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研究題目：歯周病原菌による歯周組織のエピジェネティクス機構の解明

目　的：
　エピジェネティクスは，DNA 塩基配列の変異を伴わず遺伝子発現が変化するもので，主に
DNA 高メチル化やヒストン修飾がある。近年，エピジェネティクスの歯周炎発症や進行への関
与を示唆する報告はあるが，その詳細は不明である。本研究では，P. gingivalis 由来 LPS によ
る歯周組織のエピジェネティクスを明らかにするため，長期 LPS 刺激でのヒト歯根膜線維芽細
胞（HPdLs）における DNA メチル化の網羅的解析を行った。

対象および方法：
・試料作成：HPdLs（LONZA）を 10% FBS 含有 DMEM にて前培養後，DMEM に P. g 菌由

来 LPS（WAKO,1 μg/ml）を 3 日おきに添加・非添加培地にて交互に，1ヶ月間培養を行っ
た。コントロールとして，LPS 非添加 DMEM にて 1ヶ月間培養したものを用いた。

・CpG メチレーションアレイ：細胞から DNA を抽出し，cytidine 5-dUTP（Cy5）および
cytidine 3-dUTP（Cy3）にてラべリング，Human CpG islands 224k array に DNA をハイブ
リダイズ，DNA Microarray Scanner（Agilent technology）にて解析した。

・mRNA 発現解析：高メチル化のみられた上位遺伝子のうち，転写に影響を与えるものに焦点
を当てさらに，細胞から RNA 抽出を行い，逆転写後，リアルタイム PCR 法にて mRNA の発
現解析を行った。

・MSP 解析：mRNA で発現性の差がみられたものにおいては，再現性を確認するため MSP 法
による定量的リアルタイム PCR を行った。

結果および考察：
　CpG メチレーションアレイ結果，全遺伝子（254179116875 plobe）中，2 倍以上の高メチル化
は 30112 plobe（5760 遺伝子），1/2 以下の低メチル化は 25878 plobe （6864 遺伝子）確認され
た。高メチル化がみられた遺伝子のうち，線維芽細胞および炎症に関連する重要な遺伝子 20 個
を選出した（図 1）。20 遺伝子のうち COL12A1，CRKRS，FANK1，FGF19，Klotho の 5 遺伝
子に，mRNA 発現の有意な低下がみられた（図 2）。また，MSP 法にて DNA 高メチル化の再現
性を確認した結果，いずれの遺伝子でも DNA メチル化レベルの上昇が認められた（図 3）。こ
れらのことより，HPdLs に P. g 菌由来の LPS で長期刺激を加えると，DNA の高メチル化が起
こり，多くの遺伝子制御に関与していることが示唆された。



図 1　高メチル化がみられた遺伝子

図 2　mRNA 発現

図 3　DNA メチル化レベル（MSP）
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