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研究成果の概要（和文）：これまでに歯周病と心血管疾患の関連性が指摘されているが、その詳しいメカニズム
は依然として不明のままである。近年、細胞内分解機構であるオートファジーの制御異常が様々な全身疾患に関
与することが報告されている。とりわけ、非分裂細胞である心筋細胞の恒常性を保つのにオートファジーが重要
な役割を有していることがわかってきた。申請者はここれまでの研究成果より、オートファジーの制御異常が歯
周病と心血管疾患の関わりを解明する鍵を握っているのではないかと考え研究を進めてきた。
　本年度は、これまでに得られたin vivoおよびin vitroの研究成果をまとめ、論文投稿の準備を進めることが
できた。

研究成果の概要（英文）：An association between periodontal disease and cardiovascular disease has 
been suggested, but the detailed mechanism remains unclear. Recently, dysregulation of autophagy, an
 intracellular degradation mechanism, has been reported to be involved in several systemic diseases.
 In particular, autophagy has been shown to play an important role in maintaining the homeostasis of
 cardiomyocytes, which are non-dividing cells. Based on the results of previous studies, the 
applicant has been investigating the possibility that dysregulation of autophagy may hold the key to
 elucidating the relationship between periodontal disease and cardiovascular disease.
　This year, we were able to synthesize the results of in vivo and in vitro studies obtained to 
date.

研究分野：歯周病学

キーワード： 歯周病原細菌　オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究よりオートファジー制御機構が歯周病と心血管疾患とを結びつける因子である可能性を一層高めることが
できた。さらなる研究を進めることで世界に先駆けてオートファジー制御機構をターゲットとした新規治療法の
確立や創薬開発へと発展させることができると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、細胞内分解機構であるオートファジーの制御異常が様々な疾患に関与することが報告
されている。オートファジーは心筋における細胞内タンパクの品質保持と細胞内に侵入する病
原体の除去にも機能していることが明らかとなっている。申請者はこれまでに歯周病原細菌
Porphyromonas gingivalis (P.g.)が感染している梗塞心筋では心破裂は頻発し、その原因が心筋細
胞におけるマイトファジー（ミトコンドリア選択的オートファジー）の抑制にあることを報告し
ている。申請者はこれまでの研究成果より、オートファジーの制御異常が歯周病と心血管疾患の
関わりを解明する鍵を握っているものと考え、「歯周病原細菌の感染がオートファジー制御異常
を介して心肥大に与える影響とその機序を解明すること」を目的に本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
 歯周病原細菌の感染により心筋のオートファジー制御機構に影響がおよび、心肥大の病態・予
後を悪化させるのではないか、という仮説を検証し、そのメカニズムを解明することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
① 心筋細胞内における歯周病原細菌の局在の検討 
培養心筋細胞に細胞内 pH測定試薬でラベルした歯周病原細菌 Porphyoromonas gingivalis (P.g.)
を培養心筋細胞に植菌し、蛍光顕微鏡で P.g.の局在を観察した。 
② 歯周病原細菌の感染による心筋細胞の viability の検討 

H9C2細胞に P.g.野生株、または P.g.の病原因子である gingipainを欠損させた P.g. gingipain欠
損株を感染させ、細胞生存アッセイにより歯周病原細菌が心筋細胞の生存性に与える影響を検
証した。 
③ 歯周病原細菌感染によるオートファジー抑制の検討 

mRFP-GFP-LC3アデノウイルスを導入した培養心筋細胞に、P.g.野生株、P.g. gingipain欠損株、
または P.g.から抽出した gingipain を感染させ、共焦点顕微鏡でオートファゴソームおよびリソ
ソームを検出・定量することでオートファジー抑制を評価した。 
④ 歯周病原細菌によるオートファジー抑制の分子メカニズムの検討 
オートファゴソームとリソソームの融合関連タンパク VAMP8 の Flag-tagged リコンビナント
タンパクを作成し、His-tagged gingipainと反応させ、オートファジー抑制の分子メカニズムを検
討した。 
 
４．研究成果 
① 歯周病原細菌P.g.は心筋細胞内に侵入していることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② P.g.野生株が感染したH9C2細胞ではP.g. gingipian欠損株と比較してダメージがより顕著であ
った。 

 
 
 
 



 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
③ P.g.野生株を感染させた培養心筋細胞ではP.g. gingipian欠損株と比較してオートファオゴソ
ームとリソソームの融合がより阻害されていることがわかった。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④ オートファゴソームとリソソームの融合関連タンパクであるVAMP8はgingipain依存性に切
断・不活性化されることが明らかとなった。また、gingipain切断部位のアミノ酸を置換し
たVAMP8変異体を作成してgingipainと反応を添加させたところ、VAMP8-K47Aはgingipain
に切断されなかった。これらの結果より、歯周病原細菌P.g.が放出する病原因子gingipain
は、VAMP8を47番目のリジンで切断し、オートファゴソームとリソソームの融合を阻害
し、オートファジーの抑制を引き起こすことが明らかとなった。 
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