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研究成果の概要（和文）：口腔バイオフィルムによって誘発される全身疾患の機序を調べ、予防

法の開発を目指した。膿瘍病巣から回収される口腔レンサ球菌の唾液タンパク質との反応を解

析し、口腔内定着の機序を明らかにした。感染性心内膜炎から回収される口腔レンサ球菌は、

血管内皮細胞に侵入し、炎症性サイトカインの産生を誘導することが認められた。肺炎から回

収される口腔日和見菌は、唾液被覆気道チューブおよびカフへの付着を生じることが認められ

た。 
 
研究成果の概要（英文）：Mechanisms of systemic diseases caused by oral biofilm were 
examined to develop new preventive methods against the diseases.  Interaction between 
oral streptococci recovered from abscess lesion and salivary proteins was clarified.  
Human aortic endothelial cells were invaded by oral streptococci recovered from infective 
endocarditis and produced more inflammatory cytokines than non-invaded cells.  Oral 
opportunistic bacteria recovered from pneumonia lesion showed capability to bind to 
saliva-coated endotracheal tubes and cuffs. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)高齢化社会の到来とともに長期入院療養、
介護を必要とする患者が増え口腔ケアの重
要性が強調されている。口腔内には無数の細
菌が棲息し、口腔バイオフィルムであるデン

タルプラークを形成している。このデンタル
プラークは齲蝕や歯周疾患などの口腔内感
染症のみならず、心臓、肺、肝臓、脳、腎臓
などにしばしば重篤な感染症を引き起こす
ことが臨床的に報告されている。従来の報告
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は、主に臨床細菌学的知見に基づいて、深部
病巣から口腔内に存在する菌が同定される
がゆえに口腔内細菌を感染源とする間接的
なものであった。またデンタルプラーク中に
は雑多な菌が棲息しているにもかかわらず、
深部感染巣から検出される菌は特定の菌種
に限定されている場合がほとんどであり、な
ぜ混在する菌の中から、比較的限定された菌
種のみが深部局所に感染、定着し得るのかに
ついても未だ不明である。そこで申請者らは
これまでにデンタルプラークによる全身疾
患誘発能を明らかにするために、ヒトのプラ
ークそのものを用いてマウスおよびラット
における膿瘍、感染性心内膜炎、誤嚥性肺炎
誘発実験を行い、その発症頻度の検討および
感染部位から菌の分離、同定を行った。 
(2)マウスを用いた膿瘍形成実験では、プラ
ーク懸濁液を皮下注入したマウスの 89％に
膿 瘍 が 形 成 さ れ 、 そ の 病 巣 か ら は
Streptococcus anginosus group に属する菌
が主として回収されることを確認した。これ
らの菌種はプラーク中での占有率は低いに
もかかわらず、プラークを用いた場合の方が
これらの菌種の純培養株を用いた場合と比
較して膿瘍形成能はより高く、プラークとい
う多種多様の菌種の集合体のもつ潜在的な
病原性が示唆された。 
(3)あらかじめ心臓動脈弁に損傷を与えたラ
ットに、プラーク懸濁液を尾静脈から注入す
ると 96％のラットに感染性心内膜炎を発症
することを認めた。感染病巣からは、
Streptococcus oralisをはじめとするレンサ
球菌が主として回収された。 
(4)マウスの気管内にプラーク懸濁液を注入
すると、全てのマウスに肺炎が発症し、感染
病巣からは種々の口腔細菌が回収されるこ
とが認められた。 
(5)これらの研究成果に基づき、膿瘍、感染
性心内膜炎、肺炎について、それぞれの病巣
から回収された菌による炎症誘発の機序を
調べ、これらの疾患の予防法の開発を行うと
いう着想に至った。 
 
２．研究の目的 
(1)膿瘍病巣から主として回収された S. 
anginosus group に属する菌はヒトの主な口
臭原因物質の 1つである硫化水素（H2S）を他
のレンサ球菌より多く産生することを我々
は認めている。H2S は細胞毒性を有する気体
であり、生体防御因子である好中球やリンパ
球等の障害を引き起こすことによって、同グ
ループの菌が病巣に生き延びる可能性があ
る。実際、このグループの菌は多形核白血球
の貪食作用に強い抵抗性を示すことを我々
は確認している。同グループの菌についてH2S
産生酵素欠失株を作製し、膿瘍形成との関連
性について検索を行う。また同菌の唾液タン

パク質を介した口腔内定着機構についても
検索を行う。 
(2)心内膜炎病巣からは S. oralis を主体と
するレンサ球菌が回収された。またレンサ球
菌の菌体表層多糖欠失株を用いると同疾患
の発症率が減少したことから、菌体表層多糖
がこの疾患の発症に関与していることが推
察された。一方で我々はレンサ球菌が菌体表
層に持つ糖鎖構造の違いにより他種菌体と
の反応性が異なることを認めている。そこで
心内膜への菌体付着に関わる菌体表層の糖
鎖構造を調べる。また心内膜炎原因菌の１つ
であるGranulicatella adiacens 表層のフィ
ブロネクチン結合物質について分子生物学
的解析を行う。 
(3)肺炎については特定の菌種でなく様々な
菌が発症に関与していることが認められた
ため、プラーク中に存在する日和見病原菌に
絞り唾液被覆気道チューブおよびカフへの
付着について検索を行う。 
(4)口腔細菌による動脈硬化症誘発機序を調
べるため血管内皮細胞への菌の侵入および
炎症関連因子の産生を調べる。 
(5)これらの結果から、疾病誘発に関わる菌
体のタンパク質因子および糖質因子の機能
領域をもとにペプチドや糖鎖を設計し、疾病
発症の予防剤として応用する。 
 
３．研究の方法 
(1) S. anginosus group による膿瘍形成機
序を解明するため、菌体のもつ硫化水素産
生酵素遺伝子 lcd を失活した変異株を作製
し、Ｌ-システインを基質として同酵素の活
性を調べた。 
(2) S. anginosus group の唾液タンパク質
を介した口腔内定着機構を調べるため、この
グループに属する S. intermedius の線毛遺
伝子をクローニングし、4つの ORF に着目し
た変異株を作製した。唾液タンパク質による
菌体凝集を菌体懸濁液の濁度の変化で調べ、
唾液タンパク質で被覆したプラスチックプ
レートへの付着を RI ラベルした菌体を用い
て調べた。 
(3) S. oralis 菌体表層多糖の心内膜炎発症
への関与を調べるため、同菌の表層糖鎖欠失
株を作製した。その後、菌体を蛍光物質でラ
ベルして、細胞外マトリックスタンパク質へ
の付着能を ELISA 法で調べた。 
(4) 心内膜炎原因菌の１つである G. 
adiacens 表層のフィブロネクチン結合物質
を同定するため、Streptococcus pyogenes の
フィブロネクチン結合物質の塩基配列を基
にプライマーを設計し PCR を行った。得られ
た PCR 断片をプローブにして G. adiacens の
ライブラリーをスクリーニングして、当該遺
伝子の全塩基配列を決定した。 
(5) 口腔日和見病原菌による人工呼吸器関



 

 

連肺炎の誘発機序を解明するため、菌体を蛍
光ラベルし、唾液被覆気道チューブおよびカ
フへの付着を調べた。また高い付着能を示し
た Klebsiella pneumoniae については、抑制
実験を行い付着に関わる線毛のタイプを決
定した。 
(6) 口腔細菌による動脈硬化症誘発機序を
調べるため、口腔レンサ球菌のヒト動脈内皮
細胞への侵入を antibiotic protection 
assay で評価した。次にレンサ球菌が侵入し
た内皮細胞からの炎症性サイトカインの産
生を ELISA 法で調べた。さらにリアルタイム
PCR法で炎症性サイトカインのmRNAの発現を
調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 膿 瘍 病 巣 か ら 多 く 回 収 さ れ た S.  
anginosus group のもつ高い硫化水素産生能
に起因する病原性を調べるため、様々な手法
を用いて同グループに属する S. anginosus
および S. intermedius の硫化水素産生酵素
遺伝子 lcdを失活させた変異株の作製に努め
た。ガスクロマトグラフで変異株の硫化水素
産生量を調べたところ、野生株より低い値を
示すものの完全に失活をしなかったことか
ら、lcd 以外にコードされる硫化水素産生機
序を有することが考えられ、この菌種の持つ
特異的な硫化水素産生機序が推測された。ま
た S. intermedius の線毛遺伝子をクローニ
ングし、唾液タンパク質との反応を解析する
ことにより同菌の口腔内定着機序を調べた。
その結果、C末端側の Saf3 領域が唾液タンパ
ク質による凝集に関与し、他の領域は唾液タ
ンパク質への結合に関わることが明らかに
なり、唾液タンパク質との反応を介した口腔
バイオフィルム形成機序が示された。 
(2)感染性心内膜炎病巣から多く回収された
S. oralis について、同菌の表層糖鎖欠失株
を用いて細胞外マトリックスタンパク質へ
の結合能を調べた。S. oralis の 1Gn 型およ
び 3G 型レセプター多糖を失活させた変異株
のフィブロネクチン、I 型コラーゲン等への
結合能は野生株と差が無く、この表層多糖は
結合に関与しないことが明らかとなった。 
(3)心内膜炎原因菌の１つであるG. adiacens 
表層のフィブロネクチン結合物質の同定、解
析を行った。この物質は、１単位 345 bp の
繰り返し配列９個を含む全長 6,708 bp から
なるタンパク質であり、Streptococcus 
gordonii のフィブロネクチン結合タンパク
質 CshA と高い相同性を示すことが認められ
た。またこの遺伝子は数種類の G. adiacens
株および Abiotrophia属でもその存在が確認
された。 
(4)口腔日和見病原菌による人工呼吸器関連
肺炎の誘発機序を解明するため、菌体の気道
チューブおよびカフへの付着能を調べた。６

種類の日和見病原菌を含む 13 種類の口腔内
細菌を用いて、ヒト唾液で被覆した気道チュ
ーブおよびカフへの付着能を調べたところ、
日和見病原菌はレンサ球菌と同等もしくは
それ以上の高い付着能を示した。このうち高
い付着能を示した K. pneumoniae については、
spermidine でその付着が特異的に抑制され
ることから、 菌体表層に存在する type 3 
fimbriae が付着に関与していることが明ら
かとなった。 
(5)口腔レンサ球菌による動脈硬化症誘発機
序を解明するために、同菌のヒト血管内皮細
胞への侵入を調べた。9 種類 10 系統の菌に
ついて調べたところ、同じ侵入時間であれば
菌と内皮細胞数の比率（MOI）が異なっても
菌は同程度の侵入率を示した。一方、MOI が
同じであれば、侵入時間が長くなる程、菌の
侵入率は増加することが明らかとなった。 
また菌が侵入したヒト血管内皮細胞の炎症
性サイトカイン産生を調べたところ、数種類
の菌は、IL-6、IL-8、MCP-1 等の産生を誘導
することがタンパク質および遺伝子レベル
で認められた。このサイトカイン産生は特定
の菌種に認められ、侵入した菌数には無関係
であった。また菌体表層多糖欠失株を用いる
ことによって、表層多糖が血管内皮細胞への
侵入、サイトカイン産生に関与することが認
められた。今後、血管内皮細胞の各種炎症マ
ーカーの動態を調べ、口腔レンサ球菌による
炎症誘発機序の解明を継続して行う計画で
ある。 
 
本研究で得られた結果は、近年注目されてい
る口腔ケアの意義を裏付ける重要な基礎的
知見となり、「口腔衛生の実践は口腔疾患の
予防のみならず、全身の健康管理のために重
要である」ことの科学的エビデンスとするこ
とができる。また本研究で対象とした疾病の
みでなく、口腔バイオフィルムによって誘発
される様々な全身疾患の新しい予防法の開
発に繋げることが可能であり、広く国民の健
康に寄与するものと考えられる。 
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