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論 文 内 容 要 旨

【序】

近年,リン脂質からアシル鎖が一本除かれたリゾリン脂質が特異的Gタンパク質共役型受容体(GPCR)

を介して様々な生命現象に関与することが明らかにされ,第2世代の脂質メディェ一夕-として注目さ

れている｡生体内には様々な種類のリゾリン脂質が存在しているが,申請者が所属する研究室では,特

にリゾホスファチジン酸 (LPA)およびリゾホスファチジルセリン (LysoPS)に着目した解析が行われ

ている｡これまでの研究から,LPA,LysoPSに対してそれぞれ 6つ,4つのGPCRが同定され (LPA.-6,

LPSl_4),また,LPA産生酵素 としてオー

トタキシン (ATX),PA-PLA.αおよびpA-

PLA,βの3種類が,LysoPSを産生する酵素

としてPS-PLA-が同定されている (図 1)0

本論文で申請者は,(1)ArX-LPAlシグナ

ルの新規生理機能,(2)pA-PLA.αとps-

pLAlのユニークな基質特異性,に関する

解析を行った｡
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【第 1章 :ATX-LPAlシグナルの軟骨形成における役割の解明】

LPAは特異的GPCRを介して様々な活性を示す生理活性脂質で

ある｡現在までに6種類のLPA受容体(LPAl_6)が同定されており,

受容体ノックアウト (KO)マウスの研究も進められている｡ こ

のうち,LPA.KOマウスは外見上の特徴として,鼻部のつぶれや

両目間隔の広がりといった頭部の形態異常が報告されている (図

2)｡このことから,LPA.シグナルが頭部形態形成に重要である

ことが示唆されているOしかし,LPAlシグナルの異常がどのよ

うに頭部形態異常に繋がるのか,その詳細なメカニズムは全く分

かっていなかった｡
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図 2 LPAIKOマウスの頭部形腰異常
14日齢の野生型およびLPAIKOマウスの頭部の様
子｡LPAIKOマウスでは､鼻先のつぶれと両目間

近年,新たなモデル生物としてゼブラフィッシュが注目されて 賢完望…れ讐 諾 点線)といった頭部形態異常

いる｡ゼブラフィッシュの卵は体外に産み落とされ,透明で発生

過程も早いことから,発生学の研究に多用されている｡また,ゼブラフィッシュには受容体,産生酵素

を含めたほとんどのLPA関連遺伝子が保存されており,頭部形態形成におけるLPAシグナルの詳細を調

べるうえで,有用なツールであると考えられる｡そこで申請者は,LPA (ATX-LPA.)シグナルの頭部形

態形成に与える影響を知る手掛かりとして,ゼブラフィッシュにおけるLPA.,ATXの機能解析を行うこ

とにした｡
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まず,solnica-K托Zel博士と共同研究により, A ｡"榔_ Mk.,C

LPA.遺伝子にナンセンス変異を持つLPA.変 烹嘩 轟 ｢ 妄emZ 仰 3

175 '号1

異ゼブラフィッシュを同定した (図3A,B)o 小ご認 三…器三言言霊諾言霊 言害㌫ 芸 ;霊

LPAl変異体はLPAIKOマウスと同様に頭部形
B wlO31

I
態異常を示した (図3C)o頭部形態異常の原 ,pxEE! I - T と t で 9

1つ目の蝿格外ループ部で叫

因が,頭部骨格の異常にあると考え,LPAl変 . wts.b"～

異ゼブラフィッシュ膳の骨格 (軟骨 ･硬骨)

の観察を行ったところ,下あごの軟骨形態に ぎ

異常が認められた (図3D)｡また,LPAlの発

現抑制やLPA.括抗薬処理によっても下あごの軟骨形

態異常が認められたことより,LPAlシグナルが軟骨形

成に重要であることが示唆された｡さらに,軟骨細胞

特異的にEGFPを発現するcol2al:EGFPtransgenicゼブ

ラフィッシュにおいてLPA.の発現抑制を行った結果,

LPAl発現抑制によって軟骨細胞の配置に異常が生じて

いることが明らかとなった (図4)｡

次に,発生期の骨形成におけるATXの役

割について検討を行った｡その結果,ATX

の発現抑制によりLPAlの場合と同様に,軟

骨形態の異常と軟骨細胞の配置異常を示す

ことが分かった (図5)｡

LPA.KOマウスの表現型を解析 している

酔
態
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Eh3 LPAlmutantZel)rIfkh
(A7mutatlonの位置｡(a)アミノ酸配列の変化｡
(C)LPAlrnUtantの頭部の様子｡下あごが丸み
を帯びている様子が観察された(矢印)｡(D)

LPAlmutantの頚部軟骨の様子｡LPAL下あご
軟骨の形態異常が確旺できる｡
m.Meckel'S,ch,ceratohyal;cb,ceratobranchlal

Non-treatment LPAIMO2.5ng

Eg4 LPAl発現抑制による軟骨細胞の配置異常
5dpfにおけるcol201:EGFPtransgeniczebrafishの下あごの様子｡
軟骨細胞の大きさが不均一で､きちんと配置されていないもの

が多い(白矢耶)｡

ATXMOTnjection Non-treatment ATXMOO･3ng

巨 司 F 頭

図 5 ATX発現抑制よる軟骨細胞の異常

左 Sdpfにおけるアルシアンブルー染色の下あごの様子｡
右 Sdpfにおける軟骨部の軟骨細胞の様子｡

LPAl発現抑制時と同様の表現型が観察された｡

過程で,β.インテグリンの欠損マウスが

LPA-KOマウスと同様の軟骨細胞の配列異常を示すことに

気がついた｡そこで,初代培養軟骨細胞を用いてLPAが軟

骨細胞の接着に与える影響を検討した結果,LPAlシグナル

が軟骨細胞の細胞外基質,特に,軟骨細胞の回りを取り囲

むように存在することが知られているⅠⅠ型コラーゲン-の

接着能の上昇に関わっていることが分かった (図6)0

本研究結果によって,軟骨細胞の近傍で産生されたLPA

が,LPA.を介して軟骨細胞の細胞外基質との接着能を調節

し,正常な細胞の配列の制御に関わることを示唆した (図7)0

Wild-type LFTAIKO
周 6 初代軟骨細胞の接着能へ与えるLPAlシグナルの影響
96-weHplateにLl型コラーゲンをコートし､初代軟骨細胞を
播種後､1時間接着させた｡その後､plateに接着した細胞
を国定 ･染色し,吸光度を測定して細胞の接着能を評価
した｡10pM LPAで刺激すると､接着能が上昇した｡この
効果は､LPAIKOマウス由来の細胞では見られなかった｡

本章の成果は,軟骨形成におけるATX-LPA.シグナルの重要性およびATXの新規生理機能を示した初め

ての結果である｡
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【第 2章 :pA-PLA.C(とPS-PLAlの基質特異性におけるループ構造の関与】

ホスホリパーゼA.(PLA.)は, リン脂質のsn-1の脂肪酸を加水分化する酵素である0分泌型のPLAl

として,これまでに6種類の酵素が同定されているが,これらは構造的に牌 リパーゼファミリーに属し

ている｡細胞外型のPLA.のうち,ホスファチジルセ リン (PS)特異的pLA.(PS-PLA.)とホスフアチ

ジン酸 (pA)選択的pLAlα(PA-PLAlα)は最近当研究室で同定され,生化学的解析から,それぞれ ps,

pAを特異的に加水分解することが分かっている｡PSとpAは構造的に非常に似ているが,これら酵素が

どのようにして厳密に基質を認識しているのかはよくわかっていない｡これまでに,結晶構造解析や変

異体の実験結果から, リパーゼファミリーの基質認識にはβ5,β9,1idと呼ばれる3つのループ構造が

重要であることが示唆されている｡そこで申請者は,PS-PLAlとpA-PLA-αの基質認識におけるループ

構造の役割を検討するため,pA-PLA】αとループ構造を置換 したps-pLAI変異体を作製し,その基質特

異性の変化を調べた｡

作製 した各種 ps-pLAl変異体のPS, A

pAに対する酵素活性を測定 したところ,

すべてのPS-PLAl変異体で PS-の酵

素活性は維持 されてお り (図8A),PS-

PLA.のPSの認識にはループ構造以外の

部分が重要であることが示唆された｡し

かしながら,ループ構造を置換 していく
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図8 PS-PLAl変異体の基質特異性の変化
(A)PSへの特異性は､各ps-pLAl変異体で大きく変化しなかった｡
(B)一方､pAへの特異性は､ループ構造を入れ替えることで､大きく上昇した.

ことで,PA-の酵素活性は上昇していっ

たことから (図 8B),PAの認識にはループ構造が重要であることが分かった｡ps-PLA.は,PSの他に

もLysoPSを加水分解するリゾホスホリパーゼ活性を有することがわかっている｡驚くことに,β5ルー

プを置換 したps-pLAl変異体はすべて,PS-の活性を示すもののLysoPS-の酵素活性は失われること

が明らかとなった｡このことから,ps-PLA.のβ5ループはリゾホスホリパーゼ活性に不可欠な構造で

あることが明らかとなった (図9)｡本章の研究から,リパーゼファミリー分子の基質認識おけるループ

構造の重要性,特にこれまであまり意義の分かっていなかった β5ループの役割を示すことができた｡
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図9 P5ループのリソホスホリJト ゼ活性における毒筆性
ps-PLA.のPSループを置換した変異体はすべて､PSへの活性は保ちつつLPSへの酵素活性を失った｡

本論文の研究によってATX,PA-PLA,αおよびpS-PLAlに関する新たな知見が提示され,リゾリン脂

質メディェ一夕-産生酵素に関する研究がより発展していくものと期待される｡

【発表論文】
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審 査 結 果 の 要 旨

本論文は,近年注 目されているリゾリン脂質メディェ一夕一,特にリゾホスフアチジン酸 (LPA)

とリゾホスファチジルセ リン (LysoPS)とその産生酵素であるオー トタキシン,PA-PLAlαおよびPS-

pLAlに焦点を当てた研究である.第 1章では,ATX-LPA.シグナルの軟骨形成における機能解析を行っ

ている｡申請者はまず,ゼブラフィッシュのアンチセンスモルフォリノオリゴによる遺伝子抑制系を利

用し,ATXおよびLPAlが頭部の軟骨形成に関与していることを示唆した.さらに,ゼブラフィッシュ

の軟骨細胞を可視化し観察することで,ATX-LPAlシグナルが軟骨細胞の正常な配置の制御を担ってい

ることを明らかにしたO次に,軟骨細胞におけるATX-LPAlシグナルの機能を明らかにするために,マ

ウス初代軟骨細胞を用いてinvitroでの解析を進め,LPA.が軟骨細胞の細胞外基質-の接着能を調節し,

細胞内骨格の再構成に重要であることを明らかにしている｡この知見は,ATXおよびLPAlの新規生理

機能を示した結果であり,大変意義のあるものである｡第2章においては,PA-PLAlαとPS-PLAlの基

質認識の違いを解析 している｡申請者は,基質認識に関わるとされるβ5,β9,1idの3つのループ構造

をpS-PLAlとPA-PLA.αとの間で入れ替えた各種変異タンパクを作製し,その基質特異性の変化を検討

していた｡その結果,pSの認識にはこれらループ構造の寄与は少なく,これら以外の構造が重要であり,

pAの認識にはループ構造が協調して働くことが示唆されている｡また,β5ループはPS-PLA-のリゾホ

スホリパーゼ活性に不可欠であることが明らかにされた｡特に,PLAl活性は示すがLysoPLAl活性は示

さないA93P変異体は,申請者も述べているように,PLA.活性とLysoPLA-の生理学的意義を解明する

上で非常に興味深いツールとなるであろう｡

本論文では,リゾリン脂質メディエーター産生酵素に関しての解析を行い,この研究分野における新

たな知見を見出している｡また,実験が分かりやすくかつしっかりと構成され,また,考察および結論

も実験結果によって十分にサポー トされており,大変評価できる｡よって,本論文に学位論文としての

価値を認め,博士 (薬学)の学位論文として合格とする｡
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