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研究成果の概要（和文）：歯周病や根尖性歯周炎、シェーグレン症候群など歯科系疾患には難治性の慢性炎症を
呈するものが多い。本研究の目的は、慢性炎症の原因として、エンド・リソソーム性タンパク質分解の異常が内
的刺激物質の蓄積を起こすことにあり、それが炎症の遷延化と重篤化を招くことを示すものである。我々はプロ
テアーゼの欠損が慢性炎症やマクロファージの機能異常・脂肪組織の分化異常を引き起こすことを見出した。本
研究は口腔内疾患の大部分を占める慢性炎症に留まらず、全身性の炎症における慢性化メカニズムの一面を解明
するものである。

研究成果の概要（英文）：Dental diseases such as periodontal disease, apical periodontitis, and 
Sjogren's syndrome often exhibit intractable chronic inflammation. The aim of this study is to show 
that abnormal endo-lysosomal proteolysis causes accumulation of internal irritants as a cause of 
chronic inflammation, which leads to prolonged and severe inflammation We found that deficiency of 
protease causes chronic inflammation and dysfunction of macrophage and adipose tissue 
differentiation. This study is not limited to chronic inflammation which accounts for the majority 
of oral diseases, and it clarifies one aspect of the chronic mechanism of systemic inflammation.

研究分野：歯科薬理学

キーワード： 生体応答　エンドソーム　リソソーム　タンパク質分解　細胞内輸送
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
炎症とは、さまざまな生体侵襲物に対する
重要な生体防御反応である。従来は、微生物
感染、異物侵入、紫外線・放射線照射など外
的侵襲によってもたらされると考えられて
きた。近年、生体内代謝産物の異常蓄積や壊
死細胞由来の核酸や生理活性物質によって
も炎症が惹起されることがわかってきた。こ
の よ う に 内 的 刺 激 物 質 （ DAMP: 
damage-associated molecular pattern）に
よる非感染性炎症は、「自然炎症」と呼ばれ、
病 原 体 な ど 外 的 刺 激 物 質 （ PAMP: 
pathogen-associated molecular pattern）
による炎症と区別されている。炎症の開始段
階では、組織細胞や浸潤白血球、血漿成分・
血小板由来の生理活性物質が重要な役割を
果たすことが多くの研究で明らかにされて
いる。しかし、それに引き続く炎症の遷延化
や不可逆化においては未解明の部分が多く
残されており、DAMP の蓄積が重要と考えられ
るようになったものの、なぜ DAMP の蓄積が
起こるのか、その機序について詳細はわかっ
ていない。 
我々は、エンド・リソソーム性プロテアー
ゼ（タンパク質分解酵素）の 1 つであるカテ
プシン Eの欠損マウスを作製し、このマウス
がアトピー性皮膚炎を発症することを見出
した。さらに、このカテプシン E 欠損マウス
が、皮膚炎の原因となる黄色ブドウ球菌 S. 
aureus や 歯 周 病 原 性 細 菌 で あ る P. 
gingivalis に易感染性を示すことを明らか
にした。この原因として、カテプシン E 欠損
マウスではマクロファージの機能異常によ
る殺菌能の低下がみられること、また、この
機能異常が免疫応答に必須な受容体が細胞
内に蓄積しているためであることを見出し
た。その受容体とはパターン認識受容体 
(PRR)と呼ばれるもので、病原体センサーで
あ る TLR (Toll-like receptor) や NLR 
(NOD-like receptor) などが含まれる。PRR 
は、本来細菌やウイルスの成分を特異的に認
識し、炎症反応を惹起する受容体として同定
されたが、最近では、病原体由来リガンドば
かりではなく、宿主由来の細胞成分である内
因性タンパク質もリガンドとして認識し、炎
症を惹起することがわかってきた。すなわち、
PRR は、宿主由来のタンパク質である
HSP60,HSP70,gp96 などの DAMP も認識し、炎
症性サイトカインを産生する。以上のように、
カテプシン群の欠損によるエンド・リソソー
ム性タンパク質分解の低下は、慢性炎症を惹
起することから、エンド・リソソーム性プロ
テアーゼが、DAMP や PRR の蓄積と炎症の遷
延化に関与しているのではないかと考える
に至った。 
 
２． 研究の目的 
 
歯周病や根尖性歯周炎、シェーグレン症候

群など歯科系疾患には難治性の慢性炎症を
呈することが多い。本研究の目的は、慢性炎
症の原因として、エンド・リソソーム性タン
パク質分解の異常が内的刺激物質の蓄積を
起こすことにあり、それが炎症の遷延化と重
篤化を招くことを示すものである。これまで
の研究で生理活性物質やパターン認識受容
体が重要な役割を果たす炎症の開始機序に
ついてはよく理解されるようになったが、な
ぜ炎症が慢性化するのかについては不明な
点が多い。我々はプロテアーゼの欠損が慢性
炎症やマクロファージの機能異常・脂肪組織
の分化異常を引き起こすことを見出した。本
研究は口腔内疾患の大部分を占める慢性炎
症に留まらず、全身性の炎症における慢性化
メカニズムの一面を解明するものである。 
 
３． 研究の方法 
 

（１） カテプシン群欠損による内在性タン
パク質蓄積 
 

カテプシン E 欠損マウス由来の細胞には、
正常細胞では観察されないタンパク質が多
数蓄積している。例えば欠損マウス由来のマ
クロファージや樹状細胞にはLAMP-1, LAMP-2 
等のリソソーム膜タンパク質が蓄積し、PRR 
である TLR2 や TLR4、ケモカインレセプター
であるCCR2やFPR も細胞表面発現が減少し、
細胞内に蓄積していることを報告している。 
そこで、本研究では、カテプシン E 欠損マウ
ス細胞における蓄積タンパク質を解析し、病
原体センサーの内因性リガンドとしての可
能性について調べる。 
 
（２） カテプシン欠損によるファゴサイト
ーシスの機能変化 
 

カテプシン E 欠損マウスではマクロファ
ージの機能異常による殺菌能の低下がみら
れることを見出した。そこでカテプシン Eの
局在するコンパートメントと取り込んだ細
菌の局在するオルガネラを比較した。腹腔マ
クロファージ（5×105）に対して MOI：100（細
胞１に対して細菌を 100）で 10％FBS を含む
正常 RPMI-1640 培地中で感染させ 30 分間イ
ンキュベートした。4％パラホルムアルデヒ
ド含有 PBS にて室温、30 分間固定し、それぞ
れ 1 次、2 次抗体で染色後、共焦点顕微鏡で
観察した。 
 
（３） カテプシン群のメタボリックシンド
ロームにおける役割の解明 
 

近年、肥満をはじめとするメタボリックシ
ンドロームは、代謝性疾患としてのみならず、
アディポサイトカインや遊離脂肪酸をケミ
カルメディエーターとする脂肪組織の炎症
性疾患としても捉えられている。我々は、カ
テプシン E 欠損マウスに高脂肪食を給餌す



ると、野生型マウスとは異なった脂肪組織分
化を示し、白色脂肪細胞も褐色脂肪細胞も形
成不全になることを報告した。その原因の 1
つとして脂肪細胞におけるマクロファージ
の数が野生型に対してカテプシンE欠損マウ
スで有意に少なくなっていることを見出し
た。したがって野生型とカテプシン E欠損マ
クロファージの in vitro での遊走能を測定
した。具体的にはカテプシン E 欠損マウスか
ら腹腔マクロファージを採取し、ポリエチレ
ンテレフタレート膜（孔径 8μm）で隔てられ
た 24 ウェルの走化性チャンバーを用いて測
定した。マクロファージを上部チャンバーに
充填し、培地のみ（対照培地として 10％FBS
を含む RPMI-1640 培地）、MCP-1（0.1nM）ま
たは fMLP（1μM）を遊走因子として加えた。
下のウェルに移動した細胞を PBS 中の 4％パ
ラホルムアルデヒドで固定し、May-Giemsa で
染色し、次いで光学顕微鏡で計数した。 
また、実験（１）においてカテプシン E欠
損によって酸化ストレスが誘導されている
ことがわかった。過剰な酸化ストレスは高脂
血症や糖尿病、高血圧症などに関与している
ことがわかっている。そこでメタボリックシ
ンドロームにおいて重要な役割を果たす肝
臓と胆嚢における酸化ストレスを野生型マ
ウスとカテプシンE欠損マウスで比較検討し
た。 
 
（４） カテプシン E 機能低下における癌発
症と炎症反応のクロストーク解明 
 

慢性炎症が持続すると癌発症率が有意に
上昇することが示唆されている。事実、カテ
プシン E欠損マウスでは、乳癌の自然発症率
が有意に上昇する。逆にヒト前立腺癌細胞に
カテプシン E を遺伝子導入し発現させたも
のを、ヌードマウス皮下に移植すると、腫瘍
形成・増大が抑制されることを見出している。
そこで、野生型マウスに B16 メラノーマ細胞
を移植し、腫瘍形成と増大の変化を調べた。
この時、B16 細胞にはカテプシン E 遺伝子を
導入したものと対照群とで比較した。さらに
カテプシンE導入細胞による腫瘍と対照群と
でカテプシン E による癌抑制機能、その欠損
による癌発症機構と炎症反応との関連性に
ついて調べた。 
 
４． 研究成果 
 

（１）カテプシン群欠損による内在性タンパ
ク質蓄積 

 
野生型およびカテプシン E 欠損マウスか
ら腹腔マクロファージを採取し、蓄積してい
るタンパク質を解析した。その過程で野生型
マクロファージと比較してカテプシンE欠損
マクロファージでは有意に酸化ストレスが
高いことが明らかとなったので、NADPH オキ
シダーゼ（NOX2）の酵素活性を測定した。 

野生型マクロファージと比較してカテプ
シンE 欠損マクロファージではNADPHオキシ
ダーゼの酵素活性が約 2.5 倍上昇していた。
更にその分子メカニズムを探るため、各サブ
ユニットのタンパク質量を測定した。NADPH
オキシダーゼの6種類のサブユニットの中で
ファゴソーム膜と結合している gp91phoxのタ
ンパク質量が野生型マクロファージと比較
してカテプシン E 欠損マクロファージでは
有意に蓄積していることが明らかとなった
（図１参照）。 
 
図１：野生型（+/+）及びカテプシン E 欠損
（-/-）マクロファージでの gp91phox量の比較 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）カテプシン欠損によるファゴサイトー
シスの機能変化 

 
腹腔マクロファージに対して黄色ブドウ
球菌 S. aureus を感染させ 30 分インキュベ
ーションした後、6 時間後の局在について共
焦点顕微鏡で観察した。S. aureus はカテプ
シンE陽性コンパートメントと共局在してい
ることが分かった（図２上段のカラム）。ま
た、同様に野生型及びカテプシン E 欠損マク
ロファージにおいて S. aureus の局在を解析
したところ、野生型及びカテプシン E 欠損マ
クロファージ共にリソソームを示す
LysoTracker と共局在することも分かった
（図２中段及び下段のカラム）。 
 
 



図２：野生型（+/+）及びカテプシン E 欠損
（-/-）マクロファージでの S. aureus とカ
テプシン E及び LysoTracker との共局在 

（３）カテプシン群のメタボリックシンドロ
ームにおける役割の解明 

 
野生型及びカテプシンE欠損マウスから腹
腔マクロファージを採取し、ポリエチレンテ
レフタレート膜で隔てられた 24 ウェルのチ
ャンバーを用いて測定した。マクロファージ
を上部チャンバーに充填し、培地のみ（対照
培地として 10％FBS を含む RPMI-1640 培地）、
MCP-1（0.1nM）または fMLP（1μM）を遊走因
子として加えて遊走した細胞数を測定した。
図３に示すように、どの条件でも野生型に比
べてカテプシンE欠損マクロファージは有意
に遊走能が低下していた。これらの結果はカ
テプシンE欠損によってマクロファージの遊
走能が低下していることが in vitro でも示
された。 
 
図３：野生型（+/+）及びカテプシン E 欠損
（-/-）マクロファージの遊走能 
 

また、酸化ストレスの指標として、高脂肪餌

を給餌した時の野生型マウスならびにカテ
プシン E欠損マウスの肝臓と胆嚢を抗ニト 
ロチロシン抗体で免疫染色した（図４）。 
 
図４：野生型（+/+）及びカテプシン E 欠損
（-/-）マウスの肝臓および胆嚢上皮のニト
ロチロシン染色 
 

 
野生型マウスでは 12 匹中 2 匹で胆嚢上皮細
胞にニトロチロシンが検出されたが、カテプ
シン E 欠損マウスでは 12 匹中 8 匹で高度の
ニトロチロシンが見られた。すなわちカテプ
シン欠損マウスでは強い酸化ストレスがか
かっていることが示唆された（図 4）。 
 
（４） カテプシン E 機能低下における癌発
症と炎症反応のクロストーク解明 

 
カテプシン E欠損マウスでは、乳癌の自然
発症率が有意に上昇する。逆にヒト前立腺癌
細胞にカテプシン E を遺伝子導入し発現さ
せたものを、ヌードマウス皮下に移植すると、
腫瘍形成・増大が抑制された。カテプシン E
の腫瘍増殖抑制効果を確認するために、マウ
スメラノーマ細胞 B16にカテプシン Eを発現
させ、野生型マウスに移植すると、腫瘍増殖
が抑制された（図５）。 
この結果は前立腺癌細胞の結果と一致する。
前立腺癌細胞の腫瘍ではカテプシンEの発現
により、PF-4 と TIMP-1 が減少し、IL-12、MIG
が増加していた。PF-4 は血栓症、播種性血管
内凝固症候群(DIC)で増加し、TIMP-1 も炎症
応答や腫瘍の転移に関与している。これらが
減少して、T細胞と NK 細胞の活性化に重要な
IL-12 および MIG が増加することにより、腫
瘍の増殖が抑えられていると考えられた。 
 
図５：カテプシン E発現の B16 メラノーマ腫
瘍増大への影響 
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