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研究成果の概要（和文）：歯周病原細菌 Porphyromonas gingivalis の病原性を明らかにするた

めに、本菌が宿主の細胞内で生存するために必要な遺伝子を探索し、宿主細胞内での生存に関

わる複数の遺伝子を新たに明らかにした。また、本菌が宿主細胞表面上の分子を破壊すること

で、細胞内シグナル伝達経路のひとつ PI3K/Akt の活性化は抑制することが明らかになった。そ

の結果、宿主細胞の生理機能を始めとする種々の機能を攪乱していることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Porphyromonas gingivalis is the major periodontal pathogens. 1) 

We identified P. gingivalis genes required for survival in the host cells using newly 

constructed transposon mutagenesis library of P. gingivalis. 2) We found the novel 

cellular events in host epithelial cells by challenging of P. gingivalis. Akt and its 

substrates were dephosphorylated by P. gingivalis infection. These results indicated that 

P. gingivalis-infection may affect cellular functions including apoptosis, glucose 

metabolism and cell development in host cells by inactivating the PI3K/AKt pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は口腔慢性疾患であり、その病原体

は歯周局所の炎症病態を惹起する。しかし、
同時に生活習慣病の範疇に入る異所性疾患
をも引き起こす可能性のあることを示すデ
ータが蓄積されてきた。歯周病原細菌
Porphyromonas gingivalis や
Aggregatibacter actinomycetemcomitans に

対する抗体価と冠動脈疾患に相関関係が成
立すること、高脂肪食を与えている ApoE 欠
損マウスの口腔に P. gingivalis を投与する
と大動脈にアテローマ性動脈硬化病変が増
加し、動脈内壁中に P. gingivalis DNA を検
出とともに VCAM-1，TLR2, TLR4 の発現レベ
ルが増加すること、歯周病と非肥満性 2型糖
尿病患者の関係など、歯周病と生活習慣病の



関連性を示唆する報告が増加している。 
教 科 書 的 に P. gingivalis や  A. 

actinomycetemcomitans は、宿主の組織にお
いて細胞外に存在する細菌に分類される。し
かし、歯周病原細菌が歯周組織の上皮細胞に
侵入することで組織の恒常性が失われ、組織
破壊が生じ、細胞内ではアクチンの再構成が
生じたり、細胞周期が停止するなど、歯周病
原細菌が細胞内にも存在することで病態の
形成に大きく関与していることが示されて
きている。 

本研究以前の研究で、歯周病原細菌が歯周
局所から血管内壁に侵入し心血管疾患の病
態を悪化させるメカニズムにおいては、「細
菌を貪食しマクロファージ化した PBMC に取
り込まれた状態、すなわち宿主マクロファー
ジ内に生存したまま血管内を移動し、大動脈
のアテローマ性病変部に到達すると血管内
壁に侵入する」という可能性が示唆された。
他の種類の細胞への侵入に関しては P. 
gingivalis が骨芽細胞に効率よく取り込ま
れ、感染骨芽細胞は種々の炎症性の分子を産
生すること、産生された分子は破骨細胞に影
響しその分化を負に制御することを明らか
にしたまた P. gingivalis が破骨細胞前駆細
胞に侵入した際に破骨細胞への分化が抑制
されることを明らかにしている。 

以上のことから歯周病原細菌の宿主細胞
への侵入、細胞内における生存は病態の形成
と大きく関わっていることが示唆され、歯周
病原細菌の細胞内生存機構の解明は、歯周病
原細菌の病原性を明らかにするうえで大き
な位置を占めると考えられた。さらに得られ
た結果は局所および全身性疾患の病態の形
成機構を明らかにする有力な手段になると
考えられた。 
 
２．研究の目的 
(1) P. gingivalis の宿主細胞感染および細
胞内生存に関わる遺伝子を新規の包括的な
方法を用いて広くスクリーニングする。 
(2) 個々の遺伝子の働きについて、遺伝子破
壊株の作製および遺伝子破壊相補株の作製
を行い、P. gingivalis の細胞感染および細
胞内生存等への関わりを検証する。 
(3) 特に、P. gingivalis の細胞内生存に関
わることが明らかとなった遺伝子について
は、細胞感染後のどの過程に関わるのかにつ
いて検討する。 
(4) P. gingivalis は主要病原因子であるプ
ロテアーゼ“ジンジパイン(Gp)”が 3種類存
在する。そのうちの一つ Arg-Gp A(RgpA)は、
RgpA 遺伝子上にプロテアーゼ活性ドメイン
とアドヘジンドメインが存在し、それらは自
身の酵素で切断される。アドヘジンドメイン
の一つである HbR は P. gingivalis から優位
に産生され、ヘモグロビンとの結合活性を有

しており、P. gingivalis の鉄吸収のために
働くタンパク質として見出された。このこと
は本菌の細胞内生存と深く関係することを
示唆する。ここでは、P. gingivalis の産生
する HbRの宿主上皮細胞への作用について調
べ、歯周病態との関連性を調べる。 
(5) 歯槽骨の喪失は破骨細胞の形成促進や
骨吸収能の活性化によることが明らかとな
っているが、これらの作用は、歯周組織中の
炎 症 性 サ イ ト カ イ ン (IL-1b, IL-6, 
TNF-alpha)の影響によることが知られてい
る。歯周炎の進行に伴い、破骨前駆細胞と細
菌および細菌由来物質による作用も重要で
ある。破骨細胞の前駆細胞である破骨前駆細
胞はマクロファージ系由来の細胞である。そ
のため、マクロファージとしての働きを持つ
破骨前駆細胞への P. gingivalis 感染におけ
る破骨細胞分化に対する影響とその機構を
調べる。 
(6) 歯周病原細菌が感染する歯肉組織の恒
常性の破綻は、細菌の持続感染によって惹起
される。しかし、感染局所における細菌と宿
主細胞、特に上皮細胞との間の感染現象の全
容は未だ明らかになっていない。そこで、歯
周病態へと繋がる細菌による作用機構を、P. 
gingivalis と宿主上皮細胞を用いた生化
学・分子生物学的実験により明らかにする。
P. gingivalis による宿主上皮細胞応答
PI3K/Akt 伝達経路における影響を調べる。
PI3K/Akt 経路は、細胞増殖・分化、細胞生存・
細胞死、細胞内代謝経路(糖、タンパク質) と
いった細胞機能に関わる重要な経路である。
P. gingivalis 感染による PI3K/Akt 経路への
影響と歯肉組織の破壊との関連性を調べ、P. 
gingivalis による感染現象を生化学・分子生
物学的に明らかにし、歯周病態の分子病態制
御の基盤を構築する。 
 
３．研究の方法 
(1) P. gingivalis の宿主細胞感染および細
胞内生存に関わる遺伝子をより包括的にス
クリーニングするための手法として、結核菌
等に応用されて成果を上げている TraSH法を
用いる。最初に P. gingivalis のトランスポ
ゾン変異株ライブラリーを構築する。このラ
イブラリーを歯肉上皮細胞に感染させる。前
および感染後に感染細胞から菌を回収し、ゲ
ノム DNA を調整する。一方、感染前のライブ
ラリーからもゲノム DNA を調整する。両者の
ゲノム DNAからそれぞれおトランスポゾン挿
入隣接部位を PCR 増幅し、マイクロアレイに
ハイブリダイズさせることにより、感染前と
感染後の変異株ポピュレーションの違いを
明らかにする。感染後に減少した遺伝子変異
株は、細胞感染もしくは細胞内生存に必要な
遺伝子をコードしていたことを示唆するも
のと考えられる。 



(2) (1)で明らかにされた細胞感染および細
胞内生存に必要な候補遺伝子について、個々
に遺伝子変異株を作製し、それらの相補株を
作製したのち、野生株、遺伝子変異株、相補
株の３株を用いて感染実験を行い、候補遺伝
子の変異株における細胞内生存率の低下と
相補株における細胞内生存率の復帰を確認
する。これにより、P. gingivalis 側の細胞
内生存に関わる遺伝子が判明する。 
(3) 大腸菌で作製した HbRを歯肉上皮株化細
胞 Ca9-22 に作用させ、Ca9-22 細胞から産生
される炎症性サイトカインについて、抗体ア
レイによる広範な解析を行なう。サイトカイ
ンの産生が認められた場合は、さらに HbR に
よる細胞内シグナル伝達機構をタンパク質
解析により調べ、そのサイトカイン産生との
関連性を検討する。 
(4) 破骨前駆細胞は、C57/BL6 マウス骨髄由
来マクロファージ(BMM)とマウスマクロファ
ージ様株化細胞 RAW264.7 を用いる。破骨細
胞への分化は、BMM は M-CSF/RANKL の添加、
RAW264.7 細胞は RANKL 単独添加を行ない、ま
た P. gingivalis 感染と P. gingivalis 非感
染の比較実験系にて 5日間の 10%FCS 含有細
胞培養液中で行なう。破骨細胞分化の評価は、
TRAP 陽性多核化(三核以上)形成細胞を破骨
細胞とする。さらにマクロファージ様細胞で
もある破骨前駆細胞における P. gingivalis
感染実験であることから、自然免疫応答も考
慮して、TLR2, TLR4, TLR9 とそのアダプター
タンパク質 MyD88, TRIF の遺伝子欠損された
C57/BL6 マウス由来 BMM も用いて破骨細胞分
化制御における重要な因子を検討する。 
(5) 歯肉上皮株化細胞 Ca9-22 および肺上皮
株化細胞 A549、ヒト正常歯肉上皮細胞 HGEP
を用いて、P. gingivalis 感染における
PI3K/Akt 経路への影響を調べる。P. 
gingivalis を宿主細胞へ感染させ、Akt の活
性化について Western blot 法により調べる。
さらに Akt下流の基質タンパク質への影響や
その上流因子の活性化等についても検討し、
Pg が如何にして PI3K/Akt 経路に関与してい
るか分子機序を解析する。一方で、P. 
gingivalis による PI3K/Akt 経路への影響が
認められれば、PI3K/Akt 経路を撹乱する P. 
gingivalis 由来物質を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) P. gingivalis ATCC 33277 株にトランス
ポゾン Tn4400’を用いて変異導入を行い、約
3 万 4 千個からなるトランスポゾン変異株ラ
イブラリーを作製した。これと並行し、P. 
gingivalis を歯肉上皮株化細胞 Ca9-22 に感
染させ、その後細胞内に生存している細菌を
回収するための実験手法を確立した。トラン
スポゾン変異株ライブラリーを Ca9-22 細胞
感染前もしくは感染後に回収し、それらの菌

体から DNA を調製し、TraSH 法を実施した。
P. gingivalis の全ゲノム領域を含むマイク
ロタイリングアレイを用いることにより、細
胞への感染および細胞内生存に関わる候補
遺伝子を見出した。これらの中には、これま
で P. gingivalis の細胞内生存との関わりが
報告されたことのない遺伝子も含まれてい
た。なお、アレイデータについては引き続い
て、より詳細な分析を行っている。P. 
gingivalis における遺伝子破壊系を確立し、
個々の候補遺伝子について遺伝子破壊株の
作製を行なった。複数の遺伝子について細胞
内生存に関わることが再確認できた。なお、
この実験を行なうため、新たなベクターの作
製を行なった。上記とは別に、P. gingivalis
に存在するマルチコンポーネント型薬剤排
出ポンプが細胞内生存に関わることを示唆
する結果を得たため、それらの遺伝子破壊株
作製を行い、これらの遺伝子の細胞感染およ
び細胞内生存への関与を検討している。今度
の課題として考えられることとして、細胞内
生存に関わることが確認された遺伝子につ
いて、その働きを調べるため、野生株と遺伝
子破壊株の細胞侵入後の挙動・局在等につい
て詳細な検討を行なう。このことにより細胞
内生存関与遺伝子が、エンドサイトーシス後
のどのプロセスに抑制的に関わるのかを明
らかにすることができると期待される。 
(2) HbR を Ca9-22 に作用させ、炎症性サイト
カインについて、抗体アレイにて解析を行な
った。その結果、IL-8 の顕著な産生が認めら
れた。さらに HbR による Ca9-22 細胞への作
用によって、細胞内の MAPKs (p38, Erk1/2)
の活性化が認められた。それは各種 MAPK 阻
害剤を用いた実験によっても HbR が MAPKs を
活性化していることを示し、これらの経路が
IL-8 産生へと繋がるために重要な因子であ
ることが明らかとなった。また IL-8 遺伝子
発現における転写因子はこれら MAPKsの下流
にある ATF-2, CREB, NF-kB p65 が重要であ
ることが示唆された。詳細な分子機構では、
[p38/CREB], [Erk1/2/ATF-2, NF-kB p65]の
経路を介して、HbR は IL-8 の発現を誘導して
いることが考えられた。本研究は、HbR の機
能が Pg において鉄獲得のために働くと考え
られていたこと以外に、宿主細胞へ作用する
ことで炎症性サイトカイン IL-8 の誘導能を
示し、炎症に関与する因子であることを明ら
かにした。 
(3) BMM と RAW264.7 を用いて、RANKL の添加
および P. gingivalis 感染と P. gingivalis
非感染による破骨細胞誘導を行なった。その
結果、両細胞ともに P. gingivalis 感染系に
おいて P. gingivalis 非感染系に比べて顕著
に破骨細胞への分化が抑制された。次に、マ
クロファージ様細胞の性質を考慮して、TLR2, 
TLR4, TLR9 の欠損した BMMおよびアダプター



タンパク質 MyD88, TRIF の欠損した BMM を用
いて P. gingivalis 感染による破骨細胞分化
抑制への影響を調べた。TLR4, TLR9, TRIF が
欠損した BMM は P. gingivalis による破骨細
胞分化の抑制が起こったのに対し、TLR2, 
MyD88 欠損した BMM は破骨細胞への分化が認
められた。以上の結果により、P. gingivalis
によって破骨細胞の分化は抑制され、その経
路には TLR2/MyD88 経路の役割が重要である
ことが示された。従って、破骨前駆細胞にお
いて P. gingivalis の感染は、TLR2/MyD88 経
路を介した自然免疫応答によって阻害され
ていると考えられた。しかしながら、病態を
鑑みると細菌による炎症によって破骨細胞
の形成促進や活性化が認められており、今回
の結果はその病態を真逆に反映したもので
あった。この結果は、歯周病態において如何
なる意味を持っているのか、さらなる研究の
余地とその必要性があることを示している
と思われる。 
(3) 宿主細胞 Ca9-22, A549、HGEP を用いて、
P. gingivalis 感染における PI3K/Akt 経路へ
の影響を調べた。その結果、P. gingivalis
を宿主細胞へ感染させた Aktの活性化は顕著
に抑制された。本来予想されたことは、細菌
感染によって菌体成分、特にグラム陰性菌で
ある P. gingivalis は、Akt の活性化が期待
されていたが、予想を反する結果が得られた。
Akt抑制効果について、Akt抑制因子 PP1, PP2, 
CTMP などの関与を PP 阻害剤や遺伝子発現系
を用いて調べたが、関与が認められなかった。
そこで、その上流について検討したが、PDK1
や PTEN の活性化状態を示すリン酸化レベル
の変化は認められなかった、この件に関して
は、現在も研究継続中である。また Akt の下
流因子 GSK3a/b, mTOR. BAD などの因子につ
いてリン酸化を調べたところ、Akt のリン酸
化減少に並行して下流因子のリン酸化は減
少した。従って、P. gingivalis の感染によ
って Aktはリン酸化活性の減少を引き起こさ
れ、また Akt の活性も基質因子の減少によっ
て抑制されていることが明らかとなった。こ
れらの現象に関わる P. gingivalis 側の因子
の検討も調べた。主要病原因子であるジンジ
パインの関与を調べるために、ジンジパイン
の阻害剤を用いて P. gingivalis 感染におけ
る Akt 活性化減少への影響を調べた。その結
果、ジンジパイン阻害剤によって Akt のリン
酸化活性の減少が阻害された。その下流因子
もそれに伴ってリン酸化レベルの低下が認
められなかった。以上のことから、P. 
gingivalis ジンジパインは宿主上皮細胞へ
作用し、PI3K/Akt 経路に関与していることが
明らかとなった。この研究結果は、今後の P. 
gingivalis 感染による歯周病態形成への関
連だけでなく、歯周病が関与する全身的な疾
患にも影響を与える可能性を示した結果で

あると考えられる。 
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