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研究成果の概要（和文）：  

本研究は，ヒト歯周組織構成細胞を用いて，メカニカルストレスによる細胞内シグナル伝達
機構の解明と，歯周病原因子である内毒素性リポ多糖（LPS）に対する細胞応答性や，この細胞
受容体に加えられたメカニカルストレスの影響について調べた結果，一軸方向に伸展的なメカ
ニカルストレスを加えられたヒト歯根膜細胞は，MAPK シグナリングカスケードを介して炎症性
サイトカインを発現すること，歯周病原性因子による刺激を作用させた後に，同様のメカニカ
ルストレスを加えると，MAP シグナリングカスケードを介した炎症性サイトカインの産生能が
増強されることが分かった。以上より，LPS の病原性中心に対する細胞受容体は機械的変形に
よる影響を受ける可能性が示唆されたが，さらなる研究が必要である。 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we investigated the mechanism of intracellular signaling cascade with 
mechanical stress using the human periodontal ligament fibroblast(HPLF). And we 
investigated the cellular response of the active center of lipopolysaccharide (LPS) 
endotoxin which is a virulence factor of periodontal disease. Moreover, we researched 
the effect of mechanical stress against these cell receptors. As a result, we confirmed 
that HPLFs were expressed on the inflammatory cytokines via the MAPK signaling cascade 
in the uni-axial stretch. Next, we found that the expression of inflammatory cytokines 
through the MAPK signaling cascade was enhanced by the mechanical stress after stimulating 
by the virulence factors of periodontal disease. 
Therefore, it is suggested that the cell receptor against the center of virulence of 
LPS might be affected by the mechanical deformation. Further study is required in the 
future. 
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１．研究開始当初の背景 

メカニカルストレスが，種々の宿主細胞に

与えられると様々な化学伝達物質を産生す

ることが知られており，心・血管系組織にお

いては心肥大や動脈硬化などを惹起するこ

とが報告されている。また，線維芽細胞では

機械的伸展刺激が細胞表面のイオンチャネ

ルや接着因子などに作用し，細胞内シグナル

伝達経路を介して細胞増殖を誘導すること

が明らかにされている。他方，歯根膜線維芽

細胞は歯と歯槽骨の間に介在しているため，

咀嚼や咬合力ならびに矯正力といったメカ

ニカルストレスを常に受けており，メカニカ

ルストレスが種々のサイトカインや骨基質

に関する物質を誘導し，骨の吸収や添加に影

響することが示唆されている。しかし，メカ

ニカルストレスが歯根膜線維芽細胞の種々

の細胞内シグナル伝達経路のいずれの経路

を活性化あるいは抑制するかについては十

分に解明されていない。また，細胞種や伸展

刺激方法により異なったシグナル伝達系を

活性化する可能性があり，矯正治療を想定し

た，一軸方向への伸展刺激に対する詳細な報

告は少ない。一方，口腔内には歯周病原細菌

が棲息し，これらの産生する病原因子が歯周

組織構成細胞の細胞内シグナル伝達経路を

活性化し，炎症性サイトカイン産生を誘導す

ることが知られている。しかし，メカニカル

ストレスによる細胞形態変化が歯周病原因

子の影響下でどのような影響を及ぼすのか

については不明な点が多い。また，近年，成

人矯正治療が増えており，常在細菌叢が形成

されている口腔内において，矯正的な歯の移

動に伴うメカニカルストレスが，宿主細胞の

歯周病原細菌に対する応答性にどのような

影響を及ぼすかについて明らかにすること

は臨床的にも興味深いが，いまだ十分にその

メカニズムは解明されていない。 

 

２．研究の目的 

宿主細胞は，伸展刺激負荷により細胞内シ

グナル伝達系を活性化して細胞増殖や化学

伝達物質の産生を誘導することが知られて

いる。また，歯周病原性細菌が存在する口腔

内で，咬合力やブラキシズム等の物理的刺激

に歯周組織構成細胞は晒されるが，どのよう

な免疫機構が上記刺激に反応するのか未解

明である（図１）。そこで本研究は，歯周組

織構成細胞におけるメカニカルストレスの

細胞内シグナル伝達機構を探究するととも

に，これらストレス負荷細胞における歯周病

原因子との相互作用の一端について，免疫分

子生物学的に明らかにすることを目的とし

た。 

図１ 

 

３．研究の方法 

アルカリフォスファターゼ活性によって歯

肉線維芽細胞と区別され，歯肉線維芽細胞と

比較して HLA MHC-DR-αと MMP-1 に強い陽

性反応を示した２種類の細胞株を用いて，ヒト

培養歯根膜細胞( human periodontal 

ligament fibroblasts)を 5～12 代継代培養

（37℃，5%, CO2 条件下で 10% FBS と 50μg/mL

の streptmycin 含有のα-MEM）し，10%フィ

ブロネクチンコートしたシリコンチャンバ

ーに 1.0x105 個/ml の細胞を播種した後，次



の実験を行った。 

実験１）伸展刺激単独で培養細胞に作用させ

た場合の炎症性サイトカイン産生能(ELISA

法)と細胞内シグナル伝達経路(ウェスタン

ブロッティング法)を調べた。(結果１，２に

対応） 

実験２）歯周病原性因子である液性成分

（Pam3CSK4)を加えた条件下で，伸展刺激を

加え，炎症性サイトカインの遺伝子発現

(Real time PCR)を調べた。(図２、結果３に

対応） 

図２ 

なお，統計処理は危険率１％でステューデ

ント t 検定(結果１）と ANOVA 検定(結果３）

を行った。 

 

４．研究成果 

結果１．伸展刺激(48 時間）に対するサイト

カイン産生能について 

 

伸展刺激は炎症性サイトカイン（IL-6, 

IL-8)を有意に産生したが，MCP-1 の 

産生は不安定であった。（図３） 

 

図３ 

結果２．伸展刺激に対する MAPK ファミリー

のリン酸化動態について 

 

細胞内シグナリングカスケードはストレ

ス性刺激に反応する MAPK 系のリン酸化反応

(刺激負荷刺激後１分で p38MAPK，15 分で

ERK1/2，60 分で JNH のリン酸化）を認めた。

ポジティブコントロールとした歯周病原性

因子は約 30 分で其々のリン酸化を認めた。

ただし，NF-κB のリン酸化は明確に観察でき

なかった。（図４） 

図４ 

 

結果３．共刺激に対する炎症性サイトカイン

遺伝子発現量について 

 

共刺激下で IL-6，IL-8 および MCP-1mRNA

の発現が伸展刺激開始 90 分から 150 分で最

大を示し，歯周病原性因子および伸展刺激そ

れぞれ単独に比較して 150分後も持続して高

い発現を示した。（図５） 

 

 

図５ 



考察 

本研究に用いた伸展刺激の条件下で，ヒト

歯根膜線維芽細胞は，MAPK シグナリングカス

ケードを介して炎症性サイトカインを発現

する結果を得た。(結果１,２）また，歯周病

原性因子の影響下で物理的刺激を作用させ

ると，同経路のシグナリングカスケードを介

して炎症性サイトカインの発現が増強され

る可能性が示唆された。（結果３） 

特に歯周病原性因子の中核部分をなす因

子との現象を調べたものはなく，結果的に，

IL-8 mRNA の発現が量とともに時間的に持続

的な発現に対して強く影響を受けることが

示唆された。 これは，相乗・相加的に一意

的に作用を増強するだけではなく，伸展刺激

は細胞表面性状(特に受容体)に影響を与え，

液性因子に対する感受性に作用する可能性

を示唆するものである。臨床的に，歯周病に

罹患している歯周組織に咬合性外傷や矯正

力等の過大な伸展性メカニカルストレスが

加わると，持続的な炎症作用が強く作用する

ことを示していると考えられる。しかし、更

に詳細な構造的および免疫分子生物学的な

研究が必要である。 

 

結論 

歯根膜細胞への伸展刺激は歯周病原性因子

に対する炎症性サイトカインの発現能を 

増強する可能性が示唆された。 
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