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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ（RA）では、炎症細胞が滑膜組織に浸潤し、種々の炎
症メディエーターを放出して滑膜炎や関節破壊を起こす。炎症メディエーターのうち、リゾホ

スファチジン酸（LPA）と RAの関係については不明の点が多い。また、関節滑液の酸性化が
RAの病態形成に重要である可能性も考えられた。そこで、LPA や酸性で誘発される RA 滑膜
細胞の炎症応答を調べ、RA関節滑液中の LPAや滑液の酸性化が RA病態形成に重要であるこ
とを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：In rheumatoid arthritis (RA), inflammatory cells infiltrate into the 
synovial tissues and release inflammatory mediators which result in synovitis and 
destruction of articular structure. Of these inflammatory mediators, the action mechanism 
of lysophosphatidic acid (LPA) in RA synoviocytes is still unclear. Furthermore, the 
acidification of RA synovial fluid has been reported, suggesting the importance of acidic 
condition surrounding synovial cells in RA pathogenesis. In this study, we analysed 
cellular responses in RA synovial cells. Our results suggested that, in addition to 
inflammatory cytokines, LPA in synovial fluid and acidification of synovial fluid may be 
critical components in RA pathogenesis.  
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１．研究開始当初の背景 
 リゾホスファチジン酸（LPA）やスフィン
ゴシン１-リン酸（S1P）などのリゾリン脂質
は、細胞の増殖、分化、生存、運動など、多
彩な細胞機能を調節しており、重要な細胞外
シグナル分子の一員として認知されている。
これらのリゾリン脂質による細胞機能の調
節は、リガンド特異的な Gタンパク質共役受
容体を介して行われ、これまでに６種類の
LPA 受容体（LPA1-LPA6）と５種類の S1P
受容体（S1P1-S1P5）が知られている。リゾ
リン脂質は血管新生にも関与しており、血管
機能と関連した癌の浸潤や動脈硬化症など
の疾患の病態形成に影響を及ぼすことが知
られている。しかし、関節滑膜組織で著しい
血管新生や滑膜細胞の増殖が認められる関
節リウマチ（RA）の病態形成とリゾリン脂質
との関連性については不明の点が多かった。 
 RA の主病変部位である全身の関節滑膜組
織では、炎症細胞から放出される IL-1 や
TNF-αなどの炎症性サイトカインや種々の
ケミカルメディエーターによって刺激を受
けた滑膜細胞が著しく増殖し、パンヌスを形
成すると共に、シクロオキシゲナーゼ
（COX-2）が誘導され、生じた PGE2などの
アラキドン酸代謝物が炎症を亢進し、痛みを
強烈に増幅する。さらに破骨細胞の活性化や
マトリックスメタロプロテアーゼの分泌を
促して関節の破壊を促進することも知られ
ている。しかし、RA の病因は不明であり、
現在でも RA 患者の治療は対症療法に限られ
ている。 
 我々は RA の病態形成を研究する過程で、
細胞外マトリックス成分のヒアルロン酸が、
滑膜細胞における COX-2 の誘導や PGE2の
生成を抑制することを見いだした。さらに、
これらの反応を誘発する IL-1 の作用は、関
節滑液に含まれる LPA によって相乗的に増
大すること、LPAの作用もヒアルロン酸で抑
制されることを見いだした。これらの結果か
ら、関節滑液中の LPA は、炎症性サイトカ
インと協同して RA の病態を増悪するが、細
胞外マトリックスの成分はそれらの作用が
発現しないようにコントロールしている可
能性が考えられた。 
 さらに、炎症部位では細胞外微小環境が酸
性化しており、種々の細胞に存在するプロト
ン感知性受容体（OGR1, TDAG8, GPR4, 
G2A）を介して様々な細胞応答が誘発される
ことも見いだされている。RA の関節滑液も
酸性化していることから、滑膜細胞の微小環
境に存在するプロトン濃度の増加もリゾリ
ン脂質の受容体応答に影響し、RA の病態を
さらに増悪する可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、RA患者の関節滑膜細胞（RASC）

を用いて、細胞膜上に存在するリゾリン脂質
受容体、特に、LPA受容体を介する細胞応答
を細胞内シグナリングのレベルで解析し、リ
ゾリン脂質が RAの病態形成で果たす役割を
明らかにすることを目的とした。また、細胞
外の微小環境が病態形成と密接に関連する
と考えられるので、RASCが関節滑膜中に存
在する状況を想定し、微小環境の因子として
pHの変化に着目し、pHの変化が LPA 受容
体応答に及ぼす影響を明らかにすることも
目的とした。さらに、RASC上に発現分布す
る LPA 受容体のサブタイプの局在性や機能
を明らかにする目的で、サブタイプの異なる
LPA 受容体に特異的なマウスモノクローナ
ル抗体の作製も目指した。 
 
３．研究の方法 
RA 患者由来の関節滑膜細胞（田中信行博士が
人工関節置換術を施した患者さんから採取
した滑膜組織を、患者さんに十分な説明と同
意を得たものを、五輪橋整形外科病院の倫理
委員会で承認を得て提供していただき、コラ
ーゲナーゼ処理して調製した）を用いた。ヒ
ト正常滑膜細胞は市販品（ScienCell 社）を
購入して用いた。細胞内シグナル伝達機構の
解析には、種々のシグナル分子に特異的な阻
害薬を用いた。siRNA は Thermo Fisher 
Scientific 社のものを使用した。細胞増殖の
分析は TetraColor One reagent（生化学工業）
を用いた。種々の mRNA の発現量は、細胞か
ら分離したmRNAのcDNAを調製し、SYBR Green
を用いるリアルタイム PCR を定量 PCR 装置
（BioFlux 社）で行い、定量した。種々の細
胞内タンパク質やリン酸化タンパク質は、特
異抗体を用いるウエスタンブロット法で検
出し、定量した。PGE2は Cayman 社の EIA kit
を用いて定量した。モノクローナル抗体作製
の目的で、LPA 受容体の N末端部分に相当す
るペプチド（LPA1: 15 残基、LPA3: 13 残基）
を合成（ペプチド研究所）し、KLH との結合
物を Balb/c マウスに３週間隔で４回免疫し
た。免疫の際にはフロインドの完全アジュバ
ントを用いた。免疫後の脾臓細胞をミエロー
マ細胞と融合した。抗体のスクリーニングは、
それぞれのペプチドと牛血清アルブミンと
の結合物を用いる ELISA 法で行った。 
 
４．研究成果 
本研究を行い、以下の研究成果を得た。 
４－(１). 生理的条件下でのLPA 受容体応答 
４－(１)－①. 関与するLPA 受容体のサブタイ
プと細胞内シグナリング経路 
RASCにはLPA1が主要なLPA受容体として発現
しており、LPA2や LPA3の発現量はきわめて少
ない。LPAの作用で誘発されるCOX-2合成は、
LPA1受容体拮抗薬のKi16425や LPA1̶siRNAで
強く抑制されることから、LPA1を介して起き



ており、他の LPA2 や LPA3を介していないこ
とを明らかにできた。IL-1 と LPA が相乗的に
COX-2 を誘導する反応も、LPA の作用が
Ki16425 や LPA1̶siRNA で抑制されることから、
LPA1を介していると考えられた（図１）。 
 

 
 
また、LPA1を介する応答は、三量体 G 蛋白質
の Gi を阻害する百日咳毒素、Rock 阻害薬の
Y27632、ERK 阻害薬の PD98059 および p38 
MAPkinase阻害薬のSB203580で阻害されるこ
とから、LPA 刺激は LPA1→（Gi および G12/13）
→（ERK および p38）の活性化経路で伝達さ
れ、COX-2 合成が誘導されると考えられる。
一方、アグリカンを分解するマトリックスメ
タロプロテアーゼであるアグリカナーゼ
（ADAMTS4）の産生は、LPA の刺激後、LPA1→
G12/13→（p38 および NFκB）の活性化経路を介
して誘発されることを示す結果が得られ、
COX-2 の発現誘導とは異なっていることが示
唆された。なお、４－(１)－①の研究成果につ
いては、査読ある英文雑誌への投稿準備中で
ある。 
 
４－(１)－②. 細胞増殖と LPA 受容体 
RASC は、IL-1 非存在下でも牛胎児血清を含
む培地中で分裂増殖するが、IL-1 を共存する
と著しい分裂増殖の亢進が認められた。しか
し、LPA の場合には、LPA の存在下でも非存
在下でも、分裂増殖の速度に相違は認められ
ず、LPA には用いた RASC に対しては細胞増殖
促進効果を示さないものと考えられた。なお、
ある１種類の塩基配列を有する特別な LPA1̶
siRNA をトランスフェクトした RASC の場合、
LPA1 はノックダウンされるが、LPA 刺激する
と COX-2、ADAMTS4、MMP-3 などの発現量が増
大すると共に、Caspase3/7 活性も増大し、細
胞増殖が著しく阻害される結果が得られた。

COX-2、ADAMTS4、MMP-3 などのタンパク質発
現量が増大することとアポトーシスが誘導
されることの関連性については現在のとこ
ろ明確な説明ができず、不明である。さらに
解析を行っている。 
 
４－(２). 酸性条件下での LPA 受容体応答 
４－(２)－①. 関与するプロトン感知性受容
体 
RASC を種々の pH に調製した培地中で培養す
ると、未刺激の状態でも pH6.8 より酸性の条
件下でCOX-2の発現とPGE2の生成が誘導され、
pH6.4 で最大の応答が認められた。酸性条件
下で LPA を共存させると、著しく COX-2 誘導
反応が増大し、pH が中性の条件で LPA 刺激し
た際の５－６倍の応答となった。しかも、中
性条件下では、LPA による COX-2 発現の誘導
は一過性に起こるが、酸性条件下では長時間
にわたって持続的に増大することが見いだ
された（図 2）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 細胞外環境が酸性に傾くだけで誘発され
る COX-2 の発現は、OGR1-siRNA、Gq 阻害薬の
YM254890、およびホスホリパーゼ C（PLC）阻
害薬の U73122 を用いた実験によって、H+が
OGR1 に結合すると、GR1→Gq→PLC→Ca2+の活
性化経路を介して誘導されることが認めら
れた。したがって、用いた RASC では、プロ
トン感知性受容体として OGR1 が機能してい
ると考えられる（図 3）。なお、ADAMTS4 の発
現も、同じ経路を介して誘導されることが認
められた。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４－(２)－②. 酸性条件下で関与するLPA 受容
体のサブタイプ 
 RASC を酸性条件下で培養すると LPA1 と
LPA2の mRNA 発現量が増大した。しかし、酸性
条件下で LPA 刺激した際に誘導される COX-2
の発現は、LPA1-siRNA を用いて LPA1をノック
ダウンしても影響を受けず、LPA2をノックダ
ウンした場合に抑制されることが見いださ
れた（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、酸性条件下で LPA 刺激した際に誘導
される COX-2 発現は、ERK の阻害薬 PD98059
や p38 MAPkinase 阻害薬の SB203580 で抑制
され、NFkB の阻害薬 APDC では影響を受けな
かった。したがって、酸性条件下で LPA が作
用する受容体は、中性条件下で作用する LPA1
から LPA2 へとスイッチしており、LPA→LPA2
→（Gi/G12/13）→（ERK/p38）の活性化経路を
介して COX-2 発現を誘導すると考えられた。
この詳細な機構については、現在さらに解析
している。なお、４－(２)の研究成果につい
ては、査読ある英文雑誌への投稿準備中であ
る。 
 
４－(３). LPA 受容体に対するモノクローナル
抗体の作製 
免疫学的手法を用いてLPA 受容体の局在性の

解析や抗体によるLPA受容体機能の調節を目
指して、ヒト LPA1 の細胞外部分およびヒト
LPA3の細胞外部分に特異尾的なモノクローナ
ル抗体の作製を試みた。その結果、得られた
抗ヒト LPA1 モノクローナル抗体と抗 LPA3 モ
ノクローナル抗体の性質を解析したところ、
これらのモノクローナル抗体は、用いたペプ
チド抗原だけでなく、細胞から可溶化した
LPA 受容体、および LPA 受容体を発現してい
る生細胞に結合できる抗体であることが認
められた。しかし、いずれの抗体も IgM クラ
スのモノクローナル抗体であった。現在これ
らの抗体を用いて、細胞形態や細胞機能に及
ぼす影響について、さらに解析を進めている。 
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