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研究成果の概要（和文）：本研究は歯周組織でのレドックス制御について詳細を明らかにし、新

しい歯周病の予防や治療法に酸化ストレス防御機構である Keap1-Nrf2 システムを応用するこ

とを目指した基礎研究である。歯肉線維芽細胞において Porphyromonas gingivalis (p.g.) 

LPS により酸化ストレスが引き起こされ、またその防御反応（抗酸化ストレス反応）が起こる

ことがわかった。さらに keratinocyte growth factor(KGF)により、抗酸化反応関連転写因子

（Nrf2）と抗酸化酵素(HO-1)の発現が増加した。酸化ストレス防御機構の促進に KGF が有用で

ある可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is investigation of redox regulation in 
periodontal tissue to use antioxidative stress mechanism (Keap1-Nrf2 system) as new 
periodontitis prevention and treatment. This study show Porphyromonas gingivalis (p.g.) 
LPS induced oxidative stress and the antioxidant response in human gingival fibroblast. 
keratinocyte growth factor(KGF) induced antioxidative enzyme (HO-1) and antioxidant 
response-transcriptional factor (Nrf2) expressions. KGF may enhance antioxidative stress 
mechanism in periodontal tissue. 
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１．研究開始当初の背景 

生体内で酸化反応と抗酸化反応のバラン
スが崩れ、前者に傾いた状態を酸化ストレス
とよび、癌、生活習慣病、心疾患、炎症など
の多くの病態や老化に関与することが知ら
れている。酸化ストレスの原因は、過剰に産
生された活性酸素種（reactive oxygen 

species: ROS）であり、生体の膜や組織を構
成する脂質、核酸、タンパク質は ROS により
酸化され、その結果組織障害が引き起こされ
様々な疾患の発症につながる。このような酸
化ストレスに応答して生体内でおこる酸化
還元反応を介した制御をレドックス制御と
いう。また、ROS は Interleukin-8(IL-8)の
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ような炎症性サイトカインの産生を誘導す
るという報告もあることから、ROS による直
接的・間接的酸化ストレス反応がさらに炎症
状態を重症化する可能性も考えられている。 

慢性炎症疾患である歯周病においても酸
化ストレスが関与すると言われており、これ
までに歯周病患者の唾液・歯肉溝滲出液・血
液中の酸化ストレスマーカーや抗酸化酵素
が、非歯周病患者と比較して有意に上昇する
こ と が 報 告 さ れ て い る （ Eur J Dent 
3:100-106,2009, J Periodont Res 39: 
287-293, 2004)。しかしながら歯周病と酸化
ストレスに関する報告はほとんどが臨床研
究であり、ROS が歯周組織におよぼす影響や
その調節機構について調べた研究はほとん
どなく、酸化ストレスが口腔内の免疫システ
ムにおよぼす影響についても不明である。 
これまでにヒト上皮細胞における生体防御
に関与する自然免疫システムについて研究
を行っており、そのシステムで重要な役割を
果たす抗菌ペプチドの種類やその調節機構
について明らかにしてきた（Immunol Cell 
Biol 85: 532-537, 2007）。そこで、歯周組
織において ROSが直接組織を障害するだけで
なく、サイトカイン産生の誘導や抗菌ペプチ
ドの減少を介して歯周組織破壊や炎症を増
悪化させ、歯周病の進行に関与するのではな
いかという仮説を立てた。一方、酸化ストレ
ス防御の役割を担っているのが、転写因子
nuclear  factor erythroid 2-related 
factor (Nrf2) と そ の 抑 制 性 制 御 因 子
Kelch-like-Ech-associated protein 1 
(Keap1)である。平常時には、Nrf2 は細胞質
に存在する Keap1 により抑制されているが、
酸化ストレスが加わると Nrf2 は安定化し、
応答配列に結合し ROS産生を抑制する酵素群
を誘導制御することで酸化ストレスに対す
る防御を行う。 

 

２．研究の目的 

本研究では、歯周組織でのレドックス制御
（酸化ストレス反応）について詳細を明らか
にし、新しい歯周病の予防や治療法に酸化ス
トレス防御機構である Keap1-Nrf2 システム
を応用することを目指した基礎研究である。
すなわち、酸化ストレス刺激が歯肉線維芽細
胞における炎症性サイトカインおよび抗菌
ペプチドの発現へ及ぼす影響を調べ、歯周組
織における酸化ストレスが生ずる組織障害
や炎症増強の機構を明らかにする。さらに、
Keap1-Nrf2 を制御すること（Keap1 の抑制や
Nrf2 誘導）による歯肉線維芽細胞での酸化ス
トレス防御機構の促進を介した組織障害や
炎症の抑制をめざす。 

 

３．研究の方法 

（１）歯肉線維芽細胞において P.g.LPS が酸

化ストレスに与える影響：歯肉線維芽細胞に
P.g.LPS (0, 0.1, 1, 10 g/ml)で刺激を与
え 12, 24 時 間 後 に FastPure® DNA 
Kit(TaKaRa)を用いて DNA を抽出した。抽出
し た DNA は 8-OHdG Assay Preparation 
Reagent Set(Wako)を用いて前処理を行い、
OxiselectTM Oxidative DNA Damage ELISA Kit 
(Cell Biolab)により、酸化ストレスマーカ
ーである 8-OHdG の定量を行った。 
 
（２）歯肉線維芽細胞において p.g.LPS がサ
イトカイン、抗菌ペプチド、抗酸化酵素、抗
酸化反応関連転写因子発現に及ぼす影響：歯
肉線維芽細胞に P.g.LPS (0, 0.1, 1, 10 
ug/ml)で刺激を与え 24,48 時間後に RNeasy 
Mini Kit(QIAGEN)を用いて RNA を抽出した。
抽出した RNA から通法に従い cDNA を作製し
た後、サイトカイン(IL-6,TNF)、抗菌ペプ
チド (S100A9,-defensin2) 、抗酸化 酵素
(HO-1,NQO-1,GCLM,GCLC)、抗酸化反応関連転
写因子(Nrf2,Keap1)のプライマーでそれぞ
れ PCR 反応を行った。内部標準として
Glyceraldehyde-3-phosophate-dehydrogena
se (GAPDH)を使用した。 
 
（３）歯肉線維芽細胞において p.g.LPS が
Nrf2 の核移行に与える影響：歯肉線維芽細胞
に P.g.LPS (0, 0.1, 1, 10 g/ml)で刺激を
与 え  48 時 間 後 に NucBusterTM Protein 
Extraction Kit(Novagen)を用いて細胞質蛋
白と核蛋白を抽出した。抽出した蛋白を Nrf2, 
Keap1 抗体を用いて Western blotting を行っ
た。 
 
（４）歯肉線維芽細胞における抗酸化ストレ
ス反応誘導因子の検討：歯肉線維芽細胞に
keratinocyte growth factor(KGF)(10, 50, 
100, 200 g/ml)で刺激を与え、48 時間後の
RNA を抽出した。Nrf2 と HO-1 mRNA の発現を
RT-PCR にて調べた。 
 

４．研究成果 
（１）歯肉線維芽細胞において p.g.LPS 濃度
依存的に酸化ストレスマーカーである
8-OHdG が増加する傾向が認められた（図１）。 

【図１】P.g.LPS による酸化ストレスマーカ



 

 

ー(8-OHdG)発現への影響 
 
（２）歯肉線維芽細胞において P.g.LPS 添加
24,48 時間後に IL-6 遺伝子発現は増加し、
TNF-は24時間後が発現増加のピークであっ
た。S100A9 と-defensin2 は 24 時間で LPS
による発現増加が認められた。また抗酸化酵
素の HO-1 は 24 時間後、NQO1 は 48 時間後に
発現増加が認められたが、GCLC,GCLM には変
化が認めらなかった。抗酸化反応関連転写因
子 Keap1 は 24 時間に発現増加したが、Nrf2
発現には変化がなかった。ピークとなる LPS
濃度は各種遺伝子による違いが認められた
(図２)。 

 
【図２】P.g.LPS によるサイトカイン・抗菌
ペプチド・抗酸化酵素・抗酸化関連転写因子
の遺伝子発現への影響 
 
（３）歯肉線維芽細胞において P.g.LPS によ
り Nrf2 の核移行が促進され、そのピークは
P.g.LPS 濃度が 0.1 と 1 g/ml であった（図
３）。 

 
【図３】P.g.LPS による Nrf2 の核移行への影
響 
 
（４）歯肉線維芽細胞において KGF により
Nrf2 および HO-1 遺伝子発現が増加した。 
その発現増加は KGF 濃度が 200 g/ml で最大

となった（図４）。 

 
【図４】KGF による Nrf2 および HO-1 遺伝子
発現への影響 
 
（５）本研究から、歯肉線維芽細胞において
P.g.LPS により酸化ストレスが生じること、
また、Keap1-Nrf2 を介した抗酸化酵素や抗菌
ペプチドのような酸化ストレス防御機構が
働くことがわかった。また、その防御機構を
促進する因子として KGFが有効である可能性
が示唆された（図５）。 
 

【図５】歯肉線維芽細胞における酸化ストレ
ス防御機構（仮説） 
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