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研究成果の概要（和文）：EGF-Rシグナルが歯肉線維芽細胞および歯肉上皮細胞のケモカインおよびサイトカインの産
生性に及ぼす影響を評価した。EGF-Rシグナルを抑制すると，歯肉線維芽細胞および歯肉上皮細胞においてBAFF, APRIL
, TSLPといった体液性免疫応答に深くかかわるサイトカインの発現が増強された。また，歯肉線維芽細胞のTh2ケモカ
インCCL11, CCL17, CCL26の発現が増強していたが，Th1ケモカインCXCL9, CXCL10, CXCL11の発現に影響はなかった。
したがって，EGFRシグナルはケモカイン産生性に影響を及ぼし，歯周病の病巣局所における免疫応答に関与する可能性
が示された。

研究成果の概要（英文）：This study focused on the effects of EGF-R pathway on the productivity of chemokin
es and cytokines in gingival fibroblasts and gingival epithelial cells. We found that inhibition of EGF-R 
signaling leads to the expression of BAFF, APRIL, and TSLP that is cytokines help to shape the local accum
ulation and activation of Th2 responses and B cell immunoglobulin production. In addition, EGF-R signaling
 blockade produces the effect with increased Th2 chemokines, CCL11, CCL17, and CCL26 expression, although 
no effect with Th1 chemokines, CXCL9, CXCL10, and CXCL11 expression in gingival fibroblasts. These results
 may imply additional mechanisms by which EGF-R pathway the immune responses in periodontal lesion.
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１．研究開始当初の背景 
上皮成長因子レセプター (EGF-R) は、受

容体型チロシンキナーゼの一つとして細胞

の増殖、分化に重要なシグナルを誘導するこ

とから長年研究が進んでいる。EGF-Rは血球

系以外のほとんどの細胞に発現しており，そ

のリガンドは、 EGF の他に TGF-，

heparin-binding EGF (HB-EGF)，amphiregulin、

betacellulin，epiregulinなど複数存在する。多

くのリガンドは細胞膜に前駆体として存在

し，特異的なメタロプロテアーゼによる

ectodomain sheddingに依存して，EGF-Rを活

性化する。EGF-R シグナルは，TLR を介し

た刺激や抗菌ペプチド LL37 など多様な刺激

によって活性化される。 

上皮細胞における EGF-Rシグナルは，炎症

性細胞のリクルート，抗菌ペプチドの産生，

上皮の修復の他に，ケモカイン産生によって

自然免疫応答から獲得免疫応答に至る過程

においても重要な役割を果たしている。上皮

細胞によるケモカイン産生は EGF-R シグナ

ルによって影響を受ける。皮膚や肺の上皮細

胞が EGF-R シグナルによるケモカイン産生

を介してアトピー性皮膚炎や喘息といった

アレルギー性の疾患にかかわることが知ら

れている。また，上皮性の腫瘍細胞では

EGF-R発現が亢進しているが，EGF-Rシグナ

ルによるケモカイン産生への影響が腫瘍免

疫にかかわるという報告もある。 

歯周組織を構成する歯肉上皮細胞や歯肉

線維芽細胞も EGF-R を発現していることか

ら，EGF-Rシグナルがこれらの細胞のケモカ

イン産生に影響を及ぼし，歯周病の病巣局所

の免疫応答における鍵を握る一要因となっ

ていると考えられる。 

歯周病患者は歯周病細菌に対する血清抗

体価が高いという事実から，歯周病細菌に対

する体液性免疫応答が歯周病の病態に関わ

っていることが推察される。抗原特異的な体

液性免疫応答はヘルパーT 細胞のサブセット

Th2 細胞によって誘導される。歯周病の病巣

局所では Th2 細胞浸潤が見られることから，

我々はこれまでに歯周病の病巣局所におけ

る Th2細胞の誘導に関わる因子として，歯周

組織を構成する種々の細胞が産生する様々

な液性因子に着目して研究を進めてきた。そ

の結果，歯肉線維芽細胞が HLA class II分子

を介した刺激によって産生する液性因子が

Th2 細胞の分化誘導に関わることを明らかに

した。しかしながら，歯周病病巣局所の Th2

細胞の誘導に関わる因子は他にもあると考

えられる。近年上皮由来のケモカインが Th2

細胞の分化誘導に関わるしくみの解明が進

んでおり，肺の上皮細胞の EGF-Rのシグナル

が TARC/CCL17および TSLPなどの Th2細胞

を誘導するケモカイン産生にかかわるとい

う報告がある。一方，歯周病の病巣局所にお

いてもTh2細胞の誘導に関わるケモカインと

して TARC/CCL17、MDC/CCL22 が発現して

いることが分かっている。これらの事実から，

EGF-R を介したシグナルがケモカイン産生

性に影響を及ぼし，歯周病における免疫応答

にかかわっているものと推察される。 

 

２．研究の目的 

本研究は，上皮成長因子レセプター 

(EGF-R) を介したシグナルによって産生さ

れるケモカインが歯周病の免疫応答に及ぼ

す影響を明らかにすることを目的とする。そ

のために、歯肉線維芽細胞および歯肉上皮細

胞のケモカイン産生性さらにT細胞分化誘導

に及ぼす EGF-Rシグナルの影響を評価し、そ

の制御の可能性を探る。 

 
３．研究の方法 

（１）細胞株 

歯 肉 線 維 芽 細 胞 は ScienCell research 

laboratories 社 よ り ， 歯 肉 上 皮 細 胞 は

CELLnTEC社より初代培養株を購入し，説明

書に従って培養し，以下の実験系に用いた。 

（２）EGFRおよびそのリン酸化の評価 

歯肉線維芽細胞および歯肉上皮細胞におけ

るEGFRの発現およびEGF刺激によるリン酸

化 EGFR，その下流のリン酸化 AKTおよびリ

ン酸化 ERK の発現を，ウエスタンブロット

解析により評価した。 

（３）ケモカイン遺伝子発現の定量解析 

歯肉線維芽細胞および歯肉上皮細胞におけ

るケモカインの遺伝子発現の定量をリアル

タイム RT-PCR法にて行なった。すなわち、



細胞から全 mRNA を回収した後，オリゴ dT

プライマーを用いた逆転写反応を行うこと

によって cDNAを合成し，それらを鋳型とし

てターゲット分子に対して特異的な TaqMan

プローブを用いて増幅を行ない，ABI 社製

Sequence Detection System 7500HTを用いて蛍

光強度をリアルタイムに測定することによ

って行った。遺伝子発現プロファイルを

EGF-Rシグナル阻害剤であるAG1478の存在

下および非存在下での各条件で比較し，

EGF-R シグナルのケモカイン産生性への関

与について考察した。 

（４）EGFR シグナルによるケモカイン産生

性の網羅的解析 

AG1478存在下でEGFRのシグナルを抑制し

た時の歯肉線維芽細胞のケモカイン産生性

をタンパクアレー（RayBiotech社）を用いて

網羅的に調べ，EGF-Rシグナルがその産生性

に深く関わるケモカインを解析した。 

 

４．研究成果 

（１）EGFR発現 

歯肉線維芽細胞および歯肉上皮細胞にお

ける EGFR発現量をウエスタンブロッティン

グで評価した。EGFR 高発現の細胞株として

知られるヒト扁平上皮細胞由来の癌細胞株

A431 と比較して歯肉線維芽細胞および歯肉

上皮細胞は無刺激の培養系で EGFRを同程度

発現していた。EGF 刺激によるリン酸化

EGFRの発現および EGFRの下流の代表的な

シグナル分子である AKTおよびMAPKのリ

ン酸化も確認することができた。これらのリ

ン酸化は EGFR 特異的阻害剤 AG1478 によ

って抑制された。さらに、我々が見出した

EGF-R シグナルを ATP 非競合的に阻害する

オリゴペプチドNYQQNの EGFRシグナル抑

制効果を調べたところ，歯肉線維芽細胞およ

び歯肉上皮細胞においてペプチドは AG1478

と比較して弱いながらも EGFRのシグナルを

抑制することがわかった（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

図 1 EGFR発現とそのリン酸化阻害 

 

（２）EGFR シグナルがケモカイン産生性に

及ぼす影響 

①歯肉線維芽細胞 

A1478 で EGFR シグナルを阻害した時の

歯肉線維芽細胞のケモカイン産生性をリア

ルタイム RT-PCR法で定量解析した。その結

果，調べたケモカインの発現に EGFRシグナ

ルの影響はほとんど検出できなかったが，非

免疫系細胞から産生され、体液性免疫応答に

関わることが知られているサイトカインで

ある BAFF，APRIL，TSLP の発現が AG1478 

の濃度依存的に上昇することが明らかにな

った（図２）。BAFF や APRIL は B 細胞に

対してその生存，分化，抗体産生に重要な役

割を果たす TNF ファミリーに属するサイト

カインである。歯肉線維芽細胞における

EGFR シグナルは，体液性免疫応答に深く関

わるこれらのサイトカインの発現を抑制し，

歯周病における免疫応答に影響を及ぼして

いる可能性が示された。 

図２ 歯肉線維芽細胞において AG1478存在

下で EGFRシグナル阻害時の各サイトカイン

mRNA発現レベル 

 

 



②歯肉上皮細胞 

 歯肉上皮細胞において AG1478で EGFRシ

グナルを阻害した場合，BAFF , TSLP の発現

が上昇した（図３）。さらに Th2 細胞の分化

誘 導 に 関 わ る ケ モ カ イ ン で あ る

CCL17(TARC), CCL22(MDC) の発現を定量

解析した結果，これらの発現も EGFRシグナ

ルを阻害することによって上昇した。これら

のことから，歯肉上皮細胞における EGFRシ

グナルは、これらのサイトカインやケモカイ

ンの発現を抑制し、歯周病における免疫応答

に影響を及ぼしている可能性が示された。 

 

図３ 歯肉上皮細胞において AG1478存在下

で EGFR シグナル阻害時の各サイトカイン

mRNA発現レベル 

 

（３）EGFR シグナルによって産生されるケ

モカインの網羅的解析 

AG1478 存在下で EGFR のシグナルを抑制

した時の歯肉線維芽細胞のケモカイン産生

性をタンパクアレーで網羅的に調べた。

AG1478 存在下において，Th2 ケモカインの

う ち Eotaxin (CCL11), MDC (CCL17), 

Eotaxin-3 (CCL26) の発現レベルは阻害剤な

しと比較してそれぞれ 9.3, 2.7, 2.4 倍高かっ

た。Th1ケモカインのCXCL9, CXCL10 (IP-10), 

CXCL11 の発現レベルにちがいはみられなか

った。ケラチノサイトにおいて EGFRシグナ

ルの抑制によって発現が増強することが報

告されているケモカインである CTACK 

(CCL27)，MCP-1 (CCL2) の発現はそれぞれ

6.3, 3.3倍高かった。以上の結果より，歯肉線

維芽細胞において EGFRシグナルは Th2ケモ

カイン産生性に影響を及ぼし，歯周病の病巣

局所における免疫応答に関与する可能性が

示された。 
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