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研究成果の概要（和文）：本研究では、P.gingivalis由来LPSをヒト歯周組織由来細胞に長期間作用させた際の
エピジェネティクス変化について研究した。ヒト歯周組織由来線維芽細胞へのLPS長期刺激により、fibronectin
 type III（FN）、αI(XII)collagen(XII-collagen)及び細胞外基質タンパク関連遺伝子のDNA高メチル化とmRNA
発現減少を認めた。タンパク質解析でもXII-collagenとFNの発現が減少し、脱メチル化剤により発現回復した。
この結果、歯周病原菌由来LPSは、エピジェネティクス修飾を介した遺伝子発現低下により歯周疾患の発症や進
行に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated epigenetics change when P. gingivalis-derived
 LPS was allowed to act on human gingival fibroblasts for a long time. LPS chronic stimulation was 
given to human gingival fibroblasts, DNA hypermethylation and mRNA expression decrease of 
fibronectin type III (FN), αI (XII) collagen (XII-collagen) and extracellular matrix protein 
related genes were observed . Protein analysis also reduced the expression of XII-collagen and FN 
and its expression was restored by demethylating agent.These result suggest that periodontal 
pathogen-derived LPS is involved in the pathogenesis and progression of periodontal disease due to 
gene expression reduction through epigenetic modification.

研究分野：臨床口腔病理
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１． 研究開始当初の背景 

多くの疾病の発症には素因や遺伝的要因を

初めとした内因と、環境因子である外因が関

わっている。環境因子により影響を受ける遺

伝子の表現系のエピジェネティクスは、DNA

の塩基配列の変化を伴わず遺伝子発現が変

化する現象であり、その代表的なものに DNA

メチル化修飾やヒストンの化学修飾がある。

これらのエピジェネティックな遺伝子の修

飾は、これまでのところ悪性腫瘍発生に関わ

る研究が大半を占め、これ以外にも、糖尿病、

アレルギー、自己免疫疾患、精神疾患などで

の関与も指摘されてきており、Common 

disease を含めた多くの疾患の病態にエピジ

ェネティック修飾の関与していることが推

測されている。 

最 近 、 歯 周 病 原 菌 の ひ と つ で あ る

Porphyromonas gingivalis 由来の LPS が歯

根膜由来線維芽細胞の骨芽細胞転写因子で

あるRUNX2遺伝子の高メチル化と脱アセチル

化を引き起こすことを明らかにし (J 

Microbiol Immunol Infect, 2012)、歯周炎

発症進行へのエピジェネティックな関与が

示された。 

 歯周炎に関わる環境因子としての多くは、

歯周病原菌の感染によるのは周知のところ

であるが、口腔内で長時間にわたり歯周病原

菌に曝されている環境下にあることもエピ

ジェネティクス修飾に関与すると予測され

る。 また、歯周病原菌（Porphyromonas 

gingivalis 等）から産生されている物質（酪

酸）には、ヒストンアセチル化により遺伝子

発現制御作用を示すものがあり、歯周病原菌

産生物によるヒストンアセチル化修飾が歯

肉炎発症や免疫能とも関与しているものと

推測される。 

 このことから、口腔内環境では歯周病原菌

が直接的あるいは間接的にエピジェネティ

クスを誘発し、歯周病の発症・進行に関連し

ている可能性が考えられる。 

 

２． 研究の目的 

 本研究では、歯周組織由来細胞における歯

周病原菌のエピジェネティック修飾につい

て網羅的に解析し、治療や進行予防に意義の

あるエピジェネティックスを同定すること

を目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）細胞培養  

ヒト歯根膜線維芽細胞(LONZA) を 10%FBS 含

有 DMEM にて前培養後、DMEM に P. gingivalis 

(ATCC 33277) 由来 LPS  (WAKO, 1μg/ml) を

添加したものと非添加したものを3日間ずつ

交互に交換し、1〜4 ヶ月間培養した。 

 

（２）DNA メチレーションアレイ解析 

DNA は精製後、cytidine 5-dUTP (Cy5) およ

び cytidine 3-dUTP (Cy3) にて蛍光ラべリン

グ、Human CpG islands 224k array に DNA

を Hybridize, DNA Microarray Scanner 

(Agilent technology) にて解析した。 

 

（３）MSP 法による XII-collagen および FN

のプロモーター領域の DNA メチル化解析は、

fibronectin type III （ FN ） お よ び α

I(XII)collagen (XII-collagen)DNAz のメチ

レーションアレイ結果の再現性の確認目的

で行った。LPS 添加細胞より DNA を抽出後、

QIAGEN EpiTect® Plus DNA Bisulfite Kitに

よ り Bisulfite 処 理 を 行 い 、

Methylation-Specific PCR (SYBR® Green)に

て解析した。 

 

（４）定量的real-time PCR法によるmRNA発現

解析 

LPS添加長期培養後の細胞から、Trizol 

Regent®を用いてtotal RNAを抽出後cDNAを作

成 した。得られた cDNA は 、 FN お よ び

XII-collagenの特異的PCRを用いて定量的



real-time PCR法 (SYBR® Green、ΔΔCT法)

を行った。 

 

（５）XII-collagenおよびFNの蛋白発現解析 

CELISA 法 (Bioo Scientifc®) による蛋白発

現解析を行った。長期LPS添加細胞を、96well 

plateに再播種24時間後、In Cell ELISA Kit

の protocol に従い、GAPDH、FANK1 COL12A1

に対する抗体を用いて行った。反応後の

plate は、Micro plate 

reader にて 450nm の吸光度を測定した。 

 

４．研究成果 

（１）DNAメチレーションアレイ解析 

 P.gingivalis由来LPSを、ヒト歯肉由来線維

芽細胞に１ヶ月作用させDNAを解析したとこ

ろ、αI(XII)collagen(XII-collagen)の プロ

モータ領域の９箇所、FANK1(FN)では７箇所の

CpG DNA高メチル化領域が確認された。 

 

（２）MSP法によるXII-collagenおよびFNのプ

ロモーター領域のDNAメチル化解析 

 ヒト歯肉由来線維芽細胞にLPS長期刺激(1

〜４ヶ月間)を与え、メチル化特異的PCRであ

る定量的MSP法でもDNA高メチル化が確認され、

メチレーションアレイデータと再現性のある

結果が得られた。 

 
 

（ ３ ） 定 量 的 real-time PCR 法 に よ る

XII-collagenおよびFNの長期培養によるmRNA

発現解析 

 高 メ チ ル 化 の み ら れ た 両 遺 伝 子

XII-collagenとFANK1は、RT-PCRにより有意な

mRNA発現減少を認め、この現象にはDNAメチル

化が関与していることが考えられた。 

さらに、XII-collagenやFN以外の細胞外基質

タンパク(ECM)関連の７遺伝子のmRNA発現に

おいてもDNA高メチル化が起こっており、ECM

関連遺伝子が歯肉線維芽細胞のエピジェネテ

ィクスに強く影響していることが考えられた。 

 

 

（４）XII-collagenおよびFNの長期培養１ヶ

月の蛋白発現変化 

ECM関連遺伝子とDNAメチル化の関連性につい

てCELISA法によるタンパク質解析で、

XII-collagenとFANK1の有意な発現減少が認

められた。さらに、これらのmRNA及び蛋白発

現の減少は、脱メチル化剤5-Azaにより発現回

復を認めた。 

 

 

 これらのことから、P.gingivalis由来LPS

の長期刺激はDNAメチル化と強く関連してお

り、歯周疾患の発症や増悪にエピジェネティ

クス修飾が影響していることが示唆された。 
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