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研究成果の概要（和文）：本研究では定量実験法を用いて歯周病原細菌の上皮バリア突破能を明らかにするとと
もに，SLPIによる抑制作用について検討した．その結果，今回用いたすべての歯周病原細菌は有意の上皮バリア
突破能を有していること，そのルートはP. gingivalisが両ルートを，その他の菌ではtranscellularルートが主
要ルートであることが明らかとなった．SLPIはP. gingivalisのジンジパイン活性を一部阻害したが，P. 
gingivalis の組織内侵入に対する明確な抑制作用は認められなかった．それ故，SLPIは単独で歯周病原細菌の
組織侵入を抑制して感染制御に働くには十分でないことが示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study using the quantitation assays of bacteria and FITC-dextran, we
 assessed the invasion mechanism of the periodontopathic bacteria across gingival epithelial barrier
 through two putative routes (transcellular and paracellular routes), and assessed the inhibitory 
effect of the secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI). The results indicated that all the 
periodontopathic bacteria tested could invade significantly across gingival epithelial barrier 
through the transcellular route, although P. gingivalis utilized the both routes. The SLPI could not
 show the inhibitory effect on the invasion of P. gingivalis across gingival epithelial barrier, 
whereas SLPI showed a direct inhibitory effect on the P. gingivalis protease of Lys-gingipain. Thus,
 the infection control with SLPI by itself could not be sufficient for the bacterial invasion across
 gingival epithelial barrier.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： SLPI　感染制御　歯周病原細菌　組織侵入抑制作用

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 分泌型白血球プロテアーゼインヒビター，
SLPI(secretory leukocyte protease 
inhibitor)は口腔を含む粘膜系での病原微
生物に対する感染防御を担う自然免疫とし
て機能する生体因子であることが示唆され
ている. 我々はこれまで，歯肉上皮細胞が
SLPI産生細胞の一つとして機能すること，そ
のSLPI産生はPorphyromonas gingivalisの感
染刺激を通して反応性に増強されることを
明らかにしてきたが，さらに最近の研究から，
SLPIはP. gingivalis のジンジパイン活性を
阻害するとの成績を得た（Ishikawa
ら;2010）．ジンジパインはP. gingivalis の
組織内侵入にも重要な役割を演じているこ
とが示唆されており，P. gingivalisをはじ
めとする歯周病原細菌の組織侵入は，全身
疾患のリスクファクターとなる可能性があ
る．実際，急性冠症候群，大動脈瘤，慢性関
節リウマチ，非アルコール性肝炎では病巣へ
の歯周病原細菌の感染／組織侵入が報告さ
れているほか，逆説的ながらも，歯周炎かつ
2 型糖尿病の患者に歯周治療のみを行うこ
とで血糖値が改善することから，歯周炎が2 
型糖尿病のリスクファクターとなっている
可能性が強く示唆されている（Grossi
ら;1997，Jonesら;2007）．そこで本研究では，
プロテアーゼ阻害を介した歯周病原細菌の
歯肉上皮バリア突破／組織内侵入に対する
SLPIの抑制作用という点に焦点を当て，
感染門戸としての口腔における口腔自然免
疫SLPIの感染制御機構を分子レベルで明ら
かにするという着想にいたった． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，歯周病原細菌の組織侵入を
定量的に測定できるin vitro実験系を作製
し，口腔における自然免疫因子である分泌型
白血球プロテアーゼインヒビター，SLPI の感
染制御機構としての歯周病原細菌の組織侵
入抑制作用を検討した． 
 
３．研究の方法 
(1) P. gingivalisの上皮バリア突破機序を
検討する目的で，歯肉上皮細胞の
double-chamber culture法を用いたin vitro
実験系を作製した．すなわち，株化ヒト歯肉
上皮細胞，Ca9-22細胞をセルカルチャーイン
サートに播種し，歯肉上皮細胞層を形成させ
た後，上部チャンバーにP. gingivalisを添
加，培養した．下部チャンバーに通過したP. 
gingivalis細菌数，およびCa9-22細胞間結合
の破壊状態から，transcellularおよび
paracellularルートのP. gingivalisの上皮
バリア突破能について検討した． 
(2) P. gingivalis以外の‘Red complex 
species’（Tannerella forsythiaおよび
Treponema denticola）および
Aggregatibacter actinomycetemcomitansの

歯肉上皮バリア突破能／組織侵入能につい
ても，上記実験系を用いて比較検討した． 
(3) SLPI によるプロテアーゼ阻害作用： 
 P. gingivalis のプロテアーゼに対する
SLPI の阻害活性とその特性について検討す
る と と も に ， transcellular お よ び
paracellular ルートの上皮バリア突破能に
対する SLPI の抑制作用を比較検討した． 
 
４．研究成果 
(1) P. gingivalisの上皮バリア突破能： 
 Double-chamberの上部chamberにCa9-22細
胞を播種，3日間培養後，抗菌薬を含まない
無血清培地に交換した．上部chamberにP. 
gingivalis ATCC 33277株の菌液を添加し，
継時的に上部chamber中に残存する菌量およ
び下部chamberへ通過した菌量をreal-time 
PCRにより測定した．実験終了後，FITC- 
dextranを用いて細胞間結合組織の破壊状態
についても検討した．その結果P. gingivalis
は歯肉上皮バリアを突破して組織内に侵入
し得ることが明らかとなり，その侵入ルート
としては上皮細胞内を通過するルートと上
皮細胞間隙を通過するルートの両者が関与
することが強く示唆された（図1）． 
 
 
 
 
 
 
 

 
  図1  P. gingivalisの歯肉上皮バリア突破能 

  

(2) 他の歯周病原細菌の上皮バリア突破能： 
 主要歯周病原細菌である３菌種の‘Red 
complex species’（P. gingivalis, T. 
forsythiaおよびT. denticola）およびA. 
actinomycetemcomitansの上皮バリア突破能
について比較検討した．その結果，P. 
gingivalis同様，他の歯周病原細菌でも歯肉
上皮バリア突破能を有すること，しかし，T. 
forsythiaをはじめとする他の歯周病原細菌
ではtranscellularルートが中心であること
が明らかとなった（図2）．P. gingivalisの
上皮細胞間隙を通過するルートには主要病
原因子であるジンジパインのうちの
Lys-gingipainが関与し，SLPIは
Lys-gingipainに対する抑制作用を介して，
P. gingivalisの歯肉組織侵入を抑制して
いる可能性が強く示唆された． 
 
 
 
 
 
 
  

図2  T. forsythiaの歯肉上皮バリア突破能 
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(3) SLPI による歯周病原細菌の組織侵入抑
制作用： 
SLPI を用いた研究より，菌体結合型 Rgp，Kgp
の場合，菌体遊離型の Rgp，Kgp と比較して，
rSLPI による阻害活性が強いことが示唆され
た．しかし，ジンジパイン以外の P. 
gingivalis のプロテアーゼ（DPP4, DPP5, 
DPP7 および DPP11）に対しては，rSLPI はそ
の酵素阻害活性を示さないことが強く示唆
された．次に SLPI による歯周病原性細菌の
歯肉上皮バリア突破能／組織侵入能に対す
る抑制効果について検討した．これまでの成
績から，上皮細胞内を通過するルートのみを
利用して歯肉上皮バリアを突破する T. 
forsythia ， T. denticola お よ び A. 
actinomycetemcomitansに関してはSLPIによ
る抑制効果は認められないことが予想され
たので，Arg-gingipainおよび Lys-gingipain
を介して上皮細胞間隙を通過するルートも
併用して歯肉上皮バリア突破を果たす P. 
gingivalis に焦点を当て，SLPI による抑制
効果を検討した．その結果，SLPI は添加系で
は，P. gingivalis による上皮細胞間結合の
破壊ならびに歯肉上皮バリア突破菌数が若
干抑制される傾向は観察されたが，有意
の差は観察されなかった（図 3）．そのた
め，Lys-gingipain に対する抑制作用を有す
る SLPI のみでは，P. gingivalisをはじめと
する歯周病原細菌の上皮バリア突破，組織侵
入を抑制できないことが示唆された． 
 
 
 
 
 
 

 
図 3  SLPI による P. gingivalisの歯肉上皮バリア突破

歯肉上皮バリア突破能に対する抑制効果 
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