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研究成果の概要（和文）：歯肉上皮細胞における細胞内輸送関連因子を探索するとともに、その

制御の可能性について検討した。その結果、同細胞における物質輸送に重要なタンパク質とし

て Rab5 を同定するとともに、同分子に結合する分子として Vinculin を同定した。歯肉上皮細

胞への Porphyromonas gingivalis の侵入に Rab5 と ICAM-1 が関わっていることが明らかにな

った。さらに、P. gingivalis による血管内皮細胞からのエキソサイト—シス制御に E-selectin

が重要であることが明らかになった。 

 

 

研究成果の概要（英文）：We explored factors for intracellular vesicle trafficking in 

gingival epithelial cells and examined a possibility of the regulation. A small G-protein 

Rab5 and the associated protein vinculin were identified as important factors for vesicle 

trafficking in the cells.  Rab5 and ICAM-1 were associated with uptake of Porphyromonas 

gingivals by the cells.  Furthermore, we clarified that E-selectin is important for  

regulating endothelial exocytosis by stimulation with P. gingivalis.   
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１．研究開始当初の背景 

生体が外的刺激により活性分子を放出

する分泌現象（エキソサイトーシス）は、

多細胞生物が細胞間連絡により個体とし

ての統合機能を果たすための重要な機能

である。エキソサイトーシスの異常は動

脈硬化などの炎症性疾患、血栓症、精神・

神経疾患、自己免疫疾患、ガンの浸潤・

転移など様々な疾患の発症とも深く関わ

っている。したがって、エキソサイトー

シスのメカニズムを解明することは、疾

病の発症機序を理解する上できわめて重

要である。さらに、エキソサイトーシス

の制御は疾病の予防と治療の新しい戦略

となりえる。 

動脈硬化と同様に、歯周病もまた慢性

進行性の炎症性疾患であり、その発症・

進展にエキソサイトーシスが深く関わっ

ている。エキソサイトーシスは口腔環境

の維持にも極めて重要である。唾液腺か

らエキソサイトーシスされる種々の液性

成分は、歯周病をはじめとした口腔感染

症やその他の口腔を介した細菌・ウイル

スの感染を防御している。また、歯肉上

皮細胞による種々の抗菌ペプチドのエキ

ソサイトーシスは、口腔細菌叢の平衡を

維持するとともに、外界からのウイルス

や病原微生物の感染を阻止している

（ Miyasaki KT and Lehrer RI. Int J 

Antimicrob Agents 1998 9:269-280）。

さらに、創傷治癒過程における上皮細胞

の過剰なエキソサイトーシスは細胞の極

性変化を促し、細胞運動を活性化する

（ Kodama A et al.  Oncogene 1999 

8:3996-4006, Mammoto A et al.  J Biol 

Chem 1999 274:25517-25524.）。その結

果、上皮のポケット底部へのdown growth 

が起こり、深いポケットが形成される。

したがって、上皮細胞のエキソサイトー

シス制御は健全な接合上皮の再生に不可

欠である。 

このように、歯周組織におけるエキソサ

イトーシス機序の解明は、歯周病の発症病

理と創傷治癒過程を理解する上で極めて

重要である。さらに、その制御は歯周病の

予防と治療の新しい戦略として極めて有

用であると考える。 

 

２．研究の目的 

本研究では、口腔粘膜におけるエキソサ

イトーシスの役割、特に歯肉上皮細胞のエ

キソサイトーシスについてその詳細を明

らかにするとともに、機能性ナノバイオカ

プセルを用いたエキソサイトーシス制御

を基盤とした新しい歯周病予防、治療法の

可能性について検討することを目的とす

る。具体的には、①歯肉上皮細胞におけ

るエキソサイトーシス機序の解明、②プ

ロテオーム解析による歯肉上皮細胞特異

的なエキソサイトーシス制御因子の探索

とその機能解析、③機能性ナノバイオ粒

子を用いた細胞特異的ドラッグデリバリ

ーシステムの構築、④有効性の検討を行

う。以上の結果を総合的に吟味して、臨

床応用のための基盤の確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1)  Rab5 結合タンパク質の探索 

エキソサイトーシスおよびエンドサイトー

シスの際に重要な低分子 Gタンパク質の一種

である Rab5 に着目し、同タンパク質と結合

するタンパク質を質量分析装置（LC-MS/MS）

を用いて同定した。 

(2)  細胞内における Rab5と Vinculin の 

局在の検討 

Vinculinを選定し、Rab5分子とともに HEK293



細胞に遺伝子導入し、両分子の局在を蛍光顕

微鏡で確認した。 

(3) Vinculin のエンドサイトーシスおける 

役割の解析 

Vinculin の過剰発現系と欠失細胞系を作製

し、細菌等の取り込みに対する作用を解析し

た。 

(4) 口腔粘膜上皮への細菌侵入における

Rab5およびその関連因子の機能解析 

培養歯肉上皮細胞（Ca9-22細胞）を TNF-α 

で刺激した後、Prophyromonas gingivalis を

同細胞に添加した。その後、同細菌の細胞内

侵入の程度を塗抹法で解析した。ついで、同

侵入機構における Rab5と ICAM-1の役割を検

討した。 

(5) P. gingivalis による血管内皮エキソサ

イトーシス誘導おける E-selectin 関与の

検討 

ヒト臍帯静脈由来血管内皮細胞（HUVEC）  P. 

gingivalis菌体とともに抗 E-selectin中和

抗体を添加した。その後、培養上清を回収し

上肢中のインターロイキン-8、 フォンビル

ブラント因子、および一酸化窒素の濃度を測

定した。 

 

４．研究成果 

Rab5 と結合するタンパク質を質量分析系

を用いて解析した結果、複数の細胞内タンパ

ク質と GST-Rab5との結合が明らかになった。

その中から Vinculin を選定し、Rab5 との関

連性を検討した結果、Rab5 は細胞内において

も vinculin と共局在することが明らかに

なった。また、Vinculin の過剰発現系と欠失

細胞系を作製し、その機能を解析した結果、

同分子は細胞内への細菌等の取り込み（エン

ドサイトーシス）に関与していることが明ら

かになった。 

次に、Rab5 とその結合タンパク質の歯肉

上皮細胞における役割を検討した。歯周病の

炎症病態を再現するため、培養歯肉上皮細胞

（Ca9-22 細胞）を炎症性サイトカインの一種

である TNF-α で刺激した。その後、

Porphyomonas gingivalis 生菌を添加し、そ

の細胞内侵入の程度を検討した。その結果、

Ca9-22 細胞への P. gingivalis の侵入は、

TNF-α 刺激によって有意に増加した。また、

Ca9-22 細胞は TNF-α 刺激した際、ICAM-1 

発現の増加を認め、Rab5、ICAM-1、及び P. 

gingivalis の共局在を認めた。さらに、活

性型 Rab5 を強制発現させた Ca9-22 細胞で

は、P. gingivalis の細胞内侵入が有意に増

加することが明らかになった。歯周病におい

て TNF-α 等の炎症性サイトカインの産生に

より、歯肉上皮細胞が活性化され、ICAM-1 の

発現が促進される。発現した ICAM-1 に 

P.ginigivalis が結合した後、Rab5 が関連

する細胞内輸送機構を介して侵入されるこ

とが示唆される。加えて、同機構から何らか

の過程で逃れた P.gingivalis は歯肉上皮

細胞内に留まることで持続感染し、歯周病の

難治化を引き起こす可能性が推測された。 

さらに、我々は、E-selectin 制御による血

管内皮のエキソサイトーシス制御の可能性を

検討した。その結果、活性化血管内皮細胞に

おける P. gingivalis の付着には、同細胞上

に発現誘導された E-selectin が関与するこ

と、また E-selectinと同菌との相互作用を阻

害することによって同細胞からのエキソサイ

トーシスが有意に抑制されることが明らかに

なった。 

P.ginigivalis の上皮細胞への付着・侵入

に Rab5 と ICAM-1 が重要であることが明

らかになった。また、血管内皮細胞と同菌の

相互作用によるエキソサイトーシスには、

E-selectin が重要であることが明らかにな

った。 
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