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要 旨

【目的】

　Apert症候群はFGFR　2の変異（Ser　252　Trp

およびPro　253　Arg）により生じる頭蓋縫合早期

癒合症の一つであり，頭蓋骨の早期癒合，頭蓋の

変形と顔面中央部1／3の低形成，骨性皮膚性合

指趾症などを特徴とする遺伝性疾患である．歯科

的特徴としては反対咬合や開咬などが挙げられ，

Mustafaら（2001）は頭蓋縫合早期癒合症患者

では歯肉炎の罹患率が高いと報告している．本研

究はこの報告を前提として，Apert症候群型の

FGFR　2変異が歯周疾患のリスクファクターとな

るか否かを検討した．

【方法】

　Apert症候群患者3名および健常者2名の舌剥

離細胞からゲノムDNAを採取し，　PCR－RFLP

法にてFGFR　2遺伝子の変異様式を決定した．

埋伏歯抜去の予定があったApert症候群患者・

健常者各1名から採取した遊離歯肉片より歯肉上

皮細胞を分離・培養し，歯周疾患関連細菌由来の

LPS（リボ多糖）刺激によるMMPおよび炎症性

サイトカイン（IL－　6およびIL－　8）産生量を比

較した．MMPの検出はザイモグラフイーにて，

炎症性サイトカインの測定はELISAにて行っ

た．また，LPS刺激に対するFGFシグナルの関

与を検討するため，Apert症候群患者の歯肉上皮

細胞に細胞内シグナル伝達阻害作用をもつPD

98059を作用させ炎症性サイトカインの測定を

行った．

【結果および考察】

　Apert症候群患者は3名ともSer　252　Trpの変

異様式であることが確認された．健常者とApert

症候群患者由来の歯肉上皮細胞との間でLPSに

よるMMP－2の産生量およびその活性化の程度

に明らかな差は認められなかった．一方，Apert
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症候群患者由来の歯肉上皮細胞は炎症性サイトカ

イン産生に関してLPSに対する反応性が低下し

ていた．その原因としてFGFR　2からのシグナ

ルがLPSシグナル伝達系を抑制しているという

仮説を立て検討したものの，有意な結果は得られ

ず，そのメカニズムを明らかとすることはできな

かった．

　以上の結果から，FGFR　2の変異が歯周疾患の

リスクファクターとなる可能性は低いことが考え

られ，また変異型FGFR　2ではLPSに対する炎

症反応が起こりにくい可能性があることから，

TLR・4以外のシグナル伝達経路（TLR　2など）

によってサイトカイン産生が起こる可能性が考え

られた．

緒 言

　Apert症候群は1906年にApertによって報告さ

れた頭蓋縫合早期癒合症の一つであり，頭蓋骨の

早期癒合，頭蓋の変形と顔面中央部1／3の低形

成，対称性の合指症・合趾症を特徴とする疾患で

ある1）．ロ腔領域の所見としては上顎後退，開咬，

叢生，軟口蓋裂およびロ蓋垂裂などが見られ

る2一7）．また，歯の萌出遅延が見られ，その遅延

は年齢の増加に伴って大きくなる8）．

　ほとんどの症例は，父親の年齢と関連して新規

の遺伝子変異によって生じるが9－II），まれに常染

色体優性遺伝形式を示す症例も存在する12）．北ア

メリカおよびヨーロッパにおけるApert症候群

の発症頻度は約1／65，000であり，頭蓋縫合早期

癒合症の約4．5％を占める13）．Apert症候群は単

一の遺伝子の点変異による疾患であり，増殖因子

の受容体の一つであるFGFR　2遺伝子（遺伝子

座10q25－q26）の変異であることが解明されて

いる14）．Apert症候群のFGFR　2遺伝子の変異様

式は，コーディング領域934番目のCがGに置換

することによるSer　252　Trp，およびコーディン

グ領域937番目のCがGに置換することによる

Pro　253　Argが大半を占め14），頻度としてはSer

252Trpの方が多い．また，まれなケースとして，

FGFR　2遺伝子にde　novoにAlu配列が挿入さ

れた症例も報告されている’5）．FGFR　2の変異型

と表現型との関連性を検討した報告がなされてお

り，合指症の重症度はPro　253　Argが高く14・16），

反対にロ蓋裂の重症度はSer　252　Trpが高いこと

が示されているユ6）．

　FGFR　2はチロシンキナーゼ型受容体の一つで

あり，その構造は図1に示すように，3個のイム

ノグロブリン（Ig）ドメイン，膜貫通ドメイン

（TM），2個のチロシンキナーゼドメイン（TK）

からなる17）．また，FGFR　2にはサブタイプが存

在し，スプライシングの違いによりIIIaとIIIb

が結合して第31gドメインとなるFGFR　2　b（別

名keratinocyte　growth　factor　receptor，　KGFR）

と，IIIaとIIIcが結合して第31gドメインとな

るFGFR・2　c（別名bacterially　expressed　kinase，

BEK）の2種類が存在する（図1）．この2種類

のサブタイプの発現様式は明瞭に分かれており，

FGFR　2　bは主に上皮細胞，　FGFR　2　cは間質（線

維芽細胞，血球細胞，骨芽細胞など）に発現して

いる18・　19）．Apert症候群におけるFGFR　2の変異

は第21gドメインと第31gドメイン間のFGFR

2bとFGFR　2　cに共通したリンカー部で起こ

翻la　lltb　lllc
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　　　　　　　　　　　図1：FGFR　2遺伝子の構造
　Ig：イムノグロブリンドメイン，　TM：膜貫通ドメイン，　TK：チロシンキナーゼドメイン



松本歯学　35（1）2009

FGFR2b

（上皮細胞）

FGFR2c

線維芽細胞
血管内皮細胞

　など

図2：FGFR2のリガンド特異性および遺伝子変異によるリ

　　ガンド特異性の消失

る．本来FGFとFGFR　2の結合にはリガンドー

受容体の特異性が存在し，図2の実線で示される

ように，FGFR　2　bにはFGF－7およびFGF－10

が，FGFR　2　cにはFGF－2，　FGF－8，　FGF－9が

選択的に結合する2°）．しかし，Aper七症候群型の

変異によってその特異性が消失することにより，

図2の点線に示されるように，本来のリガンドの

みならず本来は結合しないはずのFGFもFGFR

2に対する親和性が増して結合するようにな

る21）．その結果，FGFシグナルが増強されると

考えられている22）．また，in　vitroでは，骨芽細

胞についての研究が進んでおり，FGFR　2の変異

によりアポトーシスを誘導すること23・　24），また，

骨芽細胞の分化が誘導されること25・26）が報告され

ている．詳細なメカニズムは不明ではあるが，こ

れらの機能変化により縫合の早期癒合が生じると

考えられている．

　歯科領域における臨床的な所見としてMus－

tafaらは，頭蓋縫合早期癒合症（Apert症候群を

含むと思われる）の小児では健常者よりも歯肉炎

の罹患率が高いことを報告しており，その原因は

口腔清掃状態の不良であると考察している27）．し

かし，遺伝性疾患であるDown症候群患者で歯

周疾患の罹患率が高い28）のと同様に，Apert症候

群においても遺伝子変異が歯周疾患のリスクを高

める可能性が考えられる．ロ腔内組織における

FGFR　2の発現部位を免疫組織学的染色法により

検討した報告では，FGFR　2は口腔粘膜上皮細胞

に強く発現しており29・3°），また，上皮細胞由来で

ある前立腺癌細胞株をFGF－7で刺激するとコラ

ゲナーゼ（MMP－1）およびウロキナーゼ型プラ

スミノーゲンアクチベーター（uPA）の産生量が

増加することが示されている31）．したがって，こ

れらの報告を総合すると図3に示されるように
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図3：本研究の仮説

Apert症候群患者の歯肉上皮細胞においてもプロ

テアーゼの産生量が増加することによって歯周組

織の破壊をもたらす可能性が考えられた．また，

炎症反応による組織破壊はMMPのみならず炎

症性サイトカインの産生によっても充進すること

が一般的に知られている32・33）．

　したがって本研究では，炎症および組織破壊に

関連するマトリックスメタロプロテアーゼ

（MMP）および炎症性サイトカイン（IL－6お

よびIL－8）の産生量について，　Apert症候群患

者および健常者由来の上皮細胞を使用してLPS

に対する反応性を比較することにより，FGFR　2

の変異が歯周疾患のリスクファクターとなるか否

かも検討した．

実験対象および方法

1．対象者

　歯科矯正治療のために松本歯科大学病院に来院

中のApert症候群患者3名と，ボランティアの

健常者2名を被験者とした．Apert症候群患者は

すべて女性で，初診時の年齢は11歳5か月，12歳

6か月，20歳7か月であった．なお，本研究は本

学倫理委員会の承認（許可番号　第0043号）を受

けている．

2．試薬

　歯周疾患関連細菌由来のLPSとして花田信弘

博士（鶴見大学歯学部探索歯学講座）より供与さ

一れたPorphyromonαs　gingivαlisのLPS［PgLPS

　（0，1，10μg／ml）］を使用した．

3．ゲノムDNA抽出および遺伝子変異様式の判

　定

　歯ブラシを用いて被験者の舌表面より剥離細胞
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を採取し，ゲノムDNAを抽出した34・35）．最終的

に20　plのTE［1　mM　Tris－HCI，0．　l　mM　EDTA

（pH　8．0）］に溶解し，使用時まで4℃で保管し

た．

　Apert症候群の遺伝子変異様式の判定はPCR－

RFLP　（res七riction　fragment　length　polymor－

phism）法により行った．まず変異部位を含む

FGFR　2遺伝子領域をPCR法にて増幅した．上

流プライマーとして5’－GGT　CTC　TCA　TTC

TCC　CAT　CCC－3’16），下流プライマーとして5’

－GCT　GGG　CAT　CAC　TGT　AAA　C－3’14）を使

用した．PCRはTaqポリメラーゼ（Biotech　In－

ternational，米国）を使用して20μ1の系で行っ

た．PCR法の条件として，最初の変性を95℃，3

分で行い，次に94℃，30秒，アニーリング60℃，30

秒，伸長72℃，30秒を40サイクル行い，最後の伸

長を74℃，7分行い，4℃で保存した．器機は

GeneAmp⑱PCRSystem　9700（Applied　Biosys一

七ems，　USA）を使用した．

　反応終了後の溶液（2μ1）を2．5％TAEアガ

ロースゲルで電気泳動後，エチジウムブロマイド

染色を行いPCR産物（159　bp）の増幅を確認し

た．その後，PCR反応溶液（5μ1）を制限酵素

Sαu3AI（タカラバイオ，滋賀）あるいはBgl　I

（New　England　Biolabs，　USA）で37℃，1時間反

応させてPCR産物を切断した．反応終了後の溶

液（10　pl）を先程と同様に2．5％TAEアガu一

スゲルで電気泳動し，DNAのバンドを確認し
た．

　本研究で使用した遺伝子変異様式の判定法の原

理を図5に示す．Sau3A　Iは5　’　－GCATAG－3’の

塩基配列を認識し，増幅したPCR産物（159　bp）

を103bpと56　bpの断片に切断する．一方，　Bgl　I

は5’－GCCNNNNNGGC－3’（Nは任意の塩基）

を認識して95bpと64　bpの断片に切断する．図

5Aに示すように正常なFGFR　2遺伝子はSau3

AIとBgl　lの両者の認識部位が存在しているた

めどちらの制限酵素を使用しても切断される．し

かし，Ser　252　Trp変異ではSαu3AIの認識部位

が消失するために，Sαu3AIでは切断されずに一

Bgl　lでのみ切断される．一方，　Pro　253　Arg変異

ではBgl　lの認識部位が消失するために，　Bgl　I

では切断されずにSαu3A・1でのみ切断される．

したがって，制限酵素切断後のDNAのパターン

により遺伝子の変異様式を判定することができ

る．

4．歯肉上皮細胞の分離および培養

　Apert症候群患者および健常者の埋伏歯抜去時

の遊離歯肉片より歯肉上皮細胞を分離，培養し

た36）．得られた歯肉片を50mg／mlのペニシリン

および100　unitimlのストレプトマイシンを含む

PBS中で37℃，1時間，　CO、インキュベ・一一一一ターに

て培養した後，上皮細胞培養用培地（Defined

Kera七inocyte－SFM，　Invitrogen，　USA）中に移し，

メスおよび眼科ハサミを用いて上皮下結合組織を

除去した．その後，上皮組織を細切して少量ずつ

24穴プレートに移し，組織片がプレートに接着す

るまで培養した．その後，培地を組織片が覆われ

る程度に少量添加した．翌日，培地をさらに0．5

ml添加した．4～5日毎に培地交換を行い，上

皮細胞が増殖したことを確認して継代培養した．

細胞培養はCO，インキュベーター（5％CO／

95％air，37℃）にて行った．

5．ザイモグラフィー

　健常者およびApert症候群患者由来の歯肉上

皮細胞から産生されるMMPの種類および量を

比較するため，各上皮細胞を96穴プレート
（greiner　bio－one，　GER）に1×104個ずつ播き，

指定された濃度の」『gLPSおよびFGF－7（Pepro－

tech，　GB）を含む培地で4日間刺激した．培養上

清中に産生されたMMPをゼラチンあるいはカ

ゼインを基質としたザイモグラフィーにより検出

した．

　ザイモグラフィーは以下の方法で行った．分離

ゲルは37．5mM　Tris一且Cl（pH　8．8），0．1％SDS，

10％アクリルアミド（アクリルアミド：ビスァク

リルアミド＝29：1），0．1％ゼラチンあるいはカゼ

イン，濃縮ゲルは12．5mM　Tris－HCI（pH　6．8），

0．1％SDS，5％アクリルアミドの組成で作成した．

ザイモグラフィーに使用するサンプル2容量に対

して3×サンプルバッファー［150mM　Tris一且Cl

（pH　6．8），6％SDS，30％グリセリン］を1容

量の割合で混合して泳動用のサンプルとした．分

子量マーカーはPrecisionPlus　Protein　Standards

　（Bio－Rad，　USA）を使用した．

　サンプルおよび分子量マーカーをゲルにアプラ

イし，4℃で電気泳動を行った．泳動バッファー

は25mM　Tris，192　mMグリシン，0．1％SDSの
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組成で作成した．サンプルが濃縮ゲルに存在する

間は80V，定電圧で約30分泳動し，サンプルが分

離ゲルに達した後に150V，定電圧で泳動した．

サンプル中のプロモフェノールブルー（BPB）

が分離ゲルの底面から約1cmの所まで来た時点

で泳動を終了した．

　電気泳動後のゲルを緩衝液［10mM　Tris－HCl

（pH　7．5），2．5％Triton　x－100］中で30分間，2

回振盤させてSDSを除去した．次に50　mM　Tris

－HC1（p且7．5）中で10分間処理した後，反応液

［20mM　Tris－HCl（pH　7．5），200　mM　NaC1，

5mM　CaCl2，0．02％NaN，］中で37℃，20時間反

応させた．反応終了後のゲルを固定液（50％メタ

ノール，10％酢酸）中で10分間振蓋して固定した

後，クーマシーブリリアントブルー（CBB）染

色液（0．25％CBB－B　250，50％メタノール，10％

酢酸）中で1時間，室温で振塗し，染色を行っ

た．その後，脱色液（50％メタノール，10％酢酸）

中で振塗し，程度を確認しながら脱色を行った．

ザイモグラフィーではゲル中の基質（ゼラチン，

カゼインなど）は青く染色され，MMPが存在す

る部位では基質が分解されるために白いバンドと

して確認される．

6．サイトカイン産生量の定量

　図7の実験では，各上皮細胞をPgLPSで刺激

し，炎症性サイトカインの産生量を検討した．図

8の実験では，健常者由来の歯肉上皮細胞に対し

てFGFR　2　bの本来のリガンドであるFGF－7を

作用させることによりApert症候群由来上皮細

胞を模倣することを試みた．各上皮細胞を96穴プ

レートに1×104個ずつ播き，指定された濃度の

PgLPSおよびFGF－7を含む培地で24時間刺激

した．また図9の実験では，Apert症候群患者由

来の歯肉上皮細胞に対してMAPキナーゼカス

ケードを阻害した状態での炎症性サイトカイン産

生量を検討した．FGF－7刺激によりMAPキ

ナーゼカスケードの一つであるERKが活性化す

ることが知られており37），ERKはその上流に存

在するMEKにより活性化される．したがって，

Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞をMEK阻

害剤20μMのPD　98059（Sigma，　USA）を添加

し，1時間前処理することによりERKの活性化

を阻害した状態で，指定された濃度のPgLPSお

よびDMSOあるいは20μMのPD　98059を含む培
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地で24時間刺激した．培養上清中に産生された炎

症性サイトカイン量は且uman　II．－6　EI．ISA　Kit

およびHuman　IL－8　EHSA］Kit（Biosource　In一

七ernationa1，　USA）を使用して測定した．　PD

98059を添加しない対照群には同量のジメチルス

ルポキシド（DMSO）を添加した．

　各実験において，水溶性テトラゾリウムー1

（WST－1）による生細胞数測定の原理を用いた

Cell　Counting　Kit（同仁化学研究所，熊本）を

使用して刺激終了後の細胞数を測定した．反応終

了後にマイクロプレートリーダー（Mode1550，

Bio－Rad，　USA）を使用して測定波長450nm，参

照波長655nmで吸光度を測定した．　ELISAによ

り測定されたサイトカイン量を無刺激群の細胞数

を1×104個としたときの細胞数で補正して，細

胞1×104個あたりの産生量としてグラフに表示

した．データは平均値±標準偏差（S．D．）（n＝

3）で表した．

7．統計学的解析

　多群間の平均値の比較は対比較を行った後に

Holm法で有意水準を調整iすることにより行っ

た．2要因間の交互作用は対応のない繰り返しのあ

る二元配置分散分析により解析した．統計学的解

析はR（h七tp：〃www．r－pr（）ject．org／）を使用して

行い，P＜0．05を有意差ありと判定した．　Holm

の方法による多重比較および二元配置分散分析を

行うためのRのプログラムはhttp：〃aoki　2．　si．

gunma－u．ac．jplRXindex．htm1に掲載されている

ものを使用した．

結 果

1．Apert症候群患者の所見

　Apert症候群患者の初診時の顔貌，手足，ロ腔

内の写真を示す．中顔面の陥凹（図4Aおよび

B），指趾合指症（図4CおよびD），骨格性反対

咬合，開咬（図4EおよびF）などの所見がみら

れた．また，他の2名のApert症候群患者も同

様の所見を示した（データ非掲載）．これらの症

状はこれまでに報告されている症状とほぼ一致し

た．

2．遺伝子変異様式の判定

　健常者およびApert症候群患者の遺伝子変異

様式の判定を行った（図5BおよびC）．健常者

では2名ともSαu3AIとBgl　lで切断されたパ
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B

〔A）正面顔貌写真．

図4：Apert症候群患者の所見
（B）側貌写真．（C）手，（D）足，（E． F）［腔内写真

A
Normal

　　　　Saり3／1］　　　　　　　　Bg／1

GAG　CGA　TCG　CCT　CAC　CGG　CCA
CTC　GTC　AGC　GGA　GTG　GCC　GGT

B
Sau3AI　digest

　　　　　N AS

Glu　Arg　Ser　Pro　His　Arg　Pro

Ser252Trp

　　　　　　　　　　　　　Bgli

GAG　CGA　TGG　CCT　CAC　CGG　CCA
CTC　GTC　ACC　GGA　GTG　GCC　GGT

Glu　Arg　X’p　Pro　His　Arg　Pro

C

M　1　2　3　4　5

Bg／l　digest

　　　　　N AS

＿159－bp

－103－bp

－56－bp

M　1　2　3　4　5
Pro253Arg

　　　　Sau3Al

GAG　CGA　TCG　CGT　CAC　CGG　CCA
CTC　GTC　AGC　GCA　GTG　GCC　GG丁

Glu　Arg　Ser　A萢　　His　Arg　Pro

＝95－bP
　　64－bp

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図5：遺伝子変異様式の判定

（A）　（上段）正常なFGFR2遺伝子はSαu3A　IとBgl　lの両者の認識部位が存在する．（中段）Ser　252　Trp変異でSαu3AIの認

識部位が消失してBglの認識部位のみ存在する．（下段）Pro　253　Arg変異ではBgl　lの認識部位が消失してSαu3A　Iの認識部位の

み存在する．変異した塩基およびアミノ酸を赤字で表示した．（B．C）PCR産物をSαu3AI（B）あるいはBgl　I（C）で切断した後の

DNAのバンドパターン．　N，健常者；AS、　Apert症候群患者
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ターンが確認されたためApert症候群型の変異

は見られなかった．一方，Apert症候群患者では

3名ともBgl　lでは切断されたパターンが確認さ

れたが，Sαu3AIでは切断されなかった．そのた

め変異様式はSer　252　Trpと判定した．健常者お

よびApert症候群患者各1名（図5，レーン1

および3）から上皮細胞を分離培養し，以後の実

験に使用した．

3．上皮細胞から産生されるMMP産生量の検

　討

　健常者およびApert症候群患者由来の歯肉上

皮細胞から産生されるMMPの種類および量を

比較した．ゼラチンを基質とした場合には両細胞

ともに約66kDaと約62kDaの位置にバンドが検

出された（図6A）．分子量からこれらのバンド

はそれぞれ潜在型MMP－2（proMMP－2）と活

性化型MMP－2（active　MMP－2）と考えられ

た．両細胞間でMMP－2のバンドに明らかな差

は認められなかった．一方，92kDaの位置には

バンドは認められなかったため，MMP－9を産生

していないあるいは検出限界以下と考えられた
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（データ非掲載）．また，カゼインを基質とした

場合にはバンドは認められず，MMP－1および

MMP－3も産生していないあるいは検出限界以下

と考えられた（データ非掲載）．

　次に各歯肉上皮細胞をPgLPSで刺激した場合

の潜在型および活性化型MMP－2の変化を検討

した．各細胞をPgLPSなし，あるいは工μg／ml

および10μg／m1のPgLPSで4日間刺激して，そ

の培養上清をザイモグラフィーで解析した（図6

B）．1μg／mlの1『gLPSで刺激した場合には両細

胞とも無刺激時と比較して明らかな差は認められ

なかったが，10μg／mlのPg　LPSで刺激した場合

には活性化型MMP－2のバンドが増強した．し

かし，両細胞間で活性化の程度に明らかな差は認

められなかった．また，MMP－1，3，9のバンド

はいずれの条件においても検出されなかった

（データ非掲載）．これらの結果から，歯肉上皮

細胞を2『gLPSで刺激するとMMP－2が活性化す

るが，その程度は健常者およびApert症候群患

者由来の上皮細胞との問で明らかな差がないこと

が示された．

A
N AS

＜proMMP－2
＜active　MMP－2

N：Normal
AS：Apert　syndrome

B
N AS

0 1 10 0 1 10 PgLPS（μ9／mり

＜proMMP－2
＜active　MMP－2

　　　　　　　MMP－2の産生量および活性化は同程度

　　　　　　　　　　　図6：ゼラチンザイモグラフィーによるMMP産生量の解析
（A）健常者およびApert症候群患者由来の歯肉上皮細胞を96穴プレートに1×］0個ずつ播き、新しい培地に交換した後、4日間

　インキュベートした．培養上清中に含まれるMMPをゼラチンザイモグラフィーで解析した．

（B）健常者およびApert症候群患者由来の歯肉上皮細胞を96穴プレートに1×10’個ずつ播き，新しい培地に交換した
　後，O，工，ユO　pg／皿ユのPgLPSを含む培地で4日間インキュベートした．培養上清中に含まれるMMPをゼラチンザイモグ

　ラフィーで解析した．N．健常者；AS．　Apert症候群患者．
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4．上皮細胞から産生される炎症性サイトカイン

　量の検討

　各上皮細胞をPgLPSで刺激し，炎症性サイト

カインの産生量を検討した．健常者の上皮細胞は

PgLPS刺激によりIL－・　6およびIL－8の産生量

が明らかに増加したが，Apert症候群患者由来の

上皮細胞はPgLPSで刺激してもサイトカイン産

生量の増加の程度が健常者と比較して弱かった

（図7A）．実験間で無刺激時のサイトカイン産

生量のばらつきが大きかったため，無刺激時の値

を1として」『gLPS刺激により何倍になるかを算

出してグラフ化した（図7B）．10μg／mlの

Pg　LPSで刺激したときに健常者由来の上皮細胞

では約20－40倍にサイトカイン産生量が増加した

が，Apert症候群患者由来の上皮細胞では約2－

5倍しか増加せず，LPS刺激によるサイトカイ

ン産生の程度に明らかな差があることが確認され

た．

　健常者とApert症候群患者間でLPS刺激に対

する炎症性サイトカイン産生量の差の有意性を統

計学的に確認するために図7Aのサイトカイン産

生量の結果を1『gLPS（0，1，10μg／m1の3水準）

と細胞種（健常者およびApert症候群の2水準）

とを要因とした対応のない繰り返しのある二元配

置分散分析で解析した．IL－6，　IL－一　8とも交互

作用のP値が0．001未満と有意であったため細胞

種と1『gLPSとの間に交互作用が認められた．す

なわち，細胞の違いがPgLPS刺激による炎症性

サイトカイン産生量に影響を与えていることが確

認された．

5．FGF－　7刺激によるApert症候群型変異の模

　倣

　Apert症候群型のFGFR　2変異により本来は結

合しない種類のFGFが結合する2エ）ことをふま
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図7：LPS　刺激による炎症性サイトカイン産生
（A）健常者およびApert症候群患者由来の歯肉上皮細胞を96穴プレートに1×104個ずつ播き，0，1，10μg／mlの」『gLPSを含む

　培地で24時間刺激した．培養上清中に産生されたIL－6とIL－8量をELISAにて測定し，　WST－1により測定された細胞数
　で補正して細胞1×10個当たりのサイトカイン産生量として表示した．

（B）（A）で得られた値を無刺激時の値を1として算出した．データは平均値±S．D．（n＝3）で表示した．
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え，健常者由来の歯肉上皮細胞に対してApert

症候群由来上皮細胞を模倣することを試みた結

果，歯肉上皮細胞をFGF－7単独で刺激した場合

にはIL－6および皿、－8の産生量に明らかな差

は見られなかった（図8）．一方，10μg！m1の

PgLPSで刺激した場合にはIL－6，　IL－8とも産

生量が有意に増加し，FGF－7の濃度を上昇させ

ることによりこれらのサイトカインの産生量が低

下する傾向がみられた．しかし，1『gLPSのみの

値とPgLPS＋FGF－7の値を比較しても統計学

的には有意差は認められなかった．

　FGF－7の存在によってLPS刺激に対する炎

症性サイトカイン産生の傾向が異なるか否かを統

計学的に確認するために図8のサイトカイン産生

量の結果をPgLPS（0，10μg／mlの2水準）と

FGF－7（0，10，50　ng／mlの3水準）とを要因と

した対応のない繰り返しのある二元配置分散分析

で解析した．IL－6，　IL－8とも交互作用のP値

が0．05より大きくFGF－7と」『gLPSとの間に交

互作用が認められなかった（IL－6，　P＝0．135；

IL－8，P＝0．419）．したがって，統計学的には

FGF－7が1『gLPS刺激による炎症性サイトカイ

ン産生量に影響を及ぼしているとはいえなかっ

た．

6．Apert症候群由来上皮細胞のサイトカイン産

　生に対するMAPキナーゼカスケードの関与の

　検討

　Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞に対して

MAPキナーゼカスケードを阻害した状態での炎

症性サイトカイン産生量を検討した結果，図9に

示すように，歯肉上皮細胞をPgLPSで刺激した

場合にはIL－6，IL－8産生量に約2－5倍の増加が

見られたが，各』『gLPS濃度においてDMSO添

加群とPD　98059添加群のサイトカイン産生量は

ほぼ同程度で，統計学的にも有意差は認められな

かった．先程と同様にPD　98059の存在によって

LPS刺激に対する炎症性サイトカイン産生の傾

向が異なるか否かを統計学的に確認するために図

9のサイトカイン産生量の結果をPg　LPS（0，

1，10μg／mlの3水準）とPD　98059の有無（2水

準）とを要因とした対応のない繰り返しのある二

元配置分散分析で解析した．IL－6，IL－8とも

交互作用のP値が0．05より大きく」『gLPSとPD

98059との間に交互作用が認められなかった（IL
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一6，P＝0．173；IL－8，P＝0．051）．したがって，

統計学的にはPD　98059が1『gLPS刺激による炎

症性サイトカイン産生量に影響を及ぼしていると

はいえなかった．

考 察

　本研究では，Apert症候群のFGFR　2変異が歯

周疾患のリスクファクターとなるか否かをApert

症候群患者由来の歯肉上皮細胞を用いて検討し

た．これまでにApert症候群患者由来の歯肉上

皮細胞を使用した報告はなされていない．

　健常者由来の歯肉上皮細胞と比較してApert

症候群患者由来の歯肉上皮細胞は1『gLPSで刺激

した際のMMP－2の産生量およびその活性化に

明らかな差は認められなかった（図6）．一方，

炎症性サイトカイン産生に関してApert症候群

患者由来の歯肉上皮細胞でPgLPS刺激に対する

反応性が明らかに低かった（図7）．これらのこ

とから，FGFR　2の変異は，　MMPに影響せずIL

－6，IL－8産生量を低下させている可能性が示唆

された．

　この原因に関して，試料数が少ないため個体差

という可能性を無視することはできないものの，

それ以外の原因として以下の仮説が考えられた．

　（1）Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞は細

　　　胞表面のTLR　4／MD－2複合体の発現量が

　　　少ない．

　（2）Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞では

　　　FGFR　2の活性化によりサイトカイン産

　　　生に関与する細胞内シグナル伝達系が阻害

　　　される．

　そこで，MMPおよび炎症性サイトカインの産

生量の変化をもとにして，上述の仮説を検討し
た．

1．MMPの産生について

　本研究において健常者およびApert症候群患

者由来の歯肉上皮細胞から産生される潜在型

MMP－2量およびその活性化の程度に明らかな差

は認められなかった（図6A）．また，各細胞を

LPSで刺激した場合にもMMP－2の産生量およ

びその活性化の程度は同程度であった（図6

B）．また，MMP－1およびMMP－3，　MMP－9

は検出されなかった．これらの結果から，健常者

およびApert症候群患者由来の歯肉上皮細胞と
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の間で組織破壊能に差がないことが示唆された．

　LPSはまずCD　14に結合する．　CD　14はLPSを

細胞表面に発現しているTLR　4／MD－2複合体に

渡して活性化させ，エンドサイトーシスにより細

胞内に情報が伝達され炎症性サイトカインの産生

がおきる38）．また，潜在型MMP－2は細胞膜表面

に結合しているMT　1－MMP（membrane　type

1－MMP）によって活性化される．　MT　1－MMP

はLPS刺激によって発現量が増加し，　MMP－2

を活性化することが末梢血由来単球で報告されて

いる39）．歯肉上皮細胞をLPS刺激した際のMT

1－MMPの発現量を検討した報告はなく，本研

究においても同様の検討を行っていないが，両細

胞で同程度に活性化型MMP－2が検出され，そ

の活性化を引き起こす1『gLPS濃度も10μg／mlと

同じことから，MT　1－MMPも同程度に発現が誘

導されたことが示唆された．さらに，PgLPS刺

激後の細胞の生存率に明らかな差は認められな

かった（WST－1を用いた結果，データ非掲載）．

したがって，本研究では細胞表面のTLR　4／MD－

2発現量を検討していないが，TLR　4／MD－2発

現量およびその後の細胞内シグナル伝達系に明ら

かな差はないことが示唆され，（1）の仮説は成立

しないと考えられる．

2．炎症性サイトカインの産生について

　Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞が

PgLPS刺激による炎症性サイトカイン産生に関

して低反応性を示す原因をFGFR　2からのシグ

ナル伝達を変化させることにより検討した．しか

し，健常者由来の歯肉上皮細胞をFGF－7で刺激

してもサイトカイン産生量がわずかに減少する傾

向を示したが，統計学的には有意差は見られな

かった（図8）．さらにAper七症候群患者由来の

歯肉上皮細胞をMEK阻害剤PD　98059で処理し

た場合にもLPS刺激によるサイトカイン産生量

に明らかな差が見られなかった（図9）．これら
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　　　　　　　　　　　図8：LPS刺激による炎症性サイトカイン産生に対するFGF－7の影響
　健常者患者由来の歯肉上皮細胞を96穴フ゜レートに1×104個ずつ播き，0，1，10μg／mlのPgLPSおよび0，10，20　ng／lnlのFGF－

7を含む培地で24時間刺激した．培養上清中に産生されたIL－6とIL－8量をELISAにて測定し，　WST－1により測定された細胞

数で補正して細胞1×10梱当たりのサイトカイン産生量として表示した．データは平均値±S．D．（n＝3）で表示した．
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　　　　　　　　　　　　　図9：炎症性サイトカイン産生に対するMEK／ERK系の影響
　Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞を96穴プレートに1×104個ずつ播き，　DMSOあるいは20　pM　PD　98059で1時間前処理し

た後，0，1，10　pglmlの」『gLPSとDMSOあるいは20μM　PD　98059を含む培地で24時間刺激した．培養上清中に産生されたIL－6

とIL－8量をELISAにて測定し，　WST－1により測定された細胞数で補正して細胞1×IO4個当たりのサイトカイン産生量として

表示した．データは平均値±SD．（n＝3）で表示した．
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の結果から，Apert症候群患者由来の歯肉上皮細

胞のサイトカイン産生様式に対するMEKIERK

系のシグナル伝達の関与は少ないことが示唆さ

れ，（2）の仮説も成立しないと考えられる．した

がって，本研究では，Apert症候群患者由来の歯

肉上皮細胞を1『gLPS刺激した際に炎症性サイト

カイン産生に関して低反応性を示したメカニズム

を明らかにすることはできなかった．

　Mustafaらは，頭蓋縫合早期癒合症（Apert症

候群を含むと思われる）の小児では健常者よりも

歯肉炎の罹患率が高いと報告している27）．一方，

今回の結果では，Apert症候群患者由来の歯肉上

皮細胞はLPS刺激時の炎症性サイトカイン産生

に関して低反応性を示している．したがって，

FGFR　2の変異と歯肉炎の罹患率が高いことは直

接関連するものではなく，他の要因が存在する可

能性が非常に高いと考えられる．その一つとし

て，Apert症候群の歯肉上皮細胞はTLR　4以外

（例えばペプチドグリカンの受容体であるTLR

2）のシグナル伝達を介して炎症性サイトカイン

を産生していることが推測される．

　一方，健常者由来の歯肉上皮細胞をFGF－7で

刺激して際にサイトカイン産生量がわずかに減少

する傾向を示したことから，さらに高濃度の

FGF－7存在下では1『gLPS刺激によるIL－6お

よびIL－8産生量が有意に低下する可能性が考え

られる．また，FGFRからのシグナル伝達系は

主にME脇ERK系を介するが，それ以外のシグ

ナル伝達系（PI　3　K系など）も活性化すること

が知られている．したがって，今回はPD　98059

しか使用していないが，PI　3　K阻害剤である

Wortmanninなどを使用した場合には何らかの

差が現れた可能性が考えられる．

3．今後の検討課題および展望

　本研究では1『gLPS刺激によるTLR　4を介し

た炎症性サイトカイン産生量しか検討していな

い．Apert症候群患者で歯肉炎が多いということ

は縁上プラークが主な原因である可能性が考えら

れる．縁上プラークの主体であるグラム陽性菌は

LPSを持たないことから，細胞壁の主成分であ

るペプチドグリカンあるいは縁上プラーク抽出物

を使用した方が歯肉炎ということを考慮するとよ

り適切であるかもしれない．また，ペブチドグリ

カンあるいは縁上プラーク抽出物で歯肉上皮細胞
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を刺激した場合にはTLR　2を介した炎症性サイ

トカイン産生量を検討することが可能であるた

め，今後の検討課題としたい．

　本研究で，Apert症候群患者由来の歯肉上皮細

胞はPgLPS刺激した際の炎症性サイトカイン産

生量が少ないことから，免疫能に何らかの影響が

ある可能性がある．しかしこれまでにApert症

候群患者で免疫能の低下がみられるという報告は

ない．免疫系の変化を検討する一つとして，Ap－

ert症候群患者の血清中の全タンパク質量および

IgG量を測定することは非常に興味深いと考えら

れる．

　また，FGFR　2の変異様式の違いにより表現型

に違いがあることが知られているが16），全身的な

表現型のみ言及があり，口腔内の所見に差がある

か否かは明らかでない．したがって，本研究で3

名のAper七症候群患者で遺伝子変異様式が異

なっていた場合には，症例数が少ないもののその

違いによる表現型の差を検討することも可能で

あった．しかし，遺伝子変異様式を判定した結果

から3名ともSer　252　Trpの変異様式であり（図

5），本研究においては表現型を比較することが

できなかった．今後，さらにApert症候群患者

の来院数が増加すればPro　253　Argの変異を持つ

患者もいることが予想される．その場合に遺伝子

変異様式と表現型との間に関連性があるかどうか

を検討することは非常に興味深い．

　最後に，Crouzon症候群などのApert症候群

以外の頭蓋縫合早期癒合症においても同様の結果

が得られる可能性がある．その理由として，

Crouzon症候群もFGFR　2の変異（His　254　Tyr，

Gln　289　Pro，　Trp　290　Arg，　Cys　342　Tyr，　Cys　342

Arg，　Cys　342　Trp，　Ser　354　Pheなど）により生

じ4e），　FGFR　2の活性化を引き起こず1・42）ことが

挙げられる．したがって，Apert症候群型の遺伝

子変異によりLPS刺激による炎症性サイトカイ

ン産生が抑制されることを考えると，Crouzon

症候群型の変異においても同様の結果が得られる

可能性が十分に考えられる．

結 語

　Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞を用い

て，FGFR　2変異が宿主要因として歯周疾患へ及

ぼす影響について検討したところ以下の結論が得
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られた．

1．健常者とApert症候群患者由来の歯肉上皮

　細胞を比較すると，2『gLPS刺激によるMMP－

　2の産生量およびその活性化は同程度であっ

　た．

2．1『gLPS刺激をした際に産生される炎症性サ

　イトカインはApert症候群患者由来の歯肉上

　皮細胞の方が低かった．

3．頭蓋縫合早期癒合症患者で歯肉炎の罹患率が

　高いことを考慮すると，Apert症候群患者由来

　の歯肉上皮細胞ではTLR　4以外のシグナル伝

　達経路（TLR　2など）によってサイトカイン

　産生が起こる可能性が考えられた．

4．以上の結果から，Apert症候群患者における

FGFR　2変異はLPSを介した歯周疾患、発症への

関与は少なく，宿主要因とはなり得ないことが示

唆された．
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