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研究成果の概要（和文）： 

最近、様々な線維症において生理活性脂質リゾホスファチジン酸（LPA）が重要な機能を持
っていることが明らかになってきたが、LPA の産生機構やその制御はほとんど明らかにな
っていなかった。本研究においてわれわれは様々な線維症における LPA産生酵素オートタ
キシン（ATX）の発現解析や、その基質の LC/MSによる解析を通じて、線維症において LPA
産生がどのように活性化するのかを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Lysophosphatdic acid (LPA) has recently been implicated in various fibrotic disease, 
including pulmonary fibrosis, renal fibrosis and peritoneal fibrosis. It is, however, 
not clear in which way LPA is produced and how LPA production is regulated in these 
fibrotic diseases. In this study, by studying expression of LPA-producing enzyme, 
autotaxin (ATX), and quantifying substrate of ATX using LC/MS, we found that LPA in 
fibrotic diseases is regulated by up-regulation of both ATX and its substrate, 
lysophosphatidylcholine (LPC). 
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１．研究開始当初の背景 
断続的に障害を受けた組織や慢性的に炎症
が起きている組織では線維芽細胞が集積し、
コラーゲン等の細胞外マトリックスを過剰
に産生・蓄積することで線維化が進行する。
線維化を主徴とする疾患には、肺線維症、腎
線維症、肝硬変など様々な疾患があるが、そ
の発症に関わる分子の実体の理解は十分で
はない。現在の線維症の治療法は炎症過程を
ターゲットとした抗炎症薬を用いたものが
主であり、それらは十分な治療効果をあげて
いるとは言えない。従って、線維症の組織線
維化に直接関わる因子の理解は新たな治療

薬の開発につながることが期待される。 
私たちの研究室では、生理活性脂質の一種で
あるリゾホスファチジン酸（LPA）に関し、
その代謝酵素および受容体に着目し、生理・
病理機能の解明を目的とした解析を行って
いる。オートタキシン（ATX）は、2002 年に
血中の LPA産生酵素としてリゾリン脂質より
LPA を産生するリゾホスホリパーゼ D として
当研究室で同定された。その後、ATX は LPA
受容体 LPA1 を介して線維芽細胞の運動を活
性化することが明らかとなったが、その生体
内における意義は不明であった。私たちは KO
マウスの解析を行ない、ATX KO マウスは血管
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形成の異常により胎生致死であることを明
らかにした（JBC 2006）。また、私たちは ATX
に対するモノクローナル抗体を確立し（JBC 
2006）、ATXのサンドイッチ ELISA による定量
系を確立した（CCA 2008）。その結果、ATX が
肝硬変（JCG 2007）、妊娠末期（AJRI 2009）、
B リンパ腫（BJH 2008）など種々の疾患、生
理的条件で発現が上昇することがわかった。
その過程で私たちは難治性疾患である特発
性肺線維症患者で血中 ATXが上昇しているこ
とに着目した。そこで、肺胞洗浄液（BAL）
中の ATXレベルを調べたところ、健常人の BAL
には ATX がほとんど検出されないが、患者の
BAL 中の ATX は著しく上昇していることを見
いだした。次に、個体内で ATXの機能を阻害
するモノクローナル抗体を確立し、肺線維症
マウスモデルに投与したところ、肺の線維化
が顕著に抑制された。これらの解析を通じ、
ATX が肺線維症の進行に極めて重要な役割を
持つことが初めて明らかとなった。興味深い
ことに LPA１KOマウスにおいてもマウスモデ
ルで肺線維化が顕著に抑制されることが示
されており、ATXが LPA1 を介して線維芽細胞
の運動を活性化させる機構が肺線維化にお
いて重要な役割を持つことが示された。さら
に、ATXを阻害すると LPA1KO では見られなか
った炎症過程の抑制も見られ、ATX が線維芽
細胞の集積を促進するのみならず、他の LPA
受容体を介して炎症の促進にも寄与してい
ることも示唆された。以上のことは ATXが LPA
産生を介して、肺線維化の炎症過程および線
維芽細胞活性化の過程の双方に機能してい
ることを示唆しているものである。 
ところで、ATX の血中レベルは肝硬変の患者
で通常時の、数倍から 10 倍程度上昇してお
り（JCG 2007）、ATX が肝硬変においても何ら
かの関連があることが示唆されている。また、
最近、私たちはマウス腎線維症モデルに対し
て抗 ATX抗体を投与すると線維化の抑制が見
られることを見いだしている。以上のことか
ら ATX／LPA 経路が線維症一般に重要な因子
であることが示唆されおり、その詳細な解析
は線維症の新たな治療ターゲットの同定に
つながっていくものと期待される。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究で私たちはまず、生体内において ATX
によって産生される LPAが肺のみならず、腎
線維症、肝硬変など様々な線維症の進行に関
与することを私たちが樹立した抗 ATXモノク
ローナル抗体を用いて個体レベルで明らか
にする。また、腎線維症おいて ATX/LPA経路
がどのように活性化され、LPA がどの細胞に
どのように作用しているかを特に脂質代謝
酵素および脂質の解析を通して明らかにし

ていく。 
 
 
 
３．研究の方法 
肺線維症モデルとしてはブレオマイシン誘
導型肺線維症モデル、腎線維症モデルとして
は片側尿管結紮モデル、腹膜線維症モデルと
してはグルコン酸クロルヘキシジン投与モ
デルを作製し、ATX の発現解析や、LC/MSを
用いた脂質解析を行った。ATXの発現解析の
ために、新たにギニアピッグを用いてポリク
ローナル抗体の作製を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
これまでに我々は ATXが肺の線維症に機能し
ていることを明らかにしてきたが ATXがどの
ような細胞に発現しているかについては明
らかになっていなかった。そこで我々は最近
新たに確立した抗体を用いて ATXの肺線維症、
腎線維症、腹膜線維症における発現解析を行
った。 
 
 
(1) 肺線維症モデルにおける ATXの発現 
ブレオマシン誘導型マウス肺線維症モデル
において ATXの発現を調べたところ、mRNAレ
ベルでは ATXの発現は低下していた。しかし、
抗 ATX抗体を用いたウエスタンブロッティン
グを行ったところ、ATX の発現は増加傾向に
あった。そこでさらに、免疫組織染色を行っ
たところ、ブレオマイシン投与後１週間の炎
症期において、マクロファージ様細胞に ATX
の陽性シグナルが認められることがわかっ
た（図 1）。一方で in situ hybridization に
よる解析では ATXの発現増加は認められなか
った。また肺胞洗浄液中の ATXの変動を調べ
たところ、ブレオマイシン投与後２週間をピ
ークに ATXが顕著に増加することがわかった。
ATXは mRNAレベルでは増加せず、タンパクレ
ベルで増加していたことから、ATX は炎症に

よる血管透過性の亢進に伴って血中から肺
組織内へ移行していることが想定された。そ
こで tagで標識したリコンビナント ATXをマ
ウス血中に投与し、還流した後に、肺組織を



 

 

回収したところ、肺組織内に ATXが移行して
いることがわかった。以上のことから ATX は
炎症時に血管透過性の亢進に伴って肺組織
内へ移行していることが強く示唆された。 
 
 
(2) 腹膜線維症モデルにおける ATX の発現 
腹膜線維症モデルとして、グルコン酸クロル
ヘキシジンを２日おきに３週間、マウスに腹
腔内投与した。このとき腹膜において ATX の
mRNA レベルの有意な上昇は認められなかっ
た。しかし、免疫組織染色を行ったところ、
通常の腹膜には全く陽性シグナルが認めら
れなかったが、線維化した腹膜において線維
芽細胞に強いシグナルが認められた（図 2）。 

 
 
(3) 腎線維症モデルにおける ATXの発現 
腎線維症モデルにおいて ATX は mRNA レベル
で低下しており、タンパクレベルでの変動は
ほとんどなかった。線維化腎臓における ATX
の局在を調べたところ、一部の尿管の管腔内
において、および浸潤細胞の表面で強い染色
像が認められた（図 3）。 
 

 
 
(4) ATXの基質の変動 
私たちは最近、LPA を含む様々なリゾリン脂
質の LC/MSによる定量系を確立した。肺線維
症モデルにおける肺胞洗浄液中の LPC量を定
量したところ、ブレオマイシン投与後２週間
後をピークに LPCが増加することがわかった。
また LPA の増加も確認された（図 4）。腎線維
化モデルにおいて結紮した側の腎臓に蓄積
した尿の脂質解析を行ったところ、ATX の基
質であるリゾホスファチジルコリン（LPC） 

が増加していることを見出した。特に ATXの
よい基質となる不飽和脂肪酸含有 LPCが顕著
に増加していた（図 5）。以上のことより線維
化疾患においては LPA産生酵素 ATXそのもの
が増加するだけでなく、基質 LPCも何らかの
機構で増加することが明らかとなった。 
 
 
(5) まとめと考察 
以上の結果から私たちは「線維症疾患では、
ATX が何らかの機構で局在化し、さらにその
基質が増えることで ATXは局所で LPAを産生
し、線維症病態発現に寄与する」と想定した。
われわれが最近明らかにした ATXの結晶構造
より、ATX は細胞膜成分と相互作用しうる特
定の領域を持ち、細胞膜上の LPA受容体に効
率よく LPAを受け渡しているモデルが示され
たが、このことも上述のわれわれの仮説を支
持する。とくに肺線維症において ATXは、血
管透過性の亢進に伴って、血中より肺組織内
へ移行し、マクロファージなどの炎症細胞上
に局在化し、さらに基質 LPC が増加すること
で効率よく LPA 産生が行われ、線維化の進行
に寄与していることが考えられた（図 6）。今
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後は、ATX の受容機構の実体を明らかにする
こと、基質 LPCの誘導がかかるメカニズムを
明らかにすることが課題であると考えてい
る。炎症時には様々なホスホリパーゼ A2 分
子の関与が言われており、LPC の産生増加に
対するこれらの関与を検討していきたい。 
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