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緒言 

歯周炎は細菌感染を原因とする炎症性疾患である 1)。歯周病原細菌に感染して

炎症反応が深部に波及すると，歯槽骨は吸収され，歯周組織の破壊が生じる 2, 

3)。この破壊は，細菌の刺激に対して免疫応答が展開された結果である。すなわ

ち，歯周病原細菌が歯肉溝内に侵入すると，歯肉上皮細胞や歯肉線維芽細胞が細

菌の菌体成分を認識して，炎症反応を調節するサイトカインや炎症性メディエー

ターを産生し，これらの分子が好中球などの免疫細胞を活性化する。さらに免疫

応答が持続し，免疫細胞が過剰に活性化した結果，歯槽骨の吸収など歯周組織の

破壊が生じる 4)。従って，歯肉溝上皮は最初に菌に曝されることで，上記の免疫

応答の起点となる。さらに，持続的な炎症が生じた結果，歯肉溝底部の歯面と接

合上皮の接着が破壊される。以上のことから，細菌の感染により歯肉上皮の細胞

間接着，および歯面と接合上皮との接着の様式がどのように変化し，その変化が

細菌の深部組織への侵入に関与しているかを調べることは，歯周病の進行や予防

を考える上で大変重要である。 
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細胞間の接着は一般的に，密着結合 5)，接着結合 6)，デスモゾーム結合 7)，お

よびギャップ結合 8)によって接着しており，歯肉上皮細胞間の接着では occludin

からなる密着結合や E-cadherin からなる接着結合が関与している 9)。その一方

で，歯面と接合上皮はヘミデスモゾーム結合を形成することによって接着してお

り，この接着には細胞接着分子である integrin と細胞外基質（extracellular 

matrix：ECM）が関与している 10)。integrin は，α 鎖と β 鎖の 2 種のサブユニット

からなるヘテロダイマーで構成され，α 鎖，β 鎖ともに細胞膜を貫通しており，

細胞と ECM の接着に関与する膜蛋白質である 11)。現在までに integrin のサブユ

ニットには 18 種類の α 鎖と 8 種類の β 鎖が確認されており，それらの組み合わ

せによって 24 種類の integrin が形成される 12)。さらに，それらの組み合わせに

よって，それぞれの ECM が特異的に結合する。また，integrin は，ECM と接着

することによって，細胞外の情報を細胞内に伝えるシグナル伝達因子としても機

能する。その一方で，この接着が ECM の発現を調節することによって，これら

の細胞の増殖，分化，死，および遊走などに関与する 13)。そのため，ECM は，

細胞外の空間を満たす物質であると同時に，組織の骨格的役割，細胞接着におけ
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る足場の役割，そして細胞増殖因子などの液性因子を保持・提供する役割などを

担う。 

代表的な ECM として collagen，proteoglycan，fibronectin，および laminin など

が挙げられる 14)。接合上皮では 5 種類の integrin（α2β1，α3β1，α5β1，α6β4，お

よび αvβ6）が発現しており，また歯面側にある内側基底板では 4 種類の ECM

（laminin-5，type VIII collagen，versican，および tenascin C）が，発現している

15)。歯周病原細菌によって細胞間接着が破壊されるという報告 16)は存在するが，

細菌感染によって，接合上皮と歯面の結合様式であるヘミデスモゾーム結合に関

与するこれらの integrin と ECM が受ける影響については不明な点が多い。 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans（Aa）は，代表的な歯周病原細菌の一種

であり，通性嫌気性グラム陰性桿菌である。Aa によって産生されるリポ多糖

（lipopolysaccharide：LPS）17)，ロイコトキシン 18)，細胞致死性膨張性毒素 19)，

および外膜蛋白質 20)は，歯肉上皮を損傷させ，炎症を拡大させる。また，Aa は

上皮細胞へ侵入する能力を持ち 21)，歯周炎発症の初期段階に深く関与する 22)。さ

らに，歯肉上皮細胞において，Aa の刺激により，細胞間接着因子である E-
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cadherin の発現が減少したことが報告されている 16)。しかし，Aa がどのようなメ

カニズムで炎症に関わり，歯肉上皮細胞の integrin と ECM の発現変化に関与する

かについては不明な点が多い。 

このような背景から，歯周病原細菌が歯面と接合上皮の接着にどのように影響

するかを解明することは，歯周炎進行の抑制手法を考える上で重要と考えられ

る。そこで本研究では，この接着に起こる変化を明らかにするために，培養ヒト

歯肉上皮細胞株を用いて，細胞と Aa の共培養時，または共培養後に菌を除去し

た際に生じる，炎症および接着に関連する因子の発現の変化および細胞接着能の

変化を調べた。 
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材料と方法 

1. 歯肉上皮細胞の分離・培養 

健康な歯周組織を有するドナー（28 歳，男性）から下顎右側智歯の抜歯時に同歯

遠心頰側歯肉を採取し，研究に用いた。細胞の提供を受ける前に，岡山大学大学院

医歯薬学総合研究科倫理委員会の承認の下（第 975 号），使用目的などを十分に説明

して同意を得た。歯肉上皮細胞は Han らの方法 23)を改変し分離した。すなわち，採

取した歯肉組織を迅速に No.10 メス（フェザー安全剃刀株式会社，大阪）を用いて

1 mm3 以下に粉砕後，4 mg/mL の Collagenase Type I（Worthington Biochemical 

Corporation, Lakewood，NJ，USA）と 2 mg/mL の DISPASE○R II（三光純薬株式会社，

千葉）を 1:1 で混合した溶液中で 37 ˚C において 90 分間処理した。さらに，同溶液

を遠心分離（1,200 rpm, 5 分間）し，沈殿した細胞を直径 60 mm セルタイト C-1

（collagen type I, ウシ真皮由来）シャーレ（住友ベークライト，東京）に播種した

24)。5 ng/mL bovine pituitary extract（Life Technologies，Carlsbad，CA，USA）添加

Keratinocyte-SFM 培地（Life Technologies）を用いて，37 ˚C，5 % CO2，100 % 湿度

の下で細胞培養を行った。細胞の継代には，0.005 % Trypsin と 0.5 mM 

ethylendiaminetetra-acetic acid（EDTA）（共に Life Technologies）との混合溶液

（trypsin-EDTA）を用いた。細胞数の調整は，血球計算板 C-chip（NanoEnTek，
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Guro-gu，Seoul，South Korea）を用いて行った。3 継代後，pLenti Simian virus 40

（SV40）（Applied Biological Materials，Richmond，BC，Canada）を用いて形質転換

25)し，不死化ヒト歯肉上皮細胞株（Immortalized Human Gingival Epithelial Cell line；

IHGE 細胞）を樹立した。IHGE 細胞をさらに 7 世代継代し，実験に使用した。 

 

2. 細菌とその培養 

Aa の中で日本人の限局型侵襲性歯周炎の患者から多く検出される血清型 b の Y4

株（AaY4）を使用し 26)，1L 中に Yeast Extract（Becton，Dickinson and Company，

Sparks，MD，USA）5g を添加した Tryptic Soy Broth（Becton）10 mL を用いて，37 

˚C，5 %CO2条件下で培養した。また，嫌気的条件にするためにアネロパック・ケン

キ（三菱ガス科学，東京）を使用した。細菌培養物は，吸光度計（miniphoto518 R：

タイテック，埼玉）を用いて波長 660 nm（A660）における吸光度を測定した。A660

が 0.6 の時に菌液を希釈した後，寒天培地に播種し，形成された集落数から菌濃度が

6×107 cfu/mL であることを確認した。また，上記濃度まで培養した細菌は，3,000 

rpm で 4 ˚C，20 分間の遠心と phosphate buffer saline（PBS；Life Technologies）への

懸濁を 2 度繰り返して洗浄した後，菌濃度を調整して実験に用いた。 
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3. IHGE細胞と AaY4の共培養 

細胞培養用に表面をプラズマ処理された 6 穴プレート（Corning；3516，Corning，

NY，USA）に 2.4 × 104 cells/cm²になるように IHGE 細胞を播種し，抗菌薬を含まな

い培地で培養した。IHGE 細胞がコンフルエント（4.0 × 104 cells/cm² ）になった時

に，IHGE 細胞と AaY4 を以下の 3 条件に分けて共培養した。なお，IHGE 細胞のみ

を 24 時間培養したものを陰性対照群とした。 

1）AaY4 を multiplicity of infection（MOI）10 あるいは 100 で 24 時間共培養した（共

培養群）。 

2）AaY4 を MOI=10 で 12 時間共培養した後に，PBS で IHGE 細胞を洗浄すること

により細胞外の AaY4 を除去した。さらに，細胞表面に残存する AaY4 を除去す

るために，Penicillin-Streptomycin（PS；Life Technologies）を各 100 g/mL 含む培

地に交換し，さらに 12 時間培養した（Aa 除去群）。 

3）INTEGRIN α5 が FIBRONECTIN と結合することを阻害する抗体 BIIG227)

（Developmental Studies Hybridoma Bank，Iowa City，IA，USA）を，30 µg/mL の

濃度で IHGE 細胞に 1 時間作用させた後，AaY4 を MOI=10 で 24 時間培養した

（INTEGRIN α5 阻害共培養群）。なお，抗体のみ作用させた IHGE 細胞を

INTEGRIN α5 阻害群とした。 
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4. 細胞接着能の検討 

上記の 3 条件で培養した IHGE 細胞の細胞接着能を接着アッセイ法により解析し

た 28)。すなわち，上記実験で AaY4 と共培養したもの，またはしていない IHGE 細

胞を trypsin-EDTA で剥離し，3.2×104 cells/cm²になるように 96 穴プレート

（Corning）に再播種した。播種後，24 時間の時点でプレートに付着していない細

胞を PBS で 3 回洗浄することにより除去し，付着している細胞を paraformaldehyde

（PFA）（ナカライテスク，京都）を 4 ％含む pH 7.4 の PBS にて 10 分間浸漬固定

した。次に 10 ％ Non-Immune Goat Serum（Life Technologies）にて 30 分間ブロッ

キング後，VECTASHIELD○R  Mounting Medium with DAPI（4’,6-diamidino-2-

phenylindole）（Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）を用いて核染色を行なっ

た。Cellomics ArrayScan○R  VTI（Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA）で染色

像を撮影後，付着細胞数を測定した。 

 

5. 遺伝子発現解析 

上記の 3 条件で培養した細胞において，細胞から全 RNA を回収し，ケモカイン，

インテグリン類，および ECM 関連分子の遺伝子の発現量をリアルタイム RT-PCR
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（Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction）法で定量解析した 29)。詳細は以下

の手順で行った。 

1）全 RNA の抽出：全 RNA は，シリカ膜への吸着を利用した RNeasy Mini Kit

（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いて行った。抽出した RNA の濃度は 260 nm

の波長における吸光度（A260）を用いて算出した。全ての RNA の A260 / A280値は

1.9 〜 2.1 の範囲であった。また，RNA の抽出過程で RNase-Free DNase Set

（QIAGEN）を用いて DNA を除去した。 

2）逆転写反応：抽出した RNA 1 μg と Nuclease-Free Water（QIAGEN）を混合して総

量が 11 μL になるように調整し，その溶液に 50 μM oligo(dT)12-18 Primer と 10 mM 

dNTP Mix（共に Life Technologies）をそれぞれ 1 μL ずつ加え，65 ˚C で 5 分間熱

処理後に氷上で 1 分間急冷した。次に，4 μL の 5 × First Strand Buffer，1 μL の

0.1 M dithiothreitol，1 μL の 200 U/µL SuperScript Ⅲ Reverse Transcriptase（すべて

Life Technologies）及び 1 μL の RNase-free Water（QIAGEN）を混合した溶液（20 

μL）中で，50 ˚C で 1 時間の逆転写反応を行い cDNA を合成した。その後，70 ˚C 

15 分間の加温処理を行なうことによって逆転写酵素の不活化を行った。 

3）プライマーの作製：INTERLEUKIN 8（IL-8），PROLIFERATION CELL NUCLEAR 

ANTIGEN（PCNA），INTEGRIN（α2，α3，α5，β4，β6），FIBRONECTIN 1，
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TENASCIN C，LAMININ（α1，γ2），そして GLYCERALDEHYDE 3-

PHOSPHATEDEHYDROGENASE（GAPDH）の cDNA を増幅する PCR プライマー

を，オンラインソフトウェアである Primer 3（http://frodo.wi.mit.edu/）を用いて設

計した（表 1）。プライマーとして用いるオリゴヌクレオチドの合成と簡易逆相カ

ラムカートリッジよる精製はシグマアルドリッチ ジャパン（東京）に委託し

た。 

4）リアルタイム RT-PCR 法：PCR 反応は，cDNA 合成後の反応液を 10 倍希釈した

溶液 2 μL を用いて，上記で作製した 0.5 μL ずつのセンスならびにアンチセンス

PCR プライマー（10 μM），10 μL の 2 × Power SYBR Green PCR Master Mix（Life 

Technologies），および 7 μL の RNase-free Water（QIAGEN）と混合し，95 ˚C で 

10 分間の初期変性の後，95 ˚C 15 秒，60 ˚C 1 分のステップでアニーリングと伸

長反応を 40 サイクル行った。この反応は 7300 Fast Real-Time PCR System を用い

て行い，その際に PCR 産物が発する発光量を SDS v1.X with RQ Software（共に

Life Technologies）にて測定した。なお，内部対照は GAPDH の mRNA 量とし

た。 

 

6. INTEGRIN α5，β4の免疫細胞化学染色 
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免疫細胞化学染色のために AaY4 と共培養した IHGE 細胞を，PFA を 4 %含む PBS

で 10 分間浸漬固定した。10 % Non-Immune Goat Serum（Life Technologies）を用いて

30 分間のブロッキング操作を行なった後，免疫細胞化学染色に供した。一次抗体と

して，抗 INTEGRIN α5 マウスモノクローナル抗体あるいは抗 INTEGRIN β4 マウス

モノクローナル抗体（共に Abcam，Cambridge，UK）を PBS にて 1：100 の濃度に

希釈した溶液を用い，4 ˚C で 12 時間反応させた。PBS で洗浄後，二次抗体として

Alexa Flour○R  488 ヤギ抗マウス IgG 抗体（Life Technologies）を PBS にて 1：500 の

濃度に希釈した溶液を用い，室温にて 30 分間反応させた。その後，核の染色として

VECTASHIELD○R  Mounting Medium with DAPI を室温で 10 分間反応させ，染色され

た細胞を Cellomics ArrayScan○R  VTI を用いて観察した（倍率は 20 倍）。 

 

7. 統計処理 

すべての実験データは，分散分析（ANOVA）および Scheffe’s test を用いて検定し

た。なお，p 値 0.05 以下をもって有意差ありと判定した。  
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結果 

1. IHGE 細胞と AaY4 の共培養による細胞接着の変化 

IHGE 細胞と AaY4 の共培養群で培養プレートに接着した細胞数は，対照群と

比較して，半減した（p < 0.05）。しかし，MOI=10 と MOI=100 で行った群間に差

は認められなかった（図 1）。 

 

2. 共培養によるサイトカイン，インテグリン，および ECM関連遺伝子の発現変化 

IHGE 細胞と AaY4 の共培養により接着細胞数が低下したことから，その機序

を探るため，サイトカイン，インテグリン，および ECM 関連分子の遺伝子の発

現変化を調べた。歯面と接合上皮の接着部に発現する integrin と ECM13)に加え，

代表的な炎症性ケモカインとして IL-8 の遺伝子を，また増殖関連因子として

PCNA の遺伝子を同時に調べた。IL-8 の発現量は，共培養群で著明に増加した

が，MOI=100 の場合に比べて MOI=10 の方が多かった（図 2A）。 PCNA の発現

量は，共培養群で 50%以上減少した（図 2B）。INTEGRIN のうち α2，α3，β4，β6

の発現量は，共培養群で減少した（図 2C）。このうち，INTEGRIN β6 は，MOI 依

存的に減少した（図 2C）。なお，INTEGRIN α5 の発現量は，共培養群で MOI 依

存的に約 3.5 倍まで増加した。 
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一方，LAMININ α1，γ2，FIBRONECTIN 1，そして TENASCIN C の発現量は共

培養群で減少した（図 2D）。このうち，TENASCIN C は MOI に依存的に減少し

た。なお，LAMININ γ2 と FIBRONECTIN 1 の発現量が減少したのは，MOI が 10

の時であり，MOI が 100 の時には減少しなかった（図 2D）。 

 

3. 共培養後に AaY4を除去した時の細胞接着の変化 

共培養後に AaY4 を除去した群（Aa 除去群）では，共培養により減少した接

着細胞数が，約 2 倍に回復した（図 3）。しかし，AaY4 を共存させない陰性対照

群に対しては約 30%に留まった。 

 

4. AaY4除去によるサイトカイン，インテグリン，および ECM関連遺伝子の発現変

化 

IHGE 細胞と AaY4 の共培養後に AaY4 を除去すると接着細胞数に回復が認め

られたことから，その機序を探るために前述の遺伝子群の発現変化を調べた。共

培養群で増加した IL-8 の発現量は，Aa 除去群では約 1/6 に減少した（図 4A）。

また共培養群で減少した PCNA の発現量は，AaY4 を除去することにより約 5 倍

に増加した（図 4B）。ただし，陰性対照群に対しては約 30%に留まった。 
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一方，共培養群で減少した INTEGRIN α2，α3，β4，β6 の発現量は，Aa 除去群

でも AaY4 共培養群と同程度に減少したままであった（図 4C）。共培養群で増加

した INTEGRIN α5 の発現量は，Aa 除去群では約 30%まで減少したが，陰性対照

群の 1.5 倍であった（図 4C）。共培養群で減少した FIBRONECTIN 1 の発現量

は，Aa 除去群では僅かに増加したものの，有意差は認められなかった。

TENASCIN C の発現量は，Aa 除去群でも共培養群と同程度に減少したままであっ

た（図 4D）。 

 

5. AaY4除去による INTEGRINの発現変化 

歯面と接合上皮における接着で最も多い接着分子である INTEGRIN β430)と，上

述の遺伝子発現解析の結果から他の INTEGRIN と異なる発現変化を示した

INTEGRIN α5 について，IHGE 細胞における発現を両者に対する抗体を用いて調

べた。陰性対照群では，INTEGRIN β4 は細胞膜上に多く存在（緑色）していた

が，共培養群ではほとんど見られなかった。Aa 除去群でもその量は減少したま

まであった。（図 5A）。INTEGRIN α5 は，共培養群では陰性対照群と比較して，

細細胞膜上で多く存在していた（緑色）。Aa 除去群ではその量は，共培養群と比

較して減少したが，陰性対照群と同程度にまでには減少しなかった（図 5B）。 
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6. 共培養時における INTEGRIN α5の機能阻害が細胞接着に及ぼす影響 

抗 INTEGRIN α5 抗体 BIIG2 を用いて INTEGRIN α5 と FIBRONECTIN の結合を

阻害した場合，AaY4 共培養群では培養プレートに接着した細胞数は，

INTEGRIN α5 阻害群の場合と比較して，差は認められなかった（図 6）。なお， 

INTEGRIN α5 阻害群において培養プレートに接着した細胞数は，陰性対照群

（INTEGRIN α5 非阻害群）のものと比較し，約 3 倍であった。 

 

7. INTEGRIN α5機能阻害時における，歯肉上皮細胞と AaY4共培養時のサイトカイ

ン，インテグリン，および ECM関連遺伝子の発現変化 

共培養時に BIIG2 を使用すると，AaY4 を共存させても接着細胞数に変化が見

られなかったことから，その機序を探るために前述の遺伝子群の発現変化を調べ

た。IL-8 の発現量は，陰性対照群［AaY4 (-), BIIG2 (-)］に比較して共培養群

［AaY4 (+), BIIG2 (-)］で，そして INTEGRIN α5 阻害群［AaY4 (-), BIIG2 (+)］に

比較して INTEGRIN α5 阻害共培養群［AaY4 (+), BIIG2 (+)］で，それぞれ増加し

た（図 7A）。PCNA の発現量は，陰性対照群に対して共培養群で，INTEGRIN α5

阻害群に対して INTEGRIN α5 阻害共培養群で，それぞれ減少した（図 7B）。 
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INTEGRIN α2，α3，β6 の発現量は，陰性対照群に比較して共培養群で低かっ

たが，INTEGRIN α5 阻害群と INTEGRIN α5 阻害共培養群の間には差は無かった

（図 7C）。なお，INTEGRIN α2，β6 の発現量は，陰性対照群と比較して

INTEGRIN α5 阻害群では減少した。また，INTEGRIN α5 の発現量は，共培養群で

は増加したが，INTEGRIN α5 阻害共培養群では増加しなかった（図 7C）。

LAMININ α1 の発現量は，共培養群と INTEGRIN α5 阻害共培養群で共に減少した

（図 7D）。そして，LAMININ γ2 と FIBRONECTIN 1 の発現量は，共培養群では減

少したが，INTEGRIN α5 阻害共培養群では減少しなかった（図 7D）。 
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考察 

歯周組織に歯周病原細菌が感染した時に，歯面と接合上皮の接着に起こる変化

の機序を解明することは，歯周炎の治療や予防に繋がると考えられる。本研究で

は，これらのことを明らかにするために，炎症，細胞増殖，そして細胞と歯面の

接着の変化に注目した。プレート上で培養された歯肉上皮細胞では，ヘミデスモ

ゾーム結合の主な構成成分である INTEGRIN α6β4 と LAMININ-5 が発現するこ

とが確認されていることから 30)，本研究では，使用した培養プレート底面と細胞

の接着様式は歯面と接合上皮の接着様式と同様であると想定した。 

本研究では歯肉上皮細胞に対する AaY4 の影響を調べるために生菌を用いて共

培養を行った。接着アッセイの結果，IHGE 細胞と AaY4 の共培養群では細胞接

着能は低下した。そして，共培養後に AaY4 を除去することにより IHGE 細胞の

性状が AaY4 を共存させないときの状態に戻ったことから，IHGE 細胞に生じた

変化は AaY4 が細胞内に侵入することによって生じたと考えられる。しかし，生

菌のみならず，Aa の LPS や外膜蛋白質も上皮細胞を刺激し，上皮細胞の性状に

変化をもたらすことが報告されていることから 31, 32)，今回認められた細胞接着能

の変化がこれらの菌体成分の刺激による可能性があり，今後，死菌および菌体成
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分を用いた検討が必要である。さらに，MOI 以外に共培養の時間等の因子が細胞

接着能に影響する可能性もあり，これらの点についても今後検討する必要がある

。 

PCNA は，細胞周期の DNA 合成準備期および DNA 合成期に出現する細胞増殖

マーカーである 33)。接合上皮では，常に細胞増殖によるターンオーバーを行い組

織の恒常性を保っている 30)。共培養群で PCNA の発現量が減少したことから，細

胞の増殖が抑制され，ターンオーバーに乱れが生じた可能性がある。そして細胞

の増殖，接着および遊走のバランスが崩れ，その結果，歯面と接合上皮間を構成

する INTEGRIN と ECM に変化が起こった可能性がある。 

INTEGRIN α2，α3，β4，β6 と ECM 関連分子の遺伝子の発現量は，共培養群で

は減少した。INTEGRIN α2β1 と INTEGRIN α3β1 は，主に細胞の接着と遊走に関

与する 30, 34)。また INTEGRIN α6β4 は，LAMININ-5 と結合して歯面と接合上皮の

ヘミデスモゾームを形成し細胞接着に直接関与する 30)。さらに，INTEGRIN αvβ6

は潜在型 transforming growth factor-β1（TGF-β1）の latency associated protein と結

合することで，TGF-β1 を活性化させる 35)。また本郷は， TGF-β シグナルが

ECM の発現を調節していることを報告している 36)。 
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INTEGRIN α5β1 は細胞の遊走に関与することに加え 37)，INTEGRIN 結合蛋白

質である focal adhesion kinase のリン酸化を介したシグナル伝達物質に関与する

38)。さらに INTEGRIN α5β1 が Porphyromonas gingivalis の上皮細胞内への侵入 39)

や，Helicobacter pylori の病原因子の細胞内侵入に関与することが報告されている

27)。このように，INTEGRIN α5 は細菌感染に深く関わっている。大変興味深いこ

とに，共培養群において複数の INTEGRIN と ECM 分子の関連遺伝子の発現量が

減少した一方で，INTEGRIN α5 の発現量は約 3 倍に増加した。これらの結果か

ら，IHGE 細胞と AaY4 の共培養時において，菌を認識した細胞では，INTEGRIN 

α5 がオートクライン的にシグナル伝達因子として作用していると考え，さらなる

検討を行なった。 

まず，歯肉上皮細胞の細菌による刺激時において，INTEGRIN α5 はシグナルを

細胞内へ伝達する受容体様の働きをすると仮説を立て，INTEGRIN α5 阻害共培養

群を設定した。接着アッセイの結果では，INTEGRIN α5 阻害共培養群の細胞接着

能は低下しなかったが，共培養を行っていない INTEGRIN α5 阻害群の細胞接着

能は上昇した。integrin α5 は細胞の遊走に関与する 37)ことから，この上昇には，

INTEGRIN α5 の阻害による細胞遊走能の低下が関係したことが考えられる。一
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方，INTEGRIN α2，α3，β4，β6，LAMININ γ2，および FIBRONECTIN 1 の発現量

は，共培養群では減少し，INTEGRIN α5 阻害共培養群では減少しなかった。逆

に，INTEGRIN α5 の発現量は，共培養群で増加し，INTEGRIN α5 阻害共培養群で

は増加しなかった。接着アッセイとこれらの遺伝子発現の結果から，AaY4 を共

培養すると，INTEGRIN α5 を介してシグナルが歯肉上皮細胞内へ伝達され，その

結果，他の INTEGRIN と ECM の発現量が減少し，歯面と接合上皮の接着能が低

下したことが考えられる。 

ところで， IL-8 と PCNA の発現は INTEGRIN α5 によっては制御されないとい

う結果が示された。このことから，IHGE 細胞と AaY4 の共培養時における IL-8

と PCNA の産生に関与するシグナル伝達経路は，INTEGRIN α5 を介した接着細

胞制御のシグナル伝達とは異なると考えられる。 

AaY4 との共培養によって INTEGRIN α5 の産生量の増加と細胞接着能の低下が

同時に起こったが，その際に INTEGRIN α5 の機能を阻害しても AaY4 の共存に

よる接着能の低下は見られなかったこと，また共培養を行わずに INTEGRIN α5

の機能のみを阻害した場合では接着能が上昇したことから，INTEGRIN α5 は細胞

の接着を弱めている可能性がある。しかし，接着に関わる分子である INTEGRIN 
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α2 と β6 の発現量は INTEGRIN α5 の阻害で減少したこと（図 7C）から，IHGE

細胞の細胞接着における INTEGRIN α5 の作用機序についてはさらなる検討が必

要がある。 

以上のことから，AaY4 との共培養時に IHGE 細胞では，①ケモカインの活性

化，②細胞のターンオーバーの抑制による接着分子発現の構成の乱れ，③接着に

関わる INTEGRIN の発現量の減少，④INTEGRIN β6 依存的 TGF-β1 の活性化抑

制による ECM 産生の減少，が生じたことが示唆された。また，これらの機序に

は integrin α5 を介したシグナル伝達が関与していることが示唆された。これらの

現象は生体では次のように考えられる。歯肉溝上皮の底部で上皮細胞は，AaY4

の抗原刺激を受けると，β-defensin 等の抗菌ペプチドや IL-8 を産生する 40)。そし

て，抗菌ペプチドによって非特異的な菌の排除が行われる。その後，産生された

IL-8 によって，好中球が集積し，さらに菌の排除を行う。その時に，接着に関わ

る integrin と ECM の発現を減少させ，さらに細胞増殖能を減少させる。そして，

歯面と接合上皮の接着は弱まり，好中球が細胞間や歯肉溝内に遊走してきて働く

ことで，菌は排除される。その結果，歯面と接合上皮の付着が喪失され，歯周ポ

ケットが形成される。 
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日常の臨床の場において，歯周炎によって破壊された歯面と接合上皮の接着

は，歯周治療によって再び形成される 41)。その機序を調べるために，本研究では

治療後の再付着を想定して，菌の刺激を除去した時に起こる歯面と接合上皮の接

着に起こる変化を，IHGE 細胞を用いて考えた。共培養群で増加した IL-8 の発現

量は，共培養後に菌を除去した Aa 除去群では著しく減少した。また，共培養群

で減少した PCNA の発現量は，Aa 除去群では増加した。そして，共培養群で低

下した細胞接着能は，Aa 除去群では僅かに回復した。これらの結果から，共培

養後に菌を除去することで，Aa による炎症反応が急速に収束していくこと，さ

らには低下した細胞増殖能と接着能が再び上昇すること，すなわち細胞のターン

オーバーが亢進することが示唆された。なお，Aa 除去群では，共培養群で減少

した INTEGRIN α2，α3，β4，β6 の発現量は増加しなかったが，共培養群で増加

した INTEGRIN α5 の発現量は減少した。これらの結果から，Aa を除去した時に

おいて，INTEGRIN α5 は他の INTEGRIN より速やかに発現量を変化させ，シグナ

ル伝達を行うことによって再度接着能を上昇させると考えられる。その際には，

細胞の遊走能や接着能が上昇し，歯面と接合上皮のヘミデスモゾーム結合が再構

成されると推測される。 



 24 

細胞の遊走や接着に関与する INTEGRIN α2，α3，β4，β6 の発現量は Aa 除去群

でも回復しなかったことに加えて，Aa を除去した後に速やかに変動した IL-8，

PCNA，および INTEGRIN α5 の発現さえも，陰性対照のレベルまでには回復しな

かった。この原因としては，Aa を除去後の 12 時間という短い時間のみでこれら

の変動を観察したことが考えられる。また，組織の修復には他の細胞からの刺激

が必要である可能性がある。今後は，共培養によって減少した integrin と ECM の

発現量が，Aa を除去した後に陰性対照までに回復するにはどのくらいの時間お

よびどのような因子が必要かを検討する必要がある。 

以上をまとめると次のようになる。歯肉溝内に歯周病原細菌が侵入した時に，

ケモカインの産生による好中球の遊走，細胞のターンオーバーの抑制，および

integrin α5 の細胞内へのシグナル伝達を介した接着に関連する因子の発現の減少

が起こる。その結果，歯面と接合上皮の接着は破壊され，歯周炎発症の初期段階

に関わると考えられる（図 8）。今後の展望として，integrin α5 を介した細胞接着

の変化の機序をさらに詳しく調べることで，歯周炎進行の抑制に寄与できると考

える。 

  



 25 

結論 

培養ヒト歯肉上皮細胞株と AaY4 を共培養すると，IL-8 の発現は増加し，PCNA

の発現は減少した。また，INTEGRIN α5 を介した INTEGRIN と ECM の発現の減少

によって，細胞接着能は低下した。 
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図の説明 

図１． IHGE細胞と AaY4の共培養時における細胞接着能の変化 

陰性対照群と共培養群の細胞を播種し，24 時間後の付着細胞数を測定した。 

1 回（n=8）の実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。陰性対照

群の細胞数を基準（=1）とした比を算出した。*：p <0.05，ANOVA および Scheffe’s 

test 

 

図 2． IHGE細胞と AaY4の共培養時におけるサイトカイン，増殖関連因子，インテ

グリン，および ECM関連遺伝子の発現変化 

陰性対照群と共培養群の全 RNA を回収して，リアルタイム RT-PCR 法によって定

量した。A）IL-8，B）PCNA，C）INTEGRIN α2，α3，α5，β4，およびβ6，D）

LAMININ α1，γ2，FIBRONECTIN 1，および TENASCIN C をそれぞれの発現量を示

す。 

1 回（n=3）の実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。すべての

発現量は，内部対照の GAPDH の発現量で補正し，陰性対照群の発現量を基準

（=1）とした比を算出した。*：p <0.05，ANOVA および Scheffe’s test 
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図 3． 共培養後に AaY4 を除去した時の細胞接着能の変化 

陰性対照群，共培養群，および Aa 除去群の細胞を再播種し，24 時間後の付着細

胞数を測定した。 

1 回（n=8）の実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。陰性対照

群の細胞数を基準（=1）とした比を算出した。PS: 共培養後の Aa の除去。*：p 

<0.05，ANOVA および Scheffe’s test 

 

図 4． 共培養後に AaY4 を除去した時のサイトカイン，増殖関連因子，インテグリ

ン，および ECM関連遺伝子の発現変化 

陰性対照群，共培養群，および Aa 除去群から全 RNA を回収して，リアルタイム

RT-PCR 法によって定量した。A）IL-8，B）PCNA，C）INTEGRIN α2，α3，α5，

β4，およびβ6，D）LAMININ α1，γ2，FIBRONECTIN 1，および TENASCIN C を

それぞれの発現量を示す。 

1 回（n=3）の実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。すべての

発現量は，内部対照の GAPDH の発現量で補正し，陰性対照群の発現量を基準

（=1）とした比を算出した。PS: 共培養後の Aa の除去。*：p <0.05，ANOVA およ

び Scheffe’s test 
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図 5． 共培養後に AaY4 を除去した時の INTEGRINの局在の変化 

陰性対照群，共培養群，および Aa 除去群に各 INTEGRIN に対する特異抗体と

DAPI を用いて蛍光免疫染色を行い，Cellomics ArrayScan○R  VTI を用いて観察した。

抗 INTEGRIN β4 抗体（緑色）と DAPI（青色）（A）あるいは抗 INTEGRIN α5 抗体

（緑色）と DAPI（青色）（B）を用いた結果を示す。 

1 回（n=3）の培養-染色系の代表例を示し，スケールバーは 100 m を示す。 

 

図 6． INTEGRIN α5阻害における IHGE細胞と AaY4の共培養による細胞接着の変

化 

陰性対照群，共培養群，INTEGRIN α5 阻害群，および INTEGRIN α5 阻害共培養群

の細胞を回収，再播種し，24 時間後の付着細胞数を測定した。 

1 回（n=8）の実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。陰性対照

群の細胞数を基準（=1）とした比を算出した。*：p <0.05，ANOVA および Scheffe’s 

test 
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図 7． INTEGRIN α5 阻害における IHGE細胞と AaY4の共培養によるサイトカイ

ン，増殖関連因子，インテグリン，および ECM関連遺伝子の発現変化 

陰性対照群，共培養群，INTEGRIN α5 阻害群，および INTEGRIN α5 阻害共培養群

の全 RNA を回収して，リアルタイム RT-PCR 法によって定量した。A）IL-8，B）

PCNA，C）INTEGRIN α2，α3，α5，β4，およびβ6，D）LAMININ α1，γ2，

FIBRONECTIN 1，および TENASCIN C のそれぞれの発現量を示す。 

1 回（n=3）の実験結果の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。すべての

発現量は，内部対照の GAPDH の発現量で補正し，陰性対照群の発現量を基準

（=1）とした比を算出した。*：p <0.05，ANOVA および Scheffe’s test 

 

図 8． 歯周病原細菌による刺激時の歯面と接合上皮の接着時に起こると考えられる

反応 

歯周病原細菌の抗原刺激に対して，INTEGRIN α5 のシグナル伝達から他の

INTEGRIN と ECM の発現減少が起こる。IL-8 の発現増加と PCNA の発現減少はこ

の経路を介さず，好中球の遊走，ターンオーバーの抑制，および細胞接着能の低下

が起こり，歯面と接合上皮の接着の破壊が起こる。 

 



表1
高知信介

表１．リアルタイムRT-PCR法で用いたプライマー

プライマーの塩基配列および増幅産物のサイズを示す。F，Forward；R，Reverse



表２
高知信介

INTEGRIN 共培養
（Aa感染）

感染除去
（抗菌剤処理）

α5

α2

α3

β4

β6

表２ Aaの感染時と感染除去時のインテグリン発現変化

↑：発現が増加，↓：発現が減少，→：発現に変化なし
黒色：遺伝子と蛋白のレベル，白色：遺伝子レベルのみ
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