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研究成果の概要（和文）：Porphyromonas gingivalis に感染した口腔癌細胞株は、プロテアーゼ受容体2
（PAR2）と4が活性化された。PAR2の活性化はNFkBを、PAR4の活性化はp38/HSP27とERK1/2-Ets1経路をそれぞれ
活性化し、前駆体マトリックスメタロプロテアーゼ9（MMP9）の産生を亢進した。細胞外に分泌された前駆体
MMP9は、P. gingivalisタンパク分解酵素により活性化され、口腔癌細胞の浸潤能を促進した。またP. 
gingivalis感染口腔扁平上皮癌細胞株の浸潤能促進は、アップル・ホップポリフェノールにより抑制された。

研究成果の概要（英文）：Matrix metalloproteinase 9 (MMP9) is implicated in the invasion and 
metastasis　of tumor cells. We examined the involvement of Porphyromonas gingivalis, a periodontal 
pathogen, in oral squamous cell carcinoma (OSCC) cell lines invasion through induced proMMP9 
production and its activation. P. gingivalis also stimulated proteinase-activated receptor 2 (PAR2) 
and 4, and enhanced proMMP9 expression, which promoted cellular invasion. Infected OSCC cells 
exhibited activation of ERK1/2, p38, and NF-kB, and their inhibitors diminished both proMMP9 
production and cellular invasion. Together, our results show that P. gingivalis activated the 
PAR2/NF-kB, PAR4-ERK1/2-Ets1 and PAR4/p38/HSP27 pathways to induce proMMP9 expression, after which 
the proenzyme was activated by proteases to promote cellular invasion of OSCC cell lines. In 
addition, our data show that apple- and hop-polyphenols were potent inhibitors of proMMP9 activation
 and cellular invasion mediated with P. gingivalis.

研究分野：医歯薬学　歯学　形態系基礎歯科学　口腔細菌学
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１．研究開始当初の背景 
近年、歯周病罹患は口腔癌のリスクファク
ターであり、歯周病原菌が原因の１つと考
えられている。歯周病罹患者は、口腔癌の
罹患率は肺がん罹患率の 1.4 倍と高い値を
示し、口腔癌および食道癌は、歯周病罹患
により発病リスクの増大が示唆されている。
また、頭頚部癌の死亡率は、歯周病患者で
はリスク比 3.38、歯周病原菌 Porphyromonas 
gingivalis感染者ではリスク比 2.25と高い値
を示している。実際、ヒト口腔癌検体より
P. gingivalisが検出され、P. gingivalis抗原は
口腔および上部消化器癌の特異的なバイオ
マーカーである可能性が示唆されている。
癌の浸潤に関与するマトリックスメタロプ
ロテアーゼ 9（MMP9）は、P. gingivalis の
感染により単球や歯肉上皮からの分泌が誘
導される。また、P. gingivalisが検出される
歯周ポケットの歯肉溝浸出液からは顕著に
MMP9 タンパクが検出される。これらのこ
とは、P. gingivalisが癌細胞の増殖や浸潤を
促進する可能性を示唆している。 

 
２．研究の目的 
本研究では、P. gingivalisに感染させた口腔
扁平上皮癌細胞株の浸潤ならびに転移の分
子機構を解明し、歯周病と口腔癌浸潤との
関連性を明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）使用した細胞株と細菌株 
実験には、JCRB 細胞バンクから供与された
ヒト口腔扁平上皮癌由来細胞株 SAS
（JCRB0260）と Ca9-22（JCRB0625）を使用
し た 。 菌 株 は Porphyromonas gingivalis 
ATCC3327、KDP129（kgp 欠損株）、KDP133
（rgpA rgpB欠損株）、KDP136（rgpA rgpB kgp
欠損株）および Fusobacterium nucleatum 
ATCC25586を使用した。 

 
（２）口腔癌浸潤機能の解析 
MMP9の活性は、ザイモグラフィーにて評価
した。口腔癌細胞の浸潤能は、マトリゲルイ
ンベージョンチャンバーを用いて評価した。 
 
（３）受容体ならびにシグナル伝達の解析 
PAR2ならびPAR4の活性は、real-time PCRで解
析した。シグナル伝達は、ERK1/2、JNK,、p38、
IkBα、NF-kB、cJun、HSP27、Ets1、Ets2のリ
ン酸化または発現をウェスタンブロッティン
グで解析した。 
 

４．研究成果 
（１）P. gingivalisによる口腔扁平上皮癌細胞 
   株の浸潤能亢進 

SAS細胞から産生分泌される前駆体 MMP9
（図 1A）は、P. gingivalis感染により前駆体
MMP9が活性化された（図 1B）。 

また P. gingivalis感染により SAS細胞の浸潤
能は有意に亢進され、これはMMP9阻害剤に
より顕著に抑制された（図 2）。 
大腸癌のリンパ節転移との関連性が示唆さ

れている歯周病原性菌 F. nucleatumの感染で
は、前駆体 9は活性化されず、浸潤能の亢進
能も見られなかった（図 3）。 
低浸潤能である Ca9-22 細胞は前駆体 MMP9

の産生が認められず、P. gingivalis感染によっ
ても前駆体 MMP9 産生と細胞浸潤に影響は
見られなかった（図 4A）。一方、P. gingivalis
により活性化された MMP9 を添加したとこ
ろ、有意な浸潤能の亢進が認められた（図 4B）。 
 



（２）P. gingivalis感染後の PAR2と PAR4活 
   性に関連するシグナル伝達機構の解析 
P. gingivalis 感染口腔癌細胞の PAR 群発現と
を検証した。その結果、P. gingivalis感染後、
PAR2と PAR4 mRNAが増加した（図 5）。 

そこで、PAR2発現と前駆体MMP9産生の関
連を調べるために、PAR2 ノックダウン SAS
細胞を用いた。PAR2ノックダウン SAS細胞

における遺伝子発現抑制効果を、リアルタイ
ム PCRを用い確認した（図 6A）。PAR2ノッ
クダウン細胞に P. gingivalis を感染させたと
ころ、感染 24 時間後において前駆体 MMP9
の発現が有意に抑制され、細胞浸潤も顕著に
抑制された（図 6B と C）。PAR4 ノックダウ
ン SAS 細胞でも同様の結果を得た（図 7）。

そこで、PAR2 ならびに PAR4 発現とシグナ

ル伝達経路との関連性を検証した。 P. 
gingivalis感染により SAS細胞の ERK1/2、p38、
IkBɑ のリン酸化ならびに NF-kB の核移行が
認められた。さらに、p38 の下流に存在する
HSP27 のリン酸化、ERK1/2 の下流に存在す
る転写因子 Ets1の発現亢進も認められた（図
12 にまとめを記載）。また HSP27 ならびに
Ets1ノックダウン細胞では、P. gingivalis感染
による前駆体 MMP9 の発現誘導は抑制され
た（図 8）。 

 
（３）MAPK活性化と前駆体MMP9産生 
シグナルの活性化と前駆体 MMP9 産生誘導
への関連性を検討するため、p38、ERK1/2な
らびに NF-kB阻害剤を用いた。PDTC（NF-kB
阻害剤）、PD98059（ERK1/2 阻害剤）および
SB202190（p38阻害剤）は、P. gingivalisによ
る前駆体 MMP9 産生と培養上清中での活性
化を抑制した（図 9）。各阻害剤を組み合わせ
た場合においても、抑制効果を示した。これ
に対し、SP600125（JNK阻害剤）は抑制効果



を示さなかった。これらの結果から、P. 
gingivalis 感染により誘導される前駆体
MMP9産生は、p38、ERK1/2および NF-kBを
含む複数のシグナル伝達経路を介すること
が示唆された。 

（４）P. gingivalisタンパク分解酵素と口腔癌 
   浸潤能との関連性 

タンパク分解酵素欠損変異株の感染では、
PAR2、PAR4の発現亢進は認められなかった
（図 10）。次に前駆体MMP9の活性化とタン
パク分解酵素の関連性を検証した。kgp 欠損
株（KDP129）、rgpA rgpB欠損株（KDP133）
による感染では前駆体 MMP9 の産生誘導が
認められたが、 rgpA rgpB kgp 欠損株
（KDP136）による誘導は見られなかった（図
11A）。一方、いずれの欠損株においても前駆
体MMP9の活性化は認められず、浸潤能の亢

進も見られなかった（図 11B）。 
前駆体 MMP9 の産生は、Rgp と Kgp のどち

らか一方により誘導されるが、その活性化に
はRgpとKgpの両方が必要であることが示さ
れた。これらの結果から、P. gingivalisが有す
るジンジパインが、前駆体MMP9の活性化を
促進し、結果的に浸潤能の亢進に関与してい
ることが示唆された。 

 
（５）前駆体MMP9産生に関わるシグナル伝 
   達と活性化のまとめ 
本研究では、P. gingivalisの口腔癌細胞の浸潤
能亢進に関与する分子基盤に解析を加えた。
その結果、 P. gingivalis は p38/HSP27、
ERK1/2-Ets1 ならびに PAR2/NF-kB を含む複
数のシグナル伝達経路を介して前駆体
MMP9の産生を誘導すること。さらに前駆体



MMP9 が P. gingivalis タンパク分解酵素によ
り活性化され、SAS細胞の浸潤能を亢進する
ことにより、P. gingivalisが口腔癌の浸潤を促
進する可能性が示された（図 12）。 
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