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研究成果の概要（和文）：本研究では、免疫や代謝、炎症の共通制御因子であるPKRとインフラマソームNLRP3が、骨芽
細胞において歯槽骨吸収を制御し歯周病の進行に関与するかを検討した。
歯周病原菌P. gingivalisは、骨芽細胞においてPKRを活性化しインフラマソームNLRP3発現及び活性化を誘導した。P. 
gingivalisは骨芽細胞や破骨細胞の分化に必須である数種類の遺伝子発現を、PKR依存的に調節していた。以上の結果
より、歯周病における骨芽細胞で、PKRがNLRP3や骨関連遺伝子の発現を調節し、骨代謝を制御する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the roles of PKR and NLRP3 inflammasome on the progress of 
periodontal diseases, we examine whether PKR affect NLRP3 and bone metabolisms in P. gingivalis-infected 
osteoblasts.
P. gingivalis increased the expression and phosphorylation of PKR in mouse osteoblasts, MC3T3-E1. P. 
gingivalis also induced and activated NLRP3, resulting in the increase of caspase-1 cleavage and 
interleukin (IL)-1b release. PKR was necessary to the up-regulation of NLRP3. Moreover, P. gingivalis 
affects the expression of several bone-related genes through by PKR-dependent pathway. These results 
showed that PKR mediates bone metabolisms by affecting NLRP3 and bone-related genes in periodontal 
diseases.

研究分野：口腔組織学
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は自己免疫疾患などの免疫システ
ムの不均衡や、糖尿病などの代謝性疾患の
併発により増悪すると言われている。歯周
病の進行を効率的に防ぐには、炎症に加え
て免疫や代謝の異常がある場合の骨吸収機
構を解明する必要がある。しかし、全身的
な免疫性、代謝性疾患と歯周病進行の関連
性についての詳細な分子機構は明らかにな
っていない。 

Double-stranded RNA-dependent 
protein kinase (PKR)はウイルスや細菌の感
染により誘導され、免疫や代謝、炎症に関与
する蛋白質リン酸化酵素である。これまでに
我々は、骨芽細胞における PKRの役割につ
いて研究を進めてきた。その結果 PKRが骨
芽細胞分化や機能に重要な因子であること
を明らかにした。これらの成果により、骨
芽細胞での PKR の生理的な機能が解明さ
れたが、炎症や免疫、代謝の異常を背景と
した病理的な骨代謝における PKR の役割
は依然不明である。 
インフラマソームは nucleotide-binding 

oligomerization domain-like receptor (NLRP)
ファミリーと、アダプター蛋白である
adaptor protein apoptosis-associated speck-like 
protein (ASC)、pro-caspase-1から構成される
複合体で、細菌感染や ATPなどにより活性
化され、自然免疫及び炎症に関与する。ま
た、インフラマソームの活性化は歯周病を
進行させると報告されている。しかし、骨
芽細胞におけるインフラマソームについて
の報告は無く、インフラマソームの活性化
と、歯周病の進行に伴う歯槽骨吸収との関
連性は不明である。 
 
 
２．研究の目的 
免疫や代謝、炎症の制御因子である PKR
とインフラマソームに着目し、骨芽細胞に
おける両者の相互作用が歯槽骨吸収を制御
し、歯周病の進行に関与するかを検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1). SNAP26b 蛋 白 質 を 発 現 さ せ た
Porphyromonas gingivalis  ATCC:3327 の形
質変換株(SNAP-Pg)を樹立して嫌気培養し、
100 MOIに調整した後、５日間培養したマ
ウス骨芽細胞株MC3T3-E1の培養上清中に
各作用時間添加した。 
 
(2). 細胞から経時的に蛋白質を回収し、
PKR やリン酸化 PKR、NLRP3 の発現変化
をウエスタンブロット法により検出した。 
 
(3). NLRP3や各種炎症性サイトカイン、骨
関連因子の mRNA 発現を、リアルタイム
PCRにより測定した。 
 

(4). shRNA により PKR 発現を抑制した
MC3T3-E1細胞を樹立し、得られた結果を、
野生型MC3T3-E1細胞での結果と比較した。 
 
(5). 骨芽細胞の分化能を、骨関連遺伝子発
現や ALP活性測定により判断した。破骨細
胞形成能を、RANKLや OPG の mRNA発
現量や、P.g.菌を作用させた骨芽細胞の培養
上清を、RAW細胞に添加し、破骨細胞への
分化により判定した。 
 
 
４．研究成果 
(1). PKRが P.g.菌により誘導されるか？  
 SNAP-P.g.添加１時間から６時間後に
PKR 蛋白質の亢進が見られた。また PKR
リン酸化は SNAP-P.g.添加１時間以内に亢
進した（Fig. 1）。PKRはリン酸化により酵
素活性が亢進するので、以上の結果より
SNAP-P.g.が骨芽細胞において PKR を誘導、
活性化すると判断した。 
 
 
(2). P.g.菌により誘導された PKR がインフ
ラマソームを活性化するか？ 
①NLRP3の発現 

インフラマソーム複合体を形成する
NLRP3 に着目し、その動態を解析した。
SNAP-P.g.を添加して３時間後から NLRP3 
mRNAの発現量は上昇し、６時間後にはピ
ークとなった。この NLRP3 mRNA発現上
昇の程度は SNAP-P.g.添加２４時間後には
減少していた。mRNA発現上昇に対応する
ように NLRP3蛋白質の発現は、SNAP-P.g.
添加６時間及び１２時間後に亢進し、２４
時間後には発現亢進の程度は低下した（Fig. 
2A）。 

 
②インフラマソームの活性化 
次に、SNAP-P.g.により発現が誘導された
NLRP3が、インフラマソームの活性化につ
ながるかを検討した。活性化したインフラ
マソームは pro caspase-1を切断して活性型



caspase-1 とする。活性型 caspase-1 により
pro IL-1は切断され、mature IL-1となり細胞
外へ分泌する。SNAP-P.g.により細胞内の pro 
caspase-1 の発現に変化は見られなかった。
一方で、SNAP-P.g.添加後６時間までに切断
された caspase-1 の細胞外への分泌が増加し
た。SNAP-P.g.添加後６時間以降に、細胞内
での pro IL-1の切断に伴う mature IL-1が増
加した。mature IL-1の細胞外への分泌は、
SNAP-P.g.添加後１時間から２４時間後に
増加した（Fig. 2B）。 

P.g.が、単球や歯肉上皮細胞において、
NLRP3発現を亢進させ、炎症性サイトカイ
ンの分泌を上昇させる報告がある。そこで、
活性化したインフラマソームにより産生が
亢進し、骨代謝に影響を与え得る炎症性サ
イトカイン（IL-6、TNF-、High Mobility 
Group Box 1(HMGB1)）の mRNA発現を、
リアルタイム PCRにより測定した。その結
果、SNAP-P.g.は、添加後２４時間において
IL-6、TNF-mRNAの発現を有意に増加さ
せる一方で、HMGB1 mRNA発現を抑制す
ることが判った（data not shown）。 
以上の結果より、SNAP-P.g.が骨芽細胞に
おいてインフラマソームを誘導、活性化す
ると判定した。 
 
③PKRの関与 

shRNA により PKR 発現を抑制した
MC3T3-E1 細胞（sh PKR 株）において、
SNAP-P.g.が誘導するインフラマソーム活
性化の変化を検討した。野生型株である
MC3T3-E1細胞において、SNAP-P.g.は添加
３時間後にNLRP3 mRNA発現を亢進した。
このような NLRP3 mRNA発現亢進は、２
クローンの sh PKR株（#1, #2）において全
く観察されなかった。SNAP-P.g.添加後６時
間における NLRP3蛋白質の発現亢進も、sh 
PKR 株では認められなかった（data not 
shown）。以上の結果より、SNAP-P.g.が PKR
依存的に NLRP3 の発現を亢進することが
わかった。 
 
(3). PKRはインフラマソームを活性化し、
骨吸収を制御するか？ 
①骨芽細胞分化への影響 

MC3T3-E1細胞に SNAP-P.g.を添加し、２
４時間後に骨関連遺伝子（typeI collagen 
(ColI), BSP, osteopontin (OPN), osteocalcin 
(OCN), Runx2, osterix (Osx)）の mRNA発現

量を解析した。SNAP-P.g.添加により発現が
増加した遺伝子は BSPと OPN、Osxで、減
少した遺伝子は OCNであった。SNAP-P.g.
添加はColIとRunx2遺伝子の発現に影響を
与えなかった。以上の遺伝子の中で、BSP 
は、shPKR株においてその発現量が有意に
抑制されており、SNAP-P.g.添加によっても
発現が増加しなかった。また、Runx2 も 
shPKR株において発現量が有意に減少して
いた。shPKR 株に SNAP-P.g.添加すると、
Runx2 発現は上昇するが、野生型株におけ
る程度に比べて、その上昇率はわずかであ
った（Fig. 3）。また ALP活性は SNAP-P.g.
添加により変化しなかった（ data not 
shown）。 
今回、SNAP-P.g.添加により骨芽細胞の分
化は抑制されると予想していたが、実験結
果からは明確な結論が得られなかった。
SNAP-P.g.添加の期間を長期にするなどの
追加実験が必要である。また、PKRがその
発現に関与している可能性がある BSP と
Osxについては、NLRP3の関与も含めて今
後さらに検討しなければならない。 

 
 
②破骨細胞分化への影響 
骨芽細胞はOPGやRANKLなどを分泌し、
破骨細胞の形成及び活性を制御する。そこ
で、MC3T3-E1細胞に SNAP-P.g.を添加し、
２４時間後に OPGと RANKLの mRNA発
現を測定した。SNAP-P.g.の添加により、
OPGとRANKL mRNA発現はともに上昇し
た。特に、RANKL mRNAの発現は顕著に
増加した。shRNA により PKR を抑制する



と、無刺激な状態では OPGの発現に変化は
ないが、SNAP-P.g.添加により増加していた
OPG の発現はさらに上昇した（data not 
shown）。このことより、SNAP-P.g.により
OPG発現が上昇する経路を、PKRが抑制す
ると考えられた。一方で、shPKR株におい
て RANKL mRNAの発現は有意に抑制され
ていた。shPKR株にSNAP-P.g.添加しても、
RANKL mRNA発現は変化しなかった（data 
not shown）。以上の結果より、PKR が
SNAP-P.g.添加による OPG及び RNAKL誘
導を制御して、破骨細胞分化に影響を与え
る可能性が示唆された。そこで、SNAP-P.g.
を作用させた骨芽細胞の培養上清を、RAW
細胞に添加し、実際の破骨細胞分化能を判
定した。しかし、実験結果の再現性が得ら
れず、明確な結論に至らなかった。培養上
清の添加だけではなく、骨芽細胞と破骨細
胞の共培養系や、骨髄由来細胞を用いた系
など、実験系の再検討が必要である。 

 
本研究により、歯周病原菌 P. gingivalis
が骨芽細胞において、PKRを活性化するこ
とや、PKR活性化によりインフラマソーム
NLRP3 発現及び活性が亢進することが明
らかになった。また、P. gingivalisは骨芽細
胞や破骨細胞の分化に必須の遺伝子発現に
影響を及ぼした。その中の数種類の遺伝子
に関しては、PKRが発現調節を行っていた。
これらの結果より、PKRが P. gingivalisが
感染している歯周病の歯周組織において、
NLRP3や骨関連遺伝子の発現を調節し、骨
代謝を制御する可能性が示された。 
一方で、P. gingivalisにより誘導・活性化
された PKRや NLRP3が、実際に破骨細胞
分化を誘導するかについては、明確な実験
結果が得られなかった。今後は、本研究で
得られた知見を細胞の共培養系や in vivo
で証明する必要がある。 
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