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研究成果の概要（和文）：本研究費では、P. gulae 各線毛タイプ株のヒト歯肉上皮細胞株Ca9-22株への付着侵
入をプロテクションアッセイを用いて解析した。全ての菌株が歯肉上皮細胞に付着するが、C型線毛保有の2株と
B型線毛保有株1株のみ細胞内に侵入することが明らかにした。歯肉上皮細胞への付着侵入は、インテグリン&#
593;5β１を介し、細胞膜のアクチン重合や代謝の調節因子だけでなく、菌が保有するプロテアーゼが関与する
ことも明らかにした。C型線毛保有株の侵入能は、最も宿主傷害能を有するP. gingivalis II型線毛保有株と同
等の侵入能を有することから、歯周病発症に関わる口腔細菌であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：P. gulae type C and some type B strains invaded gingival epithelial cells at
 significantly greater levels than the other strains, at the same level of efficiency as P. 
gingivalis with type II fimbriae. Adhesion and invasion of
gingival epithelial cells by P. gulae were inhibited by cytochalasin D and sodium azide, indicating 
the requirements of actin polymerization and energy metabolism for those activities. Invasion within
 gingival epithelial cells was blocked by staurosporine, while nocodazole and　cycloheximide had 
negligible　effects on either adhesion or invasion. P. gulae proteases were found to be essential 
for　adhesion and invasion of gingival epithelial cells, while its DNA and RNA, and protein 
synthesis were unnecessary for those activities. Additionally, α5β1 integrin antibodies 
significantly inhibited adhesion and invasion by P. gulae. This is the first report to characterize 
P. gulae adhesion and invasion of human gingival epithelial cells.

研究分野： 口腔微生物学

キーワード： P. gulae　付着侵入　歯肉上皮細胞　インテグリン　歯周病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
人畜共通感染症の可能性をもつP. gulae 感染による歯周病発症の解明は、今後増加が予想される動物由来歯周
病菌による感染症に対する創薬、予防方法や治療方法の開発、医療関係者や患者への教育内容充実が十分考えら
れることができる。本研究課題により解明したP. gulae感染による歯周病発症との関連性は、特に、伴侶動物を
飼育する歯周病患者のクオリティー・オブ・ライフ維持へとつなげるためへのテーゼとなり、社会的意義も非常
に高いと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Porphyromonas gulae は、ヒト以外の動物から分離される P. gingivalis 類似細菌の新種として 2001

年発見された。伴侶動物を飼育する歯周病患者の病変部プラークから P. gulae が多く検出され、P. 

gingivalisと共に検出される患者は歯肉の炎症や骨吸収が見られる。一方、伴侶動物を飼育しない

歯周病患者からは P. gulae の検出は全く認められない。このことは、動物を飼育することにより、伴

侶動物からヒトへ P. gulae が直接伝播、歯周病発症に関与していることを示すだけでなく、歯周病

は動物由来 P. gulae 感染による新たなる人畜共通感染症である可能性が考えられる。歯周病菌は、

宿主免疫や上皮バリアなどの感染防御機構を突破して感染を成立させ、歯周病発症に至ることが

知られている。細菌感染の第一段階は細菌と宿主の物理的接触である。ヒト由来歯周病菌 P. 

gingivalis はこの物理的接触を巧みに利用することによって、細胞に付着・侵入し病原因子の１つ

である“線毛”が大きな役割を果す。宿主細胞への付着・侵入は P. gingivalis が保有する線毛遺伝

子タイプ別に違いが観察されることが知られている。研究代表者らは、P. gulae 線毛遺伝子は核酸

配列の違いにより病原性の異なる A/B/C 型の３つの型が存在することを明らかにした。線毛遺伝子

C 型線毛保有 P. gulae 株は歯周病を罹患する伴侶動物から多く検出されるだけでなく、細胞傷害

性を有することを明らかにした。 
２．研究の目的 
動物由来歯周病菌 Porphyromonas gulae のヒト歯肉上皮細胞への感染を解析し、ヒト歯肉上皮細

胞への付着・侵入機構の解析ならびに侵入を制御する分子基盤の明らかにすることで、歯周病発

症との関連性を明らかにすることを目的とする。 
３．研究の方法 
（１）使用した細胞株と細菌株 
実験には、JCRB 細胞バンクから供与されたヒト歯肉上皮癌由来細胞株 Ca9-22（JCRB0625）を使

用した。菌株は Porphyromonas gingivalis ATCC3327（I 型線毛)、OMZ314（II 型線毛)、および

Porphyromonas gulae ATCC 51700（A 型線毛)、D040（B 型線毛)、D044（B 型線毛)、D049（C 型

線毛）、D066（A 型線毛）、ST9-1（C 型線毛）株を使用した。 

（２）歯肉上皮細胞への付着侵入能解析 

供試菌株を歯肉上皮細胞由来 Ca9-22 株に感染させ、アンピシリン／ゲンタマイシンプロテクション

アッセイにより細胞内に侵入した細菌を評価した。 

（３）電子顕微鏡を用いた観察 

P. gulae D049株を感染したCa9-22細胞をカコジル酸緩衝液を用いたグルタールアルデヒドならび

にパラホルムアルデヒドで固定し、脱水後、レジンにより包埋した。ウルトラミクロトームで切片を作

成し酢酸ウラニルで染色後、走査型ならびに透過型電子顕微鏡で試料を検鏡した。 

４．研究成果 

（１）P. gulae の歯肉上皮細胞への付着侵入効率 

  P. gulae は多重感染度 (MOI) 100 での感染で最

も歯肉上皮細胞へ付着侵入することが明らかになっ

た（図 1）。これ以降の解析は、MOI=100 の感染条件

で解析を行うこととした。続いて感染時間別に解析を

行 っ た と こ

ろ、歯肉上皮

細 胞 へ の 付

着能は感染後 60 分、侵入能は感染後 90 分でピークを迎

えることが明らかになった（図 2）。 



（２）P. gulae 線毛型別付着侵入能の解析 

P. gulae D066 株（A 型線毛）のみ付着能は有意

に高かったが、他の菌株では線毛型別に差は

認められなかった（図 3A）。侵入能は C 型線毛

保有株である D049 株と ST9-1 株共に高い侵入

能を示した。しかしながら、B 型線毛保有株では

D040 株のみ侵入能を認められたが、A 型保有

株と B 型保有株 D044 株では侵入能を保有しな

いことが明らかになった（図 3B）。C 型保有株は歯周病変部位から最も多く検出されている線毛型

であることから、侵入能と歯周病発症に関連が認められることが示唆された。 

（３）P. gulae と P. gingivalis との付着侵入能の比較 

P. gingivalis は歯周病の代表的な原因細菌であ

り、中でも、II 型線毛を保有する P. gingivalis が

強力な歯周病のリスク因子になることが知られて

いる。そこで、C 型線毛保有 P. gulae と P. 

gingivalis の付着侵入能を比較し、P. gulae がリス

ク因子となり得る可能性を評価した。P. gulae の

歯肉上皮細胞への付着能は P. gingivalis よりも

高く、II 型線毛保有 P. gingivalis と同程度の侵入能を保有することが明らかになった（図 4）。これら

の結果により、C 型線毛保有 P. gulae は高い歯周病のリスク因子となる可能性が示唆された。 

（４）阻害剤を使用した付着侵入経路の解析 

真核細胞（歯肉上皮細胞）ならびに原核細胞（細菌）の機能に関わる阻害剤を使用し、付着侵入 

に関わる経路を解析した（図 5）。細胞質アクチン重合阻害剤サイトカラシン D により、P. gulae の付

着は 23.86%、侵入は 56.7%抑制された。一方、細胞微小管の解重合阻害剤ノコダゾールの影響

はわずかであった。細胞内における様々なシグナル伝達や代謝の調節因子を阻害するスタウロス

ポリンは、菌の付着を 41.8%抑制した。また DNA 合成、RNA 合成、タンパク合成が菌の付着侵入

に影響するだけでなく、プロテアーゼが最も付着侵入に影響することも明らかになった。 

（５）インテグリン ɑ5β１を介した歯肉上皮細胞への付着侵入 



インテグリン ɑ5β１抗中和抗

体により、P. gulae の付着は

46.2%、侵入は 71.5%抑制さ

れた（図 6）。一方、インテグリ

ンɑVβ3 抗中和抗体による付

着侵入の抑制は認められな

かったことから、P. gulae はインテグリン ɑ5β１を介して、歯肉上皮細胞への付着侵入することが示唆

された。 

最後に、P. gulae は歯肉上皮細胞に付着侵入

する過程を電子顕微鏡像で観察した。未感染

では歯肉上皮細胞表面にわずかな微絨毛が観

察されるだけであるが、P. gulae の感染により長

い微絨毛が細胞膜表面から多数認められ、菌

を取り囲むことが明らかになった（図 7）。さらに

細胞内に侵入した P. gulae は小胞内に取り込ま

れることが明らかになった（図 8）。 
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