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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪肝炎（nonalcoholic steatohepatitis: NASH）は生活習慣病に強
く関連し，肥満の増加に伴い増加している肝疾患である．非アルコール性脂肪肝炎（NASH）の進展には、エンド
トキシン（ET）が関連していることが報告されている．高脂肪食モデルマウスを用いた検討においてギンギバリ
ス菌由来LPSによる肝障害は自然免疫系の受容体であるToll-like receptor 2，4を介し，また肝障害にはSTAT3
を介したNF-kB経路が関与していた．臨床検討では歯周ポケット4mm以上が10か所以上あるNASH患者は有意にギン
ギバリス菌への感染が高いことを発見した。

研究成果の概要（英文）：Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) is an important cause of chronic liver 
injury in many countries. The incidence of NAFLD is rising rapidly because of the currently ongoing 
epidemics of obesity and type 2 diabetes. Bacterial endotoxin, such as lipopolysaccharide (LPS), is 
known to play a key role in the pathogenesis of NASH. In this project, LPS from p. gingivalis 
stimulation results in innate immune responses through TLR2 and 4 and elevated ALT in high-fat 
diet-induced steatosis mice. Furthermore, the STAT3-NFkB are thought to be the important receptor 
that case liver damage by LPS from p. gingivalis. Clinically, there are significant relation between
 the incidence of more than 10 lacations of periodontitis (deepest probing depth > 4mm) and the 
detection frequency of P. gingivalis in NASH patients.

研究分野： 非アルコール性脂肪肝炎

キーワード： 歯周病　生活習慣病
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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 
(1) 非アルコール性脂肪性肝障害（Nonalcoholic 

fatty liver disease：以下 NAFLD），および非

ア ル コ ー ル 性 脂 肪 肝 炎 （ Nonalcoholic 

steatohepatitis：以下 NASH）は食生活の欧米

化により今後増加することが予想される疾患

である．現在 NAFLD は国内で 1000 万人以

上，NASH は 100 万人以上存在することが報

告され，発症原因の解明，治療法の開発は

急務である．NAFLD/NASH の病態解明，治

療開発が困難な原因として同疾患の発症，

増悪因子が多岐にわたり全身疾患と関連し

ているため合併疾患により病態や治療法が

異なることが挙げられる． 

(2) 歯周病は糖尿病や動脈硬化など様々な全

身疾患の発症，増悪に関与していることが示

唆されている．歯周病の代表的な病原菌で

ある P. gingivalis 菌は繊毛のサブユニットタン

パク質である fimbrillin をコードする fimA 遺

伝子の核酸配列構造の違いにより 6 つの遺

伝子型が存在し，細胞障害性の少ない I，III，

V 型と毒性の強い II，IV，Ib 型が存在し特に

II 型は他の線毛型株に比べ効率に感染細

胞にアポトーシスを誘導し強力な細胞障害

性を有することが報告されている． 

(3) 研究代表者らは全国多施設の共同研究で

NAFLD/NASH の確定診断や病期の評価が

得られた 150 症例の患者の唾液を検討し，

健常対照群と比較し NAFLD 患者において

p.gingivalis 菌の有病率が有意に高く，さらに

fimA 遺伝子解析で NAFLD 患者口腔内の

p.gingivalis 菌の 94.3％が毒性の強い II，IV，

Ib であり，特に 50％の患者は II 型に罹患し

ていたことを発見し報告した． 
 
２．研究の目的 
(1) 脂肪肝モデルマウスおよびコントロールマ

ウスに対し LPS（p.gingivalis 由来）の静脈
投与を行い，脂肪肝の増悪因子であること
を証明する． 

(2) TLR2（toll like receptor 2）は TLR4 は自然
免疫に関する遺伝子であり、一部の機能が
解 明 さ れ て い な い と こ ろ も あ る が ，
p.gingivalis 由来の LPS による肝障害に対

する関与が示唆されており，ノックアウトマ
ウスを用いて検討する． 

(3) Signal Tranducer and Activator of 
Transcription 3（STAT3）は転写因子である
が LPS（p.gingivalis 由来）の肝障害が肝細
胞での STAT3、マクロファージの STAT3 ど
ちらを介するのか肝細胞特異的およびマク
ロファージ特異的 STAT3 ノックアウトマウス
を用いて検討する。 

(4) 臨床において NAFLD 患者の口腔内所見

と p.gingivalis の陽性率との関連を検討する． 
 
３．研究の方法 
動物実験 

(1) C57BL/6 マウスを通常飼育（Oriental 酵母

社製；360kcal/100g, 13.3%脂質, 26.2%蛋白

質,60.5%炭水化物），High-fat 食（CLEA 社

製 High-fat diet 32 使用：506.8kcal/100g, 

57.5%脂質, 19.7%タンパク質, 22.8％炭水

化物）下に 8 週間飼育する．通常飼育下，

High-fat 食 飼 育 下 の マ ウ ス に そ れぞ れ

P.gingivalis 菌由来の LPS（和光純薬工業

株式会社製 P. gingivalis ATCC33277 から

フェノール抽出し超遠心によって作成）を濃

度別に尾静脈投与を行い肝障害の程度を

検討する． 

(2) TLR4 ノックアウトマウス（C57BL/6），TLR2 ノ

ックアウトマウス（C57BL/6）に上記実験によ

り本研究の試濃度であ る 0.25mg/kg の

p.gingivalis 菌由来の LPS を投与し肝障害

の変化を検討する． 

(3) Cre/loxP システム（ loxP 配列と呼ばれる

DNA 配列に対し DNA 組換え酵素 Cre が働

くことにより生じる部位特異的組換え反応を

利用した遺伝子組換え実験系）を使用して

作った肝細胞特異的およびマクロファージ

特異的 STAT3 ノックアウトマウスを用いて

0.25mg/kg の p.gingivalis 菌由来の LPS を

投与し肝障害の変化を検討する。 

(4) 医科歯科連携として NAFLD 患者での

p.gingivalis 保菌者における口腔学的所見

（PPD：歯周病ポケット，BOP：プローブを当

てた時の出血）との関連を検討した。 

４．研究成果 



(1) p.gingivalis 菌由来の LPS の容量設定：普

通食（BD）マウスでは肝障害を起こさず、

12 週間の高脂肪食（HFD）マウス（NASH

モデル）では肝障害を起こす静脈投与の

LPS 指摘濃度を検討するため，LPS の濃度

を 0mg/kg（コントロール），0.001 mg/kg，

0.01 mg/kg，0.1 mg/kg，0.25 mg/kg，1 

mg/kg としたところ 0.25 mg/kg の量では普

通食マウスでは 0 時間後，1 時間後，4 時間

後，12 時間後，24 時間後の ALT 値は 33.2

±1.4 IU/L, 39.8±9.1IU/L，39.3±24.9 IU，

32.6±25.0 IU/L, 38.0±10.3 IU/L /L と著変

を認めなかったことに対し，HFD 食下では

108.4±13.5 IU/L, 120.4±11.8 IU/L, 118.0

±14.2±1.4 IU/L, 225.1±1.4 IU/L, 1100±

82.5 IU/L と 12 時間後，24 時間後に有意な

ALT の上昇を認めた．また肝臓の組織学

的な肝組織（炎症）の増悪を認めた。

p.gingivalis 菌由来の LPS は高脂肪食投与，

脂肪肝の存在下で肝障害（炎症）の増悪に

寄与する因子であることが示唆される結果

となった．本研究成果は平成 30 年度日本

歯周病学会創設 60 周年記念大会「医科歯

科連携シンポジウム 1 血管障害/非アルコ

ール性脂肪性肝炎」において「消化器内科

の視点から見た非アルコール性脂肪肝炎

（NASH）と歯周病の最新知見」の演題で結

果発表を行った． 

(2) p.gingivalis 菌由来の LPS のシグナル経路

に対する検討(TLR2, 4)：TLR4 ノックアウト

マウス（C57BL/6），TLR2 ノックアウトマウス

（C57BL/6）に上記実験により本研究の試

濃度である 0.25mg/kg の p.gingivalis 菌由

来の LPS を投与し ALT の変化を検討した

ところ，TLR4 ノックアウトマウス，TLR2 ノッ

クアウトマウスでは ALT の変化，肝病理で

の炎症の増悪を認めず，両者が LPS

（p.gingivalis 菌由来）の肝障害の際のシグ

ナル経路として重要であることが示唆され

た．本研究成果は平成 30 年度日本歯周病

学会創設 60 周年記念大会「医科歯科連携

シンポジウム 1 血管障害/非アルコール性

脂肪性肝炎」において「消化器内科の視点

から見た非アルコール性脂肪肝炎

（NASH）と歯周病の最新知見」の演題で結

果発表を行った． 

(3) p.gingivalis 菌由来の LPS のシグナル経路

に対する検討 (STAT3)：肝細胞特異的お

よびマクロファージ特異的 STAT3 ノックアウ

トマウスを用いて本研究の試濃度である

0.25mg/kg の p.gingivalis 菌由来の LPS を

投与し ALT の変化を検討したところ，マク

ロファージ特異的 STAT3 ノックアウトマウス

では ALT の変化を認めず，肝細胞特異的

STAT3 ノックアウトマウスでは ALT は 12 時

間後，24 時間後に増悪をきたし，マクロファ

ージに存在する STAT3 が LPS（p.gingivalis

菌由来）の肝障害の際のシグナル経路とし

て重要であることが示唆された．本研究成

果は平成 30 年度日本歯周病学会創設 60

周年記念大会「医科歯科連携シンポジウム

1 血管障害/非アルコール性脂肪性肝炎」

において「消化器内科の視点から見た非ア

ルコール性脂肪肝炎（NASH）と歯周病の

最新知見」の演題で結果発表を行った． 

(4) NAFLD 患者の口腔内診察で PPD（歯周ポ

ケット）4mm 以上（歯周病の診断基準）が

10 か所以上，3mm 以下でも BOP（プロー

ブを当てたときの出血）が 17 か所以上ある

という所見が P.gingivalis の菌比率 1％と関

連することが認められ，NAFLD 患者に歯

周病治療を開始する重要な臨床的所見で

あることが示唆された． 
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