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研究成果の概要（和文）：動脈硬化病変で酸化LDLを起源として合成されるリゾフォスファチジン酸LPAは血管平滑筋細
胞の多彩な形質転換を誘導する因子として病変形成に関与する。本研究では培養平滑筋細胞で従来知られていたEDG型
レセプターアイソフォーム(LPA1-3)よりも非EDG型のレセプター(LPA4-6)の発現レベルが相対的に高く、非EDG型のレセ
プター下流ではEDG型レセプター下流とは異なる様式の転写因子活性の調整を介して細胞機能の調整に重要な役割を果
たしている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Lysophosphatidic acid (LPA) is a promoting factor of various aspects of 
phenotypic modulation of vascular smooth muscle cells, which has been known to be synthesized in the 
atheromatous lesions from oxidized low-density lipoprotein. Present study may suggest that the expression 
levels of non-EDG (endothelial differentiation gene) family receptors (LPA4-6) are relatively larger than 
those of EDG family receptors (LPA1-3). At the down-stream of non-EDG family receptors, differential 
manner in the activation of transcriptional factors from EDG family receptor activations, may contribute 
to the regulation of vascular smooth muscle functions.

研究分野：病理学
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１．研究開始当初の背景 
(1)粥状動脈硬化の発症過程には血管平滑筋
細胞の形質転換機序が関与している 
急速な高齢化の進む我が国でがんと並び年
間約 30 万人の死亡数におよぶ心血管病、脳
卒中の大部分は粥状動脈硬化の合併症であ
る。血管平滑筋細胞は血管壁における最大量
の構成細胞であり、筋細胞としてトーヌスの
維持を果たすだけではなく、血管壁傷害に反
応した多彩な形質転換を示し病理学的変化
の成立に重要な役割を果たす。1980 年代、電
子顕微鏡などによる形態学的観察より培養
平滑筋細胞における収縮（静止）型から増殖
（合成）型への可逆的形質転換が提唱され、
当時、臨床的に大きな課題であった血管形成
術後の再狭窄の主因とされた事も追い風と
なり、多くの研究者が形質転換機序の探索に
参画した。ところが、知見が集積するに伴い
平滑筋細胞は従来の収縮型、増殖型と言う古
典的形質転換の概念には収まらない多彩な
形質、たとえば泡沫化（脂肪化）、老化型、
骨化型形質が明らかになってきた。今世紀に
入ると動脈硬化の発症、進展について、血管
壁局所だけではなく全身性も含めた炎症と
して捉えようとする説が主流となったが、平
滑筋細胞がどのような機序で炎症型形質な
どの多彩な形質を発現し、病変形成やプラー
ク破綻等の合併症をもたらすのか、十分に解
明されていない。 
 
(2)動脈硬化病変のリゾホスファチジン酸
(LPA)は平滑筋細胞の形質転換因子である。 
動脈硬化では自他覚症状に乏しい慢性微小
炎症が長期にわたり病変形成に関与すると
予想されているが、起因刺激として重視され
ているのが、血管壁に蓄積する脂肪、特に悪
玉コレステロールとして名高い低比重リポ
蛋白(LDL)である。酸化 LDL は平滑筋の産生
するプロテオグリガンとよく結合するが、リ
ン脂質であるリゾホスファチジルコリンを
多く含み、これは血中や病変部に存在するリ
ゾホスフォスホリパーゼ D(オートタキシン)
の作用でリゾホスファチジン酸(LPA)に転ず
る。LPA は多彩な生理活性を有する脂質メデ
ィエーターで、平滑筋細胞においても増殖、
脱分化、抗アポトーシス、遊走能亢進に加え
てケモカインのMCP-1の発現など炎症型形質
発現に作用する。すなわち LPA は平滑筋細胞
の形質転換因子として動脈硬化病変の形成
に関与している可能性が高い。 
 
(3)平滑筋細胞の形質転換機構における LPA
シグナリングの全容は明らかではない。 
LPA には低分子量 G 蛋白に共役した７回膜貫
通型レセプターが存在する。LPA1-3 は
EDG(Endothelial Differentiation Gene)フ
ァミリーに属し、種々の細胞への作用の多く
が化学的に合成された阻害薬Ki16425に感受
性である事などから、細胞内のシグナリング
の主経路はこれらのレセプターに依存する

ものと思われてきた。ところが近年、EDG フ
ァミリーとは遺伝子学的系譜を異にする新
規レセプターLPA4(P2Y9/GPR23)が同定され、
現在まで LPA5(GPR92)、LPA6(P2Y5)の非 EDG
型レセプターが判明している。たとえば LPA4
欠損マウスは野生型マウスより骨密度が高
く、またラット neuroblastoma 細胞株での
LPA4の過剰発現はG蛋白であるRho経路を介
した神経突起の退縮に関与するが、この際、
LPA1 下流のシグナリングと拮抗して生理的
調整機構を示す可能性など生体や培養細胞
での機能発現が指摘されている。しかしなが
ら、血管平滑筋細胞においては非 EDG 型 LPA
レセプターの作用機序、細胞形質への影響は
ほとんど検証されていない。血管平滑筋細胞
の形質転換におけるLPAの役割についての過
去の研究は主として増殖型―収縮型の古典
的形質転換系を対象とした成果であり、実際
の動脈硬化病変で平滑筋細胞の示す多彩な
形質転換形成過程や各種の特異的形質に対
するLPA作用については未だ良く判っていな
い。生活習慣病、脂質代謝異常症により動脈
硬化病変には大量のLPA産生系が予測されて
おり、LPA を介した血管平滑筋細胞の形質転
換機構解明は、動脈硬化性疾患の病因病態論
の展開のみならず治療法の開発へつながる
事が期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は「多彩な形質を発現する平滑
筋細胞の in vitro 培養系においてリゾホス
ファチジン酸(LPA)の作用を明らかにする」
ことである。具体的な課題としては、多彩な
細胞形質を示す平滑筋細胞の in vitro 培養
系の樹立、各細胞形質発現過程における EDG、
非 EDG 型 LPA レセプター発現様式の検証、平
滑筋細胞における LPA(18:1)の効果の検証、
そして細胞内シグナリング経路活性化様式
の検証（特に各種 G蛋白下流のシグナリング
活性化）、そして LPA レセプター特に非 EDG
型レセプターである LPA4 利用度の変化が細
胞形質変化に与える影響の検証があげられ
る。 
 
３．研究の方法 
(1)血管平滑筋細胞 in vitro 培養系の樹立 
Wister 系ラットの胸部大動脈を無菌的に採
取し酵素法、Explant 法にて平滑筋細胞の初
代培養を行い、hills and valley の特徴的な
配列と蛍光免疫染色にて平滑筋アクチン SMA
の発現を確認した。15 継代未満のものを本研
究に用いた。O.5%血清添加群を静止型形質、
10%血清添加群を増殖形質モデルとし、各種
濃度の LPA(18:1)及び PDGF(10ng/ml)で刺激
した。なお LPA1-3 の特異的阻害薬として
Ki16425(1-10uM)を適宜添加した。 
 
(2)細胞形質と LPA レセプターの発現評価 
増殖能評価（細胞数計測と MTT assay、細胞
死は TUNEL 法で計測）、収縮蛋白発現量（SMA



に対する Western blot、蛍光免疫染色）、炎
症 性 形 質 に つ い て は Fluorescent 
probe(CM-H2DCFDA)による細胞内酸化ストレ
スの評価や NADPH oxidase 発現(RT-PCR)を指
標とした。LPA レセプター(LPA1-6)の発現
profile には real-time PCR 法を用いた。 
 
(3)LPA レセプター下流のシグナリング解析 
①Rac-1 activity (pull down assay)  
②低分子量G蛋白下流で作用する転写因子活
性の評価 
LPA 添加時の Rac-1 活性については市販の
kit を用いた pull down assay を行った。ま
た LPA の下流では低分子量 G 蛋白にうち
G12/13 が Rho/Rock 経 路 、 Gq が PLC 
(phospholipase C) か ら IP3(Inositol 
trisphosphate)や PKC(protein kinase C)に
至る経路、Giが Ras/MAPK(Mitogen-activated 
protein kinase)や PI3K(Phosphoinositide 
3-kinase)/Akt 経路、そして Gs が cAMP 依存
性に活性化される経路を担うこと知られて
いる。これらの経路が更に下流において活性
化する SRF-RE、NFAT、AP-1、SRE、CRE の各
転写因子活性について Dual luciferase 法で
検討した。また炎症性マーカーとして NFkB
活性をあわせて検討した。すなわち培養平滑
筋細胞に lipofectamin2000 を用いて各転写
因子の既知プロモーターエレメント(CRE, 
NFAT-RE, NFkB, SRE, SRF-RE,AP-1)挿入ホタ
ルルシフェラーゼベクター(pGL4)を遺伝子
導入、ルミノメーターを用いてレポーター活
性を測定した。また HSV-TK 汎用プロモータ
ーを有する pRL-TK ウミシイタケルシフェラ
ーゼベクターを内部標準として用いた。 
 
(4)LPA レセプター（特に LPA4 利用度の変化）
が細胞形質変化に与える影響 
pCMVGFPLPA4 (Origene)ないし発現カセット
を非増殖性 adenovirus vector (dl7001)を移
植したベクターを考案し平滑筋細胞の形質
変化の検討を試みた。 
 
４．研究成果 
(1)LPA の培養平滑筋細胞形質への影響 
LPA(18:1)は 10nM～1microM の範囲で血清無
添加群の約1.5倍程度の緩やかな増殖促進効
果を示し（細胞数計測、MTT assay）、蛍光免
疫染色で観察した100nM添加時の平滑筋アク
チン発現量も低下していた事よりLPAは静止
型平滑筋から増殖（合成）型への転換因子で
ある事を確認した。なお 10microM の高濃度
では増殖刺激効果は明らかではなく、僅かな
がら TUNEL 陽性細胞や Caspase-3 の断片化が
増加する傾向が見られた。このため以下の実
験では 100nM～1microM の LPA 刺激を用いた。
この濃度の LPA 刺激は同時に DHE 染色や
Fluorescent probe(CM-H2DCFDA)を用いて測
定した細胞内酸化ストレス(ROS)を亢進させ、
RT-PCR 法では細胞膜結合型 NADPH oxidase 
(p22phox, gp91phox)の発現増加を導き、す

なわちLPAによる静止型から合成型への形質
転換は細胞内酸化ストレス亢進を伴う炎症
型形質の発現ともリンクしている事が推定
される。ケモカインである MCP-1 も LPA によ
って強く誘導された。一方、炎症性転写因子
であるNFkBの活性はPDGF(10nM)添加24時間
後では約 1.8 倍を示し、LPA(1microM)では約
1.4 倍程度であった。したがって、いくつか
の外因性増殖刺激が静止型から合成型への
古典的形質転換に伴い炎症性形質発現の誘
導にも作用している可能性がある。 
 
(2)血管平滑筋細胞における LPA レセプター
の発現 
Real-time PCR を用いると静止型平滑筋細胞
における LPA1 の発現を 1 とした場合の
LPA2-6 の発現レベルはそれぞれ 0.14, 0.51, 
3.8, 0.4, 11.6 倍であった。なお同じ条件下
で合成型平滑筋細胞での LPA1-6 の発現はそ
れぞれ 1.8, 0.5, 1.2, 3.9, 0.7, 15 倍であ
った。すなわちいずれの形質を発現する平滑
筋細胞においても LPA レセプターの発現は
EDG型(LPA1-3)よりも非EDG型が優位であり、
形質転換は各アイソフォームのレセプター
の発現量を底上げするものの各アイソフォ
ームの発現プロファイルには影響しなかっ
た。冠動脈病変組織を用いた免疫染色におい
ては病変部に強いリゾホスフォスホリパー
ゼ D(オートタキシン)の発現が見られ、中膜
平滑筋層やプラークを被う内膜平滑筋層に
LPA4 発現が見られており、一方、LPA1 の発
現に乏しかった事も含め、LPA4 ないし非 EDG
型レセプターを介した経路が平滑筋の細胞
機能のより重要な制御因子としての役割を
予感させる。なお本研究では主な対象とはし
なかったが、平滑筋細胞で最も相対的な発現
レベルの高いLPAレセプターアイソフォーム
は LPA6 であり、形質転換における LPA6 経路
の意義について更なる研究の展開が望まれ
る。 
 
(3)培養平滑筋細胞の LPA 下流での転写因子
活性の変化 
既に述べたようにいくつかの系では非EDG型
レセプターは既知のEDG型レセプター経路の
調節（制御）系として作用している可能性が
指摘されている。たとえばアデニル酸シクラ
ーゼ下流で転写因子CREの活性化に導く経路
は LPA4 の下流に特徴的であろうと予測され
ているが、実際に対照として用いた 293 細胞
では LPA添加のみでは僅かであった CREの活
性化が EDG型レセプター阻害物質 Ki16425 添
加により約３倍程度に亢進しており、定常状
態では EDG 型レセプター経路によって非 EDG
型レセプター経路による形質発現が抑制さ
れている可能性はあろう。ところが培養平滑
筋細胞では CRE に関してはこのような
Ki16425 添加時の活性促進は観察されなかっ
た。今回、検討した転写因子の中では NFAT
が LPA 添加時で 1.4 倍、LPA+Ki16425 で 1.9



倍の活性化を示し、Ki16425 添加による活性
レベルの増大は有意であった。同じく PLC 
(phospholipase C)の下流で活性化されるAP-
についてはこのような傾向は明らかではな
かった。したがって、EDG 型(LPA1-3)および
非 EDG型レセプター(LPA4-6)の下流で LPA作
用の調整されるメカニズムは少なくとも培
養平滑筋細胞においては、当初、予測したよ
うに各レセプターアイソフォームがどの種
類の低分子量G蛋白を刺激するかと言うレベ
ルではなく、ある G 蛋白（NFAT と AP-1 を伴
に活性化に導くとされるのは Gq）が活性化さ
れた下流のレベルで行われている可能性が
示唆される。Gq の下流で活性化される PLC 
(phospholipase C) は IP3(Inositol 
trisphosphate)を介して細胞内カルシウム
イオン濃度を増加させ NFAT 活性化を導き、
一方ではジアシルグリセロール(DAG)や
PKC(protein kinase C)の活性化を経て AP-1
の活性化を導くとされるため、LPA のインプ
ットを受けて活性化した平滑筋細胞では各
種の低分子量 G蛋白の活性化を受けて、より
下流のレベルで細胞機能制御を導く転写活
性の変化を生じているものと思われた。なお
今回の実験条件下では PDGF で約 2.5 倍に増
強する SRE の活性化は LPA では見られず LPA
が血清や PDGF に比べて増殖型形質への誘導
作用が穏やかであった事に関連するものと
想像される。 
 
(4)LPA4 過剰発現系の試み 
CMVプロモーターの制御下にLPA4ないし対照
として bacterial beta-glucuronidase を発
現する第１世代 adenovirus vector によって
平滑筋細胞の形質への影響を検討する系を
試みたが、安定した LPA4 蛋白の発現を得る
ことが困難であった。予備的な実験では LPA4
発現細胞における増殖能の低下が見られた
が（LPA 刺激で約 50%、10%血清刺激で約 60%
の減少、血清には LPA も含まれている事が知
られている）、結論を得るためには更に検討
が必要である。課題としては LPA レセプター
アイソフォームの発現を導くために有効な
発現プロモーターの利用、LPA4 発現の確認に
用いる特異性の高い抗体の開発が望まれる。
今回の研究をサポート頂いた文部科学省、日
本学術振興会に深謝致します。 
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