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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質共役型受容体の一種であるリゾホスファチジン酸第四受容体（LPA4）のノック
アウトマウスの解析により、申請者はLPA4が2型糖尿病の増悪化と密接に関連していることを以前より明らかにしてい
た。本研究では白色脂肪細胞においてLPA4がRhoとRhoキナーゼ系を介してミトコンドリア増生抑制シグナルを送り、脂
肪細胞の分化を抑制する働きを明らかにした。このLPA4の働きをアンタゴニストの開発によって制御できれば、脂肪細
胞の分化を促進して2型糖尿病の治療に役立つと期待される。そこで本研究では化合物ライブラリーからLPA4アンタゴ
ニストのスクリーニングも行った。

研究成果の概要（英文）：Through the analysis of mice deficient in the fourth lysophosphatidic receptor (LP
A4), we previously revealed that LPA4 is involved in development of type 2 diabetes. In this study, we fou
nd that LPA4 negatively regulates mitochondria biogenesis by activating the Rho/Rho kinase pathway and the
n suppresses adipogenesis. LPA4 antagonists are expected to promote adipogenesis and may be useful for the
 treatment of patients with type 2 diabetes. In this study, therefore, we screened LPA4 antagonists from a
 chemical library. 
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１．研究開始当初の背景 
 脂質の一部にはホルモン様の生理活性を
示すものが存在し、これらは脂質メディエー
ターと総称される。多くの脂質メディエータ
ーは特異的な G タンパク質共役型受容体
（GPCR）と結合して、その受容体独特の細胞
内シグナルを惹起する。近年、申請者は脂質
メディエーターの一つであるリゾホスファ
チジン酸（LPA）に対する新規のサブタイプ
GPCR、LPA 第四受容体（LPA4）を世界に先駆
けて報告した [Noguchi et al. J. Biol. Chem. 
(2003)]。しかしながら、脂質を認識する GPCR
についてリガンドと受容体の関係を明らか
にできたとはいえ、特異的に拮抗する薬剤は
開発されておらず、生理学的・病態生理学的
機能は依然として未解明のままであった。そ
の後の高脂肪食負荷を施した LPA4 のノック
アウト（KO）マウスを解析した研究によって、
申請者は LPA4 が 2 型糖尿病の増悪化と密接
に関連していることを明らかにした。その機
序として、LPA4 には白色脂肪細胞の分化を抑
制する機能が備わっていることが考えられ
た。 
 
２．研究の目的 
 LPA4 が脂肪細胞の分化を抑制する細胞内
シグナルを明らかにして、LPA4 が 2型糖尿病
の発症に関わる機序を検証する。また、LPA4
のアンタゴニスト（拮抗剤）は、2 型糖尿病
を治療する創薬の対象と考えられることか
ら、化合物ライブラリーのスクリーニングに
よって注目する脂質メディエーター受容体
の特異的アンタゴニストを見つけ出し、新し
い作用機序をもつ新薬を開発するための基
盤提供を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 白色脂肪組織の細胞分画 
 LPA4 の発現レベルを調べた実験では、白色
脂肪組織（eWAT）を構成する細胞を以下の方
法で分離した。普通食で飼育した野生型マウ
ス由来の精巣上体周囲の eWAT をコラゲナー
ゼ処理し、遠心法で成熟脂肪細胞と間質･血
管系画分 (SVF) に分離した。得られた SVF
を抗 CD45（血球系細胞マーカー）抗体、抗
TER-119（赤血球系細胞マーカー）抗体と反
応させ、磁気ビーズ法で血球系細胞 (CD45 陽
性または TER-119 陽性) と非血球系細胞 
(CD45 陰性/TER-119 陰性) に分離した。この
方法により分離された非血球系細胞を抗
CD31（血管内皮細胞マーカー）抗体を用いて、
同様の方法で CD45 陰性/TER-119 陰性/CD31
陽性の血管内皮細胞と CD45 陰性/TER-119 陰
性/CD31 陰性の Lineage 陰性細胞（以下 Lin
陰性細胞）に分離した。なお、Lin 陰性細胞
は前駆脂肪細胞を主に含むことが過去に報
告されている。各細胞画分から回収した全
RNA を定量 RT-PCR で解析し、各種細胞マーカ
ー（すなわち、成熟脂肪細胞マーカーである
アディポネクチン、血球系細胞マーカーであ

るCD45、血管内皮細胞マーカーであるCD31、
前駆脂肪細胞マーカーである Smoothened）の
遺伝子発現レベルを LPA4 の遺伝子発現レベ
ルとともに検討した。 
 
(2)LPA4-KO マウスの解析 
 LPA4-KO マウスについては、以前に論文で
報告したラインを用いた [Sumida et al. 
Blood (2010)]。野生型マウスと KO マウスの
eWAT から RNA を抽出・精製し、マイクロアレ
イ（Affymetrix 社 GeneChip [3’Expression] 
Mouse Genome 430 2.0 Array：約 34,000 遺
伝子）で発現解析を行った。 
 
(3) C3H10T1/2 細胞の脂肪細胞への分化 
 DMEM/10%FCS 培地で培養したマウス間葉系
細胞株C3H10T1/2細胞の脂肪細胞への分化は、
以下の条件で行った。10 µM ピオグリタゾン、
0.5 mM IBMX、10 µg/mL インスリン、0.25 µM 
デキサメタゾンを加えて 5-6 日間培養の後、
10 µg/mL インスリンのみ加えた培地でさら
に 2-3 日、そしてそこからインスリンを抜い
た通常の DMEM/10%FCS 培地で 2-3日培養して
分化させた。なお、分化した細胞を実験に供
する際は、シグマ社のヒストパック-1077 を
使って比較的比重が高い未分化細胞を除い
て分化した細胞を濃縮した。siRNA はダーマ
コン社から購入し、ロンザ社の AMAXA を使っ
てエレクトロポーレーション法で細胞内へ
導入した。細胞は血清飢餓条件下で 16 時間
培養した後、LPA4 アゴニストで 24 時間刺激
し、QIAzol（キアゲン社）を用いて総 RNA を
抽出した。 
 
(4)化合物ライブラリーのスクリーニング 
 東京大学創薬オープンイノベーションセ
ンターが保有する化合物ライブラリーをス
クリーニングして、LPA4 アンタゴニスト活性
を示す化合物を選別した。化合物のアンタゴ
ニストとしての評価は、LPA-LPA4-Gq 細胞内
シグナル経路によるカルシウム濃度上昇反
応への阻害効果を指標とした。この反応に用
いた細胞は、LPA に対する応答を生来示さな
い特徴をもつラット神経芽腫細胞株 B103 細
胞に LPA4 を安定的に過剰発現させた細胞で
ある。この細胞を 2.5 mM プロベネシド存在
下においてカルシウム指示薬（1  Fluo-4 
Direct：Invitrogen 社製）で標識した後、予
め化合物を分注しておいた384穴プレートへ
20,000 個/10 µL ずつ播種した。細胞は浮遊
状態でライブラリー由来の化合物（20 µM）
と室温で 45 分間インキュベートした。その
後、LPA を含む溶液を等量加え（LPA の終濃
度：1 µM）、細胞内カルシウム濃度上昇反応
をハイスループット対応測定機器(浜松ホト
ニクス社製、FDSS7000)で約 2分間測定した。
ピーク値をもとに各化合物による阻害率を
算出した。 
 
４．研究成果 



(1) LPA4 が脂肪細胞の分化を抑制する機序 
 LPA4 の発現をマウスの主な臓器で調べた
ところ、脂肪組織で高いことが明らかとなっ
た。しかも白色脂肪組織（WAT）の方が褐色
脂肪組織（BAT）よりも発現が高かった。WAT
を構成する細胞画分で調べると、成熟脂肪細
胞とLin陰性細胞つまり前駆脂肪細胞に発現
が高かった。Chow Diet 食餌で LPA4-KO マウ
スに表現型（体重、脂肪組織重量、インスリ
ン感受性等）を特に認めることはできなかっ
たが、WAT 由来の RNA でマイクロアレイを行
ったところミトコンドリア構成タンパク質
をコードする遺伝子群の発現が上昇してい
ることが観察された。そこで、ミトコンドリ
ア増生が亢進していると考え、ミトコンドリ
ア増生に関わる遺伝子群（PGC-1αなど）を
qPCR で確認したところ KO マウスで発現上昇
を認めた。白色脂肪細胞は褐色脂肪細胞に比
べミトコンドリアの量は少ないものの、分化
や機能維持(アディポカイン分泌など)にミ
トコンドリア機能が重要である。そこで、WAT
における脂肪細胞分化に関する遺伝子発現
を qPCR で調べたところ、PPARγなど多くの
遺伝子発現が KO マウスでやはり上昇してい
た。しかも成熟脂肪細胞から分泌される血中
アディポネクチン濃度も KO マウスで有意に
高かった。以上の結果から、LPA4 はマウスに
おいてミトコンドリア増生を抑制し、白色脂
肪細胞の分化や機能を制御することが示唆
された。 
 次に、脂肪細胞に分化させた C3H10T1/2 細
胞を使って、LPA4 のミトコンドリア増生抑制
機能を in vitro で検討した。血清飢餓後に
LPA4 のアゴニストで細胞を刺激すると、ミト
コンドリア増生関連遺伝子の発現が低下す
ることが観察された。この細胞を siRNA や薬
剤で処理することにより、LPA4 アゴニストに
よるミトコンドリア増生関連遺伝子発現低
下が三量体 G タンパク質 G12/13、G12/13 に
よって活性化される低分子量 G タンパク質
Rho、そして Rho によって活性化される Rho
キナーゼを介していることが示された。さら
に、この脂肪細胞に分化させた C3H10T1/2 細
胞を LPA4 アゴニストで刺激すると、脂肪細
胞分化関連遺伝子の発現も同様に抑制され
るが、この抑制機構もやはり G12/13、Rho、
Rho キナーゼが関わっていることが示された。 
 マウスに脂肪を負荷した場合，脂肪細胞は
余分な脂肪を蓄積する必要に迫られる。その
結果、脂肪細胞は肥大するが、それに伴い脂
肪細胞の炎症を誘発するサイトカインやケ
モカインを産生するようになり，脂肪組織で
の炎症を誘発する。同時にインスリン感受性
を上げるアディポネクチンの産生は低下す
る。この現象が一因となり、マウスはインス
リン抵抗性や脂肪肝といった生活習慣病を
発症することになる。本研究で LPA4-KO マウ
スは、LPA4-Rho-Rho キナーゼ系を介したミト
コンドリア増生抑制機構が解除されている
ため、ミトコンドリア増生が亢進する状態と

なっていることが示された。ミトコンドリア
増生は脂肪細胞の分化が促進するため、
LPA4-KO マウスは脂肪負荷されて脂肪を蓄積
する必要に迫られても一つ一つの脂肪細胞
は野生型マウスと比べて肥大化しにくいと
考えられる。このことは則ち，脂肪組織の量
（重さ）は同じでも脂肪細胞の質が維持され
ることを意味し、LPA4-KO マウスでは生活習
慣病の病態が軽度となるのであろう。一方、
成熟脂肪細胞においても LPA4 の高い発現が
認められることから、脂肪細胞分化抑制作用
以外の LPA4 の機能が内臓脂肪組織の質的悪
化につながる可能性も考えられる。 
 
(2) LPA4 アンタゴニストのスクリーニング 
 「研究の方法」で記したハイスループット
アッセイ系によって、LPA4 アンタゴニスト活
性を有する化合物のスクリーニングを行っ
た。実際に、以下に示す①から③の項目を評
価することで約 11,000 化合物の中から 17個
の候補化合物を絞り込んだ。18 個の化合物そ
れぞれに対する構造類似体を加えた115個の
化合物を④と⑤の評価に供した。その結果 37
個の化合物が選別された。 
①自家蛍光の有無 
 カルシウム濃度上昇反応を検出する際に
蛍光物質を利用するが、測定波長付近に強い
自家蛍光を発する化合物は、カルシウム反応
の測定を妨げるため候補から除外した。 
②阻害効果の再現性  
 1 次評価では n = 1 で多検体のアッセイを
行い、アンタゴニスト活性がみとめられた化
合物に関しては、n = 4 で 2 次評価を行って
再現性を確認した。再現性が認められない化
合物は候補から除外した。 
③LPA 特異性の検討 
 LPA の代わりに ATP （やはり Gq を介して
細胞内カルシウム濃度を上昇させる）を細胞
に作用させた際にもアンタゴニスト活性が
認められた化合物は、 LPA4 への特異性が低
いと考え候補から除外した。 
④LPA4 特異性の検討 
 LPA4の他に5種存在するLPA受容体のうち、
LPA4 と同様のカルシウム反応で評価が可能
な 4 種の LPA 受容体 (LPA1, LPA2, LPA3, 
LPA5)に対して、化合物がアンタゴニスト活
性を示すかを検討した。LPA4 と同様に B103
細胞に各 LPA 受容体を安定発現させ、細胞内
カルシウム応答を測定した。LPA4 に対するア
ンタゴニスト活性が比較的高い化合物を選
別した。 
⑤濃度依存性の検討 
 LPA4 受容体に対するアンタゴニスト活性
の濃度依存性を測定して、IC50 値を求めた。 
 
 本研究では、LPA4 アンタゴニスト活性が比
較的強い化合物として 37 個の候補化合物を
選別した。今後、これら化合物は LPA6 への
特異性を評価することで、LPA4 に特異性の高
いものをさらに絞り込む予定である。LPA6 



は G12/13 とのみ共役する受容体であるた
め、LPA6 の活性化を細胞内カルシウム応答と
して検出することができない。したがって、
G12/13 を介した細胞の形態変化(定性的評
価)に加え、 G12/13-Gs キメラタンパク質の
過剰発現によって G12/13 シグナルを細胞
内 cAMP 上昇に変換するアッセイ系 (定量
的評価) [Yanagida et al. J. Biol. Chem. 
(2009)] で LPA6 に対する応答性を評価す
る予定である。さらに今後は、化学合成の専
門家との共同研究によって候補化合物をリ
ード化合物として合成展開し、構造類縁体を
作る予定である。これら構造類縁体について
も同様にアンタゴニスト活性を評価し、より
LPA4 受容体に対する特異性・親和性が優れ
たものを絞り込んでいく。また、このような
過程で絞り込まれた化合物の抗糖尿病効果
については、糖尿病マウスを用いて in vivo
で評価する予定である。今後優れた LPA4 の
アンタゴニストが得られれば、ヒトにおいて
も KO マウスのように LPA による前駆脂肪細
胞分化抑制効果の解除が可能になると思わ
れる。その結果、成熟脂肪細胞形成の促進や
血中アディポネクチン濃度の増加を介して、
2 型糖尿病の病態の根幹をなす「インスリン
抵抗性」を改善することが期待できる。 
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