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オートファジーは歯周病菌が撹乱した細胞内秩序を再び律するのか？
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研究成果の概要（和文）：歯周病は歯周病菌とよばれるPorphyromonus gingivalisをはじめとした細菌群の定着
感染に惹起される歯肉および歯槽骨での上皮、マクロファージ、破骨細胞などの可能な免疫反応がその病因であ
る。この発症過程においてエンドサイトーシスおよびオートファジーがどのように関与するのかはほぼ不明であ
った。本研究により、Porphyromonus gingivalisの感染にLYSTを介したエンドサイトーシス、および破骨細胞で
特異的に発現するタンパク質を介したミクロオートファジーが発見され、それらが歯周病発症に関与する可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Periodondal disease is caused by excessive immunological reaction in 
epitheliumm, macrophage, and osteoclast in the gums and alveolar bone, which is caused by 
colonization of bacterium such as Porohyromonus gingibalis. In this study we revealed that 
Porohyromonus gingibalis invasion is associated with LYST mediated endocytosis. 

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
歯 周 病 は 歯 周 病 菌 と よ ば れ る
Porphyromonus gingivalis をはじめとした
細菌群の定着感染に惹起される歯肉をおよ
び歯槽骨での上皮細胞、マクロファージ、破
骨細胞などでの過剰な免疫反応がその原因
である。特に P.gingivalis は歯肉細胞内にエ
ンドサイトーシスを介して侵入すること、お
よびその一部が細胞内の構造の特殊な膜構
造により包み込み分解する現象オートファ
ジーにより包まれることが近年観察されて
いる。しかしその生理的重要性は未解明のま
まであった。またオートファジーの分子機構
は徐々に明らかになりつつあるが、その詳細
はまだ未知な部分が多い。 
 
２．研究の目的 
 
上皮細胞、マクロファージ、破骨細胞などで
オートファジーやエンドサイトーシスの活
性を探る。また上皮細胞や、その他のモデル
細胞を用いて、その制御機構を探求する。そ
のことによりエンドサイト−シスやオートフ
ァジーが歯周病の進展に影響する可能性に
ついて、解析する。さらにオートファジーの
分子機構の解明を行うことで、それらをもと
にした歯周病治療ターゲットの創出を目指
す。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 歯肉上皮培養細胞に歯周病発症と強い相
関があることが知られているチャディアッ
クヒガシ症候群の原因遺伝子LYSTの発現抑
制を行う。Porphyromonus gingivalis を感染
させ、エンドサイトーシスおよびオートファ
ジーがどの様に影響されたかを検定する。 
 
(2) 歯周病発症時に過活動となることが知ら
れている破骨細胞においてエンドサイト−シ
スの役割を調べるために、破骨細胞で特異的
に発現されている低分子量 G タンパク質
Rab の同定を行う。マウス骨髄由来マクロフ
ァージを RANKL CMOS 刺激で破骨細胞へ
と分化させ、その前後の遺伝子発現プロファ
イルをマイクロアレイ法により解析する。ま
た破骨細胞に GFP タグした Rab を全種類発
現させ、特徴的なパターンを示す Rab を選抜
する。選ばれた Rab のエンドサイトーシスお
よびオートファジーにおける機能を解析す
る。 
 
(3) 上記のオートファジーの解析をさらに詳
細に行うため、オートファジー分子機構の解
析を行う。オートファジーマーカーとしての
オートファジーに必須な膜タンパク Atg9 の
確立を行うため、その細胞内動態を解析する。
またオートファジー誘導機構の解析のため、

MTMR３の結合分子を質量分析により同定
し、その解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
(1)  肉上皮培養細胞において LYST の発現
を SiRNA を用いて行った。一般的なエンド
サイトーシスに著名な遅滞とともに、リソソ
ームの膨潤が観察された。Porphyromonus 
gingivalis を感染させたところ、エンドサイ
トーシス経路の途上での、蓄積が観察され、
さらに GFP—LC３をはじめとするオートフ
ァジーマーカーの蓄積が見られた。このこと
はLYSTを介したエンドサイトーシス不全が
歯 肉 上 皮 細 胞 で の Porphyromonus 
gingivalis のリサイクリングに影響をあたえ
ることにより、オートファジーを惹起してい
ることが示唆された（発表準備中）。 
 
（２）破骨細胞で特異的に発現上昇する Rab
の同定に成功した。この Rab はエンドサイト
ーシスの途上の経路にある新規オルガネラ
に局在することが判明した。さらにこれとホ
モロジーのある別の Rab はマクロファージ
で発現し、同様のオルガネラに局在した。す
なわち歯周病菌の貪食や、破骨細胞による歯
槽骨吸収に、これらの Rab が関与することが
示唆された。さらにこれらの新規オルガネラ
の内部には、別のオルガネラが貪食され、最
終的に分解されていることが見出された。こ
のオルガネラの酸性化を阻害するとその分
解が抑制された。これは新たなオートファジ
ー様の現象であり、マクロファージや破骨細
胞の活動に密接に関わる可能性が示唆され、
歯周病治療戦略の新たなターゲットとなる
ことが期待される。 
 
 
 
(3) Atg9 は膜タンパクであるが、ゴルジ体に
主に局在する。GFP—Atg9 の様々なトランケ
ーション変異体を上皮細胞に発現させたと
ころ、N 末端のトランケーションによりゴル
ジ体からリサイクリングエンドソームへそ
の局在が変化することが判明した。N 末端を
さらに詳細に解析したところコートタンパ
ク質である AP-2 に結合する配列を発見した。
その配列に変異を導入すると、やはり理サイ
クリングエンドソームに蓄積した。その変異
をもつ Atg9 はオートファジー能を示さない
ことが判明した。その変異をもつAtg9はAp2
の結合が見られなかった。これらのことから
Atg9はN末端領域を介して、Ap2に結合し、
そのことでリサイクルエンドソームからゴ
ルジ体へ戻り、そこからオートファジーの膜
形成箇所へ動員される一連の流れがあるこ
とが解明された。さらにホスファチジルイノ
シトール３ホスファターゼ MTMR３がオー
トファジー制御に関わる分子基盤を解明す
る目的で、MTMR３の結合タンパク質を質量



分析法により探索したところ、mTORC1 が
結合することが明らかとなった。さらに
MTMR３結合により、mTORC1 の活性が抑
制され、そのことによりオートファジーが誘
導されることが明らかとなった。これらのこ
とより、オートファジーの制御がホスファチ
ジルイノシトール３ホスフェート代謝と密
接にカップルすることが明らかとなった。以
上の分子機構は、オートファジー制御薬開発
の格好の分子標的となることより、今後これ
らの研究を発展させることで、新たな歯周病
治療法の開発に繋がる可能性がある。 
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