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研究成果の概要（和文）：本研究では、初代ヒト歯肉上皮細胞および歯肉線維芽細胞を用いた三次元歯肉組織に
毛細血管等の存在する三次元歯肉組織を作製し、口腔内細菌の産生する短鎖脂肪酸の影響を検討した。初代歯肉
上皮細胞の単離・保存、他の細胞との条件合わせ、上皮層の剥離等の問題の克服が困難だったため、ヒト歯肉上
皮細胞が歯周病原細菌の産生する短鎖脂肪酸により誘導される細胞死誘導メカニズムを探ることを並行して行っ
た結果、短鎖脂肪酸による歯肉上皮細胞のヒストンアセチル化の亢進、活性酸素産生によるオートファジーの亢
進が細胞死誘導に関与していることが示唆された。また、LPS誘導M1マクロファージの活性化を抑制している可
能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to prepare three-dimensional gingival tissues using 
primary human gingival epithelial cells and fibroblasts with capillaries and examined the effects of
 short-chain fatty acids produced by oral bacteria on epithelial cells. Because it was difficult to 
overcome the problems of primary epithelial cell isolation and cryopreservation of primary gingival 
epithelial cells, matching conditions with other cells, and detachment of the epithelial layer from 
lamina propria, we conducted parallelly explore the mechanism of cell death induced by short-chain 
fatty acids produced by periodontal pathogenic bacteria in human gingival epithelial cells. The 
results suggest that increased histone acetylation of gingival epithelial cells by short-chain fatty
 acids and increased autophagy by ROS production are involved in the induction of cell death. It was
 also suggested that LPS-induced M1 macrophage activation may be inhibited.

研究分野：口腔生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯と歯肉の境目に蓄積した歯垢は大量の口腔内細菌を含み、これらの細菌は代謝産物として、高濃度の短鎖脂肪
酸を産生する。歯肉上皮細胞への短鎖脂肪酸の作用は細胞死を誘導し、damage-associated molecular patterns
と呼ばれる炎症を引き起こす因子を放出することから、歯肉炎の原因の一つとして口腔内細菌の産生する短鎖脂
肪酸が考えられる。本研究では、短鎖脂肪酸誘導の細胞死メカニズムの一端としてヒストンのアセチル化の関与
および活性酸素産生によるオートファジーの亢進が細胞死に重要であることを発見した。これらの知見は歯肉炎
予防法開発に役に立つと考える。

※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 
 歯周疾患発症の細胞生物学的・分子的メカニズムを考察する上で、これまでは二次元培養や動
物実験を用いた研究がなされてきたが、ヒト生体と違う結果となる可能性が高い。その上、実際
の歯周組織は様々な由来の細胞からなっており、歯肉上皮細胞、固有層線維芽細胞、血管内皮細
胞、および多形核白血球やマクロファージなどの遊走細胞などが互いに作用しあっていること
から、これまで行われてきた二次元培養系の様な単純すぎる系では細胞や分子の挙動について
本当の事がわからない。また、歯周疾患などの慢性疾患については動物実験での評価が難しいこ
とや動物実験を可能な限り減らそうという近年の研究を取り囲む環境から、より生体に近い挙
動を示す三次元培養系や初代幹細胞を用いたオルガノイドを用いた研究が求められている。一
方、我々は二次元の培養細胞を用いた系で、ヒト歯肉上皮細胞が短鎖脂肪酸の作用により細胞死
を引き起こし、それに伴い HMGB1 などの damage-associated molecular patterns を放出するこ
とを発見してきたが、短鎖脂肪酸の作用がより生体に近いと考えられる三次元オルガノイド組
織に及ぼす影響ついて調べ、そのメカニズムが二次元培養系の研究から得られたメカニズムと
共通する点および相違点について検討する必要性があった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、実際の生体歯肉結合組織には存在する毛細血管や白血球等の遊走細胞を導入し
た歯肉組織と極めて類似性が高いヒト歯肉オルガノイド組織の作成を試み、これまでの申請者
等の研究結果と三次元オルガノイド組織での違いを検討することを目的とした。また、二次元培
養系において短鎖脂肪酸誘導細胞死メカニズムの詳細について検討し、そのオルガノイド組織
を用いた結果との比較も併せて行うことも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではヒト由来の歯肉組織を用いることから、日本大学歯学部倫理委員会の承認を得た
後に研究を始めた。書面によるインフォームドコンセントをとった後に、抜歯等の外科処置によ
って発生する歯肉片を得た。この歯肉片をディスパーゼに作用させた後、上皮と固有層を分離し、
それぞれの層を細かく刻んだ後に、６穴プレートにカバースリップを用いて固定した。外生して
きた歯肉上皮細胞(HGEC)と線維芽細胞(HGFB)が混ざっていないことを顕微鏡下で確認し、問題
なければ細胞を増やして凍結保存を行った。上皮と固有層がなかなかきれいに剥がれず、上皮細
胞に線維芽細胞がたくさん混じることが多かった。 
 これらの細胞およびヒト臍帯血管内皮細胞（HUVEC）を培養し、それぞれ対数増殖期の細胞を
三次元培養系に用いた。まずは HGFB と HUVEC を様々な混合比で炭酸水素ナトリウム含有濃縮培
地中に懸濁し、豚コラーゲン酸性溶液と混和したものをトランスウェルインサートに流し込ん
だ。30 分程度インキュベーターで 37℃に温めるとコラーゲンがゲル化して固まるが、硬化確認
後にウシ胎児血清中に懸濁した HGEC を載せてコラーゲンゲル上に歯肉上皮細胞の層を作製した。
その後、上皮の重層化のため上皮上に存在する培地をアスピレートし、上皮層を空気に晒した。 
この状況で上皮層が固有層から剥がれ、固有層が露出することが多々あった。上皮層が厚くなる
上でテンションが強くなり、そのようになったものと考えられた。上皮細胞の細胞数を変えるな
ど、様々な対処法を考えて改善を試みたが、良い方法が見つからなかった。 
 そのような中、保存しておいた上皮細胞の在庫がなくなり、追加の実験に時間を要するなど、
順調に研究が進まなかったので、初代歯肉上皮細胞の代わりに歯肉上皮株化細胞を用いた系は
過去に確立していたので、この系を用いて酪酸がこの三次元培養系の歯肉上皮株化細胞に及ぼ
す影響について調べた。また、歯肉上皮株化細胞を用いた二次元培養系を用いて、短鎖脂肪酸誘
導細胞死メカニズムについて調べることとした。短鎖脂肪酸のうち酪酸はヒストンデアセチラ
ーゼ（HDAC）を阻害することが知られている事から、口腔内細菌が産生する短鎖脂肪酸に HDAC
阻害作用があるかどうかについて調べ、それらが細胞死に及ぼす影響について調べた。さらに、
これまで、活性酸素の産生およびオートファジー亢進が細胞死に関わることを示してきたが、そ
れらがどの様に関連しているかについて検討した。また、細胞死後の damage-associated 
molecular patterns（DAMPs）の放出についても調べた。加えて、短鎖脂肪酸が LPS 誘導 M1 マク
ロファージの活性化に及ぼす影響についても調べた。 
 
４．研究成果 
 血管を有し初代歯肉上皮細胞および初代歯肉
線維芽細胞を用いた三次元培養系の構築が難し
かったため、ヒト歯肉上皮細胞株とヒト初代歯
肉線維芽細胞を用いた単純な三次元培養系を作
製し（図１）、短鎖脂肪酸のうち酪酸が三次元培
養歯肉上皮に及ぼす影響について調べたとこ
ろ、酪酸はコントロールと比較して有意に多く



の細胞死を誘導し、DAMPs の一つである SAP130 の放出を亢進した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 短

鎖脂肪酸である酪酸およびプロピオン酸はヒト歯肉上皮の細胞死を引き起こすが（図３）、酪酸
だけでなくプロピオン酸においても HDAC 阻害作用を持つことがわかった（図４）。次に、同じく
HDAC 阻害因子である SAHA や Valproic acid を作用させると、酪酸やプロピオン酸を作用させた
ときと同様に細胞死を引き起こすことが解った（図５）。 

 ヒストンはヒストンアセチルトランスフェラーゼ（HAT）によってアセチル化され、HDAC によ
り脱アセチル化されることから、ヒト歯肉上皮細胞を HAT の阻害作用を持つ C646 で前処理する
ことで、HAT によるアセチル化作用を減弱させ、そこで短鎖脂肪酸を作用させるとヒストンのア
セチル化は減弱し、それに伴い短鎖脂肪酸誘導細胞死も減弱した（図３）。短鎖脂肪酸の代わり
にSAHAや Valproic 
acidなどのHDAC阻
害剤で同様な実験
を行ってみると、ヒ
ストン H3 のアセチ
ル化が亢進しそれ
に伴い細胞死が誘
導された（図５）。ま
た、C646の前処理は
酪酸およびプロピ
オン酸誘導ヒスト
ン H3 のアセチル化
および細胞死を抑
制した。これらの事から、短鎖脂肪酸の HDAC 阻害作用がヒト歯肉上皮細胞の細胞死誘導に関与
していることが解った。ヒストンのアセチル化によりヌクレオソームを構成するヒストンと DNA
のアフィニティーが弱まることから、転写（調節）因子が DNA にアクセスしやすくなることで、
たくさんの遺
伝子発現が増
強されると考
えられること
から（図６）、
酪酸の作用で
発 現 が 上 昇
し、C646 の前
処理で発現が
抑制される遺
伝子を抽出したところ、その中にはオートファジーおよび活性酸素という Gene ontology がエ
ンリッチされていることが解った（Odontology 2023, doi: 10.1007/s10266-022-00775-9）。 
 これまでに、酪酸誘導細胞死にはオートファジーと活性酸素の産生が必要である事が解って
いたが、これらがどの様に関係しているかについては不明であったので、調べてみたところ、酪
酸およびプロピオン酸はオートファジーおよび細胞死を誘導したものの、ATG5 の siRNA 導入に



よるオートファジーの抑制で細胞死は抑制された（図７）。次に活性酸素の産生が酪酸およびプ
ロピオン酸によって誘導され、還元剤による活性酸素の消去でオートファジー（LC3B-Ⅰから
LC3B-Ⅱのシフトを指標とした）および細胞死は減弱した（図８）。これらの事から、酪酸および
プロピオン酸により活性酸素の誘導が起こり、それによりオートファジーが誘導され、その結果
細胞死が誘導されることが示唆された。 

 
 加えて、短鎖脂肪酸が LPS 誘導 M1 マクロファージの活性化に及ぼす影響についても調べた。
LPS のマクロファージへの作用はマクロファージを炎症誘導性の M1 マクロファージへと誘導す
る。M1 マクロファージのマーカーである iNOS の産生を調べたところ、LPS で誘導された iNOS 産
生が短鎖脂肪酸の作用により抑制された（図９）。 
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