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緒言

歯周病はう蝕 と並び,口腔における二大感染症のひとつであり,ヒトにおい

て最も頻度の高い感染症である1･2)0本疾患はプラーク中の種々の口腔細菌が混

合感染を起こすことによって生 じる炎症性疾患であり,その主な病態として,

歯肉の炎症と歯槽骨の破壊を生 じる｡プラークを構成する細菌の中でもグラム

陰性偏性嫌気性細菌 porphyromonasgingivalisは歯周疾患の主たる原因菌として

考えられている3)｡歯周治療を行 うことにより本菌の菌数は減少する4)0

Pgingivalt'Sは糖非発酵性であり,菌体外のタンパクを分解 し,ペプチ ドとして

菌体内に取 り込み,栄養源 としている｡本菌の持つタンパク質分解酵素として

は現在 6種類が知 られているが,その中で 2種類のアルギニンージンジパイン

(Rgp)とリジン-ジンジパイン (Kgp)の計 3種類の菌体外システインプロテア

ーゼが主要な病原性因子のひとつとして知 られている5･6)｡これ らのジンジパイ

ンは3つの遺伝子rgpA,rgpBおよびkgpによってコー ドされている｡本菌は血液

寒天培地上で鉄代謝により-ムを蓄積することによって黒色の集落を形成 し,

また,増殖に- ミンおよびメナジオンを要求する7)｡-モグロビン結合性や赤血

球凝集性にはジンジパインの遺伝子が竜要な働きをしてお り,-モグロビン結

合性にはこれらの遺伝子の内部 ドメインタンパク質である-モグロビン結合タ

ンパク質HbR(HGP15)が関わっていること,赤血球凝集性には-モアグルチニ

ン ドメインタンパク質IIA (HGP44,HGP17,HGP27)が関わっていることが明

らかになっている8･9)oHbRを始めとするこれらの ドメインタンパク質は-マグ
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ルチニンコー ド遺伝子である力agAによってもコー ドされている9)0 ,gpA,kgp,

hagAの各遺伝子から転写,翻訳によって合成 されたポリペプチ ドは未熟型のタ

ンパク質であり,ジンジパインによって切断されることで成熟型のタンパク質

となり菌体外に分泌される9)o切断され成熟型となったHbRは月g7'ngivalisの菌体

表面で-モグロビンに強く結合する能力を有 し9･ll),赤血球から-ム鉄を捕捉す

る10･11)o

ところでPg7'ngivaltlsを培養 した場合に,HbRは培養上清中の主要なタンパク質

として認められる12･13)｡このことから宿主細胞に直接的に作用 していることが

推測される｡実際にFujimuraらは骨髄由来マクロファージから得 られる破骨細胞

前駆細胞にHbRを作用させると,破骨細胞-の分化が抑制されることを報告して

いる13)｡しかし,口腔内においてHbRがもっとも接触することが推測される歯肉

上皮細胞を始めとする宿主の多くの細胞に対 して,HbRの作用を示 した報告は

我々の調べた限りほとんどなく,未だ不明な点が多い｡

本研究ではHbRがヒト歯肉上皮細胞に及ぼす影響を明らかにすることを目的

とし,HbR刺激によって産生されるサイ トカインおよびケモカインの種類をヒト

歯肉上皮株化細胞であるCa9-22細胞を用いて網羅的に調べた｡その結果,産生

が顕著に認められたインターロイキン8(IL-8)産生について,その産生におけ

る細胞内でのシグナル伝達経路を解析 した｡
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材料 と方法

1.試薬

抗 ヒ トphospho-Erkl/2 (Thr202/Tyr204) ウサギポ リクローナル抗体,抗 ヒ ト

Erkl/2ウサギポ リクローナル抗体,抗 ヒ トphospho-p38(Thr180/Tyr182)ウサギポ

リクローナル抗体,抗 ヒ トp38ウサギポ リクローナル抗体,抗 ヒ トphospho-ATト2

(Thr71)ウサギポ リクローナル抗体,抗 ヒ トATト2ウサギポ リクローナル抗体,

抗 ヒ トphospho-CREB(Ser133)ウサギポ リクローナル抗体,および抗 ヒ トCREB

ウサギポリクローナル抗体はCellSignalingTechnology(Danvers,MA)から購入

した｡p38阻害剤sB203580およびMEKl/2阻害剤pD98059は,和光純薬工業株式

会社 (osaka,Japan)か ら購入 した｡IkB-α阻害剤BAY11-7082は,Sigma(St.

Louis,MO)か ら購入 した｡ATF-2-siRNAとネガティブコン トロールsiRNAは,

SantaCmzBiotechnology,Inc.(SantaCmz,CA)から,CREB-siRNAは,Ambion

AppliedBiosystems(GrandIsland,帆 )からそれぞれ購入 したO

2.リコンビナン トHbRの精製

リコンビナン トHbR (rHbR)は,Nakayamaら8)の方法に従 って精製 したo

Escherichiacolt'BL21(DE3)をpKD3498)で形質転換 し,LB培地中で対数増殖期

まで培養後,ImMのisopropy1-β-D-thiogalactopyranoside(IPTG)を添加すること

により目的タンパク質の発現を誘導 した｡その後,12,000叩m,30分間遠心する

ことにより菌体を回収後,超音波破砕を行なった｡超音波破砕後の可溶性画分
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に終濃度35%になるように硫酸アンモニウムを添加することでrHbRを含む画分

を沈殿させた｡沈殿物をリン酸緩衝液 (PBS)で再懸濁および透析を行ない,陰

イオン交換カラムであるDEAE-Sepharose(GE Healthcare,Amersham P一ace,

England)およびゲル嬢過カラムであるSepharoseCL-6B (GEHealthcare)を順次

用いることでrHbRの精製を行なった｡得られたタンパク質の純度は98%以上で

あることをsDSIPAGEによって確認 した｡さらにTritonX-114(Sigma)を用いて

相分離を行なうことで混在するリポ多糖 (Lipopolysaccharide,LPS)を除去した

14)｡最終標品に含まれるLPS量は検出限界 (1帽タンパク質中10pg)未満である

ことを確認した｡

3.細胞培養

ヒト歯肉上皮株化細胞ca9-22細胞はヒューマンサイエンス研究資源バンク

(osaka,Japan)から購入した｡培養は,10%濃度のウシ胎児血清 (fetalcalfserum,

ThermoSC正NTIFIC,Waltham,MA)を含む,αMEM (和光純薬工業株式会社)

を用いて37oC,5%CO2存在下で行った｡

4.抗体アレイを用いたサイ トカインおよびケモカインの網羅的解析

rHbR刺激によりCa9-22細胞から産生されるサイ トカインおよびケモカインは

抗体アレイを用いて網羅的に解析 した｡Caヮ-22細胞を24穴マルチプレー ト

(GTeinerbiol0ne,Stuttgart,Germany)に1,OxlO5cells/wellの密度で播種し,播種

6時間後に培地を無血清培地に交換したoさらに16時間後に10LLg/mLになるよ
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うにrHbRを添加 した｡rHbR添加 4時間および12時間後それぞれに細胞の培養上

清を回収した｡回収した培養上清に含まれるサイ トカインおよびケモカインは

RayBioHumanCytokineAntibodyA汀ay3 (RayBiotech,Inc.,Norcross,GA)を用い

て定性的に解析 した｡メンブレン上の各スポットの検出は付属の検出試薬を用

いて化学発光させた後,Image(〕uantLAS4000(GEHealthcare)を用いて行なっ

た｡

5.ELISA法によるIL-8量の測定

培養上清中に存在するIL-8量はサン ドイッチ法によるELISAキッ ト (R&D

Systems,Abingdon,UnitedKingdom)を用いて定量した｡Caヮ-22細胞を24穴マ

ルチプレー ト (GreinerbiO-one)に1.0×105cells/we日の濃度で播種 し,6時間後に

無血清培地に交換 した｡さらに16時間の培養を行った後,rI劫Rを添加 した｡そ

して,添加12時間後に培養上清を回収し,実験に供 した｡すべての実験は独立

して3回行い,すべての実験の平均値を算出した｡

6.ウェスタンブロット法

ca9-22細胞をrHbR (10Llg/ml,)で刺激 し一定の時間培養 した｡培養後,細胞

をリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)で洗浄 し,2mMオル トバナジウム酸塩およびl

mMフッ化ナ トリウムを含有するドデシル硫酸ナ トリウム (SDS)サンプルバッ

ファーを用いて溶解 した｡還元状態で95oC,10分間の加熱によって変性 した後,

ポリアクリルアミドを10%含むゲルと泳動用緩衝液 (25mM Tris-HCl,200mM

7



グリシン,35nlM SDS)を用いて泳動することでタンパク質を分画 した｡分画

したタンパク質を湿式転写装置 (MiniTrams-BlotCell;Bio-RadLaboratories)を

用い,転写用緩衝液 (25mM Tris･HCl,192mMグリシン,20%メタノール)中

でpolyvinylidenedifluoride(PVDF)膜-転写 した.転写後のPVDF膜をウシ胎児

血清 (fetalbovinesertIm:FBS,和光純薬工業株式会社)を1%含有する トリス ー

Tween緩衝食塩水 (TBST緩衝液 ;20mMTrisIHCl,pH7.6,150niMNaCl,0.1%

Tween20)に 1時間浸すことでブロッキング換作を施 したoその後pvDF膜を一

定の希釈率の 1次抗体を含有するTBST緩衝液中において4oCで一晩反応 させた

徳,TBST緩衝液で洗浄 したQ次いでhorseradishperoxidase(fRP)で標識 した抗

ウサギIgG抗体および抗マウスIgG抗体 (Dako)を2次抗体 として 1時間反応 さ

せた後,TBST緩衝液を用いて洗浄 した｡検出にはECLWestemBlottingDetection

Reagents(GEHealthcare)およびImagequantLAS4000を用いた｡

7.蛍光免疫染色

10Llg/mL濃度のrHbR存在下にLab-Tek8chamber(Nunc,Roskilde,Denmark)

上で2時間培養を行なった細胞を2% paraformaldehyde含有PBSを用いて固定 したO

その後0.1%TritonX-100含有PBSにて10分間透過処理後, 1%濃度のFBSを含む

TBST緩衝液中でブロッキング換作を施 した｡その後 1次抗体を4oCにて一晩反

応 させ,洗浄後,さらに蛍光色素で標識 した 2次抗体を室温にて 1時間反応 さ

せた｡核染色には4',6-diamidin0-2-Phenylindole(DAPI:Invitrogen,Carlsbad,CA)

を用いた｡染色 した細胞は,蛍光顕微鏡 (BiozeroBZ-8000,KEYENCECorp.,Osaka,
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Japan)を用いて観察した｡

1次抗体は抗 ヒトphospho-ATト2ウサギポ リクローナル抗体および抗 ヒ ト

phospho-CREBウサギポリクローナル抗体をl:300の希釈率で使用 し,2次抗体

はAlexaFlour546標識抗ウサギIgG抗体 (Invitrogen)を用いた｡

8,siRNAによるノックダウン実験

ca9-22細胞におけるAJF-2およびCREBの遺伝子発現抑制は各遺伝子特異的

siRNAを導入することで行なった｡24穴マルチプレー トに0.5×105cells/wellの濃

度で播種 した細胞に対し,LipofbctamineRNAjMAXトランスフェクション試薬

(Invitrogen)を用いてAJF-2-siRNA (100LlmOl),CREB-siRNA (100pmol)あ

るいはネガティブコン トロールsiRNA (NC-siRNA,100LtmOl)を導入した｡

9.統計処理

各実験系における統計解析には,対応のない群間のStudent'S/testを用いた｡

なお,pl直が0.01以下をもって有意差ありと判定した｡
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結果

1.Ca9-22細胞におけるrHbR刺激によるm-8産生

rlibRに反応 してヒト歯肉上皮細胞から産生されるサイ トカインおよびケモカ

インの種類はサイ トカイン抗体アレイを用いて網羅的に調べた (図1A,B)｡rHbR

非存在下と比較 して,rlibR (10Ltg/mL)刺激4時間及び12時間でともにm-8の強

い産生が認められた｡またm-6,礼-10,GM-CSFおよびCXCLl･CXCL2･CXCL3

の産生･畳の増加が認められた｡ELISAによりrHbR刺激によって産生されるⅠし8

量を定量的に調べたところ,礼-8の産生畳はrHbR濃度に依存的に,また経時的

に増加 していた (p<0.01)(図1C,D)G

2.rHbR刺激に対するCa9-22細胞内MAPキナーゼの活性化

骨髄由来マクロファージではHbR刺激がMAPキナーゼのp38とErkl/2を活性化

する13)｡このためrHbR刺激によるCa9122細胞内MAPキナーゼの活性化に対する

作用を調べた｡図2Aに示すようにCa9122細胞においてrHbRの濃度依存的にp38

Thr180/Tyr182およびErkl/2Thr202/Tyr204のリン酸化が認められた｡また経時的

な変化においてはrHbR*IJ激10分後でp38およびErkl/2の強いリン酸化が認めら

れ,Erkl/2のリン酸化はその後減衰 した (図2B)0HbRによってCa9-22細胞にお

いてⅢ.18産生の増加及びMAPキナーゼ (p38,Erkl/2)のリン酸化が認められた｡

観察されたp38およびErkl/2のリン酸化がrHbRにLPSが混入 したことによるもの

ではないことを明らかにするため,rHbRに100oC,10分間の熱処理を行ない,
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Cap-22細胞に添加 した｡図2C およびDに示すように非加熱rHbRを用いた場合

に観察されたp38およびErkl/2のリン酸化,および培養上清中のml8畳の増加は

加熱処理を行なったrHbRを用いた場合には認められなかった｡

3,rHbR刺激によるIL-8産生におけるMAPキナーゼの関与

MAPキナーゼは種々の細胞においてm-8産生に関与していることが知られて

いる.rHbR刺激によるml8産生にMAPキナ-ゼが関与していることを調べるた

めに,rHbR刺激1時間前にMEKl/2及びp38の阻害剤をCa9-22細胞に添加すること

により前処理を行なった｡p38阻害剤であるSB203580を用いて前処理 した場合に

はrHbR刺激によるp38のリン酸化は抑制されなかった (図3A)｡しかし,MEKl/2

阻害剤であるPD98059で前処理すると,rHbR刺激によるErkl/2のリン酸化は抑制

された (図3B)0 rHbR刺激によるIL-8の産生誘導に対してはsB203580または

pD98059のいずれを用いて前処理を行なった場合においてもその産生畳は減少

した｡また両阻害剤を併用した場合には,単独使用の場合に比べ,rHbR刺激に

よるm-の8産生は顕著に減少した (図3C)｡これらの結果より,rHbR刺激によ

るm-8の産生にMAPキナーゼp38およびErkl/2が関与していることが示唆された｡

4,rHbR刺激によるI1.-8産生におけるATF-2およびCREBの関与

これまでにMAPキナーゼを介したn.-8産生誘導に転写因子であるATF12,

cREBが関与していることが報告されている15･16)｡rHbR刺激によるIL18産生に

ATF-2およびCREBが関与しているかを明らかにするため,HbR刺激後にCa9-22
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細胞の核内に局在するATト2およびCREBのリン酸化状態とm-8産生の関係を調

べた｡リン酸化状態のATF-2およびCREBそれぞれに特異的に結合する抗体を用

いた免疫蛍光染色ではHbR刺激後にリン酸化ATF-2およびリン酸化CREBが核内

に局在することが観察された (図4A,B)｡次にATF-2-siRNAあるいは

CREB-siRNAをCa9-22細胞に導入することでATF12とCREBの発現を抑制した

(図4C)｡ このATF-2あるいはCREBの発現抑制によりrHbR刺激ca9-22細胞にお

けるml8の産生量は顕著に減少した (図4D)｡

5,rHbR刺激によるm-8の産生におけるNF-KBの関与.

ml8プロモーターの活性化には転写因子NF-KBの活性化が必要だと考えられ

ている.rHbR刺激によるm18の産生にNF-kBが介在していることを明らかにする

ために, rHbR刺激後におけるNF-kBの核内-の移行を調べた｡抗NF-kBIP65抗

体を用いて免疫蛍光染色を行った結果,rHbR刺激後のCa9-22細胞では核内に

NF-KB-p65が存在する細胞数が有意に上昇した (図5A).さらにrHbR刺激によ

るm-8産生にNFIKBが関与していることを明らかにするために,Ca9-22細胞を

IkBα阻害剤であるBAYlll7082で前処理した後にrI劫Rで刺激した｡その結果,

BAYl1-7082で前処理を行ったものではrHbR刺激に対して産生される礼-8の畳

は顕著に減少した (図5B)これらの結果より,rI劫R刺激によるn-8の産生には

NF-kBが介在していることが明らかになった｡

6.rHbR刺激によるm-8の産生におけるMAPキナーゼ,ATF-2,CREBおよびNF-KB
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の関係

rHbR刺激によるn,-8の産生におけるp38およびErkl/2MAPキナーゼと転写因

子ATF-2,CREBおよびNF一KBの関係を調べたoまずp38およびErk1/2MAPキナー

ゼと,転写因子ATF-2およびCREBの関係を調べたop38阻害剤sB203580で前処

理するとrHbR刺激によるCREBのリン酸化は抑制されたが,ATト2のリン酸化の

抑制は認められなかった (図6A)｡対象的にMEKl/2阻害剤pD98059で前処理す

るとrHbR刺激によるATF-2のリン酸化は抑制されたが,CREBのリン酸化の抑制

は認められなかった (図6B)｡これらの結果から,rHbR刺激においてp38のリン

酸化はCREBのリン酸化を誘導し,Erkl/2のリン酸化はATF-2のリン酸化を誘導

することが示唆されたo次にrHbR刺激によるH/8産生におけるp38およびErkl/2

MAPキナーゼとNF一KBの関係を明らかにするために,MAPキナーゼおよび

NF一KBそれぞれに対する阻害剤を併用した場合のrHbR刺激によるHJ-8の産生畳

を調べた｡IKBα阻害剤BAYll17082とp38阻害剤sB203580を併用 した場合,いず

れかの単独使用に比べ,産生されるnJ-8の量は減少した｡ しかし,IKBα阻害剤

BAYl1-7082とMEKl/2阻害剤pD98059を併用 した場合,いずれかの単独使用の場

合に比べ,礼-8の産生量に有意な差は認められなかった (図6C)｡これらの結果

から,NFIKBはp38の下流ではなくErkl/2の下流に存在することが示唆された｡

これまでの結果から,Ca9-22細胞におけるrHbR刺激によるH,-8の産生には少

なくとも2つの経路Erkl/2/ATFl2,NF-kB経路,及びp38/CREB経路が使用されて

いることが示された (図7)0
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考察

本研究ではP.ging7rValisのHbRによる刺激に対してヒト歯肉上皮細胞からm-8

が容量依存的に,また経時的に産生されることを明らかにし,そして,HbR刺激

によるm-8産生に関与する細胞内のシグナル伝達経路の解析を行なった｡

歯周疾患の発症および進行には様々なサイ トカインネットワークが関与する｡

多くのサイ トカインの中で炎症性サイ トカインm-8は歯周組織の炎症反応にお

ける主たるメディェ一夕-のひとつと考えられている｡m-8は歯肉溝における主

要な防御的因子として種々の細胞から産生され,好中球の浸潤や遊走に重要な

役割を果たしている17)｡臨床的には歯周疾患に罷患している成人の歯周組織や

歯肉滞溶出液中のH.-8mRNAの発現量およびIL-8の産生量は健常人に比べて高

いことが示される1812))oところで,これまでにもPgingivalt'Sの菌体成分がnJ18の

産生を誘導することが報告されている｡Pging7'valisのLPS刺激によりヒト歯肉線

維芽細胞,単球,好中球,ヒト頗帯静脈内皮細胞 (tTUVEC)にHJ8遺伝子の発

現が生じる22-26)0 pgingivalisの線毛構成タンパク質やジンジパインの刺激により

Im CからHJl8が産生される23)｡また,単球およびヒト膳帯静脈内皮細胞にお

いてPging7'valt'Sのス トレスタンパク質HtpGが単球およびHUW Cにおけるml8

mRNAの発現レベルおよびIL-8産生量を増加させることが報告されている24)｡さ

らにジンジパインRgpAがLPSあるいは熱処理 した菌体に反応 してfTUVECから

産生されるm-8の産生畳を増加させることも報告されている27)｡ジンジパインに

ついてはタンパク質分解作用によりm-8の生物学的活性を変化させるという報
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告もある23,28)oo'Brien-Simpsonらはヒト歯肉および線維芽細胞において低い菌

数のP.gingiva鮎や低濃度のRgpAIKgp複合体はICAM11,礼-8,IL-6,macrophage

chemoattractantprotein(MCP)を誘導し,高い菌数のPgingivalt'S菌体や高濃度のジ

ンジパインはこれらの化学誘導物質は減少させることを報告している29)｡同様

の現象をGrenierとTanabeらも報告しており,ArgジンジパインjVBおよび叫Sジン

ジパインはマクロファージからのTNF-αやIL18を誘導する一方で,高濃度のArg

ジンジパイン〟Bはこれらのサイ トカインの産生量を減少させるとしている30)0

HbRはrgp,kgpあるいは hagAに ドメインタンパク質としてコー ドされてい

る主要なタンパク質であり,炎症性サイ トカインの産生などをはじめとする宿

主免疫応答を誘導する主要な菌体成分のひとつである｡HbRは月gingivalL'Sの菌体

表面に存在し,長期培養 した際に培養上清中に主要なタンパク質として認めら

れる12･13)｡ またHbRは宿主細胞表面に強く結合する13)｡これらの性状が宿主免

疫応答に影響すると考えられる｡DeCarloらは抗HbR抗体が歯周疾患患者に見出

されること,HbRに対する血清中の抗体価は歯周疾患の重症度とは反比例するこ

とを示している31)｡

ところで,感染の結果生じるm-8産生にMAPキナーゼ経路が関与することは

これまでにも複数の病原細菌で知 られてお り,Salmonellaen/ericaserovar

Typhimurium32),salmone/laOphimurium33),HelLIcobacLerpylori15･34･ 35), 腸管出血

性且 coIL'36),腸管病原性且coIL'37),clostridiumperPingens38)などで報告がある｡

MAPキナーゼは多くの細胞内シグナル伝達経路で重要な役割を示している 39･

41)0 MAPキナーゼスーパーファミリーはErk,cJunN末端キナーゼ (cJun
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N-terminalkinase,JNK),p38からなる｡ 一般にLPSはこれら3種類のMAPキナー

ゼ経路を活性化させるが42),pg7'ng7'va/7'SのLPSもMAPキナーゼを活性化させる

43~46'｡さらにPgl'ngivalisの菌体成分ではLPS以外にアルギニン-ジンジパイン,線

毛タンパク質FimA,-モアグルチニンB (hemagglutininち,HagB)がMAPキナ

ーゼ経路を活性化させることが報告されている47~50)｡

最近,骨髄由来マクロファージ細胞がHbRに応答してErkl/2およびp38をリン

酸化させることが示されている13)｡本研究ではHbRに最も接触する可能性のある

ヒト歯肉上皮細胞で,IibRに応答して生じるILl8産生に,MAPキナーゼの活性化

が関与しているかを調べた｡ヒト歯肉上皮株化細胞Ca9-22細胞をp38特異的阻害

剤sB203580,MEKl/2特異的阻害剤pD98059で前処理することによりrHbR刺激に

よるm-8の産生は顕著に抑制された (図3C)ことから,rHbR刺激によるm-8の

産生にはp38およびErkl/2の活性化が関与していることが示 された.また,

AJFl2lSiRNAおよびCREBISiRNAの導入によりArFl2,CREBの発現を抑制すると

rIibR刺激によるm-8の産生が抑制されたこと (図4D),そして,SB203580と

PD98059による前処理はrHbR刺激に応答して生じるCREBとAJF-2のリン酸化を

それぞれ抑制したこと (図6A,ち)から,HbR刺激によるm-8産生においてp38-

cREBおよびErkl/2-AJF-2の経路が関与することが示された｡さらにCa9-22細胞

を,SB203580とともにIkBα特異的阻害剤であるBAY-ll-7082を併用して前処理

した場合,それぞれの阻害剤単独で前処理した場合に比較 し,HbR刺激による

礼-8の産生量は減少した (図6C)O このことから,Erkl/2の活性化はAJF2ととも

にNF-KBも活性化することが示された.
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ヒト細胞に菌体構成成分が接触すると,MAPキナーゼを介してml8の産生が

誘導されることがこれまでにも報告されている｡これらの報告をみると,使用

されるMAPキナーゼスーパーファミリーの経路およびその下流に位置する分子

はそれぞれ異なっているoH.PyloriVacAはp38およびErkl/2のリン酸化を介して

礼-8を産生させる15)｡しかし,今回のrHbRの実験結果とは異なり,AZ521細胞に

おいてⅦcA刺激によって生じるp38の活性化はAJF-2のリン酸化を引き起こすこ

とが報告されている51)｡また,A549細胞はC.perjlingensのアルファ毒素に応答

して11,-8を産生するが,この場合,Erkl/2-NF-KB-p65およびp38MAPキナーゼ

経路が使用される38)a Mo"xellacalarrhalisに応答して上皮細胞に生じるml8の産

生ではErkl/2とp38のリン酸化は関与するが,JK は関与しない52)oまた,P

gingivalisのHagBが樹状細胞のErkl/2,p38MAPK,lWIKBおよびCREBを活性化し,

その結果,炎症性および抗炎症性サイ トカインの産生が誘導されることが示さ

れている49)｡しかし,マクロファージにおいてはHagBはErkl/2,p38,JNKMAP

キナーゼを介してIl.18産生を誘導することが報告されている50)0

NFIKB-p65瓜elAはILl8産生における重要な転写因子として知られている53)0本

研究においても,rIJbRの刺激によりNF-KB-p65はリン酸化され,核内へ移行した

こと (図5A),そして,IkBα特異的阻害剤BAYl1117082によりm-8の産生量は顕

著に減少したこと (図5B)が示され,rHbRに応答して生じるIL-8産生の誘導に

おいてNF-KBは重要な役割を果していることが明らかとなった｡
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結 論

P ging7'valis培養上清中の主要なタンパク質HbRはヒト歯肉上皮細胞にm18の

産生を誘導すること,このml8産生にはp38-CREB およびErkl/2-ATFl2/NトKB

の両経路が使用されることが明らかとなった｡
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図の説明

図 1.rHbR刺激に対するCa9-22細胞によるm-8の産生

(A)サイ トカインアレイ上にスポットされているサイ トカインの種類を示 し

た.(B)rHbR (long/ml)刺激 4,12時間後にCa9-22細胞の培養上清中に存在

するサイ トカインとケモカインを抗体アレイを用いて定性的に評価 した｡(C)

Ca9122細胞をrHbRで刺激 し12時間後に培養上清中に存在するm-8量をELISA

にて評価 した｡(D)ca9122細胞をrHbR(10Llg/mL)で刺激 した培養上清中におけ

るm-8量の経時的な変化をELISAにて評価 した｡なお,図は独立した3回の実

験の平均値を示し,エラーバーは標準偏差を示す｡

図 2.rHbRによるMAPキナーゼ (p38,Erkl/2)の活性化

(A)ca9-22細胞を種々の濃度 (1110Llg/mL)のrHbRで刺激 し,MAPキナ

ーゼ (p38,Erkl/2)のリン酸化をウェスタンブロット法で検討 した｡(ち)cap-22

細胞をrHbR (10卜g/mL)で0-120分間刺激 し,MAPキナーゼ (p38,Erkl/2)

のリン酸化をウェスタンブロット法で検討 した｡(C)Ca9-22細胞を rHbR (10

Llg/mL)あるいは熱処理 (100oC,10分間) した rHbRで刺激 し,MAPキナー

ゼ (p38,Erkl/2)のリン酸化をウェスタンブロット法で検討 した｡(D)cap-22
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細胞をrHbR (10LLg/mL)あるいは熱処理 (100oC,10分間)したrHbRで刺激

し,12時間後に培養上清中にあるm -8産生量をELISAにて評価した｡なお,図

は独立した3回の実験の平均値を示し,エラーバーは標準偏差を示す｡

図 3.rHbRによるILl8産生におけるMAPキナーゼ (p38,Erkl/2)の関与

SB203580(3LtM)(A)あるいはPD98059(3トLM)(B)で 1時間前処理を行

ったCa9122細胞をrHbR (10LLg/mL)で刺激 し,p38およびErkl/2のリン酸化を

ウェスタンブロット法にて検討した.(C)SB203580(3LLM),PD98059(3LtM)

あるいは両阻害剤で 1時間前処理を行ったCa9-22細胞をrHbR(10LLg/mL)で刺

激し,12時間後の培養上清中のm-8産生量をELISAで調べた｡なお,図は独立

した3回の実験の平均値を示し,エラーバーは標準偏差を示す｡

図 4.rHbRによるILl8産生における転写因子ArF-2,CREBの関与

Ca9-22細胞をrHbR(10LLg/ml)で刺激し,核内に局在するArF-2(A)および

CREB (B)のリン酸化を蛍光免疫染色で評価 した｡下図は 300個の細胞中にお

ける核内移行した細胞数の割合を示す｡(C)ArF-2あるいはCREBの siRNAを

トランスフェクションした Ca9-22細胞におけるArFl2,CREBの発現抑制をウ

ェスタンブロット法にて確認した｡(D)ArF-2およびCREBのsiRNAをトラン
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スフェクションした Ca9-22細胞をrI加R (10Llg/ml)で 12時間刺激 し,培養上

清中のm-8産生量をELISAで調べた｡なお,図は独立した3回の実験の平均値

を示し,エラーバーは標準偏差を示す｡

図 5.rHbRによるm-8産生におけるNFIKBの関与

(A)ca9-22細胞をrHbR (10pg/ml)で刺激 し,NFIKB (p65)の核内移行を

蛍光免疫染色で評価 した｡下図は 300個の細胞中における核内移行 した細胞数

の割合を示すo(B)BAYlll7082で 1時間前処理を行った Ca9-22細胞を rHbR

(10LLg/mL)で刺激 し,0-12時間後の培養上清中の m -8産生量をELISAで調

べた｡なお,図は独立した 3回の実験の平均値を示 し,エラーバーは標準偏差

を示す｡

図 6.rHbRによるm 18産生におけるMAPキナーゼ (p38,Erkl/2)と各転写因

子の関係

SB203580(3LIM)(A)あるいはPD98059(3LLM)(B)で 1時間前処理を行

ったCa9-22細胞をrHbR (10LLg/mI)で2時間刺激 し,ArF-2およびCREBのリ

ン酸化をウェスタンブロット法にて検討 した｡(C)BAYll-7082(3トIM)あるい

はSB203580(3LIM),PD98059(3LIM)あるいは両阻害剤で 1時間前処理を行
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ったCa9-22細胞をrHbR (10Llg/mL)で刺激し,12時間後の培養上清中のILl8

産生量をELISAで調べた｡なお,図は独立した 3回の実験の平均値を示し,エ

ラーバーは標準偏差を示す｡

図 7.図はrHbRによるm l8産生におけるシグナル伝達経路の略図

rHbRによってErkl/2が活性化し,それに続いてNF-KB およびATF-2が活性

化され m -8産生が促進する｡これと同様に rHbRによって p38が活性化され,

それに続いてCREBの活性化が起こる｡

34



図.1

PosltVe PosItlve Neptlve .NeptVe ENA-78 GCSF GM-CSF GRO GROll I-309 lL-1【1 lL-1β

Poslt㈹ Pos(tJve Negattve N_eptVe ENA-78 GCSF GM-CSF GRO GRO-α I-309 LL-1【1 lL-1β

lL-2 lL-3 lL■ tL-5 lL-6 lL-7 lL-8 IL-10 lL-1Zp40p70 lLll呈 _ lL-15 LEN-.I

lL-2 LL-3 lL■ lL-5 lL-6 lL-7 lL-8 lL10 lL-1Zp40p70 IL-13 lLlS JFN-Y

MCP-1 MCP-2 MCP-3 MCSl: MDC MIG MIP-18 RANTES SCF SDF-1 TRAC TGトβ1

MCP-1 MCP-2 MCP-3 MCSF MDC MIG MIP-18 RANll:S SCF l SDF-1 TRAC TGF｢β1

TNF-α TNF-E) EGF lGト Aqーogenln ThrorTlbopoieigin VEGF pDGF88 - Lepth NegatiVe Posl-tfVe

lヽ▲

_

___T_

･

LI
.

●

●■●

_

.L+

l■

●

●●■

O
time(hr)

●
.●

F
r

■
.
■

●

●

l'?
~ヽ■ 1

●
●●.●I

･
l
一

●●●.■

●

●■●

●

●
●

●

･■1=

rHbRhgJml) 1 3 10



図.2.

A
rHbFupg/ml) 1 3 10

(m叫 0 60120 0 601200 60120 0 60120

phosphoIP38

p38

phospho{rkl/2

ErklI2

●-一---一■■'-.---I--I-

-- I-I-■■一■---J- I---■←-■--■---●-■■■--■-■■-一一■■■-

Heat

(min)

pho叩ho-p38

p38

phospho-Erkl/2

Erkl/2

0 60 0 60

rHbR

(m叫 0 10 30 60120 0 10 3060120
phospho-p38

p38

phospho{rkl/2

Erkl/2

一一 一一■- ---一■--■一一■

I-ーt･_._-_p･. ==-一一
駐三重重き三二三冨; =i空き妄=



図.3.

SB203680

tmi巾 0 60 120 060 120

phosphoIP38

p3‡

phospho･Erkl/2
Erkl/2

B
PD98069

:1●l一･二コ こ
- ■■■- ｣- - - ■-

tmin) 0 60 120 0 60 120

phoSPho1⊃3‡

p3‡■-i■idi,桓q-幸司

= 600
≡

冒
甲 400
..｣

200

O

SB203580

PD98059

+ ++ +



A
4'rgm

叫

,
ph

A州nl

centsiATF_2 contsjCREB
CREBB '

p･dinE ∃ p･ctin巨 ∃

B
hlJrgAJm

3

a)

叩

RE
ph

CMAIU

0

0

0

6

5

4

03

1t210
1
%

800

∈ 600

萱

≡ 400

200

0
SjATF-2 + - +

SiCREB + +



A

BAYlll7082(pM) 1 1 3 10

i
_

lt!10
1

%

rHbR(10卜g/ml)



SB2036BO

(min) 0 60 120 0 60 120

phospho-ATF･2

ATF･2

phospho･CREB
CREB

B
PD98069

空三 ･ヨ富貴 芝ゴ

醜卓卓専 争奪 筆者 き-

(min) 0 60 120 0 60 120

phosphoIATF-2

ATF_2

phospho･CREB

CREB

才 一{- .七 ･差Lr､､

600

言
も
皇
■◆

⊇ 400

O
BAYl1-7082

SB203580

PD98059

+ + ++ ++ +



図.7.

rHbR
J

l＼Erkl/2p38
/ I I

NF-KBAJF-2CREB

＼ .Jノ


