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研究成果の概要（和文）：本研究では、主要な歯周病原性細菌であるP. gingivalisによって誘導される上皮－
間葉転換（EMT）に着目し、歯周病原性細菌がもつ歯肉のバリア機能を破綻させる新規メカニズムの解明を目指
した。結果として、P. gingivalis感染はβ-カテニンシグナルを介してEMTを誘導していることが明らかとな
り、β‐カテニンと相互作用する核内転写因子としてはFOXO1が重要な働きを示すことがわかった。さらに、口
腔常在菌の一種であるStreptococcus gordoniiはFOXO1の核内移行の阻害することによって、P. gingivalisによ
るEMT誘導を有意に抑制することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on epithelial-mesenchymal transition (EMT) induced
 by P. gingivalis, a major periodontal pathogenic bacterium, and aimed to elucidate a novel 
mechanism by which periodontal pathogenic bacteria disrupt gingival barrier function. As the 
results, we found that P. gingivalis induces EMT through β-catenin signaling, indicating that FOXO1
 is an important nuclear transcription factor that interacts with β-catenin. Furthermore, 
Streptococcus gordonii, an oral indigenous bacterium, significantly inhibited the induction of EMT 
by P. gingivalis by preventing the nuclear translocation of FOXO1.

研究分野： 保存治療系歯学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
P. gingivalisによる病的なEMTの促進は、歯肉上皮細胞の上皮としての特性を失わせることにつながり、歯肉の
物理的・生物学的なバリア機能を大きく破綻させる可能性がある。したがって、本研究によって得られたEMT誘
導機構における新たな知見により、P. gingivalisがもつ歯周病における病原性発現機序の新たな側面を明らか
にすることができた。また、本研究を通じて明らかとなった歯周病原性細菌による病的EMT誘導に関わる分子
（β‐カテニン、FOXO1など）を標的とした新規の創薬・治療戦略につなが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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 歯周病は、歯肉溝など清掃が行き届かない局所で定着・増殖した細菌と、それに対する生体側
の免疫応答の結果、歯周組織に炎症が生じて組織傷害をきたす感染性疾患です。口腔内には多種
多様な微生物が生息し、複雑な微生物叢を形成しています。グラム陰性嫌気性桿菌
Porphyromonas gingivalis は、重度歯周炎患者の歯周ポケットより検出されるだけでなく、根
尖性歯周炎罹患歯の根尖孔外バイオフィルムからも高頻度で同定され、辺縁性および根尖性歯
周炎の進行に重要な病原性細菌であると考えられています。 
一方、歯周組織において細菌と直接対峙し、細菌の組織侵入に対する最前線の防御壁として機

能する細胞として、歯肉上皮細胞があります。また近年では、上皮細胞は単なる受動的な障壁で
はなく、むしろ細菌の存在を感知し免疫細胞へその存在を知らせるインタラクティブなインタ
ーフェースを構成することが認識され始めています。 
 これらのことを背景に申請者はまず、細菌感染時の歯肉上皮細胞の遺伝子発現パターンを検
討するため RNA シークエンス解析を行いました。その結果、P. gingivalis 感染はヒト歯肉上皮
細胞株において上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal transition : EMT）と呼ばれる現象に関
与する遺伝子群の発現を強く上昇させることが明らかとなりました。EMT とは、上皮細胞が間
葉系様細胞に変化して運動性を獲得するプロセスを言います。EMT は当初、胚発生や創傷治癒
において観察されていましたが、上皮系がん細胞の浸潤・転移機構においても重要な役割を果た
すことが明らかとなった現在では、悪性腫瘍領域でも多くの研究が報告されています。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、この歯周病原性細菌に誘導される EMT という現象に着目し、「P. gingivalis が
いかにして歯肉上皮細胞に EMT を誘導し、間葉系細胞の特性をもたらすのか」という問いを究
明することにより、歯周病原性細菌がもつ歯肉のバリア機能を破綻させる新規メカニズムの解
明を目指しました。 
 
３．研究の方法 
 
(1) P. gingivalis による EMT 誘導の主要シグナル伝達経路の探索 
 TGF-β、EGF、HGF といった増殖因子やサイトカイン、Notch シグナルを介した細胞間相互
作用など、EMT を誘導する複数のシグナル伝達経路がこれまでに知られており、P. gingivalis
もこれら既知のシグナルのいずれかを利用して歯肉上皮細胞に EMT を誘導している可能性が
ありました。そこで、それぞれのシグナルに特異的な阻害剤や主要遺伝子のノックダウン試薬を
用いてヒト歯肉上皮細胞株（TIGK）を処理し、P. gingivalis 依存的な ZEB2 の発現上昇に影響
があるかどうかをリアルタイム定量 PCR にて検討しました。 
 
(2) P. gingivalis 感染が ZEB2 の発現を上昇させる分子メカニズムの解明 
 上述の(1)で明らかにした P. gingivalis 誘導性 EMT の主要シグナル伝達経路について、さらに
その分子メカニズムの解明を目指し、ZEB2 の発現上昇を指標としてさらなる検討を加え、ZEB2
発現を直接的に誘導する転写因子の同定を試みました。具体的には、(1)で明らかにしたシグナ
ルの最下流に存在する、ZEB2 発現を直接的に誘導する転写因子の同定を目指してルシフェラー
ゼ発現プラスミドを用いた ZEB2 のプロモーターアッセイにより ZEB2 発現に関わる転写因子
を探索し、さらにクロマチン免疫沈降法によりプロモーター結合領域を検討しました。 
 
(3) P. gingivalis による ZEB2 の発現上昇が上皮細胞の遊走性に及ぼす影響 
 まず、蛍光免疫染色による解析を行い、P. gingivalis による感染が上皮細胞における ZEB2 の
細胞内局在を変化させるかどうかを検討しました。さらに、P. gingivalis による ZEB2 の発現上
昇が上皮細胞の遊走性と創傷治癒機転にどのように影響するかを評価するために、RNA 干渉を
用いて ZEB2 を特異的に発現抑制した細胞に P. gingivalis を感染させ、マトリゲルインベージ
ョンチャンバーを用いた培養による遊走能の評価を行いました。 
 
(4) P. gingivalis と他種細菌との混合感染による相互作用についての検討 
 実際の口腔粘膜において、P. gingivalis は単独ではなく他種細菌と複雑に相互作用しながら共
同体を形成し定着しています。このことを考慮して、歯肉上皮細胞を P. gingivalis と他の口腔
内常在細菌とを同時に刺激した場合の ZEB2 の発現についてもリアルタイム定量PCR を用いて
検討しました。 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
(1) P. gingivalis による EMT 誘導の主要シグナル伝達経路の探索 
我々はまず、RNA シークエンス解析とリアルタイム定量 PCR による予備実験を行い、P. 

gingivalis が歯肉上皮細胞において EMT 誘導転写因子群の中でも ZEB2 という遺伝子の発現を
特異的に強く誘導することを明らかにしました(図 1)。そこで以降の計画では、「P. gingivalis に
よる歯肉上皮細胞における EMT 誘導」を ZEB2 の発現上昇を指標として、多角的に検討してい
くこととしました。また、EMT を誘導することが知られている様々なシグナルについて特異的
な阻害剤や主要遺伝子のノックダウン試薬を用いて検討したところ、β-カテニンに対する阻害剤
および siRNA 処理が、P. gingivalis による ZEB2 発現を有意に抑制することが明らかとなりま
した (図 2)。 

 
(2) P. gingivalis 感染が ZEB2 の発現を上昇させる分子メカニズムの解明 
  ZEB2 のプロモーター領域を組み込んだルシフェラーゼ発現プラスミドを用いたプロモータ
ーアッセイにより、β-カテニンの核内相互作用分子として FOXO1 が重要であることが明らかと
なり、さらにクロマチン免疫沈降法によりプロモーター結合領域の同定にも成功しました。 

 
(3) P. gingivalis による ZEB2 の発現上昇が上皮細胞の遊走性に及ぼす影響 
 蛍光免疫染色による解析の結果、P. gingivalis 感染によって ZEB2 が核内に移行することが
わかりました (図 3)。さらに、マトリゲルインベージョンチャンバーを用いて細胞遊走能を評価
した結果、P. gingivalis による ZEB2 の発現上昇が上皮細胞の遊走性を高めること、そしてその
効果は ZEB2 を特異的に発現抑制した細胞では阻害されることが明らかとなりました。 
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(4) P. gingivalis と他種細菌との混合感染による相互作用についての検討 
 代表的な口腔常在菌である Streptococcus gordonii と共感染させた際には P. gingivalis によ
る ZEB2 発現誘導が有意に阻害されることがわかりました。このような阻害作用は同じく口腔
内に観察される Fusobacterium nucleatum との共感染では認められませんでした (図 4)。また、
免疫染色およびプロモーターアッセイを用いた解析の結果、S. gordonii は FOXO1 の核内移行
の阻害することによって、P. gingivalis による EMT 誘導を有意に抑制することが明らかとなり
ました。 
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