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研究成果の概要（和文）：本研究は、歯周病細菌が作り出すタンパク質の役割に焦点を置き、そのタンパク質が歯周炎
に影響を及ぼすかどうかを調べる研究である。そのタンパク質はヘモグロビンレセプター(HbR)タンパク質というが、H
bRタンパク質はヒト歯肉上皮由来の株化細胞Ca9-22細胞および正常歯肉上皮細胞に作用して、インターロイキン8(IL-8
)の産生を誘導し、HbRタンパク質のIL-8産生に至る分子経路の決定も行なうことができた。従って、HbRタンパク質は
歯肉上皮細胞からIL-8の産生を誘導し、歯周炎と関連する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to clarify about the function of hemoglobin receptor (
HbR) protein from Porphyromonas gingivalis on the host epithelial cells and the relationship with inflamma
tion in the periodontal diseases. Using gingival epithelial cell line Ca9-22 and primary gingivali epithel
ial cells, HbR protein induce interleukin-8 within at least 3 h after stimulation. Moreover, we revealed t
he molecular mechanisms by which HbR protein induced IL-8 production through the activation of p38/CREB an
d Erk1/2/ATF-2, NF-kB Therefore, these results led us to the possibility that HbR protein is associated wi
th periodontitis by innate immun responses.
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１．研究開始当初の背景 
 Porphyromonas gingivalis (以下、Pg)
をはじめとする歯周病原細菌の長期感染は、
歯周病態の形成、および全身性の疾患との
関与が報告されている。歯周病原細菌の感
染局所および周縁部では、歯肉上皮細胞の
破壊に引き続き、歯根膜や歯槽骨の破壊•
吸収が生じ、歯周炎が惹起される。本研究
では、Pgが産生するヘモグロビンレセプタ
ータンパク質(HbR)が、本菌の鉄獲得のため
以外に宿主側へ作用することを調べる。こ
れまでに報告されている HbR と宿主細胞に
対する作用に関する研究は、HbR が破骨前
駆細胞でもある骨髄由来マクロファージ様
細胞に作用して破骨細胞分化を抑制する報
告のみである。 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、HbR による歯肉上皮細
胞への作用を調べ、歯周病への関与を明ら
かにすることが目的である。それが明らか
になれば、HbR は Pgの新規な病原因子とし
て、歯周病態に関与するターゲットと考え
られる。歯周病態における炎症との関連性
を考慮して、ケモカイン・サイトカインの
産生を調べる。 
３．研究の方法 
 Pg 産生 HbR を大腸菌 BL21 でリコンビナン
トタンパク質(rHbR)として発現・調製した。
また一部の調製したHbRを長崎大学口腔病原
細菌学から恵与して頂き、それを使用した。
歯肉上皮細胞は、歯肉由来株化細胞 Ca9-22
と正常歯肉上皮細胞(HGEPs)を使用して、
rHbR を作用させた。 
i) rHbR 作用による Ca9-22 細胞からのサイト
カイン発現の検討―Ca9−22細胞に rHbR(10μ
g/μl)を 12 時間作用させ、細胞の培養上清
中のサイトカインをメンブレン型抗体アレ
イで広範に調べた。 
ii) rHbR 濃度依存的、および経時的作用によ
る IL-8 産生への影響―Ca9-22 細胞へ
rHbR(0-10μg/μl)を 12 時間作用、および
rHbR(10μg/μl)を 0, 3, 6, 12 時間作用さ
せて、IL-8 産生を ELISA にて調べた。 
iii) rHbR による IL-8産生に関する細胞内シ
グナル伝達経路の解析―Ca9-22 細胞へ
rHbR(10μg/μl)を作用(0-120 分間)させ、
MAP kinase経路および転写因子ATF-2, CREB, 
NF-kB の関与について、各種リン酸化抗体を
用いた Western blotting で評価した。 
 
４．研究成果 
 歯肉上皮細胞に対するrHbRの作用を調べ、
rHbR の病原因子としての役割について検討
した。その結果を研究方法に沿って下記に示
す。 
i) rHbR 作用による Ca9-22 細胞からのサイト
カイン発現の検討―Ca9-22 細胞に rHbR を作
用させ、12 時間後の培養上清におけるサイト
カインを抗体アレイで調べた。その結果、
IL-8 の産生が顕著に認められた。 

ii) rHbR 濃度依存的、および経時的作用によ
る IL-8 産生への影響―Ca9-22 細胞に対す
rHbR の作用は、濃度依存的(0-10μg/μl, 12
時間)な IL-8 産生増加、また 10μg/μl rHbR
の作用により 0, 3, 6, 12 時間の経過で IL-8
産生増加が認められた。時間経過の実験では、
3 時間後には産生が認められ、添加後 6 時間
後には既に IL-8 の産生のピークに近い測定
結果を示した。 
iii) rHbR による IL-8産生に関する細胞内シ
グナル伝達経路の解析―はじめに、rHbR(10
μg/μl)を作用(0-120分間)させ、MAP kinase
経路 (p38, Erk1/2, JNK)の活性化について
調べた結果、p38 と Erk1/2 のリン酸化活性の
亢進が認められた。また p38 および Erk1/2
の阻害剤を用いた実験により、rHbR は p38 と
Erk1/2 を活性化していると示唆された。それ
らの阻害剤によって、IL-8 の産生も抑制され
た。従って、rHbR による IL-8 産生は p38 お
よび Erk1/2が重要であることが考えられた。
次に、p38 および Erk1/2 の下流の転写因子
ATF-2, CREB および NF-kB の関与について検
討した。ATF-2, CREBはsiRNA法を用いてIL-8
産生への影響を調べた。その結果、共に rHbR
による IL-8 産生に関与していることが示唆
された。また NF-kB の関与についても阻害剤
BAY11-7082 を用いて調べたところ、IL-8 の
産生を 50%程減少させた。さらには、これら
の転写因子と上流因子を繋ぐ分子カスケー
ドを検討した。その結果、rHbR は p38/CREB, 
Erk1/2/ATF-2,NF-kB の経路を活性化して、
IL-8 産生を誘導していることが考えられた。 
 以上の結果は、Innfection and Immunity 
(2014)に報告した。 
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