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研究成果の概要（和文）：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.LPA刺激によりERK1／2のリン酸化が誘導された.マウス歯胚胎生14.5日齢でLPA5
を除く全てのLPA受容体の発現，胎生18日齢で全てのLPA受容体の発現が確認された.In situ hybridization法に
より,胎生12日齢で歯蕾形成上皮と接する間葉にLPA1受容体の強い発現が認められ,胎生18日齢の鐘状期歯胚咬頭
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.LPAシグナルは歯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.

研究成果の概要（英文）：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 phosphorylation 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 development.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 development 
and periodontal ligament functions.
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１．研究開始当初の背景 

 矯正歯科治療において矯正力が負荷される

組織には、歯周組織（歯根膜、セメント質、

歯肉、歯槽骨）と歯髄がある。この中で歯根

膜は、歯周組織への栄養供給を行うと同時に、

力学的負荷に対する緩衝材としての役割も担

い、さらにメカニカルストレスを感知するセ

ンサーとして機能しているのではないかと考

えられている。 我々はこれまで歯根膜由来線

維芽細胞に力学的負荷の一つである重力を負

荷すると、ATP が放出された後、MAP キナー

ゼの一つである ERK がリン酸化され、

Cyclooxygenase-2（COX-2）が誘導される事を

明らかにした。このERK のリン酸化と COX-2 

の誘導は単に ATP の添加だけでは完全に力

学的負荷のシグナルをミミックすることが出

来ず、他のシグナル(IL-1、IL-1β、IGF-I、

TGF-β、osteopontin、PTH-R など)によるク

ロストークの存在が示唆された。こうした現

象は骨芽細胞にも見られ、力学的負荷の複 

雑なシグナル応答の存在をさらに強く示唆す

るものであった。これまで力学的負荷による

他のシグナル経路としては、ATP経路以外に、

Voltage-sensitive Ca2+ channel (VSCC) や 

Volumesensitive Ca2+ channel（MSCC）のCa2+ 

流入に依存するシグナル経路（第２の経路）、

細胞骨格を認識するアクチンを介する 

経路（第３の経路）、または細胞接着を認識

するインテグリン/FSK などの経路（第４の経

路）がそのシグナル経路として報告されてき

た。しかし力学的負荷が誘導する膜リン脂質

系シグナルの関与についての研究報告はなさ

れて来なかった。細胞膜は脂質２重層からな

り、外層はフォスファチジルコリ 

ン（PC）が豊富で極性が、また内層のリン脂

質は rotational diffusion（回転拡散）や 

motility division（運動分配）などによって

ダイナミックに動いており、外側からの力を

容易に受容する。リゾリン脂質の代表である

リゾホスファチジン酸（LPA）は、最近様々な

生理機能（体毛形成、血管形成、脂肪細胞の

分化、神経系の発達など）に関与しているこ

とが明らかになってきており、第２の脂質メ

ディエーターとして注目されている（青木淳

賢、実験医学, 2009）。LPA は PC からホス

ホリパーゼ A1 および A2、ホスホリパーゼ D、

リゾホスホリパーゼ D（オートタキシン）な

どのコンビネーションによって生成され、こ

れらの酵素は細胞膜にもアンカーされ局在し

ている。したがって力学的負荷によって細胞

膜の流動が促進され PC と一連の LPA 合成

酵素群が結合し、LPA の合成と遊離が促進す

ると予想された。そこで LPA の受容体の発現

を歯根膜細胞でDNA マクロアレイ、RT-PCR に

より検討したところ、いくつかの LPA 受容体

の強い発現が観察され、力学的負荷依存的に

発現が上昇した。 以上から、力学的負荷が誘

導する LPA シグナルが強く示唆され、LPA シ

グナルが力学的負荷を受容する第５番目の経

路で、歯根吸収・骨リモデリング・歯の移動

に関与していることに着想した。 

 

２．研究の目的 

 歯根膜細胞には複数の LPA 受容体が強く

発現していることを明らかにした。そこで本

研究では、力学的負荷がLPA を誘導し、歯根

膜細胞でどのような細胞内シグナルとクロス

トークするのかを解明することによって、歯

も移動・歯根吸収メカニズムを明らかにする。

それによって歯根吸収のない歯の移動をより

的確に行うための基礎情報を得ることを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

 メカニカルストレス負荷によるLPA合成と

遊離の検討：ヒト歯根膜細胞を、伸展・圧縮

可能なシリコンチャンバーまた、コラーゲン

をコートした12 wellの細胞dish上で培養す

る。メカニカルストレス負荷方法：シリコン

チャンバーにCO2インキュベーター内で培養

後、任意の伸展・圧縮力を付与する。生理的



に近い同一条件下で圧迫側・牽引側のメカニ

カルストレスに応答するLPA郡および関連遺

伝子群を選択的、網羅的に検索し同定する。

低速遠心機を用いて、1Gから100Gまで負荷依

存的、５分から数日までの時間依存的に重力

を負荷する。LPA産生酵素群の解析：RT-PCR

およびウエスタン解析により、LPA産生酵素群

のmRNAおよび蛋白質発現の網羅的な解析を行

う。LPA産生酵素のsiRNAを歯根膜細胞に導入

し酵素をノックダウンさせ、歯根膜で実際に

機能する産生酵素の同定を行う。LPA受容体の

解析：RT-PCRおよびウエスタン解析により、

LPA受容体のmRNAおよび蛋白質発現の網羅的

な解析をし歯根膜細胞に濃度依存的にLPAを

添加し、LPA受容体のシグナルの検討を行う。

細胞内シグナルの測定は細胞内Ca2+ 測 定、

ERKのリン酸化の解析を行う。LPA受容体の

siRNAを歯根膜細胞に導入し酵素をノックダ

ウンさせ、歯根膜で実際に機能するLPA受容体

の同定および確認を行う。LPA産生とLPA受容

体のカップリングの解析：歯根膜細胞で作用

するLPA産生酵素とLPA受容体をそれぞれノッ

クダウンし、同様の結果が得られるかを解析

する。他のLPA産生酵素やLPA受容体の発現ベ

クターを導入したとき、細胞内シグナルの増

強効果が見られないことを確認する。 

 

４．研究成果 

 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。 

 

図1 ヒト歯根膜線維芽細胞におけるLPA受容

体発現 

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。 

図2 ヒト歯根膜線維芽細胞におけるLPA合成

酵素 

 ヒト歯根膜線維芽細胞における細胞内シグ

ナルの検討：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。その結果をコントロールとして、ATP

添加と重力負荷をウエス

タン解析した結果、図3に

示すように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。 

図3 ATP添加、重力負荷、LPS添加によるERK1

／2のリン酸化 



 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。 

 マウス胎児歯胚におけるLPA受容体現検

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。

 

図4 マウス歯胚における，LPA受容体のRT-PCR 

 

 マウス胎児歯胚における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）。 

 

図5 マウス歯胚組織でのLPA1のin situ 

hybridization 
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