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研究成果の概要（和文）：炎症時に血小板より放出されるスフィンゴシン－１―リン酸（S1P）が歯肉上皮細胞の炎症
反応に及ぼす影響について検討した。歯肉上皮細胞にはS1P受容体S1P1、S1P2、S1P3が発現しており、歯肉上皮細胞はS
1P刺激によりIL-8産生をS1P濃度依存的に亢進した。S1P刺激による歯肉上皮細胞からのIL-8産生は、HMGB-1、Poly(I:C
)存在下で協調的に増大した。S1PによるIL-8産生誘導は、S1P2、S1P3ノックダウン株では抑制された。以上のことから
、S1Pは歯肉上皮細胞に対して炎症を惹起することが明らかとなった。また、S1P受容体をターゲットとして炎症を制御
する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study we have investigated the effects of S1P, bioactive lipid mediator, o
n inflammatory responses of gingival epithelial cells. S1P receptors, S1P2 and S1P3, are expressed in ging
ival epithelial cells. S1P increased to produce IL-8 from gingival epithelial cells in a dose-dependent ma
nner. S1P-induced IL-8 production upregulated synergistically in the presence of HMGB-1 or Poly(I:C). S1P-
induced IL-8 induction was suppressed in S1P2/S1P3 knockdown gingival epithelial cells. These findings sug
gest that S1P induce inflammation in gingival epithelial cells via S1P2/S1P3.
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１．研究開始当初の背景 
死細胞が様々な生理活性を示す内因性分子
群であるダメージ関連分子パターン
（DAMPs）を放出して，周囲細胞や組織に影
響を及ぼすことが明らかとなってきた。本
研究では、歯周組織における炎症の慢性化
を誘導する分子機構を明らかにするために、
すでに知られている感染病原微生物特有の
病原体関連パターン(PAMPs)や炎症時に血
小板より産生される生理活性脂質スフィン
ゴシン−１−リン酸とともに、DAMPs は歯周
炎の発症・病態形成にどのように関与して
いるかを検討するとの考えに至った。 
 
２．研究の目的 
PAMPs と し て 歯 周 病 原 性 細 菌 P. 
gingivalis の LPS や TLR3 アゴニストであ
る Poly(I:C)に着目し、これら因子が壊死
細胞より放出される DAMPs と炎症巣に高濃
度で存在する S1P の共存下で、歯周組織構
成細胞に対してどのような機能制御を惹起
するか検討することにより、包括的な歯周
病態形成の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
①申請者の所属研究室で確立した歯肉上皮
細胞 epi4 株を実験に供した。まず、epi4
における S1P 受容体の発現をリアルタイム
PCR 法にて検討した。比較対照としてヒト
臍帯静脈内皮細胞 HUVEC における S1P 受容
体の発現を検討した。 
②S1P 存在下で DAMPs として HMGB-1、PAMPs
としてPoly(I:C)の刺激によりepi4から産
生誘導されるIL-8の分泌量をELISA法を用
いて検討した。 
③S1P 受容体１−３(S1P1、S1P2、S1P3)の
knockdown 株を作成して、②と同様の実験
を行った。 
④epi4 における接着分子 CD54(ICAM-1)の
発現をフローサイトメトリー法(FACS)にて
検討した。 
⑤epi4 を５回凍結溶解をくりかえすこと
で necrotic cell supernatant (NCS)を作
成し、NCS が epi4 にどのような作用を及ぼ
すか検討した。 
 
４．研究成果 
①歯肉上皮細胞株epi4におけるS1P受容体
の発現をリアルタイム法にて検討した結果、
S1P2、S1P3 の発現を認めた。epi4 で発現の
弱い S1P1 は、ヒト血管臍帯静脈内皮細胞
HUVEC においては非常に強い発現を認めた。

S1P4、S1P5 に関してはリンパ球系細胞に強
く発現しているとの報告が多いため、本研
究においては特に検討しなかった。 
 

 
 
②epi4をS1Pで刺激したところ刺激群と比
較して有意な IL-8 産生量の増加を認めた。
そのIL-8産生量はpoly(I:C)存在下でさら
に増強した。HMGB-1 存在下でも同様の傾向
を示した（データには示さない）。 

 

③研究成果①よりepi4には複数のS1P受容
体が mRNA レベルで発現していることが明
らかとなった。そこで、どの受容体サブセ
ットを介して S1P は炎症性サイトカインを
誘導しているのかをS1P受容体S1P1、S1P2、
S1P3の siRNAを用いてS1P受容体ノックダ
ウン株を作製し、S1P 単独あるいは
poly(I:C)との共刺激により誘導される
IL-8 産生量を検討した。その結果
S1P2/S1P3 siRNA 群において IL-8 産生量は
抑制された。一方、S1P1siRNA 群はコント
ロール群と比較して IL-8 産生に変化は認
められなかった。（データには示さない）。 
 
④次に炎症時に epi4 に誘導される CD54 に
ついて検討した。CD54 は S1P、poly(I:C)
単独刺激で発現が誘導され、S1P と
poly(I:C)共刺激でその発現強度は増強し
た。 
 



 

 
 
⑤NCS 刺激を受けた epi4 は、NCS 濃度依存
的に IL-6、IL—8 の産生を誘導した（データ
には示さない）。 
 
以上の結果より生理活性脂質である S1P は
epi4 においては S1P2 及び S1P3 を介して
IL-8 を産生誘導していることが明らかと
なった。また、S1P 刺激は CD54 の発現を誘
導することも明らかとなった。このことか
ら S1P は歯肉上皮細胞に対して炎症を引き
起こす炎症メディエーターである可能性が
考えられる。さらに PAMPs、DAMPs と協調的
に炎症反応を強めることが明らかとなった。
また S1P の受容体シグナルを抑制すること
による抗炎症作用を創薬のターゲットとし
ての可能性も示唆された。 
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