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研究成果の概要（和文）：本研究では、Pg歯性感染で誘導される肝細胞やマクロファージ(MΦ)の活性化におけるTLR2
の役割を明らかにすることを目的に検討を行った。TLR２経路を遮断したTLR2KOマウスでは、WTマウスの高脂肪食群で
みられたPg歯性感染による脂肪化、MΦ増加、炎症性サイトカイン産生は減弱していた。TLR2 阻害薬は脂肪化肝細胞・
MΦにおける Pg-LPS誘導サイトカイン発現増加を顕著に抑制した。以上により、 脂肪肝では、TLR2は肝細胞の脂肪化
およびMΦの増加を介し、Pgに対する反応性を高めることに関わり、過剰な炎症反応を起こすことでNASHの病態増悪に
つながることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：I aimed to clarify roles of TLR2 (a Pg-LPS receptor) in activating hepatocytes 
and macrophages (MΦ) caused by Pg-odontogenic infection. In vivo experiment, WT and TLR2KO mice were 
8-week-fed by Chow Diet (CD) and High Fat Diet (HFD), then the half of each mice were infected Pg from 
pulp, compared to non-infected groups. After 6-week-infection, immunoexpression of TLR2 and Mac2-positive 
MΦ infiltrating area in liver were analyzed. In WT-HFD groups, TLR2-expression in liver and 
MΦ-infiltrating area was significantly increased, compared to WT-CD groups. However, in TLR2KO mice, 
MΦ-area was unchanged. In vitro experiment, I used human hepatocytes and MΦ cell lines. TLR2 inhibitor 
suppressed proinflammatory cytokine expression caused by Pg-LPS stimulation. In fatty liver, TLR2 is 
related to steatosis and recruitment of MΦ, and to increasing Pg-reactivity, cause of marked 
inflammation. It was shown the association between TLR2 and NASH progression.

研究分野：口腔病理学
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１．研究開始当初の背景 
非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)は本邦で
増加傾向にある代表的な慢性肝疾患である。
NASHは肥満による脂肪肝から発生し、肝硬
変、肝癌に進行する可能性があるため、予
防・加療が必要とされているが、まだ有効な
治療法は無い。近年、脂肪肝の形成に関わ
る”first hit”、それに続く酸化ストレスなどの
要因である“second hit”が NASH の病態を
増悪させるという”two-hit theory”が提唱さ
れ、second hitに腸内細菌由来リポポリサッ
カライド(LPS)が挙げられるようになった。
一方、歯周炎病巣では、歯周病原細菌および
歯周病原細菌由来 LPS が血流を介し、全身
の健康状態に悪影響を及ぼすことが多く報
告されている。特に、 Porphyromonas 
gingivalis(P.gingivalis)は心・血管系疾患、
糖尿病、早期低体重児出産などと関係すると
されている。私は、これまで P.gingivalis 歯
性感染が NASH 病態を増悪することを、in 
vivo実験および in vitro実験により明らかに
した。in vitro 実験において、ヒト肝組織構
成細胞株（肝細胞、肝筋線維芽細胞、マクロ
ファージ）を用いて作成した脂肪化細胞モデ
ルでは、P.g.-LPS刺激が加わることで炎症性
サイトカインやインフラマソームの mRNA
発現が上昇していた。 P.gingivalis-LPS 
(P.g.-LPS)の受容体の一つである Toll-like 
receptor 2 (TLR2)の著しい発現上昇が脂肪
化肝細胞でみられた。肝筋線維芽細胞、マク
ロファージでは非脂肪化/脂肪化にかかわら
ず TLR2 が高発現していた。以上により、
TLR2 経路の活性化が NASH 病態増悪の因
子となっている可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究で、P.gingivalis 歯性感染に
より血流内へ侵入した P.gingivalis および
P.g.-LPSが、TLR2発現上昇を伴う脂肪肝に
到達し、刺激を加えることで、炎症性サイト
カインの発現上昇、インフラマソームの活性
化により、線維化が亢進することで NASH
の病態増悪につながることが明らかとなっ
た。P.g.-LPSは他のグラム陰性菌 LPS（例え
ば、大腸菌）と異なり、主に TLR2に作用す
る特殊な LPSであることから、TLR2ノック
アウトマウスを用い、高脂肪食誘導脂肪肝モ
デルマウスを作成し、根尖病変および肝組織
病変を野生型マウスと比較することで、
TLR2経路の関与について検討する。さらに、
脂肪化肝細胞、脂肪化マクロファージモデル
を用いて、P.g.-LPS刺激による炎症性サイト
カイン発現増強に対するTLR2抗体投与の影
響を検討し、肝臓の脂肪化に伴う TLR2発現
上昇の重要性を検討する。以上により、
P.gingivalis歯性感染によるNASH病態増悪
メカニズムにおけるTLR2の役割について明
らかにすることを目的とし、研究を行った。 
 
 

３．研究の方法 
1)TLR2 ノックアウトマウスを用いた
P.gingivalis歯性感染によるNASH病態増悪
における TLR2の関与についての検討 
 
野生型(WT)および TLR2 ノックアウトマウ
ス(TLR2KO)に対し、通常食(CD)および高脂
肪食(HFD)を 8週間投与し、通常マウスおよ
び高脂肪食誘導脂肪肝マウスをそれぞれ作
成 し た 。 (WT-CD/HFD 群 、 TLR2KO- 
CD/HFD 群)各群の半数に対し、第１臼歯歯
髄を歯科用切削器具（ラウンドバー）で露髄
させたのち、P.gingivalis(W83株)107個を含
ませた綿球を留置し、感染群とした(P.g.+
群)(図 1)。もう一方を非感染群とし(P.g.-群)、
図 2に示すように、計８群を作成した。感染
6週後に肝臓および顎骨を回収した。 
 
   

 
 
    
 

 
 
  
 
 
 
①WT マウス肝組織における、TLR2 発現の
比較検討 
 
回収したWTマウス肝臓の一部により、肝組
織標本を作成し、TLR2 抗体を用いて、免疫
組織化学染色を行い、4 群に発現の差がある
か、組織学的に検討した。また、肝臓から抽
出したmRNAを用いて、リアルタイム PCR
により、TLR2 発現に差が見られるか、比較
検討した。 
 
②TLR2 ノックアウトによる肝組織の変化の
検討 
 
回収した肝臓の一部により、肝組織標本を作
成した。HE 染色を行い、組織学的な変化を
比較検討するとともに、Mac2(抗マクロファ
ージ抗体)による免疫組織化学染色を行い、
crown-like structure(CLS;脂肪壊死に陥っ
た肝細胞に対するマクロファージ集簇巣)数
およびマクロファージ陽性細胞の面積を測
定し、TLR2 ノックアウトによる肝臓の変化
を観察した。 
また、回収した肝臓から mRNA を回収し、
炎症性サイトカイン mRNA(IL-1β、MCP-1
など)の発現について比較検討を行った。 
 
③TLR2 ノックアウトによる根尖部歯周組織
の変化の検討 
 



回収した顎骨により、顎骨標本を作成し、HE
染色を行い、根尖部歯周組織の変化を比較検
討した。 
 
２）TLR2阻害薬の P.gingivalis-LPSにより
誘導サイトカイン発現に及ぼす影響につい
て 
 
①脂肪化肝細胞の反応性への影響について 
 
ヒト脂肪化肝細胞(HC3716-hTERT 株)をパ
ルミチン酸(肥満者の血中で上昇する代表的
な遊離脂肪酸)0.2mMで 18時間処理し、脂肪
化肝細胞を作成した。パルミチン酸処理を行
っていない細胞を非脂肪化肝細胞とした。そ
れぞれの細胞にTLR2阻害薬（抗TLR2抗体）
を作用させ、P.gingivalis-LPS により刺激を
加えた。TLR2 阻害薬を加えていない細胞に
対しても同様にP.gingivalis-LPS刺激を行っ
た。6 時間後に回収し、炎症性サイトカイン
mRNA 発現(IL-1β、IL-6、TNF-α、MCP-1)
について比較検討した。（図 3） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②脂肪化マクロファージの反応性の影響に
ついて 
 
ヒトマクロファージ(THP-1 細胞株に対し
PMA処理を行った)を用いて、パルミチン酸
0.2mMで 18時間処理し、脂肪化マクロファ
ージ細胞を作成した。パルミチン酸処理を行
っていない細胞を非脂肪化肝細胞とした。そ
れぞれの細胞にTLR2阻害薬（抗TLR2抗体）
を作用させ、P.gingivalis-LPS により刺激を
加えた。TLR2 阻害薬を加えていない細胞に
対しても同様にP.gingivalis-LPS刺激を行っ
た。12時間後に培養上清を回収し、炎症性サ
イトカイン(TNF-α、IL-1β)産生量をELISA
法により比較検討した。（図 4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
1)TLR2 ノックアウトマウスを用いた

P.gingivalis歯性感染によるNASH病態増悪
における TLR2の関与についての検討 
 
①WT マウス肝組織における、TLR2 発現の
比較検討 
 
免疫組織化学染色により、WTマウスの高脂
肪食(HFD)誘導により脂肪化した肝組織では、
通常食(CD)投与した正常群と比較してTLR2
の顕著な上昇が見られた。(図 5：Furusho et 
al. 2013 で報告) 

 
 
 
 
 
 
 

 
また、リアルタイム PCR の結果により、同
様に HFD 群では CD 群と比較して顕著な
TLR2発現が見られた。 
 
②TLR2 ノックアウトによる肝組織の変化の
検討 
 
WT-HFD群では、WT-CD群と比較して、顕
著な脂肪化が見られた。CD-P.g.-群および
CD-P.g.+群では明らかな組織学的変化は見
られなかった。一方、HFD-P.g.-群と比較し
て、HFD-P.g.+群では炎症巣が増加していた。
Mac2免疫組織化学標本を用いて、CLS数を
計測したところ、WT-HFD 群では、WT-CD
群と比較して、CLS 数が上昇していた。
WT-HFD-P.g.+群では、他群(WT-CD- P.g.-/+
群および WT-HFD- P.g.-群)と比較して CLS
数が増加していた。同じ標本を用いて Mac2
陽性細胞の面積を計測したところ、同様に
WT-HFD-P.g.+群では他群と比較し高い数値
を示していた。 
TLR2ノックアウト（TLR2KO）-HFD群で
は、WT-HFD群で見られた脂肪化の亢進は観
察されなかった。また、Mac2陽性 CLS数お
よびMac2陽性細胞面積を比較検討したとこ
ろ、全群 (TLR2KO-CD-P.g.-/+群および
TLR2-HFD- P.g.-/+群)で数値が低く、各群で
の差は見られなかった。 
また、RT-PCRによるサイトカイン発現の検
討では、WT-HFD- P.g.-/+群でみられた IL-1
β、MCP-1の発現上昇は、TLR2-HFD-/+群
では認められなかった。 
TLR2 経路の遮断により、脂肪化、肝細胞に
おける炎症性サイトカイン発現上昇やマク
ロファージの動員が改善された。よって、
TLR2 経路は P.gingivalis 歯性感染による
NASH 病態増悪に関与していることが明ら
かになった。 
 
③TLR2 ノックアウトによる根尖部歯周組織
の変化の検討 



WT および TLR2KO 全群(CD-P.g.-/+群およ
び HFD- P.g.-/+群)の根尖部歯周組織を HE
染色で観察したが、根尖部での炎症の程度に
に大きな差は認めなかった。 
 
２）TLR2阻害薬の P.gingivalis-LPSにより
誘導サイトカイン発現に及ぼす影響につい
て 
 
①脂肪化肝細胞の反応性への影響について 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
私は、以前、ヒト脂肪化肝細胞では、脂肪化
によりTLR2発現上昇が起こることを示した。
TLR２はP.gingivalis-LPSの受容体の一つで
ある。脂肪化によっても炎症性サイトカイン
(IL-1β、IL-6、TNF-α、MCP-1) のmRNA
発現の上昇が見られるが、TLR2 発現の上昇
した脂肪化肝細胞にP.gingivalis-LPS刺激が
加わることで顕著な発現上昇を認めること
を報告した。今回の実験で、TLR2 阻害剤の
作用により、これらの炎症性サイトカイン発
現が顕著に低下していることが示された。 
以上により、TLR2 は脂肪肝における肝細胞
において P.gingivalis および P.gingivalis 
-LPS の刺激により炎症性サイトカインの発
現上昇が起こることで亢進される NASH 病
態増悪にTLR2は重要な役割を持つことが示
された。 
 
②脂肪化マクロファージの反応性の影響に
ついて 
 
本研究の動物実験においてTLR2ノックアウ
トマウスでは有意にマクロファージの数が
減少していたことから、脂肪化マクロファー
ジにおける TLR２を介した炎症性サイトカ
イン産生の重要性を検討した。ヒトマクロフ
ァージでは脂肪化 /非脂肪化に関係なく、
TLR2 発現は高く、P.gingivalis-LPS 刺激に
より培養上清中の炎症性サイトカイン(IL-1
β、TNF-α)の産生量が増加していた。TLR2
阻害薬はこれらの炎症性サイトカイン産生
量を有意に低下させた。以上のことから、
TLR2 はマクロファージの炎症性サイトカイ
ン産生の増加に重要な役割を持つことが明
らかとなった。 
 
本研究により、歯性感染により脂肪肝に到達
したP.gingivalisおよび P.gingivalis-LPSは
TLR2 経路を介して肝細胞やマクロファージ

といった肝構成細胞での炎症性サイトカイ
ン産生を上昇させ、また、マクロファージの
動員を誘導することで、炎症を増悪させ、
NASH 病態を促進させることが明らかとな
った。よって、TLR2 を標的とした治療は
NASH 病態進行を抑制する新たな治療戦略
となる可能性が示された。 
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