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研究成果の概要（和文）：近年、骨細胞が骨代謝において中心的な役割を果たすと報告され、歯周疾患において
も骨細胞が重要な役割を果たすと考えられる。本研究では、歯周病原細菌の一つであるPorphyromonas 
gingivalisより抽出されたlipopolysaccharide（Pg-LPS）が骨細胞においてどのようにサイトカインを誘導する
のか、そのメカニズムを解明した。さらに、マイクロアレイにより、Pg-LPSにより誘導される遺伝子の網羅的解
析を行った。本研究より、骨細胞が進行した歯周疾患の歯槽骨吸収においても、歯周病原細菌に対するサイトカ
イン産生を介し、主要な役割を果たしていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Recently, osteocytes have been reported to play an important role in bone 
metabolism which indicates osteocytes may play a role in periodontal disease. In this project, we 
determined the mechanism how lipopolysaccharide isolated from Porphyromonas gingivalis（Pg-LPS）
induced cytokine production by osteocytes. We further performed global analyses for Pg-LPS induced 
gene expression. Current findings suggest involvement of osteocytes in advanced periodontal disease 
with alveolar bone resorption by inducing cytokine production in response to periodontal pathogen.

研究分野： 歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
歯周疾患は我が国においても極めて高い

罹患率を示す口腔疾患である。平成 23 年度
の歯科実態調査によると、我が国において、
歯周疾患を有する人は加齢とともに増加す
る傾向があり、年齢階級別に見ると、45〜49
歳では約 87％に達する。従って、歯周疾患の
病態メカニズムの解明により導かれる新規
の予防法、診断法や治療法の社会的意義は極
めて高いと考えられる。歯周疾患における歯
周組織破壊の原因は、機械的刺激の関与もあ
げられるが、主としてプラーク中の歯周病原
性 細 菌 の 外 膜 成 分 の 一 つ で あ る
lipopolysaccharide（LPS）である。今日ま
で、この LPS が歯周組織を構成している種々
の細胞を刺激し、歯周組織破壊が起こると考
えられているが、骨細胞については不明であ
る。 
 骨細胞は骨組織のなかでも 90％以上を占
め、もっとも数が多く長寿命の細胞であるに
もかかわらず、長い間その機能についての研
究は行われてこなかった。骨組織に存在する
骨芽細胞および破骨細胞と比較して著しく
研究が行われていなかった背景には、同細胞
が石灰化した骨基質中に埋まっており、多く
の研究者が骨細胞は活性をもたない細胞と
考えていたからである。しかしながら、
Bonewald らの骨細胞株の樹立等により、in 
vitro においても骨細胞を対象とした研究が
可能となった。さらに、近年、Wnt シグナリ
ングを阻害することにより骨形成を制御す
る sclerostin（スクレロスチン）が骨細胞で
特異的に発現され、sclerostin をターゲット
とした新規薬剤（抗 sclerostin 抗体）の前
臨床試験において良好な結果が得られ、その
後の臨床研究が進んでいることや、長年、骨
のリモデリング（形成と吸収）を制御する
RANK/RANKL/OPG 系 路 の う ち 、 receptor 
activator factor-кB ligand（RANKL）が骨
芽細胞だけでなく骨細胞由来のものも骨代
謝に主要な働きをすると報告された。これら
骨細胞に関わる新しい知見より、骨細胞が骨
形成および骨吸収において重要な役割を果
たすと注目を集めているが歯周炎の病態に
おける役割は明らかになってない。 
 
２．研究の目的 
骨細胞の歯周病原性細菌への応答やその

メカニズムを解明し、骨細胞由来のサイトカ
インをターゲットとした歯周疾患の新たな
診断及び治療法の検討を行うことを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
（１）骨細胞 
骨細胞として、マウスの頭蓋冠を酵素処理

し、採取した初代培養のものと、マウス由来
の骨細胞株を使用した。 
 
（２）歯周病原性細菌由来 LPS 

Invivogen 社より購入した Porphyromonas 
gingivalis（Pg）菌由来の LPS（Pg-LPS）を
使用した。 
 
（３）リアルタイム polymerase chain 
reaction（real-time PCR）法 
LPS に対するレセプターおよび関連分子、

骨細胞マーカー遺伝子について、各遺伝子に
対する特異的なプライマーを用い、遺伝子発
現量の解析を行った。 
 
（４）Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
（ELISA）法 
市販されている ELISA キットを使用し、骨

細胞を Pg-LPS にて刺激後のサイトカイン産
生量を解析した。得られたデータは総タンパ
ク量により補正を行った。 
 
（５）TLR に対する中和抗体 
培養骨細胞中にTLRに対する中和抗体を添

加し、骨細胞に対する歯周病原性細菌由来の
LPS の作用に関わる受容体の同定を行った。 
 
（６）DNA マイクロアレイ 
骨細胞を歯周病原性細菌由来のLPSにて刺

激後、発現量が変化する mRNA の網羅的解析
を行った。 
 
４．研究成果 
（１）骨細胞における LPS に対するレセプタ
ーやその関連分子の発現 

初代培養の骨細胞および骨細胞株のいず
れにおいても、LPS に対するレセプターやそ
の関連分子の発現を認めた（下図参照）。こ
のことより、骨細胞が LPS に応答する受容体
や関連分子を発現することを確認した。 
 

 
（２）歯周病原性細菌由来 LPS に対する骨細
胞のサイトカイン産生 
 骨細胞を Pg-LPS にて刺激を行った後、3、
6、12、24 時間後に破骨細胞分化に関わるサ
イトカインの遺伝子発現レベルを解析し、コ
ントロールとの比較を行った。Pg-LPS 添加に
より、骨細胞における RANKL の mRNA 発現レ
ベルはコントロ-ルに比べ、有意に高くなり
（次項の図参照）、タンパク産生量において
も同様の知見が得られた。このことより、骨
細胞は Pg-LPS 刺激により、破骨細胞分化に



関わるサイトカインの産生を促し、進行した
歯周炎において歯槽骨の吸収を促す可能性
が示唆される。 

 
（３）骨細胞の歯周病原性細菌由来 LPS に対
する作用の受容体の同定 
 骨細胞を Pg-LPS にて刺激を行う際に、LPS
のレセプターに対する中和抗体を添加する
ことにより、レセプターの同定を行った。 
 
（４）骨細胞の歯周病原性細菌由来 LPS によ
り誘導される遺伝子の網羅的解析 
 骨細胞を Pg-LPS にて刺激後３時間後およ
び 24時間後における 2万以上の mRNA 発現の
変化を解析した。 
 有意に発現量が変化した遺伝子の中には
過去に骨細胞やLPSに応答するといった報告
のない、新規の遺伝子を含んでおり、今後さ
らなる解析を進めている。 
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