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研究成果の概要（和文）：歯周病原性細菌が心筋梗塞の病変部位から検出され、その発症に深く

関与していると報告されていることから、歯周病原性細菌による心筋梗塞の発症メカニズムに

ついて、様々な報告がなされている。SOCS（サイトカインシグナル抑制因子）は、炎症の制

御機構に大きな役割を果たしていることが報告されている。歯周病は、歯周病原性細菌感染に

より誘導される炎症反応であることから、SOCS 分子に注目した。我々は、歯周病原性細菌感

染マクロファージにおいて、細胞周期停止が誘導されることを解明している。そこで、我々が

開発した感染実験系において、SOCS の炎症応答に対する反応について検証を行ったところ、

SOCS 強発現細胞において、歯周病原性細菌が誘導する細胞周期停止が解除された。さらに、

分子生物学的および遺伝工学的な手法を用いて詳細な解析を加えた。 

 
研究成果の概要（英文）：Atherosclerosis shows a chronic inflammatory process initiated by 

the recruitment of monocyte-derived macrophage into the sub-endothelial arterial space. 

Chronic bacterial infections, including periodontitis, are associated with an increased risk 

of coronary heart diseases. Periodontitis is a chronic inflammatory disease infected with a 

gram-negative periodontopathic bacterium, such as Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans. We previously reported that infection of murine macrophages in 

vitro with the periodontopathic bacterium A. actinomycetemcomitans induced cell cycle 

arrest during phase G1.  In the present study, we investigated the role of suppressor of 

cytokine signaling (SOCS) in induction of the cell cycle in A. 
actinomycetemcomitans-infected macrophages. Our results indicate that intrinsic SOCS-3 

normally activates the expression of cell cycle associated protein, while overexpression of 

SOCS-3 down-regulates p21 expression in infected RAW 264.7 cells, suggesting that 

SOCS-3 has dexterous effects to regulate the cell cycle in macrophages infected with 

periodontopathic bacteria. 
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１．研究開始当初の背景 

近年の介入研究におけるシステマチック
レビューの結果から、歯周治療は全身的な炎
症症状と血管内皮への障害を軽減すること
が示唆されていた。また、高脂質食を与えた
ApoE+/- マ ウ ス に Porphyromonas 
gingivalis を感染させると細胞侵入や TLR2

および TLR4 を介した刺激を契機に、血管内
皮に粥状斑が形成されることが報告されて
おり、歯周病原性細菌が血管内皮局所に感染
することで粥状斑の形成が誘導することが
明らかになりつつある。しかし、歯周病原性
細菌の感染により誘導される宿主応答が、ど
のように粥状斑の形成と結びつくのか、その
詳細な分子メカニズムは未だ不明な点が多
かった。 

 近年、細菌と宿主との相互作用をクオラム
センシングという視点で解析しようという
研究が展開されるようになり、真核細胞が産
生するペプチドやサイトカインが細菌の病
原因子を担う遺伝子を制御していることが
明らかになってきた。しかし、これまでのと
ころ、歯周病原性細菌の全身疾患への関与に
ついての研究は見られない。 

 SOCS （ Suppressor of Cytokine 

Signaling）は JAK に会合し STAT 分子のリ
ン酸化を阻害することで JAK/STAT シグナ
ル伝達経路を遮断する分子として知られ、サ
イトカインや LPS などの受容体から送られ
る刺激により発現が誘導され、当該刺激を抑
制するネガティブフィードバック因子とし
て働く。さらに、その作用で、免疫反応の過
剰な亢進をコントロールしていると考えら
れている。近年、粥状斑が形成される局所に
おいて SOCS1、SOCS3 の発現が誘導され、
粥状斑形成の抑制に関与している可能性が
示唆されており、SOCS の新しい機能として
注目されていた。 

 

２．研究の目的 

近年我々が開発した微小流路チップを用
いた細胞環流培養システムで、血管内環境を
in vitro で再現し、粥状斑形成に関与する因
子をリアルタイムで評価する実験系を構築
していく中で、我々は、SOCS 因子過剰発現
細胞にて、歯周病原性細菌感染細胞に誘導さ
れる細胞周期停止が抑制されることを見出
すことができた。そこで、細菌と宿主細胞の
相互関係に注目し、これらのメカニズム解析
を併せて行うことにした。今回の研究は、こ
れまでのバイオフィルム感染症における細
菌間のクオラムセンシングと全く異なる視
点に立ち、歯周病原性細菌と宿主細胞間のク

オラムセンシングという斬新的な概念で解
析する方法を見据えた研究を目指す。 

 

３．研究の方法 

歯周病原性細菌は、A. 
actinomycetemcomitans Y4 株を使用した。 
JAK に対する選択的チロシンキナーゼ阻害剤
として AG490 を使用した。RAW 細胞と、A. 
actinomycetemcomitans Y4株の感染実験では、
細菌と細胞の比率を 500:1に調整した菌液を
添加し、遠心後、抗生剤含有メディウムで
Wash し、インキュベートした。感染細胞の細
胞周期は、PI 染色を使用したフローサイトメ
ータにて解析を行った。タンパクの発現につ
いてはウエスタンブロッティング解析とＥ
ＬＩＳＡ、遺伝子発現の解析はリアルタイム
RT-PCR 解析を行いました。 
 
４．研究成果 
まず、SOCS 過剰発現細胞を作成した。SOCS

の遺伝子およびタンパクレベルでの発現を
確認したのち、標的因子 jak2 について検証
を加えた。歯周病原性細菌感染にて 3時間で

jak2 遺伝子発現の上昇を確認した。一方で、
SOCS 過剰発現細胞では、発現は抑制されてい
た。さらに、JAK-STAT シグナル経路に関与す
る転写因子 STAT について WB 解析を行った。 
感染後 30 分で、コントロール細胞並びに
SOCS-1 強発現細胞株においてリン酸化の著
明な上昇を認めたが、SOCS-3 強発現細胞株に
おいては、リン酸化は検出されなかった。 
このようなキャラクターをもつ細胞株にて A. 
actinomycetemcomitans 感染がどのようにア



ポトーシスを誘導するかについて検証しま
した。 
 次に細胞周期について FACS 解析（下図）
を行った。歯周病原性細菌感染細胞では、感

染後 12 時間で G1 期停止が認められるが、
SOCS3 過剰発現細胞株においては、誘導され
ないことが明らかになった。 
  次に、細胞周期停止に関与するタンパク
の発現について解析を加えたところ、SOCS3
過剰発現細胞株において、感染細胞ではタン
パク発現が認められなかった。 

 
 
 
 
 以上のように、SOCS3 過剰発現は、歯周病
原性細菌感染が誘導する細胞周期停止を抑
制し、さらに関連因子の発現を抑制すること
が明らかになった。このことから、SOCS が何
らかの抑制メカニズムを持っていることが
示唆された。しかし、我々の研究では、SOCS
は、歯周病感染によって発現がそれほど強く
促されていないことが明らかになっている
ため、SOCS の抑制ターゲットである Jak2 に
注目した。まず、Jak2 インヒビターである
AG490 を前処理した、歯周病原性細菌にて感
染実験を行ったところ、細胞周期に著明な動
きを認めなかった。さらに、細胞周期関連因
子である p21 発現の抑制、cyclinＤの分解抑
制が認められた（下図）。以上より、歯周病
原性感染細胞にて誘導される細胞周期停止
に、JAK-STAT シグナル経路が、関与している
ことが示唆された。 

歯周病原性細菌感染による歯周病の発症
メカニズムに関して、さらに分子生物学的観 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

点から解析を加え、細菌側のクオラムセン
シング機構の解析も進めていくことで、全身
疾患にも影響する歯周病原性細菌の感染に
対する予防策について新たな知見が得られ
ると確信している。 
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