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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，「歯周病原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，歯周病菌が産生する病原性プロテ アーゼの機能解析を行ない、歯周病
の発症機序を解明する」ことである。ジンジパインによるCOX-2発現の分子機序について宿主細胞応答を調べた
とこ ろ、ERKとIKKの2つのシグナル伝達経路の活性化とそれぞれ転写因子c-Jun/c-FosとNF-kBp65の活性化が重
要であることを示し、またセカンドメッセンジャーである細胞内カルシウムの関与を見出した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to reveal the molecular mechanism of infection 
between periodontal pathogenic bacteria and host cells using cellular and molecular biological 
approaches, and to analyze the function of pathogenic proteases produced by periodontal pathogenic 
bacteria to clarify the pathogenesis of periodontal disease. In this study, we focused on 
gingipains, which are cysteine proteases, produced by Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), to 
elucidate the pathogenesis of periodontal disease infected with P. gingivalis. We examined the host 
cell response to the molecular mechanism of COX-2 expression by gingipains and showed that 
activation of two signaling pathways, ERK and IKK, and found that intracellular calcium is required 
for COX-2 expression and PGE2 production as the upstream factors.

研究分野： 口腔微生物学

キーワード： 歯周病菌　歯周炎　ジンジパイン　炎症応答　細胞内シグナル伝達
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は歯周病細菌が産生するプロテアーゼが炎症を誘導する因子であることを示す研究である。それを明らか
にできれば、プロテアーゼを産生する口腔細菌が歯周病に関与する重要な細菌であることがわかり、プロテアー
ゼ産生細菌を増やさないようにすることが歯周病予防に努める指標となると思われる。

※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 
 Porphyromonas gingivalis (以下、P.gingivalis)は慢性歯周炎の病巣から高頻度に分離され
る歯周病で最も関連が深い細菌である。歯周病に関連する細菌の慢性的な感染は、歯周組織の炎
症や歯槽骨の破壊をともなう歯周病態の発症と形成に寄与している。歯周病は糖尿病や血管疾
患など全身性疾患と関連性があるとされており、歯周疾患の理解は関連する全身性疾患との関
与を理解する上でも非常に重要である。歯周病は単一の細菌による感染ではなく、混合感染とし
て考えられているため、発症機序や病態の形成機序に統一見解がなされていないと考えられて
いる。またその発症の要因には感染している細菌種だけでなく、宿主の免疫力や口腔内環境など
の多様なバランスも重要な要因とされており、複雑な疾患である。そこで、歯周病の病態発症お
よび形成を理解するために、宿主と細菌の感染現象を分子レベルで明らかにすることを目的と
する。 
 
２．研究の目的 
歯周病原細菌の感染局所および周縁部では、歯肉上皮細胞の破壊に引き続き、歯根膜や歯槽骨の
破壊•吸収が生じ、歯周炎が惹起される。さらにはその炎症には炎症性メディエーターであるシ
クロオキシゲナーゼ(COX)-2 の発現誘導やプロスタグランジン(PG)E2 の産生が認められ、慢性
炎症の重要な指標となるファクターとなっている。そこで、歯周病発症機序の分子理解のために、
我々は歯周病原細菌 P. gingivalis と宿主免疫系細胞との相互作用によって起こる細胞生物学
的現象を明らかにすることに焦点を当てた。本研究では、P. 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、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 の発現誘導やプロスタグランジン(PG)E2 の産生の関与に
ついて調べた。 
 
３．研究の方法 
研究方法は、単球・マクロファージ系細胞を用いた細菌感染実験により、ジンジパインによる
COX-2 の発現誘導やプロスタグランジン(PG)E2 の産生における細胞・分子生物学的アプローチ
により分子解析を行ない、歯周病の発症機序における関連性を調べた。培養細胞は、ヒト単球・
マクロファージ系細胞株 THP-1、およびヒト末梢血由来 CD14 陽性の正常単球細胞 HMCs (TOYOBO)
を用いた。培養法はそれぞれ 10%ウシ血清含有 RPMI1640 およびメーカー指定培地を用いて培養
を行なった。P.gingivalis は野生株 ATCC33277（WT 株）とジンジパイン完全欠損株（KDP136 株）
を用いて multiplicity of infection (MOI) of 100になるように感染実験を行った。また、ジ
ンジパイン特異的阻害剤（KYT-1/36）を WT 株と 10分間前処理した条件も同様に感染実験を行っ
た。THP-1細胞と HMCs 細胞は 1.5 mlチューブに 3×105個を調製し、それぞれの細胞に対して
MOI of 100で WT 株と KDP136 株を 6 時間感染させ、その後細胞溶解液を作製し、COX-2 に対す
る特異的抗体を用いた Western blotting を行った。また同様な条件で細菌を 12時間感染させ、
その培養上清を回収して、ELISA 法にて PGE2 産生濃度測定を行なった。次に、COX-2 発現に関与
する上流因子の解析を行なった。THP-1細胞と HMCs 細胞に対して MOI of 100で WT 株と KDP136
株、およびジンジパイン阻害剤処理の WT 株を 2時間まで感染させ、細胞溶解液を作製し、Western 
blot 法を行った。それぞれの条件で可溶化した細胞溶解液を SDS-PAGE にてタンパク質を分離、
PVDF膜に転写し、ERK1/2、p38、JNK、IKK、c-Jun、c-Fos、NF-κB p65に対する各種特異的抗体
にて各タンパク質の発現やリン酸化レベルの変化を調べた。COX-2 に繋がる分子解析のために、
各種キナーゼ阻害剤、標的遺伝子の siRNA による発現抑制や過剰発現法を用いた分子生物学的
手法を用いて、ジンジパインによる COX-2 発現における分子機序の解析を行なった。評価方法は
上記と同様に、各種特異的抗体を用いた Western blot 法や ELISA 法にて解析した。さらには、
COX-2 遺伝子の上流領域に存在する転写因子結合箇所を利用したレポーターアッセイも行なっ
た。レポーターアッセイには、ホタルルシフェラーゼとウミシイタケルシフェラーゼを用いた
Dual-Luciferase Reporter Assay System（Promega）にて評価を行なった。COX-2 上流領域の転
写因子結合領域は、野生型、κB結合サイト欠損型、c-Jun/c-Fos 複合体 AP-1 結合サイト欠損型
などの欠損型プラスミドを利用して、ジンジパインによる COX-2 発現における転写因子の決定
も行なった。 
 
４．研究成果 
単球・マクロファージ系細胞の THP-1細胞と HMCs 細胞（3×105個/tube）を調製し、それぞれの
細胞に対して MOI of 100で WT 株と KDP136 株を 6 時間感染させ、COX-2 発現に対する特異的抗
体を用いた Western blotting を行った。また同様な条件で細菌を 12時間感染させ、その培養上
清を回収して、ELISA 法にて PGE2 産生濃度測定を行なった。その結果、WT 株の感染で COX-2 発
現と PGE2 産生が認められ、KDP136 株の感染ではそれらの誘導は認められなかった。従って、P. 
gingivalis の単球・マクロファージ系細胞に対する感染による COX-2 発現と PGE2 産生には、ジ



 

 

ンジパインが重要な病原因子であることがわかった。COX-2 発現に関与する上流因子の解析では、
THP-1細胞と HMCs 細胞に対して MOI of 100で WT 株と KDP136 株、およびジンジパイン阻害剤処
理の WT 株を 2時間まで感染させ、ERK1/2、p38、JNK、IKK、c-Jun、c-Fos、NF-κB p65に対す
る各種特異的抗体を用いた Western blot 法を行った。その結果、WT 株の感染では、非感染の対
照と比べて、ERK1/2、p38、JNK、IKKの活性化が認められ、c-Jun、c-Fos、NF-κB p65の発現レ
ベルとリン酸化レベルも非感染の対照のものと比べて、それらのタンパク発現およびリン酸化
レベルが上昇した。KDP136 株とジンジパイン阻害剤処理の WT 株の感染では、ERK1/2、p38、JNK、
IKKのリン酸化レベルに非感染の対照のものと比べて変化がほとんどなかった。また c-Jun、c-
Fos、NF-κB p65の発現レベルとリン酸化レベルの変化も非感染の対照のものと大きな差は認め
られなかった。COX-2 に繋がる分子解析のために、各種キナーゼ阻害剤、標的遺伝子の siRNAに
よる発現抑制や過剰発現法を用いた分子生物学的手法を用いて、ジンジパインによる COX-2 発
現と PGE2 産生における分子機序の解析を行なった。その結果、ERK1/2阻害剤 PD98059と IKK 阻
害剤 BAY 11-7082 を用いた場合において、ジンジパインによる COX-2 発現と PGE2 産生が顕著に
抑制された。さらには、ERK1/2 が制御する転写因子 c-Jun と c-Fos、IKKが制御する NF-κB p65
の活性化においてもこれらの阻害剤が活性抑制に関与することが明らかとなった。COX-2遺伝子
レポーターアッセイを用いた実験においても、ERK/AP-1(c-Jun-c-Fos)、IKK/NF-κB p65の経路
が極めて重要な役割を持っていることが明らかとなった。今後は、ジンジパインによる COX-2 発
現につながる上流因子の詳細な分子機序を解析し、病態発症との因果関係やその意義を明らか
にしていく。 
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