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1.緒 言

歯周病は、歯周病原細菌感染による上皮性付着の

喪失や歯肉結合組織、歯根膜、歯槽骨の破壊を特徴

とし、最終的には歯の喪失にいたる慢性炎症性疾患で
2

ある"2 歯周病の病態において、歯周組織構成細胞

である歯肉上皮細胞は、細菌感染に対して最初のバリ

アとして働き、感染防御を担っていることが知られてい

る 3)。歯周病原細菌の 1 つである P0ゆhyア0?π0παS
ξiπgiυαliS はグラム陰性偏性嫌気性菌であり、主な病

原因子としてりポポリサッカライド(LPS)を有している

が、歯肉上皮細胞において、 P.giπgiυ41is LPS は

T01卜like receptor (TLR) 4 および TLR2 を介して

炎症反応を誘導することが報告されている'また歯周

病は、口腔局所の感染症としてのみでなく、細菌あるい

は炎症性サイトカインなどの供給源として、末梢の様々

な臓器に影響を及ほすと考えられている。臨床研究に

おいて糖尿病、心臓血管疾患、、メタボリックシンドローム、

がんといった慢性炎症を基盤とする疾患、との関連性が

報告されてぃる5、玲)。このような歯周病と全身疾患との

関わりは、ぺりオドンタルメディスンと総称され注目されて

おり、全身と歯周局所を繋ぐ因子についてのエビデンス

の集積がすすめられている。

近年、慢性炎症を基盤病態とする疾患において

Angiopoietin-1ike proteins (ANGPTLS)が注目さ

れている ANGPTLSは血管新生や幹細胞の維持に

重要な機能を有するアンジオポエチンと同様に、フィブリ

ノーゲン様ドメインとコイルドコイルドメインという2つの構

造的特徴を持ち、一方でアンジオポエチンの受容体で

あるTie1およびTie2とは結合しない分泌型糖タンパク

質であるⅡ)。 ANGPTLS はこれまでに8種類報告され

ており②、その 1つである ANGPTL2 は、炎症反応

の増悪だけでなく、組織の恒常性維持にも関与している
11.13

現在、 ANGPTL2の受容体ことが知られている

としてフィプロネクチンを認識するインテグリンα5β1と

MHC クラス 1分子を認識する leukocyte

immunoglobulin-1ike receptor B2 (LILRB2)が

報告されているが、主にインテグリンα5β1が炎症性サイ

トカインの産生に、 LILRB2が免疫細胞活性の調節に

関与すると考えられてぃる M'15。 ANGPTL2 の過剰発

現は、糖尿病、動脈硬化、がんといった病態において、

インテグリンα5β1を介してオートクラインまたはパラクライ

ンに作用し、炎症を遷延化することで過剰な組織りモデ

リングを引き起こし病態形成に関与すると報告されてい

る玲'剛が、歯周病原細菌感染による慢性炎症性疾患

2.歯肉溝溶出液(GCF)の採取方法

歯肉溝溶出液(GCF)サンプル採取には吸湿採取

法を用いた被験者の単根歯の頬側の近心、中央、

遠心のホケットの3部位に対して口ールワッテで簡易防

湿し、唾液の混入を防いだ後、綿球にて歯肉縁上プラー

クを可及的に除去した。スリーウェイシリンジで軽く乾燥

後、ペーパーストリップス(oraflow, NY, USA)を歯

肉溝に挿入、 30秒問静置、 GCFを吸湿採取し、

Periotron8000 (oraflow)を用いて GCF サンプル量

を定量した。採取後、ペーパーストリップスに0.5%牛血

清アルブミン(BSA; sigma-Aldrich, MO, USA)入

りのりン酸緩衝生理食塩水(PBS;日本製薬株式会社、

東京)100μ1を加え、20分問連続的に振登し、ペーパー

ストリップスに含まれるGCFを十分にPBSに溶出させ、

可及的に GCF を含む PBS を回収し、 10分間 10,000

ゆmにて遠心処理後、その上清のみをGCFサンプル

とした。なお、 GCF サンプルは、測定までの間一80でに

て保存した。
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である歯周病とANGPTL2との関連性については、 こ

れまでに報告はない。そこで、本研究では、歯周病病

態におけるANGPTL2の役割を明らかにするための

基礎的研究として、歯肉上皮細胞株を用いて検討を

行った。

1.被験者

被験者は、 2015年1月1日から 2016年12月31日

の期問に、愛知学院大学歯学部附属病院歯周病科に

来科し、以下の要件を満たし、本研究の主旨を理解し

た上で、書面を用い同意の得られたもの46名を対象と

した。

1)歯周病に影響を及ぼす全身疾患(糖尿病、骨粗

継症等)に櫂患していない

2)過去5年以内に喫煙していない

3)6ケ月以内に抗菌薬を服用していない

4)妊娠していない

上記の条件を満たしている者で、 6歯以上に6mm

以上の Probing pocket Depth (PPD)および6mm

以上の CHnical Attachment Level(CAL)を有す

る者を歯周炎患者群とし、全顎的にPPDが3mm以

下でプロービング時の出血が10%未満の者を健常者群

とした。なお、本研究は、愛知学院大学歯学部倫理委

員会の承認のもとに行った(承認番号:383)。

Ⅱ.材料および方法
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3.歯肉上皮細胞の培養、刺激方法

ヒトロ腔上皮細胞株であるCa9-22細胞(RIKEN BRC

Ce11 Bank,筑波)を 10%牛胎仔血清(Hyclone

Laboratories,1nc, UT, USA)、ペニシリン(100μg mL,

GIBCO-BRL, NY, USA)添加の Dulbecco's modi6ed

Eagle's medium を用い、 37で、 50OC02インキュベーター

にて3日間培養、またヒト歯肉上皮前駆細胞値GECS;

CELLnTEC, Bern, switzerland)を CnT-prime

epithetialculture medium (CELLnTEC)を用い 5日問

培養した。その後、 12-weⅡプレートに IweⅡあたり

I×105CeⅡS/m1で播種し、 48時問培養した後、りコンビ

ナントヒト(rh) interferon (1FN)一γ(50ng/ml;

PeproTech Rocky HiⅡ, NJ, USA)を添加し、 over night

培養の後に P.giπgiυαliS 1690 (penta-acylated lipid A)

LPS (0-1μg/ml; Astarte Bi010gics, PA, USA)刺激を
行った。

歯周病病態における Angiopoietin-1ike protein 2 の役御」について

4. Rea卜time quantitative pcR (qpcR)解析

回収した細胞よりtotal RNA を Nucleospin RNA

(Macherey-Nage11nc., PA, USA)を用いて抽出し

た。 total RNA の純度および濃度評価は、

Fluorospectrometer (NanoDrop ND-1000,

NanoDrop Techn010gies lnc., DE, USA)を用い

A230 A260、 A260/A280比を測定して評価した。そ

の後、通法に従い Superscript1Ⅱ RNase

H-Reverse Transcriptase (1nvitrogen, CA, USA)

を用いて CDNA を合成し、 TaqMan universal

PCR Master Mix (APPHed Biosystems, CA,

USA)およびTaqMan Gene Expression Assays

AⅣ6四rι2 (HSO0171912_ml)、 1ιIB (HS015弱410_

mD、 1ι8 (HSO0174103_ml)、 rⅣF (HSO0174128_

mD、UUP2 (HS01548727_mD、UUP9 (HSO0957562_

ml)、 UUP13 (HSO0233992_ml)、 18S rRNA

(HS99999901_SI)(Applied Biosystems)を用い、 95で

1分、52で 1分、72で 30秒における45サイクルの反応を、

ABl prism7000 (APPⅡed Biosystems)にて測定し

た。データ解析はCt値の差から相対定量を行う△△Ct

法を用いて行った。すなわち、内在性コントロールとして

18S rRNA 特異的プライマーを用い、 AⅣ6Prι2、

1ιIB、 1ι8、 rⅣF、 UUP2、 UU四9およびUUP13

の遺伝子発現について次のように計算し、解析した。

標的遺伝子の相対的発現量=2、"Q、△△Ct=[(標

的遺伝子の Ct 値一内在性コントロール(18S rRNA)

のCt値(実験群))ー(標的遺伝子のCt値一内在性

ル(18S rRNA)の Ct 値(コントロコントロ

ル群))]。

5. vvestern Blot 解析

刺激を行った Ca9-22 細胞を、 1% protease inhibitor

Cocktail(ナカライテスク、京者田を添加した Ce11yticM

(sigma-Aldrich)を用い、細胞を融解しサンプルを

回収した。同サンプルを SDS-PAGE (Bio・Rad

Laboratories, CA, USA)を用い電気泳動し、

PVDFメンブレン(Bio-Rad Laboratories)に転写し

た後、 1% BSA (sigma-Aldrich)入り Tris BU丘ered

SaHne with Tween 20 (TBS-T ; Bio-Rad

Laboratories)を用いて 1時間ブロッキング処理した。

その後、ウサギ抗ヒト ANGPTL2 抗体(proteintech

Group,1L, USA)、マウス抗ヒトβ一actin 抗体(ceⅡ

SignaⅡng Techn010gies, MA, USA)を TBS・T で

希釈し、 4でで Over night 反応させた。そして、

TBS・Tで洗浄後、ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギ

抗体(ceⅡ SignaⅡng Techn010gies)およびヤギ抗

マウス抗体(ceⅡ Signaling Techn010gies)を

TBS・Tで希釈した溶液で1時間反応させた。その後、

ECL plus western Blotting Detection system

(GEへルスケアバイオサイエンス、東京)で検出した

6. RNA干渉(S旧NA)

Ca9-22 細胞を 6・weⅡプレート上に I × 106

CeⅡS/weⅡにて播種し、 24時問培養した。その後、

TLR2、 TLR4、 ANGPTL2 SiRNA (stealth select

RNAD および ControlsiRNA (RNAi Negative

Control Medium; 1nvitrogen)としゆofectamine

RNAiMAX (1nvitrogen)を混和し、 24時間細胞に

作用させ、同細胞へ形質導入した。形質導入後、細

胞を回収し、 12-weⅡプレート上に I× 10゜ ceⅡS weⅡ

にて、 TLR2,4または ANGPTL2 がRNA 干渉され

た細胞を播種し、 P.giπgiυ4h'S LPS 刺激を行った。

フ. Enzyme-1inked immunosorbent assay(EUSA)解才斤

ANGPTL2、 interleukin (1L)・1β、 1L・8 および

tumor necrosis factor (TNF)一αのタンパク質産生

量は、 GCFサンプルまたは細胞培養上清を用い、 Kit

を用いた ELISA 法にて定量した(ANGPTL2:

ANGPTL2 enzyme一Ⅱnked immunosorbent assay

ELISA kit (免疫生物研究所、群馬)、 1L-1β、 1L-

8, TNF・α: Quantikine ELISA kit (R&D

Systems, MN, USA))。



8.フローサイトメトリー

刺激を行った Ca9-22 細胞に対して anti・CD282

Phycoerythrin (Miltenyi Biotec, Bergisch

Gladbach, Germany)、 anti-CD284

a110phycocyanin (Miltenyi Biotec)、 anti-CD49e

Phycoerythrin (Miltenyi Biotec)、 anti-CD85d

Phycoerythrin (Miltenyi Biotec)および isotype

Control antibody (Miltenyi Biotec)にて染色を行

い、 MACSQuant analyzer およびMACSQuantify

Software version 2.4 (Miltenyi Biotec)を用いて

解析を行った

9.巾ANGPTL2添加試験

Ca9-22 細胞の培養時に rhANGPTL2 (1-10ong/

ml; prospec, Ness-ziona,1SraeD を添加し、 1-12

時問培養した。その後、培養上清およびTotal RNA

を前述に従い回収し、 qpcR にて IL・1β、 1L・8、

TNF一α、 matrix metaⅡOproteinase (MMP) 2、

MMP9、 MMP13 の遺伝子発現を、また ELISA 法に

て IL・1β、1L・8、 TNF・αのタンパク質産生をi則定した

大野 砧
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ANGPTL2タンパク質量が、健常者群よりも有意に増

加していることが確認された(図 D。

10.インテグリンα5β1中和抗体添加試験

Ca9-22 細胞に対して、 P.giπgiυ41is LPS または

血ANGPTL2刺激の 1時間前に lng m1抗インテグリ

ンα5 β 1モノクローナル抗体 MiⅡゆore, Darmstadt,

Germany)を添加して培養した P.giπξiυαlis LPS

剌激24時問後またはrhANGPTL2刺激9時問後に

培養上清を回収し、 1L・1β、 1L・8、 TNF・αのタンパク

質定量をELISA 法にて行った

(PLos one :2017 SeP 21 ; 12 (9)

11.統計学的解析

全てのデータは、平均値士標準偏差で表した統計

学的解析には統計解析ソフトSpss ver.18 SPSS

Japan lnc,東京)を用いた。検定には、 one-way

ANOVA と Bonferroni muHiple comparison test

を用い、危険率はPく0.05 をもって有意とした

基盤論文参照

図 1. GCF 小の ANGPTL2タンパク質産生lit

健常者群(n=22)と歯周炎忠名群(n=24)におけるANGPTL2

のタンパク質産生祉の比較バーは平均値士標準偏差を衣している

*Pく 0.05 VS.健常名群

Ⅲ.結果

1.歯周炎患者と健常者のGCF中におけるANGPTL2

産生量

歯周炎とANGPTL2の関連性について検討するに

あたり、まず歯周組織局所にANGPTL2が存在してい

るか確認するために、 22名の健常者と24名の歯周炎

患者より採取したGCF中のANGPTL2タンパク質量を

比較したその結果、 GCF 中の歯周炎患者群

2.歯肉上皮細胞におけるP.gm8iva/isLPS刺激による
ANGPTL2産生

GCF中にてANGPTL2が検出されたため、歯周炎

局所においてANGPTL2が産生されるかについて検討

を行うこととした初期の歯周病原細菌感染状態を想定

し、ca9-22 細胞に rhlFN一γで前処理後、P.giπgiυαlis

LPS 刺激を行ったところ、 30 ng/m1の P.giπgiυαlis

LPS刺激においてANGPTL2 mRNA発現が最も亢進

していた(図 2A)次に30 ng/mlp.giπgiυαlis LPS

の刺激時間による変化を確認したところ、刺激後24時

間をピークとした ANGPTL2 mRNA発現の有意な発

現増強が認められた図2B またHGECSに対しても

同様の刺激(30 n創ml p.giπgiυαlis LPS)を行った

ところ、刺激後 24時間をビークとした ANGPTL2

mRNAの有意な発現増強が認められた(図2C)さら

に、タンパク質産生において四.giπgiualis LPS

(30 ng/mD 刺激後、 24、 48時問において

ANGPTL2 タンパク質産生が増加し(図 2D)、 ca9-

22 細胞およびHGECS培養上清中のANGPTL2タン

パク質産生も同様に24、 48時間において有意なタンパ

ク質産生の増加が認められた(図2E、 F)以上の結

果より、 P.giπgiualis LPS 刺激に対する Ca9-22 細胞

およびHGECSの反応において、同様の傾向が認められ

たため、後の実験においてCa9-22 細胞を用い検討した

e0184825.)
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図 2. ca9-22細1胞およびHGECSにおける Pg'πξiかah'S LPS刺激による ANGPTL2 産生

A、 B) ca9-22利1胞におけるP卿'"ξiυαh'S LPS剌激濃度の変化(0~ 10oo ng ml' 24h または時問の変化

(30 ng/ml; 0~48h)による ANGPTL2 mRNA遺仏 f発現平均仙土標車偏差, n=3、*P く 0.05、
**P く 0.01、秤*P く 0.00I VS.コントロール群

C) HGECSにおけるP.φ%g加4五SLPS剌激(30ng/mD による各時開1ルのANGPTL2 mRNA遺伝子発現

平均仙土標池偏差, n=3,粋P く 0.01、***P く 0.00IVS.コントロール群
D) ca9-22細胞におけるP卿'πgiむαh'S LPS刺激(30ng/mD による ANGPTL2タンハク質産生 60kDa)

E) ca9-22細j泡における,.φ"giυαh'S LPS剌激(30ng/mDによる細胞培養上沽中のANGPTL2タンパク質産生量。

平均列i 士標準偏差、 n=4,**P く 0.0IVS.コントロール群
F) HGECSにおけるP.毎11giかαh'SLPS剌激(30ng/mD による細胞培養上消巾のANGPTL2 タンパク質産生量。

平均仙土標準偏差、 n=4、*P く 0.05VS.コントロール群

e0184825.)

3. TLR2, TLR4SiRNA によるANGPTL2産生への影響

P.ξiπξiυαlis LPS 刺激により ANGPTL2 が産生さ

れることが確認されたが、 P.giπgiυαlis LPS は TLR4

のみならずTLR2 にも反応するため、この ANGPTL2

の産生はどちらのTLRを介したものかを調べるために、

TLR2 または TLR4 をノックダウンし、 P.giπgiυαlis

LPS刺激におけるANGPTL2産生の変化を確認した

ControlsiRNA を形質導入した Ca9-22細胞群コン

トロール群)と比較しTLR2 または TLR4 SiRNA を形

質導入した Ca9-22細胞群(TLR2 およびTLR4ノッ

クダウン群)において、 TLR2、 TLR4それぞれの発

現が低下していた(図 3A、 B)。次にコントロール群お

よびTLR2、 TLR4ノックダウン群に対して rhlFN一γ

にて前処理後、四.giπξiualis LPS (30 ng/mD 刺

激を行ったところ、コントロール群と比較して TLR2、

TLR4ノックダウン群において ANGPTL2 mRNA 発

現の有意な抑制が認められた(図 3C、 D)

ANGPTL2タンパク質産生においても TLR2、 TLR4

ノックダウン群におけるタンパク質産生が抑制されていた

(図3E、 F また ANGPTL2 mRNA発現ならびに

タンハク質産生の抑制効果は、 TLR2ノックダウンのほ

うが大きかった
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図 3. siTLR2またはSiTLR4を行った Ca9-22細胞におけるP.ξiπξiuah'S LPS
刺激によるANGPTL2産生

A、 B) siTLR2 または SiTLR4を行った Ca9-22判"炮におけるTLR2またはTLR4

の発現レベルの変化

C、 D) siTLR2または SiTLR4を行った Ca9-22細胞におけるP.g力卿力ah'S LPS

剌激(30ng/m!によるANGPTL2遺伝子発現平均価+標車偏差、

n=3、*P く 0.05 VS.コントロール群
E、 F) siTLR2 または SiTLR4を1丁った Ca9-22 判1胞における P.語πgiυ4h'S LPS

刺激(30ng m1 による ANGPTL2タンハク質産生(60kDa

4.巾ANGPTL2刺激による炎症性サイトカインの産生

上記結果より、 ca9-22細胞において、 P.giπξiかalis

LPS 刺激により TLR2 および TLR4 を介して

ANGPTL2が産生されることが確認できた。そこで次に

ANGPTL2が歯肉上皮細胞であるCa9-22細胞にどの

ような影響を及ぼすか確認した。 ca9-22細胞に

rhANGPTL2 (0-10o ng mD を添加し、 1時問後の

IL-1β、 1L-8、 TNF-a mRNA 発現を解析したところ、

10 ng m1の血ANGPTL2添加により、これらすべての

mRNA発現は有意に増加していた(図4A-C)。次にタ

ンパク質レベルで確認したところ、 rhANGPTL2

e0184825.)

ao ng/mD 刺激 9時問後において、 1L-1β、 1L-8、

TNF一αタンパク質産生は有意に増加していた

(図 4D-F) ANGPTL2の受容体は、インテグリンα5

β1とLILRB2が報告されているが、その 1つであるイ

ンテグリンα5β1の中和抗体を添加することで、

血ANGPTL2 (10 ng/mD 刺激により亢進していた

IL-1β、 1L-8、 TNF一αタンハク質産生は有意に抑制さ

れた(図4G-D もう1つのANGPTL2受容体である

ULRB2 に関しては、無刺激あるいは P.giπgiυαガS

LPS、 rhANGPTL2 刺激したいずれの Ca9-22細胞に

おいてもLILRB2の発現は認められなかった(図5A-C)

.

.
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図4. ca9-22細胞における血ANGPTL2刺激による炎症性サイトカイン産生

A-C)血ANGPTL2刺激濃度(0~ 10ong/ml;1h)における炎症性サイトカイン(1L-1β(A)、丘一8 (B)、 TNF一α(C))の遺伝子発現

平均伯士標準偏差、 n=3、*P く 0.05、**P く 001、***P く 0.00IVS.コントロール群
D-F)血ANGPTL2刺激(10ng mD における炎症性サイトカイン(1L-1βΦ)、 1L-8 (E)、 TNF一α(F))のタンハク質産生平均伯士標

耳E偏差、 n=3、**P く 0.01、***P く 0.00I VS.コントロール群
G・1)インテクカJンα5β1中和抗体を添加したCa9-22釧胞におけるrhANGPTL2刺激(10ng/mDによる炎症性サイトカイン(1L-1β(G)、1L-8(印、

TNF一α(1))のタンハク質産生 N.D;米検出、平均価土標準偏差、 n=3、*P く 0.05

基盤論文参照

e0184825.)

基盤論文参照

(PLOS O"e :2017 S叩 21 ; 12 (9)

図5. ca9-22劒1胞におけるULRB2の発現レベル

A)無剌激時のL丘RB2の発現レベル B P.giπ訂υαh'SιPS剌激時のLILRB2の発現レベル
C)血ANGPTL2剌激時のLILRB2の発現レベル

e0184825.)



5. ANGPTL2SiRNAによる炎症性サイトカイン産生への

影響

次に、内在性のANGPTL2がCa9-22細胞における

P.giπgiのαlis LPS 刺激による炎症性サイトカインの産生に

対してどのような影響を及ぼすかを、 ANGPTL2をノックダ

ウンすることで検討した。 controlsiRNA を形質導入した

Ca9-22細胞群(コントロール群)と比較し、 ANGPTL2

SiRNA を形質導入したCa9-22細胞群(ANGPTL2ノッ

クダウン群)において、 ANGPTL2タンパク質産生が著

明に低下している事を確認した(図6A)さらにRNA

干渉を行ったCa9-22細胞に rhlFN一γの前処理を行い、

四.giπg加41is LPS (30 ng mD 刺激を行ったところ、コン

トロール群と比較してANGPTL2ノックダウン群において

IL-1β、 1L-8、 TNF-a mRNA 発現は有意に抑制され

大野 祐
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ていた(図6B-D)またタンパク質産生においてもコント

ロール群と比較してANGPTL2ノックダウン群において有

意な抑制が認められた(図6E・G)

6.インテグリンα5β1中和抗体による炎症性サイトカイン

産生への影響

さらに歯周炎局所において、 LPS刺激された歯肉上

皮細胞由来のANGPTL2がオートクラインに作用し、炎

症性サイトカイン産生に関与するかどうかを検討したす

なわち、 ca9-22細胞に rhlFN一γにて前処理後、イン

テグリンα5β1中和抗体を添加し、P.giπξiυαh'S LPS (30

ng/mD 刺激を行い、炎症性サイトカイン産生を調べた

その結果、 1L-1β、 1L-8、 TNF一αのタンパク質産生は

有意に抑制されることが確認された(図7A・C)

(PLos one :2017 SeP 21 ; 12 (9)

基盤論文参照

図 6. ANGPTL2ノツクダウンを行った Ca9-22細胞におけるP即'π宮iυ41is LPS
刺激による炎症性サイトカイン産生

A) RNA干渉を行った際のANGPTL2のタンパク質産生(60kDa)

B-D) ANGPTL2ノツクダウンを行ったCa9-22細胞における,卿'11毎υ4h'S LPS剌激(30ng m1 24時間
後の炎症性サイトカイン(1L・1β(B)、 1L・8 (C)、 TNF・α①))の遺仏子発現平均仙+標準

偏差、 n-3、**P く 0.0I VS.コントロール群
E-G) ANGPTL2ノツクダウンを子1つた Ca9-22利"泡におけるP即'π蔀υαh'S LPS剌激 30ng mD 241時岡

後の炎症性サイトカイン(1L・1β(E)、丘・8 (F)、 TNF・α(G))のタンハク質産生平均仙土標

準偏差、 n=4、*P く 0.05、**P く 0.0I VS.コントロール群

e0184825.).
.
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フ.巾ANGPTL2刺激によるMMPSの遺伝子発現

さらに歯肉上皮細胞により産生されたANGPTL2が、

炎症性サイトカイン以外のメディエーター産生に関与し、

組織破壊に関与するかを検討した。すなわちCa9-22

細胞のANGPTL2刺激によるMMPSの遺伝子発現を

検討した。 ca9-22 細胞に rhANGPTL2 刺激(100

ng mD を行ったところ、刺激後 24時問をヒークとした

MMP2、 MMP9、 MMP13 の mRNA 発現の有意な

増強が認められた(図 8A-C)

図7.インテクリンα5β1中和抗体を添力1ルたCa9-22細"炮におけるP.g力lgi微h
LPS刺激による炎症性サイトカイン産生

A-C)インテク刀ンα5β lq、,和抗体を添加したCa9-22細胞にP.ξiπ蔀か4五S

LPS刺激(30ng m1 24時脚時の炎症性サイトカイン(1L-1β(A)、
丘一8 (B)、 TNF-a C タンハク質産生 N.D;未検出、平均値土

標準偏差、 n=4、*P く 0.05

e0184825.)

Ⅳ.考察

GCF 中には、サイトカイン(1LS、 TNF一α、オステオ

プロテゲリン)や脂質(プロスタグランジンE2やロイコト

リエン)といった歯周病の進行または活性に関与する

様々な物質が検出されており揺"9、そのいくつかは歯

周病のマーカーとしての有用性が確認されてぃる2゜'2'

しかし、これまでに慢性炎症を基盤病態とする疾態、にお

いて注目されているANGPTL2と歯周病との関係性に

ついての報告はない。そこで本研究では、歯周炎患者

のGCF中において、 ANGPTL2が検出されるかの検

討を行った。その結果、健常者ならびに歯周炎患者の

GCF において、ともに ANGPTL2が検出されることさ

れることがはじめてわかった。さらに健常者と比較し歯

周炎患者のGCFにおいて、 ANGPTL2レベルの有意

な増加が確認、された。次に歯周炎局所において

ANGPTL2が産生されるか否か、またANGPTL2が

歯周組織に及ぽす影響についてヒト歯肉上皮細胞を用

い基礎的検討を行った
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図8. ca9-22細胞における血ANGPTL2剌激によるMMPSの遺伝子発現

A-C)血ANGPTL2剌激(10ong/mD におけるMMP2 A 、 MMP9 (B)、 MMP13 (C)の

これまでに、ヒト網膜色素上皮細胞において

Escheアichi4 Coli LPS 刺激による ANGPTL2 産生誘

導が報告されてぃる22 本研究では、ヒト歯肉上皮細

胞からのANGPTL2産生について検討したところ、歯

周病原因子である P.ξiπgiυαlis LPS 剌激により、

ANGPTL2 mRNA およびタンパク質レベルの有意な増

加が確認された。これらの結果より、歯周病の発症およ

び進行において歯肉上皮細胞からANGPTL2が産生

される可能性が示唆された。また現在までに歯周組織

におけるANGPTL2シグナル伝達カスケードの存在の

報告はないそこで炎症や免疫反応の調節に関与して

いるTLRに着目し検討を行うこととした。 TLRSは、様々

な細胞表面または細胞内小胞上に発現してぃる。

TLR2およびTLR4 は、これまでに歯周組織構成細胞

においても発現が確認されており、歯周組織の免疫応

答に関与してぃることが報告されてぃる 23・別。またP.

giπgiυ4h'S LPS の構成成分である lipid A は、構造

の違いにより TLR2およびTLR4のりガンドとして特異

的に作用し、炎症性サイトカインを産生することも報告さ

れてぃる 25)。そこで本研究において TLR2 および

TLR4ノックダウンを行ったところ、両ノックダウン群とも

ANGPTL2タンパク質産生の有意な抑制を示した。さ

1

mRNA発現平均位土標4E偏差、 n=3、*P く 0.05、**P く 0.0IVS.コントロール群

,

Contr01 3h 6h 9h 12h 24h

らに、 TLR2ノックダウンは、 TLR4ノックダウンに比べよ

り強いANGPTL2タンパク質産生の抑制を示した。し

たがって、歯肉上皮細胞における P.giπgi力41is LPS

による ANGPTL2 産生は、 TLR2 およびTLR4を介す

ることが示され、その経路としてはTLR2が優位である

ことが示唆された。

ANGPTL2 の受容体としてインテグリンα5β1と

LILRB2が知られているが、インテグリンα5β1につい

ては、ヒト血管内皮細胞および末梢血単核細胞において

ANGPTL2がそれに結合することで、様々な炎症性サイ

トカインの産生を誘導することが報告されてぃるU。その

ため、 ANGPTL2 レベルの上昇がインテグリンα5β1を

介して作用し、炎症を遷延化させる可能性が考えられて

いる。本研究において、 ca9-22細胞には、インテグリン

α5β1が恒常的に発現していることが確認できた。そこ

で、 ANGPTL2の受容体であるインテグリンα5β1の中

和抗体によりプロックし検討したところ、 rhANGPTL2刺

激においては、亢進していた炎症性サイトカインがコント

ロール群と同程度まで抑制された。しかしながら

P.giπgiυαlis LPS 刺激においては、亢進していた炎症

性サイトカインの産生抑制が部分的であった(図4G、1、

図7AC)。これらの結果より、これまでに明らかにされて
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いる歯肉上皮細胞におけるTLR2,4を介したP.giπgiυ41is

LPSによる直接的な炎症性サイトカイン産生経路とは別

に、 P.ξiπgiのαlis LPS によって誘導された ANGPTL2

が、インテグリンα5β1を介してオートクラインに作用する

ことで問接的に炎症性サイトカインを産生する経路が存在

し、炎症の遷延化に関与する可能性が示唆された。

方、 ANGPTL2のもう1つの受容体として報告されてぃ

るULRB2に関しては、 ca9-22細胞に発現が認められ

なかったすなわち ULRB2 は、 ca9-22細胞における

ANGPTL2が関連した炎症性サイトカインの産生に関与

していないことが示唆された(図5A-C)。

歯周病の病態において考えられるANGPTL2の関与

について図9に示す本研究では、歯周病病態での歯

肉上皮細胞におけるP.giπgiυαlis LPSによる炎症性サイ

トカインの産生の主要経路として考えられている経路とは

異なるANGPTL2を介する新たな炎症性サイトカインの

産生経路を発見した。さらに、歯周病の進行過程におい

て、産生された ANGPTL2がインテグリンα5β1を介し

てオートクラインに作用する事により、歯周炎局所におい

て炎症を遷延化させる可能性が尓唆されたまた

ANGPTL2は健常者の血液中に恒常的に存在し、糖尿

病や動脈硬化疾患を有している患者において血中濃度

が上昇してぃることが報告されており26、全身性の

歯周病病態における Angi叩oietin-1ike protein2 の役割について

ANGPTL2が歯周炎局所に及ぽす影響も考えられる

歯周病と全身疾態、との関係のなかでも、歯周病と糖尿病

との間には双方向の関係が存在し、全身および歯周炎局

所において産生されるTNF一αがインスリン抵抗性に関与

することが知られてぃる27 本研究においてANGPTL2

はGCF中で検出され、歯肉上皮細胞より産生される

ANGPTL2または血流を介した全身性のANGPTL2が、

歯周炎局所にて炎症性サイトカイン産生やMMPSの活性

を引き起こし、歯周組織の破壊に関与すると推測される。

さらには歯周炎局所にて産生されたANGPTL2が血流

を介して種々の全身疾患、に影響を及ほすことが考えられる

が、これらを明らかにするためには、全身疾患の有無、

歯周病の有無を考慮し、 GCFと血清中のANGPTL2

濃度との相関関係を検討する必要性がある ANGPTL2

が歯周病と全身疾患、との関連性を繋ぐ因子となり得るかに

ついて、今後さらなる研究が必要である

e0184825.)

V.まとめ

ANGPTL2は歯周病における炎症反応を制御し、歯

周組織破壊に関与する事が示唆された。また歯周病と

全身疾患、との関連性を結びつける1因子として機能す

る可能性が示唆されたため、今後さらなる検討が必要

と考えられる

図9.歯肉上皮細胞におけるANGPTL2を介した炎症の遷延化について推測される作用機序

太字の線は、これまでに明らかにされている歯周病原細菌(今回はP邸'"gi微h'SLPS による炎症性サイトカイン産雄の主要経路である細字の
線が今回報告したANGPTL2を介した炎症性サイトカイン産生の新規経路で、 ANGPTL2が炎症反応を遷延化させる可能性を不唆してぃるま

た点字の線に尓すようにANGPTL2が歯周病と全身疾恕、とを結びつける1つのメディエーターになる可能性を不している

(PLOS O"e :2017 S叩 21; 12 (9)
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