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研究成果の概要（和文）：凍結融解を繰り返して作成した壊死細胞上清はRNAを含む内因性の起炎因子であり、TLR3を
介して歯肉上皮細胞（epi4）からIFN-betaを含む炎症性液性因子の産生を誘導した。さらに壊死細胞上清や強力なTLR3
活性化を誘導するPoly(I:C)の刺激はepi4細胞におけるTLR2の発現を促進した。epi4におけるTLR2の発現亢進はTLR3刺
激により産生されるIFN-betaにより誘導された。また壊死細胞上清は上皮のタイトジャンクション構成分子の発現を減
弱させて上皮細胞のバリア機能を低下させた。これらの結果は内因性起炎因子が歯周病発症・遷延化・増悪に関与して
いる可能性を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：The necrotic cell supernatant (NCS), functioned as an endogenous danger signal 
when released from necrotic epithelial cells exposed to repeat freeze thawing, contained RNA and induced 
the production of inflammatory cytokines including IFN-beta from gingival epithelial cells (epi4) via 
TLR3. The activation of TLR3 with NCS or Poly(I:C), a strong TLR3 activator, enhanced TLR2 mRNA 
expression and proteins in epi4. Upregulation of TLR2 in epi4 was induced by TLR3-stimulated IFN-beta by 
an autocrine/paracrine mechanism. The NCS reduced the expression of epithelial tight junction molecules 
zona occludens 1 (ZO-1) and occludin and increased the permeability of epithelial tight junctions. These 
results suggest that endogenous danger signal is involved in the immunopathogenesis of periodontal 
diseases.

研究分野： 歯周治療学
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１．研究開始当初の背景 
歯周炎は、歯周病原性細菌を含むバイオ

フィルムが原因となり発症し、歯周組織の

破壊に至る慢性炎症性疾患である。バイオ

フィルムが形成されると歯周病原性細菌の

完全な除去が困難となり、ポケットに残存

する歯周病原性細菌による感染が歯周組織

において持続する。その結果として惹起さ

れる、継続的で時として過剰な免疫応答・

炎症反応が歯周組織の破壊に関与すると考

えられている。歯周組織は歯肉・セメント

質・歯根膜・歯槽骨から構成されており、

さらに歯肉は主として歯肉上皮細胞と歯肉

線維芽細胞により構成されている。一般に

上皮細胞は外界との物理的バリアとして外

来異物の侵入を防ぐ役割を果たしているの

みならず、病原体関連分子パターンを認識

することにより炎症性サイトカイン、ケモ

カインを分泌したりalarminと総称される

細胞損傷に関連した分子群を放出すること

で免疫応答の制御に関与していることが明

らかとなっている。歯肉上皮細胞において

も歯周病原性細菌の生菌や菌体構成成分に

よる刺激を感知し、様々な炎症性サイトカ

インを産生することが報告されている。ま

た、生体内において感染やストレス等によ

る組織の壊死に伴い大量の細胞死が生じる

と、その細胞によりダメージ関連分子パタ

ー ン (Damage-Associated Molecular 

Patterns: DAMPs)が放出され、これらが

周囲の細胞内外の受容体に認識され炎症反

応を惹起すると考えられている。 High 

Mobility Group Box 1 protein、Biglycan、

Versican、mRNA、Small nuclear RNA な

どが DAMPs として知られており、壊死細

胞よりこれらの分子が放出され、炎症を惹

起する。そして DAMPs を認識するレセプ

ターとして P2X Receptors、Receptor for 

advanced glycation end products、Toll 

like receptor(以下 TLR と略す)などが知ら

れている。我々は、これまでに歯肉上皮細

胞がTLR3 を介して自己由来の壊死細胞か

ら放出される内因性起炎因子（壊死細胞上

清、necrotic cell supernatant: NCS）を認

識し、TLR2 の発現を上昇させることを予

備研究で明らかとした。そこで TLR3 刺激

後の歯肉上皮細胞におけるTLR2 の発現上

昇メカニズムに関して検討を行った。 
 
２．研究の目的 

TLR3 刺激後の歯肉上皮細胞における

TLR2 の発現上昇メカニズムを解明するこ

と及びTLR3 刺激後に産生されるサイトカ

インに着目し検討を行った。また、TLR3

刺激後の歯肉上皮細胞におけるタイトジャ

ンクション分子の発現の変化を検討した。 
 
３．研究の方法 

(1)歯肉上皮細胞における TLR3 刺激後

のサイトカイン産生 

当研究室において樹立したヒト歯肉上皮

細胞(epi 4)に TLR3 のアゴニストである

Poly(I:C)や NCS を刺激し上皮細胞から産

生される様々なサイトカインの変化につい

て検討を行った。 

(2)歯肉上皮細胞における IFN-beta 刺激

後の TLR2 発現の検討 

epi 4 細胞を IFN-beta で刺激して TLR2

の発現の変化についてリアルタイム法、

FACS にて検討を行った。 

 (3) TLR3 刺激後の歯肉上皮細胞におけ

るタイトジャンクション分子の発現変化 

epi4 を繰り返し凍結融解して採取した

NCS が TLR3 を介して細胞内にシグナル

を伝える事は予備実験で明らかであったた

め、NCS を TLR3 刺激因子として用いた。

NCS 刺激後における epi4 の ZO-1、

occludin の発現をリアルタイム PCR 及び

ウエスタンブロッティングにて検討した。 
 
 
 
 



４．研究成果 

(1)NCS、Poly(I:C)刺激 24 時間後の epi 4

において、 IFN-beta、 IL-6、 IL-8、β

defensin および MCP-1 の産生量の増加を

認めた。 

 (2) IFN-beta は予備実験において TLR3

刺激により顕著に発現誘導された。このた

め、TLR3 刺激による TLR2 発現誘導には

IFN-beta が関与していると仮定した。そこ

で epi4 を IFN-beta で刺激したところ、

IFN-beta 濃度依存的に TLR2 の発現が増

強した（図 1）。 

 

図 1 IFN-beta 刺激により歯肉上皮細胞

において TLR2 発現が誘導される 

 

この結果から TLR3 刺激による epi4 にお

ける TLR2 発現誘導には IFN-beta が関与

している可能性が示唆された。 

(3)NCS 刺激 24 時間後の epi 4 において

細胞間の接着に重要な分子である ZO-1 及

び Occludin の発現はコントロール群と比

較して減弱した（図 2：ウエスタンブロッ

ティングのデータは示さない）。この結果か

らTLR3 を介した刺激は上皮細胞のバリア

ー機能を減弱させる可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

図２ NCS 刺激は歯肉上皮細胞の ZO-1、

Occludin の発現を減弱させる 
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