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研究成果の概要（和文）：血中のリンパ球は高内皮細静脈 (HEV) という特殊な細静脈を介してリンパ節実質に移動す
る。リンパ節実質ではリンパ球が効率よく運動することで免疫反応がおこるが、リンパ球の運動性制御因子には不明な
点が多い。
　オートタキシン (ATX) はリゾリン脂質のひとつリゾホスファチジン酸（LPA）を産生する分泌型酵素である。われわ
れは、リンパ節のHEV血管内皮細胞およびFRCがATXを選択的に発現し、ATXの最終産物であるLPAがリンパ球のHEVにおけ
る血管外移動および実質内での細胞移動という一連の動きを制御する重要な生理活性因子であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Blood-borne naive lymphocytes continually migrate into lymph nodes (LNs) via 
specialized venules called high endothelial venules (HEVs). Once entering LNs, they actively migrate 
along the fibroblastic reticular cell (FRC) network scanning for cognate antigens. However, a 
cell-extrinsic factor regulating lymphocyte migration remains poorly understood.
 Autotaxin (ATX) is a secretory enzyme that produces lysophosphatidic acid (LPA), a bioactive 
lysophospholipid. In this study, we found that HEV endothelial cells and FRCs selectively express ATX and 
that ATX's end-product LPA promotes lymphocyte migration across HEVs as well as their interstitial 
migration in LNs. Thus, the ATX/LPA axis critically regulates multiple processes of lymphocyte migration 
into/within LNs.

研究分野：免疫生物学
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１．研究開始当初の背景 
リンパ球は体内を繰り返し循環することで
免疫監査を行うが、とりわけリンパ球の血中
からリンパ節への移動は高内皮細静脈 (high 
endothelial venule; HEV) とよばれる特殊な細
静脈が媒介する。リンパ球と HEV の相互作
用は、リンパ球の「ローリング」「強固な結
合」「血管外移動」など連続した異なる過程
により制御されるが、なかでもリンパ球の
「血管外移動」を制御する構造的基盤および
分子機構については殆ど不明であった。 
オートタキシン (ATX) はリゾホスファチ
ジルコリンをリゾホスファチジン酸 (LPA) 
に加水分解する細胞外分泌型リゾホスホリ
パーゼである。最終産物のリゾリン脂質 LPA
は受容体に結合することで細胞遊走や増殖
など多彩な生理活性を有する。われわれはそ
れまで HEVの血管内皮細胞が ATXを高発現
することを報告してきた (Nakasaki et al. Am. 
J. Pathol. 2008)。一方、アメリカのグループは
ATX がリンパ球のリンパ節への移行を促進
することを報告したが、その分子機構は不明
であった（Kanda et al. Nat. Immunol. 2008）。
このような状況の中、われわれは LPAがHEV
の血管内皮細胞に作用してその細胞形態を
変化させることを見出していた。すなわち、
LPAはこれまで比較的、静的と考えられてい
た HEV 血管内皮細胞において細胞形態変化
を誘導することで、HEVにおけるリンパ球移
動を制御する可能性が考えられた。 
また、ATX/LPAがリンパ節内部におけるリ
ンパ球動態に果たす役割についても全く不
明であった。 
 
 
２．研究の目的 
(1) ATX/LPAがHEVにおけるリンパ球移動を
制御するメカニズムを明らかにする。特に、
ATX/LPAがリンパ球と HEVの相互作用のど
の過程を制御するかを解明し、ATX/LPA が
HEV の血管内皮細胞に作用する際の細胞内
シグナルを明らかにする。 
 
(2) ATX/LPAがリンパ節内部におけるリンパ
球動態を制御する可能性およびその作用機
序を解明する。特に、リンパ節における ATX
発現細胞を詳細に解析し、ATX/LPAがリンパ
球上の特定の LPA 受容体に作用してリンパ
球動態を制御するか明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 生体二光子顕微鏡よるリンパ節における
リンパ球動態の解析 
二光子顕微鏡を用いることで組織深部の蛍
光シグナルを低侵襲で検出できる。そこで、
ATX/LPA 阻害剤を投与したマウスおよび遺
伝子改変マウスのリンパ節におけるリンパ
球の運動性を、生体二光子顕微鏡を用いて解
析した。 
 

(2) イメージング MS によるリンパ節におけ
る LPAの局在解析 
イメージングMSは組織切片において一定の
間隔でレーザーを照射することで、各点にお
けるMSデータを取得し、切片全体における
特定分子の局在を把握する手法である。われ
われは野生型および遺伝子改変マウスのリ
ンパ節における LPA分子種の局在を、イメー
ジングMSを用いて解析した。 
 
(3) 単離 HEV 血管内皮細胞とリンパ球の相
互作用のリアルタイム解析 
われわれはこれまでにマウスリンパ節から
HEV 血管内皮細胞を効率よく単離する方法
を開発してきた。単離 HEV 血管内皮細胞を
用いて、ATX/LPAが HEV血管内皮細胞とリ
ンパ球の相互作用に果たす役割をリアルタ
イムで解析した。 
 
(4) 3次元におけるリンパ球の動態解析 
リンパ球を混合したコラーゲンゲルを作成
し、3 次元におけるリンパ球の運動性を顕微
鏡下でタイムラプス解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ATXは HEVにおいて LPAを産生する 
抗 ATX 抗体を用いた組織解析より、ATX は
HEV に高発現することが明らかになった。
LPA が HEV において産生されるか検討する
ために、イメージングMS解析を行ったとこ
ろ、LPA分子種の中でもLPA (18:1)、LPA (18:2)、
LPA (20:4) など特定の分子種が HEV 近傍で
認められた。特に LPA (18:2) および LPA 
(20:4) は in vitroの実験系でマウスの ATXが
高産生することが報告されている分子種で
あり、生理活性を有する。したがって、ATX
はリンパ節 HEV に高発現し、局所で生理活
性をもつ LPAを産生すると考えられた。 
 
(2) ATXは HEVにおいてリンパ球の血管外
移動を促進する 
ATX 遺伝子欠損マウスは胎生致死であるた
め、リンパ球トラフィキングの評価に用いる
ことはできない。そこで、われわれは ATX
および LPA 受容体の両者に対して阻害作用
を有するとされるBrP-LPAをマウス足蹠に投
与したところ、所属リンパ節におけるリンパ
球トラフィキングが顕著に抑制された。次に、
ATX/LPA がリンパ球トラフィキングのどの
過程を制御するのか検討するため、二光子顕
微鏡解析を行った。その結果、BrP-LPA投与
群ではリンパ球のローリングや接着には有
意差が認められなかったが、リンパ球の血管
外移動が顕著に抑制された。このとき、LPA1

およびLPA3のアンタゴニストであるKi16425
の投与はリンパ球血管外遊走に影響を与え
なかった（図 1）。電子顕微鏡解析を行ったと
ころ、BrP-LPA投与群および別の ATX阻害剤
HA130投与群では、血管内および血管内皮細
胞と基底膜の間に顕著なリンパ球貯留が認



められた。また、このリンパ球貯留に伴い、
HEVは肥大化し、管腔の狭窄が見られた。以
上より、ATX/LPAは、リンパ球が HEVの基
底膜を通過する過程を制御すると考えられ
た。 
 

 
図 1. ATX/LPAは HEVにおけるリンパ球の血
管外移動を制御する。 
 
 
次に、われわれは単離した HEV 血管内皮
細胞を用いて、ATX阻害剤存在下におけるリ
ンパ球と HEV 血管内皮細胞の相互作用をリ
アルタイムで観察した。その結果、まず、阻
害剤の非存在下では、リンパ球は活発に内皮
細胞の下面を動き回り、時々、内皮細胞から
離脱したり、新たに内皮細胞の下面に潜り込
んだりすることが観察された。HA130を添加
すると、リンパ球は HEV 血管内皮細胞の下
面に閉じ込められ、離脱できなくなった。一
方、LPA添加により、この阻害効果は解除さ
れ、再びリンパ球は内皮細胞の下面への出入
りを繰り返すようになった。 

HEV 血管内皮細胞にはこれまでに同定さ
れている LPA受容体 LPA1-LPA6のうち、LPA
受容体 LPA4および LPA6が発現する。これら
の LPA受容体は RhoA－ROCK－myosin II経
路を介してシグナル伝達することから、
myosin II の特異的阻害剤 blebbistatin により
HEV血管内皮細胞を前処理したところ、リン
パ球は HEV 血管内皮細胞下面から離脱でき
なくなった。さらに、blebbistatin は HEV 血
管内皮細胞の ruffle 膜形成も阻害した。以上
より、ATXは LPAを介して、HEV血管内皮
細胞の運動性を制御するとともに、HEV血管
内皮細胞からのリンパ球の離脱を促進する
と考えられた。 
 
(3) リンパ節の線維芽様細網細胞 (FRC) 由
来 ATXはリンパ節実質における T 細胞動態
を制御する 
われわれは HEV 血管内皮細胞だけでなく、
リンパ節の他のストローマ細胞サブセット
で ATXが発現しているか定量 PCRにより解
析した。その結果、ATXは GP38+ CD31-の
線維芽様細網細胞 (fibroblastic reticular cell; 
FRC) でも高発現することが明らかになった。
そこで、FRC 特異的に ATX を欠損するマウ

ス (CCL19-Cre ATXfl/fl) のリンパ節における
LPAの局在をイメージングMSで解析したと
ころ、CCL19-Cre ATXfl/flマウスのリンパ節で
は、コントロールマウスに比べてLPA (18:1), 
LPA (18:2)およびLPA (20:4)のLPA分子種
の発現がリンパ節実質で有意に減少したが、
HEV近傍の LPAの局在に変化は認められ
なかった。すなわち、リンパ節実質におけ
る LPA の産生は FRC 由来の ATX に大き
く依存すると考えられた。 
 次に、われわれは CCL19-Cre ATXfl/flマウス
のリンパ節実質におけるT細胞の運動性を生
体二光子顕微鏡で解析した。その結果、
CCL19-Cre ATXfl/flマウスではコントロール群
と比較して、リンパ節実質における T細胞の
運動性および速度の低下が認められた。した
がって、FRC由来の ATXは LPAを産生する
ことで、リンパ節実質における T細胞の運動
性を制御すると考えられた。 
 
(4) T 細胞上の LPA受容体 LPA2を介したシ
グナルがリンパ節内部の T 細胞運動性を促
進する 
次に、われわれは FRC が産生する LPA がリ
ンパ球上の特定の LPA受容体に結合し、リン
パ球の運動性を制御する可能性を検討した。
定量 PCR 解析の結果、T 細胞は LPA 受容体
のうち、LPA2、LPA5および LPA6を発現して
いた。 
そこで、これら LPA受容体欠損マウスのリ
ンパ球を静脈投与し、リンパ節に移入したリ
ンパ球数を解析したところ、LPA5およびLPA6

欠損T細胞はリンパ節への移入に変化は認め
られなかったが、LPA2欠損 T細胞は野生型の
細胞に比較して、リンパ節に移入した細胞数
が増加した。このとき、投与した LPA2欠損 T
細胞の多くは HEV の近傍に局在したことか
ら、LPA2欠損 T細胞はリンパ節に貯留しやす
いと考えられた。 
二光子顕微鏡でリンパ節における LPA2 欠
損 T細胞の動態を解析したところ、LPA2欠損
T 細胞は野生型リンパ球に比べて、リンパ節
での運動性の低下が認められた（図 2）。さら
に、CCL19-Cre ATXfl/flマウスのリンパ節では
LPA2欠損 T 細胞の更なる運動性低下は認め
られなかった。以上より、T 細胞上の LPA2

シグナルはリンパ節実質におけるT細胞の運
動性を促進し、この運動性の亢進には FRC由
来の LPA が必要であることが明らかとなっ
た。 

 

 
図 2. LPA2欠損マウスのリンパ球はリンパ節
実質における運動性が低下する。 



(5) LPA2シグナルは狭い間隙におけるリンパ
球の運動性を促進する 
われわれは次に、LPA2シグナルによる T細胞
の運動性亢進の作用機序を解析した。これま
でにLPAはリンパ球の chemokinesisを誘導す
ることが報告されている (Kanda et al. Nat. 
Immunol. 2008)。 
 リンパ節は FRC やリンパ球など数多くの
細胞から成る稠密な組織であることから、わ
れわれは LPA2 を介したシグナルが狭い間隙
における 3次元のリンパ球運動性を制御する
という仮説を立てた。まず、Transwellを用い
て LPA 添加時の細胞移動を解析したところ、
LPAは直径 5 mの間隙を有する Transwellの
フィルターではリンパ球の運動性を変化さ
せなかったが、直径 3 mの間隙を有するフ
ィルターでは、リンパ球の移動を亢進させた。
このリンパ球移動の亢進は ROCK の阻害剤
Y27632 で抑制され、また LPA2欠損リンパ
球では認められなかった。 
 さらに、コラーゲンゲルを用いて 3次元の
リンパ球動態を解析したところ、LPAは LPA2

シグナル依存的に 3次元ゲルにおけるリンパ
球の運動性を亢進させた（図 3）。したがって、
LPA/LPA2は 3 次元におけるリンパ球の運動
性を Rho-ROCK 経路依存的に促進すること
が明らかになった。 

 
図 3.LPAは LPA2シグナル依存的に 3次元ゲ
ルにおけるリンパ球運動性を亢進させる。 
 
 
 以上の結果より、LPAはリンパ節の HEV
血管内皮細胞および FRC が産生する ATX
により生み出され、リンパ球の HEV にお
ける血管外移動および実質内での細胞移動
という一連の動きを制御する重要な生理活
性脂質であると考えられた。 
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