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研究成果の概要（和文）：ヒトの上皮細胞は細菌感染や喫煙によるタバコ煙などの為害性のある環境因子に対する防御
的役割を担っている。現在，タバコ煙が宿主細胞の機能に及ぼす影響の詳細については明らかにされていない。そこで
今回，タバコ煙抽出物（CSC)がヒト歯肉上皮細胞の創傷治癒，および代表的な歯周病原細菌であるPorphyromonas ging
ivalisとの相互作用に及ぼす影響について検討した。その結果，低濃度のCSCは，歯肉上皮細胞の細胞骨格やインテグ
リンの発現を変化させることにより，P. gingivalisの細胞内進入を促していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Epithelial cells are recognized as the first line of defense against bacterial 
infection and environmental harmful stimuli such as cigarette smoke (CS). Currently, mechanisms by which 
CS affects cellular functions remain uncertain. We therefore investigated the effects of CS condensate 
(CSC) on in vitro wound closure of human gingival epithelial cells and their potential interactions with 
a major periodontal pathogen, Porphyromonas gingivalis. Low concentrations of CSC increased invasion of 
human gingival epithelial cells by P. gingivalis and induced changes in cytoskeleton and integrin 
expression, thereby modulating the cell migration.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
歯周疾患のリスクファクターには環境因

子，細菌因子，宿主因子があるが，なかでも
喫煙は環境面における重大なリスクファク
ターである。一方，歯周炎は歯周病原細菌に
よる感染およびその生体反応であり，とくに
Porphyromonas gingivalis は，様々な形で病因
に関与している。喫煙は宿主因子と細菌因子
の双方に作用することは明らかであること
から，喫煙が歯周病の発症と進展，そして歯
周病治療に及ぼす影響を明らかにするうえ
で，宿主細胞と歯周病原細菌との相互作用の
視点からも検討する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究は歯周炎の発症・進展における喫煙

の影響の一端を、歯周病原細菌と宿主細胞と
の相互作用に焦点をあてて解明すべく、具体
的には，タバコ煙が歯肉上皮細胞の機能，そ
して P. gingivalis の細胞内侵入に及ぼす影響
を検討した。 
 
３．研究の方法 
 宿主細胞として，ヒト歯肉上皮細胞
（Ca9-22）を，タバコ煙としてタバコ煙抽出
物（Cigarette Smoke Condensate）を使用した。
供試細菌として P. gingivalis ATCC 33722 を用
いた。ヒト歯肉上皮細胞 Ca9-22 を 10% FBS 
添加 MEM にてコンフルエントに達するまで
培養した。予備実験で決定した濃度のニコチ
ンまたはタバコ煙抽出液 (CSC)を 24 h 作用
させた後，細胞の生死はトリパンブルー排除
試験，細胞増殖能は WST-1，遊走能は wound 
healing assay にて評価を行った。CSC 添加後
の細胞形態は位相差顕微鏡で，細胞骨格は共
焦点レーザー顕微鏡（CSLM）にて観察した。  
遊走に関与しているとの報告がある

integrin α3 の発現局在を共焦点レーザー顕微
鏡 (CSLM) にて観察した。さらに integrin α3 
の mRNA 発現を real-time RT-PCR を用いて
定量した。以上の実験は，P. gingivalis の感染
下 (MOI= 100, 2 h) でも行った。 
細胞内侵入は，各種濃度の CSC を 24 h 作

用させ，P. gingivalis を MOI=100 の条件で 2
時間感染させた。Saito et al. (FEMS Immunol 
Med Microbiol 2008)の方法に従って antibiotic 
protection assay を使用して侵入率を評価する
とともに，侵入状況は CSLM で確認した。 
 
４．研究成果 

 
(1) 喫煙者の唾液中濃度に相当するニコチン
濃度の範囲において，Ca9-22 の細胞生死と増
殖能に変化は認められなかった。CSC 濃度 
0.1-50 µg/ml では Ca9-22 の遊走能に濃度依存
性の促進が認められ，細胞形態および細胞骨
格に変化が観察された。250 µg/ml (ニコチン
濃度約 6.0 µg/ml ) 以上の CSC 濃度では遊走
能の抑制が認められたことから，CSC は濃度
により歯肉上皮細胞の遊走能に二相性の影

響を及ぼし，これには細胞骨格の変化が関与
していることが示唆された。 
 
(2) Ca9-22の創傷閉鎖について，wound healing 
assay を使用し検討した結果，scratch 側に近
接した細胞において integrin α3 の発現の亢進
が観察され（図 1），さらに mRNA 量も約 2
倍の増加を示した。一方，P. gingivalis を感染
させると Ca9-22 の遊走能，integrin α3 の発現
は全体的に抑制され， CSC による促進傾向
は認められなかった。以上の結果から，CSC
が及ぼすヒト歯肉上皮細胞の遊走能への二
相性の影響には，細胞骨格と integrin 発現の
変化が関与していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1 CSC曝露下のヒト歯肉上皮細胞のWound 
healing における integrin α3 の発現 (Imamura 
et al., J Periodontal Res 50:411-421, 2015)。 
 
(2) 歯肉上皮細胞への P. gingivalis 侵入率は
CSC 1 µg/mlの濃度で有意に高い値を示した。
細胞内外の細菌を染め分ける二重染色法を
使用した共焦点レーザー顕微鏡での観察に
おいても，この濃度において最も多くの P. 
gingivalisのCa9-22への侵入が確認された（図
2）。 

 
図 2 CSC 曝露下のヒト歯肉上皮細胞への P. 
gingivalis の侵入（Imamura et al., J Periodontal 
Res 50:411-421, 2015）。赤は細胞内に侵入した
P. gingivalis，黄色は細胞外の菌。 
 
以上のことから，低濃度の CSC は，歯肉上

皮細胞の細胞骨格やインテグリン発現を制
御することにより，P. gingivalis の歯肉上皮細
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胞への侵入を促す可能性が示唆された。 
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