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研究成果の概要（和文）：本研究では，脂肪組織の肥大化に影響する細胞外マトリックスタンパクのリモデリングと歯
周病罹患者の肝臓で増加するCRPに着目し，脂肪細胞のタンパク分解酵素であるmatrix metalloproteinases (MMPs) と
その内因性阻害剤であるtissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPs) 発現に及ぼすCRPの影響を調べた。その結
果， CRPは脂肪組織中の成熟脂肪細胞のFcγ受容体を介してMMPsとTIMPsの発現を誘導し，間質中の細胞外マトリック
スタンパクのリモデリングを促進し，脂肪組織を肥大化させる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Elevated blood levels of C-reactive protein (CRP) have been reported in patients 
with severe periodontitis. Epidemiological studies have indicated the association between periodontitis 
and metabolic syndrome, which arises from visceral fat-type obesity. In this study, we focused on 
turnover of extracellular matrix (ECM) protein in adipose tissue and examined the effects of CRP on the 
expression of matrix metalloproteinases (MMPs) and its inhibitors (TIMPs). CRP increased the expression 
of MMP-1，-2，-3，-9，-11，-13，-14 and TIMP-1, but not TIMP-2. These results suggest that CRP inclines 
ECM turnover to the resolution, which may be involved in spread of adipose tissue area, via upregulation 
of multiple MMPs in adipocyte.

研究分野：口腔衛生学
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1．研究開始当初の背景 

メタボリックシンドロームは，内臓脂肪の

蓄積を基盤として，高血糖，高脂血症，高血

圧を合わせもつ状態であり，動脈硬化性疾患

の最大のリスク因子である。近年，我が国で

は，心疾患および脳血管疾患による死亡が全

体の約 1/3 に及んでいる。また，一命を取り

留めたとしても社会復帰の障害となる後遺症

を残すケースが多いため，動脈硬化性疾患の

第１次予防の観点からメタボリックシンドロ

ームの予防が重要視されている。一方，歯周

病は軽微な慢性炎症として全身の健康に影響

すると考えられており，疫学研究では糖尿病

や肥満と歯周病との関係性が報告されている。

申請者が所属する講座では，職域成人を対象

とした前向きコホート疫学研究において，歯

周ポケットを保有している人は，現在は健康

でも，将来メタボリックシンドロームの発症

リスクが高くなることを明らかにした 

(Morita et al., J Periodontol, 2010)。し

かしながら，歯周病がメタボリックシンドロ

ームの発症を誘導するメカニズムを調べた細

胞生物学研究はごくわずかであり，その詳細

は不明である。 

 歯周病原菌由来の内毒素や免疫担当細胞が

産生する抗体は，血流を介して肝臓に集積し，

Kupffer 細胞や脂肪細胞による Interleukin 

(IL)-6 や Tumor necrosis factor (TNF)-αな

どの炎症性サイトカイン産生を促進する。ま

た，IL-6 は肝細胞に作用し炎症マーカーであ

る C-reactive protein (CRP) 産生を誘導す

る。事実，歯周病罹患者は非罹患者に比べて，

血清中の TNF-αや IL-6，CRP レベルが高い

ことが報告されている (Gorska et al., J 

Clin Periodontol, 2003, Yamazaki et al., J 

Periodont Res, 2005, Saito et al., J 

Periodontol, 2003)。一方，脂肪細胞は未分

化間葉系幹細胞から発生し，分化した前脂肪

細胞は外膜である基底膜を発達させ，細胞質

内に多量の脂質を蓄積し肥大化する。脂肪組

織の増加には，脂肪細胞の増殖・分化・成熟，

血管の新生，および細胞外マトリックスタン

パクのリモデリングによる脂肪組織の再編成

が重要と考えられている (Crandall DL et 

al., Microcirculation, 1997)。しかしなが

ら歯周病を想定して，炎症性サイトカインや

CRP が脂肪組織形成に及ぼす影響を詳細に調

べた報告は少なく，科学的根拠に乏しい状態

にある。 

 

2．研究目的 

 代表者は，歯周病が，メタボリックシンド

ロームの基盤因子である脂肪蓄積に影響する

メカニズムを解明することを目的として，脂

肪組織の肥大化に影響する細胞外マトリック

スタンパクのリモデリングと歯周病罹患者の

肝臓で増加する CRP に着目した細胞研究を実

施した。すなわち，成熟脂肪細胞へと分化誘

導した 3T3L-1 細胞を CRP で刺激し，タンパク

分解酵素である matrix metalloproteinase 

(MMP) とその内因性阻害剤である tissue 

inhibitor of metalloproteinase (TIMP) の

発現を調べた。さらに，メタボリックシンド

ロームに関連する研究として，血圧上昇因子

のアンギオテンシン(Ang) II で，骨芽細胞様

細胞である ROS17/2.8細胞を刺激し，骨芽細胞

分化関連転写因子であるRunx2，Osterix，Msx2，

Dlx5, および細胞外マトリックスタンパク

である，I型コラーゲン，骨シアロタンパク，

オステオポンチン，オステオカルシンの発現，

ならびに石灰化物形成レベルについても調べ

た。 



3．研究の方法 

（1）細胞培養 

 細胞は，10％ウシ胎児血清および 1％抗生

物質を含む培地で 37℃，5％CO2存在下で培養

した。3T3-L1 細胞では，細胞が confluent に

なった 2日後に，培地に脂肪細胞分化誘導因

子である 10 μl/ml Insulin，5 μl/ml 

Dexamethasone および 1 μl/ml 

Isobutylmethylxanthine を加えて，2日間分

化誘導培養した後，5 μl/ml の Insulin のみ

を加えた培地に交換して分化を維持した。

3T3-L1 細胞の脂肪細胞への分化程度は，

oil-red-O 染色で評価した。ROS17/2.8細胞に

よる石灰化物形成は，10 mM β-グリセロリン酸

と50 μg/mL アスコルビン酸を添加した培養液

で7日間培養後，アリザリンレッド染色で評価

した。また，石灰化物中のカルシウム蓄積量は，

calcium assay kitを用いて調べた。 

  

（2）細胞の刺激 

 3T3-L1 細胞の脂肪細胞への分化を確認後，

ウシ胎児血清非添加の培地に CRPを加えて 24

時間，刺激培養した。また，CRP 誘導性の MMP

とTIMPの発現変化に関与するCRP受容体を検

索するために，FcγII および FcγIII をブロ

ックする抗 CD16/CD32 抗体の存在下での刺激

培養も行った。一方，ROS17/2.8細胞は，ウシ

胎児血清添加の培地にAng IIを加えて7日間，

刺激培養した。なお，細胞を刺激する CRP の濃

度は，3T3-L1 細胞の IL-6 および TNF-α発現

に及ぼす CRP 刺激の影響を調べた研究 (Yuan 

et al., Biochem Biophys, 2012) を，Ang II

の濃度は，ROS17/2.8細胞のMMPとTIMPの発現

に及ぼすAng II刺激の影響を調べた研究 

(Nakai et al.,Biocimi,2013) をもとに決定

した。 

（3）遺伝子およびタンパク発現の検討 

 遺伝子発現検索では，細胞から全 RNA を回

収後，逆転写酵素でmRNAからcDNAを作成し，

SYBER-Green I を用いた intercalater 法で

real-time PCR を行なったのち，あらかじめ

作成した検量線をもとに遺伝子の増幅量を求

め，glycelaldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) の増幅量で補正した

値を mRNA 発現量とした。一方，タンパク発現

の検討では，回収後の細胞を超音波処理して

全タンパクを回収後，4-20% SDS-ポリアクリ

ルアミドゲルを用いて SDS-PAGE 電気泳動し

た。ゲル内のタンパクを PVDF 膜に転写後，

Western blotting は，各標的タンパクに対す

る 1次抗体を用いて，2次抗体としてビオチ

ン標識の各免疫動物に対する抗体を用いて行

なった。さらに，ペルオキシターゼ標識スト

レプトアビジン溶液を加えて化学発光反応を

行い，X線フィルムに感光させて得られたバ

ンドを scanner と digital image analysis 

software を用いて半定量化し，β-tubulin 発

現量で補正して求めた。 

 

4．研究の成果 

（1）成熟脂肪細胞に分化した 3T3-E1 細胞を

CRP で刺激した結果，MMP-1，MMP -2，MMP -3，

MMP -9，MMP -11，MMP -13，MMP -14 および

TIMP-1 の発現が有意に増加した。MMP-1 と

MMP-13 はコラゲナーゼとして，コラーゲン分

子の三重らせん構造を N末端から 4分の 3の

位置で 2つの断片に分解する。一方，MMP-2

および MMP-9 は，それぞれゼラチナーゼ Aお

よび Bとして，主にゼラチン化したコラーゲ

ン断片を分解する。MMP-3 と MMP-11 はストロ

ムライシンとして，また MMP-14 は細胞膜の表

面上に発現する膜型 MMP としてそれぞれ幅広



い基質特異性を有し，コラーゲン性タンパク

だけでなく，ラミニンやフィブロネクチンな

どの非コラーゲン性タンパクを分解する。ま

た，TIMP-1 は，複数の活性型 MMPs に強く結

合してそれらの酵素活性を阻害する。一方，

脂肪組織が肥大化する過程では，脂肪滴の蓄

積により脂肪細胞がその大きさを増すととも

に，細胞間質における細胞外マトリックスタ

ンパクのリモデリングも促進する。高脂肪食

を負荷したマウスでは，脂肪組織が肥大化す

るとともに複数のサブタイプの MMPsと TIMPs

の発現が増加することが知られており，さら

に最近，MMPs によって分解された VI 型コラ

ーゲン断片が，脂肪細胞の悪玉化の原因とな

る細胞間質へのマクロファージの浸潤と組織

の線維化を誘導する可能性が指摘されている。

これらの知見と本研究結果から，CRP刺激は，

成熟脂肪細胞の MMPs と TIMP-1 の産生増加を

介して細胞外マトリックスタンパクリモデリ

ングを誘導して脂肪組織を肥大化させるとと

もに，VI 型コラーゲンの断片化を介して脂肪

細胞の悪玉化を促進する可能性が考えられた。 

（2）CRP 刺激で増加した MMP-2，MMP-9 およ

び MMP-14 発現は，抗 CD16/CD32 抗体によって

CRP 未刺激レベルまで低下した。また，CRP 誘

導性の MMP-1，MMP-3，MMP-13，および TIMP-1

発現増加も CD16/CD32 抗体で抑制されたが，

未刺激レベルまでは低下せず，その効果は

MMP-2，MMP-9 および MMP-14 に比べて低かっ

た。これらの結果から，CRP は，成熟脂肪細

胞上に発現するFcγIIおよびFcγIIIを介し

て MMP-2，MMP-9 および MMP-14 の発現を誘導

することが，さらに，CRP 刺激による MMP-1，

MMP-3，MMP-13 および TIMP-1 の発現増加には，

FcγIIおよび FcγIIIに加えて他のサブタイ

プの Fcγが関与する可能性が考えられた。一

方，CRP 刺激による MMP-11 発現誘導は，

CD16/CD32 抗体の存在下でより強く認められ

た。本研究結果から，成熟脂肪細胞の FcγII

および FcγIII は MMP-11 発現に全く関与し

ないと考えられた。すなわち，CRP と FcγII

および FcγIII との結合が CD16/CD32 抗体で

阻害されることで，MMP-11 発現に関与する他

のサブタイプの Fcγと CRP の結合が促進し，

CRP刺激による MMP-11 発現誘導が強まった可

能性が考えられた。以上の結果から，歯周病

罹患者の肝臓で増加する CRP は，近接する内

臓脂肪組織中の成熟脂肪細胞の複数の Fcγ

受容体を介してタンパク分解酵素とその内因

性阻害剤の発現を誘導し，間質中の細胞外マ

トリックスタンパクのリモデリングを促進す

るとともにマクロファージの浸潤を促進し，

脂肪組織を肥大化・悪玉化させる可能性が考

えられた。（図１） 

（3）ROS17/2.8細胞をAng IIで刺激した結果，

骨芽細胞分化を促進する転写因子であるRunx2

およびMsx2，ならびに，非コラーゲン性の細胞

外マトリックスタンパクであるオステオカルシ

ンの発現は低下した一方で，骨芽細胞分化を抑

制する転写因子であるAJ18の発現は増加した。

なお，転写因子のOsterixとDlx5，細胞外マト

リックスタンパクのI型コラーゲン，骨シアロ

タンパクおよびオステオポンチンの発現には

Ang II刺激の影響は認められなかった。次に，

ROS17/ 2.8細胞による石灰化物形成と，それに

含まれるカルシウム蓄積量に及ぼすAng IIの影

響を調べたところ，石灰化物形成とそれに含ま

れるカルシウム量はAng II刺激で減少した。さ

らに，Ang II type 1受容体 (AT1) 拮抗剤は，

Ang II刺激によるRunx2，Msx2およびOCNの発

現低下とAJ18の発現増加を完全に抑制した。以

上の結果から，Ang IIは，ROS17/2.8細胞のAT1



に結合し，Runx2およびMsx2発現を減少させる

一方でAJ18発現を増加させ，骨芽細胞分化を抑

制すると考えられた。さらに，Ang IIはOCN発

現を低下させて，ROS17/2.8細胞の石灰化物形成

を抑制することが示唆された。 

 

 

 

図1. CD16/CD32抗体がCRPによって誘導され
た MMPs および TIMPｓ発現に及ぼす影響  
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