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研究成果の概要（和文）：Aggregatibacter actinomycetemcomitansはTGF-betaレセプターのリン酸化，さらにsmad2の
リン酸化を介して歯肉上皮細胞のアポトーシスを誘導した。また歯肉上皮細胞において，イルソグラジンマレイン酸，
アンホテリシンB, アジスロマイシン，ドクダミがA.　actinomycetemcomitans刺激下で上昇するIL-8の産生を抑制する
ことを報告してきた。この歯肉上皮細胞におけるIL-8産生制御のメカニズムの一つとしてERKシグナルの関与を解明し
た。以上から，上記シグナルの制御によって歯肉上皮細胞の機能制御を行い，歯周病予防が可能であることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Smad2 was involved in Aggregatibacter actinomycetemcomitans-induced apoptosis in 
human gingival epithelial cells. In addition, irsogladine maleate, amphotericin B, azithromycin, and 
Houttuynia cordata down-regulated A. actinomycetemcomitans-induced increase of IL-8 through ERK signaling 
in human gingival epithelial cells. These findings suggested that the regulation of these cascades may 
lead the prevention of periodontal disease　by regulating the function of gingival epithelium.

研究分野： 歯周病学
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１．研究開始当初の背景 

国民の健康意識の高まりとともに高齢者

の残存歯数は年々増加している。多数の歯が

残存するということは，高齢者の齲蝕や歯周

病の罹患歯が増加することにも繋がり，治療

予防の新たな戦略が求められている。特に歯

周病は糖尿病などの全身疾患への影響が解

明され，高齢者の健康を守るには歯周病の予

防は不可欠である。ブラッシングによる細菌

バイオフィルム（プラーク）の除去は歯周病

予防に有効であるが，身体的・精神的理由か

ら高齢者には困難になることも多い。したが

って効果的で安全性の高い歯周病の予防法

の開発は急務である。 

歯周病の予防法としては，①寄生体である

歯周病原細菌をターゲットとする方法と②

宿主機能を制御する方法の2つが考えられる。

歯周病原細菌をコントロールすることは極

めて重要であるが，多種多様な細菌から構成

される口腔内細菌叢の中で歯周病原細菌だ

けをターゲットとする予防法の確立は困難

である。一方，宿主機能を制御する予防法は

より安全性が高いと考えられるが，諸外国や

本国内において申請者らの研究を除いてほ

とんど研究されていない。歯周病の成立には

上皮細胞が重要な役割を果たしていること

から，本研究では歯肉上皮細胞の機能を制御

する新しい概念の歯周病予防法を確立する

ための基礎的研究を行う。 

 

 

２．研究の目的 

これまでに，防護系胃潰瘍治療薬として実

際に臨床応用されているイルソグラジンマ

レイン酸が歯肉上皮細胞においても，バリア

ー機能の低下を回復することを報告した。歯

周病の発症・進行に歯肉接合上皮の細胞間バ

リアー機能は深く関与する。バリアー機能の

低下は，細菌の直接の作用以外に，炎症性サ

イトカインやアポトーシスによって誘導さ

れ，細胞間接着装置が関与すると考えられて

いるが，未だ不明な点が多い。特にアポトー

シスは自己を守るための生物応答でもある

が，アポトーシスシグナルによって上皮細胞

のバリアーの破壊が起こり，その結果として

炎症が波及することが報告されている。本研

究では，特にアポトーシス関連遺伝子と細胞

間接着装置との関連に着目して，上皮バリア

ー機能低下のメカニズムを解明し，さらにイ

ルソグラジンマレイン酸を用いた制御メカ

ニズムについて検討する。 

また，イルソグラジンマレイン酸の他にも

漢方薬などの natural product を始め，歯周

病予防に応用できる可能性のある薬剤につ

いても検討を行い，イルソグラジンマレイン

酸の作用機序との検討を行う。 

 

 

３．研究の方法 

 ヒト歯肉上皮から遊離させたヒト歯肉上

皮細胞(HGEC)または，不死化したヒト歯肉上

皮 細 胞 株 (OBA9) を 培 養 し 死 菌

Aggregatibacter actinomycetemcomitans を

作用させた後, タンパクを抽出し, リン酸

化 smad2, cleaved caspase-3 をウェスタン

ブロット法によって評価した。また，

TGF-beta レ セ プ タ ー イ ン ヒ ビ タ ー や

TGF-beta レセプターsiRNA 導入によって，

TGF-レセプターの関与を調べた。歯肉上皮

細胞のアポトーシスはTUNEL法にて分析した。 

 また，培養歯肉上皮細胞(HGEC)にイルソグ

ラジンマレイン酸，抗真菌薬アンホテリシン

B, 抗菌薬アジスロマイシン，漢方薬ドクダ

ミ で の 前 処 理 を 行 い ， A. 

actinomycetemcomitans で刺激後,炎症関連

タンパク発現，ERK のリン酸化を検討した。 

 

 

４．研究成果 

 歯肉上皮細胞において細菌刺激が誘導す



るアポトーシスシグナルを検討するために，

smad2 シグナルに注目した。 まず， 

caspase-3 発現と TUNEL assay から，A. 

actinomycetemcomitans 刺激は歯肉上皮細胞

のアポトーシスを誘導することが確認され

た。さらに，SMAD2 リン酸化，アポトーシス

関連遺伝子について解析を行ったところ，A. 

actinomycetemcomitans 刺激は SMAD2 リン酸

化を促進，抗アポトーシス遺伝子は減少，ア

ポトーシス促進遺伝子は増加することが確

認された（図１）。これまでに細菌と smad2

リン酸化の関わりに関する報告はなく，

smad2 の制御による歯周組織の炎症の制御が

可能となることが示唆される。 

 

 
（図１）A. actinomycetemcomitans 刺激下の

HGEC 及び OBA9 における smad2 のリン酸化 

（A）HGEC，作用濃度に対する影響，1時間刺

激（B）HGEC, 作用時間に対する影響 A. 

actinomycetemcomitans  107 cell/well  

(C)OBA9, 作 用 時 間 に 対 す る 影 響  A. 

actinomycetemcomitans 刺激は smad2 のリン

酸化を促進した。  

 

この細菌刺激に対するsmad2のリン酸化メカ

ニズムを解明するために，smad2 リン酸化経

路としてよく知られている TGF-beta レセプ

ターリン酸化を検討した。実際に，A. 

actinomycetemcomitans 刺 激 に よ っ て

TGF-beta レセプターのリン酸化が免疫沈降

によって確認された。さらに siRNA 導入，

TGF-beta レ セ プ タ ー I イ ン ヒ ビ タ ー

(SB431542)を用いた抑制実験によって A. 

actinomycetemcomitans 刺激によるsmad2リ

ン酸化は TGF-beta レセプターリン酸化を介

していることが示唆された（図２）。 

 

 
（図２）A. actinomycetemcomitans 刺激で誘

導された OBA9 の smad2 のリン酸化促進は，

TGF-beta レセプターI siRNA導入によって抑

制された。 

 

次に，このカスケードが歯肉上皮細胞のア

ポトーシスに関与するかどうかを検討した。

TGF-beta レセプターI siRNA導入， SB431542

は A. actinomycetemcomitans 刺激下の歯肉

上皮細胞の発現する cleaved caspase-3 の上

昇，TUNEL 陽性細胞を抑制した。その結果，

TGF-beta レセプターの抑制またはノックダ

ウンは歯肉上皮細胞のアポトーシスを抑制

した。 以上から，A. actinomycetemcomitans

は TGF-beta レセプター/smad2 シグナリング

を介して，アポトーシスを誘導する可能性が

示唆された。 

 



 

（図 3） TGF-beta レセプターノックダウン

は ， 歯 肉 上 皮 細 胞 に お い て ， A. 

actinomycetemcomitans が誘導した cleaved 

caspase-3 の発現増加，TUNEL 陽性細胞の増

加を抑制した。 

このメカニズムについては，細菌が直接レ

セプターに結合しリン酸化を活性化させる

系と間接的にレセプターをリン酸化する系

が考えられる。アポトーシスによって歯肉上

皮のバリアー機能が低下することが報告さ

れている。したがって，本研究から smad2 の

発現制御により，歯肉上皮細胞のバリアー機

能を制御できる可能性が示唆された。  

一方で，歯肉上皮細胞のバリアー機能をイ

ルソグラジンマレイン酸が制御することを

すでに報告してきた。今回は，バリアー機能

に加えて，A. actinomycetemcomitans 存在下

の歯肉上皮細胞が産生する ICAM-1, MMP-3, 

IL-6 などの炎症関連因子の発現誘導を抑制

することを in vitro, あるいは in vivo で示

した。さらに，イルソグラジンマレイン酸が，

A. actinomycetemcomitans と 同 様 に

Porphyromonas gingivalisによって増加する

IL-8 を抑制することを報告した。また，アン

ホテリシン B, アジスロマイシン，ドクダミ

などが A. actinomycetemcomitans 刺激下で

上昇する IL-8 の産生を抑制することを報告

してきた。この歯肉上皮細胞における IL-8

産生制御のメカニズムの一つとしてERKシグ

ナルの関与を解明した。 

これらの一連の報告から，本研究課題であ

るイルソグラジンマレイン酸による歯肉上

皮細胞機能の制御メカニズムが明らかにな

ったとともに他の薬剤の作用部位と比較検

討することによってより詳細なメカニズム

が解明され，歯周病予防薬の開発において必

須のデータとなると思われる。 
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