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研究成果の概要（和文）：SLEの病態形成におけるリゾリン脂質の役割を検討するため、血清リゾホスファチジン酸産
生酵素(ATX)とリゾホスファチジルセリン産生酵素(PS-PLA1)を測定した。SLEではPS-PLA1が有意に上昇し、疾患活動性
指標の一部と相関していた。プリスタン誘導マウスSLEモデルの脾臓ではPS-PLA1陽性細胞が増加していた。In vitroで
T細胞を刺激するとLPS受容体発現は低下するが、PS-PLA1の発現は上昇した。末梢単核球細胞のPS-PLA1発現は高濃度IF
Nα刺激で上昇した。従って、PS-PLA1はT細胞活性化マーカー・IFN-αsignatureとしての特徴を有すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We determined the serum levels of lysophosphatidic acid-producing enzyme (ATX) 
and lysophosphatidylserine-producing enzyme (PS-PLA1) to clarify the role of the lysophospholipid in the 
pathophysiology SLE. The serum level of PS-PLA1 was significantly higher in SLE patients, and correlated 
with some of the SLE disease activity indices. In pristine-induced mouse SLE model, PS-PLA1 positive 
cells were more frequently detected in spleen. T cell stimulation led to the increase of PS-PLA1 
expression and decrease of LPS receptor expression. High concentration of IFN-α increased the PS-PLA1 
expression in peripheral blood mononuclear cells. Therefore, PS-PLA1 is considered to be a T-cell 
activation marker as well as a member of IFN-α signatures.

研究分野：内科学

キーワード： 全身性エリテマトーデス

  ２版
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１．研究開始当初の背景	
	 リゾリン脂質(lysophospholipid)は多彩
な生理現象に関与する第 2世代の脂質メディ
エーターである。構造的にはアシル基を 2 本
有するリン脂質に類似するが、リゾリン脂質
のアシル基は 1 本である。リゾリン脂質に含
まれるリン脂質には、リゾホスファチジン酸
(lysophosphatidic	acid；LPA)、スフィンゴ
シン 1-リン酸(sphingosine	1-phospahte;	
Sph-1-P)、リゾホスファチジルセリン(Lyso	
phosphatidylserine；LPS)等がある。個々の
リゾリン脂質には特異的レセプター(G 蛋白
質共役受容体)や特異的産生酵素が存在する。	
	 例えば、LPA の産生酵素は autotaxin	
(ATX)/Lysophospholipase	D であり、LPS の
産生酵素は phosphatidylserine-specific	
phospholipase	1	(PS-PLA1)である。また、
LPS 受容体として、GPR34、P2Y10、GPR174、
GPR171 などが同定されている。	
	 PS-PLA1 の基質である phosphatidylserine	
(PS)	はアポトーシス細胞においてリン脂質
二重膜内側から細胞表面に転座することで
マクロファージへの”eat	me”シグナルとし
て作用する。全身性エリテマトーデス(SLE)
は抗核抗体、抗 DNA 抗体など多様な自己抗体
が出現する自己免疫性疾患であり、その病態
形成には免疫系を中心に多くの機転が関与
するが、アポトーシスの関与も示唆されてお
り、SLE ではアポトーシス細胞の処理に異常
があることが報告されている。従って、
PS-LPS系の異常がSLEの病態形成に寄与する
可能性が考えられる。	
	
２．研究の目的	
(1)	本研究の目的は SLE の病態形成における
リゾリン脂質の役割を検討することである。
検体中のリゾリン脂質を LC/MS 法で直接定量
することは可能であるが、前処理(除蛋白・
脂質抽出)含め労力を要する。直接法の代替
としてリゾリン脂質産生酵素を解析する。
SLE や関節リウマチ(RA)を含む自己免疫疾患
におけるリゾリン脂質産生酵素(PS-PLA1、
ATX)の蛋白質レベルでの発現について特異
抗体を用いて免疫学的に検出する。	
(2)	SLE のモデルマウスとしては、MRL/lpr
マウス（アポトーシスに関与する Fas 遺伝子
の変異による Fas 機能欠損マウス）や DNase	
II	遺伝子欠損マウス（自己抗原である DNA
の過剰蓄積による免疫寛容の破綻）など幾つ
かのモデルマウスが知られているが、本研究
ではプリスタン腹腔内投与により SLE モデル
マウスを作成し、PS-PLA1 の発現を免疫組織
学的に検討する。	
(3)	末梢血単核球細胞におけるリゾリン脂
質産生酵素(PS-PLA1)および LPS レセプター
の発現レベルを RNA レベルで解析する。また、
SLE ではインターフェロンα(IFN-α)により
誘導される遺伝子群の発現亢進が報告され
ており(IFN-αsignature)、LPS 産生酵素やそ
の受容体が IFN-αで誘導されるか否か検討

する。	
	
３．研究の方法	
(1)	血清等検体中のリゾリン脂質産生酵素
の測定	
	 2 種類のモノクローナル抗体を用いたリゾ
リン脂質産生酵素(ATX、PSPLA1)濃度測定は
自動免疫測定装置 AIA シリーズ(東ソー社)を
用いて東京大学医学部附属病院検査部(臨床
病態検査医学)にて施行した。	
	(2)	プリスタン(pristane,	PST)誘導マウス
SLE モデル	
	 プリスタンは飽和テルペノイドアルカン
であり、8 週齢 Balb/cx マウス(♀)をコント
ロール群（生理食塩水0.5mL腹腔内投与n=10）
と PST 群(プリスタン 0.5mL 腹腔内投与群
n=16)に分けてモデル動物を作成した。4 週間
後に CT 群、PST 群の半数を解剖して全採血・
血清分離し、腎臓および脾臓を摘出して OCT
コンパウンドで包埋を行った。	
(3)	免疫組織化学染色	
PSPLA1 染色：薄切を作成後、PS-PLA1 の免疫
組織化学染色は抗 PLA1A 抗体（ヤギ、sc79675	
サンタクルーズ）と酵素標識抗ヤギ IgG 抗体
（二次抗体）を用いて施行した。	
ATX 染色：滑膜（Ⅱ型コラーゲン誘導マウス
関節炎モデル）およびマウス脈絡膜は、ビオ
チン化抗 ATX 抗体と酵素標識アビジンを用い
て染色した。	
(4)	末梢血リンパ球における PS-PLA1 および
LPS レセプターの RNA 発現解析	
	 細胞 RNA 抽出は RNeasy	mini	kit	(Qiagen)
を用いて行った。cDNA はトランスクリプター
ゼユニバーサル cDNA マスター(Roche)を用い
て合成し、定量的 PCR は Taqman	probe と
FastStart	Essential	DNA	probes	Master、
LightCycler(Roche)を用いて比較 Ct 法で施
行した。PSPLA1(Hs01056915_m1)、GPR34(Hs	00	
271105_s1)、GPR174(Hs00261404_s1)、P2RY10	
(Hs00274326_s1)、βactin	(Hs999	99903_m1)
の PCR 効率は各々2.24、2.25、1.89、1.98、
1.73 であった。	
	 In	vitro での細胞増殖/生存は RealTime-	
Glo(Promega)の MTT 法を用いて評価し、化学
発光は Enspire(PerkinElmer)で測定した。	
	
４．研究成果	
(1)	血清検体中のリゾリン脂質産生酵素の
測定	
	 ATX に関しては、男性 SLE(n=9)、女性
SLE(n=17)ともに健常人レベルよりも軽度上
昇していたが、疾患コントロールとの有意差
はなく、ATX と疾患活動性マーカーとの関連
も認められなかった。	
	 PS-PLA1 に関しては、女性 SLE の血清レベ
ルは 100.8	+	76.0pg/ml であり、健常女性	
(29.4	+	12.0pg/ml)より有意に高値であった。
男性 SLE(97.8	+	65.2pg/ml)も同様に健常男
性(37.4	+	20.8pg/ml)に比して有意に高値で
あった。また、血清 PS-PLA1 値と SLE-DAI	



（r=0.53,	p<0.01）や BILAG（r=0.54,	p<0.01）
との間に有意な相関関係を認めた。個々の臨
床所見、臨床検査との関連については、全身
症状、皮膚粘膜症状、血管炎スコア、GOT と
は有意な正の相関関係、白血球数、血小板数、
C3とPは有意な負の相関関係を呈した。また、
ステロイドを含む免疫抑制療法により、血清
PS-PLA1 値は有意に減少した(p=<0.01)。	
	
(2)	プリスタン(pristane,	PST)誘導マウス
SLE モデル	
	 コントロール群の腎組織では、PS-PLA1 は
尿細管細胞で発現がみられ、皮質領域の尿細
管細胞に強く発現し、髄質外帯領域尿細管細
胞での発現は比較的弱く、内帯領域には染色
される細胞を認めなかった。PST 群でも同様
であり、明らかな差異は認められなかった。	

	
	 一方、脾臓についてはコントロール群でも
赤脾髄や一部の白脾髄の脾小節に陽性細胞
を認めたが、その頻度は少なかった。一方、
PST 群では白脾髄周辺部や赤脾髄に陽性細胞
が増加していた。	

	
なお、マウス血清中に Western-blot では
PS-PLA1 は検出されなかった。測定感度の問
題、あるいは検体採取時期(4W)の問題も考え
られる。また、ATX は SLE 血清中で増加して
いなかったので、PST マウスモデルでの染色
は施行しなかったが、既存のマウスコラーゲ
ン関節炎モデルの滑膜切片を染色したとこ
ろ、ATX の発現が認められた。	

	
(3)	末梢血リンパ球における PS-PLA1 および
LPS レセプターの RNA 発現解析	
	 ヒト末梢血単核球細胞(PBMC)と好中球の

PS-PLA1 の mRNA 発現は同程度で、T 細胞の
PS-PLA1 発現は B 細胞や単球に比して低値で
あった。フィトヘマグルチニン L(PHA-L)によ
る in	vitro での T 細胞活性化により(10μ
g/mL)、PBMCのPS-PLA1発現は有意に(p=0.02)
上昇した	(5 回実験)。従って、PS-PLA1 は T
細胞の活性化マーカーと考えられる。一方、
LPS 受容体の RNA 発現は GPR34	(p<0.01)、
GPR174	(p<0.01)、P2RY10	(p=0.01)全てで有
意に低下していた(3 回)。	
	

	 LPS は細胞増殖を抑制することが報告され
ている。本研究でも in	vitro で LPS を添加
するとヒト PBMC の生存は短縮したが、PHA-L
で活性化した T細胞への影響は限定的であっ
た。従って、活性化 T 細胞では LPS 受容体の
発現低下を介して、LPS の細胞傷害性を回避
している可能性が示唆された。	

	
	
	 IFN-α	signature に関し、PBMC	の PS-PLA1
発現は高濃度 IFN-α(500	pg/mL〜50	ng/mL)
処理で発現が増強した。LPS 受容体も低濃度
(5〜500	pg/mL)IFN-αにより発現が増強して
おり、IFN-α域に相違はあるが、いずれも
IFN-α	signature に属すると考えられる。	
	



	
	
	 PSPLA-1はIFN-α	signatureの一つであり、
血清 PS-PLA1 の測定は SLE の診断や活動性モ
ニターに有用な可能性が示唆された。	
	
	ATX 遺伝子多型の機能について、健常人 Hap	
Map で使用されている EBV 不死化細胞のアレ
イデータベースでの ATX 発現量を genotype
別に解析することで in	silico での解析を行
うと、rs965301（ATX 遺伝子イントロン）の
genotype を 0，1，2 として ATX 発現量との相
関を回帰分析したところ有意差が検出され、
rs965301領域にはATXの発現に影響をあたえ
る多型の存在が示唆された。PS-PLA1 には、
このような多型は検出されていないが、ATX
や PS-PLA1 遺伝子が SLE の疾患感受性遺伝子
か否かを含め、今後の研究課題である。	
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