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研究成果の概要（和文）：慢性歯周炎進展機序におけるT細胞浸潤とSTATとの関係を解明するために実験を行った。T細
胞においてCXCL12刺激によりI型コラーゲンへの細胞浸潤が増強した。STATノックダウンT細胞においてはCXCL12刺激に
よるI型コラーゲンへの浸潤の増強は認めなかった。CXCL12刺激によりSTATのリン酸化が増強した。STAT はCXCL12刺激
によりI型コラーゲンへの細胞浸潤に関与する事が示唆された。さらに共焦点レーザー顕微鏡にてCXCL12刺激によるSTA
Tの局在は核に移行する事を観察した。CXCL12刺激によりSTATは細胞質から核の移動しMMPsの産生に関与する可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：T cells play a key role in inflammation through their ability to migrate into conn
ective tissues. CXCL12 is one of the chemokines that promote leukocytes invasion and migration into tissue
s, while the exact molecular mechanisms are not clear at present. In this study, we showed that CXCL12 sig
nificantly enhances CD4+human jurkat T cells invasion into type I collagen by the catalytic activity of MM
P-1. siRNA STAT blocked CXCL12 enhanced invasion into type I collagen on jurkat T cells.  STAT localized i
n nuclear in CXCL12 stimulated jurkat T cells. We suggest that STAT regulated the production of MMPs and i
nvasion into type I collagen on T cells.
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１．研究開始当初の背景 
 
現在、歯科保健の分野では、高齢者におい
ても歯の喪失が 10 歯以下であれば食生活に
大きな支障を生じないとの研究に基づき、生
涯にわたり自分の歯を 20 歯以上保つことに
より健全な咀嚼能力を維持し、健やかで楽し
い生活を送るという 8020 運動が提唱・推進
されている。現実は 55～64 歳で歯周炎の有
病者率が 82.5％となるなど、歯周疾患の有病
状況は他の疾患に類を見ないほど高率を示
している。また、咀嚼能力に直接的な影響を
与える歯の喪失状況についても、60 歳代で半
分（14 歯）の歯を失い、80 歳代では約半数
の人がすべての歯を喪失している。口腔領域
の生活習慣病と位置づけられる歯周炎は、長
く局所感染症として認識されてきたが、近年
高感度 CRP 陽性、高フィブリノーゲン血症、
IL-2、IL-6 や TNF-αなどの炎症性サイトカ
ンが局所だけにとどまらず全身的にも上昇
すること、さらに生活習慣病である糖尿病、
骨粗鬆症や動脈硬化に伴う虚血性心疾患と
の関連も報告されていることから、歯周疾患
は国民の保健上、大きな課題となっている。 
慢性歯周炎の発生機序において、T 細胞が
重要な役割を担っている。線維芽細胞などか
ら産生された炎症サイトカインによりイン
テグリンなどの接着分子が活性化されたT細
胞は、血管内皮細胞と接着、血管外へと遊走
し、慢性歯周炎局所へと浸潤する。さらに、
T 細胞が発現する破骨細胞誘導因子である
RANKＬが破骨前駆細胞の破骨細胞分化を促
し、骨破壊を伴う炎症病態に関与していると
考えられている。以上のことより、炎症発症
機序におけるT細胞の遊走と組織浸潤機序を
解明することで、慢性歯周炎の進展機序が明
らかになる。我々は、慢性歯周炎組織に発現
し て い る 炎 症 性 ケ モ カ イ ン CX3CL 
(Fractalkine)とマクロファージ、T細胞およ
び NK 細胞と細胞外マトリックスとの接着機
構を報告した。また、細胞接着と遊走を担う
β１-インテグリンの活性化にチロシンキナ
ーゼである ZAP-70 が関与している事や歯周
炎組織に見られる炎症性ケモカイン CXCL12
刺激によりリンパ細胞はマトリックスメタ
ロプロテアーゼ（MMP-1）を産生し、産生さ
れたMMP-1は活性化β-1インテグリンと結合
し活性化され、Ｉ型コラーゲンを分解し、組
織浸潤に関与することを報告した。さらに、
MMPs が骨リモデリング促進に関与する事も
明らかにした。しかし、歯周炎症組織におけ
るリンパ球が破骨細胞の分化に関与してい
るかは明らかでない。そこで、骨免疫の機序
を解明することにより、歯周炎発症に関与す
るリンパ球の選択的な浸潤や活性化を制御
し、慢性歯周炎の治療に役立てたいと考える。 
 
２．研究の目的 
 
炎症の発生機序において、T 細胞などの免

疫細胞は、重要な役割を担っている。免疫細
胞は、ケモカインやサイトカインなどにより
活性化されたインテグリンなどの接着分子
の影響により血管から遊走し、炎症組織への
浸潤が進む。慢性歯周炎局所では、免疫細胞
が発現する RANKL、IL-1 や TNF-αなどにより
破骨細胞の分化が促され、骨破壊を伴う炎症
病態に進行する。T 細胞などの免疫細胞の慢
性歯周炎組織への浸潤機序の解析を進め、組
織破壊や骨破壊を伴う慢性歯周炎の効率の
良い安全な治療法の現実化と骨免疫の解明
を本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) STAT knock down T 細胞の作製と CXCL12
刺激によるマトリックスメタロプロテアー
ゼ(MMP)産生能の検討：STAT knock down T 細
胞を作製する。その細胞を 24 時間 CXCL12 刺
激し、培養上清を回収後、Microcon を用いて
5倍に濃縮する。その上清をタンパク質分離
泳動装置とパワーサプライを用いてMMPを検
出する。 
 
(2) STAT ノックダウン T 細胞の CXCL12 刺激
によるI型コラーゲンゲル浸潤の影響と分解
能の検討：Ｉ型コラーゲンゲルに、S.down 1, 
2,3 細胞を播種した後、I 型コラーゲンゲル
を浸潤した細胞を計測する。Ｉ型 DQ コラー
ゲンに、遺伝子導入した細胞を播種後、共焦
点レーザー顕微鏡にて分解されたＩ型コラ
ーゲン像(Fluorescence)、微分干渉像(DIC)、
2つを重ね合わせた像(Merge)を観察する。 
 
(3) STATノックダウンT細胞のCXCL12刺激に
よる細胞内タンパク質のチロシンリン酸化状
態の検討とSTAT結合細胞内シグナル伝達物質
の同定：Jurkat細胞、S.down1,2,3細胞を
CXCL12で刺激後、可溶化し、western blotting
法により細胞内タンパク質のチロシンリン酸
化状態を検出する。得られた可溶性タンパク
質の免疫沈降を行い、JAKとSTATのリン酸化状
態を検出する。 
 
(4)STATノックダウンＴ細胞のCXCL12刺激に
よる ERK の細胞内局在の検討：Jurkat 細胞、
S.down1,2,3 細胞を CXCL12 で刺激後、ERK の
局在を観察する。 
 
(5)SHIP ノックダウン T細胞の CXCL12 刺激
による MMP 産生能の検討およびＩ型コラー
ゲンゲル浸潤の影響を検討：プラズミド
pcDNA 6.2-GW/EmGFP-miR STAT 細胞を作製
する。その細胞を CXCL12 刺激し、Western 
blotting 法により MMP を検出する。Ｉ型コ
ラーゲンゲルに遺伝子導入した細胞を播種
後、浸潤した細胞を計測する。 
慢性歯周炎症組織に発現が見られる炎症
性ケモカインCXCL12(SDF-α1)刺激によるT



細胞の慢性歯周炎症組織浸潤機序、STAT と
の関係について解明する。 
 
４．研究成果 
本研究では、慢性歯周炎症組織に発現がみ
られる炎症性ケモカイン CXCL12(SDF-α1)刺
激によるT細胞の慢性歯周炎症組織浸潤機序
についての解明を進め、特に、その機序にお
ける STAT との関係について解明するために
実験を行った。 
T細胞においてCXCL12刺激によりI型コラ
ーゲンへの細胞浸潤が増強した。STAT ノック
ダウンT細胞においてはCXCL12刺激によるI
型コラーゲンへの浸潤の増強は認めなかっ
た。CXCL12 刺激により STAT のリン酸化が増
強した。密度勾配遠心分離法にて CXCL12 刺
激により核内におけるSTAT2のタンパク質増
加を確認した。さらに共焦点レーザー顕微鏡
を用い T 細胞における CXCL12 刺激による
STAT の局在は核に移行することを観察した。
CXCL12 刺激により STAT は細胞質から核の移
動し MMPs の産生に関与し、Ｉ型コラーゲン
を分解し浸潤する可能性が示唆された。以上
の結果からＴ細胞は、炎症性サイトカインで
ある CXCL12 などの刺激により組織浸潤する
機序には、CXCL12刺激により活性化したSTAT
が核に移行しMMPsのタンパク質合成を促し、
産生された MMPs が組織を分解し、細胞浸潤
に関与している可能性が示唆された。 
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