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研究成果の概要（和文）：歯周病原因菌のPorphyromonas gingivalis(以下P.g.)は歯周病の主要な病原因子として報告
されている。P.g.はエンドサイトーシスを介して細胞内に侵入し、多様な細胞機能傷害を引き起こす。しかし、P.g.の
細胞内動態については未解明な部分が多い。近年我々は、P.g.が細胞内殺菌機構から逃れるためにリサイクリング経路
と呼ばれる細胞内輸送経路を利用し、細胞外脱出と細胞への再侵入を繰り返すことで歯周病の慢性化を引き起こす可能
性を示した。

研究成果の概要（英文）：Porphyromonas gingivalis has been reported to be a main factor for periodontitis. 
P. gingivalis enters cells by the endocytosis and damages to various cell functions. Nevertheless, intrace
llular traffic of P. gingivalis is largely unknown .Recently, We found that P. gingivalis utilizes endocyt
ic recycling pathway for their survival from intracellular mechanism of killing bactria, and the organisms
 exit from infected cells and re-enter neighbouring cells, which may cause persistant infection.
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１．研究開始当初の背景 
Porphyromonas gingivalis の臨床的重要性

と研究課題 

 申請者らは2010年に、歯肉上皮細胞に侵入

したPg が宿主細胞の殺菌機構を逃れ細胞外

へ脱出し、別細胞へ再感染することを明らか

にした(Takeuchi et al., submited to Cell 

Microbiol)。  

 申請者の研究室による分子免疫学的調査

で、健常者成人、ダウン症候群患者、知的障

害者、糖尿病患者のいずれにおいても、歯周

炎患者からPg が最高頻度で検出された

(Amano et al., J Clin Microbiol, 1999, 他

5編)。また、抗てんかん薬誘発性歯肉肥大と

Pg との関連も認められた(Akiyama et al., 

Oral Dis, 2006)。  

 この Pg が発見された 1979 年から 2010 年

までの間に3300件以上のPg 研究論文が発表

されており、世界中で活発に研究が行われて

いる。しかし、基礎研究において未解明のこ

とが多く残されており、また歯周病治療への

寄与に関しても検討することが多い。  

 
２．研究の目的 
 上記より、Pg はオートファジーを中心と

した細胞内防御機構を回避し、感染の拡大・

歯周病の慢性化を図ると申請者は推測して

いる。細胞内に侵入したPg を細胞内消化器

官へ運ぶのか、または細胞外へ運ぶのか、を

選別する機構が存在し、Pg がこの選別機構

を利用し細胞外脱出を図っている可能性が

ある。  

 そこで細胞内小胞輸送における膜の融合

に関与するとされる SNARE タンパク質群に

焦点を当てる (Hong W., Biochim Biophys 

Acta, 2005)。同定したタンパク質について、

Pg を含む小胞が細胞内消化器官と融合する

のか、もしくはリサイクリングを担う器官と

融合するのか、これらの関連を生化学的・細

胞生物学的・細菌学的見地から解析し、Pg の

細胞内動態・宿主細胞応答を調べる予定であ

る。  

３．研究の方法 
 本研究計画ではPg の細胞外脱出過程や、

脱出を選別する機能分子解析などの未だ解

明されていない基礎的な問題を解決し、さら

に得られた知見を歯周病治療へと役立てる

ための研究基盤を確立する。 

(1)Pg の初期エンドソームからリサイクリ

ングエンドソームへの移動に係わる宿主細

胞の機能分子の同定  

(2)リサイクリング経路に関わるPg と結合

する宿主細胞の受容体の探索  

 

(1) 

 Pg が宿主細胞の殺菌機構を逃れ、どのよ

うに初期エンドソームからリサイクリング

エンドソームへ移動するのか、を解明する。

方法としては、宿主細胞内の輸送小胞の融合

に係わるとされるSNAREタンパク質に焦点を

当て、RNAi 法によるノックダウン法を用い、

宿主細胞因子のスクリーニングを行う。細胞

外に脱出した Pg は、コロニー・フォーメー

ション・アッセイにより算出する。これによ

り、細胞外に脱出した Pg に多寡が認められ

る候補因子を明らかにする。 

 上記により同定した宿主細胞の候補因子

について、蛍光蛋白質との融合タンパク質を

作製し形質転換した歯肉上皮細胞に Pg を感

染させ共焦点顕微鏡により Pg の宿主細胞内

動態を観察する。侵入した Pg との共局在を

示す因子があれば、その宿主細胞因子の変異

体を作成し歯肉上皮細胞に形質転換する。野

生型と変異型を比較し、Pg とリサイクリン

グエンドソームとの共局在率の減少がみら

れる因子を同定する。 

 

(2) 

 インテグリンを含む宿主細胞の受容体に

ついて抗体を用いて免疫染色を行い、リサイ

クリングエンドソームに存在する Pg と染色



像が重なるかどうかを共焦点顕微鏡で調べ

る。共局在が認められた受容体について、歯

肉上皮細胞で RNAi 法を使い受容体の発現を

阻害することによって、宿主細胞内から細胞

外へ脱出した Pg 生菌数をコロニー・フォー

メーション・アッセイで定量する。これによ

り、リサイクリング経路に関与する Pg 結合

受容体を同定する。 

 

４．研究成果 

(1) 

 歯肉上皮細胞に侵入した Pg が、リサイク

リングエンドソームのマーカーである Rab11、

およびリサイクリングに必要なアクチン再

構成に関わる RalA と共局在を示すことを明

らかにした。 

 

(2) 

 オートファゴソームのマーカーである LC3

と Pg が共局在を示すこと、またライソゾー

ムのマーカーである Lysosome-assosiated 

membrane protein 1(LAMP1)、LC3 と Pg が共

局在を示すことを見出した。 

これらの結果より Pg の細胞内動態を、初期

エンドソーム、リサイクリングエンドソーム、

オートファゴソーム、およびライソソーム/

オートライソソームの4つのパターンに分類

した。（図１） 

 

(3) 

 Pg 歯肉上皮細胞のサイトカインの一種で

ある Interleukin-8(IL-8)産生を抑制する機

構の一端を明らかにした。IL-8 は炎症性サイ

トカインの刺激により白血球を含む多くの

細胞から産生される白血球遊走因子の1つで

ある。Pg は歯肉上皮細胞に侵入後 IL-8 の産

生を抑制することで Pg が局所に留まり、好

中球の遊走を阻害している可能性がある。 

 また Pg が産生するセリンフォスファター

ゼ SerB が、歯肉上皮細胞による IL-8 産生阻

害において重要な役割を果たすことを見出

した。 
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