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研究成果の概要（和文）：ヒト肝細胞と肝がん細胞を単独またはヒト由来単球・好中球・単球系細胞と共培養
し、歯周病関連細菌由来LPSで刺激後の各種細胞のケモカイン産生と活性酸素（ROS）、接着因子発現の変化をみ
る。また、レジスチンやアディポネクチン、TNF-αや高血糖と併用でのLPS刺激後の細胞の変化について確認す
る。各種シグナル伝達阻害剤での変化やレジスチンの合成siRNAを遺伝子導入した細胞において、発現の変化と
シグナル伝達経路を解析する。イメージングサイトメーターにより、細胞の形態変化と発現の強さとの相関を解
析し、相互作用を詳細に解析する。

研究成果の概要（英文）：Chemokine production and reactive oxygen species (ROS) of various cells 
after stimulation with human periodontitis-related bacterial LPS by culturing human hepatocytes and 
hepatoma cells alone or co-cultured with human-derived monocytes, neutrophils and monocytic cells 
and changing in adhesion factor expression. In addition, changes in cells after stimulation with LPS
 in combination with resistin, adiponectin, TNF-α and hyperglycemia are confirmed. Changes in 
various signal transduction inhibitors and synthesis of resistin siRNA is analyzed for changes in 
expression and signal transduction pathways in cells transfected. The correlation between 
morphological changes in cells and the intensity of expression is analyzed by an imaging cytometer, 
and interactions are analyzed in detail.
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病がNASHの2nd Hit に関与している可能性、さらに発がんとの関わりについて、我々がすでに確立した共培
養システムを応用することで、肝細胞と好中球や単球との相互作用を含めて明らかにできる。我々が確認してい
る好中球からのレジスチンやMMP-9の放出は、それぞれ単独でのがんとの関連は報告があるが、両方加えた状態
での変化については、報告がない。がん周囲は、マクロファージや好中球が浸潤していることから、3D培養プレ
ートを用いての共培養は、より生体に近い状態のモデル化ともいえる。肝細胞の併用により、歯周病による炎症
と糖尿病によるNASH、肝がん進行への影響の相互作用を解析することが可能である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

歯周病が全身に及ぼす影響について、我々は歯周病が耐糖能異常を引き起こしている可能

性を後ろ向きコホート調査で報告し(Saito T, et al., J Dent Res, 2004; Saito T, et al. J  Periodontol, 2006)、

血液検査により肝臓の脂肪化に炎症、線維化を伴う非アルコール性脂肪性肝炎

(Non-Alcoholic steato-hepatitis (NASH)を引き起こしている可能性を指摘した(Saito T, et al., J 

Int Acad Periodontol, 2006)。NASHの発症については、肥満などによる脂肪肝の状態である 1st 

Hitに、酸化ストレスなどによる 2nd Hitが必要であるが、この部分はエンドトキシン（LPS）

や様々なサイトカイン、アディポカインも関わる多様なプロセスによるため未解明な部分

が多い。NASH 患者の歯周病菌保有率は、健康な人と比べて約 3.9 倍もの高率で、歯周病

のあるNASH患者に歯周治療を行うと 3カ月後に肝機能の数値がほぼ正常になったとの報

告もあることから、歯周病は NASHの 2nd Hit に関与している可能性がある。我々は、こ

れまでに歯周病と全身疾患との関連を解析することを目的として、脂肪細胞が産生するサ

イトカインであるアディポカインの 1つ、レジスチンの末梢血中の濃度が、歯周病を有す

る者では有意に高いことを明らかにした（Saito T, et al., J  Dent Res, 2008; Furugen R, et al., J 

Periodont Res, 2008）。レジスチンはヒトでは肥満より炎症との関連が強いことが報告されて

いるが、我々は歯周病原細菌 Aggregatibacter actinomycetemcomitans(Aa)白血球毒素（Furugen 

R, Hayashida, Saito T et al., FEMS Microbiol Lett, 2011）や Porphyromonas gingivalis (Pg)由来 LPS刺

激でもヒト好中球顆粒に存在していたレジスチンが放出することを報告した（Furugen R, 

Hayashida H, Saito T. Oral disease, 2013）。また、我々は、同じ系にて、好中球を Pg由来 LPSで

刺激すると、レジスチンとは違う顆粒成分に存在する MMP-9 を放出することも確認して

いる。好中球は、リンパ球の大部分を占め、病原体に対する最初の防御線として必須の細

胞であるとともに、がんの進展にも重要な役割を果たすことが報告されている。一方、

MMP-9は、細胞外マトリックスの一種であるが、肝細胞がん患者において、血清中MMP-9

レベルが有意に上昇しているという報告もあるように、好中球と共にがんの進展への関与

が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 

ヒト由来肝細胞と各種ヒト肝細胞がん単独またはヒト由来単球、好中球、単球系細胞との

共培養を通常および高血糖培地にて培養し、歯周病関連細菌由来 LPSで刺激後の細胞のケ

モカイン産生と ROS発現、接着因子発現の変化と転写因子活性化について解析を行う。ま

た、アディポカインであるレジスチンやアディポネクチン、TNF-αと LPSによる併用刺激

後の細胞のケモカイン産生と ROS発現、接着因子発現と転写因子活性化の変化を確認し、

レジスチンおよびMMP-9遺伝子の合成 siRNAを各種細胞に遺伝子導入した上での変化に

より、歯周病と肥満による相互または相乗作用について解析する。各種シグナル伝達に関

わる抑制剤を使用し、どのシグナル伝達経路と関連が深いのかを明らかにする。さらに、

イメージングサイトメーターを用いて１細胞レベルでの形態的な変化と各種発現レベルと

の相関を解析することで細胞間の変化をより詳細に解析し、発癌に関わる因子を明らかに

することを目的とする。 

 
３．研究の方法 



肝細胞がん(HepG2, Huh-7, SK-Hep-1)とヒト由来肝細胞、ヒト単球系細胞（THP-1）好中球

様細胞に分化させた HL60を歯周病菌由来 LPSで刺激後の細胞障害性および細胞増殖能を

LDH Assay およびMTT Assayを用いて確認する。アポトーシスへの変化が予想される好中

球様細胞に分化させた HL60については、Annexin-V,と PIの２重染色後、フローサイトメ

ーターを用いてアポトーシスとネクローシス細胞の割合を解析する。同様の実験を 3D 培

養プレートでも行い、比較する。 

24ウェルプレート下層にヒト由来肝細胞と肝細胞がん(HepG2, Huh-7, SK-Hep-1)、上層の

インサート部にヒト単球系細胞（THP-1）か好中球様細胞に分化させた HL60、ヒト由来単

球、好中球を入れ、共培養するための条件を整える。また、共培養時の遊走程度について

も解析する。各種 LPSで刺激後の各種ケモカイン産生、ROS発現、接着因子発現について、

ELISA法および RT-PCR, Western blotting法を用いて確認する。さらに、単独および共培養

にレジスチン、アディポネクチン、TNF-α添加時の細胞増殖生存活性の変化および各種ケ

モカイン産生、ROS発現、接着因子発現の変化を解析する。また、各種濃度を変化させた

高血糖培地での培養や、JNK、MAPK各種抗体（SP600125、LY294002、PD98059、SB203580）

による処理後に LPS刺激後細胞の各種ケモカイン産生、ROS発現、接着因子発現の変化を

解析する。レジスチンおよび MMP-9 遺伝子の合成 siRNA をヒト由来肝細胞、THP-1、好

中球様細胞に分化させた HL60に遺伝子導入した細胞で、ケモカイン産生と ROS、接着因

子発現と転写因子活性化の変化を解析する。ヒト単球系細胞（THP-1）好中球様細胞に分

化させた HL60を各種 LPSで刺激後のレジスチン、MCP-1発現と１細胞ごとの形態変化の

相関をイメージングサイトメーターにより確認する。また、細胞の細胞周期解析や細胞内

局在解析を行う。 

 

４．研究成果 

肝細胞を歯周病菌由来 LPS で刺激し培養することにより、IL-8 や TGF-βを産生することを、

ELISA 法および RT-PCR にて確認し、関連するシグナル伝達経路について解析を進めている。ま

た、好中球様細胞に分化させた HL60 細胞を用いて、肝細胞との共培養での変化について、高血

糖状態で培養したが、有意な変化は認めなかった。各種シグナル抑制剤下での培養についても

比較した。さらに、単球系細胞をマクロファージなどに分化させた細胞を用いた実験も行って

いる。 
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