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研究成果の概要（和文）：歯周病原性細菌P. ginigivalis(P. g.)の経口感染は、インフラマソームを活性化し
て炎症性サイトカイン産生を誘導し、その結果Th17細胞の誘発、IL-17の増強により慢性炎症が持続する可能性
が示唆された。さらにこれらの活性化には、ジンジパインや線毛が関与していることが示唆された。また
ApoEshlマウスへのP. g.感染はLDLの酸化変性増強作用を誘導した。In vitro実験において、P.g.及びP.g. LPS
は血管内皮細胞からの活性酸素(ROS)産生を増強した。更に、P.g.はox-LDLと共通エピトープを有し、分子相同
性による炎症増強にも関与していた。

研究成果の概要（英文）：Oral infection of the periodontopathic bacteria P. ginigivalis (P. g.) 
activate various inflammasomes and induce inflammatory cytokine production, resulting in the 
production of Th17 cells It was suggested that chronic inflammation may persist due to induction and
 enhancement of IL-17. Furthermore, it was suggested that gingipain and fimbria, which are the 
pathogenic factors of P. g., are involved in the activation of these inflammasomes. P. g. or A. a. 
infection into ApoEshl mice also increased the oxidative denaturation enhancing action of LDL. In 
vitro experiments, P. g. and P. g. LPS enhanced active oxygen (ROS) production from vascular 
endothelial cells. Furthermore, it was suggested that P.g. has a common epitope with ox-LDL and may 
be involved not only in direct oxidation by P.g. but also in inflammation enhancement due to 
molecular homology.

研究分野：医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

申請者らはこれまでに、自然発症 ApoE 欠
損高脂血症マウスを用い、 主 要 歯 周 病 
原 細 菌 で あ る Porphyromonas 
gingivalis (P. g.) や Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans (A. a.).と動脈硬化
発症の関連性について報告してきた。 その
結果、歯周病原細菌感染により動脈硬化の促
進、病変 部における Toll like receptor 
(TLR)や Nod like receptor protein (NLRP) 
3 インフラマソームの発現増強、酸 化 LDL
やその受容体である LOX-1, 酸化ストレス、 
熱ショックタンパク、炎症性サイトカイン
誘導因子である IL-17 の増強を認めた。 こ
れらの結果は、マクロファージ等が歯周病
原菌を TLR でパターン認識した後に生じた
活性酸素が LDL を酸化し、生じた酸化 LDL 
などの内因性シグナルが TLR と共に、イン
フラマソームを活性化して IL-1βや IL-18 
の産生を促進し、Th17 細胞の分化誘導を促
して炎症を慢性化している可能性を強く示
唆している。 更に最近の知見から、高脂血
症や肥満とは無縁の古代ミイラに見られる
動脈硬化のレベルは現代人集団とほぼ同レ
ベルであることが判明し、慢性感染症など
の持続炎症との関連性が注目を 浴びている
(Nature 2013-3-11)。また、乳酸菌やビフィ
ズス菌などのプロバイオティクスは脂 質酸
化を抑制し、抗炎症作用を有することが報
告されており、歯周病や動脈硬化などの慢
性炎 症性疾患の予防に有効と考えられる。  

２．研究の目的 

  近年、歯周炎を始め動脈硬化やメタボリッ
ク症候群、心筋梗塞といった様々な疾患に
おける慢性炎症の重要性が指摘されている。
その慢性炎症病態には、インフラマソーム
を介した「自然免疫系」の活性化メカニズ
ムや IL-1βや IL-18 産生誘導による炎症
誘発が重要な役割を演じている可能性が示
唆されている。しかし、歯周病で誘導され
る動脈硬化におけるインフラマソームや
IL-1β/IL-18 の役割はこれまで報告されて
いない。そこで、本研究では①歯周病原細菌
感染による自然免疫受容 体の経時的発現に
よるインフラマソームの役割及びインフラ
マソーム活性化に関与する内因性シグナル
の検索 ②インフラマソーム構成成分(NLRP3, 
Asc, Caspase-1, IL-1)欠損マウスにおける
歯周病原細菌感染による炎症性サイトカイ
ン産生及び動脈硬化誘発機序への影響 ③歯
周病原細菌感染による酸化ストレス亢進メ
カニズムや LDL の酸化変性機序を検討する
ことにより、歯周病による慢性炎症病態の
持続が自然免疫応答を賦活し、どのように
動脈硬化の進展に 関与するかを明らかにす
る。更に④自己抗原刺激した寛容性樹状細胞
による制御性 T 細胞の誘 導や⑤プロバイ

オティクスの経口投与による抗酸化効果が
動脈硬化の進展に及ぼす影響を検 討し、慢
性炎症性疾患の予防法の開発を目指す。  

３．研究の方法 

① 歯周病原細菌感染による自然免疫受容体
の経時的発現によるインフラマソームの役
割及びインフラマソームを活性化する内因
性シグナルの検索：ApoE 欠損マウスに P. g.
菌や A. a.菌等の主要歯周病原細菌を感染し、
血中や大動脈組織にお ける自然免疫受容体
(TLRs, NLRs, CLRs, ALRs)発現を免疫染色及
び定量 PCR(現有設備), Western blot 等で
確認する。インフラマソームサイトカイン
(IL-1β, IL-1α, IL-6, CCL2, TNF- α)産
生の推移は ELISA 法又は cytometric bead 
array kit を用いて確認する。更にインフラ
マ ソームを活性化する内因性シグナル
(HSP60, MHGB1, 酸化 LDL, HSP 抗体、酸化 
LDL 抗体、β2GPI 抗体、カルジオリピン抗
体など)の産生を ELISA 法により検討する。
また、組織から RNA を抽出、 逆転写後のサ
ンプルを Gene chip(現有設備)を用いて検討
する。血清、肝臓、脂肪組織のセ ラミドは 
MALDI-TOF-MS(現有設備)にて解析し、病巣
におけるカテプシン B の検出は免疫組織 
および定量 PCR にて検討する。  

② インフラマソーム構成成分(NLRP3, Asc, 
Caspase-1, IL-1β)欠損マウスによる歯周病
原菌感 染からの炎症性サイトカイン産生及
び動脈硬化誘発機序への影響： インフラマ
ソームの構成成分である NLRP3, ASC, 
Caspase-1, IL-1β遺伝子を個々に欠損させ 
たマウスに歯周病原菌を感染させ、動脈硬
化発症並びに炎症性サイトカイン産生を測
定する。 Th17/Treg 細胞の検出を行いイン
フラマソーム欠損によりどのように影響を
受けているか検討 する。Th17 の転写因子で
ある RORγt, Treg の転写因子である Foxp3 
の遺伝子発現を定量 PCR にて解析する。更
に Th17 細胞の分化誘導因子である miR-326, 
miR-155, Treg 細胞の抑制機能 に関連する 
miR-146a の遺伝子発現を合わせて検討する。
血中のサイトカイン(IL-17, IL-6, IL-21, 
IL-23, IL-10, TGFβ)レベルを ELISA によ
り定量する。更にインフラマソーム構成成分 
の発現を抑制する siRNA や miRNA を検索
し、ヒト単球や血管内皮細胞への siRNA や
プラスミド のトランスフェクションにより
転写因子や炎症性サイトカイン発現の影響
を検討する(遺伝子導入装置保有)。  

③ 大動脈組織、歯肉における酸化ストレス
測定：マウス心臓及び歯肉からパラフィン切
片を作成し、酸化 LDL の指標として
ox-LDL,LP-PLA2、酸化ストレスの指標として 
4HNE に対する蛋白又は 遺伝子発現を抗体
を用いた免疫染色又はプライマーを用いて



の in situ hybridization により解析する。
更に酸化 LDL 関連因子である LOX-1, NADPH 
オキシダーゼ関連酵素に対する遺伝子発 現
を定量 PCR(現有設備)により解析する。In 
vitro 実験による酸化ストレスの測定:ヒト
単球、歯肉線維芽細胞、血管内皮細胞を用い、
歯周病原菌感作による活性酸素産生能、LDL 
酸化能を測定する。更に LOX-1,NADPH オキ
シダーゼ関連酵素に対する遺伝子発現を定
量 PCR により解析する。 以上の結果から、
歯周病原性細菌感染により活性化されるイ
ンフラマソーム形成に、感染から生じた内
因性シグナルがどのように関わっているか
を明らかにし、インフラマソーム構成成分欠
損 が炎症誘発に与える影響を検討する。  

④酸化 LDL で刺激した未熟樹状細胞による
制御性 T 細胞の誘導: (1)骨髄由来樹状細胞
の単離:骨髄前駆細胞は Inaba らの方法に
準じて単離する。大腿骨及び脛 骨から骨髄
を抽出する。赤血球は溶血キットを用いて除
去する。CD34+前駆細胞は抗マウス CD4, 
CD8α,CD11b, CD19, 及び CD56 抗体でのネ
ガティブセレクションにより単離し、GM-CSF 
及び IL-4 存在下で培養する。2日ごとに培
地およびサイトカインを補給し 7-10 日目
に細胞を Histopaque-1077 を用いた濃度勾
配法により精製する。(2)表面分子の確認:樹
状細胞は 4重染 色により確認する。細胞を 
FITC ラベルした抗マウス CD11b, CD40, 
CD86,及び MHC classII に て染色し、フロ
ーサイトメーター(現有設備)にて解析する。
(3)マウスへの投与:樹状細胞を酸 化 LDL 
と共に 2h 培養後,マウスに 3x106 の濃度
で皮下注射する。(4)T リンパ球の単離精製:
脾 臓より単核球を単離し、付着細胞を除去
する。CD4+又は CD8+細胞は抗マウス CD4 又
は CD8, CD11B 及び CD19 抗体でのネガティ
ブセレクションにより単離する。(5)フロー
サイトメータでの Treg 細胞の解析:細胞を
抗マウス CD25-RPE, CD4-FITC 又は 
CD8-FITC 及び抗マウス Foxp3-Alexa647 又
は CD127-Alexa647 にて染色する。Foxp3 の
染色は細胞固定と膜透過後に細胞内染色を
行う。  

⑤プロバイオティクスによる口腔内環境の
改善による動脈硬化予防:(1) 自然発症 
ApoE 欠損高脂血症(SHL)マウスに乳酸菌を 5
週間に渡りゾンデを用いて経口投 与後、代
表的歯周病原菌を経口感染し、歯肉の炎症状
態を HE 染色にて病理組織的に解析する。 
また歯槽骨吸収量をデジタル HD マイクロ
スコープにて計測する。(2)マウス歯肉組織
や腸管関 連リンパ組織における樹状細胞や 
CD4+/CD8+T 細胞、B220+B 細胞の継時的変化
を解析することに より免疫担当細胞の推移
を明らかにする。また転写因子発現や細胞内
サイトカイン染色法を用 いてサイトカイン
の発現を解析することにより 

Th1,Th2,Th17,Treg 細胞の発現頻度の継時
的変 動を計測する。(3)代表的歯周病原菌に
より、又は自然発症的に誘導される動脈硬
化が、プロバ イオティクスによる口腔内環
境の改善により制御されているか否かを、
Oil-red O 染色による 動脈硬化面積測定、
炎症性サイトカイン、酸化ストレス、酸化 
LDL や LOX-1 の定量により検討 する。  

以上の結果から、感染により誘発されるイ
ンフラマソームの活性化と慢性炎症及び動
脈硬化の発 症との因果関係を明らかにし、
予防・治療の効果的戦略について総合評価を
行う。  

４．研究成果 
① 歯周病原性細菌感染による自然免疫受容
体の発現増強と疾患増悪：P.g.生菌感染群は
線毛欠損株(KDP150)又はジンジパイン欠損
株(KDP136)感染群と比較して歯肉および大
動脈における TLR-2, -4, -9 発現の有意な増
加を認め、さらに大動脈洞内のプラーク形成
面積や骨吸収も有意に増加していた。動脈硬
化進展度および骨吸収の割合は P.g。生菌＞
KDP136＞KDP150＞CMC の順であった。 
② 歯周病原性細菌感染による炎症性サイト
カイン活性化: ApoeshlマウスへのP.g.生菌の
経口感染は、腹腔マクロファージにおける
IL-1β、IL-18 および TNF-α産生を有意に増
加した。一方、KDP150 及び KDP136 は、P.g. 生
菌と比較して IL-1β、IL-18 および TNF-α産
生の有意な減少を認めた。 
③ 歯周病原性細菌感染によるインフラマゾ
ーム活性化: ApoeshlマウスへのP.g.生菌感染
は、歯肉組織や大動脈起始部において NLRP3, 
pro-IL-β, pro-IL-18 及び procaspase-1 等
のインフラマソーム関連因子や内因性シグ
ナル(HSP60, 酸化 LDL)を有意に増強した。一
方、KDP136及びKDP150の経口感染は、P.g. 生
菌と比較するとインフラマソーム関連因子
や内因性シグナル発現は有意に抑制されて
いた。 
④ インフラマゾーム構成成分欠損による歯
周病原菌感染マウスからの炎症性サイトカ
イン産生及び動脈硬化誘発機序への影響： 
NLRP3 欠損マウスへの歯周病原菌感染は野生
マウスと比較して、歯肉や大動脈での炎症性
サイトカイン（Pro-IL-1 及び Pro-IL-18）や
RANKL、OPG 発現を有意に抑制し、歯槽骨吸収
や動脈硬化を有意に抑制した。ASC 欠損又は
Caspase-1 欠損マウスへの P. g.菌感染は野
生マウスと比較して、歯肉の炎症性サイトカ
イン（Pro-IL-1 及び Pro-IL-18）や RANKL、
OPG 発現を有意に抑制した。更に P. g.菌感
染による腹腔マクロファージからの炎症性
サイトカイン(IL-1β 及び IL-18)産生や
Caspase-1 活性を有意に抑制した。以上の結
果から、歯周病原性細菌 P. ginigivalis の
経口感染は、種々のインフラマソーム(NLRP3, 
ASC, Caspase-1)を活性化して炎症性サイト



カイン産生を誘導し、その結果 Th17 細胞の
誘発、IL-17 の増強により慢性炎症が持続す
る可能性が示唆された。 
⑤ 歯周病原性細菌感染による酸化ストレス
亢進メカニズムや LDL の酸化変性機序の解
明: 脂質酸化は多くの疾患において重要な
役割を果たしているが、特に LDL 酸化は動脈
硬化の進展において重要なステップとなる。
LDL 酸化はマクロファージ内でのその蓄積お
よび泡沫細胞形成に必要不可欠であり、動脈
硬化関連ケモカインや接着因子の発現を促
進し、更に IL-6, TNF-a, C 反応性蛋白分泌
を促進する。ApoEshlマウスへの A. a.感染は
4-hydoroxynoneal や ox-LDL, phospholipase 
A2 の大動脈組織での発現増加、血清中の
ox-LDL, 8-oxo-2’-deoxyguanosine および
myeloperoxidase レベルの増加、NADPH オキ
シ ダ ー ゼ 、 calveolin-1, receptor for 
advanced glycation endoproducts の大動脈
での遺伝子発現増加等の結果から、LDL 酸化
を促進した。P. g. においてもまた LDL の酸
化変性増強作用(4HNE, ox-LDL, PLA2, MPO, 
CD36 の大動脈組織での発現増加や心臓組織
における LOX-1 や NADPH オキシダーゼの発現
増強)が認められた。In vitro実験において、
P. g.及び P. g. LPS は菌数依存的に単球及
び血管内皮細胞からの活性酸素(ROS)産生を
増強した。更に、P.g.は抗 ox-LDL 抗体と反
応することが確認され、この反応性はジンジ
パイン阻害剤やジンジパイン欠損株で有意
に抑制された。従って、P.g.は ox-LDL と共
通エピトープを有し、P. g.による直接の酸
化作用のみならず、分子相同性による炎症増
強にも関与している可能性が示唆された。 
⑥ プロバイオティクスによる口腔内環境の
改善による動脈硬化予防:乳酸菌の経口投与
における歯周病並びに歯周病誘発動脈硬化
の改善について検討した。 
(1) 教 室 保 存 の 乳 酸 菌 (Lactobacillus 
paracasei JCM1133, L. casei JCM1134, L. 
rhaminasus JCM1136, L. paracasei subsp. 
Telerans JCM1171, L. casei IFO3353, L. 
paracasei JCM8130, L. salivarius IT2711)
及 び 口 腔 分 離 株 (L. casei Kl-2, L. 
fermentum Kl-5, Kl-6-2, and L. gasseri 
03-2) を 用 い て 、 歯 周 病 原 細 菌
(Porphyromonas gingivalis381 株及び 33277
株)に対する抗菌活性を濁度法により計測し
た。教室保存の乳酸菌では、L. casei JCM1134
と L. salivarius IT2711 が P. gingivalis381
及び33277に対して40%の阻害活性を示した。
口腔分離株においては、L. fermentum Kl-5
が P. gingivalis 381 及び 33277 に対して
35-40%, L. gasseri 03-2 が同株に対して
44-46%の阻害活性を示した。 
(2)上記の乳酸菌を用いて、活性酸素消去能
及び脂質過酸化能を測定した。L. salivarius 
IT2711 以外の菌株はいずれも高い活性酸素
消去能及び低い脂質過酸化能を示したが、特
に L. paracasei JCM1133 で顕著であった。

以上の結果から、マウス実験の乳酸菌候補と
して、抗菌活性が最も高かった L. gasseri 
03-2 及び高い活性酸素消去能及び低い脂質
過酸化能を示した L. paracasei JCM1133 を
選択した。 
(3) Apoe 欠損高脂血症マウスを６群に分け、
１. Control 群 2 L. gasseri 03-2 投与群、
3. L. paracasei JCM1133 投与群 4. P. 
gingivalis 感染群 5. L. gasseri 03-2 投
与群+P. gingivalis 感染群 6. L. paracasei 
JCM1133 投与群＋P. gingivalis 感染群とし
た。乳酸菌を５週間にわたり経口投与後、P. 
gingivalis381 株を経口感染し、歯槽骨吸収
量をデジタル HD マイクロスコープにて計測
した。更に、心臓の凍結切片を用いて Oil-red 
O 染色を行った。L. gasseri 03-2 及び L. 
paracasei JCM1133 投与群は、いずれも P. 
gingivalis 感染による骨吸収を有意に抑制
した。一方、動脈効果発症に対する影響は L. 
gasseri 03-2 だけが P. gingivalis 感染によ
るプラークの蓄積を有意に阻害した。更に、
歯肉や大動脈組織のおけるIL-18発現の顕著
な減少が認められた。これらの結果から、L. 
gasseri 03-2の経口投与は歯周病並びに歯周
病から派生する動脈効果の予防に有用であ
る可能性が示唆された。 
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