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研究成果の概要（和文）：今回、歯周病細菌感染マクロファージにおける炎症反応誘導時に、インフラマソームが活性
化することを見出した。ヒトおよびマウスマクロファージへのファゴサイトーシスによる歯周病細菌の取り込みを確認
した後、インフラマソーム関連因子であNLRP3受容体の発現とIL-1βの発現、アダプタータンパク質のASCやcaspase-1
の発現を確認した。カテプシンＢや活性酸素の発現が認められ、IL-1β発現への関与が明らかとなった。歯周病細菌感
染マクロファージにおいて、NALP3の発現を伴うインフラマソーム活性化誘導には、カテプシンＢや活性酸素が関与し
ていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, the periodontopathic bacterial pathogen, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, induced cell death and cytokine release in macrophages. Pattern recognition 
receptor, NLRP3 was upregulated in A. actinomycetemcomitans-invaded macrophages. However, NLRP3 knockdown 
had no effect on the secretion of IL-1β in A. actinomycetemcomitans-invaded RAW 264 cells. A. 
actinomycetemcomitans invasion induced the generation of reactive oxygen species (ROS) and the release of 
cathepsin B in RAW 264 cells. CA074-Me, a cathepsin B inhibitor, and N-Acetyl-L-cysteine (NAC), a ROS 
inhibitor, prevented the production of IL-1β induced by A. actinomycetemcomitans. Taken together, these 
results suggest A. actinomycetemcomitans induce IL-1β production in RAW 264 cells through the production 
of ROS and cathepsin B, but not through the NLRP3/caspase-1 pathway.

研究分野： 感染症学
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１．研究開始当初の背景 
（１）近年、病原体成分などの外来性因子、
コレステロール結晶といった内因性因子が
引き起こす炎症において、細胞質内タンパク
複合体であるインフラマソームの活性化が
相次いで報告されるようになり、さらに治療
標的として注目を浴びてきていた。我々は歯
周病細菌侵入マクロファージにおいて、炎症
性サイトカイン IL-6 の産生および JAK/STAT
経路の活性化の一連のシグナル経路を明ら
かにしてきた。その過程で、IL-6 以外にも
IL-1βや IL-18 の産生が、歯周病細菌感染に
より促進されることを見出していた。 
（２）サイトカイン IL-1βや IL-18 の産生に
関与しているのは、インフラマソームと呼ば
れる細胞質内タンパク複合体である。インフ
ラマソームは、Nod（Nucleotide-binding 
oligomerization ） 受 容 体 （ Nod-like 
receptor: NLR）、アダプタータンパク質（ASC）、
カスパーゼ-1 から構成される複合体である。
受容体が外来性および内在性因子を認識し
活性化すると、ASC およびカスパーゼ-1 前駆
体が呼び寄せられ、インフラマソーム複合体
を形成する。ASC は細胞質病原体センサーと
考えられるNLRとカスパーゼ-1をつなぐアダ
プターとして働き、カスパーゼ-1 依存性の炎
症性サイトカインの活性化、NF-κBの活性化、
アポトーシスやネクローシスの誘導など
様々な応答のシグナル伝達に関与すると言
われている。 
（３）インフラマソーム誘導の細胞死は、カ
スパーゼ-１の活性化とサイトカインの産生
を伴い、ピロトーシスと呼ばれている。この
ピロトーシスの生理的な役割として、病原細
菌感染の観点から考えると、細菌増殖抑制に
働く生理的な細胞応答であると推測される。
ピロトーシスが誘導されたマクロファージ
は、サイトカイン誘導とともに細胞内容物を
周囲に放出する。これらの細胞内容物により、
以降の炎症・免疫応答がより活性化されるこ
とも考えられる。 
 
２．研究の目的 
最近の研究では、炎症においてインフラマ

ソームと呼ばれる細胞質内タンパク複合体
がさまざまな生命現象において重要な役割
を果たしていることが報告されているが、こ
の複合体が関与する炎症誘導性の細胞死（ピ
ロトーシス）のメカニズムに関しては全く不
明である。今回の研究では、歯周病細菌が細
胞内に侵入した後のインフラマソームの役
割について、宿主微生物相互関係の観点から
解明を行う。その過程で、細菌を認識する細
胞質内受容体の情報伝達系およびインフラ
マソーム形成に関わる分子のピロトーシス
における役割を分子レベルで明らかにする。
あわせて、インフラマソームが、感染症の他
にも糖尿病、動脈硬化などの発症と増悪に関
与していることが報告されていることから、
歯周病細菌感染と全身疾患の関与について

も検証する。 
 

３．研究の方法 
（１）我々が確立している歯周病細菌侵入実
験系を用いて、歯周病細菌 Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans 侵入による宿主応答
について網羅的な解析を行った。 
①歯周病細菌感染が免疫細胞に誘導するイ
ンフラマソームの活性化の解析のため、分子
生物学的ならびに遺伝工学的手法を用いて
検証した。インフラマソームの構成因子につ
いて Nod 受容体ファミリー(NLR)、ASC、
Caspase-1 の活性化については、リアルタイ
ムPCRおよびウエスタンブロッティング法に
て解析した。 
②歯周病細菌侵入を認識する細胞内受容体
の検索を行った。歯周病原性細菌侵入により
活性化したNod受容体ファミリーについてよ
り詳細に解析を加えた。siRNA により NLR ノ
ックアウト細胞を作成し、インフラマソーム
活性化および炎症性サイトカイン産生の変
化について解析した。 
③インフラマソーム活性化を誘導する病原
因子の検証を行った。歯周病細菌が誘導する
ことが示唆される活性酸素の産生、細菌のフ
ァゴサイトーシスによるカテプシンBの流入
について検討を加えた。 
 
４．研究成果 
 
（ １ ） 我 々 は 歯 周 病 細 菌 A. 
actinomycetemcomitans が、どのように免疫

図１：A. actinomycetemcomitans侵入マク

ロファージ 



細胞であるマクロファージへ侵入するのか
検証した。まず、A. actinomycetemcomitans
に GFP ラベルした菌株を使用し、マウスマク
ロファージ細胞株 RAW264.7 細胞への侵入実
験を行った。図１Ａに示すように、ＭＯＩ５
０（細胞/細菌 比率）にて侵入実験を行った
ところ、緑色蛍光を示す歯周病細菌がマクロ
ファージ内へ侵入していることを免疫蛍光
染色にて確認した。 
また、図１Ｂに示すように、侵入割合につい
てフローサイトメータ解析を用いて行った。
さらに、歯周病細菌侵入マクロファージでは、
侵入実験後３６時間で細胞死が誘導されて
いることをＭＴＴアッセイにて確認した（図
１Ｃ）。 
 
（２）次に、A. actinomycetemcomitans侵入
により、マクロファージにおいて炎症性サイ
トカイン IL-1β 遺伝子およびタンパク発現
が誘導されていることを確認した。 

 
図２Ａではマウスマクロファージ RAW264.7
細胞、Ｂではマウス骨髄由来マクロファージ、
Ｃではヒト単球細胞THP-1細胞、Ｄでは、U937
細胞を使用した。骨髄由来マクロファージお
よびヒト単球系細胞には、マクロファージ分
化誘導を行っている。歯周病細菌 A. 
actinomycetemcomitans 侵入により、６時間
より、IL-1βの mature form の発現が上昇し
ていることから、歯周病細菌がマクロファー
ジに対して炎症性サイトカインタンパク発
現を誘導することが明らかとなった。 
 
（３）次に、インフラマソーム複合体を形成

している因子のなかでcaspase-1に注目した。
現在までに、炎症応答におけるマクロファー
ジの IL-1β の産生に caspase-1 が関与して
いることが報告されている。図３Ａは、歯周
病細菌侵入による IL-1β の細胞外産生を
ELISA にて測定したものである。侵入後１２
時間から産生が上昇している。一方、図３Ｂ
にて、caspase-1 阻害剤 Z-YVAD-FMK の前処理
を行い、caspase-1 活性の阻害を行った。A. 
actinomycetemcomitans 侵入マクロファージ
に誘導される IL-1β 産生は抑制されなかっ
た。また、siRNA により caspase-1 ノックダ
ウン細胞を作成し、歯周病細菌侵入実験系を
行った。しかし、IL-1β mature form の発現
に変化は認められなかった。以上から、A. 
actinomycetemcomitans 侵入マクロファージ
に誘導される IL-1β誘導は、caspase-1 に依
存する経路ではないことが示唆された。また、
A. actinomycetemcomitans侵入マクロファー
ジに誘導される細胞死は、興味深いことに、
caspase-1 ノックダウンでは抑制傾向が認め
られ、caspase-1 阻害剤では特に変化は認め
なかった。このことについては、より詳細な
解析が望まれる。 

 

 
 
（４）A. actinomycetemcomitans侵入マクロ
ファージにおける細胞内受容体について詳
細な検証を加えた。マウスマクロファージ
RAW264.7 細胞において、Nod ファミリーであ
るNLRP3の遺伝子発現は侵入実験３時間で著
明に上昇した（図４Ａ）。また、NLRP3 タンパ
ク発現に関しては、侵入６時間で、発現を確
認した。また、免疫蛍光染色にて、細胞質内
の NLRP3 の発現を確認した。 

図２：マクロファージ細胞における

IL-1β遺伝子およびタンパク発現 

図３：Caspase-１非依存的な IL-1β 産生 



 
 
 
 
 
 
 
（５）A. actinomycetemcomitans侵入マクロ
ファージに誘導される IL-1β に、細胞質受
容体NLRP3がどのように関与しているか検証
した（図５）。NLRP3 ノックダウン細胞にて、
A. actinomycetemcomitans侵入実験を行った
ところ、IL-1β 発現に影響は認めなかった。
ELISA では、若干減少傾向は認められるもの
の、著明な抑制効果を示すものではなかった。 
 

 
（６）A. actinomycetemcomitans侵入マクロ
ファージに誘導される IL-1β産生における
カテプシンＢの役割について検証した。過去
の報告にて、NLRP3 活性にライソゾームとカ
テプシンＢの関与が認められている。そこで、
A. actinomycetemcomitans侵入におけるカテ
プシンＢ産生について調べたところ、侵入後
４時間で産生の上昇を認めた（図６Ａ）。カ
テプシンＢが IL-1β 産生を制御しているか
検証するために、カテプシンＢ活性阻害薬
CA074-Ｍe を使用した。阻害剤使用濃度決定
（図６Ｂ）後、IL-1β への影響を解析した。
ウエスタンブロッティングおよびえＥＬＩ
ＳＡ解析により、部分的な抑制が確認できた。 

 
 
（７）ROS（活性酸素）の役割に関して、免
疫応答に大きな役割は果たしている。まず、
A. actinomycetemcomitans侵入マクロファー
ジにおける ROS の産生について検証した。フ
ローサイトメータ解析により、侵入６時間 

 
 
 
 
 

図４：A. actinomycetemcomitans侵入マ

クロファージにおける細胞質内受容体の

発現 

図５：A. actinomycetemcomitans侵入が

誘導する IL-1β における NLRP3 の役割 

図６：A. actinomycetemcomitans 侵入マク

ロファージが誘導するIL-1β産生における

カテプシンＢの役割 

図７：A. actinomycetemcomitans侵入マ

クロファージが誘導する IL-1β 産生に

おける ROS の役割 



 
で ROS の発現を認めた（図７Ａ）。そこで、
ROS 阻害剤を使用し、IL-1β産生について調
べ た 。 ROS 阻 害 剤 に よ り 、 A. 
actinomycetemcomitans侵入が誘導するIL-1
β産生は抑制されていた（図７ＢＣ）。 

 
 
 
 
 
以上より、歯周病細菌侵入マクロファージに
おいて、細胞質内受容体 NLRP3 が活性化する
ことが明らかになった。活性化に伴い、炎症
性サイトカイン IL-1β発現が誘導された。一
方で、誘導される IL-1β産生は、NLRP3 に関
与していたが、カスパーゼ１依存経路による
ものではなかった。また、歯周病侵入により
カテプシンや活性酸素が発現し、この発現に
より IL-1β産生が誘導されることが示唆さ
れた（図８）。宿主細胞が外来性因子や内因
性因子を認識することで形成されるインフ
ラマソームは、多彩な炎症応答に重要な役割
を果たしている。今回の研究では、歯周炎に
おいて、インフラマソームが、分子生物学的
におよび病態学的にどのように関与するか
の糸口を解明することができた。このことは、
新たな戦略としての歯周炎の予防・治療方法
を模索する切り口となる。 
また、インフラマソームを宿主寄生体相互関
係の観点から解析したことで、歯周炎と、糖
尿病や動脈硬化症といった全身疾患との関
係に新たな視点を設け、今後の歯周医学研究
に新しい知見を提供することができると確
信している。 
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