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研究成果の概要（和文）：重度歯周炎によって惹起される生体の軽微な慢性炎症の成立機序の分子基盤を明らか
にするため、浸潤マクロファージと組織固有細胞の相互作用を中心に解析を行い、以下の点を明らかにした。①
炎症脂肪組織のCCL19の高発現を確認した。主な発現細胞は脂肪細胞であった。②CCL19受容体欠損マウスは高脂
肪食負荷で肥満を呈さず、インスリン抵抗性を回避した。③本マウスでは熱産生系が亢進しており、摂取エネル
ギーが熱エネルギーに効率的に変換されていると考えられた。④一方、膵島におけるマクロファージと組織固有
細胞の相互作用を検討した結果、活性化マクロファージ浸潤でβ細胞死が誘導される可能性があることが明らか
となった。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular basis for the establishment of systemic 
low-grade inflammation caused by periodontal disease, close interaction between infiltrated 
macrophages and resident tissue cells was analyzed. Following results were obtained; i) inflammatory
 adipose tissue expressed chemokine ccl19, and the major source of ccl19 was enlarged adipocyte, 2) 
mice lacking ccl19 receptor were protected from diet-induced obesity and insulin resistance, 3) 
these mice were characterized by increased thermogenesis when compared with wild type control mice, 
4) when the interaction between infiltrated macrophages and islet resident cells were analyzed, 
infiltration of endotoxin-activated macrophages up-regulated the expression of apoptosis inducing 
molecules.

研究分野：歯周病学

キーワード： 歯周医学　軽微な慢性炎症　脂肪細胞－マクロファージ相互作用　ケモカイン　脂肪炎症　膵島炎症　
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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 
重度歯周炎は、軽微な慢性炎症を生体に惹
起し、それにより耐糖能をはじめとした種々
の生体調節機能に影響を及ぼすことが明ら
かになっていた。しかしながら、局所の感染
症として発症する歯周病による炎症反応が、
いかなる機序で全身性に増幅されるのかに
ついての分子基盤は不明なままであった。申
請者らは、局所で活性化された単球・マクロ
ファージ系の細胞が遠隔臓器に遊走し、標的
臓器における resident 細胞との相互作用に
よって、炎症反応が増幅されるとの仮説のも
と検討を進めてきた。とりわけ、①歯周病は
グラム陰性菌の感染で惹起されること、②グ
ラム陰性菌由来内毒素はマクロファージを
はじめとした免疫細胞を強力に活性化する
こと、③脂肪細胞はインスリンに応答しブド
ウ糖を取り込む代表的な細胞であるととも
に、炎症性サイトカイン刺激で多種多様な生
理活性物質（アディポカイン）を産生するこ
とが明らかになっていることから、脂肪細胞
とマクロファージの相互作用に焦点を当て
検討を進めることとした。 

 
２．研究の目的 
 歯周病による炎症反応が全身性に増幅さ
れる機序を脂肪細胞－マクロファージ相互
作用に求め、①本相互作用によって高産生さ
れるケモカインで炎症性細胞浸潤が影響を
受けるか否かについて、遺伝子改変動物を用
い明らかにすること、②活性化単球が脂肪組
織のみでなく膵島へ浸潤すると想定し、軽微
な炎症が膵β細胞に及ぼす影響を明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）申請者がこれまでに蓄積した、脂肪細
胞とマクロファージの共培養系に細菌内毒
素を加えた場合に脂肪細胞で発現変動する
遺伝子群を網羅的に解析した、発現遺伝子解
析データベースに基づき、発現変動の著しい
細胞遊走に関わる遺伝子群に注目する。 
（２）本遊走関連遺伝子そのもの、あるいは
受容体遺伝子の改変動物を用い、高脂肪食負
荷状態における脂肪組織の炎症や耐糖能あ
るいはその他の代謝関連パラメータに及ぼ
す影響を明らかにする。 
（３）上記の結果を受け、内毒素刺激で高発
現する分子の発現に至るまでの機序を明ら
かにし、その発現を抑制する物質の探索を行
う。 
（４）探索した発現抑制分子の効果を in 
vitro ならびに in vivo の系で検証する。 
（５）脂肪細胞マクロファージ相互作用を検
討したと類似の系で、膵α細胞－マクロファ
ージ相互作用、ならびに膵β細胞－マクロフ
ァージ相互作用による炎症の増幅効果を検
討し、いずれの細胞がより強く炎症の影響を
受けるかどうか、その場合どのような影響が
いずれの経路を介して現れるか、病態との関

連性はどうかを明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）脂肪細胞－マクロファージ相互作用で
発現変動するケモカイン遺伝子の発現遺伝
子解析 
 細菌内毒素の存在下でマクロファージと
共存する脂肪細胞において発現変動するケ
モカイン遺伝子を網羅的に解析し、CXCl1、
CXCl5、CXCl9、CXCl10、CCL2、CCL5、
CCL7、CCL11、CCL19、CCL22 の遺伝子
が内毒素刺激で高発現することを明らかに
した。とりわけ、CCL19 遺伝子は内毒素刺
激後 8時間でベースライン時の 200倍近い発
現上昇を示すことを見出した。CCL19 は遺
伝性肥満モデルマウス、食餌誘導性肥満モデ
ルマウスのいずれにおいても血中濃度が上
昇していること、内毒素刺激でマクロファー
ジから産生される TNF-α と内毒素の共刺激
でよりその産生が上昇することを明らかに
した。 
（２）CCL19 受容体欠損マウスを用いた検
証 
 CCL19 は主として成熟樹状細胞の遊走に
関わるケモカインであり、その受容体は CCR
７である。CCL19 欠損マウスや過剰発現マ
ウスが存在しなかったため、CCR7欠損マウ
スを用い、CCL19が脂肪組織の炎症の誘導、
肥満やインスリン抵抗性の病態に及ぼす影
響を検討し、次の知見を得た。①CCR7欠損
マウスは高脂肪食で飼育しても、食餌摂取量
に影響は出ないにも関わらずWTマウスと比
較して肥満が惹起されず、通常食で飼育した
WTマウスやCCR7欠損マウスと同程度の体
重変動であった。②この結果、脂肪組織重量
や肝臓の肥大化が観察されず、脂肪細胞径は
通常食飼育マウスと同程度でWTマウスのよ
うな脂肪細胞径の増大がないこと、また脂肪
肝を回避できることを確認した。③興味深い
ことに CCR7遺伝子欠損マウスでは、炎症性
細胞浸潤がほとんど観察されない一方で、高
脂肪食負荷 WT マウスでは多数の CD11c 陽
性細胞（成熟樹状細胞マーカー）が観察され
た。④さらに、この現象に伴って CCR7欠損
マウスでは糖負荷試験やインスリン負荷試
験で判定する耐糖能も正常に維持されてお
り、血中インスリン、レプチン、総コレステ
ロール、中性脂肪に加え、CCL19 濃度が低
値（通常食マウスと同程度）であり、善玉ア
ディポカインとして知られるアディポネク
チンの血中濃度は逆に上昇していた。⑤脂肪
組織の遺伝子発現解析で、MCP-1、TNF-α、
IL-6 などの炎症性サイトカイン遺伝子発現
が通常食飼育マウスと同程度であること、
CD11c遺伝子発現が低いこと、などを確認し
た。⑥類似の結果を肝臓における遺伝子発現
解析でも確認した。⑦CCR7遺伝子欠損マウ
スが高脂肪食摂取で肥満を回避したことか
ら、摂取エネルギーの代謝について検討した。
CCR7欠損マウスでは寒冷条件下にマウスを



移動しても直腸温が低下せず体温低下から
回避することから、摂取エネルギーが熱エネ
ルギーに変換され、それにより一部は肥満を
回避しているものと推察された。同時に脂肪
組織において、熱産生に関わる Ucp-1 や-2
の遺伝子発現が上昇していることを確認し
た。 
 
（３）CCL19の発現を抑制する物質の探索 
 （１）～（２）における検討から、
CCL19-CCR7 経路が肥満やそれによって惹
起される脂肪組織の炎症に重要な役割を担
っているとの仮説に基づき、内毒素刺激脂肪
細胞－マクロファージ共培養系において
CCL19 発現を抑える物質を探索した。とり
わけ、種々のフラボノールが抗炎症作用を発
揮することが報告されていること、フラボノ
ールを多く含有するダークココアの摂取で
心血管リスクが抑えられるとの報告がある
ことから、ココアフラボノールに注目した。
その結果、ココアフラボノールの主成分であ
るエピカテキン（EC）が、内毒素刺激マクロ
ファージと共存する脂肪細胞で発現が著し
く上昇する CCL19 の遺伝子発現を著明に抑
えることを見出した。CCL19の他、ECは共
培養系において、RANTES、TNF-α、IL-6、
LPS binding protein 、 TLR-2 、 serum 
amyloid A3 、 Suppressor of cytokine 
signal-3 などの遺伝子発現を抑えたが、
CCL19 遺伝子発現に関してはその発現上昇
を著しく抑制した。パスウェイ解析の結果、
ECは内毒素刺激共培養系において。NF-κB
経路、およびレドックス経路に影響を及ぼす
ことが判明した。 
 
（４）ECの in vitro効果の検証 
 EC が CCL19 発現を著明に抑制すること
からその機序を考察することとした。前項に
あるようにパスウェイ解析の結果からNF-κ
B経路に影響を及ぼすことが考えられたため、
主として NF-κB の活性化の観点から EC の
抗炎症効果を検討した。その結果 ECは、①
内毒素刺激マクロファージと共培養した脂
肪細胞における NF-κB の活性化を抑制する
ものの、②脂肪細胞単独培養系で内毒素刺激
を行い NF-κB の活性化を見ても EC の効果
は観察されないこと、③マクロファージ単独
培養系で ECの効果を検証すると、内毒素刺
激によるNF-κBの活性化を抑えることから、
EC の主な標的はマクロファージであると考
えられた。申請者らは、以前脂肪細胞とマク
ロファージを共培養し細菌内毒素で刺激す
ると脂肪細胞からの IL-6 の産生性が著明に
上昇すること、そこに TNF-α産生が介在す
ることを確認している。そこで、CCL19 の
代わりに IL-6の産生でECの効果を検証した
ところ、ECは共培養の系で IL-6産生を抑え
るものの、脂肪細胞を内毒素刺激した際の
IL-6産生には影響がないことを確認した。さ
らに、マクロファージからの TNF-α産生を

調べたところ、EC は内毒素刺激で上昇する
TNF-α産生を著明に抑制することを確認し
た。 
  
（５）ECの in vivo効果の検証 
 そこで、ECが in vivoで肥満や脂肪組織の
炎症に及ぼす影響を検討するため、マウスモ
デルを用いた検討を行い、以下の知見を得た。
①EC 含有高脂肪食飼育マウスは高脂肪食飼
育マウスと比較して食餌摂取量に変化はな
いにも関わらず肥満を呈さず、インスリン負
荷試験、糖負荷試験から耐糖能が正常である
ことが確認された。②また、高脂肪食飼育で
食餌摂取量に変化がないにもかかわらず肥
満を呈さないことから、寒冷条件下における
直腸温の変動を検討したところ、EC 含有高
脂肪食摂取マウスでは直腸温の低下が観察
されなかった。この結果は、前年の高脂肪食
負荷 CCL19 欠損マウスにおける表現型と酷
似したものであった。③EC 含有高脂肪食負
荷マウスでは、肝重量は高脂肪食負荷マウス
と差はなかったものの、脂肪組織の重量が通
常食負荷マウスと同程度であり、血中 CCL19
濃度は高脂肪食負荷マウスと比較して低値
であり、アディポネクチン濃度は逆に高値で
あった。④脂肪細胞径も EC含有高脂肪食負
荷マウスでは肥大化が抑えられており、
CD11c 陽性細胞の浸潤は高脂肪食負荷マウ
スのみで確認された。つまり、EC の摂取は
高脂肪食の摂取に伴う、脂肪組織の肥大化、
炎症を抑え、その背景に熱エネルギー産生の
増強が関わることが示唆された。⑤肝臓や脂
肪組織における遺伝子発現解析の結果から、
EC 含有高脂肪食負荷マウスでは、高脂肪食
負荷 CCR7 欠損マウス同様多くの炎症性サ
イトカイン遺伝子発現が抑えられていた。以
上の一連の検証から、EC は少なくとも一部
は CCL19-CCR7 経路を遮断することで、脂
肪組織における炎症性細胞浸潤を抑制し、肥
満やそれに伴って惹起されるインスリン抵
抗性を回避することを明らかにした。 
 
（６）膵α細胞－マクロファージ相互作用、
膵β細胞－マクロファージ相互作用による
膵島における炎症の増幅効果の検討 
 近年、成熟脂肪組織のみでなく膵島にもマ
クロファージ浸潤が観察されること、またそ
れに伴って膵島の機能異常が惹起される可
能性があることが報告され注目されている。
そこで、内毒素で活性化された単球系細胞が
膵島に浸潤し、マクロファージ分化した後に
residentの細胞と相互作用することで膵島の
機能異常が惹起される可能性があるとの仮
説を検証するために、脂肪細胞－マクロファ
ージ相互作用を検討したのと類似の実験系
で膵等細胞とマクロファージの相互作用を
検討した。特にヒト膵島では α細胞と β細胞
が大部分を占めるため、各々膵 α細胞とマク
ロファージの共培養系を内毒素刺激した際
に α細胞で発現変動する遺伝子群と内毒素非



存在下における α細胞における発現遺伝子と
の比較、膵 β細胞とマクロファージの共培養
系を内毒素刺激した際に β細胞で発現変動す
る遺伝子群と内毒素非存在下でマクロファ
ージと共培養した β細胞における発現遺伝子
をマイクロアレイの手法を用いて比較した。
その結果、以下の知見を得た。①類似の実験
系で発現遺伝子解析を試みたところ、膵 α細
胞に比較して β細胞でより発現遺伝子の変動
が観察されること、②両細胞で変動する遺伝
子群の多くが、インターフェロン誘導（関連）
遺伝子群であること、③マクロファージを内
毒素刺激するとタイプ 1のインターフェロン
産生が誘導されること、④β 細胞においてと
りわけアポトーシスを促進する分子の遺伝
子並びにタンパク発現の上昇が観察される
ことを確認した。つまり、軽微な慢性炎症で
β 細胞の細胞死が誘導される可能性があるこ
と、炎症はインスリン抵抗性のみでなくイン
スリン分泌機能にも影響を与え、結果的に 2
型糖尿病の成因に深く関与すること、その過
程に重度歯周炎症が関わる可能性があるこ
とを明らかにした。 
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