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研究成果の概要（和文）： 

近年、リゾホスファチジン酸と呼ばれる脂質の１種が細胞の機能を制御し、様々
な生理現象に影響を与えることが明らかになってきている。研究代表者は遺伝子改変が可
能なマウスをモデル動物として、生体内でのリゾホスファチジン酸の役割について研究を
行っている。本研究を通じて、リゾホスファチジン酸の産生酵素を欠損したマウスは体毛
の形成に異常が生じることを見出し、その原因を分子レベルで明らかにした。得られた知
見を元にして、毛髪異常の治療薬への応用が期待される。 
研究成果の概要（英文）： 
 Lysophosphatidic acid has been established as an important mediator that is 
involved in various physiological events. Our work is to examine novel roles of 
lysophosphatidic acid by utilizing genetically engineered mice. Here we found that 
mice lacking production of lysophophatidic acid exhibited hair defects. We further 
identified mechanisms underlying the lysophophatidic acid-induced hair formation. 
Our work will be beneficial to development of medicine for hair disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの先天性体毛形成異常の患者の解析
から、生理活性脂質であるリゾホスファチジ
ン酸（LPA）シグナルが体毛形成に重要な役
割を果たすことが示唆されてきている。ヒト
において、ホスファチジン酸選択的ホスホリ
パーゼ A1α（PA-PLA1α、別名 LIPH）の欠損
や、リガンド未知の Gタンパク質共役型受容
体（GPCR）P2Y5 の欠損患者は貧毛・縮毛を示
す。研究代表者の所属する研究室では、in 

vitroにおいてPA-PLA1αがLPAを産生する活
性があることを示してきた。さらに、研究代
表者は PA-PLA1αノックアウト（KO）マウス
を作製したところ、ヒトと類似した体毛形成
異常を見出している。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、PA-PLA1αKO マウスの解
析を行い、LPA がどのようなメカニズムで体
毛形成を担うかを明らかにする。さらに、
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P2Y5 の活性化検出系を構築し、当研究室で保
有する LPA アナログの P2Y5 アゴニスト活性
を評価する。 
 
３．研究の方法 
（１）抗マウス PA-PLA1αモノクローナル抗
体の作製 
 PA-PLA1αは膜結合型の分泌タンパクであ
ったため、バキュロウイルス−Sf9 昆虫細胞系
を用いて発現させた細胞膜画分を免疫原に
用いた。得られた膜画分をラットフットパッ
トに免疫し、リンパ節から常法に従い、ハイ
ブリドーマを調製した。約 3000 クローンの
ハイブリドーマから、段階的なスクリーニン
グを行った。 
（２）PA-PLA1αKO マウスの体毛解析 
 体毛形成器官である毛包の解析には、毛包
成長期の背側皮膚（生後 8-14 日齢）あるい
はほおひげ（生後 14 日齢）を用いた。背側
皮膚は常法に従い、組織切片を作成し、HE 染
色を行い形態を観察した。また、蛍光免疫染
色を行い、共焦点顕微鏡で目的タンパクを検
出した。ほおひげは実体顕微鏡下で、外科的
に毛包を単離し、生化学的な実験を行った。 
（３）LC/MS による LPA 解析 
 毛包における LPA の存在量は、当研究課題
を通じて構築した LC/MS 系を利用した。具体
的にはメタノール中で組織片を破砕し、遠心
後の上清を脂質解析サンプルとした。LC は
ODS カラムを用いた逆相系を使用した。MS は
トリプル四重極による SRM 分析を行った。 
（４）P2Y5 の受容体活性化の検出 
 P2Y5 の受容体活性化は、アルカリホスファ
ターゼ（AP）標識 TGFα の切断を利用した新
規 GPCR アッセイ系を利用した。具体的には
HEK293 細胞に AP 標識 TGFα 発現プラスミド
ベクターと P2Y5 発現プラスミドベクターを
トランスフェクションし、24 時間後に血清不
含の培地に再懸濁し、被検化合物を添加した。
１時間静置後に上清中の AP 活性をｐ－ニト
ロフェニルホスフェート（p-NPP）の呈色反
応を利用して測定した。細胞無刺激群の AP
活性を差し引いた値を縦軸に用いた。 
 
４．研究成果 
（１）抗マウス PA-PLA1αモノクローナル抗
体の樹立 
 研究代表者らはこれまでに、合成ペプチド
を免疫原とした、ポリクローナル抗体やモノ
クローナル抗体の作製を試みていたが、内在
性の PA-PLA1αを検出することはできていな
かった。そこで全長（約 60kDa）のリコンビ
ナントタンパクを、バキュロウイルスを用い
て Sf9 昆虫細胞に発現させた細胞膜画分を免
疫原に使用した。約 3000 クローンのハイブ
リドーマから、段階的なスクリーニングを行
い、内在性の PA-PLA1αを認識可能なハイブ

リドーマを樹立した。 
（２）PA-PLA1αは生体内で LPA を産生する 
 研究代表者らは、in vitroにおいてPA-PLA1

αがホスファチジン酸（PA）から LPA を産生
する活性があることを示していたが、実際に
生体内でその反応を担いうるかについては、
不明であった。生体内の LPA 濃度は非常に少
なかったため、研究代表者は LC/MS 系を用い
たリゾリン脂質の高感度定量系を構築した。
この定量系を用い、野生型（WT）マウスと
PA-PLA1αKO マウスの毛包組織中の LPA 含量
を測定した。その結果、PA-PLA1αKO マウス
では、LPA が約 2 割以下であることがわかっ
た。LPA 分子種のうち、２−アシル型 LPA と不
飽和脂肪酸含有 LPA は PA-PLA1αKO でほぼ消
失していた。以上の結果より、PA-PLA1αが生
体内で LPAの産生を担う酵素であることが初
めてわかった。 
（３）LPA による体毛形成のメカニズムの解
明 
 体毛形成を担う皮膚の器官である毛包は
複数の層構造からなる。このうち、PA-PLA1

αがどの部位で発現して毛包の機能を制御
しているかを明らかにするために、抗PA-PLA1

α抗体と各層のマーカーを用いた二重免疫
蛍光染色を行った。その結果、PA-PLA1αは内
根鞘（内毛根鞘とも呼ばれる）に発現してい
ることがわかった。内根鞘は毛（毛幹）が角
化する際に重要な役割を果たし、さらに毛を
毛包内に保持する役割がある。組織切片レベ
ルで形態を観察したところ、PA-PLA1αKO マ

図１ PA-PLA1α
KO マウスは縮毛
を示す。 
野生型マウス
（+/+）、PA-PLA1
αKOマウス（-/-）
由来の体毛を実
体顕微鏡下で観
察した。スケール
バーは 0.5mm。 

図２ PA-PLA1αKOマウスの毛包ではLPA産
生はほぼ消失する。 
野生型マウス（+/+）、PA-PLA1αKO マウス
（-/-）の毛包組織の LPA 分子種を LC/MS 測
定法により定量した。 



 

 

ウスの毛包では内根鞘の異常な角化が見ら
れた。さらに、各層のマーカーの発現をリア
ルタイム PCR で定量したところ、PA-PLA1αKO
の毛包では内根鞘マーカーのみが発現減少
していた。このことから、毛包形成において
PA-PLA1αは内根鞘に発現し、内根鞘の分化・
成熟に関与することが示唆された。 
 LPA の体毛形成に関わる分子メカニズムと
して、TACE（膜型プロテアーゼの１種で TGFα
切断を引き起こす）、TGFα（EGF 受容体のリ
ガンドの１種）および EGF 受容体の活性化に
着目した。TACE、TGFαおよび EGF 受容体の
各変異マウスは PA-PLA1αKO マウスと非常に
類似した体毛形成異常を示す。また、これま
での報告からin vitroでGPCRの活性化がEGF
受容体リガンド（HB-EGF など）の切断・放出
を引き起こすことが報告されていた。そこで
研究代表者は体毛形成時において、PA-PLA1

αが LPA を産生し P2Y5 を介して、TACE、TGFα、
EGF 受容体の活性化を引き起こすと想定した。 
始めに、毛包組織における TACE、TGFα、リ
ン酸化 EGF 受容体（p-EGF 受容体）の局在を
検討したところ、PA-PLA1αの発現している内
根鞘で共局在していた。次に、毛包における
遊離 TGFαおよび p-EGF 受容体量を定量した
ところ、PA-PLA1αKO マウスにおいて、有意
な減少が見られた。従って、正常な毛包形成
において、PA-PLA1αが産生する LPA が TACE
の活性化、TGFα の切断、EGF 受容体のリン

酸化を介する経路が重要な役割を担うこと
が示唆された。 
（４）培養細胞を用いた TGFα 切断メカニズ
ムの解析 
 これまでの解析により、毛包組織内で
PA-PLA1αが産生する LPA が P2Y5 を介して
TACEの活性化とTGFαの切断を引き起こすこ
とが示唆された。そこで、この現象を培養細
胞レベルで再現できるか検討した。マウスの
初代培養角化細胞あるいはヒト角化細胞株
を LPA で処理すると TGFαの放出が見られた。
このTGFαの放出はP2Y5またはTACEのsiRNA
で抑制された。 
 次に、培養細胞を用いて LPA-P2Y5-TACE- 
TGFα 切断経路の再構成を検討した。HEK293
細胞に P2Y5 受容体と AP 標識 TGFαを一過性
に発現させ、LPA で刺激すると AP 標識 TGFα
の切断と上清への放出が観察された。この
P2Y5と AP標識TGFα発現細胞にPA-PLA1α発
現細胞と混合したところ、LPA 刺激と同様に
AP標識TGFαの切断と上清への放出が観察さ
れた。このことは PA-PLA1αが脂質二重層の
外膜の PA から LPA を産生し、P2Y5 の活性化
を介して TACE による TGFα の切断を引き起
こしていると考えられる。 
（５）LPA 受容体 P2Y5 アゴニストの開発 
 AP 標識 TGFαの切断・放出を利用した P2Y5
の活性測定系を用い、研究代表者の所属する
研究室で保有する LPA アナログの P2Y5 活性
化能を評価した。約 120 種類の LPA アナログ
のうち、15 種類が LPA と同等かそれ以上のア
ゴニスト作用を示した。この構造活性相関を
元に、2-アシル型かつホスファターゼ耐性な
LPA アナログの有機合成を共同研究で行い、
P2Y5 に対する活性を評価した。その結果、
P2Y5 は 2-アシル型 LPA アナログに高い選択
性を示し、ホスホチオール基（ホスファター
ゼ耐性）によっても強く活性化された。従っ
て、これらの構造を持つ LPA アナログは皮膚
への投与で体毛形成の促進作用を有する可
能性が期待される。 

図３ PA-PLA1α
は内根鞘に発現
する。 
成長期の毛包を
抗 PA-PLA1α抗体
を用いて免疫蛍
光染色を行った。
PA-PLA1αは内根
鞘マーカーの K72
と共局在する（矢
印）。 

図４P2Y5 は LPA により TGFα切断を誘導する。 
（左）AP 標識 TGFα切断アッセイの模式図。P2Y5
と AP 標識 TGFαを HEK293 細胞に発現させ、LPA
で刺激する。切断された TGFα量は上清中の AP
活性を測定することで定量できる。（右）LPA に
よる AP 標識 TGFα切断。マウス P2Y5（白）、ヒ
ト P2Y5（灰色）、空ベクター（黒）に LPA（横軸
nM）で処理をした。 

図５ 体毛形成時の LPA の作用メカニズム。 
PA-PLA1αは細胞外膜の PA から LPA を産生し、
P2Y5 に LPA を受け渡す。LPA は TACE の活性化を
誘導し、TGFαの切断と EGF 受容体の活性化を引
き起こす。毛包組織内の内根鞘におけるこのシ
グナル経路は正常な体毛形成に重要である。 



 

 

（６）日本人の PA-PLA1α欠損患者の同定と
メカニズム解析 
研究代表者らは北海道大学医学部皮膚科と
共同研究で、日本人の PA-PLA1α欠損患者を
新規に同定し、その分子メカニズムの解析を
行った。日本の先天性貧毛症・縮毛症の５家
系の疾患関連遺伝子のシークエンスを行っ
たところ、２種類の変異（Cys246Ser および
His248Asn）を見出した。先天性貧毛症・縮
毛 症 の ５ 家 系 に お い て 、 患 者 は ホ モ
（Cys246Ser を両アリルに持つ）またはコン
パウンドヘテロ（Cys246Ser と His248Asn の
アリルを持つ）であった。PA-PLA1αと 36%の
アミノ酸相同性を有する膵リパーゼの結晶
構造解析から、PA-PLA1αの Cys246 は基質ポ
ケットを取り囲むジスルフィド結合を形成
すること、His248 は活性中心（Ser、His、Arg）
を形成する主要アミノ酸残基の１つである
ことが示唆されている。実際、培養細胞でこ
の２種類の変異体（ Cys246Ser および
His248Asn）を発現させると、発現量や糖鎖
修飾に変化はないが、PA を切断する活性は完
全に消失していた。さらに、野生型 PA-PLA1

αと２種類の変異体を P2Y5 発現細胞に加え
たところ、野生型 PA-PLA1αは P2Y5 の活性化
と下流の AP 標識 TGFα の切断を引き起こし
たが、２種類の変異体は P2Y5 の活性化能を
完全に欠損していた。以上の結果は先天性貧
毛症・縮毛症の患者において、変異 PA-PLA1

αが LPA 産生能と LPA 受容体活性化能を欠損
していることで病態が発症することを示し
ている。 
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