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研究成果の概要（和文）：慢性歯周炎における慢性炎症は歯周組織を破壊する。本研究は歯周病原細菌感染によ
り好中球が放出する好中球細胞外トラップ(NETs)が口腔粘膜バリアを破壊するメカニズムについて研究を実施し
た。Fusobacterium nucleatumは好中球からNETs放出を誘導し、NETsはMIFを著明に発現していた。F. nucleatum
はマスト細胞からも細胞外トラップ(MCETs)放出を誘導し、MIF発現細胞外トラップはマクロファージに炎症応答
を誘導した。他方、Porphyromonas gingivalisのジンジパインは血管内皮細胞が産生するPAI-1を分解し、血管
内皮の創傷治癒遅延を誘導した。

研究成果の概要（英文）：In chronic periodontitis, periodontal tissue is destroyed by chronic 
inflammation caused by periodontopathogenic bacteria. This study investigated the mechanisms by 
which neutrophil extracellular traps (NETs) released by neutrophils in response to infection with 
periodontopathogenic bacteria disrupt the oral mucosal barrier and exacerbate periodontal disease. 
Fusobacterium nucleatum induced the release of NETs from neutrophils, which markedly expressed 
macrophage migration inhibitory factor. F. nucleatum also released the release of extracellular 
traps from mast cells, which in turn induced an inflammatory response in macrophages. On the other 
hand, gingipains, proteases produced by Porphyromonas gingivalis, degrades plasminogen activator 
inhibitor-1 (PAI-1) produced by endothelial cells and delayed wound healing in the vascular 
endothelium. These findings suggest that chronic inflammation caused by periodontopathogenic 
bacteria induces dysfunction of the oral mucosal barrier.

研究分野：口腔微生物学・免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病は、口のなかに常在する歯周病菌による感染症で、持続的な感染により引き起こされる慢性炎症が歯を支
える顎の骨を破壊する。よって、慢性炎症のメカニズム解明は、歯周病の予防に重要な意味を持つ。本研究は、
歯周病菌が慢性炎症を引き起こし、歯ぐきを支える粘膜バリアを破壊することを明らかにした。歯周病菌の感染
に対して、免疫細胞の好中球やマスト細胞は細胞外トラップと呼ばれるクモの巣状の網を噴射し細菌を破壊する
が、細胞外トラップは炎症も引き起こすことを明らかにした。また、歯周病菌の持つ酵素であるジンジパイン
は、血管の修復を遅延させることを明らかにした。

※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 
（1） 慢性歯周炎の歯周ポケットには、歯周病原細菌の感染に応じて免疫細胞が集積し、実に
8 割以上が好中球である。好中球は歯周病原細菌の感染防御に必須の免疫細胞である反面、好中
球の活性化状態が持続すると慢性炎症が引き起こされ、生体バリアが破綻することで歯周組織
の破壊に至る。 
（2） 好中球は病原微生物に曝露されると好中球細胞外トラップ(neutrophil extracellular 
traps; NETs)という DNA と細胞内容物で構成されるクモの巣状構造物を放出する。NETs には
抗菌ペプチドやプロテアーゼ等が結合しており、NETs に補足された病原微生物は破壊される。
しかしながら、慢性炎症により好中球の NETs 放出が遷延化すると炎症部位の組織は破壊され、
動脈硬化症、糖尿病、関節リウマチ、癌や創傷治癒遅延に関わることが示唆されている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、歯周病原細菌の感染に際して好中球やマスト細胞が放出する細胞外トラップが歯肉
上皮バリアを破綻させるメカニズムについて研究を実施した。具体的な研究内容は次の 3 点で
ある。 
・歯周病原細菌により好中球およびマスト細胞が放出する細胞外トラップ成分の同定 
・歯周病原細菌により放出された細胞外トラップが引き起こす炎症誘導作用の解明 
・歯周病原細菌による細胞外トラップが引き起こす口腔粘膜バリア破綻作用の解明 
 
３．研究の方法 
本研究で供試した細胞および細菌を示す。 
（1）細胞・細菌：細胞外トラップの放出に関わる免疫細胞は、ヒト前骨髄球細胞株 HL-60 を
all-trans retinoic acid で分化誘導した好中球様細胞(以下、好中球を表記)、ヒトマスト細胞株
HMC-1 およびマウス骨髄細胞より IL-3 で分化誘導したマウス骨髄由来マスト細胞(BMMCs)を
供試した。歯周病原細菌は、Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 株、W83 株およびジンジ
パイン欠損株 (KDP129, KDP131, KDP132, KDP133 と KDP136)および Fusobacterium 
nucleatum ATCC 25586 を嫌気培養して供試した。 
（2）細胞外トラップの検出：歯周病原細菌の感染による好中球およびマスト細胞からの細胞外
トラップの検出は、SYTOX green および Pico green 試薬を用いた細胞外 DNA の染色ならびに
ウェスタンブロット法によるシトルリン化ヒストン H3 の検出にて実施した。 
（3）細胞外トラップ成分の解析：感染後の細胞を DNase およびピペッティングにより回収し
た細胞外トラップに結合する分子は、メンブレンアレイ法により網羅的に解析した。 
（4）細胞外トラップによる炎症応答の誘導：細胞外トラップがマクロファージに炎症を誘導す
る可能性について、ヒト単球系細胞株 THP-1 を活性型ビタミン D3 誘導体 OCT で分化誘導し
たマクロファージを細胞外トラップで刺激し、炎症性サイトカイン(IL-1b, IL-6 と IL-8)産生を
ELISA 法で測定した。 
（5）血管内皮細胞の plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)分解：ヒト臍帯静脈血管内皮細胞
(HUVEC)を P. gingivalis で刺激後、培養上清の PAI-1レベルを ELISA 法で測定した。また、
ヒトリコンビナント PAI-1 を精製ジンジパインで処理後、抗 PAI-1 抗体を用いたウェスタンブ
ロット法および銀染色により PAI-1 タンパク分解を検出した。 
（6）細胞外トラップによる炎症応答の誘導：P. gingivalis 感染による血管内皮の創傷治癒への
影響は、HUVEC に用いた in vitro scratch asay で評価した。単層培養後の HUVEC に創傷を
形成し、ヒトリコンビナント PAI-1、PAI-1 阻害剤 PAI-039 および PAI-1 受容体 low-density 
lipoprotein (LRP)アンタゴニスト receptor-associated protein (RAP)の存在下で治癒速度を測
定した。 
 
４．研究成果 
F. nucleatum感染による好中球の NETs放出と NETsによる transendothelial migration作用 
 始めに、好中球に F. nucleatum を感染させると著明な細胞外 DNA の放出が観察され、同
DNA はシトルリン化ヒストン H3 を発現することから、F. nucleautm は NETosis を誘導した
ことが明らかにされた。分離した NETs に発現する分子群を解析した結果、好中球エラスター
ゼ、抗菌ペプチド LL-37、IL-8、CCL2 ならびに macrophage migration inhibitory factor (MIF)
を高発現したことから、同 NETs は炎症誘導を有することが示唆された。興味深いことに F. 
nucleatum により好中球が放出した NETs は MIF を著明に発現するのに対して、培養上清に
MIF はほとんど検出されなかったことから、MIF は NETs に結合することが明らかとなった。
そこで、NETs が血管内皮細胞に炎症を誘導する可能性について、HUVEC の接着分子である
ICAM-1発現をフローサイトメトリー法で測定した。NETs刺激により HUVEC の ICAM-1発
現は著明に亢進したのに対し、NETs をセリンプロテアーゼ阻害剤 PMSF で前処理すると、
ICAM-1発現亢進は消失した。それに対して NETs を MIF アンタゴニスト ISO-1 で前処理して



も ICAM-1発現亢進は変化しなかった。また、Transwellフィルター上で単層培養した HUVEC
を介する単球の遊走実験(transendothelial migration)の結果、NETs で刺激した HUVEC は著
明に細胞遊走を亢進させるこ
とが示され、細胞遊走の亢進
は NETs を ISO-1 で前処理す
るとほぼ完全に消失した。以
上の結果から、NETs に発現
する好中球エラスターゼは血
管内皮細胞の ICAM-1発現を
亢進させてマクロファージの
接着を促進させ、NETs に発
現する MIF は血管内皮細胞
から結合組織への細胞誘導を
亢進させることが明らかとな
った（右図）。 
 
F. nucleatum感染によるマスト細胞のMCETs放出とMCETsによる炎症応答の誘導 
 次に、ヒトマスト細胞株 HMC-1 に F. nucleatum を感染させると、好中球と同様に著明な細
胞外 DNA 放出が観察され、シトルリン化ヒストン H3発現の解析結果から、同 DNA は細胞外
トラップ(mast cell extracellular traps; MCETs)であることが明らかとなった。サイトカインア
レイ法および ELISA 法の実験結果から、F. nucleatum 感染によりヒト HMC-1 ならびにマウス
BMMCs が放出した MCETs は、NETs を同様に MIF を発現していた。F. nucleatum により放
出された MCETs における MIF発現に関わる菌体成分について検討した結果、F. nucleatum の
細胞壁成分であるリポ多糖(lipopolysaccharide; LPS)が MIF 発現を誘導することが明らかとな
った。さらに、MCETs における MIF 発現は F. nucleatum 死菌の刺激および微小管阻害剤
nocodazole の前処理により低下したことから、F. 
nucleatum 生菌によるマスト細胞への細胞無内寄生によ
り MIF が結合した MCETs が細胞外に放出されることが
示唆された。次に MCETs の MIF 発現誘導における F. 
nucleatum LPS認識に関わるマスト細胞の受容体につい
て、細胞質の LPS受容体であるヒト caspase-4/5 (マウス
caspase-11)の関与を検討した。F. nucleatum 生菌ならび
に同 LPS 刺激により caspase-4 が活性化し、caspase-4
阻害剤により MCETs の MIF発現は有意に抑制された。
一方、F. nucleatum 感染によるマスト細胞の MCETs 放
出量は、caspase-4非依存的であることから、マスト細胞
は細胞質に侵入した F. nucleatum 由来 LPS を caspase-
4 で認識し、MCETs における MIF 発現を亢進させるこ
とが明らかとなった（右図）。 
 
P. gingivalisジンジパインによる PAI-1分解は血管内皮細胞の創傷治癒を遅延させる 
 血管内皮細胞から構成的に産生される PAI-1 は分子で、線溶系の恒常性維持に重要な役割を
担う。また、PAI-1 は血管損傷に伴う血管修復における血管内皮細胞の細胞遊走を誘導すること
で血管バリアの維持に必要不可欠である。歯周病の臨床症状として、歯周ポケットからの持続的
な出血があることから、P. gingivalis 感染が血管バリアに及ぼす影響について PAI-1 に着目し
て検討した。HUVEC に P. gingivalis を感染させると、同細胞から産生される PAI-1レベルが
著しく低下した。P. gingivalis による
PAI-1 レベル低下は、生菌のみならず凍
結乾燥菌体や同菌由来 outer membrane 
vesicles でも観察されたことから、PAI-1
レベル低下は生菌による感染は関与しな
いことが示唆された。次に、P. gingivalis
が産生するシステインプロテアーゼであ
るジンジパインが PAI-1 をタンパク分解
する可能性について検討した結果、P. 
gingivalis ジ ン ジ パ イ ン 欠 損 株 は
HUVEC の PAI-1レベルが低下せず、精
製ジンジパインはヒトリコンビナント
PAI-1 を分解することが明らかにされ
た。そこで P. gingivalis が血管内皮細胞
の創傷治癒に影響を及ぼす可能性につい
て in vitro scratch assay で検討した。
HUVEC 単層培養に創傷を作製すると



24 時間後に創傷はほぼ完全に治癒するが、PAI-1 阻害剤存在下では創傷はほとんど治癒しなか
ったことから、HUVEC による創傷治癒は PAI-1 が関わることが示された。興味深いことに P. 
gingivalis 存在下では HUVEC の創傷治癒が有意に遅延し、同作用はジンジパイン欠損株では
みられなかった。さらに、精製ジンジパイン K は創傷治癒の遅延を誘導した。以上の研究成果
から、P. gingivalis 感染ではジンジパインによる PAI-1 分解が血管内皮の創傷治癒を遅延させ
血管バリアを破綻させることが明らかとなり、歯周ポケットにおける出血や P. gingivalis の血
管内侵入に至る可能性が示唆された（前頁図）。 
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