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研究成果の概要（和文）：これまでのノックアウトマウスを用いた解析により、オートタキシン

は発生段階の血管形成過程に重要な役割を有することが明らかになっている。しかしながらそ

の詳細な作用機構は明らかでなかった。この問いに答えるために我々はゼブラフィッシュに着

目した。ゼブラフィッシュは分子レベルでも哺乳類と血管形成過程が類似していることが示さ

れている。我々は、オートタキシンが、ゼブラフィッシュにも高度に保存されていること、お

よび、in vitro で発現させたとき、リゾホスファチジン酸産生活性（リゾホスホリパーゼ D活

性）を示すことを確認した。さらにオートタキシンに対するアンチセンスオリゴ（MO）を投与

することでオートタキシンの機能抑制を行ったところ、ゼブラフィッシュにおいても顕著な血

管形成異常が観察された。今後は各 LPA 受容体、並びにオートタキシンの基質産生酵素候補遺

伝子に関して、血管形成異常を指標として機能的関連性を明らかにし、オートタキシンの血管

形成過程における役割を分子レベルで明らかにされることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Recent studies of autotaxin deficient-mice revealed critical roles of 
autotaxin in blood vessel formation in mice, although the precise effect of autotaxin has 
been still elsive. In this study we utilized zebrafish to study the physiological roles of 
autotaxin in vasculogenesis. Significant lysoPLD activity was observed in the zebrafish 
homologue of autotaxin. We further suppressed the functions of autotaxin in zebrafish 
embryos by injecting antisense morpholino against autotaxin, and clarified that autotaxin 
has important roles in the blood vessel formation in zebrafish. 
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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）は非常に単純
な構造を有するリゾリン脂質であるが、様々
な細胞応答・生理作用を有する生理活性脂質
である。LPA は細胞膜上の特異的 G タンパ
ク質共役型受容体(LPA1-6)を介して作用を
発揮することが知られていたが、一方でその
産生機構はほとんど明らかになっていなか
った。我々は LPA 産生酵素としてオートタ
キシン（ATX）を世界で初めて同定した。ATX
は、リゾホスホリパーゼ D 反応により、LPA
を産生する。その後、我々は ATX のノック
アウトマウスを作製したところ、ATX ホモ欠
損マウスは、血管形成異常を伴う胎生致死と
なることを明らかにした。しかしながら、
ATX が発生段階の血管形成過程にどのよう
に関与しているかと言うことに関しては未
だ明らかでなかった。 
 
２．研究の目的 
魚類の代表的なモデル生物（ゼブラフィッシ
ュ）を用い、ATX の発生段階における血管形
成を評価する系を構築する。 
 
３．研究の方法 
データベースサーチによりゼブラフィッシ
ュ ATX ホモログを見出し、クローニング、お
よび培養細胞に発現させその酵素活性を評
価する。また、血管特異的プロモーター支配
下に EGFP を発現させることにより血管を非
侵襲的に可視化できるゼブラフィッシュを
用意し、その個体内で ATX の機能を抑制した
時の血管形成への影響を観察する。 
 
４．研究成果 
（１）ゼブラフィッシュATXホモログのクロ
ーニング、およびその酵素活性の確認 
マウスおよびヒト ATXを元にゼブラフィッシ
ュのゲノムデータベースをサーチしたとこ
ろ、相同性が約 65%のゼブラフィッシュ ATX 
ホモログ候補遺伝子を見出した。この遺伝子
をクローニングし、培養細胞に発現させたと
ころ、その細胞培養上清中に顕著なリゾホス
ホリパーゼ D活性を検出した。また、ヒトあ
るいはマウス ATXの活性中心に相当するゼブ
ラフィッシュ ATX の 205 番目のスレオニンを
アラニンに置換した変異体では、全く酵素活
性が見られなかった。以上の結果は、ゼブラ
フィッシュ ATXもヒトあるいはマウスと同様
にリゾホスホリパーゼ D反応により LPA を産
生しうることを示す。 
（２）ゼブラフィッシュATXの血管形成過程
における役割に関する解析 

ゼブラフィッシュ個体内における ATXの機能
を解析するために、ATX の機能を抑制する溜
めに必要なアンチセンスモルフォリノ(MO)
を作製した。作製した MO は、正常なスプラ
イシングを阻害することにより異常な mRNA
が合成され、その結果として正常な ATX の発
現を抑制する。作製した MO を投与したゼブ
ラフィッシュ胚由来の total RNA に対して、 
atx に関する RT-PCR を行ったところ、異常な
mRNA の産生が確認された。ATX の機能抑制時
に観察される血管の発生過程への影響を解
析するために、血管特異的プロモーター支配
下に EGFP を発現させることにより血管を非
侵襲的に可視化できるゼブラフィッシュを
用意し、その胚へ MO の投与を行った。その
結果 ATX に対する MO を投与した胚では、血
管形成過程が顕著に乱れており、ATX はゼブ
ラフィッシュにおいても、マウスと同様に、
発生期の血管形成に重要であることが示さ
れた。また、ATX の血管形成過程における役
割の解析にゼブラフィッシュが有用である
ことが示された。 
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ディエーターの機能」vol 27, 2059-2067, 
2009 
 
 
〔産業財産権〕 
 
○出願状況（計０件） 
○取得状況（計０件） 
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ホームページ 
http://www.pharm.tohoku.ac.jp/~seika/H2
1/index.html 
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