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研究成果の概要（和文）：Cot/Tpl2は病原体の感知受容体であるToll-like receptor (TLR)のシグナル下流に位
置するセリンスレオニンキナーゼ(MAP3K)で、TLR4に結合するLPS（歯周病菌体成分）刺激による細胞内ERK活性
化に必須である。Cot/Tpl2のKOマウスを使った歯周病誘発モデルにより、Cot/Tpl2が歯周病の増悪因子であるこ
とが示された。そこでLPSによるCot/Tpl2の動態を確認したところ、他のMAP3Kと異なり、LPSで発現が誘導され
ること、ERK（MAPK)のシグナルを介していること、Cot/Tpl2の遺伝子上流がLPS刺激による誘導に必要であるこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：MAP3K8/Cot/Tpl2 is serine/threonine kinase and signaling molecule which 
controls cytokines production in antigen presenting cells (APC).  We previously reported that mouse 
model of periodontitis using WT mice and Cot/Tpl2 knockout mice. It showed that alveolar bone 
absorption of KO mice is lower than WT mice. It suggests the difference of sensitivity to LPS in 
both mice. LPS induced mRNA expression of Cot/Tpl2 in 2h and decreased slowly. mRNA expression was 
inhibited by NF-kB inhibitor MG-132. Promoter assay suggested that -230～-50 promoter region 
containing three NF-kB binding sites is important for LPS-induced Cot/Tpl2 mRNA expression. In 
conclusion, Cot/Tpl2 mRNA expression is induced through NF-kB signal pathway.

研究分野： 口腔生化学分野

キーワード： Cot/Tpl2　歯周病　シグナル分子　LPS　増悪因子　発現調節

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病の治療薬は多くの研究がなされているが、いまだ決定的なものはない。我々は以前歯周病マウスモデル
を、細胞内シグナル分子、Cot/Tpl2（MAP3K)のノックアウトマウスで作成し、Cot/Tpl2が歯周病増悪因子である
ことを明らかにした。今回の研究ではLPS（歯周病菌体成分）の刺激により、リン酸化によりシグナルを伝達す
るCot/Tpl2が、それ自身の発現量を増大することを明らかにした。Cot/Tpl2のの増大が生じる細胞や、歯周病に
与える影響を調べることで、Cot/Tpl2をターゲットとした歯周病治療薬、歯周病予防薬などの開発の突破口を開
くものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

Cot/Tpl2 は病原体の感知レセプターで

ある Toll-like receptor (TLR)のシグナル

下流に位置するセリンスレオニンキナーゼ

で、TLR4 のリガンドである LPS 刺激による

細胞内 ERK 活性化に必須の役割を果たす。 

我々が作製した Cot/Tpl2 の KO マウスを

使った歯牙結索による細菌性歯周病誘発モ

デルにおいて、Cot/Tpl2 の KO マウスは野

生型マウスに比べて歯周病に著しい抵抗性

を示した（Ohnishi, Kakimoto et al. J Dent 

Res. 2010）。これは Cot/Tpl2 が歯周病の増

悪因子であることを意味し、Cot/Tpl2 が歯

周病治療の分子標的として利用できる可能

性を示唆した。Cot/Tpl2 は我々を含めた複

数の研究者による報告によって、免疫応答、

骨代謝両面に多角的に関与するユニークな

キナーゼ分子として知られている。 

樹状細胞、マクロファージなどの抗原提

示細胞から抗原刺激を受けたナイーブ CD4

陽性ヘルパーT 細胞（TH）は、サイトカイ

ン 産 生 能 の 異 な る 各 サ ブ セ ッ ト

（TH1/TH2/TH17/Treg）に分化し、その分化

方向の違いによって、誘導される免疫応答

の性質が決定される。近年同定された TH17

は IL-17 や TNFなどの炎症性サイトカイ

ンや破骨細胞分化を誘導する RANK を強く

発現し、様々な慢性炎症や骨吸収に関与す

るとされる。 

TH分化調節には抗原提示細胞が発現する

サイトカインが重要で、IL-12 は TH1、IL-23

は TH17 分化を促進する。IL-12 と IL-23 は

同一のサイトカインファミリーに属し、共

通のサブユニット（p40）と、固有のサブユ

ニット（p35、p19）から構成される。 

我々は KO マウスを使った実験から、

Cot/Tpl2が抗原提示細胞におけるIL-12産

生を抑制し (Sugimoto, Matsuguchi et al. 

J.Clin.Invest. 2004)、p19 遺伝子発現と

IL-23 産生に促進的に作用することを示し

た（Kakimoto et al. J.Physiol.Biochem. 

2010）。よって、Cot/Tpl2 は、抗原提示細

胞における TLR 誘導性サイトカイン産生を、

IL-12 から IL-23（およびそれに続く TH17

免疫応答）へ切り替える（スイッチング）

ことに関わることが明らかになった。 

骨吸収は、破骨細胞分化誘導能を持つ骨

芽細胞表面の RANKL の発現量によって調節

される。 

我々は以前、細菌感染に伴うLPS等のTLR

刺激によって骨芽細胞の RANKL 発現が誘導

されること（Kikuchi, Matsuguchi et al. 

J.Immunol. 2001）、また、Cot/Tpl2 がこの

RANKL 発現誘導に必須の役割を果たすこと

を示した（Kikuchi, Matsuguchi et al. 

J.Dent.Res. 2003）。 

Cot/Tpl2 の活性化は細菌感染に伴う抗原

提示細胞からの IL-23 産生促進により、

RANKLを発現する TH17 細胞の分化誘導を介

した歯槽骨吸収を誘導する可能性がある。

一方 IL-23/TH17 系が破骨細胞分化抑制に

働くとの報告も複数あり、IL-23/TH17 系の

破骨細胞分化への影響の詳細は未だ確立さ

れていない。 

 

２．研究の目的 

歯周組織の細胞の Cot/Tpl2 の発現を確認

する細胞について、歯周病における

Cot/Tpl2 のシグナル分子の発現の変化お

よび発現調節を確認する。 

 

３．研究の方法 

（１）J774,1 細胞株において、LPS で刺激

をすると、Cot/Tpl2 の発現が増加すること

が認められた。そこで、歯周病組織に存在

するマクロファージ系の細胞が、歯周病原

因菌由来の菌体成分であるLPSでCot/Tpl2

のプロテインレベルがどのように変化する

のかを検討した。 

（２）マウスの腹腔内にチオグリコレー

トを注入し、に遊走してきたマクロファー

ジを採取し、LPS で刺激した際に Cot/Tpl2

などのシグナル分子のｍRNA の発現が上昇

するかどうかを確認した。 



 

（３）J774.1 細胞を LPS で刺激した際

に Cot/Tpl2 のシグナルやその他のシグナ

ル分子を阻害するインヒビターを用い、リ

アルタイムPCR法を用い、Cot/Tpl2のｍRNA

の発現に影響するかを確認した。 

（４）Cot/Tpl2 の遺伝子のプロモーター

領域を Luciferase 発現ベクターに挿入し、

天赦因子の結合部位を同定した。 

４．研究結果 

歯槽骨を吸収する働きを持つ破骨細胞は、

血球系の未分化な細胞から分化する際と、

破骨細胞が活性化して骨吸収を行う際に、

骨の形成に働く骨芽細胞の表面に発現する

RANKL の刺激を必要としている。我々は

以前、骨芽細胞における Cot/Tpl2 が

RANKL の発現に重要であること、歯周病

モデルにおいてRANKLの発現誘導が歯槽

骨の吸収に関与することを報告している。

さらに、最近になって、RANKL の刺激が

破骨細胞の分化を誘導する際に Cot/Tpl2

のシグナルが重要であることが報告された。

したがって、Cot/Tpl2 は歯周病において骨

芽細胞と破骨細胞の双方に働き、歯周病の

増悪に関わることが示唆された。 

Cot/Tpl2 は歯周病原因菌の菌体成分で

ある LPS により活性化されると、その後分

解されるユニークな MAP3K である。した

がって、歯周病モデルにおいて LPS が

Cot/Tpl2 のシグナルを減弱させ、歯周病の

抑制に働く可能性も考えられた。そこで

Cot/Tpl2 自身が歯周病原因菌の菌体成分

である LPS によってどのような動態変化

を引き起こすのか、またそのメカニズムに

ついて検討を行った。 

（１）マウスのマクロファージ株である

J774.1 細胞を LPS で刺激し、Cot/Tpl2 タ

ンパク量の変化を観察した。 

 

 

 

 

 

 

刺激後 1 時間後には Cot/Tpl2 のタンパ

ク量は約 90％近く減少した。しかしながら

6 時間後から 12 時間後にかけてほぼ刺激

前と同程度にまで回復し、その後 24 時間

までタンパク量の変化は認められなかった。

また、Cot/Tpl2 には、転写開始部位の異な

る、非活性型の分解されないアイソフォー

ムが存在するが、これは 6 時間後から増加

する傾向が認められた。これらの結果から、

Cot/Tpl2 のタンパクは、LPS 刺激により活

性化された後分解されるが、その後タンパ

クの発現が誘導されることにより、その量

が維持されることが示唆された。 

（２） 
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Tpl2 のタンパク量の維持のメカニズム

を探るため、マウスから分離したマクロフ

ァージ（A）および J774.1 細胞（B）を LPS

で刺激し、Cot/Tpl2 の mRNA の発現をリ

アルタイム RT-PCR 法で確認したところ、

刺激後、2 時間で発現が上昇した後減少し、

24 時間後に刺激前のレベルにまで戻った。

その他の MAP3K のほとんどが LPS によ

り誘導されないか、もしくは低レベルの誘

導しか認められなかった。 

（３） 

 

LPS による Cot/Tpl2 の発現に関わるシグ

ナル分子を調べるため、インヒビターを用

いた実験を行ったところ、NF-B の活性化

を抑制するプロテアソームインヒビター

MG-132 でその発現が抑制された。 

（４）Cot/Tpl2 遺伝子のプロモーター領域

のレポーターアッセイにより、LPS で発現

が誘導されることを確認した。 

LPS 刺激による Cot/Tpl2 の発現誘導に関

わる NF-B 結合部位をより詳細に解析す

ることを目的とした実験を行った。初めは

までの実験ではプロモーター領域の比較的

上流の-630 から-430bp の間に存在する 2

か所の NF-B 結合部位について調べてき

た。しかしながらその後の実験により、も

っと下流の-230 から-50bp の部位に存在す

る可能性が浮上した。そこで今までとは異

なる解析ソフトにより、プロモーター領域

に存在する NF-B 結合部位の解析を行っ

たところ、NF-B 結合部位と予想される新

たな部位が、-230 から-50bp の間に 3 か所、

-50bp から+86 の間に 1 か所の、計４か所

が見つかった。そこで、-230 から-50bp の

間の 3 か所の NF-B 結合部位について、

変異を行った Luciferase 発現ベクターを

作製した。今後どの部位が Cot/Tpl2 の発現

誘導に重要であるかを調べるため、実験を

行っているところである。 

 

研究の目的では骨細胞、骨芽細胞、破骨

細胞、抗原提示細胞における Cot-Tpl2 の

役割を調べることとしていた。しかし、マ

クロファージやマクロファージ細胞株にお

いて LPS 刺激が Cot/Tpl2 の発現増大に働

くことが明らかになったため、発現調節に

ターゲットを絞って実験を行った。 

破骨細胞が存在する歯周病罹患部位には

歯周病原菌の菌体成分 LPS が多く存在し

ている。Cot/Tpl2 は他の MAP3K と異なり、

LPS で活性化された後、分解されるため、

Cot/Tpl2 のノックアウトマウスと野生型

のマウスを用いた歯周病マウスモデルにお

いて骨吸収に大きな差が生じることと矛盾

していた。そこで Cot/Tpl2 のシグナルの破

骨細胞における動態を確認するために、同

じ血球系の細胞であるマクロファージを用

いて、Cot/Tpl2 タンパクの動態を確認しよ

うとした。しかし、Cot/Tpl2 のタンパクを

検出するための抗体の質が悪く、Cot/Tpl2

の細胞での発現や LPS 刺激後の動態のほ

か、今後の研究に必要な Cot/Tpl2 発現ベク

ターが機能しているかどうかも判定できず、

苦労していた。しかし、最近になって感度

の高い抗体が手に入り、LPS 刺激をしてい

ない定常状態での Cot/Tpl2 のタンパク発

現も確認できるようになり、実験のスピー

ドアップが可能となった。今後、マウスか

ら採取した初代培養細胞を用いた実験を行

うことを予定している。 

今後は、Cot/Tpl2 を高感度に検出できる

抗体が手に入ったので、培養細胞や初代培

養細胞における Cot/Tpl2 タンパクの発現

の変化の検出、歯周病マウスモデルでの組



織切片の染色が容易になった。さらに当講

座の所属する研究施設にフローサイトメト

リーが導入されたため、細胞の純度の測定

や、特定の細胞におけるタンパク発現の確

認などが容易にできるようになった。 

今後は当講座が所有する Cot/Tpl2 マウ

ス、DUSP16 ノックアウトマウスおよびト

ランスジェニックマウスを用いた歯周病マ

ウスモデルを作成し、組織切片の作成や染

色を行いたい。また、免疫提示細胞、骨細

胞、骨芽細胞、破骨細胞などの初代培養細

胞おけるRANKLの発現や分化マーカーの

タンパク発現量の違いなどをフローサイト

メトリーで確認していきたい。さらに

Cot/Tpl2 の歯周病治療の分子標的として

の可能性を探るため、歯周病モデルマウス

の治療を行う実験を行いたい。 

さらに、様々な菌体成分が、NF-B 結合

部位を介して Cot/Tpl2 遺伝子発現に与え

る影響について明らかにしたいと考えてい

る。さらに、歯周組織由来の様々な細胞株

および初代培養細胞などにおける発現調節

についても同様な結果になるかどうかを確

認していきたい。このことにより、どの細

胞が Cot/Tpl2 を介した歯周病の増悪によ

り強く関与しているかの予測が得られると

同時に、歯周病モデルにおける Cot/Tpl2

遺伝子発現状況との相関性をより詳細に解

析することが可能となる。Cot/Tpl2 の歯周

病治療の分子標的とするだけではなく、ど

の細胞をターゲットとした治療法を行うか

ということも視野に入れた実験を今後も行

っていきたい。 
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