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リゾホスファチジン酸はリン脂質から合成される脂質
メディエーターの一つで，LPA1からLPA6の6種類のサ
ブタイプを有するGタンパク質共役型受容体を介して，
細胞増殖，血管形成，体毛形成などの様々な機能を誘導
する．しかしながら，口腔組織でのLPAシグナルの働き
については十分に理解されていない．そこで我々は，ヒ
ト歯根膜線維芽細胞におけるLPA受容体とLPA合成酵素

の発現および細胞内シグナル伝達について，またマウス
歯胚におけるLPA受容体の発現とその分布について解析
を行なった．その結果，ヒト歯根膜線維芽細胞では
LPA1とLPA6の2つの受容体の強い発現とLPA合成酵素
lyso−PLDの発現が確認された．また，LPA刺激により
ERK1／2のリン酸化が誘導されることが明らかになっ
た．マウス歯胚においては，胎生14．5日齢でLPA5を除
く全てのLPA受容体の発現が確認され，胎生18日齢で全
てのLPA受容体の発現が確認された．更に歯胚組織での
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Abstract

Lysophosphatidic acid (LPA) is a chemical mediator

synthesized from phospholipid, that induces cell

growth, vascular development, and hair follicle devel-

opment through six subtypes of G protein–coupled re-

ceptors, LPA1−6. However, little is known about the

function of LPA signaling in oral tissue. We analyzed

the expression of LPA receptors, synthetic enzymes of

LPA and the intracellular signaling by LPA in human

periodontal ligament fibroblasts (hPDLFs). The results

showed a strong expression of LPA1, LPA6, and lyso−

PLD in hPDLFs. There was LPA induced phosphoryla-

tion of ERK1/2 in the hPDLFs. We also analyzed the

expression of LPA receptors in mouse tooth germs at

the cap and bell stages by RT−PCR, and found that all

LPA receptors were expressed during tooth develop-

ment. Further, we also analyzed LPA1 in mouse tooth

germs using in situ hybridization and determined LPA1

expression in the dental mesenchyme at the initial stage

and in both the mesenchyme and epithelium from the

bud to the bell stages. These results suggest that LPA

signaling would play an important role in tooth devel-

opment and oral functions.
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LPA1受容体の発現分布では，in situ hybridization法によ
り，胎生12日齢で歯蕾を形成しつつある上皮と接する間
葉に強い発現が認められ，この発現が胎生18日齢の鐘状
期歯胚の咬頭頂付近では，上皮のエナメル芽細胞分布部
位にも観察された．以上より，LPAシグナルは口腔組織
において，歯牙の発生から歯根膜の細胞シグナル伝達ま
で広く制御に関わっていることが示唆された．

緒 論

リゾホスファチジン酸（Lysophosphatidic acid, LPA）
は，リン脂質から合成されるシグナル分子で，主に，ホ
スファチジルコリン（PC）からホスホリパーゼA2

（PLA2）によって1つの脂肪酸が切り出された残りのリ
ゾPCから，リゾPLD（lyso−PLD, Autotaxin, ENPP2）に
よって合成される（Aikawa et al ., 2015）．LPAはこれま
でその存在は知られていたものの，アラキドン酸代謝物
のプロスタグランジン類に比較して，その役割が十分に
明らかになっていなかった．しかし，近年の研究の進展
により，細胞増殖，血管形成，抗アポトーシス，細胞遊
走，神経細胞の突起退縮など，様々な役割を担っている
ことが明らかになってきた（Kihara et al ., 2015 ; Xu et

al ., 2001 ; van Meeteren et al . , 2006 ; Fotopoulou et al . ,

2010 ; Tanaka et al ., 2006 ; Teo et al ., 2009）．
LPAはGタンパク質共役型の受容体を介して作用し，

現在までLPA1からLPA6までの6つのサブタイプが同定
されている（Kihara et al ., 2015）．LPA受容体は，その
大部分が内皮分化遺伝子（endothelial differentiation gene,

EDG）やATPをリガンドとするP2Yプリン受容体と共
通であることが明らかになり，LPAだけでなく違った種
類のリガンドにより機能選択されていることも示唆され
ている（Aikawa et al ., 2015）．これまでそれぞれの受容
体の機能には，LPA1（EDG2）が脳神経の発達や血管
形成（Harrison et al ., 2003；Roberts et al ., 2005），LPA2

（EDG4）が肺の炎症や繊維化（Huang et al ., 2013），
LPA3（EDG7）が受精卵の着床と着床間隔（Ye et al .,

2005），LPA4（P2Y9）が胎生期の血管やリンパ管の形
成や細胞の遊走（Sumida et al . , 2010；Lee et al . ,

2008），LPA5（GPR92）が疼痛反応（Callaerts−Vegh et

al ., 2012），LPA6（P2Y5）が体毛形成（Pasternack et

al ., 2008；Shimomura et al ., 2008）に関与していること
が報告され，受容体のバリエーションにより様々な機能
と関係していることが明らかになった．歯の発生は上皮
と間葉の接触が必要な点で体毛の発生と共通しているた
め，これらの受容体サブタイプの中で，LPA6（P2Y

5）の関与の可能性が示唆される．Pasternackらおよび

Shimomuraらの2つのグループは，それぞれ毛髪に変異
のある家系で，LPA6（P2Y5）の塩基配列に変異があ
ることを見出し，点変異で無毛症に，挿入・欠失でウー
ル毛になることを報告した（Pasternack et al . , 2008；
Shimomura et al ., 2008）．またLPAの合成酵素の一つで
あるホスファチジン酸特異的PLA1α（PA − PLA1α）
（LIPH）の変異でも貧毛症を引き起こし，LPAシグナル
が体毛形成で重要な働きをしていることが明らかになっ
ている（Kazantseva et al ., 2006；Inoue et al ., 2011）．し
かしながら，これらの報告では，発生で毛と類似してい
る歯に明確な変異や欠失などがあることを示しておら
ず，PLA6（P2Y5）やLPA合成の変異による口腔組織
への影響は不明なままである．
口腔領域においても，これまでLPAシグナルに関する

研究がいくつか報告されている．Georgeらは，LPAがヒ
ト歯根膜線維芽細胞でLPA1－3を介してERK1／2のリン
酸化を誘導し，同様にヒト歯肉線維芽細胞でLPA1を介
することを報告している（George et al ., 2009）．ERK1
／2はMAPキナーゼファミリーの一つで，p38MAPK，c

−Jun N−terminal kinaseと並び，細胞増殖を始め，多くの
細胞で様々な機能を制御している細胞内シグナル分子で
あり，LPAシグナルにおける中心的な役割を担っている
と思われる．またCerutisらは，ヒト歯根膜線維芽細胞の
損傷治癒実験においてLPAがplatelet derived growth factor

の作用を増強させること（Cerutis et al ., 2004, 2007），
LPA18：1がヒト歯肉線維芽細胞において炎症に関与す
る多くの新しい遺伝子や既知の遺伝子を制御しているこ
と（Cerutis et al ., 2015）を報告している．口腔上皮細
胞においては，Thorlaksonらが細胞遊走を促進すること
を報告している（Thorlakson et al ., 2016）．さらに我々
は，ヒト歯根膜線維芽細胞に重力によりメカニカルスト
レスを負荷し，ATPがメカニカルストレスのメディエー
ターとして誘導され，P2Y受容体を介してERK1／2の
リン酸化を惹起していることを報告した（Ito et al . ,

2014）．これは，LPAの受容体としても同定されてい
る，LPA4（P2Y9）およびLPA6（P2Y5）の関与を示
唆するものでもある．
しかしながら，このようにいくつかの報告があるもの

の，口腔組織でのシグナル伝達に関するLPAの役割につ
いては依然十分明らかになっていない．特に，歯牙の発
生過程では，その可能性の報告すら見られない．そこで
本研究では，口腔でのLPAの役割を明らかにするため
に，ヒト歯根膜線維芽細胞での細胞情報伝達とマウスの
歯牙発生でのLPA受容体を中心としたLPAシグナルの関
与について検討したので報告する．
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材料および方法

1）材料
ヒト歯根膜線維芽細胞は，矯正治療のための抜歯より

初代培養細胞（primary cultured cells）として採取した
（北海道医療大学歯学部・大学院歯学研究科倫理委員会
内規第8条に基づき，「ヒト歯根膜細胞を用いた歯根吸
収関連遺伝子の研究」として申請・承認され（承認番号
13），歯根膜の使用はインフォームドコンセントを元に
本人から承諾済み）．ウシ血清（CS）はギブコ社より購
入した．Alpha modification of Eagle’s medium（α－
MEM），suramin，ATP，ペニシリンG，ストレプトマイ
シンはシグマ社（St Louis, MO, USA）より購入した．1
－oleoyl－リゾホスファチジン酸（LPA）はケイマン・
ケミカル社（Ann Arbor, MI, USA）より購入した．Im-

mobilon−P転写膜（PVDF膜）およびImmobilon−HRPウエ
スタン化学発光試薬はミリポア社（Bedford, MA,

USA ） か ら 購 入 し た ． DIG Labelling mix （ NO

11277073910）はロッシュ・ダイアグノスティックス社
（Basel, Switzerland）より，ブロックエースは雪印乳業
（東京，日本）より，タンパク質定量試薬XL−Bradfold

[SDS−PAGE適応］はアプロサイエンス社（徳島，日
本）より，10％ポリアクリドアミドゲル（PAGE）は
ATTO社（東京，日本）より購入した．抗p−ERK抗体
（E－4，マウスモノクローナル抗体）および抗ERK抗体
（K－23，ラビットポリクローナル抗体）はサンタクルズ
社（Santa Cruz, CA, USA）より購入した．HRP－2次抗
体（抗マウスまたは抗ラビットIgG），ProbeQuant G50
Micro ColumsはGEヘルスケア社（Hemel Hemstead, Eng-

land）より購入した．その他の試薬は一般試薬を使用し
た．

2）細胞培養，細胞への薬剤刺激および重力負荷
歯根膜線維芽細胞の培養は，α－MEM（10％ CS，ペ

ニシリン（1mg/mL），ストレプトマイシン（1mg/

mL），グルタミン（200mM）含有）を用いて，5％ CO2

存在下，37ºCでHERACELL CO2細胞培養装置（サー
モ・サイエンティフィク社）にて行った．ERKのリン酸
化実験における細胞への薬剤刺激は，ATP（10μM）で
5分間およびLPA（10 ng/ml，22．9 nM）で5分間行っ
た．細胞への重力負荷は，以前の報告（ Ito et al . ,

2014）に従って行った．Suramin添加は100μMで刺激時
の15分前に加えた．

3）RNA抽出，ゲノムDNAの抽出，逆転写反応，Po-

lymerase chain reaction（PCR）
ヒト歯根膜線維芽細胞およびマウス歯胚からのtotal

RNAの抽出は，Tryzol試薬を用いて，メーカー指定のプ
ロトコールに従って抽出した．ゲノムDNAの抽出はキ
アゲン社のGenomic DNA purification kitを用いて，メー
カー指定のプロトコールに従って抽出した．逆転写反応
はギブコ社のSuperscript IIを用いて，1μgのtotal RNAか
らメーカー指定のプロトコールに従って合成した．PCR

反応は，それぞれの特異的プライマーとタカラバイオ社
のExTaq polymeraseを用いて，94ºC 10秒，55ºC 30
秒，72ºC30秒の熱サイクルを35サイクル（ただし，
GAPDHの場合は25サイクル）で，メーカー指定のプロ
トコールに従って行った．使用した特異的プライマーは
以下の表1から3に示す（hはヒト，mはマウス，Fは
forward primer，Rはreverse primerを表す）．PCR法にて

遺伝子名／番号 プライマー配列 位置
hLPA1 F : 5’ −ctgaagactgtggtcattgtgc−3’ 1117−1138

[NM_001401.3] R : 5’ −aaccacagagtggtcattgctg−3’ 1440−1419

hLPA2 F : 5’ −gtcaagactgttgtcatcatcct−3’ 857−879

[NM_004720.5] R : 5’ −ggaagcatgatgcgagtgcg−3’ 1158−1140

hLPA3 F : 5’ −gattgttttgtgtgttgggac−3 309−329

[NM_012152.2] R : 5’ −tggtcaggttgctatggacc−3’ 640−621

hLPA4 F : 5’ −caccaatctagctgtctctgatt−3’ 854−876

[NM_001278000.1] R : 5’ −gcattgttgacattagtggtgga−3’ 1171−1148

hLPA5 F : 5’ −ctctcctacgcactgcaccact−3’ 684−700

[NM_020400.5] R : 5’ −gaagctctcgaagcataggcgca−3’ 978−956

hLPA6 F : 5’ −agaattgtgagaaagcgacctc−3’ 929−950

[NM_005767.5] R : 5’ −tctgtgaccagaatgaaaccac−3’ 1286−1265

遺伝子名／番号 プライマー配列 位置
hPA−PLA1α F : 5’−ccatggtcttgaaggaattt−3’ 493−512

[NM_139248.2] R : 5’−acagacctctggtggtcaca−3’ 866−846

hLyso−PLD(ENPP2) F : 5’−ggacccatggaagtttgaat−3’ 1819−1838

[NM_006209.4] R : 5’−ggaatccgtaggacatctgc−3’ 2283−2264

hPS−PLA1 F : 5’−gacgctgtctggattgcttt−3’ 938−957

[NM_015900.3] R : 5’−tggtttatctggcattgtgg−3’ 1253−1234

遺伝子名／番号 プライマー配列 位置
mLPA1 : F : 5’−ctgaagactgtggtcattgtgc−3’ 955−976

[NM_010336.2] R : 5’−aaccacagagtggtcattgctg−3’ 1278−1257

mLPA2 : F : 5’−gtgaagacggttgtcatcattct−3’ 868−887

[NM_020028.3] R : 5’−gaagcttgatccgcgtgct−3’ 1165−1147

mLPA3 : F : 5’−acaaagcttgtgatcgtcctgt−3’ 290−311

[NM_022983.4] R : 5’−tcatgatggacatgtgtctttcc−3’ 605−583

mLPA4 : F : 5’−aacctggccctctctgattt−3’ 787−806

[NM_175271.4] R : 5’−gcattgttgacattagtggtgga−3’ 1100−1078

mLPA5 : F : 5’−cagactaatttctcttcccacct−3’ 310−332

[NM_001163268.1] R : 5’−ccgtacatgttcatctggaagat−3’ 671−649

mLPA6 : F : 5’−gtcatcttctgtttctgttttgtgcc−3’ 1416−1441

[NM_175116.4] R : 5’−tcacttcttctaaccgaccagtttttc−3’ 1648−1622

mGAPDH : F : 5’−ctacccccaatgtgtccgtcgtg−3’ 793−815

[NM_001289726.1] R : 5’−gatggaaattgtgagggagatgc−3’ 1192−1170

表1：ヒトLPA受容体検出用PCRプライマーデザイン

表2：ヒトLPA合成酵素検出用PCRプライマーデザイン

表3：マウスLPA受容体検出用PCRプライマーデザイン
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DNAを増幅後，1．5％のアガロースゲルにて電気泳動
後，ATTO社ライトキャプチャーIIにより，ゲルの泳動
を撮影した．

4）p-ERKとERKのウエスタン解析
細胞のタンパク質は2xサンプルバッファー（2％

SDS，100mM Tris−HCl，20％ Glycerol，1．7Mβ－mer-

captoethanol, BPB）にて抽出し，沸騰水にて熱変性後
（5分），XL−Bradfoldタンパク質定量試薬を用いてタン
パク質を定量した．10 μgのタンパク質を10％SDS−

PAGEにて電気泳動後，ブロッティング装置Trans−Blot

Turbo（BIO−RAD）にてPVDF膜に転写した．転写後の
PVDF膜をブロックエースでブロッキング後，1次抗体
（抗p−ERK抗体または，抗ERK抗体），2次抗体および
化学発光検出試薬を用いて，定法に従ってウエスタン解
析を行った．化学発光検出試薬により同定されたバンド
は，ATTO社ライトキャプチャーIIにより検出した．

5）in situ hybridization法
マウス歯胚を含む組織を4％パラフォルムアルデヒド

で4℃で一晩固定後，20％スクロースを含むPBSに6時
間浸漬し，Tissue−Tek O.C.T. Compound（サクラフィン
テック，Tokyo，Japan）に包埋し，Cryon Spray Freezer

（応研商事，Tokyo）を用いて凍結した．クリオスタッ
トを用いて作成した厚さ10ミクロンの凍結切片をシラン
コートしたスライドグラスに貼り付けin situ hybridiza-

tionに用いた．切片は無水エタノールと0．2N塩酸による
前処理後，プロテイネースK処理と4％パラフォルムア
ルデヒドによる再固定を行い，洗浄，風乾して，ジゴキ
シゲニン（DIG）でラベルしたRNAプローブ（500 ng/

ml）を含むハイブダイゼーションバッファー（50％ for-

mamide，5× SSC，10 mM EDTA，5％ dextran sul-

phate，1×Denhardt’s solution，250μg/ml yeast tRNA，
500 μg /ml fish sperm DNA（Roche diagnostics GmbH,

Mannheim, Germany）and0．02％ SDS）を用いて65℃で
14時間ハイブリダイゼーションを行った．その後，0．2
X SSCによる洗浄（65℃30分）を3回行い，室温にて
PBSによる洗浄，20％Block Aceを含むPBSによるブロッ
キングを行った後，1：500で希釈したアルカリフォス
ファターゼ結合抗DIG抗体と4℃で一晩反応させ，NBT

/BCIPによる発色を行った．LPA1のcDNAはpT7／T3α

－18プラスミドに繋ぎこみ，リニアライズしたプラスミ
ドを鋳型として，ロッシュ社DIG Labelling mix（NO

11277073910）存在下でT7 RNA polymeraseまたはT3
RNA polymeraseを用いてセンスおよびアンチセンスプ

ローブの合成を行った．

結 果

歯根膜線維芽細胞におけるLPA受容体とLPA合成酵素の
mRNA発現の検討

LPAの受容体のmRNA発現を検討するために，LPA1－6

のそれぞれに特異的なプライマーを用いて，RT−PCR法
によりmRNAでの発現を検討した．その結果図1Aに示
すように，LPA1とLPA6の強い発現が認められ，LPA3と
LPA4に僅かな発現が認められた．LPA2とLPA5の発現は
認められなかった．またゲノムDNAを鋳型にしたPCR

で特異的発現が確認され（図1C），RT（－）ではバン
ドが認められなかった（図1B）ことから，これらの増
幅された発現は特異的であることが確認された．次に，
LPA合成に関しての検討を行った．LPAの合成経路には
lyso−PLDの他，ホスファチジン酸（PA）からPA−PLA1α

によって合成される経路もあるため，2つの合成酵素，
lyso−PLDとPA−PLA1αの発現検討をRT−PCR法にて行っ
た．その結果，図2に示すように，lyso−PLDの強い発
現が認められたが，PA−PLA1αは認められなかった．

ヒト歯根膜線維芽細胞における細胞内シグナルの検討
緒論に記載したように，歯根膜線維芽細胞への重力負

荷ではATPの誘導によって，ERK1／2がリン酸化され
る（Ito et al ., 2014）．その結果をコントロールとして，
ATP添加と重力負荷を検討した結果，図3に示すように
以前と同様にERK1／2のリン酸化が確認された．これ
らと同じタイムコースでLPAの添加によりERK1／2の
リン酸化を検討した結果，ATP添加と重力負荷とほぼ同
様なリン酸化結果が得られた．さらにGタンパク質共役
型受容体の阻害剤であるSuraminを添加し，ATP添加，
重力負荷，LPA添加を行った結果，いずれの場合も同様
にリン酸化は消失したことから，これらのリン酸化反応
は全てGタンパク質共役型受容体を介したもので，ATP

とLPAは共にシグナル分子（アゴニスト）として歯根膜
線維芽細胞で機能していることが明らかになった．

マウス胎児歯牙におけるLPA受容体の発現検討
マウスの胎生14．5日齢と胎生18日齢の歯胚からRNA

を抽出し，RT−PCRによりLPA受容体の発現の検討を
行った．その結果図4Aに示すように，胎生14．5日齢で
は，LPA5を除く全ての受容体の発現が認められ，特に
LPA4の発現が強く認められた．次に図4Bに示すよう
に，胎生18日齢では全ての受容体の発現が認められた．
胎生14．5日齢と胎生18日齢での発現を比較すると，胎生
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18日齢でLPA1，LPA2，LPA6の発現が増加し，LPA3の発
現が減少し，日齢の経過で受容体のサブタイプの発現に
変化が生じることが認められた．

マウス胎児歯牙におけるLPA1の発現部位の検討
in situ hybridization法によるLPA1の歯胚における発現

分布の検討を行った．図5Aに示すように，胎生12日齢
において，LPA1は歯蕾を形成しつつある上皮と接する
間葉に強い発現が認められた（図5A）．蕾状期以降は
歯小嚢とエナメル器に発現がみられ（図5B, C, E, F），
胎生18日の鐘状期歯胚では内エナメル上皮とエナメル芽
細胞および象牙芽細胞にのみ発現が見られるようになっ
た（図5H）．

考 察

LPAはリゾPCから合成されるケミカルメディエー
ターで，リゾPCと共に血清に存在するが，他の体液と
同様に唾液にも存在することが示されている（Bathena

et al ., 2011）．にもかかわらず，口腔組織でのLPAの働
きについての知見は僅かで，未だ不明な点が多い．歯根
膜は歯槽骨と歯根の間にあって，クッションとしての役
割を担っていると同時に，歯槽骨と歯根のメンテナンス
の役割を果たしていると考えられている．我々はこれま

図1 ヒト歯根膜線維芽細胞におけるLPA受容体発現検討
LPA受容体の6つのサブタイプ，LPA1～PLA6のPCRによる解析を行った．（A）ヒト歯根膜線維芽細胞から抽出した1μgのtotal
RNAを使用したRT（RT（＋））をPCRの鋳型とした．（B）ネガテイブコントロールとして，1μgのtotal RNAをのみを使用
し，RT酵素無しでRT反応を行い（RT（－）），PCRの鋳型とした．（C）ポジティブコントロールとして，ヒト歯根膜線維芽細胞
から抽出したゲノムDNA（Genomic）を鋳型とした．ただし，LPA1とLPA2は，プライマー間にイントロンを挟むためgenomic
でコントロールバンドを示すことができなった（イントロンは，LPA1のexon4と5の間で656，700bp，LPA2のexon2と3の間
で1，973bp）．（A）のLPA1の特異性は制限酵素により確認済み（データ示さず）．Marker：サイズマーカーは上から順に，1419
bp，517bp，396bp，214bp，75bp.

図2 ヒト歯根膜線維芽細胞におけるLPA合成酵素の発現検
討
LPA合成酵素のRT−PCRによる解析を行った．鋳型にはヒト
歯根膜線維芽細胞から抽出した1μgのtotal RNAを使用した
RT（RT（＋））を用いた．PA−PLA1α：ホスファチジン酸
特異的ホルホリパーゼA1α，Lyso−PLD：リゾホスホリパー
ゼD，PS−PLA1：ホスファチジルセリン特異的ホスホリパー
ゼA1，GAPDH：glyceraldehyde－3－phosphate dehydroge-
nase. Marker：サイズマーカーは図1と同様．
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で，歯根膜線維芽細胞にメカニカルストレスを負荷し，
細胞内シグナルの解析を行ってきた（Ito et al ., 2014）．
その結果，P2Yプリン受容体を介したATPがメカニカ
ルストレス・シグナルとして重要な働きをしていること
を示した．LPAの受容体はP2Yプリン受容体としても
LPA4（P2Y9）およびLPA6（P2Y5）が同定されてお
り，ATPとLPAが同じ受容体を共有して機能していると
考えられる．実際Georgeらは，ヒト歯根膜線維芽細胞お
いて，LPAがLPA1－3を介してERK1／2のリン酸化を誘
導することを報告している．しかしLPA1－3はP2Yプリ
ン受容体としては同定されていないことから，我々はヒ

ト歯根膜線維芽細胞において，LPA4－6を含めたLPA受容
体mRNA発現の検討を行った．その結果，図1Aに示す
ように，LPA1とLPA6の強い発現が認められた．この結
果は以前報告のあったLPA1に加えて，LPA6が歯根膜線
維芽細胞で強く発現していることを示した初めての報告
である．LPA6はもともとP2Y5プリン受容体としても
同定されており，ATPとLPAの2つのリガンドによって
同じシグナル経路を支配している（Yanagida et al . ,

2009）．LPA6（P2Y5）は体毛の形成に重要な働きをす
ることが示されており（Pasternack et al . , 2008；Shi-

momura et al ., 2008），また体毛形成は間葉と上皮の接触

図3 ATP添加，重力負荷，LPS添加によるERK1／2のリン酸化解析
ウエスタン解析によりERK1／2のリン酸化を解析した．p−ERK：リン酸化されたERK，ERK：リン酸化されていないERK，
SuraminはGタンパク質共役型受容体の阻害剤をそれぞれ表す．（A）ATPの添加（10μM）によるERK1／2のリン酸化を解析．
（B）重力負荷（25G）によるERK1／2のリン酸化を解析．（C）LPA添加（10ng/ml）によるERK1／2のリン酸化を解析．

図4 マウス歯胚における，LPA受容体のRT-PCRによる解析
（A）マウス胎生14．5日齢の歯胚組織からtotal RNAを抽出し，1μgのtotal RNAをRTに使用しPCR解析を
行った．（B）マウス胎生18日齢の歯胚組織からtotal RNAを抽出し，1μgのtotal RNAをRTに使用しPCR解
析を行った．GAPDH：glyceraldehyde－3－phosphate dehydrogenase. Marker：サイズマーカーは図1と同
様．
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とシグナル交換という点で歯牙の形成と同じシステムを
持っている．このような視点から，LPA6が歯根膜線維
芽細胞で発現していることは，歯根膜が歯牙・歯根の再
生能力を残しているのかもしれない．また図3Cに示す
ように，歯根膜線維芽細胞でLPA刺激するとERK1／2
がリン酸化され，suraminの添加で，そのリン酸はほぼ
消失した．SuraminはGタンパク質共役受容体の阻害剤

で（Beindl et al ., 1996；Chung et al ., 2005），P2受容体
やドーパミンD2受容体など，多くの受容体シグナルを
阻害し，またLPA受容体もGタンパク質共役型受容体で
ある．この結果はATP刺激や重力負荷の場合と全く同じ
であった．図1Aに示すように歯根膜線維芽細胞では，
主にLPA1とLPA6の2つの受容体が発現していることか
ら，LPAの刺激はこの2つの受容体を介してERK1／2

図5 マウス歯胚組織でのLPA1のin situ hybridization解析
胎生12（A），13（B），14（C），15（D, F），16（F），18（G, H）日の下顎歯胚．センス（D, G）およびアンチセンスプロー
ブ（A, B, C, E, F, H）を用いたハイブリダイゼーション．（A）肥厚した上皮（ep）が歯堤を形成している．LPA1は間葉
（mes）で強く発現している．（B）蕾状期．LPA1の発現は上皮性の歯蕾（tb）の先端付近と周囲の間葉にみられる．（C）帽状
期．LPA1の発現はエナメル結節および内エナメル上皮を除くエナメル器（eo），歯乳頭（dp），歯小嚢（df）にみられる．（E）
後期帽状期．LPA1は歯乳頭で比較的強く発現し，エナメル器全般と歯小嚢にも発現している．（F）初期鐘状期．エナメル器内
のLPA1の発現は歯堤側の領域以外は弱い．歯乳頭では比較的強い発現がみられ，歯小嚢でも発現している．（H）鐘状期歯胚．
咬頭頂付近では象牙質（de）の薄層が形成され，エナメル芽細胞（am）も分化している．LPA1はエナメル芽細胞を含む内エナ
メル上皮全般と象牙芽細胞（od）で発現している．（D, G）のセンスプローブを用いたハイブリダイゼーションではシグナルは
みられない．scale bar，100µm.
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のリン酸化を伝達することが示された．しかし，このど
ちらの受容体が優位に作用するか，またどのような機能
と結びついているのかなど不明な点も多く，さらなる研
究が必要である．
次に我々は，LPAの合成系の検討を行った．図2に示

すように，RT−PCRによって歯根膜線維芽細胞ではlyso−

PLDが検出されたがPA−PLA1αは検出されなかった．し
たがって歯根膜繊維芽細胞はLPAの合成系（lyso−PLD）
と受容体系（LPA1及びLPA6）の両方持つことが明らか
になり，LPAシグナル系が歯根膜線維芽細胞内でも機能
している可能性があることが示唆された．血清中には大
量に基質となるリゾPCが存在する．歯根膜線維芽細胞
はこれを利用してLPAを合成し，オートクライン及びパ
ラクラインによってLPAを作用させる要素を備えている
ことになる．
更に我々は，歯胚でのLPAシグナルの発現について検

討した．LPA合成のKey酵素である lyso − PLD（ auto-

taxin）の欠損マウスは，胎生8．5日～10．5日で死亡する
と報告されている（van Meeteren et al ., 2006；Tanaka et

al ., 2006）．従ってLPAシグナルのマウス初期胚発生で
の必須性は明らかであり，胎生死の原因は，主に重篤な
血管形成不全に起因していることが示されている（van

Meeteren et al ., 2006；Tanaka et al ., 2006）．また同様に
神経管閉鎖不全が認められる（Tanaka et al ., 2006；Fo-

topoulou et al ., 2010）．それに対して，LPA受容体のそ
れぞれのノックアウトマウスの実験では，胎生致死はほ
ぼ見られないことから，LPAシグナルが複数のLPA受容
体で機能分担していると推定されている（青木ら，
2015）．ただし，LPA1は血管形成に関与し，そのノック
アウトマウスでは，その半数が新生仔期に死亡すること
から（Teo et al ., 2009），発生・成長期ではLPA1が最も
重要な役割を担っているのかもしれない．このように
LPAシグナルがマウス胎生期において，重要な役割を果
たしていることが明らかである．そこで我々は歯牙の発
生におけるLPAシグナルの役割を検討するために，マウ
ス歯胚でのLPAシグナルの可能性の検討を行った．
LPA1－6のマウス歯胚での発現をそれぞれの特異的プライ
マーを用いてRT−PCRにて検討した結果，図4Aに示す
ように，胎生14．5日齢の帽状期ではLPA5の発現のみが
見られなかったが，図4Bに示すように，胎生18日齢の
鐘状期では全ての受容体の発現が確認された．このこと
は歯胚発生において，LPAシグナルが重要な働きをして
いることを示しており，6つの受容体がそれぞれに機能
分担しながら複雑な歯牙の発生を制御していることを強
く示唆するものである．また，それぞれのサブタイプの

受容体が時間経過と共に発現が変化することは，歯牙形
成における時期的な機能分担を示唆するもので非常に興
味深い．次に我々はマウス歯胚組織を用いて，in situ

hybridization法によりLPA1の歯胚での発現分布を検討し
た．図4のRT−PCRの結果では，全ての受容体に強い発
現が認められ，特にLPA6は体毛と歯牙の発生の類似点
から興味あるところではあるが，致死性がより重要と考
え，本研究ではLPA1に焦点を絞った．その結果，図5A

に示すように，強いシグナルが胎生12日齢の歯堤形成の
上皮と接する間葉（mes）に見られた．このことはLPA1

からのシグナルが，歯牙の発生の中心を担っている間葉
において重要な制御シグナルとして働いていることを示
唆するものである．また図5B－図5Eに示すように，
LPA1の発現は次第に減弱した後，図5Hに示すように，
胎生18日の鐘状期歯胚では内エナメル上皮とエナメル芽
細胞にも発現が見られるようになった．このような
LPA1の発現部位の変化は，歯牙発生における間葉と上
皮のシグナル交換の一部を担っているように見える．以
上のように，歯牙の発生期におけるLPA受容体の発現と
変化が明らかとなり，歯牙形成でのLPAシグナルの重要
性が明らかとなった．歯牙の発生におけるLPAシグナル
の関与の可能性を示した報告は本研究が初めてである．
しかしながら，歯牙の発生におけるLPAシグナルの役割
の解明には未だ多くの不明な点も多く，LPA1以外の受
容体の発現分布や発現時期の変化，ノックアウトマウス
での歯胚発生の検討など，更なる研究が必要である．

結 論

本研究において，ヒト歯根膜線維芽細胞で，LPAシグ
ナルに関与するLPA合成酵素の lyso−PLDと受容体の
LPA1とLPA6の遺伝子が強く発現していることが明らか
になった．またマウス歯胚において，全てのサブタイプ
のLPA受容体遺伝子が発現していること，またin situ

hybridization法により，LPA1が胎生12日齢において間葉
（mes）で強く発現し，その発現が次第に減弱した後，
胎生18日齢では上皮（ep）の部分（特にエナメル芽細胞
（am）の分布部位）にも発現が見られるようになった．
これらの結果から，LPAシグナルの口腔領域での重要性
が明らかになった．
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