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研究成果の概要：冠動脈疾患患者の LDL 中に含まれるスフィンゴシン 1－リン酸(S1P)とリゾフ

ォスファチジン酸(LPA)の量を測定し、また、LDL による血管平滑筋細胞の遊走反応を調べ、脂

質分子バランスと平滑筋細胞の遊走反応との関係を検討した。基礎的検討において、LPA は LPA1

受容体を介して血管平滑筋細胞の遊走活性を促進し、S1P は S1P2 受容体を介して血管平滑筋細

胞の遊走活性を抑制することを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
スフィンゴ脂質の代謝産物であるスフィン
ゴシン 1-リン酸（S1P）は血中では高密度リ
ポ蛋白 (HDL)に高濃度存在し HDL コレステ
ロール量と S1P 量に正の相関があること、内
皮細胞の障害保護、遊走、アポトーシスの抑
制、接着分子発現抑制、血管平滑筋細胞の遊
走抑制などの抗動脈硬化作用は HDL 中の S1P
を介していることを明らかにしてきた。即ち、
従来知られていた HDLの抗動脈硬化作用の少
なくとも一部は S1Pを介していることが示さ
れた。しかし、低密度リポ蛋白 (LDL)中にも
HDL 中ほどではないが S1P は存在している。
LDL が酸化されると S1P 含量は減少するが、

この事実だけで、LDL、酸化 LDL が何故、動
脈硬化促進的に作用するのかを説明するこ
とは難しい。ところで、S1P に構造の類似し
たリゾホスファチジン酸 (LPA)は EDG-受容
体ファミリーのリガンドであるが S1Pとは異
なった受容体に結合する。血管系では平滑筋
細胞に発現し、細胞増殖、細胞遊走の亢進と
動脈硬化に対しては促進的に作用する。LPA
の血中分布を測定したところ LDLに比較的多
く存在し、LDL の酸化に伴い著明に増加する
ことが判明した。従って、LDL 中には LPA の
方が S1P より多く存在し、LDL が酸化される
とこの傾向は顕著になり LPA が S1P より圧倒
的に多くなる。これらの知見は LPA と S1P の



バランスがリポ蛋白の抗動脈硬化性、動脈硬
化促進性を決定しており、LPA の S1P に対す
る割合が増加すると動脈硬化に対して促進
的になることを示唆している。 

ヒト冠動脈平滑筋細胞の遊走反応は動脈
硬化症、血管形成術後再狭窄時の内膜肥厚に
伴う特徴的な細胞応答である。LDL は細胞遊
走促進、HDL は遊走抑制を起こし、従来、指
摘されているリポ蛋白の病態における作用
と一致する。我々は既に、LPA は LDL と同様
に遊走促進、S1P は HDL と同様に遊走抑制を
起こすことを見出している。 

 
２．研究の目的 
リポ蛋白中の S1P と LPA バランスが動脈硬化
症をともなう冠動脈疾患の新しいバイオマ
ーカーとなる可能性について解析する。本研
究では LPA，S1P の相反する作用の結果が反
映されるこの遊走反応を調べることでリポ
蛋白の血管病リスクに対するバロメーター
とする。従って、各個体から LDL を調製し、
LDL による平滑筋細胞の遊走反応と LPA、S1P
濃度比の関係を測定することをできるだけ
多数の個体で調べ、脂質分子バランスが平滑
筋細胞の遊走反応（強力な細胞遊走活性を有
する PDGF 有無）と相関することを証明する
ことが目的である。 

 
３．研究の方法 
研究データ解析までの流れ 
(1)血液検体を集め血漿として冷凍保存。 
(2)検体からリポ蛋白の分離、透析。 
(3)脂質抽出。S1P、LPA の測定。 
(4)血管平滑筋細胞での遊走活性。 
 
(1)について：動脈硬化が疑われる急性心筋
梗塞患者、労作性狭心症患者や高脂血症、糖
尿病患者からの検体である。EDTA またはクエ
ン酸入り採血管を用い、血小板の活性化によ
る凝固を抑制し、血漿を採取した。 
 
(2)について：各リポ蛋白の密度勾配遠心法
による分離と脱塩のための透析。比重液を

VLDL 用、LDL 用、HDL 用の 3種類用意し、80
万ｇの超遠心機で分離。その後 24 時間の透

容体発現細
を用いた各脂質濃度の測定。 

 

ャンバー法による
細胞遊走活性測定。 

ンセン
をとり、以後の解析に供した。 

４

析を行った。 
(3)について：S1P 受容体、LPA 受
胞
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(4)について：ボイデンチ
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本研究ではヒト血液中の S1P、LPA 濃度を

測定するため、血液を用いたが、この検体の
入手に当たっては、インフォ-ムドコ
ト
 
．研究成果 
研究方法は理論的には問題がないが、LDL

を調製直後に、これら一連の応答実験を行う
必要があり、各個人から採血、リポ蛋白分離、
透析（24ｈ）、アッセイ（24ｈ）を一定のス
ピードでおこなう必要性がある。更に、細胞
遊走のための細胞をたえず準備しておく必
要がある。従って、実験対象者が一人しかい
ない場合、この一連の実験のために膨大な労
力をとる必要がある。そこで本実験に先立ち、
調製直後の LDL から保存可能な LPA、S1P 画
分を調製した後にこれらの一連の実験を行
うことでも同様な結果がでることをまず確



認した。LDL 画分の凍結融解の繰り返しはリ
ポ蛋白の破壊が起こるため行わないことが
わかった。この結果、検体の採血、リポ蛋白
分離、透析（24ｈ）後、LPA、S1P 画分を調
製した後、細胞の実験まで保存が可能となり、
一度に多量の検体の処理が可能になった。 
 基礎的実験を進めていく中で、LDL はヒト
冠動脈平滑筋細胞の遊走を促進することが
判明した。LDL 中に含まれる LPA により同様
の作用が起こること、また、百日咳毒素、LPA
受容体のアンタゴニスト Ki16425、LPA(1)受
容体に対するsiRNAによりLDLによる細胞遊
走が抑制されることがわかった。HDL では細
胞遊走は見られず、LDL は HDL に含まれるよ

度も考慮する必要があると思われた。 

者、研究分担者及び連携研究者に
下線） 

〔雑誌論文〕（計 7件） 
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り高濃度の LPA を含んでいた。 
 HDLは LDLに比べ 4倍量の S1Pを含んでお
り、LPAやPDGFによる細胞遊走を阻害した。
HDL中のS1Pによると考えられるこの遊走抑
制作用は S1P(2)受容体に対する siRNA で解
除された。一方、モノグリセリドリパーゼに
よる LDL 中の LPA の減少や Ki16425 による
LPA 受容体の拮抗は LDL が PDGF による細胞
遊走を阻害することをもたらした。 
 LPA/LPA(1)受容体と S1P/S1P(2)受容体を
介する細胞遊走促進または抑制効果はそれ
ぞれ LDL と HDL の作用に相当する。したがっ
て、リポ蛋白中の LPA と S1P の濃度バランス
だけでなく、LPA(1)受容体と S1P(2)受容体
間のシグナル強度も冠動脈平滑筋細胞の遊
走の制御には重要であると考えられた。 
 臨床的には十数例の冠動脈疾患患者で動
脈硬化のある患者の血液から LDL、HDL を採
取し、細胞遊走実験を行い、LDL 中の S1P、
LPA 濃度のバランスで細胞遊走に変化の見
られることを確認したが、各受容体へのシグ
ナル強
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