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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では，口腔内で特に病原性を示すことはないと考えられていたサングイスレンサ
球菌，アンギノーサスレンサ球菌の一部に上皮細胞内へ侵入する能力があることを明らか
にした．その結果上皮細胞の炎症性サイトカイン産生増強，免疫担当細胞の遊走を促すこ
とが示された．さらに線毛構造をつくるタンパク(pili)の有無がサングイスレンサ球菌の細
胞侵入性に大きく影響することがわかった．口腔内に多く存在する一つの菌種でも，pili
のほかさまざまな因子の有無によって生体に対する病原性が大きく異なり，その機能によ
ってアレルギー疾患やその他の疾患の原因になっている可能性が示唆された． 
  
研究成果の概要（英文）： 

Streptococcus sanguinis is a predominant bacterium in the human oral cavity. 
Some S. sanguinis strains are considered benetifical because they are reported to 
attenuate imflamatory responses caused by periodontopathogens. We identified S. 
sanguinis strain SK36 had an ability to adhere to and invade into human epithelial 
cells. Pili of S. sanguinis was an important factor to bind to fibronectin, and such 
binding ability to ECM proteins contribute to such invasion. SK36 enhances the 
immune responses of host cells such as overexpression of inflammatory cytokines and 
beta-defensin. A standard S. sanguinis strain ATCC10556 and pili defective mutant of 
SK36 failed to invade into epithelial cells and to stimulate the immune response. 
Taken together, our results suggest the possible involvement of pili in the pathogenesis 
of infective endocarditis, oral allergic diseases, and disorder of immune system. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年，アトピー性皮膚炎に代表されるよう
にアレルギー疾患を持つ小児は増加の一途
である．口腔内の環境が原因で起こりうるア
レルギーとしては，食物アレルギーの他，金
属アレルギーがある．歯科材料として使われ
る金属は，常に唾液に曝されているため溶出
しやすくアレルゲンとなりやすい．特に小児
の場合，乳歯冠やインレーに使われるニッケ
ル，クロム，亜鉛，スズなどの金属がアレル
ギーを起こしやすいことが指摘されている．
しかし，金属がそのままアレルギーを起こす
ことは無く，何らかの炎症応答のトリガーが
必要であると考えられている。金属と同時に
細菌の菌体成分をラットに局所投与したと
きのみ同部の腫脹が観察されたという報告
もあるが，金属や細菌が宿主にどのように認
識され，アレルギーを引き起こすのかについ
ては不明の点が多い． 
 ところで，生体内では，侵入した細菌やウ
イルスなどの病原体に対する生来のレセプ
ター（TLR 遺伝子群や NLR 遺伝子群）をも
つ．これらは，病原微生物の表面構造の一部
を認識して自然免疫を作動させ，その後の獲
得免疫の誘導にも不可欠なものである．その
うち NLR 遺伝子群は細胞内に発現している
レセプターでその機能については未知のも
のが多いが，最近になって NLR の一種であ
る Nalp3 が尿酸結晶やアスベストなど，宿
主にとっての’danger signal’をも認識して
炎症応答を生じさせることが明らかとなっ
てきており，こうしたレセプターは病原体以
外の異物も認識して何らかの応答を起こし
ている可能性が高い． 
 口腔内には，齲蝕を引き起こす口腔レンサ
球菌をはじめとして数百種の細菌が存在す
るため，口腔や咽頭粘膜の上皮は常に細菌の
存在を認識していると考えられる．しかし口
腔上皮細胞は種々のTLRおよびNLRを発現
しているにもかかわらず，これらのリガンド
刺激を加えてもほとんど炎症性サイトカイ
ンが産生されない．このため，口腔上皮細胞
では通常は炎症性応答を起こさない状態に
制御されているが，何らかの因子によってひ
とたび炎症を起こしたり，細胞内外への長時
間の定着や侵入を許したりした場合にはさ
らに強い免疫応答を引き起こすと考えられ
ている．また，上皮細胞から産生されるサイ
トカインが免疫担当細胞の遊走を招き，単球
やリンパ球によって相乗的に更なる炎症を
引き起こすことになる．金属アレルギーの症
状として金属に触れる口腔粘膜の発赤を起
こすことが多い．歯科金属やそのイオン化物
は長期間にわたって上皮に触れ続けること
から，上皮細胞に対して強い免疫応答を引き
起こすトリガーになりうると考えられる． 
 

２．研究の目的 
 本研究では，口腔レンサ球菌をターゲット
とし，宿主細胞への付着・侵入能をもつ菌株
がどのようにTLRやNLRによって認識され，
口腔内でどのように免疫応答を起こすのか
を検討した．またアレルギーをはじめとする
疾患を引き起こす原因として，各種の金属等
リガンドの添加下で細菌感染をさせ免疫応
答に変化が生じるか調べた．口腔，咽頭上皮
細胞，免疫担当細胞としてマクロファージや
T 細胞，ラットを用いて炎症性応答，抗菌因
子の発現，抗体の産生，アポトーシスの誘導
について解析し，口腔内の炎症応答や金属ア
レルギーへの関与を検討した． 
 小児におけるアレルギー疾患は近年増加
しており，その原因に関する研究も多く行わ
れている．食物・金属アレルギーではアレル
ゲンになりうる物質の特定も進んでおり，そ
の成因についても肥満細胞やリンパ球など
の免疫担当細胞の関与が明らかとなってい
る．しかし，アレルゲンとなりうる物質と最
初に接触するのは上皮組織であり，特に口腔，
咽頭上皮は接触機会も非常に多いと考える．
口腔レンサ球菌は口腔内では齲蝕以外に感
染症を起こすことは少ないと考えられてい
るが，これまでの研究で，口腔レンサ球菌の
中にも継続的に細胞に付着・侵入する菌株が
存在することが明らかとなった．申請者は，
アレルゲンの存在と細菌の長期にわたる付
着・侵入という要因が，炎症性免疫応答を抑
制している上皮細胞の制御を除去して炎症
性応答を生じさせ，そこに免疫担当細胞が遊
走して過剰な免疫応答をすることでアレル
ギーが発生・増悪するのではないかと考えた．
アレルギーの発症に対し上皮組織や自然免
疫系レセプターの関与を示した報告は少な
く，またアレルギーの成立機序についても不
明の点が多い．アレルギーの発生機序の詳細
を明らかにするために本研究を行うことは
疾患の治療法・予防法の確立にも有用である
と考えている． 
 
３．研究の方法 
1) 細胞内付着・侵入能をもつ口腔レンサ球
菌株の検索 
 従来，口腔レンサ球菌は一般的に細胞付
着・侵入能を示さないと考えられていたが，
目的にも述べたとおり，申請者は，強い細胞
付着・侵入能を示す臨床分離株が存在するこ
とを見出している．そこで，最初に，どのよ
うな菌種・菌株が細胞付着・侵入能を有する
のかを系統的に検索した．本研究では各種の
口腔・咽頭領域由来の上皮細胞株を用い，口
腔レンサ球菌の各標準株，臨床分離株を感染
させた．1〜3時間培養後，細胞を破砕した液
を希釈し BHI寒天培地に播種して生えてきた
コロニーを数えることで細胞付着菌を，感染



 

 

後，抗生物質を加えた培地に置き換えてさら
に培養することにより細胞外に存在する菌
を殺菌し，同様にコロニー数を数えることで
細胞内侵入菌を計測した．これまでの実験で
細胞に付着，あるいは侵入する菌株が存在す
ることを確認しているが，本研究ではさらに
菌種・菌株数を増やし，系統的にスクリーニ
ングを行い，臨床上の病原性との関連付けを
行った． 
  
2) 付着，侵入菌体の細胞内での動態の評価 
 宿主細胞への付着・侵入を認める菌株につ
いて，共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析を
行った．細胞内侵入菌は，その多くが細胞膜
の陥入によって形成されるエンドソームを
介して細胞内に入るため，初期エンドソーム
マーカーRab5に蛍光タンパクを付した融合
タンパクを発現するプラスミドを用いた．こ
れによって，細胞内で菌体がどのような挙動
を示すのか，どの程度生存できるのかを観察
した．また申請者は細胞侵入に関与する特定
のタンパクの発現を抑制するための miRNAi
発現用プラスミドを保有しており，これらを
用いて細胞付着・侵入への影響を検討した．
上皮細胞には各種プラスミドをリポフェク
ション法にて導入して感染実験に供する．臭
化プロピジウムにより細胞，細菌の核酸を染
色後，顕微鏡を用いて細菌の動態を観察する．  
 
3) 上皮細胞の細菌感染に対する免疫応答の
解析 
 各種の上皮細胞に対し付着・侵入を認める
菌株を感染させ，抗菌因子β-defensin，炎
症性サイトカイン IL-6, IL-8，アポトーシス
誘導因子の発現を解析した．各 mRNAおよび
タンパクの発現を解析するため，固定した細
胞への免疫染色，ELISA法，ウエスタンブロ
ット法，リアルタイム PCRの手法を利用した．
上皮細胞にそのまま細菌を感染させても炎
症性応答は起きにくいという報告もあるこ
とから，細菌侵入に関与しうる特定のタンパ
クの発現を，プラスミド導入による強制発現
や miRNA の導入による抑制によって変化さ
せ，免疫応答に与える影響を検討した． 
 
4) アレルギー疾患に対する口腔レンサ球菌
感染と TLRs, NLRs の関与の検討 
 口腔組織に過剰な炎症性免疫応答を起こ
させる因子を検討するため，上皮細胞に対し，
感染前に歯科材料に使われるニッケル，クロ
ム，亜鉛，スズなどの金属を加え，その上で
細菌感染を行った．特に，最近，アスベスト
や水酸化アルミニウムに対する炎症応答で
重要な役割を果たしている NALP3 の活性化
が起こるかどうかを中心に検討を加えた．そ
の上で抗菌因子，炎症性サイトカインの発現
に変化が無いかを検討した．またマクロファ

ージの cell line も用いて同様の金属の添加，
感染を行い，その培養上清を上皮細胞培養中
に添加した．アレルギーを引き起こすのは肥
満細胞や好塩基球であることが多い．金属ア
レルギーは IV型に分類されリンパ球や単球
の関与が考えられている．上皮組織が炎症を
起こすとこれらの免疫担当細胞が遊走する
と考えられることから，逆に上皮細胞への感
染で得られた培養上清をリンパ球などの培
養中に添加し，炎症性サイトカインや抗体の
産生を計測した．その上で，免疫応答に変化
が認められる細菌と金属の組み合わせを検
討した． 
 これらの研究を通じて，口腔レンサ球菌に
よる付着・侵入と口腔アレルギー発症の関連
を明らかにすることが出来ると期待される． 
 
４．研究成果 
 まず，口腔由来上皮細胞 HSC-2，咽頭由来
上皮細胞 Hep-2，子宮頚癌由来の HeLaを用い，
口腔レンサ球菌を感染させて細胞付着・侵入
性の検討を行った．Streptococcus mutans, 
sobrinus, sanguinis, gordonii, oralis, 
salivarius, mitis, downei, anginosus, 
intermedius, constellatus の各標準株，臨
床分離株，対照株として化膿レンサ球菌の
Streptococcus pyogenes を供試したところ，
化膿レンサ球菌のほか，特に病原性を示すこ
とはないと考えられていた S. sanguinis お
よびアンギノーサスレンサ球菌の一部に上
皮細胞内に強固に付着し，さらには侵入する
能力があることが明らかになった．細胞侵入
性を示す菌株については，さらに上皮細胞へ
の感染後，パラホルムアルデヒドによる細胞
の固定を行い，共焦点レーザー顕微鏡を用い
て宿主細胞への付着・侵入を観察した．（図
１）．特に細胞侵入性をもつ S. sanguinis の
中にはこれまでに全ゲノム解析がなされ遺
伝子構造が公開されている菌株(SK36 株)が

図１: サングイスレンサ球菌の上皮細胞へ

の侵入．左（赤）: DNA，中（緑）: エンド

ソーム，右（青）: リソソーム．Bars: 10 µm． 



 

 

含まれていた．その中で申請者らは，他菌種
で報告されている pili（線毛）様構造物をコ
ードする遺伝子に相同性の高い部分がある
ことに注目した． Pili は S. pyogens, 
agalactiae, pneumoniaeにおいて近年同定さ
れ，宿主細胞への付着性に関与することが報
告されているタンパクである．そのため，
Piliの細胞付着・侵入に対する影響を検討す
るため，ノックアウト株を作製した(Δpili)． 
その結果，Δpili株では各上皮細胞に対する
付着侵入性が有意に減少し，Piliが付着・侵
入に関与しうる因子であることが示唆され
た（図２）．また，Δpili 株では野生株に比
べ，唾液をコートした硬組織表面（歯面モデ

ル）に対する付着性も減少し，Piliが唾液中
のアミラーゼに対する吸着性が関与してい
ることが考えられた．S. sanguinisは歯面上
において特定の齲蝕原性菌や歯周病菌の定
着を阻害することが報告されているが，Pili
の発現によってはかえって口腔内細菌の歯
面への定着を助け，バイオフィルムの形成を
促している可能性もある． 
 次に，上皮細胞への付着・侵入性の有無に
よって，細胞の免疫応答性に違いがあるかを
検討するために，S. sanguinis各菌株を感染
させた上皮細胞の炎症性サイトカイン IL-1, 
IL-6, IL-8や MCP-1，抗菌因子 b2-defensin 
2, ペプチ ドグ リカン 認識 タンパク
PGRP-1aの産生を RT-PCRや ELISA法によっ

て検討した．その結果，細胞内侵入性をも

つ菌株の感染細胞において，炎症性サイト
カ イ ン の 発 現 が い ず れ も 上 昇 し ，
b2-defensin についても発現増強が認めら
れた（図３）．さらにこうした免疫応答は，
Δpili 株を感染させた場合では大きく減弱
した． 
 口腔内に多く存在する一つの菌種でも，
pili のほかさまざまな因子の有無によって
生体に対する病原性が大きく異なり，その機
能によってアレルギー疾患やその他の疾患
の原因になっている可能性が示唆された．ヒ
トの複雑かつ多彩な口腔内細菌叢を考えた
とき，現在でも培養のできない，研究の進ん
でいない菌種は多く，口腔内・全身疾患の発
症に直接的，間接的に関与している菌もまだ
まだ多いと推察される． 
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