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研究成果の概要（和文）：慢性歯周炎は、歯周病原細菌Porphyromonas gingivalisによる感染症である。上皮細
胞は細菌やアレルゲンに対してinterleukin (IL)-33を放出することで慢性アレルギー炎症が誘導される。慢性
歯周炎患者の歯周組織におけるIL-33発現について検討した結果、慢性歯周炎患者の歯肉上皮には著明にIL-33発
現が発現することが明らかとなった。ヒト歯肉上皮細胞にP. gingivalisを感染させると、ジンジパイン依存的
にprotease-activated receptor (PAR)-2を介してIL-33 mRNA発現が亢進することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The cytokine IL-33 is constitutively expressed in epithelial cells and it 
augments Th2 cytokine-mediated inflammatory responses. We aimed to determine the role of the 
periodontal pathogen, Porphyromonas gingivalis, in the enhanced expression of IL-33 in human 
gingival epithelial cells. We detected IL-33 in inflamed gingival epithelium from patients with 
chronic periodontitis, and found that P. gingivalis increased IL- 33 expression in the cytoplasm of 
human gingival epithelial cells in vitro. P. gingivalis gingipain-null mutant KDP136 did not induce 
IL-33 expression. A small interfering RNA for protease-activated receptor-2 (PAR-2) as well as 
inhibitors of phospholipase C, p38 and NF-κB inhibited the expression of IL-33 induced by P. 
gingivalis. These results indicate that the PAR-2/IL-33 axis is promoted by P. gingivalis infection 
in human gingival epithelial cells through a gingipain-dependent mechanism.

研究分野：口腔微生物学・免疫学
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１．研究開始当初の背景 

 慢性歯周炎の病態を形成する直接の原因

は 歯 周 病 関 連 細 菌 Porphyromonas 

gingivalis を主とする感染症であるが、歯

周組織破壊の主体となるのは歯周組織に誘

導される慢性炎症である。P. gingivalisの

排除には IL-12p70 の産生が必要であるこ

とが動物を用いた研究成果から示されてい

るが、P. gingivalisによる樹状細胞からの

IL-12p70 産生能は低く、歯周炎における

Th1/Th2 バランスは Th2 応答が優勢との

研究成果が多いことから、効率的な Th1応

答誘導の欠如が歯周炎の増悪・慢性化に至

ると推測される。また、ジンジパインは

IL-2 を分解することで T 細胞増殖を抑制

させることから、P. gingivalisによる Th2

細胞の分化誘導能は低いことが予測され、

Th2サイトカイン誘導を担う他の因子の存

在が示唆されている。アレルギー誘導性サ

イトカインである IL-33は、Th2サイトカ

イン産生を誘導することによりアレルギー

性炎症の誘導を司るマスターサイトカイン

として注目されている。そこで申請者は、

IL-33 を介するアレルギー性炎症の誘導が、

歯周炎の増悪・慢性化に至るという新規の

概念を着想した。 

２．研究の目的 

 P. gingivalis感染によるヒト歯肉上皮細

胞の IL-33発現誘導機構について、ジンジ

パインによる歯肉上皮細胞由来 IL-33の誘

導機序ならびに IL-33の生理機能を解析す

ることで、歯周炎における IL-33によるア

レルギー性炎症の役割について検討した。 

 始めに、ジンジパインによる歯肉上皮細

胞の IL-33発現誘導に関わるシグナル伝達

機 構 に つ い て 、 protease-activated 

receptor-2 (PAR-2), MAPキナーゼ p38お

よび NF-Bの関与について検討した。 

 他方、IL-33 はサイトカインとしてアレ

ルギー性炎症を誘導する反面、核内因子と

して炎症性シグナルを抑制させる働きが示

唆されている。そこで、ジンジパインによ

り歯肉上皮細胞に誘導された IL-33が、同

細胞のバリア機能を抑制させる可能性につ

いて検討した。 

３．研究の方法 

ヒト歯肉扁平上皮癌細胞株である Ca9-22、

ヒト初代歯肉上皮細胞、ヒト肥満細胞株で

ある HMC-1を供試した。P. gingivalisは

生菌ならびに凍結乾燥処理後の全菌体にて

細胞に添加した。野生型株として W83 株

ならびに ATCC33277株、ジンジパイン欠

損株として KDP136株等 (rgpA rgpB kgp

変異 )を供試した。菌体成分として、P. 

gingivalis精製 fimbriae、P. gingivalis合

成リポペプチドおよび P. gingivalis 由来

LPS を供試した。歯肉上皮細胞を P. 

gingivalisで刺激した際の IL-33 mRNA発

現 (定量性 RT-PCR 法)、リン酸化 p38 の

検出 (Western blot法)および NF-Bプロ

モーター活性 (ルシフェラーゼアッセイ)

を測定した。ジンジパインにより歯肉上皮

細胞内に誘導された IL-33が能動的に細胞

外への分泌について、刺激後の培養上清に

含まれる IL-33 タンパク量を ELISA 法に

て測定した。同時に、同サンプルの培養上

清中に含まれる乳酸脱水素酵素 (LDH)活

性を測定することで、同細胞からの IL-33

産生がネクローシスによる受動的な細胞外

放出である可能性を併せて検討した。

IL-33は核内因子として、NF-Bを介した

炎症性シグナルを抑制させる機能を示す。

P. gingivalis により誘導された細胞内

IL-33 による、歯肉上皮細胞の免疫学的バ

リア機能抑制について、IL-33 siRNA及び

PAR-2 siRNA 導入細胞を用いて、 P. 

gingivalis で感染した際の抗菌ペプチド発

現について定量性PCR法およびELISA法

にて検討した。 

４．研究成果 



 慢 性歯周炎は、歯周病関連細菌

Porphyromonas gingivalis による感染症

であり、歯周組織破壊の原因となる慢性炎

症の病態解明は歯周炎予防における喫緊の

課題である。粘膜組織において、上皮細胞

は細菌やアレルゲンに対して物理的バリア

として機能するだけではなく、これらの刺

激に応答して interleukin (IL)-33, IL-25お

よ び thymic stromal lymphopoietin 

(TSLP)などの上皮性サイトカインを放出

することで慢性アレルギー炎症が誘導され

る。そこで我々は、慢性歯周炎患者の歯周

組織における IL-33発現について検討した

結果、健常な歯周組織にはほとんど IL-33

発現が認められないのに対して、慢性歯周

炎患者の歯肉上皮には著明に IL-33発現が

発現することを明らかにした。次に、ヒト

歯肉上皮細胞を P. gingivalis全菌体で刺激

すると、IL-33 mRNA発現が亢進され、同

作用は本菌が発現するプロテアーゼである

ジンジパインを介して担われることが明ら

かとなった。そこで、IL-33 誘導に関わる

レセプター系について検討した結果、

protease-activated receptor (PAR)-2がジ

ンジパインによる IL-33誘導を担うことが

示された。また、PAR-2下流のシグナル伝

達機構について検討した結果、 P. 

gingivalis による IL-33 発現誘導は

phospholipase C (PLC), MAP kinase p38

ならびに NF-B 経路を介することを見出

した。さらに P. gingivalisによるヒト歯肉

上皮細胞における IL-33タンパク産生機序

について検討した結果、同細胞を P. 

gingivalis で刺激すると、細胞質における

IL-33タンパク発現が著明に増強された。 

 次に、P. gingivalisによりヒト歯肉上皮

細胞に誘導された細胞内 IL-33の免疫学的

機能について、IL-33 が同細胞からの抗菌

ペプチド産生に及ぼす影響を検討した。ヒ

ト歯肉上皮細胞は、抗菌ペプチドである

human -defensin-2 (hBD-2), hBD-3 や

LL-37/hCAP-18を構成的に発現しており、

歯周病原細菌の感染に対して免疫学的バリ

アを担う。P. gingivalis感染による同細胞

からのジンジパイン依存的 IL-33発現誘導

は、LL-37/hCAP-18産生を抑制することを

明らかにした。これらの研究成果から、P. 

gingivalis 感染による歯肉上皮細胞の

IL-33 誘導は自然免疫応答における免疫学

的バリアを破綻させ、慢性炎症を引き起こ

すことが明らかにした。 
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