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研究成果の概要（和文）：　歯周病が動脈硬化に関与する詳細なメカニズムの解明を目的に、lipopolysaharide
(LPS)のヒト大動脈平滑筋細胞（HASMC)の増殖・遊走に対する影響を検討した。LPSのHASMCの増殖促進作用につ
いてMTT assay及びBrdU assayを用いて確認し、toll like receptor4 (TRL4)のノックダウンがLPS刺激による
HASMCの増殖を抑制する事、LPS刺激によるHASMCの増殖にはTLR4/ERKの経路が関与していることを明らかにし
た。またHASMCの遊走について検討したところ、TLR4のノックダウンでLPS刺激によるHASMCの遊走は有意に抑制
された。

研究成果の概要（英文）：We confirmed that effects of lipopolysaharide (LPS) on regulation of human 
aortic smooth muscle cells (HASMCs) proliferation. Levels of DNA synthesis in HASMCs were measured 
by BrdU incorporation assay, and increase in the number of HASMCs were assessed by MTT-based assay. 
Then, we focused on toll like receptor 4 (TLR4), which was knocked down using siRNA technique. After
 knocking down of TRL4, LPS-stimulated proliferation of HASMCs was significantly suppressed. We also
 observed that LPS stimulated the migration of HASMCs, which was inhibited by the knockdown of TLR4.
 Furthermore, we confirmed using Western blotting that LPS stimulated the proliferation HASMCs 
through activation of ERK and TLR4 pathway.
　

研究分野： 動脈硬化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　虚血性心疾患、脳卒中など心血管疾患発症には動脈硬化が深く関与するが、動脈硬化の発生・進展には種々の
危険因子が複雑に絡み合っている。危険因子として、歯周病等感染症も注目されているが、その詳細については
一定の見解が得られていない。歯周病患者には、虚血性心疾患の罹患率が高いといった疫学研究が報告されてい
るが、否定的な結果も散見される。本研究の成果より、歯周病原細菌やその産生物が直接動脈硬化を進展させる
可能性が示唆された。すなわち、歯周病の予防・治療が、動脈硬化の発生・進展を抑制し、心血管疾患発症を低
減させることとなり、国の施策としても揚げられている健康寿命の延伸にも寄与すると考えられる。



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

 
(1) 1999 年、Ross は動脈硬化の形成に炎症が関連すると報告し、心血管系疾患のメカニズムの

解明に新たな方向性をもたらした(Ross. N Engl J Med 340:115-26,1999)。慢性炎症性疾患の１つ

である歯周病は、アテローム性動脈硬化と相関関係があることが示唆されている( Beck et al. 

Atheroscler Thromb Vasc Biol 21:1816-22,2001)。これまでに歯周病と動脈硬化に関する多くの研

究が報告されているが、歯周病が動脈硬化に関与する詳細なメカニズムについては一定の見解

が得られていない。 

(2) 申請者は、これまで血管リモデリングにおける血管平滑筋細胞の増殖、遊走と新生内膜形

成の機序について研究し、骨格筋由来分泌蛋白である Fstl1 が部分的には AMPK シグナルを介

して内膜増殖を抑制することを明らかにした(Miyabe et al.Cardiovasc Res 103:111-20,2014)。また、

われわれは、動脈硬化や糖尿病と歯周病との関連について研究を実施しており、これまでに実

験的歯周炎惹起モデルを用いて糖尿病ラットでは正常ラットと比較し、歯肉における炎症反応

が増強すること、その機序の一つとしてニトロ化ストレスの関与が考えられること（Nishikawa 

et al.J Clin Periodontol 39:342-9,2012）を明らかにした。また歯周炎は、局所で活性化した単球・

マクロファージの血管内皮細胞への接着を介して NF-κB の活性化と VCAM-1 の発現を増加さ

せることを明らかにした（Miyajima et al.Sci Rep 4:5171,2014）。さらに申請者の予備実験におい

て、新生内膜中に炎症細胞が観察されていることから、血管内膜増殖は炎症の影響を受けてお

り、慢性炎症性疾患である歯周炎が、アテローム性動脈硬化の進展に影響を与えると考えた。 

 

２．研究の目的 
近年、炎症に関連するサイトカインが互いに複雑に影響し合い、様々な病態を引き起こす誘

因となりうることが示唆されている。歯周病は、口腔内の細菌感染に起因する慢性炎症であり、

冠動脈疾患の進行に関与する可能性が示唆されている(Berent et al.Metabolism 64:2371-80,2011)。

しかし、生体における歯周病の動脈硬化への関与についての詳細なメカニズムは未だ明らかで

はなく、その解明は動脈硬化の治療法及び新たな予防法の開発につながると考えられる。 

本研究の目的は歯周病が動脈硬化に及ぼす影響とその機序を解明し、歯周病の予防や治療が

心血管疾患の進展の抑制に有用である事を明らかにすることである。 

 
３．研究の方法 
 
１）lipopolysaccharide(LPS)刺激によるヒト大動脈平滑筋細胞(HASMC)の増殖についての検
討：HASMC を用いて培養実験を行い、LPS の刺激による影響を観察した。用いた LPS は体内（腸
管内）、口腔内に常在する菌である大腸菌（E.Coli）由来を用いた。細胞増殖は MTT assay と
BrdU assay を用いて評価を行った。 
２）LPS 刺激による HASMC の遊走能についての検討：培養 HASMC を用いて LPS 刺激による遊走
能について遊走は scratch-wound asaay を用いて検討した。 
３）Westernblot 法を用いた HASMC の増殖メカニズムについての検討：HASMC の増殖のメカニ
ズムについて、そのシグナルを Western blot 法を用いて検討した。 
４）toll like receptor 4（TLR4）ノックダウン後の HASMC の増殖についての検討：LPS のレ
セプターである TLR4 に着目し、TLR4 をノックダウンして HASMC の LPS 刺激による増殖につい
て検討した。 
５）TLR4 ノックダウン後の HASMC の遊走能についての検討：TLR4 をノックダウンして HASMC
の LPS 刺激による遊走能について検討した。 
６）Westernblot 法を用いた TLR4 ノックダウン後の HASMC の増殖メカニズムについての検討：
TLR4 をノックダウンして HASMC の増殖に係るシグナルについてその変化を検討した。 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
１）  血管リモデリングにおいては血管平滑筋の増殖と遊走が重要な要素であることから、培

養 HASMC を用いて LPS 刺激を行う事により、HASMC の増殖が促進するかについて検討を行
った。その結果、HASMC は一定の濃度までは LPS の濃度依存性に増殖が促されることが明
らかになった。（図１） 
 

２） 1）の検討で得た最も HASMC の増殖が認められる LPS の濃度において、LPS 刺激による
HASMC の遊走について検討を行った。その結果、LPS 刺激によって HASMC の遊走が対照群に比較
して 1.4 倍程度で有意に促進されることが明らかとなった。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３）HASMC の増殖には ERK の経路が重要であることから、LPS の刺激による HASMC の増殖にこの
経路が関与しているかを Western blot 法を用いて検討を行ったところ、LPS 刺激から１０分後
に ERK のリン酸化がピークに達することが明らかとなった(図２)。また、LPS は TLR4 を介して
作用することから、HASMC の TLR4 やその下流の経路、及び Akt の経路についても同様に検討を
行ったところ、TLR4 とその下流の MyD88 では刺激後１２０分で反応が最大となり、Akt は刺激
後３０分でリン酸化がピークとなることが明らかとなった。（図３） 
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（図１） 

PERK 

ERK 

0  5  10  15 30  60 （min） 

（図２） 

TLR4 

MyD88 

tubulin 

0 15 30 60 120180240( min) 

PAkt 

Akt 

0  5  10 15 30 60( min) 

（図３） 
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４）LPS のレセプターである TLR4 をノックダウンした場合の HASMC の増殖について検討を行っ
た。TLR4 のノックダウンによって、LPS 刺激による HASMC の増殖が有意に抑制されることが明
らかとなり、LPS 刺激による HASMC の増殖効果は TLR4 を介していると考えられた。（図４） 
 
                      
  
 
 
                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
５）TLR4 をノックダウンした場合の HASMC の遊走能について検討した。TLR4 のノックダウンに
よりLPS刺激によるHASMCの遊走は0.8倍程度に有意に抑制され、LPSの HASMC遊走効果はTLR4
を介することが示唆された。 
 
６）現在 HASMC における LPS 刺激による増殖・遊走効果における TLR4 の経路の下流のシグナル
について検討中である。 
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