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研究成果の概要（和文）：本研究では、マクロファージ細胞株を用いて、マクロファージのM1/M2極性化に対す
るアスピリンの効果を観察し、鍵となるシグナル伝達分子を同定することである。
　結果、アスピリンはLPSによって誘導されるマクロファージの活性化を抑制し、組織修復におけるマクロファ
ージのM1/M2極性化に影響を与えることが明らかになった。アスピリンの至適濃度は200μg/mlで、マクロファー
ジのアポトーシスやM2マーカーの発現に影響を与えることなく、LPS誘発iNOSの発現を効果的に阻害した。アス
ピリン投与はまた、骨髄間葉系幹細胞の遊走、創傷治癒、骨形成に関する分化を促進した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to observe the effects of aspirin on the M1/M2 polarization 
of macrophages using a macrophage cell line, and to identify the key signaling molecules. The 
research findings indicate that aspirin can inhibit the activation of macrophages induced by LPS and
 influence the M1/M2 polarization of macrophages in tissue repair. The optimal concentration of 
aspirin was 200 μg/ml, which effectively blocked the expression of LPS-induced iNOS without 
affecting the apoptosis or expression of M2 markers in macrophages. Aspirin treatment also enhanced 
the migration, wound healing, and osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells. 
This study verified the feasibility of local application of aspirin to promote alveolar bone defect 
repair, provided important scientific evidence, and offered new clinical applications for drugs that
 promote periodontal tissue repair and regeneration.

研究分野： 予防歯科学

キーワード： アスピリン　歯周病　マクロファージ　欠損治癒
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病に関する研究では、歯周組織再生が広く行われており、歯周組織再生能力がある程度改善されている。し
かし、長期の慢性炎症に対する歯周組織の生理的構造と機能の回復には至っていない。そこで、低分子の非ステ
ロイド性抗炎症化合物であり、広く供給され、薬理作用が明確で、安価で、低副作用、容易に投与できるアスピ
リンに着目した。結果、アスピリンが、歯槽骨欠損の修復を促進する局所適用の可能性を示したことから、重要
な科学的証拠を提供するとともに、歯周組織の修復および再生を促進する薬剤の新たな臨床応用を提供した。

※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 
 
アスピリン（アセチルサリチル酸）は低分子の非ステロイド性抗炎症化合物であり、幅広い供給、

明確な薬理効果、低価格、低副作用、容易に投与できるという利点がある。Xiaoyan Li（研究協

力者）らの予備調査では、アスピリンの局所応用により炎症性因子の濃度減少を確認している。

骨欠損修復の初期段階では、Th1 細胞による宿主免疫応答が優勢となり、MSC を介した骨の再

生に重要な役割を果たしている。インターフェロン-γ（IFN-γ）と腫瘍壊死因子-α（TNF-α）は、

宿主の免疫を負に調節する主要なサイトカインである。IFN-γ が局所組織にのみ存在する場合、

高濃度の IFN-γ は、MSC の Smad 7 の高発現をアップレギュレートし、BMP 経路を阻害するこ

とにより骨の減形成をもたらす。同時に、IFN-γ は、MSC 細胞死受容体 Fas の発現を濃度依存的

にアップレギュレートすることもできる。TNF-α と連動すると、NF-κB を介した抗アポトーシス

経路を阻害できる。高度に発現された Fas の内在化は、細胞死経路を開始し、カスパーゼ 8 の影

響下で MSC のアポトーシスを促進する。抗炎症薬の局所適用は、局所エフェクターT 細胞の機

能を効果的に阻害し、局所組織の免疫応答とエフェクターサイトカインの量を減少させ、MSC

を介した組織の再生と修復を促進する。非ステロイド性抗炎症薬であるアスピリンは、理想的な

局所抗免疫応答を有すると考えられる。 

マクロファージは損傷修復の初期段階でも重要な役割を果たしており、活性化の様式により、

M1 型と M2 型に分類される。M1 型マクロファージは、炎症誘発性サイトカインとケモカイン

を分泌し、抗原を提示し、免疫応答に参加し、免疫監視の機能を持っている。M2 型マクロファ

ージは、抗原提示能力は弱いが、宿主の免疫応答を抑制、創傷治癒および組織リモデリングの促

進，組織内の代謝と内分泌シグナル伝達を改善する増殖因子および抗炎症性サイトカインの産

生を担っている。 in vitro培養条件下では、M1型のマクロファージは IFN-γおよびリポ多糖（LPS）

を介して誘導され、M2 型のマクロファージは Th2 タイプのサイトカイン（IL-4,IL-13 など）を

介して誘導される。現在、マクロファージに対するアスピリンの研究は主に M1 型マクロファー

ジに焦点が当てられ、アスピリンがLPSによって誘発されるマクロファージの活性化を阻害し、

RANK の発現を低下させ、破骨細胞活性

を阻害し、骨芽細胞を促進できることが

報告されている。また、アスピリンの全

身作用により、ミエロペルオキシダーゼ

の増加、内皮成長因子の分泌抑制、M1 型

マクロファージの減少、雌マウスの皮膚

創傷治癒能力に影響を与えることも示

されている。しかし、アスピリンが損傷

修復におけるマクロファージの M1 / M2

分極の影響については報告されていない。 

本研究は、マクロファージ細胞株を使用し、マクロファージの M1 / M2 分極に対する主要な

シグナル分子とメカニズムを特定し、アスピリンの効果を確認する。これは、歯周組織の微小生

態学と免疫機構に基づいた歯周組織再生への合理的な介入であり、幹細胞を介した歯周組織修

復・再生効果を目的とする。結果は、臨床的に重要となる科学的根拠を提供し、トランスレーシ

ョナル・リサーチ（橋渡し研究）となり、歯周組織再生研究の新しい方向性を開くことを可能と



する。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、マクロファージの M1 / M2 分極に対する in vitro でのアスピリンの効果を観察するた

めにマクロファージ細胞株を使用し、主要なシグナル分子とメカニズムを特定する。歯槽骨欠損

修復を促進するためのアスピリンの局所適用の実現可能性を検証し、重要な科学的根拠を提供

し、歯周組織の修復と再生を促進する薬物の局所適用の新しい臨床応用方法を提供する。 
 
３．研究の方法 
 

（1）マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 の培養 

RAW264.7 細胞の培養と継代：80U / ml アンピシリンと 100U / ml ストレプトマイシンを加えた

10％ウシ胎児血清を含むハイグルコース DMEM 培地での RAW264.7 細胞培養（37°C の恒温イ

ンキュベーターで静置）を行う。細胞の状態を観察し、24 時間から 48 時間ごとに培地を交換す

る。必要に応じて、1：2 または 1：3 の比率で培地を流して、良好な細胞増殖を維持する。 

（2）マウスマクロファージ細胞株の M1 / M2 サブタイプの誘導 

M1 / M2 サブタイプの刺激：介入の 12 時間前に、細胞を 12 ウェルプレートに 105 細胞/ ml の密

度でプレーティングし、完全培地で培養する。細胞が完全に付着し、成長状態が良好であること

を確認後、異なる濃度の刺激因子を添加する。IFN-γ 濃度；25 ng / ml、2.5 ng / ml、1 ng / ml。LPS

濃度；400 ng / ml、200 ng / ml、100 ng / ml。12 時間後、細胞を観察して収集し、リアルタイム

PCR にて解析する。免疫組織化学染色法により、M1 / M2 サブタイプの比率を観察し、介入に最

適な濃度を模索する。M1 サブタイプマクロファージマーカー；誘導型一酸化窒素合成酵素

（iNOS）、CD86 / MR（CD206）と M2 サブタイプマクロファージマーカー；タイプ I アルギナー

ゼを用いる。 

（3）マクロファージ細胞株 M1 / M2 の分極に対するアスピリンの影響 

アスピリン濃度は 3 種（50、100、200、500μg/ ml）とする。M1 / M2 サブタイプの比率を介入（添

加）前後に観察する。実験に最適な刺激濃度を模索しメカニズム研究を実施する。 
 
４．研究成果 
 

アスピリンの適切な濃度を決定するために、マクロファージ細胞をさまざまな用量のアスピリ

ン（50、100、150、および 200 μg / ml）で 12 時間前処理した。これらすべての用量のアスピリ

ンは、LPS が誘導する iNOS の発現を有意に減少させた。 iNOS のダウンレギュレーションは、

200μg /ml アスピリンで最も顕著であり安定した結果となった。ウェスタンブロッティングでは、

200 μg / ml のアスピリンで前処理した後、LPS が誘導する iNOS の発現を効果的にブロックでき

ることが確認された。免疫細胞染色において、LPS 誘導 iNOS 陽性マクロファージのパーセンテ

ージが LPS 刺激後に有意に増加したことを示した。LPS 誘導をしないアスピリン処理が、マク

ロファージに与える影響を検討するために、細胞を 200 μg /ml アスピリンで 36 時間処理した。   

フローサイトメトリーによる分析結果では、200 μg / ml のアスピリンが RAW264.7 細胞のアポト

ーシスに影響を及ぼさないことを示した。さらに、ウエスタンブロットおよびリアルタイム PCR

では、200μg / ml のアスピリン処理がマクロファージ細胞における arginase-1 (ARG1)、chitinase-

like 3 (Chil3, YM-1)、Retnla (FIZZ)または TNF-α の発現に影響を及ぼさないことも確認された。 

また、C57BL/6 マウス骨髄間葉幹細胞 (BMMSC) (Cyagen Biosciences) は、トリプシン処理に



よって単層培養物から 80％コンフルエンスで採取され、Ibidi 創傷治癒皿 (Ibidi) に播種され、無

血清培地中でコンフルエントになるまで 24 時間増殖させた。 Ibidi 創傷治癒ディッシュの挿入

壁を 24 時間後に移動し、擦過領域への BMMSC の移動を観察し、12 時間および 24 時間で写

真撮影した。 未処理の BMMSC の遊走アッセイでは、200μg/ml のアスピリンで処理した BMMSC

と比較して閉鎖の遅延（遊走が少ない）が示された。12 時間および 24 時間の時点で、200μg/ml

アスピリン処理 BMMSC は、未処理 BMMSC と比較して、有意に高い運動性および遊走性を示

した。創傷治癒モデルの H-E 染色は、200μg/ml のアスピリン処理細胞における再生が対照細胞

よりも迅速かつ十分であることを示した。したがって、定量的 RT-PCR 分析は、200μg/ml アスピ

リン処理細胞におけるフィブロネクチンおよびビメンチンの発現が未処理細胞よりも高いこと

を示した。BMMSC の骨形成分化に対する 200μg/ml のアスピリンの刺激効果は、骨誘導培地中

で BMMSC を 28 日間培養することによって検証された。アリザリンレッド染色により、200μg/ml

のアスピリンによる処理が BMMSC の石灰化能力を増強することが明らかになった。定量的 RT-

PCR 分析は、Runx2 およびオステオカルシンの発現が、未処理の細胞と比較して、200μg/ml の

アスピリンでの処理後の BMMSC において有意にアップレギュレートされたことを示した。 

マクロファージは、M1 / M2 型に分極しており、創傷部位の炎症状態である（M1 型）、また再

生・修復状態である（M2 型）を

判断することを確認できた。加

えて、アスピリンが、LPS によっ

て誘発されるマクロファージの

活性化を阻害し、RANK の発現

を低下させ、破骨細胞活性を阻

害し、骨芽細胞を促進すると考

えられる。さらに、アスピリンが

損傷修復におけるマクロファー

ジの M1 / M2 分極に影響を与え

ることが明らかになった。これらのことから、マクロファージの M1 / M2 分極に対するアスピ

リンの効果、臨床応用につなげるアスピリンの局所応用の可能性が期待された。 
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