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研究成果の概要（和文）：LPA(Lysophosphatidic Acid)は様々な生理活性をもつことが知られ

ている。今回、我々は、歯周組織を構成する歯肉上皮細胞と破骨細胞に対する影響を検討した。

歯肉上皮細胞において、LPA は細胞増殖を亢進し、IL-6, IL-8 といった炎症性サイトカインの

産生を増強した。また、破骨細胞形成に必須である RANKL の産生も増強した。一方、破骨細

胞前駆細胞において、LPA はその細胞増殖に影響を与えなかったが、RANKL による破骨細胞

形成数を増強した。そのメカニズムを検討した所、LPA は Caspase3 の活性化を抑制すること

により、apoptosis を低下させ、破骨細胞数が増強していることが明らかとなった。以上の結

果より、LPA は歯周組織において、組織破壊を促進する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：LPA (Lysophosphatidic Acid) is known to be a biologically active 
protein. We examined the effect of LPA on gingival epithelial cell and osteoclast which 
constituted periodontium. In a gingival epithelial cell, LPA promoted cell proliferation and 
increased production of inflammatory cytokines such as IL-6 and IL-8. In addition, the 
production of RANKL which was indispensable to the osteoclast formation was also 
increased. On the other hand, LPA increased RANKL-induced osteoclast formation, 
although LPA did not affect the cell proliferation in osteoclast progenitor cell. To clarify this 
mechanism, we examined Caspase3, which is one of apoptosis related factors. We found 
that LPA increased osteoclast number through reduction of apoptosis by Caspase3 
deactivation. These data suggested that LPA might promote destruction of periodontal 
tissue in periodontitis. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・歯周治療系歯学 
キーワード：①LPA ②骨代謝 ③歯周組織 
 
１．研究開始当初の背景 
歯周病に罹患している患者の歯肉溝滲出液 

中には、マクロファージが産生する炎症性サ
イトカインなどが検出されることが知られ
ている。我々は、脂質異常症（高脂血症）と
歯周病との関連性を調査していく研究の中
で、この GCF 中に酸化 LDL(Low density 
lipoprotein: 悪玉コレステロール)が含ま
れていることを見出した。LDL は１分子のア
ポＢ蛋白質と種々の脂質からなる粒子であ
る。１粒子の LDL中に約 700 分子のリン脂質
が含まれており、その半分以上はホスファチ
ジルコリン(PC)である。LDL の酸化変性に伴
い、この PC からリゾ PCが生じるほか、炎症
反応の拡大に伴って LPA などが産生し、生理
活性リゾリン脂質として働くことが知られ
ている。すなわち、LPA などの生理活性リゾ
リン脂質が歯周組織で何らかの影響を及ぼ
す可能性が示唆されたのである。 

リゾホスファチジン酸(Lysophosphatidic 
Acid: LPA)はリン酸―グリセロール―脂肪酸
という極めて単純な構造をもつリン脂質で
あるが、細胞増殖、血小板増殖、血小板凝集
効果、平滑筋収縮効果、癌の浸潤促進効果な
ど非常に多岐にわたる薬理的作用を有して
いる。LPA の作用は細胞表面の G 蛋白質共役
型受容体を介して細胞内に伝えられるが、最
近４種類の受容体 LPA1(EDG2),LPA2(EDG4), 
LPA3(EDG7), LPA4が同定された。しかし、そ
の下流のシグナル伝達に関しては未だ明ら
かでないことが多い。上皮細胞において創傷
治癒が促進されるとの報告もあるが、骨代謝
を担う骨芽細胞や破骨細胞への影響や歯周
組織における創傷治癒・組織再生に対する効
果は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は骨・歯周組織における生理

活性リゾリン脂質リゾフォスファチジン酸
（Lysophsphatidic Acid: LPA)の機能・影響
を分子生物学的手法を用い、in vivo, in 
vitro の両面から明らかにし、歯周組織再生
の治療手段としての可能性を検討すること
である。 

 

３．研究の方法 
１． 生理活性リゾリン脂質 LPA の破骨細

胞形成に対する影響を解明する。 

破骨細胞前駆細胞株 RAW264.7 細胞、並び

にマウス脾臓から採取した脾臓細胞を

M-CSF で３日間培養し、マクロファージに

まで分化させた細胞（破骨細胞前駆細胞）

にリゾリン脂質 LPAで処理し、M-CSF, RANKL

存在下での破骨細胞分化に対する影響を検

討する。また、形成された破骨細胞の吸収

能に対する影響を評価にするため、デンテ

ィンスライス上にリゾリン脂質 LPA で処理

された破骨細胞前駆細胞を播種し破骨細胞

を形成させ、形成された吸収窩の大きさを

顕微鏡下で計測する(Pit formation assay)。 

２． 生理活性リゾリン脂質 LPA の破骨細

胞におけるシグナル伝達機構の解明 

骨芽細胞・破骨細胞において、これら既

存のシグナル伝達経路が活性化されるか否

かをリアルタイム PCR・Western blotting

法を用いて確認する。また、各伝達経路の

阻害剤を用いて、細胞増殖・分化に対する

影響を検討する。これらのシグナル伝達分

子が骨芽細胞において骨形成関連転写因子

Runx2, Osterix, Smad、破骨細胞において

骨吸収関連転写因子 c-Fos, AP-1, NF-kB, 

NFATc1 に及ぼす影響を 各転写因子のプモ

ーターアッセイを Cignal Finder 10パスウ

ェイ（SABioscience社）を用いて網羅的に

行い、各転写因子の関与を明らかにする。 
 
４．研究成果 
①LPA の歯肉上皮細胞に対する影響 
 リゾリン脂質 LPAが歯肉上皮細胞株 Ca9-22
に与える影響を検討した。Ca9-22 細胞から
RNAを抽出し、RT-PCR法にて LPA受容体・LPA1, 
2, 3, 4の発現の有無を調べたところ、LPA1, 
3 の発現を確認することができた。次に、LPA
の細胞増殖に対する影響を評価するために、
MTT assay を行った。その結果、LPA 刺激に
より、細胞増殖が有意に亢進された。また、
LPA の刺激により炎症性サイトカインの産生
に変化がおきるか観察した。LPA 刺激２４時
間後に RNAを回収し、炎症性サイトカインの
mRNA 発現を観察した結果、IL-6・IL-8 の発
現が増強していた。さらに、ELISA 法を用い
て上清中の IL-6並びに IL-8量を測定したと
ころ、LPA刺激により IL-6・IL-8がタンパク
質レベルにおいても有意に増強しているこ
とが明らかになった。最後に、破骨細胞形成
に必須な因子、RANKLの mRNA 発現を確認した
ところ、LPA によりその発現が有意に増強さ
れた。 



 
②LPA の破骨細胞に対する影響 
リゾリン脂質 LPA が破骨細胞前駆細胞株
Raw264.7 の細胞増殖、並びに破骨細胞形成に
与える影響を検討した。Raw264.7 細胞から
RNAを抽出し、RT-PCR法にて LPA受容体・LPA1, 
2, 3, 4 の発現の有無を調べたところ、LPA1
の発現のみを確認することができた。次に、
LPA の細胞増殖に対する影響を評価するため
に、MTT assay を行ったが、LPA 刺激による
細胞増殖には有意な差を認めなかった。次に
破骨細胞形成に対する LPAの影響を観察した。
LPA は培養３日目、５日目では破骨細胞数に
影響を与えなかったが、培養７日目において
LPA 存在下の破骨細胞数は対象群と比較して
有意に増加した。また、この破骨細胞数の増
加は LPA受容体アンタゴニスト Ki16425によ
り阻害された。このことから、LPA は破骨細
胞の生存・apoptosis に関与している可能性
が示唆された。 

 
破骨細胞形成関連遺伝子である c-Fos, 

NFATc1, Fra1, RANK に関してその発現量を
Real Time PCR 法にて定量した。破骨細胞形
成に関連するこれらの遺伝子発現は対照群
と LPA刺激群の間に有意な差を認めることは
できなかった。 
 最後にアポトーシス関連因子の一つであ
る Caspase3 の活性化について検討した。破
骨細胞形成培養５日目に LPA で処理し、
Caspase３の活性化を測定した。LPA 処理によ
り Caspase3 の活性化は有意に抑制された。
さらに、破骨細胞形成と同様に LPA のインヒ

ビターである Ki16425で処理するとその抑制
は解除された。すなわち、Caspase３活性化
の抑制は LPA-LPA受容体のシグナル伝達が関
与することが示唆された。 
以上の結果より、LPA は Caspase３の活性

化を抑制し、apoptosis を低下させることの
より、破骨細胞数を増加させることが明らか
となった。 
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