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研究成果の概要： 

 LPSによるB細胞の増殖活性にかかわる細胞内シグナル伝達系を明らかにする目的で，LPS刺激後のB

細胞の増殖反応と細胞内リン酸化反応について検討を行った結果，増殖反応がみられた場合には 25 kDa

の基質タンパク質（p25）のチロシンリン酸化反応が誘導された．そこで，p25の性状解析を行った結果， 

p25はRanであること，また無刺激でも複数のp25のスポットが観察されることが明らかとなった．さら

に，LPS刺激によりp25のチロシンリン酸化総量が増加し，且つその最も酸性側のスポットの量が増加す

ることが明らかとなった．  
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１．研究開始当初の背景 

 歯周炎の発症・病状の進行には，

Porphyromonas gingivalisをはじめとする歯周

病原性細菌のLPSによるB細胞の活性化反応が

深く関与することが強く示唆されるが，その詳

細は依然不明な点が数多く残されている．我々

はこれまでに，LPS による B 細胞の活性化機構

には CD14 依存性および非依存性の活性化経路

が存在すること, CD14依存性の活性化経路では

TGF-β,IgAの産生が誘導されること，CD14非依

存性の活性化経路では細胞増殖，IL-6産生およ

び IgM 産生が誘導されることを報告してきた

(Kimura Sら，2000)．また，CD14非依存性の活

性化であるLPSによるB細胞の増殖活性には，B

細胞内チロシンリン酸化反応が重要な役割を演

じていることを報告してきた(Kimura S ら，

1995)．しかし，LPS刺激後に誘導されるB細胞

内リン酸化基質タンパク質を含め，そのシグナ

ル伝達系の詳細については依然不明な点が数多

く残されている.  
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２．研究の目的 

 C3H/HeN および腸内細菌の LPS に低応答性の

C3H/HeJ マウス B 細胞を用いて，Escherichia 

coli LPSおよびC3H/HeJマウスB細胞に対して

も増殖反応を誘導するP. gingivalis LPS によ

るB細胞の増殖反応の特異性とB細胞内リン酸

化反応，すなわち，チロシン，セリンおよびス

レオニンリン酸化反応について検討を行う．さ

らに，LPS による B 細胞の増殖活性に関与する

特異的基質タンパク質を同定するとともにその

動態についても検討し，LPS による B 細胞の増

殖活性にかかわる細胞内シグナル伝達系の詳細

を明らかにすることを目的とする．  

 

３．研究の方法 

(1)  P. gingivalis LPS は P. gingivalis ATCC 

33277株よりhot phenol water抽出法を用

いて調製した．E. coli LPSは市販の精製E. 

coli LPSを再度精製したものを用いた． 

(2)  B 細胞はC3H/HeN およびC3H/HeJ マウス脾

細胞より調製した， 

(3)  LPSによるB細胞の増殖活性は刺激後48時

間での細胞数から測定した． 

(4)  LPS 刺激後の B 細胞からのサイトカイン産

生については，Real-time PCRを用いてIL-6

およびTGF-β mRNA発現から検討した． 

(5)  細胞内リン酸化基質タンパク質の検出には，

LPSで刺激，培養したB細胞よりライセート

を調製し，二次元電気泳動で分離した．二次

元電気泳動後，ゲル内のタンパク質を PVDF

膜に転写し，抗ホスホチロシン，抗ホスホセ

リンおよび抗ホスホスレオニン抗体を用い

たウエスタンブロッティングにより検出し

た． 

(6)  検出したタンパク質スポットをゲル内消化

後，飛行時間型質量分析（MALDI-TOF MS 分

析）およびpeptide mass fingerprinting解

析により，LPSによるB細胞の増殖活性に関

与する B 細胞内リン酸化基質タンパク質の

同定を行った． 

(7)  当該スポットの解析およびリン酸化の定量

化はPDQuest™を用いて行った． 

 

４．研究成果 

(1)  P. gingivalis LPS は，C3H/HeN および

C3H/HeJマウスB細胞に対し増殖活性を示し

た．その際，25 kDaタンパク質（p25）を含

む細胞内基質タンパク質のチロシンリン酸

化反応が誘導された．一方，E. coli LPSは，

C3H/HeNマウスB細胞に対してのみ増殖活性

を示し，B 細胞の増殖がみられた場合には，

p25のチロシンリン酸化反応が誘導された． 

(2)  セリンおよびスレオニンリン酸化反応につ

いては，P. gingivalis LPSあるいはE. coli 

LPSによるB細胞の増殖活性に関与する特異

的な細胞内基質タンパク質が確認されなか

った． 

(3)  p25をさらに検討する目的でMALDI-TOF MS

およびpeptide mass fingerprinting解析を

行ったところ，p25の候補となるタンパク質

スポット 8 個のうち 2 個のスポットは， 

small GTPaseであるRanと同定された． 

(4)  抗p25抗体（抗Ran抗体）を用いた二次元

ウエスタンブロッティングから，B細胞には

無刺激で複数の p25 のスポットが観察され

ること，LPS 刺激によりその総量が増加し，

且つその最も酸性側のスポットの量が増加

することが明らかとなった． 

Fig. 1.  Alteration of quantity of phospho- 

rylated p25 in LPS-stimulated B cells. Whole 

cell lysates were prepared from B cells from 

C3H/HeN and C3H/HeJ mice stimulated with E. 

coli LPS for 48 h, and aliquots (150 µg 

proteins) were separated with 2D-PAGE. The 

p25 was detected by ECL immunoblotting using 

a monoclonal anti-Ran antibody. The amount of 

the most acidic spot of p25 (#1) increased in 

response to the B cell proliferation. 

 

(5) C3H/HeNおよびC3H/HeJマウスB細胞に対し

増殖活性を示すP. gingivalis LPS，ならび

にC3H/HeNマウスB細胞にのみ増殖活性を示

す E. coli LPS を用いた検討から，上記の

p25のスポットの変化は，LPS刺激後のB細

胞の増殖反応と一致することが強く示唆さ

れた． 

(6)  LPS 刺激後の B 細胞内チロシンリン酸化反

応阻害剤であるハービマイシン処理を行う

と，いずれのマウスB細胞についても増殖反

応およびp25のスポットの変動（総量および



最も酸性側のスポット量の増加）が完全に抑

制されたことから，p25のチロシンリン酸化

が増殖反応に関与することが明らかとなっ

た． 

(7)  LPS による B 細胞のサイトカイン産生との

関連性について 3 種類の MAP キナーゼ

（ERK1/2，p38，JNK）の阻害剤を用いて検討

した結果，P. gingivalis LPS刺激後のp25

のスポットの変動はサイトカイン（IL-6，

TGF-β）産生と関与することが示唆された． 

 これらの結果より，B細胞内チロシンリン酸

化基質タンパク質，p25の総量および最も酸性

側のスポット量の増加は，P. gingivalis LPS

およびE. coli LPSによるB細胞の増殖反応お

よびサイトカイン産生に関与していることが強

く示唆された． 
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