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はじめにはじめにはじめにはじめに 

頭頸部領域で最も頻発する悪性腫瘍は口腔扁平上皮癌である（Stewart ら，2003）．

2008 年の 1 年間に全世界で新たに 263,900 人が口腔扁平上皮癌を発症し，128,000 人

が死の転帰をとったと考えられている（Jemal ら，2011）．一般に口腔扁平上皮癌は浸潤能

を有し，リンパ節転移および早期再発の頻度が高い．本疾患は多因性と考えられており，

喫煙，飲酒，食事のような生活習慣あるいは職業，遺伝，そして感染などの因子がリスク因

子となる（Petti ら，2009; da Silva ら，2011）． 

ヒトパピローマウイルス B 型，C 型肝炎ウイルス，エプスタインバーウイルス，ヒトヘルペ

スウイルス 8，ヘリコバクターピロリなどの微生物は，多種多様な腫瘍の発生や癌の進行に

関与している（Jemal ら，2011）．一方，慢性辺縁性歯周炎 （以下歯周炎とする）は代表的

な細菌感染症のひとつであり（Aas ら，2005），近年の疫学研究により歯周炎と口腔扁平上

皮癌との間に密接な関連があることが示された（Tezal ら，2007；2009；Fitzpatrick and 

Katz，2010；Maruyama ら，2012）．また，歯周炎罹患による口腔扁平上皮癌発生リスク

（オッズ比）は 4.52 倍（Tezal ら，2009），舌癌の発生リスクは 5.23 倍と報告されており

（Tezal ら，2007），歯周炎罹患と口腔癌発症との関連が強く示唆されている．その上，歯周

炎罹患の有無と口腔および消化管癌による死亡との間には有意な関連が認められると共

に，Porphyromonas gingivalis 感染が口腔および消化管癌のリスクを増加させる可能性も

報告されている（Ahn ら，2012）． 

口腔扁平上皮癌は歯肉，頬粘膜，舌背，舌縁，硬口蓋ならびに軟口蓋などに発症し，病

変部には多様な微生物が細菌叢を形成している（Aas ら，2005）．この細菌叢に       

P. gingivalis が存在し，口腔扁平上皮癌に持続的に接触し続けることが癌発症リスク因子

となるという仮説とともに,口腔癌患者の病変部細菌叢からの同菌の高頻度での検出が報

告されている（Mager ら，2005；Lanzós ら，2011）．また，歯肉扁平上皮癌組織からは    

P. gingivalis 抗原が検出されている（Katz ら，2011）．癌細胞に発現する B7-H1 は，リンパ

節転移，腫瘍の大きさ，核の高悪性度，分化の程度などの病理学的特徴と関連している
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（Thompson ら，2007; Mu ら，2011）．舌癌培養細胞の B7-H1 の発現が P. gingivalis 感

染により増加したことから，舌癌の遠隔転移，核異型への本菌の関与も示唆されている

（Groeger ら，2011）．これらのことから，口腔扁平上皮癌と P. gingivalis との相互作用が，

癌の進行ならびに転移に影響を与えている可能性が考えられている．しかしながら，これら

の因果関係の分子基盤に関する検討は十分ではない． 

Matrix metalloproteinases（MMPs）は，細胞外マトリックスや基底膜の分解において重

要な役割を担っている．細胞外マトリックスや基底膜が分解されると，基底膜や間質細胞へ

の癌細胞の穿孔が起こり，癌細胞の遊走および浸潤が亢進される．さらに，遊走および浸

潤が亢進されると所属リンパ節への転移に至り，血行性に遠隔臓器へ転移する（Sternlicht 

and Wer, 2001; Friedl and Wolf, 2003）．MMPs は哺乳類の細胞から酵素前駆体として産

生され，トリプシン様プロテアーゼによってプロペプチド部分が切断されることによって活性

型となる（Lijnen, 2001）．MMPファミリーの中でも，MMP2 と MMP9 は癌の浸潤・転移にお

いて重要な役割を担うことが知られている（Krüger ら，2005）．消化管癌細胞，単球，肺上

皮細胞ならびに滑膜細胞において，バルクホルデリアセパシア，ブルセラアボータス，ヘリ

コバクターピロリ，サルモネラエンテリカ，ストレプトコッカスパイオジェネスなどの感染によ

って，前駆体MMP9 が活性化され，感染細胞の遊走性と浸潤能の亢進が in vitro実験によ

り示されている（Tamura ら，2004；Oliveira ら，2006；Ramu ら，2008；Scian ら，2011；

Wright ら，2011）．また，P. gingivalis の lipopolysaccharide （LPS）は，ヒト口腔粘膜細胞

の前駆体 MMP9 の産生を誘導し（Andrian ら，2007；Jotwani ら，2010），P. gingivalis 培

養上清は，単球から分泌される前駆体 MMP9 の産生と活性化を誘導している（Zhou ら，

2012）．一方，P. gingivalis の細胞外代謝産物である酪酸は，数種類の癌細胞株の遊走能

に影響を及ぼさない（Miyazaki ら，2010）． 

本研究は，口腔扁平上皮癌細胞の MMP2 と MMP9 の産生ならびに活性化におよぼす

P. gingivalisの影響を解析し，歯周炎と関連性を示す口腔扁平上皮癌の進行ならびに細胞

浸潤の分子基盤を明らかにしたものである． 
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材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

１．１．１．１．使用した細菌，使用した細菌，使用した細菌，使用した細菌，培養培養培養培養細胞と培養方法細胞と培養方法細胞と培養方法細胞と培養方法 

供試した菌株は P. gingivalis ATCC 33277，kgp 欠損株（Okamoto ら，1998），rgpA 

rgpB 欠損株（Nakayama ら，1995），rgpA rgpB kgp 欠損株（Shi ら，1999）および

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 である．培地は Trypcase Soy Broth（Beckton 

Deckinson，Sparks，MD，USA）に yeast extract （1mg/ml），menadione （1µg/ml），

hemin （5µg/ml）を添加したものを使用した（Inaba ら，2009）． 

口腔扁平上皮癌由来である SAS 細胞および Ca9-22 細胞は JCRB 細胞バンク – 独立

行政法人 医薬基盤研究所より入手した．これらの細胞は 10% （v/v） ウシ胎児血清

（FBS）を添加した RPMI1640 培地（Sigma-Aldrich，St Louis，MO，USA）にて 37℃，

5%CO2環境下で培養した． 

２．２．２．２．ゼラチンザイモグラフィーゼラチンザイモグラフィーゼラチンザイモグラフィーゼラチンザイモグラフィー 

細胞培養上清中の MMP2 と MMP9 の酵素活性はゼラチンザイモグラフィーにより測定

した．増殖飽和状態の SAS 細胞ならびに Ca9-22 細胞に，multiplicity of infection（MOI）1

となるように調整した P. gingivalis を添加し，採取した培養上清を SDSサンプルバッファー

と混和し，0.1%ゼラチン含有 10%SDS アクリルアミドゲル上に展開した．ゲルは

2.5%Triton-X-100溶液で１時間洗浄し，200mM塩化ナトリウム溶液/5mM塩化カリウム溶

液 ̸0.02%（v/v）アジ化ナトリウムを含む 20mM トリス塩酸緩衝液（pH7.5）に浸漬し 37℃，

48時間反応させ，5%クマシーブルーR-250 で染色した後に洗浄を行い，MMP 活性を評価

した． 

３．３．３．３．阻害剤と阻害剤と阻害剤と阻害剤と発現誘導発現誘導発現誘導発現誘導剤剤剤剤 

NF-κB阻害剤 ammonium pyrrolidine dithiocarbamate （PDTC），p38 特異的阻害剤

SB203580，JNK 特異的阻害剤 SP600125，ERK1/2 特異的阻害剤 PD98059，ならびに

MMP14 発現誘導剤コンカナバリン A（ConA）は Sigma-Aldrich より購入した．PDTC は超

純水を用いて 100µM に，SB203580 は dimethyl sulfoxide（DMSO）を用いて 10µM，
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SP600125 も DMSO を用いて 10µM に，ConA は超純水を用いて 20µg/ml に調製した．

これら薬剤の細胞への添加は P. gingivalis の添加 2時間前に行った．  

４４４４．．．．ウェスタンブロッティングウェスタンブロッティングウェスタンブロッティングウェスタンブロッティング 

感染細胞はプロテアーゼフォスファターゼインヒビターカクテル（Thermo Scientific，

Rockford，IL）ならびにジンジパイン阻害剤である KYT-1 と KYT-36（Peptide Institute， 

Osaka ） を含む cell lysis/extract reagent （ Sigma-Aldrich ） に溶解 さ せ た ． ま た ，

Nuclear/Cytosol Fractionation kit（Bio Vision，Palo Alto，CA，USA）を用い，核と細胞質

の分離を行った．細胞溶解物の上清，核タンパクならびに細胞質は SDS-ポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動上で展開させた後，ウエスタンブロット法により解析した．ウエスタンブロッ

ト法に用いた抗体として，抗 Phospho-ERK1/2 抗体（Thr202/Tyr 264，1：1000），抗

ERK1/2 抗体（1：1000），抗 Phospho-p38 抗体（1：1000），抗 p38 抗体（1：1000），抗

phospho-JNK（Thr183/Tyr185，1：1000），抗 JNK 抗体（1：1000），抗 Phospho-IκBα抗

体（Ser32/36，1：1000），抗 IκBα抗体（1：1000），抗Phospho-p38抗体（Thr180/Tyr182，

1 ： 1000 ） ， 抗 Phospho-c-Jun 抗体 （ 1 ： 1000 ） ， 抗 c-Jun 抗体 （ 1 ： 1000 ） ， 抗

Phospho-HSP27 抗体（Ser82，1：1000），抗 HSP27 抗体（1：1000），は Cell Signaling 

Technology（Beverly，MA，USA）より購入した．抗 Ets1 抗体（1：500），抗 Ets2 抗体（1：

500），抗 MMP14 抗体（1：500）は Santa Cruz Biotechnology（Santa Cruz，CA，USA）よ

り購入し，抗 MDM2 抗体（NOVUS Biologicals，Littleton，CO，USA，1：1000）および

β-actin（Cell Signal Technology，Beverly，MA，USA，1：1000）を用いた．タンパク質なら

びにリン酸化タンパク質は Pierce ECL Substrate（Thermo Scientific，Rockford，IL，

USA）を用いて検出した． 

５５５５．．．．RNA 干渉干渉干渉干渉 

PAR2，Ets1，HSP27 ならびにコントロール Small interfering RNA （siRNA）は Santa 

Cruz Biotechnology から購入した．細胞への遺伝子導入は Lipofectamine 2000 reagent 

（Invitrogen，Carlsbad，CA，USA）を用いて行った． 
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６６６６．．．．癌細胞浸潤能試験癌細胞浸潤能試験癌細胞浸潤能試験癌細胞浸潤能試験 

24 ウェルマトリゲルインベージョンチャンバー（BD Biosciences，Bedford，MA，USA）を

用いて癌細胞浸潤能試験を行った．チャンバー上部に無血清 RPMI1640 培地で調整した 

SAS 細胞（1×105個）を加え，MOI 1 で P. gingivalis を同時に添加した．ウェル底部に 10% 

FBS含有 RPMI1640 培地を加え，37℃で 24時間培養した．その後チャンバー上部の細胞

を取り除き，メンブレン底部の細胞を固定後，Diff-Quick（シスメック，神戸）で染色し 200 倍

視野にて浸潤細胞の観察を行った． 

７７７７．．．．Reverse transcriptase-polymerase chain reaction（（（（RT-PCR）））） 

総RNA の抽出は TRIsure （BIOLINE，Luckenwalde，Germany）のプロトコールに従っ

て行った．さらに iscriptTM cDNA Synthesis kit （Bio-Rad，Hercules，CA，USA）を用いて

cDNA を合成した．SAS 細胞における PAR の発現を確認するため，表１に示すプライマー

を用いて PCR を行った．遺伝子発現解析として Taq PCR Master Mixkit （Qiagen，

Valencia，CA，USA）を用いて反応を行った．PCR プロトコールは初期熱変性として 95℃

で 5 分間処理を行った後，熱変性を 95℃で 30秒，アニーリングを 60℃で 30秒，伸長反

応を 72℃で 30秒の 3 ステップ PCR を 30サイクル行い，最後 72℃で 7 分間伸長反応を

行った．得られた PCR産物はエチジウムブロマイド添加 1.5% アガロースゲルにて電気泳

動を行った後，波長 302nm の紫外線で DNA のバンドを可視化した． 

８．リアルタイム８．リアルタイム８．リアルタイム８．リアルタイム PCR 

表２に示すプライマーを用いて，PAR2 の発現量をリアルタイム PCR で測定した．リアル

タイム PCR は，Quanti Fast SYBR Green PCR kit（Qiagen，Valencia，CA，USA）を用い，

Step one plus （Applied Biosystems，Carlsbad，CA，USA）にて増幅産物を定量および

解析を行った．PAR2 mRNA の発現量は，GAPDH を内部標準として，比較 Ct法により相

対的発現量を解析した． 
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結果結果結果結果 

１．１．１．１．P. gingivalis によるによるによるによる口腔扁平上皮癌細胞口腔扁平上皮癌細胞口腔扁平上皮癌細胞口腔扁平上皮癌細胞株の株の株の株の浸潤浸潤浸潤浸潤能亢進能亢進能亢進能亢進 

癌浸潤のためには，癌細胞が産生する前駆体 MMP2 ならびに MMP9 が活性型に転換

されることが必要である（Ramos-DeSimone ら，1999；Cheung ら，2006）．そこで，本研究

では，高浸潤型口腔癌細胞株 SAS 細胞から産生される前駆体 MMP2 と 9 の活性化にお

よぼす P. gingivalis の影響を調べた． 

 

 

図１ P. gingivalis による SAS 細胞の前駆体 MMP9 分泌亢進と活性化 

A： P. gingivalis非添加群 

B： P. gingivalis添加群 

 高浸潤型 SAS 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ，2, 4, 6, 12, 24時間培養し

た．培養上清のMMP9活性はゼラチンザイモグラフィーの画像を Image Jにより数値

化を行い評価した． 

 

          

前駆体MMP9

培地

のみ

活性型MMP9

細胞上清

（Pg非添加）

細胞上清

（Pg添加）

前駆体MMP9

培地

のみ

活性型MMP9

細胞上清

（Pg非添加）

細胞上清

（Pg添加）

 

図２ P. gingivalis による SAS 細胞培養上清中の前駆体 MMP9 分泌亢進と活性化 

２４時間培養した SAS 細胞の培養上清を採取し，P. gingivalis（1x106 cfu）を添加した．

２４時間後，ゼラチンザイモグラフィーにより MMP9 の活性化を評価した．新鮮培地をコ

ントロールとした． 
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前駆体MMP2 ならびに MMP9 は，時間依存的に SAS 細胞から産生・分泌され（図１A），

P. gingivalis の感染により前駆体 MMP9 の分泌が誘導され，活性化も認められた（図１B）．

SAS 細胞のみを培養した上清を採取し，P. gingivalis を添加したところ，前駆体 MMP9 が

活性化された（図２）．この現象は，P. gingivalis が細胞への付着・侵入にかかわらず、細胞

外へ分泌された前駆体 MMP9 が P. gingivalis により活性化されることを示している． 

 

      

図３ MMP9 特異的阻害剤による P. gingivalis 感染 SAS 細胞の浸潤能への影響 

MMP9 特異的阻害剤を添加した培地での P. gingivalis 感染 SAS 細胞の浸潤能をマト

リゲルインベージョンチャンバーを用いて評価した．* t 検定 p<0.01 

 

次に P. gingivalis による前駆体 MMP9 活性化が SAS 細胞の浸潤能におよぼす影響を

調べた．図３に示すように，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．一方，前駆体 MMP2 には P. gingivalis に

よる活性化が見られなかった（図１）．前駆体 MMP2 は細胞膜表面上で MMP14 により活

性化されるため，MMP2 の活性化には MMP14 の活性化も必要である（Barbolina and 

Stack，2008）．そこで，P. gingivalis 感染の MMP14 活性化への影響を調べた．しかし，

MMP14 は P. gingivalis 感染では産生も活性化も誘導されなかった（図４）．活性化

MMP14 を欠くことが前駆体MMP2 の活性化が起こらない理由と考えられた．このため，以

降の研究では．P. gingivalis 感染と MMP9 の産生誘導ならびに活性化についての検討を

行った． 
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A                             B 

 
図４ SAS 細胞の MMP14 の発現と前駆体 MMP2 活性 

A： SAS 細胞に P. gingivalis 感染，あるいはコンカナバリン A（ConA，20µg/ml）を添加

し，MMP14 の発現を評価した． 

B：SAS 細胞に ConA（20µg/ml）を添加し，24 時間後，細胞培養上清の MMP2 活性を

ゼラチンザイモグラフィーにて評価した． 

 

大腸癌のリンパ節転移との関連性が示唆されている F. nucleatum の口腔癌に対する前

駆体 MMP9 の活性化ならびに浸潤能への影響を調べた．F. nucleatum は前駆体 MMP2

ならびに 9 を活性化せず，細胞浸潤能の亢進能も示さなかった（図５）．この結果から，口腔

癌細胞における前駆体MMP9 の活性化や浸潤能の亢進は，P. gingivalis に特徴的である

ことが示唆された． 

 

A                                                                                    B         

      
図５ F. nucleatum による SAS 細胞の前駆体MMP9 分泌亢進と活性化ならびに浸潤能へ

の影響 

A： SAS 細胞に F. nucleatum（MOI 1 と 10）を感染させ，24 時間後に細胞培養上清の

MMP9 活性をゼラチンザイモグラフィーにて評価した． 

B： P. gingivalis または F. nucleatum（MOI 1）を感染させ、24時間感染させた SAS 細胞

の浸潤能を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．* t 検定 p<0.01  
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口腔扁平上皮癌はしばしば所属リンパ節に転移し，その後血行性に遠隔転移する

（Chandler ら，2011）．浸潤能が異なる代表的な口腔扁平上皮癌培養細胞株として，高浸

潤能株である SAS 細胞と，低浸潤能株 Ca9-22 細胞が用いられている（Shindoh ら，

1996）．Ca9-22 細胞では前駆体MMP2 の産生が認められたが，前駆体MMP9 の産生は

ほとんど認められず， 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６AB）．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６B）．これらのことから，P. gingivalis は MMP9

の活性化を介して口腔癌の浸潤能を亢進することが示唆された． 

A                                                                                            B     

  
図６ P. gingivalis による Ca9-22 細胞の前駆体MMP9 分泌亢進と活性化ならびに浸潤能

への影響 

A：Ca9-22 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ，24時間細胞培養した．培養上清を

採取し，ゼラチンザイモグラフィーにて MMP9 の活性を評価した． 

B：Ca9-22 細胞を，P. gingivalis 感染 SAS 細胞培養上清で培養し，マトリゲルインベージ

ョンチャンバーを用いて浸潤能を評価した．* t 検定 p<0.01 

 

２．２．２．２．PAR2 を介したを介したを介したを介した前駆体前駆体前駆体前駆体 MMP9 のののの産生誘導産生誘導産生誘導産生誘導 

前立腺癌細胞において，PAR2 を介したシグナル伝達経路の活性化により前駆体

MMP9 が産生されることが報告されている（Wilson ら，2004）．口腔癌細胞における前駆

体 MMP9 産生と PAR 群との関連を調べるために，SAS 細胞での PAR 群の発現を

RT-PCR法により解析した（図７A）．その結果，PAR2 mRNA の発現のみが明確に観察さ

れ，他の PAR 群の発現はほとんど見られなかった．P. gingivalis 感染 24 時間後には

PAR2 mRNA の発現が 1.8 倍まで増加した（図７B） 
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A                                 B 

    

図７ P. gingivalis による SAS 細胞の PAR2 の発現変化 

A： SAS 細胞における PAR の発現を評価した． 

B： SAS 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ，24時間後に RNA を抽出し，cDNA を

作成し，Real-time PCR により PAR2 の発現を評価した．* t 検定 p<0.01 

 

 

図８ PAR2 ノックダウン SAS 細胞の前駆体 MMP9 分泌と浸潤能への影響 

A： siPAR2 による PAR2 発現への効果を Real-time PCR により確認した． 

  siNT=陰性対照． 

B： PAR2 ノックダウン SAS 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ，24時間後に培養

上清中の MMP9 活性をゼラチンザイモグラフィーにて評価した． 

C：PAR2 ノックダウン SAS 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ，細胞浸潤能をマト

リゲルインベージョンチャンバーを用いて評価した．* t 検定 p<0.01 

 

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．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
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したところ，陰性対照 siRNA（siNT）導入細胞に比べて，mRNA の発現が約 82%減少して

いた（図８A）．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た（図８B）．さらに，細胞浸潤も顕著に抑

制された（図８C）． 

A 

 
B 

     

       

図９ P. gingivalis 感染 SAS 細胞における ERK1/2, p38, JNK リン酸化への影響 

A：SAS 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ， 2, 4, 6, 12, 24時間細胞培養した．

細胞を溶解後，ウエスタンブロット法で評価した．β-actin はコントロールとして用い
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た． 

B：ウエスタンブロットの結果は Image J により数値化を行った． 

 

３．３．３．３．P. gingivalis によるによるによるによる MAPK のリン酸化のリン酸化のリン酸化のリン酸化ならびにならびにならびにならびに NF-κB の核移行の核移行の核移行の核移行の促進の促進の促進の促進 

PAR2 は細胞特異的に ERK1/2，p38，JNK ならびに NF-κB のシグナル伝達経路を活性化

する（Kanke ら，2005；Seitz ら，2007；Kida ら，2007）．そこで，SAS 細胞の前駆体MMP9

産生に関与するシグナル伝達経路を検証した． P. gingivalis 感染により SAS 細胞の

ERK1/2，p38 ならびに JNK1 がリン酸化された（図９）．Ser32 と Ser36 で IκB がリン酸化

されることにより IκB/NF-κB複合体の解離ならびにNF-κBの核移行が生じ，その後NF-κB

はユビキチン－プロテアソーム系にて分解される．（Wasserman，1993）．本研究において

も P. gingivalis により，SAS 細胞の IκBαの Ser32/36 リン酸化ならびに NF-κB の核移行

が認められた（図１０）． 

A 

 

B                                    C 

  

図１０ P. gingivalis 感染 SAS 細胞における IκB のリン酸化と NF-κB 核移行 

A： SAS 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ， 2, 4, 6, 12, 24時間細胞培養した．

細胞を溶解後，ウエスタンブロット法で評価した．β-actin はコントロールとして用い

た． 

B： 核抽出タンパク質の NF-κB の発現． 

C：細胞質抽出タンパク質の NF-κB の発現． 
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P. gingivalis が ERK1/2，p38，JNK1 のリン酸化ならびに NF-κB の核移行にどのような

影響をおよぼし，さらには前駆体MMP9の産生誘導への影響を検討するため，各シグナル

伝達経路の阻害剤を用いた．SAS 細胞に P. gingivalis を感染させ，24時間後の上清中の

前駆体MMP9 の産生を観察した．PDTC（NF-κB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産生を抑制するだけ

でなく，培養上清中での活性化 MMP9 量も抑制した（図１１）．各阻害剤を組み合わせて前

処理した場合においても，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． 

A 

 

B 

  

C 
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図１１ ERK1/2, p38, JNK ならびに NF-κB阻害剤の前駆体 MMP9産生への影響 

PDTC（NF-κB 阻害剤），SB203580（p38 阻害剤），SP600125（JNK 阻害剤），

PD98059（ERK1/2阻害剤）をそれぞれ添加した培地で 24時間培養を行い，ゼラチンザイ 

モグラフィーにより MMP9 の活性化を評価した． 

A：阻害剤を１種類添加 

B：阻害剤を２種類添加 

C：阻害剤を３種類添加 

 

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-κB 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．そこで，

p38 と ERK1/2 のリン酸化ならびに NF-κB の核移行におよぼす PAR2 の影響を更に検討

した． PAR2 ノックダウン細胞においては， P. gingivalis 感染による p38 と ERK1/2 のリ

ン酸化の抑制は認められなかった（図１２）．一方，NF-κB の核移行に対する抑制効果は明

確に認められた（図１３）．これらの結果から，P. gingivalis に活性化された PAR2 による

NF-κB経路を介したシグナルにより前駆体MMP9 の産生が誘導されることが示唆された． 

 

                                             
図１２ PAR ノックダウン SAS 細胞における ERK1/2 と p38 リン酸化への影響 

PAR2 ノックダウン SAS 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ，24時間培養した．細

胞を溶解後，ウエスタンブロット法より評価した．β-actin はコントロールとして用いた． 
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A                                B 

   
図１３ PAR2 ノックダウンの SAS 細胞における NFκB の核移行への影響 

PAR2 ノックダウン SAS 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ，24時間培養した．細

胞を溶解後，ウエスタンブロット法で評価した．β-actin はコントロールとして用いた． 

A：核抽出タンパク質の NF-κB の発現 

B：細胞質抽出タンパク質の NF-κB の発現 

 

４．４．４．４．Ets1 を介したを介したを介したを介した前駆体前駆体前駆体前駆体 MMP9 のののの産生誘導産生誘導産生誘導産生誘導 

ERK 依存的シグナル伝達経路ならびに転写因子 Ets1 は前駆体 MMP9 の産生を制御

する（Dittmer，2003）．P. gingivalis 感染の ERK/Ets経路への影響を更に検討するために，

ERK シグナル伝達経路の下流に位置する Ets1 ならびに Ets2 の発現を観察した．P. 

gingivalis 感染 SAS 細胞では，Ets1 の発現が時間依存的に増加するものの，Ets2 の発現

には影響が見られなかった（図１４）．そこで Ets1 発現と前駆体 MMP9 産生の関連を調べ

るために，Ets1 ノックダウン SAS 細胞での前駆体 MMP9 の産生を評価した（図１５A）．そ

の結果，Ets1 ノックダウン細胞では P. gingivalis による前駆体 MMP9 の発現が顕著に抑

制された（図１５B）．  

A                                                                                                        B 
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図１４ SAS 細胞における転写因子 Ets1 と Ets2 発現への P. gingivalis 感染の影響 

A：SAS 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ，2, 4, 6, 12, 24時間培養した．細胞を

溶解後，ウエスタンブロット法で評価した．β-actin はコントロールとして用いた． 

B: ウエスタンブロットの結果は Image J により数値化をおこなった． 

 

A                                                                                            B 

   
図１５ Ets1 ノックダウン SAS 細胞の前駆体 MMP9 分泌への影響 

A： siEts1 による前駆体 MMP9 発現への影響を，ウェスタンブロッティングにより確認し

た．siNT=陰性対照． 

B：Ets1 ノックダウン SAS 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ， 24時間培養した．

細胞培養上清を採取し，ゼラチンザイモグラフィーにて MMP9 の活性化を評価した． 

 

５．５．５．５．HSP27 リン酸化リン酸化リン酸化リン酸化によりによりによりにより前駆体前駆体前駆体前駆体 MMP9 の産生の産生の産生の産生誘導誘導誘導誘導 

ヒト肝細胞癌の研究において，PKC-β/ERK1/2 ならびに PKC-β/p38 シグナル伝達経路

を介して Heat Shock Protein27（以下 HSP27 と省略）のリン酸化が制御されていることが

報告された（Guo ら，2008）．膀胱癌細胞では，HSP27 のリン酸化が前駆体MMP9 の産生

誘導と癌細胞の浸潤亢進に関与する（Kumar ら，2010）．さらに，ヒト大腸癌細胞では

p38/c-Jun を介して前駆体 MMP9産生が誘導される（Loesch ら，2010）．一方，JNK のリ

ン酸化は c-Jun を活性化し，細胞周期，アポトーシス，MMPs の発現に関連する AP-1結合

部位を保有する様々な遺伝子群を制御する（Wagner and Nebreda， 2009）．そこで

P.gingivalis 感染による p38 ならびに JNK シグナル伝達経路の下流に位置する分子への

影響を更に解析するために，HSP27 ならびに c-Jun のリン酸化を観察した． 
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A                                                                                                        B 

 

図１６ P. gingivalis 感染 SAS 細胞における HSP27 と c-Jun のリン酸化 

A：SAS 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ， 2, 4, 6, 12, 24時間培養した．細胞を

溶解後，ウエスタンブロット法で評価した．β-actin はコントロールとして用いた． 

B：ウエスタンブロットの結果は Image J により数値化をおこなった． 

 

P. gingivalis 感染 SAS 細胞では，HSP27 が時間依存的にリン酸化される一方，c-Jun

のリン酸化には影響が見られなかった（図１６）．そこで HSP27 のリン酸化と前駆体MMP9

産生との関連を調べるために，HSP27をノックダウンした SAS細胞を用いた（図１７）．その

結果，HSP27 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１７ HSP27 ノックダウン SAS 細胞の前駆体 MMP9 分泌への影響 

A：siHSP27 による前駆体 MMP9 発現への影響を，ウェスタンブロッティングにより評価

した．siNT=陰性対照． 

B：HSP27 ノックダウン SAS 細胞に P. gingivalis（MOI 1）を感染させ， 24時間細胞培

養した．細胞培養上清を採取し，ゼラチンザイモグラフィーにて MMP9 の活性化を評

価した． 
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６．６．６．６．ジンジパインジンジパインジンジパインジンジパインのののの前駆体前駆体前駆体前駆体 MMP9 活性化活性化活性化活性化と浸潤能と浸潤能と浸潤能と浸潤能亢進亢進亢進亢進への影響への影響への影響への影響 

P. gingivalis はシステインプロテアーゼであるアルギニン─ジンジパイン（Rgp）とリジン

─ジンジパイン（Kgp）からなるジンジパインを産生する（Guo ら，2010）．前駆体 MMP9 の

活性化と浸潤能亢進へのジンジパインの関与を調べるために，ジンジパイン欠損変異株を

用いた．kgp欠損株，rgpA rgpB欠損株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欠損株による誘導は見られなかった（図１８A）．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１８BC）．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． 

 

 

図１８ P. gingivalisジンジパインノックアウト株感染 SAS 細胞での前駆体MMP9 分泌と活

性化ならびに細胞浸潤能への影響 

A：P. gingivalisジンジパインノックアウト株（MOI 1）に 24時間感染させた後，培養上清

を採取し, ゼラチンザイモグラフィーにより MMP9 の活性を評価した． 

B：ゼラチンザイモグラフィーの結果を Image J により数値化を行った． 

C： SAS 細胞の浸潤能を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．     

* t 検定 p<0.01 
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図１９ 本研究の結果から推定される仮説 

P. gingivalis により ERK1/2-Ets1, p38/HSP27 ならびに PAR2/NF-κB経路が活性化

され，前駆体 MMP9 が産生される．細胞外へ分泌された前駆体 MMP9 は P. gingivalis

ジンジパインによって活性化され，口腔癌細胞の浸潤能を亢進する． 
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考察考察考察考察 

疫学研究および培養細胞を用いた研究では，口腔癌の病態への P. gingivalis を含む歯

周病菌の関与が示唆されている．しかしながら，その因果関係を示す分子基盤は明らかに

されていない．そこで本研究では，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-κB 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 がジンジパインにより活性化され，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１９）． 

シグナル伝達は，各々の細胞活動を統合し調和させる複雑な情報伝達系の一部である．

細胞を取り巻く微小環境における適切な刺激応答は，ヒト組織の恒常性，免疫の基盤とな

り，これらの破綻が癌を含む疾患へとつながる．活性化された MMP9 が基底膜や細胞外

基質の IV 型コラーゲンを分解することにより，癌は進行する（Westermarck and Kähäri，

1999；Raffetto and Khalil，2008）．P. gingivalis は口腔粘膜，樹状細胞，単球の前駆体

MMP9 の産生を誘導し活性化することにより，細胞の遊走能を亢進することが報告されて

いる（Andrian ら，2007；Jotwani ら，2010；Zhou ら，2012）．一方で，P. gingivalis の LPS

は，細胞の遊走性や前駆体 MMP9 の活性化を誘導しないとする報告もある（Zhou ら，

2012）．また，いくつかの細菌種が前駆体 MMP9 産生を誘導するという知見が報告されて

いるが，関与するシグナル伝達経路についての詳細はこれまで明らかにされてはいなかっ

た． 

PAR2 は炎症反応に影響をおよぼすだけでなく，感染時に生じるタンパク分解酵素を感

知するセンサーとしての役割を担っている．また，PAR2 は乳がん，メラノーマ，大腸がんな

らびにリンパ腫の癌細胞の遊走や転移にも関与している（Hjortor ら，2004；Shi ら，2004；

Wilson ら，2004；Dejean ら，2012）．実際，臨床検体においても PAR2 の発現誘導が消化

器癌や鼻咽頭癌の進行に相関していることが報告されている（Caruso ら，2006；Li ら，

2009）．さらに，PAR2 の活性化は ERK1/2 や NF-κB を介して腺癌大腸癌や膠芽腫の細胞
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増殖と遊走を亢進している（Guo ら，2011; Svensson ら，2011）．プロピオニバクテリウム

アクネスのセリンプロテアーゼは角化細胞の PAR2 を活性化し，MMP9 mRNA の発現を増

加する（Leeら，2010）．気道上皮においては，PAR2の活性化により前駆体MMP9が細胞

外に分泌されることが知られている（Vliagoftis ら，2000）．本研究では，P. gingivalis が

PAR2 を活性化し，IκB のリン酸化ならびに NF-κB の核移行を介して前駆体 MMP9 の産

生を誘導した．一方，歯髄細胞において，P. gingivalis の RgpB は PAR2 を刺激し，AP-1，

p38および ERK1/2経路を活性化すると報告されている（Tancharoenら，2005）．また腸上

皮細胞では，PAR2 が活性化しても NF-κB の核移行は認められなかった（Fyfe ら，2005）．

しかしながら SAS 細胞では，PAR2 活性化による p38 と ERK1/2 のリン酸化は認められな

いものの，NF-κB の核移行は認められた．これらのことは，PAR2 が活性化された後，細胞

特異的に様々なシグナル伝達経路を介した細胞応答が誘導されていることを示唆している．

さらに P. gingivalis による PAR2 の活性化は，ジンジパインによるタンパク質分解活性によ

ると考えられた． 

様々な癌細胞株において，転写因子Ets1はMMPsの転写調節因子として，癌の浸潤能

や転移に重要な役割を担っている（Dittmer，2003；Hahne ら，2005；Seth and Watson， 

2005；Ghosh ら，2012）．さらに HSP27 のリン酸化が MMP9 発現を制御し，浸潤能に影響

をおよぼすことが知られている（Hansen ら，2001）．本研究では，P. gingivalis を感染させ

た SAS 細胞では Ets1 の発現増加と HSP27 のリン酸化が誘導されたが，Ets1 ノックダウ

ンならびに HSP27 ノックダウン細胞では前駆体 MMP9 の産生が阻害された．様々な細胞

株において，ERK1/2-Ets1 ならびに p38/HSP27 のシグナル伝達経路を介して前駆体

MMP9 の発現が制御されることが示されている（Hansen ら，2001；Liu ら，2005；Ghosh ら，

2012）．ERK1/2 ノックダウン細胞ならびに Ets1 ノックダウン細胞を用いた研究では，

TGFβ1 に誘導される前駆体 MMP9 の産生が抑制されている（Liu ら，2005）．HeLa 細胞

では Ets1 の発現が癌細胞の遊走と浸潤に関与していると報告され，乳癌細胞における

HSP27 のリン酸化も同様である（Hahne ら，2005；Shin ら，2005）．また p38 をノックダウ
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ンした膀胱癌細胞では，HSP27 のリン酸化や前駆体MMP9 の産生が阻害され，細胞の遊

走と浸潤が抑制された（Kumar ら，2010）．これらの報告は，本研究で得られた P. 

gingivalis が ERK1/2-Ets1 と p38/HSP27シグナル経路を活性化するという知見に合致す

るものである．  

JNK1 のリン酸化はマウスの胚線維芽細胞における c-Jun の発現や細胞増殖の正の制

御因子であり，JNK2 はその負の制御因子である（Jaeschke ら，2006）．一方，JNK1 では

なく JNK2 と c-Jun とは，ヒト扁平上皮癌臨床検体において高頻度で活性化しており，浸潤

性の癌細胞において重要な分子であると考えられている（Zhang and Selim，2012）．さら

に，p38 は JNK の活性に負の制御を行っている可能性がある（Wagner and Nebreda，

2009）．本研究において，SAS 細胞では P. gingivalis 感染により JNK1 と p38 がリン酸化

されるが，JNK2はリン酸化されなかった．このことから，SAS細胞では p38のリン酸化によ

り JNK2/c-Jun経路の活性化が阻害されることが示唆される． 

ジンジパイン欠損株は前駆体MMP9 を活性化しなかった．MMP9 の前駆体（92KD）はト

リプシンにより C 末端のアルギニンならびにリジン残基が開裂され，活性型（82KD）が生じ

る（Duncan ら，1998）．従って，前駆体MMP9 の活性化には Rgp ならびに Kgp の両方の

基質特異性が求められると考えられる． 

癌細胞の浸潤ならびに転移は MMP2 ならびに MMP9だけでなく，ウロキナーゼプラスミ

ノーゲンアクチベーター (uPA) および MMP7 の発現にも影響を受けることが知られている

（Crawford ら，2002；Baker ら，2007）．本研究の癌細胞浸潤能試験において，前駆体

MMP9 が活性化していない P. gingivalis非添加群においても約 10%の癌細胞が浸潤する

ことが観察された（図３）．これには，SAS 細胞では MMP7 は発現していないが，uPA が発

現している（Lu ら，2011）ことが考えられる． 

本研究の結果を要約すると，P. gingivalis は，ERK1/2-Ets1，p38/HSP27 ならびに

PAR2/NF-κB経路を活性化して前駆体MMP9 の産生を誘導する．細胞外に分泌された前

駆体 MMP9 はジンジパインにより活性化され，口腔扁平上皮癌細胞の細胞浸潤が亢進さ
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れる．これまで P. gingivalis は様々な全身疾患に関連することが示唆されてきたが

（Amano ら，2012），本研究により口腔扁平上皮癌の進行ならびに転移にも P. gingivalis

が関与する可能性が示された。 
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