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研究成果の概要（和文）：　破骨細胞前区細胞（THP-1）にPorphyromonas gingivalis（以下、P. gingivalis）
由来LPS刺激を行い炎症性サイトカインの発現が増大した。さらにβ-cryの添加により5FU刺激による炎症性サイ
トカイン発現レベルの増大が抑制された。これよりβ -cryはTHP-1に対して抗炎症効果を有していた。マウス間
葉系幹細胞（KUSA-A1）およびマウス骨芽細胞（MC3T3E-1）はβ-cryを添加すると濃度依存的に強い骨形成を示
した。β-cryは骨芽細胞の活性が上げる効果があり歯周病や歯周病関連疾患に対する治療薬となる可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）： β-cryptoxanthin (β-cry) is a carotenoid that is abundant in Satsuma 
mandarins. The plasma concentration of β-cry is higher in the Japanese population than in other 
countries. In addition, a low plasma concentration of β-cry was reported to be associated with a 
high prevalence of periodontal diseases. In the field of dentistry, β-cry is known to suppress 
alveolar bone resorption. When we stimulated THP-1 cells with P. gingivalis-derived LPS, the 
expression of the inflammatory cytokines IL1-b and TNFα and the anti-inflammatory cytokine IL-10 
increased.This suggests that inflammatory cytokines, which are produced by THP-1 cells due to 
P. gingivalis-derived LPS stimulation, are involved in the inflammatory response of RA.We also found
 that the addition of β-cry increased the expression of adipsin, IL-8, and INFγ. This was likely 
because the analysis was performed on macrophages prior to their differentiation into osteoclasts. 

研究分野：歯科口腔科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　歯学・医学は凄まじい勢いで進歩しているが歯周病や歯周病関連疾患は未だ制圧できていない。また、超高齢
化社会さらには2025年問題と社会保障費は増大の一途をたどっている。
　骨代謝制御機構に注目してb-cryを歯周病や歯周病関連疾患に対する予防・治療薬として応用する研究を実施
することで、歯周病や歯周病関連疾患の制圧、骨粗しょう症や骨折予防につながると考えられる。その結果、健
康長寿な高齢者が増加し、社会保障費削減の一助となると考える。また、歯周病および歯周病関連疾患に対す
る、細胞増殖因子、抗酸化ストレスタンパクの産生について検討ができ、歯周病関連疾患の病態解析に寄与でき
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。
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１．研究開始当初の背景 
歯周病や関節リウマチは，炎症により破骨細胞が活性化され骨破壊が生じる疾患である．骨代
謝制御機構（炎症性サイトカインの抑制，破骨細胞分化の抑制，骨芽細胞の活性）に着目すると，
炎症性サイトカインの増加に伴い，破骨細胞が活性化することで，これらの疾患は骨吸収が促進
する．そのため，炎症を制御することが骨吸収を抑制すると考えられている．また，我が国が迎
えている超高齢化社会において，歯周病関連疾患（関節リウマチ，糖尿病，骨粗鬆症等）が原因
で骨が脆弱になった高齢者が多くなると考えられる． 
そこで，骨代謝制御機構に注目し，天然由来の食物化合物である -クリプトキサンチン（-
cryptoxanthin以下，-cry）を用いることで歯周病関連疾患に対する予防・治療薬としての新た
な可能性や応用性を目指す． 
 
２．研究の目的 
(1) β-cry の骨代謝機構に与える影響について 
歯周病や骨粗鬆症は，破骨細胞と骨芽細胞による連関した制御システムのバランスに破綻が生
じることが原因でおきる疾患である．骨代謝制御機構に着目すると，骨芽細胞は間葉系幹細胞由
来なのに対して，破骨細胞は血球系の細胞由来のため，全く起源の異なる細胞が骨吸収量と骨形
成量をカップリングすることにより骨量を保っている．我が国が迎えている超高齢化社会にお
いて，骨吸収と骨形成の共役（カップリング機構）の不良が原因で骨が脆弱になる高齢者が多く
なると考えられる．我々は，以前の研究で天然由来の食物化合物である β-クリプトキサンチン
（以下，β-cry）が破骨細胞分化因子である RANKLの発現を抑制することを報告した．β-cryは，
温州みかんなどの柑橘類に多く含有され，さらに無味無臭であるため，食品に添加が可能で，サ
プリメント，機能性食品への応用が可能である．そこで，β-cryが骨代謝制御機構に与える影響
が明らかとなれば，骨代謝性疾患の新たな予防になり得ると考えた．  
(2) β-cry の粘膜炎に対する効果について 
口腔膜炎は，化学療法に伴う代表的な副作用の 1つであり，口腔内の疼痛，嚥下痛を引き起こ
すことで，患者の栄養状態の低下，会話困難などの影響を与え，患者の QOLを著しく低下させ
る.口腔粘膜炎の発症には多くの因子が関与しており，詳細なメカニズムは未だ不明な部分もあ
るが，現在のところ化学療法剤による直接的な細胞障害に加え，化学療法剤により惹起される活
性酸素(ROS)による障害や炎症性サイトカインによる口腔内局所の炎症などが主な原因として
報告されている. 
β-cryptoxantin(β-cry)は温州みかんに多く含有されるカルテノイドであり，これまでに抗酸化・
抗炎症作用などが報告されており，我々のグループでも歯根膜細胞や歯肉線維芽細胞に対して
抗炎症効果を示すことを報告してきた.しかしながら β-cry の口腔粘膜炎に対する効果は未だ不
明である. 
そこで本研究では，頭頸部領域の化学療法によく用いられる 5-fluorouracil(5-FU)で口腔粘膜由
来上皮細胞を刺激するとともに，β-cryを添加し，その効果について検討した. 
 
３．研究の方法 
(1) β-cry の骨代謝機構に与える影響について 
マウス間葉系幹細胞（KUSA-A1）およびマウス骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1）を DMEM 培地，骨分化
誘導培地，骨分化誘導培地にβ-cry を添加したもので培養し，alizarinredS 染色，免疫蛍光化
学染色および QT-RealtimePCR を実施し，石灰化基質産生能，遺伝子発現の評価を行った．また，
マウスマクロファージ（RAW264．7）を播種し，RPMI 培地，sRANKL 添加破骨細胞分化誘導培地，
sRANKL 添加破骨細胞分化誘導培地にβ-cry を添加したもので培養し， TRAP 染色および Actin
染色を行い，ダブルポジティブを示した細胞を示し，破骨細胞数を定量比較，検討を加えた． 
(2) β-cry の粘膜炎に対する効果について 
口腔粘膜由来正常上皮細胞(以下 hOMK，CellResearchCorp)を，実験に応じて各種 plate に播
種し，5-FUならびに β-cryの添加を行った.その後 hOMKの細胞カウント，Real-timeRT-PCR
による炎症性サイトカイン，MMPsの発現解析，ELISAによる炎症性サイトカイン産生の解析，
蛍光比色試験でのReactiveoxygensupecies(ROS)活性解析ならびにNF-κBシグナル解析を行っ
た.さらに，5-FU に加えて PorphyromonasgingivalisLPS(P.g.LPS)で刺激した場合での炎症性
サイトカイン産生の解析も行った． 
 
４．研究成果 
(1) β-cry の骨代謝機構に与える影響について 
マウス間葉系幹細胞（KUSA-A1）およびマウス骨芽細胞（MC3T3E-1）は DMEM 培地では骨分化を
認めなかったのに対して，骨分化誘導培地により骨分化を alizarinredS 染色にて認めた．さら
にβ-cry を添加した群は濃度依存的により強い石灰化物基質産生および骨分化マーカーの発現



を認めた．また，マウスマクロファージ（RAW264．7）は RPMI 培地にて破骨細胞分化を認めなか
ったが，sRANKL 添加破骨細胞分化誘導培地では破骨細胞分化を TRAP 染色にて認め，Actin 染色
を加えることで破骨細胞特有の Actinring が検出された．ダブルポジティブを示した細胞をセ
ルカウントしたところ，破骨細胞数の現象は認めたものの，有位差は認めなかった．また，β-
cry 添加による破骨細胞の割合に変化は認められなかった． 
マウス間葉系幹細胞（KUSA-A1）およびマウス骨芽細胞（MC3T3E-1）はβ-cry を添加すると濃
度依存的に強い骨形成を示すため，β-cry は骨芽細胞の活性が上げる効果があると考えられる．
また，マウスマクロファージ（RAW264．7）はβ-cry を添加すると濃度依存的に分化破骨細胞数
は減少するものの，割合は減少せず，β-cry の溶媒による細胞毒性の影響が正常細胞にも及ん
だと考えられる．今回の結果から，β-cry は骨代謝制御機構の骨形成作用を促進させる可能性
がある． 
(2) β-cry の粘膜炎に対する効果について 
5-FU 刺激群では，control 群に比べ hOMK 細胞数の有意な減少を認めた，またβ-cry 添加群で
は control 群に比べ有意な増大を認めた. 
 5-FU 刺激群では，control 群に比べ IL-6，IL-8，MMP-2，MMP-9mRNA 発現量と IL-6，IL-8 産生
量の有意な増大を認めたが，β-cry 添加群および 5-FU+β-cry 群では，control 群に比べこれら
の有意な増大は認めなかった．また IL-8，MMP-2mRNA 発現，IL-8 産生においては，5-FU+β-cry
群では 5-FU 単独刺激群と比べて有意な減少を認めた. 
5-FU 刺激群および 5-FU+β-cry 群では，control 群に比べ ROS 産生量の有意な増大を認めたが
5-FU+β-cry 群での産生量は 5-FU 単独刺激群に比べ有意に低かった.また 5-FU 刺激群では，
control 群に比べ核内 NF-κB 量は有意に増大した.5-FU+P.g.LPS 共刺激群では，5-FU 単独刺激
群に比べ IL-6，IL-8 産生量が有意に増大したが，β-cry の添加により IL-6 産生は有意に減少
した. 
β-cry 添加により 5-FU によって口腔粘膜上皮細胞に誘発される炎症性サイトカイン，MMPs や
ROS の増大が抑制されることが判明するとともに，β-cry には上皮細胞の細胞増殖を増大させ
る作用があることが判明した．また P.g.LPS の存在下では 5-FU による炎症性サイトカイン産生
が増大することも判明した．本研究より，β-cry には化学療法によって引き起こされる口腔粘
膜炎の症状を緩和させる可能性が示唆されるとともに，口腔ケアとの併用が効果的である可能
性が考えられた. 
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