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研究成果の概要（和文）：歯周病の病因におけるエキソサイトーシスの意義とその制御の可能性

について検討した。その結果、歯周病原細菌の種々の刺激は、歯周組織を構成する上皮細胞、

免疫細胞、血管内皮細胞にエキソサイトーシスを誘導すること、またそれが一酸化窒素（NO） 
によって際御されることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：We explored meaning of exocytosis on pathogenesis of periodontal 
disease and possibility of that regulation.  We found that various stimulants from 
periodontopathic bacteria induced exocytosis in keratinocytes, immune cells, and 
endothelial cells in periodontal tissue and it was regulated nitric oxide.   
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１．研究開始当初の背景 
動脈硬化と同様に、歯周病もまた慢性進行性
の炎症性疾患であり、その発症・進展にエキ
ソサイトーシスが深く関わっている。したが
って、歯周組織におけるエキソサイトーシス
機序の解明は、歯周病の発症病理と創傷治癒
過程をを理解するうえできわめて重要であ
る。さらに、その制御は歯周病の予防と治療
の新しい戦略として極めて有用である 
２．研究の目的 

本研究では、口腔粘膜におけるエキソサイト
ーシスの役割についてその詳細を明らかに
するとともに、エキソサイトーシス制御を基
盤とした新しい歯周病予防、治療法の可能性
について検討することを目的とする。 
３．研究の方法 
（１）歯肉上皮細胞培養系において、同細胞
からエキソサイトーシスされる  Secretory 
Leucocyte Protease Inhibitor （SLPI）量を、
ELISA で測定した。また、 P. gingivalis  
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gingipain の添加による  SLPI の分解を 
western blot法で解析した。 
 
（２）細菌の内毒素であるリポ多糖（LPS）
やリポタイコ酸（LTA）を、血管内皮細胞培
養系に添加し、同細胞からの IL-8 あるいは 
vWF のエキソサイトーシスレベルを ELISA
あるいは Western blot法で検討した。また、
一酸化質素 NO によるエキソサイトーシス
制御機序を Biotin switch 法によって検討し
た。 
 
（３）血管内皮細胞培養系における 
interleukin-4 (IL-4)によるエキソサイトーシス
制御機構を、RT-PCR 法、ELISA、および免
疫組織学的解析によって解析した。 
 
（４）アルドステロンによるエキソサイトー
シス制御の可能性を検討するために、血管内
皮細胞培養系に同分子を添加し、vWFの放出
をELISAあるいは Western blot法によって解
析するとともに、同細胞への単球細胞株 
THP-1の付着増強を in vitroにおいて検討し
た。 
 
４．研究成果	 
（１）歯周病源細菌である Porphyromonas 
gingivalis（P.g.）が歯肉上皮細胞の分泌する
抗菌ペプチド SLPIのエキソサイトーシスお
よび SLPIの活性にどのような影響を及ぼす
か、また歯周病源細菌の重要な病原因子であ
る LTAおよび LPSによる宿主細胞からのエ
キソサイトーシス誘導が、どのように制御さ
れているかを検討した。その結果、P.g.全菌
体を歯肉上皮細胞に添加すると、用量依存性
に歯肉上皮細胞からエキソサイトーシスさ
れる SLPI量が減少することが明らかになっ
た。また、その抑制効果は、P.g.菌体を熱処
理すること、あるいはプロテアーゼ阻害剤と
同時投与することにより減弱したことから、
P.g.菌体中のプロテアーゼがその効果をもた
らしていることが明らかになった。その後の
詳細な検討からその分子は P.g.菌の産生する
トリプシン様酵素 gingipainであることが明
らかになった。 
 
（２）LTAや LPSは炎症性サイトカインの一
種である IL-8のエキソサイトーシスを誘導
するが、それが一酸化窒素で制御されている
ことが明らかになった Into T, …. Matsushita 
K. J Biol Chem 282:8134-8141, 2007.）。また、
その作用は、LTAおよび LPSの共通のシグナ
ル伝達分子である MyD88分子が NOによっ
て S-ニトロシル化されることによる可能性
が示唆された Into T, …. Matsushita K. Mol 
Cell Biol 28:1338-1347, 2008. ）。 
 

（３）サイトカインおよびホルモンによ
るエキソサイトーシス制御の可能性に
ついて検討した。まず、T 細胞のサブセ
ットの一種である TH2 細胞の産生する  
Interleukin (IL)-4 の影響を調べた。その
結果、 IL-4 は血管内皮細胞における
P-selectin や eotaxin-3 の分泌を増強した
が、その一方、 IL-8 と Angiopoietin-2 の
分泌は、強力に抑制された。siRNA を用
いた実験結果から、IL-4 によるエキソサ
イトーシスの抑制は、STAT-6 – SOCS-1
シグナルの活性化によることが明らか
になった（ Inomata M, Into T, ….Matsushita 
K  Mol Immunol 46:2080-2089, 2009.）。以
上の結果は、慢性歯周炎の組織に有意に
多く認められる  TH2 細胞がエキソサイ
トーシスを修飾することによって、歯周
炎の病態をコントロールしている可能
性を示唆している。  
 
（４）高血圧によるエキソサイトーシス
亢進の機序を明らかにした。すなわち昇
圧性ホルモンとして知られるアルドス
テロンがエキソサイトーシスを亢進す
ること、またそれがミネラルコルチコイ
ド受容体（MR）を介して起こることを
明らかにした。次に、アルドステロンの
刺激によって血管内皮細胞への白血球
の付着が亢進することを明らかにした§

Jeong Y, Matsushita K, et al.  Proc Natl Acad 
Sci USA 106:3782-3787, 2009.）。  
。以上の結果は、アルドステロンの上昇
によって炎症反応が惹起されることを
示している。昨今、歯周病と高血圧の関
連性が指摘されてきているが、本研究の
結果は両者の因果関係の一端を明らか
にしたものである。  
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