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本論文の内容の一部は，第 34 回近畿中国四国口腔衛生学会総会（2023，広島）

およびThe 18th Congress of the International Union of Microbiological Societies（2024，

Florence，Italy）において発表した． 
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要 旨 

 

Cohen 症候群は，vacuolar protein sorting 13 homolog B（VPS13B）遺伝子の機能

喪失により発症する常染色体潜性の遺伝性疾患である．多様な全身症状を伴い，

歯周病を随伴することで知られている．しかし，VPS13B の欠失が歯周病を引き

起こす分子的基盤については不明である．これまでの研究から，細胞間接着分子

である coxsackievirus and adenovirus receptor（CXADR）および junctional adhesion 

molecule 1（JAM1）が，lipopolysaccharide（LPS）や peptidoglycan（PGN）の歯肉

上皮組織下への侵入を防ぎ，上皮のバリア機能の維持に重要な役割を担うこと

が報告されている．本研究では，VPS13B が歯肉上皮のバリア機能に及ぼす影響

について解析した．  

不死化ヒト歯肉上皮細胞において VPS13B は CXADR と共局在していた．ま

た，VPS13B ノックアウト細胞では野生株と比較し，細胞膜上の CXADR の局在

および細胞総タンパク量が減少した一方，mRNA 量は減少しなかった．また，

VPS13B ノックアウト細胞にリソソームの分解機能を阻害する薬剤を作用させ

ると，CXADR のリソソームへの貯留および細胞膜への局在の回復が確認された．

加えて，CXADR の膜貫通領域以降の C 末端を JAM1 の相同するアミノ酸残基

に置換したキメラタンパク（CXADR-JAM1c-term）を発現させたノックアウト細胞

では細胞膜への局在が維持された．さらに，VPS13B をノックアウトした歯肉上

皮組織モデルでは，野生株の組織モデルと比較し，LPS および PGN の上皮透過

量が増加した．この増加は，CXADR-JAM1c-termの過剰発現により抑制された． 

以上より，VPS13B は CXADR の細胞膜への輸送に関与し，ヒト歯肉上皮組織

におけるバリア機能に寄与していることが示唆された．この知見は，Cohen 症候

群における歯周病発症の分子的メカニズムの理解につながると考えられる． 
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緒 言 

 

歯周病は，歯肉，歯根膜，セメント質および歯槽骨で構成される歯周組織を破

壊する慢性炎症性疾患であり，歯肉上皮細胞上に存在する口腔常在菌の持続感

染により引き起こされる 1）．上皮細胞における細胞間接着装置には，タイトジャ

ンクション，アドヘレンスジャンクション，デスモソームおよびギャップジャン

クションが知られ，これら特異的な接着分子の結合により上皮細胞は隣接する

細胞と緊密に接着する 2），3）．その中でも最外側に位置するタイトジャンクショ

ンは，強固な結合により細胞の極性を維持して細胞内外の物質の透過を制御し

ている 3）．タイトジャンクションは細胞内の物質の漏出を防ぐだけでなく，菌や

ウイルスなどの病原因子の上皮下組織への侵入を防ぐバリアとしての役割を担

っている 4），5）．これまでの研究で，歯肉上皮のタイトジャンクションを構成す

る細胞間接着分子の一つである coxsackievirus and adenovirus receptor（CXADR）

が歯肉上皮組織のバリア機能に関与することが報告されている 6）．一方，歯周病

菌 Porphyromonas gingivalis（P. gingivalis）は CXADR を選択的に分解し，リポ多

糖（lipopolysaccharide：LPS）およびペプチドグリカン（peptidoglycan：PGN）に

対する歯肉上皮組織の透過性を亢進させることが示唆されている 6）． 

今日，遺伝性疾患における歯周炎の進行には，好中球の機能障害との関連が指

摘されてきた一方で 7），8），9)，10），歯肉上皮のバリア機能との関連はほとんど解析

されていない．Cohen 症候群は，1973 年に Cohen らにより報告された稀な常染

色体潜性の遺伝性疾患である 11），12）13）． Cohen 症候群の臨床徴候として，発達

遅延や体幹肥満，眼機能の低下，筋緊張の低下，好中球減少症等が認められ，歯

周炎を随伴することが報告されている 12），14），15）．Cohen 症候群は vacuolar protein 

sorting 13 homolog B（VPS13B）遺伝子の機能欠失により引き起こされる 16）．
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VPS13B はゴルジ体に関連した細胞内での小胞輸送を担うタンパクとされ，ゴル

ジ体の機能および構造の維持に関わることが報告されている 16），17）．ゴルジ体は

真核細胞の細胞小器官であり，小胞体から送られてきたタンパク質に化学的修

飾を行うことにより輸送先を選別し，小胞を介して送り出す役割を担う．この輸

送機構は，分泌経路，リソソーム経路，エンドサイトーシス経路が交錯するとこ

ろにあるが 18），VPS13B の機能欠失がどのように歯周病の発症に寄与している

のかについては不明な点が多い．一方で，Cohen 症候群における好中球減少症の

重症度と感染症の重篤化に関連はみられないという報告があることを考慮する

と 15），Cohen 症候群患者でみられる歯周病の発症機序には CXADR の機能障害

による上皮バリアの破綻が関与している可能性がある．   

CXADR は，細胞膜を通過する細胞間のタンパク質輸送やタンパク質間相互作

用に関わる膜貫通領域を有する 19）．また，細胞膜中の受容体タンパク質を細胞

骨格の構成要素へ固定し，他のタンパク質との相互作用による細胞内シグナル

伝達などに関わる postsynaptic density-95/disc-large/zonula occludens-1（PDZ）ドメ

イン 20），21）を含むアミノ酸領域を有している．これらの領域は CLAUDIN や

OCCLUDIN など，他のタイトジャンクションタンパク質とは異なる構造である

22）．一般的に，タンパク質の細胞内輸送は，RAB GTPase 等の制御因子が標的と

なる受容体の細胞質ドメインを認識し，オルガネラにおける輸送小胞の係留，融

合および輸送を調節する役割を担っている 23）．このことは，CXADR に特徴的な

膜貫通領域および細胞質領域を介して，VPS13B が直接的あるいは間接的に

CXADR の細胞内輸送に関与する可能性を示している． 

そこで本研究では，Cohen 症候群の責任遺伝子である VPS13B が歯周病の病因

にどのように関連しているのか，歯肉上皮のバリア機能をもつ CXADR に焦点

を当て解析した． 
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材料と方法 

 

1．細胞の培養条件 

不死化ヒト歯肉上皮細胞（immortalized human gingival epithelial cells：IHGE 細

胞）は，大阪大学大学院歯学研究科口腔治療学講座 村上伸也教授より供与され，

Murakami らの方法で Humedia KG-2（Kurabo，大阪）にて培養した 24）．ヒト歯肉

線維芽細胞（human gingival fibroblasts：HGF）は，大阪大学歯学部附属病院 障

害者治療部 村上旬平講師より供与され，Murakami らの方法でダルベッコ変法

イーグル培地（Nacalai Tesque，京都）にて培養した 25）．三次元培養による歯肉

上皮モデルは，Takeuchi らの方法 26），27）で作製した．トリプシン処理後に遠心分

離して回収した歯肉上皮細胞を，phosphate buffered saline（PBS，pH 7.4）に溶解

した 0.2 mg/mL フィブロネクチン（Sigma-Aldrich，St，Louis，MO）で 1 分間反

応させた．その後，180×g で 2 分間の遠心分離を行い，吸収されなかったポリマ

ーを除去した．次に，細胞を 0.1 mg/mL ゼラチン液（Nacalai Tesque）にて 1 分間

反応させ，180×g で 2 分間の遠心分離を行い，吸収されなかったポリマーを除去

した．これらの処理を 3 回繰り返し，歯肉上皮細胞上にフィブロネクチンおよ

びゼラチンを交互に薄膜上に積層させた．そして，PBS に溶解した 0.1 mg/mL ビ

トロネクチン（#A14700：Invitrogen，Carlsbad，CA）にて 24 ウェルプレートに

設置したカバースリップ（Iwaki，東京）をコーティングし，その上に歯肉上皮

細胞を 2×106個播種して 36 時間培養することで三次元歯肉上皮モデルを作製し

た．三次元歯肉上皮モデルを用いた透過性実験は，フィブロネクチンおよびコラ

ーゲンでコーティングした 1×106個の歯肉上皮細胞を 24 ウェルの細胞培養イン

サート上（#353096：Corning，NY）に播種して 36 時間培養したものを用いた． 
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2．プラスミドの構築 

 歯肉上皮細胞の total RNA を RNeasy Mini kit（#74104，Qiagen，Venlo，The 

Netherlands）を用いて精製し，得られた mRNA を鋳型とした逆転写反応を

ReverTra Ace qPCR RT Master Mix（Toyobo，大阪）にて行った．得られた cDNA

を鋳型とし，CXADR 遺伝子および junctional adhesion molecule 1（JAM1）遺伝子

を polymerase chain reaction（PCR）法にて増幅させた． 

HA タグで標識した CXADR（Myc-tagged HA-inserted CXADR）をコードする

プラスミドは，Takeuchi らの方法で作成した 6）．すなわち，HA タグで標識した

CXADR 遺伝子を PCR 法により増幅して制限酵素 EcoR1（New England Biolabs，

lpswich，MA）および KpnI（New England Biolabs）にて切断し，T4 DNA ligase

（New England Biolabs）を用いて pCMV-Myc（Takara Bio，滋賀）に挿入するこ

とで構築した． 

CXADR の膜貫通領域以降の C 末端を JAM1 の相同するアミノ酸残基に置換

して（CXADR-JAM1c-term）HA タグタンパクで標識したキメラタンパクをコード

するプラスミド（pCMV-HA-inserted CXADR-JAM1c-term）または JAM1 の膜貫通

領域以降の C 末端を CXADR の相同するアミノ酸残基に置換して（JAM1-

CXADRc-term）HA タグタンパクで標識したキメラタンパクをコードするプラス

ミド（pCMV-HA-inserted JAM1c-term）は，Takeuchi ら 6）の方法にて構築した．す

なわち，CXADR 遺伝子の 238-365 番目の配列と JAM1 遺伝子の 237-259 番目の

遺伝子配列をオーバーラップエクステンション法によるフュージョン PCR 法に

て融合させ，得られた塩基配列を制限酵素Kpn IおよびNot I（New England Biolabs）

で切断し，pCMV-Myc（Clontech）に挿入して作製した．また，CXADR-JAM1c-

term または JAM1-CXADRc-term を安定発現する細胞株を樹立するためのベクター

（pCXADR-JAM1c-term-IRES-NEO または pJAM1-CXADRc-term-IRES-NEO）は，
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pCMV-HA-inserted CXADR-JAM1c-termまたは，pCMV-HA-inserted JAM1-CXADRc-

termを制限酵素 BamH I（New England Biolabs）および Not I で切断し，得られた

DNA 断片を pBApo-EF1α NEO（Takara Bio）に挿入した．歯肉上皮細胞への遺伝

子導入には，FuGENE 6 Transfection Reagent（Promega，Madison，WI）を使用し

た． 

 

3．抗体と試薬 

本研究で使用した抗体と試薬を表 1 に示す． 

 

4．ウエスタンブロット法 

ウエスタンブロット法は，Takeuchi らの方法にて行った 26）．IHGE 細胞を 10 %

（w/v）トリクロロ酢酸（Nacalai Tesque）で処理し，99.0 %（v/v）Tween-20（Wako，

大阪）および 8 M 尿素液にて変性・溶解し遠心分離により上清を回収した．回

収したタ ンパク 質液を sulfuric acid dodecyl sodium poly-acrylamide gel 

electrophoresis（SDS-PAGE）で分離し，孔径 0.2 µm のニトロセルロースメンブ

レン（Bio-Rad Laboratories，Hercules，CA）に転写した．3 %（w/v）スキムミル

クを添加した 0.1 %（v/v）Tween-20 含有 PBS（PBST）にメンブレンを浸漬し，

室温で 15 分間振盪してブロッキングを行った．次に，PBST で 5,000 倍希釈した

一次抗体液にメンブレンを浸漬し，室温で 1 時間振盪した．メンブレンを PBST

で 3 回洗浄後，PBST で 5,000 倍希釈した horseradish peroxidase（HRP）標識の二

次抗体液に浸漬し，室温で 1 時間振盪した．メンブレンを PBST で 3 回洗浄後，

免疫反応を示したバンドのタンパク量を，PierceTMウエスタンブロット用化学発

光基質（Pierce ELC Western Blotting Substrate，Thermo Fisher Scientific，Rockford，

IL）を用いて，化学発光撮影装置 ChemiDoc Touch MP（Bio-Rad Laboratories）お
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よび画像解析ソフトウェア ImageLab Touch ver. 2.1（Bio-Rad Laboratories）にて解

析した． 

 

5．免疫細胞化学 

免疫細胞化学は，Takeuchi らの方法にて行った 28），29）．PBS に溶解した 0.2  

mg/mLフィブロネクチンを底面に塗布した12または24ウェルプレート（Iwaki） 

内のカバーガラス（Matsunami Glass Ind，大阪）上に IHGE 細胞を培養した．IHGE

細胞の固定は，4 %パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液（Nacalai Tesque）を使

用した．ブロッキングには，PBS にゼラチンパウダー（gelatin fine powder，Sigma-

Aldrich）を濃度 0.1 %（w/v）で溶解させたものを使用した．次に，固定した細胞

サンプルを PBS で 500 倍に希釈した一次抗体液と室温で 1 時間反応させた．さ

らに，細胞サンプルを PBS で 3 回洗浄後，二次抗体液と室温で 1 時間反応させ

た．細胞サンプルを PBS で 3 回洗浄後，カバーガラスを蛍光染色封入剤

VECTASHIELD mounting medium（Vector Laboratories，Newark，CA）でスライド

ガラス（Matsunami Glass Ind）に封入した．細胞の観察は，開口数 1.4 の 64×油

浸対物レンズを用いて共焦点顕微鏡 TCS SP8（Leica Microsystems，Wetzlar，

Germany）を用いて行い，Leica Application Suite X ソフトウェアパッケージ ver. 

3.3.0.16799（Leica Microsystems）にて解析した．   

 

6．RNA 干渉  

VPS13B，RAB6A，FAM177A1，SEC23IP，STX13 および firefly luciferase（Luc）

に対する short hairpin RNA（shRNA）をコードするプラスミドは，人工合成し

た linear DNA（Sigma-Aldrich）を pSIREN-RetroQ（Clontech）にライゲーション

して作製した；pSIREN-RetroQ-shVPS13B #1458(標的配列：5’-GAGTACGAAAG
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GTTTCACATACC-3’)，pSIREN-RetroQ-shRAB6A #263(標的配列：5’-TGGCAGT

TGTTGTTTATGATATC-3’)，pSIREN-RetroQ-shRAB6A #549(標的配列：5’-AAGC

AGAGAAGATATGATTGACA-3’)，pSIREN-RetroQ-shFAM177A1 #186(標的配列：

5’-TGGTGAAACAATGGAAGAATATA-3’)，pSIREN-RetroQ-shSEC23IP #880(標

的配列：5’-TTGAATCTTGAAGAAATCTATAA-3’)，pSIREN-RetroQ-shSEC23IP #

2941(標的配列：5’-CTGTTACTACTTAAAGAAATTTA-3’)，pSIREN-RetroQ-shST

X13 #526(標的配列：5’-CAGGATTTGGAACTTATTAAAGA-3’)，pSIREN-RetroQ

-shSTX13 #587(標的配列：5’-TGGATGTCAATCAGATATTTAAA-3’)，pSIREN-R

etroQ-shLuc(標的配列：5’-CGTACGCGGAATACTTCGA-3’)．これらのプラスミ

ドを FuGENE 6 Transfection Reagent（Promega）を用い，IHGE 細胞に形質導入

した．形質導入から 72 時間後，それぞれの shRNA を安定発現させた IHGE 細胞

を，最終濃度が 2 µg/mL となるよう puromycin（InvivoGen，San Diego，CA）を

添加した培地にて選択的に培養し，標的分子ノックダウン細胞株を得た． 

 

7．相対的リアルタイム PCR 解析 

RNeasy Micro Kit（Qiagen）を用いて IHGE 細胞から RNA を抽出した．抽出し

た RNA を鋳型とし，ReverTra Ace qPCR RT Master Mix（Toyobo）を用いて相補

的 DNA を合成した．リアルタイム PCR には THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix 

（Toyobo），Rotor Gene Q（Qiagen），および表 2 に示す各プライマーを用いた．

熱変性，アニーリングおよび伸長反応の条件はそれぞれ 95℃/10 秒，58℃/15 秒

および 72℃/30 秒とし，サイクル数は 45 サイクルとした．各増幅産物は，2-ΔΔCt

法により，β-ACTIN の含有量と比較して相対定量した． 

 

8．VPS13Bノックアウト細胞株の樹立 
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 VPS13B 遺伝子をノックアウトした歯肉上皮細胞は，CRISPR/Cas9 ゲノム・ノ

ックアウトキット#KN404879（OriGene，Rockville，MD）のガイドベクターおよ

びドナーベクターを用いて樹立した．VPS13B に対するガイドベクターの標的配

列は 5’-AGTGAAAGCTGTAGATCCGA-3’（エクソン 1 内）とした．また，DNA

二本鎖切断部位への puromycin 耐性遺伝子の挿入は，ドナーベクターを用いた相

同組み換え修復により行った．このベクターをトランスフェクション試薬 FuGE

NE 6（Promega）を用いて歯肉上皮細胞に形質導入した．72 時間後にノックア

ウト細胞を puromycin（2 µg/mL，InvivoGen）にて選択した．選択した細胞にお

ける VPS13B のタンパク発現または遺伝子発現は，それぞれ免疫組織染色また

は逆転写 PCR 法にて確認した． 

 HA タグを挿入した CXADR-JAM1c-term を安定発現する VPS13B ノックアウト

細胞を樹立するため，pCXADR-JAM1c-term-IRES-Puro を，トランスフェクション

試薬 FuGENE6（Promega）を用いて形質導入した．72 時間後に VPS13B ノック

アウト細胞を G418（200 µg/mL，InvivoGen）に選択的に培養して細胞株を得た． 

 

9．阻害薬の調製 

Bafilomycin A1（Sigma-Aldrich），ethyl｛2-（5-nitrothiophene-2-carboxamido）

thiophene-3-carbonyl｝carbamate（EACC；MedChemExpress LCC，Monmouth Junction，

NJ），methyl-beta-cyclodextrin（MβCD；Sigma-Aldrich），dynasore（AdipoGen Life 

Sciences，San Diego，CA），または latrunculin A（Wako）は，dimethyl sulfoxide

（DMSO, Nacalai Tesque）にそれぞれ 100 µM，500 µM，1 µM，1 nM, または 30 

µM となるよう溶解し，細胞培養培地への添加時に終濃度をそれぞれ 100 nM，

500 nM，1 nM，30 µM，または 500 nM となるよう調製した． 
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10．歯肉上皮細胞におけるバリア機能の評価 

P. gingivalis PGNは Ishiiらの方法で精製した 30）．Fluorescein isothiocyanate（FITC）

-P. gingivalis LPS および FITC-Staphylococcus aureus（S. aureus）PGN は，P. gingivalis 

LPS（InvivoGen）および S. aureus PGN を抗体・タンパク質標識キット NH2

（DOJINDO，熊本）で標識し作成した．透過性を評価するトレーサーとして，

他に FITC-40 kDa dextran（Sigma-Aldrich）を使用した．12 ウェル細胞培養プレ

ート用インサート（Corning）上で培養した，IHGE 細胞または三次元歯肉上皮モ

デルに，各種トレーサーをインサート上部の培地に添加した．30 分後に，IHGE

細胞層または三次元歯肉上皮モデルを透過したトレーサー量を Nivo マルチモー

ドマイクロプレートリーダー（PerkinElmer，神奈川）で測定し，データ解析ソフ

ト VICTOR Nivo ® Control Software ver. 5.1.0（PerkinElmer）にて解析した． 

 

11．統計学的解析 

両側 t 検定または Dunnett 検定により，各サンプル群間の有意差を検討した．

解析には，表計算ソフトウェア Excel ver. 2511（Microsoft，Redmond，WA）およ

び EZR（自治医科大学附属さいたま医療センター，埼玉）を使用した．p<0.05 を

有意差ありとした． 

 

12．画像解析 

共焦点顕微鏡画像およびウエスタンブロットの検出画像の解析には，画像処

理ソフトウェア（ImageJ ver. 2.16.0：National Institutes of Health，Bethesda，MD） 

を使用した．Manders らの Manders 相関係数は Wortzel らの方法に基づき，同ソ

フトウェアの colocalization threshold プラグイン（https://imagej.net/imagej-wiki-

static/Colocalization_Threshold）を用い，2 つの蛍光シグナルの共局在の割合を算
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出した 31)，32)．   
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結 果 

 

1．歯肉上皮細胞における VPS13B の局在 

 VPS13B については，HeLa 細胞等を用いて解析が行われてきたが 33），34）， ヒ

ト歯肉上皮細胞において調べられた報告はない．VPS13B はシスゴルジやトラン

スゴルジ区画を含むゴルジ複合体に局在するとされる 14），33）．シスゴルジは，ゴ

ルジ体の構造のうち小胞体側に位置して小胞体で生成されたタンパク質 （積荷

タンパク）を受け入れ，トランスゴルジは細胞質側に位置し，修飾を受けた積荷

タンパクを仕分けて最終目的地へと送る役割を担う．そこで，IHGE 細胞を用い

て VPS13B の局在を共焦点顕微鏡にて確認したところ，130 kDa cis-Golgi  matrix 

protein 1（図 1a，GM130：シスゴルジマーカー，図 1b）陽性区画と近接した局在

を認めた．さらに，VPS13B は p230 trans Golgi（GOLGA4：トランスゴルジマー

カー）と比較し，GM130 とより共局在していた（図 1c）．これらの結果より，歯

肉上皮細胞において VPS13B はシスゴルジ近傍に局在することが示された．  

一般的に，線維芽細胞は上皮細胞とともに歯周組織を構築し 35），組織の創傷

治癒や再生に重要な役割を担っている 36)，37)．一方，Cohen 症候群患者は皮膚感

染や歯肉出血を慢性的に繰り返すことが報告されている 38)．そこで，VPS13B の

ヒト歯肉線維芽細胞（HGF）における発現をリアルタイム PCR 法にて確認した

ところ，本遺伝子の発現を認めた（図 1d）．このことから，VPS13B は歯肉上皮

細胞のみならず歯肉線維芽細胞においても発現し，歯周組織の恒常性維持に関

与している可能性が示された． 

 

2．VPS13Bノックアウトによる CXADR の細胞膜への局在に対する影響 

CXADR は小胞体でシグナルペプチドが切断され成熟型となり，細胞膜表面に
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輸送される 6）．この輸送経路に VPS13B が関連している可能性を調べるため， 

シグナルペプチドの N 末端側を Myc タグで標識し，シグナルペプチドより C 末

端側のアミノ酸領域（137-138 番目のアミノ酸）を HA タグで標識した CXADR

キメラタンパク 6）を発現する IHGE 細胞を作製した（図 2a）．この細胞を HA 抗

体で免疫染色して共焦点顕微鏡にて観察したところ，VPS13B と HA タグで標識

した CXADR の共局在を認めた（図 2b）．VPS13B は Myc タグで標識した CXADR

と比較し，HA タグで標識した CXADR と高頻度の共局在を認めた（図 2b, 2c）．

この結果より，VPS13B は小胞体にけるシグナルペプチドの切断以降の経路にお

いて CXADR の輸送に関与していることが示唆される．次に，VPS13B が CXADR

の細胞膜への輸送に及ぼす影響を調べるため，CRISPR-Cas9 システムを用いて

VPS13B ノックアウト細胞を作製した．VPS13B のノックアウトの奏功は，共焦

点顕微鏡および逆転写 PCR にて確認した（図 2d，図 3）．先行研究では，VPS13B

のノックダウンにより，130 kDa cis-Golgi matrix protein 1（GM130：シスゴルジ

マーカー）陽性のゴルジ体が散在化することが報告されている 17），34）．そこで，

VPS13B のノックアウトがゴルジ体の局在に及ぼす影響を共焦点顕微鏡にて確

認したところ，上記の先行研究と同様に，GM130 陽性のゴルジ体が散在する傾

向を認めた（図 2e）．これらの結果より，本研究で作製した VPS13B ノックアウ

ト細胞の表現型が先行研究と一致し，VPS13B がゴルジ体の正常な構造維持に関

与することが示唆された． 

次に，VPS13B が CXADR の細胞内局在に及ぼす影響を共焦点顕微鏡により調

べた結果，野生株と比較して VPS13B ノックアウト細胞における細胞膜上の

CXADR の局在の減少を認めた（図 2f）．この結果が CRISPR-Cas9 システムのオ

フターゲット効果による可能性を排除するため，Luc（shLuc，コントロール）ま

たは VPS13B に対する shRNA（shVPS13B #1458）をコードした配列を pSiren-
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RetroQ に組み込み，作成したベクターを IHGE 細胞に形質導入し，CXADR の細

胞内局在を共焦点顕微鏡により確認した．VPS13B のノックダウンの奏功は，リ

アルタイム PCR 法にて確認した（図 4a）．その結果，shLuc と比較して VPS13B

をノックダウンした細胞において CXADR のシグナルの減少を認めた（図 4b）．

この結果から，VPS13B のノックアウトおよびノックダウンによる CXADR の減

少は，オフターゲット効果に依るものではないと判断した．  

先行研究において CXADR に加え，タイトジャンクション関連タンパクであ

る JAM1が歯肉上皮組織のバリア機能に関与していることが報告されている 26），

39）．そこで，VPS13B ノックアウト細胞における細胞膜上の JAM1 の局在を共焦

点顕微鏡にて調べると，野生株と比較して明らかな変化を認めなかった（図 5）．

これらの結果より，CXADR と JAM1 のタンパク構造の違いが，VPS13B ノック

アウト細胞における両タンパクの局在への影響の違いに関与していることが示

唆された． 

 

3．VPS13B が CXADR の細胞内輸送に及ぼす影響 

VPS13B ノックアウト細胞において，CXADR の細胞膜における局在量の減少

が CXADR 遺伝子発現の減少に依るものか，ウエスタンブロット法およびリアル

タイム PCR 法により確認した．その結果，野生株と比較して VPS13B ノックア

ウト細胞において CXADR のタンパク量の減少を認めたが（図 6a），CXADR の

mRNA 発現量の減少は認めなかった（図 6b）．これらの結果より，VPS13B ノッ

クアウト細胞における CXADR の細胞膜における局在の減少は，CXADR の遺伝

子発現の低下に依るものではないことが示唆された． 

次に，VPS13B のノックアウトが CXADR の過剰な分解を引き起こしている可

能性を検討した．リソソームは 60 種類以上の加水分解酵素を有する酸性の細胞
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小器官であり，エンドサイトーシス経路やオートファジーにより細胞内外から

取り込まれた生体分子を分解する場として知られている 40），41），42）．そこで，IHGE

細胞をリソソームのタンパク質分解機能を阻害する bafilomycin A1 で処理し 43）， 

VPS13B ノックアウト細胞における CXADR と lysosomal associated membrane 

protein 1（LAMP1，リソソームマーカー）の細胞内局在を共焦点顕微鏡にて確認

した．その結果，野生株の bafilomycin A1 非添加群と比較し，添加群においてリ

ソソームの肥大化を認め，これは先行研究の結果と一致していた 43)．そこで，

VPS13B ノックアウト細胞を本剤で処理した結果，野生株と同様に，CXADR と

LAMP1 との共局在，および細胞膜上の CXADR の局在の回復を認めた（図 7，

図 8）．これらの結果から，VPS13B のノックアウトによる CXADR の局在の減

少は，CXADR タンパクのリソソームでの過剰な分解に依ることが示唆された．

次に，VPS13B のノックアウトによる CXADR タンパクの減少におけるオートフ

ァジーへの関与を調べるため，オートファゴソームとリソソームの融合を阻害

するオートファジー阻害剤（EACC）を IHGE 細胞に添加し，VPS13B ノックア

ウト細胞における CXADR の細胞膜における局在を共焦点顕微鏡にて確認した．

その結果，野生株と比較して VPS13B ノックアウト細胞において細胞膜上の

CXADR の局在の回復を認めなかった（図 9）．さらに，VPS13B のノックアウト

による CXADR タンパクの減少におけるエンドサイトーシス経路の関与を調べ

るため，細胞膜におけるエンドサイトーシスを阻害し，細胞内へのタンパク質の

取り込みを抑制する薬剤である MβCD（カベオラエンドサイトーシス経路阻害

剤），dynasore（クラスリン依存性エンドサイトーシス経路阻害剤）または

latrunculin A（アクチン依存性エンドサイトーシス阻害剤）を IHGE 細胞にそれ

ぞれ添加し 44），45），46），VPS13B ノックアウト細胞における CXADR の細胞膜にお

ける局在を共焦点顕微鏡にて確認したところ，野生株と比較して，いずれも 
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VPS13Bノックアウト細胞において細胞膜上の CXADRの局在の回復を認めなか

った（図 10）．これらの結果から，VPS13B のノックアウトによる CXADR のリ

ソソームへの局在に，オートファジーおよびエンドサイトーシス以外の経路が

関与していることが示唆された． 

 

4．VPS13Bノックアウトに影響される CXADR タンパクの責任領域の解析 

 VPS13B は，細胞内輸送の過程で小胞と標的膜との膜融合を促進する soluble 

N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor（SNARE）タンパク質

47）に結合すると報告されている 48）．SNARE タンパクが有する SNARE モチーフ

はエンドソームまたは細胞膜等の脂質二重膜の細胞質側に局在すること，およ

び VPS13B のノックアウトにより JAM1 の細胞内局在に顕著な変化が認められ

ないこと（図 5）から，VPS13B はタイトジャンクション関連タンパクの膜貫通

領域以降の細胞質内に位置する C 末端領域を認識し，細胞内輸送に関与してい

る可能性があると考えた．CXADR は 582 のアミノ酸からなるタンパク質であ

り，238-258 番目のアミノ酸領域に膜貫通領域を有する 49），50）．一方，JAM1 は

299 のアミノ酸からなるタンパク質であり，239-259 番目のアミノ酸領域に膜貫

通領域を有する 51）．そこで，CXADR のどの領域が VPS13B ノックアウトによる

影響に関与しているのかを調べるため，CXADR の 238-365 番目のアミノ酸領域

を JAM1 の 237-299 番目のアミノ酸領域に置換したものに HA タグを標識した

CXADR のキメラタンパク（CXADR-JAM1c-term，図 11a）および JAM1 の C 末端

を CXADR の C 末端に置き換えたものに HA タグ（137-138 番目のアミノ酸領域

内）を挿入した JAM1 キメラタンパク（JAM1-CXADRc-term，図 12a）をコードす

るベクターを作製し，IHGE 細胞に形質導入して HA タグで標識した CXADR の

細胞内局在を共焦点顕微鏡により確認した．VPS13B ノックアウト細胞における
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細胞膜上の CXADR の局在は HA タグで標識した野生型では減少し（図 11b），

CXADR-JAM1c-termでは減少しなかった．一方で，JAM1 の細胞膜における局在は

HA タグで標識した野生型では顕著な減少は見られず，JAM1-CXADRc-term では

減少していた（図 12b）．これらの結果から，CXADR の膜貫通領域を含む C 末

端領域が，VPS13B に依る CXADR の細胞内輸送に関与することが示唆された． 

 

5．VPS13B の結合因子が CXADR の細胞内輸送に及ぼす影響 

VPS13B は RAB6A，FAM177A1，SEC23IP または STX13 と結合することが報

告されている 31），52），53），3）．しかし，VPS13B の局在や機能については不明な点

が多い．そこで，CXADRの細胞内輸送に関与するVPS13Bの結合因子について，

CXADR に及ぼす影響を検討した．RAB6A，FAM177A1，SEC23IP または STX13

に対する shRNA（shRAB6A #263，shRAB6A #549，shFAM177A1 #186，shSEC23IP 

#880，shSEC23IP #2491，shSTX13 #526，shSTX13 #587）を IHGE 細胞に形質導

入し，CXADR の細胞内局在を共焦点顕微鏡により確認した．各ノックダウンの

奏功は，リアルタイム PCR 法にて確認した（図 13a，b，c，d）．その結果，shLuc

と比較し，RAB6A をノックダウンした細胞において細胞膜上の CXADR の減少

を認めた一方，FAM177A1，SEC23IP および STX13 のノックダウンでは，CXADR

の細胞膜における局在およびタンパク量の減少は認めなかった（図 13e，14）．

これらの結果から，VPS13B-RAB6A 経路が CXADR の細胞内輸送に関与するこ

とが示唆された． 

 

6．CXADR を介した VPS13B の歯肉上皮バリア機能への影響 

VPS13B をノックアウトした歯肉上皮細胞層のバリア機能に，CXADR の局在

異常が及ぼす影響を調べるため，HA タグで標識した CXADR-JAM1c-term を過剰



20 

に発現させた VPS13B ノックアウト細胞を作製した（図 15a，16）．VPS13B ノッ

クアウト細胞における CXADR-JAM1c-termの細胞膜上の蛍光シグナルは，野生株

の CXADR とおおよそ同程度検出されることを確認した（図 15b）．これらの細

胞をセルカルチャーインサート上で，透過性を評価するトレーサーとして FITC

で標識された 40 kDa デキストラン，P. gingivalis LPS および S. aureus PGN を添

加した培地で培養し，30 分後に上皮細胞層を透過したトレーサー量を測定した

（図 15a）．その結果，野生株と比較して VPS13B をノックアウトした歯肉上皮

細胞は，40 kDa デキストラン（図 15c），P. gingivalis LPS（図 15d）および S. aureus-

PGN（図 15e）の透過性がそれぞれ 12.0 倍，8.9 倍および 1.5 倍と有意に亢進し

たのに対し，CXADR を過剰発現させた VPS13B ノックアウト細胞は，この透過

性の亢進をそれぞれ 0.9 倍，0.3 倍および 1.1 倍にまで抑制した．次に，VPS13B

をノックアウトした三次元歯肉上皮モデルを用いて，上皮組織における LPS お

よび PGN の透過性評価を行った（図 17a）．VPS13B ノックアウト歯肉上皮モデ

ルにおける CXADR-JAM1c-termの細胞表面のシグナルは，野生株の CXADR とお

およそ同程度検出されることを確認した（図 17b）．野生株と比較し LPS（図 17c）

および PGN（図 17d）の透過性がそれぞれ 2.5 倍および 1.5 倍亢進した．一方，

CXADR を過剰発現させた VPS13B ノックアウト歯肉上皮モデルは，この透過性

の亢進をそれぞれ 1.2 倍および 0.9 倍にまで抑制した．これらの結果から，

VPS13B は CXADR の細胞膜への輸送を介し，歯肉上皮組織における LPS およ

び PGN の透過性に関与していることが示唆された． 

加えて，RAB6A をノックダウンした三次元歯肉上皮モデルを用い，歯肉上皮

組織における 40 kDa デキストランの透過性評価を行った．野生株の組織と比較

し，40 kDa デキストランの透過性が 54.4 倍亢進した（図 18）．この結果から，

VPS13B と同様に，RAB6A は歯肉上皮組織のバリア機能に関与していることが
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示唆された． 
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考 察 

 

本研究により，Cohen 症候群の責任遺伝子である VPS13B のノックアウトによ

り，歯肉上皮組織への歯周病原因子の透過性が亢進することが示唆された．過去

の臨床研究において，Cohen 症候群患者群と健常者群の歯周病原細菌叢を比較し

たところ，P. gingivalis や Tannerella forsythia をはじめとする歯周病菌が高頻度に

検出されたことが報告されている 10)．このことから，このことから，LPS や PGN

等の細菌毒素だけではなく，歯周病菌に対する歯肉上皮組織のバリア機能にも，

VPS13B がタイトジャンクション関連タンパクを介して関与している可能性が

ある． 

VPS13B のノックアウトにより，シスゴルジマーカーである GM130 陽性のゴ

ルジ体区画の断片化が観察された（図 2e）．GM130 はゴルジ体嚢表面に位置し，

小胞同士あるいは小胞とゴルジ体嚢を融合させる役割をもつ 54）．ゴルジ体は，

小胞体に面するシス側から小胞が集合して嚢を形成することにより成熟するが，

細胞分裂時には，GM130 がリン酸化されて小胞同士の融合が阻害されることに

より，ゴルジ体の嚢が分散されることが報告されている 55）．VPS13B のノックア

ウトは GM130 のリン酸化を介し，ゴルジ体の断片化を引き起こしている可能性

がある． 

本研究において，HGF で VPS13B の発現を認めた（図 1d）．HGF は，歯肉上

皮細胞とともに歯周組織を構築する足場となる 56）．本細胞は，コラーゲン，フ

ィブロネクチン，ラミニンといった細胞外マトリクス成分を産生および分泌し，

細胞の機能制御や細胞間接着の維持に関連する．また，Cohen 症候群患者の皮膚

から採取した線維芽細胞において，ゴルジ体の断片化が報告されている 17)．こ

れらのことから，HGF においても，VPS13B が特定の細胞間接着分子の輸送機構
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を制御している可能性が考えられる．歯肉線維芽細胞における VPS13B の役割

は未だ明らかにされておらず，検討すべき課題である． 

CXADR および JAM1 は，小胞体でシグナルペプチドが切断されると，Ig ドメ

インと膜貫通領域を有する成熟型となり，細胞膜へ輸送される．本研究において，

VPS13Bのノックアウトによって選択的に CXADRの細胞膜上の局在が減少した

（図 2f，5）．また，VPS13B は CXADR と細胞内において共局在を認めたことか

ら（図 2b），VPS13B は CXADR と複合体を形成する可能性がある．CXADR-

JAM1c-term では，VPS13B のノックアウトによる細胞膜への局在の変化を認めな

かった（図 11b）．一方，JAM1-CXADRc-termでは，VPS13B のノックアウトによる

細胞膜への局在の減少を認めた（図 12b）．よって，VPS13B は CXADR の膜貫

通領域以降の C 末端領域を標的とし，その細胞膜への輸送に関与していること

が示唆される．CXADR は C 末端側の 5 残基に PDZ ドメインクラス 1 結合モチ

ーフを有する一方，JAM1 は PDZ ドメインクラス 2 結合モチーフをもつ 57），58），

21）．VPS13B は CXADR の PDZ ドメインに選択的に認識し，本タンパクの細胞

内輸送に関与している可能性がある． 

VPS13B ノックアウト細胞を bafilomycin A1 で処理すると，CXADR のリソソ

ームへの高頻度の局在を認めた（図 7，8）．さらに，EACC，MβCD，dynasore お

よび latrunculin A で処理した VPS13B ノックアウト細胞では，細胞膜における

CXADR の局在量は回復しなかった（図 9，10）．エンドサイトーシス経路は被覆

小胞を介し，細胞膜タンパクなどを細胞内に取り込む機構であり，その経路はカ

ベオラエンドサイトーシス，脂質ラフトエンドサイトーシス，クラスリンエンド

サイトーシス，マクロピノサイトーシスなどに分類される．一般的に，本経路に

より取り込まれたタンパクは，小胞融合により初期エンドソームに輸送された

後，後期エンドソームを経て最終的にリソソームで分解される．本経路はゴルジ



24 

体からの小胞輸送経路と交叉することが知られている 18）．エンドサイトーシス

阻害薬である MβCD，dynasore および latrunculin A はいずれも細胞膜における被

覆小胞の形成を抑制し，細胞内へのタンパクの取り込みを阻害する 41），42），43）．

したがって，本研究結果より VPS13B のノックアウト細胞における細胞膜上の

CXADR の減少が，エンドサイトーシス経路の亢進に起因するものである可能性

は低い．一方，オートファジー経路は，オートファゴソームと呼ばれる膜小胞の

形成を特徴とする分解機構である．オートファジーが誘導されると隔離膜と呼

ばれる膜構造が細胞内に形成される．隔離膜はその後伸張することにより開口

部が閉じられ，二重膜小胞のオートファゴソームが形成される，オートファゴソ

ームが完成すると，細胞内のオルガネラや小胞同士を融合させるのに必要な

SNARE 分子群の 1 つである syntaxin 17（STX17）と呼ばれるタンパクがオート

ファゴソームの外膜上にリクルートされる 59）．これがリソソームと結合し，オ

ートリソソームと呼ばれる小胞となると，オートファゴソームの内膜および内

容物がリソソーム内の加水分解酵素によって分解される．リソソーム膜にある

液胞型プロトンポンプ（V-ATPase）は ATP を分解して水素イオンをリソソーム

内に輸送することにより，リソソームの分解酵素の活性化に必要な酸性環境を

維持する役割を担う．本研究で使用した bafilomycin A1 は，リソソーム中の

ATPase 活性を阻害し，リソソーム内の酸性環境を中性付近に変化させることに

より，その機能を抑制する 60），43）．EACC は STX17 のオートファゴソームへの

リクルートを阻害することにより，オートファゴソームとリソソームの融合過

程を抑制し，リソソームの内部環境に影響を及ぼさないことから 61），オートフ

ァジー経路に選択的に作用することが報告されている．以上のことから，VPS13B

ノックアウトによる CXADR のリソソームでの過剰な分解に，オートファジー

経路やエンドサイトーシス経路ではなく，エキソサイトーシスの障害が関与し
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ていることが推察される．   

VPS13B は C 末端に pleckstrin‑homology（PH）ドメインと呼ばれる構造を持

つ．PH ドメインはリン脂質のリン酸基に結合するとされ 62），本タンパクのゴル

ジ体へのターゲティングに重要であることが明らかになっている 49)．先行研究

において，Cohen 症候群の患者のエクソーム解析により，VPS13B 遺伝子の C 末

端領域のナンセンス変異；c.9844 A>T：p.K3282X（エクソン 54）を認めた症例

が報告されている 63）．VPS13B の PH ドメインを含む C 末端構造は，3543 アミ

ノ酸領域以降に存在していることが報告されていることから 34），この変異では

PH ドメインを欠失している可能性がある．加えて，RAB6A が VPS13B の C 末

端領域に結合することが報告されている 64）．これらのことから，VPS13B の C 末

端構造の異常が Cohen 症候群の病態に関与していることが考えられる．本研究

において，VPS13B のノックダウン・ノックアウトと RAB6A のノックダウンが，

細胞膜に存在する CXADR の減少という同じ表現型を示したことから，両タン

パクは協調して CXADR の細胞内輸送に関与していることが示唆される．  

FAM177A1 のノックダウンにより CXADR の発現量の有意な減少を認めなか

った（図 13e，14）．FAM177A1 はゴルジ複合体に局在するタンパクであり，本

タンパクの機能喪失が，巨頭症や発達遅延を伴う神経発達障害を引き起こすこ

とが報告されている 65），66）．この障害は Cohen 症候群の合併症に類似しているこ

とから，VPS13Bと FAM177A1は互いに協調して機能を発揮する可能性がある．

一方，本研究では FAM177A1 のノックダウンでは CXADR のタンパク量に減少

が認められなかったことから，CXADR の細胞内輸送においては VPS13B の機能

に FAM177A1 が必須ではない可能性がある．  

遺伝性疾患に伴う歯周炎の進行には，好中球の機能異常との関連が指摘され

てきた 7），8），9），10）．一方，Cohen 症候群患者は必ずしも好中球減少症を併発しな
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いことが明らかになっている 67)．一般的に，Cohen 症候群における好中球減少

症に対する治療には，顆粒球コロニー形成刺激因子が用いられているが，感染症

の進行に対しては完全には奏効しないという報告がある 68）．これらのことは，

Cohen 症候群に随伴する歯周病の病因に，好中球とは異なる要因が関与している

可能性が高い．加えて，P. gingivalis をはじめとする歯周病原細菌が歯肉に侵入

する過程において最初に接するところは歯肉内縁上皮であることから，そのバ

リア機能は歯周病菌および細菌由来物質の侵入への防御に重要と考えられる． 

Cohen 症候群は発達遅延を伴う先天性疾患であることが知られている 2）．一方

で，CXADR は中枢神経組織に発現していることが，ヒト組織の免疫化学染色に

より明らかになっており 69)，CXADR 遺伝子が脳組織で発現していることが報告

されている 70）．また，アルツハイマー型認知症患者の海馬では神経細胞のシナ

プスが破壊されるが，CXADR の発現が健常人と比較し低下していることが明ら

かになっている 71）．さらに，VPS13B と相互作用するとされる RAB6A のノック

ダウン細胞では，細胞膜上において CXADR の発現量の有意な減少を認めた（図

13e，14）．RAB6A はゴルジ体に局在し，微小管のモータータンパクである dynein-

dynactin 複合体をリクルートし，小胞輸送の制御を担うタンパクとして知られて

いる 72）．RAB6A はヒト大脳皮質の神経細胞において高頻度に発現していること

が報告されている 73）．以上のことから，Cohen 症候群の脳組織においては，

VPS13B-RAB6A の相互作用を介した CXADR の輸送障害による CXADR の機能

不全により神経突起の成熟が妨げられ，Cohen 症候群の発達障害が引き起こされ

ている可能性がある．  

 Cohen 症候群患者はゴルジ体の機能不全によるグリコシル化の欠陥を伴うこ

とが報告されており 74），体幹肥満といった身体的特徴を有する．先行研究では，

Cohen 症候群患者が 2 型糖尿病を発症する症例が報告されている 75）．2 型糖尿病
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は，膵臓の β 細胞表面に存在するグルコーストランスポーターによる血糖の認

識機構が障害されることにより，インスリン分泌機能が低下することが知られ

ている．さらに，糖鎖合成酵素である N-Acetylglucosaminyltransf-erase IVa（GnT

-IVa）が持つ特異的なレクチンドメインと呼ばれる構造は，グルコーストランス

ポーターに対する特有の多分岐型の糖鎖修飾の活性化に関与する．しかしなが

ら，その特有の糖鎖が付加されない場合，β 細胞による血糖の認識機能が損なわ

れることが報告されている 76）．CXADR は膵臓において高頻度に発現し，β 細胞

においても発現していることが確認されている 70），77）．膵臓における CXADR 

の機能については未だ不明な点が多く，GnT-IVa との関連とともに検討する必要

があると考える．  

本研究は，Cohen 症候群の責任遺伝子が歯肉上皮組織のバリア機能に関与して

いることを示す初めての報告である．Cohen 症候群は 2021 年度に「小児慢性特

定疾患医療費助成制度」の対象となった．一方，本患者の口腔ケアは，未だ行き

渡っているとは言えない．本研究結果を通して，患者が健常者と比較して宿主因

子の観点から歯周病の進行リスクが高いことを認識し，全ての小児が幼少期よ

り適切な口腔ケアを受けられるように，歯科医院で支援環境を構築することが

望まれる．歯周病のリスクが他人と比較して高い小児を早期に発見することが

出来れば，隠れた遺伝性疾患の早期診断につながる可能性がある．本研究が 

Cohen 症候群に伴う歯周病の病因論の理解に繋がれば幸いである． 
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結 語 

 

 Cohen 症候群の責任遺伝子 VPS13B の機能欠失は歯肉上皮細胞の細胞間接着

分子の一つである CXADR の細胞膜への輸送機構を選択的に障害し，分解経路

であるリソソームへ局在を変化させた．このことは VPS13B の欠失が CXADR の

過分解を引き起こし，歯肉上皮組織における歯周病原因子に対する透過性を亢

進させる可能性を示している． 

本研究により，Cohen 症候群の歯周病発症の分子機構に歯肉上皮のバリア機能

が関連していることが示唆された． 
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図表の説明 

表 1．本研究で使用した抗体および試薬 
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表 2．本研究で使用したプライマー 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



44 

 

図 1．ヒト歯肉上皮細胞における VPS13B の局在 

（a）IHGE 細胞を固定し，VPS13B 抗体（緑色）およびシスゴルジマーカーで

ある GM130 抗体（赤紫色）で免疫染色し，共焦点顕微鏡にて観察した．白矢印
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は 2 つのタンパクが共局在していることを示す．スケールバーは 10 µm を示す． 

（b）VPS13B と GM130 との共局在の評価．左図に示す x-y 線上の VPS13B（緑

色）と GM130（赤紫色）の蛍光強度を解析した．解析したグラフを右図に示す．

縦軸は，シグナルの蛍光強度を表し，a.u.は任意単位（arbitary unit）を表す．横

軸は x-y 間の距離（µm）を表す． 

（c）VPS13B と，GM130 または GOLGA４との共局在の評価．VPS13B のシ

グナルに対する，GM130 またはトランスゴルジマーカーである GOLGA4 のシグ

ナルの空間的な重なりを，Manders 相関係数を用いて評価した．*p<0.05（両側 t

検定），n=10．バーは標準偏差を示す． 

（d）HGF における VPS13B のｍRNA 発現量をリアルタイム PCR 法にて測定

した．結果は，IHGE 細胞の mRNA 発現量を 1 とした倍数で示している．*p<0.05

（両側 t 検定），n=5．バーは標準偏差を示す． 
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図 2．ヒト歯肉上皮細胞における VPS13B と CXADR との関連 

 （a）Myc タグおよび HA タグを挿入した CXADR の模式図を示す．青色は

シグナルペプチド （SP），灰色は Ig ドメイン，黄色は膜貫通領域（transmembrane 
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domain，TMD），マゼンタ色は Myc タグ，緑色は HA タグを表す．   

（b）IHGE 細胞を固定後，4’, 6-diamidino-2-phenylindole（DAPI，青色），VPS13B 

抗体（赤紫色），HA タグで標識した CXADR を HA 抗体（緑色）で免疫染色し

た．スケールバーは 10 µm を示す． 

（c）VPS13B と，Myc タグまたは HA タグで標識された CXADR との共局在の

評価．VPS13B のシグナルに対する，Myc タグまたは HA タグのシグナルの空間

的な重なりを，Manders 相関係数を用いて評価した．*p<0.05（両側 t 検定），n=10．

バーは標準偏差を示す．  

（d）IHGE 細胞の野生株および VPS13B ノックアウト細胞を固定し，DAPI（青

色）および VPS13B 抗体（黄色）で免疫染色し，共焦点顕微鏡にて観察した．WT

は野生株，KO はノックアウト細胞株を表す．スケールバーは 10 µm を示す． 

（e）IHGE 細胞の野生株および VPS13B のノックアウト細胞を固定後，DAPI

（青色）および シスゴルジマーカーである GM130 抗体（黄色）で免疫染色し，

共焦点顕微鏡にて観察した．スケールバーは 10 µm を示す． 

（f）IHGE 細胞の野生株および VPS13B のノックアウト細胞を固定後，DAPI（青

色）および CXADR 抗体（黄色）で免疫染色し，共焦点顕微鏡にて観察した．ス

ケールバーは 10 µm を示す． 
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図 3．RT-PCR 法による，VPS13Bノックアウト細胞における VPS13B欠失の確

認 

IHGE 細胞の野生株および VPS13B ノックアウト細胞株における VPS13B の発

現を確認した．コントロールとして，β-ACTIN を使用した．  
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図 4．VPS13Bをノックダウンした IHGE 細胞における CXADR の減少 

（a）qRT-PCR 法にて VPS13B の mRNA 発現量を測定した．縦軸は，shLuc（コ

ントロール）を 1 とした相対的な mRNA 量を示す．*p<0.05（両側 t 検定），n=5． 

バーは標準偏差を示す． 

（b）IHGE 細胞のコントロール株（shLuc）および VPS13B のノックダウン細胞

を固定後，DAPI（青色）および CXADR 抗体（黄色：FITC）で免疫染色し，共

焦点顕微鏡にて観察した．スケールバーは 10 µm を示す． 
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図 5．ヒト歯肉上皮細胞における VPS13B と JAM1 との関連 

IHGE 細胞の野生株および VPS13B のノックアウト細胞を固定し，DAPI（青

色）および JAM1 抗体（黄色）で染色し，共焦点顕微鏡にて観察した．スケール

バーは 10 µm を示す． 
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図 6．VPS13Bをノックアウトした IHGE 細胞における CXADR のタンパク発現

量および mRNA 発現量の評価 

（a）ウエスタンブロット法にて VPS13B のノックアウトによる CXADR のタン

パク発現量の変化を確認した．コントロールとして β-ACTIN 抗体を使用した．

IB は immunoblot を示す． 

（b）qRT-PCR 法にて VPS13B のノックアウトによる CXADR の mRNA 発現量を 

測定した．縦軸は，野生株を 1 とした相対的な mRNA 量を示す．*p<0.05（両側

t 検定），n=5．バーは標準偏差を示す． 
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図 7．VPS13Bをノックアウトした IHGE 細胞における CXADR とリソソームと

の共局在 

IHGE 細胞の野生株および VPS13B ノックアウト細胞に bafilomycin A1（100 

nM）を添加した．24 時間後に細胞を固定し，CXADR 抗体（赤紫色）およびリ

ソソームマーカーである LAMP1 抗体（緑色）で染色し，共焦点顕微鏡にて観察

した．スケールバーは 10 µm を示す． 
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図 8．三次元共焦点顕微鏡像で示す VPS13B をノックアウトした IHGE 細胞に

おける CXADR とリソソームとの共局在 

VPS13B のノックアウト細胞に bafilomycin A1（100 nM）を添加した．1 時間後

に細胞を固定し，CXADR 抗体（赤紫色）およびリソソームマーカーである

LAMP1 抗体（緑色）で免疫染色し，共焦点顕微鏡にて観察した．スケールバー

は 10 µm を示す． 
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図 9．オートファジー阻害薬で処理した VPS13B ノックアウト細胞における 

CXADR の細胞膜上への局在 

IHGE 細胞の野生株および VPS13B のノックアウト細胞をオートファジー阻害

薬である EACC で処理した．2 時間経過後に固定し，DAPI（青色）および CXADR

抗体（黄色）で免疫染色し，共焦点顕微鏡にて観察した．スケールバーは 10 µm

を示す． 
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図 10．エンドサイトーシス阻害薬で処理した VPS13Bノックアウト細胞におけ

る CXADR の細胞膜上への局在 

IHGE 細胞の VPS13B のノックアウト細胞をエンドサイトーシス阻害薬である

MβCD，dynasore および latrunculin A で処理した．24 時間経過後に固定し，

phalloidin（赤紫色）および CXADR 抗体（緑色）で免疫染色し，共焦点顕微鏡に

て観察した．スケールバーは 10 µm を示す． 
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図 11．VPS13Bをノックアウトした IHGE 細胞における CXADR の野生型およ

び CXADR-JAM1c-termの細胞膜上への局在 

（a）JAM1 野生型および HA タグを挿入した CXADR 野生型，CXADR-JAM1c-

term キメラタンパクの模式図を示す．青色はシグナルペプチド（SP），灰色は Ig

ドメイン，黄色は膜貫通領域（TMD），緑色は HA タグを表す．   

（b）HA タグを挿入した CXADR 野生型または CXADR-JAM1c-termを一過性発現

させた IHGE 細胞の野生株および VPS13B ノックアウト細胞を固定後，DAPI（青

色）および，HA 抗体（黄色）で免疫染色し，共焦点顕微鏡にて観察した．スケ

ールバーは 10 µm を示す． 
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図 12．VPS13Bをノックアウトした IHGE 細胞における JAM1 の野生型および 

JAM1-CXADRc-termの細胞膜上への局在 

（a）JAM1 野生型および HA タグを挿入した JAM1 野生型，JAM1-CXADRc-term 

キメラタンパクの模式図を示す．青色はシグナルペプチド（SP），灰色は Ig ドメ

イン，黄色は膜貫通領域（TMD），緑色は HA タグを表す．   

（b）HA タグを挿入した JAM1 野生型または JAM1-CXADRc-termを一過性発現さ

せた IHGE 細胞の野生株およびVPS13Bのノックアウト細胞を固定後，DAPI （青

色）および HA 抗体（黄色）で免疫染色し，共焦点顕微鏡にて観察した．スケー

ルバーは 10 µm を示す． 



60 

 



61 

図 13．IHGE 細胞における VPS13B 結合タンパクのノックダウンが CXADR の

細胞膜への局在に及ぼす影響 

（a-d）RAB6A，SEC23IP，FAM177A1 および STX13 に対する shRNA をそれぞれ

IHGE 細胞に形質導入した．qRT-PCR 法にて，各 mRNA 発現量を測定した．縦

軸は，shLuc（コントロール）を 1 とした相対的な mRNA 量を示す．*p<0.05（両

側 t 検定），n=5．バーは標準偏差を示す． 

（e）RAB6A，SEC23IP，FAM177A1 および STX13 に対する shRNA をそれぞれ形

質導入した IHGE 細胞を固定し，細胞を DAPI（青色）および CXADR 抗体（黄

色）で免疫染色し，共焦点顕微鏡にて観察した．スケールバーは 10 µm を示す． 
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図 14．VPS13B 結合タンパクのノックダウンが CXADR の細胞膜分画への局在

に及ぼす影響 

RAB6A，FAM177A1，SEC23IP および STX13 に対する shRNA をそれぞれ形質

導入した IHGE 細胞から細胞膜画分のみを取り出し，CXADR のタンパク発現量

をウエスタンブロット法にて解析した．コントロールとして β-ACTIN 抗体を使

用した．IB は immunoblot を示す． 
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図 15．CXADR の細胞外領域に依存した VPS13B ノックアウトによる歯肉上皮

細胞層のバリア機能の低下 

（a）本実験の模式図を示す．歯肉上皮細胞層の野生株および VPS13B ノックア

ウト細胞株を上部のインサート上にて培養した．そこに FITC を標識するトレー

サーを添加し，30 分培養を行った後，上部のインサートから下部のウェルプレ
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ートへのトレーサーの透過量をプレートリーダーにて測定した． 

（b）CXADR-JAM1 c-termを過剰発現させた IHGE 細胞層の野生株または VPS13B 

をカバーガラス上で培養した．これらを固定し，Alexa Flour 633 を標識した

phalloidin（青色）および CXADR（赤紫色）で染色し，共焦点顕微鏡にて観察し

た．スケールバーは 30 µm を示す． 

（c-e）上記細胞層における 40 kDa 蛍光デキストラン（c），FITC-P. gingivalis LPS 

（d），FITC-S. aureus PGN（e）の透過性を評価した．結果は，野生株の透過量を

コントロールとした倍数で示している．*p<0.05（両側 t 検定），n=8．バーは標準

偏差を示す． 
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図 16．VPS13Bノックアウト細胞における CXADR-JAM1c-termの発現の確認 

CXADR-JAM1c-termを過剰発現させた IHGE 細胞層の野生株または VPS13B KO

をカバーガラス上で培養した．これらを固定し，DAPI（青色）および CXADR 

（赤紫色）で免疫染色し，共焦点顕微鏡にて観察した．スケールバーは 10 µm を

示す． 
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図 17．CXADR の細胞外領域に依存した VPS13B ノックアウトによる，三次元

歯肉上皮モデルにおける上皮のバリア機能の低下 

（a）本実験の模式図を示す．野生株と VPS13B ノックアウト細胞株の三次元歯

肉上皮モデルおよび CXADR を過剰発現させた VPS13B ノックアウト歯肉上皮
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モデルを上部のインサート上で培養し，FITC で標識した各種トレーサーを上部

の培地に加えた．30 分後，上部のインサートから下部のウェルプレートへのト

レーサーの透過量をプレートリーダーにて測定した． 

（b）野生株と VPS13B ノックアウト細胞株の三次元歯肉上皮モデルおよび 

CXADRを過剰発現させた VPS13Bノックアウト歯肉上皮モデルの共焦点顕微鏡

像．これらの三次元モデルは固定後，DAPI（青色）および Alexa Fluor 633 を標

識した phalloidin（赤紫色）にて染色した．スケールバーは 30 μm を示す．       

（c，d）上記細胞層における FITC-P. gingivalis LPS（c）および FITC-S. aureus PGN 

（d）の透過性を評価した．結果は，野生株の透過量をコントロールとした倍数

で示している．*p<0.05（両側 t 検定），n=8．バーは標準偏差を示す． 
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図 18．RAB6Aノックダウンによる，三次元歯肉上皮モデルにおけるバリア機能

の低下 

三次元モデルにおける 40 kDa 蛍光デキストランの透過量をプレートリーダーに

て測定した．結果は，野生株の透過量をコントロールとした倍数で示している．

*p<0.05（両側 t 検定），n=8．バーは標準偏差を示す． 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                




