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研究成果の概要（和文）：　歯周ポケット内の低酸素環境が歯周病病態に与える影響を検討するため，低酸素作用の主
因子であるHypoxia-inducible factor(HIF)が関連する炎症や免疫反応等への影響を調べた。その結果，口腔上皮細胞
や線維芽細胞で低酸素によりHIFが増加し，炎症性サイトカインや血管新生因子の発現が増加する一方，カルプロテク
チン（CPT)等の抗菌ペプチドの発現が減少した。HIF阻害剤であるchetominは，低酸素によるTNF-aやVEGFの増加を抑制
し，CPTの抑制を減少させた。この結果から，歯周ポケットの低酸素環境は，歯周組織に炎症を惹起し，HIFの抑制は改
善を引き起こすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The effects of hypoxia and hypoxia-inducible factor (HIF) on inflammation and 
immune response to examine hypoxic functions in periodontal pocket was investigated in this study. 
Hypoxia increases the expression of inflammatory cytokines and angiogenetic factor, however decreases 
calprotectin, an antibacterial peptide, in oral keratinocytes and gingival fibroblasts. Chetomin, an 
inhibitor of HIF function, inhibited hypoxia-induced up-regulation of TNF-a and VEGF, and suppressed 
down-regulation of calprotectin. These results suggest that hypoxia in periodontal pocket enhances 
inflammation of periodontal tissues and inhibition of HIF induces improvement of inflammatory responses.

研究分野：歯周治療学
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１．研究開始当初の背景 
 生体が低酸素状態(Hypoxia)になると様々
な組織で炎症反応が生じる。低酸素環境は組
織と細胞レベルで炎症ばかりでなく，血管新
生，免疫反応，酸化ストレスやアポトーシス
など複数の生体反応に影響を与える。これら
の影響は低酸素状態により組織や細胞中に
蓄 積 さ れ る 低 酸 素 誘 導 性 因 子
(Hypoxia-inducible factor: HIF)により制御
されている。特に，HIF-1は組織中の炎症性
サイトカインの発現を増加させる。 
 一方，歯周病や歯周組織における低酸素症
やHIFに関する報告は少なく，これまでに歯
根膜線維芽細胞の低酸素培養で IL-1が上昇
することやヒト歯周炎組織中に HIF-1が同
定されているが，低酸素環境が歯周ポケット
周囲の歯周組織においてどのような影響を
及ぼしているかは明らかではない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，歯周病においてHIFを介して
低酸素環境が引き起す作用が口腔上皮細胞
や線維芽細胞に及ぼす様々な影響を調べる
ことにより，低酸素環境が歯周病病態に及ぼ
す影響を検討した。また，低酸素環境下で歯
周病原因子の LPS が歯周組織細胞へ及ぼす
影響についても調べた。さらに，HIFの抑制
が低酸素誘導性の炎症や免疫反応に与える
作用を明らかにすることにより低酸素環境
の抑制が歯周病の治療となる可能性を検討
した。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞の低酸素培養と生存率： 
ヒト口腔上皮細胞株(TR146 細胞)とヒト歯肉
線維芽細胞(HGF)を 10%ウシ胎児血清含有
Ham’s F12 培地と DMEM 培地に播種し，5 日
間培養後，1% O2/5% CO2培養器に移し 48 時間
まで培養を行った。細胞の生存率は Cell 
Counting kit-8(Dojndo)を用いて測定した。 
 
（２）DNA マイクロアレイ分析：上皮細胞お
よび線維芽細胞を 24 時間 1%O2下で低酸素培
養した後，通法に基づいて RNA を抽出した。
分離した RNAを用いて DNAマイクロアレイ分
析し(Human Gene 1.0 ST Array; Affymetrix
社)，発現変化のあった遺伝子の網羅的解析
を行った。 
 
（３）遺伝子発現分析(RT-PCR および定量的
PCR):培養細胞から分離した RNA から通法に
従い cDNA を合成し，各種サイトカインや抗
菌ペプチドなどのプライマーを用いて
RT-PCR および定量的 real time PCR 法により
遺伝子発現のレベルを検討した。 
 
（４）蛋白発現分析：培養した細胞およびそ
の上清中のカルプロテクチン，TNF-や VEGF
などの蛋白量を ELISA キットにて測定した。
また，抗 HIF-1抗体を用いて western 

blotting を行い，低酸素環境が HIF-1蛋白
の蓄積に及ぼす影響を調べた。 
 
（５）HIF の関与とシグナル経路の分析：
HIF-1作用の阻害剤である chetomin(CTM)に
より細胞を前処理した後，低酸素培養し，低
酸素環境による作用が HIF-1を介している
可能性を検討した。また，低酸素刺激シグナ
ルと MAPK 経路の関係を ERK, p38 および JNK
の阻害剤(U0126:10 M, SB203580:30 M, 
SP600125:10 M)を用いて検討した。 
 
（６）低酸素環境下での歯周病原因子の影響
の検討：P.gingivalis 由来 LPS(1 g/ml)を
細胞に添加した後，低酸素培養を行い，
RT-PCR にて遺伝子（TLR2, TNFA, S100A8, 
S100A9）発現に及ぼす両因子の影響を検討し
た。 
 
４．研究成果 
（１）低酸素環境の細胞への影響：口腔上皮
細胞を 1% O2/5% CO2下で培養した場合，24 時
間までは細胞形態および細胞生存率に影響
は認められなかったが，48時間培養では細胞
活性の低下が認められた（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）低酸素環境による遺伝子発現への影
響：口腔上皮細胞と線維芽細胞を低酸素培養
し遺伝子発現への影響をDNAマイクロアレイ
で分析した結果，上皮細胞で 237 個，線維芽
細胞では 42 個の遺伝子の発現変化がみられ
た（図２：上皮細胞での発現変化）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

上皮細胞について変化のあった遺伝子の詳
細を RT-PCR で調べた。その結果，炎症性サ
イトカインの IL-1, TNF-や IL-8 の発現は
低酸素環境により増加したが，IL-6 発現は減



少した。炎症に関連する TLR-2 は発現が増加
したが，MMP-1, -2,-3 のレベルは変化しなか
った。また，低酸素環境により血管新生に関
連した adrenomedullin(ADM),VEGF および
angiopoietin-like 4 は発現が増加したが，
抗菌ペプチドである S100A7, S100A8, S100A9
や lipocalin2 の遺伝子発現は減少した。さ
らに，上皮細胞の分化マーカーである
involucrinやfilaggrinの発現は減少したが
細胞接着因子の ICAM-1 や糖代謝関連因子の
GLUT1 は発現上昇した（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

そこで，炎症関連因子として TNF-，血管新
生因子として VEGF，抗菌ペプチドとして
S100A8/S100A9 の遺伝子発現について定量的
real- time PCR を行った結果，低酸素環境に
より TNF-と VEGF の発現は増加し，S100A8
と S100A9 発現は減少することから（図４），
低酸素環境により歯周組織に炎症反応が誘
引されていることが推測された。 

 
（３）低酸素環境による蛋白発現への影響：
低酸素環境で遺伝子発現に変化が認められ
た因子のうち炎症性サイトカインの TNF-,
血管新生因子の VEGF および抗菌ペプチドの
カルプロテクチンについて低酸素環境によ
る影響を ELISA 測定にて調べた。その結果，
低酸素環境により TNF-と VEGF の蛋白発現
は有意に増加したが，カルプロテクチンの発
現は減少した。（図５） 
 

 
 
（４）低酸素環境での HIF の関与の検討：低
酸素環境の及ぼす作用が HIF-1を介してい
るかどうかを検討するために，HIF-1蛋白を
western blotting で調べた。その結果，低酸
素培養により細胞中の HIF-1蛋白の蓄積増
加が認められた（図６）。 

 
 
 
 
 
 

そこで，HIF-1シグナルを阻害する CTM を用
いて低酸素による作用への影響を調べた。低
酸素環境により低下したS100A8/S100A9 mRNA
発現は回復し，カルプロテクチンも CTM によ
り低酸素環境誘発性の発現低下は認められ
なかった。また，TNFA,VEGF や ADM 等の遺伝
子の発現は低酸素環境により増加し，CTM に
よりその上昇が低下した。これらの結果から，
低酸素環境によるカルプロテクチン，
TNF-,VEGF や ADM の発現変化は，HIF-1を
介していることが示唆された。（図７）。 

 
（５）低酸素刺激シグナルにおける MAPK の
関与：口腔上皮細胞において p38, ERK, JNK
の各阻害剤を前処理し，その後低酸素培養刺
激を行い S100A8/S100A9 と TNF-遺伝子
(TNFA)の発現を調べた。その結果，低酸素刺
激により増加した TNFA 発現は SB203580 と
U0126 の阻害剤により減少したことから，低
酸素刺激による TNF-の増加は p38 および
ERK の経路を介していることが示唆された。
一方，S100A8/S100A9 発現は低酸素刺激によ
り低下し，3種の MAPK 阻害剤によりさらに減
少が認められた。低酸素刺激によるカルプロ



テクチン発現への MAPK の関与についてはさ
らなる検討が必要である（表１）。 

 
（６）低酸素環境下での P-LPS の遺伝子発現
への影響：低酸素培養した口腔上皮細胞に
P-LPS を添加し，遺伝子発現への影響を
RT-PCR にて検討した。その結果，炎症に関連
する TLR-2 と TNF-の遺伝子は，低酸素刺激
あるいは P-LPS により発現上昇し，低酸素と
P-LPS の共刺激によりさらなる増加を示した。
一方，S100A8/S100A9 発現は低酸素刺激によ
り低下したが，P-LPS では著しい変化はなく，
低酸素とP-LPSの共刺激の明らかな影響は認
められなかった（図８）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

＜まとめ＞ 
低酸素環境により口腔上皮細胞において
TNF-などの炎症性サイトカインやVEGFなど
の血管関連因子の発現の上昇が認められた。
一方，低酸素環境はカルプロテクチンなどの
抗菌ペプチド発現を減少させた。これらの結
果は，歯周ポケット内の低酸素環境が，炎症
の悪化と自然免疫の抑制を引き起こしてい
る可能性を示唆している。さらに，LPS など
の歯周病原因子は，ポケット内の低酸素環境
と共に作用して歯周炎病態の増悪化を引き
起こしている可能性が考えられる（図９）。 
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