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研究成果の概要（和文）：生体内では血管内から炎症組織へと NK細胞が浸潤していくことが想

定される．しかし、その機序はほとんど解明されていない．本実験結果より、NK3.3 は CXCL12 刺

激によってⅠ型コラーゲンゲルへの浸潤とDQコラーゲンI型の分解が増強される事が確認され

た．また、この浸潤と分解には MMP-1 が強く関与している可能性と NK3.3 と pro-MMP-1 の結合

には CXCL12 が関与している可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Natural killer (NK) cells play a key role in inflammation and tumor 

regression through their ability to migrate into tissues. CXCL12 is a chemokine that 

promotes lymphocyte invasion and migration into tissues. However, the mechanism for this 

process remains incompletely understood. In this study, we show that CXCL12 significantly 

enhanced NK cell invasion into type I collagen and increase the production of matrix 

metalloproteinase- 1 (MMP-1). Confocal immunofluorescence studies show that MMP-1 

colocalized on NK cell surface that was stimulated by CXCL12. 
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1．研究開始当初の背景 

 歯科の二大疾患の一つである歯周病は
成人の 80%以上が罹患しているといわれ
ている口腔感染症である．また歯周病は
歯の喪失をきたすだけではなく、心疾患、
糖尿病などの全身疾患のリスク因子であ
ることが明らかにされつつある．厚生労
働省が推進する｢健康日本 21｣の各論、
｢歯の健康｣における基本方針には、
8020(80歳において20歯以上の自分の歯
を有する)の実現に向けた目標として歯の

喪失原因の約 9 割を占めているう触と歯
周病の予防を推進することが重要である
と記載されている．  
 歯周炎などの炎症歯周組織には、リン
パ球をはじめとする免疫担当細胞の浸潤
が認められることにより、局所的免疫反
応が歯周疾患発症の要因であると考えら
れる．その免疫担当細胞の中でも NK 細
胞は細胞内感染物質に対する初期防御に
重要であると考えられている． 
  私が研究参加したグループではこれま



でに NK 細胞の活性化に焦点を絞り研究
を行ってきたが、生体内では血管内から
炎症組織へと NK 細胞が浸潤していくこ
とが想定される．しかし、NK 細胞が組
織に浸潤する際の機序はほとんど解明さ
れていない．そこで、この機序を解明し
これまでの研究成果と組み合わせること
により歯周病予防につなげたいと考えて
いる．歯周病の予防が出来れば厚生労働
省の｢健康日本 21｣が推進する 8020 の実
現に向けて大きく前進し、国民の健康増
進を図ることができると考えられる． 
 

２．研究の目的 
 CXCL12 は B リンパ球やナイーブ T リ
ンパ球において炎症時に走化性を誘導す
る炎症性ケモカインである. NK 細胞に
おいても CXCL12 は走化性に深く関与
しており、NK 細胞の組織浸潤や活性化
にも重要である．また、Matrix 
metalloproteinase-1 (MMP-1)は、コラ
ゲナーゼの一つで I 型コラーゲンを切断
することが知られている． 
 今回私はCXCL12刺激によるNK細胞
の (1)コートしたⅠ型コラーゲンに対す
る分解能の検討、(2)Ⅰ型コラーゲンに対
する分解能の検討、(3)Ⅰ型コラーゲンゲ
ルに対する浸潤能の検討、(4) MMP-1 発
現の検討、(5)recombinant MMP-1 との
結合の検討などをおこなうことにより歯
周病など炎症性口腔疾患の予防における
NK 細胞の役割を明らかにしていきたい． 

 
３．研究の方法 
 
（１）細胞表面レセプターの確認 

 ①  NK 様 細 胞 株 （ NK3.3 ） を 1 ×
105/300l/sampleになるように調整後、
各種1次抗体(抗α2 integrin、抗β1 
integrin、抗CXCR4) を加え30分氷上で
反応させる． 

 ② 1 次抗体と反応後細胞を洗浄し 2
次抗体として Alexa Fluor 488 goat 
anti-mouse IgG (H+L)を用いて 30 分氷
上で反応させる． 
 ③ 2 次抗体と反応後，細胞を洗浄し 1
×105/300l/sample になるように調整し
た．Fluorescence activated cell 
sorting (FACS)を用いて蛍光標識した
NK3.3細胞を解析した． 
 
（２）CXCL12 刺激による I型コラーゲン
分解能の検討 
 ① 25g/mlのDQコラーゲンTypeIをコ
ートしたスライドガラス上に，20 ng/ml
のCXCL12刺激のみ、あるいはCXCL12刺激
にMMPの各種阻害剤 (GM6001: 20M、TIMP 

2: 200ng/ml) を加えたNK3.3を播種し
5%CO2、37℃で4時間培養した． 

② DQコラーゲンTypeIは分解されることに
より蛍光物質を発するので、分解されたコ
ラーゲンTypeIのみを共焦点レーザー顕微
鏡にて観察する事が出来る．共焦点レーザ
ー顕微鏡にて分解されたI型コラーゲンの
蛍光像、微分干渉像、そして２つを重ね合
わせた像の3種類を観察した．  
 
（３）CXCL12 刺激による I型コラーゲンゲル
に対する細胞浸潤能の検討 

① ポアサイズ3mの24well Transwellを
用いた．200g/mlのI型コラーゲンゲルを
upper chamberに加え、200ng/mlのCXCL12を
lower chamberに入れた．各種MMP阻害剤 
(GM6001: 20M、TIMP 2: 200ng/ml) を入れ
るサンプルには upper chamber と lower 
chamberに阻害剤を加えた． 
② NK細胞をupper chamberに播種し培養後
ポリカーボネート膜をDiff Quickにて染色
し，顕微鏡 (×400)でランダムに5視野を選
び細胞数をカウントした． 
 
（４）NK3.3 細胞において CXCL12 刺激に
より発現する MMPs の同定 
① NK3.3 細胞に CXCL12 を加えて 3×

106/1000l /sample になるように調整
した後，24well plateに播種して5%CO2、
37℃で 24 時間培養をおこなった． 

② 培養終了後上清を回収し Microcon を
用いて上清を 5倍に濃縮する． 

③ 濃縮した上清中のタンパクをタンパク
分離泳動装置とパワーサプライを用い
てSDS/PAGE で分離後ナイロン膜上に転
写する． 

④  各 種 抗 MMP 抗 体 （ anti-MMP-1, 
anti-MMP-8, anti-MMP-13, anti-MMP-14）
にてタンパクの転写したナイロン膜を処理
し、ECL システムと VersaDoc を用いて各種
Pバンドを検出した． MM

 
（５）CXCL12刺激によるNK3.3細胞とMMP-1

との結合の検討 
① NK3.3細胞を5×105/200l/sampleにな

るように調整する．20ng/mlのCXCL12刺
激と1ng/ml recombinant pro-MMP-1を加
えたもの、あるいはそれにGプロテイン 
阻 害 剤 で あ る Pertussis toxin 
(100ng/ml) を加えたサンプルをウォー
ターバスにて37℃で10分間incuvateし
た． 

② Incubate後細胞を洗浄し1次抗体として
抗MMP-1抗体と30分氷上で反応させた． 

③ 1次抗体と反応後細胞を洗浄し、次に 2
次抗体としてAlexa Fluor 546 goat 
anti-rabbit IgG (H+L)を用いて30分氷



上で反応させた． 
④ 2 次抗体と反応後細胞を洗浄し、10%パ

ラホルムアルデヒドにて固定した． 
次にAqua Poly/Mountを用いスライドガ
ラスに蛍光標識した細胞を埋入し、試料
を作成した． 

⑤ 共焦点レーザー顕微鏡にてNK3.3細胞と
結合したMMP-1の蛍光像(Fluorescence)、
微分干渉像(DIC)、そして２つを重ね合
わせた像 (Merge)の3種類を観察した． 

 
４．研究成果 
 
（１）細胞表面受容体の確認 
NK3.3細胞にはコラーゲンの細胞膜受容
体の一つであるα2β1インテグリンと
CXCL12の受容体であるCXCR4が存在する
ことを確認した． 
 
（２）CXCL12 刺激による I型コラーゲン
分解能の検討 
NK3.3細胞は、CXCL12存在下でDQコラーゲ
ンI型の分解を増強する事が確認された．
また、DQコラーゲンI型に対する分解能の
増強はMMP阻害剤であるGM6001とTIMP2に
よって著明に抑制される事が確認された． 
 
（３）CXCL12 刺激による I 型コラーゲン
ゲルに対する細胞浸潤能の検討 
CXCL12存在下で、NK3.3細胞はⅠ型コラー
ゲンゲルへの浸潤を増強する事が確認さ
れた．また、浸潤の増強はMMPの阻害剤で
あるGM6001とTIMP2によって著明に抑制さ
れる事が確認された。 
 
（４）NK 様細胞株（NK3.3 細胞）におい
て CXCL12 刺激により発現する MMPs の同
定 
 NK3.3 細胞の CXCL12 刺激による各種
MMP の産生において、MMP-8,-13, -14 では
無刺激時と比べて差は認められなかった．
しかし、MMP-1 の産生においては CXCL12
刺激による著明な増強が確認された． 
 
（５）CXCL12 刺激による NK3.3 細胞と
MMP-1 との結合の検討 
 CXCL12刺激によりpro-MMP-1がNK3.3の
細胞表面に結合することを確認した．また、
この結合はGタンパク阻害剤のPTXにより
CXCL12が受容体に結合するのを阻害する
と著明に抑制された． 
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