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研究成果の概要（和文）：リゾフォスファチジン酸(LPA)は生理活性物質のひとつで、7回膜貫通型Gタンパク共役受容
体であるLPA受容体(LPA1－LPA6)に結合することで様々な細胞応答を制御する。本研究は、がんの浸潤・転移、造腫瘍
性、血管新生、抗がん剤耐性などがんの増悪化に6種類のLPA受容体がどのような役割を演じるかを検索した。その結果
、LPA受容体はがん細胞の種類によって発現レベルが異なることと、がん細胞特異的にがんの増悪化を促進または抑制
することが明らかとなった。本研究成果より、LPA受容体を介するLPAシグナル伝達経路が新規分子標的療法の標的候補
分子となりうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Lysophosphatidic acid (LPA) is one of extracellular physiological lipids and 
interacts with G protein-coupled transmembrane LPA receptors (LPA receptor-1 (LPA1) to LPA6). LPA 
receptors regulate a variety of biological functions through the binding of LPA, such as cell 
proliferation, migration, morphogenesis and differentiation. In this study, to assess an involvement of 
LPA receptors in the acquisition of malignant potency, we generated LPA receptor knockdown cells and 
measured cell motile and invasive activities, tumorigenicity and angiogenic activity of cancer cells. The 
present results demonstrate that each LPA receptor acts as a positive or negative regulator of tumor 
progression, dependent on types of cancer cells. Therefore, it is suggested that LPA signaling via LPA 
receptors may be a target molecule for the establishment of chemoprevention agents in clinical cancer 
therapy.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
近年、臨床がん治療において種々の分子標

的療法が行われているものの、がんの浸潤・

転移および抗がん剤耐性といった悪性増殖

能を獲得したがんにおいて効果的な分子標

的薬はいまだ見出されていない。従って、こ

れら治療抵抗性を示す症例に対してがんの

進展を制御しうる選択肢の広い新規分子標

的療法の開発が重要な研究課題のひとつで

ある。 

リゾフォスファチジン酸(LPA)は生理活性

物質のひとつで、7 回膜貫通型 G タンパク共

役受容体である LPA 受容体に結合すること

で様々な細胞応答を制御する。現在までに 6

種類の LPA 受容体(LPA1～LPA6)が同定され、

特に神経細胞を用いた研究領域において細

胞内機能の検索が進められている。一方、が

ん細胞における LPA シグナル伝達経路の関

与についても報告があり、卵巣がん患者の腹

水中に高濃度の LPA が検出されることや、卵

巣がん・大腸がんなどのがん細胞において

LPA 受容体遺伝子発現異常が見られている。

しかしながら、発がん過程における LPA シグ

ナル伝達経路の関与についての解析は行わ

れていなかった。我々は、まず LPA 受容体に

着目し、ニトロソ化合物で誘発したラット

肝・肺発がん実験系を用いて LPA 受容体遺伝

子異常を検索したところ、肝細胞癌において

LPA1 遺伝子点突然変異が高頻度に検出され

た。さらに、肺発がん系では、肺腺癌はもと

より肺腺腫においても LPA1 遺伝子点突然変

異が高頻度に見られることから、肝・肺発が

ん過程に LPA1 遺伝子異常が重要な役割を演

じることが判明した。また、大腸がんをはじ

めとした種々のがん細胞における LPA 受容

体遺伝子発現異常が、遺伝子プロモーター領

域の DNA メチル化異常によるものであるこ

とも見出した。このように、我々は LPA 受容

体を介する LPA シグナル伝達経路ががんの

発生に深く関与することを世界に先駆けて

明らかにした。 
 
２．研究の目的 
がんの発生に LPA 受容体異常が関与する

という、これまでの我々の研究成果をふまえ

て、本研究では、治療抵抗性を示す難症例を

想定し、がんの浸潤・転移および抗がん剤抵

抗性獲得などがん細胞の増悪化におけるLPA

受容体の分子機構を明らかにすることで、

LPA受容体を候補分子とした新規分子療法開

発のための基礎的情報を得ることを目的と

する。 

３．研究の方法 

がん細胞における LPA 受容体遺伝子発現

を検索するために、種々のがん細胞から RNA

を抽出し cDNA を合成したのちに、リアルタ

イム RT-PCR 法により LPA 受容体(LPA1～

LPA6)遺伝子発現プロファイリングを行った。

これらの LPA 受容体遺伝子発現パターンを

もとに、LPA 受容体(LPA1～LPA6)発現の見

られない細胞には遺伝子導入により LPA 受

容体発現細胞を作製した。一方、LPA 受容体

(LPA1~LPA6)遺伝子が発現している細胞に対

しては、shRNA を用いて LPA 受容体遺伝子

ノックダウンを行い、LPA 受容体ノックダウ

ン細胞を樹立した。さらに、抗がん剤抵抗性

獲得における LPA シグナル伝達経路の関与

を検索するために、低濃度の抗がん剤を処理

し徐々に濃度を上げながら長期間（＞6 カ月）

培養することで抗がん剤抵抗性細胞を作製

も行った。 

これら LPA 受容体遺伝子発現改変細胞を

用いて LPA 受容体(LPA1~LPA6)の各種がん細

胞における細胞機能解析を行った。また、発

がん物質を含めた化学物質に対する LPA 受

容体の機能解析を行うために、肝上皮細胞に

各種化学物質を短期処理して LPA 受容体発

現レベルの変化と細胞運動能を検索した。細

胞機能解析は以下のように大きく 6 つの項目

で行った。①細胞増殖：96well プレートに

3000 個の細胞を播種し 0、1、3 日における細



胞増殖率を、CCK-8 を用いて測定した。②細

胞運動能：Cell Culture Insert (8 m) を用い

upper chamber に 5x104 個～1x105 個の細胞を

播種し、 lower chamber には 5% charcoal 

stripped FBS 含有 DMEM にて 16 時間培養し、

Culture Insert 外側底面に移動した細胞を、ギ

ムザ染色を行った後に計数した。③細胞浸潤

能：マトリゲルをコートした Cell Culture 

Insert (8 m) を用い upper chamber に 1x105個

の細胞を播種して 20 時間培養した後に移動

した細胞数を計数した。④細胞外基質分解酵

素活性：がん細胞を無血清培地で 2 日間培養

した培養上清を用いて gelatin zymography を

行い、MMP-2、MMP-9 の活性を検索した。

⑤造腫瘍能：アガロース含有培地に細胞を播

種した後に10日~14日間培養し形成されたコ

ロニーの大きさを計測した(colony assay)。⑥

血管新生：Cell Culture Insert (8 m) を用い、

upper chamber には血管内皮細胞を播種し、が

ん細胞を無血清培地で 2 日間培養した培養上

清を lower chamber に用いて培養し,移動した

血管内皮細胞数を計数した。さらに、マトリ

ゲルでコートしたプレート上に血管内皮細

胞を播種し形成される血管様構造の長さを

計測した。 
４．研究成果 

 膵がん(HPD1NR)細胞を用いて LPA1 およ

び LPA3 ノックダウン細胞を作成し、細胞運

動・浸潤能解析を行ったところ、LPA1 は細

胞運動・浸潤能を抑制し LPA3 は促進するこ

とがわかった。また、膵がん症例で効率に異

常が検出される Ki-ras 遺伝子ノックダウン細

胞を用いてKi-rasとLPA受容体の相互作用を

検索し、LPA2 で促進される細胞運動能は

Ki-ras の作用によって増強されることを明ら

かにした。さらに、膵がん(PANC-1)細胞から

LPA4、LPA5 および LPA6 ノックダウン細胞

を作成して細胞機能を解析し、LPA4・LPA5

は細胞運動・浸潤能、造腫瘍性に対して抑制

的に、LPA6 は促進的に作用した。同様に骨

肉腫(HOS)細胞および線維肉腫(HT1080)細胞

から LPA 受容体機能を LPA ノックダウン細

胞を作成し細胞機能解析を行った。その結果、

LPA3 は細胞運動・浸潤能を促進し、LPA5 は

抑制的に働いた。また、骨肉腫(COS)細胞と

悪性線維性組織球腫(MFH)細胞においても

LPA5 は細胞運動に抑制的に作用することが

明らかとなった。 

 肝がん細胞を用いた細胞機能解析では、内

因性に LPA 受容体発現の見られない肝がん

(RH7777)細胞に LPA3 を発現させた細胞を作

成し解析を行った。コントロール細胞に比し

て、LPA3 発現肝がん細胞では細胞運動・浸

潤能は有意に上昇した。さらに造腫瘍能を検

索するために colony assay を行ったところ、

LPA3 発現肝がん細胞ではサイズの明らかに

大きいコロニー形成が見られた。また、抗が

ん剤（シスプラチン・ドキソルビシン）に対

する細胞生存率は、LPA3 発現肝がん細胞に

おいて有意に増加し、抗がん剤耐性関連遺伝

子であるMDR1ならびにGSTP遺伝子発現レ

ベルと相関性が見られた。一方、LPA3 ノッ

クダウン大腸がん(HT116)細胞では、細胞運

動・浸潤能ともに有意に促進したことから、

大腸がん細胞の細胞運動・浸潤に対してLPA3

は抑制的に作用することがわかった。 

 血管新生に及ぼす LPA 受容体の効果は、マ

ウス血管内皮(F2)細胞の細胞運動能を指標に

検索した。LPA1、LPA3 を発現させた神経芽

細胞腫(B103)細胞では高い F2 細胞の運動能

を誘発し、変異型 LPA1 を発現させた B103

細胞ではその運動能はさらに増強すること

がわかった。また、F2 細胞の細胞運動能と各

LPA 受容体発現 B103 細胞における VEGF 遺

伝子発現レベルとは相関性がみられた。LPA1

発現乳がん(FM3A)細胞においては、F2 細胞

の細胞運動能を促進し、LPA3 発現乳がん細

胞では抑制することがわかった。LPA3 ノッ

クダウン細胞を用いた肺がん (LL/2) 細胞で

は F2 細胞の細胞運動能が抑制された。 



 化学物質の処理によって誘発される肝上

皮(WB-F344)細胞の細胞運動能に、LPA 受容

体が関与するかを明らかにするために、化学

物質を種々の濃度で WB-F344 細胞に 2 日間

処理し、LPA 受容体遺伝子発現と細胞運動能

を検索した。肝発がん物質であるエチオニン

を WB-F344 細胞に処理すると、LPA3 遺伝子

発現レベルが増加するとともに細胞運動能

が上昇した。同様の LPA3 遺伝子発現とそれ

に伴う細胞運動能の上昇は過酸化水素処理

においても見られた。また、細胞運動能にお

ける内分泌かく乱物質の作用を検索したと

ころ、エストロゲン（エストラジオール）と

合成エストロゲンであるエチニルエストラ

ジオールは LPA3 遺伝子発現と細胞運動能を

上昇させるのに対して、合成エストロゲンで

あるジエチル・スチルベストロ－ルは LPA1

遺伝子発現の増加と細胞運動能の抑制を示

した。さらに、線維芽(3T3)細胞を用いて同

様の検索を行ったところ、過酸化水素と、2,3-

ジメトキシ-1,4-ナフトキノンはLPA3遺伝子

発現と細胞運動能を上昇させ、その効果は

LPA1 によって抑制されることがわかった。

これらの結果より、WB-F344細胞および3T3

細胞の細胞運動能において、LPA1 は抑制的

に LPA3 は促進的に作用することが明らかと

なった。 

 本研究結果より、LPA 受容体は細胞運動・

浸潤、造腫瘍性、抗がん剤耐性および血管新

生などがんの悪性増殖能獲得に関与するこ

とが判明した。これら LPA 受容体を介するが

ん細胞の細胞機能は、がん細胞特異的に促進

または抑制的に作用することならびに LPA

受容体遺伝子発現パターンは細胞によって

異なることから、LPA 受容体を介する LPA

シグナル伝達経路が新規分子標的療法の標

的候補分子となりうる可能性が明らかとな

った。 
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