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研究成果の概要（和文）：　歯周病患者では歯石沈着により症状が悪化することが知られているが、歯石が歯周
病の病状を悪化させるメカニズムについては不明な点が多い。本研究では、歯石中のリン酸カルシウム結晶が、
マクロファージにおいてはNLRP3インフラマソームという自然炎症経路を活性化して炎症性サイトカインIL-1β
産生を誘導し、歯肉上皮細胞においては、ピロトーシスと呼ばれるインフラマソーム依存性細胞死を誘導して上
皮細胞シートの透過性を亢進させることを明らかにした。これらの結果から、歯石粒子の歯肉上皮バリア破壊と
歯周組織における炎症拡大への関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is known that calculus aggravates periodontal disease, but the mechanism 
has not been elucidated. In this study, we have clarified that calcium phosphate crystals in dental 
calculus activate the NLRP3 inflammasome to induce IL-1β production in macrophages, and induce 
inflammasome-dependent cell death called pyroptosis in gingival epithelial cells that enhances the 
permeability of the epithelial cell sheet. These results suggest that calculus particles are 
involved in the destruction of the gingival epithelial barrier and the exacerbation of inflammation 
in the periodontal tissue.

研究分野： 歯周病学

キーワード： 歯石　歯周病原細菌　上皮
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　歯周病患者では歯石沈着により症状が悪化することは広く知られているが、歯石はプラークリテンション因子
と考えられ、歯石自体の為害作用はあまり知られていない。本研究では、歯石中のリン酸カルシウム結晶が、
NLRP3インフラマソームの活性化を介して歯周組織の破壊と歯周組炎症拡大に関与することを示したものであ
り、学術的に重要な意味を持つと同時に、今後の新たな歯周病の診断、治療法の開発へ寄与することが期待され
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 
 歯石は歯周炎の代表的なリスク因子の 1 つであり、歯石が沈着した部位で歯周炎は進行しや
すく、歯石を取り残すと深いポケットが残存しやすい。近年、生体の様々な部位において、組織
に沈着した結晶が NLRP3 インフラマソームと呼ばれる蛋白複合体を活性化して炎症や組織傷害
を起こすことが明らかとなった。痛風における関節包内の尿酸ナトリウム結晶、塵肺におけるシ
リカ結晶などはこの例である。これらの疾患では、組織に蓄積された結晶がマクロファージに貪
食され、NLRP3 インフラマソームを活性化する。インフラマソーム は、IL-1β前駆体を成熟型
蛋白として分泌させ、IL-1βは免疫系細胞、線維芽細胞、血管内皮細胞など幅広い細胞に炎症性
サイトカインや接着分子の発現を誘導し、組織に炎症を引き起こす。 
 我々は、歯石中のリン酸カルシウム結晶もインフラマソームを活性化し、IL-1β産生を誘導し
ていると仮説を立て、粉砕した歯石でマウスマクロファージを刺激した。その結果歯石濃度依存
的に、マクロファージから IL-1βが誘導されることを明らかとした（Montenegro RJL et al., 
PLoS ONE, 11(9), e0162865, 2016）。また、歯石で歯肉上皮細胞を刺激すると、ピロトーシスと
呼ばれるインフラマソーム依存性細胞死が誘導されることも明らかにした（Ziauddin SM et al., 
J Periodontal Res, 53(3), 353-361, 2018）。 
 歯肉上皮細胞に細胞死が誘導されれば、歯肉溝/歯周ポケット上皮のバリアが破壊され、プラ
ーク中の細菌の侵入を許し、歯周組織破壊が進行する。これまでに、プラーク中の細菌により誘
導される歯肉上皮細胞の細胞死については多くの報告があるが、プラーク中の細菌と歯石結晶
粒子の細胞傷害性を比較した研究はない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、歯石結晶粒子と歯周病原細菌がそれぞれ歯肉上皮細胞にどの程度の細胞傷害性
を有し、上皮細胞のバリア破壊の原因となるのかを比較する。結晶粒子や細菌の細胞傷害性は、
これらに暴露される細胞の由来する組織により異なると予想されるため、マクロファージ様細
胞をコントロールに用いる。これらの実験により、歯肉溝/歯周ポケット上皮のバリア破壊にお
ける歯石結晶粒子と歯周病原細菌の相対的依存度を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
歯石中には結晶成分だけでなく細菌やヒト組織由来の有機成分も含まれるため、本研究では

無機的に合成されたハイドロキシアパタイト（HA）(市販の 40 nm、150 nm、<2 μm のものを購
入)も使用した。HA結晶と歯周病原細菌の歯肉上皮細胞および細胞シートに対する細胞傷害性を
以下の方法で検討した。 
 

（１）歯肉上皮細胞 HSC-2を HA結晶と歯周病原細菌 Aggregatibacter actinomycetemcomitans、
Fusobacterium nucleatum に暴露し、細胞傷害性を比較した。細胞傷害性は、細胞内から放出さ
れる乳酸脱水素酵素（LDH）測定試験と死細胞をヨウ化プロピジウム（PI）で染色する方法を用
いた。 
 また、歯肉上皮細胞に対する細胞傷害性は、他の組織由来の細胞と異なる可能性があるため、
PMA でマクロファージ様細胞に分化させた THP-1 細胞をコントロールとして使用した。 
 
（２）上記（１）ではヒト口腔上皮癌由来 HSC-2 細胞を使用したが、正常口腔上皮細胞について
も HA 結晶、Aggregatibacter actinomycetemcomitans、Fusobacterium nucleatum に暴露して細
胞傷害性を測定し、HSC-2 細胞と同様の結果が得られるかどうか検証した。また、コントロール
として THP-1 細胞の代わりにヒト末梢血から分離した単球を用いて、PMA でマクロファージ様細
胞に分化させた THP-1 細胞と同様の結果が得られるか検証した。 
 
（３）メンブレンフィルター上に歯肉上皮細胞 HSC-2 がコンフルエントになるまで単層培養し、
この細胞シート上に HA 結晶および歯周病原細菌を添加し、低分子量蛍光物質または色素による
透過性試験を行った。 
 この解析から、HA 結晶および歯周病原細菌が上皮細胞のバリア機能の破壊に及ぼす影響を比
較した。 
 
（４）歯肉上皮細胞 HSC-2 を HA 結晶と歯周病原細菌に暴露し、細胞死の誘導されるメカニズム
の違いについて解析した。細胞死には、外傷などによって誘導されるネクローシスとプログラム
された細胞死であるアポトーシス、両者の特徴を合わせ持つピロトーシスやネクロトーシスな
どが存在する。結晶粒子はピロトーシスを誘導し、菌体成分はアポトーシスやピロトーシス、ネ
クロトーシスを誘導することが知られているが、歯肉上皮細胞にどのような細胞死が誘導され
るか解析した。また、コントロールとして PMA 処理した THP-1 細胞を用いてマクロファージの細
胞死の誘導メカニズムと比較した。 



 
４．研究成果 
 
（１）口腔上皮癌由来 HSC-2 細胞を、歯周病患者から採取した歯石を粉砕した歯石粒子、歯石中
に多く含まれる結晶成分である合成ハイドロキシアパタイト(HA)、歯周病原細菌
Aggregatibacter actinomycetemcomitans、Fusobacterium nucleatum の凍結乾燥菌体に暴露し、
細胞傷害性を細胞内からの乳酸脱水素酵素(LDH)放出試験で測定した。その結果、HSC-2 細胞に
おいては歯石および HA結晶に凍結乾燥 A. actinomycetemcomitans、F. nucleatum よりも有意
に強い細胞傷害性が認められた（図１）。死細胞をヨウ化プロピジウム（PI）で染色する方法に
おいても、同様の結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
コントロールとして用いた PMA でマクロファージ様細胞に分化させた THP-1 細胞においては、
歯石および HA結晶よりも凍結乾燥 A. actinomycetemcomitans、F. nucleatum に強い細胞傷害
性が認められた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）正常口腔上皮細胞HOMK細胞も歯石粒子、HA結晶、Aggregatibacter actinomycetemcomitans、
Fusobacterium nucleatum に暴露して細胞傷害性を測定した。HSC-2 細胞と同様に、歯石および
HA 結晶に凍結乾燥 A. actinomycetemcomitans、F. nucleatum よりも有意に強い細胞傷害性が認
められた（図３）。 
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図１．HSC-2口腔上皮細胞における細胞傷害性
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図２．THP-1マクロファージにおける細胞傷害性
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図３．HOMK正常口腔上皮細胞における細胞傷害性



末梢血単核球も歯石粒子、HA 結晶、Aggregatibacter actinomycetemcomitans、Fusobacterium 
nucleatum に暴露して細胞傷害性を測定した。PMA でマクロファージ様細胞に分化させた THP-1
細胞と同様に歯石および HA 結晶よりも凍結乾燥 A. actinomycetemcomitans、F. nucleatum に
強い細胞傷害性が認められた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）メンブレンフィルター上に歯肉上皮細胞 HSC-2 がコンフルエントになるまで単層培養し、
この細胞シート上に HA 結晶および歯周病原細菌を添加し、トリパンブルー色素による透過性試
験を行った。歯石粒子および HA 結晶を添加した場合には細胞シートの色素透過性は亢進したが、
Aggregatibacter actinomycetemcomitans（A.a.）、Fusobacterium nucleatum（F.n.）を添加し
た場合には細胞シートの色素透過性は亢進しなかった（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）歯肉上皮細胞 HSC-2 を HA 結晶と歯周病原細菌に暴露し、細胞死の誘導されるメカニズム
の違いについて解析した。歯石または HA 結晶で誘導した細胞死は、NLRP3 インフラマソーム阻
害剤Glyburideで抑制されたが、Aggregatibacter actinomycetemcomitansまたはFusobacterium 
nucleatum で誘導した細胞死は、Glyburide で抑制されなかった（図６）。このことから、歯石お
よび HA 結晶ではインフラマソーム依存性細胞死ピロトーシスが誘導され、Aggregatibacter 
actinomycetemcomitansおよびFusobacterium nucleatumではインフラマソーム非依存性の細胞
死が誘導されたと考えられる。 
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図４．末梢血単核球における細胞傷害性
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これらの結果から、歯石結晶粒子は上皮細胞にピロトーシスを誘導し、マクロファージが歯周
病原細菌に暴露されると上皮細胞よりも細胞死が誘導されやすいのと対照的に、上皮細胞は比
較的ピロトーシスにも感受性が高いことが示唆された。このことは、歯石粒子が歯肉上皮バリア
破壊へ関与している可能性を示していると考えられる。 
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