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研究成果の概要（和文）：近年リゾリン脂質に特異的に応答するGPCRが存在することがわかってきた。これらのGPCRは
脂質メディエータリゾホスファチジン酸（LPA）やスフィンゴシン１リン酸（S1P）に対する受容体として機能する。ま
た、これらリゾリン脂質を産生する特異的酵素も明らかとなった。興味深いことに、これらのGPCR、産生酵素は脊椎動
物で高く保存されている。そこで、本研究では、マウスとゼブラフィッシュをモデル生物とし、脊椎動物で普遍的に保
存されているリゾリン脂質の機能を明らかにすることを目的とした。その一つの成果として、LPA分解酵素の血管形成
制御機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Lysophospholipids are phospholipids that have only one acy chains. In the past 
two decades many GPCRs have been shown to react specifically with some of lysophospholipids. These 
include receptor for lysophosphatidic acid (LPA) and sphingosine 1 phosphate (S1P). In addition, specific 
enzymes that produce these lysophosphspholipids have been identified. Interestingly, these receptors and 
synthetic enzymes for lysophospholipids are highly conserved in vertebrates. Thus, in this study, to 
identify the patho-physiological roles of lysophospholipids, which is conserved among the wide range of 
vertebrates, we performed functional analyses of lysophospholipid receptors and synthetic enzymes using 
zebrafishes and mice as animal models. As one of the results in this study, we found new molecular 
mechanism underlining the embryonic blood formation mediated by LPA-degrading enzyme.

研究分野：脂質生物学
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１．研究開始当初の背景 
エイコサノイド、ステロイド、ジアシルグリ
セロールなどに加え、この 10 年の間にリゾ
リン脂質が脂質メディエーターとして重要
な機能を持つことが次々に明らかにされ、第
２世代の脂質メディエーターとして、非常に
注目されている。このような生理活性リゾリ
ン脂質にリゾホスファチジン酸（LPA）、ス
フィンゴシン１リン酸、リゾホスファチジル
セリン（LPS）がある。これら生理活性リゾ
リン脂質の活性は当初 in vitroで発見された
が、つい最近まで、個体レベルでの役割は不
明であった。他の脂質メディエーター同様、
生理活性リゾリン脂質は（１）特異的な機構
で産生され（産生酵素）、（２）特異的に作用
し（受容体）機能を発揮するものと考えられ
ている。申請者を中心とする国内外の研究者
により、この 10 年の間に LPA や LPS に対
するＧタンパク質共役型受容体や産生酵素
が次々と同定され、それらのノックアウト
（KO）マウスやヒト遺伝病の解析からこれ
ら生理活性リゾリン脂質の生体内で重要な
機能を有することが明らかになってきてい
る。 
 申請者これまで、これまで LPAと LysoPS
の作用・産生に関与する多くの新規遺伝子を
単離・同定することに成功している。まず、
リゾリン脂質の作用を説明する新規受容体
４種類（LPA 受容体 LPA3/EDG7、LysoPS
受容体 LPS2/P2Y10、LPS2L、LPS3/GPR174）
を世界に先駆けて同定することに成功した。
また、これらの受容体も含め LPA 受容体
（LPA1-4）、LPS（LPS1-4）のノックアウトマ
ウスの解析を行っている。この中には、細胞
遊走（LPA1）や受精卵着床（LPA3）、リンパ
球活性化（LPS2）などの発見も含んでいる。
一方、３種類の LPA 産生酵素（Autotaxin、
PA-PLA, ）を同定し、Autotaxin が血管
形成に、PA-PLA1が毛根形成に関与するこ
とを示した。科学技術政策所の報告によると
申請者は生理活性リゾリン脂質の分野のト
ップオーサーと認識され（論文引用による評
価）、その業績は国内外の研究者から高い評
価を受けている。 
 次に、生理活性リゾリン脂質研究の現状と
今後解決すべき課題について述べる。他の脂
質メディエーターと同様に、受容体と産生酵
素の同定とその機能解析が先行していた。最
近になって、生理活性リゾリン脂質機能は、
（３）輸送体（トランスポーター）、（４）代
謝酵素（代謝酵素）によっても厳密に制御さ
れることが示された。しかし、これらトラン
スポーターや代謝酵素の分子実態、さらには
その機能に関して不明な点が多く残されて
いる。代謝酵素、トランスポーター分子の候
補分子はゲノム上に遺伝子クラスターを形
成し、多種類のイソフォームとして存在して
いるため、遺伝子機能の重複が予想され、ノ
ックアウトマウスを用いた機能解析は困難
極める可能性がある。ダブル・トリプルノッ

クアウトマウスを作成するストラテジーは
可能ではあるが、多大な時間と労力を要する。
また、脂質の分析技術が未熟だったため、リ
ゾリン脂質の生体内での分析に関しては大
きく遅れを取っている。 
 これまでのリゾリン脂質研究はヒトサン
プル、あるいはモデル生物としてマウスを用
いた解析が主流であった。多数の遺伝子機能
を網羅的に解析するためには下等なモデル
動物を利用することは極めて有効である。
様々なモデル生物におけるリゾリン脂質関
連の遺伝子の存在を調べたところ、線虫、シ
ョウジョウバエでほとんど存在しないもの
の、ゼブラフィッシュは哺乳類とほぼ同じセ
ットのリゾリン脂質関連遺伝子が保存され
ていることが分かった。ゼブラフィッシュで
は、リン脂質分子種も、本研究のターゲット
である、LPA や LPS を含めほぼ哺乳類と同
じであることを確認している。後述するよう
に、ゼブラフィッシュではモルフォリノRNA
（MO）を用いた遺伝子抑制系が使用可能で
ある。生理活性リゾリン脂質の機能を解明す
る上でゼブラフィッシュは理想的なツール
であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 以上述べた問題点を解決すべく、本研究に
おいて申請者はリゾリン脂質性脂質メディ
エーターのの乳類からゼブラフィッシュま
で脊椎動物で高く保存されている生体内機
能 を解明することを研究目的とする。 
 
３．研究の方法 
・ マススペクトロメトリー（以下 MS）を
用いたリゾリン脂質検出系を確立し、ゼ
ブラフィッシュをモデル生物としてリゾ
リン脂質の発現プロファイルを明らかに
する。 
・ ゼブラフィッシュにおけるモルフォリ
ノ RNA（以下MO）による遺伝子抑制系
を用い、リゾリン脂質関連遺伝子の機能
を抑制した場合の表現型を解析する（フ
ェノーム解析）。さらに、それぞれの遺伝
子抑制個体におけるリゾリン脂質の発現
プロファイルを調べることで、ゼブラフ
ィッシュにおけるリゾリン脂質代謝マッ
プ、さらには、代謝に関わる遺伝子群を
明らかにする。 
・ ゼブラフィッシュの実験系で機能が明
確になった分子に関してはノックアウト
マウスを作製し、哺乳類における機能を
解明すると同時に、ヒト疾患との関連を、
臨床個体サンプルを用い検討する。 
 
４．研究成果 
 
4-1 リゾホスファチジン酸による血管形成
制御機構の解析 
 
【背景】 



 リゾホスファチジン酸（LPA）は、グリセ
ロール骨格に１本の脂肪酸とリン酸が結合
した単純な構造のリゾリン脂質であるが、
LPA 特異的な 6種類の GPCR（LPA1-LPA6）を介
して多彩な生理的・病理的機能を発揮する。
LPA は血中では主にリゾホスファチジルコリ
ン（LPC）がオートタキシン（ATX）に加水分
解されることで産生される。当研究室におい
て ATX ノックアウト（KO）マウスが作製・解
析され、ATX KO マウスは血管形成異常を伴い
胎生致死であることが明らかとなった。一方、
in vitro で LPA 分解活性を有する Lipid 
phosphate phosphatase 3 (LPP3) の KO マウ
スも血管形成異常を示すことが報告されて
いることから、LPP3 が LPA の量を制御し血管
形成に寄与している可能性が想定される。こ
のようにLPAはその産生酵素や分解酵素の機
能を抑制することで血管形成異常を示すこ
とから、生体にとって重要な血管新生因子で
あることが明らかとなってきた。しかしなが
らLPAがどのように血管形成を制御している
のか詳細な機能やその分子メカニズムなど
は不明である。私は、LPA の産生酵素、受容
体、分解酵素の網羅的な解析から、血管形成
における LPA の機能を探ろうと考え、研究を
行った。 
 
【方法と結果】 
4-1-1 ゼブラフィッシュにおいてもATXをノ
ックダウンすると血管形成異常を生じる 
 血管形成を詳細に観察でき、容易に遺伝子
の機能を抑制できるゼブラフィッシュを用
いてLPAの血管形成における機能の解析を試
みた。 
 血管内皮細胞に EGFP を発現するトランス
ジェニック（Tg）フィッシュ（fli1:EGFP）
胚に ATXに対するアンチセンスモルフォリノ
オリゴヌクレオチド（MO）をインジェクショ
ンすることで、ATX をノックダウンし、血管
形成を観察した。その結果 ATX ノックダウン
胚では体節間血管（intersegmental vessel, 
ISV）と呼ばれる血管の伸長が遅れることが
明らかとなった。この血管形成異常のメカニ
ズムを探るために、内皮細胞で核移行型 EGFP
を発現する Tg (fli1: nEGFP)フィッシュを用
いて解析した。結果、ATX ノックダウン胚で
は血管一本当たりの細胞数は変わらず、血管
の先端の細胞が背側に遊走できなくなって
いることがわかった。次に血管形成に関与す
る受容体を同定するために、LPA 受容体を単
独または複数を組み合わせてノックダウン
し、血管形成を観察した。その結果ゼブラフ
ィッシュでは LPA1, LPA4, LPA6a, LPA6b が血
管形成に関係する受容体だと考えられた。 
 
4-1-2 LPP3 ノックダウンによって生じる血
管形成異常は LPA6a への過剰なシグナルによ
るものである 
 次に、LPA 分解酵素である LPP3 に着目し、
解析を行った。ゼブラフィッシュには LPP3

遺伝子が２つあったためその２つを LPP3a, 
LPP3b とした。 LPP3a, 3b をノックダウンし
たところ、LPP3a ノックダウン時には管腔の
未形成や血管の結合が切れて退縮している
様子がしばしば観察された。しかし、LPP3b
のノックダウンでは特に血管に異常が見ら
れなかったことからゼブラフィッシュでは
LPP3a が血管形成に重要であると考えられた。
そこで、この LPP3a ノックダウンによる異常
がLPAシグナルを介しているのかを検証する
ために、LPA 産生酵素である ATX を過剰発現
させ、LPA 量を増加させることで LPP3a ノッ
クダウン時と同様に血管の退縮や管腔の未
形成が引き起こされるかどうかを調べた。そ
の結果、ATX の過剰発現により、LPP3a ノッ
クダウン時と同様の血管形成異常が観察さ
れた。 
 次に LPP3a と LPA 受容体を同時にノックダ
ウンしたところ、LPA6a を同時にノックダウ
ンした場合血管の退縮と管腔の未形成がレ
スキューされた。以上の結果より、通常時で
は LPA を LPP3a が分解することで、LPA6a に
作用する LPA 量を調節しており、LPP3a がノ
ックダウンされた場合は、過剰なLPAが LPA6a
に作用し、管腔の未形成・血管の退縮が生じ
ているものと考えられる。 
 
4-1-3 LPA は内皮細胞間接着を弱める 
 LPA の細胞レベルでの機能を探るため、
human umbilical vein endothelial cell 
(HUVEC) を用いて解析を行った。コンフルエ
ントまで培養した HUVEC を LPA 刺激したとこ
ろ、アクチンストレスファイバー形成が促進
され、内皮細胞間接着に重要である
VE-cadherin の局在が変化し、細胞間接着が
弱まっている様子が観察された。siRNA を用
いたノックダウン実験から、この LPA の作用
は LPA6 受容体を介していることが明らかと
なった。また LPA 分解酵素である LPP3 をノ
ックダウンするとLPAの作用が増強されるこ
とがわかった。LPA6の下流シグナルを調べた
ところ、LPA 刺激により Ga13/RhoA/ROCK 経路
が活性化していることが示唆された。 
 
4-1-4 LPA は非接着面において作用しやすい 
 興味深いことに、HUVEC を用いた解析を行
う中で、細胞の接着状態によって LPA に対す
る感受性が変化することがわかった。コンフ
ルエントまで培養した HUVEC を、チップを用
いてスクラッチし、一つの細胞で接着面と非
接着面を作り出し、LPA 刺激したところ非接
着面で強くアクチンストレスファーバーを
形成することがわかった。また LPP3 の局在
を調べたところ、LPP3 は細胞間接着部位に局
在していた。この結果から LPP3 の存在する
細胞間接着部位ではLPAのシグナルが入りづ
らく、非接着面で LPA のシグナルが入りやす
いことが示唆された。 
 
4-1-4 まとめと考察 



 ゼブラフィッシュを用いた解析から、
ATX-LPA シグナルの減弱は血管の伸長を抑制
することが明らかとなった。逆に、LPA の過
剰なシグナルは血管の伸長にはあまり影響
を与えず、管腔形成を抑制し、血管退縮を促
進した。LPA シグナルが減弱した際には主に
血管の先端にいる内皮細胞に影響が出たが、
LPP3 をノックダウンし、LPA シグナルが過剰
になった場合には血管の先端の細胞にはほ
とんど影響は出ず、他の内皮細胞に異常が生
じた。このことから、通常時には LPA シグナ
ルはある一部の内皮細胞にのみ作用し、他の
内皮細胞は LPP3 により LPA シグナルが入り
づらい状況になっていることが想定される
（下図）。培養内皮細胞を用いた解析からも
細胞の状態によってLPAに対する感受性が変
化することが明らかとなっており、生体内で
も細胞によってLPAに対する感受性が異なっ
ていることが考えられる。 
 この研究から、LPA シグナルは産生酵素、
受容体、分解酵素によってその作用する部位
が厳密に制御されており、この制御が血管形
成に重要であることが明らかとなった。 
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