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研究成果の概要（和文）：細菌学的また疫学的研究から口腔細菌は糖尿病をはじめ全身健康、呼吸器や心臓血管疾患と
の関連が明らかになった。中でもHACEK群細菌は感染性心内膜炎の病因菌として指摘されている。本研究ではA. actino
mycetemcomitans(Aa)や口腔内メタン生成Archaeaにおける病原因子候補を調べ、また実際の心内膜炎患者の臨床的、細
菌学的な特徴についても調べた。A aの表層エノラーゼやRNAシャペロン蛋白HfqまたArchaeaのgroup IIシャペロニンに
ついて検討した。さらにアミノぺプチダーゼ阻害剤やビタミンK誘導体は新しい治療薬としての可能性を探るためにそ
の抗菌活性について調べた。

研究成果の概要（英文）：Several microbiologic and epidemiologic studies have suggested an association betw
een oral bacteria and systemic health such as diabetes, respiratory diseases and cardiovascular diseases. 
The HACEK organisms (Haemophilus species, Aggregatibacter species, Cardiobacterium hominis, Eikenella corr
odens, and Kingella species) among oral bacteria are noted as the pathogens of infective endocarditis. The
 aim of this study is to determine the possible pathogenic factors of Aggregatibacter actinomycetemcomitan
s and oral methanogenic Archaea on infective endocarditis, and to analyze clinical and microbiological cha
racteristics of the patients with infective endocarditis. Cell surface enolase and RNA chaperone protein, 
Hfq in A. actinomycetemcomitans and group II chaperonin of oral methanogenic Archaea were further characte
rized. The antimicrobial activity of inhibitor for methionine aminopeptidase and vitamin K analogues were 
also examined as a candidate of new therapeutic agents.
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１． 研究開始当初の背景 
歯周病は口腔局所の炎症に留まらず、

糖尿病や心臓疾患など生活習慣病との関
連性が明らかにされ、現在、口腔の健康維
持は全身的な健康を左右する重要な課題
であるとされ、注目されている。なかでも心
臓・血管疾患は日本における３ 大死亡原
因の１つに挙げられる。特に心臓・血管疾
患の中で、心臓の弁膜や内膜に細菌が感
染し、それらが傷害されて発症する感染性
心内膜炎（Infective Endocarditis）が臨床
上、問題となっている。感染性心内膜炎か
ら は 、 HACEK 群 細 菌 種 （ Haemophilus 
species, Aggregatibacter (Actinobacillus) 
actinomycetemcomitans ， Cardiobacterium 
hominis ， Eikenella corrodens お よ び
Kingella kingae）と称される特定の口腔内グ
ラム陰性細菌種が病因菌として同定されて
いるが、その病態や発症機序などについて
は未だ解明されていない。 

 
２． 研究の目的 

口腔細菌に起因する歯性感染症の中で
重篤な症状となる感染性心内膜炎、心臓
弁膜症、冠動脈疾患などの心臓・血管疾
患の病態は未だ不明である。口腔内感染
巣と感染性心内膜炎の関連は昔から論じ
られているが、American Heart Association
のガイドラインをはじめ、歯科処置による菌
血症と心内膜炎との関連も指摘している。
心内膜炎の原因菌として口腔内常在菌種
が 検 出 さ れ る こ と が 多 い が 、 な か で も
HACEK 群細菌種が心臓・血管疾患に密
接に関連すると言われている。本研究では、
心臓・血管疾患に密接に関連する HACEK
群 細 菌 種 の 中 で A. 
actinomycetemcomitans を取り上げ、1)心
臓・血管細胞への付着や障害に関わる病
原因子の特定、さらに慢性細菌感染症に
おける免疫反応様態の解析、２）細菌増殖
やバイオフィルム形成の新規阻害化合物
の探索、３）実際の心臓・血管疾患を有する
患者特に心内膜炎発症患者を対象してそ
の原因菌の分子遺伝学的分析、を目的に
研究を行った。 

 
３． 研究の方法 

１）病原因子の探索研究 
HACEK 群 細 菌 種 の 中 で A. 
actinomycetemcomitans および近年歯周病
との関わりが指摘されている口腔内メタン
生成古細菌 Methanobrevibactor oralis の
病原因子について分子生物学的に解析し
た。特に A. actinomycetemcomitans につい
ては表層蛋白のエノラーゼや RNA シャペ
ロン Hfq を中心にまた M. oralis については
ヒトのグループ II シャペロニン（Cpn）と相
同性の高い分子である CCT について調べ
た。さらに慢性細菌感染症として歯周病と
並び称される Helicobacter pylori 感染と免

疫応答についても検討した。 
 

２）新規抗菌化合物の探索 
A. actinomycetemcomitans の必須遺伝子
で あ る メ チ オ ニ ン ア ミ ノ ぺ プ チ ダ ー ゼ
（MetAP）をターゲットとしてそれに対する阻
害化合物やビタミン K 誘導体について新し
い治療薬としての可能性を探るためにその
抗菌活性を調べた。また MetAP の酵素活
性 測 定 は 、 L-methionine-4-methyl- 
coumaryl-7-amide(Met-MCA) か ら 遊 離 さ
れる 7-amino-4-methylcoumarin(AMC) の
蛍光(λex 360 nm, λem 460)を経時的に測
定した。 

 
３)心臓・血管疾患を有する患者からの分離
細菌の分析 
HACEK 群細菌種を含め口腔細菌が心臓・
血管疾患の発症や増悪に関わることは知ら
れているが、実際の心内膜炎や心臓弁膜
症の患者からの検査試料（血液培養）につ
いて、16S リボソーム遺伝子を指標として病
因細菌を分析・同定した。また口腔内と病
巣（血液培養）の細菌種の同一性について
は random amplification of polymorphic 
DNA (RAPD) 法を用いて解析した。 

 
４． 研究成果 

１） 病原因子の探索研究 
①Hfq は non-coding RNA と共に mRNA
に作用し、病原性に関連する蛋白質の発
現を調節する細菌種に保存されている 
RNA シ ャ ペ ロ ン で あ る 。 そ こ で 、 A. 
actinomycetemcomitans の hfq 欠損株を作
成し、Hfq の蛋白質発現制御と病原性へ
の関与について調べた。 hfq 欠損株の蛋
白質プロファイルを解析した結果、親株と
比較して、複数の蛋白質発現に差を認め
た。また、上皮侵入試験において、細胞侵
入した細菌数を算出した結果、hfq 欠損株
では有意にその数が減少していた。 A. 
actinomycetemcomitans の Hfq は蛋白質
の発現制御に関与し、特に上皮侵入に関
連した遺伝子の発現調節に関与し、病原
性にも関わる事が示唆された。 
 
②重度の歯周炎局所で検出率の高い古細
菌である M. oralis のシャペロニン（Cpn）とヒ
トのグループ II Cpn である CCT が相同性
の高い分子である。そこで、M. oralis の
Cpn が自己免疫応答を誘導している可能
性を歯周病患者、自己免疫疾患患者およ
び健常者の血清を用いて M. oralis の Cpn
ならびにヒト CCT サブユニットに対する免
疫 応 答 性 を 解 析 し た 。 CCT3 、 CCT4 、
CCT8 に対して健常者群よりも患者群で血
清反応性が高いため、同サブユニットが自
己抗体の標的となっていることが示唆され
た。一方、HSP60 に対してはどの患者群も
血清反応性が非常に弱かったことから、



CCT の方が自己免疫応答を誘導しやすい
ことが示唆された。M. oralis の Cpn に対し
ては健常者を含む全ての被験者群で強い
血清反応を示すものが多く、これは全身に
生息する古細菌の Cpn との交差反応によ
るものであろう。 
 
③慢性細菌感染症として歯周病と並び称さ
れる H. pylori の胃粘膜感染について比較
検討するために、動脈硬化への関わりにつ
いて調べた。H. pylori は、胃の粘膜という
局所に慢性感染することにより、免疫応答
を惹起させ lgG 抗体価の上昇を認める。そ
こで、LDL 受容体や ApoE の遺伝子をヘテ
ロにノックアウトした C57/B16 マウス（ldlr＋
/-、 apoe＋/-）に高脂肪食を与え、さらに
H. pylori を経口感染させ、動脈硬化発症
の有無や免疫反応を解析した。H．pylori
の胃への感染により誘導されたHSP60を認
識する T リンパ球が、血管内皮細胞上に出
現しているヒトの HSP60 に交叉反応して活
性化され、Th1 優位の反応を起こし、動脈
硬化を発症することが推察された。また、患
者血清を用い、菌体抗原、菌およびヒトの
HSP60 に対する抗体価を測定したところ、
とくにヒトの HSP60 に対する抗体の上昇は、
動脈硬化発症と有意に関連することが明ら
かとなった。歯周病細菌の HSP、また M. 
oralis の Cpn の心臓血管疾患への関わり
について調べる足掛かりとなる知見を得た。 
 
④さらに患者活性中の活性酸素種の中で
もヒドロキシルラジカルとスーパーオキシド
を特異的に消去する抗酸化力を、ESR 法
にて測定した。従来の血清中の酸化ストレ
ス度（ヒドロペルオキシド濃度の測定）と抗
酸化力（HClO の減少量の測定）や、歯周
病原性細菌（Porphyromonas gingivalis、 
Prevotella intermedia 、  A. 
actinomycetemcomitans 、  Eikenella 
corrodens）に対する血清抗体価も併せて
測定した。その結果、歯周病の状態が悪い
患者者ほど、ヒドロキシルラジカルやスーパ
ーオキシドの消去能が高かった。さらに、歯
周病の状態が悪い者ほど、酸化ストレス度
と P. gingivalis に対する抗体価が高かった。
また、酸化ストレス度と P. gingivalis、 P. 
intermedia、 E. corrodens の血清抗体価と
は正の相関関係があることも認められた。
以上のことから、酸化ストレスの増加が歯周
病に有害であり、心臓・血管疾患を含めて
全身健康にも影響を及ぼす可能性が示さ
れた。 
 
⑤また、A. actinomycetemcomitans の新規
病原因子として、髄膜炎菌で補体系を撹乱
するとされる h 因子結合蛋白(fhBP)と細菌
表層にあって細菌の付着また免疫反応に
関連するエノラーゼを特定した。リンコンビ
ナ ン ト 蛋 白 発 現 系 と し て Brevibacillus 

choshinensis 発現ベクターを用いて構築し
た。エノラーゼでは蛋白発現が認められた
が、fhBP については発現できなかった（下
図）。これら細菌蛋白についても患者血清
反応を調べ、病原性の解明に役立てたい。 

 
２）新規抗菌化合物の探索 
2,3-dichloro-1,4- naphthoquinone および
各種 vitamin K や naphthoquinone 誘導体
に つ い て デ ィ ス ク 拡 散 法 で A. 
actinomycetemcomitans の増殖阻害活性を
調べた。その結果、結核菌 MetAP 酵素活
性 阻害や増殖阻害活性が認められた
2,3-dichloro-1,4-naphthoquinone は A. 
actinomycetemcomitans に対しても若干の
増殖阻害活性が認められた。一方 vitamin 
K の 中 で も 、 menadione(vitamin K3) や
vitamin K5 さらには plumbagin がより A. 
actinomycetemcomitans の増殖を阻害する
ことが判った（表１）。一方、調べたいずれ
の化合物も大腸菌に対してはその阻害活
性は弱かった（表 1）。 

大腸菌 MetAP 阻害化合物のひとつとして
知 ら れ る 4-(thiophen-2-yl) 
benzene-1,2-diol が A. 
actinomycetemcomitans および大腸菌の
MetAP に対して最も強い阻害活性を示し
た（下図）。結核菌 MetAP の阻害化合物と
し て 見 出 さ れ た 2,3-dichloro-1, 



4-naphthoquinone は大腸菌 MetAP に対し
て阻害活性は弱く、また構造が類似した
vitamin K3 や vitamin K5 もディスク拡散試
験法での抗菌活性と同様に大腸菌 MetAP
に対する阻害活性は弱かった。一方、A. 
actinomycetemcomitans MetAP に対しては、
抗菌活性が認められた vitamin K3 や
vitamin K5 は 2,3-dichloro-1, 
4-naphthoquinone と同程度の阻害活性を
示した。また plumbagin や juglone にも A. 
actinomycetemcomitansMetAP に対して同
様な阻害活性が認められた。 
naphthoquinone 誘導体は生薬や天然物な
どに含まれることから、今後の新規阻害化
合物探索また開発において候補化合物の
ひとつとして興味深い。 
 
３)心臓・血管疾患を有する患者からの分離
細菌の分析 
① 心 臓 ・ 血 管 疾 患 の 密 接 に 関 連 す る
HACEK 群 細 菌 種 の 中 で 特 に 珍 し い
Cardiobacterium valvarum を術後弓部大動
脈グラフト感染症から見出した。本菌は
HACEK 群細菌種に属し、2004 年に初め
て報告された後、これまで世界的に 10 例
の報告があるのみである。患者は 6 年前に
胸部大動脈瘤に対して弓部大動脈置換術
を施行、術直後より中等度の大動脈弁逆
流症、歯肉増殖症を認め、3 年ほど前には
抜歯に伴う歯肉炎に対する治療歴を有す
る 53 歳男性。持続する全身倦怠感、食欲
不振、体重減少および夜間盗汗を主訴に
大学病院に来院した。受診時、著明な歯
肉増殖があり、感染性心内膜炎が疑われ、
CT、PET-CT にて弓部大動脈のグラフト周
囲に炎症所見を
認め、血液培養
を行ったが、増殖
が遅く約 60 時間
の培養を要した
（右図）。コロニー
からグラム陰性桿
菌を認めた。 
生化学的性状に基づく自動細菌同定機器
では菌種同定には至らず、最終的に細菌
16S rRNA 解析によってようやく C. valvarum
と同定できた。患者は 3 年ほど前には抜歯
に伴う歯肉炎に対する治療歴を有しており、
口腔疾患との関わりが疑われたが、本菌の
感染経路や心臓・血管疾患への病原性な
どの解明には至らず、今後の課題となった。
本菌 C. valvarum および HACEK 群細菌種
はおもに感染性心内膜炎を起こすが、症
状に乏しく潜行性に進行するため診断時
には巨大疣贅を形成していることが多く、
弁置換術を要する症例が多い。 
特にこれらの菌種同定は困難であり、16S 
rRNA 配列解析などの遺伝子学的分析や
最新の質量分析機器による分析が心臓・
血管疾患における微生物学的診断には特

に有用である。 
 
②抗生剤治療にもかかわらず 4 か月間増
悪、寛解を繰り返す発熱のため大学病院
循環器内科を受診した67才、男性。心エコ
ー検査で大動脈弁に疣贅があり、血液培
養検査でグラム陽性球菌を検出した（下
図）ことから、当初 Streptococcus による心
内膜炎が疑わ
れ、口腔内の
精査を実施し
た。独立した 3 
回の血液培養
検査の最終結
果、自動細菌
同定機器では
いずれも Glanuliacatella elegans が疑われ
た が 、 16S rRNA 配 列 解 析 に よ っ て
Enterococcus faecalis と確定でき、本菌が
原因の感染性心内膜炎と診断された。 口
腔内所見でのプラークコントロールは非常
に良好であった。全顎的に PPD は 3mm 以
下であり、BOP は 0%であった。レントゲン
写真からも感染病巣を疑う像はなかった。 
心内膜炎の原因菌と口腔内との関連を調
べるため、口腔粘膜上の細菌を採取・分離
し、さらに中央検査部から血液培養検出菌
の供与を受け、両菌を遺伝子レベルで比
較した。血液培養および口腔内から分離培
養した E. faecalis
菌株について、
RAPD 法で同一
性を確認したとこ
ろ、遺伝子レベル
でも一致が認め
られた（右図）。心
内膜炎の原因菌
が口腔粘膜上に
も存在することを
示した結果は、口腔が心内膜炎の感染経
路となり得ることを示唆する。 口腔内には
700 菌種を超える多くの細菌種が生息して
いる。HACEK 群細菌種以外の細菌種につ
いても心臓・血管疾患の病因菌として、血
液培養を含め今後精査する必要があろう。 
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