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研究成果の概要（和文）：歯肉上皮細胞は口腔における分泌型白血球プロテアーゼインヒビター

（SLPI）の主要な産生細胞であること，また，SLPIは Porphyromonas gingivalis プロテアー

ゼに対して阻害活性を示し，歯肉溝での P. gingivalis 感染に対する自然免疫として機能して

いることが示唆された．さらに，歯肉上皮細胞からの SLPI 産生は P. gingivalis の感染刺激

を通して増強されることが示唆された． 

 
研究成果の概要（英文）：The results indicated that gingival epithelial cells could be a 
substantial producer of secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) that functions 
inhibitory to the pathogenic Porphyromonas gingivalis protease in gingival crevices.  
It was also suggested that the SLPI production could increase in response to P. gingivalis 
through the stimulation with its pathogenic constituents. 
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１．研究開始当初の背景 
 SLPI (分泌型白血球プロテアーゼインヒビ
ター)は粘膜分泌液中に存在するプロテアー
ゼ阻害剤であるが，単なるプロテアーゼ阻害
剤としての役割にとどまらず，粘膜系での病
原微生物に対する感染防御を担う自然免疫
として機能する生体因子であることが示唆
されている．しかし，その作用機序に関して
は依然不明な点が多く，また，口腔における
産生細胞，産生誘導機序，口腔自然免疫にお
ける機能/役割等については明らかにされて

いない．  
 
２．研究の目的 
 本研究では，Hatakeyama，Ohara-Nemoto (本
研究の共同研究者)らにより確立された株化
歯肉上皮細胞，GE1 細胞を用いて，歯肉上皮
細胞が（歯肉溝/歯周ポケットの自然免疫系
において）SLPI産生細胞として十分な機能を
有 し て い る か を 明 ら か に す る ． 次 に
Porphyromonas gingivalisによる GE1細胞か
らの SLPI 産生誘導活性について検討し，P. 
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gingivalis 刺激後の歯肉上皮細胞の SLPI 産
生能の反応性変化を捉える．さらに，リコン
ビナント SLPIを Escherichia coli発現系で
発現させ，得られた rSLPI を用いて SLPI の
P. gingivalis に対する増殖抑制効果とプロ
テアーゼに対する抑制効果について明らか
にする．これらの研究結果より，歯肉溝/歯
周ポケットの自然免疫系における歯肉上皮
細胞の役割を明らかにする． 
 
３．研究の方法 

1) GE1 細胞は，既報に従い，培養 5 日目ごと
に継代培養した．GE1細胞の重層化と SLPI産
生との関連性を検討するため，無刺激および
P. gingivalis の抗原による刺激後の SLPI
産生誘導実験を行い，至適の前培養時間を決
定した． 

2) P. gingivalis ATCC 33277 株を用いて通法
に従い凍結乾燥全菌体（Pg-WC）を得た．P. 
gingivalis LPS（Pg-LPS）は，その凍結乾燥
全菌体より，Hot phenol-water抽出法を 2 度
繰り返して行い，分離，精製した．E. coli
由来の LPSは市販の E. coli 0128:B12株由来
の LPSを，再度，Hot phenol-water 抽出法を
用いて精製し，実験に供した（Ec-LPS）. 

 P. gingivalis 菌体外プロテアーゼ画分は既
報に従い，透析膜上培養から調製した． 

3) GE1細胞の SLPI 産生能は，無刺激状態の GE1
細胞より RNA を抽出し，RT-PCR 法を用いた
SLPI mRNA 発現増強から解析した．抗原とし
ては，Pg-WC，Pg-LPSあるいは Ec-LPSを用い，
さらに，P. gingivalis 刺激後の炎症性サイ
トカイン mRNA 発現についても測定し，SLPI
産生誘導との関連性について解析した． 

4) P. gingivalis菌体外プロテアーゼに対する
SLPIの阻害活性は市販のヒトリコンビナント
SLPI を用いて，MCA 合成基質 （Bz-Arg-MCA
および Z-His-Glu-Lys-MCA）に対する加水分
解活性を指標に検討した． 

 

４．研究成果 
1) 無刺激状態での GE1細胞 の SLPI産生お
よび Pg-LPS 刺激による SLPI 産生誘導： 

 GE1 細胞は無刺激で SLPI mRNA の弱い発現
を示したが，Pg-LPS および Pg-WC 刺激によ
りその発現が著明に増強したことから，歯
肉上皮細胞は無刺激で SLPI を産生してい
るものの，P. gingivalis の付着／刺激に
より反応性に増強されることが明らかとな
った（図 1）． 

  

2) P. gingivalis 抗原による GE1細胞からの

炎症性サイトカイン産生誘導 

 Pg-LPS 刺激により炎症性サイトカイン
（TNF-α，IL-1βおよび IL-6）の産生も誘
導された（図 1）．しかし，炎症性サイトカ
インおよび SLPIの産生誘導がともに刺激後

6-12時間で観察されたことから，Pg-LPSに
よる GE1 細胞からの SLPI 産生誘導は産生
されたサイトカイン（IL-6）による二次的
なものではないことが強く示唆された． 

 

図 1 P. gingivalis 抗原による GE1 細胞から

の SLPIおよび炎症性サイトカイン産生誘導 
  
3) P. gingivalis のプロテアーゼに対する
作用 

 P. gingivalis のプロテアーゼに対する作
用は，Bz-Arg-MCAを基質とした場合には阻
害 効 果 は 認 め ら れ な か っ た が ，
Z-His-Glu-Lys-MCA を基質とした場合には
強い阻害／抑制効果が認められたことから，
SLPI は P. gingivalis の主要プロテアー
ゼの一つである Lys-gingipainに対して強
い抑制効果を示すことが示唆された． 

  
 以上の成績より，歯肉上皮細胞は無刺激で 
SLPIを産生しているものの，P. gingivalis
の付着／刺激により反応性に増強されるこ
とが明らかとなった．また，SLPI は，P. 
gingivalis の病原特異性を担うビルレン
ス因子の一つである Lys-gingipain に対す
る抑制効果を示したことから，歯肉上皮細
胞の自然免疫による P. gingivalis 感染制
御機構に重要な役割を演じていることが強
く示唆された． 
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