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研究成果の概要（和文）：歯周病細菌Porphyromonas gingivalis（P. gingivalis）が産生するプロテアーゼ
「ジンジパイン」に着目し，単球・マクロファージ系細胞におけるシクロオキシゲナーゼ（COX）-2発現および
プロスタグランジン（PG）E2産生の分子機序を解析した。P. gingivalis感染におけるジンジパインによるCOX-2
発現およびPGE2産生には，ERK1/2とIKKの活性化，転写因子であるAP-1（c-Jun/c-Fos）とNF-κBp65の活性化，
さらには細胞外から細胞内流入によるカルシウムイオンの濃度上昇が重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the proteases "gingipains", which is one of the
 virulence factors produced by the periodontal pathogen Porphyromonas gingivalis. We studied the 
molecular mechanism of COX-2 expression and PGE2 production induced by gingipains on P. 
gingivalis-infected monocyte/macrophage cells. In these events, we found the activation of ERK1/2 
and IKK, activation of transcription factors AP-1 (c-Jun/c-Fos) and NF-κBp65. Furthermore, we 
clarified that gingipains-induced COX-2 expression and PGE2 production required the increase in 
calcium ion concentration due to intracellular influx from outside the cells.

研究分野：細菌学

キーワード： Porphyromonas gingipain　歯周病細菌　ジンジパイン　シグナル伝達　病原因子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Porphyromonas gingivalisをはじめとする歯周病細菌の持続感染は，歯周組織の破壊を招き，歯牙の喪失に至
る。また歯周病は誤嚥性肺炎や糖尿病の発症・増悪因子となるなど全身性疾患との関連性が高く，その予防・治
療の重要性は高い。本研究によりP. gingivalisの病原因子やその発現機構が解明されることは，細菌感染にお
ける病態形成機構の解明，新規予防法や治療戦略への重要な足掛かりになる。また，全身性疾患の発症機構の解
明の一助となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 我々はこれまでに，P. gingivalisの病原因子 HbRタンパク質やジンジパイン（プロテアーゼ）
の解析を行ってきた。HbRタンパク質については IL-8の発現誘導能を有していること（Fujita 
et al. Infect. Immun. 2014），ジンジパインについては，タンパク質 Skp-1 like protein
（PGN_0300）がジンジパインの産生・分泌に関与していること，およびその機能を明らかにし
た。（Taguchi et al. Infect. Immun. 2015）。そして，ジンジパインが宿主歯肉上皮細胞の生存・
増殖，グルコース代謝などに重要な PI3K/Akt の抑制とその経路の撹乱を起こすことを示した
（Nakayama et al. J. Biol. Chem. 2015）。さらに歯肉上皮細胞および破骨前駆細胞では，P. 
gingivalis感染によって PI3K/Akt経路下流の基質タンパク質の活性レベルの撹乱や歯槽骨喪失
に繋がる炎症応答と骨代謝バランス破綻が生じること，また，単球系細胞ではジンジパインによ
って炎症性メディエーターであるプロスタグランジン（PG）E2の産生が促されることを見いだ
した。いずれも細胞機能維持あるいは炎症の誘発の観点から極めて重要な知見であるとともに，
「歯周病」や「歯周病に関連する疾患（誤嚥性肺炎・糖尿病）」の発症や増悪につながる重要な
知見である。しかし，これらの現象が生じる機構には不明な点が多く，明らかにする必要がある。
また，ジンジパインの分泌に関わる分子についても未だ不明な点が多く，さらなる解析が必要と
考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では，歯周病細菌と宿主細胞間で起こる感染現象の分子基盤を細胞・分子生物学的アプ
ローチにより構築し，歯周病および歯周病関連疾患の発症機序を細菌感染・免疫応答の観点から
解明することを目的とした。これまでに我々は P. gingivalis が産生するジンジパインが宿主細
胞の生存・増殖，グルコース代謝などに重要な PI3K/Akt経路を撹乱し，歯周組織の破壊に関与
している可能性を示した。さらに歯周組織の炎症には炎症性メディエーターである PGE2 の産
生が報告されており，P. gingivalisと PGE2産生とを結ぶ分子解析は LPSや線毛以外の報告は
ほとんどない。我々のグループでは，ジンジパインが PGE2 産生に関与することを見出してい
る。そこで本研究では，宿主細胞におけるジンジパインによる PGE2 産生の分子機序を中心に
詳細に調べた。 
 
３．研究の方法 
 
 宿主細胞におけるジンジパインによる COX-2 発現と PGE2 産生の分子機序を調べるために，ヒ
ト単球性白血病細胞株 THP-1 に対して P. gingivalis の感染実験を行なった。P. gingivalis は
野生株 ATCC33277, ジンジパイン完全欠損株および FimA 欠損株などを用いて，multiplicity of 
infection (MOI) of 100 になるように THP-1 に対して感染実験を行なった。THP-1 細胞は 10%ウ
シ血清（FCS）含有 RPMI1640 を用いて培養し，また感染実験の基礎培地には 10%FCS 不含有
RPMI1640 を使用した。24 well プレートに 3x105個の THP-1 細胞に対して MOI of 100 で P. 
gingivalis の野生株および各種変異株を感染させ，その後細胞溶解液を作製し，それぞれ各種
特異的抗体を用いて Western blotting にて解析した。さらに P. gingivalis 感染時の COX-2 発
現におけるカルシウムイオン（Ca2+）の関与とその供給経路を調べた。細胞内 Ca2+濃度を上昇さ
せるイオノマイシン（0〜1 μM）と細胞内 Ca2+キレート剤である BAPTA-AM（0〜10 μM）を用い
て，前処理した THP-1 細胞に対して P. gingivalis を感染させ，比較解析した。Ca2+の供給経路
は，細胞内貯蔵からの流出を調べるために小胞体膜上の Ca2+-ATPase 阻害剤である Thapsigargin
（TG: 0〜1 μM）と細胞外カルシウムキレート剤である EGTA（0〜1 mM）を用いて THP-1 細胞を
前処理し，P. gingivalis の感染実験を行なった。評価は各種特異的抗体を用いた Western 
blotting により解析した。 
 
４．研究成果 
 
 本研究では歯周病細菌 Porphyromonas gingivalis が産生する主要な病原因子であるシステイ
ンプロテアーゼ「ジンジパイン」に着目し，歯周病発症メカニズムの解明および歯周病関連疾患
との関連性について調べた。本研究では細菌学的観点から，歯周炎でみられる COX-2 発現や PGE2
産生につながる P. gingivalis と宿主細胞間で起こる感染現象の分子解析を行なった。P. 
gingivalis の野生株と変異株を用いた感染実験から，単球・マクロファージ系細胞 THP-1 にお
ける COX-2 発現と PGE2 産生にはジンジパインが重要であることがわかった。ジンジパインによ
る COX-2 発現および PGE2 産生の分子機序を調べたところ，ERK1/2 と IKK の活性化を介して，そ
れぞれの下流に位置する転写因子である AP-1（c-Jun/c-Fos）と NF-κBp65 の関与が示された。
次に，ジンジパインによる COX-2 発現において，免疫細胞の活性化に重要な細胞内 Ca2+の関与を
調べた。その結果，イオノマイシン使用による細胞内 Ca2+濃度の上昇に応じて COX-2 発現は増加
し，一方で BAPTA-AM の使用では COX-2 発現は顕著に減少した。また Thapsigardin の使用ではイ
オノマイシンと同様に COX-2 発現は上昇した。したがって，ジンジパインによる COX-2 発現誘導
には細胞内 Ca2+濃度の上昇が必要であることがわかった。また EGTA 使用におけるジンジパイン



による COX-2 発現への影響を調べたところ，COX-2 の発現は減少した。この結果から，P. 
gingivalis 感染における COX-2 発現につながる細胞内 Ca2+の供給は，細胞外から細胞内への流
入であることが示唆された。以上のことから，P. gingivalis の感染において，本菌が産生する
ジンジパインが COX-2 発現および PGE2 産生に強く関与する病原因子であり，その分子メカニズ
ムは「細胞外から細胞内への Ca2+の流入」「ERK1/2 と IKK の活性化」「転写因子 AP-1（c-Jun/c-
Fos）と NF-κBp65 の活性化」で起こることを明らかにした。 
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