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研究成果の概要（和文）：歯周病菌Porphyromonas gingivalisのヒト胎盤栄養膜細胞への感染は、ATR/Chk2/p53のDNA
傷害シグナル伝達経路とERK1/2-Ets1の複数経路を介して、G1期細胞周期停止とアポトーシスが促進された。さらに、P
. gingivalisの感染は、p53の活性化を抑制するMDM2がジンジパインにより特異的に分解されることにより、p53の蓄積
が亢進し、G1期細胞周期停止およびアポトーシスが促進されることが明らかになった

研究成果の概要（英文）：P. gingivalis activates ERK1/2-Ets1 and the cellular DNA damage signaling pathways
 that act through an ATR/Chk2/p53-dependent pathway to cause G1 arrest and apoptosis in human trophoblast 
cells.  Furthermore, P. gingivalis gingipain proteases degrade MDM2, which is the p53 degradation-related 
protein, thus contributing to p53 accumulation, G1 phase cell cycle arrest and apoptosis.
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１．研究開始当初の背景 
米国では低出生体重児のうち 12％に早産の
出生が認められ、乳幼児の死亡率や疾病率と
相関していることが明らかになっている。ま
た早産・低体重出生児の 20.4%、超未熟児の
うち 40%に前期破水が見られ、胎盤の絨毛羊
膜炎が原因とされている。大腸菌の尿路感染、
サルモネラ菌、リステリア菌やサイトメガロ
ウイルスによる胎盤への感染が原因の１つ
であり、妊娠中における細菌感染は大きな問
題となっている。 
近年、歯周病は低出生体重児や早産の原因

の一つとされ、罹患している場合、低出生体
重児が出生する割合は健常者よりも約5倍と
報告されている。実際にヒト胎盤組織や羊水
から歯周病菌 Porphyromonas gingivalis が
検出され、妊娠動物モデルに P. gingivalis
が感染すると、羊水や胎盤から菌の検出を認
め、低体重出生や胎児吸収が観察された。in 
vitro モデルでは、P. gingivalis の付着侵
入が胎盤栄養膜細胞株の細胞周期に影響を
およぼし、アポトーシスの誘発により細胞死
に至るが明らかになった。これらのことから
も、P. gingivalis は早産・低出生体重児を
誘発する原因菌の１つであることが示唆さ
れている。一方、サイトメガロウイルスは日
本人成人の約 90％が感染していると言われ
ていたが、近年、ウイルス未感染の妊婦が急
増している。未感染の妊婦に初感染が起こる
と、胎児の早産や低体重出生を増加するだけ
でなく、神経学的に障害を残すことが知られ
ている。P. gingivalis とサイトメガロウイ
ルスは、侵襲性歯周炎患者で非常に関連性が
あり、重複感染した場合、オッズ比 51.4 倍
と他の歯周病細菌との関連よりも群を抜い
ている。 
以上のことから、P. gingivalis とサイト

メガロウイルスに重複感染された胎盤栄養
膜細胞の機能調節の一端を明らかにするた
め、P. gingivalis 感染に起因する早産・低
体重出生の病因解明を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
本研究は、P. gingivalis に感染したヒト胎
盤栄養膜細胞で傷害されるアポトーシスな
らびに細胞周期について分子レベルにおい
て検討を行い、P. gingivalis とサイトメガ
ロウイルスに重複感染されたヒト胎盤栄養
膜細胞の機能調節の一端を明らかにするた
めの分子を探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）使用した細胞株と菌株 
P. gingivalis 33277 株（野生株）、 P. 
gingivalis ジンジパイン変異株である
KDP136 株（rgpArgpBkgp）および線毛欠損株
KDP150 株（fimA）を使用する。ヒト胎盤栄
養膜細胞株（HTR-8/SVneo）はカナダ・クイ
ーンズ大学 Charles Graham 博士より供与さ
れた。 

 
（２）成熟線毛保有ジンジパイン欠損株の作
成KDP150株を培養し、培養上清を採取する。
0.22μm フィルターにより濾過された培養上
清を用いて KDP136 株を培養する。作成され
た菌株の線毛ならびにジンジパインの活性
の有無を確認する。 
 
（３）DNA 損傷に対する細胞応答を制御する
シグナル伝達経路 
HTR-8 細胞に P. gingivalis 野生株および
（２）で作成した変異株を感染する。ウェス
タンブロッティングにより p53、Fas、ATR、
ATM、Chk1、Chk2、MDM2、ERK1/2、Ets1、Ets2、
p16、p21 のリン酸化等を確認する。 
 
（４）阻害剤と RNA 干渉法による発現抑制 
（３）で得られた結果をもとに、ATR を阻害
剤、Ets1 および p53 を RNA 干渉法により発現
を抑制する。これらの細胞に P. gingivalis
野生株を感染し、ウェスタンブロッティング
でシグナル伝達経路の解析を行う。 
 
（５）細胞周期計測 
P. gingivalis 感染細胞をエタロールで固定
し、ヨウ化プロピジウムによる核染色を行う。
その後、試料細胞に含まれる G1 期，G2/M 期、
S 期細胞の割合を、フローサイトメトリーを
用いて測定する。 
 
（６）アポトーシス計測 
P. gingivalis 感染細胞をアネキシン V とヨ
ウ化プロピジウムを用いて染色を行い、フロ
ーサイトメトリー解析を行う。 
 
（７）カスパーゼ 3活性計測 
P. gingivalis 感染細胞のカスパーゼ 3 活性
は、caspase 3/CPP32 colorimetric assay kit
を用いて比色定量を行う。 
 
（８）細菌付着侵入実験 
HTR-8 細胞に P. gingivalis 野生株および
（２）で作成した株を MOI100 あるいは 200
の割合で2時間感染し、付着侵入を計測する。 
 
４．研究成果 
（１）成熟線毛保有ジンジパイン欠損株の作
成 
 

KDP150 株培養上清を用いて、KDP136 株を培



養し、ジンジパイン活性をもたない、成熟線
毛保有 P. gingivalis株を作成した。線毛の
成熟度（A）およびジンジパイン活性（B）を
上図に示す。 
 
（２）P. gingivalis 野生株感染による DNA
損傷シグナル伝達機構、細胞周期停止とアポ
トーシスの解析 
 
シグナル伝達の模式図に下に示す。 P. 
gingivalis 野生株に感染したヒト胎盤栄養
膜細胞は、DNA 損傷シグナル伝達経路である
ATR/Chk2/p53を介してFasおよびp21の発現
増加が亢進され、G1 期細胞周期停止およびア
ポトーシスを促進することが明らかになっ
た。ATR/Chk2/p53 経路が G1 期細胞周期停止
およびアポトーシスに関与することは、ATR
阻害剤および siRNA で p53 をノックダウンす
ることにより証明された。 
DNA 損傷シグナルの活性と同時に、

ERK1/2-Ets1 経路も活性化された。興味深い
ことに ERK1/2-Ets1 経路は p53/p21・Fas 経
路の活性化に影響をおよぼすと共に、Ets1 の
下流に存在する、サイクリン依存性キナーゼ
阻害因子 p16 の発現を亢進させ、G1 期細胞周
期停止およびアポトーシスを促進すること
が明らかになった。また Ets1 の G1 期細胞周
期停止およびアポトーシスに対する影響は、
siRNAでEts1をノックダウンすることにより
証明された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（３）P. gingivalis 成熟線毛保有ジンジパ
イン欠損株感染によるDNA損傷シグナル伝達
機構、細胞周期停止とアポトーシスの解析 
 
P. gingivalis 成熟線毛保有ジンジパイン欠
損株はヒト胎盤栄養膜細胞への付着侵入は、
右段上図で示すように、野生株と同様に付着
侵入をすることが明らかになった。 
 
そこで、同菌に感染したヒト胎盤栄養膜細胞
のシグナル伝達経路を明らかにするためウ
ェスタンブロッティングで解析を行った。野 

 
性株と同様に、ATR/Chk2/p53 ならびに
ERK1/2-Ets1 が活性化された。しかしながら、
p53の活性化を抑制するMDM2のみがジンジパ
インにより特異的に分解されることが明ら
かになった。また、成熟線毛保有ジンジパイ
ン欠損株感染したヒト胎盤栄養膜細胞は、
DNA 損傷シグナル伝達経路と ERK1/2-Ets1 経
路が活性化されるものの、G1 期細胞周期停止
およびアポトーシスが抑制されることが明
らかになった。 
P. gingivalisの感染により MDM2がジンジ

パインにより特異的に分解されることによ
り p53 の蓄積が亢進し、G1期細胞周期停止お
よびアポトーシスが促進されることが明ら
かになった。しかしサイトメガロウイルスと
の共感染においてのターゲットとして、MDM2
の解析を現在も引き続き検討している。 
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