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研究成果の概要（和文）：歯周病細菌であるP.gingivalisのライブイメージングについて、ヒト大動脈内皮細胞を用い
て観察を行った。同菌は細胞内で6～8時間観察できたが、18時間から24時時間後には蛍光が検出できなくなった。この
間にリソソームへ輸送され分解されたと考えられる。
次に、マウスを用いてライブイメージングを行った。動脈分岐部や細い血管では、P.gingivalisが付着する様子が観察
できた。さらに動脈硬化モデルであるApoE欠損マウスでは、P.gingivalisの血管への付着が増大したことから、血液中
のコレステロールが細胞内への取り込みの際に、P.gingivalisと相互作用する可能性が推察された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed a fate of Porphyromonas gingivalis, a periodontal pathogen, with human
 aortic endothelial cells by live-imaging. We detected the bacteria within the cells for 6-8 hs, but faile
d to find them for 18-24 hs, indicating that the bacteria is probably transported to the lysosomes.
Futhermore, we performed live-imaging of P. gingivalis using mice. We found that the bacteria attached on 
blood vessels of bifurcation area and thin vessels. In ApoE-deficient mice, which is a model for arterial 
sclerosis, the attachment rate of the bacteria was increased. These results indicate that cholesterol in t
he blood probably interacts with P. gingivalis during endocytosis. 
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１． 研究開始当初の背景 
歯周病が感染性心内膜炎、アテローム性動脈
硬化症などの心血管系疾患の増悪に関与し
ていることは多くの研究がある。我々の研究
グループは、歯周病菌である Porphyromonas 
gingivalisを用いて、アテローム性動脈硬化
症モデルである ApoE 欠損マウスに関して、
動脈管索の組織化学的解析と血清蛋白質の
変化について報告した（Hashimoto et al. J 
Biochem. 2006。）さらに、ヒト大動脈内皮細
胞を用いて、同菌が貪食された後、リソソー
ムでの分解から逃れ、オートファジーシステ
ムを利用して細胞内に寄生する新しいメカ
ニ ズ ム を 世 界 に 先 駆 け て 報 告 し た 
(Yamatake et al. Infect. Immun. 2007)。 
 
２． 研究の目的 
本研究では、共焦点蛍光顕微鏡ならびに多

光子励起顕微鏡を用いたライブイメージン
グ解析により、蛍光タンパクを発現した歯周
病菌がどのように血管内に侵入し、どのよう
な影響を及ぼすのかに関して解析を行うこ
とを目標にした。具体的にはヒト大動脈内皮
細 胞 (Human Aortic Endothelial Cells) 
HAOEC を用いた in vitro解析で多光子励起顕
微鏡観察を行う。次にマウス個体を用いたバ
イオイメージング解析として、血管あるいは
心臓への歯周病菌の付着に関してバイオイ
メージング解析を行うことを目標にした。 
 
３．研究の方法 
（１）HAOEC を用いた培養細胞系を用いてリ
ポーター実験を行った。具体的方法としては、
緑色発色するGFPを発現させたP.gingivalis
の作製を試みた。次に、P.gingivalis を蛍
光染色できる BacteriSenseTM (パーキンエル
マー社)を用いて蛍光染色を行った。 
 （２）マウス個体を用いたバイオイメージ
ング解析として、動脈硬化モデル ApoE 欠損
マウスによる多光子励起顕微鏡観察により、
血管あるいは心臓への歯周病菌の付着に関
してバイオイメージング解析を行なった。 
４．研究成果 
（１）P.gingivalisに GFP タンパク質を発現
させたところ、充分な蛍光強度が得られなか
った。これは菌体内の還元状態が強いために、
GFP の蛍光ができなかったためと考えられる。
またGFPよりも蛍光強度が強いとされるEGFP
なども用いたが、実験に使える蛍光強度を発
現した P.gingivalis を得ることができなか
った。当初、菌体内で発光する P.gingivalis
の構築ができると考えていたが変更せざる

を得なくなった。 
次に、菌体内ではなく細胞表面での発光する
実 験 系 を 構 築 し た 。 具 体 的 に は 、
P.gingivalis の細胞壁を蛍光染色できる
BacteriSenseTM (パーキンエルマー社)を用い
て蛍光染色を行ったところ、適度な強度が得
られ解析を行った。HAEC に関して細胞数 1ｘ
105 個に対して P.gingivalis（1ｘ109 個）を
20 分間インキュベーション行い、取り込まれ
た細菌の蛍光強度が観察できた。細胞内の局
在は最初の2時間はエンドゾームに局在した
がその後はリソソームに局在することが分
かった。18 時間から 24 時時間後には蛍光が
検出できなくなったことから、この時間経過
で、P.gingivalisの分解が進んだと考えられ
る。 
 
（２）マウスを用いたバイオイメージング解
析として、正常マウスと動脈硬化モデル ApoE
欠損マウスを用いて、多光子励起顕微鏡観察
を行った。BacteriSenseTM 染色を行った
P.gingivalis（1ｘ108個）を尾静脈から投与
して、30 分から 2時間の間、動脈に付着する
P.gingivalisの様子を観察した。血流量が多
い動脈には付着はできないが、分岐部や細い
血管では、P.gingivalisが付着する様子が観
察できた。 
さらに、正常マウスに比べて、動脈硬化モ

デルである ApoE 欠損マウスでは、
P.gingivalisの血管への付着が有意に増大
した。これらの結果から、ApoE 欠損マウスの
血液コレステロールが細胞内への取り込み
の際に、P.gingivalisと相互作用して、細胞
表面への接着やその後の細胞内へエンドサ
イトーシスされる割合が増大した可能性、あ
るいはリソソーム内での分解が減少する可
能性が推察される（下図参照）。現在のとこ
ろ、画像の解像度が充分とは言えないために、
論文報告するには、今後さらに最適な条件を
決定する必要がある。 
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