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研究成果の概要（和文）：歯肉上皮細胞は、物理的なバリアとして機能するだけではなく、細菌に対して免疫応答を誘
導することで生体防御の最前線として重要な役割を果たす。近年同定された新規イオンチャネルであるTRPチャネルタ
ンパクは炎症性疾患への関与も報告されている。本研究において、歯肉上皮細胞にTRPV1が遺伝子レベル・タンパクレ
ベルで発現していることが確認され、TRPV1を介したシグナリングが細胞増殖能に関与していることが明らかとなった
。これらのことより、歯周炎の病態形成におけるこれらのタンパクの関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：TRPV1, a member of the calcium-permeable thermosensitive transient receptor 
potential super family, is a sensor of thermal and chemical stimuli. TRPV1 was recently found to be 
expressed by non-neuronal cells, such as epithelial cells. The oral gingival epithelium is exposed to 
multiple noxious stimuli, including heat and acids derived from endogenous and exogenous substances; 
however, whether gingival epithelial cells (GECs) express TRPV1 is unknown. We show that both TRPV1 mRNA 
and protein are expressed by GECs. Capsaicin, a TRPV1 agonist, elevated intracellular Ca2+ levels in the 
gingival epithelial cell line, epi 4. Moreover, TRPV1 activation in epi 4 cells accelerated 
proliferation. These responses to capsaicin were inhibited by a specific TRPV1 antagonist, SB-366791. We 
also observed GEC proliferation in capsaicin-treated mice in vivo.Our results suggest that functional 
TRPV1 is expressed by GECs and contribute to the regulation of cell proliferation.

研究分野：歯周病
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１．研究開始当初の背景 
歯周炎による影響は口腔内局所のみにと
どまらず、動脈硬化性疾患、誤嚥性肺炎や糖
尿病等の重篤な全身疾患のリスクファクタ
ーであることが多くの疫学調査および動物
実験によって明らかにされている。我々はこ
れまでに、歯周炎モデルマウスを用いた実験
系において、歯周病原細菌の口腔内投与が脂
質代謝異常を介して動脈硬化を促進するこ
とを報告した（Takahashi,  Maekawa et 
al.,PLoS One,2011）。物理的なプラークコン
トロールに加え、より効果的な生物学的予防
法・治療法の確立が強く望まれる。 
 歯周ポケット内のバイオフィルムに対峙
する歯肉上皮細胞は、物理的なバリアとして
の機能を担うだけではなく、細菌の付着に応
答して炎症性サイトカインやケモカインを
産生することで免疫応答の誘導に積極的な
役割を果たすことが知られている。生体防御
の最前線に位置する歯肉上皮細胞の生物学
的機能を明らかにすることは歯周炎の病態
形成メカニズムの解明につながると考えら
れる。 
近 年 同 定された Transient receptor 
potential(TRP)タンパクは電気生理学的な
解析により陽イオンチャネルとして機能す
ることが明らかとなり、その後、多くの TRP
ホモログが同定されるとともに、全身の臓器、
組織、細胞に広く発現していることが報告さ
れている。現在 TRP チャネルは、アミノ酸配
列や分子構造の違いから7つのサブファミリ
ーに分類され、またそれぞれのサブグルーブ
は更に細分化されている。TRP チャネルタン
パクは、温度、機械刺激、化学刺激、浸透圧、
酸などによって活性化されることが確認さ
れており、感覚センサーとして機能するユニ
ークなチャネルタンパクであることが知ら
れている。 
最も盛んに研究が進んでいる TRPV ファミ
リーに属する Transient receptor potential 
vanilloid type 1 (TRPV1)は、唐辛子の辛味
成分である Capsaicin や酸、43 度以上の熱刺
激によって活性化され、細胞内に流入するカ
ルシウムイオンをセカンドメッセンジャー
として、細胞の増殖・分化、炎症応答、細胞
死の制御に関与していることが報告されて
いる。近年では、気管支喘息や、炎症性腸疾
患における TRPV1 の関与が報告されており、
炎症性疾患の病態形成におけるTRPV1の関与
が大きな注目を集めているが、歯肉上皮細胞
におけるこれらTRPチャネルファミリーの発
現およびその機能に関してはこれまでにほ
とんど報告がない。 
 
２．研究の目的 

歯肉上皮細胞における TRPV1 の機能を in 
vivo と in vitro から体系的に解析を行うこ
とで歯周炎の病態形成におけるこのタンパ
クの関与を解明する。 
 
３．研究の方法 
歯周炎モデルマウスにおける TRPV1を介し
た細胞増殖能および炎症応答の評価(in vivo
における解析) 
(1)野生型マウスと TRPV1 ノックアウトマウ
スにおける比較検討 
我々が以前確立した歯周炎モデルマウスの
方法を参考に、P. gingivalis の口腔内感染
を行う。8 週齢の野生型マウスと TRPV1 ノッ
クアウトマウスに P. gingivalis 全菌体を 3
日に 1 度、計 10 回、フィーディングニード
ルを用いて経口的に感染させる。感染終了時
に安楽死させ、サンプルの回収、解析を行う。
マイクロ CT による歯槽骨吸収を測定、歯肉
組織を採取し mRNA を抽出し、各種炎症性サ
イトカイン(IL-1β、TNF-α)・ケモカイン
(IL-8、MCP-1)の遺伝子発現を Real-time PCR
法にて解析する。歯槽骨吸収量と炎症性サイ
トカイン発現の違いにより歯周炎の重症度
を比較検討する。また歯周組織の脱灰組織標
本を作製し、細胞増殖マーカーである Ki67
および PCNA の免疫組織染色による細胞増殖
の評価を行う。  
(2)野生型マウスへの TRPV1 アゴニスト、ア
ンタゴニスト投与による比較検討 
TRPV1 のアゴニスト(Capsaicin)、アンタゴニ
スト(SB-366791)を飲料水もしくは食餌に混
和して投与後、前述と同じ方法で P. 
gingivalis の口腔内感染を行い、同様の解析
を行う。 
 
歯肉上皮細胞におけるTRPV1を介した細胞
増殖能および炎症応答の評価(in vitro にお
ける解析) 
(1)MTT assay による細胞増殖能の解析  
TRPV1 アゴニストにて培養細胞を刺激し、24、
48、72 時間後に MTT 溶液を加えてインキュベ 
ートし、吸光度測定により細胞増殖能を解析
する。 
(2)Wound healing assay による細胞増殖能の
解析 
培養細胞をピペットの先で線状に剥離し、
TRPV1アゴニストを添加し12、24、36時間後、
顕微鏡下で剥離部への細胞の遊走・増殖を画
像解析し、比較検討を行う。 
(3)細胞内カルシウムイオンのモニタリング 
カルシウムイオンはセカンドメッセンジャ
ーとして細胞の増殖や分化に関与している
ことが一般的に知られており、TRPV1 アゴニ
ストによる細胞刺激時の細胞内へのカルシ
ウムイオンの流入量を、Fura2 を用いた蛍光
カルシウムイメージング法により経時的に
観察する。 
(4)DNA マイクロアレイを用いた細胞増殖関
連候補遺伝子の探索 



TRPV1 を介した細胞増殖を引き起こすメカニ
ズムを検討する目的で、TRPV1 アゴニストで
刺激 4時間後に mRNA を抽出し、DNA マイクロ
アレイ解析により、刺激により変動した細胞
増殖関連遺伝子の網羅的な検索を行う。 
 
４．研究成果 
歯周炎モデルマウスにおけるTRPV1を介し
た細胞増殖能および炎症応答の評価(in vivo
における解析) 
(1)野生型マウスと TRPV1 ノックアウトマウ
スにおける比較検討 
より炎症性骨吸収が誘導しやすい歯牙結紮
歯周炎モデルを用い検討を行ったところ、野
生型に比較しTRPV1ノックアウトマウスにお
いては骨破壊が有意に重度であることが確
認された。歯肉組織における炎症性サイトカ
インおよびケモカインの遺伝子発現は、一部
傾向が認められた。 
(2)野生型マウスへの TRPV1 アゴニスト、ア
ンタゴニスト投与による比較検討 
TRPV1 のアゴニストとして Capsaicin を
200ppm の濃度で食餌に混和し、計 14 日間与
えた。肉眼的な所見および体重の変化には異
常は認めなかった。Capsaicin 投与群と非投
与群に歯牙結紮による歯周炎を惹起し、歯槽
骨吸収レベルを検討したところ、投与群は非
投与群に比較し、有意に骨破壊が減少したこ
とが確認された。また、細胞増殖能を評価す
る目的で BrdU をマウスに投与し、経時的な
上皮細胞の増殖をモニタリングしたところ、
Capsaicin投与群においてはBrdU陽性細胞数
の増加が認められた。さらに細胞増殖マーカ
ーである PCNA の陽性細胞数も有意に増加す
ることが確認された。 
 
歯肉上皮細胞におけるTRPV1を介した細胞
増殖能および炎症応答の評価(in vitro にお
ける解析) 
(1)MTT assay による細胞増殖能の解析  
TRPV1 アゴニストである Capsaicin にて培養
細胞を刺激し、MTT assay にて細胞増殖能を
解析したところ、未刺激群と比較して有意に
細胞増殖能が増加した。また、TRPV1 のアン
タゴニストであるSB-366791にて前処置する
とその細胞増殖能が抑えられることより、
TRPV1 依存的に細胞増殖が制御されることが
示唆された。 
(2)Wound healing assay による細胞増殖能の
解析 
MTT assay と同様に、Capsaicin 刺激により
細胞の増殖・遊走が確認され、SB-366791 の
前処置によりその効果が有意に抑制された。 
(3)細胞内カルシウムイオンのモニタリング 
Capsaicin刺激1分後のFluo-4の蛍光強度を
プレートリーダーにて測定したところ、
Capsaicin の濃度依存的に蛍光強度の増加が
確認された。これらのことから TRPV1 がカル
シウムイオンチャネルとして機能している
ことが確認された。 

(4)DNA マイクロアレイを用いた細胞増殖関
連候補遺伝子の探索 
Capsaicin の刺激の有無による遺伝子発現の
変動を網羅的に確認したところ、刺激によっ
て 227 遺伝子が有意に増加し、232 遺伝子が
有意に減少した。それらの中から細胞増殖に
関与する遺伝子をピックアップし、リアルタ
イム PCR 法にて再現性を確認したこところ、
FGF-17 および NRG2 が有意に変動することが
明らかとなった。 
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