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研究成果の概要（和文）：　今回の研究では、ヒト大動脈平滑筋細胞(HASMCs)を歯周病原細菌のPorphyyomonas 
gingivalis由来Lipopolysaccharide (Pg-LPS)で刺激し、HASMCsの増殖と遊走が有意に増加することを示した。
Pg-LPS刺激によるHASMCｓの増殖にはTLR4からMyD88非依存性にERKを介するシグナル経路が関与しており、遊走
にはTLR4/MyD88からJNKとp38を介する経路とTLR4からMyD88非依存性にERKを介する経路があることを明らかにし
た。また、Irisinを投与することによって、Pg-LPS刺激によるHASMCsの増殖と遊走が抑制された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we showed that human aortic smooth muscle cells (HASMCs) were
 stimulated with lipopolysaccharide (Pg-LPS) derived from the periodontal pathogen Porphyyomonas 
gingivalis, and that proliferation and migration of HASMCs were significantly increased. We 
demonstrated that the proliferation of HASMCs stimulated with Pg-LPS involves a signaling pathway 
mediated by ERK in a manner independent of MyD88 from TLR4, and that migration involves a pathway 
mediated by JNK and p38 from TLR4/MyD88, and a pathway mediated by ERK in a manner independent of 
MyD88 from TLR4. Furthermore, administration of irisin suppressed the proliferation and migration of
 HASMCs stimulated with Pg-LPS.

研究分野： 動脈硬化

キーワード： 動脈硬化　歯周病　マイオカイン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究において慢性炎症性疾患である歯周炎の存在が動脈硬化の発症や進展に関わるメカニズムの一部を明ら
かにした。それにより歯周病治療による動脈硬化の予防や進展抑制の可能性を示唆することができた。また、マ
イオカインの一つであるIrisinが歯周病原細菌由来のLPS刺激による血管平滑筋の増殖と遊走を抑制することを
示したことで動脈硬化の新たな治療手段や予防法の確立につなげることが可能になる。また、動脈硬化も歯周病
も世界中で多くの人々が罹患する疾患であり、特に動脈硬化性疾患によって多くの人の生命予後が左右されるこ
とから今回の研究成果はこれからの世界中の多くの患者の生命予後を改善する可能性を持っている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 虚血性心疾患や脳卒中など心血管疾患の発症には動脈硬化が深く関与するが、その発生や進
展には様々な因子が複雑に絡み合っている。動脈硬化は多くの研究報告によって慢性炎症性疾
患ととらえられるようになり、炎症が動脈硬化の進展に関与することが示唆されている。 
歯周病が動脈硬化性心血管障害と関連するとされる疫学調査が報告されているが、発症に関す
る詳細なメカニズムは解明されていない。近年、骨格筋由来の生理活性物質マイオカインが動脈
硬化の改善に関与することが注目されている。申請者は Fstl-1がヒト血管平滑筋細胞(HASMCs)
の増殖、遊走および血管障害後の新生内膜形成を抑制する事(Miyabe M et al. Cardiovasc Res. 
2014)を明らかにした。マイオカインの１つである irisin は、脂肪組織のエネルギー代謝の調節
に関与すること(Boström et al. Nature. 2012)や、抗炎症作用を有すること(Mazur-Bialy AI et al. 
J Mol Sci. 2017)、歯根膜細胞の増殖、遊走や基質の産生が促進されることが報告された(Pullisaar 
H, et al. Arch Oral Biol. 2020)。本研究では歯周炎と動脈硬化の関連、irisin の動脈硬化や歯周炎
に及ぼす影響およびそのメカニズムを解明する。動脈硬化性疾患の発症や進展の抑制は健康寿
命の延伸につながり、国民医療費軽減にも資する事となる。 
 
２．研究の目的 

 本研究では抗炎症効果が期待できる irisin を用いて、歯周炎の原因菌が惹起する炎症を抑制し

HASMCs の増殖や遊走を抑制し、血管プラークによる動脈硬化の予防や進展抑制につながるこ

とを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）LPS 刺激による HASMCs の増殖や遊走の検討 
歯周病と動脈硬化との関連を検討。歯周病原菌 Porphyromonas gingivalis(Pg 菌)由来の LPS(Pg-
LPS)刺激による HASMCs の増殖について MTT assay、BrdU assay、遊走については scratched 
wound healing assay, Transwell assay を用いて評価を行った。 
（２）LPS 刺激による HASMCs の増殖や遊走のシグナルの検討１ 
Pg-LPS 刺激による HASMCs の増殖や遊走に関する細胞内シグナルについて、Western blot 法 
を用いて解析を行った。 
（３）遺伝子ノックダウンによる HASMCs の増殖と遊走の検討 
（２）の実験で Pg-LPS による HASMCs の増殖と遊走には TLR4/MyD88 が関与していると考
えられたので、HASMCｓの TLR4 及び MyD88 をノックダウンして Pg-LPS 刺激による
HASMCs の増殖と遊走についてを（１）と同様に評価を行った。 
（４）LPS 刺激による HASMCs の増殖や遊走のシグナルの検討２ 
（２）の実験で明らかになったTLR4/MyD88の経路の下流分子のMAPKのリン酸化について、
Western blot 法を用いて解析を行った。 
（５）MAPK 阻害剤を用いた LPS 刺激による HASMCs の増殖と遊走の検討 
（４）の実験で Pg-LPS 刺激によってリン酸化した p38,JNK,ERK の阻害剤を用いて HASMCs
を処理し、Pg-LPS 刺激による HASMCs の増殖と遊走についてを（１）と同様に評価を行った。 
（６）LPS 刺激による HASMCs の増殖や遊走に対する irisin の影響についての検討 
リコンビナント irisin で前処置した後で HASMCs に Pg-LPS で刺激を行い、HASMCs の増殖や
遊走にどのような影響が及ぶのかについて（１）同様に評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Pg-LPS 刺激によって HASMCs の増殖と遊走が促進する 
                       96well プレートで HASMCs を培養、serum 

starvation 後に Pg-LPS で 16h 刺激を行い、
(A)MTT assay、(B)BrdU assay を用いて
HASMCs の増殖について評価した。Pg-LPS
の濃度依存性に HASMC の増殖が促進され、
Pg-LPS 濃度が 100ng/ml で有意に増加する
ことが示された。（Fig.1 A,B） 

 
 

 

(C)Scratch assay : 6 well プレートで HASMCs を培養、serum starvation 後に scratch を行った。

同時に Pg-LPS で 16h 刺激し、創の閉鎖について評価した。コントロール群に対し、Pg-LPS 刺

激群では有意に創の閉鎖が認められた。(D) Transwell assay : serum starvation 後の HASMCs を 

 
* p < 0.05 vs. basal. 



transwell へ播種し、Pg-LPS で 

16h 刺激後に細胞の遊走について評価した。コ 

ントロール群に対し、Pg-LPS 群では有意に 

HASMC の遊走が増加した。(Fig.1 C,D) 

 

        

 

 

 

(2) Pg-LPS 刺激によって HASMC の TLR4/MyD88 シグナルが活性化する 

(A) Pg-LPS 刺激による HASMC の TLR4/MyD88  

の活性について Western blot 法を用いて評価した。 

(B) (A)の定量を行った。Pg-LPS 刺激 3h で 

HASMCs の TLR4/MyD88 の活性はピークに達し 

た。（Fig.2 A,B） 

 

 

(3) siTLR4 によって Pg-LPS 刺激による HASMCs の増殖と遊走が抑制される 

siRNA を用いて TLR4 を knock down した後、Pg- 

LPS で 16h 刺激を行い HASMCs の増殖について 

(A) MTT assay、(B) BrdU assay を用いて評価した。 

siTLR4 によって、Pg-LPS 刺激による HASMCs の 

増殖が抑制された。（Fig.3 A,B） 

siRNA を用いて TLR4 を knock down し、Pg-LPS 

で 16h 刺激を行い HASMCs の遊走について評価 

した。(C) Scratch assay : siTLR4 によって、Pg-LPS 

刺激による創の閉鎖が有意に抑制された。 

(D) Transwell assay : siTLR4 によって、Pg-LPS 刺 

激による HASMCs の遊走が有意に抑制された。 

(Fig.3 C,D) 

 

 

(4) siMyD88 によって Pg-LPS 刺激による HASMCs の遊走が抑制される 

siRNA を用いて MyD88 を knock down した後、 

Pg-LPS で 16h 刺激を行い HASMC の増殖につい 

て(A) MTT assay、(B) BrdU assay を用いて評価し 

た。siMyD88 によって、Pg-LPS 刺激による 

HASMC の増殖は抑制傾向を示すものの、有意差は 

認めなかった。（Fig.4 A,B） 

siRNA を用いて MyD88 を knock down した後、Pg-LPS で 16h 刺激を行い HASMC の遊走につ

いて評価した。(C) Scratch assay : siMyD88 によって、Pg-LPS 刺激による創の閉鎖が有意に抑

制された。(D) Transwell assay : siMyD88 によって、Pg-LPS 刺激による HASMC の遊走が有意

に抑制された。(Fig.4 C,D)  

  

 

The scale bar shows 50 μm.  

** p < 0.01 vs. basal.  

 

 * p < 0.05  

 

 

 

The scale bar shows 50 μm. 

* p < 0.05 vs. basal. 

** p < 0.01 vs. basal. 

 
* p < 0.05 vs. basal. 



                        (5) Pg-LPS 刺激によって HASMCs の

MAPK が活性化する 

(A) Pg-LPS 刺激による HASMCs の 

p38MAPK,SAPK/JNK,ERK のリン酸化に 

ついて Western blot 法を用いて評価した。 

(B) (A)の定量を行った。Pg-LPS 刺激後 5 

分で、HASMCs の p38MAPK, SAPK/JNK, 

ERK のリン酸化レベルはピークに達した。 

(Fig.5 A,B) 

(6)-① siTLR4 によって Pg-LPS 刺激に

よる HASMCs の MAPK のリン酸化が

抑制される 

(A)siRNA を用いて TLR4 を knock down 

した後、Pg-LP 刺激による HASMCs の 

p38MAPK, SAPK/JNK, ERK のリン酸化 

について western blot 法を用いて評価し 

た。(B)(A)の定量を行った。siTLR4 によ 

って Pg-LPS 刺激による p38MAPK, 

SAPK/JNK,ERK のリン酸化が有意に抑制 

された。(Fig.6 A,B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

(6)-② siMyD88 によって Pg-LPS 刺激による p38MAPK,SAPK/JNK のリン酸化は抑制される

が、ERK のリン酸化は抑制されない 

(C) siRNA を 用 い て MyD88 を knock down し 、 Pg-LP 刺 激 に よ る HASMC の

p38MAPK,SAPK/JNK,ERK のリン酸化について western blot 法を用いて評価した。 

(D)（C)の定量を行った。siMyD88 によって Pg-LPS 刺激による p38MAPK, SAPK/JNK のリン

酸化が有意に抑制されたが、ERK のリン酸化は抑制されなかった。(Fig.6 C,D) 

(7)-① ERK 阻害によって Pg-LPS 刺激による HASMCs の増殖は抑制される 

阻害剤を用いて HASMCs の MAPK を阻害した後、Pg-LPS で 16h 刺激を行い HASMCs の増殖

について(A) MTT assay、(B) BrdU assay を用いて評価した。ERK 阻害によって、Pg-LPS 刺激

 

The scale bar shows 50 μm.** p < 0.01 vs. basal. 

 

 

(Fig.5)* p < 0.05 

 

 

* p < 0.05,** p ＜0.01 vs. basal.  

 

 

* p < 0.05 vs. basal.** p < 0.01 vs. basal.  

 



による HASMCs の増殖は有意に抑制された。(Fig.7 A,B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(7)-② MAPK 阻害によって Pg-LPS 刺激による HASMCs の遊走は抑制される 

阻害剤を用いて HASMCs の MAPK を阻害し、Pg-LPS で 16h 刺激を行い HASMCs の遊走につ

いて評価した。(C) Scratch assay : MAPK 阻害によって、Pg-LPS 刺激による創の閉鎖が有意に

抑制された。(D) Transwell assay : MAPK 阻害によって、Pg-LPS 刺激による HASMCs の遊走

が有意に抑制された。(Fig.7 C,D) SB203580: p38MAPK 阻害薬、SP400125: SAPK 阻害薬、

PD98059: MEK 阻害薬 

(8)  Irisin は Pg-LPS 刺激による HASMCs の増殖を抑制する 

Irisin で 24h 処理後に Pg-LPS で 24h 刺激を行い、(A)MTT assay、(B)BrdU assay を用いて

HASMCs の増殖について評価した。Pg-LPS 刺激による HASMCs の増殖が Irisin 処理によって

有意に抑制された。(Fig.8 A,B) 

 

 

 

 

 

 

(9)  Irisin は Pg-LPS 刺激による HASMCs の遊走を抑制する 

. Irisin で 24h 処理後に Pg-LPS で 16h 刺激を行い、HASMCs の遊走について評価した。 

(A) Scratch assay :Irisin 処理によって、 Pg-LPS 刺激による創の閉鎖が有意に抑制された。  

(B) Transwell assay : Irisin 処理によって、Pg-LPS 刺激による HASMCs の遊走が有意に抑制さ

れた。(Fig.9 A,B) 

 

 
*p < 0.05,** p ＜0.01 

 
 

The scale bar shows 50 μm.  

* p < 0.05 vs. basal.** p < 0.01 vs. basal.  
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