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研究成果の概要（和文）：Imaging MS、LC-MS/MS解析から、心筋梗塞時に梗塞部位特異的にドコサヘキサエン酸
（DHA）型LPAが産生されることが明らかとなった。このDHA-LPAの産生は既存のLPA産生酵素であるオートタキシ
ン（ATX）には依らない機構であり、新たなLPA産生機構の存在が示唆された。
LPA3受容体による迷走神経を介した機能として、これまでに見出した心抑制に加え、呼吸機能の制御を明らかに
した。また、その過程で、LPA3作動薬の迷走神経に依存しない様々な薬理作用を見出した。これによって個体に
おける新たなLPA3の生理機能が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Imaging MS and LC-MS/MS analysis revealed that lysophosphatidic acid (LPA) 
containing docosahexaenoic acid (DHA (22:6)) was selectively elevated in the ischemic heart. 
Administration of autotaxin (ATX) inhibitor did not affect the increase of DHA-LPA, suggesting that 
DHA-LPA was produced in ATX-independent manner.
LPA3 agonist induced a transient apnea and a prolonged hypopnea, which is resulted from activation 
of vagus nerve. We also found novel pharmacological action of LPA3 agonist independent on vagus 
nerve.

研究分野：生理活性脂質
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１．研究開始当初の背景 
 
迷走神経は抹消組織における何らかの異
変を感知し、反射反応によって定常時の組織
機能の恒常性を維持している。迷走神経は
様々な疾患時においても機能しており、炎症
性疾患時には抗炎症作用を誘導する。また、
迷走神経の活動には個人差があり、例えば、
迷走神経の活動が活発でないと、心筋梗塞後
の予後が悪いことが報告されている。このよ
うな知見から近年、様々な疾患に対して迷走
神経を刺激する治療戦略に関心が高まって
おり（Nature News 2014）、心筋梗塞やてんか
んの治療に埋め込み型電極による迷走神経
を刺激する電気パルス療法が実用化されつ
つある。一方で、病態時の末梢組織では何ら
かの内因性分子が迷走神経末端を刺激する
と考えられるが、その内在性因子の実態は不
明な点が多く残されている。申請者は最近、
脂質メディエーターの一つであるリゾホス
ファチジン酸（LPA）が新規迷走神経制御因
子であることを見出した。 

LPAは代表的なリゾリン脂質であり、オー
タコイド性の生理活性脂質・脂質メディエー
ターとして細胞膜上の 6 種類の LPA 受容体
（LPA1-6）を介し様々な生命現象に関与する。
研究代表者は、LPA3受容体の生理機能を解析
する過程で、マウスに LPA3 作動薬を静注す
ると、降圧・徐脈といった、迷走神経興奮時
に見られる典型的な作用が誘導されること
を見出した。この作用は LPA3 ノックアウト
（KO）マウスでは全く観察されず、迷走神経
の外科的切断及び求心性神経の不活化によ
っても消失したことから、末梢において LPA3

の活性化は迷走神経興奮を促すことが明ら
かとなった。 
 一方、これまでに研究代表者のグループは、
質量分析計を駆使したリゾリン脂質の高感
度一斉分析系を確立し（J. Lipid Res. 2014）、
東京大学病院検査部矢富裕教授らとの共同
研究によって、様々な疾患患者検体の解析を
行ってきた（ATVB 2014, BBA Clin. 2015）。最
近、研究代表者は、心筋梗塞を主とする急性
冠症候群患者血液の網羅的な脂質解析から、
不飽和型 LPA、特にドコサヘキサエン酸
（DHA）が結合している LPA が血中で顕著
に増加することを見出した（ATVB 2014）。ま
た、左冠動脈結紮によるマウス心筋梗塞モデ
ルにおいても、虚血による心筋壊死が生じて
いる部位で DHA型 LPAが著しく上昇するこ
とがわかった。興味深いことに、不飽和型LPA
は LPA3 受容体を強力に活性化させるリガン
ドであった。そこで次に、LPA3 KOマウスに
心筋梗塞を発症させたところ、KO マウスで
は心筋梗塞後の壊死面積が有意に増加する
ことが分かった。さらに LPA3 作動薬の投与
は迷走神経依存的に壊死面積を顕著に減少
させた。 
 以上の結果から申請者は、心筋梗塞時に産
生される不飽和型 LPAは LPA3を介して迷走

神経を興奮させることで心臓を保護すると
いう、生理活性リゾリン脂質 LPAの迷走神経
制御因子としての新たな機能を提唱するに
至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、LPA3による迷走神経活性制御
機構における、主に以下の未解決な点を明ら
かにすることを目的とした。 

 
(1) 心筋梗塞における不飽和型 LPAの産生機
構の解析 
心筋梗塞時に、いつ、どこで不飽和型 LPAが
産生されるのか、更に産生酵素を明らかにす
る。 
(2) LPA3によって制御される新たな迷走神経
機能の解明 
迷走神経はほぼ全ての全身の臓器を支配す
る神経であることから、LPA3によって活性化
される迷走神経は心臓以外にも影響を与え
る可能性がある。従って、迷走神経における
LPA3の発現解析を行い、さらに LPA3作動薬
を用いることで、LPA3によって制御される新
たな迷走神経機能の解明を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 心筋梗塞モデルマウスの作成  
虚血性心疾患モデルとしてマウスの左前下
行枝結紮による心筋梗塞モデルを用いた。三
種混合麻酔下においてマウスを開胸し、冠動
脈を結紮、一定時間後に心臓を回収し、
LC-MS/MS 解析または imaging MS 解析を行
った。再灌流モデルの場合は結紮 45 分後に
虚血を解放し、一定時間後に心臓を回収した。 
 
(2) LC-MS/MS解析、imaging MS 解析 
リ ン 脂 質 の LC-MS/MS 解 析 に は 、
TSQ-Quantiva（トリプル四重極MS）と U3000
（LC）を組み合わせたシステムに対し、ODS
カラムを用いた。心臓組織をメタノール中で
破砕し、その上清をフィルター処理したもの
をサンプルとして解析を行った。結果は、内
部標準物質に対するピークエリア値の比を、
サンプル重量で補正して解析をした。 
Imaging解析には、Q-Exactive（orbitrap型MS）
と AP-SMALDI10（MALDI用レーザーユニッ
ト）を組み合わせたシステムを用いた。凍結
切片に対して、4-nitroanilineを suncollectオー
トマチックスプレイヤーにて噴霧し、その後、
fullscan modeにてMALDI-imaging解析を行っ
た。 
 
(3) in situ hybridization 
LPA3 mRNAの検出には RNA scopeによる in 
situ hybridization法を用いた。4%PFA固定し
た組織から凍結切片を作成し、RNA probeは、



Mm-Lpar3, Mm-Polr2a, DapB を、発色には
RNAscope 2.5 HD Reagent Kit- REDをそれぞ
れ用い、定法に従って検出を行った。 
 
(4) LPA3作動薬の薬理作用の検討 
LPA3 作 動 薬 は T13 (EMBO J. 
36(14):2146-2160）を用い、静脈内投与、腹腔
内投与、子宮内投与および精巣内投与といっ
た様々な経路で投与した。迷走神経依存性の
確認は、マウス頸部の迷走神経を両側性に切
断することで行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 心筋梗塞における不飽和型 LPAの産生機
構の解析 
 
まず組織切片における脂質の局在を可視
化するため、MALDI-imaging MS法によるリ
ゾリン脂質の明瞭な検出方法を検討した。そ
の結果、4-nitroaniline をマトリクスとして用
いることで LPAや LysoPSといった存在量が
少ないリゾリン脂質も検出可能となった。そ
こで、マウス心筋梗塞モデルを作成し、24時
間後の心臓を用いて imaging MS 解析を行っ
たところ、様々な LPA分子種の中でも、ドコ
サヘキサエン酸（DHA）結合型の LPA が、
虚血部位特異的に蓄積していることを新た
に見出した。また、その他の DHA 含有リゾ
リン脂質も同様に虚血部位における顕著な
増加がイメージングできた。そこで次に
LC-MS/MS解析によって定量的な評価を行っ
たところ、心臓虚血時間依存的に、DHA-LPA
レベルが上昇していき、この上昇は非虚血部
位では全く認められなかった。更に、同様の
DHA-LPA の変動が、虚血再灌流モデルにお
いても観察された。また、心臓組織を単離し、
培地中でインキュベートしたところ、それだ
けで DHA-LPA の上昇が認められたことから、
心筋細胞において何らかの機構で DHA-LPA
が産生されることが示唆された。一方、ヒト
疾患患者との相違として、マウス心筋梗塞モ
デルでは、血中 LPAレベルは有意な変動は認
められなかった。 
次に主要な LPA 産生酵素として知られて
いるオートタキシン（ATX）が虚血心臓にお
ける DHA-LPA の産生に関与するかを検討す
るため、ATX阻害剤の投与を行った。ATX阻
害剤によって血中 LPA レベルは顕著に低下
した一方で、興味深いことに、虚血部位の
DHA-LPA レベルは全く変化しないことを見
出した。また、膵リパーゼファミリーを広く
阻害するオルリスタットの投与によっても
虚血時に DHA-LPA が上昇することから、こ
の DHA-LPA 産生はこれまでに報告されてい
る LPA 産生機構とは異なる新しい機構によ
るものと考えられた。 
そこで LC-MS/MS解析によって、虚血心臓
のリン脂質を網羅的に解析したところ、

DHA-LPA の増加と類似した時間軸で、DHA
含有型ホスファチジン酸（PA）が劇的に増加
することが明らかとなった。興味深いことに、
PA分子種の中でもDHA型以外の分子種は変
動しないか、あるいは逆に減少していた。ま
た、PA 以外のジアシルリン脂質においては
DHA結合型の変化は全く認めらなかった。以
上の結果から、心筋細胞では虚血刺激によっ
て DHA含有 PAの代謝が変化し、引き続く何
らかのホスホリパーゼによって DHA-LPA が
産生する可能性が示唆された。今後は細胞内
における DHA-PA の代謝機構に焦点をあて、
虚血時における変化を解析する必要がある。 
 
(2) LPA3によって制御される新たな迷走神経
機能の解明 
 
 まず求心性迷走神経のどのようなポピュ
レーションに LPA3 が発現しているのかを明
らかにするため、迷走神経の細胞体が存在す
る nodose ganglion（NG）に対して RNA scope
を用いた in situ hybridizationを行った。その
結果、NGの半数程度の細胞に LPA3のシグナ
ルが観察され、さらにその極一部では非常に
高い発現であることが明らかとなった。従っ
て LPA3 は全ての迷走神経ではなく、心臓を
はじめとしたある特定の臓器を支配する迷
走神経を強く制御していることが示唆され
た。現在、NG の細胞体における更なる詳細
なポピュレーション解析を進めている。 
 次にマウスに LPA3 作動薬を投与すること
で誘導される様々な薬理作用を指標に、新た
な機能の推定を行った。その結果、呼吸機能
の抑制（一過性の無呼吸、呼吸回数低下）、
炎症性・抗炎症性サイトカインの産生変動を
見出した。また、LPA3作動薬を局所投与する
ことで子宮の肥厚や精巣構造の変化といっ
た薬理効果も迷走神経とは関係なく誘導す
ることを発見した。 
 LPA3 作動薬による呼吸機能の抑制に関し
ては、LPA3 KOマウスおよび迷走神経切除術
によってその作用がほとんど認められなく
なることから、LPA3による迷走神経興奮の結
果であることが確認できた。これらの作用の
生理・病理的な意義を解明するため、様々な
呼吸器疾患マウスモデルの肺または肺胞洗
浄液中の LPAの解析を LC-MSで行ったとこ
ろ、ブレオマイシン肺線維化モデルや塩酸投
与モデル等で LPA レベルの亢進が認められ
た。従って今後は、これら病態モデルにおけ
る LPA3 と迷走神経を介した呼吸機能制御を
検討する必要が生じた。 
 一方で、LPA3作動薬によるサイトカインレ
ベルの変動は、予想外なことに、LPA3 KOマ
ウスへ作動薬を投与した際にも認められる
ことから、他の LPA受容体が主に関与してい
ることが明らかとなった。当初の目的とは異
なった結果が得られたが、興味深い知見と考
えて研究を進めた結果、責任受容体と細胞の
同定に至った。現在、敗血症モデルにおける



本システムの病理的意義の解明を進めてい
る。 
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