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研究成果の概要（和文）： 

 細菌の細胞内侵入（エンドサイトーシス）の際に、低分子Gタンパク質Rab5とともに Vinculin
および ICAM-1といった分子が重要であることが明らかになった。また、vinculin は Rab5 の活
性を制御することにより、エンドサイトーシスを調節することが明らかになった。さらに、一
酸化窒素（NO）は Rab５を s-ニトロシル化することにより細菌の細胞内侵入を制御することが
明らかになった。本研究から、これらの分子を標的あるいは応用することによって、細菌の細
胞内侵入が制御できる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We clarified that Vinculin and ICAM-1 as well as a small G-protein Rab5 are important 
molecules to bacterial endocytosis in human cells.  Vinculin regulated bacterial 
endocytosis via controlling activity of Rab5.  Nitric oxide (NO)also regulated bacterial 
endocytosis by s-nitrosylation of Rab5.  These molecules may be useful for regulating 
bacterial endocytosis.   
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２０１０年度 5,200,000 1,560,000 6,760,000 

２０１１年度 4,000,000 1,200,000 5,200,000 

２０１２年度 5,600,000 1,680,000 7,280,000 

総 計 14,800,000 4,440,000 19,240,000 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：歯学・病態科学系歯学・歯科放射線学 

キーワード：一酸化窒素・エンドサイト―シス・細菌感染・歯周病・低分子 Gタンパク質 

 

 

１．研究開始当初の背景 
 歯周病関連細菌が細胞内へ侵入すること
により，同菌の持続感染が成立したり、感染
細胞の機能障害等が引き起こされる可能性
が考えられるが、侵入の機序の詳細は不明な
点が多い。加えて、侵入を制御する術は確立
されていない。細菌の侵入経路としてはエン
ドサイトーシスがあり，その早期経路におい
て低分子 G タンパク質の Rab5 は重要な制御

因子として知られている。Rab5 には活性型
と不活性型が存在し，この活性変化により高
度にエンドサイトーシスが制御されている。 

 

２．研究の目的 
 本研究では，Rab5 に着目し，宿主細胞内へ
の内への細菌侵入機構を検討した。ついで、
同分子を標的とした新しい感染制御の可能性
についても検討を加えた。 
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３．研究の方法 
（1）歯肉上皮細胞への Porphyromonas 
gingivalis 侵入機構の解析 
ヒト歯肉上皮癌細胞 (Ca9-22 細胞)を TNF-α
にて刺激し，Porphyromonas gingivalis ATCC 
33277 株と共培養した。その後，塗抹法によ
り細胞内へ侵入した P.g.の菌数を定量した。
また，GFP-Rab5 を発現させた Ca9-22 細胞を
TNF-α刺激し，上記共培養後，Rab5，ICAM-1
及び P.g.の細胞内局在を蛍光顕微鏡にて観察
した。 
 
（2）Rba5 制御因子としての vinculin の解析 
 vinculin と Rab5 が結合することを免疫沈
降法や GST プルダウンで明らかにし、過剰発
現とノックダウンの実験系において、vinculin
は S. aureus の細胞内への移行を検討した。次
に、vinculin と Rab5 の活性との関連性につい
て明らかにするためにGST-R5BDプルダウン
を行った。S. aureus の細胞内への移行と
MAPK 活性化との関連性について、リン酸化
MAPK 得意的抗体を用いたウェスタンブロ
ット法で解析した。さらに、S. aureus の生体
内への感染に対する vinculinの役割を検討す
るために、マウス肺炎モデルにおける 
vinculin siRNA の効果を検討した。 
 
（3）細菌の細胞内侵入における一酸化窒素
の役割とそれを抑制する食品成分の探索 
 細菌が細胞内に侵入する時に宿主細胞側
で貪食に関わる因子である低分子量 G タン
パク質 Rab5 と一酸化窒素との関連性を明ら
かにするために、NO ドナー（一酸化窒素を
発生させる薬剤）である GSNO を用いて、
Rab5 に対する一酸化窒素の影響について
GST プルダウン、免疫沈降法、ビオチンスイ
ッチ法などで検討した。また、一酸化窒素の
産生を調節する食品由来因子について検討
するために、LPS を用いて誘導型一酸化窒素
合成酵素である iNOS を発現させ、様々な食
品由来因子をマクロファージ様細胞である
Raw264 に添加し、一酸化窒素測定試薬であ
る DAF-2 を用いて解析した。さらに、それら
の因子と MAPK(p38、Erk、JNK)との関連性
についてウェスタンブロット法で解析した。 
 
４．研究成果 
（1）歯肉上皮細胞への Porphyromonas 
gingivalis 侵入機構の解析 
 塗抹法により，細胞内に侵入した P.g.の菌
数を比較したところ，TNF-α刺激した Ca9-22
細胞では，無刺激の細胞に比べ，細胞内に侵
入した菌数は有意に増加しており，同細胞内
でRab5，ICAM-1及びP.g.の共局在を認めた。
活性型 Rab5 を発現させた Ca9-22 細胞では，
P.gingivalis と Rab5 の共局在を認めた。一方，
不活性型Rab5 を発現させたCa9-22細胞では

Rab5 と P.gingivalis の共局在は認められなか
った。また，塗抹法により細胞内に侵入した
菌数を比較したところ，活性型 Rab5 を発現
させた細胞では，不活性型 Rab5 を発現させ
た細胞に比べ菌数が多かった。以上の結果か
ら， TNF-α刺激による P.g.の細胞内侵入の増
加には，ICAM-1 と Rab5 を介したエンドサイ
トーシスが関与していることが示唆された。 
 
（2）Rba5 制御因子としての vinculin の解析 
まず始めに、vinculin と Rab5 が結合するこ

とを免疫沈降法や GST プルダウンで明らか
にし、過剰発現とノックダウンの実験系にお
いて、vinculin は S. aureus の細胞内への移行
に関与することが明らかとなった。次に、
vinculinと Rab5 の活性との関連性について明
らかにするためにGST-R5BDプルダウンで解
析を行ったところ、S. aureus の細胞内への移
行時に vinculin は Rab5 の活性化に関与した。
そして、活性型 vinculin 変異体を用いて解析
を行い、vinculin の活性化が S. aureus の細胞
内への移行に重要であることが明らかとな
った。また、S. aureus の細胞内への移行と、
MAPK との関連性について検討したところ、
vinculin をノックダウンした細胞では、S. 
aureus による MAPK(JNK、p38、ERK)のリン
酸化が低下し、炎症性サイトカイン IL-6 の発
現が低下していた。さらに、S. aureus の細胞
内への移行と vinculin の関連性を in vivo で解
析を行ったところ、vinculin siRNA をマウス
の肺に導入すると、肺において S. aureus の細
胞内への移行が低下し、MAPK のリン酸化や
IL-6の発現が抑制されていたことが明らかと
なった。 
以上のことより、vinculin は細胞接着だけ

ではなく、Rab5 と相互作用し、エンドサイト
ーシスによるS. aureusの細胞内への移行に関
与し、MAPK のリン酸化や IL-6 の発現に関わ
ることが新たに明らかとなった。 
  
（3）細菌の細胞内侵入における一酸化窒素
の役割とそれを抑制する食品成分の探索 
 GSNOを添加した細胞では Rab5の活性が
上昇し、宿主細胞における細菌の貪食が促進
すること、またその際 Rab5 が S-ニトロシル
化されていることが明らかとなった。また、
オリーブの葉やオリーブオイルに含まれる、
オレウロペインとハイドロキシチロソール
は LPS による MAPK のリン酸化を抑制し、
iNOS 誘導型の一酸化窒素の産生を抑制する
ことが明らかになった。 
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