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研究成果の概要（和文）： 
リンパ節へのリンパ球トラフィキングを制御する血管である高内皮細静脈 HEV の内皮細胞に
高発現するリゾリン脂質産生酵素 autotaxin (ATX) の機能を in vitro, in vivoで解析した。ATXは
リンパ球の血管外移動と高い相関を示し、ATXおよびリゾホスファチジン酸（LPA）受容体の
阻害実験から、ATX は LPA の産生を介して、リンパ球の血管外移動を正に制御していること
が強く示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We analyzed the role of a lysophospholipase D, autotaxin (ATX), which produces a bioactive lipid 
mediator, lysophospholipid (LPA). ATX is highly expressed in the high endothelial venules (HEVs) that 
mediate lymphocyte trafficking into lymph nodes. We found that ATX expression is highly correlated 
with lymphocyte extravasation at HEVs and that inhibition of ATX and LPA receptors resulted in strong 
impairment of lymphocyte trafficking into lymph nodes. LPA abrogated this suppression. These data 
strongly suggest that the ATX/LPA axis is a positive regulator of lymphocyte extravasation at HEVs. 
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1．研究開始当初の背景 
2002 年頃からリゾリン脂質の一つスフィン
ゴシン‐１‐リン酸（S1P）がリンパ節から
のリンパ球流出を負に制御することが明ら
かになり始め、リゾリン脂質が免疫細胞の動
態に広く関与する可能性が考えられ始めた。
われわれは 2007年から 2008年にかけて、（1）
リゾリン脂質の一つであるリゾホスファチ

ジン酸（LPA）を産生する酵素 autotaxin（ATX）
がリンパ節へのリンパ球トラフィキングを
媒介する血管（高内皮細静脈；high endothelial 
venule; HEV）の内皮細胞に高発現すること、
（2）免疫系成熟の過程でリンパ節へのリン
パ球トラフィキングの出現時期と HEV 内皮
細胞での ATX の出現時期がほぼ同一である
こと、（3）HEV以外にも生理的リンパ球トラ
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フィキングを司る血管に ATX の発現が見ら
れること、（4）病的なリンパ球浸潤が見られ
る血管にも ATX発現が誘導されてくること、
などを明らかにした（Nakasaki T et al. Am. J. 
Pathol. 2008）。さらに、当研究室からアメリ
カに留学した神田英伸博士は Steve Rosen 博
士と共同で、ほぼ同時期に、われわれと同様
の知見を報告するとともに、ATXはリンパ球
上に結合してその動態を変化させる可能性
について示唆した（Kanda H et al. Nat. 
Immunol. 2008）。 
これらのことから、ATXが何らかの機構を

介して HEV におけるリンパ球トラフィキン
グを制御することが想定されたが、ATXの作
用機序、すなわち、果たして ATXが LPA依
存的に働くのか、あるいは ATX の標的細胞
は何か？などの問題については全く不明の
ままであった。 
 
2．研究の目的 
ATX のリンパ球動態制御の分子機構を明ら
かにすることを目的とした。特に、（1）ATX
は LPA を産生することによってリンパ球動
態制御機能を担うのか？（2）ATX/LPA は
HEV においてリンパ球のローリング、接着、
通り抜け、のいずれのプロセスを制御するの
か？（3）ATX/LPAの標的細胞は何か？すな
わち、リンパ球に働くのか？HEV内皮細胞に
働くのか？（4）関与する LPA受容体は LPA1
～LPA6 のいずれか？などの問題について解
明することを試みた。 
 
3．研究の方法 
（1）ATXの発現解析：凍結切片およびパラ
フィン切片をモノクローナル抗体あるいは
ポリクローナル抗体を用いて免疫組織学的
解析を行った。 
（2）LPAの発現解析：慶応大学の末松誠博
士、杉浦悠毅博士、久保亜紀子博士との共同
研究によりリンパ節の imaging mass 
spectrometryを行った。 
（3）ATXの機能阻害：ATX阻害機能をもつ
HA130, BrP-LPA, 3-ccPAをマウス足蹠に投与
し、その後の膝窩リンパ節へのリンパ球トラ
フィキングを FACS法、whole-mount解析法、
および二光子顕微鏡法を用いて解析した。 
（4）解析後、リンパ節を固定し、関西医療
大学の東家博士との共同で、透過型電子顕微
鏡を用いた形態学的観察を行った。 
 
4．研究成果 
（1）免疫組織学的解析の結果、ATX はリン
パ節 HEV 内皮細胞に強く発現していた。ま
た、抗 ATX 抗体を静脈内注射後、マウスを
全身灌流固定後、リンパ節を回収した。その
結果、投与した抗 ATX抗体は HEVの内腔側
に結合していたことから、ATXが HEV内腔

に露出した形で発現していることが明らか
になった。また、単離 HEV内皮細胞を FACS
解析した結果、ATXは HEV内皮細胞表面に
構成的に結合しており、HEV内皮細胞から放
出された ATX は何らかのメカニズムにより
内皮細胞表面に結合することが示唆された。 
（2）ATXの産物である LPAの存在の有無に
ついて imaging mass spectrometryを用いて解
析した結果、約 7割の HEVの近傍に LPAシ
グナルが検出された。このことは、ATXの発
現部位のきわめて近傍に限局して LPA が産
生されていることを示唆する。 
（3）ATX 阻害剤を足蹠に投与することによ
り、局所リンパ節における ATX の阻害実験
を行った。その結果、BrP-LPA投与により局
所リンパ節へのリンパ球トラフィキングが
強く阻害されたが、LPA1, LPA3受容体を阻害
する Ki16425の投与ではリンパ球トラフィキ
ングは阻害されなかった。そして、
whole-mount解析の結果、ATX 阻害により、
静脈内投与された蛍光標識リンパ球は HEV
内腔には接着していたが、リンパ節実質への
移動が抑制されていることが示唆された。そ
して、この抑制は LPA投与により解除された。
しかし、このような変化は局所リンパ節であ
る膝窩リンパ節（PLN）のみで見られ、非局
所リンパ節である腸間膜リンパ節（MLN）で
は見られなかった。 
 

 

 
このことは、ATX/LPA axisがリンパ球の血

管外移動を正に制御している可能性を示唆
する。そこで、二光子顕微鏡を用いて投与蛍
光標識リンパ球の HEV 領域における運動性
について解析したところ、ATX 阻害により、
リンパ球の血管外移動が選択的に阻害され、
LPA によりこの抑制が解除されることが明
らかになった。さらに、阻害剤投与部位を支
配する局所リンパ節の電顕的解析を行った



 

 

ところ、阻害剤投与により、リンパ球が HEV
内皮細胞層の中に著しく蓄積していること
が観察された。以上のことから、ATX/LPA 
axis の阻害によりリンパ球の血管外移動が阻
害されることが強く示唆された。 
（4）ATX/LPA axisの標的細胞の同定のため
に、リンパ球に対して LPA を添加し、
chemokinesis, chemotaxisに対する影響を解析
したところ、chemokinesis に弱い影響は見ら
れたが chemotaxisに対しては殆ど影響が見ら
れなかった。このことから、ATX/LPA axis 
 

の主な標的は HEV 内皮細胞と考え、以下の
解析を行った。まず、HEV内皮細胞を分離・
精製し、LPAあるいは LPC（リソホスファチ
ジルコリン）を添加したところ、強い細胞骨
格変化が誘導された。LPCによる形態変化は
ATX阻害により抑制され、LPAによる変化は
ATXと LPA受容体を阻害する BrP-LPAによ
り抑制された。このことは、添加された LPC
が HEV 内皮細胞由来の ATX により LPA に
変化し、LPA が LPA 受容体を介して内皮細
胞にシグナルを送り、その細胞骨格を変化さ
せたことを示唆する。 
	 同様の実験を、HEV内皮細胞とリンパ球の
共存下で行ったところ、ATX阻害により、リ
ンパ球の HEV 内皮細胞下面への潜り込み
（transmigration）は軽度にしか抑制されなか
ったが、一度内皮細胞下面へ取り込まれたリ
ンパ球の細胞外への脱出は強く抑制された。
しかし、この抑制は LPA添加により解除され
た。このことは、ATX/LPA axisは主に HEV
内皮細胞に働いてその運動性を制御すると
ともに、HEV内皮細胞とリンパ球の動的な相
互作用を調節し、ATX/LPA axisの阻害により
HEV 内皮細胞からリンパ球が脱離するプロ
セスが選択的に阻害されることが明らかに
なった。 
	 以上の解析結果から、ATX/LPA axisのリン
パ球トラフィキングに対する作用機序とし
て次のシナリオが考えられる。 
①	 ATXは HEV内皮細胞により産生され、細

胞表面に提示されている。 
②	 ATX は血流中の LPA 前駆体（=LPC）に

働き、局所的に LPAを産生する。 
③	 生成された LPAは、エフェクター分子と

してLPA受容体を介してHEV内皮細胞

に働き、その運動性を制御するともに、
リンパ球‐HEV 内皮細胞間の動的な相
互作用を促進する。これにより、リンパ
球は内皮細胞層から脱離し、基底膜を通
り抜けて、リンパ節実質に移動する。こ
の最後の運動には、ATX/LPA axis以外
にケモカインなどが働いているかもし
れない。 

 
現在、HEV 内皮細胞上の責任 LPA 受容体

は同定を進めているが、RT-PCR 解析では、
LPA4と LPA6が HEV 内皮細胞に強く発現す
ることがわかっている。また、最近の解析で
は、ATXは HEV内皮細胞以外の間質細胞に
も発現しているらしいことから、ATXはHEV
内皮細胞由来のもののみが重要なのかにつ
いて、血管特異的 ATX ノックアウトマウス
を作成することにより明らかにしていく予
定である。 
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