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研究成果の概要（和文）：歯周炎は、細菌が引き起こす慢性炎症である。歯周病の慢性化には貪食という、細菌を食べ
て消化する宿主免疫細胞機能を、細菌が回避する能力が重要となる。
 そこで申請者らは、歯周炎と関連が深いといわれる細菌Streptococcus gordoniiが有する貪食抵抗因子PpiAの細胞へ
の結合性を検討し、貪食との関連を調べていくこととした。その結果、PpiAタンパクはマクロファージの膜タンパクと
一部結合することが分かった。PpiAと膜タンパク質との結合が、PpiAの貪食抵抗性の何らかの因子となっている可能性
がある。

研究成果の概要（英文）：Periodontitis is chronic disease caused by bacteria. These periotondal pathogen 
must avoid host immuno defence like "Phagocytosis". It is important to established chronic infection.
In this study, we researched Streptococcus gordonii a periodontal related bacteria. S.gordonii have a 
protein PpiA, it plays an important role in inhibiting phagocytic engulfmet and in evasion of the host 
immune response. But, we did'nt know the mechanizm of inhibiting phagocytosis by PpiA protein. So, we 
exzamine the PpiA protein and macrophage cell menbrane protein interaction. The result showed that PpiA 
protein can conbined with 22kDa and 27kDa size cell menbrane protein. The protein may have one of the 
role to inhibition phagocytosis by PpiA.

研究分野：歯周病学

キーワード： 貪食
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１． 研究開始当初の背景 
(1) 歯周炎は、デンタルプラーク内の歯周病
原細菌が引き起こす慢性炎症である。歯周病
原細菌の歯周組織への感染成立には、マクロ
ファージ、好中球による免疫からの回避が重
要になる。結核などの慢性的な感染症は細菌
が貪食に抵抗することで、体内の免疫機構を
回避する機能を有している。よって歯周病を
引き起こすデンタルプラーク由来の細菌が、
貪食などの宿主免疫を回避する機構は重要
な意味合いを持つ。 
 
(2) 本研究で使用した P.gingivalis と
S.gordoniiはいずれもデンタルプラーク内に
存在する菌であり、歯周病の発症に大きく関
与していると考えられている。そこで菌の有
する貪食抵抗性を検討することにより、歯周
病の発症及び慢性炎症化する機構を解明す
る一助になると考えられる 

 
２． 研究の目的 
(1) 本研究の目的は、歯周病に関連する細菌
である、Porphyoromonas gingivalis および
その関連細菌である Streptococcus gordonii 
の２菌種について、宿主貪食細胞からの貪食
作用への抵抗性の検討およびその作用機序
の解明である。 
 
３．研究の方法 
P.gingivalis 
(1) P.gingivalis ppiA遺伝子欠損株作成 
過去に我々は、Streptococcus mutans の貪
食抵抗因子 PpiA を見出し、その貪食抵抗機
能を報告した。そこで P,gingivalis33277 株
における ppiA 遺伝子欠損株作成を試みた。
使用したプライマー配列を以下に示す。 
 

S.godonii 
(1)S.gordonii の貪食に関与する貪食受容体
の検索 
過去に我らは、細胞の貪食受容体として代表
的な①MARCO②SR-Aが S.godonii10558株

への細胞の貪食を担っていることを報告し
た。しかし細胞の貪食受容体は他にもいくつ
か報告があり、今回はさらに 2つの貪食受容
体①LOX-1②マンノース受容体が、貪食作用
を担っているかを貪食実験を用いて調べた。
貪食実験の概要を以下に示す。 
 
使用細胞：THP-1(マクロファージ様細胞) 
貪食実験の手順 
①6wellプレートに1×106個のTHP-1細胞を
培養し、マクロファージへの分化誘導因子
PMA を１０ｎM の終濃度になるように加え、
24時間分化させてから使用する。 
②各貪食受容体の阻害剤を細胞に加え１時
間インキュベートする。 
 
③OD0.1 に調整した菌液を細胞培養液の総
量の 1/20になるように加え、45分貪食させ
る。 
④ペニシリン G とストレプトマイシンにて
細胞外の菌を 1時間殺菌する。 
⑤細胞を蒸留水を作用させることにより破
砕させ、細胞破砕液を細菌培養寒天培地に撒
き、最終的に CFUを計測する。 

 
(2)S.gordonii における複数の菌株における
PpiAの貪食抵抗性の違いについての検討 
S.gordoniiには複数の菌株があり、我々は過
去に 10558 株において貪食抵抗性を検討し
てきた。しかし一般的によく知られている菌
株として 12396株と challis株が存在してお
り、株による違いで PpiA による貪食抵抗性
に違いが出るかを貪食実験を用いて検討す
ることとした。 
 
(3) S.gordonii ppiA遺伝子欠損株の貪食抵抗
性の作用機序の検討 
S.gordonii の ppiA遺伝子欠損株はマクロフ
ァージからの貪食作用を回避する機能を有
している。我々は PpiA が細胞にどのような
影響を及ぼしているか検討するため、
S.godoniiの野生株とppiA欠損株を用いてマ
クロファージ様細胞 THP-1 を刺激し、その
細胞の貪食に関与する分子の遺伝子発現が
どのように変化するかをマイクアレイを用
いて調べた。 
 
(4)PpiA タンパクと相互作用を起こす可能性
のあるマクロファージ細胞 THP-1 のタンパ
クの検索 
 
PpiA 分子は、THP-1 細胞表面の膜たんぱく
質と相互作用を及ぼして THP-1 細胞の貪食
機能に影響を及ぼしている可能性がある。そ
こで我々は、PpiA リコンビナントタンパク
質を用いて、far-western blotを行い、PpiA

ppiA欠損株の作成原理 



Poly：Iによるマクロファージの貪食阻害作用 

 

Mannanによるマクロファージの貪食阻害作用 

 

と結合するタンパク質を検索した。方法は以
下のとおりである。THP-1細胞を回収した後、
界面活性剤である Triton-X114を用いて細胞
膜成分を分離回収す。回収した細胞膜画分を
サンプルとして SDS-PAGE を行い、セルロ
ース膜に転写する。リコンビナント PpiA を
baitタンパクとして作用させ、一次抗体とし
て抗 PpiA抗体を使用し、PpiAと結合した膜
たんぱく質を検出した。 
 
４．研究成果 
P.gingivalis 
(1)P.gingivalis ppiA遺伝子欠損株作成 
P.gingivalis ppiA 遺伝子（PGN1364）を欠損
させる方法として、本遺伝子をエリスロマイ
シン耐性遺伝子と相同組み換えさせる手法
にて行った。簡潔に説明すると、目的の
PG1364 遺伝子の上流+エリスロマイシン耐性
遺伝子+下流遺伝子を３つつなげた遺伝子断
片を P.gingivalis のゲノム遺伝子を用いて
PCR にて作成し、この遺伝子をエレクトロポ
レーション法にて、P,gingivalis に入れるこ
とで相同組み換えが起きるように実験を行
った。しかし、現在に至るまで P.gingivalis
の ppiA 遺伝子欠損株を作成する事ができて
おらず、P.gingivalis の生存にとって本分子
が極めて重要な場合、欠損させることで菌自
体が生きていけなくなる可能性が示唆され
た。 

上から上流配列・エリスロマイシン耐性遺伝
子・下流配列の PCR 産物・マーカー 

上記３分子の結合後 PCR 産物 
 
S.gordonii 
(1)S.gordonii の貪食抵抗に関与する貪食受
容体の検索  
過去に我々は①MARCO②SR-A に対する阻
害剤を用いることで、S.gordoniiをマクロフ
ァージが貪食する際、上記の 2分子が関与し
ていることを示した。今回、我々は①PolyI：
C(LOX-1の阻害剤)②マンナン(マンノース受
容体の阻害剤)を用いて、THP-1 細胞におけ
る S.gordoniiの貪食実験を行った。結果を以

下に示す。 
 
 

 
 

 
 
結果、Poly:Iによる Lox-1受容体の阻害では
有意差が認められなかった。一方、Mannan
によるマンノース受容体の阻害では貪食作
用が減弱した。以上から、マンノース受容体
はS.gordoniiの貪食に関与している事が分か
った。 
 
(2)S.gordoniiの他の株における PpiAの貪食
抵抗性 
S.gordonii には本研究で使用している
10558 株の他に、12396 株と challis 株が良
く知られており、この 2菌株に対しても ppiA
遺伝子の欠損がどのような影響を及ぼす検
討するため、ppiA遺伝子欠損株作成を試みた。
しかし 12396株の ppiA遺伝子欠損株は何度
試みても作成できず、challis株においてppiA
遺伝子欠損株のみ得ることが出来た。そこで
challis株において野生株と ppiA遺伝子欠損
株で貪食実験を行ったところ、各菌株間にお
いて貪食率に有意差は認められなかった。わ
わ我は、S.mutans の 3 菌株でも同様の実験
を行っており、その時はいずれの ppiA 遺伝
子欠損株でも貪食率が上昇したことから、菌
株間での機能の違いはあまりないと想定し
ていたが、S.gordoniiにおいては菌株間にお
いて、PpiA の貪食抵抗性に大きな違いがあ
ることが分かった。 
 
 

↓目的遺伝子 



S.gordonii challis株WTと 

ppiA欠損株(ΔppiA)の貪食率 

 
 
 

 
(3)マクロファージ様細胞 THP-1 の貪食に関
与する遺伝子の変化 
我々は、THP-1 細胞に対して、S.gordonii
の野生株、ppiA遺伝子欠損株を刺激として加
え、その後 RNA を回収し、マイクロアレイ
による網羅的遺伝子検索を行った。結果、2.5
倍以上の有意差がある遺伝子において遺伝
子を検出した。貪食に関わる分子の遺伝子発
現は検出されたものの著しく大きな変化を
認めたものはなかった。よって PpiA は細胞
の遺伝子発現に影響を及ぼしているものの、
今回の結果では、PpiA の貪食抵抗性に強く
関連している遺伝子を推定することは出来
なかった。 
 
(4)PpiAタンパクに結合する分子の検索 
far-western blot の結果、22kDa と 27kDa
の付近に、PpiA と強く結合するバントを検
出した。今回は、細胞膜全体の Lycete を使
用しており、タンパクの特定はできなかった
が、今後 2次元電気電気泳動などを使用し 
、タンパクを特定し、PpiA の貪食抵抗性に
関与するかを検討していく予定である。 
 
本研究の結果から、S.gordoniiに対するマク
ロファージの貪食受容体として、マンノース
受容体が関与している可能性が示唆された。
また、PpiA と相互作用するマクロファージ
細胞の膜タンパク質の存在も示唆されてお
り、今後は、上記結果を踏まえ、PpiA の貪
食抵抗性について関与する分子の検索、及び
その機序をさらに深く検討していく。 
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