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く研究目的〉

上皮細胞は外界と生体内を隔てる物理的なバリアーとしての役割だけでなく、外来の微生物に対する生

体防御機構の一端を担っている。また、外来刺激を受けた上皮細胞からケモカインや抗菌ベプチド、フリ

ーラジカノレなどが産生されることや、上皮細胞自体が抗原提示能を有するという報告もあり、同細胞の多

様な機能が明らかになりつつある。

歯周病の主原因はデンタノレプラークであり、その発症、進行を左右するリスク因子のーっとして喫煙が

あげられる。近年、タバコの主要な構成成分の一つであり神経伝達物質でもあるニコチンは、その受得体

のニコチン様アセチノレコリン受容体(Nicotinicacetylcholine receptor (nAChR))を介して細胞内にシグナ

ノレを伝達することにより、神経系細胞のみならず、免疫系細胞や線維芽細胞、血管内皮細胞などの非神経

性細胞に対しても、細胞瑚殖、遊走、分化、あるいはアポトーシスに関与していることが報告されている。

しかしながら、ヒト歯肉上皮細胞(HGEC)に対するニコチンの影響に関しては未だ十分な検討がなされてい

ない

喫煙により吸引したタバコの煙が最初に曝露する宿主の組織は口腔であり、歯周組織の最も外側に位置

している歯肉上皮は高頻度かっ高濃度でタバコの煙に曝されている。このことからタバコの煙成分が歯肉

上皮細胞の細胞機能に何らかの影響を及ぼしていることが予想される。

そこで本研究では、 HGECの細胞機能に対する喫煙の影響の一端を解明することを目的として、ニコチ

ンが HGECのケモカインおよひ明;菌ペプチドの産生や細胞間接着分子の発現にし、かなる影響を及ぼすか

を、歯肉上皮細胞株epi4を用いて検討を行った。

<材料および方法>

インブオームドコンセントが得られた歯周炎患者より歯周外科時に採取した歯肉組織片から上皮細胞を

単離し、上皮細胞用選択培地(Humedia-KG2)を用いて培養、増殖してきた細胞を HGECとした。 HGEC

を2代継代培養の後、 SV40T抗原遺伝子を含むプラスミド(pMTlOD)をリン酸カノレシヴム法にて同細胞に

導入した。得られた細胞を Humedia-KG2培地を用いて培養を続け、長期継代培養可能なヒト歯肉上皮細

胞(epi4)を確立し、 60-80%コンブノレエントとなったものを以下の実験に供した。

L epi4におけるnAChRの発現状態を RT-PCR法にて検討した。

2_ epi 4をニコチン(10-8-10-3M)とヒトリコンビナン卜 (hr)1L-1s(0_1 nglmDで刺激して、培養 12、

24時間後、IL-8.、β-def'ensin2(hBD2)mRNAの発現をりアノレタイム PCR法にて検出した。また 24，

48時間後の培養上清中の IL-8、hBD2産生を ELISA法にて測定した。

3_ epi 4をニコチン(108-10-3M)とhrIL-1s(0_1 ng/ml)で刺激して、培養を 12、24時間後、細胞間接

着分子である E-cadherin'ZO-j・occJudinmRNAの発現をリアノレタイムPCRi:去にて検出した。また、

ニコチン(10-3M)を添加して、 24時間後の E-cadherinmRNAの発現をリアノレタイム PCR法にて検

出し、 48時間後の E-cadherinタンパク発現を免疫染色法にて検討した。

4_ nAChRを介したニコチンの影響について検討するために epi4をnAChR非特異的阻害薬

d -tubocurarineで前処理後、ニコチン(10-3M)とhr田1L-1s(0_1 ng/mDで刺激して誘導される 1L-8の

発現について検討した。

5 ニコチンにより誘導される細胞内シグナル伝達について検討した。ニコチンによる

mitogen"actT、mtedprotein kinase (MAPK)'のERK1I2リン酸化に及ぼす影響に着目し、ニコチン(103

M)で 5~60 分刺激した後、 celllysate を回収し、 Western Blot法にてERK1I2リン酸化発現の検討

を行った。また、ニコチンにより誘導されるリン酸化に対して d-tubocrarine、Ca2+キレーターであ

るBAPTA-AMの阻害効果を検討した。さらに、ニコチンにより誘導される 1L-8産生増強に対する細

胞内シグナルの影響を検討するために BAPTA-AM、ERK1/2の阻害薬である U0126それぞれで前処

埋後、ニコチン(10-3M)とhrIL-1s(0_1 ng/mDで刺激して誘導される IL-8の発現について検討し

た。

く結果>

L epi4においてnAChRサブセット臼2、臼3、α4、α5、α6、日7、日9、日1、問、日4のmRNA発現が明

らかになった。

2_ 1L-1s刺激を受けた epi4はニコチン存在下では、 IL-8、hBD2の発現を有意に増強することが確認、さ

れた。

3_ IL-1s刺激を受けた epi4はニコチン存在下では、 E田cadherin・ZO・1・occJudinのmRNA発現を増強

した。また、 E-cadherinはニコチン単独刺激によっても mRNA発現・タンパク発現の充退が認めら

れた。

4_ nAChR非選択的阻害薬 d-tubocurarine前処理した epi4は、ニコチンと 1L-1sによって誘導される

IL-8発現を抑制した。

5_ epi4において MAPKのERK1I2のりン酸化は、ニコチン刺激後 10分に最も強く誘導された。また、

ニコチン刺激後の ERK1/2のリン酸化は d-tubocrarineとBAPTA-AMにより明らかに限害された。

さらに、ニコチンによって誘導される IL-8の産生増強はBAPTA-AMと U0126により有意に阻害さ

れた。

<結論および考察>

epi4はニコチン存在下で、 IL-8、hBD2のmRNA、タンパク発現を増強し、非特異的nAChR阻害薬の

添加によりこのニコチンの効果は減弱した。このことからニコチンがnAChRを介して IL-8、hBD2産生

充進に関与している可能性が示唆されたのさらに、ニコチンはnAChRを介する細胞内への Ca2+流入と

ERK1I2のリン酸化を惹起することにより epi4の細胞機能に影響を及ぼすことが示された。

以上のことから、 HGECはエコチンに曝露するととにより、 1L-8産生を増強する 方で、抗菌ベプチド

や細胞間接着分子の発現も増強するととにより、生体防御的な役割を強化するものと考察される。

本研究は歯肉上皮細胞の細胞機能に対して、タバコの燦主成分であるニコチンが

及ぼす影響について検討したものである。

その結果、歯肉上皮細胞において複数のニコチン様アセチルコリン受容体mRNA
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