


はしがき

歯周組織を構成する細胞は歯周組織の支持細胞として機能するばかりでなく､

様々な菌体性分の刺激に応答して多様なサイトカインや増殖因子を産生し､局

所の炎症の発症や治癒機転に積極的に関与している可能性が示唆されている｡

本研究は､代表的な歯周病関連菌である黒色色素産生菌によって引き起こされ

る歯周組織破壊におけると卜歯肉上皮細胞の役割について解明することを目的

とした｡これまで､歯周組織破壊における歯肉線維芽細胞についての報告は多

いが､微生物感染における一次防御としての歯肉上皮細胞の役割については､

ほとんど研究が進んでいなかった.これは､ヒト歯肉上皮細胞の血vL'lTOでの培

養が困難だったという理由によるが､著者らは､近年開発され市販されるよう

になった培地を用いることにより､歯肉上皮細胞を研究対象にすることを可能

にした｡特に､ヒト歯肉上皮細胞培養法のエキスパートである日本学術振興会

特別研究員杉山明子博士(現､徳島大学歯学部助手)を平成9年度に研究組織

に加えることにより本報告書にまとめたように多くの研究成果が得られた｡ま

た､歯肉上皮細胞に隣接し黒色色素産生菌の菌体表層成分に応答する歯肉線維

芽細胞も研究対象に加え､歯周組織の応答について総合的に研究を重ねた｡そ

の結果､菌体表層成分のマルチリガンドレセプターとされるCD14の発現に関

して歯肉線推芽細胞は多様な細胞集団から成り､ CD14発現歯肉線維芽細胞は

内毒素性リボ多糖(LPS)ばかりでなく様々な菌体成分に応答するという事実

も明らかとなり予想以上の研究成果を得ることができた｡
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緒言

ヒトロ腔には様々な細菌が常在しており口腔組織の細胞はそれら菌体成分や菌

体外産物に晒されている｡我々はこれら菌体成分に対して口腔組織の細胞が過

剰に反応した結果､組織破壊をともなう歯周病が発症するのではないかと考え

て研究を進めてきた｡ところで､上皮細胞は種々の刺激により様々なサイトカ

インを分泌したり細胞表層抗原を発現する｡そこで歯周組織で最初に菌体成分

に晒されると考えられる歯肉上皮細胞を供試して様々な菌体成分刺激に対する

反応を検討した｡

材料と方法

サイトカインとしてnaturalbumanインターフェロン(IFN)一丁(林原生物化

学研究所､岡山)およびrecombinanthumanインターロイキン(IL)-1α (大日

本製薬株式会社､大阪)を用いた｡菌体成分としてPrevoleua )'nlermedL'a ATCC

25611から抽出した糖タンパク画分で､様々な生物活性を発揮する　PTCYOEeua

glycoprotein(PGP)および石油エーテル･クロロホルム･フェノール混液(PCP)

抽出した内毒素性リボ多糖(LPS)また､ PoTPhyTOmODaS ghgL'vaIL'S 381の

fimbriaeおよび熱フェノール･水(PW)抽出したLPS画分を使用した｡また､

対照としてShEtz70Dena aboTtusequJ'から抽出した精製LPSも用いた.

歯肉上皮細胞は便宜抜歯の際に得た歯肉片から調製した｡その細胞を6穴プ

レートにケラチノサイトSFM培地(Gib00BRI→ Grand Island, NY, USA)にて
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コンフルエントに培養し､種々のテスト標品で刺激を加えて4 8時間培養した｡

その後培養上清中に含まれるサイトカインはEuSAで測定た｡測定したサイ

トカインは､ Ⅰし1α､ Ⅰし1β､ IL-2､ IL-6､ Ⅰし8､ Ⅰし18､頼粒球マクロファージコ

ロニー刺激因子(GM-CSF)､頼粒球コロニー刺激因子(G-CSF)､マクロファー

ジコロニー刺激因子(M-CSF)と腫癌壊死因子(TNF)の1 0種である.細胞表層

の接着分子等の発現はFlowcytometryで検討した｡また､種々のテスト標品で

刺激後8時間の細胞からtotal RNAを抽出し逆転写ポリメラーゼ連鎖反応

(RT-PCR)を行った｡

結果

P. L'ntemedL'a PGP刺激によるサイトカインの誘導

P. ill(elmedL'a PGP画分でヒト歯肉上皮細胞を刺激すると､今回検討したサ

イトカインの中でⅠし8､ G-CSFおよびGM-CSFの分泌が元進した(図1) 0

分泌されたサイトカインのレベルは対照としたIFN一丁　およびⅠLlαで誘導さ

れたものよりうわまわっていた｡一方､同菌のLPSには分泌冗進作用は認め

られなかった｡また対照としたS. aboLTtZLSeqUL'のLPS　も全く作用を示さなか

った｡ IFN一丁刺激ではM-CSFの分泌冗進がみられた｡

P. gL'ngL'YaJL'Sによるサイトカイン産生誘導

次に　P. ghgL'vah'S菌体成分を供試して検討したところ､ P. gb7gJ'valL'Sの

fimbriae, LPSは共に濃度依存的に､ P.血teJmedL'a PGP画分と同様にIL-8､ G-

7



CSFおよびGM-CSFの分泌を増強させた(図2) ｡また､ IFN一丁産生を強く

誘導するサイトカインIL-18は､歯肉上皮細胞内に存在が確認されたが､供試

したいずれの菌体成分で刺激しても上晴への産生誘導はみられなかった｡

黒色色素産生菌菌体成分刺激による接着分子(intercellular adhesion

molecule-1: ICAM-1)の発現増強

次に菌体成分の刺激を受けた歯肉上皮細胞が接着分子であるICAM-1を発

現するかどうかを検討した.無刺激の細胞では4･9%の細胞しかICAM-1を発

現していなかった｡ IFN-Y　で刺激すると98.7%の細胞にICAM11の発現が見

られるようになった｡菌体成分で刺激すると　P. L'nteTmedL'aのPGP画分では

49.0%, P. gh7g)'vah'Sの　fimbriaeでは12.5%, LPSでは　30･5%の細胞に

ICAM-1の発現が認められた.対照としたS. aboJ･tusequL'のLPSはこの実験で

も活性を示さなかった｡データは省略したが､ P.血tem7edL'aのLPSで刺激し

てもICAM11の発現増強は起こらなかった｡また､歯肉上皮細胞は､アポトー

シス誘導分子Fas (CD95)を発現していたが､いずれの菌体成分刺激でも発現

増強はみられなかった｡一方､ IFN一丁はCD95の発現を強く増強させた｡歯肉

線推芽細胞と異なり歯肉上皮細胞は､ LPSの主要なレセプターであり菌体表層

成分のマルチリガンドレセプターでもあるCD14は全く発現していなかった｡

菌体成分によるIL-8､ 6-CSF､ GM-CSFおよびICAM-1 mRNAの発現誘

導

先にサイトカインの分泌誘導および接着分子の発現増強がmRNAレベルで
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も起こっているのかを検討するためにRT-PCRを行った｡すると､ EuSAや

Flow cytometryの結果に一致してP. )'ntemedL'a標品ではPGP画分の刺激でサ

イトカイン､ICAM-1のバンドが見られたが､LPS刺激では見られなかった(図

4) 0 -万､ P.g*gJ'YaJL'S標品ではflmbriaeならびにLPS刺激でサイトカイン

ならびにICAM-1のバンドが増強された｡

まとめ

本研究により以下の成果を得た｡

1.ヒト歯肉上皮細胞はP.血EemedJ'a PGP画分､ P. gh7g)'vah's fimbriaeおよび

LPS画分の刺激によりIL-8, G-CSFおよびGM-CSFを分泌した.一方､IFN-Y

刺激ではMICSFの分泌を促した.

2.ヒト歯肉上皮細胞はP.血le,medL'a PGP画分､ P. ghgjyah's fimbriaeおよび

LPS画分の刺激に応じて膜表層のICAM-1発現を増強した｡

3.上述の各種サイトカイン産生誘導および接着分子発現増強はRT-PCRによ

りmRNAレベルでも確認された｡

4.ヒト歯肉線推芽細胞は主要なLPSレセプターであるCD14の発現に関して

多様な細胞集団からなることが明らかとなったが､ヒト歯肉上皮細胞な供試し

たいずれの細胞にもCD14の発現は認められず､黒色色素産生菌の菌体表層成

分は､腸内細菌科のLPSとは異なる機構でと卜歯肉上皮細胞を活性化すること

が示唆された｡昨年来､ LPSのシグナル伝達分子としてTol1-like receptor (n.R)
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分子群の報告があり､高濃度ではCD14非依存性に細胞内にシグナルを伝達す

ることが可能な分子群である｡ヒト歯肉上皮細胞においても黒色色素産生菌の

菌体表層成分が直接この分子を介して活性化されることが充分考えられ､この

点について今後の研究課題としたい｡

5.近年､ IFN一丁を強力に誘導するⅠし18の生物学的作用について注目を集めて

いる｡今回､ヒト歯肉上皮細胞はⅠし18を細胞内におそらく前駆体として保有

していることが明らかとなった｡今回供試した黒色色素産生菌の菌体表層成分

やサイトカイン刺激では､ヒト歯肉上皮細胞からのⅠし18の成熟型としての分

泌を促すことはできなかった｡しかしながら､ Fas抗原を介したアポトーシス

など何らかの機構でヒト歯肉上皮細胞内のⅠし18が活性化され産生されること

により､免疫担当細胞からのIFN一丁産生を促し､歯周組織での炎症の発症や治

癒機転に積極的に関与している可能性が考えられる｡この点についても今後の

研究課題としたい｡

以上の結果を図5にまとめた｡黒色色素産生菌の菌体表層成分である　PGP,

f血briaeおよびⅠJSで刺激を受けたヒト歯肉上皮細胞はⅠし8, G-CSFおよび

GM-CSFなどのサイトカインやICAM-1のような接着分子を発現する｡これ

らのサイトカインで活性化され､遊走能の高まった好中球はICAM-1を発現し

た上皮細胞と相互作用して歯肉上皮細胞層へ活発に浸潤するものと考えられる｡

集墳した好中球はさらにサイトカインで活性化されてスーパーオキサイドの産

生等を通じて組織破壊を伴う歯周炎を成立させると考えられる｡

10



ざ董演義芸を替
りPaZuJaJu.1 'J

昏婆再挙くyLf1 y4
0朝聯苛丁固静1ヨ管羊=2 dOd C.TPaLETJOJZl.T 'd

t図



図2

p. gjDgL'valL'S菌体成分によるヒト歯肉上皮細胞の

サイトカイン産生誘導
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図3

菌体表層成分の刺激をうけたヒト歯肉上皮細胞の
ICAM-1発現
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図4

菌体成分によるサイトカインおよび
接着分子mRNA発現誘導
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研究発表　(1)学会誌等のリストのうち

既に発表した論文のコピーを掲載した｡
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