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研究成果の概要（和文）：炎症時に細胞から放出される細胞由来マイクロパーティクル（MP）が歯周組織構成細
胞の恒常性に及ぼす影響について検討した。LPS、炎症性サイトカインによる刺激を受けた血管内皮細胞由来の
MPは無刺激血管内皮細胞由来MPと比較してannenxin、ICAM-1、HLA-DRの発現が高かった。また、細菌刺激、炎症
性サイトカイン刺激を受けた血管内皮細胞由来MP存在下で、歯肉線維芽細胞からのIL-8産生は、無刺激血管内皮
細胞由来MP存在下と比較して有意に高かった。以上のことから、炎症刺激を受けた細胞由来MPはそれ自体が起炎
因子となり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have examined the effect of cell-derived microparticles (MP) on 
homeostasis of gingival cells.　Endothelial cell-derived microparticles (EMP) released from the 
cells with LPS or inflammatory cytokine expressed annexin, ICAM-1 and HLA-DR higher than EMP from 
the non-stimulated cells. IL-8 expression in human gingival fibroblasts in the presence of EMP 
released from the cells with LPS or inflammatory cytokine was significantly elevated compared with 
EMP from non-stimulated cells. These results suggested that MP released from cells stimulated with 
inflammatory stimulation could be inflammatory factor. 

研究分野：歯周病学

キーワード： マイクロパーティクル
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は細菌バイオフィルムを形成する病
原微生物の感染によって、歯周組織に慢性炎
症が生じ、同組織が破壊される疾患である。
そして、この局所炎症には免疫系の細胞のみ
ならず、線維芽細胞、血管内皮細胞といった
非免疫系細胞の関与も考えられている。これ
ら cell type において、感染あるいは障害、
アポトーシスをおこした際に微小粒子:細胞
由来マイクロパーティクル（cell-derived 
microparticles:MP）と呼ばれる 0.1-1.5m
の細胞膜に由来する小胞を放出し、細胞相互
間の活性化に関わる可能性が近年報告され
ている。MP の形成過程とその役割を理解する
ことは様々な疾患の病態解明に寄与するも
のとして注目されている。MP は敗血症やメタ
ボリックシンドロームなどの急性・慢性炎症
に伴い血中濃度が増加することが知られて
おり慢性炎症性疾患である歯周炎患者にお
いても末梢血液中あるいは歯周病病巣局所
に MP が放出されていることが想定される。
MP 表面には多くの炎症性接着因子が発現し
ていることから、MP が歯周組織構成細胞と接
触することで歯周組織構成細胞に何らかの
影響を及ぼしている可能性が考えられる。そ
こで本研究では MP が歯周炎の発症・病態形
成にどのように関わっているか検討するこ
ととした。 
 
２．研究の目的 
MP の中でも研究の進んでいる endothelial 
cell-derived microparticles (EMP)を精製
分離して、その MP 刺激により歯肉線維芽細
胞から誘導される炎症性サイトカイン・ケモ
カイン産生と、細胞表面抗原の変化に焦点を
当て、MP による免疫機能制御に果たす役割を
検討する。さらに、ヒト歯周炎病変部におけ
る MP の存在・濃度を歯肉溝滲出液より検出
して、歯周炎慢性化と MP の関連性を明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
① 血管内皮細胞からの MP の精製分離  
血管内皮細胞としてヒト臍帯静脈内皮
細 胞 （ Human Umbilical Vein 
Endothelial Cells: HUVEC）を用いた。
HUVEC を無刺激、あるいは歯周病原性細
菌 P.gingivalis の LPS(Pg-LPS)や炎症
性サイトカインで刺激した後、MP を含
む培養液から細胞残骸・破片・核を取り
除くために 5,000g、10 分にて遠心し、
その上清を回収した。それらを 20,000g、
45 分間超遠心し、そのペレットを
phosphate-buffered saline (PBS)で懸
濁し、以後の研究に供する。 

② MP 表面抗原の検討  
前項①にて分離精製した MP における
annexin,ICAM-1、VCAM-1、CD31、CD62E、
HLA-DR等の発現をFITC標識あるいはPE
標識された抗体を用いてフローサイト

メトリー（FACS）にて解析する。 
③ HUVEC 由来 MP の起炎因子としての可能
性の検討  
HUVEC 由来 MP の刺激により、HUVEC や歯
肉線維芽細胞(HGF)から誘導される
IL-6、IL-8 の発現をリアルタイム PCR
法やサイトカイン特異的 ELISA 法を用
いて測定する。また、細胞の活性化によ
り発現誘導される細胞表面抗原の変化
に関して、細胞接着分子である ICAM-1、
VCAM-1、CD44 の発現を RT-PCR 法や FACS
により検出する。 

④ 歯周炎病変部における MP の検出  
歯周炎患者の歯肉溝より極細パスツ
ールピペットにて歯肉溝滲出液を採
取して、①②に準拠して歯肉溝滲出液
中に存在する MP の表面抗原の発現を
検出する。 

 
４．研究成果 
① HUVEC を Pg−LPS、TNF-で 24 時間刺激
したのち、その上清を回収し、研究の方
法①に従って MP を回収した。Pg-LPS あ
るいは TNF-で刺激して得られた MP は
無刺激細胞の培養上清から得られた MP
と比較して annexin、ICAM-1、HLA-DR
等の発現が高かった。 

② HGF を無刺激あるいは Pg-LPS、TNF-で
刺激して得られた MP で 8 時間あるいは
24 時間刺激して、HGF における炎症性サ
イトカイン mRNA 発現量、およびタンパ
ク量を検討した。その結果、無刺激 MP
と比較して Pg-LPS、TNF-で刺激後の
MP は HGF においてリアルタイム PCR 法
にて IL-6、IL-8 の mRNA 発現、ELISA 法
にてタンパク量が有意に増強していた。
また、HGF 上の接着分子については
ICAM-1 の発現が無刺激 MP と比較して
Pg-LPS、TNF-で刺激後の MP ではやや
高い傾向を示したものの、有意な差は認
めなかった。 

  
③ 歯周病患者の歯肉溝滲出液中の MP 分
離を試みたが、サンプル量が微小であり、
細胞表面分子の検討等を進めることが
できなかった。  
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