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研究成果の概要（和文）：易感染性宿主となりうる高齢者・有病者は口腔衛生状態が悪化しやすいことに加え、
緑膿菌が高率検出される。緑膿菌は日和見感染菌として捉えられ、肺炎のリスク因子としても知られている。本
研究にて我々は、歯周病原因菌の１つであるFusobacterium nucleatumの培養上清を加えることにより、緑膿菌
の病原因子であるピオシアニン産生が有意に上昇することを示した。また、培養上清に熱を加えることによりそ
の効果は減弱したことから、熱に不安定な分泌タンパクであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Psudomonas aeruginosa is detected highly in elderly people and compromised 
patients in addition getting poor oral hygiene conditions. P. aeruginosa is regarded as an 
opportunistic bacterium, and is also known as a risk factor for pneumonia. In this study, we showed 
that adding the culture supernatant of Fusobacterium nucleatum, which is one of the periodontal 
pathogens, significantly induces the pyocyanin production which is a pathogen of P. aeruginosa. 
Moreover, the effect was attenuated by adding heat to the culture supernatant, which suggested that 
it was a heat-labile secreted protein.

研究分野： 口腔細菌学

キーワード： ピオシアニン　緑膿菌　肺炎　Fusobacterium nucleatum
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
欧米人に多い嚢胞性線維症患者や要介護高齢者の口腔や気道には、緑膿菌定着が著しいことが知られている。緑
膿菌からはピオシアニンという病原因子が産生され、これが気道に流入した異物のクリアランスが阻害し、肺炎
を起こすと考えられている。本研究では、口腔に生息するF. nucleatumが緑膿菌との相互作用により、ピオシア
ニン産生が増強することが明らかなった。これは肺炎リスクをさらに高める因子となる可能性を示す初めての報
告である。本研究結果の視点から、口腔ケア・専門的口腔健康管理は重要であることを示しており、今後の口腔
管理の重要性を啓発するためのツールになる可能性が考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肺炎は日本における死因の第 3位で、特に高齢者や有病者は免疫力の低下・嚥下機能の低下に
伴い口腔細菌を誤嚥することにより誤嚥性肺炎を引き起こし、重篤化することが問題視されて
いる。さらに、日常生活動作（ADL）の低下により口腔清掃が十分に実施できないことから、口
腔環境が不衛生になりやすい。 
本研究で着目する緑膿菌は日和見感染に関わる細菌で、高齢者や有病者の不十分な口腔清掃と
免疫機能の低下に伴って口腔内で増加する。実際に、申請者らは緑膿菌が脳血管疾患と嚥下障
害を有する患者の咽頭部から緑膿菌が有意に検出されることを報告した（Hirota K et al, CHEST, 
2010）。また、予後不良な肺炎である医療・介護関連肺炎（NHCAP）において高頻度に緑膿菌が
検出されることから、口腔内で増加した緑膿菌が誤嚥性肺炎の発症やその重篤化に関与する可
能性は否定できない。近年、歯周病原性菌の全身疾患への関連に対する研究は活発に行われて
いるが、口腔内は、800 種以上ともいわれる複雑な細菌叢を構成しているにもかかわらず、そ
の他の口腔細菌に着目した研究は少ない。本研究において、口腔に存在する細菌の誤嚥性肺炎
の発症や重篤化への関与を明らかにすることは、歯科界が果たすべき喫緊の大きな課題・責務
であると考えられる。ピオシアニンは、緑膿菌のバイオフィルム形成に重要な代謝産物で、青
〜緑色のフェナジン色素である。また、緑膿菌による感染症の発症病態に深く関わり、クオラ
ムセンシング(Quorum-sensing、QS)と呼ばれる細菌の情報伝達機構によりその産生が制御され
ている。QS は、細菌の産生するホルモン様物質を介し、環境変化、特に自身が存在する環境に
おいて的確に細菌密度を感知し、その変化に応じて遺伝子の発現を巧妙に制御する。緑膿菌が
気道上皮細胞へ侵入すると、産生されたピオシアニンにより、細胞内活性酸素や炎症性サイト
カイン産生上昇による細胞傷害や、呼吸器疾患罹患時に高発現する分泌型ムチン（MUC5AC）の
産生量増大による肺炎の重篤化を招く（Rada et al, Trends Microbiol., 2014）。このように
ピオシアニンは、緑膿菌感染症のみならず呼吸器疾患の重篤化にも関わっていることから、肺
炎の病態確立に極めて重要な病原因子であると認識されている。 
近年、ピオシアニンは歯周病原性菌の１つである Porphyromonas gingivalis（P.g）と関連する
ことが報告された（Benedyk M et al, PLOS ONE., 2015）。P.g はグラム陰性黒色色素性嫌気性
桿菌で、その発育には赤血球中のヘミンが必要であるが、ピオシアニンは赤血球中のヘモグロビ
ンを酸化させメトヘモグロビンを形成することにより P. g のヘミン獲得や P.g の病原因子であ
るジンジパイン産生を促進させ、歯周病原性細菌の病原性発揮にも関与することが明らかとなっ
た。 
２．研究の目的 
本研究では、易感染性宿主である高齢者・有病者に高率で認められる緑膿菌に着目し、「口腔細
菌が緑膿菌の病原因子であるピオシアニン産生を促進させ、誤嚥性肺炎の重篤化をもたらす」
という仮説のもとに、口腔細菌が緑膿菌との相互作用によりピオシアニン産生を促進するか、
またそのメカニズムの解明とともに、ピオシアニンの気道感染における病原性を明らかにする
ことを目的とした。 
３．研究の方法 
（１）使用菌株 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 を用いた。口腔細菌は、口腔レンサ球菌の Streptococcus 
intermedius, Streptococcus anginosus, Streptococcus constellatus, 歯周病原因菌として
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, P. g, Fusobacterium nucleatum, Prevotella 
intermedia を用いた。P. a および口腔レンサ球菌は好気培養、歯周病原因菌は嫌気培養を行っ
た。すべての菌株は 37 ℃にて培養した。 
（２） ピオシアニンの産生量の測定 
各種の口腔細菌培養液を遠心し、培養上
清をさらにフィルター濾過滅菌した液
（filtrated culture medium; FCM）を
ピオシアニンアッセイに用いた。P. a
は 18 時間振盪培養した菌液を用いた。
ピオシアニン産生量測定のためにキン
グ A培地を用い、キング A培地と FCM が
1：1となるように調整し、これに前培養
した P.a を加え、振盪培養を 20 時間行
った。その後、培養液上清を抽出し、OD695

にて吸光度測定を行った。対照は、キン
グ A培地と FCM で用いた培地溶液を 1：1
で調整した溶液とした。 
（３）ピオシアニン暴露における肺胞上皮細
胞への影響 
肺胞上皮細胞である A549 にピオシアニン（SIGMA, USA）を各濃度（5, 25, 50 μM）で 6およ
び 24 時間刺激し、その後細胞を回収し RNA 抽出、DNA に逆転写後、IL-8、CCL20、MUC2、MUC5AC
の発現を検討した。また、MTT アッセイを行い、A549 に対する至適ピオシアニン濃度を検討し
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図１口腔細菌との共培養におけるピオシアニン産生量の比較
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４．研究成果 
（１） 緑膿菌と口腔細菌との非接触共培養系におけるピオシアニン産生量変化 
各種細菌の FCM を用いて緑膿菌を 20時間振盪培養したところ、対照サンプルに比べてピオシア
ニン産生量が変化することが示された（図１）。特に、F. nucleatum の培養液中にピオシアニ
ン産生を促進する物質が含まれることが予想された。しかしながら、F. nucleatum の亜種には
ピオシアニン産生量に影響を与えなかった。本研究者は F. nucleatum が与える緑膿菌が産生す
るピオシアニンに着目することとした。F. nucleatum の FCM は、培養時間の長さによりピオシ
アニン産生が促進することが示された。また、FCM の量依存的にピオシアニン産生が促進され
た。さらに、ピオシアニン産生促進につながる F. nucleatum の FCM 中の物質を予想づけるため
に、FCM を加熱したものを用いてピオシアニンアッセイを行ったところ、FCM を加熱するとピオ
シアニン量が対照群と同じ産生量まで抑制された。これらのことから、ピオシアニンの産生を
促進するのは、F. nucleatum 培養液中に含まれる熱に対して不安定なタンパク質である可能性
が示唆された。現在、F.nucleatum を大量培養したうえで FCM 中のタンパクを分画し、ピオシ
アニン産生促進因子の探索を行っている。 
（２）ピオシアニン暴露における肺胞上皮細胞への影響 
ピオシアニンが肺での細胞に及ぼす影響を検討した。肺胞細胞である A549 を 10 %FBS 添加され
た DMEM にて subconfluent に培養し、ピオシアニンを各濃度（5, 25, 50μM）で 24 時間刺激し
たところ、25, 50μMで A549 は細胞死を起こしていた。次に、細胞が死滅しないピオシアニン
濃度を検討するために、MTT アッセイを行ったところ、10μM以下が至適濃度であることが示さ
れた。これまでに、ピオシアニンは肺の細胞で様々な炎症性サイトカインやムチンを分泌する
ことが知られているため、本研究では A549 を用いてピオシアニン（10μM）を作用させた際の
IL-8、CCL20、MUC5AC,MUC2 の発現を検討した。しかしながら、10μMピオシアニンの添加では、
コントロール（0μM）と比較して各種の発現に影響を与えていなかった。また種々のムチンも
同様に、コントロールと比較して発現に影響を与えていなかった。今後は、気管支上皮細胞で
同様の検討を行い発現に影響を与える指標をスクリーニングするとともに、F. nucleatum の培
養上清を添加し産生させたピオシアニンを用いた検討を行う予定である。 
欧米人に多い嚢胞性線維症（Cystic Fibrosis）患者や要介護高齢者の口腔や気道には、緑膿菌
定着が著しいことが知られている。その緑膿菌よりピオシアニンが大量に産生されることで気
道からムチンが産出され、気道に流入した異物のクリアランスが阻害され、肺炎を起こすと考
えられている。本研究では、同様の消化器官である口腔に生息する F. nucleatum が緑膿菌との
相互作用により、ピオシアニン産生を増強することが明らかとなった。本研究結果の視点から
も、口腔ケア・専門的口腔健康管理は非常に重要であることを示しており、今後の口腔管理の
重要性を啓発するためのツールになる可能性が考えられた。 
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