
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 ５月２３日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 

歯周病は早産・低体重出生児の危険因子であると考えられており、動物実験により歯周病菌

Porphyromonas gingivalis の血行性感染が原因の１つと考えられている。しかしながら、その発症機序は

不明であった。我々はP. gingivalisに侵入されたトロホブラスト細胞では細胞周期Ｇ１アレストやDNA傷害

が誘発されることを報告した。本研究では、本菌が細胞侵入後、細胞傷害性を発揮するシグナル経路を

探索した結果、本菌のジンジパインが細胞周期 G1 アレストやアポトーシスを誘導することが示唆された。  

 

研究成果の概要（英文）： 
Epidemiological and interventional studies of humans have revealed a close association between 

periodontal diseases and preterm delivery of low birth weight infants. Porphyromonas gingivalis, a 
periodontal pathogen, can translocate to gestational tissues following oral-hematogenous spread. We 
previously showed that P. gingivalis invades extravillous trophoblast cells (HTR-8) derived from the 
human placenta, and inhibits proliferation through induction of arrest in the G1 phase of the cell cycle. 
The purpose of the present study was to identify signaling pathways mediating cellular impairment 
caused by P. gingivalis. The obtained results results suggest that P. gingivalis gingivalis activates cellular 
DNA damage signaling pathways that lead to G1 arrest and apoptosis in trophoblasts. 
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疫能を有する。この機能は、メンブレントラフィッ

ク（エンドサイトーシス経路やオートファジー経

路）と呼ばれる細胞内物質輸送ネットーワークに

依存している。歯周細胞などの非貪食細胞でも、

メンブレントラフィックを利用して細菌の分解を行

い、対細菌戦の最前線バリケードとして細胞自

然 免 疫 に 貢 献 し て い る と 考 え ら れ て い る 

(Amano, Front Biosci, 2007)。 

 1990 年代後半より、疫学的調査、P. gingivalis

感染マウス妊娠モデルでの低体重出生の報告

（Lin et al., 2003）、ヒト胎盤細胞や羊水からの P. 

gingivalis の検出（Belanger et al., 2008)により、

口腔から血行性に羊水に移行した P. gingivalis

が早産（低体重出生）を誘発している可能性が

示された。しかし、早産を誘発する分子基盤の

解明にはほど遠く、研究標的とすべき宿主細胞

分子群すら不明確であるため、歯周病と早産

（低体重出生）の関連が科学的に認知されるに

は至っていない。 

 
２．研究の目的 

歯周病は早産（低体重出生）の危険因子である

と考えられており、Porphyromonas gingivalis など

の歯周病菌の口腔から子宮への血行性感染が原

因とされている。しかし、子宮感染から早産へと至

る発症機序は、推論すら曖昧なのが現状である。

我々は P. gingivalis が胎盤栄養膜細胞（トロホブラ

スト細胞）に侵入することを見出した。面白いこと

に、P. gingivalis の細胞侵入に対してトロホブラスト

細胞は、歯肉上皮細胞などとは全く異なる独特の

細胞応答を示し、深刻な細胞障害に陥る。我々は、

この細胞障害は、トロホブラスト細胞内での細菌

の捕捉・分解（細胞自然免疫）を制御するメンブ

レントラフィック機構の機能異常に因るとの新規

着 想 に よ り 、 本 機構の 分子 解剖 を 行い P. 

gingivalis による早産誘発の分子基盤の全貌解明

に挑む。本研究の結果、歯周病と早産の科学的

因果関係を示すことができれば、早産予防にお

ける歯科医学の大きな成果となる。 

 
３．研究の方法 
(1)トロホブラスト細胞のアポトーシス解析 

①変異株の感染 

P. gingivalis 線毛遺伝子型の代表菌株、線毛遺

伝子入替え株、ジンジパイン欠損株、線毛遺伝

子欠損株および線毛保有ジンジパイン欠損株を 

不死化トロホブラスト細胞（下図）に感染した。 

 

 

 

 

 

 

②初期アポトーシスの検出 

変異株感染細胞にアネキシンＶとヨウ化プロピジ

ウム（PI）による二重染色を行った。染色後、フロ

ーサイトメトリー（FACS）を用いてアポトーシス解

析を行った。 

 

(2)トロホブラスト細胞の細胞周期解析 

(1)と同様に変異株の感染を行った。感染トロホ

ブラスト細胞はPIによるDNA染色を行い、FACS

を用いて細胞周期の解析を行った。 

3)トロホブラスト細胞のシグナル伝達機構の解析 

①変異株の感染 

(1)と同様に変異株の感染を行った。ウエスタン

ブロット法を用いて、DNA 損傷シグナル関連分

子および p53、MDM2、Ets1 の発現を解析した。 

②siRNA の導入と阻害剤処理 

①で解析した特定の遺伝子に対して siRNA によ

る遺伝子ノックダウンを行い、シグナル伝達経路

に対する阻害剤を用いて効果を確認した。 

③アポトーシスと細胞周期解析 

遺伝子ノックダウンまたはシグナル伝達阻害後、

(1)と同様に変異株の感染を行った。アポトーシ

ス・細胞周期解析は(1)と(2)と同様に行った。 

 



 

 

４．研究成果 

(1)トロホブラスト細胞のアポトーシス解析 

P. gingivalis ATCC33277 感染はアポトーシス

を誘発する。しかしながら、線毛保有ジンジパ

イン欠損株(Treated KDP136)感染は、アポトー

シスの誘導を認めなかった（下図）。 

 

 

 

(2)トロホブラスト細胞の細胞周期解析 

P. gingivalis ATCC33277 感染は細胞周期 G1

アレストを誘発したが、線毛保有ジンジパイン

欠損株の感染では細胞周期 G1 アレストの誘

発を認めなかった（下図）。 

 

 

 

 

 

(3)トロホブラスト細胞シグナル伝達機構の解析 

P. gingivalis ATCC33277 のトロホブラスト細胞

への侵入によって、ATR- Chk2 経路および

Ras- ERK1/2-Ets1 経路が活性化が認められ

た（下図）。 

またATR-Chk2経路の活性化とMDM2の分解

により、p53 の蓄積が生じ、細胞周期 G1 アレス

トを誘発していることが示唆された。さらに、感

染 48 時間後 Fas の発現が認められたことから、

P. gingivalis によるアポトーシス誘導が分子レ

ベルでも明らかになった。 

 

①変異株の感染 

線 毛 保 有 ジ ン ジ パ イ ン 欠 損 株 で は

ATR-Chk2 経路および Ras-ERK1/2-Ets1 経

路の活性が認められた。しかしながら、MDM2

が活性化し p53 の蓄積が認められなかった。こ

のことから、ジンジパインは MDM2 を特異的に

分解し、細胞周期 G1 アレストを誘発しているこ

とが示唆された。またアポトーシスは p53-Fas

経路および Ras-ERK1/2-Ets1 経路の関与が

示唆された。 

②siRNA によるアポトーシスと細胞周期の解析 

p53(ATR-Chk2 経 路 下 流 ) お よ び

Ets1(Ras-ERK1/2 経路下流)を siRNA によりノ

ックダウンした。p53 のノックダウンにより、細胞

周期 G1 アレストならびにアポトーシスが抑制さ

れた。 

Ets1 のノックダウンにおいても G1 アレストな

らびにアポトーシスが抑制された。 

こ れ らの知見に よ り、 P. gingivalis 感 染は

ATR-Chk2-p53 経 路 お よ び

Ras-ERK1/2-Ets1 双方による活性化により、

細胞周期 G1 アレストとアポトーシスが誘発され

ていることが示唆された。 

③阻害剤を用いたアポトーシスと細胞周期の

解析 

本課題では、ATR 阻害剤を使用した。ATR

活性化阻害は、P. gingivalis 感染による細胞周

期 G1 アレストを抑制した。同時に、アポトーシ

スの抑制も認められた。これらの知見により、

ATR- Chk2-p53 経路は、細胞周期およびアポ

トーシスの双方に影響を及ぼすことが示唆され

た。 
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