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研究成果の概要（和文）： 口腔粘膜上皮細胞，線維芽細胞は病原体の侵入に対して宿主免疫応答を惹起すると考えら
れる．しかしながら口腔粘膜細胞における微生物の特異的分子パターンによる炎症性蛋白の発現や口腔粘膜炎症性疾患
との関与は不明である．本実験において口腔粘膜細胞がToll-like receptor (TLR)を発現し，TLR agonists によってI
L-8やCXCL10といった炎症性ケモカインを発現誘導することが明らかになった．口腔粘膜上皮細胞，線維芽細胞による
微生物の病原体分子パターンによる認識は，炎症性ケモカインの発現誘導を介した宿主防御応答と口腔粘膜炎症性疾患
の増悪に重要な役割をしている可能性がある．

研究成果の概要（英文）：Oral keratinocytes and fibroblasts may augment host defense and inflammatory respo
nses against oral microorganisms invasion. However, it remains unclear whether oral keratinocytes and fibr
oblasts produce specific inflammatory proteins in response to Pathogen-associated molecular patterns (PAMP
S) and associated with oral mucosal inflammatory diseases.  Our results showed that oral keratinocytes and
 fibroblasts  expressed mRNA of TLRs 1-10. IL-8 and CXCL10 production from oral keratinocytes and fibrobla
sts was induced by treatment with various TLR agonisits.  These findings suggest that recognition of micro
organism-derived pathogen in oral keratinocytes and fibroblasts by TLR may have important role to orchestr
ate host immune responses and promoting hyper/hypo reactions related to oral inflammatory diseases via pro
duction of various chemokines.
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１． 研究開始当初の背景 

口腔粘膜を構成する上皮細胞，線維芽

細胞は病原性微生物の付着，侵入に対し

て防御的な自然免疫機能を有する一方で，

炎症性生理活性物質を分泌し，炎症の惹

起に積極的な役割を果たしていると考え

ている．しかしながら細菌，ウイルス由来の

特異的病原体の付着，侵入に対する口腔粘膜

上皮細胞，線維芽細胞の免疫応答と炎症性口

腔粘膜疾患の発症に関与については明らか

にされていない． 

一方，Toll-like receptor (TLR) は病

原体に特有な構造(pathogen Associated 

Molecular Patterns, PAMPs)を認識する

膜タンパク質であり，自然免疫応答に関

与する．ヒトにおいては TLR1 から TLR10

が同定されている．TLR が PAMPs を認識

すると細胞内シグナルが生じ，炎症性遺

伝子が誘導されると報告されている． 

しかしながら口腔粘膜における TLR を

介した病原体認識や炎症性遺伝子誘導機

構には不明なことが多い． 

２．研究の目的 

今回，我々は，口腔粘膜細胞の PAMPS 認識と

TLR を介した炎症性遺伝子誘導機構を検討す

るため，口腔粘膜上皮細胞，線維芽細胞の TLR 

の発現とによる TLR を介した炎症性ケモカ

インの発現誘導を検討した． 
３．研究の方法 

１）用いた細胞 

細胞は hTERT 遺伝子を導入することによっ

て不死化させた口腔粘膜上皮細胞RT7と歯肉

線維芽細胞 GT1 を用いた．RT7 は表皮角化細

胞用増殖培地,GT1 は 10%血清含有ダルベッ

コ改変イーグル 培地で培養を行った． 

２）TLR mRNA の発現解析 

コンフレンスにしたRT7,GT1 より mRNA を抽

出し，cDNA を作製，RT-PCR 法によって

TLR1-10 mRNA の発現を検討した．さらに正常

口腔粘膜上皮から樹立した上皮細胞，線維芽

細胞より mRNA を抽出し，同様の検討を行っ

た． 

３）炎症性サイトカインによる TLR の発現誘

導 

RT7 , GT1 を IFN-, TNF- を添加し 12時間

後の，mRNA を抽出，Real-time PCR 法 によ

って mRNA の発現の増加を検討した． 

４）PAMPS によるケモカイン mRNA, 蛋白の発

現誘導 

TLR agonists である特異的細菌由来成分

(Pam3CSK4 (TLR1/2), poly I:C (TLR3), 

Escherichia coli lipopolysaccharide, LPS 

(TLR4), Flagellin (TLR5), 

Macrophage-activating lipopeptide, 

MALP-2 (TLR2/6) and CpG motif 

oligodeoxynucleotide, CpG-ODN (TLR9) を

添加し 12 時間後の，mRNA を抽出，Real-time 

PCR 法 によって IL-8, CXCL10mRNA の発現の

増加を検討した．さらに同様に TLR agonist

を添加し，48 時間後，上清を採取し，IL-8, 

CXCL10 蛋白の定量を ELISA 法 を行った． 

５）炎症性サイトカインで誘導されるケモカ

イン蛋白に対する PAMPS の影響 

RT7, GT1 に PAMPS, TNF-を同時添加し，48 

時間後，上清を採取し，IL-8, CXCL10 蛋白

の定量を ELISA 法 を行った． 
 
４．研究成果 

１）TLR mRNA の発現解析 

RT7, GT1, 正常歯肉上皮細胞，線維芽細胞に

おいて定常的なTLR1-10mRNAの発現が認めら

れた．  

２）炎症性サイトカインによる TLR の発現誘

導 

RT7, GT1 は各種 TLR は TNF-, IFN- により

異なる発現の増加を示したが，特に TNF-a は

非添加時の細胞と比較して約 2-10 倍と様々

な TLR の発現を誘導した． 

３）PAMPS によるケモカイン mRNA, 蛋白の発

現誘導 

IL-8の mRNA,蛋白の発現を検討した結果，RT7

で Pam3CSK4, Poly I:C, E.coli LPS, 



Flagellin, MALP-2, CpG-ODN の添加によっ

て IL-8mRNA, 蛋白 の増加が認められた

(Figure.1)．GT1 においては Pam3CSK4, poly 

I:C, E.coli LPS, Flagellin, MALP-2 の添加

によってIL-8 mRNA, 蛋白 の増加が認められ

た．一方，CXCL10 の mRNA,蛋白の発現を検討

した結果，RT7 で Poly I:C, Flagellin, の

添加によって CXCL10mRNA, 蛋白 の増加が認

め ら れ た (Figure.1) ． GT1 に お い て は

Pam3CSK4, Poly I:C, E.coli LPS, Flagellin

の添加によって CXCL10 mRNA, 蛋白の増加が

認められた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４）炎症性サイトカインで誘導されるケモカ

イン蛋白に対する PAMPS の影響 

TNF-と TLR agonists を同時添加すること

Pam3CSK4, Poly I:C, LPS, Flagellin, 

MALP-2 は TNF-で誘導される IL-8 の発現

誘導を増加した(Figure.2)．Pam3CSK4, 

Poly I:C は両細胞の TNF- で誘導される

CXCL10 の発現誘導を増加した．CpG-ODN は

RT7 において TNF-で誘導される CXCL10 の

発現を増加したが，GT1 における TNF- で

誘導される CXCL10 の発現を減少した． 

今回の研究の成果から口腔粘膜上皮細

胞，線維芽細胞が TLR1-10 を発現している

こと．TLR を介して PAMPS を認識して炎症

性ケモカインを認識すること，また PAMPS 

が TNF- で誘導される炎症性ケモカイン

の発現を相加，相乗的に増大することが示

された．これらの結果から口腔粘膜上皮細

胞，線維芽細胞による微生物の病原体分子

パターンによる認識は，炎症性ケモカイン

の発現誘導を介した宿主の防御応答と口

腔粘膜炎症性疾患の増悪に重要な役割を

している可能性がある．

-1

0

1

2

3

4

5

IL
-8

 m
 R

N
A

 e
xp

re
ss

io
n

*
*

*
*

*
RT7

(LOG2)

-1

0

1

2

3

4

5

C
X

C
L

10
 m

 R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n

*

RT7

(LOG2)

*

 

0

1000

2000

3000

4000

5000

IL
-8

 (p
g/

m
L)

RT7

*

*
* *

*
#

#

#
#

#

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

C
X

C
L1

0 
(p

g/
m

L)

RT7

*

*

#

#

 

Fig1. RT7 における TLR agonists による 
IL-8, CXCL10 mRNA の発現誘導 

Fig2. RT7 における TNF- で誘導される IL-8, 
CXCL10 の発現誘導に対する TLR agonists の影響 
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