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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ヒト口腔上皮細胞(TR146細胞）やヒト歯根膜由来細胞(HPDLC)を用
い、炎症性サイトカインおよびケモカインに及ぼすCarnosic acid(CA)の影響を明らかとすることを目的に実験
を行った。その結果、CAはIL-27が誘導したTR146細胞のCXCL9,CXCL10およびCXCL11の産生を抑制すること、ま
た、IL-1βが誘導したHPDLCのIL-6,CXCL10およびCCL20の産生を抑制することが明らかとなった。
　これらのことより、CAは歯周炎病変局所にてケモカインや炎症性サイトカインの産生を抑制することにより、
歯周炎の炎症を調節している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：　We examined the effect of carnosic acid (CA) on CXCL9, CXCL10 and CXCL11 
productions in IL-27-stimulated human oral epithelial cells (TR146 cells). Moreover, we investigated
 the effect of IL-6, CXCL10 and CCL20 productions in IL-1β-stimulated human periodontal ligament 
cells (HPDLC) in this study. We found that CA could inhibit CXCL9, CXCL10 and CXCL11 productions in 
IL-27-stimulated TR146 cells and IL-6, CXCL10 and CCL20 productions in IL-1β-stimulated HPDLC. 
Therefore, CA could inhibit the initiation and progression of periodontal disease by modulating 
inflammatory cytokines and chemokines productions.

研究分野： 歯周治療系歯学

キーワード： 歯周炎　Carnosic acid　サイトカイン　ケモカイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　歯周炎において過度の炎症性細胞浸潤が歯槽骨吸収をはじめとする歯周組織破壊に関与していることが明らか
となっている。今回の結果より、ローズマリー含有成分であるCarnosic acidに抗炎症作用、特に白血球浸潤や
集積に関与するケモカインを抑制する可能性が明らかとなった。本研究で得られた成果は、Carnosic acidの持
つ働きの解明と炎症を制御するという歯周炎の新規治療薬の開発に繋がるものと期待できると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 歯周炎はデンタルプラークを構成する歯周病原性細菌によって引き起こされる慢性炎症性疾
患であり、宿主の免疫応答が関与していることが明らかとなっている。特に、歯周炎病変局所で
産生される過剰な炎症性サイトカインが歯周組織破壊の中心的な役割を果たしていることが明
らかとされている。 
 炎症性サイトカインである interleukin (IL)-6 は破骨細胞を活性化し骨吸収を惹起することが
報告されている。また、免疫担当細胞の中でもヘルパーT 細胞である Th1 細胞や Th17 細胞も
歯周炎の歯槽骨吸収に関与していることが示唆されている。さらに、我々はこれまでに Th1 細
胞の遊走に関与している CXC chemokine ligand (CXCL)9, CXCL10, CXCL11 あるいは Th17
細胞の集積に関与している CC keomokine ligand (CCL)20 といったケモカインが、歯周組織構
成細胞によって産生されることを報告している。IL-27 は IL-12 family に属するサイトカイン
であり、我々は IL-27 がヒト口腔上皮細胞からの CXCL9, CXCL10,および CXCL11 産生を誘導
することを報告している。 
 Carnosic acid は香辛料の一つであるローズマリーに含まれている生理活性物質で、抗癌作用
や抗酸化作用があることが知られている。しかしながら、歯周炎の病態における Carnosic acid
の役割に関しては不明な点が多く、歯周組織構成細胞に対する影響に関する報告は今のところ
ない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Carnosic acid が歯周病病変局所において炎症反応を制御できると仮定し、歯周
組織構成細胞であるヒト口腔上皮細胞およびヒト歯根膜由来細胞における炎症性サイトカイン
およびケモカイン産生に及ぼす影響を明らかとするために、Carnosic acid がヒト口腔上皮細胞
の IL-27 が誘導する Th1 細胞浸潤に関与するケモカインである CXCL9, CXCL10 および
CXCL11 産生に与える影響および Carnosic acid がヒト歯根膜由来細胞の IL-1が誘導する炎症
性サイトカインやケモカインである IL-6, CXCL10 および Th17 細胞浸潤に関与する CCL20 産
生に与える影響をシグナル伝達機構も含めて検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）歯周組織構成細胞の培養 
①ヒト口腔上皮細胞の培養 
 ヒト口腔上皮細胞株として TR146 細胞を用いた。TR146 細胞は Mark Herzberg 博士（ミネ
ソタ大学）より供与して頂いたものを使用し、10%FBS を含む Ham’s F12 培地において 37℃、
5%CO2存在下のインキュベーター内で培養し実験に用いた。 
②ヒト歯根膜由来細胞(HPDLC)の培養 
 HPDLC は Lonza 社より購入し、10%FBS を含む DMEM 培地において 37℃、5%CO2 存在
下のインキュベーター内で培養し実験に用いた。 
 
（２）歯周組織構成細胞の炎症性サイトカインおよびケモカイン産生の解析 
① TR146 細胞の CXCL9, CXCL10 および CXCL11 産生の解析 

(1)-①の条件で培養した TR146 細胞を IL-27 存在下で 24 時間刺激し、その後、培養上清を採
取し、ELISA 法にて CXCL9, CXCL10 および CXCL11 の濃度を解析した。一部の実験では、
Carnosic acid あるいはシグナル伝達阻害物質[fludarabine (STAT1 inhibitor)、WP1066 (STAT3 
inhibitor)、10DEBC hydrochloride (Akt inhibitor)]において 1 時間前処理した後、IL-27 刺激
を行い、培養上清中の CXCL9, CXCL10 および CXCL11 の濃度を ELISA 法にて解析を行った。 
②HPDLC の IL-6, CXCL10 および CCL20 産生の解析 
 (1)-②の条件で培養した HPDLC を IL-1存在下で 24 時間刺激し、その後、培養上清を採取
し、ELISA 法にて IL-6, CXCL10 および CCL20 の濃度を解析した。一部の実験では、Carnosic 
acid あるいはシグナル伝達阻害物質[SC514 (NF-κB inhibitor) ]において 1 時間前処理した後、
IL-1刺激を行い、培養上清中の IL-6, CXCL10 および CCL20 の濃度を ELISA 法にて解析を行
った。 
 
（３）IL-27, IL-1刺激により活性化されたシグナル伝達経路への Carnosic acid の影響の解析 
①(1)-①の条件で培養した TR146 細胞を IL-27 単独刺激、あるいは IL-27 と Carnosic acid 共刺
激で 15 分、30 分あるいは 60 分刺激した後、タンパクを回収した。その後、Weatern blot 法を
用い、STAT1, STAT3 および Akt のリン酸化を解析した。 
②(1)-②の条件で培養した HPDLC を IL-1単独刺激、あるいは IL-1と Carnosic acid 共刺激
で 15 分、30 分あるいは 60 分刺激した後、タンパクを回収した。その後、Weatern blot 法を用
い、NF-κB のシグナル伝達経路である IKK-α/, NF-κB p65 および IκB-α のリン酸化を解析し
た。 
 
４．研究成果 
（１）Carnosic acid が IL-27 刺激 TR146 細胞の CXCL9, CXCL10 および CXCL11 産生に与え
る影響： 



IL-27 により誘導された TR146 細胞の CXCL9, CXCL10 および CXCL11 産生は Carnosic 
acid の添加により濃度依存的に抑制された。 
 
（２）Carnosic acid が TR146 細胞における IL-27 刺激により活性化されるシグナル伝達経路
に与える影響： 
 IL-27 刺激により STAT1, STAT3 および Akt のリン酸化が誘導された。Carnosic acid の添加
により STAT1, STAT3 および Akt のリン酸化が抑制された。 
 
（３）IL-27 が誘導する TR146 細胞の CXCL9, CXCL10 および CXCL11 産生に関与するシグ
ナル伝達経路の解析： 
 （２）の解析より Carnosic acid が STAT1, STAT3 および Akt の活性化を抑制することが明
らかとなった。次に抑制したどのシグナル伝達経路が IL-27 により誘導される TR146 細胞から
の CXCL9, CXCL10 および CXCL11 産生に関与するかシグナル伝達阻害物質を用いて検討し
た。その結果、CXCL9, CXCL10 および CXCL11 産生は、STAT1, STAT3 および Akt の阻害物
質により抑制されることが明らかとなった。 
 
（４）Carnosic acid が IL-1刺激 HPDLC の IL-6, CXCL10 および CCL20 産生に与える影響： 

IL-1により誘導された HPDLC の IL-6, CXCL10 および CCL20 産生は Carnosic acid の添
加により濃度依存的に抑制された。 

 
（５）Carnosic acid が HPDLC における IL-1刺激により活性化されるシグナル伝達経路に与
える影響： 
 IL-1刺激により IKK-α/, NF-κB p65 および IκB-α のリン酸化が誘導された。Carnosic acid
の添加により IKK-α/, NF-κB p65 および IκB-α のリン酸化が抑制された。 
 
（６）IL-1が誘導する HPDLC の IL-6, CXCL10 および CCL20 産生に関与するシグナル伝達
経路の解析： 
 （５）の解析より Carnosic acid が IKK-α/, NF-κB p65 および IκB-α の活性化を抑制するこ
とが明らかとなった。次に抑制した NF-κB のシグナル伝達経路が IL-1により誘導される
HPDLC の IL-6, CXCL10 および CCL20 産生に関与するかどうかシグナル伝達阻害物質を用い
て検討した。その結果、IL-6, CXCL10 および CCL20 産生は、NF-κB の阻害物質により抑制さ
れることが明らかとなった。 
 
 これらの結果は、Carnosic acid を歯周炎病変局所に投与することにより、歯周組織構成細胞
における炎症性サイトカインの産生および、Th1 あるいは Th17 細胞浸潤や集積を減少させる
ことにより、歯周炎病変局所での過剰な炎症反応を抑制できる可能性が示唆された。 
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