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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌細胞株 (CAL27) において、黄連湯は歯周病原因菌である P.
gingivalis LPS　およびPAMP刺激によるIL-6 の産生を有意に阻害した。黄連湯 が TLR シグナル伝達に関与す
る因子の機能と活性化を抑制し、それによって様々な遺伝子の NF-kB 依存性発現を抑制する。黄連湯はPAMP 刺
激を受けた CAL27 における IRAK4、IRAK1、および JNKのリン酸化を抑制した。 黄連湯が PAMP による TLR シ
グナル伝達の開始に関与し、MAPKや NF-kB カスケードなどの MyD88 の下流シグナル伝達経路を抑制している可
能性を示している。

研究成果の概要（英文）：In oral squamous cell carcinoma cell line CAL27, orento significantly 
inhibited periodontopathogenic bacterium Porphyromonas gingivalis lipopolysaccharide (LPS) and 
lipoproteins (PAMP)-stimulated production of interleukin (IL)-6. This finding indicates that orento 
may suppress the function and activation of factors involved in TLR signaling, thereby suppressing 
NF-kB-dependent expression of various genes. Orento suppressed IL-1 receptor-associated kinase 
(IRAK4), IRAK1, and c-Jun N-terminal kinase (JNK) phosphorylation in PAMP-stimulated CAL27 cells. 
This result indicates that orento is involved in the initiation of TLR signaling by PAMP and 
suppresses the downstream signaling pathways of myeloid differentiation primary response gene 88 
(MyD88) such as mitogen-activated protein kinase (MAPK) and NF-kB cascades. These findings suggest 
that orento has an inhibitory effect on the production of inflammatory cytokines.

研究分野：漢方医学

キーワード： 漢方薬　歯周病　慢性炎症　抗炎症作用　発ガン抑制
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義は歯周病関連細菌とがん細胞とのIL-6 の発現を分子生物学的にTLRシグナル伝達経路で解明でき、そ
の経路を漢方薬が遮断したことである。一方、社会的意義としてはまず歯周病は細菌感染による慢性疾患であ
る。つまり慢性疾患はがん発症に関与することから、抗炎症作用のある漢方薬は「未病を防ぐ」発想になり、予
防医学に発展すると考えることができる。従って、患者様のがんによる痛みや治療費の負担は軽減する。

※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 
「歯周医学」という概念が歯科医療界に定着するなか、 歯周病と全身疾患の発症あるいは進行
リスクの関係が明らかになりつつある。2008 年の Lancet Oncology 誌に Imperial College 
London の研究者のグループによって、約 5 万人を研究対象者として約 17 年間追跡調査の結果
「歯周病は癌のリスクファクターである」という画期的な報告が発表された。 肺癌、腎癌、 膵
癌、 血液癌などで、歯周病を有しない場合と比較して歯周病を有する場合に発がんリスクが特
に高まることが判明した。その後、Harvard Medical School の研究チームが J Natl Cancer Inst
誌で、51529 人を対象に実施された 16 年間の追跡調査データを検討し、歯周病患者は膵臓がん
リスクが 64％高いことを発表した。さらに、本邦では国立がんセンターの調査で、約 2000 検体
の食道がんの細胞から歯周病関連細菌が 32％の割合で検出された。しかし、現在歯周病とがん
の生物学的な関係は明らかでない。本研究の学術的背景はこのような統計学的な研究結果から
導かれた「歯周病はがんのリスクファクター」であるという可能性から、病態メカニズムを解明
する 1)。一方、がん治療の現場では抗がん剤治療の進歩とともにがんの治療成績は向上している
が、それぞれ特徴的な副作用を有する。それゆえ、本研究で明らかにされた病態メカニズムを基
本に、抗マラリア薬として開発された伝統薬物（漢方薬）である青蒿（キク科ヨモギ属植物）か
ら抽出されたアルテミシニンの発見の発想から、漢方薬構成成分より副作用の少ない薬物が必
要と考える 2)。 
 
２．研究の目的 
現在、歯周病は「癌のリスクファクターである」と考えられてきた。がんの発症メカニズムは腫
瘍組織内に白血球が浸潤していることから慢性炎症が促進的に働く。歯周病は慢性炎症である。
歯周病関連細菌は宿主細胞への持続的な刺激により炎症性サイトカイン産生を誘導し、慢性炎
症疾患である歯周病を発症・進行させる。最近、特に IL-6 はがん細胞の増殖、転移、浸潤など
といった生物学的活性を促進する事が注目されている。本研究では歯周病と関連があると考え
られている口腔扁平上皮癌、食道癌、大腸の細胞に対して歯周病関連細菌 Porphyromonas 
gingivalis の構成成分 LPS(P.g.LPS)による IL-6 産生の病態メカニズムを解明し 3)、このシグナ
リングメカニズムから現在抗腫瘍効果を期待し投薬されている漢方薬を探索していき、その漢
方薬に含まれる生薬成分から抗腫瘍活性の候補を絞っていく。本研究では第一に黄連湯をター
ゲットにして炎症性サイトカインの抑制を分子生物学的に解明し、抗腫瘍活性の可能性を探求
するものである 4) （図 1）。 
 
３．研究の方法 
①MTT assay：CAL27 細胞（1 x 104）に黄連湯 10, 100, 1000 μg/ml を加え、 24 時間培養し
た。MTT 500 mg/ml を細胞に加えて 4時間培養し、その後、0.04 N HCl-イソプロパノールを加
えて十分溶解した。マイクロプレートリーダーにて 595 nm (test)、655 nm (reference)で測定
した。 
②ELISA assay：CAL27 細胞（1 x 104）に黄連湯 10 μg/ml、P. g. LPS 100 ng/ml を加え、 24
時間培養した。培地中に分泌された IL-6 量について、抗 IL-6 抗体と HRP-抗 IL-6 抗体を用いて
反応させ、マイクロプレートリーダーにて 450 nm (test)、655 nm (reference)で測定した。 
③luciferase assay：IL-6 プロモーター（GenBank accession No. NG_011640 の 2636～5035 領
域）を合成し、ルシフェラーゼ遺伝子に連結したプラスミド（phIL-6pro-Luc）を構築した。こ
れ（1 μg）と pRSV-β-gal（0.1 μg、内部標準）を CAL27 細胞に導入し、24 時間培養した。そ
の後、黄連湯 10 μg/ml を添加し、 24 時間培養した。P. g. LPS 100 ng/ml を加えて 6 時間培
養後、細胞抽出液を調製した。この抽出液を用い、ルシフェラーゼアッセイ及びβ-ガラクトシ
ダーゼアッセイを行った。ルシフェラーゼ活性値はβ-ガラクトシダーゼ活性値で標準化した。 
④luciferase assay：  NF-κB 結合配列をルシフェラーゼ遺伝子に連結したプラスミド（pIg
κ-Luc、0.5μg）とプラスミド pRSV-β-gal（0.05 μg、内部標準）を 293-TLR2/CD14 細胞（HEK293
細胞で TLR2 と CD14 が恒常的に発現している細胞）に導入し、24 時間培養した。黄連湯 10 μ
g/ml を添加し、 24 時間培養後、P. g. LPS 100 ng/ml を加えて 6時間培養し、細胞抽出液を調
製した。この抽出液を用いてルシフェラーゼアッセイ及びβ-ガラクトシダーゼアッセイを行っ
た。ルシフェラーゼ活性値はβ-ガラクトシダーゼ活性値で標準化した。  
⑤Western blotting：黄連湯 10 μg/ml 存在下で CAL27 細胞を 24 時間培養後、P. g. LPS 100 
ng/ml を加え、 30 分間培養した。その後、細胞抽出液を調製し、SDS ポリアクリルアミドゲル
電気泳動後、IRAK4・IRAK1・JNK の抗リン酸化或いは非リン酸化抗体を使用して Western blotting
を行った。 
 
４．研究成果 
CAL27 細胞の生存率は黄連湯 10 μg/ml でコントロールと同程度であったが、それ以外は濃度依
存的に低下した。以上から、黄連湯は比較的低濃度で作用し、効果を示す漢方薬であると考えら
れる。まず、CAL27 細胞において、黄連湯は P. g. LPS 刺激による IL-6 の産生を有意に抑制し



た。このことは、黄連湯が LPS を介した TLR シグナル伝達系或いはタンパク質合成系を抑制して
いると考えられる。次に黄連湯は P. g. LPS 刺激による IL-6 プロモーターの活性化を有意に抑
制した。この結果は黄連湯が LPS による IL-6 の産生を転写レベルで抑制している可能性を示唆
する。さらに、黄連湯は P. g. LPS 刺激による TLR を介した NF-κBの活性化を抑制した。これ
は、黄連湯が TLR シグナル伝達に関わる因子の働き（活性化）を抑制することにより、NF-κBに
依存した様々な遺伝子の発現を抑制している可能性がある。そして黄連湯は P. g. LPS 刺激に
よる CAL27 細胞の IRAK4・IRAK1・JNK リン酸化を抑制した。以上から分子生物学的には、黄連湯
が LPS による TLR シグナル開始の早期に作用し、MyD88 の下流シグナル（MAPK カスケードや NF-
κB活性化）を抑制していると考えられる(図)。このことから、黄連湯には炎症性サイトカイン
の産生抑制作用をもつことが示唆された。本研究結果からはふたつの発見がある。ひとつは歯周
病菌由来の病原因子である LPS が、がん細胞から炎症性サイトカインの産生を確認できた。産生
された炎症性サイトカインががんを発症する可能性がある。それゆえ、がんは歯周病菌による慢
性炎症で発症する仮説を裏付けている。もうひとつはこの実験系で黄連湯が炎症性サイトカイ
ンを抑制したことから、予防薬の可能性を秘めている。 
 
 

 

 
図 1 黄連湯 
 
 
 

 
図 2 黄連湯の抗炎症作用のメカニズム 
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