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要 旨 

 

タイトジャンクション  (TJ) 関連タンパクである  junctional adhesion molecule 1 

(JAM1) および coxsackievirus and adenovirus receptor (CXADR) は，歯肉上皮における

バリア機能の発揮に重要な役割を担うことが報告されている．一方，タバコは，歯周病の

重大なリスクファクタ―と考えられている．本研究では，上記 TJ 関連タンパク質に焦点を

当て，タバコ抽出液 (cigarette smoke extract: CSE) が歯肉上皮のバリア機能に及ぼす影

響を調べた．不死化ヒト歯肉上皮細胞への CSE の添加により，JAM1 の局在が細胞膜か

ら epidermal growth factor receptor 陽性のエンドソームへ移行した．一方で，細胞表面

の CXADR の局在には変化を認めなかった．また，CSE を添加した三次元歯肉上皮モデ

ルにおいてリポ多糖 (lipopolysaccharide: LPS) およびペプチドグリカン (peptidoglycan: 

PGN) の上皮透過量が増加した．この透過量の増加は，JAM1 の過剰発現により抑制され

た．さらに，ヒトの必須栄養素の 1 つであるビタミン C は JAM1 タンパクの発現量を

増加させ，CSE の添加により引き起こされる LPS および PGN の三次元歯肉上皮モデル

での透過量の増加を抑制した．この抑制は，JAM1 のノックダウンにより認められなくな

った．これらの結果より，CSE が JAM1 のエンドサイトーシスを過剰に誘導し，歯肉上

皮のバリア機能を低下させることが示唆された．さらに，ビタミン C による JAM1 タン

パク質の発現量の増加が，CSE の添加による歯肉上皮のバリア機能の低下を抑制する可能

性が示された． 
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背 景 

 

 歯周病は，口腔内バイオフィルム細菌により引き起こされる慢性炎症性疾患であり，喫

煙はその重要なリスクファクタ―として知られている[1-3]．天然のタバコの葉およびタバコ

から出る煙は毒性の化学物質を含む．タバコ抽出液 (cigarette smoke extract: CSE) を用

いた研究では，気道上皮および気管支上皮細胞層の異物透過性が亢進し，上皮のバリア機

能が低下することが報告されている[4, 5]．口腔領域においては，喫煙により歯肉上皮細胞の

増殖が阻害されるといわれている[6]．さらに，非喫煙者と比較し，喫煙者は歯周病治療への

反応性が悪いことが報告されている[7, 8]．しかし，歯肉上皮のバリア機能への喫煙の影響に

は不明な点が多い． 

 ヒト粘膜表面は，多様な微生物に曝露されている[9]．病原体から産生される病原因子とし

て，グラム陰性細菌の内毒素であるリポ多糖 (lipopolysaccharide: LPS) およびペプチドグ

リカン (peptidoglycan: PGN) が挙げられる[10]．歯肉上皮モデルを用いた以前の研究によ

り，歯周病菌  Porphyromonas gingivalis がタイトジャンクション関連タンパク 

junctional adhesion molecule 1 (JAM1) および coxsackievirus and adenovirus receptor 

(CXADR) を選択的に分解し，LPS および PGN の歯肉上皮への透過量を増加させること

が報告されている[11-13]．このことは，JAM1 および CXADR が，歯肉上皮のバリア機能

の発揮に重要な役割を果たしていると考えられる． 

 アメリカで実施された横断研究である NHANES Ⅲ (National Health and Nutrition 

Examination Survey Ⅲ) では，ヒトの必須栄養素であるビタミン C の血中濃度の低下が

歯周病の発症と関連することが報告されている[14]．また，ビタミン C の欠乏患者における

歯肉出血は，ビタミン C の補充により改善された[15, 16]．さらに，喫煙者の血中のビタミ

ン C の量は，非喫煙者と比べて少ないことが知られている[17]．これらのことから，喫煙者

の歯周病の発症および進行に対するビタミン C の効果を分子生物学的に解明することが
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待たれる． 

そこで本研究では，TJ 関連タンパクである JAM1 および CXADR に焦点を当て，タ

バコ煙が歯肉上皮のバリア機能に及ぼす影響およびタバコ煙の影響に対するビタミン C 

の抑制的な効果について検討した． 
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材料と方法 

 

1．ヒト歯肉上皮検体の免疫組織化学 

 本研究は，大阪大学大学院歯学研究科倫理委員会の承認を得て実施した (R2-E8-1)． 

非喫煙者 2 名 (非喫煙者 #1, 非喫煙者 #2) と喫煙者 3 名 (喫煙者 #1, 喫煙者 #2, 喫

煙者 #3) から歯肉組織を採取した．各被験者の歯肉採取部位の歯周ポケット深さ (probing 

pocket depth: PPD) は 3 mm (非喫煙者 #1), 3 mm (非喫煙者 #2), 2 mm (喫煙者 #1), 6 

mm (喫煙者 #2), 6 mm (喫煙者 #3) であった．プロービング時の出血 (bleeding on 

probing: BOP) は，非喫煙者では観察されなかったが，喫煙者では 2 名において観察され

た．各被験者に糖尿病を含む特記すべき既往歴はなく，ヒト免疫不全ウイルス，B 型肝炎

ウイルス，C 型肝炎ウイルスは陰性であった． 

免疫染色は中村らの方法で行った[18]．歯肉上皮細胞の固定には，4% パラホルムアルデ

ヒド・リン酸緩衝生理食塩水  (paraformaldehyde/phosphate-buffer saline: PFA/PBS, 

WAKO) を使用した．4 ˚C 下で一晩固定した後，パラフィンに包埋して厚さ 5 µm の切片

とし，その後，脱パラフィンして再水和させた．抗原賦活には，抗原賦活用緩衝液 (pH9) (ニ

チレイバイオサイエンス) 中で電気ジャーポット (NC-BJ221, パナソニック) を用いて 

98 ˚C 下で 40 分間加熱後，室温まで冷却した．1% ウシ血清アルブミンでブロッキングし

た後，切片を抗 JAM1 抗体 (1:100 希釈，HPA-061700, Atlas Antibodies) とともに 4 ˚C 

下で 15 時間インキュベートし，tris buffered saline (TBS) で 3 回洗浄し，Alexa Fluor 

635 標識抗ラビット免疫グロブリン G (1:500 希釈，A-31576, Thermo Fisher Scientific) 

と共にインキュベートした．核染色は，4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Invitrogen)

で行った．サンプルの免疫反応性は，共焦点顕微鏡 (TCS SP8, Leica Microsystems) にて

観察した． 
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2．タバコ抽出液 (CSE) の調整 

タバコ抽出液 (CSE) は Gellner らの方法で調整した[19]．図 1 に示す装置を用い，市販

のタバコ (Kent: British American Tobacco Japan; Marlboro: Phillip Morris; Seven stars: 

Japan Tobacco Inc.) の各 1 本から生じる煙を表皮角化細胞増殖用液体培地 Humedia 

KG-2 (Kurabo) 10 mL の中で泡立てた．CSE は，ウエスタンブロット法のため 100 mm 

細胞培養用ディッシュ (Iwaki) に 10 mL, 免疫染色法のため 12 ウェルプレート (Iwaki) 

に 1 mL, 上皮バリア機能アッセイのため細胞培養インサート (Corning) に 500 µL 使用

した． 

 

3．細胞の培養条件と三次元上皮組織の作成 

 大阪大学 村上伸也教授より供与された不死化ヒト歯肉上皮 (immortalized human 

gingival epithelial cells: IHGE) 細胞[20]，大阪大学 竹内洋輝講師より供与された JAM1 

過剰発現細胞[11]，および初代培養ヒト歯肉上皮細胞 (primary human gingival epithelial 

cells: HGEPp, CELLnTEC) を，0.5 mg/mL ヒドロコルチゾン，10 mg/mL インスリン，

0.4% (v/v) ウシ脳下垂体抽出物，0.1 ng/mL ヒト上皮成長因子，50 mg/mL ゲンタマイシ

ン，50 ng/mL アンホテリシン B を含有した Humedia-KG2 を用いて培養した．  

三次元歯肉上皮モデルは竹内らおよび西口らの方法で作成した[11, 21]．トリプシン処理後

に遠心分離して回収した IHGE 細胞を，PBS (pH7.4) に溶解した 0.2 mg/mL フィブロネ

クチン (Sigma-Aldrich) および 0.1% (v/v) ゼラチン (Nacalai Tesque) で交互に 1 分間

インキュベートした．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．これを 9 回繰り返すことで，フィブロネクチンおよびゼラチンのナノ

フィルムを IHGE 細胞にコーティングした．そして 24 ウェルプレート (Iwaki) に設置

したカバースリップを PBS に溶解した 0.2 mg/mL フィブロネクチンでコートし，IHGE 

細胞を 2 × 106 個播種し，36 時間培養することで三次元歯肉上皮モデルを作成した． 
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4．抗体と試薬 

 本研究で使用した抗体および試薬を表 1 に示す． 

 

5．ウエスタンブロット法および免疫組織化学 

 ウエスタンブロット法と免疫組織化学は，竹内らの方法で行った[11]．100 mm 細胞培養

用ディッシュ (Iwaki) 中の IHGE 細胞を 10% トリクロロ酢酸で処理し，セルスクレー

パー (Iwaki) でディッシュに付着している細胞を回収した．回収した細胞を含むトリクロ

ロ酢酸溶液は，290 ×g, 4 ˚C で 2 分間遠心分離し，沈殿物を 8 M 尿素に溶解させた．そ

の後，細胞溶解液を 13,700 ×g, 4 ˚C で 10 分間遠心分離し，回収した上清を泳動サンプ

ルとした．抽出したタンパク質液を sulfuric acid dodecyl sodium poly-acrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) で分離し，ニトロセルロースメンブレン (0.2 µm, Bio-Rad) 

に転写した．3% スキムミルクを添加した 0.1% Tween-20 含有 PBS (PBST) にメンブレ

ンを浸漬し，室温で 15 分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 Pierce ELC 

western blotting substrate (Thermo Scientific) にて処理し，化学発光撮影装置 

(ChemiDoc XRS, Bio Rad) および 1 次元ゲル解析ソフトウェア (Quantity One software 

package, Bio-Rad) にて解析した． 

免疫染色のため，12 ウェルプレート (Iwaki) 中の IHGE 細胞を 4% PFA/PBS で固定

した．免疫染色のブロッキングには，PBS にゼラチン (Sigma-Aldrich) を濃度 0.1% で

溶解させたものを使用した．次に，PBS で 500 倍希釈した一次抗体液を室温で 1 時間反

応させた．PBS で 3 回洗浄後，二次抗体反応を室温で 1 時間行った．PBS で 3 回洗浄

後，蛍光染色封入剤 (VECTASHIELD mounting medium, VECTOR LABORATORIES) 
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を用いて試料を封入した．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

焦点レーザー顕微鏡 (TCS SP8, Leica Microsystems) にて行い，Application Suite X 

software package (Leica Microsystems) にて解析した． 

 

6．細胞膜および細胞質画分の単離 

IHGE 細胞の分画は，竹内らの方法で行った[22]．100 mm 細胞培養用ディッシュ (Iwaki) 

中の IHGE 細胞に CSE を添加した．1 時間後に PBS で洗浄し，1 mL のホモジナイゼ

ーションバッファー (3 mM イミダゾール [pH 7.4], 250 mM スクロース，0.5 mM 

ethylenediaminetetraacetic acid: EDTA) に懸濁した．懸濁液を氷上で 23 ゲージと 27 

ゲージの注射針に 8 回激しく通過させてホモジナイズした．ホモジネートを 3,000 ×g, 4 

˚C で 15 分間遠心分離し，細胞デブリス，細胞核，細胞骨格成分を除去した．ホモジネー

トをさらに 17,400 ×g, 4 ˚C で 30 分間遠心分離し，上清を細胞質画分とした．ペレット

に  250 µL の 細 胞 溶 解 液  (2 M チ オ 尿 素 ， 7 M 尿 素 ， 3% 

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate: CHAPS, 1% Triton 

X-100) を添加し，氷上で 30 分間溶解させた．その後，17,400 ×g, 4 ˚C で 30 分間遠心

分離し，上清を膜画分とした． 

細胞膜の単離は，Mun らの方法で行った[23]．100 mm 細胞培養用ディッシュ (Iwaki) 中

の IHGE 細胞に CSE を添加した． 1 時間後に PBS で洗浄し，10 mL の氷冷蒸留水に

懸濁して 4 ˚C で 1 時間静置して細胞を破裂させた．その後，PBS で洗浄して細胞小器官

を除去し，ディッシュに付着している細胞膜を回収した．その後，250 µL の細胞溶解液を

添加し，氷上で 30 分間溶解させ，17,400 ×g, 4 ˚C で 30 分間遠心分離し，上清を細胞膜

画分とした． 

 

 



- 8 - 

 

7．歯肉上皮細胞のバリア機能の評価    

Fluorescein isothiocyanate (FITC) トレーサーは竹内らの方法で作成した[11]．FITC-P. 

gingivalis LPS および FITC-P. gingivalis PGN は，P. gingivalis LPS (InvivoGen) およ

び P. gingivalis PGN を抗体・タンパク質標識キット (Fluorescein Labeling Kit-NH2, 

DOJINDO) で標識し作成した．IHGE 細胞を細胞培養インサート (Corning) にて各種ト

レーサーを含む培地で培養し，30 分後に上皮細胞層を透過したトレーサー量をプレートリ

ーダー (1420 ARVO X, PerkinElmer) およびデータ解析ソフト (WorkOut Plus software 

package, PerkinElmer) にて測定した． 

 

8．創傷治癒アッセイ 

 In vitro 創傷治癒アッセイは，古田らの方法で行った[24]．IHGE 細胞を 6 ウェルプレー

ト (Iwaki) で培養し，細胞層にピペットチップ (110-705C, Watson) の先端で直線状に創

傷部位を作成した．その後，CSE を添加し，添加時，12 時間後，24 時間後，48 時間後

に，創傷部位に遊走した細胞を位相差顕微鏡 (Axiovert 40 C, Carl Zeiss) にて解析した． 

 

9．定量的リアルタイム PCR (qRT-PCR) 

 RNeasy Micro kit (Qiagen) を用い，トータル RNA を IHGE 細胞より抽出した．

ReverTra Ace qPCR RT Master Mix (Toyobo) を用い，相補的 DNA を合成した．

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo) と Rotor Gene Q (Qiagen) を用い，リアル

タイム PCR を行った．プライマー配列は以下の通りである． 

JAM1 (accession: AF111713.1) forward, 5’-GTGCCTTCAGCAACTCTTCC-3’; reverse, 

5’-ACCAGATGCCAAAAACCAAG-3’. β-ACTIN (accession: X00351.1) forward, 

5’-GCATGGGTCAGAAGGATTCCT-3’; reverse, 5’-TCGTCCCAGTTGGTGACGAT-3’. 

各サンプルにおける増幅産物量は，ΔΔCt 法にて各サンプルでの β-ACTIN の mRNA の
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含有量を比較して解析した． 

 

10．統計学的解析 

 両側 t 検定および片側 t 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 software package, Microsoft) を用いた．p < 0.05 を有意差あり

とした． 
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結 果 

 

1．CSE が歯肉上皮細胞の細胞膜の JAM1 および CXADR の局在に及ぼす影響 

 最初に，IHGE 細胞および HGEPp における JAM1 および CXADR の局在に CSE 

が及ぼす影響について調べた．Kent, Marlboro および Seven stars の 3 種の銘柄を用い

て各々の CSE を作成し，IHGE 細胞および HGEPp に CSE を添加した．添加から 1 

時間後，JAM1 の局在は細胞膜から細胞内へと移行した (図 2, 3)．一方で，IHGE 細胞に

おいて CXADR の局在は変化しなかった (図 4)．加えて，CSE の添加により IHGE 細

胞における JAM1 および CXADR のタンパク量は変化しないことを認めた (図 5)．すな

わち，CSE は JAM1 の局在を細胞膜から細胞内へと移行させるが，JAM1 のタンパク量

には影響を及ぼさないことが示唆された． 

 次に，喫煙者および非喫煙者の歯肉組織における JAM1 の局在について調べた．対照群

として歯周炎を伴わない非喫煙者から採取した歯肉組織の標本では，JAM1 は格子状の局

在を示した (図 6)．一方，喫煙者から採取した歯肉組織の標本では，歯周炎の有無に関わ

らず，JAM1 は格子状の局在を示さなかった (図 6)．すなわち，喫煙が歯肉上皮細胞にお

ける細胞膜の JAM1 の局在を減少させることが観察された． 

 

2．CSE による JAM1 の細胞膜からエンドソームへの局在移行 

 JAM1 は真核細胞の細胞内膜系を経由し，細胞膜へ輸送されることが報告されている[11]．

そこで，CSE の添加による JAM1 の細胞内への移行にもメンブレントラフィックが関与

すると推察した．一般的に，細胞膜のタンパクが細胞内のエンドソームに取り込まれる過

程はエンドサイトーシスとよばれる[25]．そこで，IHGE 細胞に CSE を添加して 1 時間

後，細胞をエンドソームのマーカーである抗 epidermal growth factor receptor (EGFR) 抗

体で染色し[26]，細胞内の JAM1 の局在を観察した．その結果，細胞内の JAM1 は EGFR 
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陽性のエンドソームに局在していた (図 7)． 

エンドサイトーシスは 10 ˚C 以下で阻害されることが報告されている[27]．そこで，CSE 

の添加が細胞膜の JAM1 をエンドサイトーシス経路へ誘導するかを確認するため，37 ˚C 

または 4 ˚C 下で IHGE 細胞および HGEPp に CSE を添加し，JAM1 の局在を共焦点

顕微鏡で観察した．その結果，CSE の添加後 1 時間において，37 ˚C で培養した細胞で

は JAM1 が細胞内へ移行したのに対し，4 ˚C で培養した細胞では JAM1 は細胞膜から変

化しなかった (図 8, 9)．これらの結果から，CSE の添加により細胞膜の JAM1 がエンド

サイトーシス経路によりエンドソームへ輸送されることが示唆された． 

 次に，JAM1 遺伝子を過剰発現させた IHGE 細胞に CSE を添加し，細胞膜の JAM1 

に及ぼす影響を調べた．その結果，JAM1 過剰発現細胞株では，野生株と比較し，細胞内

に加えて細胞膜に JAM1 の局在を認めた (図 10)．この結果から，JAM1 の過剰発現が，

CSE による細胞膜の JAM1 の減少を抑制する可能性が示された． 

 

3．CSE の添加が細胞膜画分の JAM1 に及ぼす影響 

さらに，CSE を添加が IHGE 細胞の細胞膜に局在する JAM1 に及ぼす影響を，細胞

膜画分を用いたウエスタンブロット法にて調べた (図 11a)．その結果，CSE 添加群および

非添加群において JAM1 は膜画分においてのみ認められ，細胞質画分においては認められ

なかった．また，CSE を非添加群の細胞膜画分において JAM1 タンパクを認めた一方，

CSE 添加群では JAM1 タンパクの減少を認めた (図 11b)．これらの結果から，CSE を

添加した IHGE 細胞において，細胞膜の JAM1 は細胞膜から細胞内の膜画分に局在移行

することが示唆された． 

 

4．CSE による LPS および PGN の歯肉上皮における透過量の増加 

 歯肉上皮における JAM1 の局在への CSE の影響を評価するため，細胞集積法にて三次
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元歯肉上皮モデルを作成した[11, 21] (図 12a)．CSE を添加しない三次元歯肉上皮モデルでは，

JAM1 タンパクは phalloidin で染色された ACTIN 線維に沿った細胞膜に局在している

ことが確認された (図 12b)．一方，CSE を添加した三次元歯肉上皮モデルでは，添加後 1 

時間において，JAM1 タンパクは格子状の局在を失った．この局在の異常は，JAM1 を過

剰発現させた三次元上皮モデルでは部分的に回復した．これらの結果から，CSE は三次元

歯肉上皮モデルにおいて細胞間の JAM1 を消失させることが示唆された． 

 タバコ煙はヒト気管支上皮細胞に対するアレルゲンの透過を促進することが報告されて

いる[4]．気管支上皮は多列線毛円柱上皮である一方，歯肉上皮細胞は重層扁平上皮である．

そこで，IHGE 細胞の野生株あるいは JAM1 の過剰発現細胞株から成る歯肉上皮モデル

を作成し，FITC で標識された P. gingivalis LPS および PGN を用いて透過性実験を行

った (図 13a)．その結果，Seven Stars で作成した CSE の添加後 3 時間において，歯

肉上皮モデルにおける LPS (図 13b) および PGN (図 13c) の透過量が増加した．この透

過量の増加は，JAM1 の過剰発現により抑制された (図 13b-g)．これらの結果から，CSE 

を添加した歯肉上皮モデルにおいて，細胞膜の JAM1 の減少により，LPS および PGN 

の透過量が増加することが示唆された． 

 

5．CSE による JAM1 に依存した細胞遊走阻害 

 細胞遊走および増殖は，歯周病菌により破壊された歯周組織の創傷治癒および組織再生

に重要な機能である[28]．例えば，JAM1 はヒト臍静脈内皮細胞の遊走を調節していること

が報告されている[29]．そこで，CSE が IHGE 細胞の遊走や増殖を阻害するか検討するた

め，in vitro における創傷治癒アッセイを行った．単層の IHGE 細胞を培養プレートで培

養してピペットチップにより細胞単層に無細胞部分を付与した後，細胞遊走を評価した．

CSE を添加しない細胞では経時的に剥離部分が閉鎖したのに対し (図 14)，CSE を添加し

た細胞では閉鎖の遅延を認めた．一方，JAM1 過剰発現細胞において，この閉鎖の阻害は
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認められなかった．この結果より，CSE による細胞遊走の阻害に JAM1 が関与すること

が示唆された． 

 

6．ビタミン C による JAM1 発現の誘導 

 これまでの研究により，ビタミン C は喫煙者における歯周病の進行に対し，臨床的な抑

制効果を示したことが報告されている[30]．このことより，タバコ煙に曝露した宿主細胞の

機能異常に対してビタミン C がその影響を抑制する可能性が考えられる．そこで，CSE を

添加した IHGE 細胞内の JAM1 へのビタミン C の影響を調べた．ビタミン C の添加後 

24 時間において，IHGE 細胞の JAM1 遺伝子およびタンパクの発現の増加が認められた 

(図 15a, b)．また，ビタミン C 添加により，IHGE 細胞表面の JAM1 タンパクの増加が

共焦点顕微鏡観察により認めた (図 15c)．さらに，CSE を添加した IHGE 細胞をビタミ

ン C で処理した結果，細胞表面に存在する JAM1 タンパクの減少の抑制を認めた (図 

15c）．この結果より，ビタミン C は CSE の添加による JAM1 の局在異常の効果を抑制

することが示唆された． 

 

7．ビタミン C による LPS および PGN の歯肉上皮透過量への影響 

 CSE を添加した歯肉上皮のバリア機能に対するビタミン C の影響への JAM1 の関与

を調べるため，Renilla luciferase または JAM1 に対する short hairpin RNA (shLuc ま

たは shJAM1) を安定発現する IHGE 細胞を用いて三次元歯肉上皮モデルを作成し，組織

内の JAM1 の局在を共焦点顕微鏡で観察した (図 16a)．その結果，shLuc を発現する三

次元歯肉上皮モデルでは CSE の添加により JAM1 の格子状の局在が消退し，この減少は

ビタミン C の添加により抑制された．しかし，この抑制は shJAM1 を発現した三次元歯

肉上皮モデルにおいては認めなかった (図 16b)．この結果より，ビタミン C は三次元歯

肉上皮モデルにおいて CSE による JAM1 の局在異常を抑制することが示唆された．次に，



- 14 - 

 

ビタミン C を添加した上記三次元歯肉上皮モデルに CSE を添加し，LPS および PGN 

の透過量を調べた．その結果，shLuc を発現する三次元歯肉上皮モデルにおいては CSE の

添加による P. gingivalis LPS (図 16c) および PGN (図 16d) の透過量の増加がビタミン 

C の添加により認められなかったのに対し，shJAM1 を発現する三次元歯肉上皮モデルに

おいてはビタミン C の効果を認めなかった (図 16c, d)．これらの結果から，CSE を添加

した三次元歯肉上皮モデルにおける，LPS および PGN の透過量の増加に対するビタミン 

C の抑制効果は，JAM1 の発現に依存することが示唆された．  
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考 察 

 

 本研究により，CSE は IHGE 細胞における JAM1 の細胞膜からエンドソームへの移

行を過剰に誘導し，三次元歯肉上皮モデルにおける LPS および PGN の透過量を増加さ

せることが示された．さらに，ビタミン C は CSE の添加による三次元歯肉上皮モデルに

おける LPS および PGN の透過量の増加を JAM1 に依存して抑制することも示された．

本研究は，タバコ煙による歯肉上皮のバリア機能の低下の分子メカニズムについての初め

ての検討である． 

 今回の三次元歯肉上皮モデルおよび喫煙者の歯肉組織標本から得られた結果により，タ

バコ煙は歯肉内縁上皮における JAM1 の局在異常を起こし，上皮のバリア機能を低下させ，

異物透過性を亢進させることが示された．このことは，P. gingivalis 感染でみられる JAM1 

の分解による歯肉上皮のバリア機能の破綻と同様の特徴を示した (図 2, 3, 6)．つまり，タ

バコ煙による歯肉上皮組織における JAM1 の局在異常により引き起こされる，歯肉上皮組

織のバリア機能の破綻が歯周病の共通した病因のひとつである可能性が推測される． 

 本研究では，CSE が歯肉上皮組織のバリア機能に及ぼす影響について調べたが，タバコ

煙に曝露し得る他の組織における感染性疾患でも，JAM1 の局在異常が病因に関与してい

る可能性が考えられる．喫煙は，肺炎[31] や髄膜炎菌疾患[32] を含む急性呼吸器細菌感染症

の重要なリスクファクタ―であると知られている．肺炎の原因菌である Streptococcus 

pneumoniae は，タイトジャンクション関連タンパク質である  CLAUDIN-7 および 

CLAUDIN-10 を減少させる[33]．また，髄膜炎菌性肺炎を起こすNeisseria meningitides は，

タイトジャンクション関連タンパク質である OCCLUDIN を分解させることが知られて

いる[34]．一般に，LPS の組織侵入は，肺組織内で好中球を誘導して肺炎を引き起こす．一

方，上記の細菌感染が，細菌毒素の透過性に及ぼす影響は不明である．喫煙と肺炎重症化

リスク上昇の因果関係を明らかにするために，肺上皮組織における細菌毒素に対する上皮



- 16 - 

 

バリア機能の研究が重要であると考えられる． 

 以前の研究により，喫煙者ではインフルエンザ[35] や severe acute respiratory syndrome 

coronavirus 2 (SARS-CoV-2)[36] による新型コロナウイルス感染症 (COVID-19) が重症化

しやすいことが報告されている．インフルエンザウイルス A 型 (H3N2) は human lung 

microvascular endothelial cells においてタイトジャンクション関連タンパク質である 

CLAUDIN-5 を減少させ[37]，一方で COVID-19 の重症患者の肺切片においても同タンパ

ク質が減少することが報告されている[38]．ヒト気管支上皮モデルにおいて，SARS-CoV-2 感

染はタイトジャンクション関連タンパク質である ZONULA OCCLUDENS-1 (ZO-1) の局

在異常を引き起こすことが報告されている[39]．一方で，ヒト結腸癌由来細胞 (Caco-2 細胞) 

において JAM1 は ZO-1 と複合体を形成することが確認されている[40]．これらの結果か

ら，喫煙による上皮バリアの機能低下は，組織内におけるインフルエンザウイルスおよび

新型コロナウイルスの感染拡大と密接に関わっている可能性が考えられる． 

 本研究より，CSE は同じ JAM ファミリータンパク質である CXADR ではなく JAM1 

の局在異常を引き起こすことが示された．CXADR と比較して JAM1 の細胞内ドメインは

短く，JAM1 タンパク質の C 末端側 5 残基は PDZ ドメインクラスⅡ結合モチーフをも

つ一方，CXADR は細胞内ドメインに PDZ ドメインクラスⅠ結合モチーフをもつ．この

ことから，CSE は JAM1 に特異的な細胞内ドメインを標的にして局在異常を引き起こす

可能性がある． 

JAM1 過剰発現細胞では，CSE の添加に関わらず細胞膜に JAM1 の局在が認められた 

(図 10)．このことより，CSE による JAM1 のエンドサイトーシスの誘発には，タバコ成

分に対する受容体等に依存する有効限界が存在すると考えらえる．一般的に，細胞は膜タ

ンパク質を細胞内へ取り込むエンドサイトーシス経路と，エンドサイトーシスされた膜タ

ンパク質を細胞膜へ戻すリサイクリング経路により全体の膜タンパク質のバランスが保た

れている[41]．本研究では，CSE の添加後に細胞内に取り込まれた JAM1 は顕著に分解さ
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れなかった (図 2)．この結果より，CSE は JAM1 の細胞内への取り込みを誘発するだけ

ではなく，通常のエンドサイトーシス経路でみられる細胞内分解を阻害していることが示

唆される． 

ビタミン C は，sodium-depended vitamin C transporter (SVCT) 1 および SVCT2 に

より細胞内に輸送されることが知られている[42, 43]．一方，glucose transporter 1 (GLUT1) 

および GLUT3 は，ビタミン C の酸化型であるデヒドロアスコルビン酸の輸送に関わる

ことが報告されている[44]．これらのことから，歯肉上皮細胞においてもビタミン C または

その酸化物の細胞内への取り込みが JAM1 遺伝子の発現の増加に関与している可能性が

ある．ビタミン C は，細胞核内で DNA やヒストンの脱メチル化によるエピジェネティク

スの制御に関与することが報告されている[45]．ビタミン C は DNA の脱メチル化酵素で

ある ten-eleven translocation 1 (TET1) の補酵素として関与していることが報告されてい

る[46]．一方，ヒト遺伝子のデータベースである Gene Cards による JAM1 遺伝子の転写

因子結合領域の予測では，GATA binding protein 1, H6 family homeobox 3, nuclear factor 

1A, および paired box 2 が JAM1 遺伝子の発現を制御する転写因子の候補として挙げら

れる[47]．これらのことから，本研究におけるビタミン C の添加による JAM1 遺伝子の発

現の増加の原因は，核内に移行したビタミン C による JAM1 遺伝子のプロモーター領域

の脱メチル化，および JAM1 遺伝子を発現させる転写因子の発現の増加という２つの側面

から検討する必要があると考えられる．  
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表 1．供試した抗体および試薬 
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表 2．歯肉組織採取被験者 
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表 3．試供タバコ銘柄 
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図 1．CSE の調整 

タバコ煙をシリンジの操作で吸引し，50 mL チューブ内の培地に添加した．

手順の詳細は，Gellner らの方法を参考にした[19]． 
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図 2．CSE が IHGE 細胞における JAM1 の局在に及ぼす影響 

IHGE 細胞に CSE (Seven Stars, Kent, または Marlboro) を添加した．1 

時間後に細胞を固定し，DAPI (シアン) および抗 JAM1 抗体 (緑) 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 3．CSE が HGEPp における JAM1 の局在に及ぼす影響 

HGEPp に CSE (Seven Stars, Kent, または Marlboro) を添加した．1 時

間後に細胞を固定し，DAPI (シアン) および抗 JAM1 抗体 (緑) で染色し，共

焦点顕微鏡像にて観察した．スケールバーは 10 µm を示す． 
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図 4．CSE が IHGE 細胞における CXADR の局在に及ぼす影響 

IHGE 細胞に CSE (Seven Stars, Kent, または Marlboro) を添加した．1 

時間後に細胞を固定し，DAPI (シアン) および抗 CXADR 抗体 (マゼンタ) で

染色し，図 2 と同じ視野を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．CSE が IHGE 細胞における JAM1 および CXADR のタンパク質量に

及ぼす影響 

IHGE 細胞に CSE を添加して 1 時間培養した後，ウエスタンブロット法に

より JAM1 タンパク質および CXADR タンパク質の量の変化を確認した．コ

ントロールとして β-ACTIN を使用した．IB: immunoblot． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 33 - 

 

 

図 6．喫煙者および非喫煙者のヒト歯肉組織における JAM1 の局在 

非喫煙者 2 名および喫煙者 3 名から採取したヒト歯肉組織を共焦点顕微鏡

で観察した．組織を固定後，それぞれ DAPI (シアン) および抗 JAM1 抗体 

(緑) で染色した．拡大像 (黄色) と強拡大像 (マゼンタ) を右に示す．スケール

バーは 100 µm を示す． 
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図 7．CSE が IHGE 細胞における JAM1 のエンドサイトーシスへ及ぼす影

響 

IHGE 細胞に CSE (Seven Stars, Kent, または Marlboro) を添加した．1 

時間後に細胞を固定し，抗 JAM1 抗体 (緑) と抗 EGFR 抗体 (マゼンタ) 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 8．4 ˚C の低温状態が CSE を添加した IHGE 細胞における JAM1 の局

在へ及ぼす影響 

IHGE 細胞を (a) 37 ˚C または (b) 4 ˚C で 30 分培養した後，CSE (Seven 

Stars, Kent, または Marlboro) を添加した．1 時間後に細胞を固定し，抗 

JAM1 抗体 (緑) と Alexa Fluor 633 標識の phalloidin (マゼンタ) 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 9．4 ˚C の低温状態が CSE を添加した HGEPp における JAM1 の局在

へ及ぼす影響 

HGEPp を (a) 37 ˚C または (b) 4 ˚C で 30 分培養した後，CSE (Seven 

Stars, Kent, または Marlboro) を添加した．1 時間後に細胞を固定し，抗 

JAM1 抗体 (緑) と Alexa Fluor 633 標識の phalloidin (マゼンタ) 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 10．CSE が JAM1 を過剰発現させた IHGE 細胞における JAM1 の局在

に及ぼす影響 

IHGE 細胞 (野生株あるいは JAM1 過剰発現細胞株) に CSE を添加した．

1 時間後に固定し，DAPI (シアン) および抗 JAM1 抗体 (緑) 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 11．CSE の添加が IHGE 細胞における JAM1 の局在する分画に及ぼす影

響 

(a, b) IHGE 細胞に Seven stars で作成した CSE を添加した．1 時間後に，

膜画分および細胞質画分 (a), あるいは細胞膜画分 (b) に分け，ウエスタンブロ

ット法にて解析した．CALNEXIN を小胞体のマーカー，EARLY ENDOSOME 

ANTIGEN 1 (EEA1) を エ ン ド ソ ー ム の マ ー カ ー ， お よ び 

GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE (GAPDH) を

細胞質のマーカーとして使用した．  
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図 12．CSE が三次元歯肉上皮モデルにおける JAM1 の局在に及ぼす影響 

(a) 本実験の模式図．(b) 三次元歯肉上皮モデル (野生株または JAM1 過剰

発現細胞株) をカバーガラス上で培養し，CSE (Seven Stars, Kent, または 

Marlboro) を培地に加えた．1 時間後に三次元歯肉上皮モデルを固定し，抗 

JAM1 抗体 (緑) および Alexa Fluor 633 標識の phalloidin (マゼンタ) 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．  
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図 13．CSE が三次元歯肉上皮モデルのバリア機能へ及ぼす影響 

(a) 本実験の模式図．三次元歯肉上皮モデルを細胞培養インサート上で培養し，

FITC 標識トレーサーを上部の培地 (CSE 含有または非含有) に加えた．3 時

間後，上部から下部構造に透過したトレーサー量を分光光度計にて解析した．

(b-g) CSE (Seven Stars, Kent, または Marlboro) 添加後の三次元歯肉上皮モ

デル (野生株または JAM1 過剰発現細胞株) における，FITC–P. gingivalis 

LPS (b, d, f) および FITC–P. gingivalis PGN (c, e, g) の透過性を評価した．上

部区画に CSE を添加あるいは添加していないカルチャーインサート内の三次
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元歯肉上皮モデルを各種トレーサーで処理した．結果は，CSE を添加していな

い時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 (片側 t 検定，

closed-testing procedure), n = 8, Bar = 標準偏差． 
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図 14．CSE が IHGE 細胞の遊走に及ぼす影響 

IHGE 細胞 (野生株あるいは JAM1 過剰発現細胞株) を単層培養し，20 µL 

用のピペットチップの先端で無細胞部分を付与し，CSE (Seven Stars, Kent, ま

たは Marlboro) を添加した．添加時，12 時間後，24 時間後，および 48 時間

後に，間隙の大きさを位相差顕微鏡で観察した． 
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図 15．ビタミン C が IHGE 細胞の JAM1 発現へ及ぼす影響 

(a) IHGE 細胞にビタミン C を非添加あるいは 0.25 mM, 2.5 mM, 25 mM 

の濃度で添加し，24 時間後に mRNA を回収した．その後，逆転写 PCR を行

い cDNA を精製し，定量的リアルタイム PCR を行った．結果は，ビタミン C 
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非添加時の mRNA の発現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 = 5, Bar = 標準偏差．(b) IHGE 細胞にビタミン C を 

2.5 mM または 25 mM 濃度で添加し，24 時間後にタンパクを回収し，ウエス

タンブロット法にて解析した．(c) IHGE 細胞に 2.5 mM の濃度のビタミン C 

を添加した．1 時間後に CSE を添加した．1 時間後に細胞を固定し，DAPI (シ

アン) および抗 JAM1 抗体 (緑) で染色し，共焦点顕微鏡で観察した．スケー

ルバーは 10 µm を示す． 
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図 16．LPS および PGN への三次元歯肉上皮モデルのバリア機能に及ぼす 

CSE の影響と JAM1 の関与 

(a) 培養インサートの装置の模式図．(b) 三次元歯肉上皮モデルに 2.5 mM の

濃度のビタミン C を添加した．1 時間後に CSE を添加した．3 時間後に組織

を固定し，DAPI (シアン) および抗 JAM1 抗体 (緑) で染色し，共焦点顕微鏡

で観察した．スケールバーは 30 µm を示す．(c, d) shLuc または shJAM1 を

発現させた三次元歯肉上皮モデルを細胞培養インサート上で培養し，ビタミン 

C を上部の培地に添加した．1 時間後，FITC 標識トレーサーを上部の培地 

(CSE 含有または非含有) に添加した．3 時間後，上部から下部構造に透過した



- 47 - 

 

トレーサー量を分光光度計にて解析した．結果は，CSE およびビタミン C を

添加していない時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，closed-testing procedure), n = 8, Bar = 標準偏差． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


