
緒 言

歯周病とは，歯肉辺縁部の歯周組織の病変群に対

し与えられた総括的疾患名であり 1），歯と歯肉の境

界に形成される細菌性バイオフィルム（プラーク）

が原因となり，歯を支持している歯周組織（歯肉上

皮，歯根膜，歯槽骨）が破壊される慢性炎症を主体

とする疾患である。歯周病は歯肉炎から始まり歯周

炎にいたる病態であり，具体的には進行するにつれ

て骨の吸収が起こり，最終的には歯を失うこともあ

る。

近年，栄養素・食品と歯周病との関連性に関する

疫学研究が行われ，多くのエビデンスが蓄積されつ

つある。一方，健康の保持増進と疾病予防に関する

エビデンスが示されている機能成分を含む食品であ

る機能性食品の開発が精力的に進められているが，

歯周保健の分野においても，栄養素・食品による介

入研究が活発に行われてきている 2）。“プロライン・

ウィズ・デンタル（Proline With Dental；PWD）”

は歯科用栄養機能食品として開発された。このよう

な背景から，我々の研究チームは補助療法として

PWDの歯周疾患に対する臨床効果を検討した結

果，摂取前後と比較して歯周ポケットや歯肉からの

出血状況が改善したことを報告した 3）。

そこで本研究では，歯周病の病態理論を想定した

基礎実験において，PWD がヒト骨芽細胞性細胞

（human osteoblastic osteosarcoma cell line：Saos-

2）の骨形成能および抗炎症作用に及ぼす影響に関

する検討を行った。
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● 要旨

　本研究は栄養機能食品“プロライン・ウィズ・デンタル”による細胞増殖能，コラーゲン産生
能，アルカリホスファターゼ （ALP） 活性，炎症性サイトカイン産生を基礎実験系で検討するも
のである。ヒト骨芽細胞性細胞（human osteoblastic osteosarcoma cell line；Saos-2）を用い，
細胞増殖能はMTTアッセイとBrdu Cell Proliferation Assay Kit を用いた。Ⅰ型コラーゲン産生
能は ELISA 法で解析した。ALP 活性を Lab Assy ALP Kit を用い解析した。Saos-2 に対する歯
周病関連細菌Actinobacillus actinomycetemcomitans Lipopolysaccharide 刺激による炎症性サイト
カイン interleukin （IL）-6，IL-8 産生状況を ELISA 法で解析した。
　その結果，“プロライン・ウィズ・デンタル”が Saos-2 において骨形成能および抗炎症作用を
有する可能性が示唆された。

キーワード： 栄養機能食品（nutritional functional food），プロライン・ウィズ・デンタル
（Proline With Dental），骨芽細胞性細胞（osteoblastic cell），骨形成能（bone 
growth ability），抗炎症作用（anti-inflammatory effect）
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1．材料と方法

1）細胞培養

Saos-2 細胞（RIKEN BRC Cell Bank，東京，日

本）は，10％ウシ胎児血清（FBS），100 units/mL

ペニシリン G，100μg/mL ストレプトマイシン含

有ダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）（日水製

薬，東京，日本）を用い，5％ CO2 存在下，37ºC で

培養した。

2）材料および試薬

プロライン・ウィズ・デンタル（PWD：RAPPORT 

Co.，土浦，茨城，日本），抗インターロイキン 

（Interleukin；IL）-6 抗 体（eBioscience，CA，

USA），ビオチン化抗 IL-6 抗体（eBioscience），抗

IL-8 抗体（R＆D Systems），ビオチン化抗 IL-8抗体

（R＆D Systems，MS，USA），ビオチン化抗コラーゲ

ン タ イ プ I 抗 体（Rockland，PA，USA），3-

（ 4 , 5 - d i m e t h y l t h i a z o l - 2 - y l ）- 2 , 5 - 

diphenyltetrazoliumbromide（MTT）（シグマアル

ドリッチ，東京，日本）。また，アクチノバチルス・

アクチノミセテムコミタンス菌（Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans；A. a.）由来リポポリサッ

カ ラ イ ド（lipopolysaccharide；LPS） は Dr. H. 

Senpuku より供与された。

3）DNA合成解析とMTTアッセイ

DNA合成解析では，Saos-2 細胞（1×104）を 0.5％

FBS 含有 DMEMで 24 時間培養後，ブロモデオキ

シウリジン（BrdU）存在下 PWD（0.1，1，10μg/

mL）を添加し，24 時間培養した。その後，BrdU 

Cell Proliferation Assay Kit（メルクミルポア，東京，

日本）を用いて解析した。MTTアッセイでは，

Saos-2 細胞（1× 104）を 10％ FBS 含有 DMEMで

24 時間培養後，5 mg/mL MTT 10μLを細胞に添加

し，4時間培養した。その後，Imamura ら 4）の方法

により解析した。

4）酵素結合免疫吸着測定法（ELISAs）

ELISA は CytoSet Kits（Biosource，CA，USA）

ユーザーマニュアルに記載された方法で行った 5）。

サイトカイン産生解析では，Saos-2 細胞（1×104）

を A. a. LPS（100 ng/mL） と PWD（10μg/mL）

存在下で 24 時間培養し，培地を回収した。培地中

の IL-6 あるいは IL-8 量は，抗 IL-6 抗体（1μg/

mL）とビオチン化抗 IL-6 抗体（0.6μg/mL），ある

いは抗 IL-8 抗体（2.5μg/mL）とビオチン化抗

IL-8 抗体（0.2μg/mL）を用いてそれぞれ測定し

た。コラーゲン産生解析では，Saos-2 細胞（1 ×

104）をプロライン（10μg/mL）存在下で 1％ FBS

含有 DMEMにて 24 時間培養し，培地を回収した。

培地中のコラーゲン量はビオチン化抗コラーゲンタ

イプ I 抗体（0.2μg/mL）を用いて測定した。ま

た， 細 胞 を 0.5 ％ TritonX-100 で 溶 解 後，BCA 

Protein Assay Kit（Pierce，IL，USA）でタンパク

質量を測定し，コラーゲン産生量を標準化した。

5）ALP アッセイ

Saos-2 細胞（1 × 104）を PWD（10μg/mL）存

在下で 24 時間培養後，細胞を 0.05％ TritonX-100

で溶解した。細胞溶解物のアルカリホスファターゼ

（alkaline phosphatase；ALP） 活 性 は LabAssay 

ALP Kit（和光純薬，東京，日本）で測定した。ま

た，細胞溶解物のタンパク質量を BCA Protein 

Assay Kit で測定し，ALP活性を標準化した。

6）統計解析

得られたデータは StatMate Software（ATMS）

を使用し，一元配置分散分析（one-way ANOVA）

と Tukey’s test〔DNA 合成解析，MTTアッセイ，

ELISAs（IL-6，IL-8）〕，あるいは Student’s t test

〔ELISA（コラーゲン），ALP アッセイ〕で解析し
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1×10 4/cm2 の容量で播種されたヒト骨芽細胞性細胞（Saos-2）
は，0.1，1，10μg/mL の PWD をそれぞれ含む培地に 24
時間暴露。全てのデータは PWDを含まない対照培地で処
理された細胞のデータと比較した。データは平均値±標準
偏差（n＝3）。＊＊P＜0.01 および＊＊＊P＜0.001

図 1　Saos-2 の増殖に対する PWDの影響

（326）
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た。p値が 0.05 未満を統計的に有意とみなした。

2．結　　　果

Saos-2 の細胞生存率に対する PWD の影響を，

MTT アッセイと Brdu Cell Proliferation Assay Kit

を用いて検討した（図 1）。PWDは 0.1，1，10μg/

mL で濃度依存的に Saos-2 に増殖能を示した。な

お，本実験系では PWD 10μg/mL の濃度で実施し

た。

まず，骨形成能に関与するSaos-2 の I 型コラーゲ

ン産生能力に対するPWDの影響を検討した（図 2）。

その結果，PWDは Saos-2 の I 型コラーゲンの産生

を約 1.6 倍増強した。

次に，骨形成活性を反映する ALP 活性を計測し

た（図 3）。その結果，PMDは Saos-2 の ALP 活性

率を約 2.4 倍増強した。

さらに，Saos-2 における A. a. LPS 刺激よる炎

症性サイトカイン IL-6 および IL-8 の産生は，PWD

添加によって抑制された（図 4）。

3．考　　　察

PWDは歯科用栄養機能食品として開発された。

既に我々の研究グループは臨床研究において PWD

の効果を検討している。その結果，歯周病患者 6例

（男性 4 例，女性 2 例，39 ～ 64 歳）に対して歯周

基本治療を併用して PWDを投与し，PWD摂取 26

～ 41 日後において，歯周ポケット（PD：pocket 

depth）の平均値は全例で減少し摂取開始時 3.4 ～

4.8 mm から摂取後 2.3 ～ 4.1 mm となり，PD 4 

mm 以上の比率も 35.1 ～ 80.8％から 8.6 ～ 59.2％

に低下した。出血状況は 82.1 ～ 100％から 20.7 ～

100％と改善した 3）。この臨床研究から，PWDの歯
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Saos-2 細胞を 1×10 4/cm2 の容量で播種し，0.5 ppmの PWD
を含む培地に 24 時間曝露。全てのデータは PWDを含まな
い対照培地で処理された細胞のデータと比較した。データ
は平均値±標準偏差（n＝3）。＊＊＊P＜0.001，

図 2　PWD処理 Saos-2 のⅠ型コラーゲンの生成
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A. a. LPS で刺激された Saos-2 による IL-6（a）および IL-8
（b）の産生に対する PWD（10μg/mL）の抑制効果。全て
のデータは PWDを含まない対照培地で処理された細胞の
データと比較した。データは平均値±標準偏差（n＝3）。 
＊＊＊P＜0.001。

図 4　A. a. LPS 刺激 Saos-2 への PWDの影響
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Saos-2 を 1 × 10 4/cm2 の条件で播種，10μg/mol の PWDを
含む培地に 24 時間曝露。全てのデータは PWDを含まない
対照培地で処理された細胞のデータと比較した。データは
平均値±標準偏差（n＝3）。＊＊＊P＜0.001。

図 3　PWD処理 Saos-2 の ALP 活性

（327）
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周病への抗炎症作用の可能性が示唆されたが，本研

究は歯周病の病態理論を想定して基礎実験で PWD

による Saos-2 の骨形成能および抗炎症作用に関す

る検討を目的としたものである。

その結果，PWDは濃度依存的に Saos-2 の増殖能

を示し，Saos-2 の I 型コラーゲンの産生を増強した。

骨形成活性を反映するALP活性についても，Saos-2

の ALP活性率を約 2.4 倍増強した。さらに，Saos-2

に対する A. a. LPS 刺激よる炎症性サイトカイン

IL-6 および IL-8 の産生が抑制された。

骨組織においては，骨芽細胞ならびに破骨細胞が

それぞれ骨形成，骨吸収を担い，絶えず代謝が行わ

れている。間葉系細胞に由来する骨芽細胞は骨形成

に際して，骨基質蛋白合成と基質小胞を介した石灰

化を誘導する。骨芽細胞の成熟過程においては，最

初に細胞が増殖し，コラーゲンなどの石灰化基質を

合成した後に細胞外に分泌して，形成された基質に

カルシウムやリンが蓄積して石灰化が生じる。その

過程において，早期には I 型コラーゲン，ALP，オ

ステオポンチン，後期にはオステオカルシン等の

マーカー遺伝子の発現が上昇することが知られてい

る 6）。本研究では，PWDが細胞増殖能，コラーゲ

ンおよびALPの上昇を確認したことから，PWDの

骨形成能を有する可能性が示唆された。

PWDの原材料には，様々な栄養成分が含まれて

いる（表 1）。PWDに含まれる緑茶エキス末のカテ

キン類の中で，ガレート基を持つエピガロカテキン

ガレート（EGCG）は，強い生理活性を持つことが

知られている。近年，これらカテキンに破骨細胞の

分化抑制作用があることが報告されている 7）。さら

に，in vivo 実験における歯周疾患のモデルマウス

においては，歯周疾患原因子であるリポ多糖

（lipopolysaccharide；LPS）の投与により誘導され

る歯槽骨吸収において，EGCG の投与によってそ

の歯槽骨吸収が改善した 8）。以上の報告から，本研

究結果の骨形成能は PWDに含まれる緑茶エキス末

のカテキン類である可能性が考えられる。

抗炎症作用の基本的な概念はアラキドン酸カス

ケードである 9）。細胞膜リン脂質から合成されたア

ラキドン酸は，主に 3つの経路で代謝される。第 1

の経路はシクロオキシゲナーゼ（COX）によりプ

ロスタグランジンやトロンボキサンなどを合成する

COX経路，第 2はリポキシゲナーゼによりロイコ

トリエンやリポキサンなどを合成するリポキシゲ

ナーゼ（Lipox）経路，第 3 はチトクローム P450

（CYP）によりエポキシエイコサトリエン酸などを

合成する CYP 経路である。COX には COX-1 と

COX-2 の 2 つのサブタイプがある。COX-1 は血小

板，消化管，腎臓などに常時発現しており，臓器の

恒常性維持に必要である。COX-2 は炎症などで誘

導され，血管拡張作用などを有し炎症を促進するプ

ロスタグランジン E2（PGE2）などを合成する。炎

症は Lipox，PGE2，IL-6，IL-8 などの炎症ケミカ

ルメディエーターで展開される 9）。

非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 薬（NSAIDs：Non-

Steroidal Anti-Inflammatory Drugs）はアラキドン

酸カスケードのCOXを阻害することで，PG類の合

成を抑制する。PGE の中でも，特に PGE2 は起炎

物質・発痛増強物質である。NSAIDs は主に PGE2

の合成抑制によって鎮痛・解熱・抗炎症作用を発揮

する。本実験に用いた PWDの成分であるボスウェ

リアセラータエキスに含まれるボスウェリン酸 10）11），

は炎症性ケミカルメディエーター Lipox を抑制す

る。緑茶エキスに含まれるエピガロカテキンガレー

ト 12）13），アシタバ（明日葉）に含まれるカルコ

ン 14），ケールに含まれるメラトニン 15）は炎症性ケ

ミカルメディエーター PG類 COX-2 を阻害する。

さらにブドウ種子エキスに含まれるプロアントシア

ニジン 16）17）は COX-2 と，炎症性サイトカイン

IL-6，IL-8 を阻害する。以上の報告から PWDに含

まれる栄養成分が骨形成能や抗炎症作用をもたらし

た可能性がある。

表 1　“プロライン・ウィズ・デンタル（PWD）”の原材料

ボスウェリアセラータエキス末 ブドウ種子エキス末 酵母（モリブデン含有）
明日葉末 ビタミン C ナイアシン
ケール末 α-リポ酸 ビタミンB2
緑茶エキス末 酵母（亜鉛含有） ビタミンB6

ビタミン B12

（328）
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近年，歯周組織の健康の保持増進に関する栄養

素・食品による介入研究が活発に行われるように

なってきている。既に「歯科口腔保健の推進に関す

る法律」が施行されているが，これは国民が健康で

質の高い生活を営む上で，口腔の健康は基礎的かつ

重要な役割を果たしているという認識に立脚してい

る。口腔の健康の維持のために食品の果たす役割が

大きいと考える 3）。

結 論

本実験結果を，PWDの有効成分を単一または数

種の物質に特定することはできない。現在，薬理作

用のメカニズムは解明中であるが，PWDが Saos-2

の細胞内の情報伝達を通じて，細胞増殖能向上，コ

ラーゲン産生能向上，ALP活性能向上炎症性サイト

カインの抑制をもたらしたと考えることができる。

　本論文に関連し，開示すべき利益相反（COI）はない。
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