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研究成果の概要（和文）：動脈硬化のうち粥状硬化症の発症は、ヒト血管内皮細胞への単球の接着が関連する。
ヒト臍帯静脈内皮細胞を歯周病原細菌由来LPSやTNF-αなどの炎症性サイトカインで刺激し、単球様、好中球
様、マクロファージ様の細胞に分化させたHL60細胞を用いて、その後の接着度や各種アディポカインとの共存下
での影響などを確認するためのモデル作成を試みた。このモデルにおいて、歯周病原細菌由来LPSや炎症性サイ
トカイン により、各種アディポカインと接着因子の発現増加が認められ、歯周病が動脈硬化に影響を及ぼす可
能性が示唆された。 

研究成果の概要（英文）：Atherosclerosis is associated with adhesion of monocytes to human vascular 
endothelial cells. We attempted to create a model in which human umbilical vein endothelial cells 
are stimulated with inflammatory cytokines such as LPS and TNF-α derived from　periodontopathogenic
 bacteria, and HL60 cells are differentiated into monocyte-like, neutrophil-like, and 
macrophage-like cells to confirm the subsequent adhesion degree and effects in the presence of 
various adipokines. In this model, the expression of various adipokines and adhesion factors was 
increased by LPS and inflammatory cytokines derived from periodontopathogenic bacteria, suggesting 
that periodontal disease may be affecting atherosclerosis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病は歯肉における慢性炎症であるが、血流などにより全身の健康にも影響を与えていることが報告されてい
る。とりわけ、糖尿病についてはエビデンスとして確立されているが、動脈硬化との関連については、確立され
ていない。本研究では、動脈硬化発症モデルとして内皮細胞とマクロファージの共培養システムを作成し、歯周
病が動脈硬化に与えるメカニズムの解析を試みた。結果、歯周病における炎症性因子と肥満に関わる因子が動脈
硬化発症に相加的に影響を与える可能性があることから、歯を失うことを防ぐだけでなく、動脈硬化の発症予防
のためにも、歯周病予防や重症化抑制が重要であることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 歯周病は歯周ポケット内のバイオフィルムが主因となり、宿主の免疫応答とも関連しながら
最終的には骨吸収に至る局所の慢性的な炎症性疾患であるが、糖尿病と歯周病が相互に増悪因
子となるなど全身疾患との関連が注目されている。歯周病が全身に及ぼす影響について、疫学調
査においてメタボリックシンドロームと関連する項目が多いほど歯周病のリスクが高いことが
明らかとなっている。脂肪細胞から産生される生理活性タンパク質は、アディポカイン（アディ
ポサイトカイン）と総称され、これら TNF-αや IL-６、アディポネクチン、レプチンなどは、
炎症や免疫応答と強く関連することが報告されている。歯周病患者血清レベルの解析により、ア
ディポカインの一種であるアディポネクチンは低い傾向にあり、一方レジスチンや PAI-1 は、
高いことを確認し、アディポカインが歯周病の病態において、関連することが示唆されている。 
 また、LPS は、ごく微量でも脂肪組織や肝臓における代謝に影響を及ぼすことが報告されて
おり、血管系においても影響を及ぼしている可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
歯周病と動脈硬化の関連については、動脈硬化の病巣から様々な歯周病原菌が検出されたこ
とと歯周ポケットが４ｍｍ以上の部位が４か所以上の場合で、動脈硬化の病巣からの歯周病原
菌の検出割合が高くなる報告があることから、歯周病が重度になるほど、動脈硬化と関連する可
能性が高くなることが予測される。歯周病菌が歯肉から血管内に入り、歯周病原菌が産生する内
毒素（LPS）や炎症性生理物質であるサイトカイン、アディポカインが原因となり、血管に炎症
や血栓を形成するようになり、動脈硬化を進行させると考えられているが、歯周病と関連するメ
カニズムは明らかではない。動脈硬化のうち粥状硬化症の発症の最初のステップは、障害を受け
たヒト血管内皮細胞へ単球が接着しやすくなることである。次にマクロファージ化した細胞は、
酸化 LDLを取り込み、泡沫細胞となり、粥状物質に変化していく。この過程で、歯周病原菌由
来 LPSにより産生されるサイトカインやアディポカインが、その作用を促進していると予測さ
れるため、様々な観点から影響を与えるかどうかについて解析することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）マクロファージ化した THP-1 細胞において、歯周病原菌由来 LPS や大腸菌由来 LPS を様々
な培養時間や濃度で培養後の培養上清中の様々なサイトカインやアディポカイン量を
ELISA 法で測定した。 

（２）使用した各々の条件下の細胞より RNA を抽出し、real-time PCR 法にて、様々なサイトカ
インやアディポカインの mRNA 量を定量し、比較した。 

（３）JNK や MAPK の抗体作用後に LPS を添加し、様々なサイトカインやアディポカイン量およ
びｍＲＮＡレベルでの発現量を比較した。 

（４）マクロファージ化した THP-1 細胞に LPS や TNF-αなどで刺激後、フローサイトメトリー
を用い、蛍光ビーズ貪食細胞比率により貪食能の変化を、AnnexinV-FITC を用いて、アポ
トーシス/細胞死比率を測定し、接着因子（ICAM-1,VCAM-1,P-selectin）発現と細胞形態
の変化を確認した。 

（５）ヒト臍帯静脈内皮細胞を歯周病原細菌由来 LPS や TNF-αなどの炎症性サイトカインで刺
激し、HL60 細胞を培養後の接着細胞数を測定した。この際、HL60 細胞に前処理して単球
系、好中球系、マクロファージ兼の細胞に分化させた HL60 細胞を用いて、その後の接着
度や脂肪細胞からの因子である各種アディポカインとの共存下での影響などを確認し、歯
周病による炎症と各種アディポカインとの関連を推測するモデル作成を試みた。 

 
４．研究成果 
マクロファージ化 THP-1 細胞について 
LPS 刺激後のアポトーシス細胞の割合については、LPS 濃度による違いはほとんど認めず、ま
た高血糖培地で培養した場合にも、有意な違いを認めなかった。各種シグナル伝達抑制剤処理の
有無で比較したところ、MEK, p38MAPK ではほとんど抑制が認められず、ＪＮＫ抑制剤で減少が
認められた。 
RA 処理しマクロファージ化したヒト U937 細胞を各種 LPS で刺激後の mRNA 発現量の違いにつ
いては、レジスチンの発現量は減少したが、TNF-αでは、歯周病原菌由来 LPS では２倍ほど、大
腸菌由来 LPS でも１２倍ほどの発現量の増加を認め、MCP-1 の発現量はさらに増加が認められ
た。 
 
  HL60 細胞について 
DMSO 処理し、好中球化した HL60 細胞において LPS 刺激後の細胞を用いた mRNA レベルでの解
析の結果、歯周病原菌由来 LPS でも大腸菌由来 LPS でもレジスチンや TNF-αの発現量の増加を
認めたが、同じ濃度で刺激した場合、歯周病原菌由来 LPS では大腸菌由来 LPS で刺激した場合の



６割ほどにとどまった。MCP-1 では、大腸菌由来 LPS では 10 倍ほど多い発現量を認め、LPS の種
類により、サイトカインやアディポカインへの影響が異なることが示唆された。 
 
血管内皮細胞への接着性について 
歯周病原菌由来 LPS でも大腸菌由来 LPS でも、LPS の刺激により接着性の増加を認め、また、
ICAM-1 などの接着因子の発現増加も認めたため、歯周病の局所のあまり強くはない炎症ではあ
るが、LPS および各種サイトカインやアディポカインの産生により、動脈硬化の最初のステップ
での接着に影響があることが示唆された。 
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