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研究成果の概要（和文）：口腔レンサ球菌は、健康な人の口の中に住んでいる細菌であるが、動

脈硬化の患者さんにおいては、動脈硬化病巣からこの細菌が発見されている。我々は口腔レン

サ球菌が、ヒト動脈内皮細胞（動脈の内側の細胞）に侵入すること、むし歯の原因菌を含む４

種類の口腔レンサ球菌は、侵入した動脈内皮細胞にサイトカイン（動脈硬化を引き起こす物質）

を作らせることを明らかにした。この結果から、口腔レンサ球菌は動脈硬化誘発に関与する可

能性が示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Oral viridans group streptococci are the major commensal bacteria 

of the supragingival oral biofilm and have been detected in human atheromatous plaque.   

The oral streptococci tested were capable of invading HAECs.  HAECs invaded by one of 

four kinds of oral streptococci including cariogenic bacterium produced more cytokine(s) 

than non-invaded HAECs.  These results suggest that oral streptococci may participate 

in the pathogenesis of atherosclerosis. 
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１．研究開始当初の背景 
 動脈硬化は心筋梗塞、脳梗塞などの日本人
の死亡原因の多くを占める疾病の原因とな

る血管の変化である。動脈硬化の成因は血管
内皮細胞の機能的傷害であるという“傷害反
応仮説”によって説明されているが、現在も
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なお高血圧、脂質代謝異常、喫煙、肥満、年
齢といった古典的リスクファクターだけで
は説明できない動脈硬化患者が存在する。近
年、疫学研究では歯周疾患の有無と心臓脈管
系疾患の罹患率との間に関連性があること
(Mattila KJ et al., Br Med J, 1989)、臨
床細菌学的にはヒトの動脈硬化病巣から口
腔細菌が分離されたこと(Lehtiniemi J et 
al., Eur J Clin Invest 35, 2005)が報告さ
れている。口腔細菌の中でも歯周病の原因菌
である Porphyromonas gingivalis に関して
は、侵入能力を持つ P. gingivalis はヒト動
脈内皮細胞の障害因子として働くこと(Chou 
et al., Infect. Immun., 2005)、また動物
実験モデルにおいて P. gingivalis が動脈硬
化 を よ り 重 篤 に す る こ と (Li et al., 
Circulation, 2002)が明らかにされている。
しかしながら、常在菌であり口腔バイオフィ
ルム細菌の中でも量的に多くを占める口腔
レンサ球菌のヒト動脈内皮細胞への侵入能
力および障害因子としての働きを検討した
ものはない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、口腔バイオフィルム中で
量的に最も多い口腔レンサ球菌を用いて(1)
菌のヒト動脈内皮細胞への侵入能力の検討、
(2)菌のヒト動脈内皮細胞への侵入を阻害す
ることが予想されるサイトカラシン Dを用い
て、菌のヒト動脈内皮細胞への侵入が内皮細
胞の障害に必須であるかの検討、(3)菌の侵
入によって誘導されるヒト動脈内皮細胞の
炎症関連物質 (ICAM-1, VCAM-1, E-selectin, 
IL-6, IL-8, MCP-1) のタンパクおよび遺伝
子発現の解析を行う、である。 
 
３．研究の方法 
(1)口腔レンサ球菌のヒト動脈内皮細胞
(HAEC)への侵入能力の検討 
 
① 細菌培養法での検討 
 HAEC を 5% CO2下で 24 時間培養した。嫌
気 的 に 培 養 し た 口 腔 レ ン サ 球 菌 
(Streptococcus mutans 、 Streptococcus 
gordonii 、 Streptococcus salivarius、
Streptococcus parasanguis 、 Strepto- 
coccus intermedius 、 Streptococcus 
anginosus 、 Streptococcus sanguis 、
Streptococcus mitis 、 Streptococcus 
oralis) それぞれを HAEC 培養上清に加え
共培養後、培地および HAEC 表面に存在す
る菌をゲンタマイシンおよびペニシリン G
で処理した。HAEC に侵入し抗生剤の影響を
受けずに生き残った菌を、0.1% Tween 20
で HAEC を処理することによって回収後、
BHI 寒天培地にて嫌気的に培養した。48 時
間後に菌のコロニー数を計測し、［検出さ

れた菌数(CFU)／最初にHAEC培地に加えた
菌数(CFU)］をもってその菌の HAEC への侵
入率として算出した。 
 
②共焦点レーザー顕微鏡による口腔バイオ
フィルム細菌の HAEC への侵入の観察 
 口腔バイオフィルム細菌の HAECへの侵入
を確認するために、免疫染色法で HAEC に侵
入した菌あるいは侵入していない菌を異な
る蛍光色素で染色した後、共焦点レーザー
顕微鏡で観察した。 
 
(2)カタラーゼおよびサイトカラシン D によ
る菌の HAEC への侵入抑制の検討 
 カタラーゼあるいはサイトカラシン Dを培
地に添加し、前記と同様に菌の HAEC への侵
入能力を検討した。 
 
(3)菌の侵入によって誘導されるヒト動脈
内皮細胞の炎症関連物質 (IL-6, IL-8, 
MCP-1) のタンパクおよび遺伝子発現の解
析 
 
①ELISA 法によるタンパク定量 
 前記の条件で HAEC に菌を侵入させて、さ
らに一定時間培養後、培地を回収して ELISA
法にて培地中の IL-6、IL-8 および MCP-1 タ
ンパクの量を測定し、非感染 HAEC の産生量
と比較した。 
 
②リアルタイム RT-PCR 法による mRNA の定量 
 前記の条件で HAEC に菌を侵入させて、さ
らに一定時間培養後、HAEC を回収して Total 
RNA を抽出した。リアルタイム RT-PCR 法にて
IL-6、IL-8、MCP-1 mRNA の増幅を行い、非感
染 HAECを対照として相対定量解析を行った。 
 
４．研究成果 
 今回検討した口腔レンサ球菌は全て HAEC
への侵入能力を有していた。菌と HAEC との
共培養時間が長くなる程、HAEC に侵入する菌
の数は増加した （図１：A-Cは S. mutans Xc、
D と E は S. gordonii ATCC 10558 の HAEC へ
の侵入を示す。共培養時間はAとDは4時間、
Bと Eは 8時間、Cは 24 時間であった。細胞
内に侵入した菌は赤（矢印）、細胞外の菌は
紫（矢頭）に染色されている。）。共培養時間
が一定の時間を越えると HAEC に対して細胞
毒性を示す菌も存在した。カタラーゼとサイ
トカラシン D は菌の HAEC への侵入を抑制し
た（図２）。S. gordonii ATCC 10558（図３
の a）、S. mutans Xc（図３の b）、S. salivarius 
ATCC 13419（図３の c）あるいは S. gordonii 
DL1(Challis)（図４）が侵入した HAEC は菌
が侵入していない HAEC（図３と４の open 
bar）と比較して、有意に多くの量のサイト
カイン(IL-6、IL-8、MCP-1)を産生した。そ



 

 

のうち S. mutans Xc が侵入した HAEC はもっ
とも多くの量のサイトカインを産生してお
り、培地中のサイトカイン量は時間の経過と
ともに増加した（図５：open bar は菌が侵入
していない HAEC、solid bar は菌が侵入した
HAEC）。さらに S. mutans Xc が侵入した HAEC
におけるサイトカイン mRNA の発現も菌が侵
入していない HAEC と比較して有意に増加し
ていた（図６: open bar は菌が侵入していな
い HAEC、solid bar は菌が侵入した HAEC）。
これらの結果から、口腔レンサ球菌は動脈硬
化の病原因子の一つである可能性が示唆さ
れた。 
 口腔レンサ球菌がヒト動脈内皮細胞に侵
入して炎症反応を誘導するという報告は国
内外において初めてである。またこの研究で
は HAEC に対して感染させる菌の数を S. 
gordonii DL1(Challis)以外は同数（MOI:感
染多重度=1）に設定しており、日々のブラッ
シングやフロッシングで低レベルの感染が
慢性的に起こる口腔細菌感染モデルの再現
に適しているといえる。低い感染多重度で
HAEC と接触し、細胞内に侵入しても宿主であ
る HAEC を傷害しない細菌が、HAEC からのサ
イトカイン産生を誘導し続けるという結果
は、慢性炎症である動脈硬化の病態と一致す
る。以上のことから、本研究は口腔細菌の動
脈硬化発症あるいは増悪への関与に新たな
知見を示したといえる。今後は、血管内皮細
胞内に侵入した口腔レンサ球菌がどのよう
に細胞に認識されて炎症反応が進行するか
というメカニズムを解明することによって、
口腔バイオフィルム細菌の動脈硬化への関
与を明らかにしていきたい。 
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