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研究成果の概要（和文）：歯周炎局所での Wnt5a mRNA 発現を調べたところ、健常歯周

組織と比較して、慢性歯周炎組織において Wnt5a mRNA の発現が有意に上昇してい

た。ヒト単球系細胞 THP-1 において、P. gingivalis LPS 誘導の Wnt5a mRNA 発現が

有意に上昇した。ヒト単球系細胞 THP-1において P. gingivalis LPS誘導の IκBα分解、

および Wnt5a 発現は NF-κB 特異的阻害剤により抑制され、P. gingivalis LPS 誘導の

NF-κB の DNA への転写活性は有意に上昇した。さらに、IFN-γは P. gingivalis LPS
誘導のWnt5a産生を相乗的に増強させた。また、STAT1 siRNA を用いることにより、

STAT1はP. gingivalis LPS誘導のWnt5a発現に重要な役割を果たすことが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Wnt5a mRNA expression was up-regulated in chronic periodontitis tissue as 

compared to healthy control tissue. P. gingivalis LPS induced Wnt5a mRNA in the human monocytic cell line 

THP-1 with a peak at 4 hrs after stimulation. P. gingivalis LPS induced higher up-regulation of Wnt5a mRNA 

than E. coli LPS. The LPS receptors TLR2 and TLR4 were equally expressed on the surface of 

THP-1 cells. P. gingivalis LPS induced IkBa degradation and was able to increase the NF-kB binding activity 

to DNA. P. gingivalis LPS-induced Wnt5a expression was inhibited by NF-kB inhibitors, suggesting NF-kB 

involvement. Furthermore, IFN-g synergistically enhanced the P. gingivalis LPS-induced production of 

Wnt5a. Pharmacological investigation and siRNA experiments showed that STAT1 was important for P. 

gingivalis LPS-induced Wnt5a expression. These results suggest that the modulation of Wnt5a expression 

by P. gingivalis may play an important role in the periodontal inflammatory process and serve a target for the 

development of new therapies. 
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１．研究開始当初の背景 

Wnt は胚の発生、血球の分化、発癌に関与し

ている。哺乳類において Wnt シグナルは、幹

細胞の恒常性、リンパ球分化に不可欠である。

Wnt5a はマウスにおいて初めて同定され、活

性化抗原提示細胞および関節リウマチの炎症

性滑膜細胞より分泌されることが知られてい

る。Wnt5a シグナルは敗血症におけるマクロ

ファージの全身的な炎症性反応に不可欠であ

るとされ、ヒト抗原提示細胞のトル様受容体

（TLR）シグナル、および炎症性調節因子 

NF-κB 依存である。さらに、慢性炎症および

関節リウマチにおいて、IL-6 ファミリーが

gp130-STAT3 シグナルカスケードを活性化し

Wnt5a 転写を上昇させることが報告された。

しかし、歯周炎における Wnt ホモログの発現

機構はほとんど知られていない。 

 歯周炎は歯牙表面および歯肉縁下の歯周病

原細菌による慢性の炎症性疾患である。重度

のケースでは、歯肉の炎症・歯周組織の崩壊・

歯槽骨吸収を伴う。歯周病原細菌はリポ多糖

（LPS）やペプチドグリカンなど多くの毒性因

子を産生し、炎症性サイトカイン産生を含む

宿主免疫反応を誘発する。進行性歯周炎患者

の歯周組織および歯肉溝滲出液より、高レベ

ルの IL-1α、IL-1β、IL-6、IFN-γ、TNF-α

などの炎症性サイトカインが観察された。こ

れらの炎症性サイトカインは前破骨細胞表面

の RANK に結合する RANKL の産生を上昇さ

せることが知られている。この結合により、

破骨前駆細胞の分化を促進し、成熟破骨細胞

が活性化され、歯槽骨吸収に至る。 

 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、慢性歯周炎組織における 

Wnt5a 発現を評価し、歯周病原細菌による 

Wnt5a 遺伝子発現機構を解析することであ

る。 

 

３．研究の方法 

歯肉組織サンプリング：本研究は東京医科歯

科大学倫理審査委員会・コンケン大学倫理審

査委員会によって承認された。歯周外科手術

時・便宜抜歯時に歯周炎組織 13 サンプルおよ

び健常歯周組織 14 サンプルを採取した。 

細胞培養：ヒト単球系細胞 THP 1、ヒト歯肉

線維芽細胞HGF-1 を用い、それぞれ10% FBS、

1% 抗生物質含有の RPMI 1640 および DMEM に

て 37℃・5％CO2下で培養した。 

細 菌 、 試 薬 ： Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans ATCC 43718 超音波破

砕物、Porphyromonas gingivalis 381 超音波

破砕物、P. gingivalis LPS、E. coli 055:B5 

LPS、rhTNF-α、rhIL-6、rhIFN-β、rhIFN-γ 

により刺激を行った。シグナル伝達阻害剤と

して、AG490（JAK/STAT 阻害剤）、Fludarabine 

（STAT1 阻害剤）、STA21 （STAT3 阻害剤）、

Wedelolactone・IKK inhibitor VII（IKKα、

IKKβ阻害剤）を用いた。  

RT-PCR：RNeasy Mini kit を用いて RNA 抽出、 

RT-PCR 法にて Wnt5a、β-actin、GAPDH を検

出した。QuantiTect PrimerAssay・SYBR Green 

PCR Master Mix を用いたリアルタイム 

RT-PCR 法にて Wnt5a mRNA および GAPDH 

mRNA を定量した。 



フローサイトメトリー：細胞表面上の TLR2 

および TLR4 の発現レベルを FITC 抗ヒト

TLR2 抗体および PE 抗ヒト TLR4 抗体により

染色し、FACS Calibur を用いて評価した。 

ウエスタンブロッティング：THP 1 細胞を

RIPA バッファーにて溶解し、タンパク量

10μgを SDS-PAGE に泳動、ニトロセルロース

メンブレン上に転写した。抗体として、抗 

IκBα 抗体、抗 β-actin 抗体、HRP 標識抗

ウサギ IgG 抗体、HRP 標識抗マウス IgG 抗

体を用いた。 

遺伝子導入、ルシフェラーゼレポーターアッ

セイ：ドミナントネガティブな IκB ベクタ

ー、野生型 STAT1 強制発現ベクター、STAT1 

siRNA、NF-κB ルシフェラーゼレポータープ

ラスミドを遺伝子導入した。ルミネッセンサ

ーにより、ルシフェラーゼ活性を測定した。 

ゲルシフトアッセイ (EMSA)：NF-κB オリゴ

ヌクレオチドを [γ-32P]ATP にてラベルし、

核内タンパク-DNA 複合体を同定した。p65 特

異的抗体を用いてスーパーシフトを行った。 

 

 

４．研究成果 

 慢性歯周炎組織においてWnt5aは有意に上

昇：Wnt5a mRNA発現はすべての歯肉組織サン

プルより検出されたが、健常歯周組織と比較

して、歯周炎組織ではWnt5a mRNA発現は有意

に上昇していた。 

 ヒト単球系細胞 THP-1 において P. 

gingivalis LPS 刺激により Wnt5a mRNA が発

現：ヒト歯肉線維芽細胞 HGF-1 およびヒト単

球 系 細 胞 THP-1 を 用 い て A. 

actinomycetemcomitans 超音波破砕物、 P. 

gingivalis 超音波破砕物、 P. gingivalis 

LPS、TNF-α により 4 時間刺激を行った。

HGF-1 では Wnt5a mRNA 発現は恒常的であった

にも関わらず、THP-1 では P. gingivalis LPS 

刺激により強く Wnt5a mRNA が誘導された。P. 

gingivalis LPS 刺激は、 E. coli LPS と比

較してより高い Wnt5a mRNA 発現を誘導した。

フローサイトメトリーを用いた結果より、P. 

gingivalis LPS および E. coli LPS 刺激後の

THP-1 表面の TLR2 および TLR4 の発現は刺激

前後で変化は見られなかった。 

 

P. gingivalis LPS 誘導 Wnt5a 発現：THP-1

において、P. gingivalis LPS 刺激による 

IκBα の分解をウエスタンブロット法によ

り測定したところ、細胞内 IκBα レベルは

著しく減少した。NF-κB 結合部位を組み込ん

だルシフェラーゼレポータープラスミドの遺

伝子導入を行ったところ、P. gingivalis LPS 

刺激後、NF-κB 活性は有意に上昇していた。

さらに、NF-κB の DNA への結合能をゲルシ

フトアッセイ（EMSA）により測定したところ、

P. gingivalis LPS 刺激によるタンパク DNA 

複合体および抗 p65 抗体によるスーパーシフ

トが確認された。 

IKKα および IKKβ 特異的阻害剤である 

Wedelolactone・IKK inhibitor VII により、

P. gingivalis LPS 誘導の Wnt5a mRNA 発現

は抑制された。さらに、ドミナントネガティ

ブな IκBα 発現プラスミドの遺伝子導入に

より、P. gingivalis LPS 誘導の Wnt5a mRNA 

発現は抑制された。以上より、P. gingivalis 

LPS 誘導のWnt5a mRNA 発現は NF-κB 依存で

あることが示された。 

 

Wnt5a 発現は部分的に JAK/STAT シグナル経

路を介する：AG490、Fludarabine、STA21 を

用いたところ、AG490 および Fludarabine に

より、P. gingivalis LPS 誘導の Wnt5a mRNA 

発現は抑制された。さらに、STAT1 siRNA を

用いたところ、P. gingivalis LPS 誘導の

Wnt5a 発現は抑制された。しかし、STA21 に



より P. gingivalis LPS 誘導の Wnt5a mRNA 

発現は増強された。 

 

Wnt5a mRNA 発 現 は  P. gingivalis 

LPS/IFN-γ 共刺激により上昇した：P. 

gingivalis LPS と IFN-γ との共刺激によ

り Wnt5a mRNA 発現はさらに上昇した。

IFN-γ は STAT1 のリン酸化とホモダイマー

の形成を誘導することが知られており、野生

型 STAT1 の強制発現ベクター遺伝子導入後、

P. gingivalis LPS/IFN-γ により共刺激を行

ったところ、Wnt5a mRNA 発現は顕著に上昇し

た。さらに、STAT1 siRNA を用いたところ、

P. gingivalis LPS/IFN-γ 共刺激による 

Wnt5a mRNA 発現は抑制された。以上のことよ

り、P. gingivalis LPS/IFN-γ 共刺激による 

Wnt5a mRNA 発現は STAT1 を介することが示

唆される。 
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