
Title クルクミンの歯周病予防素材への応用

Author(s) 泉井, 秀介

Citation 大阪大学, 2017, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.18910/61653

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKAThe University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



 

 

 

 

学位論文 

 

 

クルクミンの歯周病予防素材への応用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

大阪大学大学院歯学研究科 

口腔科学専攻 口腔分子免疫制御学講座 

予防歯科学分野 

泉井 秀介 

 



- 1 - 

 

 

緒言 

 

 歯牙喪失の主たる原因のひとつである歯周炎は、歯周病菌によって引き起こされる慢性

感染症である 1)。中でも、Porphyromonas gingivalis、Treponema denticola、Tannerella forsythia

から成る red complex は、歯周炎の病態進行に大きな影響を及ぼす細菌種であると考えられ

ている 2)。 

 近年、健康な歯周組織を維持するための栄養素や機能性食品の臨床応用を目指した研究

が進んでいる。例えば、マスチックノキに含まれるポリフェノール化合物やユーカリから抽

出されるマクロカルパールが、歯周組織の健康を維持するための研究対象となっている 3) ~ 

5)。クルクミン (図 1) は、多機能性ポリフェノールとして知られるウコンの根茎に含まれる

成分である 6)。近年、クルクミンが有する抗炎症作用 7)，8)、抗酸化作用 9) ~ 12)、抗腫瘍作用

13) ~ 15)が広範にわたり研究されている。また種々の細菌に対し、静菌作用を示すことも明ら

かになっている 16)。例えば、クルクミンは Trichomonas vaginalis および Helicobacter pylori 対

して静菌作用を有し 17)，18)、Candida albicans や Paracoccidioides brasiliensisなどのカンジダ

種に対しても抗真菌作用を示すことが報告されている 19)， 20)。さらにクルクミンは

Escherichia coli、Pseudomonas aeruginosa、Klebsiella pneumonia および C. albicansのバイオフ

ィルム形成を阻害することも示されている 21) ~ 23)。口腔細菌に関しては、クルクミンはう蝕

原性細菌である Streptococcus mutans のソルターゼ Aを阻害し、結果的に、S. mutans のバイ

オフィルム形成を抑制することが報告されている 24)。しかしながら、クルクミンが歯周病

原性菌そのものに及ぼす影響に関しては、いまだ不明な点が多い。一方、クルクミンは、P. 

gingivalis のリポ多糖により刺激を受けたヒト末梢血単球およびマクロファージによって産

生される腫瘍壊死因子-α (TNF-α) 、インターロイキン (IL) -１β、単球走化性タンパク質 

(MCP) -１α、IL-6、プロスタグランジン E2 (PGE2) 、マトリックス・メタロプロテアーゼ 

(MMP) -9などの産生を阻害することが報告されている 25)，26)。しかし、その作用機序につい

ては未だ不明な点が多い。 

 本研究では、クルクミンの歯周病予防素材としての機能を評価する目的で以下の検討を

行った。まず、クルクミンの P. gingivalisや T. denticola などの歯周病原性菌の増殖および P. 

gingivalisのプロテアーゼ活性に及ぼす影響について検討を行った。さらに、P. gingivalisの

単一バイオフィルム形成および Streptococcus gordonii - P. gingivalis混合バイオフィルム形成

に及ぼすクルクミンの抑制効果についても検討を行った。また、宿主因子に及ぼす影響とし

て、P. gingivalisの有力な傷害因子である外膜小胞 (outermembrane vesicle:以下、ベシクルと
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略す) の刺激を受けたヒト歯肉上皮 (human gingival epithelial:以下、HGE と略す) 細胞の炎

症反応に及ぼすクルクミンの影響を評価した。P. gingivalis ベシクルには、リポ多糖、線毛、

プロテアーゼなど様々な傷害性因子が含まれていることが知られており 27)，28)、種々の酵素、

毒素、細胞間コミュニケーションシグナルおよび抗原などを通じて、免疫システムに影響を

及ぼすことが報告されている 29)。さらに、クルクミンが P. gingivalis ベシクルの刺激を受け

た HGE細胞の遊走能と増殖能に及ぼす影響についても検討を行った。また、ベシクルはエ

ンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれることによって、アポトーシスなど様々な

細胞傷害性を引き起こし、歯周組織にダメージを与えると考えられている 30)。そこで、クル

クミンがベシクルでコーティングされた蛍光ビーズの HGE細胞への付着・侵入に及ぼす阻

害作用についても評価し、クルクミンの歯周病予防素材としての可能性について検討を加

えた。 

 

 

材料および方法 

 

1. 菌株と培養状態 

P. gingivalis ATCC 33277 株、Prevotella intermedia ATCC 49046 株、Fusobacterium nucleatum 

ATCC 23726 株、Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29522株/29523 株、T. denticola 

ATCC 33520 株および S. gordonii G9B 株は凍結保存菌株を使用した。臨床分離株の P. 

gingivalis OMZ 314 は、van Winkelhoff 教授（Academic Centre for Dentistry Amsterdam, the 

Netherlands）から供与を受けた。グラム陰性菌株の培養は、heamin (Wako Pure Chemical 

Industries) 5 μg/mL および menadione (Sigma-Aldrich) 1 μg/mL を含む trypticase soy broth (BD 

Microbiology systems : 以下、TSBと略す) に播種し嫌気条件下で行った。S. gordoniiは凍結

保存した菌を brain heart infusion broth (BD Microbiology systems) に播種し、37°Cで 16 時間

培養した。 

 

2. 細胞と培養状態 

HGE 細胞 2 株、すなわち Epi4 細胞 31)と Ca9-22 細胞 (Health Science Research Resources 

Bank) を用いた。Epi4細胞は、HuMedia KG-2 (Kurabo) を用いて、Ca9-22 細胞は、Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium (NACALAI TESQUE) を用いて培養した。すべての実験において、

3 ~ 10代継代培養した細胞を使用した。 

 

3. 歯周病原性菌の増殖阻害実験 
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歯周病原性菌は、10 mL の TSB を用いて嫌気条件下で 48 時間培養し、培養細菌液 (500 

μL) を、各濃度 (0、5、10、15、20 μg/mL) のクルクミン (Wako Pure Chemical Industries) を

添加した 10 mLの TSBに播種した。培養開始後 60時間までの 12時間毎に、各培養液の濁

度を分光光度計 (UV-1600; Shimadzu) を用いて測定した。さらに、培養開始 48時間後にお

いて、菌の増殖が観察されなくなる (OD 600 nm < 0.05) クルクミンの最低濃度を、最小発育

阻止濃度 (MIC) とした。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

 

4. アルギニンおよびリジン特異的プロテアーゼ活性の測定 

クルクミンが P. gingivalis がもつアルギニンおよびリジン特異的プロテアーゼ、arginine-

specific cysteine proteinase (RGP) および lysine-specific cysteine proteinase (KGP) の活性に与え

る影響を Nagata 4)らの方法に従って評価した。P. gingivalis ATCC 33277 株および OMZ 314 

株を嫌気条件下で 48時間培養し、その後、遠心分離を行い培養上清を採取した。次に、そ

の上清 100 μL を 10 mM の cysteine、100 mM の NaCl および 5 mM の CaCl2を添加した 20 

mM のトリス塩酸緩衝液 (pH 7.6) と混合し 1 mL とし、各濃度のクルミン (0、5、10、20 

μg/mL) 存在下にて合成基質と反応させた。Benzoyl-L-arginine 4-methylcoumaryl-7-amideおよ

び t-butyl-oxycarbonyl-L-valyl-L-leucyl-L-lysine 4-methylcoumaryl-7-amide (Peptide Institute Inc) 

を RGPと KGPの合成基質として用いた。37°Cで 15分間培養し、2 mMの Nα-p-tosyl-L-lysine 

chloromethyl ketone hydrochloride を加えて反応を終了させた。プロテアーゼによる基質分解

に伴い放出された 7-amino-4-methylcoumarin を、マルチレーベルカウンター (ARVO MX 

1420; PerkinElmer Japan Co) を用いて波長 460 nmにて測定した。 

 

5. P. gingivalisの単一バイオフィルム形成 

P. gingivalis OMZ 314 株 (1.5 x 109 CFU/mL) を 6 μg の fluorescein isothiocyanate (FITC; 

Molecular Probes) で 30 分間染色し、リン酸緩衝生理食塩水 [PBS (pH 7.4); Wako Pure 

Chemical Industries] で 3 回洗浄した。この染色菌体に各濃度のクルクミン (0、5、10、20 

μg/mL) を 30 分間作用させ、PBS で 3 回洗浄した後、ヒト唾液でコーティングしたチャン

バー (μ-Slide 8 well ibidi Treat; ibidi) にて、37°Cで 16時間、嫌気条件下で遮光を行い、振盪

機上 (Mini-Shaker 3D; BIOSAN) で培養した。ヒト唾液は、健康な歯周組織をもつ 3 人のボ

ランティア (28 歳 ~ 43 歳) から採取した。食後 2 時間以上経ってから氷冷した遠沈管に 3

人の混合した唾液を集め、遠心分離を行い上清を本研究に用いた。 
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6. S. gordoniiと P. gingivalisの混合バイオフィルム形成 

クルクミンが、S. gordonii と P. gingivalis の混合バイオフィルム形成に及ぼす影響を、

Nagata32)らの方法に修正を加えて評価した。S. gordonii 菌体を hexidium iodide (HI; Molecular 

Probes) を用いて 15分間染色し、PBSで 3回洗浄した。その後、懸濁菌液 (5 x 107 CFU) を

ヒト唾液でコーティングしたチャンバーに播種し、37°Cで 16 時間、嫌気条件下で振盪培養

し、S. gordonii のバイオフィルムを作成した。P. gingivalis は前述のとおり FITC で染色し、

各濃度のクルクミン (0、5、10、20 μg/mL) を 30 分間作用させ、PBS で 3 回洗浄した後、

その懸濁菌液 (5 x 106 CFU) を S. gordonii バイオフィルムを形成させたウェルに添加し、

37°Cの嫌気条件下で遮光し 24時間培養した。 

 

7. 共焦点レーザー顕微鏡によるバイオフィルム観察 

共焦点レーザー顕微鏡 (Confocal laser scanning microscopy LSM510 version 3.2; Carl Zeiss : 

以下、CLSMと略す) を用いてバイオフィルムを観察した。ウェルを PBSで洗浄後、ウェル

の底面に形成された単一または混合バイオフィルムを 40倍に拡大して観察した。ヘリウム

ネオンレーザーによる励起波長は 543 nm、アルゴンレーザーによる励起波長は 488 nm と

し、HI染色した S. gordoniiと FITC染色した P. gingivalis を可視化した。各 CLSM像から無

作為に 6 つの視野を選択して、Imaris Software (version 5.0.1; Bitplane AG) を用いて P. 

gingivalisと S. gordoniiの体積を算出した。 

 

8. ベシクルの調製およびベシクルでコーティングした蛍光ビーズの準備 

ベシクルの調製は Rosen33)らの方法に従った。すなわち、P. gingivalis培養上清を、細孔径

0.22 μmのフィルター (Millex) で濾した後、超遠心機 (CP－80α; Hitachi Koki Co. Ltd) で分

離 (100,000 × g、4°C、60 分間) した。ベシクルを含む沈殿物は PBSにより懸濁した。ベシ

クルのタンパク質含有量は、Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (Pierce) を用いて定量した。

ベシクルでコーティングされた蛍光ビーズを Nakagawa24)らの方法に従って調整した。まず、

Fluorescent Microspheres (Molecular Probes) を、50 mM の 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 

buffer (pH 6.0; Sigma) を用いて、2.0 μg/mLのベシクルとともに室温で 15分間培養した。1-

Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (Dojindo Molecular Technologies) を添加し、最終

濃度を 0.4 mg/mLとした。混合物を室温で 3時間培養して、反応を 0.1 M の glycineを用い

て停止させた。調製したベシクルビーズは、PBSを用いて3回洗浄し、1% bovine serum albumin 

(Sigma) を含む PBS中で 4°Cにて保存した。 
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9. ベシクル刺激時の歯肉上皮細胞における炎症反応の評価 

Epi4細胞を、20 μg/mLのベシクルとともに種々の濃度のクルクミン存在下にて培養した。

培養 6 時間後、RNA抽出キット (RNeasy Micro Kit; QIAGEN) を用いて全 RNAを細胞から

抽出し、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応  (RT-PCR) キット  (PrimeScript RT Master Mix; 

TAKARA BIO INC) を用いて cDNAに逆転写した。PCRキット (SYBR FAST Universal qPCR 

Kit; Kapa Biosystems Inc.) およびサーマルサイクラ― (Roter-Gene6000; QIAGEN) を用いて

リアルタイム RT-PCR を行い、IL-6、IL-1β、TNF-α の mRNA 発現量を評価した。cDNA を

鋳型として、95°C で 10 秒間の増幅反応と、 (表 1) に示す特異的プライマーを用い、62°C

で 30 秒間の増幅反応を 40 サイクル行った。発現量は、 glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) mRNAを用いて標準化した。また、Epi4 細胞におけるタンパクレベ

ルでのサイトカインの産生量を、Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA; Biolegend) を用

いて測定した。 

 

10. 歯肉上皮細胞の遊走能と増殖能の評価 

ベシクルにより刺激された Epi4 細胞の遊走能と増殖能にクルクミンが及ぼす影響を

scratch wound assayにより評価した。ピペットチップを用いてコンフルエント状態の歯肉上

皮細胞層の一部を擦過し、人工的に創傷面を作成した。その後、20 μg/mL のベシクルを添

加し培養した後、クルクミン存在下における、24 時間後の創傷の治癒程度を位相差顕微鏡 

(Axiovert 40 C; Carl Zeiss Co. Ltd) を用いて評価した。創傷面積の割合は、Rincon34)らの方法

に従い、NIH-Imageを用いて画像処理を行い測定した。また、クルクミンの細胞増殖能に及

ぼす影響を検討するために、細胞を 20 μg/mL のベシクルとともに 1.5 時間培養した後、細

胞を PBS で 2 回洗浄し、クルクミンを種々の濃度で培地に添加した。さらに 3 時間培養し

た後に、細胞を PBSで 2 回洗浄し、Cell Counting Kit-8 (Dojindo Molecular Technologies) を用

いて細胞増殖度を評価した。培地中に 10 μLの cell counting solutionを添加し、37℃で 2時

間培養後、マルチレーベルカウンターを用いて各ウェルの吸光度を 450 nmの波長で測定し

た。次に、上皮細胞増殖因子 (Epidermal growth factor:以下、EGFと略す) の産生に及ぼすク

ルクミンの影響を ELISA (R&D Systems) を用いて評価した。各種濃度のクルクミン存在下

にて、Epi4 細胞を 20 μg/mL のベシクルとともに培養し、24 時間後に上清を採取し ELISA

を行った。 
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11. ベシクルビーズを用いた歯肉上皮細胞への付着・侵入阻害効果の評価 

Ca9-22細胞を、種々の濃度のクルクミン存在下にて 30分間培養し、その後、ベシクルビ

ーズ (5.0 × 105/well) を培養液中に添加した。37°Cで 3時間培養した後に、細胞を PBSで 2

回洗浄し、4% paraformaldehyde (NACALAI TESQUE) を用いて 20分間の固定を行った。次

に、細胞を 0.1% Triton X-100 (Wako Pure Chemical Industries) を用いて 3 分間透過処理し、

1% BSAを用いて 30 分間の処理を行った。その後、細胞を PBSで 2回洗浄し、10 μg/mLの

streptavidin conjugated dye (Streptavidin-Oregon Green 488 conjugate; Molecular Probes) を用い

て細胞骨格を 10 分間染色した。クルクミンがベシクルビーズの Ca9-22 細胞への付着・侵

入に及ぼす影響を、CLSMを用いて検討した。細胞内に侵入したベシクルビーズを定量化す

るために、各視野の細胞内および細胞外のビーズを計測した。各実験において少なくとも 8

つの視野を分析した。 

尚、これら全ての実験において、クルクミンは dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich : 以下、

DMSO と略す) の中で溶解し、最終的な DMSO 濃度を 1%とし培地に添加した。DMSO の

濃度は、歯周病原性菌の増殖や歯肉上皮細胞の発育に影響を与えないことを確認した。 

 

12. 統計分析 

全てのデータを平均＋標準偏差 (SD) で表した。両側 t検定または両側 Dunnett検定によ

り、各サンプル群間の有意差を検討した。データは P < 0.05 で有意差があると定義した。濃

度依存度は、Jonckheere-Terpstra 検定と統計ソフト (XLSTAT 2006 for Excel; SSRI) を用いて

分析した。 

 

 

結果 

 

1. クルクミン が歯周病原性菌に及ぼす静菌作用 

クルクミンは、A. actinomycetemcomitans を除いて、試供された全ての歯周病原性菌の増殖

を有意に抑制した (表 2) 。P. gingivalisに対するクルクミンのMICは 10 ~ 15 μg/mLであり、

P. intermedia、F. nucleatum、T. denticola においても同様の結果が得られた。10 μg/mLのクル

クミンにより歯周病原性菌の増殖は著しく抑制されることが明らかになった。一方、A. 

actinomycetemcomitans の ATCC 29522 株および 29523 株に対しては、100 μg/mLの濃度でも

効果は認められなかった。 
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P. gingivalis は長線毛の遺伝子型に基づいて 6 つの異なるタイプに分類されており、とり

わけ II型線毛遺伝子を有する P. gingivalisは歯周病患者から高頻度で検出される 35)。従って

本研究では P. gingivalisがもつ線毛遺伝子型に着目し、非歯周病成人から最も高頻度で検出

される線毛タイプ I 型の代表菌株である ATCC 33277 株および線毛タイプ II 型の OMZ 314

株の増殖にクルクミンが及ぼす影響を検討した。その結果、いずれの菌の増殖も、5 μg/mL

のクルクミン添加により抑制され、15 μg/mL 以上で著しく阻害されることが明らかになっ

た (図 2) 。これらの結果は、線毛遺伝子型の如何にかかわらず、クルクミンが低い濃度で

P. gingivalisに対して強い静菌作用を発揮することを示している。 

 

2. P. gingivalisプロテアーゼに及ぼすクルクミンの阻害作用 

P. gingivalis は線毛やプロテアーゼなどの様々なビルレンス因子を有している。その中で

も、RGPと KGPは歯周病の発症と進行において重要な役割を果たしていると考えられてい

る 36)，37)。クルクミンの P. gingivalisの RGPと KGPの活性に及ぼす影響を検討した結果、P. 

gingivalis ATCC 33277 株および P. gingivalis OMZ 314 株のいずれにおいても、RGPと KGP

の活性を濃度依存的に阻害することが示された (図 3) 。クルクミン濃度 20 μg/mL におい

て、両菌株の RGPの活性は約 80%抑制され、KGPの活性は、P. gingivalis ATCC 33277 株で

は約 55%、P. gingivalis OMZ 314株では約 45%阻害された。 

 

3. 単一菌種および混合菌種のバイオフィルム形成にクルクミンが及ぼす影響 

P. gingivalis OMZ 314株を実験に供し、P. gingivalis単一および S. gordoniiとの混合バイオ

フィルム形成に及ぼすクルクミンの影響を検討した。その結果、クルクミンは P. gingivalis 

OMZ 314 株のバイオフィルム形成を濃度依存的に阻害した (図 4) 。阻害作用は 10 μg/mL

の濃度で 70%に達し、20 μg/mLの濃度では 80%を越えた。 

さらに、S. gordonii G9B株と P. gingivalis OMZ 314株による混合バイオフィルム形成では、

前述の結果と同様に、クルクミンは S. gordonii上における P. gingivalis のバイオフィルム形

成を濃度依存的に阻害した (図 5) 。クルクミン濃度が 5、10、20 μg/mLにおける S. gordonii 

- P. gingivalisバイオフィルム形成阻害率は、それぞれ約 55%、80%、90%であった。 

 

4. ベシクル刺激による歯肉上皮細胞の炎症性サイトカインの産生に及ぼすクルクミンの

影響 

まず、ベシクルによる刺激が Epi4 細胞において IL-1β、IL-6、TNF-α の mRNA 発現とタ

ンパク産生を顕著に誘発することを確認した。次にベシクル刺激を受けた Epi4 細胞におけ
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るサイトカイン産生にクルクミンが及ぼす影響を検討した。Epi4 細胞を、20 μg/mL のベシ

クルとともに種々の濃度のクルクミン存在下にて 6時間培養し、全 RNAを細胞から抽出し

た。リアルタイム RT-PCRにより、IL-6、IL-1β、TNF-αの mRNA発現量を評価したところ、

クルクミンは、IL-6、IL-1β、TNF-α の mRNA発現を濃度依存的に抑制した (図 6A) 。また

Epi4 細胞におけるサイトカインタンパクの産生量を、ELISA により測定したところ、クル

クミンは、サイトカイン産生を濃度依存的に抑制することが示された (図 6B) 。尚、ベシク

ル刺激を受けていない Epi4 細胞においてはサイトカイン産生量は検出限界以下であった。 

 

5. ベシクル刺激を受けた歯肉上皮細胞の遊走能と増殖能に及ぼすクルクミンの影響 

コンフルエント状態の歯肉上皮細胞層の一部を、ピペットチップを用いて擦過し、人工的

に創傷面を作成した (図 7A) 。24 時間後の創傷の治癒程度を、位相差顕微鏡を用いて観察

したところ、周囲細胞が遊走して創傷を受けた細胞層の修復が観察された (図 7B) 。一方、

ベシクルを添加した群では、創傷面の細胞被覆が著しく阻害されていた (図 7C) 。さらに、

ベシクルを作用させた後、10 μg/mL のクルクミンを添加して培養した群では、創傷の周囲

細胞の遊走ならびに増殖による創傷面の細胞被覆が観察され、ベシクルによる刺激を受け

ていない細胞と同等のレベルでの創傷面積の縮小が観察された (図 7D) 。 

次に、ベシクル刺激を受けた歯肉上皮細胞の増殖能に及ぼすクルクミンの影響を検討す

るために、細胞を 20 μg/mL のベシクルとともに 1.5 時間培養した後、クルクミンを種々の

濃度で培地に添加し、3 時間培養し、Cell Counting Kit-8 を用いて細胞増殖を評価した。ベ

シクル添加群では、細胞増殖が有意に抑制された (図 8) 。一方、クルクミンを添加した群

では、ベシクルの存在にかかわらず、Epi4 細胞の増殖を濃度依存的に促進した。0.5 μg/mL

のクルクミン添加により、ベシクル刺激を受けた Epi4 細胞の増殖が正常レベルに戻ること

が確認された。 

 

6. 歯肉上皮細胞の EGF産生に及ぼすクルクミンの影響 

歯肉上皮細胞における EGF 産生に及ぼすクルクミンの影響について検討した。各種濃度

のクルクミン存在下にて、Epi4細胞を 20 μg/mLのベシクルとともに培養し、24時間後に上

清を採取し ELISAを行った。その結果、Epi4細胞の EGF産生へのベシクルの影響は認めら

れなかった。しかし、クルクミンは、ベシクル存在下においても、Epi4 細胞の EGFの産生

を濃度依存的に促進することが明らかとなった (図 9) 。特に、EGF の産生は 20 μg/mL の

クルクミン添加で顕著に増大していた。 
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7. ベシクルビーズの歯肉上皮細胞への付着・侵入にクルクミンが及ぼす効果 

Ca9-22細胞を、種々の濃度のクルクミン存在下にて 30分間培養し、その後、ベシクルビ

ーズを培養液中に添加した。37°C で 3 時間培養した後に、ベシクルビーズの Ca9-22 細胞

への付着・侵入を、CLSM を用いて観察した。クルクミンは、ベシクルビーズの細胞に対す

る付着・侵入を濃度依存的に阻害することが示された (図 10) 。10 μg/mL のクルクミンを

添加した場合では、対照群と比較して 88%の阻害率を示した。 

 

 

考察 

 

Socranskyらは、red complex (P. gingivalis、T. denticola および T. forsythia) がそれぞれユニ

ークな感染因子を具備し、歯周病の発症ならびに進行に関与していることを示唆した 2)。本

研究では、クルクミンは、極めて低い濃度 (5 μg/mL) で、P. gingivalisと T. denticolaの増殖

に対して強い阻害作用を発揮することが示された。一方、T. forsythia に及ぼすクルクミンの

増殖抑制作用に関しては、菌の発育が非常に限られているため本研究で用いた方法が適さ

ず、検討を行っていない。これまでに、ウコンのメタノール抽出物に関して、Bacillus subtilis、

Staphylococcus aureus、メチシリン耐性 S. aureusに対する MICが、それぞれ 16、128、125 

~ 250 μg/mLであると報告されている 16)。また、クルクミンに関して、Helicobacter pyloriお

よび Candida albicansに対して、それぞれ 5 ~ 50 μg/mLと 100 μg/mLの MICを示すことが

報告されている 18)，23)。歯周病原性菌については、A. actinomycetemcomitans ATCC 43718 株、

P. gingivalis ATCC 33277 株、F. nucleatum ATCC 10953 株に対するクルクミンの MICは、そ

れぞれ 15.6、7.8、31.3 μg/mLであることが報告されている 38)。本研究の結果、P. gingivalis 

ATCC 33277 株と F. nucleatum ATCC 23726 株に対する MICは、それぞれ 15 μg/mLおよび 10 

μg/mL であり、これまでの報告とほぼ一致する。しかし、A. actinomycetemcomitans 菌株の

ATCC 29522 株および ATCC 29523 株に対しては、100 μg/mL のクルクミンでも静菌効果は

みられなかった。このことは、A. actinomycetemcomitans 菌株間でのクルクミンへの感受性に

差異がある可能性が考えられ、今後の検討が待たれる。 

次に、P. gingivalis は RGP および KGP を産生し、直接的あるいは間接的に歯周組織の破

壊を引き起こすと考えられている。ポリフェノールが有する酵素活性阻害作用に関しては、

カテキン誘導体が、P. gingivalisの RGPと KGP39)、真核細胞と原核細胞に由来するコラゲナ

ーゼ 40)、および P. intermedia のチロシンホスファターゼ 41)の活性を阻害することが報告さ

れている。本研究の結果では、クルクミンが P. gingivalisの RGPおよび KGPの活性を濃度
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依存的に阻害することが示された。RGPおよび KGPは多彩な機能をもっており、P. gingivalis

の病原性発揮には欠かせない因子である 42)。クルクミンが、RGPと KGPの活性を抑制する

ことで、歯周病予防の強力な素材として機能する可能性が示された。 

本研究におけるバイオフィルム実験では、クルクミン処理をした P. gingivalisを、バイオ

フィルム形成における早期付着菌である S. gordoniiが形成したバイオフィルム上に、または

唾液でコーティングしたウェル上に添加した。その結果、クルクミンは P. gingivalis 単独に

よるバイオフィルム形成および S. gordonii上における P. gingivalis のバイオフィルム形成を

濃度依存的に阻害した。しかし、この阻害効果発現に関与する分子基盤は未だ不明である。

近年、クルクミンの成熟バイオフィルムに及ぼす効果が報告されている。複数菌種 

(Streptococcus mitis、F. nucleatum、P. gingivalis、A. actinomycetemcomitans) が 7日間かけて形

成した成熟バイオフィルムを、MIC濃度のクルクミンで 24時間処理し、走査型電子顕微鏡

を用いて構造変化を観察したところ、クルクミンで処理したバイオフィルムでは、細菌の代

謝活性が有意に抑制され、細胞外基質が失われていた 38)。Nagata らは P. gingivalis長線毛と

レンサ球菌表層の GAPDH の結合がバイオフィルムの初期形成に関与していると報告して

いる 32)，43)，44)。従って、クルクミンは、P. gingivalis 長線毛に付着することでレンサ球菌体

上の GAPDH との結合を阻害してバイオフィルム形成を抑制しているのかもしれない。さ

らにクルクミンが、長線毛の自己凝集および唾液タンパクとの相互作用を阻害し、その結果、

P. gingivalis のバイオフィルム形成を抑制する可能性も考えられる。クルクミンの作用機序

については、今後さらなる検討を加える予定である。 

P. gingivalis の有力なビルレンス因子であるベシクルは、様々な歯周病原性を発揮するこ

とが知られている 27)。例えば、ヒト歯肉上皮細胞をベシクルで刺激すると、シクロオキシゲ

ナーゼ-2、L-6、IL-8、MMPなどが過剰発現する 45)。炎症性サイトカインの過剰発現は、歯

周炎の発症と進行に大きく関わっている 46)。本研究では、ベシクルの刺激を受けた Epi4 細

胞において、クルクミンは IL-1β、IL-6、TNF-α の発現を濃度依存的に抑制した。クルクミ

ンは、nuclear factor κ-β、activator protein-１および activator of transcription-3などの炎症に関

連する転写因子を標的にすることが知られている 47)。例えば、Shishodia らは、クルクミン

が Iκ-β (inhibitor of κ-β) キナーゼの活性化を抑制することにより、細胞質に存在する nuclear 

factor κ-β の核内移行を阻害し、炎症性サイトカイン遺伝子の転写活性を抑制することを報

告している。従って、クルクミンとこれらの転写因子が相互に作用し合うことにより、サイ

トカイン産生を抑制した可能性が考えられる。 

本研究ではベシクルの刺激を受けた Epi4 細胞における細胞の遊走能と増殖能にクルクミ

ンが及ぼす影響についても検討を行った。細胞の遊走と増殖は、創傷治癒には欠かせない過
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程である。口腔内において、歯肉上皮細胞層は歯周組織のバリアとしての機能を有し、有害

な物質や細菌の侵入を防いでいる 48)。従って、このバリアが損傷を受けると、歯周病原性菌

が歯周組織の深部まで侵入し組織破壊へとつながる 49)。Furuta らは、P. gingivalis ベシクル

が歯肉上皮細胞の遊走と増殖を有意に阻害することを報告している 50)。さらにFurutaらは、

野生型のベシクルと KGP欠損ベシクルが細胞の遊走を有意に阻害すること、一方、RGP欠

損ベシクルにおいては細胞の遊走への影響をほとんど与えないことを示した。本研究にお

いて、クルクミンが、ベシクルの細胞毒性による歯肉上皮細胞の遊走と増殖に及ぼす影響を

阻害することが示された。さらに、クルクミンは歯肉上皮細胞における EGF の産生を促進

することも認められた。 

EGFは、血小板、ケラチノサイト、マクロファージなどによって産生され、創傷治癒の初

期段階に多量に発現されることが知られている 51)。EGF は、受容体である EGFR と結合す

ることにより、細胞の遊走や増殖を促す成長因子である。また、EGFRは創傷面においてケ

ラチノサイトの増殖をつかさどる主要調節因子であると考えられている 52)，53)。これらの結

果から、クルクミンには、細胞がベシクルによる刺激を受けていても、歯肉上皮細胞の遊走

と増殖を促進する能力を有する可能性が考えられる。一方で、クルクミンは、特定の腫瘍細

胞において、EGFR発現を抑制することが報告されている 54)。クルクミンが細胞の遊走と増

殖に影響を及ぼすメカニズムには今後の検討が必要である。 

本研究ではベシクルビーズの歯肉上皮細胞への付着・侵入における、クルクミンの影響に

ついても検討を加えた。ベシクルはエンドサイトーシス経路を介して宿主細胞の中に効率

よく侵入することが報告されている 30)。さらに、ベシクルの宿主細胞への侵入と同時に、ベ

シクルが有するプロテアーゼによって、トランスフェリン受容体、パキシリン、接着キナー

ゼなどといった細胞タンパクが分解され細胞機能が阻害されることが示されている 50)。本

研究で用いたビーズアッセイは、P. gingivalis の細胞侵入を評価する簡便かつ信頼性の高い

分析法である 55)。Epi4 細胞を用いて実験を行ったところ、ベシクルビーズにより 40%以上

の細胞が培養ディッシュから剝離した。そのため、培養ディッシュから剥離しにくい Ca9-

22細胞 (ヒト歯肉扁平上皮癌細胞) を歯肉上皮細胞として供試した。その結果、クルクミン

が、ベシクルビーズの歯肉上皮細胞への付着および侵入を有意に阻害することが示された。

このことは、クルクミンが、P. gingivalis の歯肉上皮細胞への付着・侵入を阻害する可能性

を示している。RGPと KGPは、P. gingivalisの細胞侵入に関与しているとの報告があり 56)、

クルクミンのこれらプロテアーゼへの阻害活性が、P. gingivalis の歯肉上皮細胞への付着・

侵入を阻害する理由のひとつかもしれない。 
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本研究で示されたように、クルクミンは歯周病原性菌に対して静菌作用や抗バイオフィ

ルム作用といった多様な生理活性を発揮する。近年、歯周組織の健康を維持するために植物

の抽出物が有する静菌作用に関する研究が行われている。例えば、Eucalyptus globulus の葉

の抽出物であるマクロカルパールは、P. gingivalis と T. denticola に対して 1 ~ 10 μg/mL の

MICを示し、50 ~ 100 μg/mLで P. gingivalisの RGPと KGPの活性を阻害した 4)。さらに、

二重盲検無作為化比較対照研究が行われ、ユーカリの抽出物を含むチューインガムがプラ

ークの蓄積と歯肉の炎症を有意に抑制することが示されている 5)。P. gingivalisと T. denticola

に対するクルクミンとユーカリ抽出物の MICはほぼ同等 (1 ~ 15 μg/mL) であるが、クルク

ミンは F. nucleatumの増殖を抑制する一方、ユーカリ抽出物には明確な抑制効果は認められ

ておらず、クルクミンによる今後の臨床研究が待たれる。 

本研究によりクルクミンが有する炎症抑制作用などの特徴が示された。Sasidharan らは、

1000 μg/mL のクルクミンでは正常線維芽細胞に対して有意な細胞毒性は観察されないと報

告しており 57)、Chengらは、クルクミンは 8000 mg/day (平均最大血中濃度:652.03 ng/mL) ま

では経口投与であれば人体に有毒ではないことを報告している 58)。さらにクルクミンは、

健康食品や医薬部外品など幅広い分野ですでに応用されており、高い安全性から容易に臨

床応用可能であることが予想され、本研究の結果から、歯周病予防へのクルクミンの臨床応

用への展開が期待できる。 

 

 

結論 

 

クルクミンは種々の歯周病原性菌の増殖を抑制し、P. gingivalis の有力なビルレンス因子

である RGPと KGPの活性を阻害した。さらに、クルクミンは、P. gingivalis単一および S. 

gordonii - P. gingivalis混合バイオフィルムの形成を抑制した。また、クルクミンは、P. gingivalis 

ベシクルの刺激を受けた歯肉上皮細胞において、IL-6、IL-1β、TNF-αなどの炎症性サイトカ

インの発現を抑制し、歯周ポケット内潰瘍面の創傷治癒を促す効果を有することも示唆さ

れた。さらに、P. gingivalis ベシクルの歯肉上皮細胞への付着・侵入をクルクミンが阻害す

ることも示唆された。これらの結果から、本研究によりクルクミンが有力な歯周病予防素材

として応用できる可能性が示された。 
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A) P. gingivalis ATCC 33277 B) P. gingivalis OMZ 314

図 2.  P. gingivalis の増殖に及ぼすクルクミンの影響

添加クルクミン量 ; ◆:0 μg/mL　■:5 μg/mL　▲:10 μg/mL　□:15 μg/mL　△:20 μg/mL

培養開始時間を 0 時間とし、12 時間から 60 時間まで 12 時間ごとに培養液の吸光度を測定した。

* P < 0.001 ( 両側 Dunnett 検定により算出 )
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濃度依存度は、Jonckheere-Terpstra 検定と統計ソフト (XLSTAT 2006 for Excel; 

SSRI) を用いて分析した。* P <0.001

図 3.  P. gingivalis プロテアーゼに及ぼすクルクミンの影響
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P. gingivalis OMZ 314 による単一バイオフィルム形成に及ぼすクルクミンの阻害効果を

CLSM を用いて観察した (P. gingivalis: 緑、観察倍率 : x 40) 。図は 6 視野のうち代表的

な像を表示した。バイオフィルム形成阻害率は Imaris Software を用いて算出した。

濃度依存度は、Jonckheere-Terpstra 検定と統計ソフト (XLSTAT 2006 for Excel; SSRI) 

を用いて分析した。P <0.001

図 4.  P. gingivalis の単一バイオフィルム形成に及ぼすクルクミンの影響
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S. gordonii - P. gingivalis 混合バイオフィルム形成に及ぼすクルクミンの阻害効果を CLSM

を用いて観察した (S. gordonii: 赤、P. gingivalis: 緑、観察倍率 : x 40) 。図は 6 視野のうち

代表的な像を表示した。バイオフィルム形成阻害率は Imaris Software を用いて算出した。

濃度依存度は、Jonckheere-Terpstra 検定と統計ソフト (XLSTAT 2006 for Excel; SSRI) 

を用いて分析した。P <0.001

図 5.  S. gordonii - P. gingivalis 混合バイオフィルム形成に及ぼすクルクミンの影響
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Epi4 細胞を、20 μg/mL のベシクルとともに種々の濃度のクルクミン存在下にて培養した後、

IL-6、IL-1β、TNF-αの mRNA 発現量を評価した。また、Epi4 細胞におけるタンパクレベル

でのサイトカインの産生量は、ELISA を用いて測定した。

* P < 0.01 ( 両側 Dunnett 検定により算出 )　† P < 0.05 ( 両側 Dunnett 検定により算出 )

図 6. ベシクル刺激による歯肉上皮細胞の炎症性サイトカインの遺伝子発現

およびタンパク産生に及ぼすクルクミンの影響
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D) 

人工的に作成した創傷面の治癒程度を位相差顕微鏡にて観察した ( 観察倍率 : x 100) 。

治癒程度は当初の創傷面積と比較した割合で表示した。

図 7.  ベシクル刺激を受けた歯肉上皮細胞の遊走に及ぼすクルクミンの影響
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* P  < 0.01

クルクミンが細胞増殖に及ぼす影響を検討するために、細胞をベシクルとともに 1.5 時間培養した後、

クルクミンを種々の濃度で培地に添加し、細胞増殖を評価した。* P < 0.01 ( 両側 Dunnett 検定により算出 )

濃度依存度は、Jonckheere-Terpstra 検定と統計ソフト (XLSTAT 2006 for Excel; SSRI) を用いて分析した。

P < 0.01

図 8.  ベシクル刺激を受けた歯肉上皮細胞の増殖能に及ぼすクルクミンの影響
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各種濃度のクルクミン存在下にて、Epi4 細胞を 20 μg/mL のベシクルとともに培養し、24 時間後に上清

を採取し ELISA を行った。* P < 0.01 ( 両側 Dunnett 検定により算出 )

濃度依存度は、Jonckheere-Terpstra 検定と統計ソフト (XLSTAT 2006 for Excel; SSRI) を用いて分析した。

P < 0.01

図 9.  歯肉上皮細胞の EGF 産生に及ぼすクルクミンの影響
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クルクミンがベシクルビーズの Ca9-22 細胞への付着・侵入に及ぼす影響を、CLSM を用いて観察した ( ベシクル

ビーズ : 赤、Ca9-22 細胞 : 緑、観察倍率 : x 40)。細胞内に侵入したベシクルビーズを定量化するために、各視野の

細胞内および細胞外のビーズを計測した。各実験において少なくとも 8 つの視野を分析した。

侵入阻害率は、各視野の細胞内および細胞外のビーズを計測し算出した。図は 8 視野のうち代表的な像を表示した。

濃度依存度は、Jonckheere-Terpstra 検定と統計ソフト (XLSTAT 2006 for Excel; SSRI) を用いて分析した。P < 0.001

図 10.  ベシクルビーズの歯肉上皮細胞への付着・侵入に及ぼすクルクミンの影響


