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研究成果の概要（和文）： 歯肉上皮細胞における癌抑制遺伝子 p53 の発現、および P53 のユビ

キチン依存性分解に関わる E3 ユビキチンリガーゼである MDM2 の消長に及ぼす Porphyromonas 
gingivalis 感染の影響を検討したところ、P53 の減少に先立ち、MDM2 の発現量増加とリン酸化

が認められた。また、感染細胞において解糖系代謝経路の亢進がみられことから、同菌の感染

によって MDM2 が活性化し、p53 分解が亢進することで、解糖系の賦活化が引きおこされている

ことが示唆された。 
研究成果の概要（英文）：To assess influences of Porphyromonas gingivalis infection on p53 
and MDM2 (p53 E3 ubiquitin protein ligase) expression, western blot analyses were 
performed. The results indicated that P. gingivalis mild infection activated MDM2, and 
that resulted in p53 reduction. Furthermore, impaired p53 accelerated the glycolysis 
pathway in infected gingival epithelial cells in the same manner as in cancer cells.  
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１．研究開始当初の背景 
(1)最も有力な歯周病原性菌と考えられてい
る P. gingivalis を低い MOI（multiplicity of 
infection; 感染効率）の比較的マイルドな条
件で初代歯肉上皮細胞に感染させた場合，同
菌が細胞内に侵入して抗アポトーシス反応
を誘発し，長期間細胞内で生存すること 
[Yilmaz, O. (2008) Microbiology 
154:2897-2903]，また歯肉上皮細胞の細胞周
期調節および癌化に関与する分子の遺伝子

発現状態に大きな変化が生じることが報告
されている[Handfield, M. et al. (2006) Cell 
Microbiol 7:811-823]． 
(2)申請者らの研究により，P. gingivalis は低
MOI 長時間感染モデルにおいて初代歯肉上
皮細胞の細胞増殖を促進することが明らか
となり，そのメカニズム解明のため抗体アレ
イ法を用いたプロテーム解析を実施した結
果，同菌による感染を受けた初代歯肉上皮細
胞中では p53，PI3K などの癌関連分子や細
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胞周期関連分子の発現量やリン酸化状態に
顕著な変動を生じていることが確認された
[Kuboniwa, M. et al. (2008) Microbes Infect 
10:122-128]． 
２．研究の目的 
本研究においては，いくつかの大規模疫学研
究による報告で注目され始めた，歯周病有病
状態もしくは歯の喪失状態と特定臓器の発
癌リスク亢進の関連性に着目し， そのメカ
ニズムの解明への端緒となる分子細胞学的
研究を実施することを目的とする．特に，こ
れまでの申請者らの研究などから，発癌への
関与の可能性が示唆される歯周病原性菌
Porpyromonas gingivalis に焦点をあて，同
菌の持続的感染によって歯肉上皮細胞に生
じる変化と発癌リスク亢進との関連性につ
いて詳細に検討することとする． 
３．研究の方法 
(1)低 MOI 条件下での P. gingivalis 感染が
癌抑制遺伝子 p53 および MDM2 の消長に及ぼ
す影響についての検討 

MOI=10の条件にてP. gingivalis I型線毛
保有株である ATCC33277 もしくは II 型
線毛保有株である OMZ314 を感染させ、
経時的な p53 タンパク質発現量および
MDM2 タンパク質発現量の変化をウエス
タンブロット法を用いて観察した。 

(2)低 MOI 条件下での P. gingivalis 感染が
癌抑制遺伝子 p53 Ser15 部位のリン酸化に及
ぼす影響についての検討 

MOI=10 の条件にて P. gingivalis 
ATCC33277 もしくは OMZ314 を感染さ
せ、経時的な p53 Ser15 部位のリン酸化の
程度をウエスタンブロット法を用いて観
察した。 

(3)低 MOI 条件下での P. gingivalis 感染が
MDM2 Ser166 部位のリン酸化に及ぼす影響に
ついての検討 

MOI=10 の条件にて P. gingivalis 
ATCC33277 もしくは OMZ314 を感染さ
せ、経時的な MDM2 Ser166 部位のリン
酸化の程度をウエスタンブロット法を用
いて観察した。 

(4) 低 MOI 条件下での P. gingivalis 感染が
歯肉上皮細胞の代謝に及ぼす影響について
の検討 

MOI=10 の条件にて P. gingivalis 
OMZ314 を感染させ、不死化歯肉上皮細
胞の代謝プロファイルの経時的な変化に
ついて、観察をおこなった。研究手法とし
ては、細胞の代謝プロフィルを包括的に解
析することが可能な、キャピラリー電気泳
動—飛行時間型質量分析計によるメタボロ
ーム解析を実施した。 

 
４．研究成果 
（1）ウエスタンブロット法によって，低 MOI

条件下での P. gingivalis感染が癌抑制遺伝
子 p53 およびその分解を担う MDM2 の消長に
及ぼす影響について検討を行ったところ， I
型線毛保有株であるATCC33277感染細胞とII
型線毛保有株である OMZ314 感染細胞とで，
両分子の消長パターンが異なり，OMZ314 感染
細胞においてより顕著に MDM2 の発現誘導と
Ser166 部位のリン酸化による活性化、またそ
れによって引き起こされる p53の発現抑制が
みられた。 
  
（2）ウエスタンブトッロの結果より、低 MOI
条件下での P. gingivalis OMZ314 感染が歯
肉上皮細胞の p53を顕著に抑制することが明
らかとなったため、次に多機能分子 p53 が有
するもうひとつの重要な役割である、代謝に
及ぼす影響についての検討を行った。 
 得られたメタボロームデータについて、主
成分分析および階層化クラスタリング（HCA）
解析を実施したところ、MOI=10 の条件にて
P. gingivalis OMZ314 株に感染させた歯肉上
皮細胞において、感染後１２〜２４時間の時
点で解糖系の顕著な亢進が認められた。p53
の機能不全に陥っている癌細胞においても、
ワールブルク効果と呼ばれる同様の現象が
みられることから、P. gingivalis 感染細胞
における癌化リスク亢進の可能性が示され
た。 
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