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研究成果の概要（和文）：歯周病は歯周組織の炎症および歯槽骨の吸収により、歯の喪失に繋がる口腔内慢性感
染症である。本研究では、歯周病に関連する細菌Porphyromonas gingivalisが産生するプロテアーゼ「ジンジパ
イン」の宿主上皮細胞に対する作用を調べ、PI3K/Akt経路の不活性化をはじめ、その経路の下流の多様なタンパ
ク質に影響を与えていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Peridontal diseases are chronic oral bacterial infectious diseases which 
indicate inflammation of periodontal tissues, alveolar bone loss, and, leading to loss of tooth. In 
this research, Porphyromonas gingivalis, which is one of the most major oral pathogens, produces 
cysteine proteases called as gingipains. The gingipains attenuate PI3 kinase/Akt signaling pathway, 
and Akt downstream proteins, which are mTOR, GSK3, Bad, PRAS40, and MDM2, are also altered the their
 level of phosphorylation by gingipains in gingival epithelial cells. Taken together, their activity
 is disturbed by gingipains in parallel with inactivation of PI3K/Akt.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 Porphyromonas gingivalis ( 以 下 、
P.gingivalis)は慢性歯周炎の病巣から高頻
度に分離される歯周病で最も関連が深い細
菌である。歯周病に関連する細菌の慢性的な
感染は、歯周組織の炎症や歯槽骨の破壊をと
もなう歯周病態の発症と形成に寄与してい
る。歯周病は糖尿病や血管疾患など全身性疾
患と関連性があるとされており、歯周疾患の
理解は関連する全身性疾患との関与を理解
する上でも非常に重要である。歯周病は単一
の細菌による感染ではなく、混合感染として
考えられているため、発症機序や病態の形成
機序に統一見解がなされていないと考えら
れている。またその発症の要因には感染して
いる細菌種だけでなく、宿主の免疫力や口腔
内環境などの多様なバランスも重要な要因
とされており、複雑な疾患である。そこで、
歯周病の病態発症および形成を理解するた
めに、宿主と細菌の感染現象を分子レベルで
明らかにすることを目的とする。 
 
２．研究の目的 
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。そのため歯周病発症機序の分子基盤の構
築のために、我々は歯周病原細菌 P. 
gingivalis と宿主の歯肉上皮細胞との相互
作用によって起こる細胞生物学的現象を明
らかにすることに着目した。本研究では、P. 
gingivalis が産生する病原性プロテアーゼ
ジンジパインに着目し、宿主細胞の細胞機能
制御に重要なシグナル伝達経路 PI3K/Akt 経
路に与える影響を調べた。 
 
３．研究の方法 
研究方法では、歯肉上皮細胞を用いた細菌感
染実験により、ジンジパインによる PI3K/Akt
経路における細胞・分子生物学的アプローチ
により分子解析を行ない、歯周病の発症機序
における関連性を調べた。培養細胞は、ヒト
歯肉上皮細胞 Ca9-22、および正常歯肉上皮細
胞 HGEP(CellnTech)を用いた。培養法はそれ
ぞれ 10%ウシ血清含有 MEMαおよびメーカー
指定培地 CnT-24 を用いて培養を行なった。
Pg は野生株 ATCC33277（WT）とジンジパイン
完全欠損株（KDP136）を用いて multiplicity 
of infection (MOI) of 100 になるように感
染実験を行った。24 well プレートに 1x105

個の Ca9-22 細胞と HGEP 細胞に対して MOI of 
100 で WT と KDP136 を 0, 1, 2, 4 時間で感染
させ、その後細胞溶解液を作製し、Western 
blotting を行った。それぞれ各種リン酸化特
異的抗体にてリン酸化レベルの変化を調べ
た。また 1x105個の細胞に対する WTと KDP136
の細菌数(MOI of 100)を調製し、終濃度 10uM
になるようにジンジパイン特異的阻害剤
（KYT-1/36）で 10 分間処理を行った。その
後、Ca9-22 細胞と HGEP 細胞に対して MOI of 

100 でジンジパイン阻害剤処理および未処理
の WT を４時間まで感染させ、細胞溶解液を
作製し、Western blot 法を行った。WT およ
び KDP136 の感染、およびジンジパイン阻害
剤処理、未処理の WT 感染を行ない、可溶化
した細胞溶解液を SDS-PAGE にてタンパク質
を分離した。分離後、PVDF 膜に転写し、Akt
下流タンパク質 GSK3β, mTOR, Bad, MDM2, 
4EBP, RPS6, p706K に対する各種リン酸化特
異的抗体にて各タンパク質の活性化状態を
示すリン酸化レベルの変化を調べた。 
 
４．研究成果 
WT 感染では GSK3β, mTOR, Bad, MDM2, 4EBP
のリン酸化の低下が認められたが、KDP136 の
感染ではそれらは認められなかった。p70S6K
のリン酸化レベルはいずれの株の感染でも
変化しなかった。一方、RPS6 のリン酸化レベ
ルは、WT 感染でのみ上昇し、Akt 以外の経路
が活性化していることが示唆された。さらに
ジンジパイン阻害剤KYT1/36（各終濃度10uM）
処理した WT感染おいても KDP136 感染と同様
に各種タンパク質のリン酸化レベルに変化
を示さなかった。従って、PI3K/Akt の抑制と
同様に、Akt 下流タンパク質のリン酸化変化
には、ジンジパインの酵素活性が重要である
ことが示唆された。以上の結果から、P. 
gingivalis が産生するジンジパインは PI3K
や Aktの活性抑制によって脱リン酸化された
Akt 下流タンパク質の活性化状態を変化させ
ていることが考えられ、PI3K/Akt 経路が制御
する各種タンパク質の生理的機能への影響
を調べることが必要であると考えられる。一
方で、ジンジパインの作用は PI3K/Akt 経路
の撹乱だけでなく、RPS6 のように Akt 経路以
外の別経路を活性化するなど多様な作用が
示された。今後は、ジンジパインの歯肉上皮
細胞に対する詳細な作用機序を解析し、病態
発症との因果関係やその意義を明らかにし
ていく。 
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