いの患者を対象とした前向き
観察研究を計画し、血清 ATX 抗原量の診断
マーカーとしての意義について検討したい
と考えている。血清を検体とするバイオマー
カーは採取が容易であるため、既存のマーカ
ーを上回る有用性が得られた場合、医療現場
におけるニーズはきわめて高い。 
 
(2) FCM による ATX 発現の解析 

ATX と LPA は、臓器線維化、悪性腫瘍の
発症・浸潤、生殖、血管新生など、多くの（病
態）生理機能との関連が示唆されている。 
我々は、FL 患者の末梢血腫瘍細胞で ATX



が発現していることを報告している（文献 2）。
海外のグループから、Hodgkin リンパ腫患者
の腫瘍組織で ATX が発現していることが報
告されているが、我々の検討では、Hodgkin
リンパ腫患者の血清 ATX は、健常者と比較
して有意差を認めなかった。 
我々の検討では、FL 患者の血清 ATX が高

値であり、FL 細胞で ATX が発現していたこ
とから、血清 ATX 高値の機序としては腫瘍
からの ATX 産生が考えられる。ATX は分泌
型のリゾホスホリパーゼ D であり、インテグ
リンを介して細胞膜に付着していると考え
られていることから、FCM では細胞膜に付
着した ATX を検出している可能性がある。 
本研究では、造血器腫瘍細胞の ATX の発

現の解析を行うことにより、ATX の診断マー
カーとしての意義を検討するとともに、ATX
上昇の機序について解明したい。造血器腫瘍
細胞における ATX の発現を解析し、ATX の
細胞膜への結合形式が解明できれば、ATX の
診断マーカーとしての応用や病態解明につ
ながる。 
 
(3) Sph-1-P 受容体 S1P1 の解析 
 Hodgkinリンパ腫の細胞株KM-H2を対象
とした検討では、Sph-1-P の受容体 S1P1 の
発現が認められた。S1P1 は、リンパ球の遊
走に関与することが知られているため、ヒト
の血球（リンパ球など）における発現の解析
は、病態解明の点でも意義が大きい。FCM
により、S1P1 の発現について解析を行う。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 悪性リンパ腫疑い（リンパ節腫大）患者
を対象とした血清 ATX 測定（前向き観察研
究） 
当院を悪性リンパ腫疑いとして受診した

患者のうち、リンパ節生検を行う患者 100 例
（成人男女 50 例ずつ）を対象に前向き観察
研究を行う。同意の得られた患者を対象に、
検査後残血清を用いて血清 ATX 測定を行う。
血清 ATX 値と診断との関連について検討を
行う。ATX の受信者動作特性（ROC）曲線
を作成し、既存のリンパ腫マーカー（可溶性
IL-2 レセプター、LDH、CRP）と診断能を
比較する。ROC 曲線をもとにカットオフ値
を設定する。 
 
(2) FCM による ATX 発現の解析（造血器腫
瘍患者検体を用いた実験） 
造血器腫瘍患者の検査後残検体（末梢血、

骨髄、組織）を対象に、FCM を用いて ATX
発現の解析を行う。対象は、骨髄または末梢
血に腫瘍細胞が認められる造血器腫瘍患者
（急性白血病やリンパ腫）50 例である。疾患
別に ATX の陽性率を比較し、診断マーカー
としての意義について検討する。 

FCM は日常的に行われている検査である
ため、有用な知見が得られれば、臨床応用可

能であると考えられる。 
 
(3) Sph-1-P 受容体 S1P1 の FCM による解析 
 以前に行った FCM による検討では、T リ
ンパ球で S1P1 の発現が認められた（未発表
データ）。以前使用していた抗体が製造中止
となっているため、本研究では、別の抗体を
用いて、S1P1 の発現について解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) 悪性リンパ腫疑い（リンパ節腫大）患者
を対象とした血清 ATX 測定 
 本研究実施を目的とした研究倫理申請等、
準備を行っていたが、研究機関内に十分な体
制を整えることが困難であった。 
 
(2) FCM による ATX 発現の解析 
健常者および造血器腫瘍患者の末梢血を

対象に、FCM による測定を行った。 
3 種類の抗体（モノクローナル抗体、ポリ

クローナル抗体）を使用し、ATX の発現につ
いて解析を行ったが、抗体の種類により反応
性が異なり、一定の傾向を見出すことが困難
であった。 

FCM だけでなく、ウェスタンブロットな
ど、他の手法でも解析を行う必要があると考
えられた。 
 
(3) Sph-1-P 受容体 S1P1 の FCM による解析 
健常者末梢血の検体を対象に、T リンパ球、

B リンパ球、好中球など、血球の種類別に解
析を行った。 
以前使用していた抗体とは結果が異なり、

ほぼすべての血球で陰性を示した。以前の結
果の再現性も問題となるため、今回使用した
以外の抗体を用いて再検を行い、さらに検討
を行う必要があると考えられる。 
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