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【目 的】

歯周病関連細菌であるPonjhyTOmOnaSghBfvalls(Pg)と

好中球の関係について,現在まで穆 1ipopolysaccharide

(LPS)が好中球を刺激 して数多 くの蛋白質を発現する

ことが確認されている｡ しかし,それらの発現が好中球

遺伝子の転写促進によるものなのか,並びにその機序に

ついては不明な点が多いO我々はこれまでに,ヒト好中

球をPg-LPSで刺激した際NF一KB活性化に伴 うIL-8転写

の増加が起こることを明 らかにし,好中球での転写調節

の重要性 とIL-8がその後の好中球の遊走に影響を及ぼ

す可能性を報告 している (Sugitaeta1.,1998)｡ また,

Pg-LPSとEschen'chl'acoll'(Ec)-LPSについてはその構

造に違いが見 られること (Aidaeta1.,1995)がわかっ

ているが,その違いが好中球の遺伝子発現に影響を及ぼ

すかどうか,またそのメカニズムについては未知の点が

多い｡

これまでに我々は遺伝子発現の差をゲル上でフィンガー

プリントとして捉える画期的な方法であるRNAarb血抽

primedPCR(RAP-PCR)法を用い,健常人の好中球に

おいてPg-LPS刺激とEc-LPS刺激で遺伝子発現に違いが

見られることを明らかにしている｡そこで本研究におい

て我々はPg-LPS刺激により好中球か ら特異的に発現す

る遺伝子を検索 し,他の細菌のLPS刺激による発現量 と
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比較 ･検討した｡

【材料および方法】

健康かつ喫煙習慣を持たない成人男性 8名の末梢血よ

り此重遠心法により好中球 を分推 し,LPS(P㌢LPS,

Ec-LPS,Actl'nobac1-llusactlnomycetemcomitans-LPS,

PTeVOtellaintezmedI'a-LPS,合成LipidA)にて刺激し,

totalRNAの抽出, DNAse処理後,逆転写酵素反応によ

りcDNAを合成した｡45種類のarbitrarilyPCRprimers

の組み合わせ を用いてRAP-PCRを行い,アガロースゲ

ル電気泳動後mRNA発現量において5倍以上の濃度差

のあるバンドを選定し,DNA断片を精製した｡その後

サブクローニング,シークエンシンダにより得られた塩

基配列データからホモロジー検索にて遺伝子を特定し

た｡特定された遺伝子に対 し刺激菌種によるmRNA発

現量をRT-PCRにて比較 した｡

【結果と考察】

RAP-PCRによりPg-LPS刺激の好中球は42-100個の

バ ンドが強く,53-116個のバンドが弱 く発現した｡シ

ークエンシンダの結果,ほとんどはrRNAをコードする

遺伝子であった｡好中球機能に関連するもので再現性が

強 くPg-LPS刺激の好中球 に強 く発現 したものとして

Supervillin(SVIL)とvascularendothelialgrowth

factor(VEGF)が同定された｡この2つをRT-PCRで

半定量 した結果,他菌種のLPS刺激と比較してPg-LPS

刺激において強 く発現することが確認された｡

Pg-LPS刺激の好中球においてSVILやVEGFのmRNA

が他菌種のLPSに比べ有意に発現増強 したことから,

L‡)Sの種類により好中球の発現するmRNAのプロフィー

ルも異なっていくことが示唆された｡また,機能的な面

か らはSVILの発現増強は細胞骨格に変化をもたらし好

中球機能にも影響する可能性が考えられ,VEGmこおい

ては急性炎症の増長に関与する可能性が示唆されたO

【文 献】

KubotaT.MorozumiT,YoshieH:Differentialgene

expression ofhuman neutrophilsinducedby

lipopolysaccharidefrom Porphyz･omonasglngl'vah's

usingRAP-PCR.DentJpn (Tokyo) 1999;35:109-

112.

- 65-



66 新潟歯学会誌 33(1):2003

MorozumiT,KubotaT,SugitaN,OhsawaY,

YamazakiK,YoshieH:ElevatedmRNA expression

forsupervillinandvascularendothelialgrowthfactor

inhumanneutrophilsstimulatedwithlipopolysaccharide

fromPorphyTOmOnaSglnglvall'S.JPeriodontRes2001;

36:160-168.

β･actin
P.gingivalis

E.colt

SVIL
P.gingivalis

E.colt

VEGF
P.gingivalis

E.colt

M 16 24

-300

- 300

- 401

- 401

-･･320

- 320

Fl'guz･e Ethidium bromidestainingpatternofRT-PCRproducts. 6-actin,SVILand

VEGFmRNAsweresemiquantifiedinneutrophilsstimulatedwithP.glnglvall'S-andE.

co〟⊥PS.Five〟lofthePCRamplifiedaliquotsweretakenwiththeintervalof2cycles

from the16thto32ndcyclestoassesstherateofamplification,thendissolvedand

electrophoresedina2%agarosegel.LaneM :molecularsizemarkers (100bpladder).

NotetheSVILmRNAisdetectedfrom26thcycleinP.glnglvalL'S-,from30thcycleinE.

coll'-tests.VEGFmRNAisdetectedfromBothcyclesinP.glnglvall'S-,from34thcyclesin

Eco″-tests.

Table･TranscriptlevelsofSVILandVEGFrelativetop-actin

stimuli P.gingivalis
-LPS

n 8

A.actiTWmyCetem-
comitans-LPS

4

P.intermedia
-LPS

4

Synthetic
LipidA

4

SVIL 22.5±6.4* 12.9±2.2 9.3±2.3 3.8±1.0 10.5±2.6

VEGF 8.7±3.3** 5.8±1.7* 3.6±0.9 2.5±0.6 2.5±1.1

Allvaluesareexpressedasmean±S.d･(%)･

**:significantlyhighrelativetotheexpressionlevelofE･coli-LPSstimulatedcontrols,p<0･01
*:significantlyhighrelativetotheexpressionlevelofEICOIL-LPSstimulatedcontrols,p<0･05
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