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研究成果の概要（和文）：Toll様受容体５リガンドであるフラジェリンを骨芽細胞様MC3T3-E1（E1）細胞に作用させた
ところ，ケモカインであるCX3CL1およびCXCL12 mRNAの発現が時間依存的に誘導された。また，フラジェリンとともに 
TNF-alphaやIL-1betaなどの炎症性サイトカインでE1細胞を刺激するとこれらケモカインの発現レベルはさらに上昇し
た。以上より，骨芽細胞はこれらケモカインを産生する主要な細胞の一つであることが示唆された。また，骨芽細胞は
骨代謝に関係するだけではなく，局所における生体防御機構にも寄与しているものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Flagellin, the ligand of toll like receptor 5, induced expression of CX3CL1 mRNA, 
CXCL12 mRNA, in a dose-dependent manner on osteoblastic MC3T3-E1(E1) cells. In addition, the combination 
of flagellin and inflammatory cytokine such as TNF-alpha and IL-1beta, markedly increased gene expression 
of these chemokines on E1 cells. These results indicate that osteoblasts are one of the main cells which 
produce these chemokines and may play roles in host defense as well as bone metabolism.

研究分野：予防歯科学

キーワード： Toll様受容体5　フラジェリン　ケモカイン　歯槽骨　骨芽細胞　TNF-alpha　IL-1beta
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１．研究開始当初の背景 
（１）ケモカインは，特定の白血球遊走・活
性化作用を有する塩基性の強いポリペプチ
ドの総称である。生活習慣病のひとつである
歯周疾患は慢性の経過をたどり，歯周組織に
は白血球の浸潤が認められる。それゆえ，あ
る種のケモカインが歯周疾患の進行に関与
していることが推測された。 
 
（２）自然免疫系は細菌やウイルスなどの病
原体の侵入を感知し，それを排除する生体防
御システムであり，この微生物等の認識に関
与している受容体としてToll様受容体(TLR)
が知られている。進行した歯周疾患では歯槽
骨の破壊・吸収がみられることから，TLR が
歯槽骨の破壊・吸収において重要な働きをし
ていることが推測された。 
 
（３）研究代表者はこれまでの予防歯科臨床
を通して,歯周疾患の進行抑制を考えるため
には骨代謝機構を理解することが重要であ
ると考え, マウス骨芽細胞様細胞を用いて，
TLRに関する分子生物学的解析を行ってきた。
その結果，TLR3，5のリガンドであるpolyI:C,
フラジェリンが骨芽細胞様細胞においてい
くつかのケモカインを誘導することが明ら
かになった。 
 
２．研究の目的 
本研究では,これまでの研究と同様に Toll 様
受容体5リガンドであるフラジェリンに着目
し,それを骨芽細胞様MC3T3-E1細胞に作用さ
せた際の影響をケモカインの発現に着目し
て確認する。また,そのケモカインと炎症性
サイトカインとの相互作用について明らか
にし,歯槽骨におけるサイトカインネットワ
ークの一端を解明することを目的と設定し
た。 
 
３．研究の方法 
（１）試薬 
･Flagellin isolated from  

Salmonella typhimurium 
 ・TNF-
・IFN-
 ・IL-1 
 
（２）細胞培養 
細胞は，マウス頭蓋冠由来骨芽細胞様細胞
株 MC3T3-E1（E1）細胞を用い，10％牛胎仔 
血清（FBS）含有-MEM 培地にて 37℃，5％ 
CO２の気相下で通法に従い培養した。 
 
（３）リアルタイム RT-PCR 
E1 細胞がコンフルエンスになった後，フラ
ジェリン (1ng/mL-100ng/mL)処理し，
TaqMan® Gene Expression Cells-to-Ct Kit
を用いて，cDNA を合成した。リアルタイム
PCR は，Taqman® gene expression assay お
よび Taqman® gene expression master mix

を使用し，ABI 7300 Real-time PCR system
にて行った。 
使用した Taqman® gene expression assay
は，次の通りである。 
CX3CL1:Mm00436454_m1 
CX3CR1:Mm02620111_s1 
CXCL12:Mm00445553_m1 
CXCR4 :Mm01996749_s1 
OPG: Mm01205928_m1 
-actin: 4352341E 
 
４．研究成果 
（１）フラジェリン（100 ng/mL）は CX3CL1 
mRNAの発現を刺激後24hをピークに誘
導した（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
                       * P<0.01 (vs 0h)               

 図１ 
 
（２）フラジェリン（100 ng/mL）は CXCL12 
mRNAの発現を刺激後12hをピークに誘
導した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                        * P<0.01 (vs 0h)  
                    図２ 
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（３）CX3CL1,CXCL12 のレセプターである 
CX3CR1 および CXCR4 mRNA は MC3T3-E1 
細胞に構成的に発現していた。また, 
フラジェリンで刺激してもその発現 
パターンに明かな変化は認められな 
かった。 

 
（４）フラジェリンと炎症性サイトカインで
ある TNF-,IFN-,IL-1を培地に添加
し,8 時間および 24 時間刺激した。そ
の 結 果 ,CX3CL1 mRNA は , 特 に
TNF-,IL-1を添加した時にその発現
レベルが有意に上昇した（図３,４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                     *  P<0.01(vs FLiC) 
                     ** P<0.05(vs FLiC) 
                  図３ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*  P<0.01(vs FLiC) 
         図４ 
 
 

（５）（４）と同様の条件で,CXCL12 mRNA の
発現状態の変化を確認したところ,フ
ラジェリンとともに IL-1を添加した
時のみその発現レベルが有意に上昇
した（図５６）。


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*  P<0.01(vs FLiC) 
図５ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*  P<0.01(vs FLiC) 

                     ** P<0.05(vs FLiC) 
                   図６ 

 
（６）上記の炎症性サイトカインとフラジェ 
リンを同時に添加（8 時間）し,OPG 
mRNA の発現・誘導について確認した。
その結果,TNF-を添加した時のみ， 
有意にその発現レベルが上昇した 
（図７）。 
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*  P<0.01(vs FLiC) 
         図７ 
 
（７）以前われわれが実施した研究で，フラ
ジェリンは OPG mRNA を有意に抑制し，
その抑制はMCP-1中和抗体を添加する
ことで，さらに増強されることが示さ
れていた。そこで，MC3T3-E1 細胞を
MCP-1 で刺激し，OPG mRNA の発現動態
について検討した。その結果，MCP-1
は OPG mRNA の発現を刺激後３時間を
ピークに誘導していることが明らか
となった（図８）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

           *  P<0.01(vs 0h ) 
         図８ 
 
        
上述してきた結果より， 
①骨芽細胞様 MC3T3-E1 細胞において，TLR5
リガンドであるフラジェリンは，ケモカイン
である CX3CL1 および CXCL12 の発現を時間依
存的に誘導すること 
 

②CX3CL1 mRNA の発現が TNF-,IL-1の存在
により増強されること
③CXCL12 mRNA の発現が IL-1の存在下で増
強されること
④骨吸収性サイトカインである TNF-とフラ
ジェリンを添加した培地で E1 細胞を刺激し
たところ，破骨細胞形成抑制因子である OPG 
mRNA の発現が誘導されたこと 
⑤フラジェリン刺激により E1 細胞が産生す
る MCP-1 が OPG の調節に関与していること 
 
などが明らかになり，骨芽細胞が CX3CL1 お
よび CXCL12 を産生する主要な細胞の一つで
あり，局所における免疫系制御機構に関与す
ることが示唆された。 
今後は，これらケモカインおよび炎症性サイ
トカインが歯槽骨サイトカインネットワー
クの中でどのような役割を有しているのか
を解明し，歯周疾患の進行を抑制させるため
の具体的な方策を検討していく必要がある
と思われた。 
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