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研究成果の概要（和文）：動物実験では、野生型高脂肪食群では、crown-like structure(CLS)数および線維化
は１群を除き、red complex歯性感染により増加し、TLR2ノックアウト高脂肪食群では抑制されていた。同様に
IL－１βmRNA発現の上昇も、TLR2ノックアウト高脂肪食群で完全に抑制された。細胞実験において、通常肝細胞
と比較し、ヒト脂肪化肝細胞に対しred complex各死菌刺激によるIL-1β、IL-6mRNA発現上昇が、TLR2阻害薬の
投与により、抑えられた。以上よりTLR2経路は、red complex歯性感染によるNASH病態増悪に関与することが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：In vivo experiment, crown-like structure (CLS) number and fibrosis were 
increased in high-fat-diet induced wild type mice groups (WT-HFD), excluding 1 group, and they were 
decreased in high-fat-diet induced TLR2 (TLR2KO-HFD) groups ultimately. Similarly, IL-1β mRNA 
expression, upregulated in WT-HFD groups, were restrained in TLR2KO-HFD groups. In vitro experiment,
 IL-1β and IL-6 mRNA expression were upregulated in the steatotic hepatocyte, stimulated by each 
red complex (Pg, Td, Tf) dead body stimulation. After the dosage of the TLR2 inhibitor, the mRNA 
upregulation were suppressed. It was revealed that the TLR2 pathway participated in NASH progression
 by the red complex odontogenic infection.

研究分野： 口腔病理学　歯周病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は顎骨における歯周病原細菌感染と肝疾患の関連性を課題としている。今回の研究において作成する歯性
感染モデルでは、歯周病原細菌の中のred complexを使用し、各菌単独およびその組み合わせにおいてより患者
の病態を模倣したnaturalな状態を観察している。red complex歯性感染によるNASH病態増悪の機序についてTLR2
の役割を明らかにしたことは、脂肪肝患者におけるTLR2を標的とした新たな治療法開発につながり、社会に還元
できる有意義な研究であると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
非飲酒者の脂肪肝（nonalcoholic fatty liver disease;NAFLD）は約 2,000 万人が罹患していると推定
されている。さらに NAFLD の 20～30％がアルコールを摂取しないにもかかわらず、炎症や線
維化が生じる非アルコール性脂肪肝炎（nonalcoholic steatohepatitis：NASH）へ移行し、肝硬変さ
らには肝癌に進行する可能性を有しているため、予防・治療が必要な重篤な疾患として注目され
ている。NASH の病態進行には脂肪肝の形成(first hit)に次ぐ酸化ストレスなどの“second hit”が挙
げられるが、大腸菌由来のリポポリサッカライド（Lipopolysaccharide； LPS）が発症に関わるこ
とも注目されている。一方、歯周病は軽微な慢性炎症であるため、初期にはほとんど症状を呈さ
ないが、心・血管系疾患、糖尿病、早期低体重児出産などの全身の疾患状態に悪影響を及ぼすこ
とが報告され、特に Porphyromonas gingivalis(Pg)は、全身疾患に悪影響を及ぼす代表的な歯周病
原細菌として知られている。私はこれまでに、高脂肪食誘導脂肪肝モデルマウスに Pg を歯性感
染させた肝臓では、肝細胞の広範な脂肪沈着、顕著な変性、炎症や広範な線維化が起こることを
示した。このモデルにおいて、TLR2 発現の上昇、特に肝細胞における TLR2 発現上昇が免疫組
織化学的な検討で顕著に認められ、in vitro 実験においてパルミチン酸処理による脂肪化ヒト肝
細胞においても TLR2 発現が上昇し、Pg-LPS 刺激により炎症性サイトカイン産生が増強するこ
と明らかにした。さらに TLR2 ノックアウトマウスを用いた実験ではこれらの反応が減弱したこ
とから、Pg 歯性感染による NASH 病態増悪のメカニズムにおける TLR2 の経路の重要性につい
ても明らかにした。現在、口腔内細菌数は 500 種類以上に及び、中でも強く歯周病と関連すると
されるのが、Pg および、Treponema denticola(Td)、Tannerella forsythia(Tf)の３菌種、“red complex”
である。実際の歯周病患者から 60〜70％の割合で同時に検出され、Td、Tf 共に、TLR2 経路を介
し、それぞれ歯槽骨の破壊や、マクロファージの MAPK を活性化し、炎症性サイトカイン産生
を誘導するという報告がある。我々の Pg 歯性感染の実験では TLR2 経路を介し、肝組織の炎症
性サイトカイン産生量が増加することで、NASH における線維化の促進につながっていること
から、Td 及び Tf の 2 菌種においても TLR2 経路を介した炎症性サイトカイン産生に関わってい
る可能性を考えた。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究により、Pg 歯性感染により Pg および Pg-LPS が血流内へ進入し、TLR2 発
現上昇を伴う脂肪肝に到達し、刺激を加えることで炎症性サイトカインの発現上昇により、
NASH 病態増悪につながること、また、TLR2 の発現を抑えると、Pg および Pg-LPS の刺激
が抑えられ、NASH 病態増悪が起こらないことから、TLR2 経路が NASH 病態増悪に関係す
る可能性を示した。Pg は他のグラム陰性菌（例えば大腸菌）と異なり、TLR2 に作用するが、
Td や Tf にも TLR2 を介し、影響を与える可能性が報告されている。さらに、歯周病感染巣
において、3 菌種は競争関係にあるのではなく、協調・協力関係にあるとする報告もあり、
肝臓に対する影響も Pg、Td、Tf の混合感染で検討する必要があるが、3 菌種混合歯性感染
と全身疾患の関連については未だ報告がない。よって、in vivo 実験では、野生型（WT）、
TLR2 ノックアウト（KO）マウスそれぞれ、高脂肪食により脂肪肝を誘導したモデルマウスを
作成し、3 菌種（Pg+Td+Tf）、2 菌種（Pg+Td、Pg+Tf、Td+Tf）、1 菌種 
（Pg、Td、Tf）を歯性感染させ、根尖病変および肝組織病変を比較することで、red complex
歯性感染の NASH 病態増悪の有無、また TLR2 経路の重要性を検討する。さらに、in vitro 実験
では脂肪化肝細胞モデルを用い、3 菌種の刺激による炎症性サイトカイン発現増強に対する
TLR2 抗体投与の影響を調べ、3 菌種における TLR2 経路の重要性を検討する。以上により、
red complex が NASH 病態増悪に及ぼす影響を把握し、TLR2 経路の役割について明らかに
することを目的とし、研究を行なった。 
 
３．研究の方法 
1）野生型マウス（WT）および TLR2 ノックアウトマウス（TLR2KO）を用いた red complex 歯
性感染による NASH 病態増悪における TLR2 の関与についての検討 
 
WT および TLR2KO マウスに対し、高脂肪食(HFD)を 12 週間投与し、通常マウスおよび高脂肪
食誘導脂肪肝マウスをそれぞれ作成した。各群に対し、第１臼歯歯髄を歯科用切削器具（ラウン
ドバー）で露髄させたのち、3 菌種（Pg+Td+Tf）、2 菌種（Pg+Td、Pg+Tf、Td+Tf）、1 菌種
（Pg、Td、Tf）を 107 個を含ませた綿球を留置し、感染群とした (図 1)。非感染群 (Cont 群)も
それぞれ作成した。図 2 に示すように、計 16 群を作成した。感染 6 週後に肝臓および顎骨を回
収した。 
 



 
 
①肝組織の変化の検討 
 
回収した肝臓の一部により、肝組織標本を作成した。HE 染色を行い、組織学的な変化を比較検
討するとともに、Mac2(抗マクロファージ抗体)による免疫組織化学染色を行い、crown-like 
structure(CLS;脂肪壊死に陥った肝細胞に対するマクロファージ集簇巣)数を測定し、肝臓の変化
を観察した。また、線維化の程度を測定するため、シリウスレッド染色を行い、画像を撮影後、
ImageJ を用いて、線維化の面積を計算した。 
また、回収した肝臓から mRNA を回収し、炎症性サイトカイン mRNA(IL-1β)の発現について比
較検討を行った。 
 
②根尖部歯周組織の変化の検討 
 
回収した顎骨により、顎骨標本を作成し、HE 染色を行い、根尖部歯周組織の変化を比較検討し
た。 
 
２）TLR2 阻害薬の red complex 死菌誘導サイトカイン発現に及ぼす影響について 
 
① red complex 刺激に対する脂肪化ヒト肝細胞の反応性への影響について 
 
ヒト脂肪化肝細胞(HC3716-hTERT 株)をパルミチン酸(肥満者の血中で上昇する代表的な遊離脂
肪酸)0.2mM で 18 時間処理し、脂肪化肝細胞を作成した。パルミチン酸処理を行っていない細胞
を非脂肪化肝細胞とした。それぞれの細胞に Pg -LPS(1μg/mL)、Pg、Td、Tf 死菌(MOI(multiplicity 
of infection：細胞 1 個に対する細菌の数) 100)により刺激を加えた。6 時間後に回収し、炎症性サ
イトカイン mRNA 発現(IL-1β、IL−6、MCP-１)について比較検討した。(図 2) 
 
 
②TLR2 阻害薬投与による red complex 刺激に対する脂肪化ヒト肝細胞の反応性の変化 
 
①と同様に作成した脂肪化肝細胞に、TLR2 阻害薬（抗 TLR2 抗体）を作用させ、Pg -LPS(1μg/mL)、
Pg、Td、Tf 死菌(MOI100)により刺激を加えた。6 時間後に回収し、炎症性サイトカイン mRNA
発現(IL-1β、IL−6)について比較検討した。(図 2) 
 

 
４．研究成果 
1）野生型マウス（WT）および TLR2 ノックアウトマウス（TLR2KO）を用いた red complex 歯
性感染による NASH 病態増悪における TLR2 の関与についての検討 
 
①肝組織の変化の検討 
 
WT-HFD 群では、TLR2KO-HFD 群と比較して、顕著な脂肪化がみられた。HE 標本において WT-
HFD 群では炎症巣が明らかに増加していたため、Mac2 免疫組織化学標本を用いて、各群の CLS
数を計測し、以下の結果を得た（図 3）。WT-HFD 群で上昇した CLS 数は、TLR2KO-HFD 群にお
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いて、顕著に減少していた。WT-HFD 群では非感染群(Cont 群)と比較し、1 菌種(Pg、Td、Tf)、2
菌種（Pg+Td、Td+Tf）3 菌種（Pg+Td+Tf）群において、CLS 数が上昇していたが、各群での
差はみられなかった。WT-HFD- Pg +Tf 群において CLS 数は増加していなかった。TLR2KO-
HFD 群では、3 菌種群(TLR2KO-HFD-Pg+Td+Tf 群)に増加傾向がみられた。 

 

また、線維化の程度を検討するため、シリウスレッド染色を行なった標本を用いて、各群の線維
化の面積を測定し、以上の結果を得た（図 4）。WT-HFD 群で促進した線維化は、TLR2KO-HFD
群において、顕著に抑制されていた。WT-HFD 群では非感染群(Cont 群)と比較し、1 菌種(Pg、
Tf)、2 菌種（Td+Tf）3 菌種（Pg+Td+Tf）群において、線維化が促進していたが、各群での差
はみられなかった。WT-HFD- Pg +Tf 群では、線維化が抑制されていた。CLS 数と比較し、
線維化に対して各細菌および組み合わせがどのように影響したかは、今後検討を続ける。 
また、RT-PCRによるサイトカイン発現の検討では、WT-HFD 各群にみられた IL−１βの上昇は、
TLR2KO-HFD 群では完全に抑制されていた。 
 
TLR2経路の遮断により、脂肪化における炎症性サイトカイン発現上昇やマクロファージの動員、
線維化促進が改善されたことから、TLR2 経路は、red complex 歯性感染による NASH 病態増悪
に関与することが明らかになった。 
 
②根尖部歯周組織の変化の検討 
WT および TLR2KO 全群の根尖部歯周組織を HE 染色で観察したが、根尖部の状態に大きな差
はみられなかった。 
 
２）TLR2 阻害薬の red complex 死菌誘導サイトカイン発現に及ぼす影響について 
 
①red complex 刺激に対する脂肪化ヒト肝細胞の反応性への影響について 
 
私は、ヒト脂肪化肝細胞では、脂肪化により TLR2 発現上昇が起こることを報告している。今回
の研究により、Pg-LPS、Pg、Td、Tf 各死菌による刺激を通常肝細胞、脂肪化ヒト肝細胞に行な
った結果、図 5 に示す通り、脂肪化ヒト肝細胞では、Pg-LPS での刺激と同様に Pg、Td、Tf 各死
菌による刺激により、IL-1β、IL-6 の mRNA 発現上昇が上昇した。 
 

 
②TLR2 阻害薬投与による red complex 刺激に対する脂肪化ヒト肝細胞の反応性の変化について 
 
TLR2 阻害薬の投与により、Pg-LPS での刺激と同様に Pg、Td、Tf 各死菌による刺激により、上
昇した IL-1β、IL-6 の mRNA 発現はすべて抑制されていた（図 5）。 
 
以上のことより、red complex の刺激により炎症性サイトカインの発現上昇が起こることで亢進



される NASH 増悪に TLR2 の経路は重要な役割を持つことが示された。 
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