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研究成果の概要（和文）： 
歯周病原性細菌Porphyromonas gingivalisは細胞内への侵入能を有することが広く知られて

いるが、その細胞内侵入が、どの様な病原性を発揮するか検討した研究は少ない。そこで、本
菌の細胞内侵入によって宿主細胞がどのような反応を示すかについて検討した。その結果、本
菌は、粘膜上皮細胞である KB細胞の炎症性サイトカイン IL-6を強く誘導することが明らかと
なった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

 
Although it has been demonstrated that the periodontal disease pathogen Porphyromonas 

gingivalis is able to invade into various types of cell in the periodontal tissue including 
oral mucosal epithelial cells, there are few studies that examine whether the bacterial 
invasion contribute to the pathogenic mechanisms involved in the lead of the exacerbation 
of the disease. Then, we have investigated the effect of the bacterial invasion on the 
human mucosal epithelial cell line KB cells in this study. Therefore, this study showed 
that the bacterial invasion is able to induce the expression of IL-6 in the cells.  
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１．研究開始当初の背景 
成 人 性 歯 周 疾 患 は 、 Porphyromonas 

gingivalis(P. gingivalis)などの幾つかの
病原性細菌の感染により発症する難治性の
慢性感染症である。最近の研究は、本菌が上
皮細胞内に侵入することを報告している。従
来から、リポ多糖などの本菌の構成成分の病
原性は明らかにされているが、細胞内侵入が、
感染の成立に及ぼす影響と歯周組織の破壊
を如何なる機構で誘導するかについて、完全
には明らかになっておらず、この「秘境」に
科学のメスを入れ、さらに、細胞内侵入細菌
を除去する方法を研究することは、歯周炎の
効果的な予防法や治療法の確立のため、意義
あることと思われる。 
 
２．研究の目的 

わが国では、高齢者の増加とともに歯周
炎患者が増加している。ゆえに、本疾患の
予防のために様々な方法論が確立されつつ
ある。しかしながら、本疾患の発症機構に
おいては、まだ、不明な点も多く、その点
が解明されれば、さらに、効果的な予防法
や治療法が開発できるものと考えている。 
従来より、幾つかの病原性細菌[赤痢菌や

腸管出血性大腸菌(O157H7)など]は、上皮細
胞内侵入能を有し、細胞内侵入によって、
感染初期段階の宿主の防御（免疫）反応を
逃れた後、強力な外毒素により、急激な症
状を誘導すると考えられている。一方、最
近、細胞内への侵入能力を有しているが、
非強毒素産生菌であるブドウ球菌、インフ
ルエンザ菌、緑膿菌、並びにライム病ボレ
リアなどによる感染症の病態は、慢性かつ
難治性であることから、細菌の細胞内侵入
は感染の成立のみならず、慢性化病態の成
立・進行にも密接に関連する可能性が示さ
れている。 
成 人 性 歯 周 疾 患 は 、 Porphyromonas 

gingivalis(P. gingivalis)などの幾つか
の病原性細菌の感染により発症する難治性
の慢性感染症である。最近の研究は、本菌
が上皮細胞内に侵入することを報告してい
る。すでに、リポ多糖などの病原性は明ら
かにされているが、細胞内侵入による歯周
組織の破壊は、完全には明らかになってお
らず、この「秘境」に科学のメスを入れる
ことは、歯周炎の効果的な予防法や治療法
の確立のため、意義あることと思われる。
歯周組織は、狭い部位に多種多様な細胞が
秩序正しく存在するユニークな組織である。
それ故、P. gingivalis の細胞侵入が、細
胞種により様々な反応を誘導し、組織破壊
に繋がると考え実験を企画した。 
口腔粘膜上皮細胞は、歯周組織の最前線

に位置し、絶えず病原性細菌の組織への侵

入を、障壁（バリヤ）として阻害する機能
を有している。そのため、実際の歯周炎に
おいて、歯周ポケット底部の口腔粘膜上皮
細胞は、P. gingivalisが、最初に付着し、
また、細胞内侵入の対象になる細胞群であ
ると考えられ、実際、歯周病患者の歯周ポ
ケット底部の粘膜上皮細胞に本菌の侵入が
確認されている。 
近年、歯周炎の発症に、炎症性サイトカ

インが、密接に関係することが明らかにさ
れている。しかしながら、P. gingivalis
が、口腔粘膜上皮細胞の細胞内侵入によっ
て、粘膜上皮細胞の炎症性サイトカインを
誘導するか否かについての検討はされてい
ない。そこで、本細胞において、炎症性サ
イトカインの一つである Interleukin-6の
発現を、P. gingivalis が誘導するか否か
について、検討を加えた。 
また、前述のように障壁（バリヤ）とし

て機能している粘膜上皮細胞において、
CAP-18やβ２-defensinなどの抗菌タンパク
質発現に関するその細胞侵入の影響を検討
することは、意義あることと考えられる。
また、歯周組織は、狭い部位に多種多様な
細胞が秩序正しく存在するユニークな組織
である。それ故、P. gingivalis の細胞侵
入が、細胞種により様々な反応を誘導し、
組織破壊に繋がる可能性を考え、歯肉線維
芽細胞、歯根膜細胞、並びに骨芽細胞等、
歯周組織を支える細胞群に対しいて、本菌
が、アポトーシス誘導作用を有するか否か
について検討した。 
従って、本研究は、P. gingivalis の細

胞内侵入が、（1）炎症性サイトカイン誘導
作用を有するか否か、（2）歯周組織の抗菌
蛋白質の発現を抑制するか否か、について
検討し、さらに、そのような様々生体への
偽害性を有し、細胞内に侵入した（3）本菌
の除去作用を有した薬品を検索することを
目的として企画されたものである。 
 
 

３． 研究の方法 
（1） 細胞；ヒト粘膜上皮細胞である KB
細胞を使用した。 

（2） P. gingivalis ； P. gingivalis 
ATCC33277株を使用した。 

（3） 細胞内侵入能試験；antibiotic 
protection assay に従い行った。 

（4） 遺伝子発現：Northern blot 法に
て調べた。 

（5） 細胞内侵入阻害剤：MDC、Ouabain、
Colchicine、  Nocodazole 、並びに
Cytochalasin Dを使用した。 

（6） NFκ-B 阻 害剤 ： PDTC、 NAC と
Gliotoxinを使用した。 



 

 

（7） MAPK阻害剤：PD98059と SB202190
を使用した。 

（8） Western blot：Phospho-p38、p38、
Phospho-ERK、並びに、ERKを認識する
抗体を用いて検討した。 

（9） Gel shift assay：NF-B コンセ
ンサス配列の合成プローブを用いた。 

 
４．研究成果 
（1）P. gingivalisの細胞内侵入による IL-6
誘導作用 
 
図-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図-1A に示す様に、P. gingivalis は、KB
細胞の IL-6 遺伝子発現を強く誘導した。ま
た、図-1Bに示す様に、本細胞の IL-6誘導作
用を、タンパク質レベルで確認することが出
来た。 
 
図-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図-2に示す様に、P. gingivalisによって
誘導される KB細胞の IL-6遺伝子発現につい
て、既に本菌の細胞内を阻害する作用を有し
ていることが報告されている薬剤を使用し
検討を行った。その結果、MDC、Ouabain、
Colchicine 、  Nocodazole 、 並 び に
Cytochalasin D は、その IL-6 遺伝子発現を
強く抑制した。実際に、これらの阻害剤は、
実際の本菌の細胞内侵入も強く抑制した。 
 
 
 
 
 
 

図-3 
 
 
 
 
 
 
 

P. gingivalis の細胞内侵入によって誘導
される KB 細胞の IL-6 遺伝子発現に関する
NFκ-B阻害剤（PDTC、NAC、並びに Gliotoxin）
の作用を検討したところ、これらの阻害剤は、
この遺伝子発現誘導作用を、抑制しなかった。
そこで、 MAPK 阻害剤である PD98059 と
SB202190 を使用し検討を行った。その結果、
P. gingivalis 誘導性 Il-6 遺伝子発現は、
MAPK の一つである p38 の阻害剤である
SB202190 によって強く阻害されることが明
らかとなった。 
 
 
（2）P. gingivalisの細胞内侵入による IL-6
誘導作用 
図-4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 種々の口腔上皮細胞の β2-defensin と

CAP-18 の遺伝子発現を RT-PCR 法にて検討し

た。その結果、HSC-2 細胞に、両抗菌蛋白質

の発現が認められた。また、CA細胞に CAP-18

の発現が認められた。そこで、HSC-2 細胞の

CAP-18 遺伝子発現に関して、P. gingivalis
の影響を検討したところ、本菌は、CAP-18遺

伝子発現を強く抑制することが示された（図

-4）。 

 

図-2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

（2）細胞内侵入した P. gingivalis を除去
する抗生物質の検索 
図-5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

幾つかの報告は、細胞内に侵入した細菌に
対する抗生剤を検討し、 Cefixicime と
Ciprofloxacin に、細胞内の細菌を殺滅する
作用を有することが報告されている。そこで、
KB細胞に P. gingivalisを添加し、それらの
抗生物質を作用させ検討したところ、
Ciprofloxacin は、細胞内に侵入した本菌を
殺滅できる可能性が示唆された（図-5）。 

 
これらの結果は、歯周病原性細菌 P. 

gingivalisが、口腔粘膜上皮細胞に侵入する
ことによって、生体の免疫反応をエスケープ
し、感染を成立させるだけでなく、サイトカ
イン誘導と抗菌タンパク質の抑制等によっ
て細胞の生体反応を惹起し、歯周炎の病態形
成に関係することを示した。また、細胞内に
侵入した本菌を Ciprofloxacinは除去できる
可能性を示した。これらの知見は、調べた限
りでは、初めての知見であり価値あるものと
考えられる。 
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