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研究成果の概要（和文）：　マクロファージを歯石で刺激すると、NLRP3インフラマソームの活性化を介して炎
症性サイトカインIL-1β、IL-18が産生される。IL-1βは破骨細胞形成に促進的に、IL-18は促進的または抑制的
に作用することが知られている。しかしながら、歯石で誘導されるサイトカインが歯周炎における歯槽骨吸収に
どのような影響を及ぼすか不明であった。本研究では、ラット歯周炎モデルに人工歯石としてハイドロキシアパ
タイト微粒子を投与すると、IL-1βの産生が誘導され、歯槽骨吸収に促進的に作用することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：　Macrophages stimulated with dental calculus produce the proinflammatory 
cytokines IL-1β and IL-18 via the NLRP3 inflammasome. IL-1β is known to act in a 
pro-osteoclastogenic manner and IL-18 acts in a pro- or inhibitory manner on osteoclastogenesis. 
However, it remains unclear how these cytokines affect alveolar bone resorption. In this study, 
hydroxyapatite microparticles administered as artificial dental calculus in a rat periodontitis 
model induced IL-1β production and promoted alveolar bone resorption.

研究分野： 歯周病学

キーワード： 歯石　NLRP3インフラマソーム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　歯石はプラークの付着を助長するプラークリテンションファクターとして知られているが、近年、歯石結晶は
ダメージ関連分子としてNLRP3インフラマソームに認識され、マクロファージのIL-1β産生を促進することが報
告された。本研究では、歯周炎動物モデルにおいてラット歯肉溝に人工歯石としてハイドロキシアパタイト微粒
子を投与するとIL-1β産生を介して歯槽骨吸収が促進されることが明らかとなり、歯石の石灰化成分も歯周組織
の破壊と歯槽骨に促進的に作用してい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 
歯周炎は、炎症性疾患であり歯槽骨吸収を伴う。デンタルプラークの刺激に反応して歯周組織

に浸潤した白血球が産生する TNF-α、IL-6 などの炎症性サイトカインは骨吸収を促進し、IL-10
などの抗炎症性サイトカインは骨吸収を抑制する。歯石はプラークの付着を助長するプラーク
リテンションファクターとして知られているが、近年、歯石結晶はダメージ関連分子として
NLRP3 インフラマソームに認識され、マクロファージの IL-1β産生を促進することが報告され
た。IL-1βはプラーク中の菌体成分などの刺激によりその前駆体が産生されるが、前駆体は活性
を示さない。しかしマクロファージに結晶粒子などの刺激が加わると、カスパーゼ１を含む
NLRP3 インフラマソーム複合体が形成され、活性化したカスパーゼ 1 が IL-1β前駆体を成熟型
へ変換する。歯石でマクロファージを刺激すると歯石中の菌体成分により IL-1β前駆体だけで
なく IL-18 前駆体も産生される。また NLRP3 インフラマソームが活性化すると、IL-1β及び IL-
18 前駆体が成熟型へ変換される。さらに、IL-1βは破骨細胞形成を促進し、IL-18 は促進的また
は抑制的に作用する。IL-1βおよび IL-18 を含む歯石刺激後のマウスマクロファージ培養上清
はマウス骨髄由来マクロファージ様細胞（BMM 細胞）の破骨細胞形成を促進したが、RAW264.7 細
胞由来で破骨細胞に分化しやすい RAW-D 細胞の破骨細胞形成を抑制し、破骨細胞形成へ異なる
影響を及ぼした。 
このように IL-1βおよび IL-18 は相反する破骨細胞形成への作用を示すため、歯石により誘

導されるサイトカインが歯周炎における歯槽骨吸収にどのような影響を及ぼすか不明であった。 
 
本研究の核心をなす学術的問いは、「歯石により NLRP3 インフラマソームを介して産生された

IL-1βおよび IL-18 は生体内で歯槽骨吸収にどのような影響を及ぼすか」である。 
 

２．研究の目的 
これまでにプラークにより誘導されたサイトカインが歯槽骨吸収に与える影響は数多く報告

されている。歯石は菌体成分と結晶成分から構成され、IL-1β、IL-18 前駆体の産生を誘導する
だけでなく、成熟型へ変換する作用をもつ。本研究では、歯石自体の結晶成分により NLRP3 イン
フラマソームが活性化されることに着目し、歯石刺激によって産生されるサイトカインの歯槽
骨吸収への影響を解析することとした。 
小動物であるラットを動物実験モデルとして用いて、人工歯石としてハイドロキシアパタイ

ト微粒子を歯肉溝に投与し、歯槽骨吸収および歯周組織破壊へ及ぼす影響を明らかにすること
にした。人工歯石が歯槽骨を含む歯周組織に与える影響を解明できれば、歯石の歯周病治療にお
ける位置づけを再考し、歯周病の診断や治療への新しい戦略を開発することが期待される。 
 
３．研究の方法 
(１) 歯石刺激後のマウスマクロファージ培養上清中のサイトカイン濃度測定 
 長崎大学病院歯科保存治療室に来院した歯周炎患者から、説明して同意を取得した後に歯石
を採取し、採取した歯石を粉砕後に 48μm のナイロンメッシュで微粒子のみを選別をした。この
歯石微粒子で野生型（WT）マウスマクロファージおよび NLRP3 欠損型マウス由来マクロファージ
を刺激し、産生される炎症性サイトカイン IL-1β、IL-18 および抗炎症性サイトカイン IL-10 を
ELISA 法で測定した。 
 
(２)人工歯石投与ラット歯周炎モデルの作製とマイクロ CT 解析 
 Lewis 系雄性ラットの上顎第二臼歯に 4-0 絹糸を結紮し、上顎右側の実験側には人工歯石とし
て直径２μm 以下のハイドロキシアパタイト結晶を 500μg/ml の濃度でヒドロキシメチルセル
ロースに懸濁し、７回または 14 回投与した。上顎左側のコントロール側には、同様な方法で溶
媒のみを滴下した。各群５匹のラットを使用し、８日目と 15 日目に屠殺した。 屠殺後に、第二
臼歯の近心根、分岐部、遠心根の３部位の歯槽骨レベルをマイクロ CT で計測した。頬側と口蓋
側のセメントエナメル境を結ぶ仮想平面を設定し、口蓋側の仮想平面から歯槽骨頂までの距離
を CEJ-ABC とし、骨欠損底部までの距離を CEJ-ABR として、骨吸収量を実験群とコントロール群
で比較した。 
 
(３) 人工歯石投与ラット歯周炎モデルの病理組織学的解析 
人工歯石投与後の実験群およびコントロール群の上顎を採取し、固定・脱灰後、上顎第二臼歯

の連続切片を作製し、作製した各群の標本にヘマトキシリン・エオジン染色および酒石酸耐性酸
フォスファターゼ（TRAP）染色を行い、口蓋側における破骨細胞の出現率を計測した。TRAP 陽
性細胞率の計測は、マイクロ CT で観察したのと同じ３部位についてグリッドレンズを用い、歯
槽骨頂から根尖までに観察された３核以上の TRAP 陽性細胞数をその距離で割ることにより計算
した。 
 



４．研究成果 
 
(１) 歯石刺激後のマウスマクロファージによる IL-1β、IL-18、IL-10 産生 
 歯石刺激後の WT マウスマクロファージは、歯石の濃度依存的に IL-1βを産生したが、NLRP3
欠損型マウスマクロファージは IL-1βを産生しなかった（図１）。また、WT マウスマクロファー
ジは歯石の濃度依存的に IL-18 を産生し、NLRP3 欠損型マウスマクロファージも IL-18 を産生し
たが、NLRP3 欠損型マウスマクロファージでは歯石の濃度依存的な産生量の増加はみられなかっ
た。WT および NLRP3 欠損型マウスマクロファージは、いずれも歯石の濃度依存的に IL-10 を産
生した。即ち、IL-1β、IL-18 の産生は NLRP3 依存的であったが、IL-10 の産生は NLRP3 非依存
的であった。 

 
(２) 人工歯石投与ラット歯周炎モデルのマイクロ CT 解析 

 ラット上顎第二臼歯に絹糸を結
紮して14日目のコントロール群で
は、マイクロ CT 像において骨の吸
収が軽微であったのに対し、実験
群では垂直性の骨吸収像を認めた
（図２）。CEJ-ABC 間の距離計測で
は、MR・FA・DR 部の全てでコント
ロール群と実験群の有意差は認め
られなかった。CEJ-ABR 間の距離計
測では、MR 部でのみ実験群がコン
トロール群に比べて有意に大きな
値を示した。 
 
 

 
(３) 人工歯石投与ラット歯周炎モデルの病理組織学的解析 

 ラット上顎第二臼歯に絹糸を
結紮して 14 日目のコントロール
群では、HE 染色像において結合組
織の炎症性細胞浸潤は軽度で、ほ
とんど骨吸収は認められなかった。
一方、人工歯石を投与した実験群
では顕著な歯槽骨の吸収がみられ、
その付近に炎症性細胞浸潤と空胞
変性がみられた。TRAP 染色像にお
いて３核以上の TRAP 陽性細胞率
を７回投与群、14 回投与群共にコ
ントロール群に対して実験群で
TRAP 陽性細胞率が多い傾向にあり、
分岐部 FA では有意差が認められ
た（図 3）。 
 
 

上記(１)〜(３)の結果から、歯石で刺激されたマクロファージは NLRP3 インフラマソームを
介して IL-1βおよび IL-18 を産生し、これらのサイトカインは人工歯石投与ラット歯周炎モデ
ルにおいて歯槽骨吸収を促進していることが示唆された。 

 

図１．歯石刺激後のマウスマクロファージ培養上清中の IL-1β、IL-18、IL-10 濃度
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図２．ラット歯周炎モデルにおける人工歯石投与群とコ

ントロール群のマイクロ CT 像の比較 

コントロール群 実験群

 

図３．ラット歯周炎モデルにおける人工歯石投与群と

コントロール群の TRAP 染色像の比較 
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