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であった．LPA1/LPA2/LPA3のトリプル欠損マウスは
胎生致死にならないという報告もあることから9），
我々は LPA4以外の Gα12/Gα13共役型 LPA受容体 

（LPA5と LPA6） も胎生期の血管新生に寄与する可能
性を考え，複数の LPA受容体を介した LPAによる新
規の血管新生分子機構の解明を目指して検討を行っ
た．

1.　LPA4と LPA6の二重欠損マウス
（Lpa4 ; Lpa6 DKO）は血管形成異常 

により胎生致死になる

本研究ではまず，LPA4と共にマウスの出生に必須
の役割を果たす LPA受容体を明らかにするため，
LPA4，LPA5，LPA6それぞれの遺伝子欠損マウスを
交配させ，出生した仔マウスの遺伝子型解析を行った．
その結果，Lpa5 KOマウスや Lpa6 KOマウスは正常
に産まれ発育した．しかしながら，Lpa4 KOかつ
Lpa6ヘテロ型 （Lpa6 Het） の雌雄を交配させると，
Lpa4 ; Lpa6 DKOマウスはメンデル比に従えば約 25%

の確率で産まれるはずだが，全く産まれなかった．一
方，Lpa4 ; Lpa5 DKOや Lpa5 ; Lpa6 DKOマウスはど
ちらもメンデル比に従い正常に産まれ発育することか
ら，LPA5は出生に寄与しないことが示唆された．以
上の結果はマウスの出生に LPA4と LPA6の両者が重
要であることを示唆している．
そこで，LPA4と LPA6が胎生期においてどのよう
な役割があるかを明らかにするために，胎生 8.5日か
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は じ め に

リゾホスファチジン酸 （LPA） は，特異的な 6つの G

タンパク質共役型受容体 （GPCR） を介して，細胞の増
殖，遊走，神経突起の退縮，サイトカイン産生など多
彩な機能を発揮するリゾリン脂質メディエーターであ
る．さまざまな臓器で LPAは検出され，血中におい
ては数百 nM存在していることが報告されている1）．
これまでに我々の研究室では，Gタンパク質 αサブユ
ニットの Gα12/Gα13を強く活性化する LPA受容体と
して，LPA の第 4 受容体 （LPA4）2,3）と第 6 受容体 

（LPA6）4）を同定し，その後の解析から LPA4欠損マウ
スは胎生期における血管・リンパ管形成異常により約
3割が胎生致死となることを見出してきた5）．一方，
Gα12/Gα13を介した LPAシグナルに関連するオート
タキシン6），Gα12/Gα137），および ROCKI/ROCKII8）の
遺伝子欠損マウスは，血管形成異常のために胎生 10.5

日前後で 100%致死となることが報告されている （図
1）．このように LPAが発生期の血管新生に必須であ
ることは知られていたが，この際に LPAが作用する
受容体は，その細胞内シグナルとともに未解明のまま
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ら 11.5日までの卵黄嚢と胎仔の形態を観察した．胎
生 8.5日では両者に形態学的な違いは認められなかっ
たが，胎生 9.5日以降の野生型 （WT） マウスで見られ
る卵黄嚢の血管形成は，Lpa4 ; Lpa6 DKOマウスの胎
仔では観察されず，胎仔の成長はWTマウスに比べ
て大きく損なわれていた （図 2A）．胎生 11.5日になる
とLpa4 ; Lpa6 DKOマウスは全て死亡していた．また，
PECAM-1抗体を用いた胎児血管のホールマウント染
色では，WTマウスの頭部や体節間領域における緻密
な血管網の形成が，Lpa4 ; Lpa6 DKOマウスでは損な

われていることを見出した （図 2B）．また，胎生 9.5

日の Lpa4 ; Lpa6 DKOマウスは WTマウスに比べて
背側大動脈が拡張していた （図 3）．

2.　血管内皮細胞特異的に LPA4と LPA6を欠損
させると，新生仔網膜の血管新生が低下する

血管内皮細胞 （EC） 特異的に Gα13を欠損させたマ
ウスが Lpa4 ; Lpa6 DKOマウスの血管形成異常を示し
てほぼ全て胎生致死となる報告があったことから10），

図 1.　LPA4以外の LPAシグナル関連遺伝子の欠損マウスは，血管形成不良により胎生 11.5日までに全て
死亡する．

図2.　Lpa4 ; Lpa6二重欠損マウスは血管形成不全により胎生11.5日までに全て死亡する．（文献16より引用，
一部改変）
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LPA4と LPA6も ECで機能すると予想した．そこで
我 々 は Cdh5-CreERTtg ; Lpa4flox ; Lpa6flox マ ウ ス と
Lpa4flox ; Lpa6floxマウスを交配させて，タモキシフェ
ン投与依存的かつ EC特異的に LPA4と LPA6を二重
欠損させるマウス （Lpa4 ; Lpa6iΔECマウス） を作製し
た．解析には同腹子の Cre陰性の Controlマウス
（Lpa4flox ; Lpa6flox マ ウ ス ） と Cre 陽 性 の Cdh5-

CreERTtg ; Lpa4flox ; Lpa6floxマウスを用いた．出生 1

日目から 3日目までタモキシフェンを 1回ずつ投与
し，出生 5日目に網膜を固定，単離して，血管を

Isolectin B4 で染色した．Lpa4 ; Lpa6iΔEC マウスは
Controlマウスに比べて網膜の血管伸長の程度，ECの
占める割合，血管先端領域における血管分岐数や血管
先端の萌出数がそれぞれ有意に低下していた（図
4A）．さらに拡大した高解像度解析で観察される血管
先端から萌出するフィロポディアの平均長と数が，
Lpa4 ; Lpa6iΔECマウスは Controlマウスに比べて有意
に低下していた（図 4B）．以上の結果は，ECにおけ
る LPA4と LPA6が，萌出性の血管新生に重要である
ことを示唆している．

3.　ECにおける LPA4と LPA6は LPA 
刺激により Gα12/Gα13-Rho-ROCK 

シグナルを活性化させる

そこで次に，ECにおいて ROCK下流のシグナルが
血管新生を促す分子メカニズムを検証した．まず，ヒ
ト臍帯静脈内皮細胞 （HUVEC） の内因性 LPA受容体
の発現量を RT-qPCRで確認したところ，LPA6が高
発現している他，LPA1や LPA4も発現していること
がわかった（図 5A）．SRF-REルシフェラーゼレポー
ター解析で検出される LPA刺激依存的な Gα12/Gα13

活性化シグナルは，LPA1と LPA3のアンタゴニスト
である Ki16425では抑制されなかったが，ROCKI/II

図 3.　Lpa4 ; Lpa6二重欠損マウスの胎仔は，背側
大動脈が拡張している．（文献 16より引用，一部改
変）

図 4.　血管内皮細胞特異的 LPA4/LPA6二重欠損は，血管の分岐数，発芽数，フィロポディア形成を低下さ
せる．（文献 16より引用，一部改変）
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の阻害剤である Y27632で完全に抑制された．また，
LPA4と LPA6，および両方の siRNA処理は，control 

siRNA処理で見られた LPA刺激依存的な Gα12/Gα13

活性化シグナルをそれぞれ抑制した（図 5B）．なお，
Gαq活性化に伴う細胞内 Ca2+濃度の測定や，Gαsや
Gαi活性化の指標となる cAMP産生量の解析では，
HUVECにおいて LPA刺激の応答は見られなかった．
以上の結果は，ECにおいて LPAが LPA4と LPA6を
介して Gα12/Gα13活性化シグナルを流すことを示唆
している．

4.　LPAは LPA4/LPA6-Gα12/Gα13-Rho- 
ROCKシグナルにより DLL4の 

発現を抑制させる

次に，LPA刺激により発現が変動する分子を様々
な既知血管制御因子の中から PCRスクリーニングし
た．その結果，幾つかの血管制御因子の発現が LPA

刺激により変動することがわかり，中でも Notch受容
体のリガンドとして知られる DLL4の発現量が LPA

刺激により有意に低下することがわかった．胎生期に
おいて，この Dll4の過剰発現マウスは心嚢浮腫や卵
黄血管の形成不良，および背部大動脈の拡張が報告さ
れており11），これは Lpa4 ; Lpa6 DKOマウスの表現型
と類似していた．タンパク質の発現レベルでも，LPA

は刺激時間依存的に DLL4を低下させ，一方，LPA4/

LPA6や Gα12/Gα13の siRNA処理は逆に DLL4発現
を増加させた（図 6A）．また，Gα12/Gα13の下流シグ
ナルである Rho，RockI/IIおよびアクチン重合に対す
るそれぞれの阻害剤を処理して検証したところ，

DLL4の発現は各阻害剤で増加し，LPAによる DLL4

発現の抑制効果も各阻害剤を処理すると見えなくなっ
た（図 6B）．
さらに，網膜の新生血管でも LPA-LPA4/LPA6シグ
ナル低下による Dll4発現の増加が起こるかを検証す
るために，血管と Dll4を共染色して蛍光強度を比較
したところ，Lpa4 ; Lpa6iΔECマウスは Controlマウス
に比べて，網膜の新生血管に検出される Dll4の蛍光
強度が有意に高いことがわかった．この結果は in 

vitroだけでなく in vivoにおいても，ECの LPA4と
LPA6は Dll4発現の抑制に働くことを示唆している．

5.　ECにおける YAP/TAZの不活性化は， 
DLL4の発現を増加させる

次に，LPAによる DLL4発現抑制作用のより詳細な
分子メカニズムの解明のため，Gα12/Gα13活性化シグ
ナルにより機能制御される転写共役因子 YAPと TAZ

の報告に注目した．核内の YAP/TAZは標的遺伝子の
発現を制御することにより，細胞の増殖，分化，接触
阻害などの機能を発揮して，器官サイズの制御やがん
抑制に働くことが知られている12）．ヒト胎児腎臓由来
の HEK293細胞において，LPA4や LPA6の活性化は
Gα12/Gα13-Rho-ROCKシグナル下流でアクチン重合
を引き起こし，LATS1/LATS2というYAP/TAZのキナー
ゼが抑制されて YAP/TAZのリン酸化が抑制すること
で，脱リン酸化された YAP/TAZが増加して核内移行
することが報告されていた13）．実際，HUVECに YAP/

TAZの siRNA，および YAPの阻害剤であるイベルメ
クチンを処理すると，DLL4の発現は有意に増加した

図 5.　HUVECにおいて LPAは LPA4と LPA6を介してGα12/Gα13-Rho-ROCKシグナルを活性化させる．（文
献 16より引用，一部改変）
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（図 7A, 7B）．また，YAP/TAZの不活性化を誘導する
方法として，細胞の血清飢餓や過密培養を行っても
DLL4の発現はそれぞれ有意に増加した（図 7C, 7D）．

6.　ECにおける LPA-LPA4/LPA6活性化 
シグナルは YAPを核へ移行させる

次に，実際に ECにおいて LPAが YAPを核内に移
行させるかを検証するために，YAPと核をそれぞれ
共染色して LPA刺激による YAPの細胞内局在を観察

図 6.　LPA4/LPA6を介した LPAシグナルの阻害によりDLL4発現が上昇する．（文献 16より引用，一部改変）

図 7.　YAP/TAZの不活性化により DLL4発現は増加する．（文献 16より引用，一部改変）
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したところ，LPA刺激して 1時間後に YAPが核移行
した細胞が増加し，これは ROCK阻害剤である
Y27632の前処理により抑制された．また，その LPA

による YAPの核移行は LPA4/LPA6の siRNA処理によ
り抑制された．同様の現象はマウスの肺から単離した
ECにおいても観察された．
さらに，細胞で確認した YAPの核移行が新生血管
でも起こるかを検証するため，Lpa4 ; Lpa6iΔECマウス
の網膜を固定，単離して，血管，YAP，および ECの
核マーカーである ERGを共染色したところ，Control

マウスの網膜の血管先端領域では YAPと核が共局在
していたが，Lpa4 ; Lpa6iΔECマウスでは共局在してい
ないことがわかった．この結果は，網膜の新生血管に
おいて LPA4と LPA6が YAPの核移行に重要であるこ
とを示唆している． 

7.　LPA-LPA4/LPA6活性化シグナルの破綻は，
DLL4の発現増加による ECの萌出低下 

を引き起こす

次に，LPA4と LPA6の ECにおける機能を明らか
にするために，3次元ビーズ細胞萌出解析を行った．
具体的には，siRNAを処理した HUVECをビーズに
コートし，フィブリンゲルの中で数日培養して観察さ

れるビーズからの細胞の萌出を蛍光染色して観察し，
その長さと数を定量解析した．LPA4/LPA6，Gα12/

Gα13，YAP/TAZの siRNA処理は，細胞萌出の長さと
数をそれぞれ有意に低下させた（図 8）．この低下が
過剰な DLL4発現のためと考えて，DLL4の作用を抑
制する目的で Notchシグナル阻害剤である DAPTを
処理したところ，これら siRNA処理による細胞萌出
の抑制が解除され，Control処理と同程度に回復した
（図 8）．この結果から，LPA4/LPA6-Gα12/Gα13-YAP/

TAZシグナルの低下による DLL4の過剰な発現が，内
皮細胞の細胞萌出を抑制していることが示唆された．
さらにこの DAPTの回復効果は生体の新生血管に
おいても認められた．すなわち，Lpa4 ; Lpa6iΔECマウ
スに DAPTを前処理すると，網膜の新生血管の分岐
数や発芽数，フィロポディア形成の低下が Controlマ
ウスと同程度に回復した（図 9）．以上の結果は，EC

の LPA4と LPA6は，YAPの核移行を促し，Dll4発現
を低下させることにより，in vitroと in vivoの両面で
血管新生に寄与することを示唆している．

8.　YAP/TAZは β-カテニンと NICDを介した
DLL4発現誘導を抑制させる

次に，核に移行した YAPがどのように DLL4発現

図 8.　LPA-Gα12/Gα13シグナルの破綻は血管内皮細胞の萌出を低下させるが，これは Notchシグナル経路
の阻害剤により回復する．（文献 16より引用，一部改変）
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を抑制させるのかを検証するにあたり，リン酸化され
た Aktが β-カテニンを核移行させ，Notch細胞内ドメ
イン （NICD） と協調して DLL4発現を誘導する報告に
着目した14,15）．そこで，Aktをリン酸化させることが
知られているアンギオポエチン 1，血管内皮細胞増殖

因子 VEGF，ウシ胎児血清 FBSで HUVECをそれぞ
れ刺激したところ，YAP/TAZ siRNAの前処理は，そ
れぞれの Aktリン酸化を増強させたことから，YAP/

TAZは血管形成制御因子による Akt活性化を抑制す
ることが示唆された．さらに，YAP/TAZの siRNA処

図 9.　EC特異的な LPA4と LPA6の二重欠損による網膜の新生血管の分岐数と発芽数の低下は，Notchシグ
ナル阻害剤の投与により改善する．（文献 16より引用，一部改変）

図 10.　YAP/TAZは β-カテニンと NICDが促す DLL4発現を抑制する．（文献 16より引用，一部改変）
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理による DLL4発現誘導に，Akt，NICD，β-カテニン
がそれぞれ関わるのかを明らかにするために，NICD

産生阻害剤である DAPTや Akt阻害剤，β-カテニン
の siRNA をそれぞれ処理したところ，YAP/TAZ 

siRNAによる DLL4の発現誘導は各種阻害剤の投与に
より mRNA，およびタンパク質レベルでどれも顕著
に抑制された（図 10）．以上の結果は，核移行した
YAP/TAZが Akt活性化を抑制し，β-カテニンと NICD

による DLL4遺伝子発現の誘導を抑制することを示唆
している．

9.　さ い ご に

本研究により，ECの LPA-LPA4/LPA6シグナルは
YAP/TAZの核内移行を促し，DLL4遺伝子の発現を抑
制することにより正常な血管新生に寄与することが示
唆された16） （図 11）．この発見は，従来から知られて
いた LPAの血管新生作用を担う受容体を同定し，そ
の下流の分子メカニズムを明らかにしたものである．
本研究では，核移行した YAP/TAZが核内において
DLL4の発現を抑制させる分子機構を明らかにする目

的で，YAP，NICD，および β-カテニンの直接的な相
互作用を検証したが，それを示す明確な実験データは
得られなかった．その後，核移行した YAP/TAZが，
血管新生制御因子による Aktリン酸化を抑制すること
を見出したが，その詳細な抑制機構は不明であり今後
の課題である．近年，複数の研究グループにより，
YAP/TAZが血管新生を制御することが明らかにされ
ているが17-20），本研究による YAP/TAZ活性化を介し
た LPAの血管新生の分子機構は，このような YAP/

TAZによる血管新生の制御メカニズムを部分的に説
明できるものであり，また，GPCRにより活性化され
た YAP/TAZの新たな生理機能を提示するものと思わ
れる．
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図 11.　LPA4/LPA6を介した LPAによる血管新生の分子メカニズム
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