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研究成果の概要（和文）：歯周病原細菌のPorphyromonas gingivalis由来のLPSの口腔上皮細胞株のHSC-2細胞や
マクロファージ細胞株のTHP-1細胞内への配送は細胞死を誘導した。Escherichia coliのLPSをコントロールとし
て使用した。THP-1細胞においてはカスパーゼ1とカスパーゼ4の断片化がみとめられた。さらにこの細胞死はカ
スパーゼ1抑制剤、カスパーゼ4抑制剤そしてNLRP3抑制剤により抑制されたことから、この細胞死にはカスパー
ゼ4を介した非定型NLRP3活性化経路が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cytosolic delivery of LPS from one of periodontal pathogen, Porphyromonas 
gingivalis to oral epithelial cell line, HSC-2 or macrophage cell line, THP-1 induced cell death. 
LPS from Echerichia coli was used as control. Degradation of caspase-1 and caspase-4 were detected 
in THP-1 cells. In addition, this cell death was inhibited by caspase-1 inhibitor, caspase-4 
inhibitor or NLRP3 inhibitor. These results suggest the noncanonical NLRP3 activation via caspase-4 
might be involved in this pyroptotic cell death.

研究分野：歯周病学

キーワード： 歯周病原細菌　カスパーゼ4　NLRP3　インフラマソーム　カスパーゼ1　ピロトーシス　LPS

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周ポケット内の上皮細胞には上皮細胞死に伴う潰瘍が形成されていることが示されている。上皮細胞によるバ
リアー機能の消失は歯周ポケット内に生息する歯周病原細菌が上皮下の結合組織内に侵入する機序の一つである
と考えられているが、細胞死にいたる機序は明らかにされていない。本研究からグラム陰性細菌のLPSの細胞内
への侵入はカスパーゼ4により検知され、NLRP3インフラマソーム活性化の結果ピロトーシスと呼ばれる細胞死を
誘導することが明らかになった。このことはカスパーゼ4やNLRP3を標的とした歯周病予防や新規歯周治療法の開
発の可能性を示している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
歯周ポケット内の上皮細胞には上皮細胞死に伴う潰瘍が形成されていることが示されている。
上皮細胞によるバリアー機能の消失は歯周ポケット内に生息する歯周病原細菌が上皮下の結合
組織内に侵入する機序の一つであると考えられているが、細胞死にいたる機序は明らかにされ
ていない。近年、グラム陰性細菌の感染時においては、その細胞膜構成成分であるリポ多糖(LPS)
が細胞質内タンパクのカスパーゼ 4やカスパーゼ 5により検知され、NLRP3 インフラマソームの
活性化誘導することが報告された（非定型 NLRP3 活性化経路）。活性化されたカスパーゼ 4、5と
NLRP3 インフラマソームにより活性化されたカスパーゼ 1により切断されたガスダーミン Dの N
末端は細胞膜に多量体を形成する。この多量体により形成された小孔はピロトーシスと呼ばれ
る細胞死を誘導する。我々は歯周病原細菌の LPS が歯周ポケット内の上皮組織のピロトーシス
を誘導し、歯周病原細菌の結合組織へ侵入に導くのではないかという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 

 
歯周病の病態形成には歯周病原細菌の LPS が深く関与すると考えられている。ヒトにおいて
は細胞質内に存在するカスパーゼ 4、5 が細胞内に侵入したグラム陰性細菌の LPS を認識し、
NLRP3 インフラマソーム複合体を介したカスパーゼ 1 の活性化を誘導することが知られている。
活性化カスパーゼ 4、5やカスパーゼ 1は IL-1βや IL-18 のプロセッシングによる活性化やピロ
トーシスと呼ばれる細胞死の誘導に関与している。しかしながら歯周病原細菌の Porphyromonas 
gingivalis の LPS は Echerichia coli などの腸内細菌の LPS と比較して構造的にアシル基が長
いこと、またその数が少ないことが報告されており、カスパーゼ4やカスパーゼ5を介したNLRP3
活性化経路を活性化できるかどうかは明らかではない。そこで本研究では P. gingivalis LPS の
非定型 NLRP3 活性化について検討した。 
 
３．研究の方法 

 
ヒト単球・マクロファージ細胞株の THP-1 細胞もしくはヒト歯肉上皮細胞株の HSC-2 細胞を
実験に使用した。これらの細胞にInvitrogen社製のNEON®を用いた電気穿孔法(Electroporation, 
EP)もしくは Lipofectamine LTX®を用いたリポフェクション法により P. gingivalis LPS を細胞
質内に配送した。E. coli の LPS を対照として使用した。またカスパーゼ 4欠損 THP-1 細胞とそ
のコントロール細胞は invivogen 社から購入したものを使用した。これらの細胞の細胞質への
LPS 配送後の細胞死はトリパンブルー染色および乳酸脱水素酵素(LDH)の放出を指標に計測した。
NLRP3 とカスパーゼ 1、4、5の mRNA 発現は RT-PCR にて、そしてタンパク発現もしくはそのプロ
セッシングは免疫ブロッティング法により解析した。 
 
４．研究成果 
 
過去の報告において、非定型 NLRP3 活性化は単球・
マクロファージを用いて実験されていたことから、最
初に THP-1 細胞を用いて実験をおこなった。THP-1 細
胞に対して P. gingivalis と E. coli の LPS の EP を
行った 4時間後にトリパンブルーで染色したところ、
両 LPS 共に EPによりトリパンブルー色素の取り込み
が誘導された。この時の細胞培養上清中の LDH 活性を
測定したところ E. coli と P. gingivalis の LPS の
LDH の放出は両者ともに約 70%で有意に増加していた
が、LPS を加えずに EP を行った時、もしくは LPS を
加えても EP を行わなかった時には LDH の放出は認め
られなかった(図 1)。 
 
E. coli LPS の存在下で EP を行った時の THP-1 細胞の LDH の放出は 2〜5 時間で最大になっ
た。また EP４時間後の THP-1 の LDH の放出は刺激した LPS の量依存的に増加した。次に EP とは
異なる手法すなわちリポフェクション法により LPS を細胞質内に配送した。E. coli と P. 
gingivalis LPS をリポフェクション法により THP-1 細胞内配送した時も、濃度依存的に LDH 放
出を誘導したが、P. gingivalis LPS の活性は E.coli よりも低かった。また LPS をリポフェク
ション法により HSC-2 細胞内配送した時には E.coli は LDH 放出を誘導したが、P.gingivalis は
誘導しなかった。 
 



 
次に THP-1 細胞から分離した total RNA の RT-PCR 解析ではカスパーゼ 4、カスパーゼ 1、NLRP3
の mRNA は発現していたが、カスパーゼ 5の発現は認められなかった。そのため以降はカスパー
ゼ 4に焦点をあてて実験を行った。 
 
LPS 細胞内配送による細胞死にお
ける非定型NLRP3活性化経路の各分
子の役割を調べるために、カスパー
ゼの抑制剤として z-VAD-fmk、カス
パーゼ 1 の抑制剤として z-YVAD-
fmk、カスパーゼ 4 の抑制剤そして
NLRP3 抑制剤として MCC950 を使用
し、それらの存在下にて実験をおこ
なった。結果、LDH の放出は z-VAD-
fmk、z-YVAD-fmk、カスパーゼ 4 抑
制剤そして MCC950 により有意に抑
制された(図 2)。このことから LPS 配送による THP-1 細胞のピロトーシスにはカスパーゼ 4、カ
スパーゼ 1そして NLRP3 が関与することが明らかになった。 
 
次に E.coli そして P.gingivalis LPS EP 時の細胞
内もしくは細胞培養上清中のカスパーゼ 1 とカスパ
ーゼ 4の動体を免疫ブロティング法により解析した。
両 LPS ともに EP により細胞内に配送すると、THP-1
培養上清中のカスパーゼ 1 とカスパーゼ 4 の断片化
が免疫ブロッティング解析により示された(図 3)。こ
のことはこのことから LPS 細胞内配送による細胞質
内のカスパーゼ 1 とカスパーゼ 4 には断片化は観察
されなかったことから、細胞死が誘導された細胞にお
いてカスパーゼ 1 とカスパーゼ 4 のプロセッシング
が誘導され、細胞死により細胞外に放出されたと考え
られた。 
 
次にカスパーゼ 4の役割を明らかにするために、ま
カスパーゼ 4 欠損 THP-1 細胞を用いて実験をおこな
った。カスパーゼ 4 欠損 THP-1 細胞(THP-1 CASP4-
defeicient 細胞)に対して E. coli と P. gingivalis
由来の LPS の EP を行った。コントロール細胞(THP-1 
null2 細胞)では、E. coli と P. gingivalis の EP は
それぞれ 48%と 39％の細胞死を誘導したのに対して、
THP-1 CASP4-deficient 細胞では両LPSともに細胞死
は観察されなかった(図 4)。 
 
これらの実験から P. gingivalis 
の LPS は E. coli LPS と同様に、
細胞質内に配送されると、細胞質内
のカスパーゼ 4 に認識され、NLRP3
インフラマソーム活性化を介したピ
ロトーシスを誘導することが明らか
になった。 
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