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抄　　　　　録

‘Red complex species’ をはじめとする歯周病原細菌が歯周炎患者の病巣歯肉組織内に侵入すること
は明らかにされているが , その詳細な侵入の分子メカニズムについては未だ不明な点が残されている . 
本研究では歯周病原細菌の歯肉上皮バリア突破機構について, 細胞内を通過するtranscellularルートと, 
細胞間隙を通過する paracellular ルートから検討を行った . 株化ヒト歯肉上皮細胞 （Ca9-22） を上部チャ
ンバーに培養した double-chamber culture 法を用い , Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, 
Treponema denticola および Aggregatibacter actinomycetemcomitans を添加した . 歯周病原細菌の上皮
バリア突破能は菌種特異的 real-time PCR 法（q-PCR）により下部チャンバーへ通過した菌量から検討
した . 歯周病原細菌による細胞間結合の破壊能については FITC-dextran の通過量から検討を行った . 
また , 細胞層に付着 , 侵入した歯周病原細菌数についても q-PCR から検討した . その結果 , P. gingivalis
は , 培養６時間で transcellular, paracellular の両ルートを通じて上皮バリアを突破することが明らかと
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緒　　　　　言

歯周炎は歯槽骨の吸収を伴う歯周組織の炎症
性病変で，歯肉縁下プラーク中に存在するある
種の嫌気性グラム陰性細菌に起因する疾患であ
る 1-3）．歯周病原性の細菌種についてはこれまで
多くの研究 4-6）がなされてきたが，大規模な
DNA-DNA ハイブリダイゼーション解析の結
果，Porphyromonas gingivalis，Tannerella 
forsythia，Treponema denticola の３菌種の偏
性嫌気性グラム陰性細菌が重度の（慢性）歯周
炎と強く関連することが明らかにされた 7）．こ
の３菌種は ‘red complex species’ と呼ばれ，現
在では歯周炎の主要な原因細菌種，歯周病原細
菌と考えられている．ただし，‘red complex 
species’ 以外にも歯周病原性を発揮する細菌は
存 在 し， 特 に 侵 襲 性 歯 周 炎 の 場 合 に は
Aggregatibacter actinomycetemcomitans が原因
細菌種と考えられている 8, 9）．

我々を含む複数の研究グループにより，歯周
炎患者の病巣歯肉組織から歯周病原細菌が検出
されることが報告されている 10-12）．このことは，
歯周病原細菌による歯肉上皮のバリア突破が歯
周炎発症機序の重要なステップであることを示
唆するものと考えられるが，そのメカニズムの
詳細については依然不明な点が数多く残されて
いる．歯周病原細菌のうち P. gingivalis の組織
内侵入については，Katz ら 13）が , P. gingivalis
の主要ビルレンス因子である Arg-gingipain と
Lys-gingipain により歯肉上皮細胞間隙を破壊し
て組織侵入することを示唆する報告を行ってい
る．しかし，gingipains を有さない他の歯周病
原細菌も歯周病患者の病巣歯肉組織に侵入して
いることが明らかとなっている 10-12）ことからす
れば，細胞間隙を通過する paracellular ルート
以外の組織侵入ルートも存在するものと考えら

れる．我々の研究グループでは，培養上皮細胞
を用いた研究から，P. gingivalis が上皮細胞内
へ侵入すること，侵入程度は P. gingivalis が保
有する線毛タイプにより大きく異なることを明
らかにしている 14）．また一旦，上皮細胞への侵
入が成立すると組織破壊につながる上皮細胞の
機能障害が起こり，結果として，他の歯周病原
細菌の組織内侵入に関与する可能性も明らかに
している 5）．これらの成績は，P. gingivalis が
歯肉上皮細胞内を通過する transcellular ルート
を介して組織内侵入する可能性を強く示唆する
が，paracellular ルートの組織内侵入を否定する
ものではなく，また，その関連性も明らかでは
ない . P. gingivalis 以外の歯周病原細菌につい
ては , T. forsythia, A. actinomycetemcomitans
で transcellular ルートを介する組織内侵入につ
い て は 報 告 さ れ て い る 15-17） が， い ず れ も
paracellular ルートについては検討されておら
ず，したがって侵入経路を含めた歯周病原細菌
の組織内侵入の全容は明らかにはされていない．

近年 , 歯周病原細菌のゲノム DNA が感染性
心内膜炎 5, 18）, 急性冠症候群 19-21），腹部大動脈
瘤 22）などの心血管疾患の病巣から検出され，
また，関節リウマチ 23）や糖尿病 24）においても
歯周病原細菌感染の関連が指摘されていること
から，歯周病原細菌の歯肉組織内への侵入／感
染は全身感染症の発症・進行に関わる重要なリ
スクファクターともなる可能性がある．そこで
本研究では，歯周病原細菌の歯肉組織内侵入機
構の全容を明らかにすることを目的に , ‘red 
c o m p l e x  s p e c i e s ’ お よ び A . 
actinomycetemcomitans の上皮バリア突破能と
突破経路について , 培養歯肉上皮細胞を用いた
double-chamber culture 法により検討した．

なった . また , T. forsythia, A. actinomycetemcomitans も P. gingivalis 同様に上皮バリア突破能を有しているこ
とが明らかとなった . しかし , これら２菌種の上皮バリア突破経路は transcellular ルートのみであることが示唆
された . これらの結果から，複数の歯周病原細菌は歯肉上皮バリアを突破するが，その侵入経路は菌種により異
なることが強く示唆された．
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材料および方法

１. 歯周病原細菌の調整
歯周病原細菌としてP. gingivalis ATCC 33277

株 お よ び A. actinomycetemcomitans ATCC 
33384 株は既報 25）に従い培養した . すなわち , 
５µg/ml の hemin （SIGMA-ALDRICH, St. Louis, 
MO, USA）, 0.5 µg/ml の menadione （SIGMA-
ALDLICH） 含有の Anaerobic bacteria culture 
media （コンプリートメディウム） （栄研化学 , 
東京） を用いた . T. forsythia ATCC 43037 株
の培養はコンプリートメディウムに 10 µg/ml 
N-acetylmuramic acid （SIGMA-ALDRICH） お
よび 0.1% L-cystein （SIGMA-ALDRICH） を添
加 し た 培 地 を 用 い , Trep. denticola ATCC 
33520 株の培養は T. forsythia の培養に用いた
培地に５% ウサギ血清 （Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA） を添加した培地を用いた . 各菌を 37˚C, 
嫌気的条件下で , 48 時間培養した後 , 遠心分離 

（2,400 xg, ８分間 , ４℃） により回収し , Minimum 
Essential Medium α （α-MEM） （Gibco, Grand 
Island, NY, USA） を用いて洗浄・再懸濁したの
ち , OD600=0.2 に濁度を調整し , 歯周病原細菌液
とした .

２. 歯肉上皮細胞層の作製
株化ヒト歯肉上皮細胞は市販の Ca9-22 細胞

を用いた . Sumitomo ら 26, 27）, Fujita ら 28）の方
法に準じ，double-chamber culture 法を用いて
歯肉上皮細胞層を作製した . すなわち , ３µm 径
のミリセルセルカルチャーインサート （Merck 
Millipore, Darmstadt, Germany） を上部チャン
バ ー , 24 穴 培 養 プ レ ー ト （Nunc, Roskilde, 
Denmark） を下部チャンバーとし , 上部チャン
バーに１% ウシ胎児血清，100 U/ml penicillin 

（SIGMA-ALDRICH） お よ び 100 µg/ml 
streptomycin （SIGMA-ALDRICH） を添加した
α -MEM 培地に懸濁した Ca9-22 細胞を 1.0 x 
105 cells/ml の密度で播種し , 37˚C, ５% CO2-
95% 大気中で３日間培養した．培養終了後 , α
-MEM で５回洗浄した後 , 上部チャンバーおよ

び下部チャンバーの培地を抗菌薬を含まない無
血清培地 （α -MEM）に置換し , 歯肉上皮細胞
層として実験に供した． 

３. 歯周病原細菌の上皮バリア突破能および上
皮細胞間結合の破壊状態
歯周病原細菌の上皮バリア突破能は，上部

チャンバーに歯周病原細菌の懸濁液を添加し，
Ca9-22 細胞層を通過した下部チャンバーの細菌
数から判定した．すなわち，上部チャンバーに
歯周病原細菌懸濁液 （最終：2.5 x 107 CFU/ml） 
を 100 µl 添加し , 一定時間培養後 , 上部チャン
バーおよび下部チャンバーの歯周病原細菌液を
回収した . 菌液を遠心分離して得られた菌体よ
り DNA を抽出 29） し，既報 30-32）に従い菌種特
異的 real-time PCR を行った．菌種特異的 real-
time PCR は，DNA 溶 液 １ µl, 1 x SYBR® 

Premix Ex TaqTM （タカラバイオ , 草津）, 0.4 
µM 菌種特異的プライマー （表１） の混合液を , 
Thermal Cycler Dice® Real Time System 
Single （タカラバイオ）を用いて行った．

表 1　Real-time PCR に使用したプライマー 

上下部チャンバーの歯周病原細菌液の回収，
洗浄後，Ca9-22 細胞間結合の破壊状態を検討す
る目的で，既報 26-28）に従い上部チャンバーに１
mg/ml FITC-dextran （分子量４kDa） （SIGMA-
ALDRICH） 液を４µl添加し, リン酸緩衝液 （PBS） 
で満たした下部チャンバーへ移行した FITC-
dextran 量を励起波長 485 nm, 蛍光波長 535 
nm にて分光蛍光光度計 F-2000 （HITACHI, 東
京） を用いて測定した .

その後，セルカルチャーインサート上の Ca9-
22 細胞を洗浄，回収後 , burst させて上皮細胞
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中の歯周病原細菌量を real-time PCR により測
定した 14）．

４. 上皮バリア突破に関わる歯周病原細菌の
gingipain 活性
歯周病原細菌のプロテアーゼ活性の比較検討

は 既 報 33, 34） に 従 い , 蛍 光 ペ プ チ ド 基 質
4-methylcoumaryl-7-amide （MCA 基質） を用いて
検討した . すなわち , 培養した歯周病原細菌を
回収 , 洗浄後 , PBS に懸濁し OD600=0.2 に濁度を
調整した．菌液５µlを , 50 mM sodium phosphate 

（pH 7.5）, ５mM ethylenediaminetetraacetic acid, 
20 µM MCA 溶液と 37˚C, ５分間反応させ , 分
光蛍光光度計により蛍光強度を測定した （励起
波長 380 nm, 蛍光波長 460 nm）. MCA 基質と
しては Boc-Phe-Ser-Arg-MCA および Boc-Val-
Leu-Lys-MCA （ともにペプチド研 , 大阪） を用
いた．

５. 統計解析
本研究における統計解析はすべてスチューデ

ントの t 検定を用いて行い , すべての結果にお
いて有意水準は 0.05 未満とした．

結　　　　　果

１. 歯周病原細菌の上皮バリア突破能と上皮バ
リア突破経路
Ca9-22 細胞を用いた上皮細胞層に破綻のない

こと，また，無血清培地の培養で上皮細胞層が
維持される時間について，添加 FITC-dextran
の通過量から検討した （図１）. その結果 , 培養
６時間までは 0.5 時間培養の値と比較して
FITC-dextran の有意の通過は見られず , Ca9-22
を用いた上皮細胞層は維持されていること , ま
た , 培養８時間以降は上皮細胞層が破綻してい
ることが明らかとなり , 以下の歯周病原細菌の
上皮バリア突破能の検討は培養６時間までで
行った .

両侵入経路の総和としての歯周病原細菌の上
皮バリア突破能における transcellular ルートの
関与を明らかにする目的で , ４菌種の歯周病原

細菌添加後の , 上部チャンバー内の菌数 , 上皮
細胞層中の菌数および下部チャンバーに通過し
た菌数の経時的変動について 0.5 時間培養の値
と比較して検討した （図２）. その結果 , P. 
gingivalis の場合 , 上部チャンバー内の菌数は培
養６時間まで徐々に減少し , 逆に下部チャン
バー内の菌数は培養４時間で増加し , 培養６時
間で有意の増加を認めた （p<0.05）. また , 上皮
細胞層中の菌数も時間の経過とともに増加し , 
培養２時間以降 , 有意に増加した （p<0.05） （図
２A）. T. forsythia の場合も同様に , 上部チャ
ンバー内の菌数は培養６時間まで徐々に減少
し , 下部チャンバー内の菌数は培養４時間以降 , 
有 意 に 増 加 す る こ と が 明 ら か と な っ た 

（p<0.05）. 上皮細胞層中の菌数も培養２時間以
降 , 有 意に 増 加した （p<0.05） （ 図２B）. A. 
actinomycetemcomitans の場合も , 上部チャン
バー内の菌数が培養６時間まで徐々に減少し , 
下部チャンバー内および上皮細胞層中の菌数が
培養時間の経過とともに増加したが , ともに培
養６時間時点でのみ有意の増加を認めた （いず
れも p<0.05） （図２D）. 一方 , Trep. denticola
の場合は，上部チャンバー内の菌数は培養６時
間まで徐々に減少したが，下部チャンバー内の
菌数は培養６時間時点においても有意の増加は

図１：歯肉上皮バリア形成の確認
培養終了後，下部チャンバーへ移行した
FITC-dextran の蛍光強度を示す（n ≧３）. 
平均値±標準誤差を図に示す . （＊） は有意な
差 （p<0.05） を示す．
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観察されなかった . しかし上皮細胞層中の菌数
については培養２時間および培養６時間の時点
で有意の増加を認めた （いずれも p<0.05） （図２
C）．

次に，上皮細胞層の細胞間結合破壊による
paracellular ルート形成の有無について , 上下部
チャンバーの歯周病原細菌液の回収，洗浄後，
上部チャンバーに添加した FITC-dextran の下
部チャンバーへの通過量から検討した（図３）. 
その結果 , P. gingivalis 菌液添加群では，菌液
除去後に添加した FITC-dextran の下部チャン

バーへの通過は培養４時間までは 0.5 時間培養
の値と比較して認められなかったが，培養６時
間の時点で有意の通過を認めた （p<0.05） （図３
A）. 一方 , T. forsythia, Trep. denticola および
A. actinomycetemcomitans の場合には , 菌液除
去後に添加した FITC-dextran の下部チャン
バーへの通過が観察されず , 上皮細胞層の細胞
間結合破壊による paracellular ルート形成は認
められないことが強く示唆された （図３B-D）．

図２：歯肉上皮バリア突破能における菌数定量
上部チャンバー （●）, 下部チャンバー （▲） および上皮細胞層 （■） に侵入または付着した細菌数の割合
を示す （A : P. gingivalis, B : T. forsythia, C : Trep. denticola, D : A. actinomycetemcomitans） （n ≧３）. 
平均値±標準誤差を図に示す . （＊） は有意な菌数の差 （p<0.05） を示す． 
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２. 歯周病原細菌の gingipain 活性
Paracellularルート形成に関わるP. gingivalis

に よ る 細 胞 間 結 合 タ ン パ ク の 分 解 は，P. 
gingivalis の保有する主要ビルレンス因子である
gingipains に起因することが示唆されている 13）

ことから，今回用いた４菌種の Arg- gingipain
活性および Lys-gingipain 活性について検討し
た . その結果 , P. gingivalis が Arg-gingipain 活
性および Lys-gingipain 活性を有すること （それ
ぞれ 394.6 および 104.8 nM/min） が確認され , 
T. forsythia, Trep. denticola な ら び に A. 

actinomycetemcomitans は い ず れ の gingipain
活性も認められないこと （いずれも 1.3 nM/min
以下） が強く示唆された （図４）.

考　　　　　察

歯周病原細菌が歯周炎患者の病巣歯肉組織に
侵入することは，病理組織学像から歯周病原細
菌の存在を示した Frank の報告 35）により示唆
されていたが，示された病巣歯肉組織中の細菌
数が予想以上に少なかったことから，長らく議
論があった．その後，病理組織学観察 12, 36）に

図３：歯肉上皮バリア突破経路における上皮細胞間結合の破壊
培養終了後，下部チャンバーへ移行した FITC-dextran の蛍光強度を示す．
A : P. gingivalis，B : T. forsythia, C : Trep. denticola, D : A. actinomycetemcomitans を示す （n ≧３）. 
平均値±標準誤差を図に示す . （＊） は有意な差 （p<0.05） を示す．
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加え，培養細胞を用いた研究 13-17）から，歯肉上
皮細胞内を通過する transcellular ルートを介し
て歯周病原細菌が組織内侵入する可能性が明ら
かにされた．さらに，PCR など遺伝学的手法に
より病巣歯肉組織中に歯周病原細菌の存在が示
される 10-12）に至って，歯周病原細菌が歯肉上皮
バリアを突破して歯周炎病巣歯肉組織に侵入す
ることが明らかとなった．しかし，Katz ら 13）

の示唆した paracellular ルートの組織侵入ルー
トの関与は依然明らかではない．Salmonella 
typhimurium の組織侵入は paracellular ルート
を経由することが示唆されている 37）ことから
すれば，P. gingivalis 以外の歯周病原細菌の歯
肉上皮バリア突破機序においても関与する可能
性は残されている．そこで本研究では，double-
chamber culture 法を用いて , transcellular ルー
トおよび paracellular ルートの総和としての上
皮バリア突破能を下部チャンバーへの通過菌数
から，transcellular ルートの関与を上皮細胞層
中の菌数から，ならびに paracellular ルートの
関与を上皮細胞層の細胞間結合破壊状態から
検 討 し た． 歯 周 病 原 細 菌 と し て は ‘red 
complex species’ および培養細胞内への侵入
能 が 高 い こ と が 示 さ れ て い る 14, 15）A. 

actinomycetemcomitans を用いた．
本研究ではまず，Ca9-22 細胞を用いた上皮細

胞層に破綻のないこと，また，無血清培地の培
養で上皮細胞層が維持される時間について検討
した．その結果，菌液添加時点で上皮細胞層に
破綻のないこと，無血清下の培養でも６時間ま
では上皮細胞層が維持されることが明らかと
なった （図１）．

‘Red complex spec ies ’ お よ び A. 
actinomycetemcomitans の上皮バリア突破能に
ついては，Trep. denticola を除く３菌種の歯周
病原細菌で下部チャンバー内の菌数の有意の増
加が観察された （図２） ことから，P. gingivalis，
T. forsythia および A. actinomycetemcomitans
は，単独で歯肉上皮細胞バリアを突破し得るこ
とが強く示唆された．この結果は歯周炎患者病
巣歯肉組織を対象に PCR により歯周病原細菌
の存在を示した藤本 10），遠藤 11）の成績を支持
する．

しかし，上皮バリア突破経路からみれば，P. 
gingivalis で は transcellular ル ー ト（ 図 ２A）
のみならず，培養６時間の時点で上皮細胞層の
細 胞 間 結 合 破 壊 が 見 ら れ た こ と か ら
paracellular ルートも関与することが強く示唆

図４：歯肉上皮バリア突破に関わるプロテアーゼ活性
蛍光ペプチド基質 A : Boc-Phe-Ser-Arg-MCA, B :  Boc-Val -Leu-Lys-MCA を用いたプロテアーゼ
活 性 の 蛍 光 強 度 を 示 す （n= ３）. Pg : P. gingivalis，Tf : T. forsythia, Td : Trep. denticola, Aa : A. 
actinomycetemcomitans 平均値±標準誤差を図に示す .
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された（図３A）．歯周病原細菌の gingipain 活
性を検討した結果，今回用いた４菌種では P. 
gingivalis のみが Arg-gingipain 活性および Lys-
gingipain 活性を有することが明らかとなり（図
４），paracellular ルートに関与する細胞間結合
タンパクの 分 解は P. gingivalis の 保 有 する
gingipains によることが強く示唆された．この
結果は，P. gingivalis の gingipains により細胞
間結合タンパクの一つである E-cadherin の分
解がおこり，paracellular ルートが形成される
との Katz ら 13）の報告を支持するもので，さら
にこれらの成績から，全身感染症のリスクファ
クターともなる歯肉組織内への侵入／感染能と
いう面でも P. gingivalis が高い病原性を有して
いることが示唆された．

T. forsythiaおよびA. actinomycetemcomitans
では，培養６時間時点で上皮細胞層の細胞間結
合破壊が見られない（図３B，図３D）にもか
かわらず，下部チャンバー内および上皮細胞
層中の菌数が有意に増加した（図２B，図２
D）． こ の 結 果 か ら，T. forsythia お よ び A. 
actinomycetemcomitans は transcellular ルート
を介した経路で上皮バリアを突破することが示
唆された．

しかし Trep. denticola では，下部チャンバー
内の菌数に有意の増加は観察されず（図２C），
単独では歯肉上皮細胞バリア突破能が認められ
ないことが示唆された . ただし , 上皮細胞層中
の菌数については培養２時間および培養６時間
時点で有意の増加を認めた （図２C） ことから，
上皮細胞内には侵入し得ることが示唆された．
本菌の場合 , P. gingivalis の上皮細胞層の細胞
間結合破壊を利用して，あるいはまた，他の歯
周病原細菌とともに歯肉組織内への侵入／感染
を 起 こ す の か も し れ な い． 事 実 , Trep. 
denticola は P. gingivalis の Arg-gingipain, Lys-
gingipain, 赤 血 球 凝 集 素 HagA に よ り P. 
gingivalis と共凝集すること 38）, T. forsythia の
表層タンパクである BspA により T. forsythia
と共凝集すること 39）が報告されている . さらに
上述したように，上皮細胞への P. gingivalis の

侵入が成立すると上皮細胞の機能障害が起こる
可能性があり 5）, その結果として，上皮細胞内
に侵入した Trep. denticola が歯肉組織内への
侵入／感染する可能性もある．

本研究の結果 , 歯周病原細菌により歯肉
上皮バリア突破能が異なること , その歯肉
上 皮 バ リ ア 突 破 経 路 は T. forsythia, A. 
actinomycetemcomitans では transcellular ルー
トのみを利用する可能性が高いが, P. gingivalis
においては transcellular ルートと paracellular
ルートの両方を利用して歯肉上皮バリアを突破
する可能性が高いことから , 歯周病原細菌が保
有するプロテアーゼ等の病原因子により歯肉上
皮バリア突破経路が異なる可能性が強く示唆さ
れた . しかし歯周病原細菌は歯肉縁下プラーク
という細菌集合体／バイオフィルムとして歯肉
上皮バリアの突破を果たす . 今後 , 個々の歯周
病原細菌の歯肉上皮バリア突破機序の詳細を明
らかにするとともに，歯肉縁下プラークという
細菌集合体／バイオフィルムの歯肉上皮バリア
突破機序についても検討する必要があるものと
思われる .
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Abstract：It was demonstrated that periodontopathic bacteria including ‘red complex species’ 
could invade into the apical gingiva of periodontitis patients. The precise mechanism, however, 
remains to be elucidated. We assessed here the invasion mechanism of periodontal pathogens across 
the gingival epithelial barrier through two putative routes （transcellular and paracellular routes）. 
After preculture of a gingival epithelial cell line （Ca9-22） on a filter insert of the double-chamber 
culture system, the suspensions of the laboratory strains of Porphyromonas gingivalis （Pg）, 
Tannerella forsythia （Tf）, Treponema denticola （Td） and Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

（Aa） were added to the upper chamber on the layered cells. At appropriate times of incubation, the 
translocated bacteria into the lower chamber were quantified by real-time PCR （q-PCR）. Then, the 
disruption of cell-cell junctions in Ca9-22 was examined by the translocation of FITC-dextran. The 
bacteria which had invaded and persisted within Ca9-22 were also assessed by q-PCR. The results 
indicated that Pg invaded significantly at 6 hours of incubation through both transcellular and 
paracellular routes. Tf and Aa could also possess the invasive ability, although they utilized only the 
transcellular route. Consequently, many periodontal pathogens can invade significantly across the 
gingival epithelial barrier, whereas the translocation route may differ between the organisms.

Key words：periodontopathic bacteria, bacterial invasion, gingival epithelial barrier 
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