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研究成果の概要（和文）：　炎症性カスパーゼのカスパーゼ１、４、５はインターロイキン１βの産生やピロト
ーシスと呼ばれる細胞死を誘導することにより、炎症反応を惹起し、生体内に侵入した細菌の排除に関与してい
ることが報告されている。そこで我々は歯周病炎症反応における炎症性カスパーゼの機能について実験を行っ
た。ラットにおける実験的歯周炎モデルにおいて、カスパーゼ１の活性化に関与するNLRP3の抑制剤のグリブリ
ドを投与したラットは、コントロールと比較して歯肉内の炎症性細胞数、破骨細胞数、歯槽骨吸収が抑制されて
いた。このことからカスパーゼ１は歯周炎症反応と歯槽骨吸収において重要な役割を演じていることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）： Inflammatory cacpases 1,4,5 are involved in production of interleukin-1β 
and proptosis cell death in inflammatory diseases, and contribute to the clearance of invasive 
bacterial pathogens. Therefore, we investigated the role of capases in periodontal inflammation in 
rat experimental periodontal models.  We used anti-diabetic drug, gluburide, which is act as NLRP3 
inhibitor,  to inhibit the activation of caspase 1. The rats given glyburide exhibit significantly 
lower number of inflammatory cells and osteoclasts and bone resorption compared with control. This 
results indicate that caspase 1 play an important role in periodontal inflammatory responses and 
alveolar bone resorption.

研究分野： 歯周病学
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  １版



１．研究開始当初の背景 

 細胞に侵入した細菌は自然免疫受容体の

エンドソーム内の Toll-like receptor 

(TLR) や  細 胞 質 内 に 存 在 す る

Nucletide-binding Oligomerization 

Domain (NOD) によって検知され、侵入細菌

を除去する種々の細胞応答を引き起こす。

細菌を貪食したファゴソームへのリソゾー

ムの融合や自食作用（オートファジー）は

細胞内細菌を除菌する重要な反応であるが、

近年、Salmonella や Listeria などの細胞

内寄生菌のクリアランスにはカスパーゼ１, 

4, 5 が重要なことが報告された。カスパー

ゼ１, 4, 5 は、その酵素活性によりピロト

ーシスと呼ばれる細胞死の一形態を誘導す

る。ピロトーシスは細胞膜の破壊を伴い、

細胞外に放出された細菌のクリアランスに

は好中球の活性酸素(ROS)産生を介するこ

とが報告されている。一方、カスパーゼ１, 

4, 5 は炎症性サイトカインの IL-1β や

IL-18 前駆体のプロセッシングにも関与し、

これらのサイトカインの生物学的活性の発

現をコントロールしている。ピロトーシス

によって成熟型の IL-1β は細胞内内容物

とともに細胞外に放出され、二次的に炎症

を誘導し、組織破壊に増強すると考えられ

ている。カスパーゼ 1, 4, 5 はそれぞれ相

補的に作用するが、マウスにおける実験で、

カスパーゼ1はよりIL-1βのプロセッシン

グに、カスパーゼ 11 はピロトーシス誘導

に関与すること、そして菌種によって活性

化されるカスパーゼが異なることも報告さ

れている。しかしながら、歯周病原細菌感

染によるカスパーゼ１の活性化とピロトー

シスの誘導と歯周病細菌のクリアランスに

関する報告はなされていない。我々は歯周

病原細菌の種類により活性化されるカスパ

ーゼの種類が異なり、ピロトーシスや

IL-1β の活性化機構が異なるのではない

かと仮説をたてた。そこで本研究では細胞

内侵入歯周病細菌のクリアランスにおける

カスパーゼ 1, 4, 5 活性化とピロトーシス

の役割について基礎研究を行うことを計画

した。 

 

２．研究の目的 

 本研究では Porphyromonas gingivalis

などの歯周病細菌の種類によるカスパーゼ

1, 4, 5 活性化とピロトーシス誘導、IL-1β

の遺伝子発現とそれぞれの前駆体を含めた

細胞外放出メカニズムを解明することによ

り、カスパーゼ 1, 4, 5 活性化経路を標的

とした IL-1β の産生抑制に着目した新規

歯周治療法の可能性について追求すること

を目的とした。 

 

３．研究の方法 

①歯周病原細菌によるピロトーシスの誘導

と IL-1βの産生 

 歯 周 病 原 細 菌 と し て P. gingivalis 

ATCC33277, Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans Y4を, 非歯周病原細

菌として E.coli MC4100 を実験に使用した。 

 これらの細菌の加熱超音波破砕物でヒト

マクロファージ細胞株 THP-1 細胞を刺激し、

ピロトーシスの誘導は培養上清中の乳酸脱

水素酵素(LDH)の活性を酵素基質法で測定し

た。また IL-1βと IL-8 の培養上清中への放

出は ELISA 法で測定した。また Pro-IL-1βと

活性化型 IL-1βの発現は Western blotting

法で確認した。Pro-IL-1βとカスパーゼ１の

mRNA の発現は real-time PCR で確認した。 

 

②カスパーゼ１の IL-1β産生への関与 

 カスパーゼ１のインヒビターとして

z-YVAD-fmk,またカスパーゼ１の活性化に関

与するNLRP3を抑制する作用を有する糖尿病

治療薬、グリブリドで前処理し、前述した実

験を行った。 

 



④ラット歯周炎モデルを用いた抑制剤の影

響  

 グリブリドをルイス系ラットに経口投与

し、歯肉に歯周病原細菌をマイクロシリン

ジによって経時的に複数回注射する。投与

後屠殺し、組織切片を作製し、HE 染色と

TRAP 染色を行い、歯肉の炎症や歯槽骨吸収

を病理組織学的に解析する。 

 

４．研究成果 

①歯周病原細菌による IL-1βの放出 

THP-1 細胞を歯周病原細菌で 24 時間刺激

したところいずれの菌体においても刺激量

依存的に IL-1β の培養上清への放出が認め

られた。IL-1βの量は他の細菌と比較して P. 

gingivalis は低い結果となった。  

 

②z-YVAD-fmk による IL-1βの放出の抑制 

歯周病原細菌刺激の 30 分前に加えた 

z-YVAD-fmk は P. gingivalis, E. coli 刺

激による IL-1βの産生量を濃度依存的に抑

制したが、IL-8 の産生には影響しなかった。

このことから歯周病原細菌による IL-1β放

出はカスパーゼ1依存性であることが示唆さ

れた。 

 

③細胞内 pro-IL-1β,活性化型 IL-1β、カス

パーゼ１の発現  

1 μg/ml の歯周病原細菌で刺激し、24 時間

後の細胞内のプロおよび活性化型 IL-1β タ

ンパク発現はすべての細菌によって増加し

たが、カスパーゼ 1タンパク発現は P.g. で

は誘導されなかった。また IL-1β mRNA の

発現はいずれの細菌刺激でも増加したが、カ

スパーゼ 1mRNA の発現は他の細菌とは対照

的に P.gingivalis では誘導できなかった。 

 

④歯周病原細菌による LDH の放出 

 THP−１細胞を歯周病原細菌で 4時間刺激し

た。コントロールの LPS と Nigericin 刺激刺

激では約 60%の細胞死を示したが、歯周病原

細菌はTHP-1細胞に細胞死を誘導することは

できなかった。 

 

⑤グリブリドの IL-1β放出抑制 

 グ リ ブ リ ド の 存 在 下 に お い て  P. 

gingivalis, E. coli で THP-1 細胞を刺激

し、IL-1βと IL-8 の産生を調べた。グリブ

リドは IL-1βの産生量を濃度依存的に抑制

したが、IL-8 の 産生には影響しなかった。  

 

⑥実験的歯周炎におけるグリブリドの炎症、

骨吸収抑制効果 

 ラットにグリブリド (20mg/kg) もしくは

その溶媒 (Mock; 20% エタノール)を 24 時

間ごとに経食道投与した。その後 24 時間ご

と に  0.6μg/3μl の  P. gingivalis, 

A.actinomycetemcomitans, E.coli を歯肉に

4 回投与した。最終投与後 24 時間後に屠殺、

組織切片を作製した。実験期間中眼下窩静脈

叢と心臓採血を行い血糖値を測定した。いず

れの細菌投与において、Mock では好中球を

主体とした強い炎症性細胞浸潤と破骨細胞

の発現をみとめたが、それらはグリブリド投

与群では有意に抑制されていた。また Mock 

群で細菌を歯肉投与すると血糖値の継時的

な増加が認められたが、グリブリド群では 

Mock と比較して有意に減少していた  
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