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研究成果の概要（和文）：歯周病細菌は口腔内の血流に乗って全身へ播種し、様々な全身疾患の憎悪に深く関与
している。最近、歯周病細菌が非アルコール性脂肪性肝疾患の発症にも関与していることが報告されたが、詳細
なメカニズムは不明である。本研究では、バイオイメージング解析により、歯周病菌が血流に乗ってどのように
肝臓に定着・侵入して、どのような影響を及ぼすのかに関して、培養細胞を用いた変化を観察した。その結果歯
周病細菌は主にオートファゴソームやリソソームに存在する事が明らかとなった。また細胞内に脂肪滴が存在す
ると同菌の感染初期での生存率が増大すること、さらに脂肪滴は菌排除のオートリソソーム形成に影響を及ぼす
ことも分かった。

研究成果の概要（英文）：Invasion of periodontal bacteria from the oral cavity into the blood 
circulation causes several systemic diseases. Recently, infection with P. gingivalis was reported to
 accelerate the development and progression of non-alcoholic fatty liver disease. However, the 
detailed mechanisms remain unknown. In this study, using bioimaging analysis, we observed invasion 
and colonization of the periodontal bacteria in the culture hepatocytes. As a result, we found that 
periodontitis bacteria were present mainly in autophagosomes and lysosomes. It was also found that 
the presence of lipid droplets within the cells increases the survival rate at the early stage of 
the infection of the same fungus, and that lipid droplets influence autolysosome formation of 
bacterial exclusion.

研究分野：歯科薬理学

キーワード： バイオイメージング　歯周病細菌
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１．研究開始当初の背景 
歯周病細菌は口腔内の血流に乗って全身へ
播種し、感染性心内膜炎やアテローム性動脈
硬化症などの様々な全身性疾患の増悪に深
く関与している。我々の研究グループは、歯
周病細菌である Porphyromonas gingivalis
（以下 P. gingivalis）を用いて、アテロー
ム性動脈硬化症モデルを用いて、歯周病細菌
による心循環器系の組織化学的解析と血清
蛋白質の変化について報告した（Hashimoto 
et al. J Biochem. 2006。）さらに、ヒト大
動脈内皮細胞を用いて、同菌が貪食された後、
オートファジーを誘導するものの、リソソー
ムでの分解に耐性を示すメカニズムを世界
に先駆けて報告した。 (Yamatake et al. 
Infect. Immun. 2007) 2012 年 に P. 
gingivalis が非アルコール性脂肪性肝疾患
(NAFLD)や非アルコール性脂肪肝（NASH）の
発症に関与することが初めて報告された。こ
れらの疾患はアルコール摂取がないにもか
かわらず、肝臓に脂肪蓄積と炎症があり、や
がて肝硬変へと進行する生活習慣病の1種で
ある。NASH 患者に対する解析から、P. 
gingivalis の感染率が有意に高いこと、さら
にマウスを用いた動物モデルによる解析で
も高脂肪摂取のマウスには非感染群に比べ
て肝臓への顕著な脂肪蓄積と肥大化が認め
られ、ヒト NASH 患者類似の病態を呈するこ
とが明らかとなった。しかしながら、血流に
乗った歯周病菌がどのように肝臓へ定着し、
肝細胞内で増殖ないしは分解を受けるのか
は全く不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究ではバイオイメージング解析により、
歯周病菌が血流に乗ってどのように肝臓に
定着・侵入して、どのような影響を及ぼすの
かに関して、培養細胞やマウス個体を用いた
生体内での変化を観察する。このように、歯
周病菌が起こす肝臓への侵入経路について
時間的空間的変化により、動脈血中に侵入か
ら各種病変へ至る変化をリアルタイムな解
析を可能とする。 
 
３．研究の方法 
P.gingivalis は培養細胞での解析結果、歯
肉上皮細胞と血管内皮細胞では異なる細胞
動態を取ることが知られている。歯肉上皮細
胞では半数は初期エンドソームへ取り込ま
れた後、リサイクリングエンドソームへ輸送
されて大部分は細胞外へ放出される。一方、
血管内皮細胞では初期エンドソームへ取り
込まれた後、後期エンドソームからリソソー
ムあるいはオートファゴソームへ移送され
る。しかし肝細胞内での動態は明らかになっ
ていない。そこで、ヒト肝細胞由来の細胞株
である HepG2 細胞を用いて歯周病細菌の
P.gingivalis の接着・侵入機構を解析した。
1 細胞当たり 100 細菌を添加して、抗生物質
なしの培地に 20 分間培養した後、6，12，24

時間抗生剤入りの培地で培養した。肝細胞内
での生存率を算出するために、感染後の肝細
胞をホモジネートした後、血液寒天培地でコ
ロニーを算出して細菌の生存数を計算した。 
培養細胞に脂肪肝形成モデルを誘導する
方法としては培地に、オレイン酸とアルブミ
ンの混液を添加させることで作成可能であ
った。具体的には無血清培地で培養後、培地
にオレイン酸にアルブミンを１：４の割合で
混和後培地中に添加し、1 日後には細胞内に
脂肪滴が蓄積した。これをオイルレッド O染
色すると細胞内に脂肪滴が蓄積することが
確認できた。 
 
４．研究成果 
（1）P. gingivalis は脂肪滴には存在せず、
オートファゴソームやリソソームに存在す
る：ヒト肝細胞様HepG2細胞にオレイン酸2mM
を添加し 24 時間培養を行ったところ、細胞
内に脂肪滴が蓄積できた。この条件を脂肪肝
モデルとした。その際、P. gingivalis を
MOI:100 で感染させても細胞毒性は認められ
なかった。この条件で共焦点レーザー蛍光顕
微鏡解析を行ったところ、P. gingivalis は
脂肪滴には局在せず、LAMP2 陽性のリソソー
ムやLC3陽性のオートファゴソーム内に存在
することが分かった。（図１及び２参照） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：LAMP2 と P.gingivalis の局在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２： LC3 と P.gingivalis の局在 

 

 



（２）脂肪滴が存在すると P.g.の感染初期で
の生存率が増大する 
正常および脂肪肝モデルに P. gingivalis を
添加し、細胞内に侵入した細菌数を比較した
ところ、侵入した細菌数に差は見られなかっ
た。さらに添加後、6，12、24、48 時間経過
時の細胞内の細菌数を比較したところ、6 時
間後には脂肪肝モデルでは有意に多く検出
された。この結果から脂肪滴が存在すると P. 
gingivalisの6時間までの感染初期での生存
率が増大し、その後は同程度に排除されてい
くことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：正常肝細胞での P.gingivalis の動態 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４：脂肪肝細胞での P.gingivalis の動態 
 
（３）脂肪滴は P.gingivalis を排除するオ
ートリソソーム形成に影響を及ぼす 
正常および脂肪肝モデルに関して P. 
gingivalis を添加し細胞内のコンパートメ
ントを共焦点レーザー蛍光顕微鏡で解析し
た。P. gingivalis を添加後 6～48 時間経過
時のオートファゴソーム（LC3+/LAMP2-）、オ
ートリソソーム（LC3+/LAMP2+）、リソソーム
（LC3-/LAMP2+）での局在を確認した。正常
モデルでは侵入した P. gingivalis の大部分
は時間経過と共にオートファゴソームに存
在していることが明らかとなった。（図３及
び４参照）。しかし脂肪肝モデルでは、侵入
した P. gingivalis の大部分は感染 12 時間

後からリソソームに局在することが分かっ
た。（図３及び４参照）この違いを確認する
ために、バフィロマイシン A１でオートファ
ジーとリソソームの融合を阻害し、ウエスタ
ンブロッティングで解析を行った。その結果、
正常と比較して脂肪肝モデルでは LC3-Ⅱの
発現の増加が認められ、オートファゴソーム
での局在が増えている形態学的解析とほぼ
一致していた。 
以上の結果から、細胞内に脂肪滴が存在す
る場合、P. gingivalis は脂肪滴に寄生する
可能性は低いと考えられた。しかし、脂肪滴
が細胞内に蓄積していると P. gingivalis は
感染初期時に生菌数が増大し、その原因はオ
ートファジー・リソソームの膜輸送が変化す
ることが明らかとなった。これらの結果より、
細胞内に脂肪滴が存在すると、P. gingivalis
のオートファジー・リソソーム経路による排
除機構が遅延する。その結果、炎症や細胞性
傷害が長引くためにNAFLD発症が増悪する可
能性が示唆された。 
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