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研究成果の概要（和文）：　本研究では、申請者が同定したリゾホスファチジルセリン（LysoPS）受容体を介す
るLysoPSの機能解析をLysoPS受容体KOマウスを用い行った。特に、LysoPS受容体はT, B細胞をはじめとする免疫
系の細胞に特異的に発現するため、本研究では抗原免疫応答に対するLysoPS受容体の機能解明を行った。抗原免
疫モデルにおいて、KOマウスでは顕著なT細胞、B細胞数の増加を認めたことから、LysoPSシグナルは免疫抑制作
用を発揮することが判明した。また、リンパ球が活性化する状況でLysoPSが顕著に増加することを見出した。今
後、LysoPSの産生機構を明らかにする上で重要な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the phenotypic analyses of KO mice of LysoPS 
receptors which was identified in our laboratory.Since LysoPS receptors are specifically expressed 
in immune cells such as T and B cells, we examined the antigen immune responses in the LysoPS 
receptor KO mice. In the antigen-immunized model, significant increase in the numbers of T cells and
 B cells was observed in KO mice, which revealed that LysoPS signal exerts an immunosuppressive 
function. In addition, we found that LysoPS was significantly increased in the situation where 
lymphocytes were activated. The information will help to understand the synthetic pathway of LysoPS 
in the future study.

研究分野： 生理活性脂質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
GPCRは創薬の標的として有望である。本研究では、これまで未解明だった生理活性脂質リゾホスファチジルセリ
ン（LysoPS）のGPCRを介する機能を世界に先駆けて明らかにすることができた。ホスファチジルセリン（PS）が
免疫系に深く関与することは示唆されていたが、PSの一部はLysoPSに変換され機能することが想定される。本知
見は、新規生理活性脂質の生体内機能を明らかにしたという、基礎的な貢献だけでなく、新規免疫抑制剤開発の
ための新たな分子標的を提供したという点においても、新規創薬を促進する極めて有用な情報となり得る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 リゾリン脂質がエイコサノイドやステロイドなどに次ぐ第２世代の脂質メディエーターとし
て注目されている。このようなリゾリン脂質にリゾホスファチジン酸（LPA）、スフィンゴシン
１リン酸（S1P）がある。これら LPA、S1P は、作用機構（受容体・下流シグナル）、産生機
構（産生酵素）が明らかにされ、個体レベルでの機能解析が進んでいる。申請者はこれまで、
LPA の受容体や産生酵素を複数同定し、ノックアウト（KO）マウス、ヒト遺伝病の解析を通
じ数々の LPA の生体内機能解明を行ってきた。一方、本研究でとりあげるリゾホスファチジル
セリン（LysoPS）は極性頭部にセリンを有するリゾリン脂質であり、マスト細胞活性化などの
薬理作用が知られていた。しかし、生体内での存在、産生・作用機構が不明であったため、LysoPS
がリゾリン脂質メディエーターとして生体内でどのような機能を持つかについては全く不明で
あった。 
 申請者は、毛包上皮細胞において LPA6 受容体の下流で EGF 受容体リガンドの一種である
TGFαが細胞膜から切り出される現象をヒントに GPCR の活性化を検出する新規手法（TGF
α切断アッセイ）を開発した。申請者は本法と約 80 種類のオーファン GPCR cDNA を用い、
LysoPS に応答する GPCR を探索し、P2Y10 と GPR174 が LysoPS に特異的に応答すること、
げっ歯類にのみ存在する LPS2/P2Y10 の近縁受容体にも LysoPS が反応することを見出した。
また 4 つの LysoPS 受容体を LPS1, LPS2, LPS2L, LPS3 と呼ぶことを提唱し、現在、この名
称が広く受け入れられている。この様な状況のもと、本研究は、新規リゾリン脂質メディエー
ターリゾホスファチジルセリン（LysoPS）の生体内の機能解明を目的としてスタートした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、同定した LysoPS 受容体のノックアウト（KO）マウスを用いることで、新規リ
ゾリン脂質メディエーターLysoPS の生体内機能を解明することを目的とした。特に、予備的
知見では、LysoPS 受容体はリンパ組織の T, B 細胞に発現が高いことが判明していたため、リ
ンパ球の機能に着目した KO マウスの表現型解析を行うことが目的である。本研究ではさらに、
病態との関連を明らかにし、最終的に LysoPS 受容体を標的とした創薬シーズ探索を行うこと
を目標とした。 
 以下が、研究開始当初の課題であった。 

・LysoPS 受容体 KO マウスを用い、リンパ球機能における LysoPS 受容体の関与を明ら
かにする。 

・疾患と LysoPS の関係を明らかにするため、ヒト臨床検体中の LysoPS のレベルを測定
する。 

・LPS2, LPS3アゴニスト・アンタゴニスト活性を有する低分子化合物をスクリーニングし、
新規自己免疫疾患治療薬・抗がん薬のシーズ探索を行う。 

 
３．研究の方法 
 CRISPR/Cas9 システムを用いて、LPS1, LPS2, LPS3, LPS2Lのダブル、トリプル KO マウスを作
製する。特に、機能の重複が予想される、LPS2・LPS3・LPS2Lの TKO マウス、LPS2・LPS2Lの DKO
マウスの作製を行う。LPS2, LPS3, LPS2Lは T, B リンパ球での発現が高いため、免疫モデルを作
製し、免疫応答を調べる。 
 表現型が見られた場合は、単離した B, T 細胞を用い、LysoPS シグナルがどの様な細胞機能
を調節するかについて検討する。 
 東京大学大学院薬学系研究科大和田智彦教授との共同研究において作製された LysoPS 構造
アナログを TGFα切断アッセイで評価することにより、高活性の LysoPS 受容体の作動薬の創製
を行う。 
 ヒト臨床検体（血漿、血清、尿等）中の LysoPS のレベルを LC-MS/MS を用いて定量した。ま
た、LysoPS の産生酵素と考えれらるホスファチジルセリン（PS）特異的ホスホリパーゼ A1
（PS-PLA1）のレベルをサンドイッチ ELISA 法に基づき測定した。 
 
４．研究成果 
(1) LysoPS 受容体 KO マウスを用いた LysoPS の免疫応答における役割 
 リゾリン脂質メディエーターの一種であるリゾホスファチジルセリン（LysoPS）は、古くか
らマスト細胞の脱顆粒促進作用等、多様な生理活性を示す。近年、LysoPS 特異的に応答する 4
つの G蛋白質共役型受容体（GPCR）が相次いで同定され、その生体内における機能の解明が期
待される。この内、新規 LysoPS 受容体である LPS2, LPS2L, LPS3（以下 LPS2/2L/3）は免疫系組織
に限局した発現パターンを示し、T 細胞や B 細胞といったリンパ球に高発現することから、リ
ンパ球上で何らかの機能を有していることが想定されたが、その機能は不明であった。本研究
では、各 LysoPS 受容体 KOマウスや選択的アゴニストを用いて、細胞・個体レベルでリンパ球
における新規 LysoPS 受容体の機能解析を行った。 
 まず、T 細胞の機能として、サイトカイン産生に着目して解析した。マウス脾臓細胞を抗
CD3/CD28 抗体で刺激した際の各サイトカイン（IL-2,4,17A,10, IFN-γ）量に対する LysoPS の
効果を検討した結果、LysoPS は IL-2 量を顕著に減少させた。また、LPS3 選択的アゴニストは



LysoPS と同等な IL-2 産生抑制効果を示し、LPS3 KO マウス由来の脾臓細胞では LysoPS の IL-2
抑制効果が消失した。このことから、LysoPS/LPS3 signal が活性化 T 細胞の IL-2 産生を抑制
する機能を有することが明らかとなった（文献(4)）。 
 次に、B 細胞における新規 LysoPS 受容体の機能解析を行った。新規 LysoPS 受容体は共通し
て Gα13 に強く共役する。最近、B 細胞特異的 Gα13 KO マウスが作製され、B 細胞上の Gα13 
signal は抗体産生に重要な胚中心 B 細胞（GC B cell）の数を負に制御することが示された。
そこで、B細胞に高発現し、Gα13に強く共役する新規 LysoPS 受容体の機能として、GC B cell
数の制御に着目し、解析を行った。まず、抗原投与後の所属リンパ節における発現パターンを
調べるとLPS2/2L/3は Outer Follicleに存在し、GC B cellの前駆細胞として考えられるNon-GC 
B cell に高発現することが明らかとなった。次に、各 LysoPS 受容体 KO マウスに抗原投与し、
各B細胞の数を調べると、LPS2/2L DKOマウスで両細胞とも顕著な増加が認められた。また、LPS2/2L 
DKO マウスでは、Outer Follicle で GC B cell の前駆細胞と考えられる GL7+細胞が多い様子が
観察された。このことから、LPS2/2Lが Non-GCB から GC B cell の前駆細胞への分化・あるいは
その数を負に制御する機能を有していることが示された。LPS2/2Lの作用メカニズムを調べるた
め、マウスから単離した B 細胞を用いて解析を行った。その結果、LPS2/2Lが Gα13 signal 依
存的に活性化 B細胞の接着を抑制することが明らかとなった。Outer Follicle において、Non-GC 
B cell は CD4 T cell と接着・相互作用し、増殖後、GC B cell へと分化することが知られてい
る。細胞レベルの解析から、B 細胞上で LPS2/2Lは CD4 T cell との接着・相互作用を抑制し、
その増殖や胚中心 B細胞への分化を抑制することが示唆された。 
 
(2) LysoPS 受容体作動薬の開発 
 東京大学大学院薬学系研究科大和田知彦教授の研究室で合成された LysoPS 構造類似体の 3
種類の LysoPS 受容体に対する活性を TGFα切断アッセイで評価した。さらに、各受容体への親
和性、選択性が増加した LysoPS 類似体の構造を組み合わせる事により、LysoPS と比較し、
100-1,000 の親和性を持つ、各 LysoPS 受容体に選択的作動薬の創製に成功した（文献(3), (5)）。 
 
(3) ヒト臨床サンプルにおける LysoPS・PS-PLA1の発現 
 様々な臨床検体中の LysoPS・PS-PLA1 のレベルを測定した。心筋梗塞患者の血漿中で有意
な LysoPS の上昇を認めた（文献(9)）。また、全身性エリテマトーデス（SLE）の患者血清で
PS-PLA1のこう現地の上昇を見いだした。 
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